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Profesor Akademii Medycznej w Gdañsku, ne-
stor mikrobiologii polskiej, wybitny pedagog, uczeñ
Prof. Rudolfa Weigla, absolwent Wydzia³u Lekarskie-
go Uniwersytetu Poznañskiego, uczestnik kampanii
wrze�niowej, lekarz w Oddziale Lecha i I Batalionie
34 pu³ku piechoty Armii Krajowej. Doktorat, które0
go promotorem by³ prof. Rudolf Weigl, obroni³ na
Uniwersytecie Jagielloñskim w kwietniu 1946 roku.
W latach 1944�1946 kierowa³ Zak³adem Produkcji
Szczepionki przeciw Durowi Plamistemu w Lublinie.
W listopadzie 1946 roku z prof. Jerzym Morzyckim
organizowa³ Zak³ad Mikrobiologii Akademii Lekar-

skiej w Gdañsku. Od pa�dziernika 1954 roku pe³ni³
funkcjê Kierownika Zak³adu Mikrobiologii i Dyrek-
tor Instytutu Medycyny Morskiej i Tropikalnej. Ka-
tedr¹ kierowa³ przez 30 lat, do 1984 roku.

Wyrazem uznania pozycji Prof. Stefana Kryñskiego
w dziedzinie badañ nad zaka¿eniami gronkowcowymi
by³o powo³anie Jego w 1964 roku na Cz³onka Interna-
tional Subcommittee for Staphylococcus Phage Typing
w Londynie. By³ cz³onkiem Komitetu Mikrobiolo-
gicznego PAN, Societé Francaise de Microbiologie,
Krajowego Zespo³u Specjalistów, cz³onkiem honoro-
wym Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów i Pol-
skiego Towarzystwa Lekarskiego a tak¿e cz³onkiem
�wiatowego Zwi¹zku ¯o³nierzy AK.

Za osi¹gniêcia naukowe prof. Stefan Kryñski otrzy-
ma³ trzykrotnie Indywidualn¹ Nagrodê I Stopnia Mi-
nistra Zdrowia, Nagrodê Wojewody Gdañskiego i dwie
nagrody Rektora AMG. Uhonorowany zosta³ miêdzy
innymi: Z³otym Krzy¿em Zas³ugi, Za Wzorow¹ Pracê
w S³u¿bie Zdrowia, Krzy¿em Kawalerskim Orderu
Odrodzenia Polski, Za Zas³ugi dla Gdañska, Zas³u¿o-
nemu Akademii Medycznej w Gdañsku, Zas³u¿ony
Nauczyciel, Medalem 40-Lecia PRL i Medalem Edu-
kacji Narodowej.

Profesor wykszta³ci³ kilka pokoleñ polskich mikro-
biologów. Wypromowa³ dwudziestu dwóch doktorów.
W kierowanej przez Profesora Katedrze wykonano
cztery habilitacje a sze�ciu Jego uczniów uzyska³o
tytu³ profesora. Uwa¿a³, ¿e naukowiec powinien zajmo-
waæ siê nie tylko prac¹ badawcz¹, lecz tak¿e organi-
zacj¹ nauki i jej upowszechnianiem. To pos³annictwo
realizowa³ w ca³ym swoim ¿yciu.

Pogrzeb Profesora Stefana Kryñskiego odby³ siê
18 kwietnia w £omazach.

Profesor Stefan Kryñski
(1 VIII 1914 � 13 IV 2009)
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13 kwietnia 2009 roku zmar³ Prof. zw. n. med.
Stefan Kryñski

Profesor Stefan Kryñski urodzi³ siê 1 sierpnia
1914 roku w Wilnie. By³ synem lekarza wojskowego
i nauczycielki. Jego ¿yciorys odzwierciedla losy wielu
Polaków tego pokolenia. W swoim ¿yciu prze¿y³ rewo-
lucjê bolszewick¹, dwie wojny, rz¹dy komunistyczne
i doczeka³ siê wolnej III Rzeczpospolitej Polski.

W 1918 roku powróci³ z Rosji ostatnim transpor-
tem do Polski. Okres szkolny i studia spêdzi³ wraz
z rodzin¹ w Poznaniu, gdzie ukoñczy³ gimnazjum
im. dr Karola Marcinkowskiego i uzyska³ �wiadectwo
dojrza³o�ci w maju 1932 roku. W latach 1932�1937
studiowa³ na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Po-
znañskiego i pracowa³ jako asystent wolontariusz
w Oddziale Higieny Ogólnej i Medycyny Spo³ecznej
Zak³adu Mikrobiologii Uniwersytetu Poznañskiego.

Po uzyskaniu dyplomu lekarza, w kwietniu 1938 ro-
ku, odby³ obowi¹zkowy sta¿ w Szpitalu Okrêgowym
Nr VII w Poznaniu a nastêpnie s³u¿bê wojskow¹
w Szkole Podchor¹¿ych Sanitarnych Rezerwy w War-
szawie. Pod koniec s³u¿by zosta³ przydzielony do Insty-
tutu Chirurgii Urazowej a w lipcu 1939 roku by³ leka-
rzem Legii Akademickiej w II batalionie Junackich
Hufców Pracy.

Wybuch II wojny �wiatowej zasta³ Profesora w cza-
sie pe³nienia s³u¿by wojskowej we W³odzimierzu Wo-
³yñskim. S³owa Pana Profesora, pisane we wspomnie-
niach po latach, oddaj¹ tragizm tamtego okresu ,,...Czy
jednak dzi� kto� zrozumie rozpacz dwudziestopiêcio-
letniego podchor¹¿ego, tu³aj¹cego siê po kraju, nie mo-
g¹cego pomóc gin¹cej ojczy�nie, patrz¹cego na ruinê

swoich idea³ów? Dzi� Ojczyzna to pusty d�wiêk, to fra-
zes z ksi¹¿ki, a dla nas, w tamtych dniach, to by³o co�
wielkiego i bardzo drogiego, co�, co nam zabrano i spo-
niewierano, co�, dla czego siê ginê³o na polu walki i dla
czego niektórzy, w chwili jej upadku, z rozpaczy odbie-
rali sobie ¿ycie...czym mo¿e byæ uczestnictwo w trage-
dii Narodu. �w tych tragicznych dniach m³odzieniec
przemieni³ siê w mê¿czyznê i nauczy³ siê rozumieæ, ¿e
w �wiecie istniej¹ wiêksze dobra ni¿ osobiste szczê�cie
i ¿e cz³owiek jest odpowiedzialny nie tylko za siebie�.

Po wkroczeniu wojsk radzieckich przedosta³ siê
do Lwowa. Tutaj, od czerwca 1940 do koñca marca
1944 roku, pracowa³ pocz¹tkowo przy produkcji
szczepionki a nastêpnie jako asystent, w Instytucie
Badañ nad Durem Plamistym i Wirusami we Lwowie,
u prof. Rudolfa Weigla. W marcu 1942 roku zosta³
kierownikiem pracowni do�wiadczalnej, gdzie pro-
wadzi³ badania naukowe bezpo�rednio pod opiek¹
prof. R. Weigla. W Instytucie przygotowa³ pracê dok-
torsk¹ �Badania nad toksycznym dzia³aniem zarazka
duru plamistego Rickettsia prowazeki�, której promo-
cja odby³a siê dopiero po wojnie, w kwietniu 1946 roku,
na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jagielloñskiego.

�To by³ szczê�liwy los� mówi³ zawsze Profesor,
�¿e zosta³em uczniem wielkiego polskiego uczonego�.
Profesor Rudolf Weigl, wynalazca szczepionki prze-
ciwko durowi plamistemu, by³ ogromnym autorytetem
dla m³odego lekarza-naukowca, którego utwierdzi³
w przekonaniu, ¿e � dla uczonego nauka powinna byæ
celem i sensem ¿ycia, jego prawdziw¹, wielk¹ mi³o�-
ci¹ a nie tylko drog¹ do efektownej kariery, wysokiej
pozycji spo³ecznej, stanowisk i tytu³ów�. T¹ zasad¹
kierowa³ siê przez ca³e swoje ¿ycie.

Znajomo�æ z prof. Rudolfem Weiglem, która prze-
rodzi³a siê w przyja�ñ, przetrwa³a trudne lata po-
wojenne i kiedy prof. R. Weigl popad³ w nie³askê
komunistycznych w³adz i �rodowiska naukowego,
prof. Stefan Kryñski walczy³ o przywrócenie dobrego
imienia swojego wielkiego nauczyciela. Przekaza³
Muzeum Narodowemu Ziemi Przemyskiej w³asne zbio-
ry, dotycz¹ce pracy naukowej prof. R. Weigla, wypo-
sa¿enie laboratorium, fotografie i gazety z artyku³ami
o wielkim naukowcu.

W marcu1944 roku, po likwidacji Instytutu, wyje-
cha³ do Bia³ej Podlaskiej, gdzie podj¹³ pracê jako
lekarz w Przychodni Przeciwgru�liczej Ubezpieczeñ
Spo³ecznych. Wobec szybko zbli¿aj¹cego siê frontu,
zaanga¿owa³ siê w stworzenie s³u¿by medycznej lubel-
skiego oddzia³u Armii Krajowej. Jako lekarz 34 pu³ku
piechoty AK uczestniczy³ w akcji �Burza� w powiecie
bialsko-podlaskim.

WSPOMNIENIE
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W grudniu 1944 roku przyj¹³ propozycjê Naczel-
nego Nadzwyczajnego Komisariatu do Walki z Epi-
demiami zorganizowania i kierowania Zak³adem
Produkcji Szczepionki przeciw Durowi Plamistemu
im. Prof. R. Weigla w Lublinie. Na prze³omie lutego
i marca 1945 roku, otrzymano pierwsze szczepionki
ze szczepów wyhodowanych od chorych na dur pla-
misty. Za organizacjê Zak³adu i wysoki poziom pro-
dukcji szczepionki zosta³ odznaczony Z³otym Krzy¿em
Zas³ugi. Na stanowisku kierownika Zak³adu Produk-
cji Szczepionki pozosta³ do wrze�nia 1946 roku, do
likwidacji Zak³adu.

Pó�niejsze losy zwi¹za³y na sta³e Profesora z Gdañ-
skiem i gdañsk¹ Akademi¹ Medyczn¹, w której praco-
wa³, przechodz¹c kolejne szczeble kariery naukowej.

Od pa�dziernika 1946 roku razem z prof. Jerzym
Morzyckim i prof. E.A. Symem organizowa³ od pod-
staw Zak³ad Mikrobiologii Lekarskiej i Instytut Me-
dycyny Morskiej i Tropikalnej, tworz¹c pracownie
naukowe, szkol¹c personel dydaktyczny i techniczny
oraz prowadz¹c równolegle badania naukowe.

Zatrudniony najpierw na stanowisku starszego asy-
stenta a nastêpnie adiunkta, habilitowa³ siê w maju
1951 roku na podstawie rozprawy pt: �Badania nad
dzia³aniem barwników na Rickettsia prowazeki�, która
zosta³a zatwierdzona w grudniu 1951 roku. W pa�dzier-
niku 1954 roku Stefan Kryñski uzyskuje tytu³ naukowy
profesora nadzwyczajnego a w marcu 1972 roku nadany
zostaje tytu³ profesora zwyczajnego nauk medycznych.

Wielki sukces penicyliny sk³oni³ mikrobiologów
i biochemików do poszukiwania nowych antybiotyków.
W 1948 roku Stefan Kryñski razem z Albinem Kucht¹
wyizolowa³ biologicznie czynn¹ laseczkê Bacillus pu-
milis, co przyczyni³o siê do rozpoczêcia prac nad pro-
dukcj¹ antybiotyku tetainy, które zosta³y zakoñczone
sukcesem jego wspó³pracowników, Edwarda i Jerzego
Borowskich oraz W³odzimierza Kêdzi.

Za wielki wk³ad i zaanga¿owanie w te badania
Stefan Kryñski otrzyma³ odznakê �Zas³u¿ony Pracow-
nik S³u¿by Zdrowia� w 1951 roku.

Po przedwczesnej �mierci prof. Jerzego Morzyc-
kiego, w pa�dzierniku 1954 roku, Prof. S. Kryñski
zosta³ powo³any na stanowisko Kierownika Katedry
Mikrobiologii i Dyrektora Instytutu Medycyny Mor-
skiej i Tropikalnej.

Profesor, w dzia³alno�ci naukowej do 1951 roku,
zajmowa³ siê g³ównie Rickettsia prowazeki i biologi¹
wszy odzie¿owej. Wa¿nym osi¹gniêciem by³o wykaza-
nie miêdzy innymi, ¿e Rickettsia prowazeki wytwarza
w organizmie przenosiciela toksynê, bêd¹c¹ czynnikiem
inwazyjnym. W pó�niejszym okresie badania prowadzi³
przede wszystkim nad gronkowcami i ich bakteriofaga-
mi oraz zaka¿eniami szpitalnymi. W zakresie tych za-
gadnieñ by³ uznanym autorytetem. Wyniki Jego badañ
nad gronkowcami i zaka¿eniami wewn¹trzszpitalnymi

mia³y nowatorski charakter i przyczyni³y siê do lep-
szego poznania epidemiologii �rodowisk szpitalnych.
Mia³y tak¿e aspekt praktyczny, gdy¿ w znacznym stop-
niu dziêki nim zaczêto wprowadzaæ w oddzia³ach no-
worodkowych system izolacji grupowej. To prof. Stefan
Kryñski z prof. Ireneuszem Roszkowskim wprowa-
dzili zmodyfikowany system �rooming in� z systemu
�cohort isolation� w II Klinice Po³o¿nictwa i Chorób
Kobiecych. System ten pó�niej zastosowano w Grecji.

Wyrazem pozycji Stefana Kryñskiego w dziedzinie
badañ nad gronkowcami i zaka¿eniami szpitalnymi
by³a nominacja Pana Profesora na cz³onka Interna-
tional Subcommitte for Staphylococcus Phage Typing
w Londynie w 1964 roku i utworzenie przy Katedrze
Mikrobiologii Krajowego O�rodka Typowania Gron-
kowców Bakteriofagami.

Profesor w ramach wspó³pracy miêdzynarodowej,
z tytu³u prowadzenia Krajowego O�rodka Typowania
Gronkowców Bakteriofagami, bra³ udzia³ w opraco-
wywaniu metody typowania i ich standaryzacji.

Wspó³praca z prof. Mallaret z Instytutu Pasteura
w Pary¿u nad w³a�ciwo�ciami biologicznymi Y. pseudo-
tuberculosis i Y. enterocolitica u stawonogów oraz
udzia³ Profesora w I Miêdzynarodowym Sympozjum
Pseudotuberkulozy w Pary¿u, pozwoli³y na wpro-
wadzenie w Polsce diagnostyki gru�licy rzekomej.
Wspólnie z prof. Romualdem Sztab¹ opisa³ pierwsze
przypadki zaka¿eñ wêz³ów ch³onnych u dzieci, wy-
wo³ane przez Yersinia pseudotuberculosis.

Za swoje osi¹gniêcia naukowe Profesor trzykrotnie
otrzyma³ Indywidualn¹ Nagrodê I Stopnia Ministra
Zdrowia (1953 r., 1965 r. i 1984 r.), Nagrodê Wojewo-
dy Gdañskiego (1974 r.) oraz dwie Nagrody Rektora
AMG II stopnia (1964 r. i 1969 r.).

Profesor Stefan Kryñski w swoim bogatym dorob-
ku naukowym, opublikowa³ 160 prac naukowo-ba-
dawczych, artyku³ów popularno-naukowych i rozpraw
w czasopismach krajowych i zagranicznych (w jêzyku
francuskim i angielskim) oraz by³ wspó³autorem pod-
rêcznika. Profesor pisa³ tak¿e artyku³y publicystyczne
do Polityki, S³u¿by Zdrowia, G³osu Podlasia i Gazetki
AMG. W kierowanej przez Profesora Katedrze Mikro-
biologii Lekarskiej przeprowadzono 22 przewody
doktorskie i cztery habilitacje, a sze�ciu Jego uczniów
zosta³o profesorami.

Profesor Stefan Kryñski by³ dwukrotnie na stypen-
dium �wiatowej Organizacji Zdrowia w Instytucie
Pasteura w Pary¿u (1959 r. i 1961 r.) i szkoleniu
w Central Public Health Laboratory w Londynie
(1966 r.). Bra³ udzia³ w sympozjach miêdzynarodo-
wych: Sympozjum Antybiotycznym � Praga (1964 r.),
Collegium Bakteriofagowym � Wernigerode (1964 r.),
I Miêdzynarodowym Sympozjum Pseudotuberkulozy
� Pary¿ (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 r.)

Pan Profesor by³ cz³onkiem wielu towarzystw nau-
kowych: Polskiego Towarzystwa Lekarskiego, cz³on-
kiem � za³o¿ycielem Polskiego Towarzystwa Parazy-
tologów, Polskiego Towarzystwa Entomologicznego,
Komitetu Mikrobiologicznego PAN, Societé Francaise
de Microbiologie, International Subcommitte for Sta-
phylococcus Phage Typing, Gdañskiego Towarzystwa
Naukowego, Krajowego Zespo³u Specjalistów. W Pol-
skim Towarzystwie Mikrobiologów pe³ni³ funkcjê Wice-
przewodnicz¹cego Zarz¹du G³ównego (1967�1971 r.)
i przez wiele lat Przewodnicz¹cego Oddzia³u Gdañ-
skiego (1954�1967 r.)

Za jedno z wa¿niejszych zadañ, w latach siedem-
dziesi¹tych, jakie postawi³ przed sob¹ Profesor by³a re-
organizacja i organizacja 50 laboratoriów diagnostyki
bakteriologicznej oraz nawi¹zanie wspó³pracy z Kli-
nikami. Na szczególne podkre�lenie zas³uguje wielki
wk³ad, jaki wniós³ w rozwój diagnostyki bakterio-
logicznej w województwach: gdañskim, elbl¹skim, to-
ruñskim, s³upskim, koszaliñskim, bydgoskim i bialsko-
podlaskim, gdzie pe³ni³ funkcjê Konsultanta. W okresie
1982�1991 by³ cz³onkiem Krajowego Zespo³u Specja-
listów i bêd¹c ju¿ na emeryturze pe³ni³ jeszcze funkcjê
Konsultanta Wojewódzkiego w woj. elbl¹skim. Pod kie-
runkiem Profesora 71 osób uzyska³o specjalizacjê w za-
kresie mikrobiologii i wiele pracowni bakteriologicz-
nych jest prowadzonych przez uczniów Pana Profesora.

W uznaniu zas³ug Profesor Stefan Kryñski by³ uho-
norowany wieloma odznaczeniami pañstwowymi i re-
sortowymi: Z³otym Krzy¿em Zas³ugi (1946 r.), odzna-
k¹ Za Wzorow¹ Pracê w S³u¿bie Zdrowia (1952 r.),
Medalem 10-Lecia PRL (1955 r.), Krzy¿em Kawaler-
skim Orderu Odrodzenia Polski (1973r.), odznak¹ Za
Zas³ugi dla Gdañska (1973 r.), odznak¹ Zas³u¿onemu
Akademii Medycznej w Gdañsku (1975 r.), Zas³u¿ony
Nauczyciel (1984 r.), Medalem 40-Lecia PRL (1984 r.),
Medalem Komisji Edukacji Narodowej (1986 r.),
Odznak¹ za Zas³ugi dla województwa Elbl¹skiego
(1986 r.) i Odznak¹ za Zas³ugi dla Województwa Bial-
sko-Podlaskiego (1988 r.). Otrzyma³ równie¿ Bialsk¹
Nagrodê Kultury im. Anny z Sanguszków Radziwi³³o-
wej (2003 r.), za pielêgnowanie zwi¹zków z ziemi¹
ojców i wzbogacenie zbiorów regionalnych Muzeum
Po³udniowego Podlasia w Bia³ej-Podlaskiej, do której
mia³ szczególny sentyment.

Kiedy cz³owiek odchodzi od nas na zawsze, za-
dajemy sobie pytanie: jakim by³, jaki pozostanie w na-
szej pamiêci?

W pamiêci tych, którzy stykali siê na co dzieñ
z Profesorem, zapisa³ siê jako cz³owiek szlachetny,
¿yczliwy innym, maj¹cy du¿e poczucie humoru. Z na-
tury by³ cz³owiekiem pogodnym, ale nie by³a mu obca
zmienno�æ nastrojów. Mia³ dystans do osób nadmiernie
celebruj¹cych swoj¹ wa¿no�æ i czêsto z takich sytuacji
¿artowa³. Nie lubi³ publicznych wyst¹pieñ. Wyj¹tek
stanowi³y, ciesz¹ce siê wielkim powodzeniem wyk³ady
dla studentów, które okrasza³ licznymi anegdotami
i dowcipami, dziêki czemu potrafi³ zainteresowaæ swo-
ich s³uchaczy nawet trudnymi tematami. Mia³ opiniê
wspania³ego pedagoga. Profesor by³ w szerokim rozu-
mieniu tego s³owa humanist¹ i erudyt¹. Szczególnie
pasjonowa³a Jego historia, na której temat lubi³ prowa-
dziæ d³ugie dyskusje. Na pewno mia³ wielki talent lite-
racki, o czym mogli przekonaæ siê wszyscy, czytaj¹c
Jego wspomnienia, oparte na pamiêtnikach, które pro-
wadzi³ przez wiêksz¹ czê�æ ¿ycia. By³y one publiko-
wane w Gazecie AMG, pó�niej wydane w postaci
ksi¹¿kowej: �Kartki ze wspomnieñ starego profesora�.
Charakter Profesora a tak¿e Jego ¿yciorys wykszta³ci³y
rzadko dzi� spotykan¹ postawê wobec ¿ycia. Nie zabie-
ga³ o gromadzenie fortuny, nie mia³ wielkich wymagañ
a satysfakcjê znajdowa³ w pracy naukowej, kszta³ceniu
m³odzie¿y i pracy dla chorych. Do koñca interesowa³
siê losami Zak³adu, któremu odda³ swoj¹ ca³¹ m³odo�æ,
energiê i serce. Pozostawi³ nam w spadku owoce swojej
pracy a przede wszystkim ludzi, których wykszta³ci³.

Pan Profesor Stefan Kryñski zmar³ 13 kwietnia,
w Wielkanocny Poniedzia³ek 2009 roku. Odszed³ od
nas wielki polski mikrobiolog, autorytet naukowy, wy-
bitna osobowo�æ medycyny polskiej i gdañskiej, nau-
czyciel wielu pokoleñ kadry medycznej i specjalistów
w zakresie mikrobiologii. Mia³ 95 lat, by³ najstarszym
Profesorem naszej Uczelni, który tak d³ugo, aktywnie
s³u¿y³ swoim bogatym do�wiadczeniem i m¹dro�ci¹.
Profesor Stefan Kryñski wskaza³ wielu osobom drogê
¿ycia zawodowego.

Pan Profesor Stefan Kryñski zosta³ pochowany
18 kwietnia 2009 roku, w rodzinnym grobowcu Kryñ-
skich i Barwiñskich na cmentarzu parafialnym w £oma-
zach. Pana Profesora po¿egna³a Rodzina, przyjaciele,
wychowankowie i znajomi.
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1. Wstêp

Do rodzaju Yersinia zaliczamy obecnie 15 gatun-
ków: 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
zosta³ wyodrêbniony w ramach rodziny Enterobacteria-
ceae w 1964 roku przez Wilhelma F r e d e r i k s e n a,
który zaliczy³ do niego trzy gatunki patogenne dla ssa-
ków, w tym ludzi, tj. Y. pestis, Y. pseudotuberculosis
i Y. enterocolitica, wcze�niej klasyfikowane do rodza-
ju Pasteurella.

Gatunki te sta³y siê obiektem szczegó³owych badañ
dotycz¹cych ich ekologii, epidemiologii, mechanizmów
patogenezy oraz filogenezy. Od momentu przeklasyfi-
kowania tych trzech gatunków w jeden rodzaj Yersinia,
próbowano ustaliæ stopieñ pokrewieñstwa pomiêdzy
nimi. Problem dotyczy³ zw³aszcza relacji miêdzy bak-
teriami enteropatogennymi, tj. Y. pseudotuberculosis

i Y. enterocolitica, a znacznie gro�niejszym gatunkiem
Y. pestis, wywo³uj¹cym d¿umê. W latach siedemdzie-
si¹tych do badañ porównawczych u¿yto metody hybry-
dyzacji DNA, polegaj¹cej na ocenie stabilno�ci tempe-
raturowej zhybrydyzowanych próbek zdenaturowanego
DNA porównywanych organizmów. Otrzymane wy-
niki, poddane analizie filogenetycznej, wskaza³y na
znacznie bli¿sze ni¿ siê spodziewano pokrewieñstwo
pomiêdzy Y. pseudotuberculosis i Y. pestis. Stopieñ
homologii DNA-DNA wyniós³ ponad 90% [5] i by³
znacznie ni¿szy w stosunku do trzeciego badanego ga-
tunku � Y. enterocolitica, który wyniós³ zaledwie 48%.
Co wiêcej, badania wykaza³y, ¿e sekwencje 16S rRNA
Y. pestis i Y. pseudotuberculosis s¹ identyczne [44].

Wed³ug obowi¹zuj¹cych zasad klasyfikacji, wiêk-
szo�æ szczepów Y. pestis i Y. pseudotuberculosis
mo¿na zaklasyfikowaæ do jednego gatunku lub obec-
nie obowi¹zuj¹ce taksony przeklasyfikowaæ do rang
podgatunków nowo okre�lonego taksonu (spe³nione s¹
wymagania dotycz¹ce podobnej zawarto�ci par GC,
70% homologii DNA i 97% homologii sekwencji 16S
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rRNA). Ze wzglêdu jednak na wyra�nie odró¿nialne
fenotypy obu gatunków oraz ogromne ró¿nice w zakre-
sie wywo³ywanych chorób, a tak¿e pod³o¿e historycz-
ne i epidemiologiczne, reklasyfikacji nie dokonano.
Spowodowa³o to jednak o¿ywienie dyskusji na temat
aktualnych zasad wyodrêbniania gatunku jako taksonu
oraz opracowania bardziej uniwersalnej definicji gatun-
ku. Zwrócono uwagê, ¿e obecne normy okre�lania ga-
tunku stosowane dla Eukarya, u bakterii wskazuj¹ na
ekotypy, a nazwane gatunki odpowiadaj¹ rang¹ euka-
riotycznym rodzajom [11]. W celu uporz¹dkowania
systematyki zaproponowano m. in. w³¹czenie pojêcia
�klonu� do bakteryjnej systematyki [31].

W wiêkszo�ci opracowañ dotycz¹cych ewolucji Yer-
sinia pojawia siê termin mikroewolucja, który u¿ywany
bywa w stosunku do modyfikacji puli genowych popu-
lacji prowadz¹cych do stosunkowo niewielkich zmian
organizmów, ale nie koñcz¹cych siê specjacj¹, do
której prowadzi tzw. makroewolucja [1]. Terminy te (tj.
mikro- i makroewolucja), wprowadzone w 1927 roku,
s¹ obecnie u¿ywane bardzo niekonsekwentnie, a zasad-
no�æ takiego rozró¿nienia jest przedmiotem licznych
dyskusji. Zagadnienie jest ponadto komplikowane,
wspomnianym wy¿ej, brakiem ogólnie akceptowanej
definicji gatunku, a wiêc tak¿e i specjacji. W przypad-
ku Yersinia termin mikroewolucja u¿ywany jest by za-
znaczyæ istotn¹ rolê horyzontalnego transferu genów
(jednego z g³ównych mechanizmów mikroewolucji,
obok mutacji i dryfu genetycznego) w ewolucji zacho-
dz¹cej w obrêbie tego rodzaju, a tak¿e podkre�liæ, ¿e
wyodrêbnienie w systematyce Y. pestis jako gatunku
ma w³a�nie charakter czysto formalny.

Wprowadzenie w ostatnich latach nowych metod
badawczych, a tak¿e zsekwencjonowanie genomów
Y. pestis, Y. pseudotuberrculosis i Y. enterocolitica po-
zwoli³o na zebranie danych dotycz¹cych czynników
zjadliwo�ci, filogenetycznego pokrewieñstwa oraz do-
mniemanych czasów specjacji tych patogennych gatun-
ków. W pracy przedstawiono wyniki badañ nad ewolu-
cj¹ Y. pestis w �wietle ostatnich badañ, wzbogaconych
o analizê genomowego DNA. Wyniki sekwencjonowa-
nia genomu dwóch szczepów Y. pestis, tj. KIM (biotyp
Mediaevalis) oraz CO92 (Orientalis) zosta³y opubliko-
wane [14, 37] natomiast genomu szczepu 8081 Y. ente-
rocolitica http://www.sanger.ac.uk/Projekts/Y_ente-
rocolitica/ oraz IP32953 Y. pseudotuberculosis (http:
//bbrp. llnl.gov/ggrp/html/microbe.html) s¹ dostêpne
w wersji elektronicznej.

2. Enteropatogenne gatunki Yersinia

Y. pseudotuberculosis i Y. enterocolitica s¹ gatun-
kami szeroko rozpowszechnionymi w przyrodzie. Wy-
stêpuj¹ w glebie i wodzie, a za g³ówny rezerwuar tych

drobnoustrojów uwa¿ane s¹ �winie. Oba gatunki s¹
chorobotwórcze dla ludzi. Do zaka¿enia najczê�ciej
dochodzi poprzez spo¿ycie ¿ywno�ci ska¿onej bakte-
riami. Objawy kliniczne jersiniozy, choroby wywo³y-
wanej przez Y. enterocolitica i Y. pseudotuberculosis,
przybieraj¹ ró¿ne postaci. Z infekcj¹ tymi patogenami
wi¹¿e siê zapalenie ¿o³¹dka i jelit, ostre zapalenie wêz-
³ów ch³onnych, rzekome zapalenie wyrostka robaczko-
wego, zapalenia stawów, zapalenie spojówki, wysyp-
kê szkarlatynow¹, rumieñ guzowaty oraz biegunkê [6].

Wywo³ywane dysfunkcje i objawy chorobowe
w przypadku zaka¿enia tymi enteropatogenami s¹ bar-
dzo podobne, natomiast szczegó³owe analizy pozwala-
j¹ odró¿niæ od siebie ww. infekcje. W przeciwieñstwie
do kolonizuj¹cej g³ównie kêpki Peyera Y. enterocoli-
tica, Y. pseudotuberculosis znacznie szerzej rozprze-
strzenia siê w organizmie. Wystêpuj¹ tak¿e ró¿nice
miêdzy ww. gatunkami w wywo³ywanych postaciach
biegunki, stopniu nasilenia bólów brzucha itp. [4, 6].

Y. enterocolitica jest biochemicznie i genetycznie
heterogenn¹ grup¹ organizmów. W obrêbie tego gatun-
ku wyró¿nia siê obecnie oko³o trzydzie�ci cztery sero-
typy. Ró¿nice metaboliczne i biochemiczne pozwalaj¹
na wyodrêbnienie sze�ciu biotypów (1A, 1B, 2, 3, 4 i 5)
[6]. Poszczególne szczepy Y. enterocolitica ró¿ni tak¿e
stopieñ zjadliwo�ci. Wirulentne szczepy biotypów 1B,
2, 3, 4 i 5 posiadaj¹ plazmid pYV (Yersinia virulence)
[18]. Plazmid pYV koduje adhezynê YadA, a tak¿e
system sekrecji III typu. Podstawow¹ funkcj¹ efektoro-
wych bia³ek Yop (Yersinia outer membrane proteins)
systemu sekrecji jest hamowanie reakcji obronnej go-
spodarza. Charakterystykê III systemu sekrecji funkcjo-
nuj¹cego u patogennych gatunków z rodzaju Yersinia
oraz rolê bia³ek Yop w procesie patogenezy przedsta-
wili�my szczegó³owo wcze�niej [8, 21, 27].

Do biotypu 1A nale¿¹ szczepy, które utraci³y plaz-
mid pYV, a tak¿e locus ail, geny myf i ystA oraz nie
maj¹ funkcjonalnego genu inv. Biotyp 1B � �Nowego
�wiata� (z³o¿ony g³ównie ze szczepów izolowanych
w Stanach Zjednoczonych) posiada dodatkowe czyn-
niki zjadliwo�ci, w tym wyspê patogenno�ci HPI 1
(high pathogenicity island) i jest najbardziej zjadliwy.
Na wyspie HPI 1 znajduj¹ siê geny, koduj¹ce bia³ka
uczestnicz¹ce w biosyntezie i transporcie sideroforu
� jersiniobaktyny. Biotypy od 2 do 5, (izolowane
g³ównie w Europie i Japonii) pozbawione wyspy HPI,
zestawia siê czêsto w jedn¹ grupê nazywan¹ Y. entero-
colitica �Starego �wiata�, o znacz¹co mniejszej zjadli-
wo�ci ni¿ biotyp 1B [6, 40].

