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Przeprowadzono analize czestos$ci wystepowania wybranych markeréw cho-
robotworczos$ci u paleczek Yersinia enterocolitica nalezacych do bioserotypu
1B/O8 wyizolowanych z materiatu klinicznego w Polsce w 2009 r. z uzyciem
metody multiplex-PCR. Wszystkie badane izolaty Y. enterocolitica 1B/O8
wyosobnione w Polsce posiadaly ten sam wirulotyp (ail’, ystA*, myfA*, myfB®,
myfC* irpl’, irp2°, fuyA®*, ystI* chiY*, ysrS*). Badane izolaty posiadaly pod-
stawov’vy zestaw determinant chorobotwérczosci (ail*, ystA*, myfA*, myfB*,
myfC*) obecny zar6wno u szczepow nalezacych do amerykanskiej jak i euro-
pejskiej linii filogenetycznej tego gatunku. Obecno$é genéw warunkujacych
wytwarzanie jersiniabaktyny (irpI*, irp2*, fuyA*), chromosomalnego systemu
sekrecji bialek Ysa (chiY*, ysrS*) oraz Ystl (yst17) §wiadczyla o przynaleznosci
badanych izolatéw do grupy wysoce zjadliwych szczepéw amerykanskich
podgatunku Y. enterocolitica ssp. enterocolitica.

Stowa kluczowe. Yersinia enterocolitica bioserotyp1B/O8, czynniki chorobotwdrczosci,
wirulotypowanie, multiplex — PCR

ABSTRACT

Introduction: The high-pathogenicity Y. enterocolitica bioserotype 1B/O8 has been isolated
from human clinical samples since 2004 year in Poland. The group of “American” strains
of Y. enterocolitica is considered to be the second, major causative agent of yersiniosis in
Poland, after the predominant bioserotype 4/03. The high-pathogenicity of Y. enterocolitica
1B/0O8 is likely attributed to the presence of a couple of chromosomally encoded virulence
factors including yersiniabactin (Ybt). The aim of the present study was to examine the
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occurrence of known virulence factors in human clinical isolates of Yersinia enterocolitica
bioserotype 1B/O8, isolated in Poland.

Methods: The group of 64 isolates of Y. enterocolitica bioserotype 1B/OS8, isolated from
clinical specimens in Poland in 2009 year was examined for the presence of the selected
virulence determinants by multiplex-PCR.

Results: All of the tested Y. enterocolitica 1B/O8 isolates have the same virulotype (ail”,
ystA*, myfA*, myfB*, myfC* irpl*, irp2*, fuyA”, ystl* chiY", ysrS"), specific for the high-
-pathogenicity American strains of Y. enterocolitica.

Conclusions: Presence of the genes encoding yersiniabactin (irpl”, irp2*, fuyA"), chro-
mosomal secretion system Ysa (chiY", ysrS™) and Ystl (yst/*) may argue for the extended
pathogenic potential of the Y. enterocolitica bioserotype 1B/O8 in Poland.

Key words: Yersinia enterocolitica, bioserotypel B/OS8, virulotype, multiplex — PCR

WSTEP

Chorobotworcze pateczki Yersinia enterocolitica wywoluja u ludzi odzwierzeca chorobe
zakazng zwang jersinioza, przebiegajaca najczesciej pod postacia zatrucia pokarmowego,
powodujac stan zapalny jelita cienkiego i we¢ztow chtonnych krezki. Zakazenie tymi drob-
noustrojami moze mie¢ rowniez przebieg uogélniony (np. ropnie narzadéw wewngetrznych)
oraz prowadzi¢ do wystapienia powiktan w postaci rumienia guzowatego czy reaktywnego
zapalenia stawow (3).

W obrebie gatunku Y. enterocolitica wyrdznia si¢ 2 glowne podgatunki, linie filoge-
netyczne: Y. enterocolitica ssp. enterocolitica (linia filogenetyczna amerykanska) i Y. en-
terocolitica ssp. palearctica (linia filogenetyczna europejska) oraz trzeciag grupeg: pateczki
Y. enterocolitica nalezace do biotypu 1A. Pierwsza wymieniona grupa jest reprezentowana
glownie przez wysoce chorobotworcze (,,high-pathogenicity”) szczepy amerykanskie
nalezace przede wszystkim do bioserotypu 1B/O8. Do podgatunku Y. enterocolitica ssp.
palearctica, zaliczane sa szczepy europejskie o niskim potencjale chorobotworczym
(,,weakly-pathogenicity”), nalezace do biotypu 2-5 i r6znych grup serologicznych (m.in.:
03; 09; 05,27). Natomiast pateczki Y. enterocolitica 1A powszechnie uznawane s3 za
niechorobotworcze dla ludzi (3, 6, 25).

