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WSTEP

Biodeterioracja, czyli niszczacy wplyw
drobnoustrojow na materialy techniczne, jest
naturalnym zjawiskiem wynikajacym z eko-
logii mikroorganizmow, ktorej poznanie jest
istotne do opracowania metod zapobiega-
nia procesom mikrobiologicznego rozkladu
materiatlow (Zyska 2005). Niestety aktualna
wiedza w zakresie mikrobiologicznej dete-
rioracji okazuje sie niewystarczajaca. Ziden-
tyfikowano tylko niewielki procent gatun-
kow drobnoustrojow kolonizujacych obiekty
zabytkowe, a znajomoSC¢ ich metabolizmu
oraz mechanizmu biodeterioracji jest jeszcze
mniejsza. Wage problemu poteguja ogromne
straty ekonomiczne wynikajace z niszczenia
materiatdbw technicznych, ktére na Swiecie
wynosza rocznie 40 miliardow USD (ALLSOPP
2011). Koniecznos¢ podejmowania dziatan,

uzasadniaja rowniez nieoszacowane szkody
w obszarze naszego dziedzictwa kulturowe-
g0. Ochrona zabytkow przed skutkami biode-
terioracji wymaga wdrozenia odpowiednich
strategii opartych zarowno na badaniach in
situ na obiekcie, jak i w warunkach labora-
toryjnych odpowiadajacych tym, ktore wy-
stepuja w Srodowisku bytowania mikroor-
ganizmOw. Ocena zjawiska biodeterioracji
wymaga zatem podjecia dwukierunkowych
dzialan. Obejmuja one identyfikacje mikroor-
ganizmow z zastosowaniem metod hodowla-
nych, biochemicznych i molekularnych oraz
badania majace na celu okreSlenie skutkOw
ich interakcji z materialem z zastosowaniem
technik mikroskopowych, analizy powierzch-
ni, jak rowniez metabolomiki.

IDENTYFIKACJA MIKROORGANIZMOW

METODY HODOWLANE

Jak podaja liczne zZrodla literaturowe,
identyfikacja mikroorganizméw zasiedlaja-
cych obiekty muzealne do niedawna opiera-
la siec wylacznie na metodach hodowlanych
(RipkA 2005). Blednie przyjmowano, ze roz-
powszechnione w naturze gatunki bakterii,
m. in. z rodzaju Bacillus czy Micrococcus, sa
w pelni odpowiedzialne za biodeterioracje.
Okazuje si¢ jednak, ze problem ten jest bar-
dziej zlozony: obecno$S¢ mikroorganizmow
na obiekcie ulegajacym niszczeniu, nieko-

niecznie musi wskazywa¢ na ich udzial w
biodeterioracji, gdyz moze by¢ ona w duzej
mierze przypadkowa. Podloza hodowlane
wykorzystywane w celu izolacji mikroorgani-
zmOw Srodowiskowych zawieraja sacharydy,
biatka i witaminy w stezeniach, z jakimi or-
ganizm nigdy dotad nie spotkal sic w przy-
rodzie. Umozliwiaja one wzrost szybko ro-
snacych gatunkow i produkcje metabolitow,
jednakze z drugiej strony, utrudniaja rozwoj
drobnoustrojow funkcjonujacych w ekosys-
temie. Dlatego tez liczne publikacje na temat
mikrobiologicznego rozkladu zabytkow po-
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mijaja mikroorganizmy wolno rosnace i nie-
hodowalne. Niestety, niewiele ponad 0,1-1%
niezwykle zrdéznicowanej populacji wszyst-
kich gatunkéw pochodzacych ze Srodowiska
zdolna jest do wzrostu w warunkach labora-
toryjnych (SCHABEREITER-GURTNER i wspoOlaut.
2001). Pozostata, przewazajaca czeS¢ (okolo
99%), to komorki w stanie VBNC (ang. viable
but non culturable) o ograniczonej aktywno-
Sci metabolicznej, czyli zywe, ale nie tworza-
ce widocznych kolonii na podlozach mikro-
biologicznych (KEER i BIRCH 2003, GONZALEZ
i SAIZ-JIMENEZ 2005, OLIVER 2005). Mikroorga-
nizmy niehodowalne zaliczamy do jednej z
trzech grup: (1) obligatoryjne symbionty lub
pasozyty niezdolne do wzrostu na podtozach
mikrobiologicznych; (2) znane gatunki, w
identyfikacji ktorych metody hodowlane oka-
zuja sie nieodpowiednie; (3) nieznane gatun-
ki, ktore nigdy wczesniej nie byly hodowane
w zwiazku z brakiem odpowiednich metod
(R1PKA 2005).

Tradycyjne metody hodowlane okazuja
sie zatem niewiarygodne, co wiecej, wyma-
gaja dostarczenia znacznie wigkszej iloSci
materiatu, niz jest to mozliwe w przypadku
miejsc o charakterze zabytkowym (SCHABE-
REITER-GURTNER i wspotaut. 2001). Jednakze
zaletami metod hodowlanych, na ktére warto
zwroci¢ uwage sa: mozliwos¢ izolacji czystej
kultury oraz badania metabolizmu i fizjologii
wyizolowanych szczepow (RIPKA 2005).

METODY MOLEKULARNE

W ciagu ostatnich lat techniki oparte na
biologii molekularnej staly si¢ niezwykle cen-
nym narz¢dziem w badaniu biodeterioracji
obiektow muzealnych (Tabela 1). Wiele z
nich pozwolilo bowiem na wykrycie gatun-
kow nigdy wczesSniej nie opisanych w takim
srodowisku (SCHABEREITER-GURTNER i wspol-
aut. 2001). W zaleznoSci od tego, czy uzyski-
wana jest kompleksowa, czy tez czeSciowa
analiza materialu genetycznego mikroorgani-
zmoOw, zostaly one podzielone na dwie gru-
py.- W pierwszym przypadku rozpatrywany
jest caly genom (metagenomika), w drugim
za$ tylko wybrane geny, na drodze ampli-
fikacji PCR (RASTOGI i SANI 2011). Obecnie,
najczesciej stosowanymi markerami moleku-
larnymi w taksonomii mikrobiologicznej bak-
terii sa geny kodujace mala podjednostke ry-
bosomalnego RNA (16S rRNA), a u grzybow
strzepkowych sa to wewnetrzne regiony nie-
kodujace ITS (ang. internal transcribed spa-
cer), wystepujace w duzej liczbie kopii po-
miedzy genem kodujacym mala podjednost-

ke (185 rDNA) a duza podjednostke (28S
rDNA) (ATKINS i CLARK 2004, MICHAELSEN i
wspotaut. 2006, DAKAL i ARORA 2012). Obec-
nos¢ u wszystkich organizmow prokariotycz-
nych i eukariotycznych, niezmienno$¢ funk-
¢ji, wysoka konserwatywnoS¢, brak horyzon-
talnego transferu genow i dlugos¢ sekwencji
wystarczajaca do celow bioinformatycznych
powoduja, ze geny te okreSlane sa mianem
,zlotego standardu”, umozliwiajac tym sa-
mym precyzyjne okreSlenie przynaleznoSci
diagnostycznej mikroorganizmow odpowie-
dzialnych za biodeterioracje obiektow zabyt-
kowych (RIPKA 2005, JANDA i ABBOT 2007).
Produkty reakcji PCR sa nastepnie analizo-
wane wykorzystujac jedno z nastepujacych
podejs¢: (1) konstrukcja bibliotek genow,
(2) genetyczny fingerprinting, (3) hybrydyza-
cja DNA lub (4) potaczenie wszystkich tych
technik (RASTOGI i SANI 2011).

