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Prof. dr hab. Zdzistaw Ilczuk (1929-2011)

Zdzislaw Ilczuk - Wspomnienie

W dniu 10 wrze$nia 2011 roku zmart Prof. dr hab.
Zdzistaw Ilczuk, emerytowany profesor zwyczajny i wie-
loletni kierownik Zaktadu Mikrobiologii Przemystowe;j
UMCS. W latach 1982-1990 redaktor naczelny czaso-
pisma Postepy Mikrobiologii.

Profesor Zdzistaw Ilczuk urodzit sie 23 marca 1929r.
w Zagozdzonie (od 1932 r. Pionki) w rodzinie robot-
niczej. Wyksztalcenie podstawowe Profesor zdobywat
w latach 1936-1943 w Pionkach (do wybuchu wojny
w 1939r.) i w Chelmie. W okresie okupacji pracowal
przez jakis czas fizycznie w lokomotywowni w Chelmie.
W mieécie tym ukonczyl tez Gimnazjum im. Stefana
Czarnieckiego uzyskujac w roku 1947 tzw. ,,mala mature’”.
Swiadectwo dojrzatosci Liceum Ogdlnoksztatcacego
(typu przyrodniczego) w Pionkach uzyskal w 1949 roku.
W 1950 roku rozpoczal studia biologiczne pierwszego
stopnia na Wydziale Matematyczno-Przyrodniczym
Uniwersytetu Warszawskiego, ktore ukonczyt w roku
1953. Drugi stopien tych studiéw ukonczyl na Wydziale
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii Curie-
-Sktodowskiej w Lublinie uzyskaniem magisterium z za-
kresu mikrobiologii w 1955 roku.

Calg swoja 45-letnig prace zawodowg Profesor zwig-
zal z Wydziatem Biologii i Nauk o Ziemi UMCS, roz-
poczynajac ja juz rok przed ukonczeniem studiéw na
stanowisku mlodszego asystenta, a od 1955r. praco-
wal na stanowisku asystenta. W latach 1954-1962 byt

zatrudniony w Katedrze Mikrobiologii Ogolnej, pdzniej
w Katedrze Mikrobiologii Szczegétowej (lata 1962-1970),
Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej (lata 1970-1995),
a od 1995 roku w Zaktadzie Mikrobiologii Przemy-
stowej, z ktérym byt zwigzany do czasu odejscia na
emeryture w 1999 roku. Na Wydziale BiNoZ przeszedt
réwniez wszystkie kolejne szczeble kariery zawodowej
i naukowej do osiggniecia w 1988 roku tytutu profesora
Zwyczajnego.

Praca magisterska Zdzistawa Ilczuka dotyczyta
zakazen bakteryjnych zacieréw fermentacji acetonowo-
-butanolowej, a jego dysertacja doktorska obejmowata
badania nad mikrobiologiczna syntezg kwasu cytryno-
wego prowadzong przez rozne szczepy Aspergillus niger.
Obie prace wykonal pod kierunkiem swojego nauczy-
ciela i mistrza Prof. Stanistawa Bujaka. Stopien doktora
habilitowanego Profesor uzyskat na podstawie rozprawy
dotyczacej genetyki szczepow Aspergillus niger wytwa-
rzajacych kwas cytrynowy.

Zainteresowania naukowe Prof. Ilczuka dotyczyty
opracowania metod i poznania mechanizméw pro-
wadzacych do wydajnej syntezy przez drobnoustroje
enzymow, kwasow spozywczych i innych bioproduk-
tow waznych dla roznych sektoréw gospodarki. Stoso-
wane w tych badaniach techniki mutagenizacji wielo-
stopniowej i wykorzystanie cyklu paraseksualnego do
celow hybrydyzacji réznych szczepdéw grzyba Asper-
gillus niger przyniosty — obok wynikéw zawierajacych
pewne elementy poznawcze, takze okreslone korzysci
praktyczne, dzigki mozliwosci uzyskiwania tym sposo-
bem rekombinantéw somatycznych (takze pod posta-
cig heterokarionéw i diploidéw) o nowych wlasciwos-
ciach kwasotworczych lub o zwiekszonej aktywnosci
pektynolitycznej i glukoamylazowej. Wérod bardziej
znaczacych wynikoéw, jakie zostaly w tym wzgledzie
osiggniete, mozna wymieni¢ pozyskanie udoskonalo-
nego mutanta A. niger o aktywnosci poligalakturonazy
zwigkszonej pigciokrotnie, w poréwnaniu ze szczepami
produkcyjnymi. Kultura ta przez wiele lat stosowana
byta w jedynej krajowej wytwdrni preparatéw enzyma-
tycznych w Jasle. Réwniez sposoby grzybowej syntezy
preparatow glukoamylazy i oksydazy glukozowej opra-
cowane zostaly technologicznie i chronione patentami.
Z tego zakresu Profesor opublikowal wiele oryginalnych
prac doswiadczalnych, ktére stanowia wazny wktad do
rozwoju nauki. Laczny dorobek naukowy Prof. Ilczuka
obejmuje ponad 170 pozycji, w tym 71 rozpraw nauko-
wych opublikowanych w czasopismach o zasiegu krajo-
wym i miedzynarodowym. Jest réwniez wspdtautorem
trzech patentéw krajowych.
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Profesor Ilczuk byl réwniez popularyzatorem wiedzy
z zakresu mikrobiologii, biotechnologii i egzobiologii,
czego efektem sa: dwie ksigzki (Na tropach zycia poza-
ziemskiego, Niewidzialni sojusznicy cztowieka), liczne
artykuly opublikowane w prasie codziennej i perio-
dykach popularnonaukowych, oraz wywiady i udzial
w popularnonaukowych audycjach radiowych i telewi-
zyjnych. Do tej sfery zainteresowan mozna tez zaliczy¢
wieloletnig wspdtprace Prof. Ilczuka z czasopismem
Przemyst Spozywczy, na ktérego tamach opublikowal
tacznie 781 doniesien na temat nowosci z zakresu mikro-
biologii przemystowej i biotechnologii.

Do niewatpliwych zastug Prof. Ilczuka bylo zorga-
nizowanie w 1972 roku Pracowni Mikrobiologii Tech-
nicznej w obrebie Zakladu Mikrobiologii Stosowanej,
ktorej byl nieformalnym kierownikiem do 1987 roku.
Pracownia ta zostala pdzniej (1995 r.) przeksztalcona
w Zaklad Mikrobiologii Przemystowej, ktorego kierow-
nictwo objat Prof. Ilczuk.

Profesor pelnit réwniez wazne funkcje w macie-
rzystej Uczelni oraz dziatal spotecznie zaréwno w $ro-
dowisku lubelskim jak i ogélnokrajowym. Byt kierow-
nikiem Zaktadu Mikrobiologii Stosowanej (1987-1995)
i Zakladu Mikrobiologii Przemystowej (1995-1999),
prodziekanem wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi
(1973-1978), prorektorem ds. dydaktyki i wychowa-
nia UMCS (1978-1981), dyrektorem Instytutu Mikro-
biologii (1987-1991) oraz czlonkiem wielu komisji
senackich. W latach 1982-1990 byt redaktorem naczel-
nym Postgpow Mikrobiologii, a przez okres ponad
35 lat wspdtpracowal écisle z miesiecznikiem Naczel-
nej Organizacji Technicznej Przemyst Spozywczy.
W latach 1973-1994 pelnit funkcje wiceprezesa Klubu
Oficeréw Rezerwy im. gen. Franciszka Kleeberga przy
UMCS. Byt czlonkiem wielu towarzystw i organiza-
¢ji naukowych, w tym m.in. Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologéw, Lubelskiego Towarzystwa Naukowego,
Komisji Mikrobiologii Przemystowej i Komisji Bio-
technologii Komitetu Mikrobiologii PAN, Komitetu
Mikrobiologii PAN (trzy kadencje), Komisji Biotechno-
logii Rolnej Komitetu Technologii i Chemii Zywnosci
PAN, Komitetu Technologii i Chemii Zywnoéci PAN,
Rady Naukowej Instytutu Przemyslu Fermentacyj-
nego (od 1988r. Instytutu Biotechnologii Przemystu
Rolno-Spozywczego), Fellowship of International Rese-
arch into Science and Technology (Anglia). Za dziatal-
nos$¢ naukowo-dydaktyczng i organizacyjno-spoteczng
zostal wyrézniony licznymi nagrodami i odznaczeniami
panstwowymi i resortowymi, w tym: wielokrotnie nagro-
dami Rektora UMCS, Krzyzem Kawalerskim Orderu
Odrodzenia Polski, Zlotym Krzyzem Zastugi, Meda-
lem Komisji Edukacji Narodowej, srebrnym i brazo-
wym Medalem Zastugi dla Obronnosci Kraju, zlota
odznaka Zastuzonego Dzialacza Ligii Obrony Kraju,
odznaka Zastuzonego Dzialacza Klubu Oficeréw Rezer-
wy, zlota odznakg Zastuzonego Pracownika Przemystu

PROF. DR HAB. ZDZISLAW ILCZUK - WSPOMNIENIE

Spozywczego i Skupu oraz srebrng honorowa odznaka
Zastuzony dla Lublina.

Wirédd zastug Prof. Ilczuka dotyczacych dziatalnosci
dydaktycznej nalezy w pierwszym rzedzie wymienié
priorytetowe na wydziale BiNoZ autorstwo progra-
moéw wyktadu i ¢wiczen z mikrobiologii przemysto-
wej. W ciggu 45 lat swojej pracy zawodowej Profesor
wyksztalcil liczne grono absolwentéw mikrobiologii
i biotechnologii. Dorobek Prof. Ilczuka w procesie
ksztalcenia kadry naukowej obejmuje promotorstwo
2 doktoratow oraz udzial (w charakterze recenzenta)
w 7 przewodach doktorskich (z tego w jednym na tytut
dr h.c.), 7 habilitacyjnych i 2 na tytuly profesorskie.
Z grona wspOtpracownikéw profesora 2 osoby uzyskaly
tytut profesora nauk biologicznych.

Profesor llczuk zostat pochowany 14 wrzesnia 2011 r.
na cmentarzu w Glusku. Pozostawil zone Irene, dwie
corki Adele i Jadwige oraz wnuczke Kaje.

Zegnajac Profesora mogli$my $miato powiedzie¢ nad
trumng te stowa:

,»Byt Pan dla nas wzorem nauczyciela akademickiego
oraz przewodnikiem po trudnej drodze zdobywania
stopni i tytuléw naukowych. Dziekujemy za liczne dys-
kusje naukowe, inspiracje do podejmowania trudnych
wyzwan, szczegdtowe korekty prac naukowych i ich
krytyczny osad, cierpliwo$¢, cenne rady i wskazowki.
Miat Pan liczne grono serdecznych przyjaciot, ktorzy
pograzeni w zalu i smutku Pana zegnaja. Zatujemy, ze
po przejsciu na emeryture nie moglismy si¢ z Panem
czesto spotykaé z powodu cigzkich choréb i cierpien,
ktoérych Pan doswiadczal”.

Odszedt od nas czlowiek o wysokiej kulturze oso-
bistej, przyrodnik-humanista, $wietnie wladajacy jezy-
kiem ojczystym, skromny i zyczliwy ludziom. Cieszyt
sie szacunkiem i sympatig studentéw oraz pracowni-
kéw i pozostanie na zawsze w naszej pamieci jako mistrz
i nauczyciel.

Jan Fiedurek, Janusz Szczodrak

Ze smutkiem przyjelismy wiadomos¢ o smierci Pana
Profesora Zbigniewa Ilczuka. sp. Profesor od lat zwig-
zany byt z Postepami Mikrobiologii petnit w nich funkcje
statego Recenzenta oraz w latach 1982-1990 Redaktora
Naczelnego. Okres kierowania pismem byl szczegdlnie
trudny dla dziatalnosci wydawnictw w Polsce. Nakta-
daly si¢ wtedy na siebie zarowno klopoty finansowe jak
i materiatowe wydawanych w kraju periodykéw. Précz
tego mtodzi autorzy odczuwali dotkliwie izolacje pol-
skiej nauki od ogélnoswiatowego nurtu (dostgpnosé do
czasopism zagranicznych, znaczne ograniczenie kontak-
tow). Zastugg sp. Zbigniewa Ilczuka bylo przeprowadze-
nie Postgpow Mikrobiologii przez ten bardzo trudny dla
Polski okres, za co jestesmy Mu szczegolnie wdzigczni.

Redakcja Postepéw Mikrobiologii
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MOLEKULARNE MECHANIZMY OPORNOSCI
BAKTERII KWASU MLEKOWEGO NA BAKTERIOFAGI

Roman Krzysztof Gorecki', Jacek Karol Bardowski'

! Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa

Wplynelo w sierpniu 2011 .

1. Wprowadzenie. 2. Mechanizmy oporno$ci na wirusy bakteryjne. 2.1. Hamowanie adsorpcji faga. 2.2. Blokowanie iniekcji DNA
fagowego. 2.3. Abortywna infekcja. 2.4. Restrykcja i modyfikacja (R-M). 2.5. System CRISPS/Cas. 3. Podsumowanie

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).

Stowa kluczowe: bakterie kwasu mlekowego, bakteriofagi, oporno$¢ na bakteriofagi

1. Wprowadzenie

Grupa bakterii okreslanych jako bakterie kwasu mle-
kowego lub bakterie mlekowe, w skrocie LAB (Lactic
Acid Bacteria), obejmuje bakterie spokrewnione funk-
cjonalnie, w zwigzku z ich zdolno$cig do produkeji
kwasu mlekowego podczas homo- lub heterofermenta-
cji. Wedlug obecnej taksonomii, do grupy LAB naleza
rodzaje drobnoustrojow jak: Carnobacterium, Entero-
coccus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella i stano-
wigce trzon tej grupy bakterii, rodzaje Lactococcus, Lac-
tobacillus, Streptococcus, Pediococcus oraz Leuconostoc
[25]. Niektorzy badacze do grupy LAB zaliczajg takze
Bifidobacterium. Bakterie fermentacji mlekowej cha-
rakteryzuja si¢ prostym metabolizmem i dlatego maja
wysokie wymagania pokarmowe, w zakresie czynnikow
wzrostowych w podtozu. Prosty metabolizm oraz nie-
wielki rozmiar genomdéw LAB (od 1,8 Mpz w przypadku
Oenococcus oeni do 3,3 Mpz dla L. plantarum) [25] spo-
wodowaly duze zainteresowanie tymi bakteriami, jako
organizmami modelowymi w badaniach nad ,,minimal-
nymi wymogami zyciowymi” bakterii Gram-dodatnich.

Zapotrzebowanie na substancje odzywcze ma wptyw
na rozprzestrzenianie si¢ bakterii mlekowych w przyro-

dzie. Bardzo rzadko wystepujg one w glebie lub w wodzie,
aich naturalnymi siedliskami sg: (i) mleko (Lactobacillus
lactis, L. bulgaricus, L. fermentum, L. brevis, Lactococcus
lactis, Streptococcus thermophilus), (ii) zdrowe i gnijace
rosliny (Lactobacillus plantarum, L. delbrueckii, Lactococ-
cus lactis, Leuconostoc mesenteroides), (iii) uktad pokar-
mowy oraz blony sluzowe ludzi i zwierzat (Lactobacillus
acidophilus, L. rhamnosus, Streptococcus salivarius).

Szczegoblnie zdolnos¢ LAB do zasiedlania i rozwoju
w mleku zostala wykorzystana na skale przemystowa
do produkeji fermentowanych artykutéw mlecznych.
Ponadto bakterie kwasu mlekowego moga rozwijac sie
w miesie i winie, co zostalo wykorzystane w produk-
cji fermentowanych wedlin (Lactobacillus, Pediococcus)
oraz dla poprawy wlasciwosci organoleptycznych wina
(O. oeni) [25].

W procesach przemystowych stresowe czynniki fizycz-
ne, chemiczne oraz biologiczne wystepuja w zwigkszo-
nym nate¢zeniu [47]. Z tego powodu mikroorganizmy
wykorzystywane w takich procesach selekcjonowane
sa w kierunku zwigkszonego poziomu opornosci na
pewne czynniki, jak: niskie pH zwigzane z zakwasza-
niem $rodowiska, wyzsze od naturalnych stezenia meta-
bolitow pierwotnych powstajacych podczas fermentacji

* Autor korespondencyjny: Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa; tel. 22-592-12-13, e-mail:

krzygor@ibb.waw.pl
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System hamujacy

ROMAN KRZYSZTOF GORECKI, JACEK KAROL BARDOWSKI
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System abortywnej
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restrykcji modyfikacji
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Rys. 1. Podstawowe systemy opornosci fagowej u LAB

oraz niskie temperatury stosowane podczas przechowy-
wania artykutéw spozywczych.

Poza czynnikami o charakterze fizycznym i chemicz-
nym, hamujacymi rozwoéj lub zmniejszajacymi przezy-
walnos$¢ komorek bakteryjnych, wyrézniono réwniez
czynnik biologiczny - wirusy bakteryjne czyli bakte-
riofagi. Infekcje komorek bakteryjnych wywolywane
sa przez fagi wystepujace w stanie wolnym w $rodo-
wisku lub przez fagi ,uspione” (fagi lizogenne, pro-
fagi) wintegrowane w chromosom bakteryjny, a indu-
kowane w pewnych warunkach $rodowiskowych [42].
Wiréd bakteriofagéw atakujacych jednego z najlepiej
poznanych przedstawicieli LAB - Lactococcus lactis
- wyrdzniono 3 grupy genetyczne, c2, 936 i P335, roz-
nigce si¢ morfologia, zakresem gospodarza oraz cyklem
zyciowym [44]. W obrebie grup c2 oraz 936 wystepuja
wylacznie fagi lityczne, powodujace szybka lize komorek
gospodarza. Natomiast grupa P335 obejmuje zaréwno
fagi lityczne, jak i lizogenne [30]. Bakterie LAB posia-
dajg naturalne systemy obrony przed fagami, ktore pod
wzgledem mechanizmu dziatania zostaty podzielone na
5 kategorii (Rys. 1): (i) mechanizm hamujacy adsorp-
cje, (i) mechanizm blokujacy wprowadzenie DNA do
komorki, (iii) system abortywnej (przerwanej) infekcji
fagowej (Abi), (iv) system restrykcji modyfikacji (R-M)
oraz (v) system CRISPR/cas.

2. Mechanizmy opornosci na wirusy bakteryjne
2.1. Hamowanie adsorpcji faga
Oddzialywanie czastki fagowej z powierzchnig bak-

terii jest pierwszym etapem, niezbednym do zainicjo-
wania procesu infekcji wirusowej. W procesie adsorp-

cji faga do komorki bakteryjnej biora udzial dwa
komponenty. Jednym z nich jest receptor, znajdujacy
sie w blonie lub $cianie komodrkowej, a drugim jest
biatko faga odpowiedzialne za rozpoznanie i zwigza-
nie si¢ z receptorem bakteryjnym tzw. bialko wigzace
receptor RBP (receptor-binding protein) [42]. Pro-
ces adsorpcji najlepiej poznany jest u bakterii Gram-
-ujemnych, gdzie stwierdzono ze wigkszo$¢ interak-
cji fag — komorka bakteryjna zachodzi dwuetapowo.
W przypadku ukladu bakteria E. coli oraz fag T’5 zaobser-
wowano, ze bakteriofag wigze si¢ poczatkowo w sposob
odwracalny do lipopolisacharydéw zawierajacych poli-
mannozowy antygen O, a nastepnie w sposob nieodwra-
calny z transporterem ferrichromu, ktory jest rodzajem
sideroforu [18].

Podobnie jest u bakterii Gram-dodatnich, gdzie fagi
atakujgce komorki Lactococcus lactis, wigza sie gtoéwnie
ze specyficznymi receptorami cukrowymi, wystepuja-
cymi w $cianie komoérkowej. Do zwigzkow najczesciej
oddzialujacych z fagami w pierwszym etapie przyla-
czania czastki wirusowej naleza cukry: ramnoza, glu-
koza, galaktoza, glukozo- oraz galaktozoamina [46].
W przypadku fagéw grupy c2, w celu przeprowadze-
nia skutecznej infekcji, niezbedne jest oddziatywanie
faga z bakteryjnym biatkiem PIP (phage infection
protein) [2]. Z kolei fagi grup P335 oraz 936 wiaza sie
do réznych biatek blonowych [11]. Podstawowe mecha-
nizmy hamowania przylaczania sie faga do komorki
bakteryjnej zwigzane s3 z fizycznym maskowaniem
receptora badz ze zmianami w jego budowie lub nawet
z jego brakiem w ostonach komoérkowych [8]. Brak
funkcjonalnego receptora moze by¢ spowodowany
spontanicznymi mutacjami w materiale genetycznym,
ktére powoduja powstanie calkowicie niewrazliwego
mutanta BIM (bacteriophage insensitive mutant). Brak
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receptora, np. polisacharydowego, zwigzany jest z muta-
cja(ami) genoéw zaangazowanych w jego synteze lub
transport. Niestety zaburzenia w procesie syntezy
sktadnikéw $ciany moga skutkowac stabszym wzrostem
bakterii, uniemozliwiajac wykorzystanie mutanta BIM
w procesach przemystowych [13] Poza tym mutanty
BIM czesto ulegaja rewersji do fenotypu wrazliwego.
Z kolei mechanizm polegajacy na fizycznym masko-
waniu receptora zwigzany jest z mozliwoécig syntezy
egzopolisacharydow, ktdre tworzg dodatkowa otoczke,
ograniczajgc mozliwo$¢ oddzialywania fagow z komor-
kami bakteryjnymi [33].

2.2. Blokowanie iniekcji DNA fagowego

Po zwigzaniu si¢ z receptorem, bakteriofag wpro-
wadza DNA do komorki bakteryjnej, gdzie wystepuje
powielenie informacji genetycznej oraz wytworzenie
potomnych czgstek wirusa. Systemy opornosci fagowej,
ktore polegaja na zaburzaniu etapu wprowadzania DNA
do komérki mimo zwigzania si¢ faga z receptorem, sa
najstabiej poznanymi systemami opornosci, zaréwno
u LAB jak i innych mikroorganizméw [42]. Badania
przeprowadzone przez Watanab e iwsp. [48], doty-
czace interakeji faga PL-1 z komdrkami L. casei wyka-
zaly, ze mimo adsorpcji fagéw do powierzchni komorki
nie obserwowano lizy bakteryjnej. Analiza tej interak-
¢ji przy uzyciu mikroskopii elektronowej pokazala, ze
DNA fagowe pozostaje w kapsydzie, w przeciwienstwie
do infekeji szczepu wrazliwego, gdzie obserwowano
znaczacy wzrost liczby pustych kapsydéw. Jednak
czynnik odpowiedzialny za blokowanie iniekcji DNA
fagowego nie zostal zidentyfikowany w tym przypadku.
McGrath w badaniach z 2002 roku [32] po$wieco-
nych wirusowi Tuc2009 infekujacemu komorki szczepu
L. lactis, zidentyfikowal gen chromosomalny kodujacy
biatko nazwane Sie, ,, ktére blokuje wprowadzanie
DNA fagowego do komorki bakteryjnej. Mechanizm
blokowania nie zostal poznany, ale przypuszcza sig,
ze bialko Sie, , oddzialuje albo z biatkami btono-
wymi komorki, ktdre sa niezbedne do procesu iniek-
cji DNA, albo z biatkami fagowymi odpowiedzialnymi
za inicjacje procesu uwalniania DNA z kapsydu [32].
Efekt dziatania biatka Sie, , moze przypominac efekt
obecnosci represora fagéw lizogennych, polegajacy na
zapobieganiu ponownej infekcji tym samym fagiem.
W przeciwienstwie do tego procesu, gen sie,, , warun-
kuje opornos¢ na rozne fagi i co wigcej, réwniez na fagi
z innej grupy fagowej niz ta, do ktorej nalezy Tuc2009.
Znane s takze przyktady systemu blokowania transferu
DNA fagowego do komorki, kodowane na plazmidach
wystepujacych w komoérkach LAB, jak np. na plazmi-
dzie pNP40, ktéry ponadto koduje dwa systemy abor-
tywnej infekcji [15].
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2.3. System abortywnej infekcji

Kiedy DNA fagowe ,,ominie” opisane powyzej wczes-
ne systemy obrony i wniknie do komoérki bakteryjnej,
rozpoczyna si¢ cykl zdarzen prowadzacy do powstania
potomnych czastek fagowych. Systemy infekeji abortyw-
nej Abi (abortive infection system) sa w stanie przerwac,
na réznych etapach, cykl namnazania faga. Pod poje-
ciem infekcji abortywnej kryja sie komérkowe mecha-
nizmy obronne, ktdre ingeruja w procesy niezbedne do
powstania potomnych bakteriofagdw, takie jak: repli-
kacja wprowadzonego DNA fagowego, transkrypcja,
translacja, pakowanie DNA do kapsydu oraz sktadanie
czastki bakteriofaga [13]. Blokowanie namnazania faga
w cytoplazmie z wykorzystaniem systemu Abi wigze si¢
z przedwczesng $miercig komorki bakteryjnej. Fenoty-
powym objawem dzialania systemdéw Abi jest zmniej-
szenie wydajnosci powstawania lysinek o typowych
rozmiarach dla danego bakteriofaga, na rzecz nielicz-
nych tysinek o znacznie zmniejszonej $rednicy [6, 13].
Smier¢ pojedynczej zainfekowanej komorki ogranicza
liczbe potomnych czastek wirusa, zmniejszajac tym
samym rozmiar potencjalnej infekeji fagowej w popula-
¢ji bakterii. Jak podaja dane zrédiowe, zidentyfikowano
i scharakteryzowano 22 laktokokowe systemy infekcji
abortywnej, oznaczane skrétem Abi oraz kolejng literg
alfabetu [17]. Jeden system Abi moze wptywac na cykl
zyciowy fagéw nalezacych do jednej, dwoch, a nawet
trzech grup fagowych. Zazwyczaj mechanizm Abi
kodowany jest przez pojedynczy gen zlokalizowany na
plazmidzie. Zidentyfikowano i takie mechanizmy Abi,
ktére kodowane sg przez dwa geny (AbiE, AbiG, AbiL,
AbiT) [6], a nawet jak w przypadku jednego z niedawno
odkrytych systemdw, systemu AbiR, przez 3 geny [50].
Wigkszo$¢ genéw kodujacych systemy Abi charaktery-
zuje si¢ nietypowo niska zawartoscig par GC (24-31%)
w poréwnaniu do Sredniej zawartosci 35% okreslonej dla
genomow laktokokowych, sugerujac ich horyzontalny
transfer z innych mikroorganizméw [13]. Wigkszo§¢
bialek systeméw Abi funkcjonuje w cytoplazmie, cho-
ciaz scharakteryzowano i takie, ktore wykazuja lokaliza-
cje transbtonowa. W zaleznosci od hamowanego etapu
rozwoju faga, systemy Abi podzielono na systemy
wczesne, zaburzajace replikacje DNA fagowego i syste)
my pozne, ingerujace w pozostale etapy rozwoju bakte-
riofaga, zachodzace po etapie replikacji DNA fagowego
[13]. Systemy, takie jak AbiA, AbiD1, AbiF, AbiK, AbiP
i AbiT zaburzaja replikacje DNA fagowego, podczas gdy
systemy AbiB, AbiG i AbiU zaburzaja proces transkryp-
cji. System AbiC powoduje obnizenie wydajnosci pro-
dukeji gtéwnego biatka kapsydu, a systemy AbiE, Abil,
and AbiQ zaburzaja pakowanie DNA do kapsydu [17].
W przeciwienstwie do wymienionych systemow, dziata-
jacych na procesy replikacji, translacji czy transkrypcji,
zidentyfikowany w 2007 roku system AbiZ powoduje
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Tabela I

Cechy systemoéw restrykeji i modyfikacji typow I, II, 111, IV

Budowa molekularna Aktywno$¢ enzymatyczna Miejsce cigcia
TypI |strukturalnie niezalezne | aktywno$¢ modyfikujaca — kompleks biatek HsdS, HsdM |losowe miejsce w znacznej odlegtosci
biatka: HsdR, HsdM, HsdS [ aktywnosé restrykcyjna — kompleks biatek HsdR, HsdM, |od rozpoznawanej sekwencji
Hsds
Typ II |strukturalnie niezalezne | aktywnos$¢ modyfikujaca — biatko M miejsce w obrebie lub w najblizszym
biatka Ri M aktywnos¢ restrykcyjna — biatko R otoczeniu rozpoznawanej sekwencji
Typ III | strukturalnie niezalezne | aktywno$¢ modyfikujgca - biatko Mod w odlegtoéci 24-27 pz od strony 3’
biatka Res i Mod aktywnos¢ restrykcyjna — kompleks bialek Mod i Res rozpoznawanej sekwencji
Typ IV | strukturalnie niezalezne | aktywnos$¢ modyfikujgca — biatko M w stalej odleglosci (14-16 pz) od
biatka Ri M aktywnoé¢ restrykcyjna — biatko R strony 3’ rozpoznawanej sekwencji
biatko R posiada réwniez wlasciwoéci metylazy

przedwczesna lize komorki, uniemozliwiajac sktadanie
potomnych czastek wirusa [12]. W wielu przypadkach
mechanizmy dzialania poszczegdlnych systemoéw nie
zostaly szczegélowo wyjasnione, a jedynie powigzane
z zaburzanymi przez nie etapami rozwoju faga. I tak
system AbiB powoduje degradacje RNA prawdopo-
dobnie przez indukowanie nowych lub stymulowanie
aktywnosci juz istniejacych RNaz [38]. W przypadku
systemu AbiD1, przedstawiciela systeméw zaburzaja-
cych replikacje DNA, stwierdzono ze system ten jest
indukowany przez produkt bialkowy wczesnego genu
(orfl) faga bIL66. Powstate w wyniku indukcji ekspresji
genu abiD1 bialko wigze si¢ z fagowa nukleaza, blokujac
jej aktywno$¢, ktora polega na usuwaniu rozgatezionych
struktur w replikowanym DNA faga [6]. Inny system,
AbiZ, powoduje przedwczesng lize komorki w wyniku
zaburzenia kontroli nad wlasciwym momentem uaktyw-
nienia si¢ holiny, poprzez oddzialywanie z jej inhibi-
torem lub bezposrednio z samym biatkiem [12]. O ile
mechanizm $mierci komérki w wyniku aktywnosci
systemu AbiZ nie wymaga wyjasnien, to w przypadku
aktywnosci innych systeméw Abi, mechanizmy powo-
dujace $mier¢ komorek nie sg tak oczywiste. W zwigzku
z faktem stwierdzenia toksycznosci nadprodukowanych
bialek systemoéw infekeji abortywnej wobec komoérek
bakteryjnych przypuszcza si¢, ze oddzialywania biatek
Abi z nukleazami czy proteazami, za posrednictwem
ktérych wplywaja one na procesy fagowej replikacji,
transkrypcji i translacji, nie ograniczajg si¢ wytacznie
do procesow fagowych, ale rowniez ingeruja w procesy
bakteryjne, powodujac $mier¢ komorki [6].

2.4. Systemy restrykcji modyfikacji (R-M)

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

niczaja zainicjowanie proceséw cyklu fagowego na tere-
nie cytoplazmy. W przeciwienstwie do systeméw Abi,
w wyniku aktywacji mechanizmu R-M nie obserwuje
sie $mierci komorki bakteryjnej, poniewaz DNA komor-
kowe jest chronione przed degradacja [39]. DNA chro-
mosomalny komorek, posiadajgcych system restrykeji
modyfikacji, jest odpowiednio zmodyfikowany w spe-
cyficznych sekwencjach przez enzym o aktywnosci
metylotransferazy. Chroni to DNA gospodarza przed
aktywnoscig endonukleazy restrykcyjnej, rozpoznaja-
cej te specyficzne sekwencje i zdolnej do wprowadza-
nia nacie¢ w DNA [41]. Inaczej sytuacja przedstawia sie
w przypadku pojawienia si¢ obcego DNA. Wnikajacy
DNA nie posiada wzoru metylacji, zgodnego z syste-
mem R-M wystepujacym juz w komorce, co prowadzi
do jego degradacji przez enzym restrykcyjny [41].

Systemy R-M podzielono na cztery grupy, uwzgled-
niajagc wlasciwoéci zwiazane z typem rozpoznawanej
sekwencji, lokalizacja miejsca ciecia w stosunku do
rozpoznawanej sekwencji oraz struktura molekularng
systemu (Tab. I).

U laktokokéw zidentyfikowano przedstawicieli sys-
temow R-M, nalezacych do trzech z 4 gléwnych typow:
typ L, typ II oraz najmniej poznany i rozpowszechniony
typ III. Stwierdzono takze powszechne wystepowanie
genéw zwigzanych z systemami R-M na plazmidach
laktokokowych [13].

Pierwszy opisany u bakterii Gram-dodatnich system
R-M typu III zostal zidentyfikowany na laktokokowym
plazmidzie pND801 [43]. Typ ten sklada si¢ z dwdch
enzymow: metylotransferazy, kodowanej przez gen mod
i endonukleazy restrykcyjnej, kodowanej przez gen res.
Metylotransferaza Mod dziala niezaleznie od endo-
nukleazy Res i katalizuje reakcje metylacji specyficz-
nych sekwencji DNA. Ponadto, podjednostka Mod jest
odpowiedzialna za rozpoznanie dwdch, przeciwstawnie
zorientowanych, asymetrycznych miejsc w sekwencji
DNA [43]. Biatko Res funkcjonuje w kompleksie z bial-
kiem Mod, dzigki czemu reakcje modyfikacji i restryk-
cji endonukleolitycznej dotyczg tej samej, specyficznej
sekwencji. Endonukleaza Res przecina dwuniciowy
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DNA w odleglosci 24-27 nukleotydéw ponizej niezme-
tylowanej specyficznej sekwencji [10].

