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summary: Bogdan Filip Zerek, Jakub Piechal, Use of luminometric assays
(ATM/AMP) in microbial examination of the National Library of Poland’s

collections

The text describes the performance and results of ad hoc experiments that made
it possible to introduce procedures used in the Conservation Laboratory of the
National Library of Poland that aim at a microbial evaluation of its collections
with the use of disposable dry luminometric swabs and the Kikkoman PD-20
luminometer. Despite its limitations, luminometry is a valuable alternative to
traditional cultivation techniques that only yield results after about 10 days.
Owing to the procedures we have introduced, that is dampening of the swab
in the test tube, this waiting time becomes reduced and the results can be read
after 2 hours from sampling.

The article shows the outcome of the experiments conducted on different
surfaces, including mould fungi, and the results of testing objects from the Na-
tional Library of Poland’s collections. The authors present their conclusions
together with a discussion (also based on the available literature on the use of
luminometric assays for microbial evaluation of historical objects), and they

provide ready-to-use procedures.
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1. Krétki opis metody

Kontrola mikrobiologiczna obiektéw bibliotecznych jest stalym elementem
ochrony zbioréw i prac konserwatorskich w Bibliotece Narodowej, zwtaszcza
przy wplywie nowych materiatéw, niepochodzacych bezposrednio od wydawcy
(darowizny, zakupy, spuscizny).

Badania kontaktowe wykonywane sa metoda odcisku sterylnych arkuszy bi-
buly Whatman na dwa podtoza (MEA oraz Czapek-Dox bez cukru) albo suchego
wymazu z powierzchni 5x5 cm (po przygotowaniu odpowiednich roztworéw
sa one wysiewane na podtoze MEA). Obie metody przedstawiono szczegétowo,
wzbogacajac opis ilustracjami kolejnych czynnosci, w publikacji B. E Zerka The
Preservation and Protection of Library Collections. A Practical Guide to Micro-
biological Controls'.

Metody te umozliwiaja identyfikacje izolowanego czynnika mikrobiologicz-
nego. Zazwyczaj grzyby plesniowe identyfikowane sa w Laboratorium Kon-
serwatorskim Zbioréw Bibliotecznych BN (LKZB) co do rodzaju, natomiast
w przypadku organizméw drozdzopodobnych i bakteryjnych odnotowywana
jest jedynie ich obecno$c¢. Podejscie takie uzasadnione jest wyzszymi wyma-
ganiami tych dwéch ostatnich grup odnoénie aktywnos$ci wody w podtozu nie-
zbednej do ich wzrostu. W praktyce oznacza to, Zze gléwnym zagrozeniem dla
zbioréw sg grzyby ple$niowe?.

Wada albo raczej ,niedogodnoscia” obu metod jest konieczno$é pracy
z szalkami z podlozem mikrobiologicznym, ze wszystkimi tego konsekwen-
cjami (przygotowanie podtoza, hodowla, utylizacja). Dodatkowo, jesli chodzi
o same warunki pracy, to dochodzi ,potencjalny kontakt z materialem mikro-

biologicznym’, co zwieksza wymagania wobec pracownikéw i samego miejsca

1 B.Zerek, The Preservation and Protection of Library Collections. A Practical Guide to Micro-
biological Controls, Chandos Publishing, 2014, s. 291-324.
2 Szczegblowe wyjasnienie w pierwszym akapicie podrozdziatu 2.1. Pomiary ,powierzchni

referencyjnych” Procedurq Producenta (PPD-20).
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pracy. Na koniec, na wyniki czekamy od okolo 10 do 14 dni, co wydluza pobyt
obiektow w LKZB®.

W procesach przemystowych (spozywczych, farmaceutycznych, medycz-
nych, kosmetycznych) do badania stanu higienicznego powierzchni produk-
cyjnych stosuje sie luminometrie. Polega ona na wykrywaniu i ilo§ciowym
oznaczaniu adenozynotrifosforanu (ATP) wystepujacego we wszystkich orga-
nizmach zywych. Na skutek reakcji enzymatycznej lucyferyny z lucyferaza, kto-
rej przebieg jest uzalezniony od obecno$ci jonéw Mg** oraz ATP jako kofaktora,
powstaje oksylucyferyna. Emisja fotonéw §wiatla nastepuje w wyniku przejscia
oksylucyferyny ze wzbudzonego stanu elektronowego do podstawowego. Ilo$§¢
ATP jest wprost proporcjonalna do emitowanej ilo$ci $wiatta (wyrazanej w jed-
nostkach por6wnawczych Relative Light Units [RLU])*. W praktyce oznacza to,
ze odczytywana warto$¢ RLU jest wprost proporcjonalna do ilo$ci potencjal-
nie aktywnych jednostek tworzacych kolonie mikroorganizméw na badanej
powierzchni. Na tej podstawie formuluje sie wnioski dotyczace ,czysto$ci mi-
krobiologicznej”.

Préoby pobierane sa jednorazowymi suchymi wymazéwkami z badanej
powierzchni i odczytywane w luminometrze (o niewielkich rozmiarach -
65%175%32 mm, masa 235 g bez baterii)°.

Koszt luminometru to okolo 3000 PLN netto, koszt jednej wymazowki to
okoto 10 PLN netto. Dla poréwnania, wedtug aktualnego cennika BN koszt jed-
nej proby odciskowej to 30 PLN netto, a wymazowej 50 PLN netto, przy czym
wykonanie préby odciskowej oferowane jest jedynie w Laboratorium Konser-

watorskim Zbioréw Bibliotecznych w siedzibie BN®.

3 B.Zerek, The Preservation and Protection of Library Collections..., wyd. cyt.

4 A. Rygala, D. Kregiel, Luminometria w przemysle spozywczym, https://www.kierunek
spozywczy.pl/magazyn,luminometria-w-przemysle-spozywczym.html [dostep: lipiec 2020].

5 Instrukcja obstugi luminometru Kikkoman PD-20 na stronie jednego z dostawcéw: https://
hyserve.com/files/PD20o_polish.pdf [dostep: lipiec 2020].

6 https://bn.org.pl/download/document/1456844756.pdf [dostep: wrzesien 2020].
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Technologia umozliwiajaca szybkie (kilkanascie sekund od pobrania préoby)
uzyskanie informacji o stanie higienicznym badanej powierzchni wydaje sie
niezwykle atrakcyjna, nasuwa sie jednak pytanie, jaka naprawde informacje
otrzymujemy (co zmierzyliémy) i jak sie to ma do rzeczywistego stanu mikro-
biologicznego obiektu.

Luminometryczne testy ATP nie pozwalaja na identyfikacje czynnika mikro-
biologicznego, a jedynie na stwierdzenie jego obecnosci i to pod warunkiem,
ze jest aktywny. Pomiary ATP byly juz stosowane w ochronie dziedzictwa, nie
opracowano jednak sprawdzonej procedury, a doniesienia ich dotyczace sa
nieliczne. Dostepne sa m.in. wyniki badan na konkretnych obiektach zabyt-
kowych: tkaninach’, ksigzkach® i negatywach szklanych® oraz wyniki ekspe-
rymentu z zastosowaniem metody niszczacej (wycinanie fragmentow papieru
z ksiazek)'® i poprzedzajacego go eksperymentu z ,pobieraniem szpatutky”
materialu mikrobiologicznego konkretnych szczep6w wyhodowanych na pa-

pierowych krazkach'’.

