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Wstep

Niezbednym elementem kontroli rozprzestrzeniania sie szkodliwych czynnikbw
biologicznych w Srodowisku pracy jest prowadzenie programéw majacych na celu
szczegbtowe poznanie ich drog rozprzestrzeniania sie oraz identyfikacje Zrodta
zanieczyszczenia (ich rezerwuaréw). Jednakze wykonywanie oznaczen mikrobio-
logicznych na stanowiskach pracy zwigzanych z narazeniem na pyt organiczny
pochodzenia roslinnego i zwierzecego wcigz nastrecza licznych trudnosci dia-
gnostycznych i logistycznych w wielu polskich laboratoriach mikrobiologicznych.
Wynikajg one przede wszystkim z nieodpowiedniego wyboru stanowisk pomiaro-
wych, rodzaju prébek, a takze metody pomiaru i analizy (rys. 1). Niestety kolejne
problemy pojawiaja sie po zakonczeniu fazy laboratoryjnej. Sposéb interpretadji
uzyskanych wynikow stezen bioaerozoli rowniez czesto budzi kontrowersje. Jest
to spowodowane przede wszystkim brakiem powszechnie akceptowanych war-
tosci dopuszczalnych stezeft mikroorganizméw w powietrzu oraz w innych préb-
kach (wymazy z powierzchni, surowce).

To opracowanie zawiera zestawienie stosowanych procedur/dziatah laborato-
ryjnych obejmujacych kolejne fazy badan mikrobiologicznych na stanowiskach
pracy, na ktorych pracownicy sa narazeni na kontakt ze szkodliwymi czynnikami
biologicznymi zwigzanymi z produkgja i przetwarzaniem surowcéw biodegrado-
walnych (biomasy).

JAKIE RODZA JE BIOMASY SA NAJCZESCIEJ STOSOWANE W POLSCE?

Do najczesciej wukorzystywanych w Polsce rodzajow biomasy
stosowanych do produkcji ciepta i energii nalezg: produkty i odpady
z produkecji rolnej i leSnej, odpady z produkcji spozywczej oraz przemystu
drzewnego, biodegradowalna frakcja surowcow odpadéw komunalnych.
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Przeprowadzone w ostatnich latach badania wykazaty, ze charakter pracy przy
przetwarzaniu biomasy do celéw energetycznych wigze sie z dtugotrwatym prze-
bywaniem pracownikéw w silnie zanieczyszczonym mikrobiologicznie $rodo-
wisku. Na stanowiskach pracy w elektrocieptowniach srednie stezenia aerozolu
bakteryjnego i grzybowego ksztattowaty sie na poziomie 10% - 10° jtk/m?. Nalezy
podkresli¢, iz zdecydowana wiekszo5¢ tego rodzaju biosurowcow przed procesa-
mi spalania czy tez gazyfikacji musi by¢ poddana obrébce wstepnej, np. suszeniu,
rozdrobnieniu, przesiewaniu, zestaleniu itp. Czynnosci te moga zwiekszaé naraze-
nie pracownikéw na szkodliwe czynniki biologiczne na skutek przedostawania sie
do powietrza drobnoustrojéw oraz ich fragmentéw /toksyn podczas przetwarza-
nia biomasy. Na wzrost stezenia mikroorganizméw w biosurowcach ma réwniez
wptyw sposdb ich przechowywania, jak np. brak zadaszenia, niedostateczna wen-
tylacja lub jej brak w halach i silosach, co moze prowadzi¢ do zwiekszenia wilgot-
nosci niezbednej do namnazania sie bakterii i grzybéw (Madsen, 2006; Sebastian
I wsp., 2006; Madsen i wsp., 2009; Gotofit-Szymczak i tawniczek-Watczyk, 2011;
tawniczek-Watczyk i wsp., 2012).



Zalecane metody | techniki pomiaru
szkodliwych czynnikow
mikrobiologicznych

Specyfika wykonywanych czynnosci zawodowych, jak réwniez rodzaj szkodli-
wych czynnikdw biologicznych wystepujacych w badanym srodowisku pracy wa-
runkuja wybor stanowisk pomiarowych oraz metod pomiaru (rys. 2).

przeglad pismiennictwa

wizja lokalna — wybor stanowisk pomiarowych
oraz rodzaju pobieranych prébek (bioaerozol,
wymaz, odcisk, biosurowiec, poptuczyny itp.)
o wybdr metody i strategii pomiarowe;

==

e wykonanie oznaczef ilosciowych

[ jakosaowych z wykorzystaniem:

metod hodowlanych

metod genetycznych

metod spektrofotometrycznych

testéw immunologicznych, np. ELISA

- metody spektrometrii masowej MALDI-TOF
MSMALDI-TOF MS

- oceny lekowrazliwosci

l e analiza statystyczna otrzymanych danych

pomiarowych
Rys. 1. Fazy badai mikrobiologicznych na stanowiskach pracy

T

e interpretacja wynikow na podstawie danych
literaturowych oraz dostepnych propozyiji
wartosci referencyjnych /normatywéw

 zalecenia do oceny i ograniczania narazenia na
szkodliwe czynniki mikrobiologiczne




Wizja lokalna w zakfadzie pracy oraz/lub analiza informacji odno3nie do warun-
kéw pracy dostarczonych przez specjaliste ds. BHP danego zaktadu pracy umozliwi
rowniez dobranie metody i strategii pomiarowej adekwatnych do charakteru za-
grozeh biologicznych wystepujgcych na stanowiskach pracy. Nalezy zaznaczy¢, iz
dob6r metody zalezy od rodzaju badanych prébek oraz od zaktadanych dalszych
faz analitycznego opracowywania pobranego materiatu. Niezaleznie od wybranej
metody pomiarowej w ciggu 24 godzin od momentu pobrania prébek nalezy je
przetransportowac do laboratorium, aby wykona¢ analize mikrobiologiczna.

