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PRZEDMOWA

Pierwsze wydanie Biologii molekularnej bakterii
ukazato si¢ w roku 2006, czyli 9 lat temu. Od te-
go czasu w badaniach mikrobiologicznych doko-
nano ogromnego postepu, co byto mozliwe dzieki
dynamicznemu rozwojowi metod molekularnych,
a w szczegodlnosci opracowaniu i upowszechnieniu
wysokoprzepustowych technik sekwencjonowania
DNA. W roku 1995 zsekwencjonowano pierwszy
genom bakteryjny. Dziesi¢¢ lat pdzniej znaliSmy
juz sekwencje nukleotydowe blisko 300 genomow,
a w kolejnym dziesi¢cioleciu — ponad 30 tysigcy,
w tym ponad 2200 genoméw roéznych szczepdw
Escherichia coli! Analizy tak duzej ilosci danych
uzyskanych w projektach genomowych i meta-
genomowych sa kopalnia wiedzy o mikroorgani-
zmach, w tym takich, ktérych nie potrafimy jesz-
cze hodowa¢ w warunkach laboratoryjnych.

Wymiernym efektem rozwoju badan z dziedzi-
ny mikrobiologii byto pojawienie si¢ wielu nowych
naukowych czasopism mi¢dzynarodowych, publi-
kujacych prace na temat prokariotow, znajduja-
cych si¢ na prestizowej liScie ISI — Journal Citation
Reports. Ich liczba wzrosta z 89 w roku 2006 do
119 w roku 2014. Na tej liscie, co nas bardzo cie-
szy, znajduja si¢ obecnie trzy polskie czasopisma,
w tym dwa poswiecone bakteriologii.

W potowie 2014 roku Wydawnictwo Naukowe
PWN zwrdcilo si¢ do nas, redaktorow pierwsze-
g0 wydania, z propozycja przygotowania nowego,
zmienionego wydania Biologii molekularnej bakte-
rii. Wydanie to miato uzyskac bardziej nowoczesny
format. Odpowiedz byla oczywiscie pozytywna, bo

cho¢ podstawowe informacje o bakteriach, przede
wszystkim dotyczace ich budowy i metabolizmu,
zmienity si¢ stosunkowo nieznacznie, to w innych
dziedzinach wydarzylo si¢ wiele nowego. Tak po-
wstalo obecne, drugie wydanie, w ktorym uaktual-
niono wigkszo$¢ informacji, a takze wprowadzono
niezbgdne uzupelnienia, chociaz zakres tych zmian
byt nieco ograniczony objetoscia ksigzki.

Do grona autorow dotaczyt dr Lukasz Dzie-
wit, adiunkt w Instytucie Mikrobiologii UW, ktory
w rozdziale 1 opisat zagadnienia zwigzane z me-
tagenomika oraz molekularnymi metodami iden-
tyfikacji 1 klasyfikacji mikroorganizmow. W roz-
dziale 2 szeroko omowione zostaly nowe odkrycia
dotyczace wielokomérkowych spotecznosci bak-
teryjnych, w rozdziale 3 za$, na podstawie wyni-
kow najnowszych badan, na nowo opisano mety-
lo- i metanotrofie, a takze uzupetniono wiadomosci
o metabolizmie bezwzglednych beztlenowcow.
W rozdziale 4 przedstawiono nowe spojrzenie na
strukture genomdéw bakteryjnych, z uwzglednie-
niem chromidéw, niedawno wyrdznionej grupy
replikondw o mozaikowej strukturze, a w 5 — omo-
wiono ostatnie odkrycia dotyczace udziatu sSRNA
w regulacji ekspresji genow.

Najwigksze zmiany w poréwnaniu z pierw-
szym wydaniem sa w rozdziale 6, ktéry przed-
stawia zarowno zaktualizowang klasyfikacje, jak
i charakterystyke poszczegélnych grup ruchomych
elementow genetycznych, w tym elementow inte-
grujacych z DNA oraz mobilnych intronéw i inte-
in, a takze nowo poznane mechanizmy i bariery
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horyzontalnego transferu genéw. W rozdziale 7,
dotyczacym wirusow bakteryjnych, przedstawio-
no podstawy nowej taksonomii bakteriofagow.
W rozdziale 8 wprowadzono pojecie mikrobiomu
1 opisano pokrotce Human Microbiome Project
(w ostatnich 10 latach opublikowano prawie 16 ty-
sigcy prac na temat zespotow mikroorganizmow
zamieszkujgcych organizm cztowieka). Dodatkowo
zamieszczono w nim najnowsze informacje na te-
mat uktadow sekrecji bakterii patogennych, a takze

dotyczace oddziatywania patogendéw z komorkami
organizmu gospodarza.

Na koniec, chcieliby$my serdecznie podzigko-
wac dr hab. Nadziei Dreli za konsultacje terminéw
z zakresu immunologii 1 mgr. Jakubowi Czarnec-
kiemu za jego tworczy wktad do podrozdziatu do-
tyczacego metylotrofii.

Warszawa 1 Seattle, kwiecien 2015
Jadwiga Baj i Zdzistaw Markiewicz
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POZYCJA FILOGENETYCZNA BAKTERII | ZASADY

ICH TAKSONOMII

WPROWADZENIE

Gloéwnym celem taksonomii organizmow zywych jest
ich porzadkowanie, czyli klasyfikacja na podstawie
wybranych wilasciwosci. Taksonomia kazdej grupy
organizméw powinna by¢ filogenetyczna, a wiec od-
zwierciedlajaca ewolucyjne pokrewienstwa miedzy
nimi. Identyfikacja i klasyfikacja prokariotow przez
dlugi czas byla oparta gléwnie na kryteriach morfo-
logicznych, fizjologiczno-biochemicznych, immuno-
logicznych i w niewielkim tylko stopniu na analizie
DNA. Byla to klasyfikacja sztuczna i cho¢ bardzo
przydatna w praktyce, nie odzwierciedlata w petni
zalezno$ci filogenetycznych miedzy taksonami ani
nie lokowata tej grupy w prawidlowej pozycji tzw.
uniwersalnego drzewa filogenetycznego organizmow
zywych. Wspolczesna taksonomia prokariotow,
dzigki wykorzystaniu szerokiego wachlarza metod
molekularnych, jest taksonomig filogenetyczng. Naj-
wigksze znaczenie ma w niej analiza sekwencji genu
16S tRNA kodujacego skladnik matej podjednostki
rybosomowej. Analiza porownawcza sekwencji 16S
rDNA prokariotow 1 18S rDNA eukariotow pozwo-
lita skonstruowa¢ uniwersalne drzewo filogenetycz-
ne wszystkich organizméw, a ponadto udokumento-
wac istnienie dwoch odmiennych grup prokariotow
— bakterii i archeondéw (domen Bacteria i Archaea),
z ktorych kazda jest rownocenna domenie Eukarya,
grupujgcej wszystkie organizmy eukariotyczne.

W rozdziale przedstawiono ogolng charak-
terystyke porownawcza wymienionych domen,
ze zwrboceniem uwagi na cechy odrdzniajace ar-
cheony od bakterii, a wspolne z organizmami

eukariotycznymi. Zaprezentowane sg tez techniki
biologii molekularnej wykorzystywane w nowo-
czesnych badaniach taksonomii bakterii.

1.1. PROKARIOTY | EUKARIOTY

Mikroorganizmy (drobnoustroje) to kategoria bar-
dzo roznorodna, zaréwno pod wzgledem struktu-
ralnym, jak i taksonomicznym. Zalicza si¢ do niej
bowiem wszystkie prokarioty, jak réwniez euka-
rioty o budowie jednokomorkowej lub wystepujace
w postaci skupisk komorek.

W podrecznikach mikrobiologii zwyczajowo
omawiane sg takze wirusy. Jednak wirusy, mimo
ze sg zdolne do zachowania ,,cigglosci genetycz-
nej” poprzez powielanie swego materiatu genetycz-
nego, nie spetniajg definicji organizmu, gdyz nie
maja budowy komorkowej ani nie przeprowadzaja
wiasnego metabolizmu energetycznego. Wirusy nie
sg zatem objete przedstawiong nizej klasyfikacja.

