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1. Wstęp  

1.1. Sytuacja epidemiologiczna gruźlicy na świecie 

Gruźlica jest chorobą przenoszoną drogą kropelkową, wywoływaną przez prątki gruźlicy 

(Mycobacterium tuberculosis, MTB). Gruźlica infekuje głównie płuca, ale może również  

w postaci gruźlicy pozapłucnej zajmować inne narządy takie jak mózg, nerki czy węzły chłonne 

(Miggiano, Rizzi, and Ferraris 2020). Światowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health 

Organization, WHO) podaje, że gruźlica jest drugą, zaraz po wirusie SARS-CoV-2, wiodącą 

chorobą zakaźną powodującą śmierć. WHO szacuje, że w 2022 roku na gruźlicę zachorowało 10,6 

miliona osób, a zmarło 1,3 mln. Gruźlica dotyka osób w każdym wieku oraz płci, jednak częściej 

chorują mężczyźni stanowiąc 55% wszystkich nowych przypadków na świecie (Global 

tuberculosis report 2022). 

Gruźlica występuje na świecie powszechnie, ale nierównomiernie; w niektórych regionach 

takich jak Azja Południowo-Wschodnia czy Afryka zapada na nią najwięcej osób – regiony  

te stanowią 87% wszystkich nowych przypadków. Stąd też WHO rozdziela kraje na te o niskiej 

zapadalności, tj. o wskaźniku zapadalności poniżej 20 przypadków na 100 tys. mieszkańców,  

i kraje o większej zachorowalności, wymagające specjalnego nadzoru. W tym celu WHO 

utworzyło listę państw o wysokim obciążeniu (ang. high burden country, HBC). Jest to 30 krajów, 

spośród których 20 włączono ze względu na najwyższą liczbę nowych przypadków oraz pozostałe 

10, wykazujące wysoki wskaźnik zachorowalności. Do obszarów o najniższej zapadalności należą 

m.in. kraje Ameryki Północnej takie jak Stany Zjednoczone i Kanada oraz Europy np. Niemcy, 

Francja, Wielka Brytania. Najwięcej nowych przypadków gruźlicy w roku 2022 odnotowano  

w Indiach, Indonezji, Chinach, Filipinach, Pakistanie, Nigerii, Bangladeszu i Republice 

Demokratycznego Kongo (Global tuberculosis report 2022) 

W porównaniu z rokiem 2021, w roku 2022 wzrosła nieznacznie liczba przypadków 

gruźlicy wielolekoopornej (ang. multi-drug resistant tuberculosis, MDR-TB) oraz gruźlicy  

o rozszerzonej oporności (ang. extensively drug-resistant tuberculosis, XDR-TB) (Global 

tuberculosis report 2022). Ta pierwsza charakteryzuje się opornością na podstawowe leki 

wykorzystywane do leczenia gruźlicy – ryfampicynę lub ryfampicynę i izoniazyd. Natomiast 

prątki wywołujące gruźlicę XDR charakteryzują się opornością na ryfampicynę, izoniazyd,  
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co najmniej jeden lek z grupy fluorochinolonów i bedakilinę oraz/lub linezolid (Viney et al. 2021). 

W roku 2022 liczba przypadków gruźlicy lekoopornej wynosiła 410 tys. Ze względu  

na długofalowe efekty pandemii SARS-CoV-2, która rozpoczęła się w roku 2019, dokładne 

oszacowanie aktualnej zapadalności oraz śmiertelności na gruźlicę jest znacznie utrudnione,  

a podawane liczby mogą różnić się od sytuacji rzeczywistej (Global tuberculosis report 2022).   

 

1.1.1. Sytuacja epidemiologiczna w Polsce  

 Polska według klasyfikacji WHO jest krajem o niskiej zapadalności na gruźlicę. 

Szacowana zachorowalność w 2022roku wynosiła 8,9-12 na 100 tys. mieszkańców. Wykryto 

wtedy 4314 przypadków zachorowań na gruźlicę, z czego 96,2% stanowiła gruźlica płuc. Zgodnie 

z trendem zaobserwowanym na świecie, również w Polsce zapadalność była większa wśród 

mężczyzn – stanowili oni 73,8% wszystkich przypadków. Współwystępowanie zakażenia wirusem 

HIV oraz gruźlicą jest w Polsce zjawiskiem rzadkim. W 2022 roku odnotowano jedynie 13 takich 

przypadków. W 2022 roku zarejestrowano gruźlicę MDR u 99 osób, w tym 63. cudzoziemców. 

Ostatnie dane dotyczące śmiertelności pochodzą z roku 2021, kiedy to zarejestrowano w Polsce 

440 zgony wywołane przez gruźlicę (Gruźlica i Choroby Układu Oddechowego w Polsce w 2022 

r. and Instytut Gruźlicy i Chorób Płuc 2023) 

 

1.2. Mycobacterium tuberculosis jako patogen wewnątrzkomórkowy 

Gruźlica rozprzestrzenia się drogą kropelkową, kiedy osoba chora kaszląc wydala aerozol 

zawierający prątki gruźlicy. Jest on następnie wdychany przez kolejną osobę, a prątki przedostają 

się do jej płuc (Pieters 2008). W pęcherzykach płucnych dochodzi do rozpoznania 

charakterystycznych dla patogenu wzorców molekularnych (ang. Pathogen-Associated Molecular 

Patterns, PAMP) poprzez ich interakcję z receptorami rozpoznającymi wzorce (ang. Pattern 

Recognition Receptors, PRR), które znajdują się na makrofagach alweolarnych, neutrofilach  

i komórkach dendrytycznych (Queval, Brosch, and Simeone 2017). Pochłonięcie prątków 

zapoczątkowuje odpowiedź odpornościową wrodzoną gospodarza, w której najistotniejszą rolę 

pełnią makrofagi. Są one heterogenną populacją komórek, które różnią się znacznie aktywnością 

metaboliczną, co może mieć wpływ na to czy choroba zostanie opanowana czy będzie rozwijać 
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się dalej (Marakalala et al. 2018). Jedną z cytokin, która wydaje się mieć pozytywny wpływ  

na aktywność makrofagów jest czynnik stymulujący tworzenie kolonii granulocytów  

i makrofagów (ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF) (Mishra et al. 

2022). Pojawiające się w miejscu wtórnego zakażenia komórki układu immunologicznego 

gospodarza produkują również szereg innych cytokin prozapalnych, które aktywują  

oraz przyciągają kolejne komórki. Są to np. interleukina 1ß (IL-1ß) (Silvério et al. 2021), 

interleukina 8 (IL-8) (Xu et al. 1995).  

Jednym z najważniejszych etapów odpowiedzi wrodzonej gospodarza jest pochłonięcie 

prątków przez komórki gospodarza na drodze fagocytozy. Komórki fagocytarne takie jak 

makrofagi czy neutrofile pochłaniając bakterie tworzą fagosomy, które dojrzewają i łączą się  

z lizosomami zawierającymi enzymy trawienne (Zhang et al. 2023). Fagocytoza  

i wewnątrzkomórkowe zabijanie przez profesjonalne fagocyty jest skuteczna w walce z wieloma 

patogenami, jednak prątki gruźlicy wykształciły mechanizmy, które pozwalają im często uniknąć 

strawienia.  Po pierwsze, są one w stanie zablokować proces dojrzewania fagosomu oraz jego fuzję 

z lizosomami, co uniemożliwia ich eradykację (Pieters 2008). W efekcie nie tylko są one zdolne 

do przeżycia w fagosomie, lecz także do namnażania w nim. Po drugie, prątki mogą również 

opuszczać fagosomy i przebywać w cytoplazmie, dzięki systemowi ESX-1/T7S. Nie jest jednak 

poznany mechanizm, który wyjaśniałby dokładnie to zjawisko. Nie wiadomo także,  

czy prątki przebywają głównie w fagosomach czy raczej w samej cytoplazmie komórek 

gospodarza (Bussi and Gutierrez 2019).  

Na tym etapie odbywa się również degradacja i przetwarzanie antygenów prątków, które 

następnie wiążą się z cząsteczkami głównego układu zgodności tkankowej klasy II (ang. major 

histocompatibility complex, MHC) i prezentowane są limfocytom T, co zapoczątkowuje 

odpowiedź odpornościową nabytą. Do aktywacji limfocytów T CD4 niezbędna jest interleukina 

12p40 (IL-12p40), która produkowana jest przez komórki dendrytyczne (Khader et al. 2006).  

Z kolei interleukina 18 (IL-18) i interleukina 12 (IL-12) niezbędne są do aktywacji limfocytów T 

CD4 i limfocytów cytotoksycznych typu natural killer (ang. natural killer cells, komórek NK)  

oraz wytwarzania przez nie interferonu gamma (IFN-γ), który aktywuje bójcze funkcje 

makrofagów (Zuñiga et al. 2012). Aktywowane limfocyty T wytwarzają cytokiny oraz chemokiny, 

które przywołują na miejsce infekcji inne komórki układu odpornościowego, neutrofile i komórek 
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NK (Pagán and Ramakrishnan 2018). Dodatkowo makrofagi pochłaniające prątki również 

wytwarzają cytokiny np. interleukinę 8 (IL-8), która również przyciąga limfocyty T i neutrofile  

na miejsce zakażenia (Gerszten et al. 1999). W badaniach Nagabhushanam et al. zauważono, że 

makrofagi z pochłoniętymi prątkami w środku nie odpowiadają efektywnie na IFN-γ na drodze 

zależnej lub niezależnej od interleukiny 6 (IL-6), która wydaje się obniżać aktywność makrofagów 

(Nagabhushanam et al. 2003). Wzrastająca liczba komórek gospodarza starających się 

powstrzymać infekcję doprowadza do powstania charakterystycznej dla gruźlicy struktury – 

ziarniniaka (łac. granuloma). Ziarniniak składa się z ciasno upakowanych komórek gospodarza 

oraz prątków gruźlicy. W jego środku znajdują się prątki, dojrzałe makrofagi o specyficznym 

kształcie porównywanym do komórek nabłonkowych (ang. epithelioid macrophages) i makrofagi 

bogate w lipidy. Od zewnątrz natomiast znajdują się limfocyty T, B, komórki NK, komórki tuczne 

i neutrofile (Pagán and Ramakrishnan 2018). W środku ziarniniaka może dochodzić do nekrozy 

tkanek, co powoduje utworzenie martwicy serowatej (łac. caseum) (Cronan 2022). W środku 

ziarniniaka panują warunki ograniczonego dostępu do tlenu oraz substancji odżywczych (Del 

Portillo et al. 2019). Z tego względu prątki znajdujące się w tej strukturze wchodzą w stan latentny, 

co znacznie utrudnia terapię gruźlicy (Sarathy and Dartois 2020) (Ryc.1.1.). Prowadzi to  

do swoistej równowagi między rozprzestrzenianiem się patogenów a dalszym rozwojem reakcji 

zapalnej i zahamowania dalszego rozwoju choroby, która może zostać w stanie utajonym przez 

wiele lat i aktywować się w sprzyjających okolicznościach. Jednym z ważnych aspektów 

reaktywacji choroby jest obniżenie się ilości limfocytów T CD4, które obserwowane jest m.in.  

u pacjentów chorych na AIDS oraz obniżenie lub zablokowanie funkcji TNF (Ernst 2012). 

Jednakże nie zawsze zjawiska te występują u pacjentów, a więc za reaktywacją gruźlicy 

prawdopodobnie stoi szereg nakładających się na siebie czynników. Przebieg oraz rozwój gruźlicy 

są skomplikowanymi wieloetapowymi procesami, które nie są dokładnie zrozumiane i wymagają 

dalszych badań szczególnie na ulepszonych modelach zwierzęcych (Ernst 2012).  
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Ryc. 1.1. Etapy infekcji w przebiegu gruźlicy płucnej. 

 

1.3. Leczenie gruźlicy 

Leczenie gruźlicy jest procesem długotrwałym, skomplikowanym i wymagającym 

jednoczesnej administracji kilku leków (Connolly, Edelstein, and Ramakrishnan 2007). Stosowane 

obecnie leki przeciwgruźlicze charakteryzują się efektywnością na poziomie 95% w warunkach  
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in vitro, jednak ze względu na czynniki takie jak niepoprawne ich stosowanie czy przerywanie 

terapii, rzeczywista efektywność leczenia spada do około 70%. WHO rekomenduje strategię 

przyjmowania leków pod nadzorem, czyli z ang. „Directly Observed Treatment” (w skrócie DOT) 

(Rabahi et al. 2020). Aby zwiększyć efektywność leczenia i ułatwić wybór właściwych leków  

w odpowiednich kombinacjach dawek, prowadzane są badania kliniczne nadzorowane przez 

WHO oraz testowane są nowe rozwiązania zaproponowane przez uczenie maszynowe (Larkins-

Ford et al. 2022).  

Leczenie gruźlicy lekowrażliwej oparte jest o tzw. leki pierwszego rzutu takie jak: 

ryfamycyny (ryfampicyna, ryfapentyna, ryfabutyna), izonizyd, pirazynamid oraz etambutol.  

W przypadku leczenia gruźlicy wywołanej prątkami wrażliwymi na antybiotyki, WHO 

rekomenduje schemat leczenia w postaci 4-miesięcznej kuracji izoniazydem, ryfapentyną, 

moksifloksacyną oraz pirazynamidem lub 6-miesięcznej kuracji ryfampicyną w przypadku 

pacjentów bez wcześniejszej styczności z gruźlicą w historii choroby. W przypadku prątków 

lekoopornych rekomenduje się schematy leczenia zależnie od profilu oporności oraz wywiadu 

lekarskiego pacjenta. Gruźlica lekooporna wymaga zastosowania dodatkowych leków 

klasyfikowanych w grupy A-C. W grupie A znajdują się leki wykazujące wysoką skuteczność 

przeciwko gruźlicy jak fluorochinolony (lewofloksacyna i moksifloksacyna), bedakilina, 

linezolid; grupę B stanowią: klofozamina, cykloseryna oraz teryzydon;  

w grupie C są leki, które można zastosować, gdy nie da się wykorzystać leków z poprzednich 

dwóch grup. Obecne zalecenia opublikowane przez WHO wskazują, aby do leczenie gruźlicy typu 

RR (wykazującej oporność na ryfampicynę, ang. ryfampcin resistant tuberculosis) lub MDR 

stosować przynajmniej cztery różne leki np. wszystkie leki z grupy A oraz przynajmniej jeden lek 

grupy B. W przypadku, gdy nakazane jest wyłączenie nawet jednego leku grupy A, włącza się 

wszystkie leki grupy B. Do leczenia gruźlicy lekoopornej zaleca się kuracje trwające od 15 do 17 

miesięcy lub dłużej w zależności od przebiegu infekcji (World Health Organization Consolidated 

Guidelines on Tuberculosis, n.d.). Wyleczalność gruźlicy MDR w roku 2021 szacuje się na około 

60%, co jest znaczącą poprawą w porównaniu z poprzednimi latami, gdzie plasowała się ona  

na poziomie około 50% (Global tuberculosis report 2022). Sukces wyleczalności gruźlicy MDR 

jest powiązany w dużej mierze z zastosowaniem uczenia maszynowego, które pozwoliło  

na przetestowanie i wprowadzenie nowego protokołu leczenia gruźlicy MDR, obejmującego 

bedakilinę, pretomanid oraz linezolid.    
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1.3.1. Mechanizmy oporności u prątków gruźlicy 

Oporność na antybiotyki dzieli się na naturalną oraz nabytą. Oporność naturalna wynika  

z ogólnych cech, struktur lub mechanizmów, które sprawiają, że używane leki są mniej skuteczne. 

Oporność nabyta powstaje w wyniku mutacji w genomie. Przykładem cechy wywołującej 

naturalną niewrażliwość u mykobakterii jest nietypowa w świecie bakterii ściana komórkowa, 

która składa się z kompleksu peptydoglikanu, arabinogalaktanu oraz kwasów mikolowych 

(Alderwick et al. 2015). Grubość i hydrofobowy charakter ściany utrudniają dotarcie substancji 

czynnych do wnętrza komórki. Innym przykładem struktury warunkującej oporność naturalną są 

pompy wielorakiej oporności (ang. efflux pumps), umożliwiające usuwanie leków z komórki 

bakterii. Oporność nabyta pojawia się głównie poprzez akumulowanie mutacji punktowych, 

insercji lub delecji w genach lub promotorach genów, będących celami molekularnymi dla leków 

lub kodujących enzymy aktywujące pro-leki w komórkach prątków. 

 

1.3.2. Nabycie lekooporności w populacjach prątków gruźlicy 

 Model nabycia lekooporności zakłada, że część populacji prątków gruźlicy posiada 

istniejące już mutacje w genomie, które pozwalają na ich przeżywalność  

w obecności leków przeciwgruźliczych. W wyniku presji selekcyjnej wywołanej działaniem leku 

przeciwgruźliczego prątki te utrwalają się w populacji i z czasem rozprzestrzeniają się (Jones et 

al. 2022).  W organizmie gospodarza populacje prątków są heterogenne, zatem w każdej znajdują 

się prątki wykazujące się szeregiem drobnych zmian fenotypowych (Dhar, McKinney, and Manina 

2016), które przekładają się na istnienie nie tylko prątków wrażliwych czy posiadających mutacje 

prowadzące do oporności, ale również takich, które charakteryzują się tolerancją na leki (Jones et 

al. 2022). Ze względu na ich wysoką przeżywalność nazwano je komórkami przetrwałymi  

(ang. persister cells) (Zhal Y. et al., 2012). Wykazują się one wzmożoną przeżywalnością  

w obecności wysokich dawek leków lub przy długotrwałej ekspozycji na nie, co ułatwia ich 

utrwalanie się w populacji i dalsze rozprzestrzenianie się (Jones et al. 2022).  

