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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 skażeń mikrobiologicznych środowiska. Część I. 

Kwas muraminowy jako biomarker ścian komórkowych bakterii, Wiad. Chem., 2012, 66, 445.
	 [2] 	 K. Bal, L. Larsson, E. Mielniczuk, Z. Mielniczuk, Structure of muramic acid TMS derivative mass spec-

trum’s base ion (m/z=185) used for quantification of bacterial peptidoglycan, J. Microbiol. Meth., 2002, 
48, 267.

	 [3] 	 A. Saraf, L. Larsson, Identification of microorganisms by mass spectrometry, Advances in Mass Spectro-
metry, 1998, 14, 449.

	 [38] 	 Z. Mielniczuk, E. Mielniczuk, L. Larsson, Gas chromatography-mass spectrometry methods for analysis 
of 2- and 3-hydroxylated fatty acids: Application for endotoxin measurement, J. Microbiol. Meth., 1993, 
17, 91.

	 [80] 	 Z. Mielniczuk, S. Alugupalli, E. Mielniczuk, L. Larsson, Gas chromatography-mass spectrometry of lipo-
polysaccharide 3-hydroxy fatty acids: comparison of pentafluorobenzoyl and trimethylsilyl methyl ester 
derivatives, J. Chromatogr., 1992, 623, 115.
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WSTĘP

Kontrolę skażeń mikrobiologicznych szeroko rozumianego środowiska natu-
ralnego można prowadzić metodami klasycznymi, takimi jak np. immunologicz-
nymi [radioimmunologicznymi (RIA), immunofluorescencyjnymi (IF), immuno-
enzymatycznymi (ELISA)] lub genetycznymi polegającymi na identyfikacji ściśle 
dobranego fragmentu materiału genetycznego z użyciem techniki „Polymerase 
Chain Reaction” (PCR), jak również poprzez hodowlę drobnoustrojów na pożyw-
kach połączonych z badaniami mikroskopowymi. Metody oparte na hodowli są 
pracochłonne i do uzyskania wyniku wymagają co najmniej kilku dni, a nawet 
kilku tygodni. Ponadto pozwalają wykryć tylko żywe organizmy, a jak wiadomo 
zarówno żywe jak martwe mikroorganizmy posiadają toksyczne struktury i dlatego 
obie formy powinny być brane pod uwagę podczas monitorowania skażeń mikro-
biologicznych. Alternatywną do w/w metod może być zastosowanie chromatografii 
gazowej i spektrometrii mas (GC/MS) do monitorowania unikalnych markerów 
chemicznych bakterii, a tym samym do wykrywania skażeń mikrobiologicznych 
w otoczeniu (np. w powietrzu, wodzie, kurzu) [1–3]. 

Wszystkie bakterie mają stosunkowo prostą budowę i są osłonięte błoną 
komórkową. Komórki bakterii (z wyjątkiem Mycoplasmatales i Archaebacterie) oto-
czone są leżącą na zewnątrz błony, ścianą komórkową tworzącą szkielet zewnętrzny 
decydujący m.in. o kształcie komórki. Jednym z ważniejszych składników ścian 
komórkowych bakterii gram-ujemnych jest zewnętrzna osłona zbudowana z bia-
łek oraz lipopolisacharydu [4, 5]. Lipopolisacharyd (LPS), którego brakuje u bak-
terii gram-dodatnich, jest endotoksyną stanowiącą amfifilowy integralny składnik 
zewnętrznej błony komórkowej osłony bakterii gram-ujemnych, gdzie tworzy on 
złożone struktury z białkami i fosfolipidami.

Ze względu na ważną rolę jaką ściana komórkowa odgrywa w funkcjach życio-
wych bakterii oraz że właśnie ona zawiera wiele unikalnych związków chemicznych, 
poniżej, w dużym uproszczeniu opisana została budowa chemiczna lipopolisacha-
rydu, składnika ściany komórkowej bakterii gram-ujemnych.
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1. STRUKTURA CHEMICZNA LIPOPOLISACHARYDU

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 

Duża, kompleksowa makrostruktura LPS, przedstawiona schematycznie na 
Rysunku 1 składa się z trzech części: pierwszej, zewnętrznej, zbudowanej z wielo-
cukrów, odpowiedzialnej za swoistość antygenową (tzw. łańcuch O-swoisty); jest 
to najbardziej wyeksponowana na zewnątrz część LPS [7], charakteryzująca się 
znaczną zmiennością. Fragment ten zbudowany jest z powtarzających się od 20 do 
40 jednostek, z których każda składa się z jednej do siedmiu cząsteczek cukrów. 

Drugą część stanowi oligosacharydowy rdzeń LPS, który zawiera dwa rzadko 
spotykane cukry: kwas 2-keto-3-deoksyoktanowy (KDO), występujący we wszyst-
kich lipopolisacharydach, (jest on ogniwem łączącym wielocukier z lipidem A), 
oraz siedmio węglowy cukier, heptozę. 

KDO jest związkiem bardzo rzadko występującym w przyrodzie i poza lipopo-
lisacharydami można go znaleźć w nielicznych roślinach i glonach. Wiązanie KDO 
z lipidem A jest bardzo słabe i może ulegać hydrolizie kwaśnej w bardzo umiarko-
wanych warunkach [8].