Obecnie dominujacym czynnikiem etiologicznym jersiniozy na $wiecie sg szczepy euro-
pejskie, wsrod ktorych przewazaja pateczki Y. enterocolitica nalezace do bioserotypu 4/03,
w mniejszym stopniu do bioserotypu 2/09. W Polsce istotnym etiologicznym czynnikiem
jersiniozy sa pateczki Y. enterocolitica bioserotypu 1B/O8. Pojawienie si¢ w 2004 r. po raz
pierwszy w kraju amerykanskich szczepow Y. enterocolitica wzbudzito obawy ze wzgledu
na wysoki potencjat chorobotworczy przypisywany tym drobnoustrojom. Na przestrzeni
kolejnych lat liczba wykrytych przypadkow jersiniozy, wywolywanych przez pateczki z bio-
serotypu 1B/O8 systematycznie wzrastata i jednoczesnie doszto do rozprzestrzenienia si¢
tych drobnoustrojow na terenie catego kraju (10, 26, 27). Przeprowadzone w Polsce badania
dotyczace bakterii Y. enterocolitica 1B/O8 wyosobnionych od ludzi w latach 2004-2008
wykazaty wysokie genetyczne podobienstwo tych izolatow i wskazywato na ich wspolne
zrédto pochodzenia (14, 15).
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Wsrod najwazniejszych determinant wirulencji odpowiedzialnych za chorobotwoérczo$é
pateczek Y. enterocolitica wyrdznia si¢ plazmid wirulencji pYV (for Yersinia virulence
plasmid), o wielko$ci 70 kb, obecny réwniez u pateczek Y. pestis i Y. pseudotuberculosis.
W obrebie plazmidu pYV znajduja si¢ geny kodujace poszczegdlne czynniki chorobotwor-
czosci, takie jak: system sekrecji typu III (T3SS), okre§lany mianem Ysc (Yersinia secre-
tion system), a takze adhezyn¢ YadA (3, 4). Determinanty chorobotworczosci kodowane
chromosomalnie to: biatko inwazyna (Inv), adhezyna Ail, enterotoksyna YstA oraz fmbrie
Myf. Dziatanie efektorowych, plazmidowych bialek Yop, ktore sa wydzielane bezposrednio
do komérki eukariotycznej za posrednictwem systemu Ysc (T3SS) zapewnia pateczkom
Y. enterocolitica ochrong przed odpowiedzig uktadu immunologicznego oraz umozliwia
zewnatrzkomoérkowe namnazanie si¢ w organizmie gospodarza. Czasteczki biatka YadA
pateczek Yersinia petnig funkcje adhezyny, umozliwiajacej Scisty kontakt komorki bakte-
ryjnej z komoérka gospodarza oraz chronig bakterie m.in. przed bakteriob6jczym dziataniem
uktadu dopetiacza. W procesie adhezji do komorek eukariotycznych oraz wnikaniu do ich
wnetrza wazng role petni biatko blony zewngtrznej Ail oraz biatko Inv (2, 3, 4). Fimbrie
Myt prawdopodobnie biorg udziat w kolonizacji jelita poprzez zwigkszenie zdolno$ci
adhezyjnych bakterii do komoérek nabtonka jelitowego, enterocytow oraz chronig bakterie
przed fagocytoza (19).

