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Streszczenie

Obowiazkiem kazdego pracodawcy jest zapewnie-
nie pracownikom bezpiecznych warunkéw w
miejscu zatrudnienia. W tym celu niezbedna jest
identyfikacja i eliminacja mozliwych do usuniecia
zagrozen oraz zapewnienie odpowiednich $rod-
kéw ochrony zaréwno zbiorowej, jak i indywidu-
alnej. Wéréd szkodliwych czynnikéw srodowiska
pracy, jednymi z bardziej istotnych sg czynniki bio-
logiczne. Stanowia one czesta przyczyne choréb

zawodowych w Polsce. Moga oddzialywacé na or-
ganizm czlowieka, powodujac dolegliwosci o cha-
rakterze: alergicznym, draznigcym, zakaznym,
toksycznym oraz rakotwoérczym. Do tych czynni-
koéw biologicznych zaliczamy: mikroorganizmy
(bakterie, grzyby), wirusy, pasozyty czlowieka
oraz aktywne biologicznie substancje chemiczne
bedace produktami metabolizmu drobnoustrojow
(np. mykotoksyny).

! Publikacja przygotowana na podstawie wynikow uzyskanych w ramach projektu pt. ,,Ocena potencjalu biologicznego
grzybow plesniowych do produkceji mykotoksyn w warunkach zaktadéw gospodarki odpadami z zastosowaniem metod
biologii molekularnej” realizowanego w ramach dziatalno$ci statutowej Centralnego Instytutu Ochrony Pracy — Panstwo-

wego Instytutu Badawczego.
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W laboratoryjnej identyfikacji zagrozeri biologicz-
nych najczesciej sa obecnie wykorzystywane me-
tody: hodowlane, mikroskopowe i biochemiczne.
Mimo niewatpliwych zalet i rozpowszechnienia,
maja one jednak swoje ograniczenia. Wiekszos¢
z nich pozwala na identyfikacje jedynie mikroorga-
nizméw zywych, zdolnych do wzrostu w warun-
kach laboratoryjnych. Jak wskazuja wyniki badan,
takie drobnoustroje stanowia jedynie niewielki od-
setek (w ekstremalnych przypadkach zaledwie 1%)
spolecznosci wystepujacej w danym srodowisku.

W artykule zostaly przedstawione metody biologii
molekularnej (wykorzystujace analize DNA) po-
zwalajgce na: identyfikacje jakosciowa i ilosciowa
drobnoustrojéw, okreslenie ich cech biochemicz-
nych oraz uzyskanie profilu gatunkowego mikro-
organizméw wystepujacych w danym s$rodowi-
sku, bez koniecznosci ich hodowli w warunkach la-
boratoryjnych. Zastosowanie tych metod pozwala
na dokladniejsza identyfikacje drobnoustrojéw
wystepujacych w §rodowisku pracy, umozliwiajac
bardziej precyzyjna ocene narazenia na szkodliwe
czynniki biologiczne.

Summary

All employers are responsible for ensuring safe
working conditions for employees in their work-
place. It is necessary to accurately identify and
eliminate all hazards that are possible to remove
and to ensure proper collective and personal pro-
tective measures. Among occupational hazards, bi-
ological agents are one of the most important. They
are considered as the most frequent cause of occu-
pational diseases in Poland. They can affect human
body and cause various adverse health outcomes
such as allergies, irritations, infections, toxicoses or
even a cancer. Among them we can distinguish
harmful microorganisms (bacteria, viruses, fungi),
human parasites and biologically active chemical
compounds produced by microorganisms (e.g.,
fungal mycotoxins). Currently, the most frequent
used laboratory procedures to identify biological
hazards are culture-based, microscopic and bio-
chemical methods. Despite their unquestionable

advantages and widespread presence, these tech-
niques have also important limitations. They only
enable identification of microorganisms which are
viable and capable to grow in laboratory condi-
tions. As the studies have shown, such microorgan-
isms constitute (in extreme cases) merely 1% of
their population present in the environment. This
paper presents an overview of molecular biology
methods (based on DNA analysis) which allow the
qualitative and quantitative identification of micro-
organisms, determining their biochemical features
and enabling to obtain their environmental species
profile without the need for their culturing in la-
boratory conditions. Application of these methods
provides more accurate identification of microor-
ganisms present in occupational environment, al-
lowing more precise analysis of potential health
risks derived from exposure to harmful biological
agents.

WPROWADZENIE

Wedhig danych OECD (ang. Organisation for Eco-
nomic Co-operation and Development) w 2015 r.
kazdy zatrudniony Polak pracowat 1963 h, co pod
wzgledem liczby przepracowanych godzin w roku
stawia Polske na drugim miejscu wérdd panstw eu-
ropejskich. Ze wzgledu na duza ilo$¢ czasu spedzo-
nego w miejscu zatrudnienia, kluczowym wyma-
ganiem jest zapewnienie pracownikowi bezpiecz-
nych warunkéow pracy. W 2015 r. odnotowano
w Polsce 2094 przypadki choréb zawodowych,
czyli 19,6 przypadkéw na 100 000 zatrudnionych
(Szeszenia-Dgbrowska, Wilczynska 2016). Wsrod
tych chordb, pierwsze miejsce (31,1%) stanowia
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przypadki wywotane przez czynniki pochodzenia
biologicznego, tj. choroby zakazne lub pasozytni-
cze, lub ich nastepstwa. Do szkodliwych czynni-
kow biologicznych wystepujacych w srodowisku
pracy zalicza si¢: bakterie, grzyby, wirusy, paso-
zyty cztowieka oraz biologicznie aktywne zwiazki
chemiczne, ktore sa wydzielane lub uwalniane
przez te organizmy do $rodowiska (m.in. endo-
i egzotoksyny bakteryjne i mykotoksyny).

