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Abstract: The article discusses the importance of bioaerosol in terms of forensic microbiology and explains its usefulness in forensic inves-
tigations. Examples of investigative practice and crime investigations available in the literature are also presented, with special focus on the
importance of biological aerosol analyses during evidence proceedings.

1. Introduction. 2. Biological aerosols. 3. Bioaerosols in forensic investigations. 4. Summary

ZNACZENIE BIOAEROZOLU W BADANIACH KRYMINALISTYCZNYCH

Streszczenie: W artykule oméwiono znaczenie bioaerozolu pod katem mikrobiologii sadowej oraz wyjasniono jego przydatnos¢ w bada-
niach kryminalistycznych. Przedstawiono réwniez dostepne w literaturze przyktady z praktyki sledczej i przeprowadzonych dochodzen,
ze szczegolnym zwrdceniem uwagi na przydatnos¢ analiz aerozoli biologicznych w postepowaniu dowodowym.

1. Wstep. 2. Aerozole biologiczne. 3. Bioaerozole w badaniach kryminalistycznych. 4. Podsumowanie
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1. Introduction

As defined, forensic science, or forensics, is the
application of science to establish how historical events
occurred and thereby provide impartial evidence that
can be used in a court of law. This may be observed
as the use of the scientific methods and processes in
crime-solving, within the criminal justice system.
Forensic sciences include medicine, biology, dermato-
scopy, chemistry, traseology, and computer science.
Forensic science can be used to identify decedents or
suspects, establish a connection to a crime or crime
scene, or prove elements of a crime [7, 22, 50]. The first
mention of the use of medicine and biology to solve
the crime appeared in the 13th century [46]. Using
science to investigate crimes and identify criminals
began in the mid to late 1800s. People who had a sig-
nificant impact on the development of forensic sciences
include Ambroise Paré, Fortunato Fidelis, Edmond
Locard, Francis Galton, Carl Wilhelm Scheele, Henry
Goddard, Hans Gross, Francis Galton, James Watson,
Alphonse Bertillon, Sir William Herschel, Sir Alec
Jeffreys, Frances Glessner Lee, and many others. They
had an impact on the development of forensic medi-
cine, toxicology, chemistry, ballistics, anthropometry,
crime scene photography, biology, fingerprinting as
well as DNA analyses Now, in the 21st century, foren-

sic scientists have started using modern technologies in
crime-solving (e.g. laser scanners, drones, photogram-
metry). Thanks to the usage of new testing methods and
modern techniques, many cases from many years ago
have been solved [10, 19, 36, 41, 49, 50].

We still have to remember that forensic science is
derived from biological, engineering, and social scien-
ces, which often deal with issues distant from the world
of crime but have been adapted for criminal investi-
gations. There are many forensic sciences and each of
them deals with researching a different segment of real-
ity for the criminal trial.

Forensic science connects many sciences from dif-
ferent areas [18, 50]. One of the newer areas of forensic
science is microbiology [9, 13, 30, 33, 48]. During an
investigation, the main goal for scientists and investi-
gators is to determine who committed the crime, so
they have to focus on looking for evidence at the crime
scene. Specialists of forensic microbiology may use
biological proof to place people at crime scenes, inves-
tigate bioterrorism events, or determine the cause of
and time of death [8, 11, 33]. Microorganisms isolated
from the human body after death could be considered
as etiological or a contributing factor to death. Also,
the presence of isolated microbes at the crime scene
may make it easier to determine the involvement of
other people in committing a crime or transporting the
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corpses to another location after committing homicide
[8, 41]. Microorganisms that are present in soil, water,
or plants can be released into the air as bioaerosols and
can be transported over long distances [37]. Their pres-
ence at a crime scene may be evidence or a source of
important crime information.

In this article, the author describes the importance
and role of bioaerosol in forensic investigations, based
on the available information from the literature (includ-
ing examples from case studies).

2. Biological aerosols

Nowadays, one of the fast-evolving multidiscipli-
nary science is aerobiology, related to the study of bio-
logical molecules in the air. It is an interdisciplinary
science related to various fields of knowledge, including
botany, palynology, mycology, phenology, meteorology,
and allergology [1]. The air that we breathe consists not
only of gases but also contains organic and inorganic
particles. Particles of biological origin are present in
the air in the form of bioaerosols. Their diameters range
from 0.01 um to 100 um. The bioaerosol consists mainly
of bacteria, fungal spores, viruses, pollen, products or
fragments of fungi and bacterial cells (toxins), frag-
ments of plants or insects (and other organic substances
or biota) [15, 17, 28, 31]. Bioaerosols are present in
enclosed spaces (e.g. inside buildings) and the external
environment. Indoors, the presence of bioaerosol may
be associated with the presence of humans, construc-
tion materials or room furnishings [4, 16]. The main
sources of bioaerosol in the external environment are
soil, natural and artificial water reservoirs, and living
or dead organisms [17, 27, 40]. Also, the municipal
waste facilities have a huge impact on the composi-
tion of the microbiome of the air (by emitting a spe-
cific biological aerosol which is typical for municipal
landfills and sewage treatment plants) [5]. Bacteria
or fungal spores are released into the atmosphere as
a result of their removal from plant or soil surfaces,
possibly through wind or thermal convection pro-
cesses, and after spontaneous or rain forced emissions
from natural water reservoirs [3, 37]. Microbes cannot
grow during airborne transport but can survive in the
air for some time. The survival time depends on the
properties of the microorganisms and environmental
conditions: access to nutrients and physical or chemical
factors of environmental stress. The small components
of biological aerosol retain their viability in the environ-
ment longer than larger microorganisms. Also, bacterial
endospores can survive in the air for a long time. The
most sensitive, vegetative forms die quickly. Due to the
relatively small size of the cell, the most adapted forms
of microorganisms are cocci and bacteria whose cells
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are covered with a layer of mucus or produce yellow
and red carotenoid dyes that protect them from harm-
ful UV radiation [25, 32, 39]. For example, in the air
the survival time of Aspergillus and Penicillium is over
12 years; Escherichia coli and Streptococcus faecalis die
within 30-60 minutes [16].

Sampling bioaerosols aims to efficiently capture (as
much as possible) all biological particles from the air
and then gather them to enable their subsequent detec-
tion, i.e. without changing and/or damaging their struc-
ture and maintaining their ability to grow on an appro-
priate microbiological medium. The most commonly
used bioaerosol sampling techniques are impaction,
filtration, and electrostatic precipitation [28]. The cen-
tral topics of bioaerosols studies focus on health hazards
(especially worker’s health), effects on the atmosphere
and climate, or bioterrorism [8, 24-26, 35, 38, 42, 44, 45,
47]. In addition to the fact that bioaerosols can be harm-
ful to humans, they are also significant in other ways.

3. Bioaerosols in forensic investigations

The fungal spores can be isolated from soils, sedi-
ments, vegetation, and plant litter. Fungi can also grow
on stones, bricks, wooden objects, leather, plastics, rub-
ber, or textiles. Some of the fungi species that produce
dry spores and grow on the aerial parts of living plants
will be easier caught up in wind currents and can be
transmitted more widely through the air (in low con-
centrations). The spores of certain species that are pre-
sent on leaves (e.g. Alternaria or Cladosporium), can be
observed in large concentrations in the air, especially
during the autumn season [29]. Fungal spores may thus
provide trace evidence. Even fragments of lichens or
mold can become detached in items that are involved
in criminal investigation [2, 6, 55].

Specialists in biology and forensic science point out
the importance of microbiology, palynology, and mycol-
ogy in investigations of committed crimes [1]. One of the
factors that affect the possibility of resolving a crime are
traces — amounts of material that might be valuable in a
court as evidence. The cases described by Hawksworth
and Wiltshire [22], show that microorganisms present
in the air may be useful for this purpose. According to
the authors, a young woman’s body was found dumped
in plants called ‘stinging nettles’ (Urtica dioica). Forensic
microbiologists found two species of fungi (Periconia
sp., Torula herbarium) in the suspect’s car that were
also found on the nettles (nettles support the growth
of several species of fungi, especially about seventeen
species are only found in association with these plants).
It turned out that the suspect unconsciously picked up
fungal spores on his clothing from the nettles. Some
of these spores were transferred directly into the sus-
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pect’s car after being released into the air from his
clothes. Based on this evidence, the police identified
a suspect involved in the death of the woman. In the
other case, the suspect (waiting in the forest for the
victim to arrive) contaminated his clothes with a fungal
plant pathogen from cypress trees at the crime scene.
The murderer hid in a forested area and shot the vic-
tim upon arrival. Once again, the fungal spores were
found in the murderer’s car, placing him at the crime
scene. There are also other cases (including accusations
of rape) in which the biological material (in the form of
fungal spores of specific species) constituted evidence
during the investigation [20-22].

Fungal spores present in the air (in the form of
a biological aerosol) can likewise affect the coloniza-
tion of exposed human bones (under favorable condi-
tions and long-time exposure). Also, the sporing cycle
of fungi can help in determining the time of events.
In one of the cases conducted in London, in 2004, it
was possible to determine when the body of a young
woman was placed in a shallow grave. It was possible
due to the presence of black pustules on the underside
of the leaves (present in the grave), while the leaf’s tis-
sue associated with them was red-purple. It was caused
by one plant rust pathogen - Phragmidium violaceum.
The spores of this fungus are produced and released (in
conditions of sufficient humidity) during spring and
autumn, after which they are transmitted in the air. Tak-
ing into account the color of the pustules, investigators
made an estimate. The evidence indicated that the body
had been deposited in the grave between late September
and early November [52]. Many fungi are seasonal, but
some of them (e.g. Sarcoscypha or Flammulina) have
more limited occurrence and can provide important
trace evidence during investigations [20]. The colo-
nization of human corpses by some fungi commonly
present in the atmospheric air (e.g. Mucor) may mean
that the victim had been killed and stored for some time
in another place and had lain at the deposition site for
a short time [11, 14, 23, 33, 41, 43, 51].

For forensic purposes, it is more important to deter-
mine the degree of similarity of the samples taken
than to identify 100% of all the pollen grains or spores
revealed in the samples from the crime scene. Plant
pollen is carried by vectors, mostly by wind (in the
form of bioaerosol). So, pollen and spores are carried
up and away from the parent plant. Pollen derived from
wind-pollinated plants are common components in the
airspora and are often over-represented. Crime scenes
are often dominated by self-pollinated plants. In this
case, the pollen falls to the ground around the plant and
rarely gets into the air but it may be the most abundant
on an item of footwear. In this situation, pollen from the
air at the crime scene may form only a small propor-
tion of the profile relevant to the criminal investigation.
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Pollen and spores can be relatively easily determined,
collected, protected, and tested. The diversity of pol-
len and spores means that samples taken at a distance
of several meters from each other may have different
characteristics, and this can be a very valuable clue for
establishing evidence [2, 6, 20, 34, 54, 56].

The importance of pollen in crime investigations
can be illustrated by a case from South Wales, where
a murder victim was buried on a hillside dominated
by Picea sitchensis. Analysis of the surface soil samples
around the grave showed that spruce pollen hardly
registered in the samples because only a few trees had
reached sexual maturity. However, in the soil samples,
the presence of pine pollen was noted, and the source
of that pollen was a small, but matured pine, growing
about 100 meters from the grave. Therefore, pine pol-
len could have been associated with potential suspects.
We have to remember that time is an important factor
in forensic sampling, because pollen and spores falling
at any one time will be mixed with pollen previously
accumulated on the surfaces. Pollen and spore occur-
ring rarely, associated with a specific area and spread
over short distances are of major importance. Also, it
would be advantageous if a forensic palynologist visited
the crime scene [52, 53].

Plant pollen is most often revealed on clothing, foot-
wear (with mud or soil), or other objects (paintings,
furniture, firearms, documents). During breathing,
sporomorphs (in the form of bioaerosol) are absorbed
into the human respiratory tract and then penetrate
the nasopharynx and lungs. Pollen was also isolated
from the content from the coronary tract, and - in
the form of a biological aerosol - can stick on hair
(especially on the head) and may stay there longer than
on the body surface (it does not wash out and rinse so
quickly). It confirms that plant pollen (as bioaerosol
component) present in the environment may constitute
evidence in criminal casework [55, 56].

Aerosol particles also include cellular material and
proteins emitted by humans and can be considered bio-
logical information - particles that carry biochemical
information specific to living organisms. For example,
living organisms, including humans, constantly emit
a great deal of dead skin cells into the environment.
Nowadays, with the development of analytical tech-
niques, these particles could be isolated and character-
ized in terms of biochemistry. It may seem that a lot
of biological structures and metabolic pathways are
common to all people resulting in apparently common
biochemical profiles, but these pathways and structures
exhibit extensive polymorphisms and divergent post-
translational modifications that reflect individual genet-
ics. It can have a big impact and significance for devel-
opment of biochemical forensics or medical profiling.
Also, the concentration, degradation and type of aerosol
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may depend on human presence at a specified place
and time, and maybe this information can be used dur-
ing crime investigation and court proceedings [12, 13].

4. Summary

Forensic microbiology is a science that is constantly

evolving. Microbiological analysis of the evidence of
crimes can influence the determination of potential
offenders. Bioaerosols may have a huge importance in
tracking down crime suspects. As the cases (described in
the literature) show, biological material - in the form of
bioaerosol — can be important evidence at crime scenes
and bioaerosol analysis would appear to be an important
tool that can be used during crime investigations.
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Abstract: Brucellosis is a transmissible bacterial zoonotic disease caused by Gram-negative coccobacillus bacteria of the genus Brucella.
The disease severely hinders the livestock industry and human health. In several instances, infected animals act as carriers for the cross-
species transmission of brucellosis. Social issues, poor husbandry practices, irregularities in the marketing and movement of domestic
animals, and lack of coordination between veterinary and human health services are some of the key factors responsible for the transmis-
sion and prevalence of Brucellosis. Human contact with infected domestic animals is often the transmission route of Brucellosis infection.
Therefore, human brucellosis could be eradicated globally by eradicating animal brucellosis. This review describes the current status of
brucellosis and the risk factors of the disease in animals and the human population. In addition, there is a further discussion of the various
issues related to the control and prevention of brucellosis in domestic animals and humans.
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1. Introduction

Brucellosis is an infectious zoonotic disease of
domestic animals, as well as humans, globally [1-3].
Various domestic animals such as camels, goats, sheep,
cows as well as humans are affected by brucellosis.
It is caused by the Brucella species such as Brucella
melitensis in small ruminants, Brucella abortus in cat-
tle, and Brucella canis in dogs [4-5] Brucella species are
Gram-negative, small coccobacillus, slow-growing and
intracellular bacteria that are capable of surviving and
multiplying within macrophages, dendritic cells, pla-
cental trophoblasts, and epithelial cells. Brucella species
can survive under extreme conditions of temperature,
humidity, pH, and persist in frozen and aborted materi-
als for longer durations [6].

Although several countries are affected by brucello-
sis, it is still a neglected disease and no official program
for surveillance and eradication of animal brucellosis
has been proposed [7]. In many developing countries
of Africa, Asia, Central, and South America, clinical
disease is recorded among different animals [8, 9]. The
impact of brucellosis on human health is a major issue
[10]. In humans, it causes fever, nausea, muscular pain,

abdominal pain, sweating, weakness, decreased appe-
tite, weight loss, and liver inflammation [11]. This dis-
ease in domestic animals poses a threat to free animal
movement and trade of animals and various animal
products and causes huge economic losses. It also leads
to economic burden due to decreased milk production,
breeding failure, and abortion in the domestic animals
infected with Brucella spp. [12].

The development of DNA markers and molecular
biology techniques are important tools for genomics-
based studies in animal biotechnology [13]. It has led
to genetic improvement and markers now help in the
selection of best quality breeds of animals. Over the
last 20 years, DNA markers have resulted in tremen-
dous genetic improvement in farm animals. Recent
developments in molecular biology techniques have
revealed genetic polymorphisms in DNA sequences,
which have been used extensively as markers for assess-
ing the genetic basis of the phenotypic variations in
animals. The genetic markers indicative of changes at
the DNA level are called molecular markers [14]. The
PCR has become an important tool for molecular DNA
studies, including the detection of DNA polymorphism
(fingerprinting), analysis of genotyping, and genome
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mapping. Along with microbial techniques, 16S rRNA
gene sequencing and RAPD methods are very essen-
tial in molecular diagnosis. Using an array of random
single RAPD primers, it is possible to determine the
polymorphism that can be used in DNA analysis [15].

Improvement of the livestock industry and the use
of improved prevention measures to control brucellosis,
require an understanding of the disease risk and the
prevalence of infection in the human population and
animal hosts. Epidemiological studies of brucellosis in
humans as well as domestic animals globally is urgently
needed to effectively control this disease [16-21]. The
objective of this work are to describes the current sta-
tus of brucellosis and the risk factors of the disease in
animals and the human population. In addition, there
is a further discussion of the various issues related to
the control and prevention of brucellosis in domestic
animals and humans.

2. Historical background of Brucellosis

The disease brucellosis has existed since time imme-
morial. The analysis of the skeleton of Australopithecus
africanus from the late Pliocene era revealed the effect of
brucellosis in human ancestors [15]. Furthermore, DNA
analysis and pathological findings from human skeletal
remains and buried cheese remains indicated the pres-
ence of brucellosis in some countries in the Middle East
and Europe in 79 A. D. [15, 16]. The earliest record of this
disease was in 1859, and it mentioned that animal abor-
tions were most probably due to brucellosis [1]. How-
ever, in the 1880s, the causative agent of this disease, Bru-
cella melitensis, was isolated and identified. The term
brucellosis was named after Sir David Bruce who isola-
ted and characterized the infectious agent from a soldier
in Malta in 1886. This disease was responsible for inflict-
ing severe mortality and morbidity in British military
personnel in Malta and hence was also well-known as
Malta or Mediterranean fever [6]. It was also known
as Bangs disease after the isolation of the causative agent
Brucella abortus in 1897 by Danish veterinarian Bern-
hard Bang. Due to the “wave-like” characteristic of the
fever, which rises and falls over several weeks in patients,
it is also known as “undulant fever”. Other names for
brucellosis include Gibraltar fever, Rock fever, Cyprus
fever, and typhomalarial fever in humans and animals.

3. Prevalence of brucellosis

Although Brucellosis has been very well controlled
in many developed countries, it is still a major concern
in Asia including Middle Eastern countries, Africa,
Mediterranean countries and South America. Human
brucellosis has re-emerged in China since 1990, due to

SULAIMAN MOHAMMED ABU SULAYMAN, ROOP SINGH BORA, JAMAL S.M. SABIR MOHAMED MORSI M. AHMED

the drastic growth of animal husbandry which increases
the probability of human infection [3]. Brucellosis is
still a major concern in the Indian subcontinent. India
has one of the largest bovine populations in the world,
which is responsible for the continued exposure of
workers in milk industry to these animals and hence
there are high incidences of brucellosis in humans [17].
A seroprevalence study in India indicated brucellosis
seroprevalence ranging from 2% to 18% in suspected
patients [17]. Several countries which were endemic
such as Malta, France, Ireland, Israel have been success-
ful in eradicating the disease. Studies in various coun-
tries, have indicated that B. melitensis is the main cause
of human brucellosis, while infection with B. abortus is
less frequent [22]. Domestic animals are a natural reser-
voir of Brucella spp. and animal-to-human transmission
occurs through the consumption of infected meat and
milk. Serological data for the prevalence of brucellosis
in various provinces in Saudi Arabia is still not available
[22, 23]. The incidence of the disease had been reported
from the Northern, Southern, and Central regions of
Saudi Arabia [24, 25]. A seroprevalence study by Ageely
and colleagues in the Jazan province of Saudi Arabia
revealed that the prevalence of human brucellosis was
higher in patients >40 years old (20 %) as compared
to the population <40 years (12 %). Seroprevalence
was higher in the rural population (39.3%) than in the
urban population (4.6%), and significantly higher in
the Saudi population (14.5%) compared to the non-
Saudi population (3.0%). However, the prevalence was
much higher in males (16.4%) than females (7.1%) [16].
Brucella spp. infection in humans is mainly through the
consumption of raw milk and meat products derived
from infected goats or camels. It has also been observed
that laboratory workers, hospital staff, and veterinar-
ians are more prone to brucellosis [23, 26, 27]. Brucel-
losis is caused by bacteria belonging to genus Brucella
in humans and several other animals, including goat,
cows, buffaloes, sheep, pigs, camels and reindeer [1, 28].

4. Taxonomy

Brucella spp. are Gram-negative cocci or small rods,
non-motile, non-encapsulated, non-flagellated, non-
spore forming aerobic microbes. It has the capability
to invade, epithelial cells, macrophages, dendritic cells
and placental trophoblasts [7].

Genus Brucella belongs to the alpha-2 subdivi-
sion of class Proteobacteria and 10 different species
of Brucella based on the host specificity that has been
reported. These species are B. melitensis (goats), B. abor-
tus (cattle), B. ovis (sheep), B. canis (dogs), B. neoto-
mae (desert woodrats), B.suis (swine), B. pinnipedia
(seal), B.microti (voles), B.cetacea (cetacean), and
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B.inopinata (unknown) [29]. Among the known
10 species of Brucella only B.melitensis, B.abortus,
B. canis and B. suis, have been found to cause infection
in humans. B. ovis and B. neotomae are not pathogenic
to humans. Most of the human infection cases glob-
ally are caused by B. melitensis [30]. B. melitensis and
B. suis are more infectious and virulent in humans com-
pared to B. canis or B. abortus [31]. B. melitensis, B. suis
and B. abortus are known to have 3, 5, and 7 subtypes,
respectively [32, 33]. Sequencing the genome of Bru-
cella species revealed a sequence homology of more
than 99% among the species [29, 34].

Most Brucella species possess smooth lipopolysac-
charide (SLPS) in the outer cell wall, while B. canis
and B. ovis have rough lipopolysaccharide (RLPS) and
protein antigens [35]. SLPS contains an immunogenic
O-polysaccharide, defined as a homopolymer of 4,
6-dideoxy-4-formamide-a-D mannose, which is con-
nected by glycosidic linkages. Brucella species that pos-
sess smooth lipopolysaccharide, particularly B. meliten-
sis, are known to undergo dramatic structural variations
during growth, and more often change to rough form
(R) and occasionally to mucoid form (M). During the
change in morphology to rough form (R), bacterial
colonies appear to be less transparent, with a more
granular surface. During the change in morphology
to mucoid form (M), the bacterial cells appear to have
a gelatinous texture and their color changes from white
to brown in reflected light. An intermediate form (I)
has also been observed during the change in morpho-
logy from smooth (S) to rough form (R). It had been
shown that changes in the bacterial cell morphology are
associated with marked differences in virulence, patho-
genicity and serological properties of Brucella spp. [36].

5. Epidemiology of Brucellosis

The epidemiology of brucellosis has dramatically
changed over the past few years due to improvement
in hygiene, socio-economic conditions and an increase
in international travel. Incidence of human brucellosis
has been reported for the first time from the regions
of central Asia and in some countries. Particularly in
Middle East countries, there is a drastic increase in the
incidences of brucellosis in humans [30].

Brucellosis affects domestic as well as wild animals.
It has been reported to occur worldwide wherever
animals are raised [37]. Although some industrial-
ized countries in Europe and America have been able
to eradicate brucellosis in domestic animals through
intensive control schemes, the disease is still a severe
problem in several developing countries [38].

B. melitensis is the most pathogenic species and
comprises three biovars. Biovars 1 and 3 have been
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detected most often in domestic animals in the Middle-
East, Mediterranean and Latin American countries [39,
40]. Brucellosis is considered a major barrier to the free
trade of domestic animals and various animal products
and is responsible for significant economic losses due
to abortion in domestic animals [41].

6. Risk factors for brucellosis

Various factors such as environmental factors and
the host biology can affect the occurrence and preva-
lence of brucellosis. Some of these factors include the
age of the animals, herd size, sanitary conditions of ani-
mal farms and climatic conditions [24, 42] It has also
been observed that sexually mature animals are more
prone to the infection and bacteria mainly localize in
the reproductive organs, particularly in pregnant ani-
mals. Besides, Brucella spp. may also be localized in the
mammary glands [43].

