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•  klasyfikacji bakteriofagów (opublikowanej w 2013 r.  
przez International Commitee on Taxonomy of Viruses)

•  mikrobiomu człowieka i jego wpływu na zdrowie

• regulacji syntezy czynników wirulencji i sekrecji tych czynników

• oddziaływania patogenów z komórkami eukariotycznymi  
(m.in. ubikwitynacja, pyroptoza, autofagia, peptydy antybakteryjne)
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Pierwsze wydanie Biologii molekularnej bakterii 
ukazało się w roku 2006, czyli 9 lat temu. Od te-
go czasu w badaniach mikrobiologicznych doko-
nano ogromnego postępu, co było możliwe dzięki 
dynamicznemu rozwojowi metod molekularnych, 
a w szczególności opracowaniu i upowszechnieniu 
wysokoprzepustowych technik sekwencjonowania 
DNA. W roku 1995 zsekwencjonowano pierwszy 
genom bakteryjny. Dziesięć lat później znaliśmy 
już sekwencje nukleotydowe blisko 300 genomów, 
a w kolejnym dziesięcioleciu – ponad 30 tysięcy, 
w tym ponad 2200 genomów różnych szczepów 
Escherichia coli! Analizy tak dużej ilości danych 
uzyskanych w projektach genomowych i meta-
genomowych są kopalnią wiedzy o mikroorgani-
zmach, w tym takich, których nie potrafimy jesz-
cze hodować w warunkach laboratoryjnych. 

Wymiernym efektem rozwoju badań z dziedzi-
ny mikrobiologii było pojawienie się wielu nowych 
naukowych czasopism międzynarodowych, publi-
kujących prace na temat prokariotów, znajdują-
cych się na prestiżowej liście ISI – Journal Citation 
Reports. Ich liczba wzrosła z 89 w roku 2006 do 
119 w roku 2014. Na tej liście, co nas bardzo cie-
szy, znajdują się obecnie trzy polskie czasopisma, 
w tym dwa poświęcone bakteriologii. 

W połowie 2014 roku Wydawnictwo Naukowe 
PWN zwróciło się do nas, redaktorów pierwsze-
go wydania, z propozycją przygotowania nowego, 
zmienionego wydania Biologii molekularnej bakte-
rii. Wydanie to miało uzyskać bardziej nowoczesny 
format. Odpowiedź była oczywiście pozytywna, bo 

choć podstawowe informacje o bakteriach, przede 
wszystkim dotyczące ich budowy i metabolizmu, 
zmieniły się stosunkowo nieznacznie, to w innych 
dziedzinach wydarzyło się wiele nowego. Tak po-
wstało obecne, drugie wydanie, w którym uaktual-
niono większość informacji, a także wprowadzono 
niezbędne uzupełnienia, chociaż zakres tych zmian 
był nieco ograniczony objętością książki. 

Do grona autorów dołączył dr Łukasz Dzie-
wit, adiunkt w Instytucie Mikrobiologii UW, który 
w rozdziale 1 opisał zagadnienia związane z me-
tagenomiką oraz molekularnymi metodami iden-
tyfikacji i klasyfikacji mikroorganizmów. W roz-
dziale 2 szeroko omówione zostały nowe odkrycia 
dotyczące wielokomórkowych społeczności bak-
teryjnych, w rozdziale 3 zaś, na podstawie wyni-
ków najnowszych badań, na nowo opisano mety-
lo- i metanotrofię, a także uzupełniono wiadomości 
o metabolizmie bezwzględnych beztlenowców. 
W rozdziale 4 przedstawiono nowe spojrzenie na 
strukturę genomów bakteryjnych, z uwzględnie-
niem chromidów, niedawno wyróżnionej grupy 
replikonów o mozaikowej strukturze, a w 5 – omó-
wiono ostatnie odkrycia dotyczące udziału sRNA 
w regulacji ekspresji genów.

Największe zmiany w porównaniu z pierw-
szym wydaniem są w rozdziale 6, który przed-
stawia zarówno zaktualizowaną klasyfikację, jak 
i charakterystykę poszczególnych grup ruchomych 
elementów genetycznych, w tym elementów inte-
grujących z DNA oraz mobilnych intronów i inte-
in, a także nowo poznane mechanizmy i bariery 
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horyzontalnego transferu genów. W rozdziale 7, 
dotyczącym wirusów bakteryjnych, przedstawio-
no podstawy nowej taksonomii bakteriofagów. 
W rozdziale 8 wprowadzono pojęcie mikrobiomu 
i opisano pokrótce Human Microbiome Project 
(w ostatnich 10 latach opublikowano prawie 16 ty-
sięcy prac na temat zespołów mikroorganizmów 
zamieszkujących organizm człowieka). Dodatkowo 
zamieszczono w nim najnowsze informacje na te-
mat układów sekrecji bakterii patogennych, a także 

dotyczące oddziaływania patogenów z komórkami 
organizmu gospodarza.

Na koniec, chcielibyśmy serdecznie podzięko-
wać dr hab. Nadziei Dreli za konsultację terminów 
z zakresu immunologii i mgr. Jakubowi Czarnec-
kiemu za jego twórczy wkład do podrozdziału do-
tyczącego metylotrofii. 

Warszawa i Seattle, kwiecień 2015 
Jadwiga Baj i Zdzisław Markiewicz 
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WPROWADZENIE

Głównym celem taksonomii organizmów żywych jest 
ich porządkowanie, czyli klasyfikacja na podstawie 
wybranych właściwości. Taksonomia każdej grupy 
organizmów powinna być filogenetyczna, a więc od-
zwierciedlająca ewolucyjne pokrewieństwa między 
nimi. Identyfikacja i klasyfikacja prokariotów przez 
długi czas była oparta głównie na kryteriach morfo-
logicznych, fizjologiczno-biochemicznych, immuno-
logicznych i w niewielkim tylko stopniu na analizie 
DNA. Była to klasyfikacja sztuczna i choć bardzo 
przydatna w praktyce, nie odzwierciedlała w pełni 
zależności filogenetycznych między taksonami ani 
nie loko wała tej grupy w prawidłowej pozycji tzw. 
uniwersalnego drzewa filogenetycznego organizmów 
żywych. Współczesna taksonomia prokariotów, 
dzięki wykorzystaniu szerokiego wachlarza metod 
molekularnych, jest taksonomią filogenetyczną. Naj-
większe znaczenie ma w niej analiza sekwencji genu 
16S rRNA kodującego składnik małej podjednostki 
rybosomowej. Analiza porównawcza sekwencji 16S 
rDNA prokariotów i 18S rDNA eukariotów pozwo-
liła skonstruować  uniwersal ne drzewo filogenetycz-
ne wszystkich orga nizmów, a ponadto udokumento-
wać istnienie dwóch odmiennych grup prokariotów 
– bakterii i archeonów (domen Bacteria i Archaea), 
z których każda jest równocenna domenie Eukarya, 
grupującej wszystkie organizmy eukariotyczne.

W rozdziale przedstawiono ogólną charak-
terystykę porównawczą wymienionych domen, 
ze zwróceniem uwagi na cechy odróżniające ar-
cheony od bakterii, a wspólne z organizmami 

eukariotycznymi. Zaprezentowane są też techniki 
biologii molekularnej wykorzystywane w nowo-
czesnych badaniach taksonomii bakterii.

1.1. PROKARIOTY I EUKARIOTY

Mikroorganizmy (drobnoustroje) to kategoria bar-
dzo różnorodna, zarówno pod względem struktu-
ralnym, jak i taksonomicznym. Zalicza się do niej 
bowiem wszystkie prokarioty, jak również euka-
rioty o budowie jednokomórkowej lub występujące 
w postaci skupisk komórek.

W podręcznikach mikrobiologii zwyczajowo 
omawiane są także wirusy. Jednak wirusy, mimo 
że są zdolne do zachowania „ciągłości genetycz-
nej” poprzez powielanie swego materiału genetycz-
nego, nie spełniają definicji organizmu, gdyż nie 
mają budowy komórkowej ani nie przeprowadzają 
własnego metabolizmu energetycznego. Wirusy nie 
są zatem objęte przedstawioną niżej klasyfikacją.