Konstrukcja bibliotek genow

Typowy schemat dosSwiadczenia badaja-
cego bior6znorodnos¢ na drodze konstrukgcji
bibliotek genoéw obejmuje: (1) izolacje DNA,
(2) klonowanie do komorek gospodarza
wczesniej amplifikowanych genow 16S rRNA
(region ITS u grzybow strzepkowych) lub
przypadkowych fragmentow roznej dlugosci,
(3) badanie przesiewowe (skrining) powsta-
tych bibliotek genéw (MOCALI i BENEDETTI
2010, RASTOGI i SANI 2011).

Pierwszym  krokiem rozpoczynajacym
konstrukcje bibliotek genow jest izolacja
DNA. W kolejnej fazie wyizolowane DNA
klonowane jest do komorek gospodarza za
posrednictwem systemoéw wektorowych. Bi-
blioteki genoéw zawierajace krotsze fragmen-
ty (2-3 kbp; najczesciej gen 16S rRNA oraz
region ITS), ktore sa z powodzeniem stoso-
wane w analizie filogenetycznej mikroorga-
nizmow zasiedlajacych obiekty zabytkowe,
za$ dtuzsze fragmenty (100-200 kbp) odgry-
waja kluczowa role w poznawaniu wieloge-
nowych szlakow biochemicznych (RASTOGI
i SANI 2011). Wybor wektora do tworzenia
biblioteki jest niezwykle istotny: w konstruk-
¢ji bankow genow lepiej sprawdzaja sie duze
fragmenty, aby zminimalizowa¢ liczbe klo-
now. W przypadku, gdy wklonowane DNA
ma by¢ uzywane jako matryca w reakcji PCR,
wicksza wage przywiazuje si¢ do liczby ko-
pii, a nie wielkoSci wektora. Mozna zatem
wyrozni¢ biblioteki oparte na: plazmidach
bakteryjnych i wektorach bakteriofagowych
(zawieraja mate fragmenty DNA do 20 kbp),
kosmidach i fosmidach (stuza do klonowa-
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Tabela 1. Perspektywy zastosowania metod molekularnych w analizie biodeterioracji

obiektow muzealnych (wg GONZALEZ 2002).

Technika Uzycie Zastosowanie ZZZ(;SS;VE;
Analiza DNA Tak Identyfikacja mikroorganizmow S
Analiza RNA Tak Ekspresja genow S
Analiza biatek Rzadkie Aktywno$¢ enzymatyczna M
PCR Tak Amplifikacja DNA S
Multiplex PCR Nie Amplifikacja wielu matryc podczas jednej reakcji M
Real-time PCR Rzadkie Monitorowanie ilosci produktu PCR S
RT-PCR Rzadkie Amplifikacja; matryca jest mRNA S
DGGE Tak Bioréznorodnosc S
TGGE Tak Bioréznorodnosc -
ARDRA Tak Bioréznorodnosc S
RISA (ARISA) Tak Bioréznorodnos¢ S
SSCP Tak Bioréznorodnosc S
T-RFLP Tak Bioréznorodnosc S
Konstrukcja bibliotek DNA  Tak Bioréznorodnos¢ S
Klonowanie Tak Krok poprzedzajacy sekwencjonowanie S
Sekwencjonowanie Tak Okreslenie przynaleznoSci taksonomicznej S
FISH Tak Detekcja specyficznych gatunkow S
Techniki bioinformatyczne  Tak Poszukiwanie homologow S
Bazy danych Tak Poszukiwanie homologow S
Genomika Nie Analiza szlakow L
Proteomika Rzadkie Analiza biatek M
Sondy molekularne Nie Detekcja produktu PCR M
Mikromacierze DNA Nie Ekspresja genow M
Inzynieria genetyczna Rzadkie Ekspresja genow S
Geny reporterowe Nie Ekspresja gendw in situ S

(S) wzrost wykorzystania w krotkim czasie; (M) wzrost wykorzystania w niezbyt dlugim czasie; (L) wzrost

wykorzystania w dtugim czasie; (-) wzrost wykorzystania nie jest spodziewany

nia fragmentow o dtugosci 30-45 kbp) oraz
sztucznych chromosomach bakteryjnych BAC
(odznaczaja si¢ bardzo duza pojemnosScia).
Skrining bibliotek genéw odbywa sie na dro-
dze jednej z dwoch metod: identyfikacji klo-
noéw przenoszacych okreslona sekwencje lub
wykazujacych pozadana funkcje. Pierwsze po-
dejScie dotyczy okreSlenia bioréznorodnosci
poprzez analize genow 16S ¥RNA u bakterii

oraz regionu ITS u grzybow strzepkowych, z
zastosowaniem narzedzi bioinformatycznych.
Drugie za$, dotyczace identyfikacji genow
kodujacych enzymy lub metabolity wtorne,
nie wymaga sekwencjonowania (DEJA-SIKORA
i wspotaut. 2007, MOCALI i BENEDETTI 2010).
Jak sie okazuje, wybor komorki gospodarza
nie moze byC przypadkowy. O ile bakterie
Escherichia coli sprawdzaja si¢ bez zarzutu
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w okreslaniu przynaleznoSci diagnostyczne;j,
to ekspresja genow Srodowiskowych, koduja-
cych cechy biochemiczne, podlega istotnym
ograniczeniom (RASTOGI i SANI 2011). Dlate-
go tez coraz czeSciej w roli gospodarza wy-
korzystuje sie Streptomyces sp., Bacillus sp.,
Pseudomonas sp. czy Agrobacterium sp.

Ogromny potencjat jaki ze soba niesie ta
metoda ma wielkie szanse znaczaco uspraw-
ni¢ identyfikacje mikroorganizmow dominuja-
cych w innych ekosystemach, w tym zasiedla-
jacych obiekty muzealne. Jak dotad konstruk-
cja bibliotek genow znalazta zastosowanie w
badaniach nad populacja grzybow strzepko-
wych, kolonizujacych powierzchni¢ zabytko-
wego szkla pochodzacego z okien koSciota
Stockkaimpen (Niemcy) oraz koSciola w Bra-
kel (Niemcy), jak rowniez w badaniach XIII-
-wiecznego wloskiego manuskryptu z widocz-
nymi Sladami daleko posunictej biodeteriora-
¢ji, czy archeologicznego drewna datowanego
na 300 r. p.n.e. (Dania) (SCHABEREITER-GURT-
NER i wspotaut. 2001, HELMS i wspotaut. 2004,
MICHAELSEN i wspotaut. 2010).

