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Kosteusvauriorakennusten mikrobisto voi sisaltdéd myrkyntuottajamikrobeja.
Esiintyvat mikrobit voivat tuottaa hyvin myrkyllisia aineita, kuten
valinomysiinia, kereulidia ja amylosiinia. Tutkittavat aineet ovat
biomolekyyljd, hyvin usein peptidejd. Aineille ei ole olemassa standardien

mukaista maaritysmenetelmaa.

Tyon tavoitteena oli maarittaa kosteusvauriorakennuksesta keratysta polysta
ja siita kasvatetuista mikrobeista mahdollisia myrkyllisia kemiallisia rakenteita
ja luoda méaaritysmenetelma, jolla voitaisiin tutkia myrkkyja. Mikrobiuutosten
myrkyllisyys maaritettiin ensin sian siittidtestilla, ja taman jalkeen myrkyllisten

uutosten rakennetta tutkittin LC-MS-laitteistoilla.

Tybssd ei paasty menetelmankehitysvaiheeseen, mutta yhden
mikrobiuutoksen kolmesta fraktiosta saatiin aminohapporakennetta sen
verran selville, ettd kaksi niisté voisi olla pumilacidinia ja yksi mahdollisesti

jotain vield tunnistamatonta ainetta. Tulokset jaivat kuitenkin varmistamatta.
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1 JOHDANTO

Rakennusten epaterveellisen sisdilman ajatellaan aiheutuvan
kosteusvauriosta, jossa on saanut rauhassa kehittya mikrobikasvusto.
Tallaisessa vauriossa alkavat haitalliset mikrobit pikkuhiljaa vallata tilaa
harmittomilta mikrobeilta tuottaen myrkyllisia aineita. (1.) Aineita voivat olla

entsyymi, peptidi, antibiootti tai joku muu proteiini. (2, s. 533.)

Paastessaan elimistoon mikrobien tuottamat haitalliset aineet ohjaavat
elimiston reaktioita ja voivat aiheuttaa arsytysoireita, allergiaa ja
myrkytysoireita. On tarkeaa tunnistaa kosteus- ja mikrobivaurioista aiheutuva
sairastumisriski, ennen kuin terveydelliset ongelmat ilmenevat. Taméan vuoksi
menetelmien kehittdminen haitallisten mikrobien ja niiden tuottamien

yhdisteiden nopeaan havaitsemiseen on tarkeaa. (3, s. 3.)

Taloista, joissa epadiltin olevan kosteusvaurion aiheuttama haitallinen
mikrobikasvusto, keréttiin laskeumapolya. Polysta viljeltin @ TSA-agarille
mikrobikasvusto, josta testattiin myrkyllisyys sian siittidtestilla. Myrkylliseksi
todetut naytteet tutkittiin tarkemmin nestekromatografia-massaspektrometria
—sovellutuksia apuna kayttden. Tarkoituksena oli l6ytda uutoksen
myrkyllisyyden aiheuttaja selvittdmalla sen kemiallista rakennetta ja luoda
pohjaa menetelmalle, jolla voitaisiin helposti ja nopeasti |6ytaa

myrkyllisyyden aiheuttaja.



2 KOSTEUSVAURIOSTA AIHEUTUVAT SISAILMAN
ONGELMAT

Ihminen kayttdd vuorokaudessa vahintaan 15 000 litraa ilmaa, josta suurin
osa on sisdilmaa (16, s. 4). Siséilma koostuu ilman perusosista. Lisaksi se
voi sisaltaa hiukkasmaisia ja kaasumaisia epapuhtauksia, jotka ovat peraisin
eri lahteista. (18.) Monet tekijat vaikuttavat sisailman hyvaan laatuun.
Tarkeimmat niista ovat kunnossa olevat rakenteet seka toimivat ilmanvaihto-
ja lammityslaitteet. (16, s. 4.) llman suhteellinen kosteus, lampdtila,
materiaalin kosteus ja aika puolestaan ovat merkittavimmat tekijat, jotka
johtavat rakenteiden homehtumisriskiin. Mitd lampimampéaa ja kosteampaa

on, sitd nopeammin mikrobit alkavat kasvaa. (14, s. 17.)

Sisailman mikrobit eli homeet, bakteerit ja hiivat ovat peréisin niin ulkoilmasta
kuin sisdilman mikrobildhteistd, joita ovat muun muassa polttopuut,
elintarvikkeet, huonekasvit, huonepdly, kotielaimet, ilmankostuttimet ja
ihminen itse. Mikrobikasvuston edellytyksena on, ettd materiaali on kosteaa
ja siind on mikrobeja, iti6itd tai vanhaa kasvustoa. Mikrobit ovat
vaatimattomia ravinteiden suhteen. Ne voivat kayttaa lahes Kkaikkea
eloperéistd materiaalia ravintonaan, ja osa mikrobeista kykenee pysymaan
hengissd ainoastaan huonepdlylla. Haitallisten mikrobien kasvun voi
parhaiten estaa pitamalla rakennus kuivana. (19.)

Kosteusvauriossa  pesivan  mikrobikasvuston  mikrobit ja  niiden
ainevaihduntatuotteet voivat levita sisdilmaan ilmavirtausten mukana ja nain
aiheuttaa sisailman heikkenemista ja asukkaiden oirehtimista. (17, s. 75.)
Oireet voivat olla erilaisia arsytysoireita, kuten ihon, silmien ja hengitysteiden
oirehtiminen. Myds yleisoireita ilmenee, kuten lampdilya, vasymysta ja
paansarkya. Pitk&daikaissairauksia voi myods syntya, kuten astma. (16, s.
14;27 s. 75.) Sosiaali- ja terveysministerio on luokitellut
indikaattorimikrobeita,  joiden lasn&olo kosteusvaurioissa  viittaa
vakavampaan mikrobiongelmaan. N&ita mikrobeja on esitelty taulukossa 1.
(20, s. 39.)



TAULUKKO 1. Kosteusvaurioon viittaavia mikrobeja (20, s. 39)

Kosteusvaurioon viittaavia mikrobeja

Acremonium* Geomyces

Aspergillus fumigatus* Paecilomyces*

Aspergillus ochraceus* Phialophora

Aspergillus penicillioides/A.restrictus | Scopulariopsis

Aspergillus sydowii* Sporobolomyces
Aspergillus terreus* Sphaeropsidales (Phoma)
Aspergillus versicolor* Stachybotrys*/Memnoniella*
Chaetomium* Trichoderma*

Eurotium Tritirachium/Engyodontium
Exophiala Ulocladium

Fusarium* Wallemia

Oidiodendron Aktinomykeetit eli sadesienet*

* merkatut ovat mahdollisesti toksiineja tuottavia mikrobeja.

Julkisuudessa on paljon keskusteltu myos siitd, etta mikrobimyrkyt (home- ja
bakteeritoksiinit) voivat olla oireilun osatekija tai jopa p&asyyllinen.
Kosteusvaurioissa kasvaa usein mikrobeja, jotka voivat todistetusti tuottaa
erittdin myrkyllisia yhdisteitd. Kaytannéssd on huomattu, etta sellaisissa
taloissa, joissa kasvaa ndita toksiinintuottajamikrobeja, terveyshaitat ovat
vakavampia. (20, s. 37.)

Nykyisin kaytetyilla menetelmilla mitataan mikrobien méaaraa, ja sen mukaan
tehdaan paatelmat siitd, onko talossa terveydelle haitallista asua. On
tapauksia, joissa asukkaat oireilevat, mutta silti mikrobimaarien riskiarvot
eivat ylity, ja toisin pain, mikrobeita I0ytyy arvot ylittdvia maaria, mutta
asukkaat eivat siltikédan oirehdi. Tallaisissa tapauksissa sairastumisen syyna
voivat olla mikrobitoksiinit yhdessa bakteerien soluseindn osien kanssa.
Erilaisissa solukokeissa on todettu, ettd nadiden yhteisvaikutus aiheuttaa
massiivisen tulehdusreaktion. Oireiden epéilla&nkin olevan monen tekijan

yhteisvaikutus. (21.)



3 KOSTEUSVAURIORAKENNUKSEN SISAILMAN
MIKROBIT

Mikrobit ovat mikroskooppisen pienia elioita, joita tavataan kaikkialla
maapallolla. Mikrobeita ovat muun muassa bakteerit, sienet, levat, virukset ja
alkuelaimet. Mikrobien lisaantymiskyky on erinomainen, ja niilla on hyvin
voimakas kyky sopeutua erilaisiin oloihin. Mikrobiryhmat ovat erilaisia.
Virukset eivat kykene elaméén ilman elavaa isantasolua, toisin kuin bakteerit
ja sienet. Sienilla on kalvon erottama tuma, jossa perimaaines sijaitsee, ja
nain ollen ne ovat kehittyneempia kuin bakteerit, joilla kalvon erottamaa
tumaa ei ole. Kosteusvauriorakennuksen sisailman mikrobeista puhuttaessa

tarkoitetaan yleensé bakteereita ja sienia. (36, s. 39.)
3.1 Bakteerit

Bakteerit ovat rakenteeltaan yksisoluisia esitumallisia elidita eli prokariootteja
(kuva 1). Niiden koko vaihtelee 0.1-50 pm:iin ja niilla ei ole kalvon
ympardiméa tumaa, vaan DNA on sytoplasmassa. Bakteerit lisaantyvat
jakautumalla, joten kasvuvauhti voi olla ekspotentiaalinen. Bakteerit
sopeutuvat muuttuviin olohin nopean jakautumiskykynsa vuoksi. Bakteerien
aineenvaihdunta voi olla hyvinkin kehittynyttd, vaikka ne ovat rakenteellisesti
yksinkertaisia. TAman vuoksi ne voivat kayttaa ravinnokseen melkeinpa mita
tahansa orgaanista ainesta. (4.) Sieniin, kasveihin ja elaimiin verrattuna
bakteerit ovat muodoltaan hyvin vaatimattomia, joten niiden luokittelu
heimoihin, sukuihin ja lajeihin tehdd&n muidenkin ominaisuuksien kuin
muodon perusteella. Bakteerien tarkeimpid luokittelutapoja ovat gram-
varjaytyvyys, elintavat, biokemialliset ominaisuudet ja DNA:n emasjarjestys

eli sekvenssi. (2, s. 92.)
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KUVA 1. Prokaryoottisolun rakenne (31.)

3.1.1 Bakteerien muoto

Yleisimmat bakteerien esiintymismuodot ovat pallomainen kokki (coccus) ja
sylinterimainen sauva (bacillus) (kuva 2). Naiden kahden valimuotoja
kutsutaan kokkobasilleiksi. Vibriot ovat kayristyneitdq, pilkunmuotoisia
sauvoja. Pitkat, kapeat ja korkkiruuvinmuotoiset bakteerit ovat spirokeettoja.
Naista pienempi muoto on spirilli. Mikroskoopilla katsottaessa voidaan
huomata bakteerien ryhmittyneen tietylla tavalla. Kokkeja, jotka esiintyvat
kaksittain, kutsutaan diplokokeiksi. Kokit voivat myds muodostaa rykelmia,
jolloin niitd kutsutaan rypalekokeiksi. Ketjuja muodostavat kokit ovat
ketjukokkeja. (32, s. 20-21.)
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KUVA 2. Bakteerin erilaisia muotoja (37.)

Joillakin bakteereilla on ulokkeita, joiden tehtavana voi esimerkiksi olla
tarttuminen elottomiin pintoihin tai toisiin elidihin. Bakteerisolujen erilainen
muoto ei ole sattumanvaraista, vaan niilla on ekologinen peruste. Kokit ovat
pallomaisen muotoisia ja sietavat paremmin kuivuutta kuin sauvat. Sauvoilla
puolestaan on enemman pintaa yksikkétilavuutta kohden, ja néin ollen

kykenevat nopeammin ottamaan ravinteita laimeista liuoksista. (2, s. 97-98)

3.1.2 Prokaryoottien soluseiné

Prokaryoottisoluilla on solukalvon ulkopuolella kerroksia, joita kutsutaan
solukuoreksi tai -seinaksi. Soluseindn tarkoituksena on antaa solulle muoto
ja mekaanista lujuutta. (2, s. 98) Peptidoglykaanipolymeeri eli mureiini on
bakteerien  soluseindn  keskeisin  materiaali.  Vuorottelevien  N-
asetyyliglukosamiin (NAG)- ja N-asetyylimuramiinihappoyksikdiden (NAM)
muodostama ketju toimii peptidoglykaanin perusrunkona. Ketjujen valilla on
ristisidoksina peptidiosia. Tavanomaisesta poikkeavat aminohapot tekevét
sillat resistenteiksi proteaaseille, kuten diaminopimeelihappo. Gram-
positiivisilla bakteereilla on peptidisilloissaan usein viidestda glysiinista
koostuva jakso. Tama jakso yleenséa puuttuu gram-negatiivisilta bakteereilta.
(6, s.11-12.)
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3.1.3 Gram-negatiivisen ja -positiivisen bakteerin soluseina

Gram-positiivisten bakteerien soluseind koostuu paksusta peptidoglykaani
kerroksesta. Sen lisaksi soluseindssa on teikohappoa ja lipoteikohappoa.
(Kuva 3.)

lipateikohappo teikohappo
/ 0 Y

J/ e ~
4 >

- peptidoglykaani

» solukalvo

KUVA 3. Gram-positiivisen bakteerin soluseina (38.)

Gram-negatiivisten bakteerien soluseind on monimutkaisempi rakenteeltaan
ja kemialtaan. Gram-negatiivisilla bakteereilla peptidoglykaanikerros on ohut.
Kerros sisaltéa runsaasti Braunin lipoproteiinia, joka  kiinnittaa
peptidoglykaanikerroksen ulkokalvoon. Kalvojen véliin jaa suhteellisen paljon

tilaa. Taté tilaa kutsutaan periplasmiseksi tilaksi. (Kuva 4.) (6, s.11-12)
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KUVA 4. Gram-negatiivisen bakteerin soluseina (38.)

