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Wstęp 

 Gruźlica jest chorobą zakaźną wywoływaną przez patogen wewnątrzkomórkowy 
Mycobacterium tuberculosis (pl. prątka gruźlicy). Gruźlica jest wciąż poważnym problemem dla 
zdrowia publicznego; według Światowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) 
na gruźlicę co roku zapada około 10 milinów osób – 10,8 milionów w 2023, 10,7 mln w 2022 i 10,4 mln 
w 2021. Z kolei umiera około 1 mln osób – 1,25 mln w 2023, 1,3 mln w 2022 i 1,4 w 2021. Tak wysokie 
liczby plasują gruźlicę na pierwszym miejscu najbardziej śmiertelnych chorób zakaźnych na świecie 1. 
Gruźlica jest chorobą, na która nie posiadamy obecnie skutecznej szczepionki dającej odporność i 
ochronę większości populacji 2. Stąd też narzędziami do walki z gruźlicą są głównie globalne zmiany 
pozwalające na kontrolę i zredukowanie liczby przypadków gruźlicy, w tym też przerwanie ścieżki jej 
transmisji między gospodarzami. 

Gruźlica przenosi się drogą kropelkową, gdy osoba z aktywną postacią gruźlicy wydala prątki, 
które są następnie wdychane w postaci aerozolu przez gospodarza wtórnego, u którego prątki dostają 
się do płuc poprzez drogi oddechowe, a następnie do pęcherzyków płucnych. Pierwszą linię obrony 
przed rozwijającym się zakażeniem stanowią makrofagi alweolarne, które w procesie fagocytozy 
próbują usunąć prątki z organizmu. Komórki żerne, które nie są w stanie wyeliminować 
wewnątrzkomórkowego zakażenia są oddzielane od zdrowych tkanek poprzez nacieki komórek 
odpornościowych i tworzenie zmian ziarniniakowatych. Zakażenie może zostać w pełni 
wyeliminowane, prowadzić do aktywnej postaci gruźlicy lub przejść w fazę latencji zależnie od 
sprawności układu odpornościowego gospodarza 3. 

Na rozprzestrzenianie się gruźlicy mają wpływ czynniki, które pogrupować można w cztery 
kategorie związane z: odpornością gospodarza, socjoekonomicznym statusem gospodarza oraz jego 



środowiskiem życia, jak i z samym patogenem.  Na status odpornościowy gospodarza wpływ mogą 
mieć współistniejące choroby takie jak cukrzyca 4 czy zakażenie wirusem HIV 5, ale również palenie 
tytoniu i nadużywanie alkoholu 6. Dodatkowo na to czy u gospodarza rozwinie się choroba i jak będzie 
ona przebiegała wpływają czynniki genetyczne, które obecnie nie są ściśle poznane 7. Z kolei status 
socjoekonomiczny może mieć wpływ na ryzyko wystąpienia choroby poprzez zwiększone ryzyko 
ekspozycji na gruźlicę np. w krajach z mniej rozwiniętą infrastrukturą zdrowia publicznego, co wiąże się 
z utrudnieniami w efektywnej szybkiej diagnostyce i leczeniu pacjentów. Dodatkowo ludzie żyjący w 
ubóstwie są znacznie bardziej narażeni na niedożywienie i wynikające z niego konsekwencje dla 
statusu odpornościowego 8. Również czynniki środowiskowe takie jak wilgotność czy temperatura 
mogą mieć pośredni wpływ na rozprzestrzenianie się gruźlicy 9. Czynniki związane z patogenem – czyli 
właściwości decydujące o jego zdolności do zakażania, omijania mechanizmów obronnych 
gospodarza, wpływu na przebieg choroby oraz efektywności leczenie są obecnie najmniej poznane ze 
względu na złożoność przebiegu gruźlicy jak i wysokich kosztów takich analiz. 
 
 

Cel pracy 

 Głównym celem niniejszej pracy doktorskiej było zidentyfikowanie różnic genetycznych oraz 
fenotypowych między szczepami wysokotransmisyjnymi i niskotransmisyjnymi prątka gruźlicy oraz ich 
wpływu na transmisyjność tych szczepów.  
 
Cel ten zrealizowano poprzez następujące cele cząstkowe:  

1. Analizę dostępnej literatury w celu oceny, jakie linie filogenetyczne powodują wybuchy 
epidemiczne gruźlicy na świecie oraz strukturę ich rozprzestrzenienia się geograficznego.  

2. Identyfikację wysoko- i niskotransmisyjnych szczepów M. tuberculosis w obrębie kolekcji 
szczepów IGiChP. 

3. Badania asocjacyjne genomów M. tuberculosis w celu wyłonienia różnic genetycznych między 
szczepami wysokotransmisyjnymi oraz niskotransmisyjnymi.  

