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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Actinobacteria (promieniowce) wywotuja wiele chordb, m.in. gruZlice, promienice, zakaze-
nia uktadu oddechowego oraz patologiczne zmiany skérne, zaliczane sg tez do szkodliwych
czynnikdéw biologicznych w srodowisku pracy. Wysoki poziom aktynobakterii stwierdzano na
stanowiskach pracy w kompostowniach, w zaktadach gospodarki odpadami, a takze bibliote-
kach i muzeach.

Prawidtowa identyfikacja aktynobakterii wymaga zastosowania wieloetapowej diagnostyki,
obejmujacej badanie cech morfologicznych, fizjologicznych, biochemicznych i chemiotak-
sonomicznych oraz genotypowania, w tym analize sekwencji 16S rRNA i hybrydyzacje DNA-
-DNA. Komercyjnie dostepne zestawy diagnostyczne czesto nie uwzgledniajg wielu gatunkéw
izolowanych ze $rodowiska, dlatego poleca sie ich uzupetnienie analiza markeréw chemio-
taksonomicznych: sktadnikéw peptydoglikanu, kwaséw ttuszczowych, lipidéw polarnych
(fosfo- i glikolipidéw) oraz chinonéw izoprenowych.

W pracy oméwiono metody izolacji i identyfikacji aktynobakterii, ze szczegélnym uwzgled-
nieniem metod chemiotaksonomicznych. Postepowanie diagnostyczne przedstawiono na
przyktadzie izolatéw srodowiskowych - szczepéw pochodzacych z kompostowni i biblioteki.

Actinobacteria - bioaerozol - biologiczne czynniki zagrozenia srodowiska pracy - identyfikacja
aktynobakterii - chemiotaksonomia

Summary

Actinobacteria, the etiologic agents of tuberculosis, actinomycosis, respiratory infections and
pathological skin lesions, are also classified as hazardous biological agents at the workplace. An
increased number of Actinobacteria primarily occurs at the workplaces in composting plants,
agriculture, waste management facilities, libraries and museums. Robust identification of Acti-
nobacteria requires a polyphasic diagnostic strategy including an assessment of morphological,
physiological, biochemical and chemotaxonomic features as well as genotyping. Commercially
available diagnostic kits often do not include bacteria isolated from the environment and
therefore analyses of chemotaxonomic markers - components of peptidoglycan, fatty acids,
polar lipids (phospho- and glycolipids) and isoprenoid quinones are recommended.

*Praca powstata dzieki wsparciu finansowemu ze §rodkéw programu wieloletniego ,,Poprawa bezpieczetistwa i warun-
kéw pracy” - 11 etap, okres realizacji: lata 2011-2013, koordynowanego przez Centralny Instytut Ochrony Pracy - Pari-
stwowy Instytut Badawczy.
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The paper discusses a comprehensive approach to the isolation and identification of Actino-
bacteria, with emphasis on chemotaxonomic methods. A diagnostic procedure is exemplified
by environmental strains obtained from composting plants and libraries.
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Zagrozenie zwigzane z zawodowg ekspozycja na mikro-
organizmy dotyczy wielu miejsc pracy i zaktadéw
produkcji zywnosci, wystepuje w rolnictwie, stuzbie
zdrowia, w zaktadach gospodarki odpadami, w oczysz-
czalniach $ciekéw, a takze w muzeach, archiwach
i bibliotekach. Po wej$ciu w zycie Dyrektywy Parlamentu
Europejskiego i Rady Unii Europejskiej 2000/54/WE [11]
w sprawie ochrony pracownikéw przed ryzykiem zwig-
zanym z narazeniem na dziatanie czynnikéw biologicz-
nych w miejscu pracy, powstata konieczno$é doboru
metod oznaczania drobnoustrojéw i ich szkodliwych
produktéw, odpowiednich do réznych §rodowisk zawo-
dowych [9,14,40].

Narazenie zawodowe na czynniki mikrobiologiczne pro-
wadzi gtéwnie do schorzeri drég oddechowych i ptuc,
poniewaz drobnoustroje wchodzace w sktad bioaerozolu
dostaja sie do organizmu droga inhalacji, a takze poprzez
infekcje bezposrednie, przebiegajace w wyniku zanie-
czyszczenia uszkodzonej skéry drobnoustrojami pato-
gennymi [17].

Zanieczyszczenie mikrobiologiczne powietrza wokét
obiektéw komunalnych stanowi zagrozenie nie tylko
dla pracownikdw, ale takze dla oséb zamieszkujacych
w ich otoczeniu. Bioaerozol za pomocg konwekcyjnych
pradéw powietrza przemieszcza sie bowiem na duze
odlegtosci, od kilku do kilkudziesieciu, a nawet kilku-
set metréw. O stopniu zagrozenia decyduje obecno$é
w powietrzu mikroorganizméw chorobotwérczych, kté-
rych identyfikacja w przypadku szczepédw §rodowisko-
wych jest niezwykle trudna.

Wiérdd szkodliwych czynnikéw biologicznych sa aktyno-
bakterie, czyli drobnoustroje nalezace do klasy Actino-
bacteria, tradycyjnie nazywane takze promieniowcami
[42]. Promieniowce wykazuja typowa budowe komdrek
mikroorganizméw nalezgcych do domeny Bacteria, tj.

obecno$¢ nukleoidu, strukture $ciany komdrkowej zbu-
dowanej z peptydoglikanu, w $cianie komérkowej nie
stwierdza sie obecnosci steroli.

