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STRESZCZENIE

Wstep. Celem badan byta ocena wytwarzania wybra-
nych czynnikéw wirulencji przez mikroorganizmy o po-
tencjale chorobotwoérczym, izolowane z miejsc pracy.
Okreslano takze wptyw materiatu technicznego wystepu-
jacego w miejscu pracy na badane cechy bakterii i drozdzy.
Material i metody. Badano 11 szczepow bakterii i drozdzy
wyizolowanych z powietrza (metoda zderzeniowa) lub
powierzchni (metoda odciskowa) ze srodowisk pracy: gar-
barnia, kompostownia, muzeum. Identyfikacje wykonano
testami API oraz potwierdzono metoda genetyczng. Ana-
lizowano wybrane czynniki: wytwarzanie otoczek poli-
sacharydowych, proteinazy, zelatynazy, lipazy, koagulazy,
deoksyrybonukleazy, enterotoksyn, hemolizyn. Zastoso-
wano podtoza standardowo uzywane w praktyce mikro-
biologicznej oraz mineralne z dodatkiem materiatu po-
chodzacego ze srodowiska pracy (celuloza, skora wet blue,
wyciag z kompostu). Wyniki. Wykazano, iz 8 sposrod 11
szczepOw wykazywato hemolize, w tym 4 (Bacillus cereus
2 szczepy, Bacillus subtilis, Staphylococcus haemolyticus)
hemolize catkowita. Otoczki polisacharydowe wykryto
u drozdzy Cryptococcus albidus. Wtasciwosci proteolitycz-
ne oraz zdolnos¢ do produkgji zelatynazy wykazaty gtow-
nie bakterie z rodzaju Bacillus. Ponadto szczepy B. cereus
z kompostowni i garbarni wytwarzaly enterotoksyny
(NHE i HBL). Stwierdzono, iz obecnos¢ w pozywce skory
lub kompostu moze stymulowaé lub hamowaé wytwa-
rzanie toksyn w zaleznosci od gatunku bakterii Bacillus
i rodzaju toksyny. S. haemolyticus wyizolowany w muzeum
byt zdolny do produkcji lipazy i deoksyrybonukleazy.
Stwierdzono, iz Corynebacterium lubricantis i Candida pa-
rapsilosis nie wytwarzajg zadnych z badanych czynnikoéw
wirulencji. Wnioski. W Srodowisku pracy kompostowni,
garbarni, muze6éw z wysoka czestoscia (56-100%) wyste-
puja organizmy potencjalnie chorobotworcze: Bacillus ce-
reus, B. pumilus, B. subtilis, Cryptococcus albidus, Pseudo-

monas vancouverensis, Staphylococcus heamolyticus zdolne
do wytwarzania czynnikéw wirulencji (otoczki polisa-
charydowej, proteinaz, zelatynaz, lipaz, koagulat, deoksy-
rybonukleaz, enterotoksyn, hemolizyn).

Stowa kluczowe: szkodliwe czynniki biologiczne,
czynniki wirulencji, miejsca pracy

ABSTRACT

Introduction. The aim of the study was to evaluate
the production of selected virulence factors by potential
pathogenic microorganisms isolated in workplaces. The
influence of technical material present at the workplaces
on strains virulence was also determined. Material and
methods. 11 bacteria and yeast strains isolated from the
air (impact method) or surface (RODAC method) in work
environments. Identification was performed by API tests
and molecular methods. The selected factors were ana-
lyzed: production of polysaccharide capsules, proteinase,
gelatinase, lipase, coagulase, deoxyribonuclease, entero-
toxins and hemolytic abilities. Apart from standard mi-
crobiological media, minerals media with addition of cel-
lulose, wet blue leather, compost extract were used. Re-
sults. 8 from 11 tested strains produced hemolysis, in-
cluding 4 bacterial strains (Bacillus cereus two strains,
Bacillus subtilis, Staphylococcus haemolyticus) — -hemol-
ysis. Polysaccharide capsules were detected for yeast Cryp-
tococcus albidus. Bacteria, mainly from the genus Bacillus,
produced protease and gelatinase. Moreover, B. cereus
strains from composting plants and tanneries produced
enterotoxins (NHE and HBL). The presence of leather or
compost in the medium can stimulate or inhibit toxin
production, depending on the bacteria species and toxin
type. S. haemolyticus from the museum produced lipase
and deoxyribonuclease. It was found that Corynebacterium
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lubricantis and Candida parapsilosis did not produce any
of the tested virulence factors. Conclusions. In the work
environment in composting, tanneries, museums with
high frequency (56-100%) there are potentially patho-
genic organisms: Bacillus cereus, B. pumilus, B. subtilis,
Cryptococcus albidus, Pseudomonas vancouverensis, Staphy-

lococcus heamolyticus able to produce virulence factors
(polysaccharide capsules, proteinase, gelatinase, lipase, co-
agulate, deoxyribonuclease, enterotoxins, haemolysins).

Key words: harmful biological agents, virulence factors,
workplaces

WSTEP

Cztowiek w miejscu pracy narazony moze by¢ na
szkodliwosci zawodowe wynikajace z oddziatywania
substancji chemicznych, pytéw, czynnikow fizycz-
nych i psychospotecznych oraz czynnikéw biologicz-
nych. Szacuje si¢, ze w co najmniej 148 specjalis-
tycznych grupach zawodowych przynaleznych do 22
kategorii gatezi gospodarki wystepuja narazenia na
czynniki biologiczne [1], przez co staly si¢ one po-
waznym problemem medycyny srodowiskowej. Pro-
blem ten coraz czesciej dotyka pracownikéw w kom-
postowniach [2], garbarniach [3], oraz w muzeach
[4]. Konsekwencja narazenia na czynniki biologiczne
s gtownie infekcje gornych drog oddechowych, aler-
gie, astma oskrzelowa wsroéd pracownikéw kompos-
towni [5, 6]; zakazenia chorobami odzwierzecymi,
podraznienia skoérne, alergie wsr6d pracownikow
garbarni 7, 8]; wodniste katary, tzawienie oczu, swe-
dzace zmiany skoérne, przewlekty kaszel i dusznosci
u 0s6b zatrudnionych w muzeach [9, 10].

