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Przeprowadzono badania majqce na celu sprawdzenie przydatnosci skonstru-
owanego przy udziale Politechniki Warszawskiej prototypu urzqdzenia przeply-
wowego oraz metody oznaczania ogolnej liczby mikroorganizméw i poziomu ATP
w wymazach do oceny podatnosci materiatow na tworzenie obrostow mikrobiolo-
gicznych.
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WSTEP

Na jako$¢ wody przeznaczonej do spozycia wptywa wiele niezaleznych czynnikow mig-
dzy innymi: rodzaj ujecia (woda glebinowa lub powierzchniowa), procesy uzdatniania i de-
zynfekcji, a takze rodzaj materiatu z jakiego wykonana jest sie¢ przesytowa.

Materiaty, z ktorymi styka si¢ woda przeznaczona do spozycia przez ludzi, nie powinny
powodowac pogarszania si¢ mikrobiologicznej jakos$ci wody poprzez uwalnianie sktadnikoéw
organicznych, bedacych dla mikroorganizméw potencjalnym zrodtem substancji odzyw-
czych, co przyczyni¢ si¢ moze do powstawania biofilmu na ich powierzchni [1].

Zgodnie z trescia Rozporzadzenia MZ z dnia 28 marca 2007 roku w sprawie jako$ci wody
przeznaczonej do spozycia przez ludzi [5] zastosowanie materiatu lub wyrobu uzywanego
do uzdatniania i dystrybucji wody wymaga zgody wilasciwego panstwowego inspektora sa-
nitarnego. Zgoda ta wydawana jest m. in. na podstawie atestu higienicznego Panstwowego
Zaktadu Higieny, o ktory stara si¢ producent badZ dystrybutor danego wyrobu. Do tej pory
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przy wydawaniu atestow higienicznych nie brano pod uwagg podatnosci danego materiatu na
obrost mikrobiologiczny, opierano si¢ przede wszystkim na dokumentacji dostarczonej przez
producenta, zawierajacej informacje dotyczace sktadu chemicznego materiatu oraz wynikow
badan stgzen zwiazkéw chemicznych migrujacych do wody.

Obecnie planuje si¢ wprowadzenie jednolitego europejskiego systemu oceny materiatow
przeznaczonych do kontaktu z woda, ktorego jednym z elementow bedzie okreslenie ich po-
datno$ci na obrost mikrobiologiczny. Polska jako cztonek Unii Europejskiej powinna by¢
réwniez przygotowana do petnego wdrozenia procedury dopuszczania materiatow do kon-
taktu z woda — systemu EAS (European Acceptance Scheme). Konieczno$¢ oceny wplywu
materialu dopuszczonego do kontaktu z woda wynika z postanowien Dyrektywy Rady Unii
Europejskiej nr 89/106/EEC dotyczacej wyrobow budowlanych [2] oraz Dyrektywy Rady
Unii Europejskiej nr 98/83/EC dotyczacej jakosci wody przeznaczonej do spozycia [3].

Celem niniejszej pracy bylo sprawdzenie przydatnosci skonstruowanego, przy udziale
Politechniki Warszawskiej, prototypu urzadzenia przeplywowego do badan podatnosci ma-
terialow kontaktujacych si¢ z woda na obrost mikrobiologiczny na podstawie oznaczania
poziomu ATP pochodzacego z komoérek mikroorganizméow rozwijajacych si¢ na powierzch-
ni testowanych materiatdéw oraz oznaczania ogoélnej liczby mikroorganizméw w wymazach
z ich powierzchni.

MATERIAL I METODY

Testowane materiaty

Badania prowadzono na czterech probkach materiatow zarowno dopuszczonych do kontaktu z woda
jak i takich, ktore ze wzgledu na swoj sktad chemiczny sa niedopuszczone do kontaktu z woda przezna-
czona do spozycia przez ludzi. Testowanymi materiatami uzytymi jako kontrola negatywna (materiaty
dopuszczone) byly ptytki szklane (K1, K2), fragmenty rur z utwardzanego tworzywa sztucznego PE-80
(PE1, PE2) oraz stal odporna na korozj¢ (P), z ktérej zbudowane bylo urzadzenie przeptywowe. Jako
kontrolg¢ pozytywna (materialty niedopuszczone) wykorzystano probki wyktadziny podtogowej WK-
NBR-12 przeznaczonej dla pojazdéw szynowych (X1, X2). Wszystkie probki materialow testowych
badane byly w dwoch powtorzeniach tj. po dwa takie same elementy kazdego materiatu.

