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ABSTRACT

Microorganisms synthesize several monomeric chemical structures that are not found elsewhere in
nature, e.g. muramic acid (an amino sugar) and D-amino acids (D-alanine and D-glutamic acid) are ubiquitous
in bacterial peptidoglycan (PG). Characteristic sugars (e.g. heptoses) and 3-hydroxylated fatty acids are found in
the endotoxin (lipopolysaccharide, LPS) of gram-negative bacteria [1].

The best way to protect against environment contamination is microbial control. Methods in current
use for monitoring microorganisms mainly include culture and direct microscopy. However, several factors,
including samples collection, growth conditions, incubation temperature and interaction between different
organisms all affected the culture results.

Additionally, culture based methods can detect only viable organisms and they are also time consuming,
sometimes taking days or weeks.

However, since both living and dead microorganisms express irritating and toxic structures, they should
all be taken into consideration.

Muramic acid has been suggested for use as a chemical marker in gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS) determination of bacterial peptidoglycan [2]. While 3-hydroxylated fatty acids are the best proposition
for use as a chemical markers in gas chromatography-mass spectrometry determination of bacterial lipopolysac-
charide (endotoxin) of gram-negative bacteria in both clinical and environmental samples [38]. Two derivatives
have been applied, including the trimethylsilyl (TMS) and pentafluorobenzoyl (PFBO) derivatives [80].

Both derivatives (TMS and PFBO) have been proven suitable for use with GC-ion-trap tandem MS [3].

The aim of our proposition is trial of application of gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
method as an alternative or complement to culturing, microscopy and other assays for detection, characteri-
zation and monitoring of microbial contamination of environment (e.g. water, air, air-conditioning systems),
contamination of biochemical and food production chain processes, packaging for foodstuffs etc. by analysis of
bacterial 3-hydroxylated fatty acids as a biochemical markers.

A method is described for the quantitation of methyl esters of 3-hydroxyacids, markers of bacterial lipopo-
lysaccharide (endotoxin), as trimethylsilyl or pentafluorobenzoyl derivatives using GC/MS method.

The described methods are quick and simple, can be applied for monitoring microbial contamination
directly, without prior culturing, in complex environmental samples.

This method can be also applied for testing processes of cleaning and disinfections on packaging materials
or on both packaging materials/foodstuffs in order to decrease their microbial load and thus to ensure better
shelf-life.

[1]  Z. Mielniczuk, K. Bal, Spektrometria mas w badaniach skazen mikrobiologicznych $rodowiska. Czes¢ I.
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48, 267.
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polysaccharide 3-hydroxy fatty acids: comparison of pentafluorobenzoyl and trimethylsilyl methyl ester
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WSTEP

Kontrole skazen mikrobiologicznych szeroko rozumianego $rodowiska natu-
ralnego mozna prowadzi¢ metodami klasycznymi, takimi jak np. immunologicz-
nymi [radioimmunologicznymi (RIA), immunofluorescencyjnymi (IF), immuno-
enzymatycznymi (ELISA)] lub genetycznymi polegajacymi na identyfikacji $cisle
dobranego fragmentu materialu genetycznego z uzyciem techniki ,Polymerase
Chain Reaction” (PCR), jak réwniez poprzez hodowle drobnoustrojéw na pozyw-
kach potaczonych z badaniami mikroskopowymi. Metody oparte na hodowli sa
pracochlonne i do uzyskania wyniku wymagaja co najmniej kilku dni, a nawet
kilku tygodni. Ponadto pozwalaja wykry¢ tylko Zywe organizmy, a jak wiadomo
zaréwno zywe jak martwe mikroorganizmy posiadaja toksyczne struktury i dlatego
obie formy powinny by¢ brane pod uwage podczas monitorowania skazen mikro-
biologicznych. Alternatywna do w/w metod moze by¢ zastosowanie chromatografii
gazowej i spektrometrii mas (GC/MS) do monitorowania unikalnych markeréw
chemicznych bakterii, a tym samym do wykrywania skazen mikrobiologicznych
w otoczeniu (np. w powietrzu, wodzie, kurzu) [1-3].

Wszystkie bakterie majg stosunkowo prosta budowe i sa osloniete blong
komorkowg. Komorki bakterii (z wyjatkiem Mycoplasmatales i Archaebacterie) oto-
czone s3 lezaca na zewnatrz blony, §ciang komorkowa tworzaca szkielet zewnetrzny
decydujacy m.in. o ksztalcie komoérki. Jednym z wazniejszych sktadnikéw $cian
komorkowych bakterii gram-ujemnych jest zewnetrzna oslona zbudowana z bia-
tek oraz lipopolisacharydu [4, 5]. Lipopolisacharyd (LPS), ktorego brakuje u bak-
terii gram-dodatnich, jest endotoksyng stanowigcg amfifilowy integralny skladnik
zewnetrznej blony komadrkowej ostony bakterii gram-ujemnych, gdzie tworzy on
zlozone struktury z biatkami i fosfolipidami.

Ze wzgledu na wazng role jaka $ciana komérkowa odgrywa w funkcjach zycio-
wych bakterii oraz zZe wlasnie ona zawiera wiele unikalnych zwigzkéw chemicznych,
ponizej, w duzym uproszczeniu opisana zostala budowa chemiczna lipopolisacha-
rydu, sktadnika §ciany komdrkowej bakterii gram-ujemnych.
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1. STRUKTURA CHEMICZNA LIPOPOLISACHARYDU
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Rysunek 1. Schemat struktury lipopolisacharydu bakterii gram-ujemnych [6], po modyfikacjach
Figure 1. Schematic structure of the lipopolysaccharide of gram-negative bacteria, [6] after modifications

Duza, kompleksowa makrostruktura LPS, przedstawiona schematycznie na
Rysunku 1 sklada sie z trzech czgéci: pierwszej, zewnetrznej, zbudowanej z wielo-
cukréw, odpowiedzialnej za swoisto$¢ antygenowsa (tzw. tancuch O-swoisty); jest
to najbardziej wyeksponowana na zewnatrz cze$¢ LPS [7], charakteryzujaca sie
znaczng zmiennos$cig. Fragment ten zbudowany jest z powtarzajacych si¢ od 20 do
40 jednostek, z ktoérych kazda skfada si¢ z jednej do siedmiu czasteczek cukrow.