Terminy prokariotyczny i eukariotyczny
wprowadzit E. Chatton w latach trzydziestych XX
wieku dla rozréznienia dwoch typoéw budowy ko-
morek. Pierwotnym kryterium tego rozrdéznienia
byta struktura aparatu jadrowego, co odzwiercie-
dla zastosowana przez niego terminologia (karyon
to po grecku jadro, eu- oznacza prawdziwy, za$
pro- pierwotny). Jednak prostsza budowa aparatu
jadrowego prokariotow (okreslanego mianem nu-
kleoidu, s. 23) nie jest jedyna cecha odrdzniajaca
prokarioty od eukariotéw. Roznic tych jest wiele,
a najwazniejsze z nich przedstawiono w tabeli 1.1.
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Tabela 1.1. Przyklady réznic miedzy komoérkami prokariotycznymi i eukariotycznymi

Komorki prokariotyczne

Komoérki eukariotyczne

Prosta struktura aparatu jadrowego w formie nukleoidu nie-
otoczonego btong*

Struktura chromosomu, cze¢sciej kolistego niz liniowego, jest
stosunkowo prosta. DNA zwigzany z bialkami histonopo-
dobnymi

Organizmy haploidalne, mitoza i mejoza nie wystepuje

Sciana komoérkowa wystepuje u wiekszosci przedstawicieli;
u bakterii zawiera zwykle mureing (peptydoglikan), u archeo-
néw ma budowe zréznicowana — moze by¢ zbudowana z tzw.
pseudomureiny, polisacharydow, biatek lub glikoprotein

Nie wystepuja mitochondria i plastydy
Komorki zawieraja tylko rybosomy 70S

U bakterii ruchliwych najczeséciej wystepuja rzeski o budowie
odmiennej niz u eukariotow

Wystepuje jadro otoczone dwuwarstwowa blong, zawierajace
chromosomy, zwykle liczne

Struktura chromosomu ztozona, DNA zwigzany z biatkami
histonowymi (nukleosomy)

Organizmy diploidalne, podzial komorki wymaga mitozy
badz mejozy

Sciana komoérkowa, jesli wystepuje, zawiera sktadniki struk-
turalne w postaci celulozy lub chityny; nigdy nie zawiera
mureiny

Wystepuja mitochondria, a u organizméw fotosyntezujacych
takze chloroplasty

Dwa typy rybosoméw 80S (cytoplazmatyczne) i 70S (orga-
nellowe)

Moga wystepowaé wici lub rzeski o ztozonej strukturze (ty-
pu2+9)

* Istnieja wyjatki od tej reguty wérdd bakterii zaliczanych do typu Planctomycetes (np. Gemmata obscuriglobus; s. 31)

1.1.1. Miejsce bakterii we wczesnych
systemach klasyfikacji organizméw

Karol Linneusz w swoim systemie klasyfikacji
organizméw wyrézniat dwa krolestwa — roslin
i zwierzat. Odkrycie mikroorganizméw (w tym
bakterii) spowodowato, ze w roku 1866 Ernst
Haeckel wprowadzit system trzech krolestw: Plan-
tae, Animalia 1 Protista, zaliczajac do Protista
,bakterie, §luzowce i1 inne organizmy jednoko-
morkowe”. On tez skonstruowat pierwsze drzewo
filogenetyczne, probujac wykazaé, jak organizmy
mogty wyewoluowac¢ od wspolnego przodka. Sys-
temy klasyfikacji organizméw ulegaty kolejnym
modyfikacjom. W roku 1938 amerykanski biolog
H. Copeland zaproponowat stworzenie oddzielnego
krolestwa Monera, obejmujacego wszystkie znane
woweczas prokarioty, a wigc bakterie i sinice, ktore
nazywano wtedy glonami niebieskozielonymi. Ko-
lejna zmiana to wydzielenie z krdlestwa Plantae
grzybow i stworzenie dla nich oddzielnego krole-
stwa Fungi. Tak powstal, wprowadzony oficjalnie
w roku 1969 przez R.H. Whittakera, system pig-
ciu krolestw: Monera, Protista, Plantae, Fungi
i Animalia. W systemie Whittakera bakterie byty
zaklasyfikowane do krolestwa Monera, a mikroor-
ganizmy o eukariotycznym typie budowy komorki
— do Protista. System pigciu krolestw nie oddawat
w zadnym stopniu filogenetycznych zalezno$ci

migdzy organizmami (zatem wcigz nie byt syste-
mem naturalnym).

W 6smym wydaniu Bergey’s manual of deter-
minative bacteriology (1974) pojawita si¢ nowa
nazwa taksonu Monera — krolestwo Prokaryo-
tae, w ktorego obrgbie wyrdzniono dwa dziaty:
pierwszy grupujacy sinice (Cyanobacteria), a dru-
gi ,,organizmy prokariotyczne, ktore nie sg sinica-
mi”. Do taksonu tego z czasem zaliczono roéwniez
archebakterie (nazywane dzi$ archeonami).

1.1.2. Trzy domeny $wiata zywego

i ,uniwersalne drzewo zycia”,

pozycja filogenetyczna bakterii wedtug
koncepcji Woesego

W momencie gdy poza wykorzystywanymi po-
wszechnie w taksonomii klasycznymi kryteriami
fenotypowymi mozliwe stato si¢ zastosowanie kry-
teriow molekularnych, a szczegdlnie pordéwnywanie
sekwencji stabilnych makroczasteczek (kwaséw nu-
kleinowych i bialek), powstaly podstawy do weryfi-
kacji dotychczasowych systemow klasyfikacji orga-
nizmow oraz nadzieja na wykazanie rzeczywistych
zaleznosci filogenetycznych migdzy nimi.

Badania nad stworzeniem naturalnego syste-
mu klasyfikacji wszystkich organizméw zywych,
z wykorzystaniem kryteriow analizy molekularne;,
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zielone bakteri Entamoebidae 2wierzeta
bezsiarkowe Euryachaeota sluzowce
Methanosarcina grzyby

Thermotoga

Thermosulfobacterium

,Korarchaeota”

renarchaeota Methano- ekstremalne rodlin
Thermoproteus bacterium halofile .
Pyrodictum Methano- orzeski
- \ cloteiells Thermoplasma .
Thermococcus wiclowce
o \
morskie Pyrolobus trichomonady
Crenarchaeota Methanopyrus

mikrosporidia

diplomonady
(Giardiia)

Ryc. 1.1. Uniwersalne drzewo filogenetyczne $wiata zywego. Drzewo to skonstruowano na podstawie analizy poréwnaw-
czej sekwencji 16S 1 18S rDNA (szczegoty w tekscie) (wg: Madigan, Martinko, Parker. 2000. Brock biology of microorganisms

(9. wyd.), Prentice Hall)

podjeta w latach siedemdziesigtych ubieglego wie-
ku grupa badawcza pod kierunkiem Carla Woesego
z USA. Prowadzona przez kolejne lata analiza po-
rownawcza sekwencji nukleotydowych genoéw kodu-
jacych rTRNA matych podjednostek rybosomowych
prokariotow 1 eukariotow (odpowiednio 16S rDNA
i 18S rDNA, s. 239) doprowadzita do wyroznienia
przez Woesego w roku 1987 trzech wyraznie odmien-
nych linii ewolucyjnych organizmoéw, z ktorych dwie
obejmowaty organizmy o prokariotycznej strukturze
komorki, a jedna — o strukturze eukariotycznej. Wo-
ese przedstawil uniwersalne drzewo filogenetyczne
wszystkich organizmoéw zywych, obejmujace trzy
krolestwa: Eubacteria (bakterie whasciwe), Archae-
bacteria (archebakterie) i Eukaryota (wszystkie
eukarioty). Drzewo to bylo ,,nieukorzenione”, gdyz
owczesny stan wiedzy nie pozwalal na okreslenie
pozycji uniwersalnego przodka. Nazwa ,,Prokaryota”
stracita znaczenie taksonomiczne, a termin ,,proka-
riotyczny” miat stuzy¢ (tak jak pierwotnie) wyltacz-
nie do opisywania typu budowy komorki. W roku
1990 Woese przedstawit nowa wersje uniwersalnego
drzewa filogenetycznego (ryc. 1.1), gdyz jego ,,uko-
rzenienie” stalo si¢ mozliwe dzigki analizie porow-
nawczej sekwencji 16S rDNA i 18S rDNA znacznie
wickszej liczby przedstawicieli wszystkich trzech
krolestw. Poniewaz wyniki tych badan wykazaty, ze
archebakterie sg blizej spokrewnione z eukariotami
niz z eubakteriami, Woese zaproponowal zmiane
nazw najwyzszych ranga taksonow na — Bacteria

(bakterie), Archaea (archeony) i Eukarya (wszystkie
eukarioty), a takze, by najwyzszy rangg takson nosit
nazwe¢ domeny.

Jak wida¢ na rycinie 1.1, pierwotne organizmy,
charakteryzujace si¢ najprawdopodobniej prokario-
tycznym typem budowy komorki, bardzo wezesnie
podzielity si¢ na dwie odmienne linie ewolucyjne,
z ktorych jedna data poczatek domenie Bacteria,
a z drugiej wyewoluowaly Archaea oraz organi-
zmy eukariotyczne (Eukarya). Tak wigc Archaea
i Eukarya maja bezposredniego wspolnego przod-
ka, a archeony nie powinny by¢ uznawane (mimo
prokariotycznego typu budowy komorki) za ,,bliz-
szych krewnych” bakterii niz eukariotow.

