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1. Wprowadzenie — waglik wczoraj i dzi$

Waglik jest ostra choroba zakazna zwierzat roslino-
zernych, ktore posrednio stanowia gtéwne zrodto zaka-
zen ludzi i zwierzat drapieznych [8]. Zapisy historycz-
ne wskazuja, ze zoonoza ta trapita ludzkos$¢ juz za
czas6w Homera. Jej etiologiczny czynnik — laseczke
waglika (Bacillus anthracis) — odkryto w pierwszej
potowie XIX w. W tym czasie choroba dziesiatkowata
bydto i owce w Europie [43]. Jej ofiarami stawali si¢
czgsto ludzie, ktdrzy zajmowali si¢ zakazonymi zwie-
rzg¢tami lub trudnili si¢ obrobka produktéw pochodze-
nia zwierzgcego. Wysoka $miertelno$¢ na waglik od-
notowywano przewaznie wsrdd osob zajmujacych sig
przetadunkiem skor i sier§ci zwierzat. W Polsce, jesz-
cze w latach migdzywojennych waglik stanowit plage.
Epidemie tej choroby zdarzaty si¢ corocznie jeszcze
w latach 1950-1960 [28]. Natomiast w kolejnym dwu-
dziestoleciu liczba zachorowan ulegta tak znacznemu

ograniczeniu, ze od poczatku lat 90. przypadki tej cho-
roby odnotowywane byly jedynie sporadycznie.

Obecnie w Europie naturalne epidemie waglika
wsrdd zwierzat zdarzaja si¢ w potudniowych Wto-
szech [9]. Choroba ta wciaz wystepuje endemicznie
w azjatyckiej czesci Turcji [16], w Pakistanie i sa-
siadujacych prowincjach Indii [37], a takze w Chi-
nach [39], w Afryce, w niektorych stanach USA [39]
i Ameryce Potudniowe;.

W przeciwienstwie do poczatkowego okresu
XX wieku, obecnie waglik jako odzwierzgca choroba
ludzi wystepuje na tyle rzadko, ze lekarze klinicys$ci
maja trudnosci z jej szybkim i jednoznacznym rozpo-
znaniem. Taka sytuacja zaistniata w 2001 roku w USA,
gdzie doszto do epidemii tej choroby u ludzi [14].
Przyczyna zakazen byly przesylki pocztowe celowo
skazone przetrwalnikami B. anthracis 1 rozeslane
w ramach dzialan o charakterze terrorystycznym.
Od tego czasu, waglik postrzegany jest przez opinig
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publiczna i1 ekspertow jako choroba, ktora moze za-
grozi¢ spoteczenstwu na masowa skale w wyniku aktu
terrorystycznego [4]. Z tego wzgledu, w ostatnich la-
tach szczego6lna wage przywiazywano do badan maja-
cych na celu rozw6j metod umozliwiajacych szybka
identyfikacje laseczki waglika oraz pozwalajacych na
efektywne réznicowanie szczepdw tego drobnoustroju,
celem zwigkszenia skutecznos$ci dochodzenia epide-
miologicznego ognisk waglika. Posrednio, dzialania
te przyczynity si¢ tez do znacznego wzrostu wiedzy
w zakresie biologii, molekularnej epidemiologii i filo-
genetyki B. anthracis.

2. Waglik: rezerwuar, objawy, leczenie i zapobieganie

Naturalnym rezerwuarem laseczki waglika jest gle-
ba skazona przetrwalnikami B. anthracis. Przetrwal-
niki, zwane potocznie sporami, sa odporne na skrajne
warunki $rodowiska, podstawowe $rodki higieniczne
i dezynfekcyjne, a ponadto moga przez dziesigciolecia
zachowywac zdolnos¢ wywotywania zakazen. W okre-
sie ulewnych deszczy przetrwalniki laseczki waglika
sa wymywane z gleby i zostaja przenoszone przez
wodg do zaglebien terenu, gdzie po opadnigciu wody
osadzaja si¢ na powierzchni roslin znajdujacych sig na
ich dnie [8]. Nastepnie, wraz z roslinnos$cia, przetrwal-
niki sa zjadane, a takze wdychane przez zerujace zwie-
rzeta roslinozerne, u ktoérych dochodzi do ,.kietkowa-
nia” przetrwalnikow (germinacja) i rozwini¢cia si¢ form
wegetatywnych — Gram-dodatnich laseczek waglika.
Formy wegetatywne dzigki wytwarzaniu specyficznej
toksyny 1 obfitej otoczki szybko mnoza si¢ w organiz-
mie zwierzgcia, licznie wystepuja we krwi oraz w in-
nych ptynach ustrojowych i w okresie 2—4 dni powo-
duja toksemig i $mier¢ zwierzgcia. Zgon poprzedzony
jest z reguly silnymi zaburzeniami neurologicznymi,
ktore zwigkszaja podatno§¢ zwierzecia na atak dra-
pieznikow, czy tez w przypadku zwierzat hodowlanych,
wplywaja na podjecie decyzji o ich uboju.

