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Przedstawiono krétka charakterystyke tych zwiazkéw, ich pochodzenie, sposoby rozprzestrzeniania sie,
zalecane metody analityczne konieczne do ich identyfikacji oraz kryteria oceny higienicznej. W analizie
piSmiennictwa opisano stwierdzane w réznych badaniach zakresy stezef, ktore wykazuja duza zmiennosé
w zaleznosci od typu procesu technologicznego. Najwyzsze stezenia endotoksyn i (1—3)-B-D-glukanow
najczesciej moga byc obserwowane podczas zbierania i kompostowania odpadéw komunalnych, gdzie ma
miejsce najwieksza emisja pytu organicznego. Wskazano na niedostatek danych dotyczacych narazenia na
peptydoglikany. Ponadto scharakteryzowano najpowszechniejsze skutki zdrowotne wynikajace z narazenia
na opisywane czynniki, a takze mozliwe do zastosowania $rodki zapobiegawcze.
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Markers of microbial contamination of the work environment at the municipal waste management

The paper discusses the problem of exposure to endotoxins, peptidoglycans and (1—3)-B-D-glucans at workplaces
in municipal waste management. All these immunoreactive compounds are considered to be markers of microbial
contamination in working environment. The article presents brief characteristics of these compounds, their origin,
methods of dissemination in the environment, recommended analytical methods used for their qualitative and
quantitative assessment. Analysis of the scientific literature showed that their concentration ranges in occupational
environment varies substantially depending on the type of technological processes. The highest concentrations of
endotoxins and (1—3)-B-D-glucans are usually observed during the collection and composting of municipal waste,
i.e. are related to the tasks with a high emission of organic dust. The data on exposure to peptidoglycans are still
extremely scarce. The most prevalent health effects of exposure to endotoxins, peptidoglycans and (1—3)-B-D-
glucans as well as preventive measures applied to protect workers' health are also discussed in the paper.

Keywords: waste management, microbial contamination, endotoxins, peptidoglycans, (1—3)-B-D-glucans

Wstep

Ocena ilosciowa i jakosciowa szkodliwych czyn-
nikow biologicznych w Srodowisku pracy jest bardzo
waznym elementem oceny narazenia, zatemioceny
ryzyka zdrowotnego pracownikéw réznych grup
zawodowych. W praktyce, w odniesieniu do bakterii
i grzybdw, ocena ta odbywa sie najczesciej z wy-
korzystaniem klasycznych metod hodowlanych,

ktére charakteryzuja stosunkowo niskie koszty
i akceptowalna doktadnos¢. Uwzgledniajac warunki
pomiaru, dzieki nim mozemy oceniac stezenia tych
drobnoustrojow w powietrzu, czy na badanych po-
wierzchniach, a takze pozna¢ ich sktad gatunkowy.

Zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia
222.04.2005 r. w sprawie szkodliwych czynnikow
biologicznych dla zdrowia w $rodowisku pracy

oraz ochrony zdrowia pracownikéw zawodowo
narazonych na te czynniki [1] ocena jakosciowa
jest niezbedna do wykonania wtasciwej oceny
ryzyka zawodowego zwigzanego z narazeniem
na czynniki biologiczne. Wspomniane metody
charakteryzuja sie niestety ograniczeniami, wirod
ktérych na pierwszym miejscu wymieni¢ nalezy
mozliwo3¢ oceny jedynie tych mikroorganizmow,
ktére sg zdolne do wzrostu i rozmnazania sie. Takie
podejscie pozwala rozpoznac jedynie kilka procent
drobnoustrojéw — pomijane sa te pozbawione
mozliwosci rozmnazania sie oraz réznej wielkosci
fragmenty Scian komérkowych bakterii i grzybow,
ktore takze moga oddziatywac na zdrowie cztowie-
ka na skutek pobudzania uktadu immunologicznego.