Pozosta³ymi czynnikami zjadliwo�ci Y. enterocoli-
tica, kodowanymi chromosomowo s¹: inwazyna Inv,
adhezyny Ail i Myf, ureaza oraz enterotoksyny Yst.

Ze wzglêdu na ró¿nice w budowie antygenu O-swo-
istego LPSu wyró¿nia siê 21 serotypów Y. pseudo-
tuberculosis. Serotypy te przyporz¹dkowuje siê do
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sze�ciu grup, bior¹c pod uwagê zdolno�æ do produkcji
egzotoksyn YPM (Y. pseudotuberculosis-derived mi-
togen), obecno�æ ca³ej wyspy HPI lub tylko jej prawej
czê�ci (R-HPI) oraz ró¿nice w wystêpowaniu i wybra-
nych cechach biochemicznych [19]. We wszystkich
szczepach Y. pseudotuberculosis obecny jest plazmid
pYV, a na chromosomie kodowane s¹ oprócz toksyn
YPM, tak¿e: inwazyna Inv, adhezyna Ail, antygen pH
6 (odpowiednik Myf Y. enterocolitica). Bia³ka Hms
kodowane s¹ na jednej z mniejszych wysp genomo-
wych. Hms umo¿liwiaj¹ tworzenie biofilmów, ale ich
rola w procesie patogenezy jest prawdopodobnie nie-
wielka (odwrotnie ni¿ u Y. pestis) [13].

3. Y. pestis � epidemiologia i patogeneza

W przeciwieñstwie do spokrewnionych enteropa-
togennych gatunków Yersinia, Y. pestis jest bardzo
wra¿liwa na promieniowanie s³oneczne i temperaturê,
i nie jest zdolna do przetrwania d³u¿szego okresu czasu
poza organizmem gospodarza. G³ównym rezerwuarem
Y. pestis s¹ dzikie populacje gryzoni, wliczaj¹c w to
ró¿ne gatunki szczurów, myszy, nornic i myszoskocz-
ków. W�ród tych enzootycznych gospodarzy wiêkszo�æ
jest odporna na zachorowanie (b¹d�, w przypadku nie-
których gatunków, spowodowane d¿um¹ ubytki w po-
pulacji s¹ rekompensowane znacznym rocznym przy-
rostem). Mechanizmy przenoszenia, utrzymywania siê
pa³eczki d¿umy w populacjach ssaków i zdolno�ci do
wywo³ywania nag³ych epidemii s¹ trudne do zbada-
nia, m.in. ze wzglêdu na kryptyczny charakter inwazji
w enzootycznych populacjach ssaków. Ostatnio jed-
nak zwiêkszone zainteresowanie tym zagadnieniem
i nowe metody badawcze przynios³y rezultaty w po-
staci opracowania kilku modeli zale¿no�ci pomiêdzy
drobnoustrojami, przenosz¹cymi je gospodarzami
i zwierzêtami wra¿liwymi na zaka¿enie. Otrzymano
tak¿e wstêpne dane dotycz¹ce ekspansywno�ci szcze-
pów Y. pestis na nowe terytoria i mechanizmów wy-
buchania nag³ych epidemii [20].

G³ównym wektorem odpowiedzialnym za przeno-
szenie zaka¿enia w populacjach zwierz¹t s¹ pch³y, po-
nad 80 gatunków (z ponad 1500), z których najczêst-
szym s¹ Xenopsylla cheopis (pch³a szczurza) i Pulex
irritans (pch³a ludzka). Pch³y odpowiedzialne s¹ tak-
¿e za transmisjê bakterii na inne, wra¿liwe ssaki (po-
nad 200 gatunków z 70 rodzajów, w tym tak¿e ludzie),
u których wywo³uj¹ d¿umê, chorobê o bardzo ciê¿kim
przebiegu i wysokiej �miertelno�ci.

Przenoszenie bakterii rozpoczyna siê, gdy pch³a
ugryzie ssaka � nosiciela. Zainfekowana krew tworzy
w przedniej czê�ci jelita, zwanej przed¿o³¹dkiem (pro-
ventriculus) skrzep, który uniemo¿liwia insektowi
prze³ykanie, a dla bakterii jest miejscem namna¿ania.

Pch³a nie jest tak¿e w stanie prze³kn¹æ krwi, zaaspiro-
wanej po ugryzieniu kolejnego wra¿liwego gospodarza.
Zwraca j¹ z powrotem do miejsca ugryzienia wraz ze
znaczn¹ liczb¹ bakterii, ocenian¹ na 11 000�24 000 ko-
mórek, które rozprzestrzeniaj¹ siê do okolicznych wêz-
³ów ch³onnych. Ze wzglêdu na ni¿sz¹ temperaturê
cia³a pch³y, bakterie w momencie inwazji pozbawio-
ne s¹ ochronnej otoczki (antygen F1, eksprymowany
w 37°C), co czyni je podatnymi na fagocytozê przez
leukocyty polimorfonuklearne (PMN) i makrofagi. Jed-
nak¿e zdolno�æ do prze¿ycia i namna¿ania w makro-
fagach (choæ nie w PMN) pozwala Y. pestis przetrwaæ
okres dostosowania siê do zmienionego �rodowiska.
Synteza indukowanych temperatur¹ 37°C czynników
wirulencji (ekspresja antygenu F1 w 37°C zachodzi
po 3h w warunkach in vitro) prowadzi do masowej
proliferacji Y. pestis w wêz³ach ch³onnych, po czym
bakterie przechodz¹c do krwiobiegu infekuj¹ m.in.
w¹trobê, �ledzionê i p³uca. Rozwój ciê¿kiej bakteremii
(stê¿enie bakterii osi¹ga co najmniej 106CFU/ml) po-
zwala na skuteczne zaka¿enie niezainfekowanych pche³
¿eruj¹cych na gospodarzu [33].

Obecno�æ i masowe namna¿anie siê bakterii w wêz-
³ach ch³onnych prowadzi do stanu zapalnego. Znacznie
powiêkszone gruczo³y limfatyczne (nawet do 10 cm)
przyjmuj¹ postaæ tzw. dymienic. Jest to typowy objaw
choroby zwanej d¿um¹ dymienicz¹. Chorobê tê cha-
rakteryzuj¹ ponadto: gor¹czka, drgawki, os³abienie,
bóle g³owy i brzucha itp. W koñcowych fazach do-
chodzi do krwotoków, zakrzepic i zapa�ci. Nieleczona
d¿uma dymienicza prowadzi do �mierci w 50% przy-
padków. Przedostanie siê bakterii do p³uc wywo³uje
d¿umê p³ucn¹. Objawia siê ona wysok¹ gor¹czk¹,
bólami g³owy, dreszczami, apati¹ oraz kaszlem (czê-
sto krwawym lub ropnym). Okazjonalnie wystêpuj¹
tak¿e dymienice na szyi. Infekcji towarzysz¹ krwotoki,
a p³uca wype³niaj¹ siê p³ynem. Nieleczona w ci¹gu
pierwszych 24 godzin choroba ma 100% �miertelno�æ,
wskutek uszkodzeñ uk³adu oddechowego i systemowej
zapa�ci. Postaæ p³ucna charakteryzuje siê ponadto wy-
sok¹ zaka�no�ci¹. Masowa obecno�æ bakterii w krwio-
biegu jest charakterystyczna dla wszystkich postaci
d¿umy, prowadz¹c do typowych objawów szoku sep-
tycznego. D¿uma posocznicowa charakteryzuje siê
podobnymi objawami jak posocznice wywo³ywane
przez inne Gram-ujemne bakterie (m.in. szok septycz-
ny i zespó³ wykrzepiania wewn¹trznaczyniowego),
a �miertelno�æ wynosi 100% (nieleczona). Jeden z cha-
rakterystycznych objawów, martwica dystalnych na-
czyñ krwiono�nych, towarzysz¹cych infekcji, spowo-
dowa³, ¿e d¿uma zyska³a nazwê �Czarna �mieræ�.

Y. pestis uwa¿a siê za czynnik etiologiczny trzech
wielkich pandemii, z których dwie pierwsze zdzie-
si¹tkowa³y ludno�æ Europy i Afryki Pó³nocnej: plaga
Justyniana (541�767 A.D.) i �Czarna �mieræ� (od 1346
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do piêtnastego wieku). Wspó³cze�nie (od roku 1894)
trwa trzecia pandemia (Pandemia Nowo¿ytna), wy-
wo³ywana przez szczepy klasyfikowane do biotypu
Orientalia [45].

Jeszcze do niedawna w powszechnym u¿yciu pozo-
stawa³ wprowadzony przez D e v i g n a t a  w 1951 roku
podzia³ Y. pestis, oparty na zdolno�ci do fermentacji
glicerolu i redukcji azotanów, na trzy biotypy (Antiqua,
Mediaevalis i Orientalis) skorelowany historycznie
z tymi trzema wielkimi epidemiami d¿umy. Od lat trwa-
j¹ badania maj¹ce na celu zweryfikowanie pogl¹du, ¿e
pierwsza i druga pandemia zosta³y wywo³ane przez
odpowiednio, bakterie z biotypów Antiqua i Mediaeva-
lis. Wprowadzenie nowych metod badawczych w ostat-
nich latach przynios³o wyniki podwa¿aj¹ce zarówno
monofiletyczno�æ tych biotypów (a wiêc i zasadno�æ
podzia³u), jak i ich historyczne powi¹zania. Potwierdzo-
no tak¿e przynale¿no�æ do gatunku Y. pestis odmien-
nych fenotypowo szczepów, przypisanych obecnie do
biotypów Microtus i Yersinia pestis pestoides (oba
awirulentne dla cz³owieka) [1]. Relacje wewn¹trzga-
tunkowe i taksonomia Y. pestis s¹ obecnie przedmio-
tem intensywnych analiz. Omówienie dotychczaso-
wych wyników i propozycja zrewidowanej taksonomii
zostan¹ przedstawione w dalszej czê�ci pracy.

4. Czynniki zjadliwo�ci Y. pestis kodowane
na chromosomie

Y. pestis syntetyzuje wiele czynników zjadliwo�ci
niezbêdnych do infekcji i namna¿ania siê w organiz-
mach gospodarzy oraz efektywnej transmisji przez
pch³y. Wiele z tych czynników charakterystyczna jest
tak¿e dla Y. pseudotuberculosis.

Kodowany chromosomowo czynnik PsaA (antygen
pH 6, odpowiednik Myf Y. enterocolitica) podobnie jak
u Y. pseudotuberculosis, wyra¿any jest tylko w tempe-
raturze od 35°C do 41°C i zakresie pH od 5 do 6,7.
Jest to fibrylarne bia³ko o masie cz¹st. 15 kDa, bior¹ce
udzia³ w odporno�ci bakterii na fagocytozê. PsaA pro-
dukowane jest g³ównie wewn¹trz komórek eukariotycz-
nych, przede wszystkim makrofagów, w odpowiedzi na
zakwaszenie �rodowiska fagolizosomu [38]. Do nie-
dawna postulowano tak¿e rolê PsaA jako adhezyny,
lecz badania wykaza³y, ¿e mutanty PsaA� nie maj¹
zmniejszonej zdolno�ci adhezji do komórek eukario-
tycznych. Jednocze�nie zaobserwowano, ¿e po zaindu-
kowaniu ekspresji PsaA w makrofagach, uwolnione
komórki bakteryjne wykazuj¹ zwiêkszon¹ oporno�æ na
fagocytozê. Antygen pH 6 wydaje siê byæ trzecim,
obok bia³ek Yop (kodowanych na plazmidzie pCD1
u Y. pestis i pYV u Y. pseudotuberculosis) i antygenu F1
(kodowanego na plazmidzie pMT1 Y. pestis) czynni-
kiem obrony przed fagocytoz¹, szczególnie istotnym

we wczesnych etapach inwazji [26]. Jest to jedno-
cze�nie jeden z niewielu kodowanych chromosomo-
wo czynników wirulencji Y. pseudotuberculosis, który
utrzyma³ siê w funkcjonalnej postaci u pa³eczki d¿umy.
G³ówna adhezyna i inwazyna Y. pseudotuberculosis, tj.
odpowiednio YadA oraz Inv odpowiadaj¹ce za infekcjê
przewodu pokarmowego, s¹ nieaktywne u Y. pestis.
Najnowsze badania wykaza³y, ¿e w procesie koloni-
zacji i rozprzestrzeniania Y. pestis udzia³ bior¹ adhe-
zyny: Ail [29],YadBC [17] oraz YapE [30].

Na chromosomie Y. pestis znajduje siê kompletna
i funkcjonalna wyspa patogenno�ci HPI 1 [9, 40].
Wyspa jest prawdopodobnie wysoce konserwowana
w obrêbie zarówno rodzaju, jak i gatunku; wykazano
bowiem 98% podobieñstwo sekwencji genów HPI
pomiêdzy Y. pestis, Y. enterocolitica 1B i Y. pseudotu-
berculosis. Nale¿y tak¿e zauwa¿yæ, ¿e wysoki stopieñ
homologii sekwencji nukleotydowej wyspy zachodzi
tak¿e pomiêdzy patogenami z rodzaju Yersinia, a inny-
mi bakteriami przenosz¹cymi HPI, np. E. coli. Wysoka
homologia sekwencji dotyczy bogatej w pary GC,
�funkcjonalnej� czê�ci wyspy, nie za� wysoce zmiennej
w obrêbie rodzaju Yersinia czê�ci bogatej w pary AT.
Ta ostatnia charakteryzuje siê ni¿sz¹, odmienn¹ od resz-
ty HPI zawarto�ci¹ procentow¹ par GC (32�44%, przy
56,4% dla czê�ci 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)
d³ugo�ci wyspy. W konserwowanej ewolucyjnie czê�ci
znajduj¹ siê wszystkie geny biosyntezy i transportu
yersiniobaktyny (tj. geny irp1 � 9), receptora dla tego
sideroforu � bia³ka fyuA oraz sekwencje: intB � in-
tegrazy oraz regulatora transkrypcji � ybtA.

U Y. pestis obecne s¹ wszystkie elementy insercyjne
wykryte w HPI u Y. pseudotuberculosis oraz delecja
10 kpz odcinka nie koduj¹cego w lewej czê�ci wyspy,
a obecnego u Y. enterocolitica.

HPI 1 u Y. pestis znajduje siê w obrêbie wiêkszego
chromosomalnego locus zwanego pgm (pigmentation),
w sk³ad którego wchodz¹ tak¿e geny hms. Ca³y, 102 kb
fragment oflankowany jest sekwencjami IS100 i wy-
cina siê z chromosomu z czêsto�ci¹ 10�5. Sekwencja
HPI posiada wszystkie niezbêdne do samodzielnego
wycinania siê elementy i prawdopodobnie jest zdolna
do spontanicznej delecji (jak u Y. pseudotuberculosis)
jednak jej mobilno�æ jest maskowana przez wy¿sz¹
mobilno�æ ca³ego pgm [9].

Warto zauwa¿yæ, ¿e Y. pestis z delecj¹ locus pgm
charakteryzuje siê obni¿on¹ wirulencj¹ u myszy, która
mo¿e zostaæ przywrócona wstrzykniêciem ¿elaza zaka-
¿onym zwierzêtom. Wskazuje to na bardzo istotn¹ rolê
¿elaza w procesach ¿yciowych patogenów, a co za tym
idzie, na rolê sideroforów jako czynników wirulencji [9].

Bia³ka Hms kodowane s¹ na pozosta³ej czê�ci locus
pgm. Fenotyp Hms+ objawia siê tworzeniem w temp.
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25�28oC, br¹zowych lub czerwonych kolonii bakterii
hodowanych na odpowiednich pod³o¿ach ró¿nicuj¹-
cych (np. z hemin¹ lub strukturalnym analogiem � czer-
wieni¹ Congo). Ta cecha �pigmentacji� nada³a nazwê
ca³emu 102 kb regionowi pgm, w obrêbie którego znaj-
duje siê locus hms. W sekwencji nukleotydowej tego
regionu zidentyfikowano 4-genowy operon hmsHFRS.
Dwa kolejne geny hmsT i hmsP znajduj¹ siê poza locus
hms. Eksprymowane bia³ka HmsF i HmsH maj¹ zdol-
no�æ wi¹zania heminy i zatrzymywania jej w postaci
zwi¹zanej z b³on¹ zewnêtrzn¹. Bia³ka HmsR, HmsS
i Hms T s¹ enzymami zwi¹zanymi z b³on¹ cytoplazma-
tyczn¹ i uczestnicz¹ w syntezie zewn¹trzkomórkowego
polisacharydu podobnego do poli(N-acetyloglukoza-
miny). Rola bia³ek Hms w wirulencji u ssaków nie zo-
sta³a potwierdzona i prawdopodobnie jest niewielka
(zw³aszcza, ¿e geny hms ulegaj¹ ekspresji g³ównie
w temperaturze 25°C). Natomiast obecno�æ funkcjonal-
nego locus hms jest niezbêdna do zablokowania, przez
masê bakteryjn¹, jelita pch³y, a �ci�lej przed¿o³¹dka
[25]. Ten ¿ywieniowy zator (zahamowanie przep³ywu
zaaspirowanej krwi) sprzyja efektywnej transmisji
zainfekowanej pch³y, która �wyg³odzona� poszukuje
kolejnego gospodarza. Rola bia³ek Hms polega prawdo-
podobnie na zdolno�ci komórek bakterii do aglutynacji
i tworzenia biofilmów (obserwowana tak¿e u Y. pseu-
dotuberculosis) [13]. W przeciwieñstwie do HPI, czê�æ
pgm koduj¹ca bia³ka Hms nie ró¿ni siê znacz¹co za-
warto�ci¹ par GC od reszty chromosomu Y. pestis i nie
jest uwa¿ana za wyspê patogenno�ci [40].

Na podstawie ró¿nic w procentowej zawarto�ci par
GC, na chromosomie Y. pestis, podobnie jak u Y. pseu-
dotuberculosis wykryto ok. 20 innych, pomniejszych
wysp genomowych, z których wiêkszo�æ to wyspy pato-
genno�ci. Domniemywane produkty ekspresji genów
zlokalizowanych w tych obszarach to m.in. siderofory,
toksyny owadzie, adhezyny i geny metabolizmu kwa-
sów t³uszczowych. Czê�æ z tych genów u Y. pestis zo-
sta³a zinaktywowana w toku ewolucji, co wykaza³y
analizy porównawcze z genomem Y. pseudotuberculo-
sis, w którym wykryto 18 z 21 obecnych u Y. pestis
wysp genomowych. Przyk³adem s¹ tutaj geny toksyn
owadzich (np. tcaB) [45]. Na jednej z wysp pato-
genno�ci kodowany jest tak¿e drugi system sekrecji
typu III, homologiczny do kodowanego na SPI 2
S. enterica serovar Typhimurium, choæ nie wydaje siê
pe³niæ równie wa¿nej funkcji w namna¿aniu we-
wn¹trzkomórkowym jak u Salmonella.

Miêdzygatunkowe porównania zawarto�ci i funk-
cjonalno�ci wysp genów pomiêdzy Y. pseudotubercu-
losis i Y. pestis wykaza³y, ¿e u tego ostatniego gatunku
wiele z tych genów jest nieaktywnych. Analizy te
wnios³y bardzo wiele w zrozumienie mechanizmów
mikroewolucji i pomog³y stworzyæ wiarygodny mo-
del rozwoju Y. pestis w kierunku wysoce patogennego

gatunku. Uwagê zwraca tu zw³aszcza rola toksyn owa-
dzich i ich pó�niejszej inaktywacji, w przystosowa-
niu siê bakterii do wykorzystywania pche³ jako wek-
tora transmisji.

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

Plazmid pCD1, homologiczny do plazmidu pYV
Y. pseudotuberculosis i Y. enterocolitica, okre�lany
tak¿e pCad, pVW, pYV, lub pLcr wyizolowany ze
szczepu CO92 Y. pestis ma wielko�æ 70 305 pz, nato-
miast plazmid ze szczepu KIM10 �70 509 pz. Ró¿nicê
w wielko�ci przypisuje siê delecji 212 pz w sekwencji
IS285 [3]. Zawarto�æ par GC wynosi 44,8% (KIM10).
Na plazmidzie rozpoznano du¿¹ liczbê ró¿nych se-
kwencji insercyjnych (g³ównie IS100 i IS285) i trans-
pozonów. Dwa geny koduj¹ce: YadA, wa¿ny czynnik
adhezji oraz oporno�ci na surowicê u Y. pseudotuber-
culosis i Y. enterocolitica oraz lipoproteinê YlpA s¹
nieaktywne (w wyniki delecji prowadz¹cej do zmiany
ramki odczytu � ang. frameshift). Odnaleziono nato-
miast funkcjonalne homologi wszystkich bia³ek Yop
i Ysc systemu sekrecji III typu, zlokalizowanych na
plazmidzie pYV u Y. pseudotuberculosis i Y. enteroco-
litica. Jednak sam uk³ad genów plazmidu pCD1 uleg³
znacz¹cej rearan¿acji w stosunku do plazmidów pYV
tych dwóch enteropatogennych gatunków [25].

Kodowane na plazmidzie pCD1 bia³ka Ysc syste-
mu sekrecji, tworz¹ strukturê �molekularnej strzykaw-
ki�, za pomoc¹ której bia³ka efektorowe Yop dostaj¹
siê do cytoplazmy komórek eukariotycznych. Parali-
¿uj¹c funkcje makrofagów, bia³ka te chroni¹ komórkê
bakteryjn¹ przed fagocytoz¹. Efektem dzia³ania bia-
³ek Yop jest hamowanie nieswoistej odpowiedzi im-
munologicznej (od blokowania odpowiedzi zapalnej
do indukcji apoptozy makrofagów w³¹cznie). Ca³y
system sekrecji III typu ma pierwszorzêdne znaczenie
dla wirulencji gatunków Yersinia, zapewniaj¹c prze-
¿ycie w organizmie gospodarza [21].

Plazmid pPCP1 (okre�lany tak¿e jako pPst, pPla
jest to najmniejszy z typowych plazmidów Y. pestis
(9 610 pz w szczepie KIM10, 45,3% zawarto�ci par
GC) i zawiera geny: pestycyny (bakteriocyna), opor-
no�ci na pestycynê (wprowadzaj¹ presjê selekcyjn¹
w kierunku utrzymania plazmidu na zasadzie klasycz-
nego systemu toksyna � antytoksyna) oraz aktywatora
plazminogenu (proteaza Pla) [3].

Bia³ko Pla o masie cz¹steczkowej 34,6 kDa posiada
aktywno�æ proteolityczn¹ w stosunku do plazmino-
genu, aktywuj¹c go do plazminy. W dodatku Pla in-
aktywuj¹c inhibitor plazminy, alfa 2-antyplazminê
prowadzi do niekontrolowanej proteolizy plazminy, co
u³atwia bakteriom rozprzestrzenianie siê w organizmie
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gospodarza, g³ównie wskutek likwidacji skrzepów
fibryny i innych mechanicznych przeszkód, np. sk³ad-
ników macierzy zewn¹trzkomórkowej. Jednak¿e rola
proteazy Pla w wirulencji pa³eczki d¿umy by³a przez
pewien czas kwestionowana, gdy¿ badane in vitro mu-
tanty Pla� zachowywa³y pe³n¹ zjadliwo�æ [38]. Dopie-
ro niedawne badania wykaza³y, ¿e obecno�æ Pla jest
nieodzowna dla efektywnej infekcji przez skórê, a mu-
tanty Pla� zachowuj¹ zdolno�æ do infekcji tylko po bez-
po�rednim przenikniêciu do krwiobiegu [7]. Wyra¿anie
bia³ka Pla wydaje siê mieæ te¿ wp³yw na �miertelno�æ
zaka¿onych pche³, jednak jego rola w organizmie in-
sekta pozostaje bli¿ej niewyja�niona.

Prowadzone od 2000 roku badania dowiod³y, ¿e
Y. pestis jest zdolna do inwazji komórek nab³onkowych,
mimo braku kluczowych dla tego procesu adhezyn i in-
wazyn (YadA i Inv), obecnych u spokrewnionych ente-
ropatogenów. Badania wykaza³y tak¿e niewielk¹ rolê
domniemanych czynników inwazji, jak np. antygenu
pH6 i bia³ka Caf1, wskazuj¹c równocze�nie na prote-
azê Pla jako g³ówn¹ adhezynê, a prawdopodobnie tak-
¿e inwazynê Y. pestis [12]. Uda³o siê tak¿e rozdzieliæ
aktywno�æ proteolityczn¹ od w³a�ciwo�ci adhezyjnych
i inwazyjnych bia³ka Pla. Ponadto w strukturze trzecio-
rzêdowej Pla zidentyfikowano motyw odpowiadaj¹cy
za wi¹zanie bia³ka z lipidem A lipopolisacharydu (LPS).
Ostatnio dowiedziono tak¿e, ¿e O-antygen g³adkiej for-
my LPS mo¿e sterycznie hamowaæ aktywno�æ proteo-
lityczn¹ Pla, co sugeruje ¿e w ewolucji Y. pestis utrata
O-antygenu w cz¹steczce LPS dawa³a przewagê se-
lekcyjn¹ zwi¹zan¹ z funkcjonowaniem bia³ka Pla [43].

Wielko�æ trzeciego plazmidu Y. pestis � pMT1
(okre�lany tak¿e jako pFra, pTox lub pYT ) w szcze-
pie KIM10 wynosi 100 984 bp; a zawarto�æ par GC
� 50,2%. Plazmid zawiera kilka kopii elementów inser-
cyjnych, m.in. dwie kopie IS100 i jedn¹ kopiê IS200
(ich obecno�ci przypisuje siê inwersje w uk³adzie ge-
nów obserwowane w porównaniu do plazmidów izo-
lowanych z innych szczepów). Na plazmidzie pMT1
znajduje siê kilka genów o znanej roli w wirulencji
Y. pestis, np. gen toksyny mysiej � ymt i antygenu F1
� caf1 wraz z genami bia³ek regulatorowych i pomocni-
czych (np. regulator Caf1R i bia³ko opiekuñcze Caf1M).
Poza tym, plazmid zawiera ok. 40 ORF-ów o niezna-
nych funkcjach (m.in. ORF-y homologiczne do genu
piliny E. coli i genu transportera z rodziny ABC) [26].

Antygen F1 to wyra¿ane w 37°C bia³ko wystêpu-
j¹ce w formie wysokocz¹steczkowych (kilka MDa)
polimerów, otaczaj¹cych komórkê bakterii dwuwar-
stwow¹ otoczk¹. Polimery utworzone s¹ prawdopo-
dobnie przez dimeryczne podjednostki po³¹czone wi¹-
zaniami wodorowymi. Otoczka chroni bakterie przed
fagocytoz¹ ze strony monocytów.

Toksyna mysia (Ymt) jest bia³kiem  wielko�ci 61 kDa,
tworz¹cym polimery o masach cz¹steczkowych 120 kDa

i 240 kDa. Toksyna mysia nale¿y do rodziny fosfolipaz
D. Jej rola w wirulencji zosta³a potwierdzona ekspery-
mentalnie. Udowodniono, ¿e jest to czynnik zwiêksza-
j¹cy �miertelno�æ w populacjach zaka¿onych gryzoni
i co wa¿niejsze, wymagany do prze¿ycia bakterii
w przewodzie pokarmowym pch³y [23]. Badania pro-
wadzone nad wyizolowan¹ z komórek bakterii toksyn¹
przynios³y odpowiedzi odno�nie aktywno�ci katalitycz-
nej i specyficzno�ci substratowej Ymt, jednak mecha-
nizmy jej dzia³ania jako czynnika wirulencji pozostaj¹
nieznane [42]. Równie¿ kwestia specyficzno�ci dzia-
³ania Ymt wobec przedstawicieli rodziny Muridiae
(Myszowate) nie zosta³a wyja�niona. Wcze�niejsze ba-
dania sugerowa³y, ¿e Ymt mo¿e dzia³aæ poprzez bloko-
wanie receptora $-adrenergicznego doprowadzaj¹c do
zapa�ci (co wyja�nia³oby toksyczny efekt u myszy
i szczurów), hipoteza ta nie zosta³a jednak potwierdzo-
na [38]. Innym postulowanym mechanizmem dzia³ania
jest ochrona komórek przed toksycznymi produktami
trawienia surowicy krwi w jelicie pch³y [24].

Warto podkre�liæ, ¿e ponad 50% sekwencji nukleo-
tydowej plazmidu wykazuje bardzo du¿e pododobieñ-
stwo (ponad 95%) do kryptycznego plazmidu pHCM2
obecnego w szczepach Salmonella enterica serovar
Typhi, przy czym homologiczne rejony nie tworz¹ ci¹g-
³ego obszaru, lecz s¹ rozsiane po plazmidzie. Zawar-
to�æ par GC w tych sekwencjach jest bli¿sza rodzajowi
Salmonella ni¿ Yersinia, co sugeruje enteropatogenne
pochodzenie prototypowego plazmidu. Wydaje siê za-
tem prawdopodobne, ¿e miêdzy patogenami tych ro-
dzajów zachodzi³a i nadal zachodzi wymiana materia³u
genetycznego, choæ nie wykluczono te¿ mo¿liwo�ci
nabycia plazmidów z odrêbnych �róde³ [3].

Plazmid pYC jest kryptycznym plazmidem o wiel-
ko�ci 5,9 pz, izolowany ze szczepów Y. pestis w Chi-
nach, nie zawiera ¿adnych wykrytych czynników wi-
rulencji. Odnaleziono na nim 12 ORF-ów, z czego
3 koduj¹ bia³ka homologiczne do znanych bia³ek (m.in.
indukowanych uszkodzeniami bia³ek DinJ1 i DinJ2
E. coli). Postuluje siê rolê tych bia³ek w zwiêkszaniu
zdolno�ci Y. pestis do przetrwania niesprzyjaj¹cych
warunków, choæ nie obserwuje siê u tych bakterii wy-
ra�nie zmienionego fenotypu. Obszar, z którego izoluje
siê bakterie zawieraj¹ce pYC stopniowo siê powiêksza
[3], co zdaje siê potwierdzaæ hipotezê, ¿e obecno�æ tego
plazmidu daje Y. pestis pewne korzy�ci selekcyjne.

6. Struktura genomu Y. pestis.
Inne elementy maj¹ce wp³yw na patogenno�æ

Zsekwencjonowany genom Y. pestis CO92 ma wiel-
ko�æ 4 653 728 pz i procentow¹ zawarto�æ par GC rów-
n¹ 47,64%. W porównaniu z nim, genom Y. pestis KIM
jest o ok. 50 kb mniejszy (4 600 755 bp) i zawiera
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4 198 ORF-ów (z czego zaledwie 3 672 odpowiada
ORF-om szczepu CO92) [14, 37]. Ró¿nice wielko�ci
przypisuje siê wiêkszemu udzia³owi elementów inser-
cyjnych w genomie szczepu CO92. Ponadto wystêpu-
je te¿ szereg innych ró¿nic miêdzy genomami obu
szczepów, m.in.: jeden dodatkowy operon tRNA w se-
kwencji szczepu KIM oraz znaczny stopieñ rearan-
¿acji uk³adu genów, zw³aszcza typu inwersji. Charak-
terystyczne jest wystêpowanie trzech tzw. regionów
MIR (multiple inversion regions), w których obserwuje
siê szczególnie du¿o inwersji przy porównaniu obu
sekwencji. Dane te �wiadcz¹ o tym, ¿e genom Y. pestis
jest wci¹¿ obiektem nieustannych zmian, w przeci-
wieñstwie do do�æ stabilnych genomów spokrewnio-
nych enteropatogenów.

