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Profesor Stefan Krynski
(1 VIII 1914 — 13 IV 2009)

Profesor Akademii Medycznej w Gdansku, ne-
stor mikrobiologii polskiej, wybitny pedagog, uczen
Prof. Rudolfa Weigla, absolwent Wydzialu Lekarskie-
go Uniwersytetu Poznanskiego, uczestnik kampanii
wrzesniowej, lekarz w Oddziale Lecha i I Batalionie
34 pulku piechoty Armii Krajowej. Doktorat, ktoreQ
go promotorem byl prof. Rudolf Weigl, obronit na
Uniwersytecie Jagiellonskim w kwietniu 1946 roku.
W latach 1944-1946 kierowal Zaktadem Produkcji
Szczepionki przeciw Durowi Plamistemu w Lublinie.
W listopadzie 1946 roku z prof. Jerzym Morzyckim
organizowat Zaklad Mikrobiologii Akademii Lekar-

skiej w Gdansku. Od pazdziernika 1954 roku peknit
funkcje Kierownika Zaktadu Mikrobiologii i Dyrek-
tor Instytutu Medycyny Morskiej i Tropikalnej. Ka-
tedra kierowat przez 30 lat, do 1984 roku.

Wyrazem uznania pozycji Prof. Stefana Krynskiego
w dziedzinie badan nad zakazeniami gronkowcowymi
bylo powotanie Jego w 1964 roku na Cztonka Interna-
tional Subcommittee for Staphylococcus Phage Typing
w Londynie. Byl cztonkiem Komitetu Mikrobiolo-
gicznego PAN, Societé Francaise de Microbiologie,
Krajowego Zespolu Specjalistow, cztonkiem honoro-
wym Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow i Pol-
skiego Towarzystwa Lekarskiego a takze czlonkiem
Swiatowego Zwiazku Zohierzy AK.

Za osiagnigcia naukowe prof. Stefan Krynski otrzy-
mal trzykrotnie Indywidualna Nagrode I Stopnia Mi-
nistra Zdrowia, Nagrod¢ Wojewody Gdanskiego i dwie
nagrody Rektora AMG. Uhonorowany zostal miedzy
innymi: Ztotym Krzyzem Zastugi, Za Wzorowa Prace
w Shuzbie Zdrowia, Krzyzem Kawalerskim Orderu
Odrodzenia Polski, Za Zastugi dla Gdanska, Zastuzo-
nemu Akademii Medycznej w Gdansku, Zastuzony
Nauczyciel, Medalem 40-Lecia PRL i Medalem Edu-
kacji Narodowe;.

Profesor wyksztalcit kilka pokolen polskich mikro-
biologéw. Wypromowal dwudziestu dwoch doktorow.
W kierowanej przez Profesora Katedrze wykonano
cztery habilitacje a szesciu Jego uczniéw uzyskalo
tytut profesora. Uwazal, ze naukowiec powinien zajmo-
wac si¢ nie tylko praca badawcza, lecz takze organi-
zacja nauki i jej upowszechnianiem. To postannictwo
realizowat w calym swoim zyciu.

Pogrzeb Profesora Stefana Krynskiego odbyt si¢
18 kwietnia w L.omazach.



13 kwietnia 2009 roku zmarl Prof. zw. n. med.
Stefan Krynski

Profesor Stefan Krynski urodzit si¢ 1 sierpnia
1914 roku w Wilnie. Byl synem lekarza wojskowego
i nauczycielki. Jego zyciorys odzwierciedla losy wielu
Polakéw tego pokolenia. W swoim zyciu przezyt rewo-
lucje bolszewicka, dwie wojny, rzady komunistyczne
i doczekat si¢ wolnej I1I Rzeczpospolitej Polski.

W 1918 roku powrdcit z Rosji ostatnim transpor-
tem do Polski. Okres szkolny i studia spedzil wraz
z rodzina w Poznaniu, gdzie ukonczyl gimnazjum
im. dr Karola Marcinkowskiego i uzyskal §wiadectwo
dojrzatosci w maju 1932 roku. W latach 1932-1937
studiowat na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Po-
znanskiego i pracowal jako asystent wolontariusz
w Oddziale Higieny Ogolnej i Medycyny Spotecznej
Zaktadu Mikrobiologii Uniwersytetu Poznanskiego.

Po uzyskaniu dyplomu lekarza, w kwietniu 1938 ro-
ku, odbyt obowiazkowy staz w Szpitalu Okrggowym
Nr VII w Poznaniu a nastgpnie stuzbe wojskowa
w Szkole Podchorazych Sanitarnych Rezerwy w War-
szawie. Pod koniec stuzby zostal przydzielony do Insty-
tutu Chirurgii Urazowej a w lipcu 1939 roku byt leka-
rzem Legii Akademickiej w II batalionie Junackich
Hufcow Pracy.

Wybuch II wojny $wiatowej zastal Profesora w cza-
sie petnienia shuzby wojskowej we Wlodzimierzu Wo-
lynskim. Stowa Pana Profesora, pisane we wspomnie-
niach po latach, oddaja tragizm tamtego okresu ,,...Czy
jednak dzi$ kto§ zrozumie rozpacz dwudziestopigcio-
letniego podchorazego, tutajacego si¢ po kraju, nie mo-
gacego pomac ginacej ojczyznie, patrzacego na ruing

WSPOMNIENIE

swoich ideatow? Dzi§ Ojczyzna to pusty dzwigk, to fra-
zes z ksiazki, a dla nas, w tamtych dniach, to byto co$
wielkiego i bardzo drogiego, co$, co nam zabrano i spo-
niewierano, cos, dla czego si¢ gingto na polu walki i dla
czego niektorzy, w chwili jej upadku, z rozpaczy odbie-
rali sobie zycie...czym moze by¢ uczestnictwo w trage-
dii Narodu. ...w tych tragicznych dniach mtodzieniec
przemienit si¢ w mezczyzng i nauczyt si¢ rozumiec, ze
w $wiecie istnieja wigksze dobra niz osobiste szczgscie
i ze cztowiek jest odpowiedzialny nie tylko za siebie”.

Po wkroczeniu wojsk radzieckich przedostat si¢
do Lwowa. Tutaj, od czerwca 1940 do konca marca
1944 roku, pracowal poczatkowo przy produkcji
szczepionki a nastgpnie jako asystent, w Instytucie
Badan nad Durem Plamistym i Wirusami we Lwowie,
u prof. Rudolfa Weigla. W marcu 1942 roku zostat
kierownikiem pracowni do$wiadczalnej, gdzie pro-
wadzil badania naukowe bezposrednio pod opieka
prof. R. Weigla. W Instytucie przygotowat pracg dok-
torska ,,Badania nad toksycznym dziataniem zarazka
duru plamistego Rickettsia prowazeki”, ktorej promo-
cja odbyta si¢ dopiero po wojnie, w kwietniu 1946 roku,
na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego.

10 byl szczg$liwy los” méwit zawsze Profesor,
,,Ze zostatem uczniem wielkiego polskiego uczonego”.
Profesor Rudolf Weigl, wynalazca szczepionki prze-
ciwko durowi plamistemu, byt ogromnym autorytetem
dla mlodego lekarza-naukowca, ktérego utwierdzit
w przekonaniu, ze ,, dla uczonego nauka powinna by¢
celem i sensem zycia, jego prawdziwa, wielka mitos-
cig a nie tylko droga do efektownej kariery, wysokiej
pozycji spotecznej, stanowisk i tytutow”. Ta zasada
kierowat si¢ przez cate swoje zycie.

Znajomos¢ z prof. Rudolfem Weiglem, ktdra prze-
rodzita si¢ w przyjazn, przetrwata trudne lata po-
wojenne i kiedy prof. R. Weigl popadt w nietaske
komunistycznych wladz i $rodowiska naukowego,
prof. Stefan Krynski walczyt o przywrocenie dobrego
imienia swojego wielkiego nauczyciela. Przekazal
Muzeum Narodowemu Ziemi Przemyskiej wlasne zbio-
ry, dotyczace pracy naukowej prof. R. Weigla, wypo-
sazenie laboratorium, fotografie i gazety z artykutami
o wielkim naukowcu.

W marcul944 roku, po likwidacji Instytutu, wyje-
chat do Bialej Podlaskiej, gdzie podjat prace jako
lekarz w Przychodni Przeciwgruzliczej Ubezpieczen
Spotecznych. Wobec szybko zblizajacego si¢ frontu,
zaangazowal si¢ w stworzenie shuzby medycznej lubel-
skiego oddzialu Armii Krajowej. Jako lekarz 34 putku
piechoty AK uczestniczyt w akcji ,,Burza” w powiecie
bialsko-podlaskim.



WSPOMNIENIE O PROFESORZE STEFANIE KRYNSKIM

W grudniu 1944 roku przyjal propozycje Naczel-
nego Nadzwyczajnego Komisariatu do Walki z Epi-
demiami zorganizowania i kierowania Zaktadem
Produkcji Szczepionki przeciw Durowi Plamistemu
im. Prof. R. Weigla w Lublinie. Na przetomie lutego
i marca 1945 roku, otrzymano pierwsze szczepionki
ze szczepodw wyhodowanych od chorych na dur pla-
misty. Za organizacj¢ Zaktadu i wysoki poziom pro-
dukcji szczepionki zostat odznaczony Ztotym Krzyzem
Zastugi. Na stanowisku kierownika Zaktadu Produk-
cji Szczepionki pozostat do wrze$nia 1946 roku, do
likwidacji Zaktadu.

Pozniejsze losy zwiazaly na stale Profesora z Gdan-
skiem i gdanska Akademia Medyczna, w ktorej praco-
wal, przechodzac kolejne szczeble kariery naukowe;.

Od pazdziernika 1946 roku razem z prof. Jerzym
Morzyckim i prof. E.A. Symem organizowat od pod-
staw Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej i Instytut Me-
dycyny Morskiej i Tropikalnej, tworzac pracownie
naukowe, szkolac personel dydaktyczny i techniczny
oraz prowadzac rownolegle badania naukowe.

Zatrudniony najpierw na stanowisku starszego asy-
stenta a nastgpnie adiunkta, habilitowal si¢ w maju
1951 roku na podstawie rozprawy pt: ,,Badania nad
dzialaniem barwnikdéw na Rickettsia prowazeki”, ktora
zostata zatwierdzona w grudniu 1951 roku. W pazdzier-
niku 1954 roku Stefan Krynski uzyskuje tytut naukowy
profesora nadzwyczajnego a w marcu 1972 roku nadany
zostaje tytul profesora zwyczajnego nauk medycznych.

Wielki sukces penicyliny sklonit mikrobiologow
i biochemikow do poszukiwania nowych antybiotykow.
W 1948 roku Stefan Krynski razem z Albinem Kuchta
wyizolowat biologicznie czynna laseczke Bacillus pu-
milis, co przyczynito si¢ do rozpoczecia prac nad pro-
dukcja antybiotyku tetainy, ktore zostaty zakonczone
sukcesem jego wspotpracownikow, Edwarda i Jerzego
Borowskich oraz Wlodzimierza Kedzi.

Za wielki wktad i zaangazowanie w te badania
Stefan Krynski otrzymat odznakg ,,Zastuzony Pracow-
nik Stuzby Zdrowia” w 1951 roku.

Po przedwczesnej $mierci prof. Jerzego Morzyc-
kiego, w pazdzierniku 1954 roku, Prof. S. Krynski
zostal powotany na stanowisko Kierownika Katedry
Mikrobiologii i Dyrektora Instytutu Medycyny Mor-
skiej i Tropikalne;j.

Profesor, w dziatalno$ci naukowej do 1951 roku,
zajmowal si¢ gtownie Rickettsia prowazeki i biologia
wszy odziezowej. Waznym osiagnigciem bylo wykaza-
nie migdzy innymi, ze Rickettsia prowazeki wytwarza
w organizmie przenosiciela toksyng, bedaca czynnikiem
inwazyjnym. W pozniejszym okresie badania prowadzit
przede wszystkim nad gronkowcami i ich bakteriofaga-
mi oraz zakazeniami szpitalnymi. W zakresie tych za-
gadnien byl uznanym autorytetem. Wyniki Jego badan
nad gronkowcami i zakazeniami wewnatrzszpitalnymi
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mialy nowatorski charakter i przyczynity si¢ do lep-
szego poznania epidemiologii srodowisk szpitalnych.
Mialy takze aspekt praktyczny, gdyz w znacznym stop-
niu dzigki nim zaczgto wprowadza¢ w oddziatach no-
worodkowych system izolacji grupowej. To prof. Stefan
Krynski z prof. Ireneuszem Roszkowskim wprowa-
dzili zmodyfikowany system ,,yooming in” z systemu
,,cohort isolation” w 1II Klinice Poloznictwa 1 Chorob
Kobiecych. System ten pozniej zastosowano w Grecji.

Wyrazem pozycji Stefana Krynskiego w dziedzinie
badan nad gronkowcami i zakazeniami szpitalnymi
byta nominacja Pana Profesora na czlonka Interna-
tional Subcommitte for Staphylococcus Phage Typing
w Londynie w 1964 roku i utworzenie przy Katedrze
Mikrobiologii Krajowego Osrodka Typowania Gron-
kowcdéw Bakteriofagami.

Profesor w ramach wspotpracy mi¢dzynarodowej,
z tytutu prowadzenia Krajowego O$rodka Typowania
Gronkowcow Bakteriofagami, brat udziat w opraco-
wywaniu metody typowania i ich standaryzacji.

Wspétpraca z prof. Mallaret z Instytutu Pasteura
w Paryzu nad wlasciwo$ciami biologicznymi Y. pseudo-
tuberculosis 1 Y. enterocolitica u stawonogdéw oraz
udzial Profesora w I Migdzynarodowym Sympozjum
Pseudotuberkulozy w Paryzu, pozwolity na wpro-
wadzenie w Polsce diagnostyki gruzlicy rzekome;.
Wspolnie z prof. Romualdem Sztaba opisal pierwsze
przypadki zakazen weztow chtonnych u dzieci, wy-
wotane przez Yersinia pseudotuberculosis.

Za swoje osiagnigcia naukowe Profesor trzykrotnie
otrzymal Indywidualna Nagrodeg I Stopnia Ministra
Zdrowia (1953 1., 1965 .1 1984 r.), Nagrode Wojewo-
dy Gdanskiego (1974 r.) oraz dwie Nagrody Rektora
AMG 1I stopnia (1964 1.1 1969 1.).

Profesor Stefan Krynski w swoim bogatym dorob-
ku naukowym, opublikowat 160 prac naukowo-ba-
dawczych, artykutéw popularno-naukowych i rozpraw
w czasopismach krajowych i zagranicznych (w jezyku
francuskim i angielskim) oraz byt wspotautorem pod-
recznika. Profesor pisat takze artykuly publicystyczne
do Polityki, Stuzby Zdrowia, Glosu Podlasia i Gazetki
AMG. W kierowanej przez Profesora Katedrze Mikro-
biologii Lekarskiej przeprowadzono 22 przewody
doktorskie i cztery habilitacje, a sze$ciu Jego uczniow
zostato profesorami.

Profesor Stefan Krynski byt dwukrotnie na stypen-
dium Swiatowej Organizacji Zdrowia w Instytucie
Pasteura w Paryzu (1959 r. 1 1961 r.) i szkoleniu
w Central Public Health Laboratory w Londynie
(1966 r.). Bral udzial w sympozjach migdzynarodo-
wych: Sympozjum Antybiotycznym — Praga (1964 r.),
Collegium Bakteriofagowym — Wernigerode (1964 1.),
I Migdzynarodowym Sympozjum Pseudotuberkulozy
—Paryz (1967 r.), International Symposium on the Con-
trol of Lice and Louse-borne Diseases — Waszyngton
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(1972 r.), XI Konferencji Taksonomii Bakterii — Brno
(1974 r.) i VI International Collogium on Phage Typing
and other Laboratory Methods of Epidemiologica
— Wernigerode (1975 1.)

Pan Profesor byt cztonkiem wielu towarzystw nau-
kowych: Polskiego Towarzystwa Lekarskiego, czton-
kiem — zatozycielem Polskiego Towarzystwa Parazy-
tologdw, Polskiego Towarzystwa Entomologicznego,
Komitetu Mikrobiologicznego PAN, Societé Francaise
de Microbiologie, International Subcommitte for Sta-
phylococcus Phage Typing, Gdanskiego Towarzystwa
Naukowego, Krajowego Zespotu Specjalistow. W Pol-
skim Towarzystwie Mikrobiologow petnit funkcje Wice-
przewodniczacego Zarzadu Glownego (1967-1971 r.)
i przez wiele lat Przewodniczacego Oddziatu Gdan-
skiego (1954-1967 r.)

Za jedno z wazniejszych zadan, w latach siedem-
dziesiatych, jakie postawit przed soba Profesor byta re-
organizacja i organizacja 50 laboratoriéw diagnostyki
bakteriologicznej oraz nawiazanie wspotpracy z Kli-
nikami. Na szczeg6lne podkreslenie zasluguje wielki
wktad, jaki wnidst w rozwdj diagnostyki bakterio-
logicznej w wojewodztwach: gdanskim, elblaskim, to-
runskim, stupskim, koszalinskim, bydgoskim i bialsko-
podlaskim, gdzie petnit funkcje¢ Konsultanta. W okresie
19821991 byt cztonkiem Krajowego Zespotu Specja-
listow i bedac juz na emeryturze petnit jeszcze funkcje
Konsultanta Wojewodzkiego w woj. elblaskim. Pod kie-
runkiem Profesora 71 0so6b uzyskato specjalizacje w za-
kresie mikrobiologii i wiele pracowni bakteriologicz-
nych jest prowadzonych przez uczniow Pana Profesora.

W uznaniu zastug Profesor Stefan Krynski byt uho-
norowany wieloma odznaczeniami panstwowymi i re-
sortowymi: Ztotym Krzyzem Zastugi (1946 r.), odzna-
ka Za Wzorowa Prace w Stuzbie Zdrowia (1952 r.),
Medalem 10-Lecia PRL (1955 r.), Krzyzem Kawaler-
skim Orderu Odrodzenia Polski (1973r.), odznaka Za
Zastugi dla Gdanska (1973 r.), odznaka Zastuzonemu
Akademii Medycznej w Gdansku (1975 r.), Zastuzony
Nauczyciel (1984 r.), Medalem 40-Lecia PRL (1984 1.),
Medalem Komisji Edukacji Narodowej (1986r.),
Odznaka za Zastugi dla wojewoddztwa Elblaskiego
(1986 1.) 1 Odznaka za Zastugi dla Wojewddztwa Bial-
sko-Podlaskiego (1988 r.). Otrzymat rowniez Bialska
Nagrode Kultury im. Anny z Sanguszkéw Radziwitto-
wej (2003 1.), za pielegnowanie zwiazkéw z ziemia
0jcoOw 1 wzbogacenie zbiorow regionalnych Muzeum
Potudniowego Podlasia w Biatej-Podlaskiej, do ktorej
miat szczegdlny sentyment.

Kiedy cztowiek odchodzi od nas na zawsze, za-
dajemy sobie pytanie: jakim byl, jaki pozostanie w na-
szej pamigci?

WSPOMNIENIE O PROFESORZE STEFANIE KRYNSKIM

W pamigci tych, ktorzy stykali si¢ na co dzien
z Profesorem, zapisat sig¢ jako cztowiek szlachetny,
zyczliwy innym, majacy duze poczucie humoru. Z na-
tury byt cztowiekiem pogodnym, ale nie byta mu obca
zmienno$¢ nastrojow. Miat dystans do osob nadmiernie
celebrujacych swoja wazno$¢ i czgsto z takich sytuacji
zartowal. Nie lubit publicznych wystapien. Wyjatek
stanowity, cieszace si¢ wielkim powodzeniem wyktady
dla studentow, ktore okraszat licznymi anegdotami
i dowcipami, dzigki czemu potrafil zainteresowaé swo-
ich stuchaczy nawet trudnymi tematami. Miat opini¢
wspaniatego pedagoga. Profesor byt w szerokim rozu-
mieniu tego stowa humanista i erudyta. Szczegolnie
pasjonowata Jego historia, na ktorej temat lubil prowa-
dzi¢ dtugie dyskusje. Na pewno miatl wielki talent lite-
racki, o czym mogli przekona¢ si¢ wszyscy, czytajac
Jego wspomnienia, oparte na pamigtnikach, ktére pro-
wadzil przez wigksza czg$¢ zycia. Byly one publiko-
wane W Gazecie AMG, pozniej wydane w postaci
ksiazkowej: ,,Kartki ze wspomnien starego profesora”.
Charakter Profesora a takze Jego zyciorys wyksztatcily
rzadko dzi$ spotykana postawe wobec zycia. Nie zabie-
gal o gromadzenie fortuny, nie miat wielkich wymagan
a satysfakcje znajdowat w pracy naukowej, ksztalceniu
mtodziezy i pracy dla chorych. Do konca interesowat
si¢ losami Zaktadu, ktéremu oddat swoja cata mtodose,
energi¢ i serce. Pozostawil nam w spadku owoce swojej
pracy a przede wszystkim ludzi, ktérych wyksztatcit.

Pan Profesor Stefan Krynski zmarl 13 kwietnia,
w Wielkanocny Poniedziatek 2009 roku. Odszedt od
nas wielki polski mikrobiolog, autorytet naukowy, wy-
bitna osobowos$¢ medycyny polskiej i gdanskiej, nau-
czyciel wielu pokolen kadry medycznej i specjalistow
w zakresie mikrobiologii. Miat 95 lat, byl najstarszym
Profesorem naszej Uczelni, ktory tak dlugo, aktywnie
stuzyt swoim bogatym do$wiadczeniem i madroscia.
Profesor Stefan Krynski wskazat wielu osobom drogg
zycia zawodowego.

Pan Profesor Stefan Krynski zostal pochowany
18 kwietnia 2009 roku, w rodzinnym grobowcu Kryn-
skich i Barwinskich na cmentarzu parafialnym w L.oma-
zach. Pana Profesora pozegnala Rodzina, przyjaciele,
wychowankowie i znajomi.

Na zawsze pozostanie w naszej pamigci...

Maria Dgbrowska-Szponar,
Janusz Galinski, Iwona Szychlinska

Gdanski Uniwersytet Medyczny
Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej
80-227 Gdansk, ul. Do Studzienki 38
mikrob@amg.gda.pl
mszponar@amg.gda.pl
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Abstract: The genus Yersinia includes three closely related species which are pathogenic to humans. Y. enterocolitia and Y. pseudo-
tuberculosis cause gastroenteritis, while Y. pestis is the causative agent of plague. Thanks to whole-genome sequencing it has
become possible to conduct a detailed phylogenetic analysis leading to the construction of a ,relationship tree” which shows
the probable evolution of the genus Yersinia. It appears that Y. enterocolitica has diverged from an ancestor of pathogenic yersiniae
and evolved independently. Y. pestis, a highly virulent pathogen, evolved from Y. pseudotuberculosis in a short amount of time
by the acquisition of several loci and two plasmids by lateral gene transfer. These events seem to be counterbalanced by gene
silencing and shuffling, which probably enhances virulence.
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1. Wstep

Do rodzaju Yersinia zaliczamy obecnie 15 gatun-
kow: Y. aleksiciae, Y. aldovae, Y. bercovieri, Y. entero-
colitica, Y. frederikseni, Y. intermedia, Y. kristensenii,
Y. massiliensis, Y. mollaretii, Y. pestis, Y. philomiragia,
Y. pseudotuberculosis, Y. rohdei, Y. ruckeri, Y. similis
(www.bacterio.cict.fr/xz/yersinias.html). Rodzaj Yersinia
zostal wyodrebniony w ramach rodziny Enterobacteria-
ceae w 1964 roku przez Wilhelma Frederiksena,
ktory zaliczyt do niego trzy gatunki patogenne dla ssa-
kow, w tym ludzi, tj. Y. pestis, Y. pseudotuberculosis
i Y. enterocolitica, wcze$niej klasyfikowane do rodza-
ju Pasteurella.

Gatunki te staly si¢ obiektem szczeg6lowych badan
dotyczacych ich ekologii, epidemiologii, mechanizmow
patogenezy oraz filogenezy. Od momentu przeklasyfi-
kowania tych trzech gatunkéw w jeden rodzaj Yersinia,
proébowano ustali¢ stopien pokrewienstwa pomicedzy
nimi. Problem dotyczyt zwlaszcza relacji migdzy bak-
teriami enteropatogennymi, tj. Y. pseudotuberculosis

1 Y. enterocolitica, a znacznie grozniejszym gatunkiem
Y. pestis, wywolujacym dzume¢. W latach siedemdzie-
siatych do badan poréwnawczych uzyto metody hybry-
dyzacji DNA, polegajacej na ocenie stabilno$ci tempe-
raturowej zhybrydyzowanych probek zdenaturowanego
DNA poréwnywanych organizméw. Otrzymane wy-
niki, poddane analizie filogenetycznej, wskazaly na
znacznie blizsze niz si¢ spodziewano pokrewienstwo
pomigdzy Y. pseudotuberculosis 1 Y. pestis. Stopien
homologii DNA-DNA wynidst ponad 90% [5] i byt
znacznie nizszy w stosunku do trzeciego badanego ga-
tunku — Y. enterocolitica, ktory wyniost zaledwie 48%.
Co wigcej, badania wykazaty, ze sekwencje 16S rRNA
Y pestis i Y. pseudotuberculosis sa identyczne [44].
Wedlug obowiazujacych zasad klasyfikacji, wigk-
szo$¢ szczepow Y. pestis 1 Y. pseudotuberculosis
mozna zaklasyfikowa¢ do jednego gatunku lub obec-
nie obowiazujace taksony przeklasyfikowa¢ do rang
podgatunkéw nowo okreslonego taksonu (spetnione sa
wymagania dotyczace podobnej zawartosci par GC,
70% homologii DNA 1 97% homologii sekwencji 16S

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii Stosowanej, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii Uniwersytetu Warszaw-
skiego; ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa; e-mail: kbrzostek@biol.uw.edu.pl
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rRNA). Ze wzgledu jednak na wyraznie odrdznialne
fenotypy obu gatunkéw oraz ogromne réznice w zakre-
sie wywotywanych chorob, a takze podtoze historycz-
ne i epidemiologiczne, reklasyfikacji nie dokonano.
Spowodowato to jednak ozywienie dyskusji na temat
aktualnych zasad wyodrebniania gatunku jako taksonu
oraz opracowania bardziej uniwersalnej definicji gatun-
ku. Zwrdécono uwagg, ze obecne normy okreslania ga-
tunku stosowane dla Eukarya, u bakterii wskazuja na
ekotypy, a nazwane gatunki odpowiadaja ranga euka-
riotycznym rodzajom [11]. W celu uporzadkowania
systematyki zaproponowano m. in. wiaczenie pojgcia
»klonu” do bakteryjnej systematyki [31].

W wigkszo$ci opracowan dotyczacych ewolucji Yer-
sinia pojawia si¢ termin mikroewolucja, ktory uzywany
bywa w stosunku do modyfikacji puli genowych popu-
lacji prowadzacych do stosunkowo niewielkich zmian
organizmow, ale nie konczacych si¢ specjacja, do
ktérej prowadzi tzw. makroewolucja [1]. Terminy te (t;.
mikro- i makroewolucja), wprowadzone w 1927 roku,
sa obecnie uzywane bardzo niekonsekwentnie, a zasad-
no$¢ takiego rozréznienia jest przedmiotem licznych
dyskusji. Zagadnienie jest ponadto komplikowane,
wspomnianym wyzej, brakiem ogélnie akceptowane;j
definicji gatunku, a wigc takze i specjacji. W przypad-
ku Yersinia termin mikroewolucja uzywany jest by za-
znaczy¢ istotna rol¢ horyzontalnego transferu genow
(jednego z gtownych mechanizméw mikroewolucji,
obok mutacji i dryfu genetycznego) w ewolucji zacho-
dzacej w obrebie tego rodzaju, a takze podkreslic, ze
wyodrebnienie w systematyce Y. pestis jako gatunku
ma wiasnie charakter czysto formalny.

Wprowadzenie w ostatnich latach nowych metod
badawczych, a takze zsekwencjonowanie genomow
Y pestis, Y. pseudotuberrculosis 1 Y. enterocolitica po-
zwolito na zebranie danych dotyczacych czynnikow
zjadliwosci, filogenetycznego pokrewienstwa oraz do-
mniemanych czas6w specjacji tych patogennych gatun-
kow. W pracy przedstawiono wyniki badan nad ewolu-
cja Y. pestis w §wietle ostatnich badan, wzbogaconych
o analiz¢ genomowego DNA. Wyniki sekwencjonowa-
nia genomu dwoch szczepow Y. pestis, tj. KIM (biotyp
Mediaevalis) oraz CO92 (Orientalis) zostaty opubliko-
wane [14, 37] natomiast genomu szczepu 8081 Y. ente-
rocolitica http://www.sanger.ac.uk/Projekts/Y ente-
rocolitical oraz 1P32953 Y. pseudotuberculosis (http:
//bbrp. llnl.gov/ggrp/html/microbe.html) sa dostgpne
w wersji elektroniczne;j.

2. Enteropatogenne gatunki Yersinia
Y. pseudotuberculosis 1 Y. enterocolitica sa gatun-

kami szeroko rozpowszechnionymi w przyrodzie. Wy-
stepuja w glebie i wodzie, a za gldwny rezerwuar tych
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drobnoustrojow uwazane sa $winie. Oba gatunki sa
chorobotworcze dla ludzi. Do zakazenia najcze$ciej
dochodzi poprzez spozycie zywnosci skazonej bakte-
riami. Objawy kliniczne jersiniozy, choroby wywoty-
wanej przez Y. enterocolitica i Y. pseudotuberculosis,
przybieraja rdézne postaci. Z infekcja tymi patogenami
wiaze si¢ zapalenie zoladka i jelit, ostre zapalenie wez-
tow chtonnych, rzekome zapalenie wyrostka robaczko-
wego, zapalenia stawow, zapalenie spojowki, wysyp-
ke szkarlatynowa, rumien guzowaty oraz biegunke [6].

Wywolywane dysfunkcje i objawy chorobowe
w przypadku zakazenia tymi enteropatogenami s bar-
dzo podobne, natomiast szczegdtowe analizy pozwala-
ja odrézni¢ od siebie ww. infekcje. W przeciwienstwie
do kolonizujacej glownie kepki Peyera Y. enterocoli-
tica, Y. pseudotuberculosis znacznie szerzej rozprze-
strzenia si¢ w organizmie. Wystepuja takze rdznice
migdzy ww. gatunkami w wywotywanych postaciach
biegunki, stopniu nasilenia bolow brzucha itp. [4, 6].

Y. enterocolitica jest biochemicznie i genetycznie
heterogenna grupa organizmow. W obrgbie tego gatun-
ku wyroéznia si¢ obecnie okolo trzydziesci cztery sero-
typy. Roznice metaboliczne i biochemiczne pozwalaja
na wyodrebnienie szesciu biotypow (1A, 1B, 2,3,415)
[6]. Poszczegolne szczepy Y. enterocolitica rézni takze
stopien zjadliwo$ci. Wirulentne szczepy biotypow 1B,
2, 3,415 posiadaja plazmid pYV (Yersinia virulence)
[18]. Plazmid pYV koduje adhezyn¢ YadA, a takze
system sekrecji III typu. Podstawowa funkcja efektoro-
wych biatek Yop (Yersinia outer membrane proteins)
systemu sekrecji jest hamowanie reakcji obronnej go-
spodarza. Charakterystyke I1I systemu sekrecji funkcjo-
nujacego u patogennych gatunkéw z rodzaju Yersinia
oraz rolg bialek Yop w procesie patogenezy przedsta-
wili$my szczegotowo wcezesniej [8, 21, 27].

Do biotypu 1A naleza szczepy, ktore utracily plaz-
mid pY'V, a takze locus ail, geny myf i yst4A oraz nie
maja funkcjonalnego genu inv. Biotyp 1B — ,,Nowego
Swiata” (zlozony glownie ze szczepéw izolowanych
w Stanach Zjednoczonych) posiada dodatkowe czyn-
niki zjadliwo$ci, w tym wyspg¢ patogennosci HPI 1
(high pathogenicity island) i jest najbardziej zjadliwy.
Na wyspie HPI 1 znajduja si¢ geny, kodujace biatka
uczestniczace w biosyntezie i transporcie sideroforu
— jersiniobaktyny. Biotypy od 2 do 5, (izolowane
glownie w Europie i Japonii) pozbawione wyspy HPI,
zestawia sig czgsto w jedng grupg nazywang Y. entero-
colitica ,,Starego Swiata”, o znaczaco mniejszej zjadli-
wosci niz biotyp 1B [6, 40].

Pozostatymi czynnikami zjadliwos$ci Y. enterocoli-
tica, kodowanymi chromosomowo sa: inwazyna Inv,
adhezyny Ail i Myf, ureaza oraz enterotoksyny Yst.

Ze wzgledu na réznice w budowie antygenu O-swo-
istego LPSu wyrdznia si¢ 21 serotypoéw Y. pseudo-
tuberculosis. Serotypy te przyporzadkowuje si¢ do
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szeSciu grup, biorac pod uwage zdolnosé¢ do produkeji
egzotoksyn YPM (Y. pseudotuberculosis-derived mi-
togen), obecno$¢ catej wyspy HPI lub tylko jej prawe;j
czesci (R-HPI) oraz réznice w wystgpowaniu i wybra-
nych cechach biochemicznych [19]. We wszystkich
szczepach Y. pseudotuberculosis obecny jest plazmid
pYV, a na chromosomie kodowane sg oprocz toksyn
YPM, takze: inwazyna Inv, adhezyna Ail, antygen pH
6 (odpowiednik Myf Y. enterocolitica). Biatka Hms
kodowane sa na jednej z mniejszych wysp genomo-
wych. Hms umozliwiaja tworzenie biofilmow, ale ich
rola w procesie patogenezy jest prawdopodobnie nie-
wielka (odwrotnie niz u Y. pestis) [13].

