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STRESZCZENIE

Wprowadzenie. Powietrze atmosferyczne, ktérym od-
dychamy, jest miejscem okresowego przebywania mikro-
organizméw. Jednym ze Zrodet bioaerozolu sg bakterie
stanowigce naturalny mikrobiom cztowieka. Coraz czes-
ciej jednak drobnoustroje nabywajg opornos¢ na dostepne
antybiotyki, stajac si¢ potencjalng przyczyna wtérnych
infekcji. W ostatnich latach zjawisko to obserwuje sie
gléwnie w placowkach podstawowej opieki zdrowotne;j.

Materiat i metody. Proby powietrza pobrano z izb
ekspedycyjnych aptek zlokalizowanych w Bydgoszczy
z wykorzystaniem metody zderzeniowej. Analize takso-
nomiczng bakterii f-hemolizujacych przeprowadzono
przy pomocy metody BIOLOG®, opartej na wykorzysta-
niu metabolicznych cech analizowanych szczepow.
Lekowrazliwo$¢ zidentyfikowanych gronkowcéw ozna-
czono metodg dyfuzyjno-kragzkowa, zgodnie z rekomen-
dacjami EUCAST.

Wyniki. Najwigksza $rednig liczbe bakterii p-hemo-
lizujgcych odnotowano na stanowisku zlokalizowanym
bezposrednio w budynku szpitala. Identyfikacja tych
mikroorganizméw wykazata, ze badane izolaty reprezen-
towane byly gtoéwnie przez szczepy nalezace do rodzaju
Staphylococcus oraz Bacillus. Na podstawie wykonanych
antybiogramoéw stwierdzono, iz wyizolowane szczepy
gronkowcow najwiekszg opornos¢ wykazywalty wobec
penicyliny, tetracykliny oraz erytromycyny.

Whnioski. Uzyskane wyniki wskazuja, iz powietrze
w placowkach farmaceutycznych moze by¢ Zrédtem po-
tencjalnie chorobotworczych, lekoopornych bakterii, co
ma duze znaczenie dla zdrowia publicznego.

Stowa kluczowe: zanieczyszczenie powietrza, hemo-
liza, gronkowce, antybiotykoopornos¢, zdrowie publiczne

ABSTRACT

Introduction. The air we breathe is the site of periodic
occurrence of bacteria. One of the sources of bioaerosol
is the gut microbiome. More and more frequently,
microbes acquire resistance to antibiotics and can become
a potential cause of infections. In recent years, this phe-
nomenon is noticeable mainly in the health care facili-
ties.

Material and methods. Air samples were collected
from five pharmacies located in Bydgoszcz. The impact
method was used. The taxonomic analysis of culturable
B-hemolytic bacterial strains was prepared using
BIOLOG® technology. The susceptibility of identified
staphylococci was assessed with the disc-diffusion
method, in line with the recommendations of the
EUCAST.

Results. The results showed that the highest average
number of B-hemolytic bacteria was identified at a sam-
pling site located directly in the hospital. Identification
of B-hemolytic bacteria showed that the examined strains
mostly represented Bacillus and Staphylococcus genera.
Based on the antibiogram, it was found that staphylococci
strains showed the lowest sensitivity to penicillin, tetra-
cycline, and erythromycin.

Conclusions. The obtained results indicate that the air
in pharmacies can be a source of potential pathogenic
bacteria and antibiotic-resistant bacteria.

Key words: air pollution, haemolysis, staphylococci,
antibiotic resistance, public health
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WSTEP

Coraz czgsciej obserwowanym zjawiskiem wpty-
wajacym bezposrednio na jakos¢ zycia cztowieka
jest wzrost zanieczyszczen mikrobiologicznych
w powietrzu wewnetrznym. Fakt ten spowodowany
jest m. in. szybka urbanizacja czy stabg wentylacjg
pomieszczen, w ktorych ludzie spedzaja coraz wiecej
czasu. Zawieszone w postaci bioaerozolu drobnous-
troje moga odgrywac istotng role w rozprzestrze-
nianiu infekcji, choréb alergicznych oraz genéw
opornosci na antybiotyki w srodowisku i populacji,
co prawdopodobnie przyczynia si¢ do wywotania
epidemii.