Laseczki waglika znajdujace si¢ pltynach ustrojo-
wych bardzo szybko wytwarzaja przetrwalniki, ktore
wraz z ptynami fizjologicznymi wyciekaja ze zwlok
do gruntu lub zakazaja zwierzgta drapiezne albo ludzi
zajmujacych sig¢ obrobka skor, siersci i kosci zwierzat
zakazonych tym drobnoustrojem [42].

W zaleznos$ci od wrot zakazenia u ludzi wyrdznia
si¢ trzy podstawowe kliniczne postaci waglika: skorna,
ptucna i zotadkowo-jelitowa [15].

Posta¢ skorna, do ktorej dochodzi poprzez przenik-
nigcie przetrwalnikow waglika przez skorg w miejscach
zranien, jest najczgsciej obserwowana u 0s6b majacych
kontakt z chorymi zwierzgtami lub trudniacych sig tra-
dycyjna uprawa ziemi na obszarach skazonych prze-
trwalnikami. W miejscu wniknigcia przetrwalnikow,
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na skorze pojawia si¢ charakterystyczna czarna krosta
ze strupem otoczonym pgcherzykami [15]. Postac
skorna, zwlaszcza zlokalizowana z dala od glowy
(dtonie, stopy) czesto ulega samowyleczeniu w ciagu
kilku tygodni. Przy innym umiejscowieniu zmian,
moze doj$¢ do przedostania si¢ laseczek waglika do
krwioobiegu i wstgpujacej posocznicy, ktora od trze-
ciej doby po wystapieniu pierwszych objawow jest
z reguty Smiertelna, nawet gdy stosuje si¢ wlasciwa
antybiotykoterapig [42].

Posta¢ ptucna waglika rozwija si¢ u 0sob, ktore
przebywaly w pomieszczeniach, w ktorych rozpylone
byty przetrwalniki B. anthracis. W XIX wieku, ta po-
sta¢ choroby wystepowala u dokeréw w Anglii, ktorzy
zajmowali si¢ przetadunkiem importowanych skor,
siersci 1 runa owczego. Aktualnie na wystapienie po-
staci ptucnej narazone moga by¢ glownie ofiary ataku
bio-terrorystycznego. Przyjmuje si¢, ze do efektyw-
nego zakazenia cztowieka wystarcza dawka 8—10 tys.
przetrwalnikow [15]. Zakazenie objawia sig jako ostre,
przypominajace grypeg, zapalenie drog oddechowych,
ktore po 2—4 dniach przechodzi w cigzka niewydol-
no$¢ oddechowa z towarzyszaca posocznica. Z reguly
chorzy, u ktorych pojawily si¢ takie objawy umieraja
w ciagu kolejnych 3648 godzin nawet, gdy sa pod-
dawani wlasciwej antybiotykoterapii i leczeniu obja-
wowemu [15].

Posta¢ zotadkowo-jelitowa wystepuje u 0sob ktoére
spozyty migso zwierzecia chorego na waglik, a w szcze-
golnosci, gdy nie zostalo ono poddane dlugotrwalej
obrobece termicznej. Objawy zakazenia s3 nietypowe
(nudnosci, bole brzucha, goraczka i krwawa biegunka).
U 25-60% osob zakazonych dochodzi do toksemii,
sinicy 1 zgonu w okresie od 2 do 5 dni od wystapienia
objawow. Podobnie jak przy postaci ptucnej szanse na
wyleczenie sa nikte.

Leczenie polega na jak najwcze$niejszym podaniu
antybiotyku i ewentualnym leczeniu objawowym. Wigk-
szos¢ dzikich szczepow laseczki waglika jest wrazli-
wa na penicyling, doksycykline, makrolidy i ciproflo-
ksacyne [15]. U o0so6b, u ktorych podejrzewana jest
inhalacja przetrwalnikow B. anthracis wskazane jest
stosowanie antybiotykoterapii prewencyjnej przez
6 dni, a niekiedy takze przez okres do 40 dni. Szcze-
pienia daja p6zna i krotkotrwala odpornos¢. Przezna-
czone sa dla 0sob z grup ryzyka.

