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Wstep

Gruzlica jest chorobg zakazng wywotywang przez patogen wewnatrzkomoérkowy
Mycobacterium tuberculosis (pl. pratka gruzlicy). Gruzlica jest wcigz powaznym problemem dla
zdrowia publicznego; wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO)
na gruzlice co roku zapada okoto 10 milinéw os6b — 10,8 milionéw w 2023, 10,7 mln w 2022 i 10,4 mln
w 2021. Z kolei umiera okoto 1 mln oséb - 1,25 mln w 2023, 1,3 mln w 2022 i 1,4 w 2021. Tak wysokie
liczby plasujg gruzlice na pierwszym miejscu najbardziej $miertelnych choréb zakaznych na $wiecie .
Gruzlica jest choroba, na ktéra nie posiadamy obecnie skutecznej szczepionki dajacej odpornos¢ i
ochrone wiekszosci populacji 2. Stad tez narzedziami do walki z gruzlicg sg gtéwnie globalne zmiany
pozwalajgce na kontrole i zredukowanie liczby przypadkéw gruzlicy, w tym tez przerwanie Sciezki jej
transmisji miedzy gospodarzami.

Gruzlica przenosi sie drogg kropelkowa, gdy osoba z aktywng postacig gruzlicy wydala pratki,
ktére sg nastepnie wdychane w postaci aerozolu przez gospodarza wtérnego, u ktérego pratki dostaja
sie do ptuc poprzez drogi oddechowe, a nastepnie do pecherzykdw ptucnych. Pierwszg linie obrony
przed rozwijajgcym sie zakazeniem stanowig makrofagi alweolarne, ktére w procesie fagocytozy
probuja usungé¢ pratki z organizmu. Komorki zerne, ktére nie sg w stanie wyeliminowac
wewnatrzkomdrkowego zakazenia sg oddzielane od zdrowych tkanek poprzez nacieki komérek
odpornosciowych i tworzenie zmian ziarniniakowatych. Zakazenie moze zostaé w petni
wyeliminowane, prowadzi¢ do aktywnej postaci gruzlicy lub przejs¢ w faze latencji zaleznie od
sprawnosci uktadu odpornosciowego gospodarza 2.

Na rozprzestrzenianie sie gruzlicy majg wptyw czynniki, ktére pogrupowa¢ mozna w cztery
kategorie zwigzane z: odpornoscig gospodarza, socjoekonomicznym statusem gospodarza oraz jego



srodowiskiem zycia, jak i z samym patogenem. Na status odpornosciowy gospodarza wptyw moga
mie¢ wspotistniejgce choroby takie jak cukrzyca 4 czy zakazenie wirusem HIV 5, ale réwniez palenie
tytoniu i naduzywanie alkoholu ©. Dodatkowo na to czy u gospodarza rozwinie sie choroba i jak bedzie
ona przebiegata wptywaja czynniki genetyczne, ktére obecnie nie sg $cisle poznane ’. Z kolei status
socjoekonomiczny moze mie¢ wptyw na ryzyko wystapienia choroby poprzez zwiekszone ryzyko
ekspozycji na gruzlice np. w krajach z mniej rozwinieta infrastrukturag zdrowia publicznego, co wigze sie
z utrudnieniami w efektywnej szybkiej diagnostyce i leczeniu pacjentow. Dodatkowo ludzie zyjacy w
ubdstwie sg znacznie bardziej narazeni na niedozywienie i wynikajgce z niego konsekwencje dla
statusu odpornosciowego 8. Rowniez czynniki sSrodowiskowe takie jak wilgotno$é czy temperatura
moga mie¢ posredni wptyw na rozprzestrzenianie sie gruzlicy °. Czynniki zwigzane z patogenem — czyli
wtasciwosci decydujgce o jego zdolnosci do zakazania, omijania mechanizméw obronnych
gospodarza, wptywu na przebieg choroby oraz efektywnosci leczenie sg obecnie najmniej poznane ze
wzgledu na ztozonos¢ przebiegu gruzlicy jak i wysokich kosztow takich analiz.

Cel pracy

Gtownym celem niniejszej pracy doktorskiej byto zidentyfikowanie réznic genetycznych oraz
fenotypowych miedzy szczepami wysokotransmisyjnymi i niskotransmisyjnymi pratka gruzlicy orazich
wptywu na transmisyjnosc¢ tych szczepow.

Celten zrealizowano poprzez nastepujgce cele czgstkowe:

1. Analize dostepnej literatury w celu oceny, jakie linie filogenetyczne powodujg wybuchy
epidemiczne gruzlicy na Swiecie oraz strukture ich rozprzestrzenienia sie geograficznego.

2. Identyfikacje wysoko- i niskotransmisyjnych szczepdéw M. tuberculosis w obrebie kolekcji
szczepow IGiChP.

3. Badania asocjacyjne genomow M. tuberculosis w celu wytonienia réznic genetycznych miedzy
szczepami wysokotransmisyjnymi oraz niskotransmisyjnymi.