Druga cze$¢ stanowi oligosacharydowy rdzen LPS, ktéry zawiera dwa rzadko
spotykane cukry: kwas 2-keto-3-deoksyoktanowy (KDO), wystepujacy we wszyst-
kich lipopolisacharydach, (jest on ogniwem faczagcym wielocukier z lipidem A),
oraz siedmio weglowy cukier, heptoze.

KDO jest zwigzkiem bardzo rzadko wystepujacym w przyrodzie i poza lipopo-
lisacharydami mozna go znalez¢ w nielicznych roslinach i glonach. Wigzanie KDO
z lipidem A jest bardzo slabe i moze ulega¢ hydrolizie kwasnej w bardzo umiarko-
wanych warunkach [8].

Trzecig czedcig LPS jest wlasnie lipid A. Jest to najmniej zmienna czes¢ LPS,
odpowiedzialna za jego toksyczne oddziatywanie. Lipid A zawiera rdzen cukrowy
zlozony z dwdch reszt czasteczek N-acetylo-p-glukozoaminy (GIcNAc) potaczo-
nych ze soba wigzaniem beta-1,6 [9]. Do tego kompleksu, przytaczone sa dwie grupy
fosforylowe [10] i cztery kwasy tluszczowe (Rys. 2). Sg to kwasy nie zawierajace
grupy hydroksylowej, 3-hydroksy- oraz bardzo rzadko kwasy 2-hydroksyttusz-
czowe, o dlugosci tanicucha od 10 do 20 atoméw wegla, polaczonych z GlcNAc wig-
zaniem estrowym lub amidowym [11]. Sktad kwaséw tluszczowych LPS jest charak-
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terystyczny dla paleczek gram-ujemnych, i moze by¢ uzyty jako chemiczny marker
przydatny do ich wykrywania, a nawet identyfikacji [12, 13]. Chemiczng strukture
lipidu A E. coli przedstawiono na Rysunku 2.

Rysunek 2. Struktura chemiczna lipidu A E. coli [5], po modyfikacjach
Figure 2. Chemical structure of the lipid A of E. coli, [5], after modifications

2. FUNKCJE BIOLOGICZNE LIPOPOLISACHARYDU

Zewnetrzna warstwa oslony komorkowej bakterii gram-ujemnych stanowi
doskonaly, nieprzepuszczalng bariere dla wielu substancji [14, 15]. W roku 1952
Westphal i Liideritz i in. [16] wyizolowali skfadnik toksyczny z pateczek Salmonella,
Serratia i Vibro. Autorzy stwierdzili, ze zawiera on zawsze wielocukier oraz lipid
(stad: lipopolisacharyd, LPS), powigzane z grupa fosforanows, ktéra bardzo zmie-
nia reaktywno$¢ obu skladnikéw. Lipopolisacharyd bedacy najbardziej wysunietg
czescig skltadowa zewnetrznej warstwy ostony komorkowej bierze udzial w wielu
czynnosciach zyciowych bakterii. M.in. pelni zasadniczg role w zachowaniu ksztattu
bakterii iich ochronie przed czynnikami zewnetrznymi. Lipopolisacharydy réznych
gatunkow bakterii gram-ujemnych posiadajg bardzo podobng strukture chemiczna.
Przedmiotem najliczniejszych badan byt LPS z paleczek Salmonella [9].

Lipopolisacharyd - z biologicznego punktu widzenia endotoksyna — spelnia,
jak wspomniano wyzej, wiele bardzo waznych funkcji zyciowych bakterii gram-
-ujemnych. Czes¢ wielocukrowa, a zwlaszcza fancuch O-specyficzny nadaje bakterii
swoisto$¢ antygenowa. LPS warunkuje tez wlasciwosci pasozytnicze i chorobotwor-
cze bakterii, wplywa na wrazliwo$¢ komorek na dziatanie antybiotykéw i licznych
czynnikow chemicznych. Jego obecno$¢ ttumaczy wiekszo$¢ réznic pomiedzy bak-
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teriami gram-ujemnymi i gram-dodatnimi. Najistotniejsza wlasciwos$cia endotok-
syny jest zdolno$¢ do wywolywania zaréwno u ludzi jak i u zwierzat goraczki oraz
objawdw wstrzgsu (zaburzenia krazenia powodujace nieprawidtowe funkcjonowa-
nie wielu narzagdéw prowadzace do $mierci) [17].

Endotoksyny w mniejszych ilosciach, oddzialywaja korzystnie na organizm
przez stymulacje jego ogolnej odpornosci na zakazenia bakteryjne, wirusowe,
a takze wykazuja dzialanie nekrozujace w stosunku do tkanek nowotworowych.
Zdaniem wielu badaczy, kontakt z endotoksynami ma istotne znaczenie dla prawi-
diowego rozwoju i funkcjonowania uktadu odpornosciowego.

Podanie osobie zdrowej, LPS np. w ilo$ci 4 ng/kg masy ciala powoduje wytwa-
rzanie i uwalnianie mediatoréw stanu zapalnego jako czynnika nekrozy nowotworéw
(TNEF-a), cytokin (w tym interleukiny 1, 6 i 8), rodnikéw tlenowych (tlen atomowy,
nadtlenek wodoru, tlenek azotu) oraz lipidow, jak prostaglandyna E2 i tromboksan
A2 [18, 19]. Pobudzone przez LPS makrofagi wytwarzaja mediatory stanu zapal-
nego w umiarkowanej ilosci, ktére stymulujg korzystne reakcje organizmu, jak stany
podgoraczkowe, pobudzenie ukladu odpornosciowego, czy tez niszczenie drobno-
ustrojow. W ciezkich zakazeniach, endotoksyny sa gromadzone w duzych ilosciach
we krwi, co stymuluje uwalnianie przez makrofagi mediatoréw w obrebie calego
ustroju. Efektem tego dzialania s reakcje niepozadane, takie jak wysoka goraczka,
znaczne obnizenie ci$nienia krwi, wewnatrznaczyniowe wykrzepianie krwi, wstrzas
zagrazajacy zyciu. Obserwacje te zostaly potwierdzone po zsyntetyzowaniu lipidu A
i przebadaniu jego aktywnosci biologicznej [20, 21].

