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W dniu 05.02.2006 roku odesz³a od nas Profesor
Anna P o d h a j s k a, wspania³y cz³owiek i wycho-
wawca wielu roczników mikrobiologów i biologów
molekularnych. Anna, czê�ciej zwana przez nas Jagod¹,
ca³e swoje ¿ycie zwi¹za³a z Trójmiastem. Ukoñczy³a
studia na Wydziale Lekarskim AMG i od 1965 roku
rozpoczê³a pracê zawodow¹ w Katedrze Mikrobio-
logii AMG. W 1968 roku obroni³a doktorat i uzy-
ska³a specjalizacjê z zakresu mikrobiologii lekarskiej.
W 1987 roku habilitowa³a siê na Wydziale Lekarskim
AMG, a w 1996 roku otrzyma³a tytu³ profesora. Nie-
mal¿e od pocz¹tku istnienia Uniwersytetu Gdañskiego
tworzy³a Wydzia³ Biologii i Nauk o Ziemi pracuj¹c
najpierw w Katedrze Biochemii kierowanej przez Pro-
fesora Karola Taylora, a pó�niej kieruj¹c Zak³adem
Mikrobiologii. Jednostk¹ t¹, przekszta³con¹ pó�niej w
Katedrê Mikrobiologii, kierowa³a do 1996 roku. Od
pocz¹tku lat siedemdziesi¹tych Jagoda bardzo �ci�le
wspó³pracowa³a z Profesorem Wac³awem Szybalskim
z Uniwersytetu Wisconsin w Madison. W ci¹gu kilku-
nastu lat odby³a wielokrotne sta¿e naukowe w tym
laboratorium, co zaowocowa³o wieloma znacz¹cymi
publikacjami, ale równie¿ ide¹ utworzenia unikalnego
Wydzia³u Biotechnologii ³¹cz¹cego uczelnie Wybrze-
¿a. Wydzia³ Biotechnologii Uniwersytetu Gdañskiego
i Akademii Medycznej w Gdañsku powsta³ ostatecz-
nie w 1993 roku, przede wszystkim dziêki tytanicznej
pracy Jagody i Profesora Karola Taylora. Zasady stu-
diowania na Wydziale by³y inne ni¿ te, które by³y do-
tychczas regu³¹ na uczelniach; zosta³y wprowadzone
zmiany, które dopiero kilka, a nawet kilkana�cie lat
pó�niej pojawi³y siê w innych szko³ach wy¿szych.
Od samego pocz¹tku istnienia Wydzia³u obowi¹zywa³
system kredytowy, studenci mieli mo¿liwo�æ wyboru

wielu przedmiotów oferowanych na innych uczelniach,
jednym z wa¿nych kryteriów doboru studentów by³a
bieg³a znajomo�æ jêzyka obcego. Pasj¹ Jagody by³o
kszta³cenie studentów w zakresie najnowszych tech-
nik badawczych opartych o in¿ynieriê genetyczn¹
i biologiê molekularn¹. Od 1994 roku organizowa³a
dla studentów Letnie Szko³y Biotechnologii, na które
zapraszani byli najwybitniejsi przedstawiciele �wia-
towej nauki. Dziêki tym dzia³aniom absolwenci Wy-
dzia³u Biotechnologii z ³atwo�ci¹ znajdowali zatrud-
nienie w kraju i za granic¹.

Od 1996 roku Jagoda rozpoczê³a tworzenie od pod-
staw Katedry Biotechnologii na naszym Wydziale.
Katedr¹ kierowa³a do koñca swojej aktywno�ci zawo-
dowej. Objêcie kierownictwa tej w³a�nie Katedry wy-
nika³o z wielkiej pasji Jagody do upowszechniania
i komercjalizacji wyników naukowych. Dziêki jej zaan-
ga¿owaniu dosz³o do utworzenia w Gdañsku Centrum
Transferu Technologii, a w Gdyni Pomorskiego Parku
Naukowo-Technologicznego. Konieczno�æ przenosze-
nia wyników badañ do firm biotechnologicznych pro-
pagowa³a równie¿ na forum miêdzynarodowym. By³a
wiceprezydentem Stowarzyszenia Scanbalt powo³ane-
go przez uczelnie wy¿sze i firmy biotechnologiczne
zlokalizowane w basenie Morza Ba³tyckiego w celu
prowadzenia wspólnych badañ i wdra¿ania nowoczes-
nych technologii.

Jagoda by³a wybitnym naukowcem i nauczycielem
akademickim. Opublikowa³a kilkadziesi¹t prac nauko-
wych, wiele z nich w czasopismach zagranicznych
o najwy¿szym poziomie. Wypromowa³a prawie 100 ma-
gistrantów i oko³o 20 doktorów; czterech z nich zosta³o
profesorami. Swoje liczne kontakty zagraniczne wy-
korzystywa³a miêdzy innymi do kierowania swoich
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1938�2006

lekarz, profesor biotechnologii Uniwersytetu Gdañskiego,
specjalista w dziedzinie mikrobiologii,
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wspó³pracowników na sta¿e naukowe do czo³owych
amerykañskich i europejskich o�rodkach naukowych.
Jej pasjê i rolê w tworzeniu i popularyzacji nauki
doceni³y równie¿ ró¿ne organizacje spo³eczne, miê-
dzy innymi nominuj¹c do bardzo presti¿owej nagrody
Women in Science.

To po¿egnanie nie by³oby pe³ne gdyby�my nie po-
�wiêcili kilku zdañ Jagodzie � nies³ychanie wra¿liwe-
mu i dobremu cz³owiekowi. Wierzy³a w ludzi, w ich
wewnêtrzn¹ dobroæ. Pomaga³a nam wszystkim, szcze-
gólnie je�li kto� z nas by³ nieszczê�liwy, chory lub
w inny sposób poszkodowany przez los. Wiêkszo�æ z nas

bêdzie to zawsze pamiêta³a. Jagoda kocha³a nie tylko
ludzi, kocha³a te¿ zwierzêta. Jej dom by³ zawsze pe³en
przygarniêtych uratowanych zwierz¹t. Bezdomne psy,
koty (ale zdarza³y siê te¿ � okaleczony je¿, go³¹b czy
mewa) znajdowa³y trwa³y lub czasowy azyl w jej domu.

Tak¹ bêdziemy Ciebie pamiêtaæ � doskona³ego
naukowca i organizatora nauki, ale równie¿ wspa-
nia³ego cz³owieka pomagaj¹cego innym, nawet wtedy
kiedy to Ty potrzebowa³a� tej pomocy najbardziej.
¯egnaj Jagodo.

Pracownicy Wydzia³u Biotechnologii UG-AMG

5-tego lutego 2006 r. po d³ugotrwa³ej i bardzo ciê¿kiej chorobie zmar³a prof. dr hab. Anna Jadwiga
Podhajska, mikrobiolog, profesor Uniwersytetu Gdañskiego. �p Pani Profesor wspó³pracowa³a z Redak-
cj¹ Postêpów Mikrobiologii jako Autor, Recenzent oraz Doradca.

Dziêki jej staraniom mogli�my w 1994 r. jako jedyni w kraju wydrukowaæ w przek³adzie na jêzyk
polski materia³y z jubileuszowego Sympozjum COGENE pt. From the Double Helix to the Human
Genome: 40 Years of Molecular Genetics. Sympozjum pod auspicjami UNESCO odby³o siê w Pary¿u
w kwietniu 1993 roku.

Podziwiali�my prof. A. Podhajsk¹ za Jej niezwyk³¹ wiedzê, m¹dro�æ, ¿yczliwo�æ oraz optymizm.
Teraz brak nam jej bêdzie

Za Redakcjê
Jerzy Hrebenda
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1. Wprowadzenie � plazmidy jako
pozachromosomowe elementy genetyczne

Jakkolwiek informacja zawarta w chromosomie ko-
mórki prokariotycznej jest wystarczaj¹ca do pe³nie-
nia podstawowych funkcji ¿yciowych, to w komórce
znajdowaæ siê mog¹ dodatkowe elementy genetyczne,
które nadaj¹ jej w specyficznych (odmiennych ni¿
typowe dla niej) warunkach przewagê selekcyjn¹
na komórk¹ bezplazmidow¹ i warunkuj¹ wtedy jej
prze¿ycie. Takie pozachromosomowe cz¹steczki DNA
zdolne do autonomicznego powielania, utrzymywania
i przenoszenia siê z komórki do komórki, okre�lane s¹
terminem plazmidy. Stanowi¹ one pulê dodatkowej in-
formacji genetycznej o znacznym, szczególnie w przy-

padku du¿ych lub wielokopiowych plazmidów, udzia-
le procentowym wobec ca³kowitego DNA komórko-
wego. Jednocze�nie charakteryzuj¹ siê zdolno�ci¹ do
ulegania dynamicznym przemianom oraz do efektyw-
nego transferu horyzontalnego. Elementy genetyczne
spe³niaj¹ce powy¿sz¹ definicjê plazmidów wystêpuj¹
tak¿e u eukariotów, w tym przypadku nale¿y jednak
dodatkowo zaznaczyæ, ¿e do tej grupy nie zaliczamy
genomów/chromosomów organelli komórkowych (np.
mitochondriów czy chloroplastów).

Plazmidy u bakterii odkryto we wczesnych latach
piêædziesi¹tych dwudziestego wieku w eksperymen-
tach z zakresu �klasycznej genetyki bakterii�, co pod-
sumowuj¹ retrospektywne prace L e d e r b e r g a  [39]
i H e l i n s k i e g o  [25]. Fizyczn¹ obecno�æ cz¹steczki
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3. Struktura bakteryjnych plazmidów liniowych/typy zakoñczeñ cz¹steczki. 3.1. Plazmidy liniowe o kowalencyjnie zamkniêtych koñ-
cach/struktura szpilki do w³osów. 3.2. Plazmidy liniowe o telomerach po³¹czonych z bia³kami terminalnymi. 4. Replikacja plazmidów
liniowych. 4.1. Replikacja plazmidów zakoñczonych struktur¹ szpilki do w³osów. 4.2 Replikacja plazmidów nios¹cych TP w porówna-
niu do innych inwertronów. 5. Mechanizmy stabilizuj¹ce. 6. Geny zlokalizowane na plazmidach liniowych nie zwi¹zane z funkcjami
�maintenance�. 6.1. Geny identyfikowane na replikonach liniowych z zakoñczeniami typu szpilki do w³osów. 6.2. Cechy kodowane
przez geny plazmidów z przy³¹czonymi TP 7. Pochodzenie i ewolucja bakteryjnych plazmidów liniowych. 7.1. Ewolucja i rearan¿acje
plazmidów typu inwertronu. 7.2. Pochodzenie i zmiany genetyczne plazmidów o zakoñczeniach typu szpilki do w³osów. Podsumowanie

Linear plasmids in bacteria

Abstract: Although the majority of bacterial plasmids exist as circular DNA molecules, plasmids naturally occurring in linear form
have been discovered. There are two known types of linear plasmids: the first one contains plasmids with protein attached to the 5� end
of the DNA molecule, and the other type consists of plasmids with covalently closed (hairpin-type) ends. Plasmids with attached
terminal proteins belong to the group of invertrons. Usually they encode phenotypic traits advantageous for their bacterial host, e.g.
degradation of xenobiotics, heavy metal resistance, production of antibiotics. The hairpin-type plasmids are common genetic ele-
ments in pathogenic Borrelia spirochetes, in which they play an essential role in hiding from the host immunological response.
This review deal with such topics as the structure of linear plasmids (including prophage/plasmid genomes), replication and stable
inheritance mechanisms, phenotypic traits encoded by them. Some theories concerning their possible origin, evolution and genetic
rearrangements are also discussed.

1. Introduction � plasmids as an extrachromosomal genetic elements. 2. Linear plasmids; general characterization. 3. Structure of
bacterial linear plasmids/types of plasmid particle terminus. 3.1. Linear plasmids with covalently closed ends/hairpin structure.
3.2. Linear plasmids with telomers carrying terminal proteins. 4. Linear plasmids replication. 4.1. Replication of plasmids with
hairpin structure. 4.2. Replication of plasmids with terminal proteins comparing to other types of invertrons. 5. Stable inheritance
mechanisms. 6. Genes localized on linear plasmids � other than required for maintenance functions. 6.1. Genes identified on linear
replicons with hairpin terminus structure. 6.2. Phenotypic traits encoded by plasmids carrying terminal proteins. 7. Origin and
evolution of bacterial plasmids. 7.1. Evolution and genetic rearangments of invertron-type linear plasmids. 7.2. Origin and genetic
instability of plasmids with hairpin structures. 8. Summary

S³owa kluczowe: Bia³ko terminalne (TP), inwertron, plazmid, plazmid liniowy, telomer
Keywords: Linear plasmid, invertron, plasmid, telomere, terminal protein (TP)
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DNA plazmidowego w komórce bakteryjnej wykazano
na pocz¹tku lat 60., dziêki wykorzystaniu metody ultra-
wirowania w gradiencie gêsto�ci chlorku cezu z brom-
kiem etydyny opracowanej przez zespó³ V i n o g r a d a
i wykorzystywanej uprzednio do izolacji genomów
mitochondrialnych [32, 58].

Plazmidy to cz¹steczki dwuniciowego DNA, naj-
czê�ciej o strukturze kowalentnie zamkniêtego ko³a
(cccDNA � ang. covalently closed circle). Mniej liczn¹
grupê stanowi¹ plazmidy liniowe, wystêpuj¹ce u nie-
których grup prokariotów i eukariotów. Wielko�æ plaz-
midów waha siê w granicach od 1 kpz (tysi¹ca par za-
sad) do 2000 kpz � te najwiêksze, tzw. megaplazmidy
mog¹ przewy¿szaæ rozmiarem niektóre chromosomy
bakteryjne [84]. Ma³e plazmidy czêsto zawieraj¹ tylko
informacjê niezbêdn¹ do replikacji w³asnej cz¹steczki
i zapewniaj¹c¹ jej stabilno�æ, podczas gdy du¿e plazmi-
dy koduj¹ zazwyczaj systemy warunkuj¹ce zdolno�æ do
koniugacji i oraz nios¹ geny odpowiedzialne za ró¿no-
rodne cechy metaboliczne lub fizjologiczne [82].

2. Plazmidy liniowe � ogólna charakterystyka

Plazmidy liniowe spotyka siê w zarówno w gatun-
kach bakterii Gram-dodatnich (z rodzajów Streptomy-
ces, Rhodococcus, Mycobacterium, Clavibacter, Lacto-
bacillus,) oraz u Gram-ujemnych z rodzajów Borrelia,
Xantobacter, Klebsiella [36, 41, 47, 53, 54, 71, 83],
rzadziej u archeonów [42, 48]. Elementy genetyczne
typu liniowych plazmidów znaleziono tak¿e u organiz-
mów eukariotycznych, szczególnie czêsto spotykane s¹
u dro¿d¿y [18] i grzybów nitkowatych [22], ale tak¿e
u ro�lin wy¿szych (Brassica, Zea, Sorghum). Plazmi-
dom eukariotycznym po�wiêcony jest artyku³ przegl¹-
dowy L e � n i e w i c z a  [40]. Ta forma plazmidów
odkryta zosta³a stosunkowo pó�no w porównaniu do
kolistych plazmidów � bo dopiero w latach osiemdzie-
si¹tych ubieg³ego wieku. Pierwszy bakteryjny plazmid
liniowy wyizolowany zosta³ ze Streptomyces rochei
w 1979 r. [24]. Opó�nienie to by³o wynikiem tego, i¿
powszechnie stosowane metody identyfikacji i oczysz-
czania plazmidów oparte na technice lizy komórek
w warunkach wysokiego pH, np. metoda B i r n b o i m
i D o l l y  [5] i jej modyfikacje, preferuj¹ identyfika-
cjê form kolistych. Plazmidy liniowe podczas takiej
preparatyki ulegaj¹ nieodwracalnej denaturacji, pod-
czas gdy formy dwuniciowego DNA, zw³aszcza nie-
du¿e, po obni¿eniu pH ³atwo renaturuj¹ powracaj¹c
do formy natywnej, dziêki czemu mog¹ zostaæ uwi-
docznione w wyniku bezpo�redniej analizy elektro-
foretycznej lizatu jak i byæ oczyszczone metod¹ ultra-
wirowania w gradiencie CsCl z bromkiem etydyny lub
z zastosowaniem komercyjnych zestawów do oczysz-
czania plazmidów kolistych. Ponadto stosowane, do�æ

zró¿nicowane metody odbia³czania lizatów komórko-
wych mog³y prowadziæ do niekontrolowanej utraty
frakcji DNA zawieraj¹cej liniowe plazmidy, lub w pew-
nych przypadkach uniemo¿liwiaæ ich wnikanie do ¿eli
agarozowych. Poznawanie kolejnych plazmidów linio-
wych umo¿liwi³o upowszechnienie techniki elektoro-
forezy typu PFGE, która pozwala stosunkowo ³atwo
odró¿niaæ formy liniowe DNA od kolistych. Wci¹¿
jednak jest to forma plazmidu trudna do uzyskania
w czystej postaci inn¹ technika ni¿ eluowanie z ¿elu
agarozowego, co z kolei w przypadku du¿ych cz¹ste-
czek jest procedura ma³o wydajn¹.

Analiza strukturalna oraz badanie mechanizmów
replikacji i stabilnego utrzymywania (ang. mainten-
ance) plazmidów liniowych pozwoli³a zaobserwowaæ,
¿e wykazuj¹ one istotne podobieñstwo do wystêpuj¹-
cej w komórkach bakteryjnych autonomicznej (profa-
gowej) postaci niektórych bakteriofagów, czego mo-
delowym przyk³adem mo¿e byæ bakteriofag N15 [65].
Podobieñstwo profagowej formy genomu N15 i �praw-
dziwych� liniowych plazmidów o kowalentnie zam-
kniêtych koñcach (patrz poni¿ej) jest na tyle znacz¹ce,
¿e w artyku³ach publikowanych w renomowanych cza-
sopismach stosowany jest termin �N15 prophage plas-
mid� lub wrêcz �N15 linear plasmid� na okre�lenie
profagowej formy genomu faga N15 [59, 60, 62, 65,
71]. W niniejszej pracy stosowany bêdzie terminu pro-
fag/plazmid w przypadkach odnosz¹cych siê do sytua-
cji, kiedy to bakteriofag w formie lizogennej wystêpuje
w komórce w postaci analogicznej do liniowego plaz-
midu (imituj¹cej liniowy plazmid), a s³u¿y jako model
ilustruj¹cy zdarzenia wspólne dla obu typów tych ele-
mentów genetycznych.

3. Struktura bakteryjnych plazmidów liniowych/
typy zakoñczeñ cz¹steczki

Wspóln¹ cech¹ wszystkich bakteryjnych plazmi-
dów liniowych jest posiadanie na koñcach cz¹steczki
odwróconych powtórzeñ sekwencji DNA (ang. termi-
nal inverted repeats � oznaczane jako TIR lub ITR),
co oznacza, ¿e sekwencja nukleotydowa jednego koñca
powtarza siê w odwrotnej orientacji na przeciwleg-
³ym koñcu. D³ugo�æ TIR jest ró¿na u ró¿nych plazmi-
dów liniowych, a takie zakoñczenia liniowego repli-
konu prokariotycznego podobnie jak w przypadku
liniowych chromosomów eukariotycznych przyjêto na-
zywaæ telomerami.

W�ród plazmidów liniowych wyró¿nia siê dwa typy
budowy zakoñczeñ cz¹steczki: 1) cz¹steczka liniowa
ma koñce kowalencyjnie zamkniête i tworz¹ce syme-
tryczne struktury tzw. szpilki do w³osów (ang. hairpin-
loop); 2) koñcowe fragmenty cz¹steczki (telomery)
po³¹czone s¹ z bia³kiem, zwi¹zanym kowalencyjnie
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z 5�koñcem nici DNA, nosz¹cym nazwê bia³ka termi-
nalnego (ang. terminal protein, TP).

3.1. Bakteryjne plazmidy liniowe o kowalencyjnie
zamkniêtych koñcach/struktura szpilki do w³osów

Plazmid liniowy o kowalencyjnie zamkniêtych koñ-
cach to w istocie jedna koli�cie zamkniêta niæ DNA
wykazuj¹ca wysoki poziom wewnêtrznej homologii,
co powoduje, ¿e w wyniku parowania komplementar-
nych zasad przyjmuje ona postaæ liniowej dwunicio-
wej (sp³aszczonej) struktury z jedynie kilkunukleoty-
dowymi pêtlami na koñcach (patrz rys. 1b). Tego typu
drugorzêdowa struktura cz¹steczki DNA (dwuniciowy
trzonek i jednoniciowa pêtla) jest form¹ okre�lan¹ za-
zwyczaj jako szpilka do w³osów (ang. hairpin-loop),
co powoduje ¿e plazmidy tego rodzaju nazywane s¹
tak¿e plazmidami o koñcach typu szpilki do w³osów.
Plazmidy liniowe o opisanej strukturze wykryto wy-
³¹cznie u bakterii Gram-ujemnych, szczególnie szeroko
rozpowszechnione s¹ u krêtków z rodzaju Borrelia.
Rzadko spotyka siê je u innych gatunków z tej grupy,
wykryto je np. u Klebsiella pneumoniae [41] i Xanto-
bacter sp.[36] i jak niektórzy autorzy podaj¹ u Esche-
richia coli [np. 61]. W przypadku E. coli mamy jednak
do czynienia ze wspomnian¹ wy¿ej liniow¹ form¹ ge-
nomu profaga N15 opisan¹ przez R y b c h i n a  [65],
czyli zgodnie z przyjêt¹ zasad¹ profago/plazmidem
N15. Nale¿y zaznaczyæ, ¿e liniowy DNA profago/plaz-
midu N15 ma inn¹ strukturê ni¿ liniowy genom faga
zawarty w g³ówce fagowej. Sposób przekszta³cenia for-
my �dzikiej� genomu w formê profaga/plazmidu jest
opisany w rozdziale 4.1. Analogiczn¹ do N15 budow¹
charakteryzuj¹ siê tak¿e formy profagowe faga PY54
z Yersinia enterocolitica i MKO2 z Klebsiella oxytoca
[7, 26]; chocia¿ pierwotnie MKO2 z K. oxytoca pod naz-
w¹ pKO2 uwa¿any by³ za typowy plazmid liniowy [73].

U krêtków z rodzaju Borrelia liniowe formy DNA
spotykane s¹ tak powszechnie, ¿e kolisty DNA stanowi
mniejszo�æ ca³kowitego DNA w komórce, a niektóre

gatunki, np. B. anserina, B. parkeri i B. duttoni, pato-
geny wywo³uj¹ce gor¹czkê powrotn¹ (ang. relapsing
fever), zawieraj¹ wy³¹cznie DNA o liniowej strukturze.
Wszystkie badane gatunki z rodzaju Borrelia zawieraj¹
liniowy chromosom o wielko�ci oko³o 1000 kpz, nato-
miast ich (zwykle liczne) plazmidy mog¹ mieæ formê
liniow¹ b¹d� kolist¹ o wielko�ci w zakresie od 5 do
ponad 200 kpz. Na przyk³ad, wywo³uj¹ca boreliozê
(ang. Lyme disease) Borrelia burgdorferi zawiera ge-
nom sk³adaj¹cy siê z liniowego chromosomu o d³ugo�ci
910 kpz oraz z 21 plazmidów, z których 12 to plazmidy
liniowe, a 9 koliste. Tak du¿a zawarto�æ liniowych cz¹s-
teczek DNA zwiêksza potencja³ rekombinacyjny bak-
terii, a co za tym idzie genetyczn¹ ró¿norodno�æ w�ród
opisywanych patogenów. W dalszej czê�ci wyja�nione
zostanie, w jaki sposób bakterie �wykorzystuj¹� tê mo¿-
liwo�æ genetycznej zmienno�ci.

Wszystkie liniowe plazmidy u Borrelia, a tak¿e
chromosom B. burgdorferi charakteryzuj¹ siê obec-
no�ci¹ koñców cz¹steczki (telomerów) o specyficznej
budowie w postaci kowalencyjnie zamkniêtych struk-
tur typu szpilki do w³osów. Najwiêcej badañ przepro-
wadzono na modelu plazmidu liniowego o d³ugo�ci
16 kpz (pl16) [27]. Na ka¿dym z koñców plazmidu
dwie nici DNA ³¹cz¹ siê w perfekcyjnie palindromicz-
n¹, bogat¹ w pary AT strukturê szpilki do w³osów.
Lewy i prawy telomer tego plazmidu stanowi odwróco-
na sekwencja o d³ugo�ci 19 par nukleotydów z których
16 jest identycznych w obu telomerach Z kolei telo-
mery identyczne do jednego z telomerów plazmidu
16 kpz obecne s¹ w liniowym plazmidzie o wielko�ci
46 kpz. Wspomniany powy¿ej profag/plazmid N15
posiada palindromiczne, terminalne struktury szpilek
do w³osów na obu koñcach cz¹steczki, których pêtle
utworzone s¹ przez co najmniej 4 niesparowane nukleo-
tydy, a TIR ma d³ugo�æ 28 pz [44].

Plazmidy o podobnej budowie telomerów ziden-
tyfikowano tak¿e w komórkach eukariotycznych, np.:
w mitochondriach dro¿d¿y Pichia i patogennego dla
ro�lin grzyba Rhizoctonia solani; budowê tak¹ maj¹
te¿ genomy zwierzêcych pokswirusów, wirusa ASFV
� wirusa afrykañskiej gor¹czki �wiñ (ang. African
swine fever virus). Co ciekawe, w wielu telomerach
tych ró¿nych elementów genetycznych znaleziono
wspólny motyw o d³ugo�ci 6 par zasad [27].

3.2. Plazmidy liniowe o telomerach po³¹czonych
z bia³kami terminalnymi

Plazmidy, których koñce cz¹steczki DNA po³¹czone
s¹ z bia³kami terminalnymi stanowi¹ wiêksz¹ liczeb-
nie grupê w�ród plazmidów liniowych. Wystêpuj¹ one
przede wszystkim u przedstawicieli rzêdu Actino-
mycetales (rodzaj Streptomyces, Rhodococcus, Myco-
bacterium). Wielko�æ plazmidów liniowych tej grupy

A
TP

TIR

TIR

B

Rys. 1. Struktura plazmidów liniowych
(A) Plazmiy o koñcach 5� po³¹czonych z bia³kami terminalnymi

(B) Plazmidy o kowalencyjnie zamkniêtych koñcach



8 MIROS£AWA W£ODARCZYK, DOROTA GIERSZ

jest znacznie zró¿nicowana, np. u Streptomyces wynosi
od 12 kpz do kilkuset kpz, (pKSL ze S. lasaliensis ma
wielko�æ 520 kpz) [54]. Plazmidy te charakteryzuj¹
siê oczywi�cie obecno�ci¹ odwróconych terminalnych
powtórzeñ (TIR), lecz wyró¿niaj¹ca je cech¹ jest obec-
no�æ na obu koñcach cz¹steczki bia³ek terminalnych
(TP) po³¹czonych kowalencyjnie z koñcem 5� nici
DNA [29]. D³ugo�æ terminalnych powtórzeñ jest
bardzo zró¿nicowana i wynosi od kilkudziesiêciu do
kilkuset par zasad, np 44 pz w plazmidzie pSLP2
(50 kpz) ze S. lividans do 9500 par zasad w plazmi-
dzie pPZG101 (387 kpz) ze S. rimosus; którego liniowy
chromosom na d³ugo�æ 8 000 kpz i niesie TIR o d³u-
go�ci 550 kpz [50]. Jednak najd³u¿sze znane terminal-
ne odwrócone powtórzenia to TIRy o d³ugo�ci 1 Mb
zidentyfikowane w chromosomie S. coelicolor A3(2)
� 9,7 Mb [81]. Nie jest obserwowana korelacja miê-
dzy d³ugo�ci¹ TIR a wielko�ci¹ plazmidu. Na przyk³ad,
plazmid pCLP (25 kpz) z Mycobacterium celatum ma
TIRy o d³ugo�ci 45 par zasad, a mniejsze od niego
plazmidy pSLA2 (17 kpz) z S. rochei i pSCL1 (12 kpz)
z S. clavuligerus maj¹ TIR o d³ugo�ci odpowiednio 614
i 900 par zasad [54]. Zró¿nicowaniu d³ugo�ci TIR-ów
towarzyszy wysoki poziom polimorfizmu ich sekwen-
cji, nawet w blisko spokrewnionych gatunkach. Czêsto
homologia sekwencji TIR liniowych replikonów w po-
krewnych gatunkach Streptomyces dotyczy tylko nie-
wielkich koñcowych fragmentów, z czego wynika brak
ich krzy¿owej hybrydyzacji [17]. Czasem, mamy ponad-
to do czynienia z tzw. przerywanymi regionami homo-
logii odwróconych sekwencji lokuj¹cych siê w s¹siedz-
twie �g³ównych� terminalnych powtórzeñ � tak jest na
przyk³ad we wspomnianym wy¿ej plazmidzie pSLA2,
który oprócz �klasycznych� 614 nukleotydowych ter-
minalnych odwróconych powtórzeñ, ma w ich s¹siedz-
twie 11 odwróconych powtórzeñ o d³ugo�ci 5 do 17 p.z.
przerywanych krótkimi regionami (nawet tylko 3 pary
zasad) niehomologicznymi [54].

Podczas gdy telomery liniowych plazmidów by³y
intensywnie badane, prace dotycz¹ce molekularnej
charakterystyki bia³ek terminalnych liniowych plaz-
midów bakteryjnych zaczê³y pojawiaæ siê dopiero
w ostatnim piêcioleciu. Obecno�æ TP kowalencyjnie
zwi¹zanych z telomerami by³a stwierdzona oczywi�cie
du¿o wcze�niej [29], przy zastosowaniu ró¿nego typu
technik eksperymentalnych, miêdzy innymi na podsta-
wie opó�nienia (lub wrêcz uniemo¿liwienia) migracji
w ¿elu agarozowym podczas elektoroforezy tych¿e
cz¹steczek, o ile nie zastosowano wcze�niejszego ich
traktowania czynnikami proteolitycznymi lub ³agodnej
denaturacji alkalicznej, niewra¿liwo�ci na trawienie
egzonukleazami oraz zdolno�ci wi¹zania siê z pere³-
kami szklanymi (ang. glass beads binding) w warun-
kach charakterystycznych dla kompleksów DNA-bia³ko
[72, 77, 86]. To �nowe� zainteresowanie siê bia³kami

terminalnymi liniowych replikonów (chromosomów
i plazmidów) promieniowców nast¹pi³o po wykazaniu,
i¿ mimo ogólnego podobieñstwa telomerów tej grupy
liniowych replikonów do telomerów adenowirusów
i niektórych bakteriofagów (np. M29 Bacillus subtilis),
ich funkcja musi byæ odmienna, gdy¿ w odró¿nieniu
od wymienionych genomów wirusowych replikacja ich
cz¹steczki zaczyna siê od centralnie, a nie terminalnie
usytuowanego punktu pocz¹tkowego [10] (szczegó³y
w rozdziale o replikacji). Seria prac z laboratorium
C o h e n a  oraz Ya n g a  [1, 2, 28, 86] dostarczy³y
wielu nowych, ciekawych informacji o TP z liniowych
replikonów w rodzaju Streptomyces. Badacze ci ziden-
tyfikowali szereg genów (tpg � od ang. terminal pro-
teins genes) koduj¹cych bia³ka terminalne w chromo-
somie S. coelicolor (tpgC), chromosomie i plazmidach
(100 kpz i 206 kpz) S. rochei (tpgR1, tpgR2 i tpgR3),
chromosomie S. lividans (tpgL) i plazmidzie pSLA22
S. lividans, sklonowali je i oznaczyli sekwencje nukleo-
tydowe, a dla niektórych tak¿e sekwencje aminokwa-
sowe metod¹ spektrometrii masowej. Stwierdzono, ¿e
badane bia³ka terminalne (w pracy Ya n g a  i wsp.
z 2002 r. [86] porównywano 7 homologów) liniowych
genomów ze Streptomyces stanowi¹ grupê odró¿niaj¹c¹
siê od bia³ek bakteriofagowych (np. M29, PRD1, Nf),
adenowirusowych oraz pochodz¹cych z plazmidów
eukariotycznych wielko�ci¹ i cechami sekwencji ami-
nokwasowej. S¹ one najmniejsze (oko³o 185 amino-
kwasów), podczas gdy najwiêksze, adenowirusowe TP
licz¹ nawet ponad 600 aminokwasów. Uwa¿a siê,
¿e jedna z domen o strukturze $-kartki bierze udzia³
w agregacji bia³ek Tp i/lub wi¹zaniu do b³ony komórko-
wej (co t³umaczy³oby utrudnienia ich migracji w ¿elu).
Bia³ka TP zawieraj¹ te¿ domenê z motywem helisa-
skrêt-helisa charakterystycznym dla bia³ek wi¹¿¹cych
DNA. Domena ta wykazuje 54% podobieñstwa i 27%
identyczno�ci z odwrotn¹ transkryptaz¹ wirusa HIV
[86] Ró¿ne grupy bia³ek terminalnych nie wykazuj¹ te¿
homologii sekwencji, a ponadto reszta aminokwasow¹,
poprzez któr¹ ³¹cz¹ siê wi¹zaniem fosfodwuestrowym
z DNA to zawsze seryna, co t³umaczy charakterystycz-
n¹ labilno�æ wi¹zania w lekko alkalicznych warunkach.
Cytowane badania potwierdzi³y te¿, ¿e bia³ko jest zwi¹-
zane z 5�koñcem nici DNA, co t³umaczy podatno�æ
cz¹steczki na trawienie 3� egzonukleazami, podczas
gdy chroniony bia³kiem koniec 5� jest niepodatny na
dzia³anie 5� egzonukleaz. Funkcje bia³ek terminalnych
bêd¹ omówione w rozdziale o replikacji � w ka¿dym
razie bia³ka terminalne plazmidów promieniowców nie
uczestnicz¹ w procesie inicjacji replikacji w centralnie
ulokowanym punkcie oriV, a inicjuj¹ jedynie syntezê
potrzebn¹ do wype³nienia �niedoreplikowanych� koñ-
ców cz¹steczki. Uznano je wiêc za now¹ klasê bia³ek
inicjacji replikacji (ang. priming proteins). [1, 86].
W komórkach Streptomyces stwierdzono wystêpowanie
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pseudo-kolistych form plazmidów liniowych, które,
jak postuluje S a k a g u c h i  [66] mog¹ odgrywaæ rolê
w replikacji, integracji i wycinaniu pewnych inwer-
tronów. W powstawaniu tych form, zwanych form¹ ra-
kiety tenisowej (ang. racket-frame form), uczestnicz¹
tak¿e bia³ka terminalne �wspomagane� przez grupê
dodatkowych bia³ek zestawiaj¹cych (ang. juxtaposing
proteins) ³¹cz¹cych siê z drugorzêdowymi strukturami
w obrêbie TIR, a nastêpnie oddzia³uj¹cymi miêdzy
sob¹ w rejonie trzonka rakiety zestawiaj¹c 2 dwuni-
ciowe odcinki DNA [66, 86].

Opisywany typ bakteryjnych liniowych plazmidów
wraz z innymi liniowymi replikonami o podobnie
zbudowanych telomerach (w tym liniowe plazmidy
eukariotyczne, genomy adenowirusów i niektórych bak-
teriofagów; np. M29 z Bacillus subtilis, HB-3 ze Strepto-
coccus pneumoniae, czy PRD1 z E. coli [20, 74] oraz
wiele pro- i eukariotycznych elementów transpozycyj-
nych) zaklasyfikowano do grupy elementów genetycz-
nych, które S a k a g u c h i  okre�li³ w roku 1990 ter-
minem inwertrony [66]. Podobieñstwo struktury nie
obejmuje obecno�ci terminalnych bia³ek w elementach
transpozycyjnych, których dotychczas nie zidentyfiko-
wano w formie wolnej (czyli niezintegrowanej z jakim�
komórkowym replikonem). Poza podobnym schema-
tem struktury inwertrony wykazuj¹ istotne podobieñ-
stwa funkcjonalne, w tym zdolno�æ ³atwego ulegania
rearan¿acjom genetycznym.

4. Replikacja plazmidów liniowych

Podstawowym problemem pojawiaj¹cym siê przy re-
plikacji genomów liniowych jest skracanie koñców 5�
podczas procesu prowadzonego przez powszechnie wy-
stêpuj¹ce polimerazy DNA. Organizmy eukariotyczne
zapobiegaj¹ temu wyd³u¿aj¹c koñce DNA za pomoc¹
telomerazy, dobudowuj¹cej wiele kopii identycznych
sekwencji DNA na koñcu liniowego genomu. Komórki
prokariotyczne tego problemu zwykle nie maj¹, gdy¿ ich
DNA jest najczê�ciej cz¹steczk¹ kolist¹. Podobieñstwa
miêdzy rejonami replikacyjnymi plazmidów liniowych
do tych z replikonów kolistych nasunê³o przypuszcze-
nie, ¿e liniowe cz¹steczki mog¹ siê replikowaæ w for-
mie cyrkularnej, i tak siê dzieje z plazmidami linio-
wymi (obu typów) sztucznie pozbawionymi telome-
rów. W plazmidach z B. burgdorferi zarówno plazmidy
liniowe jak i koliste nios¹ zestawy genów nale¿¹cych
do piêciu tzw. rodzin paralogicznych genów (ang. para-
logous gen families, PGF), które zwi¹zane s¹ z replika-
cj¹ i stabilnym utrzymywaniem plazmidu w komórce
[64]. PGF obecne s¹ we wszystkich plazmidach B. burg-
dorferi i s¹ zwykle zlokalizowane w centralnej czê�ci
plazmidu. Wykazano, ¿e rejony PGF zdolne s¹ do ini-
cjowania replikacji niezale¿nie od formy plazmidu.

4.1. Replikacja plazmidów zakoñczonych struktur¹
szpilki do w³osów

Jako model podczas opisywania replikacji liniowych
plazmidów prokariotycznych o kowalencyjnie zamkniê-
tych koñcach s³u¿y zazwyczaj mechanizm replikacji
profaga/plazmidu N15 z E. coli [43]. Genom faga N15
nie integruje w chromosom bakteryjny, ale podczas sta-
nu lizogenii utrzymuje siê w komórce w postaci linio-
wej cz¹steczki DNA z kowalencyjnie zamkniêtymi te-
lomerami typu szpilki do w³osów imituj¹cej plazmid.
Forma ta powstaje, gdy podczas infekcji komórki bak-
teryjnej genom faga N15 ulega najpierw cyrkularyzacji
w wyniku ligacji lepkich koñców cosL i cosR a nastêpnie
przeciêciu tej kolistej formy w miejscu telL/R. Otrzy-
mane w ten sposób wolne koñce zostaj¹ kowalencyjnie
zamkniête, tworz¹c liniow¹ cz¹steczkê DNA (profaga/
plazmidu) o koñcach typu szpilki do w³osów. Reakcjê
przeciêcia i zamykania koñców katalizuje produkt genu
telN, lekko kwasowe bia³ko TelN o masie 72,2 kDa,
którego celem dzia³ania bia³ka jest sekwencja telR/L
o d³ugo�ci 56 pz [61]. Gen telN zlokalizowany jest
blisko sekwencji rozpoznawanej przez swój produkt,
co prawdopodobnie zapobiegaæ ma ich rozdzieleniu
podczas rekombinacji. Centralny palindrom sekwencji
telR/L nosi nazwê telO i ma d³ugo�æ 22 pz [14]. Od
otaczaj¹cych go sekwencji, odwróconych powtórzeñ
GATCCA i sekwencji tos (tosL1/2/3-tosR1/2/3) rejon
telO oddzielony jest przez 3 pz z ka¿dej strony. TelN
przecina zreplikowane rejony telomerowe kolistych
dimerów i katalizuje tworzenie wi¹zañ kowalencyjnych
miêdzy koñcami liniowych nici DNA. Zarówno w tym
przypadku, jak i u plazmidów z Borrelia, odtwarzanie
struktury liniowej zale¿y od sekwencji nukleotydowej
telomerów plazmidowych. Sekwencje te s¹ homolo-
giczne u wspomnianych plazmidów i w chromosomach
liniowych z Borrelia, identyczny fragment heksanukleo-
tydowy, TATAAT, wystêpuje równie¿ przy koñcach
cz¹steczek DNA wirusa ASFV i wirusa ospy, które
tak¿e posiadaj¹ telomery zamkniête kowalencyjnie (dla
wyja�nienia: proces rozcinania telomerów, przecinania
i ponownego ³¹czenia DNA z wytworzeniem koñców
typu szpilki do w³osów zachodzi, poza profagiem/plaz-
midem N15 i plazmidami z Borrelia, tak¿e u pokswi-
rusów). Bia³ko TelN, a tak¿e homologiczne bia³ko ResT,
produkt genu oznaczanego symbolem BBB03, pocho-
dz¹cego z kolistego plazmidu B. burgdorferi o analo-
gicznej funkcji rozcinaj¹cej dwuniciowy DNA w miejs-
cu telL/R i zamykaj¹cej wolne koñce, zalicza siê do
grupy bia³ek zwanych protelomerazami (resolwazami
telomerów). Do protelomeraz nale¿y te¿ produkt genu
agrC4584 z Agrobacterium tumefaciens, a tak¿e bia³ko
kodowane przez DNA faga PY54 i przez DNA profaga
MKO2 z K. oxytoca [7]. Bia³ka z tej grupy dzia³aj¹ po-
dobnie: wi¹¿¹ siê specyficznie z rejonem telL/R (telO)
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bêd¹cego czê�ci¹ d³u¿szego rejonu tosL/R 3, przecinaj¹
nici i ³¹cz¹ ponownie komplementarne koñce. Prote-
lomerazy potrafi¹ przeprowadzaæ tê reakcjê tak¿e
w obecno�ci samego rejonu telO (choæ z nisk¹ wydaj-
no�ci¹), i nie wymagaj¹ obecno�ci ani jonów dwu-
warto�ciowych, ani dodatkowych bia³ek, ani zwi¹zków
wysokoenergetycznych. Reakcja przeprowadzana przez
protelomerazy zachodzi równie dobrze w warunkach
in vitro, jak i in vivo.

Dla wyja�nienia przebiegu replikacji zwykle pro-
ponowane s¹ trzy podstawowe mechanizmy, a wyko-
rzystywanie okre�lonego sposobu replikacji zale¿y
g³ównie od lokalizacji miejsca inicjacji replikacji.
W wiêkszo�ci przypadków replikacja przebiega dwu-
kierunkowo. I tak np. inicjacja replikacji genomu N15
zaczyna siê od miejsca znajduj¹cego siê w obrêbie genu
repA (odpowiednika bia³ek inicjacyjnych plazmidów
wykorzystuj¹cych mechanizm theta) zlokalizowanego
w wewnêtrznym rejonie genomu. Replikacja DNA N15
biegnie wokó³ telomerów i koñczy siê formowaniem

kolistych dimerów (ang. head to head dimer), po czym
nastêpuje rozciêcie telomerów przy udziale protelome-
razy [14, 45, 59, 65]. Brak protelomerazy powoduje
nagromadzenie dimerów � intermediatów. Poza bia³-
kiem RepA w inicjacji replikacji N15 bierze udzia³
komórkowe bia³ko DnaG � prymaza. Liniowe plazmidy
z bakterii z rodzaju Borrelia rozpoczynaj¹ proces re-
plikacji tak¿e od wewnêtrznej czê�ci cz¹steczki DNA,
podobnie dzieje siê to w przypadku liniowego chro-
mosomu Borrelia. Schemat replikacji jest zbli¿ony do
modelu N15 i zawiera etap przecinania i ponownego
³¹czenia zduplikowanych telomerów. Nieco inny me-
chanizm odpowiada za replikacjê plazmidu pG591
(plazmid podobny do profaga plazmidu N15), u którego
nie obserwuje siê powstawania kolistych dimerów, ale
Y-kszta³tne cz¹steczki. Asymetryczna lokalizacja miejs-
ca inicjacji replikacji (5 kpz od sekwencji telL versus
8 kpz od sekwencji telR) lub/i ró¿ne tempo przesuwania
siê wide³ek replikacyjnych w przeciwnych kierunkach
powoduje, ¿e jeden z telomerów zostaje zreplikowany

Rys. 2. Model replikacji profaga N15 (A) i inne podstawowe mechanizmy replikacji liniowych cz¹steczek DNA o kowalencyjnie
zamkniêtych koñcach (B, C).

A � ciêcie przez protelomerazê nastêpuje po zakoñczeniu replikacji � powstaje kolisty dimer �head-to-head� (N15).
B � protelomaraza przecina DNA zanim replikacja dobiegnie koñca, co skutkuje powstaniem Y � podobnych intermediatów (pG591).
C � schemat w³a�ciwy pokswirusom telL, telR � prawy i lewy koniec telomeru elipsa � protelomeraza.

Rysunek opracowano na podstawie schematów zawartych w pracach C a s j e n s  [6], R a v i n  [59] i S t e w a r t  i wsp. [70].
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i rozciêty wcze�niej ni¿ drugi z nich. Tote¿ po zrepli-
kowaniu lewego telomeru nastêpuje przeciêcie tego
fragmentu przez protelomerazê, dziêki czemu tworz¹
siê Y-kszta³tne cz¹steczki. Pe³na replikacja cz¹steczki
DNA i rozciêcie jej od strony prawego telomeru spra-
wia, ¿e powstaj¹ dwie liniowe cz¹steczki DNA.

Schemat replikacji w³a�ciwy charakterystyczny dla
N15 i liniowych DNA Borrelia ró¿ni siê od repliko-
nów o podobnej budowie telomerów wystêpuj¹cych
w komórkach eukariotycznych (pokswirusów, wirusa
ASFV i wirusów z Chlorella). U pokswirusów miejsce
startu znajduje siê w proksymalnym rejonie telomeru,
gdzie replikacja rozpoczyna siê od przeciêcia nici
w tym regionie i rearan¿acji struktury szpilki do w³o-
sów. Po zakoñczeniu replikacji przebiegaj¹cej wed³ug
modelu odsuwanej nici powstaj¹ konkatemery, których
telomery zostaj¹ wkrótce rozdzielone tworz¹c mono-
meryczne struktury o kowalencyjnie zamkniêtych koñ-
cach. W genomach pokswirusów za funkcjonalny od-
powiednik protelomerazy mo¿e byæ uwa¿ane bia³ko
K4, które jest odpowiedzialne za przecinanie wiruso-
wych telomerów podczas inicjacji replikacji oraz roz-
dzielanie konkatemerów [15].

4.2. Replikacja plazmidów nios¹cych TP
w porównaniu do innych inwertronów

Replikacja plazmidów o budowie typu inwertronu
ró¿ni siê zasadniczo od wcze�niej opisywanej replika-
cji plazmidów o kowalencyjnie zamkniêtych koñcach.
Cech¹ wyró¿niaj¹c¹ plazmidy � inwertrony s¹ bia³ka
terminalne, przy³¹czone, jak to wcze�niej opisano, do
koñców cz¹steczki DNA. Odgrywaj¹ one wa¿n¹ rolê
podczas replikacji plazmidu, lecz w ró¿nych inwertro-
nach pe³ni¹ ró¿ne funkcje. Jeden z mechanizmów ini-
cjacji replikacji inwertronów poznano dok³adnie na
przyk³adzie replikacji genomu bakteriofaga M29 z Ba-
cillus subtilis [46, 55, 67, 68]. Charakterystyczny jest
on tak¿e dla kilku innych fagów, np. Cp-1 specyficz-
nego wobec Streptococcus pneumoniae oraz PRD1
atakuj¹cego E. coli, ale tak¿e dla adenowirusów. Jest
to tzw. replikacja inicjowana przez bia³ko (ang. protein-
-primed replication) [67]. Inicjacja replikacji polega na
rozpoznaniu miejsca ori � koñców DNA po³¹czonych
z TP � przez heterodimer TP-polimeraza DNA. W po-
staci kompleksu z fagow¹ polimeraz¹ DNA (pro-
dukt genu 2 u faga M29), bia³ko terminalne staje siê
miejscem startu syntezy DNA. Polimeraza DNA kata-
lizuje tworzenie fosfodiestrowego wi¹zania pomiêdzy
grup¹ hydroksylow¹ reszty serynowej nr 232 bia³ka
terminalnego (TP) a deoksy-adenozynomonofosfora-
nem (dAMP). Reakcja ta wymaga utworzenia stabilne-
go heterodimerycznego kompleksu miêdzy TP a poli-
meraz¹ DNA faga M29. Pierwszy nukleotyd zwi¹zany
z TP staje siê 5�-koñcowym nukleotydem nowopowsta-

j¹cej nici. Chocia¿ nukleotyd jest pocz¹tkowo przy³¹-
czany do TP w pozycji komplementarnej do drugiego
nukleotydu matrycy, kompleks �lizga siê wstecz, do
pozycji komplementarnej z pierwszym nukleotydem.
Zjawisko to, mo¿liwe dziêki obecno�ci na koñcach
plazmidowego DNA ci¹gu trzech tymin wchodz¹cych
w sk³ad sekwencji 5�-TTTCAT-3�, pozwala na odzy-
skanie skrajnego nukleotydu 3� matrycy.

Polimeraza DNA pozostaje w kompleksie z TP do
czasu, a¿ nowa niæ DNA ma wystarczaj¹c¹ d³ugo�æ, by
mog³a s³u¿yæ jako starter, tj. oko³o 6�9 nukleotydów.
Wtedy kompleks zmienia sw¹ konformacjê i TP od³¹-
cza siê od polimerazy. Natomiast na odsuniêtej przez
nowopowstaj¹cy ³añcuch rodzicielskiej nici DNA za-
chodzi dalsza replikacja. Aby nast¹pi³o prawid³owe
powielenie genomu fagowego inicjacja replikacji musi
zaczynaæ siê na obu koñcach cz¹steczki DNA. Brak
bia³ka TP (startera) na jednym koñcu nie pozwala na
powstanie potomnych dwuniciowych cz¹steczek DNA.

Na podstawie analogii strukturalnej genomu faga
M29 i liniowych plazmidów Streptomyces przez d³u¿-
szy czas sadzono, ¿e replikuj¹ siê one w taki sposób
jak M29. Jednak stwierdzenie, ¿e inicjacja replikacji
u plazmidów liniowych ze Streptomyces rozpoczyna siê
w centralnej czê�ci cz¹steczki DNA i biegnie w kie-
runku jej koñców pokaza³o, ¿e funkcjonuje u nich inny
mechanizm replikacji. Dla plazmidu pSLA2 (17 kpz)
ze S. rochei model replikacji zaproponowa³a grupa
C o h e n a  [10, 11]. Wewnêtrzny rejon ori, sekwencja
zawieraj¹cej seriê iteronów (prostych powtórzeñ, s³u-
¿¹cych wi¹zaniu bia³ka inicjacji replikacji) ulokowany
jest w obrêbie genu koduj¹cego bia³ko Rep. Replikacja
przebiega dwukierunkowo � ku obu telomerom, a pro-
duktem tego procesu cz¹steczka o wystaj¹cych (ang.
overhang) koñcach 3�, gdy¿ przebiegaj¹ca z udzia³em
fragmentów Okazaki synteza nici opó�nionej nie osi¹ga
koñców cz¹steczki. Po�redni¹ form¹ replikacyjn¹ jest
tu wiêc dwuniciowa cz¹steczka DNA o koñcach 5�
skróconych (ang. recessed) o oko³o 280 nukleotydów
w stosunku do koñców 3�. I to w³a�nie uzupe³niaj¹ca
synteza koñców 5� jest zale¿na od bia³ek terminal-
nych i sekwencji TIR. Jednoniciowy koniec 3� nici
DNA tworzy zagiêcie, co jest mo¿liwe dziêki sekwencji

Rys. 3. Formy po�rednie powstaj¹ce podczas replikacji inwertronu.
Bia³e kó³ka oznaczaj¹ TP przy³¹czone do nici rodzicielskiej,

czarne kó³ka � TP s³u¿¹ce jako starter.