Wiekszo$¢ poznanych systemow R-M u bakterii Lac-
tococcus nalezy do typu II [13]. Systemy te zazwyczaj
wymagaja prostych kofaktoréw i charakteryzuja sie
prosta organizacja genetyczng. Klasyczne systemy R-M
typu II zawieraja dwa geny, kodujace bialka o niezalez-
nych aktywnosciach - endonukleazy i metylotransferazy.
Endonukleaza rozpoznaje specyficzng, palindromowa
sekwencje DNA o diugosci od 4 do 8 nukleotydéw
i powoduje przecigcie obu nici DNA, a metylotransferaza
rozpoznaje oraz metyluje te samg sekwencje, co chroni
DNA przed aktywnoscig endonukleazy [39]. Metylazy
systemu R-M typu II wymagaja kofaktora w postaci
S-adenozylometioniny, z ktorego przenosza grupe mety-
lowa na nukleotydy w rozpoznawanej sekwencji. Cecha
charakterystyczng endonukleaz typu II jest fakt, ze prze-
ciecie nici DNA ma miejsce w obrebie lub w stalej odleg-
tosci kilku nukleotydéw, od miejsca rozpoznawanego
przez system R-M oraz, ze w odréznieniu od endonu-
kleaz typu I i III, endonukleazy typu II nie wymagaja
energii w postaci ATP do przeprowadzenia reakcji [39].
Endonukleazy tej grupy dzialajg jako homodimery, ktére
wymagajg kofaktora w postaci jonéw magnezu (Mg*)
[35]. Nie wszystkie endonukleazy typu II funkcjonuja
wedtug przedstawionego schematu. W celu uwzglednie-
nia ich zréznicowania strukturalno-funkcjonalnego wy-
odrebniono nastepujace podtypy: IIB, IIE, IIE IIG, IIM,
IISiIIT [39]. Endonukleazy podtypu IIS dziatajg zazwy-
czaj jako monomery, rozpoznajg asymetryczne sekwen-
cje i przecinajg DNA w okreslonej odlegtosci od roz-
poznawanego miejsca [45]. Odmiennos$¢ endonukleaz
podtypéw IIG i IIB polega na tym, ze obie aktywnosci
enzymatyczne (metylazy i endonukleazy) znajduja si¢ na
jednym tancuchu biatkowym. Ponadto, do swojej aktyw-
nosci enzymatycznej, wymagaja dodatkowego kofaktora
w postacie S-adenozylometioniny. Dodatkowo, endonu-
kleazy podtypu IIB charakteryzuja si¢ tym, ze przecinaja
kazdg ni¢ DNA po obu stronach rozpoznawanej sekwen-
cji. Zatem endonuklezy podtypu IIB usuwaja z nici DNA
krotkie fragmenty, zawierajace rozpoznawang przez nie
sekwencje [39]. Odrebno$¢ podtypu IIM sprowadza sig
do faktu, ze trawienie DNA nastgpuje po rozpoznaniu
specyficznej sekwencji, ktora w przeciwienstwie do
pozostalych systeméw R-M jest zmetylowana [27].

Warto podkresli¢, ze istnieje hipoteza zakladajaca, ze
poprzez fuzje gendéw podjednostek Mod i Res typu III
rozpoczeta sie ewolucja systemu R-M typu IV. Dodat-
kowo, uwzgledniajac wlasciwosci enzymatyczne endo-
nukleaz systeméw Eco571 i BseMII typu IV wysunieto
hipoteze, ze sa one forma posrednig w toku ewolucji
pomiedzy enzymami typu III i typu IIS [23]. Jak do tej
pory, typ IV systeméw R-M jest najstabiej poznanym
typem, gléwnie ze wzgledu na malg liczebnos¢ przed-
stawicieli tej grupy.
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Typ I restrykcji modyfikacji jest jednym z naj-
bardziej zlozonych systeméw pod wzgledem bioche-
micznym jak i genetycznym. Sklada sie z 3 bialek,
ktére warunkujg restrykcje (HsdR lub R), modyfikacje
(HsdM lub M) i rozpoznawanie specyficznej sekwencji
w DNA (HsdS lub S) [36]. Podobnie jak przedstawiciele
innych typow, takze systemy R-M typu I wymagaja do
prawidtowego dziatania kofaktoréw w postaci jonow
Mg?** oraz donora grup metylowych - S-adenozylome-
tioniny [36]. W odréznieniu od endonukleaz typu II,
endonukleazy typu I do przeciecia nici DNA potrzebuja
energii uzyskiwanej podczas hydrolizy ATP. W celu uzy-
skania funkcjonalnego kompleksu o aktywnosci endo-
nukleolitycznej niezbedne jest oddziatywanie ze sobg
wszystkich trzech podjednostek (R, M i S) w stosunku
stechiometrycznym 2:2:1, podczas gdy dla aktywnosci
metylotransferazy wystarczajace sg jedynie oddziatywa-
nia dwdéch podjednostek M i jednej S [37]. Poza zlozona
struktura funkcjonalnych komplekséw enzymatycznych,
innymi cechami wyrdzniajacymi typ I s3: budowa rozpo-
znawanej sekwencji oraz miejsce cigcia DNA. Sekwencja
nukleotydowa rozpoznawana przez enzymy typu I jest
asymetryczna i ztozona z dwdch komponentéw, jednego
o dlugosci 3-4 pz i drugiego o dtugosci 4-5 par zasad,
przedzielonych niespecyficzng sekwencja 6-8 pz [36].
Kompleks biatek R, M.S , o specyficznosci endonukle-
azy, tnie DNA w przypadkowym miejscu, w odlegto-
$ci dochodzacej nawet do kilku tysiecy par zasad od
rozpoznawanej sekwencji. Oddzialywanie kompleksow
enzymatycznych typu I z DNA jest $cisle uwarunkowane
budowa biatka HsdS. Podjednostka S zawiera tak zwane
regiony konserwowane, na koncach biatka i w central-
nej czesci, odpowiedzialne za interakcje z podjednost-
kami M [26] oraz dwie domeny zmienne, oddziatujace
z DNA i rozpoznajace specyficzne sekwencje nukleoty-
dowe. System R-M typu I, wystepujacy u Enterobacte-
riaceae zostal podzielony na 4 podtypy (IA, IB, IC,11D)
na podstawie testu krzyzowej hybrydyzacji pomiedzy
genami i krzyzowej reakcji kodowanych przez nie bia-
tek, z wykorzystaniem przeciwcial. Testy komplemen-
tacji wykazaly, ze w obrebie podtypéw moze dochodzi¢
do wymiany podjednostek systemu R-M, ale juz pomig-
dzy podjednostkami réznych podtypéw wymiany takie
nie zachodza [14].

Sposrod czterech typow systeméw R-M, typ I,
a przede wszystkim podtyp IC, wydaje si¢ by¢ najbar-
dziej rozpowszechniony wsrdd bakterii LAB. W chro-
mosomach szczepow L. lactis IL1403 oraz L. cremoris
MG1363 zidentyfikowano caly operon hsdRMS tego
typu, a dodatkowe podjednostki S, rozpoznajgce nowa
sekwencje, kodowane sg przez geny zlokalizowane na
plazmidach [4, 5, 16, 49].

Nowy system R-M wnikajac do komorki determinuje
nowy wzdr metylacji, ktdrego komorka jeszcze nie po-

siada. Zatem DNA chromosomalny moze by¢ nara-
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zony na dzialanie endonukleaz tego systemu. Zaklada
sie, ze DNA komorkowy maglby by¢ chroniony przed
endonukleazg nowego systemu w wystarczajacym stop-
niu, poprzez rozdzielenie w czasie aktywnosci metylazy
i endonukleazy lub poprzez wyrazne ostabienie aktyw-
nosci endonukleolitycznej [36]. W takiej sytuacji istotng
role odgrywaja mechanizmy kontroli ekspresji genow,
kodujgcych metylotransferazy i endonukleazy.

W gronie systeméw R-M typu II, kodujacego dwa
oddzielne enzymy odpowiedzialne za modyfikacje
i degradacje DNA, wyrdzniono kilka mechanizmoéw
regulacji ekspresji poszczegélnych genow systemu.
Metylazy systeméw Mspl oraz LlaDII sa nadproduko-
wane w poczatkowej fazie po wniknieciu do komorki,
podczas gdy endonukleazy sa produkowane konstytu-
tywnie na niskim poziomie. Metylazy tych systemow
wiazac sie do sekwencji wlasnego promotora, dzieki
obecnosci motywu HTH umozliwiajacego interakcje
z DNA, powoduja wyciszenie ekspresji wiasnych genéw
[7]. Poczatkowe zwigkszenie ilo$ci metylazy w komorce
umozliwia kompletng modyfikacje DNA chromosomal-
nego, chronigc go przed aktywnoscia syntetyzowanych
endonukleaz. Nie wszystkie systemy typu II posiadaja
dzialajacy w ten sposob mechanizm regulacji. Nie-
ktore systemy, jak np. system Kpn2I z Klebsiella, koduje
dodatkowe biatko regulacyjne, biatko C. W tym sys-
temie, podobnie jak w systemie Mspl, endonukleaza
jest produkowana konstytutywnie na niskim poziomie,
podczas gdy poziom biosyntezy biatka metylotransfe-
razy oraz bialka regulatorowego C jest wysoki. Wraz ze
wzrostem stezenia biatka C nastepuje wyciszanie trans-
krypcji genow kodujacych zaréwno biatko C, jak i biatko
metylotransferazy [29].

W przypadku systemoéw typu I nie stwierdzono regu-
lacji ekspresji genéw podjednostek zwigzanych z res-
trykcja i modyfikacja DNA. Zaobserwowano nato-
miast zaleznos¢ efektywnosci nabycia nowego systemu
od funkcji kodowanych przez komorke biorcy [36].
I tak, stwierdzono zaangazowanie ATP-zaleznej pro-
teazy jak ClpXP w proces nabycia nowego systemu
R-M. Proteaza ClpXP jest odpowiedzialna za okresowa
utrate restrykeji (w skrocie RA restriction alleviation)
poprzez degradacje proteolityczng nukleaz systemow
R-M typu I. Ekspresja genéw tych proteaz jest indu-
kowana przez obecnos¢ fragmentéw DNA w komorce.
Degradacja podjednostki R odbywa si¢ wyltacznie, gdy
tworzy ona kompletny holoenzym i to w dodatku zwia-
zany z niezmetylowanym DNA. Przypuszcza sig, ze
réwniez w przypadku podtypéw IC i ID mechanizm
RA odgrywa pewna role w zainstalowaniu si¢ systemu
R-M w komorce. Nabycie nowego systemu podtypu IC
bardzo czesto ogranicza si¢ do uzyskania - w procesie
koniugacji - plazmidu zawierajacego gen (hsdS) nowe;j
podjednostki S, warunkujacej specyficznos¢ systemu.
Opodznienie wystapienia aktywnosci endonukleolitycz-
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M,S, M,;S, =—— RM,S, = RM,S,

Rys. 2. Schemat interakcji podjednostek typu IC systeméw R-M

Czcionkg pogrubiong oznaczono kompleksy enzymatyczne o aktywnosci
metylotransferazy, kursywa o aktywnoéci endonukleolitycznej. Dlugo$é
strzatek wskazuje kierunek przesunigcia szybkosci reakeji.

nej uwaza sie za najwazniejszy mechanizm, umozliwia-
jacy zainstalowanie sie nowego systemu w komorce.
U podstaw tego mechanizmu lezg interakcje pomiedzy
podjednostkami systemu R-M podtypu IC oraz ich
stezenie w komorce [36] (Rys.2). I tak, funkcjonalny
kompleks M_S , o aktywno$ci metylotranzferazy, ulega
tatwej dysocjacji do niefunkcjonalnego, ale bardzo sta-
bilnego kompleksu M,S . Zatem, wzrost stezenia pod-
jednostki M jest konieczny w celu odtwarzania funkcjo-
nalnego kompleksu metylazy. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze
do funkcjonalnego kompleksu metylazy bardzo trwale
przylacza si¢ podjednostka R. Postuluje sie, ze kom-
pleks o skladzie stechiometrycznym R M,S, jest nadal
aktywna metylotransferazg [22]. Natomiast, aby otrzy-
mac funkcjonalny holoenzym (R,M.S ) o aktywnosci
endonukleolitycznej, niezbedne jest przylaczenie drugiej
podjednostki R. Proces ten powoduje jednak zmniejsze-
nie stabilnosci catego ukladu biatek, skutkujacej fatwym
oddysocjowaniem podjednostki R. W zwiazku z tym,
w celu przesunigcia reakcji w kierunku powstawania
funkcjonalnego holoenzymu nukleazy niezbedna jest
akumulacja podjednostki R w cytoplazmie. W ten spo-
sob nastepuje opdznienie w powstaniu funkcjonalnego
kompleksu o aktywnosci endonukleolitycznej, co daje
czas na modyfikacje DNA chromosomalnego i zapo-
biega jego degradacji [22].

2.5. System CRISPR/Cas

Sposrod opisanych powyzej systeméw ochrony ko-
morki bakteryjnej przed bakteriofagami jedynie system
R-M jest bezposrednio skierowany przeciwko wnika-
jacym elementom genetycznym. Niedawno zidentyfi-
kowano jednak kolejny system (system CRISPR/Cas),
ktdéry zostal okre§lony mianem ,systemu immunolo-
gicznego” Bacteria i Archaea, wymierzony przeciwko
DNA fagowemu lub plazmidowemu [20].

Pierwsze zmianki o ciagu zgrupowanych, regularnie
rozmieszczonych, krétkich sekwencji palindromicznych
CRISPR (clustered, regulary interspaced short palin-
dromie repeats) odnotowano juz w latach 80 ubiegtego
stulecia, kiedy to Ishino iwsp. [21] zidentyfikowali
krotkie powtdrzenia w genomie E. coli. Natomiast na
poczatku XXI wieku scharakteryzowano, czgsto zloka-
lizowane w otoczeniu kaset CRISPR, geny cas (CRISPR-
associated genes) [24]. Trakty CRISPR (Rys. 3) skladaja
sie z dwoch typow elementow: z powtdrzen sekwen-
¢ji (direct repeates) i rozdzielajacych je, unikatowych
sekwencji tacznikowych zwanych réwniez sekwencjami
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Sekwencja
liderowa

Kaseta CRISPR

Rejon lokalizacji
genow cas

Rys. 3. Schematyczny obraz regionu CRISPR/cas

Szarymi kotami zaznaczono sekwencje powtorzone, a biatymi prostokatami
- sekwencje rozdzielajace. Zbiezne strzatki symbolizujg sekwencje palin-
dromiczne w obrebie sekwencji powtdrzone;.

rozdzielajacymi (spacers). Wielko$¢ powtorzen CRISPR
waha si¢ w przedziale 23-47 pz, podczas gdy wielkos¢
elementdéw rozdzielajacych zawiera si¢ w przedziale
21-72 pz [20]. Poddajac analizie genomy bakterii kwasu
mlekowego udokumentowano, ze jeden cigg CRISPR
zbudowany jest $rednio z 50 jednostek, powtdrzenie-
-sekwencja rozdzielajaca [19]. Na uwage zastuguje
fakt, ze powtorzenia znajdujace sie w jednym locus
sg $cisle konserwowane [20]. Sytuacja przedstawia si¢
odmiennie w przypadku elementéw rozdzielajacych
sekwencje powtdrzen. Otéz sekwencje rozdzielajace
w obrebie jednego regionu CRISPR s3g bardzo rdzne,
a ponadto wysoce zmienne.

W 2005 roku, w badaniach in silico, wykazano homo-
logie pomig¢dzy sekwencjami rozdzielajgcymi kaset CRI-
SPR, a sekwencjami plazmidéw lub wiruséw bakteryj-
nych [34]. Dodatkowo zaobserwowano, ze bakteriofagi,
ktérych krotkie sekwencje genomowe odnajdywano
w kasetach CRISPR w postaci sekwencji rozdzielajacych,
nie byly zdolne do zainfekowania komoérek bakteryj-
nych posiadajacych te kasety. Te obserwacje pozwolily
postawi¢ hipoteze, ze regiony CRISPR moga stanowi¢
adaptacyjny system immunologiczny przeciwko obcym
elementom genetycznym, w ktérym sekwencje rozdzie-
lajace odpowiedzialne s za specyficznos¢ systemu [24].

Barrangou i wsp. zaobserwowali, Ze wrazliwy
na fagi mutant BIM (bacteriophage insensitive mutant)
Streptococcus thermophilus nabyt od 1 do 4 typow jed-
nostek rozdzielajacych o sekwencji identycznej z DNA
zastosowanych fagéw [3]. Ponadto wykazano, ze poziom
opornosci byt skorelowany nie tylko z nabyciem nowych
elementéw rozdzielajacych, ale réwniez z ich liczba.
Badania te dowiodly réwniez, ze w nabyciu sekwen-
¢ji rozdzielajgcej uczestniczg biatka kodowane przez
geny cas. Zaobserwowano, Ze powtarzajace si¢ infekcje
fagowe sprzyjaly wprowadzaniu sekwencji rozdziela-
jacych do odpowiednich regionéw CRISPR, w ocala-
tych komérkach [9]. Ponadto badania ekspresji genéw
u Thermus thermophilus podczas infekcji fagowej wyka-
zaly nadekspresje regionu CRISPR, gendw cas i genu
receptora cAMP, wskazujac na istnienie mechanizmu
wykrywania infekcji [1]. Geny cas koduja réznorodna
grupe bialek, ktére zawieraja funkcjonalne domeny
typowe dla nukleaz, helikaz, polimeraz i biatek wigza-
cych kwasy nukleinowe [20]. Wigkszos$¢ znanych biatek
Cas oddzialuje z DNA, ale znane s3 takze takie, ktore
wchodzg w interakcje z RNA. Wydaje sie, ze podczas
infekcji fagowej maszyneria enzymatyczna CRISPR/Cas
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wybiera sekwencje z genomu faga i wprowadza je, jako
nowe elementy rozdzielajace. Chociaz dokladny mecha-
nizm decydujacy o tym, ktére fragmenty DNA fago-
wego lub plazmidowego zostang wlaczone do regionow
CRISPR nie jest znany, to selekcja fragmentéw obcego
DNA nie jest przypadkowa. Na modelu badawczym
S. thermophilus pokazano, ze integrowane z chromo-
somem bakteryjnym w regionach CRISPR fragmenty
DNA fagowego zawieraja krotkie motywy sekwencji
nukleotydowej (NNAGAAW) [9].

Ciagi CRISPR charakteryzuja si¢ duzg zmiennoscia
w obrebie gatunku i wydaja sie by¢ szczepowo specy-
ficzne z uwagi na mozliwos¢ wbudowywania nowych
elementéw rozdzielajacych sekwencje powtérzone. Ta
prawidlowos$¢ stanowi kolejny marker wykorzystywany
dla ustalenia pokrewienstwa filogenetycznego wsréd
bakterii [20].

Nie tylko mechanizm nabycia opornosci warun-
kowanej systemem CRISPR wobec obcych elementow
genetycznych (genom fagowy lub plazmid) nie zostat
w pelni wyjasniony. Réwniez mechanizm oporno$¢
wobec fagéw warunkowany przez elementy kaset CRI-
SPR wymaga wielu badan. Jak dotad, ponad wszelka
watpliwo$¢ stwierdzono, ze w ochronie komorki bak-
teryjnej przed infekcja fagowa biorg udzial biatka
kodowane przez geny cas oraz sekwencje rozdzielajace,
znajdujace si¢ w kasetach CRISPR [3]. Wykazano, ze to
wlasnie te elementy sklfadowe kaset CRISPR sg zaanga-
zowane w specyficzno$¢ odpowiedzi obronnej. Mimo,
ze do zainicjowania opornosci niezbedne sg wyltacznie
elementy rozdzielajgce, to transkrypcji ulega cata kaseta
CRISPR. Sekwencja liderowa CRISPR (Rys. 3), o wiel-
kosci dochodzacej do 500 nukleotydéw, jest bogata
w pary A/T i konczy si¢ wraz z pojawieniem sie pierwszej
sekwencji powtorzonej. Sugeruje sig, ze dziata ona jako
promotor dla regionu CRISPR [28]. W procesie trans-
krypcji powstaje jeden diugi transkrypt (pre-crRNA
lub pre-CRISPR RNA) obejmujacy sekwencje liderowa
oraz wszystkie jednostki sktadajace sie z sekwencji pow-
torzonej i sekwencji rozdzielajacych. Wiekszo$¢ sekwen-
cji powtorzonych zawiera regiony palindromiczne. Te
krotkie sekwencje umozliwiaja powstanie stabilnych,
konserwowanych struktur drugorzedowych w jedno-
niciowym RNA, powstajacym w procesie transkrypcji
regionu CRISPR. Transkrypt pre-crRNA jest nastepnie
procesowany przez trawienia endonukleolityczne na
fragmenty, tworzac drabinke produktéw posrednich,
w tym produktéw dojrzatych. Miejsce cigcia nastepuje
ponizej ostatniego nukleotydu tworzacego strukture
szpilki do wloséw. Akumulacja produktéw proceso-
wania pre-crRNA moze wskazywa¢ na role dojrzatych
fragmentdéw crRNA dla opornosci, na etapie specyficz-
nego rozpoznawania wnikajacych, obcych elementéw
genetycznych. Model mechanizmu opornosci typu CRI-
SPR/Cas zaproponowany dla E. coli zaklada, ze crRNA



272

oddzialuje z biatkami Cas, w tym biatkiem Cas3, ktére
zawiera domeny charakterystyczne dla nukleaz i helikaz
DNA. Prawdopodobnie crRNA rozpoznaje odpowiednie
sekwencje w genomie faga, dajac tym samym sygnat do
zapoczatkowania degradacji DNA, przez zasocjowany
z DNA kompleks biatek Cas [31].

Zaangazowanie krotkich fragmentéw RNA, w proces
opornosci fagowej zwigzanej z systemem CRISPR, moze
wskazywa¢ na pewne analogie z eukariotycznym mecha-
nizmem dzialania RNA interferencyjnego (RNA1). Jed-
nak podstawowa, réznica pomiedzy dziataniem RNAI,
a kompleksem crRNA/Cas, dotyczy maszynerii enzyma-
tycznej. Ponadto wprowadzenie powtdrzen do genomu
bakteryjnego dziala jak pamie¢ genetyczna, zabezpie-
czajaca komorke bakteryjng przed ponowna infekcja.
Zatem powyzsze fakty wskazuja, ze adaptacyjny system
CRISPR/Cas imituje w wigkszym stopniu dziatanie sys-
temu immunologicznego kregowcéw, niz model dziata-
nia RNAI [20].

Systemy opornos$ci na bakteriofagi typu CRISPR/
Cas s3 rozpowszechnione w $wiecie mikroorganizmow.
Znaleziono je prawie u wszystkich znanych przedsta-
wicieli Archaea i w okolo 40% zsekwencjonowanych
genomach bakteryjnych, w tym réwniez genomach
bakterii fermentacji mlekowej [19]. Spo$réd 102 kom-
pletnych chromosomalnych lub plazmidowych sekwen-
¢ji nukleotydowych, pochodzacych od bakterii LAB,
sekwencje CRISPR znaleziono w 47 genomach i jednym
plazmidzie [19]. Dalsze badania pozwolily zidentyfiko-
wa¢ powtdrzenia CRISPR u przedstawicieli rodzajow:
Enterococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Symbiobac-
terium i Bifidobacterium. Zaskoczeniem okazal si¢ brak
powtorzen CRISPR u przedstawicieli jednego z najle-
piej scharakteryzowanych rodzajow bakterii mlekowych
- rodzaju Lactococcus. Co ciekawe, takze w genomach
dwoch innych przedstawicieli LAB z rodzajéw Leuco-
nostoc i Oenococcus réwniez nie zidentyfikowano ele-
mentow CRISPR [19].

3. Podsumowanie

W procesach biotechnologicznych bakterie LAB two-
rzg ogromne populacje skoncentrowane w ograniczonej
przestrzeni. Stad tez pojawienie si¢ czynnika szkodli-
wego, jakim sg bakteriofagi, moze spowolni¢ lub cal-
kowicie przerwac proces technologiczny, powodujac
powazne straty ekonomiczne [42].

Z tego wzgledu w procesach przemystowych, np.
do produkcji jogurtéw, seréw oraz deseréw mlecz-
nych, wykorzystywane sg bakterie LAB, ktore posiadaja
szczegblnie wydajne mechanizmy ochrony przed bak-
teriofagami.

Warto nadmieni¢, ze wickszos¢ mechanizmdéw opor-
nosci fagowej kodowana jest plazmidowo [13]. Zatem
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badania mechanizméw opornosci, jak réwniez biologii
plazmidéw bakterii LAB moga przyczynic si¢ w przy-
szfosci do rozwigzania probleméw napotykanych w cza-
sie prowadzenia proceséw przemystowych.
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1. Wprowadzenie

Termin genom zostal po raz pierwszy uzyty, jak
podaja Lederberg i McCray w artykule z The
Scientists [44], przez Hansa Winklera w1920 roku.
Zaproponowal go ,for the haploid chromosome set,
which, together with the pertinent protoplasm, specifies
the material foundation of species”, co mozna swobod-
nie przettumaczy¢ jako pojedynczy zestaw chromoso-
mow, ktory, wraz z otaczajaca go peryplazma, stanowi
o formie istnienia gatunku.

Obecnie genom definiuje si¢ jako cato$¢ informacji
genetycznej zapisanej w DNA organizmu odpowiedzial-
nej za jego strukture i funkcjonowanie oraz przekazy-
wanie cech potomnym pokoleniom. Nie jest poprawne
nazywanie genomu kolekcja wszystkich genéw organi-
zmu, gdyz na kompletng informacje genetyczng skla-
daja si¢ nie tylko geny, ale takze regiony niekodujace
i niebedace czgsciami genodw, lecz istotne dla regulacji
ich funkcjonowania.

Tak sformulowana ogdlna definicja stosuje sie do
genomow organizmow eukariotycznych i prokariotycz-

nych oraz wiruséw, w ktérych przypadku informacja
genetyczna moze by¢ zawarta w DNA lub RNA. Mimo
pelnienia jednakowej funkgji, strukturalna organizacja
genomu organizmoéw eukariotycznych i prokariotycz-
nych jest zdecydowanie odmienna.

2. Genomy prokariotyczne

W przypadku bakterii przez wiele lat panowat po-
glad, ze cala informacja genetyczna komorki zawarta jest
w jednym chromosomie, co prowadzilo do uwazania
terminéw chromosom i genom za synonimy.

Dogmat ten ustalony na podstawie klasycznych ana-
liz mikroskopowych i genetycznych, oznaczen fizyko-
chemicznych, molekularnych, ale tez potwierdzony
wynikiem zakonczonego w roku 1997 sekwencjono-
wania genomu pierwszego szczepu Escherichia coli
glosil, Ze cala informacja genetyczna tej bakterii to
zawarta w rejonie tzw. nukleoidu, pojedyncza dwuni-
ciowa czgsteczka DNA w formie kowalentnie zamknie-
tego kota, zwana chromosomem bakteryjnym, a wiec

* Autor korespondencyjny: Zaklad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii Uniwersytetu Warszawskiego,
ul. I. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa; tel. 22 5541406; e-mail: miraw@biol.uw.edu.pl
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w dzisiejszym rozumieniu stanowigca jego kompletny
genom [7, 9, 11, 12, 40]. Chromosom E. coli sklada si¢
z okolo 4,6 Mpz co odpowiada DNA dtugosci blisko
1,5 mm, z czego wynika konieczno$¢ odpowiedniej kon-
densacji — uporzadkowanego upakowania w obszarze
nukleoidu, ktére zapewnia wydajna replikacje i segre-
gacje. Temu zagadnieniu poswiecane sa dziesigtki prac
poczawszy od polowy ubieglego wieku do dzi$§ (przy-
ktady: [43, 57, 64, 72, 74, 77]).

Chociaz E. coli byla pierwszg bakteria, ktérej projekt
sekwencjonowania genomu zostal podjety, przed jego
ukonczeniem w roku 1997 [7] poznano i opublikowano
sekwencje nukleotydowe 5 innych genomoéw bakteryj-
nych (Haemophilus influenzae, Mycoplasma genitalium,
Mycoplasma pneumoniae, Helicobacter pylori i Synecho-
systis sp.). Wszystkie te genomy wystepowaly w formie
kolistych, pojedynczych chromosoméw, co zgodne bylo
z przekonaniem, Ze jest to forma typowa dla bakterii
(28, 29, 36, 42, 73].

Jednak okazalo si¢, ze genom prokariotyczny moze
zawiera¢ wiecej niz jeden chromosom (pierwsze syg-
naly pochodzily z badan nad Rhodobacter sphaeroides
z wykorzystaniem techniki PFGE) i nie$¢ oprécz chro-
mosomu jeden lub wiecej plazmidéw (patrz praca prze-
gladowa [24]), a chromosom moze oprocz ,,klasycznej”
kolistej mie¢ forme liniowa, co okazalo si¢ charakte-
rystyczne dla rodzajéw Borrelia i Streptomyces) [5, 26].
Okazalo sie takze, ze wielko$¢ genomoéw prokariotycz-
nych jest znacznie, cho¢ mniej niz eukariotycznych,
zroznicowana [23, 75].

Wazne bylo tez wykazanie, ze rézne szczepy nale-
zace do tego samego gatunku bakteryjnego znaczaco
réznig sie pula niesionych genéw co doprowadzito do
wprowadzenia przed kilku laty dodatkowego pojecia:
pangenom (pan-genome) [47, 56, 63, 70, 71]. Pangenom
to suma informacji genetycznej wspdlnej dla wszystkich
reprezentantéw gatunku (core genome - konserwo-
wany rdzen genomu) oraz informacji uzupelniajacej,
specyficznej tylko dla konkretnych szczepow (dis-
pensable genome - genom niosacy geny dodatkowe
w tym charakterystyczne dla gatunku). Pierwsza ana-
liza typu pangenomowego przeprowadzona zostata dla
gatunku Streptococcus agalactiae [70]. Z reguly mamy
do czynienia z tzw. pangenomami otwartymi, gdyz
poznanie sekwencji nukleotydowej kolejnego szczepu
z danego gatunku moze do znanego juz zestawu gendéw
dostarczy¢ kolejne.

Postepy genomiki, zwlaszcza osiggniecia ostatniej
dekady, pozwolily zweryfikowa¢ dogmat dotyczacy
struktury genomu prokariotycznego, ktory uksztattowat
sie na podstawie analizy genetycznej E. coli. Te ogdlne
problemy dotyczace genoméw prokariotycznych zostaly
bardzo pogladowo omdwione i doskonale zilustrowane
w artykule Dziewita i Bartosika [23] nie jest
wigc celowe przywotywanie szczegdtowych danych
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z tego zakresu. Autorzy zasygnalizowali, ze sposrod
genomow zlozonych z wielu replikonéw najbardziej
skomplikowang organizacje strukturalng ma genom
gatunku Borrelia burdorferi i on wlasnie bedzie przed-
miotem naszego opisu.

3. Borrelia burgdorferi — ogolna charakterystyka

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

Bakteria ta bytuje w jelicie kleszcza, skad poprzez
uklad krwionosny moze przemieszczaé si¢ do innych
tkanek, organéw, m.in. §linianek. Ssaki, tacznie z czto-
wiekiem, ulegaja zakazeniu w wyniku przedostania si¢
$liny lub wymiocin zakazonego kleszcza przez bariere
skoérna podczas ukaszenia. Borelioza z Lyme to choroba
przewlekla, ukltadowa, charakteryzujaca si¢ objawami
skornymi (rumien wedrujacy), neurologicznymi, kar-
diologicznymi czy stawowymi. Obraz kliniczny choroby
jest bardzo zréznicowany, a w przebiegu choroby mozna
wyrézni¢ kilka etapow [46, 51].

B. burgdorferi to gatunek reprezentujacy rodzine
Spirochaetaceae w obrebie rzedu Spirochaetales. Pod
wzgledem morfologicznym jest to kretek o dos¢ dhu-
gich (15-20 um) i cienkich (0,2-0,3 um) komoérkach.
Komorki sa ruchliwe, posiadajace tzw. rzeski peryplaz-
matyczne, zakotwiczone w biegunach komorki, ktore
poruszajac si¢ w przestrzeni peryplazmatycznej w prze-
ciwnych kierunkach wprawiaja komorke w ruch obro-
towy [50]. Ze wzgledu na dwuwarstwowo$¢ oston
komoérkowych kretki te bywaja zaliczane do bakterii
gramujemnych, co jednak nie jest stuszne z uwagi na
znaczgce roznice w architekturze blony zewnetrznej
(np. bardzo nieliczne biatka transblonowe) i jej skladzie
chemicznym (np. brak fosfodwuetyloaminy i lipopolisa-
charydu, obecno$¢ licznych glikolipidowych antygenéw,
ktorych jednocukrowym skfadnikiem jest galaktoza) [6].

Bakterie te zyja w réznych okresach swego cyklu
zyciowego jako pasozyty zewnatrz lub wewnatrz komor-
kowe, mozna je takze hodowac in vitro, lecz ich wyma-
gania pokarmowe w podlozu hodowlanym sg bardzo
zlozone, a czas generacji wydiuzony. Zlozone wymaga-
nia pokarmowe wynikajg z ich ograniczonego ,,wyposa-
zenia enzymatycznego’. Okazalo sie, ze dla B. burdorferi
gtéwnym zrodlem energii jest glukoza [30] lecz konco-
wym produktem jej przemian jest kwas mlekowy, gdyz
bakteria ta nie dysponuje enzymami cyklu Krebsa oraz
oksydacyjnej fosforylacji. Nieobecne sg takze liczne
enzymy zwigzane z biosyntezg aminokwasow, kwasow
ttuszczowych, nukleotydéw i wielu kofaktoréw reakeji
enzymatycznych [30]. Te i inne obserwacje bioche-
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miczne potwierdzone zostaly po okresleniu sekwencji
nukleotydowej genomu, lecz omawianie ich wykracza
poza zaplanowane ramy opracowania.

4. Genom Borrelia burgdorferi

Pierwsze obserwacje struktury materiatu genetycz-
nego czynnika etiologicznego boreliozy z Lyme pocho-
dzily z analiz elektroforetycznych prowadzonych réznymi
technikami. Dzieki nim dowiedziono (z wykorzysta-
niem PFGE) obecnos¢ w komérce dwuniciowej liniowe;j
czasteczki DNA o wielkos$ci 900 kpz, ktéra utozsamiono
z chromosomem bakteryjnym. Dalsze analizy potwier-
dzaly unikalno$¢ organizacji materialu genetycznego
B. burgdorferi. Juz w tych wczesnych badaniach zaob-
serwowano obecno$¢ kilku liniowych i kolistych plaz-
midoéw [1, 4, 26], a niektdre eksperymenty dowodzily,
ze liniowe plazmidy B. burgdorferi maja kowalencyjnie
zamkniete konce [2].

