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Changes in the taxonomy of y-Proteobacteria, modification of the order Enterobacteriales and novel families
within Enterobacterales ord. nov.

Abstract: Prokaryotic diversity increases every year with each new described species. Since the first discoveries of microorganisms,
researchers’ endeavours are dedicated to the systematisation of all known living organisms in a consistent taxonomy. Originally based on
morphology, in recent years modern taxonomy develops thanks to the implemenation of new discoveries in the fields of biochemistry
and genetics. In the last thirty years, ribotyping was the leading technique used to classify microorganisms. Due to problems with the
comparison of certain species, novel methods based on the analysis of proteins have been applied. In-depth analysis of Enterobacteria-
ceae family showed that its members are more dissimilar than previously thought, which eventually led to dividing this family into seven
families and resulted in a change to the name of the order: from Enterobacteriales to Enterobacterales. These changes were applied in
some biggest accessible databases. However, there are still many other which have not modified their taxonomy records to date. Such
situation may lead to unnecessary confusion, which strengthens the necessity to create one, unified taxonomy which is approved by the
whole scientific community.
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1. Wstep

Taksonomia drobnoustrojéw podlega ciggtym zmia-
nom. Réwnolegle z rozwojem mikrobiologii tworzyt
sie i zmienial system nazewnictwa mikroorganizmow.
Bylo to mozliwe gtéwnie dzigki wprowadzaniu nowych
metod badawczych umozliwiajacych uzyskanie orygi-
nalnych danych doswiadczalnych. Duzym przetomem
w identyfikacji i réznicowaniu bakterii, a tym samym
w ich nomenklaturze, byto wprowadzenie w 1884 roku
przez Hansa Christiana Joachima Grama zlozonej me-
tody barwienia pozwalajacej na wprowadzenie podziatu
bakterii na Gram-dodatnie i Gram-ujemne [19]. Bazu-
jac na morfologicznych i fizjologicznych przestankach
stopniowo odkrywano kolejne mikroorganizmy repre-
zentujace okreslone grupy i podejmowano proby ich
klasyfikacji. Systemy oparte na analizie cech fenotypo-
wych stanowig obecnie zasadniczy element rutynowe;j