Urzadzenie przeptywowe

Schemat urzadzenia przeplywowego opracowany przez pracownikow Politechniki Warszawskiej
przedstawiono na Ryc. 1. Do badan zastosowano urzadzenie wykonane w catosci ze stali nierdzew-
nej oraz uszczelniajacych elementéw teflonowych. Urzadzenie to sktadato sig¢ ze stalowego cylindra
0 wysokosci 550 mm i §rednicy 150 mm. Cylinder wyposazono w zdejmowalna pokrywe z kré¢cem od-
powietrzajacym. Doprowadzenie wody odbywalo si¢ przewodem teflonowym wyposazonym w zawor
shuzacy do regulacji przeptywu. Dyfuzor w ksztalcie stozka Scigtego, taczacy przewod doprowadzajacy
z cylindrem zlokalizowany byt w dole urzadzenia. Dyfuzor zostat wyposazony w dwie przegrody. Zrzut
wody zlokalizowany byl na bocznej $ciance cylindra ok. 50 mm ponizej gornej krawedzi. Przewod
zrzutowy o $rednicy réwnej doprowadzajacemu, ztozony byt z kroéca stalowego z zainstalowanym
wodomierzem i przewodu elastycznego. Wewnatrz cylindra umieszczony zostal statyw na testowane
probki materialow. Przeptyw odbywat sig¢ z dotu ku gorze, co umozliwiato rownomierne wypelnienie
woda cylindra, odprowadzenie powietrza (przez zawor zlokalizowany w najwyzszym punkcie pokry-
wy) i nie pozwalato na mieszanie si¢ wody wyplywajacej z urzadzenia. Srednia szybkos¢ przeptywu
wody zostata ustalona na ok. 210 1/h.
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Ryc. 1. Schemat urzadzenia przeptywowego. Projekt dr inz. A. Kodura, wyk. J. Borowski (Politech-
nika Warszawska, Instytut Zaopatrzenia w Wodg i Budownictwa Wodnego)
Continuous flow bioreactor scheme. Project by 4. Kodura, J. Borowski. Istitute of Water Su-
plly and Water Construction, Warsaw Univeristy of Technology.

Pomiar poziomu ATP

Do pomiaru poziomu ATP na powierzchni badanych materialdow oraz w wodzie doptywajacej do
urzadzenia przeplywowego wykorzystano luminometr, ktérego dziatanie oparte jest o zjawisko biolu-
minescencji. Wykorzystujac enzymatyczna reakcjg lucyferyny z ATP, ktorej towarzyszy emisja $wiatla,
poprzez pomiar jego natgzenia okre§lano zawarto$¢ ATP w danym materiale.

Posiew wglebny na pozywce agarowej

Do oznaczania ogdlnej liczby mikroorganizméow stosowano metodg posiewu wglebnego z wyko-
rzystaniem nieselektywnej pozywki TSA (agar tryptozowo sojowy), ktora ze wzgledu na stosunkowo
bogaty sktad umozliwia wzrost wielu gatunkom bakterii heterotroficznych.

Metody badan
Przed badaniem materiaty o powierzchni 80 cm? oczyszczono i wyjatowiono za pomoca 70% alko-
holu etylowego, ptukano woda dejonizowana nastgpnie pobrano wymazy kontrolne w celu okreslenia
wyjsciowego poziomu ATP oraz ogodlnej liczby mikroorganizméw na ich powierzchni, po czym umiesz-
czono je wewnatrz urzadzenia przeptywowego. Wymazy wykonywano w sposob jednolity z powierzch-
ni ok. 2 cm? stosujac:
- do oznaczania ATP specjalne zestawy do wymazow (,,piora” firmy Merck) wykonane z materiatow
wolnych od ATP
- do oznaczania ogdlnej liczby mikroorganizméw jalowe wymazowki zakonczone wata bawelniana
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Podczas 120 dniowego doswiadczenia w odstgpach dwutygodniowych, ze Scisle okreslonej po-
wierzchni testowanych materialdéw pobierano wymazy, z ktdrych oznaczano poziom ATP oraz ogdlna
liczbg mikroorganizméw w temperaturze 37°C po 48h i w temperaturze 22°C po 72h na podtozu TSA.
Te same oznaczenia wykonywano rowniez w wodzie doptywajacej do uktadu oraz z powierzchni we-
wnetrznej ptaszcza urzadzenia przeptywowego. Dodatkowo przez caly okres doswiadczenia monitoro-
wano temperatur¢ wody wyptywajacej z urzadzenia.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wszystkie wyniki przedstawione na rycinach podano po ich zlogarytmowaniu oraz prze-
liczeniu na 1 cm? powierzchni badanych materiatow.