Sekwencje nukleotydéw w genomie B. burgdorferi B31
okreslono w 1997 roku. Okazalo sig, Ze genom ten sktada
sie z liniowego chromosomu o dlugosci 910 725 pz i nie
mniej niz 17 liniowych i kolistych plazmidéw, ktérych
diugos¢ w sumie przekraczala 533 000 pz, co razem
dawalo ponad 1,4 Mpz. Jednocze$nie pojawila si¢ hipo-
teza, ze szczep poddany sekwencjonowaniu mogt
w wyniku pasazowania utraci¢ trzy plazmidy. Wnioski
takie wyciagnieto przez poréwnanie z innymi izolatami
tego szczepu [30]. W 2000 roku Casjens ze wspol-
pracownikami [16] dokonal powtérnej analizy genomu
tej bakterii, w wyniku ktorej uzyskano sekwencje linio-
wego chromosomu, dwunastu liniowych oraz dziewie-
ciu kolistych plazmidéw (szczegoty w tabeli I).

4.1. Chromosom

Chromosom B. burgdorferi stanowi liniowy repli-
kon o zamknigtych koncach typu struktury spinki do
wlosow. Na jego koncach wystepuja krotkie odwrdcone
powtorzenia [15]. Dokladnej analizie sekwencji genomu
Fraser iwsp. [30] poswiecili osobny artykut ,Geno-
mic sequence of a Lyme disease spirochaetes, Borrelia
burgdorferi”, z ktorego pochodzi wigkszo$¢ informaciji
zawarta w tym rozdziale.

Chromosom zawiera 851 potencjalnych otwartych
ramek odczytu [91]. W chwili obecnej 59% z nich ma
przypisang okreslong funkcje, 12% wykazuje homologie
z biatkami innych bakterii o niepoznanej dotad funkgji.
Pozostale 29% to zupelnie nowe niespotykane w innych
bakteriach geny. Najprawdopodobniej sa one zwigzane
z wirulencja B. burgdorferi. Replikon ten zawiera 23 geny
strukturalnych RNA. Pomimo do$¢ niskiej zawartosci
par GC (28,6%) w sekwencji nukleotydowej wystepuja
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Tabela I
Zestawienie replikonéw wchodzacych w sklad genomu
B. burgdorferi (na podstawie: [14])

Replikon Struktura W‘isll;(Z)s’c’ Udzia(l(;: )a rGe
Chromosom liniowa 910 725 28,6
cp9 kolista 9 386 239
cp26 kolista 26 498 26,5
cp32-1 kolista 30750 29,4
cp32-3 kolista 30223 289
cp32-4 kolista 30299 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
Ip5 liniowa 5228 23,8
Ip17 liniowa 16 928 23,1
Ip21 liniowa 18901 20,7
Ip25 liniowa 24177 23,4
1p28-1 liniowa 28 250 32,3
1p28-2 liniowa 29 766 31,6
1p28-3 liniowa 28 601 25,0
1p28-4 liniowa 27323 24,5
Ip36 liniowa 36 849 26,9
1p38 liniowa 38 829 26,1
Ip54 liniowa 53 541 28,2
Ip56 liniowa 52971 27,3

Nazwy poszczegolnych plazmidéw zostaly utworzone od skrotéw nazw
angielskich charakteryzujacych strukture plazmidu oraz od przyblizonej
wielkosci poszczegodlnych replikonéw, podanych w kpz, a ustalonych na
podstawie analiz elektroforetycznych.

cp - skrot od ang. circular plasmid

Ip - skrét od ang. linear plasmid

wszystkie kodony. W wypadku gdy jeden aminokwas
jest okreslony przez wigcej niz jeden kodon obserwuje
sie czestsze uzycie odpowiednika bogatego w pary AU.

Doswiadczenia wykonane przez Picardeau iwsp.
[17, 58] dowiodly, ze replikacja chromosomu B. burg-
dorferi ma charakter dwukierunkowy symetryczny,
nie doprowadzily jednak do poznania szczegélowego
mechanizmu. Udalo si¢ jedynie ustali¢ z pewnym przy-
blizeniem miejsce rozpoczecia replikacji. Znajduje sig
ono mniej wiecej w polowie dlugosci chromosomu
(458 kpz), najprawdopodobniej w obszarze o wielkosci
240 pz, pomiedzy genami dnaA i dnaN. W miejscu tym
obserwuje si¢ zmiane polaryzacji nici oraz sekwencje, do
ktérych mogloby sie wiazac bialko regulatorowe DnaA,
co wydaje sie by¢ charakterystyczne dla obszaru inicjacji
replikacji [34, 58]. Istnieja dwa hipotetyczne modele,
wedtug ktérych mogloby zachodzi¢ powielanie linio-
wego chromosomu. Obydwa opieraja si¢ na zalozeniu
istnienia dwuniciowej, kolistej formy posredniej, réznig
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sie jednak mechanizmem jej powstania. Niezaleznie od
przyjetego modelu, efekt replikacji w obydwu przypad-
kach jest identyczny [13, 69].

Zauwazono, ze prawy telomer chromosomu wyka-
zuje pewne podobienstwo do sekwencji plazmidow
liniowych (Ip17 i1p28-3), jest wiec mozliwe, ze w prze-
sztosci doszlo do zjawiska wymiany telomeréw pomie-
dzy tymi replikonami.

W chromosomie B. burgdorferi wyrézniono trzy ORFy
(dnaE, dnaN, dnaX) charakteryzujace sie¢ duza homo-
logia do czterech (odpowiednio: a, B, y, T) z dziesieciu
polipeptydéw tworzacych polimeraze III DNA u E. coli.
Wskazuje to na zredukowang liczbe genéw bioracych
udzial w procesie replikacji. Poza tym odnotowano
obecno$¢ genéw kodujacych: helikaze (dnaB), pry-
maze (dnaG), polimeraze I DNA (polA) i bialko DnaA.
B. burgdorferi posiada tez geny topoizomeraz: jedna
typu I (topA) oraz dwie typu II (gyraze i topoizome-
raze IV). Ich obecnos¢ w genomie bakterii o liniowym
chromosomie wydaje si¢ dziwna. By¢ moze biorg one
udzial w replikacji chromosomu, w ktérym wyste-
puja koliste formy przejsciowe wymagajace rozdziatu.
Prawdopodobnie mogg takze uczestniczy¢ we wpro-
wadzaniu pojedynczych nacie¢ podczas tego procesu.
W chromosomie B. burgdorferi kodowanych jest szereg
enzymoOw oraz bialek, ktére moga bra¢ udzial w proce-
sach naprawy DNA m.in. polimeraza I, ligaza, endo-
nukleaza III, kompleks bialek endonukleazy UvrABC,
helikaza (UvrD), MutL, MutS (brak trzeciego z biatek
(MutH), ktore bierze udziat w odréznianiu nici matry-
cowej od nowo zsyntetyzowanej wynika z nieobecnosci
genu kodujgcego metylaz¢ Dam).

B. burgdorferi jest zdolna do rekombinacji homolo-
gicznej, czego dowodem jest obecnos¢ duzego zestawu
genow umozliwiajacych ten proces (recA, recBCD, recG,
rec], sbcC, sbcD oraz ruvAB). W chromosomie nie ziden-
tyfikowano genu lexA, tak wiec u tej bakterii najprawdo-
podobniej nie funkcjonuje typowy system SOS. Analiza
replikonu wykazala obecnoé¢ genéw kodujgcych wszyst-
kie trzy podjednostki rdzenia polimerazy RNA (a,
oraz [}’), a takze trzech czynnikéw o: 67° stanowigcego
czynnik podstawowy u E. coli oraz 6°* i 6*. Zaobserwo-
wano takze obecno$¢ gendéw: nusA, nusB, nusG oraz rho
regulujgcych proces terminacji transkrypcji.

Geny rRNA u B. burgdorferi sa zblokowane w ope-
ron umiejscowiony pomiedzy 434 000 pz a 447 000 pz.
Cechami unikatowymi dla tej bakterii s3 tandemiczne
powtorzenia zestawu gendw dla 23S rRNA i 55 rRNA
oraz ich oddzielenie od genu dla 16S rRNA odcinkiem
o dtugosci 22 pz. Porzadek ten wydaje si¢ by¢ konser-
wowany u innych gatunkéw z rodzaju Borrelia [54].
W sktad operonu wchodzg takze geny kodujace tRNA
dla alaniny i izoleucyny. Wszystkie jednostki za wyjat-
kiem tRNA dla izoleucyny sa transkrybowane w tym
samym kierunku. W sktad operonu wchodza ponadto
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cztery niespokrewnione geny. Jeden z nich koduje gliko-
zylaze 3-metyloadeniny, drugi zawiera prawdopodobnie
sekwencje charakterystyczne dla biatek bedacych hydro-
lazami, a funkcje pozostalych sa nieznane.

W chromosomie odnotowano obecnos¢ 31 tRNA ze
specyficznosdcia dla wszystkich aminokwasow. Sg one
zorganizowane w siedem zgrupowan i 13 pojedynczych
genow. Zidentyfikowano tez wszystkie syntetazy tRNA
procz syntetazy glutaminylo-tRNA. Obecny jest nato-
miast enzym, ktéry umozliwia przeksztalcenie tRNA®"
w tRNAC" w wyniku reakcji transamidacji. Badania
wykazaly, Ze syntetaza lizylo-tRNA B. burgdorferi zalicza
sie do pierwszego typu tych enzymow, ktdry jest cha-
rakterystyczny dla Archaea, nie stwierdzono natomiast
obecnosci syntetazy lizylo-tRNA typu II wlasciwej bak-
teriom i organizmom eukariotycznym [38].

Analiza chromosomu nie wykazala obecnosci enzy-
mow cyklu kwasu cytrynowego oraz genéw tancucha
oddechowego. Pozwala to sadzi¢, ze pirogronian pow-
staly w wyniku przemian katabolicznych glukozy ulega
dalszym przeksztalceniom w wyniku fermentacji, co
potwierdza odnalezienie genu dehydrogenazy mlecza-
nowej (Idh) oraz kinazy octanowej (ackA). Pozostaje
to w zgodzie z mikroaerofilng naturg bakterii. Ziden-
tyfikowano geny szlaku pentozofosforanowego. Jest on
zrédlem sity redukujgcej. Stwierdzono takze obecno$¢
enzymow pozwalajacych na wigczenie innych cukrow:
glicerolu, fruktozy, maltozy i glukozoaminy w cykl gli-
kolizy. Potencjat blonowy u B. burgdorferi jest utrzymy-
wany przez syntetaze ATP, ktora przeprowadza reakcje
w przeciwnym kierunku i dziala tu jako ATPaza. Geny
kodujace syntetaze ATP sg czgscig siedmioskladniko-
wego operonu. Wykazuja one wieksze podobienstwo
do odpowiednikéw wystepujacych u Eukaryota oraz
nalezacych do Archaea niz do sekwencji bakteryjnych.

W chromosomie obecne sa geny kodujace enzymy
umozliwiajace przemiany kwasow ttuszczowych, jednak
nie zaobserwowano enzyméw odpowiedzialnych za
wydluzanie kwasow ttuszczowych. Obecne s3 tez geny
warunkujace cykl przemian prowadzacy do uzyskania
aktywowanej jednostki izoprenu, a takze geny kodujace
enzymy zwigzane z syntezg i przemianami nukleozydo-
trifosforanow.

B. burgdorferi nie posiada enzymoéw umozliwiajg-
cych synteze N-acetyloglukozoaminy, ktora jest sktad-
nikiem $ciany komorkowej. Jej dodatek do pozywki jest
wiec wymagany dla wzrostu bakterii [3]. W chromoso-
mie znajdujg si¢ natomiast geny warunkujgce rozklad
chityny, ktéra jest polimerem N-acetyloglukozoaminy,
a zarazem skladnikiem kutykuli kleszcza bedacego
gospodarzem B. burgdorferi. Wydaje sie prawdopo-
dobne, ze chityna moze by¢ zrodtem wegla i energii dla
bakterii podczas przebywania w ciele kleszcza.

W chromosomie znajduje si¢ 46 otwartych ramek
odczytu kodujacych biatka wigzace oraz transportujace,
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odpowiadajace 16 transporterom blonowym. Ta sto-
sunkowo mata ilo$¢ przenos$nikow jest kompensowana
przez ich szeroka specyficzno$¢ substratowa. Wyroz-
niono wérdd nich permeazy, transportery typu ABC,
system translokacji grupowej i pompe¢ opornosci wie-
lolekowej. Nie zaobserwowano systemoéw transportuja-
cych kwasy ttuszczowe, NAD/NADH czy nukleotydy
jednak wydaje sie, ze powinny by¢ one obecne. By¢ moze
odbiegaja one sekwencja od juz znanych przenosnikow.
Transport glukozy, fruktozy i dwucukréw najprawdo-
podobniej odbywa si¢ za posrednictwem systemu fos-
fotransferazowego. Ryboza, galaktoza i oligopeptydy sa
z kolei najpewniej transportowane do wnetrza komorki
poprzez transportery typu ABC.

W chromosomie odnotowano obecnos¢ 54 genéow
odpowiedzialnych za zdolno$¢ ruchu oraz chemotaksje.
Sa one zblokowane w osiem operonéw liczacych od 2
do 25 genéw. Ruchliwos¢ oraz zdolnos¢ jej modulacji
pod wplywem czynnikéw zewnetrznych jest cechg nie-
zwykle wazng dla B. burgdorferi — geny te stanowig az
6% calego chromosomu. Nie jest to zaskakujace jezeli
wzia¢ pod uwage tryb zycia bakterii i budowe aparatu
ruchu. Analiza wykazala, ze w chromosomie znajduje
sie kilka kopii gendéw biorgcych udzial w chemotaksji
(cheR, cheW, cheA, cheY i cheB). By¢ moze jest to zwig-
zane z réznym stopniem ekspresji tych genéw w zalez-
nosci od warunkow srodowiska. Istnieje takze hipoteza,
ktora dopuszcza, ze rzeski na kazdym biegunie komorki
podlegaja regulacji za pomocg innych produktow eks-
presji gendw che.

Istotnym elementem kodowanym w chromosomie
sq bialka powierzchniowe. Okazalo si¢, ze w przypadku
B. burgdorferi prawie wszystkie zidentyfikowane dotad
tego typu biatka nalezg do klasy lipoprotein i stanowia
ponad 8% sekwencji kodujacej chromosomu. Odnoto-
wano natomiast obecnos¢ tylko dwdch z trzech enzy-
mow koniecznych do powstania lipoproteiny z biatka
zsyntetyzowanego w wyniku translacji. Inne doswiad-
czenia sugeruja jednak obecnos$¢ kompletu enzymow,
by¢ moze trzeci z nich (Int) odznacza si¢ zbyt niskim
podobienstwem sekwencji do obecnie znanych homo-
logéw. B. burgdorferi zawiera zestaw gendw, ktérych
produkty umozliwiajg transport lipoprotein przez blong
wewnetrzng. Jest to system sekrecji homologiczny do
systemu z E. coli.

Pomimo obserwacji sugerujacych, ze ekspresja genéw
B. burgdorferi zalezy od wielu réznych czynnikéw, nie
udalo si¢ zidentyfikowa¢ wielu typowych systemoéw
regulacji. Co prawda odnotowano obecno$¢ homolo-
gow bialek szoku cieplnego (groES, groEL, grpE, dnaj,
hslV, dnak, i htpG), jednak nie odnaleziono wlasciwego
im czynnika o, ktéry kontroluje ten proces u E. coli. Nie
wiadomo wiec do konca w jaki sposéb odbywa si¢ ta
regulacja. W chromosomie obecne sg tez geny, ktérych
produkty biorg udzial w modulacji odpowiedzi na dro-
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dze ukladu dwuskladnikowego. Z analiz tych wynika, ze
systemy regulacyjne u B. burgdorferi znacznie odbiegaja
od dotad poznanych.

4.2. Plazmidy

Na zsekwencjonowany genom B. burgdorferi B31
sklada si¢ procz liniowego chromosomu 9 kolistych
i 12 liniowych plazmidéw. Replikony te zawieraja
w sumie 782 otwarte ramki odczytu, a $redni udzial
sekwencji kodujacych waha si¢ od 30% do 92%. Inne
izolaty odznaczaja si¢ podobnym, acz nie identycznym,
zestawem replikondéw. Analizy pokazuja, Ze moga one
nie$¢ co najmniej trzy dodatkowe plazmidy [14, 65].

Wezesniejsze doswiadczenia badajace strukture plaz-
midow wykazaly, ze replikony liniowe u B. burgdorferi
odznaczaja si¢ duza komplementarnoscia zasad wzdtuz
sekwencji oraz posiadaja kowalencyjnie zamkniete
konce [2]. Badania molekularne wykazaty duze podo-
bienstwo kilku plazmidéw. Na ich podstawie wyroz-
niono rodzing cp32 oraz rodzing 1p28. Wiele podo-
bienstw pomiedzy innymi pozachromosomowymi
replikonami jest zapewne wynikiem tasowania mate-
rialu genetycznego. Plazmidy liniowe wykazuja duzo
wiekszy potencjal rekombinacyjny o czym $wiadczy
ich niezwykte podobienstwo. Analizy sugeruja, ze wiele
replikonéw liniowych powstalo na skutek duplikacji
i rearanzacji przypadkowych sekwencji. Dowodzi tego
ogromna liczba gendéw tworzaca rodziny paralogiczne
[14, 16]. Analizy molekularne znanych sekwencji telo-
merdw struktur liniowych wykazaly duze podobienstwo
zar6wno pomiedzy plazmidami oraz plazmidami i chro-
mosomem. Wyrdzniono siedem grup podobienstw.
Zauwazono, ze tylko prawy koniec plazmidu lp54 nie
wykazuje podobienstwa do zadnej innej sekwencji. Tak
duza zgodno$¢ telomeréw moze by¢ wynikiem licz-
nych rearanzacji pomiedzy fragmentami plazmiddow.
Istnieje hipoteza wedtug ktérej prawy koniec chromo-
somu mialby pochodzi¢ z ktéregos z plazmidow [16].
Zauwazono réwniez podobienstwo telomeréw plazmi-
dow liniowych do sekwencji poxwiruséw [37].

4.2.1. Plazmid cp26

Replikon cp26 to jedyny plazmid, ktérego utraty
nigdy nie zaobserwowano. Liczy on 26 498 pz, zawiera
29 ORFow, a poniewaz jest obecny we wszystkich izola-
tach przypuszczano, ze zawiera w swojej sekwencji geny
niezbedne dla funkcjonowania B. burgdorferi. Do$wiad-
czenia prowadzone przez Byram i wspolpracowni-
kéw [10] wytypowaly gen resT kodujacy resolwaze telo-
mero6w, ktéra wydaje sie by¢ konieczna dla prawidiowej
replikacji chromosomu bakteryjnego oraz innych linio-
wych replikonéw B. burgdorferi. Prawdopodobnie resT
nie jest jedynym genem niezbednym do funkcjonowania
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tej bakterii obecnym na plazmidzie cp26. Dotychczas
udalo si¢ przypisa¢ funkcje do 15 ORFéw obecnych
w cp26. Zidentyfikowano zespdt genéw (BBB10, BBB11,
BBB12, BBB13) odpowiedzialnych za utrzymanie plaz-
midu w komorce. Wykazano obecno$¢ gendéw kodu-
jacych: hipotetyczny transporter chitobiozy (BBB04,
BBB05, BBB06), guaniny czy ksantyny (BBB22, BBB23),
element permeazy oligopeptydow (BBBI6), a takze
element systemu fosfotransferazowego (BBB29) [10].
Z istotnych genéw wirulencji obecnych na replikonie
cp26 nalezy wymieni¢ gen ospC kodujacy lipoproteing
powierzchniowa. Ekspresja tego biatka wzrasta znaczaco
w przypadku kiedy kleszcz, w ciele ktérego znajduje sie
B. burgdorferi, odzywia si¢ krwig, a temperatura otocze-
nia osiggnie 32-37°C [66]. Wykazano, ze biatko to jest
niezbedne do zainfekowania myszy [35].

4.2.2. Rodzina cp32

Rodzina cp32 sktada sie¢ z 13 kolistych replikondw,
jednak w zsekwencjonowanym szczepie B31 jest ona
reprezentowana tylko przez 7 plazmidéw. Ich wiel-
kos¢ waha si¢ w granicach od 29 838 pz do 30 885 pz.
Zawierajg od 38 do 45 ORFo6w, co stanowi $rednio 92%
ich calej sekwencji. Replikony wykazuja homologi¢
wzgledem siebie prawie wzdluz calej swej dlugosci.
Wyrézniono trzy regiony gdzie obserwuje sie wigksza
roznorodnos$¢ sekwencji. Znajduja sie one w obsza-
rach: 17 kpz, 22 kpz oraz 27 kpz, co odpowiada kolejno:
genowi mlp (kodujacemu lipoproteing), prawdopodob-
nemu zestawowi gendw zwigzanemu z segregacja plaz-
midéw potomnych oraz genowi erp, réwniez koduja-
cemu lipoproteine [16].

Wystepowanie zrdznicowania wsrdd tych gendw
warunkuje réznorodnos¢, a zarazem zmienno$¢ biatek
istotnych dla cyklu zyciowego B. burgdorferi. Ekspresja
lipoprotein powierzchniowych Erp wzrasta w czasie
infekowania gospodarza ssaczego. Ich funkcja jest wia-
zanie czynnika H, znajdujacego si¢ w surowicy gospo-
darza, podczas aktywacji dopelniacza na drodze alter-
natywnej. Wigzanie czynnika H przez biatko Erp nie
pozwala na rozpoznanie bakterii jako obcej komorki
i chroni jg tym samym przed odpowiedzig ukladu
immunologicznego [67].

Wipotistnienie wielu wariantéw lipoprotein kodo-
wanych na plazmidach z rodziny cp32 jest mozliwe
zapewne dzieki istnieniu niewielkich réznic w genach
odpowiedzialnych za utrzymanie replikonu w komorece.

Mimo tak wielu podobienstw pomiedzy poszczegol-
nymi cztonkami rodziny cp32 istnieja tez geny specy-
ticzne tylko dla czgsci z nich. Do takich przypadkow
naleza m.in. geny bdr czy rev [16]. Gen revA koduje
biatko powierzchniowe wigzace fibronektyne [8], nato-
miast produktem genu bdr jest biatko o niepoznanej
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dotad funkcji, sugeruje sie jednak, ze nie jest ono pre-
zentowane na powierzchni komorki bakteryjnej [80].

Do innych znanych genéw obecnych na plazmidach
z rodziny cp32 naleza m.in. geny blyAB kodujace cho-
ling lub system cholinowy pochodzenia bakteriofago-
wego [20].

Istnieje hipoteza, wedlug ktorej rodzina cp32 pow-
stala wskutek zjawiska rekombinacji. Wyrézniono czte-
ry typy plazmidéw cp32, odmienne wzgledem siebie
w dwoch rejonach znajdujacych sie w obszarze 2-5 kpz
oraz okoto 17 kpz. W kazdym z tych dwdch miejsc ist-
nieja dwa warianty sekwencji. Najprostszym zjawiskiem
tlumaczacym istnienie wspomnianych juz czterech
typow bylaby rekombinacja.

Sugeruje sig¢, ze plazmidy z rodziny cp32 moga by¢
profagami ¢pBB-1. Przemawia za tym fakt konserwowa-
nego ulozenia gendw oraz podobna wielkos¢ wszystkich
plazmidéw z grupy cp32. Analizy molekularne sugeruja
obecnos¢ operonu zwigzanego z cyklem litycznym. Jed-
nak stan obecnej wiedzy nie pozwala jednoznacznie
ustosunkowac si¢ do tej hipotezy [25].

Z rodzing cp32 zdaja sie by¢ zwigzane trzy plazmidy:
cp9, Ip54 oraz Ip56 ). Plazmid cp9 powstal najprawdo-
podobniej w wyniku delecji fragmentu o dlugosci okoto
21kpz z plazmidu cp32 posiadajacego gen rev, gdyz
jego obecno$¢ odnotowano w tym plazmidzie. Ponadto
doszto do kilku pojedynczych delecji, inwersji i wymian
genowych. Replikon ten zawiera 11 otwartych ramek
odczytu, z czego dwie majg przypisang funkcje. Gen
eppA koduje biatko powierzchniowe [16]. W 2000 roku
odkryto replikon podobnej wielkosci oraz wykazu-
jacy pewne podobienstwo do plazmidu cp9. Plazmid
ten zawiera inny allel genu eppA. Nadano mu nazwe
cp9-2 oraz postulowano zmian¢ nazwy dla plazmidu
z cp9 na cp9-1 [48].

Replikony Ip56 i 1Ip54 powstaly w wyniku bardziej
skomplikowanych zdarzen. Odgrywaja one tez wigksza
role w wirulencji B. burgdorferi, zostang wiec omowione
oddzielnie.

4.2.3. Plazmid Ip56

Plazmid Ip56 zawiera w swojej sekwencji kopig¢ plaz-
midu z rodziny cp32. Nie jest ona identyczna z zadna
dotychczas poznang, ale wykazuje pewne podobienstwo
do replikonéw cp32-4, cp32-6 czy cp32-9. Najprawdo-
podobniej doszlo do otworzenia kolistej struktury cp32
i wlaczenia jej w sekwencje liniowego przodka Ip56 tak,
ze obecnie lokuje si¢ ona pomiedzy 6585 pz a 36 935 pz.
Wydaje sie, ze zdarzenie to mialo miejsce stosunkowo
niedawno [16]. Miejsca integracji przodkéw 1p56 wyka-
zujg sie krétkim podobienstwem rzedu 2 pz. Sugeruje
to, ze zdarzenie to nie nastgpito na drodze rekombi-
nacji homologicznej. Brak wyraznych odwréconych
powtdrzen w obszarze integracji raczej wyklucza udziat
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integraz. Wydaje si¢, ze w tym procesie nie posredni-
czyly tez transpozazy nie zauwazono bowiem obecnosci
terminalnych powtdrzen, ktére mogtyby by¢ przez nie
wygenerowane [14].

Replikon zawiera 82 ORFy, osiem pseudogendw.
Wsréd gendw o przypisanej funkgji tylko cztery sg cha-
rakterystyczne dla plazmidu lp56, pozostate wystepuja
takze na plazmidach z rodziny cp32. Gen BBQ67 koduje
metylotransferaze¢ DNA wykazujaca specyficznos¢ do
adeniny, ktéra moze stanowi¢ sktadnik systemu restryk-
cyjnego. Odnotowano tez obecno$¢ biatka zewnatrzbto-
nowego bedacego produktem genu BBQO03, antygenu
P35 (produkt BBQO5) oraz genu BBQO08 zwigzanego
z utrzymaniem plazmidu w komorce [16].

4.2.4. Plazmid lp54

Ostatnim plazmidem wykazujacym duze podobien-
stwo do rodziny cp32 jest replikon 1p54. Zauwazono,
ze sklada si¢ on z dziewigciu blokéw wykazujacych
homologie¢ do cp32. Sg one utozone w tej samej orien-
tacji i kolejnosci na obu replikonach. Wydaje sie, ze
réwniez w tym przypadku doszto do rozerwania kolistej
struktury cp32 i wlaczenia jej w sekwencje liniowego
przodka. Obecnos¢ kilku zestawdw gendw rozdzielo-
nych innymi sekwencjami $wiadczy o licznych poz-
niejszych insercjach, co pozwala stwierdzié, ze pow-
stanie tego plazmidu jest starsze ewolucyjnie niz powsta-
nie replikonu Ip56.

Plazmid ten zawiera 76 otwartych ramek odczytu,
z czego 26 ma swoje paralogi w rodzinie cp32. Interesu-
jacy wydaje sie fakt, ze lipoproteiny Erp i Mlp wystepu-
jace w plazmidach cp32 zostaly zastgpione w tym repli-
konie przez niehomologiczne lipoproteiny kodowane
przez geny dbpAB oraz ospAB [16].

Analizy molekularne dowiodly, ze plazmid 1p54
zawiera najwiecej genow, ktorych ekspresja jest warun-
kowana przez temperature otoczenia. Sugeruje to duzy
udzial tego replikonu w modulacji cyklu zyciowego
B. burgdorferi. Zidentyfikowano na nim kilka genow
istotnych zaréwno dla przezycia w ciele kleszcza jak
i w stalocieplnym gospodarzu [55].

Do waznych biatek zapewniajacych powodzenie
infekcji w wektorze, a kodowanych na Ip54 naleza
biatka OspA i OspB. Ich ekspresja podczas przebywania
B. burgdorferi w ciele kleszcza utrzymuje si¢ na wysokim
poziomie. To lipoproteiny pelniace role adhezyn w jeli-
cie kleszcza. Badania dowodza, ze uszkodzenie tych
gendw oslabia zdolnosci kolonizacyjne [78].

W infekcji gospodarza ssaczego biorg udzial biatka
DbpA i DbpB, ktore takze sg adhezynami posrednicza-
cymi w wigzaniu si¢ do wldékien kolagenowych i ko-
morek eukariotycznych [27].

Wigkszos¢ zidentyfikowanych genéw koduje biatka
powierzchniowe i lipoproteiny. Odnotowano jednak
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obecnos¢ kilku gendw, ktérych produkty moga by¢
istotne dla zdobywania substancji odzywczych przez
B. burgdorferi. Przykladem moze by¢ transporter oligo-
peptydow typu ABC (BBA34) i poryna blony zewnetrz-
nej (gen — oms28). Plazmid Ip54 koduje tez enzym
odpowiedzialny za synteze TMP (thyX) [30].

4.2.5. Plazmid Ip36

Plazmid lp36 o dtugosci 36 849 pz zawiera 54 otwarte
ramki odczytu. Doswiadczenia przeprowadzone w 2007 1.
wykazaly, Ze wprowadzenie, droga iniekcji, bakterii
pozbawionych tego replikonu nie jest w stanie wywo-
ta¢ infekcji u myszy. Brak plazmidu nie ma wplywu
na przetrwanie w ciele kleszcza, lecz obniza stopien
infekcyjnosci B. burgdorferi podczas przenoszenia bak-
terii z wektora na gospodarza. Sugeruje sie, ze jednym
z genéw za to odpowiedzialnych jest adeC kodujacy
deaminaze adeniny, enzymu zwigzanego z odzyski-
waniem i metabolizmem adeniny [41]. Innym genem
obecnym na replikonie 1p36 istotnym w cyklu zycio-
wym B. burgdorferi jest BBK32 kodujacy biatko wigzace
tibronektyne [59].

4.2.6. Plazmid Ip25

Plazmid Ip25 sklada sie z 24177 pz i zawiera 32
otwarte ramki odczytu. Znamy potencjalng funkcje
tylko kilku z nich. Najistotniejszym biatkiem kodowa-
nym na tym replikonie jest enzym potrzebny do syntezy
NADu (PncA). Enzym ten jest wymagany do przezycia
w ciele myszy, nie jest natomiast konieczny do wzro-
stu in vitro. Zauwazono jednak, ze szczepy pozbawione
plazmidu 1p25 odznaczajg si¢ stabszym wzrostem oraz
duzo mniejszym stopniem infekcyjnosci [60].

4.2.7. Plazmidy z grupy Ip28

Do grupy replikonéw okreslanych mianem lp28 zali-
cza si¢ plazmidy, ktorych wielko$¢ waha si¢ od 26 921 pz
do 29766 pz. Najwigkszym udzialem sekwencji koduja-
cych odznacza si¢ Ip28-2 (86%). Pozostale trzy plazmidy
sa prawdopodobnie w trakcie intensywnej ewolucji co
odzwierciedla duzo mniejszy odsetek sekwencji kodu-
jacych [16].

Szczepy pozbawione 1p28-1 s3 zdolne jedynie do
krétkotrwalej infekcji myszy. Swiadczy to o istotnym
wplywie tego replikonu na wirulencje B. burgdorferi.
Jest to prawdopodobnie zwigzane z regionem vIsE skla-
dajacym sie z czesci podlegajacej ekspresji oraz dwoch
wyciszonych kaset vis. Regiony ciche rekombinuja z vIsE,
co pozwala na istnienie kilku wariantow biatka VISE.
Proces ten ma miejsce tylko gdy bakteria znajduje si¢
w ciele gospodarza stalocieplnego i pozwala unikna¢
odpowiedzi ukltadu immunologicznego. Obecno$¢ tego
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regionu stwierdzono dotychczas u wszystkich patogen-
nych B. burgdorferi [61]. Plazmid 1p28-1 koduje ponadto
lipoproteing Erp.

Inne plazmidy z grupy Ip28 nie s3 prawdopodobnie
niezbedne dla przetrwania w ciele kleszcza lub myszy,
jednak niosg geny dajace potencjalng przewage selek-
cyjna podczas wzrostu. Na przyklad plazmid 1p28-4
koduje pompe opornosci wielolekowej (BBI26) i enzym
bioracy udzial w przemianach adeniny (BBI06), a repli-
kon 1p28-3 zawiera gen, ktorego produktem jest poryna
blony zewnetrznej (Oms28) [30].

Zauwazono, ze plazmid 1p28-2 zawiera pelng kopig
genu wykazujaca podobienstwo do genu transpozazy,
jednak nie jest on otoczony odwrdéconymi powtdrze-
niami. Powyzej tej sekwencji znajduje si¢ potencjalne
miejsce wigzania rybosomu, natomiast ponizej kodonu
stop zidentyfikowano strukture typu szpilki do wloséw.
Ta transpozaza moze stanowi¢ funkcjonalne biatko
umozliwiajace tak duze rearanzacje w genomie B. burg-
dorferi. Sugeruje sie, ze [p28-2 koduje tez helikaze DNA
biorgcg udzial w replikacji [16].

4.2.8. Pozostale replikony liniowe

Liniowy replikon o dtugosci 5228 pz (Ip5) wykazuje
duzg homologie do replikonu o wielkosci 18753 pz
(Ip21). Tylko jeden z 6 jego genéw nie ma swojego
odpowiednika na Ip21. Wydaje sie, ze lp21 powstal na
drodze integracji elementu o diugosci 12,8 kpz do Ip5.
Ten fragment charakteryzuje si¢ obecnoscig regionu
o wielkosci 11 kpz zlozonego z powtdrzen o dlugosci
63 pz. Na razie nie udalo sie ustali¢ ich funkcji. Wiele
gendw obecnych na tych dwoch replikonach jest praw-
dopodobnie fragmentami innych genéw obecnych na
pozostatych plazmidach B. burgdorferi. Nie stwierdzono
aby ktorykolwiek z tych replikonéw byl wymagany dla
prawidlowego przebiegu cyklu zyciowego bakterii.

Kolejnym stosunkowo malo poznanym plazmidem
jest1pl7. Liczy on 16 829 pz i zawiera 25 otwartych ramek
odczytu. Na razie nie udalo si¢ poznaé funkcji zZadnej
z nich [16]. By¢ moze replikon ten nie jest niezbedny dla
zajécia prawidlowego cyklu zyciowego bakterii.

