Kosakonia cowanii (wczeéniej Enterobacter cowanii) to Gram-

pateczka, zdolna do ruchu i1 rozwoju w réznorodnych
iskach. Dzigki wszechstronno$ci metabolicznej jest silnym
rentem 1 posiada ogromny potencjal metaboliczny. W wodzie czy
ch zostala zidentyfikowana jako skladnik organizméw tworzacych
W roslinach stwierdzono ja jako endofityczng bakterie w
wkach lucerny (Medicago sativa) oraz w Artemisia nilagirica,
cyjnej roslinie leczniczej w Azji. U zwierzat stwierdzono jej obecnos¢
litach tropikalnego komara Anopheles gambiae 1 pszczdt (Apis
era mellifera). Bakteri¢ wyizolowano takze z jelita dorsza
tyckiego (Gadus morhua) oraz z otworu nosowego papugi kea (Nestor
bilis). U ludzi kilka szczepéw K. cowanii wyizolowano z prébek
icznych (krew, mocz, z6t¢ czy plwocina).

Cho¢ gléwnie uwazana za patogen roslin takich jak eukaliptus,
ula czy soja, K. cowanii zostatla rowniez wskazana jako przyczyna
dkich zakazen u ludzi, takich jak rabdomioliza czy ostre zapalenie
herzyka zotciowego.

aterialy i metody

Z zebranych w Polsce lisci soi z widocznymi objawami porazenia
ragzowe plamki otoczone z6tta obwddka) izolowano szczepy K. cowanii.
zczep od pacjenta z zapaleniem pecherzyka zotciowego pochodzit z
nstytutu Mikrobiologii Medycznej, Hamburg, szczep typu DSM 18,146
. cowanii z kolekcji DSMZ, Niemcy.

Probki gleby do badan przesiewowych fagéw pobrano z réznych
miejsc w Czechach. Bakterie hodowano w bulionie trypsynowo-sojowym
w temp. 27°C (szczep ludzki w 37°C) 1 wysiewano na ptytkach Petriego.
Probki fagéw natozono na hodowle 1 inkubowano przez 16 h w 27°C.
Obecnos¢ strefy lizy (,lysinki”) wskazywala na specyficzne lityczne fagi.
Zbadano ponad 300 probek gleby, z ktorych w dziewigciu znaleziono fagi,
ktore oczyszczono, barwiono negatywnie 2% (w/v) octanem uranylu i
badano w transmisyjnym mikroskopie elektronowym JEOL 1010 (pod
napigciem)80 kV.

DNA izolowano z oczyszczonych wirusow po traktowaniu RNaza,
DNaza 1 proteinazg K, nastgpnie sekwencjonowano na Illumina platform
(Neogen)(Cambridge, UK). Odczyty odrebne demultipleksowano,
adapterowano, nast¢pnie zmontowano de novo w oprogramowaniu CLC
GenomicsWorkbench 8.5.1. (Qiagen, Hilden, Niemcy). Kontigi recznie
sprawdzono, niejasnosci korygowano po sekwencjonowaniu metoda
Sangera. Poprawione sekwencje zanotowano w RAST. Do identyfikacji
odlegle spokrewnionych bialek uzyto HHpred. Poréwnanie sekwencji i
analizy filogenetyczne przeprowadzono w MEGA X. Analiz¢ wykresu
punktowego Dotplot przeprowadzono na potagczonych kompletnych
genomach wybranych wirusoéw bakteryjnych w programie Gepard DotPlot
(parametry: word lenght = 10 i window size = 0). Sekwencje wyjustowano
w ClustalW (gap opening penalty = 10, gap extension penalty = 0.10).
Analizg filogenetyczng przeprowadzono przy uzyciu MEGA X z modelem
JTT 1 potwierdzono przez 1000 powtorzen metody bootstrap.
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Szczepy K. cowanii Klasyfikacja

039 042 045 048 051 056 059 062 063 18146 Hamburg

szczepy roslin szczepy ludzkie

Kc166A - + + - + + + + + - - Kayfunawirus  Autografiwirusy
Kc261 - + - - - - - - - - - Wirus Bonnell  Autografiwirusy
Kc318 + - + - + + + + + + - Kronoswirus  Aufografiwirusy

Kc166B - + + - - - - - - - - nowy rodzaj Podoviridae
Kc237 - + + - - - - - - - - Sortsnevirus Podoviridae
Kc283 - + - + - - + - - - + nowy rodzaj Podoviridae
Kc263 @ + > = + > = & =+ @ + nowy rodzaj Myoviridae
Kc304 + - + - - - - - + + + Wirus Winklera Myoviridae
Ke305 - - - - - - - - - - + Miowirus Myoviridae

Tabela 1. Specyficzno$¢ gospodarza wiruséw Kosakonia przetestowana na dziewigciu izolatach
ro$linnych oraz dwoch izolatach ludzkich K. cowanii. Obecno$¢ ,tysinek” ,+”, brak ,tysinek” ,,-

E2]

Wyniki

W probkach gleby zidentyfikowano
stosujac K. cowanii 042 1 045 jako gospodarzy
je jako Kcl66A, Kcl66B, Kc237, Kc261, Kc2
trzy wirusy (Kc263, Kc304 i Kc305) zident
szczepu K. cowanii Hamburg.