Podwyzszony poziom aktynobakterii byt oznaczany
w obiektach kompostowania odpadéw i w rolnictwie
[36]. Wykazano, ze podczas kompostowania (w fazie
termofilnej) liczba aktynobakterii w komposcie moze
wynosi¢ 1,7x10° jtk/g (jtk - jednostka tworzaca kolonie),
aich koncentracja w powietrzu dochodzi do 6,8x10° jtk/
m?® [24]. Wszechstronny aparat enzymatyczny, umozli-
wiajacy wykorzystywanie réznych substancji odzyw-
czych, pozwala promieniowcom na zasiedlanie m.in.
pomieszczei archiwalnych, muzealnych i bibliotecz-
nych, zwlaszcza o znacznym zawilgoceniu. Nastepuje
biodeterioracja przechowywanych obiektéw i infestacja
promieniowcami, przejawiajaca sie zwykle charaktery-
stycznym zapachem [20,43], pochodzacym od geosminy
(1,10-dimetylodeka-9-ol), alkoholu bicyklicznego o wzo-
rze sumarycznym C ,H, 0.

Ze wzgledu na zdolno$¢ fragmentacji pseudogrzybni
powietrznej oraz wytwarzanie zarodnikéw aktynobak-
terie wchodza w sktad aerozolu w $rodowisku pracy
i w konsekwencji moga bardzo negatywnie oddziaty-
waé na zdrowie pracownikéw. Actinobacteria sa czynni-
kami etiologicznymi gruzlicy, tradu, blonicy, promienicy,
zakazen uktadu oddechowego oraz patologicznych
zmian skérnych [22,23]. Za zakazenia oportunistyczne
u 0séb z dysfunkcja uktadu odporno$ciowego moga
by¢ odpowiedzialne bakterie z rodzajéw Mycobacterium,
Nocardia, Gordonia, Tsukamurella, Corynebacterium, Actino-
myces, Propionibacterium, Nocardiopsis, Rothia i innych.

Identyfikacja aktynobakterii, niezwykle wazna w ustale-
niu etiologii zakazen oportunistycznych, nie jest zada-
niem prostym i wymaga zastosowania wieloetapowej
strategii diagnostycznej. Kompleksowa diagnostyka tych
drobnoustrojéw obejmuje ocene cech morfologicznych,
fizjologicznych i biochemicznych, réznicowanie sktad-
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nikéw oston komérkowych oraz genotypowanie (analiza
sekwencji 16S rRNA, hybrydyzacja DNA-DNA).

Poniewaz komercyjnie dostepne zestawy diagnostyczne
(np. Vitek i API firmy bioMérieux) czesto nie uwzgled-
niajg drobnoustrojéw izolowanych ze $rodowiska, ana-
liza markeréw chemiotaksonomicznych, ktéra obejmuje
oznaczanie wybranych sktadnikéw peptydoglikanu,
kwaséw ttuszczowych, lipidéw polarnych (fosfo- i gli-
kolipidéw) oraz chinonéw izoprenowych [32] umozli-
wia identyfikacje drobnoustrojéw do poziomu rodzaju,
a w niektérych przypadkach nawet gatunku.

W pracy przedstawiono przeglad metod stosowanych
w diagnostyce $rodowiskowych izolatéw aktynobakte-
rii oraz praktyczna procedure postepowania ze szcze-
pami pochodzacymi z powietrza pobranego na terenie
kompostowni, préb kompostu, jak i materiatu zebranego
z powierzchni sprzetéw w bibliotece.

Metody izolacji aktynobakterii ze srodowiska
Analiza mikrobiologiczna powietrza

Analiza mikrobiologiczna powietrza znajduje szero-
kie zastosowanie w badaniach §rodowiska pomieszczen
w réznych gateziach przemystu farmaceutycznego, spo-
zywczego, w szpitalach i innych miejscach pracy.

Techniki izolacji aktynobakterii z powietrza oparte sg na
hodowli drobnoustrojéw na odpowiednich podtozach
mikrobiologicznych. Najprostsza metoda poboru préb
powietrza jest metoda sedymentacji (metoda Kocha).
Polega ona na grawitacyjnym osiadaniu mikroorgani-
zméw na powierzchni pozywek agarowych na ptytkach
Petriego.

W metodzie syfonizacji powietrze przepuszczane jest
przez aparat, a zassana proba rozpyla ciecz zawarta
w zbiorniku. Nastepuje w ten sposéb wychwytywanie
zanieczyszczen pytowych, w tym mikroorganizméw
znajdujgcych sie w badanym powietrzu. W zbiorniku
adsorpcyjnym powietrze i cze$¢ ptynu zawierajacego
mikroorganizmy sa dodatkowo filtrowane. Pobrane
préby ptynu ze zbiornika syfonizacyjnego i adsorpcyj-
nego miesza sie i wykonuje posiewy na podtoza hodow-
lane [15].

Metoda zderzeniowa (impakcyjna), obecnie najczesciej
stosowana w badaniach terenowych, polega na zderze-
niu zassanego przez prébnik strumienia powietrza wraz
z drobnoustrojami z powierzchnig zestalonej pozywki.
Wyrdznia sie dwie odmiany prébnikéw powietrza, ktére
cechuje inny sposéb przepuszczania i kierowania powie-
trza na pozywke: jedne dziatajg na zasadzie wirowania
zassanego powietrza, inne na zasadzie zasysania powie-
trza przez szczeliny w glowicy prébnika [15].

Pobieranie préb powietrza metoda filtracji polega na
przepuszczeniu okre$lonej objeto$ci powietrza przez

jatowy filtr membranowy lub inny czynnik (piasek,
wegiel, bulion itp.). Najczesciej stosuje sie sterylne fil-
try zelatynowe, ktére osadza sie w glowicy prébnika.
Po pobraniu préb powietrza filtr przenosi sie na plytke
z pozywka i inkubuje. W przypadku duzego zanieczysz-
czenia powietrza filtr mozna rozpuscié (np. w wodzie lub
roztworze soli fizjologicznej) i kilka razy rozcieficzyé
przed wysiewem na podtoza state.