W praktyce, laboratoryjna identyfikacja szko-
dliwych czynnikéw biologicznych obejmuje ana-
lize iloSciowg i jako§ciowa materiatu pobranego
na terenie badanego zakladu pracy. Najczesciej
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stosowanymi metodami analizy tego typu zagro-
zen sg nadal metody: hodowlane, metody mikro-
skopowe (mikroskopia $wietlna i fluorescen-
cyjna) oraz testy biochemiczne (np. API®,

bioMérieux, Francja), pozwalajace na okreslenie
przynalezno$ci gatunkowej mikroorganizmow,
a takze umozliwiajace oszacowanie liczby drob-
noustrojow obecnych w badanej probce (rys. 1.).

[ Pobranie materiatu blolagicznego (prébka gleby, wymaz, prébka powietrza) ]
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Rys. 1. Schemat postgpowania w ocenie narazenia na szkodliwe czynniki biologiczne

Metody, w ktérych wykorzystuje si¢ hodowle
drobnoustrojow, mimo rozpowszechnienia oraz
fatwosci wykonania i stosunkowo niewielkiego
kosztu, maja rowniez pewne istotne ograniczenia.
Szacuje si¢, ze w skrajnych przypadkach liczba
drobnoustrojow wystepujacych w $§rodowisku,
niezdolnych do wzrostu na podtozach hodowla-
nych, moze si¢ga¢ az 99% (Amann i in. 1997).

Wynika to, mi¢dzy innymi, z trudnosci zapewnie-
nia drobnoustrojom w warunkach laboratoryjnych
wszystkich wymagan Srodowiskowych. Zauwa-
zono rowniez, ze mikroorganizmy wystepujace
w §rodowisku, w odpowiedzi na r6znorodne czyn-
niki zewnetrzne, moga tworzy¢ formy zywe, lecz
niezdolne do wzrostu — VBNC (ang. viable but
not culturable). Bakterie patogenne wystepujace
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w formie VBNC, mimo braku zdolnos$ci do wzro-
stu na podtozach hodowlanych, moga zachowaé
zdolnos¢ kolonizacji gospodarza. Czynnikami de-
terminujacymi przejScie komorki bakteryjnej
w taki stan mogg by¢, m.in.: przebywanie w $ro-
dowisku wodnym (Roszak i in. 1984), obnizenie
temperatury otoczenia (Oliver i in. 1991) czy tez
wystepowanie w formie aerozolu (Heidelberg
1 in. 1997). Z technicznego punktu widzenia,
istotnymi czynnikami majacymi wptyw na zywot-
no$¢ mikroorganizméw s3 rodzaj przyrzadu
pomiarowego oraz sposob pobierania materiatu
biologicznego. Urzadzenia stosowane do pobiera-
nia probek powietrza (np. impaktory, impingery
czy poborniki z filtrem) moga uszkadza¢ ko-
morki, obnizajac tym samym ich zdolno$¢ do
wzrostu (Li 2011).

Warto podkresli¢, ze do szkodliwych czynni-
kéw biologicznych, oprocz patogennych bakterii
aktywnie penetrujacych tkanki gospodarza oraz
toksycznych zwigzkow bedacych produktami ich
metabolizmu, zaliczamy réwniez, tzw. pyly orga-
niczne (Dutkiewicz, Gorny 2002). Stanowig one
mieszaning unoszacych si¢ w powietrzu czastek ro-
§lin, zwierzat oraz mikroorganizméw, ktore ze
wzgledu na swoje rozmiary (cz¢sto ponizej 1 pum)
sa w stanie wnikna¢ do pecherzykow ptucnych,
gdzie moga wywotaé reakcje immunologiczng
o charakterze alergicznym (np. alergiczne zapale-
nie pecherzykéw ptucnych) czy toksycznym (np.
syndrom toksyczny wywotany pytem organicznym

— ang. organic dust toxic syndrome, ODTYS),
(Seifert i in 2003). W rutynowej, laboratoryjnej
analizie mikrobiologicznej s3 one bardzo czgsto
pomijane. Wszystkie te cechy sprawiaja, iz istnieje
potrzeba opracowania nowych metod, wspomaga-
jacych oceng narazenia na szkodliwe czynniki bio-
logiczne, ktore pozwolityby je kompleksowo ilo-
$ciowo 1 jakoSciowo scharakteryzowacé, eliminujac
rowniez zaleznos$¢ od ograniczen zwigzanych z ho-
dowla drobnoustrojow.

Techniki biologii molekularnej, w tym metody
oparte na analizic DNA i1 RNA, znalazty po-
wszechne zastosowanie w wielu takich dziedzi-
nach nauki, jak: diagnostyka medyczna, krymina-
listyka czy paleobiologia. Stosowane sg réwniez
w mikrobiologii Srodowiskowej i klinicznej, umoz-
liwiajac nie tylko identyfikacje drobnoustrojow,
lecz takze analiz¢ r6znorodnosci gatunkowej oraz
aktywnosci metabolicznej mikroorganizmow, bez
konieczno$ci ich hodowania w warunkach labora-
toryjnych. Ze wzgledu na duza czuto$¢, metody te
znalazty tez zastosowanie w analizie bioaerozoli
(Hodspodsky 1 in. 2010). W artykule omdéwiono
metody biologii molekularnej wykorzystywane
w ocenie jakosciowej 1 iloSciowej szkodliwych
czynnikdéw mikrobiologicznych w Srodowisku
pracy. Opisano rowniez techniki umozliwiajace:
identyfikacj¢ gatunkowa drobnoustrojow, szaco-
wanie ich liczby w badanym materiale, a takze
pozwalajace na analize¢ rdéznic populacyjnych
mikroorganizmow.