Gramvarjayksessa kristalliviolettijodikompleksi ei pysty vuotamaan ulos
gram-positiivisesta bakteereista, kun alkoholi- tai asetonikasittelylla
kutistetaan  peptidoglykaanisoluseinat.  Gram-negatiivisten  bakteerien
soluseindt sen sijaan sisaltavat enemman lipidid kuin peptidoglykaania.
Tasta johtuen liuotinpesun aikana libidi irtoaa soluseindsta ja solusta tulee
vuotava. Lopuksi solut jalkivarjatdadn punaisella variaineella, joilloin punainen
vari tarttuu gram-negatiivisiin bakteereihin. Mikroskopoinnilla voidaan havaita

varjaytyvyyserot. (Kuva 5.) (2, s. 101.)

KUVA 5. Gram-negatiivisen (vasen) ja gram-positiivisen bakteerin

varjaytyvyyserot (39.)
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3.1.4 Bakteerien itiot

Muutamat bakteerit pystyvat muodostamaan solunsiséaisia itidita el
endosporeja. Itiot vapautuvat ymparistobn emosolun hajottua, ja niista
kehittyy sopivissa oloissa uusi bakteeri. Itidlla on useita kuorikerroksia, mika
selittdéa niiden kyvyn sietdda kemikaaleja, kuumuutta, sateilytystd ja
happamuutta. Itiot kykenevat selvidmaan hengissa hyvinkin pitkia aikoja, ja
nitd on vaikea tuhota. Useimmiten itionmuodostajabakteereja tavataan
maaperassa. Gram-varjayksella varjattaessa itiot nakyvat valkoisina, koska

ne eivat varjaydy normaaleilla varjaystavoilla (kuva 6).

[tibonmuodostajabakteereita ovat muun muassa bacillus-suvun bakteerit. (2,
s. 147 - 148, 152)

KUVA 6. Itidllinen bakteeri gram-varjattyna (40.)

3.1.5 Aktinobakteerit

Aktinobakteerit eli sadesienet ovat laaja maaperéabakteerien ryhmé. Ne ovat
gram-positiivisia bakteereita (kuva 7), jotka kykenevat muodostamaan itidita
ja rihmastoa. (25.) Nain ollen aktinobakteerit luokiteltiin aiemmin kuuluvaksi
sieniin, josta sadesieni nimitys on peraisin. Nykydan ne luokitellaan
kuuluvaksi maaperdbakteereihin, joilla on yhtenevéisia ominaisuuksia
homeiden kanssa. ( 26.)

15
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KUVA 7. Streptomykeetti gram-varjattyna (41.)

Aktinobakteerit voivat aiheuttaa allergiaa ja alveoliittia eli homepdélykeuhkoa,
mik& johtuu niiden hyvin pienestd itiokoosta. Aktinobakteerit viihtyvat
marassa ja tuottavat bakteeritoksiineja. Niita pidetaan
kosteusvaurioindikaattoreina. (42.) Yleisimpia kosteusvaurioon Vviittaavia
aktinobakteereja ovat  Streptomyces-suvun lajit, joita  kutsutaan
streptomykeeteiksi ( 26). Streptomyces-bakteereiden on havaittu olevan
tiettyjen homeiden kanssa yhteisvaikutukseltaan haitallisempia kuin

kumpikaan mikrobi yksinaan (42).
3.2 Sienet

Sienia jaotellaan monella eri tavalla. Sienien jaottelu voidaan tehda
kehittymisasteen ja lisaantymiselinten mukaan leva-, lima-, kanta- ja
kotelosieniin seké epataydellisiin sieniin. Rihmaston varin perusteella sienet
voidaan jakaa tummiin ja vaaleisin seka rihmaston muodostuksen
perusteella rihmasieniin, hiivoihin ja dimorfisiin sieniin eli ne esiintyvat seka
rihma- ettd hiivamuodossa. Sienet muodostavat rihmastoa ja rihmastot
muodostavat pesakkeitd, joissa itiot kehittyvat. Sienet lisdantyvat suvullisesti

tai suvuttomasti itididen avulla. (36, s. 39-40)

Home on yleiskielinen nimitys sienelle, joka muodostaa rihmastoa ja kasvaa

nukkamaisena pesékkeena kasvualustalla (kuva 8). Suurin osa homeista on

16



epataydellisia sienia, ja ne lisdantyvat suvuttomasti kuroumaitididen avulla
(kuva 9). Homeiden itiot ovat kirkkaan varisia, esimerkiksi vihreita, sinisia tai

punaisia, mista johtuu homeiden huomattava varin muutos itiéinnin alkaessa.

KUVA 8. Homepesékkeita elatusalustalla (43.)

Homeiden padaasiallinen tehtavd Iluonnossa on toimia materiaalin
kierrattgjind. Sen vuoksi ne omaavat vertaansa Vvailla olevan
entsyymijarjestelman, joka kykenee hajottamaan pysyviksi luonnehdittuja
yhdisteita. (36, s. 39—40)

KUVA 9. Homeiden muoto ja kuroumaititt (37.)

17



Kasvaakseen homeet vaativat ehdottomasti happea, mutta vetta ne
tarvitsevat vain vahan. Homeita tavataan hyvinkin kuivissa olosuhteissa, ja

sen vuoksi ne ovat laajalle levinneita luonnossa. (37.)

18



4 MIKROBIEN TUOTTAMIA MYRKYLLISIA
YHDISTEITA

Mikrobien on havaittu tuottavan toksiineja yhdessd kasvaessaan. Talloin
mikrobit taistelevat ravinteista ja vedestd toistensa kanssa ja tuottavat
myrkkyja eliminoidakseen kilpailijansa. (21.) Mikrobit, jotka valtaavat tilaa
muilta mikrobeilta, kutsutaan antagonisteiksi. Antagonismi perustuu
aineisiin, joita toinen mikrobi ei kesta ja joita valtaajamikrobi tuottaa. (2, s.
533.) Bakteriosiineiksi kutsutaan bakteerien tuottamia aineita, jotka ovat
antimikrobisia peptideja. Talléin aineen tuottaja on bakteeri ja uhri bakteeri.
Suurin osa bakteriosiineista on amfifiilisia eli niilla on hydrofiilinen ja
lipofiilinen paa. Antibiootit ovat mikrobien tuottamia aineita, jotka estavat
toisten mikrobien kasvua tai tappavat niitd. Antibiootteja tuottavat bakteerit ja
tumalliset mikrobit. Antibiootit ovat laajakirjoisia, kun taas bakteriosiinit
kapeakirjoisia. (2, s. 518, 537.) Mykotoksiinit ovat sienten tuottamia

myrkyllisia aineita. (26.)

Tutkittaessa myrkyllisyyden aiheuttajaa on hyva tietdd, mita mikrobimyrkkyja
on jo loydetty. Ne antavat suuntaa siitd, mitd naytteessa mahdollisesti voisi
olla. Taulukossa 2 on esitelty olemassa olevia mikrobien tuottamia toksisia

aineita ja niiden molekyylimassoja.
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TAULUKKO 2. Mikrobien tuottamia myrkyllisia aineita (7, s. 17—18)

Myrkky Molekyylimassa Myrkky Molekyylimassa
Akreboli A, B 1726, 1740 Kereulidi 1152
Amoebiens,
fungicin M4 770-3400 Kurstakins 878-906

Amylosiini 1197 Likenysiini A 992-1034
Antimysiini A 548,6 LI-F 947
Azoxybacilin 161 Longibraktiinit 1937-1965, 1197

Bacilysocin 470 Microcystins 994,5
Bacitracin A

(B,C) 1423 Monensiini 670,4

Butirosin A 555 Mycobacillin 1528

Cispentacin 129 Mycocerein 1000
Cytochalasin J 451,2 Mycosubtilin 1030, 1044

Fengycins 1449-1505 Narasiini 764,5
Fusaricidin A-D 886-960 Nigerisiini 724,4
Macrolactin A 402 Oligomysiini A-D | 790,5/804,5/774,5/776,5

Gramicidin

(dubois) 1930 Peptaiboli ES 39 1719-1775
Gramicidin

(A,B,C,D) 1882,3 Polymyxin B 1203

Polymyxin M
Gramicidin S 1141 (Mattacin) 1157
Tyrocidine 1309, 1271 Pumilacidin 1035-1077
Halobacillin 1035 Roridiini A, D 532, 530
Homocereulide 1166 Rhizocticin A 351,13
lonomysiini 709 Salinomysiini 751
Satratoksiini
Isohalobacillin B 1035 H,G 529, 545

lturin A 1030, 1044 Surfaktiini 993-1035
Kalsimysiini 523,2 Valinomysiini 1111
Kanosamine 179 Zwittermicin A 396

4.1 Valinomysiini

Valinomysiinin tuottajia ovat aktinobakteerit

Streptomyces griseus ja
Streptomyces anulatus. Valinomysiini on rengasmainen peptidi ja
kaliumkuljetin ~ (kuva 10). Peptidit ovat alle viidestakymmenesta

aminohaposta koostuvia aminohappoketjuja.
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KUVA 10. Valinomysiinin rakenne (34.)

Valinomysiini hakeutuu mitokondrioihin ja kaynnistd&d apoptoosin eli solun
itsetuhon. Se aiheuttaa my6s luontaisten tappajasolujen itsetuhon
kaynnistymisen. Lisaksi valinomysiinille altistuminen aiheuttaa
nisakassolujen varekarvojen liikkeen pyséhtymisen, mistd muun muassa

keuhkot ja haima karsivat. (1, s. 8.)

4.2 Kereulidi

Kereulidi on Bacillus cereuksen tuottama rengasmainen pieni peptidi. (kuva
11) Se on samankaltainen aine kuin valinomysiini. Bacillus cereus on
yleisesti luonnossa esiintyva bakteeri, ja vain jotkut sen kannoista tuottavat
kereulidia. Bacillus cereus -bakteerissa kereulidin tuotto on suurikokoisen
plasmidin koodittamaa, ja tata plasmidia tavataan vain harvoissa kannoissa.
Naita myrkyllisa kantoja esiintyy yleisesti hometaloissa, vaikka ne ovat
harvinaisempia muualla. (1, s. 8 ; 8.)
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KUVA 11. Kereulidin rakenne (35.)

Tunnetuista stabiileista mikrobimyrkyista kereulidi on myrkyllisin. Se on
tunnettuja mykotoksiineja, kuten okratoksiini, aflatoksiini tai patuliini, 10-100
kertaa myrkyllisempi. Se kestdd kuumennusta, desinfiointiaineita,
autoklavointia ja entsyymeja. (8.) Kereulidi on rasvaliukoinen ja tekee
nisakassolun kaliumioneja lapaisevaksi. Se aiheuttaa ensin mitokondriotuhon
tuhotessaan solun kaliumionigradientit. Tasta seuraa energiakriisi, ja sen
jalkeen solu kaynnistaa apoptoosin. Kereulidi kykenee pysayttamaan

immuniteetista huolehtivien tappajasolujen toiminnan. (1, s. 8.)
4.3 Amylosiini

Bacillus amyloliquefaciens -bakteeri tuottaa amylosiinia. Se on osoittautunut
yleiseksi myrkyksi kosteusvauriorakennuksissa. Amylosiini muodostaa
biologisiin kalvoihin kalsium-, natrium- ja kaliumioneja lapaisevan kanavan
peptidin toisessa paassa olevalla polyeenihdnnalla. Luontaisen jarjestelman
ohittava ylinmaarainen kanava sekoittaa kalium- ja natriumpitoisuuksien erot.
lonigradienttien tuho saa aikaiseksi solujen sisaisen ja ulkoisen
viestilikenteen tuhon. Amylosiinin oletetaan vaikuttuvan hermoimpulssien
kulkuun ja sydadmen toimintaan, mutta vaikutuksia elimistoon ei viela

paremmin tunneta. (1, s. 8.)
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4.4 Bacillus-toksiinit

Bacilluksien itiot leviavat ilmateitse samaan tapaan kuin toksisten sienten
itiot. Itiét toimivat toksiinien levittdjina (7, s. 77). Monet Bacillus-lajit tuottavat
yhdessa kasvaessaan myrkyllisempid yhdisteita kuin yksin kasvaessaan.
Myds yksi basillus-laji voi tuottaa yhta aikaa erilaisia myrkyllisia yhdisteita.
Esimerkiksi ituriinin, surfaktiinin ja fengysinin yhtdaikainen tuotto samalla

basillus-lajilla on yleista. (7, s. 38.)

Monet Bacillus-lajit tuottavat erilaisia lipopeptideja. Bacillusten lipopeptidit
koostuvat 7-11 aminohapon peptidiosasta, joka on syklinen tai lineaarinen
tai naiden yhdistelma. p-hydroksi- tai B-aminorasvahapot muodostavat
lipidiosan, joka on liittynyt peptidin selkdrankaan. Lipopeptidit ovat seka
hydrofobisia etta hydrofiilisia yhdisteitd ja voimakkaita biosurfankteja el
pinta-aktiivisia aineita. Aminohapon ja rasvahapon hiilivetyketjun pituus seka
se, miten lipopeptidi vaikuttaa kohteeseen, vaihtelee riippuen bakteerin
ravinteista. Peptidin syklinen muoto suojelee lipopeptidia entsymaattiselta
hajoamiselta ja yllapitdd vyleistd tasapainoa. Monilla lipopeptideilla on
antimikrobisia tai antiviraalisia ominaisuuksia. Ne vaikuttavat niséakassolun
toimintoihin.  Lipopeptidit pystyvat tunkeutumaan soluihin lipofiilisella
hiilivetyketjulla vaikuttaen plasmamembraanin lipidien komponenttina
samalla, kun peptidiosan polaarinen aminohappo vaikuttaa komponenttina
polaarisessa fosfatidyylifosfaattiosassa. Lipopeptidit kykenevat
vahingoittamaan plasmamembraanin eheyttd tai luomaan ioniselektiivisia
huokosia riippuen lipopeptidin luonteesta ja membraanin

fosfatidyylifosfaateista. (7, s. 26.)