Antybiotyki wchodzą w interakcje z ważnymi dla przeżycia komórki strukturami  

lub enzymami, np. ryfampicyna wiąże się do podjednostki ß polimerazy RNA, hamując syntezę 

mRNA, a izoniazyd hamuje syntezę ściany komórkowej. Ponieważ antybiotyki atakują białka 

metabolizmu podstawowego uważano, że mutacje prowadzące do powstawania lekooporności, 
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będą jednocześnie negatywnie wpływały na przeżywalność, a co za tym idzie również  

na rozprzestrzenianie się takich szczepów w populacji. Zjawisko to nazwano względnym 

poziomem dostosowania – z ang. relative fitness cost, a więc zdolności do namnażania się  

i dalszego rozprzestrzeniania się względem szczepów wrażliwych na antybiotyki (Knight et al. 

2018). Jednakże badania na populacji szczepów holenderskich wykazały, że szczepy posiadające 

mutację Ser315Thr w białku KatG, odpowiadającą za powstawanie oporności na izoniazyd, 

rozprzestrzeniają się w stopniu podobnym co szczepy wrażliwe (van Soolingen et al. 2000). Stąd 

też uznano, że musi istnieć czynnik, który pomaga przywrócić całkowitą lub częściową 

przeżywalność, za który uznano mutacje kompensacyjne. Mutacje takie mogą znajdować się  

w celach molekularnych dla antybiotyków lub enzymach spełniających podobne funkcje np.  

w szczepach opornych na izoniazyd zauważono mutacje w regionie promotorowym genu ahpC, 

powodujące jego nadekspresję. Białko będące produktem ekspresji tego genu spełnia w komórce 

zasadniczo te same funkcje co białko KatG (Alame Emane et al. 2021). Wpływ mutacji 

kompensacyjne na rozprzestrzenianie się prątków zdaje się potwierdzać fakt, że w niektórych 

regionach szczepy MDR są ze sobą ściśle spokrewnione (Casali et al. 2014).  

Z drugiej strony, niektóre grupy badawcze pracujące nad transmisyjnością gruźlicy pokazują, 

że większość przypadków gruźlicy MDR pochodzi z rozprzestrzeniania się już „istniejących”  

w populacji szczepów opornych a nie z nabywania nowych mutacji prowadzących  

do lekooporności (Kendall et al. 2015; Lin et al. 2011). Te dwie teorie mają poważne konsekwencje 

dla zdrowia publicznego, ponieważ zakładają odmienne modele kontroli rozprzestrzeniania się 

gruźlicy – zwiększenie efektywności leczenia gruźlicy wrażliwej na antybiotyki bądź wzmożenie 

wysiłków diagnostycznych w celu ograniczenia transmisyjności gruźlicy MDR.  

  

1.4. Zmienność genetyczna prątków gruźlicy 

 Mycobacterium tuberculosis należą do kompleksu prątków gruźlicy (ang. Mycobacterium 

tuberculosis complex, MTBC) razem z dziewięcioma innymi gatunkami: Mycobacterium 

africanum, Mycobacterium pinnipedii, Mycobacterium microti, Mycobacterium caprae, 

Mycobacterium bovis, Mycobacterium suricattae, Mycobacterium orygis, Mycobacterium canettii 

oraz Mycobacterium mungi (Huard et al. 2006). Różnią się one preferowanymi gospodarzami, 

regionami zmiennymi (ang. regions of difference, RDs) oraz polimorfizmami pojedynczego 
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nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polymorphism, SNP). Znaczne podobieństwo genomów  

oraz sekwencji 16S rRNA sprawia, że bakterie MTBC nie spełniają zasadniczo definicji osobnych 

gatunków, stąd też niektórzy badacze postulują złączenie ich do jednego gatunku (Riojas et al. 

2018; Smith et al. 2006).  

Ze względu na niską zmienność genetyczną oraz brak obserwowalnej wymiany materiału 

genetycznego, M. tuberculosis uznaje się za bakterie monomorficzne; nazywane również 

bakteriami klonalnymi (Achtman 2008). Prątek gruźlicy nie nosi plazmidów, a więc nie występuje 

tu zjawisko lekooporności kodowanej w genach znajdujących się na plazmidach (Derbyshire and 

Gray 2014).  Dlatego też u prątków gruźlicy większą uwagę zwraca się na mutacje warunkujące 

lekooporność powstające de novo i szybkość z jaką one powstają. Gatunki kompleksu MTBC 

różnią się między sobą o maksymalnie 2400 SNP (Gagneux and Stritt 2022). Częstość mutacji 

(ang. mutation rate) określa się jako 0,3 – 0,5 mutacji w genomie na rok (Ford et al. 2013).  

Mimo niskiej zmienności genetycznej, zarówno gatunki kompleksu MTBC, jak i same  

M. tuberculosis sensu stricto różnią się względem siebie fenotypowo (Chiner-Oms et al. 2022),  

a także przejawiają różnice w zdolności do rozprzestrzeniania się, przebiegu wywoływanej  

przez nie choroby oraz nabywaniu lekooporności (McEvoy et al. 2007). Obecnie prątki gruźlicy 

podzielono na dziewięć linii filogenetycznych (L1 – L9) pod względem różnic w RD oraz SNP 

(Bespiatykh et al. 2021). Linie L2, L3 oraz L4 uznawane są za linie „młodsze”, które na drodze 

ewolucji utraciły fragment genomu o długości 2153 par zasad (pz), nazywany specyficznym  

dla MTB regionem usunięcia 1 (ang. MTB-specific deletion 1 region, TbD1) (Bottai et al. 2020). 

Najbardziej różnorodne oraz najlepiej scharakteryzowane są linie L2 oraz L4.  

 

 1.5. Nadzór transmisji gruźlicy na świecie 

Podstawą nadzoru gruźlicy jest rejestracja wszystkich przypadków gruźlicy oraz zbieranie 

informacji takich jak: wynik badania bakteriologicznego, miejsca rozwoju infekcji oraz historii 

choroby. Istotne są dane czy jest to nowy przypadek, czy reinfekcja, jaki jest status infekcji HIV, 

lekooporności, a także o zastosowanym sposobie i skuteczności leczenia. Badania katalogowane 

są przez specjalne krajowe struktury organizacyjne i przekazywane do WHO, która to organizacja 

corocznie, od 1997 roku publikuje je w „Global TB Report”. Raportowanie następuje w oparciu  
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o cele założone w „End TB Strategy”, będącej ogólnoświatową strategią mającą na celu eradykację 

gruźlicy (Githui et al. 2000). Aby tego dokonać niezbędne jest dokładne poznanie mechanizmów 

rozprzestrzeniania się gruźlicy. Zadanie to ułatwiają techniki typowania genetycznego 

(genotypowania) prątków, które na podstawie profilowania DNA (ang. DNA fingerprinting) 

pozwalają na zbieranie informacji o pokrewieństwie izolatów. Analiza genetyczna izolatów 

ułatwia śledzenie szczepów, w tym szczepów szybko rozprzestrzeniających się lub lekoopornych. 

Szczepy o identycznych lub wysoce zbliżonych profilach określa się jako klastry (Van Soolingen 

2001). 

Ze względu na niską zmienność genetyczną prątków gruźlicy do ich genotypowania nie stosuje 

się technik molekularnych, takich jak np. Multilocus Sequence Typing (MLST), które z sukcesem 

używane są dla wielu innych gatunków bakterii. Historycznym przełomem w genotypowaniu 

epidemiologicznym prątków było odkrycie w ich genomach elementów powtarzających się (van 

Embden et al. 1993). Pozwoliło to na opracowanie metody opartej o analizę liczby kopii  

oraz rozmieszczenia w genomie sekwencji insercyjnej IS6110 (ang. restriction fragments length 

polymorphism, RFLP), która szybko stała się złotym standardem genotypowania prątków  

na świecie. Sekwencję IS6110 opisano w 1990 roku jako sekwencję insercyjną o wielkości 1361 

pz, specyficzną dla MTBC (Thierry et al., 1990, McAdam et al., 1990). Niestety w metodzie tej 

wynik hybrydyzacji typu Southern blot powstający na kliszy RTG bywa trudny do odczytu  

i standaryzacji (Ansarin et al. 2020). Z tego względu opracowano wygodniejsze w użyciu metody 

typowania prątków oparte o reakcję PCR np. analizę zmiennej liczby tandemowych powtórzeń 

mykobakteryjnych (ang. mycobacterial interspersed repetitive units variable number of tandem 

repeats, MIRU-VNTR) oraz spoligotyping (ang. spacer oligonucleotide typing). Jedną z wad obu 

tych metod jest występowanie zjawiska homoplazji tj. podobieństwa wśród szczepów, które nie są 

rzeczywiście ze sobą spokrewnione, co może utrudniać prawidłowy nadzór epidemiologiczny. 

Dodatkowo metody te charakteryzują się niższą siłą rozdzielczą (Reyes, Chan, and Tanaka 2012). 

Wraz z postępem biologii molekularnej do genotypowania zaczęto wykorzystywać bardziej 

zaawansowane techniki, przede wszystkim wysokoprzepustowego sekwencjonowania 

genomowego DNA (ang. whole genome sequencing, WGS) (Bespiatykh et al. 2021). 
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1.5.1. MIRU-VNTR 

MIRU-VNTR jest metodą wykorzystującą łańcuchową reakcję polimerazy (ang. 

polymerase chain reaction, PCR) do oceny wielkości oraz liczby powtórzonych sekwencji MIRU-

VNTR w genomach prątków (Shi et al. 2018). Sekwencje MIRU-VNTR znajdują się  

w określonych loci i mają zmienną liczbę powtórzeń o długości od 51 do 77 pz (Supply et al. 

2000). Sekwencje starterowe zaprojektowane są w taki sposób, że przyłączają się do regionów 

flankujących każdego locus, co pozwala na uzyskanie amplikonów różnej długości w zależności 

od liczby sekwencji powtórzonych (Supply et al. 2006). Produkty reakcji PCR rozdziela się  

z użyciem elektroforezy kapilarnej lub żelowej (Supply et al. 2006). Istnieją różne wersje metody 

MIRU-VNTR w zależności od liczby analizowanych loci – 12, 15 oraz najgłębiej różnicujący 24. 

Wyższa liczby analizowanych loci pozwala na zwiększenie wskaźnika dyskryminacji metody, 

czyli jej zdolności do rozróżniania badanych szczepów (Allix-Béguec, Fauville-Dufaux, and 

Supply 2008; Christianson et al. 2010). Wynikiem analizy MIRU-VNTR jest prosty kod liczbowy, 

co ułatwia śledzenie rozprzestrzeniania się szczepów prątków gruźlicy na świecie. Ponadto proces 

ten nie wymaga użycia skomplikowanych urządzeń ani technik biologii molekularnej. Wadą 

metody MIRU-VNTR jest konieczność przeprowadzania szeregu reakcji PCR, co sprawia, że 

metoda jest stosunkowo pracochłonna i czasochłonna. Ponadto, MIRU-VNTR jest wystarczająco 

dyskryminującą metodą aby wykluczyć transmisję gruźlicy, lecz niewystarczającą  

by ją potwierdzić (Wyllie et al. 2018).  

 

1.5.2. Spoligotyping 

Spoligotyping to technika oparta o reakcję PCR oraz hybrydyzację typu dot-blot, 

pozwalająca na jednoczesne wykrywanie oraz typowanie prątków na podstawie zaobserwowanego 

polimorfizmu w obrębie regionu CRISPR-Cas (ang. Clustered Regularly – Interspaced Short 

Palindromic Repeats and associated proteins) (Heyderman et al. 1998). Region CRISPR-Cas 

składa się z powtarzających się sekwencji (direct repeat ang, DR) o długości 36 pz rozdzielanych 

niepowtarzającymi się unikatowymi sekwencjami rozdzielającymi (ang. spacers) o długości  

od 34 do 41 pz. Szczepy M. tuberculosis różnią się obecnością lub brakiem określonych sekwencji 

DR i rozdzielających (van Embden et al. 2000). W metodzie spoligotyping amplifikuje się 

sekwencje DNA pomiędzy regionami DR, a produkty reakcji PCR hybrydyzuje się do sond 
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wykrywających rozdzielające sekwencje unikatowe. Metoda charakteryzuje się dużą prostotą, 

szybkością wykonania, niskim kosztem oraz wysokim (aczkolwiek niższym niż IS6110 RFLP  

czy MIRU-VNTR) wskaźnikiem różnicowania. Spoligotyping pozwala na genotypowanie 

przynależności izolatów do linii, a nawet sublinii filogenetycznych, jednakże technika ta zalecana 

jest do wstępnego różnicowania izolatów (van Soolingen et al. 1995) ze względu na ograniczenia 

w możliwości dokładnego określania np. linii filogenetycznych (Comas et al. 2009).  

 

1.5.3. WGS 

Początkowo do sekwencjonowania genomów bakteryjnych wykorzystywano metodę opartą  

o terminację syntezy DNA, opracowaną przez Sangera (Sanger, Nicklen, and Coulson 1977). Przy 

zastosowaniu tej techniki, w 1998 roku udało się odczytać kompletny genom wzorcowego szczepu 

M. tubercuosis H37Rv (Cole et al. 1998). Sekwencjonowanie genomów metodą Sangera było 

bardzo kosztowne i czasochłonne, przez co niemożliwe do wprowadzenie do rutynowych badań 

diagnostycznych. Zastosowanie genomowego sekwencjonowania w badaniach 

epidemiologicznych stało się możliwe wraz z rozwojem technik sekwencjonowania nowej 

generacji (ang. next-generation sequencing, NGS). Metody NGS sprawiły, że WGS stało się dużo 

bardziej dostępne oraz efektywne poprzez znaczne zwiększenie przepustowości (Kwong et al. 

2015).  

Metody NGS dzieli się na metody drugiej oraz trzeciej generacji (Slatko, Gardner, and Ausubel 

2018). Z tych pierwszych najpopularniejszą technologią jest Illumina, która oparta jest  

o amplifikację mostkową (ang. bridge amplification) i następnie detekcję fluorescencji.  

W technologiach trzeciej generacji (sekwencjonowanie nanoporowe) pomijany jest natomiast 

początkowy etap syntezy, a sekwencjonowane są pojedyncze cząsteczki kwasów nukleinowych. 

Przykładem metod trzeciej generacji jest technologia SMRT (ang. Single Molecule Real Time 

Sequencing) opracowana przez firmę Pacific Biosciences, opierająca się o sekwencjonowanie  

w czasie rzeczywistym. Kolejną technologią jest sekwencjonowanie na nanoporach (MinION) 

opracowane przez firmę Oxford Nanopore Technologies wykorzystujące odczyt zmian natężenia 

prądu, gdy cząsteczka DNA przechodzi przez niewielkie otwory – nanopory (Kwong et al. 2015).  
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W miarę rozwoju technik masowego sekwencjonowania DNA nastąpiło znaczne obniżenie 

kosztów uzyskania pełnej sekwencji genomu badanych szczepów, co przyczyniło się  

do upowszechnienia techniki NGS w mikrobiologii klinicznej. Rozpowszechnienie metod NGS 

pozwala na gromadzenie oraz analizę dużych baz genomowych szczepów izolowanych od 

pacjentów z całego świata, dzięki czemu możliwe jest precyzyjne badanie ewolucji prątków. 

Ponadto wyłonienie specyficznych SNP dla każdej linii filogenetycznej, a nawet sublinii, 

umożliwia rygorystyczne genotypowanie prątków, pozwalające na  precyzyjne nadzorowanie 

szlaków transmisji poszczególnych szczepów odpowiedzialnych za wybuchy epidemiczne 

(Freschi et al. 2021; García De Viedma and Pérez-Lago 2018).  

Najczęściej stosownymi metodami nadzoru transmisji z wykorzystaniem WGS są techniki 

oparte na klastrowaniu poprzez analizę SNP między poszczególnymi parami badanych izolatów 

lub typowania wielu locus rdzenia genomu (ang. core genome multilocus sequence typing, 

cgMLST). W pierwszej z nich do klastrowania szczepów stosowana jest wartość graniczna SNP 

między szczepami, która wskazuje na to, kiedy mogła zajść transmisja od pacjenta źródłowego  

do nowego gospodarza. Na podstawie badań przeprowadzonych w krajach o niskiej i wysokiej 

zapadalności na gruźlicę, za wartość graniczną przyjęto 12 SNP, jako wyznacznik niedawnej 

transmisji (Meehan et al. 2019; Nikolayevskyy et al. 2019). Niektóre grupy badawcze wskazują 

na zalety typowania cgMLST, pozwalającego na wysoką porównywalność wyników między 

laboratoriami ze względu na to, że w metodzie tej klastrowanie odbywa się na podstawie 

porównania między jedynie 3041 genami z wykorzystaniem specjalnie przygotowanej platformy 

(Jones et al. 2019; Kohl et al. 2014a).  