Intermediat typu I

Intermediat typu II
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palindromowych obecnych TIR. Powoduje to pow-
stanie na koñcach cz¹steczki dupleksu DNA, który
jest rozpoznawany przez bia³ko terminalne Tp (Tpg).
W procesie tym bierze tak¿e udzia³ bia³ko Tap (80 kDa),
nowy typ bia³ka wi¹¿¹cego siê z telomerami (ang. telo-
mere-associated protein) na wystaj¹cych koñcach 3�.
Tap oddzia³uje z bia³kiem Tpg (bia³kiem terminalnym)
i �rekrutuje� go do specyficznej sekwencji w obrêbie
wystaj¹cych 3�-koñców telomeru w po�rednich for-
mach replikacyjnych. Kompleks bia³ek terminalnych
s³u¿y jako starter do uzupe³niaj¹cej syntezy cofniêtych
koñców 5�. Inicjacjê replikacji z wewnêtrznego rejonu
ori wykazano tak¿e dla innych plazmidów, np. pCLP
z Mycobacterium celatum [52]. analogiczny mechanizm
replikacji funkcjonuje tak¿e w chromosomach Strepto-
myces, które równie¿ s¹ liniowe, zawieraj¹ konserwo-
wane regiony odwróconych powtórzeñ TIR oraz bia³ka
terminalne. Utrata bia³ka Tap lub Tpg prowadzi do de-
lecji telomerów i powoduje cyrkularyzacjê liniowych
replikonów u Streptomyces. Wykorzystuj¹c odpowied-
nie mutanty wykazano, ¿e plazmid pSLA2 jest utrzy-
mywany w formie liniowej tylko w obecno�ci funkcjo-
nalnego genu tpg, za� przy braku produktu tego genu
w komórce jego cz¹steczka ulega cyrkularyzacji [1, 2].

U S. lividans w plazmidzie pSLA2, poza tpg wykry-
to dodatkowy gen niezbêdny do utrzymywania liniowej
formy cz¹steczek, nazwany rlrA. Rejon ten odpowia-
da za regulacjê procesu przechodzenia formy liniowej
w kolist¹ poprzez interakcje z rorA, odpowiadaj¹cym
za stabilno�æ formy kolistej. Wzajemne dzia³anie tych
dwóch rejonów stanowi plazmidowy system regula-
cyjny u Streptomyces [57].

Liczne plazmidy liniowe (pHZ1-pHZ6) wykryto w ga-
tunku S. hygroscopicus, w�ród nich jest plazmid pHZ6
(70 kpz), którego system replikacyjny jest naturalnie
temperaturowra¿liwy. Normalnie replikuje siê w 28°C,
podczas gdy w 37°C jest on niestabilny i jest elimino-
wany z komórek. [51].

5. Mechanizmy stabilizuj¹ce

Mechanizm aktywnego rozdzia³u plazmidów do ko-
mórek potomnych (zwanego czasem partycj¹, od ang.
partition) jest u plazmidów liniowych podobny do
mechanizmów funkcjonuj¹cych u plazmidów kolis-
tych. Zaanga¿owane w ten proces s¹ dwa typy bia³ek,
A i B (np. ParA i Par B lub SopA i SopB), oddzia³uj¹ce
z obecn¹ w stabilizowanym replikonie sekwencj¹ cen-
tromeropodobn¹, co w efekcie prowadzi do kontro-
lowanego przemieszczenia zreplikowanych cz¹steczek
DNA z centrum komórki macierzystej w miejsca od-
powiadaj¹ce przysz³ym centrom komórek potomnych.
Przebieg procesu opisany jest w pracy przegl¹dowej
B a r t o s i k a  [3].

Dla elementów o liniowej strukturze najdok³adniej
opisany zosta³ system partycji profaga/plazmidu N15
[23]. Sk³ada siê on z operonu sopA/sopB oraz czte-
rech sekwencji centromerowych sopC, znajduj¹cych
siê na przestrzeni 13 kpz genomu plazmidowego, da-
leko od rejonu operonu sop. Bia³ka SopA/B N15 s¹
zdolne do stabilizacji zarówno plazmidów liniowych
jak i kolistych pod warunkiem posiadania przez nie
chocia¿ jednej sekwencji parS. Operon sop profaga/
plazmidu N15 wykazuje du¿e podobieñstwo do odpo-
wiadaj¹cego mu operonu z plazmidu F [60], na tyle,
ze mo¿liwa jest komplementacja miêdzy systemami
sop z tych dwu ró¿nych elementów genetycznych.

Promotor regionu sop faga N15 (Psop) zawiera se-
kwencjê wi¹¿¹c¹ bakteryjne bia³ko IHF oraz piêæ ko-
pii sekwencji CTTTGC, zachodz¹cych na rejony �35
i �10. Transkrypcja operonu sop jest regulowana przez
bia³ka Sop: bia³ko SopA jest represorem operonu;
represja ta wspomagana jest przez bia³ko SopB, które
nie posiada tej aktywno�ci przy braku bia³ka SopA.
Mechanizm regulacyjny zapewnia kontrolê ilo�ci bia-
³ek SopA i SopB, tak aby wystêpowa³y w stê¿eniu od-
powiednim dla przeprowadzenia stabilnej segregacji
profaga/plazmidu N15 [62].

Geny odpowiedzialne za stabilno�æ plazmidów wy-
kryto równie¿ w plazmidzie pCLP (23 kpz) z M. cela-
tum (Actinomycetales) [38]. Poznane zosta³y funkcje
kilku ORFów z pCLP, spo�ród których ORF2 i ORF3
koduj¹ produkty o 80% poziomie identyczno�ci z bia³-
kami PemI i PemK plazmidu R100 z E. coli. System
pem nale¿y do mechanizmów �trucizna-antidotum�.
Pos³uguje siê on bia³kiem � trucizn¹ PemK oraz bia³-
kiem regulacyjnym PemI w celu eliminacji komórek
bezplazmidowych z populacji jak to szczegó³owo opi-
sano w pracach [3, 87, 88].

Sprawne mechanizmy aktywnego rozdzia³u szcze-
gólnie wa¿ne s¹ w sytuacji, gdy w jednej komórce
wystêpuje wiele ró¿nych plazmidów, jak na przyk³ad
u B. burgdorferi, która stabilnie utrzymuje ponad
20 niezale¿nych replikonów. W plazmidach z B. burg-
dorferi rejon inicjacji replikacji (ori) pokrywa siê z loka-
lizacj¹ genów nale¿¹cych do wspomnianych wcze�niej
piêciu rodzin paralogicznych genów PGF. Postuluje siê,
¿e rodziny bia³ek PGF odpowiadaj¹ za stabilne utrzy-
mywanie plazmidów w komórce, na co wskazuje po-
dobieñstwo ich sekwencji do bia³ka ParA z plazmidu/
profaga P1 E. coli [89]. Podobieñstwo bia³ka PF (od:
paralogous families) 32 do bia³ka ParA dotyczy wystê-
powania w obu typach bia³ek charakterystycznego mo-
tywu ATP-azy typu Walkera. W plazmidach z Borrelia
znaleziono piêæ bia³ek PF zaanga¿owanych w mecha-
nizm aktywnego rozdzia³u. W ka¿dym plazmidzie
z Borrelia wystêpuje co najmniej jedno z bia³ek PF [9].
PF 49 uwa¿a siê za odpowiednik bia³ka ParB [21].
Konserwatyzm i obecno�æ bia³ek PF zarówno na koli-
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stych, jak i na liniowych plazmidach wskazuje na to,
¿e oba rodzaje plazmidów, a tak¿e fagi lizogenizuj¹ce
w formie profago/plazmidu (np.N15 i P1) wykorzystuj¹
podobne mechanizmy aktywnego rozdzia³u [69].

6. Geny zlokalizowane na plazmidach liniowych
nie zwi¹zane z funkcjami �maintenance�

Poza genami niezbêdnymi do funkcjonowania plaz-
midu jako samodzielnego replikonu, zajmuj¹cymi z re-
gu³y, podobnie jak u plazmidów kolistych, nie wiêcej
ni¿ ~3 kpz (o czym �wiadczy przeciêtna wielko�æ mi-
nimalnego replikonu), plazmid zwykle niesie szereg
dodatkowych genów. Ekspresja wiêkszo�ci z nich na-
daje gospodarzowi plazmidu ró¿norodne cechy feno-
typowe, których posiadanie zwykle jest korzystne dla
bakterii, daj¹c jej przewagê selekcyjn¹ w �rodowisku.
Natomiast z punktu widzenia cz³owieka pewne z plaz-
midowo kodowanych cech mog¹ byæ dla niego nieko-
rzystne (np. oporno�æ na antybiotyki czy wirulencja
bakterii), podczas gdy inne potrafi z po¿ytkiem dla sie-
bie wykorzystaæ (np. zdolno�æ do biodegradacji tok-
sycznych zwi¹zków w glebie czy wodzie). Poniewa¿,
ogólnie mówi¹c, typy genów sk³adaj¹cych siê na to
dodatkowe �wyposa¿enie� plazmidu (ang. load) nie
odbiegaj¹ znacz¹co od genów zidentyfikowanych na
plazmidach kolistych, a problem ich ró¿norodno�ci by³
ostatnio przedstawiany w kilku artyku³ach [19, 78, 82,
84], w rozdziale tym zostanie zwrócona uwaga jedynie
na niektóre grupy genów �plazmidowych� wp³ywaj¹-
cych na fenotyp komórki bakteryjnej, a tak¿e na pseudo-
geny, w tej grupie plazmidów do�æ liczne.

6.1. Geny identyfikowane na replikonach liniowych
z zakoñczeniami typu szpilki do w³osów

Zaliczany do tej grupy liniowy genom profaga/plaz-
midu N15, którego pe³na sekwencja nukleotydowa
zosta³a okre�lona, niesie tylko geny wymagane do utrzy-
mywania genomu w stanie profaga lub do przeprowa-
dzenia cyklu litycznego oraz geny reguluj¹ce tranzycjê
miêdzy tymi formami rozwoju, nie zawiera dodatko-
wych genów wp³ywaj¹cych na fenotyp gospodarza [62].

Bakteri¹ szczególnie ciekaw¹ pod k¹tem typów ge-
nów o plazmidowej lokalizacji jest wspomniany wy¿ej
gatunek B. burgdorferi, zawiera on bowiem najwy¿sz¹
ze wszystkich opisanych bakterii ilo�æ informacji gene-
tycznej zawartej na 21 plazmidach (co stanowi ok. 40%
ca³kowitej informacji genetycznej tej bakterii), w�ród
których a¿ 12 to plazmidy liniowe. Poniewa¿ gatunek
ten prowadzi obligatoryjnie paso¿ytniczy tryb ¿ycia,
w jego chromosomie (910 kpz) kodowana jest informa-
cja dotycz¹ca enzymów tylko minimalnego metaboliz-
mu [9]. Wiele niezbêdnych do ¿ycia komórki zwi¹z-

ków bakteria czerpie ze swojego ¿ywiciela, korzystaj¹c
z m.in. z nukleotydów, aminokwasów, kwasów t³usz-
czowych, kofaktorów enzymów organizmu zainfeko-
wanego. B. burgdorferi to paso¿yt przechodz¹cy cykl
¿yciowy w dwóch gospodarzach � myszy Peromyscus
leucopus i kleszczu Ixodes scapularis. Kleszcze, ¿eru-
j¹c na myszy, przenosz¹ bakterie na kolejnych ¿ywicieli
podczas nastêpnych ¿erowañ. Seri¹ badañ nad B. burg-
dorferi wykazano, ¿e utrata okre�lonych plazmidów
koreluje ze spadkiem lub zanikiem patogenno�ci tej
bakterii wobec myszy, nie wp³ywaj¹c na zdolno�ci
wzrostu komórek bezplazmidowych [37]. Czê�æ spo�ród
21 plazmidów niesionych przez B. burgdorferi zawiera
geny koduj¹ce cechy niezbêdne do infekcji myszy [75].
Wykryto jak dotychczas 6 takich plazmidów, w�ród
których trzy s¹ plazmidami liniowymi (lp25, lp28-1,
lp54). Plazmidy lp 25 i lp54 wymagane s¹ te¿ do zain-
fekowania organizmu kleszcza [75, 70]. Na plazmi-
dach liniowych znajduj¹ siê geny odpowiadaj¹ce za
transport do komórki sk³adników od¿ywczych (trans-
portery odpowiadaj¹ce z transport cukrów i oligopep-
tydów, np. transporter ABC), geny enzymów szlaków
metabolicznych: nikotynamidaza (odpowiedzialna za
syntezê NAD i niezbêdna do prze¿ycia bakterii w my-
sim gospodarzu), deaminaza adeniny, geny koduj¹ce
enzymy restrykcji � modyfikacji, a tak¿e gen koduj¹cy
helikazê DNA. Inne geny koduj¹ adhezyny niezbêdne
do zainfekowania kleszcza (operon ospA i ospB), inne
� adhezyny do kolonizacji ssaka (operon dbpA/dbpB).
Bia³ko CRASP-1 (ang. complement regulator � acqui-
ring surface protein 1), kodowane na plazmidzie lp54,
jest g³ównym czynnikiem obrony bakterii przed aktyw-
no�ci¹ immunologiczn¹ komórek uk³adu dope³niacza,
wi¹¿¹c bia³ka FH i FHL-1 gospodarza (ang. factor H
i factor H-like protein 1), czynniki regulatorowe uk³adu
dope³niacza, obecne w surowicy [35]. Geny g³ównych
bia³ek powierzchniowych B. burgdorferi, nazwanych
OspA i OspB s¹ zlokalizowane na plazmidzie lp54,
a gen ospD na plazmidzie lp38. Ró¿norodno�æ prezen-
towanych bia³ek powierzchniowych, uzyskiwana dziêki
�prze³¹czaniu� genów sprawia, ¿e bakteria ma mniejsze
szanse na rozpoznanie ze strony komórek pamiêci im-
munologicznej, pos³uguj¹cych siê receptorami dzia³a-
j¹cymi na wcze�niej spotykane i unieszkodliwiane
antygeny. W plazmidach z Borrelia geny odpowiedzial-
ne za zmienno�æ antygenow¹ stanowi¹ wielkie obszary
� kasety genowe, prze³¹czane z �cichych� w ulegaj¹ce
ekspresji, prawdopodobnie za pomoc¹ mechanizmu
konwersji genów. Przyk³adem jest rodzina genów vmp
z B. hermsii. Rekombinacja miêdzy genami vmp zloka-
lizowanych na ró¿nych plazmidach powoduje wspom-
nian¹ zmienno�æ antygenow¹ (ang. antigenic variation)
[56, 63]. Gatunki odpowiedzialne za wywo³ywanie
gor¹czki powrotnej posiadaj¹ niezwykle wydajny sys-
tem zmienno�ci antygenowej � ich liniowe plazmidy,
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o wielko�ci do 44 kpz, niemal w ca³o�ci wykorzystane
s¹ na �przechowywanie� genów koduj¹cych ró¿norod-
ne bia³ka powierzchniowe [76].

Warto dodaæ, ¿e geny niesione przez opisywane
plazmidy wykazuj¹ nisk¹ homologiê (poni¿ej 10%)
z genami spoza rodzaju Borrelia, tzn. tylko 10% genów
kodowanych plazmidowo ma swoje odpowiedniki
poza tym rodzajem [9], podczas gdy chromosomowo
kodowane geny znajduj¹ swoje odpowiedniki w 59%
[16]. To mo¿e oznaczaæ, ¿e koduj¹ one specyficzne
funkcje spotykane tylko w obrêbie tego rodzaju. Cieka-
w¹ cech¹ informacji genetycznej zapisanej na plazmi-
dach liniowych z Borrelia jest to, ¿e zawieraj¹ one du¿¹
ilo�æ pseudogenów (otwartych ramek odczytu, które
straci³y funkcjê z powodu mutacji i prawdopodobnie
nie s¹ transkrybowane), akumuluj¹cych mutacje takie
jak np. zduplikowane regiony DNA. Wg publikacji
S. C a s j e n s a  i wsp. z 2000 r. [9], plazmidy z B. burg-
dorferi zawieraj¹ 167 pseudogenów, podczas gdy
w chromosomie znajduje siê tylko jeden pseudogen. Do
przypuszczalnego znaczenia tych obserwacji powróci-
my przy omawianiu ewolucji plazmidów liniowych.

6.2. Cechy kodowane przez geny plazmidów
z przy³¹czonymi TP

Z obecno�ci¹ plazmidów liniowych tego typu,
zw³aszcza u przedstawicieli rzêdu Actinomycetales,
czêsto skorelowana jest zdolno�æ do degradacji kseno-
biotyków. Dla przyk³adu, rodzaj Rhodococcus plaz-
midom liniowym zawdziêcza zdolno�æ do wzrostu
w obecno�ci substancji takich jak chlorek winylu, fe-
nol, insektycydy, akrylaminy, aniliny, fluorowcopochod-
ne alkanów, PCB (polichlorobenzen). Jako przyk³ad
mo¿e pos³u¿yæ R. opacus zawieraj¹ca plazmid p1CP
(740 kpz), nios¹cy geny macA, clc, clc2 koduj¹ce en-
zymy degradacji zwi¹zków aromatycznych i ich chlo-
ropochodnych, co pozwala tej bakterii na wzrost przy
wykorzystaniu tych zwi¹zków jako jedynego �ród³a
wêgla [34] oraz R. erythropolis, nios¹cy plazmid
pBD2, warunkuj¹cy zdolno�æ do utylizowania izopro-
pylobenzenu jako jedynego �ród³a wêgla i energii.
Plazmid pRHL3, jeden z trzech plazmidów (o wiel-
ko�ci od 330 do 1100 kpz) wystêpuj¹cych w szczepie
Rhodococcus sp. RHA1, niesie oko³o 300 genów,
z których 21% wydaje siê odpowiadaæ za funkcje ka-
taboliczne. Zorganizowane s¹ one w trzy zgrupowania
zwi¹zane z katabolizmem � jedno z nich zawiera geny
zwi¹zane z degradacj¹ limonenu (terpenu) � bakteria
jest w stanie rosn¹æ na tym zwi¹zku jako jedynym
�ródle wêgla. Plazmid niesie równie¿ trzy geny koduj¹-
ce cytochrom P450 (CYP � geny), co jest czêste w�ród
bakterii z rzêdu Actinomycetales. Plazmid RHL3 zawie-
ra cztery �wyspy genomowe� (ang. genomic islands),
prawdopodobnie uzyskane w wyniku transferu hory-

zontalnego, elementy insercyjne, 19 genów transpoza-
zy. Jedna z wysp genomowych koduje mechanizmy
oporno�ci na metale ciê¿kie [80]. Z kolei plazmid
pHG201 nadaje swoim gospodarzom Rhodococcus sp.
MR11 i MR22 oraz R. opacus zdolno�æ do autotroficz-
nego wzrostu na wodorze jako jedynym �ródle energii.
Cecha ta przenoszona jest wraz z plazmidem. W R. fas-
cians, patogenie ro�linnym wywo³uj¹cym naro�la
(miejscowe proliferacje tkanki) na li�ciach g³ównie
ro�lin dwuli�ciennych, geny fas, att, hyp determinuj¹ce
patogenno�æ niesie plazmid pFiD188 [12]. Utrata
plazmidu wi¹¿e siê z utrat¹ patogenno�ci tej bakterii.
Wiele z plazmidów wystêpuj¹cych w rodzaju Strepto-
myces niesie geny odpowiedzialne za produkcjê anty-
biotyków [33]. Jako ¿e plazmidy te zazwyczaj s¹ zdolne
do koniugacji, cechy przez nie determinowane prze-
nosz¹ siê ³atwo w obrêbie gatunku.

7. Pochodzenie i ewolucja
bakteryjnych plazmidów liniowych

Trudno jest poszukiwaæ wspólnego przodka wszyst-
kich plazmidów, gdy¿ zbyt ró¿ni¹ siê one funkcjonal-
nie i strukturalnie. Hipoteza na temat powstania plaz-
midów na drodze wyodrêbnienia fragmentu DNA
z istniej¹cego ju¿ replikonu (np. chromosomu) dotyczy
raczej plazmidów kolistych. Prawdopodobn¹ drog¹
powstania plazmidów liniowych jest raczej ich ewolu-
cja z bakteriofagów lub innych wirusów. W�ród prze-
mian zachodz¹cych na drodze przekszta³cania wirusa
w plazmid wa¿nym etapem mog³a byæ utrata (mutacja)
genów cyklu litycznego zatrzymuj¹ca go w stanie lizo-
genii w zainfekowanej komórce lub genów bia³kowych
os³on wirusa, co uniemo¿liwi³o dojrzewanie cz¹stki
wirusowej. Takie defektywne wirusy mog³yby pozostaæ
w komórce jako plazmid. Dopuszcza siê te¿ mo¿liwo�æ
powstania liniowych replikonów w wyniku rekombi-
nacji plazmidów kolistych z genomami fagowymi. Dla
stabilniejszego utrzymywania siê w komórce pierwot-
nie kryptyczne plazmidy mog³y pozyskaæ od innych
replikonów takie modu³y funkcjonalne, których obec-
no�æ nadawa³a gospodarzowi przewagê selekcyjn¹. Na
strukturê i funkcjê obecnie identyfikowanych plazmi-
dów wp³ynê³o wiêc wiele zdarzeñ rekombinacyjnych
(w tym transpozycyjnych), mutacji oraz mo¿liwo�æ
horyzontalnego transferu genów. Podstawow¹ cech¹
liniowych replikonów jest ich niestabilno�æ � amplifi-
kacje i delecje powoduj¹ czasem utratê telomerów, co
przywraca im strukturê kolist¹ [79]. Zjawisko to zacho-
dzi dwukierunkowo � integracja elementu genetyczne-
go zawieraj¹cego telomery i gen resolwazy telomerów
do plazmidu lub chromosomu kolistego powoduje po-
wstanie formy liniowej, za� utrata telomerów powoduje
powrót do formy kolistej. Te dynamiczne przemiany
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strukturalne okre�la siê jako konwersjê miêdzy for-
m¹ cyrkularn¹ a liniow¹.

7.1. Ewolucja i rearan¿acje plazmidów typu inwertronu

Dla plazmidów liniowych o budowie inwertronu
z wysokim prawdopodobieñstwem zaproponowaæ mo¿-
na pochodzenie odwirusowe. Na poparcie tej tezy
przedstawia siê dowód w postaci podobieñstw struk-
tury fagów i plazmidów Streptomyces, np. plazmidy
pSLA2 i pSCL1 cechuje podobieñstwo do bakteriofa-
gów Enterobacteriaceae i Bacillus w obrêbie rejonu
inicjacji replikacji [11].

Inn¹ ciekaw¹ cech¹ jest zdolno�æ plazmidów z Acti-
nomycetales do transferu koniugacyjnego � i to nie
tylko w obrêbie jednego gatunku bakterii, jako ¿e mo¿-
liwe jest parowanie pomiêdzy np. ró¿nymi gatunkami
Streptomyces. Barierê gatunkow¹ przekraczaæ mo¿e np.
plazmid SLP2, który mo¿e byæ przenoszony miêdzy
S. lividans (naturalny gospodarz dla pSLP2), S. coeli-
color i S. parvulus. Dalsze badania nad pSLP2 (50 kb)
wykaza³y, ¿e jest to z³o¿ony replikon, którego prawy
koñcowy fragment o d³ugo�ci 15,4 kb jest identyczny
z fragmentem chromosomu gospodarza, i tak jak on za-
wiera w sobie transpozon Tn4811 (z dodatkow¹ sekwen-
cj¹ insercyjn¹ w plazmidzie pSLP2). W pobli¿u lewego
telomeru znajduj¹ siê z kolei dwie sekwencje pseudo-
telomerowe, co wraz z wynikami dodatkowych badañ
sugeruje, i¿ pSLP2 wyewoluowa³ poprzez wymianê
genetyczn¹ z udzia³em co najmniej trzech innych repli-
konów [31]. Inny plazmid � SCP1 (356 kb) ze S. coeli-
color � tak¿e wyewoluowa³ z udzia³em wielu zjawisk
rekombinacyjnych. Plazmid ten zawiera geny podobne
do genów chromosomalnych gospodarza (odpowiada-
j¹ce za biosyntezê antybiotyków, koduj¹ce specyficzne
bia³ka regulacyjne promieniowców, system przekazu-
j¹cy sygna³y i bia³ka sekrecyjne). Plazmid SCP1 po-
siada tak¿e dwa zestawy genów partycji, i wiele innych
dowodów wskazuj¹cych na zaj�cie zdarzeñ rekombi-
nacyjnych z innymi replikonami [4].

Wiele z ostatnich badañ odkrywa dowody na wy-
miany genetyczne miêdzy plazmidami a chromosomem
gospodarza. W S. rimosus zaobserwowano zachodze-
nie rekombinacji miêdzy plazmidem PZG101 a chro-
mosomem prowadz¹c¹ do wymiany ich koñców [49].
W szczepie 2106 S. coelicolor A3(2) wykryto rearan¿a-
cjê genetyczn¹ wskazuj¹c¹ na utworzenie struktury hy-
brydowej pomiêdzy plazmidem SCP1 a liniowym chro-
mosomem, która spowodowa³a powstanie plazmidu
SCP1�-cysD (1,85 Mpz). Stwierdzono, ¿e SCP1�-cysD
nie mo¿e byæ usuniêty ze szczepu 2106, tote¿ replikon
ten wydaje siê byæ drugim chromosomem [85].

Dowody na rearan¿acje genetyczne oraz transfer
horyzontalny miêdzy odleg³ymi taksonami odnale�æ
mo¿na tak¿e w�ród plazmidów wystêpuj¹cych w Rho-

dococcus. Plazmid pBD2 (210 kpz) z R. erythropolis
niesie geny enzymów katabolicznych (dioksygenaz po-
chodnych benzenu i katecholu), które odznaczaj¹ siê
wysok¹ homologi¹ do analogicznych enzymów z bak-
terii gramujemnych [13]. Otoczenie genów kataboli-
zmu przez sekwencje transpozonowe sugeruje, ¿e geny
te zosta³y nabyte poprzez zdarzenia transpozycyjne,
a rozpowszechnione w�ród rodzaju Rhodococcus zo-
sta³y drog¹ transferu horyzontalnego.

Kolejnym dowodem na rolê transferu horyzontalne-
go pomiêdzy ró¿nymi gatunkami bakterii w trakcie ich
przemian ewolucyjnych jest istnienie podobnych loci na
plazmidzie pCLP (23 kpz) z M. celatum i na chromoso-
mie M. tuberculosis. Szczegó³owa analiza genetyczna
plazmidu pCLP wykaza³a istnienie homologii sekwen-
cji z takimi gatunkami, jak wspomniana M. tubercu-
losis, M. morganii, E. coli, Pseudomonas alcaligenes,
M. fortuitum, oraz z plazmidami kolistymi [38].

7.2. Pochodzenie i zmiany genetyczne plazmidów
o zakoñczeniach typu �szpilki do w³osów�

Zagadnienie pochodzenia plazmidów liniowych
u bakterii z rodzaju Borrelia, czyli plazmidów o struk-
turze �szpilki do w³osów� prezentuje siê podobnie jak
w przypadku inwertronów, tzn. wskazuje na udzia³ wi-
rusów w toku ich ewolucji. Postuluje siê, ¿e telomery
plazmidów z Borrelia zosta³y uzyskane z wirusa ASFV
na drodze transferu horyzontalnego [27]. Wskazuje
na to podobieñstwo budowy i sekwencji telomerów
obu typów replikonów oraz to, ¿e i Borrelia, i ASFV s¹
przenoszone przez tego samego gospodarza (afrykañski
kleszcz Ornithodorus moubata), co mog³o umo¿liwiæ
genetyczny kontakt miêdzy DNA bakterii a DNA
wirusa. Tak¿e inne bakteriofagi wykazuj¹ homologiê
sekwencji ich odcinków telomerowych z telomerami
liniowych cz¹steczek DNA z Borrelia, np. bakteriofag
N15, PY54 czy MKO2, co sugeruje odwirusowe pocho-
dzenie liniowego DNA w bakterii. Plazmidy z Borrelia
zawieraj¹ geny posiadaj¹ce swe homologi w chromo-
somach innych bakterii [6]. Niektóre geny znajduj¹ swe
paralogi na plazmidach kolistych i liniowych, tak¿e na
chromosomie Borrelia.

Podobnie jak w przypadku liniowych cz¹steczek
DNA u Streptomyces, regiony telomerów B. burgdor-
feri odznaczaj¹ siê wysokim potencja³em rekombina-
cyjnym, co powoduje wzmo¿on¹ ró¿norodno�æ gene-
tyczn¹ w tych rejonach [8, 79]. Wymiana odcinków
telomerowych zachodziæ mo¿e miêdzy chromosomem
a plazmidem, co zaobserwowano u wielu naturalnych
izolatów B. burgdorferi. Prawe ramiê chromosomu
u tych bakterii jest d³u¿sze o 7�9 kpz ni¿ w �normal-
nym� chromosomie. Spowodowane jest to niehomo-
logiczn¹ rekombinacj¹, która doprowadzi³a do wymia-
ny prawego telomeru chromosomu na du¿y fragment
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liniowego plazmidu lp21. Autorzy badañ [30] twier-
dz¹, ¿e musia³y zaj�æ co najmniej dwie rundy addycji
materia³u genetycznego plazmidu do chromosomu. Jest
to kolejna rearan¿acja powoduj¹ca, ¿e materia³ gene-
tyczny plazmidu staje siê czê�ci¹ chromosomu.

Kolejnym czynnikiem zwiêkszaj¹cym potencja³ re-
kombinacyjny B. burgdorferi jest istnienie na ró¿nych
plazmidach wielu homologicznych alleli nale¿¹cych
do rodzin paralogicznych genów. Stanowi¹ one miejs-
ca rekombinacji miêdzy plazmidami. Zdarzenia rekom-
binacyjne miêdzy homologicznymi sekwencjami na
ró¿nych plazmidach wp³ywaj¹ na ró¿norodno�æ po-
wstaj¹cych bia³ek, organizacjê i ewolucjê genomu oraz
na interakcje gospodarz � patogen. Ró¿norodno�æ ge-
netyczna plazmidów mo¿e pos³u¿yæ ich bakteryjnym
gospodarzom w celu przejawiania wiêkszej zmienno�ci
fenotypowej i zarazem wiêkszych mo¿liwo�ci szybkich
adaptacji do �rodowiska [64]. Stwierdzenie, ¿e B. burg-
dorferi znajduje siê aktualnie w stanie gwa³townych
zmian ewolucyjnych w celu przystosowania siê do
nowych �rodowisk poparte byæ mo¿e faktem, ¿e plaz-
midy z tego gatunku bakterii zawieraj¹ bardzo du¿o
pseudogenów i akumuluj¹ mutacje. Celem tego mog¹
byæ zmiany funkcji lub wy³¹czanie genów na plazmi-
dach B. burgdorferi.

Dlaczego bakterie utrzymuj¹ liniowe replikony?
Pytanie to nie zosta³o do koñca wyja�nione. Byæ mo¿e
powodem jest brak mo¿liwo�ci multimeryzacji linio-
wych replikonów. Co za tym idzie, plazmidy liniowe
nie posiadaj¹ systemów rozdzielania form multime-
rycznych, tote¿ je�li dojdzie do ich cyrkularyzacji, nie
bêd¹ w nowej formie stabilnie dziedziczone. St¹d
mo¿e plazmidy, które pierwotnie powsta³y w formie
liniowej nie s¹ utrzymywane po zmianie struktury na
kolist¹. Na pewno ich cech¹ charakterystyczn¹ jest
plastyczno�æ genomowa, zw³aszcza na koñcach cz¹ste-
czek ich DNA, co mo¿e byæ zalet¹ podczas przystoso-
wywania siê do nowych warunków. Liniowa budowa
u³atwia rearan¿acje, rekombinacje z kolistym i chro-
mosomalnym DNA, integracje plazmidów do chromo-
somu, co zwiêksza genetyczn¹ ró¿norodno�æ i jest
g³ównych mechanizmem ewolucji.

8. Podsumowanie

Istniej¹ dwa podstawowe typy plazmidów linio-
wych � plazmidy z przy³¹czonymi do koñców 5� bia³-
kami oraz plazmidy o kowalencyjnie zamkniêtych koñ-
cach. Te ostatnie powszechne s¹ w patogennych
krêtkach z rodzaju Borrelia, u których s¹ przydatnym
elementem genetycznym umo¿liwiaj¹cym uchronienie
siê bakterii przed mechanizmem obronnym gospodarza.
Plazmidy posiadaj¹ce na koñcach bia³ka terminalne
czêsto warunkuj¹ fenotyp przydatny gospodarzowi, jak

np. produkcja antybiotyków, degradacja ksenobiotyków,
oporno�æ na metale ciê¿kie.

W pracy zaprezentowane zosta³y m. in.: budowa,
przebieg replikacji i mechanizmy aktywnego rozdzia³u
do komórek potomnych warunkuj¹ce stabilno�æ, a tak-
¿e ich pochodzenie i ewolucja z uwzglêdnieniem roli
genetycznych rearan¿acji.

Pi�miennictwo

1. Bao K., Cohen S.N.: Terminal proteins essential for the repli-
cation of linear plasmids and chromosomes in Streptomyces.
Genes Dev. 15, 1518�1527 (2001)

2. Bao K., Cohen S.N.: Recruitment of terminal protein to the
ends of Streptomyces linear plasmids and chromosomes by
a novel telomere-binding protein essential for linear DNA re-
plication. Genes Dev. 17, 774�785 (2003)

3. Bartosik D.: Stabilne dziedziczenie plazmidów. Post. Bio-
chem. 47, 138�145 (2001)

4. Bentley S.D., Brown S., Murphy L.D., Harris D.E., Quail
M.A., Parkhill J., Barrel B.G., McCormick J.R., Santamaria
R.I., Losick R., Yamasaki M., Kinashi H., Chen C.W.,
Chandra G., Jakimowicz D., Kieser H.M., Kieser T., Chater
K.F.: SCP1, a 356,023 bp linear plasmid adapted to the eco-
logy and developmental biology of its host, Streptomyces
coelicolor A3 (2). Mol. Microbiol. 51, 1615�1628 (2004)

5. Birnboim H.C., Doly J.: A rapid alkaline extraction procedure
for screening recombinant plasmid DNA. Nucleic Acids Res.
7, 1513�1523 (1979)

6. Casjens S.: Evolution of the linear DNA replicons of the Bor-
relia spirochetes. Curr. Opin. Microbiol. 2, 529�534 (1999)

7. Casjens S.R. Gilcrease E.B., Huang W.M., Bunny K.L.,
Pedulla M.L., Ford M.E., Houtz J.M., Hatfull G.F., Hendrix
R.W.: The pKO2 linear plasmid prophage of Klebsiella oxy-
toca. J. Bacteriol. 186, 1818�1832 (2004).

8. Casjens S., Murphy M., DeLange M., Sampson L., van Vugt
R., Huang W. M.: Telomeres of the linear chromosomes of
Lyme disease spirochetes: nucleotide sequence and possible
exchange with linear plasmid telomeres. Mol. Microbiol. 26,
581�596 (1997)

9. Casjens S., Palmer N., van Vugt R., Huang W.M., Stevenson
B., Rosa P., Lathigra R., Sutton G., Peterson J., Dodson R.J.,
Haft D., Hickey E., Gwinn M., White O., Fraser C.M.: A bac-
terial genome in flux: the twelve linear and nine circular
extrachromosomal DNAs in an infectious isolate of the Lyme
disease spirochete Borrelia burgdorferi. Mol. Microbiol. 35,
490�516 (2000)

10. Chang P., Cohen S.N.: Bidirectional replication from an inter-
nal origin in a linear Streptomyces plasmid. Science, 265,
952�954 (1994)

11. Chang P., Kim E., Cohen S.N.: Streptomyces linear plasmids
that contain a phage-like, centrally located, replication origin.
Mol. Microbiol. 22, 789�800 (1996)

12. Crespi M., Vereecke D., Temmerman W., van-Montagu M.,
Desomer J.: The fas operon of Rhodococcus fascians enco-
des new genes required for efficient fasciation of host plants.
J. Bacteriol. 176, 2492�2501 (1994)

13. Dabrock B., Kesseler M., Averhoff B., Gottschalk G.: Identi-
fication and characterization of a transmissible linear plasmid
from Rhodococcus erythropolis BD2 that encodes isopro-
pylobenzene and trichloroethene catabolism. Appl. Environ.
Microbiol. 60, 853�860 (1994)



17PLAZMIDY LINIOWE U BAKTERII

14. Deneke J., Ziegelin G., Lurz R., Lanka E.: The protelomerase
of temperate Escherichia coli phage N15 has cleaving-joining
activity. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97, 7721�7726 (2000)

15. DeMasi J., Du S., Lennon D., Traktman P.: Vaccinia virus
telomeres: interaction with the viral I1, I6 and K4 proteins.
J. Virol. 75, 10090�10105 (2001)

16. Fraser C.M., Casjens S., Huang W.M., Sutton G.G., Clayton R.,
Lathigra R., White O., Kethum K.A., Dodson R., Hickey E.,
Gwinn M., Dougherty B., Tomb J.F., Fleischmann R.D.,
Richardson D., Peterson A.R., Kerlavage A.R., Quackenbush
J., Salzberg S., Hanson M., van Vugt R., Palmer N., Adams
M.D., Gocayne J., Weidmann J., Utterback T., Watthey L.,
McDonald L., Artiach P., Bowman C., Garland S., Fujii M.D.,
Cotton M.D., Horst K., Roberts K., Hatch B., Smith H.O.,
Venter J.C.: Genomic sequence of a Lyme disease spirochaete,
Borrelia burgdorferi. Nature, 390, 580�586 (1997)

17. Fisher G., Wennner T., Decaris B., Leblond P.: Chromoso-
mal arm replacement generates a high level of intraspecific
polymorphism in the terminal inverted repeats of the linear
chromosomal DNA of Streptomyces ambofaciens. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 95, 14296�14301 (1998)

18. Fukuhara H.: Linear plasmids of yeasts. FEMS Microbiol.
Lett. 131, 1�9 (1995)

19. Funnel B.E., Phillips G.J. (red.): Plasmid Biology. ASM
Press, Washington, DC 2004

20. Garcia P., Martin A.C., Lopez R.: Bacteriophages of Strepto-
coccus pneumoniae; a molecular approach. Microb. Drug
Resist. 3, 165�76 (1997)

21. Gerdes K., Moller-Jensen J., Jensen R.B.: Plasmid and chro-
mosome partitioning: surprises from phylogeny. Mol. Micro-
biol. 37, 455�466 (2000)

22. Griffith A.J.F. Natural plasmids of filamentous fungi. Micro-
biol. Rev. 59, 673�685 (1995)

23. Grigoriev P.S., £obocka M.B.: Determinants of segregational
stability of the linear plasmid-prophage N15 of Escherichia
coli. Mol Microbiol. 42, 355�68 (2001)

24. Hayakawa T., Tanaka T., Sakaguchi K., Otake N., Yonchara
H.: A linear plasmid-like DNA in Streptomyces sp., producing
lankacidin group antibiotics. J. Gen. Appl. Microbiol. 25,
355�368 (1979)

25. Helinski D.: Introduction to plasmids: a selective view of their
history (w) Plasmid biology, red. B.E Funnell, G.J. Phillips,
ASM Press, Washington DC, 2003, s. 1.

26. Hertwig S., Klein I., Lanka E., Appel B.: PY54, a linear plas-
mid prophage of Yersinia enterocolitica with covelently clo-
sed ends. Mol. Microbiol. 48, 989�1003 (2003).

27. Hinnebusch J., Barbour A.G.: Linear plasmids of Borrelia
burgdorferi have a telomeric structure and sequence similar to
those of a eukaryotic virus. J. Bacteriol. 173, 7233�7239 (1991)

28. Hiratsu K., Mochizuki S., Kinashi H.: Cloning and analysis
of the replication origin and the telomeres of the large linear
plasmid pSLA2-L in Streptomyces rochei. Mol. Gen. Genet.
263, 1015�1021 (2000)

29. Hirochika H., Sakaguchi K.: Analysis of linear plasmids iso-
lated from Streptomyces: association of protein with the ends
of the plasmid DNA. Plasmid, 7, 59�65 (1982)

30. Huang W.M., Robertson M., Aron J., Casjens S.: Telomere
exchange between linear replicons of Borrelia burgdorferi.
J. Bacteriol. 186, 4134�4141 (2004)

31. Huang C.H., Chen C.Y., Tsai H.H., Chen C., Lin Y.S.,
Chen C.W.: Linear plasmid SLP2 of Streptomyces lividans is
a composite replicon. Mol Microbiol. 47, 1563�76 (2003)

32. Hudson B., Vinograd J.: Catenated circular DNA molecules
in HeLa cell mitochondria. Nature, 216, 647�652 (1967)

33. Kinashi H., Shimaji M., Sakai A.: Giant linear plasmid in
Streptomyces which code for antibiotic biosynthesis genes.
Nature, 328, 454�456 (1987)

34. Konig C., Eulberg D., Groning J., Lakner S., Seibert V.,
Kaschabek S.R., Schlomann M.: A linear megaplasmid, p1CP,
carrying the genes for chlorocatechol catabolism of Rhodo-
coccus opacus 1CP. Microbiology, 150, 3075�3087 (2004)

35. Kraiczy P., Hellwage J., Skerka C., Becker H., Kirschfink M.M.,
Simon M.M., Brade V., Zipfel P.F., Wallich R.: Complement
resistance of Borrelia burgdorferi correlates with the expres-
sion of BbCRASP-1, a novel linear plasmid-encoded surface
protein that interacts with human factor H and FHL-1 and is
unrelated to Erp proteins. J. Biol. Chem. 279, 2421�2429 (2004)

36. Krum J.G., Ensign S.A.: Evidence that a linear megaplasmid
encodes enzymes of aliphatic alkene and epoxide metabolism
and coenzyme M (2-mercaptoethanesulfonate) biosynthesis in
Xanthobacter strain Py2. J. Bacteriol. 183, 2172�2177 (2001)

37. Labandeira-Rey M., Skare, J.T.: Decreased infectivity in Bor-
relia burgdorferi strain B31 is associated with loss of linear
plasmid 25 or 28�1. Infect. Immun. 69, 446�455 (2001)

38. Le Dantec C., Winter N., Gicquel B., Vincent V., Picardeau M.:
Genomic sequence and transcriptional analysis of a 23-kilo-
base mycobacterial linear plasmid: evidence for horizontal
transfer and identification of plasmid maintenance systems.
J. Bacteriol. 183, 2157�2164 (2001)

39. Lederberg J.: Plasmid (1952�1997). Personal perspective.
Plasmid, 39, 1�9 (1998)

40. Le�niewicz K.: The eukariotic plasmids. Post. Mikrobiol. 45,
293�303 (1999)

41. Li L., Lim C.K.: A novel large plasmid carrying beta-lactam
resistance genes isolated from a Klebsiella pneumoniae strain.
J. Appl. Microbiol. 88,1 038�1048 (2000).

42. Luo Y., Lesinger T., Wasserfallen A.: Comparative sequence
analysis of plasmids pME2001 and pME2200 of Methano-
thermobacter marburgiensis strain Marburg and ZH3.
Plasmid, 45, 18�30 (2001)

43. £obocka M.B., Svarchevsky A.N., Rybchin V.N., Yarmolin-
sky M.B.: Characterization of the primary immunity region of
the Escherichia coli linear plasmid prophage N15. J. Bacte-
riol. 178, 2902�10 (1996)

44. Malinin A. Iu., Vostrov A.A., Rybchin V.N., Svarchevskii
A.N.: Structure of ends of linear plasmid N15. Mol Genet.
5�6, 19�22 (1992)

45. Mardanov A.V., Strakhova T.S., Ravin N.V.: RepA protein
of the bacteriophage N15 exhibits activity of DNA helicase.
Dokl. Biochem. Biophys. 397, 217�9 (2004)

46. Meijer W., Horcajadas J., Salas M.: Phi29 family of phages.
Microbiol. Mol. Biol. Rev. 65, 261�287 (2001)

47. Meinhardt F., Schaffrath R., Larsen M.: Microbial linear
plasmids. Appl. Microbiol. Biotechnol. 47, 329�336 (1997)

48. Metcalf W.W., Zhang J.K., Apolinario E., Sowers K.R.
Wolfe R.S.: A genetic system for Archaea of the genus
Methanosarcina: liposome-mediated transformation and con-
struction of shuttle vectors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94,
2626�2632 (1997)

49. Pandza S., Biukovic G., Paravic A., Dadbin A., Cullum J.,
Hranueli D.: Recombination between the linear plasmid
pPZG101 and the linear chromosome of Streptomyces
rimosus can lead to exchange of ends. Mol Microbiol. 28,
1165�76 (1998)

50. Pandza K., Pfalzer G., Cullum J., Hranueli S.: Physical map-
ping shows the unstable oxytetracycline gene cluster of
Streptomyces rimosus lies close to one end of the linear chro-
mosome. Microbiology, 143, 1493�1501 (1997).



18 MIROS£AWA W£ODARCZYK, DOROTA GIERSZ

51. Pang X., Sun Y., Liu J., Zhou X., Deng Z.: A linear plasmid
temperature-sensitive for replication in Streptomyces hygro-
scopicus 10�22. FEMS Microbiol. Lett. 208, 25�28 (2002)

52. Picardeau M., Le Dantec C., Vincent V.: Analysis of the inter-
nal replication region of a mycobacterial linear plasmid.
Microbiology, 146, 305�313 (2000)

53. Picardeau M., Vincent V.: Characterization of large linear
plasmids in mycobacteria. J. Bacteriol. 179, 95�102 (1997)

54. Picardeau M., Vincent V.: Mycobacterial linear plasmids
have an invertron-like structure related to other replicons in
actinomycetes. Microbiology, 144, 1981�1988 (1998).

55. Piekarowicz A.: Podstawy wirusologii molekularnej. Wy-
dawnictwo Naukowe PWN, Warszawa, 2004

56. Plasterk R.H.A., Simon M.I., Barbour A.G.: Transposition of
structural genes to an expression sequence on a linear plas-
mid causes antigenic variation in the bacterium Borrelia
hermsii. Nature, 318, 257�263 (1985)

57. Qin Z., Shen M., Cohen S.N.: Identification and characteri-
zation of a pSLA2 plasmid locus required for linear DNA
replication and circular plasmid stable inheritance in Strepto-
myces lividans. J. Bacteriol. 185, 6575�6582 (2003)

58. Radloff R., Bauer W., Vinograd J. A day-buoyant-density
method for the detection and isolation of closed duplex DNA:
the closed circular DNA in HeLa cells. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 57, 1514�1521 (1967)

59. Ravin N.V.: Mechanism of replication and telomere resolu-
tion of the linear plasmid prophage N15. FEMS Microbiol.
Lett. 221, 1�6 (2003)

60. Ravin N., Lane D.: Partition of the linear plasmid N15: inter-
actions of N15 partition functions with the sop locus of the
F plasmid. J. Bacteriol. 181, 6898�6906 (1999)

61. Ravin N.V., Strakhova T.S., Kuprianov V.V.: The protelome-
rase of the phage-plasmid N15 is responsible for its mainte-
nance in linear form. J. Mol. Biol. 312, 899�906 (2001)

62. Ravin V., Ravin N., Casjens S., Ford M.E., Hatfull G.F.,
Hendrix R.W.: Genomic sequence and analysis of atypical
bacteriophage N15. J. Mol. Biol. 299, 53�73 (2000)

63. Restrepo B.I., Kitten T., Carter C.J., Infante D., Barbour A.G.:
Subtelomeric expression regions of Borrelia hermsii linear pla-
smids are highly polymorphic. Mol. Microbiol. 6, 3299�3311
(1992)

64. Roberts D.M., Carlyon J.A., Theisen M., Marconi R.T.: The
bdr gene families of the Lyme disease and relapsing fever
spirochetes: potential influence on biology, pathogenesis, and
evolution. Emerg. Infect. Dis. 6, 110�122 (2000)

65. Rybchin V.N., Svarchevsky A.N.: The plasmid prophage
N15; a linear DNA with covalently closed ends. Mol. Micro-
biol. 33, 895�903 (1999)

66. Sakaguchi K.: Invertrons, a class of structurally and func-
tionally related genetic elements that includes linear DNA
plasmids, transposable elements, and genomes of adeno-type
viruses. Microbiol. Rev. 54, 66�74 (1990)

67. Salas M.: Protein-priming of DNA replication. Annu. Rev.
Biochem. 60, 39�71 (1991).

68. Salas M.: Mechanism of initiation of linear DNA replication
in prokaryotes. Genet. Eng. 21, 159�171 (1999)

69. Stewart P., Chaconas G., Rosa P.: Conservation of plasmid
maintenance functions between linear and circular plasmids
in Borrelia burgdorferi. J. Bacteriol. 185, 3202�3209 (2003)

70. Stewart P.E., Byram R., Grimm D., Tilly K., Rosa P.A.: The
plasmids of Borrelia burgdorferi: essential genetic elements
of a pathogen. Plasmid, 53, 1�13 (2005)

71. Stewart P., Rosa P.A., Tilly K.: Linear plasmids in bacteria:
common origins, uncommon ends (w) Plasmid biology, red.
B.E. Funnell, G.J. Phillips, ASM Press, Washington DC,
2003, s. 291.

72. Stoll A., Cullum J.: Improved method fot the isolation and
visualization of terminal protein-bound DNA fragment in
actinomycetes. Biotechniques, 29, 743�745 (2000)

73. Stoppel R.D., Meyer M., Schlegel H.G.: The nickel resistance
determinant cloned from the enterobacterium Klebsiella oxy-
toca: conjugational transfer, expression, regulation and DNA
homologies to various nickel-resistant bacteria. Biometals, 8,
70�79 (1995)

74. Stromsten N.J., Bamford D.H., Bamford J.K.: In vitro packing
of PRD1; a common mechanism for internal-membrane viru-
ses. J. Mol. Biol. 348, 617�629 (2005).