Terminy prokariotyczny i eukariotyczny 
wprowadził E. Chatton w latach trzydziestych XX 
wieku dla rozróżnienia dwóch typów budowy ko-
mórek. Pierwotnym kryterium tego rozróżnienia 
była struktura aparatu jądrowego, co odzwiercie-
dla zastosowana przez niego terminologia (karyon 
to po grecku jądro, eu- oznacza prawdziwy, zaś 
pro- pierwotny). Jednak prostsza budowa aparatu 
jądrowego prokariotów (określanego mianem nu-
kleoidu, s. 23) nie jest jedyną cechą odróżniającą 
prokarioty od eukariotów. Różnic tych jest wiele, 
a najważniejsze z nich przedstawiono w tabeli 1.1.
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między organizmami (zatem wciąż nie był syste-
mem naturalnym).

W ósmym wydaniu Bergey’s manual of deter-
minative bacteriology (1974) pojawiła się nowa 
nazwa taksonu Monera – królestwo Prokaryo
tae, w którego obrębie wyróżniono dwa działy: 
pierwszy grupujący sinice (Cyanobacteria), a dru-
gi „organizmy  pro kariotyczne, które nie są sinica-
mi”. Do taksonu tego z czasem zaliczono również 
 arche bakterie (nazywane dziś archeonami).

1.1.2. Trzy domeny świata żywego 
i „uniwersalne drzewo życia”, 
pozycja filogenetyczna bakterii według 
koncepcji Woesego
W momencie gdy poza wykorzystywanymi po-
wszechnie w taksonomii klasycznymi kryteriami 
fenotypowymi możliwe stało się zastosowanie kry-
teriów molekularnych, a szczególnie porównywanie 
sekwencji stabilnych makrocząsteczek (kwasów nu-
kleinowych i białek), powstały podstawy do weryfi-
kacji dotychczasowych systemów klasyfikacji orga-
nizmów oraz nadzieja na wykazanie rzeczywistych 
zależności filogenetycznych między nimi.

Badania nad stworzeniem naturalnego syste-
mu klasyfikacji wszystkich organizmów żywych, 
z wykorzystaniem kryteriów analizy molekularnej, 

1.1.1. Miejsce bakterii we wczesnych 
systemach klasyfikacji organizmów
Karol Linneusz w swoim systemie klasyfikacji 
organizmów wyróżniał dwa królestwa – roślin 
i zwierząt. Odkrycie mikroorganizmów (w tym 
bakterii) spowodowało, że w roku 1866 Ernst 
Haec kel wprowadził system trzech królestw: Plan
tae, Animalia i Protista, zaliczając do Protista 
„bakterie, śluzowce i inne organizmy jednoko-
mórkowe”. On też skonstruował pierwsze drzewo 
filogenetyczne, próbując wykazać, jak organizmy 
mogły wyewoluować od wspólnego przodka. Sys-
temy klasyfikacji organizmów ulegały kolejnym 
modyfikacjom. W roku 1938 amerykański biolog 
H. Copeland zaproponował stworzenie oddzielnego 
królestwa Monera, obejmującego wszystkie znane 
wówczas prokarioty, a więc bakterie i sinice, które 
nazywano wtedy glonami niebieskozielonymi. Ko-
lejna zmiana to wydzielenie z królestwa Plantae 
grzybów i stworzenie dla nich oddzielnego króle-
stwa Fungi. Tak powstał, wprowadzony oficjalnie 
w roku 1969 przez R.H. Whittakera, system pię-
ciu królestw: Monera, Protista, Plantae, Fungi 
i Animalia. W systemie Whittakera bakterie były 
zaklasyfikowane do królestwa Monera, a mikroor-
ganizmy o eukariotycznym typie budowy komórki 
– do Protista. System pięciu królestw nie oddawał 
w żadnym stopniu filogenetycznych zależności 

Tabela 1.1. Przykłady różnic między komórkami prokariotycznymi i eukariotycznymi

Komórki prokariotyczne Komórki eukariotyczne

Prosta struktura aparatu jądrowego w formie nukleoidu nie-
otoczonego błoną*

Występuje jądro otoczone dwuwarstwową błoną, zawierające 
chromosomy, zwykle liczne

Struktura chromosomu, częściej kolistego niż liniowego, jest 
stosunkowo prosta. DNA związany z białkami histonopo-
dobnymi

Struktura chromosomu złożona, DNA związany z białkami 
histonowymi (nukleosomy)

Organizmy haploidalne, mitoza i mejoza nie występuje Organizmy diploidalne, podział komórki wymaga mitozy 
bądź mejozy

Ściana komórkowa występuje u większości przedstawicieli; 
u bakterii zawiera zwykle mureinę (peptydoglikan), u archeo-
nów ma budowę zróżnicowaną – może być zbudowana z tzw. 
pseudomureiny, polisacharydów, białek lub glikoprotein

Ściana komórkowa, jeśli występuje, zawiera składniki struk-
turalne w postaci celulozy lub chityny; nigdy nie zawiera 
mureiny

Nie występują mitochondria i plastydy Występują mitochondria, a u organizmów fotosyntezujących 
także chloroplasty

Komórki zawierają tylko rybosomy 70S Dwa typy rybosomów 80S (cytoplazmatyczne) i 70S (orga-
nellowe)

U bakterii ruchliwych najczęściej występują rzęski o budowie 
odmiennej niż u eukariotów

Mogą występować wici lub rzęski o złożonej strukturze (ty-
pu 2 + 9)

* Istnieją wyjątki od tej reguły wśród bakterii zaliczanych do typu Planctomycetes (np. Gemmata obscuriglobus; s. 31)
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(bakterie), Archaea (archeony) i Eukarya (wszystkie 
eukarioty), a także, by  naj wyższy rangą takson nosił 
nazwę do meny.

Jak widać na rycinie 1.1, pierwotne organizmy, 
charakteryzujące się  naj praw dopodobniej prokario-
tycznym typem budowy komórki, bardzo wcześnie 
podzieliły się na dwie odmienne linie ewolucyjne, 
z których jedna dała początek domenie Bacteria, 
a z drugiej wyewoluowały Archaea oraz organi-
zmy eukariotyczne (Eukarya). Tak więc Archaea 
i Eukarya mają bezpośredniego wspólnego przod-
ka, a archeony nie powinny być uznawane (mimo 
prokariotycznego typu budowy komórki) za „bliż-
szych krewnych” bakterii niż eukariotów.

Zgodnie z tym w aktualnym nazewnictwie 
termin „bakterie” oznacza reprezentantów dome-
ny Bacteria i w takim znaczeniu będzie używany 
w tym podręczniku. Jeżeli pewne omawiane za-
gadnienia będą dotyczyły reprezentantów domeny 
Archaea (czyli archeonów), będzie to wyraźnie za-
znaczone.

1.2. OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA 
DOMEN

Trzy domeny, najwyższe jednostki taksonomiczne 
świata żywego, Bacteria, Archaea i Eukarya, jak 
już wspomniano, zostały wyróżnione na podsta-
wie analizy porównawczej sekwencji kodujących 

podjęła w latach siedemdziesiątych ubiegłego wie-
ku grupa badawcza pod kierunkiem Carla Woesego 
z USA. Prowadzona przez kolejne lata analiza po-
równawcza sekwencji nukleotydowych genów kodu-
jących rRNA małych podjednostek rybosomowych 
prokariotów i eukariotów (odpowiednio 16S rDNA 
i 18S rDNA, s. 239) doprowadziła do wyróżnienia 
przez Woesego w roku 1987 trzech wyraźnie odmien-
nych linii ewolucyjnych organizmów, z których dwie 
obejmowały organizmy o prokariotycznej strukturze 
komórki, a jedna – o strukturze eukariotycznej. Wo-
ese przedstawił uniwersalne drzewo filogenetyczne 
wszystkich organizmów żywych, obejmujące trzy 
królestwa: Eubacteria (bakterie właściwe), Archae
bacteria (archebakterie) i Eukaryota (wszystkie 
eukarioty). Drzewo to było „nieukorzenione”, gdyż 
ówczesny stan wiedzy nie pozwalał na określenie 
pozycji uniwersalnego przodka. Nazwa „Prokaryota” 
straciła znaczenie taksonomiczne, a termin „proka-
riotyczny” miał służyć (tak jak pierwotnie) wyłącz-
nie do opisywania typu budowy komórki. W roku 
1990 Woese przedstawił nową wersję uniwersalnego 
drzewa filogenetycznego (ryc. 1.1), gdyż jego „uko-
rzenienie” stało się możliwe dzięki analizie porów-
nawczej sekwencji 16S rDNA i 18S rDNA znacznie 
większej liczby przedstawicieli wszystkich trzech 
królestw. Ponieważ wyniki tych badań wykazały, że 
archebakterie są bliżej spokrewnione z eukariotami 
niż z eu bak teriami, Woese zaproponował zmianę 
nazw najwyższych rangą taksonów na – Bacteria 

Ryc. 1.1. Uniwersalne drzewo filogenetyczne świata żywego. Drzewo to skonstruowano na podstawie analizy porównaw-
czej sekwencji 16S i 18S rDNA (szczegóły w tekście) (wg: Madigan, Martinko, Parker. 2000. Brock biology of microorganisms 
(9. wyd.), Prentice Hall)
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�� obecność lub brak ściany komórkowej i jej 
struktura;

�� chemiczna natura lipidów zawartych w błonach 
i liczba ich typów;

�� stopień złożoności polimerazy RNA zależnej 
od DNA, co przekłada się na różnice w mecha-
nizmach syntezy białek, a także na zróżnicowa-
ną wrażliwość translacji na inhibitory syntezy 
białek.