Many people in poor African countries such as
Ethiopia are dependent on livestock for their livelihood
which leads to their close association with the domestic
animals, increasing the risk of infection through Bru-
cella spp. [42, 44]. Cases of brucellosis are very high
in rural areas as farmers live closely with their domes-
tic animals and more often consume unpasteurized
milk products [24]. In countries like Ethiopia, the habit
of consuming raw milk, improper handling of an
aborted fetus and reproductive excretions are respon-
sible for the transmission of zoonotic diseases like bru-
cellosis to humans [45].

In many other countries, risk factors for infection
with Brucella include consumption of contaminated
animal products such as milk and meat, handling of
infected animals, traveling to an endemic area and
mishandling cultures of Brucella sp. in laboratories
and diagnostic centers. Veterinarians, dairy workers, and
slaughterhouse workers are more susceptible to infec-
tion with Brucella [8]. Recent studies showed a poor
community’s knowledge of brucellosis and the risk asso-
ciated with brucellosis among people living adjacent to
Awash National Park in Ethiopia [46]. Hence, there is
an utmost need to create awareness about the disease,
improve knowledge, attitudes and practices among live-
stock owners, which would further lead to a significant
reduction in the transmission of the bacteria from ani-
mals to humans in the disease-prone areas [41].

7. Transmission
Brucella melitensis has been found to be sexually

transmitted in sheep and goats. The transmission of
brucellosis is facilitated by the intermingling of animal
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herds that belong to different owners and by the pro-
curement of cattle from sources that are not properly
screened for the disease [2]. Moreover, using common
male breeding stock also increases the risk of disease
transmission among domestic animals. Other factors
that can promote the transfer of infection include the
intermingling of animals during grazing, the crowd-
ing of animals in farms, marketplaces or animal fairs
[1]. Following an abortion in domestic animals, animal
farms can become contaminated with Brucella spp. and
other animals on the farm may acquire the disease by
ingestion, inhalation, skin contamination or udder inoc-
ulation. Sometimes, pooled colostrums used for feeding
newborns can also play a role in the transmission of
the disease. Artificial insemination may also promote
the transmission of the Brucella spp. to healthy animals.

In humans, brucellosis is caused by B. melitensis,
B. abortus and B.suis which are transmitted by an
infected goat, pigs, sheep or cows to healthy humans
[47]. Besides, domestic and wild animals are also
infected with Brucella sp. and can act as reservoirs of
bacteria that can be transmitted to both humans and
domestic animals [41]. Exposure of humans to infected
domestic animals or the consumption of milk or meat
products derived from infected animals enhances the
risk of acquiring brucellosis [8]. The transmission of
brucellosis may also occur through blood transfusion
or organ transplantation. Some people such as farmers,
farm laborers, animal attendants, shepherds, and veteri-
narians are at a very high risk of acquiring the infection.
These workers are always at a very high risk of infection
with Brucella spp. due to direct contact with infected
animals or constant exposure to the contaminated envi-
ronments. The main source of Brucella infection in the
urban population is usually contaminated food, milk or
dairy products derived from infected animals [20, 47].

8. Clinical Symptoms

Animals

The incubation period in brucellosis is found to be
highly variable and is defined as the period between the
exposure and first appearance of clinical symptoms or
abortion. In cows, infected at the early stage of preg-
nancy, abortion may occur after 225 days. But for those
infected at seven months gestation, abortion may occur
after 50 days. Various factors such as age, sex, stage of
gestation, infective dose and immune system of the
animals may influence the incubation period [2, 48].
In very susceptible animals with weak immune sys-
tems, abortion occurs during the third trimester and
other clinical symptoms include metritis, retained pla-
centa, and reduced milk production [49]. It has been
observed that abortion may occur in 80% of animals
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that are infected with B. abortus [48]. Brucellosis is one
of the major causes of infertility in camels, cows, goats,
sheep, pigs, and dogs [50, 51]. Infection in male animals
causes hygromas, orchitis, and inflammation of the
seminal vesicles [50].

9. Human brucellosis

In humans, there are three stages of brucellosis i.e.
acute, subacute or chronic phase and the incubation
period is two to three weeks and sometimes several
months. The predominant symptoms of brucellosis in
humans include intermittent fever, headache, backache,
weakness, weight loss, anorexia and mental depression
[52, 53]. During the chronic phase, knee joints are also
affected [54]. Complications may occur in the gastro-
intestinal, cardiovascular, pulmonary, lymphatic, and
nervous systems [55, 56]. The effect of Brucella infec-
tion on the nervous system causes neuro-brucellosis,
which is characterized by fever, headache, psychosis,
seizures, behavioral changes, and spastic paresis [57].

10. Diagnosis of brucellosis

It has always been difficult to clinically diagnose
brucellosis in animals as well as in humans [13]. Pres-
ently, the serological method, culture-based method,
and molecular techniques are employed to detect Bru-
cella infection in animals and humans [58]. Diagnostic
tests are based on the detection of the causative agent
Brucella sp., the detection of antibodies in the serum
and allergic reactions [59].

11. Detection of Brucella organisms

Culture

Culture-based methods are employed to detect Bru-
cella spp. in milk, blood or colostrum, including fetal
membranes, uterine discharges of infected animals and
aborted fetuses. The supra mammary lymph nodes or
retropharyngeal or prescapular lymph nodes are also
very suitable samples for the diagnosis of brucello-
sis in animals [48, 60]. For the diagnosis of brucellosis
in humans, blood, urine and cerebrospinal fluid are
screened in order to detect the bacteria, particularly
during the acute stage of brucellosis [12, 14, 61]. How-
ever, culture-based methods are not suitable for the
diagnosis of brucellosis during the chronic phase, as the
bacterial count is very low. Another major drawback of
the culture-based methods is the slow growth rate of the
Brucella species. Moreover, there is a very high risk to
the health of the laboratory personnel [1, 12, 13].
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Microscopic examination

Staining methods such as Ziehl Nelsen staining
can also be used to detect Brucella in infected ani-
mals. However, this staining technique is not very spe-
cific to Brucella spp., as other microorganisms such as
Chlamydia, Coxiella, and Nocardia exhibit acid-fast
features [47].

12. Serological tests

Several serological tests are currently being
employed for qualitative and quantitative detection of
specific immunoglobulins of Brucella organism-spe-
cific antibody titer in the infected animals. Serological
tests such as Rose Bengal Plate test (RBPT), Comple-
ment Fixation Test (CFT), Serum Agglutination Test
(SAT), and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) are routinely used for diagnosis of brucello-
sis in animals and human [60]. Milk Ring Test (MRT)
is employed for the detection of Brucella organisms in
infected animals [62].

Serum Agglutination Test (SAT)

Globally, this test has been used for the detection of
brucellosis in infected animals and humans for decades
[63]. However, there are some drawbacks associated
with this technique, which limit its utility. This test is
unable to distinguish natural Brucella infections from
the vaccination effect. It is also unable to detect Brucella-
specific antibodies after abortion in infected animals
and during the chronic phase of brucellosis [48, 50].

Rose Bengal Plate test (RBPT)

Rose Bengal test is usually used for the diagnosis
of brucellosis in most countries. It has been effectively
used for screening domestic animals, wildlife and the
human population [64]. The probability of obtaining
false-negative data is very rare. However, there is a pos-
sibility of getting false-negative results during the early
stages of infection, whereas false-positive results can
occur due to vaccination and cross-reactivity [48].

Milk Ring Test (MRT)

This test is used for the screening of domestic ani-
mals to detect brucellosis infection [48]. However, the
major limitation of this test is its very low sensitivity
compared to other techniques such as ELISA [65]. The
comparison of the MRT and ELISA techniques by test-
ing milk and sera, respectively, obtained from the same
female animals indicate that the ELISA test revealed
more positive animals as compared to MRT [59]. Low
sensitivity of the Milk ring test is attributed to mastitis,
vaccination with S19, temperature variations and the
use of soured milk in the test [48].
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Complement Fixation Test (CFT)

The major advantage of the complement fixation
test is its high specificity and sensitivity and it is a com-
monly used test for serological detection of brucellosis
infection in domestic animals and humans [66]. Non-
specific reactions are not an issue in the Complement
Fixation Test. Moreover, unlike the Serum agglutination
test, the CFT is more suitable for screening brucellosis
infection during the chronic stage of the disease.

Enzyme Linked - Immunosorbent Assay (ELISA)

The diagnosis of Brucella infection has improved
through the development of ELISA technology [55,
65]. Among various ELISA methods, the Competitive
ELISA (c-ELISA) is more robust, very sensitive, and
highly specific. The c-ELISA has the capability to differ-
entiate naturally infected animals from the vaccinated
ones and also has the ability to rule out animals infected
with cross-reacting microorganisms. The c-ELISA can
be performed by using the serum as well as milk sam-
ples from different animal species without compromis-
ing the sensitivity and specificity [64, 67].

13. Molecular diagnostic methods

Currently, molecular biology techniques are being
used extensively to identify the causative agents, as
these techniques are less time-consuming, have high
specificity and sensitivity to detect microorganisms [60,
68]. In addition, restriction endonuclease and hybri-
dization have been used extensively for decades for
Brucella detection [14, 69].

PCR is very sensitive, highly specific, rapid, and eas-
ily amenable for high-throughput screening. It is also
more suitable for the detection of slow-growing bacteria
such as Brucella [70]. Due to its very high sensitivity,
the PCR based method has the capability to detect tiny
amounts of bacteria in clinical samples. It has also been
demonstrated that the PCR technique is able to detect
dead microbes in clinical samples, hence reducing the
need for proper sample preservation before analysis
[71]. This method of detecting Brucella infection is
highly reproducible and very reliable, however, care
should be taken to avoid contamination during analysis
in the laboratory [72].

PCR-based protocols for the detection of Brucella
spp. in clinical samples have been designed and devel-
oped. These methods are based on the amplification of
gene BCSP31 which is highly conserved among Brucella
spp., or the amplification of the 16S rRNA gene [72].
This approach is useful for screening when biovar or
species designation is not critical. In order to distinguish
Brucella species or biovar, PCR protocols have been
developed based on gene loci, which vary among biovars
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and species. However, such gene targets are not com-
mon in Brucella, as the genus is unusually homogeneous
and conserved. While few deletions and rearrangements
have been found within a biovar or species, most of the
differences at genetic levels consist of single nucleotide
polymorphisms [69]. Differential PCR based methods
are of great value for epidemiological studies, disease
monitoring, and species-specific eradication program.
The differential PCR protocols can be denoted as spe-
cies-specific and genus specific. In the case of species-
specific methods, three approaches have been reported
(i) protocols designed with highly specific primers and
stringent assay conditions; (ii) protocols developed with
low-specific primers and less stringent PCR conditions,
and (iii) protocols designed with random primers under
very flexible assay conditions [73, 77].

14. Control and prevention of brucellosis

Brucellosis is an infectious disease that has been
controlled and eradicated in some countries in the
world [3]. In sub-Saharan Africa, animal health ser-
vices have been substantially deteriorated over the last
20 years due to various factors such as reduction in
government budgets, especially the funds required
to control brucellosis [81] Hence, various programs
that require the use of disease prevention measures,
information exchange, and coordinated surveillance,
are not properly implemented in many sub-Saharan
countries [2, 18, 42, 82].

The primary objectives for the control and preven-
tion of brucellosis are centered on the economic impacts
of the disease and its public health consequences [73].
Control activities mainly reported by countries include
surveillance, controlling the movement of domestic
animals, treatment of meat and milk products and
animal vaccination, [3, 42, 84]. In Mozambique, the
control of brucellosis was well organized by using the
S19 vaccine in cattle until 1980. A strain 19 vaccine
produced by the Underreport Veterinary Institute in
South Africa containing viable Brucella cells was used.
The vaccine was administered subcutaneously to heifer
calves at four to eight months of age. However, recently
some private farmers have been using S19 vaccina-
tion in adult cows. Also, surveillance and movement
control were also implemented at a very low level,
resulting in a drastic increase in cases of brucellosis.
Brucella abortus vaccine, strain RB-51, live culture,
licensed in 1996, has been extensively used in USA to
eradicate brucellosis [73-77].

Antibodies against Brucella cell wall O-polysaccha-
ride (OPS) component of smooth lipopolysaccharide is
known to confer protective efficacy to the currently used
vaccines. However, the detection of these antibodies is
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also used in diagnosis of brucellosis in animals, and so
it becomes very difficult to differentiate vaccinated ani-
mals from infected animals and this hampers the effort
to control the disease [75]. In order to sort out this issue,
it has been proposed that combining anti-Brucella OPS
antibody response with the induction of cell-mediated
response would provide highly effective protection
against brucellosis which can be achieved by the con-
jugation of O-polysaccharide (OPS) to a highly immu-
nogenic Brucella protein. Such type of glycoconjugate
vaccine would be more effective in protecting animals
and humans against brucellosis and would not interfere
with the diagnostic testing for Brucella infection [75].
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Streszczenie: Biatka Dsb katalizuja wprowadzanie mostkéw disiarczkowych pomiedzy grupami tiolowymi reszt cysteinowych do bialek
pozacytoplazmatycznych w komdrkach bakterii. Proces ten warunkuje osiagniecie przez biatka prawidlowej struktury, umozliwiajacej
pelnienie funkcji w komorce. Najlepiej poznanym i scharakteryzowanym bialkiem zaangazowanym w proces wprowadzania mostkow
disiarczkowych jest monomeryczna oksydoreduktaza DsbA, dziatajagca w komérkach modelowego organizmu Escherichia coli. Badania
wielu mikroorganizméw pokazaly ogromna réznorodnoé¢ funkcjonowania szlaku wprowadzania mostkéw disiarczkowych. W prezen-
towanej pracy zebrano informacje charakteryzujace wyodrebnione strukturalne i filogenetyczne grupy bialek DsbA réznych gatunkéw
bakterii. Opisano ich wiasciwosci fizykochemiczne a takze oddzialywania z partnerami redoks oraz substratami. Skoncentrowano si¢
réwniez na opisaniu dimerycznych biatek, pelniacych rol¢ w procesie wprowadzania mostkéw disiarczkowych. Poniewaz bialka Dsb
decyduja czesto o aktywnosci czynnikéw wirulencji, poznanie ich struktur i mechanizméw dzialania moze przyépieszy¢ opracowanie
nowych terapii antybakteryjnych.

1. Wstep. 2. System biatek Dsb Escherichia coli. 2.1. Charakterystyka tiolowej oksydoreduktazy E. coli — bialka DsbA. 2.2. Biatka szlaku
izomeryzacji-redukgcji. 3. Klasyfikacja monomerycznych biatek DsbA. 3.1. Fizyczno-chemiczne wlasciwosci roznych grup DsbA.
4. Oddzialywanie DsbA z dwiema grupami substratéw — partnerami redoks oraz substratami. 4.1. Oddzialywanie z partnerami redoks.
4.2. Oddziatywanie z substratami. 5. Dimeryczne oksydoreduktazy o aktywnosci oksydacyjnej. 6. Podsumowanie. 7. Pismiennictwo

DISULFIDE BONDS FORMATION IN BACTERIAL PROTEINS
- STRUCTURAL AND FUNCTIONAL DIVERSITY AMONG DSBA PROTEINS

Abstract: Bacterial proteins of the Dsb (disulfide bond) system catalyze the formation of disulfide bridges, a post-translational modifi-
cation of extra-cytoplasmic proteins, which leads to stabilization of their tertiary and quaternary structures and often influences their
activity. DsbA - Escherichia coli monomeric oxidoreductase is the best studied protein involved in this process. Recent rapid advances in
global analysis of bacteria have thrown light on the enormous diversity among bacterial Dsb systems. The set of Dsb proteins involved
in the oxidative pathway, varies, depending on the microorganism. In this article we have focused on characterization of structural and
phylogenetic groups of monomeric DsbAs. This review discuss their physicochemical features and interactions with redox partners as well
as with substrate proteins. The last part of the review concentrates on dimeric oxidoreductases responsible for disulfide generation. Many
virulence factors are the substrates of the Dsb proteins. Thus unraveling the machinery that introduces disulfide bonds and expanding
knowledge about Dsb protein structures and their activities may facilitate the discovery of an effective anti-bacterial drugs.

1. Introduction. 2. Escherichia coli Dsb system. 2.1. Characteristic of the E. coli thiol oxidoreductase — DsbA. 2.2. Izomerization / reduction
pathway proteins. 3. Classification of the monomeric DsbAs. 3.1. Physicochemical features of different classes of DsbAs. 4. DsbA interac-
tions with redox partner and substrates. 4.1. DsbA interactions with redox partner. 4.2. DsbA interactions with substrates. 5. Dimeric Dsb
proteins with oxidative activity. 6. Conclusions. 7. References

Stowa kluczowe: bialka Dsb, dimeryczne oksydazy Dsb, EcDsbA, klasyfikacja DsbA, mostki disiarczkowe

Key words:

Dsb proteins, dimeric Dsb oxidases, EcDsbA, DsbA classification, disulfide bonds

1. Wstep

Procesy utleniania i redukgji reszt cysteinowych bia-
tek odgrywaja istotna role w wielu procesach zacho-
dzacych w komorkach, pelnig role strukturalng, kata-
lityczng oraz sygnalizacyjng. Generowanie mostkow
disiarczkowych, bedacych kowalencyjnymi wigzaniami
wytwarzanymi w reakeji utleniania reszt cysteinowych

biatek, jest istotnym elementem procesu dojrzewania
protein zapewniajacym ich funkcjonalno$¢ poprzez
wplyw na ich konformacje i stabilnos¢. W komoérkach
bakterii Gram-ujemnych proces ten zachodzi w utlenia-
jacych warunkach przestrzeni peryplazmatycznej i jest
katalizowany przez zesp6t biatek Dsb (disulfide bond).
W strukturze przestrzennej bialek Dsb wyrdznia sie
domene tioredoksyny (TRX) ze scisle konserwowanym,

* Autor korespondencyjny: prof. dr hab. Elzbieta Katarzyna Jagusztyn-Krynicka, Zaktad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii,
Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa; e-mail: kjkryn@biol.uw.edu.pl
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aktywnym motywem CXXC oraz tak zwana petle pro-
linowg (reszta cis-proliny w strukturze przestrzennej
biatka sgsiadujaca z motywem CXXC i oddzialujaca
z cysteing aktywna w reakeji redoks). Oba te elementy
odgrywaja istotng role w oddzialywaniach bialek Dsb
zich partnerami redoks i substratami. Poniewaz czyn-
niki wirulencji wielu patogennych bakterii to biatka
pozacytoplazmatyczne, ktére dla osiggniecia wlasciwej
struktury wymagaja wprowadzenia mostkow disiarcz-
kowych, aktywnos¢ systemoéw Dsb jest istotng deter-
minantg zjadliwosci mikroorganizméw. Rozwigzanie
struktur bialek Dsb oraz zrozumienie mechanizmoéw
ich dzialania zapoczatkowalo badania zmierzajace do
wykorzystania ich jako celow lekéw antybakteryjnych
[6, 58]. Wykorzystanie réznorodnych strategii (mikro-
biologicznych, biochemicznych, biofizycznych, bio-
informatycznych czy proteomicznych) zaowocowalo
w ostatnich latach szczegélows charakterystyka funk-
cjonowania sieci Dsb modelowej bakterii Escherichia
coli (EcDsb). Dane te przedstawia wiele znakomitych
publikacji przegladowych. Ostatnio opublikowane to
miedzy innymi [3, 40, 43]. Doskonalenie metod sekwen-
cjonowania materialu genetycznego ujawnito rézno-
rodnos¢ systeméw Dsb w $wiecie mikroorganizmow.
Roznice dotycza liczby biatek Dsb konkretnej kategorii,
ich wzajemnych interakeji oraz struktur i obserwo-
wane s nie tylko pomiedzy przedstawicielami réznych
rodzajow czy gatunkow, ale takze czasami pomiedzy
szczepami tego samego gatunku bakterii [8, 18, 42].
Prezentowana praca przegladowa przedstawia charak-
terystyke bialek DsbA bezposrednio odpowiedzial-
nych za wprowadzanie mostkow disiarczkowych do
bialek pozacytoplazmatycznych bakterii Gram-ujem-
nych. Koncentruje si¢ na uzyskanych w ostatnich
latach danych dotyczacych ich struktur, filogenezy oraz
oddziatywan z partnerami redoks i substratami.
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2. System bialek Dsb Escherichia coli

2.1. Charakterystyka tiolowej oksydoreduktazy
Escherichia coli - bialka DsbA

Modelowym i najdokladniej scharakteryzowanym
w wielu aspektach biatkiem DsbA jest EcDsbA. Zostalo
ono zidentyfikowane w roku 1991 a jego strukture
rozwigzano w roku 1993 [5, 44]. EcDsbA (21 kDa) jest
monomerem skladajacym si¢ z dwoch domen: tiore-
doksynowej i helikalnej (Ryc. 1). Domena tioredoksy-
nowa (okoto 90 reszt aminokwasowych) zawiera pigé
B-kartek/harmonijek potaczonych trzema a-helisami
(H1, H6 i H7). Helisy H2-H5 tworza domeng helia-
kalng. Cechg charakterystyczng EcDsbA jest obecno$¢
a-heliakalnej domeny wewnatrz domeny tioredoksy-
nowej. Centrum katalityczne tworzy motyw CXXC
(CPHC) zlokalizowany na N-koncu helisy H1, otoczony
trzema petlami. Petla pierwsza (L1) faczy harmonijke 3
i helise H2, petla druga (L2) okres$lana jako petla cisPro
(cisPro loop) laczy fragmenty H6 i 4, a petla 3 (L3)
taczy fragmenty 5 i H7. Wytworzony na powierzchni
EcDsbA, powyzej aktywnego motywu, hydrofobowy
rowek oraz tadunek powierzchniowy decyduja o aktyw-
nosci enzymatycznej biatka, jego oddzialywaniach
z substratami, zaréwno partnerem redoks jak i biatkami
do ktérych wprowadzane sg mostki disiarczkowe [57].
W przeciwienstwie do wigkszo$ci bialek peryplazma-
tycznych przenoszonych do peryplazmy po zakoncze-
niu procesu translacji, DsbA jest transportowane przez
blone wewnetrzng komorki kotranslacyjnie, w sposob
zalezny od SRP (signal recognition particle) z wykorzy-
staniem translokonu SecYEG [56].

DsbA katalizuje tworzenie wigzan disiarczkowych
bezposrednio po transporcie biatka do peryplazmy,
a jego substraty moga by¢ na réznych etapach zwijania.

Ryc. 1. Struktura bialka DsbA pochodzacego z Escherichia coli

A) Struktura przestrzenna biatka DsbA E. coli (PDB, 1FVK [20]). W kolorze czarnym zaznaczono lokalizacje motywoéw katalitycznych CPHC oraz VcP.
(B) Schematyczne ulozenie elementdw strukturalnych biatka EcDsbA. W ramce zaznaczono domeng tioredoksynowa (opis w tekscie). f-kartki sg repre-
zentowane przez prostokaty, a-helisy — przez faliste czworokaty.
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W warunkach in vivo proces ten wymaga wspoldzia-
tania kilku oksydoreduktaz warunkujgcych transport
elektronow. Proces rozpoczyna sie od nukleofilowego
ataku zredukowanej cysteiny bialka, ktdre jest substra-
tem dla DsbA. Atak dokonywany jest na N-terminalng,
zlokalizowang na powierzchni bialka cysteing C30
motywu CPHC DsbA. Ukryta we wnetrzu DsbA cyste-
ina C33 nie bierze udzialu w tym procesie. W wyniku
tej reakcji powstaje przejsciowy kompleks pomiedzy
DsbA i substratem. W nastgpnym etapie, kolejna cys-
teina biatka substratowego przeprowadza atak na cyste-
ine polaczona z DsbA. Nastepuje utlenienie substratu
i redukcja biatka DsbA [13].