Mikroflora powietrza wewnetrznego roézni sieg
znacznie w zaleznosci od typu pomieszczenia oraz
zrédta  pochodzenia mikroorganizmow. Jak
w kazdym Srodowisku naturalnym, tak i w powie-
trzu, komoérki drobnoustrojow moga wystepowac
zarbwno w postaci zywej i martwej [1]. Oprocz form
wegetatywnych, w Srodowisku moga wystgpowac
przetrwale formy mikroorganizmoéw, ktére rowniez
wchodzg w sktad bioaerozolu.

W instytucjach uzytecznosci publicznej, o duzym
zageszczeniu ludzi, liczba drobnoustrojow zawie-
szonych w postaci pytu bakteryjnego wielokrotnie
wzrasta. Aerozol biologiczny, zwiazany z orga-
nizmem cztowieka w wyniku kaszlu czy kicha-
nia i przenoszony wraz z pradem powietrza
z srodowiska zewnetrznego, moze stanowic zagroze-
nie dla zdrowia [2, 3].

Wptyw na ilo§¢ drobnoustrojow maja rowniez
systemy klimatyzacyjno-wentylacyjne. Prawidtowo
dziatajace klimatyzacje usuwaja do 80% aerozolu
pochodzacego z powietrza atmosferycznego, jednakze
nieodpowiednio serwisowane mogg stanowi¢ zrodto
zanieczyszczenia powietrza wewnetrznego [4].

Chmiel sugeruje, ze w celu poprawy jakosci
mikrobiologicznej powietrza nalezy zmobilizowaé
instytuty badawcze do opracowania standardow
dotyczacych dopuszczalnych norm zawartoSci
mikroorganizméw w powietrzu wewnetrznym
i atmosferycznym [5]. W dalszej perspektywie dzia-
fania takie mogtyby pomoc zminimalizowac ryzyko
powstawania i rozwoju choréb oraz nastepujacych
powiktan.

W literaturze przedmiotu odszukaé¢ mozna pub-
likacje przedstawiajace wyniki badan poswigcone
placowkom uzytecznosci publicznej takich jak: szpi-
tale [6], karetki pogotowia [7, 8], przedszkola czy
szkoty [3, 9]. Niewiele jednak uwagi poswiecono
placowkom farmaceutycznym. Z uwagi na fakt, ze
stanowig one miejsce stalego przemieszczania sig
ludzi, w tym réwniez dotknigtych infekcjami

roznego pochodzenia, moze dochodzi¢ do transmisji
potencjalnie patogennych mikroorganizméw do
powietrza. Sytuacja taka w nastepstwie prowadzi
do rozprzestrzeniania si¢ choréb powodujacych
negatywne skutki dla zdrowia. W zwigzku z tym
autorzy podjeli sie¢ mikrobiologicznego monitoringu
kontroli jakoSci powietrza w placoéwkach farmaceu-
tycznych, jakimi s apteki.

MATERIAL | METODY

Obiekt badan

Probki powietrza pobrano metoda zderzeniowg
w trzech rownolegtych powtorzeniach przy uzyciu
mikrobiologicznego probnika powietrza MAS-100
(prod. Merck, Niemcy). Powietrze byto pobierane
z izb ekspedycyjnych pieciu aptek zlokalizowanych
w mieScie Bydgoszczy. Szczegbtowe dane dotyczace
lokalizacji stanowisk badawczych umieszczone sg
w tabeli I.

Tabela I. Charakterystyka stanowisk pomiarowych
Table I. Characteristic of sampling sites

Stangwisko Typ apteki ' Wy?osazenie
pomiarowe klimatyzacja | lampa UV
| Marketowa +
Il Marketowa -
Il Marketowa + brak
Y Osiedlowa -
V Przyszpitalna +

Badania mikrobiologiczne

W celu izolacji bakterii hemolitycznych wyko-
rzystano podioze Azide Blood Agar (prod. BioMax-
ima, Polska). Probki powietrza w objetosci 100
litrbw pobrano w trzech réwnolegtych powtorze-
niach dla kazdego stanowiska.

