60 _

ANALIZA MICROBIOLOGICA SANITARA
A AERULUI

60.1. DATE GENERALE

Analiza bacteriologicd sanitard a aerului permite o apreciere igienicd s§i
epidemiologica a mediului aerian, pe baza cireia putem stabili un complex de masuri pentru
profilaxia infectiilor aerogene, a ciror pondere in patologia infectioasa este considerabila.

Aerul este un mediu in care microorganismele nu se multiplicd din cauza lipsei
nutriengilor, Microorganismele care impurificd aerul provin din sol, apa, organismele vege-
tale, animale si uman, precum si din diverse activitati ale omuluvi. De aceea microflora
aerului atmosferic si din incaperile Inchise difera substangial, atat cantitativ, cat si calitativ.
In aerul atmosferic microflora este mai bogati vara si mai redusi iarna, pe cand in
incaperile inchise iarna se depisteazi mai mulfi microbi, inclusiv patogeni, iar vara mai
putini. O atentie deosebitd se acorda studierii microflorei aerului din institutiile de copii
si unitigile sanitare.

Analiza microbiologicA a aerului presupune studierea diversitatii speciilor
microbiene, precum si cuantificarea indicatorilor microbiologici.

Aprecierea stirii sanitare a aerului din Inciperile inchise se efectueazi pe baza
concentratiei indicatorilor microbiologici, ca stafilococii si streptococii a- si f-hemolitici,
precum §i numdarului {otal de microorganisme per m”~ de aer.

In clinicile chirurgicale, maternitati si in alte instituii medicale se determini flora
potential patogena, care cauzeaza deseori infectii nozocomiale (Pseudomonas, Klebsiella,
Proteus §. a.). Se examineazd aerul in salile de operatii, saloanele postopcratorii, silile de
pansament, sectiile de reanimare, salile de nastere, saloanele posinatale, in gradinitele de
copii, crese, scoli, policlinici, farmacii, precum si in locurile de concentrare In masa a
populatiei cum ar fi cazirmi, cinematografe, sali de sport etc. In tabelele 60.1 si 60.2
prezeniam criteriile microbiologice de apreciere a aerului din Inciperi §i din institutii
curative.

Tabeiul 60.1. Criterii de apreciers a asrului din Incdperi

ladicatoril Yam Tarna
curat impurificat curat impurificat
NTM la | m> <1500 > 2500 <4500 > 7000
Strept i <16 <36 <36 <}24
lal mosoc
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Tabelul 60.2. Aprecierea aerului In institufiile curative

Obiectul Condiiite NTM fa | m® Concentratia admisa 1a 1 m’
de activitate
stafilococi patogeni streptococi
Sali de operatli Pand fa operatie <500 -— -
Dupa operafie <1000 — -—
Saloane <150 ~— —
postoperatorii
Sectle de reanimare <750 -— —
Sala de nagtere La inceputul <1500 — -
travaliutui
Saloane <2000 Pani fa 16 in 101al
posmalale
Saloane pentru <1500 Pani 1a 12 in toual
nou-nasculi
Salz de Pind la lucro <750 -— -
pansament
Salon de spital Vara <3500 <24 <16
larma <5000 <52 <36

60.2. EFECTUAREA ANALIZEI

60.2.1. Recoltarea probelor

Pentru analiza microbiologicd a aerului din incaperi inchise se preleva probe la
fiecare 20 m? de suprafats, din 5 puncte (4 puncte la colfuri si in centru) situate la 0,5 m
de la pereti si la o inaltime de 1,6~—1,8 m de la podea (nivelul respiratiei in incaperile de
locuit), si ia nivelul patului in saloanele de spital. Recoltarea se face ziua in perioada
activitayii intensive a omului $i dupd curijenia umeda si ventilarea incaperii.

Aerul atmosferic din zonele de locuit se recoltcazi de la o in3ltime de 0,5—2 m de
la sol, in apropierea surselor de impurificare, precum §i in zoncle verzi (parcuri, gradini
elc.).