diagnostyki mikrobiologicznej, jednak dopiero odkry-

cie budowy i funkcjonowania komérek na poziomie
molekularnym, poczawszy od zaproponowanego przez
Jamesa Watsona i Francisa Cricka w 1953 roku modelu
struktury DNA (na podstawie radiograméw wykona-
nych przez Rosalind Elsie Franklin) [18], doprowadzito
do kolejnych badan i odkry¢ umozliwiajacych rozwdj
diagnostyki bazujacej na nowych markerach przydat-
nych w okreslaniu przynaleznosci taksonomicznej
organizmoéw, w tym bakterii. W latach 90. XX wieku
Carl Richard Woese zaproponowal przelomowy model
klasyfikacji organizméw oparty na analizie moleku-
larnej sekwencji kodujacej 16S rRNA. Wprowadzony
dzieki temu podzial $wiata Zywego nie tylko pozwolit
stworzy¢ uniwersalny system ukazujacy rzeczywiste
powigzania filogenetyczne pomiedzy organizmami, ale
ustalit rowniez najwyzsze rangg taksony (zwane dome-
nami) - Archaea, Bacteria oraz Eukarya [20]. Wyko-
rzystywanie w rutynowej praktyce genu kodujacego 16S
rRNA jako molekularnego markera [3] doprowadzito
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do zrewidowania wczesniejszych ustalen dotyczacych
systematyki wielu mikroorganizméw. Na tej podstawie
dokonano m.in. szeregu zmian w taksonomii rodzaju
Bacteroides, ktore zostaly uwzglednione w ostatnim
wydaniu Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
[15]. Ponadto, dzieki zastosowaniu rybotypowania
udalo si¢ takze zaktualizowaé systematyke Gram-
-zmiennych ziarniako-pateczek Gardnerella vaginalis,
ktore ze wzgledu na swoéj pleomorfizm, pierwotnie zali-
czane byly do rodzajow Haemophilus i Corynebacterium
(4,17, 12]. Aktualnie bakteria ta jest przyporzadkowana
do typu Actinobacteria (promieniowce) i rodziny Bifi-
dobacteriaceae (wg bazy UniProt). Niestety stosowanie
16S rDNA w taksonomii ma swoje ograniczenia. Wraz
ze wzrostem liczby dostepnych sekwencji w bazach
danych stwierdzono, ze system ten nie jest wystarcza-
jaco wiarygodny do oznaczania przynalezno$ci gatun-
kowej wielu réznych drobnoustrojow. W duzej mie-
rze zwigzane jest to z wystepowaniem podobienstwa
pomiedzy sekwencjami nukleotydowymi, co z kolei
moze powodowaé trudnosci z wyborem specyficz-
nych par starteréw zapewniajacych odpowiedni poziom
dyskryminacji prob analizowanych z uzyciem techniki
PCR [13]. Na tego typu problem natknigto si¢ m.in.
podczas poréwnywania sekwencji nukleotydowych 16S
rDNA bakterii z rodzajow Streptomyces i Kitasatospora.
W tym przypadku gen kodujacy 16S rRNA okazat sie
nieprzydatny do réznicowania wystepujacych w ich
obrebie gatunkdéw, a sam rodzaj Kitasatospora ulegal
kolejnym zmianom reklasyfikacyjnym [9]. Wskazane
trudnos$ci sktaniajg do poszukiwania i stosowania
alternatywnych metod réznicowania drobnoustrojow.
W tym kontekscie szczeg6lne znaczenie przypisuje sie
metodom, ktore uwzgledniaja zaréwno dane uzyski-
wane z analizy filogenetycznej sekwencjonowanych
genomow, gendw konstytutywnych oznaczanych z uzy-
ciem techniki MLSA (Multilocus Sequence Analysis)
oraz unikalnych insercji lub delecji obecnych w szeroko
rozpowszechnionych biatkach (CSI - Conserved Signa-
ture Insertions/Deletions), w tym w kluczowych biat-
kach bakteryjnych, m.in. wystepujacych w nukleoidzie
czy tez biatkach rybosomalnych [1, 10].

W 2016 roku dokonano radykalnej zmiany w akso-
nomii rodziny Enterobacteriaceae, z ktdrej nie tylko
wydzielono kilka nowych rodzin, ale takze uzgodniono,
ze bakterie zaliczane wcze$niej do Enterobacteriaceae,
obecnie beda klasyfikowane do taksonu w randze
rzedu. Dodatkowo zaproponowano zmiang dotychcza-
sowej nazwy rzedu ,,Enterobacteriales” na ,,Enterobac-
terales” [1]. Niniejsza praca ma na celu przedstawienie
zmian w aktualnej systematyce bakterii z rzedu Ente-
robacterales ord. nov., wskazanie argumentéw, ktore
doprowadzity do modyfikacji wcze$niejszego systemu
klasyfikacji oraz instytucji, ktore zaakceptowaly zapro-
ponowane zmiany taksonomiczne paleczek jelitowych.
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2. Zasady dotyczace wprowadzania zmian
taksonomicznych