Zapobieganie szerzeniu si¢ waglika u zwierzat ho-
dowlanych polega na odizolowaniu i sanitarnym uboju
osobnikow zakazonych lub podejrzanych o zakazenie
oraz wilasciwej utylizacji zwlok — spalenie lub osta-
tecznie umieszenie zwiok w glebokim wykopie [15].
Do niedawna zalecano tez posypywanie zwtok wapnem
chlorowanym, lecz ostatnie doniesienia wskazuja, ze
zabieg ten moze by¢ niewskazany [3]. Pomocne bywa
tez stosowanie szczepien zapobiegawczych u zwierzat
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na terenach przyleglych do miejsca wystapienia za-
chorowan [15], gdyz istnieje mozliwo$¢ roznoszenia
choroby przez owady gryzace [8].

2.1. Waglik — wystepowanie dawniej i obecnie

Zdaniem czg$ci autordw, piata 1 szosta plaga egip-
ska opisana w Biblii moze prawdopodobnie stanowi¢
jeden z najstarszych zapisow §wiadczacych o wystepo-
waniu waglika. Wiernie przypominajace waglik opisy
objawow chorobowych u ludzi i zwierzat mozna zna-
lez¢ juz w zapiskach antycznych [43]. Wyniki analizy
tych zapisow sugeruja, ze waglik towarzyszyt cztowie-
kowi juz w czasach bitwy o Troj¢. Na przestrzeni wie-
koéw waglik opisywany byt wielokrotnie, takze w pis-
mach Hipokratesa, Galena i autoréw z X wieku. We
Francji, Wloszech, Anglii, Polsce i Wegrzech waglik
pojawial si¢ czesto w tekstach réznych autoréw z okre-
su XVI-XVIII w [43]. W kolejnym stuleciu, choroba
ta stanowita istotny problem zdrowotny ludzi i byla
powazna przyczyna strat w hodowli zwierzat.

Zapisy historyczne i dane epidemiologiczne wska-
zuja, ze waglik w Polsce wystgpowatl od dawna i sta-
nowit powazny problem. Dane z lat 1923-1927 poka-
zuja, ze w tym okresie chorobg rozpoznano u 19 tys.
zwierzat w 4,5 tys. gospodarstw w Polsce [28]. Rocz-
nie zakazeniu ulegalo w tym czasie okoto 60 oséb.
W latach 1951-1961 liczba zachorowan u ludzi w kraju
spadla do okoto 10 przypadkow rocznie, podczas gdy
na potwyspie Iberyjskim i Apeninskim oraz na Batka-
nach zachorowania stwierdzano u setek osob [28].

W czasach obecnych zachorowania ludzi na waglik
w Polsce praktycznie nie wystgpuja. Odnotowywane sa
one natomiast w Azji Mniejszej i przylegajacej czgsci
Indii [37]. Na poczatku 2010 r. pojawity si¢ alarmujace
doniesienia o przypadkach tej choroby w Szkocji
[36] i w Niemczech [35]. Lacznie zakazenie laseczka
waglika potwierdzono u 15 oséb, z ktérych 8 zmarto.
Zrédlem zakazenia byta prawdopodobnie heroina
zanieczyszczona przetrwalnikami B. anthracis, ktora
narkomani podawali sobie dozylnie.

W USA stwierdzano tez przypadki zakazen lasecz-
ka waglika u rzemie$lnikoéw wytwarzajacych ludowe
instrumenty muzyczne, gldwnie bebny. Instrumenty te
byly wytwarzane z zachowaniem tradycyjnej afrykan-
skiej technologii i naturalnych materiatow. Przypadki
waglika odnotowywano tez sporadycznie u 0séb wy-
korzystujacych tego typu instrumenty.

W od wielu lat ogniska waglika u zwierzat zda-
rzaly si¢ w USA, glownie w stanach Nebraska, lowa
i w obu stanach Dakota oraz w okolicach stanu Teksas
[39]. W Europie zachorowania odnotowywano we
Wrtoszech i1 Francji [9]. W Australii, gdzie chorobg
t¢ uznano za opanowana, na przetomie lat 2007 i 2008
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w rejonie miejscowosci Hunter Valley nieoczekiwanie
pojawito si¢ duze ognisko waglika u bydta [7]. Uzna-
no, ze zwierzgta zakazity si¢ przetrwalnikami pozo-
statymi po ubiegtych epidemiach, z ktorych ostatnia
miala miejsce w 1939 r. Przetrwalniki te zostaly
wymyte z gleby przez ulewne deszcze, ktére padaty
w polowie i pod koniec 2007 r. Wedtug ostatnich
danych prasowych, podobna sytuacja miata rowniez
niedawno miejsce w Stowacji. Natomiast u dzikich
zwierzat epidemie waglika odnotowywane sa regular-
nie w parkach narodowych w USA i Kandzie [29], we
Wtoszech [8] i w RPA [40].