Trzecią częścią LPS jest właśnie lipid A. Jest to najmniej zmienna część LPS, 
odpowiedzialna za jego toksyczne oddziaływanie. Lipid A zawiera rdzeń cukrowy 
złożony z dwóch reszt cząsteczek N-acetylo-d-glukozoaminy (GlcNAc) połączo-
nych ze sobą wiązaniem beta-1,6 [9]. Do tego kompleksu, przyłączone są dwie grupy 
fosforylowe [10] i cztery kwasy tłuszczowe (Rys. 2). Są to kwasy nie zawierające 
grupy hydroksylowej, 3-hydroksy- oraz bardzo rzadko kwasy 2-hydroksytłusz-
czowe, o długości łańcucha od 10 do 20 atomów węgla, połączonych z GlcNAc wią-
zaniem estrowym lub amidowym [11]. Skład kwasów tłuszczowych LPS jest charak-
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terystyczny dla pałeczek gram-ujemnych, i może być użyty jako chemiczny marker 
przydatny do ich wykrywania, a nawet identyfikacji [12, 13]. Chemiczną strukturę 
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

Zewnętrzna warstwa osłony komórkowej bakterii gram-ujemnych stanowi 
doskonałą, nieprzepuszczalną barierę dla wielu substancji [14, 15]. W roku 1952 
Westphal i Lüderitz i in. [16] wyizolowali składnik toksyczny z pałeczek Salmonella, 
Serratia i Vibro. Autorzy stwierdzili, że zawiera on zawsze wielocukier oraz lipid 
(stąd: lipopolisacharyd, LPS), powiązane z grupą fosforanową, która bardzo zmie-
nia reaktywność obu składników. Lipopolisacharyd będący najbardziej wysuniętą 
częścią składową zewnętrznej warstwy osłony komórkowej bierze udział w wielu 
czynnościach życiowych bakterii. M.in. pełni zasadniczą rolę w zachowaniu kształtu 
bakterii i ich ochronie przed czynnikami zewnętrznymi. Lipopolisacharydy różnych 
gatunków bakterii gram-ujemnych posiadają bardzo podobną strukturę chemiczną. 
Przedmiotem najliczniejszych badań był LPS z pałeczek Salmonella [9]. 

Lipopolisacharyd – z biologicznego punktu widzenia endotoksyna – spełnia, 
jak wspomniano wyżej, wiele bardzo ważnych funkcji życiowych bakterii gram-
-ujemnych. Część wielocukrowa, a zwłaszcza łańcuch O-specyficzny nadaje bakterii 
swoistość antygenową. LPS warunkuje też właściwości pasożytnicze i chorobotwór-
cze bakterii, wpływa na wrażliwość komórek na działanie antybiotyków i licznych 
czynników chemicznych. Jego obecność tłumaczy większość różnic pomiędzy bak-
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teriami gram-ujemnymi i gram-dodatnimi. Najistotniejszą właściwością endotok-
syny jest zdolność do wywoływania zarówno u ludzi jak i u zwierząt gorączki oraz 
objawów wstrząsu (zaburzenia krążenia powodujące nieprawidłowe funkcjonowa-
nie wielu narządów prowadzące do śmierci) [17].

Endotoksyny w mniejszych ilościach, oddziaływają korzystnie na organizm 
przez stymulację jego ogólnej odporności na zakażenia bakteryjne, wirusowe, 
a  także wykazują działanie nekrozujące w stosunku do tkanek nowotworowych. 
Zdaniem wielu badaczy, kontakt z endotoksynami ma istotne znaczenie dla prawi-
dłowego rozwoju i funkcjonowania układu odpornościowego. 

Podanie osobie zdrowej, LPS np. w ilości 4 ng/kg masy ciała powoduje wytwa-
rzanie i uwalnianie mediatorów stanu zapalnego jako czynnika nekrozy nowotworów 
(TNF-a), cytokin (w tym interleukiny 1, 6 i 8), rodników tlenowych (tlen atomowy, 
nadtlenek wodoru, tlenek azotu) oraz lipidów, jak prostaglandyna E2 i tromboksan 
A2 [18, 19]. Pobudzone przez LPS makrofagi wytwarzają mediatory stanu zapal-
nego w umiarkowanej ilości, które stymulują korzystne reakcje organizmu, jak stany 
podgorączkowe, pobudzenie układu odpornościowego, czy też niszczenie drobno-
ustrojów. W ciężkich zakażeniach, endotoksyny są gromadzone w dużych ilościach 
we krwi, co stymuluje uwalnianie przez makrofagi mediatorów w obrębie całego 
ustroju. Efektem tego działania są reakcje niepożądane, takie jak wysoka gorączka, 
znaczne obniżenie ciśnienia krwi, wewnątrznaczyniowe wykrzepianie krwi, wstrząs 
zagrażający życiu. Obserwacje te zostały potwierdzone po zsyntetyzowaniu lipidu A 
i przebadaniu jego aktywności biologicznej [20, 21].

Przebywanie w środowisku o wysokim stężeniu endotoksyn, (np. w pomieszcze-
niach o niedostatecznej lub wadliwej wentylacji jak w szkołach, szpitalach, biurach, 
rzeźniach, farmach hodowlanych, fabrykach tekstylnych, przy skażeniu bakteriami 
wody używanej do klimatyzacji ), może być przyczyną wielu schorzeń górnych dróg 
oddechowych, np. alergii, czy przewlekłych nieżytów oskrzeli [22, 23]. Uważa się, że 
stężenie LPS w powietrzu (kurzu) w ilości 0,1–0,2 mg/m3 jest stężeniem krytycznym 
wywołującym w/w objawy [24]. 

