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Od tri temeljna fiziolosko-ekoloska ¢imbenika bitna za egzistiranje i zdravstveno stanje
populacije (zrak, voda i hrana), zrak je svakako najvazniji medij. Pored toga, kondicionirani
ili nekondicionirani zrak temeljni je medij u brojnim medicinskim, biotehnoloskim i drugim
procesima koje je razvio ¢ovjek. Pored navedenog, epidemioloska kazuistika, kako u nas
tako i u ostalim europskim zemljama upuduje na to da su respiratorne bolesti kod kojih je
zrak temeljni medij prijenosa tradicionalno na prvome mjestu sto se tice ukupnog pobola
populacije od infektivnih bolesti (1, 2).

Dio biologije koji se bavi pojavom razli¢itih bioloskih entiteta u zraku naziva se
aerobiologijom, a mikrobiologija zraka bavi se pojavom i izolacijom razlicitih mikro-
organizama iz zraka u zatvorenom i otvorenom prostoru (3). Ovisno o vrsti mikrobnog
agensa u zraku, u ljudi, Zivotinja, biljaka ili na razli¢itim materijalima moguci su razliciti
patoloski uéinci odnosno stete. To su najcesce infekcija, iritacija i alergijske reakcije ljudi
i zivotinja, kao i razgradnja materijala i stvaranje neugodnog mirisa u okolisu. Bakterijski
respiratorne teskode. Sli¢ne simptome izazivaju i mikotoksini kao toksicni metaboliti plijesni
(mikotoksikoze). Virusi i protozoa izazivaju infekcije, a protozoa i ceste reakcije pre-
osjetljivosti (4-21).
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PRIJENOS | PREZIVLJANJE MIKROORGANIZAMA U ZRAKU

Razlicite ljudske aktivnosti, ali i prirodne pojave izravno utje¢u na nastanak tzv. bioaerosola
odnosno sitnijih ili krupnijih mikrokapljica ili ¢estica koje mogu nositi odredenu mikrobnu
populaciju (21).

Nastajanje bioaerosola te prijenos i prezZivljavanje mikroorganizama u zraku slozeni
je proces na koji utjecu razli¢iti fizikalno-kemijski cimbenici od kojih valja posebno istaknuti
relativnu vlagu (RV), temperaturu, koncentraciju kisika, ioniziranost zraka i suncevu
radijaciju.

Cestice odnosno aerosoli nacelno se nalaze u dva agregatna stanja: u krutom i
teku¢em. Povecanjem relativne vlage raste i kolicina raspoloZive slobodne vode i njezin
aktivitet (a ) koji je temeljni ¢imbenik prezivljavanja i metaboliziranja mikroorganizama.
Susenje aerosola ima za posljedicu promjenu konformacije dvoslojnih plazminih
fosfolipidnih membrana mikrobnih stanica koje iz kristalicne prelaze u gel-fazu, sto rezultira
smanjenom sposobnoscu resorpcije i ekskrecije odnosno prezivljavanja stanice. Tlak
vodene pare odnosno relativne vlage u izravnoj je svezi s temperaturom pa je u¢inke ovih
dvaju ¢imbenika na mikrobne stanice veoma tesko odvojiti. Porast temperature ima za
posljedicu smanjenje prezivljavanja mikroorganizama u zraku. Jedan od temeljnih
¢imbenika stabilnosti aerosola je koncentracija kisika. Postoji negativna korelacija izmedu
koncentracije kisika u atmosferi, odnosno slobodnih kisikovih radikala i stupnja
prezivljavanja mikroorganizama (21).

Inaktivaciju aerosola izazivaju i razli¢ite vrste elektromagnetskog zracenja ovisno o
valnoj duljini i intenzitetu ozrac¢ivanja. Elektromagnetsko zracenje nizih valnih duljina ima
viSe energije, pa je pogubnije za mikrobnu populaciju u bioaerosolu. Kratkovalno zrac¢enje
poput rendgenskih ili gama zraka uz odredenu RV, a_, koncentraciju O, i ostalih plinova u
zraku (te starost aerosola) ostecuje DNK mikroorganizama s gubitkom virulencije ili pak
sposobnosti prezivljavanja.