75. Strother K.O., de Silva A.: Role of Borrelia burgdorferi linear
plasmid 25 in infection of Ixodes scapularis ticks. J. Bac-
teriol. 187, 5776�81 (2005)

76. Tabuchi N., Mitani H., Sieno S., Fukunaga M.: The 44-kb
linear plasmid molecule in the relapsing fever agent Borrelia
duttonii strain Ly serve as a preservation of vmp genes. Micro-
biol. Immunol. 44, 1071�1074 (2002)

77. Thomas C.A., Saigo K., Mcleod E., Ito J.: The separation of
DNA segments attachched to protein. Anal. Biochem. 93,
158�166 (1979)

78. Top E.M., Moenne-Loccoz Y., Pembroke T., Thomas C.M.:
Phenotypic traits conferred by plasmids (w) The horizontal
gene pool. Bacterial plasmids and gene spread, s. 249�285,
red. C.M. Thomas, Hardwood Academic Publ. 2000

79. Volff J.N., Altenbuchner J.: A new beginning with new ends:
linearisation of circular chromosomes during bacterial evo-
lution. FEMS Microbiol. Lett. 186, 143�150 (2000)

80. Warren R., Hsiao W.W., Kudo H., Myhre M., Dosanjh M.,
Petrescu A., Kobayashi H., Shimizu S., Miyauchi K.,
Masai E., Yang G., Stott J.M., Schein J.E., Shin H., Khattra J.,
Smailus D., Butterfield Y.S., Siddiqui A., Holt R., Marra
M.A., Jones S.J., Mohn W.W., Brinkman F.S., Fukuda M.,
Davies J., Eltis L.D.: Functional characterization of a catabo-
lic plasmid from polychlorinated-biphenyl-degrading Rhodo-
coccus sp. strain RHA1. J. Bacteriol. 186, 7783�7795 (2004)

81. Weaver D., Karoonuthaisiri N., Tsai H.H., Huang C.H.,
Ho M.L., Gai S., Patel K.G., Huang J., Cohen S.N., Hop-
wood D.A., Chen C.W., Kao C.M.: Genome plasticity in
Streptomyces: identification of 1 Mb TIRs in the S. coelicolor
A3(2) chromosome. Mol. Microbiol. 51, 1535�1550 (2004)

82. W³odarczyk M.: Ró¿norodno�æ cech fenotypowych kodowa-
nych przez plazmidy. Kosmos, 51, 241�254 (2002)

83. W³odarczyk M., Nowicka B.: Plazmidy liniowe � nowa for-
ma pozachromosomowych elementów genetycznych. Post.
Mikrobiol. 28, 3�16 (1989)

84. W³odarczyk M., Rudzicz G.: Megaplazmidy � próba defini-
cji, rozpowszechnienie i ró¿norodno�æ kodowanych fenoty-
pów. Post. Mikrobiol. 44, 3�16 (2005)

85. Yamasaki M., Kinashi H.: Two chimeric chromosomes of
Streptomyces coelicolor A3(2) generated by single crossover
of the wild-type chromosome and linear plasmid SCP1.
J. Bacteriol. 186, 6553�6559 (2004)

86. Yang C.C., Huang C.H., Li C.Y., Tsay Y.G., Lee S.C., Chen
C.W.: The terminal proteins of linear Streptomyces chromo-
somes and plasmids. A novel class of replication priming pro-
teins. Mol. Microbiol. 43, 297�305 (2002)

87. Zielenkiewicz U., Ceg³owski P.: Mechanisms of plasmid
stable maintenance with special focus on plasmid addiction
systems. Acta Biochem. Polon. 48, 1003�1023 (2001)

88. Zielenkiewicz U., Ceg³owski P.: Mechanizmy stabilnego
dziedziczenia plazmidów. Kosmos, 51, 297�304 (2002)

89. Zückert W.R., Meyer J.: Circular and linear plasmids of Lyme
disease spirochetes have extensive homology: characteriza-
tion of a repeated DNA element. J. Bacteriol. 178, 2287�
2298 (1996)



POST. MIKROBIOL.,
2006, 45, 1, 19�26
http://www.pm.microbiology.pl

1. Wstêp

Lipazy (acylohydrolazy triacyloglicerolowe, EC
1.1.1.3.) nale¿¹ do enzymów katalizuj¹cych reakcje
hydrolizy i trans-estryfikacji triacylogliceroli, enencjo-
selektywn¹ syntezê i hydrolizê ró¿nych esterów. Zdol-
no�æ do ich syntezy posiada wiele rodzajów bakterii, jak
na przyk³ad Pseudomonas, Burkholderia, Acinetobac-
ter i Staphylococcus [9, 19, 35, 39]. W ci¹gu ostatnich
lat klasyfikacja bakterii, szczególnie Gram-ujemnych,
ulega zmianie w zwi¹zku z zastosowaniem do identy-
fikacji nowoczesnych metod biologii molekularnej.
Dotychczasowa systematyka bakterii oparta przede
wszystkim na w³a�ciwo�ciach fenotypowych zosta³a
uzupe³niona o nowe cechy genotypowe i filogenetycz-

ne. Wynikiem tego by³o zaklasyfikowanie wielu gatun-
ków bakterii rodzaju Pseudomonas do nowo wyodrêb-
nionego rodzaju Burkholderia. Podobnie wiele bakterii
z rodzaju Corynebacterium nale¿y obecnie do rodzaju
Propionibacterium [4]. Zdolno�æ syntezy lipaz posia-
daj¹ tak¿e grzyby mikroskopowe Aspergillus terreus,
Fusarium heterosporum i Rhizomucor miehei [1, 19, 40].

Lipazy bakteryjne s¹ enzymami zewn¹trzkomórko-
wymi o masie cz¹steczkowej 19�60 kDa, wydzielony-
mi do pod³o¿a hodowlanego w pó�nej fazie logaryt-
micznego wzrostu [25]. Na ich syntezê oraz sekrecjê
wp³ywa wiele czynników �rodowiskowych, takich jak:
rodzaj ¿ród³a wêgla i azotu, jony, obecno�æ niemeta-
bolizowanych przez bakterie polisacharydów oraz tem-
peratura i pH [24].

LIPAZY BAKTERII RODZAJÓW
PSEUDOMONAS I BURKHOLDERIA ORAZ

ICH WYKORZYSTANIE  W BIOTECHNOLOGII

Agnieszka Mrozik, Katarzyna Hupert-Kocurek, Sylwia £abu¿ek

Katedra Biochemii Uniwersytetu �l¹skiego
ul. Jagielloñska 28, 40-032 Katowice, e-mail: amrozik@us.edu.pl

Wp³ynê³o w marcu 2005 r.

1. Wstêp. 2. Budowa lipaz i mechanizm lipolizy. 3. Klasyfikacja lipaz. 4. Mechanizmy regulacji syntezy lipaz. 5. Mechanizmy
sekrecji i fa³dowania lipaz. 6. Czynniki wp³ywaj¹ce na syntezê lipaz. 7. Lipazy w biotechnologii. 8. Podsumowanie

Lipases of genera Pseudomonas and Burkholderia and their applications in biotechnology

1. Introduction. 2. Lipases structure and mechanism of lipolysis. 3. Lipases classification. 4. Regulation of lipase synthesis.
5. Mechanisms of secretion and lipase folding. 6. Factors affecting lipase synthesis. 7. Lipases in biotechnology. 8. Summary

Abstract: Lipases (triacylglycerol acylhydrolases, EC 3.1.1.3) catalyze the hydrolysis and trans-esterification of triglycerides,
enantioselective synthesis, and the hydrolysis of a variety of esters. According to their substrate specificity lipases are divided into
three groups. The first group contains lipases showing no positional and no specificity to the chemical structure of fatty acid. Lipases
of the second group hydrolyze only primary ester bonds while those of the third group exhibit a pronounced fatty acid preference.
Lipases, in contrast to esterases, are activated only when absorbed to an oil-water interface and do not hydrolyze dissolved substrates
in the bulk fluid. They are produce by many strains of bacteria, especially of the genus Pseudomonas, Burkholderia, Acinetobacter
and Staphylococcus, and fungi, for example Aspergillus terreus and Fusarium heterosporum.

Microbial lipases have molecular weight of 19�60 kDa and are produced in the end of logarytmic phase of growth. All enzymes
exhibit a characteristic folding pattern known as the "/$-hydrolyze fold. Their active-site is composed of the catalytic triad serine,
histidine and an acid residue, Asp or Glu. Based on sequence of aminoacid, Pseudomonas and Burkholderia lipases were classified
into three families. Lipases from families I and II show more similarities, whereas family III lipases are larger (50 kDa) and untrelated
to the other lipases.

All known bacterial lipases are extracellular enzymes requiring their translocation through the inner and outer membranes.
Lipases of Pseudomonas are secreted by two types of secretion pathways: ABC exporters and general secretary pathway (GSP).
Efficient secretion of lipases is coupled to correct folding. This process involves specific foldase and unspecific Dsb-proteins.

Because of their wide-ranging significance, lipases remain a subject of intensive studies. Researches of lipases are focused
particularly on structural characterization, elucidation of mechanism of action, kinetics, sequencing and cloning of lipase genes,
folding and secrection.Lipases find promising applications in organic chemical processing, detergent production, synthesis of
biosurfactants, the oleochemical industry, the dairy industry, the agrochemical activity, paper manufacture, nutrition, cosmetics and
pharmaceutical processing.
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Du¿e zainteresowanie lipazami bakteryjnymi wi¹-
¿e siê z ich rol¹ jako czynników wirulencji bakterii
chorobotwórczych oraz ich biokatalizatorów wyko-
rzystywanych w wielu procesach biotechnologicznych,
na przyk³ad przy produkcji papieru, detergentów, syn-
tezach organicznych oraz w przemy�le spo¿ywczym
[25, 36, 48].

Badania ostatnich lat obejmuj¹ prace nad wyja�nie-
niem mechanizmów reguluj¹cych syntezê lipaz w ko-
mórkach bakteryjnych, ich sekrecjê oraz fa³dowanie.
Regulacja mo¿e dotyczyæ etapu transkrypcji struktury,
translacji bia³ka enzymatycznego oraz jego sekrecji
przez b³ony. Dok³adne poznanie tych mechanizmów
umo¿liwi zastosowanie udoskonalonych lipaz do otrzy-
mywania wysokowarto�ciowych zwi¹zków przemys³o-
wych i farmaceutycznych [3, 13, 20, 51].

2. Budowa lipaz i mechanizm lipolizy

Lipazy s¹ rozpuszczalnymi w wodzie enzymami,
katalizuj¹cymi reakcje hydrolizy triacylogliceroli i wol-
nych kwasów t³uszczowych. Schemat tej reakcji przed-
stawia rys. 1. Wszystkie znane lipazy bakteryjne,
podobnie jak esterazy serynowe, tioesterazy czy bromo-
peroksydaza A2 nale¿¹ do klasy hydrolaz o strukturze
trzeciorzêdowej "/$. Rdzeñ lipaz tworzy 8 ró¿nych
³añcuchów $ ($1 � $8) po³¹czonych 6 fragmentami
o strukturze "-helisy (A-F). W miejscu aktywnym
enzymu znajduj¹ siê trzy aminokwasy: seryna, kwas
asparaginowy lub glutaminowy i histydyna. U P. aeru-
ginosa i Burkholderia glumae (Pseudomonas glumae)
seryna znajduje siê w pozycji 82 ³añcucha peptydo-
wego, kwas asparaginowy w pozycji 229, a histydyna

w pozycji 251 [23, 40]. Seryna z aktywn¹ grup¹ �OH
zajmuje pozycjê przy koñcu C ³añcucha polipeptydo-
wego $5 w obrêbie wysoce konserwatywnego penta-
peptydu o sekwencji aminokwasów GXSXG, tworz¹-
cego motyw �$-zakrêt-"�. Hydroliza triacyloglicerolu
rozpoczyna siê nukleofilowym atakiem tlenu grupy
�OH seryny na karbonylowy atom wêgla wi¹zania
estrowego, co prowadzi do powstania produktu po�red-
niego. W reakcji tej obecna w centrum aktywnym hi-
stydyna zwiêksza nukleofilowo�æ grupy hydroksylowej
seryny. Jej pier�cieñ imidazolowy przejmuje ³adunek
dodatni, stabilizowany ujemnym ³adunkiem pochodz¹-
cym z grupy karboksylowej kwasu asparaginowego lub
glutaminowego. Produkt po�redni stabilizuj¹ dwa wi¹-
zania wodorowe utworzone z wi¹zaniami amidowymi
aminokwasów centrum aktywnego. Nastêpnie uwal-
niany jest alkohol, podczas gdy enzym tworzy nadal
kompleks z reszt¹ acylow¹ kwasu t³uszczowego.
Ostatecznie reszta acylowa jest uwalniana w wyniku
nukleofilowego ataku jonu hydroksylowego, a enzym
ulega regeneracji [24, 25].

Unikatow¹ cech¹ lipaz jest zdolno�æ katalizy miê-
dzyfazowej, czyli przeprowadzania reakcji w uk³adach
typu t³uszcz�woda. Ze wzglêdu na to, ¿e taka reakcja
nie zachodzi w roztworze homogenicznym, trudno opi-
saæ jej przebieg stosuj¹c równanie Michaelisa-Menten.
Substraty lipolizy tworz¹ zazwyczaj mieszaninê bê-
d¹cych w równowadze form monometrycznych, mi-
cellarnych i w postaci emulsji [51, 52, 57]. Schemat
oddzia³ywania lipazy z substratem na granicy faz
przedstawia rys. 2. Wyj¹tek w�ród lipaz stanowi¹ lipa-
zy gatunków B. glumae i P. aerguginosa, które nie
wymagaj¹ aktywacji miêdzyfazowej [7, 58]. Lipazy te
hydrolizuj¹ acyloglicerole zarówno w postaci emulsji,

Rys. 1. Reakcja hydrolizy triacyloglicerolu katalizowana przez lipazê

Rys. 2. Schemat oddzia³ywania lipazy z substratem na granicy faz woda�t³uszcz, gdzie E oznacza
enzym, Ea � enzym zaobserwowany na granicy faz, Ea* � enzym w postaci aktywnej,

S � substrat, Ea*S � kompleks enzym�substrat, Ea*Ac � produkt przej�ciowy, P � produkt [24, 51]
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dzia³aj¹c jak typowe lipazy, jak i substraty monome-
tryczne, rozpuszczone w wodzie, podobnie jak typowe
esterazy [24].

Na podstawie analizy krystalograficznej w budowie
lipaz wykazano obecno�æ hydrofobowego oligopepty-
du o strukturze "-helikalnej, o charakterze �wieczka�
os³aniaj¹cego miejsce aktywne enzymu [3, 24, 25].
W �rodowisku hydrofobowym oligopeptyd odchyla
siê odkrywaj¹c centrum katalityczne, które staje siê
dostêpne dla substratu. Obecno�æ oligopeptydu odpo-
wiada za aktywacjê miêdzyfazow¹ lipaz. Stwierdzono.
¯e u bakterii B. glumae i P. aeruginosa oligopeptyd
�wieczka� jest krótszy ni¿ w wiêkszo�ci bakteryjnych
lipaz. Na przyk³ad u B. glumae oligopeptyt ten buduje
21 aminokwasów od Tyr 129 do L e u  149 [7]. Krót-
szy oligopeptyd zmniejsza hydrofobow¹ powierzchniê
oddzia³ywania enzymu z hydrofobow¹ faz¹ rozpusz-
czalnika, co prawdopodobnie t³umaczy brak aktywacji
enzymów na granicy faz [7, 24, 58].

3. Klasyfikacja lipaz

Lipazy bakteryjne ze wzglêdu na powinowactwo do
substratu podzielono na trzy grupy [24]. Do pierwszej
nale¿¹ lipazy niespecyficzne wzglêdem chemicznej
struktury kwasów t³uszczowych syntetyzowane przez
Staphylococcus aureus, Propionibacterium acnes (Cory-
nebacterium viscosum). Drug¹ stanowi¹ enzymy, g³ów-
nie bakterii rodzaju Pseudomonas, hydrolizuj¹ce tylko
wi¹zania estrowe przy C1 i C3 glicerolu. Natomiast
do trzeciej grupy nale¿¹ enzymy charakteryzuj¹ce siê
wysok¹ specyficzno�ci¹ w stosunku do budowy kwa-
sów t³uszczowych, na przyk³ad lipaza B z Geotrichum
candidum hydrolizuj¹ca wi¹zania estrowe miêdzy gli-
cerolem a nienasyconymi kwasami t³uszczowymi z po-
dwójnym wi¹zaniem miêdzy C9 i C10.

Ze wzglêdu na du¿¹ ró¿norodno�æ, lipazy bakterii
rodzajów Pseudomonas i Burkholderia klasyfikuje siê
bior¹c pod uwagê hemologiê sekwencji aminokwa-
sowych. Na tej podstawie wyodrêbniono trzy rodziny
lipaz (I�III) [15, 16, 24). Do I nale¿¹ lipazy bakterii
P. aeruginosa, P. alcaligenes, P. fragi i Pseudomonas
sp. 109. Sk³adaj¹ siê one z 285 aminokwasów, posia-
daj¹ mniejsz¹ masê cz¹steczkow¹ (Mr) wynosz¹c¹ ok.
30 000 i zawieraj¹ dwie cysteiny tworz¹ce wi¹zanie
disulfidowe. Enzymy te do sekrecji i prawid³owego
pofa³dowania wymagaj¹ produktu dodatkowego genu,
znanego pod nazw¹ lipazo-specyficznej foldazy (Lif).
Prototypem lipaz z tej grupy jest enzym pochodz¹cy
z dzikiego szczepu P. aeruginosa PAO1 [58]. Do ro-
dziny II nale¿¹ lipazy wykazuj¹ce 60% homologii
aminokwasów w stosunku do lipaz rodziny I. Charak-
teryzuj¹ siê mas¹ cz¹steczkow¹ Mr ok. 33 000, sk³a-
daj¹ siê 320 aminokwasów i zawieraj¹ jedno wi¹zanie

disulfidowe. Lipazy te równie¿ wymagaj¹ do osi¹gniê-
cia aktywnej enzymatycznie konformacji obecno�ci do-
datkowego bia³ka Lif [16, 21]. Prototypem lipaz z tej
rodziny s¹ enzymy bakterii Burkholderia cepacia
(Pseudomonas cepacia) i B. glumae [14, 27]. Ostatnio
do tej rodziny zaklasyfikowano now¹ lipazê otrzyman¹
przez L i t t h a u e r a  i wsp. [35] z bakterii P. luteola.
Trzeci¹ rodzinê stanowi¹ lipazy bakterii P. fluorescens.
S¹ one znacznie wiêksze, gdy¿ zawieraj¹ 475 amino-
kwasów w ³añcuchu polipeptydowym i odznaczaj¹
siê wy¿sz¹ mas¹ cz¹steczkow¹ wynosz¹c¹ ok. 50 000.
Lipazy te w odró¿nieniu od lipaz rodziny I i II nie
posiadaj¹ typowych N-koñcowych sekwencji sygna³o-
wych, nie zawieraj¹ cysteiny i nie wymagaj¹ obecno�-
ci bia³ka Lif [24].

4. Mechanizmy regulacji syntezy lipaz

Najlepiej poznanym i opisanym operonem regulu-
j¹cym syntezê lipaz bakteryjnych jest operon lip/lif
szczepu P. aeruginosa [45]. Operon ten tworz¹ dwa
geny struktury, lip koduj¹cy lipazê oraz lif koduj¹cy
specyficzn¹ foldazê. Geny te znajduj¹ siê pod kontrol¹
bia³ka regulatorowego LipR, pe³ni¹cego rolê aktywa-
tora. Bia³ko LipR jest czê�ci¹ systemu regulacyjnego
lipQ/lipR, znajduj¹cego siê pod dodatkow¹ kontrol¹
bia³ka regulatorowego GacA. Bia³ko to aktywuje trans-
krypcjê RhIR, które odpowiada za w³¹czanie trans-
krypcji genów lipQ/lipR, Gen LipQ koduj¹cy kinazê,
bia³ko regulatorowe odbieraj¹ce sygna³ ze �rodowiska
lub sygna³ zwi¹zany z tworzeniem nieaktywnego en-
zymu, aktywuje bia³ko LipR, które wp³ywa na ekspre-
sjê operonu lip/lif. Bia³ko to przy³¹cza siê sekwencji
UAS (upstream activating sequence) poprzedzaj¹cej
rozpoznawany przez czynnik F54 promotor P1. Ostat-
nie badania wykaza³y obecno�æ drugiego promotora
(P2) znajduj¹cego siê oko³o 330 pz �upstream� od pro-
motora P1, jednak¿e jego rola nie jest jeszcze dok³ad-
nie wyja�niona [45]. Schemat regulacji ekspresji ope-
ronu lip/lif u P. aeruginosa przedstawia rys. 3.

Synteza aktywnej lipazy wymaga jej prawid³owego
sk³adowania w przestrzeni periplazmatycznej oraz efek-
tywnej sekrecji przez b³onê zewnêtrzn¹. W procesie
tym uczestniczy wiele bia³ek pomocniczych, miêdzy
innymi specyficzna foldaza Lif i bia³ka nale¿¹ce do
systemu DsB (disulphide bond formation) [11, 55].
K h a t t a b i  i wsp. [11] wskazuj¹ na istnienie nowego
dodatkowego systemu, polegaj¹cego prawdopodobnie
na monitorowaniu przez komórkê wydajno�ci prawid³o-
wego fa³dowania i sekrecji lipazy. Zaburzenie stosunku
prawid³owo sfa³dowanej i aktywnej lipazy do niepra-
wid³owo sfa³dowanej i nieaktywnej jej postaci stanowi
sygna³ dla komórki, umo¿liwiaj¹cy dostosowanie eks-
presji genu do poziomu sekrecji poza komórkê.
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5. Mechanizmu sekrecji i fa³dowania lipaz

U bakterii rodzaju Pseudomonas znane s¹ dwa me-
chanizmy sekrecji lipaz poza komórkê: system trans-
portu ABC (ATP binding cassette) i system transportu
GSP (general secretory pathway) [36, 41, 45]. System
ABC s³u¿y do transportu bakteryjnych lipaz pozbawio-
nych N-koñcowej sekwencji sygna³owej. W sk³ad tego
systemu wchodz¹ trzy rodzaje bia³ek. ATPaza, bia³ko
MFP (membrane fusion protein) i OMP (outer mem-
brane protein). ATPaza zlokalizowana jest w b³onie
komórkowej i nadaje systemowi transportu specyficz-
no�æ substratow¹. Bia³ko to posiada du¿¹ N-koñcow¹
domenê o charakterze hydrofobowym, przechodz¹c¹
przez b³onê oraz wysoce konserwatywn¹ C-koñcow¹
domenê cytoplazmatyczn¹. Domena ta zawiera dwa
miejsca wi¹zania ATP, znane pod nazw¹ kasety wi¹¿¹-
cej ATP [32, 41]. Bia³ko MFP jest zakotwiczone w b³o-
nie cytoplazmatycznej za pomoc¹ du¿ej hydrofobowej
domeny skierowanej do przestrzeni peryplazmatycz-
nej, natomiast C-koñcowa domena ³¹czy siê z bia³kiem
OMP zlokalizowanym w b³onie zewnêtrznej. System
ABC funkcjonuje jako kana³, przechodz¹cy przez
peryplazmê i umo¿liwia sekrecjê bia³ka bezpo�rednio
na zewn¹trz komórki [5, 45]. System transportu ABC
opisano u bakterii P. fluorescens i P. brassicacearum
[8, 9, 26, 45].

Drugim mechanizmem sekrecji lipaz poza komórkê
u bakterii rodzaju Pseudomonas jest transport znany
jako system GSP, zachodz¹cy z udzia³em bia³kowego
kompleksu � sekretonu [2, 12, 13]. Transport ten za-
chodzi w dwóch etapach. W pierwszym etapie lipaza

zostaje przetransportowana przez b³onê cytoplazma-
tyczn¹ z udzia³em kompleksu bia³ek Sec do przestrzeni
peryplazmatycznej, co warunkuje obecno�æ 26-amino-
kwasowej N-koñcowej sekwencji sygna³owej w enzy-
mie. W etapie drugim lipaza pokonuje barierê w postaci
b³ony zewnêtrznej, w czym uczestniczy wielobia³kowy
kompleks � sekreton. Bia³ka tego kompleksu kodowane
s¹ przez 12 genów xpc, zorganizowanych w dwa ope-
rony [12, 54]. Produkty transkrypcji tych genów zlo-
kalizowane s¹ zarówno w b³onie cytoplazmatycznej,
jak i zewnêtrznej. Jedno z tych bia³ek XcpQ funkcjo-
nuje jako integralne bia³ko b³ony zewnêtrznej, tworzy
wielopodjednostkowy por w kszta³cie pier�cienia o �red-
nicy 95Å [6]. Taki rodzaj transportu lipazy wystêpuje
u gatunków P. aeruginosa i P. alcaligenes [2, 17].
Mechanizm transportu przy udziale b³onowego sekre-
tonu, jak równie¿ struktura i funkcje buduj¹cych go
bia³ek nie s¹ jeszcze dok³adnie poznane i stanowi¹
przedmiot intensywnych badañ. Mechanizmy sekrecji
lipaz przy udziale systemu ABC i GSP u bakterii ro-
dzaju Pseudomonas pokazano na rys. 4.

Podczas transportu lipazy ulegaj¹ sfa³dowaniu w
przestrzeni pryplazmatycznej. W procesie tym uczest-
nicz¹ bia³ka Lif, specyficzne foldazy kodowane przez
gen lif operonu lip/lif. Rola foldaz jest trudna do ba-
dania, poniewa¿ proces fa³dowania lipazy jest �ci�le
powi¹zany z jej sekrecj¹. Najlepiej poznano foldazy
u gatunków B. cepacia, B. glumae i P. aeruginosa [11,
33, 45]. Foldazy tych bakterii s¹ bia³kami peryplazma-
tycznymi zakotwiczonymi w b³onie cytoplazmatycznej
hydrofobow¹ N-koñcow¹ domen¹. Zwi¹zanie enzymu
z b³on¹ komórkow¹ nie wp³ywa na zdolno�ci katali-

Rys. 3. Schemat regulacji ekspresji operonu lip/lif u Pseudomonas aeruginosa [45]. Obja�nienia w tek�cie

lipO lipR

lip lif
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tyczne enzymu, ale prawdopodobnie zapobiega jego
wydzieleniu z komórki [44, 45, 50]. Poza specyficz-
nymi foldazami w fa³dowaniu lipaz bior¹ udzia³ bia³ka
z grupy Dsb, katalizuj¹ce reakcjê tworzeniawi¹zañ di-
sulfidowych, Na podstawie badañ z u¿yciem szczepu
P. aeruginosa, u którego 2 reszty cysteiny w lipazie
zast¹piono seryn¹, stwierdzono nisk¹ aktywno�æ wy-
dzielanego enzymu. Wskazuje to, ¿e obecno�æ wi¹zañ
disulfidowych jest niezbêdna do uzyskania aktywnego
enzymu i jego sekrecji przez b³onê zewnêtrzn¹ [11, 23].

6. Czynniki wp³ywaj¹ce na syntezê lipaz

Z licznych prac wynika, ¿e na syntezê oraz aktyw-
no�æ lipaz w komórkach bakteryjnych wp³ywa wiele
czynników, takich jak: rodzaj i stê¿enie �ród³a wêgla
i azotu, jony, pH pod³o¿a oraz temperatura. L e e  i wsp.
[31] wykazali, ¿e alkaliczna lipaza (pH 8,5) produko-
wana przez szczep P. fluorescens S1K WI charaktery-
zowa³a siê najwy¿sz¹ aktywno�ci¹ 7395 U/mg), kiedy
bakterie hodowano w po¿ywce ze zemulgowan¹ 0,1%
oliw¹ jako jedynym �ród³em wêgla. Podobnie na wzrost
aktywno�ci lipazy szczepu P. aeruginosa KKA-5 wp³y-
wa obecno�æ 2% oleju rycynowego. Enzym ten hydro-
lizowa³ 90% dodanego do pod³o¿a oleju rycynowego
w zakresie pH 7�10, ale najwy¿sz¹ aktywno�ci¹ cha-
rakteryzowa³ siê w pH 8,5 [49]. Wykazano, ¿e na
syntezê lipaz wp³ywa tak¿e dodatek do hodowli ró¿-
nych detergentów, takich jak: Triton X-100, Tween 80
i Spans [24, 34]. Na przyk³ad synteza alkalicznej lipazy
szczepu P. pseudoalcaligenes F-111 wzrasta³a 50-krot-
nie w pod³o¿u zawieraj¹cym zarówno oliwê, jak i Tri-

ton X-100 w porównaniu z pod³o¿em bez dodatku de-
tergentu [34]. Wiele badañ wskazuje, ¿e na stabilno�æ
lipaz wp³ywa rodzaj u¿ytego �ród³a azotu. Termosta-
bilna lipaza szczepu Pseudomonas sp. KW1-56 by³a
najbardziej stabilna, gdy bakterie hodowano w pod³o¿u
zawieraj¹cym pepton (2%) i ekstrakt dro¿d¿owy (0,1%).
Wykazano, ¿e po 24 godzinach inkubacii w temperatu-
rze 60°C lipaza ta zachowywa³a 06% swej wyj�ciowej
aktywno�ci [22]. Podobnie wiêksz¹ stabilno�ci¹ odzna-
cza³a siê lipaza P. aeruginosa KKA-5, hodowanego
w obecno�ci polipeptonu (4%) i ekstraktu dro¿d¿owego
(0,05%) oraz alkaliczna lipaza P. alcaligenes F-111 pro-
dukowana w pod³o¿u zawieraj¹cym m¹kê sojow¹ (1%)
pepton (1,5%) i ekstrakt dro¿d¿owy (o,5%) [34, 49].

Synteza i aktywno�æ lipaz zale¿y równie¿ od obec-
no�ci jonów w pod³o¿u hodowlanym. S h a r o n  i wsp.
[49] obserwowali maksymaln¹ produkcjê lipazy przez
szczep P. pseudoalcaligenes KKA-5 w obecno�ci jo-
nów Mg2+. Usuniêcie tych jonów z pod³o¿a powodo-
wa³o 50-krotny spadek produkcji lipazy, natomiast
wzbogacenie pod³o¿a w jony Ca2+ nie mia³o wp³ywu
na syntezê lipazy. W odró¿nieniu jony Ca2+ wp³ywa³y
zarówno na syntezê jak i na aktywno�æ lipazy szczepu
P. fluorescens S1K W1. Zwi¹zanie jonów Ca2+ powo-
dowa³o zmianê struktury drugorzêdowej bia³ka, pole-
gaj¹cej na zwiêkszeniu udzia³u z 33 do 55% struk-
tur " i $ w budowie enzymu. Zmiany konformacji lipa-
zy prawdopodobnie prowadz¹ do uzyskania natywnej
struktury enzymu [30].

Wykazano, ¿e u bakterii na ostatni etap sekrecji
lipaz ma wp³yw obecno�æ w pod³o¿u niemetabolizo-
wanych polisacharydów, takich jak glikogen, hialuro-
nian, czy jak u P. aeruginosa alginian. Przypuszcza siê,

Rys. 4. Mechanizmy sekrecji lipaz przy udziale systemu ABC i GSP u bakterii rodzaju Pseudomonas [26, 41, 45],
bc � b³ona cytoplazmatyczna, pp � przestrzeñ periplazmatyczna, bz � b³ona zewnêtrzna
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¿e uwolnienie lipazy z b³ony zewnêtrznej nastêpuje na
skutek jej bezpo�redniego oddzia³ywania z cukrem.
Tak¹ mo¿liwo�æ mo¿e potwierdzaæ praktyczne wyko-
rzystanie alginianu do izolacji i oczyszczania lipazy
z hodowli P. aeruginosa [24].

7. Lipazy w biotechnologii

Lipazy bakteryjne s¹ atrakcyjnym narzêdziem dla
biotechnologii z wielu powodów. S¹ stabilne w roz-
puszczalnikach organicznych, nie wymagaj¹ kofakto-
rów, charakteryzuj¹ siê nisk¹ specyficzno�ci¹ substra-
tow¹ i wykazuj¹ wysok¹ enancjoselektywno�æ [25].
Lipazy bakterii Pseudomonas nie s¹ tak powszech-
nie stosowane w ró¿nych ga³êziach przemys³u, jak na
przyk³ad lipazy izolowane z grzybów Aspergillus czy
Rhizomucor, ale mimo tego maj¹ znaczenie g³ównie
przy produkcji detergentów oraz sytezie wielu zwi¹z-
ków organicznych. Jako dodatki do detergentów stosuje
siê najczê�ciej lipazy bakterii P. mendocina i P. alcali-
genes, znane pod przemys³ow¹ nazw¹ Lumfast i Lipo-
max, produkowane od 1995 roku przez Genencor
International [24]. U¿yteczne w produkcji detergentów
lipazy charakteryzuj¹ siê nisk¹ specyficzno�ci¹ sub-
stratow¹, co umo¿liwia hydrolizê t³uszczów o ró¿nym
sk³adzie, stabilno�ci¹ w temperaturze 30�60°C i w pH
10�11, oporno�ci¹ na dzia³anie surfaktantów, na przy-
k³ad sulfonianów benzenu oraz enzymów z grupy pro-
teaz [48]. Lipazy odpowiadaj¹ce takim wymaganiom
uzyskuje siê obecnie stosuj¹c nowoczesne techniki re-
kombinacji DNA i in¿ynierii bia³ek [47, 59].

Innym przyk³adem wykorzystania na skalê przemy-
s³ow¹ lipaz bakterii rodzaju Pseudomonas jest asy-
metryczna synteza zwi¹zków organicznych. Lipazy te
posiadaj¹ zdolno�æ katalizowania wielu ró¿nych chemo-,
regio i stereoselektywnych przemian i pochodz¹ g³ów-
nie z gatunków P. aeruginosa i P. fluorescens. Wy-
ró¿nia siê dwa g³ówne typy enansjoselektywnej bio-
transformacji zwi¹zków organicznych: przekszta³canie
substratów prochiralnych w chiralne oraz kinetyczne
rozdzielenie mieszaniny racematów [18]. Do niedaw-
na substratami biotransformacji by³y jedynie alkohole
i estry kwasów karboksylowych, natomiast obecnie
wykorzystuje siê "- i $-hydroksykwasy, diestry, lak-
tony, aminy, diaminy, aminoalkohole i pochodne "-
i $-aminokwasów [29, 46]. Przyk³adem takiej biotrans-
formacji mo¿e byæ synteza optycznie czynnych *-lak-
tonów i (-aminoalkoholi w wyniku transestryfikacji
*-hydroksyestrów lub $-hydroksynitryli po³¹czonej
z racemizacj¹ alkoholu katalizowan¹ przez ruten
[42, 43]. Podobnie 2-fenoksy-1-propanol uzyskuje siê
w wyniku katalizowanej przez lipazê enancjoselektyw-
nej transestryfikacji [37]. Otrzymane t¹ drog¹ czyste
enancjomery maj¹ podstawowe znaczenie w produkcji
farmaceutyków i w przemy�le agrochemicznym [53,
60]. Przyk³ady otrzymywania czystych enancjomerów
w reakcjach katalizowanych przez lipazy z bakterii
Pseudomonas ilustruje Tabela I.

Lipazy bakterii Pseudomonas s³u¿¹ tak¿e do syntezy
wielu wa¿nych estrów, na przyk³ad alkoholu izoamy-
lowego i krótko³añcuchowych kwasów t³uszczowych,
stosowanych jako dodatki do produktów ¿ywno�cio-
wych. Lipazê katalizuj¹c¹ tak¹ reakcjê produkuje

*%ee � procentowy udzia³ jednego z enancjomerów w mieszaninie sk³adaj¹cej siê z dwóch enancjomerów,
obliczony jako ee = %R � %S

T a b e l a  I
Przyk³ady reakcji tworzenia enancjomerów katalizowanych przez lipazy bakterii Pseudomonas [25]

Katalizowana reakcja
Wydajno�æ

reakcji
% ee*

92% 87%

41% 95%

47% 97%



25LIPAZY BAKTERII RODZAJÓW PSEUDOMONAS I BURKHOLDERIA ORAZ ICH WYKORZYSTANIE  W BIOTECHNOLOGII

szczep Pseudomonas pseudomallei 12Sm w obecno�-
ci n-haksadekanu jako jedynego �ród³a wêgla. Znalaz³a
ona zastosowanie po immobolizaci na poliwinylowej
membranie w syntezie octanu izoamylowego [28].
Lipazy stosuje siê równie¿ w piekarnictwie, w proce-
sach usuwania t³uszczów z miêsa i produktów rybnych
oraz w mleczarstwie przy produkcji serów [29].

8. Podsumowanie

Lipazy bakterii rodzajów Pseudomonas i Burkhol-
deria, w porównaniu z lipazami pochodz¹cymi z grzy-
bów, stanowi¹ nadal nie w pe³ni poznan¹ grupê enzy-
mów i tylko niewiele z nich wykorzystywanych jest na
skalê przemys³ow¹. Konieczne s¹ dalsze badania ich
struktury chemicznej oraz genów koduj¹cych bia³ka
odpowiedzialne za ich syntezê, fa³dowanie i sekrecjê.
Atrakcyjne wydaj¹ siê badania tych enzymów z u¿y-
ciem technik rekombinacji DNA i in¿ynierii bia³ek, co
pozwoli w przysz³o�ci na uzyskanie nowych zrekom-
binowanych lipaz o znaczeniu biotechnologicznym.
Szczególnie wa¿ne wydaje siê ich wykorzystanie jako
biokatalizatorów w reakcjach otrzymywania zwi¹zków
chiralnych i czystych enancjomerów do produkcji far-
maceutyków i nowych materia³ów biopolimerowych.
Czynnikami ograniczaj¹cymi ich dotychczasowe zasto-
sowanie na skalê przemys³ow¹ s¹ nie tylko niedosta-
tecznie wci¹¿ poznana budowa i w³a�ciwo�ci, ale tak¿e
stosunkowo wysokie koszty produkcji oraz brak usta-
lonego optymalnego zakresu specyficzno�ci substrato-
wej w procesach biotechnologicznych,
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1. Budowa chemiczna peptydoglikanu

Peptydoglikan stanowi podstawow¹ strukturê �ciany
komórkowej wspóln¹ niemal dla wszystkich Eubac-
teria (z wyj¹tkiem bakterii z rodzajów Planctomyces,
Pirellula [29], Mycoplasma czy Anaplasma [62])
w³¹czaj¹c sinice [39, 80]. Powszechnie stosowanym
synonimem dla tej makrocz¹steczki jest termin mu-
reina wprowadzony w 1964 roku przez W e i d e l a
i P e l z e r a  [93]. Obecnie stosowane s¹ oba pojêcia,
jednak¿e termin peptydoglikan trafniej opisuje che-
miczn¹ naturê tej makromoleku³y.

Dziêki opracowaniu na prze³omie lat 50-tych i 60-
tych metod izolacji czystych preparatów mureiny za-
równo z bakterii Gram-dodatnich [69] jak i Gram-
-ujemnych [93] zaistnia³a mo¿liwo�æ chemicznej ana-
lizy jej sk³adników, ustalenia pierwszorzêdowej struk-
tury a tak¿e wra¿liwo�ci na enzymy bakteriolityczne.

Okaza³o siê, ¿e bez wzglêdu na morfologiê komórki
bakteryjnej, grubo�æ �ciany, przynale¿no�æ do Gram-
-dodatnich czy gramujemnych mikroorganizmów, ogól-

ny plan budowy mureiny niezmiennie pozostaje taki
sam. £añcuchy heteropolimerów glikanowych zbu-
dowane s¹ z naprzemiennie u³o¿onych podjednostek
N-acetyloglukozaminy-(2-acetamido-2-deoxy-D-gluko-
zy)-NAcGlc i kwasu N-acetylomuraminowego-(2-ace-
tamido-2-deoxy-3-O-(-D-1-karboksyetylo)-D-glukozy)-
-NAcMur po³¹czonych wi¹zaniem $-(1,4) glikozy-
dowym. Z kolei obecno�æ grup mleczanowych przy
C3 w kwasie muraminowym pozwala na kowalentne
przyczepienie drugiego elementu sk³adowego mureiny
w postaci bocznych ³añcuchów peptydowych, poprzez
które zachodzi sieciowanie ³añcuchów glikanowych
[27, 28, 47, 74]. Tak wiêc kowalencyjnie zwi¹za-
ne komponenty polisacharydowo-peptydowe tworz¹
wielkocz¹steczkowy, nierozpuszczalny polimer cylin-
drycznego lub kulistego (u ziarniaków) kszta³tu, nie-
wra¿liwy na dzia³anie wielu czynników chemicznych
i charakteryzuj¹cy siê du¿¹ odporno�ci¹ mechaniczn¹.
W³a�ciwo�ci te pozwalaj¹ chroniæ wnêtrze komórki bak-
teryjnej przed dzia³aniem wysokiego ci�nienia osmo-
tycznego, utrzymywaæ jej sta³y kszta³t oraz gwarantuj¹
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jej integralno�æ i zapewniaj¹ zaczepienie cia³ka pod-
stawowego rzêski.

Wiêkszo�æ bakterii Gram-ujemnych posiada peptydo-
glikan nale¿¹cy do chemotypu A1g [80], gdzie w sk³ad
pentapeptydu wchodz¹: L-alanina, kwas D-glutami-
nowy, kwas diaminopimelinowy (DAP) i dwie D-ala-
niny a jego zawarto�æ w os³onach komórkowych waha
siê w granicach 5�10%.

Peptydoglikan ka¿dej bakterii z³o¿ony jest z wielu
monomerów zwanych muropeptydami, które mo¿na
uwolniæ z polimeru dzia³aniem muramidazy. Jeszcze
do niedawna wyró¿niano tylko 11 ich rodzajów na pod-
stawie rozdzia³ów otrzymywanych w wyniku zastoso-
wania chromatografii bibu³owej czy cienkowarstwowej
[31]. Dziêki wprowadzeniu techniki HPLC w po³¹cze-
niu z FAB-CAD/MS/MS [30, 75] a tak¿e nowoczesnych
metod elektroforetycznych [98] okaza³o siê, ¿e ich
ró¿norodno�æ jest ogromna i np. u E. coli wynosi prze-
ciêtnie 40�50 w zale¿no�ci od szczepu (istniej¹ donie-
sienia nawet o 80 ró¿nych typach muropeptydów) [30].
W toku szczegó³owej analizy wykazano, ¿e homogen-
no�æ w sk³adzie chemicznym mureiny niekoniecznie
poci¹ga za sob¹ strukturaln¹ identyczno�æ. Muropepty-
dy uwolnione muramidaz¹ z peptydoglikanu mog¹ wy-
kazywaæ ró¿nice w d³ugo�ci ³añcuchów peptydowych
(w granicach 2�5 aminokwasów) [75]. Ponadto w nie-
których z nich wykazano obecno�æ reszt lizyny i argi-
niny [75] przy³¹czonych do ³añcuchów peptydowych
i pochodz¹cych z koñca C lipoproteiny, która zosta³a
uwolniona proteazami z mureiny w trakcie jej oczysz-
czania. Z niektórych bakterii [36], posiadaj¹cych po-
liaminê kowalentnie przy³¹czon¹ do peptydoglikanu,
lizozym uwalnia muropeptydy zawieraj¹ce ten sk³ad-
nik. Muramidazy obok monomerycznych podjednostek
uwalniaj¹ z mureiny tak¿e dimery, trimery i niewielk¹
ilo�æ tetramerów [30, 75, 83] pochodz¹cych z usiecio-
wanych jej fragmentów. W�ród oligomerów dodatkowa
ró¿norodno�æ form podyktowana jest wystêpowaniem
ró¿nego typu wi¹zañ krzy¿owych. Obok przewa¿aj¹-
cych typu D,D-peptydowych ³¹cz¹cych m-DAP i D-ala-
ninê mog¹ wystêpowaæ w niewielkich ilo�ciach (oko³o
2% w wyk³adniczej fazie wzrostu) wi¹zania L,D-pep-
tydowe pomiêdzy dwoma cz¹steczkami DAP [30].
Sk³ad muropeptydów zale¿ny jest tak¿e od stanu fizjo-
logicznego bakterii [10, 83] czy zmian w �rodowisku
zewnêtrznym [13, 30] jednak nie na tyle, aby znacz¹co
wp³ywaæ na rolê polimeru w klasyfikacji.

2. W³a�ciwo�ci fizyczne mureiny
bakterii Gram-ujemnych

Grubo�æ peptydoglikanu badana by³a pocz¹tkowo
przy zastosowaniu transmisyjnego mikroskopu elektro-
nowego (TEM), po uprzednim odwodnieniu i utrwale-

niu preparatów mureiny i jej cienkich skrawków lub
okre�lana na podstawie ilo�ci znakowanych radioak-
tywnie sk³adników wstawianych do mureiny (g³ównie
meso-DAP) i wyliczeñ opartych o wzory chemiczne
[96, 100]. W ten sposób okre�lono, ¿e grubo�æ murei-
ny E. coli wynosi 1�3 nm. Badania przy u¿yciu AFM
[97] (ang. atomic force microscopy � mikroskopii si³
atomowych) podwa¿y³y wcze�niejsze ustalenia. Ponie-
wa¿ oznaczenia przeprowadza siê w �rodowisku wod-
nym czyli zbli¿onym do warunków in vivo to otrzymane
wyniki wskazuj¹ce, i¿ uwodnione woreczki mureinowe
E. coli maj¹ grubo�æ 6 nm a odwodnione 3 nm (co
jest zgodne z wynikami z TEM) mog¹ byæ bli¿sze
prawdy. Potwierdzenie tego mog¹ stanowiæ podobne
wyniki otrzymane dla E. coli przez H o b o t a  [38]
(6,5 ± 0,5 nm) przy zastosowaniu kriotechniki [32]
wymro¿eniowego podstawienia wewn¹trzkomórko-
wej wody chemicznymi utrwalaczami w temperaturze
�80°C oraz L e d u c a  [59] (6,6 ± 1,4 nm) dla pre-
paratów elektronomikroskopowych kontrastowanych
wed³ug procedury Rambourga przy zastosowaniu kwa-
su fosfowolframowego w kwasie chromowym. Badania
L e d u c a  i wsp. [59] wykaza³y ponadto, i¿ grubo�æ
peptydoglikanu mo¿e siê zmieniaæ od ok. 10,7 ± 1,1 nm
dla bakterii w stacjonarnej fazie wzrostu namna¿anych
na bogatym pod³o¿u, za� do 9,9 ± 1,3 nm, gdy hodowle
prowadzono na po¿ywce minimalnej.

Woreczki mureinowe s¹ elastycznymi strukturami
czego jednym z przejawów jest przekszta³canie siê
nowo tworzonych biegunów z p³askiego septum do
formy pó³kulistej pod wp³ywem turgoru po podziale
komórki [54]. Badania L a b i s c h i n s k i e g o  [3, 56]
nad drugo- i trzeciorzêdow¹ struktur¹ mureiny wyka-
za³y, ¿e peptydy s¹ najbardziej elastycznym elementem
heteropolimeru i mog¹ byæ rozci¹gane nawet cztero-
krotnie (d³ugo�æ ³añcuchów peptydowych zbudowanych
z naprzemiennie u³o¿onych enancjomerów L i D amino-
kwasów mo¿e siê wahaæ od 0,57 nm dla ³añcucha
w formie pier�cienio-podobnej do 2,3 nm kiedy jest
wyprostowany) [3, 56]. K o c h  i W o e s t e  [50] wy-
kazali zmianê wielko�ci woreczków mureinowych
w wyniku modyfikacji umo¿liwiaj¹cej przewagê grup
na³adowanych dodatnio lub ujemnie (stosuj¹c zamianê
pH roztworu czy N-bursztynylacjê mureiny) obserwo-
wan¹ jako zwiêkszenie do 300% powierzchni modyfi-
kowanych woreczków mureinowych wzglêdem tych
w stanie zrelaksowanym. Równie¿ badania przy za-
stosowaniu AFM pokaza³y, ¿e wzrost turgoru o jedn¹
atmosferê zwiêksza ich d³ugo�æ o oko³o 12% za� szero-
ko�æ o 8% [97]. Dane te wskazuj¹ na zjawisko anizotro-
pii elastyczno�ci przejawiaj¹ce siê wiêksz¹ deformacj¹
struktury peptydoglikanu wzd³u¿ osi d³ugiej ni¿ w kie-
runku osi krótkiej [92].

Peptydoglikanowa sieæ jest struktur¹ porowat¹
pozwalaj¹c¹ na swobodn¹ dyfuzjê ma³ych cz¹steczek.
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Wielko�æ porów w mureinie ustalono stosuj¹c sondy
w postaci znakowanego fluorescein¹ dekstranu o ró¿-
nej masie cz¹steczkowej [20]. Przeprowadzone przez
D e m s c h i c k a  i K o c h a  [20] eksperymenty
wykaza³y, ¿e dla spreparowanych woreczków E. coli
ATCC 11775 istnieje mo¿liwo�æ swobodnej dyfuzji
cz¹stek o promieniu w granicach 1,47�2,95 nm (�r.
2,06 nm) co odpowiada masom cz¹steczkowym rzêdu
22�24 kDa bia³ek globularnych i niena³adowanych.
Jednak¿e, gdy uwzglêdni siê dzia³aj¹cy normalnie tur-
gor, który powoduje wyd³u¿enie struktury o 17% [49]
promieñ porów mo¿e wzrosn¹æ do 2,48 nm i bêdzie
istnia³a mo¿liwo�æ przenikania bia³ek o masie cz¹stecz-
kowej do 50 kDa [20, 23]. Odmienne wyniki uzyskano
wyznaczaj¹c odleg³o�æ miêdzy dwoma granicz¹cymi
pasmami glikanowymi na 1,6�2,0 nm, przy dzia³aj¹cym
na komórkê turgorze 3 atm z wykorzystaniem techniki
AFM [97]. Dane te wskazuj¹, i¿ jest to wielko�æ ogra-
niczaj¹ca swobodn¹ dyfuzjê roztworów chyba, ¿e ist-
niej¹ miejsca nieci¹g³e w mureinowej sieci w postaci
pêkniêæ, niedoskona³o�ci [20, 74] lub ¿e komórka jest
w stanie regulowaæ turgor, który dla E. coli wyznaczono
na 3�5 atm [97] a tym samym zwiêkszaæ odleg³o�æ
miêdzy glikanowymi pasmami (o 0,1�1,0 nm). Badania
z pracowni Va z q u e z - L a s l o p a  [88] z komórkami
E. coli traktownymi EDTA i poddawanymi szokowi
osmotycznemu wskaza³y na mo¿liwo�æ sekrecji z ko-
mórki bia³ek nawet o masie cz¹steczkowej do 100 kDa.
Jednak¿e in vivo w normalnych warunkach wzrostu
bakterii transport wiêkszych cz¹stek odbywa siê poprzez
ró¿nego typu systemy sekrecyjne [60], których tworze-
nie wymaga lokalnej przebudowy peptydoglikanu.

3. Modele architektury peptydoglikanu

Struktura chemiczna [37, 86], szczegó³y biosyntezy
[2, 14, 61, 71], w³a�ciwo�ci fizyczne [20, 50, 96, 97,
100] oraz biologiczne funkcje mureiny [21, 44], gigan-
tycznej moleku³y o masie cz¹steczkowej 3×109 Da,
by³y od po³owy lat 60-tych wielokrotnie rewidowane.
Pomimo, i¿ od ponad pó³ wieku stanowi ona obiekt
zainteresowania naukowców pytanie, na temat trójwy-
miarowej jej organizacji pozostaje bez odpowiedzi.
Przyczyn¹ takiego stanu rzeczy jest brak metod badaw-
czych, które pozwala³yby na wnikniêcie w architekturê
peptydoglikanu w natywnych, nietkniêtych komórkach.
St¹d wszystkie dostêpne w literaturze modele mureiny
stworzone zosta³y w oparciu o po�rednie dowody.

Obecnie w literaturze �cieraj¹ siê ze sob¹ dwie za-
sadnicze koncepcje dotycz¹ce planu budowy peptydo-
glikanu. Za g³ówne kryterium podzia³u przyjêto u³o¿e-
nie pasm glikanowych w mureinie w stosunku do b³ony
komórkowej. Zdecydowana wiêkszo�æ proponowanych
modeli zak³ada równoleg³e do powierzchni komórki

po³o¿enie ³añcuchów cukrowych [28, 47, 51]. Na prze-
ciwleg³ym biegunie w stosunku do powy¿szych pozo-
staje jedyny jak do tej pory model D m i t r i e v a  [22,
23, 24] przyjmuj¹cy, i¿ oligomery cukrowe w murei-
nie ustawione s¹ prostopadle do b³ony wewnêtrznej.