Genetyczny fingerprinting

Metoda genetycznego fingerprintingu
moze by¢ z powodzeniem stosowana do
identyfikacji gatunkowej lub typowania we-
wnatrzgatunkowego drobnoustrojow, row-
niez w obszarze naszego dziedzictwa kul-
turowego. Uzyskane w wyniku reakcji PCR
amplikony poddaje sie¢ rozdzialowi elektro-
foretycznemu uzyskujac charakterystyczny
uktad prazkow, tzw. fingerprint, porownywa-
ny w toku badan z bazami danych. Wsrod tej
grupy metod na szczegOlna uwage zashuguja:
DGGE/TGGE, ARDRA, T-RFLP, RISA/ARISA
oraz SSCP.

DGGE (TGGE) — Elektroforeza w gradien-
cie czynnika denaturujacego (ang. denatu-
ring gradient gel electrophoresis, DGGE) jest
w ciagu ostatniej dekady najczeSciej stosowa-
ng metoda molekularna w ocenie biorézno-
rodnoSci, opisujaca zwiazek filogenetyczny
pomiedzy mikroorganizmami zasiedlajacymi
obiekty zabytkowe (GAO i Tao 2012). Licz-
ne zrodla literaturowe wskazuja jej uzycie
w odniesieniu do malowidel Sciennych (ja-
skinia w Tito Bustillo w Hiszpanii), freskow
(Zamek Herberstein w Austrii), dziel sztuki
(barokowy obraz ,Cristo de la Paciencia”,
Krannert Art Museum w Champaign, USA),
witrazy (Katedra w Tarragonie, KoSciot San-
ta Maria del Mar w Barcelonie), czy papie-
ru (manuskrypt ,Le Stanze del Bandello” w
Bibliotece w Mediolanie) (ROLLEKE i wspot-

aut. 1996; SCHABEREITER-GURTNER i wspotaut.
2001; MICHAELSEN i wspolaut. 2006, 2009;
LOPEZ-MIRAS i wspotaut. 2013; PINAR i wspol-
aut. 2013). W technice tej punkt wyjScia
stanowi amplifikacja metoda PCR z zastoso-
waniem starterow specyficznych dla okre-
slonych markerow molekularnych, posiadaja-
cych dhugi, 30-50 nukleotydowy lancuch par
GC, ktory zapobiega caltkowitemu rozpadowi
DNA do formy jednoniciowej. Otrzymane
fragmenty sa rownej dtugosci, jednak roznice
w sekwencjach skutkuja odmienna ruchliwo-
Scia elektroforetyczna w wyniku denaturacji
w zelu zawierajacym mieszanine mocznika i
formamidu we wzrastajacym ste¢zeniu, przy
czym struktura jednoniciowa migruje w
zelu najszybciej (MUYZER i wspolaut. 1993,
MUYZER 1999, RASTOGI i SANI 2011, DAKAL i
ARORA 2012). Wszystkie gatunki mikroorga-
nizmoOw posiadaja charakterystyczne sekwen-
cje amplifikowanego genu, w zwiazku z tym
osiagaja okresSlona pozycje w zelu — uzyskuje
sie tzw. fingerprint, czyli charakterystyczny
uklad prazkow. Po rozdziale elektroforetycz-
nym wybrane prazki moga zosta¢ wycicte i
poddane sekwencjonowaniu, co pozwala na
identyfikacje mikroorganizmow. Elektrofo-
reza w gradiencie temperatury (ang. tempe-
rature gradient gel electrophoresis, TGGE)
przebiega analogicznie do DGGE, z ta r6zni-
ca, ze zamiast chemicznego czynnika dena-
turujacego stosowana jest temperatura. Top-
nienie dwuniciowej czasteczki DNA zachodzi
domenowo: struktura podwojnej helisy ulega
denaturacji i migracja czasteczki zostanie za-
trzymana, gdy domena o najnizszej tempera-
turze topnienia osiagnie ja w okreSlonej po-
ZycCji na zelu.

ARDRA — Analiza restrykcyjna zampli-
fikowanych fragmentow DNA (ang. ampli-
fied ribosomal DNA restriction analysis, AR-
DRA) jest kolejna metoda stosowana w oce-
nie zjawiska biodeterioracji, wykorzystujaca
polimorfizm DNA (KIRK i wspotaut. 2004).
Znalazla ona zastosowanie w analizie drob-
noustrojow tworzacych biofilmy w Swiaty-
niach Angkoru w Kambodzy, czy na Scianach
»Villa Isabel” w Biarritz we Francji (BERDO-
ULAY i SALVADO 2009, LAN i wspoétaut. 2010).
W technice tej produkt PCR (fragment DNA
kodujacy czasteczki 16S rRNA lub 18S rRNA)
poddawany jest analizie restrykcyjnej przy
uzyciu endonukleaz rozpoznajacych czte-
ronukleotydowa sekwencje, a otrzymane
produkty roéznej dlugoSci wykrywane sa w
zelach agarozowych lub poliakrylamidowych.
Technika ARDRA dostarcza informacji na te-
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mat struktury gatunkowej populacji danego
srodowiska (KIRK i wspolaut. 2004, RASTOGI
i SANI 2011).

T-RFLP — Technika cechujaca si¢ duzym
podobienstwem do ARDRA, stanowiaca jed-
noczesnie jej uzupelnienie, jest analiza poli-
morfizmu dlugosci terminalnych fragmentow
restrykcyjnych (ang. terminal restriction frag-
ment length polymorphism, T-RFLP). Wyko-
rzystano ja m.in. w celu réznicowania szcze-
pOw zasiedlajacych etruski grobowiec w
miejscowosci Tarquinia we Wltoszech i XVI-
-wiecznym malowidle w koSciele San Giaco-
mo Maggiore w Bolonii (SPROCATI i wspotaut.
2008, CAPODICASA i wspotaut. 2010). Réznica
pomiedzy T-RFLP i ARDRA polega na zastoso-
waniu w reakcji PCR starterow, sposrod kto-
rych jeden znakowany jest fluorescencyjnie
na 5’ koncu, przy uzyciu barwnika, np. TET.
Produkty amplifikacji poddawane sa analizie
restrykcyjnej (enzymy rozpoznajace motywy
czteronukleotydowe), jednakze obraz elek-
troforetyczny pozwala na detekcje wylacznie
fragmentow terminalnych (KIRK i wspotaut.
2004, RASTOGI i SANI 2011). Pojedynczy pra-
zek stanowi odrebna jednostke taksonomicz-
na, co znacznie upraszcza uzyskany finger-
print (KUMARI i wspoétaut. 2009). Osiagniecia
w dziedzinie bioinformatyki pozwolity opra-
cowac program komputerowy, ktory ulatwia
analize jakoSciowa badanej populacji mikro-
organizmOw, poprzez porOwnanie otrzyma-
nego ukladu prazkow, ze specjalnie skonfi-
gurowanymi bazami danych (RASTOGI i SANI
2011).