Probele de aer pot fi recoltate prin metoda de sedimentare sau de aspirafic.

m Metoda de sedimentare, degi mai putin exacti, este inca destul de frecvent aplicata,
din cauzi ca este simpla $i accesibild. Metoda a fost propusi de Robert Koch §i const# in
capacitatea microorganismelor de a se sedimenta pe suprafaja mediului de cultura in cutia
Petri deschisa. Sedimentarea se face atat gravitational, ¢at si sub influenta miscarii aerului
impreund cu particuiele de praf §i picAturile de aerosoli. Cutiile trebuie plasaic orizontal
in punctele de recoltare. Pentru determinarea numirului total de germeni se folosesc cutii
cu gelozd obignuita, pentru stafilococi gelozd hiperclorurata cu lapte san cu lapte si ou, tar
pentru streptococi mediul Garro (geloza cu sange defibrinat de iepure gi violet de gentiana).
Pentru depistarea microorganismelor patogene se utilizeazd medii speciale corespunzitoa-
re. Metoda de sedimentare are mai multe dezavantaje: sedimenteazd numai fractiunile
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macrodisperse ale aerosolului, deseori coloniile se formeaz3 din aglomeratii de celule si nu
din celule aparie, pe medii cresc numai ¢ parte din microorganismele microfiorei aeruiui.
Metoda nu este utild pentru analiza aerului atmosferic.

a Metoda de aspiratie este mai avantajoass. In aceasta metodi are loc sedimentarea
fortata a microorganismelor din aer pe suprafata mediului de cultura sau in lichidul de
captare (bulion peptonat, solutie tampon, soluti¢ salind izotond §. a.). Pentru aceasta se
folosesc aparatul Krotov, captatorul Recimenski, diverse dispozitive propuse de Kiktenko,
Diakonov, Andersen §. a. Pentru examinarea aerului atmosferic pot fi utilizate i
membranele filtrante N4, prin care aerul se aspirk cu ajutorul aparatului Seitz.

Aparatul Krotov se foloseste pentru analiza aerului din incAperile inchise. Principiul
de funcjionare: aerul aspirat printr-o fanta din capacul aparatului se loveste de suprafaja
mediului de culturi, iar particulele de praf si aerosoli se lipesc de mediu si o data cu ele
microorganismele pe care le vehiculeazi. Cutia Petri cu mediul de culturi se monteaza pe
masuta rotativd a aparatului, ceea ce asigurd repartizarea uniformd a bacteriilor pe
suprafata mediului. Probele se recolteazi cu o vitezA de 20—25 liiri/minut timp de §
minute. Pentru depistarea indicatorilor microbiologici, se recolteaza probe de aer de pana
la 250 litri.

Captatorul Recimenski consta dintr-un cilindru cavitar din sticl2 in interiorul caruia
este sudata o palnie cu un capifar care comunica cu rezervorul. Inainte de recoltarea probei,
se introduce in rezervor 3—~5 ml lichid de captare. Aparatul Recimenski lucreaza dup2
principiul pulverizatorului: la trecerea aerului prin orificiul ingust din palnie, lichidul din
rezervor se ridicd prin capilar in cilindru sub forma de picaturi. Piciturile de lichid se
pulverizeaz3 prin impactul cu peretii vasului si cu lopigica de sticla. Asa se formeazi un
nouras de picaturi mici, pe care s¢ adsorb microorganismele din aer. Picaturile de lichid
saturate cu bacterii se scurg in rezervor, apoi, din nou, sunt dispersate, ceea ce asigura o
captare maxima a bacteriilor. Aparatul trebuie si funcfioneze sub un unghi de 15—20°,
pentru ca lichidul s3 se scurgi in rezervor. Viteza recoltdrii probelor este de 10—20
litri/minut, Dupa recoltare, 0,2 ml de lichid aspirat din rezervor, cu o pipeta sterila, se
epuizeazd pe suprafaja mediului de culturd adecvat.