Partnerem redoks DsbA, odpowiadajacym za odtwo-
rzenie jego utlenionej aktywnej formy;, jest biatko btony
wewnetrznej EcDsbB. W jego sekwencji aminokwa-
sowej obecne jest sze$¢ reszt cysteinowych, sposrod
ktorych cztery sa niezbedne do ponownego utlenienia
DsbA. W strukturze przestrzennej EcDsbB wyrdz-
niono cztery helisy transmembranowe (TM1-TM4)
oraz dwie petle peryplazmatyczne P1 i P2, w obrebie
ktorych wystepuja dwie aktywne pary cystein: Cys41-
-Cys44 w petli P1 oraz Cys104-Cys130 w petli P2 [23].
Reakcja ponownego utlenienia bialka EcDsbA przez
biatko EcDsbB rozpoczyna sie od nukleofilowego ataku
Cys30 motywu katalitycznego biatka DsbA na disiarczek
Cys104-Cys130 biatka DsbB. Skutkuje to powstaniem
przejsciowego mostka disiarczkowego pomiedzy Cys30
(EcDsbA) a Cys104 (EcDsbB) i przeniesieniem wigzania
na EcDsbA. Powstate grupy tiolowe Cys104 i Cys130
EcDsbB sa ponownie utleniane przez pare reszt cyste-
inowych petli pierwszej (Cys41-44), a elektrony sg prze-
kazywane na chinon, a nastepnie na tlen (warunki tle-
nowe) lub fumaran/azotan (warunki beztlenowe) [24].

2.2. Bialka szlaku izomeryzacji-redukcji

Bialko DsbA skutecznie i szybko katalizuje reakcje
powstawania wigzan disiarczkowych pomiedzy cyste-
inami biatka transportowanego do peryplazmy. Utle-
nianie reszt cysteinowych zachodzi w sposéb zgodny
z ich kolejnoscia w fancuchu aminokwasowym. Bialka,
ktoére wymagaja wprowadzania wigzan disiarczkowych
pomiedzy niesgsiadujacymi resztami cysteinowymi,
w takiej sytuacji nabywaja zla konformacje. Sa one
degradowane przez proteazy peryplazmatyczne albo
izomeryzowane z powrotem do prawidtowego utlenio-
nego stanu, przez izomeraze disiarczkowa EcDsbC [43,
44]. EcDsbC (23 kDa) jest homodimerem o V-ksztalt-
nej strukturze. Kazdy monomer zlozony jest z dwdch
domen: C-koniec zawiera domene TRX z motywem
CXXC (Cys98 i Cys101), o wlasciwosciach katalitycz-
nych, natomiast N-koniec domene dimeryzacyjng [45].
Aktywna forma EcDsbC jest jego forma zredukowana.
Proces dimeryzacji biatka DsbC jest kluczowy w jego

347

aktywnosci, zapobiega bowiem jego utlenianiu przez
EcDsbB [2]. EcDsbC jest urzymywane w zreduko-
wanej formie przez aktywno$¢ blonowego EcDsbD,
transportujacego w wieloetapowym procesie elek-
trony z cytoplazmy. EcDsbD, zawierajace w sekwen-
cji aminokwasowej sze$¢ reszt cysteinowych, sklada
sie z o$miu transblonowych segmentéw (domena ()
i dwdch domen peryplazmatycznych (N- i C-koniec
biatka, nazywane odpowiednio a i y domenami). Cyste-
iny EcDsbD sa niezbedne do transportu elektronow
z cytoplazmatycznej tioredoksyny, poprzez domeny f3, y
i a EcDsbD do peryplazmatycznych tiolowych oksydo-
reduktaz [11, 31]. Poza EcDsbC, substratami EcDsbD
s3 EcDsbG oraz EcCcmG. EcDsbG (26 kDa) to dime-
ryczna peryplazmatyczna tiolowa oksydoreduktaza
o strukturze podobnej do EcDsbC lecz odmiennej
funkgji. Jej aktywnos¢ redukujaca chroni biatka posia-
dajace pojedyncze cysteiny przed utlenieniem do kwasu
sulfonowego [14, 21]. EcCcmG (cytochrome ¢ matura-
tion system) jest bfonowym biatkiem biorgcym udziat
w procesie biogenezy cytochromu c [52].

3. Klasyfikacja monomerycznych bialek DsbA

Przez ostatnie trzy dekady opisano wiele bialek
rodziny DsbA, obecnych w proteomach réznych gatun-
kow bakterii, przedstawicieli typow Proteobacteria, Fir-
micutes czy Actinobacteria. Struktury rozwigzano dla
ponad dwudziestu. Wszystkie biatka homologi DsbA,
pomimo czesto niskiej identycznosci sekwencji amino-
kwasowej, posiadajg podobng architekture - domene
tioredoksynowa z wbudowang domeng heliakalna.
Badania strukturalne, prowadzone zaréwno metodg
klasycznej rentgenowskiej krystalografii jak i spektro-
skopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR-
nuclear magnetic resonance), w potaczeniu z analizami
cech biochemicznych i biofizycznych biatek umozli-
wily podziat tej rodziny na dwie klasy: klasa DsbA-I
z podziatem na DsbA-Ia i DsbA-Ib oraz klasa DsbA-II.
Prawdopodobnie, po poznaniu struktur wigkszej liczy
bialek, w klasie IT rowniez bedzie konieczne wyrdznie-
nie kilku podklas [47]. Podzial bialek DsbA w oparciu
o analizy filogenetyczne pokrywa sie z podzialem bazu-
jacym na analizach strukturalnych [59]. W tych bada-
niach wyrézniono trzy klady. Pierwszy z nich grupuje
biatka Dsb blisko spokrewnione z EcDsbA z komérek
Gammaproteobacteria, takich jak np. Klebsiella pneu-
moniae (KpDsbA), Shigella flexnerii (SfDsbA), Salmo-
nella enterica (SeDsbA i SeSgrA) czy Proteus mirabilis
(PmDsbA) i odpowiada poprzednio opisanej grupie
DsbA-Ia [35, 36, 60, 66]. Bialka o wysokiej (okoto 80%)
identycznosci sekwencji aminokwasowej do EcDsbA
(z wyjatkiem PmDsbA - 59% identycznosci) nalezace
do tej grupy, posiadaja podobnie jak EcDsbA diugi
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hydrofobowy rowek otaczajacy motyw aktywny, ktéry
jest identyczny jak ten w EcDsbA (CPHC oraz cis-pro-
lina poprzedzona waling).

Do kladu pierwszego zaliczane sg tez bialko DsbA
z Vibrio cholerea (VcDsbA - 40% identycznosci
sekwencji aminokwasowej z EcDsbA) oraz biatka DsbL
(dodatkowe biatka DsbA wystepujace w niektorych
szczepach E. coli czy S. enterica). Motyw aktywny oraz
potencjal redoks VcDsbA sa zblizone do wartosci
charakterystycznych dla EcDsbA ale jego struktura
posiada cechy charakterystyczne dla grupy DsbA - Ib
(patrz nizej) [63]. W wypadku bialek DsbL zaréwno
ich wlasciwosci (potencjal redoks, specyficzno$¢ sub-
stratowa) jak i architektura (skrécony hydrofobowy
rowek oraz tadunek powierzchniowy) odbiegaja od
cech EcDsbA [18, 22].

Przedstawicielami kladu drugiego (uprzednio naz-
wany DsbA-Ib) sa bialka DsbA Gamma- oraz Betapro-
teobakteria np. Pseudomonas aeruginosa PaDsbAl,
Neisseria meningitidis NmDsbAl i NmDsbA3 czy
Burkholderia pseudomallei BpDsbA [26, 38, 46, 61, 62].
Ta grupa nie jest tak homogenna jak wyzej opisana
i pod réznymi aspektami odbiega od prototypowego
biatka EcDsbA. Identyczno$¢ sekwencji aminokwaso-
wej do EcDsbA dla przedstawicieli tej grupy waha sie
w przedziale 20-30%. Roznice dotyczg miedzy innymi
cech motywu katalitycznego. Spotykany jest motyw
CPHC sparowany z Val-cisPro jak i inne motywy np.
NmDsbA3 posiada motyw CVHC polaczony z Thr-
-cisPro. Réznice strukturalne dotycza dtugosci hydro-
fobowego rowka, tadunku powierzchniowego oraz
motywu katalitycznego.

Trzeci klad tworza homologi EcDsbA nalezace do
réznych grup taksonomicznych, ktére znaczaco odbie-
gaja od prototypowego EcDsbA, zaréwno pod wzgledem
identycznosci sekwencji aminokwasowej jak i struktury
przestrzennej. Do najdokladniej scharakteryzowanych
nalezg DsbA przedstawicieli Actinobacteria (MtDsbA
z Mycobacterium tuberculosis, CAMdbA z Corynebacte-
rium diphteriae), Gram-dodatnich Firmicutes (BsBdbD
z Bacillus subtilis czy SaDsbA z Staphylococcus aureus)
a takze Proteobacteria zarébwno Alphaproteobacteria
(WpDsbA z Wolbachia pipientis) jak i Gammaproteo-
bacteria (PaDsbA2 z Pseudomonas aeruginosa). Do
tego kladu zaliczane jest takze bialko DsbA Chlamydia
trachomatis (CtDsbA), Gram-ujemnego mikroorga-
nizmu nalezgcego do klasy Chlamydia [1, 10, 12, 37, 59].
Gléwna réznica strukturalna pomiedzy klasa DsbA-I
i DsbA-II dotyczy ulozenia harmonijki f1. Dodatkowo
w sekwencji aminokwasowej biatka grupy DsbA-II
zawierajg druga pare reszt cysteinowych powiazanych
mostkiem, ktéra nie pelni funkeji katalitycznej cho¢
moze odgrywac role w procesach regulacyjnych, co udo-
kumentowano w odniesieniu do WpDsbA [37]. Bialka
tej grupy roznig ich motywy katalityczne [3].
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3.1. Fizyczno-chemiczne wlasciwosci
roznych grup DsbA

Jedng z istotnych cech bialek Dsb odzwierciedlaja-
cych rodzaj i site ich aktywnosci jest potencjal redoks
oraz pK_N-koncowej cysteiny motywu CXXC. Gene-
ralnie pod katem potencjalu redoks mozna je podzieli¢
na trzy grupy; te o wysokim potencjale (okoto - 100 mV
i powyzej), te o posrednim potencjale (okoto — 200 mV)
oraz biatka o niskim potencjale (ponizej — 200 mV).
Niski potencjal jest charakterystyczny dla cytoplazma-
tycznych tioredoksyn o aktywnosci redukujacej, po-
$redni dla bialek o aktywnosci izomeryzacyjnej, odpo-
wiedzialnych za przebudowe Zle wprowadzonych most-
kow. Wysoki potencjat redoks charakteryzuje pozacy-
toplazmatyczne biatka Dsb o aktywnosci oksydacyjnej,
a wiec biatka z rodziny DsbA. Potencjal redoks EcDsbA
wynosi — 122 mV [44]. Zblizong wartos¢ wykazuja bialka
DsbA z grupy Ia (od - 154mV do - 116 mV). Bialka
z grupy Ib maja zdecydowanie wyzszy potencjal (od
-80mV do - 94mV) a te z grupy II sa pod wzgledem
ich potencjaléw redoks grupa wysoce niejednorodna,
np. warto$¢ potencjatu redoks PaDsbA2 to -67 mV
a CtDsbA to -229 mV [3]. Warto$¢ pK_ cysteiny pozwala
okresli¢ w jakim pH cysteina wystepuje w rownowadze
w formie uprotonowanej (SH) i w formie anionu tiolo-
wego (§). Standardowe pK_ dla wolnej cysteiny wynosi
8,3/8,6. Warto$¢ pK, wyeksponowanych na powierzchni
bialek DsbA N-koncowych cystein motywu CXXC jest
duzo nizsza niz ta dla wolnej cysteiny i waha si¢ od
okoto 3,0 do 5,0. Wystepuje korelacja pomiedzy wartos-
cig pK_ a potencjatem redukcyjnym biatka Dsb - im niz-
sza warto$¢ pK_ N-terminalnej cysteiny motywu CXXC
tym wyzszy potencjal redukcyjny (wartos¢ pK_ dla cyto-
plazmatycznych tioredoksyn wynosi okoto 7) [53].

Testy biochemiczne okreslajace poziom aktywnosci
oksydacyjnej bialek DsbA to test redukcji insuliny,
testy utleniania bialek zawierajacych mostki disiarcz-
kowe (RNaza, hirudyna) czy zdolno$¢ do utleniania
syntetycznego charakteryzujacego si¢ fluorescencja
peptydu. W tych testach bialka przedstawiciele nalezace
do grupy DsbA-Ia (gtéwnie SeDsbA i KpDsbA) wyka-
zuja wlasciwosci prawie identyczne jak EcDsbA [8, 36,
59]. Wlasciwosci innych DsbA, nawet tych z grupy
DsbA-Ib odbiegaja od cech charakterystycznych dla
EcDsbA co jest efektem, czasami nawet niewielkich,
zmian strukturalnych.

4. Oddzialywanie DsbA z dwiema grupami
partneréw - partnerami redoks i substratami

Réznice struktury, czesto nawet niewielkie maja
wplyw na rodzaj i liczbe substratow bialek DsbA. Te tio-
lowe oksydoreduktazy oddziatuja z dwoma rodzajami
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substratow: w stanie utlenionym z biatkami do ktérych
wprowadzane sg mostki pomiedzy grupami — SH reszt
cysteinowych, w stanie zredukowanym z jednym sub-
stratem — biatkami homologami EcDsbB, co prowadzi
do reutlenienia DsbA.

4.1. Oddzialywanie z partnerami redoks

Rozwigzanie struktury kompleksu EcDsbA z EcDsbB
doprowadzito do okreslenia sekwencji aminokwa-
sowej krotkiego peptydu (**PSPFATCDFM'®) z dru-
giej peryplazmatycznej petli EcDsbB oddzialujacego
z EcDsbA w procesie transferu elektronow [25, 35,
68]. Ta sekwencja aminokwasowa jest identyczna lub
prawie identyczna w bialkach DsbB bedacych partne-
rami redoks DsbA z grupy Ia. Zgodnie z tym DsbA Ia
oddzialujg w testach in vitro z EcDsbB a in vivo kom-
plementuja brak EcDsbA w sposéb zalezny od EcDsbB
[35, 36]. Sekwencje aminokwasowe peptydow bialek
DsbB bioracych udzial w reutlenianiu DsbA z grup Ib
i II réznia sie znaczaco, zaréwno miedzy soba jak
i w poréwnaniu do EcDsbB. Tylko nieliczni przedsta-
wiciele grupy Ib (NmDsbA1, PaDsbA1) wykazuja zdol-
nos¢ do czgsciowej komplementacji braku EcDsbA (test
ruchliwosci) a biatka DsbA z grupy II najbardziej struk-
turalnie odbiegajace od EcDsbA nie sg tez funkcjonal-
nymi odpowiednikami EcDsbA. Ciekawe s interakcje
pomiedzy biatkami DsbA i DsbB w komoérkach bak-
terii posiadajacych wiecej niz jedno biatko DsbA, ktdre
przewaznie nalezg do réznych grup strukturalnych.
Genom Pseudomonas aeruginosa koduje dwa bialka
DsbA (PaDsbAl i PaDsbA2) o roznej funkeji/specyficz-
nosci substratowej i strukturze oraz dwa biatka DsbB
(PaDsbB1 i PaDsbB2). PaDsbAl odpowiedzialne za
wprowadzanie mostkow disiarczkowych do wielu czyn-
nikéw wirulencji jest zaliczane do grupy Ib. PaDsbA2
produkowane prawdopodobnie tylko w specyficznych
warunkach posiada odmienng strukture, jest przed-
stawicielem grupy II. Obydwa PaDsbA s reutleniane
zaréwno przez PaDsbBl1 jak i PaDsbB2, dopiero brak
obu PaDsbB wplywa na stan redoks DsbA1l i zakldoca
jego funkcjonowanie. Przyczyna obecno$ci dwdch bia-
tek o nakfadajacych si¢ funkcjach nie jest wyjasniona.
Wyznaczona in silico sekwencja aminokwasowa ota-
czajgca reszte cysteinowq drugiej petli peryplazmatycz-
nej jest identyczna w obu PaDsbB (AQGMGSCKM)
i znaczgco rézna od tej obecnej w EcDsbB, chociaz
oba PaDsbB komplementuja brak EcDsbB w tescie
ruchliwoéci [1]. W komoérkach uropatogennych szcze-
pow Escherichia coli oraz niektorych szczepach Salmo-
nella enterica poza gtéwna parg EcDsbA/EcDsbB czy
SeDsbA/SeDsbB funkcjonuje druga para tiolowych
oksydaz DsbL/Dsbl o wysokiej specyficznosci sub-
stratowej. Oba biatka DsbL (EcDsbL i SeDsbL) o wyso-
kiej identycznosci sekwencji aminokwasowej (93%)
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charakteryzujg si¢ wysokim podobienstwem struktur
lecz znaczgco réznig sie od EcDsbA zaréwno struktural -
nie jak i funkcjonalnie. Biatka DsbL sg reutleniane przez
tworzace z nimi pare redoks biatka, homologi EcDsbB,
nazwane Dsbl, o odmiennej od EcDsbB sekwencji ami-
nokwasowej peptydu wchodzacego w interakeje z part-
nerem generujacym wigzania disiarczkowe. Sekwencja
aminokwasowa tego peptydu to LFGVQGCST (analiza
in silico) [3]. W komorkach N. meningitidis funkcjonuja
trzy bialka DsbA: NmDsbA1, NmDsbA2 i NmDsbA3.
Dwa z nich (NmDsbA1 i NmDsbA2) sg lipoproteinami
a jedno (NmDsbA3) jest biatkiem peryplazmatycz-
nym. Pomimo istniejacych miedzy nimi réznic struk-
turalnych wszystkie wspdtpracujg z jednym biatkiem
DsbB, ktére jest tez zdolne in vitro do reulteniania
EcDsbA. Sekwencja aminokwasowa jego aktywnego
peptydu (TAPSCGAP) jest odmienna od tej wyzna-
czonej dla EcDsbB [38, 61, 62]. Procesy reutleniania
dimerycznych tiolowych oksydoreduktaz generujacych
mostki disiarczkowe (patrz nizej) jak dotad pozostaja
niewyjasnione. DsbK (HP0231) H. pylori jest obecne
w komdrce typu dzikiego w stanie utlenionym a na
jego stan redoks tylko w nieznacznym stopniu wptywa
brak biatka DsbI (nietypowy homolog EcDsbB) [8].
W komorkach E.coli HP0231 komplementuje brak
EcDsbA w kilku testach (wrazliwo$¢ na DTT, ruch-
liwos¢ i aktywnos¢ alkalicznej fosfatazy) w sposdb nie-
zalezny od EcDsbB [55]. Dane te dokumentujg aktyw-
no$¢ HP0231 jako oksydazy, reutlenienie tego biatka po
przekazaniu mostka na odpowiedni substrat prawdopo-
dobnie umozliwia jego dimeryczna struktura. Mecha-
nizmy regulujace aktywnos¢ dwufunkcyjnych dime-
rycznych tiolowych oksydoreduktaz L. pneumophilla
i C. jejuni (odpowiednio LpDsbA2 i C8J_1298) réwniez
nie zostaly poznane. Rycina 2 przedstawia przyklady
oddzialywan pomiedzy bialkami DsbA i DsbB u roz-
nych gatunkow bakterii, natomiast rycina 3 topologie
wybranych bialek DsbB z zaznaczonymi aminokwasami
istotnymi dla interakcji z DsbA.

4.2. Oddzialywanie z substratami

Roéznice strukturalne pomiedzy biatkami DsbA
majg wplyw na rodzaj i liczbe ich substratéw - biatek do
ktorych wprowadzane sa mostki disiarczkowe. Ponie-
waz kompleksy tworzone przez DsbA z substratami
sg nietrwale, odpowiednie substraty identyfikowane s
poprzez poréwnywanie subproteoméw peryplazma-
tycznych szczepow dzikich z subproteomami mutan-
tow w genach dsbA lub z zastosowaniem odpowiednich
mutantéw punktowych opoézniajacych lub uniemozli-
wiajacych rozwigzanie kompleksow [6, 27]. Zidenty-
fikowano duzg liczbe substratow bialek DsbA, czesto
istotnych czynnikéw wirulencji [6, 40]. Niektore biatka
DsbA jak np. EcDsbL charakteryzuja si¢ bardzo wysoka
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Ryc. 2. Oddzialywania pomiedzy bialkami DsbA i DsbB

Przyktady dotyczace wybranych gatunkéw bakterii Gram-ujemnych. Za wprowadzanie mostkéw disiarczkowych w komorkach Escherichia coli K12
odpowiedzialne jest monomeryczne biatko DsbA oraz reutleniajace je blonowe biatko DsbB; w komdrkach uropatogennych szczepéw E. coli (UPEC)
funkcjonuje dodatkowa para biatek DsbL-Dsbl. Pseudomonas aeruginosa koduje dwa biatka DsbA (DsbA1, DsbA2) oraz dwa btonowe DsbB (DsbB1,
DsbB2). W komorkach Neisseria meningitidis kodowane sg trzy biatka DsbA (DsbA1, DsbA2, DsbA3) oraz tylko jedno biatko DsbB. Dwa biatka DsbA
(DsbA1, DsbA2) oraz dwa blonowe biatka DsbB i DsbI kodowane s3 w genomie Campylobacter jejuni 81116. Dsbl kodowane w genomie C. jejuni 81116
oraz w genomie UPEC to dwa rézne biatka [49]. Oprécz monomerycznych biatek DsbA1/2 we wprowadzanie mostkéw disiarczkowych zaangazowana
jest takze dimeryczna oksydoreduktaza C8J_1298, ktora oddziatuje zaréwno z biatkami DsbB, Dsbl jaki i biatkiem szlaku izomeryzacji redukcji — DsbD.
W komorkach Legionella pneumophila kodowane s3 monemeryczne DsbA1, dimeryczne DsbA2 a takze dwa DsbB (DsbB1, DsbB2) oraz dwa DsbD
(DsbD1, DsbD2). Helicobacter pylori nie koduje w genomie klasycznej pary bialek DsbA-DsbB, za wprowadzanie mostkow disiarczkowych odpowiedzialna
jest dimeryczna oksydaza DsbK, kodowane jest rowniez DsbI — homolog CjDsbl. Oddziatywania pomiedzy biatkami zostaty na rysunku przedstawione
w postaci strzalek; przerywang szarg linig zaznaczono potencjalne oddzialywania, ktdre nie zostaty udowodnione w eksperymentach in vivo/ in vitro.

specyficznoscia substratows, podczas gdy inne reaguja
z wieloma substratami. W komoérkach niektérych
mikroorganizméw np. N. meningitidis czy S. enterica
funkcjonuje zwielokrotniona liczba bialek DsbA, ktére
posiadaja zar6wno naktadajace sie, jak i odmienne sub-
straty. Jak dotad pozostaja niewyjasnione dokladnie
oddziatywania utlenionych DsbA z ich substratami.
By¢ moze mechanizm tych oddziatywan nie jest iden-
tyczny dla wszystkich biatek DsbA. Analiza pierwszo-
rzedowych sekwencji aminokwasowych, otaczajacych
reszty cysteinowe pomiedzy ktérymi wytwarzane sa

mostki disiarczkowe, kilkudziesigciu bialek nie wyka-
zala istnienia pomiedzy nimi istotnych podobienstw.
Analiza wlasciwo$ci mutantéw punktowych oraz fakt,
ze mutanty o zamienionej prolinie na treonine w petli
cisPro (L2) sugeruja, ze ta petla pelni kluczows role
w wigzaniu substratéw przez utleniong forme EcDsbA.
Rozwigzanie struktury kompleksu EcDsbA z peptydem
biatka SigA S. flexnerii, zawierajacym reszty cysteinowe
pomiedzy ktorymi wytwarzany jest mostek, wskazato,
ze peptyd nie wiaze si¢ do regionu hydrofobowego
rowka, ktory jest miejscem oddziatywania z EcDsbB.
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DsbB E. coli Dsbl E. coli

DsbB W. pipientis
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DsbB B. pseudomallei

DsbB C.jejuni

Ryc. 3. Topologia DsbB w blonie

Poréwnanie bialek DsbB oddziatujacych z biatkami DsbA, zaliczanymi do réznych klas — por. rozdziat 3 (Escherichia coli — klasa Ia; Burkholderia pseudo-

mallei - klasa Ib; Wolbachia pipientis — klasa II; Campylobacter jejuni - ?). Przewidywania topologii biatlek DsbB w bfonie wykonano z wykorzystaniem

programu Protter (http://wlab.ethz.ch/protter/#) [48]. Reszty cysteinowe w obrebie bialek zostaty zaznaczone kolorem ciemnoszarym. Sekwencje amino-
kwasowe wytypowane jako motywy biorace udzial w oddzialywaniu z bialkiem DsbA zaznaczono kolorem jasnoszarym.