Zawarto�æ elementów insercyjnych (IS)
Projekty sekwencjonowania genomów Yersinia

przynios³y do�æ niespodziewane dane dotycz¹ce licz-
by obecnych IS, która okaza³a siê nadspodziewanie
du¿a, zw³aszcza w porównaniu z blisko spokrewnion¹
Y. pseudotuberculosis. W sekwencji chromosomów
i plazmidów Y. pestis CO92 odnaleziono 138 elemen-
tów insercyjnych, a u Y. pestis KIM � 117 [37]. Naj-
czê�ciej wystêpuj¹cym elementem insercyjnym jest
IS1541, nastêpnie IS100, IS285 i IS1661. Natomiast
liczba IS w genomie Y. pseudotuberculosis nie prze-
kracza 20 (s¹ to tak¿e g³ównie IS1541 i IS100; ich
liczba waha siê pomiêdzy szczepami) [10]. Umiejsco-
wienie 12 z tych elementów odpowiada uk³adowi ob-
serwowanemu w obu szczepach Y. pestis. Porównanie
miejsc integracji IS do genomów szczepów Y. pestis
CO92 i KIM pozwoli³o na stwierdzenie, ¿e ich wspól-
ny przodek mia³ 109 IS, a wiêc od czasu rozej�cia siê
linii ewolucyjnych dosz³o do, odpowiednio, 28 i 8 no-
wych integracji. Z kolei porównania pomiêdzy Y. pestis
i Y. pseudotuberculosis dotycz¹ce uk³adu konser-
wowanych bloków genów pozwoli³y na ustalenie
prawdopodobnych miejsc rekombinacji genomowych
i przybli¿onej struktury genomów bakterii bêd¹cych
przodkami izolowanych dzi� patogenów. Stwierdza siê
obecnie, ¿e elementy insercyjne i powodowane przez
ich obecno�æ rekombinacje odegra³y znacz¹c¹ rolê
w ró¿nicowaniu siê pa³eczki d¿umy.

Du¿a liczba i aktywno�æ elementów IS s¹ prawdo-
podobnie g³ównymi czynnikami odpowiadaj¹cymi za
niestabilno�æ genomu Y. pestis [46]. Przyk³adem tego
jest obserwowana u co najmniej dwóch szczepów
znaczna niestabilno�æ wzorów restrykcyjnych geno-
mów, zdradzaj¹ca zachodzenie ci¹g³ych rearan¿acji
genomowych, utrzymuj¹ca siê nawet po wielokrot-
nych pasa¿ach [3].

Innym zaobserwowanym efektem obecno�ci ele-
mentów IS w genomie Y. pestis, wskazuj¹cym na ich
rolê w gwa³townych przetasowaniach strukturalnych,

s¹ anomalie w typowym uk³adzie nukleotydów na nici
prowadz¹cej i opó�nionej. Po zsekwencjonowaniu ge-
nomów kilku gatunków bakterii odkryto zauwa¿aln¹
preferencyjno�æ wystêpowania guaniny na nici wiod¹-
cej w replikacji. U Y. pestis zaobserwowano natomiast
trzy du¿e anomalie sekwencji bogatych w guaniny
(jedn¹ translokacjê i dwie inwersje), z których ka¿da
oflankowana jest elementami insercyjnymi, co suge-
rowa³o zaj�cie homologicznej rekombinacji. Przepro-
wadzone nastêpnie badania (za pomoc¹ reakcji PCR)
wykaza³y, ¿e w populacji bakterii sekwencje te mog¹
wystêpowaæ w obu orientacjach, daj¹c w rezultacie
kilka mo¿liwych wariacji strukturalnych genomu. Re-
aran¿acje wydaj¹ siê byæ czêste i zachodziæ powszech-
nie podczas wzrostu mikroorganizmów, ale ich wp³yw
na wirulencjê pozostaje bli¿ej niezbadany [37, 46].

Nale¿y te¿ zauwa¿yæ, ¿e elementy insercyjne odpo-
wiedzialne s¹ za inaktywacjê znacznej czê�ci pseudo-
genów odnajdywanych w genomach szczepów Y. pestis,
co nie jest powszechnie spotykanym zjawiskiem, jako
¿e najczêstszym mechanizmem inaktywacji genów s¹
mutacje typu frameshift, powodowane przez niewiel-
kie delecje. Podobn¹ do Y. pestis tendencjê obserwuje
siê u Shigella flexneri, równie¿ do�æ m³odego ewolu-
cyjnie patogenu (ok. 270 000 lat od czasu wyodrêb-
nienia z E. coli) [32].

Zawarto�æ pseudogenów
Chocia¿ genomy bakteryjne z regu³y s¹ zwarte i za-

wieraj¹ stosunkowo ma³o niekoduj¹cego DNA, pseudo-
geny spotykane s¹ powszechnie i wystêpuj¹ nawet
w najmniejszych bakteryjnych genomach. Jednak kon-
cepcja roli utraty genów lub ich inaktywacji w ewolu-
cji patogennych drobnoustrojów powsta³a stosunkowo
niedawno, gdy zsekwencjonowano genomy organiz-
mów takich jak: Rickettsia prowazekii, Mycobacterium
leprae i patogenów z rodzaju Yersinia.

Wczesne badania postulowa³y obecno�æ 149 pseu-
dogenów w genomie Y. pestis [37], a nawet ponad dwu-
krotnie wiêkszej liczby [36]. Badania z 2004 roku
ustali³y liczbê pseudogenów na 208, z czego 84 jest
obecnych w postaci funkcjonalnej u IP32953 Y. pseu-
dotuberculosis, a inaktywowanych w KIM10 Y. pestis.
Pozosta³e 124 geny s¹ nieczynne u KIM10 i CO92
Y. pestis, lecz tylko dwa z nich maj¹ funkcjonalne
homologi u Y. pseudotuberculosis. Lista wykrytych
pseudogenów nie jest w ¿adnym razie zamkniêta, gdy¿
wyniki najnowszych badañ (przeprowadzanych meto-
d¹ wielokrotnych porównañ sekwencji spokrewnio-
nych drobnoustrojów) podaj¹ liczbê 337 pseudogenów
w genomie Y. pestis (co stanowi jego 8%) i 186 w ge-
nomie Y. pseudotuberculosis (poprzednie badania wy-
kaza³y obecno�æ 62). Powstawa³y one najczê�ciej
wskutek wspomnianych ju¿ mutacji typu frameshift
i obecno�ci elementów insercyjnych oraz mutacji
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nonsensownych [32]. Warto dodaæ, ¿e w niektórych
przypadkach, przy zastosowaniu odpowiednich pod-
³o¿y selekcyjnych, mo¿liwe jest przywrócenie pierwot-
nej funkcji genu.

Generalnie, pseudogeny wystêpuj¹ czê�ciej u m³o-
dych ewolucyjnie, wysoko zjadliwych patogenów (jak
Y. pestis) ni¿ u ich mniej zjadliwych, a pokrewnych
gatunków (Y. pseudotuberculosis). Akumulacja ta jest
efektem dzia³ania g³ównie dwóch czynników. Pierw-
szym jest obfito�æ substancji od¿ywczych w organizmie
gospodarza, która czyni bezu¿ytecznymi wiele genów
metabolizmu, potrzebnych drobnoustrojom w �rodowi-
sku zewnêtrznym. Drugim jest zmniejszenie efektyw-
nej wielko�ci populacji patogenu, która bierze udzia³
w infekcji. Prowadzi to do obni¿enia presji selekcyjnej
i akumulacji delecji w populacji. Te same przyczyny
le¿¹ u podstaw nagromadzania elementów insercyj-
nych, które powoduj¹ powstawanie kolejnych pseudo-
genów. W przypadku Y. pestis nabycie zdolno�ci do
kolonizowania pche³ pozwoli³o na uzyskanie dostêpu
do substancji od¿ywczych (aminokwasy, nukleozydy,
witaminy) i �róde³ energii (D-glukoza i kwasy t³usz-
czowe) rozpuszczonych w pobieranej przez insekta
krwi. Zgodnie z podanym wy¿ej mechanizmem, spo-
wodowa³o to utratê genów odpowiedzialnych za np.
fermentacjê z³o¿onych wêglowodorów czy syntezê
pewnych aminokwasów. Poza tym, w przypadku nie-
których mutacji, niewykluczone jest, ¿e zasz³y pó�no
w ewolucji i przyczyni³y siê efektywnie do zwiêksze-
nia wirulencji. Rozwa¿a siê mo¿liwo�æ, ¿e np. utrata
funkcji aspartazy (prowadz¹ca do zmian w metaboliz-
mie kwasu L-glutaminowego) lub dehydrogenazy glu-
kozo-6-fosforanu (uniemo¿liwiaj¹ca wykorzystywa-
nie szlaku pentozofosforanowego) mog³a okazaæ siê
korzystna dla patogenów i powodowaæ nasilenie obja-
wów chorobowych [7].

Nale¿y w tym miejscu zaznaczyæ rolê jak¹ mia³o
nabycie genów toksyn owadzich (jeszcze przed wy-
odrêbnieniem siê Y. pseudotuberculosis), a nastêpnie
ich inaktywacja, w procesie kolonizowania organizmu
pch³y. Y. pseudotuberculosis posiada na chromosomie
geny kompleksów toksyn owadzich, nale¿¹ce do trzech
rodzin genowych (tcaA/tcaB/tcdA, tcaC/tcdB i tccC).
Ich obecno�æ sugeruje, ¿e patogen ten jeszcze przed
wyodrêbnieniem siê Y. pestis by³ w stanie zaka¿aæ i za-
bijaæ owady, prawdopodobnie w celu pozyskania dodat-
kowych substancji od¿ywczych. Homologi tych genów
s¹ obecne u Y. pestis, lecz tylko gen tcaA zachowa³
funkcjonalno�æ. Gen tcaB zawiera mutacjê typu frame-
shift, a gen tcaC wewnêtrzn¹ delecjê [37]. Inaktywacja
tych genów mog³a okazaæ siê konieczna, by wykorzys-
taæ mo¿liwo�ci transmisji, które otworzy³o nabycie pla-
zmidu pMT1, w po³¹czeniu z produktami locus Hms.
Jednak wyniki badañ z 2004 roku przecz¹ hipotezie
jakoby inaktywacja tcaB by³a niezbêdna do transmisji

poprzez owada, gdy¿ gen ten zosta³ odnaleziony
w kompletnej formie u kilku w pe³ni wirulentnych
szczepów z biotypów Mediaevalis i Antiqua [10].
Kwestia roli mutacji w tych genach pozostaje wiêc
 na razie nie rozstrzygniêta.

Na uwagê zas³uguje te¿ utrata przez Y. pestis wielu
genów zwi¹zanych bezpo�rednio z wirulencj¹ Y. pseu-
dotuberculosis. Inaktywacji uleg³o wiele genów zwi¹-
zanych z inwazj¹ tkanki nab³onkowej jelita jak np. inv,
yadA, ureD (wszystkie z nich nale¿¹ do podstawowych
czynników wirulencji Y. pseudotuberculosis, a tak¿e
Y. enterocolitica) oraz genów struktury i biosyntezy
rzêsek. Inne pseudogeny Y. pestis, które wp³ywaj¹ na
zwiêkszenie inwazyjno�ci u innych patogenów (np.
u zjadliwych szczepów E. coli) to m.in. geny intyminy
oraz czynnika CNF (który oddzia³uj¹c z Rho-GTPaza-
mi wp³ywa na rearan¿acje cytoszkieletu komórek euka-
riotycznych). Inaktywacja tych genów w toku ewolucji
dobrze odzwierciedla proces adaptacji pa³eczki d¿umy
do nowej niszy; utratê mo¿liwo�ci infekcji poprzez
uk³ad pokarmowy na rzecz transmisji z udzia³em insek-
ta i rozprzestrzenianie siê w organizmie wraz z krwi¹.
Trudno by³o za to pocz¹tkowo wyt³umaczyæ charakte-
rystyczn¹ cechê fenotypu Y. pestis, jak¹ jest obecno�æ
�szorstkiego� lipopolisacharydu, tj. pozbawionego
bocznego ³añcucha O-swoistego (co jest efektem mu-
tacji w piêciu genach, m.in. wzy). U Y. pseudotubercu-
losis jest on obecny, zawiera rzadko spotykane cukry,
3,6-dideoksyheksozy i uwa¿any by³ pierwotnie za
wa¿ny czynnik wirulencji, któremu przypisywano rolê
m.in. w obronie bakterii przed sk³adnikami osocza,
fagocytoz¹ oraz kationowymi peptydami produkowa-
nymi w jelicie cienkim przez komórki Panetha [37].
Utrata ³añcucha O-swoistego wydawa³a siê wiêc nie-
korzystna dla wirulencji Y. pestis. Jednak nowsze
badania wskazuj¹, ¿e jego rola polega raczej na ochro-
nie enteropatogenów poza organizmem gospodarza
(szczepy Y. pseudotuberculosis i Y. enterocolitica ho-
dowane w temperaturze 37°C w ogóle nie syntetyzuj¹
³añcuchów O-swoistych) oraz, ¿e to w³a�nie �szorst-
ka� forma LPSu odpowiada za skuteczn¹ obronê przed
uk³adem dope³niacza i innymi sk³adnikami ludzkiego
osocza oraz indukuje bardzo s³ab¹ nieswoist¹ odpo-
wied� immunologiczn¹ [7]. Ostatnio wykazano tak¿e,
¿e genetycznie zmodyfikowany szczep Y. pestis synte-
tyzuj¹cy kompletny LPS nie jest w stanie wywo³aæ
systemowej infekcji na modelu mysim [34].

7. Badania nad pokrewieñstwem ewolucyjnym
patogennych gatunków z rodzaju Yersinia

Ju¿ w latach siedemdziesi¹tych XX wieku próbowa-
no ustaliæ stopieñ pokrewieñstwa miêdzy patogennymi
gatunkami Yersinia. Dopiero jednak przeprowadzone
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w koñcu XX wieku badania nad pokrewieñstwem
ewolucyjnym tych trzech gatunków przynios³y osta-
teczne potwierdzenie wcze�niejszych spostrze¿eñ o bli-
skim pokrewieñstwie Y. pestis z Y. pseudotuberculosis
oraz zaskakuj¹ce wyniki dotycz¹ce prawdopodobnego
czasu specjacji Y. pestis. Badania te prowadzono u¿y-
waj¹c metody MLST (Multi Locus Sequence Typing).
Zsekwencjonowano odcinki (ka¿dy o wielko�ci ok.
400 bp) piêciu genów metabolizmu podstawowego
(thrA, trpE, glnA, tmk, dmsA) oraz genu fosfo-manno-
mutazy manB, zaanga¿owanej w syntezê lipopolisa-
charydu. �ród³em sekwencji by³o 36 szczepów Y. pes-
tis, 12 szczepów Y. pseudotuberculosis i 13 szczepów
Y. enterocolitica. Wykryte ró¿nice w sekwencjach tych
genów stanowi³y podstawê do analiz filogenetycznych.
Potwierdzona zosta³a w ten sposób przynale¿no�æ
gatunkowa wszystkich zbadanych szczepów Y. pestis
(praktyczny brak ró¿nic w allelach wszystkich sze�ciu
genów), wskazuj¹c jednocze�nie, ¿e wyodrêbnienie siê
ze wspólnego przodka zasz³o niedawno. Natomiast ró¿-
nice pomiêdzy szczepami Y. pestis i Y. pseudotubercu-
losis nie by³y znacz¹co wiêksze ni¿ w obrêbie szcze-
pów samej Y. pseudotuberculosis. Niewielka liczba
zmian polimorficznych, stanowi¹cych element zmien-
no�ci genomu (zmian w sekwencji nukleotydowej
DNA wystêpuj¹cych w populacji z czêsto�ci¹ wiêksz¹
ni¿ 1%, ale nie prowadz¹cych do zmian w sekwencji
polipeptydowej i cech fenotypowych) dowiod³a, ¿e
Y. pestis jest klonem Y. pseudotuberculosis i to niedaw-
no wyodrêbnionym. Natomiast pokrewieñstwo do
Y. enterocolitica okaza³o siê dalsze ni¿ przypuszczano,
odpowiadaj¹c dystansem genetycznym relacji E. coli
z Salmonella sp. [2].

Do okre�lenia prawdopodobnego czasu wyodrêb-
nienia siê Y. pestis zastosowano metodê zegara mole-
kularnego. Ta zaproponowana w latach 60-tych analiza
opiera siê na hipotezie, która zak³ada sta³e tempo za-
chodzenia podstawieñ nukleotydowych w czasie. Zna-
j¹c tempo podstawieñ mo¿na, na podstawie ró¿nic
w sekwencji alleli, okre�liæ czas dywergencji sekwencji
wyj�ciowej. G³ównym problemem ograniczaj¹cym u¿y-
cie zegara jest skalibrowanie go, gdy¿ tempo zmian
jest ró¿ne dla ró¿nych organizmów i mo¿e siê zmieniaæ
nawet w obrêbie gatunku. Ponadto nale¿y zauwa¿yæ,
¿e metoda ta pozwala okre�liæ czas, jaki up³yn¹³ od
wyodrêbnienia siê wspólnego przodka, tzw. �moleku-
larnej Ewy�, nie za� czas specjacji. Wykazano jednak,
¿e w przypadku Y. pestis �molekularna Ewa� mog³a
rzeczywi�cie byæ przodkiem wyodrêbnionego pó�niej
gatunku (m.in. ze wzglêdu na brak g³êboko zakorze-
nionych ró¿nic w stosunku do Y. pseudotuberculosis)
[16]. Wyliczane na podstawie ró¿nych danych (m.in.
porównañ z czasem specjacji Salmonella sp.) tempa
podstawieñ waha³y siê od 6×10�9 (podstawieñ/parê/
rok) do 3×10�8 nagromadzonych polimorfizmów na

rok. W oparciu o te za³o¿enia oceniono czas zaistnie-
nia �molekularnej Ewy� dla Y. pestis i Y. enterocolitica
na 41�186 milionów lat wstecz. Analogicznie, wspól-
ny przodek dla Y. pestis i Y. pseudotuberculosis ist-
nia³ oko³o 0,4�1,9 miliona lat temu. Natomiast czas
zró¿nicowania siê Y. pestis jako �gatunku� okre�lono
na 1 500 � 20 000 lat temu [2].

Choæ wyniki te spotka³y siê z zainteresowaniem
i by³y szeroko cytowane w literaturze naukowej,
w 2004 roku ten sam zespó³ badawczy wskaza³ na nie-
doskona³o�ci zastosowanej metody i zaproponowa³ jej
udoskonalenie. Poniewa¿ zaobserwowane niedok³ad-
no�ci zale¿a³y od u¿ytej do kalibrowania zegara mo-
lekularnego metody, tym razem oparto wnioskowanie
na danych zebranych przy u¿yciu trzech technik: po-
szukiwania synonimicznych polimorfizmów pojedyn-
czych nukleotydów (sSNP), analizy zró¿nicowania
liczby tandemowych powtórzeñ (MLVA) i analizy
wzorów insercji elementów IS100.

Nale¿y zauwa¿yæ, ¿e zw³aszcza MLVA zyska³a
w ostatnich latach uznanie jako warto�ciowa metoda
genotypowania. Spo�ród innych u¿ywanych metod
trudno o tak¹, która ³¹czy³aby wysok¹ zdolno�æ roz-
dzielcz¹, prostotê wykonania oraz powtarzalno�æ
z mo¿liwo�ci¹ ³atwego porównywania danych miêdzy
o�rodkami badawczymi. Analiza metod¹ MLST cha-
rakteryzuje siê znacznie mniejsz¹ rozdzielczo�ci¹ ni¿
MLVA, poch³aniaj¹c jednocze�nie du¿o czasu. Typo-
wanie elementów IS w po³¹czeniu z metod¹ �Southern
blot� daje bardzo dobre wyniki, jednak otrzymane
dane trudno porównywaæ z wynikami z innych labo-
ratoriów. Modyfikacja tej metody, typowanie PCR-IS,
u³atwia wymianê danych, lecz otrzymywana zdolno�æ
rozdzielcza jest ju¿ du¿o mniejsza [39]. MLVA opiera
siê na wykrywaniu ró¿nic w zmiennej liczbie tan-
demowych powtórzeñ (VNTR � Variable Number of
Tandem Repeats) w ró¿nych loci na chromosomie bak-
terii, które mo¿na ³atwo i szybko wykryæ poprzez
zastosowanie metody PCR z u¿yciem specyficznych
starterów. Ponadto istnienie wielu ró¿nych wariacji licz-
by powtórzeñ w porównywanych loci znacznie zwiêk-
sza zdolno�æ rozró¿nienia blisko spokrewnionych izo-
latów, co okaza³o siê bardzo istotne w przypadku
badañ nad Yersinia [28], zw³aszcza dla ustalenia filo-
genetycznego pokrewieñstwa drobnoustrojów izolowa-
nych z ró¿nych foci na �wiecie (brak by³o wcze�niej
wygodnej metody mog¹cej wykryæ drobne ró¿nice
w wysoce homogennym, w obrêbie gatunku, genomie
Y. pestis). Ostatnia z zastosowanych metod, poszuki-
wanie sSNP, okaza³a siê równie¿ zbyt ma³o rozdziel-
cza w stosunku do wysoce monomorficznej pa³eczki
Y. pestis. Wyniki otrzymane t¹ metod¹ ³atwo za to
interpretowaæ w kontek�cie ewolucyjnym.

Zastosowanie tych metod do analizy 156 szczepów
Y. pestis (zró¿nicowanych pod wzglêdem gospodarza,
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obszaru geograficznego i czasu izolacji) oraz przyjê-
cie do obliczeñ bardziej poprawnego tempa podsta-
wieñ (3,4×10�9) pozwoli³o na dok³adniejsze okre�le-
nie czasu wyodrêbnienia siê ró¿nych biotypów Y. pestis
[1]. Czas istnienia wspólnego przodka szczepów
CO92 i KIM oceniono na ok. 6 500 lat temu, a wyod-
rêbnienie szczepu 91 001 (biotyp Microtus) zasz³o
jeszcze dawniej (ok. 10 000 lat temu). Porównania
ze szczepem IP32953 Y. pseudotuberculosis spowo-
dowa³y u�ci�lenie prawdopodobnego czasu specjacji
Y. pestis do ok. 13 000 lat temu.

Podstawowe znaczenie dla analiz filogenetycznych
w rodzaju Yersinia ma oczywi�cie fakt kompletnego
zsekwencjonowania genomów dwóch szczepów Y. pes-
tis: KIM10 i CO92, a tak¿e szczepu IP 32953 Y. pseudo-
tuberculosis i 8081 Y. enterocolitica. Porównawcze
analizy tych genomów dostarczy³y ogromnej ilo�ci
danych o zmianach postêpuj¹cych w nich na przestrze-
ni tysiêcy lat, a w szczególno�ci o roli wysp genomo-
wych i elementów insercyjnych. Na podstawie danych
dotycz¹cych genów unikatowych dla ka¿dego z tych
patogenów mo¿na tak¿e wnioskowaæ o ich ewolucyjnej
historii po zaj�ciu dywergencji. W szczepie IP32953
Y. pseudotuberculosis wykryto 317 genów (w 36 spe-
cyficznych regionach), nie maj¹cych swoich odpowied-
ników w ¿adnym ze szczepów Y. pestis, z czego ok.
80 najprawdopodobniej uleg³o insercyjnym delecjom
w toku ewolucji. Pozosta³a czê�æ genów (nieobecnych
u pa³eczki d¿umy) mo¿e byæ efektem zachodzenia ho-
ryzontalnego transferu genów u Y. pseudotuberculosis
ju¿ po �specjacji� Y. pestis [10]. Z drugiej strony,
wykryto 112 genów (w 21 regionach) specyficznych
dla pa³eczki d¿umy, z czego 14 uda³o siê przypisaæ
funkcje (m.in. bia³ek b³onowych, lipoprotein, esterazy
i metylotransferazy), o nie potwierdzonym jeszcze
wp³ywie na wirulencjê. Poza tym, stopieñ homologii
DNA pomiêdzy Y. pseudotuberculosis a Y. pestis zo-
sta³ okre�lony dok³adniej i oceniony na ok. 97%, nie-
zmieniona w znacznym stopniu jest tak¿e organizacja
genomów obu patogenów.

8. Relacje wewn¹trzgatunkowe i taksonomia Y. pestis

Klasyczny podzia³ gatunku Yersinia pestis na trzy
biotypy: Antiqua, Mediaevalis i Orientalis wci¹¿ po-
zostaje w powszechnym u¿yciu w literaturze nauko-
wej. Wprowadzony w 1951 roku przez D e v i g n a t a,
podzia³ ten opiera siê jedynie na wybranych cechach
biochemicznych szczepów i nie wydaje siê w ¿aden
sposób korelowaæ ze stopniem wirulencji szczepów
wzglêdem zwierz¹t i cz³owieka [45]. Nie uwzglêdnia
on tak¿e znacznej ilo�ci izolowanych szczepów aty-
powych, które wykazuj¹ czêsto unikalne w³a�ciwo�ci.
Brak tak¿e dowodów na bezpo�rednie powi¹zania tych

trzech biotypów z trzema pandemiami, co sugerowa³
D e v i g n a t. Przyczyny d³ugotrwa³ego utrzymywania
siê tego podzia³u mog¹ le¿eæ w rozmieszczeniu foci
d¿umy na Ziemi. Choæ zasiêg Y. pestis obejmuje wszyst-
kie kontynenty, za wyj¹tkiem Australii, to stanowi on
zaledwie 6�7% powierzchni l¹dowej. Co wiêcej, od
pewnego czasu nie notowano wystêpowania tego pa-
togenu w Europie Centralnej i Zachodniej, Kanadzie
i czê�ci Ameryki Pó³nocnej i Po³udniowej. Pa³eczkê
d¿umy izolowano natomiast na terenie Mongolii, Chin
i krajów by³ego Zwi¹zku Radzieckiego. Szczepy Y. pes-
tis o znacznej zmienno�ci wewn¹trzgatunkowej by³y
tam obiektem dok³adnych badañ. Niestety wyniki tych
prac, opublikowane w jêzyku rosyjskim, przez wiele
lat by³y niedostêpne poza tymi krajami. Natomiast pi�-
miennictwo w jêzyku angielskim dotyczy³o w g³ów-
nej mierze niewielkiej liczby szczepów izolowanych
we wschodniej czê�ci kontynentu azjatyckiego, gdzie
ró¿norodno�æ wewn¹trzgatunkowa pa³eczki d¿umy
jest nieporównywalnie mniejsza (zosta³a tam sprowa-
dzona drog¹ morsk¹ na pocz¹tku dwudziestego wieku,
a ostatnia epidemia mia³a miejsce w latach 1924�1925).
Niewielka liczba atypowych szczepów mog³a przy-
czyniæ siê do utrzymania wiarygodno�ci podzia³u
Devignata. Tymczasem, na przestrzeni dwudziestego
wieku, naukowcy z Chin, Mongolii i Zwi¹zku Ra-
dzieckiego opracowali, stosuj¹c ró¿ne kryteria, kilka
klasyfikacji czêstokroæ znacznie lepiej ró¿nicuj¹cych
szczepy Y. pestis o ró¿nym stopniu wirulencji [3]. Na-
le¿y zauwa¿yæ, ¿e choæ ustandaryzowany w 1985 roku
(uzupe³niony w 1998 r.) podzia³ Y. pestis na 6 pod-
gatunków (Y. pestis pestis, Y. pestis altaica, Y. pestis
caucasica, Y. pestis hissarica, Y. pestis ulegeica, Y. pes-
tis talassica) pozostaje w powszechnym u¿yciu w kra-
jach by³ego Zwi¹zku Radzieckiego, to wci¹¿ izoluje
siê znaczn¹ ilo�æ szczepów atypowych, które trudno
zaklasyfikowaæ jednoznacznie do którego� z tych pod-
gatunków. Jest to bardzo istotne, gdy¿ szczepy te nie-
jednokrotnie charakteryzuj¹ siê odmienn¹ od typowej
wirulencj¹. Stwierdzono tak¿e, ¿e niektóre z cech u¿y-
wanych do wyznaczenia podgatunków podlegaj¹ pew-
nej zmienno�ci tak¿e w ich obrêbie. Dodatkowo, brak
konsensusu w kwestii zdefiniowania bakteryjnego ga-
tunku (a wiêc i pochodnych taksonów) tak¿e utrudnia
wszelkie próby klasyfikacji.

Wprowadzenie do u¿ytku nowych metod badaw-
czych pozwoli³o zbadaæ mechanizmy le¿¹ce u podstaw
tak wysokiej zmienno�ci. U¿ycie PFGE (Pulse Field
Gel Electrophoresis) pozwoli³o stwierdziæ, ¿e szczepy
izolowane w ró¿nych foci maj¹ tê sam¹ wielko�æ
chromosomu, ale ró¿ni¹ siê wzorami restrykcyjnymi.
Badania nad pokrewieñstwem ewolucyjnym Y. pestis
z Y. pseudotuberculosis, prowadzone na wiêkszej licz-
bie szczepów obu gatunków przy u¿yciu metod takich
jak hybrydyzacja DNA, rybotypowanie, MLVA i in-
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nych oraz dane pochodz¹ce z projektów sekwencjo-
nowania genomów Y. pestis CO92 i KIM pozwoli³y
stwierdziæ, ¿e mechanizmy odpowiadaj¹ce za zmien-
no�æ pa³eczki d¿umy s¹ wci¹¿ bardzo aktywne i le¿¹
u podstaw znacznego zró¿nicowania, obserwowanego
nawet w�ród izolatów z jednego foci. Za ow¹ tzw. �me-
tastabilno�æ fenotypu� odpowiadaj¹ g³ównie: du¿a licz-
ba odwracalnych rearan¿acji genomowych (powodo-
wanych udzia³em IS), zmiany w liczbie tandemowych
powtórzeñ (wykrywane metod¹ MLVA), mutacje typu
frameshift w genach regulatorowych (wskutek insercji
IS, b³êdów systemów naprawy itp.) oraz niestabilna
(nawet w obrêbie populacji) liczba plazmidów, która
sta³a siê podstaw¹ wyodrêbnienia plazmidowarów.

Poznanie tych faktów u�wiadomi³o potrzebê opra-
cowania nowej taksonomii dla Y. pestis, oddaj¹cej praw-
dziwe powi¹zania filogenetyczne. Taksonomia taka nie
mo¿e siê opieraæ na cechach fenotypowych, gdy¿ w ob-
liczu znacznej zmienno�ci mutacyjnej takie same feno-
typy mog¹ siê pojawiaæ w ró¿nych liniach ewolucyj-
nych. Przeprowadzone w 2004 roku badania nad grup¹
szczepów zaklasyfikowanych do biotypu Mediaevalis
(na podstawie ich niezdolno�ci do redukcji azotanów),
ale niezdolnych tak¿e do fermentacji arabinozy i awi-
rulentnych dla ludzi, dowiod³y ich odmiennego profilu
genomowego, który pozwoli³ wyodrêbniæ tê grupê
w nowy biotyp: Microtus [47]. Ta sama cecha fenoty-
powa (niezdolno�æ do redukcji azotanów) okaza³a siê
byæ efektem dwóch ró¿nych mutacji w genie napA
(w 205 kodonie w biotypie Mediaevalis i 341 w Mi-
crotus), co stwierdzono przy pomocy metody PCR,
stosuj¹c specyficzne startery. Tak¿e za pomoc¹ tej
metody udowodniono, ¿e glicerolo-negatywny feno-
typ biotypu Orientalis jest efektem pojedynczej dele-
cji o wielko�ci 93 kb w genie glpD u wszystkich ba-
danych szczepów [47].

Równolegle prowadzone badania potwierdzi³y ga-
tunkow¹ przynale¿no�æ szczepów biotypu Microtus
oraz szczepów zgrupowanych w biotypie pestoides
(wcze�niej ze wzglêdu na zdolno�æ do fermentacji
ramnozy i melibiozy, rozpatrywano mo¿liwo�æ zakla-
syfikowania ich w randze podgatunku Y. pseudotuber-
culosis, a nawet wyodrêbnienia jako osobnego gatun-
ku). Analizy porównawcze prowadzone przy u¿yciu
trzech metod (sSNP, MVLA i badanie wzorów insercji
IS100), dziêki którym otrzymano dok³adniejsze dane na
temat ewolucyjnego dystansu dziel¹cego Y. pseudotu-
berculosis od wybranych szczepów Y. pestis, pozwoli³y
tak¿e na zweryfikowanie monofiletyczno�ci klasycz-
nych biotypów wed³ug podzia³u D e v i g n a t a.