Technika WGS pozwala na bardzo dokładne oznaczanie lekooporności (Coll et al. 2015; 

CRyPTIC Consortium 2018), aktualnie szacowaną na około 93% zgodności z oznaczeniem 

metodami fenotypowymi (Heyckendorf et al., 2018). Dodatkowo wysoka rozdzielcza siła WGS 

pozwoliła na zaobserwowanie zjawiska mikroewolucji jak i heterogenności populacji prątków  

u pacjenta (Pérez-Lago et al. 2014). W rutynowych badaniach epidemiologicznych WGS generuje 

koszt, na który składa się zakup odczynników, niezbędnego oprogramowania oraz utrzymanie 

aparatury. Proponowanymi rozwiązaniami są tutaj np. wdrożenie ogólnokrajowej infrastruktury 

oraz ograniczenie fenotypowego badania lekooporności dzięki stosowaniu WGS, co pozwoliłoby 

na duże oszczędności (Cabibbe et al. 2018; He et al. 2020). Ograniczenie stosowania WGS stanowi 
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trudność związana z koniecznością izolacji DNA. Z uwagi na fakt, że aż 35% chorych na gruźlicę 

ma ujemny wynik bakterioskopii nie jest możliwe namnożenie biomasy bakteryjnej w celu izolacji 

DNA wymaganego w technice WGS  (Swai, Mugusi, and Mbwambo 2011). Jednakże 

podejmowane są próby izolacji DNA genomowego bezpośrednio z plwociny pacjenta,  

z pominięciem etapu hodowli (Doyle et al. 2018). W ostatnim czasie popularność zyskuje 

wypracowany przez Instytut Pasteura system Deeplex Myc-TB®, który wykorzystując platformę 

Illumina opiera się na celowanym sekwencjonowaniu (ang. targeted sequencing) 18 regionów 

związanych z lekoopornością, a także pozwala na szybkie genotypowanie prątków gruźlicy 

(Feuerriegel et al. 2021).  

 

1.6. Czynniki wpływające na rozprzestrzenianie się gruźlicy 

Skomplikowany przebieg gruźlicy u pacjentów oraz długi okres inkubacji z możliwością 

reaktywacji choroby po wielu latach sprawiają, że na ryzyko zachorowania składa się wiele 

nakładających się czynników, które trudno jest badać oraz analizować w jednoznaczny sposób. Są 

to m.in. stan zdrowia gospodarza, właściwości środowiska, w którym się znajduje,  

jak i charakterystyka samego patogenu. Większość z tych elementów tworzy skomplikowaną sieć 

powiązań, a zajęcie się każdym z tych problemów i udowodnienie ich znaczenia w skutecznej 

walce z gruźlicą jest wyzwaniem dla poszczególnych krajów oraz WHO (Narasimhan et al. 2013), 

(Ryc. 1.2). 
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Ryc. 1.2. Czynniki wpływające na rozprzestrzenianie się gruźlicy na świecie.  
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1.6.1. Czynniki gospodarza 

W rozprzestrzenianiu się prątków gruźlicy ważne są zarówno cechy charakteryzujące 

przyszłego gospodarza takie jak: stan jego odporności, niedożywienie oraz inne czynniki,  

które sumarycznie składają się na jego podatność na zakażenie, jak i zdolność pacjenta źródłowego 

do samego zakażenia (Turner et al. 2017). Nie jest do końca wiadome, w którym momencie 

przebiegu choroby pacjenci źródłowi stają się zdolni do bycia zakażającymi. Dodatkowymi 

utrudnieniami w ocenie zakażalności są występowanie różnych typów gruźlicy, wysokiej 

różnorodności objawów, jak i obecność pacjentów bezobjawowych (Miller et al. 2000). Ponadto 

znaczny wpływ na prezentowane przez pacjentów objawy ma infekcja wirusem HIV (Corbett et 

al. 2004; Mtei et al. 2005). Koinfekcja wirusem HIV jest istotnym czynnikiem ryzyka, 

zwiększająca ryzyko zachorowania na gruźlicę 18-krotnie (Global tuberculosis report 2020 n.d.). 

Najwyższy współczynnik zachorowalności na AIDS powiązany z bardzo wysoką zapadalnością 

na gruźlicę występuje w krajach Afryki Południowej (Corbett et al. 2006). Koinfekcja HIV 

zwiększa częstość reaktywacji oraz reinfekcji gruźlicy (Bucher et al. 1999), a gruźlica jest 

najczęstszą przyczyną śmierci osób HIV-pozytywnych (Millet et al. 2013). Inne choroby,  

takie jak chociażby cukrzyca, także mogą być czynnikiem zwiększającym ryzyko zachorowania 

na gruźlicę (Alisjahbana et al. 2006) (Jeon and Murray 2008).  

Na zakaźność może mieć wpływ również czas od momentu aktywacji choroby  

a jej zdiagnozowania oraz sposób wprowadzonego leczenia (Asadi et al. 2022). Wydłużanie się 

momentu wprowadzenia leczenia od wystąpienia objawów choroby jest znanym czynnikiem 

ryzyka rozprzestrzeniania się gruźlicy (Mitruka et al. 2014). Obrazowanie bakterioskopowe 

plwociny jest tradycyjną metodą szacowania zakaźności pacjentów. Zwiększona liczba bakterii  

w obrazie mikroskopowym plwociny pozytywnie koreluje ze zwiększoną zakaźnością (Zelner et 

al. 2014). Pacjenci, których bakterioskopia jest ujemna zarażają o około 50% mniej osób  

niż pacjenci o pozytywnej bakterioskopii (Asadi et al. 2022). Jednakże obecnie badacze próbują 

również oceniać zakaźność innymi, bardziej bezpośrednimi metodami pomiaru aerozolu,  

które być może pozwolą na większą dokładność.  

Do tej pory uważano, że za powstawanie aerozolu zawierającego prątki odpowiada 

prawdopodobnie proces chronicznego kaszlu (Turner 2019). Jednak badania wykorzystujące 

maseczki do poboru aerozolu wskazują, że emisja prątków odbywa się również podczas 
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normalnego oddechu przepływowego (ang. tidal breathing) (Williams et al. 2020). Produkcja 

aerozolu podczas oddychania jest zmienna wśród pacjentów, co wskazuje na różnice  

z zakażalności (Wurie et al. 2016). Dodatkowym czynnikiem ryzyka jest żywotność samych 

bakterii w aerozolu, która nie jest możliwa do oceny metodami mikroskopowymi. Opracowanie 

metod hodowli prątków bezpośrednio z aerozolu powstającego w trakcie kaszlu pozwoliło  

na zaobserwowanie, że wysoka liczba bakterii w plwocinie pacjentów oraz jej wygląd wiązały się 

również z wyższą liczbą bakterii w aerozolu. Dodatkowo pomiary wielkości aerozoli pokazały,  

że najwięcej hodowalnych prątków uzyskiwano przy cząsteczkach mających 5 μm (Fennelly et al. 

2012). Kolejnym ważnym czynnikiem są okoliczności zarażenia się prątkami, takie jak odległość 

i czas przebywania z chorym. Do zarażenia dochodzi częściej, gdy następuje bliski  

lub wydłużony kontakt z osobami chorymi np. w domu lub w pracy (Fox et al. 2013).  

O przebiegu choroby decyduje wiele czynników związanych z odpornością przyszłego 

gospodarza. Status immunologiczny gospodarza ma istotny wpływ zarówno na zakażalność,  

jak i przebieg choroby. Na jego kształtowanie się wpływają zarówno uwarunkowania genetyczne, 

jak i czynniki środowiskowe (Turner et al. 2017). Do wrodzonych czynników zwiększających 

podatność na gruźlicę zaliczają się m.in. mutacje w genach takich jak IFNGR1, IFNGR2, IL12B, 

IL12RB1, STAT1, IRF8, ISG15, NEMO oraz CYBB. Powodują one nieprawidłowe funkcjonowanie 

szlaków odpornościowych zależnych od limfocytów T CD4, co znacząco osłabia odpowiedź 

immunologiczną organizmu i zwiększa ryzyko zachorowania na gruźlicę (Bustamante et al. 2014). 

Na modelu krowim udowodniono, że zwierzęta, u których makrofagi charakteryzowały się 

zwiększoną aktywnością, były znacznie bardziej odporne na gruźlicę (Wu et al. 2015). 

Udowodniono również, że liczba limfocytów T CD4 ma związek ze zorganizowaniem  

oraz liczbą bakterii w ziarniniakach (Di Perri et al. 1996).  Zaobserwowano, że niektóre 

polimorfizmy w genie kodującym IL-1ß wśród populacji mieszkańców Gambii powodują 

wzmożoną podatność na gruźlicę (Awomoyi et al. 2005).  

Do obniżenia odporności gospodarza znacznie przyczynia się też niedożywienie,  

które zwiększa ryzyko zachorowalności 6-10 krotnie, przyczyniając się do zwiększonej 

umieralności z powodu gruźlicy (Feleke, Feleke, and Biadglegne 2019). Wykazano, że osoby 

chore na gruźlicę mają znacznie niższy poziom witaminy D w surowicy niż osoby w grupach 

kontrolnych (Nnoaham and Clarke 2008). Poziom witaminy D jest istotny ze względu na jej udział 
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w aktywacji białek bakteriobójczych oraz autofagii (Fabri et al. 2011). U pacjentów chorych  

na gruźlicę obniżony jest również poziom witaminy B12, mimo to nie odnaleziono istotnego 

wpływu wariantów w genach jej metabolizmu na zachorowalność (Zhang et al. 2022).  

Do czynników eskalujących ryzyko rozwoju choroby należą również spożywanie alkoholu  

oraz palenie tytoniu (Schmidt 2008).  

 

1.6.2. Czynniki środowiskowe  

Na zakażenie gruźlicą i jej rozwój wpływają czynniki środowiskowe takie jak: 

temperatura, ekspozycja na światło słoneczne czy wilgotność powietrza; jak i te wynikające  

z działalności człowieka np. zanieczyszczenia powietrza mające wpływ na ogólny stan zdrowia 

gospodarza.  

Wiele z chorób zakaźnych płuc wykazuje się sezonowością, jednak z powodu złożonej 

patofizjologii choroby jest ona trudna do zauważenia w przypadku gruźlicy. Systematyczny 

przegląd zależności pory roku i pojawiania się nowych przypadków gruźlicy w 11 krajach świata 

wykazał, że zachorowalność na gruźlicę zwiększa się latem i wiosną. Przyczyną tego zjawiska 

może być zwiększona transmisyjność w chłodnych miesiącach oraz dodatkowe czynniki  

jak wychłodzenie, niedostateczna ekspozycja na światło słoneczne czy przebywanie  

w zatłoczonych pomieszczeniach, które przez kilkutygodniowy okres rozwoju choroby mogą 

skutkować zwiększoną podatnością gospodarza na zachorowanie w tym okresie (Fares 2011). 

Dokładny wpływ temperatury na rozprzestrzenianie się gruźlicy jest jednak niejednoznaczny. Inne 

przeprowadzone badania wykazały, że występowanie zarówno ekstremalnie wysokich,  

jak i niskich temperatur zwiększało liczbę rejestrowanych nowych przypadków gruźlicy (Onozuka 

and Hagihara 2015). W Chinach natomiast zaobserwowano, że w regionach, w których 

temperatura otoczenia jest wysoka, zapadalność na gruźlicę zwiększa się (Gelaw et al. 2019).  

Wilgotność powietrza jest kolejnym elementem klimatu, którego wysokie wartości 

wpływają na zwiększone rozprzestrzenianie się gruźlicy (Kuddus, McBryde, and Adegboye 

2019:2007–2012; Xu et al. 2020). Udowodniono, że prątki wykazują się znaczną odpornością  

na wysychanie, dzięki rozwiniętym systemom naprawy DNA (Pitcher et al. 2007).  

Z kolei niska wysokość bezwzględna sprzyja zwiększonej się liczbie przypadków gruźlicy,  
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co może być powiązane z mniejszym stopniem zagęszczenia ludności na wyższych wysokościach 

(Gelaw et al. 2019). Niektóre badania zwracają również uwagę na powiązanie ekspozycji  

na promieniowanie UV-B a występowaniem gruźlicy. Zaobserwowano, że kraje z wysoką 

ekspozycją na promieniowanie UV-B notują mniej przypadków gruźlicy. Może to być powiązane 

ze statusem immunologicznym gospodarza, na który wpływ ma produkcja witaminy D3 (Boere et 

al. 2017). Ważnym czynnikiem ryzyka są również zanieczyszczenia powietrza, które powodują 

wieloczynnikowe uszkodzenia w funkcjonowaniu samych płuc i makrofagów (Lin et al. 2019).  

Zanieczyszczenia te powstają m.in. podczas palenia tytoniu, spalania paliw kopalnych  

w pojazdach mechanicznych lub w domu podczas gotowania czy ogrzewania mieszkań (Lin, 

Ezzati, and Murray 2007).  

 

1.6.3. Czynniki socjoekonomiczne 

Czynniki socjoekonomiczne, które mają wpływ na zdrowie człowieka są nazywane 

społecznymi determinantami zdrowia (ang. social determinants of health, SDOH) (Lönnroth et al. 

2009). Są to m.in. ubóstwo, niedożywienie, brak dostępu do bieżącej wody, elektryczności  

czy ogrzewania, przeludnienie w domu, jak i rejonie zamieszkania, niska jakość budownictwa 

(słaba wentylacja pomieszczeń), brak świadczeń socjalnych, słaba infrastruktura opieki 

zdrowotnej i brak dostępu do edukacji (Alaridah et al. 2019; Hargreaves et al. 2011). Dodatkowym 

czynnikiem mogącym wpływać na rozprzestrzenienie się gruźlicy jest również migracja ludności, 

w tym osób, które nie zostały poprawnie zdiagnozowane a są aktywnie zarażające (Mitruka et al. 

2014) 

WHO wskazuje na wpływ społecznych determinantów zdrowia na rozprzestrzenianie się 

gruźlicy na świecie, wśród których wymienia m.in. wyrównanie jakości życia, objęcie ochroną  

w postaci świadczeń socjalnych osób w grupie zwiększonego ryzyka podatności na gruźlicę, 

ochronę praw człowieka oraz dostęp do ochrony zdrowia jako jeden z filarów pozwalających  

na zrealizowanie programu „End TB Strategy” (The end TB strategy 2015). Potrzebę wzięcia  

pod uwagę społecznych determinantów zdrowia zauważono po ograniczonym sukcesie  

(a w niektórych regionach jego braku) programów ogólnoświatowych, skupiających się na walce 

z gruźlicą jedynie poprzez wczesne wykrywanie nowych przypadków oraz strategię leczenia DOT 

(Dye et al. 2009; Költringer et al. 2023:2005–2015). Zauważono korelację między niską wartością 
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wskaźnika rozwoju społecznego (ang. Human Development Index, HDI) a zapadalnością 

(Okhovat-Isfahani et al. 2019) oraz umieralnością na gruźlicę (Rodríguez-Morales and Castañeda-

Hernández 2012). Z zapadalnością na gruźlicę koreluje również zależność niskiej wartości 

produktu krajowego brutto w przeliczeniu na jednego mieszkańca (ang. per capita Gross Domestic 

Product, GDP)  (Janssens and Rieder 2008). Podobną zależność między zapadalnością  

i umieralnością na gruźlicę  zauważono w przypadku jakości świadczeń socjalnych  

(z wyłączeniem opieki zdrowotnej) w przeliczeniu na PKB (Siroka, Lönnroth, and Ponce 2016).  

Kolejnym czynnikiem socjoekonomicznym jest postępująca, niezrównoważona 

urbanizacja w krajach rozwijających się, co przekłada się również na przeludnienie  

oraz powstawanie skupisk osób żyjących w ubóstwie.  Zapadalność na gruźlicę jest istotnie wyższa  

w miejscach o wysokim zagęszczeniu ludności (de Abreu e Silva et al. 2016; Clark, Riben, and 

Nowgesic 2002). W krajach takich jak Brazylia, gdzie w miastach obecne jest poważne 

rozwarstwienie społeczne, zauważono również pozytywną korelację miedzy mieszkaniem  

w przeludnionych, ubogich dzielnicach miasta Porto Alegre, a występowaniem zwiększonej liczby 

przypadków gruźlicy (Acosta and Bassanesi 2014). Podobne rozwarstwienie społeczne istnieje 

także w Indiach, gdzie z kolei obserwuje się znaczne różnice między zapadalnością na gruźlicę 

wśród osób zamożnych oraz mniej zamożnych (Pathak, Vasishtha, and Mohanty 2021). 

Przeludnienie, niedożywienie, niski poziom higieny oraz brak dostępu do opieki medycznej  

są czynnikami, które mają wpływ na wysoki współczynnik zachorowań także w zakładach karnych 

(Placeres et al. 2023; Utpatel et al. 2024; Velen and Charalambous 2021).  

 

1.6.4. Czynniki patogenu 

Mimo niskiej różnorodności genetycznej prątków gruźlicy, ich właściwości fenotypowe 

mogą mieć wpływ na transmisję gruźlicy poprzez modulację odpowiedzi układu odpornościowego 

gospodarza oraz efektywności leczenia. Wpływ genetycznej oraz fenotypowej różnorodności 

prątków gruźlicy na ich rozprzestrzenianie jest potwierdzony poprzez ściśle określony zasięg 

geograficzny poszczególnych linii filogenetycznych. Linie "ewolucyjnie starsze” (L5 – L9) 

zazwyczaj izolowane są jedynie w poszczególnych regionach Afryki – L5 w Afryce Zachodniej  

w szczególności w Beninie oraz Ghanie; L6 w Afryce Zachodniej głównie w Sierra Leone, Gambii 

i Gwinea Bissau; L7 w Etiopii, L8 w rejonie Wielkich Jezior Afrykańskich oraz L9 w Somalii. 
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Poza Afryką przypadki gruźlicy wywołanej szczepami tych linii filogenetycznych zdarzają się 

rzadko, głównie wśród imigrantów pochodzących z krajów endemicznych dla tych linii (Silva et 

al. 2022). Z kolei szczepy linii 2, 3 oraz 4 kojarzone są ze znacznym rozprzestrzenianiem się  

na całym świecie oraz zwiększoną transmisyjnością (Wiens et al. 2018). Wykazano, że pacjenci 

źródłowi, od których izolowane są prątki tych linii, zakażają więcej osób (Gagneux et al. 2006).  