Instytucje oraz firmy np. farmaceutyczne, zajmujące się hodowlą tkankową, 
inżynierią genetyczną, czy też produkcją leków, przyjmują dopuszczalne stężenie 
endotoksyn w produkcie końcowym na poziomie 0,025 ng/ml (25 pg/ml). Kurz 
obecny praktycznie wszędzie w normalnym środowisku, jest złożoną mieszaniną 
związków organicznych i nieorganicznych, przy czym jego skład zależy od środowi-
ska. Endotoksyny pochodzące z bakterii gram-ujemnych obecnych w kurzu, wydają 
się być głównymi składnikami odpowiedzialnymi za zaburzenia układu oddecho-
wego [25, 26].
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3. METODY OZNACZANIA LIPOPOLISACHARYDÓW

W wielu krajach oficjalnie uznaną metodą stwierdzania obecności lipopo-
lisacharydu jest test pirogenny z wykorzystaniem królików. Jest on jednak mało 
dokładny i kosztowny [27].

 Stężenie lipopolisacharydów w środowisku jest oznaczane głównie testem 
„LAL” (Limulus amebocyte lysate test). LAL jest wodnym wyciągiem z komórek krwi 
(amebocytes) kraba morskiego, „Limulus polyphemus” [28]. 

Lipopolisacharyd aktywuje kaskadową reakcję krzepnięcia LAL, prowadząc do 
utworzenia żelu. Stopień żelowania LAL pozostaje w ścisłym związku z ilością LPS 
w badanej próbce [29]. Spektrofotometryczny pomiar pozwala na określenie zawar-
tości LPS o stężeniu powyżej 1 pg/ml [30]. 

Połączona metoda LAL z testem immunoenzymatycznym (ang. Enzyme-Lin-
ked Immunosorbent Assay, ELISA) obniża próg wykrywania LPS do stężenia poniżej 
1 pg/ml [31]. Metoda LAL znalazła m.in. zastosowanie kliniczne do szybkiej dia-
gnostyki zapalenia opon mózgowo-rdzeniowych [32]. 

Wiadomo jednak, że wiele innych substancji niż LPS, m.in. peptydoglikan, 
dekstrany, niektóre białka oraz polinukleotydy, aktywują reakcję LAL, natomiast 
inne: typu elektrolitów, hormonów, czy antybiotyków, mogą ją hamować [33]. 

W roku 1978, Iwanaga i in. [34], wprowadzili, a w 1983 r. Harris i in. [35] ulep-
szyli kolorymetryczną metodę ilościowego oznaczania endotoksyn używając syn-
tetycznego peptydu (S-2423) jako substratu dodawanego do badanej próbki inku-
bowanej uprzednio z LAL. W trakcie zachodzącej reakcji, z substratu wydziela się 
zabarwiona na żółto p-nitroanilina, której absorbancja mierzona przy 405 nm jest 
proporcjonalna do zawartości endotoksyn. 

 Te klasyczne techniki biochemiczne są często niedostatecznie selektywne, pra-
cochłonne i ilościowo nieprecyzyjne. Porównanie oznaczania lipopolisacharydów 
w kurzu znajdującym się w pomieszczeniach produkcyjnych zakładów drobiar-
skich metodą chromatografii gazowej sprzężonej ze spektrometrią mas (GC/MC) 
i metodą LAL [36], wykazały niewielką korelację pomiędzy zastosowanymi meto-
dami. Wyższe wartości stężeń uzyskiwano przy stosowaniu metody GC/MS. Ciągłe 
udoskonalanie testu LAL pozwala jednak uzyskiwać lepsze korelacje z GC-MS [37]. 
Poniżej porównano niektóre cechy testu Limulus z metodą GC/MS:

Limulus GC/MS

czułość wysoka (pg/ml) umiarkowana (ng/w próbce)

swoistość umiarkowana wysoka

pomiar „wolny” LPS całkowita ilość LPS

Chromatografia gazowa (GC), sprzężona najczęściej ze spektometrią mas 
(MS) jest szczególnie użyteczną metodą do wykrywania i oznaczania ilościowego 
markerów chemicznych bakterii [1], w tym kwasów 3-hydroksy tłuszczowych cha-
rakterystycznych markerów lipopolisacharydów (endotoksyn) składników ścian 
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komórkowych bakterii gram-ujemnych. Wysoka czułość i specyficzność tego 
układu analitycznego umożliwia oznaczenie markerów bezpośrednio w próbkach 
klinicznych i środowiskowych, bez uprzedniej, często długiej hodowli. Pozwala 
wykrywać zanieczyszczenia bakteriami w tak skomplikowanych próbkach jak np. 
kurz z powietrza [38, 39], w próbkach materiałów klinicznych [40], czy też glebie 
[41].

Przygotowanie próbki do badań jest proste i nie wymaga często pracochłonnej 
i długotrwałej hodowli bakterii. Składa się ono z kilku następujących etapów: 
	 1. 	 wydzielenie pojedynczych markerów chemicznych ze złożonej matrycy 

materiału wyjściowego, poprzez hydrolizę metanolowym roztworem HCl 
i ekstrakcję wytworzonych estrów metylowych kwasów tłuszczowych hek-
sanem [42]. 

	 2. 	 przeprowadzenie estrów metylowych w pochodne trimetylosililowe umoż-
liwiające wykonanie analizy metodą GC-MS. Etap ten prowadzi do obniże-
nia polarności związków, zwiększa ich stabilność oraz wykrywalność. 

Najczęściej stosowaną metodą jonizacji próbek jest metoda „electron impact” 
(EI) z zastosowaniem kwadrupolowego detektora. Stosuje się również pochodne 
pentafluorobenzoilowe (PFBO). Do ich detekcji wymagana jest ujemna jonizacja 
chemiczna (CI–) z zastosowaniem metanu, izobutanu lub amoniaku jako gazu joni-
zującego. 

