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Summary

Genetically modified microorganisms (GMM) are widely applied in research,
medicine, pharmaceutical and food industries, as well as in agriculture and envi-
ronment protection. The assessment of actual risk to human health and to envi-
ronment related to GMM application is often difficult, because there is
insufficient experience in the application of GMM in areas other than research.
That is why European Union, as well as Poland, have undertaken several activi-
ties serving to prevent any harm to human health and/or to environment, which
might result from utilization of genetic engineering. These activities are per-
formed on the level of legislation and on the level of research programs, aiming
at the establishment of effective methods of GMM containment and control.

Polish law on Genetically Modified Organisms from 22 June 2001 builds the
safety system in Poland in accordance with EU Directives. Additional legislative
documents, supporting such system are European Standards which describe in
detail particular issues connected to biosafety in laboratories, industry and en-
vironment. European standards are adopted to Polish standardization by Polish
Committee for Standardization.
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* Referat wygloszony na konferencji ,,Struktury organizacyjne zajmujace sie
problematyka GMO. Monitorowanie i kontrola przy wprowadzaniu GMO i pro-
duktéw GMO do $rodowiska”, 11 wrze$nia 2001 r., IHAR Radzikéw. Sfinanso-
wano ze $rodkéw Narodowego Funduszu Ochrony Srodowiska i Gospodarki
Wodnej na zamoéwienie ministra sSrodowiska. Wyklad ten jest rowniez publiko-
wany przez IHAR, Radzikow.
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Niniejszy tekst nie jest artykutem naukowym, a raczej zwiezlg informacjg do-
tyczaca zastosowania genetycznie zmodyfikowanych mikroorganizméw (GMM),
zwigzanych z tym zagrozen oraz legislacyjnych i innych dziatan Unii Europejskiej,
a takze Polski podjetych w celu zapewnienia bezpieczenstwa dla ludzi i $Srodowiska
podczas stosowania GMM.

1. Wstep

Mikroorganizmy wystepujg we wszystkich niszach ekologicznych, w ziemi, powie-
trzu i wodzie, nawet w zimnych wodach podbiegunowych, $niegu i lodzie, a takze
w chmurach, gdzie mogg namnazac sie w bardzo niskich temperaturach. Uwaza sie, ze
mikroorganizmy stanowig okoto 80% biomasy Ziemi. Zadziwiajace jest jednak, ze bio-
roznorodnos$¢ genetyczna Swiata mikroorganizmow jest bardzo stabo poznana, przede
wszystkim ze wzgledu na brak dostepu do nich - czesto bowiem nie poddajg sie one
hodowli za pomocg tradycyjnych technik. Jednak rosnace zapotrzebowanie na leki dla
ludzi i zwierzat, nowe biokatalizatory dla przemystu oraz $rodki ochrony i odnowy
Srodowiska nadajg nowe znaczenie badaniom nad réznorodno$cig mikroorganizméw.

Wedtug oficjalnych dokumentéw Unii Europejskiej mikroorganizm definiuje sie
jako jednostke mikrobiologiczng komoérkowa lub bezkomorkows zdolng do rozmna-
zania lub do przeniesienia materialu genetycznego. Mikroorganizm zmodyfikowany
genetycznie to mikroorganizm, ktérego materiat genetyczny zostat zmodyfikowany
w sposab jaki nie zdarza sie w warunkach naturalnych wskutek krzyzowania i/lub natu-
ralnej rekombinacji. Ustawa o organizmach genetycznie zmodyfikowanych (GMO),
zgodnie z Dyrektywa 90/679/UE, pojecie ,,mikroorganizm” ujmuje dosy¢ szeroko; sg to
bakterie, wirusy, drozdze, kultury komérkowe oraz pasozyty wewnetrzne cztowieka,
ktore sg zdolne do wywotania jakiejkolwiek infekcji, alergii lub dziatania toksycznego.
Ustawa z 22 czerwca 2001 r., w $lad za przepisami Unii Europejskiej obowigzujacymi
W czasie przygotowywania i wydania ustawy do GMO zalicza takze plazmidy jako nos-
nik materiatu genetycznego. W chwili obecnej UE wykluczyta plazmidy z listy organiz-
méw zmodyfikowanych genetycznie. W Polsce jest obecnie przygotowywana noweli-
zacja ustawy o GMO, w ktérej plazmidy nie beda podlegaty jej rygorom.

2. Zastosowanie genetycznie zmodyfikowanych mikroorganizmoéw (GMM)

2.1. Badania naukowe i wdrozeniowe
Pateczka jelitowa Escherichia coli oraz drozdze piekarskie Saccharomyces cerevisiae

stanowig podstawowe narzedzie w poznawaniu funkcji gendéw. Strategia badan naj-
czesciej polega na skopiowaniu interesujgcego genu, wstawienie w czasteczke wek-
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tora wraz z elementami regulatorowymi warunkujacymi jego aktywnosS¢ i przenie-
sienie wektora do komdrek biorcy, w ktorych wytwarzany jest produkt genu. Funk-
cje genu bada sie przez komplementacje mutacji biorcy, spontanicznych lub wpro-
wadzonych celowo przez przerwanie ciggtosci genu (wstawienie elementéw inser-
cyjnych). Wektorami czesto sg plazmidy lub wirusy wystepujace w komorce w wielu
kopiach. Pozwala to na uzyskanie duzej ilosci produktu genu (interesujace biatko
moze stanowi¢ \0% wszystkich biatek komorkowych, a nawet wiecej), jego tatwg
izolacje i oczyszczenie, a nastepnie ustalenie wiasciwosci biochemicznych i struktury.

Taka strategia stosowana od lat umozliwita poznanie funkcji genéw wielu gatun-
kow wirusow, bakterii, drozdzy, grzybow, roslin, zwierzat i cztowieka, a takze umoz-
liwita opracowanie nowych technologii wytwarzania lekéw, szczepionek, srodkow
spozywczych i przemystowych.

Ograniczeniem takiego podejscia badawczego jest jednak wielko$¢é fragmentu
DNA, ktérag moze pomiesci¢ wektor oraz dostepnos¢ mutantéw o zdefiniowanym fe-
notypie. Niektdre geny organizméw wyzszych sa bardzo duze i metodami konwen-
cjonalnymi udaje sie sklonowac jedynie ich fragmenty. Przykladem moga by¢ geny
BRCAL i BRCA2 kodujgce bardzo duze wielofunkcyjne biatka, ktérych mutacje zwie-
kszajg ryzyko nowotworéw sutka, za$ ich brak powoduje $mieré organizmu we
wczesnym okresie embrionalnym. Takie geny mozna przenosi¢ za pomocg skonstru-
owanych ex vivo minichromosomow, ale trudno uzyska¢ oczyszczony produkt genu
i jego charakterystyke biochemiczno-strukturalna.

Dzieki zsekwencjonowaniu catego genomu wielu gatunkéw bakterii, drozdzy,
rzodkiewnika pospolitego, a takze cztowieka, odkryto wiele genéw, ktorych istnie-
nia nie domyslano sie wczesniej ze wzgledu na brak mutantéw. Na okre$lenie funk-
cji tych ,,gendw sierocych” trzeba jeszcze poczekad, ale juz teraz warto podkreslic,
ze dzieki sekwencjonowaniu genomoéw w naukach przyrodniczych zaczeto wypra-
cowywa¢ nowg strategie poznawcza.

2.2. Zastosowania medyczne

Inzynieria genetyczna stworzyta mozliwos¢ wytwarzania lekow, ktére byly nie-
dostepne metodami konwencjonalnymi. Najlepiej znanym przyktadem jest insulina
ludzka wytwarzana w komorkach Escherichia coli. jest ona znacznie lepiej tolerowa-
na niz insulina zwierzeca, duzo tansza, a dla niektoérych chorych jest jedynym mozli-
wym lekiem. Réwniez w Polsce, powstata fabryka insuliny ludzkiej wytwarzanej
w bakteriach. GMM sg poza tym wykorzystywane do produkcji wielu innych lekéw,
np. szczepionek przeciw grypie.