Tak wiec mozna postawi¢ hipoteze ze hydrofobowy
rowek determinuje oddzialywania DsbA z partnerem
redoks a nie z substratami [50].

5. Dimeryczne bialka o aktywnosci oksydacyjnej
W komorkach niektérych gatunkéw mikroorganiz-

moéw funkcjonujg dimeryczne tiolowe oksydoreduktazy,
o strukturach zblizonych do EcDsbC lub EcDsbG, ale

odgrywajace role w generowaniu mostkéw disiarczko-
wych. Niektdre z nich sg enzymami dwufunkcyjnymi,
funkcjonujg zaréwno jako oksydazy reszt cysteinowych
jak i izomerazy, czgsto zaleznie od tla genetycznego.
W $wiecie mikroorganizméw spotykamy gatunki gdzie
tego typu oksydazy funkcjonujg razem z typowymi
monomerycznymi DsbA (np. rodzaj Campylobater
czy Legionella pneumophila ) oraz gatunki w komor-
kach ktorych sg one jedynymi enzymami utleniajacymi
reszty cysteinowe (np. Helicobacter pylori).
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Campylobacter i Helicobacter to przedstawiciele
klasy Epsilonproteobacteria, mikroorganizmy bedace
ludzkimi patogenami. Infekcja Campylobacter jejuni
skutkuje stanami zapalnymi jelit. Helicobater pylori jest
czynnikiem etiologicznym powaznych objawdw choro-
bowych gérnego odcinka przewodu pokarmowego takich
jak — stan zapalny blony sluzowej Zoladka, choroba
wrzodowa zoladka/dwunastnicy czy choroba nowotwo-
rowa. Rodzaj symptomoéw chorobowych jest zalezny od
genotypu szczepu patogenu, genotypu gospodarza oraz
czynnikow srodowiskowych.

W proteomie H. pylori nie stwierdzono ani obec-
nosci biatek DsbA/DsbB ani DsbC/DsbD. Zidentyfi-
kowano 149 bialek zawierajacych motyw CXXC, ale
tylko cztery z nich posiadaja charakterystyczny zwdj
tioredoksynowy, a wigc nalezg do klasy tiolowych
oksydoreduktaz. Dwa z nich to cytoplazmatyczne tio-
redoksyny a dwa (HP0231 i HP0377) to biatka poza-
cytoplazmatyczne. [30]. Ich struktura zostala rozwia-
zana [64, 65]. HP0377 jest nietypowym biatkiem CcmG
(cytochrome ¢ maturation), ktore poza zdolnoscig do
redukcji apocytochromu c, w testach in vitro wykazuje
aktywnos$¢ izomeryzacyjna. HP0377 utrzymywane
jest w stanie zredukowanym przez blonowe biatko
HP0265 - CcdA, bedace skrdcong wersja klasycznego
DsbD [54]. HP0231 to dimeryczna oksydoreduktaza
odpowiedzialna za generowanie mostkéw disiarczko-
wych i wplywajaca na wiele aspektéw procesu wiru-
lencji. W proteomie H. pylori obecne jest dodatkowo
biatko HP0595 (Dsbl) — nietypowy homolog EcDsbB
- o dokfadnie nieokreslonej funkcji.

HP0231 (DsbK) o strukturze zblizonej, ale nie iden-
tycznej jak EcDsbG, posiada domene katalityczng cha-
rakterystyczna dla klasy DsbA-I1, z motywem aktywnym
identycznym jak EcDsbA (CPHC sparowany z VcP).
Obecnos$¢ domeny dimeryzacyjnej warunkuje aktyw-
no$¢ enzymu w komorkach naturalnego gospodarza.
Eksperymenty mutagenezy specyficznej co do miejsca
analizujgce aminokwasy centrum katalitycznego wyka-
zaly, Ze zamiana waliny na treonine w tzw. petli prolino-
wej (VcP na TcP) catkowicie znosi aktywnos¢ biatka [7,
9, 41, 55]. Proces reutleniania HP0231 nadal jest nieja-
sny. System Dsb ma istotny wplyw na procesy wirulencji
H. pylori. Brak bialka HP0595 w znaczacy sposob obniza
poziom kolonizacji blony sluzowej zotadka myszy [16].
Szczep H. pylori zmutowany w genie hp0231 charakte-
ryzuje sie obnizonym poziomem translokacji do komo-
rek eukariotycznych biatka CagA, gléwnej determinanty
procesu nowotworzenia [67]. Celem dziatania HP0231
jest miedzy innym biatko blony zewnetrznej HopQ
zawierajace trzy mostki disiarczkowe. HopQ jest adhe-
zyna H. pylori rozpoznajaca na powierzchni komorek
eukariotycznych czasteczki CEACAM (carcinoembrio-
nic antigen-related cell adhesion molecule) [29, 32]. Brak
HopQ lub jego zmieniona struktura w znaczacy sposob
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hamuje proces translokacji CagA oraz indukcje szlakow
przekazywania sygnalow [19].

WHO zaklasyfikowato H. pylori jako jeden z 12 ludz-
kich patogenéw przeciwko ktéremu niezbedne jest szyb-
kie opracowanie nowych lekéw. HP0231 ze wzgledu na
istotny wplyw na proces wirulencji, nietypowa strukture
oraz peryplazmatyczng lokalizacje spelnia wymagania
stawiane celom terapii antybakteryjnych. Potencjalne
inhibitory HP0231 nie powinny hamowac¢ aktywnosci
bialek Dsb innych gatunkéw bakterii wchodzacych
w skfad ludzkiej mikrobiota jak i nie powinny mieé
wplywu na funkcjonowanie systemu wprowadzania
mostkéw disiarczkowych funkcjonujacych w komor-
kach eukariotycznych. Badania dotyczace wykorzys-
tania bialek systemu Dsb E. coli jako celow terapeu-
tycznych sa prowadzone w kilku $wiatowych labora-
toriach [15, 39, 58].

Szlak oksydacyjny Dsb C. jejuni jest bardziej zto-
zony niz ten obecny w komoérkach modelowej bak-
terii E. coli K-12. W zalezno$ci od szczepu, wyrdznia
sie w nim trzy lub cztery enzymy. Dwa z nich (DsbB
i Dsbl) zlokalizowane sa w blonie wewnetrznej, jeden
lub dwa w peryplazmie (DsbA1 i DsbA2). Dodatkowo
analizy in silico wytypowaly dwa homologii biatek
E. coli szlaku izomeryzacyjnego: C8J_1298 i C8]_0565
- podane numery dotycza genomu szczepu C. jejuni
81116 (odpowiednio homologii EcDsbC i EcDsbD).
Oksydoreduktazy CjDsbAl i CjDsbA2 posiadajg kla-
syczne sekwencje sygnalowe, ktére zapewniaja ich
transport przez blone cytoplazmatyczng do peryplazmy.
Identycznos¢ sekwencji aminokwasowych pomiedzy
CjDsbA1l i CjDsbA2 wynosi 47%. Bialka te, wykazuja
odpowiednio 24% i 28% identycznosci sekwencji ami-
nokwasowych z EcDsbA oraz 28,5% i 39% z EcDsbL.
Réznice pomiedzy nimi jak i miedzy DsbA C. jejuni
a DsbA E. coli dotyczg centréw aktywnych oraz struk-
tur tych oksydoreduktaz. Reszta izoleucyny w aktyw-
nym motywie CIHC CjDsbA1l zastgpiona jest reszta
treoninowg (CTHC) CjDsbA2. Zatem te motywy, sa
rézne od motywu EcDsbA (CPHC) i EcDsbL (CPFC).
W obydwu CjDsbA petla cis-Pro, poprzedzona jest
reszta treoniny (tworzacej motyw TcP), w przeciwien-
stwie do reszty waliny (motyw VcP) obecnej w EcDsbA
i EcDsbL. Modelowanie strukturalne wskazuje, ze oba
CjDsbAl i CjDsbA2 sg zblizone bardziej do EcDsbL,
niz do EcDsbA, cho¢ istniejg istotne roznice struktu-
ralne migdzy nimi. Odpowiednikiem EcDsbL jest raczej
CjDsbA2. Réznice strukturalne pomiedzy oksydoreduk-
tazami CjDsbA wplywaja na cechy fenotypowe bakterii
warunkowane aktywnoscig tych enzymoéw. Substratem
CjDsbAl1 jest fosfataza alkaliczna CjPhoX, a aktywno$¢
CjDsbA2 kluczowa jest dla aktywnosci sulfotransferazy
arylosulfatu CjAstA. Rdznice strukturalne pomiedzy
CjDsbAl a CjDsbA2 widoczne sg takze w ich aktyw-
nosci w komdrkach E. coli. CjDsbA 1, w przeciwienstwie
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do CjDsbA2, komplementuje brak EcDsbA w sposob
zalezny od EcDsbB. Obie tiolowe oksydoreduktazy
s3 reutleniane przez ten sam blonowy enzym CjDsbB
[17]. Rola CjDsblI nie jest wyjasniona. Udowodniono,
ze CjDsbl nie oddzialuje ani z CjDsbA1 ani z CjDsbA2,
ale odgrywa role w obronie komoérek przed stresem
oksydacyjnym, dziala zatem raczej w szlaku redukcyj-
nym [4, 51]. Nietypowym biatkiem Dsb bakterii rodzaju
Campylobacter jest produkt genu ¢8j 1298 (numeracja
ze szczepu 81116). Poczatkowo, na podstawie analiz in
silico zostal on zaklasyfikowany jako izomeraza Dsb,
homolog EcDsbC. Rzeczywiscie C8J_1298 jest homo-
dimerem wykazujacym w testach in vitro cechy zblizone
do EcDsbC. Jednak w komoérkach wystepuje nietypowo
zaréwno w formie utlenionej jak i zredukowanej, a funk-
cja tego bialka jest uzalezniona od tla genetycznego.
W komorkach typu dzikiego pelni prawdopodobnie
role EcDsbG, a przy braku CjDsbAL1 jest tiolowa oksy-
doreduktazg o aktywnosci utleniajacej. Filogenetycznie
biatko C8J_1298 jest spokrewnione blizej z dimeryczna
oksydoreduktaza H. pylori (HP0231) niz EcDsbC [4].

Dimeryczna dwufunkcyjna tiolowa oksydoreduk-
taza wystepuje tez w komorkach Legionella pneumo-
phila, patogenu gérnych drég oddechowych, czynnika
etiologicznego tzw. choroby legionistow. System Dsb
tego mikroorganizmu jest wyjatkowo skompliko-
wany. W genomie L. pneumophila zidentyfikowano
dwa geny kodujace oksydoreduktazy tiolowe, ozna-
czone LpDsbA1l i LpDsbA2, dwa geny kodujace biatka
homologii EcDsbB oraz dwa geny kodujace homologii
EcDsbD. Monomeryczne LpDsbAl komplementuje
mutacje AdsbA E. coli, a jego brak w komoérkach L. preu-
mophila nie skutkuje obserwowalng zmiang fenotypu
mutanta. Podobnie jak zaobserwowano w wypadku
C8J_1298, aktywnos$¢ LpDsbA2 jest zalezna od tla
genetycznego. LpDsbA2 w komérkach L. pneumophila
odpowiedzialne jest za utlenianie cystein kilku bialek,
sktadnikow IV systemu sekrecji T4SS a w komoérkach
E. coli funkcjonuje jako izomeraza [28, 33, 34].

6. Podsumowanie

Badania nad systemami Dsb w komoérkach réznych
gatunkow bakterii przyblizaja nas do wprowadzenia
nowych terapii antybakteryjnych. W pierwszej kolej-
nosci najbardziej prawdopodobne jest wprowadzenie
tych terapii przeciwko patogenom posiadajacym biatka
DsbA zaliczane do klasy DsbA-Ia (m.in. EcDsbA,
SeDsbA, KpDsbA). Jednak opracowanie terapii wymaga
wczesniejszego poznania systemow Dsb dziatajacych
w komorkach naszej mikroflory. Dodatkowym wyzwa-
niem jest zaprojektowanie skutecznych metod dostar-
czania takich lekow. Przeprowadzone dotad badania
pokazuja, Ze do tego etapu jeszcze daleka droga.
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Streszczenie: Owadobojcze wlasciwosci Bacillus thuringiensis (Bt) sprawiaja, ze jest to cenny gatunek bakterii dla rozwoju rolnictwa. Pro-
dukowane przez Bt biatka Cry i Cyt dziataja w sposdb selektywny, dlatego ich stosowanie prowadzi do wyeliminowania tylko larw owadéw
docelowych. Znane s3 réwniez inne substancje produkowane przez bakterie Bt, ktére moga si¢ przyczynic¢ do eliminacji agrofagéw i promo-
wania wzrostu roélin. Ponadto podejmowane sa proby stosowania szczepow B. thuringiensis w procesie bioremediacji terenéw skazonych
toksycznymi zwigzkami organicznymi oraz w medycynie, w zwalczaniu patogendw ludzkich i zwierzecych oraz komorek nowotworowych.

1. Wprowadzenie. 2. Charakterystyka gatunku Bacillus thuringiensis. 3. Czynniki wirulencji Bacillus thuringiensis. 4. Wykorzystanie Bacil-
lus thuringiensis w nowoczesnym rolnictwie 5. Nowe mozliwo$ci wykorzystania bakterii Bacillus thuringiensis. 6. Podsumowanie

BACILLUS THURINGIENSIS - NEW APPLICATION POTENTIAL

Abstract: One of essential bacteria used in modern agriculture, in particular because of its ability to eradicate insects, is Bacillus thurin-
giensis. Cry and Cyt proteins produced by Bt are selective, therefore using those proteins eliminates only larvae of target insects. There are
various other known substances produced by Bt bacteria, that may help with further elimination of pests and promoting plant growth.
Furthermore, there are attempts being made to use Bt strains in bioremediation of contaminated sites as well as in medicine, especially in
combating human and animal pathogens, or cancer cells.

1. Introduction. 2. Characteristics of Bacillus thuringiensis. 3. Virulence factors of Bacillus thuringiensis. 4. Applications of Bacillus thurin-

giensis in modern agriculture 5. Novel possible applications of Bacillus thuringiensis. 6. Conclusions

Stowa kluczowe: Bacillus thuringiensis, bialka Cry, bioinsektycydy, bioremediacja, medycyna
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1. Wprowadzenie

Intensywne rolnictwo konwencjonalne polega na
stosowaniu na szerokga skale pestycyddéw, ktore poprzez
eliminacje patogenéw umozliwiajg pozyskanie wyso-
kiego plonu roslin uprawnych. Wedtug danych GUS,
w 2018 roku ogodlna ich produkcja w Polsce wyniosta
23178,4 ton. Stosowanie pestycydow, pomimo skutecz-
nosci ich dzialania cechuje wiele wad, przede wszyst-
kim wykazujga toksyczny wplyw na organizm czlowieka,
a takze moga kumulowac¢ sie w glebie, doprowadzajac
do zaburzenia jej réwnowagi biologicznej [68, 82].
Zwigzki zawarte w pestycydach cechuja sie duza roz-
puszczalno$cia w wodzie, przez co z tatwoscig prze-
dostaja si¢ do organizméw zywych. Z tego powodu
niewlasciwe stosowanie pestycydow, przyktadowo pod-
czas opadéw deszczu lub nawadniania pol, powoduje
zanieczyszczenie wod powierzchniowych i prowadzi¢
moze do zachwiania prawidlowego funkcjonowania
procesow biologicznych. Istnieje roéwniez ryzyko ich
przedostawania si¢ do wod gruntowych [5]. W celu

regulacji racjonalnego stosowania pestycydéw wprowa-
dzono integrowang ochrone roslin, ktéra wykorzystuje
rézne metody i srodki promujace odpornos$¢ roslin na
patogeny i szkodniki. Idea ta nie dazy do catkowitego
wykluczenia stosowania zwigzkéw chemicznych, ale do
ograniczenia ich aplikacji na rzecz przyjaznych $rodo-
wisku metod nie chemicznych [64].

Alternatywa dla pestycyddw sg preparaty przygoto-
wane na bazie mikroorganizméw, ktére nie kumuluja
sie w srodowisku i nie wykazujg antagonistycznego
oddzialywania w stosunku do mikrobioty glebowej
oraz organizmu ludzkiego i zwierzecego. Od wielu lat
duzym zainteresowaniem ciesza si¢ preparaty zawie-
rajace szczepy bakterii Bacillus thuringiensis (Bt), sto-
sowanych jako insektycydy. Dzialanie Bt opiera si¢ na
produkgji toksycznych bialek krystalicznych Cry i cyto-
toksycznych biatek Cyt, ktore selektywnie zwalczaja
owady niszczace uprawy roslin, nie oddzialujac nega-
tywnie na organizmy inne niz docelowe. Wyzej wymie-
nione bialka dzialajg jedynie na stadium larwalne owa-
dow, podczas gdy jaja oraz doroste osobniki nie s3 na

* Autor korespondencyjny: dr hab. Agnieszka Wolna-Maruwka, prof. UPP. Katedra Mikrobiologii Ogdlnej i Srodowiskowej, Uniwer-
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niewrazliwe [24]. Dzialanie Cry opiera si¢ na paralizu
migs$ni uktadu pokarmowego, ktory uniemozliwia larwie
dalsze zerowanie [20, 49], jak réwniez uszkodzeniu
nablonka jelitowego, co prowadzi do $mierci larwy
[24]. Bt jest wykorzystywany takze w inzynierii gene-
tycznej, gdzie odpowiedzialne za owadobdjcze dzialanie
geny s3 wlaczane do nasion roslin uprawnych, czyniac
je odpornymi na dzialanie agrofagéw [41]. Do innych
mozliwych aplikacji B. thuringiensis nalezy promowanie
wzrostu roslin oraz antagonistyczny wplyw na grzyby
patogenne [44]. Ze wzgledu na produkcje bakteriocyn,
lipopeptydéw oraz parasporyn niniejsze bakterie zna-
lazly réwniez zastosowanie w medycynie [31, 47]. Na
uwage zastuguje ponadto mozliwoé¢ ich stosowania
w bioremediacji terenéw zanieczyszczonych toksycz-
nymi zwigzkami organicznymi [33].

2. Charakterystyka gatunku Bacillus thuringiensis

Bakterie B.thuringiensis zostaly po raz pierwszy
wyizolowane przez japonskiego naukowca Shigetane
Ishiwata w 1901 roku z martwych larw jedwabnika
Bombyx mori. Kilka lat pézniej, w 1911 roku Bt zostat
ponownie wyizolowany przez Ernsta Berlinera, réwniez
z martwych larw $rédziemnomorskiej ¢my macznej
Anagasta kuehniella, pochodzacych z mlyna w Turyngii.
Ernst Berliner nazwat wyizolowany mikroorganizm
B. thuringiensis na cze$¢ tej niemieckiej prowingji.
Odkrycia te przyczynily sie¢ do opisania biobojczych
wiasciwosci Bt wobec larw owaddéw, co zasugerowalo
jego mozliwe zastosowanie jako biologiczny $rodek
ochrony roslin [41, 65].

Gatunek B. thuringiensis nalezy do domeny Bacteria,
typu Firmicutes, klasy Bacilli, rzedu Bacillales, rodziny
Bacillaceae i rodzaju Bacillus [67]. Rodzaj Bacillus dzieli
sie na trzy grupy, przy czym B. thuringiensis jest zali-
czany do grupy B. cereus, do ktorej naleza B. anthracis,
B. cereus, B. cytotoxicus, B. mycoides, B. pseudomycoides,
B. toyonensis, oraz B. weihenstephanensis [86]. Przez
ostatnie 100 lat, ze wzgledu na réznice w morfologii
ich kolonii, wlasciwosci metaboliczne, w tym opor-
no$¢ na penicyling, bakterie te opisywano jako odr¢bne
gatunki [58]. Cechg odrdzniajacy szczep B. thuringiensis
od B. cereus jest obecnos¢ genéw kodujacych owado-
bdjcze toksyny, zwykle znajdujacych si¢ na plazmidach
[37]. Jarret i Stephenson [43] wykazali, ze podczas
hodowli B. thuringiensis z innymi bakteriami w obrebie
grupy B. cereus moze dochodzi¢ do transferu plazmidu
zawierajgcego geny cry, tym samym doprowadzajac do
produkeji owadobdjczych bialek przez inne mikro-
organizmy. Z tego wzgledu zidentyfikowanie bakterii
jako B. thuringiensis jedynie na podstawie wykazywa-
nia zdolnosci do produkeji biatek Cry moze by¢ nie-
wiarygodne. Lepszym rozwigzaniem jest zastosowa-
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nie nowoczesnych technik, takich jak real-time PCR
z wykorzystaniem specyficznych biomarkerdw, dzieki
ktorym mozliwe jest zidentyfikowanie obecnosci Bt
w badanej prébcee [86].

Bakterie B. thuringiensis mozna klasyfikowac okres-
lajac podgatunek, odmiane czy serotyp (odmiana mikro-
organizmu, ktérg mozna okresli¢ za pomoca reakeji
z uzyciem przeciwcial). Jest to mozliwe dzigki wykorzy-
staniu charakterystycznych cech biochemicznych, réz-
nych antygenéw bakterii (serotypowanie H, antygeny
krysztatéw parasporalnych) oraz identyfikacji pro-
dukowanych przez nie antybiotykow i esteraz [10, 51,
79]. Typowa metoda stosowang do klasyfikacji Bt jest
serotypowanie H, ktdre polega na wywolaniu reakcji
immunologicznej wobec bakteryjnego antygenu - fla-
gelliny, biatka kodowanego przez gen hag [41]. Sero-
typowanie H ma jednak pewne ograniczenia, wynika-
jace z nierozrdézniania szczepéw pochodzacych z tego
samego serotypu [10, 41, 53, 81].

Komorki B. thuringiensis sg ruchliwymi, urzesio-
nymi na calej powierzchni, przetrwalnikujacymi palecz-
kami (d. laseczkami) o dlugosci 2-5 um oraz szerokosci
okolo 1 um, ktére zwykle uktadajg si¢ w pary lub krotkie
tancuchy [21, 41]. Cykl zyciowy tych Gram-dodatnich
bakterii sktada si¢ z dwdch faz: wegetatywnego podziatu
komorki oraz rozwoju spor, inaczej zwanego cyklem
sporulacji, ktory zachodzi przykladowo kiedy w $rodo-
wisku nie ma wystarczajacej ilosci sktadnikow odzyw-
czych [11, 21]. W trakcie rozmnazania komorka wege-
tatywna dzieli si¢ na dwie identyczne komoérki potomne
przez uformowanie nowej §ciany komoérkowej w poto-
wie blony plazmatycznej. W fazie sporulacji podziat
komorki przebiega nieco inaczej, jest on asymetryczny
i sklada si¢ z 7 etapéw. W I etapie powstaje filament
aksjalny, w etapie II formuje si¢ septum, a w III po-
wstaja krysztaly parasporalne oraz prespora. Nastepnie,
w etapie IV formuje si¢ egzospora, pierwotna $ciana
komorkowa, nukleoid oraz ostony biatkowe, a jaderko
spory ulega przeksztalceniu. W ostatniej fazie sporu-
lacji (VII) nastepuje dojrzewanie spor, liza komorki
i uwolnienie form przetrwalnych [13, 41, 58].

