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Streszczenie

Wirusy to szkodliwe czynniki biologiczne, ktére moga
stwarza¢ zagrozenie dla pracownikéw wielu grup za-
wodowych. Informacje o wystegpowaniu wirusow
w roznych srodowiskach pracy sa bardzo nieliczne,
przede wszystkim z uwagi na trudnosci analityczne
zwigzane z ich rutynowym wykrywaniem. Kontrole
sanitarne stanowisk pracy oceniajace stopien ich za-
nieczyszczenia drobnoustrojowego nie sa efektyw-
ne wobec wiruséw, co sprawia, ze ryzyko zawodowe
pracownikow narazonych na czynniki biologiczne jest
w dalszym ciggu niedoszacowane. Taki stan rzeczy
w zasadniczy sposdb uniemozliwia prawidlowe za-
rzadzanie bezpieczenstwem pracy. Efektywnos¢ ozna-
czania wirus6w w probkach srodowiskowych jest uza-

lezniona zar6wno od sposobu pobierania i transportu
probek, jak i od techniki izolacji materiatu genetyczne-
go wirusa oraz metody jego detekc;ji.

Celem niniejszej publikacji jest proba krytycznego
przegladu pismiennictwa przedmiotu w celu okresle-
nia najefektywniejszej i najkorzystniejszej metody
oznaczania wirusow w srodowisku pracy. Taka metoda
mogtaby poshuzy¢ jako rutynowa w ocenie zagrozenia
wirusami na réznych stanowiskach pracy. W artykule
omowiono: metodyke pobierania probek pod katem
analizy obecno$ci wirusow, metody izolacji wiruso-
wych kwaséw nukleinowych oraz sposoby ich detekeji
na podstawie: aktywnosci wirusa, metod biologii mole-
kularnej oraz testow immunoenzymatycznych.

Summary

Viruses are harmful biological agents, which can
pose a risk for workers from different occupational
groups. Information regarding the occurrence of
viruses in occupational environment is still scarce,
primarily due to analytical difficulty of their routine
detection. Hygiene control applied for microbiologi-
cal contamination are not effective in case of viruses,

so the occupational risk for workers exposed to bi-
ological agents is still underestimated. Such a state of
affairs fundamentally precludes a proper management
of occupational safety. The effectiveness of virus
detection in the environmental samples depends on
methods of sampling and transport, and isolation and
identification method.

! Publikacja opracowana na podstawie wynikéw IV etapu programu wieloletniego ,,Poprawa bezpieczenstwa i warunkow pracy”,
finansowanego w latach 2017-2019 w zakresie badan naukowych i prac rozwojowych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyz-

szego/Narodowe Centrum Badan i Rozwoju, projekt ILN.16.
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The aim of this paper is an attempt to critically review
the literature of the subject, determination of the best
and the most effective method of virus detection and
identification in the occupational environment, which
could be used as a routine methodology for assessing

the risk of viruses in various workplaces. The article
discusses methods of viral samples collection, viral
nucleic acid isolation, and, their detection based on vi-
ral activity, molecular biology and immunoenzymatic
assays.

WPROWADZENIE

Wirusy to proste struktury, ktore nie majg budowy
komérkowej. W sktad pojedynczej, aktywnej czast-
ki wirusa, czyli tzw. wirionu, wchodzi kwas nukle-
inowy (ssDNA, ang. single stranded DNA; dsDNA,
ang. double stranded DNA lTub ssRNA, ang. single
stranded RNA; dsRNA, ang. double stranded RNA)
otoczony przez ptaszcz biatkowy (kapsyd) i — jesli
wystepuje — przez otoczke fosfolipidowa bedaca
elementem komorki gospodarza. Czastki wirusow
sg zroéznicowane pod wzgledem rozmiaréow, a ich
wielko$¢ miesci si¢ w zakresie 10 + 400 nm. Naj-
wickszym odkrytym dotad wirusem jest Pandora-
virus, ktorego rozmiary siegaja 500 nm, a materiat
genetyczny zawiera ponad 2 500 gendéw. Wirusy nie
majg cech organizmow zywych — nie podlegajg po-
dziatlom poza komoérka gospodarza, nie syntetyzujg
samodzielnie biatek ani nie replikujg samodzielnie
swojego genomu (Gelderbrom 1996).

Podstawowe procesy, ktore zachodza podczas
infekcji, to: wnikanie wirusa do komorki gospoda-
rza, przylaczenie si¢ genomu wirusa do genomu go-
spodarza, replikacja genomu wirusa oraz produkcja
biatek wirusowych, sktadanie wirionéw i ich uwol-
nienie z komoérki. Niemniej jednak wniknigcie wi-
rusa do organizmu oraz konsekwencje tego procesu
W postaci jego namnazania i zmian patologicznych,
prowadzacych do rozwoju choroby, nadal nie sg do
konca poznane (Heczko i 1in. 2014).

Leczenie infekcji wirusowych jest trudne, ponie-
waz wirusy nie majg wlasnego metabolizmu, ktory
mozna byloby zablokowa¢, tak jak czyni si¢ to za

pomocg antybiotykow w przypadku zakazen bakte-
ryjnych. Dlatego wigkszo$¢ metod leczenia opiera
si¢ jedynie na ograniczeniu dalszego rozwoju in-
fekcji w organizmie chorego. Dodatkowo zakaze-
niom wirusowym mogg towarzyszy¢ bakteryjne.
Infekcje wirusowe moga nawracac (co jest zwigzane
z latencja, czyli uspieniem wirusa w organizmie, np.
w przypadku wirusa opryszczki) lub tez ujawniac si¢
po bardzo dlugim czasie. Mimo postepu medycyny
wiele chordéb wirusowych jest nadal nieuleczalnych
(np. wscieklizna, AIDS), a szereg infekcji wywola-
nych przez wirusy onkogenne, np. wirus brodawcza-
ka ludzkiego, moze prowadzi¢ do rozwoju chordb
nowotworowych (Faridi i in. 2011).