Bacillus-lipopeptideihin kuuluvat esimerkiksi surfaktiiniperheen ja iturin-
perheen lipopeptidit. Surfaktiiniperheeseen kuuluvat lipopeptidit surfaktiini

(kuva 12), lichenysin ja pumilacidin.
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KUVA 12. Surfaktiinin rakenteet (49;50.)

Iturin perheeseen kuuluvat muun muassa ituriinit (kuva 13), basillomysiinit ja
mycosubtilin. Osa edella mainituista yhdisteistd ovat sen verran uusia, etta

niille ei ole olemassa vakiintunutta suomenkielista nimea. (7, s. 26, 28)
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KUVA 13. Ituriinin rakenne (51.)
4.5 Mykotoksiinit ja peptaibolit

Mykotoksiinit ovat ihmisille ja eldimille myrkyllisid sienten tuottamia aineita.
Myrkkya tuottavia sienia voi syntya kosteusvauriosta karsiviin rakennuksiin.
(2, s. 550.) Stachybotrys chartarum on eniten tutkittu kosteusvauriohome ja
se tuottaa monia eri mykotoksiineja. Stachybotrys chartarum voi olla

myrkyllinen sekakasvustona Streptomyces-kantojen kanssa ja tuottaa
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valinomysiinid. Molekyylitason haittamekanismeja ei kuitenkaan viela

tunneta. (1, s. 9.)

Hypocreales-lahkon sienet tuottavat peptaiboleja. Ne ovat 5-20 aminohapon
pituisia lyhyita ja hydrofobisia peptideja. Hometaloissa esiintyvista
peptaiboleista parhaiten tunnetaan Trichoderma harzianum -sienen tuottama
ES 39:n peptaiboli. Kyseessa oleva peptaiboli tekee ihmisen keukosoluihin
kaliumioneja lapaisevia kanavia ja pystyy ndin tappamaan ne. Toinen vasta
|0ydetty peptaiboli on akreboli, jota tuottaa Acremonium exuviarum -sienilaji.
Se estdd mitokondriossa tapahtuvan hapenkulutuksen. Eniten akrebolista
ennustetaan olevan haittaa niille elimiston osille, jotka tarvitsevat

mitokondriossa tapahtuvaa hapetusta, esimerkiksi sydamelle. (1, s. 9.)
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5 MIKROBINAYTTEEN KASITTELY- JA
TUTKIMUSMENETELMIA

5.1 Puhdasviljelmén teko

Mikrobiviljelynéytteissé on yleensa toisiinsa sekoittuneina eri mikrobilajeja ja
-kantoja. Mikrobien, yleensé bakteerien, erottelemiseksi toisistaan tarvitaan
puhdasviljelytekniikkaa. Sen periaatteena on laimentaa bakteerindyte niin
laimeaksi, etta kiintean elatusaineen pinnalle saadaan yksittaisia peséakkeita,
joissa on vain yhden bakteerin edustajia. Puhdasviljelmén laimentaminen
tehdaan niin kutsutulla hajotusmenetelmalla. Alkuperaista naytetta levitetdan
vain pienelle osalle elatusmaljaa ja viljelysauvaa apuna kayttaen asteittain
koko maljalle. Viimeisessa hajotusalueessa on vain murto-osa naytteen
bakteereista. (Kuva 14.) (32, s.23)

KUVA 14. Hajotustekniikka. (10, s. 6.)
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5.2 Elatusaineet

Mikrobien kasvatus tapahtuu elatusaineissa, jotka voivat olla kiinteita maljoja
tai nestemmaisia liemialustoja. Elatusmaljojen koostumus vaihtelee paljon
rippuen viljeltavastd mikrobista ja siitd, mita ylipaansa tutkitaan.
Elatusmaljojen tulee sisaltaa kaikki tarvittavat ravinteet, joita mikrobi tarvitsee

lisdantyakseen (taulukko 3). (44.)

TAULUKKO 3. Mikrobien ravinteet (44.)

Hiilen lahde tavallisimmin glukoosi
tai jokin muu sokeri, toimii myos
energia lahteena

Typen lahde joko orgaaninen tai epaorgaa

ninen lahde esimerkiksi nitraatti tai
aminohapot

Fosforin lahde
KH,PO4/K,HPO, s&ataéa samalla pH
kasvatuksen aikana

Alkuaineet tarvitsevat jonkin verran muitakin
alkuaineita rikki, kalium,
magnesium, kalsium

Hivenaineet Fe, Mn, Co, Zn ja Mo

Elatusmaljat valmistetaan agarista ja erilaisista elatusaineista. Agar on
polysakkaridiseos (kuva 15), joka on eristetty valtamerilevista. Koostumus on
70 % agaroosia ja 30 % agaropektiinia. Hyvin harvat bakteerilajit kykenevat
hajottamaan agaria, joten se soveltuu hyvin maljojen jahmettamiseen. (2, s.
57.) Agar sulaa 100 celsiusasteessa ja hyytyy jalleen noin 50

celsiusasteessa. (44.)
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KUVA 15. Agaroosin rakenne (45.)

Elatusalustat voidaan jaotella kolmeen eri ryhmaan. Ne voidaan jaotellaan
koostumuksen perusteella synteettisiin ja ei-synteettisiin alustoihin. Toiseksi
ne voidaan jaotella kayttétarkoituksen perusteella, jolloin alustan valintaan
vaikuttaa se, mita halutaan tietdaa bakteerista; on esimerkiksi olemassa
yleisalustoja, jotka sopivat lahes kaikille bakteereille, ja toisaalta selektiivisia
alustoja, joilla kykenevat lisaantymaan vain tietyt bakteerilajit. Kolmanneksi
jaottelu voi tapahtua sen mukaan, onko alusta kiinted, puolikiintea vai

nestemainen. (44.)
Jaottelu koostumuksen mukaan

Synteettiset elatusalustat koostuvat kemiallisesti puhtaista aineista, ja niiden
koostumus tiedetaan tarkalleen. Ei-synteettiset elatusalustat puolestaan
koostuvat biologisesta materiaalista valmistetuista uutteista, joiden tarkkaa
koostumusta ei tunneta. Kaytettyjd uutteita ovat esimerkiksi lihauute,
hiivauute ja mallasuute. Lihauute sisdltda sellaisenaan kaikki mikrobin
tarvitsemat ravinteet. Hiivauute sisdltda paljon B-ryhman vitamiineja ja
aminohappoja. Mallasuute sisaltda runsaasti hiilihydraatteja, ja sita kaytetadan
hiivojen ja homeiden elatusalustoissa. (44.)

Jaottelu kayttotarkoituksen mukaan

Kun halutaan tietad, sisaltaakd nayte mikrobeja ollenkaan, kaytetaan
yleisalustoja. Nailla alustoilla pystyy kasvamaan mahdollisimman monet
mikrobilajit, ja kasvusto on yleensa eri mikrobilajistoilla hyvin samannéakaista.
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Yleisalustojen ravintosisaltd vastaa mikrobien luonnollista ymparistoa.

Esimerkiksi taulukossa 4 on yhden yleisalustan koostumus. (44.)

TAULUKKO 4. TSA-agarin koostumus

TSA (Tryptic Soy Agar) / 1l g
Kaseiini 15
Soijaproteiini 5
Natriumkloridi 5

Agar 15

Selektiiviset eli valikoivat alustat suosivat tiettyja mikrobiryhmia tai -lajeja.
Elatusmaljojen selektiivisyys saadaan aikaiseksi esimerkiksi valitsemalla
sellainen energianlahde tai typenlahde, jota vain tietty mikrobi voi kayttaa
hyvakseen. Elatusalustan pH voidaan myds saatdd sellaiseksi, etta vain
tietyt mikrobit menestyvat siind. Kasvunestoaineilla saadaan myds vain tietyt
mikrobiryhméat kasvamaan. Kasvunestoaineita ovat esimerkiksi natriumatsidi,

sappisuolat ja natriumseleniitti. (44.)

Indikaattorialustoilla ~ pystytd&dn  erottamaan  mikrobilajit  toisistaan.
Tunnistaminen  tapahtuu esimerkiksi alustaan lisatyn happo-
emasindikaattorin avulla. Talla havaitaan ne mikrobit, jotka muuttavat alustan
pH:n. Alustaan voidaan myds lisatd sellaisia yhdisteitd, jotka saostuvat

mikrobitoiminnan vaikutuksesta, esimerkiksi munankeltuaissuspensio. (44.)

Jaottelu olomuodon mukaan

On olemassa nestemaisia, kiinteitd ja puolikiinteitd alustoja. Nestemaisisséa
alustoissa mikrobien kasvu havaitaan liemen samentumisena. Sameus
mitataan spektrofotometrilla aallonpituudella Aesoo. Kiintedt elatusmaljat
kiinteytetaan agarilla, jota tulee olla 15 g/l vesipohjaisessa seoksessa. Nain
kiinteisiin alustoihin saadaan hyva koostumus. Tata elatusalustamuotoa
kaytetaan yleisimmin, kun halutaan tunnistaa mikrobeja. Puolikiinteat alustat
valmistetaan lisaamalla agaria vain 0,3 %. Na&ita alustoja kaytetddn
esimerkiksi tutkittaessa mikrobien liikkuvuutta. (44.)
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5.3 Mikrobien véarjays

5.3.1 Gram-varjays

Tunnistettaessa tuntemattomia bakteereita ja villelman puhtautta
gramvarjays on valttdmaton esitesti. Sen perusteella bakteerit voidaan
luokitella kahteen p&aryhmaan: gram-positiivisiin ja gram-negatiivisiin.
Gramnegatiiviset bakteerit varjaytyvat punaisiksi ja gram-positiiviset
violetinsinisensavyisiksi. (2, s. 99.) Gramvarjayksen suoritus tapahtuu
seuraavasti:  Aluksi  bakteerit kiinnitetddn objektilasille  esimerkiksi
kuumentamalla. Taman jalkeen bakteerit kasitelladn emaksisella
kristalliviolettiliuoksella, joka varjaa solut violetiksi. Varin kiinnitys tapahtuu
jodi-kaliumjodidiliuoksella, minka jalkeen preparaatti huuhdellaan asetoni-
alkoholiseoksella. Tassa vaiheessa gram-positiiviset bakteerit saityttavat
violetin varinsd paksumman peptidoglykaanikerroksen vuoksi. Gram-
negatiivisista bakteereista violetti vari huuhtoutuu pois. (Ks. s. 11-13))
Lopuksi nayte varjataan safraniinilla, joka on punaista. Nain saadaan

nakyviin myos gram-negatiiviset bakterit. (32, s. 22.) (Kuva 16.)

Gram-positiivinen Gram-negatiivinen

NAY TTEEN

st e
CRYSTAL -
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JODI-
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VASTAVARIAYS
(SAFRANIIND

KUVA 16. Gram-negatiivisen ja gram-positiivisen bakteerin vérjaytyminen

(9)
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5.3.2 Muita varjaysmenetelmia

Aivan kaikki bakteerit eivat varjaydy gram-varjayksella, esimerkiksi hyvin
lipidipitoiset ~ mykobakteerit.  Talloin  kaytetdéan  aggressiivisempaa
happovarjaysmenetelmaa. Ennen liuotin-happokasittelyda mykobakteerit
kasitelladn detergentteilla tai kuumennuksella, jolloin véri ei huuhtoudu pois
kasittelyssa. Perinteisesti kaytetyt menetelmat happovarjayksessad ovat
Ziehl-Neelsenin ja Kinyounin menetelmat. (32, s. 23.)

Itiot varjaytyvat huonosti tavallisila menetelmilla paksun kuorensa vuoksi.
Itioita varjattaessa menetelman taytyy mydskin olla aggressiivisempi, jotta
vari saataisiin menemdaan solun sisaan. Yhtena tapana on objektilasiin
kiinnitettyjen bakteerisolujen kuumentaminen vesihauteella. Talldin solukon
paalle tiputetaan malakiittivihredliuosta ja haudutetaan preparaattia niin, ettei
se paase kuivamaan. Jalkivarjays suoritetaan safraniinilla, jolloin iti6t

havaitaan vihreina mikroskoopissa ja kasvullinen solu punaisena. (44.)

5.4 Valomikroskopointi

Bakteerien havaitseminen paljain silmin on mahdotonta niiden pienen koon
vuoksi. Valomikroskooppi (kuva 17) on tarkein apuvalinen bakteerien
tarkastelussa. Valomikroskoopilla saavutetaan noin 1000-1200-kertainen

suurennos. (32, s. 20.)

Okullaarit

Saator

KUVA 17. Valomikroskooppi (46, hakusana: valomikroskooppi)
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Valomikroskooppi eli kirkaskenttdmikroskooppi on monimutkainen optinen
instrumentti. Se sisaltaa lukuisia linsseja. Ennen naytettéa olevien linssien
tehtavd on kohdistaa valo yhdensuuntaisiksi sateiksi. Sateet kulkevat
naytteen lapi. Naytteen jalkeen tulevat linssit puolestaan muodostavat
vahvasti suurennetun kuvan néaytteesta. Objektiivi luo kuvan, ja sita
tarkastellaan okulaarin lapi. Kokonaissuurennus on mikroskoopissa
objektiivin ja okulaarin suurennuskertoimien tulo. Esimerkiksi kun
mikroskoopissa on 40X-objektiivi ja kaytetddn 10X-okulaaria, on

kokonaissuurennus 400X. (6, s. 4.)