Krysztaly parasporalne sa inkluzjami wewnatrzko-
moérkowymi, zbudowanymi ze skrystalizowanego poli-
petydu, sktadajgcego sie z bialek Cry, ktory warunkuje
bioaktywno$¢ 0B. thuringiensis [65, 84]. Bialka Cry sa
toksyczne dla insektow z rzedow Lepidoptera, Diptera,
Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Dictyoptera,
Ortoprea i Mallofaga oraz dla niektérych nicieni, pier-
wotniakow i roztoczy [3, 84]. Z prowadzonych badan
wiadomo, ze konkretny szczep B. thuringiensis moze
by¢ wykorzystany do walki z konkretnym gatunkiem
owada, np. na Lepidoptera dziala B.subsp. kurstaki
oraz aizawai, na Coleoptera z kolei B. subsp. tenebrio-
nis, a na Diptera B. subsp. israelensis [34]. Wiele toksyn
Cry wykazuje niskie aktywnosci toksyczne przeciwko
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komarom, a najbardziej uzytecznym w ich zwalczaniu
jest szczep B.thuringiensis subsp. israelensis. Jest on
wysoce toksyczny w stosunku do réznych gatunkow
tych owadow, szczegolnie dla: Aedes, Culex i Anophe-
les, ktore stanowig wektory dla takich chordb, jak zétta
febra oraz denga, ale charakteryzuje si¢ jedynie srednia
toksycznoscig wzgledem wektoréw malarii [19, 20].

3. Czynniki wirulencji Bacillus thuringiensis

Owadobdjcze zdolnosci bakterii z gatunku B. thu-
ringiensis opieraja si¢ na produkowanych przez nie
w procesie sporulacji parasporalnych krysztatach, prze-
waznie zlozonych z jednego lub paru bialek Cry (Cry-
stal) lub Cyt (Cytolitic) [19]. Toksyny te nazywane
sg takze &-endotoksynami. Niniejsze nazewnictwo
wprowadzone zostalo przez Heimpela w 1967 roku,
ze wzgledu na fakt, ze bialka te formowane s wew-
natrz komorek oraz dlatego, ze odkryto je jako czwarte
z kolei toksyczne komponenty u tego gatunku bakterii
[41]. Toksyny Cry oficjalnie definiuje si¢ jako para-
sporalne krysztaly biatek o aktywnosci owadobdjczej
[25]. Natomiast do toksyn Cyt zalicza si¢ parasporalne
bialka Bt, wykazujace aktywnos¢ hemolityczna. Stwier-
dzono, ze niniejsze toksyny sa wysoce specyficzne
w dziataniu, w stosunku do docelowych owaddw, nie-
szkodliwe dla ludzi, kregowcow i roslin oraz kompletnie
biodegradowalne [19].

Biatka Cry wydzielane s3 w formie rozpuszczalnej
w wodzie i naleza do grupy toksyn formujacych kanaty
blonowe (pore-forming toxins, PFT) w membranie
komorek gospodarza. Powstaja w wyniku ekspresji ge-
noéw cry, jako monomery zdolne do oligomeryzacji,
czyli tgczenia sie kilku fancuchéw polipeptydowych
w jedna czasteczke. Zdolnos¢ do zmiany konformacji
tych bialek jest niezbednym elementem w procesie ich
toksycznego oddzialywania na komorki larw owada,
umozliwiajagcym im wchodzenie w strukture membrany
jelita gospodarza. Inaczej dzialaja toksyny Cyt, ktore
bezposrednio wchodzg w interakcje z lipidami mem-
brany i wnikajg do niej. Badania wskazuja, ze biatka Cyt
synergizuja lub przetamuja odporno$¢ przeciw biatkom
Cry, przez funkcjonowanie jako receptor do wigzania
Cry z membrang jelita owada [4, 41].

Mechanizm dziatania toksycznych biatek wytwarza-
nych przez B. thuringiensis jest podobny u wszystkich
rzedow owadow. W przeciwienstwie do chemicznych
pestycydow, ktore w wigkszosci sg toksynami kontak-
towymi, biatka Cry muszg zosta¢ spozyte przez owada,
zeby mogty stac sie toksyczne [40]. Wedtug Melo i wsp.
[59] oraz Hung i wsp. [40] po spozyciu B. thuringiensis
przez larwy owada, wyprodukowane przez nie krysz-
taly biatek Cry ulegaja rozpuszczaniu w jelicie, a nastep-
nie w kolejnym etapie uwalniane sa protoksyny, nie-
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aktywne jeszcze toksyny, ktérych przejscie do formy
czynnej zachodzi na drodze enzymatycznej [40, 59].
Enzymy odpowiedzialne za ten proces to trawienne
proteazy gospodarza; serynowe u przedstawicieli rzedu
Lepidoptera i Diptera oraz cysteinowe i asparaginowe
u owadoéw z rzedu Coleoptera [49]. Tak zaktywowane
toksyny wiaza sie do specyficznych receptoréw kadhe-
rynowych na powierzchni membrany komorek epite-
lialnych jelita, po czym ich konformacja ulega zmianie
[41, 49]. Nastepnie zostaja wbudowane w blong jelita,
gdzie dochodzi do ich oligomeryzacji i tworzenia kana-
téw [19]. Biatka Cry wchodzg takze w kontakt z dodat-
kowymi receptorami jelita — N-aminopeptydazami,
ktére odpowiadaja za zakotwiczenie formujacych sie
kanaléw w dwuwarstwie lipidowej jelita [41, 59]. Nato-
miast bialka Cyt wiaza si¢ bezposrednio z lipidami
membrany komorek nablonka jelita, takze tworzac
kanaly w ich blonie lub niszczac ja przez oddzialywanie
podobne do detergentu [19].

Juz w latach 80 ubieglego wieku Knowles i Ellar
(48] stwierdzili, ze powstajace w blonie komdrek jelita
kanaly s3 gléwnym elementem mechanizmu toksycz-
nego dziatania endotoksyn B. thuringiensis, gdyz pro-
wadza do wystgpienia lizy osmotycznej i $mierci
komorki [18, 40, 55]. Dokladnie liza komérek epitelial-
nych jelita wywolywana jest przez zmiane ciagtosci
i utrate funkcyjnosci membrany, powodowang przez
powstajace w niej kanaty [12, 36, 91]. Zhang i wsp. [92]
przedstawili inny mozliwy model dziatania biatek Cry
na komorki owada, ktdry zaprzecza wczesniejszej teorii.
Zdaniem niniejszych autoréw samo formowanie kana-
tow litycznych jest niewystarczajace do spowodowania
$mierci komorki. Zaproponowany model zakfada, ze
$mier¢ komorek owadzich wywolana jest nie przez stres
osmotyczny, a szereg reakcji zmieniajacych metabo-
lizm komoérkowy, do ktérych zachodzi po zwigzaniu
toksyny Cry z receptorem jelitowym. Wedlug tej teorii
zwigzanie bialka Cry do kadheryn i N-aminopeptydaz
wywoluje, w jeszcze dokladnie niepoznanym procesie
przekaz bodzca aktywujacego kanaly Mg?* w blonie
plazmatycznej komorek epitelialnych owadow, czego
nastepstwem jest zwigkszenie poziomu komoérkowego
cAMP (cykliczny adenozyno-3’5’-monofosforan) [91,
92]. Do $mierci komoérek dochodzi w wyniku dziatania
kinaz biatkowych aktywowanych przez cAMP. Niniej-
sze zjawisko nazywamy onkoza, gdyz zaobserwowana
przez Zhang i wsp. [92] $mier¢ poddanych transfek-
cji komorek pobranych z jajnika Trichoplusia ni, nie
wykazywata cech charakterystycznych dla apoptozy
ani endocytozy, a powodowana byta przez ich pecz-
nienie oraz zwigkszona przepuszczalno$¢ membrany
[85]. Niezaleznie od przyjetej teorii, co do dokladnego
cytotoksycznego wplywu bialek Cry na komorki epi-
telialne jelita, wiadomo, ze ich zniszczenie wywoluje
paraliz jelita sSrodkowego larw owaddéw i prowadzi do
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$mierci w wyniku wyglodzenia. Zdaniem Raymonda
i wsp. [73] niekiedy do $mierci owada moze takze
dochodzi¢ w wyniku postepujacej infekeji bakteryjnej
i wywolania posocznicy. Dzieje si¢ tak, gdy przez znisz-
czone komorki nabtonka jelita do hemolimfy owada
przedostaja si¢ wegetatywne komorki B. thuringiensis.
Wowczas ich namnazanie w organizmie larwy moze
prowadzi¢ do ciezkiej infekcji bakteryjnej — sepsy, skut-
kujacej $miercia.

Cho¢ owadobdjczos¢ B. thuringiensis opiera si¢
gltéwnie na toksycznych biatkach Cry, to bakterie te
produkuja takze inne czynniki wirulentne. Czynniki
te moga samodzielnie wptywa¢ biobdjczo na owady,
np. biatka Vip, proteiny Sip oraz beta-egzotoksyna lub
dziala¢ synergistycznie wraz z toksynami Bt, np. prote-
ina P20, czy enzym chitynaza [49]. Podczas wegetatyw-
nej fazy wzrostu bakterie B. thuringiensis wytwarzaja
biatka Vip (vegetative insecticidal proteins), ktére
wykazuja dzialanie insektycydowe nawet na owady,
ktére wyksztalcily odpornos¢ na biatka krystaliczne
oraz beta-egzotoksyne, stanowigcg inhibitor dla poli-
merazy RNA zaleznej od DNA. Wspomniana wyzej
egzotoksyna wplywa negatywnie nie tylko na bezkre-
gowece, ale takze na kregowce, dlatego szczepy charakte-
ryzujace si¢ ich syntezg, nie mogg by¢ wykorzystywane
do produkgji biopestycydow [32, 38]. Chitynaza poza
wykazywaniem wlasciwosci synergistycznych wobec
toksyn Cry jest istotnym enzymem biorgcym udzial
w infekcji owaddw, gdyz doprowadza do powstawania
perforacji w blonie komorek jelita owadow, umozliwia-
jac przedostanie si¢ bakterii do hemocelu (jama ciata
u niektorych bezkregowcdw) [77]. Natomiast ekspresja
genu odpowiadajacego za produkeje biatka P20 wptywa
na potranskrypcyjne zwigkszenie akumulacji biatek
krystalicznych w komérce i moze pelni¢ takze funkcje

stabilizujacg dla bialek Cry [88].

4. Wykorzystanie Bacillus thuringiensis
w nowoczesnym rolnictwie

Postep cywilizacyjny oraz obowigzujace prawo-
dawstwo wymagaja stosowania innowacyjnych srod-
kéw ochrony roslin w rolnictwie, w tym réwniez tych
opracowanych na bazie mikroorganizmoéw. Ciagle daze-
nie do zwiekszenia produkcji zywnosci, w zwigzku
ze stalym wzrostem ludnosci na $wiecie pociaga za
soba nadmierne stosowanie chemicznych s$rodkow
ochrony roslin. Wysoce istotne wydaje si¢ otrzymywa-
nie wysokiego plonu roélin, przy zachowaniu tej samej
powierzchni uprawy, zadbaniu o zachowanie bezpie-
czenstwa ludzi, zwierzat i $rodowiska, a takze zapew-
nieniu plonu wolnego od patogenoéw.

Obecnie czgsto odnotowywanym zjawiskiem jest
nabywanie odpornosci przez owady na chemiczne
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srodki ochrony roslin, co prowadzi do stosowania
wiekszych ich dawek, a tym samym przyczynia si¢ do
zaburzenia funkcjonowania calych agrobiocenoz [26].
W celu regulacji powyzszych kwestii w dniu 21 paz-
dziernika 2009 roku wprowadzona zostala dyrektywa
Parlamentu Europejskiego i Rady 2009/128/WE, zgod-
nie z ktorg niezwykle istotne jest wykazanie, ze $rodki
ochrony roélin nie wplywaja negatywnie na srodowisko,
a jednoczesnie zapewniajg jednoznaczne korzysci dla
produkgji rolnej [27]. W Polsce integrowang ochrone
roélin definiuje Ustawa z dnia 8 marca 2013 r. o $rod-
kach ochrony roélin (Dz. U. poz.455) [28, 29], ktora
nastawiona jest na wykorzystanie metod minimalizu-
jacych zuzycie chemicznych $rodkéw ochrony roélin,
zastosowanie odpowiedniej agrotechniki, stosowanie
tolerancyjnych lub odpornych odmian roslin oraz
zwalczanie patogendéw na drodze biologicznej [30].
W Art.35 wyzej wymienionej ustawy podkreslona
zostala zasadno$¢ stosowania preparatéw biologicz-
nych, w sposob nie zagrazajacy srodowisku, a takze
bezpieczny dla zdrowia ludzi i zwierzat [29].
Stosowanie biologicznych $rodkéw ochrony roslin
jest doskonaly alternatywa dla chemicznych $rodkéow
ochrony roslin. Preparaty zawierajace w swoim skladzie
Bt nie wykazuja negatywnego oddzialywania na czlo-
wieka oraz nie zanieczyszczajg $rodowiska, a dodat-
kowym ich atrybutem jest stosunkowo niski koszt.
Ponadto bardzo rzadko powoduja wyksztalcenia odpor-
noéci u larw owadzich, aczkolwiek jest to mozliwe [56].
Bioinsektycydy na bazie Bt cieszg si¢ duzg popu-
larnoscig. Juz w 2006 roku biopreparaty, zawierajace
w swoim skladzie spory B. thuringiensis i krysztaly bial-
kowe przez nie wytwarzane, stanowity 75% $wiatowego
rynku biologicznych srodkéw ochrony roslin [49, 83].
W ostatnich latach przeprowadzono wiele badan
nad sposobem produkcji bakteryjnych bioinsekty-
cydéw na bazie alternatywnych mediéw, takich jak:
melasa, skrobia, w tym skrobia kukurydziana, ziarna
zbdz, otreby pszenne czy stoma ryzowa, a takze osady
Sciekowe czy osady z sadzawek krewetek [7, 13, 64,
85, 94]. Surowce te dzigki temu, ze stanowig odpady
z produkgji rolno-przemystowej sa znacznie tanisze niz
konwencjonalnie stosowane syntetyczne media zawie-
rajace soje, czysta glukoze czy ekstrakt z kukurydzy.
Zastosowanie tanszych podlozy do namnazania bakterii
B. thuringiensis, stanowigcych nawet 50% catkowitych
kosztow produkcji, pozwala na znaczne zmniejszenie
kosztownosci niniejszego procesu [95]. Dodatkowo
mozliwos¢ wykorzystania odpadéw jako podlozy do
hodowli Bt rozwigzuje problem z ich utylizacjg. Bada-
nia prowadzone przez Brar i wsp. [15] oraz Zhuang
i wsp. [93, 94] wykazuja, ze przy zastosowaniu odpo-
wiednich metod produkcji, takze stosowanie $ciekdw
czy réznego typu osadow komunalnych daje zadawala-
jace rezultaty wzgledem promowania rozwoju bakterii,



BACILLUS THURINGIENSIS - NOWY POTENCJAL APLIKACYJNY

361

Tabela I
Przyktadowe insektycydy zawierajace Bacillus thuringiensis dostepne na rynku europejskim

Preparat Producent prodKliz nta Szczep Bt grizczi(\:;tiaéw
XenTari® Sumitomo Chemical Agro Europe | Francja Bt ssp. aizawai szczep ABTS-1857
Agree 50 WG Mitsui AgriScience International | Belgia Bt ssp. aizawai szczep GC-91 Lepidoptera
Xtreem” KENOGARD Hiszpania | Bt ssp. aizawai szczep ABTS-1857
DiPel” Sumitomo Chemical Agro Europe | Francja Bt ssp. kurstaki szczep ABTS 351
Biobit” Sumitomo Chemical Agro Europe | Francja Bt ssp. kurstaki szczep ABTS 351 | Lepidoptera
Delfin WG Mitsui AgriScience International | Belgia Bt ssp. kurstaki szczep SA-11
LEPINOX® Plus | CBC (Europe) Wiochy Bt ssp. kurstaki szczep EG 2348
VectoBac® Sumitomo Chemical Agro Europe | Francja Bt ssp. israelensis szczep AM65-52 | Diptera
Novodor® Sumitomo Chemical Agro Europe | Francja Bt ssp. tenebrionis Coleoptera

Na podstawie: [51, 83, 90].

sporulacji i formowania toksyn, w poréwnaniu do zwy-
kle stosowanych w tych procesach mediéw sojowych.
Jednym z gtéwnych probleméw w stosowaniu osadow
$ciekowych jako alternatywnego zrédla dla produkeji
mikrobiologicznych §rodkéw ochrony roslin jest obec-
nos$¢ w nich metali cigzkich, gdyz w nieodpowiednim
stezeniu moga hamowac wzrost i rozwoj bakterii.

Przyktadowe biologiczne $rodki ochrony roslin
skonstruowane na bazie Bt, wykazujace selektywne
oddzialywanie na poszczegdlne organizmy owadzie,
zebrane zostaly w tabeli nr I [49, 80, 87]. Insektycydy
zawierajace w swoim skladzie szczep B. thuringiensis
subsp. israelensis dzialaja biobodjczo na owady z rzedu
Diptera, do ktorych zaliczamy lenie. Ich larwy Zerujg
na korzeniach mlodych rodlin warzywnych i zbdz.
Natomiast najbardziej znane sposrod szkodnikéw roslin
kapustowatych larwy bielinka kapustnika oraz bielinka
rzepnika (rzad Lepidoptera), powodujace golozery lisci,
s zwalczane przez B. thuringiensis subsp. aizawai lub
subsp. kurstaki [63].

Zastosowanie mikrobiologicznych srodkéw ochrony
rodlin niesie ze sobg wiele korzysci dla $rodowiska.
Jednakze, niezwykle istotna jest wiedza i $wiado-
mos$¢ uzytkownikéw niniejszych biopreparatow, pozwa-
lajaca na prawidtowe rozpoznanie Zerujacych owadow
i ukierunkowane dobranie odpowiedniego szczepu
B. thuringiensis.

5. Nowe mozliwosci wykorzystania bakterii
Bacillus thuringiensis

Zastosowanie B. thuringiensis w nowoczesnym rol-
nictwie, jako bioinsektycydéw oraz w konstruowaniu
ro$lin GMO odpornych na szkodniki owadzie, to jeden
z obszaréw analiz dotyczacych tego gatunku bakterii.
Badania prowadzone w ostatnich latach wykazaly
ponadto mozliwo$¢ zastosowania niektorych szcze-

pow Bt w biologicznej kontroli grzybow patogennych,
w promowaniu wzrostu roslin, bioremediacji gleb ska-
zonych oraz w produkcji zwigzkéw o aktywnosci prze-
ciwdrobnoustrojowej i przeciwnowotworowej [44].

Rosliny uprawne podatne s na wiele choréb, w tym
réwniez wywolanych przez grzyby patogenne. Wyka-
zano, ze bakterie B. thuringiensis przejawiaja aktywnos$¢
przeciwgrzybicza, gléwnie w stosunku do patogendw
z rodzaju Fusarium [35, 75, 76], Sclerotium [74, 78] oraz
Rhizoctonia [35]. Antagonistyczne dzialania Bt w sto-
sunku do wyzej wymienionych patogendw oparte jest
na produkgji chitynaz oraz proteaz, enzymoéw przy-
czyniajacych si¢ do trawienia strzepek patogenow
oraz wytwarzaniu lipopeptydu - fengicyny (fengycin).
Wykazano, ze wlasciwoéci przeciwbakteryjne i prze-
ciwgrzybicze niniejszego antybiotyku dajg mozliwo$¢
zastosowania go jako s$rodka biokontroli, nie tylko
w rolnictwie, ale réwniez w medycynie [47].

Niektore szczepy B. thuringiensis kolonizujace ko-
rzenie roélin, zalicza si¢ do grupy PGPB (Plant Growth
Promoting Bacteria), ktére poprzez produkcje witamin
oraz fitohormonéw pozytywnie wplywaja na wzrost
i rozwdj roélin. Potencjal wykorzystania Bt lub ich mie-
szanin z innymi mikroorganizmami, w postaci nawo-
z6w biologicznych poprawiajacych rozwoj roslin, zaob-
serwowano na przykltadzie uprawy soi, groszku polnego,
soczewicy, czy kukurydzy [6, 8, 60, 61]. Bai i wsp. [8]
wykazali, ze koinokulacja soi szczepami B. thuringiensis
NEB17 oraz Bradyrhizobium japonicum istotnie popra-
wita wzrost roélin. Pozytywny wplyw koinokulacji soi
szczepem B. thuringiensis KR1 oraz B. japonicum na
plon roélin zaobserwowali réwniez w swoich bada-
niach Mishra i wsp. [61]. Z badan wyzej wymienionych
autoréw wynika ponadto, ze zastosowanie Bt KR1 wraz
z Rhizobium leguminosarum-PR1 w wigkszym stopniu
wplywalo na wzrost groszku polnego i soczewicy, niz
inokulacja roélin jedynie szczepem R. leguminosarum-
-PR1 [60]. Pomimo, Ze wyniki badan prowadzonych
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nad pozyskiwaniem szczepow Bt o wysokiej aktywno-
$ci PGPB sg bardzo obiecujace, to na rynku bionawo-
z6w nadal nie ma preparatu, ktéry by na nich bazowat.
Dlatego tez dokladniejsze zrozumienie mechanizmu
interakeji pomiedzy niniejszymi bakteriami a rolinami
wydaje si¢ by¢ niezbedne [44].

Obecnie prowadzone s3 réwniez badania dotyczace
zastosowania bakterii B. thuringiensis w procesie biore-
mediacji gleb skazonych. Zanieczyszczenie srodowiska
zwigzkami chemicznymi stanowi ogromny problem
ekologiczny, dlatego poszukuje si¢ optacalnych i efek-
tywnych metod usuwania tych substancji z gleby, wody
czy powietrza. Do degradacji zwigzkéw organicznych
zanieczyszczajacych gleby wykorzystuje sie mikro-
organizmy, ktére na drodze bioremediacji prowadza
do catkowitej ich utylizacji [33]. B. thuringiensis poza
wlasciwosciami owadobdjczymi wykazuje zdolnos¢ do
rozkladu niektdrych toksycznych zwigzkéw organicz-
nych. Z przegladu literatury wynika, ze byl on stoso-
wany do rozkltadu ftalanu dimetylu [16], fipronilu [57],
trifenylocyny [39], bisfenolu A [54] czy policyklicznych
weglowodorow aromatycznych (PHA), takich jak np.
fenantren, a takze niektorych pestycydéw np. imida-
kloprydu [33] czy cyhalotryny [22]. Z badan Brar i wsp.
[16] wynika, ze B.thuringiensis subsp. kurstaki pro-
dukuje specyficzne enzymy odpowiedzialne za bio-
degradacje DMP (ftalan dimetylu), dzieki czemu jest
w stanie wzrasta¢ na podlozu zanieczyszczonym tym
zwigzkiem i1 wykorzystywaé go jako zrédlo wegla.
Wyizolowany przez Chen i wsp. [22] szczep B. thurin-
giensis ZS-19 wykazywatl zdolno$¢ catkowitego roz-
ktadu cyhalotryny, juz w przeciggu 72 h. Mandal i wsp.
[57] zaobserwowali, ze obecno$¢ bakterii B. thurin-
giensis w $rodowisku zanieczyszczonym fipronilem
znacznie przyspiesza tempo jego rozkladu, zmniejsza-
jac wykrywalnos¢ fipronilu w glebie z ponad 56 dni do
35-42 dni. Yi i wsp. [89, 90] w badaniach z wykorzy-
staniem szczepu B. thuringiensis GIMCC1.817 uzyskali
niemal 80% stopien degradacji trifenylocyny (TPT)
juz w ciagu 7 dni, zwigzany z efektem zerwania przez
bakteryjny cytochrom P450 wigzania wegiel-metal
w czasteczce TPT. Natomiast Li i wsp. [54] uzyskali
w ciggu 24 h 85% wydajno$¢ degradacji bisfenolu A,
ktérego mineralizacja opiera si¢ najpewniej na dziata-
niu NADPH (dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy).
Wyniki uzyskane przez Ferreira i wsp. [33] wskazuja
takze na wysoki potencjal niniejszego gatunku bakterii
w mineralizowaniu réznorodnych wielopierscienio-
wych zwiazkéw aromatycznych, a takze chemicznych
pestycyddw, co zdaniem wyzej wymienionych autoréow
wplywa na zwiekszenie atrakcyjnosci tego gatunku do
zastosowan w procesie bioremediacji.

