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Zdzisław Ilczuk – Wspomnienie

W dniu 10 września 2011 roku zmarł Prof. dr hab. 
Zdzisław Ilczuk, emerytowany profesor zwyczajny i wie-
loletni kierownik Zakładu Mikrobiologii Przemysłowej 
UMCS. W latach 1982–1990 redaktor naczelny czaso-
pisma Postępy Mikrobiologii.

Profesor Zdzisław Ilczuk urodził się 23 marca 1929 r. 
w  Zagożdżonie (od 1932 r. Pionki) w rodzinie robot-
niczej. Wykształcenie podstawowe Profesor zdobywał 
w  latach 1936–1943 w Pionkach (do wybuchu wojny 
w  1939 r.) i  w  Chełmie. W okresie okupacji pracował 
przez jakiś czas fizycznie w lokomotywowni w Chełmie. 
W mieście tym ukończył też Gimnazjum im. Stefana 
Czarnieckiego uzyskując w roku 1947 tzw. „małą maturę”. 
Świadectwo dojrzałości Liceum Ogólnokształcącego 
(typu przyrodniczego) w Pionkach uzyskał w 1949 roku. 
W 1950 roku rozpoczął studia biologiczne pierwszego 
stopnia na Wydziale Matematyczno-Przyrodniczym 
Uniwersytetu Warszawskiego, które ukończył w roku 
1953. Drugi stopień tych studiów ukończył na Wydziale 
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii Curie- 
-Skłodowskiej w Lublinie uzyskaniem magisterium z za-  
kresu mikrobiologii w 1955 roku.

Całą swoją 45-letnią pracę zawodową Profesor zwią- 
zał z Wydziałem Biologii i Nauk o Ziemi UMCS, roz-
poczynając ją już rok przed ukończeniem studiów na 
stanowisku młodszego asystenta, a  od 1955 r. praco-
wał na stanowisku asystenta. W latach 1954–1962 był 

zatrudniony w Katedrze Mikrobiologii Ogólnej, później 
w Katedrze Mikrobiologii Szczegółowej (lata 1962–1970), 
Zakładzie Mikrobiologii Stosowanej (lata 1970–1995), 
a  od 1995  roku w Zakładzie Mikrobiologii Przemy-
słowej, z  którym był związany do czasu odejścia na 
emeryturę w 1999 roku. Na Wydziale BiNoZ przeszedł 
również wszystkie kolejne szczeble kariery zawodowej 
i naukowej do osiąg nięcia w 1988 roku tytułu profesora 
zwyczajnego. 

Praca magisterska Zdzisława Ilczuka dotyczyła 
zakażeń bakteryjnych zacierów fermentacji acetonowo-
-butanolowej, a jego dysertacja doktorska obejmowała 
badania nad mikrobiologiczną syntezą kwasu cytryno-
wego prowadzoną przez różne szczepy Aspergillus niger. 
Obie prace wykonał pod kierunkiem swojego nauczy-
ciela i mistrza Prof. Stanisława Bujaka. Stopień doktora 
habilitowanego Profesor uzyskał na podstawie rozprawy 
dotyczącej genetyki szczepów Aspergillus niger wytwa-
rzających kwas cytrynowy.

Zainteresowania naukowe Prof. Ilczuka dotyczyły 
opracowania metod i  poznania mechanizmów pro-
wadzących do wydajnej syntezy przez drobnoustroje 
enzymów, kwasów spożywczych i innych bioproduk-
tów ważnych dla różnych sektorów gospodarki. Stoso-
wane w tych badaniach techniki mutagenizacji wielo-
stopniowej i wykorzystanie cyklu paraseksualnego do 
celów hybrydyzacji różnych szczepów grzyba Asper-
gillus niger przyniosły – obok wyników zawierających 
pewne elementy poznawcze, także określone korzyści 
praktyczne, dzięki możliwości uzyskiwania tym sposo-
bem rekombinantów somatycznych (także pod posta-
cią heterokarionów i diploidów) o nowych właściwoś-
ciach kwasotwórczych lub o  zwiększonej aktywności 
pektynolitycznej i  glukoamylazowej. Wśród bardziej 
znaczących wyników, jakie zostały w  tym względzie 
osiągnięte, można wymienić pozyskanie udoskonalo-
nego mutanta A. niger o aktywności poligalakturonazy 
zwiększonej pięciokrotnie, w porównaniu ze szczepami 
produkcyjnymi. Kultura ta przez wiele lat stosowana 
była w jedynej krajowej wytwórni preparatów enzyma-
tycznych w Jaśle. Również sposoby grzybowej syntezy 
preparatów glukoamylazy i oksydazy glukozowej opra-
cowane zostały technologicznie i chronione patentami. 
Z tego zakresu Profesor opublikował wiele oryginalnych 
prac doświadczalnych, które stanowią ważny wkład do 
rozwoju nauki. Łączny dorobek naukowy Prof. Ilczuka 
obejmuje ponad 170 pozycji, w tym 71 rozpraw nauko-
wych opublikowanych w czasopismach o zasięgu krajo-
wym i międzynarodowym. Jest również współautorem 
trzech patentów krajowych. 

Prof. dr hab. Zdzisław Ilczuk (1929–2011)
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Profesor Ilczuk był również popularyzatorem wiedzy 
z zakresu mikrobiologii, biotechnologii i egzobiologii, 
czego efektem są: dwie książki (Na tropach życia poza-
ziemskiego, Niewidzialni sojusznicy człowieka), liczne 
artykuły opublikowane w  prasie codziennej i  perio-
dykach popularnonaukowych, oraz wywiady i  udział 
w popularnonaukowych audycjach radiowych i telewi-
zyjnych. Do tej sfery zainteresowań można też zaliczyć 
wieloletnią współpracę Prof. Ilczuka z  czasopismem 
Przemysł Spożywczy, na którego łamach opublikował 
łącznie 781 doniesień na temat nowości z zakresu mikro-
biologii przemysłowej i biotechnologii. 

Do niewątpliwych zasług Prof. Ilczuka było zorga-
nizowanie w 1972 roku Pracowni Mikrobiologii Tech-
nicznej w obrębie Zakładu Mikrobiologii Stosowanej, 
której był nieformalnym kierownikiem do 1987 roku. 
Pracownia ta została później (1995 r.) przekształcona 
w Zakład Mikrobiologii Przemysłowej, którego kierow-
nictwo objął Prof. Ilczuk.

Profesor pełnił również ważne funkcje w macie-
rzystej Uczelni oraz działał społecznie zarówno w śro-
dowisku lubelskim jak i ogólnokrajowym. Był kierow-
nikiem Zakładu Mikrobiologii Stosowanej (1987–1995) 
i  Zakładu Mikrobiologii Przemysłowej (1995–1999), 
pro dziekanem wydziału Biologii i  Nauk o  Ziemi 
(1973–1978), prorektorem ds. dydaktyki i  wychowa- 
nia UMCS (1978–1981), dyrektorem Instytutu Mikro-
biologii (1987–1991) oraz członkiem wielu komisji 
senackich. W latach 1982–1990 był redaktorem naczel-
nym Postępów Mikrobiologii, a przez okres ponad 
35  lat współpracował ściśle z miesięcznikiem Naczel-
nej Organizacji Technicznej Przemysł Spożywczy. 
W latach 1973–1994 pełnił funkcję wiceprezesa Klubu 
Oficerów Rezerwy im. gen. Franciszka Kleeberga przy 
UMCS. Był członkiem wielu towarzystw i organiza-
cji naukowych, w  tym m.in. Polskiego Towarzystwa 
Mikro biologów, Lubelskiego Towarzystwa Naukowego, 
Komisji Mikrobiologii Przemysłowej i  Komisji Bio-
technologii Komitetu Mikrobiologii PAN, Komitetu 
Mikrobiologii PAN (trzy kadencje), Komisji Biotechno-
logii Rolnej Komitetu Technologii i Chemii Żywności 
PAN, Komitetu Technologii i Chemii Żywności PAN, 
Rady Naukowej Instytutu Przemysłu Fermentacyj- 
nego (od 1988 r. Instytutu Biotechnologii Przemysłu 
Rolno-Spożywczego), Fellowship of International Rese-
arch into Science and Technology (Anglia). Za działal-
ność naukowo-dydaktyczną i organizacyjno-społeczną 
został wyróżniony licznymi nagrodami i odznaczeniami 
państwowymi i resortowymi, w tym: wielokrotnie nagro-
dami Rektora UMCS, Krzyżem Kawalerskim Orderu 
Odrodzenia Polski, Złotym Krzyżem Zasługi, Meda-
lem Komisji Edukacji Narodowej, srebrnym i brązo- 
wym Medalem Zasługi dla Obronności Kraju, złotą 
odznaką Zasłużonego Działacza Ligii Obrony Kraju, 
odznaką Zasłużonego Działacza Klubu Oficerów Rezer- 
wy, złotą odznaką Zasłużonego Pracownika Przemysłu 

Spożywczego i Skupu oraz srebrną honorową odznaką 
Zasłużony dla Lublina.

Wśród zasług Prof. Ilczuka dotyczących działal ności 
dydaktycznej należy w pierwszym rzędzie wymienić 
priorytetowe na wydziale BiNoZ autorstwo progra-
mów wykładu i  ćwiczeń z  mikrobiologii przemysło-
wej. W ciągu 45 lat swojej pracy zawodowej Profesor 
wykształcił liczne grono absolwentów mikrobiologii 
i  biotechnologii. Dorobek Prof. Ilczuka w  procesie 
kształcenia kadry naukowej obejmuje promotorstwo 
2  doktoratów oraz udział (w  charakterze recenzenta) 
w 7 przewodach doktorskich (z tego w jednym na tytuł 
dr  h.c.), 7  habilitacyj nych i  2  na tytuły profesorskie. 
Z grona współpracowników profesora 2 osoby uzyskały 
tytuł profesora nauk biologicznych.

Profesor llczuk został pochowany 14 września 2011 r. 
na cmentarzu w Głusku. Pozostawił żonę Irenę, dwie 
córki Adelę i Jadwigę oraz wnuczkę Kaję.

Żegnając Profesora mogliśmy śmiało powiedzieć nad 
trumną te słowa:

„Był Pan dla nas wzorem nauczyciela akademickiego 
oraz przewodnikiem po trudnej drodze zdobywania 
stopni i tytułów naukowych. Dziękujemy za liczne dys-
kusje naukowe, inspiracje do podejmowania trudnych 
wyzwań, szczegółowe korekty prac naukowych i  ich 
krytyczny osąd, cierpliwość, cenne rady i wskazówki. 
Miał Pan liczne grono serdecznych przyjaciół, którzy 
pogrążeni w żalu i smutku Pana żegnają. Żałujemy, że 
po przejściu na emeryturę nie mogliśmy się z Panem 
często spotykać z powodu ciężkich chorób i cierpień, 
których Pan doświadczał”.

Odszedł od nas człowiek o wysokiej kulturze oso-
bistej, przyrodnik-humanista, świetnie władający języ-
kiem ojczystym, skromny i życzliwy ludziom. Cieszył 
się szacunkiem i sympatią studentów oraz pracowni-
ków i pozostanie na zawsze w naszej pamięci jako mistrz 
i nauczyciel.

Jan Fiedurek, Janusz Szczodrak

Ze smutkiem przyjęliśmy wiadomość o śmierci Pana 
Profesora Zbigniewa Ilczuka. śp. Profesor od lat zwią-
zany był z Postępami Mikrobiologii pełnił w nich funkcje 
stałego Recenzenta oraz w latach 1982–1990 Redaktora 
Naczelnego. Okres kierowania pismem był szczególnie 
trudny dla działalności wydawnictw w Polsce. Nakła-
dały się wtedy na siebie zarówno kłopoty finansowe jak 
i materiałowe wydawanych w kraju periodyków. Prócz 
tego młodzi autorzy odczuwali dotkliwie izolację pol-
skiej nauki od ogólnoświatowego nurtu (dostępność do 
czasopism zagranicznych, znaczne ograniczenie kontak-
tów). Zasługą śp. Zbigniewa Ilczuka było przeprowadze-
nie Postępów Mikrobiologii przez ten bardzo trudny dla 
Polski okres, za co jesteśmy Mu szczególnie wdzięczni. 

Redakcja Postępów Mikrobiologii
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1. Wprowadzenie

Grupa bakterii określanych jako bakterie kwasu mle-
kowego lub bakterie mlekowe, w skrócie LAB (Lactic 
Acid Bacteria), obejmuje bakterie spokrewnione funk-
cjonalnie, w związku z ich zdolnością do produkcji 
kwasu mlekowego podczas homo- lub heterofermenta-
cji. Według obecnej taksonomii, do grupy LAB należą 
rodzaje drobnoustrojów jak: Carnobacterium, Entero-
coccus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella i stano-
wiące trzon tej grupy bakterii, rodzaje Lactococcus, Lac-
tobacillus, Streptococcus, Pediococcus oraz Leuconostoc 
[25]. Niektórzy badacze do grupy LAB zaliczają także 
Bifidobacterium. Bakterie fermentacji mlekowej cha-
rakteryzują się prostym metabolizmem i dlatego mają 
wysokie wymagania pokarmowe, w zakresie czynników 
wzrostowych w podłożu. Prosty metabolizm oraz nie-
wielki rozmiar genomów LAB (od 1,8 Mpz w przypadku 
Oenococcus oeni do 3,3 Mpz dla L. plantarum) [25] spo-
wodowały duże zainteresowanie tymi bakteriami, jako 
organizmami modelowymi w badaniach nad „minimal-
nymi wymogami życiowymi” bakterii Gram-dodatnich. 

Zapotrzebowanie na substancje odżywcze ma wpływ 
na rozprzestrzenianie się bakterii mlekowych w przyro-

dzie. Bardzo rzadko występują one w glebie lub w wodzie, 
a ich naturalnymi siedliskami są: (i) mleko (Lactobacillus 
lactis, L. bulgaricus, L. fermentum, L. brevis, Lactococcus 
lactis, Streptococcus thermophilus), (ii) zdrowe i gnijące 
rośliny (Lactobacillus plantarum, L. delbrueckii, Lactococ-
cus lactis, Leuconostoc mesenteroides), (iii) układ pokar-
mowy oraz błony śluzowe ludzi i zwierząt (Lactobacillus 
acidophilus, L. rhamnosus, Streptococcus salivarius). 

Szczególnie zdolność LAB do zasiedlania i rozwoju 
w  mleku została wykorzystana na skalę przemysłową 
do produkcji fermentowanych artykułów mlecznych. 
Ponadto bakterie kwasu mlekowego mogą rozwijać się 
w mięsie i winie, co zostało wykorzystane w produk- 
cji fermentowanych wędlin (Lactobacillus, Pediococcus) 
oraz dla poprawy właściwości organoleptycznych wina 
(O. oeni) [25].

W procesach przemysłowych stresowe czynniki fizycz- 
ne, chemiczne oraz biologiczne występują w zwiększo-
nym natężeniu [47]. Z tego powodu mikroorganizmy 
wykorzystywane w takich procesach selekcjonowane 
są w  kierunku zwiększonego poziomu oporności na 
pewne czynniki, jak: niskie pH związane z zakwasza-
niem środowiska, wyższe od naturalnych stężenia meta-
bolitów pierwotnych powstających podczas fermentacji 

MoLekuLArne MechAnIZMy oPornoścI
BAkterII kWAsu MLekoWego nA BAkterIofAgI

roman krzysztof górecki1*, Jacek karol Bardowski1

1  Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawińskiego 5a, 02-106 Warszawa

Wpłynęło w sierpniu 2011 r.
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Molecular mechanisms of bacteriophage resistance of lactic acid bacteria

Abstract: Lactic acid bacteria (LAB) constitute a heterogeneous group of bacteria, which are found in diverse environments, such as the 
human body or plants, and are traditionally used to produce fermented food. Food bio-transformation in industrial processes increases 
the economical importance of LAB. However, conditions that exist in industrial facilities do not seem to be an optimal environment 
for bacteria. During technological processes, which take place in enclosed space, the intensity of physical (temperature shift), chemical 
(acids) or biological (phages) stress factors raises dramatically. In the dairy industry, bacteriophage contamination is regarded as 
a serious problem due to the disturbance or arrest of the production processes, which results in significant economical losses. It is well 
documented that LAB evolved defense systems against bacteriophages, which allow them to survive in harsh conditions. Therefore, 
bacteria used in food industry are selected for high level of bacteriophage resistance. According to the mode of action, natural bacterial 
defense systems against their predators were divided into 5 categories: (i) inhibition of phage adsorption, (ii) blocking of phage DNA 
injection, (iii) phage abortive infection systems, (iv) restriction modification systems, (v) CRISPR/Cas systems. Remarkably, the majority 
of known bacteriophage resistance systems are plasmid-encoded. In this context, future studies on phage resistance mechanisms as well 
as plasmid sequencing may have an impact on solving the problem of phage infections in the dairy industry. 

1. Introduction. 2. Bacteriophage resistance mechanisms. 2.1. Inhibition of phage adsorption. 2.2. Blocking of phage DNA injection. 
2.3. Phage abortive infection (Abi). 2.4. Restriction-modification (R-M). 2.5. CRISPR/Cas systems. 3. Summary

key words: bacteriophage resistance, bacteriophages, lactic acid bacteria (LAB).
słowa kluczowe: bakterie kwasu mlekowego, bakteriofagi, oporność na bakteriofagi
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oraz niskie temperatury stosowane podczas przechowy-
wania artykułów spożywczych. 

Poza czynnikami o charakterze fizycznym i chemicz-
nym, hamującymi rozwój lub zmniejszającymi przeży-
walność komórek bakteryjnych, wyróżniono również 
czynnik biologiczny – wirusy bakteryjne czyli bakte-
riofagi. Infekcje komórek bakteryjnych wywoływane 
są przez fagi występujące w stanie wolnym w  środo-
wisku lub przez fagi „uśpione” (fagi lizogenne, pro-
fagi) wintegrowane w chromosom bakteryjny, a indu-
kowane w pewnych warunkach środowiskowych [42]. 
Wśród bakteriofagów atakujących jednego z  najlepiej 
poznanych przedstawicieli LAB –  Lactococcus lactis 
– wyróżniono 3 grupy genetyczne, c2, 936 i P335, róż-
niące się morfologią, zakresem gospodarza oraz cyklem 
życiowym [44]. W obrębie grup c2 oraz 936 występują 
wyłącznie fagi lityczne, powodujące szybką lizę komórek 
gospodarza. Natomiast grupa P335 obejmuje zarówno 
fagi lityczne, jak i lizogenne [30]. Bakterie LAB posia-
dają naturalne systemy obrony przed fagami, które pod 
względem mechanizmu działania zostały podzielone na 
5 kategorii (Rys. 1): (i) mechanizm hamujący adsorp-
cję, (ii) mechanizm blokujący wprowadzenie DNA do 
komórki, (iii) system abortywnej (przerwanej) infekcji 
fagowej (Abi), (iv) system restrykcji modyfikacji (R-M) 
oraz (v) system CRISPR/cas.

2. Mechanizmy oporności na wirusy bakteryjne

2.1. hamowanie adsorpcji faga

Oddziaływanie cząstki fagowej z powierzchnią bak-
terii jest pierwszym etapem, niezbędnym do zainicjo-
wania procesu infekcji wirusowej. W procesie adsorp- 

cji faga do komórki bakteryjnej biorą udział dwa 
komponenty. Jednym z nich jest receptor, znajdujący 
się w  błonie lub ścianie komórkowej, a  drugim jest 
białko faga odpowiedzialne za rozpoznanie i związa- 
nie się z  receptorem bakteryjnym tzw. białko wiążące 
receptor RBP (receptor-binding protein) [42]. Pro-
ces adsorpcji najlepiej poznany jest u  bak terii Gram-
-ujemnych, gdzie stwierdzono że większość interak-
cji fag – komórka bakteryjna zachodzi dwu etapowo. 
W przypadku układu bakteria E. coli oraz fag T5 zaobser-
wowano, że bakteriofag wiąże się początkowo w sposób 
odwracalny do lipopolisacharydów zawierających poli-
mannozowy antygen O, a następnie w sposób nieodwra-
calny z transporterem ferrichromu, który jest rodzajem 
sideroforu [18].

Podobnie jest u bakterii Gram-dodatnich, gdzie fagi 
atakujące komórki Lactococcus lactis, wiążą się głównie 
ze specyficznymi receptorami cukrowymi, występują-
cymi w ścianie komórkowej. Do związków najczęściej 
oddziałujących z  fagami w pierwszym etapie przyłą-
czania cząstki wirusowej należą cukry: ramnoza, glu-
koza, galaktoza, glukozo- oraz galaktozoamina [46]. 
W  przypadku fagów grupy c2, w  celu przeprowadze-
nia skutecznej infekcji, niezbędne jest oddziaływanie 
faga z  bakteryjnym białkiem PIP (phage infection 
protein) [2]. Z kolei fagi grup P335 oraz 936 wiążą się 
do różnych białek błonowych [11]. Podstawowe mecha-
nizmy hamowania przyłączania się faga do komórki 
bakteryjnej związane są z  fizycznym maskowaniem 
receptora bądź ze zmianami w jego budowie lub nawet 
z  jego brakiem w  osłonach komórkowych [8]. Brak 
funkcjonalnego receptora może być spowodowany 
spontanicznymi mutacjami w materiale genetycznym, 
które powodują powstanie całkowicie niewrażliwego 
mutanta BIM (bacteriophage insensitive mutant). Brak 

Rys. 1. Podstawowe systemy oporności fagowej u LAB
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receptora, np. polisacharydowego, związany jest z muta- 
cją(ami) genów zaangażowanych w jego syntezę lub 
transport. Niestety zaburzenia w  procesie syntezy 
składników ściany mogą skutkować słabszym wzrostem 
bakterii, uniemożliwiając wykorzystanie mutanta BIM 
w  procesach przemysłowych [13] Poza tym mutanty 
BIM często ulegają rewersji do fenotypu wrażliwego. 
Z  kolei mechanizm polegający na fizycznym masko- 
waniu receptora związany jest z  możliwością syntezy 
egzopolisacharydów, które tworzą dodatkową otoczkę, 
ograniczając możliwość oddziaływania fagów z komór-
kami bakteryjnymi [33].

2.2. Blokowanie iniekcji DnA fagowego

Po związaniu się z receptorem, bakteriofag wpro-
wadza DNA do komórki bakteryjnej, gdzie występuje 
powielenie informacji genetycznej oraz wytworzenie 
potomnych cząstek wirusa. Systemy oporności fagowej, 
które polegają na zaburzaniu etapu wprowadzania DNA 
do komórki mimo związania się faga z receptorem, są 
najsłabiej poznanymi systemami oporności, zarówno 
u  LAB jak i  innych mikroorganizmów [42]. Badania 
przeprowadzone przez Wa t a n a b e  i wsp. [48], doty-
czące interakcji faga PL-1 z komórkami L. casei wyka-
zały, że mimo adsorpcji fagów do powierzchni komórki 
nie obserwowano lizy bakteryjnej. Analiza tej interak-
cji przy użyciu mikroskopii elektronowej pokazała, że 
DNA fagowe pozostaje w kapsydzie, w przeciwieństwie 
do infekcji szczepu wrażliwego, gdzie obserwowano 
znaczący wzrost liczby pustych kapsydów. Jednak 
czynnik odpowiedzialny za blokowanie iniekcji DNA 
fagowego nie został zidentyfikowany w tym przypadku. 
M c G r a t h  w badaniach z 2002 roku [32] poświęco-
nych wirusowi Tuc2009 infekującemu komórki szczepu 
L. lactis, zidentyfikował gen chromosomalny kodujący 
białko nazwane Sie2009, które blokuje wprowadzanie 
DNA fagowego do komórki bakteryjnej. Mechanizm 
blokowania nie został poznany, ale przypuszcza się, 
że białko Sie2009 oddziałuje albo z  białkami błono-
wymi komórki, które są niezbędne do procesu iniek-
cji DNA, albo z białkami fagowymi odpowiedzialnymi 
za inicjację procesu uwalniania DNA z kapsydu [32]. 
Efekt działania białka Sie2009 może przypominać efekt 
obecności represora fagów lizogennych, polegający na 
zapobieganiu ponownej infekcji tym samym fagiem. 
W przeciwieństwie do tego procesu, gen sie2009 warun-
kuje oporność na różne fagi i co więcej, również na fagi 
z innej grupy fagowej niż ta, do której należy Tuc2009. 
Znane są także przykłady systemu blokowania transferu 
DNA fagowego do komórki, kodowane na plazmidach 
występujących w komórkach LAB, jak np. na plazmi-
dzie pNP40, który ponadto koduje dwa systemy abor- 
tywnej infekcji [15].

2.3. system abortywnej infekcji 

Kiedy DNA fagowe „ominie” opisane powyżej wczes - 
ne systemy obrony i wniknie do komórki bakteryjnej, 
rozpoczyna się cykl zdarzeń prowadzący do powstania 
potomnych cząstek fagowych. Systemy infekcji abortyw-
nej Abi (abortive infection system) są w stanie przerwać, 
na różnych etapach, cykl namnażania faga. Pod poję-
ciem infekcji abortywnej kryją się komórkowe mecha-
nizmy obronne, które ingerują w procesy niezbędne do 
powstania potomnych bakteriofagów, takie jak: repli-
kacja wprowadzonego DNA fagowego, transkrypcja, 
translacja, pakowanie DNA do kapsydu oraz składanie 
cząstki bakteriofaga [13]. Blokowanie namnażania faga 
w cytoplazmie z wykorzystaniem systemu Abi wiąże się 
z przedwczesną śmiercią komórki bakteryjnej. Fenoty-
powym objawem działania systemów Abi jest zmniej-
szenie wydajności powstawania łysinek o  typowych 
rozmiarach dla danego bakteriofaga, na rzecz nielicz-
nych łysinek o znacznie zmniejszonej średnicy [6, 13]. 
Śmierć pojedynczej zainfekowanej komórki ogranicza 
liczbę potomnych cząstek wirusa, zmniejszając tym 
samym rozmiar potencjalnej infekcji fagowej w popula-
cji bakterii. Jak podają dane źródłowe, zidentyfikowano 
i  scharakteryzowano 22 laktokokowe systemy infekcji 
abortywnej, oznaczane skrótem Abi oraz kolejną literą 
alfabetu [17]. Jeden system Abi może wpływać na cykl 
życiowy fagów należących do jednej, dwóch, a  nawet 
trzech grup fagowych. Zazwyczaj mechanizm Abi 
kodowany jest przez pojedynczy gen zlokalizowany na 
plazmidzie. Zidentyfikowano i takie mechanizmy Abi, 
które kodowane są przez dwa geny (AbiE, AbiG, AbiL, 
AbiT) [6], a nawet jak w przypadku jednego z niedawno 
odkrytych systemów, systemu AbiR, przez 3 geny [50]. 
Większość genów kodujących systemy Abi charaktery-
zuje się nietypowo niską zawartością par GC (24–31%) 
w porównaniu do średniej zawartości 35% określonej dla 
genomów laktokokowych, sugerując ich horyzontalny 
transfer z  innych mikroorganizmów [13]. Większość 
białek systemów Abi funkcjonuje w cytoplazmie, cho-
ciaż scharakteryzowano i takie, które wykazują lokaliza-
cję transbłonową. W zależności od hamowanego etapu 
rozwoju faga, systemy Abi podzielono na systemy 
wczesne, zaburzające replikację DNA fagowego i syste )
my późne, ingerujące w pozostałe etapy rozwoju bakte-
riofaga, zachodzące po etapie replikacji DNA fagowego 
[13]. Systemy, takie jak AbiA, AbiD1, AbiF, AbiK, AbiP 
i AbiT zaburzają replikację DNA fagowego, podczas gdy 
systemy AbiB, AbiG i AbiU zaburzają proces transkryp-
cji. System AbiC powoduje obniżenie wydajności pro-
dukcji głównego białka kapsydu, a systemy AbiE, AbiI, 
and AbiQ zaburzają pakowanie DNA do kapsydu [17]. 
W przeciwieństwie do wymienionych systemów, działa-
jących na procesy replikacji, translacji czy transkrypcji, 
zidentyfikowany w 2007 roku system AbiZ powoduje 
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przedwczesną lizę komórki, uniemożliwiając składanie 
potomnych cząstek wirusa [12]. W wielu przypadkach 
mechanizmy działania poszczególnych systemów nie 
zostały szczegółowo wyjaśnione, a  jedynie powiązane 
z  zaburzanymi przez nie etapami rozwoju faga. I  tak 
system AbiB powoduje degradację RNA prawdopo-
dobnie przez indukowanie nowych lub stymulowanie 
aktywności już istniejących RNaz [38]. W przypadku 
systemu AbiD1, przedstawiciela systemów zaburzają-
cych replikację DNA, stwierdzono że system ten jest 
indukowany przez produkt białkowy wczesnego genu 
(orf1) faga bIL66. Powstałe w wyniku indukcji ekspresji 
genu abiD1 białko wiąże się z fagową nukleazą, blokując 
jej aktywność, która polega na usuwaniu rozgałęzionych 
struktur w replikowanym DNA faga [6]. Inny system, 
AbiZ, powoduje przedwczesną lizę komórki w wyniku 
zaburzenia kontroli nad właściwym momentem uaktyw-
nienia się holiny, poprzez oddziaływanie z  jej inhibi-
torem lub bezpośrednio z samym białkiem [12]. O ile 
mechanizm śmierci komórki w  wyniku aktywności 
systemu AbiZ nie wymaga wyjaśnień, to w przypadku 
aktywności innych systemów Abi, mechanizmy powo-
dujące śmierć komórek nie są tak oczywiste. W związku 
z faktem stwierdzenia toksyczności nadprodukowanych 
białek systemów infekcji abortywnej wobec komórek 
bakteryjnych przypuszcza się, że oddziaływania białek 
Abi z  nukleazami czy proteazami, za pośrednictwem 
których wpływają one na procesy fagowej replikacji, 
transkrypcji i translacji, nie ograniczają się wyłącznie 
do procesów fagowych, ale również ingerują w procesy 
bakteryjne, powodując śmierć komórki [6].

2.4. systemy restrykcji modyfikacji (r-M)

W odróżnieniu od systemów infekcji abortywnej, 
które ingerują we wczesne etapy rozwoju faga, jak proces 
replikacji DNA fagowego, głównym zadaniem systemów 
restrykcji modyfikacji (R-M) jest rozpoznanie i degrada-
cja w procesie trawienia endonukleolitycznego obcego, 
w tym DNA fagowego [40]. Zatem systemy R-M ogra-

niczają zainicjowanie procesów cyklu fagowego na tere-
nie cytoplazmy. W przeciwieństwie do systemów Abi, 
w wyniku aktywacji mechanizmu R-M nie obserwuje 
się śmierci komórki bakteryjnej, ponieważ DNA komór-
kowe jest chronione przed degradacją [39]. DNA chro-
mosomalny komórek, posiadających system restrykcji 
modyfikacji, jest odpowiednio zmodyfikowany w spe-
cyficznych sekwencjach przez enzym o  aktywności 
metylotransferazy. Chroni to DNA gospodarza przed 
aktywnością endonukleazy restrykcyjnej, rozpoznają-
cej te specyficzne sekwencje i zdolnej do wprowadza-
nia nacięć w DNA [41]. Inaczej sytuacja przedstawia się 
w przypadku pojawienia się obcego DNA. Wnikający 
DNA nie posiada wzoru metylacji, zgodnego z  syste-
mem R-M występującym już w komórce, co prowadzi 
do jego degradacji przez enzym restrykcyjny [41]. 

Systemy R-M podzielono na cztery grupy, uwzględ-
niając właściwości związane z  typem rozpoznawanej 
sekwencji, lokalizacją miejsca cięcia w  stosunku do 
rozpoznawanej sekwencji oraz strukturą  molekularną 
systemu (Tab. I). 

U laktokoków zidentyfikowano przedstawicieli sys-
temów R-M, należących do trzech z 4 głównych typów: 
typ I, typ II oraz najmniej poznany i rozpowszechniony 
typ  III. Stwierdzono także powszechne występowanie 
genów związanych z systemami R-M na plazmidach 
laktokokowych [13].

Pierwszy opisany u bakterii Gram-dodatnich system 
R-M typu III został zidentyfikowany na laktokokowym 
plazmidzie pND801 [43]. Typ ten składa się z dwóch 
enzymów: metylotransferazy, kodowanej przez gen mod 
i endonukleazy restrykcyjnej, kodowanej przez gen res. 
Metylotransferaza Mod działa niezależnie od endo-
nukleazy Res i katalizuje reakcję metylacji specyficz-
nych sekwencji DNA. Ponadto, podjednostka Mod jest 
odpowiedzialna za rozpoznanie dwóch, przeciwstawnie 
zorientowanych, asymetrycznych miejsc w  sekwencji 
DNA [43]. Białko Res funkcjonuje w kompleksie z biał-
kiem Mod, dzięki czemu reakcje modyfikacji i restryk-
cji endonukleolitycznej dotyczą tej samej, specyficznej 
sekwencji. Endonukleaza Res przecina dwuniciowy 

Typ I strukturalnie niezależne aktywność modyfikująca – kompleks białek HsdS, HsdM losowe miejsce w znacznej odległości
 białka: HsdR, HsdM, HsdS aktywność restrykcyjna – kompleks białek HsdR, HsdM, od rozpoznawanej sekwencji
  HsdS
Typ II strukturalnie niezależne aktywność modyfikująca – białko M miejsce w obrębie lub w najbliższym
 białka R i M aktywność restrykcyjna – białko R otoczeniu rozpoznawanej sekwencji
Typ III strukturalnie niezależne aktywność modyfikująca – białko Mod w odległości 24–27 pz od strony 3’
 białka Res i Mod aktywność restrykcyjna – kompleks białek Mod i Res rozpoznawanej sekwencji
Typ IV strukturalnie niezależne aktywność modyfikująca – białko M w stałej odległości (14–16 pz) od
 białka R i M aktywność restrykcyjna – białko R strony 3’ rozpoznawanej sekwencji
  białko R posiada również właściwości metylazy

Tabela I
Cechy systemów restrykcji i modyfikacji typów I, II, III, IV

Budowa molekularna Aktywność enzymatyczna Miejsce cięcia
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DNA w odległości 24–27 nukleotydów poniżej niezme-
tylowanej specyficznej sekwencji [10]. 