Plazmid lp38 o dtugosci 38 829 pz zawiera 52 otwarte
ramki odczytu. Badania dowodza, ze nie jest on czyn-
nikiem niezbednym dla przetrwania w ktérymkolwiek
gospodarzu, jednak jego obecnos$¢ zwigksza poziom
wirulencji B. burgdorferi. Na replikonie tym jest kodo-
wana lipoproteina powierzchniowa — OspD [53]. Nie
jest to jedyny gen w genomie kodujacy biatko o takich
wlasciwosciach. Jego obecno$¢ zwigksza wiec jedynie
réznorodnos¢, co pozwala na efektywniejsze unikanie
odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Obecny stan
wiedzy sugeruje, ze plazmid ten nie jest konieczny do
wzrostu bakterii in vivo, jednak niesie geny mogace
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dawa¢ pewna przewage selekcyjna, czego przykladem
moze by¢ biatko wiazace ATP bedace sktadnikiem trans-
portera typu ABC kodowane przez gen BBJ26 [30].

5. Pangenom Borrelia burgdorferi sensu stricto

Po zsekwencjonowaniu genomu szczepu B31 roz-
poczela sie era badan poréwnawczych, ktéra ma na
celu m.in. poznanie pangenomu B. burgdorferi, czyli
zestawu wszystkich genéw danego gatunku. Dotyczy
ona zaréwno skladu genomu jak i poziomu ekspresji
poszczegolnych gendéw u réznych izolatéw B. burg-
dorferi czesto réznigcych si¢ poziomem infekcyjnosci.
W 2003 roku Iyer ze wspotpracownikami [39] prze-
prowadzil doswiadczenie opierajace si¢ na zbadaniu
obecnosci wszystkich plazmidéw za wyjatkiem linio-
wych replikonéw: Ip5 i lp21 oraz kolistego plazmidu
cp9 wérdd 21 izolatéw B. burgdorferi. Bakterie zostaly
wyizolowane od chorych na borelioze z Lyme z probki
skory pobranej na obrzezu rumienia lub z probki krwi.
Wisrdd izolatow wyrdzniono 5 par probek pobranych
z dwdch miejsc od tego samego chorego. Tylko w jed-
nym przypadku zauwazono zmiane profilu plazmido-
wego. Dotyczyla ona plazmidu cp32-8, jednak wydaje
sie, ze nie ma ona wplywu na stopien infekcyjnosci
gospodarza statocieplnego. Badania te sugeruja, ze do
najczesciej spontanicznie traconych replikonéw nalezg
plazmidy: Ip56, 1p38 oraz fragment lp28-1 (brak ich
u okoto 33% przebadanych probek). Jednak jedna trze-
cia prob odznacza si¢ obecnoscig wszystkich plazmidow
uwzglednionych w doswiadczeniu.

Podobne do$wiadczenia, przeprowadzili juz wczes-
niej w2000 roku Purser i Norris [61]. Badali roz-
norodnos$¢ 19 izolatéw pod katem wystepowania plaz-
midéw poznanych podczas sekwencjonowania szczepu
B31. Badania te sugerujg istnienie korelacji pomiedzy
obecnoscig plazmidow Ip25 i 1p28-1 a stopniem infek-
cyjnosci, jednak zalezno$¢ ta w wypadku 1p28-1 jest
znacznie stabsza. Zauwazono, ze istnieje grupa repli-
konow, ktora jest obecna we wszystkich izolatach, bez
wzgledu na ich stopien infekcyjnosci oraz grupa plazmi-
dow, ktorej utrata nie jest w jakikolwiek sposob zwia-
zana z obnizeniem stopnia infekcyjnosci.

Obecnie w bazie NCBI znajduje si¢ 14 zdeponowa-
nych sekwencji genomowych réznych szczepoéw B. burg-
dorferi [65]. Wszystkie one charakteryzuja si¢ obecnos-
cig liniowego chromosomu o dtugosci od 887 933 pz do
1019864 pz oraz roznym zestawem kolistych i linio-
wych plazmidéw (szczegoty w TabeliIl) (zaskakujaca
informacja o kolistej strukturze chromosomu B. burg-
dorferi ZS7 [90] zostala zweryfikowana poprzez kon-
takt e-mailowy z dr. Casjensem). Ogolem, badajac
pangenom B. burgdorferi, odkryto 38 plazmidow, 15
z nich ma charakter liniowy, a 23 kolisty. Istnieje grupa
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pozachromosomowych replikonéw, ktorej obecnosé¢
stwierdzono w kazdym dotad zsekwencjonowanym
szczepie B. burgdorferi. Zalicza si¢ tu plazmidy: 1p17,
Ip36, Ip54 i cp26. Nalezy zwrdcic¢ tez uwage na plaz-
mid 1p28-4, ktérego obecnosci nie zaobserwowano
tylko w szczepie B. burgdorferi CA-11.2a. Okazuje sig,
ze szczep ten posiada jednak replikon 1p36-28-4 na
ktérym moze znajdowac si¢ cze$¢ gendw z plazmidu
1p28-4. Mozna wigc wysnuc¢ hipoteze, ze plazmid 1p28-4
réwniez nalezy do grupy replikonéw niezbednych dla
funkcjonowania B. burgdorferi.

Badania nad pangenomem dowiodly, ze w sklad
genomow poszczegolnych szczepdw B. burgdorferi wcho-
dza replikony podobnej wielkosci jak te zsekwencjo-
nowane w szczepie B31. Zidentyfikowano dwa nowe
plazmidy - cp18 i cp18-2, powstale najprawdopodob-
niej przez delecje fragmentu 14 kpz z plazmidu beda-
cego przodkiem rodziny cp32, gdyz wykazuja one duzy
stopienn homologii do replikonéw zaliczanych do tej
rodziny [68]. Juz w 1994 roku dokonano odkrycia i zsek-
wencjonowania malego kryptycznego plazmidu cp8.3
wyizolowanego ze szczepu B. burgdorferi Ip21. Replikon
ten liczy 8 303 pz i jest niestabilny w warunkach in vitro.
Jego cechg charakterystyczna jest obecnos¢ w sekwencji
dwdch prawie identycznych, kopii odwréconych pow-
torzen o dlugosci 184 pz okalajacych sekwencje o diu-
gosci 2 675 pz zawierajacg trzy ORFy. Sugeruje sie, ze
cze$¢ sekwencji odwroconych powtdrzen moze stanowi¢
sygnal inicjacji transkrypcji i translacji dla znajdujacych
sie pomiedzy nimi ORFéw. Nigdzie indziej w genomie
B. burgdorferi Ip21 nie stwierdzono obecnosci podob-
nych powtdrzen [22]. Poza tym odnotowano wiecej
wariantow znanych juz plazmidéw: odkryto kolejne
plazmidy nalezace do rodzin cp32 oraz rodziny lp28;
zidentyfikowano tez dwa nowe warianty plazmidu cp9.

W 2003 dokonano poréwnania sekwencji genomu
szczepu B31 z czgsciowo zsekwencjonowanymi geno-
mami szczepow JD1 oraz N40. Okazalo sig, ze najwigk-
szg rdznorodnoscig odznaczajg sie geny kodujgce biatka
biorace udzial w procesie wirulencji — gtéwnie OspC.
Badacze sugeruja, ze gtéwnym zrédlem tej réznorod-
no$ci moze by¢ proces rekombinacji. Wykazano réw-
niez, ze wiekszo$¢ plazmidow ewoluuje w tempie okoto
2-4 razy szybszym niz sekwencja chromosomu. Cieka-
wym spostrzezeniem jest fakt, ze plazmidy cp26 i lp54,
ktore wydaja sie by¢ niezbedne dla wzrostu B. burgdorferi,
zmieniaja si¢ w tempie podobnym do chromosomu [62].

6. Borrelia burgdorferi a inne Borrelia

Rodzaj Borrelia skupia mikroorganizmy chorobo-
tworcze bedace patogenami ssakow. Laczy je podobny
cykl zyciowy, jednak objawy wywolywane przez posz-
czegolne mikroorganizmy sg rézne — stanowig odrebne
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jednostki chorobowe. W rodzaju Borrelia wyr6znia
sie grupe bakterii wywolujaca borelioze — tzw. Borre-
lia burgdorferi sensu lato skupiajaca: B. burgdorferi,
B. afzelii oraz B.garinii; ale takze B.recurrentis czy
B. hermsii powodujace dur powrotny.

Obecnie w bazie NCBI znajduje si¢ 10 sekwen-
cji genomowych oraz 2 sekwencje chromosomowe
mikroorganizméw z rodzaju Borrelia z wylaczeniem
B. burgdorferi (zestawienie z B. burgdorferi w Tabeli III).
Wiszystkie one charakteryzuja si¢ obecnoscig liniowego
chromosomu, ktérego wielko§¢ waha si¢ od 889 kpz
do blisko 1012 kpz. Analizy poréwnawcze ukazuja, ze
sktad genowy chromosomu jak i samo ulozenie genéw
sa mocno konserwowane wewnatrz rodzaju Borre-
lia. Wydaje si¢ tez, ze wystepowanie duzej liczby pla-
zmiddéw jest cechg charakterystyczng dla mikroorga-
nizmoéw z tego rodzaju. Najwigksza liczbg plazmidéw
(21) odznacza si¢ B.burgdorferi. Natomiast trudno
jest jednoznacznie wskaza¢ gatunek czy szczep o naj-
mniejszej liczbie pozachromosomowych replikonow.
Tabela III ukazuje, ze B. garinii PBi zawiera tylko dwa
plazmidy, jednak wynika to jedynie z niedoskonatosci
metod badawczych. Trudnosci te wynikaja z duzego
podobienstwa niektorych fragmentéw sekwencji oraz
z wystepowania powtorzen w genomie [32]. Podobne
problemy towarzyszyly juz sekwencjonowaniu mate-
rialu genetycznego B. burgdorferi B31. W przypadku
B. hermsii w pelni znamy tylko sekwencje chromo-
somu, jednak wiadomo, ze gatunek ten posiada kolisty
replikon o wielkosci 32 kpz zawierajacy wiele ortolo-
gow ORFow zlokalizowanych na plazmidach z rodziny
cp32 u B. burgdorferi oraz plazmidy nalezace do rodziny
1p28. Material genetyczny B. hermsii wykazuje tez hybry-
dyzacje, w réznym stopniu, do wszystkich pozachro-
mosomowych replikonéw B. burgdorferi B31 [19, 79].
Pozwala to przypuszczaé, ze na genom tego gatunku
sktada si¢ rowniez wiele plazmiddw.

W kazdym zsekwencjonowanym genomie znajduje
sie replikon wykazujacy pewne podobienstwo do plaz-
midu cp26. Zawsze zawiera on gen resT kodujacy
resolwaze telomerdw, ktdéra jest niezbedna dla pra-
widlowej replikacji liniowych replikonéw. Roéwnie
czgsto w poznanych genomach wystepuje plazmid lp54
lub jego odpowiednik. Jego obecnosci nie zaobserwo-
wano tylko u B. duttonii Ly i B. recurrentis A1 - obydwa
gatunki naleza do grupy wywolujacej dur powrotny.
Nieobecnos$¢ wspomnianego replikonu moze §wiadczy¢
0 wystepowaniu na nim genéw specyficznych tylko dla
wywolywania boreliozy.

Obydwa w pelni zsekwencjonowane gatunki z ro-
dzaju Borrelia wywolujace dur powrotny charakteryzuja
sie odmiennym zestawem pozachromosomowych repli-
konéw w stosunku do innych poznanych genoméw tej
grupy mikroorganizméw. Nawet odpowiednik plazmidu
cp26 zawierajacy gen resT odznacza si¢ strukturg liniowg
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Tabela IIT
Poréwnanie genomoéw mikroorganizméw z rodzaju Borrelia (na podstawie [45, 32, 33, 81-90])
Wielkos¢ | Udziat par GC Licsba Udz.ial .
Gatunek / szczep | chromosomu | (%) w chro- o plazmidow Plazmidy
W pz mosomie plazmidow liniowych

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, Ip5, Ip17, Ip21, Ip25,
1p28-1, 1p28-2, Ip28-3, Ip28-4, Ip36, Ip38, Ip54,
Ip56

B. afzelii ACA-1 903 516 28% 14 8/14 cp32-3,1p28-1, Ip17, cp32-4, Ip28-3, Ip28-7,
cp32-1,1p28-2, 1p32-10, Ip38, Ip54, cp32-5,
1p28-4, cp26

B. afzelii PKo 905 394 28% 8! 6/8 1p60, 1p60-2, 1p34, 1p32, cp30, Ip28, cp27, 1p25

B. garinii PBi 904 246 28% 2? 172 cp26, Ip54

B. garinii Far04 889112 28% 7 6/7 Ip36, 1p17, 1p28-1, 1p25, Ip54, cp26, Ip32-10

B. garinii PBr 903 870 28% 11 8/11 1p25, Ip36, cp32-5, 1p28-4, cp26, cp32-10, Ip28-3,
Ip54, Ip17, 1p28-1, 1p28-7

B. spielmanii A14S 1011570 28% 8 7/8 1p38, 1p28-8, 1p36, Ip17, Ip54, Ip28-4, 1p28-3, cp26

B. valaisiana VS116 | 913 294 28% 11 6/11 cp26, Ip54, cp32-2-7, cp32-10, Ip36, Ip25, cp9,
Ip17, 1p28-3, cp32-5, 1p28-8

Borrelia sp. SV1 951 833 28% 9 5/9 p32-12, cp32-3, 1p28-2, Ip17, cp32-4, cp32-7,
cp26, 1p28-4, 1p54

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 Al 930981 27% 7 717 pl23, pl33, pl35, pl37, pl53, pl6, pl124

B. turicatae 91E135 917 330 29% =3 =3 -

1 W pelni odtworzono sekwencje 8 plazmidéw; plazmid Ip31 sktada sie z trzech nieztozonych blokéw genéw.
2 Sekwencjonowanie prowadzono przy uzyciu metody shotgun. W peni odtworzono jedynie sekwencje dwéch plazmidéw - odpowiednikow cp26 i Ip54.
3 Brak danych, w bazie NCBI zdeponowane zostaly tylko sekwencje chromosoméw poszczegolnych gatunkéw z rodzaju Borrelia, pozostata czes¢ genomu

jest w trakcie sekwencjonowania.

i mniejszym rozmiarem (ok. 23 kpz). Najprawdopodob-
niej réznice te sg skorelowane z rodzajem choroby, ktora
jest w stanie wywola¢ dany patogen. Gatunki zaliczane
do Borrelia burgdorferi sensu lato posiadaja zwykle
podobny profil plazmidéw. Wspdlng cechg wszyst-
kich mikroorganizmoéw nalezacych do rodzaju Borrelia
o zsekwencjonowanych dotad genomach pozostaje
liniowy chromosom oraz szeroki zestaw pozachromo-
somowych replikonéw wsréd ktorych zazwyczaj wiekszy
udzial majg plazmidy liniowe.

7. Kwestia ewolucji i wspolistnienia replikonow
genomu B. burgdorferii

Pomimo uptywu ponad 10 lat od poznania genomu
B. burgdorferi niezwykla jego struktura wcigz budzi
wiele emocji. Towarzysza one zwlaszcza zagadnieniom
powstania i wspotwystepowania tak wielu, cz¢sto bardzo
podobnych do siebie, replikondw.

Liczne analizy molekularne wykazaly istnienie
w genomie pieciu genéw zwigzanych ze zdolnoscia
do przetrwania plazmidéw w komorce oraz ich repli-
kacja. Okazuje sie, ze kazdy z pozachromosomowych
elementéw B. burgdorferi zawiera od jednego do czte-
rech z tych genéw. Ich produkty naleza do pieciu rodzin
paralogicznych (PF32, PF49, PF50, PF57, PF63). Sa
one utozsamiane z biatkami inicjujgcymi replikacje
(PF57/ PF63), inne wykazuja homologie do ParA.
Dos$wiadczenia in vitro wykazaly tez, ze biatka te moga
oddzialywa¢ miedzy sobg. Do tej pory nie udalo si¢
jednak ustali¢ mechanizméw rzadzacych rozdzialem
plazmidéw oraz samym procesem replikacji. Wydaje
sie, ze istnienie tylu replikonéw jest mozliwe dzigki
wystepowaniu bialek pelnigcych podobne funkcje jed-
nak wykazujacych stosunkowo odlegle podobienstwo
na poziomie sekwencji [18, 21].

Jak juz wczesniej wspominano analizy molekularne
wykazaly duze podobienstwo wiekszosci telomerow
replikonéw liniowych, a jednoczesnie zréznicowanie
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sekwencji w poblizu telomeréw wsrod plazmidéw pocho-
dzacych z réznych izolatéw B. burgdorferi. Niedawno
dowiedziono tez, ze resolwaza telomerdw jest zdolna do
tworzenia fuzji pomig¢dzy réznymi replikonami linio-
wymi, co umozliwia, w pewnych warunkach, zajscie
kolejnych zjawisk genetycznych (rekombinacje, dele-
cje). Wydaje sig, ze proces ten pelni kluczowa role jezeli
chodzi o ewolucje replikonéw liniowych B. burgdorferi.

8. Podsumowanie

Wielkos$ci poznanych genomoéw bakterii patogen-
nych wahaja sie od 580 kpz u Mycoplasma genitalium
do 6300kpz u Pseudomonas aeruginosa. Wigkszo$¢
bakterii patogennych charakteryzuje sie stosunkowo
matym genomem. Wynika to z przystosowania si¢ do
stabilnego i zasobnego w zrédto wegla, energii i azotu
srodowiska, jakie stanowi dla nich organizm gospoda-
rza. Mikroorganizmy te zredukowaly swoj genom do
absolutnego niezbednego minimum. Jest to zwlaszcza
dobrze zauwazalne w przypadku gatunkéw bedacych
obligatoryjnymi patogenami [49, 76]. B. burgdorferi
prawdopodobnie pod tym wzgledem nie jest wyjat-
kiem. Tak niezwykle uorganizowany genom skladajacy
sie z liniowego chromosomu, tak nieczesto spotykanego
u Bacteria, oraz bogatego zestawu plazmidéw o struktu-
rze zaréwno kolistej jak i liniowej wzbudza jednak duze
zainteresowanie i rodzi wiele pytan. Niestety wiekszo$§¢
z nich pozostaje wcigz bez odpowiedzi.

Do dzi$ nie jesteSmy w stanie jednoznacznie stwier-
dzi¢ w jaki sposéb chromosom Borrelia stal si¢ liniowy.
Wszystkie inne mikroorganizmy zaliczane do typu
Spirochaetes posiadaja chromosom kolisty, wiec taka
strukture musial mie¢ tez przodek rodzaju Borrelia. Czy
linearyzacja chromosomu miata jakis cel czy byla po
prostu utrwalonym efektem ewolucji? Ten temat pozo-
stanie zapewne dla naukowcow przez jeszcze jakis czas
zagadka. Istnieje natomiast hipoteza ukazujgca mozliwa
droge zmiany struktury chromosomu. Analizy moleku-
larne dowiodly mianowicie, ze na telomerach chromo-
somu mikroorganizméw z rodzaju Borrelia wystepuja
charakterystyczne sekwencje o dtugosci 25 pz. Podobne
sekwencje odnaleziono u wirusa wywolujacego afrykan-
ska goraczke $win, nalezacego do rodziny Asfarviridae.
Okazalo si¢ ponadto, ze zawarto$¢ par AT w genomie
tego wirusa jest bardzo podobna do zawartosci par AT
u Borrelia spp. Prawdopodobne jest, ze w przesztosci
doszlo do zdarzenia integracji genomu wirusa do chro-
mosomu przodka Borrelia. Fakt, ze wirus wywolujacy
afrykanska gorgczke $win i Borrelia spp. sa przenoszone
przez stawonogi zwigksza mozliwo$¢ zajscia tego zda-
rzenia genetycznego. Oczywiscie jest to tylko hipoteza.
W chromosomach Borrelia spp. nie stwierdzono obec-
nosci innego materiatu genetycznego pochodzacego od
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tego wirusa co oznaczaloby, gdyby ta hipoteza okazala
sie prawdziwa, ze w pdzniejszym czasie ulegt on delecji.
Druga hipotezg jest konwergencja, ktéra doprowadzita
do powstania podobnych struktur u dwdch niespokrew-
nionych bytéw [13].

Kolejng cecha wyrdzniajaca B. burgdorferi sposrdéd
innych patogenéw jest niezwykle pofragmentowany
genom skladajacy si¢ z co najmniej 20 plazmidow.
Bakterie patogenne zawieraja zwykle nie wiecej niz
jeden pozachromosomowy replikon. Zawarte sa na
nim gléwnie geny zwigzane z czynnikami wirulencji.
Nie s3 to geny niezb¢dne dla funkcjonowania bakterii
jednak moga zapewnic¢ im znaczng przewage w kontak-
cie z organizmem gospodarza, by zapewni¢ im wigksza
mobilno$¢ zostaly zlokalizowane na plazmidach. Prze-
cietna bakteria chorobotworcza odznacza sie stosun-
kowo prostym cyklem zyciowym ograniczonym zwykle
do jednego typu gospodarza, by¢ moze z tego wynika
tak maly zestaw pozachromosomowych replikonéw.

Nalezy pamieta¢, ze B.burgdorferi odznacza si¢
bardziej skomplikowanym cyklem zyciowym, opar-
tym o gospodarza ssaczego oraz wektor pod postacia
stawonoga. Bakteria ta musi by¢ przystosowana do
zycia w $rodowisku o statej temperaturze (ssak), jak
i w warunkach zmiennych (stawonog). Trzeba miec
réwniez na uwadze, ze kazdy z organizméw gospoda-
rza charakteryzuje si¢ odmiennym zestawem receptoréw
bedacych miejscem adhezji dla patogenu, wiec bakteria
powinna posiada¢ informacje genetyczng umozliwia-
jaca istnienie dwdch réznych drog sukcesji organizmu
gospodarza. Kolonizacja organizmu kleszcza jest moz-
liwa m.in. dzieki ekspresji bialek OspA i OspB, ktore
petnia role adhezyn w jelicie kleszcza. Kiedy stawonog
odzywia si¢ krwia pod wplywem zmiany temperatur
oraz przyptywu substancji odzywczych dochodzi do
zmiany ekspresji genow B. burgdorferi. W miejsce OspA
i OspB zaczyna by¢ produkowane OspC, ktdre jest nie-
zbedne do zainfekowania myszy (gospodarza ssaczego).
Réwnocze$nie bakteria przemieszcza si¢ do §linianek
kleszcza by przedostaé si¢ do organizmu gospodarza.
Dalsze etapy kolonizacji sa mozliwe dzieki calej gru-
pie bialek, ktore wigzg si¢ z specyficznie z receptorami
w ciele ssaka (np. bialka DbpA i DbpB z dekoryng czy
biatko RevA z fibronektyna). Aby stabilnie utrzymac sie
w gospodarzu bakteria unika odpowiedzi ukfadu odpor-
nosciowego poprzez dynamiczne zmiany antygenow
powierzchniowych (kasety vis) czy przez wigzanie si¢
lipoprotein Erp z czynnikiem H w surowicy co hamuje
uklad dopelniacza. Eksperymentalnie udowodniono,
ze do przezycia w ciele myszy niezbedny jest enzym,
kodowany przez gen pncA, zwigzany z syntezag NADu.
Istnieje tez szereg innych genow, ktore moga dawac
pewna przewage selekcyjna. Koduja one m.in. trans-
portery oligopeptydow, chitobiozy czy poryny blony
zewngtrznej [69].
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Informacje te znajduja si¢ czgsto na osobnych plaz-

midach, co by¢ moze ma na celu ztagodzenie skutkow
utraty ktéregokolwiek z replikonéw. Analizujac sekwen-
cje plazmidow B. burgdorferi mozna zauwazy¢, ze wiele
replikondw jest ze sobg powiazanych, gdyz wykazuja
duze wzajemne podobienstwo. Istnieja hipotezy suge-
rujace, ze wiele plazmidéw powstalo na skutek dupli-
kacji czy rearanzacji pewnych sekwencji. Utrzymywanie
w genomie tak podobnych sekwencji moze mie¢ na celu
zapewnienie pewnej zmiennosci pozwalajacej na unik-
niecie odpowiedzi uktadu immunologicznego gospoda-
rza. Jest to oczywiscie na razie tylko hipoteza, jednak
wciaz pozostaje pytanie czy do zapewnienia takiego
procesu potrzeba az tylu replikonow.
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1. Wstep. 2. Klasyfikacja w obrebie rodzaju Serratia. 2.1. Metody fenotypowania szczepow. 2.2. Metody genotypowania szczepow.
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Bacilli of the genus Serratia: species characteristics, pathogenicity and antibiotic resistance of Serratia marcescens

Abstract: Bacilli of the genus Serratia belong to Enterobacteriaceae family and they play important role as an opportunistic pathogen
in nosocomial infections. Genus Serratia, consisting of ten species, was stated in 1990", when bacterial systematics has been enlarged
by analysis of ribosomal 16S rRNA nucleotide sequences. The most vital traits characterising genus Serratia are: particular species’ ability
to produce red pigment - prodigiosin and extracellular enzymes enabling colonization of the host.

S. marcescens is a microbe of a dominant clinical importance, which is isolated from various material. Great ability to colonise human
organism, S. marcescens owes to number of virulence factors, which facilitate bacterial cells adhesion, protect from host’s immune system
and simplify tissue penetration. S. marcescens is responsible for numerous hospital outbreaks occurring in immunodefficient patients,
particularly newborns and patients cured in Emergency Departments. In typing of the strains RAPD and PFGE methods are usually
applied. S. marcescens is said to be a pathogen resistant to different groups of antibiotics. Resistance genes located on mobile genetic
elements, responsible for widespread resistance to carbapenems, are particularly dangerous.

1. Introduction. 2. Classification of genus Serratia. 2.1. Phenotyping methods. 2.2. Genotyping methods. 3. Virulence factors.

4. Pathogenicity. 5. Antibiotic resistance. 6. Summary

Stowa kluczowe: Serratia, Serratia marcescens, genotypowanie, fenotypowanie, czynniki wirulencji, oporno$¢ na antybiotyki
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1. Wstep

Od czaséw starozytnych znane i opisywane byly
przypadki zabarwiania zywnos$ci na kolor krwisto-
czerwony. Interpretacja takich zjawisk byta niezwykle
trudna, gdyz do roku 1819 nie znano czynnika wywo-
lujacego te niecodzienne zdarzenia. Przez stulecia
w tym zjawisku dopatrywano si¢ kontekstu religijnego
zwigzanego z pojawianiem sie krwi Chrystusa w bada-
nej potrawie. Watpliwosci rozwial wloski farmaceuta
Bartolomeo Bizio, ktéry jako cztonek zespotu bada-
jacego jedno z takich ,cudownych” zjawisk udowodnit
obecno$¢ drobnoustroju w badanej probce zywnosci
(do do$wiadczenia uzyto tradycyjnego wloskiego dania
— polenty) oraz potwierdzit zwigzek pomiedzy obecnos-
cig szczepu Serratia marcescens, a krwistoczerwonym
zabarwieniem dania [84]. W ten sposob opisal izolacje
bakterii, ktérej nazwa rodzajowa Serratia pochodzi od
nazwiska wloskiego inzyniera Serafino Serratiego,
a nazwa opisowa marcescens pochodzi od lacinskiego
stowa oznaczajgcego znikanie, wietrzenie.

Przez dziesigciolecia rodzaj Serratia ograniczal si¢
jedynie do drobnoustrojéw posiadajacych zdolno$¢ pro-

dukeji czerwonego barwnika - prodigiozyny (Rys. 1).
Jest on zaliczany do grupy wtérnych metabolitow, natu-
ralnych barwnikéw aminowych zawierajacych w swej

Rys. 1. Wzdr czasteczki prodigiozyny

czasteczce trzy pierscienie pirolowe. Oprocz wybranych
przedstawicieli rodzaju Serratia, prodigiozyne wytwa-
rzaja niektore szczepy z rodzaju Vibrio, Pseudomonas,
Alteromonas i Streptomyces [30]. Podstawowym czynni-
kiem majgcym znaczacy wplyw na wydajno$¢ produkeji
czerwonego barwnika jest temperatura inkubacji. Obser-
wacje laboratoryjne majg bezposrednie przetozenie na
dane doswiadczalne moéwigce o spadku produkeji prodi-
giozyny od trzech do nawet dwudziestu razy, przy pod-
wyzszeniu temperatury inkubacji z 30°C do 37°C [38].

* Autor korespondencyjny: Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej, Wydzial Farmaceutyczny, Warszawski Uniwersytet Medyczny,

ul. Oczki 3, 02-007 Warszawa, e-mail; pcelejewski@wum.edu.pl
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Tabela I
Wplyw maltozy, glukozy oraz temperatury na produkcje
prodigiozyny przez szczep S. marcescens [14, 32]

Temperatura inkubacji oraz
Rodzaj podloza stezenie prodigiozyny [mg/ml]
28°C 30°C 37°C
Bulion odzywczy 0,52 0,354 0,111
Bulion odzywczy z dodatkiem
0,5% maltozy 1,836 0,79 0,104
Bulion odzywczy 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 943 826 1.63
Bulion z nasionami sezamu
z dodatkiem 0,5% glukozy 1.47 1.16 0:42

Zr6dto wegla stanowi kolejny wazny czynnik wply-
wajacy na wydajnos$¢ syntezy prodigiozyny. W pierwszej
czesci eksperymentu prowadzonego przez Giri iwsp.
[32] wykazano zréznicowany wplyw cukrow na synteze
prodigiozyny (Tab.1.). W przypadku bulionu odzyw-
czego, stanowigcego do$¢ ubogie zrodlo wegla, dodatek
maltozy lub glukozy zwigksza synteze prodigiozyny.
Efekt przeciwny uzyskano w przypadku bulionu wzbo-
gaconego sproszkowanymi nasionami sezamu. Uzyskana
represja syntezy prodigiozyny jest prawdopodobnie
wynikiem nasilenia si¢ zjawiska represji katabolicznej
w obecnosci glukozy i maltozy [32]. Ponadto autorzy
podkreslaja duze znaczenie kwasow ttuszczowych jako
czynnikdéw wzmagajacych synteze czerwonego barw-
nika. W dalszych badaniach wykazano, ze dodatek
sproszkowanych nasion orzechéw ziemnych najsilniej
stymulowal szczepy S. marcescens do produkgji prodi-
giozyny. Bulion z dodatkiem oleju z orzechéw ziemnych
pozwalal uzyska¢ dwudziestokrotnie wiecej barwnika
w podtozu niz taki sam bulion z dodatkiem sproszko-
wanych orzechéw laskowych. Uzyskany wynik wskazuje
na podstawowe znaczenie nasyconych kwasow ttuszczo-
wych obecnych w nasionach na wzrost S. marcescens
i tym samym na produkcje czerwonego barwnika [32].

Synteza prodigiozyny w komorkach bakteryjnych
zalezy od gestosci zawiesiny hodowlanej lub $rednicy
pojedynczych kolonii. Bakterie w fazie logarytmicznego
wzrostu produkuja bardzo niewiele barwnika. Wzrost
gestosci hodowli stymuluje synteze oraz transport czyn-
nikéw regulujacych wytwarzanie prodigiozyny [45].
W przypadku hodowli na podlozu statym, czerwony
barwnik wytwarzany jest przez kolonie, ktérych $red-
nica przekracza jeden milimetr [38].

Czerwony pigment wytwarzany przez bakterie z ro-
dzaju Serratia prawdopodobnie pelni role w procesie
oddychania. W ostatnich latach starano si¢ wyjasni¢
role prodigiozyny w metabolizmie komérkowym i jej
unikatowe wlasciwosci. Pierwsza wazng obserwacja bylo
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udokumentowanie efektu proapoptotycznego barwnika
uzyskanego wobec wybranych linii komoérek nowotwo-
rowych z jednoczesnym brakiem takiej reakcji u zdro-
wych komorek [64]. Dalsze badania doprowadzily do
opisania wplywu prodigiozyny na limfocyty-T i wy-
wolania efektu immunosupresyjnego, ktéry obecnie
jest szeroko analizowany w ramach badan klinicznych
I11I fazy [99]. Badania prowadzone z udzialem zwierzat
wskazujg na leczniczy wplyw prodigiozyny w poczat-
kowych stadiach niektérych choréb cywilizacyjnych
m.in. cukrzycy [100].

2. Klasyfikacja w obrebie rodzaju Serratia

Odkrycie bakterii zdolnej do produkeji czerwonego
barwnika doprowadzilo do wyodrebnienia nowego
gatunku, ktéry przez wiele lat pozostawal jedynym
przedstawicielem rodzaju Serratia. Poczatkowe prace
badawcze zawezaly ocene tego rodzaju bakterii jedynie
do zdolnosci produkeji czerwonego barwnika. Jeszcze
w 1975 roku, VIII wydanie Bergey’s Manual of Determi-
native Bacteriology wskazywalo na istnienie wylfacznie
jednego gatunku w obrebie rodzaju Serratia. Obszerne
badania biochemiczne przeprowadzone w latach sie-
demdziesigtych XX wieku przez zespél Grimonta
zaliczyly do rodzaju Serratia obok S. marcescens trzy
inne gatunki: S. marinorubia, S. liquefaciens i S. plymu-
thica [36]. Dopiero opublikowanie pracy po$wigconej
analizie sekwencji nukleotydowych kodujacych 16S
rRNA w roku 1990, pozwolito uformowa¢ obecnie obo-
wigzujacg klasyfikacje rodzaju obejmujacg 10 gatunkow:
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 wyjatkiem S. fonticola posiadaja
szereg wspolnych cech biochemicznych, ktdre pozwalaja
na identyfikacje i zaklasyfikowanie badanego drobno-
ustroju do odpowiedniego gatunku. Wybrane, istotne
proby biochemiczne przedstawiono w Tabeli II.

Szczepy S. fonticola w sposdb znaczacy odbiegaja
profilem biochemicznym od pozostalych przedstawicieli
rodzaju Serratia. W 1965 roku Leclerc i Buttiaux zapro-
ponowali powstanie nowej grupy w obrebie rodziny
Enterobacteriaceae obejmujacej drobnoustroje bioche-
micznie podobne do rodzaju Citrobacter, ale na tyle
wyrozniajace sig, ze wlaczenie ich do jednego rodzaju
byloby niemozliwe. W tej grupie zwanej ,,Citrobacter-
-like bacteria” S. fonticola byta obecna do roku 1979,
w ktérym opublikowano wyniki hybrydyzacji DNA-
-DNA dokumentujace duze podobienstwo sekwencji
DNA S. fonticola i pozostalych gatunkéw z rodzaju
Serratia [29] (Tab. III).