3. Y. pestis — epidemiologia i patogeneza

W przeciwienstwie do spokrewnionych enteropa-
togennych gatunkéw Yersinia, Y. pestis jest bardzo
wrazliwa na promieniowanie stoneczne i temperatureg,
i nie jest zdolna do przetrwania dtuzszego okresu czasu
poza organizmem gospodarza. Gléwnym rezerwuarem
Y. pestis sa dzikie populacje gryzoni, wliczajac w to
rézne gatunki szczurdéw, myszy, nornic i myszoskocz-
koéw. Wérdd tych enzootycznych gospodarzy wigkszo$é
jest odporna na zachorowanie (badz, w przypadku nie-
ktorych gatunkow, spowodowane dzuma ubytki w po-
pulacji sa rekompensowane znacznym rocznym przy-
rostem). Mechanizmy przenoszenia, utrzymywania si¢
pateczki dzumy w populacjach ssakoéw i zdolnosci do
wywolywania naglych epidemii sa trudne do zbada-
nia, m.in. ze wzgledu na kryptyczny charakter inwaz;ji
w enzootycznych populacjach ssakow. Ostatnio jed-
nak zwigkszone zainteresowanie tym zagadnieniem
i nowe metody badawcze przyniosty rezultaty w po-
staci opracowania kilku modeli zaleznosci pomiedzy
drobnoustrojami, przenoszacymi je gospodarzami
i zwierz¢tami wrazliwymi na zakazenie. Otrzymano
takze wstegpne dane dotyczace ekspansywnosci szcze-
poéw Y. pestis na nowe terytoria i mechanizmow wy-
buchania naglych epidemii [20].

Gléwnym wektorem odpowiedzialnym za przeno-
szenie zakazenia w populacjach zwierzat sa pchty, po-
nad 80 gatunkoéw (z ponad 1500), z ktérych najczest-
szym sa Xenopsylla cheopis (pchla szczurza) i Pulex
irritans (pchta ludzka). Pchly odpowiedzialne sa tak-
ze za transmisj¢ bakterii na inne, wrazliwe ssaki (po-
nad 200 gatunkow z 70 rodzajow, w tym takze ludzie),
u ktérych wywotuja dzume, chorobg o bardzo cigzkim
przebiegu i wysokiej $miertelnosci.

Przenoszenie bakterii rozpoczyna sig, gdy pchta
ugryzie ssaka — nosiciela. Zainfekowana krew tworzy
w przedniej czgsci jelita, zwanej przedzotadkiem (pro-
ventriculus) skrzep, ktéry uniemozliwia insektowi
przetykanie, a dla bakterii jest miejscem namnazania.
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Pchta nie jest takze w stanie przetkna¢ krwi, zaaspiro-
wanej po ugryzieniu kolejnego wrazliwego gospodarza.
Zwraca ja z powrotem do miejsca ugryzienia wraz ze
znaczna liczba bakterii, oceniang na 11 000—24 000 ko-
morek, ktore rozprzestrzeniaja si¢ do okolicznych wez-
16w chtonnych. Ze wzgledu na nizsza temperaturg
ciala pchty, bakterie w momencie inwazji pozbawio-
ne sa ochronnej otoczki (antygen F1, eksprymowany
w 37°C), co czyni je podatnymi na fagocytoze przez
leukocyty polimorfonuklearne (PMN) i makrofagi. Jed-
nakze zdolnoé¢ do przezycia i namnazania w makro-
fagach (cho¢ nie w PMN) pozwala Y. pestis przetrwaé
okres dostosowania si¢ do zmienionego Srodowiska.
Synteza indukowanych temperatura 37°C czynnikow
wirulencji (ekspresja antygenu F1 w 37°C zachodzi
po 3h w warunkach in vitro) prowadzi do masowe;j
proliferacji Y. pestis w weztach chtonnych, po czym
bakterie przechodzac do krwiobiegu infekuja m.in.
watrobe, Sledziong i ptuca. Rozwoj cigzkiej bakteremii
(stezenie bakterii osiaga co najmniej 10°CFU/ml) po-
zwala na skuteczne zakazenie niezainfekowanych pchet
zerujacych na gospodarzu [33].

Obecnos¢ 1 masowe namnazanie si¢ bakterii w wez-
fach chtonnych prowadzi do stanu zapalnego. Znacznie
powigkszone gruczoty limfatyczne (nawet do 10 cm)
przyjmuja posta¢ tzw. dymienic. Jest to typowy objaw
choroby zwanej dzuma dymienicza. Chorobg t¢ cha-
rakteryzuja ponadto: goraczka, drgawki, ostabienie,
bole glowy i brzucha itp. W koncowych fazach do-
chodzi do krwotokow, zakrzepic i zapasci. Nieleczona
dzuma dymienicza prowadzi do $mierci w 50% przy-
padkéw. Przedostanie si¢ bakterii do ptuc wywotuje
dzume¢ ptucna. Objawia si¢ ona wysoka goraczka,
bélami glowy, dreszczami, apatia oraz kaszlem (czg-
sto krwawym lub ropnym). Okazjonalnie wystgpuja
takze dymienice na szyi. Infekcji towarzysza krwotoki,
a pluca wypehniaja si¢ ptynem. Nieleczona w ciagu
pierwszych 24 godzin choroba ma 100% $miertelnosc,
wskutek uszkodzen uktadu oddechowego i systemowej
zapasci. Posta¢ plucna charakteryzuje si¢ ponadto wy-
soka zakaznoS$cig. Masowa obecnos$¢ bakterii w krwio-
biegu jest charakterystyczna dla wszystkich postaci
dzumy, prowadzac do typowych objawdéw szoku sep-
tycznego. Dzuma posocznicowa charakteryzuje si¢
podobnymi objawami jak posocznice wywolywane
przez inne Gram-ujemne bakterie (m.in. szok septycz-
ny i zespot wykrzepiania wewnatrznaczyniowego),
a $miertelno$¢ wynosi 100% (nieleczona). Jeden z cha-
rakterystycznych objawow, martwica dystalnych na-
czyn krwiono$nych, towarzyszacych infekcji, spowo-
dowal, ze dzuma zyskala nazwe ,,Czarna Smier¢”.

Y. pestis uwaza si¢ za czynnik etiologiczny trzech
wielkich pandemii, z ktorych dwie pierwsze zdzie-
siatkowaly ludnos$¢ Europy i Afryki Péinocnej: plaga
Justyniana (541-767 A.D.) i ,,Czarna Smieré¢” (od 1346
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do pigtnastego wieku). Wspolczesnie (od roku 1894)
trwa trzecia pandemia (Pandemia Nowozytna), wy-
wotywana przez szczepy klasyfikowane do biotypu
Orientalia [45].

Jeszcze do niedawna w powszechnym uzyciu pozo-
stawal wprowadzony przez Devignata w1951 roku
podzial Y. pestis, oparty na zdolno$ci do fermentacji
glicerolu i redukcji azotandéw, na trzy biotypy (Antiqua,
Mediaevalis i Orientalis) skorelowany historycznie
z tymi trzema wielkimi epidemiami dzumy. Od lat trwa-
ja badania majace na celu zweryfikowanie pogladu, ze
pierwsza i druga pandemia zostalty wywolane przez
odpowiednio, bakterie z biotypéw Antiqua i Mediaeva-
lis. Wprowadzenie nowych metod badawczych w ostat-
nich latach przyniosto wyniki podwazajace zaréwno
monofiletycznos¢ tych biotypow (a wigc 1 zasadno$é
podziatu), jak i ich historyczne powiazania. Potwierdzo-
no takze przynalezno$¢ do gatunku Y. pestis odmien-
nych fenotypowo szczepdw, przypisanych obecnie do
biotypow Microtus i Yersinia pestis pestoides (oba
awirulentne dla cztowieka) [1]. Relacje wewnatrzga-
tunkowe i taksonomia Y. pestis sa obecnie przedmio-
tem intensywnych analiz. Omoéwienie dotychczaso-
wych wynikow i propozycja zrewidowanej taksonomii
zostang przedstawione w dalszej czgsci pracy.

4. Czynniki zjadliwosci Y. pestis kodowane
na chromosomie

Y. pestis syntetyzuje wiele czynnikow zjadliwo$ci
niezbgdnych do infekcji i namnazania si¢ w organiz-
mach gospodarzy oraz efektywnej transmisji przez
pchty. Wiele z tych czynnikdéw charakterystyczna jest
takze dla Y. pseudotuberculosis.

Kodowany chromosomowo czynnik PsaA (antygen
pH 6, odpowiednik Myf Y. enterocolitica) podobnie jak
u Y. pseudotuberculosis, wyrazany jest tylko w tempe-
raturze od 35°C do 41°C i zakresie pH od 5 do 6,7.
Jest to fibrylarne biatko o masie czast. 15 kDa, biorace
udzial w odpornosci bakterii na fagocytoze. PsaA pro-
dukowane jest gtdéwnie wewnatrz komorek eukariotycz-
nych, przede wszystkim makrofagéw, w odpowiedzi na
zakwaszenie srodowiska fagolizosomu [38]. Do nie-
dawna postulowano takze rolg PsaA jako adhezyny,
lecz badania wykazaty, ze mutanty PsaA~ nie maja
zmniejszonej zdolnosci adhezji do komorek eukario-
tycznych. Jednoczesnie zaobserwowano, ze po zaindu-
kowaniu ekspresji PsaA w makrofagach, uwolnione
komorki bakteryjne wykazuja zwigkszong opornos¢ na
fagocytozg. Antygen pH 6 wydaje si¢ by¢ trzecim,
obok biatek Yop (kodowanych na plazmidzie pCD1
u Y. pestis ipYV u Y. pseudotuberculosis) i antygenu F1
(kodowanego na plazmidzie pMT]1 Y. pestis) czynni-
kiem obrony przed fagocytoza, szczeg6lnie istotnym
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we wczesnych etapach inwazji [26]. Jest to jedno-
czesnie jeden z niewielu kodowanych chromosomo-
wo czynnikoéw wirulencji Y. pseudotuberculosis, ktory
utrzymat si¢ w funkcjonalnej postaci u pateczki dzumy.
Gtowna adhezyna i inwazyna Y. pseudotuberculosis, tj.
odpowiednio YadA oraz Inv odpowiadajace za infekcje
przewodu pokarmowego, sa nieaktywne u Y. pestis.
Najnowsze badania wykazaty, ze w procesie koloni-
zacji 1 rozprzestrzeniania Y. pestis udzial biora adhe-
zyny: Ail [29],YadBC [17] oraz YapE [30].

Na chromosomie Y. pestis znajduje si¢ kompletna
i funkcjonalna wyspa patogennosci HPI 1 [9, 40].
Wyspa jest prawdopodobnie wysoce konserwowana
w obrebie zarowno rodzaju, jak i gatunku; wykazano
bowiem 98% podobienstwo sekwencji genow HPI
pomigdzy Y. pestis, Y. enterocolitica 1B i Y. pseudotu-
berculosis. Nalezy takze zauwazy¢, ze wysoki stopien
homologii sekwencji nukleotydowej wyspy zachodzi
takze pomigdzy patogenami z rodzaju Yersinia, a inny-
mi bakteriami przenoszacymi HPL, np. E. coli. Wysoka
homologia sekwencji dotyczy bogatej w pary GC,
,.funkcjonalnej” czeéci wyspy, nie za§ wysoce zmiennej
w obrgbie rodzaju Yersinia czgsci bogatej w pary AT.
Ta ostatnia charakteryzuje si¢ nizsza, odmienng od resz-
ty HPI zawarto$cia procentowa par GC (32—44%, przy
56,4% dla czgsci konserwowanej i 47,64% dla reszty
genomu Y. pestis CO92) i zajmuje od 13% (u Y. pestis
i Y. pseudotuberculosis) do 28% (u Y. enterocolitica)
dhugosci wyspy. W konserwowanej ewolucyjnie czgsci
znajduja si¢ wszystkie geny biosyntezy i transportu
yersiniobaktyny (tj. geny irpl — 9), receptora dla tego
sideroforu — biatka fyud oraz sekwencje: intB — in-
tegrazy oraz regulatora transkrypcji — ybtA.

U Y. pestis obecne s wszystkie elementy insercyjne
wykryte w HPI u Y. pseudotuberculosis oraz delecja
10 kpz odcinka nie kodujacego w lewej czgsci wyspy,
a obecnego u Y. enterocolitica.

HPI 1 u Y. pestis znajduje si¢ w obrgbie wigkszego
chromosomalnego locus zwanego pgm (pigmentation),
w sktad ktorego wchodza takze geny hms. Caly, 102 kb
fragment oflankowany jest sekwencjami IS/00 1 wy-
cina sie¢ z chromosomu z czestoécia 107. Sekwencja
HPI posiada wszystkie niezbgdne do samodzielnego
wycinania si¢ elementy i prawdopodobnie jest zdolna
do spontanicznej delecji (jak u Y. pseudotuberculosis)
jednak jej mobilno$¢ jest maskowana przez wyzsza
mobilno$¢ catego pgm [9].

Warto zauwazy¢, ze Y. pestis z delecja locus pgm
charakteryzuje si¢ obnizona wirulencja u myszy, ktora
moze zosta¢ przywrocona wstrzyknieciem zelaza zaka-
zonym zwierzetom. Wskazuje to na bardzo istotna role
zelaza w procesach zyciowych patogenow, a co za tym
idzie, na role sideroforéw jako czynnikow wirulencji [9].

Biatka Hms kodowane sa na pozostatej czgsci locus
pgm. Fenotyp Hms"™ objawia si¢ tworzeniem w temp.
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25-28°C, brazowych lub czerwonych kolonii bakterii
hodowanych na odpowiednich podtozach réznicuja-
cych (np. z heming lub strukturalnym analogiem — czer-
wienig Congo). Ta cecha ,,pigmentacji” nadata nazwe
catemu 102 kb regionowi pgm, w obrebie ktorego znaj-
duje si¢ locus Ams. W sekwencji nukleotydowej tego
regionu zidentyfikowano 4-genowy operon imsHFRS.
Dwa kolejne geny hmsT i hmsP znajduja sig poza locus
hms. Eksprymowane biatka HmsF 1 HmsH maja zdol-
no$¢ wiazania heminy i zatrzymywania jej w postaci
zwiazanej z blona zewngtrzng. Biatka HmsR, HmsS
1 Hms T sa enzymami zwiazanymi z btong cytoplazma-
tyczna i uczestnicza w syntezie zewnatrzkomorkowego
polisacharydu podobnego do poli(N-acetyloglukoza-
miny). Rola biatek Hms w wirulencji u ssakéw nie zo-
stala potwierdzona i prawdopodobnie jest niewielka
(zwlaszcza, ze geny hms ulegaja ekspresji gldwnie
w temperaturze 25°C). Natomiast obecno$¢ funkcjonal-
nego locus hms jest niezbgdna do zablokowania, przez
mas¢ bakteryjna, jelita pchty, a $cislej przedzotadka
[25]. Ten zywieniowy zator (zahamowanie przeptywu
zaaspirowanej krwi) sprzyja efektywnej transmisji
zainfekowanej pchty, ktéra ,,wygtodzona” poszukuje
kolejnego gospodarza. Rola biatek Hms polega prawdo-
podobnie na zdolnosci komodrek bakterii do aglutynacji
i tworzenia biofilmow (obserwowana takze u Y. pseu-
dotuberculosis) [13]. W przeciwienstwie do HPI, czes¢
pgm kodujaca biatka Hms nie rdzni si¢ znaczaco za-
warto$cia par GC od reszty chromosomu Y. pestis i nie
jest uwazana za wyspe¢ patogennosci [40].

Na podstawie réznic w procentowej zawartosci par
GC, na chromosomie Y. pestis, podobnie jak u Y. pseu-
dotuberculosis wykryto ok. 20 innych, pomniejszych
wysp genomowych, z ktorych wigkszos¢ to wyspy pato-
genno$ci. Domniemywane produkty ekspresji genow
zlokalizowanych w tych obszarach to m.in. siderofory,
toksyny owadzie, adhezyny i geny metabolizmu kwa-
sow ttuszczowych. Czgs$¢ z tych gendow u Y. pestis zo-
stata zinaktywowana w toku ewolucji, co wykazaty
analizy porownawcze z genomem Y. pseudotuberculo-
sis, w ktorym wykryto 18 z 21 obecnych u Y. pestis
wysp genomowych. Przyktadem sa tutaj geny toksyn
owadzich (np. tcaB) [45]. Na jednej z wysp pato-
genno$ci kodowany jest takze drugi system sekrecji
typu III, homologiczny do kodowanego na SPI 2
S. enterica serovar Typhimurium, cho¢ nie wydaje si¢
petni¢ réwnie waznej funkcji w namnazaniu we-
wnatrzkomorkowym jak u Salmonella.

Migdzygatunkowe poréwnania zawartosci i funk-
cjonalno$ci wysp gendw pomiedzy Y. pseudotubercu-
losis 1 Y. pestis wykazaty, ze u tego ostatniego gatunku
wiele z tych genow jest nieaktywnych. Analizy te
wniosly bardzo wiele w zrozumienie mechanizmow
mikroewolucji i pomogly stworzy¢ wiarygodny mo-
del rozwoju Y. pestis w kierunku wysoce patogennego
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gatunku. Uwagg zwraca tu zwlaszcza rola toksyn owa-
dzich i ich pdzniejszej inaktywacji, w przystosowa-
niu si¢ bakterii do wykorzystywania pchet jako wek-
tora transmisji.

5. Czynniki wirulencji kodowane na plazmidach:
pCD1, pPCP1 oraz pMT1

Plazmid pCD1, homologiczny do plazmidu pYV
Y. pseudotuberculosis 1 Y. enterocolitica, okreSlany
takze pCad, pVW, pYV, lub pLecr wyizolowany ze
szczepu CO92 Y. pestis ma wielkos¢ 70 305 pz, nato-
miast plazmid ze szczepu KIM10 —70 509 pz. R6znice
w wielkoS$ci przypisuje si¢ delecji 212 pz w sekwencji
1S285 [3]. Zawartos¢ par GC wynosi 44,8% (KIM10).
Na plazmidzie rozpoznano duza liczbg réznych se-
kwencji insercyjnych (gtownie IS700 i IS285) i trans-
pozondéw. Dwa geny kodujace: YadA, wazny czynnik
adhezji oraz opornos$ci na surowicg u Y. pseudotuber-
culosis i Y. enterocolitica oraz lipoproteing YIpA sa
nieaktywne (w wyniki delecji prowadzacej do zmiany
ramki odczytu — ang. frameshift). Odnaleziono nato-
miast funkcjonalne homologi wszystkich biatek Yop
1 Ysc systemu sekrecji III typu, zlokalizowanych na
plazmidzie pYV u Y. pseudotuberculosis 1 Y. enteroco-
litica. Jednak sam uktad gen6w plazmidu pCD1 ulegt
znaczacej rearanzacji w stosunku do plazmidow pYV
tych dwoch enteropatogennych gatunkow [25].

Kodowane na plazmidzie pCD1 biatka Ysc syste-
mu sekrecji, tworza strukture ,,molekularnej strzykaw-
ki”, za pomoca ktorej biatka efektorowe Yop dostaja
si¢ do cytoplazmy komorek eukariotycznych. Parali-
zujac funkcje makrofagow, biatka te chronia komorke
bakteryjna przed fagocytoza. Efektem dziatania bia-
fek Yop jest hamowanie nieswoistej odpowiedzi im-
munologicznej (od blokowania odpowiedzi zapalnej
do indukcji apoptozy makrofagdéw wiacznie). Catly
system sekrecji III typu ma pierwszorzedne znaczenie
dla wirulencji gatunkéw Yersinia, zapewniajac prze-
zycie w organizmie gospodarza [21].

Plazmid pPCP1 (okreslany takze jako pPst, pPla
jest to najmniejszy z typowych plazmidoéw Y. pestis
(9610 pz w szczepie KIM10, 45,3% zawarto$ci par
GC) i1 zawiera geny: pestycyny (bakteriocyna), opor-
nosci na pestycyng (wprowadzaja presje selekcyjna
w kierunku utrzymania plazmidu na zasadzie klasycz-
nego systemu toksyna — antytoksyna) oraz aktywatora
plazminogenu (proteaza Pla) [3].

Biatko Pla o masie czasteczkowej 34,6 kDa posiada
aktywnos¢ proteolityczna w stosunku do plazmino-
genu, aktywujac go do plazminy. W dodatku Pla in-
aktywujac inhibitor plazminy, alfa 2-antyplazming
prowadzi do niekontrolowanej proteolizy plazminy, co
utatwia bakteriom rozprzestrzenianie si¢ w organizmie
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gospodarza, gtownie wskutek likwidacji skrzepow
fibryny i innych mechanicznych przeszkod, np. sktad-
nikow macierzy zewnatrzkomorkowej. Jednakze rola
proteazy Pla w wirulencji pateczki dzumy byta przez
pewien czas kwestionowana, gdyz badane in vitro mu-
tanty Pla~ zachowywatly petna zjadliwos¢ [38]. Dopie-
ro niedawne badania wykazaly, ze obecnos¢ Pla jest
nieodzowna dla efektywnej infekcji przez skorg, a mu-
tanty Pla” zachowuja zdolnos¢ do infeke;ji tylko po bez-
posrednim przeniknigciu do krwiobiegu [7]. Wyrazanie
biatka Pla wydaje si¢ mie¢ tez wptyw na $miertelnosé¢
zakazonych pchel, jednak jego rola w organizmie in-
sekta pozostaje blizej niewyjasniona.

Prowadzone od 2000 roku badania dowiodtly, ze
Y. pestis jest zdolna do inwazji komorek nablonkowych,
mimo braku kluczowych dla tego procesu adhezyn i in-
wazyn (YadA i Inv), obecnych u spokrewnionych ente-
ropatogenéw. Badania wykazaty takze niewielka rolg
domniemanych czynnikéw inwazji, jak np. antygenu
pHO6 i biatka Cafl, wskazujac rownocze$nie na prote-
azg Pla jako gtowna adhezyng, a prawdopodobnie tak-
ze inwazyng Y. pestis [12]. Udalo si¢ takze rozdzieli¢
aktywno$¢ proteolityczna od wiasciwos$ci adhezyjnych
i inwazyjnych biatka Pla. Ponadto w strukturze trzecio-
rzedowej Pla zidentyfikowano motyw odpowiadajacy
za wiazanie bialka z lipidem A lipopolisacharydu (LPS).
Ostatnio dowiedziono takze, ze O-antygen gladkiej for-
my LPS moze sterycznie hamowaé aktywno$¢ proteo-
lityczna Pla, co sugeruje ze w ewolucji Y. pestis utrata
O-antygenu w czasteczce LPS dawata przewage se-
lekcyjna zwiazana z funkcjonowaniem biatka Pla [43].

Wielko$¢ trzeciego plazmidu Y. pestis — pMTI1
(okreslany takze jako pFra, pTox lub pYT ) w szcze-
pie KIM10 wynosi 100 984 bp; a zawartos¢ par GC
—50,2%. Plazmid zawiera kilka kopii elementéw inser-
cyjnych, m.in. dwie kopie IS/00 i jedna kopig 1S200
(ich obecnosci przypisuje si¢ inwersje w uktadzie ge-
néw obserwowane w poréwnaniu do plazmidow izo-
lowanych z innych szczepow). Na plazmidzie pMT1
znajduje si¢ kilka gendéw o znanej roli w wirulencji
Y. pestis, np. gen toksyny mysiej — ymt i antygenu F1
— caf] wraz z genami bialek regulatorowych i pomocni-
czych (np. regulator CaflR i biatko opiekuncze Caf1M).
Poza tym, plazmid zawiera ok. 40 ORF-6w o niezna-
nych funkcjach (m.in. ORF-y homologiczne do genu
piliny E. coli i genu transportera z rodziny ABC) [26].

Antygen F1 to wyrazane w 37°C biatko wystepu-
jace w formie wysokoczasteczkowych (kilka MDa)
polimerow, otaczajacych komoérke bakterii dwuwar-
stwowa otoczka. Polimery utworzone sa prawdopo-
dobnie przez dimeryczne podjednostki potaczone wia-
zaniami wodorowymi. Otoczka chroni bakterie przed
fagocytoza ze strony monocytow.

Toksyna mysia (Ymt) jest biatkiem wielkosci 61 kDa,
tworzacym polimery o masach czasteczkowych 120 kDa
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1240 kDa. Toksyna mysia nalezy do rodziny fosfolipaz
D. Jej rola w wirulencji zostata potwierdzona ekspery-
mentalnie. Udowodniono, Ze jest to czynnik zwigksza-
jacy $miertelno$¢ w populacjach zakazonych gryzoni
1 co wazniejsze, wymagany do przezycia bakterii
w przewodzie pokarmowym pchly [23]. Badania pro-
wadzone nad wyizolowana z komorek bakterii toksyna
przyniosty odpowiedzi odno$nie aktywnosci katalitycz-
nej i specyficznosci substratowej Ymt, jednak mecha-
nizmy jej dziatania jako czynnika wirulencji pozostaja
nieznane [42]. Réwniez kwestia specyficzno$ci dzia-
tania Ymt wobec przedstawicieli rodziny Muridiae
(Myszowate) nie zostala wyjasniona. Wcze$niejsze ba-
dania sugerowaly, ze Ymt moze dziata¢ poprzez bloko-
wanie receptora $-adrenergicznego doprowadzajac do
zapasci (co wyjasniatoby toksyczny efekt u myszy
1 szczurdéw), hipoteza ta nie zostata jednak potwierdzo-
na [38]. Innym postulowanym mechanizmem dziatania
jest ochrona komorek przed toksycznymi produktami
trawienia surowicy krwi w jelicie pchty [24].

Warto podkresli¢, ze ponad 50% sekwencji nukleo-
tydowej plazmidu wykazuje bardzo duze pododobien-
stwo (ponad 95%) do kryptycznego plazmidu pHCM?2
obecnego w szczepach Salmonella enterica serovar
Typhi, przy czym homologiczne rejony nie tworza ciag-
tego obszaru, lecz sa rozsiane po plazmidzie. Zawar-
tos¢ par GC w tych sekwencjach jest blizsza rodzajowi
Salmonella niz Yersinia, co sugeruje enteropatogenne
pochodzenie prototypowego plazmidu. Wydaje si¢ za-
tem prawdopodobne, ze migdzy patogenami tych ro-
dzajow zachodzita i nadal zachodzi wymiana materiatu
genetycznego, cho¢ nie wykluczono tez mozliwosci
nabycia plazmidow z odrebnych zrodet [3].

Plazmid pYC jest kryptycznym plazmidem o wiel-
kosci 5,9 pz, izolowany ze szczepdw Y. pestis w Chi-
nach, nie zawiera zadnych wykrytych czynnikéw wi-
rulencji. Odnaleziono na nim 12 ORF-6w, z czego
3 koduja biatka homologiczne do znanych bialek (m.in.
indukowanych uszkodzeniami biatek DinJ1 i DinJ2
E. coli). Postuluje sig role tych biatek w zwigkszaniu
zdolnosci Y. pestis do przetrwania niesprzyjajacych
warunkow, cho¢ nie obserwuje sig u tych bakterii wy-
raznie zmienionego fenotypu. Obszar, z ktorego izoluje
si¢ bakterie zawierajace pYC stopniowo si¢ powigksza
[3], co zdaje sig potwierdzac hipotezg, ze obecnos¢ tego
plazmidu daje Y. pestis pewne korzysci selekcyjne.

6. Struktura genomu Y. pestis.
Inne elementy majace wplyw na patogennos¢

Zsekwencjonowany genom Y. pestis CO92 ma wiel-
ko$¢ 4 653 728 pz i procentowa zawartos¢ par GC row-
na 47,64%. W poréwnaniu z nim, genom Y. pestis KIM
jest o ok. 50 kb mniejszy (4 600 755 bp) i zawiera
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4198 ORF-6w (z czego zaledwie 3 672 odpowiada
ORF-om szczepu C0O92) [14, 37]. Roznice wielkosci
przypisuje sig¢ wigkszemu udzialowi elementow inser-
cyjnych w genomie szczepu C0O92. Ponadto wystepu-
je tez szereg innych roznic migdzy genomami obu
szczepow, m.in.: jeden dodatkowy operon tRNA w se-
kwencji szczepu KIM oraz znaczny stopien rearan-
zacji uktadu genéw, zwlaszcza typu inwersji. Charak-
terystyczne jest wystgpowanie trzech tzw. regionow
MIR (multiple inversion regions), w ktorych obserwuje
si¢ szczegblnie duzo inwersji przy porownaniu obu
sekwencji. Dane te $wiadcza o tym, ze genom Y. pestis
jest wciaz obiektem nieustannych zmian, w przeci-
wienstwie do do$¢ stabilnych genomow spokrewnio-
nych enteropatogenow.

Zawartos$¢ elementéow insercyjnych (IS)

Projekty sekwencjonowania genoméw Yersinia
przyniosty do$¢ niespodziewane dane dotyczace licz-
by obecnych IS, ktéra okazala si¢ nadspodziewanie
duza, zwlaszcza w poréwnaniu z blisko spokrewniona
Y. pseudotuberculosis. W sekwencji chromosomow
i plazmidoéw Y. pestis CO92 odnaleziono 138 elemen-
tow insercyjnych, a u Y. pestis KIM — 117 [37]. Naj-
czeScie] wystepujacym elementem insercyjnym jest
IS1541, nastepnie I1S100, 1S285 1 IS1661. Natomiast
liczba IS w genomie Y. pseudotuberculosis nie prze-
kracza 20 (sa to takze glownie 1S/541 i IS100; ich
liczba waha si¢ pomigdzy szczepami) [10]. Umiejsco-
wienie 12 z tych elementéw odpowiada uktadowi ob-
serwowanemu w obu szczepach Y. pestis. Pord6wnanie
miejsc integracji IS do genomdéw szczepoéw Y. pestis
C092 i KIM pozwolito na stwierdzenie, ze ich wspol-
ny przodek miat 109 IS, a wigc od czasu rozejscia si¢
linii ewolucyjnych doszto do, odpowiednio, 28 i 8 no-
wych integracji. Z kolei poréwnania pomigdzy Y. pestis
i Y. pseudotuberculosis dotyczace uktadu konser-
wowanych blokoéw genow pozwolily na ustalenie
prawdopodobnych miegjsc rekombinacji genomowych
i przyblizonej struktury genomow bakterii bedacych
przodkami izolowanych dzi$§ patogenow. Stwierdza sig
obecnie, ze elementy insercyjne i powodowane przez
ich obecno$¢ rekombinacje odegraty znaczaca role
W roznicowaniu si¢ pateczki dzumy.

Duza liczba i aktywnos$¢ elementow IS sa prawdo-
podobnie gtéwnymi czynnikami odpowiadajacymi za
niestabilno$¢ genomu Y. pestis [46]. Przykladem tego
jest obserwowana u co najmniej dwoch szczepow
znaczna niestabilno$¢ wzordéw restrykcyjnych geno-
mow, zdradzajaca zachodzenie ciagltych rearanzacji
genomowych, utrzymujaca si¢ nawet po wielokrot-
nych pasazach [3].

Innym zaobserwowanym efektem obecnosci ele-
mentoéw IS w genomie Y. pestis, wskazujacym na ich
role w gwaltownych przetasowaniach strukturalnych,
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sa anomalie w typowym uktadzie nukleotyddéw na nici
prowadzacej i opdznionej. Po zsekwencjonowaniu ge-
nomow kilku gatunkéw bakterii odkryto zauwazalng
preferencyjno$¢ wystgpowania guaniny na nici wioda-
cej w replikacji. U Y. pestis zaobserwowano natomiast
trzy duze anomalie sekwencji bogatych w guaniny
(jedna translokacje¢ i dwie inwersje), z ktorych kazda
oflankowana jest elementami insercyjnymi, co suge-
rowalo zaj$cie homologicznej rekombinacji. Przepro-
wadzone nastepnie badania (za pomoca reakcji PCR)
wykazaty, ze w populacji bakterii sekwencje te moga
wystgpowaé w obu orientacjach, dajac w rezultacie
kilka mozliwych wariacji strukturalnych genomu. Re-
aranzacje wydaja si¢ by¢ czgste i zachodzi¢ powszech-
nie podczas wzrostu mikroorganizmoéw, ale ich wptyw
na wirulencj¢ pozostaje blizej niezbadany [37, 46].

Nalezy tez zauwazy¢, ze elementy insercyjne odpo-
wiedzialne sa za inaktywacj¢ znacznej czgsci pseudo-
gendéw odnajdywanych w genomach szczepow Y. pestis,
co nie jest powszechnie spotykanym zjawiskiem, jako
Ze najczestszym mechanizmem inaktywacji genow sa
mutacje typu frameshift, powodowane przez niewiel-
kie delecje. Podobna do Y. pestis tendencje¢ obserwuje
si¢ u Shigella flexneri, rowniez do$¢ mtodego ewolu-
cyjnie patogenu (ok. 270 000 lat od czasu wyodreb-
nienia z E. coli) [32].

Zawartos¢ pseudogenéw

Chociaz genomy bakteryjne z reguty sa zwarte i za-
wieraja stosunkowo mato niekodujacego DNA, pseudo-
geny spotykane sa powszechnie i wystgpuja nawet
w najmniejszych bakteryjnych genomach. Jednak kon-
cepcja roli utraty genow lub ich inaktywacji w ewolu-
cji patogennych drobnoustrojow powstata stosunkowo
niedawno, gdy zsekwencjonowano genomy organiz-
mow takich jak: Rickettsia prowazekii, Mycobacterium
leprae i patogendw z rodzaju Yersinia.

Weczesne badania postulowaly obecnosé¢ 149 pseu-
dogenéw w genomie Y. pestis [37], a nawet ponad dwu-
krotnie wigkszej liczby [36]. Badania z 2004 roku
ustalily liczbe pseudogenow na 208, z czego 84 jest
obecnych w postaci funkcjonalnej u IP32953 Y. pseu-
dotuberculosis, a inaktywowanych w KIM10 Y. pestis.
Pozostale 124 geny sa nieczynne u KIM10 i CO92
Y. pestis, lecz tylko dwa z nich maja funkcjonalne
homologi u Y. pseudotuberculosis. Lista wykrytych
pseudogendw nie jest w zadnym razie zamknigta, gdyz
wyniki najnowszych badan (przeprowadzanych meto-
da wielokrotnych poréwnan sekwencji spokrewnio-
nych drobnoustrojoéw) podaja liczbg 337 pseudogenoéw
w genomie Y. pestis (co stanowi jego 8%) i 186 w ge-
nomie Y. pseudotuberculosis (poprzednie badania wy-
kazaty obecnos$¢ 62). Powstawaly one najczesciej
wskutek wspomnianych juz mutacji typu frameshift
i obecno$ci elementéw insercyjnych oraz mutacji
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nonsensownych [32]. Warto doda¢, ze w niektorych
przypadkach, przy zastosowaniu odpowiednich pod-
lozy selekcyjnych, mozliwe jest przywrocenie pierwot-
nej funkcji genu.