Nazewnictwem taksonomicznym Prokaryota zaj-
muje si¢ Miedzynarodowy Komitet ds. Systematyki
Prokaryota (ICSP - International Committee on Sys-
tematics of Prokaryotes). Pomyst powstania systemu
ujednoliconego nazewnictwa drobnoustrojow powstat
podczas pierwszego miedzynarodowego kongresu
mikrobiologii, ktory odbyl sie w Paryzu w 1930 roku
[8]. Przez lata byt on zmieniany i uaktualniany. Poczat-
kowo dotyczyl jedynie bakterii, ale nastepnie zostal
rozszerzony takze o archeony. Jedng z istotniejszych
zmian w nomenklaturze taksonomicznej organizmoéw
prokariotycznych bylo wprowadzenie dodatkowych
zasad dotyczacych prawidlowego oznaczania gatun-
kéw niehodowalnych w warunkach laboratoryjnych,
ktore weszly w zycie od 1 stycznia 2001 roku. Ostat-
nie dostepne sugestie dotyczace zasad wprowadzania
zmian w nazewnictwie Prokaryota zostaly opubliko-
wane w 2015 roku jako draft manuskryptu z roku 2008
[16]. Od publikacji w Internecie (20/11/2015) byl on
cytowany 35 razy w pracach, ktdre przedstawialy suge-
stie i komentarze dotyczace zapiséw tego dokumentu.
Autorzy umiescili w nim 65 regul, ktére powinny by¢
stosowane w nomenklaturze mikroorganizméw pro-
kariotycznych. Za wlasciwe czasopismo, ktére zajmo-
wac sie bedzie zbieraniem i aktualizowaniem danych
dotyczacych nazewnictwa bakterii i archeondéw uznano
International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, w ktérym przedstawiono m.in. zasady
wlasciwego wprowadzania nowego nazewnictwa,
a takze zasady przechowywania i udostepniania szcze-
pow drobnoustrojow [8, 16]. Podejscie oparte na cigg-
tym zbieraniu i publikowaniu danych w czasopismie
dostepnym w sieci internetowej wydaje si¢ by¢ dobrym
rozwigzaniem. Ze wzgledu na szybkos¢ dostepu do
danych ma ono zasadniczg przewage nad tradycyjnymi
publikacjami ksiazkowymi, ktére przez dziesigciolecia
byly zasadniczym Zrédtem informacji na temat nazew-
nictwa taksonomicznego drobnoustrojow, takimi jak
»The Prokaryotes” (wyd. Springer-Verlag) czy ,,Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology” (wyd. Springer-
-Verlag). Ten ostatni tytul zostal zmodyfikowany i od
2015 roku jest dostepny na stronie wydawnictwa John
Wiley & Sons, Inc. jako ,,Bergey’s Manual of Systematics
of Archaea and Bacteria” [2].

3. Przestanki wprowadzania zmian taksonomicznych

Od wielu lat zlotym standardem identyfikacji drob-
noustrojow byta analiza oparta o sekwencje genu kodu-
jacego 16S rRNA, czyli mala podjednostke rybosomu.
Kazdego roku bazy danych s3 uzupelniane o nowe
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sekwencje, ktére na biezaco sa publikowane m.in. na
stronie NCBI (National Center for Biotechnology Infor-
mation), a takze w bazie RDP (Ribosomal Database
Project) [6]. Ilo$¢ sekwencji zdeponowanych w bazie
RDP wynosi ponad 3,3 mln. Identyfikacja w oparciu
o0 16S rRNA opiera si¢ na poréwnaniu czesciowej lub
catkowitej sekwencji genu do sekwencji referencyjne;j.
Takiego poréwnania mozna fatwo dokona¢ wykorzy-
stujac aplikacje BLAST dostgpna na portalu NCBI.
Podobienstwa pomig¢dzy sekwencjami moga by¢ takze
analizowane za posrednictwem programéw kompute-
rowych, takich jak MEGA 7 oraz Ugene. W modelowa-
niu przestrzennym i poréwnywaniu bialek pomocne
moze by¢ ponadto oprogramowanie Chimera, ktore
umozliwia przepisywanie sekwencji nukleotydowych
na aminokwasowe i odwrotnie.

Sekwencje rybosomalne s3 uzyteczne w takso-
nomii ze wzgledu na ich wysoce konserwatywny cha-
rakter. Bez prawidtowego funkcjonowania rybosomoéw,
komorki nie bylyby zdolne do przeprowadzania pro-
cesu translacji, a tym samym nie moglyby wytwarza¢
bialek. Dlatego mutacje w genach kodujacych pod-
jednostki rybosomu ograniczone sg funkcjg ryboso-
malnego RNA, w przeciwienstwie do mutacji innych
gendw. Dla przyktadu, defekt jednego z enzymow odpo-
wiedzialnych za metabolizowanie Zrddet wegla praw-
dopodobnie spowoduje uruchomienie innego szlaku
metabolicznego i wykorzystanie wegla w innej for-
mie. Defekt rybosomoéw z reguly skazuje dang komarke
na $mier¢ [5].

