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OBECNOSCI BAKTERII Z RODZAJU LEGIONELLA PNEUMOPHILA
W PROBKACH WODY TECHNIKA GC-MS

ELABORATION OF CHEMOTAXONOMICAL DETECTION METHOD OF
PRESENCE LEGIONELLA PNEUMOPHILA CULTURES IN WATER SAMPLES BY
GC-MS TECHNIQUE

Anna Czajkowska, Beata Paziak-Domanska, Magdalena Gajewska, Beata Bartodziejska

Zaktad Jakosci Zywnosci, Oddziat Chtodnictwa i Jakosci Zywnos$ci w Lodzi,
Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego, Warszawie

Stowa kluczowe: Legionella pneumophila, woda, kwasy tluszczowe, analiza, GC-MS
Key words: Legionella pneumophila, water, fatty acids, analysis, GC-MS

STRESZCZENIE

Celem pracy byto opracowanie chemiotaksonomicznej metody wykrywania obecnosci bakterii Legionella pneumophila
w probkach wody. W badaniach okreslono profil kwasow tluszczowych zwigzanych estrowo, wystepujgcych w Scianie ko-
morkowej wzorcowego szczepu Legionella pneumophila 33152, pochodzqcego z kolekcji ATCC typ Philadelphia 1. Zostat
on zastosowany jako wzorzec do wykrywania obecnosci L. pneumophila w wodzie pochodzqgcej z sieci wodociggowej.
W badaniach, probki wody poddawano estryfikacji i ekstrakcji, a nastepnie oznaczono specyficzne markery taksonomiczne
tych bakterii metodq chromatografii gazowej z detekcjq masowq (GC-MS). Wyznaczono granice detekcji metody na 100
Jtk/100 ml wody. Nowatorska metoda chemiotaksonomiczna moze by¢ stosowana do wstepnej selekcji probek wody w ruty-
nowych badaniach. Jej zastosowanie skraca czas analizy, poprzez ograniczenie liczby probek diagnozowanych klasycznymi

metodami mikrobiologicznymi.

ABSTRACT

The aim of this study was elaboration of chemotaxonomical detection method of presence Legionella pneumophila
cultures in water samples. In research, the profile of ester-linked fatty acids were specified, which are situated in the cell
wall of the model bacteria cultures Legionella pneumophila 33152, which originate from ATCC collection Philadelphia
1 type. The profile were applied as a standard to detection L. pneumophila presence in water supply network. During the
research, water samples were esterified and extracted and then specific taxonomic markers of this bacteria were indicated
by gas chromatography coupled with mass spectrometry technique (GC-MS). The limit of detection were determined to
100 jtk/100 ml water. Innovative chemotaxonomic method may be used in preliminary selection of water samples in routine
analyses. Its application cuts down on time of analysis, by limitation on number of samples being diagnosed by classical
microbiological methods.

WSTEP

Woda przeznaczona do spozycia przez ludzi po-
winna charakteryzowac si¢ wtasciwymi cechami orga-
noleptycznymi i fizykochemicznymi oraz nie powinna
zawiera¢ drobnoustrojéw chorobotworczych. Rozpo-
rzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 29 marca 2007 r.
w sprawie jakosci wody przeznaczonej do spozycia
przez ludzi (Dz. U. Nr 61, poz. 417), wprowadzito
obowigzek badania w wodzie bakterii z rodzaju Legio-

nella, chorobotworczych Gram-ujemnych pateczek,
ktore sg czynnikiem etiologicznym legionelozy, groznej
zakaznej choroby cztowieka. Wsrod rejestrowanych za-
chorowan, 80-90% przypadkow wywotanych jest przez
gatunek Legionella pneumophila, w tym 50-75% przez
L. pneumophila grupy serologicznej 1{10].
Mikrobiologiczne metody badan, w kierunku
wykrywania L. pneumophila sa prowadzone zgodnie
z obowigzujacg norma PN-ISO 11731-2 22006 1. i wy-
magaja zastosowania wielu etapow postepowania m.in.
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eliminacji flory towarzyszacej oraz wykrycia i potwier-
dzenia gatunku, poprzez uzycie szeregu wybiorczo-
-namnazajacych pozywek. Dlatego tez poszukuje si¢
alternatywnych, szybkich i czutych metod identyfikacji
tych drobnoustrojow, opartych na instrumentalnej ana-
lizie sktadu komponentéw komoérkowych [1].