Do najwazniejszych zwigzkéw pochodzenia
mikrobiologicznego zaliczane sg endotoksyny
bakteryjne, peptydoglikany i (1—3)-B-D-glukany,
ktérych wystepowanie w przyrodzie jest charak-
terystyczne dla okreslonych grup drobnoustrojow,
odpowiednio: bakterii Gram-ujemnych, bakterii
ogotem oraz grzybow. Cecha ta sprawia, ze mozna
je traktowac jako swoiste markery obecnodci tych
mikroorganizmdw, ktore moga by¢ wykorzystywane
zaréwno w badaniach Srodowiskowych, jak i przy
ocenie higienicznej réznych srodowisk pracy [2].

W ninigjszej publikacji przedstawiono mozliwosci
wykorzystania endotoksyn, peptydoglikanéw oraz
(1—3)-B-D-glukanéw przy ocenie higienicznej
stanowisk pracy zwigzanych z zagospodarowaniem
odpaddw komunalnych.

Charakterystyka gtownych markerow
narazenia na mikroorganizmy

Do wykorzystania w praktyce markeréw mikro-
biologicznego zanieczyszczenia srodowiska pracy
konieczne jest poznanie ich podstawowych wiasci-
wosci, ktére moga by¢ istotne podczas interpretacji
wynikéw. W tabeli 1. przedstawiono krotka charakte-
rystyke omawianych w tekscie markeréw narazenia.

Endotoksyny

Liczne badania naukowe prowadzone na prze-
strzeni ok. 30 lat pozwolity stwierdzi, iz endotoksyny
sg bardzo waznym czynnikiem narazenia pracowni-
kéw réznych branz - ze wzgledu na skutki zdrowotne




Tabela 1. Podstawowa charakterystyka markeréw narazenia na mikroorganizmy [2]
Table 1. Basic characteristics of the markers of exposure to micro-organisms [2]

Grupa mikroorganizmow

| Marker narazenia | Metoda oznaczania

Bakterie Gram-ujemne Endotoksyny LAL, GCMS
Wszystkie bakterie: Peptydoglikany SLP GCMS
Gram-dodatnie (zawartosc 40-80%)
Gram-ujemne (zawartos¢ 10-25%)
Grzyby (1—3)-B-D-glukany LAL, ELISA

LAL - test Limulus Amebocyte Lysate

GCMS - chromatografia gazowa sprzezona z spektrometrig mas

SLP - test silkworm larvae plasma
ELISA - test immunoenzymatyczny

Tabela 2. Wartodci stezeri markerow narazenia na mikroorganizmy przy pracach zwiazanych z zagospodarowaniem
odpadéw komunalnych

Table 2. Characteristics of the markers of exposure to micro-organisms in waste management

Proces technologiczny En([ij)g;l';f;{ny Pepgg(}ﬁlllzkany glsl}(;?ig é?l;ﬁ] Pismiennictwo
Zbieranie odpadow 4-180 b.d. 3-220 [10]
4-7182 b.d. 260-30800 M
4,5-76,5 b.d. 1,3-34,1 [12]
8,1-980 b.d. b.d. [13]
Sortowanie odpadéw 16,7-1782 b.d. 7,4-137 [14]
45-207 b.d. b.d. [13]
8,1-12600 800-6269 b.d. [15]
Kompostowanie odpadow 7-5965 b.d. 150-53230 [16]
82-2916 b.d. b.d. [13]
b.d. b.d. 1,4-65,1 [17]
0,8-22656 b.d. 0,01-266 [18]
Spalanie odpadow 1,7-59000 b.d. b.d. [19]
Sktadowanie odpadéw 8,1-1350 b.d. b.d. [13]

b.d. - brak danych

przez nie wywotywane [3-5]. Sprawito to, iz w wielu
badaniach zostaty uznane za obiektywny wskaznik
narazenia na bakterie Gram-ujemne. Strukturalnie
endotoksyny sg makroczasteczkami o masie cza-
steczkowej od kilku do kilkudziesieciu megadalto-
ndw, powstatymi przez polimeryzacje mniejszych
jednostek lipopolisacharydéw (LPS) z biatkami
i fosfolipidami $ciany komérkowej (heteropolimery).