Rodzaj Serratia zaliczany jest do wzglednie beztleno-
wych, Gram-ujemnych paleczek z rodziny Enterobacte-
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Tabela IT
Wybrane reakcje biochemiczne charakteryzujace gatunki z rodzaju Serratia [14, 19]
g
o | = 2 S '§
Reakgja / Cecha § § = | 2] 3 N § § s
8| £ 2| 8 S| S| =235 |
g S & | < 8 | = S | & N
Sel w Sel 5ol « Sel Sel w Sel Sel
Produkcja prodigiozyny +-| - - - - - +-| - +
Zapach ziemniaczany - - + - - - + . N
Wytwarzanie indolu - - - - - - + - _ _
Rozklad lizyny + - - + | + + + + | +/-
Rozktad ornityny + - + + + |4/ - + _
Rozklad argininy - - - - + - - - _ _
Hydroliza Tween 80 + + + + + + - + + +
Wykorzystanie jako zrédio wegla:
L-arabinoza - - + + + + + + + +
D-arabitol - | +/-1] + + - - - _ _
L-arabitol + | +/-] + + - - + _ _
Erytrytol +/-| - + + | - - |- - |-+
Maltitol - - + |-+ | -] - + + +
D-rafinoza - - + + + | -]+ + +
L-ramnoza - - + - - + — = -
D-sorbitol + - + + + + |- -] -
Ksylitom + - + | -] - - + - - +
D-ksyloza - | +- + | +H-| + + + + +
Wzrost w temperaturze 5°C - + + + + + + -
Wzrost w temperaturze 37°C + + + + + + | +/-] + +
Wzrost w temperaturze 40°C + + - - - - - - | +/-
Wzrost w obecnosci 7% NaCl + + + R [ A T Iy A
Wzrost w obecno$ci 8,5% NaCl +/-| - - - - _ + _ _ +
Wzrost w obecnosci 10% NaCl - - - - - - - . — | /-
Tabela IIl  riaceae. Ogolne cechy charakteryzujace rodzaj obejmuja

Cechy i reakcje réznicujace S. fonticola od pozostatych gatunkow
rodzaju Serratia [14, 19]

Rodzaj Serratia
z wyjatkiem
S. fonticola

Cecha S. fonticola

1. Wykorzystanie jako jedynego
zrodlo wegla
maslan amonu
Kaprynian
Kapronian
Kaprylan
D-dulcytol
L-fukoza
propionian fenylu -
Tagatoza
Tyrozyna

+ + + +
I 1

+ 1
+

+ 41

. Préba Voges-Proskauer’a

. Hydroliza zelatyny (zelatynaza)

. Hydroliza maslanu (lipaza)

||+ |+ ]+
I

. Deoksyrybonukleaza

(oW RS20 I ISVR N \S)

. Procentowa zawarto$¢ guaniny

i cytozyny w DNA 49-52

52-60

zdolno$¢ do ruchu drobnoustrojow przy pomocy wici,
niewielkie wymagania pokarmowe oraz wzglednie sze-
roka tolerancj¢ na zréznicowang temperature inkubacji
wahajacg sie miedzy +10°C a +36°C. Wszystkie szczepy
z rodzaju Serratia wykazuja dodatnie wyniki w prébach
na obecno$¢ katalazy oraz fermentacje glukozy.

2.1. Metody fenotypowania szczepow

Unikatowe cechy bakterii takie jak produkcja bak-
teriocyn, rozpoznawanie drobnoustrojéw przez swo-
iste bakteriofagi oraz zréznicowany i specyficzny profil
antygenow, stanowig wazna ceche diagnostyczng wyko-
rzystywang w analizie fenotypowej szczepow. Wyniki
poszukiwania artykutéw naukowych dotyczacych po-
szczegllnych gatunkéw z rodzaju Serratia przedsta-
wiono w tabeli IV.

Ponad 92% stanowily abstrakty publikacji zawie-
rajace w dowolnym fragmencie hasto ,,Serratia marce-
scens’, tak wiec szereg danych na temat rodzaju Serratia
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Tabela IV
Wyniki wyszukiwania haset w abstraktowej bazie PubMed

Hasto Liczba wynikéw
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
X =6750

Dane na dzien 12.10.2011 r.

ogranicza si¢ wylacznie do informacji na temat gatunku
S. marcescens. Takie jednostronne zainteresowanie pra-
wdopodobnie jest uzasadnione izolacja szczepéw ze
Srodowiska szpitalnego, ktére podlegaja stalej analizie
i w konsekwencji stajg sie tematem publikacji.

S. marcescens z uwagi na dominacje potencjalnych
czynnikéw chorobotworczych, wsrod klinicznych izo-
lacji bakterii z rodzaju Serratia, posiada szczegoélowy
profil fenotypowy stanowigcy podstawe charakterystyki
szczepOw, obecnie ustepujacy miejsca genotypowaniu.

Podstawowy schemat serotypowania szczepdw S. mar-
cescens opiera sie na réznicach w budowie antygenu O
stanowigcego element czasteczki lipopolisacharydu
(LPS). Pierwsze prace poswiecone analizie antygenow O
szczepodw S. marcescens pojawily sie w latach szes¢-
dziesigtych XX wieku [20]. Kolejne lata przyniosty
doniesienie o identyfikacji nowych serotypow [36, 43,
92]. Obecny schemat opiera si¢ na wykrywaniu 29 anty-
genow O [7].

Prowadzone badania wykazaly szereg problemoéw
zwigzanych z walidacja metod oraz wskazywaly na moz-
liwos¢ krzyzowych reakeji réznych antygenow O z jed-
nym przeciwcialem, co uniemozliwiato prawidtows in-
terpretacje wynikow. Najpowazniejsze trudnosci doty-
czyly antygenu O14, bowiem uzyskana dla niego surowica
odpornosciowa dawala fatszywie dodatnie wyniki z anty-
genami O1, O6 1 O12 [28]. Analiza oczyszczonej frakeji
LPS szczepow o swoistych serotypach w wielu przy-
padkach ukazala obecno$¢ nie jednej, a dwoch powta-
rzajacych sie jednostek oligosacharydowych o odmien-
nych wlasnosciach chemicznych [7]. Pierwsza z nich
wchodzita w sktad czasteczki polisacharydu o pH obo-
jetnym, co jest typowe dla polisacharydéw LPS. Druga
jednostka oligosacharydowa miafa charakter kwasny, co
wskazywalo na pochodzenie otoczkowe. Weryfikacja
hipotezy obejmowala w pierwszym etapie potwierdze-
nie obecnosci otoczki, a nastepnie wykonanie reakeji
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pecznienia otoczek (tzw. Quellung Reaction), ktéra po-
twierdza pozytywng interakcje przeciwcial z antygenami
otoczkowymi. Uzyskane dane pozwolily opracowac
nowe, bardziej precyzyjne schematy identyfikacji anty-
genow O u S. marcescens, a takze umozliwily wdroze-
nie nowej procedury serotypowania z wykorzystaniem
antygenow otoczkowych tzw. K-antygenéw i faczenie
obu schematéw w jedno oznaczenie wykonywane w pos-
taci testu ELISA [6]. Powyzszy schemat serotypowania
S. marcescens zostal wprowadzony do rutynowej diagnos-
tyki w jednym z londynskich szpitali pozwalajac na scha-
rakteryzowanie 98% szczepéw w badanej koleke;ji [5].

Metody opierajace si¢ na fagotypowaniu oraz analizie
aktywnosci bakteriocyn zostaly dobrze opisane w latach
sze$¢dziesiatych i siedemdziesigtych XX wieku [24, 39,
70]. Od tego czasu praktycznie zaniechano wykorzys-
tywania obu technik do charakterystyki szczepow S. mar-
cescens, mimo iz moglyby stanowi¢ dodatkowy ele-
ment dopelniajacy analize drobnoustrojéw izolowanych
zaréwno ze $srodowiska szpitalnego jak i ze srodowiska
naturalnego.

2.2. Metody genotypowania szczepow

Techniki fenotypowania stajg si¢ metodami prze-
sztosci i ich znaczenie ulega systematycznie postepuja-
cej marginalizacji. Nastepuje dynamiczny rozwdj metod
genetycznych, ktére obecnie stanowia nieodiaczny ele-
ment kazdego dochodzenia epidemiologicznego oraz
kazdej kompletnej charakterystyki klinicznych szcze-
péw. Powszechne wykorzystanie metod genetycznych
wynika przede wszystkim z duzej czutosci, precyzji oraz
szybkosci wykonania.

Analiza polimorfizmu losowo zamplifikowanych
fragmentéw DNA (RAPD - Random Amplified Poly-
morphic DNA) stanowi podstawowa metode geno-
typowania szczepow S. marcescens, stosowang w celu
wstepnej ich charakterystyki. W przypadku takich analiz
projektowane primery licza od 10 do 12 zasad z prze-
wagg guaniny i cytozyny, co odpowiada typowej $redniej
zawarto$ci zasad GC wynoszacej u szczepow Serratia od
52 do 60% [14].

Opisywano przypadki epidemii wywolanych przez
jeden szczep S.marcescens w réznym czasie u wielu
pacjentow, kiedy kosztowne i czasochtonne dochodze-
nie epidemiologiczne zostato ograniczone jedynie do
wykorzystania metody RAPD potwierdzajacej tozsa-
mos¢ profili wszystkich badanych izolatéw [22]. Pro-
wadzone dochodzenia epidemiologiczne na zréznico-
wanych kolekcjach szczepéw S. marcescens wykazuja
przydatnos¢ metody RAPD oraz potwierdzaja mozli-
wos¢ rutynowego jej stosowania w warunkach szpital-
nych [71, 78, 95, 97].

Badanie polimorfizmu dtugosci fragmentéw restryk-
cyjnych (RFLP - Restriction Fragment Length Polymor-
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phism) jest kolejna metoda charakteryzujaca genetyczne
podobienstwo badanych szczepéw. DNA uzyty do prze-
prowadzenia analizy moze by¢ pochodzenia genomo-
wego [76, 91] lub rybosomalnego [1, 72]. Do tej pory
nie wykorzystano mozliwosci analizy RFLP dla DNA
pochodzenia plazmidowego, mimo iz szczepy kliniczne
S. marcescens posiadaja liczne i réznorodne profile plaz-
midowe [3].

Metoda AFLP - Amplified Fragment Lenght Poly-
morphism jest modyfikacja metody RFLP. Cala analiza
zostaje wzbogacona o reakcje PCR, ktorg prowadzi si¢
po trawieniu enzymami restrykcyjnymi. Mimo stale
ukazujacych si¢ doniesien naukowych wykorzystuja-
cych te¢ metode do charakterystyki szczepow z bardzo
réznych gatunkéw, w obrebie rodzaju Serratia opubli-
kowano zaledwie jedng oryginalng publikacje, w ktorej
autorzy opierajg si¢ na analizie polimorfizmu dlugosci
amplifikowanych fragmentéw DNA [13].

Ze wszystkich metod stuzacych genotypowaniu
drobnoustrojow, elektroforeza w zmienny polu elek-
trycznym (PFGE - Pulsed Field Gel Electophoresis)
najbardziej zrewolucjonizowata badania nad pokrewien-
stwa genomow. Elektroforeza pulsacyjna nadal pozostaje
zlotym standardem stosowanym w typowaniu szczepow
bakteryjnych, takze z rodzaju Serratia. Typowym enzy-
mem restrykcyjnym stosowanym w badaniu jest rzadko
tnacy enzym Spel, rozpoznajacy obszary sekwencji
DNA o podwyzszonej zawartoéci zasad AT. [27, 51,
81]. Alternatywa dla typowania szczepow S. marcescens
przy uzyciu elektroforezy pulsacyjnej zostala wskazana
przez Krawczyk iwsp. W badaniu prowadzonym na
88 klinicznych izolatach S. marcescens wykazano poréw-
nywalng sprawno$¢ dyskryminacyjng elektroforezy
pulsacyjnej oraz nowej metody ADSRRS-fingerpinting
(Amplification of DNA fragments Surrounding Rare
Restriction Sites) opracowanej w Instytucie Biotechno-
logii i Antybiotykéw w Warszawie [59]. Autorzy wska-
zali na bardzo zblizone rezultaty uzyskane dzieki obu
metodom z podkresleniem wigkszej prostoty i szyb-
kosci analizy w przypadku ADSRRS-fingerprinting
[47]. Pomimo podjecia prob zastgpienia metody PFGE,
tanszymi i prostszymi rozwigzaniami w chwili obecnej
nie wida¢ alternatywy, ktéra mogtaby odebra¢ dominu-
jaca pozycje elektroforezie pulsacyjnej, jako metodzie
wzorcowej, ostatecznie potwierdzajacej pokrewienstwo
badanych izolatow.

3. Czynniki wirulencji - charakterystyka
i zastosowanie w przemysle farmaceutycznym

Czynniki wirulencji wytwarzane przez drobnoustroje
przede wszystkim stuza im jako narzedzia ulatwiajace
kolonizacje¢ komoérek gospodarza. W przypadku rodzaju
Serratia mamy do czynienia z szeregiem cech umoz-
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liwiajacych adaptacje do trudnych warunkéw wzrostu
oraz ulatwiajacych kolonizacje komorek gospodarza.
Jednym z podstawowych mechanizméw regulujgcych
produkcje roznych czynnikéw wirulencji jest system
porozumiewania si¢ komoérek tzw. ,quorum sensing’.
Rodzaj Serratia wykorzystuje przede wszystkim do tego
celu czasteczki AHL bedace acetylowanymi pochod-
nymi laktonu homoseryny, ktére powszechnie petnia
funkcje ,hormondéw” bakterii Gram-ujemnych. Czas-
teczki AHL wytwarzane s3 w sposob konstytutywny.
Przy niewielkim zageszczeniu komdrek bakteryjnych,
nowo powstale czasteczki AHL sa wydalane na zewnatrz
komorki. Wraz z zageszczaniem si¢ hodowli stezenie
pochodnych laktonu homoseryny w otoczeniu bakterii
jest na tyle duze, ze czg$¢ czastek zawraca z powrotem
do wnetrza komorki, w ktorej wiaze sie z biatkiem regu-
latorowym R stymulujacym transkrypcje wielu waznych
biatek odpowiedzialnych za produkcj¢ enzymoéw poza-
komoérkowych, czerwonego barwnika prodigiozyny,
adhezje¢ do réznych powierzchni, a takze ,wzbudzenie
ruchowe” tzw. ,,swarming motility” [33, 79].

Mniej poznany system komunikacji drobnoustrojow
z rodzaju Serratia opiera sie o niskoczasteczkowy induk-
tor zwany AI-2 (ang. Autoinducer-2). Liczba gatunkow
zaréwno bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych,
u ktérych potwierdzono obecnos¢ AI-2 najprawdopo-
dobniej swiadczy o mozliwosci komunikacji pomiedzy
drobnoustrojami roznych gatunkow oraz rodzajow [93].

~Wzbudzenie ruchowe” lub ,mrowienie” charakte-
rystyczne dla szczepow Serratia sp. jest zlozonym zja-
wiskiem zachodzacym w obrebie dojrzatych kolonii.
Niesie ze sobg zmiany w morfologii kolonii, a takze
zmiany fizjologiczne zachodzace wewnatrz komorek
drobnoustrojow. Aby proces ,mrowienia” mogt zajs¢
prawidtowo, komorki S. marcescens musza skoordy-
nowa¢ swoje dzialanie wykorzystujac do tego celu
szereg sygnatow. W pierwszym etapie w brzegowych
rejonach kolonii, komoérki bakteryjne ulegaja réznico-
waniu i z krotkich, ruchomych pateczek przeistaczaja
sie w wydluzone, rozlane komoérki, ktére w skoordyno-
wany sposob korzystajac z wici przemieszczaja sie w kie-
runku zewnetrznym [42]. Caly proces musi odbywac si¢
w sprzyjajacych warunkach $rodowiskowych. W labo-
ratorium zjawisko ,wzbudzenia ruchowego” obserwo-
wane jest podczas inkubacji szczepéw w temperaturze
+30°C na podlozu z 0,8% agaroza. Jest to konsekwencja
wzmozonej produkcji biosurfaktantu oraz wzmozonej
aktywnosci wici [88].

Adhezja komorek bakterii do podtoza stanowi klu-
czowy etap zakazenia, ktory rozpoczyna kaskade reak-
cji prowadzaca do kolonizacji danego gospodarza. Pow-
szechno$¢ wystepowania szczepow S. marcescens jest
w duzej mierze uwarunkowana przez zdolnos¢ adhezji
komorek bakterii zaréwno do powierzchni ozywionych,
jak i nieozywionych [50].
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Skuteczno$¢ adhezji komorek S. marcescens zalezy
m.in. od obecnosci wici, fimbrii, bialek zewnatrz-
btonowych oraz systemu komunikacji ,,quorum sen-
sing”. Bardzo czesto prowadzi to do wzrostu szczepow
S. marcescens w formie biofilmu, ktéry znacznie trudniej
poddaje si¢ dzialaniu antybiotykéw i srodkéw dezyn-
fekcyjnych [86].

Wiasciwosci hydrofobowe (CSH - Cell Surface
Hydrofobicity) paleczek z rodzaju Serratia zostaly opi-
sane w latach trzydziestych XX wieku [65]. Zaliczano je
do niespecyficznych czynnikéw adhezji, ktore ulatwiaja
kolonizacje w obrebie drég moczowych, szczegdlnie po
wprowadzeniu cewnika oraz podczas stosowania socze-
wek kontaktowych [77]. Ponadto wykazano dodatni
wplyw suboptymalnych stezen antybiotykéw stosowa-
nych w lecznictwie [54] oraz efektu poantybiotykowego
[55] na wlasciwosci hydrofobowe paleczek S. marcescens.

Ostatnie badania prowadzone przez Lin i wsp.
wskazujg na istnienie szlaku trzech czynnikéw RssAB-
-FIhDC-ShIBA, ktére odgrywajg kluczowa role w roz-
nicowaniu si¢ komorek i regulacji mechanizmdéw pato-
genezy. Oprocz potencjalnych, niezidentyfikowanych
mediatoréw, znaczacy wplyw na wspomniany szlak ma
temperatura w jakiej przebywaja drobnoustroje. W 37°C
kinaza RssAB ulega aktywacji hamujac czynnik FIhDC,
ktéry nie moze zainicjowa¢ produkcji hemolizyny
ShlA oraz zewnetrznego bialka blonowego ShIB. Ko-
morki S. marcescens staja sie podatne na tworzenie bio-
filmu oraz obnizenie cytotoksyczno$ci drobnoustrojow.
Spadek temperatury do 30°C stymuluje wytwarzanie
hemolizyny oraz powoduje réznicowanie si¢ komoérek
i ,wzbudzenie ruchowe” W tym stanie komorki bak-
teryjne charakteryzuje wysoka inwazyjno$¢ oraz zjadli-
wos¢, ktora w ustroju gospodarza wywoluje aktywacje
ukladu odpornosciowego, liz¢ erytrocytéw oraz pene-
tracje bakterii przez komorki nabtonkowe [52].

Wykazano kluczowa role lipidu A lipopolisacha-
rydu (LPS) S. marcescens w inicjacji procesu zapalenia
pluc. Lipid A odpowiedzialny jest za indukcje syn-
tezy TNF-alfa, IL-6 oraz tlenku azotu przez makrofagi,
ktorej wielkos¢ zalezy od stezenia lipidu-A S. marcescens
w zakazonych tkankach [56].

Wazng i bardzo zréznicowana grupe czynnikow
wirulencji stanowig pozakomorkowe enzymy wydzie-
lane przez szczepy S. marcescens. Jest to cecha wyrdz-
niajgca rodzaj Serratia wsréd wszystkich pateczek Ente-
robacteriaceae. Zdolno$¢ wytwarzania pozakomorko-
wych enzymodw jest jedna z cech diagnostycznych catego
rodzaju oraz poszczegélnych gatunkéw (z wyjatkiem
S. fonticola) [14].

Do najwazniejszych enzyméw produkowanych przez
S. marcescens zaliczane s3: nukleaza, chitynazy, lipazy,
zelatynazy, kazeinazy, proteazy, hemolizyny.

Endonukleaza syntetyzowana przez S.marcescens
nalezy do najlepiej opisanych enzyméw wytwarzanych

PIOTR CELEJEWSKI-MARCINIAK, STEFAN TYSKI

przez Gram-ujemne paleczki z rodziny Enterobacte-
riaceae [17]. Posiada ona zdolno$¢ hydrolizy zaréwno
DNA jak i RNA. W naturze aktywny enzym wystepuje
w postaci dimeru. Uzyskany doswiadczalnie mono-
mer endonukleazy S.marcescens posiada takie samo
spektrum substratowe, cho¢ badania kinetyki reakcji
w warunkach wysokiego stezenia substratu oraz niskiego
stezenia enzymu wskazujg na sprawniejsze funkcjono-
wanie ukladu dimerycznego [17].

Rozklad chityny stanowi wazny element obiegu
materii w przyrodzie, w ktérym szczepy S. marcescens
odgrywaja istotng role. Wytwarzanie enzymow z grupy
chitynaz uaktywnia si¢ pod wptywem obecnosci chityny
w podiozu wzrostowym [15]. Na podstawie homologii
sekwencji aminokwasowej, chitynazy dzielimy na dwie
rodziny réznigce si¢ mechanizmem reakcji hydrolizy
wigzan glikozydowych w czasteczce chityny. Srodowis-
kowe szczepy S. marcescens mogg wytwarza¢ w sumie
4 rézne chitynazy (A, B, C1, C2) [90]. Zainteresowanie
chitynazami S. marcescens wynika przede wszystkim
z potencjalu biotechnologicznego, jaki niesie pozyskanie
narzedzi do rekultywacji materii nieprzyswajalnej m.in.
po zakonczonej fermentacji z udzialem grzybow [1].

Lipazy syntetyzowane przez S. marcescens jako czyn-
niki ulatwiajace penetracje¢ bton bialkowo-lipidowych
komorek gospodarza, w ostatnich latach znalazly szero-
kie zastosowanie w naukach farmaceutycznych. Dzigki
zdolnosci do stereoselektywnej hydrolizy wigzan estro-
wych, lipazy S. marcescens staly si¢ tanig i wydajna alter-
natywa dla produkcji chiralnych substancji leczniczych
takich jak flurbiprofen [49], czy diltiazem [26].

Kliniczne szczepy S. marcescens majg zdolnos¢ pro-
dukgji szeregu proteaz, ktére w bardzo rézny sposéb
ulatwiaja kolonizacje komorek gospodarza. Jednym
z waznych przykladéw jest enzym po raz pierwszy
wykryty w szczepie Serratia 56K. Proteaza 56K posiada
zdolno$¢ inicjacji kaskady powstawania czynnikow
zapalnych. Efektem dzialania tego enzymu byla nad-
produkcja bradykinin oraz wzrost przepuszczalnosci
naczyn krwiono$nych, co skutkowalo zainicjowaniem
reakcji zapalnej, a takze umozliwialo komdrkom drob-
noustrojow lepsza penetracje tkanek gospodarza [63].

Obecnie prowadzone badania nad enzymami prote-
olitycznymi S. marcescens koncentruja si¢ wokot poten-
cjalnego zastosowania w przemysle m.in. w katalizie
organicznej, w ktdrej wykorzystywano aktywno$¢ enzy-
mu proteolitycznego stabilnego i aktywnego w rozpusz-
czalniku organicznym [58].

U S. marcescens zidentyfikowano i opisano dwa ro-
dzaje hemolizyn. Pierwszg grupe stanowia toksyny zwiek-
szajace przepuszczalnos¢ blon komérkowych. Hemoli-
zyna ShlA wykazuje dziatania hemolityczne i cytotok-
syczne na komorki erytrocytow a takze wyzwala synteze
czynnikéw prozapalnych w komérkach nabtonkowych,
zwiekszajac inwazyjnos$¢ szczepu [52]. Druga grupa
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hemolizyn zaliczana jest do toksyn o aktywnosci fos-
folipazy-A. Mechanizm dzialania polega na degradacji
czasteczek fosfolipidow blony komodrkowej erytrocytow.
Hemolizyna PlaA zostala zidentyfikowana po raz pierw-
szy u S. liquefaciens [32], a hemolizyna PhlA opisana
u S. marcescens [87].

4. Chorobotworczos¢

S. marcescens poczatkowo uwazana byla za niegrozny
drobnoustroj saprofityczny zasiedlajacy gléwnie srodo-
wisko wodne. Pierwsze udokumentowane przypadki
zakazen u ludzi stwierdzono na terenie Wielkiej Brytanii
na poczatku XX wieku. Od tego czasu notowano kolejne
doniesienia o infekcjach drég moczowych, wsierdzia,
zapaleniach opon mézgowych oraz sepsie [8]. Pierwsza
potwierdzona epidemia szpitalna S. marcescens zostala
spowodowana niedoktadnie umytymi nebulizatorami. Na
terenie opisanego oddzialu w ciagu dwoch miesiecy zano-
towano siedmiokrotny wzrost czestosci izolacji S. mar-
cescens [82]. Juz wtedy autorzy dostrzegali pilna potrzebe
uznania S.marcescens za patogen czltowieka mogacy
wywolywa¢ powazne zakazenia prowadzace do zgondw.

Obecnie S. marcescens bezsprzecznie jest zaliczana
do drobnoustrojéow wywotujacych oportunistyczne za-
kazenia u ludzi, szczegdlnie w przypadkach obnizo-
nej odpornosci, wielokierunkowej antybiotykoterapii,
zwlaszcza u noworodkoéw i malych dzieci [4, 16].

Ostatnie dziesie¢ lat wskazuje na wyrazne nasilenie
sie problemu zakazen szpitalnych wywotywanych przez
S. marcescnes w oddziatach neonatologicznych i pedia-
trycznych. W zalezno$ci od badanego o$rodka, izolaty
S. marcescens stanowig od 5 do 16% zakazen szpitalnych
wsrod noworodkow i niemowlat [25, 35]. W Polsce odse-
tek zakazen S. marcescens znacznie odbiega od danych
europejskich. Szacunkowe dane uzyskane z warszaw-
skich szpitali pediatrycznych moéwia o maksymalnie
kilku izolacjach S. marcescens w ciggu roku, co najpraw-
dopodobniej wynika z wysokich standardéw opieki oraz
wyszkolenia personelu pracujgcego w tych placowkach.
Swiatowe doniesienia koncentruja sie gtéwnie na opi-
sach przypadkow zakazen bedacych konsekwencja nie-
dopelnienia procedur sanitarnych, gléwnie zwigzanych
z nieprawidlowq higieng i dezynfekcja rak oraz niestoso-
waniem rekawic ochronnych przez personel medyczny
[57]. Szybko postepujacy przebieg zakazenia i wysoka
$miertelnos¢ siegajaca prawie 50% wskazuja na koniecz-
nos¢ stalego monitorowania zakazen wywotanych przez
szczepy S. marcescens na oddziatach noworodkowych
i pediatrycznych [95], mimo iz w Polsce S. marcescens
nie jest zaliczana do grupy drobnoustrojéw alarmowych.

Jedng z przyczyn epidemii sg zanieczyszczone
przez drobnoustroje chorobotworcze produkty lecz-
nicze podawane droga dozylng np.: epidemia zakazen
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pateczkami S. marcescens spowodowana zanieczysz-
czonymi roztworami heparyny oraz soli fizjologicznej,
dopuszczonymi do obrotu na terenie Stanéw Zjedno-
czonych [12]. Od 3 pazdziernika 2007 roku do 3 stycz-
nia 2008 roku zgloszono do amerykanskiego Centrum
Zapobiegania i Zwalczania Choréb (CDC - Centers for
Disease Control and Prevention) 162 przypadki izolacji
S. marcescens z posiewow krwi. Dochodzenie epidemio-
logiczne potwierdzilo btedng procedure przygotowania
jalowych lekéw przez firme farmaceutyczng na etapie
produkeji przemystowej. Wigkszos¢ opisywanych przy-
padkow dotyczy zaniedban i braku wyszkolenia perso-
nelu bedacego ostatnim ogniwem, przygotowujacym
i podajacym lek pacjentowi. Przyktadem sa powtarza-
jace si¢ przypadki epidemii wywolanych podaniem
skazonego propofolu [42, 66]. Przyczyng byly btedne
procedury, ktére umozliwialy podzial preparatéw jed-
nodawkowych zawierajacych propofol, co doprowadzito
do kontaminacji leku.

5. Opornos¢ na antybiotyki

S. marcescens zaliczana jest do drobnoustrojow opor-
nych na liczne grupy antybiotykéw. Zrédtem wysokiej
opornosci szczepow sa geny zlokalizowane zaréwno
w chromosomie bakteryjnym jak i w ruchomych ele-
mentach genetycznych. Antybiotyki B-laktamowe s3
czesto lekami pierwszego rzutu w leczeniu zakazen
wywolanych przez paleczki Gram-ujemne z rodziny
Enterobacteriaceae.

Problem stosowania antybiotykéw (-laktamowych
w zakazeniach S. marcescens wynika z coraz czgstszej
obecnosci kodowanych chromosomalnie B-laktamaz
klasy C w badanych szczepach. W warunkach natural-
nych, ekspresja genu ampC u szczepow S. marcescens
jest zwykle minimalna. Dopiero w obecnosci induk-
toréw takich jak cefazolina, amoksycylina, kwas kla-
wulanowy nastepuje derepresja ampC i szybki wzrost
stezenia cefalosporynazy w komorce bakterii. Obecnos¢
ampC warunkuje wysoka oporno$¢ na wszystkie peni-
cyliny, cefalosporyny pierwszej, drugiej i trzeciej gene-
racji, aztreonam oraz brak wrazliwosci na inhibitory
B-laktamaz takie jak sulbaktam czy kwas klawulanowy.

Nieodpowiednie uzycie antybiotykow B-laktamowych
moze grozi¢ selekcja mutantéw z naturalnie wysoka eks-
presja genu ampC. Leczenie jest trudne i wymaga indy-
widualnego podejscia. Antybiotykami o udowodnione;j
skutecznosci przeciwko szczepom S. marcescens ampC-
-dodatnim s3: cefepim oraz karbapenemy [74], jednakze
obnizona przepuszczalnos¢ blony komoérkowej bak-
terii moze znacznie obnizy¢ skuteczno$¢ terapeutyczng
tych lekow [89].

Ciekawym i unikatowym zjawiskiem spotykanym
u rodzaju Serratia jest nieproporcjonalnie dlugi obszar
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niepodlegajacy translacji (tzw. 5-UTR) poprzedza-
jacy sekwencje mRNA kodujacg wlasciwe geny ampC.
Dowiedziono, ze jest on odpowiedzialny za utworzenie
drugorzedowej struktury typu ,,spinka do wloséw”, ktora
znacznie wydtuza okres pottrwania transkryptu, umozli-
wiajac tym samym efektywniejsza produkcje biatka [53].

Enzymy typu ESBL (B-laktamazy o rozszerzonym
spektrum substratowym) u szczepow S. marcescens sa
powszechnie wykrywane w ramach rutynowej diagnos-
tyki szpitalnej. Czgsto$¢ izolowania szczepow S. marces-
cens ESBL-dodatnich na terenie Polski jest zréznico-
wana i wynosi od ponizej 20% [71], przez okoto 50%
[93], do ponad 70% [24, 63] w zalezno$ci od miejsca
i czasu izolacji, a takze metody identyfikacji fenotypu
ESBL(+). Dominujaca role odgrywa enzym ESBL zali-
czany do typu CTX-M3, ktory jest typowy dla izolatow
pateczek Enterobacteriaceae z obszaru Europy Srod-
kowej i Wschodniej.

Do chwili obecnej na terenie Polski nie opisano izo-
lacji S. marcescens z genem opornosci na karbapenemy.
Rezerwuarem szczepéw niosacych geny opornosci na
karbapenemy jest kontynent Azjatycki, a w szczegélnosci
Korea, gdzie w 2005 roku ponad 60% szpitali odnotowalo
obecnos¢ szczepow niosgcych geny kodujace enzymy
MBL (metalo-fB-laktamazy) [73]. U szczepdw S. marce-
scens enzym IMP-1 nalezacy do rodziny MBL zostat opi-
sany w 1994 roku. Jego cecha charakterystyczng oprocz
naturalnego braku wrazliwosci na inhibitory p-lakta-
maz byta zdolno$¢ przylaczania czasteczki aztreonamu
z jednoczesnym brakiem wtasciwosci hydrolitycznych
wobec czasteczki tego antybiotyku [73]. Szes¢ lat pdzniej
w szczepie S. marcescens znaleziono i scharakteryzowano
kolejny wariant enzymu IMP nazwany IMP-2 [9].

Karbapenemazy serynowe obok enzyméw typu MBL
s3 identyfikowane u wielolekoopornych szczepéw z ro-
dzaju Serratia. Oprécz wykrywania szczepéw niosacych
geny kodujace enzymy typu GES i KPC opisano rodzing
SME charakterystyczng jedynie dla szczepow S. mar-
cescens. Pierwszy enzym SME-1 o szerokim spektrum
hydrolizy antybiotykéw [B-laktamowych obejmujacym
penicyliny, cefalosporyny, karbapenemy i aztreonam
opisano w 1982 roku w Londynie [100]. Analiza sekwen-
cji nukleotydowej wykazala najwigksze podobienstwo
sekwencji kodujacej SME-1 do karbapenemazy NMC-A
zidentyfikowanej u szczepu Enterobacter cloacae NOR-1
[69]. W sekwencji aminokwasowej SME-1 zidentyfiko-
wano wszystkie 5 aminokwaséw, ktorych polozenie
jest konserwowane dla enzymu kodowanego chromo-
somalnie. Doniesienie potwierdzita analiza sekwencji
otaczajacej otwarta ramke odczytu genu Sme-1, ktdra
nie wykazala obecnosci zadnych sekwencji zwigza-
nych z transpozonami i innymi ruchomymi elementami
genetycznymi [69].

W chwili obecnej znane sg trzy rézne enzymy SME
(SME-1, SME-2 i SME-3), ktdre charakteryzuje podobne,
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szerokie spektrum substratowe. Rdznice miedzy poszcze-
gbélnymi enzymami manifestowane s zmiennym powi-
nowactwem do poszczegdlnych antybiotykow [80].