Aparatul Diakonoy asigurd foarte simplu caplarea bacieriilor in lichid. Este un
cilindru din sticla in care, prin dop, trec 2 tuburi, dintre care unul se termin3 sub dop,
iar al doilea se monteaza pani la fundul cilindrului, unde pitrunde aerul aspirat. In cilindru
se toarnd solufie salinj izoton# sau api de robinet sierilz prin care se aspiri un anumit
volum de aer. La fundul dispozitivului se introduc perle din sticli, pentru a micsora
dimensiunite bulelor de acr i totodatd pentru a mari suprafaja de contact a aerului cu
lichidul. Dupi aspiratie, se insamanteazi 0,i—0,2 mi de lichid pe gcloza sau 0,3—0,5 m!
pe mediile selective.

Cand se presupune o concentragie micd a bacteriilor In aer sau cand se urmaresc
bacterii patogene §i potenjial palogene, se filtreazd lichidul de captare prin membrane
fittrante N2 sau N3, care sunt insamanjate ulterior pe geloza san pe medii selective.

Membranele filtrante. Mai frecvent se ultilizeazd membrane filtrantie din nitrocclulo-
z4. In prealabil se fierb de doua ori, cate 20 minute in apa distilaia, dupi care sc usuca,
aseptic, Ja 37° in cutii Petri intre dona straturi de hartie de filtru. Astfel pregatite,
membranele filtrante sunt montate in aparatul Seitz gi se aspira aerul cu aspiratorul. Dupa
recoltarea probei, se transferd membranele filtrante pe suprafaja mediului de cultura solid.
Membranele trebuie si fie uscate, deoarece In stare umed2 prin ele nu trece aerul.
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60.2.2. Determinarea numarului total de bacterii saprofite

Numarul iotai de microorganisme se determini la 1 m® de aer. Cel mai frecvent se
recolteazd cu aparatul Krotov dou probe a 100 litri aer in cutii Petri cu geloza, care sunt
incubate 24 ore 1a 37°C si 48 ore la temperatura camerei. Numarul coloniilor per cutie
trebuie s3 nu fie mai mare de 200—250. Se numard coloniile de pe jambcle cutii si se
calculeazd media aritmetic, dup# care se face recalcularea pentru 1 m” de aer. Coloniile
se studiaza cu ajutoru! lupei. Putem diferenfia mai multe sipuri de colonii:

a coloniile bacililor sporogeni: mari, rotunde, cu margini dantelaie, uscate, rugoase;

m coloniile pigmentate (galbene, albe, oranj, negre, albasire-verzui eic.) pot fi
urmarite mai ugor dupt menginerea culturiler 1a lumin3;

» coloniile fungilor cu suprafatd pufoasid (Mucor §i Aspergillus), cu suprafajad com-
pacti verzuie sau albi-cenusie (Penicillium);

a coloniile de actinomicete: alburii, incastrate In gelozi.

Numarul fiecarei grupe de colonii se exprima in procente faj de numarul total.

Cand se utilizeazd metoda de sedimentare dupd Koch, se apeleaza la calculele lui
V. Omelianski, care a constatat ci pe suprafaja cutiei de 100 cm? se sedimenteaza in §
minute cantitatea de microbi continuta in 10 litri de aer.

60.2.3. Determinarea stafilococilor

Stafilococii sunt relativ rezistenti la diversi factori ai mediului si sunt foarte raspan-
diti in aerul din incaperile inchise. Depistarea stafilococilor patogeni in aer indic3 o situatie
epidemiologica nefavorabila.

Se preleva, cu aparatul Krotov, probe de aer in volum de 250 litri pe 2-—3 cutii cu
geloza higerclorurata cu lapte sau cu lapte si ou si cu gelozi-sange, care sunt incubate 48
ore la 37°C. Stafilococii patogeni formeaza colonii cu diametrul de 2—3 mm, inconjurate
cu o zond de hemolizd clard. Pe geloza hipercloruratd cu lapte si ou coloniile sunt
inconjurate de o zon3 transparentd cu un halou opac. Se verificd microscopic, pe frotiu
colorat Gram, coloniile suspecte, apoi se repica pe geloza Inclinats. Dupa 24 ore de incubare
la 37°C, se testeaza coagulaza prin repicarea culturii pure intr-o eprubetd cu 0,5 mi de
plasm3a citratata si diluata 1:4. Stafilococii patogeni coaguleazi plasma in 2—24 ore, for-
mand un coagul gelatinos la fundul eprubetei. Se calculeazi numirul UFC de stafilococi
la t m” de aer.