Endotoksyny uwalniaja sie tatwo do srodowiska
poprzez fragmentacje Sciany komérkowej (ktéra
odfacza sie w postaci sferycznych czastek mie-
rzacych rednio 30-50 nm), lub wraz z rozpadem
(obumarciem) komérki bakteryjnej. Odznaczaja
sie wyjatkowo dtugg trwatoscig struktury w sro-
dowisku oraz termostabilnoscig (ich zniszczenie
nastepuje po 4-godzinnym wystawieniu na dziatanie
temperatury 180 °C). Te wiasciwosci umozliwiaja
przeprowadzanie oceny narazenia na endotoksyny
poszczegblnych pracownikéw w czasie catej zmiany
roboczej, co jest znacznie utrudnione w przypadku
wrazliwych na wysuszenie, zywych bakterii.

Do oceny stezer endotoksyn bakteryjnych
stosuje sie przede wszystkim test LAL (Limulus
Amebocyte Lysate), ktory wystepuje w licznych
odmianach (metoda zelowa, turbidimetryczna,
end-point, kinetyczna) i odznacza sie duza czuto-
Scia. Czes¢ badaczy korzysta takze z alternatywnej
metody, polegajacej na analizie kwaséw ttuszczo-
wych 3-hydroksylowych, chemicznych markeréw
LPS za pomoca chromatografii gazowej sprzezonej
z spektrometrig mas (GCMS). Aby zredukowac
niepewnosci zwigzane z szacowaniem narazenia
réznymi metodami opublikowano, przyjeta takze
przez Polske, norme europejska PN-EN 14031(2006)
pt. ,Powietrze na stanowiskach pracy — Oznaczanie
zawieszonych w powietrzu endotoksyn” [6].

Norma ta okresla zalecane techniki pobierania
prob, ich transportu oraz analizy z wykorzystaniem
testu LAL w wersji kinetycznej chromogennej. Stopier
zanieczyszczenia powietrza endotoksynami bakteryj-
nymi wyrazany jest ng/m? lub w jednostkach JE/m?
(JE- ,jednostka endotoksyczna”; stezenie endotok-
syny w prébkach odnosi sie do zdefiniowanego refe-
rencyjnego standardu endotoksyny (RSE) i wyrazane
jestw jednostkach opartych na aktywnosci materiatu
referencyjnego w tescie LAL). Srednio przyjmuje sie
przelicznik 10 JE = 1 ng. Nalezy jednak zaznaczy¢,
ze aktywnos¢ endotoksyn moze roznic sie miedzy
gatunkami bakterii, co moze by¢ istotne przy ocenie
skutkéw zdrowotnych [3].

Peptydoglikany

Wykorzystanie peptydoglikandw jako markera
narazenia nie jest jeszcze tak rozpowszechnione
jak w przypadku endotoksyn. Peptydoglikany
sg waznym sktadnikiem $ciany komérkowej bakterii,
zbudowane z biopolimeru kwasu muraminowego
i N-acetyloglukozaminy, potaczonych wigzaniami
B- (1—4)-glikozydowymi oraz pentapeptydu. Oce-
nia sie, ze u bakterii Gram-dodatnich peptydoglikany
stanowig ok. 70% catej Sciany komorkowej, zas
u Gram-ujemnych ok. 25% [2].

Ocena ilosciowa peptydoglikandw moze by¢
prowadzona z wykorzystaniem dwdch metod.
Pierwsza polega na wykrywaniu metodg analizy
chromatograficznej kwasu muraminowego, jest jed-
nak droga i wymaga dokfadnego przygotowania
probki. Druga metoda polega na zastosowaniu
testu SLP (silkworm larvae plasma test) bazujgcego
na analizie spektrofotometrycznej (przy dtugosci fali
Swietlnej 650 nm) zawartoSci melaniny powstafej
w wyniku reakgji kaskadowej. Metoda ta jest szybka,

duzo mniej kosztowna, o wysokiej specyficznosci
i efektywnosci na poziomie ok. 90% [7]. Stopien
zanieczyszczenia powietrza peptydoglikanami
wyrazany jest w ng/m>.