Zgodnie z wymaganiami dyrektywy (Dyrekty-
wa...2000), jak i rozporzadzeniem Ministra Zdrowia
(Rozporzadzenie... 2005), pracodawca jest zobo-
wigzany do dokonania i udokumentowania oceny
ryzyka zawodowego stwarzanego przez szkodliwe
czynniki biologiczne. Informacje o zagrozeniach ze
strony wirusé6w w roznych srodowiskach pracy sa do
tej pory bardzo nieliczne, przede wszystkim z uwagi
na trudnosci z ich rutynowym wykrywaniem. Kon-
trole sanitarne uwzgledniajace obecno$¢ bakterii
1 grzybow wobec wirusow okazuja si¢ mato efektyw-
ne. Taki stan rzeczy sprawia, ze ryzyko zawodowe
pracownikdw narazonych na czynniki biologiczne
w dalszym ciggu jest niedoszacowane, co w zasad-
niczy sposob uniemozliwia prawidlowe zarzadzanie
bezpieczenstwem pracy.

MOZLIWOSCI KONTAKTU Z WIRUSAMI
W ROZNYCH SRODOWISKACH PRACY

W srodowisku pracy wirusy moga stanowi¢ aktyw-
ny biologicznie sktadnik bioaerozolu emitowanego
z zanieczyszczonych systemow klimatyzacyjnych,
mogg tez by¢ uwalniane w trakcie proceséw pro-
dukcyjnych z powierzchni roboczych lub przetwa-
rzanego surowca. Ich zrédtem mogg by¢ réwniez
plyny ustrojowe 1 wydzieliny ciata cztowieka (np.
krew, $lina, wymiociny) oraz wektory (np. kleszcze,
komary). Wiriony mogg dostawac¢ si¢ do organizmu

cztowieka przez skore lub blony $luzowe (uktadu
oddechowego, uktadu pokarmowego, spojowek).
Skora stanowi bariere chronigca organizm przed
drobnoustrojami, niemniej jednak w przypadku otar-
cia lub innego uszkodzenia naskorka wirusy moga
ja pokonac¢ 1 przedosta¢ si¢ do krwiobiegu. Wirusy
whnikajace przez blony $luzowe maja zdolnos¢ bez-
posredniej adsorpcji do komorek nabtonka, gdzie za-
chodzi wstgpne namnazanie materiatu genetycznego
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wirusa. Jednak uktad, ktérym wirus dostaje si¢ do
organizmu, nie zawsze jest tym, ktory jako pierwszy
zostaje dotkniety infekcja. Przyktadowo enterowiru-
sy, ktore wywotujg zapalenie opon mozgowo-rdze-
niowych, atakuja uktad nerwowy, cho¢ do organi-
zmu wnikajg przez przewdd pokarmowy i to w nim
si¢ namnazajg (Collier, Oxford 1993).

Chociaz wykrywanie wirusow jest istotne w wie-
lu dziedzinach badan, takich jak: diagnostyka me-
dyczna 1 weterynaryjna, procesy biotechnologiczne
czy ochrona roslin, to w badaniach $rodowiska pra-
cy jest to procedura nadal bardzo rzadko stosowana.
Wynika to przede wszystkim z trudno$ci analitycz-
nych w ich oznaczaniu. Probki srodowiskowe sg
zwykle bardzo ztozone, cz¢sto maja matg zawartosé
wody, zawieraja inne czynniki biologiczne, takie
jak bakterie 1 grzyby, oraz niejednokrotnie roézne-
go rodzaju zanieczyszczenia fizyczne i chemiczne.
Wirusy w $rodowisku, np. w powietrzu, wystepuja
najczesciej w bardzo matym stezeniu, dlatego klu-
czowym czynnikiem gwarantujagcym powodzenie

Tabela 1.

ich detekcji jest wybor odpowiednich metod po-
miarowych. Mozliwo$¢ wykrycia wirusa w badanej
probcee jest uzalezniona od catej procedury badaw-
czej, poczawszy od techniki pobierania probki (sg
to np.: wymaz, probka powietrza, probka surowca),
poprzez transport probki do laboratorium (istotne sg:
wlasciwe podtoze, czas i temperatura transportu), az
po wybor odpowiedniej dla pobranej probki metody-
ki detekcji danego wirusa (Druce i in. 2012).

Narazenie na czynniki wirusowe moze wystgpo-
waé¢ w wielu grupach zawodowych — wsrdd pracow-
nikéw: shuzby zdrowia, biurowych, nauki i oswiaty,
obstugi ruchu lotniczego, oczyszczalni Sciekow czy
sortowni odpadéw. Liste przyktadowych wiruséw
mogacych stanowi¢ zagrozenie dla pracownikow
w wybranych grupach zawodowych, ze wskazaniem
potencjalnego materiatu do badan pod katem obecno-
$ci tych wiruséw w $rodowisku pracy, przedstawiono
w tabeli 1.

Wirusy mogace stanowi¢ zagrozenie zdrowotne dla pracownikéw w wybranych grupach zawodowych ze
wskazaniempotencjalnegomaterialudobadanpodkatemwykryciaichobecnosciwsrodowiskupracy(Dutkiewicz