1.2.1. Bacteria i Archaea – podobieństwa 
i różnice
Domeny Bacteria i Archaea grupują wszystkie 
znane organizmy o prokariotycznym typie budo-
wy komórki. Najważniejsze cechy łączące oraz 
różniące dwie do meny prokariotyczne może czy-
telnik odnaleźć w tabeli 1.2, gdzie jednocześnie 
zawarto ich odniesienie do odpowiednich cech 

rybosomowy RNA. Każdą z domen charakteryzuje 
zespół pewnych dodatkowych właściwości. Niektó-
re z nich są unikatowe i występują tylko w jednej 
domenie, inne zaś są wspólne dla dwóch spośród 
porównywanych domen. Zestawienie zbiorcze pod-
stawowych cech charakteryzujących poszczególne 
domeny, a zwłaszcza różniących domeny Bacteria 
i Archaea, przedstawiono w tabeli 1.2. Szczególną 
uwagę zwraca różnorodność zawartych w niej cech 
– od dotyczących  struk tury komórki, poprzez wła-
ściwości metaboliczne, do różnic na poziomie mo-
lekularnym. Ważne jest także, aby uświadomić so-
bie, że pewne cechy, podane jako charakterystyczne 
dla danej domeny, są powszechne, jak np. obecność 
peptydoglikanu (mureiny) w ścianie komórkowej 
bakterii, a inne (np. fotosynteza) charakteryzują je-
dynie pewne grupy danej domeny. Niektóre spośród 
analizowanych cech mają szczególną wartość dla 
analiz filogenetycznych. Należą do nich:

Tabela 1.2. Najważniejsze właściwości domen prokariotycznych (Bacteria i Archaea), z odniesieniem do Eukarya

Właściwość (cecha)* Bacteria Archaea Eukarya

Forma aparatu jądrowego nukleoid** nukleoid obłonione jądro
Plazmidy powszechne powszechne rzadko występują
Ściana komórkowa zawiera mureinę brak typowej mureiny brak mureiny
Typ lipidów w błonie z wiązaniami estrowymi z wiązaniami eterowymi z wiązaniami estrowymi
Białka histonowe tylko histonopodobne obecne obecne
Rybosomy 70S 70S cytoplazmatyczne 80S, orga-

nellowe 70S
Operony występują występują brak
Inicjatorowy tRNA formylometionina metionina metionina
Wrażliwość rybosomów na 

toksynę błoniczą
niewrażliwe wrażliwe wrażliwe

Polimeraza RNA zależna od 
DNA

jedna (4 podjednostki) kilka, 8–12 jednostek trzy, wielojednostkowe

Wrażliwość na chloramfeni-
kol, streptomycynę, ryfam-
picynę i kanamycynę

wrażliwe niewrażliwe niewrażliwe

Czynniki transkrypcyjne niepotrzebne wymagane wymagane
Struktura promotora sekwencje –10 i –35 TATA box TATA box
Metanogeneza nie występuje występuje nie występuje
Nitryfikacja występuje występuje nie występuje
Fotosynteza z udziałem chlo-

rofilu
występuje nie występuje występuje (chloroplasty)

Patogeny występują dotychczas nie wykryto stosunkowo nieliczne
Zdolność do życia w warun-

kach ekstremalnych
występuje powszechna rzadka

* Uwaga: pewne cechy metaboliczne charakteryzują tylko niektórych przedstawicieli odpowiedniej domeny.
** Istnieją wyjątki od tej reguły wśród bakterii zaliczanych do typu Planctomycetes (np. Gemmata obscuriglobus; s. 31).
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(ang. self-splicing) dzięki aktywności tzw. endonu-
kleaz ukierunkowanych (ang. homing endonucle-
ase). Częściej spotykane w genomach bakteryjnych 
są introny grupy II. Są one zarówno rybozymami, 
gdyż mają zdolności katalityczne wobec mRNA, jak 
i mobilnymi retroelementami, ponieważ są zdolne 
do retrotranspozycji. Oba te procesy są katalizowa-
ne przez kompleks rybonukleoproteinowy (RNP), 
na który składają się kodowana w obrębie intronu 
odwrotna transkryptaza oraz wycięty RNA intronu.

Introny zidentyfikowane w archeonach są za-
sadniczo odmienne od bakteryjnych i eukariotycz-
nych, a ich mechanizm wycinania opiera się na 
działaniu endorybonukleazy, która działa w miej-
scu tzw. wybrzuszenia (ang. bulge), powstałego 
w obszarze połączenia intronu i egzonu.

Replikacja
Istotną cechą replikacji DNA bakteryjnego jest jej 
inicjacja z jednego, unikatowego punktu w repli-
kującej się jednostce (chromosomie, plazmidzie), 
zwanego oriV. Ta właściwość procesu replikacji jest 
zachowana w replikonach archeonów, jednak ich 
enzymatyczna „maszyneria replikacyjna” bardziej 
przypomina eukariotyczną (gdzie punktów startu 
replikacji w obrębie jednego chromosomu jest wie-
le) niż bakteryjną. W kompleksie białkowym ORC 
(ang. origin recognition complex), rozpoznającym 
archeonowy origin replikacji, zidentyfikowano 
białka homologiczne do kilku białek eukariotycz-
nych (np. ORC1 i ORC6). To samo dotyczy wielu 
innych białek uczestniczących w procesie replikacji 
(np. helikaz, prymaz, białek usuwających startery).

Najbardziej wyróżniającym się składnikiem 
kompleksu replikacyjnego archeonów jest polime-
raza DNA. Poza występującą u nich polimerazą 
typu β (analog polimerazy DNA III E. coli) od-
kryto (u Pyrococcus furiosus) nowy typ polime-
razy DNA, nazwany DP2. Enzym ten występuje 
u wszystkich archeonów należących do typu Eu-
ryarchaeota, których genomy dotychczas zsekwen-
cjonowano.

Polimeraza RNA i aparat syntezy białek
Wobec braku błony jądrowej procesy transkrypcji 
i translacji u obu grup prokariotów mogą przebiegać 
jednocześnie, jednak istnieje wiele znaczących róż-
nic między aparatem translacyjno-transkrypcyjnym 
u bakterii i archeonów. Różna jest np. liczba i struk-
tura podjednostkowa polimeraz RNA zależnych 
od DNA, przeprowadzających proces transkrypcji. 

charakterystycznych dla domeny Eukarya. Na kil-
ka z tych cech należy zwrócić szczególną uwagę.

Ściana komórkowa
Ściana komórkowa występuje niemal u wszyst-
kich prokariotów (s. 57), a skład chemiczny tego 
elementu strukturalnego jest czynnikiem rozróż-
niającym porównywane do meny. Związkiem cha-
rakterystycznym dla ściany komórkowej bakterii 
jest mureina. Ściana komórkowa archeonów nigdy 
nie zawiera mureiny, lecz może się składać z tzw. 
pseudomureiny, polisacharydów, białek lub gli-
koprotein. Brak typowej mureiny po woduje nie-
wrażliwość Archaea na antybiotyki działające na 
biosyntezę tego heteropolimeru u bakterii, np. na 
penicylinę i cefalosporynę. Tylko mureinę uważa 
się za przydatną w analizie filogenetycznej.

Błona cytoplazmatyczna
Budowa chemiczna lipidów błony cytoplazmatycz-
nej jest najbardziej użytecznym  nie genetycznym 
kryterium rozróżniającym Bacteria i Archaea. 
U bakterii kwasy tłuszczowe wchodzące w skład 
błony są połączone z resztą glicerolową wiąza-
niem estrowym (o wyjątkach wspomniano na 
s. 32), u archeonów natomiast nie ma kwasów 
tłuszczowych, glicerol zaś jest połą czo ny wiąza-
niami eterowymi z izoprenoidami lub hydroksy-
izoprenoidami.