Razliciti spojevi ili pak plinovi kao sto su NO,, SO,, O,, CO, HF, C,H, takoder mogu
djelovati mikrobicidno. Otapanjem kiselih radikala u vlazi zraka snizava se pH aerosola,
sto moze takoder imati za posljedicu redukciju nazo¢ne mikroflore.

Zanimljiva su opazanja o varijacijama u koncentraciji i prezivljavanju mikroorganizama
ovisno o dnevnoj insolaciji ili pak godisnjem dobu. Istrazivanja su pokazala da je
koncentracija aerosola najmanja zimi, dok je najvisa u kasno proljece i sredinom ljeta
(21).

BAKTERIJE U AEROSOLU

Medu najpoznatijim uzro¢nicima respiratornih bolesti bakterijske etiologije koji se Sire
kaplji¢no jesu uzrocnici tuberkuloze, legionarske bolesti, streptokokoza i mikoplazme.
Sposobnost prezivljavanja bakterija u aerosolu u izravnoj je svezi s vrstom i gradom
uzro¢nika, njegovim fizioloskim stanjem, kao i temeljnim ekoloskim parametrima koji
vladaju u aerosolu ili oko njega. Temeljni ¢imbenici stabilnosti bakterija u aerosolu su:
relativna vlaga, temperatura, koncentracija O,, CO,, sunceva svjetlost, susenje ili
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ovlazivanje, smrzavanje i sl. (22-27). Valja naglasiti da su za razliku od vegetativnih stanica
bakterijske spore bitno rezistentnije na nepovoljne ¢imbenike koji djeluju u aerosolu.

VIRUSI U AEROSOLU

Pri uobi¢ajenim uvjetima, virusi u aerosolu osjetno su rezistentniji na inaktivaciju kisikom
od vegetativnih bakterijskih oblika. U svezi s prezivljavanjem odnosno inaktivacijom virusi
s lipidnim ovojnicama u strukturi kapside osjetno su stabilniji pri niskoj RV, dok su virusi
bez lipidnih struktura u kapsidi osjetno stabilniji pri visokim vrijednostima RV. Ako nakon
uzorkovanja zraka neki aktivni virus vise ne moze biti dokazan, njegov genom (DNK ili
RNK) jos moze biti nazo¢an u aerosolu sto dokazuje da inaktivacija virusa ne pociva na
razgradnji genoma, nego na ostecenju kapside. Opazeno je nadalje da se vlazenjem zraka
tijekom uzorkovanja moze povecati stupanj izolacije virusa kojima nedostaju lipidi u kapsidi.
lako postoje virusi ¢ija je osjetljivost u izravnoj ovisnosti o RV, koncentraciji O, i temperaturi
ipak postoje i oni koji u aerosolu prezivljavaju u veoma $iroku rasponu ovaih triju temeljnih
ekoloskih faktora (28-35).

FAGI U AEROSOLU

Kao i u slu¢aju drugih virusa, fage u aerosolu ne inaktivira kisik, nego su temeljni ¢imbenici
stabilnosti odnosno inaktivacije RV, koncentracija iona, smrzavanje, vlazenje prije
uzorkovanja, temperatura i razliciti kemijski spojevi. Inaktivacija faga u aerosolu uglavnom
je posljedica loma spoja izmedu glave i repa faga, Sto se Cesto dogada prilikom uzorkovanja
pa se nacelno prije samog uzorkovanja preporuca vlazenje zraka (21).

PLIJESNI | MIKOTOKSINI U AEROSOLU

Unatoc¢ ¢injenici da oko 100.000 do danas poznatih kvasaca i plijesni u zdrave populacije
ne izaziva bolesti, stanovite plijesni i kvasci, kao i njihovi metaboliti kod osjetljivih ili
imunokompromitiranih osoba mogu izazvati osjetne zdravstvene teskoce: mikozu,
kandidijazu, astmu, reakcije alergijskog tipa kao i ozbiljne respiratorne teskoce. Odredene
plijesni sintetiziraju mikotoksine koji, ako se inhaliraju u visokoj koncentraciji (djelatnici
na farmama, u silosima zitarica ili pohranjenim usjevima), mogu izazvati mikotoksikoze s
teskim zdravstvenim tegobama.