3.1. Modele warstwowej mureiny

Koncepcja mureiny w postaci dwuwymiarowej
p³aszczyzny ewoluowa³a pocz¹wszy od lat 70-tych,
kiedy to powsta³y pierwsze jej molekularne modele.
Oparte one by³y na za³o¿eniu, ¿e polimery glikanowe
w muropeptydzie, ze wzglêdu na wystêpowanie wi¹-
zania $-(1,4) glikozydowego s¹ analogami chityny [27,
28, 47] z peptydowymi bocznymi ³añcuchami u³o¿o-
nymi jednokierunkowo. K e l e m a n  i R o g e r s  [47]
postulowali, aby pary ³añcuchów glikanowych po³¹-
czone by³y ze sob¹ za pomoc¹ wi¹zañ wodorowych
utworzonych pomiêdzy s¹siaduj¹cymi peptydami. Jed-
nak¿e w pó�niejszym czasie F o r m a n e k  i wsp. [27]
wykazali konieczno�æ wystêpowania wi¹zañ wodoro-
wych w obrêbie jednego peptydu a nie dwóch s¹siadu-
j¹cych. Takie przes³anki pozwoli³y stworzyæ jednolity
model mureiny zarówno dla polimeru w komórkach
wegetatywnych jak i wystêpuj¹cego w sporach Gram-
-dodatnich bakterii np. Bacillus megaterium [1], gdzie
50% reszt kwasu muraminowego wystêpuje w postaci
*-laktamów a oko³o 30% jest podstawionych tylko
L-alanin¹ czy Micrococcus luteus [79], u którego 50%
NAcMur nie jest podstawionych bocznym ³añcuchem.
Tak wiêc za³o¿enie, ¿e boczne peptydy przyjmuj¹ po-
staæ 2,27 helisy [27] mia³o uwzglêdniaæ takie przypad-
ki. Pó�niejsze do�wiadczenia L a b i s c h i n s k i e g o
[56] z uginaniem promieni X oraz spektroskopi¹ w pod-
czerwieni [28] wykaza³y, ¿e ³añcuchy cukrowe nie s¹
tak proste i sztywne jak w chitynie, ale przyjmuj¹ po-
staæ prawoskrêtnej helisy z obrotem co 4 dwucukrowe
podjednostki, z której pod k¹tem prostym wychodz¹
³añcuchy peptydowe u³o¿one prostopadle wzglêdem
siebie. W zwi¹zku z tym glikanowe polimery le¿¹ce
w tej samej p³aszczy�nie mog¹ byæ sieciowane z s¹sied-
nimi ³añcuchami poprzez co drugi peptyd tworz¹c hi-
potetyczn¹ strukturê zwan¹ �tessera�. Tessera w stanie
rozci¹gniêtym przyjmuje postaæ heksagonalu o czte-
rech bokach zbudowanych z podjednostek NAcGlc-
-NAcMur i dwóch utworzonych z usieciowanych pep-
tydów [51�53]. Sieciowanie kilku granicz¹cych ze
sob¹ pasm cukrowych daje strukturê przypominaj¹c¹
wygl¹dem plaster miodu. Poniewa¿ ³añcuchy cukrowe
wchodz¹ce w sk³ad woreczka mureinowego s¹ ró¿nej
d³ugo�ci [35] a oligomery zawieraj¹ce 5�10 podjedno-
stek dwucukrowych przewa¿aj¹ w jego strukturze
[35] to z powodu niskiego stopnia sieciowania poli-
meru charakterystycznego dla bakterii Gram-ujem-
nych, rzêdu 25�50% [30] powtarzalno�æ heksagonali
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mog³aby byæ niedoskona³a, ale wci¹¿ pokrywaj¹ca po-
wierzchniê komórki na tyle, aby chroniæ le¿¹c¹ pod
ni¹ b³onê cytoplazmatyczn¹ [52]. Potwierdzeniem tego
mog¹ byæ symulacje komputerowe wykonane przez
P i n k a  i wsp. [74].

Wczesne modele planarne rozpatrywa³y warstwê
sztywn¹ �ciany komórkowej bakterii gramujemnych
zasadniczo jako jednowarstwow¹. Koncepcja ta wpro-
wadzona przez W e i d e l a  i P e l z e r a  [93] w po³o-
wie lat 60-tych w oparciu o pomiary grubo�ci �ciany
komórkowej przy zastosowaniu TEM oraz ilo�ci wsta-
wianego radioaktywnie znaczonego DAP [7] i do tej
pory nie zosta³a w sposób jednoznaczny zrewidowana.
Nowe techniki krioskopowe stosowane do przygotowy-
wania preparatów do mikroskopu elektronowego [32,
59] umo¿liwi³y wykazanie, i¿ mureina stanowi grubsz¹
strukturê ni¿ siê wcze�niej spodziewano. Jednak¿e
zawsze stosowanie wieloetapowych metod utrwalania
i kontrastowania stwarza obawê, i¿ otrzymany wynik
obarczony jest b³êdem wynikaj¹cym z interferencji od-
czynników. Innym istotnym parametrem umo¿liwiaj¹-
cym wyznaczenie grubo�ci warstw peptydoglikanu
mo¿e byæ jego ilo�æ przypadaj¹ca na komórkê. Okazuje
siê jednak, i¿ w literaturze wystêpuj¹ niejednolite dane
dotycz¹ce �redniej wielko�ci powierzchni przypadaj¹-
cej na dwucukrow¹ podjednostkê przedstawianej jako:
1,3 [7], 0,61 [94] i 0,77 [40] nm2. Tak wiêc opieranie
siê o informacje literaturowe mo¿e byæ k³opotliwe
i prowadz¹ce do rozbie¿nych konkluzji. Ostatnio wiêk-
szo�æ badaczy w oparciu o nowe zrewidowane donie-
sienia na temat ilo�ci dwucukrowych podjednostek
(3,6×106/komórkê) [96], przypadaj¹cej na powierzch-
niê komórki (2,5 nm2) oraz pomiary grubo�ci polimeru
przy zastosowaniu techniki SANS (ang. small-angle
neutron scattering � ma³ok¹towego rozpraszania neutro-
nów) [57] sk³ania siê ku koncepcji mureiny jednowar-
stwowej z niewielkimi obszarami dwu- lub trójwarstwo-
wymi. Daje to obraz �³atkowej� mureiny postulowanej
przez H ö l t j e g o  i G l a u n e r a  [40], gdzie dodat-
kowe warstwy mia³yby stanowiæ: po pierwsze nowo
syntetyzowana mureina, najbardziej wewnêtrznie po-
³o¿ona oraz prawie zdegradowana lu�no usieciowana,
najbardziej zewnêtrzna [56].

Innym pytaniem dotycz¹cym struktury mureiny
by³o i jest pytanie o u³o¿enie ³añcuchów glikanowych
w komórce. Teoretycznie polimery cukrowe mog³yby
biec zarówno równolegle jak i prostopadle w odniesie-
niu do d³ugiej osi lub byæ rozmieszczone przypadko-
wo. W oparciu o obserwacje bakterii uzyskane przy
zastosowaniu mikroskopu �wietlnego [18] wykluczono
mo¿liwo�æ u³o¿enia pasm glikanowych zgodnie z kie-
runkiem d³ugiej osi. Obserwacje te wskazywa³y, ¿e
wzrost bakterii odbywa siê poprzez wyd³u¿anie komór-
ki przy zachowaniu sta³ej �rednicy. £añcuchy glika-
nowe ze wzglêdu na wystêpowanie pier�cieni pirano-

zowych wykazuj¹ du¿¹ sztywno�æ [53], tak wiêc roz-
ci¹ganie w tym kierunku by³oby nieznaczne. Na pod-
stawie fotografii z mikroskopu elektronowego worecz-
ków czê�ciowo degradowanych endopeptydaz¹ lub
muramidaz¹ [52, 70, 89] oraz traktowanych ultra-
d�wiêkami [90] Ve r w e r  postulowa³, i¿ ³añcuchy
glikanowe biegn¹ równolegle do mniejszego obwodu
komórki. Potwierdzeniem tych ustaleñ mia³ byæ obraz
woreczków mureinowych E. coli W173-25 traktowa-
nych penicylin¹ [81]. W wyniku dzia³ania antybiotyku
obserwowano prostopad³e w stosunku do d³ugiej osi
pêkniêcia w strukturze mureiny. Tak wiêc na podsta-
wie powy¿szych ustaleñ wielu badaczy przyjê³o hipo-
tezê, i¿ heteropolimery NAcGlc-NAcMur tworz¹ stos
pier�cieni le¿¹cych jeden nad drugim [17, 99]. Zalet¹
modelu mia³a byæ mo¿liwo�æ wiernego odwzorowywa-
nia pier�cieni o sta³ym promieniu w procesie replikacji
co w efekcie prowadzi³oby do utrzymania kszta³tu bak-
terii. Jednak¿e model ten zawiera wiele niedoskona-
³o�ci, gdy¿ pêtla glikanowa otaczaj¹ca komórkê na sze-
roko�æ powinna zawieraæ przeciêtnie 3500�4000 pod-
jednostek dwucukrowych. Analiza chromatograficzna
(HPLC) [35] ³añcuchów glikanowych uwolnionych po
trawieniu mureiny amidaz¹ wykaza³a natomiast, ¿e ich
�rednia d³ugo�æ jest znacznie krótsza. Tak wiêc, aby
utworzyæ ci¹g³y pier�cieñ otaczaj¹cy komórkê na
szeroko�æ musia³oby byæ po³¹czonych ze sob¹ oko³o
200�300 takich pojedynczych ³añcuchów cukrowych.
Innym argumentem przeciwko koncepcji mureiny w
postaci równolegle le¿¹cych pier�cieni jest fakt, i¿ ³añ-
cuchy glikanowe pozostaj¹ce w bliskim s¹siedztwie,
tzn. w odleg³o�ci odpowiadaj¹cej d³ugo�ci wi¹zania
kowalencyjnego wed³ug podstawowych zasad che-
micznej kinetyki, mog¹ wchodziæ w stan kolizji czyli
odpychaæ siê nawzajem [23]. Ponadto jedn¹ z wa¿-
niejszych funkcji pier�cieni mia³o byæ utrzymywa-
nie sta³ej �rednicy komórki bakteryjnej za� z ustaleñ
B a r n i c k e l e g o  [3] i L a b i s c h i n s k i e g o  [56]
wiadomo, ¿e ³añcuchy peptydowe wykazuj¹ du¿¹ ela-
styczno�æ, a tworz¹c strukturê le¿¹c¹ w p³aszczy�nie
dzia³ania turgoru ulega³yby rozci¹ganiu [52]. Mikro-
grafie elektronowe woreczków traktowanych murami-
daz¹ uzyskane przez d e  P e d r o  [52] tak¿e pozostaj¹
w sprzeczno�ci z wynikami Ve r w e r a  [89]. Powsta³e
w wyniku dzia³ania enzymu dziury w strukturze poli-
meru wykazywa³y ró¿ne u³o¿enie w stosunku do �red-
nicy komórki, a nie jak nale¿a³oby siê spodziewaæ
prostopad³e. Tak wiêc jednoznaczne ustalenie sposo-
bu u³o¿enia pasm glikanowych na podstawie obrazów
z mikroskopu elektronowego jest niemo¿liwe. W opar-
ciu o badania d e  P e d r o  [73] i zgodnie ze swoj¹
teori¹ SST (Surface Stress Theory [52, 55] � teori¹ po-
wierzchniowego naprê¿enia) K o c h  postulowa³, aby
u³o¿enie ³añcuchów cukrowych przyjmowa³o wzór
przypadkowy a nie uporz¹dkowany.
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3.2. Model trójwymiarowej mureiny
w postaci rusztowania

Dla modelu mureiny opracowanego przez D m i -
t r i e v a  [22�24], przy wykorzystaniu symulacji kom-
puterowych oraz na podstawie szeregu danych ekspe-
rymentalnych [13, 56, 57], punktem wyj�cia by³o
�rewolucyjne� za³o¿enie, i¿ pasma glikanowe budu-
j¹ce woreczek mureinowy u³o¿one s¹ prostopadle
w stosunku do b³ony cytoplazmatycznej. Pierwszymi,
którzy rozwa¿ali tak¹ ewentualno�æ byli K e l e m a n
i R o g e r s  [47], jednak¿e tylko jako jedn¹ z kilku
mo¿liwo�ci rozmieszczenia oligomerów cukrowych
w peptydoglikanie. Umieszczenie ³añcuchów glikano-
wych, w postaci prawoskrêtnych helis z odchodz¹cy-
mi od nich pod k¹tem prostym bocznymi peptydami,
w takiej p³aszczy�nie pozwala wg D m i t r i e v a  na
tworzenie wi¹zañ krzy¿owych z czterema innymi grani-
cz¹cymi ³añcuchami cukrowymi. W konsekwencji tego
d³ugo�æ ³añcuchów glikanowych buduj¹cych woreczek
mureinowy nie ma wp³ywu na ci¹g³o�æ polimeru jak to
mia³o miejsce dla modelu A.L. K o c h a  [51]. Ponadto
model mureiny w postaci rusztowania przedstawia sta-
biln¹ i funkcjonaln¹ sieæ dobrze znosz¹c¹ nacisk przy
niskim ca³kowitym stopniu sieciowania (rzêdu 25�50%)
[75] charakterystycznym dla bakterii Gram-ujemnych,
dziêki poczynionemu za³o¿eniu, ¿e udzia³ wi¹zañ krzy-
¿owych w s¹siedztwie b³ony zewnêtrznej bliski jest
100% (strefa funkcjonalna) [24] i maleje stopniowo
lub nagle w kierunku b³ony komórkowej. Za³o¿enie to
pozostaje w zgodzie z now¹ koncepcj¹ przestrzeni pery-
plazmatycznej w postaci ¿elu z gradientem gêsto�ci [38].

Równie¿ wyznaczona przez H o b o t a  [38] oraz
G r a h a m a  [32] szeroko�æ przestrzeni peryplaz-
matycznej odpowiednio 13,0 i 10,6�14,3 nm dobrze
koreluje z danymi dotycz¹cymi d³ugo�ci pasm glika-
nowych buduj¹cych mureinê. Wiadomo, ¿e d³ugo�æ
dwucukrowej podjednostki wynosi 1,01 nm [56], tak
wiêc u³o¿enie w p³aszczy�nie prostopad³ej do po-
wierzchni komórki ³añcuchów d³ugo�ci 8�12 dwu-
cukrowych podjednostek (które przewa¿aj¹ w struktu-
rze PG) a tak¿e krótszych rzêdu 5 (wystêpuj¹cych
w mniejszej ilo�ci), które by³y pomijane przy tworzeniu
planarnych modeli [23] odpowiada grubo�ci warstwy
peryplazmatycznej.

W prezentowanym modelu sieciowanie ³añcuchów
glikanowych z czterema s¹siaduj¹cymi powoduje two-
rzenie trójwymiarowych lewoskrêtnych helis przy-
pominaj¹cych pory i posiadaj¹cych cechy kana³ów
jonoforowych. Kana³y te dziêki u³o¿eniu bocznych
³añcuchów peptydowych w p³aszczy�nie nios¹cej
nacisk zdolne s¹ do regulowania swej wielko�ci [3]
w szerokim zakresie, który pozwala³by na swobodne
przechodzenie cz¹stek o wielko�ciach 22�24 kDa
wyznaczonych do�wiadczalnie przez D e m c h i c k a

i K o c h a  [20] zarówno dla woreczków w formie zre-
laksowanej jak i rozci¹gniêtej.

Rentgenograficzne badania mureiny przeprowadzo-
ne w 2001 roku przez L e e  i wsp. [61] wskazywa³y,
¿e w obrêbie centrum aktywnego transpeptydazy dwa
pentapeptydy oddzia³uj¹ ze sob¹ w formie rozci¹gniê-
tej. Z kolei modele planarne zak³ada³y wystêpowanie
bocznych ³añcuchów w formie zrelaksowanej. Ró¿nica
pomiêdzy stanem rozci¹gniêtym (2,3 nm) i zrelakso-
wanym (0,57 nm) jest ogromna i prowadzi do znacz-
nych rozbie¿no�ci przy wyliczaniu pola powierzchni
przypadaj¹cej na dwucukrow¹ podjednostkê. Przyjmu-
j¹c za s³uszne wystêpowanie peptydów w formie roz-
ci¹gniêtej i po uwzglêdnieniu �rednicy ³añcuchów cu-
krowych otrzymano warto�æ 27 nm2 odpowiadaj¹c¹
powierzchni dwucukrowej podjednostki. Wychodz¹c
z takich za³o¿eñ D m i t r i e v  wykaza³, ¿e propono-
wany przez niego model nie wymaga wiêkszej ilo�ci
budulcowego materia³u od tego dla modeli planarnych
[96], aby pokryæ powierzchniê komórki. Przeciwne
zdanie tj. mo¿liwo�æ pokrycia tylko 23% powierzchni
komórki w modelu mureiny w postaci rusztowania
z 24-disacharydowymi ³añcuchami glikanowymi przed-
stawili  Vo l l m e r  i H ö l t j e  [92].

4. Wzrost woreczka mureinowego
u bakterii Gram-ujemnych

Metabolizm woreczka mureinowego, który obej-
muje: biosyntezê dwucukrowych pentapeptydowych
podjednostek w cytoplazmie [67], w³¹czanie ich w ist-
niej¹c¹ strukturê peptydoglikanu po uprzednim prze-
niesieniu przez b³onê cytoplazmatyczn¹ do przestrzeni
peryplazmatycznej [14, 71] oraz �obrót metaboliczny�
(ang. turnover) [41] stanowi z³o¿ony proces nie tylko
z powodu zaanga¿owania du¿ej ilo�ci enzymów oraz
metabolitów, ale przede wszystkim z powodu wyma-
gañ regulacyjnych oraz topologicznych.

Najmniej poznanym i najbardziej dyskusyjnym eta-
pem jest w³¹czanie nowo zsyntetyzowanych ³añcuchów
w system istniej¹cej sieci. Bezpo�redni¹ przyczyn¹ ta-
kiego stanu rzeczy jest niemo¿no�æ ustalenia na dzieñ
dzisiejszy trzeciorzêdowej struktury mureiny, w szcze-
gólno�ci w przypadku Gram-ujemnych bakterii. Tak wiêc
obok debaty na temat architektury peptydoglikanu równo-
legle tocz¹ siê spory dotycz¹ce powiêkszania woreczka
mureinowego. Co do kwestii wyj�ciowej badacze s¹
zgodni, ¿e aby bezpiecznie wstawiaæ nowy materia³ do
rosn¹cego woreczka dzia³anie syntetaz i hydrolaz murei-
nowych musi byæ �ci�le skoordynowane [11, 23, 41, 42].

Proponowane s¹ dwie g³ówne drogi jakimi procesy
te mog¹ przebiegaæ:

● dzia³anie hydrolaz poprzedza syntezê, aby przy-
gotowaæ miejsce dla nowego materia³u
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● nowy materia³ zakotwiczany jest do woreczka
zanim zaczn¹ dzia³aæ hydrolazy (strategia okre�-
lona z ang. make-before-break) [42]

4.1. Synteza peptydoglikanu w modelu
warstwowej mureiny

B u r m a n  i P a r k  [11] na podstawie danych
otrzymanych z do�wiadczeñ ze znakowan¹ murein¹ [9,
11] stworzyli jeden z wcze�niejszych modeli wyja�-
niaj¹cych sposób powiêkszania siê woreczka mureino-
wego. Analiza stosunku radioaktywno�ci akceptora do
donora w dimerach uwolnianych lizozymem a tak¿e
poczynione trzy za³o¿enia mówi¹ce, i¿: (I) ³añcuchy
glikanowe u³o¿one s¹ prostopadle w stosunku do d³u-
giej osi komórki wed³ug hipotezy ustanowionej przez
P e l z e r a, (II) sieciowanie nowo wstawianego pasma
zachodzi jednocze�nie z postêpuj¹c¹ polimeryzacj¹ ³añ-
cucha cukrowego oraz, (III) i¿ tylko nowe ³añcuchy
posiadaj¹ pentapeptydowy substrat niezbêdny w proce-
sie transpeptydacji, doprowadzi³y do stworzenia mode-
lu wzrostu mureiny na drodze insercji, któr¹ poprzedza
hydroliza starego materia³u. Badacze zaproponowali,
aby dwufunkcjonalne enzymy transglikozylazo/trans-
peptydazy (PBP1a i PBP1b) wspó³pracowa³y z D,D-
-endopeptydazami i wstawia³y dwa nowe pasma jed-
nocze�nie pomiêdzy istniej¹ce (pó�niejsze doniesienia
zrewidowa³y te dane mówi¹c o jednym wstawianym
³añcuchu [16]) poruszaj¹c siê po helikalnym torze wo-
kó³ obwodu komórki. Endopeptydaza tn¹c mostki pep-
tydowe mia³aby torowaæ drogê nowo syntetyzowanej
mureinie. Proponuje siê, by zagadnienie utrzymania
sta³ej �rednicy komórki bakteryjnej dla przedstawio-
nego modelu zwi¹zane by³o z powielaniem pasm gli-
kanowych w oparciu o star¹ �primerow¹� matrycê na
wzór procesu transkrypcji DNA. Model B u r m a n a
i P a r k a  [11] zosta³ w pó�niejszym czasie zanego-
wany jako nie zgadzaj¹cy siê z nowymi ustaleniami
w dziedzinie morfologii bakterii.

Dla modelu mureiny wed³ug A.L. K o c h a  [51]
przyjêto za s³uszn¹ strategiê make-before-break opraco-
wan¹ przez H ö l t j e g o, która znana jest pod nazw¹
trzy-za-jedn¹ (ang. three-for-one) [51]. Hipoteza ta
zak³ada, ¿e trzy mureinowe ³añcuchy sieciowane s¹
miêdzy sob¹ tworz¹c triplet, a nastêpnie kowalentnie
wi¹zane przy udziale transpeptydaz do wolnych grup
aminowych w mostkach peptydowych po obu stronach
pojedynczego pasma zwanego kotwicz¹cym. Proces
wstawiania tripletów koñczy zachodz¹ce przy udziale
amidaz usuniêcie ³añcucha kotwicz¹cego. Jednak¿e, aby
istnia³a mo¿liwo�æ w³¹czania nowoutworzonej trimero-
wej �tratwy� w warstwê nios¹c¹ nacisk, d³ugo�æ ³añcu-
chów glikanowych musi precyzyjnie do siebie pasowaæ.
W komórce bakteryjnej pod wp³ywem dzia³ania turgoru
pasma glikanowe w peptydoglikanie przyjmuj¹ zygza-

kowat¹ strukturê, co prowadzi do zmniejszenia odleg-
³o�ci pomiêdzy koñcami �tessery�. W takiej sytuacji nie
istnia³aby mo¿liwo�æ tworzenia wi¹zañ miêdzy now¹
zrelaksowan¹ i star¹ napiêt¹ murein¹. Jednak¿e z wyli-
czeñ dokonanych przez K o c h a  [51] wynika, ¿e dzia-
³aj¹cy turgor rozci¹gaj¹c ³añcuchy glikanowe kompen-
suje skrócenie spowodowane zygzakowat¹ struktur¹.

Model �trzy-za-jedn¹� wymaga du¿ej ilo�ci ró¿nych
enzymów (syntetaz i hydrolaz), których dzia³anie musi
byæ skoordynowane w czasie i przestrzeni. Jednak¿e
dziêki serii do�wiadczeñ przy zastosowaniu techniki
chromatografii powinowactwa ujawniono oddzia³ywa-
nia bia³ko-bia³ko pomiêdzy enzymami wykazuj¹cymi
dzia³ania opozycyjne, tj. mureinowymi polimerazami
i depolimerazami. Odkryto, ¿e dwufunkcjonalne bia³ka
transglikozylazo/transpeptydazy, znane jako PBP 1a, 1b
i 1c, transpeptydazy PBP2 i PBP3, D,D-endopeptydazy
PBP4 i PBP7, jak i D,D-karboksypeptydazy PBP5,
PBP6 oraz lityczne transglikozylazy Slt 70, MltA i MltB
reaguj¹ ze sob¹ na drodze powinowactwa. [76, 78].
W pewnych przypadkach jest to oddzia³ywanie po�red-
nie poprzez strukturalne bia³ko MipA [91]. Ekspe-
rymenty te dowodz¹, i¿ wzrost mureiny mo¿e byæ
przeprowadzany przez wieloenzymatyczne kompleksy,
analogiczne do holoenzymów replikacji DNA [42].
Sk³ad kompleksów prawdopodobnie podlega du¿ej
dynamice i jest zale¿ny od fazy wzrostu komórki [42].
Ustalono, i¿ obecno�æ odpowiednich transpeptydaz
w kompleksie nadaje mu specyficzne funkcje (PBP2
� uczestniczy w wyd³u¿aniu komórki za� PBP3 ina-
czej zwane FtsI ang. filamenting temperature sensitive
� w tworzeniu przegrody podzia³owej [67]). Ponadto
wykazano, ¿e enzymy jednego kompleksu mog¹ byæ
zwi¹zane z ró¿nymi systemami b³on obecnymi u bak-
terii gramujemnych. PBP1b koñcem N po³¹czone jest
z b³on¹ cytoplazmatyczn¹ [6] natomiast lityczna trans-
glikozylaza MltA [63] zakotwiczona jest w b³onie
zewnêtrznej. Je¿eli MipA ³¹czy oba enzymy in vivo, to
byæ mo¿e uczestniczy ono w tworzeniu miejsc adhezji
b³onowej zwanych wêz³ami B a y e r a  [5, 60]. Postu-
luje siê ponadto, aby kompleks zawiera³ monofunkcjo-
naln¹ transglikozylazê [6, 33, 85], która syntetyzowa-
³aby �rodkowe pasmo tripletu.

Synteza peptydoglikanu w miejscu tworzenia sep-
tum równie¿ mog³aby przebiegaæ wed³ug mechanizmu
�trzy-za-jedn¹� z t¹ jednak ró¿nic¹, i¿ triplety musia-
³yby kotwiczyæ jeden pod drugim [46, 51].

Na bazie teorii holoenzymu oraz �trzy-do-jednego�
powsta³ jeszcze inny model wstawiania ³añcuchów gli-
kanowych do woreczka mureinowego pozostaj¹cego
pod dzia³aniem turgoru zwany SST [52, 55]. Zak³ada
on, i¿ si³¹ sprawcz¹ wzrostu mureiny s¹ fizyczne od-
dzia³ywania spowodowane przyrostem masy cytoplaz-
my, a sta³o�æ �rednicy komórce zapewniaj¹ nieczynne
metabolicznie bieguny [70].
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4.2. Wzrost peptydoglikanu w modelu mureiny
w postaci rusztowania (ang. scaffold model)

W celu wyja�nienia sposobu wzrostu mureiny
w postaci rusztowania Dmitriev [24] pos³u¿y³ siê kon-
cepcj¹ B a y e r a  [5] mówi¹c¹ o tworzeniu siê w ko-
mórce miejsc adhezji pomiêdzy dwoma b³onami:
cytoplazmatyczn¹ (IM) i zewnêtrzn¹ (OM). Wed³ug
ustaleñ H o b o t a  [38] przestrzeñ peryplazmatyczna
w os³onach komórkowych Gram-ujemnych bakterii
wykazuje rosn¹cy gradient gêsto�ci. Poni¿ej zewnêtrz-
nej funkcjonalnej strefy [24] w mureinie wykazuj¹cej
niemal 100% sieciowanie znajduje siê znacznie lu�niej-
szy materia³ peptydoglikanu. Wed³ug D m i t r i e v a
w obrêbie tej strefy dochodzi do lokalnego dzia³ania
enzymów autolitycznych przebudowuj¹cych woreczek
mureinowy [24], co doprowadza do tworzenia siê
przerw w strukturze mureiny. Pod wp³ywem dzia³a-
j¹cego w komórce turgoru b³ona cytoplazmatyczna
podlega inwaginacji wype³niaj¹c puste przestrzenie.
W efekcie kompleks enzymatyczny, zlokalizowany na
szczycie wygiêtej b³ony, korzystaj¹c z dwucukrowych
pentapeptydowych podjednostek mureiny dostarcza-
nych z cytoplazmy [67], wstawia je do starej sieci
woreczka mureinowego w miejscach powsta³ych wcze�-
niej przerw stopniowo zape³niaj¹c ubytki. Po zakoñ-
czeniu lokalnej przebudowy lub powiêkszenia worecz-
ka mureinowego b³ona cytoplazmatyczna wraca do
pierwotnego po³o¿enia. Uwzglêdniaj¹c, ¿e peptydy na
helisach cukrowych u³o¿one s¹ w czterech kierunkach
[56] i równolegle do powierzchni komórki zgodnie
z koncepcj¹ modelu mureiny w postaci rusztowania
[22�24] przyjêto, i¿ w sk³ad kompleksów enzymatycz-
nych powi¹zanych z b³on¹ powinny wchodziæ dwa
bia³ka PBP1a lub 1b [15] lub 1c [78] oraz dwie trans-
peptydazy PBP2. Eksperymentalnie uzyskane dane
[19, 46, 52, 70] dowodz¹, i¿ wstawianie nowego mate-
ria³u w istniej¹c¹ sieæ peptydoglikanu odbywa siê w spo-
sób przypadkowy. Tak wiêc hipoteza D m i t r i e v a
mo¿e t³umaczyæ wzrost mureiny w postaci ³at w cylin-
drycznej czê�ci komórki [73] prowadz¹cy do jej wy-
d³u¿enia, a tak¿e procesy zachodz¹ce w trakcie jego
przebudowy i zwi¹zane miêdzy innymi z tworzeniem
oraz �demonta¿em� systemów sekrecyjnych [60].

5. Topografia wstawiania nowo syntetyzowanego
peptydoglikanu

Stosunkowo od niedawna prowadzone badania wy-
kaza³y istnienie trzech elementów bakteryjnego cyto-
szkieletu: aktynopodobnych bia³ek MreB i Mbl (ang.
MreB-like proteins � MreB-podobne bia³ka) oraz kres-
centyny. MreB obecne s¹ tylko w gatunkach o kszta³cie
cylindrycznym lub helikalnym i zazwyczaj nie spotyka-

ne s¹ u ziarniaków [19]. Mbl, które wykryto u B. subti-
lis nieobecne s¹ w komórkach gramujemnej E. coli.
Z kolei krescentyna stanowi dodatkowy element cyto-
szkieletu wykryty u Caulobacter crescentus [26]. Sto-
suj¹c technikê immunofluorescencji oraz fuzji z GFP
(ang. green fluorescent protein � bia³kiem zielonej
fluorescencji) wykazano [45, 84], ¿e elementy cyto-
szkieletu B. subtilis tworz¹ prawoskrêtne helikalne
struktury pod powierzchni¹ b³ony cytoplazmatycznej.
Ponadto stwierdzono, i¿ filamenty Mbl w postaci po-
dwójnej helisy rozci¹gniête s¹ od bieguna do bieguna
za� pojedyncze MreB s¹ krótsze i wykazuj¹ mniejszy
skok helisy (0,73 ± 0,12 :m) ni¿ w przypadku Mbl
(1,7 ± 0,28 :m). Na podstawie tych danych oraz obrazu
morfologii mutantów mreB � i mbl � wywnioskowano,
¿e prawdopodobnie aktynopodobne bia³ko MreB jest
odpowiedzialne za utrzymanie sta³ej szeroko�ci, za�
Mbl d³ugo�ci komórki. Równie¿ dane mówi¹ce o nie-
obecno�ci genów mreB u ziarniaków, zarówno Gram-
-dodatnich (Streptococcus) jak i Gram-ujemnych (Neis-
seria) [25], potwierdza³yby te ustalenia.

Na podstawie badañ autoradiograficznych mureiny
ze znakowanym DAP [9, 11, 46, 95] oraz immunoflu-
orescencyjnych ze wstawian¹ D-cystein¹ [70] postulo-
wano, ¿e synteza peptydoglikanu przebiega wed³ug
wzoru rozproszonego wzd³u¿ cylindrycznej czê�ci mu-
reiny. Zastosowanie przez D a n i e l a  i E r r i n g t o n a
znakowanej wankomycyny [19] (antybiotyku, który
specyficznie hamuje traspeptydacjê prekursorowych
monomerów mureiny poprzez wi¹zanie siê z terminal-
nymi D-Ala-D-Ala w bocznym peptydzie) w celu wi-
zualizacji miejsc wstawiania nowej mureiny w istniej¹-
c¹ sieæ polimeru, pozwoli³y na po³¹czenie idei syntezy
peptydoglikanu �na chybi³ trafi³�, wed³ug wzoru roz-
proszonego, z lokalizacj¹ helikalnych elementów cyto-
szkieletu [99]. Pomimo, i¿ badania dotyczy³y Gram-
-dodatniej bakterii B. subtilis (ze wzglêdu na istnienie
u Gram-ujemnych b³ony zewnêtrznej efektywnie ha-
muj¹cej wnikanie stosowanego antybiotyku) i pomi-
mo, i¿ w koñcowej konkluzji stwierdza siê, ¿e synteza
peptydoglikanu u badanego szczepu jest Mbl-zale¿na
to dalsze badania pozwoli³y na wysnucie pewnych
wniosków dotycz¹cych równie¿ gramujemnych bak-
terii. Do�wiadczenia ze znakowan¹ fluorescencyjnie
wankomycyn¹ [19] wykaza³y, ¿e wstawianie nowych
prekursorów mureiny przebiega równie¿ w postaci pas-
ma w �rodkowej czê�ci mureiny, w miejscu tworzenia
siê przegrody podzia³owej, której jednym z elementów
jest pier�cieñ Z utworzony przez tubulinopodobne
bia³ko FtsZ [65]. Skonstruowane mutanty mbl� B. sub-
tilis nie wykazywa³y fenotypu letalnego co wed³ug
autorów spowodowane by³o prawdopodobnie �prze-
³¹czeniem� ze wzrostu rozproszonego w cylindrycznej
czê�ci na wzrost strefowy poprzez FtsZ-zale¿n¹ syn-
tezê [43] lub wzrost na biegunach [72]. Mo¿na wiêc
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wnioskowaæ, ¿e u Gram-ujemnych pa³eczkowatych
bakterii brodawkowych, które nie tylko nie posiadaj¹
bia³ek Mbl (patrz wy¿ej) ale tak¿e homologów MreB,
jedynym sposobem wyd³u¿ania siê jest wzrost strefowy
poprzez FtsZ-zale¿n¹ syntezê. Za s³uszno�ci¹ tej idei
mo¿e przemawiaæ fakt, ¿e zablokowanie syntezy prze-
grody podzia³owej prowadzi do tworzenia siê wygiêæ
i rozga³êzieñ na koñcach ich komórek [58].

S o u f o  i G r a u m a n n  [84] wykazali, ¿e bia³ka
MreB i Mbl s¹ dynamicznymi strukturami, które w trak-
cie trwania cyklu komórkowego przemieszczaj¹ siê
wzd³u¿ komórki po helikalnym torze. Odkrycie to
mo¿e stanowiæ kolejny dowód na udzia³ cytoszkieletu
w ukierunkowywaniu syntezy mureiny. Wed³ug kon-
cepcji H ö l t j e g o  [42] enzymatyczne kompleksy
przeprowadzaj¹c syntezê mureiny mia³yby siê poru-
szaæ wzd³u¿ pasm glikanowych. Jednak¿e koncepcja
ta ma jedn¹ podstawow¹ wadê, nic nie mówi o �ródle
motoryki tych kompleksów. Mostem ³¹cz¹cym infor-
macje zawarte w cytoszkielecie oraz zapewniaj¹cym
ich przetworzenie na syntezê mureiny, przy udziale
z³o¿onych kompleksów enzymatycznych, mog¹ byæ we-
d³ug ca³kowicie hipotetycznego modelu C a b e e n a
[12] oraz E r r i n g t o n a  [25] bia³ka zwi¹zane lub
zasocjowane z b³on¹ cytoplazmatyczn¹ takie jak: RodA
[71], MreC oraz MreB, które mia³yby wchodziæ w sk³ad
kompleksów wyd³u¿aj¹cych czy FtsW [48] dla kom-
pleksów podzia³owych. Wiadomo, ¿e mutacje w obrê-
bie genów dla tych bia³ek powoduj¹ zmianê pa³eczko-
watego kszta³tu bakterii u E. coli [45, 48, 71], a tak¿e
i¿ bia³ka te posiadaj¹ domeny, dziêki którym mog¹
kotwiczyæ w b³onie cytoplazmatycznej. Poniewa¿ MreB
nie posiada takich domen, potrzebuje wiêc po�red-
ników, aby spe³niaæ postulowan¹ funkcjê zwi¹zan¹
z utrzymywaniem kszta³tu komórki. Badania nad cyto-
szkieletem u C. crescentus [26] wykaza³y, i¿ rozmiesz-
czenie PBP2 (bia³ka postulowanego u E. coli jako
uczestnicz¹ce w utrzymywaniu pa³eczkowatego kszta³-
tu) przybiera wzór podobny do bia³ka MreB w trakcie
cyklu komórkowego. Poniewa¿ wystêpowanie genu
mreB jest powszechne w�ród pa³eczkowatych, spiral-
nych czy wygiêtych bakterii, zarówno Gram-ujemnych
jak i dodatnich a jedyny wyj¹tek stanowi wiêkszo�æ
ziarniaków, tak wiêc dane uzyskane dla C. crescentus
mo¿na uogólniæ i odnie�æ z powodzeniem do Gram-
-ujemnych pa³eczkowatych bakterii bêd¹cych w krêgu
zainteresowania tego artyku³u. U C. crescentus [26]
i u wielu innych bakterii [25] geny mreB , mreC, mreD,
pbp2, rodA, których produkty znane s¹ z tego, i¿ maj¹
wp³yw na kszta³t komórki, tworz¹ pojedynczy zespó³
(ang. cluster) co mo¿e stanowiæ dodatkowy argument
za s³uszno�ci¹ powy¿szych teorii.

Kiedy komórka osi¹gnie dwukrotnie wiêksz¹ d³u-
go�æ nastêpuje �prze³¹czenie� z fazy wyd³u¿ania na
podzia³, któremu towarzyszy tworzenie septum. Po-

wstawaniu przegrody podzia³owej towarzyszy zacho-
dz¹ca dwuetapowo synteza mureiny. Sk³adaj¹ siê na
ni¹: synteza preseptalnego peptydoglikanu przeprowa-
dzana przez PIPS system (ang. penicillin-insensitive
peptidoglycan synthesis � niezale¿ny od penicyliny
system syntezy peptydoglikanu) FtsZ-zale¿ny [43] oraz
septalnego, którego gromadzenie uruchamiane jest po
utworzeniu pier�cienia cytokinetycznego zawieraj¹cego
oprócz FtsZ równie¿ inne bia³ka podzia³owe (FtsA, FtsI,
FtsQ) [8, 77]. Badania autoradiograficzne wykazuj¹,
¿e wstawianie ³añcuchów mureinowych nie rozci¹ga
siê na ca³¹ powierzchniê nowotworzonego bieguna, ale
ogranicza siê do stosunkowo w¹skiej strefy wyznacza-
nej przez zaciskaj¹cy siê pier�cieñ [95] na podobieñ-
stwo dzia³ania diafragmy w aparacie fotograficznym.

Zagadnienie podzia³u komórek bakteryjnych po-
ci¹ga za sob¹ kolejne pytanie dotycz¹ce sposobu loka-
lizacji miejsca tworzenia septum. Teoretycznie wszyst-
kie miejsca w komórce s¹ potencjalnymi miejscami
podzia³u, ale ze wzglêdu na maskuj¹ce dzia³anie inhi-
bitora MinCD oraz nukleoidu tworzenie przegrody
podzia³owej ogranicza siê tylko do �rodkowej czê�ci
komórki [68]. MinCD [82] zabezpiecza przed groma-
dzeniem siê FtsZ, a za tym i podzia³em na biegunach
komórki za� nukleoid wed³ug hipotetycznej teorii �nu-
cloid oclusion�, którego molekularny mechanizm nie
jest znany, w pozosta³ej czê�ci. Jednak¿e rodzi siê ko-
lejne pytanie sk¹d bia³ka Min wiedz¹ gdzie siê przy³¹-
czyæ. Przy zastosowaniu barwników fluorescencyjnych
specyficznych dla kardiolipiny M i l e y k o v s k a y a
[66] wykaza³a heterogenny charakter rozmieszczenia
fosfolipidów w b³onie cytoplazmatycznej E. coli oraz
B. subtilis. Okaza³o siê, ¿e na biegunach i w centrum
komórki wystêpuj¹ domeny bogate w anionowe fosfo-
lipidy co mo¿e sugerowaæ ich wp³yw na proces po-
dzia³u poprzez wi¹zanie bia³ek odpowiedzialnych za
wybór i rozpoznanie miejsca tworzenia septum [66].
Równie¿ bia³ka PBP5 i 6 zwi¹zane prawdopodobnie
z podzia³em komórki i tworzeniem nowych biegunów
poprzez dostarczanie prekursorów dla systemu PBP3/
Fts oraz FtsA stabilizuj¹cy pier�cieñ Z [64] specy-
ficznie rozpoznaj¹ lipidy w b³onie [34]. Tak wiêc byæ
mo¿e na topologiê wstawiania i przebudowy woreczka
mureinowego ma wp³yw odpowiednie rozmieszczenie
lipidów w b³onie cytoplazmatycznej.

6. Podsumowanie

Pomimo znacznego postêpu badañ zwi¹zanych
z budow¹ i syntez¹ mureiny u Gram-ujemnych pa³ecz-
kowatych bakterii, który nast¹pi³ w ci¹gu ostatnich
kilku lat i pomimo wielu podjêtych prób wyja�nienia
trzeciorzêdowej jej struktury, wci¹¿ nie jeste�my ani
o krok bli¿ej rozstrzygniêcia sporu dotycz¹cego u³o¿e-
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nia pasm glikanowych w tym polimerze wzglêdem
powierzchni komórki. ¯aden z modeli architektury
peptydoglikanu oraz jego syntezy zaprezentowany
w niniejszej pracy nie zosta³ w pe³ni udowodniony.
Jeden z nowszych modeli warstwowej mureiny przed-
stawiony przez A.L. K o c h a  [51] nie uwzglêdnia
stosunkowo krótkich pasm glikanowych, o d³ugo�ci
5 dwucukrowych podjednostek. Zak³ada tak¿e koniecz-
no�æ sieciowania rzêdu 50%, co nie jest zgodne z do-
�wiadczalnie wyznaczonymi warto�ciami pozostaj¹cymi
w granicach 25�50% [30]. Komputerowo przeprowa-
dzone symulacje przez P i n k a  [74] dla tego modelu,
które uwzglêdnia³y przypadki mniejszej ilo�ci wi¹zañ
krzy¿owych prowadz¹ce do powstania przerw w struk-
turze mureiny biegn¹cych prostopadle w stosunku do
pasm glikanowych i rozmieszczonych równomiernie,
nie stanowi¹ dowodu na prawdziwo�æ powy¿szych
teorii. Pozostaje bowiem pytanie jak komórka reguluje
wielko�æ �dziur� oraz ich po³o¿enie, na które autorzy
nie daj¹ odpowiedzi. Równie¿ model D m i t r i e v a
[22�24] budzi wiele w¹tpliwo�ci. Wed³ug Vo l l m e r a
[92] ilo�æ mureiny obecna w Gram-ujemnych pa³ecz-
kowatych bakteriach jest niewystarczaj¹ca, aby pokryæ
ca³¹ powierzchniê komórki. Inne pytanie dotyczy mo¿-
liwo�ci u³o¿enia pasm glikanowych o d³ugo�ci rzêdu
80 dwucukrowych podjednostek [35], które chod� nie-
licznie to jednak mog¹ wystêpowaæ w mureinie. Ponad-
to w¹tpliwo�æ budzi proponowany przez D m i t r i e v a
kierunek u³o¿enia ³añcuchów cukrowych, które mia³y-
by koñcem zawieraj¹cymi resztê kwasu 1,6-anhydromu-
raminowego zwrócone byæ ku b³onie cytoplazmatycz-
nej [23, 24]. Wed³ug autora tworzenie reszt 1,6-anhydro
przy udziale litycznych transglikozylaz stanowi³oby syg-
na³ dla komórki o zakoñczeniu syntezy oraz odczepie-
niu ³añcuchów cukrowych od b³ony cytoplazmatycznej.
Jednak¿e rodzi siê w¹tpliwo�æ czy obecne w przestrzeni
peryplazmatycznej bia³ka Slt70 i Slt35 bêd¹ w stanie
odcinaæ pasma glikanowe od b³ony cytoplazmatycznej.
Proponowane przez D m i t r i e v a  rozwi¹zanie wy-
maga³oby raczej, aby enzymy te zwi¹zane by³y z b³on¹
wewnêtrzn¹, a jak wiadomo ich lokalizacja jest inna.
Poza tym jak¹ funkcjê mia³yby pe³niæ pozosta³e lityczne
transglikozylazy [4, 41] (MltA, B, C, D) zakotwiczone
w b³onie zewnêtrznej. Inn¹ w¹tpliwo�æ budzi propo-
nowany sposób w³¹czania dwucukrowych-pentapepty-
dowych podjednostek do istniej¹cej sieci. Wcze�niej-
sze doniesienia wskazuj¹, i¿ proces transglikozylacji
przebiega od koñca nieredukuj¹cego, natomiast model
D m i t r i e v a  zak³ada, i¿ wolne koñce z resztami
NAcGlc od koñca nieredukuj¹cego skierowane s¹ ku
b³onie zewnêtrznej, z dala od systemu enzymów (bia-
³ek PBP zlokalizowanych w b³onie cytoplazmatycznej)
syntezy mureiny [41, 87].

Zdarza siê tak¿e, i¿ nowe doniesienia pozostaj¹
w sprzeczno�ci z wcze�niejszymi ustaleniami. Przyk³a-

dem mo¿e byæ praca d e  P e d r o  z 2003 roku [73].
Autor dokonuj¹c wspomaganej komputerowo analizy
mikroskopowej woreczków mureinowych otrzyma-
nych z komórek E. coli hodowanych w obecno�ci D-
cysteiny oraz aztreonamu [70], przedstawi³ nowy wzór
insercji pasm cukrowych w obrêbie jego cylindrycznej
czê�ci. Prace te wykonano w ramach badañ dotycz¹cych
wstawiania nowych ³añcuchów glikanowych w istnie-
j¹c¹ sieæ peptydoglikanu. Wyniki badañ d e  P e d r o
zaprzeczaj¹ wcze�niejszym sugestiom jego [70] a tak¿e
innych autorów [26], i¿ nowe podjednostki mureiny s¹
wstawiane wed³ug wzoru helikalnego. Wed³ug ostat-
nich doniesieñ d e  P e d r o  [73] proces ten przebiega
na drodze trzech ró¿nych wzorów insercji: w³¹czania
ca³ych grup ³añcuchów oligoglukanowych w postaci
�³atek�, pasma w centralnej czê�ci komórki oraz
regularnego, jednolitego w³¹czania nowego materia-
³u pomiêdzy stary. Taki sposób wzrostu woreczka
mureinowego postulowa³ A.L. K o c h  w swojej SST
teorii [52, 55].

Byæ mo¿e rozstrzygniêcie spornych kwestii wymaga
wprowadzenia w przysz³o�ci nowych technik, które
rozwiej¹ wszelkie w¹tpliwo�ci w sposób jednoznaczny
i niepodwa¿alny.
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1. Wprowadzenie

Zdolno�æ jednoczesnego wytwarzania koagulazy
i czynnika zlepnego (clumping factor) jest cech¹ charak-
terystyczn¹ dla gatunku Staphylococcus aureus [3, 43,
44]. Cecha ta odgrywa istotn¹ rolê w jego taksonomii,
a tak¿e w diagnostyce mikrobiologicznej [3, 17, 18].
Wyj¹tkowo napotykane s¹ jednak szczepy atypowe po-
zbawione jednego, a nawet obydwu tych czynników.
Wzmianki o istnieniu takich szczepów mo¿na na-
potkaæ w starszym pi�miennictwie, niemniej wystêpo-
wanie ich okre�lane jest tam jako sporadyczne i trak-
towane jako anomalia [2, 5, 12, 15]. W ostatnich latach
ukaza³y siê doniesienia z ró¿nych krajów (Niemiec,
W³och, Wielkiej Brytanii, Francji, a tak¿e Polski)
wskazuj¹ce na to, ¿e nast¹pi³ wzrost czêsto�ci izolacji
szczepów gronkowca z³ocistego, które wykazuj¹ ujem-
ny odczyn na koagulazê b¹d� CF [10, 11, 32, 40, 49].

2. Wystêpowanie szczepów S. aureus
pozbawionych koagulazy (CNSA) lub CF (CFNSA)

Czêsto�æ izolowania koagulazoujemnych szczepów
S. aureus obecnie oceniana jest na kilka do kilkunastu
procent. We W³oszech i Francji odsetek CNSA szaco-

wany by³ na poziomie oko³o 4%, podobnie jak w Kana-
dzie gdzie wynosi³ prawie 3% [11, 23, 49]. Z badañ
innych autorów wynika, ¿e w naszym kraju czêsto�æ
izolacji CNSA jest nieco wy¿sza, bo oko³o 8�12%,
a nawet jak podaje S z y m a n o w s k a  i wsp. 20�25%
[8, 9, 45].

W nielicznych pracach po�wiêconych szczepom
CF-ujemnym trudno znale�æ informacjê na temat
czêsto�ci ich izolowania. Dane przedstawione przez
Va n d e n e s c h a  czy G u z m a n a  pozwalaj¹ wnios-
kowaæ o czêstszym wystêpowaniu na terenie Francji
czy W³och szczepów pozbawionych CF ni¿ koagu-
lazy [11, 49]. Badania prowadzone w Polsce, odmien-
nie do powy¿szych wykaza³y, ¿e czêsto�æ wystêpowa-
nia szczepów S. aureus pozbawionych CF (CFNSA)
by³a prawie dwukrotnie ni¿sza ni¿ pozbawionych koa-
gulazy [8, 9].

Szczepy S. aureus nie posiadaj¹ce CF izoluje siê
równie¿ z zaka¿eñ u zwierz¹t, a ich odsetek szacowany
jest na poziomie a¿ kilkunastu procent [22].

Istniej¹ doniesienia o pojawianiu siê niekiedy gron-
kowców z³ocistych jednocze�nie pozbawionych ko-
agulazy i CF lecz czêsto�æ ich wystêpowania jest bar-
dzo niska, bo siêga zaledwie 1% [38, 45].

Badania nad wystêpowaniem w szpitalach koagu-
lazoujemnych lub CF-ujemnych szczepów S. aureus
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Atypical Staphylococcus aureus strains defective in coagulase or clumping factor (CF)

Abstract: Production of coagulase and clumping factor is a typical feature for S. aureus species, although strains not producing these
proteins have been raported. Frequency of strains showing negative reaction for coagulase or CF is accessed for 3 to 20%.
CF-negative S. aureus may lose other proteins typical for this species, as protein A or thermostabile nuclease. Lack of coagulase
or CF in some S. aureus strains has not been explained, presumably it is not result of genetic defect but rather inhibition of expression
of coagulase or CF gene. Coagulase-negative or CF-negative strains of S. aureus are in majority methicillin-resistant. This fact is
probably connected with integration of methicillin-resistance region to genome of S. aureus. This phenomenon may increase ability
of the strain to recombinate and in result, causes lack of some properties typical for S. aureus.

1. Introduction. 2. Occurence of coagulase-negative (CNSA) or CF-negative (CFNSA) S. aureus strains. 2. Properties of atypical
S. aureus strains. 3. Causes for lack of coagulase or CF. 4. Resistance to methicillin and atypical S. aureus strains. 5. Summary

S³owo kluczowe: S. aureus, koagulazoujemne, CF-ujemne szczepy
Key words: S. aureus, coagulase negative, CF-negative strains
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dowodz¹, ¿e izoluje siê je przede wszystkim w oddzia-
³ach zabiegowych. Wydaje siê, ¿e zaka¿enia szczepami
CFNSA dotycz¹ ludzi z obni¿on¹ odporno�ci¹, bowiem
przypadki opisane w Niemczech i Wielkiej Brytanii
mówi¹ o pacjentach w ciê¿kim stanie po hemodializie
lub z chorob¹ nowotworow¹, przebywaj¹cych w od-
dziale intensywnej opieki medycznej [24, 40]. Jak po-
daj¹ autorzy z Polski i Wielkiej Brytanii szczepy
CNSA izolowano z oddzia³ów chirurgii, neurochirurgii,
ortopedii oraz transplantacji [9, 26, 32].