IDENTYFIKACJA GATUNKOWA DROBNOUSTROJOW

Jednym z wazniejszych momentéw w historii roz-
woju biologii molekularnej byto odkrycie przez
Mullisa reakcji tancuchowej polimerazy PCR (ang.
polymarase chain reaction). To, uhonorowane w
1993 r. Nagroda Nobla odkrycie, stato si¢ funda-
mentem badan majacych na celu poznanie sekwen-
cji kodu genetycznego organizméw zywych oraz
informacji w nim zawartych. Reakcja PCR oraz jej
modyfikacje stanowig do dzi§ podstawe wielu me-
tod, ktére znalazly zastosowanie w ocenie naraze-
nia na szkodliwe czynniki biologiczne, w tym
w analizie bioaerozoli.

Reakcja PCR to reakcja enzymatyczna polega-
jaca na cyklicznym (30 + 40 cykli) powielaniu
wybranego fragmentu DNA, pozwalajaca na otrzy-

manie nawet 10%+ 10° kopii produktu w jednej pro-
bowce. Reakcja ta jest katalizowana przez termo-
stabilny enzym polimeraze, izolowany z mikroor-
ganizmow (Thermus aquaticus, Pyrococcus furio-
sus) zamieszkujacych gorgce zrodta. Do reakcji
niezbedne sa réwniez wolne deoksynukleotydy
(dNTP), ktore zostajg wlaczone do nowo powsta-
jacej nici DNA oraz kroétkie, specyficzne oligonu-
kleotydy — startery (ang. primers), ktorych sekwen-
cja determinuje poczatek i koniec powielanego
fragmentu (Mullis, Faloona 1987). Matryca w re-
akcji moze by¢ DNA wyizolowany z dowolnego
materialu biologicznego, np. z krwi, wycinkéw
tkanek, hodowli komorkowych, wymazow, poptu-
czyn, probek srodowiskowych czy bioaerozoli.
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Reakcja PCR umozliwia zarowno identyfikacje
grup mikroorganizméw, jak i konkretnego gatunku
drobnoustroju w analizowanej probce. Odpowied-
nie zaprojektowanie starterOw pozwala na: ampli-
fikacje regioné6w genomu odpowiedzialnych za po-
siadanie konkretnych cech metabolicznych drob-
noustrojow, np. opornosci na antybiotyki (Rama-
chandran 1 in. 2007), zdolnosci do produkcji
toksycznych metabolitéw (Leema 1 in. 2011) oraz
innych czynnikow wirulencji, np.: adhezyn, hemo-
lizyn czy zwiazkdéw cytotoksycznych (Yamamoto
1 in. 1995). Metoda ta pozwala wigc nie tylko
oceni¢ obecno$¢ danego gatunku drobnoustroju
w badanym materiale, lecz takze okresli¢ jego pro-
fil metaboliczny i potencjat patogenny.

W identyfikacji drobnoustrojéw izolowanych
z powietrza, ze wzgledu na ich mate zazwyczaj ste-
zenie (ok. 10°+ 10* jtk/m>), stosuje si¢ najczesciej,
tzw. zagniezdzony PCR (ang. nested-PCR), w kto-
rym przeprowadza si¢ kolejno dwie reakcje.
W pierwszej z nich startery sg tak zaprojektowane,
aby amplifikowaty stosunkowo diugi (ok. 1000 +
1500 par zasad, pz) fragment. Po oczyszczeniu sta-
nowi on matryce dla drugiej reakcji, ktorej produkt
znajduje si¢ w obrebie pierwszej sekwencji. Podej-
Scie takie pozwala na zwigkszenie czulo$ci metody
nawet 10* razy (Stdrk i in. 1998).

Po przeprowadzeniu reakcji PCR, niezb¢dna
jest wstepna ocena jej czutosci i specyficznosci.
Jako$¢ uzyskanego amplikonu jest oceniana pod-
czas analizy elektroforetycznej produktow w zelu
agarozowym, umieszczonym w statym polu elek-
trycznym. Usieciowanie zelu pozwala na rozdziat
fragmentow DNA o roznej dhugosci — im dluzszy
jest fragment, tym wolniej migruje w Zelu. Anali-
zujac réwnolegle otrzymane produkty PCR oraz
mieszaning fragmentow DNA o znanej wielkosci
(tzw. markera DNA), mozna okre$li¢ dlugo$¢ am-
plifikowanego fragmentu. Cho¢ analiza elektrofo-
retyczna umozliwia wstepng oceng jakosci prze-
prowadzonej reakcji, niezbedne jest potwierdzenie
poprawnosci amplifikacji przez sekwencjonowa-
nie i poréwnanie otrzymanej sekwencji do sekwen-
¢ji umieszczonych w bazach nukleotydowych (np.
GenBank — NCBI).