4. Badania fenotypowe obejmujgce analize kinetyki wzrostu, wzrostu w warunkach obnizonej
ilosci tlenu, ocene lekoopornosci, okreslenie poziomu dostosowania ewolucyjnego, ocene
poziomu wewnatrzkomodrkowego pochtaniania i zdolnosci przezywania w makrofagach
wybranych szczepodw oraz produkcje cytokin prozapalnych przez komérki linii monocytarno-
makrofagowej THP-1 infekowane wybranymi szczepami M. tuberculosis.

Metodyka i wyniki

Pierwszym etapem pracy byta analiza literatury poprzez przeglad systematyczny baz
literaturowych Pubmed oraz Web of Science i analize danych na temat ognisk epidemiologicznych
gruzlicy na $wiecie w latach 2011-2020 monitorowanych przy uzyciu sekwencjonowania
catogenomowego Mycobacterium tuberculosis. Przenalizowane dane w wiekszosci pochodzity
z Europy, Azji i Ameryki Pétnocnej prawdopodobnie ze wzgledu na koszt jak i dostepnos¢ tej
technologii. Ogniska gruzlicy wystepowaty na wszystkich kontynentach, zaréwno w krajach o wysokiej,
jak i niskiej zapadalnosci na gruZlice. Mediana liczby izolatéw w ogniskach wynosita pie¢ izolatéw.
Przewazajaca linig byta linia 4, natomiast linia 2 pojawiata sie rzadziej. Ponadto, raportowane szczepy
czesto byty lekooporne.

Kluczowym  etapem  przygotowania pracy doktorskiej byt wybdér szczepdéw
wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych sposréd kolekcji szczepdw zgormadzonych
w Instytucie Gruzlicy i Chordb Ptuc w Warszawie. Szczepy byty wstepnie klasyfikowane na podstawie
genotypowania metodg  spoligotyping, rozmieszczenia  geograficznego oraz  danych



epidemiologicznych (Tabela 1). Na tej podstawie wybrano 347 szczepdw, ktére nastepnie poddano
sekwencjonowaniu catogenomowemu w celu identyfikacji szczepéw z potwierdzong transmisja.
Sposrod 347 szczepoéw poddanych catogenomowemu sekwencjonowaniu, 44 szczepy okreslono jako
niskostransmisyjne (nie wykazano transmisji), natomiast pozostate jako wysokotransmisyjne,
potencjalnie pochodzace z wybuchow epidemicznych.

Tabela 1. Cechy na podstawie, ktdérych wstepnie przypisywano szczepy w kolekcji IGIChP do
poszczegblnych kategorii.

Genotypowanie Rozmieszczenie Dane

geograficzne epidemiologiczne
Kategoria
Szczepy Identyczny Izolowane wielokrotnie od Mozliwos$é transmisji
wysokotrnasmisyjne spoliogotyp réznych  pacjentdow na

obszarze w zasiegu 50 km
Szczepy Unikalny Pojedyncze izolaty Brak potwierdzonej
niskotransmisyjne spoligotyp transmisiji

W kolejnym etapie prac dokonano analizy in silico wynikdw sekwencjonowania
catogenomowego przy pomocy $ciezki biotechnologicznej MTBseq '°, ktdra pozwala na otrzymanie
informacji na temat przynaleznosci szczepdw do poszczegdlnych linii filogeograficznych oraz
polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw miedzy szczepami. Na tej podstawie 326 szczepdw, dla
ktérych udato sie wuzyskaé biblioteki catogenomowego DNA podzielono na szczepy
wysokotransmisyjne i niskotransmisyjne. Szczepy rdznigce sie o 12 lub wiecej polimorfizmow
uznawano za takie, dla ktorych nie wykazano transmisji w analizowanej populacji pratkow gruzlicy.
Okreslono réwniez rozszerzony profil opornosci szczepdéw na leki przy pomocy testu komercyjnego
HAIN. Wykazano, ze 254 (74,0%) szczepdw sposrod catej kolekcji byto wrazliwych na wszystkie
analizowane antybiotyki. Natomiast 92 szczepy (26,8%) byty szczepami lekoopornymi. Eksperyment
wykonano dzieki uprzejmosci Zaktadu Mikrobiologii IGIChP w Warszawie. Dodatkowo analiza
pokrewieristwa pozwolita na potwierdzenie, lub nie, transmisyjnosci szczepdw, a wiec przypisanych
im kategorii. W ten sposéb wytoniono 23 klastry szczepédw wysokotransmisyjnych, z ktérych do
dalszych badan wybrano pojedyncze szczepy bedace przedstawicielami poszczegélnych klastrow.
Jednakze ze wzgledu na lekoopornosc¢ szczepdw oraz trudnosci techniczne zwigzane zich ozywieniem,
liczbe wybranych do dalszych badan klastrow zmniejszono do 13. Do kazdego szczepu
wysokotransmisyjnego dopasowano réwniez szczep niskotransmisyjny, ktéry miat to samo
pochodzenie genetyczne. Analiza ta pozwolita rowniez na identyfikacje polimorfizmoéw pojedynczych
nukleotydoéw i poréwnanie miedzy soba grup szczepéw wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych
testem statystycznym Fishera. Analiza ta nie ujawnita statystycznie istotnych réznic w polimorfizmach
miedzy grupami szczepow wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych.