Wyniki og6lnej liczby mikroorganizméw w dwu temperaturach, oznaczanej z wymazow
pobranych z powierzchni badanych materiatdw umocowanych w urzadzeniu przeptywowym
podczas 16 tygodni trwania doswiadczenia przedstawiono na rycinach 2 i 3.
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Ryc. 2. Warto$ci ogolnej liczby mikroorganizmow w 37°C/48h z wymazéw pochodzacych z po-
wierzchni testowanych materiatow
Total number of microorganisms after 48 hours incubation in 37°C swabbed from surface of
tested materials
K1, K2. PE1, PE2, P — materialy dopuszczone do kontaktu z woda (kontrola negatywna)
X1, X2 — materiaty niedopuszczone do kontaktu z woda (kontrola pozytywna)

W drugim tygodniu stwierdzono spadek liczby kolonii bakterii na wszystkich badanych
materiatach zar6wno stanowiacych z zatozenia probki negatywne jak i pozytywne, ktory praw-
dopodobnie byt wynikiem wyptukiwania mikroorganizméw niezwiazanych lub bardzo stabo
zwiazanych z powierzchnia badanych materialdw. Liczba oznaczanych mikroorganizmow
wzrosla pomigdzy czwartym a szdstym tygodniem do§wiadczenia. Kolejne oznaczenia wy-
kazaly powolny spadek wartosci ogolnej liczby mikroorganizméw uzyskanej z powierzchni
materiatéw bedacych kontrola negatywna. Wyniki uzyskane podczas ostatniego oznaczenia
(po 16 tygodniach) byty bardzo zblizone do tych jakie zaobserwowano przy pierwszym posie-
wie i zawieraly si¢ w przedziale od 0 jtk/ cm? do 5 jtk/ cm?, co §wiadczy o tym, Ze materiaty
te nie ulegaly obrostowi biologicznemu.

W przypadku materiatéw okre§lonych jako probki pozytywne (X1, X2) poczawszy od dru-
giego tygodnia do§wiadczenia obserwowano wyrazny i staly wzrost warto$ci ogoélnej liczby
mikroorganizméw. Najwyzsze warto$ci stwierdzono pomigdzy dziesiatym i dwunastym tygo-
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dniem doswiadczenia, wynosity one 2,2 x 10° jtk/ cm? (10 tydzien) dla X111 2,1 x 10° jtk/ cm?
(12 tydzien) dla X2. Kolejne pomiary wykazaty niewielki spadek tych wartosci, a podczas
ostatniego oznaczenia ogolna liczba mikroorganizmow uzyskana z powierzchni probek pozy-
tywnych wyniosta odpowiednio 2,3 x 10° jtk/ cm? i 2,4 x 10° jtk/ cm? dla X1 i X2. Przez caty
czas trwania do§wiadczenia wartosci ogolnej liczby mikroorganizméw w 37°C/48h z wyma-
z6w pochodzacych z powierzchni testowanych probek negatywnych (dopuszczonych do kon-
taktu z woda) byly wielokrotnie nizsze niz te same wartosci uzyskane z powierzchni probek
pozytywnych, co potwierdza fakt istnienia znaczacych réznic w podatnosci tych materiatow
na obrost mikrobiologiczny w kontakcie z woda przeznaczona do spozycia.