g &
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Rys. 2. Rodzaje pobieranych prébek na stanowiskach pracy oraz metod pomiarowych




Badanie bioaerozolu

Najwieksze zagrozenie na stanowiskach pracy stwarzaja szkodliwe czynniki bio-
logiczne w postaci bioaerozoli. Zawieszone w powietrzu bakterie | grzyby, a takze
ich fragmenty i metabolity, nalezy pobiera¢ metodami wolumetrycznymi, pole-
gajacymi na pobraniu probki powietrza o okreslonej objetosci. Najczesciej wyko-
rzystywane sg nastepujace techniki pobierania prébek bioaerozoli:

» impakcja — separacja | wychwyt czastek biologicznych ze strumienia po-
wietrza na state podtoze (np. na ptytke z podtozem mikrobiologicznym)
nastepuje na skutek inercji; przyktadowe mierniki: 6-stopniowy impaktor
Andersena, Mas 100 NT

» impingement - rodzaj impakgji, w ktorej powierzchnie wychwytu stanowi
ciecz (np. jatowa woda, sél fizjologiczna, olej mineralny); przyktadowe mier-
niki (impingery): AGI-4, AGI-30 oraz BioSampler

b filtracja - separacja czastek w czasie przeptywu strugi powietrza przez po-

rowate medium w postaci filtru; przyktadowe mierniki: Button Sampler, CIS
| GSP

| fillracyjng zamies

UWAGA! Nie stosowa¢ metody sedymentacyjne;.

Pomiar polega na pozostawieniu przez 15-30 min otwartych ptytek
z podtozami na stanowisku pomiarowym. o000 0ol necoiinong,
nie umozliwia wiarygodnego okreslenia stezenia mikroorganizméw
w 1 m® powietrza. Za jej pomocg nie mozna wykry¢ wiekszosci
bakteryjnych patogendw (komérek o niewielkich rozmiarach), ktérych
szybkos¢ opadania na podtoze jest bardzo mata w stosunku do szybkosci
np. grzybow plesniowych.
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Po wykonaniu pomiaru technikg impakcyjna ptytki z podtozem mikrobiologicznym
inkubuje sie przez odpowiedni okres (zwykle ok. 7 dni), a po zliczeniu kolonii oraz
uwzglednieniu objetosci prébki wyznacza sie stezenie mikroorganizméw w jed-
nostkach tworzacych kolonie (jtk) w 1 m? powietrza [jtk/m?]. Nalezy zaznaczy¢, ze
liczbe kolonii mikroorganizméw wyrostych na podtozu kazdorazowo weryfikuje
sie z wykorzystaniem tablicy konwersyjnej opracowanej przez producenta uzy-
tego impaktora. W przypadku impkagji do cieczy, po pomiarze czes¢ uzyskanej
zawiesiny wysiewa sie na ptytki Petriego z odpowiednimi podtozami. Po okresie
inkubacji wyznacza sie liczbe jednostek tworzacych kolonie w 1 m? powietrza. Po
pomiarze z uzyciem gtowic filtracyjnych filtry pomiarowe sg poddawane ekstrak-
cji w odpowiednim roztworze (np. soli fizjologicznej z dodatkiem 0,05% Tweenu
80).W celu zliczenia zywych mikroorganizmdw otrzymang zawiesine wysiewa sie
na ptytki Petriego z odpowiednimi podtozami, a stezenie mikroorganizméw obli-
cza sie w jednostkach tworzacych kolonie (jtk) na 1 m?3 powietrza.

W Polsce warunki pobierania mikrobiologicznych prébek powietrza
okreslajg normy: PN-EN 13098, PN-EN 14031, PN-EN 14042 i PN-EN 14583.

W normie PN-EN 13098 podano zalecenia dotyczace pobierania prébek metodami
wolumetrycznymi (wykorzystujacymi impakcje lub filtracje), dopuszczajac mozli-
wos€ oceny stopnia mikrobiologicznego skazenia powietrza przez oznaczenie
sktadnikbw komorek mikroorganizméw (endotoksyn, glukanéw) oraz pierwot-
nych (ATP) i wtérnych (mikotoksyny) metabolitow. Norma PN-EN 14031 zawiera
wytyczne do oceny narazenia na endotoksyny zawieszone w powietrzu na stano-
wiskach pracy. Przedstawiono w niej szczegétowo warunki pobierania, transpor-
tu, przechowywania i 0znaczania endotoksyn. Do oznaczania endotoksyn zaleca
sie stosowanie kinetycznej chromogennej modyfikacji testu LAL. Z kolei w normie
PN-EN 14042 omdwiono strategie wyboru celu pomiaru czynnikbw chemicznych
I biologicznych. Podano zasady doboru procedur pomiarowych i miernikéw, omo-
wiono charakterystyke dziatania aspiratorow oraz podano opis metod pobierania
| praktyczne zasady ich stosowania w pomiarach indywidulanych i stacjonarnych.
W tej normie opisano réwniez metody pomiaru zawieszonych w powietrzu mikro-



organizmoéw i endotoksyn z zastosowaniem impaktoréw, impingeréw i poborni-
koéw z filtrem. W normie PN-EN 14583 zostaty szczegétowo opisane wymagania
oraz metody testowania pomocne przy wyznaczaniu sprawnosci miernikdw wo-
lumetrycznych uzywanych do pomiaréw bioaerozoli na stanowiskach pracy.