Bakterie B.thuringiensis poza produkcja toksycz-
nych biatek, wytwarzajg takze inne zwiazki oddzia-
lujace na organizmy zywe, wykorzystywane w medy-
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cynie, takie jak bakteriocyny, nanoczasteczki srebra,
czy parasporyny o aktywno$ci przeciwnowotworowe;j.
Cechg znacznej wigkszosci bakterii jest syntezowanie
przynajmniej jednej bakteriocyny [71]. Bakteriocyny
sg naturalnymi peptydami wplywajacymi hamujaco
na wzrost zaréwno gatunkow bakterii z nimi niespo-
krewnionych, jak i blisko spokrewnionych [9]. W prze-
ciwienstwie do antybiotykdw, ktore stanowia metabolity
wtorne mikroorganizméw, bakteriocyny sa produktami
syntezy rybosomalnej, wykazujacymi waskie spek-
trum dziatania [14]. Do roku 2013 poznanych zostato
18 roznych bakteriocyn wytwarzanych przez szczepy
B. thuringiensis, m.in. subsp. morrisoni, kurstaki, ento-
mocidus, tolworthi, czy thuringiensis [52]. Zwiazki te
wykazuja inhibicje wzgledem wielu patogennych bak-
terii ludzi i zwierzat, takich jak Staphylococcus aureus
[9], Listeria monocytogenes, Paenibacillus larvae, czy
inne gatunki Bacillus [23], a takze bakterie Enterococcus
fecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
czy Shigella flexneri [71]. Zainteresowanie badaniami
nad bakteriocynami wynika z potencjatu ich praktycz-
nego stosowania w medycynie zamiast antybiotykow,
w zwigzku z coraz czestszym pojawianiem sie szcze-
pow bakterii opornych na wiele z nich [44, 52]. Poza
bakteriocynami, zwigzkami produkowanymi przez
B. thuringiensis, przydatnymi w zwalczaniu mikroorga-
nizmoéw sg lipopeptydy np. kurstakina (kurstakin), czy
wspominana juz wczesniej fengicyna [31]. Niektore
szczepy B. thuringiensis wykazuja rowniez zdolnos$¢ do
produkgji nanoczasteczek srebra, ktore charakteryzuja
sie wysoka aktywnoscig toksyczng wzgledem réznych
patogennych bakterii, przykladowo E. coli, P. aerugi-
nosa, S. aureus, K. pneumoniae, L. monocytogenes, czy
E. faecalis [42, 46, 66]. Badania przeprowadzone przez
Khaleghi i wsp. [46] wykazaly, Ze nanoczgsteczki srebra
o $rednicy 42 nm wykazywaly dzialanie bakteriobdj-
cze wzgledem wszystkich szesciu, wyzej wymienio-
nych gatunkéw mikroorganizmdw referencyjnych. Zda-
niem niniejszych autoréw rozwoj technologii wytwa-
rzania nanoczasteczek przez Bt ma duzy potencjat do
produkcji preparatéw eliminujacych i zabezpieczajg-
cych powierzchnie sprzetu medycznego przed powsta-
waniem biofilmu, w sklad ktérego wchodzi¢ moga
patogenne bakterie.

Wiréd szczepdw B. thuringiensis wykryto réwniez
izolaty wykazujace aktywno$¢ cytotoksyczng wzgle-
dem kilku ssaczych linii komoérkowych oraz zidenty-
tikowano parasporyny nakierowane na nowotworowe
komorki ssacze [1]. Parasporyny (PS) sa to biatka Cry,
ktére nie wykazujg aktywnosci insektycydowej, ani
hemolitycznej, za to charakteryzuja si¢ cytotoksycz-
noscig w stosunku do komorek nowotwordéw ludz-
kich, jednocze$nie nie wptywajac na zdrowe komorki
organizmu [69]. Z 6 subklas tych zwiazkéw, szcze-
golnie szeroko badane sg parasporyny-2 (PS2), ktore
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wykazuja przeciwnowotworowe dzialanie wzgledem
zmutowanych linii komorek jelita grubego [2, 17, 50,
62, 72], watroby [2, 17], szyjki macicy [17, 50], piersi
[17], prostaty [17], chloniaka [72] oraz bialaczki [62].
Badania prowadzone przez Katayama i wsp. [45] wyka-
zaly, ze réwniez parasporyny-1 (PS1) wykazuja aktyw-
no$¢ przeciwnowotworowg wzgledem tumoréw szyjki
macicy, watroby, jak rowniez bialaczki. Natomiast biatko
Cry45Aa, zaliczane do parasporyn-4 (PS4), wyizolo-
wane z komorek Bt przez Okumura i wsp. [70], dzia-
tato cytotoksycznie na linie komorek raka jelita grubego,
watroby oraz chtoniaka. Mechanizmy dziatania para-
sporyn na komorki nowotworowe s3 rézne i zalezne
od docelowego rodzaju komorek na jakie oddzialuja.
PS1 oddzialuja cytotoksycznie na komérki nowotwo-
rowe poprzez aktywowanie sygnaléw apoptozy oraz
zwiekszenie stezenia Ca?* wewnatrz nich. PS2 przez
tworzenie kanaléw w membranie komérek nowotwo-
rowych, zblizone sa w swoim dziataniu do insektycy-
dowych biatek Cry. Natomiast PS4 doprowadzaja do
$mierci komdrek nowotwordw przez niespecyficzne
wigzanie do blony i tworzenie w nich komplekséw oli-
gomerycznych [44]. Glebsze poznanie mechanizmu
ich dziatania na komoérki rakowe i ogélnego wpltywu
na organizm czlowieka stwarza ogromne mozliwosci
w zastgpieniu nimi réznego rodzaju farmaceutykow
stosowanych w medycynie.

6. Podsumowanie

Wzrost swiadomosci spoteczenstwa na temat zagro-
zen wynikajacych z szerokiego stosowania zwigzkow
chemicznych w uprawach roslin, ich wptywu na $ro-
dowisko i organizm ludzki, przyczynit sie do zwigksze-
nia zainteresowania biologicznymi $rodkami ochrony
rodlin. Popularng alternatywe dla chemicznych insek-
tycydow stanowig preparaty na bazie B. thuringiensis,
ktore charakteryzuja si¢ wysoka skutecznoscia dzialania,
nie kumulujg sie w glebie i nie doprowadzaja do zabu-
rzenia jej rownowagi biologicznej. Ponadto niektdre
szczepy Bt poprzez produkcje metabolitow wtdrnych
oraz indukowanie odpornosci roélin przyczyniajg sie
do biologicznej kontroli i promowania ich wzrostu
i rozwoju. W ostatnich latach wykazano szerokie moz-
liwosci zastosowania tych bakterii poza obszarem rolni-
czym, przyktadowo w bioremediacji terenow skazonych,
w medycynie; w niszczeniu patogenéw bakteryjnych, czy
komorek nowotworowych. Prowadzenie dalszych badan
nad B. thuringiensis powinno sie skupia¢ na poszuki-
waniu nowych, wydajniejszych szczepdw, jak réwniez
optymalizacji proceséw prowadzonych z ich udzialem,
zmierzajacych do uzyskania nowych farmaceutykow,
fungicydow, bionawozoéw oraz preparatéw stosowanych
w procesie bioremediacji terenéw skazonych.
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Streszczenie: Borelioza jest wielouktadowa choroba wywolywang przez bakterie zaliczane do kompleksu Borrelia burgdorferi sensu
lato. Wektorem przenoszacym infekcje sa kleszcze z rodzaju Ixodes, ktdre zakazaja kolejnych zywicieli kretka podczas spozywania ich
krwi. Zréznicowany przebieg boreliozy uniemozliwia jej rozpoznanie na podstawie objawow klinicznych. W zwigzku z tym diagnostyka
choroby z Lyme opiera si¢ gléwnie na metodach laboratoryjnych, zaréwno bezposrednich (wykrycie obecnosci DNA lub biatek czynnika
zakaznego w materiale biologicznym pobranym od pacjenta) jak i poérednich (badania serologiczne). Powszechnie rekomendowanym
podejsciem jest serodiagnostyka, jednakze z powodu czasu wymaganego do wytworzenia przez organizm swoistych przeciwcial nie jest
ona przydatna w poczatkowym okresie infekcji. Metody mikrobiologiczne, bedace zlotym standardem w wykrywaniu wielu infekcji
bakteryjnych, nie sa szeroko wykorzystywane w rozpoznaniu boreliozy ze wzgledu na wysokie wymagania wzrostowe B. burgdorferi s.1.
oraz dlugi czas oczekiwania na wynik. Potencjalnym rozwigzaniem tego problemu wydaje si¢ by¢ diagnostyka molekularna polegajaca na
wykrywaniu DNA kretka za pomoca reakcji PCR, ktora jest wysoko specyficzna oraz czula. Jednakze efektywno$¢ tego podejécia zalezy
od wielu czynnikéw dlatego konieczne jest opracowanie wystandaryzowanego algorytmu diagnostycznego zapewniajacego powtarzalnos$é
wynikéw we wszystkich laboratoriach.

1. Wprowadzenie. 2. Genom B. burgdorferi s.l. 3. Diagnostyka boreliozy. 4. Rodzaje reakcji PCR wykorzystywane w diagnostyce boreliozy.
5. Geny wykorzystywane w detekcji DNA B. burgdorferi s.l. 6. Identyfikacja genogatunkéw B. burgdorferi sl. 7. Material kliniczny.
8. Czynniki wplywajace na wydajnoé¢ reakeji PCR. 9. Zalecenia dotyczace zastosowania diagnostyki PCR. 10. Podsumowanie

DIAGNOSTIC USEFULNESS OF PCR IN THE RECOGNITION OF LYME DISEASE

Abstract: Lyme disease is a multisystem disease caused by bacteria belonging to the group Borrelia burgdorferi sensu lato. The vector that
carries the infection is a tick of the genus Ixodes, that infects subsequent hosts of the spirochete during blood-meal. The varied course
of Lyme disease makes it impossible to recognize it on the basis of clinical symptoms. Therefore, the diagnosis of Lyme disease is based
mainly on laboratory methods, both direct (detection of the presence of DNA or infectious agent proteins in the biological material
collected from the patient) and indirect (mainly serological tests). A commonly recommended approach is serodiagnosis, however, due to
the time required for the body to produce specific antibodies, it is not useful in the earliest period of infection. Microbiological diagnostics
also can not be used to diagnose Lyme disease in the first weeks of the disease due to its low sensitivity and long waiting time for the result.
The solution seems to be molecular diagnostics based on the detection of the spirochete DNA using PCR reaction that is highly specific
and sensitive. However, the effectiveness of this approach depends on many factors, therefore it is necessary to develop a standardized
protocol ensuring reproducibility of results in all laboratories.

1. Introduction. 2. Genome of B. burgdorferi s.1. 3. Diagnosis of Lyme borreliosis. 4. Types of PCR reactions used in the diagnosis of Lyme
disease. 5. Target genes used to DNA detection of B. burgdorferi s.l. 6. Identification of B. burgdorferi s.1. genotypes. 7. Clinical material.
8. The factors affecting the efficiency of PCR. 9. Recommendations for the use of PCR diagnostics. 10. Summary

Stowa kluczowe: Borrelia burgdorferi sensu lato, borelioza, diagnostyka molekularna, PCR

Keywords:

Borrelia burgdorferi sensu lato, Lyme disease, molecular diagnostics, PCR

1. Wprowadzenie

Borelioza jest choroba odkleszczowa wywolywang
przez bakterie zaliczane do kompleksu Borrelia burgdor-
feri sensu lato (s..). Obecnie do grupy tej nalezy okoto
20 genogatunkow, z czego tylko dla 5 (Borrelia afzelii,
Borrelia garinii, Borrelia bavariensis, Borrelia burgdor-

feri sensu stricto (s.s.), Borrelia spielmanii) definitywnie
potwierdzono patogennos¢ dla cztowieka. Wszystkie
z wyzej wymienionych genogatunkow wystepuja na
terenie Europy. Natomiast w Ameryce Péinocnej jedy-
nym wykrywanym czynnikiem wywolujacym bore-
lioze jest B. burgdorferi s.s. Jednakze najnowsze donie-
sienia sugeruja, iz réwniez Borrelia bisettii i Borrelia

* Autor korespondencyjny: Lucyna Holec-Gasior, Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydziat Chemiczny, Poli-
technika Gdanska, ul. Narutowicza 11/12, 80-233 Gdansk, Polska, e-mail: lucyna.holec-gasior@pg.edu.p
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mayonii moga wywolywac chorobe¢ z Lyme na terenie
USA i Kanady [27, 52].

Borelioza to wieloukladowa choroba o przebiegu
fazowym. Na wczesnym etapie choroby (do 8 tygodni
od momentu zakazenia) najcz¢$ciej jedynym objawem
jest rumien wedrujacy (EM, erythema migrans). Jest
to bardzo charakterystyczna zmiana skdérna, majaca
postaé zaczerwienienia z centralnym przejasnieniem.
Wedlug zalecen Polskiego Towarzystwa Epidemiologéw
i Lekarzy Chordéb Zakaznych (PTEILCHZ) wystapie-
nie typowego EM jest wskazaniem do natychmiasto-
wego rozpoczecia antybiotykoterapii bez wykonywania
badan serologicznych [37]. Niestety, EM nie wystepuje
u wszystkich pacjentéw, dotyka jedynie ok. 40-90%
zakazonych [1, 31, 38, 51]. Zazwyczaj na tym etapie
boreliozy nie towarzysza pacjentom zadne inne dole-
gliwoséci lub przybieraja one posta¢ objawdw grypo-
podobnych, dlatego tez chorzy czesto nie zdaja sobie
sprawy, iz potrzebuja specjalistycznej pomocy. Prowa-
dzi to do bardzo powaznych konsekwencji, poniewaz
w przypadku braku odpowiedniej antybiotykoterapii,
choroba moze rozwina¢ sie do fazy rozsianej (od 6 do
26 tygodni od momentu zakazenia). Do najczestszych
objawow fazy rozsianej naleza m.in. rumien wedrujacy
mnogi, objawy ze strony ukladu nerwowego pod posta-
cig zespolu Bannwartha, zapalenia opon modzgowo-
-rdzeniowych, zapalenia korzeni nerwowych i nerwow
czaszkowych, zmian zapalnych w obrebie serca oraz
ostre nawracajgce zapalenie stawdéw. Innym charakte-
rystycznym, lecz bardzo rzadkim objawem jest chtoniak
limfocytowy (BL, borrelial lymphocytoma), ktéry wyste-
puje u 0,3-3% chorych. BL ma posta¢ niebolesnego,
czerwonego obrzgku o $rednicy kilku centymetrow
zlokalizowanego gléwnie w lub na matzowinie usznej,
mosznie i brodawkach sutkowych. Dolegliwos$ci zwig-
zane z pozng faza boreliozy, pojawiajace sie 6 miesiecy
po zakazeniu, w znacznym stopniu uzaleznione sg od
genogatunku kretka, ktéry wywotat chorobe. Za bore-
liozowe zapalenie stawéw (LA, Lyme arthritis) odpo-
wiada gtéwnie B. burgdorferi s.s., natomiast blisko ze
sobg spokrewnione genogatunki B. garinii i B. bava-
riensis przewaznie prowadza do postaci neurologicznej
choroby (NB, neuroborelioza). B. afzelii jest w glownej
mierze zwigzana z zanikowym zapaleniem skory (ACA,
acrodermatitis chronica atrophicans). Natomiast B. spiel-
manii jest genogatunkiem sporadycznie wywolujacym
borelioze u ludzi i jak dotad izolowano go jedynie ze
zmian skoérnych [13, 25, 27, 50, 51].

2. Genom B. burgdorferi s.l.
Bakterie nalezace do grupy B. burgdorferi s.l. pod-

czas swojego cyklu zyciowego przebywaja w bardzo
zroznicowanym Srodowisku. Prawdopodobnie to ta
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réznorodnos¢ warunkéw ich bytowania sprawita, iz
genom B. burgdorferi s.l. ma jedng z najbardziej skom-
plikowanych struktur wsrod bakterii [5, 17].

Genom kretkow sklada si¢ z liniowego chromo-
somu o diugosci okoto 910kpz oraz 21 plazmidow
(9 kolistych i 12 liniowych) o wielkosciach wynoszacych
w przyblizeniu od 5 do 54 kpz. Ponadto charakteryzuje
sie on duzg zawarto$cig gendw paralogicznych, pseudo-
genéw oraz niekodujacych fragmentéw DNA. Warto
zaznaczy¢, iz do tej pory nie poznano funkcji wielu
genow, poniewaz nie wykazujg one znaczacej homologii
z wczesniej poznanymi sekwencjami [7, 9, 17].

Liniowy chromosom ma dos¢ dobrze zakonserwo-
wang sekwencje wsrod dotychczas przebadanych geno-
gatunkow B. burgdorferi s.l. Posiada on kowalencyjnie
zamkniete konce przypominajgce strukture spinki do
wloséw. Jego replikacja ma charakter dwukierunkowy
symetryczny, jednakze jej szczegdétowy mechanizm
nie zostal dotychczas poznany. Chromosom zawiera
26 pseudogendéw oraz 860 genéw kodujacych 797 bia-
tek, odpowiedzialnych gléwnie za metabolizm podsta-
wowy bakterii. Dokladniejsza analiza sekwencji wyka-
zala, ze B. burgdorferi s.l. nie posiada genow kodujacych
enzymy niezbedne do syntezy aminokwasow, nukleo-
tydow, kwasow ttuszczowych i kofaktoréw enzymow.
Prawdopodobnie zostaly one utracone na skutek przy-
stosowania si¢ kretka do pasozytniczego trybu zycia [5,
7,9, 17, 36]. W zwiazku z tym B. burgdorferi s.1. posiada
wiele gendw (co najmniej 52) kodujacych réznego typu
bialka transporotowe oraz wigzace odpowiedzialne za
dostarczanie komorce bakterii niezbednych do prze-
zycia weglowodandw, peptyddw i aminokwasow [45].

Duza liczba plazmidéw, niespotykana u innych bak-
terii sprawia, ze B.burgdorferi s.l. wykazuje znaczng
zmienno$¢ w obrebie gatunku oraz w ciggu cyklu zy-
ciowego. Liczne plazmidy koduja gtéwnie informacje
genetyczng wplywajaca na wirulencje i patogenno$é
bakterii z rodzaju Borrelia. Lipoproteiny, wystepujace
na zewnetrznej blonie bakteryjnej stanowia kluczowa
grupe bialek odpowiedzialnych migdzy innymi za
transmisje kretka, jego rozprzestrzenianie oraz prze-
zycie w organizmie zywiciela. Ich réznorodnos¢ oraz
ogromne znaczenie w cyklu zyciowym B. burgdorferi s.l.
podkresla fakt, iz geny kodujgce lipoproteiny stanowia
nawet 15% informacji genetycznej zlokalizowanej na
plazmidach [7, 8, 30, 46]. Nie wszystkie szczepy B. burg-
doferi s.1. posiadajg pefen zestaw plazmidéw. Jedynie
plazmidy cp26, cp32 i Ip54 sa niezbedne do przezy-
cia bakterii w $rodowisku. Dlatego tez obecne sg we
wszystkich izolatach B. burgdorferi s.l. oraz wykazuja
stosunkowo wysoki stopien zakonserwowania sekwen-
cji nukleotydowej. Reszta z plazmidow jest dos¢ tatwo
gubiona, co wigze si¢ z duzg trudnoscig w hodowli
laboratoryjnej w petni wirulentnych szczepéw B. burg-
dorferis.l. [5, 8,27, 36].
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3. Diagnostyka boreliozy

Ze wzgledu na zréznicowany przebieg rozpoznanie
boreliozy na podstawie objawdw klinicznych jest bardzo
trudne. Jedynie w przypadku pojawienia si¢ typowego
rumienia wedrujacego mozna postawi¢ prawidlowa
diagnoze. Niestety, nie pojawia sie on u wszystkich cho-
rych a jedynie u 40-90% z nich [1, 31, 38, 51]. Czesto
tez jest przez nich niezauwazany, dlatego nie zawsze
istnieje mozliwo$¢ zdiagnozowania choroby na tej pod-
stawie. Z tychze wzgleddw diagnostyka boreliozy opiera
sie gtéwnie na metodach laboratoryjnych [1, 27, 38].

Dla wigkszos$ci choréb bakteryjnych diagnostyka
oparta o laboratoryjng hodowle patogendw z materiatu
biologicznego pobranego od pacjentéw jest uznawana
za zloty standard, cechujacy sie 100% specyficznoscia.
Niestety, podejscie to nie jest wykorzystywane w roz-
poznaniu choroby z Lyme ze wzgledu na bardzo duze
wymagania wzrostowe kretkéw oraz dlugi czas oczeki-
wania na wynik [11, 27].

Obecnie w wigkszosci przypadkow borelioze rozpo-
znaje sie na podstawie dwustopniowego badania sero-
logicznego, ktérego pierwszym etapem jest czuly test
immunoenzymatyczny (ELISA, enzyme-linked immu-
nosorbent assay). Jezeli wynik badania jest dodatni lub
watpliwy, jako test drugiego stopnia wykorzystuje sie
technike Western blotting (WB). W obu metodach
gléwne zrédlo antygenow stanowia calkowite lizaty
komorkowe B. burgdoferi s.l. Niestety, ogromna rdz-
norodno$¢ genogatunkéw w obrebie B. burgdorferi s.l.
oraz niski stopient zakonserwowania sekwencji amino-
kwasowej ich bialek sprawia, ze wykorzystanie lizatow
komdrkowych jednego genogatunku nie jest wystarcza-
jace do prawidtowego rozpoznania boreliozy. Potencjal-
nym rozwigzaniem wyzej wymienionych probleméw
moze by¢ zastosowanie w serodiagnostyce niniejszej
choroby antygenéw rekombinantowych otrzymywa-
nych z wykorzystaniem metod inzynierii genetycznej
i biologii molekularnej. Jednakze, aby testy immuno-
diagnostyczne oparte na bialkach rekombinantowych
mialy jak najwigckszg czulos¢ i swoistos¢ nalezy wyko-
rzysta¢ w nich starannie wyselekcjonowane antygeny
lub ich fragmenty [19].

Dodatkowo czulos¢ testow serologicznych jest sil-
nie uzalezniona od czasu trwania choroby. Ze wzgledu
na tzw. okienko serologiczne, czyli przedziat czasu od
momentu zakazenia do chwili pojawienia sie w kraze-
niu swoistych immunoglobulin, ktére s3 wykrywane
z wykorzystaniem laboratoryjnych metod diagnostycz-
nych, wyniki badan serologicznych na wczesnym eta-
pie choroby sa czesto falszywie ujemne. W miare trwa-
nia infekcji odpowiedZz immunologiczna stopniowo
dojrzewa, w wyniku czego czulos¢ testow serologicz-
nych podczas pdzniejszych stadidw choroby znaczaco
wzrasta [1, 27, 31].
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Rozwigzaniem problemdw, ktore towarzysza pra-
widlowemu, wczesnemu rozpoznaniu boreliozy moze
by¢ zastosowanie nowoczesnych metod molekularnych
polegajacych na wykrywaniu materiatu genetycznego
kretka tj. DNA w prébkach klinicznych za pomocag tan-
cuchowej reakeji polimerazy (PCR, polymerase chain
reaction) [11, 25, 44].