Drobnoustroje Y. enterocolitica ssp. enterocolitica okre§lane mianem wysoce chorobo-
tworczych (high-pathogenicity) przedstawicieli swojego gatunku, oprocz charakterystycz-
nych czynnikéw wirulencji dla wszystkich chorobotworczych pateczek Y. enterocolitica,
ktore zostaly wymienione powyzej, posiadaja dodatkowe determinanty wirulencji. Nalezaca
do nich yersiniabaktyna Ybt, jest sideroforem stanowigcym kluczowy element aktywnego
systemu pozyskiwania zelaza, natomiast fosfolipaza A (YplaA) posiada zdolnos$¢ do uszka-
dzania bton komoérek eukariotycznych (5, 32). Rola systemu sekrecji biatek Ysa (system
chromosomalny sekrecji typu III, (T3SS)) oraz Ystl (chromosomalny system transportu
biatek typu II, (T2SS)) nie zostata dotychczas doktadnie okreslona. Przypuszcza sig, iz
pierwszy z nich, system Ysa moze odgrywac istotng rol¢ w poczatkowej fazie zakazenia,
inwazji i kolonizacji tkanki jelita. W pdzniejszych etapach zakazenia, obejmujacych wni-
kanie komorek bakteryjnych do glebszych tkanek organizmu prawdopodobnie bierze udziat
system Ystl (9, 20).

Celem opisanych w niniejszej pracy badan byla ocena czestosci wystgpowania gene-
tycznych determinant chorobotwoérczos$ci u paleczek Yersinia enterocolitica bioserotypu
1B/O8 wyizolowanych z materiatu klinicznego w Polsce w 2009 r. Prezentowane wyniki
stanowig cze$¢ badan przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej pt:” Molekularna
charakterystyka pateczek Yersinia enterocolitica 1B/O8 wyizolowanych od ludzi w Polsce
w 2009 roku” (NIZP-PZH, Warszawa, 2012).

MATERIAL I METODY

Szczepy bakteryjne. Materiat do prezentowanych badan stanowity 64 izolaty Y.
enterocolitica bioserotypu 1B/O8 wyosobnione w Polsce z materiatu klinicznego od ludzi
w 2009 roku, pochodzace z kolekeji Zaktadu Bakteriologii NIZP-PZH. W badaniach postuzo-
no si¢ réwniez szczepami referencyjnymi Y. enterocolitica 1B/O8 z kolekcji Referencyjnego
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Osrodka WHO ds. Yersinia (Instytut Pasteura, Francja) (n=10) i kolekcji Instytutu Max von
Pettenkofer w Monachium (n=1, szczep WA-314), 3 szczepami kontrolnymi Y. enterocolitica
1B/O8 (DM0110, DM0102, DM0138), wyizolowanymi w Polsce w latach 2004 — 2008
(kolekcja Zaktadu Bakteriologii NIZP-PZH) i szczepem kontrolnym Y. enterocolitica 4/
03 (DMO0002, kolekcja Zaktadu Bakteriologii NIZP-PZH). Dodatkowo badaniom poddano
20 szczepdw potencjalnie niepatogennych pateczek Y. enterocolitica biotypu 1A, wyosob-
nionych od ludzi (n=5) oraz §win (n=15). Pozostate szczepy referencyjne Y. enterocolitica,
ktére zostaly uzyte w pracy: Y. enterocolitica 108P (bioserotyp 4/03), Y. enterocolitica 96P
(bioserotyp 2/09), Y. enterocolitica 05,27 (bioserotyp 2/05,27) (kolekcja Instytutu Max
von Pettenkofer w Monachium).

Izolacja DNA. Izolacj¢ genomowego DNA badanych izolatow wykonano zgodnie
z opisang wczesniej procedurg (13).

Badanie metoda multiplex-PCR. Do wykrywania obecnosci fragmentow genow
kodujacych wybrane genetyczne determinanty chorobotwdrczosci pateczek Y. enterocolitica
zastosowano technike PCR. Sekwencje nukleotydowe starterow oraz funkcje poszczegol-
nych, poszukiwanych w pracy determinant podano w Tabeli 1. W badaniach postuzono si¢
metodg multiplex-PCR, umozliwiajaca w jednej reakcji PCR wykrycie kilku markerow
chorobotwdrczosci. Zastosowano nastepujace uktady multiplex-PCR: a) ystA4, ail, irpl, 16S
tRNA; b) fuyA, irp2, ystA; c) chiY, ysrS, ystiM, 16S rRNA; d) myfA, myfB, myfC.