7
%_,6
< QA
REES
o N ©
=24
ER =R
.Es‘:
S % 9
#EE]
5 o ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : : :
0 2tyg.  4tyg. 6 tyg. 8tyg. 10tyg. 12tyg. 14tyg. 16tyg.
g 4vg 6wy Syg 104y 124y ldyg lowg |
czas w tygodniach

Ryc. 3. Wartosci ogolnej liczby mikroorganizméw w 22°C/72h wymazoéw pochodzacych z powierzch-
ni testowanych materialow
Total number of microorganisms after 72 hours incubation in 22°C swabbed from surface of
tested materials

K1, K2. PE1, PE2, P — materiaty dopuszczone do kontaktu z woda (kontrola negatywna)

X1, X2 — materiaty niedopuszczone do kontaktu z woda (kontrola pozytywna)

Podobnie jak miato to miejsce w przypadku oznaczen ogodlnej liczby mikroorganizmow
w 37°C (Ryc. 2.) wyniki og6lnej liczby mikroorganizmow w 22°C (Ryc. 3.) oznaczanej z wy-
mazow z powierzchni materiatdow okreslonych jako probki negatywne (K, PE, P) ulegaty
pewnym wahaniom podczas trwania do§wiadczenia, ale zawsze byly nizsze od wartosci ozna-
czonych z wymazow pochodzacych z probek pozytywnych (X1, X2). Najwyzsze wartosci
ogoblnej liczby mikroorganizméw oznaczonych w wymazach z probek negatywnych zaob-
serwowano w dwunastym tygodniu trwania do§wiadczenia zawieraly si¢ one w przedziale
od 74 jtk/cm? dla wymazoéw z powierzchni polietylenu do 3,7 x 10? jtk/cm? dla wymazow
z ptytek szklanych. Podobnie jak mialo to miejsce w przypadku oznaczen ogodlnej liczby mi-
kroorganizméow w 37°C, wyniki uzyskane podczas ostatniego pomiaru (po 16 tygodniach)
byty tylko nieznacznie wyzsze od warto$ci uzyskanych na poczatku do§wiadczenia i wynosi-
ty od 0 jtk/cm? do 5 jtk/cm?.

W wymazach z plytek bedacych z zatozenia kontrola pozytywna (materiaty niedopusz-
czone do kontaktu z woda) wzrost liczby bakterii byt bardzo dynamiczny az do dziesiatego
tygodnia przebiegu badan, kiedy to uzyskano wartosci 1,2 x 10° jtk/cm? dla X1 i 2,7 x 10°
jtk/em? dla X2. W kolejnych pomiarach liczba mikroorganizméw byta tylko nieco nizsza
i ostatecznie po 16 tygodniach wyniosta odpowiednio 2,4 x 10°jtk/cm? i 2,6 x 107 jtk/cm? dla
X11iX2.
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Rownolegle z oznaczeniami ogodlnej liczby mikroorganizmoéw na powierzchni testowa-
nych materiatléw kontaktujacych si¢ z woda przeznaczona do spozycia, badano rowniez og6l-
ng liczbg mikroorganizméw w 22°C i 37°C obecnych w wodzie doptywajacej do urzadzenia
przeptywowego [Ryc. 4.].
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Ryc. 4.  Warto$ci ogdlnej liczby mikroorganizméw w 37°C/48h 1 22°C/72h w wodzie doptywajacej do
urzadzenia przeplywowego
Total number of microorganisms after 48 hours incubation in 37°C and 72 hours incubation in
22°C from water inlet into the continuous flow reactor

Wartosci uzyskane w obu temperaturach roznity si¢ od siebie nieznacznie, przy czym
wyzsze wartosci zaobserwowano w przypadku posiewdéw inkubowanych w temperaturze
22°C. Wyniki ogdlnej liczby mikroorganizmoéow uzyskane z wody doptywajacej do urzadzenia
przeptywowego byty zblizone do koncowych wynikow oznaczen ogdlnej liczby mikroorga-
nizmoéw izolowanych z powierzchni materiatdéw dopuszczonych do kontaktu z woda przezna-
czona do spozycia.