Genetycznie zmodyfikowane mikroorganizmy majg rowniez zastosowanie w te-
rapii genowej. Pierwsze proby terapii genowej cztowieka miaty miejsce w USA w la-
tach 1979-1980. Nie byty one jednak zatwierdzone przez wiadze i na skutek gwattow-
nego protestu w prasie, terapia genowa zostata zawieszona. Dopiero w roku 1990
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podjeto prébe leczenia zespotu ciezkiego, ztozonego niedoboru odpornosci (SCID
- severe combined immune deficiency), spowodowanego brakiem enzymu - deamina-
zy adenozyny. Ta gatgz medycyny rozwija sie gwattownie i do czerwca 1999 r.
w USA zarejestrowano 277 procedur klinicznych, w tym: 193 - w terapii howotwo-
row, 40 - w terapii chordb genetycznych, 27 - w terapii przeciwko H1V. Do marca
2000 r. w Swiecie zanotowano juz 400 procedur klinicznych, ktérym poddato sie po-
nad 3000 pacjentow. W trakcie terapii genowej zmodyfikowany genetycznie mikro-
organizm lub inny nosnik dostarcza prawidtowy gen do zmutowanych komorek pac-
jenta, niezdolnych do wytwarzania produktu tego genu. Takie dziatanie likwiduje
przyczyne choroby i powoduje cofniecie objawoéw. Mozna réwniez wprowadzaé
fragmenty DNA, ktore zablokujg dziatanie niepozadanych gendw, np. zablokuja gen
odwrotnej transkryptazy wirusa H1V i zahamujg jego cykl rozwojowy.

W terapii genowej czesto stosowanymi wektorami sg wirusy zdolne do wnikania
do wielu rodzajéw komorek, takie jak: retrowirusy, adenowirusy i lentiwirusy. Tera-
pia przy uzyciu wirusOw jest jednak dos¢ ryzykowna. Lecznicze stezenie tych mikro-
organizmow jest na ogdt dos¢ wysokie, a ich DNA moze byé wiaczane w przypadko-
we miejsca chromosomu. Stwarza to mozliwos$¢ aktywacji uspionych retrowiruséw,
ktére wchodza w sktad genomu ludzkiego oraz ogdélnej ciezkiej infekcji. Do infekcji
czesto dochodzito przy stosowaniu adenowiruséw (1).

Podejmowane sg takze proby uzycia genetycznie zmodyfikowanych bakterii do
terapii nowotworow. Historycznie, bakterie byty wykorzystywane jako czynnik on-
kolityczny dla zto$liwych guzéw moézgu, jednak uzycie niezmodyfikowanych bakte-
rii stwarza niebezpieczenstwo ciezkich og6lnych zakazen, mogacych nieraz prowa-
dzi¢ do Smierci. Do niszczenia guzéw moga by¢ wykorzystane same toksyny bakte-
ryjne. Na przyktad, egzotoksyne Pseudomonas przytgczong do interleukiny 4 (IL-4),
dostarcza sie bezposrednio do ztosliwych guzéw mozgu. Laczy sie ona z receptora-
mi IL-4, wystepujacymi jedynie na powierzchni komorek nowotworowych, dzieki
czemu niszczy guz nie uszkadzajac normalnej tkanki. Obiecujagcym podejsciem jest
zastosowanie genetycznie zmodyfikowanych bakterii do selektywnego niszczenia
guza oraz jako czynnikéw dostarczajagcych prekursory, ktére in vivo ulegajg prze-
ksztatceniu w aktywne leki. Prowadzone sg prace nad okoto 18. gatunkami bakterii
(2). Zmodyfikowane bakterie z gatunku Salmonella sg obecnie stosowane w | fazie
badan klinicznych w Stanach Zjednoczonych i Wielkiej Brytanii. Bakterie te, pozba-
wione sg wtasciwosci wirulentnych i zdolnosci wywotywania odpowiedzi immunolo-
gicznej. Poniewaz sg one auksotrofami (np. wzgledem puryn lub aminokwasow aro-
matycznych) w przestrzeniach nekrotycznych guzéw litych lub w komérkach nowo-
tworowych znajdujg dobre warunki do wzrostu i gromadzg sie w nich selektywnie,
okoto 1000-krotnie wydajniej niz w normalnych komoérkach. Bakterie takie moga
dodatkowo zawiera¢ geny samobdjcze, np. gen kinazy tymidynowej z wirusa Herpes
simplex. Enzym kodowany przez ten gen fosforyluje pochodng guanozyny - gancy-
klowir, ktory po ufosforylowaniu jest wkgczany do DNA komorek, konczac replikacje
i powodujac $mier¢ komdrki. Dozylne podanie samych bakterii lub razem z gancy-
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klowirem spowalnia wzrost lub powoduje remisje wielu typéw trudnych do leczenia
nowotworéw ztosliwych, takich jak: czerniak, rak pluca, nerki czy watroby (3).

Modyfikacje genetyczne w organizmie cztowieka nie wchodzg w zakres ustawy
0 GMO. Jednak prace naukowe, poprzedzajgce wprowadzenie w zycie terapii geno-
wej wymagaja uzyskania zgody ministra Srodowiska.

2.3. Zastosowania przemystowe

Genetycznie zmodyfikowane mikroorganizmy moga mie¢ zastosowanie do wy-
twarzania zywnosci. Dla przyktadu, pateczka miekowa Lactobacillus johnsonii Lal wy-
korzystywana jest do produkcji jogurtéw probiotycznych i innych produktow mlecz-
nych. Wprowadzenie modyfikacji genetycznych czyni te bakterie bardziej odporng
na stres, wystepujacy przy produkcji przemystowej lub pozwala lepiej kontrolowac
proces przemystowy, np. konczy¢ fermentacje w odpowiednim momencie produkcji
sera i polepszac jego walory smakowe.

Produkty zywnosciowe zawierajgce genetycznie zmodyfikowane mikroorganiz-
my nie podlegaja rygorom ustawy o GMO z 22 czerwca 2001 r., ale s kontrolowane
przez organy podlegte ministrowi zdrowia na mocy odrebnej ustawy, jednak sam
proces wytworczy moze wymaga¢ uzgodnien miedzyresortowych. Dotyczy to w szcze-
goélnosci postepowania z odpadami oraz postepowania w czasie awarii, gdzie nas-
tapi¢ moze niezamierzone uwolnienie GMM do $rodowiska. W wiekszosci krajow
europejskich zastosowanie GMO w zywnosci jest ujete w aktach prawnych komplek-
sowo z innymi zastosowaniami, z wyjatkiem aplikacji medycznych.

Inne rodzaje produktow stuzacych do zastosowania w $rodowisku, a otrzyma-
nych z wykorzystaniem mikroorganizmow (w tym mikroorganizméw zmodyfikowa-
nych genetycznie) to nawozy, stymulatory wzrostu, $rodki zwalczania szkodnikéw
i chwastéw, dodatki do kiszonek, probiotyczne dodatki do pasz, srodki do bioreme-
diacji i biodegradaciji.

2.4. Rolnictwo

Bakterie i niektore gatunki grzybéw sg alternatywa dla nawozéw chemicznych
i pestycydow, wywierajac bezposredni dodatni wptyw na wzrost roslin, dzieki wy-
twarzaniu substancji pomagajacych chroni¢ rosline przed patogenami lub dzieki
zwiekszaniu pobierania substancji odzywczych przez korzenie. Korzystny wplyw
moga tez wywiera¢ posrednio, poprzez zwiekszenie mobilnosci substancji odzyw-
czych w glebie. Dla przykfadu grzyby Mycorrhizae zasiedlajg system korzeniowy wie-
lu roslin i pomagajg w pobieraniu sktadnikdw odzywczych. Szczepy bakterii Azospi-
rillum réwniez kolonizujg system korzeniowy roélin i dziataja jak stymulatory wzros-
tu. Modyfikacje genetyczne majg na celu wytworzenie bakterii bardziej wydajnych
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W kolonizacji i wspotdziataniu z rosling. Wiele uwagi poswiecono tworzeniu bar-
dziej wydajnych bakterii z rodzaju Rhizobium. Bakterie te zasiedlajg systemy korze-
niowe warzyw uprawnych i umozliwiajg asymilacje azotu atmosferycznego, tak za-
tem dzialajg jak ,,biologiczne nawozy azotowe”.

Od dawna znana byta zdolno$¢ niektérych mikroorganizméw do wytwarzania in-
sektycydow. Bakteria Bacillus thuringiensis wytwarza biatko (Bt) niszczace larwy mo-
tyli zerujacych na roslinach hodowlanych (ziemniak, burak i in.). Grzyb Beauveria has-
siana niszczy szaranczaki, wirus Heliothis niszczy szkodnika bawetny Helicoverpa ar-
migera. Gen Bt jest obecnie wykorzystywany do tworzenia roélin transgenicznych
odpornych na owady, np. ziemniakéw odpornych na stonke.