Bioaerozol - strategie pomiarowe i liczba probek

Do pomiaru bioaerozoli mozna zastosowaé dwie strategie pomiarowe: stacjonar-
ng i osobista. W przypadku pomiaru stacjonarnego miernik (impaktor, impinger)
ustawia sie na stanowisku pomiarowym na wysokosci 1,0 — 1,5 m nad powierzch-
nig podtogi/gruntu, aby pobiera¢ bioaerozol ze strefy oddechowe] cztowieka
(potozenie jamy ustnej i nosowej), (rys. 3). Natomiast lekkie mierniki do pomia-
ru osobistego (np. button sampler czy gtowica GSP i CIS) s3 mocowane na spe-
cjalnych szelkach/paskach, zaktadanych pracownikowi tak, aby gtowica z filtrem
(jako powierzchnia wychwytu czastek biologicznych) znajdowata sie na wysoko-
Sci jego strefy oddechowej (rys. 4). Tego rodzaju strategia pomiarowa bedzie po-
mocna przy okresleniu narazenia na szkodliwe czynniki biologiczne pracownika,
ktorego praca jest zwigzana z obstuga/dozorem kilku instalacji technologicznych.

Zamiesz-

Trzeba podkresli¢, ze celem kazdego pomiaru jest uzyskanie prébek, ktére sg re-
prezentatywne dla danego stanowiska pracy i rodzaju wykonywanych czynnosci.
Pomiary zazwyczaj przeprowadza sie w trakcie trwania czynnosci zawodowych.
W niektorych przypadkach jest wskazane wykonanie réwniez pomiaréw przed
zakonczeniem pracy i po jej zakofczeniu przez pracownika na stanowisku pracy.

LE POBIERAC PROBEK BIOAEROZOLU?

Pomiary bioaerozolu z uzyciem gtowic filiracyjnych filirow, impaktoréw
lub impingeréw powinny by¢ wykonywane w dwéch powtdrzeniach na
kazdym stanowisku pomiarowym.
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Liczba stanowisk pomiarowych powinna byé¢ adekwatna do liczby
stanowisk pracy zwigzanych z narazeniem na szkodliwe czynniki
mikrobiologiczne. Przed zaplanowaniem pomiaréw warto przyjrzeé
sie uktadowi badanych hal/pomieszczefr i wyznaczyé stanowiska
pomiarowe znajdujgce sie w miejscach najbardziej narazonych na
kontakt ze szkodliwym czynnikiem biologicznym na danym stanowisku
pracy (np. przy maszynach, tasmociggach).

UWAGA! Planujgc liczbe stanowisk pomiarowych, nalezy uwzgledni¢
oprocz stanowisk pracy wzdtuz linii technologicznej czy tez pionu
biurowego przynajmniej jedno stanowisko tzw. tta zewnetrznego. Punkt
ten powinien by¢ zlokalizowany w odlegtosci ok. 50 m od zaktadu pracy.
Tego rodzaju pomiar dostarczy informacji 0 wptywie zanieczyszczen
z powiefrza afmosferycznego na stezenia mikroorganizméw na
stanowiskach pracy.

Rys. 3. Pomiar stacjonarny za pomoca:
A - gtowicy CIS (ang. conical inhalable sam-
pler, Casella CEL, Bedford, Wielka Brytania)
wraz z aspiratorem (Casella CEL), B — impak-
tora MAS 100Eco; C — impaktor MAS 100NT
(Merck Eurolab, Szwajcaria); D — 6-stopnio-
wego impaktora kaskadowego wraz z pom-
pa (Tisch Environmental, South Miami, OH,
~ | USA), (fot. CIOP-PIB)

12




Rys. 4. Pomiar osobisty za pomoca: A - gtowicy button sampler (SKC Ltd., Eighty Four, PA,
USA), B - gtowicy CIS (Casella CEL) wraz z aspiratorem (Casella CEL), (fot. CIOP-PIB)



Badanie biosurowcow

Badanie biosurowcdw pod katem zawartosci szkodliwych czynnikéw mikrobiolo-
gicznych odgrywa znaczaca role w monitoringu zanieczyszczenia mikrobiologicz-
nego na stanowiskach pracy. Nalezy zaznaczy¢, ze badane prébki biosurowcéw
musza by¢ reprezentatywne dla badanego materiatu lub jego dostawy /partii. Stad
tez bardzo wazne jest zaplanowanie liczby prébek. W przypadku biomasy moz-
na pobra¢ kilka probek pierwotnych o mniejszej objetosci (np. 0,5 kg), ktore na-
stepnie sg tagczone w wiekszg probke (minimum 3 kg). Trzeba podkresli¢, ze rézne
rodzaje biosurowcéw moga miec rézng fakture i ksztatt, co moze uniemozliwié
pobdr do standardowych sterylnych pojemnikéw czy woreczkéw (rys. 5).

Stanowiska poboru prébek powinny by¢ rownomiernie rozmieszczone w catym
obszarze probkowania (np. w magazynie, hali). Liczba probek pierwotnych musi
by¢ wystarczajgco duza, aby umozliwié uzyskanie reprezentatywnej srednigj (mi-
nimum 3). Po ekstrakgji biosurowcéw w buforze ptuczacym z uzyskanej zawiesiny
wykonuije sie wiele rozcieficzen, a nastepnie wysiewa inokulum na ptytki Petriego
z odpowiednimi podfozami mikrobiologicznymi. Stezenie mikroorganizmow
bateryjnych i grzybowych oblicza sie w jednostkach tworzacych kolonie
(itk) na 1 gram surowca [jtk /g]. W niektorych przypadkach stezenie mikroor-
ganizmoéw mozna réwniez oblicza¢ w jtk na 1litr surowca [jtk /1].