Z punktu widzenia higieny pracy wazne jest okre$lenie
liczby mikroorganizméw stanowiacych frakcje respira-
bilng, ktére moga wnikaé do oskrzeli i ptuc powodujac
zagrozenie zdrowia u pracownikéw. Przyktadem aparatu
pozwalajacego na taki rozdziat bioaerozolu jest 6-stop-
niowy impaktor Andersena (6STG Sampler) [1,10].

Do izolacji aktynobakterii z powietrza najczesciej sto-
suje sie podtoza bogate w sktadniki odzywcze, np. agar
z hydrolizatem kazeinowo-sojowym (TSA) i podtoze tio-
glikolanowe. Dodatek nystatyny do wymienionych pod-
tozy pozwala zahamowad wzrost grzybéw i umozliwia
izolacje promieniowcéw, wymagajacych inkubacji przez
3-5 dni w temperaturze 37 i 44°C.

Izolacja aktynobakterii z powierzchni i z kompostu

Najczesciej stosowanym sposobem izolacji aktynobakte-
rii z powierzchni jest metoda wymazéw. Przeznaczona
jest do pobierania préb z powierzchni o réznych ksztat-
tach, sprawdza sie takze w warunkach wysokiej kon-
taminacji, poniewaz umozIliwia wykonanie kolejnych
rozcieficzen przed dalsza hodowlg na podtozach statych.

Metoda odciskowa (ptytki kontaktowe, testy topatkowe)
sprawdza sie w przypadku powierzchni ptaskich, gtad-
kich, o niewielkich wymiarach i niskim lub $rednim
stopniu zanieczyszczenia.

Aktynobakterie z kompostu izoluje sie metodg roz-
cieficzeri: materiat zawieszony w podtozu hodowlanym
podlega wielokrotnemu rozcieficzeniu, po czym jest
wysiewany na odpowiednie podtoza state.

Metody identyfikacji aktynobakterii srodowiskowych
Wstepna identyfikacja morfologiczna

Czyste kultury drobnoustrojéw otrzymane w wyniku
izolacji z materiatu wyj$ciowego nalezy przesiaé na
podtoze state i podda¢ inkubacji. Otrzymane pojedyn-
cze kolonie réznicuje sie klasycznymi metodami makro-
i mikroskopowymi. W obrazie makroskopowym zwrécié
nalezy uwage na charakterystyczne cechy aktynobak-
terii: wystepowanie pseudogrzybni powietrznej i pseu-
dospor. Istotna jest ocena morfologiczna preparatu
mikroskopowego, poniewaz obecno$¢ polimorficznych,
rozgatezionych komérek moze $wiadczy¢ o przynalezno-
$ci szczepu do aktynobakterii. Nalezy jednak pamietad,
ze do mikroorganizméw tej klasy nalezg takze maczu-
gowce i pratki, wiec réwniez takie formy morfologiczne
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powinny by¢ brane pod uwage we wstepnej identyfikacji
izolatéw $rodowiskowych [39].

Morfologia aktynobakterii

Do hodowli aktynobakterii zaleca sie podtoze
z wyciggiem mdzgowo-sercowym (BHI) oraz pod-
toze z wyciagiem drozdzowym i glukoza (podtoze 79).
Okre$lenie cech morfologicznych wzrostu promie-
niowcéw wykonuje sie na podtozach statych: agarze
odzywczym (NA), ekstrakcie stodowo-drozdzowym
z dodatkiem glukozy (GYM), agarze owsianym (ISP 3),
agarze skrobiowym z dodatkiem soli nieorganicznych
(ISP 4), agarze glukozowo-ziemniaczanym (PDA), pod-
tozu tryptozowo-drozdzowym (TSA), ekstraktach trypto-
zowo-drozdzowym (TYE), drozdzowo-stodowym (MYE),
drozdzowym z dodatkiem peptonu i glukozy (YPG) [51].

W morfologii kolonii nalezy okresli¢ cechy kolonii:
barwe, strukture (gladkie, woskowate, §liskie, pofatdo-
wane, pokryte meszkiem), strukture brzegéw (regu-
larne, nieregularne), ich wielko$¢ oraz forme (ptaskie,
wypukte) i barwe od spodniej strony plytki. Aktynobak-
terie tworza charakterystyczne kolonie: gtadkie i btysz-
czgce, albo skérzaste, garbowane, membranowe, pokryte
pseudogrzybnia powietrzng z zarodnikami (tab. 1, ryc.
1,2,3,4).

Ryc. 2. Kolonie Streptomyces flavisclerotis; podtoze 79, wzrost 7 dni

Ryc. 3. Kolonie Streptomyces griseus; podtoze 79, wzrost 7 dni

Ryc. 4. Kolonie Streptomyces hiroshimensis; podtoze 79, wzrost 7 dni

Niektére rodzaje aktynobakterii wytwarzaja pseudo-
spory zdolne do ruchu za pomoca wici [37]. Pseudo-
grzybnia powietrzna tworzy faficuszki spor [4].

Podstawowym kryterium morfologicznym jest obraz
mikroskopowy po barwieniu metodg Grama. Promie-
niowce nalezg do bakterii Gram-dodatnich, ale ze
wzgledu na budowe $ciany komérkowej niektére barwiag
sie Gram-zmiennie (tab. 2). Komérki promieniowcédw
przypominajg zwykle ksztattem proste lub lekko zakrzy-
wione formy o dlugo$ci 10-15 pm oraz $rednicy 1-1,5
um. W obrazie mikroskopowym nalezy zwracaé uwage
na obecno$¢ wydtuzonych form - prostych lub rozga-
tezionych oraz pseudospor o réznej wielkosci, réznym
ksztalcie i sposobie tworzenia [6]. Warto réwniez wyko-
naé barwienie bakterii metodg Ziehla-Neelsena, w ktérej
wybarwiaja sie zbudowane z grubej warstwy lipidowej
pratki i inne kwasooporne aktynobakterie, zawierajace
kwasy mikolowe w $cianie komérkowe;.