Większość poznanych systemów R-M u bakterii Lac - 
tococcus należy do typu II [13]. Systemy te zazwyczaj 
wymagają prostych kofaktorów i charakteryzują się 
prostą organizacją genetyczną. Klasyczne systemy R-M 
typu II zawierają dwa geny, kodujące białka o niezależ-
nych aktywnościach – endonukleazy i metylotransferazy. 
Endonukleaza rozpoznaje specyficzną, palindromową 
sekwencję DNA o długości od 4 do 8  nukleotydów 
i powoduje przecięcie obu nici DNA, a metylotransferaza 
rozpoznaje oraz metyluje tę samą sekwencję, co chroni 
DNA przed aktywnością endonukleazy [39]. Metylazy 
systemu R-M typu  II wymagają kofaktora w  postaci 
S-adenozylometioniny, z którego przenoszą grupę mety- 
lową na nukleotydy w rozpoznawanej sekwencji. Cechą 
charakterystyczną endonukleaz typu II jest fakt, że prze- 
cięcie nici DNA ma miejsce w obrębie lub w stałej odleg-
łości kilku nukleotydów, od miejsca rozpoznawanego 
przez system R-M oraz, że w odróżnieniu od endonu-
kleaz typu I i III, endonukleazy typu II nie wymagają 
energii w postaci ATP do przeprowadzenia reakcji [39]. 
Endonukleazy tej grupy działają jako homodimery, które 
wymagają kofaktora w postaci jonów magnezu (Mg2+) 
[35]. Nie wszystkie endonukleazy typu II funkcjonują  
według przedstawionego schematu. W celu uwzględnie- 
nia ich zróżnicowania strukturalno-funkcjonalnego wy- 
odrębniono następujące podtypy: IIB, IIE, IIF, IIG, IIM, 
IIS i IIT [39]. Endonukleazy podtypu IIS działają zazwy-
czaj jako monomery, rozpoznają asymetryczne sekwen-
cje i przecinają DNA w określonej odległości od roz-
poznawanego miejsca [45]. Odmienność endonukleaz 
podtypów IIG i IIB polega na tym, że obie aktywności 
enzymatyczne (metylazy i endonukleazy) znajdują się na 
jednym łańcuchu białkowym. Ponadto, do swojej aktyw-
ności enzymatycznej, wymagają dodatkowego kofaktora 
w postacie S-adenozylometioniny. Dodatkowo, endonu-
kleazy podtypu IIB charakteryzują się tym, że przecinają 
każdą nić DNA po obu stronach rozpoznawanej sekwen-
cji. Zatem endonuklezy podtypu IIB usuwają z nici DNA 
krótkie fragmenty, zawierające rozpoznawaną przez nie 
sekwencję [39]. Odrębność podtypu IIM sprowadza się 
do faktu, że trawienie DNA następuje po rozpoznaniu 
specyficznej sekwencji, która w  przeciwieństwie do 
pozostałych systemów R-M jest zmetylowana [27]. 

Warto podkreślić, że istnieje hipoteza zakładająca, że 
poprzez fuzję genów podjednostek Mod i Res typu III 
rozpoczęła się ewolucja systemu R-M typu IV. Dodat-
kowo, uwzględniając właściwości enzymatyczne endo-
nukleaz systemów Eco57I i BseMII typu IV wysunięto 
hipotezę, że są one formą pośrednią w  toku ewolucji 
pomiędzy enzymami typu III i typu IIS [23]. Jak do tej 
pory, typ  IV systemów R-M jest najsłabiej poznanym 
typem, głównie ze względu na małą liczebność przed-
stawicieli tej grupy. 

Typ I restrykcji modyfikacji jest jednym z naj-
bardziej złożonych systemów pod względem bioche- 
micznym jak i  genetycznym. Składa się z 3 białek, 
które warunkują restrykcję (HsdR lub R), modyfikację 
(HsdM lub M) i rozpoznawanie specyficznej sekwencji 
w DNA (HsdS lub S) [36]. Podobnie jak przedstawiciele 
innych typów, także systemy R-M typu I wymagają do 
prawidłowego działania kofaktorów w  postaci jonów 
Mg2+ oraz donora grup metylowych – S-adenozylome-
tioniny [36]. W odróżnieniu od endonukleaz typu II, 
endonukleazy typu I do przecięcia nici DNA potrzebują 
energii uzyskiwanej podczas hydrolizy ATP. W celu uzy-
skania funkcjonalnego kompleksu o aktywności endo-
nukleolitycznej niezbędne jest oddziaływanie ze sobą 
wszystkich trzech podjednostek (R, M i S) w stosunku 
stechiometrycznym 2:2:1, podczas gdy dla aktywności 
metylotransferazy wystarczające są jedynie oddziaływa-
nia dwóch podjednostek M i jednej S [37]. Poza złożoną 
strukturą funkcjonalnych kompleksów enzymatycznych, 
innymi cechami wyróżniającymi typ I są: budowa rozpo-
znawanej sekwencji oraz miejsce cięcia DNA. Sekwencja 
nukleotydowa rozpoznawana przez enzymy typu I jest 
asymetryczna i złożona z dwóch komponentów, jednego 
o długości 3–4 pz i drugiego o długości 4–5 par zasad, 
przedzielonych niespecyficzną sekwencją 6–8 pz [36]. 
Kompleks białek R2M2S1, o specyficzności endonukle-
azy, tnie DNA w przypadkowym miejscu, w  odległo-
ści dochodzącej nawet do kilku tysięcy par zasad od 
rozpoznawanej sekwencji. Oddziaływanie kompleksów 
enzymatycznych typu I z DNA jest ściśle uwarunkowane 
budową białka HsdS. Podjednostka S zawiera tak zwane 
regiony konserwowane, na końcach białka i w central-
nej części, odpowiedzialne za interakcje z podjednost-
kami M [26] oraz dwie domeny zmienne, oddziałujące 
z DNA i rozpoznające specyficzne sekwencje nukleoty-
dowe. System R-M typu I, występujący u Enterobacte-
riaceae został podzielony na 4 podtypy (IA, IB, IC, i ID) 
na podstawie testu krzyżowej hybrydyzacji pomiędzy 
genami i krzyżowej reakcji kodowanych przez nie bia-
łek, z wykorzystaniem przeciwciał. Testy komplemen-
tacji wykazały, że w obrębie podtypów może dochodzić 
do wymiany podjednostek systemu R-M, ale już pomię-
dzy podjednostkami różnych podtypów wymiany takie 
nie zachodzą [14]. 

Spośród czterech typów systemów R-M, typ  I, 
a przede wszystkim podtyp IC, wydaje się być najbar-
dziej rozpowszechniony wśród bakterii LAB. W chro-
mosomach szczepów L. lactis IL1403 oraz L. cremoris 
MG1363 zidentyfikowano cały operon hsdRMS tego 
typu, a dodatkowe podjednostki S, rozpoznające nową 
sekwencję, kodowane są przez geny zlokalizowane na 
plazmidach [4, 5, 16, 49].

Nowy system R-M wnikając do komórki deter minuje 
nowy wzór metylacji, którego komórka jeszcze nie po- 
 siada. Zatem DNA chromosomalny może być nara-
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żony na działanie endonukleaz tego systemu. Zakłada 
się, że DNA komórkowy mógłby być chroniony przed 
endonukleazą nowego systemu w wystarczającym stop-
niu, poprzez rozdzielenie w czasie aktywności metylazy 
i endonukleazy lub poprzez wyraźne osłabienie aktyw-
ności endonukleolitycznej [36]. W takiej sytuacji istotną 
rolę odgrywają mechanizmy kontroli ekspresji genów, 
kodujących metylotransferazy i endonukleazy. 

W gronie systemów R-M typu II, kodującego dwa 
oddzielne enzymy odpowiedzialne za modyfikację 
i  degradację DNA, wyróżniono kilka mechanizmów 
regulacji ekspresji poszczególnych genów systemu. 
Metylazy systemów MspI oraz LlaDII są nadproduko-
wane w początkowej fazie po wniknięciu do komórki, 
podczas gdy endonukleazy są produkowane konstytu-
tywnie na niskim poziomie. Metylazy tych systemów 
wiążąc się do sekwencji własnego promotora, dzięki 
obecności motywu HTH umożliwiającego interakcje 
z DNA, powodują wyciszenie ekspresji własnych genów 
[7]. Początkowe zwiększenie ilości metylazy w komórce 
umożliwia kompletną modyfikację DNA chromosomal-
nego, chroniąc go przed aktywnością syntetyzowanych 
endonukleaz. Nie wszystkie systemy typu II posiadają 
działający w  ten sposób mechanizm regulacji. Nie-
które systemy, jak np. system Kpn2I z Klebsiella, koduje 
dodatkowe białko regulacyjne, białko  C. W  tym sys-
temie, podobnie jak w  systemie MspI, endonukleaza 
jest produkowana konstytutywnie na niskim poziomie, 
podczas gdy poziom biosyntezy białka metylotransfe-
razy oraz białka regulatorowego C jest wysoki. Wraz ze 
wzrostem stężenia białka C następuje wyciszanie trans-
krypcji genów kodujących zarówno białko C, jak i białko 
metylotransferazy [29]. 

W przypadku systemów typu I nie stwierdzono regu-
lacji ekspresji genów podjednostek związanych z  res- 
trykcją i  modyfikacją DNA. Zaobserwowano nato-
miast zależność efektywności nabycia nowego systemu 
od funkcji kodowanych przez komórkę biorcy [36]. 
I  tak, stwierdzono zaangażowanie ATP-zależnej pro-
teazy jak ClpXP w  proces nabycia nowego systemu 
R-M. Proteaza ClpXP jest odpowiedzialna za okresową 
utratę restrykcji (w skrócie RA restriction alleviation) 
poprzez degradację proteolityczną nukleaz systemów 
R-M typu  I. Ekspresja genów tych proteaz jest indu-
kowana przez obecność fragmentów DNA w komórce. 
Degradacja podjednostki R odbywa się wyłącznie, gdy 
tworzy ona kompletny holoenzym i to w dodatku zwią-
zany z  niezmetylowanym DNA. Przypuszcza się, że 
również w  przypadku podtypów IC i  ID mechanizm 
RA odgrywa pewną rolę w zainstalowaniu się systemu 
R-M w komórce. Nabycie nowego systemu podtypu IC 
bardzo często ogranicza się do uzyskania – w procesie 
koniugacji – plazmidu zawierającego gen (hsdS) nowej 
podjednostki  S, warunkującej specyficzność systemu. 
Opóźnienie wystąpienia aktywności endonukleolitycz-

nej uważa się za najważniejszy mechanizm, umożliwia-
jący zainstalowanie się nowego systemu w komórce. 
U podstaw tego mechanizmu leżą interakcje pomiędzy 
podjednostkami systemu R-M podtypu IC oraz ich 
stężenie w komórce [36] (Rys. 2). I  tak, funkcjonalny 
kompleks M2S1, o aktywności metylotranzferazy, ulega 
łatwej dysocjacji do niefunkcjonalnego, ale bardzo sta-
bilnego kompleksu M1S1. Zatem, wzrost stężenia pod-
jednostki M jest konieczny w celu odtwarzania funkcjo-
nalnego kompleksu metylazy. Należy zwrócić uwagę, że 
do funkcjonalnego kompleksu metylazy bardzo trwale 
przyłącza się podjednostka R. Postuluje się, że kom-
pleks o składzie stechiometrycznym R1M2S1 jest nadal 
aktywną metylotransferazą [22]. Natomiast, aby otrzy-
mać funkcjonalny holoenzym (R2M2S1) o aktywności 
endonukleolitycznej, niezbędne jest przyłączenie drugiej 
podjednostki R. Proces ten powoduje jednak zmniejsze-
nie stabilności całego układu białek, skutkującej łatwym 
oddysocjowaniem podjednostki R. W związku z tym, 
w celu przesunięcia reakcji w kierunku powstawania 
funkcjonalnego holoenzymu nukleazy niezbędna jest 
akumulacja podjednostki R w cytoplazmie. W ten spo-
sób następuje opóźnienie w powstaniu funkcjonalnego 
kompleksu o aktywności endonukleolitycznej, co daje 
czas na modyfikację DNA chromosomalnego i  zapo-
biega jego degradacji [22].

2.5. system crIsPr/cas

Spośród opisanych powyżej systemów ochrony ko- 
mórki bakteryjnej przed bakteriofagami jedynie system 
R-M jest bezpośrednio skierowany przeciwko wnika-
jącym elementom genetycznym. Niedawno zidentyfi-
kowano jednak kolejny system (system CRISPR/Cas), 
który został określony mianem „systemu immunolo-
gicznego” Bacteria i Archaea, wymierzony przeciwko 
DNA fagowemu lub plazmidowemu [20]. 

Pierwsze zmianki o ciągu zgrupowanych, regularnie 
rozmieszczonych, krótkich sekwencji palindromicznych 
CRISPR (clustered, regulary interspaced short palin-
dromie repeats) odnotowano już w latach 80 ubiegłego 
stulecia, kiedy to I s h i n o  i wsp. [21] zidentyfikowali 
krótkie powtórzenia w genomie E. coli. Natomiast na 
początku XXI wieku scharakteryzowano, często zloka-
lizowane w otoczeniu kaset CRISPR, geny cas (cRISPR- 
associated genes) [24]. Trakty CRISPR (Rys. 3) składają 
się z dwóch typów elementów: z  powtórzeń sekwen-
cji (direct repeates) i  rozdzielających je, unikatowych 
sekwencji łącznikowych zwanych również sekwencjami 

Rys. 2. Schemat interakcji podjednostek typu IC systemów R-M
Czcionką pogrubioną oznaczono kompleksy enzymatyczne o aktywności 
metylotransferazy, kursywą o aktywności endonukleolitycznej. Długość 

strzałek wskazuje kierunek przesunięcia szybkości reakcji.
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rozdzielającymi (spacers). Wielkość powtórzeń CRISPR 
waha się w przedziale 23–47 pz, podczas gdy wielkość 
elementów rozdzielających zawiera się w przedziale 
21–72 pz [20]. Poddając analizie genomy bakterii kwasu 
mlekowego udokumentowano, że jeden ciąg CRISPR 
zbudowany jest średnio z  50 jednostek, powtórzenie-
-sekwencja rozdzielająca [19]. Na uwagę zasługuje 
fakt, że powtórzenia znajdujące się w jednym locus 
są ściśle konserwowane [20]. Sytuacja przedstawia się 
odmiennie w przypadku elementów rozdzielających 
sekwencje powtórzeń. Otóż sekwencje rozdzielające 
w  obrębie jednego regionu CRISPR są bardzo różne, 
a ponadto wysoce zmienne. 

W 2005 roku, w badaniach in silico, wykazano homo-
logie pomiędzy sekwencjami rozdzielającymi kaset CRI-
SPR, a sekwencjami plazmidów lub wirusów bakteryj-
nych [34]. Dodatkowo zaobserwowano, że bakteriofagi, 
których krótkie sekwencje genomowe odnajdywano 
w kasetach CRISPR w postaci sekwencji rozdzielających, 
nie były zdolne do zainfekowania komórek bakteryj-
nych posiadających te kasety. Te obserwacje pozwoliły 
postawić hipotezę, że regiony CRISPR mogą stanowić 
adaptacyjny system immunologiczny przeciwko obcym 
elementom genetycznym, w którym sekwencje rozdzie-
lające odpowiedzialne są za specyficzność systemu [24]. 

B a r r a n g o u  i wsp. zaobserwowali, że wrażliwy 
na fagi mutant BIM (bacteriophage insensitive mutant) 
Streptococcus thermophilus nabył od 1 do 4 typów jed-
nostek rozdzielających o sekwencji identycznej z DNA 
zastosowanych fagów [3]. Ponadto wykazano, że poziom 
oporności był skorelowany nie tylko z nabyciem nowych 
elementów rozdzielających, ale również z  ich liczbą. 
Badania te dowiodły również, że w nabyciu sekwen-
cji rozdzielającej uczestniczą białka kodowane przez 
geny cas. Zaobserwowano, że powtarzające się infekcje 
fagowe sprzyjały wprowadzaniu sekwencji rozdziela-
jących do odpowiednich regionów CRISPR, w  ocala-
łych komórkach [9]. Ponadto badania ekspresji genów 
u Thermus thermophilus podczas infekcji fagowej wyka-
zały nadekspresję regionu CRISPR, genów cas i  genu 
receptora cAMP, wskazując na istnienie mechanizmu 
wykrywania infekcji [1]. Geny cas kodują różnorodną 
grupę białek, które zawierają funkcjonalne domeny 
typowe dla nukleaz, helikaz, polimeraz i białek wiążą-
cych kwasy nukleinowe [20]. Większość znanych białek 
Cas oddziałuje z DNA, ale znane są także takie, które 
wchodzą w  interakcje z RNA. Wydaje się, że podczas 
infekcji fagowej maszyneria enzymatyczna CRISPR/Cas 

wybiera sekwencje z genomu faga i wprowadza je, jako 
nowe elementy rozdzielające. Chociaż dokładny mecha-
nizm decydujący o  tym, które fragmenty DNA fago- 
wego lub plazmidowego zostaną włączone do regionów 
CRISPR nie jest znany, to selekcja fragmentów obcego 
DNA nie jest przypadkowa. Na modelu badawczym 
S. thermophilus pokazano, że integrowane z  chromo-
somem bakteryjnym w  regionach CRISPR fragmenty 
DNA fagowego zawierają krótkie motywy sekwencji 
nukleotydowej (NNAGAAW) [9]. 

Ciągi CRISPR charakteryzują się dużą zmiennością 
w obrębie gatunku i wydają się być szczepowo specy-
ficzne z uwagi na możliwość wbudowywania nowych 
elementów rozdzielających sekwencje powtórzone. Ta 
prawidłowość stanowi kolejny marker wykorzystywany 
dla ustalenia pokrewieństwa filogenetycznego wśród 
bakterii [20]. 

Nie tylko mechanizm nabycia oporności warun-
kowanej systemem CRISPR wobec obcych elementów 
genetycznych (genom fagowy lub plazmid) nie został 
w  pełni wyjaśniony. Również mechanizm oporność 
wobec fagów warunkowany przez elementy kaset CRI-
SPR wymaga wielu badań. Jak dotąd, ponad wszelką 
wątpliwość stwierdzono, że w ochronie komórki bak-
teryjnej przed infekcją fagową biorą udział białka 
kodowane przez geny cas oraz sekwencje rozdzielające, 
znajdujące się w kasetach CRISPR [3]. Wykazano, że to 
właśnie te elementy składowe kaset CRISPR są zaanga-
żowane w specyficzność odpowiedzi obronnej. Mimo, 
że do zainicjowania oporności niezbędne są wyłącznie 
elementy rozdzielające, to transkrypcji ulega cała kaseta 
CRISPR. Sekwencja liderowa CRISPR (Rys. 3), o wiel-
kości dochodzącej do 500 nukleotydów, jest bogata 
w pary A/T i kończy się wraz z pojawieniem się pierwszej 
sekwencji powtórzonej. Sugeruje się, że działa ona jako 
promotor dla regionu CRISPR [28]. W procesie trans-
krypcji powstaje jeden długi transkrypt (pre-crRNA 
lub pre-CRISPR RNA) obejmujący sekwencje liderową 
oraz wszystkie jednostki składające się z sekwencji pow-
tórzo nej i sekwencji rozdzielających. Większość sekwen-
cji powtórzonych zawiera regiony palindromiczne. Te 
krótkie sekwencje umożliwiają powstanie stabilnych, 
konserwowanych struktur drugorzędowych w  jedno-
niciowym RNA, powstającym w procesie transkrypcji 
regionu CRISPR. Transkrypt pre-crRNA jest następnie 
procesowany przez trawienia endonukleolityczne na 
fragmenty, tworząc drabinkę produktów pośrednich, 
w tym produktów dojrzałych. Miejsce cięcia następuje 
poniżej ostatniego nukleotydu tworzącego strukturę 
szpilki do włosów. Akumulacja produktów proceso-
wania pre-crRNA może wskazywać na rolę dojrzałych 
fragmentów crRNA dla oporności, na etapie specyficz-
nego rozpoznawania wnikających, obcych elementów 
genetycznych. Model mechanizmu oporności typu CRI-
SPR/Cas zaproponowany dla E. coli zakłada, że crRNA 

Rys. 3. Schematyczny obraz regionu CRISPR/cas
Szarymi kołami zaznaczono sekwencje powtórzone, a białymi prostokątami 
– sekwencje rozdzielające. Zbieżne strzałki symbolizują sekwencje palin-

dromiczne w obrębie sekwencji powtórzonej.
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oddziałuje z białkami Cas, w tym białkiem Cas3, które 
zawiera domeny charakterystyczne dla nukleaz i helikaz 
DNA. Prawdopodobnie crRNA rozpoznaje odpowiednie 
sekwencje w genomie faga, dając tym samym sygnał do 
zapoczątkowania degradacji DNA, przez zasocjowany 
z DNA kompleks białek Cas [31]. 

Zaangażowanie krótkich fragmentów RNA, w proces 
oporności fagowej związanej z systemem CRISPR, może 
wskazywać na pewne analogie z eukariotycznym mecha-
nizmem działania RNA interferencyjnego (RNAi). Jed-
nak podstawowa, różnica pomiędzy działaniem RNAi, 
a kompleksem crRNA/Cas, dotyczy maszynerii enzyma-
tycznej. Ponadto wprowadzenie powtórzeń do genomu 
bakteryjnego działa jak pamięć genetyczna, zabezpie-
czająca komórkę bakteryjną przed ponowną infekcją. 
Zatem powyższe fakty wskazują, że adaptacyjny system 
CRISPR/Cas imituje w większym stopniu działanie sys-
temu immunologicznego kręgowców, niż model działa-
nia RNAi [20].

Systemy oporności na bakteriofagi typu CRISPR/
Cas są rozpowszechnione w świecie mikroorganizmów. 
Znaleziono je prawie u wszystkich znanych przedsta-
wicieli Archaea i  w  około 40% zsekwencjonowanych 
genomach bakteryjnych, w  tym również genomach 
bakterii fermentacji mlekowej [19]. Spośród 102 kom-
pletnych chromosomalnych lub plazmidowych sekwen-
cji nukleotydowych, pochodzących od bakterii LAB, 
sekwencje CRISPR znaleziono w 47 genomach i jednym 
plazmidzie [19]. Dalsze badania pozwoliły zidentyfiko-
wać powtórze nia CRISPR u przedstawicieli rodzajów: 
Enterococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Symbio bac-
terium i Bifidobacterium. Zaskoczeniem okazał się brak 
powtórzeń CRISPR u przedstawicieli jednego z najle-
piej scharakteryzowanych rodzajów bakterii mlekowych 
– rodzaju Lactococcus. Co ciekawe, także w genomach 
dwóch innych przedstawicieli LAB z rodzajów Leuco-
nostoc i Oenococcus również nie zidentyfikowano ele-
mentów CRISPR [19]. 

3. Podsumowanie

W procesach biotechnologicznych bakterie LAB two-
rzą ogromne populacje skoncentrowane w ograniczonej 
przestrzeni. Stąd też pojawienie się czynnika szkodli-
wego, jakim są bakteriofagi, może spowolnić lub cał-
kowicie przerwać proces technologiczny, powodując 
poważne straty ekonomiczne [42].

Z tego względu w procesach przemysłowych, np. 
do produkcji jogurtów, serów oraz deserów mlecz- 
nych, wykorzystywane są bakterie LAB, które posiadają 
szczególnie wydajne mechanizmy ochrony przed bak-
teriofagami. 

Warto nadmienić, że większość mechanizmów opor-
ności fagowej kodowana jest plazmidowo [13]. Zatem 

badania mechanizmów oporności, jak również biologii 
plazmidów bakterii LAB mogą przyczynić się w przy-
szłości do rozwiązania problemów napotykanych w cza-
sie prowadzenia procesów przemysłowych. 
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1. Wprowadzenie

Termin genom został po raz pierwszy użyty, jak 
podają L e d e r b e r g  i M c C r a y  w artykule z The 
Scientists [44], przez Hansa W i n k l e r a  w 1920 roku. 
Zaproponował go „for the haploid chromosome set, 
which, together with the pertinent protoplasm, specifies 
the material foundation of species”, co można swobod-
nie przetłumaczyć jako pojedynczy zestaw chromoso-
mów, który, wraz z otaczającą go peryplazmą, stanowi 
o formie istnienia gatunku.

Obecnie genom definiuje się jako całość informacji 
genetycznej zapisanej w DNA organizmu odpowiedzial-
nej za jego strukturę i funkcjonowanie oraz przekazy-
wanie cech potomnym pokoleniom. Nie jest poprawne 
nazywanie genomu kolekcją wszystkich genów organi-
zmu, gdyż na kompletną informacje genetyczną skła-
dają się nie tylko geny, ale także regiony niekodujące 
i niebędące częściami genów, lecz istotne dla regulacji 
ich funkcjonowania. 

Tak sformułowana ogólna definicja stosuje się do 
genomów organizmów eukariotycznych i prokariotycz-

nych oraz wirusów, w których przypadku informacja 
genetyczna może być zawarta w DNA lub RNA. Mimo 
pełnienia jednakowej funkcji, strukturalna organizacja 
genomu organizmów eukariotycznych i prokariotycz-
nych jest zdecydowanie odmienna.

2. genomy prokariotyczne

W przypadku bakterii przez wiele lat panował po - 
gląd, że cała informacja genetyczna komórki zawarta jest 
w jednym chromosomie, co prowadziło do uważania 
terminów chromosom i genom za synonimy.

Dogmat ten ustalony na podstawie klasycznych ana- 
liz mikroskopowych i genetycznych, oznaczeń fizyko-
che micznych, molekularnych, ale też potwierdzony 
wynikiem zakończonego w roku 1997 sekwencjono- 
wania genomu pierwszego szczepu Escherichia coli 
głosił, że cała informacja genetyczna tej bakterii to 
zawarta w rejonie tzw. nukleoidu, pojedyncza dwuni-
ciowa cząsteczka DNA w formie kowalentnie zamknię-
tego koła, zwana chromosomem bakteryjnym, a więc 
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w dzisiejszym rozumieniu stanowiąca jego kompletny 
genom [7, 9, 11, 12, 40]. Chromosom E. coli składa się 
z około 4,6 Mpz co odpowiada DNA długości blisko 
1,5 mm, z czego wynika konieczność odpowiedniej kon-
densacji – uporządkowanego upakowania w obszarze 
nukleoidu, które zapewnia wydajną replikację i segre-
gację. Temu zagadnieniu poświęcane są dziesiątki prac 
począwszy od połowy ubiegłego wieku do dziś (przy-
kłady: [43, 57, 64, 72, 74, 77]).

Chociaż E. coli była pierwszą bakterią, której projekt 
sekwencjonowania genomu został podjęty, przed jego 
ukończeniem w roku 1997 [7] poznano i opublikowano 
sekwencje nukleotydowe 5 innych genomów bakteryj-
nych (Haemophilus influenzae, Mycoplasma genitalium, 
Mycoplasma pneumoniae, Helicobacter pylori i Synecho-
systis sp.). Wszystkie te genomy występowały w formie 
kolistych, pojedynczych chromosomów, co zgodne było 
z  przekonaniem, że jest to forma typowa dla bakterii 
[28, 29, 36, 42, 73].

Jednak okazało się, że genom prokariotyczny może 
zawierać więcej niż jeden chromosom (pierwsze syg- 
nały pochodziły z badań nad Rhodobacter sphaeroides 
z wykorzystaniem techniki PFGE) i nieść oprócz chro-
mosomu jeden lub więcej plazmidów (patrz praca prze-
glądowa [24]), a chromosom może oprócz „klasycznej” 
kolistej mieć formę liniową, co okazało się charakte-
rystyczne dla rodzajów Borrelia i Streptomyces) [5, 26]. 
Okazało się także, że wielkość genomów prokariotycz-
nych jest znacznie, choć mniej niż eukariotycznych, 
zróżnicowana [23, 75].

Ważne było też wykazanie, że różne szczepy nale-
żące do tego samego gatunku bakteryjnego znacząco 
różnią się pulą niesionych genów co doprowadziło do 
wprowadzenia przed kilku laty dodatkowego pojęcia: 
pangenom (pan-genome) [47, 56, 63, 70, 71]. Pangenom 
to suma informacji genetycznej wspólnej dla wszystkich 
reprezentantów gatunku (core genome – konserwo-
wany rdzeń genomu) oraz informacji uzupełniającej, 
specyficznej tylko dla konkretnych szczepów (dis- 
pensable genome – genom niosący geny dodatkowe 
w tym charakterystyczne dla gatunku). Pierwsza ana-
liza typu pangenomowego przeprowadzona została dla 
gatunku Streptococcus agalactiae [70]. Z reguły mamy 
do czynienia z  tzw. pangenomami otwartymi, gdyż 
poznanie sekwencji nukleotydowej kolejnego szczepu 
z danego gatunku może do znanego już zestawu genów 
dostarczyć kolejne.

Postępy genomiki, zwłaszcza osiągnięcia ostatniej 
dekady, pozwoliły zweryfikować dogmat dotyczący 
struktury genomu prokariotycznego, który ukształtował 
się na podstawie analizy genetycznej E. coli. Te ogólne 
problemy dotyczące genomów prokariotycznych zostały 
bardzo poglądowo omówione i doskonale zilustrowane 
w artykule D z i e w i t a  i  B a r t o s i k a  [23] nie jest 
więc celowe przywoływanie szczegółowych danych 

z  tego zakresu. Autorzy zasygnalizowali, że spośród 
genomów złożonych z wielu replikonów najbardziej 
skomplikowaną organizację strukturalną ma genom 
gatunku Borrelia burdorferi i on właśnie będzie przed-
miotem naszego opisu.

3. Borrelia burgdorferi – ogólna charakterystyka

Borrelia burgdorferi została po raz pierwszy wyizo-
lowana z ciała kleszcza (rodzaj Ixodes) w  roku 1982 
i  uznana za czynnik etiologiczny jednostki chorobo-
wej zwanej boreliozą lub chorobą z Lyme znanej od 
roku 1975 [52]. 

Bakteria ta bytuje w jelicie kleszcza, skąd poprzez 
układ krwionośny może przemieszczać się do innych 
tkanek, organów, m.in. ślinianek. Ssaki, łącznie z czło-
wiekiem, ulegają zakażeniu w wyniku przedostania się 
śliny lub wymiocin zakażonego kleszcza przez barierę 
skórną podczas ukąszenia. Borelioza z Lyme to choroba 
przewlekła, układowa, charakteryzująca się objawami 
skórnymi (rumień wędrujący), neurologicznymi, kar-
diologicznymi czy stawowymi. Obraz kliniczny choroby 
jest bardzo zróżnicowany, a w przebiegu choroby można 
wyróżnić kilka etapów [46, 51].

B. burgdorferi to gatunek reprezentujący rodzinę 
Spiro chaetaceae w obrębie rzędu Spirochaetales. Pod 
względem morfologicznym jest to krętek o dość dłu-
gich (15–20 µm) i  cienkich (0,2–0,3 µm) komórkach. 
Komórki są ruchliwe, posiadające tzw. rzęski peryplaz-
matyczne, zakotwiczone w biegunach komórki, które 
poruszając się w przestrzeni peryplazmatycznej w prze-
ciwnych kierunkach wprawiają komórkę w ruch obro-
towy [50]. Ze względu na dwuwarstwowość osłon 
komórkowych krętki te bywają zaliczane do bakterii 
gramujemnych, co jednak nie jest słuszne z uwagi na 
znaczące różnice w  architekturze błony zewnętrznej 
(np. bardzo nieliczne białka transbłonowe) i jej składzie 
chemicznym (np. brak fosfodwuetyloaminy i lipopolisa-
charydu, obecność licznych glikolipidowych antygenów, 
których jednocukrowym składnikiem jest galaktoza) [6]. 