Bakulowirusy, sg czynnikami chorobotworczymi niektérych owadow i sg stoso-
wane jako biologiczne czynniki kontroli, zastepujace chemiczne insektycydy. Jed-
nak po zakazeniu niezmodyfikowanym bakulowirusem, owad Zyje jeszcze przez kil-
ka dni i zeruje na uprawach przynoszac straty. Skonstruowano genetycznie zmodyfi-
kowane bakulowirusy, po zakazeniu ktérymi owad natychmiast przestaje sie odzy-
wiac.

Wytworzono réwniez mikroorganizmy hamujace wzrost innych patogennych drob-
noustrojéw. Na przyklad genetycznie zmodyfikowany szczep Pseudomonas putida
wytwarza przeciwgrzybiczny zwiagzek - kwas 1-karboksylowy fenazyny (PCA). Szczep
ten uzyty do zaprawiania nasion pszenicy znaczgco obniza wzrost patogennych
grzybéw z gatunku Fusarium w systemie korzeniowym roslin. Genetycznie zmodyfi-
kowane bakterie Pseudomonas moga wytwarzaé takze inne biodegradowalne zwigzki
przeciwgrzybiczne, takie jak 1-karboksyamid fenazyny czy 2,4-diacetyloflorogluci-
nol. Zwiazki te skutecznie zwalczajg zgnilizne korzeni pomidora powodowang przez
grzyb Fusarium oxysporum odmiana Radicis lycopersici, butwienie buraka cukrowego
oraz chorobe pszenicy powodowang przez grzyb Pythium ultimum. Bakteryjne czyn-
niki kontroli, oprocz tego, ze ulegajg biodegradacji, indukujg u roslin tzw. ,,odpor-
nos¢ systemowg” powodujaca, ze roslina odpowiada szybciej i bardziej agresywnie
na atak patogenu. Dodatkowo, kolonizacja korzeni przez mikroorganizmy, zmniej-
sza odlegtos¢ pomiedzy miejscem wytwarzania a miejscem pobierania zwigzkow
przeciwgrzybicznych przez rosline i utatwia ten proces, jednym z celow modyfikacji
genetycznych jest poprawienie Kkolonizacji i zwiekszenie wytwarzania metabolitu
przeciwgrzybicznego.

2.5. Ochrona $rodowiska

Niektdére niezmodyfikowane bakterie uczestniczg w bioremediacji zanieczysz-
czen, gdyz sg zdolne do degradowania ksenobiotykéw. Na ogot jednak bakterie te
Zle przezywajg w $rodowisku naturalnym. Dlatego geny degradacji s przenoszone
do bakterii glebowych, najczesciej z gatunku Pseudomonas. Obecnie, jednym z naj-
trudniejszych probleméw Unii Europejskiej jest zanieczyszczenie gleby, zbiornikéw
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wodnych i wod gruntowych polichlorowanymi bifenylami (PCB). Zwigzki te - sze-
roko stosowane przez ponad 50 lat w kondensatorach i innych urzadzeniach elek-
trycznych, jako ptyny hydrauliczne, plastyfikatory do tworzyw sztucznych, dodatki
do farb i lakierébw - zostaty uznane za jedno z najbardziej znaczacych zagrozen dla
cztowieka. Sg one trwate w Srodowisku, toksyczne dla mikroorganizméw, moga ha-
mowa¢ procesy degradacyjne i wchodzi¢ w tancuch pokarmowy, stanowigc powaz-
ne zagrozenie zdrowia ludzi (trwate uszkodzenia systemu nerwowego, watroby, $le-
dziony i nerek, a takze indukcji nowotwordw). Pomimo wycofania z produkcji w la-
tach osiemdziesigtych, do dzi$ istnieje problem unieszkodliwienia odpadéw i skaze-
nia srodowiska. W ramach programéw badawczych UE podjeto dziatania zmierza-
jace do oczyszczenia srodowiska z tych zwigzkéw za pomocg genetycznie zmodyfi-
kowanych bakterii naturalnie zasiedlajgcych rézne nisze ekologiczne. Operon bhp
kodujacy 12 biatek rozktadajacych PCB do metabolitéw komérkowych i kwasu benzo-
esowego (4) zostat przeniesiony do Pseudomonas Fi 13 i 17 innych szczep6w wyizolo-
wanych z osadéw rzecznych. Wszystkie one rosty na PCB, a wprowadzona cecha
byla stabilna przez ponad 200 pokoler.. Nie ulegta natomiast zmianie przezywal-
no$é, zdolnosé do kolonizacji i konkurencyjnos$¢ rekombinantéw w stosunku do mi-
kroorganizméw niezmodyfikowanych. Prowadzone sg rowniez prace nad konstruk-
cja mikroorganizmoéw degradujacych inne zwigzki chemiczne, np. toluen stosowany
przy produkcji niektorych barwnikéw i lekdw.

3. Ocena zagrozen

juz pierwsze proby rekombinacji DNA in vitro w latach siedemdziesigtych obu-
dzity watpliwosci spoteczenstwa czy korzysci wymikajace z tej nowej technologii nie
s3 mniejsze niz ujemne skutki dla zdrowia cztowieka i Srodowiska, takie jak nieod-
wracalna zmiana lub utrata réznorodnosci biologicznej oraz inne, ktére moga by¢
trudne do przewidzenia. W miare coraz szerszego postugiwania sie tg technikag w la-
boratoriach badawczych i wobec braku lub minimalnej liczby wypadkdéw, techniki
inzynierii genetycznej zaczety by¢ coraz bardziej akceptowane przez opinie spo-
teczng. Poniewaz jednak zachowanie nowego genu wewnatrz organizmu oraz orga-
nizmu w ekosystemie jest zagadnieniem bardzo ztozonym. Unia Europejska poswie-
cita wiele uwagi ocenie zagrozehn wynikajgcych z uzycia GMO. Byly to dziatania za-
réwno na poziomie legislacyjnym jak i praktycznym, polegajace na prowadzeniu
programoéw badawczych, dotyczacych srodkdw kontroli i monitorowania GMO w $ro-
dowisku. Zgodnie z dyrektywami UE i ustawg o GMO, przede wszystkim nalezy zi-
dentyfikowa¢ potencjalnie szkodliwe skutki, jakie moga wynika¢ z uzycia GMO,
a nastepnie dokona¢ oceny mozliwosci wystgpienia tych skutkdéw i oceny dotkliwo-
$ci szkody. Zgodnie z dyrektywami UE, szkoda jest rozumiana jako uszczerbek lub
utrata zdrowia ludzkiego i/lub niszczenie Srodowiska.
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3.1. Czynniki jakie nalezy wzig¢ pod uwage przy ocenie zagrozenia zwigza-
nego z zastosowaniem GMM

3.1.1. Patogennos¢

Kraje Unii Europejskiej oraz USA przeprowadzity kategoryzacje mikroorganiz-
moéw pod katem ich whasciwosci chorobotworczych. Rozréznia sie cztery kategorie
wiasciwosci chorobotworczych dla cztowieka, zas trzy dla roslin i zwierzat. Katego-
ryzacja ta oparta jest na ciezkosci choroby wywotanej przez mikroorganizm, jej roz-
przestrzenianiu, mozliwosci profilaktyki i terapii, a wreszcie szkdd spotecznych lub
ekonomicznych. Czesto te same mikroorganizmy moga wywotywaé choroby zarow-
no u cztowieka, jak i u zwierzat, ale z réznymi skutkami. Wtedy sg one umieszczone
na listach patogenéw zaréwno ludzkich jak i zwierzecych, ale w réznych kategor-
iach. Ponizej podano zasady klasyfikacji mikroorganizméw wg normy PN-EN 1619*
(* objasnienia w p. 4.1.).

3.1.1.1. Patogennos¢ dla ludzi

Kategoria !
Mikroorganizmy, ktérych chorobotwdrczosé dla cztowieka jest mato prawdopodob-
na. Nie stanowig rowniez zagrozenia dla Srodowiska.