Przebywanie w srodowisku o wysokim stezeniu endotoksyn, (np. w pomieszcze-
niach o niedostatecznej lub wadliwej wentylacji jak w szkolach, szpitalach, biurach,
rzezniach, farmach hodowlanych, fabrykach tekstylnych, przy skazeniu bakteriami
wody uzywanej do klimatyzacji ), moze by¢ przyczyng wielu schorzen gérnych drég
oddechowych, np. alergii, czy przewleklych niezytow oskrzeli [22, 23]. Uwaza sie, ze
stezenie LPS w powietrzu (kurzu) w iloéci 0,1-0,2 mg/m” jest stezeniem krytycznym
wywolujacym w/w objawy [24].

Instytucje oraz firmy np. farmaceutyczne, zajmujace si¢ hodowla tkankowa,
inzynierig genetyczng, czy tez produkcjg lekow, przyjmuja dopuszczalne stezenie
endotoksyn w produkcie koncowym na poziomie 0,025 ng/ml (25 pg/ml). Kurz
obecny praktycznie wszedzie w normalnym $rodowisku, jest ztozong mieszaning
zwigzkow organicznych i nieorganicznych, przy czym jego sktad zalezy od srodowi-
ska. Endotoksyny pochodzace z bakterii gram-ujemnych obecnych w kurzu, wydaja
sie by¢ gtéwnymi skfadnikami odpowiedzialnymi za zaburzenia uktadu oddecho-
wego [25, 26].



102 K. BAL, Z.M. MIELNICZUK

3. METODY OZNACZANIA LIPOPOLISACHARYDOW

W wielu krajach oficjalnie uznang metodg stwierdzania obecnosci lipopo-
lisacharydu jest test pirogenny z wykorzystaniem krolikéw. Jest on jednak malo
dokladny i kosztowny [27].

Stezenie lipopolisacharydéw w srodowisku jest oznaczane gldéwnie testem
LAY’ (Limulus amebocyte lysate test). LAL jest wodnym wyciagiem z komorek krwi
(amebocytes) kraba morskiego, ,Limulus polyphemus” [28].

Lipopolisacharyd aktywuje kaskadowa reakcje krzepniecia LAL, prowadzac do
utworzenia zelu. Stopien zelowania LAL pozostaje w $cistym zwigzku z ilo$cig LPS
w badanej probee [29]. Spektrofotometryczny pomiar pozwala na okreslenie zawar-
tosci LPS o stezeniu powyzej 1 pg/ml [30].

Polaczona metoda LAL z testem immunoenzymatycznym (ang. Enzyme-Lin-
ked Immunosorbent Assay, ELISA) obniza prog wykrywania LPS do stezenia ponizej
1 pg/ml [31]. Metoda LAL znalazta m.in. zastosowanie kliniczne do szybkiej dia-
gnostyki zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych [32].

Wiadomo jednak, ze wiele innych substancji niz LPS, m.in. peptydoglikan,
dekstrany, niektdre bialka oraz polinukleotydy, aktywujg reakcje LAL, natomiast
inne: typu elektrolitéw, hormondw, czy antybiotykéw, moga ja hamowa¢ [33].

W roku 1978, Iwanaga i in. [34], wprowadzili, a w 1983 r. Harris i in. [35] ulep-
szyli kolorymetryczng metode iloSciowego oznaczania endotoksyn uzywajac syn-
tetycznego peptydu (S-2423) jako substratu dodawanego do badanej probki inku-
bowanej uprzednio z LAL. W trakcie zachodzacej reakeji, z substratu wydziela si¢
zabarwiona na z6lto p-nitroanilina, ktdrej absorbancja mierzona przy 405 nm jest
proporcjonalna do zawartosci endotoksyn.

Te klasyczne techniki biochemiczne sg czgsto niedostatecznie selektywne, pra-
cochlonne i ilo§ciowo nieprecyzyjne. Poréwnanie oznaczania lipopolisacharydow
w kurzu znajdujacym si¢ w pomieszczeniach produkeyjnych zakladéw drobiar-
skich metoda chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas (GC/MC)
i metodg LAL [36], wykazaly niewielka korelacje pomiedzy zastosowanymi meto-
dami. Wyzsze warto$ci stezen uzyskiwano przy stosowaniu metody GC/MS. Ciagle
udoskonalanie testu LAL pozwala jednak uzyskiwac lepsze korelacje z GC-MS [37].
Ponizej poréwnano niektére cechy testu Limulus z metodg GC/MS:

Limulus GC/MS
czuloéé wysoka (pg/ml) umiarkowana (ng/w probce)
swoisto$¢ umiarkowana wysoka
pomiar »wolny” LPS catkowita ilo$¢ LPS

Chromatografia gazowa (GC), sprz¢zona najczesciej ze spektometria mas
(MS) jest szczegdlnie uzyteczng metoda do wykrywania i oznaczania ilo$ciowego
markeréw chemicznych bakterii [1], w tym kwaséw 3-hydroksy ttuszczowych cha-
rakterystycznych markeréw lipopolisacharydéw (endotoksyn) skfadnikéw $cian
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komorkowych bakterii gram-ujemnych. Wysoka czulos¢ i specyficzno$¢ tego
ukladu analitycznego umozliwia oznaczenie markeréw bezposrednio w probkach
klinicznych i srodowiskowych, bez uprzedniej, czesto dlugiej hodowli. Pozwala
wykrywa¢ zanieczyszczenia bakteriami w tak skomplikowanych prébkach jak np.
kurz z powietrza [38, 39], w probkach materiatéw klinicznych [40], czy tez glebie
[41].

Przygotowanie probki do badan jest proste i nie wymaga czgsto pracochtonnej
i dlugotrwalej hodowli bakterii. Sktada sie ono z kilku nastepujacych etapdw:

1. wydzielenie pojedynczych markeréw chemicznych ze zlozonej matrycy

materialu wyjsciowego, poprzez hydrolize metanolowym roztworem HCI
i ekstrakcje wytworzonych estrow metylowych kwasow ttuszczowych hek-
sanem [42].

2. przeprowadzenie estréw metylowych w pochodne trimetylosililowe umoz-
liwiajgce wykonanie analizy metoda GC-MS. Etap ten prowadzi do obnize-
nia polarnosci zwigzkow, zwieksza ich stabilno$¢ oraz wykrywalnos¢.