Wysoce niepokojacym zjawiskiem jest pojawienie
sie szczepow S. marcescens opornych na karbapenemy
i jednoczesnie nie posiadajacych gendéw opornosci na
te antybiotyki. Inng przyczyna opornosci S. marcescens
na karbapenemy moze by¢ synergiczny wplyw jedno-
czesnej obecnosci w komdrce chromosomalnego genu
ampC oraz braku blonowego biatka OmpkF. Jest to sytu-
acja wyjatkowa, gdyz dotychczasowe doniesienia wska-
zywaly jedynie na udzial plazmidowych genéw ampC
na mozliwo$¢ powstania szczepu z rodziny Enterobac-
teriaceae opornego na karbapenemy. Wyniki uzyskane
przez S u h i wsp. pokazujg po raz pierwszy mozliwos¢
nabycia takiej opornosci przez szczepy niosgce geny
ampC w chromosomie [89].

Antybiotyki aminoglikozydowe s wazng grupa lekow
stosowanych miedzy innymi przy ciezkich, zagrazajacych
zyciu zakazeniach wywotywanych przez drobnoustroje
Gram-ujemne. Oporno$¢ na aminoglikozydy szczepow
Serratia moze by¢ zwiazana z modyfikacja czasteczki
antybiotyku przez enzymy bakteryjne [46] oraz z aktyw-
nym wypompowywaniem antybiotykow (efflux) [21].
Nowo odkryty enzym RmtB determinuje u Serratia opor-
nos¢ na liczng grupe antybiotykéw aminoglikozydowych
m.in. na kanamycyne, tobramycyne (szczegoélnie wazne
w zakazeniach okulistycznych), amikacyne, arbekacyne,
gentamycyne, sisomycyne oraz isepamicyne [21].

Szerokie spektrum opornosci szczepdw S. marcescens
obejmuje takze kolejng wazng terapeutycznie grupe
lekéw przeciwbakteryjnych - fluorochinolonéw. Pod-
stawowymi mechanizmami opornosci wiekszosci bak-
terii Gram-ujemnych, w tym szczepow S. marcescens s3
zmiany w obrebie gyrazy DNA oraz topoizomerazy IV
stanowigce docelowe miejsca dzialania chemioterapeu-
tykéw oraz aktywne usuwanie czasteczki fluorochino-
lonu przy udziale pomp btonowych [10].

Scharakteryzowano cztery typy pomp wsrod szcze-
pow S. marcescens. Najwieksza rodzine stanowig pompy
typu RND (Resistance-Nodulation-Cell Division), ktére
wykorzystujac blonowy gradient protonéw sg zdolne do
usuwania réznych grup antybiotykéw i srodkéw dezyn-
tekcyjnych. Znane typy pomp wystepujace u szczepow
S. marcescens zestawiono w Tabeli V.

Innym, niedawno poznanym mechanizmem opor-
nosci jest wytwarzanie bialek PRP (Pentapeptide Repeat
Proteins), ktére chronigc mechanizm replikacyjny bak-
terii, nie dopuszczajg czasteczek fluorochinolonéw do
gyrazy DNA i topoizomerazy IV.

Tetracykliny stanowig duzg grupe antybiotykéw, sto-
sowanych powszechnie od dziesiecioleci. W niektérych
rejonach (gléwnie na terenie Stanéw Zjednoczonych
Ameryki Pétnocnej i Wielkiej Brytanii) opornos¢ kli-
nicznych szczepdw S. marcescens na tetracykliny wyno-
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Tabela V
Typy pomp oraz zakres substratowy pomp zidentyfikowanych
u S. marcescens

Pompy Opornos¢ na Pismiennictwo
RND-SdeAB | CIP, NOR, OFC, BET, CPH (48], [11]
RND-SdeCDE |NOV [10]
RND-SdeXY |TIG, TET, CPR, CIP [19], [44]
SMR-SsmE BET, AKF [61]
MFS-SmfY DAPI, NOR, CHB, AKE, BET [85]
ABC-SmdAB |NOR, TET, DAPI [59]

AKF - akryflawina, BET - bromek etydyny, CHB - chlorek benzalko-
nium, CIP - cyprofloksacyna, CPH - chloramfenikol, CPR - cefpiron,
DAPI - 4,6-diamidyno-2-fenyloindol, OFC - ofloksacyna, NOR - nor-
floksacyna, NOV - nowobiocyna TET - tetracyklina, TIG - tigecyklina

sifa nawet 97%, co eliminowalo mozliwos¢ uzycia tych
antybiotykow [83].

Mimo iz obecnie wiele izolowanych szczepdw S. mar
cescens wykazuje oporno$¢ na tertacykliny, bardzo nie-
wiele wiadomo na temat genéw determinujacych te
oporno$¢ [31]. Podstawowym mechanizmem zidenty-
tikowanym u S. marcescens jest ,.efflux” [44] (Tab. V).

6. Podsumowanie

Bakterie z rodzaju Serratia stanowig do$¢ stabo
poznang grupe drobnoustrojow z rodziny Enterobacte-
riaceae. Czeste zmiany w systematyce oraz bezsprzeczna
przewaga gatunku S. marcescens wérdd izolatéw z mate-
riatu klinicznego w poréwnaniu do innych gatunkéw
Serratia sa powodem prowadzenia praktycznie jedno-
stronnych badan skupionych wokét ,,pateczki krwawe;j”

S. marcescens jest drobnoustrojem powszechnie spo-
tykanym w srodowisku naturalnym oraz izolowanym od
chorych. Szczegolne grupy ryzyka narazone na zakaze-
nia oportunistyczne wywolywane przez S. marcescens
to osoby z obnizona odpornoscia, noworodki a takze
osoby w podeszlym wieku. Szereg czynnikéw wirulencji
oraz mechanizmdéw opornosci na antybiotyki umozliwia
zjadliwym szczepom inwazje, oraz utrudnia podjecie
wlasciwych dzialan w celu poprawy zdrowia chorego.

Prowadzone badania nad mechanizmami oporno-
$ci na antybiotyki pozwalaja na lepsza charakterystyke
izolowanych szczepow i podjecie bardziej skutecznych
dzialan na rzecz ograniczenia zjawiska narastania opor-
nosci na antybiotyki.
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1. Wprowadzenie. 2. Chorobotwdrczo$¢ B. thuringiensis dla bezkregowcow i jej uwarunkowanie. 3. Chorobotworczos$¢ B. thuringiensis
dla kregowcow. 4. B. thuringiensis w zwalczaniu szkodnikéw upraw roslin. 5. Podsumowanie

The usage of Bacillus thuringiensis for bioinsecticide production

Abstract: Bacillus thuringiensis is a bacterium that produces crystal inclusions during sporulation. The protein crystals of Cry toxins are
active against insect pests but not against non-target organisms. The activity of Cry proteins makes the B. thuringiensis crystalline toxins
useful in producing pesticides containing crystals and spores. The toxicity of B. thuringiensis for insects is also determined by substances
synthetized during the vegetative stage of bacteria growth: Sip protein, chitinase or Vip protein. Some B. thuringiensis strains produce
virulence agents that affect vertebrates. Enterotoxin or f-exotoxin could be responsible for harmful impact on human health, therefore
insecticides should not contain bacterial spores.

1. Introduction. 2. The pathogenicity of Bacillus thuringiensis for invertebrates and its determination. 3. The pathogenicity of B. thurin-

giensis for vertebrates. 4. B. thuringiensis in plant protection against pests. 5. Summary

Stowa kluczowe: Bacillus thuringiensis, toksyny krystaliczne, szkodniki roélin, §rodek ochrony roélin

Key words:

Bacillus thuringiensis, crystalline toxins, plant pests, insecticide

1. Wprowadzenie

Gatunek B. thuringiensis obejmuje chemoorgano-
heterotroficzne Gram-dodatnie laseczki wytwarzajace
endspory. Bakterie zostaly odkryte w materiale pobra-
nym od larw Bombyx mori (jedwabnik morowy) przez
Ishawata w Japonii w 1901r. Nazwa gatunkowa
zostala wprowadzona przez Berlinera dlalaseczek
wyhodowanych z gasienic Ephestia kiihniella (mklik
maczny) w Turyngii w 1911 r. [52].

Szczepy B. thuringiensis czgsto byly izolowane z gleby,
wody, padlych owaddéw i powierzchni roslin [72].
Martini Travers [53] wyosobnili B. thuringiensis
z préobek gleby zebranych we Wschodniej Azji, Nowej
Zelandii, Afryki, Ameryki Poludniowej i Europie. Duza
liczbe B. thuringiensis stwierdzono w materiale pobra-
nym z magazynowanego zboza i maki oraz w pyle
powstajagcym podczas mlenia kukurydzy. Bakterie
B. thuringiensis wyhodowano takze z gniazd ptakow
i nietoperzy oraz wody pobranej ze stawu [9]. Szczepy
B. thuringiensis obecne byly rowniez w kurzu, pajeczy-
nie, wymazach pobranych z powierzchni $cian budyn-
kéw oraz w odchodach ptakéw [54] i z przewodow
pokarmowych ssakow [75].

Pod wzgledem fenotypowym i genetycznym B. thu-
ringiensis wykazuje wysokie podobienstwo z B. cereus
i B. mycoides. W réznicowaniu B. cereus i B. thuringiensis
stwierdzono uzyteczno$¢ metod molekularnych opar-
tych na analizie sekwencji genéw 16S rRNA, 23S rRNA
i gyrB [4, 49]. Cecha wyrdzniajaca B. thuringiensis od

blisko spokrewnionych gatunkdéw jest zdolnos$¢ syntezy
biatkowych toksyn krystalicznych Cry i Cyt o aktyw-
noséci owadobdjczej [37, 65]. Toksyny B. thuringiensis
sg aktywne dla niektorych owadow z rzedu Lepidoptera
(motyle), Diptera (muchowki), Coleoptera (chrzaszcze),
a takze Hymenotptera (blonkoskrzydle), Homoptera
(rownoskrzydle), Orthoptera (prostoskrzydle) i Mallo-
phaga (wszoly). Ponadto, biatka Cry moga by¢ toksyczne
dla niektdrych nicieni, roztoczy i pierwotniakéw [67].
B. thuringiensis powoduje zakazenie przewodu pokar-
mowego bezkregowcow. Na skutek dzialania bialek
krystalicznych dochodzi do paralizu uktadu pokarmo-
wego badz paralizu ogdlnego, larwa owada zaprzestaje
zerowac i zamiera [72].

2. Chorobotworczo$¢ B. thuringiensis
dla bezkregowcow i jej uwarunkowanie

Bakterie B. thuringiensis mogg by¢ chorobotworcze
dla niektérych owadéw, nicieni, roztoczy i pierwotnia-
koéw. Patogennos¢ tych bakterii uwarunkowana jest dzia-
taniem toksyn krystalicznych Cry i Cyt [79]. Ponadto,
szczepy B.thuringiensis moga takze wytwarza¢ inne
czynniki wirulencji dla bezkregowcow: biatka Vip [67],
B-egzotoksyna zwana turyngienzyng [15], proteina P20
[81], chitynaza [66] oraz proteiny Sip [24].

Podczas sporulacji w komorce bakteryjnej pow-
staje jeden lub kilka bialkowych krysztalow zawieraja-
cych od 1 do 5 nieaktywnych form toksyn Cry i Cyt

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii, Wydzial Biologii UAM; ul. Umultowska 89, 61-614 Poznan; tel. (+48) 61 8295935;

e-mail: edkon@amu.edu.pl
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Rys. 1. Mechanizm dziatania toksyn Cry B. thuringiensis

Krysztaly (1) spozywane sa przez owada z pokarmem (2). W jelicie owada nastgpuje rozpuszczenie krysztaléw biatkowych i uwolnienie

protoksyn (2a). Protoksyny ulegaja aktywacji do formy czynnej poprzez proteolityczne odcigcie czesci tanicucha aminokwasowego (2b).

Aktywne toksyny przylaczaja sie do receptoréw blon komorek epitelialnych i zmieniaja konformacje przestrzenng (2c). Biatka Cry
wbudowuja sie w blony enterocytéw, oligomeryzujg i tworzg kanaty (2d). W wyniku paralizu owad zamiera (3).

[3, 22]. Szczepy B. thuringiensis moga wytwarza¢ krysz-
taly o ksztalcie: dwupiramidowym, sze$ciennym, owal-
nym lub nieregularnym. Owadobojcze dziatanie krysz-
talu jest wyzsze niz toksyczno$¢ poszczegdlnych biatek
wchodzacych w jego sklad, co wskazuje na synergis-
tyczne dzialanie niektérych toksyn [38]. Staby anta-
gonizm zaobserwowano w przypadku toksyn Cryl1A
i Cry4B oraz Cryl1A i CytlA [38].

Toksyny Cry réznicuje si¢ na grupy o podobienstwie
sekwencji aminokwaséw wynoszacym co najmniej 45%.
W obrebie grup wyréznia si¢ podgrupy biatek o podo-
bienstwie sekwencji aminokwaséw réwnym 75 i 95%
[17]. Liczba poznanych grup toksyn Cry wynosi 60.
Wyroéznia sie takze 2 grupy biatek Cyt [18].

Stwierdzono toksyczne dziatanie bialek Cryl, Cry2,
Cry7, Cry8, Cry9, Cry15, Cry22, Cry32, Cry51 i Cry54
dla owaddéw nalezacych do rzedu Lepidoptera, np.:
Lymantria dispar [62], Bombyx mori [79], Trichplusiani
(79, 83], Spodoptera littoralis [48], Plutella xylostella
[79] i Helicoverpa armigera [76]. Toksyny Cry nalezace
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 s3 czynnikami
etiologicznymi zakazen u owadow z rzedu Diptera, np.:
Aedes aegypti [7, 76], Anopheles stephensi, Culex pipens,
Culex quinquefesciatus [79, 83], i Chironomus tepperi
[38]. Wykazano takze aktywnos¢ bodjczg Cryl, Cry3,
Cry7, Cry8, Cryl4, Cry18, Cry22, Cry23, Cry34, Cry35,
Cry36, Cry37, Cry43 i Cry55 dla Leptinotarsa decemli-
neata [11], Pyrrhalta luteola, Anomala cuprea i innych
owadow nalezacych do rzedu Coleoptera [79, 83].
Toksyna Cry5 jest patogenna dla szkodnikow z rzedu
Hymenoptera: Diprion pini oraz Cephacia abietis [28].
Niektore biatka krystaliczne Cry sa réwniez bojcze dla
owadow z rzedu Hemiptera, Siphonoptera [79], Homo-
ptera, Ortoptera i Mallophaga [67]. Ponadto, wykazano,
ze niektdre biatka Cry moga by¢ toksyczne dla nicieni
(43, 58, 79] roztoczy i pierwotniakéw [67].

W budowie toksyn Cry wyrdznia si¢ 3 domeny.
N-koncowa domena I zbudowana jest z 7 antyréwnole-
glych tancuchéw helis a. Centralna helisa a5 otoczona
jest przez pozostale. W sklad domeny II wchodza 3 anty-
réwnolegle struktury harmonijek B (p-sheets), kazda
polozona pod katem ok. 120° wzgledem pozostalych.
Domena II zawiera 3 antyréwnolegle struktury har-
monijek p utozonych warstwowo (B-sandwich). Biatko
Cyt zbudowane jest z pojedynczej domeny, w ktorej
2 helisy a otaczajg struktury B [22, 67].

Domena I, IT1i III bialek Cry rozpoznaje specyficzny
receptor w bonie komdrek epitelialnych jelita srodko-
wego owada i wigze si¢ do niego [21]. Domena I i III
biorg udzial w tworzeniu kanaléw w blonie komédrek
jelita owada [12, 22, 29, 67].

W jelicie srodkowym owada krysztal ulega rozpusz-
czeniu i nastepuje proteolityczna aktywacja protoksyn
do formy czynnej [48]. U owadéw Lepidoptera i Diptera
enzymami proteolitycznymi s3 proteazy serynowe, nato-
miast u owadow z rzedu Coleoptera proteazy cysteinowe
i asparaginowe. Po zwigzaniu si¢ toksyny z receptorem
blony komorki epitelialnej nastepuje zmiana konfor-
magcji czasteczek toksyn i ich wbudowanie w blone ko-
morek jelita [22]. W blonie, czgsteczki bialek oligomery-
zuja i tworzg kanaty [29, 62]. Wykazano, ze receptorem
wiazacym Cry jest aminopeptydaza N [16], alkaliczna
fosfataza [61] lub biatko przypominajace kadheryne
(cadherin-like protein) [29]. U niektérych owadéw tok-
syny moga wigzac sie do bialka rabka szczoteczkowego
komorek nabtonka jelita BBMV (brush border mem-
brane vesicle protein) [28, 39]. W efekcie dochodzi do
zakldcenia przepuszczalnosci blony i lizy komorek jelita
$rodkowego owada [37]. Mechanizm dzialania biatka
Cry przedstawiono na rysunku 1.

Toksyny Cyt roznicuje sie na dwie grupy pod wzgle-
dem podobienstwa sekwencji aminokwasow [18]. Biatka
Cyt sa toksyczne dla owadéw z rzedu Diptera oraz moga
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powodowac¢ lize komoérek kregowcow [23]. Opisano
synergistyczny efekt dzialania toksyn Cyt i bialek owado-
boéjczych Cry B. thuringiensis oraz B. sphaericus [23, 77].

Niektore biatka wytwarzane przez B.thuringiensis
wykazujg synergistyczne dzialanie wzgledem biatek
krystalicznych. Bialko P20 (20 kDa) stymuluje ekspresje
genow crylAcicryl1A. Ponadto, stwierdzono, ze aktyw-
nos¢ toksyny Cytl Aa jest uzalezniona od obecnosci P20.
Przypuszcza sig, ze to bialko uczestniczy w tworzeniu
krysztalu [81]. Geny kodujace synteze P20 zlokalizo-
wane s3 w plazmidzie, podobnie jak geny warunkujace
synteze bialek krystalicznych [8].

Enzym chitynaza wykazuje dzialanie synergistyczne
wraz z biatkami owadobojczymi B. thuringiensis w zwal-
czaniu Lymantria dyspar, Choristoneura fumiferana i Culi-
coides nubeculosus. Obok B. thuringiensis geny kodujace
synteze chitynazy stwierdzono mie¢dzy innymi u Serratia
marcescens, Bacillus lentus i B. cereus. Przypuszcza sig, ze
chitynaza powodujac perforacje w btonie komorek jelita
umozliwia wejscie patogena do hemocelu owada [66].

Pomimo efektywnego owadobojczego dziatania bia-
tek krystalicznych, niektdre szkodniki roslin nie s wraz-
liwe na ich dziatanie. Przyktadem jest Agrotis ipsilon,
powszechnie wystepujacy szkodnik wielu upraw, w tym
zbdz. Zwalczanie tego owada jest trudne, gdyz tylko sta-
dium larwalne jest wrazliwe na dziatanie insektycydow.
W walce z Agrotis ipsilon wykazano skuteczno$¢ bia-
tek Vip (vegetative insecticidal proteins) B. thuringien-
sis wytwarzanych podczas wegetatywnej fazy wzrostu
bakterii. Rowniez zwalczanie Trichoplusia ni, szkod-
nika warzyw, kwiatéw ozdobnych, tytoniu i bawelny,
mogloby by¢ skuteczne przy zastosowaniu biatka Vip3.
Stwierdzono wysoka aktywnosc¢ tej toksyny dla larw T. ni
odpornych na dzialanie proteiny CrylAc wytwarzanej
przez roéliny transgeniczne, ktorymi zywig sie gasienice
owada [29]. Innymi szkodnikami wrazliwymi na dzia-
tanie Vip sa: Spodoptera frugiperda, Spodoptera exigua,
Heliothis virescens, Helicoverpa zea i Ephestia kiihniella.
Biatka Vip dzieli si¢ na trzy grupy na podstawie podo-
bienstwa sekwencji aminokwaséw [18]. Mechanizm
aktywnosci bojczej Vip nie zostal w pelni wyjasniony.
Sposéb dzialania tych toksyn rézni sie od bialek Cry,
dlatego Vip moga stanowi¢ alternatywe dla zwalczania
owadow odpornych na dzialanie protein krystalicznych
[26]. Po aktywacji proteolitycznej biatka Vip wigza sie do
protein BBMYV jelita srodkowego owada. Wykazano, ze
toksyna Vip3A-G tworzy pory w blonach komérkowych
jelita, Vip3A-F nie ma takiej zdolnosci [51]. W wyniku
dziatania toksyn dochodzi do paralizu ukladu pokar-
mowego i lizy komorek epitelialnych jelita sSrodkowego
owada. Szczep B. thuringiensis HD1, wykorzystywany
do produkeji srodkéw ochrony roslin, zawiera gen
kodujacy synteze Vip3A [56]. Geny kodujace synteze
biatek Vip sg obecne w plazmidach, ktére warunkuja
takze wytwarzanie toksyn Cry [3] lub w chromoso-
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mie [27]. Technika stosowang do wykrycia genéw vip
pozwalajaca rowniez na rdéznicowanie grup genoéw jest
PCR-RFLP [35].

Innym czynnikiem wirulencji B. thuringiensis dla
owadow jest termostabilna B-egzotoksyna bedaca ana-
logiem ATP, hamujaca dziatanie polimerazy RNA zalez-
nej od DNA [68]. Ze wzgledu na toksyczne dziatanie
B-egzotoksyny w stosunku do kregowcdw, szczepy bak-
teryjne wykorzystywane do produkcji srodkéw ochrony
roélin nie moga wykazywa¢ zdolnosci jej syntezy [15,
34]. Obecnos¢ tej toksyny mozna wykry¢ testem immu-
noenzymatycznym ELISA [5]. Czasteczka egzotoksyny
zbudowana jest z reszty glukozy, adenozyny i kwasu ala-
rowego. Geny kodujace synteze i mechanizm sekrecji
toksyny typu I zlokalizowane sg w plazmidzie zawiera-
jacym rowniez geny biatek krystalicznych [25]. Ich eks-
presja jest cze$ciowo zalezna od sekwencji zawartych
w DNA chromosomalnym. Wykazano zaleznos¢ pomie-
dzy przynaleznoscig danego szczepu B. thuringiensis do
serowaru i zdolno$cig wytwarzania tych toksyn. Okoto
80% szczepOw B. thuringiensis serowar thuringiensis i ok.
90% B. thuringiensis serowar darmstadiensis syntetyzuje
B-egzotoksyne. Nie stwierdzono tej wlasciwosci u szcze-
pOw serowarow: alesti, sotto, aizawai, morrisoni [34].

Dzialanie owadobojcze dla owaddw z rzedu Coleop-
tera wykazuje sekrecyjne biatko Sip (secreted insectici-
dal protein). Spektrum jego aktywnosci jest podobne
do Cry3A i Cry3Bb. Stwierdzono toksyczno$¢ Sip w sto-
sunku do Leptinotarsa decemlineata, Diabrotica undecim-
punctata howardi oraz Diabrotica virgifera virgifera [24].

Rzadko odnotowuje si¢ bakteriozy powodowane
przez B. thuringiensis przebiegajace jako epizoocje. Przy-
ktadem byla epizoocja Ephestia cautella w magazynie
kukurydzy w Kenii [14]. Innym przyklad wystgpienia
masowego zakazenia spowodowanego B. thuringiensis
serowar aizawai odnotowano u larw Mythimna loreyi
zebranych z uprawy zboza w Hiszpanii w 1989 roku
[63]. Stwierdzono takze 1 przypadek epizoocji wsrod
Carpocapsa pomonella w sadzie owocowym w Czechach
[84]. B. thuringiensis byt rdwniez czynnikiem etiologicz-
nym epizoocji Cephalcia falleni w Gorczanskim Parku
Narodowym [72]. W latach 1990-1999 odnotowano
powtarzajace si¢ 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 Roélin - Panstwowym Instytucie Badawczym
w Poznaniu [45, 46].

3. Chorobotwdrczos¢ B. thuringiensis dla kregowcow
W pi$miennictwie odnotowano przypadek wystapie-

nia zmian chorobowych u czlowieka na skutek bezpo-
$redniego rozpylenia insektycydu zawierajacego spory
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i krysztaly do oka. Z materiatu pobranego z powstalego
wrzodu rogéwki wyhodowano bakterie B. thuringiensis.
Zastosowanie gentamycyny i cefazoliny pozwolilo na cal-
kowite wyleczenie pacjenta. Wyhodowanie B. thuringien-
sis z materiatu pobranego z rogéwki §wiadczyta o obec-
nosci bakterii w rogéwce, ale nie §wiadczyta o udziale
tych bakterii w tworzeniu wrzodu. Nie wyklucza sie, ze
inne bakterie, niz B. thuringiensis, mogly by¢ odpowie-
dzialne za powstale w oku zmiany chorobowe [70].

W 1995 roku wyosobniono z materiatu pobranego
z ropnia od francuskiego Zolnierza, powstatego na sku-
tek urazow spowodowanych eksplozja miny ladowe;j
w bylej Jugostawii, Gram-dodatnie laseczki wytwarza-
jace krysztaly bialkowe i przeprowadzajace hemolize
typu beta. Izolat oznaczono jako B. thuringiensis subsp.
konkukian i prowadzono dalsze badania na myszach
o obnizonej odpornosci immunologicznej. Wyniki
doswiadczen sugeruja zdolnos$¢ B.thuringiensis do
wywolania martwicy tkanki mi¢$niowej u zakazonych
myszy [32]. Smieré zwierzat nastgpila po o$miu godzi-
nach od podania donosowo zawiesiny spor bakteryjnych
w liczbie 108, Przeprowadzenie podobnego do$wiadcze-
nia z uzyciem mutanta B. thuringiensis subsp. konkukian,
nie majacego zdolnosci syntezy bialek krystalicznych,
dalo identyczne wyniki, co wskazuje na inne toksyny
warunkujgce patogennos$¢ tych bakterii w stosunku
do myszy. Czynnikami wirulencji tych bakterii moze
by¢ 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
wykazalo ich patogennos¢, co wskazuje na istnie-
nie potencjalnego zagrozenia stosowania niektérych
insektycydow dla oséb chorych na grype. Wydaje sie
konieczne wprowadzenie odpowiednich $rodkéw bez-
pieczenstwa w przypadku oséb pracujacych z roslinami
chronionymi preparatami B. thuringiensis [33]. Wedlug
Siegela [70] liczba spor B. thuringiensis chorobotwor-
cza dla myszy jednak wielokrotnie przekracza liczbe
spor obecng po rozpyleniu stosowanego bioinsektycydu
w 1 m’ powietrza, co wskazuje na niskie zagrozenie tych
srodkow dla zdrowia ludzi.

Alergiczne reakcje skorne oraz wzrost stezenia prze-
ciwcial IgE i IgG opisano u os6b majacych kontakt
z bioinsektycydem B. thuringiensis Javelin. Z materiatu
pobranego od ludzi z nadwrazliwoscia wyhodowano
bakterie o identycznym profilu DNA jak z B. thuringien-
sis wyhodowanego z pestycydu, co wskazuje, ze drob-
noustroj ten moze by¢ czynnikiem indukujacym wyzej
wymienione zmiany [6].

Obecno$¢ bakterii majacych gen kodujacy wytwarza-
nie enterotoksyny stwierdzono w kale 0séb pracujacych
w miejscu upraw chronionych insektycydami B. thurin-
giensis. Genotypowanie szczepow wykazalo, ze bakte-
rie B. thuringiensis izolowane od ludzi i wyhodowane
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z pestycydow mialy identyczne wzory DNA. Nie zaob-
serwowano jednak objawow chorobowych u ludzi [41].

W latach 1984 i 85 wyhodowano B. thuringiensis
z materialu pobranego od 55 o0séb zamieszkujacych
okolice Lane County w stanie Oregon (USA), gdzie
stosowano insektycyd zawierajacy spory i krysztaly
B. thuringiensis. U 52 os6b nie odnotowano objawow
chorobowych. U pozostatych trzech oséb stwierdzono
zapalenie pluc, zapalenie pecherzyka zoélciowego
i kamice zotciowq oraz wystapienie ropnia. Brak jedno-
znacznych przestanek wskazujacych na B. thuringiensis
jako czynnika etiologicznego wyzej wymienionych cho-
réb nie pozwala zaliczy¢ tych bakterii do patogenicz-
nych dla cztowieka [30].

Niektdrzy autorzy odnotowali jednak przypadki szko-
dliwego wplywu B. thuringiensis dla zwierzat. Opisano
jeden $miertelny przypadek krowy wskutek zapalenia
gruczotu mlecznego spowodowanego przez B. thurin-
giensis [19]. Wyhodowany szczep bakteryjny z biopre-
paratu Dipel indukowat stres oksydacyjny w komor-
kach watroby szczura. Obecnos¢ patogena prowadzita
do powstania reaktywnych form tlenu oraz wplywata
na aktywno$¢ enzymow detoksyfikacyjnych: peroksy-
dazy glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowej oraz
peroksydazy lipidowej i reduktazy glutationowej [69].
Wykazano takze potencjalng chorobotwdrczo$¢ szcze-
pow B. thuringiensis wytwarzajacych [p-egzotoksyne.
W komoérkach kory mézgowej szczura toksyna powo-
dowata wzrost aktywnosci cyklazy adenylowej i zwigk-
szenie stezenia cAMP, co moze zaburza¢ transdukcje
sygnatéw w ukladzie neuroendokrynowym, w ktérych
posredniczy cAMP. Toksyna podawana wziewnie powo-
dowatla zaburzenia funkcjonowania ukladu oddecho-
wego szczura [78].

Okreslono zdolnos¢ wytwarzania enterotoksyny cho-
robotworczej dla zwierzat, w tym ludzi, przez szczepy
B. thuringiensis wykorzystywane do produkeji srodkow
ochrony roslin [19, 20]. Wykazano, ze bakterie wyhodo-
wane bioinsektycydow Bactimos, Dipel, Florbac i Foray
majg zdolnos$¢ syntezy tej toksyny. Pomimo braku
danych o udziale enterotoksyny w chorobotwdrczosci
B. thuringiensis dla ludzi, sugeruje si¢ wprowadzenie
zakazu stosowania szczepow wytwarzajacych ta toksyne
do produkeji pestycydow [19]. Bakterie B. thuringien-
sis syntetyzujace enterotoksyne izolowano takze z pro-
duktéw zywnosciowych [20]. Niektdre B. thuringiensis
obok enterotoksyny maja takze zdolno$¢ wytwarzania
hemolizyny [31].

Ze wzgledu na duze podobienstwo fenotypowe
i genetyczne B. thuringiensis i B. cereus oraz brak moz-
liwosci zréznicowania tych dwoch gatunkow przy uzy-
ciu konwencjonalnych testow, przypuszcza sie, ze B. thu-
ringiensis moze by¢ czynnikiem etiologicznym choréb
powodowanych przez szczepy identyfikowane mylnie
jako B. cereus [20].
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W ostatnich latach podjeto badania nad mozliwos-
cig wykorzystania biatek B. thuringiensis w leczeniu nie-
ktorych choréb czlowieka. Szczepy bakteryjne repre-
zentujace serowary: dakota, neoleonensis, shandongien-
sis i coreanensis wytwarzajg bialko wchodzgce w sktad
krysztatu wykazujace aktywnos¢ cytotoksyczng w sto-
sunku do biataczkowych limfocytéw T czlowieka. Biatko
to rozpoznawato i specyficznie wigzalo si¢ do komorek
nowotworowych nie powodujac uszkodzenia ,,zdro-
wych” limfocytéw T. Ponadto, nie hemolizowalo erytro-
cytéw owczych i nie mialo wlasciwosci owadobdjczych.
Nie stwierdzono jego podobienstwa z toksynami Cry
i Cyt [50, 57]. Wykazano takze, ze krysztaly zawierajace
bialtko o aktywnosci cytotoksycznej dla komoérek nowo-
tworowych mialy ksztalt dwupiramidowy o zaokraglo-
nych koncach. To samo biatko miato zdolnos¢ niszcze-
nia komorek raka szyjki macicy [82]. Zidentyfikowano
takze biatko o identycznych, jak wyzej wymienione, wlas-
ciwo$ciach, ktére dodatkowo wykazywalo aktywnos¢
cytotoksyczng dla komoérek nowotworowych okreznicy
[40] oraz watroby [44].

4. B. thuringiensis w zwalczaniu szkodnikow
upraw roslin

Srodki ochrony ro$lin zawierajace spory i krysz-
taty bialkowe B. thuringiensis stanowig alternatywe dla
chemicznych insektycydow [80]. Selektywne dziatanie
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[42] i duza skuteczno$é w walce ze szkodnikami upraw
roélinnych sprawiajg, ze zainteresowanie biopestycy-
dami zwieksza sie. Syntetyczne preparaty chemiczne,
w przeciwienstwie do insektycydu biologicznego, zabu-
rzaja oddzialywania w tancuchach pokarmowych w eko-
systemach, maja negatywny wplyw na organizmy nie
bedace szkodnikami, a ich dlugotrwale stosowanie
indukuje odpornos¢ u owadoéw [72]. Pestycydy oparte
na B. thuringiensis nie indukuja pojawienia si¢ odpor-
nosci u owadéw (odnotowano tylko jeden przypadek
wystapienia odpornosci u Plutella xylostella) [67]. Pro-
dukcja bioprepartu nie wymaga duzych naktadéw finan-
sowych w poréwnaniu z wytwarzaniem chemicznych
srodkéw ochrony roélin, np.: koszt produkeji insekty-
cydu zawierajacego spory i krysztaly B.thuringiensis
subsp. israelensis jest okolo czterdziestokrotnie mniejszy
niz pestycydu chemicznego [67].

Aktualnie preparaty zawierajace spory i krysztaly
B. thuringiensis s3 najczesciej stosowanymi wsrod bio-
logicznych $rodkéw ochrony roslin. W 1995 ogélno-
$wiatowa sprzedaz bioinsektycydéw przyniosta zysk
90 milionéw dolaréw i stanowila 2% na rynku pesty-
cydéw. Szacuje sig, ze rocznie do celéw ochrony upraw
wykorzystuje sie 2,3x10° kg bioreparatow. W 1998 roku,
w Stanach Zjednoczonych bylo 200 zarejestrowanych
produktow opartych na B. thuringiensis [67]. Preparaty
owadobojcze zawierajace spory i toksyny B. thuringiensis
zostaly wymienione w tabeli I.