7 M. Ljaljevi¢ Grbi¢ et al., Implementation of ATP Biolumenescence Method in the Study of the
Fungal Deterioration of Textile Artefacts, https://yadda.icm.edu.pl/baztech/element/bwmetal.
element.baztech-aa522723-c136-43b3-8c03-7419ae0b41dg [dostep: wrzesien 2020].

8 J. Karbowska-Berent, J. Jarmitko, Jakos¢ mikrobiologiczna powietrza w magazynach i po-
ziom ATP na obiektach - nowe metody oceny warunkoéw przechowywania zbioréw i stanu ich
zachowania, ,Notes Konserwatorski” 2012, nr 15, s. 83-96, Warszawa, https://ksiegarnia.bn.org.
pl/pdf/Notes%20konserwatorski%z2015.pdf [dostep: lipiec 2020].

9 M. Kwiatkowska et al., Fungi as deterioration agents of historic glass plate negatives of Bran-
dys family collection, https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830516302530
[dostep: wrzesien 2020].

10 M. S. Rakotonirainy, P. Dubar, Application of bioluminescence ATP measurement for eval-
uation of fungal viability of foxing spots on old documents, https://www.researchgate.net/
publication/225305327_Application_of bioluminescence_ ATP_measurement_for_evalua-
tion_of_fungal_viability_of foxing_spots_on_old_documents [dostep: wrzesien 2020].

11 M. S. Rakotonirainy et al., Detection of fungi and control of disinfection by ATP-biolumines-
cence assay, https://www.researchgate.net/publication/285888062_Detection_of_fungi_and_

control_of_disinfection_by_ATP-bioluminescence_assay [dostep: wrzesien 2020].
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W pierwszym przypadku préby pobierano z powierzchni obiektow jedwab-
nych, jednak nie okres§lono precyzyjnie powierzchni, z jakiej pobrano wymazy,
ani nie podjeto prob jej $cistego zdefiniowania. Badanie miato charakter towa-
rzyszacy procesowi konserwatorskiemu i nie bylo elementem polityki ochrony
zbioréw.

Cenniejsze jest drugie z wymienionych opracowarn, dotyczace badan ksia-
zek z Wyzszego Seminarium Duchownego w Pelplinie i z Biblioteki Elblaskiej.
Proby wymazowe do testéw ATP pobierano z powierzchni 3x3 cm, przy czym
wykonywano réwniez proby z tzw. tla, czyli miejsc niezdradzajacych oznak
zniszczen mikrobiologicznych. Nie podano jednak catkowitej liczby pobranych
prob i statystyki wszystkich wynikéw, a jedynie ,wyniki przyktadowe”. Brak opisu
szczegbtowej procedury pozwala sie jedynie domysla¢, ze po pobraniu wyma-
z6w odczyty wykonano wedltug instrukcji obstugi bioluminometru Merck, bez
precyzyjnego okreélenia modelu.

Zwraca uwage fragment:

»Najwieksze ilosci ATP znajdowaly sie w probkach jasnego nalotu na po-
wierzchniach opraw licznych ksiazek przechowywanych w obu magazynach
Biblioteki WSD w Pelplinie. Ilosci ATP byly na nich tak duze, ze niekiedy po-
wstata w trakcie reakcji w bioluminometrze ilo$¢ §wiatla byta zbyt duza, aby
aparat mogl ja odczytac. Odczyt wyniku liczbowego, ktéry wynosil zazwyczaj
kilkadziesiat tysiecy RLU, byl mozliwy po kilku, a nawet kilkunastu minutach,
kiedy intensywno$¢ powstajacego $wiatta powoli spadata’

Zatem i w tym przypadku, mimo prezentacji wynikéw i sugestii w dyskusji
(,Z naszych obserwacji wynika, ze poziom ATP na »zdrowymc« i czystym pa-
pierze, nawet kilkusetletnim, nie przekracza 30-50 RLU”), nie zaproponowano
procedury zastosowania bioluminometru do oceny stanu mikrobiologicznego
ksigzek.

Trzecia publikacja podaje przyklad zastosowania testow luminometrycznych
jako pomocniczej i ,potwierdzonej eksperymentalnie” metody, jednak prezen-
towane wyniki préb luminometrycznych sa raczej skape, a sam eksperyment

nie zostal w niej opisany.
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Oba przywolywane wyzej eksperymenty charakteryzowaly sie rozbudowana
czescia prac laboratoryjnych i réwniez nie dostarczyty prostej procedury, ktéra
mozna stosowac w codziennej praktyce.

Testy luminometryczne byly tez stosowane do badan skutecznosci dodatkéw
fungistatycznych do papieru na bazie nanosrebra'? przy zastosowaniu badania
punktowego.

Najblizsza potrzebom Laboratorium metodyka zostala zastosowana przy
badaniach §cian barakéw bylego obozu koncentracyjnego Auschwitz II-Birke-
nau'’: préby pobierano z wewnetrznych powierzchni budynkéw z powierzchni
25 cm? (trzykrotnie z kazdego miejsca) i zawieszano pobrany materiat w 0,85%
roztworze NaCl, a nastepnie badano luminometrycznie przy uzyciu systemu
HyLite firmy Merck. Nie zaprezentowano jednak szczeg6lowo uzyskanych war-
tosci, ograniczajac sie do wykresu (s. 806) przedstawiajacego ,poziomy ATP”
na badanych powierzchniach (od warto$ci bliskich zeru do niemal 60 000) oraz
informacji, ze poziomy uznane za wysokie (powyzej 10 0oo RLU) odnotowywano
na Scianach przy podlodze oraz na wysoko$ci miedzy 100 a 250 cm nad podloga.

Zarysowuje sie zatem tendencja do stosowania pomocniczo metod lumino-
metrycznych w projektach badawczych na obiektach zabytkowych oraz wyko-
nywania zlozonych eksperymentéw laboratoryjnych dotyczacych catkowicie
lub cze$ciowo luminometrii. Pomijany jest natomiast wariant zastosowania
testow ATP/AMP w postaci maksymalnie uproszczonej procedury do szybkiego
okreélania stanu mikrobiologicznego obiektéw o charakterze zabytkowym przy
ciaglej pracy na rzecz ochrony zbioréw. Idealem bytaby mozliwo$¢ wykonania

pomiaréw/badan kontrolnych podczas przegladéw zbior6w w pomieszczeniach

12 R.J.Jedrzejczyk et al., Antimicrobial Properties of Silver Cations Substituted to Faujasite
Mineral, https://www.researchgate.net/publication/319306945_Antimicrobial_Properties_of_
Silver_Cations_Substituted_to_Faujasite_Mineral [dostep: wrzesien 2020].

13 K. Rajkowska et al., Assessment of biological colonization of historic buildings in the former
Auschwitz II-Birkenau concentration camp, https://link.springer.com/article/10.1007/s13213-

013-0716-8 [dostep: wrzesien 2020].
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komérki merytorycznej (przechowujacej zbiory) lub pobranie préb podczas
przegladéw i odczytanie ich tego samego dnia w laboratorium.
Prezentacja urzadzenia Kikkoman PD-20 przez dystybutora zostala w LKZB

oceniona pozytywnie, jako dajaca perspektywy zaadaptowania go do dziatain w BN.