Zebrany material niezwlocznie przewieziono
w izotermicznych pojemnikach do laboratorium
i umieszczono w termostacie, w temperaturze 37°C
Po 48 h okresie inkubacji zliczono wyroste kolonie
B-hemolizujace, a nastepnie przeliczano otrzymane
wyniki w oparciu o tabele dotaczona do instrukeji
obstugi probnika powietrza MAS-100 [10]. Wyniki
wyrazano jako jednostki tworzace kolonie
(jtk-m™3).

Analiza taksonomiczna

Celem izolacji i dalszej identyfikacji taksono-
micznej bakterii f-hemolizujacych zastosowano
technike metabolicznego odcisku palca BIOLOG®.
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Drobnoustroje przepasazowano redukcyjnie
na pozywke agarowa BUG (Biolog Universal
Growth agar, prod. BIOLOG, USA) i inkubowano
18-24 godzin. Nastepnie, przy uzyciu sterylnej
wymazowki, pobrano pojedyncza kolonie i prze-
niesiono do ptynu inokulacyjnego IF-A, ustanaw-
iajac gestos¢ na poziomie 90-98% turbidancji.
Uzyskang zawiesing bakteryjna przeniesiono w ob-
jetosci 0,1 ml do dotkéw mikroptytek GENIII
MicroPlate™. Po 24-godzinnej inkubacji w temper-
aturze 37°C wykonano odczyt z uzyciem systemu
MicroStation, wspieranego oprogramowaniem
MicroLog 3™. Uzyskane wyniki sklasyfikowano
na podstawie Bergey’s Manual of Systematic Bac-
teriology [11].

Lekowrazliwo$¢ bakterii

Badanie antybiotykoopornosci przeprowadzono
dla szczepow bakterii f-hemolizujacych zidenty-
fikowanych jako gronkowce. Namnozone szczepy,
w warunkach sterylnych, zawieszono w jatowym
roztworze soli fizjologicznej NaCl (0,85%). Przygo-
towane w ten sposob zawiesiny bakteryjne rozcien-
czono do uzyskania gestosci na poziomie 0,5 w skali
McFarlanda. Wartosci gestosSci optycznej spraw-
dzono mierzgc absorbancje inokulum spektrofo-
tometrem przy diugosci fali 560 nm. Nastepnie
pobrano 0,1 ml otrzymanej zawiesiny kazdego
z badanych szczepoéw bakterii i wysiano na ptytki
Petriego z podtozem Mueller-Hinton II Agar (prod.
BioMaxima, Polska). Przed uptywem 15 minut od
zaszczepienia umieszczono krazki bibutowe nasgc-
zone odpowiednimi antybiotykami (prod. Oxoid,
UK) (tab. II).

Tabela Il. Zestawienie antybiotykéw stosowanych w badaniu
Table Il. List of antibiotics used in the study

aybionks | SYmPolkeazka | B
Penicylina G P1 1 unit
Tetracyklina TE30 30 yg
Chloramfenikol C30 30 pg
Erytromycyna E15 15 pg
Rifampicyna RA5 5 g
Lewofloksacyna LEV5S 5 g

Przygotowane w ten sposob antybiogramy
inkubowano w temperaturze 37°C przez 18 godzin.
Wrazliwos¢ badanych szczepéw na dany antybiotyk
okreslono wedtug rekomendacji Europejskiego
Komitetu ds. Oznaczania Lekowrazliwosci [12].

Analiza statystyczna

Analize statystyczng otrzymanych wynikow
przeprowadzono z zastosowaniem oprogramowania
STATISTICA wer. 13.1. Oceny réznic miedzy gru-
pami danych dokonano na podstawie testu niepara-
metrycznego ANOVA rang Kruskala-Wallisa. Test
przeprowadzono na poziomie istotnosci p<0,05.

WYNIKI BADAN

Jak wynika z przeprowadzonych analiz najwigcej
bakterii f-hemolizujacych wyizolowano z powietrza
apteki zlokalizowanej na stanowisku V, mieszczacej
si¢ bezposrednio w obiekcie szpitalnym (ryc. 1).
Na pozostalych stanowiskach badawczych odno-
towano wyraznie nizsze wartosci, jednakze analiza
statystyczna nie wykazata istotnych réznic pomiedzy
liczebnoscia bakterii a lokalizacja aptek (p <0,05).