Operony i introny
W genomach wszystkich prokariotów występu-
ją operony, czyli grupy genów położonych obok 
siebie i podlegających wspólnej regulacji, u euka-
riotów zaś operony nie są spotykane. Różnica ta 
wiąże się bezpośrednio z występowaniem u euka-
riotów genów nieciągłych (zawierających sekwen-
cje niekodujące, introny typu GU-AG i AU-AC), 
które muszą zostać usunięte z pierwotnego trans-
kryptu (pre-mRNA) przed translacją. U bakterii 
i archeonów również spotykamy introny, jednak 
występują one znacznie rzadziej.

W przypadku bakterii wyróżniamy introny gru-
py I i II. Elementy te mogą się wycinać z mRNA, 
tRNA i rRNA gospodarza. Introny grupy I zidenty-
fikowano w obrębie genów dla tRNA wielu gatun-
ków bakterii należących do Cyanobacteria i Proteo-
bacteria oraz genów rRNA niektórych gatunków 
należących do rodzaju Thermotoga (Thermotogae), 
jak również w genomach licznych bakteriofagów. 
Introny grupy I mają zdolność samowycinania się 
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jest niewielka, nie można ostatecznie przesądzać, 
że podane wyżej informacje dotyczące ich wła-
ściwości fizjologicznych (zwłaszcza braku pew-
nych typów reakcji metabolicznych) są ostateczne. 
Warto też nadmienić, że niektóre gatunki zidenty-
fikowano i zaklasyfikowano do domeny Archaea 
jedynie na podstawie analizy 16S rDNA obecnego 
w próbkach środowiskowych, natomiast nigdy nie 
zostały one wyizolowane w postaci czystych kul-
tur (odnosi się to głównie do typów Korarchaeota 
i  Nano archaeota).

1.3. KLASYFIKACJA I NAZEWNICTWO 
BAKTERII

Podobnie jak inne organizmy, bakterie są klasy-
fikowane w kategoriach ułożonych hierarchicznie, 
poczynając od gatunków, poprzez rodzaje, rodzi-
ny, rzędy, klasy, typy aż do domen. Do niedawna 
klasyfikacja bakterii nie odzwierciedlała w pełni 
ewolucyjnego pokrewieństwa między tymi orga-
nizmami. Sytuacja zmieniła się radykalnie dzięki 
za stosowaniu kryteriów molekularnych. Drugie 
wydanie Bergey’s manual of systematic bacterio-
logy grupuje i przedstawia bakterie oraz archeony 
z uwzględnieniem ich nowoczesnej taksonomii fi-
logenetycznej. Dodatkowo, dane taksonomiczne 
bakterii (ale również archeonów i eukariota) zosta-
ły zgromadzone w internetowej bazie NCBI – The 
National Center for Biotechnology Information 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy).

1.3.1. Koncepcja gatunku u prokariotów
W świecie roślin i zwierząt gatunek definiujemy 
jako zbiór (grupę) osobników, w którego obrębie 
może zachodzić proces rozmnażania płciowego, da-
jący płodne potomstwo, a który jest reprodukcyjnie 
izolowany od innych grup organizmów. Taka defi-
nicja jest najpowszechniej akceptowana, aczkolwiek 
ma pewne ograniczenia (np. przypadki rozmnaża-
nia partenogenetycznego). Niestety nie można jej 
odnieść do prokariotów, które są haploidalne i roz-
mnażają się aseksualnie. Niemniej jednak pojęcie 
gatunku (species) w mikrobiologii istnieje, chociaż 
brak jest oficjalnej, ogólnie zaakceptowanej definicji 
gatunku u bakterii i archeonów.

Definicja gatunku prokariotycznego, podobnie 
jak współczesne poglądy na organizację taksono-
miczną i filogenezę tej grupy organizmów, ulega 

Polimeraza archeonów jest ogólnie znacznie bardziej 
złożona od polimerazy bakteryjnej, a ponadto jej 
budowa jest zróżnicowana w obrębie różnych grup 
taksonomicznych tych mikroorganizmów. Trans-
krypcja u Archaea wymaga także, w odróżnieniu 
od transkrypcji bakteryjnej, a podobnie jak u eu-
kariotów, udziału wielu dodatkowych czynników 
 transkryp cyjnych, np. TFII. Struktura promotorów 
u archeonów i eukariotów jest podobna – miejscem 
przyłączenia polimerazy RNA jest sekwencja TATA 
box w pozycji –25, zamiast typowej dla bakterii se-
kwencji –10. Także, mimo jednakowego współczyn-
nika sedymentacji rybosomów prokariotycznych 
(70S zarówno u bakterii, jak i u archeonów, w od-
różnieniu od 80S u eukariotów), sekwencja nukleo-
tydowa rybosomowego 16S rRNA i 5S rRNA ar-
cheonów różni się znacząco od rRNA bakteryjnych. 
Różnice istnieją także na etapie inicjacji translacji; 
u bakterii inicjacja wymaga przyłączenia do kodo-
nu inicjatorowego (AUG) zmodyfikowanej formy 
metioniny (N-formylometioniny), u archeonów zaś, 
podobnie jak u eukariotów, inicjatorowy tRNA nie-
sie niezmodyfikowaną metioninę. Te i inne różnice 
powodują, że odmienna jest wrażliwość translacji 
reprezentantów omawianych domen na antybiotyki 
hamujące syntezę białka (np. chloramfenikol, strep-
tomycynę czy kanamycynę, a także na toksynę bło-
niczą; p. tab. 1.2).

Cechy fizjologiczne
Zwracającą uwagę właściwością gatunków należą-
cych do Archaea jest ich zdolność do życia w eks-
tremalnych warunkach środowiska. Są wśród tych 
organizmów liczne hipertermofile (które wśród 
bakterii są rzadkością), halofile, a także alkalofile 
i acydofile.

Wiele ważnych cech metabolicznych odróż-
nia obie domeny prokariotyczne. Jedną z nich jest 
spotykana wyłącznie u archeonów (w typie Eury-
archaeota) zdolność do metanogenezy, czyli bio-
syntezy metanu z różnych substratów – dwutlenku 
węgla i wodoru, dwutlenku węgla i mrówczanu, 
metanolu, metyloamin lub octanu w warunkach 
bezwzględnie beztlenowych.

Stwierdzono również, że wśród archeonów nie 
występują fotoautotrofy (wykorzystujące związki 
typu chlorofilu), spotykane u bakterii. Ciekawe jest 
też, że wśród dotychczas poznanych archeonów nie 
zidentyfikowano ani jednego patogenu.

Ponieważ liczba poznanych gatunków arche-
onów, w stosunku do liczby gatunków bakterii, 
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�� charakteryzują się co najmniej 70% podobień-
stwem sekwencji DNA, mierzonym poziomem 
hybrydyzacji DNA/DNA,

�� różnią się od innych gatunków zespołem istot-
nych cech fenotypowych.

W skład gatunku wchodzą różne szczepy 
bakterii, które, różniąc się od siebie nieznacznie 
(mogą to być niezależne naturalne izolaty bakterii 
zaklasyfikowane do tego samego gatunku lub „od-
miany” bakterii z jedną, celowo wyselekcjonowaną 
bądź sztucznie wprowadzoną mutacją), spełniają 
jednak podstawowe kryteria molekularne przyna-
leżności do jednego gatunku. W obrębie niektó-
rych gatunków wyróżnia się dodatkowo podga-
tunki (subspecies, np. Lactococcus lactis subsp. 
cremoris), a także odmiany (nie będące jednost-
kami taksonomicznymi), które wskazują na odręb-
ne właściwości fenotypowe określonych szczepów. 
Właściwości te mogą być bliżej nieokreślone (ang. 
biovar lub biotype) lub dotyczyć konkretnych cech, 
takich jak zdolność do infekowania pewnych go-
spodarzy (ang. pathovar lub pathotype), wrażli-
wość na infekcję fa giem (ang. phagovar lub pha-
gotype), właściwości serologiczne (ang. serovar lub 
serotype – np. Salmonella enterica sv. Typhimu-
rium; s. 412) i inne.