Najczesciej stosowana metoda jonizacji probek jest metoda ,electron impact”
(EI) z zastosowaniem kwadrupolowego detektora. Stosuje si¢ rowniez pochodne
pentafluorobenzoilowe (PFBO). Do ich detekcji wymagana jest ujemna jonizacja
chemiczna (CI") z zastosowaniem metanu, izobutanu lub amoniaku jako gazu joni-
zujacego.

Detekcje zwigzkdéw mozna prowadzi¢ metodg SIM (monitorowanie pojedyn-
czych jonéw) lub metoda SCAN (TIC, pomiar calkowitego pradu jonowego). Do
obliczen ilosciowych najczesciej stosuje si¢ kwas 3-OH tridekanowy (3-OH C13:0)
nie wystepujacy w strukturach bakterii.

Reakcje tworzenia pochodnych kwaséw 3-hydroksytluszczowych przebiegaja
wedlug nastepujacych schematow:

1. pochodne trimetylosililowe estroéw metylowych (Me/TMS):

CH30H BSTFA
R-CH-CH3-COOH —————— R-CH-CH2COOCH3
| HCI |
OH OH

R-CH-CH3-COOCH3

OSi(CH3)3

BSTFA = N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid

Sii(CH:;)s
o

CF3-C = N-Si-(CH3)3

R = rodnik alkilowy
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2. pochodne pentafluorobenzoilowe estréw metylowych (Me/PFBO):

0

CH30H . ” -

R-CH-CH2-COOH ———— = R-CH-CH3COOCH3 C-C—=CeFs
! HCl |
OH OH

44444 = R-CH-CH-COOCHj3

0-C-CgFs

0]

R = rodnik alkilowy

4. PRZYKLADY ZASTOSOWANIA CHROMATOGRAFII
I SPEKTROMETRII MAS W BADANIACH LIPOPOLISACHARYDOW

Metoda GC/MS, jak wspomniano wyzej, mozliwe jest wykrywanie i oznacze-
nie ilo$ciowe, markeréw chemicznych $cian komdrkowych bakterii gram-ujemnych
jakimi sg kwasy 3-hydroksytluszczowe. Zwiazki te byly wykrywane we wszystkich
lipopolisacharydach. Juz we wczesnych latach sze$¢dziesiatych uwazano, ze chroma-
tografia gazowa moze by¢ zastosowana do charakteryzowania bakterii gram-ujem-
nych, poprzez analize kwasow tluszczowych, bedgcych sktadnikami ich komoérek
[43].

Od tego czasu opublikowano wiele prac dotyczacych klasyfikacji i identyfikacji
bakterii na podstawie skltadu kwaséw tluszczowych [44, 45]. Kwasy te oznaczano
réwniez metodg chromatografii cieczowej [46] oraz gazowej polaczonej ze spektro-
metrig mas (GC/MS) [47-49].

Oznaczanie tych kwaséw prowadzi bezposrednio do okre$lenia stezenia LPS
w badanym materiale [50, 51]. Z dokladniejszych badan wynika, ze w czystych
hodowlach sg to gtéwnie kwasy (R) 3-hydroksytluszczowe [52], potaczone w lipi-
dzie A z glukozaming zaréwno wigzaniem estrowym jak i amidowym. Kwasy tego
typu sg zwigzkami nie spotykanymi w naturze. Blizsze okreslenie jako$ciowe i ilos-
ciowe skladu kwaséw tluszczowych pozwala na ocene nie tylko ilosci LPS, ale réw-
niez rodzaju lub gatunku bakterii [53]. Sktad kwasow tluszczowych lipopolisachary-
doéw niektérych bakterii gram-ujemnych podaje Wilkinson [54].

Ocena profilu kwaséw organicznych wydzielanych z komdrek bakteryjnych jest
szczegolnie istotna w przypadku koniecznosci szybkiej identyfikacji i klasyfikacji
np. wolno rosngcych bakterii lub paleczek niefermentacyjnych [55-58].

Niewielkie ilo$ci kwasow 3-hydroksytluszczowych byly wykrywane we frak-
cjach fosfolipidéw $cian komorkowych Mycobacterium [59].

Ogolnie, w/w kwasy tluszczowe zawarte w LPS stanowig od 15 do 22% catkowi-
tej ilosci kwasow ttuszczowych komorki bakteryjnej [60].
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Nalezy nadmieni¢, iz w naturze rozpowszechnione s réwniez kwasy 2-hydrok-
sytluszczowe, ale najczgsciej pochodzenia niebakteryjnego. Wystepuja one np.
w grzybach i jarzynach [61, 62].

W strukturze LPS wystepuja 3-hydroksykwasy tluszczowe zawierajace najcze-
$ciej od 10 do 18 atomoéw wegla. Kwasy te moga by¢ uzyte jako chemiczne markery
endotoksyn w $rodowisku naturalnym [63]. Zawartos¢ endotoksyn byta badana
w probkach powietrza i kurzu pobranego z kabin samolotéw pasazerskich w cza-
sie rejsu. Stwierdzono iz stezenie endotoksyn w tych przypadkach bylo wyzsze niz
w probkach pobranych z pomieszczen mieszkalnych i biur. Byly to kwasy o dlugosci
tancucha od C10:0 do C18:0. Oznaczenia prowadzono metodg chromatografii gazo-
wej sprzezonej z tandemowa spektrometrig mas typu pulapki jonowej oraz testem
LAL [64].

Larsson i in. [65, 66] badali metodg spektrometrii mas stezenie endotoksyn
w powietrzu pomieszczen dla palaczy i niepalgcych. Stezenie endotoksyn w pokoju
dla palaczy byto 120 razy wigksze anizeli w pomieszczeniu dla niepalacych. Autorzy
stwierdzaja, ze tego rodzaju badania moga przyczynic¢ si¢ do wyjasnienia genezy
choréb gérnych drog oddechowych u palaczy.

Park i in. [67] metoda GC/MS badali stezenia endotoksyn w pomieszczeniach
wolnostojacych doméw (sypialnia, kuchnia, bawialnia, duzy pokéj) w ktdrych
przebywaly dzieci chore na astme oraz alergie. Autorzy stwierdzili roznice zaréwno
w stezeniu jak i dlugosci fancucha kwasow 3-hydroksytluszczowch w zaleznosci
od pomieszczenia. Kurz w kuchni zawieral najwyzsza koncentracje kwasu 3-OH
C:10 i wykazywal najwyzsza aktywnos$¢ endotoksyn (mierzong testem LAL). Kurz
w sypialni charakteryzowal si¢ duza zawartoscia dtugotancuchowych 3-OH kwasow
i niskg specyticzng aktywnoscig endotoksyn.