Pojava kvasaca ili plijesni u aerosolu posljedica je otpustanja njihovih spora.
Prezivljavanje plijesni ovisno je o koncentraciji slobodne vode (a ) i prisutnih hranjivih
tvari potrebnih za rast i razmnozavanje. Istrazivanja su pokazala da plijesni roda Aspergillus
pri temperaturi od 25 do 30 °C imaju najnize vrijednosti a, od 0,75 do 0,84; Eurotium
spironolakton pri istim temperaturama rastu do a, od 0,70 do 0,71 dok Mucor circinelloides
zahtijeva a, od 0,90. Penicillium chrysogenum i Penicillium griseofulvoum rastu do a_
0,79 do 0,81 a Risophus stolonifer pri a, od 0,84.
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Mikotoksini su sekundarni metaboliti razlicitih plijesni toksi¢ni za ljude i Zivotinje.
Neki mikotoksini kao npr. lizergicna kiselina derivati su aminokiselina, a aflatoksin,
zearalenon i grizeofulvin su derivati aromaticnih i fenolnih spojeva. U skupinu terpenoidnih
mikotoksina pripadaju trihoteceni i fusidani. Plijesni roda Penicillium odgovorne su za
sintezu patulina, citrinina, okratoksina A, citroviridina, emodina, gliotoksina, verakulogena
i sekalonske kiseline. Aspergillus flavus i Aspergillus parasiticus sintetiziraju kancerogeni
aflatoksin B1, dok Aspergillus versicolori Aspergillus ochraceus sintetiziraju sterigmatocistin
odnosno okratoksin A. Strachybotrys chartarum odgovorna je za sintezu trihotecena s
vise od 70 poznatih derivata, kao i T2-toksina, nivalenola, deoksinivalenola, satratoksina
Hi spirolaktona. Fusarium sp. produciraju zearalenon, dok Claviceps sp. sintetiziraju ergot
alkaloide (36-45).

ENDOTOKSINI U AEROSOLU

Gram-negativne bakterije ubikvitarni su kontaminanti ljudskih i Zivotinjskih fekalija, tla,
prasine i vode odnosno razlicitih poljoprivrednih proizvoda i usjeva s kojih dospijevaju u
bioaerosole. Raspadom bakterija, ugibanjem pod litickim djelovanjem faga, razgradnjom
uvjetovanom fagocitozom uz eliminaciju fagosomima, kao i pri dijeljenju stanica, oslobadaju
se dijelovi stani¢nih stijenki koje nazivamo endotoksinima. Endotoksini se sastoje od tri
temeljne strukture, i to O-specifi¢nih polisaharida, strukturnih polisaharida ili polisaharida
srzi. Valja naglasiti da je temeljna struktura koja je u svezi s patofizioloskim uéincima
endotoksina lipid A (46-50).

Zbog prije navedene ubikvitarne prirode Gram-negativnih bakterija, pojava endo-
toksina vezana je uz razlicite ljudske aktivnosti. Endotoksini su dokazani u aerosolima iz
podruéja bogatih prasinom organskog podrijetla, osobito s poljoprivrednih povrsina ili
prerade poljoprivrednih proizvoda. Posebno su prouceni i kvantificirani tzv. Limulus
amebocyte lysate testovi (LAL) (51) u materijalima i aktivnostima vezanim uz pohranu
Zitarica, silaze, slame, sijena, kompostiranih drvenih materijala, staja, slagalista drvene
grade, sirovog i baliranog pamuka, u svinjcima i peradarskim farmama, proizvodnji sto¢ne
hrane, kao i u razli¢itim biotehnoloskim procesima.