Wirulencje drobnoustrojow okres$lajg kodowane
genetycznie cechy biochemiczne i strukturalne or-
ganizmu umozliwiajace wywotanie choroby: to-
ksyczno$¢ obejmujaca produkcje m.in. endo- i eg-
zotoksyn; agresywnos¢ przejawiajaca sie wytwarza-
niem otoczek (czesto petnia one jednak role ochron-
ng dla mikroorganizméw), enzymoéw proteolitycz-
nych, inwazyn i innych substancji hamujacych lub
niszczacych mechanizm obronny gospodarza. Istot-
ne znaczenie ma adherencja warunkowana wytwa-
rzaniem fimbrii, adhezyn, egzopolisacharydow i bia-
tek powierzchniowych, a takze zréznicowanie an-
tygenowe [11-13]. Wirulencja (zjadliwos¢) drob-
noustrojow moze by¢ rézna dla poszczegbdlnych
szczepow i zalezna od warunkéw panujgcych w sro-
dowisku [14]. W przypadku bakterii Listeria mono-
cytogenes (czestej przyczyny zakazen i zatru¢ pokar-
mowych) wykazano, iz od 12% do 79% szczepow
wykazuje wyrazng zjadliwos¢ w badaniach na my-
szach i liniach komérkowych. Przyczyne tego zja-
wiska upatruje sie¢ w ekspresji hemolizyn i interna-
lin. Natomiast wlasciwosci adhezyjne bakterii Pseu-
domonas aeruginosa moga zaleze¢ nawet od kon-
systencji podtoza hodowlanego i czasu prowadzenia

hodowli [15, 16]. Gutarowska i wsp. (2014) wyka-
zali ze obecnos¢ materiatu technicznego w pozywce
hodowlanej modeluje cytotoksyczne i toksynotwor-
cze wlasciwosci plesni wyizolowanych z miejsc pra-
cy. Szczep Penicillium chrysogenum wyizolowany z
garbarni byt wysoce cytotoksyczny wobec komorek
nerek swinskich, natomiast szczep P. chrysogenum
pochodzacy z archiwow i bibliotek nie wykazywat
takich wtasciwosci. Dodatek rozdrobnionej skory
do pozywki hodowlanej spowodowat wytwarzanie
brevicompaniny B, aurofusaryny i fumitremorginy
C przez P. chrysogenum z garbarni; substancji tych
nie identyfikowano na innych podtozach hodow-
lanych [17].

W Polsce podstawe w ocenie zagrozen biologicz-
nych na stanowiskach pracy stanowi Rozporzadze-
nie Ministra Zdrowia z 2005 roku [18] zawierajace
wykaz 389 szkodliwych czynnikéw biologicznych,
ktorych wystepowanie w miejscu pracy jest jedno-
znaczne z wystepowaniem zagrozenia dla pracow-
nikow, ale rzeczywista liczba czynnikoéw moggcych
oddzialywac¢ negatywnie na zdrowie pracownikéw
moze by¢ wieksza (Dutkiewicz podaje, ze jest ich
co najmniej 622 [19]). Ponadto, dotychczas nie pro-
wadzono badan nad chorobotwoérczoscig mikroor-
ganizméw wyizolowanych z miejsc pracy, a takze
zwigzkiem miedzy specytika konkretnego srodowis-
ka pracy (przede wszystkim przechowywanym i/lub
przetwarzanym materiatem technicznym) a czynni-
kami wirulencji drobnoustrojow.

Dlatego tez celem pierwszych w tym zakresie ba-
dan byta ocena zdolnosci do wytwarzania wybra-
nych czynnikéw wirulencji u jedenastu szczepoéw
bakterii i drozdzy wyizolowanych i wyselekcjono-
wanych ze wzgledu na czesto$¢ wystepowania ze
srodowisk pracy w garbarni, kompostowni, muzeum
oraz okreslenie wptywu materiatu technicznego wy-
stepujacego w miejscu pracy (kompostu, skory, ce-
lulozy) na wzrost drobnoustrojéw charakteryzuja-
cych sie wytwarzaniem wybranych czynnikow wi-
rulencji.