Pomorska i in. [68] stosujac metode chromatografii gazowej sprzezona z tan-
demowg spektrometrig mas typu putapki jonowej (GC/MS/MS) zbadali powietrze
(kurz organiczny) z 22 pomieszczen dla zwierzat (owiec, $win, koni, kréw, drobiu jak
réwniez stodol) na obecno$¢ endotoksyn. Najwigksze ich stezenie (,,airborne endo-
toxin”, LPS) stwierdzono w pomieszczeniach dla owiec, najmniejsze w stodotach.
Zostalo to potwierdzone testem LAL. We wszystkich jednak przypadkach przekro-
czony zostal podawany przez réznych autoréw limit stezenia endotoksyn wynoszacy
0,1 mu g/m’ co moze stwarzaé zagrozenie dla uktadu oddechowego zaréwno ludzi
jak i zwierzat.
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Rysunek 3. Chromatogramy jonowe probki klinicznej zanieczyszczonej bakteriami otrzymane przez analize
GC/MS pochodnych Me/PFBO (A) lub Me/TMS (B) estréw metylowych kwaséw 3-hydroksy [80]
Figure 3. Ton chromatograms of pharmacological samples contaminated with bacteria obtained by GC/MS

analysis of Me/PFBO (A) or Me/TMS (B) derivatives of methyl esters of 3-hydroxyacids[80]

Na Rysunku 3 przedstawiono chromatogramy jonowe (SIM) pochodnych
Me/PFBO, (A) oraz pochodnych trimetylosililowych (TMS) estréw metylowych

Me/TMS

, (B) kwasow 3-hydroksy tluszczowych probki klinicznej zanieczyszczonej

bakteriami.

Do

rozdzialu kwaséw najczesciej stosowanymi kolumnami sg kwarcowe

kolumny kapilarne o dtugosci 15-30 m i $rednicy wewnetrznej 0,25 mm, ze zwig-
zang fazg stacjonarng o grubosci filmu 0,25 um (np. CP-Sil 5 CB-MS, SE-54, OV-1).
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5. PRZYKEADOWE WIDMA MAS POCHODNYCH KWASOW
3-HYDROKSYTLUSZCZOWYCH
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Rysunek 4.  Widmo mas kwasu 3-hydroksymirystynowego — gtéwnego sktadnika LPS E. coli - jako pochodnej
Me/TMS (A) lub Me/PFBO (B) [80]

Figure 4. Mass spectrum of 3-hydroxy myristic acid - the main component of LPS of E. coli - a derivative of
Me/TMS (A) or Me/PFBO (B) [80]

Rysunek 4 przedstawia widma mas kwasu 3-hydroksymirystynowego — gtow-
nego skfadnika LPS E. coli - jako pochodnej Me/TMS (A) lub Me/PFBO (B). Przy-
ktadowo zaznaczono réwniez fragmentacje zwigzku.

Widma mas pochodnych Me/TMS kwaséw 3-hyroksytluszczowych charak-
teryzuja si¢ dwoma bardzo silnymi jonami: jeden o stosunku m/z réwnym M-15,
zwigzany z utratg grupy metylowej (np. dla kwasu 3-OH 14:0 jest to jon 315), i drugi
o wartoséci m/z réwnym 175, (wystepujacy we wszystkich kwasach 3- hydroksytlusz-
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czowych) zwigzany z rozerwaniem wigzania mi¢dzy czwartym a pigtym weglem
w czasteczce. Jon m/z = 73 wystepuje we wszystkich pochodnych TMS (nie tylko
w kwasach) i jest zwiazany z grupg -(CH,),Si. W zakresie wyzszych mas wystepuje
jon m/z 257 (M-73), zwigzany utratg grupy -(CH,),Si.

Dla pochodnej Me/PFBO kwasu 3-OH C14:0 w widmie mas wystepuje inten-
sywny jon m/z = 452.

6. ZASTOSOWANIA PRAKTYCZNE

6.1. OBLICZANIE ZAWAROSCI LIPOPOLISACHARYDU W PROBKACH
(DLA POCHODNYCH ME/TMS)

Latwo mozna oznaczy¢ lipopolisacharydy zawarte w materiale wyjsciowym
w stezeniu kilku nanogramoéw. Dotyczy to obu rodzajéw pochodnych: Me/TMS
oraz Me/PFBO.

Krzywe kalibracyjne dla oznaczania LPS E.coli w zakresie stezenn do 600 ng
(stosujac jako marker E. coli kwas 3-OH 14:0 i standard wewnetrzny kwas 3-OH
13:0) charakteryzuja si¢ rownaniami:

dla pochodnych Me/TMS:  y=(4,7x - 54,4)10°

dla pochodnych Me/PFBO: y=(3,9x - 50,6)10"°

gdzie:

x = zawarto$¢ LPS w prdbce,

y = stosunek pola jonu oznaczanego kwasu do pola jonu wzorca wewnetrznego

Wspotczynnik korelacji w obu przypadkach wynosit 0,9937.

Minimum detekeji wynosito odpowiednio 3 pg dla pochodnych Me/TMS oraz
1 pg dla Me/PFBO, przy stosunku sygnalu do szumu wynoszacym 4. Warto$ci te
otrzymano w rutynowych warunkach analitycznych, przy monitorowaniu jonéw
metodg SIM.

Przy obliczaniu zawartosci endotoksyn w srodowisku, przyjeto zalozenie, ze
1 mol lipidu A zawiera 4 mole 3-hydroksykwasow [20] oraz ze $redni ci¢zar cza-
steczkowy LPS wynosi 8000 [69, 70].