Tak zróżnicowany zasięg geograficzny sprawił, że szczepy L5 – L9 uznaje się  

za specjalistów, a pozostałe za generalistów pod względem dostosowania do zakresu gospodarzy. 

Nie jest jednak dokładnie wiadome, jakie specyficzne adaptacje prątków gruźlicy prowadzą  

do tak ścisłego doboru gospodarzy i rozmieszczenia filogeograficznego (Stucki et al. 2016). 

Afryka jest jedynym kontynentem, gdzie izolowane są prątki wszystkich linii filogenetycznych, 

co może mieć związek z wysoką różnorodnością genetyczną mieszkańców Afryki (Tishkoff et al. 

2009) oraz wydaje się potwierdzać teorię wyjścia z Afryki, a także wspólną ewolucję populacji 

człowieka i prątków (Gagneux 2012). Silną adaptację do gospodarzy, u prątków specjalistów, 

może również potwierdzać obserwacja, że transmisja szczepów występujących endemicznie jest 

większa u populacji natywnych niż u imigrantów (Gagneux et al. 2006).  

Prątki w obrębie tych samych linii filogenetycznych również mogą się różnić 

transmisyjnością i być zdolne do ekspansji klonalnej. Wykazano, że konkretne klady sublinii 

„młodszej” (nazywanej również linią nowożytną Beijing) linii 2: L2.3.4, L2.3.5 i L2.3.6, 

charakteryzują się zwiększonym występowaniem na świecie, częstszym klastrowaniem  

oraz częściej izolowane są z wybuchów epidemicznych na granicach krajów. Szczepy tych kladów 

pochodzą z Azji Wschodniej i stanowią 83,1% wszystkich szczepów linii Beijing izolowanych  

na świecie (Zhu et al. 2023). Niektóre badania doszukają się związku np. między białkiem EsxW 

a rozprzestrzenianiem się sublinii Beijing (Holt et al. 2018). Podobne zjawisko występuje  

u poszczególnych sublinii linii 4, dla której szczególnym rozprzestrzenieniem charakteryzują się 

klady L4.1.2 (Haarlem), L4.3 (LAM), L4.10 (PGG) (Stucki et al. 2016). Badania przeprowadzone 

przez Cowley et al. wykazały, że szczepy kladu W-Beijing są w stanie rozprzestrzeniać się  

w populacji znacznie skuteczniej niż inne. Udowodniono to na podstawie wysokiego wzrostu 

szczepów  kladu W-Beijing w Cape Town na przestrzeni lat. Zaobserwowano,  że w latach 1930–

1965 szczepy te nie były obecne w Cape Town, w latach 1966–1995 stanowiły niewielki odsetek 
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wszystkich izolatów (2,8%), natomiast w latach 1996–2005 stanowiły już 20% izolatów (Cowley 

et al. 2008). 

Badany jest także związek pomiędzy liniami filogenetycznymi, a wirulencją  

oraz odpowiedzią układu odpornościowego i obrazem klinicznym choroby. Zadanie to jest jednak 

utrudnione, ponieważ na przebieg choroby może wpływać bardzo wiele czynników, które ciężko 

jest kontrolować zbierając dane od pacjentów. Ponadto prątki gruźlicy są patogenami  

nie posiadającymi typowych czynników wirulencji takich jak np. toksyny bakteryjne (Coscolla 

and Gagneux 2014), co utrudnia badania w modelach zwierzęcych. Prątki gruźlicy nie wykazują 

również wysokiej zmienności w genach związanymi z czynnikami wirulencji  

np. odpowiadających za szlaki syntezy ściany komórkowej (Peters et al. 2020). Antygeny 

rozpoznawane przez limfocyty T CD4+ są wysoce konserwatywne, mimo iż odporność na gruźlicę 

jest w dużym stopniu zależna od limfocytów tego typu (Comas et al. 2010). Sugeruje to, że prątki 

gruźlicy nie polegają na zmienności antygenowej jak wiele innych patogenów.  

Poszukuje się korelacji pomiędzy liniami filogenetycznymi a typem gruźlicy i miejscem rozwoju 

infekcji np. zakażenie L1 zwiększa ryzyko wystąpienia gruźlicy pozapłucnej (Du et al. 2023).  

Z kolei szczepy sublinii Beijing wydają się być związane z krótszym przebiegiem gruźliczego 

zapalenia opon mózgowych (Thwaites et al. 2008). W badaniach Portevin i wsp. udowodniono, że 

szczepy linii 2, 4 oraz 3 wywołują zmniejszoną odpowiedź odpornościową gospodarza  

w początkowej fazie przebiegu gruźlicy (Portevin et al. 2011). Z kolei badania Ribeiro i wsp. 

wykazały, że szczepy kladu L2.3 są bardziej wirulentne zarówno na modelu makrofagów  

jak i na modelu mysim (Ribeiro et al. 2014). Dodatkowo szczepy sublinii Bejing powiązane są 

również z nieefektywnym leczeniem oraz częstszymi nawrotami choroby, w szczególności 

wspomniany wcześniej klad L2.3 (Feng et al. 2008). Przeprowadzone badania populacyjne 

ukazały powiązanie między linią filogenetyczną a poszczególnymi SNP w genomie gospodarza 

np. SNP w CD53, które zwiększały ryzyko zachorowania na gruźlicę u osób w podeszłym wieku, 

ale jedynie dla linii innych niż Beijing (Omae et al. 2017). Badania nad korelacją genetycznego 

pochodzenia prątków oraz przebiegu choroby nie są jednak jednoznaczne i wiele z nich prowadzi 

do przeciwstawnych wniosków (Negrete-Paz, Vázquez-Marrufo, and Vázquez-Garcidueñas 

2021). 
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Podejrzewa się, że rodzaj linii filogenetycznej może także mieć wpływ na lekooporność 

prątków gruźlicy. Szczepy linii 2 są uznawane za szczepy szybciej nabywające lekooporność  

ze względu na obecność predestynujących polimorfizmów (Sun et al. 2006; Torres Ortiz et al. 

2021) szczególnie w genach odpowiadających za naprawę DNA a więc wyższą częstotliwość 

pojawiania się mutacji (ang. mutation rate). W Uzbekistanie klad 2.3.6 Beijing określony  

w literaturze jako pochodzący z wybuchu epidemicznego w Azji Centralnej (ang. Central Asian 

outbreak, CAO) charakteryzuje się szybkim rozprzestrzenianiem się i wysoką opornością (MDR 

lub pre-XDR). Za wysoki sukces rozprzestrzeniania się tego kladu  uznawana jest obecność 

mutacje kompensacyjne (Merker et al. 2018). Innym przykładem jest klaster 14717-15 

wyizolowany w Rosji (Mokrousov et al. 2023). Badania izolatów rosyjskich pokazały również, że 

szczepy Bejing częściej posiadały mutacje odpowiadającą za oporność na izoniazyd (katG S315T) 

oraz na ryfampicynę (rpoB S450L)  (Casali et al. 2014). Wzrost obecności szczepów Beijing 

zaobserwowano również w Chinach, gdzie badacze pokazali, że szczepy te posiadają więcej 

mutacji kompensacyjne (22,1% do 11,1%) niż inne szczepy (Huo et al. 2018). Wysoki procent 

szczepów Beijing pośród izolatów MDR zaobserwowano również w Korei, gdzie szczepy MDR 

Beijing częściej posiadały mutację katG S315T (65% szczepów Beijing) niż inne linie (Park et al. 

2005). Skorelowanie szczepów Beijing z opornością  ma również swoje odzwierciedlenie  

w Polsce, gdzie 61.5% przypadków gruźlicy MDR wywołanych zostało przez sublinię Beijing 

(Bakuła et al. 2023). Jednakże również inne klady są powiązane z częstszym występowaniem 

szczepów MDR np. T1 w Mali należący do L4 (Traore et al. 2012). Niektóre grupy badawcze 

postulują, że lekooporne klady L4 są bardziej ograniczone i nierozprzestrzeniają się tak efektywnie 

jak klady L2, co pokazano w pracy Merker et al, w której opisano ekspancję kladu W148 od Rosji 

po Wschodnią i Zachodnią Europę. Sukces tego kladu prawdopodobnie może wynikać  

z nabywania mutacji kompensacyjnych (Merker et al. 2022). 
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2. Cele pracy 

 Głównym celem niniejszej pracy doktorskiej było zidentyfikowanie różnic genetycznych 

oraz fenotypowych między szczepami wysokotransmisyjnymi i niskotransmisyjnymi prątka 

gruźlicy oraz ich wpływu na transmisyjność tychże szczepów.  

Cel ten zrealizowano poprzez następujące cele cząstkowe:  

1. Analizę dostępnej literatury w celu analizy, 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. 
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W wielu krajach świata gruźlica jest chorobą powszechną i często niosącą śmierć. Walka 

z gruźlicą wymaga monitorowania populacji szczepów rozprzestrzeniających się na całym świecie 

oraz analizy rozpowszechnienia określonych szczepów w populacjach. Obecnie, 

sekwencjonowanie wysokoprzepustowe genomu umożliwia precyzyjne śledzenie transmisji 

gruźlicy. W literaturze obecnie brakuje kompleksowego podsumowania charakterystyki 

wybuchów epidemicznych gruźlicy.  

Z tego względu w pracy systematic review zatytułowanej ”An overview of tuberculosis 

outbreaks reported in the years 2011–2020” przeanalizowaliśmy badania raportujące ogniska 

gruźlicy na całym świecie, monitorowane za pomocą WGS izolatów Mycobacterium tuberculosis. 

Przeanalizowaliśmy: 1) mapowanie zgłoszonych wybuchów epidemicznych z lat 2011-2020, 2) 

oszacowanie ich średniej wielkości, 3) jakie linie filogenetyczne powodują wybuchy epidemiczne, 

oraz 4) ustalenie wzorców oporności na leki szczepów M. tuberculosis biorących udział  

w wybuchach epidemicznych. Większość danych pochodziła z Europy, Azji i Ameryki Północnej. 

Ustaliliśmy, że wybuchy epidemiczne gruźlicy były zgłaszane na całym świecie, na wszystkich 

kontynentach, w krajach zarówno o wysokiej, jak i niskiej zapadalności. Wykryte ogniska 

epidemiczne zawierały medianę pięciu izolatów M. tuberculosis. Większość szczepów 

powodujących wybuchy epidemiczne należała do L4, rzadziej do L2. Zgłoszone izolaty z ognisk 

były często oporne na leki. 

Wnioskujemy, że potrzeba więcej nadzoru za pomocą WGS nad ogniskami  

M. tuberculosis. Globalnie ustandaryzowane procedury mogą poprawić kontrolę infekcji  

M. tuberculosis (Żukowska et al. 2023). 
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3. Materiały 

3.1. Szczepy bakteryjne 

Szczepy bakteryjne wykorzystane do badań w niniejszej pracy zebrano w tabeli 3.1.  

Do badań wykorzystano 26 klinicznych szczepów M. tuberculosis, w tym 22 pochodziły z kolekcji 

Instytutu Gruźlicy i Chorób Płuc w Warszawie a 4 z kolekcji Instytutu Biologii Medycznej Polskiej 

Akademii Nauk w Łodzi. W charakterystyce szczepów opisano profil lekowrażliwości szczepów 

z wyróżnieniem izoniazydu (INH), ryfampciny (RMP) oraz etambutolu (EMB) (tabela 3.1). 

Tabela 3.1. Wykaz szczepów wykorzystywanych do części eksperymentalnej pracy doktorskiej. 

Gatunek Nazwa Charakterystyka/ 

Lekowrażliwość (S/R) 

Źródło 

Szczepy referencyjne 

M. 

tuberculosis 

H37Rv Szczep referencyjny, wirulentny IBM PAN Łódź 

Szczepy kliniczne wysokotransmisyjne 

M. 

tuberculosis 

G01 INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

G17 INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

G21 INHR, RMPR, EMBR IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

G87 INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

G93 INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

G101 INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

G149 INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 



Strona 35 z 146 

 

M. 

tuberculosis 

G151 INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

G214 INHR, RMPR, EMBR IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

L129/7 INHS, RMPS, EMBS IBM PAN Łódź 

M. 

tuberculosis 

L139 INHS, RMPS, EMBS IBM PAN Łódź 

M. 

tuberculosis 

L306/7 INHS, RMPS, EMBS IBM PAN Łódź 

M. 

tuberculosis 

L321 INHS, RMPS, EMBS IBM PAN Łódź 

 

Szczepy kliniczne niskotransmisyjne 

M. 

tuberculosis 

G23 INHR, RMPR, EMBR IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

G191 INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

G206 INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

384_NT INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

748_NT INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

936_NT INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

1396_NT INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

2904_NT INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 
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M. 

tuberculosis 

3835_NT INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

4670_NT INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

5764_NT INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

7363_NT INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

M. 

tuberculosis 

8069_NT INHS, RMPS, EMBS IGiChP Warszawa 

Szczepy zmodyfikowane genetycznie 

E. coli E. coli 

pMV306KANgfp 

Szczep zawierający plazmid 

pMV306attPercc3_Mtb-gfp, KmR 

IBM PAN Łódź 

M. 

tuberculosis 

M. tuberculosis 

ΔkatG 

Szczep ”knock-out” z 

niefunkcjonalnym genem katG, 

warunkującym oporność na 

izoniazyd. 

IBM PAN Łódź 

M. 

tuberculosis 

MtbG01pMV306K

ANgfp 

Szczep kliniczny zawierający 

plazmid pMV306attPercc3_Mtb-gfp, 

KmR 

Praca doktorska 

M. 

tuberculosis 

MtbG101pMV306

KANgfp 

Szczep kliniczny zawierający 

plazmid pMV306attPercc3_Mtb-gfp, 

KmR 

Praca doktorska 

M. 

tuberculosis 

MtbG17pMV306K

ANgfp 

Szczep kliniczny zawierający 

plazmid pMV306attPercc3_Mtb-gfp, 

KmR 

Praca doktorska 

M. 

tuberculosis 

MtbG149 

pMV306KANgfp 

Szczep kliniczny zawierający 

plazmid pMV306attPercc3_Mtb-gfp, 

KmR 

Praca doktorska 
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M. 

tuberculosis 

MtbG151 

pMV306KANgfp 

Szczep kliniczny zawierający 

plazmid pMV306attPercc3_Mtb-gfp, 

KmR 

Praca doktorska 

M. 

tuberculosis 

MtbL129/7 

pMV306KANgfp 

Szczep kliniczny zawierający 

plazmid pMV306attPercc3_Mtb-gfp, 

KmR 

Praca doktorska 

M. 

tuberculosis 

MtbL139 

pMV306KANgfp 

Szczep kliniczny zawierający 

plazmid pMV306attPercc3_Mtb-gfp, 

KmR 

Praca doktorska 

M. 

tuberculosis 

MtbL306/7 

pMV306KANgfp 

Szczep kliniczny zawierający 

plazmid pMV306attPercc3_Mtb-gfp, 

KmR 

Praca doktorska 

M. 

tuberculosis 

MtbL321 

pMV306KANgfp 

Szczep kliniczny zawierający 

plazmid pMV306attPercc3_Mtb-gfp, 

KmR 

Praca doktorska 

M. 

tuberculosis 

H37RvpMV306KA

Ngfp 

Szczep kliniczny zawierający 

plazmid pMV306attPercc3_Mtb-gfp, 

KmR 

IBM PAN Łódź 

 

3.2. Linie komórkowe 

Wykorzystaną w badaniach linię monocytarno-makrofagowa THP-1, która została 

udostępniona dzięki życzliwości dr. Izabeli Szulc-Kiełbik oraz prof. dr hab. Magdaleny Klink  

z pracowni Biologii Molekularnej i Komórkowej IBM PAN w Łodzi, opisano w tabeli 3.2. Linia 

THP-1 to ludzka linia monocytów, którą zakupiono w Amerykańskiej Kolekcji Kultur 

Mikroorganizmów (ang. American Type Culture Collection, ATCC).  
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Tabela 3.2. Linie komórkowe wykorzystane w pracy doktorskiej.  

Nazwa Pochodzenie Źródło Zdjęcie poglądowe 

THP-1 Krew obwodowa; ludzka ostra 

białaczka monocytarna (ang. acute 

monocytic leukemia) 

ATCC                                         

* 

* Zdjęcie poglądowe komórek linii THP-1 pochodzi ze strony dystrybutora (ATCC; atcc.org). 

 

3.3. Wektory plazmidowe 

W tabeli 3.3. przedstawiono charakterystykę rekombinowanego plazmidu 

pMV306attPercc3_Mtb-gfp użytego w pracy doktorskiej. Plazmid ten posiada sekwencję attP  

oraz gen kodujący integrazę, co pozwala na włączenie konstruktu w miejsce attB genomu  

M. tuberculosis w wyniku miejscowo-specyficznej rekombinacji. Plazmid ten posiada również 

sekwencję inicjacji replikacji ori (ang. origin) dla E. coli, gen gfp kodujący białko zielonej 

fluorescencji, który znajduje się pod kontrolą promotora genu ercc3 pochodzącego z genomu 

prątka gruźlicy oraz gen oporności na kanamycynę, aph.  
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Tabela 3.3. Wektory plazmidowe wykorzystane w pracy doktorskiej. 

Nazwa Opis Źródło 

pMV306attP_ercc3_Mtb-gfp Wektor zawierający gen 

oporności na kanamycynę aph 

oraz gen reporterowy gfp pod 

kontrolą promotora genu  errc3. 