Wplyw na ogoélng liczebnos¢ bakterii -hemo-
lizujacych zawieszonych w powietrzu mogta miec¢
obecnos¢ klimatyzacji. Analizujac tabele I oraz
rycing 1 odnotowano, iz stanowiska wyposazone
w systemy wentylacyjno-klimatyzacyjne cechowata
podwyzszona ilos¢ mikroorganizmow.

45

40 T

B Srednia
| $rednia+Btad std

35

30

25

20

JTK-m=2

15

% ——
10

Il 1] \Y, Y
Stanowisko

Ryc. 1. Ogdlna liczba bakterii -hemolizujgcych w 1m?3 powie-
trza (I-1ll apteki marketowe, IV — apteka osiedlowa, V — apteka
przyszpitalna)

Fig. 1. Total number of B-hemolytic bacteria in 1m? of air
(I=1Il supermarket pharmacies, IV — housing estate pharmacy,
V — hospital pharmacy)

Strukture przeprowadzonej analizy taksono-
micznej przedstawiono w tabeli III. Na podstawie
identyfikacji wyizolowanych szczepow stwierdzono,
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iz w badanym powietrzu aptek dominowaty bak-
terie z rodziny Staphylococcaceae. Wykazano
réwniez obecnos¢ bakterii z rodziny Bacillaceae oraz
Paenibacillaceae. Wszystkie zidentyfikowane gatunki
sklasyfikowano jako bakterie Gram-dodatnie,
nalezgce do typu Firmicutes.

Tabela Ill. Taksonomiczne zréznicowanie wyizolowanych
szczepow (n=10)
Table lll. Taxonomy of isolated strains (n=10)

[4]
ol & % Rodzina Rodzaj/Gatunek
¥ |
Staphylococcus
epidermidis X 2
0 " Staphylococcaceae | Staphylococcus
% = |9 haemolyticus
s -
§ § 3 Staphylococcus hominis
i & Macrococcus equipercious
Bacillaceae Bacillus pumilus x 4
Paenibacillaceae Peanibacillus cineris

Wyniki wykonanych antybiograméw przedstaw-
iono w tabeli IV. Z danych wynika, iz wszystkie
badane szczepy wykazaty wrazliwo$¢ wobec chlo-
ramfenikolu. Dwa szczepy S. epidermidis, pomimo
przynaleznosci do tego samego gatunku, wykazy-
waly zré6znicowana wrazliwo$¢ na zastosowane an-
tybiotyki. Natomiast S. hominis przejawit najwieksza
opornos¢ sposrod wszystkich badanych szczepow,
w stosunku do zastosowanych antybiotykow.

Tabela IV. Udziat poszczegdlnych grup antybiotykoopornosci
w zaleznoéci od badanego szczepu [penicylina G
(P1), tetracyklina (TE30), chloramfenikol (C30), ery-
tromycyna (E15), rifampicyna (RA5), lewofloksacy-
na (LEV5)]

Table IV. The proportion of individual antibiotic resistance
groups depending on the strain under study [Tetra-
cycline (TE30), chloramphenicol (C30), erythromy-
cin (E15), rifampicin (RA5), levofloxacin (LEV5)]

P1  TE30 C30 E15 RA5 LEV5

S. epidermidis 1
S. epidermidis 2
S. haemolyticus

S. hominis

|

wrazliwe

oporne Sredniowrazliwe

DYSKUSJA

Powietrze wewnatrz pomieszczen, pod wzgledem
sktadu jakosciowego oraz ilosciowego wystepujacych
w nim mikroorganizmoéw, jest bardzo stabilne. Drob-
noustroje zawieszone w powietrzu budynkéw ulegaja
niewielkim wahaniom sezonowym, co spowodo-
wane jest brakiem bezposredniego narazenia
na zewnetrzne czynniki klimatyczne i pogodowe [5].