U bioloskom smislu endotoksini snazno reagiraju s ljudskim imunosnim sustavom
na humoralnom i celularnom nivou. Aktiviraju komplement i sustav zgrusavanja krvi,
reagiraju s brojnim stanicama kao sto su bazofili, mastociti, endotelne stanice, makrofagi,
trombociti, polimorfonuklearni leukociti i T i B-limfociti (52).

UZORKOVANJE | ANALIZA MIKROORGANIZAMA I1Z ZRAKA

Od pocetka 20. stoljeé¢a pred mikrobiologe se postavlja zadatak uzorkovanja i ispitivanja
mikrobioloske kakvoce zraka odnosno bioaerosola. Ova su ispitivanja od posebne vaznosti
u medicini (infektologija, epidemiologija, javno zdravstvo), veterini, poljoprivredi,
biotehnologiji, industriji, ku¢anstvima, ali i pri vojnim aktivnostima (53, 54).

Cilj mikrobioloskog uzorkovanja zraka je u¢inkovito izdvojiti kapljice bioaerosola sa
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suspendiranom mikroflorom bez izazivanja Stetnih utjecaja na nazo¢ne mikroorganizme.
Aktualne mikrobioloske tehnike razlikuju tri temeljna postupka uzorkovanja.

Sudar i atherencija

Nacelo ovog postupka je usisavanje to¢no odredenog volumena zraka tijekom odredenog
vremena. Struja usisanog zraka usmjerava se na povrsinu krutoga mikrobioloskog hranilista
ili na povrsinu podloge s posebnom athezivnom tvari, pri ¢emu dolazi do sraza kapljica
aerosola ili pak krutih ¢estica onecis¢enih mikroorganizmima s hranjivom podlogom. Zbog
relativno visokog povrsinskog a , mikroorganizmi prilikom sudara atheriraju na povrsinu
hranilista koje se zatim inkubira propisano vrijeme pri odgovaraju¢oj temperaturi. Isti proces
dogada se i pri sudaru mikroorganizama s podlogom presvu¢enom atheriraju¢om tvari
nakon ¢egda se atherirana mikroflora detektira mikroskopski. Mikroflora porasla na krutom
hranilistu diferencira se i kvantificira preracunavanjem na m? zraka (55, 56).

Sraz s tekuc¢inom

Ova je tehnika slicna tehnici sudara i atherencije s tim da se struja zraka s bioaerosolom
uvodi u tekucu podlogu (najcesée puferirani diluens). Usisani mikroorganizmi u tekudini
se relativno lako dispergiraju stimulirani mikromjehuricima zraka. Prednost ovog postupka
je utome $to se s teku¢im medijem mogu naciniti decimalna razrjedenja i presijavanja na
razlicita selektivna ili neselektivna hranilista (57-60).

Filtracija

Ovaj se postupak temelji na uporabi posebnih filtara promjera 25, 37 ili 47 mm s promjerom
pora od 0,01 do 10,0 ym koji se takoder postavljaju u uredaje za aspiraciju zraka. Kapacitet
propusnosti zraka kreée se izmedu 1150 L/min (61). Najc¢eséa tvoriva od kojih su nacinjeni
ovi filtri su polikarbonati, mijesani esteri celuloze ili polivinil klorid. Nakupljanje cestica
odnosno aerosola ovisno je o njihovim fizikalnim karakteristikama (velicina, oblik i gusto¢a)
te o veli¢ini pora filtara, kao i o protoku usisanog zraka. Deponiranje aerosola na povrsinu
filtara pod utjecajem je ¢cimbenika kao Sto su sile ubrzanja, presretanja, sraza, difuzije, ali
i elektrostatskog privlacenja odnosno odbijanja. Mikroflora prikupljena na filtru moze se
uzgojiti tako da se filtar postavi na prikladnu hranjivu podlogu ili da se nakupljena mikroflora
spere s povrsine filtra te presije na odgovarajuca selektivna i neselektivna hranilista.