Gatunki wykazujące większe różnice w se-
kwencji nukleotydowej 16S rDNA (stopień po-
dobieństwa pomiędzy 97 a 99%) oraz poziom 

nieustannym zmianom. Do niedawna podstawą 
definiowania gatunków prokariotycznych był od-
powiedni stopień podobieństwa zespołu istotnych 
cech strukturalnych i właściwości fizjologicznych 
(czyli cech fenotypowych), który pozwalał pewną 
grupę szczepów odróżnić od innej, charaktery-
zującej się odmiennym zespołem cech. Taka de-
finicja jest dość subiektywna i możemy ją stoso-
wać do opisu gatunków, które potrafimy izolować 
w postaci czystych kultur i hodować w warunkach 
laboratoryjnych, a należy pamiętać, że większość 
prokariotów istniejących na Ziemi to organizmy, 
których hodować nie potrafimy (ang. nonculturable 
organisms).

W momencie wprowadzenia do taksonomii 
metod biologii molekularnej, a zwłaszcza porów-
nywania sekwencji najbardziej konserwowanych 
makrocząsteczek (RNA, DNA i białek), możliwe 
stało się znaczące zobiektywizowanie analizy po-
równawczej i zaproponowanie definicji gatunku 
prokariotycznego uwzględniającej parametry ana-
lizy molekularnej (dokładniejsze omówienie wy-
korzystania metod biologii molekularnej w takso-
nomii i analizie filogenetycznej jest przedstawione 
w podrozdz. 1.4).

Gatunek, w odniesieniu do prokariotów, to 
grupa organizmów, które:

�� wykazują nie więcej niż 1% różnic w sekwencji 
nukleotydowej 16S rDNA,

Ryc. 1.2. Drzewo filogenetyczne domeny Bacteria, z zaznaczeniem najważniejszych typów (phyla). Drzewo skonstruowano 
na podstawie analizy sekwencji 16S rRNA. Wskazanych jest kilkanaście spośród ponad 30 zdefiniowanych typów domeny Bacte-
ria (wg: Madigan, Martinko, Parker. 2000, Brock biology of microorganisms (9. wyd.), Prentice Hall)
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Jeżeli zostanie odkryta nieznana dotychczas bak-
teria i uznana za nowy gatunek (lub rodzaj), obowiąz-
kiem odkrywcy jest nadanie jej nazwy zgodnie z za-
leceniami Międzynarodowego Kodu Nomenklatury 
Bakterii (ang. International Code of Nomenclature 
of Bacteria), zwanego też Kodem Bakteriologicz-
nym (ang. Bacteriological Code), i opublikowanie 
jej opisu w czasopiśmie naukowym (najlepiej Inter-
national Journal of Systematic and Evolutionary Mi-
crobiology, IJSEM), a także zdeponowanie czystej 
kultury w dwóch autoryzowanych kolekcjach szcze-
pów. Zdeponowany szczep jest określany mianem 
szczepu typowego, czyli wzorcowego w obrębie ga-
tunku (ang. type strain). Otrzymuje on swój numer 
identyfikacyjny w każdej z kolekcji szczepów (np. 
ATCC 1234T). Z nim właśnie będą porównywane 
kolejne, izolowane niezależnie szczepy tego gatun-
ku, otrzymujące inne numery identyfikacyjne. Jeżeli 
nowy gatunek został opisany w innym czasopiśmie 
naukowym niż IJSEM, to kopia tego artykułu mu-
si zostać wysłana do IJSEM, gdzie nazwa nowego 
organizmu zostanie uprawomocniona, zanim zosta-
nie zaakceptowana jako nowy takson. Czasopismo 
IJSEM publikuje okresowo zaaprobowaną listę nazw 
nowych bakterii i archeonów.

Jeśli nie da się spełnić wyżej wymienionych 
warunków (gdyż np. nie udaje się otrzymać czystej 
kultury tej bakterii), nazwę nowego gatunku pisze 
się w cudzysłowie,  pros tym drukiem, poprzedzając 
ją słowem Candidatus (np. „Candidatus Kuenenia 
stuttgartiensis”).

1.3.3. Najważniejsze typy i klasy 
taksonomiczne bakterii
Podręcznik zawiera informacje dotyczące bakterii 
należących do 15 typów taksonomicznych (phyla), 

hybrydyzacji DNA od 20 do 70% będą zaliczane 
do tego samego rodzaju. Rodzaje są grupowane 
w rodziny, te z kolei w rzę dy, następnie klasy i tak 
aż do najwyższej jednostki taksonomicznej – do-
meny. Przy kłady taksonomicznej hierarchii wybra-
nych bakterii przedstawiono w tabeli 1.3.

1.3.2. Zasady nazewnictwa
Nazewnictwo binominalne, wprowadzone przez 
Linneusza w odniesieniu do zwierząt i roślin, obo-
wiązuje również w mikrobiologii. Oznacza to, że 
każdemu gatunkowi bakterii lub archeona nadaje 
się dwuczłonową nazwę (tradycyjnie jest to nazwa 
pochodzenia łacińskiego lub greckiego). Składa się 
ona z nazwy rodzaju, do którego należy dany orga-
nizm, i następującego po niej „specyficznego epite-
tu” – identyfikującego gatunek w obrębie rodzaju.

W tej książce, zgodnie z regułami przyjętymi 
w Bergey’s manual of systematic  bac teriology, na-
zwy wszystkich typów taksonów są pisane kursy-
wą, co nie jest jednak powszechnie akceptowane, 
i w innych źródłach (szczególnie brytyjskich) czy-
telnik może się spotkać z zapisem kursywą jedynie 
nazw trzech najniższych taksonów. Nazwy niektó-
rych taksonów mają standardowe końcówki: np. 
rodzina „-aceae” (np.  Entero bac teriaceae, Chro-
matiaceae), a rząd „-ales” (Enterobacteriales, 
Chromatiales).

Bywa, że bakteria została scharakteryzowa-
na w stopniu pozwalającym zaklasyfikować ją do 
któregoś ze znanych rodzajów, ale nie do gatunku 
w obrębie rodzaju. O takiej sytuacji informuje nas 
nazwa podana w następującej formie – Thioba-
cillus sp.; z kolei zapis Thiobacillus spp. oznacza 
różne gatunki z rodzaju Thiobacillus lub wszystkie 
gatunki z tego rodzaju.

Tabela 1.3. Taksonomiczna hierarchia wybranych bakterii

Gatunek 
(Species)

Rodzaj 
(Genus)

Rodzina 
(Family)

Rząd 
(Order)

Klasa 
(Class)

Typ 
(Phylum)

Domena 
(Domain)

Escherichia coli (pa-
łeczka okrężnicy)

Escherichia Entero bac-
teriaceae

Entero-
bacteriales

Gamma proteo-
bacteria

Proteo bacteria Bacteria

Bacillus subtilis (la-
seczka sienna)

Bacillus Bacillaceae Bacillales Bacilli Firmicutes Bacteria

Micrococcus luteus 
(pakietowiec żółty)

Micrococcus Micro cocca ceae Actino myce tales Actino bac teria Actino bac teria Bacteria

W pewnych przypadkach wyróżniane są dodatkowe podjednostki, np. podklasy (Actinobacteridae), podrzędy ( Micro coccineae).
Uwaga: w tej książce przyjęto konwencję pisania nazw wszystkich taksonów kursywą (wg: Bergey’s manual of systematic bacteriology).
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�� Chloroflexi. Gramujemne bakterie nitko-
wate, zdolne do ruchu ślizgowego. Nie ma-
ją błony zewnętrznej zawierającej LPS, a ich 
mureina występuje w kompleksie z polisacha-
rydem. Niektóre gatunki są bezwzględnymi lub 
względnymi fototrofami, inne są tlenowymi 
chemoorganoheterotrofami. Typ zawiera jedną 
klasę (Chloroflexia).

�� Cyanobacteria. Typ jest bardzo jednorodny me-
tabolicznie, grupuje bowiem fotolitoautotrofy 
oksygenne, zwane sinicami. Zawierają one chlo-
rofile, dwa fotosystemy (PS I i PS II), a donorem 
elektronów w czasie fotosyntezy jest woda.

�� Firmicutes. To drugi z najliczniej reprezen-
towanych typów. Zawiera dwie klasy bakterii 
gramdodatnich („Clostridia” i „Bacilli”) o ma-
łej zawartości % par G+C. Bakterie te mają 
grubą ścianę komórkową, zbudowaną z mure-
iny i zawierającą kwasy tejchojowe. Większość 
barwi się gramdodatnio. Niektóre wytwarzają 
endospory. Większość to chemoorganohetero-
trofy (tlenowe i beztlenowe), ale niektóre są fo-
toorganoheterotrofami anoksygennymi.