3. W³a�ciwo�ci szczepów atypowych

Analiza w³a�ciwo�ci szczepów atypowych S. aureus
pozwala s¹dziæ, ¿e poza brakiem koagulazy czy CF
posiadaj¹ one w wiêkszo�ci gatunkowo typowe cechy
[9, 26]. Niemniej zdarzaj¹ siê szczepy pozbawione
równie¿ innych ni¿ koagulaza czy CF swoistych dla
gatunku bia³ek. Dotyczy to przede wszystkim szcze-
pów CFNSA, które mog¹ byæ pozbawione bia³ka A
lub termostabilnej nukleazy. Jak wynika z badañ auto-
rów defekt w postaci braku bia³ka A mo¿e dotyczyæ
nawet przewa¿aj¹cej czê�ci szczepów CF-ujemnych
[9]. Zdecydowanie rzadziej brak tych czynników doty-
czy koagulazoujemnych gronkowców, jednak jak po-
daje Va n d e n e s c h  takie szczepy te¿ s¹ niekiedy
izolowane [49].

Pojawianie siê atypowych S. aureus stanowi du¿e
ryzyko b³êdnej ich identyfikacji, poniewa¿ koagulaza
i CF stanowi¹ podstawê wstêpnego rozpoznania gatun-
ku [17, 18]. Pojawianie siê szczepów jednocze�nie po-
zbawionych kilku gatunkowo swoistych czynników
zwiêksza prawdopodobieñstwo niew³a�ciwego ich roz-
poznania, co mo¿e mieæ swoje konsekwencje klinicz-
ne i epidemiologiczne [32, 33]. Jak wynika z pracy
N e v i l l e� a  niewytwarzanie przez CFNSA bia³ka A
mo¿e fa³szowaæ wyniki komercyjnych testów latekso-
wych, takie jak Staphaurex, w których rozpoznanie
gatunku polega na wykrywaniu CF i bia³ka A [32].

Wydaje siê, ¿e jednoczesny brak zdolno�ci wytwa-
rzania clumping factor i bia³ka A przez niektóre szcze-
py gronkowca z³ocistego mo¿e wynikaæ z mutacji we
wspólnym systemie regulacji ekspresji bia³ek, nazywa-
nego agr. W tym systemie ta sama cz¹stka regulato-
rowa (RNAIII) kontroluje aktywno�æ licznych genów
i operonów S. aureus w odpowiedzi na ró¿norodne
bod�ce ze �rodowiska. Sygna³y te powoduj¹ uwalnia-
nie peptydu sygna³owego pobudzaj¹cego kaskadowe
wytwarzanie transkryptu RNAIII, który jest cz¹stk¹
efektorow¹ odpowiedzi agr. Cz¹stka RNAIII powoduje
w fazie wzrostu logarytmicznego zahamowanie syntezy
pewnych bia³ek i jednocze�nie indukuje wytwarzanie
innych. Zbadano, ¿e nastêpuje wtedy pobudzenie eks-
presji genów nukleazy, lipazy, hialuronidazy, leukocy-

dyny, eksfoliatyny, TSST i toksyny epidermolitycznej
oraz zahamowanie wytwarzania bia³ka A i clumping
factor [51]. Wydaje siê wiêc prawdopodobne, ¿e jed-
noczesna utrata zdolno�ci wytwarzania CF i bia³ka A
przez niektóre szczepy S. aureus mo¿e wynikaæ ze
zmian w systemie regulacji ekspresji tych bia³ek � agr.

Badania pokrewieñstwa szczepów atypowych S. au-
reus nie wykaza³y jednoznacznie czy s¹ to szczepy na-
le¿¹ce do jednej linii klonalnej. Z jednej strony wyniki
uzyskane przez S c h w a r z k o p f e  dowodz¹ roz-
przestrzenienia siê na terenie szpitali w Niemczech
jednego klonu CF-ujemnych szczepów S. aureus [39].
Z drugiej za� strony okaza³o siê, ¿e gronkowce z³o-
ciste pozbawione koagulazy izolowane w Polsce nale¿¹
do kilku klonów [27]. Równie¿ z badañ prowadzonych
przez autorów wynika, ¿e szczepy atypowe stanowi¹
grupy o niejednolitej strukturze klonalnej [8, 9].

4. Przyczyny braku koagulazy lub CF
u atypowych szczepów S. aureus

Pytanie o przyczynê pojawiania siê szczepów S. au-
reus nie posiadaj¹cych koagulazy czy CF nie znalaz³o
jak dot¹d jednoznacznej odpowiedzi. Rozpatrywane s¹
zarówno uwarunkowania fenotypowe i genetyczne.

Uwa¿a siê, ¿e brak koagulazy mo¿e wynikaæ z za-
hamowania wydzielania jej na zewn¹trz komórki i wi¹-
zania z b³on¹ cytoplazmatyczn¹ [6]. Wymienia siê
równie¿ wiele mo¿liwych przyczyn maj¹cych uwarun-
kowania w genomie S. aureus. Opisano insercjê trans-
pozonu (Tn917), jak równie¿ mutacje zwi¹zane z opor-
no�ci¹ na antybiotyki, w wyniku których dosz³o do
zahamowania syntezy koagulazy. D u v a l  wymienia
utratê zdolno�ci �cinania osocza jako jeden z efektów
konwersji lizogennej z niektórymi fagami (LS1 i LS2)
[26]. Istniej¹ tak¿e hipotezy na temat mutacji w syste-
mach regulacji ekspresji (np. agr) genu koagulazy owo-
cuj¹ce zahamowaniem jej wytwarzania.

Niemniej jako zasadnicz¹ genetyczn¹ przyczynê
tego zjawiska rozpatruje siê brak samego genu coa,
odpowiedzialnego za wytwarzanie koagulazy. Niektóre
prace mówi¹ o utracie genu coa przez szczepy CNSA
[29] inne za� wskazuj¹ na mo¿liwo�æ wystêpowania
allelicznego do coa genu fbpA, który koduje bia³ko
wi¹¿¹ce fibrynogen i wystêpuje alternatywnie do genu
coa w tym samym miejscu replikonu [42]. Szacuje siê,
¿e oko³o 20% szczepów S. aureus zamiast genu coa
posiada gen fbpA [42].

Z drugiej za� strony badania autorów dowodz¹, ¿e
koagulazoujemne szczepy S. aureus posiadaj¹ gen wa-
runkuj¹cy wytwarzanie koagulazy [8, 9]. W zwi¹zku
z powy¿szym mo¿na przypuszczaæ, ¿e brak koagulazy
ma swoje uwarunkowania fenotypowe lub wynika
z zahamowania ekspresji genu koagulazy. Na tê ostat-
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ni¹ mo¿liwo�æ wskazuj¹ badania przeprowadzone
przez Va n d e n e s c h a  na szczepach CNSA, które
dowiod³y, ¿e brak koagulazy by³ spowodowany blo-
kad¹ ekspresji genu koagulazy, a nie brakiem samego
genu. Zahamowanie wytwarzania koagulazy u po³owy
badanych CNSA mia³o miejsce na etapie transkrypcji,
a u po³owy na etapie translacji genu koagulazy [50].

Przyczyny braku CF u szczepów S. aureus s¹ jesz-
cze s³abiej poznane ni¿ zjawisko braku koagulazy.
W starszym pi�miennictwie pojawia siê wzmianka na
temat utraty czynnika zlepnego przez niektóre szczepy
S. aureus na skutek wielokrotnego pasa¿owania b¹d�
niew³a�ciwego przechowywania [5, 46]. Badania gene-
tyczne sugeruj¹, ¿e przyczyn¹ utraty CF mo¿e byæ inser-
cja transpozonu lub integracja plazmidowych genów do
chromosomu [26].

Prawdopodobne jest, ¿e anomalie w wytwarzaniu
gatunkowo swoistych bia³ek, koagulazy lub czynnika
zlepnego, spowodowane s¹ mutacjami w którym� z glo-
balnych systemów regulacji ekspresji bia³ek u S. aureus,
takich jak wcze�niej wspomniany agr czy te¿ sar, sB,
mgrA.

5. Metycylinooporno�æ a szczepy atypowe S. aureus

Wzrost czêsto�ci izolacji szczepów pozbawionych
koagulazy b¹d� CF przypada na lata, w których istotn¹
rolê w zaka¿eniach S. aureus zaczê³y odgrywaæ opor-
ne na metycylinê gronkowce z³ociste [30]. Pojawienie
siê szczepów S. aureus opornych na ten antybiotyk,
w skrócie MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus
aureus) odnotowano na pocz¹tku lat 60-tych, tu¿ po
wprowadzeniu do lecznictwa metycyliny [14, 19].

Metycylina jest przedstawicielem penicylin nie-
wra¿liwych na penicylinazy gronkowcowe, których
wprowadzenie by³o spowodowane powszechn¹ opor-
no�ci¹ szczepów S. aureus na penicylinê benzylow¹
[1, 4, 21, 47]. Mechanizm oporno�ci na metycylinê
nie wynika z produkcji penicylinaz, ale z modyfikacji
w bia³ku PBP, które u szczepów opornych jest zastê-
powane przez zmutowane bia³ko PBP2a, niezdolne do
³¹czenia z antybiotykami b-laktamowymi. Tym samym
antybiotyki te nie wykazuj¹ aktywno�ci przeciwdrobno-
ustrojowej wobec szczepów MRSA [37, 48]. Wytwa-
rzanie zmutowanego bia³ka PBP2a warunkuje gen
mec A, zlokalizowany na chromosomie [31].

Pocz¹tkowo izolowane szczepy MRSA cechowa³a
jedynie oporno�æ na antybiotyki $-laktamowe [19].
W latach 80-tych pojawi³y siê nowe szczepy metycy-
linooprnych gronkowców z³ocistych cechuj¹ce siê rów-
nie¿ oporno�ci¹ na antybiotyki, inne ni¿ $-laktamowe
oraz nast¹pi³ wzrost czêsto�ci ich izolacji z zaka¿eñ
szpitalnych [35, 36, 38]. W latach 90-tych MRSA sta³y
siê jednym, z wa¿niejszych czynników zaka¿eñ szpi-

talnych stanowi¹c problem zarówno terapeutyczny jak
i epidemiologiczny [16, 20, 34, 41].

Dotychczasowe badania wskazuj¹, ¿e ujemny od-
czyn na koagulazê lub clumping factor dotyczy przede
wszystkim metycylinoopornych S. aureus. Ponad 60%
szczepów CNSA izolowanych we Francji cechowa³a
oporno�æ na metycylinê [49]. Wystêpuj¹ce w innych
krajach atypowe gronkowce z³ociste to równie¿ wy-
³¹cznie albo przede wszystkim szczepy MRSA [24, 32,
40]. Spostrze¿enie to dotyczy tak¿e naszego kraju, bo-
wiem w�ród szczepów pozbawionych koagulazy b¹d�
CF izolowanych ze szpitali zaznacza siê wyra�na do-
minacja metycylinoopornych S. aureus [8, 9, 26, 27].

Zwi¹zek pomiêdzy metycylinooporno�ci¹ a utrat¹
koagulazy czy CF wynika prawdopodobnie z faktu
obecno�ci obok genu metycylinooporno�ci (mecA) ru-
chomych elementów DNA, takich jak sekwencje inser-
cyjne czy transpozony, które nadaj¹ temu fragmentowi
du¿¹ zdolno�æ do zmienno�ci genetycznej [28, 29].
Dlatego nabywanie oporno�ci na metycylinê mo¿e
powodowaæ reorganizacje w genomie S. aureus skutku-
j¹ce utrat¹ pewnych typowych dla gatunku w³a�ciwo�ci.

6. Podsumowanie

Mimo, ¿e wytwarzanie koagulazy i czynnika zlep-
nego (CF) jest cech¹ gatunkow¹ S. aureus, to zdarzaj¹
siê szczepy nie posiadaj¹ce ich. Czêsto�æ izolowania
szczepów atypowych szacuje siê najczê�ciej na pozio-
mie kilku do kilkunastu procent. Gronkowce z³ociste
nie posiadaj¹ce CF mo¿e równie¿ cechowaæ brak in-
nych typowych dla gatunku w³a�ciwo�ci, takich jak
wytwarzanie bia³ka A czy termostabilnej nukleazy.
Przyczyny ujemnego odczynu na koagulazê czy CF
u niektórych S. aureus nie s¹ dok³adnie znane, przy-
puszcza siê, ¿e nie wynikaj¹ one z utraty genów kodu-
j¹cych te bia³ka, ale z zahamowania ich ekspresji.
Utrata koagulazy lub CF dotyczy przede wszystkim
szczepów gronkowców z³ocistych opornych na metycy-
linê (MRSA). Fakt ten prawdopodobnie wynika z na-
bywania regionu metycylinooporno�ci, który zwiêksza
zdolno�æ szczepu do rekombinacji genetycznych, które
owocuj¹ utrat¹ pewnych gatunkowo swoistych cech.
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1. Wstêp

Pa³eczki Salmonella enterica subsp. enterica naj-
czê�ciej wywo³uj¹ zaka¿enia ograniczone do przewo-
du pokarmowego, jednak w pewnych sytuacjach do-
chodzi do pokonania przez te drobnoustroje bariery
b³ony �luzowej jelita, penetracji do uk³adu limfatycz-
nego, czego efektem mo¿e byæ powstanie zaka¿e-
nia uogólnionego. W uogólnieniu salmonelozy istotn¹
rolê odgrywaj¹ makrofagi, do których pa³eczki Salmo-
nella wnikaj¹ wykorzystuj¹c zmiany w cytoszkielecie
wywo³ywane przez bakteryjne bia³ka efektorowe.
Wraz z makrofagami pa³eczki te s¹ roznoszone po
ca³ym organizmie, dziêki czemu docieraj¹ do narz¹-
dów i tkanek. W nastêpstwie zaka¿enia makrofagów
pa³eczkami Salmonella, dochodzi do obumierania tych
komórek, co s³u¿y rozszerzaniu siê zaka¿enia na ko-
lejne komórki gospodarza.

2. Aktywacja apoptozy makrofagów
przez pa³eczki Salmonella

Do �mierci makrofagów, tak¿e tych zaka¿onych
pa³eczkami Salmonella, dochodzi w nastêpstwie mar-
twicy (necrosis) lub zaprogramowanej �mierci � apop-
tozy nazywanej samobójstwem komórki. Ró¿nica po-
miêdzy obydwoma procesami polega g³ównie na tym,
¿e w przebiegu apoptozy uruchamianych jest wiele

specyficznych szlaków przeka�nikowych wymagaj¹-
cych syntezy okre�lonych bia³ek. Martwica, jest nato-
miast procesem biernym, w którym do rozpadu komór-
ki dochodzi w sposób niekontrolowany. Dodatkowe
ró¿nice pomiêdzy obydwoma procesami polegaj¹ rów-
nie¿ na tym, ¿e apoptoza dotyczy pojedynczych ko-
mórek danego narz¹du lub tkanki, a martwica swym
zasiêgiem obejmuje zwykle pewien mniej lub bardziej
rozleg³y region. Ponadto �mieræ komórki przez apop-
tozê, w przeciwieñstwie do �mierci w nastêpstwie mart-
wicy, nie wywo³uje odpowiedzi immunologicznej.

Za degradacjê organelli komórkowych w przebiegu
apoptozy odpowiedzialne s¹ proteazy cysteinowe � ka-
spazy, które hydrolizuj¹ wi¹zania peptydowe bia³ek,
w miejscu gdzie w sekwencji aminokwasowej wystêpu-
je kwas asparaginowy. Enzymy te wystêpuj¹ w cyto-
plazmie w formie nieaktywnej, a ich aktywacja polega
na przeciêciu prokaspazy na dwie podjednostki, miê-
dzy innymi przez inne kaspazy. Na koñcu odcinana jest
N-koñcowa domena tworz¹cego siê bia³ka. Kaspazy
pe³ni¹ co najmniej trzy funkcje w trakcie procesu apop-
tozy tj.: unieczynniaj¹ inhibitory apoptozy, niszcz¹
struktury komórkowe oraz zaburzaj¹ funkcje wype³nia-
ne przez bia³ka, na skutek fizycznego rozdzielenia do-
meny regulatorowej bia³ka od domeny katalitycznej.
Obecnie znanych jest 14 kaspaz, których znaczenie
dla procesu zaprogramowanej �mierci komórki jest
zró¿nicowane. Dotychczas uwa¿ano, ¿e kaspaza-1 nie
bierze udzia³u w aktywacji apoptozy, lecz indukuje
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wydzielanie prozapalnej interleukiny IL-1$ [2]. Jed-
nak ostatnie badania nad aktywacj¹ apoptozy przez
pa³eczki Shigella i Salmonella wykaza³y jej udzia³ pro-
cesie apoptozy [9, 10].

W przebiegu apoptozy wyró¿nia siê dwa g³ówne
etapy: indukcji oraz egzekucji. W trakcie pierwszego
etapu dochodzi do zapocz¹tkowania apoptozy na jed-
nym z dwóch mo¿liwych szlaków: wewn¹trz- lub ze-
wn¹trzpochodnym (Rys. 1). Droga wewn¹trzpochodna
mo¿e byæ zapocz¹tkowana przez bia³ko p53, które jest
odpowiedzialne za nadzór nad prawid³owo�ci¹ mate-
ria³u genetycznego. Wszelkie powa¿ne uszkodzenia
DNA doprowadzaj¹ do aktywacji tego bia³ka, które
blokuje cykl komórkowy oraz indukuje ekspresjê co naj-
mniej dwóch proaptotycznych bia³ek z rodziny Bcl-2:
bia³ka Bax i Nox. Wspomniane bia³ka powoduj¹ uwol-
nienie z mitochondriów cytochromu c, który prze-

kszta³ca prokaspazê-9 do jej aktywnej formy � kaspa-
zy-9 [15]. Z mitochondriów uwalniany jest równie¿
czynnik indukuj¹cy apoptozê � AIF, który doprowa-
dza do aktywacji kaspazy-3 [25].

Do aktywacji szlaku zewn¹trzpochodnego docho-
dziæ mo¿e w wyniku zwi¹zania siê ligandu z tak zwa-
nymi �receptorami �mierci� na b³onie komórkowej
(Rys. 1). Zaliczamy do nich: receptor dla TNF typu I
(CD-120a), FAS (CD-95) i receptory dla TRAIL
(DR5) [21]. Wymienione receptory posiadaj¹ w czê�ci
wewn¹trzkomórkowej sekwencje nazywane domenami
�mierci (death domains � DD), z którymi wi¹¿¹ siê
bia³ka adaptorowe FADD oraz TRADD. Do nich za�
poprzez sekwencjê DED przy³¹cza siê prokaspaza-8,
uczestnicz¹ca w aktywacji innych kaspaz [21]. Innymi
czynnikami �zewnêtrznymi�, które mog¹ wywo³aæ
apoptozê komórki s¹: utrata kontaktu komórki z inny-

Ryc. 1. Schemat aktywacji apoptozy na drodze zewn¹trz- i wewn¹trzpochodnej. Na podstawie: Wójcik [24]
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mi komórkami lub z pod³o¿em (np. przez odklejenie
siê komórki od pod³o¿a w hodowli), brak czynników
wzrostu, a tak¿e wybrane bia³ka bakteryjne.

W pierwszych do�wiadczeniach nad prze¿ywaniem
pa³eczek Salmonella we wnêtrzu makrofagów nie zwra-
cano uwagi na ich wp³yw na zaprogramowan¹ �mieræ
komórki gospodarza. Istnienie takiego zjawiska po-
twierdzi³y dopiero pó�niejsze prace przeprowadzone
in vitro i in vivo, jednak¿e uzyskiwane wyniki do�wiad-
czeñ by³y niejednoznaczne [5]. Jedne z nich wskazy-
wa³y na to, ¿e pa³eczki Salmonella szybko powoduj¹
apoptozê, inne za� wykazywa³y, ¿e nastêpuje to do-
piero w 24-godzinnych hodowlach [5, 7, 18]. Równie¿
obserwacje przebiegu samego procesu nie dawa³y jed-
nolitych odpowiedzi na pytania nurtuj¹ce badaczy.
C h e n  i wsp. [5] wykazali, ¿e apoptoza w tych ko-
mórkach ma typowy przebieg z aktywacj¹ kaspazy-3,
fragmentacj¹ chromatyny i obecno�ci¹ nukleosomów
w cytoplazmie. v a n  d e r  Ve l d e n  i wsp. [22] za-
uwa¿yli, ¿e pa³eczki Salmonella oddzia³uj¹ cytotok-
sycznie na makrofagi, w wyniku czego obserwuje siê
efekt zbli¿ony do martwicy. Badacze ci nie stwierdzili
aktywacji kaspazy-3, ale zaobserwowali dezintegracjê
b³on komórkowych. Zacytowane rozbie¿no�ci w wy-
nikach badañ nad apoptoz¹ w makrofagach zaka¿o-
nych pa³eczkami Salmonella dowodz¹, ¿e proces ten
jest bardziej z³o¿ony ni¿ pierwotnie s¹dzono.

M o n a c k  i wsp. [18] w swych do�wiadczeniach
wykazali wczesn¹, bo zachodz¹c¹ ju¿ po 30 min.
zwiêkszon¹ �miertelno�æ makrofagów zaka¿onych in-
wazyjnym szczepem Salmonella Typhimurium, w po-
równaniu do szczepów nieinwazyjnych oraz hodowli
niezaka¿onych. Aby przekonaæ siê o charakterze zwiêk-
szonej �miertelno�ci badanej linii komórkowej makro-
fagów, przeprowadzili badania z u¿yciem mikroskopii
elektronowej. Pozwoli³o to, ju¿ w dwie godziny po
zaka¿eniu, na wykrycie zmian charakterystycznych dla
apoptozy, takich jak: agregacja chromatyny, wakuoli-
zacja cytoplazmy oraz fragmentacja DNA chromo-
somalnego na odcinki o d³ugo�ci 180�200 pz. Kiedy
w do�wiadczeniach u¿yto nieinwazyjnych szczepów
Salmonella Typhimurium, pozbawionych mo¿liwo�ci
marszczenia b³ony komórkowej (o fenotypie Inv�),
makrofagi, do których je wprowadzono nie wykazy-
wa³y zwiêkszonego odsetka apoptozy w porównaniu
z hodowl¹ makrofagów niezaka¿onych. Zdaniem auto-
rów wskazuje to na powi¹zanie mechanizmów, w wyni-
ku których pa³eczki Salmonella nabieraj¹ zdolno�ci do
wywo³ywania apoptozy z mechanizmem marszczenia
b³ony komórkowej kontrolowanym przez bia³ka wydzie-
lane z udzia³em trzeciego systemu sekrecji (TTSS) [18].

W do�wiadczeniach prowadzonych przez C h e n
i wsp. [5] nad apoptoz¹ makrofagów, wywo³ywan¹
przez pa³eczki Salmonella Typhimurium, u¿yto szcze-
pów z mutacjami w obrêbie genów invA oraz invG.

Szczepy takie nie powodowa³y efektu cytotoksycznego
w hodowli komórek w ci¹gu trzech godzin od inoku-
lacji, co równie¿ mo¿e �wiadczyæ o zaanga¿owaniu
aparatu TTSS w dostarczaniu do komórki gospodarza
bia³ek odpowiedzialnych za wywo³ywanie apoptozy
makrofagów. W celu identyfikacji bia³ek efektorowych
uczestnicz¹cych w tym procesie, do badañ u¿yto szcze-
pów Salmonella Typhimurium posiadaj¹cych mutacje
w pojedynczych genach, takich jak invJ, spaO, spiB,
spiC oraz spiC, których produkty ekspresji wydzielane
s¹ przez TTSS-1. Ka¿dy ze szczepów, z mutacj¹ w jed-
nym z wy¿ej wymienionych genów, wykazywa³ obni-
¿on¹ zdolno�æ do wywo³ywania apoptozy w badanej
linii komórkowej makrofagów.

Zgodnie z wynikami badañ, przeprowadzonych przez
H e r s h  i wsp. [9], czynnikiem odpowiedzialnym za
aktywacjê zaprogramowanej �mierci makrofaga jest
bia³ko SipB, które jest transportowane do cytozolu
komórki gospodarza poprzez TTSS. Jak ju¿ wspom-
niano wcze�niej, bia³ko to kodowane jest przez gen
sipB, zlokalizowany w obrêbie pierwszej wyspy pato-
genno�ci (SPI-1), a mikroiniekcja oczyszczonego bia³-
ka do makrofaga doprowadza do �mierci komórki,
z objawami charakterystycznymi dla apoptozy. Bia³ko
to wykazuje wysok¹ homologiê do bia³ka IpaB, wytwa-
rzanego przez Shigella flexneri, które podczas zaka¿e-
nia tymi pa³eczkami doprowadza do �mierci komórki
gospodarza przez apoptozê. SipB specyficznie wi¹¿e
siê z prokaspaz¹-1, co doprowadza do jej aktywacji
[10]. Aktywna kaspaza-1 wykazuje za� dzia³anie pro-
apoptotyczne. Stwierdzono, i¿ makrofagi pozbawione
kaspazy-1 s¹ zdecydowanie bardziej oporne na wy-
wo³ywanie zaprogramowanej �mierci przez pa³eczki
Salmonella ni¿ makrofagi zdolne do wytwarzania tej
proteazy [9]. Dotychczas nie poznano dok³adnej roli
kaspazy-1 w procesie aktywacji �mierci komórki, gdy¿
nie uda³o siê powi¹zaæ jej oddzia³ywania ani na we-
wn¹trzpochodn¹, ani zewn¹trzpochodn¹ drogê aktywa-
cji apoptozy.

C h e n  i wsp. [5] w swoich badaniach opisywali
zmiany morfologiczne w makrofagu, powstaj¹ce w trak-
cie zaka¿enia badanymi szczepami Salmonella Typhi-
murium. Stosuj¹c technikê barwienia DAPI (4'-6-dwu-
amidyno-2-fenyloindol), w mikroskopie fluorescencyj-
nym nie stwierdzali zmian charakterystycznych dla
apoptozy w przeci¹gu 1 do 2 godz. po zaka¿eniu ho-
dowli bakteriami. Równie¿ hybrydyzacja in situ z za-
stosowaniem sondy znakowanej dUTP-digoksigenin¹,
w pierwszych 2 godz. po zaka¿eniu, nie wykaza³a
obecno�ci krótkich odcinków DNA, charakterystycz-
nych dla apoptozy. Odcinki takie wykrywano dopiero
po 4 godz. po zaka¿eniu i pó�niej, a w mikroskopie
fluorescencyjnym obserwowano kondensacjê i frag-
mentacjê chromatyny. Dla porównania, szczepy z mu-
tacj¹ w genie invA, nie wykazywa³y opisanych zmian
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nawet po wielogodzinnej inkubacji. Natomiast w ho-
dowlach makrofagów zaka¿onych dzikimi szczepami
Salmonella Typhimurium ju¿ po 3 do 6 godz. po in-
okulacji, w obserwacji w mikroskopie elektronowym
stwierdzano wiele innych objawów charakterystycz-
nych dla przebiegu apoptozy, jak: uwypuklanie siê
b³ony komórkowej, kondensacjê chromatyny oraz two-
rzenie cia³ek apoptotycznych.

W przebiegu zaka¿enia makrofagów pa³eczkami
Salmonella Typhimurium obserwowano równie¿ licz-
ne komórki, których �mieræ nale¿a³o zaklasyfikowaæ
jako martwicê, nie za� zaprogramowan¹ �mieræ komór-
ki. Stwierdzano wtedy brak kondensacji chromatyny,
brak fragmentacji DNA chromosomalnego, brak akty-
wacji kaspazy-1 oraz nieobecno�æ innych charaktery-
stycznych objawów zaprogramowanej �mierci komórki.
Liczba makrofagów w hodowli ulegaj¹cych nekrozie
drastycznie wzrasta³a, je¿eli do do�wiadczenia u¿yto
wiêcej ni¿ 100 komórek bakteryjnych na jednego ma-
krofaga. Je�li jednak do do�wiadczenia u¿yto szcze-
pów z unieczynnionymi genami koduj¹cymi TTSS-1,
nie dochodzi³o do gwa³townego zamierania hodowli
makrofagów, bez wzglêdu na liczbê komórek bakte-
ryjnych u¿ytych do zaka¿enia.

Zró¿nicowanie przejawów cytotoksycznego oddzia-
³ywania pa³eczek Salmonella na makrofagi mo¿e su-
gerowaæ, ¿e proces ten przebiega na wiêcej ni¿ jed-
nej drodze. Tak wiêc mo¿na wyró¿niæ szybk¹ �mieræ
komórki, która ma miejsce do oko³o 45 min. po ino-
kulacji i charakteryzuje siê objawami zbli¿onymi do
martwicy. Zale¿na jest ona od kaspazy-1 i nazywana
�zaprogramowan¹ martwic¹�. Wiadomo tak¿e, ¿e do
szybkiej, zaprogramowanej �mierci komórki docho-
dziæ mo¿e równie¿ na drodze niezale¿nej od kaspazy-1.
Zjawisko to zosta³o potwierdzone w do�wiadcze-
niach na makrofagach pozbawionych kaspazy-1 przez
J e s e n b e r g a  i wsp. [12]. Autorzy udowodnili, ¿e
w takim przypadku za proces aktywacji apoptozy od-
powiedzialna jest kaspaza-2 doprowadzaj¹ca do akty-
wacji innych kaspaz, tj.: -3, -6 i -8. Ponadto, jak wyni-
ka³o z przeprowadzonych do�wiadczeñ, zaka¿enie
pa³eczkami Salmonella Typhimurium makrofagów
mysich pozbawionych kaspazy-1, doprowadzi³o do
uwolnienia cytochromu c z mitochondriów Czynni-
kiem odpowiedzialnym za wywo³ywanie tego procesu
jest tu równie¿ wspomniane wcze�niej bia³ko SipB.
W do�wiadczeniach, w których uzyskano ekspresjê
bia³ka SipB w makrofagach, stwierdzono ¿e doprowa-
dza ono do powstania wielopêcherzykowych struktur

przypominaj¹cych autofagosomy, w których zlokalizo-
wane s¹ markery mitochondrialne oraz szorstkiej sia-
teczki �ródplazmatycznej, co �wiadczy o ich pocho-
dzeniu z tych struktur. Bia³ko SipB doprowadzaæ mo¿e
do fuzji mitochondriów z wytworzeniem struktury Ne-
benkern, czyli wielowarstwowych uk³adów powsta³ych
przez wzajemne �owijanie� siê wokó³ siebie mitochon-
driów [8]. Opisane struktury s¹ charakterystyczne dla
procesu autofagii, czyli apoptozy typu drugiego. Cha-
rakterystyczn¹ cech¹ tego typu zaprogramowanej �mier-
ci makrofaga zaka¿onego pa³eczkami Salmonella jest
brak jej zale¿no�ci od kaspaz [9].

Wiadomo, ¿e pa³eczki Salmonella pozbawione wys-
py patogenno�ci SPI-1, nadal s¹ zdolne do wywo³ywa-
nia �mierci makrofaga, aczkolwiek proces ten wymaga
d³u¿szej, bo ponad 24-godzinnej inkubacji [7, 16, 19].
Geny, których produkty s¹ odpowiedzialne za opó�nio-
ny efekt cytopatyczny, zgrupowane s¹ w obrêbie dru-
giej wyspy patogenno�ci (SPI-2). v a n  d e r  Ve l d e n
i wsp. [21] wykazali, i¿ szczepy Salmonella Typhi-
murium z istotnymi mutacjami zarówno w SPI-1, jak
i SPI-2 nie wywo³uj¹ apoptozy w zaka¿onych makro-
fagach. Nie znane s¹ poszczególne mechanizmy inter-
akcji bia³ek wydzielanych przez TTSS i kodowanych
przez geny SPI-2 oraz czynników komórki gospoda-
rza, które doprowadzaj¹ do zaprogramowanej �mierci
komórki. Znacz¹c¹ rolê równie¿ przypisuje siê akty-
wacji kaspazy-1, chocia¿ wiadomo równie¿, ¿e do za-
pocz¹tkowania zaprogramowanej �mierci makrofaga
dochodzi na drodze niezale¿nej od kaspazy-1 [12, 19].

3. Rola bia³ka SpvB w aktywacji procesu poptozy

Wyniki najnowszych badañ K u r i t a  i wsp. [11]
�wiadcz¹ o tym, ¿e w wywo³ywaniu apoptozy komórek
eukariotycznych istotn¹ rolê odgrywa równie¿ produkt
plazmidowego genu spvB. Gen ten wystêpuje w obrêbie
plazmidowego zgrupowania genów spv. Zgrupowanie
genów spv (Salmonella plasmid virulence) zlokalizo-
wane jest w wysoce konserwatywnym odcinku du¿ego
plazmidu chorobotwórczo�ci, o masie cz¹steczkowej
7,8 kb. Region ten z³o¿ony jest z piêciu ramek odczytu
� genów spvR, spvA, spvB, spvC oraz spvD (Rys. 2.).

O t t o  i wsp. [20] wykazali, ¿e gen spvB koduje
wielodomenowe bia³ko (Rys. 3), w którego C-termi-
nalnym fragmencie znajduje siê obszar o aktywno�ci
mono(ADP-rybozyl) transferazy (mADPRTs). Mono-
-ADP rybozylacja jest potranslacyjn¹ modyfikacj¹

Ryc. 2. Schemat plazmidowego zgrupowania genów spv.
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bia³ka katalizowan¹ przez enzym. Enzymy mono(ADP-
-rybozyl)-transferazy katalizuj¹ przeniesienie ADP-
-rybozy z NAD+ do okre�lanego aminokwasu bia³ka
docelowego z uwolnieniem amidu kwasu nikotyno-
wego. Wed³ug Aktories, mono-ADP-rybozylacja jest
tak¿e podstaw¹ oddzia³ywania toksyny b³oniczej, która
w ten sposób blokuje syntezê bia³ka w komórkach
eukariotycznych. Podobnie dzia³a egzotoksyna A Pseu-
domonas aeruginosa oraz toksyny Bordetella per-
tussis, Clostridium botulinum, Escherichia coli, egzo-
enzym S Bacillus cereus i Vibrio cholerae [1]. Enzy-
my te po dostaniu siê do komórki gospodarza powo-
duj¹ ADP rybozylacjê bia³ek G, innych ma³ych bia³ek
wi¹¿¹cych GTP (bia³ka Ras, Rho) lub aktyny powo-
duj¹c zmianê ich funkcji [1]. Domena N-terminalna
bia³ka SpvB wykazuje natomiast homologiê do tok-
syny TcaC wydzielanej przez Photorhabdus lumines-
cens, bakterii chorobotwórczej dla owadów oraz owa-
dobójczej toksyny SepB, wydzielanej przez Serratia
entomophila, której geny zlokalizowane s¹ na plaz-
midzie [3, 20].

Najbardziej prawdopodobna rola bia³ka SpvB jest
zwi¹zana z regulacj¹ procesów polimeryzacji aktyny
w komórkach gospodarza, ju¿ po utworzeniu siê doj-
rza³ego SCV. Wykazano bowiem, ¿e najwiêksz¹ ak-
tywno�æ bia³ko to wykazuje w stosunku do aktyny.
Rybozylacja G-aktyny doprowadza do zahamowania
jej polimeryzacji do formy F, odwrotnie do procesów
aktywowanych przez bia³ka kodowane przez geny zlo-
kalizowane w SPI-1 i SPI-2, a wydzielanych przez
TTSS (Rys. 4). Antagonizm dzia³ania efektorów TTSS
oraz SpvB potwierdza tak¿e odmienny sposób regula-
cji ekspresji genu spvB, gdzie g³ówn¹ rolê przypisuje
siê RpoS, co sprawia, i¿ SpvB jest wydzielany w pó�nej
fazie obecno�ci Salmonella we wnêtrzu makrofaga [14].

Wiadomo tak¿e, ¿e bia³ko SpvB wykazuje w³a�ci-
wo�ci cytotoksyczne, doprowadzaj¹c do zaprogramo-
wanej �mierci zainfekowanych komórek. Nie znana
jest jednak droga przeka�nikowa, na której bia³ko
SpvB doprowadza do apoptozy. Wiadomo, i¿ zastoso-
wanie inhibitorów kaspazy-1, a tak¿e -2, -3, -5, -6, -8
nie wp³ynê³o negatywnie na proces apoptozy zale¿nej
od SpvB. Sugeruje to, i¿ �cie¿ka aktywacji zaprogra-
mowanej �mierci komórki, zale¿nej od SpvB, jest od-
mienna od aktywacji przez bia³ko SipB. Pewn¹ rolê
mo¿na tu przypisywaæ wp³ywowi SpvB na cytoszkie-
let komórki, co doprowadza do jej zmian morfologicz-
nych, czego konsekwencj¹ mo¿e byæ odklejenie siê
komórki od pod³o¿a. Utrata kontaktu z pod³o¿em jest
za� wa¿nym czynnikiem proapoptotycznym [13].

Ryc. 3. Domeny bia³ka SpvB. Czarnym kolorem zaznaczono
fragment poliprolinowy rozdzielaj¹cy domenê

C-terminaln¹ i N-terminaln¹

NAD +

Ryc. 4. Schemat obrazuj¹cy rybozylacjê formy globularnej aktyny (aktyna G) przez bia³ko SpvB
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4. Podsumowanie

Pa³eczki Salmonella uzyska³y na drodze ewolucji
zdolno�æ prze¿ywania we wnêtrzu makrofagów, które
wykorzystywane s¹, jako swego rodzaju �taksówki�
roznosz¹ce zarazki po ca³ym organizmie. Pozwala
to przede wszystkim unikn¹æ wp³ywu uk³adu immu-
nologicznego, a tak¿e podawanych leków przeciw-
bakteryjnych. Takie rozwi¹zanie, �z punktu widzenia
bakterii�, ma jedn¹ wadê � tak d³ugo, jak bakterie
pozostaj¹ we wnêtrzu makrofaga, niemo¿liwe jest ich
rozprzestrzenianie siê na inne komórki gospodarza.
Aby wyj�æ z tego zamkniêcia pa³eczki Salmonella
wykszta³ci³y mechanizmy aktywacji �mierci komórki,
bez wzbudzenia odpowiedzi immunologicznej � czyli
apoptozy lub innych odmian zaprogramowanej �mier-
ci komórki. Mo¿liwo�ci aktywacji tego procesu przez
pa³eczki Salmonella s¹ znane od lat, lecz nadal nie
do koñca poznano mechanizmy reguluj¹ce wspomnia-
ne procesy.
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1. Wstêp

Wraz z rozwojem cywilizacji, nastêpuje wzrost
emisji substancji szkodliwych do �rodowiska natu-
ralnego. Mog¹ one stanowiæ zagro¿enie dla zdrowia
i ¿ycia cz³owieka oraz wszystkich organizmów ¿y-
wych. W ostatnich latach szczególn¹ uwagê zaczêto
zwracaæ na wzrastaj¹c¹ ilo�æ wêglowodorów emitowa-
nych do atmosfery. G³ównym antropogennym �ród³em
tego typu zanieczyszczeñ s¹: transport, przemys³y petro-
chemiczny i koksowniczy, przemys³ chemiczny, g³ów-
nie produkcja i przetwórstwo tworzyw sztucznych,
produkcja farb, lakierów itp. Potê¿nym �ród³em wêglo-
wodorów lekkich s¹ te¿ sk³adowiska odpadów i hodow-
la byd³a. Wprowadzane do �rodowiska substancje, ule-
gaj¹ w powietrzu skomplikowanym przemianom, czego
efektem jest znacz¹cy wzrost ich toksyczno�ci [1, 70].

Do usuwania zanieczyszczeñ organicznych z prze-
mys³owych gazów odlotowych wykorzystujê siê wiele
metod fizykochemicznych. S¹ to metody tradycyjne,
których stosowanie w wielu przypadkach jest ograni-
czone. Dotyczy to w szczególno�ci sytuacji kiedy gaz¹
odlotowe s¹ rozcieñczone i zapylone, a jednocze�nie
ich strumieñ jest du¿y i niestabilny w czasie. G³ównymi

problemami w stosowaniu tych metod s¹ wysokie
koszty eksploatacyjne oraz generowanie zanieczysz-
czeñ wtórnych, w wyniku stosowania agresywnych
reagentów, czy te¿ niepe³nych lub zachodz¹cych w nie-
po¿¹danych kierunkach przemian [2]. Poszukiwanie
alternatywnych metod usuwania zanieczyszczeñ gazo-
wych, zaowocowa³o licznymi rozwi¹zaniami opartymi
na metodach biologicznych i biotechnologicznych,
które w wielu przypadkach s¹ skuteczne, wydajne,
i mniej kosztowne ni¿ metody fizykochemiczne [3, 6,
7, 19, 52, 55�57, 60].

Jednym z bardziej uci¹¿liwych dla �rodowiska
zwi¹zków jest styren, którego produkcja w roku 1993
w USA przekracza³a 5,3 miliona ton [45]. Tak szerokie
i ilo�ciowo du¿e wykorzystanie tego zwi¹zku, zna-
cz¹co wp³ywa na wielko�æ jego emisji do atmosfery.
Przyk³adowo w 1995 roku w USA jedynie w zwi¹z-
ku przetwórstwem tworzyw wzmocnionych w³óknem
szklanym (z wy³¹czeniem przemys³u budowy jednos-
tek p³ywaj¹cych) wyemitowane zosta³o do �rodowiska
ok. 15,4 tys. ton styrenu [62]. Stwarza to konieczno�æ
poszukiwania metod umo¿liwiaj¹cych usuwanie sty-
renu z gazów odlotowych powstaj¹cych w zwi¹zku
z jego stosowaniem w ró¿nych ga³êziach przemys³u.

WYKORZYSTANIE PROCESÓW
BIODEGRADACJI STYRENU

DO OCZYSZCZANIA GAZÓW ODLOTOWYCH

Krystyna Przybulewska1, Andrzej Wieczorek2

1 Katedra Mikrobiologii i Biotechnologii �rodowiska, Akademia Rolnicza,
ul. S³owackiego 17, 71-434 Szczecin, e-mail: kprzybulewska@agro.ar.szczecin.pl

2 Instytut Chemii i Podstaw Ochrony �rodowiska, Politechnika Szczeciñska

Wp³ynê³o w lipcu 2005

1.Wstêp. 2. Styren, �ród³a i drogi rozprzestrzeniania siê oraz wp³yw na organizmy ¿ywe. 3. Przemiany metaboliczne, produkty
po�rednie, inhibitory i aktywatory degradacji styrenu. 4. Metody oczyszczania gazów odlotowych. 5. Czynniki wp³ywaj¹ce na degra-
dacjê styrenu 6. Podsumowanie
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Abstract: The state of studies as well as methods and devices applied during removal of volatile substances, particularly styrene, was
presented in the paper. Styrene is a compound from a group of the most strenuous substances present in an environment. It negatively
affects the people and animal�s health. Studies being conducted point out that it is very important to work out efficient method
making possible to remove such type of pollutants. Biological methods seem to be the most useful due to their effectiveness, capacity
and low cost as compared to other ones. This fact points to the necessity of searching and isolation of microorganisms able to styrene
degradation as well as possibility to apply achieved vaccines in industrial systems for waste gas purification polluted with styrene.
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Jednym najwa¿niejszych kierunków prowadzonych
w zwi¹zku z t¹ potrzeb¹ badañ jest zaadaptowanie na
skalê przemys³ow¹ procesów degradacji zanieczysz-
czeñ, zachodz¹cych w �rodowisku naturalnym z udzia-
³em mikroorganizmów [4, 68].

2. Styren, �ród³a i drogi rozprzestrzeniania siê
oraz wp³yw na organizmy ¿ywe

Styren (winylobenzen) jest lepk¹, bezbarwn¹ lub o
lekko ¿ó³tawym odcieniu ciecz¹, o przenikliwym za-
pachu (Tab. 1). Jest s³abo rozpuszczalny w wodzie,
rozpuszczalny w etanolu, eterze etylenowym i aceto-
nie, dobrze rozpuszczalny w benzenie i eterze naf-
towym. W atmosferze styren reaguje z rodnikami
hydroksylowymi i ozonem. Czas po³owicznego prze-
reagowania wynosi odpowiednio 3,5 i 9 godzin. Reak-
cje te zachodz¹ przy wspó³udziale NOx i �wiat³a s³o-
necznego. Styren bierze równie¿ udzia³ w tworzeniu siê
smogu. Biologiczny rozk³ad styrenu zachodzi g³ównie
w glebie dziêki mikroorganizmom glebowym. Styren
szybko paruje z wód powierzchniowych. Okres jego
pó³trwania w rzekach wynosi 4 godziny, a w stawach
13 dni [39, 44, 45, 62].

we (SAN). Wykorzystywany mo¿e te¿ byæ w prze-
my�le spo¿ywczym jako dodatek zapachowy i smako-
wy (USA, zatwierdzony przez FDA). W warunkach
naturalnych styren jest produktem rozk³adu kwasu cy-
namonowego.

Powszechno�æ zastosowania styrenu w ró¿nych ga-
³êziach przemys³u, sprawia ¿e ka¿dy organizm ¿ywy
nara¿ony jest na jego oddzia³ywanie. Styren mo¿e byæ
wprowadzany do organizmu drog¹ pokarmow¹ wraz
z ¿ywno�ci¹ lub wod¹, przez skórê oraz drogi odde-
chowe. U osób wdychaj¹cych powietrze zanieczyszczo-
ne styrenem zaobserwowano absorpcjê 66% styrenu
zawartego w tym powietrzu. Ilo�æ styrenu wch³ania-
nego przez skórê jest znacznie ni¿sza. Po wch³oniêciu
do organizmu, jest on transportowany do tkanki t³usz-
czowej. U szczurów poddanych dzia³aniu styrenu przy
stê¿eniu 52�2000 ppm przez 5 godzin, zaobserwo-
wano dziesiêciokrotnie wy¿sze stê¿enie tego zwi¹zku
w tkance t³uszczowej ni¿ w innych tkankach. Przy-
puszczalnie styren jest metabolizowany do tlenku sty-
renu, a nastêpnie do glikolu styrenowego (rys. 1). Ten
z kolei metabolizowany jest do kwasu migda³owego
lub benzoesowego i dalej do kwasu hipurowego. Kwas
migda³owy metabolizowany jest te¿ do kwasu fenylo-
glioksylowego. Na jednym ze szlaków metabolizmu
dochodzi do koniugacji tlenku styrenu i glutationu
z wytworzeniem winylofenolu. Wiêkszo�æ styrenu znaj-
duj¹cego siê w organizmie, jest wydalana przez uk³ad
moczowy. U cz³owieka g³ównymi metabolitami w mo-
czu jest kwas migda³owy i kwas fenyloglioksylowy.
Z moczem szczurów wydalany jest dodatkowo kwas
hipurowy i glukuronid. U ochotników wystawionych
na dzia³anie styrenu w dawce 50 ppm zaobserwowa-
no, ¿e najwy¿sze stê¿enie kwasu migda³owego w mo-
czu ma miejsce po 4 godzinach ekspozycji, natomiast
kwasu fenyloglioksylowego miêdzy 4 a 6 godzin¹
[44�48, 72�74]. Prawdopodobnie nie ulega on kumu-
lacji w organizmach. Jest to wniosek oparty na pod-
stawie czynnika biokoncentracji 13,5 (z³ota rybka),
rozpuszczalno�ci styrenu w wodzie, oraz jego sk³adu
chemicznego [44]. OSHA (Administracja Bezpieczeñ-
stwa Zawodowego i Zdrowia, USA) zaleci³a dopusz-
czalne stê¿enie styrenu równe 100 ppm w czasie 8 go-
dzin. Ustalenia podobnych innych organów okre�laj¹
tê warto�æ na 50 ppm. W Polsce najwy¿sze dopusz-
czalne stê¿enie na stanowiskach pracy (NDS) wynosi
50 mg × m�3. EPA (Agencja Ochrony �rodowiska USA)
w oparciu o badania na zwierzêtach do�wiadczalnych
(zmiany parametrów krwinek czerwonych, zmiany
zachodz¹ce w w¹trobie), okre�li³a dopuszczaln¹ daw-
kê styrenu wprowadzan¹ drog¹ pokarmow¹, równ¹
0,2 mg × kg�1 w ci¹gu jednego dnia [45]. WHO (�wia-
towa Organizacja Zdrowia) wyda³a dwie wytyczne doty-
cz¹ce dopuszczalnych koncentracji styrenu 800 :g×m�3

w czasie 24 h i 70 :g × m�3 w czasie 30 minut. Pierw-

Wzór cz¹steczkowy: C
8
H

8

Struktura chemiczna: C
6
H

5
CH = CH

2

Masa cz¹steczkowa: 104,14 g × mol�1

Temperatura wrzenia: 145,2°C

Temperatura krzepniêcia: �30,63°C

Gêsto�æ: 0,9060 kg × dm�3

Temperatura zap³onu: 31°C

Rozpuszczalno�æ w wodzie: 310 mg × dm�3 w 25 °C

Sta³a Henry�ego: 2.75 × 10�3 atm × m3 × mol�1

Wspó³czynnik biokoncen-
tracji w rybach:

13,5 (z³ota rybka)

Wspó³czynniki 1 ppm w powietrzu = 4,2 mg×m�3,
przeliczeniowe 1 mg × m�3 = 0,24 ppm

T a b e l a  I
Charakterystyka i podstawowe w³a�ciwo�ci styrenu

Styren jest jednym z wa¿niejszych monomerów na
�wiecie. Produkowany jest na skalê przemys³ow¹ dwie-
ma metodami. Pierwsza z nich, najpopularniejsza pole-
ga na odwodornieniu etylobenzenu, druga opracowana
przez firmê Halcon polega na równoleg³ym uzyski-
waniu styrenu i tlenku propylenu [40�43]. Polimery
i kopolimery styrenu maj¹ coraz szersze zastosowanie
w ró¿nych ga³êziach przemys³u. Z jego udzia³em wy-
twarzane s¹ tak popularne tworzywa jak: polistyren,
nienasycone ¿ywice poliestrowe, kauczuk styrenowo-
-butadienowy (SBR), kopolimer akrylonitryl-buta-
-dien-styren (ABS), kauczuki styrenowo-akrylonitrylo-
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sza dotyczy wp³ywu na zdrowie, druga nieprzyjemnego
zapachu [28].

Miêdzynarodowa Agencja do Badañ nad Nowotwo-
rami wyda³a orzeczenie, w którym stwierdza, ¿e styren
mo¿e byæ rakotwórczy dla cz³owieka. Dotychczasowe
badania przeprowadzone w tym kierunku nie da³y
jednoznacznej odpowiedzi na pytanie czy styren jest
czynnikiem karcenogennym. Testy przeprowadzone na
myszach i szczurach, wykaza³y ¿e styren nie jest rako-
twórczy dla szczurów. U myszy poddanych dzia³aniu
styrenu o stê¿eniu 20, 40, 80, 160 ppm zaobserwowano
wzrost zachorowañ na guzy p³uc. Guzy te okazywa³y
siê z³o�liwe tylko u zwierz¹t wystawionych na najwy¿-
sze stê¿enia, i czê�ciej zdarza³y siê u samic.

Z opublikowanych w 1994 roku wyników badañ
pracowników wystawionych na d³ugotrwa³e, wysokie
stê¿enie styrenu wynika, ¿e nie zaobserwowano ponad-
przeciêtnego wzrostu zachorowañ na raka [49]. Wyni-
ki uzyskane w innych badaniach donosz¹ o wzro�cie
zachorowañ na nowotwory z³o�liwe uk³adu limfatycz-
nego i krwiono�nego w grupie pracowników przemys³u
produkuj¹cego i przetwarzaj¹cego styren [4, 45].

