Metoda pomiaru stopnia inaktywacji promieniowaniem UV-C mikroorganizmoéw zawieszonych w
powietrzu

Badane drobnoustroje

Do badania inaktywacji promieniowaniem UV-C mikroorganizmow zawieszonych w powietrzu
nalezy wykorzysta¢ drobnoustroje reprezentujgce trzy grupy, np. sposréd bakterii szczepy wzorcowe:
ziarniaka Gram-dodatniego Staphylococcus aureus ATCC 6538, ktéry jest patogenem ludzkim
zaklasyfikowanym do grupy 2. zagrozenia zaréwno przez Dyrektywe Komisji (UE) 2019/1833 z dnia 24
pazdziernika 2019r. (zmieniajgcej m.in. Zatacznik Ill do Dyrektywy Parlamentu Europejskiego
2000/54/WE oraz Rady w sprawie wykazu czynnikdw biologicznych o znanej zakaznosci dla cztowieka),
jak i w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z dnia 11 grudnia 2020r. (w sprawie czynnikéw biologicznych
szkodliwych dla zdrowia w srodowisku pracy i ochrona zdrowia pracownikéw zawodowo narazonych
na te czynniki); laseczki Gram-dodatniej Bacillus subtilis ATCC 6633 majacej zdolnos¢ tworzenia
endospor, powszechnie wystepujgcej w produktach roslinnych i zwierzecych, ktéra u oséb narazonych
na dziatanie pytu zawierajacego te bakterie moze by¢ odpowiedzialna za niekorzystne skutki
zdrowotne w postaci alergicznego zapalenia pecherzykdw ptucnych, objawdéw astmatycznych czy
zapalenia skory; pateczki Gram-ujemnej Pseudomonas aeruginosa ATCC 260 szeroko
rozpowszechnionej m.in. w glebie, wodzie, materii roslinnej, ale i w Srodowisku szpitalnym, gdzie jest
traktowana jako patogen oportunistycznymi odporny na wiele antybiotykéw i Srodkéw
dezynfekcyjnych; sposréd wiruséw szczep wzorcowy bakteriofaga PhiX174 ATCC 13706-B1, ktory jest
wirusem modelowym w badaniach laboratoryjnych wymagajgcych zywych nanoczastek biologicznych
(m.in. jako substytut patogendéw wirusowych, np. wirusa SARS-CoV-2, w badaniach zwigzanych z
infekcjami drog oddechowych); sposrdd grzybow plesn Aspergillus versicolor ATCC 9577, ktéra jest
zrédtem mykotoksyn, a inhalacja jej konidiow moze u narazonych osdb skutkowac wystgpieniem
reakcji alergicznych.

Badane promienniki UV-C

Do badania inaktywacji promieniowaniem UV-C mikroorganizmdéw zawieszonych w powietrzu
nalezy wykorzystac¢ co najmniej dwa promienniki, tj. promiennik swietléwkowy (np. model G15T8) oraz
promiennik UV-C LED (np. model UVMO002A-0401U1-RM). Promiennik $wietléwkowy model G15T8
(Sankyo Denki Co., Ltd., Kanagawa, Japonia) (ryc. 1) wyposazony jest w niskocisnieniowg lampe
rteciowg o mocy 15W. Widmo promiennika przedstawiono na rycinie 2, a natezenia napromienienia
promieniowaniem z zakresu UV wraz z ekspozycjg obliczong dla 20min czasu naswietlania prébki dla 3
testowanych odlegtosci pomiarowych (patrz ponizej) przedstawiono w tabeli 1.

Rycina 1. Promiennik Swietldwkowy model G15T8 (Sankyo Denki Co., Ltd., Kanagawa, Japonia).
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Rycina 2. Widmo promiennika $wietlowkowego model G15T8 (Sankyo Denki Co., Ltd., Kanagawa,

Japonia).

Tabela 1. Natezenie napromienienia promieniowaniem z zakresu UV i ekspozycja (20min) obliczone
dla promiennika swietlowkowego model G15T8 (Sankyo Denki Co., Ltd., Kanagawa, Japonia).

Odlegtosc Natezenie napromienienia Ekspozycja dla 20min (1 200s)
pomiarowa [m] promieniowaniem z zakresu UV [J/m?]
[W/m?]
0,5 0,635 762
1,0 0,182 218,4
1,5 0,098 117,6

Z kolei w modutowym promienniku LED model UVMO002A-0401U1-RM (Citizen Electronics Co.,
Ltd., Yamanashi, Japonia) (ryc. 3), Zrédtem promieniowania UV-C sg 4 diody LED o tgcznej mocy 9W
utozone w rzedzie w aluminiowym radiatorze. Widmo promiennika UV-C LED przedstawiono na rycinie
4, a natezenia napromienienia promieniowaniem z zakresu UV wraz z ekspozycja obliczong dla 20min
czasu naswietlania prébki dla 3 testowanych odlegtosci pomiarowych podano w tabeli 2.

