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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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Streszczenie: W artykule omówiono znaczenie bioaerozolu pod kątem mikrobiologii sądowej oraz wyjaśniono jego przydatność w bada-
niach kryminalistycznych. Przedstawiono również dostępne w literaturze przykłady z praktyki śledczej i przeprowadzonych dochodzeń, 
ze szczególnym zwróceniem uwagi na przydatność analiz aerozoli biologicznych w postępowaniu dowodowym.

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

Key words: air, bioaerosol, forensic science, fungi, pollen
Słowa kluczowe: powietrze, bioaerozol, nauki sądowe, grzyby, pyłki



332 KAROL BULSKI

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 µm to 100 µm. 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 micro organisms. 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 

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. 

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.

References

 1. Bednarz A.: The use of bioaerosol in forensic studies and their 
relationship with other fields of research. Alergoprofil,  12, 
135–139 (2016) (in Polish)

 2. Boi M.: The Importance of Palynology in Forensic Investiga-
tions. Forensic Sci. Add. Res. 3, 1–2 (2018)

 3. Bowers R.M., McCubbin I.B., Hallar A.G., Fierer N.: Seasonal 
variability in airborne bacterial communities at a high-elevation 
site. Atmos. Environ. 50, 41–49 (2012)

 4. Brągoszewska E., Biedroń I., Kozielska B., Pastuszka J.S.: Micro-
biological indoor air quality in an office building in Gliwice, 
Poland: analysis of the case study. Air Qual. Atmos. Health 11, 
729–740 (2018)

 5. Breza-Boruta B.: Bioaerosols of the municipal waste landfill site 
as a source of microbiological air pollution and health hazard. 
Ecol. Chem. Eng. A. 10.2428/ecea.2012.19(08)083 (2012) (in 
Polish)

 6. Bryant V.M., Jones G.D.: Forensic palynology: Current status of 
a rarely used technique in the United States of America. Forensic 
Sci. Int. 163, 183–197 (2006)

 7. Budowle B.: Quality assurance guidelines for laboratories per-
forming microbial forensic work. Science Supporting Online 
Material. doi:10.1126/science.1090270. (2003)

 8. Budowle B., Schutzer S.E., Einseln A., Kelley L.C., Walsh A.C., 
Smith J.A.L., Marrone B.L., Robertson J., Campos J.: Building 
microbial forensics as a response to bioterrorism. Science, 301, 
1852–1853 (2003)

 9. Budowle B., Schutzer S., Morse S.: Microbial Forensics. Acade-
mic Press (2019) 

10. Burkhard M.: Handbook of Forensic Medicine. Sussex: Wiley 
Blackwell (2014)

11. Carter D.O., Yellowlees D., Tibbett M.: Cadaver decomposition 
in terrestrial ecosystems. Naturwissenschaften, 94, 12–24 (2007)

12. Castillo J.A., Staton S.J.R., Taylor T.J., Herckes P., Hayes M.A.: 
Exploring the Feasibility of Bioaerosol Analysis as a Novel 
Fingerprinting Technology. Anal. Bioanal. Chem. 403, 15–26 
(2012)

13. Desikan P.: Our microbial signatures. Indian J. Med. Microbiol. 
35, 443–444 (2017)

14. Fernández-Rodríguez A., Cohen M.C., Lucena J., Van de 
Voorde W., Angelini A., Ziyade M., Saegeman V.: How to opti-
mise the yield of forensic and clinical post-mortem microbio-

logy with an adequate sampling: a proposal for standardisation. 
Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 34, 1045–1057 (2015)

15. Gołofit-Szymczak M., Górny R.L.: Bioaerosols in office buil-
dings. Kosmos, 66, 491–502 (2017) (in Polish)

16. Górny R.L.: Particles of fungi and bacteria as components of 
rooms aerosol: properties, emission mechanisms, detection. 
Institute of Occupational Medicine and Environmental Health, 
Sosnowiec (2004) (in Polish)

17. Górny R.L. Microbial Aerosols: Sources, Properties, Health 
Effects, Exposure Assessment – A Review. KONA Powder and 
Particle Journal. doi:10.14356/kona.2020005 (2019)

18. Halicki K.: Polska i zagraniczna literatura oraz czasopisma z kry-
minalistyki, kryminologii, medycyny sądowej oraz opracowania 
dotyczące metod walki z przestępczością w okresie dwudziesto-
lecia międzywojennego. Problemy Kryminalistyki, 278, 69–83 
(2012)

19. Hawkins S.: Using a Drone and Photogrammetry Software to 
Create Orthomosaic Images and 3D Models of Aircraft Accident 
Sites. UK AAIB (2016)

20. Hawksworth D.L.: Report on Identification of Fungal Spores 
in Palynological Preparations from Comparator Samples and 
Footwear. Report to Lincolnshire Police (2009)

21. Hawksworth D.L.: Report on Identification of Fungal Spores. 
Report to Wiltshire Constabulary (2009)

22. Hawksworth D.L., Wiltshire P.E.J.: Forensic mycology: the use 
of fungi in criminal investigations. Forensic Sci. Int. 206, 1–11 
(2011).

23. Hitosugi M., Ishii K., Yaguchi T., Chigusa Y., Kurosu A., Kido M., 
Nahai T., Tokudome S.: Fungi can be a useful forensic tool. Legal 
Med. 8, 240–242 (2006)

24. Jiayu C., Qiaoqiao R., Feilong C., Chen L., Jiguo W., Zhen-
dong W., Lingyun C., Liu R., Guoxia Z.: Microbiology Com-
munity Structure in Bioaerosols and the Respiratory Diseases. 
J. Environ. Sci. Publ. Health 3, 347–357 (2019)

25. Kaiser K., Wolski A.: Control of microbiological air purity. Tech-
nika chłodnicza i klimatyzacyjna 4, 158–162 (2007) (in Polish)

26. Kim K.H., Kabir E., Jahan S.A.: Airborne bioaerosols and their 
impact on human health. J. Environ. Sci. 67, 23–35 (2018)

27. Kozdrój J., Frączek K., Ropek D.: Assessment of bioaerosols in 
indoor air of glasshouses located in a botanical garden. Build. 
Environ. 166, 1–9 (2019)

28. Kulkarni P., Baron P.A., Willeke K.: Aerosol measurement: prin-
ciples, techniques, and applications. John Wiley and Sons, Inc., 
New York (2011)

29. Lacey J.: The aerobiology of conidial fungi. In: G.T. Cole, B. Ken-
drick (Eds.), The Biology of Conidial Fungi, Academic Press, 
New York, 373–416 (1981)

30. Lehman D.C.: Forensic Microbiology. Clin. Microbiol. News. 36, 
49–54 (2014)

31. Ławniczek-Wałczyk A., Górny R.L.: Endotoxins and β-glucans 
as markers of microbiological contamination – characteristics, 
detection and environmental exposure. Ann. Agric. Environ. 
Med. 17, 193–208 (2010)

32. Menetrez M.Y., Foarde K.K., Dean T.R., Betancourt D.A.: The 
effectiveness of UV irradiation on vegetative bacteria and fungi 
surface contamination. Chem. Engin. J. 157, 443–450 (2010)

33. Micozzi M.S.: Postmortem Changes in Human and Animal 
Remains: A Systematic Approach. Springfield (1991)

34. Mildenhall D.C.: Civil and criminal investigations. The use of 
spores and pollen. SIAK J. 4, 35–52 (2008)

35. Paśmionka I.: Evaluation of microbiological quality of atmo-
spheric air in a selected sewage treatment plant in Lesser 
Poland. Aerobiol. doi:10.1007/s10453-020-09627-x (2020)

36. Parker R.J.: Forensic Analysis and DNA in Criminal Investiga-
tions: Including Cold Cases Solved. RJ Parker Publishing (2015)



THE IMPORTANCE OF BIOAEROSOL IN FORENSIC INVESTIGATIONS 335

37. Polymenakou P.N.: Atmosphere: A Source of Pathogenic or 
Beneficial Microbes? Atmosphere 3, 87–102 (2012)

38. Prażak Z., Kowalska M.: Biological factors in occupational envi-
ronment of nurses and possibilities of reducing exposure. Hyg. 
Publ. Hlth. 52, 111–118 (2017) (in Polish)

39. Puspita I.D., Kamagata Y., Tanaka M., Asano K., Nakatsu C.H.: 
Are uncultivated bacteria really uncultivable? Microbes Environ. 
27, 356–366 (2012)

40. Redford A.J., Fierer N.: Bacterial succession on the leaf surface: 
a novel system for studying successional dynamics. Microb. Ecol. 
58, 189–198 (2009)

41. Riedel S.: The value of postmortem microbiology cultures. 
J. Clin. Microbiol. 52, 1028–1033 (2014)

42. Robertson S., Douglas P., Jarvis D., Marczylo E.: Bioaerosol 
exposure from composting facilities and health outcomes in 
workers and in the community: A systematic review update. 
Inter. J. Hyg. Environ. Hlth. 222, 364–386 (2019)

43. Sidrim J.J.C, Moreira Filho R.E., Cordeiro R.A., Rocha M.F.G., 
Caetano E.P., Monteiro A.J., Brilhante R.S.N.: Fungal microbiota 
dynamics as a postmortem investigation tool: focus on Asper-
gillus, Penicillium and Candida species. J. Appl. Microbiol. 108, 
1751–1756 (2010)

44. Simon  X., Duquenne  P.: Assessment of workers’ exposure to 
bioaerosols in a French cheese factory. Ann. Occup. Hyg. 58, 
677–692 (2014)

45. Skórska Cz., Golec M., Mackiewicz B., Góra A., Dutkiewicz J.: 
Health effects of exposure to herb dust in valerian growing far-
mers. Ann. Agric. Environ. Med. 12, 247–252 (2005)

46. Song Ci., McKnight BE.: The washing away of wrongs: forensic 
medicine in thirteenth-century China. University of Michigan 
(1981)

47. Soroka P.M., Cyprowski M., Szadkowska-Stańczyk I.: Occupa-
tional exposure to mycotoxins in various branches of industry. 
Med. Pr. 59, 333–345 (2008) (in Polish)

48. Spagnolo E.V., Stassi C., Mondello C., Zerbo S., Milone L., 
Argo  A.: Forensic microbiology applications: A systematic 
review. Legal Med. 36, 73–80 (2019)

49. Thompson K.M.: Crime Films: Investigating the Scene. Wallflo-
wer Press, London (2007)

50. Ubelaker D.H.: The Global Practice of Forensic Science. Wiley 
Blackwell (2014)

51. van de Voorde H., van Dijck P.J.: Determination of the time of 
death by fungal growth. Zeitschrift fur Rechtsmedizin, 89, 75–80 
(1982)

52. Wiltshire P.E.J.: Estimate of Deposition Time for Skeletonised 
Remains Found in a Shallow Grave. Report to Thames Valley 
Police (2004)

53. Wiltshire P.E.J.: Report on Palynological Analyses of Exhibits 
and Control Samples for a Case of Cruelty Against Badgers. 
Report to the Royal Society for the Protection of Cruelty to 
Animals, Shrewsbury (2004)

54. Wiltshire P.E.J.: Palynological and Botanical Comparisons of 
the Crime Scene, Other Pertinent Places, and Exhibits. Report 
to the Metropolitan Police Service (2008).

55. Wiltshire P.E.J.: Forensic ecology, botany, and palynology: 
some aspects of their role in criminal investigation, in: K. Ritz, 
L. Dawson, D. Miller (Eds.), Criminal and Environmental Soil 
Forensics, Springer Science and Business Media, Dordrecht, 
129–149 (2009)

56. Zachuta A.: Wybrane zagadnienia z kryminalistyki: ślady roślin-
nych pyłków i zarodników. Kultura Bezpieczeństwa. Nauka-
-Praktyka-Refleksje, 12, 28–50 (2012)



POSTĘPY MIKROBIOLOGII – ADVANCEMENTS OF MICROBIOLOGY
2020, 59, 4, 337–344
DOI: 10.21307/PM-2020.59.4.25

* Corresponding author: Mohamed Morsi M. Ahmed, Department of Biology, Faculty of Science, King Abdul Aziz University, Jeddah, 
Saudi Arabia; e-mail: mmmahmed6@yahoo.ca

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-
cen tal 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 Bang’s 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 

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-α-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 

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 

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]. 

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 

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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1. Wstęp

Procesy utleniania i redukcji reszt cysteinowych bia-
łek odgrywają istotną rolę w wielu procesach zacho-
dzących w komórkach, pełnią rolę strukturalną, kata-
lityczną oraz sygnalizacyjną. Generowanie mostków 
disiarczkowych, będących kowalencyjnymi wiązaniami 
wytwarzanymi w reakcji utleniania reszt cysteinowych 

białek, jest istotnym elementem procesu dojrzewania 
protein zapewniającym ich funkcjonalność poprzez 
wpływ na ich konformację i stabilność. W komórkach 
bakterii Gram-ujemnych proces ten zachodzi w utlenia-
jących warunkach przestrzeni peryplazmatycznej i jest 
katalizowany przez zespół białek Dsb (disulfide bond). 
W  strukturze przestrzennej białek Dsb wyróżnia się 
domenę tioredoksyny (TRX) ze ściśle konserwowanym, 
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– RÓŻNORODNOŚĆ STRUKTURALNA I FUNKCJONALNA BIAŁEK DSBA
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Streszczenie: Białka Dsb katalizują wprowadzanie mostków disiarczkowych pomiędzy grupami tiolowymi reszt cysteinowych do białek 
pozacytoplazmatycznych w komórkach bakterii. Proces ten warunkuje osiągnięcie przez białka prawidłowej struktury, umożliwiającej 
pełnienie funkcji w komórce. Najlepiej poznanym i scharakteryzowanym białkiem zaangażowanym w proces wprowadzania mostków 
disiarczkowych jest monomeryczna oksydoreduktaza DsbA, działająca w komórkach modelowego organizmu Escherichia coli. Badania 
wielu mikroorganizmów pokazały ogromną różnorodność funkcjonowania szlaku wprowadzania mostków disiarczkowych. W prezen-
towanej pracy zebrano informacje charakteryzujące wyodrębnione strukturalne i filogenetyczne grupy białek DsbA różnych gatunków 
bakterii. Opisano ich właściwości fizykochemiczne a także oddziaływania z partnerami redoks oraz substratami. Skoncentrowano się 
również na opisaniu dimerycznych białek, pełniących rolę w procesie wprowadzania mostków disiarczkowych. Ponieważ białka Dsb 
decydują często o aktywności czynników wirulencji, poznanie ich struktur i mechanizmów działania może przyśpieszyć opracowanie 
nowych terapii antybakteryjnych.

1. Wstęp. 2. System białek Dsb Escherichia coli. 2.1. Charakterystyka tiolowej oksydoreduktazy E. coli – białka DsbA. 2.2. Białka szlaku 
izomeryzacji-redukcji. 3. Klasyfikacja monomerycznych białek DsbA. 3.1. Fizyczno-chemiczne właściwości różnych grup DsbA. 
4. Oddziaływanie DsbA z dwiema grupami substratów – partnerami redoks oraz substratami. 4.1. Oddziaływanie z partnerami redoks. 
4.2. Oddziaływanie z substratami. 5. Dimeryczne oksydoreduktazy o aktywności oksydacyjnej. 6. Podsumowanie. 7. Piśmiennictwo 

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 
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aktywnym motywem CXXC oraz tak zwaną pętlę pro-
linową (reszta cis-proliny w  strukturze przestrzennej 
białka sąsiadująca z motywem CXXC i oddziałująca 
z cysteiną aktywną w reakcji redoks). Oba te elementy 
odgrywają istotną rolę w oddziaływaniach białek Dsb 
z ich partnerami redoks i substratami. Ponieważ czyn-
niki wirulencji wielu patogennych bakterii to białka 
pozacytoplazmatyczne, które dla osiągnięcia właściwej 
struktury wymagają wprowadzenia mostków disiarcz-
kowych, aktywność systemów Dsb jest istotną deter-
minantą zjadliwości mikroorganizmów. Rozwiązanie 
struktur białek Dsb oraz zrozumienie mechanizmów 
ich działania zapoczątkowało badania zmierzające do 
wykorzystania ich jako celów leków antybakteryjnych 
[6, 58]. Wykorzystanie różnorodnych strategii (mikro-
biologicznych, biochemicznych, biofizycznych, bio-
informatycznych czy proteomicznych) zaowocowało 
w ostatnich latach szczegółową charakterystyką funk-
cjonowania sieci Dsb modelowej bakterii Escherichia 
coli (EcDsb). Dane te przedstawia wiele znakomitych 
publikacji przeglądowych. Ostatnio opublikowane to 
między innymi [3, 40, 43]. Doskonalenie metod sekwen- 
 cjonowania materiału genetycznego ujawniło różno-
rodność systemów Dsb w świecie mikroorganizmów. 
Różnice dotyczą liczby białek Dsb konkretnej kate gorii, 
ich wzajemnych interakcji oraz struktur i  obserwo-
wane są nie tylko pomiędzy przedstawicielami różnych 
rodzajów czy gatunków, ale także czasami pomiędzy 
szczepami tego samego gatunku bakterii [8, 18, 42]. 
Prezentowana praca przeglądowa przedstawia charak-
terystykę białek DsbA bezpośrednio odpowiedzial- 
nych za wprowadzanie mostków disiarczkowych do 
białek pozacytoplazmatycznych bakterii Gram-ujem-
nych. Koncentruje się na uzyskanych w ostatnich 
latach danych dotyczących ich struktur, filogenezy oraz 
oddziaływań z partnerami redoks i substratami. 

2. System białek Dsb Escherichia coli 

2.1. Charakterystyka tiolowej oksydoreduktazy
 Escherichia coli – białka DsbA

Modelowym i najdokładniej scharakteryzowanym 
w wielu aspektach białkiem DsbA jest EcDsbA. Zostało 
ono zidentyfikowane w roku 1991 a jego strukturę 
rozwiązano w roku 1993 [5, 44]. EcDsbA (21 kDa) jest 
monomerem składającym się z dwóch domen: tiore-
doksynowej i helikalnej (Ryc. 1). Domena tioredoksy-
nowa (około 90 reszt aminokwasowych) zawiera pięć 
β-kartek/harmonijek połączonych trzema α-helisami 
(H1, H6 i H7). Helisy H2-H5 tworzą domenę helia-
kalną. Cechą charakterystyczną EcDsbA jest obecność 
α-heliakalnej domeny wewnątrz domeny tioredoksy-
nowej. Centrum katalityczne tworzy motyw CXXC 
(CPHC) zlokalizowany na N-końcu helisy H1, otoczony 
trzema pętlami. Pętla pierwsza (L1) łączy harmonijkę β3 
i helisę H2, pętla druga (L2) określana jako pętla cisPro 
(cisPro loop) łączy fragmenty H6 i β4, a pętla 3 (L3) 
łączy fragmenty β5 i H7. Wytworzony na powierzchni 
EcDsbA, powyżej aktywnego motywu, hydrofobowy 
rowek oraz ładunek powierzchniowy decydują o aktyw-
ności enzymatycznej białka, jego oddziaływaniach 
z substratami, zarówno partnerem redoks jak i białkami 
do których wprowadzane są mostki disiarczkowe [57]. 
W przeciwieństwie do większości białek peryplazma-
tycznych przenoszonych do peryplazmy po zakończe-
niu procesu translacji, DsbA jest transportowane przez 
błonę wewnętrzną komórki kotranslacyjnie, w sposób 
zależny od SRP (signal recognition particle) z wykorzy-
staniem translokonu SecYEG [56].