Bakterie te żyją w różnych okresach swego cyklu 
życiowego jako pasożyty zewnątrz lub wewnątrz komór-
kowe, można je także hodować in vitro, lecz ich wyma-
gania pokarmowe w  podłożu hodowlanym są bardzo 
złożone, a czas generacji wydłużony. Złożone wymaga-
nia pokarmowe wynikają z ich ograniczonego „wyposa-
żenia enzymatycznego”. Okazało się, że dla B. burdorferi 
głównym źródłem energii jest glukoza [30] lecz końco-
wym produktem jej przemian jest kwas mlekowy, gdyż 
bakteria ta nie dysponuje enzymami cyklu Krebsa oraz 
oksydacyjnej fosforylacji. Nieobecne są także liczne 
enzymy związane z biosyntezą aminokwasów, kwasów 
tłuszczowych, nukleotydów i wielu kofaktorów reakcji 
enzymatycznych [30]. Te i inne obserwacje bioche-
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miczne potwierdzone zostały po określeniu sekwencji 
nukleotydowej genomu, lecz omawianie ich wykracza 
poza zaplanowane ramy opracowania.

4. genom Borrelia burgdorferi

Pierwsze obserwacje struktury materiału genetycz-
nego czynnika etiologicznego boreliozy z Lyme pocho-
dziły z analiz elektroforetycznych prowadzonych różnymi 
technikami. Dzięki nim dowiedziono (z wykorzysta-
niem PFGE) obecność w komórce dwuniciowej liniowej 
cząsteczki DNA o wielkości 900 kpz, którą utożsamiono 
z chromosomem bakteryjnym. Dalsze analizy potwier-
dzały unikalność organizacji materiału genetycznego 
B. burgdorferi. Już w tych wczesnych badaniach zaob-
serwowano obecność kilku liniowych i kolistych plaz-
midów [1, 4, 26], a niektóre eksperymenty dowodziły, 
że liniowe plazmidy B. burgdorferi mają kowalencyjnie 
zamknięte końce [2].

Sekwencję nukleotydów w genomie B. burgdorferi B31 
określono w 1997 roku. Okazało się, że genom ten składa 
się z liniowego chromosomu o długości 910 725 pz i nie 
mniej niż 17 liniowych i kolistych plazmidów, których 
długość w  sumie przekraczała 533 000 pz, co razem 
dawało ponad 1,4 Mpz. Jednocześnie pojawiła się hipo- 
teza, że szczep poddany sekwencjonowaniu mógł 
w wyniku pasażowania utracić trzy plazmidy. Wnioski 
takie wyciągnięto przez porównanie z innymi izolatami 
tego szczepu [30]. W 2000 roku C a s j e n s  ze współ-
pracownikami [16] dokonał powtórnej analizy genomu 
tej bakterii, w wyniku której uzyskano sekwencję linio-
wego chromosomu, dwunastu liniowych oraz dziewię-
ciu kolistych plazmidów (szczegóły w tabeli I).

4.1. chromosom

Chromosom B. burgdorferi stanowi liniowy repli-
kon o zamkniętych końcach typu struktury spinki do 
włosów. Na jego końcach występują krótkie odwrócone 
powtórzenia [15]. Dokładnej analizie sekwencji genomu 
F r a s e r  i wsp. [30] poświęcili osobny artykuł „Geno-
mic sequence of a Lyme disease spirochaetes, Borrelia 
burgdorferi”, z którego pochodzi większość informacji 
zawarta w tym rozdziale.

Chromosom zawiera 851 potencjalnych otwartych 
ramek odczytu [91]. W chwili obecnej 59% z nich ma 
przypisaną określoną funkcję, 12% wykazuje homologię 
z białkami innych bakterii o niepoznanej dotąd funkcji. 
Pozostałe 29% to zupełnie nowe niespotykane w innych 
bakteriach geny. Najprawdopodobniej są one związane 
z wirulencją B. burgdorferi. Replikon ten zawiera 23 geny 
strukturalnych RNA. Pomimo dość niskiej zawartości 
par GC (28,6%) w sekwencji nukleotydowej występują 

wszystkie kodony. W wypadku gdy jeden aminokwas 
jest określony przez więcej niż jeden kodon obserwuje 
się częstsze użycie odpowiednika bogatego w pary AU.

Doświadczenia wykonane przez P i c a r d e a u  i wsp. 
[17, 58] dowiodły, że replikacja chromosomu B. burg-
dorferi ma charakter dwukierunkowy symetryczny, 
nie doprowadziły jednak do poznania szczegółowego 
mechanizmu. Udało się jedynie ustalić z pewnym przy-
bliżeniem miejsce rozpoczęcia replikacji. Znajduje się 
ono mniej więcej w  połowie długości chromosomu 
(458 kpz), najprawdopodobniej w obszarze o wielkości 
240 pz, pomiędzy genami dnaA i dnaN. W miejscu tym 
obserwuje się zmianę polaryzacji nici oraz sekwencje, do 
których mogłoby się wiązać białko regulatorowe DnaA, 
co wydaje się być charakterystyczne dla obszaru inicjacji 
replikacji [34, 58]. Istnieją dwa hipotetyczne modele, 
według których mogłoby zachodzić powielanie linio-
wego chromosomu. Obydwa opierają się na założeniu 
istnienia dwuniciowej, kolistej formy pośredniej, różnią 

chromosom liniowa 910 725 28,6
cp9 kolista 9 386 23,9
cp26 kolista 26 498 26,5
cp32-1 kolista 30 750 29,4
cp32-3 kolista 30 223 28,9
cp32-4 kolista 30 299 29,3
cp32-6 kolista 29 838 29,3
cp32-7 kolista 30 800 29,1
cp32-8 kolista 30 885 29,1
cp32-9 kolista 30 651 29,3
lp5 liniowa 5 228 23,8
lp17 liniowa 16 928 23,1
lp21 liniowa 18 901 20,7
lp25 liniowa 24 177 23,4
lp28-1 liniowa 28 250 32,3
lp28-2 liniowa 29 766 31,6
lp28-3 liniowa 28 601 25,0
lp28-4 liniowa 27 323 24,5
lp36 liniowa 36 849 26,9
lp38 liniowa 38 829 26,1
lp54 liniowa 53 541 28,2
lp56 liniowa 52 971 27,3

Tabela I
Zestawienie replikonów wchodzących w skład genomu

B. burgdorferi (na podstawie: [14])

Replikon Struktura Wielkość
w pz

Udział par GC 
(%)

Nazwy poszczególnych plazmidów zostały utworzone od skrótów nazw 
angielskich charakteryzujących strukturę plazmidu oraz od przybliżonej 
wielkości poszczególnych replikonów, podanych w kpz, a  ustalonych na 
podstawie analiz elektroforetycznych. 
cp – skrót od ang. circular plasmid
lp – skrót od ang. linear plasmid



278 EWA FURMAŃCZYK, MIROSŁAWA WŁODARCZYK

się jednak mechanizmem jej powstania. Niezależnie od 
przyjętego modelu, efekt replikacji w obydwu przypad-
kach jest identyczny [13, 69].

Zauważono, że prawy telomer chromosomu wyka-
zuje pewne podobieństwo do sekwencji plazmidów 
liniowych (lp17 i lp28-3), jest więc możliwe, że w prze-
szłości doszło do zjawiska wymiany telomerów pomię-
dzy tymi replikonami.

W chromosomie B. burgdorferi wyróżniono trzy ORFy 
(dnaE, dnaN, dnaX) charakteryzujące się dużą homo-
logią do czterech (odpowiednio: α, β, γ, τ) z dziesięciu 
polipeptydów tworzących polimerazę III DNA u E. coli. 
Wskazuje to na zredukowaną liczbę genów biorących 
udział w  procesie replikacji. Poza tym odnotowano 
obecność genów kodujących: helikazę (dnaB), pry-
mazę (dnaG), polimerazę I DNA (polA) i białko DnaA. 
B. burgdorferi posiada też geny topoizomeraz: jedną 
typu  I (topA) oraz dwie typu  II (gyrazę i  topoizome-
razę IV). Ich obecność w genomie bakterii o liniowym 
chromosomie wydaje się dziwna. Być może biorą one 
udział w  replikacji chromosomu, w  którym wystę-
pują koliste formy przejściowe wymagające rozdziału. 
Prawdopodobnie mogą także uczestniczyć we wpro-
wadzaniu pojedynczych nacięć podczas tego procesu. 
W chromosomie B. burgdorferi kodowanych jest szereg 
enzymów oraz białek, które mogą brać udział w proce-
sach naprawy DNA m.in. polimeraza  I, ligaza, endo-
nukleaza III, kompleks białek endonukleazy UvrABC, 
helikaza (UvrD), MutL, MutS (brak trzeciego z białek 
(MutH), które bierze udział w odróżnianiu nici matry-
cowej od nowo zsyntetyzowanej wynika z nieobecności 
genu kodującego metylazę Dam).

B. burgdorferi jest zdolna do rekombinacji homolo-
gicznej, czego dowodem jest obecność dużego zestawu 
genów umożliwiających ten proces (recA, recBCD, recG, 
recJ, sbcC, sbcD oraz ruvAB). W chromosomie nie ziden-
tyfikowano genu lexA, tak więc u tej bakterii najprawdo-
podobniej nie funkcjonuje typowy system SOS. Analiza 
replikonu wykazała obecność genów kodujących wszyst-
kie trzy podjednostki rdzenia polimerazy RNA (α, β 
oraz β’), a także trzech czynników σ: σ70 stanowiącego 
czynnik podstawowy u E. coli oraz σ54 i σ38. Zaobserwo-
wano także obecność genów: nusA, nusB, nusG oraz rho 
regulujących proces terminacji transkrypcji.

Geny rRNA u B. burgdorferi są zblokowane w ope-
ron umiejscowiony pomiędzy 434 000 pz a 447 000 pz. 
Cechami unikatowymi dla tej bakterii są tandemiczne 
powtórzenia zestawu genów dla 23S rRNA i  5S rRNA 
oraz ich oddzielenie od genu dla 16S rRNA odcinkiem 
o długości 22 pz. Porządek ten wydaje się być konser-
wowany u innych gatunków z rodzaju Borrelia [54]. 
W skład operonu wchodzą także geny kodujące tRNA 
dla alaniny i izoleucyny. Wszystkie jednostki za wyjąt-
kiem tRNA dla izoleucyny są transkrybowane w  tym 
samym kierunku. W skład operonu wchodzą ponadto 

cztery niespokrewnione geny. Jeden z nich koduje gliko-
zylazę 3-metyloadeniny, drugi zawiera prawdopodobnie  
sekwencje charakterystyczne dla białek będących hydro-
lazami, a funkcje pozostałych są nieznane.

W chromosomie odnotowano obecność 31 tRNA ze 
specyficznością dla wszystkich aminokwasów. Są one 
zorganizowane w siedem zgrupowań i 13 pojedynczych 
genów. Zidentyfikowano też wszystkie syntetazy tRNA 
prócz syntetazy glutaminylo-tRNA. Obecny jest nato-
miast enzym, który umożliwia przekształcenie tRNAGlu 

w  tRNAGln w  wyniku reakcji transamidacji. Badania 
wykazały, że syntetaza lizylo-tRNA B. burgdorferi zalicza 
się do pierwszego typu tych enzymów, który jest cha-
rakterystyczny dla Archaea, nie stwierdzono natomiast 
obecności syntetazy lizylo-tRNA typu II właściwej bak-
teriom i organizmom eukariotycznym [38].

Analiza chromosomu nie wykazała obecności enzy- 
mów cyklu kwasu cytrynowego oraz genów łańcucha 
oddechowego. Pozwala to sądzić, że pirogronian pow- 
stały w wyniku przemian katabolicznych glukozy ulega 
dalszym przekształceniom w wyniku fermentacji, co 
potwierdza odnalezienie genu dehydrogenazy mlecza-
nowej (ldh) oraz kinazy octanowej (ackA). Pozostaje 
to w zgodzie z mikroaerofilną naturą bakterii. Ziden-
tyfikowano geny szlaku pentozofosforanowego. Jest on 
źródłem siły redukującej. Stwierdzono także obecność 
enzymów pozwalających na włączenie innych cukrów: 
glicerolu, fruktozy, maltozy i glukozoaminy w cykl gli-
kolizy. Potencjał błonowy u B. burgdorferi jest utrzymy-
wany przez syntetazę ATP, która przeprowadza reakcję 
w przeciwnym kierunku i działa tu jako ATPaza. Geny 
kodujące syntetazę ATP są częścią siedmioskładniko-
wego operonu. Wykazują one większe podobieństwo 
do odpowiedników występujących u  Eukaryota oraz 
należących do Archaea niż do sekwencji bakteryjnych.

W chromosomie obecne są geny kodujące enzymy 
umożliwiające przemiany kwasów tłuszczowych, jednak 
nie zaobserwowano enzymów odpowiedzialnych za 
wydłużanie kwasów tłuszczowych. Obecne są też geny 
warunkujące cykl przemian prowadzący do uzyskania 
aktywowanej jednostki izoprenu, a także geny kodujące 
enzymy związane z syntezą i przemianami nukleozydo-
trifosforanów.

B. burgdorferi nie posiada enzymów umożliwiają-
cych syntezę N-acetyloglukozoaminy, która jest skład-
nikiem ściany komórkowej. Jej dodatek do pożywki jest 
więc wymagany dla wzrostu bakterii [3]. W chromoso-
mie znajdują się natomiast geny warunkujące rozkład 
chityny, która jest polimerem N-acetyloglukozoaminy, 
a  zarazem składnikiem kutykuli kleszcza będącego 
gospodarzem B. burgdorferi. Wydaje się prawdopo-
dobne, że chityna może być źródłem węgla i energii dla 
bakterii podczas przebywania w ciele kleszcza.

W chromosomie znajduje się 46 otwartych ramek 
odczytu kodujących białka wiążące oraz transportujące, 
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odpowiadające 16 transporterom błonowym. Ta sto-
sunkowo mała ilość przenośników jest kompensowana 
przez ich szeroką specyficzność substratową. Wyróż-
niono wśród nich permeazy, transportery typu ABC, 
system translokacji grupowej i pompę oporności wie-
lolekowej. Nie zaobserwowano systemów transportują-
cych kwasy tłuszczowe, NAD/NADH czy nukleotydy 
jednak wydaje się, że powinny być one obecne. Być może 
odbiegają one sekwencją od już znanych przenośników. 
Transport glukozy, fruktozy i dwucukrów najprawdo-
podobniej odbywa się za pośrednictwem systemu fos-
fotransferazowego. Ryboza, galaktoza i oligopeptydy są 
z kolei najpewniej transportowane do wnętrza komórki 
poprzez transportery typu ABC.

W chromosomie odnotowano obecność 54 genów 
odpowiedzialnych za zdolność ruchu oraz chemotaksję. 
Są one zblokowane w osiem operonów liczących od 2 
do 25 genów. Ruchliwość oraz zdolność jej modulacji 
pod wpływem czynników zewnętrznych jest cechą nie-
zwykle ważną dla B. burgdorferi – geny te stanowią aż 
6% całego chromosomu. Nie jest to zaskakujące jeżeli 
wziąć pod uwagę tryb życia bakterii i budowę aparatu 
ruchu. Analiza wykazała, że w chromosomie znajduje 
się kilka kopii genów biorących udział w chemotaksji 
(cheR, cheW, cheA, cheY i cheB). Być może jest to zwią-
zane z różnym stopniem ekspresji tych genów w zależ-
ności od warunków środowiska. Istnieje także hipoteza, 
która dopuszcza, że rzęski na każdym biegunie komórki 
podlegają regulacji za pomocą innych produktów eks-
presji genów che.

Istotnym elementem kodowanym w chromosomie 
są białka powierzchniowe. Okazało się, że w przypadku 
B. burgdorferi prawie wszystkie zidentyfikowane dotąd 
tego typu białka należą do klasy lipoprotein i stanowią 
ponad 8% sekwencji kodującej chromosomu. Odnoto-
wano natomiast obecność tylko dwóch z trzech enzy-
mów koniecznych do powstania lipoproteiny z białka 
zsyntetyzowanego w wyniku translacji. Inne doświad-
czenia sugerują jednak obecność kompletu enzymów, 
być może trzeci z nich (lnt) odznacza się zbyt niskim 
podobieństwem sekwencji do obecnie znanych homo-
logów. B. burgdorferi zawiera zestaw genów, których 
produkty umożliwiają transport lipoprotein przez błonę 
wewnętrzną. Jest to system sekrecji homologiczny do 
systemu z E. coli.

Pomimo obserwacji sugerujących, że ekspresja genów 
B. burgdorferi zależy od wielu różnych czynników, nie 
udało się zidentyfikować wielu typowych systemów 
regulacji. Co prawda odnotowano obecność homolo-
gów białek szoku cieplnego (groES, groEL, grpE, dnaJ, 
hslV, dnaK, i htpG), jednak nie odnaleziono właściwego 
im czynnika σ, który kontroluje ten proces u E. coli. Nie 
wiadomo więc do końca w jaki sposób odbywa się ta 
regulacja. W chromosomie obecne są też geny, których 
produkty biorą udział w modulacji odpowiedzi na dro-

dze układu dwuskładnikowego. Z analiz tych wynika, że 
systemy regulacyjne u B. burgdorferi znacznie odbiegają 
od dotąd poznanych.

4.2. Plazmidy

Na zsekwencjonowany genom B. burgdorferi B31 
składa się prócz liniowego chromosomu 9  kolistych 
i  12  liniowych plazmidów. Replikony te zawierają 
w  sumie 782 otwarte ramki odczytu, a  średni udział 
sekwencji kodujących waha się od 30% do 92%. Inne 
izolaty odznaczają się podobnym, acz nie identycznym, 
zestawem replikonów. Analizy pokazują, że mogą one 
nieść co najmniej trzy dodatkowe plazmidy [14, 65].

Wcześniejsze doświadczenia badające strukturę plaz - 
midów wykazały, że replikony liniowe u B. burgdorferi 
odznaczają się dużą komplementarnością zasad wzdłuż 
sekwencji oraz posiadają kowalencyjnie zamknięte 
końce [2]. Badania molekularne wykazały duże podo-
bieństwo kilku plazmidów. Na ich podstawie wyróż-
niono rodzinę cp32 oraz rodzinę lp28. Wiele podo-
bieństw pomiędzy innymi pozachromosomowymi 
replikonami jest zapewne wynikiem tasowania mate-
riału genetycznego. Plazmidy liniowe wykazują dużo 
większy potencjał rekombinacyjny o  czym świadczy 
ich niezwykłe podobieństwo. Analizy sugerują, że wiele 
replikonów liniowych powstało na skutek duplikacji 
i rearanżacji przypadkowych sekwencji. Dowodzi tego 
ogromna liczba genów tworząca rodziny paralogiczne 
[14, 16]. Analizy molekularne znanych sekwencji telo-
merów struktur liniowych wykazały duże podobieństwo 
zarówno pomiędzy plazmidami oraz plazmidami i chro-
mosomem. Wyróżniono siedem grup podobieństw. 
Zauważono, że tylko prawy koniec plazmidu lp54 nie 
wykazuje podobieństwa do żadnej innej sekwencji. Tak 
duża zgodność telomerów może być wynikiem licz-
nych rearanżacji pomiędzy fragmentami plazmidów. 
Istnieje hipoteza według której prawy koniec chromo-
somu miałby pochodzić z któregoś z plazmidów [16]. 
Zauważono również podobieństwo telomerów plazmi-
dów liniowych do sekwencji poxwirusów [37].

4.2.1. Plazmid cp26

Replikon cp26 to jedyny plazmid, którego utraty 
nigdy nie zaobserwowano. Liczy on 26 498 pz, zawiera 
29 ORFów, a ponieważ jest obecny we wszystkich izola-
tach przypuszczano, że zawiera w swojej sekwencji geny 
niezbędne dla funkcjonowania B. burgdorferi. Doświad-
czenia prowadzone przez B y r a m  i współpracowni-
ków [10] wytypowały gen resT kodujący resolwazę telo-
merów, która wydaje się być konieczna dla prawidłowej 
replikacji chromosomu bakteryjnego oraz innych linio-
wych replikonów B. burgdorferi. Prawdopodobnie resT 
nie jest jedynym genem niezbędnym do funkcjonowania 
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tej bakterii obecnym na plazmidzie cp26. Dotychczas 
udało się przypisać funkcję do 15  ORFów obecnych 
w cp26. Zidentyfikowano zespół genów (BBB10, BBB11, 
BBB12, BBB13) odpowiedzialnych za utrzymanie plaz-
midu w komórce. Wykazano obecność genów kodu-
jących: hipotetyczny transporter chitobiozy (BBB04, 
BBB05, BBB06), guaniny czy ksantyny (BBB22, BBB23), 
element permeazy oligopeptydów (BBB16), a  także 
element systemu fosfotransferazowego (BBB29) [10]. 
Z  istotnych genów wirulencji obecnych na replikonie 
cp26 należy wymienić gen ospC kodujący lipoproteinę 
powierzchniową. Ekspresja tego białka wzrasta znacząco 
w przypadku kiedy kleszcz, w ciele którego znajduje się 
B. burgdorferi, odżywia się krwią, a temperatura otocze-
nia osiągnie 32–37°C [66]. Wykazano, że białko to jest 
niezbędne do zainfekowania myszy [35].

4.2.2. Rodzina cp32

Rodzina cp32 składa się z 13 kolistych replikonów, 
jednak w  zsekwencjonowanym szczepie B31 jest ona 
reprezentowana tylko przez 7 plazmidów. Ich wiel-
kość waha się w granicach od 29 838 pz do 30 885 pz. 
Zawierają od 38 do 45 ORFów, co stanowi średnio 92% 
ich całej sekwencji. Replikony wykazują homologię 
względem siebie prawie wzdłuż całej swej długości. 
Wyróżniono trzy regiony gdzie obserwuje się większą 
różnorodność sekwencji. Znajdują się one w  obsza-
rach: 17 kpz, 22 kpz oraz 27 kpz, co odpowiada kolejno: 
genowi mlp (kodującemu lipoproteinę), prawdopodob-
nemu zestawowi genów związanemu z segregacją plaz-
midów potomnych oraz genowi erp, również kodują-
cemu lipoproteinę [16].

Występowanie zróżnicowania wśród tych genów 
warunkuje różnorodność, a zarazem zmienność białek 
istotnych dla cyklu życiowego B. burgdorferi. Ekspresja 
lipoprotein powierzchniowych Erp wzrasta w  czasie 
infekowania gospodarza ssaczego. Ich funkcją jest wią-
zanie czynnika H, znajdującego się w surowicy gospo-
darza, podczas aktywacji dopełniacza na drodze alter-
natywnej. Wiązanie czynnika H przez białko Erp nie 
pozwala na rozpoznanie bakterii jako obcej komórki 
i  chroni ją tym samym przed odpowiedzią układu 
immunologicznego [67].

Współistnienie wielu wariantów lipoprotein kodo-
wanych na plazmidach z  rodziny cp32 jest możliwe 
zapewne dzięki istnieniu niewielkich różnic w genach 
odpowiedzialnych za utrzymanie replikonu w komórce.

Mimo tak wielu podobieństw pomiędzy poszczegól-
nymi członkami rodziny cp32 istnieją też geny specy-
ficzne tylko dla części z nich. Do takich przypadków 
należą m.in. geny bdr czy rev [16]. Gen revA koduje 
białko powierzchniowe wiążące fibronektynę [8], nato-
miast produktem genu bdr jest białko o  niepoznanej 

dotąd funkcji, sugeruje się jednak, że nie jest ono pre-
zentowane na powierzchni komórki bakteryjnej [80].

Do innych znanych genów obecnych na plazmidach 
z rodziny cp32 należą m.in. geny blyAB kodujące cho-
linę lub system cholinowy pochodzenia bakteriofago-
wego [20]. 

Istnieje hipoteza, według której rodzina cp32 pow-
stała wskutek zjawiska rekombinacji. Wyróżniono czte- 
ry typy plazmidów cp32, odmienne względem siebie 
w dwóch rejonach znajdujących się w obszarze 2–5 kpz 
oraz około 17 kpz. W każdym z tych dwóch miejsc ist-
nieją dwa warianty sekwencji. Najprostszym zjawiskiem 
tłumaczącym istnienie wspomnianych już czterech 
typów byłaby rekombinacja.

Sugeruje się, że plazmidy z rodziny cp32 mogą być 
profagami фBB-1. Przemawia za tym fakt konserwowa-
nego ułożenia genów oraz podobna wielkość wszystkich 
plazmidów z grupy cp32. Analizy molekularne sugerują 
obecność operonu związanego z cyklem litycznym. Jed-
nak stan obecnej wiedzy nie pozwala jednoznacznie 
ustosunkować się do tej hipotezy [25].

Z rodziną cp32 zdają się być związane trzy plazmidy: 
cp9, lp54 oraz lp56 ). Plazmid cp9 powstał najprawdo-
podobniej w wyniku delecji fragmentu o długości około 
21 kpz z  plazmidu cp32 posiadającego gen rev, gdyż 
jego obecność odnotowano w tym plazmidzie. Ponadto 
doszło do kilku pojedynczych delecji, inwersji i wymian 
genowych. Replikon ten zawiera 11  otwartych ramek 
odczytu, z  czego dwie mają przypisaną funkcję. Gen 
eppA koduje białko powierzchniowe [16]. W 2000 roku 
odkryto replikon podobnej wielkości oraz wykazu-
jący pewne podobieństwo do plazmidu cp9. Plazmid 
ten zawiera inny allel genu eppA. Nadano mu nazwę 
cp9-2 oraz postulowano zmianę nazwy dla plazmidu 
z cp9 na cp9-1 [48].

Replikony lp56 i lp54 powstały w wyniku bardziej 
skomplikowanych zdarzeń. Odgrywają one też większą 
rolę w wirulencji B. burgdorferi, zostaną więc omówione 
oddzielnie.

4.2.3. Plazmid lp56

Plazmid lp56 zawiera w swojej sekwencji kopię plaz-
midu z rodziny cp32. Nie jest ona identyczna z żadną 
dotychczas poznaną, ale wykazuje pewne podobieństwo 
do replikonów cp32-4, cp32-6 czy cp32-9. Najprawdo-
podobniej doszło do otworzenia kolistej struktury cp32 
i włączenia jej w sekwencję liniowego przodka lp56 tak, 
że obecnie lokuje się ona pomiędzy 6585 pz a 36 935 pz. 
Wydaje się, że zdarzenie to miało miejsce stosunkowo 
niedawno [16]. Miejsca integracji przodków lp56 wyka-
zują się krótkim podobieństwem rzędu 2 pz. Sugeruje 
to, że zdarzenie to nie nastąpiło na drodze rekombi- 
nacji homologicznej. Brak wyraźnych odwróconych 
pow tórzeń w obszarze integracji raczej wyklucza udział 
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integraz. Wydaje się, że w tym procesie nie pośredni-
czyły też transpozazy nie zauważono bowiem obecności 
terminalnych powtórzeń, które mogłyby być przez nie 
wygenerowane [14].

Replikon zawiera 82 ORFy, osiem pseudogenów. 
Wśród genów o przypisanej funkcji tylko cztery są cha-
rakterystyczne dla plazmidu lp56, pozostałe występują 
także na plazmidach z rodziny cp32. Gen BBQ67 koduje 
metylotransferazę DNA wykazującą specyficzność do 
adeniny, która może stanowić składnik systemu restryk-
cyjnego. Odnotowano też obecność białka zewnątrzbło-
nowego będącego produktem genu BBQ03, antygenu 
P35 (produkt BBQ05) oraz genu BBQ08 związanego 
z utrzymaniem plazmidu w komórce [16].

4.2.4. Plazmid lp54

Ostatnim plazmidem wykazującym duże podobień-
stwo do rodziny cp32 jest replikon lp54. Zauważono, 
że składa się on z dziewięciu bloków wykazujących 
homologię do cp32. Są one ułożone w tej samej orien-
tacji i kolejności na obu replikonach. Wydaje się, że 
również w tym przypadku doszło do rozerwania kolistej 
struktury cp32 i włączenia jej w sekwencję liniowego 
przodka. Obecność kilku zestawów genów rozdzielo-
nych innymi sekwencjami świadczy o licznych póź- 
niejszych insercjach, co pozwala stwierdzić, że pow- 
stanie tego plazmidu jest starsze ewolucyjnie niż powsta-
nie replikonu lp56.

Plazmid ten zawiera 76 otwartych ramek odczytu, 
z czego 26 ma swoje paralogi w rodzinie cp32. Interesu-
jący wydaje się fakt, że lipoproteiny Erp i Mlp występu-
jące w plazmidach cp32 zostały zastąpione w tym repli-
konie przez niehomologiczne lipoproteiny kodowane 
przez geny dbpAB oraz ospAB [16].

Analizy molekularne dowiodły, że plazmid lp54 
zawiera najwięcej genów, których ekspresja jest warun-
kowana przez temperaturę otoczenia. Sugeruje to duży 
udział tego replikonu w modulacji cyklu życiowego 
B. burgdorferi. Zidentyfikowano na nim kilka genów 
istotnych zarówno dla przeżycia w ciele kleszcza jak 
i w stałocieplnym gospodarzu [55]. 

Do ważnych białek zapewniających powodzenie 
infekcji w  wektorze, a  kodowanych na lp54 należą 
białka OspA i OspB. Ich ekspresja podczas przebywania 
B. burgdorferi w ciele kleszcza utrzymuje się na wysokim 
poziomie. To lipoproteiny pełniące rolę adhezyn w jeli-
cie kleszcza. Badania dowodzą, że uszkodzenie tych 
genów osłabia zdolności kolonizacyjne [78]. 

W infekcji gospodarza ssaczego biorą udział białka 
DbpA i DbpB, które także są adhezynami pośredniczą-
cymi w wiązaniu się do włókien kolagenowych i ko - 
mórek eukariotycznych [27].

Większość zidentyfikowanych genów koduje białka 
powierzchniowe i  lipoproteiny. Odnotowano jednak 

obecność kilku genów, których produkty mogą być 
istotne dla zdobywania substancji odżywczych przez 
B. burgdorferi. Przykładem może być transporter oligo-
peptydów typu ABC (BBA34) i poryna błony zewnętrz-
nej (gen – oms28). Plazmid lp54 koduje też enzym 
odpowiedzialny za syntezę TMP (thyX) [30].

4.2.5. Plazmid lp36

Plazmid lp36 o długości 36 849 pz zawiera 54 otwarte 
ramki odczytu. Doświadczenia przeprowadzone w 2007 r. 
wykazały, że wprowadzenie, drogą iniekcji, bakterii 
pozbawionych tego replikonu nie jest w stanie wywo-
łać infekcji u myszy. Brak plazmidu nie ma wpływu 
na przetrwanie w ciele kleszcza, lecz obniża stopień 
infekcyjności B. burgdorferi podczas przenoszenia bak-
terii z wektora na gospodarza. Sugeruje się, że jednym 
z  genów za to odpowiedzialnych jest adeC kodujący 
deaminazę adeniny, enzymu związanego z  odzyski-
waniem i metabolizmem adeniny [41]. Innym genem 
obecnym na replikonie lp36 istotnym w cyklu życio-
wym B. burgdorferi jest BBK32 kodujący białko wiążące 
fibronektynę [59].

4.2.6. Plazmid lp25

Plazmid lp25 składa się z 24 177 pz i zawiera 32 
otwarte ramki odczytu. Znamy potencjalną funkcję 
tylko kilku z nich. Najistotniejszym białkiem kodowa-
nym na tym replikonie jest enzym potrzebny do syntezy 
NADu (PncA). Enzym ten jest wymagany do przeżycia 
w ciele myszy, nie jest natomiast konieczny do wzro-
stu in vitro. Zauważono jednak, że szczepy pozbawione 
plazmidu lp25 odznaczają się słabszym wzrostem oraz 
dużo mniejszym stopniem infekcyjności [60].

4.2.7. Plazmidy z grupy lp28

Do grupy replikonów określanych mianem lp28 zali-
cza się plazmidy, których wielkość waha się od 26 921 pz 
do 29 766 pz. Największym udziałem sekwencji kodują-
cych odznacza się lp28-2 (86%). Pozostałe trzy plaz midy 
są prawdopodobnie w trakcie intensywnej ewolucji co 
odzwierciedla dużo mniejszy odsetek sekwencji kodu-
jących [16].

Szczepy pozbawione lp28-1 są zdolne jedynie do 
krótkotrwałej infekcji myszy. Świadczy to o  istotnym 
wpływie tego replikonu na wirulencję B. burgdorferi. 
Jest to prawdopodobnie związane z regionem vlsE skła-
dającym się z części podlegającej ekspresji oraz dwóch 
wyciszonych kaset vls. Regiony ciche rekombinują z vlsE, 
co pozwala na istnienie kilku wariantów białka VlsE. 
Proces ten ma miejsce tylko gdy bakteria znajduje się 
w ciele gospodarza stałocieplnego i  pozwala uniknąć 
odpowiedzi układu immunologicznego. Obecność tego 
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regionu stwierdzono dotychczas u wszystkich patogen-
nych B. burgdorferi [61]. Plazmid lp28-1 koduje ponadto 
lipoproteinę Erp.

Inne plazmidy z grupy lp28 nie są prawdopodobnie 
niezbędne dla przetrwania w ciele kleszcza lub myszy, 
jednak niosą geny dające potencjalną przewagę selek-
cyjną podczas wzrostu. Na przykład plazmid lp28-4 
koduje pompę oporności wielolekowej (BBI26) i enzym 
biorący udział w przemianach adeniny (BBI06), a repli-
kon lp28-3 zawiera gen, którego produktem jest poryna 
błony zewnętrznej (Oms28) [30].