Rycina 3. Modutowy promiennik LED model UVMO002A-0401U1-RM (u gory) o tacznej mocy 9W z
aluminiowym radiatorem (na dole) (Citizen Electronics Co., Ltd., Yamanashi, Japonia).
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Rycina 4. Widmo modutowego promiennika UV-C LED model UVYMO002A-0401U1-RM (ztozonego z
czterech diod) o fgcznej mocy 9W (Citizen Electronics Co., Ltd., Yamanashi, Japonia).

Tabela 2. Natezenie napromienienia promieniowaniem z zakresu UV oraz ekspozycja (20min)
obliczone dla modutowego promiennika UV-C LED model UYMO002A-0401U1-RM (ztozonego z czterech
diod) o facznej mocy 9W (Citizen Electronics Co., Ltd., Yamanashi, Japonia).

Odlegtosc Natezenie napromienienia Ekspozycja dla 20min (1 200s)
pomiarowa [m] promieniowaniem z zakresu UV [3/m?]
(W/m?]
0,5 0,686 823,2
1,0 0,224 268,8
1,5 0,104 124,8

Stanowisko i metoda badania i oceny stopnia inaktywacji drobnoustrojow zawieszonych w
powietrzu pod wplywem promieniowania UV-C

Do badan przezywalnosci drobnoustrojéw w powietrzu po ich naswietleniu promieniowaniem
UV-C stworzono stanowisko z wykorzystaniem opatentowanego przez CIOP-PIB zestawu do
skojarzonego badania wtasciwosci aerozoli witdknistych i biologicznych (Urzad Patentowy
Rzeczypospolitej Polskiej, patent nr 235437), ktérego gtéwng czescig jest komora aerozolizacyjna
umozliwiajgca m.in. rézne sposoby generacji bioaerozoli za pomocg HEPA-filtrowanego powietrza.
Testom inaktywacji poddawane powinny by¢ czastki drobnoustrojéw generowane do powietrza za
pomoca nebulizatora Collisona (model MRE CN25, BGI Incorporated, Waltham, USA) w postaci
monobioaerozoli z wodnych zawiesin. Stezenia zawiesin badanych drobnoustrojéw powinny wynosié
odpowiednio w przypadku: bakterii — ~6x107jtk/cm3, grzyba A. versicolor — 5,5x10°%jtk/cm3 i
bakteriofaga PhiX174 — 4,2x10°jtt/cm3, gdzie jtk to jednostki tworzgce kolonie, a jtt to jednostki
tworzgce tysinki. W komorze aerozolizacyjnej powinna nastepowac¢ homogenizacja wygenerowanych
czastek poprzez ich wymieszanie za pomocg mieszadta o zmiennej predkosci obrotowej $migta.
Predkos¢ mieszania aerozolu powinna by¢ kontrolowana anemometrem (np. model Testo 435-4 z
sondg IAQ, Testo Sp. z 0.0., Pruszkéw). W badaniach wymuszona predkos¢ strugi powietrza w obrebie
komory aerozolizacyjnej powinna wynosi¢ 0,3m/s, co jest predkoscig typowg dla srodowiska wnetrz.



W komorze aerozolizacyjnej kontrolowane i mierzone powinny by¢ réwniez parametry mikroklimatu
tj. temperatura i wilgotnos¢ wzgledna powietrza.

Metoda badania i oceny stopnia inaktywacji mikroorganizméw zawieszonych w powietrzu
polega na tym, ze przed rozpoczeciem pomiaru z kazdym z badanych drobnoustrojéw, komora
aerozolizacyjna powinna by¢ czyszczona mechanicznie i chemicznie przy zastosowaniu alkoholowego
srodka do dezynfekcji powierzchni o bdjczych wtasciwosciach (np. Desprej, BOCHEMIE, s.r.0., Bohumin,
Czechy). Kazdy wtasciwy pomiar stezenia bioaerozolu powinien by¢ poprzedzany pomiarem
sprawdzajgcym czystos¢ komory aerozolizacyjnej. W tym celu, na poczatku kazdej sesji pomiarowej,
zestaw badawczy powinien pracowad przy braku materiatu mikrobiologicznego w nebulizatorze (tj.
generowany powinien by¢ wytgcznie aerozol wodny), a prébka powietrza powinna by¢ pobierana w
trzech odlegtosciach (0,5m, 1m i 1,5m) od Zrddta promieniowania UV-C za pomocg np. pobornika
guzikowego (Button Aerosol Sampler, SKC Inc., Eighty Four, USA) z filtrem poliweglanowym o Srednicy
poréw 1,2um (np. Merck Millipore, Tullagreen, Irlandia) przy predkosci przeptywu strugi 5//min przez
5 minut w 2 powtérzeniach. Kazdorazowo, laboratoryjne opracowanie pobranej w ten sposdb probki
powietrza (patrz ponizej) powinno wykazywa¢é brak wzrostu drobnoustrojow.