DsbA katalizuje tworzenie wiązań disiarczkowych 
bezpośrednio po transporcie białka do peryplazmy, 
a jego substraty mogą być na różnych etapach zwijania. 

Ryc. 1. Struktura białka DsbA pochodzącego z Escherichia coli
A) Struktura przestrzenna białka DsbA E. coli (PDB, 1FVK [20]). W kolorze czarnym zaznaczono lokalizację motywów katalitycznych CPHC oraz VcP. 
(B) Schematyczne ułożenie elementów strukturalnych białka EcDsbA. W ramce zaznaczono domenę tioredoksynową (opis w tekście). β-kartki są repre-

zentowane przez prostokąty, α-helisy – przez faliste czworokąty.
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W warunkach in vivo proces ten wymaga współdzia-
łania kilku oksydoreduktaz warunkujących transport 
elektronów. Proces rozpoczyna się od nukleofilowego 
ataku zredukowanej cysteiny białka, które jest substra-
tem dla DsbA. Atak dokonywany jest na N-terminalną, 
zlokalizowaną na powierzchni białka cysteinę C30 
motywu CPHC DsbA. Ukryta we wnętrzu DsbA cyste-
ina C33 nie bierze udziału w tym procesie. W wyniku 
tej reakcji powstaje przejściowy kompleks pomiędzy 
DsbA i substratem. W następnym etapie, kolejna cys-
teina białka substratowego przeprowadza atak na cyste-
inę połączoną z DsbA. Następuje utlenienie substratu 
i redukcja białka DsbA [13].

Partnerem redoks DsbA, odpowiadającym za odtwo-
rzenie jego utlenionej aktywnej formy, jest białko błony 
wewnętrznej EcDsbB. W jego sekwencji aminokwa-
sowej obecne jest sześć reszt cysteinowych, spośród 
których cztery są niezbędne do ponownego utlenienia 
DsbA. W strukturze przestrzennej EcDsbB wyróż-
niono cztery helisy transmembranowe (TM1-TM4) 
oraz dwie pętle peryplazmatyczne P1 i P2, w obrębie 
których występują dwie aktywne pary cystein: Cys41-
-Cys44 w pętli P1 oraz Cys104-Cys130 w pętli P2 [23]. 
Reakcja ponownego utlenienia białka EcDsbA przez 
białko EcDsbB rozpoczyna się od nukleofilowego ataku 
Cys30 motywu katalitycznego białka DsbA na disiarczek 
Cys104-Cys130 białka DsbB. Skutkuje to powstaniem 
przejściowego mostka disiarczkowego pomiędzy Cys30 
(EcDsbA) a Cys104 (EcDsbB) i przeniesieniem wiązania 
na EcDsbA. Powstałe grupy tiolowe Cys104 i Cys130 
EcDsbB są ponownie utleniane przez parę reszt cyste-
inowych pętli pierwszej (Cys41-44), a elektrony są prze-
kazywane na chinon, a następnie na tlen (warunki tle-
nowe) lub fumaran/azotan (warunki beztlenowe) [24].

2.2. Białka szlaku izomeryzacji-redukcji

Białko DsbA skutecznie i szybko katalizuje reakcje 
powstawania wiązań disiarczkowych pomiędzy cyste-
inami białka transportowanego do peryplazmy. Utle-
nianie reszt cysteinowych zachodzi w sposób zgodny 
z ich kolejnością w łańcuchu aminokwasowym. Białka, 
które wymagają wprowadzania wiązań disiarczkowych 
pomiędzy niesąsiadującymi resztami cysteinowymi, 
w  takiej sytuacji nabywają złą konformację. Są one 
degradowane przez proteazy peryplazmatyczne albo 
izomeryzowane z powrotem do prawidłowego utlenio-
nego stanu, przez izomerazę disiarczkową EcDsbC [43, 
44]. EcDsbC (23 kDa) jest homodimerem o V-kształt-
nej strukturze. Każdy monomer złożony jest z dwóch 
domen: C-koniec zawiera domenę TRX z motywem 
CXXC (Cys98 i Cys101), o właściwościach katalitycz-
nych, natomiast N-koniec domenę dimeryzacyjną [45]. 
Aktywną formą EcDsbC jest jego forma zredukowana. 
Proces dimeryzacji białka DsbC jest kluczowy w jego 

aktywności, zapobiega bowiem jego utlenianiu przez 
EcDsbB [2]. EcDsbC jest urzymywane w  zreduko-
wanej formie przez aktywność błonowego EcDsbD, 
transportującego w wieloetapowym procesie elek-
trony z  cytoplazmy. EcDsbD, zawierające w  sekwen-
cji aminokwasowej sześć reszt cysteinowych, składa 
się z  ośmiu transbłonowych segmentów (domena  β) 
i  dwóch domen peryplazmatycznych (N- i C-koniec 
białka, nazywane odpowiednio α i γ domenami). Cyste-
iny EcDsbD są niezbędne do transportu elektronów 
z cytoplazmatycznej tioredoksyny, poprzez domeny β, γ 
i α EcDsbD do peryplazmatycznych tiolowych oksydo-
reduktaz [11, 31]. Poza EcDsbC, substratami EcDsbD 
są EcDsbG oraz EcCcmG. EcDsbG (26 kDa) to dime-
ryczna peryplazmatyczna tiolowa oksydoreduktaza 
o  strukturze podobnej do EcDsbC lecz odmiennej 
funkcji. Jej aktywność redukująca chroni białka posia-
dające pojedyncze cysteiny przed utlenieniem do kwasu 
sulfonowego [14, 21]. EcCcmG (cytochrome c matura-
tion system) jest błonowym białkiem biorącym udział 
w procesie biogenezy cytochromu c [52]. 

3. Klasyfikacja monomerycznych białek DsbA

Przez ostatnie trzy dekady opisano wiele białek 
rodziny DsbA, obecnych w proteomach różnych gatun-
ków bakterii, przedstawicieli typów Proteobacteria, Fir-
micutes czy Actinobacteria. Struktury rozwiązano dla 
ponad dwudziestu. Wszystkie białka homologi DsbA, 
pomimo często niskiej identyczności sekwencji amino-
kwasowej, posiadają podobną architekturę – domenę 
tioredoksynową z wbudowaną domeną heliakalną. 
Badania strukturalne, prowadzone zarówno metodą 
klasycznej rentgenowskiej krystalografii jak i spektro-
skopii magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR- 
nuclear magnetic resonance), w połączeniu z analizami 
cech biochemicznych i biofizycznych białek umożli-
wiły podział tej rodziny na dwie klasy: klasa DsbA-I 
z podziałem na DsbA-Ia i DsbA-Ib oraz klasa DsbA-II. 
Prawdopodobnie, po poznaniu struktur większej liczy 
białek, w klasie II również będzie konieczne wyróżnie-
nie kilku podklas [47]. Podział białek DsbA w oparciu 
o analizy filogenetyczne pokrywa się z podziałem bazu-
jącym na analizach strukturalnych [59]. W tych bada-
niach wyróżniono trzy klady. Pierwszy z nich grupuje 
białka Dsb blisko spokrewnione z EcDsbA z komórek 
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]. Białka o wysokiej (około 80%) 
identyczności sekwencji aminokwasowej do EcDsbA 
(z wyjątkiem PmDsbA – 59% identyczności) należące 
do tej grupy, posiadają podobnie jak EcDsbA długi 
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hydrofobowy rowek otaczający motyw aktywny, który 
jest identyczny jak ten w EcDsbA (CPHC oraz cis-pro-
lina poprzedzona waliną). 

Do kladu pierwszego zaliczane są też białko DsbA 
z  Vibrio cholerea (VcDsbA – 40% identyczności 
sekwencji aminokwasowej z EcDsbA) oraz białka DsbL 
(dodatkowe białka DsbA występujące w nie których 
szczepach E. coli czy S. enterica). Motyw aktywny oraz 
potencjał redoks VcDsbA są zbliżone do war tości 
charakterystycz nych dla EcDsbA ale jego struktura 
posiada cechy cha rak terystyczne dla grupy DsbA – Ib 
(patrz niżej) [63]. W wypadku białek DsbL zarówno 
ich właściwości (potencjał redoks, specyficzność sub-
stratowa) jak i  architektura (skrócony hydrofobowy 
rowek oraz ładunek powierzchniowy) odbiegają od 
cech EcDsbA [18, 22]. 

Przedstawicielami kladu drugiego (uprzednio naz-
wany DsbA-Ib) są białka DsbA Gamma- oraz Betapro-
teobakteria np. Pseudomonas aeruginosa PaDsbA1, 
Neisseria meningitidis NmDsbA1 i NmDsbA3 czy 
Burkhol deria pseudomallei BpDsbA [26, 38, 46, 61, 62]. 
Ta grupa nie jest tak homogenna jak wyżej opisana 
i pod różnymi aspektami odbiega od prototypowego 
białka EcDsbA. Identyczność sekwencji aminokwaso-
wej do EcDsbA dla przedstawicieli tej grupy waha się 
w przedziale 20–30%. Różnice dotyczą między innymi 
cech motywu katalitycznego. Spotykany jest motyw 
CPHC sparowany z Val-cisPro jak i inne motywy np. 
NmDsbA3 posiada motyw CVHC połączony z  Thr-
-cisPro. Różnice strukturalne dotyczą długości hydro-
fobowego rowka, ładunku powierzchniowego oraz 
motywu katalitycznego.

Trzeci klad tworzą homologi EcDsbA należące do 
różnych grup taksonomicznych, które znacząco odbie-
gają od prototypowego EcDsbA, zarówno pod względem 
identyczności sekwencji aminokwasowej jak i struktury 
przestrzennej. Do najdokładniej scharakteryzowanych 
należą DsbA przedstawicieli Actinobacteria (MtDsbA 
z Mycobacterium tuberculosis, CdMdbA z Corynebacte-
rium diphteriae), Gram-dodatnich Firmicutes (BsBdbD 
z Bacillus subtilis czy SaDsbA z Staphylococcus aureus) 
a  także Proteobacteria zarówno Alphaproteobacteria 
(WpDsbA z Wolbachia pipientis) jak i Gammaproteo-
bacteria (PaDsbA2 z  Pseudomonas aeruginosa). Do 
tego kladu zaliczane jest także białko DsbA Chlamydia 
trachomatis (CtDsbA), Gram-ujemnego mikroorga-
nizmu należącego do klasy Chlamydia [1, 10, 12, 37, 59]. 
Główna różnica strukturalna pomiędzy klasą DsbA-I 
i DsbA-II dotyczy ułożenia harmonijki β1. Dodatkowo 
w  sekwencji aminokwasowej białka grupy DsbA-II 
zawierają drugą parę reszt cysteinowych powiązanych 
mostkiem, która nie pełni funkcji katalitycznej choć 
może odgrywać rolę w procesach regulacyjnych, co udo-
kumentowano w odniesieniu do WpDsbA [37]. Białka 
tej grupy różnią ich motywy katalityczne [3].

3.1. Fizyczno-chemiczne właściwości 
 różnych grup DsbA

Jedną z istotnych cech białek Dsb odzwierciedlają-
cych rodzaj i siłę ich aktywności jest potencjał redoks 
oraz pKa N-końcowej cysteiny motywu CXXC. Gene-
ralnie pod kątem potencjału redoks można je podzielić 
na trzy grupy; te o wysokim potencjale (około – 100 mV 
i powyżej), te o pośrednim potencjale (około – 200 mV) 
oraz białka o niskim potencjale (poniżej –  200 mV). 
Niski potencjał jest charakterystyczny dla cytoplaz ma - 
 tycznych tioredoksyn o aktywności redukującej, po- 
średni dla białek o aktywności izomeryzacyjnej, odpo-
wiedzialnych za przebudowę źle wprowadzonych most-
ków. Wysoki potencjał redoks charakteryzuje pozacy-
toplazmatyczne białka Dsb o aktywności oksydacyjnej, 
a więc białka z rodziny DsbA. Potencjał redoks EcDsbA 
wynosi – 122 mV [44]. Zbliżoną wartość wykazują białka 
DsbA z grupy Ia (od – 154 mV do – 116 mV). Białka 
z  grupy Ib mają zdecydowanie wyższy potencjał (od 
– 80 mV do – 94 mV) a te z grupy II są pod względem 
ich potencjałów redoks grupą wysoce niejednorodną, 
np. wartość potencjału redoks PaDsbA2 to –67 mV 
a CtDsbA to –229 mV [3]. Wartość pKa cysteiny pozwala 
określić w jakim pH cysteina występuje w równowadze 
w formie uprotonowanej (SH) i w formie anionu tiolo-
wego (S–). Standardowe pKa dla wolnej cysteiny wynosi 
8,3/8,6. Wartość pKa wyeksponowanych na powierzchni 
białek DsbA N-końcowych cystein motywu CXXC jest 
dużo niższa niż ta dla wolnej cysteiny i waha się od 
około 3,0 do 5,0. Występuje korelacja pomiędzy wartoś-
cią pKa a potencjałem redukcyjnym białka Dsb – im niż-
sza wartość pKa N-terminalnej cysteiny motywu CXXC 
tym wyższy potencjał redukcyjny (wartość pKa dla cyto-
plazmatycznych tioredoksyn wynosi około 7) [53]. 

Testy biochemiczne określające poziom aktyw ności 
oksydacyjnej białek DsbA to test redukcji insuliny,  
testy utleniania białek zawierających mostki disiarcz-
kowe (RNaza, hirudyna) czy zdolność do utleniania 
synte tycz nego charakteryzującego się fluorescencją 
peptydu. W tych testach białka przedstawiciele należące 
do grupy DsbA-Ia (głównie SeDsbA i KpDsbA) wyka-
zują właściwości prawie identyczne jak EcDsbA [8, 36, 
59]. Właś ciwości innych DsbA, nawet tych z  grupy 
DsbA-Ib odbiegają od cech charakterystycznych dla 
EcDsbA co jest efektem, czasami nawet niewielkich, 
zmian strukturalnych.

4. Oddziaływanie DsbA z dwiema grupami
 partnerów – partnerami redoks i substratami

Różnice struktury, często nawet niewielkie mają 
wpływ na rodzaj i liczbę substratów białek DsbA. Te tio-
lowe oksydoreduktazy oddziałują z dwoma rodzajami 
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substratów: w stanie utlenionym z białkami do których 
wprowadzane są mostki pomiędzy grupami – SH reszt 
cysteinowych, w stanie zredukowanym z jednym sub-
stratem – białkami homologami EcDsbB, co prowadzi 
do reutlenienia DsbA. 

4.1. Oddziaływanie z partnerami redoks

Rozwiązanie struktury kompleksu EcDsbA z EcDsbB 
doprowadziło do określenia sekwencji aminokwa- 
sowej krótkiego peptydu (96PSPFATCDFM106) z  dru-
giej peryplazmatycznej pętli EcDsbB oddziałującego 
z  EcDsbA w procesie transferu elektronów [25, 35, 
68]. Ta sekwencja aminokwasowa jest identyczna lub 
prawie identyczna w białkach DsbB będących partne-
rami redoks DsbA z grupy Ia. Zgodnie z tym DsbA Ia 
oddziałują w testach in vitro z EcDsbB a in vivo kom-
plementują brak EcDsbA w sposób zależny od EcDsbB 
[35, 36]. Sekwencje aminokwasowe peptydów białek 
DsbB biorących udział w reutlenianiu DsbA z grup Ib 
i  II różnią się znacząco, zarówno między sobą jak 
i w porównaniu do EcDsbB. Tylko nieliczni przedsta-
wiciele grupy Ib (NmDsbA1, PaDsbA1) wykazują zdol-
ność do częściowej komplementacji braku EcDsbA (test 
ruchliwości) a białka DsbA z grupy II najbardziej struk-
turalnie odbiegające od EcDsbA nie są też funkcjonal-
nymi odpowiednikami EcDsbA. Ciekawe są interakcje 
pomiędzy białkami DsbA i DsbB w komórkach bak-
terii posiadających więcej niż jedno białko DsbA, które 
przeważnie należą do różnych grup strukturalnych. 
Genom Pseudomonas aeruginosa koduje dwa białka 
DsbA (PaDsbA1 i PaDsbA2) o różnej funkcji/specyficz-
ności substratowej i strukturze oraz dwa białka DsbB 
(PaDsbB1 i  PaDsbB2). PaDsbA1 odpowiedzialne za 
wprowadzanie mostków disiarczkowych do wielu czyn-
ników wirulencji jest zaliczane do grupy Ib. PaDsbA2 
produkowane prawdopodobnie tylko w specyficznych 
warunkach posiada odmienną strukturę, jest przed-
stawicielem grupy II. Obydwa PaDsbA są reutleniane 
zarówno przez PaDsbB1 jak i PaDsbB2, dopiero brak 
obu PaDsbB wpływa na stan redoks DsbA1 i zakłóca 
jego funkcjonowanie. Przyczyna obecności dwóch bia-
łek o nakładających się funkcjach nie jest wyjaśniona. 
Wyznaczona in silico sekwencja aminokwasowa ota-
czająca resztę cysteinową drugiej pętli peryplazmatycz-
nej jest identyczna w obu PaDsbB (AQGMGSCKM) 
i  znacząco różna od tej obecnej w EcDsbB, chociaż 
oba PaDsbB komplementują brak EcDsbB w  teście 
ruchliwości [1]. W komórkach uropatogennych szcze-
pów Escherichia coli oraz niektórych szczepach Salmo-
nella enterica poza główną parą EcDsbA/EcDsbB czy 
SeDsbA/SeDsbB funkcjonuje druga para tiolowych 
oksydaz DsbL/DsbI o wysokiej specyficzności sub- 
stratowej. Oba białka DsbL (EcDsbL i SeDsbL) o wyso-
kiej identyczności sekwencji aminokwasowej (93%) 

charakteryzują się wysokim podobieństwem struktur 
lecz znacząco różnią się od EcDsbA zarówno struktural-
nie jak i funkcjonalnie. Białka DsbL są reutleniane przez 
tworzące z nimi parę redoks białka, homologi EcDsbB, 
nazwane DsbI, o odmiennej od EcDsbB sekwencji ami-
nokwasowej peptydu wchodzącego w interakcje z part-
nerem generującym wiązania disiarczkowe. Sekwencja 
aminokwasowa tego peptydu to LFGVQGCST (analiza 
in silico) [3]. W komórkach N. meningitidis funkcjonują 
trzy białka DsbA: NmDsbA1, NmDsbA2 i NmDsbA3. 
Dwa z nich (NmDsbA1 i NmDsbA2) są lipoproteinami 
a  jedno (NmDsbA3) jest białkiem peryplazmatycz- 
nym. Pomimo istniejących między nimi różnic struk-
turalnych wszystkie współpracują z jednym białkiem 
DsbB, które jest też 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 generujących 
mostki disiarczkowe (patrz niżej) jak dotąd pozostają 
niewyjaś nione. DsbK (HP0231) H. pylori jest obecne 
w  komórce typu dzikiego w stanie utlenionym a  na 
jego stan redoks tylko w nieznacznym stopniu wpływa 
brak białka DsbI (nietypowy homolog EcDsbB) [8]. 
W komórkach E. coli HP0231 komplementuje brak 
EcDsbA w kilku testach (wrażliwość na DTT, ruch-
liwość i aktywność alkalicznej fosfatazy) w sposób nie-
zależny od EcDsbB [55]. Dane te dokumentują aktyw-
ność HP0231 jako oksydazy, reutlenienie tego białka po 
przekazaniu mostka na odpowiedni substrat prawdopo-
dobnie umożliwia jego dimeryczna struktura. Mecha-
nizmy regulujące aktywność dwufunkcyjnych dime-
rycznych tiolowych oksydoreduktaz L. pneumophilla 
i C. jejuni (odpowiednio LpDsbA2 i C8J_1298) również 
nie zostały poznane. Rycina 2 przedstawia przykłady 
oddziaływań pomiędzy białkami DsbA i DsbB u róż-
nych gatunków bakterii, natomiast rycina 3 topologię 
wybranych białek DsbB z zaznaczonymi aminokwasami 
istotnymi dla interakcji z DsbA.