Zgodnie z tym w aktualnym nazewnictwie
termin ,,bakterie” oznacza reprezentantow dome-
ny Bacteria 1 w takim znaczeniu bedzie uzywany
w tym podreczniku. Jezeli pewne omawiane za-
gadnienia beda dotyczyly reprezentantow domeny
Archaea (czyli archeonéw), bedzie to wyraznie za-
znaczone.

1.2. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA
DOMEN

Trzy domeny, najwyzsze jednostki taksonomiczne
Swiata zywego, Bacteria, Archaea i Eukarya, jak
juz wspomniano, zostaly wyroznione na podsta-
wie analizy poréwnawczej sekwencji kodujacych
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Tabela 1.2. Najwazniejsze wlasciwosci domen prokariotycznych (Bacteria i Archaea), z odniesieniem do Eukarya

Wiasciwos¢ (cecha)* Bacteria Archaea Eukarya
Forma aparatu jadrowego nukleoid** nukleoid obtonione jadro
Plazmidy powszechne powszechne rzadko wyst¢puja

Sciana komoérkowa
Typ lipidow w blonie
Bialka histonowe

Rybosomy

Operony
Inicjatorowy tRNA

Wrazliwo$¢ rybosomoéw na
toksyng blonicza

Polimeraza RNA zalezna od
DNA

Wrazliwo$¢ na chloramfeni-
kol, streptomycyne, ryfam-
picyng i kanamycyng

Czynniki transkrypcyjne

Struktura promotora

Metanogeneza

Nitryfikacja

Fotosynteza z udziatem chlo-
rofilu

Patogeny

Zdolno$¢ do zycia w warun-

zawiera mureing

7 wigzaniami estrowymi
tylko histonopodobne
708

wystepuja
formylometionina

niewrazliwe

jedna (4 podjednostki)

wrazliwe

niepotrzebne
sekwencje —10 1 —35
nie wystepuje
wystepuje
wystepuje

wystepuja
wystepuje

brak typowej mureiny

z wigzaniami eterowymi

brak mureiny

z wigzaniami estrowymi

obecne obecne

708 cytoplazmatyczne 80S, orga-
nellowe 70S

wystepuja brak

metionina metionina

wrazliwe wrazliwe

kilka, 8—12 jednostek

trzy, wielojednostkowe

niewrazliwe niewrazliwe
wymagane wymagane
TATA box TATA box
wystepuje nie wystepuje
wystepuje nie wystgpuje

nie wystepuje

dotychczas nie wykryto

powszechna

wystepuje (chloroplasty)

stosunkowo nieliczne

rzadka

kach ekstremalnych

* Uwaga: pewne cechy metaboliczne charakteryzuja tylko niektorych przedstawicieli odpowiedniej domeny.
** Istnieja wyjatki od tej reguty wsérdd bakterii zaliczanych do typu Planctomycetes (np. Gemmata obscuriglobus; s. 31).

rybosomowy RNA. Kazda z domen charakteryzuje
zespot pewnych dodatkowych wiasciwosci. Niekto-
re z nich sg unikatowe i wystepuja tylko w jednej
domenie, inne za$ sg wspolne dla dwoch sposrod
porownywanych domen. Zestawienie zbiorcze pod-
stawowych cech charakteryzujacych poszczegolne
domeny, a zwlaszcza roznigcych domeny Bacteria
i Archaea, przedstawiono w tabeli 1.2. Szczegodlna
uwage zwraca réznorodnos¢ zawartych w niej cech
— od dotyczacych struktury komorki, poprzez wia-
sciwosci metaboliczne, do r6éznic na poziomie mo-
lekularnym. Wazne jest takze, aby uswiadomi¢ so-
bie, ze pewne cechy, podane jako charakterystyczne
dla danej domeny, sa powszechne, jak np. obecnos¢
peptydoglikanu (mureiny) w S$cianie komorkowej
bakterii, a inne (np. fotosynteza) charakteryzujg je-
dynie pewne grupy danej domeny. Niektore sposrod
analizowanych cech maja szczegdlng wartos¢ dla
analiz filogenetycznych. Naleza do nich:

B obecnos$¢ lub brak s$ciany komoérkowej 1 jej
struktura;

B chemiczna natura lipidow zawartych w blonach
i liczba ich typow;

B stopien ztozono$ci polimerazy RNA zaleznej
od DNA, co przektada si¢ na r6znice w mecha-
nizmach syntezy biatek, a takze na zréznicowa-
na wrazliwo$¢ translacji na inhibitory syntezy
biatek.

1.2.1. Bacteria i Archaea — podobienstwa

i roznice

Domeny Bacteria i Archaea grupuja wszystkie
znane organizmy o prokariotycznym typie budo-
wy komorki. Najwazniejsze cechy taczace oraz
roéznigce dwie domeny prokariotyczne moze czy-
telnik odnalez¢ w tabeli 1.2, gdzie jednocze$nie
zawarto ich odniesienic do odpowiednich cech



charakterystycznych dla domeny Eukarya. Na kil-
ka z tych cech nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage.

Sciana komdrkowa

Sciana komoérkowa wystepuje niemal u wszyst-
kich prokariotow (s. 57), a sktad chemiczny tego
elementu strukturalnego jest czynnikiem rozrdz-
niajagcym poréwnywane domeny. Zwigzkiem cha-
rakterystycznym dla $ciany komoérkowej bakterii
jest mureina. Sciana komoérkowa archeonéw nigdy
nie zawiera mureiny, lecz moze si¢ sktada¢ z tzw.
pseudomureiny, polisacharydow, bialek Iub gli-
koprotein. Brak typowej mureiny powoduje nie-
wrazliwos¢ Archaea na antybiotyki dziatajace na
biosynteze tego heteropolimeru u bakterii, np. na
penicyling i cefalosporyng. Tylko mureing uwaza
si¢ za przydatng w analizie filogenetyczne;.

Btona cytoplazmatyczna

Budowa chemiczna lipidow blony cytoplazmatycz-
nej jest najbardziej uzytecznym niegenetycznym
kryterium rozrozniajacym Bacteria 1 Archaea.
U bakterii kwasy ttuszczowe wchodzace w sktad
btony sa potaczone z reszta glicerolowa wiaza-
niem estrowym (o wyjatkach wspomniano na
s. 32), u archeonéw natomiast nic ma kwasoéw
thuszczowych, glicerol za$ jest potaczony wiaza-
niami eterowymi z izoprenoidami lub hydroksy-
izoprenoidami.

Operony i introny

W genomach wszystkich prokariotéw wystepu-
ja operony, czyli grupy genow polozonych obok
siebie i podlegajacych wspoélnej regulacji, u euka-
riotdbw za$ operony nie sg spotykane. Roznica ta
wigze si¢ bezposrednio z wystepowaniem u euka-
riotow gendw nieciagtych (zawierajacych sekwen-
cje niekodujace, introny typu GU-AG i AU-AC),
ktore muszg zosta¢ usunigte z pierwotnego trans-
kryptu (pre-mRNA) przed translacja. U bakterii
i archeondw rowniez spotykamy introny, jednak
wystepuja one znacznie rzadziej.

W przypadku bakterii wyrdzniamy introny gru-
py I i 1. Elementy te mogg si¢c wycina¢ z mRNA,
tRNA 1 rRNA gospodarza. Introny grupy | zidenty-
fikowano w obrebie genow dla tRNA wielu gatun-
kow bakterii nalezacych do Cyanobacteria i Proteo-
bacteria oraz gendw rRNA niektorych gatunkow
nalezacych do rodzaju Thermotoga (Thermotogae),
jak réwniez w genomach licznych bakteriofagdw.
Introny grupy I majg zdolno$¢ samowycinania si¢
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(ang. self-splicing) dzicki aktywno$ci tzw. endonu-
kleaz ukierunkowanych (ang. homing endonucle-
ase). Czesciej spotykane w genomach bakteryjnych
sg introny grupy II. Sg one zaro6wno rybozymami,
gdyz maja zdolnosci katalityczne wobec mRNA, jak
i mobilnymi retroelementami, poniewaz sa zdolne
do retrotranspozycji. Oba te procesy sa katalizowa-
ne przez kompleks rybonukleoproteinowy (RNP),
na ktory skladaja sic kodowana w obrebie intronu
odwrotna transkryptaza oraz wyciety RNA intronu.

Introny zidentyfikowane w archeonach sg za-
sadniczo odmienne od bakteryjnych i eukariotycz-
nych, a ich mechanizm wycinania opiera si¢ na
dziataniu endorybonukleazy, ktora dziata w miej-
scu tzw. wybrzuszenia (ang. bulge), powstatego
w obszarze potagczenia intronu i egzonu.