Generalnie, pseudogeny wystepuja czesciej u mio-
dych ewolucyjnie, wysoko zjadliwych patogenow (jak
Y. pestis) niz u ich mniej zjadliwych, a pokrewnych
gatunkow (Y. pseudotuberculosis). Akumulacja ta jest
efektem dziatania gtownie dwoch czynnikow. Pierw-
szym jest obfitos¢ substancji odzywczych w organizmie
gospodarza, ktora czyni bezuzytecznymi wiele genow
metabolizmu, potrzebnych drobnoustrojom w srodowi-
sku zewnetrznym. Drugim jest zmniejszenie efektyw-
nej wielkosci populacji patogenu, ktéra bierze udziat
w infekcji. Prowadzi to do obnizenia presji selekcyjnej
i akumulacji delecji w populacji. Te same przyczyny
leza u podstaw nagromadzania elementow insercyj-
nych, ktére powoduja powstawanie kolejnych pseudo-
gendw. W przypadku Y. pestis nabycie zdolno$ci do
kolonizowania pchet pozwolito na uzyskanie dostgpu
do substancji odzywczych (aminokwasy, nukleozydy,
witaminy) i zrddel energii (D-glukoza i kwasy ttusz-
czowe) rozpuszczonych w pobieranej przez insekta
krwi. Zgodnie z podanym wyzej mechanizmem, spo-
wodowato to utrate genow odpowiedzialnych za np.
fermentacje ztozonych weglowodorow czy syntezg
pewnych aminokwasow. Poza tym, w przypadku nie-
ktorych mutacji, niewykluczone jest, ze zaszly p6zno
w ewolucji 1 przyczynily si¢ efektywnie do zwigksze-
nia wirulencji. Rozwaza si¢ mozliwos¢, ze np. utrata
funkcji aspartazy (prowadzaca do zmian w metaboliz-
mie kwasu L-glutaminowego) lub dehydrogenazy glu-
kozo-6-fosforanu (uniemozliwiajaca wykorzystywa-
nie szlaku pentozofosforanowego) mogta okazaé si¢
korzystna dla patogendéw i powodowac nasilenie obja-
wow chorobowych [7].

Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢ rolg jaka miato
nabycie genow toksyn owadzich (jeszcze przed wy-
odrebnieniem si¢ Y. pseudotuberculosis), a nastgpnie
ich inaktywacja, w procesie kolonizowania organizmu
pchty. Y. pseudotuberculosis posiada na chromosomie
geny kompleksow toksyn owadzich, nalezace do trzech
rodzin genowych (tcaA/tcaB/tcdA, tcaCltcdB 1 tccC).
Ich obecno$¢ sugeruje, ze patogen ten jeszcze przed
wyodrebnieniem si¢ Y. pestis byt w stanie zakaza¢ i za-
bija¢ owady, prawdopodobnie w celu pozyskania dodat-
kowych substancji odzywczych. Homologi tych genow
sa obecne u Y. pestis, lecz tylko gen tcad zachowat
funkcjonalno$¢. Gen fcaB zawiera mutacjg typu frame-
shift, a gen tcaC wewngtrzng delecjg [37]. Inaktywacja
tych genéw mogta okaza¢ si¢ konieczna, by wykorzys-
ta¢ mozliwoSci transmisji, ktore otworzylo nabycie pla-
zmidu pMT1, w potaczeniu z produktami /ocus Hms.
Jednak wyniki badan z 2004 roku przecza hipotezie
jakoby inaktywacja tcaB byta niezb¢dna do transmisji
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poprzez owada, gdyz gen ten zostal odnaleziony
w kompletnej formie u kilku w petni wirulentnych
szczepoOw z biotypow Mediaevalis i Antiqua [10].
Kwestia roli mutacji w tych genach pozostaje wigc
na razie nie rozstrzygnigta.

Na uwagg zastuguje tez utrata przez Y. pestis wielu
genow zwiazanych bezposrednio z wirulencja Y. pseu-
dotuberculosis. Inaktywacji ulegto wiele genow zwia-
zanych z inwazja tkanki nabtonkowej jelita jak np. inv,
yadA, ureD (wszystkie z nich naleza do podstawowych
czynnikow wirulencji Y. pseudotuberculosis, a takze
Y. enterocolitica) oraz genow struktury i biosyntezy
rzesek. Inne pseudogeny Y. pestis, ktére wptywaja na
zwigkszenie inwazyjnosci u innych patogenoéw (np.
u zjadliwych szczepow E. coli) to m.in. geny intyminy
oraz czynnika CNF (ktéry oddzialujac z Rho-GTPaza-
mi wptywa na rearanzacje cytoszkieletu komorek euka-
riotycznych). Inaktywacja tych genéw w toku ewolucji
dobrze odzwierciedla proces adaptacji pateczki dzumy
do nowej niszy; utrate mozliwosci infekcji poprzez
uktad pokarmowy na rzecz transmisji z udzialem insek-
ta i rozprzestrzenianie si¢ w organizmie wraz z krwia.
Trudno byto za to poczatkowo wytlumaczy¢ charakte-
rystyczna cechg fenotypu Y. pestis, jaka jest obecnosé
,»szorstkiego” lipopolisacharydu, tj. pozbawionego
bocznego tancucha O-swoistego (co jest efektem mu-
tacji w pigciu genach, m.in. wzy). U Y. pseudotubercu-
losis jest on obecny, zawiera rzadko spotykane cukry,
3,6-dideoksyheksozy i uwazany byl pierwotnie za
wazny czynnik wirulencji, ktéremu przypisywano rolg
m.in. w obronie bakterii przed sktadnikami osocza,
fagocytoza oraz kationowymi peptydami produkowa-
nymi w jelicie cienkim przez komorki Panetha [37].
Utrata fancucha O-swoistego wydawala si¢ wigc nie-
korzystna dla wirulencji Y. pestis. Jednak nowsze
badania wskazuja, ze jego rola polega raczej na ochro-
nie enteropatogenéw poza organizmem gospodarza
(szczepy Y. pseudotuberculosis 1 Y. enterocolitica ho-
dowane w temperaturze 37°C w ogole nie syntetyzuja
tancuchéw O-swoistych) oraz, ze to wtasnie ,,szorst-
ka” forma LPSu odpowiada za skuteczna obrong przed
uktadem dopetiacza i innymi sktadnikami ludzkiego
osocza oraz indukuje bardzo staba nieswoista odpo-
wiedz immunologiczna [7]. Ostatnio wykazano takze,
ze genetycznie zmodyfikowany szczep Y. pestis synte-
tyzujacy kompletny LPS nie jest w stanie wywotaé
systemowej infekcji na modelu mysim [34].

7. Badania nad pokrewienstwem ewolucyjnym
patogennych gatunkow z rodzaju Yersinia

Juz w latach siedemdziesiatych XX wieku probowa-
no ustali¢ stopien pokrewienstwa mig¢dzy patogennymi
gatunkami Yersinia. Dopiero jednak przeprowadzone
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w koncu XX wieku badania nad pokrewienstwem
ewolucyjnym tych trzech gatunkéw przyniosty osta-
teczne potwierdzenie wezesniejszych spostrzezen o bli-
skim pokrewienstwie Y. pestis z Y. pseudotuberculosis
oraz zaskakujace wyniki dotyczace prawdopodobnego
czasu specjacji Y. pestis. Badania te prowadzono uzy-
wajac metody MLST (Multi Locus Sequence Typing).
Zsekwencjonowano odcinki (kazdy o wielkosci ok.
400 bp) pigciu gendéw metabolizmu podstawowego
(thrA, trpE, glnA, tmk, dmsA) oraz genu fosfo-manno-
mutazy manB, zaangazowanej w syntezg lipopolisa-
charydu. Zrodtem sekwencji byto 36 szczepow Y. pes-
tis, 12 szczepow Y. pseudotuberculosis i 13 szczepow
Y. enterocolitica. Wykryte roznice w sekwencjach tych
genow stanowity podstawe do analiz filogenetycznych.
Potwierdzona zostala w ten sposob przynalezno$é
gatunkowa wszystkich zbadanych szczepoéw Y. pestis
(praktyczny brak réznic w allelach wszystkich szeSciu
genoéw), wskazujac jednoczesnie, ze wyodrebnienie si¢
ze wspoblnego przodka zaszto niedawno. Natomiast roz-
nice pomigdzy szczepami Y. pestis i Y. pseudotubercu-
losis nie byly znaczaco wigksze niz w obrebie szcze-
pow samej Y. pseudotuberculosis. Niewielka liczba
zmian polimorficznych, stanowiacych element zmien-
noéci genomu (zmian w sekwencji nukleotydowej
DNA wystepujacych w populacji z czgstoscia wicksza
niz 1%, ale nie prowadzacych do zmian w sekwencji
polipeptydowej i cech fenotypowych) dowiodta, ze
Y. pestis jest klonem Y. pseudotuberculosis i to niedaw-
no wyodrebnionym. Natomiast pokrewienstwo do
Y. enterocolitica okazato si¢ dalsze niz przypuszczano,
odpowiadajac dystansem genetycznym relacji E. coli
z Salmonella sp. [2].

Do okreslenia prawdopodobnego czasu wyodreb-
nienia si¢ Y. pestis zastosowano metodg zegara mole-
kularnego. Ta zaproponowana w latach 60-tych analiza
opiera si¢ na hipotezie, ktora zaktada state tempo za-
chodzenia podstawien nukleotydowych w czasie. Zna-
jac tempo podstawien mozna, na podstawie roznic
w sekwencji alleli, okresli¢ czas dywergencji sekwencji
wyjsciowej. Glownym problemem ograniczajacym uzy-
cie zegara jest skalibrowanie go, gdyz tempo zmian
jest rozne dla réznych organizméw i moze sig¢ zmieniac
nawet w obrgbie gatunku. Ponadto nalezy zauwazyc¢,
ze metoda ta pozwala okresli¢ czas, jaki uptynal od
wyodrebnienia si¢ wspolnego przodka, tzw. ,,moleku-
larnej Ewy”, nie za$ czas specjacji. Wykazano jednak,
ze w przypadku Y. pestis ,,molekularna Ewa” mogta
rzeczywiscie by¢ przodkiem wyodrgbnionego pdzniej
gatunku (m.in. ze wzgledu na brak glgboko zakorze-
nionych réznic w stosunku do Y. pseudotuberculosis)
[16]. Wyliczane na podstawie réznych danych (m.in.
poréwnan z czasem specjacji Salmonella sp.) tempa
podstawien wahaty sie od 6x10~° (podstawien/pare/
rok) do 3x 1078 nagromadzonych polimorfizméw na
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rok. W oparciu o te zalozenia oceniono czas zaistnie-
nia ,;molekularnej Ewy” dla Y. pestis i Y. enterocolitica
na 41-186 milionow lat wstecz. Analogicznie, wspol-
ny przodek dla Y. pestis i Y. pseudotuberculosis ist-
niat okoto 0,4—1,9 miliona lat temu. Natomiast czas
zréznicowania si¢ Y. pestis jako ,,gatunku” okre§lono
na 1 500 — 20 000 lat temu [2].

Cho¢ wyniki te spotkaly si¢ z zainteresowaniem
i byly szeroko cytowane w literaturze naukowej,
w 2004 roku ten sam zesp6t badawczy wskazat na nie-
doskonatosci zastosowanej metody i zaproponowat jej
udoskonalenie. Poniewaz zaobserwowane niedoktad-
nosci zalezaly od uzytej do kalibrowania zegara mo-
lekularnego metody, tym razem oparto wnioskowanie
na danych zebranych przy uzyciu trzech technik: po-
szukiwania synonimicznych polimorfizméw pojedyn-
czych nukleotydéw (sSNP), analizy zrdznicowania
liczby tandemowych powtorzen (MLVA) i analizy
wzoroéw insercji elementow IS700.

Nalezy zauwazy¢, ze zwlaszcza MLVA zyskata
w ostatnich latach uznanie jako warto§ciowa metoda
genotypowania. Sposrod innych uzywanych metod
trudno o taka, ktora taczytaby wysoka zdolno$¢ roz-
dzielcza, prostote¢ wykonania oraz powtarzalno$¢
z mozliwos$cia tatwego porownywania danych migdzy
osrodkami badawczymi. Analiza metoda MLST cha-
rakteryzuje si¢ znacznie mniejsza rozdzielczoscia niz
MLVA, pochtaniajac jednoczesnie duzo czasu. Typo-
wanie elementow IS w potaczeniu z metoda ,,Southern
blot” daje bardzo dobre wyniki, jednak otrzymane
dane trudno poréwnywaé z wynikami z innych labo-
ratoriow. Modyfikacja tej metody, typowanie PCR-IS,
utatwia wymiang danych, lecz otrzymywana zdolno$¢
rozdzielcza jest juz duzo mniejsza [39]. MLVA opiera
si¢ na wykrywaniu réznic w zmiennej liczbie tan-
demowych powtdrzen (VNTR — Variable Number of
Tandem Repeats) w r6znych loci na chromosomie bak-
terii, ktére mozna tatwo i szybko wykry¢ poprzez
zastosowanie metody PCR z uzyciem specyficznych
starterow. Ponadto istnienie wielu roznych wariacji licz-
by powtorzen w porownywanych loci znacznie zwigk-
sza zdolnos&¢ rozroznienia blisko spokrewnionych izo-
latow, co okazato si¢ bardzo istotne w przypadku
badan nad Yersinia [28], zwtaszcza dla ustalenia filo-
genetycznego pokrewienstwa drobnoustrojow izolowa-
nych z réznych foci na §wiecie (brak bylo wczesniej
wygodnej metody mogacej wykry¢ drobne roznice
w wysoce homogennym, w obrebie gatunku, genomie
Y. pestis). Ostatnia z zastosowanych metod, poszuki-
wanie sSNP, okazatla si¢ rowniez zbyt mato rozdziel-
cza w stosunku do wysoce monomorficznej pateczki
Y. pestis. Wyniki otrzymane ta metoda tatwo za to
interpretowaé w kontek$cie ewolucyjnym.

Zastosowanie tych metod do analizy 156 szczepow
Y. pestis (zroznicowanych pod wzgledem gospodarza,
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obszaru geograficznego i czasu izolacji) oraz przyjg-
cie do obliczen bardziej poprawnego tempa podsta-
wien (3,4x107%) pozwolito na doktadniejsze okresle-
nie czasu wyodrebnienia sig roznych biotypow Y. pestis
[1]. Czas istnienia wspolnego przodka szczepow
C092 i KIM oceniono na ok. 6 500 lat temu, a wyod-
rebnienie szczepu 91 001 (biotyp Microtus) zaszto
jeszcze dawniej (ok. 10000 lat temu). Poréwnania
ze szczepem 1P32953 Y. pseudotuberculosis spowo-
dowaty uscislenie prawdopodobnego czasu specjacji
Y. pestis do ok. 13 000 lat temu.

Podstawowe znaczenie dla analiz filogenetycznych
w rodzaju Yersinia ma oczywiscie fakt kompletnego
zsekwencjonowania genoméw dwoch szczepow Y. pes-
tis: KIM10 1 C092, a takze szczepu IP 32953 Y. pseudo-
tuberculosis 1 8081 Y. enterocolitica. Porownawcze
analizy tych genomoéow dostarczyly ogromnej ilo$ci
danych o zmianach postepujacych w nich na przestrze-
ni tysiecy lat, a w szczego6lnosci o roli wysp genomo-
wych i elementéw insercyjnych. Na podstawie danych
dotyczacych genéw unikatowych dla kazdego z tych
patogenow mozna takze wnioskowac o ich ewolucyjne;j
historii po zajsciu dywergencji. W szczepie 1P32953
Y pseudotuberculosis wykryto 317 genow (w 36 spe-
cyficznych regionach), nie majacych swoich odpowied-
nikow w zadnym ze szczepow Y. pestis, z czego ok.
80 najprawdopodobniej uleglo insercyjnym delecjom
w toku ewolucji. Pozostala cz¢$¢ gendw (nicobecnych
u pateczki dzumy) moze by¢ efektem zachodzenia ho-
ryzontalnego transferu gendow u Y. pseudotuberculosis
juz po ,specjacji” Y. pestis [10]. Z drugiej strony,
wykryto 112 genéw (w 21 regionach) specyficznych
dla pateczki dzumy, z czego 14 udalo si¢ przypisac
funkcje (m.in. biatek blonowych, lipoprotein, esterazy
i metylotransferazy), o nie potwierdzonym jeszcze
wplywie na wirulencjg. Poza tym, stopien homologii
DNA pomiedzy Y. pseudotuberculosis a Y. pestis zo-
stal okreslony doktadniej i oceniony na ok. 97%, nie-
zmieniona w znacznym stopniu jest takze organizacja
genomow obu patogenow.

8. Relacje wewngtrzgatunkowe i taksonomia Y. pestis

Klasyczny podzial gatunku Yersinia pestis na trzy
biotypy: Antiqua, Mediaevalis i Orientalis wciaz po-
zostaje w powszechnym uzyciu w literaturze nauko-
wej. Wprowadzony w 1951 roku przez Devignata,
podzial ten opiera si¢ jedynie na wybranych cechach
biochemicznych szczepéw 1 nie wydaje si¢ w zaden
sposob korelowaé ze stopniem wirulencji szczepow
wzgledem zwierzat i cztowieka [45]. Nie uwzglednia
on takze znacznej ilo$ci izolowanych szczepoéw aty-
powych, ktore wykazuja czgsto unikalne wlasciwosci.
Brak takze dowoddw na bezposrednie powiazania tych
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trzech biotypow z trzema pandemiami, co sugerowat
Devignat. Przyczyny dlugotrwatego utrzymywania
si¢ tego podzialu moga leze¢ w rozmieszczeniu foci
dzumy na Ziemi. Cho¢ zasigg Y. pestis obejmuje wszyst-
kie kontynenty, za wyjatkiem Australii, to stanowi on
zaledwie 6—7% powierzchni ladowej. Co wigcej, od
pewnego czasu nie notowano wystgpowania tego pa-
togenu w Europie Centralnej i Zachodniej, Kanadzie
i czgSci Ameryki Potnocnej i Poludniowe;j. Pateczke
dzumy izolowano natomiast na terenie Mongolii, Chin
i krajow bylego Zwiazku Radzieckiego. Szczepy Y. pes-
tis 0 znacznej zmienno$ci wewnatrzgatunkowej byly
tam obiektem doktadnych badan. Niestety wyniki tych
prac, opublikowane w jgzyku rosyjskim, przez wiele
lat byty niedostgpne poza tymi krajami. Natomiast pis-
miennictwo w jezyku angielskim dotyczyto w gtow-
nej mierze niewielkiej liczby szczepoéw izolowanych
we wschodniej czgséci kontynentu azjatyckiego, gdzie
roznorodno$¢ wewnatrzgatunkowa pateczki dzumy
jest nieporownywalnie mniejsza (zostala tam sprowa-
dzona droga morska na poczatku dwudziestego wieku,
a ostatnia epidemia miata miejsce w latach 1924-1925).
Niewielka liczba atypowych szczepow mogta przy-
czyni¢ si¢ do utrzymania wiarygodnosci podziatu
Devignata. Tymczasem, na przestrzeni dwudziestego
wieku, naukowcy z Chin, Mongolii i Zwiazku Ra-
dzieckiego opracowali, stosujac roézne kryteria, kilka
klasyfikacji czgstokro¢ znacznie lepiej roznicujacych
szczepy Y. pestis o roznym stopniu wirulencji [3]. Na-
lezy zauwazy¢, ze cho¢ ustandaryzowany w 1985 roku
(uzupetliony w 1998 r.) podzial Y. pestis na 6 pod-
gatunkow (Y. pestis pestis, Y. pestis altaica, Y. pestis
caucasica, Y. pestis hissarica, Y. pestis ulegeica, Y. pes-
tis talassica) pozostaje w powszechnym uzyciu w kra-
jach bylego Zwiazku Radzieckiego, to wciaz izoluje
si¢ znaczng ilo$¢ szczepdw atypowych, ktore trudno
zaklasyfikowaé jednoznacznie do ktdregos z tych pod-
gatunkow. Jest to bardzo istotne, gdyz szczepy te nie-
jednokrotnie charakteryzuja si¢ odmienna od typowe;j
wirulencja. Stwierdzono takze, ze niektore z cech uzy-
wanych do wyznaczenia podgatunkow podlegaja pew-
nej zmienno$ci takze w ich obrebie. Dodatkowo, brak
konsensusu w kwestii zdefiniowania bakteryjnego ga-
tunku (a wigc i pochodnych taksonow) takze utrudnia
wszelkie proby klasyfikacji.

Wprowadzenie do uzytku nowych metod badaw-
czych pozwolito zbada¢ mechanizmy lezace u podstaw
tak wysokiej zmienno$ci. Uzycie PFGE (Pulse Field
Gel Electrophoresis) pozwolito stwierdzi¢, ze szczepy
izolowane w réznych foci maja te sama wielkos¢
chromosomu, ale rdznia si¢ wzorami restrykcyjnymi.
Badania nad pokrewienstwem ewolucyjnym Y. pestis
z Y. pseudotuberculosis, prowadzone na wigkszej licz-
bie szczepow obu gatunkow przy uzyciu metod takich
jak hybrydyzacja DNA, rybotypowanie, MLVA 1 in-
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nych oraz dane pochodzace z projektow sekwencjo-
nowania genomow Y. pestis CO92 i KIM pozwolity
stwierdzi¢, ze mechanizmy odpowiadajace za zmien-
nos¢ pateczki dzumy sa wciaz bardzo aktywne i leza
u podstaw znacznego zréznicowania, obserwowanego
nawet wsrdd izolatow z jednego foci. Za owa tzw. ,,me-
tastabilno$¢ fenotypu” odpowiadaja gtéwnie: duza licz-
ba odwracalnych rearanzacji genomowych (powodo-
wanych udzialem IS), zmiany w liczbie tandemowych
powtorzen (wykrywane metoda MLVA), mutacje typu
frameshift w genach regulatorowych (wskutek insercji
IS, bledéw systemow naprawy itp.) oraz niestabilna
(nawet w obrebie populacji) liczba plazmidow, ktora
stala si¢ podstawa wyodregbnienia plazmidowarow.

Poznanie tych faktoéw uswiadomito potrzebg opra-
cowania nowej taksonomii dla Y. pestis, oddajacej praw-
dziwe powiazania filogenetyczne. Taksonomia taka nie
moze si¢ opiera¢ na cechach fenotypowych, gdyz w ob-
liczu znacznej zmienno$ci mutacyjnej takie same feno-
typy moga si¢ pojawia¢ w réznych liniach ewolucyj-
nych. Przeprowadzone w 2004 roku badania nad grupa
szczepow zaklasyfikowanych do biotypu Mediaevalis
(na podstawie ich niezdolnos$ci do redukcji azotanow),
ale niezdolnych takze do fermentacji arabinozy i awi-
rulentnych dla Iudzi, dowiodty ich odmiennego profilu
genomowego, ktory pozwolil wyodrebnic¢ t¢ grupe
w nowy biotyp: Microtus [47]. Ta sama cecha fenoty-
powa (niezdolno$¢ do redukcji azotandw) okazata si¢
by¢ efektem dwdch roznych mutacji w genie napA
(w 205 kodonie w biotypie Mediaevalis i 341 w Mi-
crotus), co stwierdzono przy pomocy metody PCR,
stosujac specyficzne startery. Takze za pomoca tej
metody udowodniono, ze glicerolo-negatywny feno-
typ biotypu Orientalis jest efektem pojedynczej dele-
cji o wielkosci 93 kb w genie glpD u wszystkich ba-
danych szczepow [47].

Roéwnolegle prowadzone badania potwierdzity ga-
tunkowa przynalezno$¢ szczepow biotypu Microtus
oraz szczepow zgrupowanych w biotypie pestoides
(wczesniej ze wzgledu na zdolnos¢ do fermentacji
ramnozy i melibiozy, rozpatrywano mozliwos¢ zakla-
syfikowania ich w randze podgatunku Y. pseudotuber-
culosis, a nawet wyodrgbnienia jako osobnego gatun-
ku). Analizy poréwnawcze prowadzone przy uzyciu
trzech metod (sSNP, MVLA i badanie wzorow insercji
IS100), dzigki ktérym otrzymano doktadniejsze dane na
temat ewolucyjnego dystansu dzielacego Y. pseudotu-
berculosis od wybranych szczepow Y. pestis, pozwolily
takze na zweryfikowanie monofiletycznosci klasycz-
nych biotypow wedhug podziatu Devignata.

Na podstawie tych wynikow zaproponowano nowy
podziat w oparciu o osiem populacji wydzielonych za
pomoca metod grupowania molekularnego. Stwierdzo-
no, ze biotypy Antiqua i Mediaevalis sa polifiletyczne,
a ich cechy charakterystyczne (jak np. niezdolno$¢ do
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redukcji azotandw) wystepuja u izolatdow z rdznych,
nawet dos¢ filogenetycznie odlegltych grup (w wyniku
réznych mutacji o identycznym lub podobnym efek-
cie fenotypowym, co jest zgodne z wynikami drugie-
go zespotu, opisanymi wyzej). Takze biotyp Y. pestis
pestoides zbiera drobnoustroje z ré6znych grup ewo-
lucyjnych, a wspdlna im zdolnos$¢ do fermentacji ram-
nozy i melibiozy takze nie ma przetozenia na blisko$¢
filogenetyczna.

Wraz z kontrowersjami, ktére zaczat wzbudza¢ po-
dziat Devignata, pojawily si¢ tez watpliwosci co
do roli Y. pestis jako czynnika etiologicznego pandemii
z szlstego 1 czternastego wieku, gdyz poglady tego
uczonego wspierane byly glownie przez przekazy histo-
ryczne. Rozpatrywano takze mozliwos$¢, ze pandemie
te mogly zosta¢ wywotane przez Bacillus anthracis lub
Rickettsia prowazekii. W 2000 roku uzyto zmodyfi-
kowanej metody PCR do analizy DNA otrzymanego
z miazgi zgbowej zwlok trzech os6b z czternastowiecz-
nego grobu we Francji. Przy uzyciu starterow kom-
plementarnych do czgéci genu pla i unikatowych se-
kwencji B. anthracis i R. prowazekii potwierdzono,
ze $redniowieczna epidemia byla w rzeczywisto$ci
dzuma [41]. W $wietle ostatnich badan pozostaly jed-
nak watpliwosci co do biotypu (badz inaczej okreslone;j
grupy szczepoéw) odpowiedzialnego za t¢ epidemig.
Dopiero zastosowanie w 2004 roku nowej metody:
MST (Multi Spacer Typing) do analizy DNA pozosta-
losci zebowych o$miu 0s6b zmartych prawdopodobnie
podczas 1 1 II pandemii, pozwolito stwierdzié, ze obie
zostaty wywotane przez szczepy klasyfikowane dzi$
do biotypu Orientalis [15].

9. Zastosowanie filogenomiki poréwnawczej
do badania ewolucji Y. enterocolitica

Pateczki Y. enterocolitica, ze wzgledu na rdéznice
w patogennosci, tradycyjnie zaliczane sa do trzech
grup, tj. niepatogenne (biotyp 1A), o niskiej patogen-
nosci (biotypy 2—5) oraz silnie patogenne (biotyp 1B).
W oparciu o metode hybrydyzacji DNA-DNA i analiz¢
sekwencji 16SrRNA Neubauer iwsp. [35] zapro-
ponowali podziat Y. enterocolitica na dwa podgatunki,
Y. enterocolitica podg. enterocolitica dla szczepdw po-
chodzacych z Ameryki i Y. enterocolitica podg. pale-
arctica dla szczepdw europejskich.

Z kolei, w 2006 roku do rekonstrukcji filogenezy
szczepow Y. enterocolitica wykorzystano genomike
porownawcza oparta o metode mikromacierzy DNA-
DNA oraz filogenetyczna analiz¢ matematyczng me-
toda bayesowska [22]. Badaniom poddano 94 szczepy
Y. enterocolitica izolowane od: ludzi — 35 izolatow, Swin
— 35 izolatoéw, od owiec — 15 izolatow oraz od bydta
— 9 izolatow. Nalezaty one do trzech grup, tj. grupy
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izolatéw niepatogennych, o niskiej patogennosci i sil-
nie patogennych. Przeprowadzona analiza potwierdzita
obecnos¢ 3 odrebnych kladow rézniacych sig stopniem
zjadliwosci. Poniewaz z analizy wykluczono sekwen-
cje plazmidu pYV wydaje sig, ze obecnos¢ pY'V nie jest
glownym czynnikiem decydujacym o wirulencji anali-
zowanych szczepow. Klad o wysokiej wirulencji stano-
wit 8,7% analizowanych szczepdw — wszystkie izolo-
wane byty od ludzi chorych i nalezaty do biotypu 1B.
Szczepy kladu o niskiej wirulencji stanowity 51% anali-
zowanych szczepdéw (biotypy 2, 3, 4) izolowanych od
zwierzat hodowlanych (bydto, $winie, owce) oraz pa-
cjentow. Jako trzeci wyodrebniono klad niepatogenny.
Zawieral on 40,3% badanych szczepow, izolowanych
od pacjentow i zwierzat hodowlanych. 94,6% nalezato
do biotypu 1A. Wyniki te potwierdzily tym samym
skuteczno$¢ dotychczasowego biotypowania jako me-
tody do wyrozniania szczepow Y. enterocolitica.

U wszystkich wysoce patogennych szczepow ziden-
tyfikowano 125 przypuszczalnych sekwencji koduja-
cych (CDSs), ktore nie byly obecne w pozostatych kla-
dach. Ws$réd nich znalazto si¢ kilkanascie CDSs
wczesniej nie scharakteryzowanych, ktére moga ko-
dowa¢ czynniki wirulencji jakie jak hemolizyna, me-
taloproteaza, czy biatko efektorowe III typu sekrecji.
Wsrod tych 125 CDSs byly elementy insercyjne oraz
biatka pochodzenia fagowego.

We wszystkich 47 szczepach o niskiej patogenno$ci
1 w szczepie Y. enterocolitica 8081 zidentyfikowano
27 CDSs, ktore byly nieobecne we wszystkich izola-
tach niepatogennych. Wsrod nich byly m.in. CDSs ko-
dujace hipotetyczne biatka, w tym jedna proteaze, trzy
transpozazy dla IS 1667. Z kolei analiza sekwencji rdze-
niowej genoméw (geny metabolizmu podstawowego)
Y. enterocolitica rdzniacych si¢ wirulencja wykazata,
ze tylko 894 CDSs, tj. 20,8% sekwencji rdzeniowej
jest wspolna dla wszystkich szczepow, potwierdzajac
tym samym wysoka heterogenno$¢ tego gatunku.

Chociaz znane sa genetyczne roznice pomigdzy
odpowiednimi biotypami to nie wyjasniaja one cal-
kowicie réznic w procesie patogenezy. Podobnie
wciagz nie wiadomo, czy istnieje zaleznos¢ migdzy roz-
nymi biotypami, patogennoscia a rodzajem gospoda-
rza Zwierzgcego.

W sensie ewolucyjnym Y. enterocolitica uwazana
jest jako gatunek mato spokrewniony z patogennymi
Y. pseudotuberculosis i Y. pestis. Dane uzyskane z ana-
lizy genomowego DNA metoda mikromacierzy wyko-
rzystano do utworzenia drzewa filogenetycznego [22,
45]. Chociaz ustalenie ewolucyjnego porzadku specja-
¢cji czy podspecjacji dla trzech kladow Y. enterocolitica
jest niemozliwe, to przeprowadzona analiza wykazata
bliskie genetyczne pokrewienstwo szczepow o niskiej
patogennosci z niepatogennymi, ale takze duzo blizsze
genetyczne pokrewienstwo niepatogennego kladu z wy-
sokopatogennym niz z kladem niskopatogennym. We-
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dlug jednego ze scenariuszy wydaje sig, ze klad wyso-
kopatogenny jest bezposrednim potomkiem wspolnego
dla wszystkich Y. enterocolitica przodka. Sugeruje to
takze, ze pojawienie si¢ niskopatogennych i niepato-
gennych szczepow wynikato z biogeograficznych ru-
chéw pomigdzy Nowym Swiatem i Starym Swiatem.
Mozliwy jest takze inny scenariusz, wedtug ktdrego
wspolny przodek bylby bardziej zgodny ze szczepami
Starego Swiata (niskopatogenny klad) i bylby takze
przodkiem dla plazmidu wirulencji, utraconego przez
przodka niepatogennego kladu. Oba te scenariusze za-
ktadaja, ze przodkiem byt szczep patogenny (locus ail
pozostal w obu wysoko- i niskopatogennych kladach,
a utracony podczas formowania kladu niepatogennego).
Co wigcej, utrata plazmidu wirulencji i wysp patogen-
nos$ci doprowadzita do fenotypu niewirulentnego. Alter-
natywnie, wyspy patogenno$ci mogly by¢ nabyte nie-
zaleznie w drodze transferu horyzontalnego.

10. Proponowany model ewolucji
patogennych gatunkéw rodzaju Yersinia

Zebrane w ostatnich latach dane dotyczace czynni-
koéw wirulencji, filogenetycznego pokrewienstwa oraz
domniemanych czaséw specjacji patogennych gatun-
kéw rodzaju Yersinia pozwolity na podjgcie proby
uporzadkowania ewolucyjnych wydarzen, ktoére do-
prowadzity do pojawienia sig tak wysoce wirulentnego
patogenu, jakim jest Y. pestis.

Zaproponowany model ewolucji genomu Yersinia,
cho¢ o duzym stopniu prawdopodobienstwa, nie od-
powiada jednak na wszystkie pytania [45]. Daje nato-
miast dobre pojecie o ogolnych tendencjach ewolucyj-
nych rodzaju Yersinia i jednocze$nie podstawe do
bardziej szczegélowych analiz.