IBM PAN Łódź 

 

Ryc. 3.1. Mapa plazmidu pMV306attP_ercc3_Mtb-gfp 

 

3.4. Podłoża mikrobiologiczne 

Do wykonania niniejszej pracy doktorskiej wykorzystywano podłoża stałe oraz płynne. 

Wszystkie użyte podłoża poza komercyjnymi podłożami do systemu MGIT960 sterylizowano  

w temperaturze 121°C w czasie 20 minut.  
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Podłoże Luria-Bertani (LB), pH 7 o składzie: 

• Trypton (BioShop)         10 g/L 

• Ekstrakt drożdżowy (BioShop)         5 g/L 

• Chlorek sodu (BioShop)          5 g/L 

 

Podłoże płynne Middlebrook 7H9 suplementowane OADC, pH 7 o składzie: 

• 7H9 Middlebrook Broth (Difco)        4,7 g/L  

• Tween 80 (BioShop)           0,05% 

• OADC (Becton Dickinson)            10% 

 

Podłoże płynne Middlebrook 7H9 z dodatkiem tyloxapolu, pH 7 o składzie: 

• 7H9 Middlebrook Broth (Difco)        4,7 g/L 

• Tyloxapol (Sigma-Aldrich)         0,05% 

• OADC (Becton Dickinson)            10% 

 

Podłoże płynne BBL™ Middlebrook 7H9 do systemu BACTEC™ MGIT™ 960 o składzie:  

• BBL™ Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson)          7 ml 

• OADC (Becton Dickinson)            10% 

 

Podłoże płynne BBL™ Middlebrook 7H9 z dodatkiem tyloxapol do systemu BACTEC™ 

MGIT™ 960 o składzie:  

• BBL™ Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson)          7 ml 

• Tyloxapol (Sigma-Aldrich)         0,05% 

• OADC (Becton Dickinson)            10% 
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Podłoże płynne Middlebrook 7H9 z dodatkiem cholesterolu oraz tyloxapolu, pH 7 o składzie: 

• 7H9 Middlebrook Broth (Difco)        4,7 g/L 

• Tyloxapol (Sigma-Aldrich)         0,01% 

• Cholesterol (Sigma-Aldrich)         0,01% 

 

Podłoże stałe Middlebrook 7H10, pH 7 o składzie: 

• 7H10 Middlebrook Agar (Difco)        19 g/L  

• Glicerol (Sigma-Aldrich)           0,5% 

• OADC (Becton Dickinson)           10% 

Podłoże stałe Middlebrook 7H10 z dodatkiem kanamycyny, pH 7 o składzie: 

• 7H10 Middlebrook Agar (Difco)        19 g/L  

• Glicerol (Sigma-Aldrich)           0,5% 

• OADC (Becton Dickinson)           10% 

• Kanamycyna (BioShop)              25 μg/mL 

  

Podłoże stałe Löwenstein–Jensena, pH 7 o składzie: 

• Skrobia ziemniaczana         18,60 g 

• L-asparagina            2,23 g 

• Jednozasadowy fosforan potasu         1,55 g 

• Cytrynian sodu                  0,37 g 

• Zieleń malachitowa                  0,25 g 

• Siarczan (VI) magnezu          0,15 g 

• Glicerol                   7,44 mL 

• Jaja (pełne)               620,00 mL 

• Woda oczyszczona              373,00 mL 
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3.5. Substancje dodawane do podłóż mikrobiologicznych 

• Antybiotyki 

 

Antybiotyki wykorzystane w badaniach przedstawiono w tabeli 3.4.  

 

Tabela 3.4. Antybiotyki oraz inne substancje dodawane do podłóż wykorzystywanych  

w niniejszej pracy doktorskiej.  

Nazwa E. coli M. tuberculosis 

Kanamycyna (BioShop) 50 μg/mL 25 μg/mL 

 

• Błękit metylenowy  

Nazwa M. tuberculosis 

Błękit metylenowy (BioShop) 15 μg/mL 

 

Błękit metylenowy dodawano do podłoża płynnego BBL™ Middlebrook 7H9/Tyloxapol. 

 

3.6. Media oraz odczynniki do hodowli komórkowych 

Odczynniki dodawane do podłóż do hodowli komórkowych 

• β-merkaptoetanol (Thermo Fischer Scientific)  

• RPMI 1640 (ang. Roswell Park Memorial Institute 1640, Thermo Fischer Scientific) 

• płodowa surowica bydlęca inaktywowana termicznie (FBS, ang. foetal bovine serum, 

Sigma-Aldrich) 

• primocyna (InvivoGen)  

• mieszanina penicyliny 10000 U/ml i streptomycyny 10000 μg/ml (Thermo Fischer 

Scientific)  
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Podłoża do hodowli komórkowej 

 

RPMI 1640 wzbogacone 

• RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific)         90% 

• FBS inaktywowany (Sigma-Aldrich)           10% 

• β-merkaptoetanol (Thermo Fischer Scientific)       0,09% 

• primocyna (InvivoGen)         0,02% 

• mieszanina penicyliny i streptomycyny (Thermo Fischer Scientific)     0,1% 

 

RPMI 1640 (ang. Roswell Park Memorial Institute 1640) wzbogacone bez antybiotyków 

• RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific)         90% 

• FBS inaktywowany (Sigma-Aldrich)           10% 

• β-merkaptoetanol (Thermo Fischer Scientific)       0,09% 

 

3.7. Enzymy 

Enzymy użyte do trawienia DNA 

• TURBO DNA-free™ Kit (Ambion)       5 U/μl  

 

Enzymy użyte do trawienia RNA 

• RNaza (Sigma-Aldrich)        1 U/μl 

 

3.8. Mieszaniny reakcyjne  

Wytrawianie DNA 

RNA                8 μg 

bufor reakcyjny               1 μl 

H2O DEPC do objętości końcowej           25 μl 

DNAza                1 μl 
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Mieszanina do syntezy cDNA 

RNA                1 μg 

heksanukleotyd starterowy             1 μl 

bufor reakcyjny              1 μl 

H2O DEPC do objętości końcowej            8 μl 

2×First-Strand Reaction Mix  (Invitrogen)          10 μl 

SuperScript™III/RNase OUT™ Enzyme Mix (Invitrogen)         2 μl 

 

3.9. Stosowane roztwory i bufory 

• bufor HBSS (ang. Hanks’ Balanced Salt Solution, Thermo Fischer Scientific) 

• bufor PBS o pH 7,0 (ang. phosphate buffered saline), bez dodatku jonów wapniowych i 

magnezowych (BioShop) 

 

3.10. Zestawy komercyjne 

• Zestaw do izolacji plazmidowego DNA Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification 

System (Promega) 

• Zestaw do analizy czystości RNA Agilent RNA 1000 Kit (Agilent)  

• Zestaw do odwrotnej transkrypcji SuperScript III FirstStrand Synthesis SuperMix 

(Invitrogen)  

• Zestaw do usuwania rRNA (rybodeplecji) Ribo-Zero rRNA Removal Kit (Illumina) 

• Zestaw do analizy bibliotek Agilent DNA 1000 Kit (Agilent) 

• Zestaw do przygotowywania bibliotek RNA KAPA Library Quantification Kit Illumina® 

Platforms (Illumina) 

• Zestaw do przygotowania bibliotek do sekwencjonowania DNA genomowego TruePrep 

DNA Library Prep Kit V2 674 for Illumina (Vazyme Biotech) 
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• Zestaw do analizy jakości bibliotek DNA genomowego Agilent High Sensitivity DNA 

Kit (Agilent Technologies) 

• Zestaw do analizy lekooporności prątków gruźlicy testami molekularnymi Genotype 

MTBDRplus (Hain Lifescience GmbH) 

 

3.11. Inne odczynniki i materiały 

• 4% roztwór paraformaldehydu (PFA; Fluka Analytical, Szwajcaria) w PBS (% w/o)  

• Mowiol® 4-88 (Sigma-Aldrich) 

• odczynnik Turka o składzie 3,2% kwasu octowego i 0,0025% fioletu krystalicznego 

(%w/o) w roztworze wodnym z metanolem (Aqua-Med)  

• 12-mirystynian-13-octan forbolu (PMA, ang. phorbol 12-myristate 13-acetate, 

InvivoGen) 

• 0,1% Triton-X 100 (BioShop) 

• DNA-zol (Invitrogen)  

• Tween 80 (Sigma-Aldrich)  

• TRIzol (Invitrogen)  

• Woda DEPC (Ambion)  

• GlycoBlue (Invitrogen) 

• Izopropanol (MERCK)  

• Chloroform (Sigma)  

• Glicerol (Sigma)  

• Filtry strzykawkowe o średnicy porów 0,22 μm (TPP)  

• Butelki hodowlane 25cm2 do hodowli komórkowych (Nunc)  

• Butelki hodowlane 75cm2 do hodowli komórkowych (Nunc)  

• Butelki hodowlane 25cm2 do hodowli mikrobiologicznych (Goodlab)  

• Probówki plastikowe do hodowli M. tuberculosis w systemie BACTEC™ MGIT™ 960  

BBL™ MGIT™ 7 mL Mycobacteria Growth Indicator Tube (Becton Dickinson) 

• 24-dołkowe płytki (Nunc)  

• Kuwety do elektroporacji (Sigma-Aldrich)  
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• Probówki z kulkami krzemionkowymi Lysing Matrix (MP Biomedicals) 

 

3.12. Aparatura 

• Wirówka do probówek typu Eppendorf MiniSpin® (Eppendorf) 

• Wirówka do probówek typu Falcon 5804 (Eppendorf) 

• Spektofotometr DS-11 FX (DeNovix) 

• Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen) 

• System BACTEC™ MGIT™ 960 do prowadzenia hodowli komórkowych M. 

tuberculosis (Becton Dickinson) 

• Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent) 

• Aparat do elektroporacji (BioRad GenePulser) 

• Homogenizator FastPrep-24 MP (Biomedicals)  

• Wytrząsarka (Infors Orbitron) 

• Cytometr przepływowy Guava EasyCyte 5 (Millipore) 

• MAGPIX® System (Illumina) 

• Inkubator TwinCubator (Bruker) 

• Mikroskop Nikon Eclipse TE 2000-U 

• Bio-Rad C1000 Touch Screen PCR Thermal Cycler (BioRad) 

• NextSeq 500 (Illumina) 

• Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent) 
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4. Metody 

4.1. Badania przesiewowe i analiza literatury wykorzystane do publikacji 

artykułu systematic review 

Artykuły uzyskane dzięki wyszukiwaniu haseł „whole genome sequencing tuberculosis”  

oraz „tuberculosis outbreak” z baz literaturowych Pubmed oraz Web of Science wgrano  

do programu COVIDENCE (Covidence), który jest narzędziem do gromadzenia danych. Dane 

następnie analizowano statystycznie. 

 

4.2. Identyfikacja wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych szczepów  

M. tuberculosis w obrębie kolekcji szczepów IGiChP w Warszawie 

Spośród kolekcji IGiChP w Warszawie, na podstawie danych epidemiologicznych  

oraz wstępnego genotypowania metodą spoligotyping wybrano szczepy potencjalnie wysoko-  

i niskotransmisyjne. Szczepy wysokotransmisyjne zdefiniowano jako szczepy izolowane 

wielokrotnie od różnych pacjentów żyjących w obrębie jednego miasta lub nie dalej  

niż w odległości 50 km od danego miasta. Szczepy te charakteryzował identyczny wzór 

genetyczny (spoligotyp). Szczepy niskotransmisyjne to takie, które izolowane były na danym 

obszarze tylko jeden raz o unikalnym wzorze genetycznym – spoligotypie (tabela 4.1.). 

 

Tabela 4.1. Cechy na podstawie, których przypisywano szczepy w kolekcji IGiChP  

w Warszawie do poszczególnych kategorii 

 Genotypowanie Rozmieszczenie 

geograficzne 

Dane 

epidemiologiczne 

Kategoria    

Szczepy 

wysokotrnasmisyjne 

Identyczny spoliogotyp Izolowane 

wielokrotnie od 

różnych pacjentów na 

Możliwość 

transmisji 



Strona 48 z 146 

 

obszarze w zasięgu 50 

km 

Szczepy 

niskotransmisyjne 

Unikalny spoligotyp Pojedyncze izolaty Brak 

potwierdzonej 

transmisji 

 

4.2. Hodowle bakteryjne 

Escherichia coli 

Hodowle bakteryjne E. coli prowadzono w podłożu płynnym LB w probówkach szklanych  

w temperaturze 37° do 24 godzin na wytrząsarce o ruchu obrotowym przy prędkości 140 rpm.  

Mycobacterium tuberculosis 

Hodowle bakteryjne M. tuberculosis prowadzono w podłożu płynnym Middlebrook 7H9  

z suplementem OADC z odpowiednimi dodatkami w jednorazowych butelkach plastikowych 

25cm2 w temperaturze 37°C około 2-3 tygodnie bez wytrząsania. Hodowle na podłożu stałym 

prowadzono na szalkach Petriego z wykorzystaniem podłoża stałego Middlebrook 7H10  

z dodatkiem OADC w temperaturze 37°C. Hodowle w systemie BACTEC™ MGIT™ 960 

prowadzono w probówkach plastikowych BBL™ BACTEC™ MGIT™ 960 Mycobacteria 

Growth Indicator Tube z dodatkami odpowiednich suplementów w stałych warunkach przez 1-4 

tygodnie. W celach uzyskania materiału genetycznego do sekwencjonowania 

wysokoprzepustowego M. tuberculosis hodowano na podłożu stałym Löwenstein–Jensena  

w formie skosów w temperaturze 37°C przez około 3 tygodnie. 

 

4.3. Hodowle komórkowe 

Komórki linii THP-1 były hodowane w podłożu RPMI 1640 wzbogaconym o odpowiednie 

suplementy na butelkach hodowlanych o powierzchni wzrostu 25 lub 75 cm2, w inkubatorze  

w atmosferze 5% CO2, wilgotności 90-95%, w temperaturze 37°C. Ocena ilości komórek  

oraz ich żywotność została oceniona przy użyciu błękitu trypanu w stężeniu 0,4%. 
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4.4. Izolacja DNA plazmidowego z komórek E. coli 

Izolacja plazmidowego DNA wykonana została z wykorzystaniem komercyjnego zestawu 

odczynników Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System zgodnie instrukcją producenta. 

 

4.5. Izolacja DNA genomowego z komórek M. tuberculosis metodą lizy 

termicznej 

Przygotowane wcześniej szczepy M. tuberculosis hodowano na podłożu stałym 

Löwenstein–Jensena w temperaturze 37°C. Gdy szczepy osiągały widoczny wzrost,  

po około 3 tygodniach hodowli, pobierano materiał jałową ezą i przenoszono do probówek typu 

Eppendorf zawierających 300 µl jałowej wody. W celu zabicia prątków probówki wstawiano  

do łaźni wodnej ogrzanej do temperatury 98°C na 30 minut. Następnie próbki wirowano i zbierano 

200 µl supernatantu do nowej probówki. Stężenie otrzymanego DNA genomowego mierzono 

spektrofotometrycznie przy użyciu urządzenia Nanodrop.  

 

Ryc. 4.1. Metodyka uzyskiwania DNA genomowego przy użyciu metody termicznej lizy komórek 

bakteryjnych. 
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4.6. Hodowla wybranych szczepów M. tuberculosis w podłożu Middlebrook 

7H9 z dodatkiem OADC lub w podłożu 7H9 z cholesterolem w celu uzyskania 

całkowitego RNA do eksperymentu RNASeq 

Hodowle bakteryjne prowadzono w podłożu płynnym Middlebrook 7H9 

suplementowanym OADC lub w podłożu Middlebrook 7H9 z dodatkiem 0,01% cholesterolu oraz 

0,01% tyloxapolu do osiągnięcia gęstości optycznej OD=0,6-0,8. Następnie 100 ml hodowli 

zwirowano w warunkach 3 900 g w temperaturze 37°C. Osady hodowli bakteryjnych 

przechowywano w temperaturze -80°C. 

 

4.7. Izolacja RNA z komórek M. tuberculosis z użyciem Tri-zolu 

Izolacja i precypitacja mieszaniny DNA i RNA 

Osady komórkowe uzyskane w procedurze 4.6. wyjmowano z zamrożenia i dodawano 300 

µl wody DEPC oraz 900 µl odczynnika TRIzol a następnie zawieszano przy pomocy pipety 

Pasteur’a. Po zawieszeniu osadów przenoszono całość do probówek Lysing Matrix zawierających 

kulki krzemionkowe i homogenizowano dwukrotnie w aparacie FastPrep®-24  

w warunkach dla mykobakterii (dwukrotnie po 45 sekund, 6 m/s). Następnie supernatnant 

przenoszono do nowej probówki typu Eppendorf i inkubowano pozwalając, aby osad opadł  

na dno. Następnie próbki wirowano w warunkach 12000 g w 4°C  i ponownie przenoszono  

do nowej probówki i inkubowano przez 5 min. Kolejnym etapem było dodanie 250 µl chloroformu  

i intensywne wytrząsanie (worteks) przez 2 min. Następnie klarowano mieszaninę inkubując  

10 min. na lodzie i wirowano 15 minut przy prędkości 12000 g i temperaturze 4°C. Po zwirowaniu 

fazę górną (wodną) przenoszono do nowej probówki i precypitowano przy użyciu mieszaniny 

składającej się z 1 objętości izopropanolu, 1/10 objętości 3 M octanu sodu oraz 1 μl odczynnika 

GlycoBlue. W celu zwiększenia wydajności precypitację prowadzono przez godzinę w -20°C  

a następnie przez noc w -80°C. Następnie próbki płukano 70% schłodzonym etanolem i wirowano 

w warunkach 30 minut, 20000 g w temperaturze 4°C. Osad suszono w temperaturze pokojowej  

do wyschnięcia i zawieszano w 50 µl wody DEPC. Oceniano stężenie uzyskanego preparatu DNA 

i RNA według procedury opisanej w podrozdziale 4.8. Pomiar stężenia DNA i RNA.  
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Oczyszczanie mieszaniny DNA i RNA z pozostałości DNA 

Aby usunąć resztki DNA z otrzymanych preparatów RNA użyto zestawu TURBO DNA-

free™ Kit zgodnie z zaleceniami producenta. Do trawienia użyto 8 µg mieszaniny. Następnie 

oceniano integralność uzyskanego RNA za pomocą zestawu Agilent RNA 6000 Nano Kit  

na urządzeniu Agilent 2100 Bioanalyzer zgodnie z zaleceniami producenta. Uzyskany 

wyizolowany RNA musiał mieć integralność powyżej 7,0, by został użyty do dalszych prac.  