Poziom ATP mierzony przy uzyciu luminometru wyrazony jako log RLU/cm? na po-
wierzchni materiatdbw umieszczonych wewnatrz urzadzenia przeptywowego podczas 16 ty-
godni trwania doswiadczenia przedstawiono na rycinie 5.
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Ryc. 5. Poziom ATP oznaczany na powierzchni testowanych materiatow

ATP level measured on the surface of tested materials
K1, K2. PE1, PE2, P — materialy dopuszczone do kontaktu z woda (kontrola negatywna)
X1, X2 — materiaty niedopuszczone do kontaktu z woda (kontrola pozytywna)
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W przypadku wszystkich badanych materiatéw bgdacych kontrola negatywna zaobserwo-
wano podobne tendencje w zmianach warto$ci ATP oznaczanego na ich powierzchni. Poziom
ATP, ktory wynosit poczatkowo od 13 do 19 RLU/cm? wzrost kilkukrotnie juz w pierwszych
dwoch tygodniach doswiadczenia i wynosit od 50 RLU/cm? do 133 log RLU/cm?. Nieznaczny
wzrost warto$ci ATP nastgpowat az do 8 tygodnia badania, po czym wyniki kolejnych pomia-
réw byly nizsze, a w ostatnim, szesnastym tygodniu doswiadczenia wyniosty od 68 RLU/cm?
dla powierzchni stali nie ulegajacej korozji (P) do ok. 160 RLU/cm? dla powierzchni polie-
tylenu (PE).

Wyniki uzyskane z powierzchni materiatdéw bedacych kontrola pozytywna (materialty nie
dopuszczone do kontaktu z woda) juz od 2 tygodnia trwania doswiadczenia byly znacznie
wyzsze od wynikow uzyskanych z powierzchni materialdéw stanowiacych kontrolg nega-
tywna. Wzrost wartosci ATP oznaczanego z tych materiatéw obserwowano przez caty okres
trwania do$wiadczenia. Najwyzsze warto$ci rowne 50.000 RLU/cm? zaobserwowano w 12
tygodniu.
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Ryc. 6.  Wartosci poziomu ATP oznaczanego w wodzie doptywajacej do urzadzenia przeptywowego
wyrazony w log RLU/ cm?
ATP level measured in water inlet into the continuous flow reactor

Poziom ATP w wodzie doptywajacej do urzadzenia przeplywowego w trakcie trwania do-
$wiadczenia byt stosunkowo stabilny i wahat si¢ w wodzie jedynie w przedziale od 18 RLU/ cm?
do 87 log RLU/ cm?.

Mierzona temperatura wody doptywajacej do urzadzenia przeptywowego podczas 16 ty-
godni trwania doswiadczenia byla stabilna i wynosita $rednio 21°C.

Wyniki oznaczen ogoélnej liczby mikroorganizméw oraz poziomu ATP uzyskane z po-
wierzchni testowanych materiatdéw kontaktujacych si¢ z woda wykazuja wyrazng korelacjg.
Mozna je tez odnies¢ do wynikow uzyskanych w innych krajach, w ktorych réwniez trwaja
badania nad opracowaniem metody oceny bezpieczenstwa mikrobiologicznego materiatdw
wykorzystywanych w réznego rodzaju urzadzeniach i instalacjach przesytowych dostarcza-
jacych wodg przeznaczong do spozycia. W Austrii np. pigciokrotnie wyzszy poziom ATP na
powierzchni badanego materiatu w stosunku do kontroli negatywnej (szkto) uznawany jest
za zbyt wysoki 1 material taki nie jest dopuszczany do kontaktu z woda przeznaczona do
spozycia [4]. W naszych badaniach w przypadku materiatow niedopuszczonych do kontaktu
z woda wykazana metoda oznaczania ATP podatno$¢ na obrost mikrobiologiczny byta od 100
do 500 razy wyzsza od wartos$ci oznaczonej na powierzchni materiatlow dopuszczonych. Wy-
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sokie warto$ci ATP oznaczane na powierzchni wyktadziny podtogowej stanowiacej probke
pozytywna utrzymywaty si¢ przez caty okres trwania doswiadczenia.

Rowniez w przypadku oznaczania ogoélnej liczby mikroorganizméw z powierzchni mate-
riatdbw, normy austriackie podaja iz pigciokrotnie wyzsza warto$¢ oznaczana na powierzchni
materialu badanego w stosunku od warto$ci uzyskanej na powierzchni materiatu kontrolnego
(szkto) dyskwalifikuje taki materiat jezeli chodzi o zastosowanie go do kontaktu si¢ z woda
przeznaczona do spozycia. W naszych badaniach prowadzonych z zastosowaniem prototypo-
wego urzadzenia przeptywowego, mozna bylto stwierdzi¢ kilkusetkrotnie wyzsza podatnosé¢
na obrost mikrobiologiczny powierzchni materiatlow stosowanych jako kontrola pozytywna
w stosunku do materialow stosowanych jako kontrola negatywna.