Chemiotaksonomia to nauka zajmujaca si¢ klasy-
fikacja i identyfikacja mikroorganizmow na podstawie
ich specyficznych sktadnikoéw chemicznych lub produk-
tow metabolizmu. Jest ona coraz czg$ciej stosowana
w diagnostyce drobnoustrojow, w oparciu o analize¢
strukturalnych sktadnikéw oston komoérkowych, stano-
wigcych specyficzne markery taksonomiczne bakterii
[9]. Chemiotaksonomia moze postuzy¢ do réoznicowania
drobnoustrojow zaréwno w obrebie rodzaju jak i da-
nego gatunku bakterii. Badania te polegaja m.in. na
okresleniu profilu kwaséw thuszczowych zwigzanych
estrowo i amidowo, cukréw, aminokwasow, lipidow
1 innych zwiazkéw wystepujacych w ostonach komor-
kowych drobnoustrojow, umozliwiajagc wykrywanie
roznic w sktadzie $cian komorkowych bakterii i ich
klasyfikacje [3].

Integralnym sktadnikiem $§ciany komodrkowe;j
wszystkich bakterii Gram-ujemnych, w tym rodzaju
Legionella, jest lipopolisacharyd (LPS, endotoksyna).
Lipid A, najbardziej konserwatywny pod wzgledem
budowy podregion LPS pateczek Legionella, deter-
minuje nowy, nie wystepujacy w komorkach innych
Gram-ujemnych bakterii, typ lipopolisacharydu. Szkie-
let lipidu A lipopolisacharydu tworza dwie czasteczki
polaczonych ze sobg aminocukrow - 2,3-diamino-2,3-
-dideoksy-D-glukozy [8]. W szkielecie cukrowym lipi-
du A sa cztery miejsca przylaczenia hydroksykwasow
wigzaniem amidowym. Kwasy tluszczowe w lipidzie
A mogg by¢ takze posrednio zwigzane z aminocukrem
wigzaniem estrowym. U bakterii Legionella spp. wy-
stepuje osiem specyficznych dla rodzaju, niehydrok-
sylowanych rozgalezionych kwaséw ttuszczowych
oraz pi¢¢ kwasow dlugotancuchowych [7, 8]. Ogoélnie,
w sktad kwaséw thuszczowych zwigzanych estrowo
wchodza gtownie nasycone kwasy tancuchowe (proste
1 rozgalezione) oraz nienasycone kwasy tluszczowe,
a takze mate ilosci hydroksykwasow [7].

Ta odmiennos$¢ budowy lipidu A bakterii z rodzaju
Legionella, umozliwita podjecie badan, majacych na
celu opracowanie metody chemiotaksonomicznej opar-
tej na analizie strukturalnych kwasow thuszczowych,
stanowigcych markery taksonomiczne, do wykrywania
skazenia probek wody bakteriami z rodzaju Legionella.

MATERIAL I METODY

Opracowanie wzorcowego profilu kwasow tluszczo-
wych Legionella pneumophila

W celu uzyskania masy bakteryjnej, szczep wzorco-
wy L. pneumophila 33152 z kolekcji ATCC typ Phila-
delphia 1 wysiano na pozywke wybiorczo-namnazajaca
BCYE (Oxoid). Po czterech dobach inkubacji w tempe-
raturze 36°C, drobnoustroje zebrano do fizjologicznego
roztworu soli. W celu zabicia komorek bakteryjnych,
zawiesinge poddano dziataniu fenolu, ktéry nastepnie
odptukano poprzez wirowanie przy 4000 obr/min przez
15 min, a uzyskany osad suszono w temp. 44°C.