Na podstawie tych wyników zaproponowano nowy
podzia³ w oparciu o osiem populacji wydzielonych za
pomoc¹ metod grupowania molekularnego. Stwierdzo-
no, ¿e biotypy Antiqua i Mediaevalis s¹ polifiletyczne,
a ich cechy charakterystyczne (jak np. niezdolno�æ do

redukcji azotanów) wystêpuj¹ u izolatów z ró¿nych,
nawet do�æ filogenetycznie odleg³ych grup (w wyniku
ró¿nych mutacji o identycznym lub podobnym efek-
cie fenotypowym, co jest zgodne z wynikami drugie-
go zespo³u, opisanymi wy¿ej). Tak¿e biotyp Y. pestis
pestoides zbiera drobnoustroje z ró¿nych grup ewo-
lucyjnych, a wspólna im zdolno�æ do fermentacji ram-
nozy i melibiozy tak¿e nie ma prze³o¿enia na blisko�æ
filogenetyczn¹.

Wraz z kontrowersjami, które zacz¹³ wzbudzaæ po-
dzia³ D e v i g n a t a, pojawi³y siê te¿ w¹tpliwo�ci co
do roli Y. pestis jako czynnika etiologicznego pandemii
z szóstego i czternastego wieku, gdy¿ pogl¹dy tego
uczonego wspierane by³y g³ównie przez przekazy histo-
ryczne. Rozpatrywano tak¿e mo¿liwo�æ, ¿e pandemie
te mog³y zostaæ wywo³ane przez Bacillus anthracis lub
Rickettsia prowazekii. W 2000 roku u¿yto zmodyfi-
kowanej metody PCR do analizy DNA otrzymanego
z miazgi zêbowej zw³ok trzech osób z czternastowiecz-
nego grobu we Francji. Przy u¿yciu starterów kom-
plementarnych do czê�ci genu pla i unikatowych se-
kwencji B. anthracis i R. prowazekii potwierdzono,
¿e �redniowieczna epidemia by³a w rzeczywisto�ci
d¿um¹ [41]. W �wietle ostatnich badañ pozosta³y jed-
nak w¹tpliwo�ci co do biotypu (b¹d� inaczej okre�lonej
grupy szczepów) odpowiedzialnego za tê epidemiê.
Dopiero zastosowanie w 2004 roku nowej metody:
MST (Multi Spacer Typing) do analizy DNA pozosta-
³o�ci zêbowych o�miu osób zmar³ych prawdopodobnie
podczas I i II pandemii, pozwoli³o stwierdziæ, ¿e obie
zosta³y wywo³ane przez szczepy klasyfikowane dzi�
do biotypu Orientalis [15].

9. Zastosowanie filogenomiki porównawczej
do badania ewolucji Y. enterocolitica

Pa³eczki Y. enterocolitica, ze wzglêdu na ró¿nice
w patogenno�ci, tradycyjnie zaliczane s¹ do trzech
grup, tj. niepatogenne (biotyp 1A), o niskiej patogen-
no�ci (biotypy 2�5) oraz silnie patogenne (biotyp 1B).
W oparciu o metodê hybrydyzacji DNA-DNA i analizê
sekwencji 16S rRNA N e u b a u e r  i wsp. [35] zapro-
ponowali podzia³ Y. enterocolitica na dwa podgatunki,
Y. enterocolitica podg. enterocolitica dla szczepów po-
chodz¹cych z Ameryki i Y. enterocolitica podg. pale-
arctica dla szczepów europejskich.

Z kolei, w 2006 roku do rekonstrukcji filogenezy
szczepów Y. enterocolitica wykorzystano genomikê
porównawcz¹ opart¹ o metodê mikromacierzy DNA-
DNA oraz filogenetyczn¹ analizê matematyczn¹ me-
tod¹ bayesowsk¹ [22]. Badaniom poddano 94 szczepy
Y. enterocolitica izolowane od: ludzi � 35 izolatów, �wiñ
� 35 izolatów, od owiec � 15 izolatów oraz od byd³a
� 9 izolatów. Nale¿a³y one do trzech grup, tj. grupy
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izolatów niepatogennych, o niskiej patogenno�ci i sil-
nie patogennych. Przeprowadzona analiza potwierdzi³a
obecno�æ 3 odrêbnych kladów ró¿ni¹cych siê stopniem
zjadliwo�ci. Poniewa¿ z analizy wykluczono sekwen-
cje plazmidu pYV wydaje siê, ¿e obecno�æ pYV nie jest
g³ównym czynnikiem decyduj¹cym o wirulencji anali-
zowanych szczepów. Klad o wysokiej wirulencji stano-
wi³ 8,7% analizowanych szczepów � wszystkie izolo-
wane by³y od ludzi chorych i nale¿a³y do biotypu 1B.
Szczepy kladu o niskiej wirulencji stanowi³y 51% anali-
zowanych szczepów (biotypy 2, 3, 4) izolowanych od
zwierz¹t hodowlanych (byd³o, �winie, owce) oraz pa-
cjentów. Jako trzeci wyodrêbniono klad niepatogenny.
Zawiera³ on 40,3% badanych szczepów, izolowanych
od pacjentów i zwierz¹t hodowlanych. 94,6% nale¿a³o
do biotypu 1A. Wyniki te potwierdzi³y tym samym
skuteczno�æ dotychczasowego biotypowania jako me-
tody do wyró¿niania szczepów Y. enterocolitica.

U wszystkich wysoce patogennych szczepów ziden-
tyfikowano 125 przypuszczalnych sekwencji koduj¹-
cych (CDSs), które nie by³y obecne w pozosta³ych kla-
dach. W�ród nich znalaz³o siê kilkana�cie CDSs
wcze�niej nie scharakteryzowanych, które mog¹ ko-
dowaæ czynniki wirulencji jakie jak hemolizyna, me-
taloproteaza, czy bia³ko efektorowe III typu sekrecji.
W�ród tych 125 CDSs by³y elementy insercyjne oraz
bia³ka pochodzenia fagowego.

We wszystkich 47 szczepach o niskiej patogenno�ci
i w szczepie Y. enterocolitica 8081 zidentyfikowano
27 CDSs, które by³y nieobecne we wszystkich izola-
tach niepatogennych. W�ród nich by³y m.in. CDSs ko-
duj¹ce hipotetyczne bia³ka, w tym jedn¹ proteazê, trzy
transpozazy dla IS 1667. Z kolei analiza sekwencji rdze-
niowej genomów (geny metabolizmu podstawowego)
Y. enterocolitica ró¿ni¹cych siê wirulencj¹ wykaza³a,
¿e tylko 894 CDSs, tj. 20,8% sekwencji rdzeniowej
jest wspólna dla wszystkich szczepów, potwierdzaj¹c
tym samym wysok¹ heterogenno�æ tego gatunku.

Chocia¿ znane s¹ genetyczne ró¿nice pomiêdzy
odpowiednimi biotypami to nie wyja�niaj¹ one ca³-
kowicie ró¿nic w procesie patogenezy. Podobnie
wci¹¿ nie wiadomo, czy istnieje zale¿no�æ miêdzy ró¿-
nymi biotypami, patogenno�ci¹ a rodzajem gospoda-
rza zwierzêcego.

W sensie ewolucyjnym Y. enterocolitica uwa¿ana
jest jako gatunek ma³o spokrewniony z patogennymi
Y. pseudotuberculosis i Y. pestis. Dane uzyskane z ana-
lizy genomowego DNA metod¹ mikromacierzy wyko-
rzystano do utworzenia drzewa filogenetycznego [22,
45]. Chocia¿ ustalenie ewolucyjnego porz¹dku specja-
cji czy podspecjacji dla trzech kladów Y. enterocolitica
jest niemo¿liwe, to przeprowadzona analiza wykaza³a
bliskie genetyczne pokrewieñstwo szczepów o niskiej
patogenno�ci z niepatogennymi, ale tak¿e du¿o bli¿sze
genetyczne pokrewieñstwo niepatogennego kladu z wy-
sokopatogennym ni¿ z kladem niskopatogennym. We-

d³ug jednego ze scenariuszy wydaje siê, ¿e klad wyso-
kopatogenny jest bezpo�rednim potomkiem wspólnego
dla wszystkich Y. enterocolitica przodka. Sugeruje to
tak¿e, ¿e pojawienie siê niskopatogennych i niepato-
gennych szczepów wynika³o z biogeograficznych ru-
chów pomiêdzy Nowym �wiatem i Starym �wiatem.
Mo¿liwy jest tak¿e inny scenariusz, wed³ug którego
wspólny przodek by³by bardziej zgodny ze szczepami
Starego �wiata (niskopatogenny klad) i by³by tak¿e
przodkiem dla plazmidu wirulencji, utraconego przez
przodka niepatogennego kladu. Oba te scenariusze za-
k³adaj¹, ¿e przodkiem by³ szczep patogenny (locus ail
pozosta³ w obu wysoko- i niskopatogennych kladach,
a utracony podczas formowania kladu niepatogennego).
Co wiêcej, utrata plazmidu wirulencji i wysp patogen-
no�ci doprowadzi³a do fenotypu niewirulentnego. Alter-
natywnie, wyspy patogenno�ci mog³y byæ nabyte nie-
zale¿nie w drodze transferu horyzontalnego.

10. Proponowany model ewolucji
patogennych gatunków rodzaju Yersinia

Zebrane w ostatnich latach dane dotycz¹ce czynni-
ków wirulencji, filogenetycznego pokrewieñstwa oraz
domniemanych czasów specjacji patogennych gatun-
ków rodzaju Yersinia pozwoli³y na podjêcie próby
uporz¹dkowania ewolucyjnych wydarzeñ, które do-
prowadzi³y do pojawienia siê tak wysoce wirulentnego
patogenu, jakim jest Y. pestis.

Zaproponowany model ewolucji genomu Yersinia,
choæ o du¿ym stopniu prawdopodobieñstwa, nie od-
powiada jednak na wszystkie pytania [45]. Daje nato-
miast dobre pojêcie o ogólnych tendencjach ewolucyj-
nych rodzaju Yersinia i jednocze�nie podstawê do
bardziej szczegó³owych analiz.

Wed³ug przedstawionego przez W r e n a  modelu
[45] pierwszym wydarzeniem, które otworzy³o drogê
do zmiany patogenno�ci Yersinia, by³o nabycie plaz-
midu pYV przez niepatogenn¹, wolno¿yj¹c¹ bakteriê
(Rys. 1). Kodowane na nim kluczowe dla infekcji jeli-
towych czynniki wirulencji (bia³ka Ysc/Yop i adhezy-
na YadA) pozwoli³y na kolonizacjê cia³a gospodarza-
ssaka i unikanie jego najistotniejszych mechanizmów
obronnych. Nabycie drog¹ horyzontalnego transferu
genów enterotoksyn Yst pozwoli³o na znacznie efek-
tywniejsze rozprzestrzenianie siê drog¹ oralno-fekal-
n¹ i na wyodrêbnienie siê ewolucyjnej linii Y. entero-
colitica. Dalsze wydarzenia pozyskiwania i utraty
genów doprowadzi³y stopniowo do wyodrêbnienia siê
znacznie ró¿ni¹cych siê wirulencj¹ biotypów Y. ente-
rocolitica. Do najistotniejszych wydarzeñ tego typu
nale¿a³y: utrata plazmidu pYV, która spowodowa³a
prawie ca³kowity zanik wirulencji w szczepach biotypu
1A oraz nabycie wyspy patogenno�ci HPI, która dra-
stycznie zwiêkszy³a prze¿ywalno�æ drobnoustrojów
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w ciele gospodarza. Ten ostatni nabytek (oraz dodat-
kowy system sekrecji � typu II) doprowadzi³ do po-
wstania bardzo zjadliwego biotypu 1B (Y. enterocoli-
tica Nowego �wiata). Biotypy od 2 do 5, pozbawione
wyspy HPI, zestawia siê czêsto w jedn¹ grupê nazy-
wan¹ Y. enterocolitica �Starego �wiata�, o znacz¹co
mniejszej zjadliwo�ci ni¿ biotyp 1B [6].

W linii ewolucyjnej, która mia³a doprowadziæ do
powstania dzisiejszej Y. pseudotuberculosis tak¿e do-
sz³o (niezale¿nie od linii Y. enterocolitica) do uzyska-
nia kompletnej wyspy HPI (odnajdywanej tak¿e i u in-
nych Enterobacteriaceae), z prawdopodobnie równie
silnym wp³ywem na zjadliwo�æ. Zdolno�æ do tworze-
nia biofilmów, którym przypisuje siê rolê ochronn¹
przed nicieniami (np. Caenorhabditis elegans), a na-

wet udzia³ w zwiêkszonej �miertelno�ci tych drapie¿-
ników, by³a efektem nabycia locus Hms i prawdopo-
dobnie jeszcze innego, bli¿ej nie scharakteryzowanego
czynnika. Wyst¹pi³o te¿ kilkana�cie innych przypad-
ków horyzontalnego transferu genów, czego rezulta-
tem jest obecno�æ wysp genomowych, odnalezionych
w genomie Y. pseudotuberculosis IP 32953, zawie-
raj¹cych geny m.in. adhezyn, sideroforów, transpor-
terów oraz kompleksów toksyn owadzich. Owadobój-
cze w³a�ciwo�ci pozwoli³y bakteriom uzupe³niaæ braki
w substancjach od¿ywczych podczas przebywania poza
organizmem gospodarza. W¹tpliwe jest jednak, by by³y
ju¿ wtedy zdolne do efektywnego kolonizowania jelita
insektów. Sta³o siê to mo¿liwe po uzyskaniu (pra-
wdopodobnie w jelicie gryzonia) plazmidu pMT1

Rys. 1. Uproszczony model ewolucji gatunków Yersinia zaproponowany w oparciu o obecny stan wiedzy.
Przedstawiono najwa¿niejsze wydarzenia prowadz¹ce do wyodrêbnienia siê izolowanych dzi� gatunków.

Y. enterocolitica NW � wysoce zjadliwe szczepy Nowego �wiata; OW � umiarkowanie zjadliwe szczepy Starego �wiata. Biotypy
Y. pestis pestoides i Microtus nie zosta³y uwzglêdnione [za zgod¹ Wren, 2003].
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zawieraj¹cego geny toksyny mysiej. Ze wzglêdu na
podobieñstwo w sekwencji genów do kryptycznego
plazmidu S. enterica serovar Typhi, postuluje siê, ¿e
donorem pMT1 móg³ byæ ten w³a�nie gatunek.

Po³¹czone efekty dzia³ania bia³ek Hms i toksyny
Ymt otworzy³y bakteriom drogê do kolonizacji no-
wych nisz. Zdolno�æ do przetrwania w �rodowisku
przewodu pokarmowego pch³y, a nastêpnie blokowa-
nia go mas¹ bakterii podlegaj¹cych autoaglutynacji,
które mog³y przenosiæ siê do organizmu gryzoni pod-
czas uk¹szenia przez insekta (gdzie móg³ siê wyraziæ
antygen F1, zapewniaj¹cy ochronê przed fagocytoz¹)
spowodowa³o ustalenie siê podstaw nowego cyklu go-
spodarz-pch³a-gospodarz. Efektywno�æ inwazji zosta-
³a nastêpnie wielokrotnie zwiêkszona przez uzyskanie
plazmidu pPCP1. Aktywator plazminogenu umo¿liwi³
szybkie rozprzestrzenianie siê patogenów w organiz-
mie i kolonizacjê narz¹dów takich jak w¹troba i �le-
dziona (przy udziale tak¿e bia³ek Yop).

Nastêpnie, z powodu �¿yzno�ci� nowego �rodowi-
ska, prowadz¹cej do utraty zbêdnych genów oraz aku-
mulacji elementów IS w wyniku obni¿onej presji se-
lekcyjnej, tempo mikroewolucji gwa³townie wzros³o.
Zinaktywowanych zosta³o wiele genów metabolizmu
i czynników odpowiedzialnych za inwazjê gospodarza
poprzez uk³ad pokarmowy (Tabela I).

Utrata zdolno�ci do przetrwania poza organizmem
ssaka lub pch³y i �ci�lejsze dostosowanie do transmisji
poprzez krew, spowodowa³y izolacjê od enteropatogen-
nych populacji Y. pseudotuberculosis i przy�pieszy³y
ostateczne wyodrêbnienie siê nowego, wysoko zjadli-
wego patogenu. Kolejne mutacje i insercje, akumulo-
wane w szybkim tempie oraz powodowane obecno�ci¹
coraz liczniejszych IS rekombinacje i stopniowa de-
stabilizacja genomu doprowadzi³y do ró¿nicowania siê
Y. pestis w kierunku znanych dzi� biotypów. Tymcza-
sem rozwój cywilizacyjny cz³owieka, objawiaj¹cy siê
powstawaniem coraz wiêkszej liczby miast, spowodo-
wa³ migracjê szczurów i pche³ do tych skupisk ludno�-
ci. Wraz z nimi w kontakt z populacj¹ ludzk¹ wesz³a
Y. pestis i okaza³a siê ca³kowicie zdolna do infekcji
organizmu cz³owieka i czê�ci udomowionych ju¿ zwie-
rz¹t. Co wiêcej, mo¿liwo�æ rozprzestrzeniania siê zaka-
¿enia drog¹ kropelkow¹ spowodowa³a b³yskawiczne
postêpy tej nowej dla cz³owieka i �miertelnie gro�nej
choroby. Rezultatem by³a pierwsza pandemia d¿umy.

Nale¿y zauwa¿yæ, ¿e wysoka �miertelno�æ, bêd¹ca
efektem ciê¿kiej bakteremii sprawia, ¿e strategia pa³ecz-
ki d¿umy jest bardzo nieproduktywna. Optymalnym
rozwi¹zaniem dla endopaso¿yta jest unikanie u�mier-
cania ¿ywiciela i powodowanie chronicznych infekcji,
zapewniaj¹cych transmisjê do naturalnych �rodowisk.
Dok³adnie taka jest strategia stosowana przez Y. entero-
colitica i Y. pseudotuberculosis, które powoduj¹ ci¹g³e
biegunki i s¹ zdolne do prze¿ywania d³ugich okresów
czasu w glebie, wodzie itd. Y. pestis nie mo¿e przeby-

waæ poza organizmem gospodarza i je�li zainfekowana
osoba nie zostanie w do�æ krótkim czasie rozwoju cho-
roby ugryziona przez pch³ê, ca³a populacja pa³eczki
d¿umy bior¹ca udzia³ w inwazji ginie. Sytuacjê dodat-
kowo komplikuje fakt, ¿e transmisja bakterii przez in-
sekta pe³ni¹cego rolê wektora jest ma³o efektywna.
Badania wykaza³y, ¿e liczba bakterii w zainfekowanej
krwi potrzebna do skutecznego zaka¿enia pch³y jest
nadspodziewanie du¿a (ID50 = 4,8×103), podczas gdy
dla podatnych ssaków wynosi 10. Tak¿e zagêszczenie
pche³ na jednego osobnika w podatnej populacji musi
byæ bardzo du¿e do podtrzymania epizootycznej epi-
demii [33]. W rezultacie, w toku mikroewolucji istnieje
silna presja w kierunku rozwoju bakteremii o du¿ym
stê¿eniu komórek na ml krwi, by podnie�æ prawdopo-
dobieñstwo efektywnej transmisji. Poci¹ga to oczywi�-
cie za sob¹ zwiêkszenie �miertelno�ci w�ród zaka¿o-
nych osobników. Strategia taka wydaje siê byæ bardzo
ryzykowna i pokazuje jak wielkie znaczenie dla prze-
trwania pa³eczek d¿umy ma enzootyczne nosicielstwo
w populacjach niepodatnych na d¿umê ssaków. Ma
to równie¿ prawdopodobnie pierwszorzêdne znaczenie
dla pojawiania siê nag³ych wybuchów epidemii d¿umy,
które zale¿¹ w du¿ej mierze od stanu populacji pche³,
nosicieli i podatnych ¿ywicieli na danym obszarze [20].

11. Podsumowanie

Postêpuj¹cy w ostatnich latach rozwój molekular-
nych metod badawczych oraz narzêdzi bioinforma-
tycznych pozwoli³ na dok³adniejsz¹ ocenê filogene-
tycznego pokrewieñstwa bakterii z rodzaju Yersinia.
Zainteresowanie naukowców tymi patogenami, skupia-
j¹ce siê dotychczas na próbach opracowania najbardziej
efektywnej szczepionki przeciwko d¿umie (wywo³y-
wanej przez Y. pestis), zyska³o nowy wymiar wraz
z odkryciem bliskiego pokrewieñstwa Y. pestis z ente-
ropatogennym gatunkiem � Y. pseudotuberculosis i pod-
da³o w w¹tpliwo�æ zasadno�æ wyodrêbnienia Y. pestis
jako osobnego gatunku. Zgodnie z obowi¹zuj¹cymi za-
sadami taksonomicznymi Y. pestis mog³aby byæ uznana
za podgatunek Y. pseudotuberculosis. Znacz¹ce fenoty-
powe i ekologiczne ró¿nice (obejmuj¹ce m.in. gospo-
darza, drogi infekcji i proces patogenezy) w konfron-
tacji z nowymi molekularnymi danymi, wskazuj¹cymi
na bliskie filogenetyczne zwi¹zki tych dwóch gatun-
ków, budz¹ ogromne zainteresowanie. Ten molekular-
ny �paradoks Yersinia�, b¹d� �enigma Yersinia� razem
z nowymi wynikami badañ pozwalaj¹cymi na ustalenie
czasu wyodrêbnienia siê Y. pestis na 1 500�20 000 lat
temu sta³y siê powodem naukowych dociekañ na te-
mat gwa³townej ewolucji w obrêbie Yersinia. Analiza
wyników przeprowadzonych dot¹d badañ zmusza do
weryfikacji tradycyjnego przekonania o roli horyzon-
talnego transferu genów w ewolucji Y. pestis. Podwa-
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¿aj¹ one m.in. wagê procesu nabywania dodatkowych
plazmidów w rozwoju d¿umy i s¹ podstaw¹ do rozwa-
¿ania innych mo¿liwo�ci rozwi¹zania �paradoksu Yer-
sinia�, w tym uwzglêdnienia, wiêkszej ni¿ dot¹d za-
k³adano, roli elementów insercyjnych w utracie lub
inaktywacji genów. Nie wykluczone, ¿e zmieniony
w wyniku mutacji metabolizm Y. pestis móg³ wzmocniæ
wirulencjê bakterii. Obecno�æ du¿ej liczby pseudoge-
nów (10% genomu) sugeruje ponadto, ¿e Y. pestis
znajduje siê na wczesnym etapie redukcji genomu.
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1. Wstêp

Ostre biegunki o etiologii wirusowej s¹ jednym
z najczê�ciej wystêpuj¹cych zaka¿eñ ludzi na ca³ym
�wiecie i wci¹¿ pozostaj¹ jedn¹ z najwa¿niejszych
przyczyn �mierci dzieci w wieku do 5 lat [21]. W gru-
pie tej notowano ponad 700 milionów przypadków
biegunek wirusowych rocznie, z których 3�5 milio-
nów koñczy siê zej�ciem �miertelnym [58]. Wiêkszo�æ
z nich ma miejsce w krajach rozwijaj¹cych, gdzie
istotnymi czynnikami s¹: niedo¿ywienie, niski poziom
higieny, zanieczyszczona woda oraz brak podstawowej
opieki zdrowotnej [24]. Wirusowe zaka¿enia przewo-
du pokarmowego stanowi¹ równie¿ problem u pacjen-
tów z obni¿on¹ odporno�ci¹, np. w wyniku immuno-
supresji po przeszczepach [18], a tak¿e w przebiegu
zaka¿enia HIV [16, 39].

Pierwsze podejrzenia wirusów jako czynników
etiologicznych zaburzeñ ze strony uk³adu pokarmowe-
go datuj¹ siê na lata czterdzieste ubieg³ego wieku [32].
Jednak ich bezpo�redni udzia³ pozostawa³ niewyja�-
niony do czasu badañ K a p i k i a n a, który w 1972
roku jako pierwszy wyizolowa³ wirusa (okre�lonego
pó�niej jako wirus Norwalk) z próbek ka³u pobranych
w trakcie epidemii biegunki w Stanach Zjednoczo-

nych [31]. W rok pó�niej B i s h o p  wykry³ obecno�æ
rotawirusów w b³onie �luzowej dwunastnicy u dzieci
z zaburzeniami ze strony uk³adu pokarmowego [9],
a w roku 1975 stwierdzono obecno�æ astrowirusów
[41] i jelitowych szczepów adenowirusów w kale
dzieci z ostr¹ biegunk¹ [47].

Wraz z zastosowaniem nowych metod badawczych
ilo�æ rodzin wirusów powi¹zanych z ostrymi zaburze-
niami jelitowymi wci¹¿ wzrasta. Wprowadzenie do
diagnostyki metod biologii molekularnej, niezbêdne
zw³aszcza w badaniach osób poddanych immuno-
supresji, pozwoli³o na przypisanie roli w wywo³ywa-
niu biegunek kolejnym wirusom � nale¿¹cym do ko-
rona- czy enterowirusów [5, 11].

2. Adenowirusy

Adenowirusy nale¿¹ do wirusów bezotoczkowych,
których materia³em genetycznym jest dwuniciowe
liniowe DNA o wielko�ci 33�40 tys. par zasad. Do
chwili obecnej zidentyfikowano 51 ich serotypów,
które podzielono na 6 grup (oznaczonych literami
A-F) opieraj¹c siê na sk³adzie i organizacji DNA,
w³a�ciwo�ciach hemaglutacyjnych oraz potencjalnej
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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.
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onkogenno�ci wobec zwierz¹t [6]. Za zaka¿enia uk³a-
du pokarmowego odpowiedzialne s¹ g³ównie wirusy
z grupy F, do której zaliczono tylko dwa adenowirusy
HAdV-40 i -41 [37, 64], choæ sporadycznie izoluje siê
z próbek ka³u tak¿e HAdV-1, -3 , -7 oraz 31 [35].

Adenowirusy s¹ jednym z najczêstszych czynni-
ków etiologicznych powa¿nych zaka¿eñ przewodu po-
karmowego w�ród niemowl¹t i ma³ych dzieci poni¿ej
5 roku ¿ycia. Wirusy nale¿¹ce do grupy F s¹ rozpo-
wszechnione we wszystkich rejonach �wiata i wykry-
wane w 4 do 15% próbek ka³u pobranych od dzieci
z zaburzeniami ¿o³¹dkowo-jelitowymi [10] � zajmuj¹
wiêc pod wzglêdem czêsto�ci wywo³ywania tych scho-
rzeñ drugie miejsce po rotawirusach. Przeciwcia³a
przeciwko nim s¹ wykrywane u ok. 50% dzieci po-
ni¿ej 5 roku ¿ycia w Azji, Europie i Ameryce Po³u-
dniowej. EAds (Enteric Adenoviruses) maj¹ zwi¹zek
z przed³u¿aj¹c¹ siê biegunk¹ u niemowl¹t, mog¹c¹ do-
prowadziæ do odwodnienia i niedo¿ywienia dziecka.

Zazwyczaj po okresie inkubacji trwaj¹cym 8�10 dni
pojawia siê biegunka, której towarzyszy niewysoka
gor¹czka, wymioty, bóle brzucha i odwodnienie [43].
Przebieg choroby jest ³agodny, samoustêpuj¹cy i za-
zwyczaj nie wymaga leczenia. Sezonowa zapadalno�æ
na biegunki o etiologii adenowirusowej jest taka sama
w�ród ch³opców i dziewczynek. Czêsto�æ zapadania
na biegunkê spowodowan¹ przez adenowirusy w�ród
dzieci karmionych mlekiem matki wynosi 19,2%,
w przeciwieñstwie do niemowl¹t karmionych pokar-
mem sztucznym 47,8%, co dowodzi, ¿e otrzymywa-
nie przez dziecko przeciwcia³ matczynych mo¿e byæ
wystarczaj¹ce do zapobiegniêcia zaka¿eniu [43].

Biegunki adenowirusowe dotycz¹ g³ównie dzieci
do 2 roku ¿ycia, bowiem u wiêkszo�ci pacjentów w wie-
ku do lat 4 wykrywane s¹ przeciwcia³a skierowane
przeciwko HAdV-40/41 [35]. Stolce s¹ zazwyczaj
wodniste, bez krwawych podbiegniêæ. Ilo�æ dzien-
nych wypró¿nieñ mo¿e siêgaæ 15, choæ zazwyczaj jest

Adenoviridae HAdV-40, -41 ds DNA fekalno-oralna, rzadko przez wodê ca³y �wiat

Reoviridae Rotawirus A ds RNA fekalno-oralna ca³y �wiat
Rotawirus B Azja, Afryka
Rotawirus C Ameryka P³d.

Astroviridae HAstV ss (+) RNA przez wodê, fekalno-oralna ca³y �wiat

Caliciviridae Norwalk ss (+) RNA fekalno-oralna ca³y �wiat
Sapporo ca³y �wiat

Picornaviridae HPeV-1, -2 ss (�) RNA fekalno-oralna ca³y �wiat
Aichi Japonia

T a b e l a  I
Wirusy powoduj¹ce zaka¿enia ¿o³¹dkowo-jelitowe

Rodzina
wirusów

Wirus
Typ kwasu

nukleinowego
Zasiêg

wystêpowania
Droga przenoszenia

Rys.1 Udzia³ procentowy czynników etiologicznych powoduj¹cych biegunki na �wiecie
u pacjentów pediatrycznych [22, 32].
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mniejsza. Biegunka wywo³ana przez adenowirusy
trwa najczê�ciej do 11 dni, zauwa¿alnie d³u¿ej od cho-
roby wywo³anej przez rotawirusy [35]. Typowa dla jej
przebiegu jest tak¿e gor¹czka oraz wymioty. W prze-
ciwieñstwie do zaka¿eñ rotawirusami rzadkie s¹ infek-
cje w obrêbie jednej rodziny.

Zaka¿enia uk³adu pokarmowego wywo³ane przez
enterotropowe szczepy adenowirusów s¹ zazwyczaj
³agodne, z tendencjami do samoograniczenia. Mo¿liwe
s¹ jednak przypadki ciê¿kie, które prowadz¹ do zej�æ
�miertelnych � dotycz¹ one g³ównie pacjentów pod-
danych immunosupresji [18, 28] i osób z AIDS [16].
Zaka¿enia w tej grupie pacjentów mo¿e przebiegaæ
bezobjawowo, lub pe³noobjawowo ze znacznie ostrzej-
szym przebiegiem ni¿ u osób immunokompetentnych.
Pacjenci pediatryczni po zabiegach transplantacyjnych
s¹ trzykrotnie bardziej nara¿eni na zaka¿enia ni¿ do-
ro�li, a �miertelno�æ w tej grupie siêga a¿ 83% [18].

3. Rotawirusy

Jedn¹ z najczêstszych przyczyn biegunek u nie-
mowl¹t i ma³ych dzieci do 5 roku ¿ycia s¹ zaka¿enia
spowodowane przez rotawirusy, nale¿¹ce do rodziny
Reoviridae. Wykazuj¹ one zdolno�æ zaka¿ania ró¿-
nych gatunków ssaków, jednak ró¿nice antygenowe
jakimi cechuj¹ siê poszczególne szczepy sprawiaj¹, ¿e
do zaka¿enia cz³owieka typami zwierzêcymi dochodzi
niezwykle rzadko [19]. Genom rotawirusów sk³ada siê
z 11 segmentów podwójnej nici RNA, który otoczony
jest przez konserwatywne bia³ko VP6. Obecnie, opie-
raj¹c siê na obecno�ci i strukturze antygenu bia³kowe-

go VP6, rotawirusy podzielono na 7 grup g³ównych
oznaczonych A-G, z których patogenne dla cz³owieka
s¹ trzy pierwsze [1]. Najbardziej rozpowszechniona
i o najwiêkszej patogenno�ci jest grupa A, w obrêbie
której wydzielono dodatkowo 4 podgrupy [4].

Biegunki o etiologii rotawirusowej zazwyczaj po-
woduj¹ ciê¿kie odwodnienie i niedo¿ywienie chorych,
a w ciê¿kich przypadkach mog¹ doprowadziæ nawet
do ich �mierci. W skali �wiatowej ka¿dego roku umiera
z tego powodu ok. 500 000 pacjentów pediatrycznych,
co szacowane jest na 5% ogólnej liczby zgonów w�ród
tej grupy wiekowej. W krajach rozwiniêtych 1/40 dzie-
ci jest hospitalizowanych z powodu zaka¿enia rota-
wirusowego przed ukoñczeniem 5 roku ¿ycia [19,
54]. Najwy¿szy poziom zaka¿eñ notuje siê pomiêdzy
3 a 15 miesi¹cem ¿ycia, a 95% dzieci minimum raz
przechodzi zaka¿enie omawianym patogenem przed
ukoñczeniem 5 miesi¹ca. Interesuj¹c¹ jest obserwa-
cja, i¿ najmniej niemowl¹t choruje przed ukoñczeniem
12 tygodni, co t³umaczone jest przekazywaniem prze-
ciwcia³ ochronnych wraz z mlekiem matki [4, 19].