Prezentowana praca jest probg odpowiedzi (ba-
dania wstepne) na pytanie w jaki sposéb Srodowisko
pracy wptywa na wirulencje mikroorganizméw cho-
robotworczych.
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MATERIAL | METODY - =
o L 28 | & g €5
Miejsca izolacji bakterii i drozdzy o8 55._ g N 9
Badane szczepy bakterii i drozdzy pochodzity X o o2 8 g 8
z pomieszczenn magazynowych w muzeum oraz = o % 3 & 2 g
produkcyjnych w kompostowniach i garbarniach, 3 g = g T 86 o
o r6znej specyfice produkcji. Charakterystyke ba- s S z 2 2C
danych szczepow wraz z opisem miejsc izolacji 2 § E (L% ‘é *2 f&j fmj % '%
zamieszczono w tabeli 1. 2 B 2588 2 285
8832 g get
Metody izolacji i identyfikacji szczepow o o o " o
Izolaty z powietrza uzyskano z probek powiet- —g - E T g S % = 52 g S |52 E =
rza (50 i 100 1) pobranych metoda zderzeniowa, S8 Re|roNl, X60ds X=X
z uzyciem aparatu MAS100 (Merck Millipore, =& 2 2|3 f(’. IS '—i 2% Ni S &
Niemcy). Probki powietrza pobrano w odlegtosci GE, 5|5 E, 55880 155880 155882
1-2 m od potencjalnego zrédta zanieczyszczenia 5 _§ - - -
mikrobiologicznego (przetwarzana skoéra, kom- S °lo |3 2% L0298 L0298
post poddany procesom technologicznym i skta- 2o SF| % X X © % x X X~ % x5 X
dowany, magazynowane eksponaty muzealne) _é O % 2 I\Z & o 2 '_2 o = ® mi S S
podczas mtynngych czynnosci wykonywanych S Tle ) & £3 @ L & £3 @ i & £3 2 !
przez pracownikow w czasie pracy. Zastosowano
podtoze TSA (Tryptic Soy Agar, Merck Millipore, o O S . .c'%“ .
Niemcy) z nystatyng (0,2%), do hodowli bakterii ze &Nz c N % £9
oraz MEA (Malt Extract Agar, Merck Millipore, g g % -%§ _5 =298 _%’ % s
Niemcy) z chloramfenikolem (0,1%), do hodowli % 73 o g g% % g g ;;}?’ gg ©
Ao  owiesachnd ss8 | 5557 3552 | s8¢
Izolaty z powierzchni uzyskano z wykorzysta- ZoB cg8g |Sgx S c2 5
niem plytek odciskowych RODAC Envirocheck % 2 582z 3 85 % 3z58
(Merck Millipore, Niemcy) z podtozem TSA z neu- 23 é »g -2 é -g oS é gi _g
tralizatorami (bakterie) i podtozem Sabouraud OnN £ET® % £ET 33 Eg@
(drozdze). Probki pobierano z takich powierzchni  _ YON¥ | ¥afOv3| ¥OF
jak: skora wstepnie garbowana, skora wykonczo- & o 2 % _
na, urzadzenia stosowane do produkcji kompostu, § 8 % =1 © o °
meble i eksponaty w muzeum, przegrody budow- & % %Tg § © S ©
lane we wszystkich badanych zaktadach. Probyki E OB%wa
z powietrza i powierzchni inkubowano w 28° C = s =
przez 48 godz. (bakterie) oraz w 30° C przez 3-5 ) € € E
dni (grzyby). Po inkubacji liczono wyroste kolo- 2 8 T2 2 2 2
nie, a uzyskany wynik przeliczono na jednostki & w |8 23 g = o =}
R . . o JggQ e
tworzace kolonie (jtk), z uwzglednieniem obj¢to- £ 5 <. X X X
$ci pobranego powietrza i powierzchni badanego g S ® Y &) -
obiektu, (jtk/m’ i jtk/100 cm?). Za wynik kofico- 2 g o ”
wy przyjeto srednig arytmetyczng z 3 powtérzen X _8 « % ‘ﬁ 2 é
w kazdym pomieszczeniu w zaktadzie pracy (ba- S g % S g 3 a
dano 3 miejsca w 3-6 pomieszczeniach magazy- 3 2 g 3 3 § 3
nowych/produkcyjnych, co daje liczbe prob: F £ © §g § §g T%;
27-54 w zaleznosci od zaktadu). o9 o= L == o=
Wszystkie uzyskane izolaty bakterii i drozdzy 4 2 X o ™ Q
charakteryzowano na podstawie cech makrosko- 5 IS5 E = & E% <
powych i mikroskopowych kolonii, pogrupowano & @ e § N N 2
w szczepy i przeprowadzono identyfikacje z uzy- g g © % % >
ciem testow biochemicznych API (API 50 CH, = = 3 = = =
API STAPH, API 20 E, API 20 NE, APICORYNE, 2 | 5 8% - o« oo
API C AUX) (BioMérieux, Francja). Przeprowa- E = ﬁ = < (=
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dzona analiza biochemiczna wykazata prawdopo-
dobienstwo identyfikacji wynoszace 89,0-99,9%
zgodnosci w zaleznosci od szczepu. Do badan wy-
selekcjonowano szczepy charakteryzujace sie naj-
Wyzsz3 czestoscig wystepowania w rozpatrywanych
Srodowiskach oraz potencjalng chorobotwoérczoscia
na podstawie literatury. Czesto$¢ wystepowania (f)
szczepoéw obliczono wedtug wzoru:

f=a/n-100%
gdzie:
a — liczba probek, w ktorych wystgpit dany szczep;
n —liczba probek (ze wszystkich powtorzen) po-
branych z powietrza lub powierzchni w da-
nym Srodowisku pracy

Przynaleznos¢ taksonomiczng szczepdw wytypo-
wanych do badan czynnikéw wirulencji weryfiko-
wano analizg genetyczng w oparciu o sekwencje nuk-
leotydowg genu 16S rRNA (bakterie) oraz sekwencje
regionu ITS rDNA (drozdze). 1zolacje genomowego
DNA wykonano przy uzyciu zestawu ,,Bead-beat
micro gravity” (A&A Biotechnology, Polska). Uzyto
nastepujacych starterow — dla bakterii: B-all For: GAG
TTT GAT CCT GGC TCA G; B-all Rev: ACG GCT