2.2. Waglik jako bron biologiczna
i czynnik terroryzmu

W okresie I wojny $wiatowej podjgto pierwsze
proby wykorzystania waglika jako broni biologiczne;.
W trakcie II wojny $wiatowej zainteresowanie militar-
nym wykorzystaniem laseczki waglika zacznie wzrosto
w Wielkiej Brytanii i USA [43]. W kolejnych latach
dziatania te rozwijat ZSRR, az do powaznego wypadku
w Swierdlowsku, gdzie w 1979 roku w wyniku awarii
zachorowato 1 zmarto kilkadziesiat osob [31].

W czerwcu 1993 roku terrorysci z japonskiej sekty
Aum Shinrikyo po raz pierwszy wykorzystali hodow-
le laseczek waglika przeciwko mieszkancom miasta
Kameido [18]. Szczesliwie, aparat rozpylajacy zawie-
sing bakteryjna zostal szybko wykryty, a szczep ktoérym
poshuzyli si¢ terrorysci byt szczepem szczepionkowym,
o0 obnizonej zjadliwosci, dzigki czemu atak ten nie spo-
wodowat ofiar. Kolejny atak bio-terrorystyczny miat
miejsce w USA w 2001 roku. Lacznie zakazeniu ulegly
tam 22 osoby, z czego 5 zmarto [14].

3. Charakterystyka i czynniki chorobotwdérczosci
laseczki waglika

Formy wegetatywne B. anthracis sa Gram-dodat-
nimi laseczkami tworzacymi charakterystyczne kolonie
na pozywce z dodatkiem krwi baraniej, ktore ksztat-
tem przypominaja gtowe meduzy. Wigkszos¢ dzikich
szczepow nie wykazuje zdolno$ci do ruchu i hemolizy,
cho¢ znane sa wyjatki [42]. Chorobotworczos¢ laseczki
waglika zwiazana jest gtdéwnie z dwoma czynnikami:
toksyna i otoczka.

W 1961 roku wykazano ze, toksyna waglika sktada
si¢ z trzech komponentéw: czynnika obrze¢ku (Edema
factor) czynnika letalnego (Lethal factor) oraz antygenu
ochronnego (Protective anigen), a w latach 1980-1989
poznano sekwencje aminokwasowe tych podjednostek
i opracowano model dziatania toksyny [25]. Wyka-
zano, ze podjednostki toksyny kodowane sa przez



168

geny: pagA, lef i cya zlokalizowane w plazmidzie
pXO01 (181,6 kpz). Geny te znajduja sig w obrgbie wys-
py patogennosci o wielkosci 44,8 kb, ktora obejmuje
réwniez geny regulatorowe, kontrolujace wytwarzanie
toksyny. Wyspa ta zawiera takze geny odpowiedzialne
za proces kietkowania przetrwalnikow, zgrupowane
w operon gerX [30].

Otoczke, bedaca drugim istotnym czynnikiem cho-
robotworczosci B. anthracis, opisano w 1903 roku.
W latach 1933-1937 udato sig ja oczysci¢ i wykazac,
ze zbudowana jest z polimeru kwasu D-glutaminowe-
go [27]. Prawie pigédziesiat lat pozniej stwierdzono,
ze wytwarzanie otoczki warunkuja geny capA, capB
i capC, zlokalizowane w plazmidzie pX02 (96,2 kpz).
Geny te wraz z genem dep zwiazanym z depolime-
ryzacja otoczki, tworza w plazmidzie pXO2 wyspe
patogennosci [27, 33]. Pozniejsze badania przyczynity
si¢ do identyfikacji czynnikow inicjujacych wytwarza-
nie toksyny i otoczki oraz lepszego poznania mecha-
nizmoéw regulujacych procesy wytwarzania i kietko-
wania przetrwalnikow B. anthracis.