�� Nitrospirae. Gramujemne bakterie przypomi-
nające kształtem przecinkowce lub śrubowce. 
Są bardzo zróżnicowane metabolicznie, więk-
szość to chemolitoautotrofy (w tym nitryfika-
tory), niektóre redukują siarczany. Typ zawiera 
jedną klasę („Nitrospira”).

�� Planctomycetes. Jedna klasa Planctomycetia, 
zawierająca dwa rzędy – Planctomycetales 
i „Candidatus Brocadiales”. Rozmnażają się 
przez pączkowanie. Niewiele szczepów otrzy-
mano w czystej kulturze. Zawierają wydzielone 
błonami przedziały komórkowe.

�� Proteobacteria. To najliczniej reprezentowany 
typ bakterii, grupujący bakterie gramujemne, 
wytwarzające błonę zewnętrzną, zawierającą 
LPS. Są zaliczane do 6 klas: Alphaproteobac-
teria, Betaproteobacteria, Gammaproteobac-
teria, Deltaproteobacteria, Epsilonproteobac-
teria, Zetaproteobacteria. Charakteryzują się 
niezwykle zróżnicowanym metabolizmem. Są 
wśród nich chemoorganoheterotrofy, chemoli-
toautotrofy i fototrofy anoksygenne; tlenowce 
i beztlenowce.

�� Spirochaetes. Chemoorganoheterotrofy cechu-
jące się helikalnym kształtem komórek, zaopa-
trzonych w rzęski peryplazmatyczne, wycho-
dzące z dwóch biegunów komórki w kierunku 
jej środka. Są wśród nich tlenowce (w tym 

spośród 23 wyróżnionych w Bergey’s manual of 
systematic bacteriology (2001–2012). Niżej przed-
stawiono, w porządku alfabetycznym, bardzo krót-
ką ich charakterystykę, przygotowaną na podsta-
wie tego dzieła.

�� Actinobacteria. Bakterie gramdodatnie, o gru-
bej mureinowej ścianie komórkowej i geno-
mach o dużej zawartości par G+C. Są zaliczane 
do sześciu klas: Actinobacteria, Acidimicrobiia, 
Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria, 
Thermoleophilia. Barwią się gramdodatnio lub 
gramzmiennie. Znakomita większość to che-
moorganoheterotrofy. Są wśród nich tlenowce, 
warunkowe tlenowce i beztlenowce. Morfologia 
komórek jest zróżnicowana, od ziarniaków po 
bakterie tworzące strzępki i rosnące w formie 
grzybni (promieniowce). Większość to saprofi-
ty, ale są też patogeny roślin i zwierząt.

�� Aquificae. Umiarkowanie termofilne pałeczki, 
o metabolizmie chemoorganoheterotroficznym 
lub chemolitoautotroficznym (utleniają wodór). 
Typ zawiera jedną klasę („Aquificae”).

�� Bacteroidetes. Chemoorganoheterotroficzne, 
gramujemne pałeczki, zróżnicowane fenotypo-
wo. Typ dzieli się na cztery klasy: Bacteroidia, 
Cytophagia, Flavobacteria i Sphingobacteria.

�� Chlamydiae. Nieruchliwe, bezwzględne pa-
sożyty wewnątrzkomórkowe, namnażające 
się w komórkach eukariotycznych (zwierząt, 
w tym człowieka, i pierwotniaków). Wyróżnio-
no dotychczas tylko jedną klasę – Chlamydia. 
Wykazują cykl rozwojowy, w którym można 
wyróżnić stadia charakteryzujące się określoną 
morfologią i fizjologią. Mają małe genomy i są 
auksotrofami, wymagającymi do wzrostu nu-
kleotydów, aminokwasów i kofaktorów. Ściana 
komórkowa typu gramujemnego, lecz u więk-
szości gatunków nie można wykryć woreczka 
mureinowego. Nie mają białka cytoszkieletu 
FtsZ. Proponuje się, aby Planctomycetes, Chla-
mydiae i Verrumicrobia zaliczyć do wspólnego 
nadtypu (ang. superphylum).

�� Chlorobi. Gramujemne bakterie o różnych kształ-
tach; bezwzględnie beztlenowe i bezwzględnie 
fototroficzne. Najlepiej rosną fotoorganohetero-
troficznie, asymilując proste związki organiczne. 
Niektóre gatunki wykorzystują siarczki bądź tio-
siarczan jako donor elektronów. Globule powsta-
jącej siarki są gromadzone na zewnątrz komórek. 
Typ zawiera jedną klasę („Chlorobia”).
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dostarczają cennych danych dotyczących ogólnej 
charakterystyki fenotypowej badanych mikroorga-
nizmów.

Analizy aktywności enzymatycznych
Poszczególne grupy mikroorganizmów cechują się 
specyficznymi właściwościami, które wynikają 
z aktywności enzymów przez nie wytwarzanych. 
Właściwości te wykorzystuje się w identyfikacji 
mikroorganizmów, przy czym stosowane są bardzo 
różne testy diagnostyczne.

W diagnostyce klinicznej stosunkowo często 
stosuje się wystandaryzowane zestawy testów bio-
chemicznych (np. testy API), które umożliwiają 
identyfikację grup lub gatunków bakterii i grzy-
bów, głównie jednak znanych patogenów (np. pa-
ciorkowców i enterokoków). Test API składa się 
z paska z dwudziestoma miniprobówkami, w któ-
rych znajdują się odwodnione substraty i odpo-
wiedni wskaźnik umożliwiający odczytanie reak-
cji. Do poszczególnych probówek dodawana jest 
zawiesina badanego mikroorganizmu, po czym 
przeprowadza się inkubację całego paska testowe-
go w odpowiedniej temperaturze. Zmiany barwy 
w poszczególnych probówkach są wyznacznikiem 
aktywności enzymatycznej. Uzyskane wyniki two-
rzą specyficzny kod, który jest następnie odczyty-
wany za pomocą dostarczonego przez producenta 
klucza diagnostycznego.

Metodą dostarczającą znacznie większej ilo-
ści danych są mikromacierze fenotypowe PM 
Biolog (ang. Biolog Phenotype MicroArrays). 
Stanowią one, obok mikromacierzy DNA i pro-
teomiki, trzecią technikę analizy ekspresji genów 
i pozwalają na jednoczesne badanie setek cech 
fenotypowych komórki. Dostępne są liczne testy 
pozwalające badać zdolność do wykorzystywania 
różnych źródeł węgla, azotu, fosforu oraz siarki 
(łącznie ok. 800 substratów), wzrostu w różnym 
pH, wrażliwości osmotycznej i wrażliwości na 
działanie substancji chemicznych, np. antybioty-
ków. Metoda pomiaru bazuje na analizie zmian 
potencjału oksydoredukcyjnego (na skutek oddy-
chania komórkowego), co powoduje zmianę ko-
loru znacznika (chlorek trifenylotetrazoliowy), 
która jest odnotowywana przez specjalne urzą-
dzenie. Mimo że uzyskane dane mają ograniczo-
ne znaczenie w identyfikacji bakterii ze względu 
na brak odpowiednich kluczy czy też baz danych 
do porównań, to są one niezwykle cenne pod-
czas ogólnej charakterystyki mikroorganizmów. 

mikroaerofile) i beztlenowce, żyjące swobodnie 
lub związane z pewnymi zwierzętami (stawo-
nogi, mięczaki i kręgowce, w tym ludzie). Nie-
które są patogenami człowieka. Typ zawiera 
jedną klasę Spirochaetia.

�� Tenericutes. Typ zawiera jedną klasę – Mol-
licutes, która do roku 2009 była zaliczana do 
typu Firmicutes. Małe, pleomorficzne bakterie 
gramujemne, pozbawione ściany komórkowej 
i nie zawierające genów związanych z biosyn-
tezą peptydoglikanu (mureiny). Ich genom cha-
rakteryzuje mała zawartość par G+C (23–34%). 
Są komensalami bądź pasożytami kręgowców, 
w tym człowieka.

�� Thermotogae. Ekstremalnie termofilne pałecz-
ki gramujemne, wyposażone w osłonę podobną 
do pochewki (przypominającą togę, stąd nazwa 
typu). Są beztlenowcami o metabolizmie fer-
mentacyjnym. Typ zawiera jedną klasę („Ther-
motogae”).

