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Wystepujacy u Y. pestis typ 111 sekrecji pozwala unieszkodliwiac ko-
morki eukariotyczne na zasadzie przekazywania bialek bakteryjnych przez
blone komoérkowq do cytozolu tych komérek. Bialka te przejmujqc kon-
trole nad komérkami gospodarza, zaburzajq ich procesy wewnqtrzko-
morkowe. Do metod stosowanych w diagnostyce Y. pestis nalezq m. in.:
techniki immunochromatograficzne, odczyn immunofluorescencji, hema-
glutynacji, ELISA oraz test fagowy, a z metod genetycznych znajdujq
zastosowanie PCR, multiplex i nested PCR, real time PCR, VNTR, PFGE,
ISBE, Microarray.
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WSTEP

Yersinia pestis jest czynnikiem biologicznym, ktéry moze by¢ zastosowany
w ataku bioterrorystycznym. Wedlug CDC zalicza si¢ do kategorii A. Uzycie tego patoge-
nu w formie acrozolu moze wywola¢ u ludzi dzume ptucna o cigzkim przebiegu. Yersinia
pestis moze by¢ rowniez uzyta do zakazenia gryzoni w celu spowodowania wtérnego wy-
buchu epidemii u ludzi. W przeszlosci paleczki Y. pestis byly niejednokrotnie wykorzysty-
wane jako bron biologiczna. Wedlug raportu WHO z 1970 roku rozpylenie 50 kg komorek
Y. pestis nad 5 milionowym miastem, moze wywola¢ plucna posta¢ dzumy u 150 tys. ludzi
i spowodowac $mier¢ 36 tysigcy mieszkancow. Podczas wirtualnego ¢wiczenia TOPOFF
(top officials of the United States government) obliczono, ze uwolnienie Y. pestis droga
aerozolowa nad centrum rozrywkowo-handlowym moze wywola¢ ponad 3 min przypad-
kéw dzumy plucnej (1).

CHARAKTERYSTYKA BAKTERII I ICH ZJADLIWOSCI

Yersinia pestis jest Gram-ujemna, bezrzgskowa, nie wytwarzajaca przetrwalnikow pa-
leczka, bedaca wzglednym beztlenowcem, o wielkosci 1-3 x 0,5-0,8 wm. Bakterie rosna



316 J Gawel, M Bartoszcze, B Osiak Nr 2

w temperaturze 4-40°C (optymalna 28°C), przy pH od 7.2 do 7.6 (1,2). Paleczki dzumy
w zwlokach zwierzat przezywaja zima ponad pét roku, latem okoto miesiaca, w odpadach
organicznych miesiac, a w wodzie do trzech tygodni. Gina natomiast w ciagu kilku godzin
po ckspozycji na $wiatlo stoneczne. Yersinia pestis jest wrazliwa na 1% podchloryn sodu,
70% etanol, 2% glutaraldehyd, formaldehyd i preparaty jodowe (3). Badania nad Y. pestis
powinno si¢ przeprowadza¢ w laboratoriach BSL-3. Patogenne szczepy z rodzaju Yersinia
posiadaja trzy plazmidy: pPst (10 kb) — z genem pla kodujacym aktywator plazminogenu
(plasminogen activator), pFra (100 kb) — z genem caf1 zawierajacym informacje¢ dla anty-
genu otoczkowego (capsular antigen Fraction 1) i plazmid zjadliwosci pYV (Yersinia viru-
lence - 70 kb) — z regionem /cr regulujacym ekspresj¢ bialek blony zewngtrznej Yop (Yer-
sinia outer proteins), decydujacych o mozliwosci wniknigcia drobnoustroju do komoérek
organizmu, ich przetrwania i namnazania si¢. Do polipeptydow kodowanych w plazmidzie
zjadliwosci nalezaq wczesniej znane jako antygeny bialkowe Vi W — determinanty zjadli-
wosci. Przeciwciala anty-V pelnia rolg ochronna w zakazeniach paleczkami Yersinia, nato-
miast przeciwciala anty-W nie wykazuja takiego dzialania (2,4).