Sekwencjonowanie to metoda umozliwiajaca
poznanie kolejnosci nukleotydow w analizowa-
nym fragmencie DNA. Opracowanie jej w latach
70. ubiegtego wicku przez Sangera (Sanger,
Coulson 1975) zapoczatkowalo zakrojone na

duzg skale badania, ktorych celem byto stworze-
nie map genomowych organizméw zywych. Naj-
stynniejszym z nich byt zakonczony w 2003 r.
projekt poznania ludzkiego genomu — Human
Genome Project (IHGSC, 2001; Venter i in.
2001). Obecnie istnieje bardzo obszerna, ogdlno-
dostepna baza zawierajaca sekwencje genomowe
pochodzace prawie z 260 000 gatunkéw organi-
zméw (Benson 1 in. 2013) oraz réznorodne narzg-
dzia bioinformatyczne stuzace do ich analizy ,,in
silico”. Cho¢ w ostatnich latach coraz wigkszym
zainteresowaniem cieszg si¢ bardziej zaawanso-
wane metody sekwencjonowania (sekwencjono-
wanie nowej generacji, ang. next-generation
sequencing, NGS), to sekwencjonowanie Sangera
nadal znajduje wszechstronne zastosowanie, za-
rowno w badaniach naukowych, jak i diagnostyce
medyczne;.

Identyfikacja mikroorganizmoéw za pomoca
reakcji PCR wymaga amplifikacji takiego regionu
genomu, ktorego sekwencja jest unikatowa dla da-
nego gatunku. Najczgsciej wykorzystywanymi
w tego typu analizach ,,celami molekularnymi” sg
geny kodujace RNA matej podjednostki rybosomu,
np. 16S rRNA dla bakterii i archeonow; 18S, 28S
rDNA lub fragmenty zlokalizowane pomig¢dzy
nimi, nazywane ITS (ang. internal transcribed spa-
cers) dla grzybow. Geny te, ze wzgledu na swoja
budowe, zostaly nazwane molekularnymi chrono-
metrami (Woese 1987). Cechujg si¢ obecnoscig za-
réwno konserwowanych (wolno zmieniajacych si¢
w toku ewolucji) fragmentow, jak i takich, ktore
charakteryzujg si¢ zmiennoscig migdzygatunkowa.
Ponadto, ich funkcja w organizmach zywych
wszystkich krélestw pozostala niezmieniona.
W obrebie sekwencji genu 16S rRNA znajduje si¢
9 regionéw hiperzmiennych (V1-V9) charaktery-
zujacych si¢ najwigkszg zmienno$cig migdzyga-
tunkowg. Uwaza sie, ze zmienno$¢ genetyczna
w ich obrgbie wynika ze spontanicznie zachodzg-
cych mutacji. Fragmenty te r6znig si¢ mi¢dzy sobag
stopniem zréznicowania gatunkowego. Nie istnieje
jeden region, ktorego analiza bytaby w stanie od-
ro6zni¢ od siebie wszystkie gatunki bakterii, ale naj-
wicksza heterogennos$cig charakteryzuje si¢ naj-
krotszy, 58-nukleotydowy fragment V6 (pozycje
od 986 do 1043 genu 16S rRNA). Analiza jego se-
kwencji umozliwia identyfikacje wielu gatunkow
bakterii, w tym patogennych, z wylaczeniem jed-
nak niektorych blisko ze soba spokrewnionych



Aleksandra Bakal, Rafat L. Gorny, Anna Lawniczek-Watczyk, Marcin Cyprowski

mikroorganizméw, np. pateczek z rodziny Entero-
bacteriaceae (Escherichia spp., Shigella spp.
i Salmonella spp.), (Chakravorty i in. 2007).
Analiza sekwencji genow kodujacych 16S
rRNA malej podjednostki rybosomalnej (ang.
small subunit, SSU) stala si¢ ogdlnie przyjeta na
Swiecie strategia shuzacg do badania zr6znicowania
filogenetycznego mikroorganizmow, pozwalajaca
na okreslenie przynaleznosci gatunkowej (Bott-
ger 1996). Ze wzgledu na duza czutos¢ oraz zdol-
no$¢ do identyfikacji rzadko izolowanych, stabo
scharakteryzowanych lub zmiennych fenotypowo

gatunkoéw stanowi znakomitg alternatywe dla te-
stow biochemicznych (np. API), (Clarridge 2004;
Bosshard 1 in. 2006). Szczegdlnie przydatna oka-
zata si¢ mozliwo$¢ zastosowania analizy sekwencji
genéw SSU rRNA do rdéznicowania klinicznie
istotnych, patogennych gatunkéw drobnoustrojow
(Travis i in. 2000), a takze identyfikacji gatunko-
wej mikroorganizméw, ktorych detekcja metodami
hodowlanymi jest dlugotrwata, np. Helicobacter
spp. (Nilsson 1 in. 2000) czy Mycobacterium spp.,
ktérego identyfikacja za pomoca testéw wzrosto-
wych zajmuje nawet 6 + 8 tygodni (Kox i in. 1995).

ANALIZA ILOSCIOWA

Metody identyfikacji drobnoustrojow oparte na
klasycznej reakcji PCR oraz sekwencjonowaniu,
mimo ze umozliwiajg identyfikacje gatunkowa, nie
pozwalaja na okres$lenie liczby mikroorganizméw
w badanym materiale. Technika ilosciowego PCR-
gPCR (ang. quantitative PCR; Real-Time PCR),
dzieki zastosowaniu wyznakowanych fluorescen-
cyjnie oligonukleotydow (tzw. sond molekular-
nych) 1 odpowiednich systemow detekcji, umozli-
wita monitorowanie przyrostu liczby kopii pro-
duktu w trakcie trwania reakcji (Heid i in. 1996)
Zaletg takiej modyfikacji jest zar6wno mozliwos¢
detekcji specyficznej sekwencji DNA w badanym
materiale, jak i oznaczenie jej w sposob iloSciowy.