2. Opracowanie wtasnych procedur zastosowania testow luminometrycznych

Po zakupie urzadzenia Kikkoman PD-20 w wariancie luminometrii z réwno-
leglym pomiarem ATP i jego produktu rozpadu AMP (adenozyno monofosfo-
ranu) w LKZB wykonano szereg pomiar6w i testow majacych na celu okreslenie
mozliwo$ci zaadaptowania luminometrii do procesu oceny stanu zachowania

obiektéw pod katem mikrobiologicznym.

2.1. Pomiary ,,powierzchni referencyjnych” Procedurg Producenta (PPD-20)

Istotne jest, Ze w praktyce konserwatorskiej oprécz obiektéw bezposrednio po za-
laniu spotykamy na suchych obiektach wylacznie suche pozostatosci kolonii
grzybéw badz dziatalnoéci mikrobiologicznej. Wiaze sie to zwymaganiami §rodo-

wiskowymi grzyb6éw plesniowych, konkretnie z aktywnoécia wody'* w podtozu,

14 ,Aktywnoé¢ wody (a,,) w zywnosci jest definiowana jako stosunek ci$nienia pary wodnej
nad zywno$cig do ci$nienia pary wodnej nad czysta woda w tej samej temperaturze. Warto$c te
przyjeto w celu doktadniejszego okreslenia zapotrzebowania drobnoustrojéw na wode. Czysta
chemicznie woda ma aktywnos$¢ a,, = 1. Ze wzrostem stezenia zwigzkéw rozpuszczalnych aktyw-
nos$¢ wody spada ponizej wartosci 1. Wiekszo§¢ drobnoustrojéw moze rosna¢ w $rodowiskach,
ktérych aktywnos$¢ wody wynosi powyzej 0,95, jakkolwiek wzrost niektérych z nich mozna
stwierdzi¢ w §rodowiskach o aktywnoéci wody wynoszacej 0,6”, za: Slownik Bezpieczeristwa
zdrowotnego: https://cbr.gov.pl/slownik_bezp_zywn/index.php/Aktywno%Cs5%9B%C4%87_
wody [dostep: wrzesien 2020]. Te same zasady, co do zywnosci, stosuje sie w stosunku do
innych materiatéw higroskopijnych (papier, drewno, skéra), ktére moga zosta¢ roztozone
mikrobiologicznie. Aktywno$¢ powigzana jest z wilgotno$cia wzgledna stanu réwnowagi (po-
wietrza z materiatem higroskopijnym), czyli ERH; zalezno&c jest nastepujaca: a,, = ERH/100,
https://www.fda.gov/inspections-compliance-enforcement-and-criminal-investigations/

inspectiontechnical-guides/water-activity-aw-foods [dostep: wrzesien 2020].
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ktéra musi wynosié¢ co najmniej 0,65, aby wzrost grzybéw byt mozliwy'®. Mozna
zatem przyjac, ze kolonia pleéni na wyschnietym podiozu odpowiada kolonii
na suchym obiekcie zabytkowym pod wzgledem obecno$ci suchych jednostek
tworzacych kolonie (jtk).

Wazny jest tu termin ,suchy” Testy ATP (ATP/AMP) zostaly zaprojektowane
do badan poziomu higieny w procesach przemystowych i sa domyslnie przezna-
czone do wykrywania aktywnej flory bakteryjnej, ktéra ze wzgledu na wymogi
srodowiskowe (aktywno$¢ wody w podtozu powyzej 0,9) nie jest postrzegana
jako zagrozenie dla suchych obiektéw dziedzictwa narodowego. Testy te nie
sa przeznaczone dla badan poziomu skazenia przez suche jednostki tworzace
kolonie grzybéw plesniowych, co wykazal prosty eksperyment.

Zalozono, ze przy duzej iloéci jednostek tworzacych kolonie kolejne pomiary
nie beda powtarzalne ze wzgledu na osypywanie sie materialu biologicznego
z wymazoéwki przy prébach z powierzchni 5x5 cm. Dodatkowo niewiele grzy-
béw nawet przy hodowli monokultur tworzy kolonie o §rednicy umozliwiajacej
pobranie materiatu z 25 cm?. Natomiast przy badaniu obiektéw zabytkowych
pobieranie prob wymazowych z obszaru 5x5 cm jest przyjeta praktyka'®. Aby
wyniki z obiektéw byty poréwnywalne z wynikami z kolonii grzybéw ple$nio-
wych, przyjeto zasade punktowych badan na obiektach, zwlaszcza ze czesto wy-
stepuja w nich zniszczenia w postaci sladéw aktywno$ci wody albo aktywno$ci

mikrobiologicznej o powierzchni mniejszej niz 25 cm? (fot. 1).

Metodyka Procedury Producenta (PPD-20)
Przedmiotem badan w celu okreslenia poziomdéw odniesienia byly ksiazki z ksie-
gozbioru podrecznego w Laboratorium, powierzchnia zakurzonego pudla oraz

dwa obiekty ksiazkowe z Zaktadu Zbioréw Ikonograficznych.

15 K. Sedlbauer, Prediction of mould fungus formation on the surface of and inside building
components, Fraunhofer Institute for Building Physics, https://www.ibp.fraunhofer.de/content/
dam/ibp/en/documents/ks_dissertation_etcm1021-30729.pdf [dostep: lipiec 2020].

16 B. Zerek, The Preservation and Protection of Library Collections..., wyd. cyt.
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Procedure przeprowadzano w nastepujacy sposéb:

1. Wyjecie probéwki z wymazéwka luminometryczna z lodéwki.

2. Odstawienie probéwki z wymazéwka luminometryczna na 20 minut

w temperaturze pokojowej w celu ogrzania enzymow.

3. Pobranie proby wymazoéwka przez dotyk prostopadle do testowanego

obszaru.

4. Umieszczenie wymazowki w oryginalnej probéwce, doci$niecie jej do

oporu ostatniego ogranicznika i wytrzasanie.

5. Umieszczenie probéwki z wymazdéwka w luminometrze i odczyt wyniku.

Proby pobierano z miejsc bez §ladow aktywno$ci wody ani dzialalno$ci mi-

krobiologicznej. Dodatkowo pobrano 3 préby z widocznych okiem nieuzbrojo-

nym kolonii grzybéw plesniowych. Wyniki prezentuje tabela 1.