Tabela Il. Pozywki stosowane w badaniach
Table Il. Media used in the study

ACC TTA CGA CTT; dla drozdzy ITS 1: TTC GTA
GGT GAA CCT GCG G; ITS4: TCC TCC GCT TAT
TGA TAT GC Reakcje PCR prowadzono w objetosci
50 1. W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzito: 5 1
(~50 ng) genomowego DNA wyizolowanego z pro-
bki, 25 1 2xPCR Master Mix Plus High GC
(A&A Biotechnology, Polska) 0,1 1 startera B-all For
o stezeniu 100 mM i 0,1 1 startera B-all Rev o steze-
niu 100 mM oraz 23,8 | wody jatowej. Reakcje prze-
prowadzono w warunkach: denaturacja wstepna
(94° C 2 min) oraz nastepnie po 30 cyklach: dena-
turacja wtasciwa (94° C 30 s), hybrydyzacja prime-
row (58°C dla bakterii, 52° C dla drozdzy, 45 s);
elongacja (72° C, 1 min) i elongacja wtasciwa (72° C
5 min). Fragmenty DNA uzyskane w wyniku reakcji
amplifikacji oczyszczano za pomocg zestawu Clean-
Up AX firmy A&A Biotechnology i sekwencjono-
wano. Uzyskane sekwencje nukleotydowe dla bada-
nych mikroorganizméw analizowano i porownywa-
no z sekwencjami opublikowanymi w bazie danych
The National Center for Biotechnology Information
(NCBI) za pomocg programu BLASTN 2.2.27 +.
Uzyskane w wyniku analizy genetycznej sekwencje
(zgodnos¢ identyfikacji 99,9%) zostaly opublikowa-
ne w GenBank NCBI database (tab. I).

Lp. Rodzaj pozywki Zastosowanie
1 | Bulion tryptonowo sojowy z peptonem kazeinowym Do aktywacji i namnazania szczepdw bakterii
i peptonem (TSB); pH 7,3+0,2 (Merck Millipore, Polska)
2 | Bulion z ekstraktem stodowym (MEB) Do aktywacji i namnazania szczepdw drozdzy
pH 4,8+0,2 (Merck Millipore, Polska)
3 | Agar z krwig pH 7,4 + 0,2 (Oxoid, Niemcy) Badania wtasciwosci hemolitycznych drobnoustrojow
4 | Podtoze MO ze skorg wet blue (MO+ skora wet blue) Badanie toksynotworczosci oraz zdolnosci drobnoustrojow
Rozdrobniona skoéra wet blue 10% pH 6,7+0,2 wyizolowanych z garbarni do wytwarzania otoczek polisachary-
dowych na podtozach srodowiskowych
5 | Podtoze MO z kompostem (MO+kompost). Wycigg Badanie toksynotwaérczosci oraz zdolnosci do wytwarzania otoczek
z kompostu (zawiesina 100 g kompostu w 1000 ml polisacharydowych przez drobnoustroje wyizolowane
wody destylowanej wytrzasana 30 min, filtrowana z kompostowni na podtozu srodowiskowym
prozniowo i sterylizowana, dodatek 50%) pH 6,4+0,2
6 | Podtoze MO z celulozg (MO+celuloza) Badanie zdolnosci wytwarzania otoczek polisacharydowych
Carboxymethylcellulose sodium salt 5% przez drobnoustroje wyizolowane z muzeum na podtozu
(Sigma-Aldrich, Stany Zjednoczone) pH 6,6+0,2 Srodowiskowym
7 | Hydrolizat kazeiny z wyciggiem glukozowym (CGY) Badanie toksynotworczosci bakterii z rodzaju Bacillus
pH 6,8 + 0,2 (Merck Millipore, Polska)
8 | Podfoze TSB z dodatkiem mleka pH 7,5 Badanie zdolnosci do wytwarzania proteinazy drobnoustrojow
wyizolowanych z miejsc pracy
9 | Podtoze Difco™ Spirit Blue Agar pH 6,8+0,2 Badanie zdolnosci do wytwarzania lipazy przez bakterie
(BD, Stany Zjednoczone) Staphylococcus
10 | Podtoze TSB z dodatkiem zelatyny pH 6,8+0,2 Badanie zdolnosci do wytwarzania zelatynazy przez bakterie
Staphylococcus i Bacillus
11 | Podtoze z dodatkiem DNA pH 7,3+0,2 Badanie zdolnosci do wytwarzania deoksyrybonukleazy
(GRASO BIOTECH-Polska) przez bakterie Staphylococcus




Medycyna Srodowiskowa - Environmental Medicine 2014, Vol. 17, No. 3 57

Justyna Skora, Beata Gutarowska: Czynniki wirulencji mikroorganizmédw z miejsc pracy

Badane czynniki wirulencji

Analizowano wybrane na podstawie literatury [20,
21] nastepujace czynniki wirulencji badanych drob-
noustrojow: wytwarzanie otoczek polisacharydo-
wych, wiasciwosci hemolityczne, wytwarzanie pro-
teinazy (wszystkie szczepy bakterii i drozdzy), zdol-
nos¢ do produkgji zelatynazy i enterotoksyn (bakterie
z rodzaju Bacillus: B. cereus, B. pumilus, B. subtilis),
wytwarzanie zelatynazy, lipazy, koagulazy, deoksyry-
bonukleazy (bakterie Staphyloccocus haemolyticus).

Stosowane w badaniach podtoza mineralne
symulujgce warunki srodowiskowe

Wytwarzanie otoczek oraz wtasciwosci toksyno-
tworcze okreslono z wykorzystaniem pozywek stan-
dardowo stosowanych w tym celu oraz podtozy sy-
mulujacych warunki §rodowiskowe (opisane w ta-
beli II).

Wytwarzanie otoczek polisacharydowych

Wytwarzanie otoczek polisacharydowych okre-
Slono z zastosowaniem metody Burri-Ginsa (bar-
wienie roztworem nigrozyny) po hodowli szczepow
na podtozu TSB (Tryptic Soy Broth, Merck Millipo-
re) oraz podtozu symulujgcym warunki Srodowisko-
we w temperaturze 37° C przez 24 godziny.

Badania wtasciwos$ci hemolitycznych

Badanie hemolizy (wystepowanie oraz typ hemo-
lizy) okreslono z zastosowaniem podtoza Columbia
Blood Agar (Oxoid). Probki inkubowano w tempe-
raturze 37° C przez 48 godzin.