Zaka¿enia rotawirusowe w�ród dzieci w przeci-
wieñstwie do doros³ych, wykazuj¹ sezonowo�æ zacho-
rowañ. Doro�li maj¹cy kontakt z chorymi dzieæmi na-
le¿¹ do grupy osób o najwiêkszym stopniu ryzyka.
Najczê�ciej transmisja wirusa zachodzi miêdzy cz³on-
kami rodziny. Tego typu zaka¿enia wystêpuj¹ równie¿
na oddzia³ach pediatrycznych [4]. U doros³ych in-
fekcja najczê�ciej przebiega subklinicznie, zaka¿enia
pe³noobjawowe zosta³y zanotowane w�ród doros³ych
¿yj¹cych w du¿ych zgrupowaniach (np. rekruci). Ro-
tawirusy w ok. 9% s¹ czynnikiem etiologicznym bie-
gunek podró¿nych (zajmuj¹ drugie miejsce za entero-

Rys.2 Udzia³ procentowy czynników etiologicznych powoduj¹cych biegunki na �wiecie
 u osób doros³ych [22, 32]
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toksycznymi szczepami Escherichia coli), szczególnie
w�ród osób odwiedzaj¹cych takie miejsca jak Wyspy
Kanaryjskie czy Ameryka Centralna [1]. Kolejnym
�ród³em zaka¿eñ rotawirusowych jest personel medycz-
ny. Równie¿ obecno�æ pacjentów z obni¿ona odpor-
no�ci¹, u których wystêpuje d³ugotrwa³e wydzielanie
wirusa mo¿e byæ �ród³em zaka¿eñ w szpitalu [1, 53].

Rotawirusy rozprzestrzeniaj¹ siê z cz³owieka na
cz³owieka drog¹ fekalno-oraln¹ lub te¿ przez kontakt
bezpo�redni, zanieczyszczone przedmioty, czy zanie-
czyszczony pokarm. Atakuj¹ nab³onek walcowaty na
szczycie kosmyków jelitowych w dwunastnicy i gór-
nym odcinku jelita krêtego, a zniszczenie tych komó-
rek zaburza prawid³owe wch³anianie pokarmów [19].
Zwykle po replikacji cytolitycznej w dojrza³ych en-
terocytach jelita cienkiego, nowe cz¹steczki wirusa
zaka¿aj¹ kolejne, odleg³e czê�ci jelita cienkiego i/lub
s¹ wydalane do ka³u w ilo�ci 1010�1011 cz¹steczek
wirusa na 1 gram ka³u podczas infekcji u dzieci.
Ilo�æ cz¹steczek wydzielanych przez doros³ych mo¿e
byæ bardzo ró¿na, wynosz¹ca 10�100 razy mniej ni¿
u dzieci [27]. Bezobjawowe, subkliniczne zaka¿enie
najczê�ciej wystêpuj¹ce u doros³ych, przebiega z tak
ma³ym wydzielaniem wirusa, ¿e ilo�æ ta jest niewy-
krywalna przez komercyjne testy diagnostyczne. Do-
wiedziono, ¿e dojrza³e komórki nab³onka s¹ w czasie
infekcji zastêpowane przez niedojrza³e enterocyty,
które wykazuj¹ mniejsz¹ wra¿liwo�æ na zaka¿enie ro-
tawirusem. Cechuj¹ siê one jednak obni¿on¹ aktyw-
no�ci¹ enzymatyczn¹, a co za tym idzie mniejszym
wch³anianiem wody, cukrów i jonów [19, 27].

Okres inkubacji rotawirusów trwa 1�3 dni, a symp-
tomy zaka¿enia s¹ bardzo ró¿ne, pocz¹wszy od bez-
objawowego zaka¿enia do wodnistej biegunki. Ust¹-
pienie objawów choroby zale¿y w du¿ej mierze od
statusu immunologicznego chorego. Najwy¿sze stê-
¿enie IgA przeciw rotawirusom wystêpuje pomiêdzy
14�17 dniem po infekcji i pozostaje wykrywalne przez
ponad rok, ulegaj¹c stopniowej redukcji [1, 19]. Ko-
relacja jaka zachodzi miedzy uk³adem immunolo-
gicznym a zaka¿eniem wirusowym nie jest w pe³ni po-
znana. Zarówno przeciwcia³a surowicze, jak i �luzów-
kowe bior¹ prawdopodobny udzia³ w ochronie przed
infekcj¹. Antygeny VP7 i VP4 odgrywaj¹ kluczow¹
rolê w mobilizacji uk³adu immunologicznego [15].
Pierwsze przeciwcia³a pojawiaj¹ce siê podczas infekcji
wykazuj¹ powinowactwo do jednego typu wirusa, cha-
rakteryzuj¹c siê jednocze�nie ograniczon¹ zdolno�ci¹
do reakcji krzy¿owych. Osoby w podesz³ym wieku,
u których uk³ad humoralny i odpowied� komórkowa s¹
obni¿one, wydalaj¹ wiriony potomne przez 35 dni, pod-
czas gdy zdrowi doro�li przez 10 dni. Podobne ober-
wacje poczyniono u doros³ych nosicieli HIV-1, gdzie
czêsto wystêpuje chroniczna biegunka po³¹czona ze
sta³ym wydalaniem niewielkich ilo�ci rotawirusów [1].

4. Astrowirusy

Pierwsze doniesienia na temat wykrycia nowej ro-
dziny Astroviridae [48] i powi¹zania jej z wystêpo-
waniem epidemii biegunek oraz wymiotów pochodz¹
z po³owy lat 70-tych ubieg³ego wieku [2]. Nazwa ca-
³ej rodziny pochodzi od struktury kapsomerów, które
kszta³tem przypominaj¹ gwiazdki [48]. Materia³ gene-
tyczny stanowi jednoniciowe RNA o dodatniej polar-
no�ci. Do chwili obecnej znanych jest 7 serotypów
ludzkich astrowirusów [67], z czego serotypy 1�5
maj¹ najwiêksze znaczenie. Astrowirusy cechuj¹ siê
oporno�ci¹ na niskie pH, wiêc podczas transmisji
drog¹ fekalno-oraln¹ soki ¿o³¹dkowe nie hamuj¹ ich
dalszego przemieszczania do jelita cienkiego, gdzie
wirusy ulegaj¹ namno¿eniu w enterocytach [56].

Znaczenie epidemiologiczne wywo³ywanego przez
astrowirusy zapalenia uk³adu pokarmowego, nie by³o
pewne w czasach gdy ich obecno�æ mo¿na by³o wykry-
waæ tylko metod¹ mikroskopii elektronowej, przez co
ilo�æ przypadków biegunki i nudno�ci powodowanych
przez te patogeny by³a znacznie zani¿ona. Infekcje
astrowirusowe s¹ najczêstszymi biegunkami po rota-
wirusowych w okresie pó�nej zimy i wczesnej wiosny
[57]. Zaka¿enia mog¹ wyst¹piæ w ka¿dej grupie wieko-
wej, chocia¿ czê�ciej u niemowl¹t i ma³ych dzieci [64].
W badaniach seroepidemiologicznych wykazano, i¿
u 70% starszych dzieci i m³odych doros³ych wystêpo-
wa³y przeciwcia³a przeciw astrowirusom. Do obserwo-
wanych objawów nale¿¹ biegunka, wymioty, gor¹czka
i bóle brzucha [65]. S¹ one jednak ³agodniejsze w po-
równaniu objawami wywo³anymi przez inne wirusy
[49] i stanowi¹ 2�10% zaka¿eñ biegunkowych [56, 57,
65] � co jest porównywalne z infekcjami adenowirusa-
mi typu 40/41. Na masowe przypadki infekcji tym pa-
togenem mo¿na w szczególno�ci natkn¹æ siê w przed-
szkolach, szko³ach, szpitalach i domach starców oraz
nieco rzadziej u rekrutów. Zara¿enie nastêpuje na dro-
dze zjedzenia ska¿onej ¿ywno�ci (w szczególno�ci
ostryg), oraz na drodze fekalno-oralnej poprzez wodê.
Astrowirusy mog¹ byæ wydalane przez pacjenta nawet
d³u¿ej ni¿ tydzieñ od momentu zaka¿enia. Sporadycz-
nie u pacjentów pediatrycznych spotyka siê wodnist¹
biegunkê, bez wymiotów i gor¹czki [67]. Opisywana
te¿ jest wysoka czêstotliwo�æ gastroenteritis o etiologii
Astroviridae u pacjentów z obni¿on¹ odporno�ci¹, w³¹-
czaj¹c w to nosicieli HIV i chorych na AIDS [39, 57]
oraz pacjentów poddanych immunosupresji po zabie-
gach transplantacyjnych, zw³aszcza w obrêbie uk³adu
pokarmowego [56]. Zaka¿enia astrowirusowe zazwy-
czaj ulegaj¹ samowyleczeniu [48, 67], a w literaturze
charakteryzowane s¹ jako �samoograniczaj¹ce� bie-
gunki [56]. Jednak¿e w przypadku ma³ych dzieci istot-
ne jest leczenie objawowe obejmuj¹ce podawanie p³y-
nów i uzupe³nianie elektrolitów [57].
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5. Kaliciwirusy

Do rodziny tej zaliczane s¹ wirusy patogenne dla
cz³owieka oraz zwierz¹t, za� nazwa pochodzi od cha-
rakterystycznych wg³êbieñ na powierzchni wirionu
maj¹cych kszta³t kielichów [61]. Najwa¿niejszymi
przedstawicielami rodziny Caliciviridae z punktu wi-
dzenia patogenno�ci dla cz³owieka, s¹ sapowirusy [52]
oraz norowirusy [71], a w�ród nich wirus Norwalk,
który sw¹ nazwê zawdziêcza miejscowo�ci w amery-
kañskim stanie Ohio, gdzie wykryto go po raz pierw-
szy jako czynnik etiologiczny zapalenia ¿o³¹dka i jelit
u uczniów jednej z tamtejszych szkó³ [45, 71].

Wszystkie wirusy nale¿¹ce do rodziny Caliciviri-
dae maj¹ symetriê ikosahedraln¹; ich kapsyd zwiera
prawie wy³¹cznie kopie jednego bia³ka strukturalnego
a materia³ genetyczny stanowi pojedyncza niæ RNA
o dodatniej polarno�ci [61]. Do chwili obecnej ¿ad-
nego z przedstawicieli tej rodziny nie daje siê hodo-
waæ w warunkach in vitro. S¹ one �ród³em zarówno
masowych zachorowañ, jak i pojedynczych infekcji
uk³adu pokarmowego u przedstawicieli wszystkich
grup wiekowych. S¹ jednak na tyle zró¿nicowane,
¿e na podstawie analiz filogenetycznych, ¿e zosta³y
podzielone na 5 genogrup, zawieraj¹cych 29 genoty-
pów. Dotychczas w Genogrupie 1 (GG1) wyró¿niono
8 genotypów, które s¹ patogenami cz³owieka, nato-
miast w Genogrupie 2 (GG2) wyró¿niono ich 17. Po-
zosta³e 4 genotypy zosta³y rozdzielone pomiêdzy Ge-
nogrupami od 3 do 5 [71].

Sezon zimowy sprzyja licznym zaka¿eniom wiru-
sowym przewodu pokarmowego, zatem i zaka¿enia
kaliciwirusami wystêpuj¹ wtedy czê�ciej [40]. Kalici-
wirusy przenoszone s¹ drog¹ fekalno-oraln¹ [45]; do
zaka¿eñ dochodzi za po�rednictwem wody, pokarmów,
odchodów, ale te¿ przez lotny materia³ zaka�ny. Zaka-
¿enia mog¹ wyst¹piæ ogniskowo, jako zwi¹zane ze
zbiorowym ¿ywieniem, czy ska¿on¹ wod¹; mo¿liwe
jest te¿ zaka¿enie bezpo�rednio od osoby chorej. Pa-
togeneza choroby zwi¹zana jest z atrofi¹ kosmków
jelita cienkiego [45], a wykonane biopsje wykaza³y
nasilenie apoptozy w nab³onku i blaszce w³a�ci-
wej. Wirusy wykryto w jelicie czczym i/lub krêtym,
niekiedy tak¿e w dwunastnicy [46]. Objawami, które
dodatkowo towarzysz¹ infekcji s¹ bóle brzucha, bie-
gunka i wymioty [10].

Objawy kliniczne nie pozwalaj¹ okre�liæ z jakim
wirusem mamy do czynienia � s¹ to na ogó³ silne nud-
no�ci, wymioty i biegunka. Okres inkubacji waha siê
miêdzy 6 a 48 godzin, jednak w niektórych przypad-
kach mo¿e trwaæ do 60 godzin. 100 cz¹steczek wiru-
sa potrafi (mimo bardzo niewielkiej dawki) wywo³aæ
w pe³ni efektywny rozwój wirusa w organizmie cz³o-
wieka oraz dalsze zaka¿enia w obrêbie populacji. Po-
niewa¿ wirus jest usuwany z organizmu razem z ka-

³em i wymiocinami, nale¿y pamiêtaæ i¿ mo¿liwe jest
zaka¿enie na drodze fekalno-oralnej z powodu two-
rz¹cych siê aerozoli biologicznych. Z paroma wyj¹t-
kami, rozprzestrzenianie siê wirusów koñczy siê po
2 tygodniach. Mo¿liwa jest jednak reinfekcja, gdy¿
uk³ad odporno�ciowy nie jest w stanie obroniæ siê
przed tak zró¿nicowanym genetycznie i antygenowo
patogenem jakim s¹ norowirusy [3].

Zaka¿enia przewodu pokarmowego o etiologii ka-
liciwirusowej wystêpuj¹ g³ównie u dzieci [40, 46, 52].
Odsetek zaka¿eñ przewodu pokarmowego kaliciwiru-
sami wynosi 6�14% [10, 46]. U pacjentów po zabie-
gach transplantacji jelita cienkiego i w¹troby by³ on
wyra�nie wy¿szy i wynosi³ ok. 38% [46]. Czêstsze za-
ka¿enia maj¹ te¿ miejsce u pacjentów HIV-pozytyw-
nych, zw³aszcza dzieci. Doro�li zarówno zaka¿eni, jak
i nie zaka¿eni, HIV maj¹ jednakowe szanse na infek-
cjê kaliciwirusow¹. Nie stwierdzono jednak istotnego
zwi¹zku pomiêdzy wirusowymi infekcjami przewodu
pokarmowego, a wystêpowaniem biegunek u osób
z HIV [52]. Norowirusy mog¹ braæ udzia³ w zaka¿e-
niach mieszanych wraz z innymi wirusami [40].

W przypadku gastroenteritis o etiologii kaliciwi-
rusowej stosuje siê leczenie objawowe obejmuj¹ce po-
dawanie p³ynów. Jak dot¹d nie ma szczepionki, chro-
ni¹cej przed zapaleniem ¿o³¹dka i jelit powodowanego
przez kaliciwirusy [3].

6. Pikornawirusy

W sk³ad rodziny Picornaviridae wchodzi wiele
wa¿nych patogenów ludzi i zwierz¹t, które cechuj¹
niewielkie wymiary, brak otoczki oraz jednoniciowy
RNA jako no�nik informacji genetycznej [59]. Ze
wzglêdu na w³a�ciwo�ci serologiczne oraz organiza-
cjê kwasu nukleinowego wyró¿niono dziewiêæ gatun-
ków pikornawirusów [33]. Za wywo³ywanie biegunek
odpowiedzialne s¹ najczê�ciej parechowirusy (ludzki
parechowirus typu 1 � HPeV-1 oraz typu 2 � HPeV-2),
zaliczane do gatunku oznaczonego numerem szóstym,
a poprzednio klasyfikowane jako echowirus 22 i echo-
wirus 23 [60]. HPeV-1 i HPeV-2 s¹ czêsto izolowane
z przypadków zaburzeñ jelitowych u dzieci [17], jed-
nak wykazano równie¿ ich udzia³ w neuroinfek-
cjach w tej samej grupie wiekowej [36]. W badaniach
epidemiologicznych przeprowadzonych w Finlandii
wykazano, ¿e w�ród pacjentów poni¿ej 12 miesi¹ca
¿ycia specyficzne przeciwcia³a skierowane przeciwko
parechowirusom wystêpuj¹ u 20% badanych. Z wie-
kiem czêsto�æ ta wzrasta a¿ do 97% w grupie osób po-
wy¿ej 18 roku ¿ycia [30].

Kolejnym czynnikiem etiologicznym nale¿¹cym do
pikornawirusów jest wirus Aichi, odkryty pod ko-
niec lat 90-tych w prefekturze Aichi w Japonii, gdzie
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wywo³a³ epidemiê biegunki w�ród dzieci w wieku
przedszkolnym (<6 roku ¿ycia). Pocz¹tkowo s¹dzono,
¿e zaka¿enie zosta³o wywo³ane przez znane dotych-
czas parechowirusy, lecz dok³adne badania serologicz-
ne i molekularne spowodowa³y wyodrêbnienie go jako
nowego typu pikornawirusa [69].

7. Inne wirusy wywo³uj¹ce zaburzenia jelitowe

Oprócz wirusów wymienionych powy¿ej rodzin,
sporadycznie zaburzenia ¿o³¹dkowo-jelitowe powodu-
j¹ tak¿e inne patogeny subkomórkowe. Jednym z nich
s¹ torowirusy zaliczane do rodziny Coronaviridae [26,
42]. Zaczêto je wi¹zaæ z biegunkami ludzi w po³owie
lat 70 [20], jednak ich rola pozostawa³a wówczas nie
do koñca poznana. Udzia³ torowirusów w etiologi bie-
gunek u pacjentów pediatrycznych zosta³ potwierdzo-
ny jednoznacznie dopiero w 1984 roku [5], a obecnie
wykrywa siê je równie¿ u osób poddanych immuno-
supresji [29, 34]. Z kolei, zaka¿enia herpeswirusami,
takimi jak CMV czy EBV, s¹ jedn¹ z najczêstszych
przyczyn zaburzeñ jelitowych u pacjentów z niedobo-
rami immunologicznymi, zw³aszcza u biorców prze-
szczepów i osób z AIDS [22, 51, 70]. Biegunka spo-
wodowana przez cytomegalowirusa by³a spotykana
szczególnie czêsto u chorych w przebiegu AIDS z licz-
b¹ limfocytów CD4 poni¿ej 100 komórek/mm3 [8, 68],
jednak powszechne zastosowanie skojarzonej terapii
przeciwwirusowej znacz¹co zredukowa³o liczbê za-
chorowañ w tej grupie pacjentów [22].

8. Metody diagnostyki wirusowych
zaburzeñ jelitowych

Zaka¿enia wirusami biegunkowymi mog¹ byæ diag-
nozowane przy u¿yciu mikroskopii elektronowej [50],
immunomikroskopii elektronowej, metod serologicz-
nych, takich jak EIA [50] czy ELISA [14], jak rów-
nie¿ za pomoc¹ technik biologii molekularnej, takich
jak RT-PCR [14, 40] oraz hybrydyzacja RNA typu
dot-blot [44]. Nale¿y jednak rozwa¿yæ zasadno�æ u¿y-
cia okre�lonej metody w konkretnych przypadkach.
Z przeprowadzonych badañ wynika bowiem, ¿e EIA
jest metod¹ czulsz¹ w porównaniu z mikroskopi¹ elek-
tronow¹ [50] i immunomikroskopi¹ elektronow¹ [44].
Natomiast metod¹ hybrydyzacji RNA wirusowego
mo¿na wykryæ wysokie rozcieñczenia materia³u gene-
tycznego wirusa. Mimo to, do rutynowej diagnostyki
w przypadku du¿ej liczby próbek poleca siê raczej
metody immunoenzymatyczne, jako prostsze i o wy-
starczaj¹cej czu³o�ci. Natomiast hybrydyzacja mo¿e
byæ niezwykle przydatna jako test potwierdzaj¹cy nie-
jednoznaczne wyniki uzyskane metod¹ EIA [44].

Materia³, który mo¿e byæ u¿yty do badañ to oprócz
próbek ka³u, materia³ z biopsji jelita, gdy zachodzi
potrzeba badañ histopatologicznych [50]. Autorzy siê-
gaj¹ po coraz bardziej wysublimowane testy diagno-
styczne, takie jak ICC-RT-PCR (integrated cell culture-
reverse transcription-PCR) � nested PCR, wskazuj¹c
równie¿ potrzebê badania wód powierzchniowych
w kierunku zaka¿eñ wirusami, miêdzy innymi astro-
wirusami upatruj¹c w nich �ród³o zaka¿eñ [13]. Do
rutynowej diagnostyki jednak stosowane s¹ komercyj-
ne testy oparte na wykrywaniu antygenów metodami
immunochromatograficznymi lub przez aglutynacjê la-
teksow¹. Wyniki prawid³owo dodatnie uzyskiwane s¹
z próbek, w których miano wirusów wynosi 104�107

na gram ka³u. Ilo�æ wyników fa³szywie ujemnych sza-
cuje siê na 3�5%. Przy podejrzeniu biegunki wiru-
sowej wskazana jest tak¿e jednoczesna diagnostyka
w poszukiwaniu bakteryjnego czynnika etiologicznego,
a wykrycie wirusów w badanym materiale klinicznym
uzasadnia przerwanie dalszych badañ bakteriologicz-
nych, co zmniejsza koszty diagnostyczne.

9. Postêpowanie terapeutyczne
w przypadku biegunek o etiologii wirusowej

Brak specyficznego leku dzia³aj¹cego na wirusy
biegunkowe powoduje, ¿e nawadnianie poprzez poda-
wanie p³ynów i elektrolitów pozostaje g³ównym spo-
sobem leczenia zaka¿onych pacjentów. Nieliczne ba-
dania wykazuj¹ skuteczno�æ podawania probiotyków,
które skracaj¹ czas trwania biegunki [23, 25, 63].
Dzieci karmione mlekiem matki posiadaj¹ inn¹ florê
fizjologiczn¹, ni¿ te karmione sztucznym pokarmem,
przez co ciê¿kie biegunki wystêpuj¹ u nich rzadziej.
Z przeprowadzonych obserwacji wynika, ¿e u dzieci
którym podawano preparaty Lactobacillus, stwierdza-
no mniejsz¹ ilo�æ biegunek w porównaniu z grupa
kontroln¹ [12, 23, 63]. Ponadto wykazano redukcjê
ilo�ci zaka¿eñ rotawirusowych oraz nasilenia ich prze-
biegu u pacjentów, którym podawano Bifidobacterium
bifidum i S. thermophilus [25, 62]. W zaka¿eniach
dzieci o ciê¿kim nasileniu mo¿na podawaæ loperamid,
kodeinê czy difenoksylat, jako leki hamuj¹ce biegunki
[1]. Pewne dzia³anie na rotawirusy wykazuje nitazo-
xanid � pochodna tiazolidowa � skuteczna w zaka¿e-
niach o etiologii Cryptosporidium parvum, Giardia
lamblia i Clostridium difficile [38, 54]. Aktywno�æ
leku zale¿y prawdopodobnie od pier�cienia salicylo-
wego [38]. Badania laboratoryjne zosta³y potwierdzone
badaniami klinicznymi, z których wynika, ¿e dzieci
którym podawano lek mia³y biegunkê trwaj¹c¹ do
31 godzin, podczas gdy pacjenci z grupy kontrolnej
cierpieli na tê dolegliwo�æ 75 godzin. U osób bior¹-
cych udzia³ w badaniu nie wykryto koinfekcji innymi
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patogenami. Prawdopodobnie u¿ycie leku bêdzie jed-
nak ograniczone wy³¹cznie do dzieci nieszczepionych
[38] oraz jako leczenie empiryczne w ciê¿kich przy-
padkach ze wzglêdu na podobieñstwo objawów zaka-
¿enia rotawirusami oraz kryptosporidiozy [54].

10. Szczepionki przeciwko wirusom
powoduj¹cym zaburzenia jelitowe

Szczepienia przeciwko wirusom biegunkowym
maj¹ za zadanie chroniæ przed umiarkowanym i ciê¿-
kim zaka¿eniem (nie przed lekkim) oraz zmniejszyæ
liczbê dzieci trafiaj¹cych do szpitala z powodu odwod-
nienia. Z tego powodu jest ona potrzebna przede
wszystkim w krajach rozwijaj¹cych.

Wszystkie zarejestrowane do tej pory szczepionki
przeciwko rotawirusom s¹ ¿ywe, podawanie doustnie,
co ma maksymalnie na�ladowaæ zaka¿enie szczepem
dzikim [66]. Pierwsza monowalentna szczepionka zo-
sta³a wprowadzona na rynek w latach 70. ubieg³ego
wieku. Szczepy te by³y pochodzenia zwierzêcego (by-
dlêce, ma³pie), przez co charakteryzowa³y siê naturaln¹
atenuacj¹ wobec ludzi. Zosta³y wycofane ze wzglêdu
na niezadowalaj¹ce efekty [66].

Rotawirusy wykazuj¹ zdolno�æ reassortacji in vitro
w zaka¿eniach mieszanych, co zosta³o wykorzystane
w rekombinacji szczepionek. Aby uzyskaæ takie szcze-
py linie komórkowe zaka¿ane s¹ dwoma ró¿nymi szcze-
pami wirusa, zwierzêcym i ludzkim zawieraj¹cym gen
kodujacy VP7. Nastêpnie wirusy ulegaj¹ replikacji,
a wiriony potomne s¹ genetyczn¹ kombinacj¹ dwóch
wyj�ciowych wirusów. Reassortny wirus zawiera czê�æ
genów pochodzenia ludzkiego szczepu i czê�æ zwie-
rzêcego. Antygeny VP7 i VP4 odgrywaj¹ istotna role
w immunizacji , dlatego reassortna szczepionka ludz-
ko-zwierzêca zawiera geny koduj¹ce VP7 lub VP4 za-
pewniaj¹c uzyskanie odpowiedzi immunologicznej.
Pierwsza reassortna szczepionka by³a czterowalentna,
zawiera³a antygeny ludzkiego rotawirusa G1-4, oraz
szczep ma³pi. Zosta³a zarejestrowana w 1998 roku
USA i podawana by³a dzieciom w 2, 4 i 6 miesi¹cu
¿ycia. Po 9 miesi¹cach od wprowadzenia na rynek zo-
sta³a wycofana, gdy¿ jako efekt niepo¿¹dany po jej
podaniu wystêpowa³o wg³êbienie jelita (najczê�ciej
3�10 dnia po podaniu pierwszej dawki). Mechanizm
patologiczny tego zjawiska nadal pozostaje nieznany
[15, 26]. W 2006 zosta³a zarejestrowana piêciowalnet-
na, ¿ywa reassortna szczepionka, w sk³ad której wcho-
dz¹ antygeny ludzkich rotawirusów G1-G4 i bia³ko
kotwicz¹ce P7 pochodzenia bydlêcego. Pi¹ty reassort-
ny wirus zawiera bia³ko kotwicz¹ce ludzkiego szczepu
i bia³ko zewnêtrzne G6 pochodz¹ce ze szczepu bydlê-
cego. Trzy dawki szczepionki powinny byæ podawane
pomiêdzy 6 (minimalny wiek dla podania pierwszej

dawki) a 32 (maksymalny wiek dla podania trzeciej
dawki) tygodniem ¿ycia w odstêpach co 2 miesi¹ce
(w 2, 4, 6, miesi¹cu ¿ycia) [15, 27]. Nie ma wskazañ
do rozpoczynania szczepienia u dzieci powy¿ej 12 ty-
godnia ¿ycia. Po trzech dawkach efektywno�æ szcze-
pionki chroni¹ca przed zaka¿eniem szczepem dzikim
wynosi 74% przed ciê¿kim zapaleniem przewodu po-
karmowego, definiowanym jako obfita biegunka z to-
warzysz¹c¹ wysok¹ temperatur¹ i wymiotami u 98%
przypadków. Karmienie piersi¹ nie jest przeciwwska-
zaniem do podania szczepionki, dlatego takie dzieci
powinny byæ szczepione zgodnie z wytycznymi.
Szczepionka przeciw rotawirusom mo¿e byæ podawana
równocze�nie z innymi szczepionkami wieku dzieciê-
cego takimi jak: DTa, IPV, HiB, PCV, WZW typu B.
Przeciwwskazaniem do szczepienia jest uczulenie
dziecka na którykolwiek sk³adnik szczepionki [7, 66].

Dostêpna do 2001 roku szczepionka przeciwko ade-
nowirusom zapobiega³a wy³¹czne zaka¿eniom dróg
oddechowych i zawiera³a ¿ywe wiriony � z tego te¿
powodu nie by³o mo¿liwe stosowanie jej u pacjentów
poddanych immunosupresji. Nie eliminowa³a tak¿e
zagro¿enia ze strony adenowirusów biegunkowych
nale¿¹cych do podgrupy F, które s¹ najwiêkszym
zagro¿eniem dla dzieci. W 1971 roku zosta³a wpro-
wadzona na rynek amerykañski szczepionka doustna
zawieraj¹ca ¿ywy, nieatenuowany wirus, serotypów 4
i 7 (grupa E i B). Niespecyficzne namna¿enie wirusów
w komórkach nab³onka jelita cienkiego nie powodo-
wa³o objawów chorobowych, a skutkowa³o wytwo-
rzeniem specyficznej odpowiedzi humoralnej [55]. Ze
wzglêdu na liczne dzia³ania niepo¿¹dane oraz brak
mo¿liwo�ci jej stosowania u osób z niedoborami im-
munologicznymi, zosta³a ona wycofana z u¿ycia. Do
chwili obecnej brak jest nowoczesnych i bezpiecznych
w u¿yciu szczepionek podjednostkowych, zw³aszcza
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 s¹ zbli¿one do siebie, niezale¿nie
od wywo³uj¹cego je czynnika. Najczê�ciej obserwuje
siê liczne, wodniste stolce, wymioty, bóle brzucha
z towarzysz¹c¹ podwy¿szon¹ ciep³ot¹ cia³a. Objawy
te pojawiaj¹ siê kilkana�cie godzin po pierwszym kon-
takcie z osob¹ chor¹ lub po spo¿yciu zaka¿onego po-
karmu. W diagnostyce ró¿nicowej, prócz testów sero-
logicznych, pomocne mo¿e byæ te¿ stwierdzenie czasu
zachorowania. Do zaka¿eñ rotawirusami, norowirusa-
mi oraz sapowirusami dochodzi bowiem w miesi¹cach
zimowych, zaka¿enia astrowirusami maj¹ najczê�ciej
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miejsce od marca do czerwca, za� zaka¿enia adenowi-
rusami zdarzaj¹ siê przez ca³y rok. Przebieg choroby
i czas utrzymywania siê jej objawów zale¿¹ zarówno
od rodzaju i dawki zaka¿aj¹cej wirusa, a tak¿e od
wydolno�ci immunologicznej organizmu zaka¿one-
go. Du¿e zró¿nicowanie antygenowe poszczególnych
szczepów wirusów odpowiedzialnych za wywo³anie
objawów dyspeptycznych powoduje, i¿ choroby te nie
pozostawiaj¹ trwa³ej odporno�ci.

Rozpoznanie czynników etiologicznych ostrych bie-
gunek wirusowych ma znaczenie przede wszystkim
epidemiologiczne i powinno s³u¿yæ rozwojowi systemu
wczesnego powiadamiania o zagro¿eniu chorob¹ oraz
wdro¿eniu dzia³añ profilaktycznych. Do chwili obec-
nej w Polsce zosta³a jedynie do�æ dobrze rozpoznana
sytuacja epidemiologiczna zaka¿eñ spowodowanych
przez rotawirusy; brak jest natomiast danych dotycz¹-
cych zaka¿eñ innymi wirusami biegunkowymi.
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1. Wstêp

Wirusowe zapalenie w¹troby typu C stanowi glo-
balny problem zdrowotny. Zaka¿enie wirusem zapale-
nia w¹troby typu C (HCV) u oko³o 80% chorych prze-
chodzi w zaka¿enie przewlek³e, którego skutkiem mo¿e
byæ w³óknienie, marsko�æ w¹troby i rak w¹trobowo-
komórkowy [23]. Szacuje siê, i¿ na �wiecie jest 170 mln
osób zaka¿onych HCV [7, 35]. Nie ma dok³adnych
danych dotycz¹cych epidemiologii tego wirusa w�ród
populacji polskiej. Dostêpne s¹ jedynie informacje do-
tycz¹ce wybranych grup ryzyka. Czêsto�æ wystêpowa-
nia anty-HCV w�ród kandydatów na dawców krwi
wynosi 0,86% [32]. Wysokie rozpowszechnienie prze-
ciwcia³ anty-HCV odnotowuje siê u osób, które co naj-
mniej raz przyjmowa³y narkotyk pod postaci¹ iniekcji,
60% [30] oraz osób dializowanych, 23�44% [29].