Wiasciwe pomiary stezenia drobnoustrojéw powinien polega¢ na 20 minutowe] nebulizacji
badanego bioaerozolu danego drobnoustroju do wnetrza komory aerozolizacyjnej, w ktérej w tej fazie
badan powinien by¢ umieszczony badany promiennik UV-C (Swietldwkowy badz LED), ktdry nie bedzie
wigczony. W komorze bioaerozol poddawany powinien by¢ ciggtemu mieszaniu (przez struge
powietrza o predkosci 0,3m/s), a po tym okresie powinno nastgpi¢ pobranie prébki kontrolnej
bioaerozolu za pomoca pobornika guzikowego z filtrem poliweglanowym przy predkosci przeptywu
strugi 5l/min przez 5 minut w 2 powtdrzeniach. Po wykonaniu pomiaru kontrolnego, w komorze
aerozolizacyjnej powinien zostaé wiaczony badany promiennik UV-C (Swietldwkowy badz LED), ktéry
przez kolejne 20 minut bedzie napromieniowywat mieszany w komorze aerozol danego drobnoustroju.
Po tym okresie czasu nalezy wytgczy¢ badany promiennik i aspirowaé wtasciwe prébki bioaerozolu w
sposdb opisany powyzej (tj. za pomocg pobornika guzikowego z filtrem poliweglanowym) w trzech
odlegtosciach (0,5m, 1m i 1,5m) od zrddta promieniowania UV-C.

Kazdorazowo bezposrednio po pobraniu bioaerozolu kazdego z badanych mikroorganizmow,
kazdy z filtréw powinien by¢ umieszczany w probdéwce typu Falcon (np. Sarstedt AG & Co. KG,
Nimbrecht, Niemcy) z 10ml roztworu ekstrahujgcego 0,9% soli fizjologicznej (np. Baxter
Manufacturing Sp. z o.0., Lublin) z 0,05% dodatkiem Tween 80 (np. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Niemcy) i wytrzasany przez 1h w temperaturze pokojowej na wytrzasarce laboratoryjnej
(np. model Promax 1020, Heidolph Instruments GmbH & Co., Schwabach, Niemcy). Z uzyskanej
zawiesiny drobnoustrojow nalezy wykonac szereg seryjnych rozciericzen (od 10 do 10¢), a nastepnie
wysia¢ (w 3 powtdrzeniach) po 0,1ml badanej prébki na ptytki Petriego z nastepujgcymi podtozami
mikrobiologicznymi: TSA (bakterie), MEA (grzyby) i agarem odzywczym z murawg E. coli (bakteriofag).
Wszystkie ptytki z posianymi zawiesinami drobnoustrojow nalezy inkubowaé w temperaturze
pokojowej i po okresie inkubacji obliczy¢ stezenie (zywych i zdolnych do wzrostu na danym podtozu
hodowlanym) mikroorganizméw bakteryjnych i grzybowych (w jednostkach tworzacych kolonie, Cjy)
oraz bakteriofaga (w jednostkach tworzacych tysinki, Cju) w 1 litrze powietrza badanej prébki [jtk/l, jtt/1]
wedtug wzoru:

Ciawst = (N/10P)(V1/V,)
gdzie:
N — srednia liczba wyrostych kolonii na podtozu [jtk] lub tysinek na murawie [jt],
D — wspotczynnik rozcienczenia,



V; — objetos¢ roztworu ekstrahujgcego [ml],
V, — objetos¢ posianej na agar prébki [ml].

Wszystkie opisane powyzej badania powinny by¢é prowadzone w warunkach komory
laminarnej zapewniajgcej bezpieczenstwo biologiczne na poziomie 2 (BSL-2).

Kontrola stezenia ozonu w powietrzu

Poniewaz promienniki oprécz bdjczego promieniowania UV-C, emitujg tez promieniowanie o
krotszej dtugosci fali, ktére tworzy z tlenu zawartego w powietrzu ozon (podwyzszone stezenie ozonu
w powietrzu moze prowadzi¢ do reakcji zapalnych oczu czy choréb drég oddechowych, w tym nasilenia
objawéw astmy oraz choréb uktadu krazenia), kontrola jego stezenia w czasie naswietlania prébek
powinna by¢ immanentng czescig badania promiennikdw UV-C. Oznaczanie stezenia ozonu w
powietrzu powinno byé prowadzone w sposéb ciggty z wykorzystaniem detektora jedno-gazowego np.
Micro 5 G222E (Gesellschaft fir Gerdtebau mbH, Dortmund, Niemcy) wyposazonego w sensor
elektrochemiczny O; o zakresie pomiarowym 0—-1ppm Os (0-2mg/m3), granicy oznaczalnosci 0,01ppm
(0,02mg/m3) i mozliwosci rejestrowania poziomu ozonu co 1 minute.