Replikacja
Istotng cecha replikacji DNA bakteryjnego jest jej
inicjacja z jednego, unikatowego punktu w repli-
kujacej si¢ jednostce (chromosomie, plazmidzie),
zwanego oriV. Ta wlasciwos¢ procesu replikacji jest
zachowana w replikonach archeonow, jednak ich
enzymatyczna ,,maszyneria replikacyjna” bardziej
przypomina eukariotyczng (gdzie punktoéw startu
replikacji w obrebie jednego chromosomu jest wie-
le) niz bakteryjng. W kompleksie biatkowym ORC
(ang. origin recognition complex), rozpoznajacym
archeonowy origin replikacji, zidentyfikowano
biatka homologiczne do kilku biatek eukariotycz-
nych (np. ORCI i ORC6). To samo dotyczy wielu
innych biatek uczestniczacych w procesie replikacji
(np. helikaz, prymaz, bialek usuwajacych startery).
Najbardziej wyrdézniajacym si¢ sktadnikiem
kompleksu replikacyjnego archeondéw jest polime-
raza DNA. Poza wystepujacg u nich polimeraza
typu B (analog polimerazy DNA III E. coli) od-
kryto (u Pyrococcus furiosus) nowy typ polime-
razy DNA, nazwany DP2. Enzym ten wystepuje
u wszystkich archeonow nalezacych do typu FEu-
ryarchaeota, ktorych genomy dotychczas zsekwen-
cjonowano.

Polimeraza RNA i aparat syntezy biatek

Wobec braku btony jadrowej procesy transkrypcji
1 translacji u obu grup prokariotéw mogg przebiegac
jednoczesnie, jednak istnieje wiele znaczacych roz-
nic migdzy aparatem translacyjno-transkrypcyjnym
u bakterii i archeonow. Rozna jest np. liczba i struk-
tura podjednostkowa polimeraz RNA zaleznych
od DNA, przeprowadzajacych proces transkrypcji.
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Polimeraza archeondw jest ogdlnie znacznie bardziej
ztozona od polimerazy bakteryjnej, a ponadto jej
budowa jest zroznicowana w obrebie réznych grup
taksonomicznych tych mikroorganizmoéow. Trans-
krypcja u Archaea wymaga takze, w odrdznieniu
od transkrypcji bakteryjnej, a podobnie jak u eu-
kariotow, udzialu wielu dodatkowych czynnikow
transkrypcyjnych, np. TFII. Struktura promotoréw
u archeonéow i eukariotéw jest podobna — miejscem
przytaczenia polimerazy RNA jest sekwencja TATA
box w pozycji —25, zamiast typowej dla bakterii se-
kwencji —10. Takze, mimo jednakowego wspotczyn-
nika sedymentacji rybosoméw prokariotycznych
(70S zaréwno u bakterii, jak i u archeonow, w od-
roéznieniu od 80S u eukariotéw), sekwencja nukleo-
tydowa rybosomowego 16S rRNA i 5S rRNA ar-
cheondw rozni si¢ znaczgco od rRNA bakteryjnych.
Roznice istniejg takze na etapie inicjacji translacji;
u bakterii inicjacja wymaga przytaczenia do kodo-
nu inicjatorowego (AUG) zmodyfikowanej formy
metioniny (N-formylometioniny), u archeonow zas,
podobnie jak u eukariotéw, inicjatorowy tRNA nie-
sie niezmodyfikowang metioning. Te i inne réznice
powoduja, ze odmienna jest wrazliwos¢ translacji
reprezentantow omawianych domen na antybiotyki
hamujace synteze biatka (np. chloramfenikol, strep-
tomycyne czy kanamycyne, a takze na toksyne bto-
nicza; p. tab. 1.2).

Cechy fizjologiczne

Zwracajgcag uwage wlasciwoscia gatunkow naleza-
cych do Archaea jest ich zdolnos¢ do zycia w eks-
tremalnych warunkach srodowiska. Sg wsrod tych
organizm6éw liczne hipertermofile (ktore wsrod
bakterii sg rzadkos$cig), halofile, a takze alkalofile
i acydofile.

Wiele waznych cech metabolicznych odroz-
nia obie domeny prokariotyczne. Jedna z nich jest
spotykana wylacznie u archeondéw (w typie Eury-
archaeota) zdolno$¢ do metanogenezy, czyli bio-
syntezy metanu z réznych substratoéw — dwutlenku
wegla 1 wodoru, dwutlenku wegla i mrowczanu,
metanolu, metyloamin lub octanu w warunkach
bezwzglednie beztlenowych.

Stwierdzono réwniez, ze wsrod archeondéw nie
wystepuja fotoautotrofy (wykorzystujace zwigzki
typu chlorofilu), spotykane u bakterii. Cickawe jest
tez, ze wsrod dotychczas poznanych archeonow nie
zidentyfikowano ani jednego patogenu.

Poniewaz liczba poznanych gatunkow arche-
ondéw, w stosunku do liczby gatunkow bakterii,

jest niewielka, nie mozna ostatecznie przesadzac,
ze podane wyzej informacje dotyczace ich wita-
sciwosci fizjologicznych (zwlaszcza braku pew-
nych typow reakcji metabolicznych) sa ostateczne.
Warto tez nadmieni¢, ze niektore gatunki zidenty-
fikowano 1 zaklasyfikowano do domeny Archaea
jedynie na podstawie analizy 16S rDNA obecnego
w probkach srodowiskowych, natomiast nigdy nie
zostaly one wyizolowane w postaci czystych kul-
tur (odnosi si¢ to gtéwnie do typow Korarchaeota
i Nanoarchaeota).

1.3. KLASYFIKACJA | NAZEWNICTWO
BAKTERII

Podobnie jak inne organizmy, bakterie sa klasy-
fikowane w kategoriach utozonych hierarchicznie,
poczynajac od gatunkow, poprzez rodzaje, rodzi-
ny, rzedy, klasy, typy az do domen. Do niedawna
klasyfikacja bakterii nie odzwierciedlalta w pelni
ewolucyjnego pokrewienstwa migdzy tymi orga-
nizmami. Sytuacja zmienita si¢ radykalnie dzigki
zastosowaniu kryteriow molekularnych. Drugie
wydanie Bergey’s manual of systematic bacterio-
logy grupuje 1 przedstawia bakterie oraz archeony
z uwzglednieniem ich nowoczesnej taksonomii fi-
logenetycznej. Dodatkowo, dane taksonomiczne
bakterii (ale rowniez archeonéw i eukariota) zosta-
ty zgromadzone w internetowej bazie NCBI — The
National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy).

1.3.1. Koncepcja gatunku u prokariotow

W $wiecie roslin i zwierzat gatunek definiujemy
jako zbior (grupe) osobnikow, w ktdrego obrebie
moze zachodzi¢ proces rozmnazania ptciowego, da-
jacy plodne potomstwo, a ktory jest reprodukcyjnie
izolowany od innych grup organizméw. Taka defi-
nicja jest najpowszechniej akceptowana, aczkolwiek
ma pewne ograniczenia (np. przypadki rozmnaza-
nia partenogenetycznego). Niestety nie mozna jej
odnies¢ do prokariotow, ktore sg haploidalne i roz-
mnazaja si¢ aseksualnie. Niemniej jednak pojecie
gatunku (species) w mikrobiologii istnieje, chociaz
brak jest oficjalnej, ogolnie zaakceptowanej definicji
gatunku u bakterii i archeonow.

Definicja gatunku prokariotycznego, podobnie
jak wspolczesne poglady na organizacj¢ taksono-
miczng i filogeneze tej grupy organizmow, ulega
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Ryc. 1.2. Drzewo filogenetyczne domeny Bacteria, z zaznaczeniem najwazniejszych typow (phyla). Drzewo skonstruowano
na podstawie analizy sekwencji 16S rRNA. Wskazanych jest kilkanascie sposrod ponad 30 zdefiniowanych typéw domeny Bacte-
ria (wg: Madigan, Martinko, Parker. 2000, Brock biology of microorganisms (9. wyd.), Prentice Hall)

nieustannym zmianom. Do niedawna podstawg
definiowania gatunkow prokariotycznych byt od-
powiedni stopien podobienstwa zespotu istotnych
cech strukturalnych i wtasciwosci fizjologicznych
(czyli cech fenotypowych), ktory pozwalat pewna
grupe szczepoéw odrozni¢ od innej, charaktery-
zujacej sie odmiennym zespotem cech. Taka de-
finicja jest do$¢ subiektywna i mozemy ja stoso-
wac do opisu gatunkoéw, ktore potrafimy izolowac
w postaci czystych kultur i hodowa¢ w warunkach
laboratoryjnych, a nalezy pamigtac, ze wickszo$¢
prokariotéw istniejagcych na Ziemi to organizmy,
ktorych hodowac nie potrafimy (ang. nonculturable
organisms).