5.5 PCR-tekniikka

Polymeraasiketjureaktio (PCR) on menetelm&, jossa voidaan monistaa
mikrobin genomista geeni tai geenin o0sa. Monistaminen tapahtuu
polymeraasientsyymin avulla DNA-ketjun ollessa kahden
emasjarjestykseltaan tunnetun DNA-jakson valissa. Polymeraasientsyymilla
on kyky rakentaa uutta DNA-ketjua malliketjun eli templaatin mukaisesti.
PCR:lla saadaan monistettua miljoonia molekyyleja lyhyesséa ajassa. Reaktio
tapahtuu tietyssd lampotilassa tarvittavien aineiden lasnd ollessa.
Emasjarjestyksestda eli sekvenssistd voidaan paatella mikrobin laji,

mikrobilaékeresistenssi ja virulenssi. (47, s.17)

PCR-reaktio tapahtuu toistuvissa kolmivaiheisissa sykleissa. Sykli sisaltaa
vaiheet denaturaatio, annealing ja ekstensio, jotka saadaan aikaiseksi

reaktiolampatilan muutoksella (kuva 18).
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KUVA 18. PCR-reaktio (47, s. 20)

Yksi sykli kestaa yleensa alle viisi minuuttia. Denaturaatio on aloitusvaihe,
jossa DNA denaturoidaan nostamalla lampdétilaa yli 90 °C:seen. Tall6in
vastinjuosteet irtoavat toisistaan. Denaturaatiovaihetta seuraa annealing-
vaihe, jossa alukkeet sitoutuvat yksijuosteisen templaatti-DNA:n 3’-paihin.
Tama saadaan aikaiseksi laskemalla hetkellisesti lampétilaa 40—60 °C:seen.
Ekstensio- eli pidennysvaiheessa lampdtila nostetaan 72 °C:seen, jolloin
DNA-polymeraasi alkaa templaatin mallin mukaan liittdd 3’-paéhéan
reaktioseoksessa olevia nukleotideja. Taman seurauksena molemmille
templaatin nauhoille syntyy vastinnauha. PCR:n monistustuotteita tutkitaan

agaroosigeelielektroforeesilla. (47, s. 17.)
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6 MIKROBIMYRKKYJEN TUTKIMUSMENETELMIA

6.1 Solutestit

Solutesteilla altistetaan erilaisia soluja mikrobitoksiineille. Nain voidaan tutkia
kuinka erilaiset aineet vaikuttavat soluihin, ja paatella mahdollisia vaikutuksia
ihmiseen. Kaytetyt solut voivat esimerkiksi olla siittiosoluja, lymfosyytteja,
NK-soluja tai bakteerisoluja. Mitd enemman testaukseen otetaan mukaan eri

solufunktioihin vaikuttavia testeja, sitd varmemmat tulokset saadaan.

6.1.1 Siittiotesti

Liikkuvuus on sian siittidilla sidoksissa energiaan, jota mitokondriot tuottavat,
joten mitokondriossa tapahtuvat hairiot nakyvat nopeasti liikkuvuuden
alenemisena. Siittibsolussa puolestaan ei tapahdu proteiinisynteesia tai
DNA- ja RNA-synteesia, joten ensisijaisesti makromolekyylisynteeseihin
vaikuttaviin - myrkkyihin  siittio ei reagoi. Siittibtestia  kaytetaankin
mitokondriofunktion mittaamiseen. Siittididen reaktioita voidaan tutkia
mikroskoopilla. (23, s. 53.)

Sian siittiotesti on kehitetty Helsingin yliopiston soveltavan kemian ja
mikrobiologian laitoksella. Karjun siittididen liikkkuvuuden inhibitiotestin eli
siittiotoksisuustestin avulla voidaan todeta mitokondrioille ja solukalvolle
haitalliset myrkyt. Kuitenkaan yhdella toksisuutta mittaavalla testilla ei voida
kattavasti arvioida mikrobin myrkyllisyytta, joten testin rinnalla on usein hyva
olla muitakin vaikutustapoja mittaavia testeja. Nain tieto néaytteiden

myrkyllisyydesta ja biologisista vaikutuksista on monipuolisempaa. (3, s. 4.)
Siittiotestin suoritus

Siittidtestiin voidaan tehda uutos polystd, erilaisista materiaaleista tai
mikrobimassasta. Haluttu materiaali uutetaan metanoliin, minka jalkeen
uutos suodatetaan tai sentrifugoidaan riippuen uutetusta materiaalista.

Taman jalkeen metanoli haihdutetaan pois uutoksesta esimerkiksi

34



evaporoimalla. Haihdutuksesta jaljelle jaanyt aines punnitaan ja liuotetaan
haluttuun pitoisuuteen, esimerkiksi 100 mg/ml. Tasta perusliuoksesta
tehdaan halutun vahvuinen laimennossatrja, jolla altistetaan siittidita 3 paivaa
huoneenlammadssa. Siittididen liikkuvuus arvioidaan ennen altistusta, jotta
testi olisi totuuden mukainen. Yli 50 % siittidista tulisi uida vilkkaasti, jotta
siittioliuosta voidaan kayttaa testissd. Altistuksen jalkeen siittididen
likkuvuutta seurataan mikroskopoimalla joka paiva tai ensimmaisena ja

kolmantena paivana. (3, s. 5)

Kuoppalevylla kontrollindytteina kaytetaan pelkkaa siittidliuosta, siittidliuosta
johon on lisatty metanolia, varmasti myrkyllista uutosta ja ei-myrkyllista
uutosta. Myrkyllisia ovat ne uutokset, jotka pysayttavat siittididen uinnin
pienissa pitoisuuksissa. ECso (effective concentration eli tehoava pitoisuus)
on se pitoisuus, joka pysayttaa siittioiden liikkeen 50 %:sta siittidita
verrattuna pelkalla metanolilla altistettuihin siittidihin. Tulos ilmoitetaan ECso-
arvona. Esimerkiksi ECso 5-50 ug/ml merkinta tarkoittaa, etta myrkyllisyys on
pitoisuusvalilla 5-50 ug/ml. Siittibtestilla voidaan myos tehda nopeampi,
yhden vuorokauden testaus. Naissa tapauksissa uutokselle ei maariteta
ollenkaan kuivapainoa ja pitoisuutta. (3, s. 5.)

6.1.2 Lymfosyyttitestaus

Lymfosyytit ovat ihmisen perifeerisen veren imusoluja, ja niilla voidaan tutkia
ihmisen immunologisten puolustusreaktioiden toimintakykyd. Testissa
maadritetddn sytotoksista aktiivisuutta eli tappamistarmoa, kun kohteena on
leukemiasolut. Lymfosyytit altistetaan myrkylle, ja tutkitaan aleneeko niiden
kyky tappaa vierassoluja. Testinaytteeseen lisatadan myrkkya ja
nollanaytteeseen ei. Taman jalkeen mitataan nollanaytetta verrokkina
kayttaen kuinka, paljon lymfosyytit ovat altistetussa naytteessa tappaneet
syopasoluja. (23 s. 52, 65.)

6.1.3 Indikaattoribakteerilajit

Tiettyja indikaattoribakteerilajeja voidaan kayttad toksisuustestauksissa.

Talldin tutkitaan indikaattoribakteerien kasvun inhiboitumista, kun ne
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altistetaan tutkittavalle toksiinille. Bakteerien kasvun estymistd kaytetddn
yleisesti esimerkiksi antibioottien analysoinnissa. Bakteeri voi olla
Corynebacterium renale, jota yleensa kaytetddn indikaattorina stafylokokkien
tuottamalle myrkylle stafylokokkiini BacR1:lle. Micrococcus luteus toimii
indikaattoribakteerina monelle peptidiantibiootille esimerkiksi
streptomykeettien tuottamille depsipeptidiantibiooteille. (23, s. 54.)

6.2 Toksiinien analysointimenetelmia

Mikrobitoksiinit ovat biomolekyyleja ja yleensad peptideja, joten niiden
puhdistamiseen, fraktiointiin ja naytteissad olevien yhdisteiden erottamiseen
solveltuvat hyvin nestegromatografiset menetelmat. (12, s. 182))
Massaspektrometri, joka on varustettu ESI-ionisaatiotekniikalla, soveltuu
detektointiin, koska se on liitettavissa helposti nestekromatografiin ja silla voi
maarittaa kaikenlaisia molekyyleja. (27, s. 1.) Sahkdsumutus toimii samalla
LC:n ja MS:n liitososana ja ionisointitekniikkana. Kun halutaan enemman
tietoa rakenteesta, voidaan kayttaa esimerkiksi tandem-

massaspektrometriaa. (27, s. 19.)

6.2.1 Nestekromatografia

Nestekromatografia perustuu likkuvan faasin eli mobiilifaasin, paikallaan
pysyvan faasin eli stationdarifaasin ja naytekomponenttien valisiin
vuorovaikutuksiin.  Korkean  erotuskyvyn  nestekromatografia  (high
performance liquid chromatography, HPLC) (kuva 19) on
nestekromatografian alalaji jossa mobiilifaasi pakotetaan kulkemaan painetta
vastaan tiukasti stationaarifaasilla pakattuun kolonniin. Nayteseos
injektoidaan naytteensyottosilmukkaan, minka jalkeen mobiilifaasi syotetaan
silmukan lapi ja nayte kulkeutuu mobiilifaasin mukana kolonniin ja
detektoitavaksi. (11. s. 22, 29.)
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Detekiori

KUVA 19. HPLC-laitteisto (11. s. 22.)

Nayteseos hajoaa komponenteikseen stationdarifaasin ja mobiilinfaasin
vuorovaikutuksessa siten, ettd polaariset osat jaavat mieluummin
polaariseen faasiin ja polaarittomat polaaritomaan faasiin, ja ndin ne
saapuvat eri aikaan detektorille. Mitd enemman yhdisteiden tasapaino on
station&arifaasin puolella, sitd hitaammin ne tulevat detektorille, ja sita
pitempi on retentioaika. Vuorollaan jokainen komponentti saapuu
ominaisuuksiensa maarittaman ajan kuluttua detektorille, ja tama signaali
mitataan. (13, s. 154.) Kohdassa A analyytit ovat samassa lahtGtilanteessa
stationdarifaasin alkupaassa, ja kohdassa B on tilanne ajanhetkella t;
jalkimmainen yhdiste sitoutuu stationaarifaasiin tiukemmin ja nain ollen
likkuu hitaammin. Erottuminen tulostetaan kromatogrammina ajan suhteen.

(Kuva 20.)
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KUVA 20. Analyyttien erottuminen ja kromatogrammi

Mobiilifaasina toimii erilaiset nesteet, joita kutsutaan yleisemmin eluenteiksi,

ja stationaarifaasina kolonnin pintaan sidotut partikkelit. Partikkelien koko ja
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materiaali maaraa pitkalti, kuinka tehokasta erottuminen on. Mita pienempia
partikkelit ovat, sitd enemman niitd mahtuu kolonniin ja sitd suurempi on

aktiivinen pinta-ala. (13. s. 154.)

Kummankin faasin ominaisuudet maaraa se, mita tekniikkaa kaytetaan ja
mink&lainen on analysoitava nayte. Tekniikoita ovat esimerkiksi
normaalifaasinestekromatografia, kadanteisfaasinestekromatografia,
ioninvaihtokromatografia ja ekskluusiokromatografia. Naista

kaanteisfaasinestekromatografia eli RPLC on yleisimmin kaytetty.

RPLC

Kaanteisfaasinestegromatografiassa stationdarifaasi on polaariton ja eluentti
vahvasti polaarinen. Eluentti koostuu yleensd  vedestd ja
polaarittomammasta orgaanisesta liuottimesta, esimerkiksi asetonitriilista tai
metanolista. (11, s. 35.) Stationdarifaasina on yleisimmin kaytetty silikaan
sidottua oktadekyylia eli C18 tai ODS. Erottuminen perustuu hydrofobiseen
retentioon eli liikkuvan faasin hylkimiseen poolittomia analyytteja kohtaan.
Poolittomat analyytit suorastaan tyonnetaan liikkuvasta faasista
stationdarifaasin pinnalle. Tatd hylkimistd voidaan vahentdd lisdamalla
orgaanisen liuottimen maaraa. (12, s. 168 — 170.)

Analyysi voidaan tehdda, joko isokraatisesti tai gradienttisysteemina.
Isokraattisessa analyysissa ajo-olosuhteet eli virtausnopeus,
eluenttikoostumus ja lampétila pysyvat muuttumattomina koko ajon ajan.
Gradienttisysteemissé puolestaan parametreja voidaan muuttaa ajon aikana.
(11, s. 29.)

Gradienttisysteemissa ajon aikana muutetaan jotain parametria portaittain tai
jatkuvasti. Tama mahdollistaa monikomponenttisten naytteiden analyysin,
koska muuttamalla parametreja  saadaan lahella toisiaan eluoituvat
komponentit erottumaan ja kromatogrammin piikit ovat terdvampia. Ajot ovat

myOs nopeampia verrattaessa isokraattiseen ajoon, koska gradienttiajossa
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eluutiovoimakkuutta kasvatettaessa retentioaika lyhenee. Liuotinseos voi
koostua kahdesta, kolmesta tai neljastakin eri liuottimesta. (12, s. 143)

6.2.2 Massaspektrometria

Massaspektrometriassa analysoitavat molekyylit saatetaan kaasufaasiin,
minka jalkeen ne ionisoidaan positiivisiksi tai negatiivisiksi molekyyli-ioneiksi.
lonit sisaltavat ylimaaraista energiaa, jonka johdosta sidokset katkeavat ja
molekyylit pilkkoutuvat pienemmiksi osiksi, massafragmenteiksi. lonit
erotellaan tyhjiossa ja detektoidaan massa/varaus-suhteen (m/z) mukaan.
Saatu massaspektri ilmoittaa varautuneet ionit. Spektristd saadaan tarkeaa
informaatiota tunnistettaessa yhdistettd. (13, s. 122 ; 11, s. 4)
Massaspektrometrin komponentit ovat naytteensyottosysteemi,
vakuumipumppu, ionisaatiolahde, massa-analysaattori, detektori ja

tietojenkasittelylaitteisto (kuva 21).

| Tyhjistai |

.. I
| normaali-ilmanpaine | T}' h'] 10 |
| | |
| | :
| — I

lonisaatio- Massa- i
| : »| Detektor
| ldhde = analysaattori SR :
: A : I
e T g S e N
||
I Vakuumi- } Tietojen-
pumppu | kdsittely
Esim.
GCrai LC | l I |
Niytteensyottd
Massaspektri

KUVA 21. MS-laitteisto (11, s. 4.)
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lonisaatioldhde

lonisaatiolahde muuttaa naytemolekyylit kaasumaisiksi ioneiksi, jotta
massaspektrometri kykenee mittaamaan ne. Nain ollen ionisaatiolahde on
merkittdvd osa massaspektrometria. Yleisimpia kaytettyja tekniikoita ovat
esimerkiksi kaasukromatografian yhteydessa kaytetyt

elektronipommitusionisaatio ja kemiallinen ionisaatio. (11, s. 5.)