Tabela I
Handlowe preparaty oparte na B. thuringiensis stosowane w ochronie upraw roélin [42, 59]
Bioinsektycyd Producent B. thitzrci:z‘egli)ensis grf}‘:’: gjv?é?’)w
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.
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W ochronie upraw le$nych najczesciej stosowanym
pestycydem jest biopreparat oparty na szczepach B. thu-
ringiensis subsp. kurstaki HD-1 wytwarzajacych toksyny
CrylAa, CrylAb, CrylAc oraz Cry2Aa. Insektycyd
zawierajacy spory i krysztaly 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 okazaly sie najbardziej efektywne z biopes-
tycydéw w walce z komarowatymi (Culicidae) i mesz-
kowatymi (Simuliidae) nalezacymi do rzedu Diptera.
Odkrycie B. thuringiensis subsp. israelensis mialo miejs-
ce w 1977 roku, w ktérym odnotowano pojawienie si¢
odpornosci owaddéw nalezacych do Diptera na stoso-
wane syntetyczne pestycydy chemiczne. Wykazano,
ze toksyny Cry4A, Cry4B, Cryl0A, CryllA i CytlA
wytwarzane przez B. thuringiensis subsp. israelensis maja
aktywno$¢ bdjcza dla Diptera. Obserwowana aktywno$¢
toksyczna bialek krystalicznych stala sie szczegdlnie
interesujgca ze wzgledu na udzial komarowatych i mesz-
kowatych w przenoszeniu czynnikéw chorobotwoérczych
dla cztowieka. Dalsze badania wykazaly, ze inne niz
israelensis szczepy B.thuringiensis takze syntetyzuja
biatka krystaliczne o aktywnosci bdjczej dla Diptera.
Zaskakujacym bylo odkrycie, ze toksyny Cryl7A,
Cryl8A i Cryl9A owadobdjcze w stosunku do koma-
rowatych s wytwarzane takze przez Clostridium bifer-
mentans subsp. malaysia [67].

Badania przeprowadzone w Peru i Ekwadorze wyka-
zaly skutecznos¢ preparatu Abate, zawierajacego spory
i krysztaly B. thuringiensis subsp. israelensis, w zwal-
czaniu owadow Anopheles przenoszacych Plasmodium
vivax, czynnik etiologiczny malarii. Jednocze$nie nie
zaobserwowano szkodliwego wplywu insektycydu na
ludzi, ptaki, ryby, krewetki i pszczoty [47].

Szczepy B. thuringiensis subsp. aizawai uzywane sa
w produkgji insektycydow zwalczajacych Galleria mello-
nella i Plutella xylostella. Liczebnos¢ szkodnikow z rzedu
Coleoptera, gtéwnie Leptinotarsa decemlineata jest ogra-
niczana przy zastosowaniu biopreparatéw zawierajacych
B. thuringiensis subsp. morrisoni [71].

Warunkiem wprowadzenia pestycydu do uzycia jest
brak jego szkodliwego wptywu na zdrowie ludzi. Ze
wzgledu na mozliwos¢ wytwarzania przez B. thurin-
giensis czynnikow wirulencji dla cztowieka dazy sie do
opracowania bioinsektycydu pozbawionego spor bak-
teryjnych.

W 1996 roku po raz pierwszy wprowadzono na rynek
roéliny transgeniczne zawierajace w swoim genomie geny
kodujace synteze toksyn Cry. Wprowadzenie roslin zmo-
dyfikowanych genetycznie redukuje koszty, czas i wysi-
tek poswigcony ochronie upraw oraz stanowi przyjazny
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dla $rodowiska sposob zwalczania szkodnikéw [60].
Sadzi sie, Ze transgeniczne uprawy moga przyczyniac
sie do mniejszego rozprzestrzeniania si¢ mykotoksyn
powodujacych nowotwory watroby u ludzi. Szkodniki
zb6z zerujac na fodygach i klosach roslin powoduja ich
uszkodzenia, co umozliwia kietkowanie zarodnikéw
grzyba Fusarium sp. wytwarzajacego toksyny. Zmniej-
szenie liczebnosci szkodnikéw przyczynia si¢ do ogra-
niczenia kietkowania zarodnikéw grzyba, co wykazano
w dos$wiadczeniu z uzyciem transgenicznego zboza
[10]. Ekspresja genéw cry w komorkach ryzu pozwolita
na podniesienie ilo$ci plonéw w wyniku negatywnego
wplywy toksyn krystalicznych na szkodniki: Sciropo-
phaga incertulans, Chilo suppressalis, Cnaphalocrocis
medinalis oraz Marasmis spp. [1], co ma szczegélne
znaczenie, gdyz ryz jest podstawowym skladnikiem
diety dla blisko dwoch miliardéw ludzi na swiecie [36].
Wysoka skutecznos¢ w walce ze szkodnikami roslin
zaobserwowano w nastepstwie wprowadzenia gendw
cry do genomu bawelny [2], topoli, kawy, kukurydzy
i rzepaku [73].

Zwiekszajaca si¢ liczba roslin zmodyfikowanych gene-
tycznie moze przyczynic si¢ do powstania odpornosci
u owadow na biatka Cry [13, 74]. Poszukuje sie zwigzkow,
ktére dzialajgc tacznie z toksyng krystaliczng zmniejsza
ryzyko wystapienia opornoséci u szkodnikéw roslin.
Przykladem jest integracja CrylAc z domeng wiazaca
galaktoze tafcucha rycyny, ktora stanowi dodatkowe
miejsce wigzace bialko Cry do komoérek owada [55].

Prawdopodobienstwo pojawienia si¢ opornosci
u owadéw na biatka Cry wytwarzane przez rosliny
modyfikowane jest wieksze niz na insektycydy zawie-
rajace krysztaly B.thuringiensis ze wzgledu na to, ze
roéliny transgeniczne wywieraja ciagly presje selekcyjna
na populacje owadow [60].

Jednym ze sposobow poprawy jakosci roélin jest
otoczkowanie nasion przed ich wysianiem. Dodanie
biatka Cry do warstwy otoczki lub do nasion przed
otoczkowaniem chroni nasiona przed szkodnikami.
Przyktadem s3 nasiona kukurydzy, do ktérych wpro-
wadzono toksyny Cry zapewniajac im ochrone przed
atakiem ploniarki zbozowki [64].

5. Podsumowanie

Bakterie B. thuringiensis moga syntetyzowac zrozni-
cowang game czynnikow wirulencji dla owadéw. Naj-
wigksze zainteresowanie wzbudzajg bialka Cry z powodu
wysokiej toksycznosci tych protein dla szkodnikow
upraw roslinnych oraz braku szkodliwego wplywu na
komorki kregowcdw. Krysztaly bialkowe B. thuringiensis
znalazly zastosowanie w produkcji efektywnych biopes-
tycydow stajac si¢ alternatywa dla chemicznych $rod-
kéw ochrony roslin. Trwajg intensywne poszukiwania
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nowych szczepow B. thuringiensis, ktére moglyby by¢
wykorzystane do produkgji skuteczniejszych preparatow
owadobdjczych niz te dostepne na rynku. Istnieje row-
niez tendencja do eliminowania z preparatéow owado-
bdjczych form przetrwalnych B. thuringiensis ze wzgledu
na mozliwo$¢ wytwarzania przez formy wegetatywne
czynnikoéw warunkujacych chorobotwdrczos¢ tej bak-
terii dla czlowieka. Ponadto, toksyny krystaliczne moga
by¢ wytwarzane przez roéliny transgeniczne stanowiac
skuteczny sposdb ochrony upraw, ale rosliny mody-
fikowane genetycznie, w przeciwienstwie do pestycy-
dow opartych na B. thuringiensis, moga indukowa¢
pojawienie si¢ opornosci na biatka Cry u owadéw. Do-
datkowo, aktywno$¢ niektorych toksyn krystalicznych
dla nicieni moze by¢ uzyteczna w walce z pasozytami
roélin i zwierzat.

Praca naukowa finansowana ze $rodkéw na nauke w latach
2009-2012 jako projekt badawczy Nr N N310 079936.
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Biodegradation of nonylphenols by some microorganisms

Abstract: In recent years much effort has been put into finding and studying microorganisms that have the ability to effectively reduce
highly bioactive and toxic xenobiotics. Among them are alkylphenols, especially nonylphenol, which is highly toxic and tends to
bio-accumulate. Nonylphenol mainly found as a technical nonylphenol (fNP) which is a mixture of different isomers (approximately 30
to 100) with variously branched side chain. This xenobiotic possess the ability to mimic endogenous hormones and can interact with
natural estrogen receptors therefore it may induce adverse effects in many organisms. Most of the nonylphenol present in the environment
results from biological and physicho-chemical degradation of nonylphenol polyethoxylates (NPEO) which are widely used for domestic
and industrial purposes. However, at present little is known about nonylphenol further degradation, especially about microbiological
degradation pathways and possible intermediates. Partial biodegradation of nonylphenol has been observed in both pure and mixed
cultures were it is cometabolically transformed mainly to hydroxylated metabolites. Few pure cultures of bacteria and filamentous fungi
are able to use nonylphenol as the sole source of carbon and energy. Degradability of nonylphenol isomers is strongly dependent on
the structure of the alkyl chain. There is a strong correlation between biotransformation of individual isomers and their a-substitution
pattern. Most studies suggest that biodegradation of nonylphenol may be initiated via oxidative breakdown of the alkyl chain or oxidative
attack on the aromatic ring. Among microbial enzymes potential candidates for catalysis of nonylphenol transformation are hydroxylases
of cytochrome P450 or lignin-degrading enzymes such as laccase, manganese peroxidases and lignin peroxidases.

1. Introduction. 2. Characterization of nonylphenols. 3. The ability of microorganisms to degrade of nonylphenols. 4. Intermediates

of nonylphenols degradation. 5. Summary remarks.

Stowa kluczowe: biodegradacja, nonylofenole, cytochrom P450
Key words:

biodegradation, nonylphenols, cytochrome P450

1. Wprowadzenie

Dziatalnos¢ gospodarcza cztowieka oraz postepujaca
urbanizacja stwarzaja stale zagrozenie skazenia naszego
otoczenia ksenobiotykami. Ich obecnos¢ w srodowisku
jest bezposrednio lub posrednio przyczyna wielu nie-
pozadanych proceséw, przyczyniajac sie do zakldce-
nia réwnowagi biologicznej, jak réwniez powstawa-
nia niekorzystnych zmian na poziomie ekosystemdw.
Toksyczne efekty oddzialywania polutantéw na ludzi
i zwierzgta, objawiajg si¢ miedzy innymi: alergiami,
zaburzeniami w funkcjonowaniu narzadow, a takze pro-
cesami nowotworzenia [7]. Szczegélnie niebezpieczna
grupe zanieczyszczen stanowia alkilofenole (AP) za-
kidcajgce prawidlowe funkcjonowanie uktadu hormo-
nalnego u ludzi i zwierzat. Typowym przedstawicielem
tej grupy zwigzkow sg nonylofenole (NPs) - ksenoestro-
geny stosowane przy wytwarzaniu wielu produktow
powszechnie uzywanych w gospodarstwach domowych.
Jednocze$nie NPs zaliczane sg do substancji niebez-
piecznych, ktérych eliminacja powinna by¢ priorytetem

w ochronie §rodowiska [48, 49]. Mimo wprowadzanych
zakazdw i ograniczen ilos¢ ich stale utrzymuje si¢ na
niedopuszczalnym poziomie w glebie, osadach dennych,
toni wodnej, a w konsekwencji w organizmach zwierzat
iludzi [13, 14, 27, 28, 35]. Stad tez staly wzrost zaintere-
sowania poszukiwaniem skutecznych metod degradacji
tych ksenobiotykéw z uzyciem drobnoustrojow.

2. Charakterystyka nonylofenoli

Nonylofenole sg zwigzkami pochodzenia antropo-
genicznego. Szczegdlnie cenng baze surowcowa w pro-
cesach produkcyjnych stanowig para-nonylofenole
(4-nonylofenole). Wystepuja one w postaci kilkudzie-
sieciu izomerdw roznigcych sie stopniem rozgatezienia
fragmentu alkilowego czasteczki (Rys. 1). W formie mie-
szaniny od 30 do nawet 80-100 izomeréw okreslanej
skrétem ¢NP (techniczny nonylofenol), wykorzystywane
s3 jako polprodukty do wytwarzania bardziej zlozonych
zwigzkéw znajdujacych zastosowanie w réznorodnych

* Autor korespondencyjny: Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii Uniwersytetu Lodzkiego; ul. Banacha 12/16,
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(A) HO

B) HO

Rys. 1. Chemiczna struktura wybranych izomeréw
para-nonylofenolu
(A) - 4-(1,2-dimetylo-heptylo) fenol; (B) — 4-(1-etylo-2,4-dimetylopentylo)
fenol; (C) — 4-n-nonylofenol (n - non-brenched)

gafeziach gospodarki [23, 25, 31, 35]. Techniczny
nonylofenol zawiera takze niewielkie ilosci 2-nonylo-
fenoli i 4-decylofenoli. Stosowane s3 one najczesciej do
wytwarzania oksyetylenowanych nonylofenoli (NPEO),
ktore stanowig komponenty m.in. srodkéw pioracych
i czyszczacych, kosmetykow, wyrobdw plastikowych,
materialéow kompozytowych, farb, lakieréw, smardw,
jak réwniez wykorzystywane sa przy produke;ji teksty-
liéw i wyroboéw papierniczych [17, 31, 42]. Rozklad tych
zwigzkéw z udzialem drobnoustrojow, a takze czynni-
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koéw fizykochemicznych prowadzi do wytworzenia form
mono- i di-etoksylowanych oraz samych 4-nonylofenoli
(Rys.2) [17, 35, 42]. Niewielka ilo§¢ tych ksenobiotykéw
jest takze uwalniana do otoczenia w trakcie procesow
technologicznych, w ktorych zwigzki te znajdujg bez-
posrednie zastosowanie [28].

NPs charakteryzuja si¢ stosunkowo wysoka opor-
noscig na procesy degradacyjne oraz tatwo ulegaja bio-
akumulacji [1, 11, 28]. Uwalniane do srodowiska stwa-
rzajg zagrozenie dla zdrowia i zycia wielu organizméw
przede wszystkim ze wzgledu na swoje endokrynne
wlasciwosci. Posiadajg zdolnos¢ do zaburzania funk-
cjonowania ukladu hormonalnego wielu organizméw
poprzez nasladowanie endogennych hormondw i inter-
akcje z naturalnymi receptorami [5, 37, 42]. Udowod-
niono, iz obecnos¢ NPs w pozywieniu przyczynia si¢
do zmniejszeniem plodnosci, powstawania deformacji
ciala, a takze zwiekszenia $miertelnosci zwierzat [3,
6]. NPs, moga takze wywolywa¢ niekorzystne efekty
w organizmie ludzkim jak np.: zmniejszenie objetosci
ejakulatu, przedwczesne pokwitanie, czy dysfunkcje
tarczycy [2, 10, 35].

Obecnos¢ 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 zwigzki dlugo utrzymujace sie
w Srodowisku naturalnym (okres potowicznego rozpadu

A) CgH19—®—O&Oﬁ¥OH

e

C9H1r®*O&OMOH
o)
(B) \
v

* stopniowa redukcja grup
etoksylowych (-CH;CH,0-)

v
© / \ (D)

CgHuf@fO&OH

CQHQ—QO/WOH

\ / °
CQH194©7OH (E)

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),
stwarzajg realne zagrozenie dla funkcjonowania catych
ekosystemow [13, 20, 42]. Ksenoestrogeny te wykazano
takze w probkach tkanek oraz ptynéw fizjologicznych
pobranych od ludzi. Wydaje sie, iz gtéwnag przyczyna
obecnosci NPs w organizmie czlowieka jest skazona
zywnos¢ [30, 35].

3. Zdolno$¢ drobnoustrojow
do eliminacji nonylofenoli

Eliminacja ksenobiotykéw, w tym NPs, ze skazo-
nych srodowisk jest procesem zlozonym obejmuja-
cym szereg przemian o charakterze fizykochemicznym
i biologicznym, czesto nachodzacych na siebie. Nalezy
takze zaznaczy¢, iz eliminacja NPs ze Srodowiska przez
mikroorganizmy, w wielu przypadkach nie jest row-
noznaczna z ich degradacja oraz detoksykacja. Szereg
drobnoustrojow posiada jedynie zdolnos¢ do adsorpcji
NPs na powierzchni komorki i/lub gromadzenia ich
w wewnetrznych strukturach komoérkowych. Przy-
kladem moga by¢ mikroalgi Isochrysis galbana hodo-
wane w obecnosci 4-nonylofenolu (100 pg/1), u ktérych
po jednej godzinie inkubacji, 5% wyjsciowej ilosci
ksenoestrogenu bylo zaadsorbowane na powierzchni
komorek, a az 77% uleglo akumulacji wewnatrzkomor-
kowej (przy braku rozkladu alkilofenolu) [14]. Stanowi
to powazne zagrozenie dla prawidlowego funkcjonowa-
nia tancuchoéw troficznych, w ktérych glony spetniaja
kluczowa role jako pokarm dla innych organizmoéw
[13, 14, 42]. Réwniez u grzyba mikroskopowego Paeci-
lomyces lilacinus oraz szczepdw grzybow z rodzajow:
Cunninghamella, Mucor, Fusarium, Rhodotorula, mimo
wyraznego spadku zawarto$ci toksycznego substratu,
nie udato sie stwierdzi¢ obecnosci produktow degrada-
cji nonylofenolu (w zastosowanych uktadach doswiad-
czalnych), co sugeruje iz ulegal on jedynie zwigzaniu ze
strukturami komorkowymi badanych drobnoustrojow
(19, 36, 37, 43, 44].

Jedna z najwazniejszych, ale jeszcze nie w pelni
poznanych drog eliminacji NPs jest rozklad z udziatem
drobnoustrojow. Biodegradacja omawianych zwigzkow
jest najczesciej procesem wieloetapowym i zachodzi
zazwyczaj przy udziale konsorcjow mikroorganizmoéw,
ktore niejednokrotnie wykazujg dziatanie synergiczne
[11, 17, 21]. Zakres i szybko$¢ przemian biodegrada-
cyjnych uwarunkowane sg szeregiem czynnikéw, spo-
$réd ktorych za najwazniejsze s3 uwazane: dostepnosé
ksenobiotyku, potencjal metaboliczny i degradacyjny
drobnoustroju, warunki natlenienia oraz obecno$§¢
w $rodowisku fatwo przyswajalnych substratéw ener-
getycznych i budulcowych [32, 39].

Wyizolowano i zidentyfikowano szereg drobno-
ustrojow zdolnych do degradacji, a takze catkowitej
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mineralizacji NPs, zaréwno w warunkach tlenowych
jak i beztlenowych [17, 19, 39]. Szlaki mikrobiologicz-
nego rozkladu NPs zostaly dotychczas najlepiej pozna-
ne i scharakteryzowane u bakterii. Wiekszos$¢ z nich
nalezy do rzedu Sphingomonadales np. Sphingomonas sp.
TTNP3 [17], Sphingomonas cloacae [22], Sphingomonas
xenophaga Bayram [24], czy Sphingobium amiense [40].
Szczepy te cechuje przede wszystkim wysoka wydajnosé
w trakcie eliminacji ksenoestrogenu z podtoza hodow-
lanego. Wykazano, ze niektére szczepy Sphingomo-
nas sp. sa zdolne do usuwania okofo 100 mg/l NPs
dziennie [17]. S. amiense [40], S. xenophaga Bayram [24]
i S. cloacae [22] wykazuja ponadto zdolnos¢ do meta-
bolizowania poszczegdlnych izomeréw w nieobecnosci
innych egzogennych zrodel wegla i energii. Wigkszo§¢
mikroorganizméw rozktadajacych 4-nonylofenol, prze-
ksztalca go aktywnie tylko w obecnosci kosubstratow
takich jak: glukoza [33], ekstrakt maltozowy [9, 26], czy
ekstrakt drozdzowy [11, 12].

Wisréd drobnoustrojéow wykazujacych zdolnosé¢ do
biodegradacji NPs i mogacych wykorzystywac je jako
jedyne zrodlo wegla, wystepuja takze grzyby mikrosko-
powe: Candida aquaetextoris [41], Candida maltoza [15]
oraz Aspergillus versicolor IM 2161 [27]. Stanowig one
przyklady niewielu scharakteryzowanych dotychczas,
pod wzgledem zdolnosci do rozkladu, NPs, szczepow
grzybowych. Sposrod nich najwyzsza efektywnoscia
omawianego procesu cechuje sie A. versicolor IM 2161,
u ktdrego, po dwdch dniach inkubacji, wykazano ponad
98% ubytek 4-n-nonylofenolu (wyjsciowa zawarto$¢
substratu - 100 mg/1) [27]. Poréwnywalny ubytek tego
izomeru wystepowal w hodowlach Bjerkandera sp.
BOL13 oraz Trametes versicolor, ale dopiero po piet-
nastu dniach hodowli [36]. Niemal catkowitg eliminacje
4-n-nonylofenolu obserwowano u: Irpex lacteus 617/93
i Phanerochaete magnoliae CCBAS 134/1 (po 7 dobach
inkubacji), grzybow mikroskopowych UHH 1-6-18-4
oraz Clavariopsis aquatica (po 32 dniach hodowli),
a takze Gliocephalotrichum simplex (w 48 godzinie
hodowli). Wyjsciowa ilo$¢ toksycznego substratu w po-
dtozach hodowlanych wynosita odpowiednio: 2, 5, 22
oraz 50 mg/1 [9, 26, 33].

Badania z zastosowaniem 4-nonylofenolu, znako-
wanego izotopem wegla "C, strzepkowych posiadaja
zdolno$¢ do catkowitej utylizacji nonylofenoli, z wytwo-
rzeniem dwutlenku wegla i wody, jako konicowych pro-
duktéw rozktadu. Po trzech dniach hodowli grzybow
G. simplex IM 2358 i A. versicolor IM 2161 z 4-n-NP
[ring"*C(U)], odnotowano odpowiednio 29 i 20% wyjs-
ciowej ilosci wegla *C w postaci dwutlenku wegla [27,
33]. Mineralizacj¢ ksenoestrogenu wykazano takze
u bakterii Sphingomonas sp. TTNP3. Po 72 godzinach
inkubacji ze znakowanym substratem — p353NP [ring-
1C(U)], 28% wyjsciowej ilosci izotopu '*C zawarta byla
w formie dwutlenku wegla [18].
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Tabela I
Wybrane drobnoustroje rozkladajace nonylofenole
Drobnoustroj Produkty rozkladu Pi$miennictwo
Sphingomonas sp. TTNP3 1,4-dihydroksybenzen [16]
Candida aquaetextoris 4-hydroksyacetofenon, kwas 4-hydroksycynamonowy [41]
Gliocephalotrichum simplex 15 metabolitow, w tym: kwas 3-(4-hydroksyfenylo) propionowy; (33]
kwas 4-hydroksybenzoesowy
Pseudomonas sp. JC1 4-amino-acetofenon [46]
. . 8 metabolitow w tym: kwas 4-hydroksybenzoesowy;

A 1l lor IM 2161 27

Spergitius versicotor kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy [27]
Szczep grzyba mikroskopowego UHH 1-6-18-4 | 13 metabolitow w tym: kwas 4-hydroksybenzoesowy [26]

4. Produkty posrednie rozkladu nonylofenoli

Pomimo stosunkowo duzej liczby doniesien opisu-
jacych zdolno$¢ drobnoustrojow (o réznej pozycji
taksonomicznej) do eliminacji NPs, niewiele jest prac
poswieconych identyfikacji intermediatow powstaja-
cych w trakcie biodegradacji poszczegdlnych nonylo-
fenoli oraz analizujacych mechanizmy odpowiedzialne
za przebieg tych procesow.

W tabeli I przedstawiono mikroorganizmy rozklada-
jace NPs oraz produkty posrednie powstajace w trakcie
utylizacji substratu. W nielicznych publikacjach przed-
stawiajacych szlaki biodegradacji tych ksenobiotykow
cjowany hydroksylacja pierscienia aromatycznego lub
przylaczaniem grupy wodorotlenowej do terminalnego
atomu wegla w alifatycznym fragmencie czasteczki. Kie-
runek biotransformacji ksenobiotyku zalezy od stopnia

OH

ipso-hydroksylacja
 —

C9H19

rozgalezienia przy weglu alfa (a-C) fancucha alkilowego
substratu [16, 26]. Izomery nonylofenolu posiadajace
grupe fenylowa przytaczong do czwartorzedowego lub
trzeciorzedowego a-C podlegaja zazwyczaj reakcjom
ipso-hydroksylacji z wytworzeniem hydrochinondw,
ktoérych dalsze przeksztalcenie odbywa sie¢ na drodze
migracji fancucha alifatycznego do sasiedniego atomu
wegla w pierscieniu badz jego odlaczenia i w konse-
kwencji uformowania dziewigcioweglowego alkoholu.
4-n-nonylofenol zawierajacy w strukturze czasteczki
liniowg forme tancucha alkilowego ulega przewaznie
biodegradacji poprzez kaskade nastepujacych po sobie
reakcji, na ktore sktadaja sie: hydroksylacja terminal-
nego atomu wegla czesci alifatycznej, utlenienie do
hydroksykwasu i odfaczenie kranicowych fragmentow
weglowych w szlaku B-oksydacji [17, 23, 26, 41].

W pracach nad degradacja 4-nonylofenolu przez
S. xenophaga Bayram sugeruje sie, iz stopnien rozga-
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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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Rys. 4. Rozklad 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.

tezienia fancucha alifatycznego przy a-C nie zawsze
decyduje o kierunku biotransformacji zwigzku [23,
24]. Wykazano bowiem, ze rozklad réznych izomerow,
w tym takze 4-n-NP, inicjowany jest u tych bakterii przez
reakcje ipso-hydroksylacji (Rys. 3). Odmienny mecha-
nizm rozkladu ksenoestrogenu zostal wykazany w pro-
wadzonych przez nas badaniach z uzyciem nielignoli-
tycznego grzyba G. simplex IM 2358. Zidentyfikowanie
kilkunastu produktéw degradacji 4-n-nonylofenolu
zawierajagcego w strukturze czasteczki liniowa forme

tancucha alkilowego, pozwala wnosi¢, iz rozklad tego
ksenoestrogenu odbywa si¢ nie na drodze {3-oksydacji
lecz poprzez odfaczanie jednoweglowych cztonéw od
fragmentu alifatycznego (Rys.4) [33]. Zastosowanie
substratu znakowanego radioaktywnie weglem !C
pozwolito takze wykaza¢ zdolnos¢ tego grzyba do roz-
szczepienia ukladu pierscieniowego i w konsekwencji
catkowitej mineralizacji ksenoestrogenu.

Badania nad charakterystyka komplekséw enzyma-
tycznych uczestniczacych w reakcjach mikrobiologiczne;j
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biotransformacji 4-nonylofenolu wskazuja, iz jednym
z kluczowych elementéw odgrywajacych role w meta-
bolizowaniu tego zwigzku przez bakterie i grzyby mikro-
skopowe moze by¢ cytochrom P450 [17, 45]. Pomimo
niewielu bezpo$rednich dowodéw potwierdzajacych
udzial tego kompleksu w rozktadzie alkilofenolu, liczne
analizy wykazujg aktywno$¢ hemoproteidu w mikro-
biologicznej degradacji ksenobiotykéw o zblizonych
wiasciwosciach do 4-nonylofenolu [4, 29, 34]. Wyka-
zano takze, iz monooksygenazy cytochromu P450
katalizujg reakcje konwersji opisywanego ksenoestro-
genu m.in. u szczuréw i ryb [38, 47]. W prowadzonych
przez nas badaniach udowodniono, ze dodatek do
hodowli szczepu A. versicolor IM 2161 inhibitorow
cytochromu P450 metyraponu i 1-aminobeznotriazolu,
znacznie ograniczat eliminacj¢ 4-n-nonylofenolu przez
ten grzyb mikroskopowy odpowiednio o0 2,3 i 1,7 raza
w stosunku do hodowli kontrolnych, nie zawierajacych
inhibitoréw [27].

Doniesienia literaturowe wskazuja ponadto, iz u nie-
ktorych grzyboéw mikroskopowych, a zwlaszcza grzybow
»bialej zgnilizny”, istotng role w rozkladzie NPs moga
odgrywaé enzymy ligninolityczne. Dotyczy to przede
wszystkim: peroksydazy ligninowej, lakazy oraz pero-
ksydazy mangano-zaleznej [8, 26]. Obecno$¢ toksycz-
nego substratu indukuje synteze jednego lub kilku
wymienionych enzymoéw. Wprowadzenie do hodowli
tNP powoduje u T. versicolor, znaczacy wzrost aktyw-
nosci lakazy, a u Bjerkandera adusta zaréwno lakazy, jak
i peroksydazy mangano-zaleznej [9].

5. Uwagi konicowe

Przedstawione w tym przegladzie prace wskazuja
jednoznacznie na przydatno$¢ drobnoustrojow, o roz-
nej przynaleznosci systematycznej, do eliminacji NPs ze
skazonych $rodowisk. Wydaje si¢ to szczegdlnie wazne,
ze wzgledu na wlaczenie NPs (w krajach Unii Europej-
skiej) do listy niebezpiecznych substancji prioryteto-
wych, ktére powinny by¢ calkowicie wyeliminowane
ze $rodowiska [48, 49]. Bogatemu zestawowi danych
na temat zagrozen, stopnia skazenia $rodowiska NPs
oraz ich bioakumulacji, nie towarzyszy niestety, réwnie
pogtebiona wiedza na temat przebiegu i mechanizmow
rozkladu tych toksycznych zwigzkow. Analiza opubli-
kowanych juz wynikéw, dotyczacych szlakéw rozkltadu
NPs, pozwala sadzié, iz sg one zréznicowane. Moze to
w znacznej mierze wynikac z faktu, ze w skazonych $ro-
dowiskach drobnoustroje stykaja si¢ z NP, ktory jest
mieszaning kilkudziesieciu zwigzkéw, roznigcych si¢
stopniem rozgalezienia fanicucha alifatycznego. Wska-
zuje to na konieczno$¢ rozszerzenia badan nad biode-
gradacja nonylofenoli oraz petniejszego poznania tych
procesow, Uwidacznia to rowniez koniecznos¢ poszu-
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kiwania konsorcjow, sktadajacych sie z drobnoustrojow
o roznej przynalezno$ci systematycznej, zdolnych do
réwnoczesnego i wydajnego rozkladu izomeréw wcho-
dzacych w sktad tNP.

Praca finansowana w ramach projektu NCN nr UMO-2011/01/
B/NZ9/02898
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Effective and ineffective microbial preparations used in plant protection and production and methods of their evaluation

Abstract: Main principles of production and evaluation of microbial bio-preparations (inoculants) used in plant protection to control
pathogens and pests (biological control) and in plant production to stimulate growth and yields of crops are discussed in this article. The
registration procedure of biological control agents (b.c.a.), which for many producers of b.c.a. is too costly and too restrictive, however
this procedure ensures that the commercial use of b.c.a. is safe for the people and for the environment and also that these products
are fair with respect to their quality. With respect to microbial preparation and other bio-products used to improve soil properties,
particularly those designated for ecological (organic) crop production, the registration procedure is mild. This enables selling microbial
bio-preparations whose quality and effectiveness have not been proven. More critical assessment of experimental results of studies on
these products would result in spreading of more reliable information on the real quality and usefulness of such bio-preparations.
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yields and soil properties. 4. Summary
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1. Wstep

W praktyce rolniczej preparaty mikrobiologiczne
stosowane s3 przede wszystkim w ochronie roslin do
ograniczania rozwoju patogenéw i szkodnikéw (biolo-
giczna ochrona), zwlaszcza w rolnictwie integrowanym
i ekologicznym [1, 3, 8, 10, 11, 14, 21, 25, 29, 45-47,
50]. Dostepne s3 rowniez preparaty mikrobiologiczne
wykorzystywane do stymulowania wzrostu i plonowania
niektorych roélin uprawnych, a przykladami takich bio-
preparatow sg szczepionki zawierajace bakterie symbio-
tyczne roslin bobowatych (motylkowatych) oraz szcze-
pionki stosowane w lesnictwie do mikoryzacji sadzonek
w szkotkach drzew [2-6, 14, 19, 26, 28, 39, 40-43, 52].
W ostatnim dziesigcioleciu znalazly si¢ w handlu takze
preparaty pseudo-mikrobiologiczne, ktére reklamowane
sa jako $rodki poprawiajace rzekomo nie tylko mikro-
biologiczne wiasciwosci gleb, ale takze ich wtasciwosci
chemiczne i fizyczne, oraz podnoszace w niewiarygod-
nie duzym stopniu plonowanie roélin [9, 16, 54, 55].

W odniesieniu do tych produktéw stwierdzi¢ mozna
wiele nierzetelno$ci, a ich jakos$¢ z mikrobiologicznego
punktu widzenia pozostawia takze wiele do zyczenia.
Zanim omowione zostang dokladniej wymienione
wyzej grupy biopreparatow, warto przypomnieé jak
wazng role odgrywaja mikroorganizmy w srodowisku
glebowym. Liczne badania wykazaly, ze biomasa mikro-
organizméw w glebach stanowi okoto 85% calej biomasy
wszystkich organizméw zyjacych w tym srodowisku i az
90% ditlenku wegla (CO,) powstajacego w glebach ma
pochodzenie drobnoustrojowe [3, 8, 35, 37, 50]. Dane te
$wiadcza o duzej aktywnosci metabolicznej i ogromnym
znaczeniu mikroorganizméw dla wigkszosci procesow
zachodzacych w srodowisku glebowym. Do najwazniej-
szych funkcji organizméw glebowych naleza:

1. Rozklad 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 oprécz mikroorganizmoéw istotng role odgrywa
takze fauna glebowa (dzdzownice, roztocza), ktdra

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii Rolniczej, Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut
Badawczy, ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy; e-mail: sm@iung.pulawy.pl
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przyczynia si¢ do rozdrabniania i mieszania materii
organicznej z gleba, w wyniku czego ulatwiany jest jej
rozklad i mineralizacja przez mikroorganizmy, czyli
bakterie i grzyby glebowe. Rozktad resztek organicznych
jest bardzo wazny nie tylko ze wzgledu na uwalnianie
mineralnych form skladnikéw odzywczych, ktdre sta-
nowig zrodlo pokarmu dla rodlin uprawnych, ale row-
niez dlatego ze, w wyniku proceséw mikrobiologicznej
transformacji materii organicznej powstaje prochnica
glebowa, ktorej zawartos¢ w glebie jest jednym z naj-
wazniejszych czynnikéw decydujacych o zdolnosci gleby
do magazynowania wody i skladnikéw pokarmowych,
a takze o fizycznej strukturze (gruzetkowato$¢, wymiana
gazowa) gleby. Ponadto, rézne produkty przemiany
materii, np. §luzy bakteryjne czy glomaliny (substancje
produkowane przez strzepki grzybéw endomikoryzo-
wych) wytwarzane przez drobnoustroje w czasie roz-
ktadu materii organicznej, rowniez przyczyniaja si¢ do
ksztattowania fizycznych wlasciwosci gleb poprzez zle-
pianie czastek glebowych w gruzetki, zwiekszajac w ten
sposob odpornos¢ gleb na erozja wodno-powietrzna.