Pored navedenih postupaka u praksi se jo§ ponegdje primjenjuje i tzv. gravitacijski
postupak koji se temelji na eksponiranju selektivnih ili neselektivnih hranilista u definiranim
prostorima odredenog vremena. Kako uéinkovitost ovog postupka ovisi o taloZzenju samo
krupnijih ¢estica odnosno aerosola, i to samo pod djelovanjem sile gravitacije (Cestice
promjera manjeg od 10 pm nacelno u mirnom zraku ne sedimentiraju), kao i zbog ¢injenice
da se rezultati ne mogu interpretirati ni kvalitativno ni kvantitativno, ovu tehniku uzorkovanja
valja napustiti (62).
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Od suvremenih tehnika molekularne biologije postupak detekcije lancane reakcije
polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) pruza posebne pogodnosti u identifikaciji

INTERPRETACIJA MIKROBIOLOSKIH NALAZA - PROBLEM NEPOSTOJANJA
STANDARDA

Za razliku od mikrobioloskih standarda u svezi voda za pice ili namirnica kao i standarda
o kemijsko-toksikoloskoj kakvodi zraka (63, 64) donedavno u nasoj zemlji nisu postojali
nikakvi standardi ili propisi o mikrobioloskoj kakvodi zraka. Promjena nastaje Pravilnikom
o dobroj proizvodackoj praksi (65) u kojem su propisani mikrobioloski standardi za zrak u
proizvodnji sterilnih proizvoda i pripravaka. lako valja pozdraviti prvi korak u uspostavi
regulative u svezi s mikrobioloskim kriterijima za veoma osjetljivu proizvodnju kao $to je
proizvodnja lijekova i drugih medicinskih pripravaka koji se rade u sterilnim uvjetima,
isticemo potrebu izrade i drugih kriterija mikrobioloske kakvoce zraka u razli¢itim
djelatnostima koje su od posebne vainosti s motrista javnog zdravstva. Prema nama
dostupnim podacima u europskim zemljama i u SAD-u mikrobioloski standardi, norme ili
makar preporuke odnose se na sljedeca podrucja, sektore, odnosno aktivnosti (21):
Q identifikacija virusa u zraku pogona za obradu otpadnih voda s pomocu kolifaga
Q postupak uzorkovanja zraka u javnim i privatnim zgradama tijekom izvanrednih
situacija
Q mikrobiolosko ispitivanje komora s laminarnim strujanjem zraka i kabineta za
ispitivanje bioloski opasnih tvari
Q uzorkovanje, prikupljanje i prijevoz virusa kao patogenih kontaminanata u zatvorenim
prostorima
0 uspostava mikrobioloskih standarda za zrak u zatvorenim prostorima
U preporuceni postupci za uzorkovanje zraka
Q procjena zivih mikroorganizama u zraku privatnih i javnih zgrada, smjernice za
prikupljanje gljivica (plijesni i kvasci) u zraku zatvorenih prostora
O mikrobiolosko testiranje aerosola u pogonima za obradu otpadnih voda
Q prakticne upute za sprjec¢avanje hospitalnih infekcija
Q ucinkovito vrednovanje dezinfekcije aerosola
U sugestije o obuci bolnickih timova s odjela visokog rizika u primjeni higijenskih
nacela
U saniranje epidemija u bolnicama i javnim zgradama
Q detekcija Aspergillus spp. pri invazivnim hospitalnim aspergilozama
U mikrobiolosko uzorkovanje zraka u ¢istim prostorijama i na odjelima visokog rizika
Q vrednovanje uredaja za mikrobiolosko uzorkovanje zraka te uskladenost akta prema
EN 45001
Q odabir polozaja uredaja za uzorkovanje zraka unutar zatvorenog prostora
U utvrdivanje povrsinske mikrobne kontaminacije
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U obuka timova za higijenu namirnica i mlijeka u mikrobiolo$koj higijeni zraka i radnih
povrsina

U nadzor nad kontaminacijom zraka iz okolisa prema nacelima “obiteljsko drustvo”