Detekcję związków można prowadzić metodą SIM (monitorowanie pojedyn-
czych jonów) lub metodą SCAN (TIC, pomiar całkowitego prądu jonowego). Do 
obliczeń ilościowych najczęściej stosuje się kwas 3-OH tridekanowy (3-OH C13:0) 
nie występujący w strukturach bakterii.

Reakcje tworzenia pochodnych kwasów 3-hydroksytłuszczowych przebiegają 
według następujących schematów:
	 1. 	 pochodne trimetylosililowe estrów metylowych (Me/TMS):

BSTFA = N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid
BSTFA = N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid

BSTFA = N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid
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	 2. 	 pochodne pentafluorobenzoilowe estrów metylowych (Me/PFBO):
 

4. PRZYKŁADY ZASTOSOWANIA CHROMATOGRAFII 
I SPEKTROMETRII MAS W BADANIACH LIPOPOLISACHARYDÓW

Metodą GC/MS, jak wspomniano wyżej, możliwe jest wykrywanie i oznacze-
nie ilościowe, markerów chemicznych ścian komórkowych bakterii gram-ujemnych 
jakimi są kwasy 3-hydroksytłuszczowe. Związki te były wykrywane we wszystkich 
lipopolisacharydach. Już we wczesnych latach sześćdziesiątych uważano, że chroma-
tografia gazowa może być zastosowana do charakteryzowania bakterii gram-ujem-
nych, poprzez analizę kwasów tłuszczowych, będących składnikami ich komórek 
[43].

 Od tego czasu opublikowano wiele prac dotyczących klasyfikacji i identyfikacji 
bakterii na podstawie składu kwasów tłuszczowych [44, 45]. Kwasy te oznaczano 
również metodą chromatografii cieczowej [46] oraz gazowej połączonej ze spektro-
metrią mas (GC/MS) [47–49]. 

 Oznaczanie tych kwasów prowadzi bezpośrednio do określenia stężenia LPS 
w  badanym materiale [50, 51]. Z dokładniejszych badań wynika, że w czystych 
hodowlach są to głównie kwasy (R) 3-hydroksytłuszczowe [52], połączone w lipi-
dzie A z glukozaminą zarówno wiązaniem estrowym jak i amidowym. Kwasy tego 
typu są związkami nie spotykanymi w naturze. Bliższe określenie jakościowe i iloś
ciowe składu kwasów tłuszczowych pozwala na ocenę nie tylko ilości LPS, ale rów-
nież rodzaju lub gatunku bakterii [53]. Skład kwasów tłuszczowych lipopolisachary-
dów niektórych bakterii gram-ujemnych podaje Wilkinson [54]. 

Ocena profilu kwasów organicznych wydzielanych z komórek bakteryjnych jest 
szczególnie istotna w przypadku konieczności szybkiej identyfikacji i klasyfikacji 
np. wolno rosnących bakterii lub pałeczek niefermentacyjnych [55–58]. 

Niewielkie ilości kwasów 3-hydroksytłuszczowych były wykrywane we frak-
cjach fosfolipidów ścian komórkowych Mycobacterium [59]. 

Ogólnie, w/w kwasy tłuszczowe zawarte w LPS stanowią od 15 do 22% całkowi-
tej ilości kwasów tłuszczowych komórki bakteryjnej [60]. 
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Należy nadmienić, iż w naturze rozpowszechnione są również kwasy 2-hydrok-
sytłuszczowe, ale najczęściej pochodzenia niebakteryjnego. Występują one np. 
w grzybach i jarzynach [61, 62].	  

 W strukturze LPS występują 3-hydroksykwasy tłuszczowe zawierające najczę-
ściej od 10 do 18 atomów węgla. Kwasy te mogą być użyte jako chemiczne markery 
endotoksyn w środowisku naturalnym [63]. Zawartość endotoksyn była badana 
w próbkach powietrza i kurzu pobranego z kabin samolotów pasażerskich w cza-
sie rejsu. Stwierdzono iż stężenie endotoksyn w tych przypadkach było wyższe niż 
w próbkach pobranych z pomieszczeń mieszkalnych i biur. Były to kwasy o długości 
łańcucha od C10:0 do C18:0. Oznaczenia prowadzono metodą chromatografii gazo-
wej sprzężonej z tandemową spektrometrią mas typu pułapki jonowej oraz testem 
LAL [64]. 

Larsson i in. [65, 66] badali metodą spektrometrii mas stężenie endotoksyn 
w powietrzu pomieszczeń dla palaczy i niepalących. Stężenie endotoksyn w pokoju 
dla palaczy było 120 razy większe aniżeli w pomieszczeniu dla niepalących. Autorzy 
stwierdzają, że tego rodzaju badania mogą przyczynić się do wyjaśnienia genezy 
chorób górnych dróg oddechowych u palaczy. 

Park i in. [67] metodą GC/MS badali stężenia endotoksyn w pomieszczeniach 
wolnostojących domów (sypialnia, kuchnia, bawialnia, duży pokój) w których 
przebywały dzieci chore na astmę oraz alergie. Autorzy stwierdzili różnice zarówno 
w  stężeniu jak i długości łańcucha kwasów 3-hydroksytłuszczowch w zależności 
od pomieszczenia. Kurz w kuchni zawierał najwyższą koncentrację kwasu 3-OH 
C:10 i wykazywał najwyższą aktywność endotoksyn (mierzoną testem LAL). Kurz 
w sypialni charakteryzował się dużą zawartością długołańcuchowych 3-OH kwasów 
i niską specyficzną aktywnością endotoksyn. 