W momencie wprowadzenia do taksonomii
metod biologii molekularnej, a zwlaszcza porow-
nywania sekwencji najbardziej konserwowanych
makroczasteczek (RNA, DNA i biatek), mozliwe
stalo si¢ znaczace zobiektywizowanie analizy po-
réwnawczej i1 zaproponowanie definicji gatunku
prokariotycznego uwzgledniajacej parametry ana-
lizy molekularnej (doktadniejsze omowienie wy-
korzystania metod biologii molekularnej w takso-
nomii i analizie filogenetycznej jest przedstawione
w podrozdz. 1.4).

Gatunek, w odniesieniu do prokariotéw, to
grupa organizmoéw, ktore:

B wykazuja nie wigcej niz 1% roznic w sekwencji
nukleotydowej 16S rDNA,

®  charakteryzuja si¢ co najmniej 70% podobien-
stwem sekwencji DNA, mierzonym poziomem
hybrydyzacji DNA/DNA,

B rdznig si¢ od innych gatunkow zespotem istot-
nych cech fenotypowych.

W sklad gatunku wchodzg rézne szczepy
bakterii, ktore, r6znigc si¢ od siebie nieznacznie
(moga to by¢ niezalezne naturalne izolaty bakterii
zaklasyfikowane do tego samego gatunku lub ,,0d-
miany” bakterii z jedna, celowo wyselekcjonowang
badz sztucznie wprowadzona mutacja), spetniaja
jednak podstawowe kryteria molekularne przyna-
leznosci do jednego gatunku. W obrebie niektd-
rych gatunkow wyrdznia si¢ dodatkowo podga-
tunki (subspecies, np. Lactococcus lactis subsp.
cremoris), a takze odmiany (nie bedace jednost-
kami taksonomicznymi), ktore wskazujg na odrgb-
ne wlasciwosci fenotypowe okreslonych szczepow.
Wiasciwosci te moga byc¢ blizej nieokreslone (ang.
biovar lub biotype) lub dotyczy¢ konkretnych cech,
takich jak zdolno$¢ do infekowania pewnych go-
spodarzy (ang. pathovar lub pathotype), wrazli-
wo$¢ na infekcje fagiem (ang. phagovar lub pha-
gotype), whasciwosci serologiczne (ang. serovar lub
serotype — np. Salmonella enterica sv. Typhimu-
rium; s. 412) i inne.

Gatunki wykazujagce wigksze roznice w se-
kwencji nukleotydowej 16S rDNA (stopien po-
dobienstwa pomiedzy 97 a 99%) oraz poziom
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Tabela 1.3. Taksonomiczna hierarchia wybranych bakterii

Gatunek Rodzaj Rodzina Rzad Klasa Typ Domena

(Species) (Genus) (Family) (Order) (Class) (Phylum) (Domain)

Escherichia coli (pa-  Escherichia  Enterobac- Entero- Gammaproteo-  Proteobacteria  Bacteria
teczka okreznicy) teriaceae bacteriales bacteria

Bacillus subtilis (la- Bacillus Bacillaceae Bacillales Bacilli Firmicutes Bacteria
seczka sienna)

Micrococcus luteus Micrococcus  Micrococcaceae Actinomycetales Actinobacteria  Actinobacteria  Bacteria

(pakietowiec z6tty)

W pewnych przypadkach wyrézniane sa dodatkowe podjednostki, np. podklasy (4Actinobacteridae), podrzedy (Micrococcineae).
Uwaga: w tej ksigzce przyjeto konwencj¢ pisania nazw wszystkich taksonéw kursywa (wg: Bergey’s manual of systematic bacteriology).

hybrydyzacji DNA od 20 do 70% begda zaliczane
do tego samego rodzaju. Rodzaje sa grupowane
w rodziny, te z kolei w rzedy, nastepnie klasy i tak
az do najwyzszej jednostki taksonomicznej — do-
meny. Przyktady taksonomicznej hierarchii wybra-
nych bakterii przedstawiono w tabeli 1.3.

1.3.2. Zasady nazewnictwa

Nazewnictwo binominalne, wprowadzone przez
Linneusza w odniesieniu do zwierzat i roslin, obo-
wigzuje réwniez w mikrobiologii. Oznacza to, ze
kazdemu gatunkowi bakterii lub archeona nadaje
si¢ dwucztonowg nazwe (tradycyjnie jest to nazwa
pochodzenia facinskiego lub greckiego). Sktada si¢
ona z nazwy rodzaju, do ktorego nalezy dany orga-
nizm, i nastgpujacego po niej ,,specyficznego epite-
tu” — identyfikujacego gatunek w obrgbie rodzaju.

W tej ksigzce, zgodnie z regulami przyjetymi
w Bergey’s manual of systematic bacteriology, na-
zwy wszystkich typow taksonow sg pisane kursy-
wa, co nie jest jednak powszechnie akceptowane,
i w innych zrdédtach (szczegdlnie brytyjskich) czy-
telnik moze si¢ spotkac z zapisem kursywa jedynie
nazw trzech najnizszych taksonéw. Nazwy niekto-
rych taksonow majg standardowe koncowki: np.
rodzina ,,-aceae” (np. Enterobacteriaceae, Chro-
matiaceae), a rzad ,-ales” (Enterobacteriales,
Chromatiales).

Bywa, ze bakteria zostata scharakteryzowa-
na w stopniu pozwalajacym zaklasyfikowa¢ ja do
ktoregos ze znanych rodzajow, ale nie do gatunku
w obrebie rodzaju. O takiej sytuacji informuje nas
nazwa podana w nastepujacej formie — Thioba-
cillus sp.; z kolei zapis Thiobacillus spp. oznacza
rozne gatunki z rodzaju Thiobacillus lub wszystkie
gatunki z tego rodzaju.

Jezeli zostanie odkryta nieznana dotychczas bak-
teria 1 uznana za nowy gatunek (lub rodzaj), obowigz-
kiem odkrywcy jest nadanie jej nazwy zgodnie z za-
leceniami Miedzynarodowego Kodu Nomenklatury
Bakterii (ang. International Code of Nomenclature
of Bacteria), zwanego tez Kodem Bakteriologicz-
nym (ang. Bacteriological Code), 1 opublikowanie
jej opisu w czasopismie naukowym (najlepiej Inter-
national Journal of Systematic and Evolutionary Mi-
crobiology, IJSEM), a takze zdeponowanie czystej
kultury w dwdch autoryzowanych kolekcjach szcze-
péw. Zdeponowany szczep jest okreslany mianem
szczepu typowego, czyli wzorcowego w obrebie ga-
tunku (ang. type strain). Otrzymuje on swoj numer
identyfikacyjny w kazdej z kolekcji szczepdw (np.
ATCC 12347T). Z nim wlasnie beda poréwnywane
kolejne, izolowane niezaleznie szczepy tego gatun-
ku, otrzymujace inne numery identyfikacyjne. Jezeli
nowy gatunek zostal opisany w innym czasopismie
naukowym niz IJSEM, to kopia tego artykulu mu-
si zosta¢ wystana do IJSEM, gdzie nazwa nowego
organizmu zostanie uprawomocniona, zanim zosta-
nie zaakceptowana jako nowy takson. Czasopismo
1JSEM publikuje okresowo zaaprobowana liste nazw
nowych bakterii i archeonow.

Jesli nie da si¢ spetni¢ wyzej wymienionych
warunkéw (gdyz np. nie udaje si¢ otrzymac czystej
kultury tej bakterii), nazwe nowego gatunku pisze
si¢ w cudzystowie, prostym drukiem, poprzedzajac
ja stowem Candidatus (np. ,,Candidatus Kuenenia
stuttgartiensis”).

1.3.3. Najwazniejsze typy i klasy
taksonomiczne bakterii

Podregcznik zawiera informacje dotyczace bakterii
nalezacych do 15 typow taksonomicznych (phyla),



sposrod 23 wyr6znionych w Bergey’s manual of

systematic bacteriology (2001-2012). Nizej przed-
stawiono, w porzadku alfabetycznym, bardzo krot-
ka ich charakterystyke, przygotowana na podsta-
wie tego dzieta.