W artykule przedstawiono morfologiczne cechy wybra-
nych aktynobakterii; sa to mikroorganizmy typowo
tlenowe, czesto izolowane ze $rodowiska naturalnego,
wirdd ktérych klasyfikuje sie wiele gatunkéw patogen-
nych dla cztowieka (tab. 1).

Oznaczanie cech fizjologicznych i biochemicznych

Do istotnych cech fizjologicznych i biochemicznych,
pomocnych w identyfikacji aktynobakterii nalezy pro-
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Tabela 1. Charakterystyka fenotypowa wybranych rodzajéw aktynobakterii i bakterii termofilnych Thermoactinomyces - morfologia [2, 3, 13, 21, 30, 33-35, 41, 45,

47-50,52]

Nocardia  Gordonia  Tsukamurella  Rhodococcus

Coryne- Saccharo-
bacterium

Thermo-

Streptomyces .
plomy actinomyces

Nocardiopsis
polyspora

Komorki
nitkowate, + + + +
rozgatezione

- + + + +

Komorki
pleomorficzne*

Kolonie
gtadkie/ - + + -
szorstkie

Kolonie
ziarniste/ + + + +
nieregularne

Pseudogrzybnia
powietrzna

- + +/- + +

Pseudospory +/- - - -

- + +/- + +

*komdrki od nitkowatych do kulistych, w nieregularnych skupiskach; (+) — wystepowanie cechy; (-) - brak wystepowania cechy; (+/-) — cecha zmienna

dukcja pigmentéw, okreslenie optymalnej temperatury
i pH wzrostu oraz rozktad azotandw, skrobi, zelatyny,
kazeiny (przydatne zwlaszcza w diagnostyce rodzaju
Micromonospora). W przypadku rodzajéw Nocardia i Rho-
dococcus zwrécié¢ nalezy uwage na zdolno$¢ degradacji
fenolu, naftalenu, benzyny, ropy naftowej, krezolu lub
cytryniandw oraz wytwarzanie indolu, tworzenie kata-
lazy i kwaséw z glukozy, laktozy, sacharozy i glicerolu
[17, 27,33, 45, 48].

Przynalezno$¢ do rodzaju Streptomyces okresla sie po
uwzglednieniu rozktadu eskuliny i tyrozyny; hydroliza
ttuszczéw jest cecha diagnostyczng rodzaju Thermoacti-
nomyces [18].

Dostepne sa testy fizjologiczno-biochemiczne,
réznicujgce rodzajowe i/lub gatunkowe wihasciwosci
fenotypowe niektdrych taksondéw, np. test API Coryne
(bioMérieux). W tabeli 2 zestawiono wybrane cechy
fizjologiczne i biochemiczne przydatne w diagnostyce
aktynobakterii.

Identyfikacja aktynobakterii - metody

chemiotaksonomiczne

Analiza chromatograficzna ekstraktow surowych lipidéw bak-
teryjnych

Aktynobakterie namnaza sie na bogatych podtozach
plynnych w hodowli podpowierzchniowej w celu uzyska-
nia biomasy bakteryjnej, ktéra postuzy do przeprowadze-
nia szczegétowych badan markeréw chemicznych $ciany
i blony komérkowej. Przyjmuje sie, ze 2-10 g mokrej
biomasy jest wystarczajaca, aby uzyskaé¢ doktadna
informacje o wtasciwosciach chemiotaksonomicznych
badanego szczepu.

Zasadniczym badaniem jest analiza surowych lipidéw,
otrzymywanych przez dwukrotne wytrzasanie ok. 500
mg mokrej biomasy w mieszaninie chloroform-metanol
(2:1, v/v) w temperaturze pokojowe;j. Ekstrakt przesacza
sie, aby odrzuci¢ debris komdérkowe, po czym odparo-
wuje, wazy, a nastepnie rozpuszcza w chloroformie (50
mg/ml).

Profil lipidowy bakterii uzyskuje sie przez naniesienie
ekstraktu (ok. 20 ul) na ptytki do chromatografii cien-
kowarstwowej (TLC) z zelem krzemionkowym, rozwijane
standardowo w uktadzie rozpuszczalnikéw chloroform-
-metanol-woda (65:25:4, v/v/v).

Do wywotania rozdzielonych w TLC substancji stosuje sie
odczynniki [32]:

« wanilinowy: 0,5% roztwér waniliny w 3% kwasie siarko-
wym w etanolu, wywotujacy petny profil lipidéw polar-
nych i niepolarnych w badanych ekstrakcie;

« ninhydrynowy: 0,25% roztwdr ninhydryny w acetonie -
zwigzki lipidowe zawierajace grupe aminowa;

« molibdenowy Dittmera i Lestera - fosfolipidy;

« orcynolowy: 0,5% roztwdr orcynolu w 3% kwasie siar-
kowym w etanolu - zwigzki lipidowe zawierajace cukry,
glikolipidy.

Na tym etapie badania wta$ciwosci izolatu $rodowi-
skowego poréwnuje sie ze znanymi, kolekcyjnymi
szczepami aktynobakterii z rodzajéw najczesciej wyste-
pujacych, np. Saccharopolysopra, Nocardia, Nocardiopsis,
Streptomyces, Rothia, Rhodococcus. W przypadku fosfoli-
pidéw nanosi sie standardy tych zwiazkdéw, ktére maja
znaczenie chemiotaksonomiczne, tj. fosfatydyloetano-
lamine (PE), fosfatydylocholine (PC), fosfatydyloglicerol

1226



Skora J. i wsp. — Identyfikacja aktynobakterii Srodowiskowych...