Wyniki dla

Procedury Producenta (PPD-20) i dyskusja

Tab. 1. Wyniki badan punktowych Procedura Producenta (PPD-20)

Lp. Opis obiektu Wartos¢ RLU
1. O. Fassatiova, Mikrobiologia techniczna* 915
5 K. H. Domsch, W'. Gams, T-H. An.derson, 87

Compendium of soil Fungi
3. B. Zyska, Mikrobiologiczna korozja materiatow 2
4. A. 3775 (ptétno oprawy) 657
5. A. 3775 (i kolejne - karta bloku) 6
6. A. 3775 17
7- A.3775 5
8. A. 3775 0
9. A. 673 (oktadka tylna, pergamin) 561

10. A. 673 (i kolejne - karta bloku) 585

. A. 673 668

12. A. 673 183

13. A. 673 31

14. Aktywna kolonia Cladosporium sp. na podtozu MEA 15 782

15. Stara kolonia Penicillium sp. na bibule Whatman 408 063

16. Stara kolonia Aspergillus sp. na bibule Whatman 49

* Obiekt po odkwaszeniu w systemie Bookkeeper, co powoduje efekt lekkiego zapylenia powierzchni.
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Wykonywane tg procedura badania punktowe na ,powierzchniach referen-
cyjnych’, gtéwnie ksiazek z ksiegozbioru podrecznego LKZB, bez historii zawilgo-
cenia badz zalania, dawaly wyniki ponizej 8oo RLU. Badania punktowe zywych
kolonii grzybéw z rodzajow Penicillium i Cladosporium nawilgotnym podlozu
dawaty wyniki rzedu (odpowiednio) 15 0oo RLU i 400 0ooo RLU.

O ile zrozumiate byly wyniki dla obiektéw z ksiegozbioru podrecznego i obu
obiektéw z Zaktadu Zbioréw Ikonograficznych oraz kolonii grzybéw z rodza-
jow Cladosporium i Penicillium, to co najmniej zastanawiajacy byt wynik dla
kolonii grzyba z rodzaju Aspergillus. W takiej sytuacji po dyskusji postanowiono
sprawdzi¢ najbardziej prawdopodobna przyczyne tak niskiego wyniku - catko-

wite wysuszenie kolonii.

2.2. Procedura Piechala (PP)

W celu aktywowania suchego materiatu biologicznego wprowadzono proces
jego nawilzania przez przeniesienie wymazdéwki po pobraniu préby do pro-
boéwki ze sterylna woda destylowana. Po czasie nawilzania 2 i 6 godzin wyko-
nano odczyty luminometryczne. Na podstawie wynikéw eksperymentu metoda
podana przez producenta i jej wariantem z nawilZaniem przyjeto pierwsza tzw.
Procedure Piechala (od nazwiska pracownika LKZB Jakuba Piechala, ktéry
przedstawil propozycje wykonania, a nastepnie przeprowadzil cze$¢ ekspery-

mentalng).

Metodyka Procedury Piechala (PP)

1. Pobranie proby punktowo od géry prostopadle do podioza (fot. 1).

2. Przeniesienie wymazowki do sterylnej probéwki zawierajacej 100 pl ste-
rylnej wody destylowanej w celu nawilzenia pobranego materiatu.

3. Odstawienie pierwotnej plastikowej probéwki luminotestu na 1 godzine
i 40 minut do lodéwki.

4. Wyjecie pierwotnej plastikowej probéwki luminotestu i pozostawienie
w temperaturze pokojowej przez 20 minut (odpowiada to wskazanemu przez

instrukcje czasowi ogrzania luminotestu do temperatury pokojowej).
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5. Przeniesienie wymazéwki do pierwotnej plastikowej probéwki lumino-

testu i wykonanie odczytu wedlug instrukcji.

Wyniki dla Procedury Piechala (PP) i dyskusja

Przy procedurze producenta, podczas badania wyschnietej kolonii grzyba z ro-
dzaju Aspergillus (z przyporzadkowaniem do grupy Aspergillus niger) z trzech
powtdrzen otrzymano $rednig warto$c¢ 55,3 RLU (tab. 2). Potwierdzito sie przy-
puszczenie, Ze ma to zwigzek z zawarto$cia wody w materiale biologicznym,
ktéry byt badany, i jego aktywno$cia biologiczna w momencie badania, ktéra
zostala oceniona jako znikoma, poniewaz badano suche zarodniki.

Po zastosowaniu Procedury Piechala w wersji standardowej uzyskano wy-
niki (Srednia z 3 pomiaréw) 7522,5 RLU po 2 godzinach nawilzania i 119 083 RLU
po 6 godzinach nawilzania (tab. 2). Czas 6 godzin nawilzania uzyskano przez
wydtuzenie czasu punktu 3 procedury do 5 godzin i 40 minut. Celem bylo spraw-
dzenie, jakie wyniki zostana uzyskane przy maksymalnie dlugim nawilzaniu
mozliwym podczas dnia roboczego.

Tab. 2. Pierwsze testy (Srednia z trzech powtérzen) na kolonii grzyba z rodzaju Aspergillus.
Wyniki w RLU

Czas nawilzania oh 2h 6h

RLU 55,33 7522,5 119 083

Wykonane w 2014 roku badania punktowe pasteli Procedurg Piechala w Ka-
tedrze Konserwacji i Restauracji Starych Drukéw i Grafiki WKiRDS ASP w War-
szawie daly wyniki ponizej 500 RLU w partiach bez widocznych §lad6w infekcji
i okolo 11 ooo RLU dla widocznej na obiekcie kolonii grzyba.

Wykonano réwniez badanie dtoni autora (BFZ) artykutu. Punktowe bada-
nie wnetrza dloni dato wynik 3241 RLU, natomiast prawidlowe badania pod ka-
tem higieny przemystowej (wnetrze dtoni, powierzchnia co najmniej 5x5 cm,
wierzch dtoni (jw.) oraz ,powierzchnia rownikowa” - brzegi dloni wzdtuz jej

dtugosci i wszystkich palcéw) dato wynik rzedu 56 ooo RLU.
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W latach 2014-2019 punktowe testy ATP/AMP wedlug Procedury Piechala

staly sie elementem , szybkiej kontroli mikrobiologicznej” w LKZB, ze sztyw-

nym zastrzezeniem, ze sg stosowane wylacznie do sprawdzenia , miejsc po-

dejrzanych” na obiektach, w celu podjecia decyzji, czy warto je bada¢ metoda

odciskowa wymagajaca hodowli.

W miare wykonywania testow (lacznie 1300 do pazdziernika 2019 roku)

przyjeto zalozenie, ze wynik ponizej 1000 RLU dla pomiaru punktowego

wedlug Procedury Piechala oznacza ,obiekt stabilny mikrobiologicznie

bez wskazan do (hodowlanych) badan mikrobiologicznych lub dezynfekcji’.

Tab. 3. Wyniki badai punktowych Procedurg Piechala kart rekopiséw ze zbioréw BN z maja 2018

Lp. Opis obiektu Wartos¢é RLU
1. BOZ 908 103
2. BOZ 908 459
3. BOZ 839 581
4. BOZ 839 299
5. BOZ 1M 848
6. BOZ 1M 259
7. BOZ 1M 86
8. BOZ 11m 543
9. BOZ 12155 209

10. BOZ 12155 314

1. BOZ 12155 365

12. 11112630 167

13. 11112630 155

14. 11112630 379

15. BOZ 58 89

16. BOZ 58 155

17. BOZ 58 99

18. Akc. 13320 221

19. Akc. 13320 191

20. Akc. 13320 13
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W praktyce dla miejsc ,bez widocznych §ladéw dziatalno$ci mikrobiologicz-
nej” rzadko przekraczana jest warto$¢ 500 RLU. Tabela 3 prezentuje wybrane
wyniki pomiaréw wykonywanych Procedura Piechala na obiektach BN. Proby
pobierano z miejsc, w przypadku ktérych podejrzewano, ze oddzialywata na nie
woda lub mikroorganizmy; wszystkie obiekty uznano za ,stabilne mikrobiolo-
gicznie, brak wskazan do dalszych badan lub dezynfekcji, zwrot obiektéw” we-

diug klasyfikacji stosowanej w Laboratorium BN'".