(1~3)-p-D-glukany

Glukany sg naturalnymi polisacharydami szeroko
rozpowszechnionymi w przyrodzie, miedzy innymi
wystepuja w scianach komérkowych roslin, glonéw,
plesniidrozdzy (z wytaczeniem klasy Zygomycetes
oraz rodzaju Cryptococcus) oraz bakterii rodzajow
Alcaligenes, Agrobacterium i Rhizobium. Glukany
zbudowane s z liniowego (1—3) szkieletu oraz
czedci D-glukopiranozylowych, ktére czesto pofa-
czone s3 do gatezi bocznych, najczesciej (1—6) oraz
(1—4), ktore rdznig sie dtugoscia i przestrzennym
rozmieszczeniem. Catkowita masa czasteczki
glukanu, rozmieszczenie i rodzaj gatezi bocznych
oraz ich zdolno3¢ do rozpuszczania sie maja wazny
wptyw na biologiczng aktywno3¢ tych zwigzkow [2].

Ocena ilosciowa (1—3)-B-D-glukanéw moze
by¢ prowadzona na podstawie dwdch metod:
testu immunoenzymatycznego ELISA i testu LAL.
W metodzie ELISA uzywa sie receptora (galak-
tozyloceramidu) o wysokim powinowactwie
do (1—3)-B-D-glukanéw oraz przeciwciat mo-
noklonalych specyficznych dla -glukanéw $ciany
komérkowej grzybow. W drugiej wykorzystuije sie
testenzymatyczny LAL zawierajacy specyficzny dla
glukanéw czynnik G, ktéry mierzy poziom zawar-
tosci (1—3)-B-D-glukandw. Jak wykazata lossifova
i wsp. [8] obie metody cechuje odmienny poziom
oznaczalnosci, ktory dla metody LAL wynosi 3,125
pg/ml, zas dla metody ELISA 250 ng/ml. Stopief
zanieczyszczenia powietrza (1—3)-B-D-glukanami
wyrazany jest zwykle w ng/m?.

Markery mikrobiologicznego
zanieczyszczenia a odpady komunalne

Praca przy zagospodarowaniu odpadéw komu-
nalnych jest jedna z tych dziatalnosci zawodowych
cztowieka, gdzie narazenie na szkodliwe czynniki
biologiczne nalezy do najwyzszych. Jak wykazata
Szadkowska-Stafczyk [9], na réznych etapach tego
procesu mozna zidentyfikowaé po kilkadziesiat
gatunkow bakteriii grzybow, z czego znaczna czesé
to drobnoustroje potencjalnie chorobotwércze dla
cztowieka. Fakt ten w petni uzasadnia poszukiwanie
markeréw mikrobiologicznego zanieczyszczenia
tego Srodowiska pracy.

Gtéwng droga przenoszenia endotoksyn,
(1—3)-B-D-glukandw, czy peptydoglikanow
jest powietrze i zawieszony w nim aerozol sktadajacy
sie z czastek pytu organicznego. Dotychczasowe
badania potwierdzajg wystepowanie w powietrzu
na stanowiskach pracy wszystkich trzech wymienio-
nych immunoreaktywnych zwigzkdw pochodzenia
mikrobiologicznego.

Wartosci stezef markeréw narazenia na mikro-
organizmy w réznych srodowiskach pracy zwigza-
nych z zagospodarowaniem odpadéw komunalnych
badan przedstawiono w tabeli 2.