W raporcie EPA z 1994 roku zamieszczono wyniki
badañ nad teratogennym wp³ywem styrenu na ssaki.
Zaobserwowano wzrost czêsto�ci anomalii chromoso-
mowych u samic myszy poddanych dzia³aniu styrenu
o stê¿eniu 300 ppm przez 6 godzin dziennie przez
2�11 tygodni [44]. Z badañ przeprowadzonych na

zarodkach kurzych wynika, ¿e styren i tlenek styrenu
wp³ywaj¹ embriotoksycznie. Oko³o 20% zarodków na-
ra¿onych na dzia³anie tych zwi¹zków uleg³o deforma-
cji. Wzrost resorpcji p³odów zaobserwowano u chomi-
ka chiñskiego poddanego dzia³aniu styrenu o stê¿eniu
1000 ppm przez 6�18 dni [39]. U samic królików
wystawionych na dzia³anie tlenku styrenu o stê¿eniu
15 i 50 ppm zaobserwowano wzrost toksyczno�ci
w stosunku do zarodków. Natomiast, u samic szczurów
stê¿enie 100 ppm nie wp³ywa³a na spadek potencja³u
rozrodczego czy te¿ zmiany w budowie zarodka [50].

Brak jest przekonuj¹cych dowodów na embriotok-
syczny wp³yw styrenu u cz³owieka. Waga noworodków
matek, wystawionych na wysokie stê¿enia styrenu by³a
o 4% mniejsza ni¿ przeciêtna, ró¿nica ta nie jest jed-
nak na tyle znacz¹ca, by móc wyci¹gn¹æ odpowiednie
wnioski. Wyniki kilku badañ sugeruj¹, ¿e ekspozycja
na dzia³anie styrenu mo¿e prowadziæ do spontanicz-
nych poronieñ, ale najczê�ciej jest to hipoteza odrzu-
cana, ze wzglêdu na brak przekonuj¹cych dowodów
[44]. U osób nara¿onych na wysokie stê¿enia styrenu
obserwujê siê podra¿nienie górnych dróg oddechowy
i gard³a oraz zaburzenia widzenia [47]. Nie uda³o siê
jednoznacznie stwierdziæ czy styren jest odpowiedzial-
ny za uszkodzenie nerek i w¹troby u cz³owieka [51].
U d³ugoletnich pracowników zak³adów produkuj¹cych
polimery styrenu, zaobserwowano ni¿sz¹ zawarto�æ
krwinek czerwonych i zmieniony profil enzymatyczny

Rys. 1. �cie¿ki metaboliczne styrenu u cz³owieka i zwierz¹t
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w¹troby. Nie potwierdzono jednak, ¿e skutki te wywo-
³uje styren, gdy¿ osoby te poddane by³y równoczesne-
mu dzia³aniu innych zwi¹zków chemicznych [45].
Liczne badania potwierdzaj¹ natomiast, ¿e styren
wywo³uje skutki neurologiczne. Przy stê¿eniu styrenu
50�100 ppm dochodzi³o do zmniejszenia szybko�ci
przewodno�ci nerwowej, oraz obni¿enia czasu reakcji.
U osób wystawionych na dzia³anie styrenu o stê¿eniu
>50 ppm obserwowano takie objawy jak os³abienie,
bóle g³owy, zmêczenie, nerwowo�æ, a przy stê¿eniu
>200 ppm: senno�æ nudno�ci i zaburzenia równowagi [4].

3. Przemiany metaboliczne, produkty po�rednie,
inhibitory i aktywatory degradacji styrenu

Wobec mo¿liwo�ci wykorzystania bakterii rozk³ada-
j¹cych styren na skalê przemys³ow¹, istotna jest znajo-
mo�æ metabolizmu i produktów po�rednich powstaj¹-
cych w procesie biodegradacji. Jak wykazano w wielu
badaniach, pierwszym etapem rozk³adu styrenu jest
jego utlenianie do tlenku styrenu. Nie stanowi to pro-
blemu, je¿eli zachodz¹ kolejne etapy prowadz¹ce do
wytworzenia zwi¹zków nietoksycznych. Je�li jednak
tlenek styrenu jest ostatnim produktem degradacji, to
jest to wysoce niekorzystne, gdy¿ zwi¹zek ten jest bar-
dziej toksyczny ni¿ sam substrat [25, 67].

W 1978 roku S i e l i c k i  i wsp. [31] opisali degra-
dacjê styrenu z wykorzystaniem mieszaniny mikro-
organizmów wyizolowanych z gleby. Opisali oni dwa
mechanizmy przekszta³ceñ. Pierwszy polega na utle-
nianiu styrenu do fenyloetanolu, a nastêpnie do kwasu
fenylooctowego. Zasugerowali, ¿e istnieje mo¿liwo�æ
spontanicznej polimeryzacji styrenu do niskocz¹stecz-
kowych oligomerów, przy udziale mikroorganizmów.
Badania prowadzone pó�niej wykaza³y istnienie bogat-
szych w zwi¹zki po�rednie dróg metabolizmu styrenu.
Generalnie jednak wiêkszo�æ zbadanych mikroorganiz-
mów prowadzi rozk³ad styrenu na drodze przemian
poprzez tlenek styrenu do 2-fenyloetanolu lub fenylo-
acetaldehydu, a nastêpnie do kwasu fenylooctowego
[26]. O� C o n n o r  i wsp. [36] zajmowali siê rozk³a-

dem styrenu zachodz¹cym przy udziale Pseudomonas
putida CA-3. Pocz¹tkowym etapem metabolizmu sty-
renu przez ten szczep jest przemiana tlenowa polega-
j¹ca na epoksydacji styrenu do tlenku styrenu przy
udziale monooksygenazy, który nastêpnie ulega izo-
meryzacji do fenyloacetaldehydu dziêki aktywno�ci
izomerazy tlenku styrenu. Fenyloacetaldehyd jest utle-
niany do kwasu fenylooctowego przez dehydrogenazê
fenyloacetaldehydu (rys. 2).

Z badañ nad metabolizmem styrenu przez ró¿ne
mikroorganizmy wynika, ¿e ilo�æ i rodzaj produktów
po�rednich jest zale¿ny od stosowanego konkretnego
szczepu. Szczep Pseudomonas badany przez S h i r a i
i H i s a t s u k a  utlenia styren poprzez monooksyge-
nazê do tlenku styrenu, który nastêpnie jest redukowa-
ny do 2-fenyloetanolu [25]. H a r t m a n s  i wsp. [24]
wykazali, ¿e szczep Xantobacter 124X zdolny do de-
gradacji styrenu, mo¿e rozk³adaæ styren i 2-fenylo-
etanol poprzez fenyloacetaldehyd i kwas fenyloocto-
wy. W hodowli innego szczepu Pseudomonas putida
oznaczonego R1 zaobserwowano obecno�æ fenyloetano-
diolu i kwasu migda³owego [26]. Produktami po�redni-
mi degradacji styrenu przez grzyby Phanerochaete chry-
sosporium opisanymi przez B r a u n - L u l l e m a n n
i wsp. s¹ 1,2-etanodiol, 2-fenyloetanol i kwas benzo-
esowy [17]. W a r h u r s t  i wsp. [26] relacjonowali
ca³kowicie odmienny od opisanych wcze�niej, meta-
bolizm styrenu zachodz¹cy w obecno�ci szczepu Rho-
dococcus rhodochrous NCIMB 13259. Schemat roz-
k³adu, którego pierwszym etapem jest przekszta³cenie
styrenu do pochodnej cis-heksadienoglikolu, pokazany
zosta³ na Rysunku 3.

Styren stanowi dla mikroorganizmów �ród³o wêgla
i energii. W czasie pe³nego rozk³adu styrenu powstaje
CO2 i H2O, a czê�æ wêgla jest wykorzystywana przez
mikroorganizmy na produkcjê biomasy. Ilo�æ u¿ytego
wêgla jest zale¿na od konkretnego drobnoustroju.
Szczepy badane przez A r n o l d� a  i wsp. [28] wyka-
zywa³y znaczne ró¿nice, nie tylko pod wzglêdem zdol-
no�ci do degradacji styrenu, ale równie¿ pod wzglê-
dem stopnia przekszta³cania go na biomasê i CO2. Trzy
wyizolowane szczepy wykorzystywa³y 68% styrenu do

Rys. 2. Metabolizm styrenu przy udziale Pseudomonas putida CA-3
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produkcji biomasy, podczas gdy szczep zidentyfiko-
wany jako Tsukamurella sp. E-93476 wykorzystywa³
w tym celu tylko 1% styrenu. W produkcji CO2 wyso-
k¹ efektywno�æ wykazywa³ te¿ szczep Pseudomonas
E-93486, który na ten cel wykorzystywa³ 66% styrenu.
Wykrycie po�rednich produktów biodegradacji spra-
wia³o trudno�ci. Prawdopodobnie styren szybko ulega³
rozk³adowi do zwi¹zków ma³o z³o¿onych, a nastêpnie
przekszta³cany w biomasê, CO2 i H2O. Jedynie w ho-
dowli szczepu P. chlororaphis i mieszaninie wszystkich
izolatów obecny by³ fenyloetanol [28]. Efektywn¹ de-
gradacjê lotnych zwi¹zków organicznych prowadzon¹
przez grzyby potwierdzili równie¿ inni autorzy [65, 71].

Mikroorganizmy znajduj¹ce siê w jakimkolwiek
�rodowisku wybieraj¹ takie �ród³o sk³adników od¿yw-
czych, które jest naj³atwiej przyswajalne. Obecno�æ
w �rodowisku innych �róde³ wêgla obok styrenu mo¿e
hamowaæ jego degradacjê. Zjawiskiem tym zaintere-
sowa³ siê O� C o n n o r  i wsp. [36]. Jako potencjalne
�ród³o wêg³a mog¹ce wp³ywaæ hamuj¹co na degra-
dacjê styrenu przez szczep Pseudomonas putida CA 3
badane by³y: glukoza, aceton, cytrynian i glutaminian.

Metabolizowanie styrenu by³o niemo¿liwe tak d³ugo
jak w pod³o¿u znajdowa³y siê glutaminian lub cytry-
nian, natomiast glukoza nie wp³ywa³a na rozk³ad sty-
renu. Zaobserwowano jednak, ¿e u innych gatunków
Pseudomonas, glukoza a tak¿e histydyna mo¿e w po-
dobny jak glutaminian i cytrynian sposób wp³ywaæ na
aktywno�æ enzymów i hamowaæ metabolizm badanych
ksenobiotyków [36].

Przy opracowywaniu systemu do biofiltracji gazów
powsta³ych w czasie produkcji czê�ci samochodowych
okaza³o siê, ¿e szczepy mog¹ce wykorzystywaæ sty-
ren jako jedyne �ród³o wêgla i energii nie s¹ zdolne
do degradacji styrenu w obecno�ci octanu butylu. Za-
stosowanie innych szczepów i zmniejszenie stê¿enia
octanu butylu we wprowadzanym gazie czê�ciowo roz-
wi¹za³o problem [15].

W badaniach L u  i wsp. [38] nad biofiltracj¹ styrenu
i akrylonitrylu, wykazano wy¿sz¹ efektywno�æ degrada-
cji pojedynczo wystêpuj¹cych zwi¹zków w porównaniu
do ich mieszaniny. W mieszaninie akrylonitrylu i sty-
renu szybko�æ eliminacji akrylonitrylu 28 g × m�3×h�1

by³a wy¿sza ni¿ styrenu 22 g × m�3 × h�1. Akrylonitryl

Rys. 3. Metabolizm styrenu przy udziale Rhodococcus rhodochrous NCIMB 13259
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by³ wiêc substratem preferowanym przez mikroorga-
nizmy. Autorzy wysnuli wniosek, ¿e mikroorganizmy
maj¹ce do dyspozycji ca³¹ gamê substratów wybieraj¹
ten który jest naj³atwiej przyswajalny. W tym konkret-
nym przypadku, ró¿nica w szybko�ci usuwania zanie-
czyszczeñ miêdzy mieszanin¹ i pojedynczymi zwi¹z-
kami wzrasta³a, wraz ze wzrostem obci¹¿enia biofiltra
wêglem, wskazuj¹c ¿e efekt konkurencyjno�ci miêdzy
tymi dwoma zwi¹zkami wzmagany jest przez wzrasta-
j¹ce obci¹¿enie wêglem. Przy obci¹¿eniu 30 g m�3 h�1

szybko�æ biofiltracji wynosi³a 3 i 4 g × m�3×h�1 odpo-
wiednio dla akrylonitrylu i styrenu, a przy obci¹¿eniu
60 g × m3 × h �1, 16 g × m�3 × h�1 dla akrylonitrylu
i 11 g × m3 × h�1 dla styrenu [38].

Metabolizm styrenu mo¿liwy jest dziêki enzymom
umo¿liwiaj¹cym rozk³ad tego zwi¹zku. Aktywacja en-
zymów mo¿e zachodziæ pod wp³ywem dodatku okre�-
lonego substratu. Wykazano, ¿e szczep Pseudomonas
putida CA-3 zdolny jest do rozk³adu styrenu, je�li
zwi¹zek ten zostanie doprowadzony do po¿ywki wzro-
stowej z glukoz¹. Szczepy wyros³e na pod³o¿u z sam¹
glukoz¹ nie by³y zdolne do metabolizowania styrenu.
Okaza³o siê równie¿, ¿e nie tylko dodatek samego sty-
renu ale równie¿, tlenku styrenu i fenyloacetoaldehydu
indukuje enzymy rozk³adaj¹ce styren i wszystkie pro-
dukty po�rednie jego metabolizmu przez ten szczep
(tlenek styrenu, fenyloacetoaldehyd, kwas fenylo-
octowy). Dodatek kwasu fenylooctowego aktywowa³
enzymy bior¹ce udzia³ w jego rozk³adzie i fenyloaceto-
aldehydu, nie indukowa³ natomiast enzymów rozk³ada-
j¹cych styren i tlenek styrenu [36]. Induktorem syntezy
enzymów mo¿e byæ nie tylko sam substrat i jego meta-
bolity. W badaniach degradacji styrenu przez grupê
grzybów zdolnych do rozk³adu ligniny, wykorzystano
kilka induktorów mog¹cych wp³yn¹æ na efektywno�æ
rozk³adu styrenu. Najwy¿szy stopieñ degradacji styrenu
przez szczepy Pleurotus ostreatus (9F6, G241) uzy-
skiwano w kulturach wyros³ych na ligninisulfonia-
nie, s³absze efekty uzyskano przy zastosowaniu s³omy
i drewna. Pozytywne efekty uzyskano przez dodatek
ligninosulfonianu i ligninocelulozy do hodowli szcze-
pu Trametes versicolor.  Szczep Phanerochaete chryso-
sporium najwy¿sz¹ efektywno�æ degradacji wykazywa³
po indukcji drewnem i s³om¹ [17].

4. Metody oczyszczania gazów odlotowych

Wiele obiektów gospodarczych i komunalnych emi-
tuje do atmosfery uci¹¿liwe dla �rodowiska, zarówno
proste jak i z³o¿one mieszaniny gazów oraz par zwi¹z-
ków organicznych i nieorganicznych. Niejednokrotnie
emisje te cechuje, poza zmienno�ci¹ sk³adu chemicz-
nego, du¿a ró¿norodno�æ parametrów i w³a�ciwo�ci
fizycznych. Sprawia to, ¿e trudno znale�æ jedn¹ uni-

wersaln¹ metodê oczyszczania [61]. O wyborze tej czy
innej metody powinien rozstrzygaæ proces decyzyjny
oparty na sprawdzonych i racjonalnych kryteriach.
Jednak czêsto i czynniki emocjonalne nie mog¹ byæ
pominiête i mog¹ ostatecznie rozstrzygaæ, szczególnie
przy wyborze pomiêdzy dwoma porównywalnymi roz-
wi¹zaniami, z których jedno jest tradycyjne, a drugie
proekologiczne.

Do oczyszczania gazów zawieraj¹cych zwi¹zki or-
ganiczne stosuje siê obecnie spalanie oraz metody:
adsorpcyjne, absorpcyjne, kondensacyjne i biologiczne
[61�63]. Metody biologiczne ze wzglêdu na wykorzy-
stywanie w procesie biokatalizatora i produkty koñco-
we, nale¿a³o by zaliczyæ do metod spalania katali-
tycznego, czyli metod niszcz¹cych. Przydatne s¹ one
szczególnie tam, gdzie metody tradycyjne s¹ niesku-
teczne technicznie, ekonomicznie, b¹d� nieakceptowa-
ne ze powodów socjopolitycznych. Zazwyczaj wyró¿-
nia siê tutaj trzy rozwi¹zania szczegó³owe: metodê
biop³uczki, biofiltracjê oraz biofiltracjê z przep³uki-
waniem z³o¿a (ang. biotrickling). W dzia³alno�ci ba-
dawczej sporo uwagi po�wiêcane jest te¿ bioreaktorom
membranowym.

Biop³uczkê (bioskruber) stanowi uk³ad z³o¿ony
z kolumny absorpcyjnej (absorber) i napowietrzanej
komory osadu czynnego. Klasycznym sorbentem jest
tutaj wodna zawiesina mikroorganizmów. W kolumnie
absorpcyjnej oczyszczane gazy kontaktuj¹ siê przeciw-
pr¹dowo z sorbentem. W wyniku tego zachodzi ab-
sorpcja zanieczyszczeñ w fazie ciek³ej, a oczyszczony
gaz odprowadzany jest do atmosfery. Osad czynny
obci¹¿ony zanieczyszczeniami sp³ywa grawitacyjnie
do komory napowietrzania, gdzie zachodzi w³a�ciwa
degradacja. Sorbent ulega samoregeneracji i powraca
do absorbera. W bioskruberach zwi¹zki organiczne nie
zawieraj¹ce w cz¹steczkach innych pierwiastków ni¿
wêgiel, wodór i tlen rozk³adane s¹ przez mikroorganiz-
my do CO2 i H2O. Je¿eli w cz¹steczkach zanieczysz-
czeñ zawarte s¹ atomy siarki, azotu, fluorowców itp.,
to zwykle powstaj¹ odpowiednie kwasy mineralne
co prowadzi do zakwaszania sorbenta. Konieczne jest
wtedy jego bie¿¹ce neutralizowanie Do zalet tych
urz¹dzeñ zaliczyæ mo¿na du¿e szybko�ci przenikania
masy dla substancji dobrze rozpuszczalnych w wodzie,
mo¿liwo�æ oczyszczania gazów zawieraj¹cych zanie-
czyszczenia w wy¿szych stê¿eniach ni¿ w przypadku
biofiltrów klasycznych, mo¿liwo�æ kontroli procesu
bioregeneracji sorbenta oraz zwarto�æ stosowanej insta-
lacji. Wad¹ bioskruberów jest konieczno�æ stosowania
du¿ych natê¿eñ zraszania absorbera przy zanieczysz-
czeniach s³abo rozpuszczalnych, wysoki jak na metody
biologiczne koszt inwestycyjny i eksploatacyjny, oraz
wytwarzanie nadmiaru biomasy [3, 6�8].

W przypadku biofiltrów g³ównym elementem jest
z³o¿e filtracyjne zasiedlone przez mikroorganizmy zdol-
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ne do degradacji zanieczyszczeñ gazowych. Podczas
powolnego przedmuchiwania powietrza zanieczysz-
czenia s¹ absorbowane lub ulegaj¹ serpvji w cienkiej
warstewce fazy ciek³ej pokrywaj¹c¹ materia³ sta³y
� biofilm, a nastêpnie rozk³adane przez mikroorga-
nizmy do wody i dwutlenku wêgla [12�13]. Powsta³y
CO2 przechodzi z fazy wodnej do gazowej i opuszcza
filtr. Budowa typowego biofiltra przedstawiona zosta-
³a na Rysunku 4.

Wed³ug S z k l a r c z y k a  mo¿liwo�æ zastosowa-
nia biofiltrów zale¿y od nastêpuj¹cych kryteriów [7]:

● Zanieczyszczenia gazowe powinny byæ rozpusz-
czalne, choæby w niewielkim stopniu, w wodzie
lub t³uszczach i w stosowanym materiale filtra-
cyjnym,

● Powinny byæ substancjami podatnymi na rozk³ad
biologiczny,

● Temperatura oczyszczanego gazu powinna mie�-
ciæ siê w granicach 15�35°C,

● Zanieczyszczone gazy nie powinny zawieraæ py-
³ów i aerozoli i powinny wykazywaæ wysok¹ wil-
gotno�æ,

● Zanieczyszczenia nie mog¹ wp³ywaæ toksycznie
na mikroorganizmy.

Parametry maj¹ce wp³yw na dzia³anie biofiltra wg
O t t e n g r a f a  to: pod³o¿e filtracyjne, szybko�æ i czas
przep³ywu gazu, koncentracja zanieczyszczeñ w gazie,
wilgotno�æ powietrza, odczyn (pH), temperatura, pro-
dukty po�rednie i koñcowe oraz szczepienie [15].

Jako naturalne, biologicznie aktywne pod³o¿a filtra-
cyjne stosuje siê: ¿yzn¹ glebê o spulchnionej strukturze,
torf oraz odpady torfowe, komposty z odpadów komu-
nalnych, komposty z kory drzew i odpady drzewne [7].

Z du¿ym powodzeniem wykorzystuje siê miesza-
niny tych pod³ó¿ z innymi, niekoniecznie naturalnym
materia³ami. Przyk³adowo, przy biofiltracji styrenu
i toluenu zastosowano mieszaninê torfu i szk³a w sto-
sunku 4:1 [16, 69]. W celu zwiêkszenia kontaktu miê-

dzy komórkami grzybów, a wprowadzanym do biofiltra
w fazie gazowej styrenem zastosowano kilka materia-
³ów no�nikowych takich jak pianka poliuretanowa, po-
rowata glina i perlit. W tym przypadku najlepszy okaza³
siê perlit, ale ró¿nice by³y nieznaczne [17]. Dla polep-
szenia struktury, w³a�ciwo�ci sorpcyjnych materia³u,
oraz przed³u¿enia jego trwa³o�ci dodaje siê chrust,
wióry drzewne, mech, korê, po¿ywki mineralne, a tak¿e
zwi¹zki utrzymuj¹ce odpowiednie pH [2, 11].

Stosowane s¹, szczególnie w przypadku biofiltrów
przep³ukiwanych, z³o¿a z materia³ów nieorganicz-
nych oraz z³o¿a syntetyczne, jak: wêgiel aktywny, per-
lit, wypalana glina (keramzyt), pianka poliuretanowa,
polistyren.

W³a�ciwie dobrane pod³o¿e powinno dostarczaæ
mikroorganizmom optymaln¹ powierzchniê i wystar-
czaj¹c¹ do wzrostu ilo�æ sk³adników od¿ywczych.
Ponadto powinno umo¿liwiaæ równomierne w p³asz-
czy�nie przekroju poprzecznego rozprowadzanie gazu
i zabezpieczaæ przed nadmiernym spadkiem ci�nienia.
Dlatego tak wa¿ne jest w³a�ciwe upakowanie z³o¿a,
i jego gêsto�æ. Dla optymalnego dzia³ania jakiegokol-
wiek biofiltru istotne jest zachowanie odpowiedniej
wilgotno�ci i pH z³o¿a. Ze wzglêdów finansowych oraz
praktycznych wymagany jest d³ugi okres przydatno�ci,
który w przypadku wiêkszo�ci stosowanych materia³ów
wynosi kilka lat. Przyk³adowo czas eksploatacji mate-
ria³u filtracyjnego stosowanego w filtrach BIOTON,
bêd¹cego kompozycj¹ z kompostu i kuleczek polisty-
renowych, wynosi 3,5�4 lat. Skuteczno�æ biofiltracji
gazów zawieraj¹cych styren i octan butylu z wykorzy-
staniem filtrów tej firmy wynosi 95% [11, 16].

Istotnym parametrem branym pod uwagê podczas
projektowania systemów do biofiltracji jest ³adunek za-
nieczyszczonych gazów, który zwykle zawiera siê gra-
nicach 50�300 m3 × m�3 reaktora × h�1 i czas zatrzyma-
nia (retencji) gazu w urz¹dzeniu, który wynosi 10�70 s.
Stê¿enia poszczególnych zanieczyszczeñ kszta³tuj¹ siê

Rys. 4. Schemat ideowy instalacji biofiltracyjnej: 1 � odpylacz, 2 � nawil¿acz, 3 � z³o¿e biologiczne
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od kilku mg do kilku g w m3 gazu. W praktyce rzadko
przekraczana jest warto�æ 1,5�2 g×m�3. Szybko�æ bio-
filtracji wyra¿ana jest jako iloraz masy rozk³adanego
zanieczyszczenia, objêto�ci z³o¿a i czasu [gsubstratu×
× m�3

z³o¿a × h�1], [3]. Jednym z czynników wp³ywaj¹-
cych na efektywno�æ biofiltracji jest budowa i w³a�ci-
wo�ci zwi¹zków wchodz¹cych w sk³ad gazów przemy-
s³owych oraz ich stê¿enia. Niektóre z tych zwi¹zków
mog¹ wp³ywaæ toksycznie na mikroorganizmy, st¹d
ich podatno�æ na rozk³ad biologiczny jest ró¿na [6].
W tabeli 2 wymienione zosta³y zwi¹zki najczê�ciej wy-
stêpuj¹ce w gazach i ich podatno�æ na biodegradacjê.
W literaturze mo¿na znale�æ wiele opisów prac po-
�wiêconych ró¿nym aspektom biofiltracji: podatno�ci
zanieczyszczeñ na biodegradacjê, sprawno�ci i szyb-
ko�ci biofiltracji oraz wp³ywu na filtracjê ró¿nych pa-
rametrów, czynnikom przeszkadzaj¹cym itd. Spo�ród
przebadanych w jednej z prac zwi¹zków [7] oporne na
biofiltracjê okaza³y siê nitrobenzen oraz chlorowcopo-
chodne wêglowodorów. W badaniach prowadzonych
równolegle w dwóch reaktorach w których podano roz-
k³adowi octan n-butylu i n-butanol zaobserwowano
wp³yw natê¿enia przep³ywu gazu i obci¹¿enia substra-
tem na efektywno�æ degradacji. Najwy¿szy stopieñ
oczyszczania � 91% � uzyskano dla n-butanolu przy
obci¹¿eniu 92,95 mg×m�3×s�1 i 12,4 mg×m�3×s�1 dla
octanu n-butylu. W przypadku obu zwi¹zków skutecz-
no�æ biofiltracji spada³a w miarê wzrostu ich stê¿enia
w wprowadzanym gazie [1].

Zale¿no�æ efektywno�ci biodegradacji od szybko�-
ci przep³ywu gazu i stê¿enia substratu obserwowano
w badaniach nad degradacj¹ toluenu. Efektywno�æ ta
spada³a w miarê wzrostu stê¿enia toluenu powy¿ej
400 ppm i szybko�ci przep³ywu. W emitowanych
gazach przemys³owych zwykle mamy do czynienia
z mieszanin¹ zwi¹zków chemicznych. Efektywno�æ ich
usuwania ze wzglêdu na ró¿nice w podatno�ci na bio-
degradacjê, w³a�ciwo�ciach fizycznych, wp³ywy hamu-
j¹ce itd. jest z natury ró¿na. Przyk³adowo eliminacja
acetonu, 2-propanolu i dichlorometanu z mieszani-
ny gazowej w biofiltrze zachodzi³a z szybko�ciami,
odpowiednio, 164, 57 i 15 gsubstratu × m�3 × h�1, a eta-

nolu i toluenu z odpowiadaj¹cymi im szybko�ciami
120 i 70 gsubstratu × m�3 × h�1 [3].

Optymalna wilgotno�æ w z³o¿u sprzyja procesom
sorpcji zanieczyszczeñ w biofilmie i ich utlenianiu,
limituje te¿ opory i charakter przep³ywu, a st¹d decy-
duje o sprawno�ci oczyszczania gazu. Wilgotno�æ z³o-
¿a biofiltrów w zale¿no�ci od wype³nienia powinna
mie�ciæ siê w granicach [3]:

● Dla filtrów kompostowych 20�70%.
● Torfowych 30�70%.
● Przy wype³nieniu gleb¹ 10�20%.
Wed³ug J u n e s o n a  i wsp. [27] w przypadku

z³o¿a kompostowego wilgotno�æ nie powinna byæ
mniejsza ni¿ 40% i wiêksza ni¿ 65%. Zbyt ma³a za-
warto�æ wody prowadzi do spadku degradacji i two-
rzenia siê kanalików w z³o¿u, a zbyt wysoka do za-
tykania z³o¿a i tworzenia siê obszarów o warunkach
beztlenowych [8, 27].

Do tych informacji nale¿y jednak podchodziæ z os-
tro¿no�ci¹, bo nie zawsze autorzy rozró¿niaj¹ wilgot-
no�æ wyra¿an¹ wzglêdem suchej od wilgotno�ci okre�-
lanej wzglêdem wilgotnej masy (przy odniesieniu do
masy suchej uzyskuje siê wy¿sze warto�ci).

W wielu eksperymentach dowiedziono, ¿e przy
utrzymaniu parametrów przep³ywu gazu, decyduj¹ce
znaczenie dla efektywno�ci procesu ma wilgotno�æ
z³o¿a, np. jak w przypadku biofiltracji toluenu i ksy-
lenu na dwóch z³o¿ach kompostowych [18].

Oprócz nawadniania z³o¿a, nawil¿a siê równie¿
wprowadzany gaz. Wzglêdna wilgotno�æ powietrza
powinna wynosiæ 96�100% [8].

W przypadkach degradacji w biofiltrach substratów
zawieraj¹cych heteroatomy inne ni¿ tlen (S, P, Cl, F
i in.), ze wzglêdu na akumulowanie siê w z³o¿u kwa-
sów mineralnych bêd¹cych produktami rozk³adu tych
substancji, konieczne jest przep³ukiwanie z³o¿a (ang.
trickling). Sp³ywaj¹c¹ ze z³o¿a ciecz neutralizuje siê,
uzupe³nia w niej sk³adniki od¿ywcze i ponownie wyko-
rzystuje do przep³ukiwania z³o¿a. Wad¹ tego rozwi¹za-
nia jest czêsto wystêpuj¹ce zjawisko zatykania z³o¿a
przez mikroorganizmy tworz¹ce micelle (ang. cloging).
Kwasowo�æ � pH � z³o¿a powinna byæ w pobli¿u obo-
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jêtnego (7�8). Temperatura nie mo¿e przekraczaæ mak-
symalnej temperatury w której mikroorganizmy zdol-
ne s¹ do wzrostu i metabolizowania wprowadzanych
zanieczyszczeñ [3]. Zwykle jest to nie wiêcej ni¿ 40°C.

Jednym z istotnych sk³adników biofiltrów s¹ mikro-
organizmy. Stanowi¹ je bakterie i grzyby wystêpuj¹ce
w �rodowisku naturalnym, na wysypiskach odpadów,
u¿ywane w oczyszczalniach �cieków, a tak¿e po-
chodz¹ce ze specjalnych hodowli. Mikroorganizmy,
którymi szczepione s¹ z³o¿a nale¿¹ do bakterii rodzaju
Pseudomonas, Micrococcus, Corynebacterium, Hypho-
microbium, Rhodococcus, Xanthobacter, Arthrobacter,
Methylosinus, Methylomonas, Thiobacillus, Proteus,
Actinomyces, Bacillus, oraz grzybów Circinella sp.,
Cephalotecium sp., Mucor sp., Ovularia sp., Penici-
lium sp. [3,6, 66].

Jak wykaza³o wielu badaczy, efektywno�æ rozk³adu
zanieczyszczeñ w ró¿nych systemach zale¿y od do-
boru w³a�ciwych drobnoustrojów. Porównuj¹c mikro-
organizmy degraduj¹ce polichlorowane bifenyle (PCB)
zaobserwowano, ¿e efektywno�æ rozk³adu jest cech¹
szczepow¹. W ka¿dym z badanych rodzajów Bacillus,
Nocardia i Penicilium, by³y szczepy o lepszych i gor-
szych zdolno�ciach destrukcyjnych. Zazwyczaj wy¿sz¹
efektowno�æ degradacji uzyskuje siê tak¿e przy stoso-
waniu mieszaniny drobnoustrojów. W badaniach bio-
degradacji frakcji olejowych, wiêkszy o ok. 80�90%
ubytek olejów z hodowli uzyskiwano w przypadku
mieszanin mikroorganizmów, ni¿ w przypadku poje-
dynczych szczepów [19, 20]. Do podobnych wniosków
doszli B u i t r o n  i wsp. [58] w badaniach nad de-
gradacj¹ zwi¹zków fenolu. Wykazano ¿e mieszanina
szczepów Aeroromonas sp., Pseudomonas sp., Flavi-
monas sp., i Chryseomonas sp. wykazuje dwukrotnie
wy¿sz¹ aktywno�æ metaboliczn¹ w stosunku do zwi¹z-
ków fenolu ni¿ pojedyncze szczepy. Z obserwacji
We s t m e i s t e r  i wsp. cytowanych przez £ e b k o w -
s k ¹  [59] wynika, ¿e nie zawsze mieszanina mikroor-
ganizmów wykazuje wy¿sz¹ aktywno�æ w porównaniu
z pojedynczymi szczepami. Bakterie Alkaligenes sp.
zdolne by³y do degradacji 4-chlorofenolu w �ciekach
sterylnych, natomiast w �ciekach niesterylnych, w obec-
no�ci innych bakterii, ginê³y. Okaza³o siê, ¿e toksyczny
wp³yw na bakterie Alkaligenes sp. mia³ semialdehyd
kwasu 5-chloro-2-hydroksymukonowego, bêd¹cy pro-
duktem metabolizmu pozosta³ych bakterii.

Bioreaktory membranowe s¹ urz¹dzeniami, w których
procesy biochemiczne przebiegaj¹ w sposób ci¹g³y,
z równoczesnym odprowadzaniem produktów reakcji.
Mo¿na je stosowaæ do usuwania hydrofobowych zwi¹z-
ków organicznych. Zanieczyszczony gaz przechodzi
przez hydrofobow¹ b³onê, w której nastêpuje rozpusz-
czenie sk³adników hydrofobowych i ich dyfuzja na
drug¹ stronê membrany, na której znajduj¹ siê mikro-
organizmy. Drobnoustroje degraduj¹ce zanieczyszcze-

nia mog¹ byæ rozproszone lub unieruchomione. Przy-
k³ad takiego reaktora biologicznego pokazany zosta³
na rysunku 5.

Procesy z zastosowaniem membran z immobilizo-
wanymi komórkami mikroorganizmów mog¹ byæ sto-
sowane samodzielnie, lub w po³¹czeniu z innymi meto-
dami. Bioreaktory membranowe mog¹ byæ montowane
niemal w dowolnym miejscu i mo¿na je ³atwo dopaso-
waæ do ka¿dej skali procesu. Dotychczas bioreaktory
membranowe zastosowano do degradacji, miedzy inny-
mi, chlorowcopochodnych zwi¹zków aromatycznych
przez Pseudomonas putida, a tak¿e do unieszkodliwia-
nia fenolu. Wysok¹ 99% degradacjê fenolu uzyskiwano
przy zastosowaniu bioreaktora z immobilizowanymi
komórkami Candida tropicalis [10]. Niestety pomimo
zalet tych bioreaktorów, maj¹ one kilka wad, które
znacznie ograniczaj¹ mo¿liwo�æ ich zastosowania.
Jedn¹ z nich s¹ stosunkowe wysokie koszty inwesty-
cyjne. Du¿ym problemem jest zjawisko �foulingu�,
które polega na zanieczyszczeniu membran w wyni-
ku gromadzenia siê w ich porach cz¹stek, wp³ywaj¹-
cych na zmniejszenie przepuszczalno�ci lub blokadê
b³ony. Innym problemem jest ograniczona ¿ywotno�æ
membran oraz niska wytrzyma³o�æ chemiczna i ter-
miczna [3, 9, 64].

4. Czynniki wp³ywaj¹ce na degradacjê styrenu

Metody polegaj¹ce na usuwaniu z udzia³em mikro-
organizmów, substancji zagra¿aj¹cych naszemu �rodo-
wisku znane s¹ od wielu lat. Nie s¹ one niczym innym,
jak wykorzystaniem na szerok¹ skalê procesów za-
chodz¹cych w �rodowisku naturalnym. Niestety nie-
korzystny wp³yw dzia³alno�ci cz³owieka jest tak du¿y,
¿e musimy wspomagaæ naturê w jej samooczyszcza-
niu. Z punktu widzenia �rodowiska zastosowanie me-
tod mikrobiologicznej degradacji wydaje siê prawie
idealnym rozwi¹zaniem. Podczas tego typu procesów
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zanieczyszczenia

biofilmmembrana

tlen

gaz odlotowy
po¿ywka
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Rys. 5. Schemat przep³ywów w reaktorze membranowym
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powstaj¹ tylko nieszkodliwe produkty jak CO2, H2O
i sole mineralne, dziêki czemu nie przesuwamy pro-
blemu zanieczyszczeñ w inne miejsce. Ponadto w nie-
których przypadkach mikroorganizmy mog¹ dokonaæ
tego, czego chemia dokonaæ nie mo¿e. Miêdzy innym
st¹d bierze siê tak du¿e w ostatnim czasie zaintereso-
wanie rozwojem biologicznych metod degradacji za-
nieczyszczeñ [11, 52�54].

Drobnoustroje bior¹ce udzia³ w tych procesach s¹
wysoce zró¿nicowane metabolicznie, tak wiêc teore-
tycznie ka¿de zanieczyszczenie typu organicznego
powinno daæ siê zdegradowaæ, przez odpowiednio do-
brane mikroorganizmy. Podczas mikrobiologicznej
degradacji zanieczyszczeñ zawartych w gazach zacho-
dz¹ dwa zasadnicze procesy: sorpcja zanieczyszczeñ
i ich biodegradacja. Efektem tego jest powstanie pros-
tych zwi¹zków nieorganicznych, takich jak CO2 i H2O.

W przypadku usuwania zanieczyszczeñ gazowych
istniej¹ pewne ograniczenia. Biologicznemu oczyszcza-
niu mo¿na poddaæ tylko gazy [2, 21�22]:

● podatne na rozk³ad biologiczny,
● rozpuszczalne w wodzie lub lipidach (lipidy

wchodz¹ w sk³ad b³ony komórkowej),
● których temperatura nie hamuje procesów ¿ycio-

wych mikroorganizmów,
● wolne od substancji truj¹cych dla mikroorganiz-

mów, takich jak metale ciê¿kie i kwasy.
Mikroorganizmy wykorzystywane do rozk³adu kse-

nobiotyków typu styrenu czy te¿ innych wêglowodo-
rów aromatycznych, nale¿¹ do trzech grup. S¹ to bakte-
rie, promieniowce oraz grzyby. Jednym z wa¿niejszych
problemów w projektowaniu systemów do oczyszcza-
nia gazów jest dobór odpowiednich mikroorganizmów.
Ustalone powinny byæ wszystkie czynniki determinu-
j¹ce ich skuteczno�æ i bezpieczne u¿ycie. Istotna jest
wiêc wiedza o [1, 23]:

● zdolno�ci szczepu do wzrostu w obecno�ci ró¿-
nego rodzaju zwi¹zków organicznych,

● szybko�ci i stopniu zu¿ycia tych zwi¹zków,
● zdolno�ci emulgowania substratów,
● wymagañ pokarmowych szczepów,
● aktywno�ci enzymów,
● produktach metabolizmu,
● wystêpuj¹cych zjawiskach kometabolizmu,
● warunkach izolowania i selekcji szczepów.
Mikroorganizmy wykorzystywane do degradacji kse-

nobiotyków s¹ izolowane ze �rodowiska naturalnego,
oraz ju¿ istniej¹cych systemów oczyszczaj¹cych. Ich
aktywno�æ wzglêdem badanego zanieczyszczenia jest
jednak czêsto zbyt niska, by mog³y byæ wykorzystane
na skalê przemys³ow¹. Istnieje wiêc konieczno�æ adap-
tacji mikroorganizmów do wysokich stê¿eñ danego

zwi¹zku. Adaptacja ta zwi¹zana jest z odpowiedzi¹
danego szczepu lub mieszaniny drobnoustrojów na
zmieniaj¹ce siê warunki. Jest to czêsto zwi¹zane z ko-
nieczno�ci¹ syntezy przez mikroorganizmy nowych
rodzajów enzymów, umo¿liwiaj¹cych metabolizm je-
dynego �ród³a wêgla znajduj¹cego siê w danym �rodo-
wisku, by umo¿liwiæ ich dalszy rozwój. Nie wszystkie
mikroorganizmy wyizolowane ze �rodowiska natural-
nego s¹ zdolne do adaptacji i czerpania korzy�ci z no-
wej sytuacji [21].

W �rodowisku naturalnym mo¿emy znale�æ mikro-
organizmy zdolne do degradacji styrenu. Nie jest to
zaskoczeniem, je�li we�miemy pod uwagê fakt, ¿e
styren nie jest wy³¹cznie produktem dzia³alno�ci cz³o-
wieka, ale w niewielkich ilo�ciach powstaje w ekosys-
temach naturalnych bez naszego udzia³u, jak chocia¿-
by w wyniku dekarboksylacji kwasu cynamonowego
[24, 25]. Pierwsze kroki podejmowane w celu izolacji
mikroorganizmów zdolnych do degradacji tego zwi¹z-
ku koñczy³y siê niepowodzeniami prawdopodobnie
dlatego, ¿e stosowane stê¿enia styrenu by³y na tyle
wysokie, i¿ mog³y wp³ywaæ toksycznie.

H a r t m a n s  i wsp. [25] wyizolowali z gleby i wody
mikroorganizmy degraduj¹ce styren. Hodowlê prowa-
dzono trzema metodami z dodatkiem styrenu jako
jedynego �ród³a wêgla i energii. W celu wyizolowania
czystych kultur pobierano pojedyncze kolonie i izolo-
wano na pod³o¿e z wyci¹giem dro¿d¿owym i glukoz¹.
Dziêki zastosowaniu wzglêdnie niskich stê¿eñ styrenu,
nie przekraczaj¹cych 0,5 mM × dm3 podczas hodowli,
uda³o siê wyizolowaæ 14 szczepów bakterii i dwa
szczepy grzybów.

W a r h u r s t  i wsp. [26] jako inokulum do hodowli
zastosowali odpady przemys³u chemicznego. Hodowle
prowadzono w kolbkach z p³ynn¹ po¿ywk¹ mineraln¹
i dodatkiem styrenu w ilo�ci nie przekraczaj¹cej 1 mM.
T¹ metod¹ uda³o siê wyizolowaæ bakteriê zidentyfiko-
wan¹ jako Rhodococcus rhodochrous, wykazuj¹c¹
wysok¹ aktywno�æ metaboliczn¹ nie tylko w stosunku
do styrenu ale równie¿ innych substratów, takich jak:
toluen, etylobenzen, benzen, fenol i inne.

W badaniach nad biofiltracj¹ przy wysokich stê¿e-
niach styrenu J u n e s o n  i wsp. [27] izolowali drobno-
ustroje z mu³u po�ciekowego. Hodowlê prowadzono
w kolbkach z p³ynn¹ po¿ywk¹ mineraln¹ do której
wprowadzano styren w formie gazowej. Czyste hodow-
le uzyskano z mieszaniny mikroorganizmów wysia-
nych na pod³o¿a sta³e. Badaj¹c profile kwasów t³usz-
czowych (MIDI) zidentyfikowano sze�æ gatunków:
Stenotrophomonas maltophilia, Flavobacterium mizn-
tali, Nocardia globerula, Rhodococcus erythropolis,
Micrococcus varians, Xantobacter agilis.

Za pomoc¹ testów diagnostycznych A r n o l d  i wsp.
[28] zidentyfikowali siedem szczepów bakterii wyizo-
lowanych z filtra torfowego. Du¿e trudno�ci sprawi³a

substrat + O2 → CO2 + H2O + biomasa
mikroorganizmy
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ich identyfikacja. Przyczyn¹ tego by³ fakt, ¿e izolaty
by³y albo nietypowe, albo nieznane w u¿ywanych
bazach danych. W efekcie wykazano przynale¿no�æ
tych bakterii do: rodzaju Tsukamurella, Pseudomonas,
Sphingomonas, Xanthomonas, i o niezidentyfikowa-
nym rodzaju w g grupie Proteobacteria.

Obecnie w identyfikacji mikroorganizmów zasto-
sowanie znajduj¹ techniki molekularne. Jedn¹ z nich
T r e s s e  i wsp. [29] wykorzystali do analizy popula-
cji mikroorganizmów obecnych w bioreaktorze do
degradacji styrenu. Na podstawie analizy 16S rDNA
zidentyfikowano Rhodococcus erythropolis jako bak-
teriê zasiedlaj¹c¹ biofilm. Jednocze�nie analiza z wy-
korzystaniem elektroforezy na ¿elu wykaza³a ró¿nicê
w populacji mikroorganizmów miêdzy materia³em
szczepiennym i biofilmem bioreaktora. Ustalono, ¿e
tylko 50% bakterii obecnych w inokulum zasiedla³o
biofilm reaktora. Mo¿e to �wiadczyæ o trudno�ciach
w adaptacji pewnych grup bakterii do warunków bio-
reaktora. Zaobserwowano równie¿ ró¿nicê w popula-
cji bakterii zawieszonych i immobilizowanych. Po
35 dniach pracy bioreaktora wiêksza by³a ró¿norod-
no�æ bakterii immobilizowanych ni¿ zawieszonych.
Okres ten nazwano wiec okresem adaptacji. Pomiêdzy
84 i 182 dniem pracy bioreaktora, sk³ad gatunkowy
biofilmu nie ulega³ zmianie. Autorzy sugeruj¹, i¿
w tym czasie dochodzi³o do dojrzewania biofilmu.
Istnieje wiele hipotez na ten temat, pewne jest nato-
miast, ¿e starszy biofilm jest bardziej odporny na dzia-
³anie antybiotyków, a sta³y sk³ad gatunkowy zapewnia
wysoki stopieñ degradacji.

Do mikroorganizmów degraduj¹cych styren nale-
¿¹ ponadto: Pseudomonas, Xanthobacter, Alkaligenes,
Bacillus, Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia
Clostridium i Enterobacter, Bjerkandera adusta, Tra-
metes versicolor, Phanerochaete chrysosporium, Pleu-
rotus ostreatus, Exophiala jeanselmei [17, 24, 28, 30].

Stê¿anie styrenu jest jednym z najwa¿niejszych
czynników maj¹cych wp³yw na efektywno�æ biodegra-
dacji i szybko�æ adaptacji mikroorganizmów. Od kon-
centracji tego zwi¹zku chemicznego zale¿y jego tok-
syczno�æ wzglêdem mikroorganizmów. W badaniach
nad grup¹ grzybów Bjerkandera adusta, Trametes versi-
color, Pleurotus ostreatus (F6), Pleurotus ostreatus
(G241), Phanerochaete chrysosporium, zaobserwowa-
no wp³yw stê¿enia styrenu na aktywno�æ poszczegól-
nych szczepów. Wszystkie zdolne by³y do metabolizmu
styrenu przy stê¿eniu 22 i 44 :mol × (250 ml)�1, nato-
miast stê¿enie 88 :mol × (250 ml)�1 wp³ywa³o toksycz-
nie na wszystkie szczepy oprócz Pleurotus ostreatus [17].

Dziesiêæ szczepów wyizolowanych z biofiltra tor-
fowego zdolnych by³o do degradacji styrenu przy
stê¿eniu 0,02% w pod³o¿u. Tolerancjê na stê¿enie
0,2% wykazywa³o dziewiêæ szczepów, natomiast tylko
jeden z nich Pseudomonas chlororaphis zdolny by³ do

wzrostu przy 6% zawarto�ci styrenu [28]. Efektywno�æ
degradacji styrenu przez mieszaninê mikroorganiz-
mów glebowych, badana przez S i e l i c k i e g o  i wsp.
[31] by³a najwy¿sza (90%) przy koncentracji styrenu
0,2%. Dodatek styrenu w ilo�ci 0,5% powodowa³ spa-
dek efektywno�ci degradacji do 75%.

Badania laboratoryjne nad zdolno�ci¹ do degradacji
styrenu przez ró¿ne szczepy, s¹ wstêpem do ich pó�-
niejszego wykorzystania w instalacjach do oczyszcza-
nia gazów. Prowadz¹c biofiltracjê gazów zaobserwo-
wano, ¿e efektywno�æ oczyszczania wzrasta powoli,
a¿ osi¹gnie pewn¹ warto�æ. Okres adaptacji zale¿y od
rodzaju zanieczyszczeñ i populacji mikroorganizmów
i trwa od kilku godzin do kilku tygodni. Z czasem
z³o¿e biofiltra pokrywane jest warstw¹ mikroorgani-
zmów zdolnych do efektywnej degradacji wprowadza-
nych zanieczyszczeñ [8].

Dla szczepu Rhodococcus FG 12 wykorzystanego
w biofiltracji styrenu i octanu butylu okres adaptacji
wyniós³ w przybli¿eniu miesi¹c. W tym czasie nastê-
powa³o zwiêkszenie gêsto�ci populacji i ros³a efek-
tywno�æ degradacji, a¿ do 90% [15]. Czas adaptacji
szczepu Rhodococcus rhodochrous AL NCIMB 13259
w biofiltrze do którego wprowadzano gaz zawieraj¹cy
styren w stê¿eniu 0,05 g×m�3 wyniós³ 2 dni. Po tym
okresie uzyskano 100% efektywno�æ degradacji.
W publikacji tej opisano równie¿ wp³yw szybko�ci
wprowadzania gazu i zawarto�ci styrenu na efektyw-
no�æ biofiltracji. Przy stopniowym zwiêkszaniu szyb-
ko�ci przep³ywu i stê¿enia styrenu oraz zachowaniu
10-godzinnego okresu pomiêdzy kolejnymi testami,
przeznaczonego na adaptacjê mikroorganizmów i sta-
bilizacjê systemu, uda³o siê uzyskaæ szybko�æ degra-
dacji równ¹ 63 g × m�3 × h�1 [16].

Zale¿no�æ biodegradacji od szybko�ci przep³ywu
gazu i stê¿enia styrenu bada³ równie¿ J u n e s o n
i wsp. [27]. W czasie uruchamiania instalacji, czas
retencji gazu by³ równy 120 s, natomiast stê¿enie sty-
renu wynosi³o 1,2�2,8 g × m�3. Skuteczno�æ usuwania
styrenu podczas pierwszych dni by³a niska i zwiêksza³a
siê stopniowo. Po 11 dniach wzrost ilo�ci degradowa-
nego styrenu wskazywa³ na adaptacjê mikroorganiz-
mów do warunków panuj¹cych w biofiltrze. Po tym
czasie stopniowo zwiêkszono szybko�æ przep³ywu
gazu i koncentracjê styrenu. Zachowanie odpowied-
nich warunków i czasu potrzebnego na adaptacje mikro-
organizmów umo¿liwi³o osi¹gniecie wysokiej szyb-
ko�ci biodegradacji 69�118 g × m�3×h�1. Efektywno�æ
wynosi³a za� �rednio 65�75%, maksymalnie uzyski-
wano nawet 100% efektywno�æ biofiltracji.

W biofiltrach torfowych zasiedlonych mieszanin¹
bakterii okres adaptacji trwa³ 12 dni, podczas których
efektywno�æ degradacji wzrasta³a, a¿ osi¹gnê³a 80%.
Przeciêtna redukcja styrenu po 190 dniach wynios³a
70% (maksymalnie 98%), a �rednia szybko�æ eliminacji
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styrenu 12 g × m�3×h�1 (maksymalna 30 g × m�3×h�1)
[28]. Przeciêtna szybko�æ degradacji styrenu zachodz¹-
cej przy udziale Exophiala jeanselmei zasiedlaj¹cych
biofiltr wynios³a 79 g×m�3 × h�1. W tym czasie efek-
tywno�æ mie�ci³a siê w granicach 96�98% [30].