Pomorska i in. [68] stosując metodę chromatografii gazowej sprzężoną z tan-
demową spektrometrią mas typu pułapki jonowej (GC/MS/MS) zbadali powietrze 
(kurz organiczny) z 22 pomieszczeń dla zwierząt (owiec, świń, koni, krów, drobiu jak 
również stodół) na obecność endotoksyn. Największe ich stężenie („airborne endo-
toxin”, LPS) stwierdzono w pomieszczeniach dla owiec, najmniejsze w stodołach. 
Zostało to potwierdzone testem LAL. We wszystkich jednak przypadkach przekro-
czony został podawany przez różnych autorów limit stężenia endotoksyn wynoszący 
0,1 mu g/m3 co może stwarzać zagrożenie dla układu oddechowego zarówno ludzi 
jak i zwierząt. 
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Rysunek 3. 	 Chromatogramy jonowe próbki klinicznej zanieczyszczonej bakteriami otrzymane przez analizę 
GC/MS pochodnych Me/PFBO (A) lub Me/TMS (B) estrów metylowych kwasów 3-hydroksy [80]

Figure 3. 	 Ion 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) estrów metylowych 
Me/TMS, (B) kwasów 3-hydroksy tłuszczowych próbki klinicznej zanieczyszczonej 
bakteriami.

Do rozdziału kwasów najczęściej stosowanymi kolumnami są kwarcowe 
kolumny kapilarne o długości 15–30 m i średnicy wewnętrznej 0,25 mm, ze zwią-
zaną fazą stacjonarną o grubości filmu 0,25 μm (np. CP-Sil 5 CB-MS, SE-54, OV-1). 
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5. PRZYKŁADOWE WIDMA MAS POCHODNYCH KWASÓW 
3-HYDROKSYTŁUSZCZOWYCH

 

Rysunek 4. 	 Widmo mas kwasu 3-hydroksymirystynowego – głównego składnika 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 – głów-
nego składnika LPS E. coli – jako pochodnej Me/TMS (A) lub Me/PFBO (B). Przy-
kładowo zaznaczono również fragmentację związku. 

Widma mas pochodnych Me/TMS kwasów 3-hyroksytłuszczowych charak-
teryzują się dwoma bardzo silnymi jonami: jeden o stosunku m/z równym M-15, 
związany z utratą grupy metylowej (np. dla kwasu 3-OH 14:0 jest to jon 315), i drugi 
o wartości m/z równym 175, (występujący we wszystkich kwasach 3- hydroksytłusz-
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czowych) związany z rozerwaniem wiązania między czwartym a piątym węglem 
w cząsteczce. Jon m/z = 73 występuje we wszystkich pochodnych TMS (nie tylko 
w kwasach) i jest związany z grupą -(CH3)3Si. W zakresie wyższych mas występuje 
jon m/z 257 (M-73), związany utratą grupy -(CH3)3Si.

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

6. ZASTOSOWANIA PRAKTYCZNE 

 6.1. OBLICZANIE ZAWAROŚCI LIPOPOLISACHARYDU W PRÓBKACH  
(DLA POCHODNYCH ME/TMS)

Łatwo można oznaczyć lipopolisacharydy zawarte w materiale wyjściowym 
w  stężeniu kilku nanogramów. Dotyczy to obu rodzajów pochodnych: Me/TMS 
oraz Me/PFBO. 

Krzywe kalibracyjne dla oznaczania LPS E.coli w zakresie stężeń do 600 ng 
(stosując jako marker E. coli kwas 3-OH 14:0 i standard wewnętrzny kwas 3-OH 
13:0) charakteryzują się równaniami:

dla pochodnych Me/TMS: 	 y=(4,7x – 54,4)10–3 
dla pochodnych Me/PFBO: 	 y=(3,9x - 50,6)10–3

gdzie:
 x = zawartość LPS w próbce,
 y = stosunek pola jonu oznaczanego kwasu do pola jonu wzorca wewnętrznego
Współczynnik korelacji w obu przypadkach wynosił 0,9937. 
Minimum detekcji wynosiło odpowiednio 3 pg dla pochodnych Me/TMS oraz 

1 pg dla Me/PFBO, przy stosunku sygnału do szumu wynoszącym 4. Wartości te 
otrzymano w rutynowych warunkach analitycznych, przy monitorowaniu jonów 
metodą SIM.

Przy obliczaniu zawartości endotoksyn w środowisku, przyjęto założenie, że 
1 mol lipidu A zawiera 4 mole 3-hydroksykwasów [20] oraz że średni ciężar czą-
steczkowy LPS wynosi 8000 [69, 70]. 

Kolejność obliczeń:
	 1. 	 obliczenie ilości moli 3-hydroksylowanego kwasu (3-OHK) w próbce: 

 	 według wzoru: 

 	 pole jonu m/z 175 danego kwasu × 50 × 10(–9)

 3-OHK = 	 pole jonu m/z 175 standardu wewnętrznego 
 	 ciężar cząsteczkowy kwasu 

gdzie: pola jonów m/z 175 mierzone przez GC/MS, 
50 × 10(–9) ilość wzorca (IS) dodanego do próbki – 50 ng kwasu 3-OH 13:0
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Ciężar cząsteczkowy kwasów 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 kwasów w próbce (S3-OHK)

	 3.	 obliczenie ilości moli LPS (IMLPS)
 		  IMLPS = S3-OHK/4 
 		  gdzie: 4 jest (umowną) ilością cząsteczek kwasów w cząsteczce LPS 
	
	 4.	 obliczenie ilości ng LPS w próbce
 		  LPS(ng) = IMLPS × 8000 

Przykład obliczeń:
Stężenie lipopolisacharydów oznaczano w próbce zebranej na filtrze Millipore 