Actinobacteria. Bakterie gramdodatnie, o gru-
bej mureinowej $cianie komorkowej i geno-
mach o duzej zawarto$ci par G+C. Sg zaliczane
do szesciu klas: Actinobacteria, Acidimicrobiia,
Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria,
Thermoleophilia. Barwig si¢ gramdodatnio lub
gramzmiennie. Znakomita wigkszo$¢ to che-
moorganoheterotrofy. Sa wsrdd nich tlenowce,
warunkowe tlenowce i beztlenowce. Morfologia
komorek jest zrdznicowana, od ziarniakéw po
bakterie tworzace strzgpki i rosngce w formie
grzybni (promieniowce). Wigkszos¢ to saprofi-
ty, ale sg tez patogeny roslin i zwierzat.
Agquificae. Umiarkowanie termofilne paleczki,
o metabolizmie chemoorganoheterotroficznym
lub chemolitoautotroficznym (utleniaja wodor).
Typ zawiera jedng klas¢ (,,Aquificae”).
Bacteroidetes.  Chemoorganoheterotroficzne,
gramujemne pateczki, zréznicowane fenotypo-
wo. Typ dzieli si¢ na cztery klasy: Bacteroidia,
Cytophagia, Flavobacteria 1 Sphingobacteria.
Chlamydiae. Nieruchliwe, bezwzgledne pa-
sozyty wewnatrzkomorkowe, namnazajgce
si¢ w komorkach eukariotycznych (zwierzat,
w tym cztowieka, i pierwotniakow). Wyroznio-
no dotychczas tylko jedna klas¢ — Chlamydia.
Wykazuja cykl rozwojowy, w ktérym mozna
wyroznic stadia charakteryzujace si¢ okreslong
morfologia 1 fizjologia. Maja mate genomy 1 sg
auksotrofami, wymagajacymi do wzrostu nu-
kleotydow, aminokwasow i kofaktorow. Sciana
komorkowa typu gramujemnego, lecz u wigk-
szo$ci gatunkow nie mozna wykry¢é woreczka
mureinowego. Nie maja biatka cytoszkieletu
FtsZ. Proponuje si¢, aby Planctomycetes, Chla-
mydiae 1 Verrumicrobia zaliczy¢ do wspdlnego
nadtypu (ang. superphylum).

Chlorobi. Gramujemne bakterie o r6znych ksztat-
tach; bezwzglednie beztlenowe i bezwzglednie
fototroficzne. Najlepiej rosng fotoorganohetero-
troficznie, asymilujgc proste zwigzki organiczne.
Niektore gatunki wykorzystuja siarczki badz tio-
siarczan jako donor elektronéw. Globule powsta-
jacej siarki sg gromadzone na zewnatrz komorek.
Typ zawiera jedna klase (,,Chlorobia”™).

B Chloroflexi.
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Gramujemne Dbakterie nitko-
wate, zdolne do ruchu $lizgowego. Nie ma-
ja blony zewnetrznej zawierajacej LPS, a ich
mureina wystepuje w kompleksie z polisacha-
rydem. Niektore gatunki sg bezwzglednymi lub
wzglednymi fototrofami, inne sa tlenowymi
chemoorganoheterotrofami. Typ zawiera jedng
klase (Chloroflexia).

Cyanobacteria. Typ jest bardzo jednorodny me-
tabolicznie, grupuje bowiem fotolitoautotrofy
oksygenne, zwane sinicami. Zawierajg one chlo-
rofile, dwa fotosystemy (PS I 1 PS II), a donorem
elektronow w czasie fotosyntezy jest woda.
Firmicutes. To drugi z najliczniej reprezen-
towanych typow. Zawiera dwie klasy bakterii
gramdodatnich (,,Clostridia” i ,,Bacilli”’) o ma-
lej zawartosci % par G+C. Bakterie te maja
grubg Scian¢ komorkowa, zbudowang z mure-
iny 1 zawierajagcg kwasy tejchojowe. Wigkszos¢
barwi si¢ gramdodatnio. Niektére wytwarzaja
endospory. Wigkszo$¢ to chemoorganohetero-
trofy (tlenowe i beztlenowe), ale niektore sa fo-
toorganoheterotrofami anoksygennymi.
Nitrospirae. Gramujemne bakterie przypomi-
najace ksztaltem przecinkowce lub srubowce.
Sg bardzo zrdéznicowane metabolicznie, wick-
szo$¢ to chemolitoautotrofy (w tym nitryfika-
tory), niektore redukujg siarczany. Typ zawiera
jedna klase (,,Nitrospira”).

Planctomycetes. Jedna klasa Planctomycetia,
zawierajagca dwa rzedy — Planctomycetales
i ,,Candidatus Brocadiales”. Rozmnazajg si¢
przez paczkowanie. Niewiele szczepoéw otrzy-
mano w czystej kulturze. Zawierajg wydzielone
btonami przedziaty komorkowe.
Proteobacteria. To najliczniej reprezentowany
typ bakterii, grupujacy bakterie gramujemne,
wytwarzajagce blone zewnetrzng, zawierajacg
LPS. Sg zaliczane do 6 klas: Alphaproteobac-
teria, Betaproteobacteria, Gammaproteobac-
teria, Deltaproteobacteria, Epsilonproteobac-
teria, Zetaproteobacteria. Charakteryzuja sic
niezwykle zroéznicowanym metabolizmem. Sg
wsrod nich chemoorganoheterotrofy, chemoli-
toautotrofy i fototrofy anoksygenne; tlenowce
1 beztlenowce.

Spirochaetes. Chemoorganoheterotrofy cechu-
jace sie helikalnym ksztaltem komorek, zaopa-
trzonych w rzeski peryplazmatyczne, wycho-
dzace z dwoch biegunéw komorki w kierunku
jej srodka. Sa wsrod nich tlenowce (w tym
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mikroaerofile) i beztlenowce, zyjace swobodnie
lub zwigzane z pewnymi zwierzgtami (stawo-
nogi, migczaki i kregowce, w tym ludzie). Nie-
ktore sa patogenami czlowieka. Typ zawiera
jedna klase Spirochaetia.

B Tenericutes. Typ zawiera jedng klase — Mol-
licutes, ktéra do roku 2009 byla zaliczana do
typu Firmicutes. Mate, pleomorficzne bakterie
gramujemne, pozbawione $ciany komorkowej
i nie zawierajace genéw zwigzanych z biosyn-
tezg peptydoglikanu (mureiny). Ich genom cha-
rakteryzuje mata zawartos¢ par G+C (23-34%)).
Sa komensalami badz pasozytami kregowcow,
w tym cztowieka.

B Thermotogae. Ekstremalnie termofilne patecz-
ki gramujemne, wyposazone w oston¢ podobng
do pochewki (przypominajaca togg, stad nazwa
typu). Sa beztlenowcami o metabolizmie fer-
mentacyjnym. Typ zawiera jedng klas¢ (,,Ther-
motogae”).

B Verrumicrobia. Typ zawiera trzy klasy (Ver-
rumicrobiae, Opitutae 1 Spartobacteria). Bak-
terie barwig si¢ gramujemnie. Wiele gatunkéw
ma btony wewnatrzcytoplazmatyczne, wydzie-
lajace przedzialy komorkowe. Wickszos¢ to
chemoorganoheterotrofy, preferencyjnie wyko-
rzystujace weglowodany, w tym naturalne poli-
sacharydy o ztozonej budowie.

1.4. METODY IDENTYFIKACIJI ]
| KLASYFIKACJI BAKTERII | ARCHEONOW

Identyfikacja i klasyfikacja bakterii moze si¢
opiera¢ na bardzo roznych kryteriach, w tym na
szeroko pojetych analizach fenotypowych oraz
analizach przeprowadzanych na poziomie DNA
i biatek. Poszczegdlne metody znajduja zastoso-
wanie w roznych dyscyplinach nauki i medycyny.
W rozdziale przedstawiono zestawienie najpopu-
larniejszych technik identyfikacji 1 klasyfikacji
mikroorganizmow.

1.4.1. Analizy fenotypowe

Metody identyfikacji mikroorganizméw zwigzane
z analizg fenotypowg sg coraz rzadziej stosowane,
przede wszystkim ze wzgledu na ich zawodnosé,
czasochtonno$¢ oraz kosztochtonno$¢. Niemnigj
jednak nadal znajdujg one swych zwolennikow (np.
diagnostyka kliniczna), a ponadto, niezaprzeczalnie

dostarczaja cennych danych dotyczacych ogodlnej
charakterystyki fenotypowej badanych mikroorga-
nizmow.

Analizy aktywnosci enzymatycznych

Poszczegolne grupy mikroorganizmow cechujg si¢
specyficznymi  wlasciwosciami, ktére wynikaja
z aktywnosci enzymow przez nie wytwarzanych.
Wiasciwosci te wykorzystuje sie¢ w identyfikacji
mikroorganizmow, przy czym stosowane sg bardzo
rozne testy diagnostyczne.

W diagnostyce klinicznej stosunkowo czesto
stosuje si¢ wystandaryzowane zestawy testow bio-
chemicznych (np. testy API), ktore umozliwiajg
identyfikacje grup lub gatunkow bakterii i grzy-
bow, gtownie jednak znanych patogendow (np. pa-
ciorkowcoéw i enterokokow). Test API skiada si¢
z paska z dwudziestoma miniprobéwkami, w kto-
rych znajduja si¢ odwodnione substraty i odpo-
wiedni wskaznik umozliwiajacy odczytanie reak-
cji. Do poszczegoélnych proboéwek dodawana jest
zawiesina badanego mikroorganizmu, po czym
przeprowadza si¢ inkubacje catego paska testowe-
go w odpowiedniej temperaturze. Zmiany barwy
w poszczegolnych probdéwkach sg wyznacznikiem
aktywnosci enzymatycznej. Uzyskane wyniki two-
1z3 specyficzny kod, ktory jest nastepnie odczyty-
wany za pomocag dostarczonego przez producenta
klucza diagnostycznego.