HCV nale¿y do rodziny Flaviviridae, jest wirusem
os³onkowym i zawiera materia³ genetyczny pod posta-
ci¹ nici RNA o dodatniej polarno�ci. Pojedyncza otwar-
ta ramka odczytu (ORF) koduje poliproteinê, z której
na skutek kotranslacyjnego oraz potranslacyjnego dzia-

³ania komórkowych i wirusowych proteaz generowa-
nych jest 10 bia³ek. W�ród nich wystêpuj¹ bia³ka struk-
turalne: bia³ko rdzenia, bia³ka os³onki (E1, E2), p7
oraz bia³ka niestrukturalne, nazwane odpowiednio NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A oraz NS5B. ORF oflan-
kowana jest niezwykle konserwatywnymi regionami,
które nie ulegaj¹ translacji � NTRs (nontranslated re-
gions) [9]. 5� NTR zawiera sekwencjê IRES (internal
ribosome entry site) niezbêdn¹ w procesie translacji
poliproteiny [5,14].

Izolaty HCV charakteryzuj¹ siê du¿ym zró¿nicowa-
niem pod wzglêdem sekwencji. Uwa¿a siê, i¿ wynika
to z niskiej wierno�ci i braku funkcji naprawczych
RNA-zale¿nej polimerazy RNA (NS5B). Znanych jest
6 g³ównych genotypów HCV oraz kilkadziesi¹t podty-
pów. Zró¿nicowanie to wp³ywa na szereg cech wirusa.
Genotyp 1 jest najbardziej rozpowszechniony na �wie-
cie i zaka¿enie tym genotypem najczê�ciej prowadzi
do uszkodzeñ w¹troby oraz nowotworów [4, 11, 41].
Ró¿nice wystêpuj¹ równie¿ w odpowiedzi na terapiê
antywirusow¹. Pacjenci zaka¿eni genotypami 1, 4,
5 i 6 zdecydowanie gorzej odpowiadaj¹ na leczenie
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interferonem ni¿ chorzy z genotypami 2 i 3 [41, 42].
Bior¹c pod uwagê te fakty system replikacji HCV
w liniach komórkowych (system replikacji in vitro)
oparty na materiale genetycznym genotypu 1, powi-
nien mieæ najwiêksze znaczenie w prowadzeniu badañ
nad terapi¹ antywirusow¹.

2. Zwierzêce modele badawcze HCV

Mimo wielu badañ nie uda³o siê stworzyæ sku-
tecznej szczepionki oraz standardów leczenia, które
dawa³yby satysfakcjonuj¹ce rezultaty. Eksperymenty s¹
utrudnione ze wzglêdu na brak odpowiedniego modelu
zwierzêcego do badañ. Jedynymi zwierzêtami, u których
dochodzi do zaka¿enia HCV s¹ szympansy. Przepro-
wadzanie badañ na ma³pach wi¹¿e siê z jednej strony
z bardzo du¿ymi kosztami, a z drugiej strony obarczone
jest problemami etycznymi. Dlatego prowadzono eks-
perymenty w celu uzyskania myszy, które ulega³yby
zaka¿eniu przez HCV. M e r c e r  wraz ze swoim
zespo³em, korzystaj¹c z transgenicznych gryzoni (SCID-
mouse; severe combined immunodeficient mice), stwo-
rzy³ myszy posiadaj¹ce chimeryczne w¹troby zbudowa-
ne z ludzkich oraz mysich hepatocytów. Po zaka¿eniu
tych zwierz¹t HCV wykrywano w w¹trobie wirusowe
RNA [25]. Jednak ze wzglêdu na fakt, i¿ myszy by³y
pozbawione prawid³owo dzia³aj¹cego uk³adu odporno�-
ciowego, nie mog³y one s³u¿yæ jako model do badañ
nad szczepionk¹, czy now¹ terapi¹ antywirusow¹ [26].

W 1989 roku Choo i wsp. przy pomocy metod bio-
logii molekularnej zidentyfikowali HCV. Uda³o siê tego
dokonaæ poprzez analizê biblioteki cDNA, skonstruo-
wanej na podstawie RNA wyizolowanego z surowicy
pacjenta chorego na wirusowe zapalenie w¹troby typu
nie-A, nie-B [8]. Od tego czasu prowadzone s¹ badania
nad stworzeniem wzorcowego modelu hodowli komór-
kowej, umo¿liwiaj¹cej namna¿anie wirusa in vitro.
Mo¿liwo�æ replikacji HCV w linii komórkowej pozwo-
li³aby na pog³êbienie wiedzy na temat cyklu replikacyj-
nego wirusa, interakcji patogenu z komórkami oraz na
sprawdzenie skuteczno�ci potencjalnych zwi¹zków anty-
wirusowych. Ostatni aspekt badañ jest niezwykle wa¿ny,
gdy¿ obecnie stosowana terapia przeciw HCV oparta
na podawaniu pegylowanego interferonu i rybawiryny
jest skuteczna jedynie u oko³o 50% pacjentów, a ponadto
prowadzi do wielu dzia³añ niepo¿¹danych [36, 40].

3. Pierwsze próby stworzenia systemu replikacji
wirusa zapalenia w¹troby typu C

Pierwsze badania, które pos³u¿y³y do stworzenia
systemu replikacji HCV w liniach komórkowych, pole-
ga³y na stworzeniu infekcyjnego cDNA wirusa. Ekspe-

ryment ten zosta³ wykonany w 1997 roku przez dwie
niezale¿nie pracuj¹ce grupy badawcze [19, 37]. Genom
wirusa (o genotypie 1a) nazwany �H77�, zosta³ wyizo-
lowany z surowicy zaka¿onych pacjentów, nastêpnie
przepisany na cDNA przy pomocy odwrotnej trans-
krypcji i wklonowany w odpowiedni wektor plazmi-
dowy. Plazmidy zawieraj¹ce pe³nej d³ugo�ci HCV
cDNA (pCV-H77), zosta³y zlinearyzowane poprzez
ciêcie enzymem restrykcyjnym i pos³u¿y³y jako ma-
tryca do przeprowadzonej in vitro transkrypcji z zasto-
sowaniem T7 RNA polimerazy. Tak przygotowanym
materia³em zaka¿ano szympansy, poprzez bezpo�redni¹
iniekcjê do w¹troby. ¯aden z klonów H77 nie by³
zaka�ny [37]. Opieraj¹c siê na wynikach tych badañ
C h u n g  i wsp. zmodyfikowali konstrukt pCV-H77
dodaj¹c na koñcu 3� genomu H77 rybozym wirusa del-
ta (hepatitis D virus) oraz terminator T7 wirusa kro-
wianki, za� na koñcu 5� promotor T7. Konstrukty
nastêpnie by³y transfekowane do dwóch linii komór-
kowych: HepG2 i CV-1. Replikacja mia³a zachodziæ
przy udziale dodanej do zaka¿onej hodowli zrekom-
binowanej polimerazy T7. Jednak wynik pozytywny
(replikacjê wirusa HCV) uzyskano jedynie w przypad-
ku hodowli CV-1 [10].

Badania nad replikacj¹ wirusa HCV z wykorzys-
taniem konstruktów zawieraj¹cych pe³nogenomowe
cDNA H77 by³y prowadzone w ró¿nych o�rodkach,
jednak ¿adne z nich nie dawa³y satysfakcjonuj¹-
cych wyników [2, 20]. Replikacja HCV zachodzi³a
na bardzo niskim poziomie i nie uda³o siê zaadopto-
waæ hodowli komórkowej tak, aby otrzymaæ wysoki
poziom replikacji wirusa [12]. Nale¿y pamiêtaæ o tym,
i¿ badanie replikacji wirusa przy pomocy technik
RT-PCR w tego typu eksperymentach jest niezwykle
skomplikowane ze wzglêdu na obecno�æ du¿ych ilo�-
ci DNA plazmidowego, które pos³u¿y³y do transfekcji
komórek [26].

4. Replikacja subgenomowego RNA
wirusa zapalenia w¹troby typu C

Ze wzglêdu na ma³¹ efektywno�æ replikacji pe³no-
genomowego RNA wirusa w liniach komórkowych, po-
dejmowano próby tworzenia replikonów zawieraj¹cych
subgenomowe RNA [1, 15, 16, 24, 27]. L o h m a n n
i wsp. jako pierwszy stworzy³ subgenomowy replikon,
który replikowa³ siê w linii komórkowej Huh-7 (hepa-
toma cell line). Jako materia³ wyj�ciowy do stworze-
nia konstruktu pos³u¿y³o RNA o genotypie 1b, wyizo-
lowane z w¹troby pacjenta przewlekle zaka¿onego
HCV. Przy pomocy reakcji RT-PCR przepisano na
cDNA i namno¿ono ca³¹ ORF wirusa. Ze wzglêdu na
istotn¹ rolê sekwencji 3� i 5� NTR w procesie replika-
cji, zosta³y one zamplifikowane w dwóch oddzielnych
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reakcjach RT-PCR, tak aby zapobiec utracie koñco-
wych nukleotydów podczas reakcji ³añcuchowej poli-
meryzacji. Na podstawie namno¿onych fragmentów
stworzono cztery bicistronowe plazmidy zawieraj¹ce
ró¿ne warianty sekwencji wirusowych (Rys. 1).
Wszystkie rozpoczyna³y siê od sekwencji 5� HCV-
IRES, genu neo (koduj¹cego fosfotransferazê neomy-
cyny), EMCV-IRES oraz sekwencji HCV (odpowied-
nio w dwóch wariantach rozpoczynaj¹c od NS2 lub
NS3 do autentycznego koñca 3� RNA), z wprowadzon¹
delecj¹ w obrêbie NS5B oraz bez delecji. Po przepisa-
niu sekwencji na RNA, transfekowano nim komórki
Huh-7, a nastêpnie hodowlê prowadzono z dodatkiem
neomycyny. IRES wirusa zapalenia mózgu i miê�nia
sercowego (EMCV) umo¿liwia³ bezpo�redni¹ trans-
lacjê wirusowej poliproteiny, za� obecno�æ genu
neo nadawa³a oporno�æ na neomycynê komórkom,
w którym dochodzi³o do replikacji i translacji repliko-
nu HCV. Wyniki eksperymentu L o h m a n n a  by³y
obiecuj¹ce, uzyskano klony oporne na neomycynê, co
�wiadczy³o o zachodz¹cej replikacji sekwencji wiru-
sowych. W przypadku zastosowania do transfekcji
konstruktów z delecj¹ w genie NS5B uzyskiwano zde-
cydowanie mniejszy poziom replikacji ni¿ w przy-
padkach bez mutacji. Ponadto, nie zauwa¿ono ró¿nic
w zdolno�ci namna¿ania replikonów z sekwencj¹ ko-
duj¹c¹ NS2 oraz bez niej, co wykluczy³o rolê bia³ka
NS2 w procesie replikacji HCV [24]. W uzyskanych
liniach komórkowych, replikacjê sekwencji wiruso-
wych wykrywano nawet po roku prowadzenia ci¹g³ej
hodowli pod presj¹ antybiotyku. Wydaje siê, i¿ mo¿na
mówiæ o wysokiej stabilno�ci tych replikonów [27].

Do�wiadczenia wykonane przez L o h m a n n a
i wsp. zapocz¹tkowa³y eksperymenty prowadz¹ce do
udoskonalenia metod replikacji materia³u genetyczne-

go HCV in vitro. Wyniki tych badañ nie tylko da³y
nadziejê na stworzenie metodyki replikacji ca³ego
genomu HCV, ale równie¿ udowodni³y mo¿liwo�æ
zastosowania tego typu do�wiadczeñ w poznawaniu
cyklu replikacyjnego wirusa oraz funkcji poszczegól-
nych bia³ek. Powa¿nym ograniczeniem tej metody by³
brak mo¿liwo�ci tworzenia cz¹steczek wirusowych, ze
wzglêdu na brak sekwencji koduj¹cych bia³ka struk-
turalne w obrêbie replikonu.

A l i  i wsp. zaobserwowa³ replikacjê subgenomo-
wego RNA w linii komórkowej HEK 293 (Human
Embryonic Kidney), transfekowanej wcze�niej przy
pomocy bicistronowego replikonu stworzonego przez
L o h m a n n a  [1, 24]. Wynik tych badañ zasugerowa³
mo¿liwo�æ replikacji genomu HCV w ró¿nych rodza-
jach komórek, co ma istotne znaczenie miêdzy innymi
ze wzglêdu na sposób leczenia wirusowego zapalenia
w¹troby typu C. Ju¿ wcze�niej badania polsko-amery-
kañskiej grupy naukowców potwierdzi³y replikacjê
HCV w innych komórkach ni¿ hepatocyty (komórki
jednoj¹drowe krwi obwodowej, szpiku kostnego, tkan-
ki mózgowej oraz wiele innych), natomiast nie uda³o
siê dokonaæ replikacji in vitro RNA wirusa w innej ni¿
hepatoma (rak w¹trobowokomórkowy) linii komórko-
wej [21]. Pod tym wzglêdem eksperyment A l i� e g o
by³ prze³omowy. Kontynuowane przez niego bada-
nia pozwoli³y na zaobserwowanie istotnych zmian
w skuteczno�ci hamowania replikacji replikonu HCV
w liniach Huh-7 i HEK 293 po zastosowaniu inter-
feronu alfa. Stê¿enie IFN-", które w 50% hamowa³o
replikacjê wirusa w przypadku linii HEK 293 by³o a¿
14 razy wiêksze ni¿ w Huh-7 [1]. Wynik ten oraz fakt,
i¿ RNA HCV ulega replikacji w ró¿nych komórkach,
potwierdzi³y sens prowadzenia badañ nad replikacj¹
oraz jej inhibicj¹ w ró¿nych liniach komórkowych.

Rys. 1. Schemat przedstawiaj¹cy sekwencje subgenomowego replikonu HCV. Pierwszy schemat
przedstawia  organizacjê genomu HCV, za� cztery kolejne to bicistronowe replikony (opis w tek�cie).
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Ze wzglêdu na zró¿nicowanie HCV pod wzglêdem
genotypów, badania nad replikacj¹ RNA w liniach ko-
mórkowych prowadzone by³y równie¿ w kierunku two-
rzenia subgenomowych replikonów na podstawie RNA
o innych genotypach ni¿ opisany powy¿ej 1b [15, 16].
Brak mo¿liwo�ci utworzenia efektywnego systemu
replikacyjnego z wykorzystaniem ca³ego cDNA geno-
typu 1a [2, 10, 19, 20, 37] nie zniechêci³ naukowców do
pracy nad subgenomowym replikonem. W 2003 roku
G u  i wsp. utworzy³ subgenomowy replikon z za-
stosowaniem materia³u genetycznego szczepu H77
(genotyp 1a) [15]. Schemat eksperymentu by³ bardzo
podobny do tego, który przeprowadzi³ L o h m a n n
w 1999 roku [24]. Konstrukt zawiera³ 5� HCV IRES,
gen neo, EMCV IRES oraz sekwencje wirusowe po-
cz¹wszy od NS3 do koñca 3� NTR. Jako kontrolê
zastosowano konstrukt zawieraj¹cy analogiczne se-
kwencje genotypu 1b. Po przeprowadzonej in vitro
transkrypcji, powsta³e RNA elektroporowano do linii
Huh-7 i prowadzono hodowlê z dodatkiem neomycyny.
W przypadku genotypu 1a replikacja nie zachodzi³a.
Wydaje siê, i¿ nie dochodzi³o do translacji RNA wiru-
sowego i tworzenia bia³ek wirusowych niezbêdnych
w procesie replikacji [15]. Dalsze do�wiadczenie po-
zwoli³y na wysuniêcie hipotezy, i¿ pierwsze 200 nu-
kleotydów sekwencji NS3 genotypu 1a mo¿e tworzyæ
drugorzêdow¹ strukturê uniemo¿liwiaj¹c¹ przy³¹cze-
nie rybosomów do EMCV IRES [16]. Z tego powodu
G u  podj¹³ próbê stworzenia chimerycznych repliko-
nów 1a-1b. Zmieni³ swój konstrukt poprzez zamianê
75-nukleotydowej sekwencji koduj¹cej N-terminalny
region NS3 na odpowiadaj¹c¹ temu fragmentowi se-
kwencjê genotypu 1b. Po elektroporacji do linii Huh-7
i hodowli z dodatkiem neomycyny uda³o siê uzyskaæ
replikacjê sekwencji wirusowych. Mimo wszystko re-
plikacja w przypadku genotypu 1a by³a kilkakrotnie
s³absza ni¿ w przypadku 1b. Poziom bia³ka NS5B
(RNA zale¿nej polimerazy RNA) by³ 5�10 razy mniej-
szy, kiedy do elektroporacji zastosowano chimeryczny
replikon [15]. G u  i wsp. kontynuowali swoj¹ pracê
w kierunku sprawdzenia i porównania efektywno�ci
interferonu alfa w inhibicji replikacji obu replikonów.
Okaza³o siê, i¿ replikony koduj¹ce polimerazê geno-
typu 1a by³y mniej wra¿liwe na dzia³anie interferonu.
Wyniki tych badañ potwierdzaj¹ znany fakt, i¿ geno-
typy HCV w ró¿ny sposób reaguj¹ na terapiê anty-
wirusow¹ [39, 42].

5. Replikacja pe³nogenomowego RNA
wirusa zapalenia w¹troby typu C in vitro
oraz tworzenie zaka�nych cz¹stek wirusowych

Pomimo, i¿ nie uda³o siê stworzyæ systemu repli-
kacji HCV in vitro na podstawie pe³nogenomowego
RNA �H77�, naukowcy nie przestali prowadziæ badañ

w kierunku replikacji innego pe³nogenomowego ge-
notypu wirusa [6, 22, 34, 38, 39, 44]. W 2005 roku
pojawi³o siê pierwsze doniesienie o udanej próbie re-
plikacji ca³ego genomu HCV w linii komórkowej [34].
Jako materia³ genetyczny wirusa pos³u¿y³o RNA ge-
notypu 2a (JFH1 � Japanese Fulminant Hepatitis) wy-
izolowane od japoñskiego pacjenta z piorunuj¹cym
zapaleniem w¹troby. Przepisany na cDNA pe³nej d³u-
go�ci RNA zosta³ wklonowany w plazmid. Produkt
przeprowadzonej in vitro transkrypcji zosta³ transfeko-
wany do linii Huh-7. Wyniki tego eksperymentu by³y
zaskakuj¹ce. Ju¿ po 24 godzinach hodowli wykrywano
w komórkach obecno�æ pe³nogenomowego JFH1, za�
po 72 godzinach w 70�80% komórek obecno�æ bia³ka
rdzeniowego oraz bia³ek niestrukturalnych wirusa.
�wiadczy³o to o wysokim poziomie replikacji w komór-
kach transfekowanych przy pomocy JFH1. W super-
natancie pohodowlanym znajdowane by³y, przy za-
stosowaniu technik mikroskopii elektronowej, cz¹stki
wirusowe o �rednicy oko³o 55nm, czyli wielko�ci¹ nie
odbiegaj¹ce od cz¹stek HCV opisywanych w pi�mien-
nictwie [33]. Cz¹stki te by³y zaka�ne zarówno w sto-
sunku do linii Huh-7, jak i szympansów. Eksperyment
W a k i t� y  i wsp. by³ pierwsz¹ udan¹ prób¹ przepro-
wadzenia replikacji HCV in vitro z uzyskaniem zaka�-
nych cz¹stek wirusowych. Ponadto pos³u¿y³ do po-
twierdzenia wysuwanej wcze�niej hipotezy, i¿ CD81
uczestniczy we wnikaniu wirusa do komórki [13, 28,
31, 43]. Zastosowanie swoistych przeciwcia³ skiero-
wanych przeciwko CD81 hamowa³o zaka�no�æ JFH1
w stosunku do linii Huh-7 [34]. Z h o n g  i wsp. kon-
tynuowa³ badania z zastosowaniem przeciwcia³. Inku-
bowa³ JFH1 z przeciwcia³ami anty-E2, a nastêpnie
zaka¿a³ nimi komórki linii Huh-7. W komórkach tych
obserwowano 5 razy mniejsze stê¿enie HCV RNA,
ni¿ w komórkach kontrolnych, zaka¿onych JFH1 [44].
Potwierdzi³o to wcze�niejsze przypuszczenia, i¿ inter-
akcja bia³ka E2 z CD81 jest kluczowa w procesie wni-
kania wirusa do komórek [13, 28, 31, 43].

Dalsze eksperymenty pozwoli³y na uzyskanie linii
komórkowej zawieraj¹cej zintegrowany z genomem
pJFH1. Przy pomocy technik in¿ynierii genetycznej
zintegrowano cDNA HCV z genomem komórek linii
Huh-7. W ten sposób uzyskano liniê komórkow¹, która
w stabilny sposób produkowa³a cz¹stki wirusowe. Ich
zdolno�æ do infekcji by³a hamowana przez zastosowa-
nie monoklonalnych przeciwcia³ przeciw CD81 oraz
E2. C a i  i wsp. udowodnili równie¿ hamuj¹cy wp³yw
interferonu alfa na replikacjê pe³nogenomowego RNA
HCV z konstruktu cDNA zintegrowanego z genomem
komórki, co potwierdzi³o skuteczno�æ terapii inter-
feronem w przypadku zaka¿enia genotypem 2a [6].

Ze wzglêdu na wspomniane ju¿ zró¿nicowanie
HCV pod wzglêdem genotypów, podejmowano próby
stworzenia systemu replikacji opartego na pe³nogeno-
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mowych RNA o ró¿nych genotypach [3, 17, 18, 22].
Ciekawe wyniki uzyska³ L i n d e n b a c h  po stworze-
niu chimerycznych pe³nogenomowych replikonów. Za-
mieniono sekwencje koduj¹ce bia³ka strukturalne oraz
bia³ko NS2 w JFH1 na odpowiadaj¹ce temu sekwencje
genotypu 1a (H77). Uzyskan¹ chimerê transfekowano
do linii Huh-7. Replikon 1a/2a replikowa³ siê w komór-
kach, natomiast powsta³e w ten sposób cz¹stki wiruso-
we nie by³y zaka�ne in vitro. Wyniki te zasugerowa³y,
i¿ pomiêdzy sekwencjami koduj¹cymi strukturalne
i niestrukturalne bia³ka mog¹ zachodziæ interakcje nie-
zbêdne do utworzenia prawid³owo dzia³aj¹cego syste-
mu replikacji HCV in vitro [22].

W 2006 roku pojawi³o siê doniesienie o mo¿liwo�ci
produkcji cz¹stek zaka�nych genotypu 1a HCV w linii
Huh-7 [39]. Mia³o to olbrzymie znaczenie ze wzglêdu
na du¿e rozpowszechnienie tego genotypu w�ród osób
zaka¿onych HCV oraz wiêksz¹ tolerancjê na leczenie
interferonem w porównaniu z innymi genotypami. Nie-
stety w wyniku prowadzenia hodowli Huh-7, zaka¿o-
nej wcze�niej odpowiednio skonstruowanym repliko-
nem, powstaj¹ce cz¹stki wirusowe charakteryzowa³y
siê du¿o mniejsz¹ infekcyjno�ci¹ in vitro ni¿ cz¹stki
powsta³e w wyniku zaka¿enia komórek materia³em
genetycznym JFH1 (genotyp 2a). Ponadto replikacja
zachodzi³a tylko po wyselekcjonowaniu mutacji adap-
tacyjnych w obrêbie sekwencji NS3, NS4A, NS5A [38,
39]. Mimo wszystko, do�wiadczenie to pozwoli³o na za-
obserwowanie ró¿nic pomiêdzy genotypem 1a oraz 2a,
co mo¿e mieæ kluczowe znaczenie w terapii antywiru-
sowej. W komórkach zaka¿onych replikonem zawie-
raj¹cego RNA genotypu 1a powstawa³y zdecydowa-
nie wiêksze ilo�ci RNA wirusowego ni¿ w przypadku
transfekcji komórek szczepem JFH1. JFH1 produkowa³
mniej bia³ka rdzeniowego i jednocze�nie mniej RNA
wirusowego ulega³o sekrecji do supernatantu [39].

6. Podsumowanie

Badania nad stworzeniem systemu replikacyjnego
HCV in vitro trwaj¹ do chwili obecnej. Naukowcom
uda³o siê doprowadziæ do replikacji i tworzenia cz¹s-
tek zaka�nych genotypu 2a (JFH1) [34]. System ten
pozwoli³ na poznanie szczegó³ów dotycz¹cych cyklu
replikacyjnego, funkcji poszczególnych bia³ek wiru-
sowych oraz skuteczno�ci stosowanej obecnie terapii
antywirusowej. Jednak doprowadzenie do replikacji
genotypu 1 w liniach komórkowych okaza³o siê byæ
o wiele trudniejsze [3, 17, 18, 22, 38, 39]. Opubliko-
wane w 2007 roku wyniki badañ K a t o  i wsp. po-
twierdzi³y, i¿ genotypy 1a oraz 1b replikuj¹ siê in vitro
znacznie s³abiej ni¿ JFH1 [18]. Po raz kolejny dostar-
czy³o to dowodów na istniej¹ce ró¿nice w replikacji
pomiêdzy genotypami. Stworzone do tej pory systemy

replikacji genotypu 1 wymagaj¹ dalszych badañ, gdy¿
ograniczona zdolno�æ replikacji nie pozwala na pro-
wadzenie sukcesywnych oraz wiarygodnych badañ
nad biologi¹ molekularn¹ tego wirusa. Jednocze�nie
uniemo¿liwia to znalezienie nowych, skuteczniejszych
zwi¹zków antywirusowych, co w przypadku genoty-
pu 1 ma szczególne znaczenie ze wzglêdu na jego roz-
powszechnienie. Genotyp ten jest równie¿ uwa¿any za
sprawcê wiêkszo�ci uszkodzeñ w¹troby oraz innych
powik³añ powodowanych przez zaka¿enie HCV [4, 11].
Gorsza odpowied� genotypu 1 na terapiê interfero-
nem zmusza do konieczno�ci stworzenia nowego leku,
w czym niew¹tpliwie olbrzymi¹ rolê odegra³yby bada-
nia prowadzone na liniach komórkowych. Dlatego tak
du¿e znaczenie ma stworzenie odpowiednio funkcjo-
nuj¹cego systemu replikacji in vitro dla genotypu 1.
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1. Chlamydie i chlamydofile oraz bia³ka HSP

Bakterie z rodzajów Chlamydia sp. i Chlamydo-
phila sp., s¹ unikalnymi organizmami prokariotyczny-
mi, bo wyró¿nia je bytowanie wewn¹trzkomórkowe
w wytworzonych inkluzjach w komórkach gospodarza,
odmienna morfologia, a tak¿e ich cykl ¿yciowy [53].
Ta ostatnia cecha to unikalny, wystêpuj¹cy tylko u nich,
cykl rozwojowy trwaj¹cy 48�72 godziny, w którym
wystêpuj¹ dwie formy morfologiczne: cia³ko elemen-
tarne � EB (elementary body) � jako forma zaka�na
i cia³ko siateczkowate � RB (reticulate body) jako for-
ma aktywna metabolicznie � nie zaka�na [53]. Zaraz-
ki te powszechne w �rodowisku s¹ odpowiedzialne za
wywo³ywanie wielu chorób, wystêpuj¹cych w ró¿nej
postaci, u ludzi i zwierz¹t (tab. I). Ich patogenno�æ jest
zwi¹zana miêdzy innymi z osiadaniem powierzchnio-
wych antygenów w obrêbie których znajduje siê jeden
antygen, którego obecno�æ jast warunkowana bia³kami
szoku termicznego (HSP � heat shock protein) [4, 18,
25, 46, 56]. Bia³ka HSP tworz¹ du¿¹ rodzinê filo-
genetycznie konserwatywn¹, pod wzglêdem budowy
i funkcji [7, 48]. Syntezowane s¹ zarówno przez orga-

nizmy prokariotyczne jak i eukariotyczne, w odpowie-
dzi na bod�ce zewnêtrzne i wewnêtrzne. Jako bia³ka
opiekuñcze (chaperonowe) oddzia³ywuj¹ m.in. na wie-
le procesów fizjologicznych, w tym syntezê i trans-
port bia³ek w komórce [7, 48]. Obecnie HSP dzieli siê
na 6 klas w zale¿no�ci od masy cz¹steczkowej i s¹ to:
HSP100 (100�110 kDa), HSP90 (90 kDa), HSP70
(70 kDa), HSP60 (60 kDa), HSP40 (40 kDa) i sHSP
(ma³e bia³ka HSP 10�30 kDa) [7, 48]. Do tej pory
wykazano, ¿e 3 chlamydialne HSP (HSP10, HSP60,
HSP70), spo�ród 6 opisanych klas HSP, mog¹ byæ
wska�nikami zaka¿enia i przebiegu chorób wywo³y-
wanych przez te zarazki lub s¹ czynnikami wywo³uj¹-
cymi odpowied� immunologiczn¹ [1�6, 8�10, 14�20,
23�28, 30�48, 54�64].

2. Chlamydialne bia³ko HSP10 (cHSP10)

Bia³ko cHSP10 ma masê  cz¹steczkow¹ 10 kDa,
wystêpuje w b³onie zewnêtrznej chlamydialnych cia-
³ek EB i jest wysoce konserwatywne [10]. G³ówn¹
funkcjê pe³ni w chronicznych i wtórnych zaka¿eniach
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T a b l i c a  I
Charakterystyka zarazków z rodziny Chlamydiaceae [21, 52, 53].