Przyktadowq instrukcje pobierania probek biosurowcow zamiesz-
czono w zatgczniku 1.



Rys. 5. Rodzaje badanych biosurowcédw: A - brykiet ze stomy, B — pelet ze stomy, C — zrebka
leSna gruba, D - pelet z tupin stonecznika, E — brykiet z kukurydzy, F — rozdrobniona pest-
ka owocu olejowca gwinejskiego (PKS, ang. palm kernel shell), G — zrebka lesna drobna,
H - biodegradowalna frakcja odpadéw komunalnych (fot. CIOP-PIB)
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Badanie czystosci powierzchni

Badanie czystosci powierzchni metoda szablonowa stuzy do okreslenia czysto-
§ci mikrobiologiczne] powierzchni roboczych o duzej i stosunkowo jednorodne
powierzchni, np. blatéw roboczych, 3cian, podtodg i fragmentéw maszyn. W tym
celu do badanej powierzchni przykfada sie sterylny szablon o powierzchni otworu
wewnetrznego 100 cm?, a nastepnie kilkukrotnie przeciera wymazdwka (o ny-
lonowej lub bawetnianej kofcowce, zwilzone] odpowiednim ptynem - sterylng
woda lub solg fizjologiczng) obszar ograniczony szablonem (rys. 6A). Wymazow-
ke wktada sie do probowki z ptynem ptuczacym. Z uzyskanej zawiesiny wykonuje
sie wiele rozciehczen, a nastepnie wysiewa inokulum na ptytki Petriego z podtoza-
mi mikrobiologicznymi. Stezenie mikroorganizméw wyznacza sie w jednostkach
tworzacych kolonie (jtk) na 1cm? badanej powierzchni. W przypadku powierzchni
trudno dostepnych (np. z anemostatéw), o porowatych i nieregularnych ksztat-
tach, stosuje sie metode wymazu z powierzchni bez ograniczania szablonem. Ste-
zenie mikroorganizmdéw wyznacza sie w jednostkach tworzacych kolonie (jtk) na
catg badana powierzchnie.

Rys. 6. Pomiar czystosci mikrobiologicznej powierzchni metoda wymazu z uzyciem szablo-
nu (A) oraz z uzyciem ptytek kontaktowych (B), (fot. CIOP-PIB)

W badaniach czystosci powierzchni stosuje sie takze metode ptytek kontakto-
wych (rys. 6B), ktora najlepiej sie sprawdza w wypadku powierzchni suchych
i gtadkich (np. podtoga, Sciana, blat, odziez). Do badanej powierzchni przyktada
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sie specjalne ptytki kontaktowe typu RODAC zawierajgce podtoze agarowe o wy-
puktym menisku (powierzchnia styku 25 cm?). Pomiar wykonuje sie przez przyci-
Sniecie wypuktej czesci ptytki do badanej powierzchni na kilka sekund. Po okresie
inkubagji zlicza sie wyroste kolonie, a wynik wyraza sie w jednostkach tworzacych
kolonie na 25 cm? (pole powierzchni ptytki).

UWAGA! W celu zapewnienia powtarzalnosci wynikow podczas
dtugookresowego monitoringu zanieczyszczenia wymazy/odciski muszg
by¢ pobierane z tych samych miejsc i w ten sam sposab.

Przyktadowq instrukcje pobierania wymazéw z powierzchni
zamieszczono w zatgczniku 1.



Badanie czystosci higienicznej
rgk pracownika

W wielu zaktadach pracy, niezwigzanych z przemystem spozywczym, farmaceu-
tycznym czy opieka zdrowotna, coraz czesciej bada sie czystos¢ mikrobiologiczng
rak pracownika.

W tym celu pobiera sie wymazy z obu jego dtoni. Pomocne moga byc¢ tez ptytki
kontaktowe. Sposéb pomiaru i analiza tego rodzaju probek s takie, jak w przy-
padku oceny czystosci powierzchni (patrz s. 16).

Do badania rozprzestrzeniania sie szkodliwych czynnikdw mikrobiologicznych
pomocna moze by¢ takze analiza zuzytych pétmasek ochronnych stosowanych
w danym zakfadzie pracy. Uzyskane w ten sposéb informacje o stopniu zanie-
czyszczenia mikrobiologicznego powierzchni filtracyjnej w czasie zmiany roboczej
oraz o rodzaju czynnikdw biologicznych wystepujacych na danym stanowisku
pracy moga istotnie wptyna¢ na dobér srodkdw prewencyjnych oraz stosowane
procedury profilaktyczne (w tym na wznowienie szkolenia z zakresu higieny na
stanowisku pracy i uzytkowania pétmasek ochronnych).

Przyktadowgq instrukcje pobierania wymazow z rgk pracow-
nikbw oraz zuzytych potmasek ochronnych zamieszczono
w zatgczniku 1.



Analiza laboratoryjna probek
metodg hodowlang

W zaleznosci od rodzaju pobranych prébek stosowane sg rézne metody ich analizy.

Przyktadowe procedury analizy laboratoryjnej probek pobra-
nych w srodowisku pracy zwigzanych z przetwarzaniem bio-
masy do celow energetycznych przedstawiono w zatgczniku 2.