Wytwarzanie proteinazy

Wiasciwosci proteolityczne wszystkich badanych
szczepéw badano na podiozu z dodatkiem mleka.
Probki inkubowano w temperaturze 37°C przez 48
godzin.

Badanie toksynotworczosci bakterii z rodzaju
Bacillus

Badanie toksynotworczosci — produkcji niehe-
molitycznej enterotoksyny (NHE) i hemolitycznej
BL (HBL) wykonywano przy uzyciu testbw immu-
nologicznych Duopath® Cereus (Merck Millipore).
Przeprowadzenie testu poprzedzata 24-godzinna
inkubacja szczepow w podiozu kontrolnym CGY
(Caseinhydrolysate Glucose Yeast Extract Broth)
(Merck Millipore) oraz podtozu srodowiskowym
(tabela III).

Wytwarzanie zelatynazy

Wytwarzanie zelatynazy okres§lano na podiozu
TSB z dodatkiem 20% zelatyny farmaceutycznej.
Prébki inkubowano przez okres 48 godzin w tem-

peraturze 37° C; wynik odczytywano po 2-godzinnej
inkubacji w temperaturze 4° C

Wytwarzanie lipazy

Wytwarzanie lipazy okreS§lano na podtozu Dif-
co™ Spirit Blue Agar BD). Proby inkubowano
w temperaturze 37°C przez 48 godzin.

Wytwarzania koagulazy

Badanie zdolnosci do wytwarzania czynnika zlep-
nego — clumping factor (CF) i koagulazy prowadzo-
no z 24 godzinnej hodowli bakterii na podtozu TSA
wykorzystujac osocze krolicze — metoda szkietkowa
oraz probéwkowa.

Wytwarzanie deoksyrybonukleazy

Deoksyrybonukleaze wykrywano na podtozu
DNA-se agar (GRASO BIOTECH Polska). Proby in-
kubowano w temperaturze 37° C przez 48 godzin,
wynik odczytywano po zalaniu hodowli 1M roz-
tworem HCI.

Tabela Ill. Typ hemolizy, wytwarzanie otoczek polisacharydo-
wych oraz proteinazy dla badanych szczepow wyizo-
lowanych z miejsc pracy

Table lll. Type of hemolysis, the production of polysaccharide
capsules and proteinase for the tested strains
isolated from workposts

& SRR
g Gatunek (miejsca izolacji) HE =
@ gele28| 6
z p2682 a
1 | Pseudomonas vancouverensis (K) a - -
2 | Bacillus cereus (K) § -
3 | Bacillus cereus (G) a - -
4 | Bacillus pumilus (K) a - +
5 | Bacillus pumilus (G) o - +
6 | Bacillus subtilis (G) B - +
7 | Bacillus subtilis (M) a - +
8 | Corynebacterium lubricantis (G) - - -
9 | Staphylococcus haemolyticus (M) § - -
10 | Candida parapsilosis (G) - - -
11 | Cryptococcus albidus (G) - +* -

K —kompostownia (composting plant);

G - garbarnia (tannery);

M — muzeum (museum);

,a"— niepetna hemoliza (incomplete hemolysis);
,p” — catkowita hemoliza (complete hemolysis),

* — cecha wystepujgca takze dla szczepu hodowanego
w podfozu srodowiskowym (feature observed for the
strain grown also on environmental substratum);

4 —wykryto (detected);
—  — nie wykryto (not detected)
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WYNIKI

Wytypowane do badan szczepy bakterii i drozdzy
pochodzily z powietrza lub powierzchni w $rodo-
wiskach pracy o réznej specyfice: kompostownie
produkujace podioza pod uprawe pieczarek (2 szcze-
py); kompostownia bioodpadéw z obszaru miej-
skiego (1); garbarnie skor surowych (3); garbarnie
skor wet blue (3), muzeum o charakterze archeolo-
giczno-etnograficznym (2). Rozpatrywane Srodowis-
ka pracy byly w réznym stopniu zanieczyszczone
mikrobiologicznie. Najwyzsza liczbe drobnoustro-
jow w powietrzu odnotowano w kompostowniach
(1,8 x10* - 6,0 x 10* jtk/m?3), nieznacznie nizsza
w garbarniach (1,2 x 103 - 3,7 x 103 jtk/m?), najniz-
szg w muzeum (4,9 x 10? jtk/m?3). Liczba drobnou-
strojow na powierzchniach w badanych zaktadach
ksztattowata sie na poziomie od 7,6x10!
do 5,9 x 102 jtk/100 m?) (tabela I).

Szczepy wytypowane do badan wystepowaty
w zaktadach pracy z wysoka czestoscig, wynoszaca
56-100% (tab. II). W wysokiej liczbie w rozpatry-
wanych obiektach wystepowaty szczepy Bacillus pu-
milus (2,3%x10% - 1,1x10% jtk/m3), B. cereus
(3,5x 10! - 2,9x10? jtk/m3) oraz Staphylococcus
haemolyticus (1,9 X 10? jtk/m3) pozostate szczepy

Tabela IV. Toksynotworczosce i wytwarzanie zelatynazy dla bak-
terii z rodzaju Bacillus wyizolowanych z miejsc pracy

Table IV. Toxigenicity and gelatinase production for bacteria
of the genus Bacillus isolated from workposts

Produkcja toksyn
Wytwa- Podtoze MO
Gatunek rzanie z dodatkiem
(miejsce izolacji) | zelaty- : wyciagu
nazy Podfoze CGY | , Kompostu
lub struzyn
skory wet blue
Bacillus cereus (K) + NHE (+) NHE (+)
Bacillus cereus (G) + NHE (+),HBL (+) _
Bacillus pumilus (K) + - _
Bacillus pumilus (G) + - -
Bacillus subtilis (M) + - -
Bacillus subtilis (G) + - _

K — kompostownia (composting plant);
G — garbarnia (tannery);
M — muzeum (museum);

NHE - niehemolityczna enterotoksyna (non haemolytic entero-

toxin);

HBL — hemolityczna BL (termostabilna trojsktadnikowa ente-
rotoksyna) (haemolytic BL — thermostable ternary ente-
rotoxin);

~+ —wykryto (detected);
,— — nie wykryto (not detected).

wystepowaly w powietrzu w liczbie 2,1 x 10! -
1,1 x10? jtk/m? i na powierzchniach 1,0 x 10! -
2,1 x 10" jtk/100 cm? (tabela I).