Kategoria 2

Mikroorganizmy mogace wywota¢ schorzenia u ludzi i stanowi¢ zagrozenie dla pra-
cownikoéw; mato prawdopodobne jest ich rozprzestrzenienie sie w spotecznosci; za-
zwyczaj dostepna jest skuteczna profilaktyka i terapia.

Kategoria 3

Mikroorganizmy mogace wywota¢ powazne schorzenia u ludzi i stanowié powazne
zagrozenie dla pracownikdw; moze wystapi¢ ryzyko rozprzestrzenienia sie ich w spo-
fecznosci, lecz zazwyczaj jest dostepna skuteczna profilaktyka i terapia.

Kategoria 4

Mikroorganizmy wywotujgce powazne schorzenia u ludzi i stanowigce powazne za-
grozenie dla pracownikéw; moze istnie¢ duze ryzyko rozprzestrzenienia sig¢ ich
w spotecznosci; zazwyczaj nie ma skutecznej profilaktyki ani terapii.

246 RAPORTY



Zastosowanie genetycznie zmodyfikowanych mikroorganizméw a dziatania Unii Europejskiej i Polski

3.1.1.2. Patogennos$¢ dla roslin

Kategoria Epl

Mikroorganizmy mogace wywotaé schorzenia u roslin, lecz majace jedynie lokalne
znaczenie. Moga by¢ zamieszczone na listach patogendw poszczegdlnych krajow.
Bardzo czesto sg one endemicznymi patogenami roslin i nie wymagaja zadnego
stopnia hermetycznosci. Jednakze doradza sie stosowanie odpowiednich technik
mikrobiologicznych.

Kategoria Ep2

Mikroorganizmy, o ktorych wiadomo, ze wywotujg epidemie wsrod roslin upraw-
nych czy ozdobnych. Te patogeny podlegajg przepisom dotyczacym gatunkdw wy-
mienianych przez wiadze poszczegélnych krajow.

Kategoria Ep3

Mikroorganizmy zamieszczone na listach kwarantannowych. Import i praca z tymi
mikroorganizmami sg zazwyczaj zabronione. Potencjalni uzytkownicy majg obo-
wigzek skonsultowaé sie z odpowiednimi organami nadzoru.

3.1.1.3 Patogenno$¢ dla zwierzat

Kategoria Eal

Mikroorganizmy mogace wywota¢ schorzenia u zwierzat i spetniajgce w réznym stop-
niu nastepujace kryteria: ograniczone znaczenie geograficzne, niska zakazno$¢ miedzy-
gatunkowa lub jej brak, brak wektorédw lub nosicieli. Z gospodarczego i/lub medyczne-
go punktu widzenia ich zagrozenie jest niewielkie. Normalnie nie wymagajg zadnych
stopni hermetycznosci. Powszechnie dostepne sg profilaktyka i/lub skuteczna terapia.

Kategoria Ea2

Mikroorganizmy wywolujgce powazne epizootyczne choroby u zwierzat. Zakazenia
miedzygatunkowe moga wystepowac na duzg skale. Powodujg one koniecznos¢ ob-
jecia przepisami zdrowotnymi okres$lonych gatunkéw wymienianych przez wiadze
poszczegblnych krajow. Mozna prowadzi¢ profilaktyke za pomocg $rodkéw me-
dycznych lub przepisow zdrowotnych.

Kategoria Ea3

Mikroorganizmy wywotujgce powazne panzootyczne lub epizootyczne choroby
u zwierzat z wysokg $miertelnoscig i mozliwoscig katastrofalnych skutkéw ekono-
micznych dla rolnictwa w obszarze zakazenia. Zasadniczo nie ma znanej profilaktyki
medycznej i jedynym dostepnym Srodkiem przeciwdziatania jest izolacja, w razie
koniecznosci przymusowo wprowadzana w zycie.
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Unia Europejska stworzyta listy sklasyfikowanych mikroorganizméw, ktére nie
tylko dokonujg ich kategoryzacji, ale réwniez dostarczajg informacji o obowiazku
lub zaleceniu wykonania szczepien ochronnych ludzi narazonych na dane mikroor-
ganizmy. Do ustawy o GMO réwniez zostanie okreslona klasyfikacja mikroorganiz-
mow pod katem ich wiasciwosci chorobotwoérczych.

Fragment listy mikroorganizméw patogennych dla cztowieka, wedtug Francu-
skiego Stowarzyszenia Normalizacyjnego (AFNOR, zlssoc/ation Francaise de Normalisa-
tion) przygotowujacej projekty norm dla Europejskiego Komitetu Normalizacyjnego
(CEN - Comite Europeen de Normalisation).

Corynebacterium diphteriae ........cc.coevvvennene 2sz.0.
Corynebacterium ulcerans ..........ccccocvveene 2
Corynebacterium haemolyticum .................. 2
Corynebacterium minutissimum ................... 2
Corynebacterium pseudotuberculosis ............ 2
Coxiella burneti .......cocooverreiie e, 3
Eikenella corrodens .......c.cccoeevvenernnnencnnns 2
Erysipelothrix rhusiopathie .........c.ccccevennnne. 2
Escherichia coli (szczepy patogenne) ....... 2
Elavobacterium meningoseptic .........c.cccoev.e. 2
Erancisella tularensis ..........ccccoeenriincncnnns 3
Gardnerella vaginalis .........ccccoceevieneiinnnne. 2
Haemophilus ducreyi ........cccoeevvenineriennnn, 2
Haemophilus influenzae .........ccccooevvieennns 2
Kingella Kingae .......ccocoovveivvnineieire e 2

' s2.0. - szczepienie obowigzkowe, wykonywane rutynowo i kontrolowane przez odnosne wiadze,
sz.z. - szczepienie zalecane, wykonywane na zyczenie lub przy przewidywaniu narazenia

Wiasciwosci chorobotwdércze mikroorganizméw nie sg jedynym i wystarczajacym
czynnikiem oceny zagrozen.

3.1.2. Mozliwos¢ rozprzestrzeniania w Srodowisku przez krzyzowanie, rozsiewanie,
przenoszenie do innych gatunkdéw

Istotnym czynnikiem jest poznanie ekosystemu, w ktérym GMM majg by¢ uwol-
nione (celowo lub przypadkowo, np, na skutek awarii w systemie zamknietym) i ga-
tunkow, z ktorymi GMM moze sie krzyzowacé. Wiekszos$¢ bakterii posiada plazmidy,
z ktorych duza cze$¢ ma szeroki zakres gospodarzy i moze byé przenoszona do roz-
nych gatunkéw bakterii w drodze koniugacji lub transdukcji. Nowy gen umieszczo-
ny na plazmidzie (co jest rutynowym postepowaniem w dziataniach w systemie zam-
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knietym, np. w badaniach naukowych) moze zosta¢ przeniesiony do innych mikroor-
ganizmow s$rodowiskowych (rys. 1). W przenoszeniu genéw uczestnicza réwniez wi-
rusy bakteryjne i ruchome elementy genomu takie Jak elementy insercyjne czy
transpozony.

Przy dziataniach w systemie zamknietym nalezy wzig¢ takze pod uwage mecha-
niczne sposoby rozsiewania, takie Jak: wiatr, cieki wodne przemieszczanie zwierzat
lub owadoéw - przenosicieli, a takze przenoszenie na urzadzeniach mechanicznych
(np. na samochodach czy sprzecie).

Vibrio Rhizobium

cholerae trifolii
Pseudomonas

Rys. 1. Mozliwo$¢ przenoszenia plazmidow pomiedzy réznymi gatunkami bakterii na drodze
transdukcji.