W kolejnych etapach realizowania pracy doktorskiej na wybranych parach 13 szczepodw
wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych dokonano szeregu eksperymentéw majgcych na celu
wykazanie potencjalnych réznic fenotypowych miedzy tymi dwoma grupami i ocene czy réznice w
transmisyjnosci moga wynika¢ z cech fenotypowych szczepoéw. Zbadano wzrost szczepow w
warunkach laboratoryjnych na bogatym podtozu, dokonujgc pomiardw gestosci optycznej ODgoo Oraz
oszacowania liczby jednostek tworzacych kolonie (CFU) w odpowiednich punktach czasowych.
Wykorzystane w pracy szczepy obu grup nie charakteryzowaty sie istotnie statystycznymi réznicami we
wzroscie w warunkach laboratoryjnych na podtozu bogatym. Zbadano réwniez odpornosé¢ obu grup
szczepdw na wzrost w warunkach ograniczonego dostepu do tlenu. W eksperymencie tym pratki
hodowano w warunkach ograniczonego tlenu przez okres 30 dni, nastepnie oceniano wzrost w skali



McFarlanda. Po zakohczeniu eksperymentu, pratki hodowano w warunkach tlenowych, oceniajgc ich
zdolnos$¢ do regeneracji i dokonywano oceny wzrostu w skali McFarlanda. Nie zaobserwowano
znaczacych réznic we wzroscie obu grup badanych szczepow ani w ich zdolnosci do regeneracii.
Eksperyment wykonano dzieki uprzejmosci Zaktadu Mikrobiologii IGIChP w Warszawie.

Okreslono rowniez poziom dostosowania ewolucyjnego wybranych szczepéw M. tuberculosis
w testach kompetycyjnych, aby dokonaé¢ oceny wptywu ich dostosowania na transmisyjnosé¢. W tym
celu skonstruowano 9 rekombinowanych szczepdow wysokotransmisyjnych, ktére uzyskano przy
uzyciu rekombinacji miejscowo-specyficznej. Posiadaty one zintegrowany do genomu plazmid
pMV306attP_ercc3_Mtb-gfp zawierajacy markery selekcyjne — gen warunkujgacy opornos¢ na
kanamycyne oraz gen kodujacy biatko zielonej fluorescencji. Pozwolito to na bezposrednie poréwnanie
zdolnosci do wzrostu szczepoéw z kazdej pary. Poziom dostosowania poréwnywano réwniez posrednio
poprzez poréwnanie ich wzrostu do szczepu referencyjnego H37Rv pozbawionego funkcjonalnego
genu katG, co powoduje, ze szczep uzyskuje opornosé na izoniazyd. Nie zaobserwowano istotnych
statystycznie rdéznic pomiedzy badanymi grupami szczepow wysokotransmisyjnych oraz
niskotransmisyjnych.

Analizowano takze poziom wewnatrzkomadrkowego pochtaniania badanych szczepéw pratkow
orazich zdolnos$¢ do przezywania w ludzkich makrofagach réznicowanych z linii monocytarnej THP-1,
a takze cytokiny prozapalne syntetyzowane przez komorki zerne zakazone badanymi szczepami.
Pochtanianie szczepdéw z grupy wysokotransmisyjnej byto statystycznie istotnie wyzsze niz szczepow
grupy niskotransmisyjnej (p = 0.0281), natomiast wewnatrzkomoérkowe przezywanie szczepdéw nie
réznito sie dla obu grup (p = 0.7451). Analizujgc produkcje cytokin przez komérki zerne, nie zauwazono
istotnie statycznych roéznic dla obu grup szczepdéw, natomiast dla cytokin IL-1B, IL-8, MIP-1a
zaobserwowano silng indukcje w obecnosci szczepdw z obu grup w poréwnaniu do szczepu
referencyjnego.

Z wykorzystaniem metody RNASeq, analizowano réwniez globalng ekspresje gendéw trzech
najczesciej izolowanych szczepow wysokotransmisyjnych (G149, G151, L139) w poréwnaniu do ich
niskotransmisyjnych odpowiednikéw (2904_NT, 8069_NT, 5764_NT) na podtozu bogatym oraz ubogim
w sktadniki odzywcze z dodatkiem cholesterolu. Dla poréwnywanych par szczepdw zwiekszone;j
ekspresji podlegato od 5 do 13 gendéw, a zmniejszonej ekspresji od 9 do 13 genéw. Obserwowane
zmiany byty jednak unikalne dla badanych par co nie pozwolito ha wskazanie wzoru zmiany poziomu
ekspresji charakterystycznego dla poréwnywanych grup szczepéw.

Whioski

1. Gtéwnym czynnikiem wptywajgcym na transmisje pratkéw gruzlicy w obrebie tej samej linii
filogenetycznej sg czynniki zalezne od gospodarza oraz czynniki socjoekonomiczne.

2. Zrdéznicowanie genetyczne i zwigzane z tym zréznicowanie fenotypowe samych patogendéw ma
ograniczone znaczenie dla zdolnosci klinicznych szczepdw M. tuberculosis do transmisji.
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