2.3. Procedura Piechala-Zerka (PPZ)

Szybka (w poréwnaniu do metod hodowlanych wymagajacych co najmniej
10 dni inkubacji) Procedura Piechala posiada znaczace utrudnienie, wymaga
mianowicie uzycia sterylnych probéwek (zamykanych korkami z aluminium
albo plastiku), odpipetowania 100 pl sterylnej wody destylowanej oraz zabez-
pieczenia sterylnymi korkami gumowymi oryginalnej probéwki luminotestu
na czas, kiedy wymazoéwka znajduje sie w szklanej probéwce. Dodatkowo nie-
zbedne jest opisanie wymazowek (na niewielkiej powierzchni zakonczenia
wymazo6wki) oraz probéwek.

Jesienia 2019 roku w LKZB BN zaproponowano i przetestowano tzw. Proce-
dure Piechala-Zerka, polegajaca na uzyciu surfaktantu z przedziatu za pierw-
sza membrana oryginalnej wymazoéwki luminotestu do nawilZenia materiatu

obecnego na wymazdéwce po pobraniu préby z obiektu.

Metodyka Procedury Piechala-Zerka (PPZ)

1. Pobranie préby punktowo od goéry prostopadle do podtoza.

2. Przeniesienie wymazo6wki do oryginalnej probéwki luminotestu.

3. Przebicie wymazéwka pierwszej przegrody i dotkniecie konncem wy-
mazdwki lustra cieczy (surfaktantu) i natychmiastowe cofniecie wymazowki,
tak aby zwilzy¢ wymazéwke, jednak bez wchloniecia calej cieczy (co unie-

mozliwitloby p6Zniejszy odczyt). W praktyce pierwotny poziom okoto 4-5 mm

17 B.E Zerek, The Preservation and Protection of Library Collections..., wyd. cyt., s. 180-181.
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cieczy powinien po zwilzeniu wymazéwki obnizy¢ sie o okoto 1 mm, natomiast
sama wymazdwke nalezy cofna¢ do poziomu pierwszej przegrody (powin-
na przechodzi¢ okoto potowy watowanej koncéwki wymazowki). Koniec wy-
mazdéwki powinien znajdowac sie¢ 3-4 mm nad lustrem cieczy (surfaktantu)
(fot. 2, 314).

4. Ustabilizowanie probéwki z wymazéwka w pozycji maksymalnie zblizo-
nej do pionu (polecamy stojak do probéwek) i umieszczenie w lodéwce na czas
1godziny 40 minut.

5. Po tym czasie probéwke z wymazéwka nalezy wyjac¢ z lodéwki i ogrzac
w temperaturze pokojowej przez okoto 20 minut.

6. Powrdt do oryginalnej procedury wedtug instrukcji obstugi: przebicie
wymazdwka drugiej przegrody (wymazéwka wprowadzona w probéwke do

konca), wytrzasanie, pomiar.

Wyniki dla Procedury Piechala-Zerka (PPZ) i dyskusja

Tabele 4 i 5 ponizej prezentujg zestawienie wynikéw wykonanych réwnolegle
testow wedtug instrukcji obstugi (PPD-20), Procedurg Piechala (PP) i Procedurg
Piechala-Zerka (PPZ).

Tab. 4. Test na starej kolonii Aspergillus sp. (z grupy Aspergillus niger) na wyschnietym podtozu -
szalka okoto 3 lat. Test punktowy od géry. Wyniki w RLU

Numer Wedtug instrukgji Procedura Procedura
powtdrzenia PD-20 Piechala Piechala—Zerka
1 46 52 183

2 40 76 297

3 22 16 296

4 13 95 217

5 38 129 160
Srednia 31,8 93,6 230,6
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Tab. 5. Test na $wiezej kolonii Cladosporium sp. na wilgotnym podtozu MEA (10 dni).
Test punktowy od géry. Wyniki w RLU

Numer Wedtug instrukgji Procedura Procedura
powtérzenia PD-20 Piechala Piechala-Zerka
1 92594 66 749 71077
2 87 040 33834 81340
3 89 491 40 768 61092
4 115 341 27 834 105772
5 94333 16 081 68 042
Srednia 96 300 37 063 77 455
Odchylenie 11301 18 907 17 421
standardowe

Na podstawie wynikéw, zwlaszcza w przypadku badan starych i suchych
kolonii grzybéw ple$niowych, mozna przyjaé, ze Procedura Piechala-Zerka
jest co najmniej réwnie wiarygodna jak Procedura Piechala, jednak znacznie
prostsza w stosowaniu (nie wymaga dodatkowej probéwki, pipetowania i ste-
rylnej wody destylowanej).

Dysponujac wynikami punktowych pomiaréw kolonii grzybéw plesniowych
wykonali$my praktyczne testy na rzeczywistych powierzchniach: punktowo i su-
chy wymaz z powierzchni 5x5 cm PPZ (Procedura Piechala-Zerka):

e ,czysty papier” - strona ksigzki z ksiegozbioru podrecznego bez historii
zalan, zawilgocen itp. (tab. 6)

« zakurzona bibuta Whatman, ,,ekspozycja” na szafie w pomieszczeniu biu-
rowym przez okolo 6 miesiecy (tab. 7)

o zakurzony wierzch szafy w pomieszczeniu biurowym (tab. 8).
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Tab. 6. Papier bez §ladéw skazenia ani aktywnosci wody, ,fizycznie czysty”, ksigzka

z ksiegozbioru podrecznego. Wyniki w RLU, Procedura Piechala-Zerka

Numer pomiaru Punktowo Powierzchnia 5x5 cm
1 10 23
2 14 15
3 7 13
4 8 10
5 8 18
Srednia 9,4 15,8
Odchylenie standardowe 2,79 4,97

lloraz (punktowo/5%5): 1,68

Tab. 7. Bibuta Whatman zakurzona (arkusz pozostawiony na szafie). Wyniki w RLU,

Procedura Piechala-Zerka

Numer pomiaru Punktowo Powierzchnia 5x5 cm
1 1038 22256
2 850 19 885
3 1526 19 758
4 1315 23 003
5 2269 24904
Srednia 1399,6 18 009,6
Odchylenie standardowe 550 2179

lloraz (punktowo/5x5): 12,87

Tab. 8. Zakurzona stalowa szafa (gérna powierzchnia, gtadka, pomalowana). Wyniki w RLU,

Procedura Piechala-Zerka

Numer pomiaru Punktowo Powierzchnia 5x5 cm
1 2121 10 529
2 2733 16 423
3 3259 17 923
4 3299 11882
5 4587 14 692
$rednia 3199,8 14 289,8
Odchylenie standardowe 9m 3079

lloraz (punktowo/5x5): 4,46
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Najistotniejsze dla kontroli mikrobiologicznej zbioréw sa warto$ci dla za-
kurzonej bibuly Whatman oraz stosunek wartos$ci z prostopadiego pomiaru
punktowego do warto$ci dla wymazu z powierzchni 5x5 cm.