Identyfikacja mikroorganizméw bakteryjnych

Analiza jakoSciowa mikroorganizméw bakteryjnych wyizolowanych z prébek
Srodowiskowych (powietrza, biomasy, pétmasek ochronnych oraz wymazéw
z rak) powinna by¢ przeprowadzona w trzech kolejnych etapach, polegajacych
na obserwacjach makro- i mikroskopowych oraz charakterystyce biochemicznej
wyizolowanych szczepow. Wszystkie wyizolowane kolonie bakterii nalezy przesiac
na odpowiednie podtoza mikrobiologiczne, a nastepnie inkubowaé w cieplarkach
przez 24 godziny w temperaturze 37 °C . W celu uzyskania czystej hodowli wy-
odrebnionych kolonii posiewy nalezy wykonywa¢ metoda redukcyjng. Wytypo-
wane szczepy mikroorganizméw mozna poddac gtebokiemu zamrozeniu
w specjalnych probéwkach w temperaturze -80 °C w celu ich p6zniejsze;
analizy genetycznej.

Analiza makroskopowa

Analiza makroskopowa polega na okresleniu takich cech morfologicznych kolonii,
jak: wielkos¢, ksztatt, brzeg kolonii, barwa, profil, przejrzystosé¢, konsystencja, od-
barwienie podtoza oraz cech hodowlanych szczepdw izolowanych na odpowied-
nich podfozach: TSA z krwig, EMB, Chapmana oraz 50% TSA.

Analiza mikroskopowa
Analiza mikroskopowa polega na obserwacji preparatdw mikrobiologicznych
barwionych metoda Grama. Preparaty wykonuje sie z czystych 24-godzinnych
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hodowli bakterii. Obserwacja mikroskopowa umozliwia uzyskanie informacji na
temat: ksztattu i wielkoci komérek, ich uktadu wzgledem siebie oraz wystepowa-
nia przetrwalnikéw. Dodatkowo wynik barwienia metodg Grama potwierdzano
testem z 3-procentowym roztworem KOH. Wybarwione mikroorganizmy byty
obserwowane w mikroskopie Swietinym przy powiekszeniu 1000x.

Analiza cech biochemicznych

Analiza cech biochemicznych bakterii polega na okresleniu ich zdolno3ci do asy-
milacji, fermentacji lub rozktadu okreslonych zwigzkéw organicznych. W celu
identyfikacji wyizolowanych kolonii bakterii mozna sie postuzyé np. mikrotestami
AP| — ID 32 STAPH, API 20 STREP, API CORYNE, API 50 CHB, API 20 E, APl 20 NE
(bioMérieux SA, Marcyl’ Etoile, Francja) oraz systemem OMNILOG COMBO PLUS
ID (BIOLOG, Inc., Hayward, USA).

Identyfikacja mikroorganizméw grzybowych

Analize jakoSciowag mikroorganizméw grzybowych nalezy przeprowadzi¢, opie-
rajac sie na dostepnych w literaturze kluczach do oznaczania grzybéw strzepko-
wych oraz drozdzopodobnych podanych przez: Barnett i Payne'a (1986), Domscha
I wsp. (1995), Klich (2002), Pitta (2000), Samsona i Frisvada (2000), Samsona
iwsp. (2004) oraz Krzysciaka i wsp. (2011). Grzyby wyizolowane z prébek powietrza
identyfikowano do szczebla rodzaju lub gatunku. Wytypowane szczepy mikroor-
ganizmoéw mozna poddac gtebokiemu zamrozeniu w specjalnych probow-
kach w temperaturze -80 °C w celu ich péZniejszej analizy genetycznej.

Analiza makroskopowa grzybéw strzepkowych i drozdzopodobnych

Analiza makroskopowa grzybow strzepkowych polega na okresleniu cech mor-
fologicznych kolonii. Wyizolowane kolonie grzybéw nalezy przesia¢ na podto-
ze MEA/CA i hodowa¢ w cieplarkach przez 7 - 14 dni w temperaturze 25 °C. Po
wstepnej ocenie morfologii kolonii pod stereomikroskopem oraz analizie mikro-
skopowej preparatow grzybni barwionych laktofenolem badane szczepy grzybéw
powinno sie przesia¢ na nastepujace podtoza: MEA, CA (podtoze Czapka-Doxa),
CYA (CA z dodatkiem ekstraktu drozdzowego) oraz PDA (agar glukozowo-ziem-
niaczany), a nastepnie inkubowac przez 7 - 14 dni w temperaturze 25 °C. Kolonie



grzybow z rodzaju Asperqgillus nalezy identyfikowac na ptytkach z podtozem CYA,
MEA i CA inkubowanych przez 7 dni w temperaturze 25 °C oraz na podtozu CYA
w temperaturze 37 °C. W celu precyzyjnej identyfikacji grzybéw z rodzaju Penicil-
lium wyizolowane szczepy hoduje sie przez 7 dni na podfozu CYA w temperaturze
25 °C, 30 °C i 37 °C oraz na MEA, YES (podtoze z ekstraktem drozdzowym i sa-
charoza) i CREA (podtoze z kreatyna i purpurg bromokrezolowa) w temperaturze
25 °C. Po wymaganym okresie inkubacji analizuje sie nastepujace cechy kolonii: tem-
po wzrostu, wielko3¢, wyniesienie nad powierzchnie podtoza, wyglad powierzchni
| brzegu kolonii, kolor jej awersu i rewersu, konsystendje, zapach, ewentualng dyfu-
zje pigmentu do podtoza oraz wydzielanie kropel substancji. Morfologie grzybéw
drozdzopodobnych ocenia sie na podtozu MEA oraz Sabouraud z dodatkiem chlo-
ramfenikolu. Ptytki inkubuje sie przez 48 — 72 godzin w temperaturze 25 - 30 °C,
a nastepnie analizuje tempo wzrostu kolonii, jej wielko3¢, konsystencje i kolor.