Metodg dostarczajacg znacznie wigkszej ilo-
$ci danych sg mikromacierze fenotypowe PM
Biolog (ang. Biolog Phenotype MicroArrays).
Stanowig one, obok mikromacierzy DNA i pro-
teomiki, trzecig technike analizy ekspresji genow
1 pozwalaja na jednoczesne badanie setek cech
fenotypowych komorki. Dostepne sg liczne testy
pozwalajace bada¢ zdolnos¢ do wykorzystywania
roznych zrédet wegla, azotu, fosforu oraz siarki
(tacznie ok. 800 substratow), wzrostu w réznym
pH, wrazliwosci osmotycznej i wrazliwosci na
dziatanie substancji chemicznych, np. antybioty-
kow. Metoda pomiaru bazuje na analizie zmian
potencjatu oksydoredukcyjnego (na skutek oddy-
chania komoérkowego), co powoduje zmiang ko-
loru znacznika (chlorek trifenylotetrazoliowy),
ktora jest odnotowywana przez specjalne urza-
dzenie. Mimo ze uzyskane dane majg ograniczo-
ne znaczenie w identyfikacji bakterii ze wzgledu
na brak odpowiednich kluczy czy tez baz danych
do porownan, to sa one niezwykle cenne pod-
czas ogoélnej charakterystyki mikroorganizmow.



Ponadto moga zosta¢ wykorzystane do analizy
roznorodnosci fenotypowej mikroorganizmow.

Analiza kwasoéw ttuszczowych — FAME

Cennych informacji przydatnych do klasyfikacji
prokariotdw dostarczaja badania lipidow, szczegodl-
nie okreslanie jakos$ciowej i iloSciowej zawartosci
kwaséw tluszczowych w blonie cytoplazmatycznej,
a u bakterii gramujemnych takze w btonie zewnetrz-
nej. Ze wzgledu na wielkie zréznicowanie struktury
kwasow ttuszczowych (przejawiajace si¢ rozng dtu-
goscig tancucha weglowego, obecnos$cig lub brakiem
grup nienasyconych w pierscieniowych i liniowych
podstawnikach, obecnoscig grup hydroksylowych
itp.) analiza profilu kwasow tluszczowych okreslo-
nych szczepdw moze by¢ wazng cechg diagnostycz-
na. Ogdlnie, profil taki otrzymujemy w wyniku eks-
trakcji kwasow thuszczowych sposrod wszystkich
lipidow (uzyskanych z komorek hodowanych w wy-
standaryzowanych warunkach) i ich chemicznej
modyfikacji, prowadzacej do utworzenia estrow me-
tylowych, ktore jako zwigzki lotne moga by¢ iden-
tyfikowane za pomoca chromatografii gazowej. Wy-
nik pochodzacy z analizy nieznanego szczepu moze
by¢ poréwnywany z informacjami zgromadzonymi
w odpowiedniej bazie danych. Opisana technika na-
zywana jest analiza FAME (ang. fatty acid methyl
esther) 1 moze by¢ wykorzystywana w laboratoriach
jako element identyfikacji bakterii. Nalezy jednak
pamieta¢, ze wiarygodno$¢ wynikow wymaga Sci-
stej standaryzacji warunkow zaréwno hodowli, jak
1 samej analizy.

1.4.2. Analizy DNA

Najpowszechniej stosowane obecnie metody iden-
tyfikacji i1 klasyfikacji prokariotow opierajg si¢ na
analizie DNA. Obecnie stosowane metody bazuja
na réoznych technikach biologii molekularnej (np.
sekwencjonowaniu DNA), nadal wykorzystywa-
ne sa jednak rowniez inne, ,bardziej klasyczne”
metody. Analiza otrzymanych danych umozliwia
wglad w filogenetyke danej grupy mikroorgani-
zmoéw 1 pozwala wnioskowa¢ na temat drog ich
ewolucji.

Oznaczanie zawartosci par G+C

Zawarto$¢ par G+C w DNA prokariotow obejmuje
bardzo szeroki zakres, od wartos$ci okoto 20% do
prawie 80%. Parametr ten byt elementem molekular-
nej charakterystyki mikroorganizmow najwczesniej
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zastosowanym w taksonomii. Zawarto$¢ G+C jest
wyrazana jako:

G+C

%GC=——"-—"—
A+T+G+C

x 100

Zastosowanie oznaczania zawartosci par G+C
w DNA badanych organizméw w taksonomii ma
ograniczone znaczenie. Podczas gdy rézne wartosci
zawartosci G+C $wiadcza o braku pokrewienstwa
badanych szczepow (réznica wigksza niz 5% nie
pozwala zaliczy¢ szczepéw do jednego gatunku),
to wartosci zblizone, a nawet identyczne nie moga
by¢ jedynym kryterium $wiadczacym o ich pokre-
wienstwie, moga bowiem by¢ przypadkowe. Na
przyktad zblizong zawartos¢ G+C majg tak odle-
gle filogenetycznie rodzaje bakterii, jak Helicobac-
ter (Epsilonproteobacteria). 35-38% 1 Rickettsia
(Alphaproteobacteria): 29-33%. Z kolei niektore
rodzaje charakteryzuje bardzo duzy rozrzut za-
warto$ci G+C w DNA poszczegolnych gatunkow
(przyktadem moze by¢ rodzaj Bacillus 32—69% lub
Clostridium 21-54%).

Najdoktadniej zawartos¢ G+C w DNA oblicza-
my bezposrednio ze znanej sekwencji nukleoty-
dowej DNA. Mozna réwniez zastosowac technike
HPLC (ang. high-performance liquid chromato-
graphy) (wysokosprawna chromatografia cieczowa)
po hydrolizie DNA.

Hybrydyzacja DNA:DNA

Technika ta jest stosowana w odniesieniu do cal-
kowitego DNA zawartego w komorce 1 pozwala na
bezposrednie porownywanie podobienstwa migdzy
genomami. Pozwala ona stwierdzi¢, czy podobien-
stwo pomiedzy sekwencjami nukleotydowymi ge-
nomow jest tak duze, aby mozliwe bylo utworze-
nie migdzy nimi heterodupleksowych czasteczek
DNA. Poczatkowo do analizy czasteczek hetero-
dupleksowych wykorzystywano gtownie technike
mikroskopii elektronowej. Obecnie porownywane
sa czasteczki DNA, z ktoérych jedna jest wyznako-
wana (np. radioizotopem *’P, *H lub “C). Preparaty
DNA dwoch badanych szczepow denaturuje si¢ ter-
micznie, nastgpnie miesza ze sobg i powoli schtadza
w warunkach umozliwiajgcych ich renaturacjg, czyli
odtworzenie dwuniciowych struktur hybrydowych.
Kolejny etap to pomiar poziomu radioaktywnosci
czasteczek hybrydowych. Technicznych wariantow
przeprowadzenia takiego eksperymentu jest wiele.
Analiza hybrydyzacyjna nieznanego (heterologicz-
nego) uktadu musi by¢ uzupetniona, przeprowadzona
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w identycznych warunkach, analizg kontrolng syste-
mu homologicznego. Stopien podobienstwa dwoch
r6znych DNA oblicza si¢ ze wzoru:

radioaktywno$¢ (cpm)

w systemie heterologicznym 100

%podobienstwa =
°P radioaktywnos¢ (cpm)

w systemie homologicznym

Stwierdzono, ze organizmy wykazujace wigcej
niz 70% podobienstwa zasad w DNA moga by¢ za-
liczone do jednego gatunku, a wigcej niz 20% — do
jednego rodzaju, mniejsze warto$ci wskazuja na
brak pokrewienstwa.

Hybrydyzacja DNA-DNA z wykorzystaniem
specyficznych sond molekularnych

Jest to technika przydatna do szybkiego wykry-
wania okreslonych mikroorganizméw w probkach
materiatu klinicznego lub pobranych ze srodowiska.
Jako sonda molekularna stosowany jest fragment
DNA specyficzny dla interesujacej nas grupy mi-
kroorganizmoéw. Najczesciej jest to syntetyczny oli-
gonukleotyd, zaprojektowany na podstawie znajo-
mosci sekwencji wybranego genu markerowego, np.
kodujacego czynnik wirulencji. Taki oligonukleotyd
zostaje odpowiednio wyznakowany i wykorzystany
w reakcji hybrydyzacji DNA-DNA typu Southern.
Jest to wige forma typowania molekularnego, szcze-
golnie przydatna w sytuacji, gdy nalezy szybko
wykry¢ i zidentyfikowac bakteri¢ chorobotworcza
w materiale pobranym od chorego, oczekujacego na
rozpoczecie leczenia lub na potwierdzenie diagnozy
i prawidtowosci podjetej terapii.