RISA (ARISA) — Wsroéd metod wykorzy-
stywanych w ocenie zréznicowania gatun-
kowego blisko spokrewnionych mikroorga-
nizméw pochodzacych z réznych Srodowisk
oraz zmian ich struktury gatunkowej w cza-
sie, czesto stosowana jest analiza dlugosci
sekwencji miedzygenowej rDNA (ang. ribo-
somal intergenic spacer analysis / automated
ribosomal intergenic spacer analysis, RISA/
ARISA). Zastosowano ja w przypadku okre-
Slania struktury gatunkowej biofilméw na
zabytkowych fontannach na terenie Witoch i
Hiszpanii (CuzMAN 2009). Podstawa tej tech-
niki jest amplifikacja PCR fragmentu laczni-
kowego DNA (ang. intergenic spacer region,
IGS), znajdujacego si¢ pomiedzy mata (16S)
a duza (23S) podjednostka rybosomalna, a
nastepnie rozdzial otrzymanych produktow
w zelu poliakrylamidowym w warunkach de-
naturujacych (KIRK i wspotaut. 2004, KUMARI
i wspotaut. 2009, GAO i TAo 2012). Region
IGS jest niezwykle cenny w identyfikacji ga-

tunkowej, poniewaz moze kodowacl tRNA,
charakteryzuje si¢ réwniez polimorfizmem
dlugosci i sekwencji, co stanowi fundament
tej metody (FISHER i TRIPLETT 1999). Analiza
polimorfizmu w technice RISA jest mozliwa
poprzez barwienie zeli srebrem. Technika
ARISA, bedaca jej zautomatyzowana wersja,
wykorzystuje znakowany fluorescencyjnie
starter, a otrzymane produkty sa wykrywane
automatycznie przez detektor laserowy (KIRK
i wspolaut. 2004, RASTOGI i SANI 2011). W
zaleznoSci od badanych mikroorganizmow
wyrozniamy B-ARISA (identyfikacja bakterii)
oraz F-ARISA (identyfikacja plesni), jednakze
druga z nich polega na analizie polimorfizmu
dlugosci fragmentu sktadajacego si¢ z dwoch
regioné6w ITS oraz 5,88 rRNA (ITS — 5,8S
rRNA-ITS2) (RANJARD i wspotaut. 2001).

SSCP — Kolejnym narzedziem opiera-
jacym sie na rozdziale elektroforetycznym
produktow reakcji PCR jest analiza polimor-
fizmu konformacji jednoniciowych fragmen-
tow DNA (ang. single strand conformation
polymorphism, SSCP), ktoéra zostala wyko-
rzystana m.in. do potwierdzenia obecnoSci
bakterii z rodzaju Rubrobacter na Scianach
starozytnych budowli Majow w Meksyku, czy
w okreSleniu struktury populacji mikroorga-
nizmow zasiedlajacych rzymskie katakumby
(Urzi i wspotaut. 2003, DAKAL i ARORA 2012).
Otrzymane amplikony poddawane sa dena-
turacji w buforze zawierajacym mieszaning
formamidu, mocznika lub wodorotlenku so-
dowego, a uzyskane w ten sposob jednoni-
ciowe fragmenty sa rozdzielane na zelach po-
liakrylamidowych w warunkach natywnych
(RASTOGI i SANI 2011). Analiza SSCP bazuje na
niewielkich réznicach w sekwencjach nukle-
otydowych, czesto nawet dotyczacych poje-
dynczej zasady azotowej. Skutkuje to odmien-
na konformacja struktury drugorzedowej, co
z kolei ma wplyw na réznice w ruchliwosci
elektroforetycznej w zelu (zmiana potoze-
nia prazka w profilu elektroforetycznym).
W przypadku dwuniciowych fragmentow
jest ona uzalezniona od dlugosci; fragmenty
jednoniciowe sa podatne na tworzenie we-
wnetrznych par zasad azotowych w wyniku
nawet niewielkich zmian w sekwencji, nie-
zaleznie od dlugosci, stad tez wynika ich od-
mienna konformacja przestrzenna (KUMARI i
wspoétaut. 2009).

FISH

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
(ang. fluorescence in situ hybridization,
FISH) cieszy si¢ duza popularnosScia w bada-
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niach filogenetycznych oraz analizie rozkladu
poszczegolnych gatunkéw mikroorganizmow
w Srodowisku. Obecnie coraz cze¢Sciej stosu-
je sie ja w odniesieniu do obiektow zabytko-
wych, jak chociazby malowidet Sciennych w
Zamku Herberstein w Austrii czy katedrze
w Mediolanie (CAPITELLI i wspoétaut. 2007).
Podstawe tej techniki stanowi 18-30 nukle-
otydowa sonda molekularna, znakowana flu-
orescencyjnie na 5’ lub 3’ koficu, wiazaca si¢
z komorkowym rRNA. Zatem, jest to jedna z
metod umozliwiajacych okreSlenie stanu me-
tabolicznego komorki. Detekcja utworzonego
kompleksu sonda-kwas nukleinowy odbywa
sie przy uzyciu mikroskopu epifluorescen-
cyjnego lub cytometrii przeptywowej (GON-
ZALEZ 2002, RASTOGI i SANI 2011). W potacze-
niu z mikroskopia skaningowa (ang. confocal
laser scanning microscopy, CLSM) mozliwe
jest precyzyjne zlokalizowanie okreSlone-
go gatunku w strukturze biofilmu (DAKAL i
ARORA 2012). Na szczegoOlna uwage zastuguje
takze potaczenie techniki FISH z mikroauto-
radiografia (ang. FISH-microautoradiography,
FISH/MAR), w ktorej stosowane sa substraty
znakowane radioizotopowo. Jest to metoda
zapewniajaca ocen¢ aktywnoSci mikroorga-
nizmow, co stanowi jej niepodwazalna zalete
(GONZALEZ 2002).

Sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowanie rybosomalnego DNA
stanowi narzedzie w identyfikacji mikroor-
ganizmow oraz ustalaniu stopnia pokrewien-
stwa pomiedzy szczepami odpowiedzialny-
mi za biodeterioracje. W ostatnim czasie
coraz wigksza uwage poswieca sie¢ nowej
dziedzinie nauki, metagenomice, ktoéra w cia-
gu ostatniej dekady zrewolucjonizowala na-
uki biologiczne, w tym mikrobiologie. Pod
terminem metagenomika rozumiemy bada-
nie materialu genetycznego wyizolowanego
bezposrednio ze Srodowiska. W metageno-
mice tworzone s3a banki fragmentow DNA/
RNA, ktore sa bezposrednio sekwencjono-
wane, w efekcie czego mozliwa jest analiza
wszystkich mikroorganizmow pochodzacych
z badanej proby, réwniez tych niehodowal-
nych (HANDELSMAN i wspotaut. 1998, STEELE
i STREIT 2005, DEJA-SIKORA i wspotaut. 2007).
W diagnostyce molekularnej bakterii szcze-
g6lne znaczenie ma gen 16S rRNA, sktadaja-
cy sie z wysoce konserwatywnych fragmen-
tow rozdzielonych dziewiecioma regionami
V (ang. variable regions) o roéznorodnych
sekwencjach nukleotydowych w zaleznoSci
od gatunku bakterii. Sposrod nich w bada-

niach filogenetycznych najwiecej informacji
dostarczaja regiony V2, V3 i V6 (PETROSINO i
wspotaut. 2009, Kim i wspotaut. 2011, SHAH
i wspotaut. 2011). Markerem molekularnym
w identyfikacji grzybow strzepkowych sa
wspomniane wczeSniej wewnetrzne regiony
niekodujace ITS. Klasyczna technika sekwen-
cjonowania jest metoda Sangera, za poSred-
nictwem ktorej dokladnie okreSlana jest ko-
lejnos¢ nukleotydow wchodzacych w sktad
rybosomalnego DNA. Opiera si¢ ona na do-
budowywaniu kolejnych deoksynukleotydow
dNTP, jak rowniez znakowanych fluorescen-
cyjnie dideoksynukleotydow ddNTP pozba-
wionych grupy hydroksylowej, co powodu-
je, ze po przylaczeniu si¢ do syntetyzowanej
nici uniemozliwiaja jej dalsze wydluzenie. W
ten sposOb uzyskuje si¢ fragmenty DNA roz-
nej dlugosci, ktore rozdziela sie¢ elektrofore-
tycznie i uwidacznia radiograficznie prazki
odpowiadajace poszczegolnym produktom
terminacji (HEYRMAN i SWINGS 2003). Precy-
zyjne okreSlenie sekwencji wykorzystywa-
nych w taksonomii mikroorganizméw (re-
giony V1-V9) spowodowalo, ze analiza cato-
Sci rDNA przestaje by¢ konieczna. Metoda
Sangera jest stopniowo zastepowana innymi,
nowoczesnymi technikami, ze wzgledu na
ich nizszy koszt oraz dostarczanie wickszej
ilosci danych. Jedna z nich jest pirosekwen-
cjonowanie, ktore opiera si¢ na detekcji cza-
steczki pirofosforanu (PPi), uwalnianej pod-
czas syntezy DNA. Dodawane kolejno dNTP
powoduja uruchomienie kaskady reakcji en-
zymatycznych, skutkujacych emisja Swiatla,
ktorego intensywnoSC¢ jest uzalezniona od
iloSci wydzielonego pirofosforanu (RONAGHI
2001, PETROSINO i wspotaut. 2009). Techni-
ka ta zostala z powodzeniem wykorzystana
w okreSleniu przynaleznoSci diagnostycznej
mikroorganizmow kolonizujacych kamienie
budowlane zabytkowych budynkow w Bel-
fascie (CUTLER i wspotaut. 2013). Kolejnym
przykladem jest sekwencjonowanie metage-
nomowe (ang. shotgun sequencing), umoz-
liwiajace analize¢ materialu genetycznego
wyizolowanego bezposSrednio z populagji
mikroorganizméw, a tym samym komplek-
sowa ocene bioréznorodnosci mikroflory za-
siedlajacej obiekty muzealne (RASTOGI i SANI
2011). Otrzymane sekwencje nukleotydowe
porownuje si¢ z sekwencjami dostepnymi
w bazach danych. GenBank jest najwieksza
baza danych nukleotydowych, w ktorej zde-
ponowano ponad 20 milionow sekwencji,
w tym 90 000 genu 16S rRNA. Oznacza to,
ze jest ich na tyle duzo, aby rzetelnie ziden-
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tyfikowac¢ badane szczepy. Przyjmuje sie, ze
szczepy wykazujace identycznoS¢ w co naj-
mniej 95% naleza do tego samego rodzaju,
a o 97% stopniu podobiefistwa i wiekszym,
mozemy zaliczy¢ do tego samego gatunku.
Sekwencja genu 165 ¥YRNA ma dlugos¢ oko-
to 1550 bp. Fragmenty od 500 do 1500 bp
maja wystarczajaca dlugos$¢, umozliwiajaca
ustalenie przynaleznoSci taksonomicznej mi-
kroorganizmow (CLARRIDGE 2004).

Mocne i stabe strony metod molekularnych

Konstrukcja bibliotek genow, genetycz-
ny fingerprinting oraz hybrydyzacja DNA to
metody uzyteczne w identyfikacji mikroflory
zasiedlajacej roznorodne powierzchnie zabyt-

kowe, cechujace si¢ przede wszystkim uni-
wersalnoscia. Oznacza to, ze ulatwiaja analize
mikroorganizmOw oraz sprawdzaja si¢ nieza-
leznie od badanego materiatu, gdy konwen-
cjonalne metody zawodza. Jednakze z drugiej
strony, oprocz mnostwa zalet, posiadaja row-
niez ograniczenia (Tabela 2).

METODY BIOCHEMICZNE

Rozw6j drobnoustrojow na powierzch-
niach zabytkowych moze by¢ potwierdzony
rowniez za poSrednictwem metod bioche-
micznych opartych na wykrywaniu bialek
(enzymy), fosfolipidow oraz barwnikow foto-
syntetycznych.

Analiza barwnikow fotosyntetycznych

Tabela 2. Wady i zalety metod molekularnych w analizie biodeterioracji (wg GAO i TAO 2012, KIRK
i wspotaut. 2004, MOREY i wspoétaut. 2013, RASTOGI i SANI 2011)

Technika Zatety Wady
Konstrukcja bibliotek “ztoty standard” w ocenie biordéznorod- duzy naklad pracy, czasochtonnosc,
genow nosci
DGGE/TGGE mozliwoS¢ analizy wielu prob jedno- analiza krotkiej sekwencji (500 bp),
czeSnie, krotki czas analizy, mozliwoSC pojedynczy prazek moze reprezento-
wycigcia pojedynczych prazkow z zelu i waé wiecej niz jeden gatunek (takie
ich sekwencjonowanie same temperatury topnienia),wykrywa-
nie dominujacych gatunkow, uzyskanie
skomplikowanego profilu (ograniczona
liczba) fragmentow mozliwa do roz-
dziatu)
ARDRA detekcja zmian strukturalnych w popu- uzyskanie skomplikowanego profilu
lacji mikroorganizmow (ograniczona liczba fragmentéw mozli-
wa do rozdziatu)
T-RFLP wskazywanie r6znic w  populacji ograniczona liczba fragmentow mozli-

mikroorganizmow, wieksza liczba pro-
bek, prostszy fingerprint

wa do rozdzialu, jednakowe dlugosci
fragmentow terminalnych dla réznych
gatunkow

RISA (ARISA)

mozliwos¢ analizy wielu préb jednocze-
Snie, automatyzacja procesu

wymaga duzych iloSci DNA, zbyt wyso-
kie oszacowanie réznorodnoSci

SSCP

nie wymaga ogona GC, mozliwoS¢ wy-
cigcia pojedynczych prazkow z zelu i
ich sekwencjonowanie, brak gradientu
czynnika denaturujacego

uzytecznos$¢ tylko dla krotkich frag-
mentéw  (150-400 bp), mozliwosé
przyjecia wiecej niz jednej stabilnej
konformacji ssDNA