Woda jest jednym z najwa¿niejszych czynników re-
guluj¹cych wzrost i rozwój drobnoustrojów. Wiêkszo�æ
drobnoustrojów wymaga do swojego rozwoju jej ak-
tywno�ci (aw) w granicach 0,95�0,99. Minimalne war-
to�ci aw, przy których drobnoustroje s¹ jeszcze aktyw-
ne mieszcz¹ siê w zakresie 0,60�0,95. Warto�ci te
zale¿ne s¹ od rodzaju, gatunku i szczepu. Ple�nie
i dro¿d¿e wykazuj¹ wiêksz¹ tolerancjê na nisk¹ aktyw-
no�æ wody ni¿ bakterie [32�35].

Wykazano, ¿e na degradacjê styrenu przez grzyby
Exophiala jeanselmei ogromny wp³yw ma zapewnie-
nie odpowiedniej ilo�ci i aktywno�ci wody. Stopieñ
degradacji styrenu okre�lany by³ przy aktywno�ci wody
równej: 0,90; 0,93; 0,97; 1,0; Rozk³ad styrenu przy
udziale Exophiala jeanselmei mo¿liwy by³ jeszcze
aw = 0,91, jednak wynosi³ tylko 5% maksymalnej war-
to�ci uzyskiwanej przy aw = 1,0 [30].

Wilgotno�æ jest wiêc jednym z wa¿niejszych para-
metrów decyduj¹cych o sprawno�ci biofiltracji. Jej spa-
dek prowadzi do wysychania z³o¿a, oraz jego pêkania
czego efektem s¹ zaburzenia jednolitego przep³ywu
gazu i utrata aktywno�ci enzymatycznej drobnoustro-
jów. Niekorzystne jest równie¿ nadmierne nawil¿anie
z³o¿a, które prowadzi do powstania warunków beztleno-
wych hamuj¹cych funkcje ¿yciowe mikroorganizmów.

Wzglêdna wilgotno�æ fazy gazowej ma wyra�ny
wp³yw na pracê biofiltra. Przeciêtna zawarto�æ wody
w z³o¿u zmniejsza siê w wyniku parowania, które jest
jeszcze wzmagane przez ciep³o wytwarzane w czasie
utleniania styrenu. Proces ten jest wysoce egzotermicz-
ny i prowadzi do podgrzania powietrza, czego efektem
jest zwiêkszenie absorpcji pary wodnej przez gaz i wy-
sychanie z³o¿a. W badaniach nad degradacj¹ styrenu
przez Exophiala jeanselmei okaza³o siê, ¿e wprowa-
dzanie do biofiltra gazu o wzglêdnej wilgotno�ci 91%
przy zawarto�ci wody w z³o¿u biofiltra 58%, prowa-
dzi do spadku aktywno�ci mikroorganizmów o oko³o
50% po 18 dniach. Proces ten spowodowany jest paro-
waniem, dlatego oprócz nasycania wod¹ gazu, ko-
nieczne jest wprowadzanie dodatkowej wody do z³o¿a
biofiltra. Dla uzyskania 96�98% efektywno�ci degrada-
cji styrenu (przy szybko�ci rozk³adu 79 g × m�3 × h�1),
zawarto�æ wody w biofiltrze powinna byæ nie mniejsza
ni¿ 66 % [30].

Reakcje zachodz¹ce w organizmie ¿ywym s¹ reak-
cjami katalizowanymi przez enzymy bia³kowe, aktywne
tylko w pewnych granicach temperatur, dlatego spa-
dek lub wzrost temperatury powy¿ej pewnej granicy
prowadzi do zahamowania funkcji ¿yciowych [33�35].
Podczas hodowli i izolacji mikroorganizmów zdolnych

do degradacji wêglowodorów aromatycznych, w tym
równie¿ styrenu, zwykle stosuje siê temperaturê w gra-
nicach 20�30°C. Jest to zakres charakterystyczny dla
mezofili, i to w³a�nie organizmy tej grupy maj¹ naj-
wiêksze znaczenia w procesach biologicznej degrada-
cji zanieczyszczeñ.

Do mezofili nale¿y wiêkszo�æ drobnoustrojów za-
siedlaj¹cych �rodowisko naturalne, a wiêkszo�æ pro-
cesów zachodz¹cych w glebie jest zwi¹zana z ich
biochemiczn¹ dzia³alno�ci¹ [33].

Podsumowuj¹c te dane mo¿na stwierdziæ, ¿e tem-
peratura wp³ywa na kinetykê biodegradacji wp³ywaj¹c
na bieg procesów biochemicznych, a tak¿e powoduj¹c
zmiany wilgotno�ci z³o¿a.

W badaniach degradacji styrenu wykorzystywano
m.in. hodowle szczepów Pseudomonas putida CA-3,
Pseudomonas putida LW4, Rhodococcus rhodochrous
NCIMB 13259 w temperaturze 30°C oraz Bjerkan-
dera adusta, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus,
Phanerochaete chrysosporium w temperaturze 22°C
[17, 24, 26, 36].

Wykazano ¿e usuwanie styrenu przy u¿yciu torfu
jako materia³u no�nikowego, jest najbardziej efektyw-
ne przy temperaturze 20�23°C. Degradacja styre-
nu by³a mo¿liwa równie¿ w 12°C, ale przy niskich
stê¿eniach styrenu. W temperaturze 20�23°C zdolno�æ
absorpcyjna torfu by³a idealna, by³ on przesycony
wod¹ i nie wymaga³ dodatkowego nawadniania.
Po podwy¿szeniu temperatury do 25°C dochodzi³o
do zmian fizycznych w budowie materia³u no�niko-
wego. W temperaturze wy¿szej ni¿ 25°C dochodzi³o
do zmian mikroflory. Zaczê³y rozwijaæ siê dro¿d¿e,
ple�nie, nicienie i inne organizmy utrudniaj¹ce oczysz-
czanie gazu [28].

pH nale¿y do podstawowych parametrów wp³ywa-
j¹cych na rozwój mikroorganizmów. Warto�æ pH przy
której rozwój jest najlepszy, jest ró¿na dla poszczegól-
nych rodzajów, gatunków, a nawet szczepów [32, 35].
Do badañ nad bakteryjn¹ degradacj¹ styrenu prowa-
dzonych przez H a r t m a n s� a  i wsp. [25] wykorzy-
stano komórki bakterii i grzybów hodowanych na po-
¿ywce mineralnej o odpowiednim pH. Po¿ywkê dla
bakterii doprowadzono do pH 7. Grzyby do wzrostu
wymagaj¹ ni¿szego pH, dlatego do po¿ywki dodatkowo
wprowadzono kwas chlorowodorowy w ilo�ci takiej by
uzyskaæ pH 4,5. Tym sposobem uda³o siê wyhodowaæ
14 szczepów bakterii tlenowych i dwa rodzaje grzy-
bów zdolnych do degradacji styrenu.

W biofiltracji styrenu czêsto stosowanym z³o¿em
no�nikowym jest torf. Jak wykazano w badaniach pro-
wadzonych przez A r n o l d� a  i wsp. [28] skuteczno�æ
naturalnego torfu w usuwaniu styrenu jest nieznaczna
ze wzglêdu na jego niskie pH i ma³¹ zawarto�æ sk³ad-
ników od¿ywczych, która nie sprzyja aktywno�ci
mikroorganizmów. W celu podwy¿szenia pH z 4 do
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6,5 dodawano wapno, sk³adniki od¿ywcze uzupe³nia-
no odpowiednio dobran¹ po¿ywk¹. Okaza³o siê ¿e
pH ma ogromne znaczenie dla aktywno�ci mikroor-
ganizmów, ale dostosowanie samego pH nie gwaran-
tuje wysokiej skuteczno�ci filtracji. W wyniku wzro-
stu pH i dodatku sk³adników od¿ywczych uzyskano
90% skuteczno�æ biofiltracji. Dodatek wapna bez do-
datku po¿ywki wp³yn¹³ na wzrost biodegradacji, jed-
nak w znacznie mniejszym stopniu ni¿ przy dosto-
sowaniu obu tych parametrów. Drobnoustroje mog¹
wp³ywaæ na odczyn �rodowiska poprzez swoj¹ dzia-
³alno�æ ¿yciow¹. Pocz¹tkowe pH pod³o¿a wzrosto-
wego jest zale¿ne od jego sk³adu chemicznego, ale
w miarê wzrostu mikroorganizmów, mog¹ zachodziæ
zmiany pH wynikaj¹ce z charakteru ich metabolizmu
i fizjologii [32].

Mikrobiologiczne utlenianie pewnych zwi¹zków
organicznych mo¿e prowadziæ do powstawania kwasów
powoduj¹cych obni¿enie pH z³o¿a biofiltra. W efekcie
prowadzi to do spadku lub zaniku aktywno�ci enzy-
matycznej drobnoustrojów [8]. W takich przypadkach,
celem stabilizacji pH, wprowadza siê substancje bufo-
ruj¹ce do z³o¿a. Podczas badañ nad biofiltracj¹ styre-
nu i octanu butylu, zaobserwowano spadek pH pod-
czas hodowli szczepu Rhodococcus FG12 na po¿ywce
mineralnej z dodatkiem styrenu. By³o to spowodowa-
ne pojawieniem siê po�rednich produktów metaboliz-
mu styrenu o charakterze kwasów. Podczas pracy bio-
filtra zaszczepionego Rhodococcus FG12 uda³o siê
unikn¹æ spadku pH stosuj¹c wapieñ jako zwi¹zek bu-
foruj¹cy [15]. Aby unikn¹æ zakwaszenia z³o¿a biofil-
tra oprócz wapienia stosuje siê, ziemiê okrzemkow¹
oraz inne substancje zasadowe, nawet muszle ostryg
[3, 8]. Je¿eli zabiegi te nie daj¹ efektu, konieczne jest
usuwanie produktów metabolizmu na drodze przep³u-
kiwania z³o¿a (biotrickling) [3].

Innym, równie istotnym czynnikiem wp³ywaj¹cym
na aktywno�æ mikroorganizmów jest tlen. W przyro-
dzie spotykamy drobnoustroje charakteryzuj¹ce siê
ro¿n¹ tolerancj¹ na ten parametr [32, 33]. Eksperymen-
talnie wykazano zale¿no�æ metabolizmu styrenu od
obecno�ci tlenu. H a r t m a n s  i wsp. [24] wykazali
¿e brak tlenu w zawiesinie komórek Xanthobacter
124X, jest czynnikiem hamuj¹cym degradacjê styre-
nu. Z badanych próbek ze styrenem usuwano tlen po-
przez przep³ukanie azotem, i prowadzono do�wiadcze-
nie konfrontuj¹c wyniki z próbk¹ kontroln¹ z tlenem.
W badanych próbkach nie zaobserwowano rozk³adu
styrenu. Po wprowadzeniu tlenu uzyskano stopieñ
degradacji styrenu identyczny z próbk¹ kontroln¹ [24].
Podobne do�wiadczenie przeprowadzi³ O � C o n n o r
i wsp. [36] z szczepem Pseudomonas putida CA-3.
Rezultaty uzyskane przez O� C o n n o r � a  i  H a r t -
m a n s� a  potwierdzaj¹, i¿ tlen jest niezbêdny w meta-
bolizmie styrenu przez wymienione wy¿ej szczepy. Brak

jakiegokolwiek produktu po�redniego w testowanych
próbkach z azotem �wiadczyæ mo¿e o tym, ¿e pierw-
szym etapem degradacji styrenu jest jego utlenianie.

Biodegradacja mo¿e zachodziæ równie¿ w wa-
runkach beztlenowych, jednak proces ten przebiega
wówczas du¿o wolniej. Istnieje jednak mo¿liwo�æ
wykorzystania mikroorganizmów beztlenowych w de-
gradacji styrenu, o czym przekonuj¹ badania prowa-
dzone przez G r b i æ - G a l i k  i wsp.[37]. Konsorcjum
mikroorganizmów izolowanych z mu³u kanalizacyj-
nego i hodowanych w atmosferze sk³adaj¹cej siê z 30%
CO2 i 70% N2, by³o zdolne do degradacji styrenu
w ilo�ci 0,1�10 mM × dm�1.

Wszystkie mikroorganizmy do w³a�ciwego rozwoju
wymagaj¹ �ród³a wêgla, tlenu, azotu, wodoru, fos-
foru, siarki, i innych pierwiastków tworz¹cych ma-
teriê organiczn¹. W wyniku rozk³adu styrenu i in-
nych wêglowodorów, drobnoustroje pobieraj¹ wêgiel
i wodór. Tlen pobierany jest z atmosfery, natomiast
pozosta³e pierwiastki musz¹ byæ dostarczone przez
odpowiedni dobór sk³adników pod³o¿a. Zasada ta
odnosi siê zarówno do izolacji i hodowli drobnoustro-
jów jak i w stosunku do ich pó�niejszego wykorzys-
tania w biofiltrach.

Bior¹c pod uwagê ten aspekt mo¿na stwierdziæ, ¿e
z³o¿a naturalne takie jak torf czy kompost maj¹ prze-
wagê nad innymi, ze wzglêdu na zawarto�æ substancji
organicznych umo¿liwiaj¹cych rozwój mikroorgani-
zmów. Jednak jak przekonano siê w badaniach nad
degradacj¹ styrenu, nie zawsze naturalny materia³
ma wystarczaj¹c¹ ilo�æ sk³adników od¿ywczych. Aby
przekonaæ siê jaki wp³yw na aktywno�æ mikroorga-
nizmów maj¹ sk³adniki od¿ywcze A r n o l d  i wsp.
[28] wprowadzali do materia³u filtracyjnego, którym
by³ torf, po¿ywkê zawieraj¹c¹ 10% azotu, 7% fosfo-
ru, 14% potasu, 9% siarki. Spowodowa³o to zmianê
stosunku C:N:P z 1000:15:0.5 na 1000:40:6. W efek-
cie tych zmian skuteczno�æ filtracji wzros³a o 20%.
W dalszych testach wprowadzano oddzielnie siarczan,
potas i wyci¹g dro¿d¿owy bêd¹cy �ród³em witaminy
B, nie wp³ynê³o to jednak na dalszy wzrost skutecz-
no�ci biofiltracji. Do�wiadczenie to wskazuje, ¿e
niedobór azotu i fosforu w najwiêkszym stopniu wp³y-
wa na spadek aktywno�ci mikroorganizmów. Istotny
wniosek uzyskany w tych badaniach jest taki, ¿e
nie zawsze dany pierwiastek jest dostêpny dla mikro-
organizmów. Jest to zale¿ne od formy, w której jest
wprowadzany. Zwi¹zki z dobrze rozpuszczalnym azo-
tem i fosforem takie jak NH4NO3 i KH2PO4 by³y ³at-
wiej przyswajane przez mikroorganizmy i wp³ywa³y na
wzrost ich aktywno�ci, jednak tylko przez stosunkowo
krótki okres dwóch tygodni. Spadek aktywno�ci po
tak krótkim czasie, by³ prawdopodobnie spowodo-
wany wymywaniem dobrze rozpuszczalnych zwi¹zków
ze z³o¿a biofiltra.
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6. Podsumowanie

W artykule przedstawiono stan badañ oraz metody
i urz¹dzenia wykorzystywane w usuwaniu substancji
lotnych, za szczególnym uwzglêdnieniem styrenu.
Styren jest zwi¹zkiem nale¿¹cym do grupy najbardziej
uci¹¿liwych substancji obecnych w �rodowisku. Wp³y-
wa on niekorzystnie na zdrowie ludzi i zwierz¹t.
Prowadzone badania wskazuj¹, ¿e bardzo wa¿ne jest
opracowanie skutecznych metod umo¿liwiaj¹cych
unieszkodliwianie tego typu zanieczyszczeñ. Jednymi
z najbardziej efektywnych wydaj¹ siê metody biolo-
giczne ze wzglêdu na ich skuteczno�æ, wydajno�æ oraz
niski koszt w porównaniu z innymi metodami. Fakt
ten wskazuje na konieczno�æ poszukiwania i izolacji
mikroorganizmów zdolnych do degradacji styrenu.
Wa¿ne jest równie¿ okre�lenie czynników wp³ywaj¹-
cych na aktywno�æ mikroorganizmów, aby mo¿liwe
by³o zastosowanie wyizolowanych szczepów w ró¿-
nych warunkach. Efektem koñcowym powinny byæ
informacje umo¿liwiaj¹ce skuteczne i op³acalne zasto-
sowanie uzyskanych szczepionek w przemys³owych
systemach do oczyszczania gazów odlotowych zanie-
czyszczonych styrenem.
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1. Wstêp

Zaka¿enia dolnych dróg oddechowych (zddo) stanowi¹ wci¹¿
jedn¹ z najczêstszych przyczyn zachorowalno�ci i �miertelno�ci
zarówno w szpitalu, jak i poza nim, bezpo�rednio po chorobach
uk³adu kr¹¿enia, nowotworach oraz urazach i wypadkach, pomi-
mo postêpów w leczeniu przeciwbakteryjnym, diagnostyce za-
ka¿eñ oraz bardziej skutecznych metod profilaktyki [10, 13, 18,
20]. Wnikanie drobnoustrojów do dolnych dróg oddechowych,
mo¿e odbywaæ siê: 1) drog¹ kropelkow¹, powietrzn¹, przez inha-
lacjê, 2) przez ci¹g³o�æ, 3) drog¹ krwiopochodn¹ oraz 4) bezpo-
�rednio do tkanek. Materia³y kliniczne pobierane od pacjentów
w procesie diagnostyczno-terapeutycznym tych zaka¿eñ nale¿¹
do najtrudniejszych do uzyskania i opracowania w laboratorium
mikrobiologicznym pod wzglêdem oceny ich przydatno�ci do
badañ i interpretacji uzyskanych wyników. Wiele argumentów
przemawia za diagnostyk¹ zddo uwzglêdniaj¹c¹ zasady pobiera-
nia materia³u do badañ przed rozpoczêciem leczenia przeciw-

drobnoustrojowego w celu stwierdzenia obecno�ci bakterii, jak
równie¿ wiele argumentów przemawia za leczeniem zddo opar-
tym wy³¹cznie na ocenie klinicznej i podstawowych badaniach
biochemicznych i obrazowych (rtg klatki piersiowej), ale s¹ te¿
takie, które przemawiaj¹ za leczeniem na podstawie wyników
badañ bakteriologicznych z u¿yciem �pó³ilo�ciowych� i �ilo�cio-
wych� metod mikrobiologicznych.

2. Etiologia zaka¿eñ dolnych dróg oddechowych

Stany zapalne dolnych dróg oddechowych mog¹ obejmowaæ
tchawicê, oskrzela, oskrzeliki i p³uca. Schorzenia te mog¹ mieæ
postaæ ostrych b¹d� przewlek³ych, a ich czynnikami etiologiczny-
mi s¹ przede wszystkim wirusy i bakterie. Z punktu widzenia diag-
nostycznego bakterie mo¿na podzieliæ na �typowe� i �atypowe�.
�Typowe� rosn¹ na standardowych pod³o¿ach, wzrost uzyskuje siê
po 18�24 godz., zaka¿enia przez nie wywo³ywane charakteryzuj¹
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siê odpowiedzi¹ kliniczn¹ na $-laktamy. �Atypowe� bakterie wy-
magaj¹ specjalnych warunków hodowli i d³ugiego czasu inku-
bacji (wzrost po 5�30 dniach), a w terapii obserwuje siê brak
w stosunku do nich skuteczno�ci klinicznej $-laktamów. Grzybi-
cze infekcje dróg oddechowych spotyka siê rzadko, a najwiêksze
ryzyko zaka¿enia dotyczy chorych z obni¿on¹ odporno�ci¹ [16].
W wiêkszo�ci przypadków za pozaszpitalne zddo odpowiedzialne
s¹ wirusy oddechowe: grypy, paragrypy, pneumowirus RS, adeno-
wirusy. Czynniki etiologiczne zapaleñ p³uc omówiono w tabeli I.

Etiologia szpitalnych zapaleñ p³uc (ang. hospital-acquired
pneumonia � HAP) zale¿y od czasu pobytu chorego w szpitalu,
specyfiki oddzia³u, prowadzonych procedur diagnostycznych
i terapeutycznych [14]. U oko³o 10% chorych czynniki etiolo-
giczne s¹ takie same jak w pozaszpitalnym zapaleniu p³uc,
zw³aszcza w pierwszych kilku dniach pobytu w szpitalu. Szpitalne
zapalenie p³uc mo¿e byæ nastêpstwem zastosowania wspomaga-
nego oddychania [7, 10, 13, 18], powik³aniem wielu schorzeñ,
które by³y pierwotnym powodem hospitalizacji i s¹ najczêstsz¹

Bakterie �typowe�

S. pneumoniae � zapalenie oskrzeli (rzadziej zaostrzenie przewlek³ego zapalenia oskrzeli)
H. influenzae � typowe zapalenie p³uc
M. catarrhalis � ropnie p³uc u pacjentów pozaszpitalnych
S. aureus S. aureus � zapalenia p³uc, czêsto krwiopochodne, o ciê¿kim przebiegu; zapalenia p³uc w czasie

epidemii grypy

Pa³eczki Enterobacteriaceae: � szpitalne zapalenie p³uc (szczególnie, gdy d³ugi pobyt w szpitalu, a chorzy wentylowani)
Klebsiella pneumoniae � K. pneumoniae jest czêsto odpowiedzialna za martwicze p³atowe zapalenie p³uc zw³aszcza
Escherichia coli u pacjentów w podesz³ym wieku, alkoholików i cukrzyków
Serratia marcescens � ropnie p³uc u pacjentów szpitalnych
Enterobacter spp.

Pa³eczki niefermentuj¹ce: � zapalenie p³uc (OIOM, chorzy wentylowani, intubowani)
Pseudomonas aeruginosa � zaostrzenie przewlek³ego zapalenia oskrzeli
Acinetobacter baumannii � w przypadku mukowiscydozy � P. aeruginosa i B. cepacia, tak¿e w po³¹czeniu z S. aureus
Stenotrophomonas maltophilia
Burkholderia cepacia

Bakterie �atypowe�

Mycoplasma pneumoniae � zapalenie oskrzeli
Chlamydophila pneumoniae � atypowe zapalenie p³uc (�ródmi¹¿szowe zapalenie p³uc)
Legionella pneumophila �ród³em L. pneumoniae zazwyczaj s¹ zbiorniki wodne, a drobnoustroje dostaj¹ siê do drzewa

oskrzelowego drog¹ aerozolu

Mikroflora beztlenowa

ziarenkowce: � zaka¿enia przewlek³e
Peptococcus � zach³ystowe zapalenie p³uc szpitalne i pozaszpitalne
Peptostreptococcus � zapalenia p³uc u chorych po operacjach jamy brzusznej (czêsto s¹ to zaka¿enia mieszane:
pa³eczki Gram-ujemne: flora beztlenowa z flor¹ tlenow¹)
Fusobacterium spp.
Prevotella melaninogenica
Bacteroides ureolyticus

Inne

Mycobacterium tuberculosis � gru�lica
complex

Mycobacterium grupa MOTT � mykobakteriozy

Listeria monocytogenes � listerioza

Nocardia asteroides � nokardioza

Actinomyces israelii � promienica

Wirusy

wirus grypy � ostre zapalenie oskrzeli
wirus paragrypy � zaostrzenie przewlek³ego zapalenia oskrzeli (przewlek³a obturacyjna choroba p³uc)
adenowirusy � zapalenie p³uc
pneumowirus RS
rhinowirusy

Grzyby

Aspergillus spp. � szpitalne zapalenie p³uc (g³ównie chorzy z wrodzonym lub nabytym niedoborem uk³adu
Cryptococcus neoformans odporno�ciowego)
Coccidioides immitis
Blastomyces spp.
Pneumocystis jirovecii
(dawniej P. carinii)

T a b e l a  I
Czynniki etiologiczne zaka¿eñ dolnych dróg oddechowych i. postacie kliniczne zaka¿eñ

Czynnik etiologiczny Postaæ zaka¿enia
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przyczyn¹ zgonów. Zapalenia p³uc wywo³ane przez bakterie
beztlenowe zdarzaj¹ siê u chorych z ograniczon¹ �wiadomo�ci¹,
ze sk³onno�ci¹ do zach³y�niêæ lub nieprawid³owo ¿ywionych
dojelitowo [6]; etiologia takich zapaleñ p³uc jest najczê�ciej
mieszana. W tabeli I przedstawiono najczêstsze czynniki etiolo-
giczne zaka¿eñ dolnych dróg oddechowych z uwzglêdnieniem
postaci klinicznych zaka¿eñ.

3. Diagnostyka laboratoryjna zaka¿eñ
dolnych dróg oddechowych

Badania bakteriologiczne, rzadko s¹ wykonywane w warun-
kach ambulatoryjnych, natomiast s¹ rekomendowane u chorego
leczonego w szpitalu, z zapaleniem p³uc, czy ciê¿kimi zaostrze-
niami POChP (przewlek³ej obturacyjnej choroby p³uc). Ró¿no-
rodno�æ materia³ów klinicznych i technik wykorzystywanych do
ich pozyskiwania, wymaga standaryzacji zarówno procedur
przedlaboratoryjnego etapu diagnostyki zddo, jak i postêpowania
w laboratorium mikrobiologicznym. Materia³ pochodz¹cy z dróg
oddechowych mo¿e byæ opracowywany z wykorzystaniem sze-
regu ró¿nych metod diagnostycznych, w³¹czaj¹c metody cytolo-
giczne i histopatologiczne, bezpo�rednie preparaty mikroskopowe
barwione ró¿nymi technikami w zale¿no�ci od kierunku diagno-
styki, posiewy materia³u klinicznego na rutynowo stosowane
b¹d� specjalne pod³o¿a mikrobiologiczne (bakteryjne, grzybowe),
wykrywanie antygenów testami immunofluorescencji czy te¿
immunoenzymatycznymi (ELISA) lub metody biologii moleku-
larnej, oparte w szczególno�ci na reakcji PCR. Laboratorium
mikrobiologiczne ma obowi¹zek przygotowaæ procedury pobie-
rania materia³u klinicznego od chorego ³¹cznie ze sposobem
przygotowania pacjenta, je�li ma to znaczenie, procedury doty-
cz¹ce zabezpieczenia i transportu materia³u do laboratorium.
Wszystkie materia³y diagnostyczne do badañ mikrobiologicz-
nych z u¿yciem technik hodowlanych nale¿y pobieraæ we wczes-
nym okresie choroby, przed podaniem choremu antybiotyków
lub 3�4 dni po ich odstawieniu, natomiast techniki oparte na
wykrywaniu specyficznych fragmentów DNA mog¹ byæ pomocne
w wykryciu czynnika etiologicznego nawet po w³¹czeniu lecze-
nia przeciwbakteryjnego.

W celu ustalenia etiologii zaka¿eñ dolnych dróg oddechowych
prowadzi siê diagnostykê mikrobiologiczn¹ ró¿nych materia³ów
klinicznych: plwociny, materia³ów z dolnych dróg oddechowych
pobieranych z wykorzystaniem technik inwazyjnych (m.in. aspi-
raty tchawicze i przeztchawicze, materia³y bronchoskopowe),
krwi na posiew, pe³nej krwi i surowicy w celu wykrywania anty-
genów i DNA drobnoustrojów, moczu (wykrywanie antygenów
L. pneumophila, S. pneumoniae). Ze wzglêdu na znaczn¹ inwa-
zyjno�æ, a przede wszystkim wywo³ywany u pacjenta dyskom-
fort, aspiraty przeztchawicze nie s¹ powszechnie stosowane.

Ró¿ne rodzaje zaka¿eñ ddo wymagaj¹ badania ró¿nych ma-
teria³ów (Tabela II). Wybór metody zale¿y od mo¿liwo�ci danej
placówki klinicznej oraz laboratorium mikrobiologicznego.

Tabela III przedstawia sposoby pobierania, warunki transpor-
tu do laboratorium mikrobiologicznego i zakres diagnostyki mate-
ria³ów klinicznych maj¹cych znaczenie w diagnostyce zddo [15].

3.1. Plwocina

Plwocina uwa¿ana jest za najtrudniejszy do diagnostyki mi-
krobiologicznej materia³. Obok potencjalnych czynników etio-
logicznych zaka¿enia zawiera szereg drobnoustrojów fizjologicz-
nie zasiedlaj¹cych jamê ustn¹. Rzetelne dane dotycz¹ce pacjenta
i sta³y kontakt lekarza zlecaj¹cego badanie z laboratorium
mikrobiologicznym maj¹ istotne znaczenie dla oceny wstêpnej
i dalszej diagnostyki plwociny. Diagnostykê plwociny rozpoczy-
na siê od oceny jako�ciowej materia³u (ilo�æ, barwa, konsysten-
cja) oraz oceny mikroskopowej preparatu, barwionego metod¹
Grama, decyduj¹cej o dalszej diagnostyce i jej ukierunkowaniu.
Sposób oceny preparatu bezpo�redniego plwociny barwione-
go metod¹ Grama jest odmienny od oceny innych preparatów
mikroskopowych w laboratorium mikrobiologicznym i zas³uguje
na omówienie.

Ocenê preparatu bezpo�redniego plwociny prowadzi siê na
podstawie 10 kolejnych pól widzenia i obejmuje ona:

1. okre�lenie liczby komórek nab³onkowych w polu widze-
nia (w powiêkszeniu 100-krotnym),

2. okre�lenie liczby leukocytów w polu widzenia (w powiêk-
szeniu 100-krotnym),

Ostre zapalenie oskrzeli � badanie pop³uczyn gard³a w kierunku wirusów, je�li to konieczne

Przewlek³e zapalenie oskrzeli � plwocina, je�li jest odkrztuszana
� aspirat z oskrzeli

Zapalenie p³uc wywo³ane przez � plwocina (zwykle odkrztuszana jest w du¿ej ilo�ci, charakter ropny, czasami z domieszk¹
drobnoustroje �typowe� krwi)

� krew
� mocz (przy podejrzeniu zaka¿enia S. pneumoniae)

Zapalenie p³uc wywo³ane przez � plwocina (je�li jest odkrztuszana, to w ma³ej ilo�ci, nie ma charakteru ropnego, jest klarowna)
drobnoustroje �atypowe� � surowica krwi do badañ serologicznych � oznaczanie poziomu przeciwcia³, wykrywanie

�zimnych aglutynin� w zaka¿eniu M. pneumoniae
� mocz (przy podejrzeniu zaka¿enia L. pneumophila)
� oznaczanie specyficznych fragmentów DNA w materiale klinicznym

Zach³ystowe zapalenie p³uc � aspiraty i bioptaty p³uc (diagnostyka tak¿e w kierunku bakterii beztlenowych)
Ropnie p³uc � krew
Zgorzelinowe zapalenie p³uc

Swoiste zaka¿enia � plwocina
dróg oddechowych
� pop³uczyny oskrzelowe

T a b e l a  I I
Postacie kliniczne zaka¿eñ dolnych dróg oddechowych i. materia³y kliniczne s³u¿¹ce do diagnostki tych zaka¿eñ

Rodzaj zaka¿enia Materia³y kliniczne
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3. ocenê pó³ilo�ciow¹ liczby komórek bakteryjnych i ich
morfologii (w powiêkszeniu 1000-krotnym).

Plwocina zawieraj¹ca >25 leukocytów i <10 komórek na-
b³onkowych w polu widzenia powinna zostaæ zakwalifikowana
do dalszego badania mikrobiologicznego [15].

Ocenê pó³ilo�ciowa liczby komórek bakteryjnych poszcze-
gólnych grup drobnoustrojów (pa³eczki Gram-ujemne, ziaren-
kowce Gram-dodatnie) przedstawiono w tabeli IV.

Ocena liczby i morfologii bakterii w preparacie bezpo�red-
nim pomocna jest w okre�leniu dominuj¹cego czynnika etio-
logicznego. Nale¿y zwróciæ uwagê na obecno�æ drobnoustrojów
wewn¹trzkomórkowych, obecno�æ flory grzybiczej oraz obecno�æ
obfitej flory mieszanej, wskazuj¹c¹ na florê jamy ustnej. Rów-
nie¿, je�li stosunek liczby komórek nab³onkowych do liczby leu-
kocytów wieloj¹drzastych wynosi oko³o 1:1, nale¿y podejrze-
waæ, ¿e jest to przede wszystkim próbka �liny. Materia³ nale¿y

Plwocina Pojemnik ja³owy do 2 godz. w temp. pokojowej; Zaka¿enia typow¹ tlenow¹ flor¹ bakteryjn¹, zaka¿enia
2�24 godz. w temp. 4°C grzybicze

Aspiraty Pojemnik ja³owy do 2 godz. w temp. pokojowej; zaka¿enia o etiologii beztlenowcowej, chorych z zabu-
tchawicze lub strzykawka 2�24 godz. w temp. 4°C rzeniami odporno�ci oraz ropniami p³uc. Metoda ta nie

aspiracyjna mo¿e byæ stosowana u wszystkich chorych, zw³aszcza nie
mo¿na jej stosowaæ u chorych z krwiopluciem oraz z za-
burzeniami uk³adu krzepniêcia

Posiewy krwi Butelki do hodowli temp. pokojowa Zaka¿enia bakteryjne, grzybicze
krwi

Mocz Pojemnik (nie musi 24 godz. w temp. pokojowej Diagnostyka zaka¿eñ S. pneumoniae i L. pneumophila
byæ ja³owy) (serogrupa I). Szybki test diagnostyczny, wykrywanie

antygenów w moczu

Surowica Probówka 24 godz. w temp. pokojowej Oznaczanie poziomu przeciwcia³ (g³ównie diagnostyka
zaka¿eñ bakteriami �atypowymi�, grzybicze i wirusowe)

Pop³uczyny Pojemnik ja³owy do 2 godz. w temp. pokojowej*; Selektywne pod³o¿a bakteriologiczne i techniki barwie-
oskrzelowe lub strzykawka 2�24 godz. w temp. 4°C nia preparatów mikroskopowych: pr¹tki, grzyby;
� BW Testy immunofluorescencji w kierunku L. pneumophila

i P. jirovecii

Szczoteczki Pojemnik ja³owy lub do 2 godz. w temp. pokojowej*; Przydatna tylko w bakteryjnym zapaleniu p³uc
oskrzelowe strzykawka z kilkoma 2�24 godz. w temp. 4°C Posiew ilo�ciowy i preparat mikroskopowy

ml jalowej soli fizjo- (cytologia, �rodek utrwalaj¹cy
logicznej (je�li zacho- � warunki nieokre�lone)
dzi konieczno�æ badañ
cytologicznych, dodaæ
�rodek utrwalaj¹cy)

Biopsja Ja³owa strzykawka do 2 godz. w temp. pokojowej*; Przydatna tylko w bakteryjnym zapaleniu p³uc
szczoteczko- z 1 ml soli fizjolo- 2�24 godz. w temp. 4°C Posiew ilo�ciowy i preparat mikroskopowy
wa � PSB gicznej

P³ukanie Pojemnik ja³owy lub do 2 godz. w temp. pokojowej*; Przydatne do wszystkich testów w kierunku drobno-
oskrzelikowo- strzykawka 2�24 godz. w temp. 4°C ustrojów oportunistycznych oraz u pacjentów z respira-
pêcherzykowe torowym zapaleniem p³uc. Posiew ilo�ciowy; preparat
� BAL i posiew w kierunku Mycobacterium spp. i grzybów;

Testy immunofluorescencji i hodowla w kierunku
wirusów;
Testy immunofluorescencji w kierunku P. jirovecii;
Testy immunofluorescencji i hodowla w kierunku
L. pneumophila

Biopsja prze- Pojemnik ja³owy z do 2 godz. w temp. pokojowej*; Przydatne do diagnostyki procesów rozrostowych,
zoskrzelowa wilgotn¹ gaz¹ na dnie 2�24 godz. w temp. 4°C tkanek sarkoidalnych. Ograniczona rola w zapaleniu
TBB (je�li zachodzi ko- (histologia, formalina p³uc Badania histopatologiczne w diagnostyce nowo-

nieczno�æ badañ histo- � warunki nieokre�lone) tworów, chorób nieinfekcyjnych; pomocne w diagno-
logicznych, dodaæ for- styce Pneumocystis i M. tuberculosis
malinê)

T a b e l a  I I I
Sposoby pobierania, warunki transportu i zakres diagnostyki materia³ów klinicznych maj¹cych znaczenie w diagnostyce zaka¿eñ

dolnych dróg oddechowych

Rodzaj
materia³u Sposób pobrania Warunki transportu Sugerowany zakres diagnostyki

* temperatura pokojowa � 15�25°C
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bezwzglêdnie opracowaæ równie¿ wtedy, gdy w preparacie nie-
obecne s¹ komórki nab³onkowe przy obecno�ci ma³ej liczby
krwinek bia³ych, b¹d� te¿, je�li w preparacie nie stwierdza siê
wystêpowania ¿adnych komórek (tzw. pusty preparat). Nale¿y
odnotowaæ wystêpowanie w badanym materiale du¿ej ilo�ci
�luzu. Materia³, w którego preparacie bezpo�rednim, barwionym
metoda Grama, widoczne s¹ cienkie, rozga³êziaj¹ce siê, filamenta-
cyjne laseczki, nieregularnie wybarwione, mo¿e zawieraæ szczepy
Nocardia spp., których hodowla wymaga specyficznych pod³o¿y
i warunków wzrostu.

Opracowanie mikrobiologiczne plwociny. Zakwalifikowan¹
jako przydatn¹ do dalszego badania plwocinê, w razie potrzeby,
nale¿y poddaæ up³ynnieniu. W tym celu dodaæ do naczynia
z plwocin¹ 2�5 kropli (w zale¿no�ci od ilo�ci i gêsto�ci plwoci-
ny) preparatu mukolitycznego, delikatnie wymieszaæ. Plwocinê
nale¿y posiaæ (posiew redukcyjny, na ca³ej powierzchni pod³o¿a
agarowego) na szereg pod³o¿y bakteriologicznych: pod³o¿e aga-
rowe Columbia z 5% krwi¹ barani¹, pod³o¿e czekoladowe z ba-
cytracyn¹, pod³o¿e agarowe McConkey�a, EMB lub Levine�a,
pod³o¿e Sabouraud w przypadku podejrzenia zaka¿enia grzybi-
czego, pozwalaj¹cych uzyskaæ wzrost wszystkich drobnoustrojów
bior¹cych udzia³ w patogenezie zddo, które nastêpnie inkubuje
siê w okre�lonym czasie oraz w odpowiednich warunkach tem-
peraturowych i atmosferycznych. Plwocinê pochodz¹c¹ od pa-
cjentów z mukowiscydoz¹, w celu szybkiej izolacji i identyfikacji
czynnika etiologicznego, nale¿y posiaæ na pod³o¿e wybiórcze lub
ró¿nicuj¹co-wybiórcze: dla pa³eczek Pseudomonas � pod³o¿e
agarowe z cetrimidem, dla pa³eczek Burkholderia cepacia � pod-
³o¿e dla B. cepacia, zawierajace poza sk³adnikami od¿ywczymi,
sole ¿ó³ci, barwniki � fiolet krystaliczny i czerwieñ fenolow¹
oraz antybiotyki � polimyksynê B, gentamicynê i tikarcylinê.
Nale¿y pamiêtaæ, ¿e plwocina nie s³u¿y do diagnostyki zaka¿eñ
o etiologii flory beztlenowej. Po zakoñczeniu etapu inkubacji,
nale¿y okre�liæ liczbê i typ wyros³ych kolonii. Liczbê kolonii
danego typu ocenia siê w sposób pó³ilo�ciowy (Tabela V):

W przypadku uzyskania hodowli jednego typu kolonii, fakt
ten nale¿y zanotowaæ. Kolonie spe³niaj¹ce kryterium �domi-
nuj¹cego wzrostu� nale¿y wyizolowaæ, a nastêpnie po uzyska-
niu czystej, homogennej hodowli, nale¿y dokonaæ identyfikacji

drobnoustroju. Przegl¹du p³ytek z hodowl¹ nale¿y dokonywaæ
zawsze w oparciu o wynik oceny preparatu bezpo�redniego
plwociny. Identyfikowany czynnik etiologiczny powinien odpo-
wiadaæ dominuj¹cej florze opisanej w preparacie mikroskopo-
wym barwionym metod¹ Grama.

Je�li drobnoustrój identyfikowany jako potencjalny czynnik
etiologiczny w hodowli, nie jest drobnoustrojem dominuj¹cym
w preparacie mikroskopowym, nale¿y go opracowywaæ tylko
wtedy, gdy stanowi on dominantê w hodowli. Je�li w hodowli
obecne s¹ wiêcej ni¿ trzy drobnoustroje, mog¹ce pe³niæ rolê
czynników etiologicznych zddo, nale¿y hodowlê opisaæ jako
mieszan¹ hodowlê wielu drobnoustrojów. W przypadku, gdy
wiêcej ni¿ jeden drobnoustrój w hodowli spe³nia kryterium
dominuj¹cego w preparacie mikroskopowym (np. w preparacie
� Gram-ujemne pa³eczki, w hodowli wzrost E. coli i K. pneumo-
niae), oba organizmy nale¿y identyfikowaæ i poddaæ ocenie leko-
wra¿liwo�ci. Grzybów wystêpuj¹cych w postaci czystej lub do-
minuj¹cej kultury, nie nale¿y identyfikowaæ bez wcze�niejszej
konsultacji z lekarzem prowadz¹cym, ale nale¿y mieæ na uwa-
dze fakt, ¿e czysta lub dominuj¹ca hodowla grzybów mo¿e mieæ
znaczenie kliniczne. Zalecane jest dwukrotne wykonanie mikro-
biologicznego badania plwociny przy podejrzeniu zaka¿enia
grzybiczego ddo.

3.2. Materia³y z dolnych dróg oddechowych
pobierane z u¿yciem technik inwazyjnych

Do potwierdzenia lub wykluczenia zapaleñ p³uc oraz ustale-
nia czynnika etiologicznego zalecane jest u¿ycie jednej z trzech
rekomendowanych przez American Thoracic Society [3] metod
pobierania materia³u: aspirat z tchawicy, BAL (bronchoalveolar
lavage � p³ukanie oskrzelowo-pêcherzykowe) i PBS (protective
specimen brush � biopsja szczoteczkowa).

3.3.1. Ocena pó³ilo�ciowa
Materia³y pobrane metod¹ inwazyjnymi mo¿na opracowaæ

pó³ilo�ciowo, zgodnie z procedur¹ obowi¹zuj¹c¹ dla plwociny,
z modyfikacj¹ polegaj¹c¹ na do³¹czeniu odpowiedniego pod³o¿a
bulionowego (z tioglikolanem sodu, pod³o¿a Schaedlera, itp.).

(+) 1 komórka bakteryjna co kilka pól widzenia

(++) do 10 komórek bakteryjnych co kilka pól widzenia

(+++) do 10 komórek bakteryjnych w ka¿dym polu widzenia

(++++) powy¿ej 10 komórek bakteryjnych w ka¿dym polu widzenia

T a b e l a  I V
Kryteria oceny pó³ilo�ciowej liczby komórek bakteryjnych w preparacie

bezpo�rednim plwociny

Ocena punktowa Liczba komórek bakteryjnych w polu widzenia*

* � ocena dotyczy osobno ka¿dego rodzaju komórek (np. ziarenkowce Gram-dodatnie
lub Gram-ujemne, pa³eczki Gram-ujemne, itp.)

(+) wzrost sk¹py wzrost tylko w pierwszej æwiartce p³ytki

(++) wzrost umiarkowany wzrost w pierwszej i drugiej æwiartce p³ytki

(+++) Wzrost obfity wzrost w pierwszej, drugiej i trzeciej æwiartce p³ytki

(++++) wzrost na ca³ej powierzchni pod³o¿a

T a b e l a  V
Kryteria oceny pó³ilo�ciowej liczby kolonii bakteryjnych danego typu wyros³ych na pod³o¿ach agarowych

Ocena punktowa Ocena opisowa Charakter wzrostu
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Roztwór materia³u uwolnionego ze szczoteczek posiaæ na szereg
pod³o¿y bakteriologicznych:, pod³o¿e bulionowe z tioglikolanem
sodu. Wydzielinê pobran¹ drog¹ p³ukania oskrzelikowo-pêche-
rzykowego wirowaæ przy 3750 obr/min. w czasie 20 min., a na-
stêpnie usun¹æ supernatant. Osad poddaæ intensywnemu wytrz¹-
saniu, po czym posiaæ na szereg pod³o¿y bakteriologicznych:
pod³o¿e agarowe Columbia z 5% krwi¹ barani¹, pod³o¿e czeko-
ladowe, pod³o¿e agarowe McConkey�a, pod³o¿e bulionowe z tio-
glikolanem sodu. Istotna jest równie¿ ocena preparatu bezpo�red-
niego z materia³, wykonanego przed odwirowaniem, pod k¹tem
obecno�ci komórek nab³onkowych, których ilo�æ powy¿ej 1%
mo¿e �wiadczyæ o kontaminacji materia³u wydzielin¹ z nosogar-
dzieli. Barwienie leukocytów wieloj¹drzastych i makrofagów
metod¹ Grama i dok³adna ocena wygl¹du wszystkich stwierdza-
nych bakterii poprawia skuteczno�æ diagnostyczn¹, pod warun-
kiem, ¿e jednocze�nie ocenia siê wyniki posiewów.

Materia³ pobrany drog¹ aspiracji przeztchawiczej jest najlep-
szy do posiewu w ka¿dym kierunku, czyli bakterii tlenowych,
mikroaerofilnych i beztlenowych i nale¿y ten fakt uwzglêdniæ
w doborze pod³o¿y bakteriologicznych oraz ustalania warunków
wzrostu. W posiewach aspiratu z tchawicy zawsze siê stwierdza
wiêksz¹ liczbê drobnoustrojów ni¿ w ilo�ciowych posiewach
materia³u pobranego metodami inwazyjnymi. Laboratoria podaj¹
wyniki w ró¿ny sposób; okre�laj¹ wzrost pó³ilo�ciowo za pomoc¹
�+�, podaj¹ wyniki, opisuj¹c wzrost jako sk¹py, umiarkowany lub
obfity, (patrz: ocena wzrostu posiewu plwociny), b¹d� w sposób
opisowy zgodnie ze schematem podanym poni¿ej w tabeli VI [2].

3.2.2. Posiew ilo�ciowy materia³u pobranego metod¹
biopsji szczoteczkowej (PSB) i p³ukania
oskrzelikowo-pêcherzykowego (BAL)

W celu zapewnienia prawid³owej diagnostyki, szczoteczki
oskrzelowe nale¿y umie�ciæ w 1 ml ja³owej soli fizjologicznej
lub w 1 ml BHI, a wydzielinê pobran¹ drog¹ p³ukania oskrzeli-
kowo-pêcherzykowego (BAL) w ilo�ci 1ml, a nastêpnie postê-
powaæ zgodnie z poni¿szymi wytycznymi [3, 4, 11].

Wyposa¿enie niezbêdne do wykonania badania:

  i. z u¿yciem pipety kalibrowanej: pipeta 100 :l z jalowymi
koñcówkami, dwie probówki zawier¹j¹ce 5 ml ja³owej
soli fizjologicznej b¹d� odpowiedniego pod³o¿a bulio-
nowego

 ii. z u¿yciem miarowych ez: eza 0,001 ml (1 :l) oraz 0,01 ml
(10 :l)

iii. p³ytki Petriego z pod³o¿em agarowym (pod³o¿e agarowe
Columbia z 5% krwi¹ barani¹, pod³o¿e czekoladowe (bez
bacytracyny), pod³o¿e agarowe McConkey�a)

 iv. cieplarka temp. 35°C � warunki inkubacji � tlenowe oraz
5% CO2

1. Pobrany materia³ energicznie wymieszaæ (wytrz¹sanie) w cza-
sie 30�60 sek.

2. Wykonanie posiewów na pod³o¿a agarowe zgodnie z rys. 1.
metod¹ z uzyciem miarowej pipety lub metoda z uzyciem ezy
miarowej.

3. Metoda z u¿yciem miarowej pipety
a. Nanie�æ 100 :l materia³u pobranego metod¹ PSB na ka¿d¹

p³ytkê podpisan¹ �x 10� (�rozcieñczenie 10-krotne). Ka¿-
d¹ wyros³¹ koloniê z tego rozcieñczenia traktujemy jako
10 CFU/ml.

b. Nanie�æ 10 :l materia³u pobranego metod¹ PSB lub BAL
na ka¿d¹ p³ytkê podpisan¹ �x 100� (�rozcieñczenie 100-
-krotne). Ka¿d¹ wyros³¹ koloniê z tego rozcieñczenia trak-
tujemy jako 100 CFU/ml.

c. Dla obu materia³ów (pobranych metod¹ BAL i PBS) na-
le¿y wykonaæ:
  i. Podpisaæ jedn¹ z przygotowanych ja³owych probówek

z 5 ml soli fizjologicznej �1:100�;
 ii. Przenie�æ 50 :l nierozcieñczonego materia³u do pro-

bówki podpisanej �1:100�. Energicznie wytrz¹saæ;
iii. Nanie�æ 100 :l rozcieñczenia �1:100� na ka¿d¹ p³ytkê

podpisan¹ �x 103�. Ka¿d¹ wyros³¹ koloniê na tej p³ytce
traktujemy jako 103 CFU/ml;

d. Tylko dla wydzieliny uzyskanej metod¹ BAL nale¿y wy-
konaæ:
  i. Drug¹ z przygotowanych ja³owych probówek z bulio-

nem podpisaæ �1:10.000�;
 ii. Przenie�æ 50 :l wcze�niej przygotowanego rozcieñ-

czenia �1:100� (pkt. 5.c.ii.) do probówki podpisanej
�1:10.000�. Energicznie wytrz¹saæ;

iii. Nanie�æ 100 :l rozcieñczenia �1:10.000� na ka¿d¹ p³yt-
kê podpisan¹ �x 105�. Ka¿d¹ wyros³¹ koloniê na tej
p³ytce traktujemy jako 105 CFU/ml.

e. Naniesiony na pod³o¿a agarowe materia³ rozprowadziæ po
ca³ej powierzchni pod³o¿a przy pomocy ja³owej bagietki
szklanej (tzw. g³aszczki), b¹d� przy pomocy ja³owej ezy.