Wykorzystanie sond molekularnych do iden-
tyfikacji mikroorganizmu (ale takze np. genu
w chromosomie organizmu eukariotycznego) me-
toda hybrydyzacji bezposrednio w badanym ma-
teriale nazywamy zwykle hybrydyzacja in situ
(ISH, ang. in situ hybridization). Jej odmiang jest
hybrydyzacja fluorescencyjna in situ, tzw. techni-
ka FISH (ang. fluorescence in situ hybridization),
gdzie sonda oligonukleotydowa jest wyznakowana
fluorescencyjnie, a identyfikacja nastepuje dzigki
stwierdzeniu fluorescencji powstatego hybrydu.

Analiza wzoréw restrykcyjnych DNA

Zastosowanie analizy restrykcyjnej do celéw iden-
tyfikacji 1 klasyfikacji mikroorganizméw sprowa-
dza si¢ do porownywania wzoréw restrykcyjnych
ich genomdéw z wykorzystaniem zasady, ze wzor

restrykcyjny kazdej czasteczki DNA jest dla niej
charakterystyczny i1 poprzez swoja unikatowos$¢
charakteryzuje ja tak samo, jak odcisk palca cha-
rakteryzuje kazdego czlowieka. Dlatego tez wzor
restrykcyjny genomowego DNA mikroorganizmow
zostal nazwany ,,genetycznym odciskiem palca”
(ang. DNA fingerprint). Istnieje wiele technicznych
odmian tej metody.

W oryginalnej metodzie, nazywanej analizg
polimorfizmu dtugosci fragmentoéw restrykcyjnych
DNA (RFLP, ang. restriction fragment length po-
lymorphism), DNA genomowy danego szczepu jest
cigty okreslonymi enzymami restrykcyjnymi (s. 372)
i powstate roznej dlugosci fragmenty restrykcyjne
sa rozdzielane przez elektroforeze w odpowiednim
zelu, a otrzymany wzor fragmentéw (odcisk DNA)
porownywany ze wzorem innego szczepu. Przy bar-
dzo duzej liczbie fragmentow (prazkow w zelu) pre-
cyzyjne porownanie wzorow restrykcyjnych moze
by¢ trudne lub wrecz niewykonalne. Jednym z roz-
wigzan tego problemu jest zastosowanie tzw. rzadko
tngcych endonukleaz restrykcyjnych, co powoduje
zmnigjszenie liczby fragmentow.

Alternatywnym rozwigzaniem jest wykorzysta-
nie techniki RFLP do analizy mniejszych regionow
DNA (zamplifikowanych w reakcji PCR), obejmu-
jacych geny, ktore zostaly okre$lone mianem mar-
kerow molekularnych, np. sekwencja 16S rDNA
(przyktady takich markerow zostaty opisane nizej).

Analizy wykorzystujace technike PCR

Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR, ang. poly-
merase chain reaction) zostala zastosowana w biolo-
gii molekularnej po raz pierwszy w roku 1983 przez
K. Mullisa (uhonorowanego Nagroda Nobla w roku
1993). Obecnie jest ona stosowana z powodzeniem
réwniez w badaniach klasyfikacyjno-taksonomicz-
nych oraz w diagnostyce klinicznej podczas typo-
wania szczepow bakterii patogennych (np. metody
RAPD, MLST, AP-PCR, RT-PCR, MLVA itd.).
Technika PCR pozwala stwierdzi¢, czy intere-
sujaca nas sekwencja jest obecna w analizowanej
probie. Jezeli tak, to stanowigc matryce w lancu-
chowej reakcji polimerazy, z zastosowaniem odpo-
wiednich starterow, zostanie powielona (zamplifi-
kowana). Uzyskany produkt amplifikacji (fragment
dwuniciowego DNA o dtugosci od kilkudziesigciu
par zasad do kilku tysiecy par zasad) moze by¢ na-
stepnie w roznoraki sposob analizowany.
Czynnikiem decydujacym o przynalezno-
$ci taksonomicznej moze by¢ obecnos¢, brak lub



wielkos¢ danego fragmentu DNA. Technika dia-
gnostyczng wykorzystujaca taki system klasyfi-
kacji jest np. metoda MLVA (ang. multiple-locus
variable number tandem repeat analysis) umozli-
wiajaca typowanie bakterii na podstawie badania
zmian liczby tandemowych powtorzen (VNTR,
ang. variable number tandem repeats). W meto-
dzie tej amplifikowane sa regiony zawierajace po-
wtorzenia, a nast¢pnie z zastosowaniem elektrofo-
rezy kapilarnej szacowana jest doktadna wielko$¢
kazdego produktu PCR. Znajac wielko$¢ produktu
amplifikacji, mozna oszacowac liczbe powtdrzen
w kazdym z analizowanych /oci. Otrzymane in-
formacje tworza kod liczbowy, ktory moze byc
tatwo poréwnany z baza referencyjng. Metoda ta
jest z powodzeniem stosowana podczas typowania
bakterii patogennych, np. Bacillus anthracis, Le-
gionella pneumophila oraz Salmonella enterica.

Inne analizy wykorzystujace technike PCR do
identyfikacji organizméw prokariotycznych bazuja
na poréownaniu uzyskanego produktu amplifika-
cji z fragmentem wzorcowym, poprzez np. anali-
z¢ restrykcyjng (technika RFLP). Alternatywnie
poréwnaniu moga podlega¢ kompletne sekwencje
nukleotydowe uzyskanych produktow amplifikaciji.
Na podstawie poroéwnania zamplifikowanych se-
kwencji nukleotydowych homologicznych genéw
z kilku organizmow, okreslajac poziom ich iden-
tycznosci i podobienstwa, mozemy wnioskowac
o stopniu ich pokrewienstwa. Dla analiz filogene-
tycznych szczegolnie przydatne jest poréwnywanie
podobienstwa sekwencji genow kodujacych rRNA
matej podjednostki rybosomu (16S rRNA u proka-
riotéw 1 18S rRNA u eukariotow).

Analizy z wykorzystaniem markeréow
molekularnych

W chwili obecnej uznaje si¢, ze najbardziej wia-
rygodne wyniki daja analizy taksonomiczne
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i filogenetyczne bazujace na poznaniu sekwencji
nukleotydowej genow markerowych — tzw. identy-
fikacja molekularna. Wsroéd powszechnie stosowa-
nych markerow molekularnych najczesciej wyko-
rzystuje si¢ sekwencje 16S rDNA, ktora koduje gen
16S tRNA, czyli sktadnik matej podjednostki ry-
bosomu prokariotow. Czasteczka ta spetnia podsta-
wowe wymogi stawiane markerom molekularnym
stosowanym w badaniach filogenetycznych, tj.:

B wystepuje we wszystkich znanych bakteriach
i archeonach,

B pelni w tych organizmach réwnowazne funkcje,
B zawiera zardwno sekwencje w wysokim stop-
niu konserwowane, jak i sekwencje zmienne,

B charakteryzuje si¢ tempem zmienno$ci propor-
cjonalnym do mierzonych dystansow (odlegto-
$ci) ewolucyjnych (tzn. nie podlega drastycz-
nym i szybkim zmianom mutacyjnym).

Sekwencja genu 16S rRNA obejmuje fragment
DNA o dtugosci okoto 1500 pz. W jego obrebie
wyrdznia si¢ 9 regionow o duzej zmiennosci (od-
powiednio V1-V9, ang. variable regions), ktore
maja kluczowe znacznie podczas analiz filogene-
tycznych. Pomigdzy regionami zmiennymi znaj-
duja si¢ obszary DNA S$cisle konserwowane, ktore
wykorzystano do zaprojektowania odpowiednich
par starteréow. Opracowane zestawy starteréw do
PCR specyficzne dla bakterii i archeonow sg sto-
sowane do amplifikacji prawie calego genu 16S
rRNA, a otrzymane produkty amplifikacji sg pod-
dawane sekwencjonowaniu. Ostatecznie, uzyskane
sekwencje nukleotydowe poréwnywane sa z da-
nymi zgromadzonymi w odpowiednich bazach
danych [np. RDP (Ribosomal Database Project) —
http:/rdp.cme.msu.edu/ oraz NCBI (National Cen-
ter for Biotechnology Information) — http://[www.
ncbi.nlm.nih.gov/)], co pozwala zaklasyfikowac or-
ganizm do danej grupy taksonomicznej (ryc. 1.3).

en kodujacy
6S rRNA
komorki i G C T
;&% . zamplifikowany gen - _ - _
%0 1 2 16S rRNA 3 — —

Ryc. 1.3. Schemat eksperymentu majacego na celu identyfikacje organizmu prokariotycznego. (1) Izolacja DNA z komorek
bakterii lub archeona. (2) Amplifikacja technikag PCR fragmentu DNA niosacego gen kodujacy 16S rRNA. (3) Sekwencjonowanie

produktu PCR. Analiza otrzymanej sekwencji DNA