Z drugiej strony konserwatywny charakter sekwen-
¢ji malej podjednostki rybosomu moze by¢ takze
wada genotypowania, ze wzgledu na $cidle ograni-
czong liczb¢ mozliwych mutacji, a przez to ograni-
czong liczbe wariantéw. Problem ten jest zauwazalny
zwlaszcza w przypadku blisko spokrewnionych gatun-
kow bakterii, takich jak np. Streptomyces i Kitasato-
spora, w przypadku ktérych sama analiza 16S rRNA
jest niewystarczajaca do ich skutecznego odroéznienia.
W wymienionym przykladzie za dodatkowy marker,
ktéry umozliwil zréznicowanie obu gatunkdéw, uznano
wysoce konserwatywne biatka z rodziny Ssg odpowia-
dajace za procesy morfogenetyczne zwigzane ze ztozo-
nym cyklem rozwojowym promieniowcow, w ktorych
odbywa sie podzial komérki i wytwarzanie spor [9].

4. Zmiany w rzedzie Enterobacterales ord. nov.

W roku 2016 dokonano znaczacych zmian w takso-
nomii rodziny Enterobacteriaceae, a takze rzgdu Entero-
bacteriales, ktorego nazwe zmieniono na Enterobactera-
les ord. nov. W pracy Adeolu i wsp. [1] zaprezentowano
wyniki kompleksowych badan genomicznych opartych
na analizie poréwnawczej poszczegolnych przedstawi-
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cieli rzedu Enterobacteriales, ktore doprowadzily do
rekonstrukgji filogenetycznej tego rzedu. Dzialania te
polegaly na analizie 1548 bakteryjnych bialek rdzenio-
wych (core proteins), 53 bialek rybosomalnych oraz
analizie MLSA czterech biatek (GyrB, RpoB, AtpD
i InfB), w zakresie obecnych w nich unikalnych insercji
lub delecji (CSI). Te konserwatywne zmiany stanowia
wazne markery molekularne pozwalajace na dokladne
oznaczenie zaleznosci filogenetycznych pomiedzy
mikroorganizmami [11]. Dzieki nim mozna otrzymac
szczegOtowe mapy filogenetyczne o wyzszej rozdziel-
czosci, co zostalo dokladnie opisane w pracy Glaeser
i Kampfer [10]. Dodatkowo, Adeolu i wsp. [1] wyzna-
czyli pokrewienstwo miedzy przedstawicielami rzedu
Enterobacteriales, na podstawie analizy ogélnego podo-
bienstwa ich genomow.

Nowo zaproponowane, przez Adeolu i wsp. [1],
zmiany w rzedzie Enterobacterales ord. nov. obejmuja
przeksztalcenie monotypowego rzedu Enterobacteriales,
zawierajgcego tylko jedng rodzing Enterobacteriaceae,
w politypowy rzad Enterobacterales ord. nov. obejmu-
jacy facznie siedem rodzin, w tym: Enterobacteriaceae,
Erwiniaceae, Pectobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafm'a—
ceae, Morganellaceae oraz Budviciaceae. Nowa takso-
nomig paleczek jelitowych z rzedu Enterobacterales ord.
nov. zestawiono w tabeli I.