4.2. Oddziaływanie z substratami 

Różnice strukturalne pomiędzy białkami DsbA 
mają wpływ na rodzaj i liczbę ich substratów – białek do 
których wprowadzane są mostki disiarczkowe. Ponie-
waż kompleksy tworzone przez DsbA z substratami 
są nietrwałe, odpowiednie substraty identyfikowane są 
poprzez porównywanie subproteomów peryplazma-
tycznych szczepów dzikich z subproteomami mutan-
tów w genach dsbA lub z zastosowaniem odpowiednich 
mutantów punktowych opóźniających lub uniemożli-
wiających rozwiązanie kompleksów [6, 27]. Zidenty-
fikowano dużą liczbę substratów białek DsbA, często 
istotnych czynników wirulencji [6, 40]. Niektóre białka 
DsbA jak np. EcDsbL charakteryzują się bardzo wysoką 
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specyficznością substratową, podczas gdy inne reagują 
z  wieloma substratami. W komórkach nie których 
mikroorganizmów np. N. meningitidis czy S. enterica 
funkcjonuje zwielokrotniona liczba białek DsbA, które 
posiadają zarówno nakładające się, jak i odmienne sub-
straty. Jak dotąd pozostają niewyjaśnione dokładnie 
oddziaływania utlenionych DsbA z ich substratami. 
Być może mechanizm tych oddziaływań nie jest iden-
tyczny dla wszystkich białek DsbA. Analiza pierwszo-
rzędowych sekwencji aminokwasowych, otaczających 
reszty cysteinowe pomiędzy którymi wytwarzane są 

mostki disiarczkowe, kilkudziesięciu białek nie wyka-
zała istnienia pomiędzy nimi istotnych podobieństw. 
Analiza właściwości mutantów punktowych oraz fakt, 
że mutanty o zamienionej prolinie na treoninę w pętli 
cisPro (L2) sugerują, że ta pętla pełni kluczową rolę 
w wiązaniu substratów przez utlenioną formę EcDsbA. 
Rozwiązanie struktury kompleksu EcDsbA z peptydem 
białka SigA S. flexnerii, zawierającym reszty cysteinowe 
pomiędzy którymi wytwarzany jest mostek, wskazało, 
że peptyd nie wiąże się do regionu hydrofobowego 
rowka, który jest miejscem oddziaływania z EcDsbB. 

Ryc. 2. Oddziaływania pomiędzy białkami DsbA i DsbB
Przykłady dotyczące wybranych gatunków bakterii Gram-ujemnych. Za wprowadzanie mostków disiarczkowych w komórkach Escherichia coli K12 
odpowiedzialne jest monomeryczne białko DsbA oraz reutleniające je błonowe białko DsbB; w komórkach uropatogennych szczepów E. coli (UPEC) 
funkcjonuje dodatkowa para białek DsbL-DsbI. Pseudomonas aeruginosa koduje dwa białka DsbA (DsbA1, DsbA2) oraz dwa błonowe DsbB (DsbB1, 
DsbB2). W komórkach Neisseria meningitidis kodowane są trzy białka DsbA (DsbA1, DsbA2, DsbA3) oraz tylko jedno białko DsbB. Dwa białka DsbA 
(DsbA1, DsbA2) oraz dwa błonowe białka DsbB i DsbI kodowane są w genomie Campylobacter jejuni 81116. DsbI kodowane w genomie C. jejuni 81116 
oraz w genomie UPEC to dwa różne białka [49]. Oprócz monomerycznych białek DsbA1/2 we wprowadzanie mostków disiarczkowych zaangażowana 
jest także dimeryczna oksydoreduktaza C8J_1298, która oddziałuje zarówno z białkami DsbB, DsbI jaki i białkiem szlaku izomeryzacji redukcji – DsbD. 
W komórkach Legionella pneumophila kodowane są monemeryczne DsbA1, dimeryczne DsbA2 a także dwa DsbB (DsbB1, DsbB2) oraz dwa DsbD 
(DsbD1, DsbD2). Helicobacter pylori nie koduje w genomie klasycznej pary białek DsbA-DsbB, za wprowadzanie mostków disiarczkowych odpowiedzialna 
jest dimeryczna oksydaza DsbK, kodowane jest również DsbI – homolog CjDsbI. Oddziaływania pomiędzy białkami zostały na rysunku przedstawione 
w postaci strzałek; przerywaną szarą linią zaznaczono potencjalne oddziaływania, które nie zostały udowodnione w eksperymentach in vivo/ in vitro.
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Tak więc można postawić hipotezę że hydrofobowy 
rowek determinuje oddziaływania DsbA z partnerem 
redoks a nie z substratami [50].

5. Dimeryczne białka o aktywności oksydacyjnej

W komórkach niektórych gatunków mikroorganiz-
mów funkcjonują dimeryczne tiolowe oksydoreduktazy, 
o strukturach zbliżonych do EcDsbC lub EcDsbG, ale 

odgrywające role w generowaniu mostków disiarczko-
wych. Niektóre z nich są enzymami dwufunkcyjnymi, 
funkcjonują zarówno jako oksydazy reszt cysteinowych 
jak i  izomerazy, często zależnie od tła genetycznego. 
W świecie mikroorganizmów spotykamy gatunki gdzie 
tego typu oksydazy funkcjonują razem z typowymi 
monomerycznymi DsbA (np. rodzaj Campylobater 
czy Legionella pneumophila ) oraz gatunki w komór-
kach których są one jedynymi enzymami utleniającymi 
reszty cysteinowe (np. Helicobacter pylori).

Ryc. 3. Topologia DsbB w błonie
Porównanie białek DsbB oddziałujących z białkami DsbA, zaliczanymi do różnych klas – por. rozdział 3 (Escherichia coli – klasa Ia; Burkholderia pseudo-
mallei – klasa Ib; Wolbachia pipientis – klasa II; Campylobacter jejuni – ?). Przewidywania topologii białek DsbB w błonie wykonano z wykorzystaniem 
programu Protter (http://wlab.ethz.ch/protter/#) [48]. Reszty cysteinowe w obrębie białek zostały zaznaczone kolorem ciemnoszarym. Sekwencje amino-

kwasowe wytypowane jako motywy biorące udział w oddziaływaniu z białkiem DsbA zaznaczono kolorem jasnoszarym.
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Campylobacter i Helicobacter to przedstawiciele 
klasy Epsilonproteobacteria, mikroorganizmy będące 
ludzkimi patogenami. Infekcja Campylobacter jejuni 
skutkuje stanami zapalnymi jelit. Helicobater pylori jest 
czynnikiem etiologicznym poważnych objawów cho ro-
bo wych górnego odcinka przewodu pokarmowego takich 
jak – stan zapalny błony śluzowej żołądka, choroba 
wrzodowa żołądka/dwunastnicy czy choroba nowotwo-
rowa. Rodzaj symptomów chorobowych jest zależny od 
genotypu szczepu patogenu, genotypu gospodarza oraz 
czynników środowiskowych.

W proteomie H. pylori nie stwierdzono ani obec-
ności białek DsbA/DsbB ani DsbC/DsbD. Zidentyfi-
kowano 149 białek zawierających motyw CXXC, ale 
tylko cztery z nich posiadają charakterystyczny zwój 
tioredoksynowy, a więc należą do klasy tiolowych 
oksydoreduktaz. Dwa z nich to cytoplazmatyczne tio-
redoksyny a dwa (HP0231 i HP0377) to białka poza-
cytoplazmatyczne. [30]. Ich struktura została rozwią-
zana [64, 65]. HP0377 jest nietypowym białkiem CcmG 
(cytochrome c maturation), które poza zdolnością do 
redukcji apocytochromu c, w testach in vitro wykazuje 
aktywność izomeryzacyjną. HP0377 utrzymywane 
jest w stanie zredukowanym przez błonowe białko 
HP0265 – CcdA, będące skróconą wersją klasycznego 
DsbD [54]. HP0231 to dimeryczna oksydoreduktaza 
odpowiedzialna za generowanie mostków disiarczko-
wych i  wpływająca na wiele aspektów procesu wiru-
lencji. W proteomie H. pylori obecne jest dodatkowo 
białko HP0595 (DsbI) – nietypowy homolog EcDsbB 
– o dokładnie nieokreślonej funkcji. 

HP0231 (DsbK) o strukturze zbliżonej, ale nie iden-
tycznej jak EcDsbG, posiada domenę katalityczną cha-
rakterystyczną dla klasy DsbA-II, z motywem aktywnym 
identycznym jak EcDsbA (CPHC sparowany z  VcP). 
Obecność domeny dimeryzacyjnej warunkuje aktyw-
ność enzymu w komórkach naturalnego gospodarza. 
Eksperymenty mutagenezy specyficznej co do miejsca 
analizujące aminokwasy centrum katalitycznego wyka-
zały, że zamiana waliny na treoninę w tzw. pętli prolino-
wej (VcP na TcP) całkowicie znosi aktywność białka [7, 
9, 41, 55]. Proces reutleniania HP0231 nadal jest nieja-
sny. System Dsb ma istotny wpływ na procesy wirulencji 
H. pylori. Brak białka HP0595 w znaczący sposób obniża 
poziom kolonizacji błony śluzowej żołądka myszy [16]. 
Szczep H. pylori zmutowany w genie hp0231 charakte-
ryzuje się obniżonym poziomem translokacji do komó-
rek eukariotycznych białka CagA, głównej determinanty 
procesu nowotworzenia [67]. Celem działania HP0231 
jest między innym białko błony zewnętrznej HopQ 
zawierające trzy mostki disiarczkowe. HopQ jest adhe-
zyną H. pylori rozpoznająca na powierzchni komórek 
eukariotycznych cząsteczki CEACAM (carcinoembrio-
nic antigen-related cell adhesion molecule) [29, 32]. Brak 
HopQ lub jego zmieniona struktura w znaczący sposób 

hamuje proces translokacji CagA oraz indukcję szlaków 
przekazywania sygnałów [19]. 

WHO zaklasyfikowało H. pylori jako jeden z 12 ludz- 
 kich patogenów przeciwko któremu niezbędne jest szyb-
kie opracowanie nowych leków. HP0231 ze względu na 
istotny wpływ na proces wirulencji, nietypową strukturę 
oraz peryplazmatyczną lokalizację spełnia wymagania 
stawiane celom terapii antybakteryjnych. Potencjalne 
inhibitory HP0231 nie powinny hamować aktywności 
białek Dsb innych gatunków bakterii wchodzących 
w  skład ludzkiej mikrobiota jak i nie powinny mieć 
wpływu na funkcjonowanie systemu wprowadzania 
mostków disiarczkowych funkcjonujących w  komór-
kach eukariotycznych. Badania dotyczące wykorzys- 
tania białek systemu Dsb E. coli jako celów terapeu- 
tycznych są prowadzone w kilku światowych labora- 
toriach [15, 39, 58]. 

Szlak oksydacyjny Dsb C. jejuni jest bardziej zło-
żony niż ten obecny w komórkach modelowej bak-
terii E. coli K-12. W  zależności od szczepu, wyróżnia 
się w nim trzy lub cztery enzymy. Dwa z nich (DsbB 
i DsbI) zlokalizowane są w błonie wewnętrznej, jeden 
lub dwa w peryplazmie (DsbA1 i DsbA2). Dodatkowo 
analizy in silico wytypowały dwa homologii białek 
E. coli szlaku izomeryzacyjnego: C8J_1298 i C8J_0565 
–  podane numery dotyczą genomu szczepu C. jejuni 
81116 (odpowiednio homologii EcDsbC i  EcDsbD). 
Oksydoreduktazy CjDsbA1 i CjDsbA2 posiadają kla-
syczne sekwencje sygnałowe, które zapewniają ich 
transport przez błonę cytoplazmatyczną do peryplazmy. 
Identyczność sekwencji aminokwasowych pomiędzy 
CjDsbA1 i CjDsbA2 wynosi 47%. Białka te, wykazują 
odpowiednio 24% i 28% identyczności sekwencji ami-
nokwasowych z EcDsbA oraz 28,5% i 39% z EcDsbL. 
Różnice pomiędzy nimi jak i między DsbA C. jejuni 
a DsbA E. coli dotyczą centrów aktywnych oraz struk-
tur tych oksydoreduktaz. Reszta izoleucyny w aktyw-
nym motywie CIHC CjDsbA1 zastąpiona jest resztą 
treoninową (CTHC) CjDsbA2. Zatem te motywy, są 
różne od motywu EcDsbA (CPHC) i EcDsbL (CPFC). 
W  obydwu CjDsbA pętla cis-Pro, poprzedzona jest 
resztą treoniny (tworzącej motyw TcP), w przeciwień-
stwie do reszty waliny (motyw VcP) obecnej w EcDsbA 
i EcDsbL. Modelowanie strukturalne wskazuje, że oba 
CjDsbA1 i CjDsbA2 są zbliżone bardziej do EcDsbL, 
niż do EcDsbA, choć istnieją istotne różnice struktu-
ralne między nimi.  Odpowiednikiem EcDsbL jest raczej 
CjDsbA2. Różnice strukturalne pomiędzy oksydo reduk-
tazami CjDsbA wpływają na cechy fenotypowe bakterii 
warunkowane aktywnością tych enzymów. Substratem 
CjDsbA1 jest fosfataza alkaliczna CjPhoX, a aktywność 
CjDsbA2 kluczowa jest dla aktywności sulfotransferazy 
arylosulfatu CjAstA. Różnice strukturalne pomiędzy 
CjDsbA1 a CjDsbA2 widoczne są także w ich aktyw-
ności w komórkach E. coli. CjDsbA1, w przeciwieństwie 
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do CjDsbA2, komplementuje brak EcDsbA w sposób 
zależny od EcDsbB. Obie tiolowe oksydoreduktazy 
są reutleniane przez ten sam błonowy enzym CjDsbB 
[17]. Rola CjDsbI nie jest wyjaśniona. Udowodniono, 
że CjDsbI nie oddziałuje ani z CjDsbA1 ani z CjDsbA2, 
ale odgrywa rolę w obronie komórek przed stresem 
oksydacyjnym, działa zatem raczej w szlaku redukcyj-
nym [4, 51]. Nietypowym białkiem Dsb bakterii rodzaju 
Campylobacter jest produkt genu c8j_1298 (numeracja 
ze szczepu 81116). Początkowo, na podstawie analiz in 
silico został on zaklasyfikowany jako izomeraza Dsb, 
homolog EcDsbC. Rzeczywiście C8J_1298 jest homo-
dimerem wykazującym w testach in vitro cechy zbliżone 
do EcDsbC. Jednak w komórkach występuje nietypowo 
zarówno w formie utlenionej jak i zredukowanej, a funk-
cja tego białka jest uzależniona od tła genetycznego. 
W  komórkach typu dzikiego pełni prawdopodobnie 
rolę EcDsbG, a przy braku CjDsbA1 jest tiolową oksy-
doreduktazą o aktywności utleniającej. Filogenetycznie 
białko C8J_1298 jest spokrewnione bliżej z dimeryczną 
oksydoreduktazą H. pylori (HP0231) niż EcDsbC [4].

Dimeryczna dwufunkcyjna tiolowa oksydoreduk-
taza występuje też w komórkach Legionella pneumo-
phila, patogenu górnych dróg oddechowych, czynnika 
etiologicznego tzw. choroby legionistów. System Dsb 
tego mikroorganizmu jest wyjątkowo skompliko-
wany. W  genomie L. pneumophila zidentyfikowano 
dwa geny kodujące oksydoreduktazy tiolowe, ozna-
czone LpDsbA1 i LpDsbA2, dwa geny kodujące białka 
homologii EcDsbB oraz dwa geny kodujące homo logii 
EcDsbD. Monomeryczne LpDsbA1 komplementuje 
mutację ΔdsbA E. coli, a jego brak w komórkach L. pneu-
mophila nie skutkuje obserwowalną zmianą fenotypu 
mutanta. Podobnie jak zaobserwowano w  wypadku 
C8J_1298, aktywność LpDsbA2 jest zależna od tła 
genetycznego. LpDsbA2 w komórkach L. pneumophila 
odpowiedzialne jest za utlenianie cystein kilku białek, 
składników IV systemu sekrecji T4SS a w komórkach 
E. coli funkcjonuje jako izomeraza [28, 33, 34].