Wybranie odpowiedniego celu molekularnego
i zaprojektowanie sond molekularnych jest klu-
czowym etapem planowania doswiadczenia
wykorzystujagcego reakcje ilosciowego PCR.
Sekwencja uzytych podczas reakcji starterow
i sond warunkuje charakter przeprowadzanego
eksperymentu. IloSciowe oznaczanie zawarto$ci
komorek danego gatunku jest mozliwe, jesli uzyta
sonda molekularna bedzie wigzata specyficzng
dla tego gatunku sekwencje (np. jednego z regio-
néw hiperzmiennych genu 16S rRNA). Ilo$ciowe
oznaczenie liczby komoérek danego drobnoustroju
za pomocg techniki Real-Time PCR jest mozliwe
tylko wtedy, kiedy rownolegle do przeprowadzo-
nej reakcji sg analizowane probki o znanej liczbie
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kopii badanej sekwencji, umozliwiajace wykre-
$lenie krzywej standardowej. Odpowiedni dobor
1 przygotowanie standardow sg kluczowe podczas
analizy ilo$ciowej 1 moga stanowié wyzwanie
zaro6wno w warstwie technicznej, jak 1 naukowej
dla laboratoriéw zajmujacych si¢ badaniami jako-
$ci mikrobiologicznej srodowiska pracy (Hospo-
dsky i in. 2010). Zastosowanie sond, wigzacych
konserwowane regiony genu 16S rRNA, umozli-
wia natomiast oszacowanie ogoélnej liczby drob-
noustrojow w badanym materiale (Nadkarni
2002).

Technika qPCR w ostatnich latach coraz
czgs$ciej jest stosowana w aerobiologii do szaco-
wania ogoélnej liczby: bakterii, grzybow czy
archeonow. Jej wykorzystanie w badaniach doty-
czacych aerozoli biologicznych w réznych $rodo-
wiskach pokazato, Zze liczba mikroorganizmow
wyznaczana na podstawie tej metody byta nawet
0 100 + 1000 razy wigksza niz ta, oznaczana me-
todami hodowlanymi (Blais-Lecours i in. 2015).
Dlatego tez metody biologii molekularnej umoz-
liwiajg bardziej precyzyjne szacowanie wielkos$ci
narazenia na szkodliwe czynniki biologiczne.
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ANALIZA ZROZNICOWANIA SPOEECZNOSCI DROBNOUSTROJOW

Precyzyjna ocena narazenia na szkodliwe czyn-
niki biologiczne powinna obejmowaé analiz¢ ilo-
Sciowg 1 jakosciowa spotecznosci mikroorgani-
zméw wystepujacych w danym $rodowisku
pracy. Analiza genu kodujacego 16S rRNA umoz-
liwia identyfikacje gatunkowa, wymaga jednak
wczesniejszego otrzymania czystej kultury bada-
nego drobnoustroju. Jesli warunek ten nie zosta-
nie spetniony, produktem reakcji bedzie miesza-
nina sekwencji pochodzacych od r6znych, obec-
nych w badanym materiale mikroorganizmow
(mieszanina fragmentoéw tej samej wielkosci, ale
roéznej sekwencji). Rozdzial takich produktéw za
pomoca klasycznej elektroforezy nie jest moz-
liwy. W celu usunigcia tego mankamentu, wypra-
cowano kilka strategii badawczych, umozliwiaja-
cych ogolng oceng sktadu gatunkowego miesza-
nych spotecznosci drobnoustrojow na podstawie
analizy produktow PCR gendéw kodujacych 16S
rRNA. Wsrod nich s3: klonowanie i analiza bi-
bliotek genowych, techniki, tzw. genetycznego
odcisku palca ,.fingerprintingu” (DGGE, TGGE,
RISA, T-RFLP) oraz sekwencjonowanie nowej
generacji — NGS.

Tworzenie bibliotek genowych obejmuje klo-
nowanie produktu PCR kodujacego 16S rRNA
amplifikowanego z catkowitego DNA obecnego
w materiale biologicznym do odpowiedniego
wektora ekspresyjnego (np. pGEM-T). Przygo-
towang w ten sposob bibliotekg sg transformo-
wane bakterie. Po ich inkubacji sa izolowane
pojedyncze kolonie, a kazda z nich niesie wektor
z fragmentem pochodzacym od jednego drobno-
ustroju obecnego w materiale wyjSciowym.
Sekwencjonowanie fragmentow wektorow i ich
analiza bioinformatyczna pozwalajg na okreSle-
nie zréznicowania gatunkowego spotecznosci
drobnoustrojow w badanym srodowisku. Tech-
nika ta jest wykorzystywana do analizy bior6z-
norodno$ci mikroorganizméw, zar6wno stano-
wigcych zanieczyszczenie powierzchni, jak i za-
wieszonych w powietrzu (Ma i in. 2015). Zasto-
sowanie odpowiednich sekwencji starteréw
pozwala na identyfikacj¢ zarowno grzybow, jak
1 bakterii oraz archeonoéw (Paez-Rubio iin. 2005;
Nehmeé 2009). Warto podkresli¢, ze wiedza na
temat obecnosci tej ostatniej grupy drobnoustro-
jOw w powietrzu oraz ich wptywu na organizm