WNIOSKI

1. Stwierdzono kilkusetkrotne réznice w wartosciach ATP i ogdlnej liczby mikroorgani-
zmow w wymazach z powierzchni materiatdw dopuszczonych i niedopuszczonych do
kontaktu z woda.

2. Stwierdzono wyrazna korelacje wynikow oznaczania og6lnej liczby mikroorganizmow
i poziomu ATP w wymazach pochodzacych z powierzchni materiatdbw umieszczonych
wewnatrz urzadzenia przeplywowego.

3. Badania wykazaty przydatno$¢ skonstruowanego prototypu urzadzenia przeptywowego do
badan podatnosci materiatdéw kontaktujacych si¢ z woda na obrosty mikrobiologiczne.

M. Szczotko, B. Krogulska, A. Krogulski

OPRACOWANIE METODY OCENY PODATNOSCI MATERIALOW KONTAKTUJACYCH SIE
Z WODA PRZEZNACZONA DO SPOZYCIA NA OBROST MIKROBIOLOGICZNY

Streszczenie

Celem badan byto sprawdzenie przydatnosci prototypowego urzadzenia przeptywowego do badan
podatnosci na obrosty mikrobiologiczne materiatdéw kontaktujacych si¢ z woda. Badania podatnosci
materialdbw na obrost mikrobiologiczny prowadzono metoda oznaczania ogoélnej liczby mikroorgani-
zmoOw oraz oznaczania poziomu ATP w wymazach z powierzchni materiatow umocowanych w aparacie
przeplywowym. Badania prowadzone byly przez 16 tygodni, co 2 tygodnie z powierzchni materiatlow
pobierano wymazy, z ktorych wykonywano odpowiednie oznaczenia. Zarowno w przypadku oznaczen
ogoblnej liczby mikroorganizméw jak i oznaczen poziomu ATP wykazano wyrazne rdznice podatnosci
na obrost mikrobiologiczny pomigdzy materiatami dopuszczonymi (kontrola negatywna) i niedopusz-
czonymi (kontrola pozytywna) do kontaktu z woda przeznaczona do spozycia. Wartosci ogdlnej liczby
mikroorganizméw i poziomu ATP w kontroli negatywnej byly znacznie nizsze niz w kontroli pozy-
tywnej. Wykazano tez wyrazna korelacje warto$ci ogolnej liczby mikroorganizmow i poziomu ATP
oznaczanego na powierzchni tych samych materiatow. Tym samym potwierdzono przydatnos$¢ proto-
typowego urzadzenia przeptywowego do prowadzenia badan, w kierunku podatno$ci materialow na
obrost mikrobiologiczny.
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M. Szczotko, B. Krogulska, A. Krogulski

ELABORATION OF THE METHOD FOR ASSESSMENT OF SUSCEPTIBILITY TO MICROBIAL
GROWTH OF MATERIALS CONTACTING WITH DRINKING WATER

Summary

Initial methodological study was conducted to determine the susceptibility to microbial growth of
different materials applied in contact with drinking water. The purpose of this assay was to elaborate
the method for determining the ability of different materials contacting with drinking water to promote
microbial growth and to determine possible correlation of results obtained by two analytic methods: in-
oculation of microorganisms swabbed from materials surface into a medium and ATP level examination.
The assay was conducted during 16 weeks in dynamic conditions using continuous flow reactor. Every
two weeks swabbes from examinated materials were collected and the total number of microorganisms
was determined after incubation in 22°C for 72 hours and in 37°C for 48 hours respectively. Determina-
tion of microorganisms number and ATP level were both examinated in water inlet. Difference in sus-
ceptibility to microbial growth of different materials used in contact with drinking water was observed.
This was confirmed by both analytic methods. Microbial growth on the surface of negative control
materials (glass, poliethylene and stainless steel) was several time less intensive than on positive control
material (floor finish not destined for contact with drinking water). Correlation between the quantity of
microorganisms and ATP level on the surface of the same kind of materials was confirmed. Usefulness
of continous flow reactor was confirmed.
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