Tabela 2. Charakterystyka fenotypowa wybranych rodzajéw aktynobakterii i bakterii Thermoactinomyces — cechy fizjologiczne i biochemiczne [2, 3,13, 21,30,

33-35, 41, 45, 47-50, 52]

Nocardia  Gordonia  Tsukamurella  Rhodococcus Cory n'e- Streptomyces Saccharo- Nocardiopsis Tl"ermo-
bacterium polyspora actinomyces
Barwienie
+/- + + + + + + +
metoda Grama
Kwasoopornos¢ ~ +/- +/- + +/- -1+ - - - -
Katalaza + + + + + + + + -
Hydro! za + + + - - + + +/- +/-
eskuliny
Hyd ro.llza ) i i i i . + - +
kazeiny
Hydroll.za +/- - - +/- + + + -
skrobi

+ wystepowanie cechy; - brak wystepowania cechy; +/- cecha zmienna

(PG), difosfatydyloglicerol (DPG), fosfatydyloinozytol
(PI). 1zolaty aktynobakterii zaklasyfikowaé mozna do
jednego z pieciu typéw fosfolipidowych: P I - niezawie-
rajace fosfolipidéw, a zawierajacych azot; P Il - zawiera-
jace PE; P III - zawierajace PC; P IV - zawierajace GIcNU
(fosfolipid o nieznanej strukturze zawierajacy glukoza-
mine) i PE; P V - zawierajace GlcNU i PG [25,28].

Analiza estrow metylowych kwaséw ttuszczowych

Identyfikacja taksonomiczna bakterii z zastosowaniem
analizy profilu estréw metylowych kwaséw ttuszczo-
wych (fatty acid methyl esters, FAMES) jest szeroko
stosowana dla przedstawicieli wszystkich pozioméw
systematycznych. Niektére kwasy ttuszczowe, jako uni-
kalne w przyrodzie markery biochemiczne, stuza do
bezposredniego jakos$ciowego i ilo$ciowego oznaczania
drobnoustrojéw danej grupy wprost w pobranej pré-
bie srodowiskowej lub w materiale klinicznym meto-
dami analitycznymi, bez konieczno$ci izolacji szczepu
i namnazania na podtozach mikrobiologicznych. Przy-
ktadem jest analiza 3-hydroksylowych kwaséw ttusz-
czowych, sktadnikéw lipopolisacharydu budujacego
ostony komérkowe bakterii Gram-ujemnych; zwiazki te
oznaczano w bioaerozolu, m.in. w badaniach $rodowiska
pracy, za pomocg chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrig mas (GCMS) [44].

Oznaczanie profilu FAMES przebiega w dwéch etapach:
bakterie (2 mg suchej lub okoto 50 mg mokrej biomasy
bakteryjnej) poddaje sie metanolizie w 4M metanolo-
wym roztworze HCl, w temp. 80°C przez 1 godz., nastep-
nie poddaje ekstrakcji do mieszaniny heksan-woda (1:1),
po czym faze organiczna zawierajacg uwolnione estry
metylowe kwaséw tluszczowych suszy sie pod strumie-
niem azotu. W drugim etapie uzyskang prébke anali-
zuje sie za pomoca GCMS. Identyfikacja poszczegSlnych
kwaséw ttuszczowych na ogét nie nastrecza trudnosci,
poniewaz dostepne sg biblioteki ich widm masowych,

a w przypadkach watpliwych widmo i czas retencji
danego zwiazku poréwnuje sie ze standardami chemicz-
nymi. W wyniku analizy bakteryjnych FAMES otrzymuje
sie zestawienie sktadu procentowego kwaséw ttuszczo-
wych.

W identyfikacji aktynobakterii wazna role petnia kwasy
mikolowe - dtugotaticuchowe kwasy ttuszczowe, swo-
iste sktadniki budujgce $ciane komdérkowa promie-
niowcdw, m.in. Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus,
Dietzia, Tsukamurella, Corynebacterium. Kwasy mikolowe
sa a-rozgatezione, podstawione grupa hydroksylowa
w pozycji B; zawieraja 30-90 atoméw wegla w taricuchu.
Najkrétsze taricuchy wystepuja w komérkach Coryne-
bacterium, a najdtuzsze u Mycobacterium, gdzie odpowia-
daja za kwasooporno$é komdrek. Wiekszo$¢ z nich jest
estrowo zwigzana z arabinogalaktanem, polisacharydem
wchodzgcym w sktad oston komérkowych, inne wyste-
puja w stanie wolnym. Istnieje wiele metod oznacza-
nia kwaséw mikolowych. Wystepowanie w komérkach
mikroorganizméw i dlugo$é tanicuchéw kwaséw mikolo-
wych mozna oznaczaé w zaleznosci od dostepnej apara-
tury (po przeprowadzeniu w estry metylowe) za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej (TLC), jako estry
p-bromofenacylowe w HPLC [7] lub za pomoca spektro-
metrii MALDI-TOF [26].

Oznaczanie chinonéw izoprenoidowych

Chinony izoprenoidowe wystepuja w blonie cytopla-
zmatycznej wiekszo$ci bakterii. Zalicza sie do nich
menachinony (oznaczane poczatkowo jako witamina
K2) i ubichinony (koenzym Q). Taksonomicznie wazna
jest liczba jednostek izoprenowych w taricuchu poli-
prenylowym; u aktynobakterii najczesciej wystepuja
menachinony zawierajgce 8-9 jednostek izoprenowych.
Zakres swoistosci taksonomicznej chinonéw bywa sze-
roki i cecha ta powinna by¢ rozpatrywana wraz z innymi
wiasciwo$ciami chemiotaksonomicznymi.
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Chinony ekstrahuje sie z suchej masy komdrkowej mie-
szaning chloroform-metanol i oczyszcza za pomocg TLC.
Analiza tych zwiazkéw wymaga uzycia HPLC, kolumn
z odwréconym uktadem faz i spektrometrii mas [8].