iin. 2002)
Potencjalny
. materiat
Wirusy Grl%pa. . Narazona Przenoszenie doabzd:fl Dzialan.ie na Profilaktyka
zagrozenia grupa zawodowa . . cztowieka
wirusologicznych
Adenowirusy 2 pracownicy biurowi, | powietrzno- | bioaerozol, zakazne — unikanie
(Adenoviridae) pracownicy -kropelkowe, | wymazy goraczki kontaktu
obstugi ruchu lotni- | bezpos$rednie | z powierzchni adenowiruso- | z chorymi,
czego i naziemnego, we czystosé
nauczyciele W miejscu
i wychowawcy, pracy,
pracownicy dezynfekcja,
ochrony zdrowia, czyszczenie
pracownicy i konserwacja
sortowni odpadow systemow kli-
matyzacyjnych
Arenawirusy 2 pracownicy bezposrednie | bioaerozol, zakazne — ochrony
(Arenaviridae) spichrzow (skaleczenie), | wymazy limfocytarne osobiste,
1 wytworni powietrzno- z powierzchni zapalenie opon | urzadzenia
produktow -pytowe mozgowych odpylajace,
zbozowych, i splotow dezynfekcja
rolnicy naczyniowych
Hantawirus 2 pracownicy powietrzno- | bioaerozol, zakazne — ochrony
(Bunyaviridae) spichrzow -pytowe, wymazy goraczka osobiste,
i wytworni powietrzno- z powierzchni, | krwotoczna tepienie
produktow -kropelkowe, | probki biomasy | z zespotem gryzoni,
zbozowych, bezposrednie nerkowym dezynfekcja
pracownicy (skaleczenie)
magazynow,
pracownicy zakta-
dow przetwarza-
jacych biomase,
rolnicy
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cd. tab. 1.
Potencjalny
2 materiat
Wirusy anp a . Narazona Przenoszenie o badkia Dzialan.ie na Profilaktyka
zagrozenia® | grupa zawodowa . cztowieka
wirusolo-
gicznych
Koronawirusy 2 pracownicy powietrzno- bioaerozol, zakazne — unikanie
(Coronaviridae) biurowi, -kropelkowe wymazy fagodne kontaktu z cho-
pracownicy z powierzchni | choroby rymi, czystos$¢
obstugi ruchu gbrnych drog W miejscu
lotniczego oddechowych | pracy,
i naziemnego, dezynfekcja,
nauczyciele czyszczenie
i wychowawcy, i konserwacja
pracownicy systemow kli-
biurowi matyzacyjnych
Wirus Norwalk, 2 pracownicy obstu-| pokarmowe bioaerozol, zakazne — czystos¢
norowirus gi ruchu lotnicze- wymazy zapalenie W miejscu
(Caliciviridae) g0 1 naziemnego, z powierzchni | jelit: biegunka, | pracy,
nauczyciele probki Sciekow | wymioty dezynfekcja
i wychowawcy,
pracownicy
oczyszczalni
Sciekow,
pracownicy
instalacji
kanalizacyjnych,
pracownicy
sortowni
odpadow,
pracownicy
ochrony zdrowia
Wirus zapalenia 2 pracownicy bezposrednie wymazy zakazne — ochrony
watroby typu C ochrony zdrowia, | (skaleczenie), | z powierzchni, | zapalenie osobiste,
(Flaviviridae) pracownicy przez krew, probki sciekow | watroby dezynfekcja
sortowni surowice krwi
odpadow, i inne ptyny
pracownicy ustrojowe
oczyszczalni cztowieka
Sciekow,
pracownicy
instalacji
kanalizacyjnych,
fryzjerzy
i kosmetyczki
Wirus 2 pracownicy bezposrednie, | bioaerozol, zakazne — dezynfekcja,
Epsteina-Barr’a biurowi, przez wymazy mononukleoza, | unikanie
(Herpesviridae) pracownicy kontakt ze z powierzchni | syndrom proli- | kontaktu
obstugi ruchu $ling chorych feracji limfocy-| z chorymi,
lotniczego tow, syndrom | czystosc
i naziemnego, Duncana, chto- | w miejscu
nauczyciele niak Burkitta; | pracy
i wychowawcy, rakotworcze
pracownicy — NOWOtWOr
ochrony zdrowia jamy nosowo-
-gardlowej
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ochrony zdrowia

cd. tab. 1.
Potencjalny
. materiat L
Wirusy GI’L.lpa. ; Narazona Przenoszenie do badan Dziatanie na Profilaktyka
zagrozenia® | grupa zawodowa . cztowieka
wirusolo-
gicznych
Wirus 2 pracownicy bezposred- wymazy zakazne — dezynfekcja,
opryszczki biurowi, nie, przez z powierzchni | opryszczka: unikanie
pospolitej (ang. pracownicy uszkodzona zapalenie kontaktu
Herpes Simplex obstugi ruchu skore, przez pecherzykowe | z chorymi,
Virus, HHV1, lotniczego kontakt rak bton czystosé
dawniej HSV), i naziemnego, $luzowych, W miejscu
(Herpesviridae) nauczyciele zapalenie pracy
i wychowawcy, skory (wysypki
pracownicy pecherzykowe),
ochrony zdrowia, zapalenie
fryzjerzy rogowki
i kosmetyczki
Wirus cytome- 2 nauczyciele bezposrednie, | wymazy zakazne — ochrony
galii (Cyto- i wychowawcy, przez kontakt | z powierzchni | mononukleoza | indywidualne,
megalovirus pracownicy ze §ling 1 mo- z goraczka, dezynfekcja,
hominis), ochrony zdrowia, | czem chorych posta¢ wrodzo- | sterylizacja,
(Herpesviridae) fryzjerzy na: uszkodze- | ochrona pra-
i kosmetyczki nia ptodu cownic w cigzy
przed mozli-
wym kontak-
tem z wiru-
sem, o$wiata
zdrowotna
Ludzki wirus 2 nauczyciele bezposrednie wymazy zakazne — ochrony
B-limfotropo- i wychowawcy, z powierzchni | wysypka, indywidualne,
wy (HBLV- pracownicy odrzucanie dezynfekcja,
-HHV-6), ochrony zdrowia, przeszczepu sterylizacja
(Herpesviridae) fryzjerzy nerek
i kosmetyczki
Ludzki her- 2 nauczyciele bezposrednie wymazy zakazne — ochrony
peswirus 7 i wychowawcy, z powierzchni | wysypka, indywidualne,
(Herpesviridae) pracownicy odrzucanie dezynfekcja,
ochrony zdrowia, przeszczepu sterylizacja
fryzjerzy nerek
i kosmetyczki
Wirus ospy 2 nauczyciele powietrzno- bioaerozol, zakazne — ochrony
wietrznej i pot- i wychowawcy, -kropelkowe wymazy ospa wietrzna, | indywidualne,
pasca (VZV), pracownicy z powierzchni | poétpasiec szczepienia
(Herpesviridae) ochrony zdrowia ochronne,
dezynfekcja,
sterylizacja
Wirus zapa- 2 pracownicy bezposrednie wymazy zakazne —
lenia watroby ochrony zdrowia, | (skaleczenie), | z powierzchni, | zapalenie
typu B pracownicy przez krew, probki Sciekow | watroby,
(Hepadna- oczyszczalni surowicg krwi czgsto postaé
viridae) sciekow, i inne plyny przewlekta;
pracownicy sor- | ustrojowe rakotworcze —
towni odpaddw, cztowieka rak watroby
pracownicy
instalacji kana-
lizacyjnych
Wirus grypy 2 pracownicy powietrzno- bioaerozol, zakazne szczepienia
(typA,BiC), biurowi, -kropelkowe wymazy — grypa, ochronne,
(Orthomy- pracownicy obshu- z powierzchni | zapalenie ptuc | witaminizacja,
xoviridae) gi ruchu lotnicze- izolacja grup
£0 1 naziemnego, wysokiego
nauczyciele ryzyka
i wychowawcy,
pracownicy
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ochrony zdrowia