�� Verrumicrobia. Typ zawiera trzy klasy (Ver-
rumicrobiae, Opitutae i Spartobacteria). Bak-
terie barwią się gramujemnie. Wiele gatunków 
ma błony wewnątrzcytoplazmatyczne, wydzie-
lające przedziały komórkowe. Większość to 
chemoorganoheterotrofy, preferencyjnie wyko-
rzystujące węglowodany, w tym naturalne poli-
sacharydy o złożonej budowie.

1.4. METODY IDENTYFIKACJI 
I KLASYFIKACJI BAKTERII I ARCHEONÓW

Identyfikacja i klasyfikacja bakterii może się 
opierać na bardzo różnych kryteriach, w tym na 
szeroko pojętych analizach fenotypowych oraz 
analizach przeprowadzanych na poziomie DNA 
i białek. Poszczególne metody znajdują zastoso-
wanie w różnych dyscyplinach nauki i medycyny. 
W rozdziale przedstawiono zestawienie najpopu-
larniejszych technik identyfikacji i klasyfikacji 
mikroorganizmów.

1.4.1. Analizy fenotypowe
Metody identyfikacji mikroorganizmów związane 
z analizą fenotypową są coraz rzadziej stosowane, 
przede wszystkim ze względu na ich zawodność, 
czasochłonność oraz kosztochłonność. Niemniej 
jednak nadal znajdują one swych zwolenników (np. 
diagnostyka kliniczna), a ponadto, niezaprzeczalnie 
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zastosowanym w taksonomii. Zawartość G+C jest 
wyrażana jako:

Zastosowanie oznaczania zawartości par G+C 
w DNA badanych organizmów w taksonomii ma 
ograniczone znaczenie. Podczas gdy różne wartości 
zawartości G+C świadczą o braku pokrewieństwa 
badanych szczepów (różnica większa niż 5% nie 
pozwala zaliczyć szczepów do jednego gatunku), 
to wartości zbliżone, a nawet identyczne nie mogą 
być jedynym kryterium świadczącym o ich pokre-
wieństwie, mogą bowiem być przypadkowe. Na 
przykład zbliżoną zawartość G+C mają tak odle-
głe  filogenetycznie rodzaje bakterii, jak Helicobac-
ter (Epsilonproteobacteria): 35–38% i Rickettsia 
(Alphaproteobacteria): 29–33%. Z kolei niektóre 
rodzaje charakteryzuje bardzo duży rozrzut za-
wartości G+C w DNA poszczególnych gatunków 
(przykładem może być rodzaj Bacillus 32–69% lub 
Clostridium 21–54%).

Najdokładniej zawartość G+C w DNA oblicza-
my bezpośrednio ze znanej sekwencji nukleoty-
dowej DNA. Można również zastosować technikę 
HPLC (ang. high-performance liquid chromato-
graphy) (wysoko spraw na chromatografia cieczowa) 
po hydrolizie DNA.

Hybrydyzacja DNA:DNA
Technika ta jest stosowana w odniesieniu do cał-
kowitego DNA zawartego w komórce i pozwala na 
bezpośrednie porównywanie podobieństwa między 
genomami. Pozwala ona stwierdzić, czy podobień-
stwo pomiędzy sekwencjami nukleotydowymi ge-
nomów jest tak duże, aby możliwe było utworze-
nie między nimi heterodupleksowych cząsteczek 
DNA. Początkowo do analizy cząsteczek hetero-
dupleksowych wykorzystywano głównie technikę 
mikroskopii elektronowej. Obecnie porównywane 
są cząsteczki DNA, z których jedna jest wyznako-
wana (np. radioizotopem 32P, 3H lub 14C). Preparaty 
DNA dwóch badanych szczepów denaturuje się ter-
micznie, następnie miesza ze sobą i powoli schładza 
w warunkach umożliwiających ich renaturację, czyli 
odtworzenie dwuniciowych struktur hybrydowych. 
Kolejny etap to pomiar poziomu radioaktywności 
cząsteczek hybrydowych.  Technicz nych wariantów 
przeprowadzenia takiego eksperymentu jest wiele. 
Analiza hybrydyzacyjna nieznanego (heterologicz-
nego) układu musi być uzupełniona, przeprowadzoną 

Ponadto mogą zostać wykorzystane do analizy 
różnorodności fenotypowej mikroorganizmów.

Analiza kwasów tłuszczowych – FAME
Cennych informacji przydatnych do klasyfikacji 
prokariotów dostarczają badania lipidów, szczegól-
nie określanie jakościowej i ilościowej zawartości 
kwasów tłuszczowych w błonie cytoplazmatycznej, 
a u bakterii  gram ujemnych także w błonie zewnętrz-
nej. Ze względu na wielkie zróżnicowanie struktury 
kwasów tłuszczowych (przejawiające się różną dłu-
gością łańcucha węglowego,  obec noś cią lub brakiem 
grup nienasyconych w pierścieniowych i liniowych 
podstawnikach, obecnością grup hydroksylowych 
itp.) analiza profilu kwasów tłuszczowych określo-
nych szczepów może być ważną cechą diagnostycz-
ną. Ogólnie, profil taki otrzymujemy w wyniku eks-
trakcji kwasów tłuszczowych spośród wszystkich 
lipidów (uzyskanych z ko mórek hodowanych w wy-
standaryzowanych warunkach) i ich chemicznej 
modyfikacji, prowadzącej do utworzenia estrów me-
tylowych, które jako związki lotne mogą być iden-
tyfikowane za pomocą chromatografii gazowej. Wy-
nik pochodzący z analizy nieznanego szczepu może 
być porównywany z informacjami zgromadzonymi 
w odpowiedniej bazie danych. Opisana technika na-
zywana jest analizą FAME (ang. fatty acid methyl 
esther) i może być wykorzystywana w laboratoriach 
jako element identyfikacji bakterii. Należy jednak 
pamiętać, że wiarygodność wyników wymaga ści-
słej standaryzacji warunków zarówno  ho dowli, jak 
i samej analizy.

1.4.2. Analizy DNA
Najpowszechniej stosowane obecnie metody iden-
tyfikacji i klasyfikacji prokariotów opierają się na 
analizie DNA. Obecnie stosowane metody bazują 
na różnych technikach biologii molekularnej (np. 
sekwencjonowaniu DNA), nadal wykorzystywa-
ne są jednak również inne, „bardziej klasyczne” 
metody. Analiza otrzymanych danych umożliwia 
wgląd w filogenetykę danej grupy mikroorgani-
zmów i pozwala wnioskować na temat dróg ich 
ewolucji.

Oznaczanie zawartości par G+C
Zawartość par G+C w DNA prokariotów obejmuje 
bardzo szeroki zakres, od wartości około 20% do 
prawie 80%. Parametr ten był elementem molekular-
nej charakterystyki mikroorganizmów najwcześniej 
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restrykcyjny każdej cząsteczki DNA jest dla niej 
charakterystyczny i poprzez swoją unikatowość 
charakteryzuje ją tak samo, jak odcisk palca cha-
rakteryzuje każdego człowieka. Dlatego też wzór 
restrykcyjny genomowego DNA mikroorganizmów 
został nazwany „genetycznym odciskiem palca” 
(ang. DNA fingerprint). Istnieje wiele technicznych 
odmian tej metody.

W oryginalnej metodzie, nazywanej analizą 
polimorfizmu długości fragmentów restrykcyjnych 
DNA (RFLP, ang. restriction fragment length po-
lymorphism), DNA genomowy danego szczepu jest 
cięty określonymi enzymami restrykcyjnymi (s. 372) 
i powstałe różnej długości fragmenty restrykcyjne 
są rozdzielane przez elektroforezę w odpowiednim 
żelu, a otrzymany wzór fragmentów (odcisk DNA) 
porównywany ze wzorem innego szczepu. Przy bar-
dzo dużej liczbie fragmentów (prążków w żelu) pre-
cyzyjne porównanie wzorów restrykcyjnych może 
być trudne lub wręcz niewykonalne. Jednym z roz-
wiązań tego problemu jest zastosowanie tzw. rzadko 
tnących endonukleaz restrykcyjnych, co powoduje 
zmniejszenie liczby fragmentów.

Alternatywnym roz wiązaniem jest wykorzysta-
nie techniki RFLP do analizy mniejszych regionów 
DNA (zamplifikowanych w reakcji PCR), obejmu-
jących geny, które zostały określone mianem mar-
kerów molekularnych, np. sekwencja 16S rDNA 
(przykłady takich markerów zostały opisane niżej).