Wedhug przedstawionego przez Wrena modelu
[45] pierwszym wydarzeniem, ktére otworzylo droge
do zmiany patogennosci Yersinia, byto nabycie plaz-
midu pYV przez niepatogenna, wolnozyjaca bakteri¢
(Rys. 1). Kodowane na nim kluczowe dla infekcji jeli-
towych czynniki wirulencji (biatka Ysc/Yop i adhezy-
na YadA) pozwolily na kolonizacj¢ ciata gospodarza-
ssaka i unikanie jego najistotniejszych mechanizmow
obronnych. Nabycie droga horyzontalnego transferu
genow enterotoksyn Yst pozwolito na znacznie efek-
tywniejsze rozprzestrzenianie si¢ droga oralno-fekal-
na i na wyodrgbnienie si¢ ewolucyjnej linii Y. entero-
colitica. Dalsze wydarzenia pozyskiwania i utraty
genow doprowadzity stopniowo do wyodrebnienia si¢
znacznie rozniacych si¢ wirulencja biotypow Y. ente-
rocolitica. Do najistotniejszych wydarzen tego typu
nalezaly: utrata plazmidu pYV, ktéra spowodowata
prawie catkowity zanik wirulencji w szczepach biotypu
1A oraz nabycie wyspy patogennosci HPI, ktora dra-
stycznie zwigkszyla przezywalno$¢ drobnoustrojow
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Rys. 1. Uproszczony model ewolucji gatunkow Yersinia zaproponowany w oparciu o obecny stan wiedzy.
Przedstawiono najwazniejsze wydarzenia prowadzace do wyodrgbnienia sig izolowanych dzi§ gatunkow.
Y. enterocolitica NW — wysoce zjadliwe szczepy Nowego Swiata; OW — umiarkowanie zjadliwe szczepy Starego Swiata. Biotypy
Y. pestis pestoides 1 Microtus nie zostaty uwzglednione [za zgoda Wren, 2003].

w ciele gospodarza. Ten ostatni nabytek (oraz dodat-
kowy system sekrecji — typu II) doprowadzit do po-
wstania bardzo zjadliwego biotypu 1B (Y. enterocoli-
tica Nowego Swiata). Biotypy od 2 do 5, pozbawione
wyspy HPI, zestawia si¢ czg¢sto w jedna grupe nazy-
wana Y. enterocolitica ,,Starego Swiata”, o znaczaco
mniejszej zjadliwosci niz biotyp 1B [6].

W linii ewolucyjnej, ktora miata doprowadzi¢ do
powstania dzisiejszej Y. pseudotuberculosis takze do-
szto (niezaleznie od linii Y. enterocolitica) do uzyska-
nia kompletnej wyspy HPI (odnajdywanej takze i u in-
nych Enterobacteriaceae), z prawdopodobnie rownie
silnym wptywem na zjadliwo$¢. Zdolno$¢ do tworze-
nia biofilméw, ktérym przypisuje si¢ rol¢ ochronna
przed nicieniami (np. Caenorhabditis elegans), a na-

wet udziat w zwigkszonej $miertelnosci tych drapiez-
nikow, byta efektem nabycia /ocus Hms i prawdopo-
dobnie jeszcze innego, blizej nie scharakteryzowanego
czynnika. Wystapito tez kilkanascie innych przypad-
kéw horyzontalnego transferu genow, czego rezulta-
tem jest obecno$¢ wysp genomowych, odnalezionych
w genomie Y. pseudotuberculosis 1P 32953, zawie-
rajacych geny m.in. adhezyn, sideroforow, transpor-
terow oraz kompleksow toksyn owadzich. Owadoboj-
cze wlasciwosci pozwolity bakteriom uzupetniaé braki
w substancjach odzywczych podczas przebywania poza
organizmem gospodarza. Watpliwe jest jednak, by byty
juz wtedy zdolne do efektywnego kolonizowania jelita
insektow. Stalo si¢ to mozliwe po uzyskaniu (pra-
wdopodobnie w jelicie gryzonia) plazmidu pMT1
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zawierajacego geny toksyny mysiej. Ze wzgledu na
podobienstwo w sekwencji genéow do kryptycznego
plazmidu S. enterica serovar Typhi, postuluje sig, ze
donorem pMT1 moégl by¢ ten wtasnie gatunek.

Potaczone efekty dziatania biatek Hms i toksyny
Ymt otworzyly bakteriom droge do kolonizacji no-
wych nisz. Zdolno$¢ do przetrwania w $rodowisku
przewodu pokarmowego pchty, a nastgpnie blokowa-
nia go masa bakterii podlegajacych autoaglutynacji,
ktore mogty przenosi¢ si¢ do organizmu gryzoni pod-
czas ukaszenia przez insekta (gdzie mogt si¢ wyrazié
antygen F1, zapewniajacy ochrong przed fagocytoza)
spowodowato ustalenie si¢ podstaw nowego cyklu go-
spodarz-pchta-gospodarz. Efektywnos$¢ inwazji zosta-
Ia nastepnie wielokrotnie zwigkszona przez uzyskanie
plazmidu pPCP1. Aktywator plazminogenu umozliwit
szybkie rozprzestrzenianie si¢ patogenow w organiz-
mie i kolonizacj¢ narzadow takich jak watroba i §le-
dziona (przy udziale takze biatek Yop).

Nastgpnie, z powodu ,,zyznosci” nowego srodowi-
ska, prowadzacej do utraty zbednych genéw oraz aku-
mulacji elementoéw IS w wyniku obnizonej presji se-
lekcyjnej, tempo mikroewolucji gwattownie wzrosto.
Zinaktywowanych zostato wiele gené6w metabolizmu
i czynnikow odpowiedzialnych za inwazj¢ gospodarza
poprzez uktad pokarmowy (Tabela I).

Utrata zdolnosci do przetrwania poza organizmem
ssaka lub pchty i Scislejsze dostosowanie do transmisji
poprzez krew, spowodowaly izolacjg od enteropatogen-
nych populacji Y. pseudotuberculosis 1 przyspieszyty
ostateczne wyodrebnienie si¢ nowego, wysoko zjadli-
wego patogenu. Kolejne mutacje i insercje, akumulo-
wane w szybkim tempie oraz powodowane obecnoscia
coraz liczniejszych IS rekombinacje i stopniowa de-
stabilizacja genomu doprowadzity do réznicowania si¢
Y. pestis w kierunku znanych dzi$ biotypow. Tymcza-
sem rozwoj cywilizacyjny cztowieka, objawiajacy si¢
powstawaniem coraz wigkszej liczby miast, spowodo-
wal migracj¢ szczurdw i pchet do tych skupisk ludnos-
ci. Wraz z nimi w kontakt z populacja ludzka weszta
Y. pestis i okazala si¢ calkowicie zdolna do infekcji
organizmu cztowieka i czg$ci udomowionych juz zwie-
rzat. Co wigcej, mozliwos¢ rozprzestrzeniania si¢ zaka-
zenia droga kropelkowa spowodowala blyskawiczne
postepy tej nowej dla cztowieka i $miertelnie grozne;j
choroby. Rezultatem byta pierwsza pandemia dzumy.

Nalezy zauwazy¢, ze wysoka Smiertelnos¢, bedaca
efektem cigzkiej bakteremii sprawia, Ze strategia palecz-
ki dzumy jest bardzo nieproduktywna. Optymalnym
rozwiazaniem dla endopasozyta jest unikanie u$§mier-
cania zywiciela i powodowanie chronicznych infekcji,
zapewniajacych transmisj¢ do naturalnych srodowisk.
Doktadnie taka jest strategia stosowana przez Y. entero-
colitica 1 Y. pseudotuberculosis, ktére powoduja ciagte
biegunki i sg zdolne do przezywania dlugich okresow
czasu w glebie, wodzie itd. Y. pestis nie moze przeby-
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wac poza organizmem gospodarza i jesli zainfekowana
osoba nie zostanie w dos¢ krotkim czasie rozwoju cho-
roby ugryziona przez pchle, cata populacja pateczki
dzumy bioraca udziat w inwazji ginie. Sytuacj¢ dodat-
kowo komplikuje fakt, ze transmisja bakterii przez in-
sekta petniacego rolg wektora jest mato efektywna.
Badania wykazaly, ze liczba bakterii w zainfekowanej
krwi potrzebna do skutecznego zakazenia pchly jest
nadspodziewanie duza (IDs,=4,8x 10%), podczas gdy
dla podatnych ssakow wynosi 10. Takze zaggszczenie
pchet na jednego osobnika w podatnej populacji musi
by¢ bardzo duze do podtrzymania epizootycznej epi-
demii [33]. W rezultacie, w toku mikroewolucji istnieje
silna presja w kierunku rozwoju bakteremii o duzym
stezeniu komorek na ml krwi, by podnies¢ prawdopo-
dobienstwo efektywnej transmisji. Pociaga to oczywis-
cie za soba zwigkszenie $miertelnosci wsrod zakazo-
nych osobnikow. Strategia taka wydaje si¢ by¢ bardzo
ryzykowna i pokazuje jak wielkie znaczenie dla prze-
trwania pateczek dzumy ma enzootyczne nosicielstwo
w populacjach niepodatnych na dzume ssakow. Ma
to rowniez prawdopodobnie pierwszorzedne znaczenie
dla pojawiania si¢ naglych wybuchow epidemii dzumy,
ktore zaleza w duzej mierze od stanu populacji pchet,
nosicieli i podatnych zywicieli na danym obszarze [20].

11. Podsumowanie

Postgpujacy w ostatnich latach rozwo6j molekular-
nych metod badawczych oraz narzedzi bioinforma-
tycznych pozwolit na doktadniejsza ocen¢ filogene-
tycznego pokrewienstwa bakterii z rodzaju Yersinia.
Zainteresowanie naukowcoéw tymi patogenami, skupia-
jace si¢ dotychczas na probach opracowania najbardziej
efektywnej szczepionki przeciwko dzumie (wywoty-
wanej przez Y. pestis), zyskato nowy wymiar wraz
z odkryciem bliskiego pokrewienstwa Y. pestis z ente-
ropatogennym gatunkiem — Y. pseudotuberculosis i pod-
dato w watpliwos¢ zasadnos¢ wyodrgbnienia Y. pestis
jako osobnego gatunku. Zgodnie z obowiazujacymi za-
sadami taksonomicznymi Y. pestis mogtaby by¢ uznana
za podgatunek Y. pseudotuberculosis. Znaczace fenoty-
powe i ekologiczne roznice (obejmujace m.in. gospo-
darza, drogi infekcji i proces patogenezy) w konfron-
tacji z nowymi molekularnymi danymi, wskazujacymi
na bliskie filogenetyczne zwiazki tych dwoch gatun-
kéw, budza ogromne zainteresowanie. Ten molekular-
ny ,,paradoks Yersinia”, badz ,.,enigma Yersinia” razem
z nowymi wynikami badan pozwalajacymi na ustalenie
czasu wyodrebnienia si¢ Y. pestis na 1 500-20 000 lat
temu staty si¢ powodem naukowych dociekan na te-
mat gwaltownej ewolucji w obrgbie Yersinia. Analiza
wynikow przeprowadzonych dotad badan zmusza do
weryfikacji tradycyjnego przekonania o roli horyzon-
talnego transferu genow w ewolucji Y. pestis. Podwa-
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Tabela 1

Fenotypowe réznice pomigdzy typowymi szczepami Y. pestis (Y. pe) i Y. pseudotuberculosis (Y. ps)

niskich stezeniach

Determinanta Y. ps.| Y pe. Zdarzenie ewolucyjne Konsekwencje u Y. pestis
pPCP - + Transfer lateralny Nabycie PlaA — przy$pieszone rozprzestrzenianie
w tkankach, degradacja niedostarczonych Yop
Nabycie pestycyny — zapewnia retencj¢ pPCP
pMT1 - + | Transfer lateralny Nabycie antygenu F1 — ochrona przed fagocytoza
Nabycie Ymt — przetrwanie w jelicie pchty,
$miertelno$¢ mysich gospodarzy
Hms"* - + | Mozliwa konstytutywna Mozliwos¢ kolonizacji i blokowania jelita pchly
ekspresja hmsT
Obecnos$¢ tancuchoéw + - Kryptyczne geny R Konstytutywna opornos¢ na sktadniki dopetniacza
OwLPSw26C
YadA + — | Frameshift Ostabienie interakcji z powierzchnig komorek gospodarza
Inv + — | Insercja IS7541 Ostabienie interakcji z powierzchnig komorek gospodarza
Ail + — | Insercja IS285 Ostabienie interakcji z powierzchnig komorek gospodarza
Dehydrogenaza + — | Mutacja zmiany sensu Brak cyklu pentozofosforanowego
glukozo-6-fosforanu Uzywanie odwrotnych funkcji transaldolazy i trans-
ketolazy lub uzycie pentoz gospodarza do syntezy RNA
Aspartaza + — | Mutacja missense Przemiany egzogennego L-glutaminianu w L-asparaginian,
obnizenie poziomu czynnego octanu,
zwigkszone zapotrzebowanie na CO,
Biosynteza glicyny + | —(rew)| Mutacja w genie hydroksy- |Eliminacja niepotrzebnej funkcji
i L-treoniny metylotransferazy serynowej
Biosynteza L + |—(rew)| Znaczna delecja Eliminacja niepotrzebnej funkcji
fenyloalaniny
Biosynteza L-metioniny | + |—(rew)| Insercja IS Eliminacja niepotrzebnej funkcji
Fermentacja ramnozy* + | —(rew)| Niewielka delecja Eliminacja niepotrzebnej funkcji
Fermentacja melibiozy* | + |—(rew)| Insercja pary nukleotydéw; |Eliminacja niepotrzebnej funkcji
frameshift
Ureaza + |—(rew)| Insercja pary nukleotydéw; |Eliminacja niepotrzebnej funkcji
frameshift
Asymilacja NH*, przy + | —(rew)| Mechanizm nieznany Utrata mozliwosci pobierania nisko st¢zonego jonu

amonowego; eliminacja niepotrzebnej funkcji

(rew) — spotykane sa spontaniczne rewersje do fenotypu Y. pseudotuberculosis
* — fermentacja ramnozy i melibiozy wystgpuje u awirulentnego dla ludzi biotypu Y. pestis pestoides

7aja one m.in. wagg procesu nabywania dodatkowych 3.

plazmidow w rozwoju dzumy i sa podstawa do rozwa-

zania innych mozliwos$ci rozwiazania ,,paradoksu Yer-
sinia”, w tym uwzglednienia, wigkszej niz dotad za- 5

ktadano, roli elementéw insercyjnych w utracie lub
inaktywacji genow. Nie wykluczone, ze zmieniony
w wyniku mutacji metabolizm Y. pestis mogt wzmocnié
wirulencje bakterii. Obecno$é¢ duzej liczby pseudoge- ¢

néw (10% genomu) sugeruje ponadto, ze Y. pestis
znajduje si¢ na wezesnym etapie redukcji genomu.
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Viruses causing gastroenteritis

Abstract: Acute diarrhea is one of the most common diseases in humans worldwide and viruses are recognized as important causes
of this disease, particularly in children. Since the Norwalk virus was identified as a cause of gastroenteritis, the number of viral agents
associated with diarrheas in humans has increased steadily. Rotavirus es are one of the most common causes of severe diarrhea in
children under 5 years of age. Astroviruses, caliciviruses and enteric adenoviruses are also important etiologic agents of acute
gastroenteritis. Other viruses, such as entero-, corona- and herpesviruses, are increasingly being identified as causative agents of diarrhea,
especially in immunocompromised persons. In recent years, the availability of diagnostic tests, mainly based on immunoassays or
molecular biology techniques, has increased our understanding of this group of viruses. The development of safe and highly effective
vaccines — as made against rotavirus — could prevent cases of severe diarrhea and reduce mortality from this disease.

1. Introduction. 2. Adenoviruses 3. Rotaviruses. 4. Astroviruses. 5. Caliciviruses. 6. Picornaviruses. 7. Other viruses causing gastro-
enteritis. 8. Diagnostics of viral diarrhea. 9. Therapeutic proceedings. 10. Prevention and prophylaxis against viral gastroenteritis.

11. Summary

Stowa kluczowe: adenowirusy, rotawirusy, biegunki wirusowe
Key words: adenoviruses, rotaviruses, viral diarrhea

1. Wstep

Ostre biegunki o etiologii wirusowej sa jednym
z najczesciej wystepujacych zakazen ludzi na catym
Swiecie 1 wciaz pozostaja jedna z najwazniejszych
przyczyn $mierci dzieci w wieku do 5 lat [21]. W gru-
pie tej notowano ponad 700 miliondw przypadkow
biegunek wirusowych rocznie, z ktorych 3—5 milio-
néw konczy si¢ zejéciem $miertelnym [58]. Wigkszo§¢
z nich ma miejsce w krajach rozwijajacych, gdzie
istotnymi czynnikami sa: niedozywienie, niski poziom
higieny, zanieczyszczona woda oraz brak podstawowej
opieki zdrowotnej [24]. Wirusowe zakazenia przewo-
du pokarmowego stanowia rowniez problem u pacjen-
tow z obnizona odporno$cia, np. w wyniku immuno-
supresji po przeszczepach [18], a takze w przebiegu
zakazenia HIV [16, 39].

Pierwsze podejrzenia wirusow jako czynnikow
etiologicznych zaburzen ze strony uktadu pokarmowe-
go datuja si¢ na lata czterdzieste ubieglego wieku [32].
Jednak ich bezposredni udzial pozostawat niewyjas-
niony do czasu badan Kapikiana, ktéry w 1972
roku jako pierwszy wyizolowal wirusa (okreslonego
po6zniej jako wirus Norwalk) z probek kalu pobranych
w trakcie epidemii biegunki w Stanach Zjednoczo-

nych [31]. W rok pozniej Bishop wykryl obecnos¢
rotawirusoOw w blonie §luzowej dwunastnicy u dzieci
z zaburzeniami ze strony ukladu pokarmowego [9],
a w roku 1975 stwierdzono obecnos$¢ astrowirusow
[41] i jelitowych szczepoéw adenowiruséw w kale
dzieci z ostra biegunka [47].

Wraz z zastosowaniem nowych metod badawczych
ilo$¢ rodzin wiruséw powiazanych z ostrymi zaburze-
niami jelitowymi wciaz wzrasta. Wprowadzenie do
diagnostyki metod biologii molekularnej, niezbgdne
zwlaszcza w badaniach os6b poddanych immuno-
supresji, pozwolito na przypisanie roli w wywolywa-
niu biegunek kolejnym wirusom — nalezacym do ko-
rona- czy enterowirusow [5, 11].

2. Adenowirusy

Adenowirusy naleza do wirusow bezotoczkowych,
ktorych materiatem genetycznym jest dwuniciowe
liniowe DNA o wielkosci 33—40 tys. par zasad. Do
chwili obecnej zidentyfikowano 51 ich serotypdow,
ktére podzielono na 6 grup (oznaczonych literami
A-F) opierajac si¢ na sktadzie i organizacji DNA,
wlasciwosciach hemaglutacyjnych oraz potencjalnej

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawski Uniwersytet Medyczny; ul. Chatubin-
skiego 5, 02-004 Warszawa; tel. (22) 622 00 28; e-mail: dzieciatkowski@wp.pl
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Tabela I
Wirusy powodujace zakazenia zotadkowo-jelitowe
Rf)dZi,n a Wirus Typ.kwasu Droga przenoszenia Zasicg .
wirusow nukleinowego wystgpowania
Adenoviridae | HAdV-40, -41 | ds DNA fekalno-oralna, rzadko przez wodg | caty $wiat
Reoviridae Rotawirus A | ds RNA fekalno-oralna caty $wiat
Rotawirus B Azja, Afryka
Rotawirus C Ameryka Pid.
Astroviridae HAstV ss (+) RNA przez wodg, fekalno-oralna caty $wiat
Caliciviridae | Norwalk ss (+) RNA fekalno-oralna caly swiat
Sapporo caty $wiat
Picornaviridae | HPeV-1, -2 ss (-) RNA fekalno-oralna caty $wiat
Aichi Japonia

onkogenno$ci wobec zwierzat [6]. Za zakazenia ukta-
du pokarmowego odpowiedzialne sa glownie wirusy
z grupy F, do ktorej zaliczono tylko dwa adenowirusy
HAdV-401i-41 [37, 64], cho¢ sporadycznie izoluje si¢
z probek katlu takze HAdV-1, -3, -7 oraz 31 [35].
Adenowirusy sa jednym z najczestszych czynni-
kéw etiologicznych powaznych zakazen przewodu po-
karmowego wérod niemowlat i matych dzieci ponizej
5 roku zycia. Wirusy nalezace do grupy F sa rozpo-
wszechnione we wszystkich rejonach §wiata i wykry-
wane w 4 do 15% probek katlu pobranych od dzieci
z zaburzeniami zotadkowo-jelitowymi [10] — zajmuja
wigc pod wzgledem czgstosci wywotywania tych scho-
rzen drugie miejsce po rotawirusach. Przeciwciata
przeciwko nim sa wykrywane u ok. 50% dzieci po-
nizej 5 roku zycia w Azji, Europie i Ameryce Potu-
dniowej. EAds (Enteric Adenoviruses) maja zwiazek
z przedhuzajaca si¢ biegunka u niemowlat, mogaca do-
prowadzi¢ do odwodnienia i niedozywienia dziecka.

Zazwyczaj po okresie inkubacji trwajacym 8-10 dni
pojawia si¢ biegunka, ktorej towarzyszy niewysoka
goraczka, wymioty, bdle brzucha i odwodnienie [43].
Przebieg choroby jest tagodny, samoustepujacy i za-
zwyczaj nie wymaga leczenia. Sezonowa zapadalnosé
na biegunki o etiologii adenowirusowej jest taka sama
wsrod chlopcow 1 dziewczynek. Czesto$¢ zapadania
na biegunke spowodowana przez adenowirusy wsrod
dzieci karmionych mlekiem matki wynosi 19,2%,
w przeciwienstwie do niemowlat karmionych pokar-
mem sztucznym 47,8%, co dowodzi, ze otrzymywa-
nie przez dziecko przeciwcial matczynych moze by¢
wystarczajace do zapobiegnigcia zakazeniu [43].
Biegunki adenowirusowe dotycza gltéwnie dzieci
do 2 roku zycia, bowiem u wigkszo$ci pacjentow w wie-
ku do lat 4 wykrywane sa przeciwciala skierowane
przeciwko HAdV-40/41 [35]. Stolce sa zazwyczaj
wodniste, bez krwawych podbiegnigé. Ilos¢ dzien-
nych wypréznien moze siggac 15, cho¢ zazwyczaj jest

roleminiey adoncwinusy astrowiusy kallcwiney  E ood

nng baktene pasodyly  mleenane

Rys.1 Udziat procentowy czynnikow etiologicznych powodujacych biegunki na §wiecie
u pacjentéw pediatrycznych [22, 32].
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Rys.2 Udziat procentowy czynnikow etiologicznych powodujacych biegunki na §wiecie
u 0s6b dorostych [22, 32]

mniejsza. Biegunka wywotana przez adenowirusy
trwa najczgsciej do 11 dni, zauwazalnie dtuzej od cho-
roby wywolanej przez rotawirusy [35]. Typowa dla jej
przebiegu jest takze goraczka oraz wymioty. W prze-
ciwienstwie do zakazen rotawirusami rzadkie sa infek-
cje w obrgbie jednej rodziny.

Zakazenia uktadu pokarmowego wywotane przez
enterotropowe szczepy adenowirusOw sa zazwyczaj
tagodne, z tendencjami do samoograniczenia. Mozliwe
sa jednak przypadki cigzkie, ktore prowadza do zejs¢
$miertelnych — dotycza one gtéwnie pacjentow pod-
danych immunosupresji [18, 28] 1 0s6b z AIDS [16].
Zakazenia w tej grupie pacjentdw moze przebiegaé
bezobjawowo, lub pelnoobjawowo ze znacznie ostrzej-
szym przebiegiem niz u oséb immunokompetentnych.
Pacjenci pediatryczni po zabiegach transplantacyjnych
sa trzykrotnie bardziej narazeni na zakazenia niz do-
rosli, a Smiertelno$¢ w tej grupie sigga az 83% [18].

3. Rotawirusy

Jedna z najczgstszych przyczyn biegunek u nie-
mowlat i matych dzieci do 5 roku zycia sa zakazenia
spowodowane przez rotawirusy, nalezace do rodziny
Reoviridae. Wykazuja one zdolno$¢ zakazania roz-
nych gatunkéw ssakow, jednak réznice antygenowe
jakimi cechuja si¢ poszczegdlne szczepy sprawiaja, ze
do zakazenia czlowieka typami zwierzecymi dochodzi
niezwykle rzadko [19]. Genom rotawiruséw sktada si¢
z 11 segmentdw podwdjnej nici RNA, ktory otoczony
jest przez konserwatywne biatko VP6. Obecnie, opie-
rajac si¢ na obecnosci i strukturze antygenu biatkowe-

go VP6, rotawirusy podzielono na 7 grup gtownych
oznaczonych A-G, z ktorych patogenne dla cztowieka
sa trzy pierwsze [1]. Najbardziej rozpowszechniona
1 0 najwigkszej patogennosci jest grupa A, w obrebie
ktorej wydzielono dodatkowo 4 podgrupy [4].
Biegunki o etiologii rotawirusowej zazwyczaj po-
woduja cigzkie odwodnienie i niedozywienie chorych,
a w ciezkich przypadkach moga doprowadzi¢ nawet
do ich $mierci. W skali $wiatowe] kazdego roku umiera
z tego powodu ok. 500 000 pacjentéw pediatrycznych,
co szacowane jest na 5% ogoélnej liczby zgondéw wsrod
tej grupy wiekowej. W krajach rozwinigtych 1/40 dzie-
ci jest hospitalizowanych z powodu zakazenia rota-
wirusowego przed ukonczeniem 5 roku zycia [19,
54]. Najwyzszy poziom zakazen notuje si¢ pomigdzy
3 a 15 miesigcem zycia, a 95% dzieci minimum raz
przechodzi zakazenie omawianym patogenem przed
ukonczeniem 5 miesiaca. Interesujaca jest obserwa-
cja, iz najmniej niemowlat choruje przed ukonczeniem
12 tygodni, co thumaczone jest przekazywaniem prze-
ciwcial ochronnych wraz z mlekiem matki [4, 19].
Zakazenia rotawirusowe wsrod dzieci w przeci-
wienstwie do dorostych, wykazuja sezonowo$¢ zacho-
rowan. Dorosli majacy kontakt z chorymi dzie¢mi na-
leza do grupy oséb o najwigkszym stopniu ryzyka.
Najczesciej transmisja wirusa zachodzi migdzy czton-
kami rodziny. Tego typu zakazenia wystepuja rowniez
na oddziatach pediatrycznych [4]. U dorostych in-
fekcja najczeg$ciej przebiega subklinicznie, zakazenia
pelnoobjawowe zostaly zanotowane wsrdd dorostych
zyjacych w duzych zgrupowaniach (np. rekruci). Ro-
tawirusy w ok. 9% sa czynnikiem etiologicznym bie-
gunek podrdznych (zajmuja drugie miejsce za entero-
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toksycznymi szczepami Escherichia coli), szczeg6lnie
wsrod osob odwiedzajacych takie miejsca jak Wyspy
Kanaryjskie czy Ameryka Centralna [1]. Kolejnym
zrédlem zakazen rotawirusowych jest personel medycz-
ny. Réwniez obecno$¢ pacjentéw z obnizona odpor-
noscia, u ktoérych wystepuje dtugotrwate wydzielanie
wirusa moze by¢ zrodtem zakazen w szpitalu [1, 53].

Rotawirusy rozprzestrzeniaja si¢ z cztowieka na
cztowieka droga fekalno-oralng lub tez przez kontakt
bezposredni, zanieczyszczone przedmioty, czy zanie-
czyszczony pokarm. Atakuja nabtonek walcowaty na
szczycie kosmykow jelitowych w dwunastnicy i gor-
nym odcinku jelita kretego, a zniszczenie tych komo-
rek zaburza prawidtowe wchtanianie pokarmow [19].
Zwykle po replikacji cytolitycznej w dojrzatych en-
terocytach jelita cienkiego, nowe czasteczki wirusa
zakazaja kolejne, odlegle czesci jelita cienkiego i/lub
sa wydalane do katu w ilosci 10'°-10!" czasteczek
wirusa na 1 gram katu podczas infekcji u dzieci.
Ilos¢ czasteczek wydzielanych przez dorostych moze
by¢ bardzo rézna, wynoszaca 10-100 razy mniej niz
u dzieci [27]. Bezobjawowe, subkliniczne zakazenie
najczesciej wystgpujace u dorostych, przebiega z tak
malym wydzielaniem wirusa, ze ilo$¢ ta jest niewy-
krywalna przez komercyjne testy diagnostyczne. Do-
wiedziono, ze dojrzale komorki nabtonka sa w czasie
infekcji zastgpowane przez niedojrzale enterocyty,
ktore wykazuja mniejsza wrazliwo$¢ na zakazenie ro-
tawirusem. Cechuja si¢ one jednak obnizona aktyw-
noscia enzymatyczng, a co za tym idzie mniejszym
wchtanianiem wody, cukréw i jonow [19, 27].

Okres inkubacji rotawirusow trwa 1-3 dni, a symp-
tomy zakazenia sa bardzo rézne, poczawszy od bez-
objawowego zakazenia do wodnistej biegunki. Usta-
pienie objawow choroby zalezy w duzej mierze od
statusu immunologicznego chorego. Najwyzsze stg-
zenie IgA przeciw rotawirusom wystepuje pomicedzy
14-17 dniem po infekcji i pozostaje wykrywalne przez
ponad rok, ulegajac stopniowej redukcji [1, 19]. Ko-
relacja jaka zachodzi miedzy uktadem immunolo-
gicznym a zakazeniem wirusowym nie jest w pelni po-
znana. Zaréwno przeciwciata surowicze, jak i §luzow-
kowe biora prawdopodobny udzial w ochronie przed
infekcja. Antygeny VP7 i VP4 odgrywaja kluczowa
role w mobilizacji uktadu immunologicznego [15].
Pierwsze przeciwciala pojawiajace si¢ podczas infekcji
wykazuja powinowactwo do jednego typu wirusa, cha-
rakteryzujac si¢ jednocze$nie ograniczong zdolnoscia
do reakcji krzyzowych. Osoby w podesztym wieku,
u ktorych uktad humoralny i odpowiedz komorkowa sa
obnizone, wydalajg wiriony potomne przez 35 dni, pod-
czas gdy zdrowi dorosli przez 10 dni. Podobne ober-
wacje poczyniono u dorostych nosicieli HIV-1, gdzie
czgsto wystgpuje chroniczna biegunka potaczona ze
statym wydalaniem niewielkich ilo$ci rotawirusow [1].
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4. Astrowirusy

Pierwsze doniesienia na temat wykrycia nowej ro-
dziny Astroviridae [48] 1 powiazania jej z wystgpo-
waniem epidemii biegunek oraz wymiotéw pochodza
z potowy lat 70-tych ubieglego wieku [2]. Nazwa ca-
lej rodziny pochodzi od struktury kapsomerow, ktore
ksztattem przypominaja gwiazdki [48]. Material gene-
tyczny stanowi jednoniciowe RNA o dodatniej polar-
nosci. Do chwili obecnej znanych jest 7 serotypow
ludzkich astrowirusow [67], z czego serotypy 1-5
maja najwigksze znaczenie. Astrowirusy cechuja sig
opornoscig na niskie pH, wigc podczas transmisji
droga fekalno-oralng soki zotadkowe nie hamuja ich
dalszego przemieszczania do jelita cienkiego, gdzie
wirusy ulegaja namnozeniu w enterocytach [56].

Znaczenie epidemiologiczne wywotywanego przez
astrowirusy zapalenia uktadu pokarmowego, nie byto
pewne w czasach gdy ich obecnos¢ mozna byto wykry-
wac tylko metoda mikroskopii elektronowej, przez co
ilo$¢ przypadkow biegunki i nudnosci powodowanych
przez te patogeny byla znacznie zanizona. Infekcje
astrowirusowe sa najcze¢stszymi biegunkami po rota-
wirusowych w okresie poznej zimy i wezesnej wiosny
[57]. Zakazenia moga wystapi¢ w kazdej grupie wieko-
wej, chociaz czg$ciej u niemowlat i matych dzieci [64].
W badaniach seroepidemiologicznych wykazano, iz
u 70% starszych dzieci i mtodych dorostych wystgpo-
watly przeciwciala przeciw astrowirusom. Do obserwo-
wanych objawow naleza biegunka, wymioty, goraczka
i bole brzucha [65]. Sa one jednak tagodniejsze w po-
rownaniu objawami wywolanymi przez inne wirusy
[49] 1 stanowia 2—10% zakazen biegunkowych [56, 57,
65] — co jest porownywalne z infekcjami adenowirusa-
mi typu 40/41. Na masowe przypadki infekcji tym pa-
togenem mozna w szczego6lnosci natknaé si¢ w przed-
szkolach, szkotach, szpitalach i domach starcéw oraz
nieco rzadziej u rekrutdéw. Zarazenie nastgpuje na dro-
dze zjedzenia skazonej zywnos$ci (w szczegdlnosci
ostryg), oraz na drodze fekalno-oralnej poprzez wodg.
Astrowirusy moga by¢ wydalane przez pacjenta nawet
dtuzej niz tydzien od momentu zakazenia. Sporadycz-
nie u pacjentow pediatrycznych spotyka si¢ wodnista
biegunke, bez wymiotow i goraczki [67]. Opisywana
tez jest wysoka czgstotliwos¢ gastroenteritis o etiologii
Astroviridae u pacjentéw z obnizona odpornos$cia, wla-
czajac w to nosicieli HIV i chorych na AIDS [39, 57]
oraz pacjentow poddanych immunosupresji po zabie-
gach transplantacyjnych, zwtaszcza w obrebie uktadu
pokarmowego [56]. Zakazenia astrowirusowe zazwy-
czaj ulegaja samowyleczeniu [48, 67], a w literaturze
charakteryzowane sa jako ,,samoograniczajace” bie-
gunki [56]. Jednakze w przypadku matych dzieci istot-
ne jest leczenie objawowe obejmujace podawanie ply-
néw i uzupetnianie elektrolitow [57].
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5. Kaliciwirusy

Do rodziny tej zaliczane sa wirusy patogenne dla
cztowieka oraz zwierzat, za$ nazwa pochodzi od cha-
rakterystycznych wgiebien na powierzchni wirionu
majacych ksztalt kielichow [61]. Najwazniejszymi
przedstawicielami rodziny Caliciviridae z punktu wi-
dzenia patogennosci dla cztowieka, sa sapowirusy [52]
oraz norowirusy [71], a wérdd nich wirus Norwalk,
ktory swa nazwe zawdzigcza miejscowosci w amery-
kanskim stanie Ohio, gdzie wykryto go po raz pierw-
szy jako czynnik etiologiczny zapalenia zotadka i jelit
u uczniow jednej z tamtejszych szkot [45, 71].