PATOGENEZA - WYBRANE ASPEKTY

Dzuma jest chorobg odzwierzgcq. Rezerwuarem zarazka sa szczury, popielice, wie-
widrki ziemne, dzikie kroliki, nornice, myszy, susly, pieski stepowe. Do zakazenia ludzi
dochodzi w wyniku ukaszenia przez pchly: Xenopsylla cheopis (pchla szczurza), Pulex
irritans (pchla ludzka), lub w wyniku kontaktu z zakazonymi tkankami i ptynami zwierzat.
Choroba przenosi si¢ z czlowicka na czlowicka droga kropelkowa, charakteryzujac si¢
wysoka zarazliwoscia (1,2,3). Przechorowanie dzumy nie zapewnia nabycia trwalej odpor-
nosci. Jest ona objeta migdzynarodowymi przepisami zdrowotnymi i podlega obowiazko-
wi zglaszania i rejestracji do WHO (3).

Po wniknigciu do organizmu czg¢$¢ bakterii jest niszczona przez neutrofile obecne we
krwi, a nieliczne sq fagocytowane przez makrofagi. Pozostale bakterie szybko namnazaja
si¢, czemu towarzyszy ekspresja czynnikow wirulencji. Po 2-6 dniach od zakazenia drob-
noustroje niszczq makrofagi i dostaja si¢ do krwiobiegu, co objawia si¢ goraczka, bolami
glowy i ogdélnym oslabieniem. Bakterie intensywnie namnazaja si¢ w wezlach chtonnych,
ktore ulegaja powigkszeniu, sa gorace i bolesne. Stad ponownie dostajq si¢ do krwiobiegu,
powodujac m. in. cigzkie zapalenie phuc. Przy braku leczenia $miertelno$¢ moze docho-
dzi¢ do 50%. Y. pestis posiada mechanizmy pozwalajace na wychwytywanie z organizmu
gospodarza zelaza, niezbednego do jej przetrwania, w czym biora udzial siderofory — male,
niebialkowe czasteczki, produkowane i wydzielane przez bakterie. Paleczki Y. pestis moga
posiada¢ réwniez inne systemy pozyskiwania nicorganicznego zelaza oraz wykorzystania
hemu i jego zwiazkow (2).