Analiza mikroskopowa grzybow strzepkowych i drozdzopodobnych

Analiza mikroskopowa grzybow strzepkowych polega na ocenie w preparatach ko-
lonii barwionych laktofenolem nastepujacych cech grzybni: ksztattu, sposobu roz-
gatezienia, wystepowania przegréd lub ich braku, obecnosci struktur rozmnazania
bezptciowego (wielkos¢ i ksztatt konidiofordw, liczba metuli, utozenie fialid; sporan-
gioforéw; ksztatt, utozenie i wielkos¢ zarodnikdw) i ptciowego (askospor; klejstote-
cjow; piknididw; sklerocjow). Ocena mikromorfologii grzybéw drozdzopodobnych
opiera sie rdwniez na obserwacji preparatdw kolonii barwionych laktofenolem. Do-
datkowo okresla sie zdolnos¢ do tworzenia przez drozdze chlamydospor, strzepek
lub pseudostrzepek metoda Dalmau na agarze kukurydzianym z Tweenem. W tym
celu inokuluje sie izolowane kolonie drozdzy na podtoze CMA, a nastepnie przy-
krywa je jatowym szkietkiem nakrywkowym. Po 48-godzinnym okresie inkubagji
w temperaturze 25 °C hodowle ocenia sie pod mikroskopem Swietlnym.

Analiza cech biochemicznych grzybéw drozdzopodobnych

W celu identyfikacji cech biochemicznych grzybéw drozdzopodobnych mozna
postuzy¢ sie testem AP 20 CAUX (bioMérieux SA), ktéry umozliwia okreslenie ich
zdolnosci do enzymatycznego rozktadu poszczegélnych zwigzkéw organicznych.
Uwzglednia sie w nim wyniki testu na obecnos¢ strzepek lub pseudostrzepek na
podtozu CMA. Testy API interpretuje sie z wykorzystaniem internetowej bazy
danych.




Genotypowanie szczepdw bakteryjnych
| grzybowych

Metody molekularne maja istotng przewage nad metodami biochemicznymi,
gdyz nie sg uzaleznione od warunkéw hodowli na podtozach mikrobiologicz-
nych. S3 one oparte na analizie materiatu genetycznego danego mikroorga-
nizmu, ktoéry jest unikatowy i staty w poréwnaniu z cechami fenotypowymi,
mogacymi ulega¢ modyfikacji pod wptywem czynnikdw Srodowiskowych. No-
woczesne techniki réznicowania mikroorganizméw znacznie utatwiajg moni-
torowanie transmisji patogenéw w srodowisku pracy. Niestety w poréwnaniu
z metodami tradycyjnymi wymagaja bardzo kosztownej aparatury i drogich od-
czynnikdw. Do typowania genetycznego wykorzystuje sie najczescie] metody
typu ,fingerprinting”, czyli ,genetycznego odcisku palca”. Jedna z najprostszych
I najpopularniejszych metod PCR wykorzystywanych do oceny pokrewienstwa
genetycznego jest technika RAPD (technika losowej amplifikacji polimorficz-
nych fragmentéw DNA, ang. random amplified polymorphic DNA). Opiera sie
ona ha zastosowaniu jednego lub dwoch primeréw taczacych sie losowo z mniej
. lub bardziej homolo-

1 2 3 4
Genomeé = —| 5& - & |Reakda  gicznymi sekwencjami

__PCR

GenomZ | P L 2 P - tahcucha DNA. Ampll-
= aﬁl = fikacja w reakcji PCR

powoduje powstanie

—

Genom X GenomZ

okreslonego  profilu

4 e .

B — Elektroforetyczny genotypowego, umoz-
rozdziaf produktow .. .

, 03 3 PCR liwiajgcego analize

s =3 3 | pordwnanie izolatow.

Zmniejszong  specy-

Profil produktow RAPD-PCR . .. .

(. fingerprint”) ficznod¢  przytaczania

Rys. 7. Schemat przedstawiajacy metode RAPD-PCR (Kumar i Guru- primeréw do matrycy

subramanian, 2011) DNA uzyskuije sie przez

obnizenie temperatury przytaczania w cyklach reakgji PCR. Amplifikacje frag-
mentu DNA warunkuje odpowiednia orientacja i odlegtos¢ primeréw na obu
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niciach (nieprzekraczajaca 1500 - 2000 par zasad, pz), (rys. 7), (Kumar i Guru-
subramanian, 2011).

W wyniku amplifikacji uzyskuje sie od kilku do kilkudziesieciu amplikonéw w za-
kresie ok. 100 — 2000 pz. Nastepnie utworzone fragmenty DNA rozdziela sie elek-
troforetycznie, uzyskujac charakterystyczny profil ,fingerprint”. Uzyskany profil
elektroforetyczny produktéw PCR odzwierciedla réznice w sekwencji nukleoty-
dowe] migjsc wigzacych primer, réznice w dtugosci amplifikowanych fragmentéw
I w konformacji DNA wptywajacej na wydajne wigzanie starteréw i amplifikacje.
Im mniejsze pokrewiefstwo miedzy badanymi szczepami, tym wieksze r6znice
w liczbie i dtugodci amplikonéw. Dzieki prostocie i szybkosci wykonania technika
RAPD-PCR jest szeroko stosowana w badaniach epidemiologicznych, zaréwno
mikroorganizmoéw bakteryjnych, jak i eukariotycznych (Morandiiwsp., 2010; Diab
i wsp., 2011; Kumar i Gurusubramanian, 2011, Zeinali i wsp., 2015).