Wszystkie wirusy nalezace do rodziny Caliciviri-
dae maja symetri¢ ikosahedralng; ich kapsyd zwiera
prawie wylacznie kopie jednego biatka strukturalnego
a material genetyczny stanowi pojedyncza ni¢ RNA
o dodatniej polarnosci [61]. Do chwili obecnej zad-
nego z przedstawicieli tej rodziny nie daje si¢ hodo-
wac¢ w warunkach in vitro. Sa one zrodlem zarowno
masowych zachorowan, jak i pojedynczych infekcji
uktadu pokarmowego u przedstawicieli wszystkich
grup wiekowych. Sa jednak na tyle zréznicowane,
ze na podstawie analiz filogenetycznych, ze zostaty
podzielone na 5 genogrup, zawierajacych 29 genoty-
pow. Dotychczas w Genogrupie 1 (GG1) wyrdzniono
8 genotypow, ktore sa patogenami cztowieka, nato-
miast w Genogrupie 2 (GG2) wyrozniono ich 17. Po-
zostate 4 genotypy zostaty rozdzielone pomiedzy Ge-
nogrupami od 3 do 5 [71].

Sezon zimowy sprzyja licznym zakazeniom wiru-
sowym przewodu pokarmowego, zatem i zakazenia
kaliciwirusami wystgpuja wtedy czesciej [40]. Kalici-
wirusy przenoszone sa droga fekalno-oralna [45]; do
zakazen dochodzi za posrednictwem wody, pokarmow,
odchodow, ale tez przez lotny material zakazny. Zaka-
Zenia moga wystapi¢ ogniskowo, jako zwiazane ze
zbiorowym zywieniem, czy skazona woda; mozliwe
jest tez zakazenie bezposrednio od osoby chorej. Pa-
togeneza choroby zwiazana jest z atrofia kosmkow
jelita cienkiego [45], a wykonane biopsje wykazaty
nasilenie apoptozy w nablonku i blaszce wtasci-
wej. Wirusy wykryto w jelicie czczym i/lub kretym,
niekiedy takze w dwunastnicy [46]. Objawami, ktore
dodatkowo towarzysza infekcji sa bole brzucha, bie-
gunka i wymioty [10].

Objawy kliniczne nie pozwalaja okresli¢ z jakim
wirusem mamy do czynienia — sa to na ogo6t silne nud-
nosci, wymioty i biegunka. Okres inkubacji waha si¢
miedzy 6 a 48 godzin, jednak w niektdrych przypad-
kach moze trwac¢ do 60 godzin. 100 czasteczek wiru-
sa potrafi (mimo bardzo niewielkiej dawki) wywotaé
w petni efektywny rozwoj wirusa w organizmie czto-
wieka oraz dalsze zakazenia w obregbie populacji. Po-
niewaz wirus jest usuwany z organizmu razem z ka-
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fem i wymiocinami, nalezy pamigta¢ iz mozliwe jest
zakazenie na drodze fekalno-oralnej z powodu two-
rzacych si¢ aerozoli biologicznych. Z paroma wyjat-
kami, rozprzestrzenianie si¢ wiruséw konczy si¢ po
2 tygodniach. Mozliwa jest jednak reinfekcja, gdyz
uktad odpornosciowy nie jest w stanie obronié si¢
przed tak zréznicowanym genetycznie i antygenowo
patogenem jakim sa norowirusy [3].

Zakazenia przewodu pokarmowego o etiologii ka-
liciwirusowej wystepuja glownie u dzieci [40, 46, 52].
Odsetek zakazen przewodu pokarmowego kaliciwiru-
sami wynosi 6—14% [10, 46]. U pacjentow po zabie-
gach transplantacji jelita cienkiego i watroby byt on
wyraznie wyzszy 1 wynosit ok. 38% [46]. Czgstsze za-
kazenia maja tez miejsce u pacjentow HIV-pozytyw-
nych, zwtaszcza dzieci. Doro$li zarowno zakazeni, jak
i nie zakazeni, HIV maja jednakowe szanse na infek-
cje kaliciwirusowa. Nie stwierdzono jednak istotnego
zwiazku pomigdzy wirusowymi infekcjami przewodu
pokarmowego, a wystgpowaniem biegunek u 0sob
z HIV [52]. Norowirusy moga bra¢ udziat w zakaze-
niach mieszanych wraz z innymi wirusami [40].

W przypadku gastroenteritis o etiologii kaliciwi-
rusowej stosuje si¢ leczenie objawowe obejmujace po-
dawanie ptynow. Jak dotad nie ma szczepionki, chro-
niacej przed zapaleniem zotadka i jelit powodowanego
przez kaliciwirusy [3].

6. Pikornawirusy

W sktad rodziny Picornaviridae wchodzi wiele
waznych patogenow ludzi i zwierzat, ktére cechuja
niewielkie wymiary, brak otoczki oraz jednoniciowy
RNA jako no$nik informacji genetycznej [59]. Ze
wzgledu na wilasciwosci serologiczne oraz organiza-
cje kwasu nukleinowego wyrdzniono dziewigc gatun-
kéw pikornawiruséw [33]. Za wywotywanie biegunek
odpowiedzialne sa najcze¢sciej parechowirusy (ludzki
parechowirus typu 1 — HPeV-1 oraz typu 2 — HPeV-2),
zaliczane do gatunku oznaczonego numerem szdostym,
a poprzednio klasyfikowane jako echowirus 22 i echo-
wirus 23 [60]. HPeV-1 i HPeV-2 sa czgsto izolowane
z przypadkoéw zaburzen jelitowych u dzieci [17], jed-
nak wykazano rowniez ich udzial w neuroinfek-
cjach w tej samej grupie wiekowej [36]. W badaniach
epidemiologicznych przeprowadzonych w Finlandii
wykazano, ze wsrdd pacjentdw ponizej 12 miesiaca
zycia specyficzne przeciwciata skierowane przeciwko
parechowirusom wystepuja u 20% badanych. Z wie-
kiem czgstosé ta wzrasta az do 97% w grupie 0séb po-
wyzej 18 roku zycia [30].

Kolejnym czynnikiem etiologicznym nalezacym do
pikornawiruséw jest wirus Aichi, odkryty pod ko-
niec lat 90-tych w prefekturze Aichi w Japonii, gdzie
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wywotal epidemi¢ biegunki wsrod dzieci w wieku
przedszkolnym (<6 roku zycia). Poczatkowo sadzono,
ze zakazenie zostalo wywotane przez znane dotych-
czas parechowirusy, lecz doktadne badania serologicz-
ne i molekularne spowodowaty wyodrebnienie go jako
nowego typu pikornawirusa [69].

7. Inne wirusy wywolujace zaburzenia jelitowe

Oprocz wirusOw wymienionych powyzej rodzin,
sporadycznie zaburzenia zotadkowo-jelitowe powodu-
ja takze inne patogeny subkomoérkowe. Jednym z nich
sa torowirusy zaliczane do rodziny Coronaviridae [26,
42]. Zaczeto je wiazaé z biegunkami ludzi w potowie
lat 70 [20], jednak ich rola pozostawata wowczas nie
do konca poznana. Udziat torowirusoéw w etiologi bie-
gunek u pacjentéw pediatrycznych zostat potwierdzo-
ny jednoznacznie dopiero w 1984 roku [5], a obecnie
wykrywa sig je rdwniez u oséb poddanych immuno-
supresji [29, 34]. Z kolei, zakazenia herpeswirusami,
takimi jak CMV czy EBYV, sa jedna z najczgstszych
przyczyn zaburzen jelitowych u pacjentéw z niedobo-
rami immunologicznymi, zwlaszcza u biorcéw prze-
szczepow 1 0sob z AIDS [22, 51, 70]. Biegunka spo-
wodowana przez cytomegalowirusa bylta spotykana
szczegoblnie czesto u chorych w przebiegu AIDS z licz-
ba limfocytow CD4 ponizej 100 komoérek/mm? [8, 68],
jednak powszechne zastosowanie skojarzonej terapii
przeciwwirusowej znaczaco zredukowato liczbe za-
chorowan w tej grupie pacjentow [22].

8. Metody diagnostyki wirusowych
zaburzen jelitowych

Zakazenia wirusami biegunkowymi moga by¢ diag-
nozowane przy uzyciu mikroskopii elektronowej [50],
immunomikroskopii elektronowej, metod serologicz-
nych, takich jak EIA [50] czy ELISA [14], jak row-
niez za pomoca technik biologii molekularnej, takich
jak RT-PCR [14, 40] oraz hybrydyzacja RNA typu
dot-blot [44]. Nalezy jednak rozwazy¢ zasadnos¢ uzy-
cia okreslonej metody w konkretnych przypadkach.
Z przeprowadzonych badan wynika bowiem, ze EIA
jest metoda czulsza w poréwnaniu z mikroskopia elek-
tronowa [50] 1 immunomikroskopia elektronowa [44].
Natomiast metoda hybrydyzacji RNA wirusowego
mozna wykry¢ wysokie rozcienczenia materiatu gene-
tycznego wirusa. Mimo to, do rutynowej diagnostyki
w przypadku duzej liczby probek poleca si¢ raczej
metody immunoenzymatyczne, jako prostsze i 0 wy-
starczajacej czuto$ci. Natomiast hybrydyzacja moze
by¢ niezwykle przydatna jako test potwierdzajacy nie-
jednoznaczne wyniki uzyskane metoda EIA [44].
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Materiat, ktéry moze by¢ uzyty do badan to oprocz
probek katu, material z biopsji jelita, gdy zachodzi
potrzeba badan histopatologicznych [50]. Autorzy sig-
gaja po coraz bardziej wysublimowane testy diagno-
styczne, takie jak ICC-RT-PCR (integrated cell culture-
reverse transcription-PCR) — nested PCR, wskazujac
rowniez potrzebe badania wod powierzchniowych
w kierunku zakazen wirusami, migdzy innymi astro-
wirusami upatrujac w nich zrédto zakazen [13]. Do
rutynowej diagnostyki jednak stosowane sa komercyj-
ne testy oparte na wykrywaniu antygenéw metodami
immunochromatograficznymi lub przez aglutynacje la-
teksowa. Wyniki prawidtowo dodatnie uzyskiwane sa
z probek, w ktorych miano wiruséw wynosi 10107
na gram kahu. Ilo$¢ wynikow fatszywie ujemnych sza-
cuje si¢ na 3—5%. Przy podejrzeniu biegunki wiru-
sowej wskazana jest takze jednoczesna diagnostyka
w poszukiwaniu bakteryjnego czynnika etiologicznego,
a wykrycie wirusow w badanym materiale klinicznym
uzasadnia przerwanie dalszych badan bakteriologicz-
nych, co zmniejsza koszty diagnostyczne.

9. Postepowanie terapeutyczne
w przypadku biegunek o etiologii wirusowej

Brak specyficznego leku dziatajacego na wirusy
biegunkowe powoduje, ze nawadnianie poprzez poda-
wanie ptynow i elektrolitow pozostaje gtdéwnym spo-
sobem leczenia zakazonych pacjentéw. Nieliczne ba-
dania wykazuja skuteczno$¢ podawania probiotykéw,
ktore skracaja czas trwania biegunki [23, 25, 63].
Dzieci karmione mlekiem matki posiadaja inna florg
fizjologiczna, niz te karmione sztucznym pokarmem,
przez co cigzkie biegunki wystepuja u nich rzadzie;j.
Z przeprowadzonych obserwacji wynika, ze u dzieci
ktorym podawano preparaty Lactobacillus, stwierdza-
no mniejsza ilo§¢ biegunek w poréwnaniu z grupa
kontrolng [12, 23, 63]. Ponadto wykazano redukcje
ilosci zakazen rotawirusowych oraz nasilenia ich prze-
biegu u pacjentdw, ktorym podawano Bifidobacterium
bifidum 1 S. thermophilus [25, 62]. W zakazeniach
dzieci o cigzkim nasileniu mozna podawac¢ loperamid,
kodeing czy difenoksylat, jako leki hamujace biegunki
[1]. Pewne dziatanie na rotawirusy wykazuje nitazo-
xanid — pochodna tiazolidowa — skuteczna w zakaze-
niach o etiologii Cryptosporidium parvum, Giardia
lamblia 1 Clostridium difficile [38, 54]. Aktywnos$¢
leku zalezy prawdopodobnie od pierScienia salicylo-
wego [38]. Badania laboratoryjne zostaly potwierdzone
badaniami klinicznymi, z ktérych wynika, ze dzieci
ktorym podawano lek miaty biegunke trwajaca do
31 godzin, podczas gdy pacjenci z grupy kontrolnej
cierpieli na t¢ dolegliwo$¢ 75 godzin. U osob biora-
cych udzial w badaniu nie wykryto koinfekcji innymi
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patogenami. Prawdopodobnie uzycie leku bedzie jed-
nak ograniczone wytacznie do dzieci nieszczepionych
[38] oraz jako leczenie empiryczne w cigzkich przy-
padkach ze wzgledu na podobienstwo objawoéw zaka-
zenia rotawirusami oraz kryptosporidiozy [54].

10. Szczepionki przeciwko wirusom
powodujacym zaburzenia jelitowe

Szczepienia przeciwko wirusom biegunkowym
maja za zadanie chroni¢ przed umiarkowanym 1 cigz-
kim zakazeniem (nie przed lekkim) oraz zmniejszy¢
liczbg dzieci trafiajacych do szpitala z powodu odwod-
nienia. Z tego powodu jest ona potrzebna przede
wszystkim w krajach rozwijajacych.

Wszystkie zarejestrowane do tej pory szczepionki
przeciwko rotawirusom sa zywe, podawanie doustnie,
co ma maksymalnie nasladowa¢ zakazenie szczepem
dzikim [66]. Pierwsza monowalentna szczepionka zo-
stala wprowadzona na rynek w latach 70. ubieglego
wieku. Szczepy te byty pochodzenia zwierzecego (by-
dlece, matpie), przez co charakteryzowaly si¢ naturalng
atenuacja wobec ludzi. Zostaty wycofane ze wzgledu
na niezadowalajace efekty [66].

Rotawirusy wykazuja zdolno$¢ reassortacji in vitro
w zakazeniach mieszanych, co zostalo wykorzystane
w rekombinacji szczepionek. Aby uzyskac takie szcze-
py linie komoérkowe zakazane sa dwoma réoznymi szcze-
pami wirusa, zwierzgcym i ludzkim zawierajacym gen
kodujacy VP7. Nastepnie wirusy ulegaja replikacji,
a wiriony potomne sa genetyczna kombinacja dwoch
wyjsciowych wiruséw. Reassortny wirus zawiera czgs¢
gendéw pochodzenia ludzkiego szczepu i czg§¢ zwie-
rzgcego. Antygeny VP7 i VP4 odgrywaja istotna role
w immunizacji , dlatego reassortna szczepionka ludz-
ko-zwierzgca zawiera geny kodujace VP7 lub VP4 za-
pewniajac uzyskanie odpowiedzi immunologiczne;j.
Pierwsza reassortna szczepionka byta czterowalentna,
zawierala antygeny ludzkiego rotawirusa G1-4, oraz
szczep malpi. Zostala zarejestrowana w 1998 roku
USA 1 podawana byta dzieciom w 2, 4 i 6 miesiacu
zycia. Po 9 miesiacach od wprowadzenia na rynek zo-
stala wycofana, gdyz jako efekt niepozadany po jej
podaniu wystepowato wglebienie jelita (najczesciej
3-10 dnia po podaniu pierwszej dawki). Mechanizm
patologiczny tego zjawiska nadal pozostaje nieznany
[15,26]. W 2006 zostata zarejestrowana pigciowalnet-
na, zywa reassortna szczepionka, w sktad ktorej wcho-
dza antygeny ludzkich rotawirusow G1-G4 i biatko
kotwiczace P7 pochodzenia bydlgcego. Piaty reassort-
ny wirus zawiera biatko kotwiczace ludzkiego szczepu
1 biatko zewngtrzne G6 pochodzace ze szczepu bydle-
cego. Trzy dawki szczepionki powinny by¢ podawane
pomiedzy 6 (minimalny wiek dla podania pierwszej
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dawki) a 32 (maksymalny wiek dla podania trzeciej
dawki) tygodniem Zycia w odstgpach co 2 miesiace
(w 2, 4, 6, miesigcu zycia) [15, 27]. Nie ma wskazan
do rozpoczynania szczepienia u dzieci powyzej 12 ty-
godnia zycia. Po trzech dawkach efektywnos¢ szcze-
pionki chroniaca przed zakazeniem szczepem dzikim
wynosi 74% przed cigzkim zapaleniem przewodu po-
karmowego, definiowanym jako obfita biegunka z to-
warzyszaca wysoka temperatura i wymiotami u 98%
przypadkow. Karmienie piersia nie jest przeciwwska-
zaniem do podania szczepionki, dlatego takie dzieci
powinny by¢ szczepione zgodnie z wytycznymi.
Szczepionka przeciw rotawirusom moze by¢ podawana
réwnoczesnie z innymi szczepionkami wieku dziecig-
cego takimi jak: DTa, IPV, HiB, PCV, WZW typu B.
Przeciwwskazaniem do szczepienia jest uczulenie
dziecka na ktérykolwiek sktadnik szczepionki [7, 66].

Dostegpna do 2001 roku szczepionka przeciwko ade-
nowirusom zapobiegata wylaczne zakazeniom drog
oddechowych i zawierala zywe wiriony — z tego tez
powodu nie byto mozliwe stosowanie jej u pacjentow
poddanych immunosupresji. Nie eliminowata takze
zagrozenia ze strony adenowirusow biegunkowych
nalezacych do podgrupy F, ktére sa najwigkszym
zagrozeniem dla dzieci. W 1971 roku zostata wpro-
wadzona na rynek amerykanski szczepionka doustna
zawierajaca Zywy, nieatenuowany wirus, serotypow 4
i 7 (grupa E i B). Niespecyficzne namnazenie wirusow
w komorkach nabtonka jelita cienkiego nie powodo-
walo objawow chorobowych, a skutkowato wytwo-
rzeniem specyficznej odpowiedzi humoralnej [55]. Ze
wzgledu na liczne dziatania niepozadane oraz brak
mozliwos$ci jej stosowania u 0sob z niedoborami im-
munologicznymi, zostata ona wycofana z uzycia. Do
chwili obecnej brak jest nowoczesnych i bezpiecznych
w uzyciu szczepionek podjednostkowych, zwtaszcza
skierowanym przeciwko wariantom biegunkowym
AdV40 i 41, niezwykle istotnym z pediatrycznego
punktu widzenia [55].

11. Podsumowanie

Objawy kliniczne w przebiegu wszystkich biegunek
o etiologii wirusowej sa zblizone do siebie, niezaleznie
od wywotlujacego je czynnika. Najczgsciej obserwuje
si¢ liczne, wodniste stolce, wymioty, bole brzucha
z towarzyszaca podwyzszong cieplota ciata. Objawy
te pojawiaja si¢ kilkanascie godzin po pierwszym kon-
takcie z osoba chora lub po spozyciu zakazonego po-
karmu. W diagnostyce réoznicowej, procz testow sero-
logicznych, pomocne moze by¢ tez stwierdzenie czasu
zachorowania. Do zakazen rotawirusami, norowirusa-
mi oraz sapowirusami dochodzi bowiem w miesiacach
zimowych, zakazenia astrowirusami maja najczgsciej
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Tabela II

Charakterystyczne cechy kliniczne najczgsciej wystgpujacych biegunek o etiologii wirusowej

Rodzina Sezonowosé Okres . Zakazenia
. , . .. | Wymioty | Goraczka .

wirusow (szczyt zachorowan) | inkubacji szpitalne
Adenoviridae brak 8-10 dni + ++ +
Reoviridae Zimowo-wiosenna 1-3 dni +++ ++ e
Astroviridae wiosenno-letnia 24-36 h + + +
Caliciviridae | jesienno-zimowa 6-48 h ++ ++ ++
Picornaviridae | brak 12-24 h + + +

miejsce od marca do czerwca, za$ zakazenia adenowi-
rusami zdarzaja si¢ przez caly rok. Przebieg choroby
1 czas utrzymywania si¢ jej objawow zaleza zaréwno
od rodzaju i dawki zakazajacej wirusa, a takze od
wydolno$ci immunologicznej organizmu zakazone-
go. Duze zrdznicowanie antygenowe poszczegdlnych
szczepow wirusOw odpowiedzialnych za wywotanie
objawow dyspeptycznych powoduje, iz choroby te nie
pozostawiaja trwalej odpornosci.

Rozpoznanie czynnikow etiologicznych ostrych bie-
gunek wirusowych ma znaczenie przede wszystkim
epidemiologiczne i powinno stuzy¢ rozwojowi systemu
wczesnego powiadamiania o zagrozeniu chorobg oraz
wdrozeniu dziatan profilaktycznych. Do chwili obec-
nej w Polsce zostata jedynie dos¢ dobrze rozpoznana
sytuacja epidemiologiczna zakazen spowodowanych
przez rotawirusy; brak jest natomiast danych dotycza-
cych zakazef innymi wirusami biegunkowymi.
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1. Wstep. 2. Zwierzgce modele badawcze wirusa zapalenia watroby typu C. 3. Pierwsze proby stworzenia systemu replikacji HCV.
4. Replikacja subgenomowego RNA HCV. 5. Replikacja pelnogenomowego RNA HCV in vitro oraz tworzenie zakaznych czastek
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In vitro hepatitis C virus (HCV) replication system

Abstract: Infection with hepatitis C virus, a major cause of chronic liver diseases, is a serious worldwide health problem. The
number of infected individuals has been estimated at around 170 millions. More than 80% of patients develop a persistent infection,
which can be asymptomatic for many years. Despite increasing knowledge about the virus replication and pathogenesis, there is still no
vaccination and successful antiviral therapy. Problems with the development of efficient drugs against HCV are connected with the
lack of tissue culture or small animal models for HCV. Since HCV discovery in 1989, the development of a cell culture system for
HCV has been a major goal for scientists worldwide. Due to difficulties in creating a robust cell culture model based on full-length
HCV genome, Lohmann et al. and other independent groups established subgenomic replicons, which replicated in hepatoma cell
line. Results of these experiments extended knowledge about HCV RNA replication. The next goal was to construct a cell culture
system, which could produce virus particles. Wakita et al. created the first tissue culture that led to the production of HCV particles
(2a genotype), which were infectious for both cells and chimpanzees. It was a major breakthrough in investigations on the efficiency
of new vaccines and antivirals. However, the genotype 2a is not representative of the genotype 1 HCV, which is the most prevalent
and typically associated with liver diseases. Therefore, there is a need to create a robust cell culture system for HCV genotype 1.

1. Introduction. 2. Animal models for hepatitis C virus. 3. First attempts to create a HCV replication system. 4. Replication of subgenomic

HCV RNA. 5. In vitro replication of full-length HCV RNA genome and production of infectious virus particles. 6. Summary

Stowa kluczowe: hodowla komdrkowa, replikacja, replikon, wirus zapalenia watroby typu C (HCV)

Key words:

cell culture, hepatitis C virus (HCV), replication, replicon

1. Wstep

Wirusowe zapalenie watroby typu C stanowi glo-
balny problem zdrowotny. Zakazenie wirusem zapale-
nia watroby typu C (HCV) u okoto 80% chorych prze-
chodzi w zakazenie przewlekte, ktorego skutkiem moze
by¢ wildknienie, marsko$¢ watroby i rak watrobowo-
komorkowy [23]. Szacuje sig, iz na §wiecie jest 170 mln
0sob zakazonych HCV [7, 35]. Nie ma doktadnych
danych dotyczacych epidemiologii tego wirusa wsrod
populacji polskiej. Dostgpne sa jedynie informacje do-
tyczace wybranych grup ryzyka. Czgsto$¢ wystgpowa-
nia anty-HCV wsrdd kandydatéw na dawcow krwi
wynosi 0,86% [32]. Wysokie rozpowszechnienie prze-
ciwciat anty-HCV odnotowuje si¢ u 0sob, ktore co naj-
mniej raz przyjmowaty narkotyk pod postacia iniekcji,
60% [30] oraz osob dializowanych, 23-44% [29].

HCV nalezy do rodziny Flaviviridae, jest wirusem
ostonkowym i zawiera material genetyczny pod posta-
cia nici RNA o dodatniej polarno$ci. Pojedyncza otwar-
ta ramka odczytu (ORF) koduje poliproteing, z ktorej
na skutek kotranslacyjnego oraz potranslacyjnego dzia-

fania komorkowych i wirusowych proteaz generowa-
nych jest 10 biatek. Wsrod nich wystepuja biatka struk-
turalne: biatko rdzenia, biatka ostonki (E1, E2), p7
oraz biatka niestrukturalne, nazwane odpowiednio NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A oraz NS5B. ORF oflan-
kowana jest niezwykle konserwatywnymi regionami,
ktore nie ulegaja translacji — NTRs (nontranslated re-
gions) [9]. 5> NTR zawiera sekwencj¢ IRES (internal
ribosome entry site) niezbedna w procesie translacji
poliproteiny [5,14].

Izolaty HCV charakteryzuja si¢ duzym zréznicowa-
niem pod wzgledem sekwencji. Uwaza sig, iz wynika
to z niskiej wiernosci i braku funkcji naprawczych
RNA-zaleznej polimerazy RNA (NS5B). Znanych jest
6 glownych genotypéw HCV oraz kilkadziesiat podty-
pow. Zrdéznicowanie to wplywa na szereg cech wirusa.
Genotyp 1 jest najbardziej rozpowszechniony na $wie-
cie i zakazenie tym genotypem najczgsciej prowadzi
do uszkodzen watroby oraz nowotworow [4, 11, 41].
Roéznice wystepuja rowniez w odpowiedzi na terapig
antywirusowa. Pacjenci zakazeni genotypami 1, 4,
51 6 zdecydowanie gorzej odpowiadaja na leczenie
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interferonem niz chorzy z genotypami 2 i 3 [41, 42].
Biorac pod uwage te fakty system replikacji HCV
w liniach komoérkowych (system replikacji in vitro)
oparty na materiale genetycznym genotypu 1, powi-
nien mie¢ najwigksze znaczenie w prowadzeniu badan
nad terapia antywirusowa.

2. Zwierzece modele badawcze HCV

Mimo wielu badah nie udato si¢ stworzy¢ sku-
tecznej szczepionki oraz standardéw leczenia, ktore
dawatyby satysfakcjonujace rezultaty. Eksperymenty sa
utrudnione ze wzgledu na brak odpowiedniego modelu
zwierzecego do badan. Jedynymi zwierzetami, u ktorych
dochodzi do zakazenia HCV sa szympansy. Przepro-
wadzanie badan na malpach wiaze si¢ z jednej strony
z bardzo duzymi kosztami, a z drugiej strony obarczone
jest problemami etycznymi. Dlatego prowadzono eks-
perymenty w celu uzyskania myszy, ktore ulegatyby
zakazeniu przez HCV. Mercer wraz ze swoim
zespotem, korzystajac z transgenicznych gryzoni (SCID-
mouse; severe combined immunodeficient mice), stwo-
rzyt myszy posiadajace chimeryczne watroby zbudowa-
ne z ludzkich oraz mysich hepatocytow. Po zakazeniu
tych zwierzat HCV wykrywano w watrobie wirusowe
RNA [25]. Jednak ze wzgledu na fakt, iz myszy byly
pozbawione prawidtowo dziatajacego uktadu odpornos-
ciowego, nie mogly one stuzy¢ jako model do badan
nad szczepionka, czy nowa terapia antywirusowa [26].

W 1989 roku Choo i wsp. przy pomocy metod bio-
logii molekularnej zidentyfikowali HCV. Udato sig tego
dokona¢ poprzez analizg biblioteki cDNA, skonstruo-
wanej na podstawie RNA wyizolowanego z surowicy
pacjenta chorego na wirusowe zapalenie watroby typu
nie-A, nie-B [8]. Od tego czasu prowadzone sa badania
nad stworzeniem wzorcowego modelu hodowli komor-
kowej, umozliwiajacej namnazanie wirusa in vitro.
Mozliwos¢ replikacji HCV w linii komorkowej pozwo-
litaby na poglebienie wiedzy na temat cyklu replikacyj-
nego wirusa, interakcji patogenu z komérkami oraz na
sprawdzenie skuteczno$ci potencjalnych zwiazkoéw anty-
wirusowych. Ostatni aspekt badan jest niezwykle wazny,
gdyz obecnie stosowana terapia przeciw HCV oparta
na podawaniu pegylowanego interferonu i rybawiryny
jest skuteczna jedynie u okoto 50% pacjentdw, a ponadto
prowadzi do wielu dziatan niepozadanych [36, 40].

3. Pierwsze proby stworzenia systemu replikacji
wirusa zapalenia watroby typu C

Pierwsze badania, ktore postuzyty do stworzenia
systemu replikacji HCV w liniach komorkowych, pole-
galy na stworzeniu infekcyjnego cDNA wirusa. Ekspe-
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ryment ten zostat wykonany w 1997 roku przez dwie
niezaleznie pracujace grupy badawcze [19, 37]. Genom
wirusa (o genotypie 1a) nazwany ‘H77’, zostat wyizo-
lowany z surowicy zakazonych pacjentdw, nastgpnie
przepisany na cDNA przy pomocy odwrotnej trans-
krypcji i wklonowany w odpowiedni wektor plazmi-
dowy. Plazmidy zawierajace pelnej dtugosci HCV
cDNA (pCV-H77), zostaty zlinearyzowane poprzez
cigcie enzymem restrykcyjnym i poshuzyly jako ma-
tryca do przeprowadzonej in vitro transkrypcji z zasto-
sowaniem T7 RNA polimerazy. Tak przygotowanym
materiatem zakazano szympansy, poprzez bezposrednia
iniekcje do watroby. Zaden z klonéw H77 nie byt
zakazny [37]. Opierajac si¢ na wynikach tych badan
Chung i wsp. zmodyfikowali konstrukt pCV-H77
dodajac na koncu 3’ genomu H77 rybozym wirusa del-
ta (hepatitis D virus) oraz terminator T7 wirusa kro-
wianki, za$ na koncu 5’ promotor T7. Konstrukty
nastgpnie byly transfekowane do dwoch linii komor-
kowych: HepG2 i CV-1. Replikacja miata zachodzi¢
przy udziale dodanej do zakazonej hodowli zrekom-
binowanej polimerazy T7. Jednak wynik pozytywny
(replikacje wirusa HCV) uzyskano jedynie w przypad-
ku hodowli CV-1 [10].

Badania nad replikacja wirusa HCV z wykorzys-
taniem konstruktow zawierajacych pelnogenomowe
cDNA H77 byly prowadzone w r6znych osrodkach,
jednak zadne z nich nie dawaly satysfakcjonuja-
cych wynikéw [2, 20]. Replikacja HCV zachodzita
na bardzo niskim poziomie i nie udato si¢ zaadopto-
wac hodowli komorkowej tak, aby otrzymaé wysoki
poziom replikacji wirusa [12]. Nalezy pamigtaé o tym,
iz badanie replikacji wirusa przy pomocy technik
RT-PCR w tego typu eksperymentach jest niezwykle
skomplikowane ze wzgledu na obecno$¢ duzych ilos-
ci DNA plazmidowego, ktore postuzyty do transfekcji
komorek [26].

4. Replikacja subgenomowego RNA
wirusa zapalenia watroby typu C

Ze wzgledu na mata efektywno$¢ replikacji petno-
genomowego RNA wirusa w liniach komoérkowych, po-
dejmowano proby tworzenia replikonow zawierajacych
subgenomowe RNA [1, 15, 16, 24, 27]. Lohmann
1 wsp. jako pierwszy stworzyt subgenomowy replikon,
ktory replikowat si¢ w linii komdrkowej Huh-7 (hepa-
toma cell line). Jako material wyjsciowy do stworze-
nia konstruktu postuzyto RNA o genotypie 1b, wyizo-
lowane z watroby pacjenta przewlekle zakazonego
HCV. Przy pomocy reakcji RT-PCR przepisano na
cDNA i namnozono cata ORF wirusa. Ze wzgledu na
istotna role sekwencji 3’ 1 5° NTR w procesie replika-
cji, zostaty one zamplifikowane w dwoch oddzielnych
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— c el | e NS2 NS3 NS4B | Nssa NS58  |—
5 NTR 3 NTR
— neo |EMCVINso NS3 NS4B| NsSsA NS58  |p—
5 NTR IRES 3 NTR
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— neo FEMSV INs2 NS3 NS4B| NSsA NS5B  b—
5 NTR IRES 3'NTR
EMCV
— neo NS3 Ns4B| NSs5A NSsB b—
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Rys. 1. Schemat przedstawiajacy sekwencje subgenomowego replikonu HCV. Pierwszy schemat
przedstawia organizacj¢ genomu HCV, za$ cztery kolejne to bicistronowe replikony (opis w tekscie).

reakcjach RT-PCR, tak aby zapobiec utracie konco-
wych nukleotydéw podczas reakcji fancuchowej poli-
meryzacji. Na podstawie namnozonych fragmentow
stworzono cztery bicistronowe plazmidy zawierajace
rozne warianty sekwencji wirusowych (Rys. 1).
Wszystkie rozpoczynaty si¢ od sekwencji 5> HCV-
IRES, genu neo (kodujacego fosfotransferaz¢ neomy-
cyny), EMCV-IRES oraz sekwencji HCV (odpowied-
nio w dwodch wariantach rozpoczynajac od NS2 lub
NS3 do autentycznego konca 3° RNA), z wprowadzona
delecja w obrgbie NS5B oraz bez delecji. Po przepisa-
niu sekwencji na RNA, transfekowano nim komorki
Huh-7, a nastgpnie hodowlg prowadzono z dodatkiem
neomycyny. IRES wirusa zapalenia mézgu i mig¢énia
sercowego (EMCV) umozliwial bezposrednia trans-
lacje wirusowej poliproteiny, za§ obecno$¢ genu
neo nadawata oporno$¢ na neomycyn¢ komorkom,
w ktorym dochodzito do replikacji i translacji repliko-
nu HCV. Wyniki eksperymentu Lohmanna byly
obiecujace, uzyskano klony oporne na neomycyng, co
$wiadczylo o zachodzacej replikacji sekwencji wiru-
sowych. W przypadku zastosowania do transfekcji
konstruktow z delecja w genie NS5B uzyskiwano zde-
cydowanie mniejszy poziom replikacji niz w przy-
padkach bez mutacji. Ponadto, nie zauwazono réznic
w zdolnoséci namnazania replikonéw z sekwencja ko-
dujaca NS2 oraz bez niej, co wykluczylo rolg biatka
NS2 w procesie replikacji HCV [24]. W uzyskanych
liniach komorkowych, replikacje sekwencji wiruso-
wych wykrywano nawet po roku prowadzenia ciaglej
hodowli pod presja antybiotyku. Wydaje sig, iz mozna
mowi¢ o wysokiej stabilnosci tych replikonow [27].
Doswiadczenia wykonane przez Lohmanna
1 wsp. zapoczatkowaty eksperymenty prowadzace do
udoskonalenia metod replikacji materiatu genetyczne-

go HCV in vitro. Wyniki tych badan nie tylko daty
nadziej¢ na stworzenie metodyki replikacji catego
genomu HCV, ale réwniez udowodnity mozliwosé
zastosowania tego typu doswiadczen w poznawaniu
cyklu replikacyjnego wirusa oraz funkcji poszczegol-
nych bialek. Powaznym ograniczeniem tej metody byt
brak mozliwosci tworzenia czasteczek wirusowych, ze
wzgledu na brak sekwencji kodujacych biatka struk-
turalne w obrgbie replikonu.