Typ I sekrecji ( 7TS-Type 11 secretion) jest mechanizmem pozwalajacym bakteriom
przejmowac kontrol¢ nad komorkami gospodarza, zaburzajac ich procesy wewnatrzko-
morkowe. Temperatura 37°C, przy obnizonym poziomie Ca*" hamuje wzrost Y. pestis
i przyczynia si¢ do sekrecji bialek zwiazanych z wirulencja (2,5,6). Aktywacja III typu
sekrecji wymaga bezposredniego kontaktu bakterii z komorka eukariotyczng. Prawdopo-
dobnie bialtko YscF, powiazane strukturalnie z ,,igla” aparatu sekrecyjnego bierze udzial
w przemieszczaniu wirulentnych bialek przez blong komorki eukariotycznej oraz w regu-
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lacji III typu sekrecji zaleznego od wapnia (6). Kodowany przez plazmidy Ysc-Yop TTS
system pozwala paleczkom dzumy dostarcza¢ biatka Yop do cytozolu komorek systemu
odpornosciowego, blokujac fagocytoze i ostabiajac produkcije prozapalnych cytokin i che-
mokin, co sprzyja namnazaniu si¢ paleczek dzumy w tkance limfatycznej. Ysc-Yop TTS
sklada si¢ z aparatu Ysc (Yop secretion apparatus) oraz z bialek Yop (Yersinia outer prote-
ins). Trzy z nich — YopB, YopD i LcrV przenosza efektory Yop przez blong komdrkowa.
Poznano do tej pory 6 efektorow Yop: YopH, YopE, YopT, YpkA/YopO, YopP i YopM,
z ktorych cztery tj.: YopH, YopE, YopT oraz YpkA/YopO oslabiaja fagocytoze. YopE,
YopT oraz YpkA/YopO dzialaja na monomeryczng GTPaze, a YopH jest — fosfatazq tyro-
zyny. Oprocz dzialania antyfagocytarnego YopH hamuje takze proliferacje limfocytéw
1 syntezg biatka — MCP1 (monocyte chemotactic protein I). YopP zaburza odpowiedz za-
palna makrofagéow. Rola szoéstego efektora nie zostala do konca poznana. Ysc-Yop TTS
system tworzy struktur¢ przypominajacq igle wystajaca na zewnatrz bakterii. Zawiera ona
duzy cylinder i pierscien blonowy, a wewnetrzna cz¢$¢ ciala podstawowego posiada pom-
p¢ biatkowa, ktorej istotng czgscia jest YscN bedaca ATP-aza. Przenoszenie efektoréw
Yops przez blony komorek eukariotycznych odbywa si¢ dzigki translokatorom Yops (YopB,
YopD i LcrV). Prawdopodobnie YopB, YopD i LcrV destabilizuja blong komérkowa, dzig-
ki czemu pierwsze efektory Yops sa przekazywane przez uformowany kanal taczacy bakte-
rie z cytozolem komorki docelowej. Cztery efektory sposrod szesciu do tej pory zidentyfi-
kowanych (YopH, YopE, YopT i YpkA/YopO) — wywieraja negatywny efekt na dynamike
cytoszkieletu. YopE wywoluje depolimeryzacij¢ filamentow aktynowych w komdrce go-
spodarza, hamujac fagocytoze¢ i wywolujac efekt cytotoksyczny. YpkA i YopH (Yersinia
protein kinase) zaburzaja sygnal transdukcji, wplywajac na aktywacj¢ i dezaktywacje wie-
Iu czynnikdw regulacyjnych w komoérkach eukariotycznych. YopH zakloca rowniez ogolna
adhezj¢. Trzy inne efektory Yop, ktore hamuja fagocytoze tj.: YopE, YopT i YpkA/YopO
wplywaja na monomeryczne GTPazy, oscylujace pomi¢dzy ich formami ,,wlaczonymi
i wylaczonymi”, co wiaze si¢ z przylaczaniem nukleotydéw, w czym biora udzial biatka —
GAPs (GTPase-activating proteins) i czynniki — GEFs (guanine nucleotide exchange fac-
tors). Yop E dziala na GAP poprzez hydroliz¢ GTP, YopP wykazuje silne dzialanie depoli-
meryzujace na aktyng, a YopT inaktywuje GTPazy przez ich odlaczanie od ,.kotwic blono-
wych”. Dwa efektory YopP (YopJ u Y. pseudotuberculosis i Y. pestis) i YopH przeciwdzia-
laja reakcji zapalnej zakazonych komoérek. Yop P/J redukuje uwalnianie czynnika — TNF
(tumor necrosis factor) przez makrofagi i interleukiny (interleukin-8, IL-8) przez komorki
epitelialne i endotelialne (5).

DIAGNOSTYKA LABORATORYJNA

Do badan pobiera si¢: krew, ptyn mozgowo-rdzeniowy, plwocing, bioptaty z weztow
chlonnych, sledziony, watroby, pluc, zeskrobiny z uszkodzonej skoéry, miazge zgbowa (2).
Diagnostyka bakteriologiczna