2. Rozklad i detoksykacja réznych substancji zanie-
czyszczajacych gleby (ksenobiotykéw) [7, 12, 27, 35, 37].
Udzial w procesach detoksykacji maja przede wszystkim
mikroorganizmy glebowe. Ich niezwykte bogactwo, duza
aktywnos¢ i zdolnosci przystosowawcze powoduja, ze
nie tylko $rodki ochrony roslin, powszechnie stosowane
w nowoczesnym, intensywnym rolnictwie, ale réwniez
inne substancje, np. zanieczyszczenia przemyslowe,
ulegaja mikrobiologicznemu rozkladowi do zwigzkow
prostszych, na ogét mniej aktywnych biologicznie.

3. Ograniczanie rozwoju szkodnikéw i patogenow
rodlin [1, 8, 10, 11, 21, 25, 29, 45-47, 50]. Ta aktyw-
nos$¢ mikroorganizméw zwigzana jest przede wszystkim
z wystepowaniem w glebie konkurencji, m.in. o pokarm,
pomiedzy jej mieszkanicami, a takze zjawiskom antago-
nizmu i nadpasozytnictwa. Na przyklad, wiele bakterii
glebowych hamuje rozwdj grzybow fitopatogenicznych
produkujac réznego rodzaju substancje antybiotyczne
lub enzymy rozktadajace strzepki grzyboéw. Z kolei nie-
ktdre grzyby glebowe maja zdolnos¢ pasozytowania na
nicieniach i owadach.

4. Tworzenie ukladéw symbiotycznych z roslinami
[4-6, 26, 31, 32, 40, 48, 52]. Najlepiej znanym przykla-
dem symbiozy mikroorganizméw glebowych z rosli-
nami jest wspotzycie bakterii brodawkowych (rizobiéw)
z rodlinami motylkowatymi. Wymiana skfadnikéw od-
zywczych pomiedzy partnerami tej symbiozy odbywa
sie w brodawkach korzeniowych, w ktérych bytujace
tam rizobia przekazujg roslinie motylkowatej azot (ktéry
pobraly z atmosfery) w zamian za weglowodany jako
zrédlo energii niezbednej bakteriom do przeprowadza-
nia procesu redukeji azotu atmosferycznego. Proces ten
jest wigc bardzo korzystny zaréwno z ekologicznego jak
i rolniczego punktu widzenia. Uprawa roslin motylko-
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watych nie wymaga bowiem na og6t stosowania nawo-
zenia azotowego. Innym rodzajem symbiozy jest miko-
ryza, czyli symbioza wielu gatunkow grzybow glebowych
z korzeniami roélin. W tym przypadku grzyb mikory-
zowy nie ma zdolnoéci do asymilacji azotu atmosfe-
rycznego, a jego wspodlpraca z roéling polega przede
wszystkim na ulatwianiu partnerowi pobierania wody
i soli mineralnych, a takze na ochronie korzeni przed
grzybami chorobotwdrczymi. Mikoryza jest szeroko
rozpowszechniona w przyrodzie; tworzg jg zaréwno
drzewa lesne (ekto-mikoryza) jak i roéliny zielne (endo-
-mikoryza), w tym wigkszos¢ roslin uprawnych.

Wraz z rozwojem badan podstawowych z zakresu
mikrobiologii gleby, ktérych efektem bylo m.in. wyod-
rebnienie i zidentyfikowanie w XX wieku wielu waz-
nych grup mikroorganizmdéw glebowych, a takze coraz
dokladniejsze poznawanie ich biologii, ekologii, fizjo-
logii i kluczowej roli w przeprowadzaniu wyzej wymie-
nionych proceséw, rozwijaly si¢ réwniez badania
utylitarne nad wykorzystywaniem réznych grup pozy-
tecznych drobnoustrojow w praktyce rolniczej. W efek-
cie tych badan opracowano i wdrozono do produkeji
w roznych krajach liczne biopreparaty, wsréd ktoérych
dominuja preparaty wykorzystywane w biologicznej
ochronie roélin, czyli preparaty zawierajace w swoim
skladzie mikroorganizmy antagonistyczne lub pasozyt-
nicze w stosunku do patogendéw i szkodnikéw roélin,
oraz mniej liczne szczepionki stymulujgce aktywno$é
mikrobiologiczna gleb lub korzystnie oddzialywujace na
wzrost i plonowanie roslin, np. biopreparaty zawierajace
mikroorganizmy symbiotyczne (bakterie brodawkowe
rodlin motylkowatych, grzyby mikoryzowe).

2. Charakterystyka biopreparatow stosowanych
w biologicznej ochronie roslin

W 2005 roku w krajach cztonkowskich OECD zare-
jestrowanych byto okoto 214 biologicznych $rodkéow
ochrony roélin (biopestycydow) [17]. Jest to do$¢ liczna
grupa biopreparatéw wskazujaca na to, ze badania pro-
wadzone w wielu o$rodkach naukowych zakonczyly sie
sukcesem, a wiec wdrozeniem do produkcji biopesty-
cydéw, zawierajacych rézne grupy mikroorganizméw
(wirusy, bakterie i grzyby) oraz mikroskopijne nicienie
(Tabela I). Jest to réwniez niewatpliwy sukces produ-
centéw tych srodkéw, czesto niewielkich firm, ktorzy
podjeli trud, takze finansowy, zwiazany z rejestracja
swoich produktéw. Trzeba w tym miejscu zaznaczy¢, ze
rejestracja biologicznych $rodkéw ochrony (b.$.0.) roslin
odbywa si¢ na podobnych zasadach jak chemicznych
$rodkow ochrony [45-47], czyli jest to proces nie tylko
rygorystyczny ale takze bardzo kosztowny. Tomalak
w swoim opracowaniu [45] podaje przyklad szwedzkiej
firmy Bioagri, ktdra na zarejestrowanie na terenie UE
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Tabela I
Biologiczne $rodki ochrony roslin zawierajace mikroorganizmy
zarejestrowane w krajach OECD [16]

Liczba L .
Grupa sarejestro- Najwazniejsze organizmy
. . jako aktywne sktadniki
biopestycydéw | wanych . .
, (Liczba preparatéw)
preparatow
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,
Bagcillus (8), wirusy (14),
Heterorahabditis (10),
Steinernema (20)

dwoch biopreparatow zawierajacych bakterie Pseudomo-
nas chlororaphis wydala 4,3 miliona Euro. Trudna i kosz-
towna procedura rejestracyjna b.é.o. roélin powoduje, ze
cze$¢ producentdw rezygnuje z wytwarzania bioprepara-
tow, co niewatpliwie zmniejsza ich asortyment i ograni-
cza zakres stosowania biologicznej ochrony w rolnictwie
i ogrodnictwie. Z tego m.in. powodu od kilku lat trwaja
w UE prace zmierzajace do zmiany (zfagodzenia) zasad
rejestracji b.é.o. roslin [25, 46]. Cho¢ proces rejestracyjny
tych $rodkow jest dos$¢ kiopotliwy dla producentow
i niewatpliwie wymaga zmian, to jednak nalezy podkre-
8li¢, ze zapewnia on nie tylko bezpieczenstwo ich stoso-
wania (dla ludzi i sSrodowiska), ale takze powoduje, ze
b.s.0. sg produktami o dobrej jakosci. Przy czym w przy-
padku tych $rodkéw chodzi zwlaszcza o jakos¢ procesu
ich wytwarzania i czystosci produktu koncowego. Jest
to szczegdlnie wazne w odniesieniu do preparatow
mikrobiologicznych, bowiem ich proces produkcyjny
obejmuje m.in. kilkuetapowe rozmnazanie czystej kul-
tury mikroorganizmu, ktdry jest aktywnym czynnikiem
preparatu [26, 33, 40, 41, 48]. Proces ten rozpoczyna si¢
od przygotowania czystej ,kultury matecznej”, a w kolej-
nych etapach dochodzi do dalszego rozmnozenie mikro-
organizméw w wyniku ich przenoszenia do urzadzen
hodowlanych (fermentoréw) zawierajacych coraz wiek-
sze objetosci sterylnych pozywek, najczesciej ptynnych.
Liczba tych etapow uzalezniona jest oczywiscie od skali
produkcji. W przypadku niektérych biopreparatéw, np.
zwierajacych Bacillus thuringienis, skala produkcji jest
bardzo duza i prowadzona jest ona z wykorzystaniem
fermentoréw o objetosci nawet 100 000 litrow [41, 47].
Fermentory sg urzadzeniami, w ktéorym rozmnazanie
mikroorganizméw odbywa sie w sposdb kontrolowany,
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jalowy i optymalny. Czeécig centralng fermentora jest
zbiornik, najczesciej wykonanymi ze stali nierdzewne;j,
ktéry wyposazony jest w agregaty umozliwiajace wyja-
tawianie wprowadzanej do niego pozywki plynnej oraz
jej napowietrzanie i utrzymywanie w stalej (optymal-
nej) temperaturze w czasie catego procesu hodowla-
nego. Rozmnazanie mikroorganizméw w fermentorach
trwa zwykle kilka dni i konczy si¢ gdy gestos¢ hodowli
osigga wymagany poziom. Bardzo wazng czynnoscig, od
ktorej zalezy finalna jako$¢ wytwarzanego biopreparatu,
jest kontrolowanie czystosci hodowli mikroorganizmu
na kazdym z ww. etapdw przenoszenia i powieksza-
nia objetosci hodowli. Zakazenie hodowli, np. kultury
matecznej, rozmnazanego drobnoustroju innymi mikro-
organizmami moze bowiem doprowadzi¢ do zdomino-
wania, a nawet catkowitego wyeliminowania z hodowli
wiasciwego drobnoustroju w dalszych etapach tego pro-
cesu. Jest to szczegdlnie wazne w przypadku bakterii,
ktére charakteryzujg si¢ znacznie wolniejszym tempem
namnazania (podzialu komorek), jak np. rizobia, niz
inne bakterie, np. z rodzaju Pseudomonas lub Bacillus
[33, 48]. W zaleznosci od przyjetej technologii produkcji
biopreparatu, uzyskana w fermentorze biomasa mikro-
organizmow jest odseparowywana od plynu pohodow-
lanego lub, jak to ma miejsce w przypadku szczepionek
rizobiowych, cala hodowla wykorzystywana jest w dal-
szym etapie produkcji, w ktérym nastepuje dokladne
wymieszanie zawiesiny bakterii z no$nikiem. Wiekszo$¢
biopreparatow mikrobiologicznych produkowana jest
w postaci preparatow statych, suchych (liofilizowanych)
lub wilgotnych. Tylko nieliczne maja posta¢ plynna.
W obydwu przypadkach mikroorganizmy wymieszane
s3 z jalowym nosénikiem (talk, pyt torfu lub wegla bru-
natnego, mineraly ilaste), ktorego rolg jest zapewnienie
mozliwie jak najlepszych warunkéw do przezywania
mikroorganizméw w preparacie handlowym oraz jak
najefektywniejszego sposobu jego aplikacji [32, 40, 47].

Ponadto, procedura rejestracyjna wymaga od produ-
centéw podania wielu innych waznych informaciji [10,
45-47], m.in. takich jak:

- dokladna nazwa i charakterystyka mikroorgani-
zmu (makroorganizmu),

- dane dotyczace kolekcji, w ktorej czysta kultura
mikroorganizmu zostata zdeponowana,

- ilo$ciowy skfad preparatu (aktywna forma mikro-
organizmu i jego zawarto$¢, a takze innych skfad-
nikow, np. nosnika),

- metoda oznaczania (identyfikacji) skladu pro-
duktu,

- warunki przechowywania i okres przydatnosci,

— zakres (cel) i zasady stosowania,

- wynik badan potwierdzajacych skutecznos¢ bio-
preparatu.

Wiszystko to powoduje, ze b.S.0. roélin s3 bez watpie-

nia produktami bezpiecznymi i solidnymi pod wzgledem
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jakosci, znany jest bowiem ich dokladny sktad, kon-
kretny cel i zakres ich stosowania, oraz — co jest bar-
dzo wazne - znana jest metoda badania i identyfikacji,
a wiec takze kontrolowania, ich sktadu i zawarto$ci
czynnika aktywnego.

Dokladniejsze omawianie skutecznosci biologicz-
nych srodkéw ochrony roslin w praktyce rolniczej nie
jest celem tego artykulu. Trzeba jednak stwierdzi¢, ze
skuteczno$¢ ta jest w przypadku wielu b.§.0. niewat-
pliwie mniejsza niz $rodkéw chemicznych. Dotyczy to
zwlaszcza biopreparatéw opartych na mikroorganiz-
mach (bakteriach i grzybach), ktdre aplikowane s do
gleby, czyli do srodowiska charakteryzujacego si¢ bardzo
duzg ztozonoscia réznego rodzaju oddziatywan, w tym
antagonistycznych, oraz ogromng konkurencyjnoscia
o energie i skladniki odzywcze pomiedzy drobnoustro-
jami glebowymi i innymi mieszkancami gleby. Gleba
jest takze Srodowiskiem o duzej zmiennosci czynni-
koéw abiotycznych (wilgotno$¢, temperatura, odczyn
(pH), zabiegi agrotechniczne), ktére bardzo istotnie
wplywaja na przezywalnos¢ i skuteczno$¢ organizmow
wprowadzanych do gleby [1, 5, 8, 9, 14, 28, 35, 37, 50].
By¢ moze jest to jeden z wazniejszych czynnikdéw powo-
dujgcych, ze w ostatnim dziesiecioleciu sprzedaz pre-
paratéw zawierajacych makroorganizmy (pasozytnicze
i drapiezne owady, drapiezne roztocza), czyli srodkow
stosowanych w bardziej kontrolowanych i mniej ztozo-
nych warunkach (szklarnie, cz¢éci nadziemne roslin)
jest znacznie wigksza niz biopreparatéw opartych na
mikroorganizmach - odpowiednio 55-60% i 26% ogo6l-
nej sprzedazy b.s.o. roélin [45, 46]. Warto tez dodac, ze
cho¢ zakres praktycznego wykorzystywania bioprepa-
ratéw w ochronie roélin jest ciggle maly, ma on jednak
tendencje wzrostowe. Na przyklad, Tomalak [45] podaje,
ze w 2004 roku warto$¢ rynku preparatéw biologicznych
(opartych na makroorganizmach i mikroorganizmach)
stosowanych w ochronie rodlin wyniosta okoto 2,5%
ogolnej wartosci rynku srodkéw ochrony roélin, a obec-
nie udzial ten prognozowany jest na 4,2-4,5%. Wzra-
stajace zapotrzebowanie na biopreparaty zwigzane jest
prawdopodobnie gléwnie z rozwojem proekologicznych
metod uprawy roslin, w tym rolnictwa ekologicznego
(5, 8, 24, 29, 47].

3. Charakterystyka preparatow mikrobiologicznych
oddzialywujacych na plonowanie roslin
i wlasciwosci gleb

W tej grupie biopreparatéw najbardziej znane na
$wiecie i najszerzej stosowane w praktyce rolniczej,
takze w naszym kraju, s3 wspomniane juz wczesniej
szczepionki zawierajace bakterie (rizobia), ktore wiaza
azot atmosferyczny w symbiozie z korzeniami roslin
(bobowatych) motylkowatych. Podobnie jak w przy-
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padku b.s.o. technologia wytwarzania tych szczepionek
obejmuje nastepujace etapy:

- zgromadzenie kolekeji réznych szczepdéw drobno-

ustrojow,

— kontrolowanie czystosci i jakosci (efektywnosci

symbiotycznej) tych szczepdw,

- wieloetapowe rozmnazanie mikroorganizméw i kon-

trolowanie czystosci uzyskiwanej biomasy,

- przygotowywanie jalowego no$nika (drobno zmie-

lony torf lub wegiel brunatny),

- mieszanie biomasy bakterii z nosnikiem i konfek-

cjonowanie szczepionki [26, 33, 40, 48].

W naszym kraju szczepionki rizobiowe, a takze inne
preparaty mikrobiologiczne, dopuszczane s3 do obrotu
przez MRIRW po spelnieniu wymogéw stosownej
procedury rejestracyjnej. Procedura ta, cho¢ znacznie
tagodniejsza niz w przypadku rejestracji b.s.o. roslin, jest
wystarczajaco szczegdlowa, poniewaz, oprocz danych na
temat skltadu, opisu procesu produkcyjnego i sposobu
stosowania produktu, wymaga takze przedstawienia
wynikow doswiadczen potwierdzajacych skutecznosé
rejestrowanego biopreparatu w praktyce. Z tego powodu
szczepionki zawierajace bakterie symbiotyczne roslin
motylkowatych sg biopreparatami o sprawdzonej efek-
tywnosci i dobrej jakosci po wzgledem mikrobiolo-
gicznym [33, 41].

W odniesieniu do preparatéw mikrobiologicznych,
a takze innych produktéw okreslanych jako srodki
poprawiajace wlasciwosci gleby, rejestrowanych na
potrzeby rolnictwa ekologicznego, procedura rejestra-
cyjna jest jeszcze bardziej fagodna, poniewaz nie stawia
ona wymogu prowadzenia badan potwierdzajacych sku-
teczno$¢ rolniczg tych produktéw. Wykorzystuja to nie-
ktérzy producenci lub dystrybutorzy réznych bioprepa-
ratow wprowadzajac na rynek w naszym kraju produkty,
ktorych efektywnos¢ i jakos$¢ z mikrobiologicznego
punktu widzenia sg bardzo watpliwe. Najbardziej zna-
nym produktem w tej grupie jest preparat pochodzenia
japonskiego - tzw. Efektywne Mikroorganizmy (EM) i
rozne jego modyfikacje (EM1, EM5, Ema) [16, 53, 54].
Pod wzgledem mikrobiologicznym biopreparaty te nie
spelniajg wiekszosci z wymienionych w tym artykule
wymogow stawianych rzetelnym produktom wykorzy-
stywanym w ochronie i uprawie roslin. Na przyktad,
nieznany jest skfad gatunkowy drobnoustrojéw wcho-
dzacych w sktad EM-6w. Najczesciej podaje si¢ tylko,
ze sktadajg si¢ one z 80 gatunkéw mikroorganizméw
beztlenowych i tlenowych reprezentowanych przez
bakterie fermentacji mlekowej, bakterie fototroficzne,
promieniowce, drozdze i inne grzyby, ale brak jest jakiej-
kolwiek informacji na temat liczebno$ci wymienionych
grup drobnoustrojow [16, 53]. Ponadto nieznane s3
zadne oryginalne prace naukowe, w ktorych opisano
pochodzenie mikroorganizméw wchodzacych w skiad
tych szczepionek, metody ich identyfikacji i namnazania
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oraz wyniki badan wykazujacych przydatnos¢ i sku-
teczno$¢ omawianych biopreparatow w praktyce. Pre-
paraty EM produkowane sg gtéwnie w formie ptynnych
zawiesin, o kwasnym odczynie pH <4,0) i rozprowa-
dzane w szczelnie zamknigtych pojemnikach plasti-
kowych o réznej objetosci. Nie ulega watpliwosci, ze
s3 to warunki niesprzyjajace dluzszemu przezywaniu
mikroorganizmoéw, zwlaszcza tlenowych. Potwierdzaja
to wyniki badan autoréw holenderskich, ktérzy stosu-
jac analizy DNA metoda PCR-DGGE stwierdzili niskie
liczebnosci bakterii w handlowym preparacie EM1, ale
po aktywacji tego preparatu liczebnos¢ bakterii wzro-
sta [51]. Autorzy ci stwierdzili ponadto, ze rozne serie
zaréwno nieaktywowanych jak i aktywowanych pro-
duktéw EM charakteryzowaly si¢ duza zmiennoscia
pod wzgledem zawarto$ci w nich bakteryjnego DNA,
co $wiadczy o bardzo malej powtarzalnosci (stabilnosci)
tych preparatéw. A oto w jaki sposéb producenci i dys-
trybutorzy preparatu EM1 zalecajg rolnikom uaktywnie-
nie tego srodka: do plastikowego pojemnika nalezy wla¢
1 cze$¢ (np. 1 litr) EM1, 1 czes¢ melasy trzcinowej jako
pozywki, oraz 23 czgsci niechlorowanej wody, wymie-
szaé, szczelnie zamkng¢ pojemnik i inkubowa¢ przez
okoto 7 dni. Jest rzeczg oczywista, ze w tych warun-
kach powtarzalnos¢ uzyskiwanych hodowli musi by¢
niska, a ponadto rolnicy uzywajac niejalowej wody
i melasy oraz niejalowego pojemnika rozmnazajg nie
tylko nieznane mikroorganizmy znajdujace si¢ w EM-
-ach, ale takze te ktore zawarte byty w niejalowej wodzie,
w pojemniku, czy w powietrzu — a przeciez moga to by¢
nawet drobnoustroje szkodliwe.

Jeszcze wigcej nierzetelnosci mozna stwierdzi¢ odnos-
nie skuteczno$ci EM-6w w praktyce rolniczej. Tworcy
i dystrybutorzy tych produktéw prezentuja je jako srodki
o wrecz cudownych wlasciwosciach (np. zawarte w nich
mikroorganizmy przezywaja w temp. ponad 700°C)
i skutecznych nie tylko w stymulowaniu wielu proce-
sow mikrobiologicznych w glebach, ale takze korzystnie
oddzialywajacych na wzrost i zdrowotnos¢ roélin oraz
poprawiajacych chemiczne i fizyczne wlasciwosci gleb
[16, 53, 54]. A ponadto EM-y redukuja emisj¢ amoniaku
i innych odoréw z obor i chlewni, przyspieszajg proces
kompostowania nawozéw naturalnych i resztek roslin-
nych oraz korzystnie wplywaja na jako$¢ uzyskiwanych
z tych materialéw kompostow. Niestety nie przedsta-
wiajg na to zadnych naukowo udokumentowanych,
rzetelnych i wiarygodnych wynikéw badan. Brak takich
publikacji doskonale ilustruje i potwierdza praca prze-
gladowa Condor i wsp. [9]. Autorzy ci dokonujac
przegladu literatury $wiatowej dotyczacej oddzialywania
EM-6w na plonowanie roznych roslin i wtasciwosci gleb,
stwierdzili, ze wigkszo$¢ doswiadczen z pozytywnymi
wynikami badan przeprowadzono w krajach oriental-
nych (Pakistan, Indonezja, Thailandia), a wyniki tych
badan publikowano najczedciej w nierecenzowanych
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materialach z konferencji sponsorowanych przed pro-
ducentéw i dystrybutordw, a tylko nieliczne w czasopi-
smach o niskim IF (Impact Factor). Natomiast zadne
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 zamie$cito na swoich tamach jakiejkolwiek pracy na
temat EM-6w. Bardzo wazna, krytyczna praca badaczy
holenderskich opublikowana w dobrym czasopismie
[51] wykazata nieskutecznos¢ uzytych w tych badaniach
preparatow EM.

Warto tez doda¢, ze wigkszos¢ analizowanych przez
Condor iwsp. [9] badan charakteryzowata si¢ bte-
dami metodycznymi (m.in. niewlasciwy obiekt kontro-
Iny), przyczynkowoscig i brakiem analiz statystycznych.
Prawidtowe obiekty kontrolne zastosowano w bada-
niach polowych przeprowadzonych w Szwajcarii [34].
Wspomniano juz wczeéniej, ze EM-y produkowane s3
z wykorzystaniem melasy trzcinowej (jako pozywki dla
drobnoustrojow), ktdra jest bogata w liczne sktadniki,
m.in. mikroelementy, mogace korzystnie oddzialywaé
na wzrost roélin. Ponadto, preparat EM-6w to bardzo
kwasna zawiesina. Dlatego w badaniach nad tym biopre-
paratem stosowac nalezy dwa obiekty kontrolne; jeden
»zerowy” — bez EM-6w, a w drugim do opryskiwania
gleby lub roélin nalezy uzywa¢ takiego samego plynu
(rozcieiczona zawiesina EM-6w) jak we wlasciwym
obiekcie badawczym, ale po zabiciu w nim mikroor-
ganizméw lub po usuni¢ciu mikroorganizméw w inny
sposob, np. przez filtrowanie. W 4-letnim do$wiadczeniu
polowym przeprowadzonym w warunkach szwajcarskich
zastosowano takie wlasnie dwa obiekty kontrolne. We
wnioskach koncowych autorzy tego doswiadczenia jed-
noznacznie stwierdzaja, ze preparaty EM-6w nie mialy
istotnego wplywu ani na plony badanych roélin ani na
wlasciwosci mikrobiologiczne gleby [34]. Podobne,
negatywne wyniki mozna znalez¢ w wigkszosci (bar-
dzo licznych) publikacji polskich autoréw, pomimo ze
w badaniach tych stosowano na ogét tylko jeden obiekt
kontrolny (bez EM-6w lub oprysk woda). Na przyklad,
Dach i wsp. [13] nie stwierdzili zadnego wplywu
dodatku preparatu EM na proces kompostowania osadu
$ciekowego, jako$¢ uzyskanego kompostu obornikowego
czy na emisj¢ gazow (CO,, amoniak). Takze na podstawie
wynikéw innych badan krajowych, zaréwno laborato-
ryjnych jak i polowych, mozna stwierdzi¢, ze EM-y oraz
takie preparaty jak uzyzniacz glebowy, Bactofil A czy
Phylozonit, stosowane doglebowo lub jako opryski na
liscie, nie powoduja istotnych przyrostéw plonéw bada-
nych roslin uprawnych (kukurydza, pszenica, salata) oraz
nie majg wplywu na wlasciwosci mikrobiologiczno-bio-
chemicznych gleby [22, 38, 44, 49, 53]. Na koniec warto
podkresli¢, ze autorzy ww. publikacji zagranicznych kry-
tycznie analizujg wyniki uzyskane przez innych badaczy
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[9], a badania wlasne podsumowuja jednoznacznymi
wnioskami, w tym przypadku wyraznie podkreslaja
w nich nieskutecznos¢ preparatéow EM [34, 51]. Czytajac
publikacje krajowe dotyczace EM-6w i innych bioprepa-
ratow mikrobiologicznych ma si¢ natomiast wrazenie, ze
autorzy tych badan z gory zakladaja pozytywne oddzia-
tywania testowanych produktow i ,na sile” doszukuja
sie tych pozytywdw. Na przyklad, jeden z autoréw napi-
sal w streszczeniu (brak wnioskow) swoich badan, ze
EM-y (oraz inny preparat) spowodowaly wzrost réznych
cech o taki a taki procent i dopiero w ostatnim zdaniu
dodal, ze réznice te nie byly istotnie statystycznie [38].
W podsumowaniu innych badan, przeprowadzonych
bez powtdrzen i bez analiz statystycznych, mozna prze-
czyta¢, ze ,,Preparat mikrobiologiczny EM wykazywat
nieznaczny wplyw na réznorodno$¢ mikoflory nasion
grochu” [36], lub ,,Zastosowany oprysk biopreparatem
EM poczgtkowo powodowal spadek liczebnosci wiek-
szosci badanych grup fizjologicznych drobnoustrojow
oraz obnizenie aktywnosci badanych enzymoéw w glebie
a nastepnie obserwowano tendencje wzrostowe” [53].
I jeszcze jeden wniosek z kolejnych badan - ,,Zapra-
wianie ziarna pszenicy jarej preparatem EMR nie wply-
neto na wyzsza procentowa zawarto$¢ suchej masy
w korzeniach” [15]. Wyniki badan przeprowadzonych
przez autoréw cytowanych publikacji $wiadcza, ze ww.
preparaty mikrobiologiczne nie wykazuja istotnego
wplywu ani na plonowanie roélin ani na wlasciwosci
gleby. Badania nad wykorzystaniem réznych grup mikro-
organizméw glebowych w praktyce rolniczej do podno-
szenia zyznosci gleb i plonowania roélin prowadzono juz
od zarania rozwoju mikrobiologii glebowej. Na przy-
kiad, szczepionki zawierajgce bakterie symbiotyczne
roslin motylkowatych (bobowatych) stosowano juz po
koniec XIX wieku [3, 5, 52]. Szczepionki te produko-
wane i stosowane sg w wielu krajach takze obecnie i jest
to wlasciwie jedyny przyklad tak szerokiego wykorzy-
stywania preparatow mikrobiologicznych w praktyce
rolniczej. Sukces ten zwigzany jest m.in. z tym, ze
szczepionki z bakteriami symbiotycznymi (rizobiami)
stosowane sg najczesciej do otoczkowanie nimi nasion
ro$lin bobowatych. Taki sposéb aplikacji utatwia wpro-
wadzenie duzej liczebnosci bakterii (10°~10° komorek
na kazde nasionko) bezposrednio do strefy korzenio-
wej siewek roélin, zwigkszajac w efekcie szanse (kon-
kurencyjno$¢) bakterii szczepionkowych na zawigzanie
efektywnej symbiozy (brodawek) z korzeniami roslin.
Wprowadzanie biopreparatéw mikrobiologicznych do
calej masy gleby na polu nie daje najczesciej zadnych
efektéw. Proby takie prowadzono z wieloma grupami
drobnoustrojow glebowych, m.in. z bakteriami fosforo-
litycznymi, wolno zyjacymi w glebie asymilatorami N,
(Azotobacter spp.) i innymi [3, 5, 28, 39, 52]. Niska sku-
teczno$¢ szczepionek doglebowych zwigzana jest, jak
juz wspomniano w rozdziale 2, ze skomplikowanymi
interakcjami pomiedzy organizmami glebowymi, oraz
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z oddzialywaniem bardzo zmiennych warunkéw pogo-
dowych i abiotycznych wlasciwosci gleb. Na przyktad,
bakterie nalezace do rodzaju Azotobacter charakteryzuja
sie duza wrazliwoscig na kwasny odczyn gleby. Bakterie
te nie wystepuja zwykle, lub ich liczebnosci sg bardzo
niskie w glebach o pH ponizej 6,0 [28, 31]. Szczepienie
gleb kwasnych nawet duzg masg preparatow zawiera-
jacych omawiane bakterie nie moze da¢ jakichkolwiek
efektéw, poniewaz nie zasiedlg one tych gleb, a stang
sie jedynie pozywieniem dla innych organizméw glebo-
wych. Takze szczepienie azotobakterem gleb o odczynie
sprzyjajacym rozwojowi tych bakterii nie daje w warun-
kach produkcyjnych istotnych efektéw pozytywnych, np.
w postaci przyrostu w glebach zawartosci azotu czy plo-
noéw rodlin, m.in. dlatego, ze proces wigzania N, wymaga
duzych ilosci energii, ktdrej w glebie na ogot brakuje,
a jesli jest to toczy sie o nig intensywna konkurencja
[3, 20, 28, 31, 35]. Ponadto, nalezy pamigta¢, ze kazda
gleba w warunkach naturalnych zasiedlona jest przez
mikroorganizmy, ktére w toku wielowiekowego procesu
glebotwodrczego najlepiej przystosowaly sie do zycia
w danej glebie i skolonizowaty w niej wszystkie dostepne
i umozliwiajace egzystencje ,nisze” ekologiczne [9, 35,
51]. Drobnoustroje wprowadzane do gleby w postaci
szczepionek sg zwykle eliminowane lub ich liczebno$¢
redukowana jest do poziomu naturalnego. Trudnosci
w uzyskaniu istotnych efektow ze stosowania biopre-
paratéw doglebowych wynikaja takze z prostych pro-
porgcji ilosciowych. Na przyklad, w jednym gramie gleby
mozna znalez¢ od kilkudziesieciu milionéw do miliar-
da komorek bakteryjnych, a w nawozach naturalnych
(gnojowica, obornik) ich liczebnos$¢ przekracza nawet
10" komorek w 1 gramie [30, 37, 51]. W przeliczeniu
na hektar biomasa mikroorganizméw waha si¢ od kilku
do kilkunastu ton. Aby mikroorganizmy wprowadzane
do gleby w biopreparacie mogly rozwija¢ sie i konkuro-
wac z tak ogromna biomasa drobnoustrojow glebowych,
nalezaloby stosowa¢ bardzo duze, nieoptacalne w prak-
tyce, ilosci biopreparatow oraz zmieni¢ srodowisko gle-
bowe tak, aby faworyzowalo ono rozwéj wprowadzanego
organizmu. Oznaczajac liczebno$¢ mikroorganizmoéw
w jednym z ww. biopreparatéw stwierdzilismy (dane
nieopublikowane), ze w zalecanej dawce (11) na hektar
zawiera on mniej bakterii niz mozna znalez¢ w 100 gra-
mach gleby. Odpowiedz na pytanie, czy tak niewielka
zawarto$¢ drobnoustrojéw w tym preparacie, w dodatku
nieprzystosowanych do zycia w srodowisku glebowym,
moze w jakikolwiek sposéb wplyna¢ na wiasciwosci
gleby i plonowanie roélin — wydaje si¢ oczywista.

4. Podsumowanie
W pracy omoéwiono ogélne zasady produkcji i

oceny preparatow (szczepionek) mikrobiologicznych
stosowanych w ochronie roslin do ograniczania roz-
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woju patogenow i szkodnikéw (biologiczna ochrona),
zwlaszcza w rolnictwie integrowanym i ekologicznym,
oraz do stymulowania wzrostu i plonowania roélin.
Proces rejestracyjny biologicznych $rodkéw ochrony,
ktory jest dla wielu producentéw tych srodkéw zbyt
kosztowny i restrykcyjny, to jednak nalezy pamigta¢, ze
zapewnia on nie tylko bezpieczenstwo ich stosowania
(dla ludzi i srodowiska), ale takze powoduje, Ze b.s.o.
sa produktami rzetelnymi pod wzgledem ich jakosci
i zastosowania. W odniesieniu do preparatéw mikro-
biologicznych, a takze innych produktéw okreslanych
jako $rodki poprawiajace wlasciwosci gleby, przeznaczo-
nych do stosowania w ekologicznej produkgji roslinnej,
procedura rejestracyjna jest bardzo fagodna. Wykorzy-
stuja to niektorzy producenci i dystrybutorzy réznych
biopreparatéw wprowadzajac na rynek w naszym kraju
produkty, ktérych skutecznos¢ i jakos¢ z mikrobiolo-
gicznego punktu widzenia sg bardzo watpliwe. Bardziej
krytyczna ocena wynikéw badan nad tymi prepara-
tami przyczynialaby sie do upowszechniania wéréd ich
potencjalnych uzytkownikow rzeczywistej wartosci tego
rodzaju produktdw.
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