Ma to znaczenie, gdyz nie z kazdego obiektu mozna pobra¢ wymaz 5x5 cm.
Do takich obiektéw naleza: pastele, obiekty z uszkodzona warstwg przedsta-
wieniowa (zdelaminowana i odpadajaca emulsja fotograficzna), obiekty silnie
zabrudzone mechanicznie (pobrany materiat bedzie sie osypywat).

W celu oszacowania wielko$ci powierzchni badanej punktowo przez od-
cisk prostopadly, wymazéwke 20 razy zwilzano punktowo tuszem z wkiadu
pieczatki biurowej i odciskano na papierze milimetrowym. W 14 z 20 odciskow
Srednica obszaru zabarwionego wyniosta 4 mm, §rednia z 20 odciskéw wynio-
sta 3,97 mm. Daje to powierzchnie badang okoto 12,6 mm?. Przez podzielenie
powierzchni wymazu 5x5 cm (2500 mm?) przez powierzchnie badania punk-
towego (12,6 mm?) uzyskano wielokrotno$¢ okoto 200 (198,9).

Wynika z tego, Ze czysto arytmetycznie przy progu 1000 RLU dla badania
punktowego, proég dlawymazu 5x5 cm powinien wynosic 200 razy wiecej, a wiec
200 000 RLU. Jednak wielokrotno$¢ (warto$¢ $rednia z powierzchni 5x5 cm
przez warto$¢ $rednia dla pomiaru punktowego) dla badania zakurzonej bibuty
Whatman wyniosta okoto 12,9.

Na podstawie tych wynikéw przyjeto nastepujace progi warto$ci wskazujace
na konieczno$¢ badan hodowlanych miejsc na obiekcie ze §ladami aktywno$ci
mikrobiologicznej, aktywno$ci wody badz zanieczyszczen fizycznych:

o dla prostopadlych pomiaréw punktowych Procedura Piechala-Zerka:
1000 RLU

o dlawymazéw z powierzchni 5x5 cm Procedura Piechala-Zerka: 12 ooo RLU.

2.4. Procedura Piechala-Zerka wariant Dydy (PPZwD), tzw. ,,Szybki wariant Magdaleny Dydy”
LKZB BN wspétpracuje z firma RDLS Sp. z 0.0., powstata w 2014 roku przy Uni-
wersytecie Warszawskim (UW) jako inicjatywa naukowcéw Wydziatu Biologii
UW. Biolog Magdalena Dyda, realizujaca w RDLS liczne projekty z zakresu kon-

troli mikrobiologicznej i warunkéw przechowywania zbioréw w instytucjach
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kultury, zasugerowala, Ze by¢ moze nie jest konieczny czas nawilzania wyno-
szacy tacznie 2 godziny, a wystarczy jedynie 20 minut w temperaturze pokojo-

wej, ktore i tak jest wymagane przez instrukcje obstugi.

Metodyka Procedury Piechala-Zerka wariantem Dydy (PPZwD)

1. Pobranie préby punktowo od géry prostopadle do podloza.

2. Przeniesienie wymazo6wki do oryginalnej probéwki luminotestu.

3. Przebicie wymazowka pierwszej przegrody i dotkniecie koncem wyma-
z6wki lustra cieczy (surfaktantu) i natychmiastowe cofniecie wymazdéwki, tak
aby zwilzy¢ wymazéwke, jednak bez wchloniecia calej cieczy (co uniemozliwi-
toby pdzniejszy odczyt). W praktyce pierwotny poziom okoto 4-5 mm cieczy
powinien po zwilzeniu wymazdéwki obnizy¢ sie o okolo 1 mm, natomiast sama
wymazowke nalezy cofnac¢ do poziomu pierwszej przegrody (powinna prze-
chodzi¢ okoto potowy watowanej koncéwki wymazowki). Koniec wymazdowki
powinien znajdowac sie 3-4 mm nad lustrem cieczy (surfaktantu) (fot. 2, 31 4).

4. Ustabilizowanie probéwki z wymazéwka w pozycji maksymalnie zblizo-
nej do pionu (polecamy stojak do probéwek) i umieszczenie w temperaturze
pokojowej na okoto 20 minut (w podstawowej PPZ: w lodéwce na czas 1 godzi-
ny 40 minut).

5. Powrdt do oryginalnej procedury wedtug instrukcji obstugi: przebicie wy-
mazdwka drugiej przegrody (wymazowka wprowadzona w probéwke do kon-
ca), wytrzasanie, pomiar (w podstawowej PPZ przed tym punktem byl jeszcze
punkt: probéwke z wymazéwkaq nalezy wyjaé z lodowki i ogrzaé w temperaturze

pokojowej przez okoto 20 minut).

Wyniki dla Procedury Piechala-Zerka wariant Dydy (PPZwD) i dyskusja

LKZB wykonalo juz podobne badania przy badaniu progéw odczytéw w przy-
padku Procedury Piechala-Zerka dla pomiaréw punktowych i powierzchni
5x5 cm. Badano punktowo kolonie grzyba z rodzaju Cladosporium Procedura
Piechala-Zerka. Wykonano 5 préb i odczytano je po 40, 60, 80, 100 i 120 minu-

tach. Wyniki prezentuje tabela 9.
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Tab. 9. Sprawdzenie wptywu ciepta na enzym (inkubacja w temperaturze pokojowej).
Wyniki w RLU, Procedura Piechala-Zerka

. Czas
Numer Kolejne . .
. P w T pokojowej

pomiaru wymazoéwki .
[minuty]

1 57 223 40

2 44320 60

3 46 573 80

4 35 669 100

5 49 224 120

Wyniki te (niewystepowanie znaczacych réznic warto$ci) mogtyby sugerowaé
brak potrzeby inkubacji w lodéwce (kolejne utatwienie procedury, do zastoso-

wania np. przy badaniach poza siedziba z laboratorium).