Rybodeplecja 

Preparaty RNA o akceptowalnej integralności przeniesiono do probówki typu Eppendorf, 

po czym dodano dwukrotną objętość kulek magnetycznych AMPure XP i wymieszano.  

Po 15 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej, usunięto supernatant za pomocą separatora 

magnetycznego, a następnie kulki płukano dwukrotnie 200 μl 70% etanolu i inkubowano  

30 sekund. Próbki zostały pozostawione na separatorze magnetycznym aż do wyschnięcia,  

a następnie dodano 13,5 μl wody DEPC, zawieszono i inkubowano przez 2 minuty w temperaturze 

pokojowej na separatorze magnetycznym. Oczyszczony RNA przenoszono do nowych probówek 

typu Eppendorf i poddawano procedurze usuwania rRNA przy użyciu gotowego zestawu Ribo-

Zero rRNA Removal Kit, zgodnie z instrukcją producenta. 

 

4.8. Pomiar stężenia DNA i RNA 

Pomiarów stężenia DNA i RNA dokonywano z wykorzystaniem spektrofotometru DS-11 

FX. Uzyskano wyniki w jednostce ng/μl. 

 

4.9. Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe genomowego DNA szczepów  

M. tuberculosis 

Przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania genomowego DNA 

Do przygotowania bibliotek do sekwencjonowania użyto zestawu TruePrep DNA Library 

Prep Kit V2 674 for Illumina (Vazyme Biotech). Do przygotowania bibliotek wykorzystano  

1 ng/ml DNA genomowego wybranych szczepów wysoko- i niskotransmisyjnych. Następnie 
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postępowano zgodnie z protokołem załączonym do zestawu przez producenta. Jakość 

otrzymanych bibliotek oceniano przy pomocy zestawu Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent 

Technologies, Germany) oraz urządzenia Bioanalizer tej samej firmy. 

Sekwencjonowanie bibliotek DNA genomowego 

Przygotowane biblioteki DNA genomowego zostały zsekwencjonowane dzięki 

uprzejmości Dr Dominika Strapagiela z Pracowni Biobank Katedry Biofizyki Molekularnej 

Uniwersytetu Łódzkiego przy użyciu urządzenia NextSeq 500. 

Analiza danych wygenerowanych w wyniku sekwencjonowania genomowego DNA - MTBseq  

Analizę obejmującą wywołanie wariantów, klasyfikacje linii filogenetycznej  

oraz identyfikację wariantów związanych z lekoopornością przeprowadzono za pomocą MTBseq 

v. 1.0.3. Analizę spoligotyping in silico przeprowadzono za pomocą SpoTyping.py v. 2.1. Dane 

dla wariantów wywołanych z próbek DNA genomowego zostały porównane za pomocą testu 

Fishera pomiędzy grupą szczepów transmisyjnych i nie transmisyjnych.  

 

4.10. Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe całkowitego RNA 

Przygotowanie bibliotek RNA do sekwencjonowania  

Biblioteki do sekwencjonowania przygotowywano z użyciem komercyjnego zestawu 

KAPA Stranded RNA-Seq Library Preparation Kit zgodnie z poleceniami producenta.  

W ten sposób uzyskane biblioteki poddawano indeksowaniu. Następnie oceniano jakość 

uzyskanych bibliotek przy pomocy zestawu Agilent DNA 1000 Kit i urządzenia Agilent 2100 

Bioanalyzer (Agilent). 

Sekwencjonowanie bibliotek RNA 

Przygotowane biblioteki RNA zostały zsekwencjonowane dzięki uprzejmości  

Dr Dominika Strapagiela z Pracowni Biobank Katedry Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu 

Łódzkiego przy użyciu urządzenia NextSeq 500. 
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Analiza danych uzyskanych w wyniku sekwencjonowania RNASeq 

Analiza w przy pomocy oprogramowania Geneious z wykorzystaniem nakładek: 

mapowanie programem Bowtie2 (high sensitivity) do matrycy szczepu wzorcowego  

M. tuberculosis NC_000962. Poziom ekspresji obliczano na podstawie tego samego 

oprogramowania z użyciem DESeq2 i dopasowania parametrycznego.  

 

4.11. Elektrotransformacja komórek M. tuberculosis 

W celu wprowadzenia materiału genetycznego do komórek M. tuberculosis stosowano 

metodę elektroporacji opracowaną przez Parish i Stocker w roku 2001. W metodzie tej impuls 

elektryczny przepływający przez komórki w roztworze 10% glicerolu destabilizuje błony 

komórkowe, co wpływa na zwiększenie przepuszczalności (Parish and Stoker 2001).  

Pierwszym etapem procedury jest hodowla M. tuberculosis na podłożu płynnym 7H9 Middlebrook 

suplementowanym OADC do OD600=0,6–0,8. Następnie 10 ml hodowli wirowano w 3 900 g, 

37°C i dwukrotnie płukano w 10% glicerolu. Ostatecznie uzyskane komórki kompetentne 

zawieszano w 100 µl 10% glicerolu. Następnie do tak przygotowanych komórek dodawano 

wyizolowany DNA plazmidowy w ilości 500 ng i przeprowadzano elektrotransformację  

w kuwecie z wykorzystaniem aparatu do elektroporacji przy następujących parametrach: napięciu 

2,5 kV, oporze 1000 Ω i pojemności elektrycznej 25 μF. Następnie zawartość kuwety płukano  

5 ml podłoża płynnego 7H9 Middlebrook z dodatkiem OADC oraz Tween 80 i inkubowano przez 

24 godz. w 37°C. Następnie hodowle wysiewano na podłoże 7H10 Middlebrook z dodatkiem 

OADC, glicerolu oraz kanamycyny jako czynnika selekcyjnego i inkubowano 37°C przez około 

4-5 tygodni. 

 

4.12. Przygotowanie rekombinowanych szczepów M. tuberculosis o stabilnej 

ekspresji białka zielonej fluorescencji oraz oporności na kanamycynę 

W celu uzyskania szczepów rekombinowanych zastosowano znajdujący się w kolekcji 

IBM PAN plazmid pMV306attP_ercc3_Mtb-gfp.  Dla wprowadzenia plazmidowego DNA  

do prątków gruźlicy zastosowano technikę elektroporacji. Selekcję rekombinantów 

przeprowadzono na podłożu stałym Middlebrook 7H10 z dodatkiem OADC, glicerolu  
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oraz czynnika selekcyjnego kanamycyny. Otrzymane rekombinowane szczepy były następnie 

oceniane pod kątem fluorescencji przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej.  

 

4.13. Ocena fluorescencji przy pomocy mikroskopii świetlnej 

Rekombinowane szczepy M. tuberculosis noszące plazmid integracyjny 

pMV306attP_ercc3_Mtb-gfp hodowano na podłożu płynnym Middlebrook 7H9 z dodatkiem 

suplementu OADC do gęstości optycznej OD600=0,6. Następnie hodowlę wirowano w warunkach 

3 900 g, temperaturze pokojowej przez 10 minut. W zależności od ilości zebranej biomasy 

wirowanie powtarzano dwu lub trzykrotnie. Do osadu dodawano 4% PFA i inkubowano przez noc 

w temperaturze 4°C. Następnego dnia na szkiełko podstawowe nakładano około 5 – 10 μl 

zawieszonej w 4% PFA hodowli i czekano do wyschnięcia. Na przygotowane próbki następnie 

nakrapiano Mowiol® 4-88 i zakrywano szkiełkiem nakrywkowym. Następnie preparaty oglądano 

przy pomocy mikroskopu Nikon Eclipse TE 2000-U przy ustawieniach obiektywu 100x/1.25  

przy użyciu fluorescencji z zakresu światła niebieskiego.  

 

4.14. Określenie poziomu względnego oraz bezwzględnego dostosowania 

ewolucyjnego wybranych szczepów M. tuberculosis w testach kompetycyjnych 

Szczepy M. tuberculosis hodowano w podłożu Middlebrook 7H9 suplementowanym 

OADC do gęstości optycznej OD600=0,8 – 1,0 a następnie rozcieńczano tak, aby uzyskać 10 ml 

hodowli o gęstości 106 bakterii/ml. Szczepy układano w pary – szczep transmisyjny ze szczepem 

nietransmisyjnym (względny poziom dostosowania) oraz szczep badany (z grupy 

wysokotransmisyjnych lub niskotransmisyjnych) ze szczepem kontrolnym M. tuberculosis ΔkatG 

(bezwzględny poziom dostosowania). Każdą analizowaną parę szczepów mieszano w równych 

objętościach – po 5 ml na butelkę hodowlaną, całkowita objętość łączonej hodowli wynosiła  

10 ml. Hodowlę inkubowano w 37°C. Wykonywano szeregi rozcieńczeń w postępie 

geometrycznym i wysiewano 100 µl z rozcieńczeń 10-4, 10-5, 10-6 lub 10-7, odpowiednio w dniu 

założenia eksperymentu, w 3 oraz 7 dniu hodowli na podłoże stałe Middlebrook 7H10 

suplementowanym OADC, z dodatkiem kanamycyny oraz bez antybiotyku, w celu określenia 
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liczby jednostek tworzących kolonie (ang. colony forming units, CFU). Współczynnik poziomu 

dostosowania obliczano na podstawie wyliczeń opublikowanych przez Kodio et al., 2019:   

W = (ln[Rf ÷ Ri] ÷ ln[Sf ÷ Si]) 

gdzie W oznacza współczynnik poziomu dostosowania szczepu, R to szczepy posiadające 

oporność a S to szczepy lekowrażliwe, Ri to wartość CFU dla szczepów opornych w dniu 0, 

natomiast Rf to wartość CFU dla szczepów opornych w dniu 7  (Kodio et al. 2019). Do obliczenia 

CFU wykorzystano liczbę kolonii uzyskiwanych na podłożu stałym Middlebrook 7H10  

z dodatkiem OADC oraz czynnika selekcyjnego kanamycyny. Eksperyment wykonano w trzech 

powtórzeniach. Dla każdej pary szczepów wyliczono współczynnik poziomu dostosowania  

i następnie z danych zbiorczych wyliczono medianę, odchylenie standardowe oraz rozłożenie 

kwartylowe. 
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Ryc. 4.2. Metodyka oceny poziomu bezwzględnego oraz względnego poziomu dostosowania 

ewolucyjnego wybranych szczepów M. tuberculosis w testach kompetycyjnych. 

 

4.15. Określenie kinetyki wzrostu wybranych szczepów M. tuberculosis  

w klasycznym inkubatorze hodowlanym 

Hodowle M. tuberculosis prowadzono w podłożu Middlebrook 7H9/OADC w objętości  

10 ml, w temperaturze 37°C do uzyskania wartości współczynnika gęstości optycznej  

OD600=0,8-1,0. Następnie hodowle rozcieńczano do wartości gęstości optycznej OD600=0,1  

i hodowano przez 11 dni w temperaturze 37°C i oceniano OD hodowli  w dniach 0, 1, 2, 3, 4, 5, 

6, 9, 11. Dodatkowo w dniach 0, 3 i 6, po wcześniejszym przygotowaniu rozcieńczeń hodowli  
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(10-4, 10-5, 10-6 lub 10-7) wysiewano po 100 µl zawiesiny z poszczególnych rozcieńczeń na płytki 

z podłożem stałym Middlebrook 7H10 suplementowanym OADC w celu oszacowania CFU. 

Doświadczenie wykonywano w 3 powtórzeniach. Wyliczono średnie wartości gęstości optycznej 

dla hodowli poszczególnych szczepów, w poszczególnych punktach czasowych. Następnie 

zbadano normalność rozkładu wartości gęstości optycznych w grupach szczepów wysoko-  

i niskotransmisyjnych i zbadano obecność różnic istotnych statystycznie testem t-Studenta przy 

p>0,05. 

 

Ryc. 4.3. Etapy wykonania eksperymentu oceniającego kinetykę wzrostu szczepów  

M. tuberculosis. 
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4.16. Określenie podstawowego i rozszerzonego profilu lekooporności 

wybranych szczepów M. tuberculosis przy użyciu testu molekularnego 

Genotype MTBDRplus ver. 2.0 

Testy te wykonane zostały w Instytucie Gruźlicy i Chorób Płuc w Warszawie zgodnie  

z zaleceniami producenta jak i zasadami postępowania z materiałem klinicznym pobranym  

od pacjentów. Rozszerzony profil lekooporności oceniony został poprzez wykonanie testu 

molekularnego Genotype MTBDRplus (Hain Lifescience GmbH, Niemcy). W teście tym 

wyróżnia się następujące etapy: izolację DNA prątków gruźlicy, przeprowadzenie reakcji PCR  

z dołączonymi do zestawu starterami znakowanymi biotyną i następnie hybrydyzację produktów 

amplifikacji do nitrocelulozowej membrany. Wynik testu interpretuje się na podstawie obecności 

prążków widocznych na membranie. W teście tym określić można oporność na podstawowe 

tuberkulostatyki tj. ryfampicynę, izoniazyd, etambutol oraz dodatkowo na fluorochinolony, 

amikacynę, kapreomycynę i kanamycynę.  

 

4.17. Określenie profilu odporności na warunki o obniżonej zawartości tlenu 

wybranych szczepów M. tuberculosis 

Hodowle bakteryjne M. tuberculosis prowadzono na podłożu płynnym Middlebrook 7H9 

z dodatkiem OADC do osiągnięcia gęstości zawiesiny równej 4,0 w skali McFarlanda  

w temperaturze 37oC. Do probówki BBL™ BACTEC™ MGIT™ 960 Mycobacteria Growth 

Indicator Tube dodawano 2 ml podłoża płynnego Middlebrook 7H9 z dodatkiem OADC, 800 µl 

suplementu OADC oraz 25 µl tyloxapolu. Następnie dodawano 500 µl zawiesiny bakteryjnej.  

Jako indykatora osiągnięcia stanu hipoksji użyto błękitu metylenu, który staje się bezbarwny  

w warunkach beztlenowych. Hodowle inkubowano przez 30 dni w temperaturze 37°C w systemie 

BACTEC™ MGIT™ 960. Następnie hodowle otwierano, rozcieńczano do gęstości zawiesiny 

równej 0,1 w skali McFarlanda i przenoszono do nowej probówki BBL™ BACTEC™ MGIT™ 

960 Mycobacteria Growth Indicator Tube i inkubowano przez 14 dni. Pomiarów indeksu wzrostu 

MGIT dokonywano co 24 godz. przy pomocy urządzenia BACTEC™ MGIT™ 960. 

Doświadczenie wykonano w czterech powtórzeniach. Zbadano normalność rozkładu gęstości 
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optycznych w grupach szczepów wysoko- i niskotransmisyjnych i zbadano obecność różnic 

istotnych statystycznie testem t-Studenta przy p>0,05. 

 

Ryc. 4.4. Etapy określenia profilu odporności wybranych szczepów M. tuberculosis na warunki  

o obniżonej zawartości tlenu (opis w tekście). 

 

4.18. Różnicowanie linii komórkowej THP-1 do makrofagów  

Komórki linii monocytarno-makrofagowej THP-1 różnicowano do makrofagów M0 

podczas inkubacji z dodatkiem PMA w stężeniu 20 ng/ml. Komórki monocytów na płytkach  

24-studzienkowych w ilości 105 lub 106, w zależności od wykonywanego dalszego eksperymentu, 

inkubowano z PMA przez 24 godz. we wzbogaconym podłożu RPMI 1640 w inkubatorze  

w atmosferze 5% CO2, wilgotności wynoszącej 90-95%, w temperaturze 37°C. Po 24 godz. 

oceniano stopień adherencji komórek na płytce 24-dołkowej oraz wymieniano podłoże na świeże 

wzbogacone medium RPMI 1640 (Ryc 4.5).  
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Ryc. 4.5. Uzyskiwanie makrofagów poprzez różnicowanie komórek linii THP-1 inkubowanych  

z PMA (opis w tekście).  

 

4.19. Określenie poziomu pochłaniania wybranych szczepów M. tuberculosis 

przez makrofagi 

Komórki linii THP-1 nanoszono na płytkę 24-studzienkową w ilości 105 na studzienkę  

i różnicowano do makrofagów wedle procedury 4.18. Różnicowanie linii komórkowej THP-1  

do makrofagów. Następnie przygotowywano komórki bakteryjne do zakażenia poprzez 

zawieszenie bakterii we wzbogaconym podłożu RPMI 1640 w liczbie 106 CFU/ml (MOI 1:10).  