LC-MS-liitdnt6jen yhteydessa kaytetaan pehmeita ilmanpaineessa tapahtuvia
ionisointitapoja, APl (Atmospheric Pressure lon Source), jotka ovat
yleistyneet vasta viime vuosikymmenien aikana ja soveltuvat hyvin kyseessa
olevaan tekniikkaan. N&itd ovat muun muassa sahkdsumutusionisaatio, ESI

ja normaali-ilmanpaine-kemiallinen-ionisaatio, APCI. (11, s. 5, 6.)

ESI-tekniikka eli sdhkdsumuionisaatio sopii sellaisille analyyteille, jotka
voidaan saattaa liuoksessa ionimuotoon. S&hkdsumuionisaatio siis siirtda
valmiiksi  varautuneet ionit nestefaasista kaasufaasiin ja samalla
iimanpaineesta tyhjioén. (11, s. 6.) lonisoituminen tapahtuu suhteellisen
pienille 3000 Da (molekyylimassan yksikkd) polaarisille molekyyleille.
Isommat peptidit ja proteiinit ndkyvat, koska ne voivat varautua useamman
kerran. (28.)

Aerosolisumu syntyy, kun varautuneet analyytit sisaltdva neste ajetaan
korkeajannitteisen kapillaarin lapi. Kapillaarin kanssa vastakkain varautuneet
ionit jadvat kapillaariin ja saman varauksen omaavat tyénnetaan ulos, jolloin
muodostuu kartio, ja lopulta ionit purkautuvat ulos hienona sumuna, joka
siséltdd pienia varauksellisia pisaroita. Pisarat pienenevéat koko ajan
liuottimen haihtuessa ja ionien purkautumisen vuorotellessa. Lopulta jaljella
on vain kaasufaasissa olevat ionit, jotka ohjataan vastaelektrodin kautta

tyhji6on ja massa-analysaattoriin. (Kuva 22.) (11, s.7; 13,s.211; 12, s.43))
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KUVA 22. ESl-tekniikka (11, s. 7.)
LC-ESI/MS-spektri
ESIl:n ionisaatiotekniikka on pehmeéa ionisointitapa. Molekyyli pysyy

todenndkoisimmin ehjana ionildhteessa. Massaspektrometri mittaa ionien
maaraa eli "ion countia”. Siihen vaikuttavat analyysiolosuhteet. lon count on
erilainen eri massaspektrometreillda. Taman vuoksi ion count ei ole
toistettava, ja sita ei voi kayttaa kvantitointiin. (28.) Massaspektrometri mittaa
koko halutun massa-alueen esimerkiksi sekunnin vélein. Talloin saadaan
kokonaisionikromatogrammi, joka voidaan hajottaa tietokoneen avulla useiksi
ionikromatogrammeiksi. Tama tarkoittaa sita, ettd kromatogrammissa nakyy

talléin vain yhden ionin esiintyminen. (27, s. 5.)

Molekyylit nakyvat protonoituneina eli [M+H]"-, tai esimerkiksi natrium-,
kalium- ja ammoniumaddukteina. Liuottimen valinnalla voidaan vaikuttaa
siihen, millaisena addukti ilmenee. Massaspektrissd nakyy atomien
isotooppijakauma. Tata voidaan kayttda hyvaksi molekyylin tunnistuksessa ja

tarkan massan eli monoisotooppisen massan maarityksessa. (28.)
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Massa-analysaattorit

Massa-analysaattori erottelee ionisaatiolédhteesta tulevat ionit m/z-suhteiden
perusteella, mika tapahtuu tyhjiossa. lonit voidaan erotella liikem&aran,
nopeuden tai energian perusteella. Massa-analysaattoreita on olemassa
muun muassa kvadrupoli-, lentoaika- ja ioniloukkuanalysaattorit. Naista
yleisimmin kaytetty on kvadrupolimassa-analysaattori.
Kvadrupolimassaspektrometrit ovat edullisia, helppokayttoisia ja paineen
sietokyky on hyvéa, joten niilla voi ajaa suurilla analyyttivirtauksilla. Resoluutio

sen sijaan on matala. (11, s. 12.)

Lentoaika-analysaattorilla eli TOF (time of flight) -analysaattorilla (kuva 23)
puolestaan on korkea erotuskyky ja melkeinpd rajaton massa-alue.
Mittauksen alussa ionien on oltava taysin samalla energiatasolla ja paikalla,
jotta saavutettaisiin korkea erotuskyky. Lentoaikamassaspektrometrian idea
on mitata erimassaisten ionien nopeuseroja. lonit saavat saman kineettisen
energia, kun niita kiihdytetddn yhtaaikaisesti vakiojannitteelld. Talloin
samanaikaisesti lahtevat raskaammat ionit lentavat kevyita hitaammin, ja
nain ollen ionit saapuvat detektorille eri aikaan. Toisin sanoen eri massaiset
ionit saapuvat detektoitavaksi eri aikaan ja tasta voidaan laskea m/z-suhde

lentoajan perusteella. (11, s. 14-15)

Reflektori- i Reflektari:
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Pulssitettu [ 1 S v 7 H - detektori
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KUVA 23. TOF-laitteisto (11, s. 15.)

6.2.3 Tandem-massaspektrometria

Tandem-massaspektrometrialla  tarkoitetaan  kahta  tai  useampaa
massaspektrometria yhdistettyna toisiinsa. (12, s. 54). Kolmoiskvadrupoli on
yleisin  tandem-laitteisto. Siind on kolme kvadrupolia perakkain.
Kolmoiskvadrupolin ensimmaisessa kvadrupolissa tapahtuu massa-analyysi,
jonka perusteella valitaan tormaytettdva aiti-ioni. Toisessa kvadrupolissa
tapahtuu tormaytys, eli valitut ionit frakmentoidaan térmayttamalla ne inerttiin
kaasuun. Kolmannessa kvadrupolissa analysoidaan syntyneet ionit. (Kuva
24.) (11,s.19; 13, s. 214))
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Q1 Q2 Q3
Alkup. Tormays- Tytar-
ionit kammio ionit

KUVA 24. Kolmoiskvadrupoli (11, s. 20)

Toinen viime aikoina yleistynyt laitteisto on kvadrupoli-lentoaika-
analysaattori, jossa yksi kvadrupoli on korvattu TOF-analysaattorilla. TOF-
MS/MS -menetelma on yleisesti kaytetty tuntemattomien proteiinien
tutkimuksessa. Sen herkkyys on hyva, ja silla saa tytarioneista

korkearesoluutioisen massaspektrin ja tarkan massan. (Kuva 25.) (11, s. 20.)
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KUVA 25. TOF-MS/MS laitteisto (11, s. 21.)
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7 LASKEUMAPOLYNAYTTEIDEN TUTKIMINEN

Laskeumapodlynaytteet on keratty kohteissa, joissa arvellaan olevan
kosteusvauriosta johtuva mikrobiongelma. Eri naytteita viljeltiin ja testattiin
siittiotestilla paljon, mutta lopulta tutkimukseen otettiin mukaan kaksitoista
(12.) siittiotestilla myrkylliseksi todettua naytetta. Kaikki ndmé& naytteet
analysoitin  ESI/LC-MS:lla, mutta lopulta rakennetutkimukseen otettiin

mukaan vain nayte 11.

7.1 Naytteenkasittely ja -testaus siittiotestilla

Laskeumapdlynaytteesta tehtiinn sekavilielma TSA-elatusalustalle. Viljely
suoritettiin laminaarikaapissa pinseteilla, jotka on steriloitu etanolilla ja
kuumentamalla. Pinseteilla otettiin  pieni maara steriilisti sailytettya
polynaytetta, ja siveltinn TSA-maljan pintaan. Viljelman annettiin kasvaa
huoneenlammdssa  kolme  vuorokautta.  Elatusmaljoilla  kasvatetut
sekakasvustot ovat yleensa taynna eri mikrobipesakkeita, joten niista tehtiin
laimentaminen hajotustekniikalla (ks. s. 25) Kun pesadkkeet oli saatu
laimentamalla erilleen, niista tehtiin uutos. Uutos valmistettiin ker&d&malla

kaikki elatusalustalta irtilahteva mikrobimassa.

Mikrobimassaa uutettiin metanolissa 50 celsiusasteessa 10 minuutista 15
minuuttiin. Taman jalkeen uutosta kasiteltiin ultraganihauteessa 30 minuuttia,
jotta solukko hajoaisi ja kaikki aines saataisiin liukenemaan uutokseen.
Lopuksi sentrifugoitin  uutos ja siirrettin  kirkasliuos sailytyspulloon.
Uutosnaytteet testattiin vuorokauden kestavalla siittidtestilla, jolla maaritettiin
myrkyllisyys vain kvalitatiivisesti (ks. s. 33—-34). Testaus suoritettiin siten, etta
kuoppalevylle pipetoitin 1 ml siittiéliuosta. Siihen lisattiin haluttu maara
mikrobiuutosta ja annettiin vaikuttaa vuorokauden. Tulokset tutkittiin
mikroskoopilla.  Testillda  myrkyllisiksi  todetut  pesakkeet viljeltiin
puhdasviljelmiksi. Puhdasviljelmien annettin kasvaa 14 vuorokautta.
Puhdasvilielmasta tehtiin uutos ja se testattin vield siittibtestilla

myrkyllisyyden varmentamiseksi. Lopulta kaikista testatuista uutosnaytteista
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valittin  kaksitoista  myrkylliseksi todettua naytetta jatkoanalyysiin.

Mikrobiuutokset nimettiin 1-12.

7.2 LC-ESI/MS —analyysi

Mikrobimyrkkyjen  ensimmaiseen  analyysiin  kaytettin  LC-ESI/MS-
yhdistelmétekniikkaa. Nestekromatografi (Waters 626) on gradientti-HPLC-
laitteisto, joka on varustettu UV- ja diodirividetektoreilla seka
naytteensyottgjalla. Kolonnina toimi silikapohjainen kaanteisfaasikolonni.
Laitteistoon voidaan liittad naytteenkeraysyksikko, jolloin nestekromatografi
erottelee naytteen komponenteikseen ja kerayslaitteisto kerdd komponentit
nayteputkiin maaratyilla poiminta-ajoilla. Massaspektrometri (Micromass
LCT) on TOF-MS-laite eli lentoaika-analysaattoritekniikkaan perustuva
korkean erotuskyvyn massaspektrometri. lonisaatiotekniikkana kaytettiin
sahkésumutusta (ESI). Sisdansyottod nestekromatografista
massaspektrometriin tapahtuu kapillaarin vélityksella. Kyseessa olevalla
massaspektrometrilla voidaan my6s maarittdd molekyylille tarkka massa

jotain referenssiainetta verrokkina kayttaen.

Analyysit suoritettiin gradienttiohjelmalla, joka on esitetty taulukossa 5.
Ajoliuokset olivat 0,1-prosenttinen muurahaishappo (HCOOH) ja asetonitriili
(ACN). Naytteen injektiotilavuus vaihteli 20-50 ul:aan. Virtausnopeus oli 1
ml/min. Kolonnia tasapainotettiin ennen ajo-ohjelman alkua huuhtelemalla

sitd ajoliuoksella niin kauan, etta vastapaineen vaihtelu tasaantui.

TAULUKKO 5. Gradienttianalyysin olosuhteet

Aika Asetonitriili
(min) (%) 0,1 % HCOOH (%)
0 5 95
5 50 50
15 100 0
25 100 0
25,10 5 95
31 5 95
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Massoille 1036,6903 - 1050,7034 - 1078,7394 maaritettiin tarkkamassa a-
syklodekstriinia verrokkina kayttaen. a-syklodekstriini (kuva 17) valittiin sen

vuoksi, ettéa sen molekyylipaino oli lahella maaritettavia massoja.

CHOH CH.OH | CH;OH
y 0, /I—O /J_Oh
¢ Y ’ / Y
oH 3| (OH OH
OH O —0 CH
oH L OH J, o

KUVA 26. a-syklodekstriinin rakenne (48.)

7.3 LC-ESI/MS —analyysin tulokset

Suurimmaksi osaksi naytteiden kromatogrammien piikit olivat epaselvia ja
massapiikkeja esiintyi lukuisia maaria yhdella kromatogrammin piikill&.
Naytteistd 2-5 ja 7 lOydettin yhtalaisia ominaisuuksia. Ne sisalsivat
yhtenevia massapiikkeja. Naytteiden yhtenevéiset massapiikit on esitelty

taulukossa 6.

TAULUKKO 6. Naytteiden 2-5 ja 7 yhtenevia massoja

Nayte

m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z

699,4 11036,6|1050,4|1058,5|1064,6|1072,4|1078,6/1100,5
699,4 11036,4|1050,4|1058,4|1064,6|1072,4|1078,6/1100,4
1036,6 | 1050,6 | 1058,6 1072,5 1100,5
1036,3 1058,2 1072,9 1100,1
699,4 |1036,6 | 1050,4|1058,5|1064,6 | 1072,4|1078,6 | 1100,6

N oA W0

Naita tuloksia pystyttiin arvioimaan vain kaytdssa olleiden artikkeleiden
perusteella. Yhtenevaisyytta I6ytyi surfaktiiniin kanssa seuraavilla massoilla
1058.9 [M+Na]*, 1072 [M+Na]*, 1036 [M+H]" ja 1050 [M+H]". Tarkat massat
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maadritettiin osalle taulukossa 6 esiintyvistd massapiikeistd. Talukukossa 7
esiintyy méaaritetyt tarkat massat.