Istnieja nieliczne doniesienia na temat wplywu
bioaerozoli pochodzacych z zewnatrz na powietrze
wewnetrzne. Mechanizm ten nie zostat jednak
do konca poznany [2]. Matecka—Adamowicz i wsp.
[13,14] badajac zanieczyszczenia powietrza ze-
wnetrznego przedstawita badania, w ktorych liczba
bakterii z rodzaju Staphylococcus maleje w porze
wiosenno-zimowe;j.

Z obserwacji Steinki [6] wynika, ze mikroorga-
nizmy rozprzestrzeniaja si¢ w ré6znych miejscach
wewnatrz pomieszczen, a ich okres przezycia jest
zalezny od danego gatunku. Elementy wyposazenia
szpitalnego stanowig rezerwuar drobnoustrojow,
a przenoszone za posrednictwem personelu medy-
cznego badz pacjentéw hospitalizowanych stanowia
istotne ryzyko infekcji wewnatrzszpitalnych.

Badania wlasne wykazaty, ze bakterie z rodzaju
Staphylococcus i Bacillus byty najliczniej pojawiaja-
cymi si¢ organizmami. Uzyskane wyniki po-
twierdzaja analizy Sapkota i wsp. [15], zrealizowane
w réznych jednostkach szpitala w Nepalu, gdzie
najczesciej izolowane byty Staphylococcus aureus
oraz bakterie z rodzaju Bacillus. Abdollahi i wsp.
[16], badajac zanieczyszczenie powietrza w szpitalu
Imam w Teheranie, rtowniez uzyskali podobne wyni-
ki, w ktorych najliczniej wystepujacymi bakteriami
byly m.in. szczepy S. epidermidis.

W literaturze medycznej pojawiaja sie¢ doniesienia
na temat wystepowania szczepow S. epidermidis, S.
haemolyticus oraz rzadziej izolowanym z materialow
klinicznych S. hominis. 1dzik i wsp. [17] podaje, ze
sa to najczesciej izolowane drobnoustroje wywotu-
jace zakazenia pooperacyjne.

Pinheiro i wsp. [18] badajac izolaty hodowli krwi
zaliczyli S. epidermidis i S. haemolyticus do drob-
noustrojow istotnych klinicznie, wywotujacych za-
kazenia zwigzane z uzyciem urzadzen medycznych.
Analizy przedstawione przez Czekaj i wsp. [19]
wykazaty filogenetyczne podobienstwo S. aureus
i wymienionych wczesniej szczepéw gronkowcow,
ktore mimo posiadania odmiennych czynnikow wir-
ulencji obecnie stanowia najczestszy czynnik etio-
logiczny zakazen szpitalnych.

S. epidermidis charakteryzuje zdolno$¢ do two-
rzenia biofilméw. Daje to ochrong przed atakami
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uktadu immunologicznego gospodarza oraz zabez-
piecza przed dziataniem antybiotykow, wywotujac
trudne do wyeliminowania zakazenia [20]. Mikroor-
ganizm ten kolonizuje rowniez skore i btone $lu-
zowg cztowieka, korzystnie wyrownujac mikroflore
na powierzchni nabtonka, poprzez kontrole wzrostu
bakterii takich jak S. aureus. Kukutowicz [21]
wykazata, iz bakterie S. epidermidis s3 bardzo czesto
izolowane z r6znych powierzchni w zaktadach kos-
metycznych, a regularne zabiegi higieniczne nie
usuwaja ich catkowicie. Vuong i Otto [20,22]
stwierdzili, iz S. epidermidis posiada zdolnos$¢ zami-
any z normalnego mieszkanca skoéry ludzkiej
na drobnoustrdj wysoce oportunistyczny.

Szczepy S. hominis podobnie jak S. epidermidis
kolonizujg skore pozbawiong wiosow. Najczesciej
izolowane s3 z opuszkéw palcoéw oraz nieopodal
gruczotéw potowych [23].

Przeprowadzone analizy wykazaty rowniez obec-
nos$¢ szczepoéw z rodzaju Bacillus. Bakterie te po-
trafig przetrwac dtugi okres czasu i w stanie uspienia
wytrzymacé $miertelne dla wiekszosci mikroorga-
nizmoéw dawki promieniowania ultrafioletowego
oraz nadtlenku wodoru. Zwykle wystepuja w glebie,
ale moga powodowa¢ powazne problemy
zdrowotne u cztowieka ze wzgledu na zdolnosé¢
do tworzenia biofilmoéw [15, 24].