W preparatach mikroskopowych barwionych metoda Grama widoczne sa Gram (-)
paleczki, ukladajace si¢ pojedynczo, w pary lub krétkie lancuszki. Metoda Wrighta-Giem-
zy lub Waysona barwia si¢ dwubiegunowo. Probki posiewa si¢ na podloza: Mc Conkeya,
agar z krwia — SBA, wyciag mozgowo sercowy — BHI lub agar cozynowo metylenowy —
EMB. Y. pestis nie wywoluje hemolizy, wzrasta w czasie od 48 do 72 godz. inkubacji, a po
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24 godzinach przy obecnosci 5% CO,. Po trzech dniach kolonie przybieraja charaktery-
styczny wyglad ,.sadzonego jajka”. Biotyp Orientalny nie wykazuje zdolno$ci fermentacji
glicerolu; za$ biotyp Sredniowieczny nie redukuje azotanow, a szczepy biotypu Antyczne-
go rozkladaja glicerol i redukuja azotany (2.4,7). W diagnostyce dzumy stosuje si¢ m.in.
test immunofluorescencji (2), hemaglutynacji (1,2), ELISA (2,8,9) oraz immunochromato-
grafi¢ (8). W serodiagnostyce zakazen Yersinia pestis metoda cytometrii przeplywowej
wykorzystano kulki paramagnetyczne oplaszczone antygenem F1 oraz przeciwciala zna-
kowane fluoresceing. Metoda ta wykryto przeciwciala dla F1 u wszystkich pacjentéw
z dzuma i u 84,6% 0sob szczepionych (10). Lityczny test fagowy (bakteriofag A 1122) jest
zalecany przez CDC do potwierdzenia obecnosci Yersinia pestis (2,11).
Diagnostyka genetyczna
W identyfikacji genetycznej Yersinia pestis stosuje si¢ metode PCR wykrywajac se-
kwencje docelowe, obecne zaréwno w chromosomie, jak i w plazmidach. W chromosomie
Y. pestis zlokalizowany jest region o wielkosci 41,7 kb (amplikon o wielkosci 276 bp (12).
Wykrywa si¢ réwniez sekwencje obecne w genach plazmidowych: antygen otoczkowy
(F1 capsular antigen) o wielkosci 243 bp, aktywator plazminogenu (plasminogen activa-
tor) — wielkosci produktu 478 bp, V antygen — o wielkosci produktu amplifikaciji 524 bp.
Wykonuje si¢ reakcj¢ PCR z primerami amplifikujacymi fragment chromosomalnego genu
16S tRNA (13). W technice nested-PCR stosuje si¢ dwie pary primerow: zewngtrzne
—YP1 i YP2 (928 bp) oraz wewnetrzne YP1la i YP2a, amplifikujace fragment wielkosci
458 bp. Metoda okazala si¢ zaréwno swoista jak i czula, pozwalajac na odréznienic
Y. pestis od Y. pseudotuberculosis i Y. enterocolitica (14). Stosowany jest rowniez multi-
plex PCR z uzyciem wiclu par primerow, ktore amplifikuja sekwencje w genach: cafl
(plazmid pFra) — wielko$¢ produktu 506 bp, pla (plazmid pPst) — wiclkos¢ produktu
920 bp, Ilcrl (plazmid pYV) — wielko$¢ produktu 800 bp oraz chromosomalny gen
irp2- 300 bp (15). Mozna wykorzysta¢ primery amplifikujace inne fragmenty genéw jak
np.: caf I- wielko$¢ produktu amplifikacji 171 bp, pla— 480 bp, yopM —565 bp oraz
inv =295 bp. W technice real-time PCR stosuje si¢ primery amplifikujace sekwencje
w genie pla. Reakcja jest w 100% swoista dla Yersinia pestis, a czulo$¢ jej wynosi
10? CFU/ml. W metodzie real-time PCR stosuje si¢ odpowiednie primery oraz sonde¢ zna-
kowana karboksyfluoresceina (16). Yersinia pestis posiada gen pestycyny, ulokowany
w plazmidzie pPCP (9,6 kb). Przy uzyciu sondy Tag Man mozliwe jest wykrycie okoto
trzech kopii fragmentu DNA. Sonda jest wysoce specyficzna przy identyfikacji pestycyno-
gennych szczepdw Y. pestis (17). Dla poznania réznorodnosci genetycznej szczepow Yer-
sinia pestis stosuje si¢ metody VNTR (Variable Number Tandem Repeat) oraz analiz¢ ma-
krorestrykcyjna z PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis). Metoda VNTR mozna po-
dzieli¢ paleczki dzumy na rézniace si¢ mi¢dzy soba grupy (18.19). Na podstawic poréwna-
nia wzorow restrykcyjnych, metoda PFGE mozna okresla¢ réznice pomi¢dzy poszczegol-
nymi szczepami Yersinia pestis, co jest wazne w dochodzeniu epidemiologicznym (20).
Insertion-Sequence-Based-Fingerprinting (ISBF) — oparta na sckwencjach insercyjnych jest
metoda, w ktorej amplifikuje si¢ fragment DNA znajdujacy si¢ pomiedzy koncem IS
a sasiadujacym genem, dzigki czemu powstawa¢ moga zamplifikowane fragmenty o 16z-
nej wielkosci, dajac odmienne wzory (21). W identyfikacji Yersinia pestis zastosowano
réwniez metode mikromacierzy DNA, ktora pozwala na uzyskanie duzej liczby informacji
na temat ekspresji genow, mutacji, polimorfizmu, stopnia pokrewienstwa itp. (22). Do szyb-
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kiej diagnostyki paleczek dzumy stosuje si¢ immunochromatograficzny test SMART, kto-
ry moze by¢ wykorzystany w warunkach polowych.