W zróżnicowanych makrofagach wymieniono podłoże na świeże zawierające prątki gruźlicy  

i inkubowano przez 2 godz. w atmosferze 5% CO2, wilgotności wynoszącej 90-95%,  

w temperaturze 37°C. Następnie zakażone makrofagi płukano 3-krotnie ciepłym buforem HBSS 

oraz dodawano podłoże RPMI 1640 z gentamcyną w stężeniu 1 mg/ml i inkubowano 2 godz.  
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w takich samych warunkach. Następnie komórki płukano 3-krotnie ciepłym buforem HBSS  

oraz dodawano 1 ml zimnego 0,2% Tritonu-X 100 i inkubowano na lodzie przez 30 min. mieszając 

zarówno na początku, w trakcie, jak i pod koniec inkubacji. W celu oceny liczby żywych prątków 

CFU w lizacie makrofagów, przygotowywano szeregi rozcieńczeń i wysiewano po 100 µl 

zawiesiny z rozcieńczeń 100, 10-1, 10-3, 10-3 na płytki z podłożem Middlebrook 7H10 

suplementowanym OADC (Ryc. 4.6). Eksperyment wykonywano w 4 powtórzeniach. Uzyskane 

wyniki poddano analizie statystycznej z zastosowaniem testu Manna-Whitneya. 
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Ryc. 4.6. Określenie poziomu pochłaniania wybranych szczepów M. tuberculosis przez 

makrofagi. 
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4.20. Określenie poziomu wewnątrzkomórkowego przeżywania w 

makrofagach wybranych szczepów M. tuberculosis 

Komórki linii THP-1 nanoszono na płytkę 24-studzienkową w ilości 105 na studzienkę  

i różnicowano do makrofagów wedle procedury 4.18. Różnicowanie linii komórkowej THP-1  

do makrofagów. Następnie przygotowywano zawiesinę bakteryjną 106 CFU/ml we wzbogaconym 

podłożu RPMI 1640 i zakażano makrofagi (MOI 1:10). Inkubowano przez 2 godz. w atmosferze 

5% CO2, wilgotności wynoszącej 90-95%, w temperaturze 37°C. Następnie w celu pozbycia się 

bakterii znajdujących się na zewnątrz makrofagów, komórki płukano 3-krotnie ciepłym buforem 

HBSS oraz dodawano podłoże RPMI 1640 z gentamcyną o stężeniu 1 mg/ml i inkubowano 2 godz. 

w takich samych warunkach. Po czasie inkubacji komórki 3-krotnie płukano ciepłym buforem 

HBSS oraz dodawano wzbogacone podłoże RPMI 1640 i inkubowano 48 godz. w atmosferze 5% 

CO2, wilgotności 90-95%, w temperaturze 37°C. Po tym czasie komórki ponownie 3-krotnie 

płukano ciepłym buforem HBSS a następnie dodawano 1 ml zimnego 0,2% Tritonu-X 100  

i inkubowano na lodzie przez 30 min. mieszając zarówno na początku, w trakcie, jak i pod koniec 

inkubacji w celu uzyskania lizatu makrofagów. W celu oceny liczby żywych bakterii, 100 µl 

zawiesiny lizowanych makrofagów, w odpowiednim rozcieńczeniach 100, 10-1, 10-3, 10-4 

wysiewano na płytki z podłożem stałym Middlebrook 7H10 z dodatkiem OADC. Następnie 

zbadano normalność rozkładu uzyskanych wartości CFU poszczególnych szczepów w grupach 

szczepów wysoko- i niskotransmisyjnych i zbadano obecność różnic istotnych statystycznie 

testem t-Studenta z korektą Welch’a przy p>0,05. 

 

4.21. Określenie profilu produkcji cytokin prozapalnych przez komórki linii 

monocytarno-makrofagowej THP-1 infekowane wybranymi szczepami M. 

tuberculosis 

Komórki linii THP-1 nanoszono na płytkę 24-studzienkową w ilości 106 na studzienkę  

i różnicowano do makrofagów wedle procedury opisanej powyżej (4.18. Różnicowanie linii 

komórkowej THP-1 do makrofagów). Następnie przygotowywano zawiesinę bakteryjną 107 

CFU/ml we wzbogaconym podłożu RPMI 1640. W zróżnicowanych makrofagach wymieniono 
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podłoże na świeże zawierające prątki gruźlicy i inkubowano przez 2 godz. w atmosferze 5% CO2, 

wilgotności wynoszącej 90-95%, w temperaturze 37°C. Następnie w celu pozbycia się bakterii 

znajdujących się na zewnątrz makrofagów, komórki płukano 3-krotnie ciepłym buforem HBSS 

oraz dodawano podłoże RPMI 1640 z gentamcyną o stężeniu 1 mg/ml i inkubowano 2 godz.  

w takich samych warunkach. Następnie zakażone makrofagi płukano 3-krotnie ciepłym buforem 

HBSS oraz dodawano wzbogacone podłoże RPMI 1640 i inkubowano 24 godz. w atmosferze 5% 

CO2, wilgotności 90-95%, w temperaturze 37°C. Po inkubacji znad komórek zbierano nadsącz  

i filtrowano go przez filtr strzykawkowy o średnicy porów 0,22 µm. Zebrane nadsącze zostały 

zanalizowane metodą MAGPIX® System firmy Illumina w celu określenia stężeń następujących 

cytokin: G-CSF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12p40, TNF-α, MIP-1α, MIP-1β. Doświadczenie 

wykonywano w czterech niezależnych od siebie powtórzeniach. Następnie zbadano normalność 

rozkładu wartości stężeń poszczególnych cytokin w grupach szczepów wysoko-  

i niskotransmisyjnych i zbadano obecność różnic istotnych statystycznie testem t-Studenta z 

korektą Welch’a przy p>0,05. 

 

4.22. Analiza statystyczna  

Analizę statystyczną wyników uzyskanych w niniejszej rozprawie doktorskiej dokonano 

przy użyciu programu statystycznego GraphPad Prism 10.3.1 (GraphPad Software, Inc.)  

oraz Excel (Microsoft Word Office).  

 

 

 

 



Strona 65 z 146 

 

5. Wyniki 

5.1. Identyfikacja szczepów wysoko- i niskotransmisyjnych M. tuberculosis z 

kolekcji szczepów Instytutu Gruźlicy i Chorób Płuc w Warszawie oraz 

Instytutu Biologii Medycznej, Polskiej Akademii Nauk 

Spośród kolekcji szczepów M. tuberculosis zdeponowanych w IGiChP na podstawie 

danych epidemiologicznych oraz wstępnego genotypowania metodami spoligotyping oraz MIRU-

VNTR wybrano szczepy potencjalnie wysoko- i niskotransmisyjne. Dobór szczepów 

przeprowadzono zgodnie z wytycznymi opisanymi szerzej w rozdziale Metody 4.2 (Rozdział 4. 

Metody, podrozdział 4.2. Identyfikacja wysoce- i niskotransmisyjnych szczepów M. tuberculosis 

w obrębie kolekcji szczepów IGiChP w Warszawie). Biorąc pod uwagę dane dotyczące miejsca 

izolacji szczepu, a także dane epidemiologiczne zebrane w wyniku wywiadu lekarskiego,  

dane kliniczne oraz wyniki analizy spoligotyping, z kolekcji szczepów zgromadzonych w kolekcji 

IGiChP wybrano do badań łącznie 195 szczepów prątków gruźlicy, które spełniały kryteria 

przedstawione w Tabeli 4.1 w rozdziale Metody 4.2. W celu zwiększenia liczby badanych 

szczepów wybrano dodatkowe 58 izolatów znajdujących się w kolekcji IBM PAN.  

Szczepy te są częścią kolekcji 234 szczepów wyhodowanych z materiałów klinicznych  

od 228 pacjentów z terenu Łodzi w latach 2006-2007, które były przebadane metodami 

spoligotyping, MIRU-VNTR (locus-15 i locus-19) oraz dodatkowo IS6110-RFLP (Krawczyk et 

al. 2011). Po wstępnych wynikach uzyskanych metodą WGS zdecydowano się na poszerzenie 

kolekcji o 44 szczepy pochodzące z IGiChP, które stanowiły dodatkową pulę szczepów 

niskotransmisyjnych. Ze szczepów tych wyizolowano genomowy DNA w celu wykonania 

wysokoprzepustowego sekwencjonowania zgodnie z metodami opisanymi w podrozdziałach 4.5., 

4.9. Genomowy DNA wyizolowano również ze szczepów, dla których nie wykazano lokalnej 

transmisji. Szczepy niskotransmisyjne wybrane zostały na podstawie wyników spoligotyping  

i sekwencjonowania genomowego DNA spośród zsekwencjonowanych, niesklastrowanych 

szczepów. Szczepy te zebrano w Aneksie do niniejszej pracy doktorskiej.  

 

Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie genomowego DNA szczepów wybranych z kolekcji 

Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie zrealizowano we współpracy z Pracownią 

Biobank Uniwersytetu Łódzkiego. Uzyskano biblioteki genomowego DNA dla wszystkich 347 
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szczepów (pochodzących z kolekcji IGiChP oraz z IBM PAN) natomiast po analizie jakości 

uzyskanych bibliotek, sekwencjonowanie przeprowadzono dla 326 szczepów.  

 

Spośród 347 szczepów, kandydatów wybranych z obu kolekcji na podstawie analizy 

spoligotyping, 44 szczepy określono jako niskostransmisyjne, natomiast pozostałe  

jako wysokotransmisyjne, potencjalnie pochodzące z wybuchów epidemicznych. Wszystkie 

szczepy poddane sekwencjonowaniu wysokoprzepustowemu przedstawiono w Aneksie 1. 

Wybrane szczepy należały do dwóch linii filogenetycznych najbardziej rozpowszechnionych w 

Polsce – linii 4 oraz linii 2. Szczepy izolowano na przestrzeni kilkudziesięciu lat, najstarszy izolat 

pochodził z roku 2003, a najmłodszy z roku 2022. Większość szczepów pobrano od obywateli 

polskich a 28 od obcokrajowców. Na rycinie 5.1. przedstawiono szczegółowy rozkład danych 

dotyczących miejsca zamieszkania pacjentów, od których pobrano materiał kliniczny. Najwięcej 

izolatów pochodziło z województwa kujawsko-pomorskiego (28%), mazowieckiego (14%) oraz 

zachodnio-pomorskiego (9%).  

 

 

Ryc. 5.1 Liczba analizowanych szczepów spośród kolekcji IGiChP w zależności od województwa. 

Szczepy pochodziły od pacjentów z różnych środowisk m.in.  

z wybuchu ogniska epidemicznego wśród bezdomnych (63 szczepy) oraz od osób 
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zamieszkujących wspólne gospodarstwo domowe. W celu uniknięcia zaburzenia wyników badań 

asocjacyjnych genomów odrzucano szczepy pobierane wielokrotnie na przestrzeni lat od tego 

samego pacjenta w trakcie procesu leczenia. Szczepy reprezentowały 39 różnych spoligotypów. 

 

5.2. Badania asocjacyjne wybranych z analizowanej kolekcji genomów 

szczepów M. tuberculosis  

 W pierwszym etapie badań asocjacyjnych określono linie filogenetyczne szczepów 

wysoko- i niskotransmisyjnych M. tuberculosis. Analiza in silico pozwoliła na wyłonienie 23 

klastrów szczepów wysokotransmisyjnych. Jednakże ze względu na występowanie szczepów 

lekoopornych oraz trudności technicznych związanych z ożywieniem szczepów, liczbę wybranych 

do dalszych badań klastrów zmniejszono do 13 (Tabela 5.1.). Szczepy pochodzące z dwóch 

wybuchów epidemicznych zostały pominięte w dalszych badaniach ze względu na niemożliwość 

ich ożywienia wynikającą prawdopodobnie z braku dostosowania do wzrostu na podłożach 

mikrobiologicznych i zamrażania. Większość badanych szczepów pochodziła z linii 

filogenetycznej 4 natomiast jeden z linii 2. Wśród reprezentowanych podgrup linii filogenetycznej 

4 wyróżniono sublinie Haarlem (38,5% szczepów), Ural (23,1%) oraz T (23,1%). Należy 

zauważyć, że zaobserwowaliśmy, w niektórych przypadkach niezgodność między 

spoligotypowaniem laboratoryjnym a in silico. Zjawisko to jest również obserwowane przez 

innych autorów i tłumaczone np. występowaniem zmienności w sekwencji DR (Genestet et al. 

2022). 

W celu dalszych analiz genetycznych i fenotypowych szczepy wysoko-  

i niskotransmisyjne dopasowano w pary. Przyjęto kryteria, że szczepy w parze powinny: 1) należeć 

do tej samej rodziny genetycznej na podstawie wyników zmienności sekwencji CRISPR-Cas 

(spoligotyping), 2) różnić się od siebie o nie mniej niż 100 mutacji punktowych (SNP), co datuje 

wspólnego przodka obu szczepów nie wcześniej niż 25 lat wstecz. 3) różnić się od siebie o nie 

więcej niż 400 SNP co datuje wspólnego przodka nie dalej niż 100. Kryteria te oparto o pojawianie 

się SNP z częstotliwością 0,5 SNP na genom na rok (Lee et al. 2015). Dla każdego szczepu 

wysokotransmisyjnego udało się dobrać szczep niskotransmisyjny według przyjętych kryteriów 

(Tabela 5.1.).    
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W trzecim etapie pracy mutacje w genomach szczepów wysokotransmisyjnych  

i niskotransmisyjnych były porównywane ze sobą testem Fishera. Test ten pozwala  

na identyfikację istotnych statystycznie różnic w częstości pojawiania się poszczególnych mutacji 

między dwoma grupami szczepów, potencjalnie odpowiadających za zwiększoną  

lub zmniejszoną transmisyjność szczepów. Wykorzystując powyższy test statystyczny, w badanej 

kolekcji szczepów nie zidentyfikowano statystycznie znamiennych różnic w występowaniu 

poszczególnych mutacji wśród szczepów wysoko- i niskotransmisyjnych.  

 

Tabela 5.1. Podsumowanie informacji o szczepach reprezentujących grupy badane.    

Nazwa 

szczepu 

Kolekcja Para 

niskotran

smisyjna 

Różnica 

SNP 

Spoligotyp 

labolatoryjny 

Spoligotyp 

WGS 

Coll lineage 

WGS 

G21 IGiChP G23 170 SNP 3771 3771 2.2.1 / 

Beijing 

G01 IGiChP 3835_NT 344 SNP 577735777420

771 

7747777774

20771 

4.2.1 / Ural 

G87 IGiChP 384_NT 165 SNP 757777774020

771 

7777777740

20771 

4.1.2.1 / 

Haarlem 

G101 IGiChP 4670_NT 199 SNP 757777776000

771 

4020771 4.1.2.1 / 

Haarlem 

G149 IGiChP 2904_NT 264 SNP 770000777660

731 

7777777777

60731 

4.8 / mainly 

T 

L129/7 IBM PAN 7363_NT 335 SNP 774777777420

731 

7777377774

20771 

4.2.1 / Ural 

L321 IBM PAN 936_NT 278 SNP 777737777420

771 

7777377774

20771 

4.2.1 / Ural 

G17 IGiChP 748_NT 396 SNP 777777737760

571 

7777767777

60771 

4.1 / Euro-

American 

G151 IGiChP 8069_NT 192 SNP 777777174020

771 

7777777740

20771 

4.1.2.1 / 

Haarlem 
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G214 IGiChP 1396_NT 236 SNP 777777377760

771 

7777777777

60771 

4.8 / mainly 

T 

L306/7 IBM PAN G191 110 SNP 777777770000

000 

7777777700

00000 

4.1.2.1 / 

Haarlem 

L139 IBM PAN 5764_NT 106 SNP 777777774020

771 

4020771 4.1.2.1 / 

Haarlem 

G93 IGiChP G206_NT 305 SNP 777777777760

771 

7777777777

60771 

4.8 / mainly 

T 

 

 

5.3. Określenie rozszerzonego profilu lekooporności wybranych szczepów  

M. tuberculosis.  

Do oceny rozszerzonego profilu lekooporności badanych szczepów zastosowano test 

HAIN, który wykazał, że 254 (74,0%) szczepy spośród całej kolekcji były wrażliwe na wszystkie 

analizowane antybiotyki. Z kolei 92 szczepy (26,8%) były szczepami lekoopornymi,  

w tym 4 (1,2%) szczepy były oporne jedynie na ryfampicynę, 4 (1,2%) oporne wyłącznie  

na izoniazyd, 25 (7,2%) szczepów było szczepami MDR, natomiast 35 (10,4%) szczepów było 

pre-XDR i 23 (6,7%) szczepami XDR. Z analiz wyłączono 4 szczepy, dla których nie udało się 

wykonać analizy HAIN Przeprowadzenie powyższych badań było możliwe dzięki uprzejmości 

Zakładu Mikrobiologii Instytutu Gruźlicy i Chorób Płuc w Warszawie. Analizy genomów  

M. tuberculosis z wykorzystaniem wysokoprzepustowego sekwencjonowania – WGS, pozwoliły 

na uzyskanie informacji o mutacjach pojawiających się w genomach badanych szczepów,  

które   porównywano z opublikowana przez WHO bazą (Catalogue of mutations in Mycobacterium 

tuberculosis complex and their association with drug resistance, WHO, 2021) określającą związek 

mutacji z generowaniem lekooporności. Ze względu na brak wyników sekwencjonowania  

dla 16 badanych szczepów nie było możliwe przeprowadzenie powyższych analiz.  