Ali i wsp. zaobserwowat replikacje subgenomo-
wego RNA w linii komérkowej HEK 293 (Human
Embryonic Kidney), transfekowanej wczesniej przy
pomocy bicistronowego replikonu stworzonego przez
Lohmanna [1,24]. Wynik tych badan zasugerowat
mozliwos¢ replikacji genomu HCV w ro6znych rodza-
jach komorek, co ma istotne znaczenie migdzy innymi
ze wzgledu na sposob leczenia wirusowego zapalenia
watroby typu C. Juz wczes$niej badania polsko-amery-
kanskiej grupy naukowcdéw potwierdzily replikacjg
HCV w innych komoérkach niz hepatocyty (komorki
jednojadrowe krwi obwodowej, szpiku kostnego, tkan-
ki mézgowej oraz wiele innych), natomiast nie udato
si¢ dokona¢ replikacji in vitro RNA wirusa w innej niz
hepatoma (rak watrobowokomorkowy) linii komoérko-
wej [21]. Pod tym wzgledem eksperyment Ali’ego
byl przelomowy. Kontynuowane przez niego bada-
nia pozwolily na zaobserwowanie istotnych zmian
w skuteczno$ci hamowania replikacji replikonu HCV
w liniach Huh-7 1 HEK 293 po zastosowaniu inter-
feronu alfa. Stezenie IFN-«, ktére w 50% hamowato
replikacj¢ wirusa w przypadku linii HEK 293 bylo az
14 razy wigksze niz w Huh-7 [1]. Wynik ten oraz fakt,
iz RNA HCV ulega replikacji w roznych komorkach,
potwierdzity sens prowadzenia badan nad replikacja
oraz jej inhibicja w réznych liniach komoérkowych.
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Ze wzgledu na zréznicowanie HCV pod wzgledem
genotypow, badania nad replikacja RNA w liniach ko-
morkowych prowadzone byly réwniez w kierunku two-
rzenia subgenomowych replikonéw na podstawie RNA
o innych genotypach niz opisany powyzej 1b [15, 16].
Brak mozliwos$ci utworzenia efektywnego systemu
replikacyjnego z wykorzystaniem catego cDNA geno-
typu la [2, 10, 19, 20, 37] nie zniechgcit naukowcdw do
pracy nad subgenomowym replikonem. W 2003 roku
Gu 1 wsp. utworzyt subgenomowy replikon z za-
stosowaniem materiatu genetycznego szczepu H77
(genotyp 1la) [15]. Schemat eksperymentu byt bardzo
podobny do tego, ktory przeprowadzit Lohmann
w 1999 roku [24]. Konstrukt zawierat 5> HCV IRES,
gen neo, EMCV IRES oraz sekwencje wirusowe po-
czawszy od NS3 do konca 3° NTR. Jako kontrolg
zastosowano konstrukt zawierajacy analogiczne se-
kwencje genotypu 1b. Po przeprowadzonej in vitro
transkrypcji, powstate RNA elektroporowano do linii
Huh-7 i prowadzono hodowlg z dodatkiem neomycyny.
W przypadku genotypu la replikacja nie zachodzita.
Wydaje sig, iz nie dochodzito do translacji RNA wiru-
sowego 1 tworzenia biatek wirusowych niezbgdnych
w procesie replikacji [15]. Dalsze do§wiadczenie po-
zwolity na wysunigcie hipotezy, iz pierwsze 200 nu-
kleotyddéw sekwencji NS3 genotypu la moze tworzy¢
drugorzedowa struktur¢ uniemozliwiajaca przytacze-
nie rybosoméw do EMCV IRES [16]. Z tego powodu
Gu podjal probe stworzenia chimerycznych repliko-
néw la-1b. Zmienit swdj konstrukt poprzez zamiang
75-nukleotydowej sekwencji kodujacej N-terminalny
region NS3 na odpowiadajaca temu fragmentowi se-
kwencje genotypu 1b. Po elektroporacji do linii Huh-7
i hodowli z dodatkiem neomycyny udato si¢ uzyskaé
replikacj¢ sekwencji wirusowych. Mimo wszystko re-
plikacja w przypadku genotypu la byta kilkakrotnie
stabsza niz w przypadku 1b. Poziom biatka NS5B
(RNA zaleznej polimerazy RNA) byt 5-10 razy mniej-
szy, kiedy do elektroporacji zastosowano chimeryczny
replikon [15]. Gu i wsp. kontynuowali swoja prace
w kierunku sprawdzenia i poréwnania efektywnosci
interferonu alfa w inhibicji replikacji obu replikondw.
Okazalo sig, iz replikony kodujace polimeraze geno-
typu la byly mniej wrazliwe na dziatanie interferonu.
Wyniki tych badan potwierdzaja znany fakt, iz geno-
typy HCV w rézny sposéb reaguja na terapi¢ anty-
wirusowa [39, 42].

5. Replikacja pelnogenomowego RNA
wirusa zapalenia watroby typu C in vitro
oraz tworzenie zakaznych czastek wirusowych

Pomimo, iz nie udato si¢ stworzy¢ systemu repli-
kacji HCV in vitro na podstawie petnogenomowego
RNA ‘H77’°, naukowcy nie przestali prowadzi¢ badan
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w kierunku replikacji innego pelnogenomowego ge-
notypu wirusa [6, 22, 34, 38, 39, 44]. W 2005 roku
pojawito sig pierwsze doniesienie o udanej probie re-
plikacji catego genomu HCV w linii komoérkowej [34].
Jako material genetyczny wirusa postuzyto RNA ge-
notypu 2a (JFH1 — Japanese Fulminant Hepatitis) wy-
izolowane od japonskiego pacjenta z piorunujacym
zapaleniem watroby. Przepisany na cDNA petnej dtu-
gosci RNA zostal wklonowany w plazmid. Produkt
przeprowadzonej in vitro transkrypcji zostal transfeko-
wany do linii Huh-7. Wyniki tego eksperymentu byty
zaskakujace. Juz po 24 godzinach hodowli wykrywano
w komorkach obecnos$¢ pelnogenomowego JFHI, za$
po 72 godzinach w 70-80% komorek obecnos¢ biatka
rdzeniowego oraz biatek niestrukturalnych wirusa.
Swiadczylo to 0 wysokim poziomie replikacji w komor-
kach transfekowanych przy pomocy JFH1. W super-
natancie pohodowlanym znajdowane byty, przy za-
stosowaniu technik mikroskopii elektronowej, czastki
wirusowe o Srednicy okoto 55nm, czyli wielkos$cia nie
odbiegajace od czastek HCV opisywanych w piSmien-
nictwie [33]. Czastki te byly zakazne zar6wno w sto-
sunku do linii Huh-7, jak i szympansow. Eksperyment
Wakit’ y i wsp. byl pierwsza udana proba przepro-
wadzenia replikacji HCV in vitro z uzyskaniem zakaz-
nych czastek wirusowych. Ponadto postuzyt do po-
twierdzenia wysuwanej wczesniej hipotezy, iz CD81
uczestniczy we wnikaniu wirusa do komorki [13, 28,
31, 43]. Zastosowanie swoistych przeciwciat skiero-
wanych przeciwko CD81 hamowato zakaznos¢ JFH1
w stosunku do linii Huh-7 [34]. Zhong i wsp. kon-
tynuowal badania z zastosowaniem przeciwciat. Inku-
bowat JFH1 z przeciwciatami anty-E2, a nastgpnie
zakazat nimi komorki linii Huh-7. W komoérkach tych
obserwowano 5 razy mniejsze stgzenie HCV RNA,
niz w komoérkach kontrolnych, zakazonych JFH1 [44].
Potwierdzito to wczesniejsze przypuszczenia, iz inter-
akcja biatka E2 z CD81 jest kluczowa w procesie wni-
kania wirusa do komorek [13, 28, 31, 43].

Dalsze eksperymenty pozwolity na uzyskanie linii
komorkowej zawierajacej zintegrowany z genomem
pJFHI. Przy pomocy technik inzynierii genetycznej
zintegrowano cDNA HCV z genomem komorek linii
Huh-7. W ten spos6b uzyskano lini¢ komorkowa, ktora
w stabilny sposob produkowata czastki wirusowe. Ich
zdolno$¢ do infekcji byla hamowana przez zastosowa-
nie monoklonalnych przeciwciat przeciw CDS81 oraz
E2. Cai iwsp. udowodnili rowniez hamujacy wplyw
interferonu alfa na replikacj¢ pelnogenomowego RNA
HCV z konstruktu cDNA zintegrowanego z genomem
komorki, co potwierdzilo skuteczno$é terapii inter-
feronem w przypadku zakazenia genotypem 2a [6].

Ze wzgledu na wspomniane juz zréznicowanie
HCV pod wzgledem genotypow, podejmowano proby
stworzenia systemu replikacji opartego na petnogeno-
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mowych RNA o réznych genotypach [3, 17, 18, 22].
Ciekawe wynikiuzyskat Lindenbach po stworze-
niu chimerycznych pelnogenomowych replikonow. Za-
mieniono sekwencje kodujace biatka strukturalne oraz
biatko NS2 w JFH1 na odpowiadajace temu sekwencje
genotypu la (H77). Uzyskana chimere transfekowano
do linii Huh-7. Replikon 1a/2a replikowal si¢ w komor-
kach, natomiast powstate w ten sposob czastki wiruso-
we nie byty zakazne in vitro. Wyniki te zasugerowaly,
iz pomigdzy sekwencjami kodujacymi strukturalne
1 niestrukturalne biatka moga zachodzi¢ interakcje nie-
zbedne do utworzenia prawidtowo dziatajacego syste-
mu replikacji HCV in vitro [22].

W 2006 roku pojawito si¢ doniesienie o mozliwosci
produkcji czastek zakaznych genotypu la HCV w linii
Huh-7 [39]. Mialo to olbrzymie znaczenie ze wzgledu
na duze rozpowszechnienie tego genotypu wsrod osob
zakazonych HCV oraz wigksza tolerancje¢ na leczenie
interferonem w pordwnaniu z innymi genotypami. Nie-
stety w wyniku prowadzenia hodowli Huh-7, zakazo-
nej wezesniej odpowiednio skonstruowanym repliko-
nem, powstajace czastki wirusowe charakteryzowaty
si¢ duzo mniejsza infekcyjnos$cia in vitro niz czastki
powstate w wyniku zakazenia komodrek materiatem
genetycznym JFH1 (genotyp 2a). Ponadto replikacja
zachodzita tylko po wyselekcjonowaniu mutacji adap-
tacyjnych w obrebie sekwencji NS3, NS4A, NS5A [38,
39]. Mimo wszystko, doswiadczenie to pozwolito na za-
obserwowanie roznic pomigdzy genotypem la oraz 2a,
co moze mie¢ kluczowe znaczenie w terapii antywiru-
sowej. W komorkach zakazonych replikonem zawie-
rajacego RNA genotypu la powstawaty zdecydowa-
nie wigksze ilosci RNA wirusowego niz w przypadku
transfekcji komorek szczepem JFH1. JFH1 produkowat
mniej biatka rdzeniowego i jednocze$nie mniej RNA
wirusowego ulegato sekrecji do supernatantu [39].

6. Podsumowanie

Badania nad stworzeniem systemu replikacyjnego
HCV in vitro trwaja do chwili obecnej. Naukowcom
udato si¢ doprowadzi¢ do replikacji i tworzenia czas-
tek zakaznych genotypu 2a (JFH1) [34]. System ten
pozwolil na poznanie szczeg6low dotyczacych cyklu
replikacyjnego, funkcji poszczegélnych biatek wiru-
sowych oraz skutecznosci stosowanej obecnie terapii
antywirusowej. Jednak doprowadzenie do replikacji
genotypu 1 w liniach komoérkowych okazato sig¢ by¢
o wiele trudniejsze [3, 17, 18, 22, 38, 39]. Opubliko-
wane w 2007 roku wyniki badan Kato i wsp. po-
twierdzity, iz genotypy la oraz 1b replikuja sig in vitro
znacznie stabiej niz JFH1 [18]. Po raz kolejny dostar-
czylto to dowodoéw na istniejace roznice w replikacji
pomiedzy genotypami. Stworzone do tej pory systemy
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replikacji genotypu 1 wymagaja dalszych badan, gdyz
ograniczona zdolno$¢ replikacji nie pozwala na pro-
wadzenie sukcesywnych oraz wiarygodnych badan
nad biologia molekularna tego wirusa. Jednocze$nie
uniemozliwia to znalezienie nowych, skuteczniejszych
zwiazkdéw antywirusowych, co w przypadku genoty-
pu 1 ma szczegdlne znaczenie ze wzgledu na jego roz-
powszechnienie. Genotyp ten jest rOwniez uwazany za
sprawce wickszosci uszkodzen watroby oraz innych
powiktan powodowanych przez zakazenie HCV [4, 11].
Gorsza odpowiedz genotypu 1 na terapi¢ interfero-
nem zmusza do koniecznosci stworzenia nowego leku,
w czym niewatpliwie olbrzymia rolg odegratyby bada-
nia prowadzone na liniach komoérkowych. Dlatego tak
duze znaczenie ma stworzenie odpowiednio funkcjo-
nujacego systemu replikacji in vitro dla genotypu 1.
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1. Charakterystyka chlamydii i biatek HSP. 2. Chlamydialne biatko HSP10. 3. Chlamydialne biatko HSP60. 4. Chlamydialne biatko
HSP70. 4. Podsumowanie

Heat shock proteins (HSPs) and chlamydiosis and chlamydophilosis

Abstract: Heat shock proteins (HSPs) are a conservative group of proteins, which are produced by prokaryotic and eukaryotic cells
in response to external signals. HSPs are divided into six groups depending on their molecular weight. Three groups of HSPs:
HSP10, HSP60 and HSP70 are involved in infections with Chlamydia and Chlamydophila. Studies have shown that HSPs are
connected with primary and secondary infections with Chlamydia (C.) trachomatis and Chlamydophila (Cp.) pneumoniae. HSPs
can stimulate cells of the immunological system, increasing the synthesis of proinflammatory cytokines (IFNy, TNFe, IL-1f, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12, IL-23), which in turn enhance the pathogenic potential of these bacteria, as demonstrated in experimental infec-
tions in animals. Cooperation of human and chlamydial HSP60 increases the pathogenicity of Chl. pneumoniae, which was shown
in coronary heart disease. On the other hand, detection of anti-HSP antibodies in serum can indicate infection with Chlamydia or
Chlamydophila. In summary, heat shock proteins are responsible for pathogenic effect of Chlamydia and Chlamydophila, but may

also be used in diagnosis of these bacteria.

1. Characteristics of chlamydiae and HSPs. 2. Chlamydial HSP10. 3. Chlamydial HSP60. 4. Chlamydial HSP70. 4. Summary

Slowa kluczowe:
Key words:

HSP, C. trachomatis, Cp. pneumoniae
HSPs, C. trachomatis, Cp. pneumoniae

1. Chlamydie i chlamydofile oraz bialka HSP

Bakterie z rodzajow Chlamydia sp. i Chlamydo-
phila sp., sa unikalnymi organizmami prokariotyczny-
mi, bo wyr6znia je bytowanie wewnatrzkomorkowe
w wytworzonych inkluzjach w komorkach gospodarza,
odmienna morfologia, a takze ich cykl zyciowy [53].
Ta ostatnia cecha to unikalny, wystgpujacy tylko u nich,
cykl rozwojowy trwajacy 48—72 godziny, w ktoérym
wystepuja dwie formy morfologiczne: ciatko elemen-
tarne — EB (elementary body) — jako forma zakazna
1 ciatko siateczkowate — RB (reticulate body) jako for-
ma aktywna metabolicznie — nie zakazna [53]. Zaraz-
ki te powszechne w $rodowisku sa odpowiedzialne za
wywolywanie wielu chorob, wystepujacych w réznej
postaci, u ludzi i zwierzat (tab. I). Ich patogenno$¢ jest
zwiazana migdzy innymi z osiadaniem powierzchnio-
wych antygenow w obrebie ktorych znajduje sig jeden
antygen, ktdrego obecnos¢ jast warunkowana biatkami
szoku termicznego (HSP — heat shock protein) [4, 18,
25, 46, 56]. Biatka HSP tworza duza rodzing filo-
genetycznie konserwatywna, pod wzgledem budowy
i funkcji [7, 48]. Syntezowane sg zard6wno przez orga-

nizmy prokariotyczne jak i eukariotyczne, w odpowie-
dzi na bodzce zewngtrzne i wewngetrzne. Jako biatka
opiekuncze (chaperonowe) oddzialywuja m.in. na wie-
le procesow fizjologicznych, w tym syntezg i trans-
port biatek w komorce [7, 48]. Obecnie HSP dzieli si¢
na 6 klas w zaleznosci od masy czasteczkowej i sq to:
HSP100 (100-110 kDa), HSP90 (90 kDa), HSP70
(70 kDa), HSP60 (60 kDa), HSP40 (40 kDa) i sHSP
(male biatka HSP 10-30 kDa) [7, 48]. Do tej pory
wykazano, ze 3 chlamydialne HSP (HSP10, HSP60,
HSP70), sposrod 6 opisanych klas HSP, moga by¢
wskaznikami zakazenia i przebiegu chorob wywoty-
wanych przez te zarazki lub sa czynnikami wywotuja-
cymi odpowiedz immunologiczna [1-6, 810, 14-20,
23-28, 30-48, 54-64].

2. Chlamydialne bialko HSP10 (cHSP10)

Biatko cHSP10 ma mase czasteczkowa 10 kDa,
wystepuje w btonie zewngtrznej chlamydialnych cia-
fek EB i jest wysoce konserwatywne [10]. Gtowna
funkcje petni w chronicznych i wtornych zakazeniach

* Autor korespondencyjny: Katedra Mikrobiologii i Immunologii Wydziat Nauk Przyrodniczych Uniwersytet Szczecinski,
ul. Felczaka 3¢, 71-412 Szczecin, tel. (091) 444 16 05, 444 15 92; fax (091) 444 16 05; e-mail: kurpl13@univ.szczecin.pl
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Tablica I

Charakterystyka zarazkow z rodziny Chlamydiaceae [21, 52, 53].

Gatunek

Biowar

Serowar

Zmiany chorobowe

Immunotyp

Chlamydia
trachomatis

Trachoma

A,B,Ba, C

D, Da,E, F, G,
H,1,1a,J, K

LGV

L1,L2,L3,L2a

Wykazano istnienie

endemiczna trachoma (jaglica) (cztowiek)

1 immunotypu*

choroby drég moczowo-plciowych: nierzezaczkowe

i porzezaczkowe zapalenie cewki moczowej, zapalenie
prostaty, zapalenie najadrzy, nieptodnos¢ mezczyzn,
zapalenie szyjki macicy, rak szyjki macicy, zapalenie
moczowodu; zapalenie narzadow miednicy mniejszej
(PID), nieptodnosc¢ kobiet, zapalenie odbytnicy, syndrom
Fitz-Hugh-Curtisa, syndrom Reitera; zapalenie spojowek
noworodkow, zapalenie ptuc noworodkow, zespot SIDS
(cztowiek); bezobjawowe zakazenie u bydla**

lymphogranuloma venereum (ziarniniak weneryczny)
(cztowiek)

Chlamydia

SUis

Brak danych

Brak danych

Brak danych

zapalenie spojowek, pluc, jelit, osierdzia, stawow,
ronienia i stabo§¢ noworodkdéw ($winie); zapalenie cewki
moczowej i najadrzy (dziki)

Chlamydia
muridarum

Brak danych

Brak danych

Brak danych

zapalenie ptuc i jelit (myszy, chomiki);
zapalenie najadrzy (szczury)

Chlamydophila
pneumoniae

TWAR

TW-183, AR-37,
AR-277, AR-388,
AR-427, AR-231,
LR-65

Koala

Brak danych

Equine

Brak danych

Brak danych

schorzenia dolnych i gornych drég oddechowych:
zapalenie oskrzeli i ptuc, astma, obturacyjna choroba ptuc,
sarkoidoza; choroby uktadu krazenia: choroba wiencowa,
miazdzyca, t¢tniaki aorty; choroby uktadu nerwowego:
choroba Alzheimera, stwardnienie rozsiane; odczynowe
zapalenie stawow; chtoniaki T-komorkowe skory
(ziarniniak grzybiasty, syndrom Sezary’ego), stan przed-
rzucawkowy (czlowiek); zapalenie ptuc, migsnia sercowego
i jelit (z6lwie); zapalenie i obrzek watroby (krokodyle);
zmiany watrobowe, degeneracja i zapalenie nerek,
zapalenie migé$nia sercowego i nekroza $ledziony (zaby)

schorzenia droég oddechowych, oczu, drég moczowo-
-ptciowych (koala); zapalenie ptuc, anemia (zaby)

schorzenia gornych drég oddechowych, zapalenie spojowek,
watroby i stawow, zwyrodnienie m6zgu (konie)

Chlamydophila
psittaci

Brak danych

A,B,C,D,E,
M56

WC

Wykazano istnienie
1 immunotypu *

zapalenie spojowki i rogdwki, schorzenia drog oddecho-
wych, zaburzenia nerwowe, utrata pior i zmniejszona
plodno$¢, zamieranie zarodkow (ptaki dzikie i domowe);
zapalenie stawow, spojowek, watroby, zwyrodnienie
moézgu (konie); zapalenia oskrzeli i ptuc, wsierdzia,
migsnia sercowego, mozgu, opon moézgowych i rdzenia
nerwowego, uszkodzenie nerek (czlowiek); zapalenie
rogowki i spojowki oraz ptuc (psy)

zapalenie jelit (bydto)

Chlamydophila
abortus

Brak danych

Brak danych

Wykazano istnienie
2 immunotypow*

ronienia, stabos¢ noworodkow (bydto, owce, kozy, konie,
$winie); zapalenie btony $§luzowej macicy i pochwy
(kozy); zapalenie spojowek, ptuc, mézgu, stawow,
ronienia (psy); obnizona ptodnos¢, §mier¢ ptodow,
wodogtowie, zapalenie spojowek i ptuc (kréliki); ronienia
i stabo§¢ noworodkow, zapalenie ptuc (cztowiek)

Chlamydophila|Brak danych| Brak danych Brak danych niezyt nosa, zapalenie spojowek i atypowe zapalenie ptuc

felis (koty); zapalenie mig$nia sercowego i klgbuszkow
nerkowych (czltowiek)

Chlamydophila|Brak danych| Brak danych Brak danych zapalenie spojowek (§winka morska)

caviae

Chlamydophila|Brak danych| Brak danych Brak danych zapalenie spojowek, $lepota, schorzenia drég oddechowy,

pecorum bezptodnosé (koala); zapalenie spojowek, pluc, stawow,

mozgu, ronienia (owce, bydlo); zapalenie narzadow
miednicy mniejszej, bezptodno$é, poronienia, zapalenie
sluzowki macicy (owce); zapalenie macicy, bezptodnos¢
(bydlto); ronienia ($winie);

* — w badaniach zjawisk odpornosciowych u krolikéw immunizowanych 3 szczepami Chlamydia psittaci (obecnie Cp. psittaci
i Cp. abortus) oraz jednym szczepem C. trachomatis, zarejestrowano odmienny obraz odpornosciowy, na podstawie ktorego
wyodrgbniono 1 immunotyp w obregbie C. trachomatis i Cp. psittaci oraz 2 immunotypy w obrgbie Cp. abortus. [48-50]

** — wykazano w nasieniu buhajow obecnosé¢ C. trachomatis [22]
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ludzi wywotanych przez Chlamydia (C.) trachomatis
[10]. cHSP10 jest takze homologiem czynnika wczes-
nej ciazy (EPF — early pregnancy factor), ktory wy-
stepuje u kobiet cigzarnych, cho¢ takze stwierdza sig
go w surowicy krwi obok przeciwciat anty-HSP10,
u kobiet po przebytej infekcji C. trachomatis [9]. Wy-
kazano, ze stymulacja cHSP10 limfocytow o nieokres-
lonym fenotypie, pobranych z blony $luzowej szyjki
macicy od kobiet zainfekowanych C. trachomatis,
zwigksza ich proliferacjg [1]. Takze u kobiet w pier-
wotnej infekcji na tle C. trachomatis obserwuje sig,
w wyniku stymulacji cHSP10 tego zarazka, podwyz-
szona syntez¢ surowiczych IgG i IgA [1]. Dalszym do-
wodem oddzialywania tych bialek u kobiet z bez-
ptodnoscia na tle C. trachomatis, jest podwyzszony
poziom surowiczych przeciwciat IgA [34]. Podobnie
podwyzszong reakcje serologiczna na cHSP10 C. tra-
chomatis, zaobserwowano u kobiet z bezplodnos$cia
jajowodowa (TFI — tubal factor infertility) [41]. Udziat
HSP10 wykazano takze in vitro w hodowli komorek
HEp-2 zakazonych Chlamydophila (Cp.) pneumoniae
—szczep A03, gdzie stwierdzono wyzszy poziom eks-
presji cHSP10 po dodaniu do hodowli IFNg i za-
dziataniu na nie temperatura 42°C [47]. W analogicz-
nych warunkach wykazano, ze rekombinowane biatko
cHSP10 Cp. pneumoniae, moze stymulowac, cho¢ sta-
biej niz rekombinowane cHSP60, dojrzewanie mono-
cytarnych komérek dendrytycznych (MDDC — mono-
cyte-derived dendritic cells) [2].

3. Chlamydialne bialko HSP60 (cHSP60)

cHSP60 (masa czasteczkowa 60 kDa) wystepuje
analogicznie jak i HSP10 w btonie zewngtrznej ciatek
elementarnych (EB) chlamydii i jest okreslane jako
biatko GroEL1 [4, 46]. Nalezy ono do grupy chapero-
néw, ktorych zadaniem jest ochrona biatek tych bak-
terii w stanach fizjologicznych przed denaturacja i roz-
padem oraz ochrong w trakcie stresu termicznego [13,
64]. Wykazano in vitro, ze cHSP60 Cp. pneumoniae
— szczep J-138, inicjuje wzrost szczurzych komorek
migsni gladkich naczyn, co moze by¢ dowodem, ze
ten mechanizm zachodzi przy powstawaniu blaszek
miazdzycowych w naczyniach u ludzi podczas infek-
cji ta bakteria [27]. Natomiast w przypadku zakazenia
komorek Hep-2 Cp. pneumoniae — izolat GiD, stwier-
dzono ze bialko GroEL1 (cHSP60), warunkuje pato-
genno$¢ tej bakterii, gdyz poprzez stymulacjg translo-
kacji czynnika NF-kB dochodzi do aktywacji komoérek
nabtonkowych [63].

Rolg biatka HSP60, potwierdzaja obserwacje in
vitro w hodowli komorek HEp-2 po zadziataniu na nig
IFNY i przy ograniczeniu Zelaza, jak i w odpowiedzi
na temperaturg 42°C, w ktorej stwierdzono wzrost eks-
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presji cHSP60 Cp. pneumoniae — szczep A03 [47].
Podobnie in vivo u myszy, wykazano, ze cHSP60
Cp. pneumoniae, indukuje poprzez stymulacjg TLR-2
i1 TLR-4, dojrzewanie komoérek dendrytycznych ze
szpiku (BMDDC — bone marrow-derived dendritic
cells) [16]. W innym do$wiadczeniu, tez in vivo, wy-
kazano u myszy, ze cHSP60 Cp. pneumoniae hamuje
ekspresj¢ TNF, powodujac rownoczesnie akumulacje
komoérek PMN w jamie otrzewnej, co prowadzi po-
przez receptory TLR-2 i TLR-4 do indukcji procesow
zapalnych [17]. Wykazano takze, ze bialko HSP60
C. trachomatis w hodowli trofoblastow stymuluje tak-
ze apoptozg, poprzez wlaczenie kaspazy-3, -8 1-9 [25].
Potwierdzono to u kobiet z zapaleniem narzadow
miednicy mniejszej (PID — pelvic inflammatory di-
sease), wywotanym na tle C. trachomatis, u ktérych
stwierdzono podwyzszony poziom przeciwciat dla
chlamydialnego HSP60 [26, 44, 55, 61, 62]. Sugeruje
sig, ze stwierdzany wysoki poziom przeciwcial anty-
cHSP60 u kobiet zwigksza dwu- lub nawet trzykrotnie,
potencjalng mozliwoé¢ zachorowania na PID w wyniku
infekcji C. trachomatis [55]. Dowiedziono takze, ze
w trakcie PID u kobiet zakazonych C. trachomatis od-
powiedz ich organizmu na cHSP60, objawia si¢ obni-
zong sekrecja IFNy przez limfocyty krwi obwodowe;j
[20]. Takze in vitro, gdzie wykorzystano rekombino-
wane biatko cHSP60, wykazano pobudzenie prolifera-
¢cji limfocytow o nieokreslonym fenotypie pochodzace
z krwi obwodowej od kobiet cierpiacych na bezplod-
nos$¢ zwiazang z zakazeniem C. trachomatis [60].
Dowiedziono takze, ze kobiety z bezptodnoscia
i zakazone C. trachomatis, wykazuja podwyzszony
poziom surowiczych przeciwciat IgA przeciw cHSP60
C. trachomatis [36] oraz zwigkszong syntezg IFN-vy,
IL-10 i TNFa przez komoérki mononuklearne, pocho-
dzace z btony $luzowej drog rodnych [58]. Opisano
takze podwyzszony poziom przeciwciat IgG u kobiet
z pierwotna infekcja C. trachomatis, gdy u kobiet
z nawracajacym zakazeniem na tle tego zarazka, za-
rejestrowano dodatkowo podwyzszony poziom prze-
ciwcial anty-HSP60 oraz IFNy [1]. Takze u kobiet
z podejrzeniem bezptodnosci wywotanym przez C. tra-
chomatis, stwierdza si¢ z reguty wzrost przeciwciat
anty-cHSP60 oraz surowiczych przeciwciat dla tej
bakterii [15]. Hipotezg wzrostu przeciwciat dla chla-
mydialnego HSP60 potwierdzono u kobiet z dysfunk-
cja jajowodow na tle infekcji C. trachomatis [6]. Nad-
to u kobiet z wtornym zakazeniem C. trachomatis,
rowniez zarejestrowano wysoki poziom przeciwcial
anty-cHSP60, ktory korelowat dodatkowo z objawa-
mi chorobowymi [24]. Natomiast u kobiet z chlamy-
dialna bezptodnoscia jajowodowa, przyjmuje si¢, ze
cHSP60 indukujac sekrecj¢ IFNYy oraz IL-10, staje si¢
elementem patogenezy wspomnianego stanu choro-
bowego [37]. Réwniez u kobiet, ktore mialy problemy
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z zajsciem w ciaz¢ z powodu chlamydialnej infekcji
jajowodow, zarejestrowano nie tylko podwyzszony
poziom przeciwcial anty-cHSP60, ale takze przeciw-
ciat klasy IgA i IgG [30]. Podobnie wysoki poziom
przeciwciat anty-HSP60 C. trachomatis, stwierdzono
u kobiet leczacych si¢ z powodu bezptodnosci, przy
czym stosunkowo wysoki odsetek wynikdw dodatnich
byt rejestrowany u kobiet po zabiegach zaptodnienia
in vitro [35]. Natomiast u kobiet ci¢zarnych i zakazo-
nych C. trachomatis wykazano, ze krzyzowa reakcja
chlamydialnego i ludzkiego HSP60, ktore pojawia sig
we wcezesnej fazie embriogenezy, jest przyczyna de-
strukcji embrionu i zaburzen rozwoju ptodu [26, 35].
Roéwniez u kobiet zakazonych C. trachomatis — sero-
war E, stwierdzono in vitro w komorkach nablonko-
wych btony Sluzowej macicy, ze w przypadku obnize-
nia poziomu Zelaza nastgpuje wzrost ekspresji biatka
cHSP60 [40]. Sugeruje to, ze cHSP60 C. trachomatis,
moze by¢ jednym z czynnikéw onkogenezy nowotwo-
réw jajnikoéw, gdyz akumulacja egzogennego cHSP60
w cytoplazmie komorek zakazonych, prowadzi do za-
hamowania apoptozy, co moze prowadzi¢ do powsta-
nia komoérek nowotworowych [23].