6. Podsumowanie 

Badania nad systemami Dsb w komórkach różnych 
gatunków bakterii przybliżają nas do wprowadzenia 
nowych terapii antybakteryjnych. W pierwszej kolej-
ności najbardziej prawdopodobne jest wprowadzenie 
tych terapii przeciwko patogenom posiadającym białka 
DsbA zaliczane do klasy DsbA-Ia (m.in. EcDsbA, 
SeDsbA, KpDsbA). Jednak opracowanie terapii wymaga 
wcześniejszego poznania systemów Dsb działających 
w komórkach naszej mikroflory. Dodatkowym wyzwa-
niem jest zaprojektowanie skutecznych metod dostar-
czania takich leków. Przeprowadzone dotąd badania 
pokazują, że do tego etapu jeszcze daleka droga.
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1. Wprowadzenie

Intensywne rolnictwo konwencjonalne polega na 
stosowaniu na szeroką skalę pestycydów, które poprzez 
eliminację patogenów umożliwiają pozyskanie wyso-
kiego plonu roślin uprawnych. Według danych GUS, 
w 2018 roku ogólna ich produkcja w Polsce wyniosła 
23178,4 ton. Stosowanie pestycydów, pomimo skutecz-
ności ich działania cechuje wiele wad, przede wszyst-
kim wykazują toksyczny wpływ na organizm człowieka, 
a także mogą kumulować się w glebie, doprowadzając 
do zaburzenia jej równowagi biologicznej [68, 82]. 
Związki zawarte w pestycydach cechują się dużą roz-
puszczalnością w wodzie, przez co z łatwością prze-
dostają się do organizmów żywych. Z  tego powodu 
niewłaściwe stosowanie pestycydów, przykładowo pod-
czas opadów deszczu lub nawadniania pól, powoduje 
zanieczyszczenie wód powierzchniowych i prowadzić 
może do zachwiania prawidłowego funkcjonowania 
procesów biologicznych. Istnieje również ryzyko ich 
przedostawania się do wód gruntowych [5]. W  celu 

regulacji racjonalnego stosowania pestycydów wprowa-
dzono integrowaną ochronę roślin, która wykorzystuje 
różne metody i środki promujące odporność roślin na 
patogeny i szkodniki. Idea ta nie dąży do całkowitego 
wykluczenia stosowania związków chemicznych, ale do 
ograniczenia ich aplikacji na rzecz przyjaznych środo-
wisku metod nie chemicznych [64]. 

Alternatywą dla pestycydów są preparaty przygoto-
wane na bazie mikroorganizmów, które nie kumulują 
się w  środowisku i nie wykazują antagonistycznego 
oddziaływania w stosunku do mikrobioty glebowej 
oraz organizmu ludzkiego i zwierzęcego. Od wielu lat 
dużym zainteresowaniem cieszą się preparaty zawie-
rające szczepy bakterii Bacillus thuringiensis (Bt), sto-
sowanych jako insektycydy. Działanie Bt opiera się na 
produkcji toksycznych białek krystalicznych Cry i cyto-
toksycznych białek Cyt, które selektywnie zwalczają 
owady niszczące uprawy roślin, nie oddziałując nega-
tywnie na organizmy inne niż docelowe. Wyżej wymie-
nione białka działają jedynie na stadium larwalne owa-
dów, podczas gdy jaja oraz dorosłe osobniki nie są na 
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niewrażliwe [24]. Działanie Cry opiera się na paraliżu 
mięśni układu pokarmowego, który uniemożliwia larwie 
dalsze żerowanie [20, 49], jak również uszkodzeniu 
nabłonka jelitowego, co prowadzi do śmierci larwy 
[24]. Bt jest wykorzystywany także w inżynierii gene-
tycznej, gdzie odpowiedzialne za owadobójcze działanie 
geny są włączane do nasion roślin uprawnych, czyniąc 
je odpornymi na działanie agrofagów [41]. Do innych 
możliwych aplikacji B. thuringiensis należy promowanie 
wzrostu roślin oraz antagonistyczny wpływ na grzyby 
patogenne [44]. Ze względu na produkcję bakteriocyn, 
lipopeptydów oraz parasporyn niniejsze bakterie zna-
lazły również zastosowanie w medycynie [31, 47]. Na 
uwagę zasługuje ponadto możliwość ich stosowania 
w bioremediacji terenów zanieczyszczonych toksycz-
nymi związkami organicznymi [33]. 

2. Charakterystyka gatunku Bacillus thuringiensis

Bakterie B. thuringiensis zostały po raz pierwszy 
wyizolowane przez japońskiego naukowca Shigetane 
Ishiwata w 1901 roku z martwych larw jedwabnika 
Bombyx mori. Kilka lat później, w 1911 roku Bt został 
ponownie wyizolowany przez Ernsta Berlinera, również 
z  martwych larw śródziemnomorskiej ćmy mącznej 
Anagasta kuehniella, pochodzących z młyna w Turyngii. 
Ernst Berliner nazwał wyizolowany mikroorganizm 
B. thuringiensis na cześć tej niemieckiej prowincji. 
Odkrycia te przyczyniły się do opisania biobójczych 
właściwości Bt wobec larw owadów, co zasugerowało 
jego możliwe zastosowanie jako biologiczny środek 
ochrony roślin [41, 65].

Gatunek B. thuringiensis należy do domeny Bacteria, 
typu Firmicutes, klasy Bacilli, rzędu Bacillales, rodziny 
Bacillaceae i rodzaju Bacillus [67]. Rodzaj Bacillus dzieli 
się na trzy grupy, przy czym B. thuringiensis jest zali-
czany do grupy B. cereus, do której należą B. anthracis, 
B. cereus, B. cytotoxicus, B. mycoides, B. pseudomycoides, 
B. toyonensis, oraz B. weihenstephanensis [86]. Przez 
ostatnie 100  lat, ze względu na różnice w morfologii 
ich kolonii, właściwości metaboliczne, w tym opor-
ność na penicylinę, bakterie te opisywano jako odrębne 
gatunki [58]. Cechą odróżniającą szczep B. thuringiensis 
od B. cereus jest obecność genów kodujących owado-
bójcze toksyny, zwykle znajdujących się na plazmidach 
[37]. Jarret i  Stephenson [43] wykazali, że podczas 
hodowli B. thuringiensis z innymi bakteriami w obrębie 
grupy B. cereus może dochodzić do transferu plazmidu 
zawierającego geny cry, tym samym doprowadzając do 
produkcji owadobójczych białek przez inne mikro-
organizmy. Z tego względu zidentyfikowanie bakterii 
jako B. thuringiensis jedynie na podstawie wykazywa-
nia zdolności do produkcji białek Cry może być nie-
wiarygodne. Lepszym rozwiązaniem jest zastosowa-

nie nowoczesnych technik, takich jak real-time PCR 
z wykorzystaniem specyficznych biomarkerów, dzięki 
którym możliwe jest zidentyfikowanie obecności Bt 
w badanej próbce [86]. 

Bakterie B. thuringiensis można klasyfikować okreś-
lając podgatunek, odmianę czy serotyp (odmiana mikro- 
 organizmu, którą można określić za pomocą reakcji  
z użyciem przeciwciał). Jest to możliwe dzięki wykorzy-
staniu charakterystycznych cech biochemicznych, róż-
nych antygenów bakterii (serotypowanie H, antygeny 
kryształów parasporalnych) oraz identyfikacji pro- 
dukowanych przez nie antybiotyków i esteraz [10, 51, 
79]. Typową metodą stosowaną do klasyfikacji Bt jest 
serotypowanie H, które polega na wywołaniu reakcji 
immunologicznej wobec bakteryjnego antygenu – fla-
gelliny, białka kodowanego przez gen hag [41]. Sero-
typowanie H ma jednak pewne ograniczenia, wynika-
jące z nierozróżniania szczepów pochodzących z tego 
samego serotypu [10, 41, 53, 81]. 

Komórki B. thuringiensis są ruchliwymi, urzęsio-
nymi na całej powierzchni, przetrwalnikującymi pałecz- 
 kami (d. laseczkami) o długości 2–5 µm oraz szerokości 
około 1 µm, które zwykle układają się w pary lub krótkie 
łańcuchy [21, 41]. Cykl życiowy tych Gram-dodatnich 
bakterii składa się z dwóch faz: wegetatywnego podziału 
komórki oraz rozwoju spor, inaczej zwanego cyklem 
sporulacji, który zachodzi przykładowo kiedy w środo-
wisku nie ma wystarczającej ilości składników odżyw-
czych [11, 21]. W trakcie rozmnażania komórka wege-
tatywna dzieli się na dwie identyczne komórki potomne 
przez uformowanie nowej ściany komórkowej w poło-
wie błony plazmatycznej. W fazie sporulacji podział 
komórki przebiega nieco inaczej, jest on asymetryczny 
i składa się z 7 etapów. W I etapie powstaje filament 
aksjalny, w etapie  II formuje się septum, a  w  III  po- 
wstają kryształy parasporalne oraz prespora. Następnie, 
w etapie IV formuje się egzospora, pierwotna ściana 
komórkowa, nukleoid oraz osłony białkowe, a jąderko 
spory ulega przekształceniu. W ostatniej fazie sporu-
lacji (VII) następuje dojrzewanie spor, liza komórki 
i uwolnienie form przetrwalnych [13, 41, 58]. 

Kryształy parasporalne są inkluzjami wewnątrzko-
mórkowymi, zbudowanymi ze skrystalizowanego poli-
petydu, składającego się z białek Cry, który warunkuje 
bioaktywność 0B. thuringiensis [65, 84]. Białka Cry są 
toksyczne dla insektów z rzędów Lepidoptera, Diptera, 
Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Dictyoptera, 
Ortoprea i Mallofaga oraz dla niektórych nicieni, pier-
wotniaków i roztoczy [3, 84]. Z prowadzonych badań 
wiadomo, że konkretny szczep B. thuringiensis może 
być wykorzystany do walki z konkretnym gatunkiem 
owada, np. na Lepidoptera działa 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 aktywności toksyczne przeciwko 
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komarom, a najbardziej użytecznym w ich zwalczaniu 
jest szczep B. thuringiensis subsp. israelensis. Jest on 
wysoce toksyczny w stosunku do różnych gatunków 
tych owadów, szczególnie dla: Aedes, Culex i Anophe-
les, które stanowią wektory dla takich chorób, jak żółta 
febra oraz denga, ale charakteryzuje się jedynie średnią 
toksycznością względem wektorów malarii [19, 20].

3. Czynniki wirulencji Bacillus thuringiensis

Owadobójcze zdolności bakterii z gatunku B. thu- 
rin giensis opierają się na produkowanych przez nie 
w procesie sporulacji parasporalnych kryształach, prze- 
ważnie złożonych z jednego lub paru białek Cry (Cry-
stal) lub Cyt (Cytolitic) [19]. Toksyny te nazywane 
są także δ-endotoksynami. Niniejsze nazewnictwo 
wprowadzone zostało przez Heimpel’a w 1967 roku, 
ze względu na fakt, że białka te formowane są wew- 
nątrz komórek oraz dlatego, że odkryto je jako czwarte 
z kolei toksyczne komponenty u tego gatunku bakterii 
[41]. Toksyny Cry oficjalnie definiuje się jako para-
sporalne kryształy białek o aktywności owadobójczej 
[25]. Natomiast do toksyn Cyt zalicza się parasporalne 
białka Bt, wykazujące aktywność hemolityczną. Stwier-
dzono, że niniejsze toksyny są wysoce specyficzne 
w działaniu, w stosunku do docelowych owadów, nie-
szkodliwe dla ludzi, kręgowców i roślin oraz kompletnie 
biodegradowalne [19].

Białka Cry wydzielane są w formie rozpuszczalnej 
w wodzie i należą do grupy toksyn formujących kanały 
błonowe (pore-forming toxins, PFT) w membranie 
komórek gospodarza. Powstają w wyniku ekspresji ge- 
nów cry, jako monomery zdolne do oligomeryzacji, 
czyli łączenia się kilku łańcuchów polipeptydowych 
w jedną cząsteczkę. Zdolność do zmiany konformacji 
tych białek jest niezbędnym elementem w procesie ich 
toksycznego oddziaływania na komórki larw owada, 
umożliwiającym im wchodzenie w strukturę membrany 
jelita gospodarza. Inaczej działają toksyny Cyt, które 
bezpośrednio wchodzą w interakcje z lipidami mem-
brany i wnikają do niej. Badania wskazują, że białka Cyt 
synergizuja lub przełamują odporność przeciw białkom 
Cry, przez funkcjonowanie jako receptor do wiązania 
Cry z membraną jelita owada [4, 41].

Mechanizm działania toksycznych białek wytwarza-
nych przez B. thuringiensis jest podobny u wszystkich 
rzędów owadów. W przeciwieństwie do chemicznych 
pestycydów, które w większości są toksynami kontak-
towymi, białka Cry muszą zostać spożyte przez owada, 
żeby mogły stać się toksyczne [40]. Według Melo i wsp. 
[59] oraz Hung i wsp. [40] po spożyciu B. thuringiensis 
przez larwy owada, wyprodukowane przez nie krysz-
tały białek Cry ulegają rozpuszczaniu w jelicie, a następ-
nie w kolejnym etapie uwalniane są protoksyny, nie-

aktywne jeszcze toksyny, których przejście do formy 
czynnej zachodzi na drodze enzymatycznej [40, 59]. 
Enzymy odpowiedzialne za ten proces to trawienne 
proteazy gospodarza; serynowe u przedstawicieli rzędu 
Lepidoptera i Diptera oraz cysteinowe i asparaginowe 
u owadów z rzędu Coleoptera [49]. Tak zaktywowane 
toksyny wiążą się do specyficznych receptorów kadhe-
rynowych na powierzchni membrany komórek epite-
lialnych jelita, po czym ich konformacja ulega zmianie 
[41, 49]. Następnie zostają wbudowane w błonę jelita, 
gdzie dochodzi do ich oligomeryzacji i tworzenia kana-
łów [19]. Białka Cry wchodzą także w kontakt z dodat-
kowymi receptorami jelita – N-aminopeptydazami, 
które odpowiadają za zakotwiczenie formujących się 
kanałów w dwuwarstwie lipidowej jelita [41, 59]. Nato- 
miast białka Cyt wiążą się bezpośrednio z lipidami 
membrany komórek nabłonka jelita, także tworząc 
kanały w ich błonie lub niszcząc ją przez oddziaływanie 
podobne do detergentu [19]. 

Już w latach 80 ubiegłego wieku Knowles i Ellar 
[48] stwierdzili, że powstające w błonie komórek jelita 
kanały są głównym elementem mechanizmu toksycz-
nego działania endotoksyn B. thuringiensis, gdyż pro - 
wadzą do wystąpienia lizy osmotycznej i śmierci 
komórki [18, 40, 55]. Dokładnie liza komórek epitelial-
nych jelita wywoływana jest przez zmianę ciągłości 
i  utratę funkcyjności membrany, powodowaną przez 
powstające w niej kanały [12, 36, 91]. Zhang i wsp. [92] 
przedstawili inny możliwy model działania białek Cry 
na komórki owada, który zaprzecza wcześniejszej teorii. 
Zdaniem niniejszych autorów samo formowanie kana-
łów litycznych jest niewystarczające do spowodowania 
śmierci komórki. Zaproponowany model zakłada, że 
śmierć komórek owadzich wywołana jest nie przez stres 
osmotyczny, a szereg reakcji zmieniających metabo-
lizm komórkowy, do których zachodzi po związaniu 
toksyny Cry z receptorem jelitowym. Według tej teorii 
związanie białka Cry do kadheryn i N-aminopeptydaz 
wywołuje, w jeszcze dokładnie niepoznanym procesie 
przekaz bodźca aktywującego kanały Mg2+ w  błonie 
plazmatycznej komórek epitelialnych owadów, czego 
następstwem jest zwiększenie poziomu komórkowego 
cAMP (cykliczny adenozyno-3’,5’-monofosforan) [91, 
92]. Do śmierci komórek dochodzi w wyniku działania 
kinaz białkowych aktywowanych przez cAMP. Niniej-
sze zjawisko nazywamy onkozą, gdyż zaobserwowana 
przez Zhang i wsp. [92] śmierć poddanych transfek-
cji komórek pobranych z jajnika Trichoplusia ni, nie 
wykazywała cech charakterystycznych dla apoptozy 
ani endocytozy, a powodowana była przez ich pęcz-
nienie oraz zwiększoną przepuszczalność membrany 
[85]. Niezależnie od przyjętej teorii, co do dokładnego 
cytotoksycznego wpływu białek Cry na komórki epi-
telialne jelita, wiadomo, że ich zniszczenie wywołuje 
paraliż jelita środkowego larw owadów i prowadzi do 
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śmierci w wyniku wygłodzenia. Zdaniem Raymonda 
i  wsp. [73] niekiedy do śmierci owada może także 
dochodzić w wyniku postępującej infekcji bakteryjnej 
i wywołania posocznicy. Dzieje się tak, gdy przez znisz-
czone komórki nabłonka jelita do hemolimfy owada 
przedostają się wegetatywne komórki B. thuringiensis. 
Wówczas ich namnażanie w organizmie larwy może 
prowadzić do ciężkiej infekcji bakteryjnej – sepsy, skut-
kującej śmiercią. 

Choć owadobójczość B. thuringiensis opiera się 
głównie na toksycznych białkach Cry, to bakterie te 
produkują także inne czynniki wirulentne. Czynniki 
te mogą samodzielnie wpływać biobójczo na owady, 
np. białka Vip, proteiny Sip oraz beta-egzotoksyna lub 
działać synergistycznie wraz z toksynami Bt, np. prote-
ina P20, czy enzym chitynaza [49]. Podczas wegetatyw-
nej fazy wzrostu bakterie B. thuringiensis wytwarzają 
białka Vip (vegetative insecticidal proteins), które 
wykazują działanie insektycydowe nawet na owady, 
które wykształciły odporność na białka krystaliczne 
oraz beta-egzotoksynę, stanowiącą inhibitor dla poli-
merazy RNA zależnej od DNA. Wspomniana wyżej 
egzotoksyna wpływa negatywnie nie tylko na bezkrę-
gowce, ale także na kręgowce, dlatego szczepy charakte-
ryzujące się ich syntezą, nie mogą być wykorzystywane 
do produkcji biopestycydów [32, 38]. Chitynaza poza 
wykazywaniem właściwości synergistycznych wobec 
toksyn Cry jest istotnym enzymem biorącym udział 
w infekcji owadów, gdyż doprowadza do powstawania 
perforacji w błonie komórek jelita owadów, umożliwia-
jąc przedostanie się bakterii do hemocelu (jama ciała 
u niektórych bezkręgowców) [77]. Natomiast ekspresja 
genu odpowiadającego za produkcję białka P20 wpływa 
na potranskrypcyjne zwiększenie akumulacji białek 
krystalicznych w komórce i może pełnić także funkcję 
stabilizującą dla białek Cry [88]. 

4. Wykorzystanie Bacillus thuringiensis
 w nowoczesnym rolnictwie

Postęp cywilizacyjny oraz obowiązujące prawo-
dawstwo wymagają stosowania innowacyjnych środ-
ków ochrony roślin w rolnictwie, w tym również tych 
opracowanych na bazie mikroorganizmów. Ciągłe dąże- 
nie do zwiększenia produkcji żywności, w  związku 
ze stałym wzrostem ludności na świecie pociąga za 
sobą nadmierne stosowanie chemicznych środków 
ochrony roślin. Wysoce istotne wydaje się otrzymywa-
nie wysokiego plonu roślin, przy zachowaniu tej samej 
powierzchni uprawy, zadbaniu o zachowanie bezpie-
czeństwa ludzi, zwierząt i środowiska, a także zapew-
nieniu plonu wolnego od patogenów. 