Izolacja genomowego DNA

Izolacje DNA z probek (poptuczyn z filtréw lub wymazdw) oraz z zywych szczepow
prowadzi sie za pomocg komercyjnych zestawdw do izolacji genomowego DNA,
najczescie] z wykorzystaniem ztoza krzemionkowego zamknietego w membranie
kolumienek. Zawarto3¢ i czystos¢ DNA badanych szczepdéw nalezy sprawdzi¢ za
pomocg spektrofotometru UV/VIS do mikroobjetosci. Wyizolowane i oczyszczone
DNA mozna przechowywac w temperaturze —20 °C do czasu dalszych analiz.

Reakcja RAPD

W celu przeprowadzenia genotypowania szczepéw grzybowych nalezy dokonac
optymalizacji reakgji PCR. Optymalizowanymi parametrami sg sekwencje starte-
row oraz ich kombinacje w reakgji PCR, a takze temperatura przytaczania starte-
row w tej reakcji. W optymalizacji wykorzystuje sie trzy — cztery sekwencje oligo-
nukleotydowe primerdw.

Przyktadowg analize metodg RAPD-PCR szczepow Aspergillus
fumigafus przedstawiono w zatgczniku 3.




Interpretacja wynikéw pomiarow

Ocena czystosci mikrobiologicznej powietrza

Interpretacja wynikow pomiaréw bioaerozoli w srodowisku wnetrz jest utrudnio-
na ze wzgledu na brak powszechnie uznanych wartosci normatywnych lub refe-
rencyjnych. Oznaczanie stopnia mikrobiologicznego zanieczyszczenia powietrza,
wyrazonego liczba jednostek tworzacych kolonie (jtk) w 1 m? powietrza, jest jak
dotad najlepiej znang i najczesciej stosowana miarg okreslajgcg narazenie na szko-
dliwe czynniki biologiczne. Narazenie na czynniki biologiczne w Srodowisku pracy
jest istotnym problem, podejmowane sg wiec liczne starania majace na celu wy-
znaczenie dla nich normatywéw higienicznych.

Obecnie w Polsce zebrane dane pomiarowe interpretuje sie na podstawie zale-
cenia wydanego w 2004 r. przez Zesp6t Ekspertow ds. Czynnikéw Biologicznych
Miedzyresortowej Komisji ds. Najwyzszych Dopuszczalnych Stezeh i Natezen
Czynnikéw Szkodliwych dla Zdrowia w Srodowisku Pracy (ZECB). Zapropono-
wane wartosci dopuszczalnych stezef najpowszechniejszych grup mikroorga-
nizmdéw w pomieszczeniach roboczych zanieczyszczonych pytem organicznym
oraz w pomieszczeniach mieszkalnych i uzytecznosci publicznej zaprezentowano
w tabeli 1 (Czynniki szkodliwe w srodowisku pracy..., 2014).

Proponowane wartosci referencyjne sg niezwykle pomocne zaréwno przy ocenie
narazenia na czynniki biologiczne w Srodowisku pracy, jak i w podejmowaniu od-
powiednich dziatan profilaktycznych i prewencyjnych. W innych branzach prze-
mystu (np. spozywczej, kosmetycznej) zaktady przemystowe do oceny czystosci
powietrza i powierzchni wyznaczajg wiasne, wewnetrzne wartosci dopuszczal-
nego stezenia mikroorganizmow, ktére stosuja do monitoringu zanieczyszczenia
w halach produkcyjnych. Wartosci te sg obliczane na podstawie m.in. korelacji
wynikéw dtugookresowego monitoringu zanieczyszczenia powietrza i jakosci
produktow.



Tabela 1. Propozycje dopuszczalnych stezef drobnoustrojow w powietrzu we-
dtug ZECB ( Czynniki szkodliwe w Srodowisku pracy..., 2014)

Pomieszczenia robocze . ..
Pomieszczenia mieszkalne

Czynnik mikrobiologiczny zanieczyszc.zone i uzytecznosd publicznej
pytem organicznym

Bakterie mezofilne 100 000 jtk/m?* 5000 jtk/m?

Bakterie Gram-ujemne 20000 jtk/m3* 200 jtk/m?

Termofilne promieniowce 20000 jtk/m3* 200 jtk/m?3

Grzyby 50 000 jtk/m3* 5000 jtk/m?

Endotoksyna bakteryjna 200 ng/m3 (2 000 JE/m3)* 5ng/m? (50 JE/m3)

"Dla frakgji respirabilnej proponowane wartosci powinny by¢ o potowe mniejsze.