Analiza por6wnawcza kompletnych genomow rdz-
nych szczepdw B. anthracis wykazata, ze drobno-
ustroje nalezace do tego gatunku charakteryzuja si¢
niezmiernie wysokim podobienstwem sekwencji nu-
kleotyddw oraz niemal bez wyjatku, posiadaja iden-
tyczna organizacje genomu [20]. Warto zauwazyc,
ze blisko 37% szczepdw B. anthracis znajdujacych sig
obecnie w kolekcjach laboratoryjnych na $wiecie wy-
kazuje zroznicowanie nie przekraczajace 100 pojedyn-
czych mutacji punktowych (SNPs) [21].

3.1. Bacillus cereus ssp. anthracis?

Badania molekularne przeprowadzone w ostatnim
dziesigcioleciu pokazaty, ze B. anthracis jest blisko
spokrewniony z kilkoma innymi gatunkami laseczek
z rodzaju Bacillus, okreslanymi mianem ,,grupy Bacil-
lus cereus” [20]. Uwaza sig, ze laseczka waglika mo-
gta wyewoluowac z gatunku B. cereus (sensu stricto)
lub B. thuringiensis, w wyniku pozyskania plazmidow
pXO01 i pX02, ktére umozliwity temu drobnoustrojowi
skuteczne namnazanie si¢ W organizmie zwierzat ros-
linozernych. Co wigcej, stale ros$nie liczba danych
piSmiennictwa, ktére wskazuja, ze proces przechwy-
tywania plazmidéw, wykazujacych znacza homologig
do pX01 i pX02, przez rozne szczepy B. cereus
i B. thuringiensis wciaz zachodzi w Srodowisku [24].
Podobienstwo ,,genetycznego szkieletu” laseczki wag-
lika i innych przedstawicieli grupy B. cereus, a takze
fakt, ze czg$¢ szczepow z tej grupy moze posiadac plaz-
midy przypominajace pXO01 i pX02 znaczaco utrudnia
molekularng identyfikacje laseczki waglika, zwlaszcza
w probkach materiatu ze Srodowiska [6, 24].
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4. Identyfikacja laseczki waglika

Poczatkowo identyfikacja B. anthracis ograniczata
si¢ do préb biologicznych na zwierzgtach. W 1903 roku
McFadyean opracowal metode barwienia bigki-
tem metylenowym pozwalajaca obserwowac otoczke
B. anthracis. Od 1966 r. zastosowanie w izolacji
i identyfikacji laseczki waglika znalazto selektywne
podtoze PLET (polimyksyna-lizozym-EDTA-octan ta-
lawy) opisane przez Knisleya [23]. W nielicznych
laboratoriach do identyfikacji B. anthracis wykorzys-
tywany jest tez specyficzny bakteriofag gamma, wy-
osobniony w 1955 r. przez Brown i Cherry [2].

Natomiast testami PCR poszukuje si¢ przewaznie
plazmidowych gendéw zwiazanych z wytwarzaniem
toksyny waglika lub otoczki, co wystarcza do identy-
fikacji dzikich szczepow B. anthracis lecz jest malo
przydatne dla wykrywania szczepow, ktore utracity
jeden lub dwa plazmidy. Co wigcej, testy te moga
dawa¢ wyniki watpliwe lub nawet fatszywie dodatnie,
gdy w badanym materiale znajdowac si¢ beda laseczki
z grupy B. cereus posiadajace plazmidy homologiczne
do pXO01 i pX02 [32, 33]. Chociaz, sytuacja taka zda-
rza si¢ w diagnostyce waglika rzadko, to moze ona sta-
nowic istotny problem w badaniach probek materiatu
srodowiskowego na obecnos¢ laseczki waglika [6]. Dla-
tego, dla potrzeb identyfikacji B. anthracis opracowano
szereg chromosomalnych markerow, w tym: BA813,
SG749 [5], rpoB [45], z ktorych najbardziej swoisty
jest regulatorowy gen plcR [19]. Gen ten zawiera poje-
dyncza mutacj¢ punktowa typu non-sens, ktora powo-
duje, ze jego produkt ulega skroceniu u B. anthracis
podczas, gdy u innych szczepow z grupy B. cereus jest
on wytwarzany w normalnej dtugosci. Uwaza sig, ze
zmiana wielko$ci biatka regulatorowego PIcR wpty-
wa na szereg funkcji w komorce, odrozniajac laseczke
waglika od innych laseczek z grupy B. cereus [1]. Co
wazne, obecnos$¢ tej mutacji w p/cR mozna wykry¢ przy
juz uzyciu podstawowych technik molekularnych [11].