3. Poréwnanie wypracowanych procedur stosowania testéw

luminometrycznych

Biorac pod uwage wtasne do$wiadczenia i sugestie Magdaleny Dydy (RDLS) wy-
konano eksperyment polegajacy na réwnolegtym badaniu tych samych obiek-
tow Procedura Piechala-Zerka i Procedura Piechala-Zerka wariantem Dydy

oraz Procedurg Producenta:

Metodyka:

« badano punktowo stare kolonie grzybow z rodzajéw Aspergillus i Clado-
sporium (jw.), pobierajac proby bezposrednio po wyjeciu testéw z lodowki,
a nastepnie modyfikujac Procedure Piechala-Zerka przez pozostawienie pro-
béwek z wymazdéwkami przez 20 minut w temperaturze pokojowej do odczytu
(Procedura Piechala-Zerka wariant Dydy),

« badano punktowo stare kolonie grzyb6w z rodzajéw Aspergillus i Clado-
sporium (jw.) zwykla Procedura Piechala-Zerka (1 h 40’ wlodéwce, 20’ w tem-

peraturze pokojowej przed odczytem),
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o badano wymazem 5x5 cm miejscowe zalanie w starym druku XVII.4.9481
t. XV z Zaktadu Starych Drukéw BN (karta ,,aij” recto, [22 cm, 2 cm] liczac od le-
wego dolnego wierzchotka karty) Procedura Piechala-Zerka wariantem Dydy
(fot. 5),

¢ badano wymazem 5x5 cm miejscowe zalanie w starym druku XVII.4.9481
t. XV z Zaktadu Starych Drukéw BN (karta ,,aij” recto, [22 cm, 2 cm] liczac od le-
wego dolnego wierzchotka karty) zwykta Procedura Piechala-Zerka,

o badano wymazem 5x5 cm miejscowe zalanie w starym druku XVII.4.9481
t. XV z Zaktadu Starych Drukéw BN (karta ,aij” recto, [22 cm, 2 cm] liczac od
lewego dolnego wierzchotka karty) wedtug instrukcji obstugi,

¢ badano punktowo stare kolonie grzybow z rodzajéw Aspergillus i Clado-
sporium (jw.) wedtug instrukcji obstugi (bez etapu nawilzania) dla weryfikacji

zasadno$ci etapu nawilzania.
Wyniki i dyskusja
Uzyskano nastepujgce wyniki:

Tab. 10. Stara kolonia Aspergillus — pomiar punktowy, wedtug PPD-20, PPZ, PPZWD.
Wyniki w RLU

Numer Wedtug instrukgcji . Piechal-Zerek
powtérzenia PD-20 Piechal-zerek wariant Dydy
1 15 910 565
2 76 680 635
3 62 692 812
4 156 586 527
5 127 446 603
Srednia 107,2 662,8 628,4
condardons 38,5 169,67 o34
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Tab. 1. Stara kolonia Cladosporium — pomiar punktowy, wedtug PPD-20, PPZ, PPZWD.
Wyniki w RLU

Numer Wedtug instrukcji . Piechal-Zerek
p . Piechal-Zerek .
powtorzenia PD-20 wariant Dydy
1 345 3259 8706
2 592 14 512 9206
3 1259 9050 8835
4 313 10 583 5075
5 226 6442 10 304
Srednia 547 8769,2 8425,2
Odchylenie . 246 .
standardowe 4 424 75

Tab. 12. SD XVI1.49481 XV —wymaz 5x5 cm, wedtug PPD-20, PPZ, PPZwD. Wyniki w RLU

Numer Wedtug . Piechal-Zerek
powtdrzenia instrukcji PD-20 Piechal-zerek wariant Dydy
1 391 615 330
2 n 660 259
3 224 589 278
4 389 1316 412
5 273 848 270
Srednia 257,6 805,6 309,8
sondardone 15592 302 330

Srednie wartoéci z pieciu pomiaréw w serii dla starych kolonii grzybéw
z rodzajoéw Aspergillus i Cladosporium byly dla obu wariantéw Procedury Pie-
chala-Zerka (znawilzaniem przez 2 godziny oraz przez 20 minut w wariancie Dydy)
zblizone i wyraznie wyzsze od wynikéw uzyskanych wedtug instrukcji obstugi.
Srednie warto$ci z pieciu pomiaréw w serii dla wymazu 5x5 cm z miejsco-
wego zalania w starym druku XVII.4.9481 t. XV z Zaktadu Starych Drukéw BN

(karta sktadki ,aij” recto, [22 cm, 2 cm] liczac od lewego dolnego wierzchotka

69

Zastosowanie testow luminometrycznych (ATP/AMP)



notes 21_2019 X
konserwatorski

karty) byty w standardowej Procedurze Piechala-Zerka niemal trzykrotnie wyzsze
w poréwnaniu z wariantem Dydy. Z kolei wyniki wariantu Dydy byly zblizone
do tych uzyskanych przy odczycie wedtug instrukcji obstugi (bez nawilzania),
jednak warto zwr6ci¢ uwage, zZe najnizsza warto$¢ przy procedurze bez nawil-
zania (11) byla o rzad wielko$ci nizsza od najnizszej warto$ci uzyskanej warian-
tem Dydy (259). MoZe miec to znaczenie, gdy z podejrzanych miejsc na obiekcie
pobierana jest tylko jedna préba, a nie jak w przypadku opisywanych badan
laboratoryjnych 5 powtérzen.

Stosowanie testéw luminometrycznych ATP/AMP i urzadzenia Kikkoman
PD-20 (obecnie dostepna jest jego nowa wersja PD-30) mozna uznac za przy-
datne narzedzie do wstepnej oceny stanu zachowania obiektéw pod katem
mikrobiologicznym. Nalezy je stosowac jako element podejmowania decyzji
w sytuacji, gdy podczas oceny stanu zachowania obiektu stwierdzamy widoczne
okiem nieuzbrojonym $lady aktywnos$ci mikrobiologicznej albo §lady aktywno-
$ci wody. Wykonanie testu luminometrycznego daje w takim przypadku odpo-
wiedz, czy nalezy z podejrzanego miejsca pobra¢ proby kontaktowe (wyma-
zowe lub odciskowe). Zasadniczo przy warto$ciach przekraczajacych zalozone
progi (1000 RLU dla pomiaru punktowego i 12 ooo RLU dla pomiaru wymazu
5x5 cm) nalezy pobieraé kontaktowe proby hodowlane w celu okreslenia czyn-
nika mikrobiologicznego potencjalnie zagrazajacego obiektowi. Jego identyfi-
kacja, cho¢by do rodzaju, bedzie miata kluczowe znaczenie dla bezpieczenstwa
obiektu, konserwatora i uzytkownikéw obiektu.

Wprowadzenie etapu nawilzania wymazoéwki miedzy pobraniem proby
a odczytem okazalo sie skutecznym rozwigzaniem, za$ wariant skrécenia tego
etapu z 2 godzin do 20 minut w okreslonych sytuacjach mozna uzna¢ za do-
puszczalny. Badania pokazuja, ze przy oczekiwanych duzych warto$§ciach RLU
(proéby z kolonii grzyb6w ple$niowych) wyniki sa niemal identyczne, natomiast
przy powierzchniach bez zanieczyszczen fizycznych, takich jak brud, pyt, kurz,
dwugodzinny czas nawilzania daje wyniki dwukrotnie wieksze nizwariantzna-
wilZzaniem przez 20 minut, ktérego wyniki sg zblizone do tych bez nawilZzania

w ogdle.
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4. Proponowana procedura oceny stanu zachowania
obiektéw pod katem mikrobiologicznym z zastosowaniem
testow luminometrycznych (ATP/AMP)

Na podstawie wnioskéw z przeprowadzonych eksperymentéw proponujemy
nastepujaca procedure:

1. Wizualna ocena stanu zachowania.

2. Jezeli na obiekcie wystepuja widoczne okiem nieuzbrojonym $lady dzia-
falnoéci mikrobiologicznej lub aktywnosci wody - wykonanie testéw lumino-
metrycznych Procedura Piechala-Zerka:

a) przy silnym zanieczyszczeniu fizycznym - testy punktowe, dopusz-
czalny wariant o skréconym do 20 minut nawilzaniu (cho¢ zalecane sg 2 go-
dziny).

b) przy braku zanieczyszczen fizycznych - testy wymazowe z powierzchni
5x5 cm i nawilzanie przez 2 godziny.