cd. tab. 1.
Potencjalny
2 materiat L
Wirusy Gn?pa’ N Narazona Przenoszenie ko badka Dziatanie na Profilaktyka
zagrozenia® | grupa zawodowa . cztowieka
wirusolo-
gicznych
Wirus 2 pracownicy bezposrednie — | wymazy zakazne — dezynfekcja
brodawczaka biurowi, przez uszko- z powierzchni | brodawki
ludzkiego HPV pracownicy obstu-| dzong skore skory i bton
(Papovaviridae) gi ruchu lotnicze- sluzowych
go i naziemnego,
nauczyciele
i wychowawcy
Wirusy BK 1JC 2 nauczyciele powietrzno- bioaerozol zakazne — zaka-| ochrony
(Papovaviridae) i wychowawcy, | -kropelkowe zenie bezobja- | indywidualne,
pracownicy wowe nerek, dezynfekcja,
ochrony zdrowia wirus JC moze | sterylizacja
powodowacé
u ludzi
z obnizona
odpornoscia
wieloognisko-
wa leukoen-
cefalopatie
Wirus 2 pracownicy powietrzno- bioaerozol, zakazne — unikanie
paragrypy (typy biurowi, -kropelkowe, wymazy zapalenia drog | kontaktu
-4), pracownicy bezposrednie z powierzchni | oddechowych | zchorymi,
(Paramyxo- obstugi ruchu czystosé
viridae) lotniczego W miejscu
i naziemnego, pracy,
nauczyciele dezynfekcja,
i wychowawcy, czyszczenie
pracownicy i konserwacja
ochrony zdrowia systemow kli-
matyzacyjnych
Wirus odry 2 nauczyciele powietrzno- bioaerozol, zakazne — odra | szczepienia
(Paramyxoviridae) i wychowaw- -kropelkowe, wymazy (choroba wieku | ochronne,
cy, pracownicy bezposrednie z powierzchni | dziecigcego), izolacja
ochrony zdrowia mozliwe chorych
powiktania:
zapalenie uszu,
pluc, mézgu
Wirus zapalenia 2 nauczyciele powietrzno- bioaerozol, zakazne — zapa-| szczepienia
przyusznic i wychowaw- -kropelkowe, wymazy lenie przyusz- | ochronne,
(Paramyxoviridae) cy, pracownicy bezposrednie z powierzchni | nic (mumps, izolacja
ochrony zdrowia choroba wieku | chorych
dziecigcego,
mlodziefncze-
£0), mozliwe
powiktania:
zapalenie opon
mozgowo-
-rdzeniowych,
mozgu,
trzustki, jader
Parwowirus 2 pracownicy powietrzno- bioaerozol, zakazne — unikanie
ludzki (B19), biurowi, -kropelkowe wymazy goraczka kontaktu
(Parvoviridae) pracownicy obstu- z powierzchni | z wysypka, z chorymi,
gi ruchu lotnicze- anemia, czystosc
£0 1 naziemnego, poronienia W miejscu
nauczyciele pracy,
i wychowawcy, dezynfekcja,
pracownicy czyszczenie

i konserwacja
systemow kli-
matyzacyjnych
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cd. tab. 1.
Potencjalny
. materiat . .
Wirusy GrL}pa. N Narazona Przenoszenie dolbadan Dziatanie na Profilaktyka
zagrozenia® | grupa zawodowa . cztowieka
wirusolo-
gicznych
Wirus ostrego 2 pracownicy powietrzno- bioaerozol, zakazne — ostre,| unikanie
krwotocznego biurowi, -kropelkowe wymazy krwotoczne kontaktu
zapalenia spo- nauczyciele z powierzchni | zapalenie z chorymi,
jowek (AHC), i wychowawcy, spojowek czystosé
(Picornaviridae) pracownicy W miejscu
obstugi ruchu pracy,
lotniczego dezynfekcja,
i naziemnego, czyszczenie
nauczyciele i konserwacja
i wychowawcy, systemow
pracownicy
ochrony zdrowia
Wirus 2 pracownicy powietrzno- bioaerozol, zakazne — unikanie
Coxsackie biurowi, -kropelkowe, wymazy goraczki, kontaktu
(grupy A i B), pracownicy bezposrednie z powierzchni | zapalenia z chorymi,
(Picornaviridae) obstugi ruchu uktadu czystosc
lotniczego oddechowego, | w miejscu
i naziemnego, angina, pracy,
nauczyciele zapalenia dezynfekcja,
i wychowawcy, mozgu czyszczenie
pracownicy i opon i konserwacja
ochrony zdrowia mozgowo- systemow kli-
rdzeniowych, matyzacyjnych
paraliz,
zapalenie
watroby, stany
zapalne skory
z wysypka,
biegunka,
zapalenie
mig$nia
Sercowego
i osierdzia
(grupa B),
pleurodynia
(grupa B)
Wirus ECHO 2 pracownicy powietrzno- bioaerozol, zakazne — dezynfekcja,
(Human biurowi, -kropelkowe, wymazy zapalenia unikanie
parechovirus), pracownicy bezposrednie z powierzchni | uktadu kontaktu
(Picornaviridae) obstugi ruchu oddechowego, | z chorymi,
lotniczego goraezki, czystosé
i naziemnego, zapalenia W miejscu
nauczyciele moézguiopon | pracy
i wychowawcy mozgowo-
rdzeniowych,
paraliz,
zapalenie
watroby
i jelit, stany
zapalne skory
z wysypka,
zapalenie
spojowek,
biegunka,
zapalenie
miesnia
Sercowego
i osierdzia
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cd. tab. 1.
Potencjalny
Grupa Narazona : e Dziatani
Wirusy e Przenoszenie do badan FARL NS ke Profilaktyka
zagrozenia® | grupa zawodowa . cztowieka
wirusolo-
gicznych
Wirus choroby 2 nauczyciele powietrzno- bioaerozol, zakazne — szczepienia
Heinego- i wychowawcy, | -kropelkowe, wymazy goraczka, ochronne,
-Medina (polio, pracownicy bezposrednie, z powierzchni, | zapalenia ochrony
typ 1-3), oczyszczalni pokarmowe probki sciekow | mozgu i opon | indywidualne,
(Picornaviridae) sciekow, mozgowo- dezynfekcja,
pracownicy -rdzeniowych, | sterylizacja,
ochrony zdrowia paraliz (zwykle | asenizacja
u dzieci), sciekow
inwalidztwo
Wirus 2 pracownicy katowo- wymazy zakazne — szczepienia
zapalenia oczyszczalni pokarmowe, z powierzchni, | zapalenie ochronne,
watroby typu A sciekow, bezposrednie probki sciekéw | watroby typu bierne uodpar-
(Picornaviridae) pracownicy A, zapalenie nianie ludzka
sortowni zotadka ijelit | immunoglobu-
odpadow, ling, ochrony
pracownicy indywidualne,
instalacji dezynfekcja,
kanalizacyjnych sterylizacja,
asenizacja katu
i $ciekow
Wirus RS 2 pracownicy powietrzno- bioaerozol, zakazne — unikanie
(RSV), (Pneu- biurowi, -kropelkowe wymazy zapalenia drog | kontaktu
movirus RS) pracownicy z powierzchni | oddechowych, | zchorymi,
obstugi ruchu zapalenie uszu | czysto$¢
lotniczego 1 W miejscu
naziemnego, pracy,
nauczyciele dezynfekcja,
i wychowawcy czyszczenie
i konserwacja
systemow kli-
matyzacyjnych
Rotawirus 2 pracownicy powietrzno- bioaerozol, zakazne — zapa-| dezynfekcja,
ludzki biurowi, -kropelkowe, wymazy lenie zotadka unikanie kon-
(Reoviridae) pracownicy obstu-| katowo-po- z powierzchni, | 1ijelit, biegunki | taktu
gi ruchu lotnicze- | karmowe probki sciekow z chorymi,
go i naziemnego, czystosc
nauczyciele W miejscu
i wychowawcy, pracy
pracownicy
oczyszczalni
Sciekow,
pracownicy
instalacji kana-
lizacyjnych,
pracownicy sor-
towni odpadoéw
Reowirusy 2 nauczyciele powietrzno- bioaerozol, zakazne — ochrony
(Reoviridae) i wychowawcy, -kropelkowe, wymazy gorgczki osobiste,
pracownicy bezposrednie z powierzchni | reowirusowe dezynfekcja
biurowi,
pracownicy obstu-
gi ruchu lotnicze-
g0 i naziemnego