Nalezace do rodziny Enterobacteriaceae bakterie
posiadaja az 21 specyficznych dla nich konserwatyw-
nych insercji/delecji aminokwasowych w kluczowych
biatkach, takich jak: NADH zalezna oksydoreduktaza
ubikwitynowa (podjednostka M), bialko ruchliwosci
drgajacej PilT, AMP zalezna ligaza 2,3-dihydroksy-
benzoesanu, bialko wigzace ATP/GTP, wielofunkcyjny
kompleks utleniajacy kwas tluszczowy (podjednostka
alfa), hydrolaza S-formyloglutanu, dehydrogenaza aspa-
raginianowo-semialdehydowa, epimeraza, biatko mem-
branowe, dehydrogenaza mréwczanu (podjednostka 7),
transferaza glutationu, mutaza fosfoglukozaminy, hyd-
rolaza glikozylowa, 23 rRNA, metylotransferaza ura-
cylu, kochaperon HscB, amidaza N-acetylomuramilo-L-
-alaniny, biatko transportujace siarczki, biatko wigzace
ATP (CysA), biatko budujace LPS (LptD) [1]. Z kolei,
rodzina Erwiniaceae obejmuje gatunki bakterii posia-
dajace konserwatywne wzory CSI w 12 biatkach: liga-
zie glutaminowo-cysteinowej, podjednostce B gyrazy
DNA, biatku formowania LPSu (LptD), prekursorze
DsbA, helikazie RNA, syntazie TruD, biatku transpor-
tujacym glicyne/betaing ABC, biatku wigzacym ATP,
dysmutazie ponadtlenkowej, bialkach fazy stacjonarne;j
czy dwuskladnikowego sensora kinazy histydyny [1].
Cztonkéw rodziny Pectobacteriaceae mozna odréznié
od innych przedstawicieli rzedu Enterobacterales ord.
nov. z wykorzystaniem czterech konserwatywnych
indeli (insercji/delecji) znajdujacych si¢ w aktywatorze
transkrypcji bialek RhaS, biatku motorycznym MotB,
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Tabela I
Nowy podziat rodzin wydzielonych z Enterobacteriaceae w obrebie
rzedu Enterobacterales ord. nov. oraz ich gtéwni przedstawiciele
[na podstawie 1]

Rzad Rodzina CSI* Gloéwni przedstawiciele
Escherichia**
Salmonella

Shigella

Enterobacter

Klebsiella

Citrobacter

Enterobacteriaceae 21

Erwinia**

Pantoea

Erwiniaceae 12 Phaseolibacter

Tatumella

Wigglesworthia

Pectobacterium**

Pectobacteriaceae 4 Brenneria

Dickeya

Yersinia**

Yersiniaceae 3

Enterobacterales ord. nov.

Ewingella

Serratia
Hafnia**
Edwardsiella

Morganella**

Hafniaceae 4

Morganellaceae 7 Proteus

Providencia
Moellerella
Budvicia**

Leminorella

Budviciaceae 9

Pragia

* CSI (conserved signature insertions/deletions)
** nazwa rodzaju bakterii reprezentatywna dla rodzin
w obrebie Enterobacterales ord. nov.

dwuskfadnikowym biatku kinazy histydynowej oraz
jednym biatku hipotetycznym [1].

W $wietle przedstawionych zmian rodzina Yersinia-
ceae charakteryzuje si¢ obecnoscig trzech charaktery-
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stycznych, konserwatywnych sygnatur CSI wystepuja-
cych w biatkowym regulatorze transkrypcji z rodziny
TetR oraz biatku hipotetycznym [1]. Bakterie z rodziny
Hafniaceae mozna odrézni¢ od innych przedstawicieli
Enterobacterales ord. nov. na podstawie obecnosci kon-
serwatywnych insercji/delecji aminokwaséw, w takich
biatkach jak: dwuskladnikowy regulator odpowiedzi
GIrR, adenylotransferaza glukozo-1-fosforanowa, akty-
wator transkrypcyjny NhaR, czy sensor kinazy histy-
dynowej [1]. Morganellaceae to z kolei rodzina, ktora
charakteryzuje obecnos¢ siedmiu konserwatywnych
CSI znalezionych w biatkach: sukcynylotransferazy
dihydrolipoamidowej, dipeptydazy Xaa-Pro, UDP-
-zaleznej hydrolazy, czynnika sprzezonego z naprawg
transkrypcji, dipeptydazy Xaa-Pro, acetylotransferazy
fosforanowej, ligazy histydyna-tRNA, amidazy N-acety-
lomuramilo-L-alaniny [1]. Natomiast bakterie nalezgce
do rodziny Budviciaceae charakteryzuja si¢ insercjami/
delecjami wystepujacymi w dwufunkeyjnej biatkowo-
-disiarczanowej izomerazie/oksydoreduktazie (DsbC),
biatku transportujacym L-metionine, ligazie D-alanina-
-D-alanina oraz w szesciu bialkach hipotetycznych [1].