Pentru determinarea sursei si cdilor de rispandire a infecfiei, trebuie efectuat
fagotipajul culturii izolate.

60.2.4. Determinarea streptococilor

Aerul se polueazi cu streptococii eliminati de bolnavii cu scarlatina, amigdalite,
piodermite, precum si de purtitori. Alaturi de stafilococi ei sunt indicatori microbiologici.
Pentru depistarea streptococilor se recolteaza, cu ajutornl aparatului Krotov, 200—250
litri de aer in cutii Petri cu geloza-sange sau cu mediul Garro, care sunt incubate 18—24
ore la 37° C, apoi 48 ore la temperatura camerci. Pe geloza-sange streptococii formeazi
colonii mici, punctiforme, albe-cenusii, f-hemolitice sau a-hemolitice. Mai eficicnt cste
mediul Garro, pe care microflora asociati este inhibat prin violetul de gengiana.
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Se numar3 coloniile suspecte §i se repica in balion glucozat peatru acumularea de
culturd purd necesard identificarii. In bulion streptococii cresc la fundul si pe pereyii
eprubetei, iar mediul rimane transparent, Identificarea culturii pure se face pe baza tes-
telor cunoscute: coci grampozitivi dispusi in lanfuri, catalazonegativi etc.

60.2.5. Determinarea microorganismeior patogene

Depistarea microbilor patogeni in aer este mai dificild din cauza concentratiei jor
relativ mici. Sunt ciutati Ia indicatii epidemiologice (izbucniri de infecfii respiratorii,
nozocomiale) sau pentru a aprecia starea sanitard a saloanelor de spital ori eficienta
dezinfectiei aerului. La investigarea infectiilor nozocomiale, se determind prezenia in aer
a stafilococilor, streptococilor, pseudomonadelor, klebsielelor, proteilor 5.a.

Se preleva probe de aer cu volum de cel putin 1000 litrd, iar insimAniarile se fac pe mediile
de culturz selective corespunzatoare patogenilor urmarifi. Dacid sunt utilizate aparate cu
lichid de captare, dupa prelevare se menjin 24 ore in termostat, pentrn multiplicarea
bacteriilor, si apoi se fac repiciri pe medii selective.

Pentru depistarea micobacteriilor, ca lichid de captare se utilizeazi mediul Skolnikov,
care apoi se trateazd cu solujie 3% de acid sulfuric $i se centrifugheaz3. Sedimentul
neutralizat se ins3manteazi pe mediul Lowenstein-Jensen, Popescu sau Finn, cu incubare
la 37°C timp de 3 luni. Se examineaza eprubetele ins3mantate dupa 3 siptimani, dupa
care la fiecare 10 zile. Cultura purd obtinutd se identificA pe baza caracierelor mor-
fotinctoriale gi a testelor uzuale.

Bacilii difterici sunt depistaji folosind medinl Clauberg §.a.

In ultimii ani se acordd o atenjie deosebitd depistirii salmonelelor in aernl din
stationare in cazul izbucnirilor nozocomiale de salmoneloza. Este doveditd circufajia
biovarurilor spitalicesti de Salmonella prin aer, praf, obiecte de uz curent. Probele de aer
pentru depistarea salmonelelor se recolteazi atat prin metoda de sedimentare, cat §i de
aspirajie pe mediul cu bismut-sulfit. In metoda de sedimentare se mentin cutiile in saloane
de la 30 minute pani la 3—4 ore. Cu aparatul Krotov se examineaza 100—200 lityi de aer.