Objasnienia:
* — wg rozporzadzenia Ministra Zdrowia (Rozporzadzenie. .. 2005).
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METODYKA POBIERANIA PROBEK
W KIERUNKU DIAGNOSTYKI WIRUSOW

W $rodowisku pracy badaniom pod katem obecno-
$ci wirusow, w zalezno$ci od grupy zawodowej oraz
charakteru stanowiska pracy, mogg zosta¢ poddane
rozne rodzaje probek, takie jak: wymazy powierzch-
niowe, probki powietrza czy przetwarzany surowiec.

W  przypadku wymazow powierzchniowych
istotny jest nie tylko wybor rodzaju powierzchni,
lecz takze odpowiedniej techniki i materialow. Na
podstawie wynikow dotychczasowych badan wyka-
zano, ze probki wymazéw powierzchniowych prze-
znaczone do badan pod katem obecnosci wirusow
powinny by¢ pobierane za pomocg syntetycznych
wymazowek wykonanych z: poliestru, nylonu lub
sztucznego jedwabiu na pateczkach poliestrowych
lub aluminiowych, co zapewnia najlepszy odzysk
czgstek wirusa. Niewskazane jest stosowanie wy-
mazowek drewnianych z wldknem bawelnianym,
z uwagi na pozostatosci srodkow wybielajacych mo-
gacych prowadzi¢ do rozktadu czastek wirusowych.
Wymazoéwki wykonane z alginianu wapnia nie nada-
ja si¢ do pobierania wiruséw, poniewaz dezaktywu-
ja niektore z nich, jak réwniez moga niekorzystnie
wplywac na wyniki testow molekularnych (Ganime
i in. 2015; Julian i in. 2011; Smith 2000). Dodat-
kowo wymazdéwka przed uzyciem powinna zostaé
zwilzona pltynem Ringera, sola fizjologiczng lub
podtozem przeznaczonym do transportu wirusow.
Podltoza tego typu opieraja si¢ na modyfikowanym
roztworze Hanka (HBSS, ang. Hank's Balanced Salt
Solution), w sktad ktérego wchodza: albumina z su-
rowicy bydlecej, laktoalbumina, glicerol, sacharoza,
kwas glutaminowy i zelatyna. Roztwoér powinien
by¢ zbuforowany do pH 7,3+0,2 (jako wskaznika pH
uzywa si¢ czerwieni fenolowej).

W celu zahamowania wzrostu mikroorgani-
zmow stosuje si¢ kombinacje nastgpujacych anty-
biotykéw: amfoterycyna B-kolistyna-wankomycyna
lub penicylina-streptomycyna-polimyksyna B-gen-
tamycyna-nystatyna. Odpowiednio spreparowane
podtoze wplywa znaczgco na stopien odzysku mate-
riatu wirusowego z badanej probki. Wedtug danych
z pismiennictwa przedmiotu dobrze zbilansowa-
ne podtoze umozliwia przechowywanie pobrane-
go materialu do 96 h w warunkach chlodniczych
(Hardy Diagnostics 1996; Latorre-Margalef 1 in.
2016). Sposob transportu jest takze waznym czynni-
kiemwarunkujacymjakosc¢tegorodzajubadan. Probki
w drodze do laboratorium nalezy transportowac

W pozycji pionowej, w pojemniku termoizolacyj-
nym zapewniajacym staltg temperatur¢ 4 °C (John-
son 1990). W pismiennictwie brakuje danych jedno-
znacznie wskazujgcych, jaka wielko§¢ powierzchni
powinna zosta¢ poddana badaniu, a proponowane
przez badaczy powierzchnie, z ktorych zazwyczaj
pobierane sg probki, wahajg si¢ od 36, poprzez 64,
do 100 cm? (Carducci i in. 2013; Ganime i in. 2015;
Ibfelt 1 in. 2016; Stobnicka 1 in. 2017).