Jak widac w tabeli, stezenia markeréw narazenia
charakteryzuja sie znaczna zmiennoscia. Najwyzsze
stezenia, szczegdlnie endotoksyn, towarzysza zwy-
kle procesom kompostowania oraz zbierania odpa-
doéw komunalnych. Wynika to z obecnosci w tych
miejscach pracy wysokich stezer pytu organicznego,
ktory jest Zrodtem sktadnikéw pokarmowych dla
mikroorganizméw [16,18]. Ponadto w procesie
tworzenia humusu z odpadéw organicznych w mia-



re uptywu czasu mozna zaobserwowac wzrost
wilgotnosci i temperatury kompostu. Dzieki temu
w kompostowniach widoczna jest sukcesja mikroor-
ganizmow, w tym nastepcza dominacja okreslonych
gatunkow i grup bakterii, z czego znaczng czes¢
stanowig bakterie Gram-ujemne, bedace Zrodtem
endotoksyn [9]. W srodowisku pracy zwigzanym
z zagospodarowaniem odpadéw wystepujg sto-
sunkowo wysokie stezenia (1—3)-B-D-glukandw.

W wiekszosci przywotanych w tabeli 2. publi-
kacji przedstawiane jest narazenie na endotoksyny,
za$ ocena narazenia na peptydoglikany byfa, jak
do tej pory, prowadzona bardzo rzadko. Sytuacja
ta ma szanse ulec zmianie w wyniku realizagji
w Centralnym Instytucie Ochrony Pracy — Pafistwo-
wym Instytucie Badawczym projektu badawczego,
ktérego zamierzeniem jest ocena narazenia i skut-
kéw zdrowotnych na peptydoglikany przy zago-
spodarowywaniu odpadéw (projekt realizowany
jest w ramach Il etapu programu wieloletniego
pn. ,Poprawa bezpieczefstwa i warunkdw pracy”).

Skutki zdrowotne narazenia na markery
mikrobiologicznego zanieczyszczenia
Srodowiska pracy

Jak wspomniano we wstepie, endotoksyny,
(1—3)-B-D-glukany, czy peptydoglikany charak-
teryzujg sie przede wszystkim oddziatywaniem
immunotoksycznym na ukfad oddechowy cztowieka.
W wyniku badar opisujacych zaleznosci typu ,daw-
ka-odpowiedz”, udato sie dotychczas okresli¢ bez-
pieczne poziomy narazenia jedynie dla endotoksyn.
Miedzy innymi Komitet ds. Pytu Organicznego ICOH
w swoich wytycznych [20] przedstawit uzasadnienie
wykorzystania endotoksyn do pomiaréw narazenia,
jako miary narazenia zawodowego na pyt pocho-
dzenia organicznego. | tak: wartos¢ dla narazenia
niewywotujacego efektu (no effect level - NOEL):
zapalenia drég oddechowych —100 JE/m?, dla efek-
tow systemowych 1000 JE/m? oraz dla toksycznego
zapalenia ptuc 2000 JE/m? Takze w Polsce staraniem
Zespotu Ekspertow ds. Czynnikéw Biologicznych,
Miedzyresortowa Komisja ds. Najwyzszych Dopusz-
czalnych Stezen i Natezer Czynnikéw Szkodliwych
dla Zdrowia w Srodowisku Pracy przyjeta zalecana
wartos¢ dopuszczalnego stezenia dla endotoksyn
na poziomie 2000 JE/m? [21].

Jak mozna zauwazy¢ w tabeli 2., narazenie
na endotoksyny oséb pracujacych przy zagospo-
darowaniu odpaddéw jest dosy¢ zmienne, a stezenia
czesto przekraczaja poziom 2000 JE/m?, z ktérym
wigzane jest wystepowanie toksycznego zapalenia
ptuc. Endotoksyny uwazane sg za gtéwny czynnik
etiologiczny toksycznego syndromu wywotanego
pytem organicznym (ODTS), charakteryzujacego sie
wystepowaniem objawéw grypopochodnych (bolu
gtowy, dreszczy, podwyzszonej temperatury), ktére
najczesciej maja charakter odwracalny, to znaczy
ustepuja po ustaniu narazenia. Ma to zwiazek z po-
budzeniem mediatoréw prozapalnych (interleukin)
takich jak: IL-1, IL-6, IL-8, czy TNF-a.