Q procjena metoda nadzora nad okolisem u farmaceutskoj industriji

U mikrobioloski nadzor nad okolisem: referentna lista nazivlja

U plan uzorkovanja zraka u obliku nadzornog formulara

U mikrobiolosko-higijenski nadzor u javnom prijevozu: avionski prijevoz, vlakovi,
autobusi i podzemna Zeljeznica

U mikrobiolosko-higijenski nadzor u pogonima prerade mlijeka

U statistika pri mikrobioloskom uzorkovanju zraka

U mikrobiolosko-higijenski nadzor u prehrambenoj industriji

Q mikrobioloski nadzor nad zrakom i radnim povrsinama u svrhu primjene HACCP u
rizicnim podrucjima

0 mikrobioloski nadzor nad vodom s pomocu koliforma i E. coli

U mikrobioloski nadzor ¢istoce ruku

U nadzor nad bioaerosolima u pogonima za proizvodnju vakcina, bioloski opasnih
tvari i biotehnologiji

Q “surfair” atlas mikrobioloskih hranilista

U popis medunarodnih standarda o klasifikaciji zraka

Q uporaba kompjutorskog softwarea u primjeni “dobre laboratorijske prakse” pri
nadzoru zraka

U bakterioloski rat: uzorkovanje bioaerosola

0 uzorkovanje bioaerosola u peradarskim farmama

U vrednovanje uredaja za uzorkovanje zraka SAS SUPER 90 s pomoc¢u anemometra
u zra¢nom tunelu

U test ucinkovitosti uredaja za uzorkovanje zraka u istrazivacke svrhe

Q pokusi iz higijene namirnica i okoli$a za studente

U pasivno uzorkovanje zraka s pomoc¢u mikrobnog indeksa zraka prema Pitzurri

U0 mikrobioloska kakvoca zraka u pogonima za preradu mesa

U mikrobioloski nadzor nad okolisem u kozmetickoj industriji

U mikrobiolosko ispitivanje povrsine trupova zaklanih Zivotinja

Q bioloske performanse za HVAC (engl. heating, ventilation, air conditioning) u
proizvodnji sterilnih lijekova i medicinskog pribora

U mikrobiolosko uzorkovanje zraka u ¢istim prostorijama bez rukovaoca uredaja za
uzorkovanje

QHVAC i “Ciste prostorije”

U standardni postupci uzorkovanja mikroorganizama iz zraka u pogonima za obradu
otpada prema ASTM

U onecisénje zraka u zatvorenom prostoru uvod u zdravstvene probleme zaposlenih
izazvane bioloskim onecis¢enjem

U bioloski zagadivaci u tvom domu

U sto je “dobra higijenska praksa u mljekarstvu”



3 6 2 Pavi¢ S, et al. PRINCIPLES OF DETERMINING MICROBIOLOGICAL AIR QUALITY
Arh Hig Rada Toksikol 2001;52:355-365

ZAKLJUCAK

Rezimirajuci iznesenu problematiku u svezi s tehnikama uzorkovanja, kao i propise,
standarde i preporuke o mikrobioloskoj kakvodi zraka, vidimo da se svjetski propisi,
standardi i preporuke odnose na podrucja javnog zdravstva, farmaceutske proizvodnje,
kozmetike, bioloski opasnih pripravaka i vakcina, poljoprivredne proizvodnje i hrane,
mljekarstva, zagrijavanja-ventilacije-kondicioniranja zraka (HVAC), pogone za obradu
otpadnih voda, bolnice/klinike, mikrobioloske laboratorije, izobrazbu, ¢iste prostorije,
kriterije za potrebe vojske i dezinfekciju. Kao sto smo ve¢ naveli aktualni normativni akti
u nas propisuju samo mikrobioloske kriterije u proizvodnji medicinskih pripravaka sto
smatramo nedovoljnim. Mislimo da bi u javnozdravstvenu legislativu nase zemlje, ali i u
propise koji se odnose na sve druge relevantne sektore i djelatnosti, trebalo to prije ugraditi
svjetski prihva¢ene norme o mikrobioloskoj kakvoci ovog temeljnog fiziolosko-ekoloskog
medija.
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