W przypadku probek powietrza przeznaczo-
nych do badan pod katem obecno$ci wiruséw, na
podstawie dostgpnych w pismiennictwie przedmio-
tu danych, wskazuje si¢ na mozliwo$¢ stosowania
roznorodnych metod pomiarowych. Zastosowanie
znajduje tu zar6wno metoda impakcyjna, w tym im-
paktory pobierajgce probke na podtoze state (np. im-
paktor MAS-100, sze$ciostopniowy i jednostopnio-
wy impaktor Andersena) oraz impingery pobierajace
probke na podloze ptynne (np. impinger AGI-30,
OMNI-3000, BioSampler), jak i metoda filtracyjna
(stosowane sg m.in. aspiratory MD-8, Sioutas PCIS).
Najlepszym podtozem statym dla pobrania tego typu
czynnikow biologicznych wydaje si¢ agar ME (ang.
Mycoplasma Experience), ktory zawiera dodatki:
ekstraktu drozdzowego, surowicy konskiej, gluko-
zy, octanu cynku i penicyliny. Taki sktad warunkuje
maksymalng stabilizacje czastek wirusowych przy
jednoczesnym zahamowaniu wzrostu niepozadanej
mikrobioty (Zhao iin. 2014).

Do najczgsciej stosowanych mediow plynnych
nalezg z kolei: bufor fosforanowy z wapniem i ma-
gnezem (PBS) wzbogacony albuming surowicy by-
dlecej z dodatkiem $rodka przeciwspieniajacego oraz
HBSS (Lednicky, Loeb 2013; Zhao 1 in. 2014). Nie-
ktorzy autorzy podaja, ze pokrycie podloza statego
cienkg warstwa ptynnego medium umozliwia mak-
symalny odzysk infekcyjnych wirionow oraz wiru-
sowych kwasow nukleinowych (Booth i in. 2005).
Cze$¢ autorow rekomenduje pobieranie probek
na filtry zelatynowe (o $rednicy porow @ = 3 pum)
lub politetrafluoroetylenowe PTFE (@ = 0,3-3 um),
(Lednicky, Loeb 2013; Verreault i in. 2008; Zhao
i1in. 2014). Odzysk czastek wirusowych z filtra na-
stepuje poprzez jego rozpuszczenie (w przypadku
filtrow zelatynowych) lub wyptukanie (w przypad-
ku filtrow PTFE) w roztworze HBSS lub w MEM
medium (ang. Eagle’s minimum essential medium)
zawierajacym kompleks aminokwaséw (Hatagishi
iin. 2014; Zhao i in. 2014).
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Nalezy jednak wyraznie zaznaczyé, ze w tego
typu badaniach filtry nie sg powszechnie uzywane, z
uwagi na to, ze powoduja uszkodzenia czastek wiru-
sowych, co znaczaco obniza mozliwa do pozyskania
liczbg czastek infekcyjnych. Ma to szczegélne zna-
czenie, gdy dalsza diagnostyka odbywa si¢ w warun-
kach in vitro i odpowiednio wysoki odzysk czastek
infekcyjnych jest parametrem o kluczowym znacze-
niu. Filtry zelatynowe wydaja si¢ pod tym wzgledem
lepszym rozwiagzaniem, gdyz nie wywieraja nega-
tywnego wptywu na zdolno$ci infekcyjne wiriondw.
Nie nadaja si¢ one jednak do pobierania probek w
warunkach malej i duzej wilgotno$ci powietrza, co
moze skutkowa¢ odpowiednio wysychaniem i pe-
kaniem filtra lub mozliwoscig przypadkowego roz-
puszczenia filtra wewnatrz pobornika.

W przypadku pozniejszej diagnostyki za pomocg
technik molekularnych zdolnos$ci infekcyjne pobra-
nych czastek wirusowych nie maja wigkszego zna-
czenia, poniewaz technika PCR umozliwia detekcje
kwasow nukleinowych wirusa, co dostarcza infor-
macji o ogolnym ,tadunku” czastek wirusowych w
bioaerozolach (Verreault i in. 2008). Podobnie jak
w przypadku wymazéw powierzchniowych, w pi-
$miennictwie przedmiotu brakuje jednoznacznych
zalecen co do pobieranej objetosci bioaerozolu.

Wedtug dostgpnych danych objetosé pobieranych
probek powietrza jest bardzo zroznicowana i uzalez-
niona zaréwno od rodzaju poszukiwanego wirusa,
jak 1 $rodowiska pracy, w ktéorym pobierano prob-
ke. Przyktadowo do oznaczenia wirusa ospy w po-
wietrzu pomieszczen szpitalnych pobierano probki
0 objetosci 50 + 100 dm?, do oznaczenia reowirusow
i enterowiruséw w oczyszczalniach $ciekéw pobierano
probki o objetosci 1800 + 3000 dm?, a do oznaczenia
wirusa rzekomego pomoru drobiu na fermach dro-
biu pobierano probki o objetosci ponad 1 27000 dm?
(Verreault 1 in. 2008).

Wirusy mozna oznacza¢ rowniez w probkach
przetwarzanego surowca (np. w surowcach odzwie-
rzgcych) oraz w probkach materiatu, z ktérym pra-
cownicy majg bezposredni kontakt (np. probki $cie-
kéw czy biomasy). W przypadku tego typu probek
autorzy wskazuja na ich r6zng objetos¢ przeznaczo-
ng do badan, przy czym dla probek ptynnych wyno-
si ona od 10 cm?® (np. dla surowego mleka), (Tirziu
i in. 2014) do 1000 cm® (np. dla wody i $ciekow)
(Hellmér 1 in. 2014; Nakamura i in. 2015). Dla pr6-
bek statych proponuje si¢ analize probki o wielko$ci
10 + 100 g (Bosch i in. 2011).

SPOSOBY IZOLACJI WIRUSOWYCH KWASOW NUKLEINOWYCH

Wirusy nie ulegaja replikacji poza zywa komorka.
Metoda ich detekcji moze zatem opiera¢ si¢ na: za-
tozeniu hodowli wiruséw w warunkach in vivo w or-
ganizmach zwierzat laboratoryjnych, w warunkach
in vitro w hodowlach komoérkowych albo tkanko-
wych lub na detekcji specyficznych sekwencji kwa-
su nukleinowego danego wirusa za pomocg technik
biologii molekularnej. Z uwagi na: wysokie koszty,
czasochtonno$¢ 1 pracochtonno$¢ zwigzane z detek-
¢ja wirusow w warunkach in vivo 1 in vitro, najwigk-
sza popularnoscig cechujg si¢ genetyczne metody
diagnostyczne bazujace na wykrywaniu DNA i RNA
poszukiwanych wirusow oraz testy immunoenzyma-
tyczne (wigcej informacji w dalszej czesci tekstu).
Istnieje wiele réznych metod izolacji kwasow
nukleinowych i stale opracowywane sg nowe pro-
cedury. Ich gléwnym celem jest pozyskanie DNA
lub RNA zaréwno w jak najwickszej ilosci, jak
1 najlepszej czystosci. Nowe metody izolacji musza
by¢ efektywne, szybkie, wydajne 1 — co najwazniej-
sze — tanie, tak by mozna bylo wykonywa¢ wiele
analiz na raz, nie zwigkszajac tym samym kosztow.