4. Badania fenotypowe obejmujące analizę kinetyki wzrostu, wzrostu w warunkach obniżonej 
ilości tlenu, ocenę lekooporności, określenie poziomu dostosowania ewolucyjnego, ocenę 
poziomu wewnątrzkomórkowego pochłaniania i zdolności przeżywania w makrofagach 
wybranych szczepów oraz produkcję cytokin prozapalnych przez komórki linii monocytarno-
makrofagowej THP-1 infekowane wybranymi szczepami M. tuberculosis. 

 
Metodyka i wyniki 

 Pierwszym etapem pracy była analiza literatury poprzez przegląd systematyczny baz 
literaturowych Pubmed oraz Web of Science i analizę danych na temat ognisk epidemiologicznych 
gruźlicy na świecie w latach 2011–2020 monitorowanych przy użyciu sekwencjonowania 
całogenomowego Mycobacterium tuberculosis. Przenalizowane dane w większości pochodziły  
z Europy, Azji i Ameryki Północnej prawdopodobnie ze względu na koszt jak i dostępność tej 
technologii. Ogniska gruźlicy występowały na wszystkich kontynentach, zarówno w krajach o wysokiej, 
jak i niskiej zapadalności na gruźlicę. Mediana liczby izolatów w ogniskach wynosiła pięć izolatów. 
Przeważającą linią była linia 4, natomiast linia 2 pojawiała się rzadziej. Ponadto, raportowane szczepy 
często były lekooporne. 

Kluczowym etapem przygotowania pracy doktorskiej był wybór szczepów 
wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych spośród kolekcji szczepów zgormadzonych  
w Instytucie Gruźlicy i Chorób Płuc w Warszawie. Szczepy były wstępnie klasyfikowane na podstawie 
genotypowania metodą spoligotyping, rozmieszczenia geograficznego oraz danych 



epidemiologicznych (Tabela 1). Na tej podstawie wybrano 347 szczepów, które następnie poddano 
sekwencjonowaniu całogenomowemu w celu identyfikacji szczepów z potwierdzoną transmisją. 
Spośród 347 szczepów poddanych całogenomowemu sekwencjonowaniu, 44 szczepy określono jako 
niskostransmisyjne (nie wykazano transmisji), natomiast pozostałe jako wysokotransmisyjne, 
potencjalnie pochodzące z wybuchów epidemicznych.  
Tabela 1. Cechy na podstawie, których wstępnie przypisywano szczepy w kolekcji IGiChP do 
poszczególnych kategorii. 

 Genotypowanie Rozmieszczenie 
geograficzne 

Dane 
epidemiologiczne 

Kategoria    

Szczepy 
wysokotrnasmisyjne 

Identyczny 
spoliogotyp 

Izolowane wielokrotnie od 
różnych pacjentów na 
obszarze w zasięgu 50 km 

Możliwość transmisji 

Szczepy 
niskotransmisyjne 

Unikalny 
spoligotyp 

Pojedyncze izolaty Brak potwierdzonej 
transmisji 

 
W kolejnym etapie prac dokonano analizy in silico wyników sekwencjonowania 

całogenomowego przy pomocy ścieżki biotechnologicznej MTBSEQ 
10, która pozwala na otrzymanie 

informacji na temat przynależności szczepów do poszczególnych linii filogeograficznych oraz 
polimorfizmów pojedynczych nukleotydów między szczepami. Na tej podstawie 326 szczepów, dla 
których udało się uzyskać biblioteki całogenomowego DNA podzielono na szczepy 
wysokotransmisyjne i niskotransmisyjne. Szczepy różniące się o 12 lub więcej polimorfizmów 
uznawano za takie, dla których nie wykazano transmisji w analizowanej populacji prątków gruźlicy. 
Określono również rozszerzony profil oporności szczepów na leki przy pomocy testu komercyjnego 
HAIN. Wykazano, że 254 (74,0%) szczepów spośród całej kolekcji było wrażliwych na wszystkie 
analizowane antybiotyki. Natomiast 92 szczepy (26,8%) były szczepami lekoopornymi. Eksperyment 
wykonano dzięki uprzejmości Zakładu Mikrobiologii IGiChP w Warszawie. Dodatkowo analiza 
pokrewieństwa pozwoliła na potwierdzenie, lub nie, transmisyjności szczepów, a więc przypisanych 
im kategorii. W ten sposób wyłoniono 23 klastry szczepów wysokotransmisyjnych, z których do 
dalszych badań wybrano pojedyncze szczepy będące przedstawicielami poszczególnych klastrów. 
Jednakże ze względu na lekooporność szczepów oraz trudności techniczne związane z ich ożywieniem, 
liczbę wybranych do dalszych badań klastrów zmniejszono do 13. Do każdego szczepu 
wysokotransmisyjnego dopasowano również szczep niskotransmisyjny, który miał to samo 
pochodzenie genetyczne. Analiza ta pozwoliła również na identyfikację polimorfizmów pojedynczych 
nukleotydów i porównanie między sobą grup szczepów wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych 
testem statystycznym Fishera. Analiza ta nie ujawniła statystycznie istotnych różnic w polimorfizmach 
między grupami szczepów wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych.  