FISH

analiza in situ, ekstrakcja caloSci DNA,
analiza DNA lub RNA, nie podlega ogra-
niczeniom reakcji PCR

ograniczona czuloS¢, aby sekwencje
zostaly wykryte, musza wystepowac w
duzej liczbie kopii

Pirosekwencjonowanie

mozliwos¢ jednoczesnej analizy wielu
prob, automatyzacja, krotszy czas anali-
zy, nizsze koszty, wyzsza czulo$¢ i wy-
dajnos¢ w poréwnaniu do metody kla-
sycznej

uzytecznos$¢ tylko dla krotkich frag-
mentow
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W celu identyfikacji bakterii fotosyntety-
zujacych (sinice) wykorzystuje sie rutynowa
technike oparta na wykrywaniu chlorofilu,
a poprzez poréwnanie autofluorescencji na
drodze cytometrii przeplywowej, komorek
posiadajacych ten barwnik lub tez wykazu-
jacych jego brak (DAKAL i ARORA 2012). W
ocenie biodeterioracji obiektow zabytko-
wych coraz wieksze znaczenie przypisuje
si¢ pomiarowi fluorescencji chlorofilu a, ze
wzgledu na szybkoS¢ i nieinwazyjnos¢ me-
tody oraz mozliwos¢ dostarczenia cennych
informacji na temat fizjologii organizmow
prowadzacych fotosynteze. Zastosowanie jej
pozwolito wykaza¢ obecnos¢ mikroflory fo-
tosyntetyzujacej na Scianach starozytnych
budowli Majow w Meksyku, jak rowniez w
sprawdzeniu efektywnoSci dziatania biocy-
dow na powierzchni kamieni budowlanych
(ORTEGA-MORALES i wspotaut. 2000, TOMASELLI
i wspotaut. 2002).

Analiza skladnikow bton komorkowych

Kwasy tluszczowe wystepuja w bioma-
sie komorkowej w stalych proporcjach, cha-
rakterystycznych dla danej jednostki takso-
nomicznej. Jakiekolwiek roéznice w profilu
tych zwiazkow sa jednoznaczne ze zmiana-
mi wystepujacymi w populacji mikroorga-
nizméw, co pozwala na ich rdéznicowanie

(KIRK i wspotaut. 2004, RASTOGI i SANI 2011).
Zwiazki te sa ekstrahowane z komorki za-
zwyczaj na drodze saponifikacji, a nastepnie
przeprowadzane do formy lotnej (estry me-
tylowe kwasow ttuszczowych; ang. fatty acid
methyl ester, FAME). Wykorzystanie chroma-
tografii gazowej w analizie FAME powoduje
uzyskanie charakterystycznego wzoru kwa-
sow tluszczowych, ktoéry w dalszym etapie
porownywany jest z baza danych (RASTOGI i
SANI 2011). Technika ta przyniosta wymierne
efekty w identyfikacji bakterii heterotroficz-
nych kolonizujacych malowidla Scienne w
koSciele Sw. Marcina w Greene (Kreiensen,
Niemcy) oraz pozwolila potwierdzi¢ obec-
noS¢ bakterii z rodzaju Halomonas we wne-
trzach kaplicy sw. Katarzyny w Austrii (HEYR-
MAN i wspotaut. 2002, GORBUSHINA i wspol-
aut. 2004).

Posrednia metoda wykorzystywana do
oceny zanieczyszczenia materialu grzybami
strzepkowymi jest analiza skladnika obec-
nego w kazdej komorce pleSni, ergosterolu.
Jego detekcja prowadzona jest z udzialem
metod chromatografii cieczcowej HPLC oraz
polaczenia chromatografii gazowej ze spek-
troskopia mas GC-MS (PASANEN i wspotaut.
1999, GUTAROWSKA i ZAKOWSKA 2002, DAKAL
i ARORA 2012).

INTERAKCJE Z MATERIALEM

Wszelkie zmiany estetyczne i struktural-
ne obiektow muzealnych powstaja na skutek
procesow zyciowych mikroorganizmow. Ne-
gatywne oddzialywanie mikroorganizméw na
powierzchnie wiaze sie nie tylko z procesami
odzywiania i oddychania, ale rOwniez z wy-
dzielaniem szkodliwych produktéw metaboli-
zmu, powodujacych korozje materiatu. Drob-
noustroje heterotroficzne wytwarzaja kwasy
organiczne, takie jak kwas 2-ketoglutarowy,
cytrynowy, fumarowy, szczawiowy i inne,
zdolne do deterioracji, ostabienia struktury,
odbarwienia czy zaplamienia (STRZELCZYK

2004). Analiza z zastosowaniem metod spek-
troskopowych XVII-wiecznego malowidla
pochodzacego z koSciola Nossa Senhora da
Saudac o (Portugalia) pozwolitla potwierdzic¢
obecnos¢ szczawianéw odpowiedzialnych
za uszkodzenia glownie zielonego barwni-
ka. Wedlug ROSADO i wspotaut. (2013) kwas
szczawiowy produkowany przez bakterie,
grzyby strzepkowe, algi i porosty, reaguje z
kalcytem obecnym w nawarstwieniach ma-
larskich, powodujac powstanie szczawianu
wapnia, wywolujacego niekorzystne zmiany
estetyczne malowidet.