W przypadku izolacji kwaséw nukleinowych wiru-
sOw istotne jest, aby wybrana metoda umozliwia-
la izolacj¢ zarowno DNA, jak i RNA wirusowego,
co pozwolitoby na ograniczenie pracochtonnosci
1 kosztow badan przy zachowaniu wysokiej wydaj-
nosci procesu 1 zminimalizowaniu ryzyka kontami-
nacji probek (Bergallo i in. 2006).

Biorgc pod uwage wymienione uwarunkowa-
nia, technikg izolacji kwasow nukleinowych, ktéra
wydaje si¢ najkorzystniejsza, jest technika kolu-
mienkowa oparta na metodzie chromatograficznej
wykorzystujacej zloze krzemionkowe zamkniete na
membranie kolumienki. Technika ta umozliwia jed-
noczesne wyizolowanie DNA i RNA wirusoéw przy
zachowaniu bardzo duzej czystosci wyizolowane-
go materiatu, ktéry jest gotowy do dalszych analiz,
w tym reakcji PCR (Vanspauwen i in. 2014). Przy
zastosowaniu tej techniki mozliwa jest izolacja ma-
teriatu genetycznego wirusow z szerokiej gamy pro-
bek, w tym: wymazdéw powierzchniowych, ptynow
znad hodowli czy ptynow ustrojowych.




Metody detekcji wirusow w roznych srodowiskach pracy

METODYKA DETEKCJI I IDENTYFIKACJI
WIRUSOW W BADANYCH PROBKACH

Najczesciej stosowane w detekcji wirusow sg: meto-
dy bazujace na aktywnosci wirusa, metody biologii
molekularnej oparte o amplifikacje materiatu gene-
tycznego wirusa oraz testy immunoenzymatyczne.
Najpopularniejsza metodg oparta na aktywnoS$ci
wirusa sg testy tysinkowe. Wirus, zakazajac komor-
ki, powoduje zmiany, ktére mozna zaobserwowac
lub zmierzy¢. Tradycyjnie wirusy sa wykrywane
na podstawie tego, ze sg w stanie generowac lysin-
ki na hodowlach komoérkowych oraz powodowaé
ich zmiany morfologiczne mozliwe do zaobser-
wowania pod mikroskopem $§wietlnym (Gombold
11in. 2014). Zaletg tej metody jest duza czutosé, co
pozwala na wykrycie wirusow, ktérych obecno$é
w danym miejscu nie byta oczekiwana. Z drugiej
strony mata specyficzno$¢ moze by¢ wadg tej me-
tody, poniewaz czgsci wirusow (np. Caliciviridae
powodujacych zatrucia pokarmowe) nie udaje si¢
wyhodowa¢ w warunkach sztucznych (Gerba,
Kayed 2003). Dodatkowym mankamentem tej me-
tody jest dtugi czas detekcji i niemal calkowity brak
jej automatyzacji. W wielu przypadkach metoda te
wykazuje znacznie mniejszg czuto§¢ w poréwna-
niu z metodami molekularnymi, co moze wynikaé
ze stosunkowo malej liczby infekcyjnych czastek
w catkowitej populacji wiruso6w potomnych.
Kolejng metoda, ktora opiera si¢ na aktywnos$ci
wirusa, jest BERA (ang. Bioelectric Recognition
Assay). Zywe komoérki po zakazeniu wirusem moga
generowa¢ mierzalny sygnal, ktoéry pochodzi ze
zmiany potencjatu blonowego towarzyszacego za-
kazeniu (Kintzios 1 in. 2004) lub przeptywu jonow
uwalnianych z wnetrza komorki (Dobozi-King 1 in.
2005). Uzycie linii komérkowych wrazliwych na za-
kazenie wirusami, ktdre majg by¢ wykryte, pozwala
na zarejestrowanie tego typu sygnalow. W technice
BERA komorki tworzace biosensor zawieszone sa
w matrycy zelowej zawierajacej elektrody. Dodanie
probki zawierajacej wirusy powoduje zmiane napig-
cia mierzonego na elektrodach pradu. Zmiana napie-
cia wynosi kilka mV i wystepuje zwykle szybko, bo
1 + 2 minuty po dodaniu probki zawierajacej wirusa.
Podstawowa wadg tej metody jest mniejsza czutos$é
w poréwnaniu z metodami biologii molekularne;.
Pomimo pewnych zalet testow tysinkowych
i metody BERA, niewatpliwie najskuteczniejszymi
1 najpowszechniej stosowanymi obecnie metodami
detekcji i identyfikacji wirusoOw sg te bazujace na

amplifikacji ich materialu genetycznego. Technika
PCR, czyli tancuchowa reakcja polimerazy (ang.
Polymerase Chain Reaction), oraz jej roznorodne
modyfikacje umozliwiaja wykrycie zarowno wirio-
néw majacych zdolnosci infekcyjne, jak i czastek
nieinfekcyjnych czy tez fragmentow kwasow nukle-
inowych wirusa. Informacje takie sg diagnostycznie
bardzo cenne, poniewaz pozwalajg potwierdzi¢ fakt
obecnosci wirusow w badanym $rodowisku, mimo
ze w danym momencie nie wywotujg one infekcji.
Reakcja PCR opiera si¢ na powielaniu poszukiwa-
nego fragmentu DNA charakterystycznego dla da-
nego wirusa w wyniku wielokrotnego podgrzewania
1 ozigbiania probki. W diagnostyce wirusologicznej
najczescie] stosuje sie nastepujace modyfikacje tech-
niki PCR:

— RT-PCR (ang. reverse transcription) — mo-
dyfikacja przeznaczona do detekcji RNA
wiruséw; synteza komplementarnego DNA
(cDNA) prowadzona jest na matrycy RNA
i odbywa si¢ przy uzyciu odwrotnej trans-
kryptazy (RT), nastepnie fragmenty cDNA
ulegaja zwielokrotnieniu za pomoca zwyklej
reakcji PCR (Gilgen i in. 1995)

— real time PCR (quantitative PCR, qPCR) —
modyfikacja pozwalajaca okresli¢ liczbe czg-
stek wirusa w badanej probce; do $rodowi-
ska reakcji wprowadzane sg znakowane (np.
barwnikami fluorescencyjnymi) nukleotydy
badz sondy taczace si¢ z DNA, ktore pozwa-
laja na podstawie odczytow w kolejnych cy-
klach okresli¢ ilos¢ matrycy uzytej do reakcji
oraz $ledzi¢ liczbe powstajacych produktow
(Mackay 11in. 2002)

— digital PCR (dPCR) — modyfikacja qPCR po-
zwalajgca na doktadne okreslenie liczebnos$ci
wirusa w probce bez koniecznosci tworze-
nia krzywej standardowej; reakcja PCR jest
rozdzielona na szereg reakcji PCR (rozcien-
czanie probki), z ktorych kazda moze dawaé
sygnal pozytywny lub negatywny, nastepnie
na podstawie modelowania statystycznego
z zastosowaniem rozktadu Poissona oblicza
si¢ ilo§¢ DNA w probee (Pavsic iin. 2016)

— multiplex PCR — modyfikacja polegajaca na
amplifikacji kilku matryc w jednej reakcji
PCR, co pozwala wykry¢ kilka rodzajow wi-
ruséw lub kilka genotypow tego samego wiru-
sa w badanej probce; gtobwnym ograniczeniem
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tej techniki sg problemy w doborze odpowied-
nich proporcji starteréw reakcji, jak rowniez
(w niektorych przypadkach) w ogdle nie ma
mozliwosci dobrania kilku par starteréw tak,
by nie tworzyty miedzy sobg par typu primer-
-dimer (Elnifro i in. 2000)

— wviability PCR (vVPCR) — modyfikacja ta pole-
ga na wstepnym inkubowaniu probek okre-
Slonymi odczynnikami interkalujagcymi, np.
barwnikami, takimi jak monoazydek pro-
pydyny (PMA) lub monoazydek etydyny
(EMA), dzieki czemu mozliwe jest odroznie-
nie czastek infekcyjnych wiruséw od czastek
nieinfekcyjnych; wada tej techniki jest brak
skutecznoéci w wykrywaniu np. norowiruséw
czy wirusow grypy (Moreno i in. 2015).

W dzisiejszej praktyce analitycznej qPCR jest
jedna z najczesciej stosowanych technik szybkiego
wykrywania wiruséw. W stosunku do tradycyjnego
PCR, poza znacznie zmniejszong podatno$cia na
generowanie zanieczyszczen w amplifikowanym
materiale genetycznym, charakteryzuje si¢: znacz-
nie wicksza czulo$cig wynoszaca jedng kopie frag-
mentu DNA Iub RNA na reakcjg¢, skroconym czasem
reakcji, znacznie przyspieszonym generowaniem
wyniku oraz mozliwoscia ilociowej oceny zawar-
tosci amplifikowanego materialu genetycznego w
probee. Dodatkowo istnieje mozliwo$¢ polaczenia
odwrotnej transkrypcji i qPCR w jednej probowce
(tzw. one-step RT-qPCR) dla RNA wirusow (Reid
iin. 2004).

Kolejng technika oparta na amplifikacji se-
kwencji kwaséw nukleinowych jest NASBA (ang.

Nucleic Acid Sequence Based Amplification).
W przeciwienstwie do PCR umozliwia ona izoter-
miczng amplifikacje, w ktoérej preferowanym kwa-
sem nukleinowym jest RNA. Wykorzystuje ona trzy
rézne enzymy: polimeraz¢ RNA faga T7, RNaze¢ H
1 odwrotng transkryptaze. Technika ta umozliwia bar-
dzo wydajng amplifikacj¢ RNA, pozwalajacg powie-
li¢ materiat genetyczny w probece nawet 109-krotnie
w czasie zaledwie 2 h (Compton 1991). Ze wzgledu
na preferowany kwas nukleinowy technika ta spraw-
dza si¢ doskonale w wykrywaniu wirusow maja-
cych jako material genetyczny jednoniciowe RNA
(ssRNA). Gtowna jej wadg jest jednak koniecznos¢
zakupu kosztownego sprzetu przeznaczonego dla tej
techniki.

Testy ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosor-
bent Assay) stanowia jedna z czgsto stosowanych
metod do wykrywania wirusow w ptynach ustrojo-
wych (Mars 1 in. 2010). Zasada testu ELISA opiera
si¢ na wigzaniu przeciwcial z antygenami. Laczenie
si¢ antygenu ze specyficznym przeciwcialem uwi-
dacznia reakcja barwna, a sygnal mierzony jest po-
przez pomiar absorbancji po konwersji substratu w
barwny produkt. Metoda ta jest prosta w wykonaniu
i nadaje si¢ do zastosowania w badaniach przesiewo-
wych. Niemniej jednak jej czulos¢ w wykrywaniu
antygendéw jest mniejsza w poréwnaniu z reakcja
PCR i jako taka moze by¢ brana pod uwage tylko
w przypadku analizy specyficznych probek, takich
jak np. probki Sciekéw (Ndiaye 1 in. 2014; Soltan
iin. 2016).

PODSUMOWANIE

Uwzgledniajgc przedstawiong charakterystyke tech-
nik analitycznych, badania z zastosowaniem metod
biologii molekularnej (reakcji PCR z jej modyfika-
cjami) z wykorzystaniem materialu biologicznego
wyizolowanego za pomocg technik kolumienko-
wych wydaja si¢ najkorzystniejsza i najbardziej
efektywna technikg przydatng z punktu widzenia

oceny narazenia na wirusy w srodowisku pracy. Aby
w mozliwie pelny sposdb ocenia¢ stan higieniczny
tego typu srodowiska, badania jako$ciowe i iloscio-
we obecno$ci wirusOw musza sta¢ si¢ immanentng
czescig rutynowo wykonywanych czynno$ci kon-
trolnych zwiazanych z zagrozeniami szkodliwymi
czynnikami biologicznymi.
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