3.1.3. Mozliwos¢ uzyskania przewagi selekcyjnej, zmiany cech lub réwnowagi eko-
systemu

W warunkach idealnych zmodyfikowany genetycznie mikroorganizm powinien
by¢ gorzej przystosowany do srodowiska i po spetnieniu swojej funkcji wymierac,
jednak niektére GMM nie wykazujg zmienionej przezywalnosci, zdolnosci do kolo-
nizacji i konkurencyjnosci w stosunku do mikroorganizméw niezmodyfikowanych.
Tak zatem raz wprowadzone do srodowiska, zrekombinowane bakterie mogg sta¢
sie trwatym Jego elementem. Genetycznie zmodyfikowane szczepy Rhizobium moz-
na wyizolowac z gleby nawet po 8 latach od ich uwolnienia do $rodowiska. Poza
tym wiele mikroorganizméw moze tworzy¢ formy przetrwalnikowe i przezywac
w otwartym Srodowisku przez wiele pokolen. Znaczenie ma réwniez interakcja
z nieozywionymi elementami Srodowiska, np. osadzanie wiruséw na grudkach gleby
powoduje ich wiekszg trwatos¢ niz przewidywana. Podobnie biatko Bt, ktére moze
sie osadzac na grudkach gleby Jest bardziej trwate i wywiera sitniejsze dziatanie tok-
syczne niz w ro$linie (prawdopodobnie na skutek ograniczonej proteolizy).
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Nalezy wzig¢ pod uwage mozliwos¢ uzyskania przewagi selekcyjnej, np. Bra-
dyrhizobium, serotyp 123 uniemozliwia zasiedlenie ekosystemu bardziej wydajnymi
szczepami Rhizobium.

Trzeba rozwazy¢ mozliwo$¢ wyrzadzenia szkody organizmom niedocelowym,
np. czy wytwarzanie przez GMM $rodkéw ochrony roslin nie wptynie na mikroflore,
dzdzownice, pozyteczne owady, albo zwierzeta (myszy, krety). Doswiadczalne uwol-
nienie zmodyfikowanego szczepu Pseudomonas putida o podwyzszonej aktywnosci
przeciwgrzybicznej, przejsciowo zmieniato sktad mikroflory grzybéw w systemie
korzeniowym pszenicy, chociaz nie miato wptywu na aktywnos¢ metaboliczng po-
pulacji drobnoustrojow glebowych (5).

Wazny moze by¢ réwniez przeptyw gendw z drobnoustrojow naturalnie zasied-
lajacych dany ekosystem do bakterii genetycznie zmodyfikowanych, co wykazano
dla szczepdw Rhizobium w badaniach finansowanych przez UE (6).

Istotne jest rowniez czy na skutek manipulacji GMM nie nastapi propagacja ge-
néw niosacych opornos¢ na antybiotyki, stosowane w leczeniu choréb cziowieka
i zwierzat.

Czy rozkiad trujacych zwigzkdw jest kompletny i nie prowadzi do powstania sil-
niejszych trucizn (np. niecatkowity rozkiad troj- i czterochloroetylenu przez bakte-
rie stosowane w ochronie srodowiska prowadzit do powstania bardziej toksycznego
chlorku winylu).

3.1.3.1. Mozliwos¢ zapobiegania lub przeciwdziatania szkodliwym skutkom wyni-
kajacym z uzycia GMM

Nalezy wzig¢ pod uwage mozliwos¢ prowadzenia profilaktyki, np. dostepnosé
szczepien ochronnych dla ludzi i zwierzat, a takze mozliwos¢ leczenia.

3.1.3.2. Skala i miejsce dziatania oraz charakter czynnosci

Skala i miejsce dziatania ma istotne znaczenie w ocenie zagrozenia. Znacznie
mniejsze zagrozenie niesie manipulacja na niewielkg skale (np. badania naukowe)
z patogennymi mikroorganizmami dla roslin (wirusy ziemniaka czy pomidora) w du-
zym miescie, gdzie mozliwos¢ przeniesienia do Srodowiska jest znikoma niz taka
sama operacja wykonywana w osrodku hodowlanym, otoczonym polami, na ktorych
uprawia sie rosliny - gospodarzy dla tych patogenéw. Nalezy réwniez bra¢ pod
uwage wszelkie niestandardowe czynno$ci mogace sprzyja¢ rozprzestrzenieniu mi-
kroorganizmow, takie jak tworzenie aerozoli.
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4. Zachowanie bezpieczenstwa biologicznego GMM

Genetycznie zmodyfikowane organizmy moga by¢ stosowane w warunkach izo-
lacji fizycznej od srodowiska, a czynnosci takie klasyfikuje sie jako ,,zamkniete uzy-
cie”, albo w otwartym $rodowisku i zastosowanie takie klasyfikuje sie jako ,,zamie-
rzone uwolnienie”. Podczas zamknietego uzycia i zamierzonego uwolnienia gene-
tycznie zmodyfikowanych mikroorganizméw stosowane sg odmienne $rodki kon-
troli ich rozprzestrzeniania. Zamkniete uzycie nie stawia specjalnych wymogow od-
nosnie do budowy genetycznej organizmu, gdyz ograniczenie rozprzestrzenienia
osigga sie dzieki stworzeniu odpowiednich barier fizycznych, organizacji pracy i prze-
piséw. Podczas zamierzonego uwolnienia najwazniejszym czynnikiem kontroli jest
budowa genetyczna, ktéra ogranicza przezywalno$¢ organizmu genetycznie zmody-
fikowanego lub przenoszenie transgendw.

Unia Europejska opracowata szereg dokumentdéw dostarczajagcych wytycznych
odnosnie do zasad postepowania i kontroli GMO. Zawarte sg one zaréwno w dyrek-
tywach UE (dyrektywa 90/219 z 23 kwietnia 1990 r. znowelizowana 98/81/WE z 26 paz-
dziernika 1998 r. w sprawie zamknigetego uzycia oraz 90/220 z 23 kwietnia 1990 r.
w sprawie zamierzonego uwolnienia GMO, obecnie zastgpiona przez znowelizowa-
ny dokument, tj. dyrektywe 2001/18/EC z 12 marca 2001 r.) jak i w normach euro-
pejskich opracowywanych przez Europejski Komitet Normalizacyjny (CEN). Do tej
pory UE wydala 43 normy dotyczace biotechnologii. Dostarczajg one ogélnych wy-
tycznych odnosnie do zasad zamknietego uzycia GMO: budowy i organizacji labora-
torium biotechnologicznego, biotechnologicznego zakladu przemystowego, zasad
funkcjonowania tych jednostek, tgcznie z wyborem wyposazenia, kryteriow funkcjo-
nowania wyposazenia w zakladzie biotechnologicznym, zasad dobrej praktyki labo-
ratoryjnej, zasad tworzenia bankéw komorek i konserwacji szczepdw, zasad poste-
powania z odpadami i ich unieszkodliwiania. Istnieje réwniez druga grupa norm,
ktéra dotyczy procesow biotechnologicznych w srodowisku. Normy te koncentrujg
sie gtownie wokot zasad identyfikacji i monitorowania modyfikacji genomowych
facznie z zasadami pobierania probek oraz postepowania z produktami wytworzo-
nymi na bazie GMO lub zestawami diagnostycznymi do ich badania.

Opracowywaniem polskiej wersji jezykowej Norm Europejskich zajmuje sie

Polski Komitet Normalizacyjny
Warszawa, ul Swigtokrzyska 14B tel. (22) 55-67-555; faks (22) 55-67-407.

Normy te sg do nabycia w PKN:
Wydziat Marketingu i Sprzedazy
00-950 Warszawa, ul. Swietokrzyska 14b
tel. (0-22) 556-77-77, fax (0-22) 556-77-87
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Wszelkie informacje dotyczace normalizacji udzielane sg przez:
Osrodek Informacji i Dokumentacji
00-139 Warszawa, ul. Elektoralna 2
centrala: tel. (0-22) 620-02-41

sekretariat: tel./fax (0-22) 624-71-22

INNE PUNKTY DYSTRYBUCJI POLSKIEGO KOMITETU NORMALIZACYINEGO

Polski Komitet Normaliiag'jny
Filia Oérodka Informacji

i Dokumentacji

ul. Dabrowskiego 22

40-032 Katowice

tel./fax (0-32) 251 89 04

e-mail; oid(2>pkn.katowice.pl

Punkt Informacji Normalizacyjnej
Centrum Techniki Okretowej

A1 Rzeczypospolitej 8

80-369 Gdarisk

tel. (0-58) 511 62 20, 511 62 63
fax (0-58) 511 62 13

e-mail: standard@cto.gda.pl

Punkt Sprzedazy Norm

Instytut Spawalnictwa

ul. Bl. Czestawa 16/18

44-100 Gliwice

tel. (0-32) 231 00 11 w. 223

fax (0-32) 231 46 52

e-mail: normy@alpha.is.gliwice.pl

Polski Komitet Normalizacyjny
Filia Osrodka Informacji

i Dokumentacji

ul. Narutowicza 75

90-132 t0dz

tel /fax (0-42) 678 54 60

e-mail: oidlodz@pkn.com.pl

Punkt Informacji Normalizacyjnej
Instytut Technologii Nafty

ul. tukasiewicza 1

31-429 Krakow

tel. (0-12) 617 75 64, 617 75 65
fax (0-12) 617 75 95

e-mail: pin@itn.com.pl

Punkt Sprzedazy Norm

Stocznia Szczecinska S.A.