Obecnie często odnotowywanym zjawiskiem jest 
nabywanie odporności przez owady na chemiczne 

środki ochrony roślin, co prowadzi do stosowania 
większych ich dawek, a tym samym przyczynia się do 
zaburzenia funkcjonowania całych agrobiocenoz [26]. 
W celu regulacji powyższych kwestii w dniu 21 paź-
dziernika 2009 roku wprowadzona została dyrektywa 
Parlamentu Europejskiego i Rady 2009/128/WE, zgod-
nie z którą niezwykle istotne jest wykazanie, że środki 
ochrony roślin nie wpływają negatywnie na środowisko, 
a jednocześnie zapewniają jednoznaczne korzyści dla 
produkcji rolnej [27]. W Polsce integrowaną ochronę 
roślin definiuje Ustawa z dnia 8 marca 2013 r. o środ-
kach ochrony roślin (Dz. U. poz. 455) [28, 29], która 
nastawiona jest na wykorzystanie metod minimalizu-
jących zużycie chemicznych środków ochrony roślin, 
zastosowanie odpowiedniej agrotechniki, stosowanie 
tolerancyjnych lub odpornych odmian roślin oraz 
zwalczanie patogenów na drodze biologicznej [30]. 
W  Art. 35 wyżej wymienionej ustawy podkreślona 
została zasadność stosowania preparatów biologicz-
nych, w  sposób nie zagrażający środowisku, a  także 
bezpieczny dla zdrowia ludzi i zwierząt [29]. 

Stosowanie biologicznych środków ochrony roślin 
jest doskonałą alternatywą dla chemicznych środków 
ochrony roślin. Preparaty zawierające w swoim składzie 
Bt nie wykazują negatywnego oddziaływania na czło-
wieka oraz nie zanieczyszczają środowiska, a  dodat-
kowym ich atrybutem jest stosunkowo niski koszt. 
Ponadto bardzo rzadko powodują wykształcenia odpor-
ności u larw owadzich, aczkolwiek jest to możliwe [56].

Bioinsektycydy na bazie Bt cieszą się dużą popu-
larnością. Już w 2006 roku biopreparaty, zawierające 
w swoim składzie spory B. thuringiensis i kryształy biał-
kowe przez nie wytwarzane, stanowiły 75% światowego 
rynku biologicznych środków ochrony roślin [49, 83]. 

W ostatnich latach przeprowadzono wiele badań 
nad sposobem produkcji bakteryjnych bioinsekty-
cydów na bazie alternatywnych mediów, takich jak: 
melasa, skrobia, w  tym skrobia kukurydziana, ziarna 
zbóż, otręby pszenne czy słoma ryżowa, a także osady 
ściekowe czy osady z sadzawek krewetek [7, 13, 64, 
85, 94]. Surowce te dzięki temu, że stanowią odpady 
z produkcji rolno-przemysłowej są znacznie tańsze niż 
konwencjonalnie stosowane syntetyczne media zawie-
rające soję, czystą glukozę czy ekstrakt z kukurydzy. 
Zastosowanie tańszych podłoży do namnażania bakterii 
B. thuringiensis, stanowiących nawet 50% całkowitych 
kosztów produkcji, pozwala na znaczne zmniejszenie 
kosztowności niniejszego procesu [95]. Dodatkowo 
możliwość wykorzystania odpadów jako podłoży do 
hodowli Bt rozwiązuje problem z ich utylizacją. Bada-
nia prowadzone przez Brar i wsp. [15] oraz Zhuang 
i wsp. [93, 94] wykazują, że przy zastosowaniu odpo-
wiednich metod produkcji, także stosowanie ścieków 
czy różnego typu osadów komunalnych daje zadawala-
jące rezultaty względem promowania rozwoju bakterii, 
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sporulacji i formowania toksyn, w porównaniu do zwy-
kle stosowanych w tych procesach mediów sojowych. 
Jednym z głównych problemów w stosowaniu osadów 
ściekowych jako alternatywnego źródła dla produkcji 
mikrobiologicznych środków ochrony roślin jest obec-
ność w nich metali ciężkich, gdyż w nieodpowiednim 
stężeniu mogą hamować wzrost i rozwój bakterii. 

Przykładowe biologiczne środki ochrony roślin 
skon struowane na bazie Bt, wykazujące selektywne 
oddziaływanie na poszczególne organizmy owadzie, 
zebrane zostały w tabeli nr I [49, 80, 87]. Insektycydy 
zawierające w swoim składzie szczep B. thuringiensis 
subsp. israelensis działają biobójczo na owady z rzędu 
Diptera, do których zaliczamy lenie. Ich larwy żerują 
na korzeniach młodych roślin warzywnych i zbóż. 
Natomiast najbardziej znane spośród szkodników roślin 
kapustowatych larwy bielinka kapustnika oraz bielinka 
rzepnika (rząd Lepidoptera), powodujące gołożery liści, 
są zwalczane przez B. thuringiensis subsp. aizawai lub 
subsp. kurstaki [63]. 

Zastosowanie mikrobiologicznych środków ochrony 
roślin niesie ze sobą wiele korzyści dla środowiska. 
Jednakże, niezwykle istotna jest wiedza i świado- 
mość użytkowników niniejszych biopreparatów, pozwa- 
lająca na prawidłowe rozpoznanie żerujących owadów 
i  ukierunkowane dobranie odpowiedniego szczepu 
B. thuringiensis.

5. Nowe możliwości wykorzystania bakterii
 Bacillus thuringiensis

Zastosowanie B. thuringiensis w nowoczesnym rol-
nictwie, jako bioinsektycydów oraz w konstruowaniu 
roślin GMO odpornych na szkodniki owadzie, to jeden 
z obszarów analiz dotyczących tego gatunku bakterii. 
Badania prowadzone w ostatnich latach wykazały 
ponadto możliwość zastosowania niektórych szcze-

pów Bt w biologicznej kontroli grzybów patogennych, 
w promowaniu wzrostu roślin, bioremediacji gleb ska-
żonych oraz w produkcji związków o aktywności prze-
ciwdrobnoustrojowej i przeciwnowotworowej [44].

Rośliny uprawne podatne są na wiele chorób, w tym 
również wywołanych przez grzyby patogenne. Wyka-
zano, że bakterie B. thuringiensis przejawiają aktywność 
przeciwgrzybiczą, głównie w stosunku do patogenów 
z rodzaju Fusarium [35, 75, 76], Sclerotium [74, 78] oraz 
Rhizoctonia [35]. Antagonistyczne działania Bt w sto-
sunku do wyżej wymienionych patogenów oparte jest 
na produkcji chitynaz oraz proteaz, enzymów przy-
czyniających się do trawienia strzępek patogenów 
oraz wytwarzaniu lipopeptydu – fengicyny (fengycin). 
Wykazano, że właściwości przeciwbakteryjne i prze-
ciwgrzybicze niniejszego antybiotyku dają możliwość 
zastosowania go jako środka biokontroli, nie tylko 
w rolnictwie, ale również w medycynie [47]. 

Niektóre szczepy B. thuringiensis kolonizujące ko- 
rze nie roślin, zalicza się do grupy PGPB (Plant Growth 
Promoting Bacteria), które poprzez produkcję witamin 
oraz fitohormonów pozytywnie wpływają na wzrost 
i rozwój roślin. Potencjał wykorzystania Bt lub ich mie-
szanin z innymi mikroorganizmami, w postaci nawo-
zów biologicznych poprawiających rozwój roślin, zaob-
serwowano na przykładzie uprawy soi, groszku polnego, 
soczewicy, czy kukurydzy [6, 8, 60, 61]. Bai i wsp. [8] 
wykazali, że koinokulacja soi szczepami B. thuringiensis 
NEB17 oraz Bradyrhizobium japonicum istotnie popra-
wiła wzrost roślin. Pozytywny wpływ koinokulacji soi 
szczepem B. thuringiensis KR1 oraz B. japonicum na 
plon roślin zaobserwowali również w  swoich bada-
niach Mishra i wsp. [61]. Z badań wyżej wymienionych 
autorów wynika ponadto, że zastosowanie Bt KR1 wraz 
z Rhizobium leguminosarum-PR1 w większym stopniu 
wpływało na wzrost groszku polnego i soczewicy, niż 
inokulacja roślin jedynie szczepem R. leguminosarum-
-PR1 [60]. Pomimo, że wyniki badań prowadzonych 

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) Włochy 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

Tabela I
Przykładowe insektycydy zawierające Bacillus thuringiensis dostępne na rynku europejskim

Na podstawie: [51, 83, 90].

Preparat Producent Kraj
producenta Szczep Bt Docelowa

grupa owadów



362 ALEKSANDRA GĘSICKA, AGATA HENSCHKE, ZUZANNA BARAŃSKA, AGNIESZKA WOLNA-MARUWKA

nad pozyskiwaniem szczepów Bt o wysokiej aktywno-
ści PGPB są bardzo obiecujące, to na rynku bionawo-
zów nadal nie ma preparatu, który by na nich bazował. 
Dlatego też dokładniejsze zrozumienie mechanizmu 
inter akcji pomiędzy niniejszymi bakteriami a roślinami 
wydaje się być niezbędne [44]. 

Obecnie prowadzone są również badania dotyczące 
zastosowania bakterii B. thuringiensis w procesie biore-
mediacji gleb skażonych. Zanieczyszczenie środowiska 
związkami chemicznymi stanowi ogromny problem 
ekologiczny, dlatego poszukuje się opłacalnych i efek-
tywnych metod usuwania tych substancji z gleby, wody 
czy powietrza. Do degradacji związków organicznych 
zanieczyszczających gleby wykorzystuje się mikro-
organizmy, które na drodze bioremediacji prowadzą 
do całkowitej ich utylizacji [33]. B. thuringiensis poza 
właściwościami owadobójczymi wykazuje zdolność do 
rozkładu niektórych toksycznych związków organicz-
nych. Z przeglądu literatury wynika, że był on stoso-
wany do rozkładu ftalanu dimetylu [16], fipronilu [57], 
trifenylocyny [39], bisfenolu A [54] czy policyklicznych 
węglowodorów aromatycznych (PHA), takich jak np. 
fenantren, a także niektórych pestycydów np. imida-
kloprydu [33] czy cyhalotryny [22]. Z badań Brar i wsp. 
[16] wynika, że B. thuringiensis subsp. kurstaki pro- 
dukuje specyficzne enzymy odpowiedzialne za bio-
degradację DMP (ftalan dimetylu), dzięki czemu jest 
w stanie wzrastać na podłożu zanieczyszczonym tym 
związkiem i  wykorzystywać go jako źródło węgla. 
Wyizolowany przez Chen i wsp. [22] szczep B. thurin-
giensis ZS-19 wykazywał zdolność całkowitego roz-
kładu cyhalotryny, już w przeciągu 72 h. Mandal i wsp. 
[57] zaobserwowali, że obecność bakterii B. thurin-
giensis w  środowisku zanieczyszczonym fipronilem 
znacznie przyspiesza tempo jego rozkładu, zmniejsza-
jąc wykrywalność 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% stopień degradacji trifenylocyny (TPT) 
już w ciągu 7 dni, związany z efektem zerwania przez 
bakteryjny cytochrom P450 wiązania węgiel-metal 
w  cząsteczce TPT. Natomiast Li i  wsp. [54] uzyskali 
w  ciągu 24 h 85% wydajność degradacji bisfenolu  A, 
którego mineralizacja opiera się najpewniej na działa-
niu NADPH (dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy). 
Wyniki uzys kane przez Ferreira i wsp. [33] wskazują 
także na wysoki potencjał niniejszego gatunku bak terii 
w  mineralizowaniu różnorodnych wielopierścienio-
wych związków aromatycznych, a także chemicznych 
pestycydów, co zdaniem wyżej wymienionych autorów 
wpływa na zwiększenie atrakcyjności tego gatunku do 
zastosowań w procesie bioremediacji.

Bakterie B. thuringiensis poza produkcją toksycz-
nych białek, wytwarzają także inne związki oddzia-
łujące na organizmy żywe, wykorzystywane w medy-

cynie, takie jak bakteriocyny, nanocząsteczki srebra, 
czy parasporyny o aktywności przeciwnowotworowej. 
Cechą znacznej większości bakterii jest syntezowanie 
przynajmniej jednej bakteriocyny [71]. Bakteriocyny 
są naturalnymi peptydami wpływającymi hamująco 
na wzrost zarówno gatunków bakterii z nimi niespo-
krewnionych, jak i blisko spokrewnionych [9]. W prze-
ciwieństwie do antybiotyków, które stanowią metabolity 
wtórne mikroorganizmów, bakteriocyny są produktami 
syntezy rybosomalnej, wykazującymi wąskie spek-
trum działania [14]. Do roku 2013 poznanych zostało 
18  różnych bakteriocyn wytwarzanych przez szczepy 
B. thuringiensis, m.in. subsp. morrisoni, kurstaki, ento-
mocidus, tolworthi, czy thuringiensis [52]. Związki te 
wykazują inhibicję względem wielu patogennych bak-
terii ludzi i zwierząt, takich jak Staphylococcus aureus 
[9], Listeria monocytogenes, Paenibacillus larvae, czy 
inne gatunki Bacillus [23], a także bakterie Enterococcus 
fecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, 
czy Shigella flexneri [71]. Zainteresowanie badaniami 
nad bakteriocynami wynika z potencjału ich praktycz-
nego stosowania w medycynie zamiast antybiotyków, 
w związku z coraz częstszym pojawianiem się szcze-
pów bakterii opornych na wiele z nich [44, 52]. Poza 
bakteriocynami, związkami produkowanymi przez 
B. thuringiensis, przydatnymi w zwalczaniu mikro orga-
nizmów są lipopeptydy np. kurstakina (kurstakin), czy 
wspominana już wcześniej fengicyna [31]. Niektóre 
szczepy B. thuringiensis wykazują również zdolność do 
produkcji nanocząsteczek srebra, które charakteryzują 
się wysoką aktywnością toksyczną względem różnych 
patogennych bakterii, przykładowo E. coli, P. aerugi-
nosa, S. aureus, K. pneumoniae, L. monocytogenes, czy 
E. faecalis [42, 46, 66]. Badania przeprowadzone przez 
Khaleghi i wsp. [46] wykazały, że nanocząsteczki srebra 
o  średnicy 42 nm wykazywały działanie bakteriobój-
cze względem wszystkich sześciu, wyżej wymienio- 
nych gatunków mikroorganizmów referencyjnych. Zda- 
niem niniejszych autorów rozwój technologii wytwa-
rzania nanocząsteczek przez Bt ma duży potencjał do 
produkcji preparatów eliminujących i zabezpieczają-
cych powierzchnie sprzętu medycznego przed powsta-
waniem biofilmu, w skład którego wchodzić mogą 
patogenne bakterie. 

Wśród szczepów B. thuringiensis wykryto również 
izolaty wykazujące aktywność cytotoksyczną wzglę-
dem kilku ssaczych linii komórkowych oraz zidenty-
fikowano parasporyny nakierowane na nowotworowe 
komórki ssacze [1]. Parasporyny (PS) są to białka Cry, 
które nie wykazują aktywności insektycydowej, ani 
hemolitycznej, za to charakteryzują się cytotoksycz-
nością w stosunku do komórek nowotworów ludz-
kich, jednocześnie nie wpływając na zdrowe komórki 
organizmu [69]. Z  6  subklas tych związków, szcze-
gólnie szeroko badane są parasporyny-2 (PS2), które 



BACILLUS THURINGIENSIS – NOWY POTENCJAŁ APLIKACYJNY 363

wykazują przeciwnowotworowe działanie względem 
zmutowanych linii komórek jelita grubego [2, 17, 50, 
62, 72], wątroby [2, 17], szyjki macicy [17, 50], piersi 
[17], prostaty [17], chłoniaka [72] oraz białaczki [62]. 
Badania prowadzone przez Katayama i wsp. [45] wyka-
zały, że również parasporyny-1 (PS1) wykazują aktyw-
ność przeciwnowotworową względem tumorów szyjki 
macicy, wątroby, jak również białaczki. Natomiast białko 
Cry45Aa, zaliczane do parasporyn-4 (PS4), wyizolo-
wane z komórek Bt przez Okumura i wsp. [70], dzia-
łało cytotoksycznie na linię komórek raka jelita grubego, 
wątroby oraz chłoniaka. Mechanizmy działania para-
sporyn na komórki nowotworowe są różne i zależne 
od docelowego rodzaju komórek na jakie oddziałują. 
PS1 oddziałują cytotoksycznie na komórki nowotwo-
rowe poprzez aktywowanie sygnałów apoptozy oraz 
zwiększenie stężenia Ca2+ wewnątrz nich. PS2 przez 
tworzenie kanałów w membranie komórek nowotwo-
rowych, zbliżone są w swoim działaniu do insektycy-
dowych białek Cry. Natomiast PS4 doprowadzają do 
śmierci komórek nowotworów przez niespecyficzne 
wiązanie do błony i tworzenie w nich kompleksów oli-
gomerycznych [44]. Głębsze poznanie mechanizmu 
ich działania na komórki rakowe i ogólnego wpływu 
na organizm człowieka stwarza ogromne możliwości 
w  zastąpieniu nimi różnego rodzaju farmaceutyków 
stosowanych w medycynie.