Zauważono, że plazmid lp28-2 zawiera pełną kopię 
genu wykazującą podobieństwo do genu transpozazy, 
jednak nie jest on otoczony odwróconymi powtórze-
niami. Powyżej tej sekwencji znajduje się potencjalne 
miejsce wiązania rybosomu, natomiast poniżej kodonu 
stop zidentyfikowano strukturę typu szpilki do włosów. 
Ta transpozaza może stanowić funkcjonalne białko 
umożliwiające tak duże rearanżacje w genomie B. burg-
dorferi. Sugeruje się, że lp28-2 koduje też helikazę DNA 
biorącą udział w replikacji [16]. 

4.2.8. Pozostałe replikony liniowe

Liniowy replikon o długości 5 228 pz (lp5) wykazuje 
dużą homologię do  replikonu o  wielkości 18 753 pz 
(lp21). Tylko jeden z 6 jego genów nie ma swojego 
odpowiednika na lp21. Wydaje się, że lp21 powstał na 
drodze integracji elementu o długości 12,8 kpz do lp5. 
Ten fragment charakteryzuje się obecnością regionu 
o  wielkości 11 kpz złożonego z  powtórzeń o długości 
63 pz. Na razie nie udało się ustalić ich funkcji. Wiele 
genów obecnych na tych dwóch replikonach jest praw-
dopodobnie fragmentami innych genów obecnych na 
pozostałych plazmidach B. burgdorferi. Nie stwierdzono 
aby którykolwiek z tych replikonów był wymagany dla 
prawidłowego przebiegu cyklu życiowego bakterii. 

Kolejnym stosunkowo mało poznanym plazmidem 
jest lp17. Liczy on 16 829 pz i zawiera 25 otwartych ramek 
odczytu. Na razie nie udało się poznać funkcji żadnej 
z nich [16]. Być może replikon ten nie jest niezbędny dla 
zajścia prawidłowego cyklu życiowego bakterii.

Plazmid lp38 o długości 38 829 pz zawiera 52 otwarte 
ramki odczytu. Badania dowodzą, że nie jest on czyn-
nikiem niezbędnym dla przetrwania w którymkolwiek 
gospodarzu, jednak jego obecność zwiększa poziom 
wirulencji B. burgdorferi. Na replikonie tym jest kodo-
wana lipoproteina powierzchniowa – OspD [53]. Nie 
jest to jedyny gen w genomie kodujący białko o takich 
właściwościach. Jego obecność zwiększa więc jedynie 
różnorodność, co pozwala na efektywniejsze unikanie 
odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Obecny stan 
wiedzy sugeruje, że plazmid ten nie jest konieczny do 
wzrostu bakterii in vivo, jednak niesie geny mogące 

dawać pewna przewagę selekcyjną, czego przykładem 
może być białko wiążące ATP będące składnikiem trans-
portera typu ABC kodowane przez gen BBJ26 [30].

5. Pangenom Borrelia burgdorferi sensu stricto

Po zsekwencjonowaniu genomu szczepu B31 roz-
poczęła się era badań porównawczych, która ma na 
celu m.in. poznanie pangenomu B. burgdorferi, czyli 
zestawu wszystkich genów danego gatunku. Dotyczy 
ona zarówno składu genomu jak i  poziomu ekspresji 
poszczególnych genów u różnych izolatów B. burg-
dorferi często różniących się poziomem infekcyjności. 
W 2003 roku I y e r  ze współpracownikami [39] prze-
prowadził doświadczenie opierające się na zbadaniu 
obecności wszystkich plazmidów za wyjątkiem linio-
wych replikonów: lp5 i lp21 oraz kolistego plazmidu 
cp9 wśród 21 izolatów B. burgdorferi. Bakterie zostały 
wyizolowane od chorych na boreliozę z Lyme z próbki 
skóry pobranej na obrzeżu rumienia lub z próbki krwi. 
Wśród izolatów wyróżniono 5 par próbek pobranych 
z dwóch miejsc od tego samego chorego. Tylko w jed-
nym przypadku zauważono zmianę profilu plazmido-
wego. Dotyczyła ona plazmidu cp32-8, jednak wydaje 
się, że nie ma ona wpływu na stopień infekcyjności 
gospodarza stałocieplnego. Badania te sugerują, że do 
najczęściej spontanicznie traconych replikonów należą 
plazmidy: lp56, lp38 oraz fragment lp28-1 (brak ich 
u około 33% przebadanych próbek). Jednak jedna trze-
cia prób odznacza się obecnością wszystkich plazmidów 
uwzględnionych w doświadczeniu.

Podobne doświadczenia, przeprowadzili już wcześ-
niej w 2000 roku P u r s e r  i  N o r r i s  [61]. Badali róż-
norodność 19 izolatów pod kątem występowania plaz-
midów poznanych podczas sekwencjonowania szczepu 
B31. Badania te sugerują istnienie korelacji pomiędzy 
obecnością plazmidów lp25 i lp28-1 a stopniem infek-
cyjności, jednak zależność ta w  wypadku lp28-1 jest 
znacznie słabsza. Zauważono, że istnieje grupa repli-
konów, która jest obecna we wszystkich izolatach, bez 
względu na ich stopień infekcyjności oraz grupa plazmi-
dów, której utrata nie jest w jakikolwiek sposób zwią-
zana z obniżeniem stopnia infekcyjności.

Obecnie w bazie NCBI znajduje się 14 zdeponowa-
nych sekwencji genomowych różnych szczepów B. burg-
dorferi [65]. Wszystkie one charakteryzują się obecnoś-
cią liniowego chromosomu o długości od 887 933 pz do 
1 019 864 pz oraz różnym zestawem kolistych i  linio-
wych plazmidów (szczegóły w Tabeli II) (zaskakująca 
informacja o kolistej strukturze chromosomu B. burg-
dorferi ZS7 [90] została zweryfikowana poprzez kon-
takt e-mailowy z dr. Casjens’em). Ogółem, badając 
pangenom B. burgdorferi, odkryto 38 plazmidów, 15 
z nich ma charakter liniowy, a 23 kolisty. Istnieje grupa 
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pozachromosomowych replikonów, której obecność 
stwierdzono w  każdym dotąd zsekwencjonowanym 
szczepie B. burgdorferi. Zalicza się tu plazmidy: lp17, 
lp36, lp54 i  cp26. Należy zwrócić też uwagę na plaz- 
mid lp28-4, którego obecności nie zaobserwowano 
tylko w szcze pie B. burgdorferi CA-11.2a. Okazuje się, 
że szczep ten posiada jednak replikon lp36-28-4 na 
którym może znajdować się część genów z plazmidu 
lp28-4. Można więc wysnuć hipotezę, że plazmid lp28-4 
również należy do grupy replikonów niezbędnych dla 
funkcjonowania B. burgdorferi.

Badania nad pangenomem dowiodły, że w skład 
genomów poszczególnych szczepów B. burgdorferi wcho- 
dzą replikony podobnej wielkości jak te zsekwencjo-
nowane w  szczepie B31. Zidentyfikowano dwa nowe 
plazmidy – cp18 i cp18-2, powstałe najprawdopodob-
niej przez delecję fragmentu 14 kpz z plazmidu będą-
cego przodkiem rodziny cp32, gdyż wykazują one duży 
stopień homologii do  replikonów zaliczanych do tej 
rodziny [68]. Już w 1994 roku dokonano odkrycia i zsek-
wencjonowania małego kryptycznego plazmidu cp8.3 
wyizolowanego ze szczepu B. burgdorferi Ip21. Replikon 
ten liczy 8 303 pz i jest niestabilny w warunkach in vitro. 
Jego cechą charakterystyczną jest obecność w sekwencji 
dwóch prawie identycznych, kopii odwróconych pow-
tórzeń o długości 184 pz okalających sekwencję o dłu-
gości 2 675 pz zawierającą trzy ORFy. Sugeruje się, że 
część sekwencji odwróconych powtórzeń może stanowić 
sygnał inicjacji transkrypcji i translacji dla znajdujących 
się pomiędzy nimi ORFów. Nigdzie indziej w genomie 
B. burgdorferi Ip21 nie stwierdzono obecności podob-
nych powtórzeń [22]. Poza tym odnotowano więcej 
wariantów znanych już plazmidów: odkryto kolejne 
plazmidy należące do rodzin cp32 oraz rodziny lp28; 
zidentyfikowano też dwa nowe warianty plazmidu cp9. 

W 2003 dokonano porównania sekwencji genomu 
szczepu B31 z częściowo zsekwencjonowanymi geno-
mami szczepów JD1 oraz N40. Okazało się, że najwięk-
szą różnorodnością odznaczają się geny kodujące białka 
biorące udział w procesie wirulencji – głównie OspC. 
Badacze sugerują, że głównym źródłem tej różnorod-
ności może być proces rekombinacji. Wykazano rów-
nież, że większość plazmidów ewoluuje w tempie około 
2–4 razy szybszym niż sekwencja chromosomu. Cieka-
wym spostrzeżeniem jest fakt, że plazmidy cp26 i lp54, 
które wydają się być niezbędne dla wzrostu B. burgdorferi, 
zmieniają się w tempie podobnym do chromosomu [62].

6. Borrelia burgdorferi a inne Borrelia

Rodzaj Borrelia skupia mikroorganizmy chorobo-
twórcze będące patogenami ssaków. Łączy je podobny 
cykl życiowy, jednak objawy wywoływane przez posz-
czególne mikroorganizmy są różne – stanowią odrębne 

jednostki chorobowe. W  rodzaju Borrelia wyróżnia 
się grupę bakterii wywołującą boreliozę – tzw. Borre- 
lia burgdorferi sensu lato skupiającą: B. burgdorferi, 
B. afzelii oraz B. garinii; ale także B. recurrentis czy 
B. hermsii powodujące dur powrotny.

Obecnie w bazie NCBI znajduje się 10 sekwen-
cji genomowych oraz 2 sekwencje chromosomowe 
mikroorganizmów z rodzaju Borrelia z wyłączeniem 
B. burgdorferi (zestawienie z B. burgdorferi w Tabeli III). 
Wszystkie one charakteryzują się obecnością liniowego 
chromosomu, którego wielkość waha się od 889 kpz 
do blisko 1012 kpz. Analizy porównawcze ukazują, że 
skład genowy chromosomu jak i samo ułożenie genów 
są mocno konserwowane wewnątrz rodzaju Borre-
lia. Wydaje się też, że występowanie dużej liczby pla-
zmidów jest cechą charakterystyczną dla mikroorga-
nizmów z  tego rodzaju. Największą liczbą plazmidów 
(21) odznacza się B. burgdorferi. Natomiast trudno 
jest jednoznacznie wskazać gatunek czy szczep o naj-
mniejszej liczbie pozachromosomowych replikonów. 
Tabela III ukazuje, że B. garinii PBi zawiera tylko dwa 
plazmidy, jednak wynika to jedynie z niedoskonałości 
metod badawczych. Trudności te wynikają z dużego 
podobieństwa niektórych fragmentów sekwencji oraz 
z występowania powtórzeń w genomie [32]. Podobne 
problemy towarzyszyły już sekwencjonowaniu mate- 
riału genetycznego B. burgdorferi B31. W  przypadku 
B. hermsii w  pełni znamy tylko sekwencję chromo-
somu, jednak wiadomo, że gatunek ten posiada kolisty 
replikon o wielkości 32 kpz zawierający wiele ortolo-
gów ORFów zlokalizowanych na plazmidach z rodziny 
cp32 u B. burgdorferi oraz plazmidy należące do rodziny 
lp28. Materiał genetyczny B. hermsii wykazuje też hybry-
dyzację, w różnym stopniu, do wszystkich pozachro-
mosomowych replikonów B. burgdorferi B31 [19, 79]. 
Pozwala to przypuszczać, że na genom tego gatunku 
składa się również wiele plazmidów.

W każdym zsekwencjonowanym genomie znajduje 
się replikon wykazujący pewne podobieństwo do plaz- 
midu cp26. Zawsze zawiera on gen resT kodujący 
resolwazę telomerów, która jest niezbędna dla pra-
widłowej replikacji liniowych replikonów. Równie 
często w poznanych genomach występuje plazmid lp54 
lub jego odpowiednik. Jego obecności nie zaobserwo-
wano tylko u B. duttonii Ly i B. recurrentis A1 – obydwa 
gatunki należą do grupy wywołującej dur powrotny. 
Nieobecność wspomnianego replikonu może świadczyć 
o występowaniu na nim genów specyficznych tylko dla 
wywoływania boreliozy. 

Obydwa w pełni zsekwencjonowane gatunki z  ro- 
dzaju Borrelia wywołujące dur powrotny charakteryzują 
się odmiennym zestawem pozachromosomowych repli-
konów w stosunku do innych poznanych genomów tej 
grupy mikroorganizmów. Nawet odpowiednik plazmidu 
cp26 zawierający gen resT odznacza się strukturą liniową 
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i mniejszym rozmiarem (ok. 23 kpz). Najprawdopodob-
niej różnice te są skorelowane z rodzajem choroby, którą 
jest w stanie wywołać dany patogen. Gatunki zaliczane 
do Borrelia burgdorferi sensu lato posiadają zwykle 
podobny profil plazmidów. Wspólną cechą wszyst-
kich mikroorganizmów należących do rodzaju Borrelia 
o  zsekwencjonowanych dotąd genomach pozostaje 
liniowy chromosom oraz szeroki zestaw pozachromo-
somowych replikonów wśród których zazwyczaj większy 
udział mają plazmidy liniowe.

7. kwestia ewolucji i współistnienia replikonów
 genomu B. burgdorferii

Pomimo upływu ponad 10 lat od poznania genomu 
B. burgdorferi niezwykła jego struktura wciąż budzi 
wiele emocji. Towarzyszą one zwłaszcza zagadnieniom 
powstania i współwystępowania tak wielu, często bardzo 
podobnych do siebie, replikonów. 

Liczne analizy molekularne wykazały istnienie 
w  genomie pięciu genów związanych ze zdolnością 
do przetrwania plazmidów w komórce oraz ich repli-
kacją. Okazuje się, że każdy z pozachromosomowych 
elementów B. burgdorferi zawiera od jednego do czte-
rech z tych genów. Ich produkty należą do pięciu rodzin 
paralogicznych (PF32, PF49, PF50, PF57, PF63). Są 
one utożsamiane z białkami inicjującymi replikację 
(PF57/ PF63), inne wykazują homologię do ParA. 
Doświadczenia in vitro wykazały też, że białka te mogą 
oddziaływać między sobą. Do tej pory nie udało się 
jednak ustalić mechanizmów rządzących rozdziałem 
plazmidów oraz samym procesem replikacji. Wydaje 
się, że istnienie tylu replikonów jest możliwe dzięki 
występowaniu białek pełniących podobne funkcje jed-
nak wykazujących stosunkowo odległe podobieństwo 
na poziomie sekwencji [18, 21].

Jak już wcześniej wspominano analizy molekularne 
wykazały duże podobieństwo większości telomerów 
replikonów liniowych, a jednocześnie zróżnicowanie 

B. burgdorferi B31 910 725 28% 21 12/21 cp9, cp26, cp32-1, cp32-3, cp32-4, cp32-6,
     cp32-7, cp32-8, cp32-9, lp5, lp17, lp21, lp25,
     lp28-1, lp28-2, lp28-3, lp28-4, lp36, lp38, lp54,
     lp56
B. afzelii AcA-1 903 516 28% 14 8/14 cp32-3, lp28-1, lp17, cp32-4, lp28-3, lp28-7,
     cp32-1, lp28-2, lp32-10, lp38, lp54, cp32-5,
     lp28-4, cp26
B. afzelii Pko 905 394 28% 81 6/8 lp60, lp60-2, lp34, lp32, cp30, lp28, cp27, lp25
B. garinii PBi 904 246 28% 22 1/2 cp26, lp54
B. garinii far04 889 112 28% 7 6/7 lp36, lp17, lp28-1, lp25, lp54, cp26, lp32-10
B. garinii PBr 903 870 28% 11 8/11 lp25, lp36, cp32-5, lp28-4, cp26, cp32-10, lp28-3,
     lp54, lp17, lp28-1, lp28-7
B. spielmanii A14s 1 011 570 28% 8 7/8 lp38, lp28-8, lp36, lp17, lp54, lp28-4, lp28-3, cp26
B. valaisiana Vs116 913 294 28% 11 6/11 cp26, lp54, cp32-2-7, cp32-10, lp36, lp25, cp9, 
     lp17, lp28-3, cp32-5, lp28-8
Borrelia sp. sV1 951 833 28% 9 5/9 lp32-12, cp32-3, lp28-2, lp17, cp32-4, cp32-7,
     cp26, lp28-4, lp54
B. duttonii Ly 931 674 27% 16 15/16 pl15, pl165, pl23, pl23b, pl26, pl27, pl28, pl35,
     pl36, pl40, pl41, pl42, pl70, pl31, pl32, pl11
B. hermsii DAh 922 307 29% –3 –3 –
B. recurrentis A1 930 981 27% 7 7/7 pl23, pl33, pl35, pl37, pl53, pl6, pl124
B. turicatae 91e135 917 330 29% –3 –3 –

Tabela III
Porównanie genomów mikroorganizmów z rodzaju Borrelia (na podstawie [45, 32, 33, 81–90])

Gatunek / szczep
Wielkość

chromosomu
w pz

Udział par GC
(%) w chro-

mosomie

Liczba
plazmidów

Udział
plazmidów
liniowych

Plazmidy

1 W pełni odtworzono sekwencję 8 plazmidów; plazmid lp31 składa się z trzech niezłożonych bloków genów.
2 Sekwencjonowanie prowadzono przy użyciu metody shotgun. W pełni odtworzono jedynie sekwencję dwóch plazmidów – odpowiedników cp26 i lp54.
3 Brak danych, w bazie NCBI zdeponowane zostały tylko sekwencje chromosomów poszczególnych gatunków z rodzaju Borrelia, pozostała część genomu
 jest w trakcie sekwencjonowania.
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sekwencji w pobliżu telomerów wśród plazmidów pocho - 
dzących z  różnych izolatów B. burgdorferi. Niedawno 
dowiedziono też, że resolwaza telomerów jest zdolna do 
tworzenia fuzji pomiędzy różnymi replikonami linio-
wymi, co umożliwia, w pewnych warunkach, zajście 
kolejnych zjawisk genetycznych (rekombinacje, dele-
cje). Wydaje się, że proces ten pełni kluczową rolę jeżeli 
chodzi o ewolucję replikonów liniowych B. burgdorferi. 

8. Podsumowanie

Wielkości poznanych genomów bakterii patogen-
nych wahają się od 580 kpz u Mycoplasma genitalium 
do 6300 kpz u Pseudomonas aeruginosa. Większość 
bakterii patogennych charakteryzuje się stosunkowo 
małym genomem. Wynika to z przystosowania się do 
stabilnego i zasobnego w źródło węgla, energii i azotu 
środowiska, jakie stanowi dla nich organizm gospoda-
rza. Mikro organizmy te zredukowały swój genom do 
absolutnego niezbędnego minimum. Jest to zwłaszcza 
dobrze zauważalne w przypadku gatunków będących 
obligatoryjnymi patogenami [49, 76]. B. burgdorferi 
prawdopodobnie pod tym względem nie jest wyjąt-
kiem. Tak niezwykle uorganizowany genom składający 
się z liniowego chromosomu, tak nieczęsto spotykanego 
u Bacteria, oraz bogatego zestawu plazmidów o struktu-
rze zarówno kolistej jak i liniowej wzbudza jednak duże 
zainteresowanie i rodzi wiele pytań. Niestety większość 
z nich pozostaje wciąż bez odpowiedzi.

Do dziś nie jesteśmy w stanie jednoznacznie stwier-
dzić w jaki sposób chromosom Borrelia stał się liniowy. 
Wszystkie inne mikroorganizmy zaliczane do typu 
Spirochaetes posiadają chromosom kolisty, więc taką 
strukturę musiał mieć też przodek rodzaju Borrelia. Czy 
linearyzacja chromosomu miała jakiś cel czy była po 
prostu utrwalonym efektem ewolucji? Ten temat pozo-
stanie zapewne dla naukowców przez jeszcze jakiś czas 
zagadką. Istnieje natomiast hipoteza ukazująca możliwą 
drogę zmiany struktury chromosomu. Analizy moleku-
larne dowiodły mianowicie, że na telomerach chromo-
somu mikroorganizmów z rodzaju Borrelia występują 
charakterystyczne sekwencje o długości 25 pz. Podobne 
sekwencje odnaleziono u wirusa wywołującego afrykań-
ską gorączkę świń, należącego do rodziny Asfarviridae. 
Okazało się ponadto, że zawartość par AT w genomie 
tego wirusa jest bardzo podobna do zawartości par AT 
u  Borrelia spp. Prawdopodobne jest, że w  przeszłości 
doszło do zdarzenia integracji genomu wirusa do chro-
mosomu przodka Borrelia. Fakt, że wirus wywołujący 
afrykańska gorączkę świń i Borrelia spp. są przenoszone 
przez stawonogi zwiększa możliwość zajścia tego zda-
rzenia genetycznego. Oczywiście jest to tylko hipoteza. 
W chromosomach Borrelia spp. nie stwierdzono obec-
ności innego materiału genetycznego pochodzącego od 

tego wirusa co oznaczałoby, gdyby ta hipoteza okazała 
się prawdziwa, że w późniejszym czasie uległ on delecji. 
Drugą hipotezą jest konwergencja, która doprowadziła 
do powstania podobnych struktur u dwóch niespokrew-
nionych bytów [13].

Kolejną cechą wyróżniającą B. burgdorferi spośród 
innych patogenów jest niezwykle pofragmentowany 
genom składający się z co najmniej 20 plazmidów. 
Bakterie patogenne zawierają zwykle nie więcej niż 
jeden pozachromosomowy replikon. Zawarte są na 
nim głównie geny związane z czynnikami wirulencji. 
Nie są to geny niezbędne dla funkcjonowania bakterii 
jednak mogą zapewnić im znaczną przewagę w kontak-
cie z organizmem gospodarza, by zapewnić im większą 
mobilność zostały zlokalizowane na plazmidach. Prze-
ciętna bakteria chorobotwórcza odznacza się stosun-
kowo prostym cyklem życiowym ograniczonym zwykle 
do jednego typu gospodarza, być może z tego wynika 
tak mały zestaw pozachromosomowych replikonów.

Należy pamiętać, że B. burgdorferi odznacza się 
bardziej skomplikowanym cyklem życiowym, opar-
tym o gospodarza ssaczego oraz wektor pod postacią 
stawonoga. Bakteria ta musi być przystosowana do 
życia w  środowisku o  stałej temperaturze (ssak), jak 
i  w  warunkach zmiennych (stawonóg). Trzeba mieć 
również na uwadze, że każdy z organizmów gospoda-
rza charakteryzuje się odmiennym zestawem receptorów 
będących miejscem adhezji dla patogenu, więc bakteria 
powinna posiadać informację genetyczną umożliwia-
jącą istnienie dwóch różnych dróg sukcesji organizmu 
gospodarza. Kolonizacja organizmu kleszcza jest moż-
liwa m.in. dzięki ekspresji białek OspA i OspB, które 
pełnią rolę adhezyn w jelicie kleszcza. Kiedy stawonóg 
odżywia się krwią pod wpływem zmiany temperatur 
oraz przypływu substancji odżywczych dochodzi do 
zmiany ekspresji genów B. burgdorferi. W miejsce OspA 
i OspB zaczyna być produkowane OspC, które jest nie-
zbędne do zainfekowania myszy (gospodarza ssaczego). 
Równocześnie bakteria przemieszcza się do ślinianek 
kleszcza by przedostać się do organizmu gospodarza. 
Dalsze etapy kolonizacji są możliwe dzięki całej gru-
pie białek, które wiążą się z specyficznie z receptorami 
w ciele ssaka (np. białka DbpA i DbpB z dekoryną czy 
białko RevA z fibronektyną). Aby stabilnie utrzymać się 
w gospodarzu bakteria unika odpowiedzi układu odpor-
nościowego poprzez dynamiczne zmiany antygenów 
powierzchniowych (kasety vls) czy przez wiązanie się 
lipoprotein Erp z czynnikiem H w surowicy co hamuje 
układ dopełniacza. Eksperymentalnie udowodniono, 
że do przeżycia w ciele myszy niezbędny jest enzym, 
kodowany przez gen pncA, związany z syntezą NADu. 
Istnieje też szereg innych genów, które mogą dawać 
pewną przewagę selekcyjną. Kodują one m.in. trans-
portery oligopeptydów, chitobiozy czy poryny błony 
zewnętrznej [69].
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Informacje te znajdują się często na osobnych plaz-
midach, co być może ma na celu złagodzenie skutków 
utraty któregokolwiek z replikonów. Analizując sekwen-
cję plazmidów B. burgdorferi można zauważyć, że wiele 
replikonów jest ze sobą powiązanych, gdyż wykazują 
duże wzajemne podobieństwo. Istnieją hipotezy suge-
rujące, że wiele plazmidów powstało na skutek dupli-
kacji czy rearanżacji pewnych sekwencji. Utrzymywanie 
w genomie tak podobnych sekwencji może mieć na celu 
zapewnienie pewnej zmienności pozwalającej na unik-
niecie odpowiedzi układu immunologicznego gospoda-
rza. Jest to oczywiście na razie tylko hipoteza, jednak 
wciąż pozostaje pytanie czy do zapewnienia takiego 
procesu potrzeba aż tylu replikonów.
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1. Wstęp

Od czasów starożytnych znane i opisywane były 
przypadki zabarwiania żywności na kolor krwisto-
czerwony. Interpretacja takich zjawisk była niezwykle 
trudna, gdyż do roku 1819 nie znano czynnika wywo-
łującego te niecodzienne zdarzenia. Przez stulecia 
w tym zjawisku dopatrywano się kontekstu religijnego 
związanego z pojawianiem się krwi Chrystusa w bada-
nej potrawie. Wątpliwości rozwiał włoski farmaceuta 
Bartolomeo B i z i o, który jako członek zespołu bada-
jącego jedno z takich „cudownych” zjawisk udowodnił 
obecność drobnoustroju w badanej próbce żywności 
(do doświadczenia użyto tradycyjnego włoskiego dania 
– polenty) oraz potwierdził związek pomiędzy obecnoś-
cią szczepu Serratia marcescens, a krwistoczerwonym 
zabarwieniem dania [84]. W ten sposób opisał izolację 
bakterii, której nazwa rodzajowa Serratia pochodzi od 
nazwiska włoskiego inżyniera Serafino S e r r a t i e g o, 
a nazwa opisowa marcescens pochodzi od łacińskiego 
słowa oznaczającego znikanie, wietrzenie. 

Przez dziesięciolecia rodzaj Serratia ograniczał się 
jedynie do drobnoustrojów posiadających zdolność pro-

dukcji czerwonego barwnika – prodigiozyny (Rys. 1). 
Jest on zaliczany do grupy wtórnych metabolitów, natu-
ralnych barwników aminowych zawierających w swej 
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Rys. 1. Wzór cząsteczki prodigiozyny

cząsteczce trzy pierścienie pirolowe. Oprócz wybranych 
przedstawicieli rodzaju Serratia, prodigiozynę wytwa-
rzają niektóre szczepy z rodzaju Vibrio, Pseudomonas, 
Alteromonas i Streptomyces [30]. Podstawowym czynni-
kiem mającym znaczący wpływ na wydajność produkcji 
czerwonego barwnika jest temperatura inkubacji. Obser-
wacje laboratoryjne mają bezpośrednie przełożenie na 
dane doświadczalne mówiące o spadku produkcji prodi-
giozyny od trzech do nawet dwudziestu razy, przy pod-
wyższeniu temperatury inkubacji z 30°C do 37°C [38]. 
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Źródło węgla stanowi kolejny ważny czynnik wpły-
wający na wydajność syntezy prodigiozyny. W pierwszej 
części eksperymentu prowadzonego przez G i r i  i wsp. 
[32] wykazano zróżnicowany wpływ cukrów na syntezę 
prodigiozyny (Tab. I.). W przypadku bulionu odżyw-
czego, stanowiącego dość ubogie źródło węgla, dodatek 
maltozy lub glukozy zwiększa syntezę prodigiozyny. 
Efekt przeciwny uzyskano w przypadku bulionu wzbo-
gaconego sproszkowanymi nasionami sezamu. Uzyskana 
represja syntezy prodigiozyny jest prawdopodobnie 
wynikiem nasilenia się zjawiska represji katabolicznej 
w obecności glukozy i maltozy [32]. Ponadto autorzy 
podkreślają duże znaczenie kwasów tłuszczowych jako 
czynników wzmagających syntezę czerwonego barw-
nika. W  dalszych badaniach wykazano, że dodatek 
sproszkowanych nasion orzechów ziemnych najsilniej 
stymulował szczepy S. marcescens do produkcji prodi-
giozyny. Bulion z dodatkiem oleju z orzechów ziemnych 
pozwalał uzyskać dwudziestokrotnie więcej barwnika 
w podłożu niż taki sam bulion z dodatkiem sproszko-
wanych orzechów laskowych. Uzyskany wynik wskazuje 
na podstawowe znaczenie nasyconych kwasów tłuszczo-
wych obecnych w nasionach na wzrost S. marcescens 
i tym samym na produkcję czerwonego barwnika [32].

Synteza prodigiozyny w komórkach bakteryjnych 
zależy od gęstości zawiesiny hodowlanej lub średnicy 
pojedynczych kolonii. Bakterie w fazie logarytmicznego 
wzrostu produkują bardzo niewiele barwnika. Wzrost 
gęstości hodowli stymuluje syntezę oraz transport czyn-
ników regulujących wytwarzanie prodigiozyny [45]. 
W  przypadku hodowli na podłożu stałym, czerwony 
barwnik wytwarzany jest przez kolonie, których śred-
nica przekracza jeden milimetr [38]. 

Czerwony pigment wytwarzany przez bakterie z ro- 
dzaju Serratia prawdopodobnie pełni rolę w  procesie 
oddychania. W  ostatnich latach starano się wyjaśnić 
rolę prodigiozyny w metabolizmie komórkowym i  jej 
unikatowe właściwości. Pierwszą ważną obserwacją było 

udokumentowanie efektu proapoptotycznego barwnika 
uzyskanego wobec wybranych linii komórek nowotwo-
rowych z jednoczesnym brakiem takiej reakcji u zdro-
wych komórek [64]. Dalsze badania doprowadziły do 
opisania wpływu prodigiozyny na limfocyty-T i  wy- 
wołania efektu immunosupresyjnego, który obecnie 
jest szeroko analizowany w ramach badań klinicznych 
I i II fazy [99]. Badania prowadzone z udziałem zwierząt 
wskazują na leczniczy wpływ prodigiozyny w począt- 
kowych stadiach niektórych chorób cywilizacyjnych 
m.in. cukrzycy [100].

2. klasyfikacja w obrębie rodzaju Serratia

Odkrycie bakterii zdolnej do produkcji czerwonego 
barwnika doprowadziło do wyodrębnienia nowego 
gatunku, który przez wiele lat pozostawał jedynym 
przedstawicielem rodzaju Serratia. Początkowe prace 
badawcze zawężały ocenę tego rodzaju bakterii jedynie 
do zdolności produkcji czerwonego barwnika. Jeszcze 
w 1975 roku, VIII wydanie Bergey’s Manual of Determi-
native Bacteriology wskazywało na istnienie wyłącznie 
jednego gatunku w obrębie rodzaju Serratia. Obszerne 
badania biochemiczne przeprowadzone w latach sie-
demdziesiątych XX wieku przez zespół G r i m o n t’ a 
zaliczyły do rodzaju Serratia obok S. marcescens trzy 
inne gatunki: S. marinorubia, S. liquefaciens i S. plymu-
thica [36]. Dopiero opublikowanie pracy poświęconej 
analizie sekwencji nukleotydowych kodujących 16S 
rRNA w roku 1990, pozwoliło uformować obecnie obo-
wiązującą klasyfikację rodzaju obejmującą 10 gatunków: 
S. grimesi, S. liquefaciens, S. proteamaculans, S. fonticola, 
S. plymutica, S. ficaria, S. entomophila, S. odorifera, S. mar-
cescens, S. rubidaea [19].

Wszystkie gatunki z wyjątkiem S. fonticola posiadają 
szereg wspólnych cech biochemicznych, które pozwalają 
na identyfikację i zaklasyfikowanie badanego drobno-
ustroju do odpowiedniego gatunku. Wybrane, istotne 
próby biochemiczne przedstawiono w Tabeli II. 

Szczepy S. fonticola w sposób znaczący odbiegają 
profilem biochemicznym od pozostałych przedstawicieli 
rodzaju Serratia. W 1965 roku Leclerc i Buttiaux zapro-
ponowali powstanie nowej grupy w obrębie rodziny 
Enterobacteriaceae obejmującej drobnoustroje bioche-
micznie podobne do rodzaju Citrobacter, ale na tyle 
wyróżniające się, że włączenie ich do jednego rodzaju 
byłoby niemożliwe. W tej grupie zwanej „Citrobacter-
-like bacteria” S. fonticola była obecna do roku 1979, 
w  którym opublikowano wyniki hybrydyzacji DNA-
-DNA dokumentujące duże podobieństwo sekwencji 
DNA S. fonticola i pozostałych gatunków z rodzaju 
Serratia [29] (Tab. III).