0,45 mm zasysając przez 2 godziny kurz (ok. 3 mg) z powietrza w laboratorium, 
próżniową pompką wodną. Wykryto następujące kwasy 3-hydrokstłuszczowe:

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

pola kwasów w jednostkach umownych wynosiły odpowiednio: 

166 305 405 113

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

ilość moli poszczególnych kwasów (3-OHK):

0,13 0,19 0,23 0,06

suma moli wszystkich kwasów (S3-OHK) : 0.61

ilość moli LPS (IMLPS): 0,15

obliczona zawartość LPS w próbce: 1200 ng 

Chromatogramy jonowe otrzymano z liofilizowanej próbki klinicznej, po prze-
prowadzeniu hydroksykwasów do pochodnych Me/TMS i Me/PFBO. Próbka zawie-
rała kwasy: 3-OH 12:0, 3-OH 14:0, 3-OH 16:0 i 3-OH 18:0, zidentyfikowane metodą  
GC/MS w układzie SCN. Obliczona ilość LPS w próbce wynosiła, 576 ng, dla 
pochodnych Me/PFBO i 776 ng dla pochodnych Me/TMS.

Podobne postępowanie analityczne zastosowano w przypadku analizy próbek 
kurzu pobranych z odkurzacza z pomieszczeń mieszkalnych, komputera oraz wody 
pitnej w Lund, Szwecja [38].
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Najwyższą zawartość LPS stwierdzono w kurzu zebranym z komputera 
(ok. 350 ng/mg kurzu) oraz z pokoju rekreacyjnego (ok. 170 ng/mg). Zawartość LPS 
w wodzie pitnej była bardzo niska (ok. 25 ng/100 ml).

We wszystkich przypadkach dominował kwas 3-hydroksypalmitynowy (3-OH 
16:0), stanowiący średnio 50% zawartości wszystkich kwasów, charakterystyczny dla 
Pseudomonas cepatia, występujących powszechnie w glebie, wodzie oraz mikro śro-
dowisku szpitalnym. W wodzie stwierdzono ponadto znaczne ilości kwasu 3-hydro-
symirystynowego (3-OH 14:0), charakterystycznego np. dla pałeczek Salmonella. 

Zawartość procentowa LPS oznaczona w 1 mg suchej masy bakterii H. pylori, 
P. mirabilis i E. coli. wynosiła odpowiednio: 0,20, 0,82, 0,43% (1972, 8213 i 4291 ng/mg) 
przy stosunku jak 1,0: 4,1: 2,2. Najwięcej LPS posiada więc P. mirabilis.

W przypadku lipidu A H. pylori (NCTC 11637) dominującym kwasem jest 
3-hydroksystearynowy (3-OH 18:0), przy czym udziały procentowe kwasów 3-OH 
wynosiły odpowiednio: dla 3-OH 14:0, (0,9%), 3-OH 16:0, (31,6%) oraz 3-OH 18:0, 
(67,5%). Należy nadmienić, że stężenie LPS w H. pylori jest zależne od szczepu bak-
terii, natomiast udziały procentowe poszczególnych kwasów ulegają jedynie bardzo 
małym wahaniom (własne nie publikowane dane [71]).

Dla E. coli i P. mirabilis, dominującym jest kwas 3-hydroksymirystynowy (3-OH 
14:0) stanowiący ponad 99% kwasów 3-hydrosytłuszczowych.

PODSUMOWANIE

Wiele symptomów chorobowych (np. alergie, astma i inne) może być wywoła-
nych wdychaniem mikroorganizmów obecnych w środowisku. Próby powiązania 
niektórych objawów klinicznych, z zawartością LPS w kurzu wdychanym z powie-
trzem jest zjawiskiem opisanym w literaturze [72–74]. Symptomy te związane są 
z określonymi bakteriami zawierającymi struktury chemiczne warunkujące ich 
aktywność biologiczną. Są one często bardzo skomplikowane, unikalne, nie wystę-
pujące nigdzie indziej w naturze, złożone z połączonych ze sobą monomerycznych 
składników zwanych markerami chemicznymi. 

Chromatografia gazowa połączona ze spektrometrią mas (GC/MS) pozwala na 
wykrywanie i identyfikację tych markerów, co często umożliwia określenie składu 
mikrobiologicznego analizowanej próbki [75]. 

 Lipopolisacharyd (LPS), jest przykładem złożonej struktury zawierającej kwasy 
3-hydroksytłuszczowe, które są chemicznymi markerami prawie wszystkich bakterii 
gram-ujemnych. 

Spośród wielu metod, chromatografia gazowa sprzężona ze spektrometrią 
mas (GC/MS), wydaje się być najdogodniejszą metodą analityczną dla wykrywania 
i oznaczania ilościowego kwasów tłuszczowych [76]. Analiza kwasów 3-hydroksy-
tłuszczowych metodą GC/MS, pozwala na dokładne ilościowe oznaczenie endo-
toksyn nawet w skomplikowanych próbkach pobranych ze środowiska. Kwasy te są 
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składnikami lipidu A, który jest częścią struktury LPS odpowiedzialnego za efekt 
endotoksyczny [77]. 

Skład kwasów 3-OH jest różny dla poszczególnych bakterii, a analiza GC/MS 
może dostarczyć informacji o pochodzeniu LPS. Na przykład. kwas 3-OH 14:0 jest 
dominującym w pałeczkach z rodziny Enterobacteriaceae, (E. coli, P. mirabilis), pod-
czas gdy 3-OH 10:0, 3-OH 12:0, i 3-OH 16:0 w pałeczkach gram-ujemnych z rodziny 
Pseudomonadaceae, a 3-OH 18:0 w H.pylori. W niektórych bakteriach identyfiko-
wane były również kwasy 3-hydroksytłuszczowe z nieparzystą liczbą atomów węgla 
[78]. Informacje uzyskane metodą GC/MS mogą być przydatne np. dla określenia 
pochodzenia zanieczyszczenia bakteriami gram-ujemnymi.