W celu potwierdzenia prawidlowego przebiegu amplifikacji DNA jako kontroli dodatniej
uzywano preparatu DNA uzyskanego ze szczepu referencyjnego Y. enterocolitica WA-314
(bioserotyp 1B/O8) oraz dodatkowo preparatu DNA szczepu Y. enterocolitica DM002 (bio-
serotyp 4/03), za$ jako kontroli ujemnej mieszaniny reakcyjnej bez matrycowego DNA.
Ponadto, jako dodatkowa kontrole dodatnig reakcji PCR zastosowano startery pozwalajace na
amplifikacje genu 16S rRNA pateczek Y. enterocolitica, w szczeg6lnosci dla tych szczepow
Y. enterocolitica, ktére nie posiadaly wymienionych wyzej genow.

Reakcje PCR przeprowadzano w koncowej objetosci 25 pl. Mieszanina reakcyjna za-
wierala: jalowa wodg¢ dejonizowana, 2,5 pl 10 x buforu (Stratagene), 1 pl 25 mM roztworu
MgCIl2 (Fermentas), 0,5 pl mieszaniny deoksyrybonukleotydéow - dATP, dCTP, dGTP, dTTP
(Sigma) (koncowe stezenie kazdego deoksyrybonukleotydu — 10 mM), 1,5 pl mieszaniny
starterow (w przypadku starterow 16S rRNA uzyto ilosci 0,25 pl mieszaniny starterow)
(koncowe stezenie kazdego ze starterow — 0,2 mM), 0,5 pl polimerazy DNA (Paq5000
Stratagene). W koncowym etapie dodawano preparatu matrycowego DNA w ilo$ci 2,5 pl.
Reakcje amplifikacji prowadzono w termocyklerze Mastercycler (Eppendorf). Warunki
temperaturowe poszczegdlnych etapéw reakcji amplifikacji: wstepna denaturacja w tem-
peraturze 94 °C przez 5 min., nastepnie 35 cykli sktadajacych si¢ z trzech etapow, kolejno
denaturacji, przytaczania starterow (annealing), elongacji odpowiednio w temp. 94 °C przez
455,58 °C przez 45 s 172 °C przez 45s. Koncowe wydhuzanie przez 5 min w temp. 72 °C.

Analiza elektroforetyczna. Elektroforetyczny rozdziat produktow reakcji PCR
przeprowadzano w 2% lub 3% zelu agarozowym (MP Biomedicals, Francja) w buforze
IXTBE (90 mM Tris, 90 mM kwas borowy, 2 mM EDTA) przy napigciu pradu 90 V przez
okres od 40 min. do 90 min., w zalezno$ci od planowanej dlugosci drogi migracji DNA
w zelu. Jako wzorca wielko$ci DNA uzywano markera GeneRuler 100 bp DNA Ladder
(Fermentas).
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WYNIKI

Wystepowanie markerow zwigzanych z chorobotwoérczoscia pateczek Y. enterocolitica
1B/O8 w genomach badanych izolatéw okreslano przy uzyciu techniki multiplex - PCR.
W badaniu analizowano wystgpowanie gendw zwigzanych z: wytwarzaniem czynnikow
wirulencji typowych dla chorobotwdrczych pateczek Y. enterocolitica tj.: enterotoksyny
YstA (ystd); adhezyny Ail (ail); antygenu Myf (myf4, myfB, myfC) oraz aktywnoscia
mechanizméw charakterystycznych dla podgatunku Y. enterocolitica ssp. enterocolitica
tj.: zdolno$¢ do wytwarzania oraz transportu jersiniabaktyny (irp!, irp2 oraz fuyA), chro-
mosomalny system sekrecji biatek typu drugiego Ystl (yst/M, chiY) i trzeciego Ysa (ysrS)
(Ryc.1). Izolaty Y. enterocolitica bioserotypu 1B/O8 wyosobnione na terenie Polski w 2009
roku, szczepy kontrolne Y. enterocolitica 1B/O8 wyosobnione w Polsce w latach 2004-2008,
szczepy referencyjne pochodzace z kolekcji Osrodka Referencyjnego WHO ds. Yersinia,
Instytut Pasteura (Francje) i szczep WA-314 posiadaty identyczny profil determinant cho-
robotworczo$ci (ail”, ystA®, irpl*, irp2”, fuyA®*, ystIM" chiY*, ysrS*, myfA*, myfB*, myfC")
z wyjatkiem jednego polskiego izolatu oznaczonego jako: DM0235, ktérego dwukrotne
badanie w tescie multiplex-PCR wykazato brak produktu dla genu irpl, przy obecnosci
produktu dla genu irp2.