Szefostwo Projektowe

ul. Firlika 19

71-637 Szczecin

tel. (0-91) 459 12 60

fax (0-91) 459 29 29, 434 54 63
e-mail: urman.malgorzata@sssa.com.pl

Punkt Informacji Normalizacyjnej
Biblioteka Gtowna OINT

Politechniki Wroctawskiej

Wybrzeze Wyspianskiego 27

50-370 Wroctaw

tel./fax (0-71) 320 35 27

Punkt Informacji Normalizacyjnej
H. CEGIELSKI-POZNAN SA.

ul. 28 Czerwca 1956 r. 223/229
61-485 Poznan

tel./fax (0-61) 831 11 84

e-mail: td@hcp.com.pl

Punkt Sprzedazy Norm
Stowarzyszenie Elektrykéw Polskich
Biuro Badawcze ds. Jakosci
Oddziat w Lublinie

ul. Rapackiego 13/15

20-150 Lublin

tel.: (0-81) 748 33 34, 748 33 35
fax: (0-81) 740 82 42

e-mail: lublin@bbj-sep.com.pl

Do tej pory 12 norm zostato ustanowionych, a prace nad wieloma innymi sg za-
awansowane, tak ze do konca 2002 r. spodziewane jest wiaczenie 80% norm euro-
pejskich do normalizacji polskiej. Zostat rwniez opracowany stowniczek termindéw
biotechnologicznych majacych zastosowanie w normach.

Tabela 1

Wykaz norm ustanowionych opracowanych przez Normalizacyjng Komisje Problemowg nr 287 ds. Biotech-

nologii

Nr PN
|

PN-EN 1620:2001

Tytut

2

nosci od stopnia zagrozenia

PN-EN 12128:2000

Biotechnologia - Procesy na duzg skale i produkcja - Budowa zakfadu przemystowego w zalez-

Biotechnologia - Laboratoria badawcze, rozwoju i analizy - Stopnie hermetycznosci laborato-

riow mikrobiologicznych, strefy ryzyka i wymagania wzgledem lokalizacji i bezpieczenstwa fizycz-

nego
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!
PN-EN 12305:2000
PN-EN 12306:2000

PN-EN 12461:2001

PN-EN 12468:2001

PN-EN 12682:2001

PN-EN 12683:2001

PN-EN 12685:2001

PN-EN 12686:2001

PN-EN 12687:2001

PN-EN 12689:2001

2
Biotechnologia - Organizmy zmodyfikowane do zastosowania w srodowisku - Wytyczne do stra-
tegii pobierania probek przy zamierzonych uwolnieniach roslin zmodyfikowanych genetycznie
Biotechnologia - Wytyczne do kontroli jakosci zestaw6w diagnostycznych wykorzystywanych w rol-
nictwie do zwalczania szkodnikéw ro$lin i zwierzat, choréb rodlin i zwierzat oraz zanieczyszczen
$rodowiska
Biotechnologia - Procesy na duza skale i produkcja - Wytyczne do postepowania z odpadami,
ich inaktywacji i kontroli
Biotechnologia - Organizmy zmodyfikowane do zastosowania w Srodowisku - Wytyczne do stra-
tegii monitorowania zamierzonego uwalniania ro$lin zmodyfikowanych genetycznie
Biotechnologia - Organizmy zmodyfikowane do zastosowania w srodowisku - Wytyczne do okre-
$lania organizméw zmodyfikowanych genetycznie poprzez analize funkcjonalnej ekspresji modyfi-
kacji genomowej
Biotechnologia - Organizmy zmodyfikowane do zastosowania w $rodowisku - Wytyczne do cha-
rakterystyki organizméw zmodyfikowanych genetycznie przez analize stabilnosci molekularnej mo-
dyfikacji genomowej
Biotechnologia - Organizmy zmodyfikowane do zastosowania w srodowisku - Wytyczne do stra-
tegii monitorowania zamierzonego uwalniania mikroorganizméw zmodyfikowanych genetycznie,
tacznie z wirusami
Biotechnologia - Organizmy zmodyfikowane do zastosowania w $rodowisku - Wytyczne do stra-
tegii pobierania probek podczas zamierzonego uwalniania mikroorganizméw zmodyfikowanych
genetycznie, facznie z wirusami
Biotechnologia - Organizmy zmodyfikowane do zastosowania w srodowisku - Wytyczne do cha-
rakterystyki organizméw zmodyfikowanych genetycznie poprzez analize modyfikacji genomowej
Biotechnologia - Wytyczne do oceny czystodci, aktywnosci biologicznej i stabilnosci produktow
otrzymanych z wykorzystaniem mikroorganizméw

4.1. Zamkniete uzycie

Izolacje fizyczng niezbedng przy zamknietym uzyciu GMO osigga sie przez trzy
zintegrowane elementy:

a) konstrukcje pomieszczenia

b) wyposazenie techniczne pomieszczen

¢) dobrag praktyke laboratoryjna.

Wyro6znia sie cztery stopnie hermetycznosci w zaleznosci od stopnia zagrozenia:

hermetycznos$¢ 1. stopnia - dla dziatan nie powodujacych zagrozen,
hermetycznosc¢ 2. stopnia - dla dziatan stwarzajacych niewielkie zagrozenia,
hermetyczno$¢ 3. stopnia - dla dziatan stwarzajgcych umiarkowane zagrozenia,
hermetyczno$¢ 4. stopnia - dla dziatan stwarzajacych duze zagrozenia.

Przyktadowo podano minimalne wymagania dotyczgce budowy, wyposazenia
i funkcjonowania laboratorium w zaleznosci od stopnia hermetycznosci.

BIOTECHNOLOGIA 4 (59) 239-260 2002 253



Barbara Tudek

Tabela 2

Wymagania dla laboratorium o hermetycznosci od 1. do 4. stopnia wedtug normy PN-EN 12128 Laborato-
ria badawcze, rozwoju i analizy - Stopien hermetycznosci laboratoriéw mikrobiologicznych, strefy ryzyka
i wymagania wzgledem lokalizacji i bezpieczenstwa fizycznego*

Stopnie hermetycznosci

Wymagania | ) 3 4
1 2 3 4 5
Oznakowanie stopni hermetycznosci Tak® Tak Tak Tak
Oznakowanie stref zagrozenia ze znakiem biologicz- - Tak Tak Tak
nego zagrozenia
Odpowiednia przestrzeri dla kazdego pracownika Tak Tak Tak Tak
Pomieszczenia laboratoryjne oddzielone drzwiami Nie3 Tak Tak Tak
(automatycznie (fizycznie
zamykane) oddzielone)
Wejscie do laboratorium przez $luze powietrzng Nie Nie Dowolnie" Tak
Zaopatrzenie w okno obserwacyijne lub alternatywne Nie Tak Tak Tak
rozwigzanie
Powierzchnie wodoszczelne, tatwe do mycia i odporne Tak Tak Tak Tak
na $rodki czyszczace itp. (stoh) (stoh) (stot, podtoga) (stot, podtoga,
Sciany, sufit)
Umywalki Tak Tak Tak Tak
Umywalki uruchamiane bez uzycia rak Dowolnie Tak Tak Tak
Natryski Dowolnie  Dowolnie Dowolnie Tak (w $luzie
powietrznej)
Dezynfekcja rak Dowolnie Tak Tak Tak
Przechowywanie odziezy laboratoryjnej wewnatrz la-  Dowolnie Tak Tak Tak
boratorium lub szatni
Wentylacja
- urzadzenia utrzymujace podcisnienie Nie Nie Dowolnie Tak
- odprowadzanie powietrza poprzez zastosowanie Nie Nie Tak Tak (przez 2
filtrow HEPA filtry HEPA)
Whprowadzanie powietrza poprzez zastosowanie filtrow Nie Nie Nie Tak
HEPA
Zainstalowanie systemu alarmowego dla sygnalizowa- Nie Nie Tak Tak
nia niedopuszczalnych zmian cisnienia
Uszczelnienie laboratorium pozwalajace na dezynfek- Nie Dowolnie Tak Tak
cje gazowa
Konstrukcja laboratorium pozwalajaca na walke z po- Nie Dowolnie Tak Tak
tencjalnymi przenosicielami np. owadami i gryzonia-
mi, kontrola
Wyposazenie laboratorium we wiasny sprzet Nie Nie Tak Tak
Zaopatrzenie w komore bezpiecznej pracy Dowolnie  Dowolnie Tak Tak (HI Klasy)
Zaopatrzenie w awaryjne Zrodto pradu Nie Nie Dowolnie Tak
Srodki komunikowania z otoczeniem zewnetrznym np. Nie Nie Dowolnie Tak
telefon umozliwiajacy porozumienie sie bez uzycia rak
lub jaki$ odpowiednik
Zaopatrzenie w autoklaw
- zainstalowany wewnatrz laboratorium Nie Nie Tak
- zainstalowany w laboratorium autoklaw przelotowy - - Dowolnie Tak
7 dwoma wejsciami
System usuwania odpadow
- udokumentowany Nie Tak
- walidowany Nie Dowolnie Tak Tak
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! 2 3 4 5
Inaktywacja $ciekow Nie Dowolnie Tak Tak
1) Postugujac sie tabelg uwzglednié przepisy krajowe dotyczace biotechnologii.
2) Tak: wymaganie.
3) Nie; Brak wymagania.
4) DowolnosC: Zastosowanie rozwigzania nalezy rozpatrzy¢ w kazdym przypadku w oparciu o oszacowanie ryzyka w zalez-
nosci od sytuacji.