6. Podsumowanie

Wzrost świadomości społeczeństwa na temat zagro-
żeń wynikających z szerokiego stosowania związków 
chemicznych w uprawach roślin, ich wpływu na śro-
dowisko i organizm ludzki, przyczynił się do zwiększe-
nia zainteresowania biologicznymi środkami ochrony 
roślin. Popularną alternatywę dla chemicznych insek-
tycydów stanowią preparaty na bazie B. thuringiensis, 
które charakteryzują się wysoką skutecznością działania, 
nie kumulują się w glebie i nie doprowadzają do zabu-
rzenia jej równowagi biologicznej. Ponadto niektóre 
szczepy Bt poprzez produkcję metabolitów wtórnych 
oraz indukowanie odporności roślin przyczyniają się 
do biologicznej kontroli i promowania ich wzrostu 
i rozwoju. W ostatnich latach wykazano szerokie moż-
liwości zastosowania tych bakterii poza obszarem rolni-
czym, przykładowo w bioremediacji terenów skażonych, 
w medycynie; w niszczeniu patogenów bakteryjnych, czy 
komórek nowotworowych. Prowadzenie dalszych badań 
nad B. thuringiensis powinno się skupiać na poszuki-
waniu nowych, wydajniejszych szczepów, jak również 
optymalizacji procesów prowadzonych z ich udziałem, 
zmierzających do uzyskania nowych farmaceutyków, 
fungicydów, bionawozów oraz preparatów stosowanych 
w procesie bioremediacji terenów skażonych. 
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Streszczenie: Borelioza jest wieloukładową chorobą wywoływaną przez bakterie zaliczane do kompleksu Borrelia burgdorferi sensu 
lato. Wektorem przenoszącym infekcję są kleszcze z rodzaju Ixodes, które zakażają kolejnych żywicieli krętka podczas spożywania ich 
krwi. Zróżnicowany przebieg boreliozy uniemożliwia jej rozpoznanie na podstawie objawów klinicznych. W związku z tym diagnostyka 
choroby z Lyme opiera się głównie na metodach laboratoryjnych, zarówno bezpośrednich (wykrycie obecności DNA lub białek czynnika 
zakaźnego w materiale biologicznym pobranym od pacjenta) jak i pośrednich (badania serologiczne). Powszechnie rekomendowanym 
podejściem jest serodiagnostyka, jednakże z powodu czasu wymaganego do wytworzenia przez organizm swoistych przeciwciał nie jest 
ona przydatna w początkowym okresie infekcji. Metody mikrobiologiczne, będące złotym standardem w wykrywaniu wielu infekcji 
bakteryjnych, nie są szeroko wykorzystywane w rozpoznaniu boreliozy ze względu na wysokie wymagania wzrostowe B. burgdorferi s.l. 
oraz długi czas oczekiwania na wynik. Potencjalnym rozwiązaniem tego problemu wydaje się być diagnostyka molekularna polegająca na 
wykrywaniu DNA krętka za pomocą reakcji PCR, która jest wysoko specyficzna oraz czuła. Jednakże efektywność tego podejścia zależy 
od wielu czynników dlatego konieczne jest opracowanie wystandaryzowanego algorytmu diagnostycznego zapewniającego powtarzalność 
wyników we wszystkich laboratoriach.
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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.
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1. Wprowadzenie

Borelioza jest chorobą odkleszczową wywoływaną 
przez bakterie zaliczane do kompleksu Borrelia burgdor-
feri sensu lato (s.l.). Obecnie do grupy tej należy około 
20 genogatunków, z czego tylko dla 5 (Borrelia afzelii, 
Borrelia garinii, Borrelia bavariensis, Borrelia burgdor-

feri sensu stricto (s.s.), Borrelia spielmanii) definitywnie 
potwierdzono patogenność dla człowieka. Wszystkie 
z  wyżej wymienionych genogatunków występują na 
terenie Europy. Natomiast w Ameryce Północnej jedy-
nym wykrywanym czynnikiem wywołującym bore-
liozę jest B. burgdorferi s.s. Jednakże najnowsze donie-
sienia sugerują, iż również Borrelia bisettii i Borrelia 
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mayonii mogą wywoływać chorobę z Lyme na terenie 
USA i Kanady [27, 52]. 

Borelioza to wieloukładowa choroba o przebiegu 
fazowym. Na wczesnym etapie choroby (do 8 tygodni 
od momentu zakażenia) najczęściej jedynym objawem 
jest rumień wędrujący (EM, erythema migrans). Jest 
to bardzo charakterystyczna zmiana skórna, mająca 
postać zaczerwienienia z centralnym przejaśnieniem. 
Według zaleceń Polskiego Towarzystwa Epidemiologów 
i Lekarzy Chorób Zakaźnych (PTEiLCHZ) wystąpie-
nie typowego EM jest wskazaniem do natychmiasto-
wego rozpoczęcia antybiotykoterapii bez wykonywania 
badań serologicznych [37]. Niestety, EM nie występuje 
u  wszystkich pacjentów, dotyka jedynie ok. 40–90% 
zakażonych [1, 31, 38, 51]. Zazwyczaj na tym etapie 
bore liozy nie towarzyszą pacjentom żadne inne dole-
gli wości lub przybierają one postać objawów grypo-
podobnych, dlatego też chorzy często nie zdają sobie 
sprawy, iż potrzebują specjalistycznej pomocy. Prowa-
dzi to do bardzo poważnych konsekwencji, ponieważ 
w przypadku braku odpowiedniej antybiotykoterapii, 
choroba może rozwinąć się do fazy rozsianej (od 6 do 
26 tygodni od momentu zakażenia). Do najczęstszych 
objawów fazy rozsianej należą m.in. rumień wędrujący 
mnogi, objawy ze strony układu nerwowego pod posta-
cią zespołu Bannwartha, zapalenia opon mózgowo-
-rdzeniowych, zapalenia korzeni nerwowych i nerwów 
czaszkowych, zmian zapalnych w obrębie serca oraz 
ostre nawracające zapalenie stawów. Innym charakte-
rystycznym, lecz bardzo rzadkim objawem jest chłoniak 
limfocytowy (BL, borrelial lymphocytoma), który wystę-
puje u 0,3–3% chorych. BL ma postać niebolesnego, 
czerwonego obrzęku o  średnicy kilku centymetrów 
zlokalizowanego głównie w lub na małżowinie usznej, 
mosznie i brodawkach sutkowych. Dolegliwości zwią-
zane z późną fazą boreliozy, pojawiające się 6 miesięcy 
po zakażeniu, w znacznym stopniu uzależnione są od 
genogatunku krętka, który wywołał chorobę. Za bore-
liozowe zapalenie stawów (LA, Lyme arthritis) odpo-
wiada głównie B. burgdorferi s.s., natomiast blisko ze 
sobą spokrewnione genogatunki B. garinii i  B. bava-
riensis przeważnie prowadzą do postaci neurologicznej 
choroby (NB, neuroborelioza). B. afzelii jest w głównej 
mierze związana z zanikowym zapaleniem skóry (ACA, 
acrodermatitis chronica atrophicans). Natomiast B. spiel-
manii jest genogatunkiem sporadycznie wywołującym 
boreliozę u ludzi i jak dotąd izolowano go jedynie ze 
zmian skórnych [13, 25, 27, 50, 51].

2. Genom B. burgdorferi s.l.

Bakterie należące do grupy B. burgdorferi s.l. pod-
czas swojego cyklu życiowego przebywają w bardzo 
zróż nicowanym środowisku. Prawdopodobnie to ta 

różnorodność warunków ich bytowania sprawiła, iż 
genom B. burgdorferi s.l. ma jedną z najbardziej skom-
plikowanych struktur wśród bakterii [5, 17].

Genom krętków składa się z liniowego chromo-
somu o  długości około 910 kpz oraz 21 plazmidów 
(9 kolistych i 12 liniowych) o wielkościach wynoszących 
w przybliżeniu od 5 do 54 kpz. Ponadto charakteryzuje 
się on dużą zawartością genów paralogicznych, pseudo-
genów oraz niekodujących fragmentów DNA. Warto 
zaznaczyć, iż do tej pory nie poznano funkcji wielu 
genów, ponieważ nie wykazują one znaczącej homologii 
z wcześniej poznanymi sekwencjami [7, 9, 17].

Liniowy chromosom ma dość dobrze zakonserwo-
waną sekwencję wśród dotychczas przebadanych geno-
gatunków B. burgdorferi s.l. Posiada on kowalencyjnie 
zamknięte końce przypominające strukturę spinki do 
włosów. Jego replikacja ma charakter dwukierunkowy 
symetryczny, jednakże jej szczegółowy mechanizm 
nie został dotychczas poznany. Chromosom zawiera 
26 pseudogenów oraz 860 genów kodujących 797 bia-
łek, odpowiedzialnych głównie za metabolizm podsta-
wowy bakterii. Dokładniejsza analiza sekwencji wyka-
zała, że B. burgdorferi s.l. nie posiada genów kodujących 
enzymy niezbędne do syntezy aminokwasów, nukleo-
tydów, kwasów tłuszczowych i kofaktorów enzymów. 
Prawdopodobnie zostały one utracone na skutek przy-
stosowania się krętka do pasożytniczego trybu życia [5, 
7, 9, 17, 36]. W związku z tym B. burgdorferi s.l. posiada 
wiele genów (co najmniej 52) kodujących różnego typu 
białka transporotowe oraz wiążące odpowiedzialne za 
dostarczanie komórce bakterii niezbędnych do prze-
życia węglowodanów, peptydów i aminokwasów [45].

Duża liczba plazmidów, niespotykana u innych bak-
terii sprawia, że B. burgdorferi s.l. wykazuje znaczną 
zmien ność w obrębie gatunku oraz w ciągu cyklu ży- 
 cio wego. Liczne plazmidy kodują głównie informację 
genetyczną wpływającą na wirulencję i patogenność 
bakterii z rodzaju Borrelia. Lipoproteiny, występujące 
na zewnętrznej błonie bakteryjnej stanowią kluczową 
grupę białek odpowiedzialnych między innymi za 
transmisję krętka, jego rozprzestrzenianie oraz prze-
życie w orga niz mie żywiciela. Ich różnorodność oraz 
ogromne znaczenie w cyklu życiowym B. burgdorferi s.l. 
podkreśla fakt, iż geny kodujące lipoproteiny stanowią 
nawet 15% informacji genetycznej zlokalizowanej na 
plazmidach [7, 8, 30, 46]. Nie wszystkie szczepy B. burg-
doferi s.l. posiadają pełen zestaw plazmidów. Jedynie 
plazmidy cp26, cp32 i lp54 są niezbędne do przeży-
cia bakterii w  środowisku. Dlatego też obecne są we 
wszystkich izo latach B. burgdorferi s.l. oraz wykazują 
stosunkowo wysoki stopień zakonserwowania sekwen-
cji nukleotydowej. Reszta z plazmidów jest dość łatwo 
gubiona, co wiąże się z dużą trudnością w hodowli 
laboratoryjnej w pełni wirulentnych szczepów B. burg-
dorferi s.l. [5, 8, 27, 36].
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3. Diagnostyka boreliozy

Ze względu na zróżnicowany przebieg rozpoznanie 
boreliozy na podstawie objawów klinicznych jest bardzo 
trudne. Jedynie w przypadku pojawienia się typowego 
rumienia wędrującego można postawić prawidłową 
diagnozę. Niestety, nie pojawia się on u wszystkich cho-
rych a jedynie u 40–90% z nich [1, 31, 38, 51]. Często 
też jest przez nich niezauważany, dlatego nie zawsze 
istnieje możliwość zdiagnozowania choroby na tej pod-
stawie. Z tychże względów diagnostyka boreliozy opiera 
się głównie na metodach laboratoryjnych [1, 27, 38].

Dla większości chorób bakteryjnych diagnostyka 
oparta o laboratoryjną hodowlę patogenów z materiału 
biologicznego pobranego od pacjentów jest uznawana 
za złoty standard, cechujący się 100% specyficznością. 
Niestety, podejście to nie jest wykorzystywane w roz-
poznaniu choroby z Lyme ze względu na bardzo duże 
wymagania wzrostowe krętków oraz długi czas oczeki-
wania na wynik [11, 27]. 

Obecnie w większości przypadków boreliozę rozpo-
znaje się na podstawie dwustopniowego badania sero-
logicznego, którego pierwszym etapem jest czuły test 
immunoenzymatyczny (ELISA, enzyme-linked immu-
nosorbent assay). Jeżeli wynik badania jest dodatni lub 
wątpliwy, jako test drugiego stopnia wykorzystuje się 
technikę Western blotting (WB). W obu metodach 
główne źródło antygenów stanowią całkowite lizaty 
komórkowe B. burgdoferi s.l. Niestety, ogromna róż-
norodność genogatunków w obrębie B. burgdorferi s.l. 
oraz niski stopień zakonserwowania sekwencji amino-
kwasowej ich białek sprawia, że wykorzystanie lizatów 
komórkowych jednego genogatunku nie jest wystarcza-
jące do prawidłowego rozpoznania boreliozy. Potencjal-
nym rozwiązaniem wyżej wymienionych problemów 
może być zastosowanie w serodiagnostyce niniejszej 
choroby antygenów rekombinantowych otrzymywa-
nych z wykorzystaniem metod inżynierii genetycznej 
i biologii molekularnej. Jednakże, aby testy immuno-
diagnostyczne oparte na białkach rekombinantowych 
miały jak największą czułość i swoistość należy wyko-
rzystać w nich starannie wyselekcjonowane antygeny 
lub ich fragmenty [19]. 

Dodatkowo czułość testów serologicznych jest sil-
nie uzależniona od czasu trwania choroby. Ze względu 
na tzw. okienko serologiczne, czyli przedział czasu od 
momentu zakażenia do chwili pojawienia się w krąże-
niu swoistych immunoglobulin, które są wykrywane 
z wykorzystaniem laboratoryjnych metod diagnostycz-
nych, wyniki badań serologicznych na wczesnym eta-
pie choroby są często fałszywie ujemne. W miarę trwa-
nia infekcji odpowiedź immunologiczna stopniowo 
dojrzewa, w wyniku czego czułość testów serologicz- 
nych podczas późniejszych stadiów choroby znacząco 
wzrasta [1, 27, 31]. 

Rozwiązaniem problemów, które towarzyszą pra-
widłowemu, wczesnemu rozpoznaniu boreliozy może 
być zastosowanie nowoczesnych metod molekularnych 
polegających na wykrywaniu materiału genetycznego 
krętka tj. DNA w próbkach klinicznych za pomocą łań-
cuchowej reakcji polimerazy (PCR, polymerase chain 
reaction) [11, 25, 44].

4. Rodzaje reakcji PCR wykorzystywane
 w diagnostyce boreliozy

Najprostszym podejściem mającym na celu amplifi-
kację określonego fragmentu DNA jest klasyczna reak-
cja PCR z użyciem dwóch specyficznych starterów. Po 
jej zakończeniu należy określić wielkość otrzymanego 
produktu za pomocą elektroforezy agarozowej lub 
poliakrylamidowej. Istotną wadą tego podejścia jest 
możliwość pojawienia się niespecyficznych produktów 
PCR o zbliżonej wielkości do oczekiwanej. Z tego też 
względu niezbędna jest dodatkowa kontrola specyficz-
ności. Zwykle do tego celu wykorzystuje się wyznako-
wane sondy, które są komplementarne do fragmentu 
amplifikowanej sekwencji DNA [11, 44].

Inną często wykorzystywaną metodą jest PCR w cza - 
sie rzeczywistym (RT-PCR, real-time PCR), który cha-
rakteryzuje się wyższą czułością i specyficznością niż 
standardowa reakcja PCR. Specyficzność reakcji jest 
kontrolowana poprzez hybrydyzację produktu reakcji 
z sondą dodaną do mieszaniny reakcyjnej lub poprzez 
analizę krzywej topnienia. W wyniku przyłączenia się 
sondy do powstałych amplikonów następuje wyemito-
wanie sygnału fluorescencyjnego, dzięki któremu moż-
liwe jest monitorowanie przyrostu produktów w czasie 
rzeczywistym. Natomiast wyznaczenie temperatury 
topnienia produktu PCR jest możliwe dzięki znajdu-
jącemu się w mieszaninie reakcyjnej barwnikowi (np. 
SYBR Green), który zwiększa swoją fluorescencję po 
związaniu się z podwójną nicią DNA. Temperaturę 
topnienia produktu PCR wyznacza się po zakończeniu 
reakcji RT-PCR poprzez stopniowe ogrzewanie miesza-
niny reakcyjnej. W momencie osiągnięcia temperatury 
właściwej dla denaturacji fragmentu DNA (przejście do 
pojedynczej nici DNA) sygnał fluorescencji gwałtow-
nie spada, co jest widoczne na wykresie (tzw. krzywej 
topnienia) jako wyraźny pik [11, 44]. 

Kolejna popularna odmiana metody PCR, która 
znalazła zastosowanie w diagnostyce boreliozy to tzw. 
wewnętrzny PCR. Jest to dwuetapowa reakcja PCR 
z wykorzystaniem dwóch par starterów (zewnętrznych 
oraz wewnętrznych), które charakteryzują się dużymi 
różnicami w temperaturze topnienia. W pierwszym eta-
pie reakcji otrzymuje się dłuższy produkt PCR z udzia-
łem starterów zewnętrznych. Następnie po obniże- 
niu temperatury przyłączania starterów w reakcji 
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bierze udział druga para oligonukleotydów, komple-
mentarna wobec sekwencji nukleotydowej znajdującej 
się w  obrę  bie pierwotnego produktu PCR. Udowod-
niono, iż zastosowanie wewnętrznego PCR może nawet 
1000-krotnie zwiększyć czułość testu diagnostycznego 
w porównaniu ze standardową reakcją PCR [11, 26].

Jedną z nowszych metod jest reakcja PCR połączona 
ze spektrometrią masową (MS, mass spectrometry) 
z  elektrorozpylaniem (ESI, electrospray ionization) 
(PCR/ESI-MS). Podstawą PCR/ESI-MS jest zastoso-
wanie starterów zdolnych do amplifikacji fragmentów 
genów metabolizmu podstawowego szerokiej grupy 
organizmów. Po zakończeniu reakcji produkty są ana-
lizowane za pomocą spektrometrii masowej z wystar-
czającą dokładnością, aby można było określić w nich 
zawartość poszczególnych zasad azotowych (A, G, C 
i  T). Następnie uzyskane wyniki są porównywane 
z  bazą danych znanych organizmów, co pozwala na 
szybką identyfikację organizmu, z którego pochodziło 
amplifikowane DNA. Amplifikacja fragmentów sied-
miu genów B. burgdorferi s.l. tj. ropC, rplB, leuS, flaB, 
ospC, hbb, gyrB pozwala nie tylko na detekcję materiału 
genetycznego krętka, ale również umożliwia identyfi-
kację poszczególnych genogatunków patogenu [14, 15].