W przypadku badanych izolatow pateczek Y. enterocolitica nalezacych do biotypu
1A w tescie multiplex-PCR u wszystkich izolatow stwierdzono obecno$¢ produktu PCR
dla markera 16S rRNA, za$ u blisko 30% izolatow stwierdzono obecno$¢ produktu PCR
o wielkosci oczekiwanej dla genu myf4.

DYSKUSJA

Pateczki Y. enterocolitica 1B/O8 do konca lat 80. byly izolowane od ludzi przede
wszystkim na terenie USA, gdzie wystgpowaty endemicznie. Znacznie rzadziej przypadki
zakazen pateczkami bioserotypu 1B/O8 u ludzi i zwierzat, odnotowywano w Japonii w latach
90. XX i na poczatku XXI (17, 28). Wedhug piSmiennictwa krajowego oraz zagranicznego
w Europie najwicksza liczba odnotowanych przypadkow zakazen ludzi spowodowanych
przez szczepy Y. enterocolitica 1B/O8 miata miejsce w Polsce oraz w Niemczech (10, 27).
Problem zakazen pateczkami Y. enterocolitica bioserotypu 1B/O8 u ludzi jest istotny, po-
niewaz bakterie te zaliczane s do grupy wysoce chorobotworczych przedstawicieli gatunku
Yersinia enterocolitica (6).

W celu okreslenia chorobotwodrczego potencjatu badanych izolatéw Yersinia enteroco-
litica przeprowadzono analize obecno$ci wybranych markeréw genetycznych przy uzyciu
metody multiplex-PCR. Metoda ta, uzywana takze przez innych autoréw, umozliwita
wykrycie obecno$ci 2 lub 3 poszukiwanych determinant wirulencji w jednej reakcji PCR
(15, 22, 23, 31). Grupa gendw: ail, ystA oraz myf4, myfB, myfC, kodujacych odpowiednio
adhezyne Ail, termostabilng enterotoksyn¢ YstA i fimbrie Myf (geny myf4, myfB, myfC),
stanowita podstawowy panel analizowanych determinant wirulencji, charakterystyczny dla
chorobotworczych pateczek Y. enterocolitica nalezacych zardwno do europejskiej jak i ame-
rykanskiej linii filogenetycznej tego gatunku. W genomie badanych izolatéw poszukiwano
takze gendw irpl, irp2, fuyA, ysrS1ichiY. Powyzsze geny warunkuja wytwarzanie swoistych
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Rycina 1. Elektroforegramy przedstawiajace wyniki testow multiplex-PCR zastosowa-
nych do okreslenia wirulotypow badanych pateczek Y. enterocolitica. Markery
wykrywane w poszczegolnych testach multiplex-PCR przedstawiono po prawej
stronie elektroforegraméw w potozeniu odpowiadajagcym otrzymanym amplifi-
katom. Sciezka M — marker wielkosci (GeneRuler100 bp, Fermentas; dhugos¢
DNA wyrazono w parach zasad). A- Sciezki 1-4: pateczki Y. enterocolitica 1B/
08, odpowiednio: szczep referencyjny WA-314, szczep referencyjny DM0160
(Instytut Pasteura), szczep kontrolny DM0110, izolat DM 0240 (izolat wyosobnio-
ny w 2009 r. w Polsce); Sciezka 5- Y. enterocolitica DM002 (bioserotyp 4/03);
Sciezka 6 — Y. enterocolitica 96P (bioserotyp 2/09); Sciezka 7 — Y. enterocolitica
05,27 (bioserotyp 2/05,27); B - Sciezki 1-4: pateczki Y. enterocolitica 1B/OS,
odpowiednio: szczep referencyjny WA-314, szczep referencyjny DMO0160 (Instytut
Pasteura), szczep DMO0110, izolat DM0240, Sciezka 5- Y. enterocolitica DM002
(bioserotyp 4/03), Sciezka 6 — Y. enterocolitica 96P (bioserotyp 2/09), Sciezka
7 - Y. enterocolitica 05,27 (bioserotyp 2/05,27); C - Sciezki 1, 3, 4, 5: pateczki
Y. enterocolitica 1B/O8, odpowiednio: szczep referencyjny WA-314, szczep refe-
rencyjny DM0160 (Instytut Pasteura), szczep DMO0110, izolat DM0240; Sciezka
2- Y. enterocolitica DM002 (bioserotyp 4/03), Sciezka 6 - Y. enterocolitica 96P
(bioserotyp 2/09), Sciezka 7 - Y. enterocolitica 05,27 (bioserotyp 2/05, 27); D-
Sciezki 1,2: pateczki Y. enterocolitica 1B/O8, odpowiednio: szczep referencyjny
WA-314, izolat DM0240, Sciezka 3- Y. enterocolitica DM002 (bioserotyp 4/03).
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dla Y. enetrocolitica ssp. enterocolitica determinant chorobotworczosci, takich jak: jersinia-
baktyna Ybt , chromosomalny system sekrecji biatek (T3SS) Ysa; chromosomalny ystem
sekrecji biatek (T2SS) Ystl (5, 20, 32). Niektorzy autorzy prac dla potrzeb zweryfikowania
chorobotworczych zdolnosci szczepow Y. enterocolitica stosowali w badaniach plazmidowe
markery: yadA i virF, ktérych obecno$¢ umozliwia wytwarzanie: adhezyny YadA i biatka
VirF (7, 33). Jednakze biorac pod uwage zjawisko gubienia plazmidu wirulencji pYV przez
komorki bakteryjne w czasie kolejnych generacji podczas prowadzonej inkubacji w temp.
37 °C (24), w niniejszej pracy do badan wirulotypéw wykorzystano jedynie chromosomalne
determinanty chorobotwdrczosci.