5. Rozwoj metod typowania szczepow
laseczki waglika

Badania prowadzone w latach 1990-2000 pokazaty,
ze szczepy B. anthracis charakteryzuja si¢ znikomym
zrdznicowaniem genetycznym. Zauwazono, ze tech-
niki przydatne do genotypowania innych bakterii,
w tym PFGE (makrorestrykcyjna analiza chromoso-
malnego DNA i elektroforeza w zmiennym polu elek-
trycznym), sa bezuzyteczne przy probach typowania
szczepow laseczki waglika. Dopiero zastosowanie me-
tody AFLP (polimorfizm amplifikowanych fragmen-
tow restrykcyjnych) pozwolito dokona¢ pierwszej uda-
nej proby réznicowania szczepow laseczki waglika, co
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przyczynito sig do odkrycia dwoch gtéwnych linii filo-
genetycznych B. anthracis [13]. Opracowanie bardziej
wydajnych metod réznicowania szczepow laseczki
waglika stato si¢ mozliwe dopiero po poznaniu se-
kwencji nukleotydowej genomu B. anthracis [38]. Wy-
sitki w tym zakresie zostaty zintensyfikowane po wy-
darzeniach z 2001 r. w USA tak, ze do chwili obecnej
poznane zostaly genomy pigciu szczepow B. anthracis.
Poréwnawcza analiza genoméw réznych szczepdw la-
seczki waglika potwierdzita wyjatkowa genetyczna
jednorodnos¢ tego drobnoustroju [44].

5.1. MLVA

Dochodzenie epidemiologiczne ognisk waglika nie-
zmiernie ulatwita nowa metoda genotypowania B. an-
thracis, wykorzystujaca polimorfizm tandemowych
sekwencji powtorzonych: variable-number tandem-
repeats (VNTR) [17]. Sekwencje te charakteryzuje tak
wysoka zmienno$¢, ze uznawane sa one za najbardziej
polimorficzne odcinki genomu bakteryjnego. Metoda
ta, zwana multiple-locus VNTR-analysis (MLVA), zo-
stala opracowana w 2000 roku. Dzigki wykorzystaniu
o$miu wysoce polimorficznych markerow VNTR (vrr4,
vrrB,, vrrB,, virC,, virC,, CG3, pXOl-aat, pXO2-at)
po raz pierwszy osiagni¢to wysoki potencjat dyskry-
minacyjny w roznicowaniu szczepdw B. anthracis.
Wyroézniono 89 genotypdéw wsrod 426 szczepow la-
seczki waglika, co pokazato, ze MLVA jest skuteczna
metoda genotypowania B. anthracis.

Aby zapewni¢ wyzszy potencjal réznicujacy me-
tody MLVA, w kolejnych latach zwigkszono liczbg
markeréw VNTR do 15 [44], anawet do 25 [26], uzys-
kujac szczegotowy wglad w globalna i lokalna struk-
ture¢ populacji B. anthracis. Metoda ta umozliwita
przygotowanie dokladnych modeli filogenetycznych
B. anthracis [17, 39, 44].

5.2. SNR

W 2006 roku opracowano nowa metodg subtypo-
wania B. anthracis, ktora pozwalata na roznicowanie
szczepow nalezacych do tego samego genotypu MLVA
[41]. Metoda ta przypomina swoimi zatozeniami MLVA
lecz przedmiot analizy stanowi 21 markeréw (loci) za-
wierajacych powtorzenia jednonukleotydowe (Single
Nucleotide Repeats). Metoda SNR wymaga stosowa-
nia technik gwarantujacych odréznianie odcinkow
DNA rozniacych sig tylko pojedynczym nukleotydem.
Ze wzgledu na duza pracochtonnos¢ tego typu analiz,
inni autorzy wykorzystywali w swoich badaniach je-
dynie cztery markery wykazujace najwigkszy poten-
cjat réznicujacy [22]. Metoda SNR okazata sig przy-
datna w epidemiologicznym dochodzeniu lokalnych
ognisk waglika u dzikich zwierzat [9].
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5.2. canSNPs