Suchg mase bakteryjng zawieszono w 1 ml wody
destylowanej i poddano hydrolizie alkalicznej w tem-
peraturze 100°C przez 30 min, dodajac 1 ml 15% wo-
dorotlenku sodu w 50% wodnym roztworze metanolu.
Do schtodzonej probki, zawierajacej uwolnione kwasy
thuszczowe dodano 1,5 ml 25% kwasu solnego w me-
tanolu (pH 2) i ogrzewano w tazni wodnej w tempe-
raturze 85°C przez 15 min. W wyniku karbometylacji
otrzymano zestryfikowane wolne kwasy tlhuszczowe,
ktore ekstrahowano z 2 ml mieszaniny eter dietylowy:n-
-heptan (1:1) przez 10 min.

Prébke zmetylowanych kwasow ttuszczowych
bakterii L. pneumophila analizowano metoda chroma-
tografii gazowej z detektorem mas (GC-MS). W celu
ustalenia sktadu chemicznego badanych probek zostaty
wykonane analizy GC, GC-MS réwnoczes$nie z zastoso-
waniem dzielnika przepltywu (SGE) w chromatografie
gazowym Trace GC Ultra potaczonym ze spektrome-
trem mas DSQ II (Thermo Electron). Profil chemiczny
ustalono na podstawie poréwnania widm masowych
badanych prébek z widmami masowymi substancji
wzorcowych zawartych w komputerowych bibliotekach
widm NIST i Wiley. Warunki analizy GC: kolumna
HP Innowax (Agilent J&W) 30 mx0,25 mmx0,25 pm,
program temp. 120°C (2 min) - 245°C (30 min), 4°C/
min, temp. dozownika (SSL) 260°C, temp. detektora
(FID) 260°C, gaz nos$ny - hel, predkos¢ przeptywu 1 ml/
min, podzial (split) 1:10, objeto$¢ probki 10 pl, temp.
linii transferowej 250°C. Parametry spektrometru mas:
energia jonizacji 70 eV (EI), temp. zrédta jonow 200°C.

Wykrywanie paleczek Legionella pneumophila
w probkach wody

Szczep wzorcowy L. pneumophila ATCC 33152
typ Philadelphia 1 wysiano na pozywke wybidrczo-
-namnazajgca BCYE (Oxoid), inkubowano cztery doby
w temperaturze 36°C, a nastepnie zebrano kolonie do
roztworu soli fizjologicznej. Gesto$¢ zawiesiny bakte-
ryjnej ustalono poprzez poroéwnanie ze skalg McFar-
landa standardem nr 5 (1,5%10°jtk/ml).

Do badan stosowano wod¢ pobrang z sieci wodo-
ciggowej zakazong roznym inoculum L. pneumophila
(1x10? oraz 1x10°jtk/100ml). Probki zatezano na wy-
parce obrotowej pod proznig do objetosci ok. 10 ml,
a nastepnie poddano estryfikacji, dodajac do probek 5
ml metanolu i 5 ml wodorotlenku sodu w 50% roztworze



Nr 1

Wykrywanie bakterii z rodzaju Legionella pneumophila w proébkach wody technika GC-MS

117

metanolu i ogrzewano przez 30 min w temperaturze
100°C. Po inkubacji w tazni wodnej dodano ok. 5 ml
25% kwasu solnego w metanolu przy pH 2 i ogrzewa-
no przez 15 min w temperaturze 85°C. Tak otrzymane
probki ekstrahowano rozpuszczalnikiem z 2 ml miesza-
niny eter dietylowy:n-heptan w stosunku 1:1 przez 10
min. Do wykrywania obecno$ci bakterii L. pneumophila
w probkach wody zastosowano kolumng Stabilwax-DA
(Restek) 30 mx0,32 mmx0,25 um oraz przeplyw gazu
nos$nego przez kapilare 1,5 ml/min, co pozwolito na
uzyskanie lepszego rozdziatu chromatograficznego.
Pozostate warunki analizy GC-MS byty takie same, jak
do okreslenia profilu wzorcowego badanych bakterii.