5. Bazy danych a zmiany w taksonomii rzedu
Enterobacterales ord. nov.

Kazda zmiana w taksonomii czy nomenklaturze
niesie za sobg koniecznos¢ aktualizowania informacji
w odpowiednich bazach danych. W tabeli II przedsta-
wiono wiodgce bazy danych wraz z aktualnymi adre-
sami ich stron internetowych, w ktérych na biezaco
uwzgledniane sg zmiany taksonomiczne mikroorganiz-
moéw. Nalezy podkresli¢, iz trzy najwigcksze, miedzyna-
rodowe bazy danych (NCBI, UniProt, RDP) wprowa-
dzity zmiany do prezentowanej taksonomii pateczek
jelitowych, w innych podawana jest jeszcze dawna sys-
tematyka. W zwigzku z tym aktualnie funkcjonujg dwa
podziaty taksonomiczne dotyczace y-Proteobacteria,
co moze powodowaé pewien chaos informacyjny.
Przyktadowo w zbiorowej pracy ,,Bergey’s Manual of

Tabela II
Internetowe bazy danych, w ktérych uwzgledniane sa zmiany taksonomiczne mikroorganizméw
Uwzglednienie
Nazwa bazy internetowej nowej taksonomii Adres internetowy bazy
pateczek jelitowych*
LPSN (List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature) Nie bacterio.net
RDP (Ribosomal Database Project) Tak rdp.cme.msu.edu
NCBI (National Center for Biotechnology Information) Tak ncbi.nlm.nih.gov
BacDive (The Bacterial Diversity Metadatabase) Nie bacdive.dsmz.de
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) Nie dsmz.de
UniProt (The Universal Protein Resource) Tak uniprot.org/taxonomy/

* Zmiany taksonomiczne w konwencji zaproponowanej przez Adeolu i wsp. [1]
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Systematics of Archaea and Bacteria’, ktora ostatnio
byla aktualizowana w marcu 2017 roku, taksonomia
rodziny Enterobacteriaceae pozostata bez zmian. Co
wiecej, mimo staran wciaz brakuje ujednoliconych
wytycznych dotyczacych ,oficjalnego” nazewnictwa
i taksonomicznego przyporzadkowania drobnoustro-
jow, ktdre bylyby jednolite i uznane przez cale srodowi-
sko naukowe. Wigzaloby si¢ to m.in. z globalnym aktu-
alizowaniem zrdédel podajacych najbardziej aktualne
i wiarygodne informacje taksonomiczne. W dostepnych
zrodtach brakuje zwlaszcza podsumowan rocznych lub
dwuletnich informujacych o zmianach, ktére zostaly
zatwierdzone i wlasciwie wprowadzone do systemu
taksonomicznego w taksonach wyzszych niz rodzaj.
W tym kontekscie na szczegdlng uwage zastuguje baza
DSMZ, ktéra regularnie publikuje i uaktualnia liste
nazw opublikowanych zgodnie z zalozeniami Interna-
tional Code of Nomenclature of Bacteria [7]. Istnieje
takze mozliwos$¢ sprawdzenia, czy nazwa okreslonego
mikroorganizmu zostala opublikowana zgodnie z zasa-
dami ICSP w internetowej bazie ,,NamesforLife” [14]

Podsumowanie

Postepy w diagnostyce mikrobiologicznej powo-
duja, iz taksonomia wielu mikroorganizméw pod-
lega znaczacym zmianom i reklasyfikacjom. Dawniej
brane w tym celu pod uwage cechy fenotypowe, pdz-
niej genotypowe oparte o sekwencje kodujace rRNA
czy zsekwencjonowane genomy, s3 obecnie uzupetniane
o informacje pozyskiwane ze struktury aminokwaso-
wej biatek pelnigcych w komorkach kluczowe funkgje.
Wyniki uzyskiwane z badan molekularnych z pewno-
$cig sa pomocne w prawidtowym konstruowaniu drzew
tilogenetycznych umozliwiajacych skuteczniejsze roz-
nicowanie mikroorganizméw. Konieczne wydaje sie
jednak tworzenie jednolitych i usystematyzowanych
zasad wprowadzania zmian w taksonomii, ktére bytyby
uznane przez cale srodowisko naukowe.
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