WRAZLIWOSC NA ANTYBIOTYKI

Y. pestis jest wrazliwa na wigkszo$¢ antybiotykéw aktywnych przeciwko bakteriom
Gram-ujemnym. Szczepy lekooporne Y. pestis wystepuja bardzo rzadko (2). W 1995 roku
na Madagaskarze wyizolowano u 16 letniego chlopca szczep oporny na ampicyling, chlo-
ramfenikol, kanamycyne, streptomycyne, sulfonamidy i tetracykling (23). Osoby z bezpo-
$redniego kontaktu z chorymi na dzum¢ plucng poddaje si¢ leczeniu antybiotykami
i 6-dniowemu nadzorowi zdrowotnemu (3).

SZCZEPIENIA OCHRONNE

Do niedawna dostepne byly na rynku dwie grupy szczepionek zawierajace szczepy
zabite lub atenuowane. Pierwsza z nich byla skuteczna w dymieniczej postaci dzumy, nie
dajac jednak odpornosci przy plucnej postaci choroby (1,2,24). Druga szczepionka dawala
odpornos$¢ jedynie na okolo pot roku (2,3). Obecnie brak jest na rynku licencjonowanych
szczepionek przeciwko dzumie (25). Prawdopodobnie zywa — atenuowana szczepionka ze
szczepu EV, linii NIIEG jest nadal wytwarzana na terenach bylego Zwiazku Radzieckiego.
Dotyczy to takze amerykanskiej szczepionki zabitej ze szczepu 195/P, wytwarzanej w Au-
stralii. W opracowaniu jest szczepionka zawierajaca antygeny F1 i V. Jak wynika z prowa-
dzonych w Wielkiej Brytanii badan na modelach zwierzecych, szczepionki zawierajace
skladniki F1 i V daja znacznie lepszy efekt ochronny niz szczepionki zlozone z oddziel-
nych skladnikdw. Szczepionka ta jest skuteczna zaréwno przeciwko formie wezlowej jak
i phucnej (1,2,24). W USA przeprowadzane sa rowniez badania nad wykorzystaniem jako
szczepionki bialka YscF (25).

J Gawel, M Bartoszcze, B Osiak

YERSINIA PESTIS PATHOGENESIS AND DIAGNOSTICS

SUMMARY

Plague is an acute bacterial infection caused by Gram negative organism Yersinia pestis. This
bacteria is subdivided into three classical biotypes: Orientalis, Medievalis and Antiqua. Plague is
transmitted via flea vectors from rodents to humans and by respiratory droplets from animals to
humans or humans to humans. This agent is on the top of the CDC list of ,,Critical Biological
Agents” — category A. It appears to be a good candidate agent for a bioterrorist attack. Type 1L
secretion (TTS) is a mechanism by which Y. pestis communicates with eukaryotic cells by injecting
bacterial proteins across cellular membranes into the cytosol of these cells. These bacterial proteins
take control of the host cells by hijacking their intracellular machinery. A laboratory diagnostics of
plague is based on: staining techniques, culture on media, immunochromatography, hemagglutina-
tion, immunofluorescence, ELISA, phage tests and genetical techniques including: PCR, multiplex
and nested PCR, real time PCR, VNTR, PFGE, ISBF and Microarray.
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