TAULUKKO 7. Tarkat massat

Tarkka massa Kaava Epélty aine
C15
1036,6903 [M+H]+ Cs3HgaN7O13 Surfaktiini
Cl6
1050,7034 [M'*'H]Jr Cs4HosN7O13 Surfaktiini
ei
1078,7394 [l\/l'i'H:rr CseH100N7013 vastaavuutta

Tarkan massamaarityksen perusteella voitin melko varmasti sanoa, etta
naytteissa esiintyy surfaktiinin C15- ja C16- muotoa. C15- ja C16- nimitykset
tulevat hiilivetyketjujen pituudesta, mitka ovat liittyneet surfaktiinin

rengasrakenteiseen peptidiin. (Ks. s. 24)

7.4 Nayte 11

Naytteen 11 kromatogrammi oli selkea muihin naytteisiin verrattuna (kuva
27).  Fraktioiden  ker&dminen  selkedstd  kromatogrammista  on
kerayslaitteistolla helpompaa, joten pdaadyttin jatkamaan tutkimista

ainoastaan naytteesta 11.

preppi nayte 11

Iet-23855 TOF Ms ES+
. 1403 TIc

7.87e4

0.64

1.94

0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T  Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

KUVA 27. Nayteen 11 kromatogrammi
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Naytteen 11 bakteerit olivat gram-negatiivisia sauvoja. Kuvassa 28 on

esitelty naytteen 11 Kkaksi eri pesékettd, jotka on Vviljelty puhtaaksi.

Puhdasviljelmien bakteerimassat yhdistettiin, ja tehtiin vain yksi uutos

naytteen vahyyden vuoksi.

KUVA 28. Nayteen 11 pesakkeet ja gram-varjaykset

Naytteelld 11 ja naytteilla 2-5 ja 7 ilmeni kolmea yhtenevaa massaa (vrt.

taulukko 5). Massat on esitelty taulukossa 8. Kromatogrammit ja massat

l6ytyvat liitteista 5—6.

TAULUKKO 8. Naytteessa 11 ilmenevia massoja

Nayte 11
m/z m/z

1008,517 1057,365
1008,89 1058,292
1018,451

1022,471 1076,6
1032,473 1086,42
1043,283 1090,461
1044,421 1100,4
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7.4.1 Naytteen 11 fraktioiminen ja fraktionkasittely

Nayte 11 fraktioitiin luvussa 7.2 esitellylla nestekromatografilla (Waters 626),
johon on liitetty naytteenkeraysyksikkd. Kolonni, olosuhteet ja nayteméaara
pysyvat samoina kuin kappaleessa 7.2, koska naytteen taytyy retentoitua
mahdollisimman samalla tavalla, jotta halutut piikit saadaan talteen.
Naytteenkeraysyksikkd ohjelmoidaan kerddmaan tietylla retentioajalla
eluoituvat piikit nayteputkiin. Detektorina toimii UV-detektori. Keraysyksikkoa
kaytettdessa virtausnopeus on huomattavasti suurempi noin 20 ml/min.
Tasta johtuen suurin osa keréatystda naytteesta on liuotinta. Yhta fraktiota
saattaa kertyd jopa kymmenia millilitroja. Ylim&&rdinen liuotin ja vesi
poistetaan kylmakuivauksella ja pydr6haihduttimella. Kuvassa 29 on esitelty

kromatogrammista keratyt kymmenen (10) piikkia.

prairhe 1 _
(e TorHE B
e e
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—1
- I ﬁll1/-/lg
31
PR il
05
ol I e 10
194 |
1tn
“ L L I I R I I B R RS LA AR e e Rana nann nanannann nasnannannnill] ]
im 40 am am [nm 1200 14 [ 00 n

KUVA 29. Fraktiointiin valitut 10 piikkia
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Kylmakuivauksen periaate on poistaa liuoksen liuotin, yleensa vesi, niin
ettd liuotin saatetaan kiinteddn muotoon ja poistetaan sublimaation avulla.
Kylmakuivausprosessi tapahtuu kolmessa vaiheessa: jaadytys, primaari- ja
sekundaarikuivaus. Kylmakuivauslaitteisto koostuu kuivauskammiosta,
hoyryn tiivistyskammiosta, vakuumipumpusta ja jaadytyslaitteistosta. (29, s.
2.)

Pydrdhaihdutusta kaytetdaan orgaanisten liuottimien pois tislauksessa. Se
vastaa nopeutettua alipainetislausta mutta, on hellavaraisempi tapa poistaa

liuotin reaktiotuotteesta. (30.)

7.4.2 Naytteen 11 fraktioiden testaus siittiotestilla

Kuivatut fraktiot liuotettiin metanoliin niin, etta lopullinen tilavuus oli kullakin
fraktiolla noin 50 pl. Fraktiot testattin yhden vuorokauden kestavalla

kvalitatiivisella siitidtestilla. Myrkylliset fraktiot on esitelty taulukossa 9.

TAULUKKO 9. Fraktioiden toksisuus

Nayte Toksisuus
4 Vahiten toksinen, tappoi siittiditd vuorokauden testissé
6 Toksinen
7 Toksisin, tappoi siittiot 10 minuutissa
10 Toksinen

7.5 Rakenteen maaritys LC-ESI/TOF-MS/MS:lla

TOF-MS/MS  (Micromass QToF 1) on lentoaika-analysaattorin ja
kolmoiskvadrupolin yhdistelmélaitteisto. Laitteistolla saadaan tarkka massa
yhdisteen pilkkoutumistuotteille sekd alkuainekoostumus. Laitteistoa voi
kayttda erityisesti peptidien tunnistamiseen ja aminohapposekvenssien
maadrittdmiseen. Naytteensyottd suoritettin nestekromatografilla (Waters
626), joka oli litetty kapillaarila tandem-massaspektrometriin.
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lonisaatiotekniikkana  kaytetddn sdhkdsumutusta. Nestekromatografin
olosuhteet, kapillaari ja ajoliuokset ovat samat kuin luvussa 7.2 on esitetty.

7.6 LC-ESI/TOF-MS/MS -analyysin tulokset

Laitteistolla mé&aritetyt fraktiot olivat fraktio 6 (liite 1), fraktio 8 (liite 2) ja fraktio
9, koska muut fraktiot loppuivat kesken. Siittidtestilla myrkylliseksi todettiin
vain fraktio 6. Analyysissd havaittin, etta fraktioissa 8 ja 9
aminohappojarjestys oli osittain sama kuin pumilacidinilla.
Aminohappojarjestyksia verrattiin artikkelin (lite 4) arvoihin. Yhtalaisyyksia
olivat massat 1050,8 (fraktio 8) ja 1065 (fraktio 9). Myds maaritetty massa
1023 (fraktio 6) mainitaan artikkelissa, mutta sitd ei ole tunnistettu

pumilacidiksi.

Fraktioiden 8 ja 9 aminohappojarjestys sen sijaan sopii pumilacidiniin
maaritetyiltd osilta. Varmasti ei kuitenkaan voida sanoa fraktioiden olevan
pumilacidinia. Pumilacidinin aminohappo jarjestys on seuraava: Glu — Leu —
Leu — Leu — Asp — Leu —X, jossa X on isoleusiini, leusiini tai valiini. Massojen
1050,8 ja 1065 osittainen aminohappo jarjestys on Leu — Leu — Asp — Leu —
Leu. Fraktion 6 aminohappojarjestys on Leu-Leu-Glu-Leu-Leu ja massa
1023. Kyseinen molekyylimassa loytyy artikkelin spektristd, mutta sita ei ole
tunnistettu pumilacidiniksi. Sama molekyylimassa esiintyy myoés surfaktiinilla.
Fraktion 6 molekyylimassalle ei ole maéaritettyd aminohappojarjestysta eli
tama voisi olla uusi yhdiste. Sama molekyylimassa |0ytyy fraktiolle 6 myods
aikaisemmasta LC-ESI/MS-analyysista. Kuvassa 30 on esitetty aikaisemman
LC-ESI/MS-analyysin fraktion 6 retentioaika 13,29 ja molekyylimassa
vastaavalle fraktiolle on 1022,471 Da.

23854 TOF 15 B
0 B3 0041 100
524 44 53

|
W0 4b0 800 8O0 (0DD 1200 00 1eDD (800 2000 2200 2400

KUVA 30. LC-ESI/MS-analyysi naytteen 11 fraktiolle 6.
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8 POHDINTA

Tutkimuksen tarkoituksena oli luoda menetelm&& mikrobitoksiinien
maarittdAmiseksi ja maarittdd mikrobiuutoksesta mahdollinen myrkyllisyyden
aiheuttaja, tutkimalla uutoksen kemiallista rakennetta. Menetelméan kehitys jai
alkeelliselle tasolle. Kehitykseen tarvittaisiin enemman aikaa, tutkimusta ja
erikoisosaamista.  Kahdesta  mikrobiuutoksen  fraktiosta  l0ydettiin
aminohapporakenne, joka mahdollisesti voisi kuulua pumilacidinille seka
yhdesta fraktiosta aminohapporakenne, jota ei ollut nykyisten tietojen
mukaan maaritetty tiedossa oleville aineille. Namaéakin tulokset jaivat
alkeellisiksi, ja mikali haluttaisiin varmempia tuloksia, tutkimukseen

tarvittaisiin jalleen enemman aikaa ja erikoisosaamista.

Tutkimuksessa kaytettiin myrkyllisyyden testaamiseen vain sian siittibtestia,
joten alkuvaiheista lahtien joitain myrkyllisia pesékkeitd on saattanut jaada
huomaamatta. TAma&n vuoksi olisi hyva ottaa mukaan myods muita testeja,
jotka kertovat mahdollisesta myrkyllisyydesta. Nestekromatografian ja
massaspektrometrian lisaksi rakenneanalysointi voitaisiin suorittaa myos
NMR:II&.

Bakteeriviljelyksista olisi voitu tehd&d erilaisia bakteerin tunnistustesteja.
Esimerkiksi olisi voitu kayttaa selektiivisia kasvatusalustoja ja biokemiallisia
testeja. Nain olisi saatu enemman tietoa bakteerista, ja se olisi rajannut
paljon sitd, minkalaisia myrkyllisia yhdisteitd lajilta olisi mahdollisesti
odotettavissa. PCR-menetelm& olisi hyvin varma tapa tunnistaa bakteeri.
Talléin olisi voitu keskittya yhteen tiettyyn bakteeri sukuun tai lajiin,

esimerkiksi Bacilluksiin.

Ensimmaisissa analyyseissa toistui samanlaisia molekyylimassoja ja
molekyylimassaryhmia monilla eri naytteilla. Naita toistuvia
molekyylimassaryhmia olisi kannattanut mielestani tutkia enemman.
Naytteiden loppuminen osoittautui tutkimusta haittaavaksi tekijaksi liian
usein, joten viljelmia samasta naytteesta pitaisi valmistaa huomattavasti

enemman.
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Tutkimus oli irrallisesti toteutettu, jotta siitd olisi saanut edes mainittavan
arvoisia tuloksia. Mikali mikrobitoksiineille halutaan joskus saada aikaiseksi
kunnollinen standardien mukainen maaritysmenetelma, tulisi sen
tyostamisessa olla mukana eri alan osaajia, jotka tydskentelisivat tiiviisti
yhdessa ja loisivat toimivan kokonaisuuden. Talla hetkella menetelmat

tarvitsevat viela paljon kehitysta.
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Printed: Tue Apr 20 13:32:25 2010
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ABSTRACT: In the search for new organisms and new secondary metabolites, a study was conducted
to evaluate the diversity of endophytic bacteria from ethnovarieties of cassava cultivated by Brazilian
Amazon Indian tribes and also to study the secondary metabolites produced by a Bacillus pumilus
strain. Sixty seven cassava endophytic bacteria were subjected to 16S rRNA sequencing and FAME
analysis. The bacterial profile revealed that 25% of all endophytic isolates belonged to the genus
Bacillus. The isolate B. pumilus MAIIIM4a showed a strong inhibitory activity against the fungi
Rhizoctonia solani. Pythium aphanidermatum and Sclerotium rolfsii. Secondary metabolites of this
strain were extracted using hexane, dichloromethane and ethyl acetate. Extracts were subjected to
bioautography and LC/MS analysis, which allowed the identification of pumilacidin, an antifungal
compound produced by B. pumilus MAIIIM4a. The bacterial endophytic localization was confirmed
by cassava cell tissue examination using scanning electron microscopy.

Key words: ESI-MS/MS, pumilacidin, endophytic bacteria, bioautography

COMPOSTO ANTIFUNGICO PRODUZIDO PELO ENDOFITO
DE MANDIOCA Bacillus pumilus MAIIIM4A

RESUMO: Na busca de novos organismos ¢ novos metabolitos secundarios. um estudo foi conduzido
visando avaliar a diversidade de bactérias endofiticas de etnovariedades de mandioca cultivadas por
tribos indigenas da Amazonia brasileira e também para estudar metabélitos secundarios produzidos
por Bacillus pumilus. Sessenta e sete bactérias endofiticas de mandioca foram identificadas através
do seqiienciamento do gene 16S rRNA e por meio da andlise de écidos graxos (FAME). Essas andlises
revelaram que 25% de todos os endofiticos pertenciam ao género Bacillus. O isolado Bacillus pumilus
MAIIIM4a apresentou forte agdo inibitéria contra os fitopatégenos Rhizoctonia solani, Pythium
aphanidermatum ¢ Sclerotium rolfsii. Os metabolitos secundarios deste isolado foram extraidos do
sobrenadante usando-se hexano, diclorometano e acetato de etila. Esses extratos foram utilizados nas
andlises de bioautografia e LC-MS, as quais permitiram a identificagdo do composto pumilacidina, um
antiftingico produzido por B. pumilus MATIIM4a. A localizagdo das bactérias endofiticas foi confirmada
examinando-se o tecido celular da mandioca através de microscopia eletronica.