Rodzaj Serratia zaliczany jest do względnie beztleno-
wych, Gram-ujemnych pałeczek z rodziny Enterobacte-

Bulion odżywczy 0,52 0,354 0,111
Bulion odżywczy z dodatkiem
0,5% maltozy 1,836 0,79 0,104

Bulion odżywczy z dodatkiem
0,5% glukozy 1,689 0,29 0,104

Bulion z nasionami sezamu 16,68 9,3 0,319
Bulion z nasionami sezamu
z dodatkiem 0,5% maltozy 9,43 8,56 1,63

Bulion z nasionami sezamu
z dodatkiem 0,5% glukozy 1,47 1,16 0,42

Tabela I
Wpływ maltozy, glukozy oraz temperatury na produkcję

prodigiozyny przez szczep S. marcescens [14, 32]

Rodzaj podłoża
Temperatura inkubacji oraz

stężenie prodigiozyny [mg/ml]
28°C 30°C 37°C
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riaceae. Ogólne cechy charakteryzujące rodzaj obejmują 
zdolność do ruchu drobnoustrojów przy pomocy wici, 
niewielkie wymagania pokarmowe oraz względnie sze-
roką tolerancję na zróżnicowaną temperaturę inkubacji 
wahającą się między +10°C a +36°C. Wszystkie szczepy 
z rodzaju Serratia wykazują dodatnie wyniki w próbach 
na obecność katalazy oraz fermentację glukozy. 

2.1. Metody fenotypowania szczepów

Unikatowe cechy bakterii takie jak produkcja bak-
teriocyn, rozpoznawanie drobnoustrojów przez swo-
iste bakteriofagi oraz zróżnicowany i specyficzny profil 
antygenów, stanowią ważną cechę diagnostyczną wyko-
rzystywaną w analizie fenotypowej szczepów. Wyniki 
poszukiwania artykułów naukowych dotyczących po- 
szczególnych gatunków z rodzaju Serratia przedsta-
wiono w tabeli IV.

Ponad 92% stanowiły abstrakty publikacji zawie-
rające w dowolnym fragmencie hasło „Serratia marce-
scens”, tak więc szereg danych na temat rodzaju Serratia 

Tabela III
Cechy i reakcje różnicujące S. fonticola od pozostałych gatunków 

rodzaju Serratia [14, 19]

1. Wykorzystanie jako jedynego
 źródło węgla
 maślan amonu + –
 Kaprynian + –
 Kapronian + –
 Kaprylan + –
 D-dulcytol – +
 L-fukoza + –
 propionian fenylu – +
 Tagatoza – +
 Tyrozyna + –
2. Próba Voges-Proskauer’a + –
3. Hydroliza żelatyny (żelatynaza) + –
4. Hydroliza maślanu (lipaza) + –
5. Deoksyrybonukleaza + –
6. Procentowa zawartość guaniny
 i cytozyny w DNA  52–60 49–52

Cecha
Rodzaj Serratia

z wyjątkiem
S. fonticola

S. fonticola

Produkcja prodigiozyny +/– – – – – – – +/– – +
Zapach ziemniaczany – – + – – – + – – +/–
Wytwarzanie indolu – – – – – – + – – –
Rozkład lizyny + – – + + + + – + +/–
Rozkład ornityny + – – + + + +/– – + –
Rozkład argininy – – – – + – – – – –
Hydroliza Tween 80 + + + + + + – + + +
Wykorzystanie jako źródło węgla:
     L-arabinoza – – + + + + + + + +
     D-arabitol – +/– + + – – – – – +
     L-arabitol + +/– + + – – + – – –
     Erytrytol +/– – + + – – +/– – +/– +
     Maltitol – – + +/– + +/– – + + +
     D-rafinoza – – + + + + +/– + + +
     L-ramnoza – – + + – – + – +/– –
     D-sorbitol + – + + + + + +/– +/– –
     Ksylitom + – + +/– – – + – – +
     D-ksyloza – +/– + +/– + + + + + +
Wzrost w temperaturze 5°C – + + + + + + + + –
Wzrost w temperaturze 37°C + + + + + + + +/– + +
Wzrost w temperaturze 40°C + + – – – – – – – +/–
Wzrost w obecności 7% NaCl  + + + + +/– +/– + +/– +/– +
Wzrost w obecności 8,5% NaCl +/– – – – – – + – – +
Wzrost w obecności 10% NaCl – – – – – – – – – +/–

Tabela II
Wybrane reakcje biochemiczne charakteryzujące gatunki z rodzaju Serratia [14, 19]
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ogranicza się wyłącznie do informacji na temat gatunku 
S. marcescens. Takie jednostronne zainteresowanie pra- 
wdopodobnie jest uzasadnione izolacją szczepów ze 
środowiska szpitalnego, które podlegają stałej analizie 
i w konsekwencji stają się tematem publikacji. 

S. marcescens z uwagi na dominację potencjalnych 
czynników chorobotwórczych, wśród klinicznych izo-
lacji bakterii z rodzaju Serratia, posiada szczegółowy 
profil fenotypowy stanowiący podstawę charakterystyki 
szczepów, obecnie ustępujący miejsca genotypowaniu. 

Podstawowy schemat serotypowania szczepów S. mar - 
cescens opiera się na różnicach w budowie antygenu O 
stanowiącego element cząsteczki lipopolisacharydu 
(LPS). Pierwsze prace poświęcone analizie antygenów O 
szczepów S. marcescens pojawiły się w latach sześć- 
dziesiątych XX  wieku [20]. Kolejne lata przyniosły 
doniesienie o identyfikacji nowych serotypów [36, 43, 
92]. Obecny schemat opiera się na wykrywaniu 29 anty-
genów O [7].

Prowadzone badania wykazały szereg problemów 
związanych z walidacją metod oraz wskazywały na moż- 
 liwość krzyżowych reakcji różnych antygenów O z jed-
nym przeciwciałem, co uniemożliwiało prawidłową in- 
terpretację wyników. Najpoważniejsze trudności doty-
czyły antygenu O14, bowiem uzyskana dla niego surowica 
odpornościowa dawała fałszywie dodatnie wyniki z anty-
genami O1, O6 i O12 [28]. Analiza oczyszczonej frakcji 
LPS szczepów o swoistych serotypach w  wielu przy-
padkach ukazała obecność nie jednej, a dwóch powta- 
rzających się jednostek oligosacharydowych o odmien-
nych własnościach chemicznych [7]. Pierwsza z  nich 
wchodziła w skład cząsteczki polisacharydu o pH obo-
jętnym, co jest typowe dla polisacharydów LPS. Druga 
jednostka oligosacharydowa miała charakter kwaśny, co 
wskazywało na pochodzenie otoczkowe. Weryfikacja 
hipotezy obejmowała w pierwszym etapie potwierdze- 
nie obecności otoczki, a  następnie wykonanie reakcji 

pęcznienia otoczek (tzw. Quellung Reaction), która po- 
twierdza pozytywną interakcję przeciwciał z antygenami 
otoczkowymi. Uzyskane dane pozwoliły opracować 
nowe, bardziej precyzyjne schematy identyfikacji anty-
genów  O u  S. marcescens, a także umożliwiły wdroże-
nie nowej procedury serotypowania z wykorzystaniem 
antygenów otoczkowych tzw. K-antygenów i  łączenie 
obu schematów w jedno oznaczenie wykonywane w pos- 
taci testu ELISA [6]. Powyższy schemat serotypowania 
S. marcescens został wprowadzony do rutynowej diagnos- 
tyki w jednym z londyńskich szpitali pozwalając na scha-
rakteryzowanie 98% szczepów w badanej kolekcji [5]. 

Metody opierające się na fagotypowaniu oraz analizie 
aktywności bakteriocyn zostały dobrze opisane w latach 
sześćdziesiątych i siedemdziesiątych XX wieku [24, 39, 
70]. Od tego czasu praktycznie zaniechano wykorzys-
tywania obu technik do charakterystyki szczepów S. mar - 
cescens, mimo iż mogłyby stanowić dodatkowy ele-
ment dopełniający analizę drobnoustrojów izolowanych 
zarówno ze środowiska szpitalnego jak i ze środowiska 
naturalnego. 

2.2. Metody genotypowania szczepów

Techniki fenotypowania stają się metodami prze-
szłości i ich znaczenie ulega systematycznie postępują-
cej marginalizacji. Następuje dynamiczny rozwój metod 
genetycznych, które obecnie stanowią nieodłączny ele-
ment każdego dochodzenia epidemiologicznego oraz 
każdej kompletnej charakterystyki klinicznych szcze-
pów. Powszechne wykorzystanie metod genetycznych 
wynika przede wszystkim z dużej czułości, precyzji oraz 
szybkości wykonania.

Analiza polimorfizmu losowo zamplifikowanych 
fragmentów DNA (RAPD – Random Amplified Poly-
morphic DNA) stanowi podstawową metodę geno-
typowania szczepów S. marcescens, stosowaną w  celu 
wstępnej ich charakterystyki. W przypadku takich analiz 
projektowane primery liczą od 10 do 12 zasad z prze-
wagą guaniny i cytozyny, co odpowiada typowej średniej 
zawartości zasad GC wynoszącej u szczepów Serratia od 
52 do 60% [14]. 

Opisywano przypadki epidemii wywołanych przez 
jeden szczep S. marcescens w  różnym czasie u  wielu 
pacjentów, kiedy kosztowne i czasochłonne dochodze-
nie epidemiologiczne zostało ograniczone jedynie do 
wykorzystania metody RAPD potwierdzającej tożsa-
mość profili wszystkich badanych izolatów [22]. Pro-
wadzone dochodzenia epidemiologiczne na zróżnico-
wanych kolekcjach szczepów S. marcescens wykazują 
przydatność metody RAPD oraz potwierdzają możli-
wość rutynowego jej stosowania w warunkach szpital-
nych [71, 78, 95, 97]. 

Badanie polimorfizmu długości fragmentów restryk-
cyjnych (RFLP – Restriction Fragment Length Polymor-

Serratia marcescens 6213
Serratia entomophila   32
Serratia fonticola   35
Serratia ficaria   19
Serratia grimesii   12
Serratia liquefaciens  240
Serratia odorifera   35
Serratia plymuthica   78
Serratia proteamaculans   51
Serratia rubidaea   35
 Σ = 6750

Tabela IV
Wyniki wyszukiwania haseł w abstraktowej bazie PubMed

Dane na dzień 12.10.2011 r.

Hasło Liczba wyników
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phism) jest kolejną metodą charakteryzującą genetyczne 
podobieństwo badanych szczepów. DNA użyty do prze-
prowadzenia analizy może być pochodzenia genomo-
wego [76, 91] lub rybosomalnego [1, 72]. Do tej pory 
nie wykorzystano możliwości analizy RFLP dla DNA 
pochodzenia plazmidowego, mimo iż szczepy kliniczne 
S. marcescens posiadają liczne i różnorodne profile plaz-
midowe [3]. 

Metoda AFLP – Amplified Fragment Lenght Poly-
morphism jest modyfikacją metody RFLP. Cała analiza 
zostaje wzbogacona o reakcję PCR, którą prowadzi się 
po trawieniu enzymami restrykcyjnymi. Mimo stale 
ukazujących się doniesień naukowych wykorzystują-
cych tę metodę do charakterystyki szczepów z bardzo 
różnych gatunków, w obrębie rodzaju Serratia opubli-
kowano zaledwie jedną oryginalną publikację, w której 
autorzy opierają się na analizie polimorfizmu długości 
amplifikowanych fragmentów DNA [13]. 

Ze wszystkich metod służących genotypowaniu 
drobnoustrojów, elektroforeza w zmienny polu elek-
trycznym (PFGE – Pulsed Field Gel Electophoresis) 
najbardziej zrewolucjonizowała badania nad pokrewień-
stwa genomów. Elektroforeza pulsacyjna nadal pozostaje 
złotym standardem stosowanym w typowaniu szczepów 
bakteryjnych, także z rodzaju Serratia. Typowym enzy-
mem restrykcyjnym stosowanym w badaniu jest rzadko 
tnący enzym SpeI, rozpoznający obszary sekwencji 
DNA o podwyższonej zawartości zasad AT. [27, 51, 
81]. Alternatywa dla typowania szczepów S. marcescens 
przy użyciu elektroforezy pulsacyjnej została wskazana 
przez K r a w c z y k  i wsp. W badaniu prowadzonym na 
88 klinicznych izolatach S. marcescens wykazano porów-
nywalną sprawność dyskryminacyjną elektroforezy 
pulsacyjnej oraz nowej metody ADSRRS-fingerpinting 
(Amplification of DNA fragments Surrounding Rare 
Restriction Sites) opracowanej w Instytucie Biotechno-
logii i Antybiotyków w Warszawie [59]. Autorzy wska-
zali na bardzo zbliżone rezultaty uzyskane dzięki obu 
metodom z  podkreśleniem większej prostoty i  szyb-
kości analizy w  przypadku ADSRRS-fingerprinting 
[47]. Pomimo podjęcia prób zastąpienia metody PFGE, 
tańszymi i prostszymi rozwiązaniami w chwili obecnej 
nie widać alternatywy, która mogłaby odebrać dominu-
jącą pozycję elektroforezie pulsacyjnej, jako metodzie 
wzorcowej, ostatecznie potwierdzającej pokrewieństwo 
badanych izolatów.

3. czynniki wirulencji – charakterystyka
 i zastosowanie w przemyśle farmaceutycznym

Czynniki wirulencji wytwarzane przez drobnoustroje 
przede wszystkim służą im jako narzędzia ułatwiające 
kolonizację komórek gospodarza. W przypadku rodzaju 
Serratia mamy do czynienia z  szeregiem cech umoż-

liwiających adaptację do trudnych warunków wzrostu 
oraz ułatwiających kolonizację komórek gospodarza. 
Jednym z  podstawowych mechanizmów regulujących 
produkcję różnych czynników wirulencji jest system 
porozumiewania się komórek tzw. „quorum sensing”. 
Rodzaj Serratia wykorzystuje przede wszystkim do tego 
celu cząsteczki AHL będące acetylowanymi pochod-
nymi laktonu homoseryny, które powszechnie pełnią 
funkcje „hormonów” bakterii Gram-ujemnych. Cząs-
teczki AHL wytwarzane są w  sposób konstytutywny. 
Przy niewielkim zagęszczeniu komórek bakteryjnych, 
nowo powstałe cząsteczki AHL są wydalane na zewnątrz 
komórki. Wraz z  zagęszczaniem się hodowli stężenie 
pochodnych laktonu homoseryny w otoczeniu bakterii 
jest na tyle duże, że część cząstek zawraca z powrotem 
do wnętrza komórki, w której wiąże się z białkiem regu-
latorowym R stymulującym transkrypcję wielu ważnych 
białek odpowiedzialnych za produkcję enzymów poza-
komórkowych, czerwonego barwnika prodigiozyny, 
adhezję do różnych powierzchni, a także „wzbudzenie 
ruchowe” tzw. „swarming motility” [33, 79].

Mniej poznany system komunikacji drobnoustrojów 
z rodzaju Serratia opiera się o niskocząsteczkowy induk-
tor zwany AI-2 (ang. Autoinducer-2). Liczba gatunków 
zarówno bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych, 
u których potwierdzono obecność AI-2 najprawdopo-
dobniej świadczy o możliwości komunikacji pomiędzy 
drobnoustrojami różnych gatunków oraz rodzajów [93]. 

„Wzbudzenie ruchowe” lub „mrowienie” charakte-
rystyczne dla szczepów Serratia sp. jest złożonym zja-
wiskiem zachodzącym w  obrębie dojrzałych kolonii. 
Niesie ze sobą zmiany w  morfologii kolonii, a  także 
zmiany fizjologiczne zachodzące wewnątrz komórek 
drobnoustrojów. Aby proces „mrowienia” mógł zajść 
prawidłowo, komórki S. marcescens muszą skoordy-
nować swoje działanie wykorzystując do tego celu 
szereg sygnałów. W  pierwszym etapie w brzegowych 
rejonach kolonii, komórki bakteryjne ulegają różnico-
waniu i z krótkich, ruchomych pałeczek przeistaczają 
się w wydłużone, rozlane komórki, które w skoordyno-
wany sposób korzystając z wici przemieszczają się w kie-
runku zewnętrznym [42]. Cały proces musi odbywać się 
w sprzyjających warunkach środowiskowych. W labo-
ratorium zjawisko „wzbudzenia ruchowego” obserwo-
wane jest podczas inkubacji szczepów w temperaturze 
+30°C na podłożu z 0,8% agarozą. Jest to konsekwencja 
wzmożonej produkcji biosurfaktantu oraz wzmożonej 
aktywności wici [88]. 

Adhezja komórek bakterii do podłoża stanowi klu- 
czowy etap zakażenia, który rozpoczyna kaskadę reak-
cji prowadzącą do kolonizacji danego gospodarza. Pow-
szechność występowania szczepów S. marcescens jest 
w dużej mierze uwarunkowana przez zdolność adhezji 
komórek bakterii zarówno do powierzchni ożywionych, 
jak i nieożywionych [50]. 
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Skuteczność adhezji komórek S. marcescens zależy 
m.in. od obecności wici, fimbrii, białek zewnątrz- 
błonowych oraz systemu komunikacji „quorum sen-
sing”. Bardzo często prowadzi to do wzrostu szczepów 
S. marcescens w formie biofilmu, który znacznie trudniej 
poddaje się działaniu antybiotyków i środków dezyn-
fekcyjnych [86].

Właściwości hydrofobowe (CSH – Cell Surface 
Hydro fobicity) pałeczek z rodzaju Serratia zostały opi-
sane w latach trzydziestych XX wieku [65]. Zaliczano je 
do niespecyficznych czynników adhezji, które ułat wiają 
kolonizację w obrębie dróg moczowych, szczególnie po 
wprowadzeniu cewnika oraz podczas stosowania socze-
wek kontaktowych [77]. Ponadto wykazano dodatni 
wpływ suboptymalnych stężeń antybiotyków stosowa-
nych w lecznictwie [54] oraz efektu poantybiotykowego 
[55] na właściwości hydrofobowe pałeczek S. marcescens.

Ostatnie badania prowadzone przez L i n  i  wsp. 
wskazują na istnienie szlaku trzech czynników RssAB-
-FlhDC-ShlBA, które odgrywają kluczową rolę w róż-
nicowaniu się komórek i regulacji mechanizmów pato-
genezy. Oprócz potencjalnych, niezidentyfikowanych 
mediatorów, znaczący wpływ na wspomniany szlak ma 
temperatura w jakiej przebywają drobnoustroje. W 37°C 
kinaza RssAB ulega aktywacji hamując czynnik FlhDC, 
który nie może zainicjować produkcji hemolizyny 
ShlA oraz zewnętrznego białka błonowego ShlB. Ko- 
mórki S. marcescens stają się podatne na tworzenie bio-
filmu oraz obniżenie cytotoksyczności drobnoustrojów. 
Spadek temperatury do 30°C stymuluje wytwarzanie 
hemolizyny oraz powoduje różnicowanie się komórek 
i  „wzbudzenie ruchowe”. W  tym stanie komórki bak-
teryjne charakteryzuje wysoka inwazyjność oraz zjadli-
wość, która w ustroju gospodarza wywołuje aktywację 
układu odpornościowego, lizę erytrocytów oraz pene-
trację bakterii przez komórki nabłonkowe [52]. 

Wykazano kluczową rolę lipidu A lipopolisacha-
rydu (LPS) S. marcescens w inicjacji procesu zapalenia 
płuc. Lipid A odpowiedzialny jest za indukcję syn- 
tezy TNF-alfa, IL-6 oraz tlenku azotu przez makrofagi, 
której wielkość zależy od stężenia lipidu-A S. marcescens 
w zakażonych tkankach [56]. 

Ważną i  bardzo zróżnicowaną grupę czynników 
wirulencji stanowią pozakomórkowe enzymy wydzie-
lane przez szczepy S. marcescens. Jest to cecha wyróż-
niająca rodzaj Serratia wśród wszystkich pałeczek Ente- 
robacteriaceae. Zdolność wytwarzania pozakomórko-
wych enzymów jest jedną z cech diagnostycznych całego 
rodzaju oraz poszczególnych gatunków (z wyjątkiem 
S. fonticola) [14]. 

Do najważniejszych enzymów produkowanych przez 
S. marcescens zaliczane są: nukleaza, chitynazy, lipazy, 
żelatynazy, kazeinazy, proteazy, hemolizyny.

Endonukleaza syntetyzowana przez S. marcescens 
należy do najlepiej opisanych enzymów wytwarzanych 

przez Gram-ujemne pałeczki z rodziny Enterobacte-
riaceae [17]. Posiada ona zdolność hydrolizy zarówno 
DNA jak i RNA. W naturze aktywny enzym występuje 
w  postaci dimeru. Uzyskany doświadczalnie mono-
mer endonukleazy S. marcescens posiada takie samo 
spektrum substratowe, choć badania kinetyki reakcji 
w warunkach wysokiego stężenia substratu oraz niskiego 
stężenia enzymu wskazują na sprawniejsze funkcjono-
wanie układu dimerycznego [17]. 

Rozkład chityny stanowi ważny element obiegu 
materii w przyrodzie, w którym szczepy S. marcescens 
odgrywają istotną rolę. Wytwarzanie enzymów z grupy 
chitynaz uaktywnia się pod wpływem obecności chityny 
w podłożu wzrostowym [15]. Na podstawie homologii 
sekwencji aminokwasowej, chitynazy dzielimy na dwie 
rodziny różniące się mechanizmem reakcji hydrolizy 
wiązań glikozydowych w cząsteczce chityny. Środowis-
kowe szczepy S. marcescens mogą wytwarzać w sumie 
4 różne chitynazy (A, B, C1, C2) [90]. Zainteresowanie 
chitynazami S. marcescens wynika przede wszystkim 
z potencjału biotechnologicznego, jaki niesie pozyskanie 
narzędzi do rekultywacji materii nieprzyswajalnej m.in. 
po zakończonej fermentacji z udziałem grzybów [1].

Lipazy syntetyzowane przez S. marcescens jako czyn-
niki ułatwiające penetrację błon białkowo-lipidowych 
komórek gospodarza, w ostatnich latach znalazły szero-
kie zastosowanie w naukach farmaceutycznych. Dzięki 
zdolności do stereoselektywnej hydrolizy wiązań estro-
wych, lipazy S. marcescens stały się tanią i wydajną alter-
natywą dla produkcji chiralnych substancji leczniczych 
takich jak flurbiprofen [49], czy diltiazem [26]. 

Kliniczne szczepy S. marcescens mają zdolność pro-
dukcji szeregu proteaz, które w bardzo różny sposób 
ułatwiają kolonizację komórek gospodarza. Jednym 
z  ważnych przykładów jest enzym po raz pierwszy 
wykryty w szczepie Serratia 56K. Proteaza 56K posiada 
zdolność inicjacji kaskady powstawania czynników 
zapalnych. Efektem działania tego enzymu była nad-
produkcja bradykinin oraz wzrost przepuszczalności 
naczyń krwionośnych, co skutkowało zainicjowaniem 
reakcji zapalnej, a także umożliwiało komórkom drob-
noustrojów lepszą penetrację tkanek gospodarza [63]. 

Obecnie prowadzone badania nad enzymami prote-
olitycznymi S. marcescens koncentrują się wokół po ten- 
cjalnego zastosowania w przemyśle m.in. w  katalizie 
organicznej, w której wykorzystywano aktywność enzy- 
mu proteolitycznego stabilnego i aktywnego w rozpusz-
czalniku organicznym [58]. 

U S. marcescens zidentyfikowano i opisano dwa ro- 
dzaje hemolizyn. Pierwszą grupę stanowią toksyny zwięk- 
szające przepuszczalność błon komórkowych. Hemoli-
zyna ShlA wykazuje działania hemolityczne i cytotok-
syczne na komórki erytrocytów a także wyzwala syntezę 
czynników prozapalnych w komórkach nabłonkowych, 
zwiększając inwazyjność szczepu [52]. Druga grupa 
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hemolizyn zaliczana jest do toksyn o aktywności fos-
folipazy-A. Mechanizm działania polega na degradacji 
cząsteczek fosfolipidów błony komórkowej erytrocytów. 
Hemolizyna PlaA została zidentyfikowana po raz pierw-
szy u S. liquefaciens [32], a hemolizyna PhlA opisana 
u S. marcescens [87]. 

4. chorobotwórczość

S. marcescens początkowo uważana była za niegroźny 
drobnoustrój saprofityczny zasiedlający głównie środo-
wisko wodne. Pierwsze udokumentowane przypadki 
zakażeń u ludzi stwierdzono na terenie Wielkiej Brytanii 
na początku XX wieku. Od tego czasu notowano kolejne 
doniesienia o infekcjach dróg moczowych, wsierdzia, 
zapaleniach opon mózgowych oraz sepsie [8]. Pierwsza 
potwierdzona epidemia szpitalna S. marcescens została 
spowodowana niedokładnie umytymi nebulizatorami. Na 
terenie opisanego oddziału w ciągu dwóch miesięcy zano-
towano siedmiokrotny wzrost częstości izolacji S. mar-
cescens [82]. Już wtedy autorzy dostrzegali pilną potrzebę 
uznania S. marcescens za patogen człowieka mogący 
wywoływać poważne zakażenia prowadzące do zgonów. 

Obecnie S. marcescens bezsprzecznie jest zaliczana 
do drobnoustrojów wywołujących oportunistyczne za- 
ka żenia u ludzi, szczególnie w przypadkach obniżo-
nej odporności, wielokierunkowej antybiotykoterapii, 
zwłaszcza u noworodków i małych dzieci [4, 16]. 

Ostatnie dziesięć lat wskazuje na wyraźne nasilenie 
się problemu zakażeń szpitalnych wywoływanych przez 
S. marcescnes w oddziałach neonatologicznych i pedia-
trycznych. W zależności od badanego ośrodka, izolaty 
S. marcescens stanowią od 5 do 16% zakażeń szpitalnych 
wśród noworodków i niemowląt [25, 35]. W Polsce odse-
tek zakażeń S. marcescens znacznie odbiega od danych 
europejskich. Szacunkowe dane uzyskane z  warszaw-
skich szpitali pediatrycznych mówią o  maksymalnie 
kilku izolacjach S. marcescens w ciągu roku, co najpraw-
dopodobniej wynika z wysokich standardów opieki oraz 
wyszkolenia personelu pracującego w tych placówkach. 
Światowe doniesienia koncentrują się głównie na opi-
sach przypadków zakażeń będących konsekwencją nie-
dopełnienia procedur sanitarnych, głównie związanych 
z nieprawidłową higieną i dezynfekcją rąk oraz niestoso-
waniem rękawic ochronnych przez personel medyczny 
[57]. Szybko postępujący przebieg zakażenia i wysoka 
śmiertelność sięgająca prawie 50% wskazują na koniecz-
ność stałego monitorowania zakażeń wywołanych przez 
szczepy S. marcescens na oddziałach noworodkowych 
i pediatrycznych [95], mimo iż w Polsce S. marcescens 
nie jest zaliczana do grupy drobnoustrojów alarmowych.

Jedną z przyczyn epidemii są zanieczyszczone 
przez drobnoustroje chorobotwórcze produkty lecz-
nicze podawane drogą dożylną np.: epidemia zakażeń 

pałeczkami S. marcescens spowodowana zanieczysz-
czonymi roztworami heparyny oraz soli fizjologicznej, 
dopuszczonymi do obrotu na terenie Stanów Zjedno-
czonych [12]. Od 3 października 2007 roku do 3 stycz-
nia 2008 roku zgłoszono do amerykańskiego Centrum 
Zapobiegania i Zwalczania Chorób (CDC – Centers for 
Disease Control and Prevention) 162 przypadki izolacji 
S. marcescens z posiewów krwi. Dochodzenie epidemio-
logiczne potwierdziło błędną procedurę przygotowania 
jałowych leków przez firmę farmaceutyczną na etapie 
produkcji przemysłowej. Większość opisywanych przy-
padków dotyczy zaniedbań i braku wyszkolenia perso-
nelu będącego ostatnim ogniwem, przygotowującym 
i podającym lek pacjentowi. Przykładem są powtarza-
jące się przypadki epidemii wywołanych podaniem 
skażonego propofolu [42, 66]. Przyczyną były błędne 
procedury, które umożliwiały podział preparatów jed-
nodawkowych zawierających propofol, co doprowadziło 
do kontaminacji leku.

5. oporność na antybiotyki

S. marcescens zaliczana jest do drobnoustrojów opor-
nych na liczne grupy antybiotyków. Źródłem wysokiej 
oporności szczepów są geny zlokalizowane zarówno 
w chromosomie bakteryjnym jak i w ruchomych ele-
mentach genetycznych. Antybiotyki β-laktamowe są 
często lekami pierwszego rzutu w  leczeniu zakażeń 
wywołanych przez pałeczki Gram-ujemne z  rodziny 
Enterobacteriaceae. 

Problem stosowania antybiotyków β-laktamowych 
w  zakażeniach S. marcescens wynika z  coraz częstszej 
obecności kodowanych chromosomalnie β-laktamaz 
klasy C w badanych szczepach. W warunkach natural-
nych, ekspresja genu ampC u  szczepów S. marcescens 
jest zwykle minimalna. Dopiero w obecności induk-
torów takich jak cefazolina, amoksycylina, kwas kla-
wulanowy następuje derepresja ampC i  szybki wzrost 
stężenia cefalosporynazy w komórce bakterii. Obecność 
ampC warunkuje wysoką oporność na wszystkie peni-
cyliny, cefalosporyny pierwszej, drugiej i trzeciej gene-
racji, aztreonam oraz brak wrażliwości na inhibitory 
β-laktamaz takie jak sulbaktam czy kwas klawulanowy. 

Nieodpowiednie użycie antybiotyków β-laktamo wych 
może grozić selekcją mutantów z naturalnie wysoką eks-
presją genu ampC. Leczenie jest trudne i wymaga indy-
widualnego podejścia. Antybiotykami o udowodnionej 
skuteczności przeciwko szczepom S. marcescens ampC-
-dodatnim są: cefepim oraz karbapenemy [74], jednakże 
obniżona przepuszczalność błony komórkowej bak- 
terii może znacznie obniżyć skuteczność terapeutyczną 
tych leków [89]. 

Ciekawym i unikatowym zjawiskiem spotykanym 
u rodzaju Serratia jest nieproporcjonalnie długi obszar 
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niepodlegający translacji (tzw. 5’-UTR) poprzedza-
jący sekwencję mRNA kodującą właściwe geny ampC. 
Dowiedziono, że jest on odpowiedzialny za utworzenie 
drugorzędowej struktury typu „spinka do włosów”, która 
znacznie wydłuża okres półtrwania transkryptu, umożli-
wiając tym samym efektywniejszą produkcję białka [53].

Enzymy typu ESBL (β-laktamazy o rozszerzonym 
spektrum substratowym) u szczepów S. marcescens są 
powszechnie wykrywane w ramach rutynowej diagnos-
tyki szpitalnej. Częstość izolowania szczepów S. marces-
cens ESBL-dodatnich na terenie Polski jest zróżnico-
wana i wynosi od poniżej 20% [71], przez około 50% 
[93], do ponad 70% [24, 63] w zależności od miejsca 
i czasu izolacji, a także metody identyfikacji fenotypu 
ESBL(+). Dominującą rolę odgrywa enzym ESBL zali-
czany do typu CTX-M3, który jest typowy dla izolatów 
pałeczek Enterobacteriaceae z obszaru Europy Środ-
kowej i Wschodniej.

Do chwili obecnej na terenie Polski nie opisano izo-
lacji S. marcescens z genem oporności na karbapenemy. 
Rezerwuarem szczepów niosących geny oporności na 
karbapenemy jest kontynent Azjatycki, a w szczególności 
Korea, gdzie w 2005 roku ponad 60% szpitali odnotowało 
obecność szczepów niosących geny kodujące enzymy 
MBL (metalo-β-laktamazy) [73]. U szczepów S. marce-
scens enzym IMP-1 należący do rodziny MBL został opi-
sany w 1994 roku. Jego cechą charakterystyczną oprócz 
naturalnego braku wrażliwości na inhibitory β-lakta- 
maz była zdolność przyłączania cząs teczki aztreonamu 
z jednoczesnym brakiem właści wości hydrolitycznych 
wobec cząsteczki tego antybiotyku [73]. Sześć lat później 
w szczepie S. marcescens znaleziono i scharakteryzowano 
kolejny wariant enzymu IMP nazwany IMP-2 [9].

Karbapenemazy serynowe obok enzymów typu MBL 
są identyfikowane u wielolekoopornych szczepów z ro - 
dzaju Serratia. Oprócz wykrywania szczepów niosących 
geny kodujące enzymy typu GES i KPC opisano rodzinę 
SME charakterystyczną jedynie dla szczepów S. mar- 
ces cens. Pierwszy enzym SME-1 o szerokim spektrum 
hydrolizy antybiotyków β-laktamowych obejmującym 
penicyliny, cefalosporyny, karbapenemy i  aztreonam 
opisano w 1982 roku w Londynie [100]. Analiza sekwen-
cji nukleotydowej wykazała największe podobieństwo 
sekwencji kodującej SME-1 do karbapenemazy NMC-A 
zidentyfikowanej u szczepu Enterobacter cloacae NOR-1 
[69]. W sekwencji aminokwasowej SME-1 zidentyfiko-
wano wszystkie 5  aminokwasów, których położenie 
jest konserwowane dla enzymu kodowanego chromo-
somalnie. Doniesienie potwierdziła analiza sekwencji 
otaczającej otwartą ramkę odczytu genu Sme-1, która 
nie wykazała obecności żadnych sekwencji związa- 
nych z transpozonami i innymi ruchomymi elementami 
genetycznymi [69]. 