Wykazano, iz 8 sposrod 11 poddanych badaniom
szczepOéw wykazywata wtasciwosci hemolityczne
(tab. III). Dla 5 bakterii (Bacillus cereus i Pseudomo-
nans vancouverensis — szczepy z garbarni, Bacillus
pumilus: z garbarni i kompostowni oraz Bacillus
subtilis z muzeum) wykryto hemolize typu o.

Wsréd badanych drobnoustrojow trzy szczepy
wykazywaty zdolnos$¢ hemolizy typu B: Bacillus ce-
reus (kompostowna), Bacillus subtilis (garbarnia),
a takze Staphylococcus haemolyticus (muzeum). Po-
zostate testowane mikroorganizmy nie wykazywaty
wiasciwosci hemolitycznych.

Badania zdolnosci do wytwarzania otoczek poli-
sacharydowych wykazaty, iz ceche tg wykazuje je-
dynie Cryptococcus albidus (izolat z garbarni) (tabela
III). Wytwarzanie otoczek odnotowano po hodowli
drozdzy w podtozu TSB, jak rowniez w podtozu mi-
neralnym zawierajacym struzyny skory wet blue (sy-
mulujacym srodowisko pracy).

Wiasciwosci proteolityczne wykazaty jedynie bak-
terie z rodzaju Bacillus: B. pumilus i B. subtilis (wy-
izolowane z garbarni) oraz B. pumilus (z kompos-
towni), B. subtilis (z muzeum) (tabela III).

Dla szczepow srodowiskowych nalezacych do ro-
dzaju Bacillus zweryfikowano wytwarzanie zelaty-
nazy oraz analize toksycznosci zmierzajacg do wy-
krycia niehemolitycznej enterotoksyny (NHE) i he-
molizyny BL (HBL). Wszystkie badane szczepy Ba-
cillus wykazywaty zdolno$¢ do rozktadu zelatyny
w podtozu hodowlanym (tabela IV), natomiast wta-
Sciwosci toksynotworcze wykryto dla B. cereus.
Szczep B. cereus z kompostowni produkowat NHE,

Tabela V. Wytwarzanie lipazy, koagulazy, czynnika zlepnego,
zelatynazy i deoksyrybonukleazy przez szczep Sta-
phylococcus haemolyticus wyizolowany z muzeum

Table V. Production of lipase, coagulase, gelatinase and
deoxyribonuclease by Staphylococcus haemolyticus
isolated from the museum

Wytwarzanie enzymu
Gatunek . Deo-
(miejsce izolacj) || jnazq| KO | cp | 2613~ ksyry-
gulaza tynaza| bonu-
kleaza
Staphylococcus + 3 B B N
haemolyticus (M)

M — muzeum (museum);
CF — czynnik zlepny (clumping factor);
+ = wykryto (detected) ;

— — nie wykryto (not detected)
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bez wzgledu na rodzaj podtoza hodowlanego. Szczep
z garbarni na podtozu kontrolnym wytwarzat obie
poszukiwane toksyny, natomiast na podtozu z do-
datkiem materiatu ze Srodowiska pracy (struzyn skor
wet blue) toksyn nie wykryto. Pozostate badane
szczepy nie produkowaty zadnej z poszukiwanych
toksyn (tabela IV).

S. haemolyticus ze sSrodowiska muzealnego charak-
teryzowat sie produkcjg lipazy i deoksyrybonukleazy,
nie wykryto wytwarzania czynnika zlepnego, koa-
gulazy oraz zelatynazy dla tego szczepu (tabela V).

DYSKUSJA

Celem pracy byta ocena zdolnosci mikroorganiz-
moéw wyizolowanych z miejsc pracy (kompostowni,
garbarni, muzeum) do wytwarzania wybranych
czynnikow wirulencji.

Wg Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia z 2005 r.,
sposrod badanych mikroorganizméw, gatunek Ba-
cillus subtilis nalezy do drugiej grupy zagrozenia za-
wodowego [18]. Szersza klasyfikacja szkodliwych
czynnikoéw biologicznych opracowana zostata
w 2007 r. przez Instytut Medycyny Wsi w Lublinie
[19]. Wskazuje ona na zagrozenie zawodowe takze
ze strony bakterii nalezacych do gatunku Bacillus
cereus i B. pumilus oraz bakterii z rodzaju Pseudo-
monas i Corynebacterium.

Pomimo zaklasyfikowania Staphylococcus haemo-
Iyticus, Candida parapsilosis i Cryptococcus albidus
do drobnoustrojow nie zagrazajacych zdrowiu pra-
cownikoéw przez obie klasyfikacje, mozna znalez¢é
w literaturze dane na temat ich zdolnosci do wzrostu
w organizmie cztowieka [20-24]. Podkresli¢ nalezy,
iz szczepy wytypowane do badan izolowano z czes-
toscig wynoszacg 56-100%, a wiec ryzyko kontaktu
pracownika w miejscu pracy z badanymi drobnou-
strojami byto duze. W pracy nie badano uwarun-
kowan genetycznych szczepéw determinujgcych ich
chorobotwoérczosé, skupiono sie na ekspresji naj-
wazniejszych czynnikéw wskazujacych, ze szczepy
tych gatunkow potencjalnie mogg zagraza¢ zdrowiu
ludzi.