Réwniez u mezezyzn z nierzezaczkowym zapale-
niem cewki moczowej (NGU — Non-Gonococcal Ure-
thritis) na tle C. trachomatis, stwierdzono obecnosé
w surowicy krwi biatek HSP60, co moze dowodzi¢ ich
udzialu w powstawaniu tego schorzenia [32]. Takze
podwyzszony poziom przeciwciat anty-cHSP60 w ja-
glicy u 0s6b chorych, moze by¢ dowodem ich udziatu
w tym schorzeniu [54]. Morrison i wsp. [45]
stwierdzili u $winek morskich zakazonych Cp. psitaci
— szczep GPIC, nagromadzenie si¢ limfocytow i mo-
nocytow w blonie §luzowej oka, powstatej wskutek
indukcji odpowiedzi komoérkowej typu poznego (DTH
— delayed-type hypersensitivity) przez cHSP60. Odpo-
wiedz w postaci dodatniego odczynu DTH uzyskano
takze u malp z zapaleniem jajowodu na tle C. tracho-
matis, ktorym podano rekombinowane cHSP60 [12]
oraz u makakow zakazonych eksperymentalnie C. tra-
chomatis — serowar E, w odpowiedzi na chlamydialne
biatko HSP60 [42]. Takze reakcj¢ DTH oraz podwyz-
szony poziom IgG2a w surowicy zarejestrowano u my-
szy, ktorym podano szczepionkg DNA zawierajaca gen
kodujacy biatko HSP60 (groEL) Cp. abortus — szczep
AB7 [31]. Dowiedziono, ze rekombinowane chlamy-
dialne HSP60 C. trachomatis oraz ludzkie HSP60,
aktywuje in vitro ludzkie komorki $rodbtonka naczyn,
migsni gladkich oraz monocytow-makrofagow, do wy-
dzielania selektyny E, ICAM-1, V-CAM-1 oraz IL-6
[38], zas oddzialywujac nim w analogicznych warun-
kach na ludzkie monocyty, stwierdzono intensywna
syntezg IL-1p, IL-6 i IL-8, selektyny E, ICAM-1 oraz
VCAM-1 [43]. Wyniki tych badan [38, 43] sugeruja,
ze wspoltdziatanie chlamydialnego i ludzkiego HSP60
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[38] prowadzac do indukcji selektyn i cytokin, w tym
cytokin zapalnych [43], powoduje zaostrzenie si¢ sta-
nu zapalnego w infekcji na tle tych zarazkow, co jest
m.in. grozne w przypadku miazdzycy naczyn krwio-
nos$nych u ludzi w przypadku zakazenia Cp. pneumo-
niae. Podobne pobudzenie syntezy I1-1f, IL-6, IL-8
oraz TNFa przez komorki linii THP-1 (THP-1 — ludz-
kie komoérki promielomonocytarne) zanotowano po
stymulacji rekombinowanym cHSP60 C. trachomatis
[5]. Ponadto wykazano, ze w trakcie zakazenia ludzi
Cp. pneumoniae, dochodzi do reakcji krzyzowej po-
migdzy chlamydialnym, a ludzkim HSP60, znajduja-
cym si¢ w ztogach plytek miazdzycowych, co praw-
dopodobnie doprowadza do aktywacji limfocytéw T
wobec wilasnych komorek $rddblonka naczyn i co
w efekcie powoduje uszkodzenie, a wigc sytuacje
utatwiajaca odkladanie si¢ ztogéw lipidowych [8].
Potwierdzono to in vitro z ludzkimi makrofagami po-
branymi od 0s6b z miazdzyca, gdzie biatko cHSP60
Cp. pneumoniae, reagujac z ludzkim biatkiem HSP60,
indukowato syntez¢ i wydzielanie TNFoo i MMP-9
(MMP-9 — matrix metalloproteinase-9 — metaloprotei-
naza macierzy-9) przez te komodrki [39]. Obserwacja
ta wyjasnita fakt, ze u pacjentdow z dusznica bolesna,
choroba wienicowa i zawatem mig$nia sercowego [14]
oraz u pacjentdOw z ostrym syndromem wiencowym
[11], stwierdza si¢ podwyzszony poziom surowiczych
przeciwcial anty-cHSP60 Cp. pneumoniae. Wykazano
u 0s6b z choroba wiencowa, ze podwyzszony poziom
przeciwcial anty-cHSP60 Cp. pneumoniae, nie idzie
zawsze w parze z podwyzszonym poziomem przeciw-
cial anty-Cp. pneumoniae klasy IgG i IgA [28]. Dal-
szym dowodem roli cHSP60 Cp. pneumoniae w pato-
genezie schorzen serca, jest to, ze u osob zmartych na
ostry zawal migénia sercowego zarejestrowano obec-
nos$¢ tego biatka Cp. pneumoniae w catym ,,drzewie
wiencowym” [56]. Udziat tych bialek potwierdzono
rowniez u osob z choroba niedokrwienna serca oraz
u oso6b cierpiacych na astme, u ktérych stwierdzo-
no podwyzszony poziom przeciwciat anty-cHSP60
Cp. pneumoniae [29, 33, 34]. Nalezy takze dodac,
ze badania Steptoe i wsp. [59] z 2007 roku, wpraw-
dzie nie wykazaty korelacji pomigdzy chorobami ser-
cowo-naczyniowymi, a obecno$cia przeciwcial anty-
Cp. pneumoniae i ludzkim HSP60, to autorzy sugeru-
ja, ze fakt ten moze réwniez wskazywac na ochronna
rol¢ ludzkich biatek HSP60 w tych infekcjach [59]. Wy-
kazano, ze rekombinowane biatko cHSP60 Cp. pneu-
moniae, wzmaga 1 indukuje in vitro dojrzewanie ludz-
kich monocytarnych komoérek dendrytycznych (MDDC)
oraz powoduje polaryzacje limfocytow T poprzez eks-
presj¢ mRNA podjednostek formujacych IL-12 1 IL-23
[2]. W innym do$wiadczeniu [3] wykazano, Ze rekom-
binowane bialtko cHSP60 Cp. prneumoniae, indukuje
in vitro proliferacj¢ zaréwno ludzkich jak i mysich
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limfocytéw krwi obwodowej, a dodatkowo wzmaga
sekrecj¢ IFNy w ludzkich limfocytach oraz zwigksza
reakcje limfocytow typu DTH u myszy. Rowniez
u 0soéb z regionu gdzie wystepuje endemicznie jagli-
ca, z wykorzystaniem rekombinowanego, gatunkowo
swoistego dla Chlamydiaceae biatka HSP60, stwier-
dzono podwyzszony poziom przeciwciat klasy IgG dla
C. trachomatis, Cp. pneumoniae oraz Cp. psittaci [19].
W badaniu tym wykazano udzialu w patogenezie ja-
glicy, oprocz C. trachomatis, dodatkowo Cp. pneumo-
niae oraz Cp. psittaci [19].

3. Chlamydialne bialko HSP70 (cHSP70)

cHSP70 jest to bialko o masie czast. 75 kDa i po-
dobnie jak HSP10 i HSP60, wystgpujace w blonie ze-
wngtrznej cialek EB 1 wykazuje wysoka immunogen-
no$¢ [18]. Rola tego biatka u C. trachomatis, to gtdbwnie
utrzymanie integralno$ci btony zewngtrznej ciatek EB,
co pozwala na utrzymanie specyficznej rownowagi po-
miedzy ta bakteria, a komodrka gospodarza, a nadto bie-
rze ono udziat w przemianach EB w forme¢ aktywna
metabolicznie, czyli w ciatko RB [56]. Zarejestrowano
takze wysoka ekspresj¢ cHSP70 w hodowli komorek
HEp-2 zakazonych Cp. pneumoniae — szczep A03,
po traktowaniu hodowli IFNg oraz przy ograniczeniu
jonow zelaza i w odpowiedzi temperaturg 42°C [47].

4. Podsumowanie

Z przegladu piSmiennictwa wynika, ze chlamy-
dialne biatka szoku termicznego (cHSP10, cHSP60,
cHSP70) biora udziat w patogenezie chlamydioz i
chlamydofiloz m.in. poprzez indukowanie sekrecji cy-
tokin prozapalnych (IFNy, TNFa, IL-1f, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12, IL-23). Dzieje si¢ tak w drogach rod-
nych kobiet zakazonych C. trachomatis, gdzie do-
chodzi do uszkodzen jajowoddw, w wyniku stymula-
cji czastek adhezyjnych komorek §rodbtonka naczyn
1 migsni gladkich, co utatwia agregacije C. trachomatis.
Podobny mechanizm przebiega w przypadku miazdzy-
cy naczyn wywolanej Cp. pneumoniae, ktdra poprzez
interakcje z ludzkim biatkiem HSP60 na makrofagach,
stymuluje te komorki do wydzielania cytokin, ktore
prowadza do uszkodzenia $cian naczyn wiencowych.
Z drugiej strony trzeba stwierdzi¢, ze rejestrowana
obecnos¢ przeciwciat anty-cHSP60, moze by¢ wyko-
rzystywana w diagnostyce schorzen chlamydialnych
takich jak schorzenia sercowo-naczyniowe czy jagli-
ca. Szczegolnie przydatne wydaje si¢ by¢ oznaczanie
tych przeciwciat w chorobach uktadu krazenia ze
wzgledu na udziat Cp. pneumoniae w etiologii m.in.
zawalu mig$nia sercowego, dusznicy bolesnej czy cho-
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roby wiencowej. Z przytoczonym danych wynika, ze
niezaleznie od ochronnej roli biatek szoku termiczne-
go w komorce, biorg one takze aktywny udziat w pa-
togenezie chlamydioz i chlamydofiloz, co praktycznie
mozna wykorzysta¢ to zar6wno w diagnostyce jak
1 w monitorowaniu choréb wywotanych przez nie.
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Mycotoxigenic phythopathogenic fungi of Fusarium genus and their identification by PCR techniques

Abstract: Fungi belonging to the genus Fusarium are recognized as one of the most dangerous pathogens causing serious plant,
human and animal diseases. In addition, they are able to produce very toxic compounds knows as mycotoxins. Mycotoxins have
various toxic effects on microorganisms, plants, animals and humans. The most common mycotoxins found in the natural environ-
ment are zearalenone and trochothecenes, including deoxynivalenol. These compounds cause disorders and deformations during
plant growth. They also cause human and animal diseases connected with digestive, reproductive and immune system. Lots of genes
are recognized in the biosynthesis of these mycotoxins. Essential genes in trichothecenes synthesis are 7775 and 7ri7 genes, and in
zearalenone synthesis another two genes PKS4 and PKS14.

Molecular methods based on PCR allow to evaluation of mycotoxicity of filamentous fungi. The easiest and most frequently
used method is SCAR. Other molecular analyses like RT-PCR and Real-Time PCR are very expensive methods but are also very
sensitive and less and less labour-intensive and thus are used in this kind of tests as well.

1. Introduction. 2. Characterization of Fusarium genus. 2.1. Morfology. 2.2. Characterization of important Fusarium species.
2.2.1. Fusarium culmorum. 2.2.2. Fusarium graminearum. 2.2.3. Fusarium poae. 2.3. Diseases caused by Fusarium sp.
3. Mycotoxins. 4. Fusarium mycotoxins. 4.1. Beauvericins, moniliformin, fumonisins. 4.2. Zearalenone. 4.3. Trichothecenes.
4.3.1 Type B trichothecenes. 4.3.2. Type A trichothecenes. 5. Occurence of fusarium mycotoxins worldwide and in Poland. 6. The
most important factors involved in mycotoxins synthesis. 7. Genes involved in the biosynthesis of zearalenone and trichothecenes. 7.1.
Characterization of 7ri5, Tri7, Tri3 1 Tril3. 7.2. Characterization of PKS4 and PKS13. 8. Molecular methods. 8.1. Detection and
identification methods based on PCR. 8.1.1 SCAR. 8.1.2. RT-PCR. 8.1.3. Real-Time PCR. 9. Summary

Stowa kluczowe: Fusarium sp, mikotoksyny, PCR, trichoteceny, zearalenon
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1. Wprowadzenie

Grzyby z rodzaju Fusarium naleza do najczeSciej
izolowanych patogendéw upraw rolniczych na $wiecie
[28]. Sa one przyczyna olbrzymich strat gospodar-
czych, ktore wynikaja z wysokiej patogennosci i tok-
synotworczosci, dlatego tez uznano je za jedne z naj-
grozniejszych grzybow strzgpkowych. Fusaria infekuja
uprawy roslinne o podstawowym znaczeniu gospodar-
czym dla cztowieka [15]. Posiadaja takze zdolno$¢
do syntezy wysoce niebezpiecznych i toksycznych
metabolitow, zwanych mikotoksynami [47].

Mikotoksyny tworzone przez Fusaria okreslono
mianem mikotoksyn fuzaryjnych. Uwaza sig, iz ode-
graly one istotna rol¢ w historii, poczawszy od $rednio-
wiecznej Europy, przez czasy kolonialne obu Ameryk,

az do czasow obecnych. Dodatkowo wysuwano liczne
hipotezy, iz mikotoksyny produkowane przez Fusaria
mogly by¢ przyczyna wyginigcia Etruskéw czy pomo-
ru w Atenach w V w p.n.e. [15, 60].

W $rodowisku naturalnym wykrywa si¢ obecnos¢
kilku klas mikotoksyn fuzaryjnych: zearalenonu, tricho-
tecenow, fumonizyn, moniliforminy oraz bowerycyny.
Wykazuja one dziatanie toksyczne w stosunku do
mikroorganizmoéw, roslin, a takze ludzi i zwierzat [57].
Zwiazki te wytwarzane sg przewaznie przez: F. cul-
morum, F. graminearum, F. nivale, F. avenaceum,
F. sporotrichioides, F. poae, F. oxysporum, F. verti-
cillioides [49, 52, 58]. Na tereniec Polski dominuja
F. culmorum, F. graminearum 3, 38].

Problemy wynikajace z patogennos$ci i zdolnosci do
syntezy mikotoksyn przez grzyby z rodzaju Fusarium

* Autor korespondencyjny: Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego, Zaktad Mikrobiologii, ul. Rakowiecka 36,
02-532 Warszawa; (022) 6063680, (022) 606 36 74; ibprs.ibprs@pl; suchorzynska@ibprs.pl
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sa jednym z wazniejszych zagadnien rolnictwa zaro6w-
no w krajach ubogich jak i bogatych. O randze tego
problemu moze §wiadczy¢ fakt, iz w 2006 r. Unia Euro-
pejska wprowadzita ujednolicone normy dla zawartosci
mikotoksyn, ktore najczesciej wystepuja w produktach
pochodzenia zbozowego. Ponadto coraz wigksze zna-
czenie przywiazuje si¢ do metod majacych zapobiegac
zakazeniom plodow rolnych przed zbiorem [38, 57].
Ogromne znaczenie maja techniki pozwalajace na
wczesne wykrycie obecno$ci patogena i okre$lenie jego
zdolno$ci do tworzenia mikotoksyn. Sa to decydujace
1 obecnie podstawowe elementy profilaktyki ochrony
przed zanieczyszczeniem toksynami upraw rolniczych
oraz uzyskiwanych z nich produktow spozywczych
i paszowych [28]. W celu uniknigcia strat upraw spo-
wodowanych tworzeniem przez patogeny mikotoksyn
wykorzystuje si¢ rozne metody biologii molekularne;.
Metody te umozliwiaja szybkie zastosowanie srodkow
zaradczych i1 unikanie skazonej zywnosci [3, 28].

2. Charakterystyka rodzaju Fusarium
2.1. Morfologia

Rodzaj Fusarium zostal utworzony w roku 1809
przez Link’a na podstawie charakterystycznych cech
tj. obecnos¢ kajakowato- Iub bananowato-ksztattnych
zarodnikow konidialnych [43]. Zgodnie z najnowsza
systematyka [43] grzyby z rodzaju Fusarium zostaly
zaliczone do:

Gromady: Eumycota — Grzyby wlasciwe
Podgromady: Fungi imperfecti — Grzyby niedoskonate
Klasy: Hyphomycetes — Strzgpczaki

Rzedu: Moniliades — Moniliowce

Rodziny: Tuberculariaceae — Gruzetkowate

Grzyby z rodzaju Fusarium sa szeroko rozpowszech-
nione w glebie, szczegdlnie zasiedlaja zyzne, urodzajne
gleby, za$ stosunkowo rzadko lesne [33]. Moga rozwi-
jac sig¢ rowniez na réoznych czesciach roslin, resztkach
ros$linnych i innych zwiazkach organicznych [12].

Fusaria tworza zarodniki bezptciowe zwane ko-
nidiami. Wyr6znia si¢ trzy typy zarodnikéw: makro-
konidia, mikrokonidia oraz chlamydospory [43]. Przy
pomocy tych zarodnikow nastepuje rozprzestrzenianie
si¢ grzybow z wiatrem czy deszczem w $rodowisku
naturalnym.

Makrokonidia sa wielokomoérkowe zaokraglone Iub
wydtuzone. Najczesciej przyjmuja ksztalt sierpowaty,
prosty lub grzbietowo-brzuszny. Wielko§¢ makroko-
nidiéw jest stosunkowo stala dla danego gatunku, dla-
tego wykorzystuje sig je do okreslania przynaleznos$ci
do danego gatunku Fusarium sp.

Drugim typem zarodnikéw sa mikrokonidia, wy-
twarzane na pojedynczych fialidach, w rzekomych
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glowkach czy tancuszkach. Przybieraja ksztalt owal-
ny, eliptyczny lub maczugowaty. Obecnos¢ lub brak
mikrokonidiéw jest cecha diagnostyczna za pomoca
ktérej mozna okresli¢ dany izolat do gatunku. Trze-
cim rodzajem zarodnikéw sa chlamydospory. Podob-
nie jak w przypadku mikrokonidiow ich tworzenie
przez izolaty Fusarium sp. jest wazna cecha w iden-
tyfikacji gatunkowej. Zarodniki te moga wystgpowaé
pojedynczo, w parach lub skupieniach [43, 56].

2.2. Charakterystyka waznych gatunkéw Fusarium

2.2.1. Fusarium culmorum

Fusarium culmorum nalezy do sekcji Discolor.
Powszechnie wystgpuje w klimacie umiarkowanym,
dominuje w rejonach chtodniejszych tj. Péinocna, Za-
chodnia Europa. Izolowany jest ze wszystkich czg$ci
ro$lin rolniczych tj. pszenicy, jeczmienia, Zyta, owsa,
kukurydzy, pomidoréw. Toleruje zmiany temperatury
oraz moze rozwija¢ si¢ w warunkach matego poten-
cjalu wodnego. Syntetyzuje zearalenon oraz mikotok-
syny z grupy trichotecenow w tym deoksyniwalenol,
niwalenol [3, 43].

Fusarium culmorum nie tworzy stadium doskonate-
go. Wytwarza krotkie, grube, z mocno wygigta czgscia
grzbietowa makrokonidia. Makrokonidia przedzielone
sa zazwyczaj 3-ma lub 4-ma przegrodami. F. culmorum
nie produkuje mikrokonidiow. Chlamydospory moga
wystgpowac pojedynczo, w tancuszkach i skupieniach
[43, 69]. Z filogenetycznego punktu widzenia jest po-
dobny do F. graminearum oraz do F. crookwellense.

2.2.2. Fusarium graminearum

Fusarium graminearum jest kolejnym waznym fito-
patogenem. Podobnie jak F. culmorum nalezy do sekcji
Discolor. Gatunek ten dominuje na obszarach o kli-
macie cieplejszym jak $rodziemnomorski (Europa
Potudniowa) czy zwrotnikowy porazajac gldwnie zbo-
za drobnoziarniste oraz kukurydzg [3]. Wytwarza dwa
typy konidiéw. Cienkie, dlugie makrokonidia, o ksztal-
cie sierpowatym i prostym, sktadajace si¢ z 5-ciu do
6-ciu przegrod. Drugim typem zarodnikow sa okragte
chlamydospory wystepujace w grzybni pojedynczo,
w skupieniach oraz tancuszkach. Izolaty Fusarium
graminearum przypominaja wygladem F. culmorum,
F crookwellense oraz F. pseudograminearum. Patogen
ten jest zdolny do tworzenia m.in. zearalenonu, fuza-
ryny C oraz metabolitoéw z grupy trichotecenow [43].

2.2.3. Fusarium poae

Fusarium poae jest patogenem zaliczonym do sek-
cji Sporotrichiella, izolowanym przewaznie w klima-
cie umiarkowanym. Jest on czynnikiem chorobotwor-
czym owsa, a takze jeczmienia, pszenicy czy zyta [36].
Krotkie, sierpowate przedzielone 3-ma przegrodami
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makrokonidia oraz chlamydospory tworzone sa bardzo
rzadko. Wytwarza on glownie okragle, nie przedzielo-
ne przegrodami mikrokonidia na monofialidach. F. poae
porazajac wiechy i klosy zboz posiada zdolnos¢ two-
rzenia fuzaryny X, oraz trichotecenow (niwalenolu, fu-
zaryny X, diacetoksyscirpenolu, T-2 toksyny) [36, 43].

2.3. Choroby powodowane przez Fusarium sp.

Stosowane w nowoczesnym rolnictwie uprawy mo-
nokultur bez tradycyjnego ptodozmianu, oszczgdnos-
ciowe systemy uprawy (minimum tillage system) oraz
jednostopniowy zbior plondéw skutkuje wzrostem po-
razenia upraw rolniczych przez patogeny [38].

Grzyby z rodzaju Fusarium infekuja wiele upraw
ro$linnych, w tym zboza drobnoziarniste (pszenica,
pszenzyto, zyto, jeczmien), a takze kukurydze, ziem-
niaki oraz wiele innych ros§lin waznych dla cztowieka
[15, 40, 43]. Rosliny sa porazane w rdznych fazach
rozwojowych, powodujac choroby przed- i powscho-
dowe, tj. fuzaryjna zgorzel podstawy zdzbta i korzeni,
zamieranie ziarna, zgorzel siewek, fuzariozy klosow
i wiech owsa, choroby podsuszkowe czy fuzarioze
ktosow pszenicy (ang. scab, FHB) [15, 36, 46, 58].
Porazone uprawy cechuja si¢ obnizona wartoscia kon-
sumpcyjna i handlowa. Dodatkowo uzyskiwane plony
sa zanieczyszczone niebezpiecznymi dla ludzi i zwie-
rzat mikotoksynami [15, 58, 61]. Niektore z tych
mikotoksyn jak deoksyniwalenol wywieraja dziatanie
fitotoksyczne, przejawiajace si¢ wzmozong patogen-
no$cia grzyboéw [66].

3. Mikotoksyny

Mikotoksyny sa wtornymi metabolitami wytwarza-
nymi gltéwnie przez grzyby z rodzaju Aspergillus, Peni-
cillium 1 Fusarium. Choroby powodowane przez grzy-
by tworzace mikotoksyny to mikotoksykozy, za$ nauka
zajmujaca si¢ ich badaniem nosi nazwe mikotoksyko-
logii [6]. Mikotoksyny moga by¢ produkowane przez
grzyby zardbwno w czasie wzrostu roslin, ale takze
podczas ich przechowywania, transportu i przetwa-
rzania. Ww. zwiazki moga wykazywac dzialanie fito-
toksyczne, zootoksyczne. Poza tym sa szkodliwe dla
innych mikroorganizméw [57]. Metabolity te wykazuja
rozne dziatanie toksyczne tj. cytotoksyczne, genoto-
ksyczne, neurotoksyczne, hepatoksyczne czy immuno-
supresyjne. Wynika to z budowy strukturalnej tych
zwiazkow, ktore moga sktadaé sig od prostych piers-
cieni heterocyklicznych, po nieregularne 6 lub 8 czto-
nowe pierscienie [18, 57].

Zwiazki te moga wchodzi¢ w sposob posredni i bez-
posredni do tancucha pokarmowego ludzi i zwierzat:
posrednio przez spozywanie migsa i mleka zwierzat
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skarmianych skazonymi produktami lub bezposrednio
spozywajac produkty roslinne porazone przez Fusaria
czy inne grzyby strzgpkowe [24].

Obecnie do mikotoksyn zaliczono okoto 400 zwigz-
kow. Pod wzgledem ekonomicznym i toksykologicz-
nym w skali §wiatowej istotne znaczenie ma 5 klas
mikotoksyn: aflatoksyny, ochratoksyny, zearalenon,
fumonizyny i trichoteceny [57, 67].

Aflatoksyny i ochratoksyny sa wytwarzane glownie
przez gatunki grzybow z rodzaju Aspergllus i Penicil-
lium. Grzyby te rozwijaja si¢ w czasie ztego przecho-
wywania produktow zbozowych.

Pozostate klasy mikotoksyn sa produkowane przez
patogenne gatunki Fusarium sp. [18, 24, 57]. Miko-
toksyny tworzone przez Fusaria okreslono mianem
mikotoksyn fuzaryjnych [15, 60].

4. Mikotoksyny fuzaryjne

Grzyby z rodzaju Fusarium ze wzgledu na patogen-
no$¢ oraz wysoka toksycznos$¢ stwarzaja powazne pro-
blemy w nowoczesnym rolnictwie. Wsrod wszystkich
gatunkow Fusarium produkujacych mikotoksyny do
najbardziej mikotoksynotworczych gatunkéw na swie-
cie zaliczono: F. culmorum i F. graminearum. Fusarium
culmorum jest patogenem dominujacym w regionach
chtodniejszych np. w Europie Pdéinocnej, zas F. gra-
minearum w rejonach cieplejszych [24, 52, 58]. Wazne
znaczenie maja rowniez: F. sporotrichioides, F. poae,
E verticillioides, F. oxysporum i F.sambucinum [49].

Fusaria sa w stanie wytwarza¢ kilka mikotoskyn:
moniliforming, bowerycyng, fumonizyneg, zearalenon
oraz trichoteceny [23, 49]. Mikotoksyny fuzaryjne
wykazuja silne, zroznicowane dziatanie toksyczne.

Wystepowanie réznych gatunkow grzybdéw z ro-
dzaju Fusarium jest duzym problemem w rolnictwie.
Wynika to z porazania roslin oraz negatywnego wply-
wu mikotoksyn na ich rozwo6j. Negatywny wplyw na
ro§liny przejawia si¢ zamieraniem komorek, chloro-
zami, zahamowaniem wzrostu roslin, kietkowania na-
sion, zamieraniem ziarna. Mikotoksyny sa czynnikami
wywolujacymi zaburzenia w procesach mitozy
i metabolizmie biatkowym u ro$lin. Wytwarzanie mi-
kotoksyn w strefie korzeniowej roslin uwazane jest za
glowna przyczyng zmian w pobieraniu i rozmieszcza-
niu sktadnikéw pokarmowych w ro§linie m.in. na sku-
tek zahamowania rozwoju korzeni i wto$nikow. Moze
réwniez wplywac niekorzystnie na proces mikoryzy [9].

Zwiazki te kumuluja si¢ w zainfekowanych komor-
kach roslinnych i w ten sposdéb moga takze dostawaé
si¢ do tancucha pokarmowego ludzi i zwierzat [57, 67].
Moga wowczas by¢ przyczyna powaznych chorob,
jak hyperestrogenizm, rozmigkania leukodystroficzne-
go uposledzen watroby, nerek, a takze nowotworow
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(przetyku, watroby) [3, 57]. W dodatku produkty zbo-
Zowe sa coraz czesciej wykorzystywane w przemysle
farmaceutycznym oraz kosmetycznym [36].

Ze wzgledu na powszechno$¢ wystepowania w $ro-
dowisku naturalnym, wynikajace z tego niebezpie-
czenstwo dla ludzi i zwierzat oraz straty gospodarcze
za najwazniejsze mikotoksyny fuzaryjne uznano tricho-
teceny oraz zearalenon [49].

4.1. Bowerycyna, moniliformina, fumonizyny

Bowerycyna (BEA) zostata odkryta jako naturalne
zanieczyszczenie kukurydzy we Wloszech, Austrii,
Polsce oraz Afryce Poludniowej Jest syntetyzowana
przez F. avenaceum, F. proliferatum, F. subglutinans,
F. semitectum [44]. Ten cykliczny heksapipeptyd wy-
kazuje specyficzng aktywno$¢ inhibicji acetylotrans-
ferazy cholesterolu. Moze powodowac apoptoze ko-
morek i fragmentacje DNA. BEA posiada aktywnos$¢
owadobojcza i jest wysoce toksyczna dla larw Arte-
mia salina [59].

Moniliformina (MON) jest wytwarzana przez F. ver-
ticilloides, F. proliferatum, F. subglutinas i F. oxyspo-
rum [65]. Moniliformina jest silnie kardiotoksyczna
mikotoksyna, Dlugotrwate spozywanie produktow za-
nieczyszczonych ta toksyna jest czynnikiem powodu-
jacym wady serca [24, 55].

Fumonizyny produkowane sa przez F. verticillio-
ides, F. proliferatum, F. nygamai, F. napiforme. Zostaty
podzielone na trzy grupy A, B, C, na podstawie roznic
w strukturze chemicznej. Do najwazniejszych fumo-
nizyn nalezy fumonizyna B1, fumonizyna B2 i fumo-
nizyna B3 [39, 50]. Fumonizyny stanowia powszechne
zanieczyszczenie produktéw konsumpcyjnych i pasz
otrzymywanych z kukurydzy, w takich regionach jak
Chiny, Europa, Afryka Potudniowa i Ameryka Ponoc-
na. Dziatanie tych mikotoksyn zostato skorelowane
z metabolizmem sfingolipidow zaangazowanych w re-
gulacje cyklu komérkowego w komorkach roslinnych,
roznicowaniem i zamieraniem komorek, indukowaniem
stresu oksydacyjnego [16, 57, 60, 67].

4.2. Zearalenon

Zearalenon (ZEA) tworzony jest glownie przez
F. culmorum 1 F. graminearum. Sklasyfikowano go
jako niesterydowy estrogen lub mikoestrogen, zwany
czasami fitoestrogenem. Zredukowana forma zeara-
lenonu, zwana zearalenolem wykazuje zwigkszona ak-
tywnos$¢ estrogeniczna Obecno$¢ mikotoksyny w rosli-
nach powoduje zmiany w réznicowaniu kalusa pszenicy
oraz rozwoju generatywnym roslin. U zwierzat, ktore
byly karmione zanieczyszczong pasza moze skutkowaé
uszkodzeniami organéw rozrodczych oraz zaktocenia-
mi reprodukcyjnymi [6, 24, 51, 57].
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4.3. Trichoteceny

Trichoteceny stanowia rodzing pochodnych ponad
60 seskwiterpenoidow, ktore sa wytwarzane przez
liczne rodzaje grzybow tj. Fusarium, Myrothecium czy
Trichoderma [6]. Trichoteceny zostaty podzielone pod
wzgledem budowy na 4 grupy: A, B oraz CiD. W $ro-
dowisku powszechnie wystgpuja trichoteceny nale-
zace do grupy A (T-2 toksyna, HT-2 toksyna oraz
diacetoksyscirpenol i neosolaniol) oraz B (deoksyni-
walenol oraz jego pochodne, niwalenol i fuzaryna X)
[20, 57]. Trichoteceny z grupy B posiadaja grupg funk-
cyjna, ketonowa w pozycji wegla C-8, natomiast
zwiazki z grupy A posiadaja w tym miejscu inng gru-
pe tlenowa [24].

Ze wzgledu na czestotliwosé wystgpowania w pro-
duktach pochodzenia ros§linnego przeznaczonych na
cele spozywcze i paszowe uwaza sig, iz trichoteceny
z grupy B wywieraja wickszy wplyw na czlowieka
i srodowisko. Zas w tej grupie do najwazniejszych mi-
kotoksyn zalicza si¢ deoksyniwalenol (DON, womi-
toksyna) i jego pochodne (3AcDON i 15AcDON) oraz
niwalenol (NIV) [3, 6, 38].

4.3.1. Trichoteceny z grupy B

Deoksyniwalenol oraz niwalenol produkowane sa
gtownie przez F. culmorum, F. graminearum, a takze
przez F. poae [24]. Z przeprowadzonych badan wy-
nika, iz niwalenol wykazuje az o 14 razy wigksza tok-
syczno$¢ w stosunku do deoksyniwalenolu. Jednak-
ze niwalenol jest mniej toksyczny od trichotecenow
z grupy A [68].

Dziatanie fitotoksyczne DON-u i NIV-u oraz ich
pochodnych przejawia si¢ hamowaniem kietkowania
nasion, hamowaniem wzrostu korzeni i pedow, reduk-
cje Swiezej masy organdw roslinnych, wigdnigciami,
chlorozami i nekrozami. Spozywanie zakazonej zyw-
nosci przez zwierzeta i ludzi prowadzi do zaburzen:
ukladu pokarmowego, rozrodczego czy immunolo-
gicznego. Poza tym zwiazki te powoduja istotne zmia-
ny na poziomie komorkowym, obnizajac aktywnosé
bialek i enzymoéw oraz hamujac ich syntezg. Powo-
duja zaburzenia w przepuszczalnosci blon komorko-
wych. Mikotoksyny te ingeruja w fazy inicjacji, elon-
gacji iterminacji, przyczyniaja si¢ tez do indukcji
aberracji chromosomowych, zaburzen mitozy, a takze
apoptoz i nekroz [6, 9, 23, 24, 49, 57, 67, 71].

4.3.2. Trichoteceny z grupy A

Zwiazki te sa wytwarzane przez F. poae oraz
F. sporotrichioides. T-2 toksyna i diacetoksyscirpenol
(DAS) wykazuja dziatanie cytotoksyczne, immuno-
supresyjne [24].
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5. Wystepowanie mikotoksyn fuzaryjnych
w Polsce i na $wiecie

Uprawy ro$linne w tym uprawy zbdz drobno-
ziarnistych moga by¢ infekowane przez wiele gatun-
kow Fusarium. Istotne znaczenie ma to na terenach,
gdzie z jednej strony panuja warunki klimatyczne
dogodne dla wzrostu réznych gatunkéw Fusarium,
z drugiej za$§ zmienne warunki klimatyczne przyczy-
niajace si¢ do rozwoju réznych gatunkéw Fusarium
w kazdym roku uprawy. Do najczg$ciej wystgpujacych
Fusarium na $wiecie naleza F. culmorum oraz F. gra-
minearum [38, 49].

Fusarium culmorum przewaza w regionach o kli-
macie umiarkowanym, np. morskim, charakteryzuja-
cym si¢ Srednimi temperaturami w ciagu lata (Niemcy,
Holandia, Skandynawia, Polska). Fusarium gramine-
arum dominuje na obszarach o klimacie cieplejszym,
gdzie odnotowywane sa wysokie temperatury w okre-
sie letnim (Ameryka Péinocna), srodziemnomorskim
(Europa Potudniowa) i zwrotnikowym (Chiny) [3].
Grzyby te zdolne sa do syntezy najwazniejszych
mikotoksyn: deoksyniwalenolu i jego pochodnych
(15-AcDON, 3-AcDON) oraz niwalenolu. Patogeny
wytwarzajace 3-AcDON sa bardziej pospolite w Euro-
pie i Azji, natomiast tworzace 15-AcDON w Ameryce
Poocnej i Potudniowej. Na poczatku XXI wieku
wyizolowano w Kanadzie Fusaria zdolne do syntezy
zar6wno 3- 1 15-AcDON. Deoksyniwalenol (DON)
jest najczescie] wykrywany na pszenicy, jeczmieniu,
kukurydzy i owsie, za$ rzadziej w zycie i ryzu.

Niwalenol (NIV) jest powszechnie syntetyzowany
przez izolaty grzybow rozwijajacych si¢ w Japonii,
rzadko wykrywany w Ameryce Pdinocnej i Potud-
niowej [42, 57].

Na terenie Polski wystepuja grzyby produkujace
wszystkie rodzaje mikotoksyn fuzaryjnych. Stezenie
tych mikotoksyn jest jednak znacznie nizsze w pro-
duktach zbozowych niz w krajach Europy Zachodnie;j
i Pétnocnej. Fusaria tworzace DON oraz NIV izolo-
wane sa glownie na pszenicy, pszenzycie, zycie i ku-
kurydzy. Wysokie stgzenie moniliforminy wykryto na
pszenicy, pszenzycie oraz owsie, a fumonizyn na ku-
kurydzy [3, 38].