W kolejnych etapach realizowania pracy doktorskiej na wybranych parach 13 szczepów 
wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych dokonano szeregu eksperymentów mających na celu 
wykazanie potencjalnych różnic fenotypowych między tymi dwoma grupami i ocenę czy różnice w 
transmisyjności mogą wynikać z cech fenotypowych szczepów. Zbadano wzrost szczepów w 
warunkach laboratoryjnych na bogatym podłożu, dokonując pomiarów gęstości optycznej OD600 oraz 
oszacowania liczby jednostek tworzących kolonie (CFU) w odpowiednich punktach czasowych. 
Wykorzystane w pracy szczepy obu grup nie charakteryzowały się istotnie statystycznymi różnicami we 
wzroście w warunkach laboratoryjnych na podłożu bogatym. Zbadano również odporność obu grup 
szczepów na wzrost w warunkach ograniczonego dostępu do tlenu. W eksperymencie tym prątki 
hodowano w warunkach ograniczonego tlenu przez okres 30 dni, następnie oceniano wzrost w skali 



McFarlanda. Po zakończeniu eksperymentu, prątki hodowano w warunkach tlenowych, oceniając ich 
zdolność do regeneracji i dokonywano oceny wzrostu w skali McFarlanda. Nie zaobserwowano 
znaczących różnic we wzroście obu grup badanych szczepów ani w ich zdolności do regeneracji. 
Eksperyment wykonano dzięki uprzejmości Zakładu Mikrobiologii IGiChP w Warszawie. 

Określono również poziom dostosowania ewolucyjnego wybranych szczepów M. tuberculosis 
w testach kompetycyjnych, aby dokonać oceny wpływu ich dostosowania na transmisyjność. W tym 
celu skonstruowano 9 rekombinowanych szczepów wysokotransmisyjnych, które uzyskano przy 
użyciu rekombinacji miejscowo-specyficznej. Posiadały one zintegrowany do genomu plazmid 

pMV306attP_ercc3_Mtb-gfp zawierający markery selekcyjne – gen warunkujący oporność na 
kanamycynę oraz gen kodujący białko zielonej fluorescencji. Pozwoliło to na bezpośrednie porównanie 
zdolności do wzrostu szczepów z każdej pary. Poziom dostosowania porównywano również pośrednio 
poprzez porównanie ich wzrostu do szczepu referencyjnego H37Rv pozbawionego funkcjonalnego 
genu katG, co powoduje, że szczep uzyskuje oporność na izoniazyd. Nie zaobserwowano istotnych 
statystycznie różnic pomiędzy badanymi grupami szczepów wysokotransmisyjnych oraz 
niskotransmisyjnych. 

Analizowano także poziom wewnątrzkomórkowego pochłaniania badanych szczepów prątków 
oraz ich zdolność do przeżywania w ludzkich makrofagach różnicowanych z linii monocytarnej THP-1, 
a także  cytokiny prozapalne syntetyzowane przez komórki żerne zakażone badanymi szczepami. 
Pochłanianie szczepów z grupy wysokotransmisyjnej było statystycznie istotnie wyższe niż szczepów 
grupy niskotransmisyjnej (p = 0.0281), natomiast wewnątrzkomórkowe przeżywanie szczepów nie 
różniło się dla obu grup (p = 0.7451). Analizując produkcję cytokin przez komórki żerne, nie zauważono 
istotnie statycznych różnic dla obu grup szczepów, natomiast dla cytokin IL-1β, IL-8, MIP-1α 
zaobserwowano silną indukcję w obecności szczepów z obu grup w porównaniu do szczepu 
referencyjnego.  
 Z wykorzystaniem metody RNASeq, analizowano również globalną ekspresję genów trzech 
najczęściej izolowanych szczepów wysokotransmisyjnych (G149, G151, L139) w porównaniu do ich 
niskotransmisyjnych odpowiedników (2904_NT, 8069_NT, 5764_NT) na podłożu bogatym oraz ubogim 
w składniki odżywcze z dodatkiem cholesterolu. Dla porównywanych par szczepów zwiększonej 
ekspresji podlegało od 5 do 13 genów, a zmniejszonej ekspresji od 9 do 13 genów. Obserwowane 
zmiany były jednak unikalne dla badanych par co nie pozwoliło na wskazanie wzoru zmiany poziomu 
ekspresji charakterystycznego dla porównywanych grup szczepów.  
 

Wnioski 

 
1. Głównym czynnikiem wpływającym na transmisję prątków gruźlicy w obrębie tej samej linii 

filogenetycznej są czynniki zależne od gospodarza oraz czynniki socjoekonomiczne.  
 

2. Zróżnicowanie genetyczne i związane z tym zróżnicowanie fenotypowe samych patogenów ma 
ograniczone znaczenie dla zdolności klinicznych szczepów M. tuberculosis do transmisji.  
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