Palavras-chave: ESI-MS/MS, pumilacidina, bactéria endofitica, bioautografia
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INTRODUCTION

Endophytes are microorganisms (bacterial and fun-
gal) that inhabit a wide variety of plant tissue types
without causing any apparent harm to the host
(Hallmann et al., 1997). In order to colonize the plant
and compete with other microorganisms, they produce
many enzymes and toxins (Lima et al., 2005). Also, a
variety of secondary metabolites, including enzymes,

antibiotics (Pleban et al., 1997), anticancer (Stierle et
al., 1993), anti-inflammatory (Trischman et al., 1994),
antifungal (Korzybski et al., 1978), and biological con-
trol agents (Hallmann et al., 1997) have been isolated
from endophytic microorganisms. To date, many
promising endophytic bacteria have been reported as
biocontrol candidates against plant pathogens. Most of
them produce enzymes and antibiotics as the main ac-
tion mechanisms. However, their frequent occurrence
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in agricultural crops and subsequent relevance to crop
production systems is yet to be explored widely
(Loeffler et al., 1986; Krebs et al., 1998). Cassava
(Manihot esculenta Crantz ssp. esculenta) is one of
the main species cultivated by farmers of tropical ar-
eas and it is thought to be originated from Brazilian
Amazon basin, whereas many ethnovarieties have been
cultivated by Indian tribes.

The cassava roots are the major carbohydrate
source throughout the humid tropics for over 500 mil-
lion people (FAO, 2000). Despite its global importance
as a subsistence crop, cassava has not received ma-
jor attention in crop research programs. In this con-
text, studies about cassava endophytic bacteria may
bring important contribution to the knowledge of the
crop disease control mechanisms and the beneficial
relationships between plants and bacterial endophytes
communities (Teixeira et al., 2007). The aim of the
present study was to provide a survey of bacterial en-
dophytic population in cassava plants from an Indian
tribe plantation of Brazilian Amazon, characterize the
isolated strains and identify the antifungal metabolites
produced by the isolates.

MATERIALAND METHODS

Isolation and identification of endophytic bacteria

Six healthy cassava plants were collected from dif-
ferent Indian tribes plantation located in the Autazes
region (03°18°003" S - 60°37°15,5" W), Amazonas
State, Brazil. Freshly collected plants were placed in
plastic bag, maintained in low temperature (+10°C) and
transported to the laboratory where they were sepa-
rated into stems, root and leaf and cut into sections
about 1 cm’. A vigorous rinsing with sterilized distilled
water and neutral detergent was used to remove ad-
hering microorganisms. All the material (10 roots
pieces, 20 stem pieces and 15 leaves pieces) were then
surface disinfected using 70% ethanol for 1 min, 2%
sodium hypochlorite for 6 min, again 70% ethanol for
30 s to remove sodium hypochlorite and finally rinsed
with sterilized distilled water (Aratjo et al., 2001). To
confirm the surface disinfection process the tissue
segments of the final rinse were plated out onto tryp-
tic soy agar (TSA) (Difco Laboratories, Detroit, MI,
USA). Seven segments of each cassava tissue were
inoculated in Petri dish containing TSA medium
supplemented with 1 uL mL™' of the fungicide
benomyl, to inhibit fungal growth. The Petri dishes
(replicated three times) were incubated at 27°C for
10 d. After this period, endophytic bacterial colonies
were transferred to plates containing fresh TSA. In-
dividual colonies without contaminants were kept in
mineral oil at 4°C.

Identification of bacteria by fatty acid methyl es-
ter (FAME) analysis

Pure bacterial cultures were grown on TSA medium
for 2 d at 28°C. Triplicate of 40 ng wet mass of cells
were harvested and placed into reaction tubes. One
milliliter of methanolic sodium hydroxide solution (15%
NaOH [m/v] in 50% methanol [v/v]) was added to the
cells and the mixture was heated (100°C) in water bath
for 30 min to saponify the cells. The fatty acids were
methylated in 2.0 mL methanolic hydrochlorid acid so-
lution (6N HCL in 46% methanol [v/v]) in a water bath
at 80°C for 10 min. The FAMEs were extracted from
aqueous phase with 1.25 mL of methyl-tert-buty| ether:
hexane (1:1, v/v). The FAME extracts were analyzed
on gas chromatography (Hewlett Packard, Rolling
Meadows, IL, USA). The FAME compounds were
identified using the microbial identification software
(Sherlock aerobe method and TSA library version 4.0)
developed by MIDI Inc. (Newark, NJ, USA).

Identification of bacteria by sequencing the 16S
rRNA gene fragment

Pure cultures of bacteria were cultivated in 10 mL
of TSA liquid medium and incubated for 48 h at 28°C
at 120 rpm. Aliquots of 1.5 mL of culture were rinsed
twice with 500 pL of TE buffer (10 mM Tris-HCI, 1
mM EDTA pH 8.0). The cell pellets were resuspended
in 500 uL of TE buffer plus 30 uL of 10% sodium
dodecyl sulfate [m/v] and 0.5 g of 0.1-mm-diameter
glass beads (BioSpect Products, Inc., Bartlesville,
OK, USA). Each sample was shaken vigorously for
3 sec in a mini-bead beater (BioSpect Products, Inc).
One milliliter of phenol was added; the solution was
mixed well, and centrifuged at 12,000 x g for 10 min.
The aqueous phase containing the DNA was extracted
once with 1 mL of phenol-chloroform-isoamyl alco-
hol (25:24:1) and once with chloroform-isoamyl al-
cohol (24:1). The DNA was precipitated with a 0.6
volume of isopropanol and a 0.1 volume of 5 M NaCl
and washed with 70% ethanol. The pellet was washed
with 70% ethanol, air dried and resuspended in 50
uL sterilized ultrapure water containing RNAse (10
mg mL™'). The DNA from each sample was finally
analyzed by agarose gel electrophoresis to estimate the
yield.

The 16S rRNA partial sequence was amplified
from the B. pumilus MAIlIIM4a genomic DNA using
the primers F968 (5“AACGCGAAGAACCTT AC-3')
(Niibel et al, 1996) and RI1387 (5'-
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3') (Heuer et
al., 1997). Amplification was performed in a Gene
Amp PCR System 2400 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) using 50 pL PCR mixture containing
10 ng of genomic DNA, 0.2 uM of each oligonucle-
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otide primer, 200 pM dNTPs, 3.75 mM MgCl,, 1 x
PCR buffer and 5.0 U of Tag DNA polymerase
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Thermal cycling
was performed using a touchdown series as described
by Arajo et al. (2002). PCR amplifications were then
analyzed by electrophoresis using 1% agarose gel
stained with ethidium bromide. Gel was viewed on
an Alpha DigiDoc System Gel Documentation Sys-
tem (Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA) and
recorded.

The PCR fragments were purified using the Ultra
Clean PCR clean-up kit (MO BIO Laboratories, Inc.,
Solana Beach, CA, USA) according to the
manufacturer’s instruction. Direct PCR sequencing
reaction was performed using the purified PCR prod-
uct, R1387 primer and BigDye Terminator Cycle Se-
quencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). After the completion of the se-
quencing reaction, a 100% isopropanol wash followed
by a 70% ethanol wash was performed to remove re-
sidual dye terminators. The purified reaction was then
resuspended in HiDi formamide (Applied Biosystems)
and the samples were placed in an ABI PRISM 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

The nucleotide fragment sequences of 16S rRNA
obtained in this study were compared with sequence
information available in the National Center for Biotech-
nology Information database using BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Phylogenetic tree
was constructed by multiple pair-wise alignments us-
ing the CLUSTAL W computer program, version 1.8
(Thompson et al., 1994). The neighbour-joining tree
(Saitou & Nei, 1987) was built with BioEdit version
5.0.6 (Hall, 2001). The tree reliability was evaluated
by bootstrap analysis with 1,000 replicates. The nucle-
otide sequence determined in this study has been de-
posited in GeneBank under accession number
DQO11675.

Scanning electron microscopy of endophytic bac-
teria in cassava tissues

Microorganisms-free axenic seedlings of cassava
were obtained by tissue culture procedures. Three
flasks containing 400 mL of Murashige & Skoog me-
dium (Murashige & Skoog, 1962) and three with ster-
ilized distilled water were prepared. Cassava seedlings
were transferred to the flasks and 10° CFUmL™ of B.
pumilus MATIIM4a was inoculated. Non-inoculated
media containing cassava seedlings was routinely used
as control. After 5 d the cassava plants were separated
into stems, roots and leaves and each tissue was cut
into sections of approximately 2 cm’. Each cassava
tissue section was fixed in a modified Karnovksy so-
lution (Kitajima & Leite, 1999) and the samples were

kept at 8°C overnight. The samples were washed 3
times with cacodylate buffer (0.05 M) for 10 min and
immersed in 1% OsO, (in 0.05 M cacodylate buffer,
pH 7.2) for 1 h. The fragments were washed five
times, 15 min changes in distilled water. Samples were
dehydrated in an ethanol series (30, 50, 70, 90 and
100%) for 15 min per change. The latter phase was
repeated three times. Ultimately, the cassava material
were critically point dried, gold sputter coated with gold
and examined using a field emission scanning electron
microscope (SEM) (LEO Co-operation Zeiss/Leica,
Oberkochem, Germany). All experiments were per-
formed in triplicate.

Screening of bacteria for antagonism

All bacterial isolates were screened for their activ-
ity against the pathogenic fungi Pythium
aphanidermatum, Rhizoctonia solani and Sclerotium
rolfsii. A plug of the fungus was placed on one side
of the potato dextrose agar (PDA) plate, and a loop
of bacteria was streaked down the opposite side of the
plate. Control plates consisted of the fungus placed on
PDA plates alone. Plates were incubated at 28°C for
48 h. Antifungal activity from each bacterial isolate was
recorded as the size of the zone of inhibition.

Extraction of secondary metabolites

According to the antifungal screening, one bacte-
rium Bacillus pumilus MAIIIM4a that showed strong
antifungal activity was chosen for further studies, in-
cluding the characterization of its metabolites. Thus this
strain was cultivated in liquid PD (potato-dextrose)
medium and incubated in a shaker (150 rpm) at 28°C
for 72 h. At the end of this period, the cultures were
centrifuged at 10,000 x g for 5 min. and 500 mL of
the supernatant were used for successive extractions
with hexane (200 mL), dichloromethane (200 mL) and
ethyl acetate (200 mL). The respective organic phases
were collected and dried with anhydrous sodium sul-
fate and evaporated and then the crude extracts were
obtained: 7 mg from hexane extraction, 8 mg from
dichloromethane extraction and 8 mg from ethyl ac-
etate extraction.

Antimicrobial activity

The test-fungi described previously were grown in
PDA medium at 25°C for 24 h and then 20 uL of the
hexane, dichloromethane and ethyl acetate extracts
were applied in sterile disks of 7.0-mm-diameter
(Sensibiodisc, Cecon, Sdo Paulo, SP, Brazil), previ-
ously inserted in Petri dishes inoculated with fungal
strains. The controls consisted of 20 uL of solvent or
the medium extracted in the same solvent. Zones of
inhibition were recorded after two days. This experi-
ment was performed in triplicate.
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Thin layer chromatography and bioautography

Silica gel G60 F,, alumina backed plates (10 x 10
cm) were used for separation and identification of in-
hibitory fractions. Aliquots (10 uL) of each extract
obtained as described above were applied and the lay-
ers developed with dichloromethane/ethyl acetate
(9:1). The UV active absorbing spots were visualized
at 254 and 366 nm. For bioautography experiments,
chromatograms were placed in 9 x 9 cm sterile Petri
dishes with covers. Overlay media (PDA, 20 mL)
containing a suspension of 10° mL™" cells of the fungal
tests was sprayed over the developed TLC plates.
After solidification of the media, the TLC plates were
incubated at 25°C. The fungal growth was observed
daily and the formation of inhibition zones was re-
corded.

GC-MS

Extracts were derivatized with diazomethane and
subjected to gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS) analysis. GC-MS analysis was performed on
a Shimadzu equipped with a 30 m x 0.25 mm x 0.25
pm capillary column. The following oven program
was applied: the temperature was 40°C programmed
up to 280°C at 8°C/min. The carrier gas He (research
grade 99.95% purity) was used at a flow rate of 1 mL
min™. A sample volume of 1 pL (10 mg mL™') was
injected. The injector and the transfer lines were main-
tained at 240°C. The Mass Selective Detector (QP-
5000) was operated in the Electron Ionization mode
at 70 eV in the full scan range of m/z 100 to 2000.
Nist 12 and Wiley library were used to identify me-
tabolites in the extracts.

Mass spectrometry

MS was performed using a hybrid quadrupole
time-of-flight (TOF) high resolution (7.000) and
high accuracy (5 ppm) Q-TOF mass spectrometer
(Micromass, Manchester, UK) equipped with an
electrospray ion source (ESI). The working con-
ditions for positive and negative ESI were as fol-
lows: desolvation gas (nitrogen) was heated at
250°C; capillary was held at a potential of 3.2 kV,
and the cone voltage was set at 25 kV. MS/MS tan-
dem mass spectra were acquired by mass-select-
ing the target ion using the quadrupole mass ana-
lyzer followed by 25eV, collision induced dissocia-
tion using argon in the quadrupole collision cell and
mass analysis by TOF. The crude extracts were dis-
solved in a mixture of methanol and water 2:1 (v/
v) and 10 mM ammonium acetate for analysis in
both positive and negative ion mode. The sample
was introduced into the source at 10 uL min™" with
a syringe pump.