= Przedruk za zgoda, Prezesa Polskiego Komitetu Normalizacyjnego - zezwolenie Nr 41P12002. Oryginaty norm do-
stepne sa w Wydziale Marketingu i Sprzedazy Biura PKN, 00-950 Warszawa 1, skr. Poczt. 411. la zgodno$¢przedruku
norm z oryginatem odpowiada autor niniejszej publikacji.

Podobne zalecenia sg réwniez opracowane dla zaktadéw przemystowych, szklar-
ni i zwierzetarni. Informacje te sg rbwniez zawarte w Rozporzadzeniu Ministra Sro-
dowiska do ustawy o GMO z 22 czerwca 2001 r.

4.1.1. Zasady dobre) praktyki laboratoryjnej wg normy PN-EN 12741*

Unia Europejska spisata zasady dobrej praktyki laboratoryjnej, ktérych prze-
strzeganie ogranicza zagrozenie dla pracownikéw ze strony drobnoustrojow stoso-
wanych w pracy. Niektore z punktdéw zostaty opisane bardzo szczegétowo w osob-
nych normach, ktore podane s§ w nawiasach:

- Utrzymywac miejsce pracy na najnizszym poziomie narazenia;

Stosowa¢ odziez i sprzet ochronny;

- Dokonywac regularnej kontroli sprawno$ci urzadzen i instalacji (PN-EN 12298);
Regularnie sprawdza¢ obecno$¢ GMO poza strefg zamknietego uzycia (PN-EN
12685, 12686);

- Dba¢ o wyszkolenie pracownikéw;

- Dla kategorii ll i IV - powota¢ komorki do spraw bezpieczenstwa biologicz-
nego;

- Woprowadzi¢ wewngtrzne regulaminy bezpieczenstwa;

Oznakowac strefy zagrozenia biologicznego;

Wyda¢ zakaz stosowania pipet doustnych;

Woprowadzi¢ skuteczne srodki i procedury dezynfekcyjne;
Bezpiecznie postepowaé z odpadami (PN-EN 12461, 12740).

4.1.2. Ustalenie zasad postepowania z odpadami

Usuwanie i unieszkodliwianie odpaddw jest bardzo waznym elementem proce-
sow biotechnologicznych. Metodyka postepowania i unieszkodliwiania odpadow
opiera sie na nastepujacych ogolnych zasadach:

Objasnienia w p. 4.1.
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1. Uzyskania informacji na temat ryzyka mikroorganizmu dla cztowieka i $rodo-
wiska.

2. ldentyfikacji odpadow (gazowe, ptynne, stale) i etapu, na ktorym powstaja.

3. Wyborze parametru hermetycznosci.

4. Wyborze metody unieszkodliwiania.

5. Walidacji i weryfikacji metody unieszkodliwiania.

Tabela 2
Przyktad metod unieszkodliwiania odpadéw zaleznie od ich typu*
, Gazowe Ptynne State
Typ odpadow Unieszkodliwianie

Cieplne X XXX3 XXX
Chemiczne XX2 XX XX
Napromienianie X X X
Spalanie XX X XXX
Filtracja XXX X N/AN
Metodami biologicznymi X XX X

' X mozliwe
2 XX odpowiednie
5) XXX zalecane
N/A nie stosuje sie
* Objasnienia w p.4.1.

Najbardziej bezpieczne sg termiczne metody unieszkodliwiania odpadéw bio-
technologicznych. Inne metody zaleca sie stosowac jako alternatywe metody ter-
micznej, lub tam, gdzie ze wzgledu na duze objetosci lub sktad chemiczny odpa-
déw, metody termiczne sg nieodpowiednie.

4.2. Zamierzone uwolnienie

Wytwarzanie dodatkowego biatka w mikroorganizmach genetycznie zmodyfiko-
wanych czesto powoduje zaburzenie réwnowagi metabolizmu, co skutkuje wolniej-
szym wzrostem niz mikroorganizmy niezmodyfikowane, a w rezultacie wyparciem
ze Srodowiska. Przykladem jest szczep Pseudomonas putida WCS358r produkujacy
czynnik przeciwgrzybiczny, ktéry po dwoch latach od zamierzonego uwolnienia jest
niewykrywalny w srodowisku dostepnymi metodami (5). Niektdre mikroorganizmy
sg jednak trwate i dlatego w pracach nad stworzeniem GMM, ktére mozna bytoby
uwolni¢ do srodowiska najwieksza wage poswieca sie opracowaniu bezpiecznych
wbiologicznych system6w zamkniecia”, ktére zapewniatyby 1) ograniczenie przeno-
szenia materiatu genetycznego; 2) kontroli przezywalnosci GMM w $rodowisku.
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ad 1) Przede wszystkim zrezygnowano ze stosowania plazmidéw niosacych opor-
no$¢ na antybiotyki jako wektorow dla wprowadzanych genéw (transgenéw), gdyz
stosunkowo tatwo przenoszg sie pomiedzy bakteriami (rys. 1), a propagacja genow
opornosci na antybiotyki, szczegélnie tych, ktore sg stosowane w leczeniu ludzi
i zwierzat jest niepozadana. Transgeny sg umieszczane w chromosomie mikroorga-
nizmu biorcy, co znacznie ogranicza ich przypadkowe przeniesienie do innego mi-
kroorganizmu. Opracowano metodyke, w ktorej wektorami sg transpozony, pozba-
wione enzymu transpozazy (7). Opornos¢ na antybiotyki zostata zastgpiona natural-
nymi genami, np. receptorem sideroforu z Pseudomonas putida WCS358. Bakterie
niosaca tak zrekombinowany DNA mozna wyselekcjonowaé sposrod nie niosacych
tej cechy, hodujac na pozywce zawierajacej pseudobaktyne w miejscu antybiotyku.

Zaproponowano réwniez system catkowicie uniemoztiwiajacy przypadkowe prze-
niesieniu genu do innych mikroorganizméw. System ten skiada sie z genu zabdjcze-
go (co/e3 kodujgcego RNaze tngcg wszystkie prokariotyczne 16S rRNA) i genu kon-
trotnego {immE" kodujacego represor dla ,,zabéjczego biatka” hamujacy jego synte-
ze). W genetycznie zmodyfikowanym mikroorganizmie gen zabojczy jest umiesz-
czony w poblizu rekombinowanego DNA kodujgcego nowg ceche, podczas gdy gen
regulatorowy jest oddalony. Przeniesieniu rekombinowanego DNA do innego mi-
kroorganizmu bedzie towarzyszyto rowniez przeniesienie genu zabdjczego i Smier¢
komdrki biorcy.

ad 2) Wazne jest takze aby moc kontrotowaé obecnos$¢ genetycznie zmodyfiko-
wanych mikroorganizméw w $rodowisku i usuwaé je kiedy nie sg juz potrzebne.
Szczeg6lnie istotne moze to by¢ podczas zastosowania GMM do bioremediacji za-
nieczyszczen. Na podstawie projektéw badawczych realizowanych w UE podjeto
ten problem i opracowano system zabdjczych elementéw genetycznych, ktére zabi-
jatyby bakterie po spetnieniu swojej funkcji. Przyktadem jest szczep bakterii glebo-
wej z gatunku Pseudomonas unieszkodliwiajacy polichlorowane bifenyle (PCB). Gen
zabojczy gef, kodujacy biatko toksyczne dla bakterii zostat potgczony, poprzez
biatko represorowe Lad, z systemem gendéw warunkujacych unieszkodliwianie PCB.
W obecnosci metabolitow PCB w komorce, bakterie wytwarzaja represor Lad, ktéry
hamuje synteze zabdjczego biatka. Po unieszkodliwieniu PCB, represor Lad nie jest
wytwarzany, bakteria zaczyna produkowac biatko zabojcze i umiera (8).