Poréwnawcza analiza genomow réznych szczepow
laseczki waglika umozliwita opracowanie kolejnej
metody réznicowania B. anthracis [44]. Metoda ta wy-
korzystuje 14 specyficznych loci zawierajacych punk-
towe mutacje reprezentatywne dla 12 linii filogene-
tycznych B. anthracis [34, 39]. Mutacje te, a wlasciwie
polimorficzne nukleotydy, nazywane sa polimorfizma-
mi kanonicznymi (canSNP), gdyz pozwalaja zidentyfi-
kowa¢ poszczegolne linie filogenetyczne B. anthracis
bez konieczno$ci kazdorazowego badania kilkuset
nukleotydéw polimorficznych rozproszonych w catym
genomie [34]. Ta nowa metoda typowania jest czg¢sto
stosowana w polaczeniu z MLVA [44, 39] i moze by¢
szczegolnie przydatna w charakteryzowaniu szczepow
wyosobnionych w trakcie dochodzen epidemiologicz-
nych ognisk waglika i w rekonstrukcjach filogenetycz-
nych [44, 39, 31].

6. Filogeneza i molekularna epidemiologia
laseczki waglika

Wyniki badan szczepéw pochodzacych z wielu
krajow (USA, Francja, Polska, Wlochy, RPA, Kanada,
Rosja, Chiny) pokazuja, ze waglik jest zoonoza wy-
wodzaca si¢ z poludnia Afryki, ktora rozprzestrzenita
si¢ globalnie wraz z wgdrowkami plemion pasterskich
[44]. Choroba dotarta do Europy, Azji i jedwabnym
szlakiem do Chin [39]. W 1847 roku waglik zostat
zawleczony przez osadnikow do Australii. Podobnie,
w poczatku XIX wieku waglik dotart do potudniowych
rejondw Ameryki Potnocnej [39]. Natomiast do potnoc-
nej czgsci tego kontynentu choroba mogta zosta¢ zawle-
czona juz przez pierwotne plemiona wedrowne, ktore
kilka tysigcy lat temu przebyly Ciesning Beringa [39].

Wyniki przeprowadzonego niedawno genotypowa-
nia szczepow B. anthracis wyizolowanych w Chinach
wskazuja, ze wystgpujacy na potudniu USA szczep
Ames wywodzi si¢ najprawdopodobniej z Chin, a nie
z Europy czy tez z Ameryki Pétnocnej [39].

6.1. Zréznicowanie szczepow B. anthracis
w skali globalnej

Potaczenie MLVA i can-SNP pozwolilo uzyskac
szczegotowy wglad w przebieg i dynamike lokalnych
epidemii waglika, a takze umozliwito stworzenie ujed-
noliconego, modelu filogenetyczno-geograficznego
B. anthracis w skali globalnej [44, 39].

Obecnie wiadomo, ze gatunek B. anthracis obejmu-
je dwie glowne linie filogenetyczne: A i B, z ktorych
linia A grupuje liczne i wyraznie zrdznicowane szcze-
py wystgpujace obecnie na wszystkich zamieszkatych



170

przez cztowieka kontynentach, za$ linia B ogranicza
si¢ do szczepow wystepujacych w potudniowej czesci
Afryki (B1), ktorych czg$¢ rowniez trafita do Europy
(linia B2), gdzie utrzymuja si¢ od lat w swojej niszy
ekologicznej [10, 21]. Szczepy z grupy B2 wykrywa-
no we Francji, w Polsce i na Balkanach [10]. Ponadto
w Ameryce Pélnocnej znaleziono tez nieliczne szcze-
py, ktore reprezentuja odrebna linig filogenetyczna — C.
Czg$¢ autorow uwaza, ze linia C obejmuje filogene-
tycznie najstarsze szczepy B. anthracis [34]. Szczepy
linii C wykryto w trakcie szeroko zakrojonych badan,
ktore nie byty jak dotad prowadzone na taka skalg
poza USA, z tego wzgledu nie mozna jednoznacznie
wykluczy¢ wystepowania szczepow linii C takze na
innych kontynentach.

Szczepy B. anthracis z linii A reprezentuja dwa duze
rejony geograficzne: zachodnia Ameryke¢ Potnocna
(WNA) i Eurazje (TEA), ktore tacznie obejmuja okoto
37% populacji. Ponadto mozna tu wyrdzni¢ tez dwie
kolejne grupy szczepow: Vollum (5%) i Ames (1%).

Wsrdd szezepdéw z linii B dominuje afrykanska
podgrupa Bl — do niedawna uwazana za najbardziej
pierwotng populacje laseczki waglika — obejmujaca
okoto 6%, a takze mniej liczna afro-europejska gru-
pa B1 (1%). Szczepy linii C obejmuja zaledwie 0,2%
populacji.