Izolaty Y. enterocolitica bioserotypu 1B/O8, wyosobnione na terenie Polski w 2009 roku
oraz szczepy referencyjne reprezentowatly identyczny profil determinant chorobotwdrczosci
(ail*, ystA*, myfA™*, myfB*, myfC"irpl*, irp2*, fuyA™, ystIM* chiY", ysrS*) i posiadaly peten
zestaw poszukiwanych markerow wirulencji. Uzyskane wyniki sa zgodne z wynikami badan
prowadzonych przez Gierczynskiego (15), w ktérych grupa 33 izolatow Y. enterocolitica
1B/0O8, wyosobnionych w latach 2004-2008 charakteryzowata si¢ obecnoscia tych samych
gendw, z wyjatkiem gendw myfB i myfC, ktore we wspomnianej pracy nie byty przedmio-
tem oceny. Identyczno$¢ profili determinant wirulencji izolatoéw Y. enterocolitica 1B/O8
w prezentowanych badaniach z profilami izolatow badanych w cytowanej pracy swiadczy
o stabilno$ci profili determinant wirulencji pateczek 1B/O8 wystepujacych na terenie kraju.

Zaobserwowane wirulotypy wskazuja, iz badane izolaty Y. enterocolitica 1B/O8 sa
potencjalnie zdolne do wytwarzania: biatka Ail (ai/") umozliwiajacego adhezje do komoérek
eukariotycznych; enterotoksyny YstA (yst4™), ktorej wynikiem dziatania jest m.in. biegunka
u 0sob zakazonych. Ponadto, w tescie PCR wykrywano obecno$¢ trzech gendw myfA, myfB
i myfC, warunkujacych przebieg biosyntezy antygenu powierzchniowego fimbrii Myf.
Wymienione powyzej markery wirulencji byty réwniez wykrywane w badaniach innych
autorow, u uznawanych za potencjalne niepatogenne szczepow Y. enterocolitica biotypu
1A (1, 16, 23). Jednakze, wystepowanie genow ail i yst4 obserwowane bylo u stosunkowo
nielicznej grupy tych bakterii (7, 8, 31). W badaniach wtasnych nie wykryto obecnosci tych
determinant wirulencji u paleczek biotypu 1A, pochodzacych od $§win (n=15) oraz ludzi
(n=5). Wyjatek stanowil gen myf4, w przypadku ktoérego otrzymano amplifikat PCR dla 30%
badanych szczepow tej grupy. Wyniki badan innych autoréw réwniez wskazuja na obec-
no$¢ sekwencji nukleotydowej, homologicznej do myf4 u czesci pateczek Y. enterocolitica
biotypu 1A, izolowanych od ludzi jak i od §win (22, 33). Nalezy zwréci¢ jednak uwage, iz
w obszarze sekwencji nukleotydowej genu myfA pateczek biotypu 1A stwierdzono znaczne
roéznice w poréwnaniu do sekwencji nukleotydowej tego genu u innych chorobotworczych
szczepdw Y. enterocolitica, co moze prowadzi¢ do braku funkcjonalno$ci tego genu (34).