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

Kluczowym elementem diagnostyki molekular-
nej jest wybór odpowiedniego genu docelowego. Aby 
metoda ta była wysoce czuła i specyficzna cel mole-
kularny musi być stabilny genetycznie oraz wysoce 
zakonserwowany wśród wszystkich genogatunków 
B. burgdorferi s.l. Dotychczas do celów klinicznych 

wykorzystywano zarówno geny zlokalizowane na chro- 
mo somie (hbb, fla, rrs, rrl, region międzygenowy 
rrl-rrf, recA, bmpA, p66) jak i kodowane na plazmidach 
(ospA, ospC, dbpA) (Tab. I). Znaczący wpływ na czu-
łość metody ma również liczba kopii danego fragmentu 
DNA w genomie bakterii. Plazmidy często występują 
w komórkach bakterii w kilku kopiach, z tego powodu 
wydaje się, iż wybór celu molekularnego zlokalizowa-
nego na jednym z nich może zwiększać czułość testu 
diagnostycznego [1, 11, 39, 44]. Wyniki potwierdzające 
tę tezę przedstawili Nocton i wsp. (1994) udowadniając, 
iż PCR ukierunkowany na kodowany plazmidowo gen 
ospA charakteryzował się wyższą czułością w detekcji 
DNA B. burgdorferi s.l. w płynie stawowym, niż ten 
wykrywający zlokalizowany na chromosomie gen rrs 
[34]. Jednakże, w 1997 roku Priem i wsp. badając próby 
moczu, płynu mózgowo-rdzeniowego i płynu mazio-
wego pobrane od 57 pacjentów z boreliozą w kierunku 
obecności DNA B. burgdorferi s.l. otrzymali odmienne 
rezultaty. Badania te wykazały, iż reakcja PCR mająca 
na celu amplifikację sekwencji DNA zlokalizowa-
nej na chromosomie (gen p66) cechowała się wyższą 
czułością w  wykrywaniu DNA patogenu, niż oparta 
o kodowany plazmidowo gen ospA [41]. Przyczyną tej 
rozbież ności wyników wydaje się być wysoka hetero- 
genność genu ospA wśród przedstawicieli B. burgdor-
feri s.l. [53]. Nocton i wsp. (1994) w swych badaniach 
wykorzystywali próbki kliniczne pobrane od pacjentów 
zamieszkujących USA, gdzie jedynym genogatunkiem 
wywołującym boreliozę jest B. burgdorferi s.s., praw-
dopodobnie więc sekwencja nukleotydowa genu ospA 
wśród poszczególnych izolatów była stosunkowo mało 
zróżnicowana. Natomiast Priem i wsp. (1997) badaniu 
poddali próby pochodzące od pacjentów zamieszku-
jących teren Niemiec, gdzie za wywołanie boreliozy 

ospA Plazmid lp54 Lipoproteina niezbędna do przeżycia w organizmie kleszcza [34, 41]
ospC Plazmid cp26 Lipoproteina niezbędna do transmisji z kleszcza do ciała ssaka [14, 15]
p66 (oms66) Chromosom Jedno z integralnych białek membranowych budujących poryny [3, 41]
fla Chromosom Białko budujące wici [54]
rrf-rrl Chromosom Wysoce specyficzny region pomiędzy fragmentami kodującymi 23S rRNA i 5S rRNA [11]
recA Chromosom Białko katalizujące rekombinację pojedynczych nici DNA [11, 44]
rrs Chromosom Cząsteczka 16S rRNA wchodząca w skład małej podjednostki rybosomu [11, 34]
rrl Chromosom Cząsteczka 23S rRNA wchodząca w skład dużej podjednostki rybosomu [11]
polC (dnaE) Chromosom Polimeraza DNA III podjednostka α [44]
rpoC Chromosom Polimeraza RNA, podjednostka β [14, 15]
hbb Chromosom Histonopodobne białko wiążące DNA [40]
rplB Chromosom Białko L2 podjednostki 50S rybosomu [14, 15]
gyrB Chromosom Podjednostka B topoizomerazy DNA [14, 15]
leuS Chromosom Ligaza leucyno-tRNA [14, 15]

Tabela I
Charakterystyka najpopularniejszych celów molekularnych

Cel molekularny Lokalizacja Produkt translacji Źródło
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może być odpowiedzialnych co najmniej 5  genoga-
tunków. Wydaje się zatem, iż zróżnicowanie gene-
tyczne przedstawicieli B. burgdorferi s.l. w próbkach 
wykorzystywanych w powyżej przedstawionych bada- 
niach było znacznie większe, a co za tym idzie startery 
wykorzystane w reakcji PCR nie rozpoznawały wszyst-
kich wariantów sekwencji genu ospA, tym samym obni-
żając jej czułość. 

Ogromna różnorodność genetyczna bakterii z grupy 
B. burgdorferi s.l. oraz duża liczba plazmidów utrudnia 
wybór celu molekularnego zlokalizowanego na plaz-
mi dzie, który umożliwiłby rozpoznanie boreliozy bez 
względu na to jakim genogatunkiem nastąpiło zaka-
żenie. Z tego względu to właśnie geny umiejscowione 
na chromosomie, o stosunkowo wysoko zakonserwo-
wanej sekwencji nukleotydowej, wydają się bardziej 
odpowiednie jako cele molekularne w diagnostyce 
boreliozy. Dzięki dostępnym w bazie NCBI (National 
Center for Biotechnology Information) sekwencjom 
nukleotydowym różnych genogatunków B. burgdorferi 
s.l. możliwe jest ich porównanie w celu zidentyfikowa-
nia zakonserwowanych fragmentów. W wyniku takiej 
analizy naukowcom udało się zlokalizować region DNA 
(umiejscowiony na chromosomie) kodujący fragment 
rdzenia białka rybosomalnego S21, który powtarza się 
u 31 genogatunków B. burgdorferi s.l. [24]. 

6. Identyfikacja genogatunków B. burgdorferi s.l.

Różni przedstawiciele grupy B. burgdorferi s.l. powo- 
 dują inny przebieg późnej boreliozy oraz mogą odmien-
nie reagować na używane w leczeniu choroby z Lyme 
antybiotyki. Z tych powodów identyfikacja poszcze- 
gólnych genogatunków pozwala na lepsze poznanie 
epidemiologii oraz mechanizmów wirulencji B. burg-
dorferi s.l. [32, 49].

Możliwość opracowania szybkiej i taniej metody 
pozwalającej na rozróżnienie poszczególnych geno-
gatunków B. burgdorferi s.l. daje diagnostyka moleku-
larna. Niestety, wybór odpowiedniej sekwencji, umożli-
wiającej łatwą identyfikację genogatunkową metodami 
molekularnymi jest bardzo trudny. Jednakże udowod-
niono, iż kilka specyficznych fragmentów genomu 
B. burgdorferi s.l. posiada potencjał różnicujący umoż-
liwiający identyfikację genogatunków na podsta- 
wie analizy produktów reakcji PCR. Procedury te 
obejmują sekwencjonowanie, porównywanie wielko-
ści produktów amplifikacji, wyznaczenie temperatury 
topnienia, analizę restrykcyjną oraz hybrydyzację ze 
specyficznymi sondami.

Jednym z fragmentów genomu pozwalającym na 
identyfikację poszczególnych genogatunków B. burg-
dorferi s.l. jest region rrf-rrl umiejscowiony między 
genami kodującymi podjednostki 23S rRNA i 5S rRNA. 

Wykazano, iż przy użyciu wewnętrznego PCR skiero-
wanego na ten niekodujący fragment DNA, można 
łatwo odróżnić od siebie (na podstawie wielkości pro-
duktów PCR) B. burgdorferi s.s., B. afzelii oraz B. garinii, 
które są najczęstszą przyczyną boreliozy w Europie [54]. 
Na szybką identyfikację wyżej wymienionych geno-
gatunków pozwala również analiza krzywych topnie-
nia produktów PCR powstałych na drodze amplifikacji 
wysoce zróżnicowanego genu ospA [42]. 

Bardzo wysoki potencjał różnicujący posiada gen 
hbb, kodujący jedno z białek histonopodobnych. W ba- 
daniach udowodniono, iż analiza krzywej topnienia 
amplifikowanego fragmentu genu hbb pozwala rozróż-
nić 5 genogatunków B. burgdorferi s.l., tj. B. burgdor-
feri s.s., B. afzelii, B. garinii, Borrelia valaisiana, Borrelia 
lusitaniae [16, 40]. 

Popularną, lecz stosunkowo czasochłonną metodą 
umożliwiającą identyfikację poszczególnych genoga-
tunków jest PCR połączony z analizą polimorfizmu 
długości fragmentów restrykcyjnych (RFLP, restric-
tion fragments length polymorphism). RFLP polega 
na trawieniu produktu PCR odpowiednim enzymem 
restrykcyjnym, co prowadzi do powstania fragmentów 
DNA o różnych długościach, charakterystycznych dla 
każdego genogatunku. Unikalny wzór prążków wizu-
alizuje się za pomocą elektroforezy w żelu agarozowym. 
Wykazano, iż analiza PCR-RFLP wykorzystująca frag-
menty genów fla (trawienie enzymem restrykcyjnym 
HpyF3I) i  rrs (trawienie enzymem restrykcyjnym 
FspBI) pozwala na identyfikację sześciu genogatun-
ków z  kompleksu B. burgdorferi s.l., tj. B. burgdor- 
feri s.s., B. afzelii, B. garinii, B. valaisiana, B. lusitaniae 
i Borrelia bissetti [54]. 

Metodą mającą bardzo wysoki potencjał dyskrymi-
nacyjny jest MLST (multilocus sequence typing). Polega 
ona na amplifikacji fragmentów kilku genów meta- 
bolizmu podstawowego, a następnie sekwencjonowa- 
niu otrzymanych produktów PCR. Porównanie sekwen-
cji ośmiu genów B. burgdorferi s.l. (clpA, clpX, nifS, 
pepX, pyrG, recG, rplB, uvrA) pozwala na rozróżnienie 
nawet bardzo blisko spokrewnionych ze sobą genoga-
tunków, np. B. garinii i B. bavariensis. Ze względu na 
to, iż MLST jest metodą wyjątkowo czułą, ale zarazem 
kosztowną, jest ona wykorzystywana przede wszystkim 
w badaniach epidemiologicznych oraz w analizie filo-
genetycznej [29, 44].

7. Materiał kliniczny

Rodzaj badanego materiału klinicznego uzależ-
niony jest od objawów choroby oraz czasu ich trwania. 
W przypadku występowania EM lub ACA pobiera się 
bioptaty zajętej skóry, natomiast przy podejrzeniu NB 
jest to płyn mózgowo-rdzeniowy (CSF, cerebrospinal 
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fluid), gdy zaś występują objawy stawowe do badań 
pobiera się płyn stawowy. Krew jest wykorzystywana 
jedynie w przypadku podejrzenia wczesnej boreliozy, 
natomiast stosowanie moczu jako materiału klinicz-
nego nie jest zalecane ze względu na małą powtarzal-
ność wyników. Każdy z tych materiałów charaktery- 
zuje się odmienną przydatnością w diagnostyce bore- 
liozy (Tab. II), na co wpływ ma obecność inhibitorów 
w danym rodzaju próbki klinicznej oraz tropizm tkan-
kowy krętków [27, 44, 52].

Według wielu fachowców najlepszym materiałem do 
badań molekularnych w kierunku boreliozy są wycinki 
skóry z obszaru zajętego przez EM, czułość takich 
testów osiąga nawet 90%, natomiast swoistość waha się 
w zakresie 98–100%. Badania mające na celu porówna-
nie skuteczności metod diagnostycznych w przypadku 
pacjentów z EM wykazały, iż najwyższą czułością cha-
rakteryzował się RT-PCR (80%). Na kolejnym miejscu 
znalazła się dwuetapowa diagnostyka serologiczna 
(66%), następnie wewnętrzny PCR (64%) oraz metoda 
biologiczna oparta o hodowlę krętków z próbek klinicz-
nych (51%). Test oparty na RT-PCR wykazał dużo wyż-
szą czułość niż badanie serologiczne, co pokazuje, o ile 
większą użyteczność mogą mieć metody molekularne 
w początkowych fazach infekcji [35, 44]. Wysoką czu-
łość uzyskuje się również w przypadku badania biop-
tatów skóry pobranych ze zmian obecnych w przebiegu 
ACA, dodatkowo podejście to również charakteryzuje 
się bardzo wysoką specyficznością [11, 52].

Bardzo wysoką czułość i specyficzność testów dia-
gnostycznych opartych na reakcji PCR otrzymuje się 
w przypadku badania płynu stawowego – w niektórych 
pracach naukowych obie te wartości wynoszą nawet 
100%. Jednak w przypadku podejrzenia LA materia-
łem wyjściowym może być również błona maziowa. 
Takie podejście może prowadzić do znacznego zwięk-
szenia czułości testu (nawet z 25% do 90%) [21, 44]. 
Dodatkowo udowodniono, iż po antybiotykoterapii 
DNA krętka dłużej utrzymuje się w tkance maziowej 
niż w płynie stawowym [11, 27]. Należy jednak pod-
kreślić, iż metodyka opisana w powyższych publika-

cjach nie jest jeszcze powszechnie stosowana, dlatego te 
optymistyczne doniesienia o tak wysokiej czułości tego 
typów testów powinny być jeszcze zweryfikowane przez 
inne zespoły badawcze. Dodatkowo należy pamiętać, 
iż LA (podobnie jak ACA) jest objawem późnej bore-
liozy, więc u pacjentów na tym etapie choroby prawie 
zawsze w krążeniu występuje wysokie miano przeciw-
ciał klasy IgG [11, 52].

Diagnostyka molekularna neuroboreliozy opiera 
się na analizie płynu mózgowo-rdzeniowego. Podejście 
to jednak ze względu na małą liczbę krętków w CSF, 
wysokie powinowactwo bakterii do otoczki mielinowej 
oraz możliwość degradacji materiału genetycznego, ma 
stosunkowo niską czułość (22,5%). Największe prawdo-
podobieństwo wykrycia DNA krętków w CSF wystę-
puje we wczesnej neuroboreliozie [18, 33, 44]. 

Próbki krwi, pomimo łatwości ich pozyskania, nie 
stanowią dobrego materiału klinicznego w diagnos-
tyce molekularnej boreliozy. Spowodowane jest to 
niską liczbą krętków w krążeniu na co ma wpływ silny 
tropizm tkankowy patogenów (stawy, serce, tkanka 
nerwowa). Testy PCR z krwi są przydatne jedynie we 
wczesnej fazie infekcji, podczas rozprzestrzeniania 
się B. burgdorferi s.l. z miejsca wkłucia kleszcza przez 
układ krwionośny do innych narządów. Dodatkowo 
we krwi obecne są liczne inhibitory reakcji PCR (takie 
jak np. heparyna, hemoglobina, DNA gospodarza), co 
może prowadzić do uzyskania wyników fałszywie nega-
tywnych [1, 28, 47].

Mocz jest jednym z najłatwiej dostępnych materia-
łów klinicznych, dlatego wielu naukowców badało jego 
przydatność do diagnostyki molekularnej boreliozy. 
Wstępne doniesienia literaturowe były bardzo obie- 
cujące. Bergmann i wsp. (2002) opracowali reakcję 
PCR wykrywającą DNA B. burgdorferi s.l. w  moczu 
z czułoś cią na poziomie 85% [2]. Niestety, po przepro-
wadzeniu badań na większej liczbie prób pacjentów 
z boreliozą okazało się, iż czułość, a w szczególności 
specyficzność testów molekularnych wykorzystujących 
ten materiał kliniczny, nie jest zadowalająca. Obecnie 
większość europejskich i amerykańskich standardów 

Wycinki skóry – EM p66, rrl, fla, rrf-rrl, ospA, recA, rrs, ospC 30–89 98–100
Wycinki skóry – ACA p66, ospA, rrl, rrf-rrl, fla, 20–100 100
Płyn stawowy rrs-rrl, ospC, ospA, p66, fla 23–100  100
Płyn mózgowo-rdzeniowy ospA, fla, rrf-rrl, p66 5–100 99–100
Krew, surowica, osocze polC, ospA, rrs, rrf-rrl, rpoC, rplB, leuS, flaB, gyrB, ospC 0–100  95–100
Mocz fla, ospA, rrl, p66, rrs 7–92 77–100

Tabela II
Czułość metod molekularnych w zależności od badanej tkanki

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

Materiał kliniczny Cele molekularne Zakres
czułości [%]

Zakres specyficz-
ności [%]
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odradza stosowanie moczu w metodach opartych na 
PCR głównie z powodu często pojawiających się nie-
specyficznych produktów i małej powtarzalności wyni-
ków [1, 12, 23, 27, 43].

8. Czynniki wpływające na wydajność reakcji PCR

Czas pobrania próbki
Dla uzyskania wiarygodnego wyniku testu opar-

tego o  reakcję PCR ważne jest, by próbkę kliniczną 
pobrać od pacjenta przed rozpoczęciem leczenia. Wy - 
kazano bowiem, iż 4-tygodniowa antybiotykote- 
rapia znacząco obniża wykrywalność DNA krętków. 
Natomiast przyjmowanie przez pacjenta antybiotyków 
przez kilka dni nie wpływa znacząco na czułość metod 
molekularnych [23].

Inhibitory
Jednym z najczęstszych problemów w diagnostyce 

molekularnej jest obecność inhibitorów w próbkach 
biologicznych. Związki hamujące reakcję PCR są pow-
szechnie obecne we krwi (np. hemoglobina), w  pły-
nie mózgowo-rdzeniowym i fragmentach skóry (np. 
melanina). Dodatkowo wiele odczynników laborato-
ryjnych używanych przy pobieraniu i przechowywaniu 
próbek również jest silnymi inhibitorami amplifikacji 
(np. heparyna czy formalina). Najprostszą metodą 
pozwalającą na ograniczenie niepożądanego wpływu 
tych związków jest zmniejszenie ich stężenia poprzez 
rozcieńczenie wyizolowanego DNA. Aby upewnić się, 
że żadne związki zawarte w próbce nie hamują reakcji 
PCR, przyczyniając się do otrzymania wyniku fałszy-
wie ujemnego, konieczne jest wykonanie wewnętrznej 
kontroli dodatniej [12, 48].

Innym czynnikiem wpływającym na wydajność 
reakcji PCR przy wykrywaniu kwasów nukleinowych 
krętka w materiale biologicznym może być zbyt duża 
zawartość ludzkiego DNA w stosunku do materiału 
genetycznego patogenu. Problem ten można jednak 
łatwo rozwiązać wykorzystując jeden z wielu komer-
cyjnie dostępnych zestawów do izolacji kwasów nukle-
inowych pozwalających na selektywne usunięcie ludz-
kiego DNA, takich jak np.: MolYsis Basic5 kit (Molzym, 
Bremen, Germany), NEBNext Microbiome DNA 
Enrich ment kit (New England Biolab’s, USA) [44].

Zanieczyszczenia
Bardzo często uzyskuje się wyniki fałszywie pozy-

tywne, które prowadzą do wdrożenia nieodpowied-
niego leczenia pacjenta. Źródłem kontaminacji może 
być DNA innych patogenów spokrewnionych z B. burg-
dorferi s.l. (naturalna flora bakteryjna pacjentów), ludz-
kie DNA (brak specyficznych sekwencji starterów) oraz 
amplikony z wcześniejszych reakcji PCR, które dostały 

się do przestrzeni laboratoryjnej (blaty, pipety). Aby 
ograniczyć liczbę wyników fałszywie pozytywnych 
należy wykonywać kontrole ujemne oraz bezwzględ-
nie przestrzegać wszelkich procedur mających na celu 
zminimalizowanie ryzyka kontaminacji próbek [47].

9. Zalecenia dotyczące zastosowania diagnostyki PCR

Diagnostyka molekularna ma znaczną przewagę nad 
standardowo stosowanymi metodami serologicznymi 
w początkowych fazach infekcji (zlokalizowanej i rozsia-
nej), gdy organizm nie zdążył jeszcze wytworzyć swois-
tych przeciwciał. Dodatkowo, pomimo znacznych zalet 
reakcji PCR, również w przypadku diagnostyki moleku-
larnej możliwe jest otrzymanie wyników fałszywie pozy-
tyw nych bądź fałszywie negatywnych. Spowodowane jest 
to faktem, iż na skuteczność techniki PCR wpływa wiele 
czynników, które zostały omówione powyżej (m.in.: 
rodzaj reakcji PCR, cel molekularny, materiał kliniczny, 
czas pobrania próbki – przed lub po rozpoczęciu leczenia, 
metody izolacji i oczyszczania DNA, obecności inhibito-
rów i/lub zanieczyszczeń) [27, 44]. Prawdopodobnie te 
właśnie problemy z powtarzalnością wyników przyczy-
niają się do tego, iż metody diagnostyczne oparte o me- 
todę PCR nie są rekomendowane przez największe agen-
cje zajmujące się ochroną zdrowia [6, 20, 33, 37]. Jed-
nakże, mimo braku standaryzacji, coraz więcej placówek 
ochrony zdrowia dostrzega zalety metod molekularnych 
w rozpoznaniu boreliozy, dopuszczając to podejście 
diag nostyczne w niektórych przypadkach (Tab. III). 

