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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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