4. Metoda z u¿yciem ezy miarowej:
a. Wydzielina pobrana metod¹ PSB:

  i. Wytrz¹saæ przez 30�60 sek.;

Brak wzrostu drobnoustrojów brak wzrostu drobnoustrojów na pod³o¿ach sta³ych i w pod³o¿u bulionowym

Pojedyncze kolonie wzrost 1�2 kolonii na p³ytce z pod³o¿em sta³ym

Nieliczne kolonie wzrost 3�10 kolonii na p³ytce z pod³o¿em

Liczne kolonie wzrost powy¿ej 10 kolonii na p³ytce, gdy s¹ one obecne w I-szym kwadrancie pod³o¿a

Wzrost obfity wzrost kolonii bakteryjnych w I-szym i II-gim kwadrancie pod³o¿a

Obecno�æ drobnoustroju tylko w pre-
paracie mikroskopowym wykonanym
z bulionu � barwienie metod¹ Grama

drobnoustroje widoczne w preparacie mikroskopowym przy równoczesnym braku

wzrostu w bulionie

Drobnoustrój izolowany tylko z hodowli
na pod³o¿u p³ynnym

brak wzrostu drobnoustrojów na pod³o¿ach sta³ych

T a b e l a  V I
Ocena pó³ilo�ciowa wzrostu drobnoustrojów z materia³u pobranego metod¹ metod¹ biopsji szczoteczkowej (PSB) i p³ukania

oskrzelikowo-pêcherzykowego (BAL) na pod³o¿ach mikrobiologicznych

Opisowa ocena pó³ilo�ciowa Liczba wyros³ych kolonii



73POSTÊPOWANIE W DIAGNOSTYCE BAKTERYJNYCH ZAKA¯EÑ DOLNYCH DRÓG ODDECHOWYCH

 ii. Nanie�æ 100 :l materia³u na ka¿d¹ p³ytkê podpisan¹
�x 10� (�rozcieñczenie 10-krotne). Ka¿d¹ wyros³¹ ko-
loniê z tego rozcieñczenia traktujemy jako 10 CFU/ml;

iii. U¿ywaj¹c ezy 1:100 nanie�æ 10 :l na ka¿d¹ p³ytkê pod-
pisan¹ �x 100� (�rozcieñczenie 100-krotne). Ka¿d¹
wyros³¹ koloniê z tego rozcieñczenia traktujemy jako
100 CFU/ml;

b. Wydzielina pobrana metod¹ BAL:
  i. Wytrz¹saæ przez 30�60 sek.;
 ii. U¿ywaj¹c ezy 1:100 nanie�æ 10 :l na ka¿d¹ p³ytkê

podpisan¹ �x 100� (�rozcieñczenie 100-krotne). Ka¿d¹
wyros³¹ koloniê z tego rozcieñczenia traktujemy jako
100 CFU/ml;

iii. U¿ywaj¹c ezy 1:1.000 nanie�æ 1 :l na ka¿d¹ p³ytkê
podpisan¹ �x 1.000� (�rozcieñczenie 100-krotne). Ka¿-
d¹ wyros³¹ koloniê z tego rozcieñczenia traktujemy
jako 1.000 CFU/ml;

c. Naniesiony na pod³o¿a agarowe materia³ rozprowadziæ po
ca³ej powierzchni pod³o¿a przy pomocy ja³owej bagietki
szklanej (tzw. g³aszczki), b¹d� przy pomocy ja³owej ezy.

5. Pod³o¿a nale¿y inkubowaæ z zachowaniem odpowiednich wa-
runków: pod³o¿e McConkey�a � warunki tlenowe, temp.
35�37°C, 18�24 godz.; pod³o¿e Columbia agar z 5% krwi ba-
raniej i pod³o¿e czekoladowe � 24�48 godz., temp. 35�37°C,
5�10% CO2.

6. Bezpo�redni preparat mikroskopowy z wydzieliny BAL nale¿y
wykonaæ po uprzednim odwirowaniu materia³u. Wydzielinê
pobran¹ drog¹ p³ukania oskrzelikowo-pêcherzykowego wiro-
waæ przy 3750 obr/min. w czasie 20 min., a nastêpnie usun¹æ
supernatant. Osad s³u¿y tak¿e do hodowli wirusów, myko-
bakterii, Legionella spp., grzybów oraz preparatu w kierunku
grzybów, wirusów, Pneumocystis jirovecii.

7. Ocena ilo�ciowa wzrostu drobnoustrojów na pod³o¿ach.
Obliczamy liczbê kolonii bakteryjnych wyros³ych z danego
rozcieñczenia, uwzglêdniaj¹c ka¿dorazowo wspó³czynnik
rozcieñczenia. (np. wzrost 40 kolonii na p³ytce podpisanej
�x 1.000� oznacza miano: 40×103/ml lub 4×104/ml.

8. Ka¿dy rodzaj kolonii pod wzglêdem morfologii, nale¿y liczyæ
indywidualnie.

9. Je�li liczba kolonii na p³ytce jest niepoliczalna, miano wy-
ros³ych kolonii oznaczamy jako wy¿sze od najwy¿szego roz-
cieñczenia.

10. W przypadku wydzieliny z BAL, liczbê wyros³ych kolonii
mniejsz¹ ni¿ 104 nale¿y traktowaæ jako kolonizacjê.

11. W przypadku wydzieliny z PSB, liczbê wyros³ych kolonii
mniejsz¹ ni¿ 103 nale¿y traktowaæ jako kolonizacjê.

Drobnoustroje uznane za czynnik etiologiczny zaka¿enia za-
wsze nale¿y identyfikowaæ do poziomu gatunku, a nastêpnie
oznaczyæ lekowra¿liwo�æ z uwzglêdnieniem wykrytych mecha-
nizmów oporno�ci, wykorzystuj¹c ró¿ne metody dostêpne w la-
boratoriach [17]. Oznaczenia te nale¿y wykonywaæ w oparciu
o lokalne procedury, zgodne z zaleceniami Krajowego O�rodka
Referencyjnego ds. Lekowra¿liwo�ci Drobnoustrojów [9].

Interpretacja oceny ilo�ciowej. Do rozpoznania HAP i usta-
lenia czynnika etiologicznego konieczne jest stwierdzenie wzro-
stu przekraczaj¹cego okre�lon¹ warto�æ progow¹ ró¿n¹ dla po-
szczególnych metod. Jest to istotne, poniewa¿ zapobiega to
nadmiernemu i niepotrzebnemu stosowaniu antybiotyków. Za-
k³ada siê, ¿e mniejszy wzrost jest spowodowany kolonizacj¹ lub
zanieczyszczeniem. Wykazano przydatno�æ posiewów ilo�cio-
wych do potwierdzania zapalenia p³uc, zw³aszcza u chorych
z ma³ym lub trudnym do oszacowania klinicznym podejrzeniem
zaka¿enia [1,8]. BAL jest metod¹ pobierania materia³u u¿ywan¹
w diagnostyce szpitalnych zapaleñ p³uc od 1988 roku, jednak
w dalszy ci¹gu nie ma zadowalaj¹cej standaryzacji. Odmienno�æ
w wielko�ci u¿ywanych bronchoskopów, nierównomierny roz-
k³ad ognisk zapalnych w p³ucach oraz brak precyzyjnych zale-
ceñ mówi¹cych o objêto�ci u¿ywanej do p³ukania powoduj¹, ¿e
warto�æ diagnostyczna uzyskanego materia³u jest niejednolita
zw³aszcza, je¿eli ma s³u¿yæ ocenie ilo�ciowej. W badaniach BAL
za próg diagnostyczny przyjmuje siê warto�æ 104�105 kolonii/ml.
Czu³o�æ tej metody wynosi 73±18%, a swoisto�æ �rednio
82 ± 19% [19]. W du¿ej meta-analizie oceniaj¹cej walidacjê me-
tod bronchoskopowych stwierdzono, ¿e punkt odciêcia na po-
ziomie 104 kolonii/ml w ocenie ilo�ciowej BAL-u jest prawdzi-
wy i koreluje z objawami klinicznymi pod warunkiem u¿ycia do

Rys. 1. Metoda posiewu ilo�ciowego. Stê¿enia zaznaczone kursyw¹
BAL � p³ukanie oskrzelikowo-pêcherzykowe; PSB � biopsja szczoteczkowa
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p³ukania oskrzelowo pêcherzykowego objêto�ci ≥140 ml soli
fizjologicznej. Je¿eli ze wzglêdu na stan chorego nie jest to mo¿-
liwe, zaleca siê pobranie aspiratu z tchawicy lub PBS.

Próg diagnostyczny w ilo�ciowych posiewach próbek mate-
ria³u pobranego za pomoc¹ PSB wynosi ≥103 kolonii/ml. Jako�æ
takiego materia³u jest trudna do oceny, a powtarzalno�æ nie jest
doskona³a � w porównaniu dwóch próbek pobranych w tym sa-
mym o�rodku u tego samego chorego nawet 25% wypada po innej
stronie progu diagnostycznego ni¿ w poprzednim badaniu. Swo-
isto�æ PSB w wykrywaniu zapalenia p³uc (�rednio 90 ± 15%) jest
wiêksza ni¿ czu³o�æ (�rednio 66 ± 19%), a dodatni wynik badania
zwiêksza prawdopodobieñstwo istnienia zapalenia p³uc [12].

Aspirat z tchawicy jest warto�ciowym materia³em, ³atwym do
pobrania przy ³ó¿ku chorego i nieobci¹¿aj¹cym pacjenta ze znacz-
n¹ niewydolno�ci¹ oddechow¹. Zaleca siê podanie od 5�20 ml
soli fizjologicznej, a nastêpnie odessanie ok. 1 ml wydzieliny
(nie mniej). Próg diagnostyczny dla tej metody wynosi ≥106 ko-
lonii/ml, czu³o�æ metody 76 ± 9%, swoisto�æ 75 ± 28%.

Próg diagnostyczny s³u¿¹cy do odró¿nienia zaka¿enia od ko-
lonizacji ró¿ni siê w zale¿no�ci od zastosowanej metody i nie-
kiedy równie¿ od klinicznego prawdopodobieñstwa zaka¿e-
nia. U chorych, u których zmodyfikowano antybiotykoterapiê,
i u chorych z wysokim klinicznym prawdopodobieñstwem zaka-
¿enia, próg diagnostyczny mo¿na obni¿yæ.

W czasie badania bronchoskopowego istnieje mo¿liwo�æ
makroskopowej oceny krtani, tchawicy i drzewa oskrzelowego:
stanu b³ony �luzowej oskrzeli z uwzglêdnieniem stopnia jej za-
czerwienienia, wystêpowania obrzêku oraz obecno�ci wydzieliny.
W tym celu u¿ywa siê giêtkiej rurki (bronchoskopu) z uk³adem
optycznym na koñcu. Na koñcu bronchoskopu zamontowane jest
�ród³o �wiat³a, które umo¿liwia lekarzowi ogl¹daæ wiêksze drogi
oddechowe (oskrzela). Bronchoskopia umo¿liwia lekarzowi po-
stawienie diagnozy i leczenie niektórych schorzeñ. Giêtki bron-
choskop mo¿e byæ zastosowany w celu usuniêcia wydzieliny,
krwi, ropy oraz cia³ obcych, do podawania leków bezpo�rednio
do oskrzeli i do okre�lania miejsca krwawienia. U pacjentów nie-
intubowanych bronchoskop mo¿e byæ wprowadzany poprzez
jamê ustn¹ lub nos. U pacjentów ze wspomaganym oddycha-
niem, bronchoskop nale¿y wprowadziæ przez rurê intubacyjn¹.
Wskazaniem do badania objêci s¹ chorzy z ropniem p³uca
i z rozstrzeniami oskrzeli. Podczas drena¿u ropnia bronchosko-
pem mo¿e doj�æ do nag³ego udro¿nienia zwê¿onego oskrzela
i zalania tre�ci¹ ropn¹ ca³ego drzewa oskrzelowego. W przypadku
chorych z rozstrzeniami oskrzeli, bronchoskopia jest nie tylko
zabiegiem diagnostycznym, ale tak¿e terapeutycznym. Pomimo
wypierania bronchoskopii z diagnostyki rozstrzeni oskrzeli przez
tomografiê komputerow¹ wysokiej rozdzielczo�ci (HRCT), bron-
choskopia jest jedynym badaniem pozwalaj¹cym na pobranie
materia³u klinicznego do diagnostyki mikrobiologicznej i jedno-
czesne usuwanie nadmiernej ilo�ci zalegaj¹cej w ddo wydzieli-
ny. Pacjent przynajmniej 4 godziny przed badaniem nie powi-
nien je�æ ani piæ. Po bronchoskopii powinien pozostaæ pod
obserwacj¹ przez kilka godzin. Je�li badanie objê³o biopsjê tkanki
p³ucnej, po badaniu nale¿y wykonaæ prze�wietlenie klatki pier-
siowej, celem wykluczenia ewentualnych powik³añ.

P³ukanie oskrzelikowo-pêcherzykowe jest badaniem, dziêki
któremu lekarz mo¿e uzyskaæ materia³ do badania z drobnych
dróg oddechowych. Po wprowadzeniu bronchoskopu do ma³ego
oskrzela, do kana³u biopsyjnego bronchoskopu nale¿y wstrzyk-
n¹æ odpowiedni¹ ilo�æ ja³owego 0,85% roztworu chlorku sodu,
a nastêpnie ostro¿nie odessaæ p³yn do przygotowanego wcze�niej
ja³owego pojemnika. Przestrzeganie zasad pobierania próbek
materia³u do badania, pozwoli uzyskaæ wzrost flory mikroaero-
filnej i beztlenowej, czêsto wystêpuj¹cej w ropniach bakteryjnej.

Przezoskrzelowa biopsja p³uca (TBB) pozwala na uzyskanie
tkanki p³ucnej przez �cianê oskrzela w przebiegu �ródmi¹¿szo-

wych chorób p³uc. Tkankê p³ucn¹ podejrzanego obszaru pobiera
siê przy pomocy instrumentu biopsyjnego wsuwanego przez kana³
bronchoskopu. Chocia¿ przezoskrzelowa biopsja p³uca niesie ze
sob¹ ryzyko powik³añ, czêsto dostarcza dodatkowych informacji
diagnostycznych i pozwala na unikniecie wiêkszej operacji chi-
rurgicznej. Wykazanie w materiale obecno�ci komórek zapal-
nych, g³ównie granulocytów obojêtnoch³onnych, jednoznacznie
przemawia za tocz¹cym siê procesem zapalnym. Przeciwwskaza-
niem do przezoskrzelowej biopsji p³uca jest nadci�nienie p³ucne,
rozedma p³uc, pêcherze rozedmowe, podejrzenie wad naczynio-
wych w p³ucach oraz niewydolno�æ nerek.

3.3. Mocz

Na rynku polskim dostêpne s¹ szybkie, immunochromatycz-
ne testy diagnostyczne, pozwalaj¹ce wykryæ w moczu pacjenta
antygeny Streptococcus pneumoniae i Legionella pneumophila
serogrupy 1: Binax NOW® Streptococcus pneumoniae Antigen
Test oraz Binax NOW® Legionella Urinary Antigen Test (Binax,
INC. Portland, USA; www.binax.com). Dystrybutorem testów
w naszym kraju jest firma Argenta Oxoid z siedzib¹ w Poznaniu.

Oba testy s¹ ³atwe w u¿yciu, mo¿liwe do wykonania bezpo-
�rednio w gabinecie lekarza pierwszego kontaktu. Wynik uzy-
skuje siê ju¿ po 15 minutach, co w znacz¹cy sposób wp³ywa na
szybko�æ podjêcia decyzji odno�nie terapii.

3.3.1. Binax NOW® Legionella Urinary Antigen Test
Test przeznaczony jest do poszukiwanie antygenu L. pneumo-

philla serogrupy 1 wy³¹cznie w moczu. Nie nale¿y stosowaæ tego
testu do innych materia³ów takich jak plwocina, pop³uczyny pê-
cherzykowo-oskrzelowe, krew, czy te¿ materia³y �rodowiskowe.

Zasada testu: B³ona nitrocelulozowa testu op³aszczona jest
1) króliczymi przeciwcia³ami p/L. pneumophila serogrupy 1 typu
ludzkiego (pole diagnostczne) oraz 2) anty-króliczymi kozimi
przeciwcia³ami stanowi¹cymi wewnêtrzn¹ kontrolê pozytywn¹.
Oba przeciwcia³a sprzê¿one s¹ z barwnikiem, który podczas wy-
konywania testu uaktywnia siê odczynnikiem fosforanowo-cytry-
nianowym z Tween 20 i azydkiem.

Wykonanie testu:
1. Materia³ przeznaczony do badania doprowadziæ do tempera-

tury pokojowej, delikatnie wymieszaæ.
2. Wymazówkê znajduj¹c¹ siê w zestawie testu, zanurzyæ w po-

jemniku z badanym materia³em, tak, aby �g³ówka� wymazówki
w ca³o�ci znajdowa³a siê w materiale, a nastêpnie wykonaæ
ni¹ kilka ruchów obrotowych.

3. Osaczon¹ o �ciankê pojemnika wymazówkê umie�ciæ w od-
powiednim okienku testu.

4. Nastêpnie trzymaj¹c pionowo otworem w dó³ buteleczkê z od-
czynnikiem wywo³uj¹cym reakcj¹ barwn¹ nanie�æ 2 krople
odczynnika do okienka.

5. Wynik testu otrzymuje siê po 15 minutach w postaci barwnych
(ró¿owo-czerwonych) pr¹¿ków widocznych w okienku testu.
a. Górny pr¹¿ek jest dodatnim testem kontrolnym. W dolnej

czê�ci okna pojawia siê drugi pr¹¿ek o zabarwieniu ró¿owo-
-czerwonym, �wiadcz¹cy o dodatnim wyniku testu.

b. Brak pr¹¿ka dolnego (dla badanego materia³u) przy obec-
no�ci pr¹¿ka kontrolnego �wiadczy o braku antygenu
L. pneumophila serogrupy 1 w badanym moczu.

c. Brak pozytywnej kontroli (górnego pr¹¿ka) bez wzglêdu
na brak czy obecno�æ pr¹¿ka dolnego, �wiadczy o pope³nio_
nym b³êdzie i wymaga ponownego wykonania testu.

Test charakteryzuje siê nieco lepszymi parametrami w po-
równaniu z testem Binax NOW® Streptococcus pneumoniae
Antigen Test dla moczu, a jego specyficzno�æ i czu³o�æ utrzymuje
siê na poziomie 95%; jako metodê odniesienia zastosowano
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metodê hodowli drobnoustroju z materia³u badanego. Antygen
L. pneumophila serogrupa 1 wykrywany jest przy pomocy testu
zarówno we wczesnej fazie zaka¿enia (ju¿ w trzecim dniu od
wyst¹pienia pierwszych objawów), jak i fazie koñcowej. Test nie
wykrywa obecno�ci antygenów innych serogrup ni¿ serogrupa 1
L. pneumophila. Nale¿y pamietaæ, i¿ negatywny wynik testu nie
wyklucza jednoznacznie mozliwo�ci zaka¿enia L. pneumophila
serogrupy 1. Metoda hodowli jest metod¹ referencyjn¹ do ustala-
nia zapalenia p³uc o etiologii innej ni¿ L. pneumophila serogrupa 1
oraz L. pneumophila serogrupy 1 w przypadku, gdy antygeny
nie s¹ wykrywane w moczu.

Test dostêpny jest w opakowaniach pozwalaj¹cych wykonaæ
12 oraz 24 oznaczeñ. Producent przygotowa³ w swojej ofercie
testy kontrolne, zarówno dodatnie, jak i ujemne, w postaci
specjalnych wymazówek � Binax NOW® Legionella Urinary
Antigen Control Swab Pack (zestaw zawiera po 5 testów do-
datnich i ujemnych).

3.3.2. Binax NOW® Streptococcus pneumoniae Antigen Test
Zasada testu opiera si¹ na reakcji immunochromatycznej po-

zwalaj¹cej wykryæ antygen otoczki polisacharydowej S. pneu-
moniae w moczu (diagnostyka pneumokokowego zapalenia
p³uc), a tak¿e w p³ynie mózgowo-rdzeniowym pacjenta (do diag-
nostyki zapalenia opon mózgowo-rdzeniowych). Mocz nale¿y
pobraæ do odpowiedniego pojemnika. W ci¹gu 24 godzin od po-
brania mo¿e byæ przechowywany w temperaturze 15�30°C,
temp. 2�8°C umo¿liwia wykonanie testu w ci¹gu 14 dni, za�
zamro¿enie w temp. (�10) � (�20)°C w czasie d³u¿szym ni¿ 2 ty-
godnie od pobrania.

P³yn mózgowo-rdzeniowy nale¿y pobraæ zgodnie ze standar-
dowymi procedurami, wykonanie testu w ci¹gu 24 godz. zezwala
na przechowywanie materia³u w temp. 15�30°C, zas obni¿enie
temperatury do 2�8°C lub zamro¿enie w (�10) � (�20)°C umo¿-
liwia wykonanie testu w ci¹gu 7 dni od nak³ucia. Zasada wyko-
nania testu jest spójna z zasad¹ testu Binax NOW® Legionella
Urinary Antigen Test. Czu³o�æ i specyficzno�æ testu wykrywaj¹-
cego antygen S. pneumoniae w moczu wynosi odpowiednio 86%
i 94%. W przypadku diagnostyki zaka¿enia o�rodkowego uk³adu
nerwowego czu³o�æ i specyficzno�æ testu plasuj¹ siê na pozio-
mach odpowiednio 97% i 99%. Zewnetrzne testy kontrolne za-
wiera zestaw Binax NOW® Streptococcus pneumoniae Urinary
Antigen Control Swab Pack.

3.4. Krew

Wiele typów zaka¿eñ dolnych dróg oddechowych mo¿e prze-
biegaæ z wysiewem drobnoustrojów z ogniska zaka¿enia do krwi.
Krew jest podstawowym, wa¿nym materia³em klinicznym w diag-
nostyce stanów zagra¿aj¹cych ¿yciu pacjenta. W przypadku po-
siewów krwi konieczne jest pobranie, co najmniej dwóch, ale
nie wiêcej ni¿ czterech, próbek krwi z oddzielnego nak³ucia,
w trakcie kolejnych septycznych epizodów. Diagnostyka krwi
jest trudna, wymaga dobrego przygotowania pracowni mikrobio-
logicznej zarówno pod k¹tem sprzêtu, pod³o¿y i testów mikro-
biologicznych, jak te¿, je�li nie przede wszystkim, du¿ej wiedzy
mikrobiologów. Krytyczn¹ spraw¹ jest nie tylko czas pobrania
i liczba próbek, ale tak¿e objêto�æ krwi uzyskana do ka¿dego
badania. Istnieje wiele pod³o¿y, zawieraj¹cych substancje neutra-
lizuj¹ce antybiotyki i hamuj¹ce dzia³anie komórek fagocytuj¹cych,
a tak¿e powoduj¹cych lizê komórek celem uwolnienia drobno-
ustrojów wewn¹trzkomórkowych. Aby usprawniæ diagnostykê
krwi oraz zwiêkszyæ mo¿liwo�æ wyhodowañ patogenów z tego
materia³u, a tym samym przyspieszyæ otrzymanie wyniku, wpro-
wadzono do diagnostyki systemy automatyczne daj¹ce sygna³
w momencie namna¿ania drobnoustrojów. Diagnostyka mikro-
biologiczna zaka¿eñ krwi bêdzie tematem osobnej pracy

4. Wnioski

Zapalenie p³uc, zarówno pozaszpitalne, jak i szpitalne, jest
chorob¹ o du¿ej �miertelno�ci. Mo¿liwo�ci diagnostyki zapaleñ
p³uc s¹ zró¿nicowane w zale¿no�ci od o�rodka, stanu pacjenta
oraz rodzaju czynnika etiologicznego zaka¿enia. Zarówno ocena
kliniczna pacjenta, jak i diagnostyka laboratoryjna maj¹ istotne
znaczenie w terapii zaka¿eñ dolnych dróg oddechowych i dla-
tego te¿ standaryzacja postêpowania personelu zaanga¿owanego
na poszczególnych etapach procesu diagnostyczno-terapeutycz-
nego powinna byæ poparta gruntown¹, stale aktualizowan¹
wiedz¹. Wa¿nym zadaniem dla laboratoriów mikrobiologicznych
jest ujednolicenie w skali ca³ego kraju sposobu opracowywania
i oceny wszystkich materia³ów klinicznych, a w szczególno�ci
materia³ów z dolnych dróg oddechowych.
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1 marca 2006

Pan
prof.dr hab. Jerzy Hrebenda
Redaktor Naczelny �Postêpów Mikrobiologii�
Warszawa

Szanowny Panie Profesorze,

w nawi¹zaniu do pisma Pani prof.dr hab. Wies³awy Rudnickiej i stanowiska Rady Wydzia³u Bio-
logii i Ochrony �rodowiska Uniwersytetu £ódzkiego opublikowanego w �Postêpach Mikrobiologii�
w 2004 r. (43, 1), a dotycz¹cego utworzenia w Centralnej Komisji do Spraw Stopni i Tytu³ów dyscypliny
mikrobiologia wydzielonej w ramach dziedziny nauk biologicznych uprzejmie informujê Pana Redaktora
oraz �rodowisko mikrobiologów polskich, ¿e na podstawie uchwa³y Centralnej Komisji do Spraw Stopni
i Tytu³ów z dnia 24 pa�dziernika 2005 r. w sprawie okre�lenia dziedzin nauki i dziedzin sztuki oraz
dyscyplin naukowych i artystycznych mikrobiologia zosta³a wydzielona jako dyscyplina w dziedzinie
nauk biologicznych (wraz z biochemi¹, biofizyk¹, biologi¹, biotechnologi¹ i ekologi¹) � w za³¹czeniu
pismo z dnia 17 stycznia 2006 r. skierowane do mnie przez Pana prof. dr. hab. Janusza Tazbira, prze-
wodnicz¹cego Centralnej Komisji do Spraw Stopni i Tytu³ów.

Dziêkujê tym wszystkim PT mikrobiologom polskim, którzy skutecznie wsparli inicjatywê Komitetu
Mikrobiologii PAN (KM PAN), a szczególne podziêkowania za wk³ad pracy i zaanga¿owanie w przed-
miotow¹ sprawê przekazujê dla wiceprzewodnicz¹cego komitetu Pani prof.dr hab. Wies³awy Rudnickiej
oraz Dziekana Wydzia³u Biologii i Ochrony �rodowiska Uniwersytetu £ódzkiego Pana prof. dr. hab.
Antoniego Ró¿alskiego. Za poparcie wniosku KM PAN i pozytywn¹ decyzjê dziêkujê przewodni-
cz¹cemu Centralnej Komisji do Spraw Stopni i Tytu³ów Panu prof. dr. hab. Januszowi Tazbirowi,
sekretarzowi komisji Panu prof.dr.hab. Osmanowi Achmatowiczowi oraz przewodnicz¹cemu Sekcji
Nauk Biologicznych, Rolniczych i Le�nych w/w komisji Panu prof. dr. hab. Andrzejowi Dubasowi.

Z wyrazami szacunku,
prof. dr hab. Marek Niemia³towski
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INFORMACJA DLA AUTORÓW

Postêpy Mikrobiologii zamieszczaj¹ artyku³y przegl¹dowe
ze wszystkich dziedzin mikrobiologii nie drukowane w innych
czasopismach oraz w dziale Nowo�ci Wydawniczych recenzje
nowych ksi¹¿ek z zakresu mikrobiologii i nauk pokrewnych,
które ukazuj¹ siê w Polsce. Artyku³y drukowane w Postêpach
Mikrobiologii nie mog¹ byæ bez zgody Redakcji publikowane
w innych periodykach.

1. Sposób przygotowania manuskryptu.
1.1. Tekst
Prace nale¿y przysy³aæ do Sekretariatu Redakcji w postaci

elektronicznego zapisu tekstu w edytorze Microsoft Word do-
wolnej edycji w wersji PL na dyskietkach komputerowych
(3,5� 1,44 MB). Do dyskietki powinny byæ do³¹czone 2 egz.
tekstu artyku³u ca³kowicie zgodnego z zapisem elektronicznym.
Objêto�æ pracy nie powinna przekraczaæ wraz z pi�miennictwem
i ilustracjami 30 stron maszynopisu. Maszynopis powinien byæ
jednostronny (wielko�æ czcionki 12, odstêp pomiêdzy wiersza-
mi 1,5), z numeracj¹ stron. Po tytu³ach wydzielonych nie nale¿y
stawiaæ kropek.

Na oddzielnej stronie (strona tytu³owa) nale¿y podaæ tytu³
pracy, pod nim w pe³nym brzmieniu imiona i nazwiska autorów,
spis tre�ci (tytu³y poszczególnych rozdzia³ów) oraz kilka (nie
wiêcej jak piêæ) s³ów kluczowych (keywords). Tytu³ pracy i spis
tre�ci nale¿y powtórzyæ w jêzyku angielskim. S³owa kluczowe
mog¹ b¹d� nie pojawiaæ siê w tytule pracy � nale¿y je podaæ
w porz¹dku alfabetycznym. Praca powinna koñczyæ siê krótkim
podsumowaniem, zawieraj¹cym najistotniejsze elementy tre�ci.
Na oddzielnej stronie nale¿y do³¹czyæ krótkie streszczenie pracy
w jêzyku angielskim (maksymalnie 250 s³ów). Tekst pracy powi-
nien byæ zgodny z zaleceniami szczegó³owymi Redakcji.

Przes³ane do redakcji prace winny byæ napisane poprawn¹
polszczyzn¹. Redakcja rekomenduje P.T. Autorom S³ownik Po-
prawnej Polszczyzny (red. Witold Doroszewski, Halina Kurkow-
ska, Wydawnictwo Naukowe PWN. Warszawa,1998) jako po-
moc w redagowaniu tekstu. Jakkolwiek Postêpy Mikrobiologii
s¹ polskojêzyczne, nie wyklucza siê druku prac, napisanych po
angielsku.

1.2. Ilustracje
Tabele i rysunki (po dwa egz., o rozmiarze nie przekraczaj¹-

cym 26,5 cm× 18 cm) winny byæ wykonane starannie (dok³adne
krycie) czarnym tuszem na kalce technicznej lub w formie wydru-
ku z drukarki laserowej lub atramentowej. Fotografie (po dwa
egz.) nale¿y sporz¹dzaæ na b³yszcz¹cym papierze, najlepiej w for-
macie 13 cm x 18 cm. Materia³y te nale¿y za³¹czyæ oddzielnie.
Nie nale¿y pozostawiaæ w maszynopisach wolnych miejsc na ry-
sunki i zdjêcia, a tylko na kopii zaznaczyæ miejsce, w którym po-
winny byæ umieszczone, np. tab. 1, rys. 1. Liczbê rysunków i tabel
nale¿y ograniczyæ do istotnie niezbêdnej ilo�ci. Te same wska-
zówki odnosz¹ siê do pojedynczych wzorów chemicznych. Ka¿da
tabela powinna byæ oznaczona kolejnym numerem rzymskim oraz
mieæ nag³ówek opisuj¹cy jej tre�æ. Na osobnej kartce nale¿y za³¹-

czyæ spis z obja�nieniami jakie powinny siê znale�æ pod rysun-
kami lub z uwag¹ �obja�nienia w tek�cie�. Podpisy pod wykre-
sami, rysunkami, zdjêciami nale¿y umie�ciæ na osobnej stronie.

1.3. Pi�miennictwo
Cytowan¹ literaturê (Pi�miennictwo) nale¿y wpisaæ oddziel-

nie jako ostatnie strony maszynopisu, wymieniaj¹c pozycje
w kolejno�ci alfabetycznej. W wykazie powinny byæ podane ko-
lejno: liczba porz¹dkowa, nazwisko autora, pierwsze litery
imion, nazwiska wspó³autorów pracy i pierwsze litery ich imion
(w kolejno�ci podanej w cytowanej pracy), pe³ny tytu³ cytowa-
nej pracy, skrócony tytu³ czasopisma, tom, strona, i rok wydania
(w nawiasach).

Dla cytowanych wydawnictw nieperiodycznych nale¿y po-
daæ kolejno: nazwisko i pierwsze litery imion autora, lub wspó³-
autorów, tytu³ dzie³a, wydawnictwo, miejsce i rok wydania.
W przypadku odwo³ywania siê do artyku³u w pracy zbiorowej
nale¿y dodatkowo podaæ tytu³ tej pracy oraz nazwisko jej redak-
tora, wydawnictwo, miejsce wydania, rok, tom oraz na koñcu
stronê, np. Portnoy D. A., Sun A. N., Bielecki J. E., Escape from
the phagosome and cell-to-cell spread of Listeria monocytogenes
(w) Microbial Adhesion and Invasion, red. M. Hook, L. �witalski,
Springer Verlag, New York, 1991, s. 86.

W przypadku gdy liczba wspó³autorów pracy przekracza 10,
nale¿y podaæ nazwiska i inicja³y pierwszego oraz ostatniego
wspó³autora a nastêpnie dodaæ uwagê i wsp. np.
Tomb J.F., J.C. Venter i wsp.: The complete genome sequence

of the gastric pathogen Helicobacter pylori. Nature, 338,
539�543 (1997)

(wy¿ej cytowana praca jest dzie³em 42 autorów)
Powo³ywanie siê w tek�cie na pozycje cytowanej literatury

nastêpuje przez wymienienie liczby porz¹dkowej w nawiasach
np. (10). Ilo�æ cytowañ w pi�miennictwie nie mo¿e przekraczaæ
100 pozycji.

1.3.1. Pi�miennictwo danych cytowanych
z sieci internetowej
Warunkiem koniecznym przy u¿yciu informacji ze strony in-

ternetowej jest sprawdzenie i aktualizacja zapisu informacyjne-
go na stronie WEB w dniu wysy³ania maszynopisu. W przypad-
ku niew³a�ciwego adresu i niemo¿liwo�ci odtworzenia informacji
z sieci komputerowej, prace bêd¹ zwracane autorom. Cytowanie
informacji publikowanej na stronach sieci internetowej powinno
wygl¹daæ nastêpuj¹co:

14. XYZ Website 14 listopada 2004 roku (online), nazwisko
wydawcy, je�li jest znane, http://cbx.iou.pgr. (10 Pa�dziernika
2004 roku, data ostatniego sprawdzenia adresu). Cytowanie ksi¹-
¿ek powinno zawieraæ szczegó³owe dane o wydawnictwie. Cyta-
cje prac oryginalnych przesy³anych poprzez sieæ komputerow¹
powinna zawieraæ nastêpuj¹ce dane:

Nazwisko autora, inicja³y imion, data przyjêcia pracy, tytu³
pracy. Nazwa czasopisma, numer: strony (je�li s¹ dostêpne) (on-
line), adres internetowy, data potwierdzenia wa¿no�ci adresu.
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1.3.2. Elektroniczne wersje ilustracji
Redakcja Postêpów Mikrobiologii  akceptuje ilustracje za-

chowane w formacie TIFF lub EPS.  Wszystkie grafiki nale¿y
przesy³aæ w 100% wymiarze bez konieczno�ci skalowania. Mini-
malna rozdzielczo�æ stosowana w ilustracjach powinna wy-
nosiæ 300 dpi dla zdjêæ szarych i kolorowych, 600 dpi dla liter
i 1200 dpi dla linii w wykresach. Grafiki kolorowe nale¿y zacho-
wywaæ w formacie CMYK. Dane s¹ przyjmowane na standardo-
wych mediach takich jak dyskietki 3,5 cala, CD lub DVD-ROM.
Przes³ane dyski lub dyskietki nie bêd¹ zwracane autorom. Za-
lecana przez redakcjê kompresja informacji to ZIP lub RAR.
W celu szczegó³owej informacji proszê wysy³aæ zapytanie przez
e-mail na adres jbielecki@biol.uw.edu.pl.

2. Prawo autorskie
W przypadku reprodukcji w pracy cudzych rysunków lub ta-

bel � nawet w formie zmodyfikowanej � b¹d� cytowania frag-
mentów cudzego tekstu, Autorzy Postêpów Mikrobiologii przed
przys³aniem tych materia³ów do Redakcji s¹ zobowi¹zani do uzy-
skania pisemnej zgody od Autorów oryginalnych prac i Wydaw-
nictwa (z której materia³y te pochodz¹) na ich reprodukcjê.
Cytowany tekst powinien byæ wyra�nie oznaczony w odpowied-
nim miejscu manuskryptu, za� u do³u strony powinna byæ za-
mieszczona informacja dotycz¹ca pochodzenia cytatu oraz uzy-
skanej zgody na przedruk. Za�wiadczenia wraz z informacj¹
którego rysunku, tabeli lub cytatu dotycz¹, nale¿y przes³aæ wraz
z manuskryptem przeznaczonej do publikacji pracy. Uprzejmie
zawiadamiamy, i¿ od 3-ciego zeszytu PM (2001 r.) Autorów na-
szego Pisma obowi¹zywaæ bêdzie sk³adanie wraz z manuskryp-
tem o�wiadczenia dotycz¹cego praw autorskich.

3. Zalecenia szczegó³owe*
3.1. Nazewnictwo drobnoustrojów
  Nale¿y stosowaæ dwucz³onowe nazwy zawieraj¹ce nazwê

rodzajow¹ oraz gatunkow¹ (np. Escherichia coli). Nazwy rodza-
jowe mog¹ byæ u¿yte same tj. bez nazwy gatunkowej, natomiast
nie mo¿na u¿yæ samych tylko nazw gatunkowych. Gdy w pracy
podaje siê pierwszy raz nazwê gatunku, musi ona sk³adaæ siê
z pe³nych wyrazów, przy ponownym u¿yciu tej nazwy, podaje
siê tylko pierwsz¹ literê nazwy rodzajowej (zawsze du¿¹ ) oraz
nazwê gatunkow¹ w pe³nym brzmieniu np. E. coli. Nazwy ga-
tunku, rodziny, rzêdu, klasy, dzia³u oraz królestwa nale¿y pisaæ
kursyw¹. Informacje szczegó³owe dotycz¹ce pisowni oraz pra-
wid³owego nazewnictwa (zgodnego z wymogami wspó³czesnej
systematyki ) � przyjête przez Redakcjê Postêpów Mikrobiologii,
za instrukcj¹ ASM � mo¿na znale�æ w Instructions to Authors,
J. Bacteriol. Jan. 1999.

Zgodnie z propozycjami WHO � Collaborating Centre for
Reference and Research on Salmonella (�Antigenic Formulas of
the Salmonella Serovars� (M. Y. Popoff and L. Le Minor, WHO
Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella,
Institut Pasteur, Paris, France, 1997) and �Identification and Sero-
typing of Salmonella and an Update of the Kaufmann-White
Scheme� (A. C. McWhorter-Murlin and F.W. Hickman-Brenner,
Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Ga.)) do
rodzaju Salmonella nale¿¹ tylko dwa gatunki tj. S. enterica
i S. bongori � pierwszy z nich podzielony zosta³ na 6 podgatun-
ków. Stosowane dotychczas zwyczajowe nazwy, nie posiadaj¹ce
statusu taksonomicznego, takie jak serotyp, typ serologiczny,
zosta³y zast¹pione nazw¹ serowaru (w oryginale serovar, sv.).
Nazwê serowaru nale¿y pisaæ du¿¹ liter¹ oraz prostym pismem

(np. Typhi, Paratyphi B, Typhimurium itp.). Zgodnie z powy¿-
szym, nazwê pierwszego podgatunku rodzaju Salmonella mo¿na
zapisaæ: S. enterica subsp. enterica sv. Typhimurium lub Salmo-
nella subsp. I. sv. Typhimurium, b¹d� po prostu, Salmonella Ty-
phimurium.

3. 2. Nomenklatura genetyczna
W³a�ciwo�ci genetyczne szczepu opisywane s¹ w terminach

fenotypu oraz genotypu. Fenotyp opisuje obserwowane w³a�ciwo-
�ci organizmu. Genotyp okre�la genetyczn¹ strukturê organizmu,
zwykle odnosi siê do szczepu dzikiego. Ww. okre�lenia s¹ bli¿ej
obja�nione w pracy Demerec i wsp. Genetics 54 61:76,1966.
(a) Fenotypowe okre�lenie w³a�ciwo�ci organizmu stosuje siê gdy

zmutowane loci nie zosta³y zidentyfikowane oraz zmapowa-
ne. Mo¿e byæ tak¿e u¿yte w przypadku, gdy identyfikuje siê
produkt genu np. bia³ko OmpA. Zapis fenotypu zasadniczo
sk³ada siê z trzech liter, nie mo¿na ich pisaæ kursyw¹, pierw-
sza litera powinna byæ zawsze du¿¹ liter¹. Preferuje siê u¿y-
cie liczb rzymskich lub arabskich dla oznaczania bli�nia-
czych fenotypów np. Pol1, Pol2, Pol3 itd. Typ dziki mo¿na
zapisaæ dodatkowym oznaczeniem plus (Pol+); w odró¿nie-
niu do tego oznaczenie minus okre�laæ bêdzie fenotyp mu-
tanta (Pol�). Czasami pewne charakterystyczne w³a�ciwo�ci
organizmu mo¿na zapisaæ u¿ywaj¹c liter np. (StrS ).

(b) Genotypowe oznaczenia s¹ podobne do fenotypowych � w obu
przypadkach stosuje siê zestaw trzech liter; genotyp pisze siê
zawsze ma³ymi literami oraz kursyw¹ (np. ara, his, rps.).
Promotor, terminator oraz operator oznacza siê literami p, t
oraz o (np. lacZp, lacZt, lacZo;. Bachman i Low; Microbiol.
Rev. 44, 1�56, 1980).

(c) Typ dziki alleli mo¿na zaznaczyæ wpisuj¹c dodatkowe ozna-
czenie plus nad oznaczeniem genu np. ara+, his+, nie oznacza
siê natomiast zmutowaych alleli znakiem minus.

(d) Miejsca mutacji oznacza siê poprzez wstawiania liczby ko-
lejnych izolacji (liczby alleli) po symbolu zmutowanego locus
(np. araA1, araA2 itp.). W przypadku, gdy tylko jedno takie
locus istnieje, lub gdy nie wiadomo w którym kolejnym locus
mutacja powsta³a � po oznaczeniu genu wstawia siê my�lnik
w miejscu du¿ej litery oznaczaj¹cej locus, za� dalej podaje
siê liczbê izolacji ( np. ara-23).

(e) Zapis genotypu mo¿e byæ wzbogacony innymi oznaczeniami
jak plus, dla typu dzikiego czy minus dla mutanta � mo¿na
wprowadziæ oznaczenia okre�laj¹ce mutacje jak np. mutacja
Amber (Am), mutant termowra¿liwy (Ts), mutant konstytu-
tywny (Con), mutant wra¿liwy na niskie temperatury (Cs),
bia³ko hybrydowe (Hyb) np. araA230(Am), his D21(Ts).
Wprowadzanie innych wzbogaceñ powinno byæ poprzedzone
w tek�cie odpowiednim wyja�nieniem.

(f) Dodatkowe oznaczenia mog¹ te¿ byæ u¿yte w przypadku ko-
nieczno�ci rozró¿nienia tego samego genu znajduj¹cego siê
w ró¿nych organizmach lub szczepach tego samego gatunku
np. hisE.coli lub hisK-12. Dodatkowe oznaczenia stosuje siê rów-
nie¿ dla rozró¿nienia pomiêdzy genetycznymi elementami
o tej samej nazwie np. promotory operonu gln; glnA1 i glnA2.

(g) Delecjê oznacza siê symbolem, D usytuowanym przed
zdelecjonowanym genem lub regionem np. D trpA432,
D (aroP-aceE)419, lub D his(dhuA hisJ hisQ)1256. Fuzjê
genów ara i lac mo¿na przedstawiæ w ten sam sposób
� F (ara-lac)1256. Podobnie F (araB� -lacZ+)(Hyb) ozna-
cza, ¿e fuzja nast¹pi³a pomiêdzy genami araB a lacZ. Inwer-
sja jest oznaczana nastêpuj¹co IN (rrnD-rrnE)1. Insercjê
genu his E. coli do plazmidu pSC101 w pozycji 0 zasad (0kb)
zapisuje siê nastêpuj¹co pSC101 W (Okb::K-12hisB)4.
Oznaczenie obecno�ci episomu polega na podaniu jego

symboli w nawiasie po nazwie szczepu rodzicielskiego np.
W3110/F� 8(gal+).

* fragmenty instrukcji dla autorów czasopism wydawanych przez
American Society for Microbiology � wykorzystywanie w P.M. za
zgod¹ Journals Departments ASM.)
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O�wiadczam, i¿ uzyska³em/li�my zgodê Wydawnictwa na reprodukcjê tabel nr: . . . . . . . ,
zamieszczonych w*: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

(* podaæ bibliografie prac oryginalnych, z których reprodukowane bêd¹ rysunki lub tabele)
Do O�wiadczenia za³¹czam oryginalne zezwolenia reprodukcji w liczbie: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . , Rysunków: . . . . . . . . . . . . . . . . ,
tabel: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ,  cytowanego tekstu: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
(miejsce i data)

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
(miejsce i data)

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
(podpis korespondencyjnego autora)

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
(podpis korespondencyjnego autora)

3.3. Skróty nazw chemicznych
Nie wymagaj¹ dodatkowych wyja�nieñ skróty nazw, takich jak:

� nazwy miar i wag regulowanych przez Systeme International
dc Unites (SI), ogólnie akcetowane jednostki takie jak bp, kb,
Da, masa cz¹st., m. cz¹st.

� skróty nazw chemicznych takich jak: DNA, cDNA, RNA,
cRNA, RNaza, DNaza, rRNA, mRNA, tRNA; AMP, ADP,
ATP, dATP,ddATP, GTP itp.,

� ATPaza, dGTPaza itp. NAD+,NADH, NADPH, NADP+,
poly(A), poly(dT) itp.,

� nazwy powszechnie stosowanych technik biologii molekular-
nej np. PCR, SDS-PAGE, nazwy ogólnie znanych linii ko-
mórkowych np. HeLa, J774

� nazwy jednostek biologicznych; PFU (jednostka formowania
³ysinek), CFU (jednostka formowania kolonii), MIC (mini-
malne stê¿enia hamuj¹ce wzrost), itp.
Nowe zasady kszta³towania nomenklatury endonukleaz re-

strykcyjnych oraz metylotransferaz zosta³y opublikowane w Nu-
cleic Acids Research 2003, 31: 1805�1812. Przy pisaniu prac
prosimy o korzystanie z zawartych tam informacji.

3.4. Pisownia danych numerycznych
Standardowe jednostki metryczne s¹ stosowane dla okre�la-

nia d³ugo�ci, wagi i objêto�ci. W przypadku przedstawiania tych
warto�ci oraz molarno�ci nale¿y stosowaæ przedrostki m, µ , n
oraz p dla warto�ci 10�3, 10�6, 10�9 oraz 10�12. Temperaturê na-
le¿y przedstawiaæ tylko w stopniach Celsjusza np. 37°C.

3.5. Pisownia substancji znakowanych izotopami
Je�li wyznakowana jest pojedyncza cz¹steczka w zwi¹zku

chemicznym nale¿y nazwê tego zwi¹zku zapisaæ w nastêpuj¹cy
sposób 14CO2, 3H2O, H2

35SO4. Taki sam sposób zapisu stosuje siê

gdy radioaktywna cz¹steczka nie wystêpuje w naturalnej formie
wyznakowanego zwi¹zku np. 32S-ATP lub gdy symbol izotopu
zwi¹zany jest z niespecyficzn¹ nazw¹ zwi¹zku np. 14C amino-
kwasy, 3H-liganty itp. W przypadku niektórych specyficznych
zwi¹zków chemicznych mo¿na stosowaæ nawiasy kwadratowe
obejmuj¹ce symbole radioaktywnej cz¹steczki przed nazw¹ che-
miczn¹ zwi¹zku np. [14C] mocznik, L-[metylo-14C] metionina,
[g �32P] ATP.

4. Uwagi dodatkowe
Redakcja zastrzega sobie mo¿liwo�æ dokonywania skrótów

i poprawek nie wp³ywaj¹cych na tre�æ pracy. W przypadku
konieczno�ci wprowadzenia zmian w tre�ci odsy³a siê autorowi
jeden egzemplarz pracy oraz dyskietkê w celu dokonania popra-
wek. Adresy instytucji, w których pracuj¹ autorzy (adres pocz-
towy oraz e-mail) nale¿y podawaæ w maszynopisie pracy po
pi�miennictwie. Prace nie odpowiadaj¹ce wymaganiom Redakcji
bêd¹ odsy³ane autorom bez rozpatrzenia merytorycznego. W razie
nie przyjêcia pracy do druku Redakcja zwraca dyskietkê oraz
jeden egzemplarz wydruku, drugi zatrzymuje u siebie. Za datê
wp³ywu przyjmuje siê dzieñ otrzymania pracy w formie zgodnej
z instrukcj¹ dla autorów. Autorzy otrzymuj¹ bezp³atnie 15 odbi-
tek pracy. Za prace opublikowane w Postêpach Mikrobiologii
nie przewiduje siê honorariów autorskich. Prace nale¿y nadsy³aæ
na adres sekretarza naukowego redakcji:

Dr Bohdan Jerzy Staro�ciak
Zak³ad Mikrobiologii Farmaceutycznej
Akademia Medyczna
ul. Oczki 3
02-007 Warszawa
tel. (22) 628-08-22 lub 621-13-51
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INSTRUKCJA DLA AUTORÓW PRAC PUBLIKOWANYCH
W SUPLEMENTACH DO KWARTALNIKA POSTÊPY MIKROBIOLOGII

W celu u³atwienia publikowania w jednym miejscu artyku³ów o podobnej problematyce, Postêpy Mikrobiologii
wydawaæ bêd¹ w formie suplementów, nastêpuj¹ce prace naukowe:

1. Referaty z sesji plenarnych Zjazdów naukowych, Konferencji naukowych oraz Sympozjów organizowanych
staraniem Zarz¹du G³ównego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów oraz Komitetu Mikrobiologii Polskiej
Akademii Nauk. Manuskrypt pojedynczego referatu nie powinien przekraczaæ 25-ciu stron i powinien byæ przy-
gotowany wg Informacji dla Autorów Postêpów Mikrobiologii. Ca³o�æ materia³ów przygotowanych do jednego
suplementu nie mo¿e przekraczaæ 150 stron maszynopisu.

2. Streszczenia przyjêtych przez organizatorów referatów oraz doniesieñ prezentowanych na ww. Zjazdach nauko-
wych, Konferencjach oraz Sympozjach. Streszczenie nie powinno przekraczaæ jednej strony maszynopisu i koñ-
czyæ siê nie wiêcej jak trzema pozycjami cytowanego pi�miennictwa.

W suplemencie nie bêd¹ publikowane oryginalne prace do�wiadczalne prezentowane na ww. Zjazdach naukowych.
Prace te po odpowiednim przygotowaniu, zgodnie z instrukcj¹ dla autorów, mo¿na przesy³aæ do Redakcji Polish
Journal of Microbiology (Acta Microbiologica Polonica) lub innego czsopisma naukowego.

Autorzy lub zamawiaj¹cy suplement ponosz¹  pe³ny koszt jego opracowania oraz wydania. Mo¿liwy jest druk
czterech suplementów rocznie. Poniewa¿ materia³y przeznaczone do suplementu nie s¹ opracowywane oraz nie podle-
gaj¹ ocenie Zespo³u Redakcyjnego Postêpów Mikrobiologii, zamawiaj¹cy suplement, tj. osoba upowa¿niona przez
Zarz¹d G³ówny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów lub Komitet Mikrobiologii PAN, bierze ca³kowit¹ odpowie-
dzialno�æ za redakcjê oraz warto�æ merytoryczn¹ suplementu. Wydanie suplementu powinno byæ poprzedzone jego
akceptacj¹ przez Zespó³ Redakcyjny Postêpów Mikrobiologii.

Oferta Reklamy

Postêpy Mikrobiologii udostêpni¹ w ka¿dym numerze kilka stron (³¹cznie z wewnêtrznymi stronami ok³adek)
reklamie.

Pismo nasze dociera co kwarta³ do kilku tysiêcy odbiorców. S¹ w�ród nich specjali�ci ró¿nych dziedzin mikrobio-
logii, pracuj¹cy jako nauczyciele Wy¿szych Uczelni Szkó³ �rednich, pracownicy naukowi Instytutów Badawczych,
biotechnolodzy oraz lekarze. Du¿¹ grupê naszego pisma stanowi¹ studenci.

Cena og³oszenia czarno-bia³ego wewn¹trz numeru wynosi:
1/2 strony 250,� z³
ca³a strona 500,� z³
Proponujemy równie¿ og³oszenia kolorowe � cena do uzgodnienia.

Teksty opracowanych graficznie reklam proszê sk³adaæ na adres Redakcji Postêpów Mikrobiologii, 02-007 Warsza-
wa, ul. Oczki 3, tel. 628 08 22.
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