Chlamydia Trachoma A, B, Ba, C Wykazano istnienie endemiczna trachoma (jaglica) (cz³owiek)
trachomatis D, Da, E, F, G, 1 immunotypu* choroby dróg moczowo-p³ciowych: nierze¿¹czkowe

H, I, Ia, J, K i porze¿¹czkowe zapalenie cewki moczowej, zapalenie
prostaty, zapalenie naj¹drzy, niep³odno�æ mê¿czyzn,
zapalenie szyjki macicy, rak szyjki macicy, zapalenie
moczowodu; zapalenie narz¹dów miednicy mniejszej
(PID), niep³odno�æ kobiet, zapalenie odbytnicy, syndrom
Fitz-Hugh-Curtisa, syndrom Reitera; zapalenie spojówek
noworodków, zapalenie p³uc noworodków, zespó³ SIDS
(cz³owiek); bezobjawowe zaka¿enie u byd³a**

LGV L1, L2, L3, L2a lymphogranuloma venereum (ziarniniak weneryczny)
(cz³owiek)

Chlamydia Brak danych Brak danych Brak danych zapalenie spojówek, p³uc, jelit, osierdzia, stawów,
suis ronienia i s³abo�æ noworodków (�winie); zapalenie cewki

moczowej i naj¹drzy (dziki)
Chlamydia Brak danych Brak danych Brak danych zapalenie p³uc i jelit (myszy, chomiki);
muridarum zapalenie naj¹drzy (szczury)
Chlamydophila TWAR TW-183, AR-37, Brak danych schorzenia dolnych i górnych dróg oddechowych:
pneumoniae AR-277, AR-388, zapalenie oskrzeli i p³uc, astma, obturacyjna choroba p³uc,

AR-427, AR-231, sarkoidoza; choroby uk³adu kr¹¿enia: choroba wieñcowa,
LR-65 mia¿d¿yca, têtniaki aorty; choroby uk³adu nerwowego:

choroba Alzheimera, stwardnienie rozsiane; odczynowe
zapalenie stawów; ch³oniaki T-komórkowe skóry
(ziarniniak grzybiasty, syndrom Sezary�ego), stan przed-
rzucawkowy (cz³owiek); zapalenie p³uc, miê�nia sercowego
i jelit (¿ó³wie); zapalenie i obrzêk w¹troby (krokodyle);
zmiany w¹trobowe, degeneracja i zapalenie nerek,
zapalenie miê�nia sercowego i nekroza �ledziony (¿aby)

Koala Brak danych schorzenia dróg oddechowych, oczu, dróg moczowo-
-p³ciowych (koala); zapalenie p³uc, anemia (¿aby)

Equine Brak danych schorzenia górnych dróg oddechowych, zapalenie spojówek,
w¹troby i stawów, zwyrodnienie mózgu (konie)

Chlamydophila Brak danych A, B, C, D, E, Wykazano istnienie zapalenie spojówki i rogówki, schorzenia dróg oddecho-
psittaci M56 1 immunotypu * wych, zaburzenia nerwowe, utrata piór i zmniejszona

p³odno�æ, zamieranie zarodków (ptaki dzikie i domowe);
zapalenie stawów, spojówek, w¹troby, zwyrodnienie
mózgu (konie); zapalenia oskrzeli i p³uc, wsierdzia,
miê�nia sercowego, mózgu, opon mózgowych i rdzenia
nerwowego, uszkodzenie nerek (cz³owiek); zapalenie
rogówki i spojówki oraz p³uc (psy)

WC zapalenie jelit (byd³o)
Chlamydophila Brak danych Brak danych Wykazano istnienie ronienia, s³abo�æ noworodków (byd³o, owce, kozy, konie,
abortus 2 immunotypów* �winie); zapalenie b³ony �luzowej macicy i pochwy

(kozy); zapalenie spojówek, p³uc, mózgu, stawów,
ronienia (psy); obni¿ona p³odno�æ, �mieræ p³odów,
wodog³owie, zapalenie spojówek i p³uc (króliki); ronienia
i s³abo�æ noworodków, zapalenie p³uc (cz³owiek)

Chlamydophila Brak danych Brak danych Brak danych nie¿yt nosa, zapalenie spojówek i atypowe zapalenie p³uc
felis (koty); zapalenie miê�nia sercowego i k³êbuszków

nerkowych (cz³owiek)
Chlamydophila Brak danych Brak danych Brak danych zapalenie spojówek (�winka morska)
caviae
Chlamydophila Brak danych Brak danych Brak danych zapalenie spojówek, �lepota, schorzenia dróg oddechowy,
pecorum bezp³odno�æ (koala); zapalenie spojówek, p³uc, stawów,

mózgu, ronienia (owce, byd³o); zapalenie narz¹dów
miednicy mniejszej, bezp³odno�æ, poronienia, zapalenie
�luzówki macicy (owce); zapalenie macicy, bezp³odno�æ
(byd³o); ronienia (�winie);

* � w badaniach zjawisk odporno�ciowych u królików immunizowanych 3 szczepami Chlamydia psittaci (obecnie Cp. psittaci
i Cp. abortus) oraz jednym szczepem C. trachomatis, zarejestrowano odmienny obraz odporno�ciowy, na podstawie którego
wyodrêbniono 1 immunotyp w obrêbie C. trachomatis i Cp. psittaci oraz 2 immunotypy w obrêbie Cp. abortus. [48�50]

** � wykazano w nasieniu buhajów obecno�æ C. trachomatis [22]

BiowarGatunek Serowar Zmiany chorobowe Immunotyp
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ludzi wywo³anych przez Chlamydia (C.) trachomatis
[10]. cHSP10 jest tak¿e homologiem czynnika wczes-
nej ci¹¿y (EPF � early pregnancy factor), który wy-
stêpuje u kobiet ciê¿arnych, choæ tak¿e stwierdza siê
go w surowicy krwi obok przeciwcia³ anty-HSP10,
u kobiet po przebytej infekcji C. trachomatis [9]. Wy-
kazano, ¿e stymulacja cHSP10 limfocytów o nieokre�-
lonym fenotypie, pobranych z b³ony �luzowej szyjki
macicy od kobiet zainfekowanych C. trachomatis,
zwiêksza ich proliferacjê [1]. Tak¿e u kobiet w pier-
wotnej infekcji na tle C. trachomatis obserwuje siê,
w wyniku stymulacji cHSP10 tego zarazka, podwy¿-
szon¹ syntezê surowiczych IgG i IgA [1]. Dalszym do-
wodem oddzia³ywania tych bia³ek u kobiet z bez-
p³odno�ci¹ na tle C. trachomatis, jest podwy¿szony
poziom surowiczych przeciwcia³ IgA [34]. Podobnie
podwy¿szon¹ reakcjê serologiczn¹ na cHSP10 C. tra-
chomatis, zaobserwowano u kobiet z bezp³odno�ci¹
jajowodow¹ (TFI � tubal factor infertility) [41]. Udzia³
HSP10 wykazano tak¿e in vitro w hodowli komórek
HEp-2 zaka¿onych Chlamydophila (Cp.) pneumoniae
� szczep A03, gdzie stwierdzono wy¿szy poziom eks-
presji cHSP10 po dodaniu do hodowli IFNg i za-
dzia³aniu na nie temperatur¹ 42°C [47]. W analogicz-
nych warunkach wykazano, ¿e rekombinowane bia³ko
cHSP10 Cp. pneumoniae, mo¿e stymulowaæ, choæ s³a-
biej ni¿ rekombinowane cHSP60, dojrzewanie mono-
cytarnych komórek dendrytycznych (MDDC � mono-
cyte-derived dendritic cells) [2].

3. Chlamydialne bia³ko HSP60 (cHSP60)

cHSP60 (masa cz¹steczkowa 60 kDa) wystêpuje
analogicznie jak i HSP10 w b³onie zewnêtrznej cia³ek
elementarnych (EB) chlamydii i jest okre�lane jako
bia³ko GroEL1 [4, 46]. Nale¿y ono do grupy chapero-
nów, których zadaniem jest ochrona bia³ek tych bak-
terii w stanach fizjologicznych przed denaturacj¹ i roz-
padem oraz ochronê w trakcie stresu termicznego [13,
64]. Wykazano in vitro, ¿e cHSP60 Cp. pneumoniae
� szczep J-138, inicjuje wzrost szczurzych komórek
miê�ni g³adkich naczyñ, co mo¿e byæ dowodem, ¿e
ten mechanizm zachodzi przy powstawaniu blaszek
mia¿d¿ycowych w naczyniach u ludzi podczas infek-
cji t¹ bakteri¹ [27]. Natomiast w przypadku zaka¿enia
komórek Hep-2 Cp. pneumoniae � izolat GiD, stwier-
dzono ¿e bia³ko GroEL1 (cHSP60), warunkuje pato-
genno�æ tej bakterii, gdy¿ poprzez stymulacjê translo-
kacji czynnika NF-6B dochodzi do aktywacji komórek
nab³onkowych [63].

Rolê bia³ka HSP60, potwierdzaj¹ obserwacje in
vitro w hodowli komórek HEp-2 po zadzia³aniu na ni¹
IFN( i przy ograniczeniu ¿elaza, jak i w odpowiedzi
na temperaturê 42°C, w której stwierdzono wzrost eks-

presji cHSP60 Cp. pneumoniae � szczep A03 [47].
Podobnie in vivo u myszy, wykazano, ¿e cHSP60
Cp. pneumoniae, indukuje poprzez stymulacjê TLR-2
i TLR-4, dojrzewanie komórek dendrytycznych ze
szpiku (BMDDC � bone marrow-derived dendritic
cells) [16]. W innym do�wiadczeniu, te¿ in vivo, wy-
kazano u myszy, ¿e cHSP60 Cp. pneumoniae hamuje
ekspresjê TNF, powoduj¹c równocze�nie akumulacjê
komórek PMN w jamie otrzewnej, co prowadzi po-
przez receptory TLR-2 i TLR-4 do indukcji procesów
zapalnych [17]. Wykazano tak¿e, ¿e bia³ko HSP60
C. trachomatis w hodowli trofoblastów stymuluje tak-
¿e apoptozê, poprzez w³¹czenie kaspazy-3, -8 i -9 [25].
Potwierdzono to u kobiet z zapaleniem narz¹dów
miednicy mniejszej (PID � pelvic inflammatory di-
sease), wywo³anym na tle C. trachomatis, u których
stwierdzono podwy¿szony poziom przeciwcia³ dla
chlamydialnego HSP60 [26, 44, 55, 61, 62]. Sugeruje
siê, ¿e stwierdzany wysoki poziom przeciwcia³ anty-
cHSP60 u kobiet zwiêksza dwu- lub nawet trzykrotnie,
potencjaln¹ mo¿liwo�æ zachorowania na PID w wyniku
infekcji C. trachomatis [55]. Dowiedziono tak¿e, ¿e
w trakcie PID u kobiet zaka¿onych C. trachomatis od-
powied� ich organizmu na cHSP60, objawia siê obni-
¿on¹ sekrecj¹ IFN( przez limfocyty krwi obwodowej
[20]. Tak¿e in vitro, gdzie wykorzystano rekombino-
wane bia³ko cHSP60, wykazano pobudzenie prolifera-
cji limfocytów o nieokre�lonym fenotypie pochodz¹ce
z krwi obwodowej od kobiet cierpi¹cych na bezp³od-
no�æ zwi¹zan¹ z zaka¿eniem C. trachomatis [60].

Dowiedziono tak¿e, ¿e kobiety z bezp³odno�ci¹
i zaka¿one C. trachomatis, wykazuj¹ podwy¿szony
poziom surowiczych przeciwcia³ IgA przeciw cHSP60
C. trachomatis [36] oraz zwiêkszon¹ syntezê IFN-(,
IL-10 i TNF" przez komórki mononuklearne, pocho-
dz¹ce z b³ony �luzowej dróg rodnych [58]. Opisano
tak¿e podwy¿szony poziom przeciwcia³ IgG u kobiet
z pierwotn¹ infekcj¹ C. trachomatis, gdy u kobiet
z nawracaj¹cym zaka¿eniem na tle tego zarazka, za-
rejestrowano dodatkowo podwy¿szony poziom prze-
ciwcia³ anty-HSP60 oraz IFN( [1]. Tak¿e u kobiet
z podejrzeniem bezp³odno�ci wywo³anym przez C. tra-
chomatis, stwierdza siê z regu³y wzrost przeciwcia³
anty-cHSP60 oraz surowiczych przeciwcia³ dla tej
bakterii [15]. Hipotezê wzrostu przeciwcia³ dla chla-
mydialnego HSP60 potwierdzono u kobiet z dysfunk-
cj¹ jajowodów na tle infekcji C. trachomatis [6]. Nad-
to u kobiet z wtórnym zaka¿eniem C. trachomatis,
równie¿ zarejestrowano wysoki poziom przeciwcia³
anty-cHSP60, który korelowa³ dodatkowo z objawa-
mi chorobowymi [24]. Natomiast u kobiet z chlamy-
dialn¹ bezp³odno�ci¹ jajowodow¹, przyjmuje siê, ¿e
cHSP60 indukuj¹c sekrecjê IFN( oraz IL-10, staje siê
elementem patogenezy wspomnianego stanu choro-
bowego [37]. Równie¿ u kobiet, które mia³y problemy
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z zaj�ciem w ci¹¿ê z powodu chlamydialnej infekcji
jajowodów, zarejestrowano nie tylko podwy¿szony
poziom przeciwcia³ anty-cHSP60, ale tak¿e przeciw-
cia³ klasy IgA i IgG [30]. Podobnie wysoki poziom
przeciwcia³ anty-HSP60 C. trachomatis, stwierdzono
u kobiet lecz¹cych siê z powodu bezp³odno�ci, przy
czym stosunkowo wysoki odsetek wyników dodatnich
by³ rejestrowany u kobiet po zabiegach zap³odnienia
in vitro [35]. Natomiast u kobiet ciê¿arnych i zaka¿o-
nych C. trachomatis wykazano, ¿e krzy¿owa reakcja
chlamydialnego i ludzkiego HSP60, które pojawia siê
we wczesnej fazie embriogenezy, jest przyczyn¹ de-
strukcji embrionu i zaburzeñ rozwoju p³odu [26, 35].
Równie¿ u kobiet zaka¿onych C. trachomatis � sero-
war E, stwierdzono in vitro w komórkach nab³onko-
wych b³ony �luzowej macicy, ¿e w przypadku obni¿e-
nia poziomu ¿elaza nastêpuje wzrost ekspresji bia³ka
cHSP60 [40]. Sugeruje to, ¿e cHSP60 C. trachomatis,
mo¿e byæ jednym z czynników onkogenezy nowotwo-
rów jajników, gdy¿ akumulacja egzogennego cHSP60
w cytoplazmie komórek zaka¿onych, prowadzi do za-
hamowania apoptozy, co mo¿e prowadziæ do powsta-
nia komórek nowotworowych [23].

Równie¿ u mê¿czyzn z nierze¿¹czkowym zapale-
niem cewki moczowej (NGU � Non-Gonococcal Ure-
thritis) na tle C. trachomatis, stwierdzono obecno�æ
w surowicy krwi bia³ek HSP60, co mo¿e dowodziæ ich
udzia³u w powstawaniu tego schorzenia [32]. Tak¿e
podwy¿szony poziom przeciwcia³ anty-cHSP60 w ja-
glicy u osób chorych, mo¿e byæ dowodem ich udzia³u
w tym schorzeniu [54]. M o r r i s o n  i wsp. [45]
stwierdzili u �winek morskich zaka¿onych Cp. psitaci
� szczep GPIC, nagromadzenie siê limfocytów i mo-
nocytów w b³onie �luzowej oka, powsta³ej wskutek
indukcji odpowiedzi komórkowej typu pó�nego (DTH
� delayed-type hypersensitivity) przez cHSP60. Odpo-
wied� w postaci dodatniego odczynu DTH uzyskano
tak¿e u ma³p z zapaleniem jajowodu na tle C. tracho-
matis, którym podano rekombinowane cHSP60 [12]
oraz u makaków zaka¿onych eksperymentalnie C. tra-
chomatis � serowar E, w odpowiedzi na chlamydialne
bia³ko HSP60 [42]. Tak¿e reakcjê DTH oraz podwy¿-
szony poziom IgG2a w surowicy zarejestrowano u my-
szy, którym podano szczepionkê DNA zawieraj¹c¹ gen
koduj¹cy bia³ko HSP60 (groEL) Cp. abortus � szczep
AB7 [31]. Dowiedziono, ¿e rekombinowane chlamy-
dialne HSP60 C. trachomatis oraz ludzkie HSP60,
aktywuje in vitro ludzkie komórki �ródb³onka naczyñ,
miê�ni g³adkich oraz monocytów-makrofagów, do wy-
dzielania selektyny E, ICAM-1, V-CAM-1 oraz IL-6
[38], za� oddzia³ywuj¹c nim w analogicznych warun-
kach na ludzkie monocyty, stwierdzono intensywn¹
syntezê IL-1$, IL-6 i IL-8, selektyny E, ICAM-1 oraz
VCAM-1 [43]. Wyniki tych badañ [38, 43] sugeruj¹,
¿e wspó³dzia³anie chlamydialnego i ludzkiego HSP60

[38] prowadz¹c do indukcji selektyn i cytokin, w tym
cytokin zapalnych [43], powoduje zaostrzenie siê sta-
nu zapalnego w infekcji na tle tych zarazków, co jest
m.in. gro�ne w przypadku mia¿d¿ycy naczyñ krwio-
no�nych u ludzi w przypadku zaka¿enia Cp. pneumo-
niae. Podobne pobudzenie syntezy Il-1$, IL-6, IL-8
oraz TNF" przez komórki linii THP-1 (THP-1 � ludz-
kie komórki promielomonocytarne) zanotowano po
stymulacji rekombinowanym cHSP60 C. trachomatis
[5]. Ponadto wykazano, ¿e w trakcie zaka¿enia ludzi
Cp. pneumoniae, dochodzi do reakcji krzy¿owej po-
miêdzy chlamydialnym, a ludzkim HSP60, znajduj¹-
cym siê w z³ogach p³ytek mia¿d¿ycowych, co praw-
dopodobnie doprowadza do aktywacji limfocytów T
wobec w³asnych komórek �ródb³onka naczyñ i co
w efekcie powoduje uszkodzenie, a wiêc sytuacjê
u³atwiaj¹c¹ odk³adanie siê z³ogów lipidowych [8].
Potwierdzono to in vitro z ludzkimi makrofagami po-
branymi od osób z mia¿d¿yc¹, gdzie bia³ko cHSP60
Cp. pneumoniae, reaguj¹c z ludzkim bia³kiem HSP60,
indukowa³o syntezê i wydzielanie TNF" i MMP-9
(MMP-9 � matrix metalloproteinase-9 � metaloprotei-
naza macierzy-9) przez te komórki [39]. Obserwacja
ta wyja�ni³a fakt, ¿e u pacjentów z dusznic¹ bolesn¹,
chorob¹ wieñcow¹ i zawa³em miê�nia sercowego [14]
oraz u pacjentów z ostrym syndromem wieñcowym
[11], stwierdza siê podwy¿szony poziom surowiczych
przeciwcia³ anty-cHSP60 Cp. pneumoniae. Wykazano
u osób z chorob¹ wieñcow¹, ¿e podwy¿szony poziom
przeciwcia³ anty-cHSP60 Cp. pneumoniae, nie idzie
zawsze w parze z podwy¿szonym poziomem przeciw-
cia³ anty-Cp. pneumoniae klasy IgG i IgA [28]. Dal-
szym dowodem roli cHSP60 Cp. pneumoniae w pato-
genezie schorzeñ serca, jest to, ¿e u osób zmar³ych na
ostry zawa³ miê�nia sercowego zarejestrowano obec-
no�æ tego bia³ka Cp. pneumoniae w ca³ym �drzewie
wieñcowym� [56]. Udzia³ tych bia³ek potwierdzono
równie¿ u osób z chorob¹ niedokrwienn¹ serca oraz
u osób cierpi¹cych na astmê, u których stwierdzo-
no podwy¿szony poziom przeciwcia³ anty-cHSP60
Cp. pneumoniae [29, 33, 34]. Nale¿y tak¿e dodaæ,
¿e badania Steptoe i wsp. [59] z 2007 roku, wpraw-
dzie nie wykaza³y korelacji pomiêdzy chorobami ser-
cowo-naczyniowymi, a obecno�ci¹ przeciwcia³ anty-
Cp. pneumoniae i ludzkim HSP60, to autorzy sugeru-
j¹, ¿e fakt ten mo¿e równie¿ wskazywaæ na ochronn¹
rolê ludzkich bia³ek HSP60 w tych infekcjach [59]. Wy-
kazano, ¿e rekombinowane bia³ko cHSP60 Cp. pneu-
moniae, wzmaga i indukuje in vitro dojrzewanie ludz-
kich monocytarnych komórek dendrytycznych (MDDC)
oraz powoduje polaryzacjê limfocytów T poprzez eks-
presjê mRNA podjednostek formuj¹cych IL-12 i IL-23
[2]. W innym do�wiadczeniu [3] wykazano, ¿e rekom-
binowane bia³ko cHSP60 Cp. pneumoniae, indukuje
in vitro proliferacjê zarówno ludzkich jak i mysich
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limfocytów krwi obwodowej, a dodatkowo wzmaga
sekrecjê IFN( w ludzkich limfocytach oraz zwiêksza
reakcjê limfocytów typu DTH u myszy. Równie¿
u osób z regionu gdzie wystêpuje endemicznie jagli-
ca, z wykorzystaniem rekombinowanego, gatunkowo
swoistego dla Chlamydiaceae bia³ka HSP60, stwier-
dzono podwy¿szony poziom przeciwcia³ klasy IgG dla
C. trachomatis, Cp. pneumoniae oraz Cp. psittaci [19].
W badaniu tym wykazano udzia³u w patogenezie ja-
glicy, oprócz C. trachomatis, dodatkowo Cp. pneumo-
niae oraz Cp. psittaci [19].

3. Chlamydialne bia³ko HSP70 (cHSP70)

cHSP70 jest to bia³ko o masie cz¹st. 75 kDa i po-
dobnie jak HSP10 i HSP60, wystêpuj¹ce w b³onie ze-
wnêtrznej cia³ek EB i wykazuje wysok¹ immunogen-
no�æ [18]. Rola tego bia³ka u C. trachomatis, to g³ównie
utrzymanie integralno�ci b³ony zewnêtrznej cia³ek EB,
co pozwala na utrzymanie specyficznej równowagi po-
miêdzy t¹ bakteri¹, a komórk¹ gospodarza, a nadto bie-
rze ono udzia³ w przemianach EB w formê aktywn¹
metabolicznie, czyli w cia³ko RB [56]. Zarejestrowano
tak¿e wysok¹ ekspresjê cHSP70 w hodowli komórek
HEp-2 zaka¿onych Cp. pneumoniae � szczep A03,
po traktowaniu hodowli IFNg oraz przy ograniczeniu
jonów ¿elaza i w odpowiedzi temperaturê 42°C [47].

4. Podsumowanie

Z przegl¹du pi�miennictwa wynika, ¿e chlamy-
dialne bia³ka szoku termicznego (cHSP10, cHSP60,
cHSP70) bior¹ udzia³ w patogenezie chlamydioz i
chlamydofiloz m.in. poprzez indukowanie sekrecji cy-
tokin prozapalnych (IFN(, TNF", IL-1$, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12, IL-23). Dzieje siê tak w drogach rod-
nych kobiet zaka¿onych C. trachomatis, gdzie do-
chodzi do uszkodzeñ jajowodów, w wyniku stymula-
cji cz¹stek adhezyjnych komórek �ródb³onka naczyñ
i miê�ni g³adkich, co u³atwia agregacjê C. trachomatis.
Podobny mechanizm przebiega w przypadku mia¿d¿y-
cy naczyñ wywo³anej Cp. pneumoniae, która poprzez
interakcjê z ludzkim bia³kiem HSP60 na makrofagach,
stymuluje te komórki do wydzielania cytokin, które
prowadz¹ do uszkodzenia �cian naczyñ wieñcowych.
Z drugiej strony trzeba stwierdziæ, ¿e rejestrowana
obecno�æ przeciwcia³ anty-cHSP60, mo¿e byæ wyko-
rzystywana w diagnostyce schorzeñ chlamydialnych
takich jak schorzenia sercowo-naczyniowe czy jagli-
ca. Szczególnie przydatne wydaje siê byæ oznaczanie
tych przeciwcia³ w chorobach uk³adu kr¹¿enia ze
wzglêdu na udzia³ Cp. pneumoniae w etiologii m.in.
zawa³u miê�nia sercowego, dusznicy bolesnej czy cho-

roby wieñcowej. Z przytoczonym danych wynika, ¿e
niezale¿nie od ochronnej roli bia³ek szoku termiczne-
go w komórce, bior¹ one tak¿e aktywny udzia³ w pa-
togenezie chlamydioz i chlamydofiloz, co praktycznie
mo¿na wykorzystaæ to zarówno w diagnostyce jak
i w monitorowaniu chorób wywo³anych przez nie.
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1. Wprowadzenie

Grzyby z rodzaju Fusarium nale¿¹ do najczê�ciej
izolowanych patogenów upraw rolniczych na �wiecie
[28]. S¹ one przyczyn¹ olbrzymich strat gospodar-
czych, które wynikaj¹ z wysokiej patogenno�ci i tok-
synotwórczo�ci, dlatego te¿ uznano je za jedne z naj-
gro�niejszych grzybów strzêpkowych. Fusaria infekuj¹
uprawy ro�linne o podstawowym znaczeniu gospodar-
czym dla cz³owieka [15]. Posiadaj¹ tak¿e zdolno�æ
do syntezy wysoce niebezpiecznych i toksycznych
metabolitów, zwanych mikotoksynami [47].

Mikotoksyny tworzone przez Fusaria okre�lono
mianem mikotoksyn fuzaryjnych. Uwa¿a siê, i¿ ode-
gra³y one istotn¹ rolê w historii, pocz¹wszy od �rednio-
wiecznej Europy, przez czasy kolonialne obu Ameryk,

a¿ do czasów obecnych. Dodatkowo wysuwano liczne
hipotezy, i¿ mikotoksyny produkowane przez Fusaria
mog³y byæ przyczyn¹ wyginiêcia Etrusków czy pomo-
ru w Atenach w V w p.n.e. [15, 60].

W �rodowisku naturalnym wykrywa siê obecno�æ
kilku klas mikotoksyn fuzaryjnych: zearalenonu, tricho-
tecenów, fumonizyn, moniliforminy oraz bowerycyny.
Wykazuj¹ one dzia³anie toksyczne w stosunku do
mikroorganizmów, ro�lin, a tak¿e ludzi i zwierz¹t [57].
Zwi¹zki te wytwarzane s¹ przewa¿nie przez: F. cul-
morum, F. graminearum, F. nivale, F. avenaceum,
F. sporotrichioides, F. poae, F. oxysporum, F. verti-
cillioides [49, 52, 58]. Na terenie Polski dominuj¹
F. culmorum, F. graminearum [3, 38].

Problemy wynikaj¹ce z patogenno�ci i zdolno�ci do
syntezy mikotoksyn przez grzyby z rodzaju Fusarium

MIKOTOKSYNOTWÓRCZE GRZYBY FITOPATOGENICZNE
Z RODZAJU FUSARIUM

I ICH WYKRYWANIE TECHNIKAMI PCR

Michalina Suchorzyñska*, Anna Misiewicz
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s¹ jednym z wa¿niejszych zagadnieñ rolnictwa zarów-
no w krajach ubogich jak i bogatych. O randze tego
problemu mo¿e �wiadczyæ fakt, i¿ w 2006 r. Unia Euro-
pejska wprowadzi³a ujednolicone normy dla zawarto�ci
mikotoksyn, które najczê�ciej wystêpuj¹ w produktach
pochodzenia zbo¿owego. Ponadto coraz wiêksze zna-
czenie przywi¹zuje siê do metod maj¹cych zapobiegaæ
zaka¿eniom p³odów rolnych przed zbiorem [38, 57].
Ogromne znaczenie maj¹ techniki pozwalaj¹ce na
wczesne wykrycie obecno�ci patogena i okre�lenie jego
zdolno�ci do tworzenia mikotoksyn. S¹ to decyduj¹ce
i obecnie podstawowe elementy profilaktyki ochrony
przed zanieczyszczeniem toksynami upraw rolniczych
oraz uzyskiwanych z nich produktów spo¿ywczych
i paszowych [28]. W celu unikniêcia strat upraw spo-
wodowanych tworzeniem przez patogeny mikotoksyn
wykorzystuje siê ró¿ne metody biologii molekularnej.
Metody te umo¿liwiaj¹ szybkie zastosowanie �rodków
zaradczych i unikanie ska¿onej ¿ywno�ci [3, 28].

2. Charakterystyka rodzaju Fusarium

2.1. Morfologia

Rodzaj Fusarium zosta³ utworzony w roku 1809
przez Link�a na podstawie charakterystycznych cech
tj. obecno�æ kajakowato- lub bananowato-kszta³tnych
zarodników konidialnych [43]. Zgodnie z najnowsz¹
systematyk¹ [43] grzyby z rodzaju Fusarium zosta³y
zaliczone do:
Gromady: Eumycota � Grzyby w³a�ciwe
Podgromady: Fungi imperfecti � Grzyby niedoskona³e
Klasy: Hyphomycetes � Strzêpczaki
Rzêdu: Moniliades � Moniliowce
Rodziny: Tuberculariaceae � Gruze³kowate

Grzyby z rodzaju Fusarium s¹ szeroko rozpowszech-
nione w glebie, szczególnie zasiedlaj¹ ¿yzne, urodzajne
gleby, za� stosunkowo rzadko le�ne [33]. Mog¹ rozwi-
jaæ siê równie¿ na ró¿nych czê�ciach ro�lin, resztkach
ro�linnych i innych zwi¹zkach organicznych [12].

Fusaria tworz¹ zarodniki bezp³ciowe zwane ko-
nidiami. Wyró¿nia siê trzy typy zarodników: makro-
konidia, mikrokonidia oraz chlamydospory [43]. Przy
pomocy tych zarodników nastêpuje rozprzestrzenianie
siê grzybów z wiatrem czy deszczem w �rodowisku
naturalnym.

Makrokonidia s¹ wielokomórkowe zaokr¹glone lub
wyd³u¿one. Najczê�ciej przyjmuj¹ kszta³t sierpowaty,
prosty lub grzbietowo-brzuszny. Wielko�æ makroko-
nidiów jest stosunkowo sta³a dla danego gatunku, dla-
tego wykorzystuje siê je do okre�lania przynale¿no�ci
do danego gatunku Fusarium sp.

Drugim typem zarodników s¹ mikrokonidia, wy-
twarzane na pojedynczych fialidach, w rzekomych

g³ówkach czy ³añcuszkach. Przybieraj¹ kszta³t owal-
ny, eliptyczny lub maczugowaty. Obecno�æ lub brak
mikrokonidiów jest cech¹ diagnostyczn¹ za pomoc¹
której mo¿na okre�liæ dany izolat do gatunku. Trze-
cim rodzajem zarodników s¹ chlamydospory. Podob-
nie jak w przypadku mikrokonidiów ich tworzenie
przez izolaty Fusarium sp. jest wa¿n¹ cech¹ w iden-
tyfikacji gatunkowej. Zarodniki te mog¹ wystêpowaæ
pojedynczo, w parach lub skupieniach [43, 56].

2.2. Charakterystyka wa¿nych gatunków Fusarium

2.2.1. Fusarium culmorum
Fusarium culmorum nale¿y do sekcji Discolor.

Powszechnie wystêpuje w klimacie umiarkowanym,
dominuje w rejonach ch³odniejszych tj. Pó³nocna, Za-
chodnia Europa. Izolowany jest ze wszystkich czê�ci
ro�lin rolniczych tj. pszenicy, jêczmienia, ¿yta, owsa,
kukurydzy, pomidorów. Toleruje zmiany temperatury
oraz mo¿e rozwijaæ siê w warunkach ma³ego poten-
cja³u wodnego. Syntetyzuje zearalenon oraz mikotok-
syny z grupy trichotecenów w tym deoksyniwalenol,
niwalenol [3, 43].

Fusarium culmorum nie tworzy stadium doskona³e-
go. Wytwarza krótkie, grube, z mocno wygiêt¹ czê�ci¹
grzbietow¹ makrokonidia. Makrokonidia przedzielone
s¹ zazwyczaj 3-ma lub 4-ma przegrodami. F. culmorum
nie produkuje mikrokonidiów. Chlamydospory mog¹
wystêpowaæ pojedynczo, w ³añcuszkach 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 wa¿nym fito-

patogenem. Podobnie jak F. culmorum nale¿y do sekcji
Discolor. Gatunek ten dominuje na obszarach o kli-
macie cieplejszym jak �ródziemnomorski (Europa
Po³udniowa) czy zwrotnikowy pora¿aj¹c g³ównie zbo-
¿a drobnoziarniste oraz kukurydzê [3]. Wytwarza dwa
typy konidiów. Cienkie, d³ugie makrokonidia, o kszta³-
cie sierpowatym i prostym, sk³adaj¹ce siê z 5-ciu do
6-ciu przegród. Drugim typem zarodników s¹ okr¹g³e
chlamydospory wystêpuj¹ce w grzybni pojedynczo,
w skupieniach oraz ³añcuszkach. Izolaty Fusarium
graminearum przypominaj¹ wygl¹dem F. culmorum,
F. crookwellense oraz F. pseudograminearum. Patogen
ten jest zdolny do tworzenia m.in. zearalenonu, fuza-
ryny C oraz metabolitów z grupy trichotecenów [43].

2.2.3. Fusarium poae
Fusarium poae jest patogenem zaliczonym do sek-

cji Sporotrichiella, izolowanym przewa¿nie w klima-
cie umiarkowanym. Jest on czynnikiem chorobotwór-
czym owsa, a tak¿e jêczmienia, pszenicy czy ¿yta [36].
Krótkie, sierpowate przedzielone 3-ma przegrodami
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makrokonidia oraz chlamydospory tworzone s¹ bardzo
rzadko. Wytwarza on g³ównie okr¹g³e, nie przedzielo-
ne przegrodami mikrokonidia na monofialidach. F. poae
pora¿aj¹c wiechy i k³osy zbó¿ posiada zdolno�æ two-
rzenia fuzaryny X, oraz trichotecenów (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 p³odozmianu, oszczêdno�-
ciowe systemy uprawy (minimum tillage system) oraz
jednostopniowy zbiór plonów skutkuje wzrostem po-
ra¿enia upraw rolniczych przez patogeny [38].