Uwolnienie kwasów tłuszczowych z LPS można osiągnąć stosując zarówno 
hydrolizę kwasową, jak i zasadową. Obie metody uwalniają kwasy z wiązań estro-
wych jak i amidowych, którymi są połączone z glukozoaminą. Z wielu względów 
takich jak tworzące się artefakty, czy też dłuższą procedurę, preferowana jest hydro-
liza metanolowym roztworem chlorowodoru. Hydroliza i przeprowadzenie kwa-
sów do estrów metylowych, zachodzą w tym samym etapie przygotowania próbki 
[79–81]. Do ilościowego oznaczania LPS metodą GC/MS konieczne jest jeszcze 
przeprowadzenie kwasów 3-hydroksytłuszczowych w pochodne Me/TMS lub Me/
PFBO.

Pochodne TMS były badane wcześniej [82], przy czym minimum detekcji LPS 
(metodą EI+), wynosiło ok. 100 ng w 1 ml badanej próbki. Sonesson [83] wykazał, że 
stosując pochodne PFBO w analizie GC/MS metodą CI–, możliwe jest wykrywanie 
1 ng (10–9 g) LPS w próbce wyjściowej. Czułość metody CI– zastosowanej do analizy 
pochodnych Me/PFBO nie odbiegała od podawanej w literaturze [83], tzn. 1 ng LPS 
w próbce wyjściowej jest wykrywalny w rutynowych warunkach analizy. 

Różnica w czułości metod (CI–) i (EI+), przy zastosowaniu pochodnych  
Me/PFBO lub Me/TMS, okazała się mniejsza niż przypuszczano. Szczególnie jest 
to widoczne dla kwasu 3-OH 14:0, gdzie oznaczane ilości były takie same dla obu 
rodzajów pochodnych. Wyższe wartości ilościowe uzyskiwano dla pochodnej  
Me/TMS kwasu 3-OH 18:0 w porównaniu z pochodną Me/PFBO. Z doświadczeń 
własnych wynika również, że w celu uzyskania maksymalnej czułości i powtarzal
ności opisywanej metody zalecane jest: 
	 1. 	 użycie szkła (głównie probówek) z nieaktywną powierzchnią oraz nakrętek 

z teflonowymi podkładami,
	 2. 	 unikanie zanieczyszczeń związkami pochodzącymi z detergentów, odczyn-

ników itp., w trakcie przygotowywania próbki,
	 3. 	 użycie szklanego wkładu w dozowniku chromatografu gazowego, który 

powinien być dezaktywowany i czyszczony regularnie, szczególnie przy 
nowej serii oznaczeń, ze spodziewanymi, małymi stężeniami markerów 
w próbce, 

	 4. 	 użycie krótkiego odcinka kolumny (ok. 0,5–1 m), od strony dozownika, 
który powinien być wymieniany po serii oznaczeń, w celu uniknięcia 



K. BAL, Z.M. MIELNICZUK112

adsorpcji, i/lub rozkładu próbki na aktywnej powierzchni kolumny pokry-
tej cząsteczkami zwęglonego materiału, głównie z węglowodorów, jak np. 
heksan, używanych jako rozpuszczalników, 

	 5. 	 źródło jonów spektrometru masowego powinno być rutynowo czyszczone, 
	 6. 	 do każdej serii oznaczeń powinna być dołączona „ślepa” próba tylko 

z odczynników przechodząca przez wszystkie etapy przygotowania właści-
wej próbki. Pozwala to nie tylko na ocenę „czystości” procedury, ale również 
stanu aparatury. 

Jednakże, przygotowanie pochodnych Me/TMS jest łatwiejsze, reakcja jest 
szybka (15 min. w 80°C), oraz nie wymaga dodatkowych ekstrakcji, jak w przy-
padku pochodnych Me/PFBO. Dodatkową korzyścią jest bardzo niski poziom szu-
mów analitycznych w przypadku oznaczania pochodnych Me/TMS, nawet wówczas 
gdy analizowano bardzo małe ilości LPS.

Stwierdzoną prawidłowością jest także fakt dłuższej pracy włókna (korzyści 
ekonomiczne) w źródle jonów spektrometru mas pracującego w trybie jonizacji 
dodatniej EI+ aniżeli w trybie ujemnej jonizacji chemicznej CI–.

Kwasy 3-OH (poza LPS) były wykrywane w fosfolipidach np. w grupie Flavo-
bacterium – Cytophaga [84], jak również w bardzo małych ilościach w lipidach ścian 
komórkowych Mycobacterium [85]. Dane o występowaniu tych kwasów w różnych 
rodzajach bakterii gram-ujemnych podaje Wilkinson [86]. 

Zastosowanie metody GC/MS umożliwia ich rozróżnienie przez wykrywanie 
charakterystycznych dla nich jonów. 

Pochodne Me/TMS kwasów 3-OH są wykrywane przez rejestrowanie jonu 
m/z =  175. Występowanie określonych jonów w widmie mas dla pochodnych  
Me/PFBO uzyskanych metodą CI- zależy od temperatury źródła jonów, czego nie 
obserwowano dla pochodnych Me/TMS analizowanych metodą EI+.

Obserwowany był jednak częściowy rozkład próbki podczas reakcji przeprowa-
dzanej w 150°C w czasie 1 godziny.