ludzki jest bardzo ograniczona. Dopiero wyko-
rzystanie metod biologii molekularnej oraz
wyniki badan prowadzonych w ostatnich latach
potwierdzily informacje o obecno$ci archeonow
w powietrzu réznych §rodowisk pracy i mozli-
wym ich wplywie na stan zdrowia pracownikow
narazonych na ich duze st¢zenia (Nehmé i in.
2009; Blais-Lecours i in. 2011; 2014).
Standardowa metoda analizy produktow PCR
jest elektroforeza w zelu agarozowym lub poliakry-
lamidowym. Umozliwia ona rozdziat fragmentow
DNA o roznej wielkosci, wykorzystujac roznice
predkosci ich migracji w zelu umieszczonym w sta-
tym polu elektrycznym. Technika ta jest stosowana
powszechnie do wstepnej, jakosciowej analizy pro-
duktow PCR, poniewaz pozwala na okreslenie dtu-
gosci powstajacego produktu oraz specyficznosci
uzytych starteréw. Jak juz wspomniano, problemem
w analizie produktow amplifikacji genu 16S rRNA
po reakcji PCR, mimo réznic w sekwencjach nukle-
otydowych pochodzacych od réznych organizméw,
jest identyczna dlugo$¢ powstajacych produktow.
W takim przypadku, klasyczna analiza elektrofore-
tyczna nie pozwala na ich rozdziat. W 1993 r. opra-
cowano metod¢ (Muyzer 1 in. 1993), w ktorej roz-
dziat fragmentoéw kwasu nukleinowego przeprowa-
dza si¢ w zelu poliakrylamidowym w gradiencie stg-
zenia czynnika denaturujacego (ang. denaturing
gradient gel electrophoresis, DGGE). W metodzie
tej wykorzystano roznice w szybkosci denaturacji
(topnienia) fragmentéw DNA o réznej sekwencji,
wynikajace z réznic w sile wigzania wodorowego
miedzy r6znymi parami nukleotydow. Im wigcej par
GC (guanina-cytozyna) we fragmencie DNA, tym
wolniej taki fragment denaturuje. Dzigki zastosowa-
niu rosngcego stezenia czynnika denaturujacego
(moze nim by¢ substancja chemiczna, np. mocznik,
lub temperatura), nici DNA o r6znej sekwencji, a ta-
kiej samej dlugosci, migruja z rdézng predkoscig
w zelu. Do wykonania analizy DGGE stosuje si¢ od-
powiednio zmodyfikowane oligonukleotydy (star-
tery), ktére na swoim koncu 5’ posiadajg
kilkunastonukleotydowy, bogaty w pary GC frag-
ment, ktory zostaje dodany do powstajacego
produktu. Dzigki niemu produkt PCR podczas elek-
troforezy, po osiagnigciu stezenia substancji denatu-
rujacej, w ktorej obie nici powinny si¢ catkowicie
rozdzieli¢ (punkt topnienia DNA), tworzy strukturg
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przestrzenng przypominajaca litere ,,Y”, gdzie pod-
stawe tworzy fragment bogaty w pary GC. Powsta-
nie takiej struktury powoduje drastyczny spadek
predkosci migracji, ktérego moment zalezy bezpo-
$rednio od sekwencji DNA badanego fragmentu.
Analiza DGGE produktu PCR pozwala na
okreslenie roznorodnosci filogenetycznej spotecz-
nos$ci mikroorganizméw w danym $rodowisku
przez otrzymanie charakterystycznego profilu
(wzoru prazkéw) zmienno$ci sekwencji genu
kodujacego 16S rRNA (w przypadku bakterii), 18S
rRNA lub fragmentu ITS (w przypadku grzybow).
Profil taki okresla si¢ mianem ,,molekularnego od-
cisku palca” (ang. ,molecular fingerprinting”),
poniewaz stanowi on odzwierciedlenie skladu
gatunkowego  spotecznos$ci  drobnoustrojow.
Otrzymane podczas rozdziatu elektroforetycznego
prazki moga zosta¢ wyciete z zelu, oczyszczone
1 zsekwencjonowane w celu identyfikacji danego
mikroorganizmu. Analiza DGGE jest mniej czaso-
chlonna od klonowania, a rozdziat fragmentéw na
podstawie roznic ich sekwencji eliminuje mozli-
wos$¢ wielokrotnej analizy tego samego amplikonu.
Czulo$¢ takiej metody jest duza i pozwala na
wykrycie drobnoustroju stanowigcego nawet 1%
spotecznosci (Muyzer i in. 1993). Dodatkowo, ana-
liza statystyczna pordwnujagca $rednie odlegtosci
pomigdzy prazkami w zelu (metoda $rednich pota-
czen — ang. unweighted pair group method with
arithmetic mean, UPGMA), umozliwia utworzenie
dendrogramu (drzewa filogenetycznego) grupuja-
cego mikroorganizmy spokrewnione ze sobg na
podstawie podobienstw sekwencji ich genow 168,
18S rRNA lub ITS. Sekwencjonowanie otrzyma-
nych fragmentéw umozliwia jednoczesng identyfi-
kacje gatunkéw wystepujacych w analizowanym
materiale, takze tych, ktore przy wykorzystaniu
metod hodowlanych zostalyby pominigte. Analiza
DGGE, ze wzgledu na: liczbe danych jaka dostar-
cza, tatwos¢ wykonania oraz stosunkowo niewielki
koszt, jest powszechnie stosowana do oceny zrdz-
nicowania spotecznosci drobnoustrojow oraz mo-
nitorowania zmian w nich zachodzacych (Tanaka
11in. 2015). Znalazta tez swoje zastosowanie w ba-
daniach bioaerozoli, pozwalajgc na szybka i precy-
zyjng analiz¢ sktadu spotecznos$ci drobnoustrojow.
Przygotowanie odpowiedniego markera w postaci
wyizolowanego z czystych kultur genomowego
DNA drobnoustrojow i jego rownolegla analiza
umozliwiajg wykonanie screeningu na obecnosé
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wybranego gatunku/gatunkéw w badanym mate-
riale (Duarte i in. 2010). Dodatkowo, ze wzgledu
na fakt, ze DGGE jest metoda potilosciowa (r6z-
nice w intensywnosci prazkéw na zelu zaleza od
stezenia DNA w materiale wyjSciowym), pozwala
ona na okreslenie dominujacych w danym $rodo-
wisku gatunkéw mikroorganizmow.