Kolejnos¢ obliczen:

1. obliczenie ilosci moli 3-hydroksylowanego kwasu (3-OHK) w prébce:

wedlug wzoru:

pole jonu m/z 175 danego kwasu x 50 x 10

3-OHK = pole jonu m/z 175 standardu wewnetrznego

cigzar czasteczkowy kwasu

gdzie: pola jonéw m/z 175 mierzone przez GC/MS,
50 x 10" iloé¢ wzorca (IS) dodanego do prébki — 50 ng kwasu 3-OH 13:0
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Ciezar czasteczkowy kwaséw 3-hydroksylowych (mole):

kwas: 10:0 12:0 13:0 14:0 16:0 18:0

mole: 188 216 244 272 300 328

2. obliczenie sumy moli wszystkich kwaséw w préobcee (S3-OHK)

3. obliczenie ilo$ci moli LPS (IMLPS)
IMLPS = S3-OHK/4
gdzie: 4 jest (umowng) ilo$cig czasteczek kwasow w czasteczce LPS

4. obliczenie ilosci ng LPS w probcee
LPS(ng) = IMLPS x 8000

Przyktad obliczen:

Stezenie lipopolisacharydéw oznaczano w prébce zebranej na filtrze Millipore
0,45 mm zasysajac przez 2 godziny kurz (ok. 3 mg) z powietrza w laboratorium,
prozniowa pompka wodng. Wykryto nastepujace kwasy 3-hydroksttuszczowe:

C12:0 C14:0 C16:0 C18:0

pola kwaséw w jednostkach umownych wynosity odpowiednio:
166 305 405 113

pole standardu wewnetrznego (kwas 3-OH C13:0) : 294

ilo$¢ moli poszczegdlnych kwasow (3-OHK):
0,13 0,19 0,23 0,06

suma moli wszystkich kwaséow (S3-OHK) : 0.61
iloé¢ moli LPS (IMLPS): 0,15
obliczona zawarto$¢ LPS w probcee: 1200 ng

Chromatogramy jonowe otrzymano z liofilizowanej prébki klinicznej, po prze-
prowadzeniu hydroksykwaséw do pochodnych Me/TMS i Me/PFBO. Probka zawie-
rala kwasy: 3-OH 12:0, 3-OH 14:0, 3-OH 16:0 i 3-OH 18:0, zidentyfikowane metoda
GC/MS w uktadzie SCN. Obliczona ilo§¢ LPS w probce wynosita, 576 ng, dla
pochodnych Me/PFBO i 776 ng dla pochodnych Me/TMS.

Podobne postgpowanie analityczne zastosowano w przypadku analizy probek
kurzu pobranych z odkurzacza z pomieszczen mieszkalnych, komputera oraz wody
pitnej w Lund, Szwecja [38].
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Najwyzsza zawartos¢ LPS stwierdzono w kurzu zebranym z komputera
(ok. 350 ng/mg kurzu) oraz z pokoju rekreacyjnego (ok. 170 ng/mg). Zawarto$¢ LPS
w wodzie pitnej byta bardzo niska (ok. 25 ng/100 ml).

We wszystkich przypadkach dominowal kwas 3-hydroksypalmitynowy (3-OH
16:0), stanowigcy srednio 50% zawarto$ci wszystkich kwasow, charakterystyczny dla
Pseudomonas cepatia, wystepujacych powszechnie w glebie, wodzie oraz mikro $ro-
dowisku szpitalnym. W wodzie stwierdzono ponadto znaczne ilosci kwasu 3-hydro-
symirystynowego (3-OH 14:0), charakterystycznego np. dla pateczek Salmonella.

Zawarto$¢ procentowa LPS oznaczona w 1 mg suchej masy bakterii H. pylori,
P, mirabilis i E. coli. wynosita odpowiednio: 0,20, 0,82, 0,43% (1972, 8213 i 4291 ng/mg)
przy stosunku jak 1,0: 4,1: 2,2. Najwiecej LPS posiada wiec P. mirabilis.

W przypadku lipidu A H. pylori (NCTC 11637) dominujacym kwasem jest
3-hydroksystearynowy (3-OH 18:0), przy czym udzialy procentowe kwaséw 3-OH
wynosity odpowiednio: dla 3-OH 14:0, (0,9%), 3-OH 16:0, (31,6%) oraz 3-OH 18:0,
(67,5%). Nalezy nadmieni¢, ze stezenie LPS w H. pylori jest zalezne od szczepu bak-
terii, natomiast udzialy procentowe poszczegélnych kwaséw ulegaja jedynie bardzo
malym wahaniom (wlasne nie publikowane dane [71]).

Dla E. colii P. mirabilis, dominujacym jest kwas 3-hydroksymirystynowy (3-OH
14:0) stanowigcy ponad 99% kwaséw 3-hydrosyttuszczowych.

PODSUMOWANIE

Wiele symptomoéw chorobowych (np. alergie, astma i inne) moze by¢ wywota-
nych wdychaniem mikroorganizméw obecnych w §rodowisku. Proby powigzania
niektorych objawoéw klinicznych, z zawarto$cig LPS w kurzu wdychanym z powie-
trzem jest zjawiskiem opisanym w literaturze [72-74]. Symptomy te zwigzane s3
z okreslonymi bakteriami zawierajagcymi struktury chemiczne warunkujace ich
aktywno$¢ biologiczng. Sg one czesto bardzo skomplikowane, unikalne, nie wyste-
pujace nigdzie indziej w naturze, ztozone z polaczonych ze sobg monomerycznych
sktadnikéw zwanych markerami chemicznymi.

Chromatografia gazowa polaczona ze spektrometrig mas (GC/MS) pozwala na
wykrywanie i identyfikacje tych markerdw, co czesto umozliwia okreslenie sktadu
mikrobiologicznego analizowanej probki [75].

Lipopolisacharyd (LPS), jest przykladem zlozonej struktury zawierajacej kwasy
3-hydroksytluszczowe, ktore sa chemicznymi markerami prawie wszystkich bakterii
gram-ujemnych.

Sposréd wielu metod, chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometria
mas (GC/MS), wydaje sie by¢ najdogodniejsza metodg analityczng dla wykrywania
i oznaczania ilo$ciowego kwasow ttuszczowych [76]. Analiza kwasow 3-hydroksy-
ttuszczowych metodg GC/MS, pozwala na doktadne ilosciowe oznaczenie endo-
toksyn nawet w skomplikowanych prébkach pobranych ze srodowiska. Kwasy te sa
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sktadnikami lipidu A, ktory jest czescig struktury LPS odpowiedzialnego za efekt
endotoksyczny [77].