Zastosowana w pracy wiasna metodyka derywaty-
zacji i ekstrakcji powstala w oparciu o metody opisane
w literaturze [2, 4, 5, 6].

WYNIKI I DYSKUSJA

Sucha mase L. pneumophila 33152 z kolekcji ATCC
typ Philadelphia 1 poddano estryfikacji i ekstrakcji
rozpuszczalnikiem, a nast¢pnie analizowano metoda
GC-MS. Wynikiem serii badan byto uzyskanie wzor-
cowego profilu zmetylowanych kwasow thuszczowych
tych bakterii (Ryc. 1).

B0

Pik nr Idertyfikacia

1 ester metylowy kwasu tetradekanowego
ester metylowy kvwasu 1 2-metylctetradekanowego
ester metylowy kvwasu 14-metylopertadekanowedo
ester metylowy kvwasu heksadekanowego
ester metylowy kwasu 9-heksadekanovego
ester metylowy kwasu 14-metyloheksadekanowego
ester metylowy kwasu oktadekanowego
ester metylowy kwasu elkozanowego
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Chromatogram gazowy wzorcowego profilu kwa-
sow tluszczowych zwigzanych estrowo szczepu
Legionella pneumophila ATCC 33152 typ Phila-
delphia 1

Gas chromatogram of ester-linked fatty acids
standard profile Legionella pneumophila cultures
ATCC 33152 Philadelphia 1 type

Identyfikacji pikow dokonano na podstawie analizy
widm masowych, integrujac sygnatly estréw metylo-
wych kwasow ttuszczowych w czasie 30 min. W bada-
nej probee, wirod kwasow thuszczowych zwigzanych
estrowo, wystepuja nasycone kwasy tancuchowe proste

i monometylo-rozgalezione oraz nienasycone kwasy
thuszczowe, 1acznie osiem niehydroksylowanych kwa-
sow ttuszczowych zawierajacych od 14 do 20 atomow
wegla w czasteczce.

Na podstawie stosunku powierzchni piku do po-
wierzchni wszystkich zidentyfikowanych pikow estréw
niehydroksylowanych kwasow ttuszczowych obliczono
procentowy udziat poszczegdlnych kwaséw thuszczo-
wych w profilu (Tab. 1).

Tabela 1. Procentowy udziat w profilu poszczegdlnych kwa-
sow thuszczowych szczepu wzorcowego bakterii L.
pneumophila ATCC 33152 typ Philadelphia 1
Percentage participation in profile of each fatty acid
for standard cultures L. pneumophila ATCC 33152
Philadelphia 1 type

Kwas Czas retencji | Powierzchnia Udzial
thuszczowy [min] piku [mV-s] proc[izt]owy
Coiao™ 14,7 10,178 8,7
Ciso 17,4 21,787 18,7
Ciiso 19,3 38,756 33,2
C.is0 20,4 6,896 5,9
Cie 21,0 27,262 23.4
Cairo 21,9 7,268 6.2
C.iso 24,8 2,509 2.2
00 28,9 1,958 1,7
suma 116,614 100

* liczba po lewej stronie wskazuje na ilo§¢ atomoéw wegla w cza-
steczce, liczba po prawej stronie to ilo$¢ wiazan podwdjnych, ,,i”
— wskazuje pozycje iso grupy metylowej, ,,a” — wskazuje pozycje
anteiso grupy metylowej

Gtownym i dominujacym kwasem tluszczowym
w profilu L. pneumophila jest kwas 14-metylopentade-
kanowy C, . (33%), nastgpnie kwas 9-heksadekanowy
C,., (23%), kwas 12-metylotetradekanowy C_ . (19%)
oraz kwas tetradekanowy C_ . (9%), kwas 14-metylo-
heksadekanowy C - (6%), kwas heksadekanowy C .
(6%), a takze w mniejszych ilosciach kwas oktadeka-
nowy C . i kwas eikozanowy C , .. Na podstawie
otrzymanych wynikow kwasy C, .. C ., C . oraz
C,,,, mozna okresli¢ jako charakterystyczne markery
taksonomiczne L. pneumophila.