W powietrzu badanych aptek nie stwierdzono
obecnosci S. aureus. Podobne wyniki uzyskata
Kukutowicz [21], badajgc bioaerozol na terenie za-
ktadéw kosmetycznych, w ktéorym réwniez nie
odnotowata obecnosci gronkowca ztocistego.

Wyniki przeprowadzonych badan wlasnych
wykazaty, ze najskuteczniejszym zastosowanym an-
tybiotykiem w stosunku do badanych szczepow
Staphylococcus spp. byt chloramfenikol. Analogiczne
wyniki uzyskal Kubera i wsp. [3] badajac
lekoopornosé¢ gronkowcdéw mannitolo-dodatnich
izolowanych z dwoch bydgoskich przedszkoli. Trzy
z czterech badanych szczepoéw wykazywaty
oporno$¢ na penicyling, tetracykling i erytromycyne.
Podobne wyniki przedstawit Abd El-Razik i wsp.
[25] badajac gronkowce koagulazo-ujemne, wobec
ktorych tetracyklina nie byta skuteczna. Dane liter-
aturowe wykazuja, ze od 1960 roku ponad 80%
gronkowcow wyizolowanych ze Srodowisk szpital-
nych jest niewrazliwa na penicyline. Wynika to
z zdolnosci do wytwarzania penicylinazy, co skutku-
je rozprzestrzenianiem si¢ opornych szczepoéw bak-
terii [26]. Dawgul i wsp. [27] w swoich badaniach
rébwniez zaobserwowata znaczny wzrost opornosci
bakterii w stosunku do erytromycyny, co najpraw-
dopodobniej jest zwigzane z naduzywaniem anty-
biotykow.

Problem antybiotykoodpornosci wynika z ciagtej
presji stosowania antybiotykéw, nieprzestrzegania
przez pacjentéw ich stosowania oraz niewlasciwie
postawionych diagnoz. Dziatania te powodujg naby-
cie opornosci przez dany szczep, a nastepnie szybkie
jej rozpowszechnienie nawet w stosunku
do nowoczesnych lekow [28].

Na chwile obecna w Polsce brakuje skutecznego
oraz regularnego monitoringu zanieczyszczen
mikrobiologicznych powietrza, a obowigzujace
wczesniej normy prawne dotyczace czystosci powie-
trza zostaty wycofane i nie zastagpione nowymi.
Poréwnujac uzyskane wyniki analiz do wartosci ref-
erencyjnych zaproponowanych przez Chmiel [5] uz-
nano powietrze izb ekspedycyjnych badanych aptek
za Srednio zanieczyszczone. Zgodnie z sugestia
Ebisz [4] jednym z rozwigzan, oprocz okresowych
kontroli sanitarnych powietrza, mogtoby by¢ za-
stosowanie przeptywowych lamp UV w celu dezyn-
fekcji powietrza w pomieszczeniach aptek oraz za-
ktadach opieki zdrowotne;j.

WNIOSKI

1. Na podstawie uzyskanych analiz stwierdzono, iz
najwieksza liczba bakterii f-hemolizujacych wys-
tepowata na stanowisku zlokalizowanym w bu-
dynku szpitala.

2. Analiza taksonomicznego zr6znicowania wykaza-
ta, ze wiekszos¢ badanych izolatbw nalezata
do rodziny Staphylococcaceae.

3. Zidentyfikowane szczepy z rodzaju Staphylococ-
cus charakteryzowaly sie wrazliwoscig na chlo-
ramfenikol, natomiast Staphylococcus hominis
wykazywat wielooporno$¢ w stosunku do
czterech z szeSciu zastosowanych antybiotykow.

4. Placowki farmaceutyczne, jako miejsca uzy-
tecznosci publicznej, mogg stanowi¢ potencjalne
zrodto wystepowania chorobotworczych, leko-
opornych bakterii i powinny by¢ objete okresowa
kontrola jakosci mikrobiologicznej powietrza.

Finansowanie: srodki MNiSW na badania naukowe Uni-
wersytetu Kazimierza Wielkiego
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