Analiza sktadnikéw sSciany komdrkowej aktynobakterii

Analiza sktadu aminokwasowego i cukrowego peptydo-
glikanu, gtéwnego sktadnika $ciany komdrkowej bak-
terii Gram-dodatnich, do jakich naleza aktynobakterie,
pozwala na okre§lenie typu $ciany komérkowej, charak-
terystycznej dla kazdego rodzaju.

Izomery kwasu diaminopimelinowego (DAP), jednego
z istotnych aminokwaséw budujgcych mostki peptydowe
w peptydoglikanie, wykrywane sa w hydrolizatach komér-
kowych za pomoca chromatografii cienkowarstwowej (TLC).
Izomery LL- i mezo-DAP charakteryzuja sie nizszym niz inne
aminokwasy wspétczynnikiem retencji w TLC oraz oliw-
kowo-zielona barwa po wywotaniu odczynnikiem ninhy-
drynowym (ryc. 10). Wykrycie i okre$lenie izomerii kwasu
diaminopimelinowego w szczepie §rodowiskowym znacznie
utatwia jego identyfikacje. W tabeli 3 zestawiono markery
chemiotaksonomiczne wybranych rodzajéw aktynobakterii.

Genotypowanie aktynobakterii
Analiza 165 rRNA i hybrydyzacja DNA-DNA

Identyfikacja aktynobakterii za pomocg analizy cech
genetycznych obejmuje okreslenie podobiefistwa

sekwencji 16S rDNA/rRNA, pomiedzy szczepami o réz-
nym pokrewiefistwie oraz hybrydyzacje DNA-DNA,
wykazujacg stopied podobiefistwa (w procentach) mie-
dzy pojedynczymi ni¢émi DNA szczepdw reprezentuja-
cych pokrewne gatunki [46].

W celu uzyskania informacji o wystepowaniu konkret-
nego gatunku aktynobakterii przeprowadza sie badanie
z wykorzystaniem swoistych primerdéw, ktére po ampli-
fikacji za pomoca PCR poréwnuje sie z posiadanymi
wzorcami szczepéw kolekcyjnych [38].

Identyfikacja szczepow srodowiskowych — przyklady
Materiat biologiczny

Szczepy bakteryjne KM1, KM2, KM3, KM4, KM5 oraz
KM31 byly izolowane z miejskich kompostowni pryzmo-
wych, wytwarzajacych kompost z organicznej frakcji
odpadéw komunalnych oraz odpadéw zielonych pocho-
dzacych z targowisk miejskich i gield warzywno-owoco-
wych. Izolat KM5 pozyskano z powietrza z bioaerozolu
w hali zatadunkowej, w czasie pracy urzadzenia tadu-
jacego kompost. Szczepy KM1, KM2, KM3, KM4 i KM31
pochodzity z préb kompostu na réznych etapach kom-
postowania - odpowiednio byt to kompost 7-, 6-, 4-, 7-
i 12-tygodniowy.

Szczep BI10 wyizolowano z powierzchni drewnia-
nej pétki znajdujacej sie w magazynie bibliotecznym -
pomieszczeniu bez wentylacji, gdzie zniszczone ksigzki

Tabela 3. Markery chemiotaksonomiczne wybranych rodzajéw aktynobakterii i bakterii termofilnych Thermoactinomyces

[2,3,13,21,30,33-35,41,45,47-50,52]

Marker chemiotaksonomiczny ~ Nocardia  Gordonia TSuurI:;I;, Rhodococcus bgtc,g sz S;:;Ic’ :‘:' ;Z;;f:;; Z‘;;‘:s acZ’:;::;;es
Fosfolipidy
Fosfatydylocholina - - - - - - + + -
Fosfatydyloglicerol - + - - + - + - -
Fosfatydyloetanolamina + + + + - + + + +
Typ fosfolipidowy Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl
Glikolipidy
gtéwne + + + + + - + + -
Kwas diaminopimelinowy (DAP)
Mezo-DAP + + + + + - + + +
LL-DAP - - - - - + - - -
Kwasy ttuszczowe
Mikolowe + + + + + - - - -
Prostotaricuchowe nasycone + + + + + - + - +
Rozgatezione (izo, anteizo) - - - - - + + + +
Kwas tuberkulostearynowy + + + 4 4 i ) N )

(Me(18:0)

+ wystepowanie cechy; - brak wystepowania cechy; +/- cecha zmienna
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lezaly na podltodze, na $cianach widoczne byly $lady
zalania i luszczgca sie farba.

Izolacja szczepdw srodowiskowych

Izolaty KM1, KM2, KM3, KM4 oraz KM31 z kompostowni
miejskiej uzyskano z préb kompostu (10 g) przeniesio-
nego do sterylnej soli fizjologicznej (90 ml) i poddanego
wytrzgsaniu (15 min). Z tak przygotowanego materiatu
wykonano rozcieficzenia w soli fizjologicznej (1021 107%),
ktére wysiewano na state podtoze tryptozowo-sojowe
(TSA) i inkubowano w temp. 28 i 55°C przez 4 dni.

Izolat KM 5 uzyskano z préby powietrza pobranej
metoda zderzeniowa, z uzyciem aparatu MAS100 (Merck-
-Millipore, Niemcy). Do analizy pobrano 100 | powietrza,
a drobnoustroje zatrzymane na powierzchni pozywki
TSA inkubowano w temperaturze 28 i 55°C przez 4 dni.

Szczep BI10 zostat wyizolowany w bibliotece z uzyciem
plytek odciskowych RODAC Envirocheck z podtozem TSA
i neutralizatorami (Merck-Millipore, Niemcy) (inkubacja
w temp. 28 i 55°C przez 4 dni).