Analizy wykorzystujące technikę PCR
Łańcuchowa reakcja polimerazy (PCR, ang. poly-
merase chain reaction) została zastosowana w biolo-
gii molekularnej po raz pierwszy w roku 1983 przez 
K. Mullisa (uhonorowanego Nagrodą Nobla w roku 
1993). Obecnie jest ona stosowana z powodzeniem 
również w badaniach klasyfikacyjno-taksonomicz-
nych oraz w diagnostyce klinicznej podczas typo-
wania szczepów bakterii patogennych (np. metody 
RAPD, MLST, AP-PCR, RT-PCR, MLVA itd.).

Technika PCR pozwala stwierdzić, czy intere-
sująca nas sekwencja jest obecna w analizowanej 
próbie. Jeżeli tak, to stanowiąc matrycę w łańcu-
chowej reakcji polimerazy, z zastosowaniem odpo-
wiednich starterów, zostanie powielona (zamplifi-
kowana). Uzyskany produkt amplifikacji (fragment 
dwuniciowego DNA o długości od kilkudziesięciu 
par zasad do kilku tysięcy par zasad) może być na-
stępnie w różnoraki sposób analizowany.

Czynnikiem decydującym o przynależno-
ści taksonomicznej może być obecność, brak lub 

w identycznych warunkach, analizą kontrolną syste-
mu homologicznego. Stopień podobieństwa dwóch 
różnych DNA oblicza się ze wzoru:

Stwierdzono, że organizmy wykazujące więcej 
niż 70% podobieństwa zasad w DNA mogą być za-
liczone do jednego gatunku, a więcej niż 20% – do 
jednego rodzaju, mniejsze wartości wskazują na 
brak pokrewieństwa.

Hybrydyzacja DNA-DNA z wykorzystaniem 
specyficznych sond molekularnych
Jest to technika przydatna do szybkiego wykry-
wania określonych mikroorganizmów w próbkach 
materiału klinicznego lub pobranych ze środowiska. 
Jako sonda molekularna stosowany jest fragment 
DNA specyficzny dla interesującej nas grupy mi-
kroorganizmów. Najczęściej jest to syntetyczny oli-
gonukleotyd, zaprojektowany na podstawie znajo-
mości sekwencji wybranego genu markerowego, np. 
kodującego czynnik wirulencji. Taki oligonukleotyd 
zostaje odpowiednio wyznakowany i wykorzystany 
w reakcji hybrydyzacji DNA-DNA typu Southern. 
Jest to więc forma typowania molekularnego, szcze-
gólnie przydatna w sytuacji, gdy należy szybko 
wykryć i zidentyfikować bakterię chorobotwórczą 
w materiale pobranym od chorego, oczekującego na 
rozpoczęcie leczenia lub na potwierdzenie diagnozy 
i prawidłowości podjętej terapii.

Wykorzystanie sond molekularnych do iden-
tyfikacji mikroorganizmu (ale także np. genu 
w chromosomie organizmu eukariotycznego) me-
todą hybrydyzacji bezpośrednio w badanym ma-
teriale nazywamy zwykle hybrydyzacją in situ 
(ISH, ang. in situ hybridization). Jej odmianą jest 
hybrydyzacja fluorescencyjna in situ, tzw. techni-
ka FISH (ang. fluorescence in situ hybridization), 
gdzie sonda oligonukleotydowa jest wyznakowana 
fluorescencyjnie, a identyfikacja następuje dzięki 
stwierdzeniu fluorescencji powstałego hybrydu.

Analiza wzorów restrykcyjnych DNA
Zastosowanie analizy restrykcyjnej do celów iden-
tyfikacji i klasyfikacji mikroorganizmów sprowa-
dza się do porównywania wzorów restrykcyjnych 
ich genomów z wykorzystaniem zasady, że wzór 
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i filogenetyczne bazujące na poznaniu sekwencji 
nukleotydowej genów markerowych – tzw. identy-
fikacja molekularna. Wśród powszechnie stosowa-
nych markerów molekularnych najczęściej wyko-
rzystuje się sekwencję 16S rDNA, która koduje gen 
16S rRNA, czyli składnik małej podjednostki ry-
bosomu prokariotów. Cząsteczka ta spełnia podsta-
wowe wymogi stawiane markerom molekularnym 
stosowanym w badaniach filogenetycznych, tj.:

�� występuje we wszystkich znanych bakteriach 
i archeonach,

�� pełni w tych organizmach równoważne funkcje,
�� zawiera zarówno sekwencje w wysokim stop-

niu konserwowane, jak i sekwencje zmienne,
�� charakteryzuje się tempem zmienności propor-

cjonalnym do mierzonych dystansów (odległo-
ści) ewolucyjnych (tzn. nie podlega drastycz-
nym i szybkim zmianom mutacyjnym).

Sekwencja genu 16S rRNA obejmuje fragment 
DNA o długości około 1500 pz. W jego obrębie 
wyróżnia się 9 regionów o dużej zmienności (od-
powiednio V1–V9, ang. variable regions), które 
mają kluczowe znacznie podczas analiz filogene-
tycznych. Pomiędzy regionami zmiennymi znaj-
dują się obszary DNA ściśle konserwowane, które 
wykorzystano do zaprojektowania odpowiednich 
par starterów. Opracowane zestawy starterów do 
PCR specyficzne dla bakterii i archeonów są sto-
sowane do amplifikacji prawie całego genu 16S 
rRNA, a otrzymane produkty amplifikacji są pod-
dawane sekwencjonowaniu. Ostatecznie, uzyskane 
sekwencje nukleotydowe porównywane są z da-
nymi zgromadzonymi w odpowiednich bazach 
danych [np. RDP (Ribosomal Database Project) – 
http://rdp.cme.msu.edu/ oraz NCBI (National Cen-
ter for Biotechnology Information) – http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/)], co pozwala zaklasyfikować or-
ganizm do danej grupy taksonomicznej (ryc. 1.3).

wielkość danego fragmentu DNA. Techniką dia-
gnostyczną wykorzystującą taki system klasyfi-
kacji jest np. metoda MLVA (ang. multiple-locus 
variable number tandem repeat analysis) umożli-
wiająca typowanie bakterii na podstawie badania 
zmian liczby tandemowych powtórzeń (VNTR, 
ang. variable number tandem repeats). W meto-
dzie tej amplifikowane są regiony zawierające po-
wtórzenia, a następnie z zastosowaniem elektrofo-
rezy kapilarnej szacowana jest dokładna wielkość 
każdego produktu PCR. Znając wielkość produktu 
amplifikacji, można oszacować liczbę powtórzeń 
w każdym z analizowanych loci. Otrzymane in-
formacje tworzą kod liczbowy, który może być 
łatwo porównany z bazą referencyjną. Metoda ta 
jest z powodzeniem stosowana podczas typowania 
bakterii patogennych, np. Bacillus anthracis, Le-
gionella pneumophila oraz Salmonella enterica.

Inne analizy wykorzystujące technikę PCR do 
identyfikacji organizmów prokariotycznych bazują 
na porównaniu uzyskanego produktu amplifika-
cji z fragmentem wzorcowym, poprzez np. anali-
zę restrykcyjną (technika RFLP). Alternatywnie 
porównaniu mogą podlegać kompletne sekwencje 
nukleotydowe uzyskanych produktów amplifikacji. 
Na podstawie porównania zamplifikowanych se-
kwencji nukleotydowych homologicznych genów 
z kilku organizmów, określając poziom ich iden-
tyczności i podobieństwa, możemy wnioskować 
o stopniu ich pokrewieństwa. Dla analiz filogene-
tycznych szczególnie przydatne jest porównywanie 
podobieństwa sekwencji genów kodujących rRNA 
małej podjednostki rybosomu (16S rRNA u proka-
riotów i 18S rRNA u eukariotów).

Analizy z wykorzystaniem markerów 
molekularnych
W chwili obecnej uznaje się, że najbardziej wia-
rygodne wyniki dają analizy taksonomiczne 

Ryc. 1.3. Schemat eksperymentu mającego na celu identyfikację organizmu prokariotycznego. (1) Izolacja DNA z komórek 
bakterii lub archeona. (2) Amplifikacja techniką PCR fragmentu DNA niosącego gen kodujący 16S rRNA. (3) Sekwencjonowanie 
produktu PCR. Analiza otrzymanej sekwencji DNA