4. Rodzaje reakcji PCR wykorzystywane
w diagnostyce boreliozy

Najprostszym podej$ciem majacym na celu amplifi-
kacje okreslonego fragmentu DNA jest klasyczna reak-
cja PCR z uzyciem dwodch specyficznych starteréw. Po
jej zakonczeniu nalezy okresli¢ wielko$¢ otrzymanego
produktu za pomoca elektroforezy agarozowej lub
poliakrylamidowe;j. Istotng wada tego podejscia jest
mozliwo$¢ pojawienia si¢ niespecyficznych produktow
PCR o zblizonej wielkoéci do oczekiwanej. Z tego tez
wzgledu niezbedna jest dodatkowa kontrola specyficz-
nosci. Zwykle do tego celu wykorzystuje si¢ wyznako-
wane sondy, ktére s3 komplementarne do fragmentu
amplifikowanej sekwencji DNA [11, 44].

Inng czesto wykorzystywana metoda jest PCR w cza-
sie rzeczywistym (RT-PCR, real-time PCR), ktéry cha-
rakteryzuje si¢ wyzsza czuloscia i specyficznoscia niz
standardowa reakcja PCR. Specyficznos¢ reakgji jest
kontrolowana poprzez hybrydyzacje produktu reakcji
z sondg dodang do mieszaniny reakcyjnej lub poprzez
analize krzywej topnienia. W wyniku przylaczenia sie
sondy do powstalych amplikondéw nastepuje wyemito-
wanie sygnatu fluorescencyjnego, dzigki ktéremu moz-
liwe jest monitorowanie przyrostu produktéw w czasie
rzeczywistym. Natomiast wyznaczenie temperatury
topnienia produktu PCR jest mozliwe dzieki znajdu-
jacemu si¢ w mieszaninie reakcyjnej barwnikowi (np.
SYBR Green), ktory zwieksza swoja fluorescencje¢ po
zwigzaniu si¢ z podwojng nicia DNA. Temperature
topnienia produktu PCR wyznacza si¢ po zakonczeniu
reakcji RT-PCR poprzez stopniowe ogrzewanie miesza-
niny reakcyjnej. W momencie osiaggniecia temperatury
wlasciwej dla denaturacji fragmentu DNA (przejscie do
pojedynczej nici DNA) sygnat fluorescencji gwalttow-
nie spada, co jest widoczne na wykresie (tzw. krzywej
topnienia) jako wyrazny pik [11, 44].

Kolejna popularna odmiana metody PCR, ktora
znalazta zastosowanie w diagnostyce boreliozy to tzw.
wewnetrzny PCR. Jest to dwuetapowa reakcja PCR
z wykorzystaniem dwdch par starteréw (zewnetrznych
oraz wewnetrznych), ktére charakteryzuja sie duzymi
réznicami w temperaturze topnienia. W pierwszym eta-
pie reakcji otrzymuje si¢ dtuzszy produkt PCR z udzia-
fem starteréw zewnetrznych. Nastepnie po obnize-
niu temperatury przylaczania starteréw w reakeji
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Tabela I
Charakterystyka najpopularniejszych celow molekularnych
Cel molekularny | Lokalizacja Produkt translacji Zrédto
ospA Plazmid Ip54 | Lipoproteina niezbedna do przezycia w organizmie kleszcza [34, 41]
ospC Plazmid cp26 | Lipoproteina niezbedna do transmisji z kleszcza do ciata ssaka [14, 15]
P66 (0ms66) Chromosom | Jedno z integralnych bialek membranowych budujacych poryny [3,41]
fla Chromosom | Biatko budujgce wici [54]
rrf-rrl Chromosom | Wysoce specyficzny region pomiedzy fragmentami kodujacymi 23S rRNA i 5S rRNA [11]
recA Chromosom Biatko katalizujgce rekombinacje pojedynczych nici DNA [11, 44]
rrs Chromosom Czasteczka 16S rRNA wchodzaca w sktad matej podjednostki rybosomu (11, 34]
rrl Chromosom | Czasteczka 23S rRNA wchodzaca w sktad duzej podjednostki rybosomu [11]
polC (dnaE) Chromosom | Polimeraza DNA III podjednostka a [44]
rpoC Chromosom | Polimeraza RNA, podjednostka 8 [14, 15]
hbb Chromosom Histonopodobne biatko wigzace DNA [40]
rplB Chromosom Biatko L2 podjednostki 50S rybosomu (14, 15]
gyrB Chromosom | Podjednostka B topoizomerazy DNA [14, 15]
leuS Chromosom | Ligaza leucyno-tRNA [14, 15]

bierze udzial druga para oligonukleotydéw, komple-
mentarna wobec sekwencji nukleotydowej znajdujacej
sie w obrebie pierwotnego produktu PCR. Udowod-
niono, iz zastosowanie wewnetrznego PCR moze nawet
1000-krotnie zwiekszy¢ czulos¢ testu diagnostycznego
w poréwnaniu ze standardowg reakcja PCR [11, 26].
Jedna z nowszych metod jest reakcja PCR polaczona
ze spektrometria masowa (MS, mass spectrometry)
z elektrorozpylaniem (ESI, electrospray ionization)
(PCR/ESI-MS). Podstawa PCR/ESI-MS jest zastoso-
wanie starteréw zdolnych do amplifikacji fragmentow
genow metabolizmu podstawowego szerokiej grupy
organizmow. Po zakonczeniu reakcji produkty sg ana-
lizowane za pomocg spektrometrii masowej z wystar-
czajaca dokladnoscig, aby mozna byto okresli¢ w nich
zawarto$¢ poszczegolnych zasad azotowych (A, G, C
i T). Nastgpnie uzyskane wyniki s poréwnywane
z baza danych znanych organizmoéw, co pozwala na
szybka identyfikacje organizmu, z ktérego pochodzito
amplifikowane DNA. Amplifikacja fragmentéw sied-
miu genéw B. burgdorferi s.l. tj. ropC, rplB, leus, flaB,
ospC, hbb, gyrB pozwala nie tylko na detekcje materiatu
genetycznego kretka, ale rowniez umozliwia identyfi-
kacje poszczegdlnych genogatunkdw patogenu [14, 15].

5. Geny wykorzystywane w detekcji DNA
B. burgdorferi s.l.

Kluczowym elementem diagnostyki molekular-
nej jest wybor odpowiedniego genu docelowego. Aby
metoda ta byta wysoce czula i specyficzna cel mole-
kularny musi by¢ stabilny genetycznie oraz wysoce
zakonserwowany wsrod wszystkich genogatunkow
B. burgdorferi sl. Dotychczas do celow klinicznych

wykorzystywano zaréwno geny zlokalizowane na chro-
mosomie (hbb, fla, rrs, rrl, region miedzygenowy
rrl-rrf, recA, bmpA, p66) jak i kodowane na plazmidach
(ospA, ospC, dbpA) (Tab.I). Znaczacy wplyw na czu-
to$¢ metody ma réwniez liczba kopii danego fragmentu
DNA w genomie bakterii. Plazmidy cz¢sto wystepuja
w komorkach bakterii w kilku kopiach, z tego powodu
wydaje sie, iz wybor celu molekularnego zlokalizowa-
nego na jednym z nich moze zwigksza¢ czulo$¢ testu
diagnostycznego [1, 11, 39, 44]. Wyniki potwierdzajace
te teze przedstawili Nocton i wsp. (1994) udowadniajac,
iz PCR ukierunkowany na kodowany plazmidowo gen
ospA charakteryzowal sie wyzsza czutoscia w detekeji
DNA B. burgdorferi sl. w plynie stawowym, niz ten
wykrywajacy zlokalizowany na chromosomie gen rrs
[34]. Jednakze, w 1997 roku Priem i wsp. badajac proby
moczu, ptynu mdzgowo-rdzeniowego i ptynu mazio-
wego pobrane od 57 pacjentdéw z boreliozg w kierunku
obecno$ci DNA B. burgdorferi s.1. otrzymali odmienne
rezultaty. Badania te wykazaly, iz reakcja PCR majaca
na celu amplifikacje sekwencji DNA zlokalizowa-
nej na chromosomie (gen p66) cechowala si¢ wyzsza
czuto$cia w wykrywaniu DNA patogenu, niz oparta
o kodowany plazmidowo gen ospA [41]. Przyczyna tej
rozbieznosci wynikéw wydaje sie by¢ wysoka hetero-
gennos$¢ genu ospA wsrod przedstawicieli B. burgdor-
feri s.1. [53]. Nocton i wsp. (1994) w swych badaniach
wykorzystywali probki kliniczne pobrane od pacjentéw
zamieszkujgcych USA, gdzie jedynym genogatunkiem
wywolujacym borelioze jest B. burgdorferi s.s., praw-
dopodobnie wiec sekwencja nukleotydowa genu ospA
wsrdd poszczegolnych izolatéw byta stosunkowo mato
zroznicowana. Natomiast Priem i wsp. (1997) badaniu
poddali préby pochodzace od pacjentéw zamieszku-
jacych teren Niemiec, gdzie za wywolanie boreliozy
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moze by¢ odpowiedzialnych co najmniej 5 genoga-
tunkoéw. Wydaje sie zatem, iz zréznicowanie gene-
tyczne przedstawicieli B. burgdorferi sl. w prébkach
wykorzystywanych w powyzej przedstawionych bada-
niach bylo znacznie wigksze, a co za tym idzie startery
wykorzystane w reakcji PCR nie rozpoznawaty wszyst-
kich wariantéw sekwencji genu ospA, tym samym obni-
zajac jej czulose.

Ogromna réznorodnos¢ genetyczna bakterii z grupy
B. burgdorferi s.l. oraz duza liczba plazmidéw utrudnia
wybor celu molekularnego zlokalizowanego na plaz-
midzie, ktéry umozliwilby rozpoznanie boreliozy bez
wzgledu na to jakim genogatunkiem nastgpilo zaka-
zenie. Z tego wzgledu to wilasnie geny umiejscowione
na chromosomie, o stosunkowo wysoko zakonserwo-
wanej sekwencji nukleotydowej, wydaja si¢ bardziej
odpowiednie jako cele molekularne w diagnostyce
boreliozy. Dzigki dostegpnym w bazie NCBI (National
Center for Biotechnology Information) sekwencjom
nukleotydowym réznych genogatunkow B. burgdorferi
s.l. mozliwe jest ich poréwnanie w celu zidentyfikowa-
nia zakonserwowanych fragmentéw. W wyniku takiej
analizy naukowcom udalo si¢ zlokalizowa¢ region DNA
(umiejscowiony na chromosomie) kodujacy fragment
rdzenia biatka rybosomalnego S21, ktéry powtarza sie
u 31 genogatunkow B. burgdorferi s.l. [24].

6. Identyfikacja genogatunkow B. burgdorferi s.l.

R&zni przedstawiciele grupy B. burgdorferi s.l. powo-
duja inny przebieg pdznej boreliozy oraz moga odmien-
nie reagowac na uzywane w leczeniu choroby z Lyme
antybiotyki. Z tych powoddéw identyfikacja poszcze-
golnych genogatunkéw pozwala na lepsze poznanie
epidemiologii oraz mechanizméw wirulencji B. burg-
dorferi s.l. [32, 49].

Mozliwo$¢ opracowania szybkiej i taniej metody
pozwalajacej na rozréznienie poszczegélnych geno-
gatunkow B. burgdorferi s.l. daje diagnostyka moleku-
larna. Niestety, wybor odpowiedniej sekwencji, umozli-
wiajacej tatwa identyfikacje genogatunkowa metodami
molekularnymi jest bardzo trudny. Jednakze udowod-
niono, iz kilka specyficznych fragmentéw genomu
B. burgdorferis.l. posiada potencjal réznicujacy umoz-
liwiajacy identyfikacje genogatunkéw na podsta-
wie analizy produktéw reakcji PCR. Procedury te
obejmuja sekwencjonowanie, poréwnywanie wielko-
$ci produktow amplifikacji, wyznaczenie temperatury
topnienia, analize restrykcyjng oraz hybrydyzacje ze
specyficznymi sondami.

Jednym z fragmentéw genomu pozwalajagcym na
identyfikacje poszczegdlnych genogatunkéw B. burg-
dorferi s.l. jest region rrf-rrl umiejscowiony miedzy
genami kodujacymi podjednostki 23S rRNA i 55 rRNA.
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Wykazano, iz przy uzyciu wewnetrznego PCR skiero-
wanego na ten niekodujacy fragment DNA, mozna
tatwo odrézni¢ od siebie (na podstawie wielkosci pro-
duktéw PCR) B. burgdorferi s.s., B. afzelii oraz B. garinii,
ktore sg najczestsza przyczyna boreliozy w Europie [54].
Na szybka identyfikacje wyzej wymienionych geno-
gatunkow pozwala rowniez analiza krzywych topnie-
nia produktéw PCR powstatych na drodze amplifikacji
wysoce zrdznicowanego genu ospA [42].

Bardzo wysoki potencjal réznicujacy posiada gen
hbb, kodujacy jedno z bialek histonopodobnych. W ba-
daniach udowodniono, iz analiza krzywej topnienia
amplifikowanego fragmentu genu hbb pozwala rozroz-
ni¢ 5 genogatunkéw B. burgdorferi s.l., tj. B. burgdor-
feris.s., B. afzelii, B. garinii, Borrelia valaisiana, Borrelia
lusitaniae [16, 40].

Popularng, lecz stosunkowo czasochlonng metoda
umozliwiajacg identyfikacje poszczegdlnych genoga-
tunkow jest PCR polaczony z analiza polimorfizmu
dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP, restric-
tion fragments length polymorphism). RFLP polega
na trawieniu produktu PCR odpowiednim enzymem
restrykcyjnym, co prowadzi do powstania fragmentéw
DNA o réznych diugosciach, charakterystycznych dla
kazdego genogatunku. Unikalny wzdr prazkéw wizu-
alizuje sie za pomocg elektroforezy w zelu agarozowym.
Wykazano, iz analiza PCR-RFLP wykorzystujaca frag-
menty genéw fla (trawienie enzymem restrykcyjnym
HpyF3I) i rrs (trawienie enzymem restrykcyjnym
FspBI) pozwala na identyfikacje szesciu genogatun-
kow z kompleksu B. burgdorferi s.l., tj. B.burgdor-
feri s.s., B. afzelii, B. garinii, B. valaisiana, B. lusitaniae
i Borrelia bissetti [54].

Metoda majaca bardzo wysoki potencjat dyskrymi-
nacyjny jest MLST (multilocus sequence typing). Polega
ona na amplifikacji fragmentéw kilku genéw meta-
bolizmu podstawowego, a nastgpnie sekwencjonowa-
niu otrzymanych produktéw PCR. Poréwnanie sekwen-
cji o$miu genéw B. burgdorferi s.l. (clpA, clpX, nifS,
pepX, pyrG, recG, rplB, uvrA) pozwala na rozroznienie
nawet bardzo blisko spokrewnionych ze sobg genoga-
tunkow, np. B. garinii i B. bavariensis. Ze wzgledu na
to, iz MLST jest metoda wyjatkowo czulg, ale zarazem
kosztowng, jest ona wykorzystywana przede wszystkim
w badaniach epidemiologicznych oraz w analizie filo-
genetycznej [29, 44].

7. Material kliniczny

Rodzaj badanego materialu klinicznego uzalez-
niony jest od objawow choroby oraz czasu ich trwania.
W przypadku wystepowania EM lub ACA pobiera sie
bioptaty zajetej skory, natomiast przy podejrzeniu NB
jest to ptyn moézgowo-rdzeniowy (CSE, cerebrospinal
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Tabela II
Czulo$¢ metod molekularnych w zaleznoséci od badanej tkanki
Materiat kliniczny Cele molekularne czézi’(crie?% ] Zak;e()séscli)e[;zl]flcz—
Wycinki skory - EM p66, rrl, fla, ref-rrl, ospA, recA, rrs, ospC 30-89 98-100
Wycinki skory - ACA P66, ospA, r1l, rrf-rrl, fla, 20-100 100
Plyn stawowy rrs-rrl, ospC, ospA, p66, fla 23-100 100
Plyn mézgowo-rdzeniowy | ospA, fla, rrf-rrl, p66 5-100 99-100
Krew, surowica, osocze polC, ospA, rrs, rrf-rrl, rpoC, rplB, leusS, flaB, gyrB, ospC 0-100 95-100
Mocz fla, ospA, rrl, p66, rrs 7-92 77-100

Na podstawie: [11, 14, 15, 27, 34, 41, 44].

fluid), gdy za$ wystepuja objawy stawowe do badan
pobiera si¢ ptyn stawowy. Krew jest wykorzystywana
jedynie w przypadku podejrzenia wczesnej boreliozy,
natomiast stosowanie moczu jako materiatu klinicz-
nego nie jest zalecane ze wzgledu na mala powtarzal-
no$¢ wynikow. Kazdy z tych materiatéw charaktery-
zuje si¢ odmienng przydatno$cig w diagnostyce bore-
liozy (Tab.II), na co wplyw ma obecnos¢ inhibitoréow
w danym rodzaju prébki klinicznej oraz tropizm tkan-
kowy kretkow [27, 44, 52].

Wedlug wielu fachowcow najlepszym materiatem do
badan molekularnych w kierunku boreliozy sg wycinki
skory z obszaru zajetego przez EM, czulos§¢ takich
testow osiaga nawet 90%, natomiast swoisto$¢ waha si¢
w zakresie 98-100%. Badania majace na celu poréwna-
nie skutecznosci metod diagnostycznych w przypadku
pacjentow z EM wykazaly, iz najwyzsza czuloscig cha-
rakteryzowat si¢ RT-PCR (80%). Na kolejnym miejscu
znalazla si¢ dwuetapowa diagnostyka serologiczna
(66%), nastepnie wewnetrzny PCR (64%) oraz metoda
biologiczna oparta o hodowl¢ kretkéw z probek klinicz-
nych (51%). Test oparty na RT-PCR wykazal duzo wyz-
szg czulo$¢ niz badanie serologiczne, co pokazuje, o ile
wieksza uzytecznos¢ moga mie¢ metody molekularne
w poczatkowych fazach infekeji [35, 44]. Wysokg czu-
to$¢ uzyskuje sie rowniez w przypadku badania biop-
tatow skory pobranych ze zmian obecnych w przebiegu
ACA, dodatkowo podejécie to réwniez charakteryzuje
sie bardzo wysoka specyficznoscia [11, 52].

Bardzo wysoka czulos¢ i specyficzno$¢ testow dia-
gnostycznych opartych na reakcji PCR otrzymuje sig
w przypadku badania plynu stawowego — w niektorych
pracach naukowych obie te wartosci wynoszg nawet
100%. Jednak w przypadku podejrzenia LA materia-
tem wyjsciowym moze by¢ réwniez blona maziowa.
Takie podejscie moze prowadzi¢ do znacznego zwiek-
szenia czutodci testu (nawet z 25% do 90%) [21, 44].
Dodatkowo udowodniono, iz po antybiotykoterapii
DNA kretka dluzej utrzymuje si¢ w tkance maziowej
niz w plynie stawowym [11, 27]. Nalezy jednak pod-
kresli¢, iz metodyka opisana w powyzszych publika-

cjach nie jest jeszcze powszechnie stosowana, dlatego te
optymistyczne doniesienia o tak wysokiej czulosci tego
typow testow powinny by¢ jeszcze zweryfikowane przez
inne zespoly badawcze. Dodatkowo nalezy pamietac,
iz LA (podobnie jak ACA) jest objawem poznej bore-
liozy, wigc u pacjentéw na tym etapie choroby prawie
zawsze w krazeniu wystepuje wysokie miano przeciw-
cial klasy IgG [11, 52].

Diagnostyka molekularna neuroboreliozy opiera
sie na analizie ptynu mézgowo-rdzeniowego. Podejscie
to jednak ze wzgledu na malg liczbe kretkow w CSE
wysokie powinowactwo bakterii do otoczki mielinowej
oraz mozliwo$¢ degradacji materialu genetycznego, ma
stosunkowo niska czulos¢ (22,5%). Najwieksze prawdo-
podobienstwo wykrycia DNA kretkéw w CSF wyste-
puje we wczesnej neuroboreliozie [18, 33, 44].

Probki krwi, pomimo fatwosci ich pozyskania, nie
stanowig dobrego materiatu klinicznego w diagnos-
tyce molekularnej boreliozy. Spowodowane jest to
niska liczbg kretkow w krazeniu na co ma wplyw silny
tropizm tkankowy patogenéw (stawy, serce, tkanka
nerwowa). Testy PCR z krwi sg przydatne jedynie we
wczesnej fazie infekcji, podczas rozprzestrzeniania
sie B. burgdorferi s.1. z miejsca wktucia kleszcza przez
uktad krwiono$ny do innych narzagdéw. Dodatkowo
we krwi obecne sg liczne inhibitory reakcji PCR (takie
jak np. heparyna, hemoglobina, DNA gospodarza), co
moze prowadzi¢ do uzyskania wynikow falszywie nega-
tywnych [1, 28, 47].

Mocz jest jednym z najtatwiej dostepnych materia-
tow klinicznych, dlatego wielu naukowcdw badato jego
przydatno$¢ do diagnostyki molekularnej boreliozy.
Wstepne doniesienia literaturowe byly bardzo obie-
cujgce. Bergmann i wsp. (2002) opracowali reakcje
PCR wykrywajaca DNA B. burgdorferi sl. w moczu
z czuloscig na poziomie 85% [2]. Niestety, po przepro-
wadzeniu badan na wigkszej liczbie prob pacjentdéw
z borelioza okazalo sie, iz czulos¢, a w szczegdlnosci
specyficzno$¢ testow molekularnych wykorzystujacych
ten material kliniczny, nie jest zadowalajaca. Obecnie
wigkszo$¢ europejskich i amerykanskich standardow
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odradza stosowanie moczu w metodach opartych na
PCR gléwnie z powodu czesto pojawiajacych si¢ nie-
specyficznych produktéw i matej powtarzalnosci wyni-
kow [1, 12, 23, 27, 43].

8. Czynniki wplywajace na wydajnos¢ reakcji PCR

Czas pobrania probki

Dla uzyskania wiarygodnego wyniku testu opar-
tego o reakcje PCR wazne jest, by probke kliniczng
pobra¢ od pacjenta przed rozpoczgciem leczenia. Wy-
kazano bowiem, iz 4-tygodniowa antybiotykote-
rapia znaczaco obniza wykrywalnos¢ DNA kretkow.
Natomiast przyjmowanie przez pacjenta antybiotykow
przez kilka dni nie wplywa znaczaco na czuto$¢ metod
molekularnych [23].

Inhibitory

Jednym z najczgstszych probleméw w diagnostyce
molekularnej jest obecnos$¢ inhibitoréw w probkach
biologicznych. Zwiazki hamujace reakcje PCR sg pow-
szechnie obecne we krwi (np. hemoglobina), w ply-
nie mézgowo-rdzeniowym i fragmentach skéry (np.
melanina). Dodatkowo wiele odczynnikéw laborato-
ryjnych uzywanych przy pobieraniu i przechowywaniu
probek réwniez jest silnymi inhibitorami amplifikacji
(np. heparyna czy formalina). Najprostsza metoda
pozwalajacg na ograniczenie niepozadanego wplywu
tych zwigzkow jest zmniejszenie ich stezenia poprzez
rozcienczenie wyizolowanego DNA. Aby upewnic sig,
ze zadne zwigzki zawarte w probce nie hamujg reakcji
PCR, przyczyniajac si¢ do otrzymania wyniku falszy-
wie ujemnego, konieczne jest wykonanie wewngtrznej
kontroli dodatniej [12, 48].

Innym czynnikiem wplywajacym na wydajnosé
reakcji PCR przy wykrywaniu kwaséw nukleinowych
kretka w materiale biologicznym moze by¢ zbyt duza
zawarto$¢ ludzkiego DNA w stosunku do materiatu
genetycznego patogenu. Problem ten mozna jednak
tatwo rozwigza¢ wykorzystujac jeden z wielu komer-
cyjnie dostepnych zestawow do izolacji kwaséw nukle-
inowych pozwalajacych na selektywne usuniecie ludz-
kiego DNA, takich jak np.: MolYsis Basic5 kit (Molzym,
Bremen, Germany), NEBNext Microbiome DNA
Enrichment kit (New England Biolab’s, USA) [44].