Wiasciwosci hemolityczne wykazano dla 8 szcze-
pow bakteryjnych, najsilniejszymi wtasciwosciami
hemolitycznymi obdarzone byty: Bacillus cereus, Ba-
cillus subtilis, Staphylococcus haemolyticus. Przyczy-
ng uszkodzen btony komoérkowej czerwonych krwi-
nek oraz innych komoérek ssakéw moga by¢ m.in.
toksyny (hemolizyny) wytwarzane przez bakterie
potencjalnie chorobotworcze [23]. Bakterie z rodza-
ju Bacillus, wytwarzaja cztery typy hemolizyn tj.
hemolizyne II, hemolizyne BL, hemolizyne III czy

hemolizyne podobna do cereolizyny (cereolizyna-
cieptolabilna hemolizyna aktywowana przez grupy
tiolowe, wykazuje podobienstwo do streptolizyny
O) [23]. Dlatego tez wyniki uzyskane dla bakterii
z rodzaju Bacillus to przede wszystkim hemoliza
niepetna oraz catkowita. Biorgc pod uwage silne
wiasciwosci hemolityczne srodowiskowych szcze-
pow Bacillus, przeprowadzono badanie toksyno-
tworczosci ukierunkowane na toksyny NHE i HBL.
Szczepy z rodzaju Bacillus poddano badaniom okre-
slajacym zdolno$¢ do produkgji zelatynazy oraz to-
ksyn. Dla wszystkich szczepéw potwierdzono zdol-
nos¢ do rozktadu Zelatyny. Interesujacy jest fakt, iz
szczepy B. cereus nie wykazaty zdolnosci proteoli-
tycznych wzgledem biatek mleka, natomiast ujaw-
nity zdolnosci do rozktadu zelatyny. Zaobserwowa-
no ponadto rézne zdolnosci do produkgcji enteroto-
ksyn przez B. cereus, w zaleznosci od szczepu oraz
podtoza hodowlanego. B. cereus z kompostowni za-
chowywat zdolnos¢ do produkcji niehemolitycznej
enterotoksyny NHE, zarbwno na podtozu standar-
dowym dla przeprowadzonego testu (CGY), jak row-
niez na podtozu mineralnym z dodatkiem wyciagu
z kompostu. Natomiast szczep wyizolowany z gar-
barni produkowat obie badane toksyny (NHE oraz
hemolizyne BL), jednakze wzrost na podtozu symu-
lujacym warunki srodowiskowe (z dodatkiem roz-
drobnionej skory wet blue) zahamowat jego toksy-
notworczosé.

Toksyna NHE jest produkowana przez ponad
90% szczepow B. cereus, natomiast HBL wystepuje
u ok. 55% [28]. Obie toksyny mogg wywotac u pra-
cownikoéw zatrucia pokarmowe po spozyciu pro-
duktoéw zanieczyszczonych formami wegetatywnymi
i przetrwalnikami B. cereus [23]. Obie toksyny takze
wywotuja efekt cytotoksyczny, jednak HBL czesciej
powoduje letalnos¢ myszy [28]. Biatkowe enteroto-
ksyny (NHE i HBL), odpowiedzialne s za niszczenie
btony plazmatycznej komoérki gospodarza i wywo-
tywanie lizy komorek. Dzigki tym wtasciwoSciom
powodujg wzrost inwazyjnosci i zjadliwosci [23].

Badania przeprowadzone dla izolatu S. haemoly-
ticus potwierdzity wytwarzanie hemolizyny. Hemo-
lizyna produkowana przez gatunek S. haemolyticus
moze by¢ odpowiedzialna za zjadliwos¢ i patogen-
no$¢ wobec 0s6b z zaburzeniami immunologiczny-
mi [24, 25]. Hemolizy nie powodowaty Corynebac-
terium lubricantis, Candida parapsilosis i Cryptococ-
cus albidus.

Sposrod 11 szezepow tylko dla drozdzy Crypto-
coccus albidus wykryto wytwarzanie otoczki poli-
sacharydowej, takze na podtozu mineralnym ubo-
gim w substancje odzywcze i zawierajacym rozdrob-
niong skore wet blue pochodzacg z garbarni. Przyj-
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muje sie, iz wytwarzanie otoczek polisacharydowych
przez drozdze z rodzaju Cryptococcus charakteryzuje
szczepy chorobotworcze [26]. W literaturze opisano
nieliczne przypadki infekcji pochwy czy zapalenie
oSrodkowego uktadu nerwowego wywotanych przez
drozdze z rodzaju Cryptococcus albidus [26]. Sktad
chemiczny otoczek mikroorganizméw moze by¢ roz-
ny, najczesciej zbudowane s3 one z wielocukrow,
u niektorych gatunkéw natomiast z polipeptydow.
Wigkszos¢ gatunkéw otoczki tworzy dopiero
w tkankach zakazonego ustroju, stanowia one tym
samym element obronny przed odpornosciowymi
mechanizmami ustroju wyzszego. W hodowlach
na pozywkach laboratoryjnych otoczka u wielu ga-
tunkoéw zanika [20], zjawisko to mogto by¢ powo-
dem niewykrycia otoczek u pozostatych analizowa-
nych szczepow.

Szczepy Bacillus pumilus i B. subtilis charaktery-
zowaly si¢ zdolnoscig do produkgji proteinaz. Uwa-
zane s3 one za czynniki zjadliwosci w procesie pa-
togenezy zakazen. Prowadza do enzymatycznego
rozpadu biatek gospodarza, z ktérych patogen moze
czerpa¢ aminokwasy do syntezy wiasnych biatek,
a co za tym idzie wzrastac i rozprzestrzeniac sie
w zakazonym organizmie [27]. Jednak wyjasnienie
tych zagadnien wymaga dodatkowych badan, gdyz
aktywnos¢ proteolityczna jest popularna w $wiecie
drobnoustrojoéw i nie zawsze musi oznaczaé choro-
botwoérczosé, ale rowniez zdolnosé do zasiedlenia
i degradacji biatek w Srodowisku wystepowania
szczepow. Wedtug literatury szczepy z rodzaju Ba-
cillus subtilis i Bacillus pumilus charakteryzuja sie
wysoka zdolnoscig do wytwarzania enzymow pro-
teolitycznych [20, 21].