Zalecenia te dotyczą m.in. występowania nietypo-
wych postaci rumienia wędrującego, które nie pozwa-
lają na jednoznaczną diagnozę. Możliwe są przypadki 
pojawienia się krwotocznego EM (szczególnie na koń-
czynach dolnych) przybierającego ciemnofioletowy 
kolor, inne doniesienia mówią także o wyjątkowo ,,bla-
dych” postaciach EM, w których wyraźnie widoczne są 
jedynie ich obwódki. Dodatkowo w miejscu ugryzienia 
kleszcza, w odpowiedzi na alergeny zawarte w ślinie 
pajęczaka, może pojawić się odczyn zapalny przypomi-
nający swoją formą EM. W takich przypadkach diag-
nostyka molekularna może mieć rozstrzygające znacze-
nie w rozpoznaniu boreliozy [20, 25, 37].

Borrelial lymphocytoma jest rzadką postacią zaka-
żenia B. burgdorferi s.l. W przypadku jego wystąpienia 
zalecane jest badanie serologiczne, jednak ze względu, 
iż BL pojawia się we wczesnej lub wczesnej rozsianej 
fazie boreliozy uzyskane wyniki mogą być niejedno-
znaczne. Zauważono również, iż BL może przybierać 
nietypową postać. W wyżej wymienionych przypad-
kach rekomenduje się wykonanie badań mających na 
celu bezpośrednią identyfikację krętków [10, 20, 37].

Podobne rekomendacje dotyczą pacjentów z zani-
kowym zapaleniem skóry. ACA jest postacią późnej 



374 WERONIKA GRĄŹLEWSKA, BARTŁOMIEJ FERRA, LUCYNA HOLEC-GĄSIOR

boreliozy, dlatego też w większości przypadków roz-
poznanie choroby opiera się na testach serologicznych. 
Jednak, w  niektórych okolicznościach (nietypowy 
wygląd zmian skórnych, niski wzrost miana przeciw-
ciał) zaleca się wykonanie dodatkowych testów diagno-
stycznych obejmujących badanie histopatologiczne oraz 
metodę 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 przeciwciała nie są jeszcze obecne w surowicy 
pacjentów [33, 37]. 

Wykorzystanie metod molekularnych jest również 
dopuszczane w przypadkach, gdy pacjenci z podejrze-
niem LA, mimo trwającej antybiotykoterapii, nadal 
odczuwają dolegliwości stawowe. Świadczyć to może 
o tym, iż rozwinęło się u nich antybiotykooporne zapa-
lenie stawów (AZS). W tym przypadku, w celu postawie-
nia prawidłowej diagnozy, powinno się przeprowadzić 
detekcję DNA B. burgdorferi s.l. w płynie stawowym. 
Brak DNA krętka w próbce świadczy o AZS, co wiąże się 
z koniecznością wdrożenia innej metody leczenia [37].

10. Podsumowanie

Mimo, iż złotym standardem w rozpoznaniu bore-
liozy jest diagnostyka serologiczna, nie pozostaje ona wol- 
na od wielu ograniczeń. Jednym z głównych problemów 
jest tzw. okienko serologiczne (trwające ok. 2–3 tygo-
dnie), w czasie którego serodiagnostyka jest niewskazana.

Należy pamiętać, że najlepsze wyniki w leczeniu bo- 
reliozy otrzymuje się, gdy odpowiednia antybio tyko-
terapia zostanie wdrożona najszybciej jak to możliwe. 
Opóźnienie w diagnozie, związane z okienkiem serolo-
gicznym, może prowadzić do szerokiego zakresu proble-
mów zdrowotnych dla pacjenta, takich jak zaburzenia 
neurologiczne, zapalenie mięśnia sercowego i  zapale-
nie stawów. Z tego względu konieczne jest opracowanie 
nowych metod diagnostycznych umożliwiających roz-

poznanie boreliozy już w początkowych etapach infekcji. 
Innym problemem są pacjenci cierpiący z powodu dys-
funkcji układu immunologicznego, u których produkcja 
swoistych przeciwciał może być zaburzona. Dodatkowo 
ze względu na wysokie wymagania wzrostowe B. burg-
dorferi s.l., długi czas oczekiwania na wynik oraz niską 
skuteczność, diagnostyka mikrobiologiczna nie może 
być alternatywą dla serodiagnostyki. 

W tych przypadkach rozwiązaniem powyższych 
problemów wydają się być metody molekularne, cha-
rakteryzujące się prostotą wykonania oraz krótkim 
czasem oczekiwania na wynik. Umożliwiają one wykry-
cie DNA B. burgdorferi s.l. w organizmie człowieka 
jeszcze przed pojawieniem się we krwi swoistych prze-
ciwciał. Pozwala to na bardzo wczesne wdrożenie lecze-
nia, co uniemożliwia patogenom rozprzestrzenienie się 
w organizmie pacjenta.

O popularności idei wykorzystania reakcji PCR 
w diagnostyce boreliozy, świadczy duża liczba publika-
cji naukowych opisujących jej zastosowanie w detekcji 
DNA B. burgdorferi s.l. Szybki rozwój metod biologii 
molekularnej zaowocował opracowaniem nowych 
odmian reakcji PCR, które charakteryzują się wyższą 
czułością oraz pozwalają na dokładniejsze kontro-
lowanie specyficzności reakcji. Zalety te sprawiają, iż 
obecnie w większości doniesień naukowych wykorzy-
stywane są nowocześniejsze metody amplifikacji DNA 
B. burgdorferi s.l., takie jak RT-PCR oraz wewnętrzny 
PCR. Dodatkowo, metody szybkiego i taniego sekwen-
cjonowania DNA umożliwiły dokładne poznanie 
genomu wielu bakterii z rodzaju Borrelia. Dzięki temu 
można wytypować wysoko zakonserwowane fragmenty, 
pozwalające na detekcję wszystkich genogatunków 
B. burgdorferi s.l. lub takie, których różnice w sekwencji 
umożliwiają szybką ich identyfikację. Obecnie jako cele 
molekularne wykorzystywane są zarówno geny umiejs-
cowione na chromosomie (wyższy stopień zakonserwo-
wania), jak i te zlokalizowane na plazmidach (większa 
różnorodność).

Dotychczasowe doniesienia literaturowe udowad-
niają, iż diagnostyka molekularna charakteryzuje się 

EM Nietypowa postać (ciemnofioletowy kolor, brak centralnego [20, 37]
 przejaśnienia, średnica mniejsza niż 5 cm)
NB Wczesny etap choroby (< 6 tygodni) [6, 33, 37]
BL Nietypowa postać, niejednoznaczne wyniki badań serologicznych [20, 37]
ACA Nietypowa postać [20, 37]
LA Nieustąpienie objawów mimo antybiotykoterapii [6, 37]

Tabela III
Rekomendacje towarzystw naukowych dotyczące wykorzystywania reakcji PCR

w rozpoznaniu boreliozy

EM - rumień wędrujący; NB – neuroborelioza; BL - chłoniak limfocytowy;
ACA -zanikowe zapalenie skóry; LA - boreliozowe zapalenie stawów

Objaw Warunek Źródło
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wysoką specyficznością (z wyjątkiem prób moczu) 
oraz stosunkowo dużą czułością. Niestety, pomimo tych 
niezaprzeczalnych zalet, testy diagnostyczne oparte na 
reakcji PCR muszą sprostać wielu wyzwaniom. Naj-
większym problemem jest brak wystandaryzowanych 
protokołów jasno opisujących poszczególne etapy 
testów. Testy molekularne opisane w pracach nauko-
wych różnią się od siebie prawie w każdym aspekcie. 
Wykorzystują różne typy reakcji PCR (klasyczny PCR, 
Real-Time PCR, wewnętrzny PCR, PCR/ESI-MS), 
odmienne cele molekularne (hbb, fla, rrs, rrl, region 
międzygenowy rrl-rrf, recA, bmpA, p66, ospA, ospC, 
dbpA) oraz zróżnicowane rodzaje próbek klinicznych 
(wycinek skóry, płyn stawowy, CSF, krew, mocz). Brak 
standaryzacji metod molekularnych dotyczy również 
procedur mających miejsce bezpośrednio przed właś-
ciwym testem diagnostycznym tj. objętość pobieranej 
próbki, sposób jej przechowywania oraz metody izo-
lacji materiału genetycznego. Mimo tego, iż wykazano 
wpływ przebiegu wyżej wymienionych czynności na 
czułość reakcji PCR [2, 3, 11], w wielu przypadkach 
autorzy publikacji nie zamieszczali w pracach ich opisu. 
Z  powodu wspomnianych różnic i niedopowiedzeń 
uzyskane przez różne zespoły badawcze wyniki są czę-
sto rozbieżne i niejednoznaczne. Konieczne wydaje 
się zatem przeprowadzenie wiarygodnych i rzetelnych 
badań porównawczych mających na celu opracowanie 
najbardziej optymalnego testu diagnostycznego opar-
tego o reakcję PCR.

Prawdopodobnie właśnie z wyżej wymienionych 
powodów diagnostyka molekularna boreliozy sta-
nowi obecnie jedynie wsparcie dla testów serologicz-
nych. Jednakże, coraz więcej agencji ochrony zdrowia 
zaczyna dostrzegać jej potencjał i wprowadza w swo-
ich wytycznych możliwość zastosowania testów diag-
nostycznych polegających na bezpośredniej detekcji 
DNA B. burgdorferi s.l. Jak na razie, rekomendacje te 
obejmują rzadkie przypadki nietypowych objawów 
EM, ACA, BL oraz wczesnych faz infekcji, jednakże 
jeszcze kilka, kilkanaście lat temu metody PCR nie 
były w  ogóle uwzględnione w klinicznej diagnostyce 
boreliozy. Kolejną przeszkodą w powszechnym sto-
sowaniu metod molekularnych w rozpoznaniu cho-
roby z Lyme jest fakt, iż dostępne na rynku testy diag - 
nostyczne, głównie oparte o reakcję RT-PCR (np. 
(ViPrimePLUS Lyme disease qPCR Kit (Vivantis Tech-
nologies, Malezja), Lyme Disease genesig Advanced 
Kit (PrimerdesignTM, Wielka Brytania), Lyme Disease 
Real-time PCR Kit (NZYtech, Portugalia) w więk szości 
przypadków nie posiadają odpowiednich certyfika-
tów pozwalających na ich wykorzystanie w rutynowej 
diagnostyce pacjentów. 

Na świecie nadal prowadzone są badania mające 
na celu opracowanie skutecznego testu do diagnostyki 
boreliozy opartego o reakcję PCR. Część z nich dotyczy 

lepszego poznania genomu B. burgdorferi s.l. i ich zada-
niem jest wyodrębnienie sekwencji DNA mogących być 
nowymi celami molekularnymi. Inne natomiast sku-
pione są na poszukiwaniu nowych schematów diag-
nostycznych. Szczególnie interesująca wydaje się kon-
cepcja łącząca reakcję PCR ze spektrometrią masową 
(PCR/ESI-MS), która pozwala na szybką i  dokładną 
identyfikację patogenów. Metoda ta wykazała bardzo 
dużą przydatność w precyzyjnej identyfikacji szerokiej 
gamy patogenów we krwi, tkankach pacjentów oraz 
organizmach wektorowych [4, 14, 15, 22, 55]. Dlatego 
wydaje się, iż może stanowić ważny filar w diagnostyce 
boreliozy, szczególnie ze względu na swoją czułość 
i wysoki potencjał różnicujący.

Obecnie, mimo wielu obiecujących doniesień nau-
kowych metody molekularne nie są wystarczająco wy - 
standaryzowane by mogły zastąpić rutynowo stosowaną 
serodiagnostykę. Jednakże, szybki rozwój biologii mole-
kularnej i intensywne badania mające na celu dokładne 
poznanie genomu B. burgdorferi s.l. dają nadzieję, iż 
w  przyszłości diagnostyka molekularna będzie pow-
szechnie stosowana w rozpoznaniu boreliozy.
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K O M U N I K A T Y   I   I N F O R M A C J E

INFORMACJE Z POLSKIEGO TOWARZYSTWA MIKROBIOLOGÓW

Od ostatniej informacji o działalności Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów, zamieszczonej w  zeszytach nr 3 
z 2020 r. kwartalników Advancements of Microbiology – Postępy Mikrobiologii i Polish Journal of Microbiology, ZG PTM zajmował 
się następującymi sprawami:

1. PTM objął Honorowym Patronatem Konferencję Mikrobiologiczną organizowaną on-line, w ramach Ogólnopolskich Spotkań 
Mikrobiologów i Epidemiologów, w dniu 30 września 2020 r. Kierownik Naukowy: Pani prof. dr hab. Ewa Augustynowicz-Kopeć. 
Organizator: firma MediCare; http://medicare.waw.pl/konferencje/.

2. FEMS powiększył ofertę wydawanych czasopism

Oprócz:

Rozpoczęto wydawanie czasopism:

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

oraz

                                                                     https://academic.oup.com/femsmicrobes https://academic.oup.com/microlife
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 3. Z inicjatywy FEMS 17 września 2020 r. miało miejsce wydarzenie: International Microorganism Day. Zapraszaliśmy do uczest-
niczenia on-line w obchodach tego Międzynarodowego Mikrobiologicznego Święta. Przez cały dzień – live streaming – można 
było śledzić na bezpośredniej stronie wydarzenia, jak i na kontach Twitter, Facebook i YouTube.

 4. Sekretarz i Prezes PTM zostali poproszeni o zorganizowanie wydania specjalnego zeszytu prestiżowego czasopisma: International 
Journal of Molecular Scieneces pt: „Multi-Drug Resistant Bacteria – A Global Problem”. Zapraszamy potencjalnych autorów 
do zgłoszenia prac doświadczalnych lub przeglądowych – do 31 marca 2021 r. Informacja na temat zeszytu znajduje się pod 
adresem:

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

 5. PTM udzielił poparcia Polskiemu Towarzystwu Studentów Farmacji, największej w Polsce organizacji zrzeszającej studen-
tów farmacji, w przeprowadzeniu ogólnopolskiej akcji „Antybiotykoterapia pod Lupą Farmaceuty”, która odbyła się w dniach 
2.11 – 8.11.2020. Pani dr Agnieszka Sulikowska (członek OT PTM w Warszawie) przeprowadziła webinar skierowany do dorosłych 
odbiorców, który skupiał się na zagadnieniach związanych z antybiotykoterapią. 

 6. W dniu 30.10.2020 r. podjęto Uchwałę 22–2020 dotycząca przedłużenia zatrudnienia Pani sekretarki ZG PTM do 31.10.2021 r., 
Uchwałę 24-2020 w sprawie przedłużenia zatrudnienia Pani księgowej PTM do 31.12.2021 r. oraz uchwałę nr 23-2020 dotyczącą 
przyjęcia dwóch nowych członków zwyczajnych PTM.

 7. W dniu 10.11.2020 r. podjęto Uchwalę 25-2020 w sprawie objęcia patronatem konferencji on-line „II Ogólnopolskie Spotkanie 
Mikrobiologów i Epidemiologów” organizowanej w dniu 30.11.2020 r. przez Konsultanta Wojewódzkiego w dziedzinie Mikro-
biologia Lekarska Panią prof. dr hab. Ewę Augustynowicz-Kopeć. https://www.webinar-med.pl/osme/#program

 8. Pani dr Agnieszka Sulikowska została przedstawicielem PTM do zespołu, który przygotuje opinię w sprawie uznania elementów 
programu specjalizacji i skrócenia okresu szkolenia lekarzom odbywającym specjalizację w dziedzinie mikrobiologii lekarskiej. 

 9. Prowadzimy rozmowy z Panem Dawidem Ceculą dyrektorem firmy Exeley Co, wydającym czasopisma PTM on-line, w sprawie 
przedłużenia umowy wydawniczej obejmującej Polish Journal of Microbiology, na lata 2021 i 2022.

10. Rozważana jest kwestia udziału PTM w opłacaniu składki 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-smm/).

11. Przypominamy o konieczności opłacenia składki członkowskiej w PTM za 2020 r.
12. Z okazji nadchodzących Świąt Bożego Narodzenia i roku 2021 dziękujemy wszystkim członkom PTM za współpracę w minionym 

okresie oraz życzymy dużo zdrowia, pomyślności, sukcesów oraz rychłego zakończenia pandemii COVID-19, co umożliwi nam 
spotkanie na XXIX Zjeździe PTM.

Warszawa, 07.12.2020 r. 
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CZŁONKOWIE WSPIERAJĄCY PTM

Członek Wspierający PTM – Złoty
od 27.03.2017 r.

HCS Europe – Hygiene & Cleaning Solutions
ul. Warszawska 9a, 32-086 Węgrzce k. Krakowa

tel. (12) 414 00 60, 506 184 673, fax (12) 414 00 66
www.hcseurope.pl

Firma projektuje profesjonalne systemy utrzymania czystości i higieny dla klientów o szczególnych
wymaganiach higienicznych, m.in. kompleksowe systemy mycia, dezynfekcji, osuszania rąk dla pracowników

służby zdrowia, preparaty do dezynfekcji powierzchni dla służby zdrowia, systemy sterylizacji narzędzi.

Członek Wspierający PTM – Srebrny
od 12.09.2017 r.

Firma Ecolab Sp. z o.o. zapewnia: najlepszą ochronę środowiska pracy przed patogenami powodującymi
zakażenia podczas leczenia pacjentów, bezpieczeństwo i wygodę personelu, funkcjonalność posiadanego sprzętu

i urządzeń. Firma jest partnerem dla przemysłów farmaceutycznego, biotechnologicznego i kosmetycznego. 

Członek Wspierający PTM – Zwyczajny
od 12.09.2017 r.

Merck Sp. z o.o. jest częścią międzynarodowej grupy Merck KGaA z siedzibą w Darmstadt, Niemcy i dostarcza
na rynek polski od roku 1992 wysokiej jakości produkty farmaceutyczne i chemiczne,

w tym podłoża mikrobiologiczne 

Członek Wspierający PTM – Zwyczajny
od 06.06.2019 r.

BART Spółka z o.o. Sp. K
ul. Norwida 4, 05-250 Słupno

NIP: 1180741884, KRS: 0000573068
https://bart.pl/, email: info@bart.pl

Firma BART jest producentem i dystrybutorem surowców oraz dodatków
dla przemysłu spożywczego i farmaceutycznego. Specjalizujemy się w probiotykach

oraz surowcach uzyskiwanych metodami biotechnologicznymi.
Współpracujemy z renomowanymi producentami: Probiotical, Gnosis, Lesaffre
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