Stwierdzono, ze dziewi¢¢ wirusow po
i/lub ludzkich szczepow K. cowanii. Nowe wi
zsekwencjonowane 1 przeanalizowane. Trz
Podoviridae, trzy w Autographiviridae 1 trzy
Kc166B 1 Kc283 najprawdopodobniej reprezentu
rodzajow Podoviridae, ktore nie zostaty jeszcze usta

Dostep GenBank
Kc261 42 203 bp, G+C 55,4% MW250275

Uktad genomu i 87,2% identyczno$¢ z fagiem Escherichia usur (nr akces.
MNS850624) potwierdzaja klasyfikacje wirusa do rodzaju Bonnellvirus,
Autographiviridae; Motywy endolizyny faga rozpoznano na biatku kodowanym
przez ORF53 i powinien by¢ kluczowym enzymem uktadu lizy Kc261.

Kc318 41 938 bp, G+C 55,5% MW250276

Calkowita sekwencja genomu wykazuje 91,3% identycznosci z fagiem
Cronobacter sakazakii GAP227 (nr akces. NC 020078, rodzaj Cronosvirus,
Autographiviridae) 1 ponad 95% identycznosci z sekwencja wiekszosci
kodowanych biatek. Zaproponowano nazwe dla tego wirusa Kosakonia K318
(Kc318), bedac jednoczesnie nowym wirusem z rodzaju Cronosvirus.

Kcl166A 41 374 bp, G+C 52,7% MW258709
Uktad genomu jest bardzo podobny do tego u wiruséw z rodzaju Kayfunavirus.
Poréwnanie catych genomow metoda BLASTN wujawnito, ze fag ST31
Escherichia jest najbardziej podobnym wirusem (68,8% identyczno$ci
nukleotydowej). W genomie Ksl166A zidentyfikowano gen holin, ktéry moze
poprawia¢ zdolnosci lityczne faga.

Kc166B 40 785 bp, G+C 57,4% MW258711

Fag Escherichia C130 2 (nr akces. NC 048067) i fag Escherichia Sortsne (nr
akces. NC 048178) byly odpowiednio w 53,5% i 48% identyczne, gdy
kompletne sekwencje nukleotydowe dopasowano w MUSCLE.

Kc237 40 897 bp, G+C 59,4% MW258710

Genom faga Klebsiella IME279 uznano za najbardziej podobny genom, z 72,1%
identycznosci.

Kc283

Genom jest blisko spokrewniony z niesklasyfikowanymi podowirusami,, przy

76 232 bp, G+C 46,9% MZ348421

czym najbardziej podobne sa fagi Pectobacterium Nepra, Pectobacterium CB1 i
Pectobacterium Possum, z odpowiednio 74,6%, 74,4% 1 69,0% identycznoS$ci
sekwencji.

MZ348422

Kc263

Genom Kc263 jest najwigkszym ze  wszystkich znalezionych i

253 740 bp

zsekwencjonowanych wirusow K. cowanii. Fag Aeromonas PS1, Klebsiella
NIMI i Pseudomonas OBP (wszyscy cztonkowie Myoviridae) sa wirusami
spokrewnionymi, ale maja tylko okoto 50% identycznosci sekwencji. Jego
pozycja taksonomiczna nie jest jasna i bardziej prawdopodobne jest, ze bedzie to
cztonek nowego rodzaju.
Kc304 17 1207 bp MZ348424

94,2% nukleotydowo identyczny z fagiem Serratia CH14 (Myoviridae). R6znice
w genomach wynikaja gléwnie z obecnosci lub braku endonukleaz
naprowadzajacych w genomach. Jesli zignoruje si¢ ten fakt, Kc304 mozna uznaé
za izolat faga Serratia CH14.

Kc305 174 783 bp, G+C 40% MZ348423

Na genomie w obu orientacjach zapisano 295 przewidywanych otwartych ramek
odczytu 1 sze$¢ gendw tRNA.