Jak wynika z danych pismiennictwa, na podstawie
wzglednej ilosci C,,, C ., C_ .23 gatunki bakterii
z rodzaju Legionella, mozna podzieli¢ na trzy grupy.
Dziewig¢ gatunkéw, w tym L. pneumophila, zawie-
rajgcych w LPS jako gtowne kwasy C, , lub C | lub
obydwa C, 1 C,  zostalo zakwalifikowanych do
grupy 16C. Siedem gatunkow tych drobnoustrojow,
zawierajacych kwas C_ . o stezeniu w przyblizeniu
dwukrotnie wigkszym niz C,  , zostato zaliczonych
do grupy A15. Pozostate gatunki Legionella, zawiera-
jace oba gtownie kwasy C . i C, ., w tych samych
ilosciach, zostaly wliczone do grupy A15/16C. Rézni-

ce w zawartosci kwasow tluszczowych pozwalaja na
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in water sample infected by 1x10°jtk/100 ml L.
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Ryc. 4. Chromatogramy gazowe: a - wzorcowy profil estrow metylowych kwaséw tluszczowych L. pneumophila, b -

probki wody zakazonej 1x10°jtk/100 ml bakterii L. pneumophila
Gas chromatograms: a - standard profile of ester-methyled fatty acids L. pneumophila cultures, b - water sample
infected by 1x10°jtk/100 ml L. pneumophila cultures
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zréznicowanie calego rodzaju Legionella. Stwierdzono
takze, ze obecnos¢ kwasu C,,  w duzym stgzeniu po-
zwala odrézni¢ bakterie L. pneumophila i L. spiritensis
od innych gatunkéw. Dodatkowo te dwa gatunki za-
wierajg rozgalezione tancuchy nienasyconego kwasu
thuszczowego 16-weglowego, ktory jest nicobecny we
wszystkich gatunkach z grupy 16C, za wyjatkiem L.
oakridgensis [4].

Otrzymany profil kwaséw thuszczowych postuzyt
jako wzorcowy w odniesieniu do profili otrzymanych
z badanych probek wody.

Analizie chromatograficznej poddano wode pobra-
ng z instalacji wodociggowej. Analiza zderywatyzowa-
nej probki wody, nie wzbogaconej bakteriami, wykazata
brak znaczacych interferencji w badanym obszarze elu-
cji estrow metylowych kwasow thuszczowych (Ryc. 2).

Nastepnie analizie chromatograficznej poddano
probki wody wodociggowej, zakazanej ustalonym mak-
symalnym inoculum L. pneumophila (1x10°jtk/100ml)
(Ryc. 3.)

Otrzymany chromatogram poréwnano z wzorco-
wym chromatogramem, okreslajacym profil zwigza-
nych estrowo kwaséw thuszczowych L. pneumophila.
Interpretacja otrzymanych wynikéw wykazata obecnosé
w badanych probkach wody wodociggowej kwaséw
thuszczowych, markerow charakterystycznych dla tego
gatunku bakterii (Ryc. 4).