Wytwarzanie lipaz jest jednym z najwazniejszych
produktéw sekrecyjnych gronkowcéw odpowie-
dzialnych za ich patogennos¢ [22, 24]. Wytwarzanie
lipaz umozliwia gronkowcom efektywna koloniza-
cje i uszkodzenie tkanek gospodarza; wsrdd szcze-
pow S. haemolyticus jest to jedna z cech pozwalajg-
cych zidentyfikowac szczepy chorobotworcze. S. hae-
molyticus z muzeum byt zdolny do produkc;ji lipaz.
Co wiecej izolat ten wytwarzat deoksyrybonukleaze.
Omawiane badania potwierdzaja dotychczasowe
nieliczne doniesienia na temat produkcji deoksyry-
bonukleazy przez gatunek S. haemolyticus [29].

Badany gronkowiec nie wytwarzat koagulazy,
czynnika zlepnego i zelatynazy. Wiekszos¢ naukow-
cow klasyfikuje bakterie Staphylococcus haemolyticus
jako koagulazo-ujemne. Przeprowadzony test wy-
kazat, iz Staphylococcus haemolyticus nie posiada
zdolnosci do wytwarzania zelatynazy, potwierdza
to wczeSniejsze badanie prowadzone przez De Vos.
[27].

Stwierdzono, iz Corynebacterium lubricantis i Can-
dida parapsilosis nie wytwarzaja zadnych z badanych
czynnikoéw wirulencji. W literaturze jest niewiele
informacji na temat chorobotwoérczosci C. lubrican-
tis. Lei i wsp. (2007) [28] sygnalizuja ze wszystkie
bakterie z rodzaju Corynebacterium, powinny by¢
rozpatrywane jako potencjalnie chorobotworcze,
szczegodlnie jesli izolowane sg w liczbie powyzej 104
jtk/ml. Istnieja doniesienia, iz Candida parapsilosis
moze atakowac uktad pokarmowy oraz oddechowy,
narzady rodne, skore, btony §luzowe, a nawet wy-
wotywa¢ zaburzenia psychiczne u oséb z zaburze-
niami immunologicznymi [29]. Dlatego nie mozna
jednoznacznie stwierdzié, ze szczepy te nie sg zdolne
do powodowania dolegliwosci i zachorowan w $ro-
dowisku garbarni, skad zostaty wyizolowane. Pre-
zentowane badania majg za zadanie zwréci¢ uwage
na problem zagrozen biologicznych w miejscu pracy,
powodowanych czesto przez mato zbadane szczepy,
ktorych wtasciwosci pod wptywem warunkoéw sro-
dowiska moga ulega¢ modyfikacjom.

WNIOSKI

1. W srodowisku pracy kompostowni, garbarni i mu-
zeOw istnieje potencjalne zagrozenie dla zdrowia
pracownikéw, ze wzgledu na wystepowanie z wy-
soka czestoscig bakterii i drozdzy, ktére zgodnie
z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z 2005 r.
i/lub danymi literaturowymi klasyfikowane sg
do szkodliwych czynnikéw biologicznych.

2. Bakterie B. cereus, B. subtilis, B. pumilus wyizolo-
wane z kompostowni, garbarni i muzeum moga
by¢ rozpatrywane jako patogenne ze wzgledu na
tworzenie toksyn (niehemolitycznej enterotoksy-
ny NHE i hemolitycznej BL), hemolizyn, protei-
naz i zelatynazy.

3. Staphylococcus haemolyticus wyizolowany z mu-
zeum moze by¢ rozpatrywany jako drobnoustroj
potencjalnie chorobotworczy ze wzgledu na wta-
Sciwosci hemolityczne, lipolityczne oraz wytwa-
rzanie deoksyrybonukleazy.

4. Drozdze Cryptococcus albidus, wyizolowane z gar-
barni, ze wzgledu na zdolno$¢ do wytwarzania
otoczek polisacharydowych, moga by¢ traktowa-
ne jak potencjalne patogeny cztowieka.

5. Warunki panujgce w srodowisku badanych szcze-
pow z rodzaju Bacillus modyfikujg zdolnos¢ do
wytwarzania toksyn: niehemolitycznej enteroto-
ksyny (NHE) i hemolitycznej BL (HBL). Obecnos¢
w pozywce skory lub kompostu moze stymulo-
wac lub hamowaé wytwarzanie toksyn, w zalez-
nosci od gatunku bakterii i rodzaju toksyny.



Medycyna Srodowiskowa - Environmental Medicine 2014, Vol. 17, No. 3

61

Justyna Skora, Beata Gutarowska: Czynniki wirulencji mikroorganizmédw z miejsc pracy

. Zaleca sie przeprowadzenie analogicznych badan

réwniez dla mikroorganizmoéw izolowanych w in-
nych miejscach pracy, korzystajac z pozywek mi-
krobiologicznych symulujacych warunki $rodo-
wiska ich wzrostu.

Zrodlo finansowania: publikacja przygotowana na pod-
stawie wynikow uzyskanych w ramach programu wielolet-
niego ,,Poprawa bezpieczeristwa i warunkow pracy” — 11 etap,
okres realizacji: lata 2011-2013, koordynowanego przez
Centralny Instytut Ochrony Pracy — Panistwowy Instytut Ba-
dawczy.
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