Zanieczyszczenia

Bardzo czesto uzyskuje sie wyniki falszywie pozy-
tywne, ktore prowadza do wdrozenia nieodpowied-
niego leczenia pacjenta. Zrodlem kontaminacji moze
by¢ DNA innych patogendw spokrewnionych z B. burg-
dorferi s.. (naturalna flora bakteryjna pacjentéw), ludz-
kie DNA (brak specyficznych sekwencji starteréw) oraz
amplikony z wczesniejszych reakcji PCR, ktére dostaty
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sie do przestrzeni laboratoryjnej (blaty, pipety). Aby
ograniczy¢ liczbe wynikow falszywie pozytywnych
nalezy wykonywa¢ kontrole ujemne oraz bezwzgled-
nie przestrzega¢ wszelkich procedur majacych na celu
zminimalizowanie ryzyka kontaminacji probek [47].

9. Zalecenia dotyczace zastosowania diagnostyki PCR

Diagnostyka molekularna ma znaczng przewage nad
standardowo stosowanymi metodami serologicznymi
w poczatkowych fazach infekcji (zlokalizowanej i rozsia-
nej), gdy organizm nie zdazyl jeszcze wytworzy¢ swois-
tych przeciwcial. Dodatkowo, pomimo znacznych zalet
reakcji PCR, réwniez w przypadku diagnostyki moleku-
larnej mozliwe jest otrzymanie wynikow falszywie pozy-
tywnych badz falszywie negatywnych. Spowodowane jest
to faktem, iz na skutecznos¢ techniki PCR wptywa wiele
czynnikow, ktore zostaly omoéwione powyzej (m.in.:
rodzaj reakcji PCR, cel molekularny, materiat kliniczny,
czas pobrania probki — przed lub po rozpoczeciu leczenia,
metody izolacji i oczyszczania DNA, obecnosci inhibito-
réw i/lub zanieczyszczen) [27, 44]. Prawdopodobnie te
wlasnie problemy z powtarzalnoscig wynikow przyczy-
niajg si¢ do tego, iz metody diagnostyczne oparte o me-
tode PCR nie sg rekomendowane przez najwieksze agen-
cje zajmujace si¢ ochrong zdrowia [6, 20, 33, 37]. Jed-
nakze, mimo braku standaryzacji, coraz wiecej placowek
ochrony zdrowia dostrzega zalety metod molekularnych
w rozpoznaniu boreliozy, dopuszczajac to podejscie
diagnostyczne w niektorych przypadkach (Tab. III).

Zalecenia te dotycza m.in. wystepowania nietypo-
wych postaci rumienia wedrujacego, ktére nie pozwa-
lajg na jednoznaczna diagnoze. Mozliwe sg przypadki
pojawienia si¢ krwotocznego EM (szczegolnie na kon-
czynach dolnych) przybierajacego ciemnofioletowy
kolor, inne doniesienia méwig takze o wyjatkowo ,,bla-
dych” postaciach EM, w ktorych wyraznie widoczne sa
jedynie ich obwodki. Dodatkowo w miejscu ugryzienia
kleszcza, w odpowiedzi na alergeny zawarte w $linie
pajeczaka, moze pojawic sie odczyn zapalny przypomi-
najacy swoja forma EM. W takich przypadkach diag-
nostyka molekularna moze mie¢ rozstrzygajace znacze-
nie w rozpoznaniu boreliozy [20, 25, 37].

Borrelial lymphocytoma jest rzadka postacia zaka-
zenia B. burgdorferi s.l. W przypadku jego wystapienia
zalecane jest badanie serologiczne, jednak ze wzgledu,
iz BL pojawia si¢ we wczesnej lub wczesnej rozsiane;j
fazie boreliozy uzyskane wyniki moga by¢ niejedno-
znaczne. Zauwazono roéwniez, iz BL moze przybiera¢
nietypowa posta¢. W wyzej wymienionych przypad-
kach rekomenduje si¢ wykonanie badan majacych na
celu bezpos$rednig identyfikacje kretkow [10, 20, 37].

Podobne rekomendacje dotycza pacjentéw z zani-
kowym zapaleniem skoéry. ACA jest postacig pdznej
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Tabela III
Rekomendacje towarzystw naukowych dotyczace wykorzystywania reakcji PCR
w rozpoznaniu boreliozy

Objaw Warunek Zrédto
Nietypowa postaé (ciemnofioletowy kolor, brak centralnego

EM A I (20,37]
przejasnienia, $rednica mniejsza niz 5 cm)

NB Wezesny etap choroby (< 6 tygodni) [6, 33, 37]

BL Nietypowa posta¢, niejednoznaczne wyniki badan serologicznych [20, 37]

ACA | Nietypowa postac [20, 37]

LA Nieustgpienie objawdéw mimo antybiotykoterapii [6,37]

EM - rumien wedrujacy; NB - neuroborelioza; BL - chloniak limfocytowy;
ACA -zanikowe zapalenie skory; LA - boreliozowe zapalenie stawow

boreliozy, dlatego tez w wiekszosci przypadkéw roz-
poznanie choroby opiera si¢ na testach serologicznych.
Jednak, w niektérych okoliczno$ciach (nietypowy
wyglad zmian skornych, niski wzrost miana przeciw-
cial) zaleca si¢ wykonanie dodatkowych testow diagno-
stycznych obejmujacych badanie histopatologiczne oraz
metode PCR [20, 37].

W przypadku neuroboreliozy zgodnie z wytycznymi
Europejskiej Federacji Towarzystw Neurologicznych
wykrywanie B. burgdorferi s.l. w CSF ma uzasadnienie
kliniczne jedynie w pierwszych 6 tygodniach NB, gdy
swoiste przeciwciala nie sg jeszcze obecne w surowicy
pacjentow [33, 37].

Wykorzystanie metod molekularnych jest réwniez
dopuszczane w przypadkach, gdy pacjenci z podejrze-
niem LA, mimo trwajacej antybiotykoterapii, nadal
odczuwaja dolegliwosci stawowe. Swiadczyé to moze
o tym, iz rozwinelo sie u nich antybiotykooporne zapa-
lenie stawow (AZS). W tym przypadku, w celu postawie-
nia prawidtowej diagnozy, powinno si¢ przeprowadzi¢
detekcje DNA B. burgdorferi s.. w plynie stawowym.
Brak DNA kretka w probee $wiadczy o AZS, co wigze sie
z konieczno$cig wdrozenia innej metody leczenia [37].

10. Podsumowanie

Mimo, iz zlotym standardem w rozpoznaniu bore-
liozy jest diagnostyka serologiczna, nie pozostaje ona wol-
na od wielu ograniczen. Jednym z gtéwnych probleméw
jest tzw. okienko serologiczne (trwajace ok. 2-3 tygo-
dnie), w czasie ktérego serodiagnostyka jest niewskazana.

Nalezy pamigta¢, ze najlepsze wyniki w leczeniu bo-
reliozy otrzymuje si¢, gdy odpowiednia antybiotyko-
terapia zostanie wdrozona najszybciej jak to mozliwe.
Opoznienie w diagnozie, zwigzane z okienkiem serolo-
gicznym, moze prowadzi¢ do szerokiego zakresu proble-
moéw zdrowotnych dla pacjenta, takich jak zaburzenia
neurologiczne, zapalenie mig$nia sercowego i zapale-
nie stawdw. Z tego wzgledu konieczne jest opracowanie
nowych metod diagnostycznych umozliwiajacych roz-

poznanie boreliozy juz w poczatkowych etapach infekcji.
Innym problemem s3 pacjenci cierpiacy z powodu dys-
funkcji ukltadu immunologicznego, u ktérych produkeja
swoistych przeciwcial moze by¢ zaburzona. Dodatkowo
ze wzgledu na wysokie wymagania wzrostowe B. burg-
dorferi s.l., dlugi czas oczekiwania na wynik oraz niska
skutecznos¢, diagnostyka mikrobiologiczna nie moze
by¢ alternatywg dla serodiagnostyki.

W tych przypadkach rozwigzaniem powyzszych
probleméw wydaja sie by¢ metody molekularne, cha-
rakteryzujace si¢ prostota wykonania oraz krétkim
czasem oczekiwania na wynik. Umozliwiaja one wykry-
cie DNA B. burgdorferi s.l. w organizmie czlowieka
jeszcze przed pojawieniem si¢ we krwi swoistych prze-
ciwcial. Pozwala to na bardzo wczesne wdrozenie lecze-
nia, co uniemozliwia patogenom rozprzestrzenienie si¢
W organizmie pacjenta.

O popularnosci idei wykorzystania reakcji PCR
w diagnostyce boreliozy, $wiadczy duza liczba publika-
¢ji naukowych opisujacych jej zastosowanie w detekcji
DNA B. burgdorferi s.1. Szybki rozwdj metod biologii
molekularnej zaowocowal opracowaniem nowych
odmian reakcji PCR, ktére charakteryzuja sie wyzsza
czutoscia oraz pozwalaja na doktadniejsze kontro-
lowanie specyficznosci reakeji. Zalety te sprawiaja, iz
obecnie w wigkszosci doniesienn naukowych wykorzy-
stywane sa nowoczesniejsze metody amplifikacji DNA
B. burgdorferi s.1., takie jak RT-PCR oraz wewnetrzny
PCR. Dodatkowo, metody szybkiego i taniego sekwen-
cjonowania DNA umozliwily dokladne poznanie
genomu wielu bakterii z rodzaju Borrelia. Dzigki temu
mozna wytypowac¢ wysoko zakonserwowane fragmenty,
pozwalajace na detekcje wszystkich genogatunkow
B. burgdorferis.l. lub takie, ktdrych réznice w sekwencji
umozliwiajg szybka ich identyfikacje. Obecnie jako cele
molekularne wykorzystywane sg zaréwno geny umiejs-
cowione na chromosomie (wyzszy stopien zakonserwo-
wania), jak i te zlokalizowane na plazmidach (wieksza
roznorodnosc).

Dotychczasowe doniesienia literaturowe udowad-
niajg, iz diagnostyka molekularna charakteryzuje sie
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wysoka specyficznoscia (z wyjatkiem préb moczu)
oraz stosunkowo duzg czuloscig. Niestety, pomimo tych
niezaprzeczalnych zalet, testy diagnostyczne oparte na
reakcji PCR muszg sprosta¢ wielu wyzwaniom. Naj-
wiekszym problemem jest brak wystandaryzowanych
protokoléw jasno opisujacych poszczegdlne etapy
testow. Testy molekularne opisane w pracach nauko-
wych rdznig sie od siebie prawie w kazdym aspekcie.
Wykorzystuja rozne typy reakcji PCR (klasyczny PCR,
Real-Time PCR, wewnetrzny PCR, PCR/ESI-MS),
odmienne cele molekularne (hbb, fla, rrs, rrl, region
miedzygenowy rrl-rrf, recA, bmpA, p66, ospA, ospC,
dbpA) oraz zréznicowane rodzaje probek klinicznych
(wycinek skory, ptyn stawowy, CSE krew, mocz). Brak
standaryzacji metod molekularnych dotyczy réwniez
procedur majacych miejsce bezposrednio przed wias-
ciwym testem diagnostycznym tj. objetos¢ pobieranej
probki, sposob jej przechowywania oraz metody izo-
lacji materiatu genetycznego. Mimo tego, iz wykazano
wplyw przebiegu wyzej wymienionych czynnosci na
czuto$¢ reakcji PCR [2, 3, 11], w wielu przypadkach
autorzy publikacji nie zamieszczali w pracach ich opisu.
Z powodu wspomnianych réznic i niedopowiedzen
uzyskane przez rézne zespoly badawcze wyniki sg cze-
sto rozbiezne i niejednoznaczne. Konieczne wydaje
sie zatem przeprowadzenie wiarygodnych i rzetelnych
badan poréwnawczych majacych na celu opracowanie
najbardziej optymalnego testu diagnostycznego opar-
tego o reakcje PCR.

Prawdopodobnie wlasnie z wyzej wymienionych
powoddéw diagnostyka molekularna boreliozy sta-
nowi obecnie jedynie wsparcie dla testow serologicz-
nych. Jednakze, coraz wiecej agencji ochrony zdrowia
zaczyna dostrzega¢ jej potencjal i wprowadza w swo-
ich wytycznych mozliwo$¢ zastosowania testow diag-
nostycznych polegajacych na bezposredniej detekeji
DNA B. burgdorferi s.1. Jak na razie, rekomendacje te
obejmujg rzadkie przypadki nietypowych objawdéw
EM, ACA, BL oraz wczesnych faz infekeji, jednakze
jeszcze kilka, kilkanascie lat temu metody PCR nie
byly w ogole uwzglednione w klinicznej diagnostyce
boreliozy. Kolejng przeszkoda w powszechnym sto-
sowaniu metod molekularnych w rozpoznaniu cho-
roby z Lyme jest fakt, iz dostepne na rynku testy diag-
nostyczne, gtéwnie oparte o reakcje RT-PCR (np.
(ViPrimePLUS Lyme disease qPCR Kit (Vivantis Tech-
nologies, Malezja), Lyme Disease genesig Advanced
Kit (Primerdesign™, Wielka Brytania), Lyme Disease
Real-time PCR Kit (NZYtech, Portugalia) w wigkszosci
przypadkéw nie posiadaja odpowiednich certyfika-
tow pozwalajacych na ich wykorzystanie w rutynowej
diagnostyce pacjentow.

Na $wiecie nadal prowadzone sa badania majace
na celu opracowanie skutecznego testu do diagnostyki
boreliozy opartego o reakcje PCR. Czgs¢ z nich dotyczy
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lepszego poznania genomu B. burgdorferi s.l. iich zada-
niem jest wyodrebnienie sekwencji DNA mogacych by¢
nowymi celami molekularnymi. Inne natomiast sku-
pione s3 na poszukiwaniu nowych schematéw diag-
nostycznych. Szczegélnie interesujaca wydaje si¢ kon-
cepcja taczaca reakcje PCR ze spektrometriag masowa
(PCR/ESI-MS), ktdéra pozwala na szybka i doktadng
identyfikacje patogendéw. Metoda ta wykazata bardzo
duza przydatnos¢ w precyzyjnej identyfikacji szerokiej
gamy patogendéw we krwi, tkankach pacjentéw oraz
organizmach wektorowych [4, 14, 15, 22, 55]. Dlatego
wydaje sie, iz moze stanowi¢ wazny filar w diagnostyce
boreliozy, szczegélnie ze wzgledu na swoja czulos¢
i wysoki potencjal réznicujacy.

Obecnie, mimo wielu obiecujacych doniesien nau-
kowych metody molekularne nie sg wystarczajaco wy-
standaryzowane by mogly zastapi¢ rutynowo stosowang
serodiagnostyke. Jednakze, szybki rozwdj biologii mole-
kularnej i intensywne badania majace na celu doktadne
poznanie genomu B. burgdorferi s.l. daja nadzieje, iz
w przyszlosci diagnostyka molekularna bedzie pow-
szechnie stosowana w rozpoznaniu boreliozy.
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POSTEPY MIKROBIOLOGII - ADVANCEMENTS OF MICROBIOLOGY

2020, 59, 4, 379-382 (//% exe | ey

INFORMACIE Z POLSKIEGO TOWARZYSTWA MIKROBIOLOGOW

Od ostatniej informacji o dzialalno$ci Zarzadu Gléwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw, zamieszczonej w zeszytach nr3
z 2020 1. kwartalnikéw Advancements of Microbiology — Postepy Mikrobiologii i Polish Journal of Microbiology, ZG PTM zajmowal
si¢ nastepujacymi sprawami:

1. PTM objal Honorowym Patronatem Konferencje Mikrobiologiczng organizowana on-line, w ramach Ogolnopolskich Spotkan
Mikrobiologéw i Epidemiologéw, w dniu 30 wrzesnia 2020 r. Kierownik Naukowy: Pani prof. dr hab. Ewa Augustynowicz-Kope¢.
Organizator: firma MediCare; http://medicare.waw.pl/konferencje/.

2. FEMS powigkszyl oferte wydawanych czasopism

Oprocz:

MICROBIOLOGY

ECOLOGY

MICROBIOLOGY

REVIEWS

PATHOGENS
AND DISEASE

https://academic.oup.com/fems-journals

Rozpoczeto wydawanie czasopism:

MICROBES

oraz

https://academic.oup.com/femsmicrobes https://academic.oup.com/microlife
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3. Z inicjatywy FEMS 17 wrze$nia 2020 r. mialo miejsce wydarzenie: International Microorganism Day. Zapraszaliémy do uczest-
niczenia on-line w obchodach tego Migdzynarodowego Mikrobiologicznego Swieta. Przez caly dzien - live streaming - mozna
byto sledzi¢ na bezposredniej stronie wydarzenia, jak i na kontach Twitter, Facebook i YouTube.

4. Sekretarz i Prezes PTM zostali poproszeni o zorganizowanie wydania specjalnego zeszytu prestizowego czasopisma: International
Journal of Molecular Scieneces pt: ,,Multi-Drug Resistant Bacteria — A Global Problem”. Zapraszamy potencjalnych autoréw
do zgtoszenia prac do$wiadczalnych lub przegladowych — do 31 marca 2021 r. Informacja na temat zeszytu znajduje si¢ pod
adresem:

https://www.mdpi.com/journal/ijms/special_issues/multi_drug_resistant_bacteria

an Open Access Journal by MDPI

Multi - Drug Resistant Bacteria—A Global Problem

Guest Editors

Prof. Dr. Agnieszka E. Laudy
Co-Guest Editors

Prof. Dr. Stefan Tyski

Deadline
31 March 2021

5. PTM udzielil poparcia Polskiemu Towarzystwu Studentéw Farmacji, najwiekszej w Polsce organizacji zrzeszajacej studen-
tow farmacji, w przeprowadzeniu ogoélnopolskiej akgji ,, Antybiotykoterapia pod Lupa Farmaceuty”, ktéra odbyta si¢ w dniach
2.11 - 8.11.2020. Pani dr Agnieszka Sulikowska (czlonek OT PTM w Warszawie) przeprowadzila webinar skierowany do dorostych
odbiorcéw, ktéry skupiat si¢ na zagadnieniach zwigzanych z antybiotykoterapig.

6. W dniu 30.10.2020 r. podje¢to Uchwale 22-2020 dotyczaca przedluzenia zatrudnienia Pani sekretarki ZG PTM do 31.10.2021 r.,
Uchwate 24-2020 w sprawie przedtuzenia zatrudnienia Pani ksiegowej PTM do 31.12.2021 r. oraz uchwale nr 23-2020 dotyczaca
przyjecia dwdch nowych czlonkédw zwyczajnych PTM.

7. W dniu 10.11.2020 r. podjeto Uchwale 25-2020 w sprawie objecia patronatem konferencji on-line ,,II Ogélnopolskie Spotkanie
Mikrobiologéw i Epidemiologéw” organizowanej w dniu 30.11.2020 r. przez Konsultanta Wojewddzkiego w dziedzinie Mikro-
biologia Lekarska Panig prof. dr hab. Ewe Augustynowicz-Kope¢. https://www.webinar-med.pl/osme/#program

8. Pani dr Agnieszka Sulikowska zostata przedstawicielem PTM do zespotu, ktdry przygotuje opinie¢ w sprawie uznania elementéw
programu specjalizacji i skrocenia okresu szkolenia lekarzom odbywajacym specjalizacje w dziedzinie mikrobiologii lekarskie;j.

9. Prowadzimy rozmowy z Panem Dawidem Ceculg dyrektorem firmy Exeley Co, wydajacym czasopisma PTM on-line, w sprawie
przediuzenia umowy wydawniczej obejmujacej Polish Journal of Microbiology, na lata 2021 i 2022.

10. Rozwazana jest kwestia udzialu PTM w optacaniu sktadki rocznej uczestnictwa Polski (czyli uczestnictwa kraju a nie konkret-
nego towarzystwa naukowego w European Union of Medical Specialists, Section of Medical Microbiology (https://uems-smm.
eu/uems-smmy/).

11. Przypominamy o koniecznosci oplacenia skladki cztonkowskiej w PTM za 2020 1.

12. Z okazji nadchodzacych Swiat Bozego Narodzenia i roku 2021 dziekujemy wszystkim czlonkom PTM za wspétprace w minionym
okresie oraz zyczymy duzo zdrowia, pomy$lnosci, sukceséw oraz rychtego zakonczenia pandemii COVID-19, co umozliwi nam
spotkanie na XXIX Zjezdzie PTM.

‘Warszawa, 07.12.2020r.

SEKRETARZ ZE S
Polskiegg Towarzystwa Mikrobiologow PUIS”W owarzystwa
j Levedl <, [\~

dr hab. n. farm. Agm'%[a E. Laudy prof drha
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XXIX OGOLNOPOLSKI ZJAZD
POLSKIEGO TOWARZYSTWA
MIKROBIOLOGOW &
14-17 WRZESNIA 2021,
POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW

WARSZAWA

XXIX OGOLNOPOLSKI ZJAZD
POLSKIEGO TOWARZYSTWA
MIKROBIOLOGOW

14-17 WRZESNIA 2021,
WARSZAWA

Miejsce Zjazdu:
Sangate Hotel Airport

- Warszawa, ul. Komitetu Obrony Robotnikéw 32 ik
(dawniej 17 Stycznia, rég ul. Zwirki | Wigury) -

Gtéwny Organizator Zjazdu:

Polskie Towarzystwo Mikrobiologow
ul. Stefana Banacha 1b, 02-097 Warszawa
ptm.zmf@wum.edu.pl, www.microbiology.pl




382 INFORMACJE Z POLSKIEGO TOWARZYSTWA MIKROBIOLOGOW

CZLONKOWIE WSPIERAJACY PTM

Cztonek Wspierajacy PTM - Zioty
od 27.03.2017r.

HCS Europe - Hygiene & Cleaning Solutions
ul. Warszawska 9a, 32-086 Wegrzce k. Krakowa
tel. (12) 414 00 60, 506 184 673, fax (12) 414 00 66
www.hcseurope.pl

BRAND

Firma projektuje profesjonalne systemy utrzymania czysto$ci i higieny dla klientéw o szczegdlnych
wymaganiach higienicznych, m.in. kompleksowe systemy mycia, dezynfekcji, osuszania rak dla pracownikéw
stuzby zdrowia, preparaty do dezynfekcji powierzchni dla stuzby zdrowia, systemy sterylizacji narzedzi.

Cztonek Wspierajacy PTM - Srebrny
od 12.09.2017r.

ECOLAB

Firma Ecolab Sp. z 0.0. zapewnia: najlepsza ochrone srodowiska pracy przed patogenami powodujacymi
zakazenia podczas leczenia pacjentéw, bezpieczenstwo i wygode personelu, funkcjonalnoé¢ posiadanego sprzetu
i urzadzen. Firma jest partnerem dla przemystoéw farmaceutycznego, biotechnologicznego i kosmetycznego.

Czlonek Wspierajacy PTM - Zwyczajny
od 12.09.2017r.

MERRCK

Merck Sp. z 0.0. jest czgscig miedzynarodowej grupy Merck KGaA z siedzibg w Darmstadt, Niemcy i dostarcza
na rynek polski od roku 1992 wysokiej jako$ci produkty farmaceutyczne i chemiczne,
w tym podtoza mikrobiologiczne

Cztonek Wspierajacy PTM - Zwyczajny
od 06.06.2019r.

“bart

BART Spéika z o.0. Sp. K
ul. Norwida 4, 05-250 Stupno
NIP: 1180741884, KRS: 0000573068
https://bart.pl/, email: info@bart.pl

Firma BART jest producentem i dystrybutorem surowcéw oraz dodatkow
dla przemystu spozywczego i farmaceutycznego. Specjalizujemy si¢ w probiotykach
oraz surowcach uzyskiwanych metodami biotechnologicznymi.
Wspolpracujemy z renomowanymi producentami: Probiotical, Gnosis, Lesaffre
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