PROTEOMIKA

Pomimo ograniczonej liczby doniesien na
temat badan proteomicznych, ta stosunko-
wo mloda dyscyplina, ktorej rozwoj nastapit
wraz z koncem ubiegtego stulecia (potowa

lat 90.), niesie ze soba ogromny potencjal.
Proteomika, w odrdznieniu od metod bio-
chemicznych opartych na identyfikacji poje-
dynczych bialek, umozliwia jednoczesne wy-
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krycie setki biatek w komorkach. Ich analiza,
w poréwnaniu z innymi biomarkerami, taki-
mi jak lipidy, czy kwasy nukleinowe, pozwa-
la uzyskac¢ wiarygodniejszy obraz funkcji me-
tabolicznych niz funkcjonalne geny (WILMES i
BOND 2006, SCHNEIDER i RIEDEL 2010). Obec-
nie, coraz cze¢Sciej mOwi si¢ o zastosowaniu
metaproteomiki, w ktorej zidentyfikowane
biatka moga zosta¢ powiazane bezposSrednio
z mikroorganizmem cechujacym si¢ dana
funkcja metaboliczna (RASTOGI i SANI 2011).
Proteomika znalazta zastosowanie w bada-
niach bialek produkowanych przez plesSnie
brazowej zgnilizny na powierzchni drew-
na z widocznymi objawami biodeterioracji
(wykryto m.in. oksydaze alkoholowa, lipook-
sygenaze i katalaze) oraz w analizie bialek
wystepujacych w spoiwach malarskich, po-
chodzacych z fragmentow powierzchni rene-
sansowych dziet sztuki (TOKARSKI i wspotaut.
2006, KANG i wspotaut. 2009). Klasyczny eks-
peryment proteomiczny obejmuje dwie stra-
tegie: (1) oparta na elektroforezie 2D-PAGE i
analizie z uzyciem metod spektroskopowych
(ang. matrix-assisted laser desorption-ioniza-
tion time of flight;, MALDI-TOF) oraz (2) na

chromatografii cieczowej (WILMES i BOND
2006, SCHNEIDER i RIEDEL 2010). Krokiem
poprzedzajacym  identyfikacje  metodami
spektroskopowymi jest hydroliza biatek roz-
dzielonych na zelu przy udziale proteaz, np.
trypsyny. Uzyskane peptydy, w odrdznieniu
od bialek, z tatwoScia ulegaja elucji, a poza
tym dostarczaja wystarczajaca ilos¢ informa-
¢ji niezbednych do ich identyfikacji. Odbywa
sic ona w wyniku jonizacji sktadnikow che-
micznych w celu uzyskania natadowanych
czastek, a nastepnie detekgji liczby jonow w
funkcji stosunku ich masy do tadunku (/)
i porOwnywania uzyskanych wynikow z ba-
zami danych (PANDEY i MANN 2000). Oprocz
prostej identyfikacji bialek i peptydow, tech-
nika MALDI-TOF sprawdza sie rOwniez w
identyfikacji mikroorganizmow. W tym celu
wykorzystywane sa nie tylko biatka, ale tak-
ze kwasy nukleinowe, a nawet cale komorki.
W metodzie whole-cell MALDI-TOF, w odro6z-
nieniu od metod klasycznych, analizie podda-
wane sa biatka rybosomalne. Stad tez uzyska-
ny wynik jest rozpatrywany jako fingerprint
charakterystyczny dla danego mikroorgani-
zmu (KOUBEK i wspotaut. 2012).

TECHNIKI MIKROSKOPOWE I ANALIZA POWIERZCHNI MATERIALU

Adhezja drobnoustrojow do powierzch-
ni materialbw stanowi bardzo powazny
problem w ochronie zasobow dziedzictwa
kulturowego (ZyskA 2001). Terminem bio-
film okreSlamy zlozona strukture, na ktora
sktadaja sie¢ komorki mikroorganizméw oto-
czone warstwa produktéw ich metabolizmu,
czyli pozakomorkowych polimerow (EPS) i
osadow nieorganicznych, wykazujace zdol-
nos¢ adhezji do powierzchni biologicznych i
abiotycznych (BEECH 2004, CZACZYK i MYSZKA
2007). Egzopolisacharydy utatwiaja adhezje
innych komorek, niekiedy wykazujacych
wickszy potencjal do rozkladu materiatu.
Powszechnie uznawanymi producentami EPS
sa bakterie i plesnie, jednakze zdolnos¢ taka
posiadaja rowniez sinice oraz glony (GAYLAR-
DE i wspotaut. 2011). Zastosowanie metod
mikroskopowych oraz réznorodnych technik
analizy powierzchni pozwala znalez¢ odpo-
wiedZ na pytanie jaka role biofilmy odgrywa-
ja w biodeterioracji miejsc historycznych.

MIKROSKOPIA

Obserwacje mikroskopowe pozwalaja
nie tylko okresli¢c morfologie mikroorgani-

zmOw kolonizujacych obiekty muzealne, ale
dostarczaja cennych informacji dotyczacych
struktury materiatu (krystaliczna czy amor-
ficzna), rozmieszczenia drobnoustrojow na
powierzchni, wystepowania egzopolisacha-
rydow (EPS) oraz zmian w mikrostrukturze
po usunieciu biofilmu (BEECH 2004). Warte
podkresSlenia sa przede wszystkim: skaningo-
wa mikroskopia elektronowa (ang. scanning
electron microscopy, SEM) oraz mikrosko-
pia konfokalna (ang. confocal laser scan-
ning microscopy, CSLM) wykorzystywana do
zwickszania kontrastu obrazow i obserwacji
trojwymiarowych struktur obiektow. Tech-
niki te byly wielokrotnie stosowane m.in.
w analizie biodeterioracji XVIII-wiecznych
freskow, w ktorych stwierdzono adhezje mi-
krobiologiczna i wyrazne oznaki rozkladu, za-
bytkowych fotografii i map pochodzacych z
archiwum muzeum w Argentynie oraz histo-
rycznego szkla w celu kontroli procesu two-
rzenia biofilmow, czy malowidel Sciennych
w grobowcach maltaiaskich, aby Sledzi¢
wytwarzanie kalcytu (MULLER i wspotaut.
2001, MILANESI i wspotaut. 2006, GUIAMET i
wspotaut. 2011, ZAMMIT i wspotaut. 2011).
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Podstawa dzialania SEM jest skanowanie
badanej powierzchni zogniskowana wiazka
elektronéow wzdluz kolejnych réwnolegtych
linii. W efekcie nastepuje emisja elektronow
wtornych i promieniowania elektromagne-
tycznego, ktore trafiaja do detektora. CSLM
polega zas na barwieniu wybranych struktur,
widocznych na skutek wzbudzania fluorescen-
cji barwnika. Dzieki zastosowaniu przestony
konfokalnej przepuszczajacej jedynie Swiatlo
z warstwy, w ktorej powstaje obraz o najlep-
szych parametrach optycznych, mozliwa jest
dokladna obserwacja struktury badanej pro-
by oraz trojwymiarowa rekonstrukcja obrazu
(HERRERA i VIDELA 2009, KORCZYNSKI 2013).