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

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

Porównanie oznaczeń LPS metodą GC/MS z połączonym testem koloryme-
trycznym i Limulus, wykazało, że np. w kurzu występują inne niż LPS aktywne 
substancje [87]. Dla ilościowego oznaczania kwasów 3-hydroksytłuszczowych nie-
zbędne jest użycie standardu wewnętrznego. Jako najbardziej przydatne okazały się 
kwasy: 3-hydroksynonanowy (3-OH 9:0) [83] oraz 3-hydroksytridekanowy (3-OH 
13:0) [80, 81]. Obydwa związki zawierają nieparzystą liczbę atomów węgla, posiadają 
identyczne właściwości chemiczne jak oznaczane kwasy co powoduje, że dodane w 
określonej, zawsze tej samej ilości do próbki, przechodzą przez wszystkie etapy jej 
przygotowania, podobnie jak kwasy zawarte w próbce.
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E. coli jest pewnego rodzaju standardem, naturalną florą naszego organizmu, 
ale z drugiej strony są szczepy chorobotwórcze wywołujące np. biegunki u dzieci. 
Drobnoustrój ten występuje powszechnie w naszym środowisku i jest wskaźnikiem 
jego skażenia (miano coli), pośrednio wskazując na występowanie innych bakterii.

P. mirabilis, z klinicznego punktu widzenia jest ważny w przypadku zakażenia 
dróg moczowych. Bardzo rozpowszechniony w szpitalach (zakażenia wewnątrzsz-
pitalne), łatwo namnaża się. Częstą przyczyną zakażeń może być np. cewnikowanie, 
stąd ważna jest kontrola bakteriologiczna używanego sprzętu medycznego, płynów 
itd.

P. aeruginosa może powodować powikłania np. w leczeniu ran pooperacyjnych.
H. pylori jest drobnoustrojem, klinicznie związanym z chorobą wrzodową 

żołądka i dwunastnicy zarówno u dorosłych jak i dzieci. Jest on bardzo intensywnie 
badany przez wiele ośrodków naukowych na świecie, stąd wynika potrzeba opra-
cowania nowych, czułych metod jego wykrywania i identyfikacji. Metoda GC/MS 
i bardzo charakterystyczne spektrum kwasów LPS tej bakterii (m.in. wyjątkowa 
dominacja kwasu 3-OH 18:0) wydaje się być idealna do osiągnięcia tego celu [88]. 
Metoda GC/MS może służyć do wczesnego i szybkiego wykrycia skażenia bakte-
riami urządzeń produkcyjnych, reaktorów, surowców itp. używanych w procesach 
biotechnologicznych, fermentacyjnych w przemyśle farmaceutycznym, czy też spo-
żywczym. 

Wczesne wykrycie skażenia bakteriami, jeszcze przed rozpoczęciem procesu 
technologicznego, może przynosić wymierne korzyści ekonomiczne przyczyniając 
się do zmniejszenia strat finansowych przez uniknięcie strat w produkcji, czy też 
poprawę jakości wyrobu gotowego. 

Należy nadmienić, że niedostateczna kontrola bakteriologiczna może prowa-
dzić nie tylko do obniżenia jakości wytwarzanego produktu czy nawet jego całkowi-
tego zniszczenia, ale może stanowić zagrożenie dla personelu i środowiska.

 Obecnie ciągle jeszcze stosowane metody kontroli bakteriologicznej opierają 
się głównie na hodowlach badanych próbek i różnego rodzaju testach biochemicz-
nych co może trwać od kilku godzin do kilku dni.

 Rosnące zagrożenie skażeń bakteriami szpitali, sanatoriów, środowiska (np. 
wody), żywności, powoduje, że istnieje zapotrzebowanie na opracowanie nowych, 
czułych i szybkich metod oceny mikrobiologicznej wyżej wymienionych zagrożo-
nych obszarów. Metoda GC/MS oznaczania specyficznych markerów ścian komór-
kowych bakterii, może być zastosowana do wykrywania zakażeń bakteryjnych 
u ludzi. Wykrywanie markerów chemicznych metodą GC/MS może znaleźć zasto-
sowanie także do oceny mikrobiologicznej zanieczyszczenia systemów wentylacyj-
nych i klimatyzacyjnych. 

Pomiary te mogą być wykonane bezpośrednio z pobranej próbki, bez uprzed-
niej, często długiej i trudnej hodowli bakterii. 
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Ogólnie można powiedzieć, że markerów chemicznych bakterii należy szukać 
przede wszystkim tam, gdzie w normalnych warunkach, skażenie bakteriami nie 
powinno mieć miejsca.

Zastosowanie chromatografii gazowej i spektrometrii mas jako metody ana-
litycznej w mikrobiologii jest jedynie alternatywą do innych biologicznych metod 
badania drobnoustrojów. Może stanowić podstawę do znalezienia korelacji pomię-
dzy np. wdychaniem organicznego kurzu z określonego środowiska, a występują-
cymi objawami klinicznymi. 

Można przewidywać, że dalszy rozwój zastosowania metody GC/MS do wykry-
wania i ilościowego oznaczania markerów chemicznych ścian komórkowych bakte-
rii może znaleźć zastosowanie np. do:
	 a) 	szybkiego wykrywania zakażeń bakteryjnych u ludzi,
	 b) 	oceny mikrobiologicznej skażeń procesów fermentacyjnych i biochemicz-

nych w przemyśle farmaceutycznym i spożywczym,
	 c) 	oceny mikrobiologicznej zanieczyszczenia środowiska naturalnego, (wody, 

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

	 d) 	oceny mikrobiologicznej zanieczyszczenia systemów wentylacyjnych i kli-
matyzacyjnych.
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