Zgodnie z wymaganiami rozporzadzenia Ministra
Zdrowia (Dz. U. Nr 61 poz. 417), wode uwaza si¢ za
zakazong pateczkami Legionella spp., jesli w 100 ml
wody wykrywa si¢ powyzej 100 jtk tych bakterii. Dla-
tego tez granice detekcji opracowanej metody ustalono
na 1x10?jtk/100ml, na podstawie analizy probek wody
zakazonych bakteriami. W badanych probkach wykryto,
w spodziewanym czasie retencji, estry kwasow thusz-
czowych w ilosci umozliwiajacej ich identyfikacje.
Probki wody zakazone zywymi bakteriami (100 jtk),

Picnr Identyfikacja
1 ester metylowy kwasu tetradskanowego
2 ester metylowy kwersu 1 2-metylotetradsianoweso
3 ester metylowy kwasu 14-metylopentadekanowego
4 ester metylowy kwasy heksadekanowega
5 ester metylowy kwasu 9-heksadekanoweno
6 ester metylowy kwasu oktacskanowego

[

Ryc. 5. Chromatogram gazowy probki wody pobranej z
instalacji wodociggowej zakazonej 100 jtk/100 ml
bakterii L. pneumophila

Gas chromatogram of water sample collected from
water supply network infected by 100 jtk /100 ml

L. pneumophila cultures

zawieraly markery charakterystyczne dla profilu kwa-
sow tluszczowych L. pneumophila (C, ., C,. ., C .,
C, .,)- Analiza wykazala, ze mozliwe jest oznaczenie
jakosciowe probki wody zawierajacej 100 jtk bakterii
z rodzaju Legionella. (Ryc. 5).

Opracowana metoda chemiotaksonomiczna umoz-
liwia wykrycie markerow taksonomicznych pocho-
dzacych od zywych jak i martwych bakterii. Moze
by¢ wykorzystana do wstepnej analizy duzej liczby
badanych probek wody, co postuzy do ich szybkiej
selekcji. Uzyskanie negatywnego wyniku, przy uzyciu
tej techniki, wyklucza konieczno$¢ dalszego postepowa-
nia diagnostycznego, a badaniom mikrobiologicznym
poddaje si¢ jedynie probki, w ktorych wykryto charak-
terystyczne markery. Brak konieczno$ci stosowania,
w kazdym przypadku, klasycznych metod hodowli,
wiaze si¢ z oszczednos$cig stosowania drogich pozywek
mikrobiologicznych, tym samym ogranicza pracochton-
nos$¢ i czasochtonnosc¢ kolejnych etapdéw, wynikajacych
z procedur mikrobiologicznych.

Opracowana metoda znalazta zastosowanie w ruty-
nowych badaniach rzeczywistych probek wody.

WNIOSKI

1. Okreslono specyficzny wzorcowy profil zwigzanych

estrowo kwasow tluszczowych LPS - u Legionella
pneumophila, przy zastosowaniu wlasnej opracowa-
nej metodyki.
Za charakterystyczne markery taksonomiczne L.
pneumophila uznano kwas 14-metylopentadekano-
wy, kwas 9-heksadekanowy, kwas 12-metylotetra-
dekanowy oraz kwas tetradekanowy.

2. Granic¢ wykrywalno$ci metody wyznaczono na
100 jtk/100 ml wody, co odpowiada wymaganiom
rozporzadzenia z 2007 r. w sprawie jakosci wody
przeznaczonej do spozycia przez ludzi.

3. W przypadku wykrycia charakterystycznych marke-
rOW L. pneumophila, istnieje konieczno$¢ potwier-
dzenia wykrytego zakazenia wody, metodami mi-
krobiologicznymi. Uzyskanie negatywnego wyniku
metodg chemiotaksonomiczng koniczy postepowanie
diagnostyczne.

4. Dzigki zastosowaniu metody chemiotaksonomiczne;j
mozliwe jest zminimalizowanie btgdow diagno-
stycznych i znaczne przyspieszenie rozpoznania
ewentualnych zakazen wody tymi drobnoustrojami.

5. Zastosowanie tej metody zmniejsza liczbg probek
przeznaczonych do badan mikrobiologicznych,
ogranicza koszty i czas badan.
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