W chwili obecnej znane są trzy różne enzymy SME 
(SME-1, SME-2 i SME-3), które charakteryzuje podobne, 

szerokie spektrum substratowe. Różnice między poszcze-
gólnymi enzymami manifestowane są zmiennym powi-
nowactwem do poszczególnych antybiotyków [80]. 

Wysoce niepokojącym zjawiskiem jest pojawienie 
się szczepów S. marcescens opornych na karbapenemy 
i  jednocześnie nie posiadających genów oporności na 
te antybiotyki. Inną przyczyną oporności S. marcescens 
na karbapenemy może być synergiczny wpływ jedno-
czesnej obecności w komórce chromosomalnego genu 
ampC oraz braku błonowego białka OmpF. Jest to sytu-
acja wyjątkowa, gdyż dotychczasowe doniesienia wska-
zywały jedynie na udział plazmidowych genów ampC 
na możliwość powstania szczepu z rodziny Enterobac-
teriaceae opornego na karbapenemy. Wyniki uzyskane 
przez S u h i wsp. pokazują po raz pierwszy możliwość 
nabycia takiej oporności przez szczepy niosące geny 
ampC w chromosomie [89]. 

Antybiotyki aminoglikozydowe są ważną grupą leków 
stosowanych między innymi przy ciężkich, zagrażających 
życiu zakażeniach wywoływanych przez drobno ustroje 
Gram-ujemne. Oporność na aminoglikozydy szczepów 
Serratia może być związana z  modyfikacją cząsteczki 
antybiotyku przez enzymy bakteryjne [46] oraz z aktyw-
nym wypompowywaniem antybiotyków (efflux) [21]. 
Nowo odkryty enzym RmtB determinuje u Serratia opor- 
ność na liczną grupę antybiotyków aminoglikozydowych 
m.in. na kanamycynę, tobramycynę (szczególnie ważne 
w zakażeniach okulistycznych), amikacynę, arbekacynę, 
gentamycynę, sisomycynę oraz isepamicynę [21]. 

Szerokie spektrum oporności szczepów S. marcescens 
obejmuje także kolejną ważną terapeutycznie grupę 
leków przeciwbakteryjnych – fluorochinolonów. Pod-
stawowymi mechanizmami oporności większości bak-
terii Gram-ujemnych, w tym szczepów S. marcescens są 
zmiany w obrębie gyrazy DNA oraz topoizomerazy IV 
stanowiące docelowe miejsca działania chemioterapeu-
tyków oraz aktywne usuwanie cząsteczki fluorochino-
lonu przy udziale pomp błonowych [10]. 

Scharakteryzowano cztery typy pomp wśród szcze-
pów S. marcescens. Największą rodzinę stanowią pompy 
typu RND (Resistance-Nodulation-Cell Division), które 
wykorzystując błonowy gradient protonów są zdolne do 
usuwania różnych grup antybiotyków i środków dezyn-
fekcyjnych. Znane typy pomp występujące u szczepów 
S. marcescens zestawiono w Tabeli V.

Innym, niedawno poznanym mechanizmem opor-
ności jest wytwarzanie białek PRP (Pentapeptide Repeat 
Proteins), które chroniąc mechanizm replikacyjny bak-
terii, nie dopuszczają cząsteczek fluorochinolonów do 
gyrazy DNA i topoizomerazy IV. 

Tetracykliny stanowią dużą grupę antybiotyków, sto-
sowanych powszechnie od dziesięcioleci. W niektórych 
rejonach (głównie na terenie Stanów Zjednoczonych 
Ameryki Północnej i Wielkiej Brytanii) oporność kli-
nicznych szczepów S. marcescens na tetracykliny wyno-
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siła nawet 97%, co eliminowało możliwość użycia tych 
antybiotyków [83]. 

Mimo iż obecnie wiele izolowanych szczepów S. mar  
cescens wykazuje oporność na tertacykliny, bardzo nie-
wiele wiadomo na temat genów determinujących tę 
oporność [31]. Podstawowym mechanizmem zidenty-
fikowanym u S. marcescens jest „efflux” [44] (Tab. V). 

6. Podsumowanie

Bakterie z rodzaju Serratia stanowią dość słabo 
poznaną grupę drobnoustrojów z rodziny Enterobacte-
riaceae. Częste zmiany w systematyce oraz bezsprzeczna 
przewaga gatunku S. marcescens wśród izolatów z mate-
riału klinicznego w porównaniu do innych gatunków 
Serratia są powodem prowadzenia praktycznie jedno-
stronnych badań skupionych wokół „pałeczki krwawej”. 

S. marcescens jest drobnoustrojem powszechnie spo-
tykanym w środowisku naturalnym oraz izolowanym od 
chorych. Szczególne grupy ryzyka narażone na zakaże-
nia oportunistyczne wywoływane przez S. marcescens 
to osoby z obniżoną odpornością, noworodki a  także 
osoby w podeszłym wieku. Szereg czynników wirulencji 
oraz mechanizmów oporności na antybiotyki umożliwia 
zjadliwym szczepom inwazję, oraz utrudnia podjęcie 
właściwych działań w celu poprawy zdrowia chorego.

Prowadzone badania nad mechanizmami oporno-
ści na antybiotyki pozwalają na lepszą charakterystykę 
izolowanych szczepów i podjęcie bardziej skutecznych 
działań na rzecz ograniczenia zjawiska narastania opor-
ności na antybiotyki. 
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1. Wprowadzenie

Gatunek B. thuringiensis obejmuje chemoorgano-
heterotroficzne Gram-dodatnie laseczki wytwarzające 
endspory. Bakterie zostały odkryte w materiale pobra-
nym od larw Bombyx mori (jedwabnik morowy) przez 
I s h a w a t a  w Japonii w 1901 r. Nazwa gatunkowa 
została wprowadzona przez B e r l i n e r a  dla laseczek 
wyhodowanych z gąsienic Ephestia kűhniella (mklik 
mączny) w Turyngii w 1911 r. [52].

Szczepy B. thuringiensis często były izolowane z gleby, 
wody, padłych owadów i powierzchni roślin [72]. 
M a r t i n  i T r a v e r s  [53] wyosobnili B. thuringiensis 
z próbek gleby zebranych we Wschodniej Azji, Nowej 
Zelandii, Afryki, Ameryki Południowej i Europie. Dużą 
liczbę B. thuringiensis stwierdzono w materiale pobra-
nym z  magazynowanego zboża i mąki oraz w  pyle 
powstającym podczas mlenia kukurydzy. Bakterie 
B. thuringiensis wyhodowano także z gniazd ptaków 
i nietoperzy oraz wody pobranej ze stawu [9]. Szczepy 
B. thuringiensis obecne były również w kurzu, pajęczy-
nie, wymazach pobranych z powierzchni ścian budyn-
ków oraz w odchodach ptaków [54] i z przewodów 
pokarmowych ssaków [75].

Pod względem fenotypowym i genetycznym B. thu-
ringiensis wykazuje wysokie podobieństwo z B. cereus 
i B. mycoides. W różnicowaniu B. cereus i B. thuringiensis 
stwierdzono użyteczność metod molekularnych opar-
tych na analizie sekwencji genów 16S rRNA, 23S rRNA 
i gyrB [4, 49]. Cechą wyróżniającą B. thuringiensis od 

blisko spokrewnionych gatunków jest zdolność syntezy 
białkowych toksyn krystalicznych Cry i Cyt o aktyw-
ności owadobójczej [37, 65]. Toksyny B. thuringiensis 
są aktywne dla niektórych owadów z rzędu Lepidoptera 
(motyle), Diptera (muchówki), Coleoptera (chrząszcze), 
a  także Hymenotptera (błonkoskrzydłe), Homoptera 
(równoskrzydłe), Orthoptera (prostoskrzydłe) i Mallo-
phaga (wszoły). Ponadto, białka Cry mogą być toksyczne 
dla niektórych nicieni, roztoczy i pierwotniaków [67]. 
B. thuringiensis powoduje zakażenie przewodu pokar-
mowego bezkręgowców. Na skutek działania białek 
krys talicznych dochodzi do paraliżu układu pokarmo-
wego bądź paraliżu ogólnego, larwa owada zaprzestaje 
żerować i zamiera [72].

2. chorobotwórczość B. thuringiensis
 dla bezkręgowców i jej uwarunkowanie

Bakterie B. thuringiensis mogą być chorobotwórcze 
dla niektórych owadów, nicieni, roztoczy i pierwotnia-
ków. Patogenność tych bakterii uwarunkowana jest dzia-
łaniem toksyn krystalicznych Cry i Cyt [79]. Ponadto, 
szczepy B. thuringiensis mogą także wytwarzać inne 
czynniki wirulencji dla bezkręgowców: białka Vip [67], 
β-egzotoksyna zwana turyngienzyną [15], proteina P20 
[81], chitynaza [66] oraz proteiny Sip [24].

Podczas sporulacji w komórce bakteryjnej pow- 
staje jeden lub kilka białkowych kryształów zawierają-
cych od 1 do 5 nieaktywnych form toksyn Cry i Cyt 
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[3, 22]. Szczepy B. thuringiensis mogą wytwarzać krysz-
tały o kształ cie: dwupiramidowym, sześciennym, owal-
nym lub nieregularnym. Owadobójcze działanie krysz-
tału jest wyższe niż toksyczność poszczególnych białek 
wchodzących w  jego skład, co wskazuje na synergis-
tyczne działanie niektórych toksyn [38]. Słaby anta-
gonizm zaobserwowano w przypadku toksyn Cry11A 
i Cry4B oraz Cry11A i Cyt1A [38].

Toksyny Cry różnicuje się na grupy o podobieństwie 
sekwencji aminokwasów wynoszącym co najmniej 45%. 
W obrębie grup wyróżnia się podgrupy białek o podo-
bieństwie sekwencji aminokwasów równym 75 i 95% 
[17]. Liczba poznanych grup toksyn Cry wynosi 60. 
Wyróżnia się także 2 grupy białek Cyt [18].

Stwierdzono toksyczne działanie białek Cry1, Cry2, 
Cry7, Cry8, Cry9, Cry15, Cry22, Cry32, Cry51 i Cry54 
dla owadów należących do rzędu Lepidoptera, np.: 
Lymantria dispar [62], Bombyx mori [79], Trichplusiani 
[79, 83], Spodoptera littoralis [48], Plutella xylostella 
[79] i Helicoverpa armigera [76]. Toksyny Cry należące 
do grup 1, 2, 4, 7, 9, 10, 11, 16, 17, 19, 20, 21, 24, 25, 
27, 29, 30, 32, 39, 40, 44, 47, 48, 49 i 54 są czynnikami 
etiologicznymi zakażeń u owadów z rzędu Diptera, np.: 
Aedes aegypti [7, 76], Anopheles stephensi, Culex pipens, 
Culex quinquefesciatus [79, 83], i  Chironomus tepperi 
[38]. Wykazano także aktywność bójczą Cry1, Cry3, 
Cry7, Cry8, Cry14, Cry18, Cry22, Cry23, Cry34, Cry35, 
Cry36, Cry37, Cry43 i Cry55 dla Leptinotarsa decemli-
neata [11], Pyrrhalta luteola, Anomala cuprea i innych 
owadów należących do rzędu Coleoptera [79, 83]. 
Toksyna Cry5 jest patogenna dla szkodników z rzędu 
Hymenoptera: Diprion pini oraz Cephacia abietis [28]. 
Niektóre białka krystaliczne Cry są również bójcze dla 
owadów z rzędu Hemiptera, Siphonoptera [79], Homo-
ptera, Ortoptera i Mallophaga [67]. Ponadto, wykazano, 
że niektóre białka Cry mogą być toksyczne dla nicieni 
[43, 58, 79] roztoczy i pierwotniaków [67].

W budowie toksyn Cry wyróżnia się 3 domeny. 
N-końcowa domena I zbudowana jest z 7 antyrównole-
głych łańcuchów helis α. Centralna helisa α5 otoczona 
jest przez pozostałe. W skład domeny II wchodzą 3 anty-
równoległe struktury harmonijek β (β-sheets), każda 
położona pod kątem ok. 120° względem pozostałych. 
Domena II zawiera 3 antyrównoległe struktury har-
monijek β ułożonych warstwowo (β-sandwich). Białko 
Cyt zbudowane jest z pojedyńczej domeny, w której 
2 helisy α otaczają struktury β [22, 67].

Domena I, II i III białek Cry rozpoznaje specyficzny 
receptor w błonie komórek epitelialnych jelita środko-
wego owada i wiąże się do niego [21]. Domena I i III 
biorą udział w tworzeniu kanałów w błonie komórek 
jelita owada [12, 22, 29, 67].

W jelicie środkowym owada kryształ ulega rozpusz-
czeniu i następuje proteolityczna aktywacja protoksyn 
do formy czynnej [48]. U owadów Lepidoptera i Diptera 
enzymami proteolitycznymi są proteazy serynowe, nato-
miast u owadów z rzędu Coleoptera proteazy cysteinowe 
i asparaginowe. Po związaniu się toksyny z receptorem 
błony komórki epitelialnej następuje zmiana konfor-
macji cząsteczek toksyn i ich wbudowanie w błonę ko - 
mórek  jelita [22]. W błonie, cząsteczki białek oligomery-
zują i tworzą kanały [29, 62]. Wykazano, że receptorem 
wiążącym Cry jest aminopeptydaza N [16], alkaliczna 
fosfataza [61] lub białko przypominające kadherynę 
(cadherin-like protein) [29]. U niektórych owadów tok-
syny mogą wiązać się do białka rąbka szczoteczkowego 
komórek nabłonka jelita BBMV (brush border mem-
brane vesicle protein) [28, 39]. W efekcie dochodzi do 
zakłócenia przepuszczalności błony i lizy komórek jelita 
środkowego owada [37]. Mechanizm działania białka 
Cry przedstawiono na rysunku 1.

Toksyny Cyt różnicuje się na dwie grupy pod wzglę-
dem podobieństwa sekwencji aminokwasów [18]. Białka 
Cyt są toksyczne dla owadów z rzędu Diptera oraz mogą 

Rys. 1. Mechanizm działania toksyn Cry B. thuringiensis
Kryształy (1) spożywane są przez owada z pokarmem (2). W jelicie owada następuje rozpuszczenie kryształów białkowych i uwolnienie 
protoksyn (2a). Protoksyny ulegają aktywacji do formy czynnej poprzez proteolityczne odcięcie części łańcucha aminokwasowego (2b). 
Aktywne toksyny przyłączają się do receptorów błon komórek epitelialnych i zmieniają konformację przestrzenną (2c). Białka Cry 

wbudowują się w błony enterocytów, oligomeryzują i tworzą kanały (2d). W wyniku paraliżu owad zamiera (3).
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powodować lizę komórek kręgowców [23]. Opisano  
synergistyczny efekt działania toksyn Cyt i białek owado-
bójczych Cry B. thuringiensis oraz B. sphaericus [23, 77].

Niektóre białka wytwarzane przez B. thuringiensis 
wykazują synergistyczne działanie względem białek 
krystalicznych. Białko P20 (20 kDa) stymuluje ekspresję 
genów cry1Ac i cry11A. Ponadto, stwierdzono, że aktyw-
ność toksyny Cyt1Aa jest uzależniona od obecności P20. 
Przypuszcza się, że to białko uczestniczy w tworzeniu 
kryształu [81]. Geny kodujące syntezę P20 zlokalizo-
wane są w plazmidzie, podobnie jak geny warunkujące 
syntezę białek krystalicznych [8].

Enzym chitynaza wykazuje działanie synergistyczne 
wraz z białkami owadobójczymi B. thuringiensis w zwal-
czaniu Lymantria dyspar, Choristoneura fumiferana i Culi-
coides nubeculosus. Obok B. thuringiensis geny kodujące 
syntezę chitynazy stwierdzono między innymi u Serratia 
marcescens, Bacillus lentus i B. cereus. Przypuszcza się, że 
chitynaza powodując perforacje w błonie komórek jelita 
umożliwia wejście patogena do hemocelu owada [66].

Pomimo efektywnego owadobójczego działania bia- 
łek krystalicznych, niektóre szkodniki roślin nie są wraż-
liwe na ich działanie. Przykładem jest Agrotis ipsilon, 
powszechnie występujący szkodnik wielu upraw, w tym 
zbóż. Zwalczanie tego owada jest trudne, gdyż tylko sta-
dium larwalne jest wrażliwe na działanie insektycydów. 
W  walce z  Agrotis ipsilon wykazano skuteczność bia-
łek Vip (vegetative insecticidal proteins) B. thuringien-
sis wytwarzanych podczas wegetatywnej fazy wzrostu 
bakterii. Również zwalczanie Trichoplusia ni, szkod-
nika warzyw, kwiatów ozdobnych, tytoniu i  bawełny, 
mogłoby być skuteczne przy zastosowaniu białka Vip3. 
Stwierdzono wysoką aktywność tej toksyny dla larw T. ni 
odpornych na działanie proteiny Cry1Ac wytwarzanej 
przez rośliny transgeniczne, którymi żywią się gąsienice 
owada [29]. Innymi szkodnikami wrażliwymi na dzia-
łanie Vip są: Spodoptera frugiperda, Spodoptera exigua, 
Heliothis virescens, Helicoverpa zea i Ephestia kühniella. 
Białka Vip dzieli się na trzy grupy na podstawie podo-
bieństwa sekwencji aminokwasów [18]. Mechanizm 
aktywności bójczej Vip nie został w pełni wyjaśniony. 
Sposób działania tych toksyn różni się od białek Cry, 
dlatego Vip mogą stanowić alternatywę dla zwalczania 
owadów odpornych na działanie protein krystalicznych 
[26]. Po aktywacji proteolitycznej białka Vip wiążą się do 
protein BBMV jelita środkowego owada. Wykazano, że 
toksyna Vip3A-G tworzy pory w błonach komórkowych 
jelita, Vip3A-F nie ma takiej zdolności [51]. W wyniku 
działania toksyn dochodzi do paraliżu układu pokar-
mowego i lizy komórek epitelialnych jelita środkowego 
owada. Szczep B. thuringiensis HD1, wykorzystywany 
do produkcji środków ochrony roślin, zawiera gen 
kodujący syntezę Vip3A [56]. Geny kodujące syntezę 
białek Vip są obecne w plazmidach, które warunkują 
także wytwarzanie toksyn Cry [3] lub w  chromoso-

mie [27]. Techniką stosowaną do wykrycia genów vip 
pozwalającą również na różnicowanie grup genów jest 
PCR-RFLP [35].

Innym czynnikiem wirulencji B. thuringiensis dla 
owadów jest termostabilna β-egzotoksyna będąca ana-
logiem ATP, hamująca działanie polimerazy RNA zależ-
nej od DNA [68]. Ze względu na toksyczne działanie 
β-egzotoksyny w stosunku do kręgowców, szczepy bak-
teryjne wykorzystywane do produkcji środków ochrony 
roślin nie mogą wykazywać zdolności jej syntezy [15, 
34]. Obecność tej toksyny można wykryć testem immu-
noenzymatycznym ELISA [5]. Cząsteczka egzotoksyny 
zbudowana jest z reszty glukozy, adenozyny i kwasu ala-
rowego. Geny kodujące syntezę i mechanizm sekrecji 
toksyny typu I zlokalizowane są w plazmidzie zawiera-
jącym również geny białek krystalicznych [25]. Ich eks-
presja jest częściowo zależna od sekwencji zawartych 
w DNA chromosomalnym. Wykazano zależność pomię-
dzy przynależnością danego szczepu B. thuringiensis do 
serowaru i zdolnością wytwarzania tych toksyn. Około 
80% szczepów B. thuringiensis serowar thuringiensis i ok. 
90% B. thuringiensis serowar darmstadiensis syntetyzuje 
β-egzotoksynę. Nie stwierdzono tej właściwości u szcze-
pów serowarów: alesti, sotto, aizawai, morrisoni [34].

Działanie owadobójcze dla owadów z rzędu Coleop-
tera wykazuje sekrecyjne białko Sip (secreted insectici-
dal protein). Spektrum jego aktywności jest podobne 
do Cry3A i Cry3Bb. Stwierdzono toksyczność Sip w sto-
sunku do Leptinotarsa decemlineata, Diabrotica undecim-
punctata howardi oraz Diabrotica virgifera virgifera [24].

Rzadko odnotowuje się bakteriozy powodowane 
przez B. thuringiensis przebiegające jako epizoocje. Przy-
kładem była epizoocja Ephestia cautella w magazynie 
kukurydzy w Kenii [14]. Innym przykład wystąpienia 
masowego zakażenia spowodowanego B. thuringiensis 
serowar aizawai odnotowano u  larw Mythimna loreyi 
zebranych z uprawy zboża w  Hiszpanii w  1989  roku 
[63]. Stwierdzono także 1 przypadek epizoocji wśród 
Carpocapsa pomonella w sadzie owocowym w Czechach 
[84]. B. thuringiensis był również czynnikiem etiologicz-
nym epizoocji Cephalcia falleni w Gorczańskim Parku 
Narodowym [72]. W  latach 1990–1999 odnotowano 
powtarzające się epizoocje powodowane przez szczepy 
B. thuringiensis w  laboratoryjnych hodowlach Cydia 
pomonella prowadzonych na Wydziale Biologii Uniwer-
sytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu oraz w Instytucie 
Ochrony Roślin – Państwowym Instytucie Badawczym 
w Poznaniu [45, 46].

3. chorobotwórczość B. thuringiensis dla kręgowców

W piśmiennictwie odnotowano przypadek wystąpie-
nia zmian chorobowych u człowieka na skutek bezpo-
średniego rozpylenia insektycydu zawierającego spory 
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i kryształy do oka. Z materiału pobranego z powstałego 
wrzodu rogówki wyhodowano bakterie B. thuringiensis. 
Zastosowanie gentamycyny i cefazoliny pozwoliło na cał-
kowite wyleczenie pacjenta. Wyhodowanie B. thuringien-
sis z materiału pobranego z rogówki świadczyła o obec-
ności bakterii w rogówce, ale nie świadczyła o udziale 
tych bakterii w tworzeniu wrzodu. Nie wyklucza się, że 
inne bakterie, niż B. thuringiensis, mogły być odpowie-
dzialne za powstałe w oku zmiany chorobowe [70].

W 1995 roku wyosobniono z materiału pobranego 
z ropnia od francuskiego żołnierza, powstałego na sku-
tek urazów spowodowanych eksplozją miny lądowej 
w byłej Jugosławii, Gram-dodatnie laseczki wytwarza-
jące kryształy białkowe i przeprowadzające hemolizę 
typu beta. Izolat oznaczono jako B. thuringiensis subsp. 
konkukian i prowadzono dalsze badania na myszach 
o obniżonej odporności immunologicznej. Wyniki 
doświadczeń sugerują zdolność B. thuringiensis do 
wywołania martwicy tkanki mięśniowej u zakażonych 
myszy [32]. Śmierć zwierząt nastąpiła po ośmiu godzi-
nach od podania donosowo zawiesiny spor bakteryjnych 
w liczbie 108. Przeprowadzenie podobnego doświadcze-
nia z użyciem mutanta B. thuringiensis subsp. konkukian, 
nie mającego zdolności syntezy białek krystalicznych, 
dało identyczne wyniki, co wskazuje na inne toksyny 
warunkujące patogenność tych bakterii w stosunku 
do myszy. Czynnikami wirulencji tych bakterii może 
być hemolizyna, fosfolipaza  C i  sfingomielinaza [33]. 
Podanie myszom, zainfekowanym wirusem grypy A, 
bakterii B. thuringiensis subsp. konkukian oraz B. thu-
ringiensis wyhodowanych z  biopreparatu handlowego 
wykazało ich patogenność, co wskazuje na istnie-
nie potencjalnego zagrożenia stosowania niektórych 
insektycydów dla osób chorych na grypę. Wydaje się 
konieczne wprowadzenie odpowiednich środków bez-
pieczeństwa w przypadku osób pracujących z roślinami 
chronionymi preparatami B. thuringiensis [33]. Według 
Siegela [70] liczba spor B. thuringiensis chorobotwór- 
cza dla myszy jednak wielokrotnie przekracza liczbę 
spor obecną po rozpyleniu stosowanego bioinsektycydu 
w 1 m3 powietrza, co wskazuje na niskie zagrożenie tych 
środków dla zdrowia ludzi.

Alergiczne reakcje skórne oraz wzrost stężenia prze- 
ciwciał IgE i IgG opisano u osób mających kontakt 
z bioinsektycydem B. thuringiensis Javelin. Z materiału 
pobranego od ludzi z nadwrażliwością wyhodowano 
bakterie o identycznym profilu DNA jak z B. thuringien-
sis wyhodowanego z pestycydu, co wskazuje, że drob-
noustrój ten może być czynnikiem indukującym wyżej 
wymienione zmiany [6].

Obecność bakterii mających gen kodujący wytwarza-
nie enterotoksyny stwierdzono w kale osób pracujących 
w miejscu upraw chronionych insektycydami B. thurin-
giensis. Genotypowanie szczepów wykazało, że bakte-
rie B. thuringiensis izolowane od ludzi i wyhodowane 

z pestycydów miały identyczne wzory DNA. Nie zaob-
serwowano jednak objawów chorobowych u ludzi [41].

W latach 1984 i 85 wyhodowano B. thuringiensis 
z  materiału pobranego od 55 osób zamieszkujących 
okolice Lane County w stanie Oregon (USA), gdzie 
stosowano insektycyd zawierający spory i kryształy 
B. thuringiensis. U 52 osób nie odnotowano objawów 
chorobowych. U pozostałych trzech osób stwierdzono 
zapalenie płuc, zapalenie pęcherzyka żółciowego 
i kamicę żółciową oraz wystąpienie ropnia. Brak jedno-
znacznych przesłanek wskazujących na B. thuringiensis 
jako czynnika etiologicznego wyżej wymienionych cho-
rób nie pozwala zaliczyć tych bakterii do patogenicz-
nych dla człowieka [30].

Niektórzy autorzy odnotowali jednak przypadki szko-
dliwego wpływu B. thuringiensis dla zwierząt. Opisano 
jeden śmiertelny przypadek krowy wskutek zapalenia 
gruczołu mlecznego spowodowanego przez B. thurin-
giensis [19]. Wyhodowany szczep bakteryjny z biopre-
paratu Dipel indukował stres oksydacyjny w komór-
kach wątroby szczura. Obecność patogena prowadziła 
do powstania reaktywnych form tlenu oraz wpływała 
na aktywność enzymów detoksyfikacyjnych: peroksy-
dazy glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowej oraz 
peroksydazy lipidowej i reduktazy glutationowej [69]. 
Wykazano także potencjalną chorobotwórczość szcze-
pów B. thuringiensis wytwarzających β-egzotoksynę. 
W komórkach kory mózgowej szczura toksyna powo-
dowała wzrost aktywności cyklazy adenylowej i zwięk-
szenie stężenia cAMP, co może zaburzać transdukcje 
sygnałów w układzie neuroendokrynowym, w których 
pośredniczy cAMP. Toksyna podawana wziewnie powo-
dowała zaburzenia funkcjonowania układu oddecho-
wego szczura [78].

Określono zdolność wytwarzania enterotoksyny cho-
robotwórczej dla zwierząt, w tym ludzi, przez szczepy 
B. thuringiensis wykorzystywane do produkcji środków 
ochrony roślin [19, 20]. Wykazano, że bakterie wyhodo-
wane bioinsektycydów Bactimos, Dipel, Florbac i Foray 
mają zdolność syntezy tej toksyny. Pomimo braku 
danych o udziale enterotoksyny w chorobotwórczości 
B. thuringiensis dla ludzi, sugeruje się wprowadzenie 
zakazu stosowania szczepów wytwarzających tą toksynę 
do produkcji pestycydów [19]. Bakterie B. thuringien-
sis syntetyzujące enterotoksynę izolowano także z pro-
duktów żywnościowych [20]. Niektóre B. thuringiensis 
obok enterotoksyny mają także zdolność wytwarzania 
hemolizyny [31].

Ze względu na duże podobieństwo fenotypowe 
i genetyczne B. thuringiensis i B. cereus oraz brak moż-
liwości zróżnicowania tych dwóch gatunków przy uży-
ciu konwencjonalnych testów, przypuszcza się, że B. thu-
ringiensis może być czynnikiem etiologicznym chorób 
powodowanych przez szczepy identyfikowane mylnie 
jako B. cereus [20].
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W ostatnich latach podjęto badania nad możliwoś-
cią wykorzystania białek B. thuringiensis w leczeniu nie - 
których chorób człowieka. Szczepy bakteryjne repre-
zentujące serowary: dakota, neoleonensis, shandongien-
sis i coreanensis wytwarzają białko wchodzące w skład 
kryształu wykazujące aktywność cytotoksyczną w sto-
sunku do białaczkowych limfocytów T człowieka. Białko 
to rozpoznawało i specyficznie wiązało się do komórek 
nowotworowych nie powodując uszkodzenia „zdro-
wych” limfocytów T. Ponadto, nie hemolizowało erytro-
cytów owczych i nie miało właściwości owadobójczych. 
Nie stwierdzono jego podobieństwa z  toksynami Cry 
i Cyt [50, 57]. Wykazano także, że kryształy zawierające 
białko o aktywności cytotoksycznej dla komórek nowo-
tworowych miały kształt dwupiramidowy o zaokrąglo-
nych końcach. To samo białko miało zdolność niszcze-
nia komórek raka szyjki macicy [82]. Zidentyfikowano 
także białko o identycznych, jak wyżej wymienione, właś- 
 ciwościach, które dodatkowo wykazywało aktywność 
cytotoksyczną dla komórek nowotworowych okrężnicy 
[40] oraz wątroby [44].

4. B. thuringiensis w zwalczaniu szkodników
 upraw roślin

Środki ochrony roślin zawierające spory i krysz-
tały białkowe B. thuringiensis stanowią alternatywę dla 
chemicznych insektycydów [80]. Selektywne działanie 

[42] i duża skuteczność w walce ze szkodnikami upraw 
roślinnych sprawiają, że zainteresowanie biopestycy-
dami zwiększa się. Syntetyczne preparaty chemiczne, 
w przeciwieństwie do insektycydu biologicznego, zabu-
rzają oddziaływania w łańcuchach pokarmowych w eko-
systemach, mają negatywny wpływ na organizmy nie 
będące szkodnikami, a  ich długotrwałe stosowanie 
indukuje odporność u owadów [72]. Pestycydy oparte 
na B. thuringiensis nie indukują pojawienia się odpor-
ności u owadów (odnotowano tylko jeden przypadek 
wystąpienia odporności u Plutella xylostella) [67]. Pro-
dukcja bioprepartu nie wymaga dużych nakładów finan-
sowych w  porównaniu z  wytwarzaniem chemicznych 
środków ochrony roślin, np.: koszt produkcji insekty-
cydu zawierającego spory i kryształy B. thuringiensis 
subsp. israelensis jest około czterdziestokrotnie mniejszy 
niż pestycydu chemicznego [67].

Aktualnie preparaty zawierające spory i kryształy 
B. thuringiensis są najczęściej stosowanymi wśród bio-
logicznych środków ochrony roślin. W  1995 ogólno-
światowa sprzedaż bioinsektycydów przyniosła zysk 
90 milionów dolarów i stanowiła 2% na rynku pesty-
cydów. Szacuje się, że rocznie do celów ochrony upraw 
wykorzystuje się 2,3×106 kg bioreparatów. W 1998 roku, 
w  Stanach Zjednoczonych było 200  zarejestrowanych 
produktów opartych na B. thuringiensis [67]. Preparaty 
owadobójcze zawierające spory i toksyny B. thuringiensis 
zostały wymienione w tabeli I.

Biobit, Dipel, Foray Abbott Laboratories B. thuringiensis subsp. kurstaki Lepidoptera
Bactec Bernan Bactec Corp.
BMP 123 Becker Microbial Products, Inc.
Condor, Crymax, Cutlass, Raven Ecogen Inc.
Forwabit Forward International Ltd.
Costar, Javelin, Thuricide, Vault Thermo Trilogy
Bactosid K Sanex Inc.
Agrobac Tecomag
Troy-BT Troy Biosciences Inc.
MVP, MVP II, M-Peril Mycogen Corp.
Bactimos, Gnatrol, Skeetal, VectoBac Abbott Laboratories B. thuringiensis subsp. israelensis Diptera
Aquabac, Aquabac Primary Powder Becker Microbial Products, Inc
Vectocide Sanex Inc.
Novodor Abbott Laboratories B. thuringiensis subsp. morrisoni Coleoptera
M-trak Mycogen Corp.
Bactec Corp. Bactec Bernan
Xen Tari Abbott Laboratories B. thuringiensis subsp. aizawai Lepidoptera
Agree, Design Thermo Trilogy
Mattch Mycogen Corp.