Obok wymienionych objawéw grypopochod-
nych, z narazeniem na endotoksyny najczesciej
wigze sie wystepowanie zaburzen w funkcjonowa-
niu uktadu oddechowego, co ma odzwierciedlenie
W obnizeniu wartosci parametrow spirometrycz-
nych, w tym przede wszystkim FEV,. Podobnym
oddziatywaniem na zdrowie charakteryzujg sie takze
(1—3)-B-D-glukany, ktére przy pobudzaniu media-
toréw prozapalnych moga wykazywac dziatanie
synergistyczne wraz z endotoksynami. W skrajnych

CZYNNIKI BIOLOGICZNE

przypadkach narazenie na oba te immunoreak-
tywne reaktywne zwigzki moze doprowadzi¢
do uszkodzenia migzszu ptucnego, objawiajacego
sie wystepowaniem u narazonych oséb hipoksemii,
czyli obnizenia cisnienia parcjalnego tlenu [9].
Ocena obserwowanych stezen (1—3)-p-D-
glukandw i peptydoglikandw jest, jak na razie,
utrudniona ze wzgledu na brak ustalenia dopusz-
czalnych stezefi. Wyniki badan, w ktérych prébuje
sie okresli¢ maksymalne akceptowalne stezenia,
sg niezwykle rzadkie w dostepnym pismiennictwie
przedmiotu. Uwaza sie, ze stezenia (1—3)-B-D-
glukanéw powyzej 12 ng/m3 moga powodowac
istotnie czestsze pojawianie sie takich dolegliwosci,
jak kaszel z flegma, chrypa, ucisk w klatce piersiowej,
atakze problemdéw zotadkowych [14]. Przyjmuje sie
rowniez, ze peptydoglikany odgrywaja znaczaca
role w patogenezie ztozonych infekcji bakteryjnych
wzmacniajac biologiczne dziatanie endotoksyn [22].

Podsumowanie

Przedstawione w publikacji podstawowe
dane dotyczace markeréw mikrobiologicznego
zanieczyszczenia Srodowiska pracy wskazuja, iz
dziatanie czynnikéw biologicznych ma bardzo
ztozony charakter i nie mozna go ogranicza¢ jedy-
nie do infekcyjnych wiasciwosci drobnoustrojow.
Uwzglednienie w procesie oceny ryzyka zawodo-
wego immunoreaktywnych elementéw $ciany ko-
morkowej bakteriii grzybow, jakimi sg endotoksyny,
peptydoglikany oraz (1—3)-B-D-glukany powinno
staC sie standardowym postepowaniem stuzby
bhp w zaktadach pracy, gdzie moze mie¢ miejsce
narazenie na czynniki biologiczne. Nalezy pamietac,
ze pomiary tych zwigzkéw na stanowiskach pracy
naleza do stosunkowo prostych, a wynik mozna
uzyska¢ w krétszym czasie, niz np. przy standar-
dowej identyfikacji drobnoustrojow.

W celu ograniczenia narazenia na opisane
weczesniej immunoreaktywne zwigzki pochodzenia
mikrobiologicznego wymagane jest stosowanie po-
dobnych srodkéw zapobiegawczych i ochronnych,
jak dla drobnoustrojow z grupy 2. zagrozenia wg
rozporzadzenia Ministra Zdrowia z 22.04.2005 r.
Zatem wszelkie starania techniczne majace na celu
ograniczenie zapylenia na przyktad w procesach
kompostowania, czy zainstalowanie efektywne;
instalacji wentylacyjnej na liniach sortowniczych
powinny przyczyni¢ sie do zmniejszenia naraze-
nia na te czynniki. Bezposrednie zabezpieczenie
pracownikéw powinno w tym przypadku byé
skoncentrowane na ochronie drég oddechowych
(sugerowane jest uzywanie masek ochronnych
typu FFP2).
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