W odniesieniu do powietrza zewnetrznego obowigzywaty do niedawna dwie
normy dotyczace stopniazanieczyszczenia powietrza atmosferycznego bakteriami
(PN-89/Z-04111/02) i grzybami (PN-89/Z-04111/03). Zostaty one jednak wyco-
fane ze wzgledu na to, ze nie uwzgledniajg nowoczesnego, zgodnego z obecnym
stanem wiedzy, podejscia do zagadnienia czystosci mikrobiologicznej powietrza.
Dopuszczaty bowiem przeprowadzanie pomiaréw metoda sedymentacyjna, kto-
ra nie daje rzeczywistego obrazu stopnia zanieczyszczenia powietrza. Zatem,
zaproponowanych w nich kryteribw oceny stopnia zanieczyszczenia nalezy po-
strzegac jedynie jako warto3ci orientacyjnych. Najnowsze propozycje oceny stop-
nia zanieczyszczenia powietrza atmosferycznego (Czynniki szkodliwe w Srodo-
wisku pracy..., 2014) zostaty wypracowane w wyniku pomiaréw Srodowiskowych
z uwzglednieniem potencjalnej szkodliwosci okreslonego skfadnika bioaerozolu,
przy zatozeniu, ze stezenie poszczegdlnych jego sktadnikdw w powietrzu atmos-
ferycznym nie powinno przekracza¢ wartosci dopuszczalnych stezeh dla powie-
trza w pomieszczeniach mieszkalnych, gdzie cztowiek spedza wiekszo5¢ czasu
W Ciggu zycia.

Ocena czystosci mikrobiologicznej powierzchni i rgk

Obecnie nie ma tez powszechnie ustalonych wartosci normatywnych w odnie-
sieniu do stopnia zanieczyszczenia powierzchni w srodowisku pracy zanieczysz-
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czonym pytem organicznym. W pismiennictwie przedmiotu mozna natomiast
spotka¢ normatywy higieniczne okreslajgce stopnie czystosci pomieszczeh tzw.
czystych w dziataniu, wedtug Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia z dnia 3 grud-
nia 2002 r. w sprawie wymagan Dobrej Praktyki Wytwarzania (Dz.U. 2002,
nr 224, poz. 1882), oraz pomieszczen w zaktadach przetwérstwa spozywczego
(np. PN-A-82055-19). W ocenie czystosci mikrobiologicznej powierzchni i rak
mozna sie postuzyé wartosciami proponowanymi przez BC Centre for Disease
Control, dotyczacymi pomiaréw za pomoca gabek, wymazowek i ptytek odcisko-
wych (BCCDC, 2010), (tab. 2).

Tabela 2. Propozycje dopuszczalnych stezeh drobnoustrojéw na powierzchni
uzytkowej oraz ragk wedtug BCCDC (2010)

FOmiAnZIuey IETHZatks Pomiar z powierzchni

N A wyr_nazowl.q ograniczonej szablonem

Ocena higieniczna Z powierzchni lub za pomoca ptytek

nieograniczone odciskowych (25 cm?)
szablonem

Powierzchnia czysta <45 jtk <5 jtk/cm?

Powierzchnia 140 - 260 jtk 5-10 jtk /cm?

zanieczyszczona

Powierzchnia skrajnie > 260 jtk >10 jtk /cm?

zanieczyszczona

ZawartoSC patogenow 0 jtk/m? 0 jtk /cm?

z grupy Enterobacteriacae

Nalezy zaznaczy¢, iz te normatywy naktadaja bardzo wysokie wymagania co do
jakosci mikrobiologicznej i w omawianym Srodowisku pracy (zaktady zwigza-
ne z produkcja i przetwarzaniem biomasy) moga stanowi¢ jedynie orientacyjny
punkt odniesienia. W tym Srodowisku pracy utrzymanie higienicznej czystosci po-
wierzchni na wielu stanowiskach pracy jest czesto niemozliwe.

Ocena czystosci mikrobiologicznej biomasy

Interpretacja wynikdbw pomiaréw stezenia mikroorganizméw w prébkach bio-
masy jest utrudniona ze wzgledu na brak ustalonych wartodci dopuszczalnych



w odniesieniu do stopnia zanieczyszczenia biosurowcéw wykorzystywanych do
produkgcji energii i ciepta. Ocene zagrozenia zdrowia pracownikéw ze strony mi-
kroorganizmoéw bakteryjnych i grzybowych zawartych w badanych prébkach bio-
masy mozna wykonaé, opierajac sie na Rozporzgdzeniu Ministra Zdrowia z dnia
22 kwietnia 2005 r. w sprawie szkodliwych czynnikéw biologicznych dla zdrowia
w Srodowisku pracy oraz ochrony zdrowia pracownikéw zawodowo narazo-
nych na te czynniki. Taka ocena jakosciowa (bazujaca na wynikach z jakoSciowe]
analizy mikrobiologicznej umozliwi stwierdzenie, czy wsréd izolowanych mikro-
organizmdéw wystepowaty tylko organizmy saprotroficzne (zaliczane do grupy 1.
zagrozenia, niestanowigce zagrozenia dla pracownika), czy tez mikroorganizmy
nalezace do grupy 2. Mikroorganizmy z grupy 2. moga wywotywac u ludzi choroby
I moga by¢ niebezpieczne dla pracownikdw, ale zazwyczaj istniejg w stosunku do
nich skuteczne metody profilaktyki lub leczenia.

Stwierdzenie zanieczyszczenia czynnikami biologicznymi powinno
by¢ podstawg do podjecia odpowiednich (w ramach przepisow
prawa) dziatan zapobiegawczych majgcych na celu ochrone zdrowia
zatrudnionych pracownikéw przed szkodliwymi czynnikami biologicznymi.
Jako pierwsze powinny by¢ wprowadzone rozwigzania systemowe,
a nastepnie techniczne i organizacyjne oraz srodki ochrony indywidualnej
(jednorazowy sprzet filtrujgcy, odziez i obuwie ochronne, gogle/okulary
ochronne itp.)
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