3. Wartos$ci powyzej 1000 RLU dla badan punktowych i powyzej 12 0oo
RLU dla wymazoéw z powierzchni 5x5 cm oznaczaja obecno$¢ na obiekcie
jednostek tworzacych kolonie w iloéci, ktéra moze by¢ niebezpieczna dla
obiektu (jesli jego wilgotno$¢ wzro$nie powyzej aktywnoéci wody a,, = 0,65)
i uzytkownikow.

4. Przekroczenie powyzszych progéw jest wskazaniem do pobrania z miejsc
podejrzanych kontaktowych préb hodowlanych w celu identyfikacji czynnika
mikrobiologicznego.

5. Jezeli w wyniku badan hodowlanych zostanie podjeta decyzja o dezyn-
fekcji obiektéw, dopuszczalne jest potwierdzenie jej skuteczno$ci testami lumi-
nometrycznymi, jednak zalecane jest potwierdzenie jej skutecznos$ci réwniez
metodami hodowlanymi.

6. Wariant z dezynfekcja i bez préb hodowlanych o przebiegu: testy lumino-
metryczne - dezynfekcja - testy luminometryczne nalezy stosowa¢ wylacznie

W ostatecznoS$ci.

71

Zastosowanie testow luminometrycznych (ATP/AMP)



notes 21_2019 X
konserwatorski

5. Podsumowanie

Juz pierwsza Procedura Piechala (przyktadowe wyniki w tab. 3) znacznie
przyspieszyta prace LKZB w zakresie kontroli mikrobiologicznej obiektéw Bi-
blioteki Narodowej, a takze do niej wptywajacych. Procedura Piechala-Zerka
otworzyla mozliwo$¢ wykonania doraznych badan obiektéw w komoérkach
merytorycznych w Patacu Rzeczypospolitej oddalonym o okoto 5 km od
LKZB znajdujacego sie w gmachu gléwnym BN, bez konieczno$ci transportu
obiektéw, szalek do préb kontaktowych, czy stosowania suchej wymazoéwki
i posiewow (w LKZB oznacza to sze$¢ szalek z podtozem MEA dla jednej
préby).

Ciekawym wariantem jest opcja przewozu wymazowek luminometrycznych
w pojemniku izotermicznym, pobrania préb i umieszczenia wymazéwek z po-
wrotem w probéwce w pozycji pierwotnej, to znaczy bez przebijania pierwszej
przegrody. Pomiar nastepuje po powrocie do laboratorium. Procedura ta w try-
bie pilnym zostala juz raz zastosowana w 2019 roku.

Autorzy sa $wiadomi, Ze prezentowane wyniki wykonanych eksperymen-
téw sa jedynie podstawa do dalszych rozbudowanych badan, ktére jednak
wymagaja ujecia ich w forme projektu realizowanego wspdlnie z innymi in-
stytucjami i placéwkami. Prace wykonano réwnolegle do biezacej dzialal-
nosci LKZB, projektujac liczbe badanych powierzchni, powtérzen i warian-
tow procedur tak, aby nie zakltdcily systematycznej pracy. Juz na poziomie
liczby powt6rzen pomiaréw (5) uzyskano (zwtaszcza przy badanym starym
druku XVII.4.9481 t. XV) informacje nieporéwnywalne jakos$ciowo i ilo§ciowo
z wynikami badan uzyskiwanymi domy$lna hodowlana metoda odciskowa,
ktéra pozostaje gléwna metoda stosowana w LKZB. Praktyka LKZB pozwala
na pobranie jednego pomiaru/proby (odcisk, wymaz, proba punktowa wy-
maz6wka) z jednego miejsca wytypowanego do badania. Biorac pod uwage
fakt, ze préba odciskowa pobiera z powierzchni papieru (testowana byta bi-
buta filtracyjna Whatman) od okoto 10 do okoto 107 materiatu biologicz-

nego, ktory jest tam obecny (zostal naniesiony), a préba sucha wymazdéwka
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z powierzchni 5x5 cm od okoto 10" do okoto 10 materiatu'®, opracowanie
procedury, ktéra jednoczesnie jest szybka i zmniejsza rozrzut wynikéw poni-
zej rzedu wielko$ci, mozna uznac za sukces.

Planowane jest dalsze udoskonalenie procedury, z naciskiem na sprawdze-
nie jej doktadno$ci i powtarzalno$ci, przy zwiekszonej do 10 liczbie powtérzen
dla jednego rodzaju pomiar6w (w pojedynczym ukladzie np. grzyb-papier-
procedura). Obecnie realizowany jest eksperyment polegajacy na wykonywa-
niu préb luminometrycznych réwnolegle z prébami odciskowymi przy pracy

biezace;j.

18 Wyniki jeszcze nieopublikowane. Opis tego eksperymentu i jego wynikéw byt czescia refe-
ratu B. F. Zerek et al. (PL), Microbiological sampling of library objects: Comparison of impress,
dry swab and ATP methods na IADA XIII Congress w Berlinie, 2015.
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Fot. 1.
Pobieranie préby luminometrycznej punktowo i prostopadle od goéry ze starego druku.
Obok obiektu widoczny luminometr.

Fot. 2.

Og6lny widok wymazéwki luminometrycznej

(stan fabryczny). Pierwsza przegrode oznaczono kropka
i cyfra 1, druga przegrode oznaczono kropka i cyfra 2.
Nad pierwszg przegroda znajduje sie sucha sterylna
wymazéwka (sterylno$¢ zapewniaja tarcze na trzpieniu
wymazéwki). Komora ponizej pierwszej przegrody
zawiera ciecz (surfaktant), komora ponizej drugiej
przegrody zawiera enzymy i substancje niezbedne

do przeprowadzenia reakcji, w postaci suchego proszku.
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Fot. 3.
Zblizenie na koniec wymazéwki w Procedurze Piechala-Zerka
po jej nawilzeniu ciecza (surfaktantem). Po dotknieciu
wymazéwka cieczy (po przebiciu pierwszej przegrody),

jej poziom obnizyt sie o okoto 1 mm. Istotne jest, aby czas
dotkniecia cieczy byt minimalny i nie spowodowat wsigkniecia
catej cieczy w wymazéwke.

Fot. 4.
Zblizenie na koniec wymazéwki w Procedurze Piechala-Zerka
po jej cofnieciu do wysokosci pierwszej przegrody. Istotne
jest zachowanie odstepu okoto 3 mm, aby przy przechyleniu
probéwki po umieszczeniu w statywie koniec wymazowki
nie dotykat cieczy.
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Fot. 5.

Miejscowe zalanie w starym druku XVI1.4.9481 t. XV z Zaktadu Starych Drukéw BN (karta ,,aij” recto,
[22 cm, 2 cm] liczac od lewego dolnego wierzchotka karty). Wymaz pobrano z powierzchni 5x5 cm,
prawa i dolna krawedZ obszaru pobrania préby pokrywaja sie z obcigciem i dolnym brzegiem karty.
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