Oproécz analizy DGGE, opracowano takze inne
metody fingerprintingu, pozwalajace na szybka ana-
litycznie oceng bioréznorodnosci mikrobiologicznej
badanego s$rodowiska. Wykorzystywane sg one
glownie do monitorowania zmian w nim zachodza-
cych lub poréwnania spotecznosci mikroorgani-
zmow réznych srodowisk. W technice RISA (ang.
ribosomal intergenic spacer analysis) oraz jej zau-
tomatyzowanej modyfikacji — ARISA (ang. auto-
mated RISA) w Zelu poliakrylamidowym jest anali-
zowana wielko$¢ produktu PCR fragmentu genomu,
zlokalizowanego pomigdzy genami kodujgcymi
malg (16S) 1 duza (23S) podjednostke rybosomu
(region IGS — ang. infergenic spacer region). Dhu-
gos¢ tego fragmentu charakteryzuje bardzo duza
zmienno$¢ miedzygatunkowa, wahajaca si¢ miedzy
150 a 1500 pz. Zastosowanie wyznakowanych fluo-
rescencyjnie starterOw oraz automatyzacja elektro-
forezy (ARISA) znacznie zwigksza czuto$¢ metody
(Fishe, Triplett 1999). W badaniach dotyczacych
aerozoli §rodowiska pracy metoda ta okazata sic
pomocna np. w okresleniu Zrédta obecnosci w po-
wietrzu szczepow Clostridium spp. przez ich porow-
nanie ze szczepami izolowanymi z osadow $cieko-
wych (Pillai i in. 1996).

T-RFLP (ang. terminal restriction fragment
lenght polymorphism) to analiza elektroforetyczna
(kapilarna lub tradycyjna w Zelu poliakrylamido-
wym) wyznakowanych fluorescencyjnie produktow
PCR, poprzedzona ich trawieniem odpowiednio do-
branym enzymem restrykcyjnym, przecinajgcym
podwojng ni¢ DNA migdzy nukleotydami w obrebie
charakterystycznej, kilkunukleotydowej sekwencji
(najczesciej 6 + 8 pz). Rozdzielane sa wowczas
tylko te fragmenty, w ktérych ujawnity si¢ mutacje,
skutkujgce pojawieniem si¢ nowych miejsc restryk-
cyjnych dla danego enzymu. Wykonujac tego typu
analize, nalezy wzia¢ pod uwagg prawdopodobien-
stwo, ze wiecej niz jeden gatunek drobnoustroju
moze by¢ reprezentowany przez jeden prazek (lub
pik chromatogramu). Niemniej jednak, otrzymany
profil fragmentow restrykcyjnych oddaje wzgledne
zréznicowanie mikroorganizméw w badanym mate-
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riale. Metoda T-RFLP jest wykorzystywana do ana-
lizy spotecznosci pochodzacych z réznych Srodo-
wisk, w tym i tych obecnych w powietrzu (Lee i in.
2010). Zostata ona wykorzystana m.in. do $ledzenia
rozprzestrzeniania si¢ szczepoéw pratkéw Mycobac-
terium tuberculosis wsrod personelu szpitalnego
(Diel 1 in. 2005).

AP-PCR (ang. arbitrarily primed polymerase
chain reaction) to metoda stuzaca do pordwnania
podobienstwa szczepdw drobnoustrojéw w obrebie
jednego gatunku. Wykorzystuje metode PCR,
ktora jest przeprowadzana w malo rygorystycz-
nych warunkach, z zastosowaniem jednego startera
(Ménard 1 in. 1992). Produkt jest rozdzielany
w zelu agarozowym. Ta bardzo czuta metoda
umozliwia §ledzenie rozprzestrzeniania si¢ szcze-
poéw drobnoustrojow w $rodowisku. Byla wyko-
rzystana m.in. w projekcie majgcym na celu spraw-
dzenie mozliwosci przeniesienia szczepoéw drob-
noustrojow obecnych w powietrzu oczyszczalni
sciekow do organizméw pracownikow tego typu
zaktadu (Orsini i in. 2002).

W technice RAPD (ang. random amplified
polymorphic DNA) reakcja PCR jest przeprowa-
dzana z krétkim starterem (8 + 12 nukleotydow)
przyltaczajacym si¢ do matrycy w sposob losowy
(Hadrys 11n. 1992). Zaleta tej metody jest brak ko-
nieczno$ci znajomos$ci sekwencji genéw analizo-
wanych szczepéw. Podczas wykonywania analizy
RAPD nalezy pamigtaé, by stosowac state warunki
reakcji, poniewaz zmiana stezenia ktoregokolwiek
ze sktadnikéw (starteréw, jonow magnezu, sktad-
nikéw buforu), moze skutkowaé pojawieniem si¢
zmienionego profilu fragmentow. Technika RAPD
znalazla zastosowanie m.in. w typowaniu istotnych
klinicznie, trudnych do odr6znienia za pomoca me-
tod hodowlanych, a wystepujacych w powietrzu
gatunkow grzybow z rodzaju Aspergillus (Kermani
2016). Stosowano ja réwniez do genotypowania
i porownywania szczepoéw bakterii z rodzaju
Bacillus i Staphylococcus izolowanych z réznych
miejsc w obrebie zaktadu pracy przetwarzajacego
biomasg dla celéw energetycznych. Udowodniono
W ten sposob mozliwo$¢ przenoszenia potencjalnie
patogennych bakterii ze srodowiska pracy na dto-
nie oraz maski, ktore byly stosowane przez pra-
cownikow jako zabezpieczenie drog oddechowych
(Lawniczek-Walczyk 1 in. 2017).