ANALIZA POWIERZCHNI

Okreslenie mechanizmu korozji biologicz-
nej oraz zrozumienie reakcji elektrochemicz-
nych, ktore wowczas zachodza, zapewniaja
rozne sposoby analizy powierzchni, sposréd
ktorych dyfrakcja promieniowania rentge-
nowskiego (ang. X-ray diffraction, XRD), mi-
kroanaliza rentgenowska (ang. energy disper-
sive X-ray analysis, EDX) oraz spektroskopia
w podczerwieni z transformacja Fouriera
(ang. Fourier transform infrared spectrosco-
py, FTIR) znalazly zastosowanie w odniesie-
niu do miejsc o charakterze historycznym
(BEECH 2004). Technika XRD zostala uzyta
m.in. w odniesieniu do zabytkowych fontann
w Granadzie (Hiszpania) w celu ustalenia
produktow korozyjnych oraz sktadu mineral-
nego materiatlu, a takze, aby przeprowadzic¢
analize chemiczna powierzchni katedry w
Mediolanie, przy czym w obu przypadkach
w przewazajacej iloSci prob stwierdzono
obecnos¢ kalcytu (SARRO i wspotaut. 2000,
CAPITELLI i wspotaut. 2007). Freski pochodza-
ce z XVIII w. byly natomiast poddane mikro-

analizie rentgenowskiej EDX, ktora pozwolila
okresli¢ sktad pierwiastkowy fragmentow z
widocznymi objawami rozktadu mikrobiolo-
gicznego (MILANESI i wspotaut. 2006). W celu
ustalenia sktadu chemicznego zabytkowego
papieru, a w konsekwencji potwierdzenia
obecnosci w nim grzybow strzepkowych,
przeprowadzono analize oparta na spektro-
skopii w podczerwieni z transformacja Fo-
uriera (ZOTTI i wspotaut. 2008).

Analiza XRD stanowi uzyteczne narze-
dzie w identyfikacji oraz ustaleniu struktu-
ry zwiazko6w chemicznych, przy czym kazda
struktura krystaliczna reprezentowana jest
przez unikatowy wzor dyfrakcyjny (HERRERA
i VIDELA 2009). EDX jest analiza chemiczna
malej czeSci probki, w ktorej wykorzystywa-
ne jest emitowane przez probke promienio-
wanie rentgenowskie, jednakze zwiazki wy-
stepujace w niewielkich stezeniach, np. pig-
menty nie nadaja si¢ do badan w oparciu o
te metode (DAKAL i ARORA 2012). FTIR jest
z kolei metoda umozliwiajaca ustalenie skia-
du chemicznego skomplikowanych zwiaz-
kow chemicznych, w wyniku identyfikacji
poszczegolnych wiazan w czasteczce. Tech-
nika ta sprawdza si¢ takze w identyfikacji
mikroorganizmow — moze by¢ zastosowana
bez wzgledu na gatunek, a co wazne, nie wy-
maga dostarczenia duzej iloSci biomasy. Po-
mimo licznych zalet, takich jak czulos¢ czy
prosty sposOb przygotowania proby, inter-
pretacja widm FTIR moze okazac si¢ klopo-
tliwa, np. ze wzgledu na podobiefistwa po-
miedzy zwiazkami wystepujacymi w komor-
kach grzybow strzepkowych (polisacharydy,
lipidy, biatka) a substancjami spotykanymi w
papierze (SANTOS i wspotaut. 2010, GAYLARDE
i wspotaut. 2011, ZOTTI i wspotaut. 2011).

WYZWANIA I PROGNOZY NA PRZYSZLOSC

Obecny stan wiedzy nie pozwala jedno-
znacznie wytoni¢ dominujacej mikroflory kolo-
nizujacej miejsca o charakterze historycznym,
jak rowniez precyzyjnie ustali¢ mechanizm bio-
deterioracji. Stad tez tak istotne jest wdrozenie
metod, ktore pozwola nie tylko zidentyfiko-
wac drobnoustroje, ale przede wszystkim po-
zwola znalez¢ brakujace ogniwo taczace dany
gatunek z rola, jaka odgrywa w procesie bio-
deterioracji, a takze ustali¢ jego Zrodto. W pra-
widlowej konserwacji obiektow muzealnych
niezbedne jest szerokie spojrzenie na problem

biodeterioracji. Kazda z metod z osobna (tech-
niki biologii molekularnej, wykrywanie bio-
molekul i metabolitow drobnoustrojow oraz
mikroskopia i analiza powierzchni materialow)
doskonale sprawdza si¢ w okreSlonym obsza-
rze, ale moze okazaC si¢ niewystarczajaca w
pelnej interpretacji tego zjawiska. Wyjscie z
sytuacji stanowi polaczenie opisanych metod
oraz znalezienie zwiazku pomie¢dzy nimi, sta-
nowiacego fundament zjawiska biodeterioracji,
a jednoczeSnie punkt wyjScia dla prac konser-
watorskich i renowacji zabytkow.
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Streszczenie

Interpretacja zjawiska biodeterioracji obiektow
muzealnych wymaga podjecia dziatan obejmujacych
identyfikacje dominujacych gatunkoéw mikroorgani-
zmOw oraz ustalenie zwiazku pomiedzy cechami me-
tabolicznymi zidentyfikowanych mikroorganizméw
a wilasciwoSciami chemicznymi badanych materia-
ow. Z tego powodu konieczno$¢ opracowywania i
wdrazania nowych metod badawczych wydaje si¢
nieodzowna. Do precyzyjnego okreSlenia przynalez-
nosci taksonomicznej drobnoustrojow pochodzacych
z badanej proby, rowniez tych niehodowalnych w
warunkach laboratoryjnych, przyczynit si¢ rozwoj
metod molekularnych: genetycznego fingerprintingu

(m.in. DGGE/TGGE, T-RFLP, SSCP, ARISA, ARDRA),
sekwencjonowania rRNA, narzedzi bioinformatycz-
nych, czy metagenomiki. Oznaczenie okreSlonych
biomolekut na powierzchniach zabytkowych, beda-
cych nastegpstwem rozwoju drobnoustrojow, oparte
jest na stosunkowo miodej dyscyplinie, metabolo-
mice. Calos¢ dopetniaja metody analityczne (takie
jak np. SEM, EDX, XRD, FTIR), dzi¢ki ktorym mozna
okresli¢ skutki interakcji drobnoustrojow z materia-
tem zabytkowym oraz mechanizm biodeterioracji.

W artykule przedstawiono i scharakteryzowano
wspolczesne techniki pozwalajace ocenic zjawisko
biodeterioracji materiatow zabytkowych.

CURRENT RESEARCH TECHNIQUES FOR STUDIES ON BIODETERIORATION OF HISTORICAL
OBJECTS

Summary

Incomplete knowledge of agents responsible for
biodeterioration of the museum objects prevents
from introducing effective restoration strategies. For
proper conservation approaches it is necessary to
identify complete microbial consortium inhabiting
a given object, as well as, to find connections be-
tween products of microbial metabolism and chem-
ical features of the material the object is made of.
Therefore, development and application new meth-
ods for the study of biodeterioration of historical
objects seems to be indispensable. To precisely de-

termine the taxonomic position of microorganisms
inhabiting museum objects, the evaluation of differ-
ent existing molecular techniques is necessary, for
instance genetic fingerprinting, ribosomal RNA gene
sequencing, bioinformatics or metagenomics. Identi-
fication of microbial metabolic products is possible
with the help of recently emerged approach, metab-
olomics. In this paper some current research tech-
niques in use for the evaluation of biodeterioration
of historical objects are presented.
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