Morfologia kolonii

Na rycinach 5 i 6 przedstawiono morfologie komérek
i kolonii szczepéw $rodowiskowych na podtozach 79
i BHL.

W obrazie mikroskopowym wszystkie badane szczepy
cechowaly sie wytwarzaniem pseudogrzybni powietrz-
nej oraz nitkowatymi komérkami Gram-dodatnimi z roz-
gatezieniami.

Izolat KM31 charakteryzowat sie wytwarzaniem brazo-
wego pigmentu dyfundujacego do podtoza.

w podfozu 79, inkubacja 37°C, 48 h, barwienie metoda Grama, powiekszenie 1500

(T

Ryc. 6. Szczep KM31, wyizolowany z préb 12-tygodniowego kompostu; a - kolonie na podtozu BHI, inkubacja 37°C, 14 dni; b - obraz mikroskopowy z hodowli ptynnej

w podtozu 79, inkubacja 37°C, 48 h, barwienie metoda Grama, powiekszenie 1500
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aj 1 2 3 4 b)

Ryc. 7. Chromatogram TLC ekstraktu lipidowego pochodzacego ze szczepow
$rodowiskowych: a - KM1; b - KM3; ukfad rozwijajacy: chloroform-
-metanol-woda (65:25:4, v/v/v); Wywotywacz: 1- 0,5% ninhydryna,
temp. pokojowa; 2 - odczynnik molibdenowy, temp. pokojowa; 3 -
0,5% wanilina, temp. 120°C; 4 - 0,5% orcynol; temp. 120°C

Analiza chemiotaksonomiczna

Analize chromatograficzng ekstraktéw lipidowych sied-
miu izolatéw promieniowcédw przedstawiono na ryc. 7
- 9. Surowe ekstrakty lipidowe (50 mg/ml) nanoszono
na plytki TLC Silica gel 60 (Merck-Millipore) i rozwijano
w uktadzie chloroform-metanol-woda (65:25:4, v/v).
Rozdziaty chromatograficzne wywotywano odczynni-
kami pozwalajacymi na detekcje lipidéw zawierajacych
grupe -NH,, fosfolipidéw, lipidéw zawierajacych cukier
i obrazujacych petny profil zwiazkéw lipidowych (ryc. 7).

Analiza chromatograficzna ekstraktu lipidowego pozy-
skanego ze szczepédw KM1 (ryc. 7, 8) oraz KM2, KM4,
KM5, BI10 i KM31 wykazata obecno$¢ fosfatydyletano-
laminy, co $§wiadczy o przynaleznos$ci analizowanych
szczepbw do typu fosfolipidowego PII. W przypadku eks-
traktu uzyskanego z biomasy szczepu KM3 nie stwier-
dzono fosfatydyletanolaminy, zatem nalezy on do typu
fosfolipidowego PIII (ryc. 9).

Kwasy tluszczowe proste i rozgalezione (izo i anteizo)
oraz kwas tuberkulostearynowy (10-metylostearynowy)
wykryte w identyfikowanych szczepach zestawiono
w tab. 4.

Ocena ilo$ciowa kwaséw ttuszczowych w biomasie akty-
nobakterii wykazata w przypadku wszystkich rozpatry-
wanych szczepéw (z wyjatkiem izolatu KM3) dominacje
kwaséw rozgatezionych anteizo, szczegélnie C15 i C17.
Cechg charakterystyczng w przypadku szczepu KM3
okazato sie wystepowanie w komérkach kwasu tuber-
kulostearynowego, ktéry nie wystepowat w pozostatych
szczepach (tab. 4).

W izolatach aktynobakterii oznaczano obecno$¢ kwaséw
mikolowych, w odniesieniu do szczepu referencyjnego
Nocardia sp., zawierajacego te zwigzki. Zaden ze szcze-
péw nie zawierat kwaséw mikolowych.

Przeprowadzono analize izomeréw kwasu diamino-
pimelinowego (DAP). Izomery DAP charakteryzujg sie
mniejsza ruchliwo$cig chromatograficzna niz pozostate
aminokwasy i maja charakterystyczng oliwkowo-zielong
barwe. Szczepy KM1, KM2, KM5, BI10 oraz KM31 zawie-
raly w $cianie komérkowej kwas LL-DAP, natomiast KM3
wykazal obecno$é mezo-DAP (ryc. 10).

- -

b 1

R e
i

Ryc. 8. Cienkowarstwowa chromatografia dwukierunkowa ekstraktu lipidowego szczepu KM 1: a - wywotany odczynnikiem Dittmera—Lestera obrazujacym zwiazki
zawierajace fosfor; b - wywotany odczynnikiem ninhydrynowym obrazujacym zwiazki zawierajace grupy aminowe. 1 — ekstrakt lipidowy szczepu KM1; 2 -

fosfatydylocholina; 3 - fosfatydyloetaloamina [31]
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Tabela 4. Sktad procentowy kwasow ttuszczowych w biomasie wyizolowanych srodowiskowych szczepéw aktynobakterii

Kwas ttuszczowy KM1 KMm2 Km3 KM 4 KM5 BI10 KM 31
izoC15 0,01 0,02 0,01 0,06 0,01 0,01 0,03
aizoC15 43,01 3571 13,50 36,21 49 56,15 41,14
nC15 1,57 2,34 1,09 141 0,01 4,70 0,78
aizoC16 22,01 16,57 20,36 33,95 17,42 9,64 20,14
nC16 2,07 13,03 2,62 1,69 4,55 6,93 7,00
izoC17 6,08 6,82 1,73 2,62 0,76 0,45 0,63
aizoC17 22,57 21,99 3191 24,00 31,48 21,63 27,62
nC17 2,68 3,53 6,21 0,05 0,85 0,49 2,64
nC18 0,00 0,00 17,93 0,00 0,00 0,00 0,00
Me(18 0,00 0,00 4,64 0,00 0,00 0,00 0,00

ws s

A 5 % : e
& {M AR A L2t 1:;. ¥ Lt

Ryc. 9. Cienkowarstwowa chromatografia dwukierunkowa ekstraktu lipidowego szczepu KM3: a - wywotany odczynnikiem Dittmera—Lestera obrazujacym zwiazki
zawierajace fosfor; b - wywotany odczynnikiem ninhydrynowym obrazujacym zwiazki zawierajace grupy aminowe. 1 — ekstrakt lipidowy szczepu KM3; 2 -

fosfatydylocholina; 3 — fosfatydyloetaloamina [31]