Zaleta wszystkich metod fingerprintingu jest
mozliwo$¢ szybkiego uzyskania informacji na
temat zréznicowania mikroorganizméw w badanym

srodowisku, bez koniecznosci ich hodowania w wa-
runkach laboratoryjnych. Wéréd ograniczen tych
metod mozna wymieni¢: stabg powtarzalno$¢
(zalezng od bardzo wielu takich czynnikéw, jak:
jakos¢ izolacji, sekwencja uzytych starterow,
warunki reakcji PCR czy warunki elektroforezy),
brak zdolnosci do identyfikacji mikroorganizméw
stanowigcych niewielki odsetek w spotecznosci czy
stabg zdolno$¢ do odrdéznienia blisko ze soba
spokrewnionych mikroorganizméw. Techniki te
stanowig jednak znakomite uzupehienie innych
metod laboratoryjnych, pozwalajac na uzyskanie
pelniejszej, bardziej precyzyjnej oceny narazenia na
szkodliwe czynniki biologiczne.

Rozwoj biologii molekularnej 1 zaawansowa-
nych technik analizy bioinformatycznej doprowa-
dzity do opracowania nowych metod sekwencjono-
wania umozliwiajgcych poznanie kolejnosci nukle-
otydow coraz dhuzszych fragmentow DNA w coraz
krotszym czasie, coraz mniejszym naktadem pracy
1 przy znaczacej redukcji kosztéw. Obecnie, techno-
logia sekwencjonowania nowej generacji (ang. next-
generation sequencing, NGS) pozwala na uzyskanie
sekwencji fragmentu DNA dhugo$ci od 1 do nawet
600 miliardow par zasad (w zalezno$ci od zastoso-
wanej technologii) w czasie okoto 24 h (Liu i in.
2012). W celu poréwnania, mozna przypomnie¢, ze
projekt poznania ludzkiego genomu, czyli zsekwen-
cjonowanie catego ludzkiego DNA o dtugosci okoto
3 Gpz (3 miliardow par zasad), prowadzony w la-
tach 1990-2003 z wykorzystaniem sekwencjonowa-
nia metodg Sangera, zajat naukowcom prawie 13 lat.
Obserwowany dzi$ postep dokonat si¢ m.in. dzigki
zastosowaniu 1 udoskonaleniu strategii zwanej
»Shotgun sequencing” (sekwencjonowanie wielu
krotkich, zachodzacych na siebie fragmentow kwa-
sow nukleinowych o dlugosci 50 + 500 pz, a nastep-
nie sktadanie ich w celu uzyskania cato$ci sekwencji
wyjsciowej) oraz dostepnosci zaawansowanego sys-
temu detekcji i oprogramowania bedgcego w stanie
przetworzy¢ ogromna liczb¢ danych w krotkim
czasie. Coraz wicksza dostgpnos¢ oraz stale male-
jaca cena sprzetu 1 odczynnikow pozwalajacych na
analize NGS sprawily, Ze na technologi¢ t¢ mogg so-
bie coraz czesciej pozwoli¢ zaréwno duze firmy bio-
technologiczne, jak i mniejsze laboratoria. Cho¢ do
tej pory w rutynowo prowadzonej analizie narazenia
na szkodliwe czynniki biologiczne metoda ta nie jest
jeszcze powszechnie stosowana, warto podkresli¢
mozliwos¢ jej wykorzystania takze i w tym obsza-
rze. Analiza gené6w 16S/18S z uzyciem technologii
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NGS pozwala na analiz¢ metagenomowg dowolnej
probki srodowiskowej 1 uzyskanie informacji na te-
mat zrdznicowania gatunkowego, bez koniecznosci
jej klonowania czy pracochlonnego rozdziatu elek-
troforetycznego. O wszechstronno$ci metody §wia-
dczy wykorzystanie technologii NGS do analizy

bior6znorodno$ci w wielu srodowiskach, m.in.:
wodnego (Yergeau i in. 2012), powietrznego
(Be 1 in. 2015), glebowego (Bell i in. 2013) czy
mikrobioty przewodu pokarmowego czlowicka
(Jiinemann i1in. 2012).

PODSUMOWANIE

Rozw¢j technik wykorzystujacych analiz¢ DNA
oraz ich zastosowanie w mikrobiologii umozliwito
dostep do informacji, ktore jeszcze kilkanascie lat
temu, byly dla badaczy niedostgpne. Szybka ana-
liza spotecznosci drobnoustrojow czy identyfikacja
mikroorganizmu niezdolnego do wzrostu na pod-
tozu hodowlanym to jedynie przyktady mozliwo-
$ci, jakie dajg techniki oparte na analizie DNA.

W niniejszym artykule przedstawiono metody
biologii molekularnej stosowane coraz czesciej w

ocenie narazenia na szkodliwe czynniki biolo-
giczne w srodowisku pracy. Sg to techniki umozli-
wiajgce okreslenie sktadu gatunkowego drobnou-
strojow oraz szacowanie ich liczby na podstawie
informacji zakodowanych w ich genomach. Wyko-
rzystanie tego typu metod pozwala na petniejsze,
w poréwnaniu do tradycyjnych technik analitycz-
nych, okreslenie ryzyka zawodowego zwigzanego
z obecnoscia czynnikoéw biologicznych w $rodowi-
sku pracy.
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