6. Najwazniejsze czynniki Srodowiska zwiazane
z tworzeniem mikotoksyn

Mikotoksyny moga by¢ wytwarzane przez grzyby
zarOwno w czasie przed- i pozniwnym, podczas prze-
chowywania, transportu i przetwarzania. Tworzenie
tych zwiazkéw powiazane jest ze stresem roslin, nad-
miernym uwodnieniem magazynowanych produktow.
Niewtasciwa praktyka przechowywania i niska jakoscia
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produktow zbozowych [17]. Grzyby produkujace
mikotoksyny rozwijaja si¢ w temperaturze o zakresie
10-40°C, przy pH 4-8, na suchej powierzchni [41] lub
na produktach zbozowych o wilgotnosci 12-13%.
Udowodniono, iz optymalne warunki dla wzrostu
grzybow nie musza by¢ najlepszymi dla syntezy miko-
toksyn [34]. Zwiazki te moga by¢ tworzone w trud-
nych warunkach dla wzrostu grzyba. Dowiedziono
iz, stosowanie Srodkéw grzybobojczych nie wplywa
hamujaco na wytwarzanie mikotoksyn, a moze powo-
dowaé efekt odwrotny. Pod wptywem fungicydow
grzyby moga by¢ poddane nadmiernemu szokowi, co
skutkuje zwigkszona produkcja mikotoksyn [10, 27].

7. Geny warunkujace formowanie zearalenonu
i trichotecenow

Przeprowadzone badania biochemiczne i genetycz-
ne nad gatunkiem Fusarium sporotrichioides umozli-
wily zidentyfikowanie wielu genéw zaangazowanych
w biosyntez¢ mikotoksyn [70]. Powiazano synteze
trichotecendw z kompleksem szlakoéw ktory rozpoczy-
na si¢ od zwiazku, zwanego trichodienem i zawiera
duza liczbg reakcji chemicznych tj. utlenienie, cykli-
zacje czy estryfikacje [21].

Wiele gendéw zwiazanych z produkcjg trichote-
cenow zostato zidentyfikowanych wewnatrz 26-kpz
segmentu DNA [11]. Wyr6zniono 16 gendéw bioracych
udziat w syntezie trichotecendow, wigkszo$¢ z nich
tworzy zgrupowanie genow okreslonych mianem zbio-
ru Tri. Znajduja si¢ w nim geny wykazujace szczegol-
ny wpltyw na formowanie trichotecenow. Sa to 7ri5,
Tri7, Tril3 oraz Tri3 [1, 2]. Poza zbiorem gendéw Tri
znajduja si¢ tam 4 inne geny wplywajace na syntezg
trichotecenow [24, 49].

Na przetomie ostatnich kilku lat zauwazono silne
oddziatywanie zearalenonu na §rodowisko [36]. Dla-
tego rozpoczgto doswiadczenia z wykorzystaniem
roznych metod molekularnych na detekcje genow
bioracych udziat w formowaniu zearalenonu [26, 45].
Zearalenon powstaje w szlaku octanowo-polimalonia-
nowym [22]. Wykazano, iz w jego syntezie bierze
udziat wiele genow, ktore koduja enzymy okres§lane
mianem syntaz poliketydowych (PKSs) [8]. Geny
te zostaty zaliczone do typu I syntaz poliketydowych
(PKSs). Dzieli si¢ je na redukujace PKS i nie-redu-
kujace geny PKS wsrod ktorych najwazniejsze to
PKS4 i PKS13.

7.1. Charakterystyka Tri5, Tri7, Tri3 i Tril3
Gen Tri5 koduje enzym syntaze trichodienu, kata-

lizujacy cyklizacje i izomeryzacjg fosforanu furanylu
do trichodienu. Jest on pierwszym genem bioracym
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udziat w biosyntezie trichotecendéw. Jezeli gen 7ri5 jest
nieobecny w genomie wowczas grzyby nie sa zdolne
do syntezy trichotecenow [24].

Geny 7ri7 1 Tri13 kontroluja typ powstajacej miko-
toksyny [69]. Z badan Lee iin. oraz Brown’a
i in. wynika, iz gen 7ri7 powoduje acetylacje niwalenolu
1jego przemiang do 4-acetyloniwalenolu (4-ANIV) [11,
42]. Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, iz grzyby
posiadajace niefunkcjonalny gen 77i7 nie sa zdolne do
syntetyzowania NIV, ani jej pochodnej 4-ANIV [32].

Gen 7ri13 powoduje konwersje DON w NIV. Jesli
nastapia zaburzenia ekspresji tego genu grzyby nie sg
zdolne do syntezy niwalenolu [11, 42], natomiast two-
rza deoksyniwalenol [14]. Gen 7ri3 odpowiada za
tworzenie pochodnych deoksyniwalenolu, powodujac
jego acetylacje w pozycji 3 lub 15 [62].

7.2. Charakterystyka PKS4 i PKS13

Stwierdzono istnienie korelacji pomigdzy synteza
zearalenonu, a aktywnoscia jednego genu, oznaczone-
go jako PKS4. Uwaza sig, iz obecno$¢ genu PKS4,
swiadczy o potencjalnej zdolno$ci do syntezy zearale-
nonu przez izolaty Fusarium sp. PKS4 koduje enzym,
ktory stymuluje ekspresje innego genu PKS13 niezbed-
nego w syntezie zearalenonu. Bialko kodowane przez
gen PKS13, bierze udzial w koncowym etapie formo-
wania zearalenonu. Powoduje przylaczenie jednostki
weglowej do koncowego zwiazku posredniego [26, 45].

8. Metody molekularne

Ogromne znaczenie maja techniki pozwalajace na
wcezesne wykrycie obecno$ci patogenu i okreslenie jego
zdolnosci do tworzenia mikotoksyn. Sa to decydujace
i obecnie podstawowe elementy profilaktyki ochrony
przed zanieczyszczeniem toksynami produktéw spo-
zywezych i paszowych [28]. W celu uniknigcia strat
upraw spowodowanych wystepowaniem patogendw
wykorzystuje si¢ rozne metody biologii molekularne;.
Metody te umozliwiaja szybkie zastosowanie srodkow
zaradczych i unikanie skazonej zywnosci [3, 28, 29,
30]. Opieraja si¢ one na analizie struktury DNA, a wy-
niki z analiz molekularnych nie zaleza od stanu fizjolo-
gicznego badanego organizmu Metody te pozwalaja na
latwiejsza oraz szybsza oceng mikotoksynotworczosci
w poroéwnaniu do tradycyjnych metod [3, 53].

8.1. Metody detekcji i identyfikacji oparte
na procedurze PCR

Opracowanie w 1974 1. przez Kary Mullis’a
techniki stuzacej do specyficznego powielania sekwen-
cji okreslonych odcinkow DNA, stato si¢ poczatkiem
rozwoju duzej liczby badan w patologii roslin [19].
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Metoda reakcji tancuchowej polimerazy PCR zna-
lazta wiele zastosowan m.in. w klasyfikacji izolatow
grzybow, badan interakcji gospodarz-patogen. Szcze-
g6lny rozwoj tej techniki nastapil po 1988 r., kiedy
wykorzystano po raz pierwszy enzym polimerazg z bak-
terii Thermus aquaticus (Taq),wykazujaca stabilnosé
w wysokich temperaturach [31].

Wsrdd licznych metod molekularnych shuzacych
do wykrywania, identyfikacji i klasyfikacji patogenow
sa stosowane sg obecnie techniki tj. SCAR, RT-PCR,
Real-time PCR.

8.1.1. SCAR

Metoda SCAR (specyficzny PCR) polega na powie-
laniu za pomoca pary starteréw $cisle zdefiniowanego
obszaru genomu [5]. Startery, ktore sa wykorzystywa-
ne w tej technice moga by¢ uzyskane z badan metoda
RAPD, a ich dtugo$¢ wynosi 17-24 nukleotydow [28].

Analiza SCAR jest metoda bardzo przydatna w iden-
tyfikacji, wykrywaniu i charakteryzowaniu patogenicz-
nych grzyboéw z rodzaju Fusarium. Stosowana jest jako
analiza porownawcza genomow organizmow, do usta-
lania Iub weryfikowania przynaleznosci gatunkowej
badanych izolatow [28].

SCAR jest wykorzystywany do wykrywania okres-
lonych genow w populacjach grzybow. Ma to szcze-
g6lne znaczenie w kontekscie wlasciwosci patogendw
tj. r6znorodna patogenicznos$¢ oraz zdolnosci do syn-
tezy mikotoksyn.

Za pomoca starterow zaprojektowanych na podsta-
wie fragmentoéw genoéw odpowiedzialnych za formowa-
nie wielu mikotoksyn w tym, trichotecenéw mozna do-
kona¢ rozroznienia izolatow zdolnych do syntezy tych
zwiazkow. W takich badaniach wykorzystuje si¢ star-
tery ulokowane m.in. na genach 7ri5, Tri7 [14, 32, 30].
Na podstawie sekwencji genéw PKS4 i PKS13 mozna
okresli¢ potencjalna zdolno$¢ grzybow do syntezy ze-
aralenonu [45]. Przykladowe pary starterow pozwa-
lajace na analiz¢ genéw bioracych udzial w syntezie
trichotecendw i zearalenonu zamieszczono w tabeli 1.

8.1.2. RT-PCR

RT-PCR (Reverse-transcription — PCR) jest meto-
da wykorzystujaca enzym odwrotna transkryptaze do
przemiany RNA w cDNA przez amplifikacje PCR.
Analiza RT-PCR umozliwia zbadanie aktywnosci
genu i stanowi wazny krok do zrozumienia jego funk-
cji, dziatania i aktywnosci [4, 48].

Technika RT-PCR pozwala badaczom w jasny spo-
sob stwierdzi¢, czy dany grzyb wykazuje aktywnos$é
produkcji mikotoksyn. Okreslenie jej jest mozliwe
przez detekcje (mRNA) dla transkryptu genéw zaan-
gazowanych w formowanie metabolitow wtornych.
Jesli geny biosyntezy mikotoksyn ulegaja transkrypcji
wowczas dany metabolit jest wytwarzany [24].
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Tabela 1

Wybrane startery wykorzystywane w technice SCAR do detekcji genow TriS, Tri7 oraz PKS4 i PKS13

Gen P1§m1en- Para, Sekwencja starterow Wiclkose
nictwo starterOw produktu
Teis [25] HA TriF 5’-CAGATGGAGAACTGGATGGT-3 260pz
HA TriR | 5>-GCACAAGTGCCACGTGAC-3’
Tei7 [14] M Tri7F | 5’>-TGGATGAATGACTTGAGTTGACA-3 483pz
M _Tri7R | 5>~ AAAGCCTTCATTCACAGCC-3’
PKS4 [45] PKS4 F 5’-AGATGGCCATGGTGCTTCGTGAT-3 400 pz
PKS4R 5’-GTGGGCTTCGCTAGACCGTGAGTT-3’
PKSI3 [45] PKS13F 5’-AGCCGGGAAAGCCATACCATACAT-3 400pz
PKS13R 5’-GCTTGCAATCTCGATCGCCATAAT-3’

Analiza RT-PCR zostata szeroko wykorzystana
w genetyce grzybow do kontroli ekspresji specyficz-
nych genéw pod dziataniem réznych warunkow fizjo-
logicznych [4].

RT-PCR zostat takze uzyty do monitorowania eks-
pesji genéw mikotoksyn powiazanych z synteza tri-
chotecendéw [37] oraz zearalenonu [45]. W tabeli II
zamieszczono przyktadowo stosowane startery w me-
todzie RT-PCR.

8.1.3. Real-Time PCR

Real-Time PCR jest technika, ktéra w czasie prze-
prowadzania analizy umozliwia mierzenie powsta-
jacych produktéw automatycznie po kazdym cyklu
reakcji w zamknigtych probdwkach za pomoca spe-
cjalnych sond DNA [4, 24, 64].

Bezposredni pomiar gromadzonego produktu po-
zwala na kontrol¢ faz w czasie trwania reakcji. Poczat-
kowa ilo$¢ badanego DNA w analizie moze by¢
powiazana z liczba cykli, w ktorej obserwowany jest
znaczacy wzrost fluorescencji [4]. Produkty PCR
moga by¢ monitorowane przy uzyciu zaréwno fluo-
rescencyjnych, interkalujacych barwnikéw DNA tj.
SYBR Green lub sekwencje specyficznej sondy nu-
kleotydowej, Przykladem moze by¢ sonda 7agMan,
ktora obecnie jest najpowszechniej stosowana w tej

metodzie [4]. Burlakoti i in. przeprowadzili ba-
dania z wykorzystaniem tej techniki dowodzac tym
samym jej zastosowanie w analizach mikotoksyno-
tworczosci [13].

Analiza Real-Time PCR wraz ze specyficznymi star-
terami i sonda 7agMan umozliwila ocen¢ wytwarzania
trichotecendw roznych gatunkow Fusarium sp., w tym
F. graminearum z ziarna jgczmienia [63].

Uwaza sig, iz ilosciowy Real-Time PCR jest pra-
wdopodobnie w obecnych czasach najlepsza metoda
do detekcji grzybow syntetyzujacych mikotoksyny
[29, 35, 54].

Przyktadowe sekwencje starterow wykorzystywa-
nych w tej technice znajduja si¢ w tabeli I11.

9. Podsumowanie

Grzyby z rodzaju Fusarium uznano za najniebez-
pieczniejsze patogeny wywotujace powazne choroby
u ro$lin, a takze ludzi, zwierzat. W dodatku sa one zdol-
ne do syntezy wysoce toksycznych zwiazkdéw zwanych
mikotoksynami. Najczesciej wystepujace w Srodowisku
to zearalenon oraz trichoteceny, w tym deoksyniwale-
nol. Zwiazki te sa przyczyna zaburzen we wzro$cie
i rozwoju ro$lin, a takze choréb zwiazanych z uktadem

Tabela II

Wybrane startery uzywane do identyfikacji genow odpowiedzialnych za
synteze mikotoksyn w technice RT-PCR [wg 45]

Gen stalr)ti:rri)w Sekwencja starterow
PKS4 PKS4-1 5’-AGATGGCCATGGTGCTTCGTGAT-3’
PKS4-2 5’-GTGGGCTTCGCTAGACCGTGAGTT-3’
PKSI3 PKS13-1 | 5’~-AGCCGGGAAAGCCATACCATACAT-3’
PKS13-2 | 5>-GCTTGCAATCTCGATCGCCATAAT-3’
PKS14 PKS14-1 | 5>-AGGGCTCGATTGTTGCGGATTCT-3’
PKS14-2 | S>-TTCTTCCCGCCGACTTCAAAACA-3’
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Tabela III

Wybrane startery stosowane do detekcji genow bioracych udziat w syntezie mikotoksyn w technice
Real-Time PCR

Gen Pisfmien— Para' Sekwencja starteréw Wielkos¢
nictwo starterow produktu
Tris [13] Tri5-F 5’-TCTTAACACTAGCGTGCGCCTTCT-3’ 193pz
Tri5-R 5’-CATGCCAACGATTGTTTGGAGGGA-3’ 193pz
Pksd [45] PKS4-PS.1 5’GTGGGCTTCGCTAGACCGTGAGTT3’ 400pz
PKS4-PS.2 5’ATGCCCTGATGAAGAGTTTGAT3’ 400pz
PKS13 [45] PKS13-PS.1 | 5’>CCCCCAACTCGACGTCAAATCTAT 3’ 400pz
PKS13-PS.2 | 5’TTCTTCCCGCCGACTTCAAAACA3’ 400pz

pokarmowym, rozrodczym czy odpornosciowym u lu-
dzi i zwierzat. Za tworzenie trichotecenéw i zearale-
nonu odpowiedzialnych jest szereg genow. Istotna role
w biosyntezie trichotecenow odgrywaja geny TriS,
Tri7, a w syntezie zearalenonu geny PKS4 i PKS13.
Metody molekularne oparte o reakcj¢ PCR umozliwia-
ja dokonanie szybkiej oceny mikotoksynotwdrczosci
wsrod grzybow strzgpkowych. Do powszechnie sto-
sowanej metody molekularnej ze wzgledu na prostote
wykonania nalezy SCAR. Coraz czg$ciej stosowane sa
badania z wykorzystaniem technik Real-Time PCR
1 RT-PCR, ktoére pomimo wysokich kosztow analiz ce-
chuja si¢ wysoka wrazliwoscia, wigksza powtarzalno$-
cia 1 mniejsza pracochtonnos$cia.

PiSmiennictwo

1. Alexander N.J., McCormick S.P., Hohn T.M.: Tril2, a tri-
chothecene efflux pump from Fusarium sporotrichioides
gene isolation and expression in yeast. Mol.Gen. Genet. 261,
977-984 (1999)

2. Alexander N.J., McCormick S.P., Larson T.M., Jurgenson J.E.:
Expression of 7ril5 in Fusarium sporotrichioides. Curr.
Genet. 45: 157-162 (2004)

3. Arseniuk E., Goral T.: Fuzarioza ktosow — czynniki spraw-
cze i gospodarcze znaczenie choroby. IHAR w Radzikowie.
www.pin.org.pl/hrin/txt/2005/3-6.1tf ( 2005)

4. Atkins S.D., Clark .M.: Fungal molecular diagnostics: a mini
review. J. Appl. Genet. 45, 3—15 (2004)

5. Bednarek P.T., Chwedorzewska K.: Markery molekularne,
ich charakterystyka genetyczna oraz wybrane zastosowania
w analizie genetycznej roslin. Biotechnologia, 1, 9-34 (2001)

6. Bennet J.W., Klich M.: Mycotoxins. Clin. Microbiol. Rev. 16,
497-512 (2003)

7. Berg J., Tymoczko J.L., Stryer L.: Poznawanie genow. [w:]
Biochemia, Wyd. V. Wyd. Naukowe PWN SA, Warszawa
2005, str. 149-151.

8. Bingle L.E., Simpson T.J., Lazarus C.M.: Ketosynthase do-
main probes identify two subclasses of fungal polyketide
synthase genes. Fungal Genet. Biol. 26, 209-223 (1999)

9. Bis H.: Uzdolnienia do produkcji mikotoksyn grzybow wy-
izolowanych z gleb Krakowa i jego okolic. Zesz. Nauk. Uni-
wersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu (Rolnictwo), 89/546,
43-50 (2006)

10. Boyacioglu D., Hettiarachchy N.S., Stack R.W.: Effect of
three astemic fungicides on deoxynivalenol (vomitoxin) pro-
duction by Fusarium graminearum in wheat. Can. J. Plant
Sci. 72, 93-101 (1992)

11. Brown D.W., McCormick S.P., Alexander N.J., Proctor R. H.,
Desjardins A.E.: A genetic and biochemical approach to
study trichothecene diversity in Fusarium sporotrichioides
and Fusarium graminearum. Fungal Genet. Biol. 32, 121-133
(2001)

12. Burgess L.W.: General ecology of the fusaria. p. 225-235
[In:] Nelson P. E., Toussoun T. A., Cook R. J., (ed): Fusa-
rium: diseases, biology, and taxonomy. Penn. State Univer-
sity Press, University Park, 1081

13. Burlakoti R.R., Estrada R., Rivera V.V., Boddeda A.,
Secor G.A., Adhikari T.B.: Real-time PCR quantification and
mycotoxin production of Fusarium graminearum in wheat
inoculated with isolates collected from potato, sugar beet and
wheat. Phytopatol. 97, 835-841 (2007)

14. Chandler E.A., Simpson D.R., Thomsett M.A., Nicholson P.:
Development of PCR assays to 7ri7 and 7r13 trichothecene
biosynthetic genes, and charakterisation of chemotypes of
Fusarium graminearum, F. culmorum and F. cerealis. Physiol.
Mol. Plant Pathol. 62, 355-367 (2003)

15. Chetkowski J.: Mikotoksyny, wytwarzajace je grzyby i mi-
kotoksykozy. Wyd. SGGW-AR, Warszawa 1985

16. Cole R.J., Jarvis B.B., Schweikert M. A.: Handbook of secon-
dary fungal metabolites, vol. III. Acad. Press, New York 2003

17. Coulumbe R.A.: Symposium biological action of mycotoxins.
J. Dairy Sci. 76, 880-891 (1993)

18. Creppy E.E.: Update of survey, regulation and toxic effects
of mycotoxins in Europe. Toxycol. Lett. 127, 19-28 (2002)

19. Czembor P.Cz.: Markery PCR w badaniach grzybow fito-
patogenicznych. [HAR, Radzikow 1995, s. 151-163

20. Desjardins A.E., 2006: Fusarium mycotoxins chemistry,
Genetics and Biology. Am. Phytopathol. Soc.Press, St. Paul,
MN. 2006

21. Desjardins A.E., Hohn T.M., McCormick S.P.: Trichothecene
biosynthesis in Fusarium species chemistry, genetics, and
significance. Microbiol. Rev. 57, 595-604 (1993)

22. Dewick P.N.: The actetate pathway: fatty acids and polyke-
tides, p. 35-117. In P.N. Dewick (ed.), Medicinal natural pro-
ducts. A biosynthesic approach, 2" ed. John Wiley & Sons
LDT, West Sussex, England, 2001

23. D’Mello J.P.F., Placinta C.M., Macdonald A.M.C.: Fusarium
mycotoxins: a review of global implications for animal health,
welfare and productivity. Anim. Feed Sci. Tech. 80, 183-205
(1999)



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

MIKOTOKSYNOTWORCZE GRZYBY Z RODZAJU FUSARIUM 1 ICH WYKRY WANIE TECHNIKAMI PCR

Edwards S.G., O’Callaghan J., Dobson D.W.: PCR-based
detection and quantification of mycotoxigenic fungi-review.
Mycol. Res. 106, 1005-1025 (2002)

Edwards S.G., Pirgozliev S.R., Hare M.C., Jenkinson P.:
Quantificaion of trichothecene-producing Fusarium species
in harvested grain by competitive PCR to determine effica-
cies of fungicides against Fusarium head blight of winter
wheat. Appl. Environ. Microbiol. 67, 1575-1580 (2001)
Gaffoor I., Trail F.: Characterization of two polyketide syn-
thase genes involved in zearalenone biosynthesis in Gib-
berella zeae. Appl. Environ. Microbiol. 72, 1793-1799 (2006)
Gareis M., Ceynowa J.: Influence of the fungicide Matador
(tebuconazole/triadimenol) on mycotoxin production by
Fusarium culmorum. Lebensmittel-Untersuchung-Forsch.
198, 244: 248 (1994)

Golinska B., Narozna D., Madrzak C.J.: Zastosowanie me-
tod molekularnych do wykrywania, identyfikacji i charak-
terystyki grzybow z rodzaju Fusarium. Biotechnologia, 3,
165-177 (2002)

Halstensen A.S.: Species-specific fungal DNA in airborne
dust as surrogate for occupational mycotoxin exposure. Int.
J. Mol. Sci. 9, 2543-2558 (2008)

Halstensen A.S., Nordby K.CH., Klemsdal S.S., Elen O.,
Clasen P.E., Eduard W.: Toxigenic Fusarium spp. As deter-
minants of trichothecene mycotoxins in settled grain dust.
J. Occup. Enrivon. Hyg. 3, p. 651-659 (2006)

Henson J.M., French R.: The polymerase chain reaction and
plant disease diagnosis. Annu. Rev. Phytopathol. 31, 81-109
(1993)

Jennings P., Coates M.E., Tuner J.A., Chandler E.A.: Deter-
mination of deoxynivalenol and nivalenol chemotypes of
Fusarium culmorum isolates from England and Wales by
PCR assay. Plant Pathol. 53, 182—190 (2004)

. Jeschke N., Nelson P.E., Marasas W.F.O.: Fusarium species

isolated from soil samples collected at different altitudes in
the Transkei, Southern Africa. Mycol. 82, 727-733 (1990)
Joffe A.Z.: Fusarium species: their biology and toxicology.
John Wiley & Sons, New York 1986, s. 225-298

Keswani J., Kashon M.L., Chen B.T.: Evaluation of interference
to conventional and real-time PCR for detection and quantita-
tion of fungi in yeast. J. Environ. Monit. 7, 311-318 (2005)
Kiecana 1., Mielniczuk E., Perkowski J., Golinski P.: Pora-
zenie wiech przez Fusarium poae (Peck) Wollenw. oraz za-
warto$¢ mikotoksyn w ziarnie owsa. Acta Agrobotanica, 58,
91-102 (2005)

Kimura M., Kaneko I., Komiyama M., Takatsuki A., Koshi-
no H., Yoneyama K., Yamaguchi I.: Trichothecene 3-O-ace-
tyltransferase protect both the producing organism and trans-
formed yeast from related mycotoxins. Cloning and charac-
terisation of 7ri101. J. Biol. Chem. 273, 1654—-1661 (1998)
Kobras M., Horoszkiewicz-Janka J.: Znaczenie i mozliwosci
ograniczenia szkodliwych metabolitow pochodzenia grzybo-
wego. Progr. Plant Protect. 47, 141-148 (2007)

Krska R., Welzig E., Boudra H.: Analysis of Fusarium toxins
in feed: review. Anim. Feed Sci. Tech. 137, 241-264 (2007)
Kwasna H., Chetkowski J., Zajkowski P.: Flora polska. Grzy-
by (Mycota). Instytut Botaniki PAN, Warszawa, 1991
Lacey J.: Natural occurrence of mycotoxins in growing and
conserved forage crops. str. 363-397. [In:] Smith J. E., Hen-
derson R. E., (Eds.), Mycotoxins Anim. Foods. CRC Press,
Boca Raton, 1991

Lee T., Han Y-K, Kim K-H, Yun S-H, Lee Y-W.: Tri13 and
Tri7 determine deoxyniwalenol and nivalenol producing

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

229

chemotypes of Gibberella zeae. Appl. Environ. Microbiol.
68, 2148-2154 (2002)

Leslie J.F., Summerell B.A.: The Fusarium Laboratory Ma-
nual. Blackwell Pub. Prof. first ed., 2006

Logrieco A., Moretti A., Castella G., Kostecki M., Golin-
ski P., Ritieni A., Chetkowski J.: Beauvericin production by
Fusarium species. Appl. Environ. Microbiol. 64, 3084-3088
(1998)

Lysoe E., Klemsdal S.S., Bone R., Frandsen R.J.N., Johan-
sen T., Thrane U., Giese H.: The PKS4 gene of Fusarium
graminearum is essential for zearalenone production. Appl.
Environ. Microbiol. 72, 3924-3932 (2006)

Lacicowa B., Wagner A.: Grzyby towarzyszace Gaumanno-
myces graminis w tkankach pszenicy i pszenzyta. Zesz.
Probl. Post. Nauk Rol. 374, 242-255 (1989)

Lawiecki T., Kobras M.: Reakcje wybranych odmian jgcz-
mienia browarnego na porazenie ktoséw grzybami z rodzaju
Fusarium. Progr. Plant Pathol. 42, 869-871 (2002)
Lojkowska E.: Diagnostyka molekularna roslin. [w:] ,,Bio-
technologia roslin”. Red. Malepszy S., Wyd. Naukowe PWN,
Warszawa, 2001, s. 462-485

Magan N., Hope R., Colleate A., Baxter E.S.: Relationship
between growth and mycotoxin production by Fusarium spe-
cies, biocides and environment. Eur. J. Plant Pathol. 108,
685-690 (2002)

Marcidska 1., Biegasa-KoS$cielniak J.: Wptyw zearalenonu,
GA3 i kinetyny na proces réznicowania kalusa pszenicy oraz
rozwdj generatywny zregenerowanych roslin. Curr. Tops.
Biophys. 22, A-92 (1999)

Marasas W.F.O., Miller J.D., Riley R.T., Visconti A.: Fumoni-
sins-occurrence, toxicology, metabolism and risk assessment,
p- 332-359. [In:] Summerell B. A., Leslie J. F., Backhouse D.,
Bryden W. L., Burgess L. W. (ed.), Fusarium. Nelson P. E.,
Memorial Symposium. APS Press, St Paul, Minn., 2001
Miller J.D.: Epidemiology of Fusarium graminearum dise-
ases of wheat and corn. In: Mycotoxins in grain: compounds
other than aflatoxins (Miller J.D., Trenholm H.L., eds.) Eagon
Press, St Paul, MN., 1994, str. 19-36

Mitchell T.G., Sandin R.L., Bowman B.H., Meyer W.,
Merz W.G.: Molecular mycology: DNA probes and appli-
cations of PCR technology. J. Med. Vet. Myc. 32, 351-366
(1994)

Morrison E., Kosiak B., Ritieni A., Aastveit A.H., Uhlig S.,
Bernhoft A.: Mycotoxin production by Fusarium avenaceum
strains isolated from Norwegian grain and the cytotoxicity
of rice culture extracts to porcine kidney epithelial cells.
J. Agric. Food Chem. 50, 3070-3075 (2002)

Nagaraj RY., Wu W., Will J.A., Vesonder R.F.: Cardiotoxicity
of moniliformin in broiler chickens as measured by electro-
cardiography. Poultry Sci. 74, 1-21 (1995)

Nelson P.E., Dignani M.C., Anaissie J.: Taxonomy, biology,
and clinical aspects of Fusarium species. Clin. Microbiol.
Rev. 7, 479-504 (1994)

Packa D.: Mikotoksyny zagrozeniem dla ludzi, zwierzat i ro$-
lin. Rolnicze ABC, 11, 5-6 XI (2006)

Parry D.W., Jenkinson P., McLeod L.: Fusarium ear blight
(scab) in small grain cereals — a review. Plant Pathol. 44,
207-238 (1995)

Pascale M., Visconti A., Pronczuk M., Wisniewska H., Chet-
kowski J.: Accumulation of fumonisins, beauvericin and
fusaproliferin in maize hybrids inoculated under field con-
ditions with Fusarium proliferatum. Mycol. Res. 106,
1026-1030 (2002)



230

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Pittet A.: Natural occurrence of mycotoxins in food and feeds
an updated. Rev. Med. Vet. 149, 479-492 (1998)

Polley R.W., Turner J.A.: Surveys of stem base diseases
and Fusarium ear diseases in winter wheat in England,
Wales and Scotland, 1989-1990. Ann. Appl. Biol. 126,
45-59 (1995)

Quarta A., Mita G., Haidukowski M., Santino A., Mule G.,
Visconti A.: Assessment of trichothecene chemotypes of
Fusarium culmorum occurring in Europe. Eur. Food Addit.
Contamin. 22, 309-315 (2005)

Sarlin T., Yli-Mattila T., Jestoi M., Rizzo A., Paavanen-
Huhtala S., Haikara A.: Real-time PCR for quantification of
toxigenic Fusarium species in barley and malt. Eur. J. Plant
Pathol. 114, 371-380 (2006)

Schena L., Franco N., Ippolito A., Gallitelli D.: Real-time
quantitative PCR: a new technology to detect and study phyto-
pathogenic and antagonistic fungi. Fur. J. Pant Pathol. 110,
893-908 (2004)

Schutt F., Nirenberg H.J., Deml G.: Moniliformin produc-
tion in the genus Fusarium. Mycotoxin Res. 14,35-40 (1998)

66.

67.

68.

69.

70.

71.

MICHALINA SUCHORZYNSKA, ANNA MISIEWICZ

Snijders C.H.A., Krechting C.F.: Inhibition of deoxynivalenol
translocation and fungal colonization in Fusarium head blight
resistant wheat. Can. J. Bot. 70, 1570-1576 (1992)

Stepien M., Sokot-Leszezynska B., Luczak M.: Mykotoksy-
ny, produkty spozywcze a zdrowie cztowieka. Post. Mikro-
biol. 46, 167-177 (2007)

Ueno Y.: Trichothecenes: chemical, biological and toxico-
logical aspects. Elsevier, Amsterdam, 1983

Wagacha J.M., Muthomi J.W.: Fusarium culmorum: Infec-
tion process, mechanisms of mycotoxin production and other
role in pathogenesis in wheat-review. Crop Protection, 26,
877-885 (2007)

Ward T.J., Bielawski J.P., Kistler H.C., Sullivan E., Nell K.:
Ancestral polymorphism and adaptive evolution in the
trichothecene mycotosin gene cluster of phytopathogenic
Fusarium. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 99, 9278-9283 (2002)
Williams K.C., Blaney B.J.: Effect of the mycotoxins, niva-
lenol and zearalenone, in maize naturally infected with
Fusarium graminearum on the performance of growing and
pregnant pigs. Aust. J. Agr. Res. 45, 1265-1279 (1994)



Spis tresci

Profesor Stefan Krynski (1914-2000) .. ...t

M. Czerkies, A. Raczkowska, K. Brzostek — Quo vadis Yersinia pestis?
Ewolucja patogennych gatunkoéw z rodzaju Yersinia ...........................

M. Solarska, A. Midak-Siewirska, T. Dzieciatkowski — Biegunki
0 CtIOLOZIT WITUSOWE] . . v v\t vttt ettt ettt ettt eeeeeens

P. Godzik — System replikacji wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) in vitro .. ...

M. Pawlikowska, W. Deptuta — Biatka szoku termicznego (HSPs — heat shock
proteins), a chlamydiozy i chlamydofilozy ............ ... ... .. ... ...

M. Suchorzynska, A. Misiewicz — Mikotoksynotworcze grzyby fitopatoge-
niczne rodzaju Fusarium 1 ich wykrywanie technikami PCR ....................

Contents

Profesor Stefan Krynski (1914-2009) . ...
M. Czerkies, A. Raczkowska, K. Brzostek — Quo vadis Yersinia pestis?
The evolution of pathogenic species of the genus Yersinia ......................
M. Solarska, A. Midak-Siewirska, T. Dzieciatkowski - Viruses
CauSINg GaStrOSNteIItIS . .. ... oottt e
P. Godzik — Invitro hepatitis C virus (HCV) replication system ...................
M. Pawlikowska, W. Deptuta — Heat shock proteins (HSPs) and chlamydiosis
and chlamydophilosis .............. i
M. Suchorzynska, A. Misiewicz — Mycotoxigenic phythopathogenic fungi of
Fusarium genus and their identification by PCR techniques .....................

181

197
207

213

221

177

181

197
207

213



ERRATA

W zeszycie 2, tom 48 (2009) w tekscie ,,prof. Ludwik Hirszfeld”
na str 151, II szpalta, wiersz 19 od dotu
jest: do 1930 roku;
powinno by¢: do 1939 roku.