Na obszarze obu Ameryk dominujg liczebnie klo-
ny B. anthracis z linii A reprezentujace jednakowy lub
zblizony typ MLVA i canSNP, co moze by¢ nastgp-
stwem wzglednie niedawnego zawleczenia choroby
i szybkiego szerzeniem si¢ jej czynnika etiologiczne-
go, czemu sprzyja¢ moze intensywna hodowla bydta
w formie duzych stad. Porownywalny stopien klonal-
nosci obserwowano tez wsrdd szczepdw B. anthracis
wyizolowanych w Australii [44], gdzie waglik zawle-
czono zaledwie 160 lat temu.

6.2. Zroznicowanie izolatow B. anthracis
w epidemiach lokalnych

Badania prowadzone w Parku Narodowym Pollino,
Basilicata w poludniowych Wloszech, gdzie od lat
okresowo zdarzaja si¢ naturalne epidemie waglika
wsrod dziko-zyjacych zwierzat roslinozernych pozwo-
lity $ledzi¢ cykle epidemiczne waglika i wykazaty
jedynie sladowy zakres molekularnego zréznicowania
poszczegolnych izolatdw B. anthracis wyosabnionych
od kolejnych zwierzat, ktore padly na waglik w trakcie
szerzenia sig¢ epidemii tej choroby [9]. Wyniki tych ba-
dan pokazaly, ze z jednym wyjatkiem, zachorowania
w 41 ogniskach, do ktérych doszto w trakcie epidemii,
spowodowane byly tym samym szczepem B. anthracis.
Szczep ten wystgpowal na terenie parku od lat. Po-
dobnych informacji dostarczyty tez wyniki analogicz-
nych badan przeprowadzonych w Kanadzie [29].
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7. Charakterystyka molekularna szczepow
laseczki waglika w Polsce

Przeprowadzone metoda MLVA retrospektywne ba-
dania szczepdw B. anthracis wyizolowanych w Polsce
[10, 12] wykazaly wysoki, w poréwnaniu do innych
krajow europejskich, stopien zréznicowania szczepow
laseczki waglika w kraju. Dostepne dane pismiennic-
twa wskazuja, ze na terenie Polski wystepowaty szcze-
py B. anthracis nalezace przynajmniej do 7 réznych
genotypow MLVA, ktore reprezentowaty dwie glowne
linie filogenetyczne A i B (B2). Tak znaczne zrdznico-
wanie populacji B. anthracis w Polsce moze by¢ na-
stepstwem efektywnej, lokalnej ewolucji szczepow tego
drobnoustroju, ktora zachodzita przez kolejne stulecia,
podczas rokrocznych epidemii waglika. Ponadto, szcze-
py z réznych rejonéw Europy i Azji Mniejszej mogly
by¢ na przestrzeni stuleci sprowadzane na teren Polski
wraz z migrujacymi stadami bydta, owiec i koni,
w nastgpstwie licznych dziatan wojennych badz wy-
miany handlowe;j.

8. Podsumowanie

Waglik, jako choroba zwierzat i ludzi zostata w Pol-
sce 1 w Europie niemal catkowicie wyeliminowana,
cho¢ sa regiony gdzie wciaz wystgpuje ona endemicz-
nie. Nalezy tez pamigtal, ze przetrwalniki B. anthracis
zachowuja zywotno$¢ przez wiele dziesigcioleci i przy
korzystnych warunkach pogodowych (ulewne deszcze,
powodzie) moga zosta¢ wyptukane z gleby i wywotaé
lokalne ogniska wsrod zwierzat na terenach, na ktorych
od dziesigcioleci nie obserwowano tej choroby. Z tego
wzgledu konieczne jest podtrzymywanie statej zdolnos-
ci do szybkiej identyfikacji i typowania tego drobno-
ustroju w kraju, co ze wzgledéw ekonomicznych powin-
no by¢ w gestii stalego, referencyjnego laboratorium.

Badania przeprowadzone w ostatniej dekadzie po-
zwolily pozna¢ filogenezg i molekularna epidemiologie
laseczki waglika, czyli dostrzec zalezno$ci pomigdzy
zrdéznicowaniem genetycznym szczepOw B. anthracis,
a ich geograficznym wystgpowaniem, sposobem sze-
rzenia si¢ w trakcie epidemii, rezerwuarem i historycz-
nym pochodzeniem. Drobnoustrdj ten od wiekow to-
warzyszyt ludzkos$ci i wraz z jej ekspansja wkraczat na
nowe tereny i zajmowat nowe nisze ekologiczne [21],
w ktorych pozostanie jeszcze przez wiele pokolen.
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