Na podstawie cech morfologicznych oraz charaktery-
styki chemiotaksonomicznej stwierdzono, ze aktyno-
bakterie badanych $rodowisk pracy naleza do rodzajéw
Streptomyces (szczepy KM1, KM2, KM4, KM5, BI10, KM31)
i Nocardiopsis (KM3) (tab. 5).

PobsumowaNiE

Ekspozycja pracownikéw na wystepujace w $rodo-
wisku pracy drobnoustroje prowadzi¢ moze do scho-
rzeti o réznym podlozu; opisywano infekcje o ostrym
przebiegu [16], alergie wywolywane przez zarodniki
grzybdw ple$niowych [35], podraznienia skéry i oczu
w wyniku dziatania lotnych zwigzkéw organicznych
wytwarzanych przez mikroorganizmy (MVOC) [19] oraz
prawdopodobne zaburzenia funkcjonowania uktadu
immunologicznego w wyniku kontaktu z mikotoksy-

nami i p-glukanem, metabolitami grzybéw [5]. Dlatego
oznaczanie przynaleznosci taksonomicznej mikroorga-
nizméw izolowanych z tych $rodowisk jest zadaniem
podejmowanym przez mikrobiologéw i specjalistéw
medycyny pracy.

Specyfika promieniowcéw jako grupy bakterii dominu-
jacych w rolnictwie i kompostowniach przemystowych
dotyczy mozliwoséci zakazenia przewlektego lub (rza-
dziej) o ostrym przebiegu, jednak czestsze i wazniejsze
sa chroniczne stany chorobowe spowodowane statym
narazeniem na wysokie stezenia pseudospor i fragmen-
téw bakterii wchodzgcych w sktad bioaerozolu. Znane
sa zwigzki aktynobakterii ze schorzeniami drég odde-
chowych, np. Saccharopolyspora rectivirgula jest jed-
nym z czynnikéw powodujacych alergiczne zapalenie
pecherzykéw ptucnych [12], Nocardia spp. i inne promie-
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Tabela 5. Zestawienie cech diagnostycznych promieniowcow izolowanych z

badanych miejsc pracy - "
KM1/KM2/
. KM4/
Cecha diagnostyczna KMS/BI10/ Km3 * . -
KM31
Cechy morfologiczne ‘ ' . . W .
Komérki nitkowate + + w . e . . -
Komorki pleomorficzne - -
Kolonie gtadkie/szorstkie - +

Kolonie ziarniste/nieregularne

Pseudogrzybnia powietrzna

+ | 1"
+ +/- :

Pseudospory + +/-
Cechy fenotypowe :
! ? . ‘ . + ' LL-DAP
Barwienie metodg Grama + +
arwienie metoda Gram . o DAP
Kwasoopornos¢ - -
Katalaza + +
Hydroliza eskuliny + +
Hydroliza kazeiny + + e g . N 5 & =
. . 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Hydroliza skrobi + +

Ryc. 10. Analiza izomeréw kwasu diaminopimelinowego (DAP). 1-KM1; 2 - KM2;

Cechy chemiotaksonom

iczne 3-KM3; 4 - standard LL- i mezo-DAP; 5 - KM4; 6 -KM5; 7 -BI10; 8 -KM31;

Fosfatydylocholina

9- standard LL- i mezo-DAP. Uktad rozwijajacy: metanol-pirydyna-10M
) + HCl-woda (80: 10: 2,5:17,5; v/v/v/v), wywotywacz: ninhydryna

Fosfatydyloglicerol

+ -

Fosfatydyloetanolamina

niowce tlenowe wywotuja nokardioze ptucng oraz akty-
+ ) nomicetozy zlokalizowane w ptucach [17,29]. Izolowano

Typ fosfolipidowy

Pl Pl takze Nocardiopsis dassonvillei z ropnia w przebiegu ciez-
kiego zapalenia ptuc [31].

Glikolipidy gtéwne

Identyfikacja aktynobakterii §rodowisk zawodowych

Mezo-DAP - + powinna klasyfikowaé drobnoustrdj co najmniej na
LL-DAP N i poziomie rodzaju. Metody hodowlane i chemiotaksono-
miczne, zwlaszcza analizy chromatograficzne ekstrak-
Kwasy ttuszczowe rozgatezione (izo, . . téw surowych lipidéw bakteryjnych, estréw metylowych
anteizo) kwaséw ttuszczowych i sktadnikéw $ciany komérkowej
) aktynobakterii umozliwiaja skuteczne przeprowadze-
Kwasy mikolowe - - . .. . .
nie takiej procedury. Szczegétowa klasyfikacja gatun-
Kwas tuberkulostearynowy (Me(18:0) - + kowa jest w niektdrych przypadkach celowa i polega
— na przeprowadzeniu identyfikacji za pomoca 16S rRNA
Wynik identyfikadji Streptomyces Nocardiopsis i hybrydyzacji DNA-DNA szczepéw podejrzewanych
5P 5P o wywotanie powaznych negatywnych skutkéw zdro-

(+) — wystepowanie cechy; (-) - brak wystepowania cechy

wotnych u eksponowanych oséb.
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