5. Monitorowanie obecnosci GMM w Srodowisku

Monitorowanie obecnosci GMM w $rodowisku jest przedmiotem uregulowan le-
gislacyjnych w postaci dyrektywy 90/220 z 23 kwietnia 1990 r. w sprawie zamierzo-
nego uwolnienia GMO, dyrektywy 2001/18/EC z 12 marca 2001 r. oraz norm euro-
pejskich: PN-EN 12682, 12683, 12685-12687. Normy te podajg szereg ogolnych zale-
cen odnosnie do strategii monitorowania, strategii pobierania probek, analizy mo-
dyfikacji genomowej, jej stabilnosci molekularnej oraz funkcjonalnej ekspresji. W do-

BIOTECHNOLOGIA 4 (59) 239-260 2002 257



Barbara Tudek

Rys. 2. Strategia monitorowania organizméw genetycznie zmodyfikowanych w $rodowisku
(wg PN-EN 12685 - objasnienia w p. 4.1).

kumentach tych bardzo szczeg6towo analizuje sie problemy, ktére nalezy rozwazyé
przy planowaniu monitorowania, od jasnego okreslenia celu, poprzez strategie po-
bierania prébek, wybor metod, ich zakres stosowania i ograniczenia, wytyczne do
postepowania w trakcie monitorowania, a takze czynniki, ktére nalezy wzig¢ pod
uwage przy opracowywaniu wynikdw, tacznie z analizg statystyczng. Ogoélny sche-
mat monitorowania GMO w Srodowisku (wg PN-EN 12685) podany jest na rysunku 2.

Przedmiotem monitorowania moga byc:

- obecno$¢ GMM wykrywana przez hodowle, cechy charakterystyczne lub za-
chowanie GMM w $rodowisku,

- obecno$¢ genu wykrywana poprzez analize DNA,

- ekspresja genu wykrywana poprzez analize RNA lub biatek lub produktu nie-
biatkowego.
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Obecnos¢ GMM w $rodowisku tradycyjnie badano izolujac je i hodujac na stan-
dardowych pozywkach, jednak jest to procedura dos¢ dtuga, moze dawac niepewne
wyniki przy bardzo niskiej koncentracji GMM, a réwniez nalezy bra¢ pod uwage, ze
mikroorganizm uwolniony do $rodowiska moze nabywa¢ nowych cech, ktére unie-
mozliwig jego ponowny wzrost w warunkach laboratoryjnych. Ostatnio szeroko sto-
sowanymi metodami umozliwiajgcymi stosunkowo tatwg obserwacje GMM w $rodo-
wisku jest dotgczenie do rekombinowanego DNA lub do chromosomu biorcy genow
reporterowych ufatwiajacych rozréznienie GMM od organizméw niezmodyfikowa-
nych. Czesto sg to ,,kolorowe” biatka takie jak fluoryzujace zielono biatko Gfp (gre-
en, fluorescent protein) z chetbii morskiej lub czerwone biatko Lux z Vibrio harvei. Mi-
kroorganizmy niosace te biatka sa tatwe do rozrdéznienia w obserwacji pod mikro-
skopem zaopatrzonym w czutg kamere.

Analiza DNA i RNA ma na celu wykrywanie charakterystycznych sekwencji re-
kombinowanego DNA. Zwykle prowadzi sie ja metodami standardowymi takimi jak
analiza wzoru restrykcyjnego, hybrydyzacja z sondg genowa, amplifikacja fragmen-
tu DNA lub RNA, sekwencjonowanie DNA lub RNA. Analiza RNA dostarcza réwniez
informacji na temat ekspresji rekombinowanego genu w komérkach biorcy. Mozna
takze bada¢ produkty biatkowe transgenu poprzez immunodetekcje lub obserwacje
aktywnosci biologicznej biatka, np. jego aktywnosci enzymatycznej. Mozna tez ba-
da¢ produkty niebiatkowe genu metodami chromatograficznymi.

Wybdr metody monitorowania zalezy od wielu czynnikéw takich jak: cel monito-
rowania, wielkos$¢ pobieranych prébek, czestos¢ pobierania probek, metody prze-
chowywania probek, budowa genetyczna GMM, ekspresja rekombinowanego DNA,
wyposazenie laboratorium i doswiadczenie zawodowe pracownikéw, a wreszcie od
posiadanych $rodkéw finansowych.

6. Uzyskanie zgody na uzycie genetycznie zmodyfikowanych
mikroorganizmoéw

Aby uzyska¢ zgode na zamkniete uzycie lub zamierzone uwolnienie GMM nalezy
ztozy¢ wniosek do ministra $rodowiska. Whniosek powinien zawiera¢:
1. Informacje o uzytkowniku - instytucji oraz osobie odpowiedzialnej.
2. Informacje o planowanym dziataniu, w tym charakterystyke GMO:
- biorcy, dawcy, wektora,
- zrodto i funkcje materiatu genetycznego,
- cechy identyfikujgce GMO.
Planowane poziomy i rodzaje zabezpieczen.
Srodki bezpieczenstwa pracy z GMO.
Sposoby postepowania z odpadami.
6. Monitorowanie obecnosci GMM poza obszarem kontrolowanym (o ile to ko-
nieczne) oraz:

oA~ w
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- dokumentacje oceny zagrozen,
- plan postepowania na wypadek awarii,
- informacje na temat poprzedniego uzycia GMO.

Wydanie zgody nastepuje maksymalnie na 5 lat. Dla | oraz Il kategorii zagroze-
nia, po uptywie tego terminu nalezy jedynie powiadomi¢ ministra 0 ponownym uzy-
ciu GMO. Dla 1l i IV kategorii zagrozenia, po uptywie terminu nalezy ponownie
ztozy¢ wniosek. Ustawa 0 GMO przewiduje réwniez mozliwos¢ odmowy wydania
zgody na zamkniete uzycie GMO, ale tylko dla niebezpiecznych operacji, tzn. dla ka-
tegorii Ul i IV.

7. Whnioski

Genetycznie zmodyfikowane mikroorganizmy majg zastosowanie w wielu ga-
teziach zycia takich jak badania naukowe, medycyna, przemyst farmaceutyczny, spo-
zywczy i in., rolnictwo, ochrona srodowiska. Unia Europejska podchodzi z duzg
ostroznos$cig do zastosowania inzynierii genetycznej ze wzgledu na wcigz niedosta-
teczna liczbe danych, ktére umozliwiatyby ocene zagrozenia wynikajaca z jej zasto-
sowania. Dlatego tez wszelkie dziatania z zastosowaniem GMO sg kontrolowane
przez odnosne wiladze, a takze ewidencjonowane. Polskie przepisy w formie ustawy
0 GMO z 22 czerwca 2001 r. okre$lajg wymagania dla uzytkownikéw GMO wedtug
wzoréw europejskich. Bardzo szczegotowym rozwinieciem przepiséw europejskich
sg normy europejskie, systematycznie wdrazane do normalizacji polskiej przez Pol-
ski Komitet Normalizacyjny. Wprawdzie stosowanie norm jest dobrowolne i wydane
sg one w formie zalecen, jednak ze wzgledu na szczegdtowos$¢ mogg sta¢ sie duza
pomocg zaréwno dla naukowcdw jak i 0s6b zatrudnionych w przemysle lub firmach
biotechnologicznych aby bezpiecznie korzysta¢ z inzynierii genetycznej.
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