Grzyby z rodzaju Fusarium infekuj¹ wiele upraw
ro�linnych, w tym zbo¿a drobnoziarniste (pszenica,
pszen¿yto, ¿yto, jêczmieñ), a tak¿e kukurydzê, ziem-
niaki oraz wiele innych ro�lin wa¿nych dla cz³owieka
[15, 40, 43]. Ro�liny s¹ pora¿ane w ró¿nych fazach
rozwojowych, powoduj¹c choroby przed- i powscho-
dowe, tj. fuzaryjna zgorzel podstawy �d�b³a i korzeni,
zamieranie ziarna, zgorzel siewek, fuzariozy k³osów
i wiech owsa, choroby podsuszkowe czy fuzariozê
k³osów pszenicy (ang. scab, FHB) [15, 36, 46, 58].
Pora¿one uprawy cechuj¹ siê obni¿on¹ warto�ci¹ kon-
sumpcyjn¹ i handlow¹. Dodatkowo uzyskiwane plony
s¹ zanieczyszczone niebezpiecznymi dla ludzi i zwie-
rz¹t mikotoksynami [15, 58, 61]. Niektóre z tych
mikotoksyn jak deoksyniwalenol wywieraj¹ dzia³anie
fitotoksyczne, przejawiaj¹ce siê wzmo¿on¹ patogen-
no�ci¹ grzybów [66].

3. Mikotoksyny

Mikotoksyny s¹ wtórnymi metabolitami wytwarza-
nymi g³ównie przez grzyby z rodzaju Aspergillus, Peni-
cillium i Fusarium. Choroby powodowane przez grzy-
by tworz¹ce mikotoksyny to mikotoksykozy, za� nauka
zajmuj¹ca siê ich badaniem nosi nazwê mikotoksyko-
logii [6]. Mikotoksyny mog¹ byæ produkowane przez
grzyby zarówno w czasie wzrostu ro�lin, ale tak¿e
podczas ich przechowywania, transportu i przetwa-
rzania. Ww. zwi¹zki mog¹ wykazywaæ dzia³anie fito-
toksyczne, zootoksyczne. Poza tym s¹ szkodliwe dla
innych mikroorganizmów [57]. Metabolity te wykazuj¹
ró¿ne dzia³anie toksyczne tj. cytotoksyczne, genoto-
ksyczne, neurotoksyczne, hepatoksyczne czy immuno-
supresyjne. Wynika to z budowy strukturalnej tych
zwi¹zków, które mog¹ sk³adaæ siê od prostych pier�-
cieni heterocyklicznych, po nieregularne 6 lub 8 cz³o-
nowe pier�cienie [18, 57].

Zwi¹zki te mog¹ wchodziæ w sposób po�redni i bez-
po�redni do ³añcucha pokarmowego ludzi i zwierz¹t:
po�rednio przez spo¿ywanie miêsa i mleka zwierz¹t

skarmianych ska¿onymi produktami lub bezpo�rednio
spo¿ywaj¹c produkty ro�linne pora¿one przez Fusaria
czy inne grzyby strzêpkowe [24].

Obecnie do mikotoksyn zaliczono oko³o 400 zwi¹z-
ków. Pod wzglêdem ekonomicznym i toksykologicz-
nym w skali �wiatowej istotne znaczenie ma 5 klas
mikotoksyn: aflatoksyny, ochratoksyny, zearalenon,
fumonizyny i trichoteceny [57, 67].

Aflatoksyny i ochratoksyny s¹ wytwarzane g³ównie
przez gatunki grzybów z rodzaju Aspergllus i Penicil-
lium. Grzyby te rozwijaj¹ siê w czasie z³ego przecho-
wywania produktów zbo¿owych.

Pozosta³e klasy mikotoksyn s¹ produkowane przez
patogenne gatunki Fusarium sp. [18, 24, 57]. Miko-
toksyny tworzone przez Fusaria okre�lono mianem
mikotoksyn fuzaryjnych [15, 60].

4. Mikotoksyny fuzaryjne

Grzyby z rodzaju Fusarium ze wzglêdu na patogen-
no�æ oraz wysok¹ toksyczno�æ stwarzaj¹ powa¿ne pro-
blemy w nowoczesnym rolnictwie. W�ród wszystkich
gatunków Fusarium produkuj¹cych mikotoksyny do
najbardziej mikotoksynotwórczych gatunków na �wie-
cie zaliczono: F. culmorum i F. graminearum. Fusarium
culmorum jest patogenem dominuj¹cym w regionach
ch³odniejszych np. w Europie Pó³nocnej, za� F. gra-
minearum w rejonach cieplejszych [24, 52, 58]. Wa¿ne
znaczenie maj¹ równie¿: F. sporotrichioides, F. poae,
F. verticillioides, F. oxysporum i F.sambucinum [49].

Fusaria s¹ w stanie wytwarzaæ kilka mikotoskyn:
moniliforminê, bowerycynê, fumonizynê, zearalenon
oraz trichoteceny [23, 49]. Mikotoksyny fuzaryjne
wykazuj¹ silne, zró¿nicowane dzia³anie toksyczne.

Wystêpowanie ró¿nych gatunków grzybów z ro-
dzaju Fusarium jest du¿ym problemem w rolnictwie.
Wynika to z pora¿ania ro�lin oraz negatywnego wp³y-
wu mikotoksyn na ich rozwój. Negatywny wp³yw na
ro�liny przejawia siê zamieraniem komórek, chloro-
zami, zahamowaniem wzrostu ro�lin, kie³kowania na-
sion, zamieraniem ziarna. Mikotoksyny s¹ czynnikami
wywo³uj¹cymi zaburzenia w procesach mitozy
i metabolizmie bia³kowym u ro�lin. Wytwarzanie mi-
kotoksyn w strefie korzeniowej ro�lin uwa¿ane jest za
g³ówn¹ przyczynê zmian w pobieraniu i rozmieszcza-
niu sk³adników pokarmowych w ro�linie m.in. na sku-
tek zahamowania rozwoju korzeni i w³o�ników. Mo¿e
równie¿ wp³ywaæ niekorzystnie na proces mikoryzy [9].

Zwi¹zki te kumuluj¹ siê w zainfekowanych komór-
kach ro�linnych i w ten sposób mog¹ tak¿e dostawaæ
siê do ³añcucha pokarmowego ludzi i zwierz¹t [57, 67].
Mog¹ wówczas byæ przyczyn¹ powa¿nych chorób,
jak hyperestrogenizm, rozmiêkania leukodystroficzne-
go upo�ledzeñ w¹troby, nerek, a tak¿e nowotworów
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(prze³yku, w¹troby) [3, 57]. W dodatku produkty zbo-
¿owe s¹ coraz czê�ciej wykorzystywane w przemy�le
farmaceutycznym oraz kosmetycznym [36].

Ze wzglêdu na powszechno�æ wystêpowania w �ro-
dowisku naturalnym, wynikaj¹ce z tego niebezpie-
czeñstwo dla ludzi i zwierz¹t oraz straty gospodarcze
za najwa¿niejsze mikotoksyny fuzaryjne uznano tricho-
teceny oraz zearalenon [49].

4.1. Bowerycyna, moniliformina, fumonizyny

Bowerycyna (BEA) zosta³a odkryta jako naturalne
zanieczyszczenie kukurydzy we W³oszech, Austrii,
Polsce oraz Afryce Po³udniowej Jest syntetyzowana
przez F. avenaceum, F. proliferatum, F. subglutinans,
F. semitectum [44]. Ten cykliczny heksapipeptyd wy-
kazuje specyficzn¹ aktywno�æ inhibicji acetylotrans-
ferazy cholesterolu. Mo¿e powodowaæ apoptozê ko-
mórek i fragmentacjê DNA. BEA posiada aktywno�æ
owadobójcz¹ 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 kardiotoksyczn¹
mikotoksyn¹, D³ugotrwa³e spo¿ywanie produktów za-
nieczyszczonych t¹ toksyn¹ jest czynnikiem powodu-
j¹cym wady serca [24, 55].

Fumonizyny produkowane s¹ przez F. verticillio-
ides, F. proliferatum, F. nygamai, F. napiforme. Zosta³y
podzielone na trzy grupy A, B, C, na podstawie ró¿nic
w strukturze chemicznej. Do najwa¿niejszych fumo-
nizyn nale¿y fumonizyna B1, fumonizyna B2 i fumo-
nizyna B3 [39, 50]. Fumonizyny stanowi¹ powszechne
zanieczyszczenie produktów konsumpcyjnych i pasz
otrzymywanych z kukurydzy, w takich regionach jak
Chiny, Europa, Afryka Po³udniowa i Ameryka Pó³noc-
na. Dzia³anie tych mikotoksyn zosta³o skorelowane
z metabolizmem sfingolipidów zaanga¿owanych w re-
gulacje cyklu komórkowego w komórkach ro�linnych,
ró¿nicowaniem i zamieraniem komórek, indukowaniem
stresu oksydacyjnego [16, 57, 60, 67].

4.2. Zearalenon

Zearalenon (ZEA) tworzony jest g³ównie przez
F. culmorum i F. graminearum. Sklasyfikowano go
jako niesterydowy estrogen lub mikoestrogen, zwany
czasami fitoestrogenem. Zredukowana forma zeara-
lenonu, zwana zearalenolem wykazuje zwiêkszon¹ ak-
tywno�æ estrogeniczn¹ Obecno�æ mikotoksyny w ro�li-
nach powoduje zmiany w ró¿nicowaniu kalusa pszenicy
oraz rozwoju generatywnym ro�lin. U zwierz¹t, które
by³y karmione zanieczyszczon¹ pasz¹ mo¿e skutkowaæ
uszkodzeniami organów rozrodczych oraz zak³ócenia-
mi reprodukcyjnymi [6, 24, 51, 57].

4.3. Trichoteceny

Trichoteceny stanowi¹ rodzinê pochodnych ponad
60 seskwiterpenoidów, które s¹ wytwarzane przez
liczne rodzaje grzybów tj. Fusarium, Myrothecium czy
Trichoderma [6]. Trichoteceny zosta³y podzielone pod
wzglêdem budowy na 4 grupy: A, B oraz C i D. W �ro-
dowisku powszechnie wystêpuj¹ trichoteceny nale-
¿¹ce 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 posiadaj¹ grupê funk-
cyjn¹, ketonow¹ w pozycji wêgla C-8, natomiast
zwi¹zki z grupy A posiadaj¹ w tym miejscu inn¹ gru-
pê tlenow¹ [24].

Ze wzglêdu na czêstotliwo�æ wystêpowania w pro-
duktach pochodzenia ro�linnego przeznaczonych na
cele spo¿ywcze i paszowe uwa¿a siê, i¿ trichoteceny
z grupy B wywieraj¹ wiêkszy wp³yw na cz³owieka
i �rodowisko. Za� w tej grupie do najwa¿niejszych mi-
kotoksyn zalicza siê 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 s¹

g³ównie przez F. culmorum, F. graminearum, a tak¿e
przez F. poae [24]. Z przeprowadzonych badañ wy-
nika, i¿ niwalenol wykazuje a¿ o 14 razy wiêksz¹ tok-
syczno�æ w stosunku do deoksyniwalenolu. Jednak-
¿e niwalenol jest mniej toksyczny od trichotecenów
z grupy A [68].

Dzia³anie fitotoksyczne DON-u i NIV-u oraz ich
pochodnych przejawia siê hamowaniem kie³kowania
nasion, hamowaniem wzrostu korzeni i pêdów, reduk-
cjê �wie¿ej masy organów ro�linnych, wiêdniêciami,
chlorozami i nekrozami. Spo¿ywanie zaka¿onej ¿yw-
no�ci przez zwierzêta i ludzi prowadzi do zaburzeñ:
uk³adu pokarmowego, rozrodczego czy immunolo-
gicznego. Poza tym zwi¹zki te powoduj¹ istotne zmia-
ny na poziomie komórkowym, obni¿aj¹c aktywno�æ
bia³ek i enzymów oraz hamuj¹c ich syntezê. Powo-
duj¹ zaburzenia w przepuszczalno�ci b³on komórko-
wych. Mikotoksyny te ingeruj¹ w fazy inicjacji, elon-
gacji i terminacji, przyczyniaj¹ siê te¿ do indukcji
aberracji chromosomowych, zaburzeñ mitozy, a tak¿e
apoptoz i nekroz [6, 9, 23, 24, 49, 57, 67, 71].

4.3.2. Trichoteceny z grupy A
Zwi¹zki te s¹ wytwarzane przez F. poae oraz

F. sporotrichioides. T-2 toksyna i diacetoksyscirpenol
(DAS) wykazuj¹ dzia³anie cytotoksyczne, immuno-
supresyjne [24].
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5. Wystêpowanie mikotoksyn fuzaryjnych
w Polsce i na �wiecie

Uprawy ro�linne w tym uprawy zbó¿ drobno-
ziarnistych mog¹ byæ infekowane przez wiele gatun-
ków Fusarium. Istotne znaczenie ma to na terenach,
gdzie z jednej strony panuj¹ warunki klimatyczne
dogodne dla wzrostu ró¿nych gatunków Fusarium,
z drugiej za� zmienne warunki klimatyczne przyczy-
niaj¹ce siê do rozwoju ró¿nych gatunków Fusarium
w ka¿dym roku uprawy. Do najczê�ciej wystêpuj¹cych
Fusarium na �wiecie nale¿¹ F. culmorum oraz F. gra-
minearum [38, 49].

 Fusarium culmorum przewa¿a w regionach o kli-
macie umiarkowanym, np. morskim, charakteryzuj¹-
cym siê �rednimi temperaturami w ci¹gu lata (Niemcy,
Holandia, Skandynawia, Polska). Fusarium gramine-
arum dominuje na obszarach o klimacie cieplejszym,
gdzie odnotowywane s¹ wysokie temperatury w okre-
sie letnim (Ameryka Pó³nocna), �ródziemnomorskim
(Europa Po³udniowa) i zwrotnikowym (Chiny) [3].
Grzyby te zdolne s¹ do syntezy najwa¿niejszych
mikotoksyn: deoksyniwalenolu i jego pochodnych
(15-AcDON, 3-AcDON) oraz niwalenolu. Patogeny
wytwarzaj¹ce 3-AcDON s¹ bardziej pospolite w Euro-
pie i Azji, natomiast tworz¹ce 15-AcDON w Ameryce
Pó³nocnej i Po³udniowej. Na pocz¹tku XXI wieku
wyizolowano w Kanadzie Fusaria zdolne do syntezy
zarówno 3- i 15-AcDON. Deoksyniwalenol (DON)
jest najczê�ciej wykrywany na pszenicy, jêczmieniu,
kukurydzy i owsie, za� rzadziej w ¿ycie i ry¿u.

Niwalenol (NIV) jest powszechnie syntetyzowany
przez izolaty grzybów rozwijaj¹cych siê w Japonii,
rzadko wykrywany w Ameryce Pó³nocnej i Po³ud-
niowej [42, 57].

Na terenie Polski wystêpuj¹ grzyby produkuj¹ce
wszystkie rodzaje mikotoksyn fuzaryjnych. Stê¿enie
tych mikotoksyn jest jednak znacznie ni¿sze w pro-
duktach zbo¿owych ni¿ w krajach Europy Zachodniej
i Pó³nocnej. Fusaria tworz¹ce DON oraz NIV izolo-
wane s¹ g³ównie na pszenicy, pszen¿ycie, ¿ycie i ku-
kurydzy. Wysokie stê¿enie moniliforminy wykryto na
pszenicy, pszen¿ycie oraz owsie, a fumonizyn na ku-
kurydzy [3, 38].

6. Najwa¿niejsze czynniki �rodowiska zwi¹zane
z tworzeniem mikotoksyn

Mikotoksyny mog¹ byæ wytwarzane przez grzyby
zarówno w czasie przed- i po¿niwnym, podczas prze-
chowywania, transportu i przetwarzania. Tworzenie
tych zwi¹zków powi¹zane jest ze stresem ro�lin, nad-
miernym uwodnieniem magazynowanych produktów.
Niew³a�ciw¹ praktyk¹ przechowywania i nisk¹ jako�ci¹

produktów zbo¿owych [17]. Grzyby produkuj¹ce
mikotoksyny rozwijaj¹ siê w temperaturze o zakresie
10�40°C, przy pH 4�8, na suchej powierzchni [41] lub
na produktach zbo¿owych o wilgotno�ci 12�13%.
Udowodniono, i¿ optymalne warunki dla wzrostu
grzybów nie musz¹ byæ najlepszymi dla syntezy miko-
toksyn [34]. Zwi¹zki te mog¹ byæ tworzone w trud-
nych warunkach dla wzrostu grzyba. Dowiedziono
i¿, stosowanie �rodków grzybobójczych nie wp³ywa
hamuj¹co na wytwarzanie mikotoksyn, a mo¿e powo-
dowaæ efekt odwrotny. Pod wp³ywem fungicydów
grzyby mog¹ byæ poddane nadmiernemu szokowi, co
skutkuje zwiêkszon¹ produkcj¹ mikotoksyn [10, 27].

7. Geny warunkuj¹ce formowanie zearalenonu
i trichotecenów

Przeprowadzone badania biochemiczne i genetycz-
ne nad gatunkiem Fusarium sporotrichioides umo¿li-
wi³y zidentyfikowanie wielu genów zaanga¿owanych
w biosyntezê mikotoksyn [70]. Powi¹zano syntezê
trichotecenów z kompleksem szlaków który rozpoczy-
na siê od zwi¹zku, zwanego trichodienem i zawiera
du¿¹ liczbê reakcji chemicznych tj. utlenienie, cykli-
zacje czy estryfikacje [21].

Wiele genów zwi¹zanych z produkcjê trichote-
cenów zosta³o zidentyfikowanych wewn¹trz 26-kpz
segmentu DNA [11]. Wyró¿niono 16 genów bior¹cych
udzia³ w syntezie trichotecenów, wiêkszo�æ z nich
tworzy zgrupowanie genów okre�lonych mianem zbio-
ru Tri. Znajduj¹ siê w nim geny wykazuj¹ce szczegól-
ny wp³yw na formowanie trichotecenów. S¹ to Tri5,
Tri7, Tri13 oraz Tri3 [1, 2]. Poza zbiorem genów Tri
znajduj¹ siê tam 4 inne geny wp³ywaj¹ce na syntezê
trichotecenów [24, 49].

Na prze³omie ostatnich kilku lat zauwa¿ono silne
oddzia³ywanie zearalenonu na �rodowisko [36]. Dla-
tego rozpoczêto do�wiadczenia z wykorzystaniem
ró¿nych metod molekularnych na detekcjê genów
bior¹cych udzia³ w formowaniu zearalenonu [26, 45].
Zearalenon powstaje w szlaku octanowo-polimalonia-
nowym [22]. Wykazano, i¿ w jego syntezie bierze
udzia³ wiele genów, które koduj¹ enzymy okre�lane
mianem syntaz poliketydowych (PKSs) [8]. Geny
te zosta³y zaliczone do typu I syntaz poliketydowych
(PKSs). Dzieli siê je na redukuj¹ce PKS i nie-redu-
kuj¹ce geny PKS w�ród których najwa¿niejsze to
PKS4 i PKS13.

7.1. Charakterystyka Tri5, Tri7, Tri3 i Tri13

Gen Tri5 koduje enzym syntazê trichodienu, kata-
lizuj¹cy cyklizacjê i izomeryzacjê fosforanu furanylu
do trichodienu. Jest on pierwszym genem bior¹cym
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udzia³ w biosyntezie trichotecenów. Je¿eli gen Tri5 jest
nieobecny w genomie wówczas grzyby nie s¹ zdolne
do syntezy trichotecenów [24].

Geny Tri7 i Tri13 kontroluj¹ typ powstaj¹cej miko-
toksyny [69]. Z badañ L e e  i in. oraz B r o w n� a
i in. wynika, i¿ gen Tri7 powoduje acetylacjê niwalenolu
i jego przemianê do 4-acetyloniwalenolu (4-ANIV) [11,
42]. Przeprowadzone eksperymenty wykaza³y, i¿ grzyby
posiadaj¹ce niefunkcjonalny gen Tri7 nie s¹  zdolne do
syntetyzowania NIV, ani jej pochodnej 4-ANIV [32].

Gen Tri13 powoduje konwersjê DON w NIV. Je�li
nast¹pi¹ zaburzenia ekspresji tego genu grzyby nie s¹
zdolne do syntezy niwalenolu [11, 42], natomiast two-
rz¹ deoksyniwalenol [14]. Gen Tri3 odpowiada za
tworzenie pochodnych deoksyniwalenolu, powoduj¹c
jego acetylacjê w pozycji 3 lub 15 [62].

7.2. Charakterystyka PKS4 i PKS13

Stwierdzono istnienie korelacji pomiêdzy syntez¹
zearalenonu, a aktywno�ci¹ jednego genu, oznaczone-
go jako PKS4. Uwa¿a siê, i¿ obecno�æ genu PKS4,
�wiadczy o potencjalnej zdolno�ci do syntezy zearale-
nonu przez izolaty Fusarium sp. PKS4 koduje enzym,
który stymuluje ekspresjê innego genu PKS13 niezbêd-
nego w syntezie zearalenonu. Bia³ko kodowane przez
gen PKS13, bierze udzia³ w koñcowym etapie formo-
wania zearalenonu. Powoduje przy³¹czenie jednostki
wêglowej do koñcowego zwi¹zku po�redniego [26, 45].

8. Metody molekularne

Ogromne znaczenie maj¹ techniki pozwalaj¹ce na
wczesne wykrycie obecno�ci patogenu i okre�lenie jego
zdolno�ci do tworzenia mikotoksyn. S¹ to decyduj¹ce
i obecnie podstawowe elementy profilaktyki ochrony
przed zanieczyszczeniem toksynami produktów spo-
¿ywczych i paszowych [28]. W celu unikniêcia strat
upraw spowodowanych wystêpowaniem patogenów
wykorzystuje siê ró¿ne metody biologii molekularnej.
Metody te umo¿liwiaj¹ szybkie zastosowanie �rodków
zaradczych i unikanie ska¿onej ¿ywno�ci [3, 28, 29,
30]. Opieraj¹ siê one na analizie struktury DNA, a wy-
niki z analiz molekularnych nie zale¿¹ od stanu fizjolo-
gicznego badanego organizmu Metody te pozwalaj¹ na
³atwiejsz¹ oraz szybsz¹ ocenê mikotoksynotwórczo�ci
w porównaniu do tradycyjnych metod [3, 53].

8.1. Metody detekcji i identyfikacji oparte
na procedurze PCR

Opracowanie w 1974 r. przez K a r y  M u l l i s� a
techniki s³u¿¹cej do specyficznego powielania sekwen-
cji okre�lonych odcinków DNA, sta³o siê pocz¹tkiem
rozwoju du¿ej liczby badañ w patologii ro�lin [19].

Metoda reakcji ³añcuchowej polimerazy PCR zna-
laz³a wiele zastosowañ m.in. w klasyfikacji izolatów
grzybów, badañ interakcji gospodarz-patogen. Szcze-
gólny rozwój tej techniki nast¹pi³ po 1988 r., kiedy
wykorzystano po raz pierwszy enzym polimerazê z bak-
terii Thermus aquaticus (Taq),wykazuj¹c¹ stabilno�æ
w wysokich temperaturach [31].

W�ród licznych metod molekularnych s³u¿¹cych
do wykrywania, identyfikacji i klasyfikacji patogenów
s¹ stosowane s¹ obecnie techniki tj. SCAR, RT-PCR,
Real-time PCR.

8.1.1. SCAR
Metoda SCAR (specyficzny PCR) polega na powie-

laniu za pomoc¹ pary starterów �ci�le zdefiniowanego
obszaru genomu [5]. Startery, które s¹ wykorzystywa-
ne w tej technice mog¹ byæ uzyskane z badañ metod¹
RAPD, a ich d³ugo�æ wynosi 17�24 nukleotydów [28].

Analiza SCAR jest metod¹ bardzo przydatn¹ w iden-
tyfikacji, wykrywaniu i charakteryzowaniu patogenicz-
nych grzybów z rodzaju Fusarium. Stosowana jest jako
analiza porównawcza genomów organizmów, do usta-
lania lub weryfikowania przynale¿no�ci gatunkowej
badanych izolatów [28].

SCAR jest wykorzystywany do wykrywania okre�-
lonych genów w populacjach grzybów. Ma to szcze-
gólne znaczenie w kontek�cie w³a�ciwo�ci patogenów
tj. ró¿norodna patogeniczno�æ oraz zdolno�ci do syn-
tezy mikotoksyn.

Za pomoc¹ starterów zaprojektowanych na podsta-
wie fragmentów genów odpowiedzialnych za formowa-
nie wielu mikotoksyn w tym, trichotecenów mo¿na do-
konaæ rozró¿nienia izolatów zdolnych do syntezy tych
zwi¹zków. W takich badaniach wykorzystuje siê star-
tery ulokowane m.in. na genach Tri5, Tri7 [14, 32, 30].
Na podstawie sekwencji genów PKS4 i PKS13 mo¿na
okre�liæ potencjaln¹ zdolno�æ grzybów do syntezy ze-
aralenonu [45]. Przyk³adowe pary starterów pozwa-
laj¹ce na analizê genów bior¹cych udzia³ w syntezie
trichotecenów i zearalenonu zamieszczono w tabeli I.

8.1.2. RT-PCR
RT-PCR (Reverse-transcription � PCR) jest meto-

d¹ wykorzystuj¹c¹ enzym odwrotn¹ transkryptazê do
przemiany RNA w cDNA przez amplifikacjê PCR.
Analiza RT-PCR umo¿liwia zbadanie aktywno�ci
genu i stanowi wa¿ny krok do zrozumienia jego funk-
cji, dzia³ania i aktywno�ci [4, 48].

Technika RT-PCR pozwala badaczom w jasny spo-
sób stwierdziæ, czy dany grzyb wykazuje aktywno�æ
produkcji mikotoksyn. Okre�lenie jej jest mo¿liwe
przez detekcjê (mRNA) dla transkryptu genów zaan-
ga¿owanych w formowanie metabolitów wtórnych.
Je�li geny biosyntezy mikotoksyn ulegaj¹ transkrypcji
wówczas dany metabolit jest wytwarzany [24].
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Analiza RT-PCR zosta³a szeroko wykorzystana
w genetyce grzybów do kontroli ekspresji specyficz-
nych genów pod dzia³aniem ró¿nych warunków fizjo-
logicznych [4].

RT-PCR zosta³ tak¿e u¿yty do monitorowania eks-
pesji genów mikotoksyn powi¹zanych z syntez¹ tri-
chotecenów [37] oraz zearalenonu [45]. W tabeli II
zamieszczono przyk³adowo stosowane startery w me-
todzie RT-PCR.

8.1.3. Real-Time PCR
Real-Time PCR jest technik¹, która w czasie prze-

prowadzania analizy umo¿liwia mierzenie powsta-
j¹cych produktów automatycznie po ka¿dym cyklu
reakcji w zamkniêtych probówkach za pomoc¹ spe-
cjalnych sond DNA [4, 24, 64].

Bezpo�redni pomiar gromadzonego produktu po-
zwala na kontrolê faz w czasie trwania reakcji. Pocz¹t-
kowa ilo�æ badanego DNA w analizie mo¿e byæ
powi¹zana z liczb¹ cykli, w której obserwowany jest
znacz¹cy wzrost fluorescencji [4]. Produkty PCR
mog¹ byæ monitorowane przy u¿yciu zarówno fluo-
rescencyjnych, interkaluj¹cych barwników DNA tj.
SYBR Green lub sekwencjê specyficznej sondy nu-
kleotydowej, Przyk³adem mo¿e byæ sonda TaqMan,
która obecnie jest najpowszechniej stosowana w tej

metodzie [4]. B u r l a k o t i  i in. przeprowadzili ba-
dania z wykorzystaniem tej techniki dowodz¹c tym
samym jej zastosowanie w analizach mikotoksyno-
twórczo�ci [13].

Analiza Real-Time PCR wraz ze specyficznymi star-
terami i sond¹ TaqMan umo¿liwi³a ocenê wytwarzania
trichotecenów ró¿nych gatunków Fusarium sp., w tym
F. graminearum z ziarna jêczmienia [63].

Uwa¿a siê, i¿ ilo�ciowy Real-Time PCR jest pra-
wdopodobnie w obecnych czasach najlepsz¹ metod¹
do detekcji grzybów syntetyzuj¹cych mikotoksyny
[29, 35, 54].

 Przyk³adowe sekwencje starterów wykorzystywa-
nych w tej technice znajduj¹ siê w tabeli III.

9. Podsumowanie

Grzyby z rodzaju Fusarium uznano za najniebez-
pieczniejsze patogeny wywo³uj¹ce powa¿ne choroby
u ro�lin, a tak¿e ludzi, zwierz¹t. W dodatku s¹ one zdol-
ne do syntezy wysoce toksycznych zwi¹zków zwanych
mikotoksynami. Najczê�ciej wystêpuj¹ce w �rodowisku
to zearalenon oraz trichoteceny, w tym deoksyniwale-
nol. Zwi¹zki te s¹ przyczyn¹ zaburzeñ we wzro�cie
i rozwoju ro�lin, a tak¿e chorób zwi¹zanych z uk³adem

PKS4
PKS4-1 5�-AGATGGCCATGGTGCTTCGTGAT-3�

PKS4-2 5�-GTGGGCTTCGCTAGACCGTGAGTT-3�

PKS13
PKS13-1 5�-AGCCGGGAAAGCCATACCATACAT-3�

PKS13-2 5�-GCTTGCAATCTCGATCGCCATAAT-3�

PKS14
PKS14-1 5�-AGGGCTCGATTGTTGCGGATTCT-3�

PKS14-2 5�-TTCTTCCCGCCGACTTCAAAACA-3�

T a b e l a  I I
Wybrane startery u¿ywane do identyfikacji genów odpowiedzialnych za

syntezê mikotoksyn w technice RT-PCR [wg 45]

Gen
Para

starterów
Sekwencja starterów

Tri5 [25]
HA TriF 5�-CAGATGGAGAACTGGATGGT-3�

260pz
HA TriR 5�-GCACAAGTGCCACGTGAC-3�

Tri7  [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�

PKS13 [45]
PKS13F 5�-AGCCGGGAAAGCCATACCATACAT-3�

400pz
PKS13R 5�-GCTTGCAATCTCGATCGCCATAAT-3�

T a b e l a  I
Wybrane startery wykorzystywane w technice SCAR do detekcji genów Tri5, Tri7 oraz PKS4 i PKS13

Gen
Pi�mien-
nictwo

Para
starterów

Sekwencja starterów
Wielko�æ
produktu
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pokarmowym, rozrodczym czy odporno�ciowym u lu-
dzi i zwierz¹t. Za tworzenie trichotecenów i zearale-
nonu odpowiedzialnych jest szereg genów. Istotn¹ rolê
w biosyntezie trichotecenów odgrywaj¹ geny Tri5,
Tri7, a w syntezie zearalenonu geny PKS4 i PKS13.
Metody molekularne oparte o reakcjê PCR umo¿liwia-
j¹ dokonanie szybkiej oceny mikotoksynotwórczo�ci
w�ród grzybów strzêpkowych. Do powszechnie sto-
sowanej metody molekularnej ze wzglêdu na prostotê
wykonania nale¿y SCAR. Coraz czê�ciej stosowane s¹
badania z wykorzystaniem technik Real-Time PCR
i RT-PCR, które pomimo wysokich kosztów analiz ce-
chuj¹ siê wysok¹ wra¿liwo�ci¹, wiêksz¹ powtarzalno�-
ci¹ i mniejsz¹ pracoch³onno�ci¹.
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Tri5 [13]
Tri5-F 5�-TCTTAACACTAGCGTGCGCCTTCT-3� 193pz

Tri5-R 5�-CATGCCAACGATTGTTTGGAGGGA-3� 193pz

Pks4 [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

T a b e l a  I I I
Wybrane startery stosowane do detekcji genów bior¹cych udzia³ w syntezie mikotoksyn w technice

Real-Time PCR

Gen
Pi�mien-
nictwo

Para
starterów

Sekwencja starterów
Wielko�æ
produktu
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ERRATA

W zeszycie 2, tom 48 (2009) w tek�cie �prof. Ludwik Hirszfeld�
na str 151, II szpalta, wiersz 19 od do³u

jest: do 1930 roku;
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