Sktad kwaséw 3-OH jest rézny dla poszczegdlnych bakterii, a analiza GC/MS
moze dostarczy¢ informacji o pochodzeniu LPS. Na przyklad. kwas 3-OH 14:0 jest
dominujacym w paleczkach z rodziny Enterobacteriaceae, (E. coli, P. mirabilis), pod-
czas gdy 3-OH 10:0, 3-OH 12:0, i 3-OH 16:0 w pateczkach gram-ujemnych z rodziny
Pseudomonadaceae, a 3-OH 18:0 w H.pylori. W niektorych bakteriach identyfiko-
wane byly réwniez kwasy 3-hydroksytluszczowe z nieparzysta liczbg atomow wegla
[78]. Informacje uzyskane metodg GC/MS moga by¢ przydatne np. dla okreslenia
pochodzenia zanieczyszczenia bakteriami gram-ujemnymi.

Uwolnienie kwaséw ttuszczowych z LPS mozna osiggna¢ stosujac zaréwno
hydrolize kwasowa, jak i zasadowg. Obie metody uwalniaja kwasy z wigzan estro-
wych jak i amidowych, ktérymi sa polaczone z glukozoaming. Z wielu wzgledow
takich jak tworzace sie artefakty, czy tez dtuzsza procedure, preferowana jest hydro-
liza metanolowym roztworem chlorowodoru. Hydroliza i przeprowadzenie kwa-
séw do estrow metylowych, zachodza w tym samym etapie przygotowania probki
[79-81]. Do ilosciowego oznaczania LPS metoda GC/MS konieczne jest jeszcze
przeprowadzenie kwaséw 3-hydroksytluszczowych w pochodne Me/TMS lub Me/
PFBO.

Pochodne TMS byly badane wczeéniej [82], przy czym minimum detekcji LPS
(metodg EI'), wynosito ok. 100 ng w 1 ml badanej probki. Sonesson [83] wykazal, ze
stosujac pochodne PFBO w analizie GC/MS metoda CI', mozliwe jest wykrywanie
1 ng (107 g) LPS w prébce wyjsciowej. Czuto$¢ metody CI” zastosowanej do analizy
pochodnych Me/PFBO nie odbiegata od podawanej w literaturze [83], tzn. 1 ng LPS
w probce wyjsciowej jest wykrywalny w rutynowych warunkach analizy.

Roéznica w czuloéci metod (CI') i (EI'), przy zastosowaniu pochodnych
Me/PFBO lub Me/TMS, okazala si¢ mniejsza niz przypuszczano. Szczegélnie jest
to widoczne dla kwasu 3-OH 14:0, gdzie oznaczane ilosci byly takie same dla obu
rodzajéw pochodnych. Wyzsze wartosci iloSciowe uzyskiwano dla pochodnej
Me/TMS kwasu 3-OH 18:0 w poréwnaniu z pochodng Me/PFBO. Z doswiadczen
wlasnych wynika réwniez, ze w celu uzyskania maksymalnej czulosci i powtarzal-
noéci opisywanej metody zalecane jest:

1. uzycie szkla (gtéwnie probdwek) z nieaktywna powierzchnig oraz nakretek

z teflonowymi podktadami,

2. unikanie zanieczyszczen zwigzkami pochodzacymi z detergentéw, odczyn-
nikéw itp., w trakcie przygotowywania probki,

3. uzycie szklanego wkiadu w dozowniku chromatografu gazowego, ktéry
powinien by¢ dezaktywowany i czyszczony regularnie, szczegdlnie przy
nowej serii oznaczen, ze spodziewanymi, matymi stezeniami markeréw
w probce,

4. uzycie krotkiego odcinka kolumny (ok. 0,5-1 m), od strony dozownika,
ktéry powinien by¢ wymieniany po serii oznaczen, w celu unikniecia
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adsorpcji, i/lub rozkladu probki na aktywnej powierzchni kolumny pokry-
tej czasteczkami zweglonego materiatu, gtéwnie z weglowodoréw, jak np.
heksan, uzywanych jako rozpuszczalnikow,

5. zrédlo jonéw spektrometru masowego powinno by¢ rutynowo czyszczone,

6. do kazdej serii oznaczen powinna by¢ dolaczona ,Slepa” proba tylko

z odczynnikéw przechodzaca przez wszystkie etapy przygotowania wlasci-
wej probki. Pozwala to nie tylko na ocen¢ ,,czystosci” procedury, ale réwniez
stanu aparatury.

Jednakze, przygotowanie pochodnych Me/TMS jest latwiejsze, reakcja jest
szybka (15 min. w 80°C), oraz nie wymaga dodatkowych ekstrakeji, jak w przy-
padku pochodnych Me/PFBO. Dodatkowa korzyscig jest bardzo niski poziom szu-
mow analitycznych w przypadku oznaczania pochodnych Me/TMS, nawet wowczas
gdy analizowano bardzo mate ilosci LPS.

Stwierdzong prawidlowoscig jest takze fakt dluzszej pracy wldkna (korzysci
ekonomiczne) w zrodle jonéw spektrometru mas pracujgcego w trybie jonizacji
dodatniej EI" anizeli w trybie ujemnej jonizacji chemicznej CI'.

Kwasy 3-OH (poza LPS) byty wykrywane w fosfolipidach np. w grupie Flavo-
bacterium - Cytophaga [84], jak réwniez w bardzo matych ilo$ciach w lipidach $cian
komoérkowych Mycobacterium [85]. Dane o wystepowaniu tych kwaséw w rdznych
rodzajach bakterii gram-ujemnych podaje Wilkinson [86].

Zastosowanie metody GC/MS umozliwia ich rozréznienie przez wykrywanie
charakterystycznych dla nich jonéw.

Pochodne Me/TMS kwasoéw 3-OH sa wykrywane przez rejestrowanie jonu
m/z = 175. Wystepowanie okreslonych jonéw w widmie mas dla pochodnych
Me/PFBO uzyskanych metoda CI zalezy od temperatury zrédla jonéw, czego nie
obserwowano dla pochodnych Me/TMS analizowanych metoda EI".

Obserwowany byl jednak cz¢$ciowy rozktad probki podczas reakeji przeprowa-
dzanej w 150°C w czasie 1 godziny.

Reakcja powstawania pochodnych Me/TMS zachodzi po ogrzewaniu prébki
w 80°C przez 15 minut.