Tabela I
Handlowe preparaty oparte na B. thuringiensis stosowane w ochronie upraw roślin [42, 59]

Bioinsektycyd Producent Szczep
B. thuringiensis

Zwalczana
grupa owadów
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W ochronie upraw leśnych najczęściej stosowanym 
pestycydem jest biopreparat oparty na szczepach B. thu-
ringiensis subsp. kurstaki HD-1 wytwarzających toksyny 
Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac oraz Cry2Aa. Insektycyd 
zawie rający spory i kryształy B. thuringiensis subsp. kur-
staki HD-1 jest stosowany do zwalczania Choristoneura 
fumiferana w Kanadzie, Lymantria monacha w Polsce, 
Lymantria dispar w USA i  Kanadzie oraz na Dale- 
kim Wschodzie, Thaumetopea pityocampa w Hiszpanii 
i Francji [67].

Produkty handlowe oparty na B. thuringiensis subsp. 
israelensis okazały się najbardziej efektywne z biopes-
tycydów w walce z komarowatymi (Culicidae) i mesz-
kowatymi (Simuliidae) należącymi do rzędu Diptera. 
Odkrycie B. thuringiensis subsp. israelensis miało miejs- 
 ce w 1977 roku, w którym odnotowano pojawienie się 
odporności owadów należących do Diptera na stoso-
wane syntetyczne pestycydy chemiczne. Wykazano, 
że toksyny Cry4A, Cry4B, Cry10A, Cry11A i Cyt1A 
wytwarzane przez B. thuringiensis subsp. israelensis mają 
aktywność bójczą dla Diptera. Obserwowana aktywność 
toksyczna białek krystalicznych stała się szczególnie 
interesująca ze względu na udział komarowatych i mesz-
kowatych w przenoszeniu czynników chorobotwórczych 
dla człowieka. Dalsze badania wykazały, że inne niż 
israelensis szczepy B. thuringiensis także syntetyzują 
białka krystaliczne o  aktywności bójczej dla Diptera. 
Zaskakującym było odkrycie, że toksyny Cry17A, 
Cry18A i Cry19A owadobójcze w stosunku do koma-
rowatych są wytwarzane także przez Clostridium bifer-
mentans subsp. malaysia [67].

Badania przeprowadzone w Peru i Ekwadorze wyka-
zały skuteczność preparatu Abate, zawierającego spory 
i  kryształy B. thuringiensis subsp. israelensis, w  zwal-
czaniu owadów Anopheles przenoszących Plasmodium 
vivax, czynnik etiologiczny malarii. Jednocześnie nie 
zaobserwowano szkodliwego wpływu insektycydu na 
ludzi, ptaki, ryby, krewetki i pszczoły [47].

Szczepy B. thuringiensis subsp. aizawai używane są 
w produkcji insektycydów zwalczających Galleria mello-
nella i Plutella xylostella. Liczebność szkodników z rzędu 
Coleoptera, głównie Leptinotarsa decemlineata jest ogra-
niczana przy zastosowaniu biopreparatów zawierających 
B. thuringiensis subsp. morrisoni [71].

Warunkiem wprowadzenia pestycydu do użycia jest 
brak jego szkodliwego wpływu na zdrowie ludzi. Ze 
względu na możliwość wytwarzania przez B. thurin-
giensis czynników wirulencji dla człowieka dąży się do 
opracowania bioinsektycydu pozbawionego spor bak-
teryjnych.

W 1996 roku po raz pierwszy wprowadzono na rynek 
rośliny transgeniczne zawierające w swoim genomie geny 
kodujące syntezę toksyn Cry. Wprowadzenie roślin zmo-
dyfikowanych genetycznie redukuje koszty, czas i wysi-
łek poświęcony ochronie upraw oraz stanowi przyjazny 

dla środowiska sposób zwalczania szkodników [60]. 
Sądzi się, że transgeniczne uprawy mogą przyczyniać 
się do mniejszego rozprzestrzeniania się mykotoksyn 
powodujących nowotwory wątroby u ludzi. Szkodniki 
zbóż żerując na łodygach i kłosach roślin powodują ich 
uszkodzenia, co umożliwia kiełkowanie zarodników 
grzyba Fusarium sp. wytwarzającego toksyny. Zmniej-
szenie liczebności szkodników przyczynia się do ogra-
niczenia kiełkowania zarodników grzyba, co wykazano 
w  doświadczeniu z użyciem transgenicznego zboża 
[10]. Ekspresja genów cry w komórkach ryżu pozwoliła 
na podniesienie ilości plonów w wyniku negatywnego 
wpływy toksyn krystalicznych na szkodniki: Sciropo-
phaga incertulans, Chilo suppressalis, Cnaphalocrocis 
medinalis oraz Marasmis spp. [1], co ma szczególne 
znaczenie, gdyż ryż jest podstawowym składnikiem 
diety dla blisko dwóch miliardów ludzi na świecie [36]. 
Wysoką skuteczność w  walce ze szkodnikami roślin 
zaobserwowano w następstwie wprowadzenia genów 
cry do genomu bawełny [2], topoli, kawy, kukurydzy 
i rzepaku [73].

Zwiększająca się liczba roślin zmodyfikowanych gene - 
tycznie może przyczynić się do powstania odporności 
u owadów na białka Cry [13, 74]. Poszukuje się związków, 
które działając łącznie z toksyną krystaliczną zmniejszą 
ryzyko wystąpienia oporności u szkodników roślin. 
Przykładem jest integracja Cry1Ac z domeną wiążącą 
galaktozę łańcucha rycyny, która stanowi dodatkowe 
miejsce wiążące białko Cry do komórek owada [55].

Prawdopodobieństwo pojawienia się oporności 
u  owadów na białka Cry wytwarzane przez rośliny 
modyfikowane jest większe niż na insektycydy zawie-
rające kryształy B. thuringiensis ze względu na to, że 
rośliny transgeniczne wywierają ciągłą presję selekcyjną 
na populacje owadów [60].

Jednym ze sposobów poprawy jakości roślin jest 
otoczkowanie nasion przed ich wysianiem. Dodanie 
białka Cry do warstwy otoczki lub do nasion przed 
otoczkowaniem chroni nasiona przed szkodnikami. 
Przykładem są nasiona kukurydzy, do których wpro-
wadzono toksyny Cry zapewniając im ochronę przed 
atakiem ploniarki zbożówki [64].

5. Podsumowanie

Bakterie B. thuringiensis mogą syntetyzować zróżni-
cowaną gamę czynników wirulencji dla owadów. Naj-
większe zainteresowanie wzbudzają białka Cry z powodu 
wysokiej toksyczności tych protein dla szkodników 
upraw roślinnych oraz braku szkodliwego wpływu na 
komórki kręgowców. Kryształy białkowe B. thuringiensis 
znalazły zastosowanie w produkcji efektywnych biopes-
tycydów stając się alternatywą dla chemicznych środ-
ków ochrony roślin. Trwają intensywne poszukiwania 
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nowych szczepów B. thuringiensis, które mogłyby być 
wykorzystane do produkcji skuteczniejszych preparatów 
owadobójczych niż te dostępne na rynku. Istnieje rów-
nież tendencja do eliminowania z preparatów owado-
bójczych form przetrwalnych B. thuringiensis ze względu 
na możliwość wytwarzania przez formy wegetatywne 
czynników warunkujących chorobotwórczość tej bak-
terii dla człowieka. Ponadto, toksyny krystaliczne mogą 
być wytwarzane przez rośliny transgeniczne stanowiąc 
skuteczny sposób ochrony upraw, ale rośliny mody-
fikowane genetycznie, w przeciwieństwie do pestycy- 
dów opartych na B. thuringiensis, mogą indukować 
pojawienie się oporności na białka Cry u owadów. Do- 
datkowo, aktywność niektórych toksyn krystalicznych 
dla nicieni może być użyteczna w walce z pasożytami 
roślin i zwierząt.

Praca naukowa finansowana ze środków na naukę w latach 
2009–2012 jako projekt badawczy Nr N N310 079936.
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1. Wprowadzenie 

Działalność gospodarcza człowieka oraz postępująca 
urbanizacja stwarzają stałe zagrożenie skażenia naszego 
otoczenia ksenobiotykami. Ich obecność w środowisku 
jest bezpośrednio lub pośrednio przyczyną wielu nie-
pożądanych procesów, przyczyniając się do zakłóce- 
nia równowagi biologicznej, jak również powstawa-
nia niekorzystnych zmian na poziomie ekosystemów. 
Toksyczne efekty oddziaływania polutantów na ludzi 
i  zwierzęta, objawiają się między innymi: alergiami, 
zaburzeniami w funkcjonowaniu narządów, a także pro-
cesami nowotworzenia [7]. Szczególnie niebezpieczną 
grupę zanieczyszczeń stanowią alkilofenole (AP) za - 
kłóca jące prawidłowe funkcjonowanie układu hormo-
nalnego u ludzi i zwierząt. Typowym przedstawicielem 
tej grupy związków są nonylofenole (NPs) – ksenoestro-
geny stosowane przy wytwarzaniu wielu produktów 
powszechnie używanych w gospodarstwach domowych. 
Jednocześnie NPs zaliczane są do substancji niebez-
piecznych, których eliminacja powinna być priorytetem 

w ochronie środowiska [48, 49]. Mimo wprowadzanych 
zakazów i  ograniczeń ilość ich stale utrzymuje się na 
niedopuszczalnym poziomie w glebie, osadach dennych, 
toni wodnej, a w konsekwencji w organizmach zwierząt 
i ludzi [13, 14, 27, 28, 35]. Stąd też stały wzrost zaintere-
sowania poszukiwaniem skutecznych metod degradacji 
tych ksenobiotyków z użyciem drobnoustrojów. 

2. charakterystyka nonylofenoli

Nonylofenole są związkami pochodzenia antropo-
genicznego. Szczególnie cenną bazę surowcową w pro-
cesach produkcyjnych stanowią para-nonylofenole 
(4-nonylofenole). Występują one w postaci kilkudzie-
sięciu izomerów różniących się stopniem rozgałęzienia 
fragmentu alkilowego cząsteczki (Rys. 1). W formie mie-
szaniny od 30 do nawet 80–100 izomerów określanej 
skrótem tNP (techniczny nonylofenol), wykorzystywane 
są jako półprodukty do wytwarzania bardziej złożonych 
związków znajdujących zastosowanie w różnorodnych 
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gałęziach gospodarki [23, 25, 31, 35]. Techniczny 
nonylofenol zawiera także niewielkie ilości 2-nonylo-
fenoli i 4-decylofenoli. Stosowane są one najczęściej do 
wytwarzania oksyetylenowanych nonylofenoli (NPEO), 
które stanowią komponenty m.in. środków piorących 
i czyszczących, kosmetyków, wyrobów plastikowych, 
materiałów kompozytowych, farb, lakierów, smarów, 
jak również wykorzystywane są przy produkcji teksty-
liów i wyrobów papierniczych [17, 31, 42]. Rozkład tych 
związków z udziałem drobnoustrojów, a także czynni-

ków fizykochemicznych prowadzi do wytworzenia form 
mono- i di-etoksylowanych oraz samych 4-nonylofenoli 
(Rys. 2) [17, 35, 42]. Niewielka ilość tych ksenobiotyków 
jest także uwalniana do otoczenia w trakcie procesów 
technologicznych, w których związki te znajdują bez-
pośrednie zastosowanie [28].

NPs charakteryzują się stosunkowo wysoką opor-
nością na procesy degradacyjne oraz łatwo ulegają bio-
akumulacji [1, 11, 28]. Uwalniane do środowiska stwa-
rzają zagrożenie dla zdrowia i życia wielu organizmów 
przede wszystkim ze względu na swoje endokrynne 
właściwości. Posiadają zdolność do zaburzania funk-
cjonowania układu hormonalnego wielu organizmów 
poprzez naśladowanie endogennych hormonów i inter-
akcję z naturalnymi receptorami [5, 37, 42]. Udowod-
niono, iż obecność NPs w pożywieniu przyczynia się 
do zmniejszeniem płodności, powstawania deformacji 
ciała, a  także zwiększenia śmiertelności zwierząt [3, 
6]. NPs, mogą także wywoływać niekorzystne efekty 
w organizmie ludzkim jak np.: zmniejszenie objętości 
ejakulatu, przedwczesne pokwitanie, czy dysfunkcje 
tarczycy [2, 10, 35]. 

Obecność NPs wykazano w wielu elementach bio-
sfery m.in. glebie, wodach gruntowych, osadach den-
nych, rzekach, jeziorach, powietrzu czy opadach atmo-
sferycznych [10, 35]. Jako związki długo utrzymujące się 
w środowisku naturalnym (okres połowicznego rozpadu 

Rys. 1. Chemiczna struktura wybranych izomerów
para-nonylofenolu

(A) – 4-(1,2-dimetylo-heptylo) fenol; (B) – 4-(1-etylo-2,4-dimetylopentylo) 
fenol; (C) – 4-n-nonylofenol (n – non-brenched)

Rys. 2. Drogi mikrobiologicznej degradacji polioksyetylenowanych nonylofenoli [17, 35, 42]
(A) – polioksyetylenowany nonylofenol; (B) – karboksylan polietoksylowanegononylofenolu; (C) – mono-etoksylowany nonylofenol;

(D) – kwas nonylofenylooctowy; (E) – nonylofenol
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w glebie i osadach dennych, wynosi od 28 do 104 dni), 
stwarzają realne zagrożenie dla funkcjonowania całych 
ekosystemów [13, 20, 42]. Ksenoestrogeny te wykazano 
także w próbkach tkanek oraz płynów fizjologicznych 
pobranych od ludzi. Wydaje się, iż główną przyczyną 
obecności NPs w organizmie człowieka jest skażona 
żywność [30, 35].

3. Zdolność drobnoustrojów
 do eliminacji nonylofenoli

Eliminacja ksenobiotyków, w tym NPs, ze skażo-
nych środowisk jest procesem złożonym obejmują-
cym szereg przemian o charakterze fizykochemicznym 
i biologicznym, często nachodzących na siebie. Należy 
także zaznaczyć, iż eliminacja NPs ze środowiska przez 
mikroorganizmy, w wielu przypadkach nie jest rów-
noznaczna z ich degradacją oraz detoksykacją. Szereg 
drobnoustrojów posiada jedynie zdolność do adsorpcji 
NPs na powierzchni komórki i/lub gromadzenia ich 
w  wewnętrznych strukturach komórkowych. Przy-
kładem mogą być mikroalgi Isochrysis galbana hodo-
wane w obecności 4-nonylofenolu (100 µg/l), u których 
po jednej godzinie inkubacji, 5% wyjściowej ilości 
ksenoestrogenu było zaadsorbowane na powierzchni 
komórek, a aż 77% uległo akumulacji wewnątrzkomór-
kowej (przy braku rozkładu alkilofenolu) [14]. Stanowi 
to poważne zagrożenie dla prawidłowego funkcjonowa-
nia łańcuchów troficznych, w których glony spełniają 
kluczową rolę jako pokarm dla innych organizmów 
[13, 14, 42]. Również u grzyba mikroskopowego Paeci-
lomyces lilacinus oraz szczepów grzybów z rodzajów: 
Cunninghamella, Mucor, Fusarium, Rhodotorula, mimo 
wyraźnego spadku zawartości toksycznego substratu, 
nie udało się stwierdzić obecności produktów degrada-
cji nonylofenolu (w zastosowanych układach doświad-
czalnych), co sugeruje iż ulegał on jedynie związaniu ze 
strukturami komórkowymi badanych drobnoustrojów 
[19, 36, 37, 43, 44]. 

Jedną z najważniejszych, ale jeszcze nie w pełni 
poznanych dróg eliminacji NPs jest rozkład z udziałem 
drobnoustrojów. Biodegradacja omawianych związków 
jest najczęściej procesem wieloetapowym i zachodzi 
zazwyczaj przy udziale konsorcjów mikroorganizmów, 
które niejednokrotnie wykazują działanie synergiczne 
[11, 17, 21]. Zakres i szybkość przemian biodegrada- 
cyjnych uwarunkowane są szeregiem czynników, spo-
śród których za najważniejsze są uważane: dostępność 
ksenobiotyku, potencjał metaboliczny i degradacyjny 
drobnoustroju, warunki natlenienia oraz obecność 
w  środowisku łatwo przyswajalnych substratów ener-
getycznych i budulcowych [32, 39]. 

Wyizolowano i zidentyfikowano szereg drobno-
ustrojów zdolnych do degradacji, a  także całkowitej 

mineralizacji NPs, zarówno w warunkach tlenowych 
jak i beztlenowych [17, 19, 39]. Szlaki mikrobiologicz-
nego rozkładu NPs zostały dotychczas najlepiej pozna- 
ne i scharakteryzowane u bakterii. Większość z nich 
należy do rzędu Sphingomonadales np. Sphingomonas sp. 
TTNP3 [17], Sphingomonas cloacae [22], Sphingomonas 
xenophaga Bayram [24], czy Sphingobium amiense [40]. 
Szczepy te cechuje przede wszystkim wysoka wydajność 
w trakcie eliminacji ksenoestrogenu z podłoża hodow-
lanego. Wykazano, że niektóre szczepy Sphingomo- 
nas sp. są zdolne do usuwania około 100 mg/l NPs 
dziennie [17]. S. amiense [40], S. xenophaga Bayram [24] 
i S. cloacae [22] wykazują ponadto zdolność do meta-
bolizowania poszczególnych izomerów w nieobecności 
innych egzogennych źródeł węgla i energii. Większość 
mikroorganizmów rozkładających 4-nonylofenol, prze-
kształca go aktywnie tylko w obecności kosubstratów 
takich jak: glukoza [33], ekstrakt maltozowy [9, 26], czy 
ekstrakt drożdżowy [11, 12]. 

Wśród drobnoustrojów wykazujących zdolność do 
biodegradacji NPs i mogących wykorzystywać je jako 
jedyne źródło węgla, występują także grzyby mikrosko-
powe: Candida aquaetextoris [41], Candida maltoza [15] 
oraz Aspergillus versicolor IM 2161 [27]. Stanowią one 
przykłady niewielu scharakteryzowanych dotychczas, 
pod względem zdolności do rozkładu, NPs, szczepów 
grzybowych. Spośród nich najwyższą efektywnoś cią 
omawianego procesu cechuje się A. versicolor IM 2161, 
u którego, po dwóch dniach inkubacji, wykazano ponad 
98% ubytek 4-n-nonylofenolu (wyjściowa zawartość 
substratu – 100 mg/l) [27]. Porównywalny ubytek tego 
izomeru występował w hodowlach Bjerkandera sp. 
BOL13 oraz Trametes versicolor, ale dopiero po pięt-
nastu dniach hodowli [36]. Niemal całkowitą eliminację 
4-n-nonylofenolu obserwowano u: Irpex lacteus 617/93 
i Phanerochaete magnoliae CCBAS 134/1 (po 7 dobach 
inkubacji), grzybów mikroskopowych UHH 1-6-18-4 
oraz Clavariopsis aquatica (po 32 dniach hodowli), 
a  także Gliocephalotrichum simplex (w 48 godzinie 
hodowli). Wyjściowa ilość toksycznego substratu w po- 
dłożach hodowlanych wynosiła odpowiednio: 2, 5, 22 
oraz 50 mg/l [9, 26, 33]. 

Badania z zastosowaniem 4-nonylofenolu, znako-
wanego izotopem węgla 14C, strzępkowych posiadają 
zdolność do całkowitej utylizacji nonylofenoli, z wytwo-
rzeniem dwutlenku węgla i wody, jako końcowych pro-
duktów rozkładu. Po trzech dniach hodowli grzybów 
G. simplex IM 2358 i  A. versicolor IM 2161 z  4-n-NP 
[ring14C(U)], odnotowano odpowiednio 29 i 20% wyjś-
ciowej ilości węgla 14C w postaci dwutlenku węgla [27, 
33]. Mineralizację ksenoestrogenu wykazano także 
u bakterii Sphingomonas sp. TTNP3. Po 72 godzinach 
inkubacji ze znakowanym substratem – p353NP [ring-
14C(U)], 28% wyjściowej ilości izotopu 14C zawarta była 
w formie dwutlenku węgla [18].
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4. Produkty pośrednie rozkładu nonylofenoli

Pomimo stosunkowo dużej liczby doniesień opisu-
jących zdolność drobnoustrojów (o różnej pozycji 
takso nomicznej) do eliminacji NPs, niewiele jest prac 
poświęconych identyfikacji intermediatów powstają-
cych w  trakcie biodegradacji poszczególnych nonylo-
fenoli oraz analizujących mechanizmy odpowiedzialne 
za przebieg tych procesów. 

W tabeli I przedstawiono mikroorganizmy rozkłada-
jące NPs oraz produkty pośrednie powstające w trakcie 
utylizacji substratu. W nielicznych publikacjach przed-
stawiających szlaki biodegradacji tych ksenobiotyków 
sugeruje się, iż omawiany proces jest najczęściej ini-
cjowany hydroksylacją pierścienia aromatycznego lub 
przyłączaniem grupy wodorotlenowej do terminalnego 
atomu węgla w alifatycznym fragmencie cząsteczki. Kie-
runek biotransformacji ksenobiotyku zależy od stopnia 

rozgałęzienia przy węglu alfa (α-C) łańcucha alkilowego 
substratu [16, 26]. Izomery nonylofenolu posiadające 
grupę fenylową przyłączoną do czwartorzędowego lub 
trzeciorzędowego α-C podlegają zazwyczaj reakcjom 
ipso-hydroksylacji z wytworzeniem hydrochinonów, 
których dalsze przekształcenie odbywa się na drodze 
migracji łańcucha alifatycznego do sąsiedniego atomu 
węgla w  pierścieniu bądź jego odłączenia i  w  konse-
kwencji uformowania dziewięciowęglowego alkoholu. 
4-n-nonylofenol zawierający w strukturze cząsteczki 
liniową formę łańcucha alkilowego ulega przeważnie 
biodegradacji poprzez kaskadę następujących po sobie 
reakcji, na które składają się: hydroksylacja terminal-
nego atomu węgla części alifatycznej, utlenienie do 
hydroksykwasu i odłączenie krańcowych fragmentów 
węglowych w szlaku β-oksydacji [17, 23, 26, 41]. 

W pracach nad degradacją 4-nonylofenolu przez 
S. xenophaga Bayram sugeruje się, iż stopnień rozga-

Sphingomonas sp. TTNP3 1,4-dihydroksybenzen [16]
Candida aquaetextoris 4-hydroksyacetofenon, kwas 4-hydroksycynamonowy [41]

Gliocephalotrichum simplex 15 metabolitów, w tym: kwas 3-(4-hydroksyfenylo) propionowy;
 kwas 4-hydroksybenzoesowy 

[33]

Pseudomonas sp. JC1 4-amino-acetofenon  [46]

Aspergillus versicolor IM 2161 8 metabolitów w tym: kwas 4-hydroksybenzoesowy;
 kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy 

[27]

Szczep grzyba mikroskopowego UHH 1-6-18-4 13 metabolitów w tym: kwas 4-hydroksybenzoesowy [26]

Tabela I
Wybrane drobnoustroje rozkładające nonylofenole

Drobnoustrój Produkty rozkładu Piśmiennictwo

Rys. 3. Degradacja 4-nonylofenolu przez bakterie Sphingomonas xenophaga Bayram [23, 24]
(A) – 4-nonylofenol; (B) – 4-hydroksy-4-nonylo-cykloheksa-2,5-dienon; (C) – 2-nonylo-1,4-benzenodiol;

(D) – 4-hydroksy-4-nonylo-cykloheksa-2-enon; (E) – 1,4-dihydroksybenzen; (F) nonanol
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łęzienia łańcucha alifatycznego przy α-C nie zawsze 
decyduje o kierunku biotransformacji związku [23, 
24]. Wykazano bowiem, że rozkład różnych izomerów, 
w tym także 4-n-NP, inicjowany jest u tych bakterii przez 
reakcje ipso-hydroksylacji (Rys. 3). Odmienny mecha-
nizm rozkładu ksenoestrogenu został wykazany w pro-
wadzonych przez nas badaniach z użyciem nielignoli-
tycznego grzyba G. simplex IM 2358. Zidentyfikowanie 
kilkunastu produktów degradacji 4-n-nonylofenolu 
zawierającego w strukturze cząsteczki liniową formę 

łańcucha alkilowego, pozwala wnosić, iż rozkład tego 
ksenoestrogenu odbywa się nie na drodze β-oksydacji 
lecz poprzez odłączanie jednowęglowych członów od 
fragmentu alifatycznego (Rys. 4) [33]. Zastosowanie 
substratu znakowanego radioaktywnie węglem 14C 
pozwoliło także wykazać zdolność tego grzyba do roz-
szczepienia układu pierścieniowego i w konsekwencji 
całkowitej mineralizacji ksenoestrogenu.

Badania nad charakterystyką kompleksów enzyma-
tycznych uczestniczących w reakcjach mikrobiologicznej 

Rys. 4. Rozkład 4-n-nonylofenolu przez Gliocephalotrichum simplex IM 2358 (szlak metaboliczny uproszczony) [33]
(A) – 4-n-nonylofenol; (B) – kwas 9-hydroksy-9-(4-hydroksyfenylo) nonanowy; (C) – kwas 3-(4-hydroksyfenylo) propionowy;

(D) – kwas 2-(4-hydroksyfenylo) octowy; (E) – kwas 2-hydroksy-2-(4hydroksyfenylo) octowy; (F) – kwas 4-hydroksybenzoesowy;
(G) – kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy; (H) – 4-(1-hydroksywinylo) fenol; (I) – 1-(4-hydroksyfenylo) etanon; (J) – 3,4-dihydroksybenzaldehyd.
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biotransformacji 4-nonylofenolu wskazują, iż jednym 
z kluczowych elementów odgrywających rolę w meta-
bolizowaniu tego związku przez bakterie i grzyby mikro-
skopowe może być cytochrom P450 [17, 45]. Pomimo 
niewielu bezpośrednich dowodów potwierdzających 
udział tego kompleksu w rozkładzie alkilofenolu, liczne 
analizy wykazują aktywność hemoproteidu w  mikro-
biologicznej degradacji ksenobiotyków o  zbliżonych 
właś ciwościach do 4-nonylofenolu [4, 29, 34]. Wyka-
zano także, iż monooksygenazy cytochromu P450 
katalizują reakcje konwersji opisywanego ksenoestro-
genu m.in. u szczurów i ryb [38, 47]. W prowadzonych 
przez nas badaniach udowodniono, że dodatek do 
hodowli szczepu A. versicolor IM 2161 inhibitorów 
cytochromu P450 metyraponu i 1-aminobeznotriazolu, 
znacznie ograniczał eliminację 4-n-nonylofenolu przez 
ten grzyb mikroskopowy odpowiednio o 2,3 i 1,7 raza 
w stosunku do hodowli kontrolnych, nie zawierających 
inhibitorów [27]. 

Doniesienia literaturowe wskazują ponadto, iż u nie-
których grzybów mikroskopowych, a zwłaszcza grzybów 
„białej zgnilizny”, istotną rolę w rozkładzie NPs mogą 
odgrywać enzymy ligninolityczne. Dotyczy to przede 
wszystkim: peroksydazy ligninowej, lakazy oraz pero-
ksy dazy mangano-zależnej [8, 26]. Obecność toksycz-
nego substratu indukuje syntezę jednego lub kilku 
wymienionych enzymów. Wprowadzenie do hodowli 
tNP powoduje u T. versicolor, znaczący wzrost aktyw-
ności lakazy, a u Bjerkandera adusta zarówno lakazy, jak 
i peroksydazy mangano-zależnej [9].

5. uwagi końcowe

Przedstawione w tym przeglądzie prace wskazują 
jednoznacznie na przydatność drobnoustrojów, o róż-
nej przynależności systematycznej, do eliminacji NPs ze 
skażonych środowisk. Wydaje się to szczególnie ważne, 
ze względu na włączenie NPs (w krajach Unii Europej-
skiej) do listy niebezpiecznych substancji prioryteto-
wych, które powinny być całkowicie wyeliminowane 
ze środowiska [48, 49]. Bogatemu zestawowi danych 
na temat zagrożeń, stopnia skażenia środowiska NPs 
oraz ich bioakumulacji, nie towarzyszy niestety, równie 
pogłębiona wiedza na temat przebiegu i mechanizmów 
rozkładu tych toksycznych związków. Analiza opubli-
kowanych już wyników, dotyczących szlaków rozkładu 
NPs, pozwala sądzić, iż są one zróżnicowane. Może to 
w znacznej mierze wynikać z faktu, że w skażonych śro-
dowiskach drobnoustroje stykają się z  tNP, który jest 
mieszaniną kilkudziesięciu związków, różniących się 
stopniem rozgałęzienia łańcucha alifatycznego. Wska-
zuje to na konieczność rozszerzenia badań nad biode-
gradacją nonylofenoli oraz pełniejszego poznania tych 
procesów, Uwidacznia to również konieczność poszu-

kiwania konsorcjów, składających się z drobnoustrojów 
o  różnej przynależności systematycznej, zdolnych do 
równoczesnego i wydajnego rozkładu izomerów wcho-
dzących w skład tNP.

Praca finansowana w ramach projektu NCN nr UMO-2011/01/ 
B/NZ9/02898
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P U B L I K A C J E   M E T O D Y C Z N E   I   S T A N D A R D Y

1. Wstęp

W praktyce rolniczej preparaty mikrobiologiczne 
stosowane są przede wszystkim w ochronie roślin do 
ograniczania rozwoju patogenów i szkodników (biolo-
giczna ochrona), zwłaszcza w rolnictwie integrowanym 
i  ekologicznym [1, 3, 8, 10, 11, 14, 21, 25, 29, 45–47, 
50]. Dostępne są również preparaty mikrobiologiczne 
wykorzystywane do stymulowania wzrostu i plonowania 
niektórych roślin uprawnych, a przykładami takich bio-
preparatów są szczepionki zawierające bakterie symbio-
tyczne roślin bobowatych (motylkowatych) oraz szcze-
pionki stosowane w leśnictwie do mikoryzacji sadzonek 
w szkółkach drzew [2–6, 14, 19, 26, 28, 39, 40–43, 52]. 
W ostatnim dziesięcioleciu znalazły się w handlu także 
preparaty pseudo-mikrobiologiczne, które reklamowane 
są jako środki poprawiające rzekomo nie tylko mikro-
biologiczne właściwości gleb, ale także ich właściwości 
chemiczne i fizyczne, oraz podnoszące w niewiarygod-
nie dużym stopniu plonowanie roślin [9, 16, 54, 55]. 

W  odniesieniu do tych produktów stwierdzić można 
wiele nierzetelności, a ich jakość z mikrobiologicznego 
punktu widzenia pozostawia także wiele do życzenia. 
Zanim omówione zostaną dokładniej wymienione 
wyżej grupy biopreparatów, warto przypomnieć jak 
ważną rolę odgrywają mikroorganizmy w środowisku 
glebowym. Liczne badania wykazały, że biomasa mikro-
organizmów w glebach stanowi około 85% całej biomasy 
wszystkich organizmów żyjących w tym środowisku i aż 
90% ditlenku węgla (CO2) powstającego w glebach ma 
pochodzenie drobnoustrojowe [3, 8, 35, 37, 50]. Dane te 
świadczą o dużej aktywności metabolicznej i ogromnym 
znaczeniu mikroorganizmów dla większości procesów 
zachodzących w środowisku glebowym. Do najważniej-
szych funkcji organizmów glebowych należą:

1. Rozkład i mineralizacja materii organicznej (reszt- 
ki pozbiorowe, obornik i inne nawozy naturalne, kom-
posty, poplony) [3, 14, 18, 20, 23, 35, 39]. W procesach 
tych oprócz mikroorganizmów istotną rolę odgrywa 
także fauna glebowa (dżdżownice, roztocza), która 
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przyczynia się do rozdrabniania i mieszania ma terii 
organicznej z glebą, w wyniku czego ułatwiany jest jej 
rozkład i mineralizacja przez mikroorganizmy, czyli 
bakterie i grzyby glebowe. Rozkład resztek organicznych 
jest bardzo ważny nie tylko ze względu na uwalnianie 
mineralnych form składników odżywczych, które sta-
nowią źródło pokarmu dla roślin uprawnych, ale rów-
nież dlatego że, w wyniku procesów mikrobiologicznej 
transformacji materii organicznej powstaje próchnica 
glebowa, której zawartość w glebie jest jednym z naj-
ważniejszych czynników decydujących o zdolności gleby 
do magazynowania wody i składników pokarmowych, 
a także o fizycznej strukturze (gruzełkowatość, wymiana 
gazowa) gleby. Ponadto, różne produkty przemiany 
materii, np. śluzy bakteryjne czy glomaliny (substancje 
produkowane przez strzępki grzybów endomikoryzo-
wych) wytwarzane przez drobnoustroje w  czasie roz-
kładu materii organicznej, również przyczyniają się do 
kształtowania fizycznych właściwości gleb poprzez zle-
pianie cząstek glebowych w gruzełki, zwiększając w ten 
sposób odporność gleb na erozją wodno-powietrzną. 