RESULTS

Isolation and identification of endophytic bacteria
Sixty-seven strains of endophytic bacteria were iso-
lated from six cassava plants. The taxonomic results
revealed that out of 67 isolates subjected to 16S rRNA
gene and FAME profile analysis, only 44 showed simi-
larities comparing the two techniques. It was possible
to identify 19 genera of endophytic bacteria in cassava
plants (Table 1). More than 25% of the isolates were
classified as Bacillus species. The bacteria identified
in cassava were isolated from all colonizing parts of
the plant. The percentage of colonization in roots was
41% of the total isolated bacteria, followed by the stem
with 34% and leaves with 25%. Some of the strains
were present in all tissues of the plant, while others
colonized specific parts. The resulting profiles were
identified with microbial identification software (MIDI)
using the TSBA database, version 4.0 (MIDI, Newark,
Del.) and a dendrogram can be visualized in Figure 1
(Teixeira, 2004). The 16S rRNA sequence of the B.
pumilus MAIIIM4a compared favourably (98% iden-
tity) with several sequences of B. pumilus (AF526907,
AY289549, AY496869, AY167886) from public data-
base by BLAST analysis. Phylogenetic relationships
were investigated with other bacteria from Genebank
using the joining method (Figure 2). All the B. pumilus
strains formed a monophyletic cluster in the tree. The
bootstrap analysis based on 1,000 resamplings of the
neighbour-joining data, used to test the robustness and
stability of the branching, showed that the B. pumilus
strains sequences clustered with high bootstrap value
(98%) separated from the other species of Bacillus.

Scanning electron microscopy of cassava tissues
Scanning electron microscopy analysis demon-
strated that B. pumilus MAIIIM4a beneficially infected
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Figure | - Dendrogram obtained by FAME profile analysis of
Bacillus strains (Teixeira, 2004).
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Table 1 - Identification of endophytic bacteria using FAME and 16S rRNA gene. The fat acids profiles were obtained
comparing the data from the TSBA4.0 library (reference strains). Isolates with similarity index (SI) of 0.6 or higher
were considered positively identified.

Strain Plant tissue Identification MIDIa (SI) 16S rRNA (% identity)

MAIVRIb Root Bacillus cereus 0.782 99

MAIIIR1b Root Bacillus thuringiensis 0.855 100

MAIRIb Root Bacillus cereus 0.789 99

MAIVR3b Root Burkholderia cepacia 0.785 99

MAIR2f Root Burkholderia cepacia 0.754 90

MAIR2b Root Bacillus cereus 0.756 100

MAIIIR2a Root Stenotrophomonas maltophilia 0.621 96

MAIR2a Root Bacillus cereus 0.650 100

MAIVR2b Root Microbacterium hominis 0.628 98

MAIMIb Stem Brachybacterium paraconglomeratum 0.601 99

MAIVM3a Stem Bacillus anthracis 0.632 99

MAIM3a Stem Brevibacillus brevi 0.600 99

MAIIM2b Stem Salmonella bongori 0.802 97

MAIVM2b Stem Salmonella choleraesius 0.931 100

MAIIM3a-B Stem Salmonella bongori 0.623 96

MAIIIM1b Stem Escherichia coli 0.878 98

MAIF2b Leave Bacillus cereus 0.806 100

MAIF6b Leave Clavibacter michiganensis 0.848 99

MAIF1b Leave Bacillus pumilus 0.748 100

MAIVRIf Leave Pseudomonas rhodesiae 0.784 98

MAIIF1a Leave  Microbacteriumimperidle 0.784 99

MAIIF2a Leave Microbacterium imperiale 0.747 94
*FAME (Fatty acid methyl ester). *Source: Teixeira, 2004. *Strain selected for antimicrobial analysi
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the tissues, established and colonized leaves, stems and
roots of cassava plants. However, the distribution of
this species was variable according to the colonization
microhabitats. Populations of B. pumilus MAIlIM4a
in the stem and root of cassava are shown in Figure
3. The majority of cells of B. pumilus MAIIIM4a in-
vaded and colonized intracellular and intercellular sites

8 purmilus 51-3¢ (AF526907)

8. pumius MAIIMES
6 pumis SA 175001 (AY289549)
“H & pumitus axsG2 arassesss)

8. pumilus (DQO11675)

8 thuringiensis (NC_005357)

8 onthracis Steme (NC_005345}

8. cereus ATCC 10987 [NC_003909)
E col K12 {NC_000313)

Figure 2 - A phylogenetic tree of the B. pumilus MAIIIM4a 16S
rRNA gene sequence. The 16S rRNA gene sequence
from Escherichia coli strain K12 was treated as the
outgroup. Numbers at the nodes represent percentage
bootstrap values of 1000 resamplings. Sequence shown
in bold was generated during this study. The scale is
the expected number of substitutions per position.
Nucleotide sequence obtained in this study has been
deposited in GeneBank under accession number
DQO11675.

Table 2 - Bioactivity of different B. pumilus extracts against phytopathogenic fungi.

of cassava tissues. It was not detected presence of
any bacteria in tissues of the axenic plants.

Screening of bacteria for antagonism against P.
aphanidermatum

A total of 67 bacterial isolates were screened for
their antagonistic ability to suppress the mycelial
growth of P. aphanidermatum in an in vifro assay. Ten
isolates showed strong antagonistic activity against the
phytopathogen. These antagonists were isolated from
all parts of the plants, that is, 30% from roots, 20%
from leaves and 50% from stem. The percentage of
inhibition against P. aphanidermatum found is pre-
sented as follow: Enterobacter cancerogenus MAIVM2a
(33%), Bacillus anthracis MAIVM3a (26%), B.
anthracis MAIIIM2b (48%), Kluyvera cryocrescens
MAIIR2b (29%), Bradyrhizobium japonicum
MAIIIR3a (35%). B. pumilus MAIlIIM4a (54%), B.
cereus MAIF4b (33%), Clavibacter michiganensis
isidiosum MAIF6b (34%), B. cereus MAIVMI1b
(51%), Burkholderia cepacia MAIVR3b (35%). Due
to the highest antifungal activity of B. pumilus
MAIIIM4a, this strain was chosen for further analy-
sis.

Antimicrobial activity

Dichloromethane and ethyl acetate extracts showed
high bioactivity against the phytopathogens R. solani,
P. aphanidermatum and S. rolfsii, while the hexane
extract presented low bioactivity only against P.
aphanidermatum (Table 2).

Extracts R. solani I;.;pha;idermalum S. rolfsii
Hexane - + 3
Dichloromethane +++ ++ ++
Ethyl acetate +++ ++ T

(-) Inactive (+)Active (++ or +++) Highly active.

Figure 3 - Scanning electron micrographs of B. pumilus MAIIIM4a colonizing cassava tissues. a) Stem colonization; b) Root colonization.

Sci. Agric. (Piracicaba, Braz.), v.66, n.5, p.583-592, September/October 2009



LIITE 4/7

Antifungal pound prod:

TLC and bioautography

The choice of extraction conditions was very im-
portant, since different solvents showed different frac-
tions of compounds. Preliminary TLC analysis of B.
pumilus MAIIIM4a supernatant extracted into ethyl
acetate indicated that 10 fractions were obtained, while
hexane extraction presented only two fractions (Table
3). The bioautography was performed only for the
ethyl acetate extract. Clear inhibition zones at R; of
0.62, 0.56 and 0.42 for B. pumilus MAIIIM4a extracts
were observed against P. aphanidermatum, showing
that the compounds responsible for the antifungal ac-
tivity are strongly apolar.

GC-MS

The results obtained by GC-MS are presented in
Table 4. Mass spectra data were compared with Nist
12, Nist 62 and Wiley 139 libraries. These data sug-
gested that hexane extracts were constituted of long
chain hydrocarbons. Dichloromethane extract presented
phthalate derivative, composed of aromatic and differ-
ent classes of oxygenated compositions (esters,
alcohols, diols, ketones and others), while ethyl acetate
extract had phthalate, fatty ester, long chains of un-
saturated hydrocarbons and diols.

Mass Spectrometry

Mass peaks were assigned to lipopeptide species
by comparison with reference data and by mass
spectrometric in situ sequence analysis of selected
compounds by ESI-MS/MS. These mass data cor-
respond well to those determined by other authors
indicating the presence of pumilacidin A-E series
(Kalinovskaya et al., 2002; Pabel et al., 2003) (Fig-
ure 4).

The predominant ions in ESI mass spectrum in
the positive ion mode were that of m/z 1036.7,
1050.7, 1064.7 and 1078.7 (Figure 5a) and the more
abundant one was that of m/z 1050.7, which corre-
sponds to the protonated pumilacidin A with a C
lipid carbon chain and Ile7. In a similar manner, ESI
mass spectrum in the negative ion mode showed the
pumilacidin A-E series [M-H] (Figure 5b). Different
isoforms exist for each lipopeptide, which vary in

d by B. pumilus MAIIIM4A 589

the chain length of their fatty acid components and
amino acid residues in their peptide rings, respec-
tively.

DISCUSSION

A total of 67 endophytic bacteria were isolated from
cassava plants collected in the Brazilian Amazon region.
The isolation methodology used probably underesti-
mates the real bacterial population, since it has been
isolated only bacteria that could grow in culture con-
ditions. Several isolates were identified by FAME pro-
file analysis or 16S ribosomal RNA gene sequencing.
The selected isolate MAIIIM4a was confirmed to be-
long to B. pumilus species and showed similarity with
B. pumilus strains AMCTSA36b and AMCACI2. Ba-
cillus species are found as the main endophytic bac-
teria in several plants, including Zea mays L. (Lalande
et al., 1989), Gossypium hirsutum L. (Misaghi &
Donndelinger, 1990), Beta vulgaris (Jacobs et al.,

o

C=—» Glu
7/
/CH: Leu
R —cCH Leu

Formula

PA C,,-iso- and C,HNO,

anteiso el

PE

PD C,-iso Val 1064  C_H NO.
e aCoriso=sandise o e
e T

Figure 4 - Structure and mass data of lipopeptides pumilacidins.
(PA-PE indicates pumilacidins series A-E).

Table 3 - R, values for different solvent extracts using UV light to visualize spots (254 and 366 nm).

*Rf

Extracts of B. pumilus

11 m v

Control e 220,80 0.62  0.53 023
Hexane 0.33 0.24 - -
Dichloromethane ~ 0.89  0.80  0.65  0.60
Ethyl acetate 0.89 0.78 0.71 0.67

v VI vl VIl IX X

0.62 0.56 0.49 0.42 0.29 0.25

*R, is defined as the distance traveled by the compound divided by the distance traveled by the solvent
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Table 4 - Compounds identified in the hexane extract using GC/MS.

Solvent Peak number Retention Time Relative Abundance Compound
min. %
2 4.147 451 a
4 5.680 26.79 a
6 15.480 5.10 n-tridecane
Hexane

8 18.372 2.96 b

10 20.603 12.94 n-hexadecane

12 22.201 2.83 2,6-dimethyl octadecane

Dichloromethane

Ethyl acetate

2 4.250 41.64 3-hydroxy 2-butanone

4 5.284 25.64 2,3-butanediol

6 5.475 0.80 b

8 5.707 6.50 a

10 9.089 1.78 2,3-butanedione monooxime

12 12.065 1.20 2,6-dimethyl morfoline

14 20.623 3.36 diethyl phthalate

1 3.824 0.28 a

3 5.547 46.77 b

5 5.767 5.80 a

7 20.506 10.41 1-hexadecene

9 23.789 0.81 b

11 25.896 6.19 a

13 26.402 4.23 b

15 33.053 136 dioctyl phthalate

a= Compounds present in the culture medium. b = Not identified.
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Pumilacidin A-E series
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Figure 5 - ESI mass spectrum in the positive (a) and negative (b) ion mode of the pumilacidin A-E series.

1985), and Solanum tuberosum L. (Hollis, 1951), and
the species that are often cited as endophytic are: B.
cereus and B. lentus (Aravjo et al., 2001), B. subtilis
(Bai et al., 2002), B. megaterium (Elvira-Recuenco &
Vuurde, 2000; Aradjo et al., 2001), B. insolitus and B.
brevis (Sturz et al., 1997) and B. pumilus (Aratjo et
al., 2002). This genera has been reported as a potent
biological control agent (Cook, 1986), demonstrating
a great potential in agriculture.

Scanning electron microscopy was able to detect
this strain in inner tissues in all parts of the plant. Ba-
cillus pumilus MAIIIM4a colonized roots and stem,
indicating that this isolate is efficient and a good can-
didate as biological control agent.

With the increased occurrence of phytopathogens
causing plant disease, the search for new antifungal
bioagent has gained urgency. The production of
bioactive compounds by Bacillus species is well es-
tablished (Korzybski et al., 1978; Naruse et al., 1990;
Munimbazi & Bullerman, 1998). These classes of
bioactive compounds act as antifungal peptides, anti-
fungal lipopeptides and antimicrobial polypeptides
(Pabel et al., 2003). To characterize antimicrobial ac-
tivity of B. pumilus MAIIIM4a, the isolate was tested
against three phytopathogenic fungi: R. solani, P.
aphanidermatum and S. rolfsii. The antifungal screen-
ing revealed that B. pumilus MAIIIM4a produced a
compound with high bioactivity against P.
aphanidermatum. The bioautography was considered
an efficient test to determine antimicrobial activity,
since less than 2.5 pg of extract was enough to form

inhibition halo around the active fractions. LC-MS/MS
was able to identify a compound assigned as
pumilacidin by comparison with reference data.
Pumilacidin is produced by B. pumilus and are cyclic
acylheptapeptide composed of a beta-hydroxy fatty acid
(Naruse et al., 1990). This lipopeptide has antimicro-
bial (Pabel et al., 2003), antiviral and antiulcer activity
(Naruse et al., 1990).

Mass spectrometric data corroborate the identifi-
cation of one bioactive compound as a lipopeptide,
pumilacidin, a characteristic of B. pumilus. This is the
first time that an endophytic B. pumilus was charac-
terized as pumilacidin producer.
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