Wisrdd badanych izolatéw paleczek Y. enterocolitica bioserotypu 1B/O8 wykazano
obecno$¢ markerow genetycznych wskazujacych na ich wysoka zjadliwo$¢, miedzy innymi
gendéw wchodzacych w sktad wyspy patogennosci HPI: irp 1, irp2 oraz fuyA. Ich obecno$¢
$wiadczy o potencjalnej zdolno$ci badanych izolatow do wytwarzania systemu pobierania
i transportu jonow zelaza, Ybt. Wyspa patogennosci paleczek Yersinia HPI (ang. high
pathogenicity island) bedaca mobilnym elementem genetycznym, moze by¢ przenoszona na
drodze horyzontalnego transferu genow do innych gatunkow drobnoustrojow. Jej obecno$é
wykazano np. u pateczek E. coli i K. pneumoniae (21, 29). Obecno$¢ wyspy HPI zwigksza
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potencjat chorobotworczy bakterii przez zapewnienie tym drobnoustrojom zdolnosci do
wzrostu w warunkach ograniczonego dostepu jondow zelaza (21).

Wirulotypy badanych izolatow wskazujg takze na wystepowanie determinant genetycz-
nych warunkujacych dziatanie dwdoch chromosomalnych mechanizméw sekrecji biatek: Ysstl
(geny —ystIM, chiY') oraz Ysa (gen - ysrS). Nalezy podkresli¢, iz wystgpowanie loci Yst1 oraz
Ysa jest cecha charakterystyczng wytacznie dla amerykanskich szczepdw Y. enterocolitica
(9, 15, 20). Na tej podstawie zalecane jest wykorzystanie genow wystepujacych w obrebie
wymienionych loci jako markerow przydatnych w identyfikacji wysoce chorobotworczych
pateczek nalezacych do biotypu 1B (15). Wedlug przyjetej opinii w 2007 roku przez zesp6t
naukowy ds. zagrozen biologicznych (BIOHAZ) Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa
(EFSA), wyznacznikiem potencjalnej chorobotworczosci szczepow z gatunku Y. enterocoliti-
ca jestjego biotyp. Szczepy nalezace do biotypu 1B, 2, 3,4 oraz 5 sa uznawane za potencjalnie
chorobotworcze dla cztowieka (3). Jednakze w przypadku trudnosci lub braku mozliwo$ci
oznaczenia biotypu, wskazane jest przeprowadzenie diagnostyki molekularnej pod katem
obecnosci genow kodujacych determinanty chorobotworczos$ci pateczek Y. enterocolitica.
Analiza obecnosci poszczeg6élnych gendw warunkujacych wytwarzanie danego czynnika
wirulencji moze pozwoli¢ na uzyskanie informacji na temat potencjatu chorobotwodrczosci
badanego izolatu jak réwniez okre$lenie jego podgatunku.

Przedstawione wyniki badan wskazuja, iz pateczki Y. enterocolitica bioserotypu 1B/OS,
wystepujace na terenie kraju od 2004 roku nalezg do grupy wysoce zjadliwych szczepow
amerykanskiej linii filogenetycznej i charakteryzuja si¢ stabilnym garniturem molekularnych
wyznacznikow chorobotwdrczosci.

Podzigkowanie. Autor pracy sktada podzigkowania Dr. Elisabeth Carniel za udostepnie-
nie szczepow Y. enterocolitica 1B/O8 pochodzacych z kolekceji Osrodka Referencyjnego
WHO ds. Yersinia, Instytut Pasteura, Francja oraz Dr n. med. Jolancie Szych z Zaktadu
Bakteriologii NIZP — PZH w Warszawie za udostepnienie izolatow Y. enterocolitical B/O8,
wyosobnionych na terenie Polski.
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