Oba rodzaje pochodnych sa chemicznie stabilne podczas przechowywania
przez kilka tygodni w temperaturze 4°C (dane nie publikowane).

Poréwnanie oznaczenn LPS metoda GC/MS z polaczonym testem koloryme-
trycznym i Limulus, wykazato, ze np. w kurzu wystepuja inne niz LPS aktywne
substancje [87]. Dla ilosciowego oznaczania kwasow 3-hydroksytluszczowych nie-
zbedne jest uzycie standardu wewnetrznego. Jako najbardziej przydatne okazaly sie
kwasy: 3-hydroksynonanowy (3-OH 9:0) [83] oraz 3-hydroksytridekanowy (3-OH
13:0) [80, 81]. Obydwa zwigzki zawieraja nieparzysta liczbe atomoéw wegla, posiadaja
identyczne wlasciwosci chemiczne jak oznaczane kwasy co powoduje, ze dodane w
okreslonej, zawsze tej samej ilosci do probki, przechodzg przez wszystkie etapy jej
przygotowania, podobnie jak kwasy zawarte w prébce.



SPEKTROMETRIA MAS W BADANIACH SKAZEN MIKROBIOLOGICZNYCH SRODOWISKA. CZESC 11 113

E. coli jest pewnego rodzaju standardem, naturalng florag naszego organizmu,
ale z drugiej strony sg szczepy chorobotworcze wywolujace np. biegunki u dzieci.
Drobnoustroj ten wystepuje powszechnie w naszym srodowisku i jest wskaznikiem
jego skazenia (miano coli), posrednio wskazujac na wystepowanie innych bakterii.

P. mirabilis, z klinicznego punktu widzenia jest wazny w przypadku zakazenia
drég moczowych. Bardzo rozpowszechniony w szpitalach (zakazenia wewnatrzsz-
pitalne), fatwo namnaza si¢. Czesta przyczyng zakazen moze by¢ np. cewnikowanie,
stad wazna jest kontrola bakteriologiczna uzywanego sprzetu medycznego, ptynow
itd.

P. aeruginosa moze powodowac powiktania np. w leczeniu ran pooperacyjnych.

H. pylori jest drobnoustrojem, klinicznie zwigzanym z chorobg wrzodowa
zoladka i dwunastnicy zaréwno u dorostych jak i dzieci. Jest on bardzo intensywnie
badany przez wiele o$rodkéw naukowych na $wiecie, stad wynika potrzeba opra-
cowania nowych, czutych metod jego wykrywania i identyfikacji. Metoda GC/MS
i bardzo charakterystyczne spektrum kwaséw LPS tej bakterii (m.in. wyjatkowa
dominacja kwasu 3-OH 18:0) wydaje si¢ by¢ idealna do osiagniecia tego celu [88].
Metoda GC/MS moze stuzy¢ do wczesnego i szybkiego wykrycia skazenia bakte-
riami urzadzen produkcyjnych, reaktoréw, surowcow itp. uzywanych w procesach
biotechnologicznych, fermentacyjnych w przemysle farmaceutycznym, czy tez spo-
Zywczym.

Wezesne wykrycie skazenia bakteriami, jeszcze przed rozpoczeciem procesu
technologicznego, moze przynosi¢ wymierne korzysci ekonomiczne przyczyniajac
sie do zmniejszenia strat finansowych przez uniknigcie strat w produkeji, czy tez
poprawe jakosci wyrobu gotowego.

Nalezy nadmieni¢, ze niedostateczna kontrola bakteriologiczna moze prowa-
dzi¢ nie tylko do obnizenia jako$ci wytwarzanego produktu czy nawet jego calkowi-
tego zniszczenia, ale moze stanowi¢ zagrozenie dla personelu i srodowiska.

Obecnie ciagle jeszcze stosowane metody kontroli bakteriologicznej opieraja
sie gtéwnie na hodowlach badanych prébek i réznego rodzaju testach biochemicz-
nych co moze trwac od kilku godzin do kilku dni.

Rosnace zagrozenie skazen bakteriami szpitali, sanatoriow, $rodowiska (np.
wody), Zzywnosci, powoduje, Ze istnieje zapotrzebowanie na opracowanie nowych,
czulych i szybkich metod oceny mikrobiologicznej wyzej wymienionych zagrozo-
nych obszaréw. Metoda GC/MS oznaczania specyficznych markeréw $cian komor-
kowych bakterii, moze by¢ zastosowana do wykrywania zakazen bakteryjnych
u ludzi. Wykrywanie markeréw chemicznych metoda GC/MS moze znalez¢ zasto-
sowanie takze do oceny mikrobiologicznej zanieczyszczenia systemow wentylacyj-
nych i klimatyzacyjnych.

Pomiary te mogg by¢ wykonane bezpo$rednio z pobranej probki, bez uprzed-
niej, czesto dlugiej i trudnej hodowli bakterii.
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Ogdlnie mozna powiedzie¢, ze markeréw chemicznych bakterii nalezy szuka¢
przede wszystkim tam, gdzie w normalnych warunkach, skazenie bakteriami nie
powinno mie¢ miejsca.

Zastosowanie chromatografii gazowej i spektrometrii mas jako metody ana-
litycznej w mikrobiologii jest jedynie alternatywa do innych biologicznych metod
badania drobnoustrojéw. Moze stanowi¢ podstawe do znalezienia korelacji pomie-
dzy np. wdychaniem organicznego kurzu z okreslonego srodowiska, a wystepuja-
cymi objawami klinicznymi.

Mozna przewidywac, ze dalszy rozwdj zastosowania metody GC/MS do wykry-
wania i ilo§ciowego oznaczania markeréw chemicznych $cian komoérkowych bakte-
rii moze znalez¢ zastosowanie np. do:

a) szybkiego wykrywania zakazen bakteryjnych u ludzi,

b) oceny mikrobiologicznej skazen proceséw fermentacyjnych i biochemicz-

nych w przemysle farmaceutycznym i spozywczym,

¢) oceny mikrobiologicznej zanieczyszczenia srodowiska naturalnego, (wody,

powietrza), szpitalnego i sanatoryjnego, plynéw infuzyjnych, dializacyj-
nych, hodowli tkankowych,

d) oceny mikrobiologicznej zanieczyszczenia systemoéw wentylacyjnych i kli-

matyzacyjnych.
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