2. Rozkład i detoksykacja różnych substancji zanie-
czyszczających gleby (ksenobiotyków) [7, 12, 27, 35, 37]. 
Udział w procesach detoksykacji mają przede wszystkim 
mikroorganizmy glebowe. Ich niezwykłe bogactwo, duża 
aktywność i zdolności przystosowawcze powodują, że 
nie tylko środki ochrony roślin, powszechnie stosowane 
w nowoczesnym, intensywnym rolnictwie, ale również 
inne substancje, np. zanieczyszczenia przemysłowe, 
ulegają mikrobiologicznemu rozkładowi do związków 
prostszych, na ogół mniej aktywnych biologicznie. 

3. Ograniczanie rozwoju szkodników i patogenów 
roślin [1, 8, 10, 11, 21, 25, 29, 45–47, 50]. Ta aktyw-
ność mikroorganizmów związana jest przede wszystkim 
z występowaniem w glebie konkurencji, m.in. o pokarm, 
pomiędzy jej mieszkańcami, a także zjawiskom antago-
nizmu i nadpasożytnictwa. Na przykład, wiele bakterii 
glebowych hamuje rozwój grzybów fitopatogenicznych 
produkując różnego rodzaju substancje antybiotyczne 
lub enzymy rozkładające strzępki grzybów. Z kolei nie-
które grzyby glebowe mają zdolność pasożytowania na 
nicieniach i owadach. 

4. Tworzenie układów symbiotycznych z roślinami 
[4–6, 26, 31, 32, 40, 48, 52]. Najlepiej znanym przykła-
dem symbiozy mikroorganizmów glebowych z  rośli-
nami jest współżycie bakterii brodawkowych (rizobiów) 
z roślinami motylkowatymi. Wymiana składników od- 
żywczych pomiędzy partnerami tej symbiozy odbywa 
się w  brodawkach korzeniowych, w  których bytujące 
tam rizobia przekazują roślinie motylkowatej azot (który 
pobrały z atmosfery) w zamian za węglowodany jako 
źródło energii niezbędnej bakteriom do przeprowadza-
nia procesu redukcji azotu atmosferycznego. Proces ten 
jest więc bardzo korzystny zarówno z ekologicznego jak 
i rolniczego punktu widzenia. Uprawa roślin motylko-

watych nie wymaga bowiem na ogół stosowania nawo-
żenia azotowego. Innym rodzajem symbiozy jest miko-
ryza, czyli symbioza wielu gatunków grzybów glebowych 
z korzeniami roślin. W tym przypadku grzyb mikory-
zowy nie ma zdolności do asymilacji azotu atmosfe-
rycznego, a  jego współpraca z rośliną polega przede 
wszystkim na ułatwianiu partnerowi pobierania wody 
i soli mineralnych, a także na ochronie korzeni przed 
grzybami chorobotwórczymi. Mikoryza jest szeroko 
rozpowszechniona w przyrodzie; tworzą ją zarówno 
drzewa leśne (ekto-mikoryza) jak i rośliny zielne (endo-
-mikoryza), w tym większość roślin uprawnych. 

Wraz z rozwojem badań podstawowych z zakresu 
mikrobiologii gleby, których efektem było m.in. wyod-
rębnienie i zidentyfikowanie w  XX  wieku wielu waż-
nych grup mikroorganizmów glebowych, a także coraz 
dokładniejsze poznawanie ich biologii, ekologii, fizjo-
logii i kluczowej roli w przeprowadzaniu wyżej wymie-
nionych procesów, rozwijały się również badania 
utyli tarne nad wykorzystywaniem różnych grup poży-
tecznych drobnoustrojów w praktyce rolniczej. W efek-
cie tych badań opracowano i wdrożono do produkcji 
w różnych krajach liczne biopreparaty, wśród których 
dominują preparaty wykorzystywane w  biologicznej 
ochronie roślin, czyli preparaty zawierające w  swoim 
składzie mikroorganizmy antagonistyczne lub pasożyt-
nicze w  stosunku do patogenów i  szkodników roślin, 
oraz mniej liczne szczepionki stymulujące aktywność 
mikrobiologiczną gleb lub korzystnie oddziaływujące na 
wzrost i plonowanie roślin, np. biopreparaty zawierające 
mikroorganizmy symbiotyczne (bakterie brodawkowe 
roślin motylkowatych, grzyby mikoryzowe). 

2. charakterystyka biopreparatów stosowanych
 w biologicznej ochronie roślin

W 2005 roku w krajach członkowskich OECD zare-
jestrowanych było około 214 biologicznych środków 
ochrony roślin (biopestycydów) [17]. Jest to dość liczna 
grupa biopreparatów wskazująca na to, że badania pro-
wadzone w wielu ośrodkach naukowych zakończyły się 
sukcesem, a więc wdrożeniem do produkcji biopesty-
cydów, zawierających różne grupy mikroorganizmów 
(wirusy, bakterie i grzyby) oraz mikroskopijne nicienie 
(Tabela I). Jest to również niewątpliwy sukces produ-
centów tych środków, często niewielkich firm, którzy 
podjęli trud, także finansowy, związany z rejestracją 
swoich produktów. Trzeba w tym miejscu zaznaczyć, że 
rejestracja biologicznych środków ochrony (b.ś.o.) roślin 
odbywa się na podobnych zasadach jak chemicznych 
środków ochrony [45–47], czyli jest to proces nie tylko 
rygorystyczny ale także bardzo kosztowny. To m a l a k 
w swoim opracowaniu [45] podaje przykład szwedzkiej 
firmy Bioagri, która na zarejestrowanie na terenie UE 
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dwóch biopreparatów zawierających bakterię Pseudomo-
nas chlororaphis wydała 4,3 miliona Euro. Trudna i kosz-
towna procedura rejestracyjna b.ś.o. roślin powoduje, że 
część producentów rezygnuje z wytwarzania bioprepara-
tów, co niewątpliwie zmniejsza ich asortyment i ograni-
cza zakres stosowania biologicznej ochrony w rolnictwie 
i ogrodnictwie. Z tego m.in. powodu od kilku lat trwają 
w UE prace zmierzające do zmiany (złagodzenia) zasad 
rejestracji b.ś.o. roślin [25, 46]. Choć proces rejestracyjny 
tych środków jest dość kłopotliwy dla producentów 
i niewątpliwie wymaga zmian, to jednak należy podkre-
ślić, że zapewnia on nie tylko bezpieczeństwo ich stoso-
wania (dla ludzi i środowiska), ale także powoduje, że 
b.ś.o. są produktami o dobrej jakości. Przy czym w przy-
padku tych środków chodzi zwłaszcza o jakość procesu 
ich wytwarzania i czystości produktu końcowego. Jest 
to szczególnie ważne w  odniesieniu do preparatów 
mikrobiologicznych, bowiem ich proces produkcyjny 
obejmuje m.in. kilkuetapowe rozmnażanie czystej kul-
tury mikroorganizmu, który jest aktywnym czynnikiem 
preparatu [26, 33, 40, 41, 48]. Proces ten rozpoczyna się 
od przygotowania czystej „kultury matecznej”, a w kolej-
nych etapach dochodzi do dalszego rozmnożenie mikro-
organizmów w wyniku ich przenoszenia do urządzeń 
hodowlanych (fermentorów) zawierających coraz więk-
sze obję tości sterylnych pożywek, najczęściej płynnych. 
Liczba tych etapów uzależniona jest oczywiście od skali 
produkcji. W przypadku niektórych biopreparatów, np. 
zwierających Bacillus thuringienis, skala produkcji jest 
bardzo duża i prowadzona jest ona z wykorzystaniem 
fermentorów o objętości nawet 100 000 litrów [41, 47]. 
Fermentory są urządzeniami, w  którym rozmnażanie 
mikroorganizmów odbywa się w sposób kontrolowany, 

jałowy i optymalny. Częścią centralną fermentora jest 
zbiornik, najczęściej wykonanymi ze stali nierdzewnej, 
który wyposażony jest w agregaty umożliwiające wyja-
ławianie wprowadzanej do niego pożywki płynnej oraz 
jej napowietrzanie i utrzymywanie w stałej (optymal-
nej) temperaturze w czasie całego procesu hodowla-
nego. Rozmnażanie mikroorganizmów w fermentorach 
trwa zwykle kilka dni i kończy się gdy gęstość hodowli 
osiąga wymagany poziom. Bardzo ważną czynnością, od 
której zależy finalna jakość wytwarzanego biopreparatu, 
jest kontrolowanie czystości hodowli mikroorganizmu 
na każdym z ww. etapów przenoszenia i powiększa-
nia objętości hodowli. Zakażenie hodowli, np. kultury 
matecznej, rozmnażanego drobnoustroju innymi mikro-
organizmami może bowiem doprowadzić do zdomino-
wania, a nawet całkowitego wyeliminowania z hodowli 
właściwego drobnoustroju w dalszych etapach tego pro-
cesu. Jest to szczególnie ważne w przypadku bakterii, 
które charakteryzują się znacznie wolniejszym tempem 
namnażania (podziału komórek), jak np. rizobia, niż 
inne bakterie, np. z rodzaju Pseudomonas lub Bacillus 
[33, 48]. W zależności od przyjętej technologii produkcji 
biopreparatu, uzyskana w fermentorze biomasa mikro-
organizmów jest odseparowywana od płynu pohodow-
lanego lub, jak to ma miejsce w przypadku szczepionek 
rizobiowych, cała hodowla wykorzystywana jest w dal-
szym etapie produkcji, w którym następuje dokładne 
wymieszanie zawiesiny bakterii z nośnikiem. Większość 
biopreparatów mikrobiologicznych produkowana jest 
w postaci preparatów stałych, suchych (liofilizowanych) 
lub wilgotnych. Tylko nieliczne mają postać płynną. 
W obydwu przypadkach mikroorganizmy wymieszane 
są z jałowym nośnikiem (talk, pył torfu lub węgla bru-
natnego, minerały ilaste), którego rolą jest zapewnienie 
możliwie jak najlepszych warunków do przeżywania 
mikroorganizmów w preparacie handlowym oraz jak 
najefektywniejszego sposobu jego aplikacji [32, 40, 47]. 

Ponadto, procedura rejestracyjna wymaga od produ-
centów podania wielu innych ważnych informacji [10, 
45–47], m.in. takich jak:

– dokładna nazwa i charakterystyka mikroorgani-
zmu (makroorganizmu),

– dane dotyczące kolekcji, w której czysta kultura 
mikroorganizmu została zdeponowana,

– ilościowy skład preparatu (aktywna forma mikro-
organizmu i jego zawartość, a także innych skład-
ników, np. nośnika),

– metoda oznaczania (identyfikacji) składu pro-
duktu,

– warunki przechowywania i okres przydatności,
– zakres (cel) i zasady stosowania,
– wynik badań potwierdzających skuteczność bio-

preparatu.
Wszystko to powoduje, że b.ś.o. roślin są bez wątpie-

nia produktami bezpiecznymi i solidnymi pod względem 

Tabela I
Biologiczne środki ochrony roślin zawierające mikroorganizmy 

zarejestrowane w krajach OECD [16]

Bioherbicydy 1 Alternaria destruens
Biobakteriocydy 5 Agrobacterium (3),
  Pseudomonas, Bacillus
Biofungicydy 60 Trichoderma (25), Gliocladium,
  Pythium, Coniothyrium, 
  Bacillus, Pseudomonas, 
  Streptomyces
Bioinsektycydy 83 Bacillus thuringiensis (72),
  Baeuveria basiana (10)
Bionematocydy 64 Metharhizium (8), 
  Peacilomyces, Verticillium,
  Bacillus (8), wirusy (14),
  Heterorahabditis (10),
  Steinernema (20)

Grupa
biopestycydów

Liczba
zarejestro-

wanych
preparatów

Najważniejsze organizmy
jako aktywne składniki

(Liczba preparatów)
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jakości, znany jest bowiem ich dokładny skład, kon-
kretny cel i zakres ich stosowania, oraz – co jest bar-
dzo ważne – znana jest metoda badania i identyfikacji, 
a  więc także kontrolowania, ich składu i zawartości 
czynnika aktywnego. 

Dokładniejsze omawianie skuteczności biologicz-
nych środków ochrony roślin w praktyce rolniczej nie 
jest celem tego artykułu. Trzeba jednak stwierdzić, że 
skuteczność ta jest w przypadku wielu b.ś.o. niewąt-
pliwie mniejsza niż środków chemicznych. Dotyczy to 
zwłaszcza biopreparatów opartych na mikroorganiz-
mach (bakteriach i grzybach), które aplikowane są do 
gleby, czyli do środowiska charakteryzującego się bardzo 
dużą złożonością różnego rodzaju oddziaływań, w tym 
antagonistycznych, oraz ogromną konkurencyjnością 
o energię i składniki odżywcze pomiędzy drobnoustro-
jami glebowymi i innymi mieszkańcami gleby. Gleba 
jest także środowiskiem o  dużej zmienności czynni-
ków abiotycznych (wilgotność, temperatura, odczyn 
(pH), zabiegi agrotechniczne), które bardzo istotnie 
wpływają na przeżywalność i skuteczność organizmów 
wprowadzanych do gleby [1, 5, 8, 9, 14, 28, 35, 37, 50]. 
Być może jest to jeden z ważniejszych czynników powo-
dujących, że w ostatnim dziesięcioleciu sprzedaż pre-
paratów zawierających makroorganizmy (pasożytnicze 
i drapieżne owady, drapieżne roztocza), czyli środków 
stosowanych w bardziej kontrolowanych i mniej złożo-
nych warunkach (szklarnie, części nadziemne roślin) 
jest znacznie większa niż biopreparatów opartych na 
mikroorganizmach – odpowiednio 55–60% i 26% ogól-
nej sprzedaży b.ś.o. roślin [45, 46]. Warto też dodać, że 
choć zakres praktycznego wykorzystywania bioprepa-
ratów w ochronie roślin jest ciągle mały, ma on jednak 
tendencje wzrostowe. Na przykład, Tomalak [45] podaje, 
że w 2004 roku wartość rynku preparatów biologicznych 
(opartych na makroorganizmach i mikroorganizmach) 
stosowanych w  ochronie roślin wyniosła około 2,5% 
ogólnej wartości rynku środków ochrony roślin, a obec-
nie udział ten prognozowany jest na 4,2–4,5%. Wzra-
stające zapotrzebowanie na biopreparaty związane jest 
prawdopodobnie głównie z rozwojem proekologicznych 
metod uprawy roślin, w tym rolnictwa ekologicznego 
[5, 8, 24, 29, 47]. 

3. charakterystyka preparatów mikrobiologicznych
 oddziaływujących na plonowanie roślin
 i właściwości gleb

W tej grupie biopreparatów najbardziej znane na 
świecie i  najszerzej stosowane w praktyce rolniczej, 
także w  naszym kraju, są wspomniane już wcześniej 
szczepionki zawierające bakterie (rizobia), które wiążą 
azot atmosferyczny w symbiozie z korzeniami roślin 
(bobowatych) motylkowatych. Podobnie jak w  przy-

padku b.ś.o. technologia wytwarzania tych szczepionek 
obejmuje następujące etapy:

– zgromadzenie kolekcji różnych szczepów drobno-
ustrojów,

– kontrolowanie czystości i jakości (efektywności 
symbiotycznej) tych szczepów,

– wieloetapowe rozmnażanie mikroorganizmów i kon- 
trolowanie czystości uzyskiwanej biomasy,

– przygotowywanie jałowego nośnika (drobno zmie-
lony torf lub węgiel brunatny),

– mieszanie biomasy bakterii z nośnikiem i konfek-
cjonowanie szczepionki [26, 33, 40, 48].

W naszym kraju szczepionki rizobiowe, a także inne 
preparaty mikrobiologiczne, dopuszczane są do obrotu 
przez MRiRW po spełnieniu wymogów stosownej 
procedury rejestracyjnej. Procedura ta, choć znacznie 
łagodniejsza niż w przypadku rejestracji b.ś.o. roślin, jest 
wystarczająco szczegółowa, ponieważ, oprócz danych na 
temat składu, opisu procesu produkcyjnego i sposobu 
stosowania produktu, wymaga także przedstawienia 
wyników doświadczeń potwierdzających skuteczność 
rejestrowanego biopreparatu w praktyce. Z tego powodu 
szczepionki zawierające bakterie symbiotyczne roślin 
motylkowatych są biopreparatami o sprawdzonej efek-
tywności i dobrej jakości po względem mikrobiolo-
gicznym [33, 41]. 

W odniesieniu do preparatów mikrobiologicznych, 
a  także innych produktów określanych jako środki 
poprawiające właściwości gleby, rejestrowanych na 
potrzeby rolnictwa ekologicznego, procedura rejestra-
cyjna jest jeszcze bardziej łagodna, ponieważ nie stawia 
ona wymogu prowadzenia badań potwierdzających sku-
teczność rolniczą tych produktów. Wykorzystują to nie-
którzy producenci lub dystrybutorzy różnych bioprepa-
ratów wprowadzając na rynek w naszym kraju produkty, 
których efektywność i jakość z  mikrobiologicznego 
punktu widzenia są bardzo wątpliwe. Najbardziej zna-
nym produktem w tej grupie jest preparat pochodzenia 
japońskiego – tzw. Efektywne Mikroorganizmy (EM) i 
różne jego modyfikacje (EM1, EM5, Ema) [16, 53, 54]. 
Pod względem mikrobiologicznym biopreparaty te nie 
spełniają większości z wymienionych w tym artykule 
wymogów stawianych rzetelnym produktom wykorzy-
stywanym w ochronie i uprawie roślin. Na przykład, 
nieznany jest skład gatunkowy drobnoustrojów wcho-
dzących w skład EM-ów. Najczęś ciej podaje się tylko, 
że składają się one z 80 gatunków mikroorganizmów 
beztlenowych i tlenowych reprezentowanych przez 
bakterie fermentacji mlekowej, bakterie fototroficzne, 
promieniowce, drożdże i inne grzyby, ale brak jest jakiej-
kolwiek informacji na temat liczebności wymienionych 
grup drobnoustrojów [16, 53]. Ponadto nieznane są 
żadne oryginalne prace naukowe, w których opisano 
pochodzenie mikroorganizmów wchodzących w skład 
tych szczepionek, metody ich identyfikacji i nam nażania 
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oraz wyniki badań wykazujących przydatność i sku-
teczność omawianych biopreparatów w praktyce. Pre-
paraty EM produkowane są głównie w formie płynnych 
zawiesin, o  kwaśnym odczynie pH < 4,0) i rozprowa-
dzane w  szczelnie zamkniętych pojemnikach plasti-
kowych o  różnej objętości. Nie ulega wątpliwości, że 
są to warunki niesprzyjające dłuższemu przeżywaniu 
mikroorganizmów, zwłaszcza tlenowych. Potwierdzają 
to wyniki badań autorów holenderskich, którzy stosu-
jąc analizy DNA metodą PCR-DGGE stwierdzili niskie 
liczebności bakterii w handlowym preparacie EM1, ale 
po aktywacji tego preparatu liczebność bakterii wzro-
sła [51]. Autorzy ci stwierdzili ponadto, że różne serie 
zarówno nieaktywowanych jak i aktywowanych pro-
duktów EM charakteryzowały się dużą zmiennością 
pod względem zawartości w nich bakteryjnego DNA, 
co świadczy o bardzo małej powtarzalności (stabilności) 
tych preparatów. A oto w jaki sposób producenci i dys-
trybutorzy preparatu EM1 zalecają rolnikom uaktywnie-
nie tego środka: do plastikowego pojemnika należy wlać 
1 część (np. 1 litr) EM1, 1 część melasy trzcinowej jako 
pożywki, oraz 23 części niechlorowanej wody, wymie-
szać, szczelnie zamknąć pojemnik i  inkubować przez 
około 7  dni. Jest rzeczą oczywistą, że w tych warun-
kach powtarzalność uzyskiwanych hodowli musi być 
niska, a  ponadto rolnicy używając niejałowej wody 
i  melasy oraz niejałowego pojemnika rozmnażają nie 
tylko nieznane mikroorganizmy znajdujące się w EM-
-ach, ale także te które zawarte były w niejałowej wodzie, 
w pojemniku, czy w powietrzu – a przecież mogą to być 
nawet drobnoustroje szkodliwe. 

Jeszcze więcej nierzetelności można stwierdzić odnoś-
nie skuteczności EM-ów w praktyce rolniczej. Twórcy 
i dystrybutorzy tych produktów prezentują je jako środki 
o wręcz cudownych właściwościach (np. zawarte w nich 
mikroorganizmy przeżywają w temp. ponad 700°C) 
i  skutecznych nie tylko w stymulowaniu wielu proce-
sów mikrobiologicznych w glebach, ale także korzystnie 
oddziaływających na wzrost i zdrowotność roślin oraz 
poprawiających chemiczne i fizyczne właściwości gleb 
[16, 53, 54]. A ponadto EM-y redukują emisję amoniaku 
i innych odorów z obór i chlewni, przyspieszają proces 
kompostowania nawozów naturalnych i resztek roślin-
nych oraz korzystnie wpływają na jakość uzyskiwanych 
z  tych materiałów kompostów. Niestety nie przedsta-
wiają na to żadnych naukowo udokumentowanych, 
rzetelnych i wiarygodnych wyników badań. Brak takich 
publikacji doskonale ilustruje i potwierdza praca prze-
glądowa C o n d o r  i wsp. [9]. Autorzy ci dokonując 
przeglądu literatury światowej dotyczącej oddziaływania 
EM-ów na plonowanie różnych roślin i właściwości gleb, 
stwierdzili, że większość doświadczeń z pozytywnymi 
wynikami badań przeprowadzono w krajach oriental-
nych (Pakistan, Indonezja, Thailandia), a wyniki tych 
badań publikowano najczęściej w nierecenzowanych 

materiałach z konferencji sponsorowanych przed pro-
ducentów i dystrybutorów, a tylko nieliczne w czasopi-
smach o niskim IF (Impact Factor). Natomiast żadne 
z renomowanych czasopism naukowych o tematyce gle-
boznawczej, takich jak: European Journal of Soil Biology, 
Geoderma, Soil Biology and Biochemistry, Soil Sc. Soc. 
Am. Journal, czy Agriculture Ecosystems & Environment, 
nie zamieściło na swoich łamach jakiejkolwiek pracy na 
temat EM-ów. Bardzo ważna, krytyczna praca badaczy 
holenderskich opublikowana w  dobrym czasopiśmie 
[51] wykazała nieskuteczność użytych w tych badaniach 
preparatów EM.

Warto też dodać, że większość analizowanych przez 
C o n d o r  i wsp. [9] badań charakteryzowała się błę-
dami metodycznymi (m.in. niewłaściwy obiekt kontro-
lny), przyczynkowością i brakiem analiz statystycznych. 
Prawidłowe obiekty kontrolne zastosowano w  bada-
niach polowych przeprowadzonych w Szwajcarii [34]. 
Wspomniano już wcześniej, że EM-y produkowane są 
z wykorzystaniem melasy trzcinowej (jako pożywki dla 
drobnoustrojów), która jest bogata w liczne składniki, 
m.in. mikroelementy, mogące korzystnie oddziaływać 
na wzrost roślin. Ponadto, preparat EM-ów to bardzo 
kwaśna zawiesina. Dlatego w badaniach nad tym biopre-
paratem stosować należy dwa obiekty kontrolne; jeden 
„zerowy” – bez EM-ów, a w drugim do opryskiwania 
gleby lub roślin należy używać takiego samego płynu 
(rozcieńczona zawiesina EM-ów) jak we właściwym 
obiekcie badawczym, ale po zabiciu w  nim mikroor-
ganizmów lub po usunięciu mikroorganizmów w inny 
sposób, np. przez filtrowanie. W 4-letnim doświadczeniu 
polowym przeprowadzonym w warunkach szwajcarskich 
zastosowano takie właśnie dwa obiekty kontrolne. We 
wnioskach końcowych autorzy tego doświadczenia jed-
noznacznie stwierdzają, że preparaty EM-ów nie miały 
istotnego wpływu ani na plony badanych roślin ani na 
właściwości mikrobiologiczne gleby [34]. Podobne, 
negatywne wyniki można znaleźć w  większości (bar-
dzo licznych) publikacji polskich autorów, pomimo że 
w badaniach tych stosowano na ogół tylko jeden obiekt 
kontrolny (bez EM-ów lub oprysk wodą). Na przykład, 
D a c h  i wsp. [13] nie stwierdzili żadnego wpływu 
dodatku preparatu EM na proces kompostowania osadu 
ściekowego, jakość uzyskanego kompostu obornikowego 
czy na emisję gazów (CO2, amoniak). Także na podstawie 
wyników innych badań krajowych, zarówno laborato-
ryjnych jak i polowych, można stwierdzić, że EM-y oraz 
takie preparaty jak użyźniacz glebowy, Bactofil A czy 
Phylozonit, stosowane doglebowo lub jako opryski na 
liście, nie powodują istotnych przyrostów plonów bada-
nych roślin uprawnych (kukurydza, pszenica, sałata) oraz 
nie mają wpływu na właściwości mikrobiologiczno-bio-
chemicznych gleby [22, 38, 44, 49, 53]. Na koniec warto 
podkreślić, że autorzy ww. publikacji zagranicznych kry-
tycznie analizują wyniki uzyskane przez innych badaczy 
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[9], a  badania własne podsumowują jednoznacznymi 
wnioskami, w tym przypadku wyraźnie podkreślają 
w nich nieskuteczność preparatów EM [34, 51]. Czytając 
publikacje krajowe dotyczące EM-ów i innych bioprepa-
ratów mikrobiologicznych ma się natomiast wrażenie, że 
autorzy tych badań z góry zakładają pozytywne oddzia-
ływania testowanych produktów i „na siłę” doszukują 
się tych pozytywów. Na przykład, jeden z autorów napi-
sał w streszczeniu (brak wniosków) swoich badań, że 
EM-y (oraz inny preparat) spowodowały wzrost różnych 
cech o taki a taki procent i dopiero w ostatnim zdaniu 
dodał, że różnice te nie były istotnie statystycznie [38]. 
W  podsumowaniu innych badań, przeprowadzonych 
bez powtórzeń i bez analiz statystycznych, można prze-
czytać, że „Preparat mikrobiologiczny EM wykazywał 
nieznaczny wpływ na różnorodność mikoflory nasion 
grochu” [36], lub „Zastosowany oprysk biopreparatem 
EM początkowo powodował spadek liczebności więk-
szości badanych grup fizjologicznych drobnoustrojów 
oraz obniżenie aktywności badanych enzymów w glebie 
a następnie obserwowano tendencje wzrostowe” [53]. 
I  jeszcze jeden wniosek z kolejnych badań – „Zapra-
wianie ziarna pszenicy jarej preparatem EMR nie wpły-
nęło na wyższą procentową zawartość suchej masy 
w korzeniach” [15]. Wyniki badań przeprowadzonych 
przez autorów cytowanych publikacji świadczą, że ww. 
preparaty mikrobiologiczne nie wykazują istotnego 
wpływu ani na plonowanie roślin ani na właściwości 
gleby. Badania nad wykorzystaniem różnych grup mikro-
organizmów glebowych w praktyce rolniczej do podno-
szenia żyzności gleb i plonowania roślin prowadzono już 
od zarania rozwoju mikrobiologii glebowej. Na przy-
kład, szczepionki zawierające bakterie symbiotyczne 
roślin motylkowatych (bobowatych) stosowano już po 
koniec XIX wieku [3, 5, 52]. Szczepionki te produko-
wane i stosowane są w wielu krajach także obecnie i jest 
to właściwie jedyny przykład tak szerokiego wykorzy-
stywania preparatów mikrobiologicznych w  praktyce 
rolniczej. Sukces ten związany jest m.in. z tym, że 
szczepionki z bakteriami symbiotycznymi (rizobiami) 
stosowane są najczęściej do otoczkowanie nimi nasion 
roślin bobowatych. Taki sposób aplikacji ułatwia wpro-
wadzenie dużej liczebności bakterii (103–106 komórek 
na każde nasionko) bezpośrednio do strefy korzenio-
wej siewek roślin, zwiększając w efekcie szanse (kon-
kurencyjność) bakterii szczepionkowych na zawiązanie 
efektywnej symbiozy (brodawek) z korzeniami roślin. 
Wprowadzanie biopreparatów mikrobiologicznych do 
całej masy gleby na polu nie daje najczęściej żadnych 
efektów. Próby takie prowadzono z wieloma grupami 
drobnoustrojów glebowych, m.in. z bakteriami fosforo-
litycznymi, wolno żyjącymi w glebie asymilatorami N2 
(Azotobacter spp.) i innymi [3, 5, 28, 39, 52]. Niska sku-
teczność szczepionek doglebowych związana jest, jak 
już wspomniano w rozdziale 2, ze skomplikowanymi 
interakcjami pomiędzy organizmami glebowymi, oraz 

z oddziaływaniem bardzo zmiennych warunków pogo-
dowych i abiotycznych właściwości gleb. Na przykład, 
bakterie należące do rodzaju Azotobacter charakteryzują 
się dużą wrażliwością na kwaśny odczyn gleby. Bakterie 
te nie występują zwykle, lub ich liczebności są bardzo 
niskie w glebach o pH poniżej 6,0 [28, 31]. Szczepienie 
gleb kwaśnych nawet dużą masą preparatów zawiera-
jących omawiane bakterie nie może dać jakichkolwiek 
efektów, ponieważ nie zasiedlą one tych gleb, a  staną 
się jedynie pożywieniem dla innych organizmów glebo-
wych. Także szczepienie azotobakterem gleb o odczynie 
sprzyjającym rozwojowi tych bakterii nie daje w warun-
kach produkcyjnych istotnych efektów pozytywnych, np. 
w postaci przyrostu w glebach zawartości azotu czy plo-
nów roślin, m.in. dlatego, że proces wiązania N2 wymaga 
dużych ilości energii, której w glebie na ogół brakuje, 
a  jeśli jest to toczy się o nią intensywna konkurencja 
[3, 20, 28, 31, 35]. Ponadto, należy pamiętać, że każda 
gleba w  warunkach naturalnych zasiedlona jest przez 
mikroorganizmy, które w toku wielowiekowego procesu 
glebotwórczego najlepiej przystosowały się do życia 
w danej glebie i skolonizowały w niej wszystkie dostępne 
i umożliwiające egzystencję „nisze” ekologiczne [9, 35, 
51]. Drobnoustroje wprowadzane do gleby w  postaci 
szczepionek są zwykle eliminowane lub ich liczebność 
redukowana jest do poziomu naturalnego. Trudności 
w  uzyskaniu istotnych efektów ze stosowania biopre-
paratów doglebowych wynikają także z  prostych pro- 
porcji ilościowych. Na przykład, w jednym gramie gleby 
można znaleźć od kilkudziesięciu milionów do miliar- 
da ko mórek bakteryjnych, a w nawozach naturalnych 
(gno jowica, obornik) ich liczebność przekracza nawet 
1011 komórek w 1 gramie [30, 37, 51]. W przeliczeniu 
na hektar biomasa mikroorganizmów waha się od kilku 
do kilkunastu ton. Aby mikroorganizmy wprowadzane 
do gleby w biopreparacie mogły rozwijać się i konkuro-
wać z tak ogromną biomasą drobnoustrojów glebowych, 
należałoby stosować bardzo duże, nieopłacalne w prak-
tyce, ilości biopreparatów oraz zmienić środowisko gle-
bowe tak, aby faworyzowało ono rozwój wprowadzanego 
organizmu. Oznaczając liczebność mikroorganizmów 
w jednym z  ww. biopreparatów stwierdziliśmy (dane 
nieopublikowane), że w zalecanej dawce (1 l) na hektar 
zawiera on mniej bakterii niż można znaleźć w 100 gra-
mach gleby. Odpowiedź na pytanie, czy tak niewielka 
zawartość drobnoustrojów w tym preparacie, w dodatku 
nieprzystosowanych do życia w środowisku glebowym, 
może w jakikolwiek sposób wpłynąć na właściwości 
gleby i plonowanie roślin – wydaje się oczywista.

4. Podsumowanie

W pracy omówiono ogólne zasady produkcji i 
oceny preparatów (szczepionek) mikrobiologicznych 
stosowanych w ochronie roślin do ograniczania roz-
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woju patogenów i szkodników (biologiczna ochrona), 
zwłaszcza w rolnictwie integrowanym i ekologicznym, 
oraz do stymulowania wzrostu i plonowania roślin. 
Proces rejestracyjny biologicznych środków ochrony, 
który jest dla wielu producentów tych środków zbyt 
kosztowny i restrykcyjny, to jednak należy pamiętać, że 
zapewnia on nie tylko bezpieczeństwo ich stosowania 
(dla ludzi i  środowiska), ale także powoduje, że b.ś.o. 
są produktami rzetelnymi pod względem ich jakości 
i  zastosowania. W odniesieniu do preparatów mikro-
biologicznych, a także innych produktów określanych 
jako środki poprawiające właściwości gleby, przeznaczo-
nych do stosowania w ekologicznej produkcji roślinnej, 
procedura rejestracyjna jest bardzo łagodna. Wykorzy-
stują to niektórzy producenci i dystrybutorzy różnych 
biopreparatów wprowadzając na rynek w naszym kraju 
produkty, których skuteczność i jakość z mikrobiolo-
gicznego punktu widzenia są bardzo wątpliwe. Bardziej 
krytyczna ocena wyników badań nad tymi prepara-
tami przyczyniałaby się do upowszechniania wśród ich 
potencjalnych użytkowników rzeczywistej wartości tego 
rodzaju produktów. 
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