Z przeprowadzonych badań wyodrębniono 71,9% szczepów wrażliwych na leki przeciwprątkowe, 

natomiast 24,2% szczepów było lekoopornych. Obie analizy wykazały zgodność pomiędzy 

metodą fenotypową oraz analizą obecności mutacji na poziomie 94,2% dla izoniazydu, 94,8%  

dla ryfampicyny, 84% dla etambutolu i 94,8% dla fluorochinolonów. 
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5.4. Analiza krzywej wzrostu 13 par szczepów wysoko- i niskotransmisyjnych 

Nie wykazano istotnie statystycznych różnic w genotypach szczepów grup 

wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych, ale nie oznacza to, że nie mogą różnić się one 

fenotypami, które mogą wpływać na ich transmisyjność. Aby zweryfikować, czy wybrani 

reprezentanci grup szczepów wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych wykazują 

fenotypowe różnice we wzroście, dokonano analizy kinetyki wzrostu poprzez pomiar gęstości 

optycznej hodowli (OD600) oraz oszacowania liczby jednostek tworzących kolonie (CFU)  

w odpowiednich punktach czasowych, co opisano w podrozdziale Metody 4.15.  

Na podstawie uzyskanych danych wyznaczono krzywą wzrostu. Uzyskano wyniki krzywej 

wzrostu dla wszystkich 26 szczepów klinicznych oraz dla szczepu kontrolnego H37Rv.  

Dla wszystkich szczepów uzyskano pomiary gęstości optycznej hodowli, jednak dla 7 z nich  

nie udało się wyznaczyć wartości CFU ze względu na brak wzrostu na podłożu stałym 

Middlebrooka 7H10 z dodatkiem OADC. Dla szczepów, które nie wykazywały wzrostu  

na podłożach stałych, do oszacowania CFU użyto cytometru przepływowego. Wyniki CFU 

wykorzystano jedynie jako kontrolę krzywej wzrostu i nie analizowano ich statystycznie  

(Ryc. 5.3.). Następnie wyniki krzywych dla szczepów z grup wysokotransmisyjnych  

i niskotransmisyjnych zostały ze sobą porównywane w teście statystycznym t-Studenta z korektą 

Welch’a (Ryc. 5.2). Wykorzystane w pracy szczepy obu grup nie charakteryzowały się istotnie 

statystycznymi różnicami we wzroście w warunkach laboratoryjnych. 

 

 

 



Strona 71 z 146 

 

 

Ryc. 5.2. Krzywa wzrostu porównująca kinetykę wzrostu dla grup szczepów 

wysokotransmisyjnych (TRANS, czerwony kolor), niskotransmisyjnych (NTRANS, zielony 

kolor) oraz szczepu referencyjnego H37Rv (H37Rv, czarny kolor) w warunkach laboratoryjnych. 

 



Strona 72 z 146 

 

 

a) b)

c) d)

e) f)

g) h)
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Ryc. 5.3. Kontrola kinetyki wzrostu w postaci log CFU (kom/ml, liczba komórek bakterii  

w jednym mililitrze hodowli) wybranych szczepów M. tuberculosis mierzona w dniach 0, 3 oraz 

6. Na czerwono oznaczono szczepy wysokotransmisyjne a na zielono niskotransmisyjne, które 

przedstawiono na rycinie od a) do m) parami. Symbolem gwiazdki oznaczono szczepy, których 

pomiar CFU dokonano przy pomocy cytometrii przepływowej. 

 

i) j)

k) l)

m)
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5.5. Określenie profilu odporności na warunki o obniżonej zawartości tlenu 

wybranych szczepów M. tuberculosis.   

 Wybrane szczepy M. tuberculosis hodowano w warunkach ograniczonego dostępu tlenu 

przez okres 30 dni. Po okresie wzrostu w warunkach ograniczonego dostępu tlenu dla szczepów 

wysoko- i niskotransmisyjnych oceniono wzrost w skali McFarlanda. Eksperyment wykonano 

dzięki uprzejmości Zakładu Mikrobiologii Instytutu Gruźlicy i Chorób Płuc w Warszawie.  

Nie zaobserwowano znaczących różnic we wzroście dla obu grup badanych szczepów (Ryc. 5.4).   
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Ryc. 5.4. Wzrost szczepów po zakończeniu hodowli w warunkach obniżonego stężenia tlenu.  

Na czerwono oznaczono szczepy wysokotransmisyjne a na zielono niskotransmisyjne,  

które przedstawiono na rycinach od a) do i) parami. 
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Ryc. 5.5. Średni wzrost szczepów z grup wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych  

po zakończeniu hodowli w warunkach obniżonego stężenia tlenu. Na czerwono oznaczono 

szczepy wysokotransmisyjne (TRANS) a na zielono niskotransmisyjne (NTRANS). Kolorem 

czarnym oznaczono szczep referencyjny H37Rv. 

 

Po 30 dniowym okresie inkubacji w warunkach ograniczonej dostępności tlenu, hodowlę 

rozcieńczano w świeżym, wzbogaconym podłożu płynnym 7H9 z dodatkiem Tween 80  

oraz OADC i inkubowano w warunkach tlenowych, obserwując zdolność szczepów 

reprezentujących grupę wysokotransmisyjną oraz niskotransmisyjną do regeneracji.  

W tym celu w zautomatyzowanym systemie hodowli prątków wyznaczono krzywe wzrostu dla 16 

szczepów klinicznych podczas regeneracji po wzroście w warunkach ograniczonego dostępu tlenu 

dla par szczepów wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych. Wyniki porównano ze sobą 

testem statystycznym Manna-Whitneya (Ryc. 5.6). Nie uzyskano istotnych statystycznie różnic 

pomiędzy badanymi grupami szczepów. Zaobserwowano natomiast, że wysoka zdolność  
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do regeneracji po okresie wzrostu w warunkach hipoksji, jest cechą zależną od szczepu i może być 

charakterystyczna w badanych parach zarówno dla szczepu z grupy wysokotransmisyjnych (G87, 

L306/7), jak i niskotransmisyjnych (G23, G206, 8069NT). 

 

Ryc. 5.6. Wzrost szczepów M. tuberculosis podczas okresu regeneracji po wzroście w warunkach 

obniżonego tlenu. Na czerwono oznaczono szczepy wysokotransmisyjne (TRANS) a na zielono 

niskotransmisyjne (NTRANS). 

 

5.6. Określenie poziomu dostosowania ewolucyjnego wybranych szczepów M. 

tuberculosis w testach kompetycyjnych.  

 

Konstrukcja rekombinowanych szczepów M. tuberculosis noszących integracyjny plazmid 

pMV306attP_ercc3_Mtb-gfp z wykorzystaniem rekombinacji miejscowo-specyficznej 

Do uzyskania szczepów rekombinowanych wykorzystano plazmid integracyjny pMV306 

noszący gen gfp kodujący białko zielonej fluorescencji, znajdujący się pod kontrolą silnego 

promotora genu ercc3. Plazmid został wprowadzony do komórek klinicznych 13 szczepów  

M. tuberculosis przy pomocy elektroporacji (rozdział Metody, podrozdział 4.11). Uzyskanie 

szczepów rekombinowanych potwierdzono przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej (rozdział 

Metody 4.13). Otrzymane rekombinowane szczepy prątków noszące plazmid pMV306-

attP_ercc3_Mtb-gfp charakteryzowały się fluorescencją oraz opornością na kanamycynę.  
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Uzyskano 9 szczepów rekombinowanych, u których potwierdzono ekspresję białka zielonej 

fluorescencji (GFP) przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej (Tabela 5.2.).  

W dalszej kolejności, szczepy te zostały wykorzystane w badaniach poziomu dostosowania 

ewolucyjnego. Dla 4 szczepów klinicznych M. tuberculosis mimo wielokrotnych prób 

elektroporacji, nie udało się uzyskać pożądanych rekombinantów.  

Tabela 5.2. Uzyskane rekombinowane szczepy M. tuberculosis posiadające plazmid pMV306-

attP_ercc3-gfp. 

Nazwa szczepu 

MtbG01pMV306KANgfp 

MtbG101pMV306KANgfp 

MtbG17pMV306KANgfp 

MtbG149pMV306KANgfp 

MtbG151pMV306KANgfp 

MtbL129/7pMV306KANgfp 

MtbL139pMV306KANgfp 

MtbL306/7pMV306KANgfp 

MtbL321pMV306KANgfp 

 

Uzyskanie rekombinowanych szczepów klinicznych M. tuberculosis noszących plazmid 

pMV306-attPercc3-gfp z genem aph, warunkującym oporność na kanamycynę, pozwoliło  

na wspólną hodowlę par szczepów wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych  

i ich różnicowanie na podłożach selekcyjnych w celu wykonania testów kompetycji. Na podstawie 

metodologii opisanej w rozdziale Metody 4.14 wyznaczano współczynnik poziomu dostosowania. 

Aby ograniczyć zmienną zakłócającą efekt pierwotny w postaci utraty plazmidu obliczono 

współczynnik gubienia plazmidu na podstawie utraty oporności na kanamycynę poprzez 

pomnożonie wartości jednostek koloniotwórczych (CFU), otrzymanych na podłożu stałym 

Middlebrooka 7H10 suplementowanych OADC z dodatkiem kanamycyny, uzyskanej  

w dniu założenia eksperymentu (dzień 0) dla badanej pary szczepów oraz dla szczepu 

odznaczającego się opornością na kanamycynę. Następnie wyliczano współczynnik  

W z uwzględnieniem współczynnika gubienia plazmidu noszącego oporność na kanamycynę. 
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Współczynniki uśredniono w obrębie powtórzeń a następnie porównano między parami obliczając 

średnie względne dostosowanie ewolucyjne (Ryc. 5.7.).  

W kolejnym etapie pracy porównywano dostosowanie ewolucyjne szczepów 

transmisyjnych i niskotransmisyjnych wobec szczepu kontrolnego M. tuberculosis ΔkatG. Szczep 

ten jest mutantem szczepu M. tuberculosis H37Rv, pozbawionym funkcjonalnego genu katalazy, 

co prowadzi do jego oporności na izoniazyd. Hodując kliniczne szczepy wysoko-  

i niskotransmisyjne w obecności szczepu M. tuberculosis ΔkatG wyznaczono bezwzględny 

poziom dostosowania szczepów nisko- i wysokotransmisyjnych. Średnia wartość dostosowania 

szczepów nisko- i wysokotransmisyjnych wynosiła 0,89 dla szczepów wysokotransmisyjnych  

i 1,27 dla szczepów niskotransmisyjnych, i nie zaobserwowano istotnych statystycznie różnic 

pomiędzy badanymi grupami szczepów wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych (Ryc. 

5.8). 
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Ryc. 5.7. Średnie względne dostosowanie ewolucyjne dla wybranych sparowanych szczepów 

wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych, jak i uśredniony poziom dostosowania 

względnego dla szczepów wysokotransmisyjnych (TRANS) oraz niskotransmisyjnych 

(NTRANS).  
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Ryc. 5.8. Średnie bezwzględne dostosowanie ewolucyjne dla wybranych sparowanych szczepów 

wysokotransmisyjnych (oznaczonych na czerwono, TRANS) oraz niskotransmisyjnych 

(oznaczonych na zielono, NTRANS).  

 

5.7. Określenie poziomu wewnątrzkomórkowego pochłaniania i poziomu 

przeżywania w makrofagach wybranych szczepów M. tuberculosis. 

 

Prątki gruźlicy to patogeny wewnątrzkomórkowe, zdolne do przeżywania wewnątrz 

makrofagów gospodarza. Istotnym elementem w transmisyjności szczepów M. tuberculosis może 

być ich pochłanianie przez profesjonalne makrofagi oraz zdolność do wewnątrzkomórkowego 

przeżywania. Dlatego też, dla obu badanych grup szczepów klinicznych M. tuberculosis oceniano 

poziom ich pochłaniania oraz wewnątrzkomórkowego przeżywania. W tym celu zastosowano linię 

THP-1 będącą ludzką linią komórek monocytarnych pochodzącą od pacjenta z ostrą białaczką 

monocytową. 
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Określenie poziomu pochłaniania wybranych szczepów M. tuberculosis przez makrofagi. 

Komórki linii THP-1 nanoszono na płytkę 24-studzienkową w ilości 1x105 i różnicowano 

do makrofagów z użyciem PMA zgodnie z metodyką opisaną w rozdziale Metody 4.18. Następnie 

komórki infekowano poszczególnymi szczepami prątków gruźlicy w liczbie 10 komórek 

bakteryjnych na 1 makrofaga (MOI = 1:10). Po 2-godzinnym okresie inkubacji w 37°C, podczas 

którego następował proces fagocytozy odpłukiwano zewnątrzkomórkowe bakterie, a następnie 

dodawano gentamycyny w celu zabicia prątków znajdujących się na zewnątrz makrofagów. 

Następnie makrofagi lizowano a uwolnione bakterie wysiewano na podłoże stałe w celu oceny 

liczby żywych komórek (CFU). Uzyskane wyniku CFU dla obu grup szczepów przeliczono  

na 1 ml uzyskanego lizatu i porównano ze sobą testem Manna-Whitneya. Pochłanianie szczepów 

z grupy wysokotransmisyjnej było statystycznie istotnie wyższe niż grupy niskotransmisyjnej  

(p = 0.0281) (Ryc. 5.9). 

Ryc. 5.9. Pochłanianie prątków z grup wysokotransmisyjnych (TRANS, oznaczonych  

na czerwono) oraz niskotransmisyjnych (NTRANS, oznaczonych na zielono) przez makrofagi.  
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Określenie poziomu wewnątrzkomórkowego przeżywania w makrofagach wybranych 

szczepów M. tuberculosis. 

Dla oceny wewnątrzkomórkowego przeżywania badanych szczepów M. tuberculosis, 

zróżnicowane do makrofagów komórki linii THP-1 infekowano jak opisano powyżej, natomiast 

po zabiciu zewnątrzkomórkowych, nie pochłoniętych przez makrofagi bakterii, komórki 

inkubowano przez 0 (grupa kontrolna) oraz 48 godzin, a następnie lizowano i uwalniano z nich 

prątki, które wysiewano z odpowiednich rozcieńczeniach na podłoża stałe w celu określenia liczby 

żywych bakterii (CFU). Dla każdego szczepu oceniano liczbę żywych prątków izolowanych  

po 48 godzinach inkubacji w porównaniu do liczby prątków pochłoniętych przez makrofagi (czas 

0). Uzyskane wyniku CFU dla obu grup szczepów przeliczono na 1 ml uzyskanego lizatu, 

następnie obliczano iloczyn wzrostu liczby bakterii po 48 godz. inkubacji w makrofagach  

i porównano ze sobą testem t-Studenta z poprawką Welch’a. Przeżywanie szczepów z grupy 

wysokotransmisyjnej nie było statystycznie istotnie wyższe niż grupy niskotransmisyjnej (p = 

0.7451) (Ryc. 5.10). 

 

Ryc. 5.10. Iloczyn wzrostu prątków z grupy szczepów wysokotransmisyjnych (TRANS, 

oznaczonych na czerwono) oraz niskotransmisyjnych (NTRANS, oznaczonych na zielono)  

po 48 godz. inkubacji w makrofagach.  
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5.8. Określenie profilu produkcji cytokin prozapalnych przez komórki linii 

monocytarno-makrofagowej THP-1 infekowanych wybranymi szczepami M. 

tuberculosis. 

Makrofagi jako profesjonalne fagocyty, charakteryzują się zdolnością do indukowanej 

produkcji szeregu cytokin w odpowiedzi na obecność patogenu, w tym prątka gruźlicy. Prątki mają 

zdolność do aktywnego wpływania na funkcjonalną odpowiedź makrofagów, w tym na modulację 

odpowiedzi prozapalnej (Kawka et al. 2023). Dlatego też, oceniając szczepy kliniczne z grupy 

wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych szczepów postanowiono ocenić ich zdolność  

do indukcji odpowiedzi prozapalnej przez ludzkie makrofagi. Zbadano, czy komórki THP1 

zróżnicowane do makrofagów infekowane szczepami wysokotransmisyjnymi  

i niskotransmisyjnymi produkują ten sam czy różny profil cytokin prozapalnych. Makrofagi 

różnicowano zgodnie z metodologią opisaną w rozdziale Metody 4.18. Następnie makrofagi 

infekowano poszczególnymi szczepami klinicznymi M. tuberculosis, zaliczanymi  

do obu badanych grup, przy wartości MOI = 1:10 i inkubowano przez 2 godziny. W kolejnym 

kroku niepochłonięte bakterie odpłukiwano i dodawano podłoże RPMI 1640 z gentamcyną  

w stężeniu 1 mg/ml, aby zabić zewnątrzkomórkowe prątki. Makrofagi inkubowano 24 godz.  

i zbierano nadsącz, który zanalizowano metodą MAGPIX® System firmy Illumina. Oznaczono 

cytokiny takie jak: IL-1β, IL-6, IL-8, G-CSF, IL-12p40, MIP-1α, MIP-1β, TNFα. Uzyskane dane 

przenalizowano pod kątem zawartości wymienionych cytokin w pg/ml w nadsączach makrofagów 

infekowanych badanymi szczepami. W badanych nadsączach zaobserwowano natomiast wysokie 

stężenia IL-1β, IL-8, MIP-1α oraz MIP-1β. Następnie wyniki uśredniono dla grup szczepów 

wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych i porównano ze sobą przy pomocy testu 

statystycznego t-Studenta z korektą Welch. Nie zauważono istotnie statycznych różnic dla obu 

grup szczepów dla żadnej z analizowanych cytokin. Natomiast dla cytokin IL-1β, IL-8, MIP-1α 

zaobserwowano silną indukcję zarówno w obecności szczepów TRANS jak i NTRANS, jednak 

bez istotnych statystycznie różnic w poziomie indukcji zależnej od wykorzystanej do infekcji 

grupy szczepów (Ryc. 5.11). 
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Ryc. 5.11. Uwalnianie cytkoin IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12p40, TNFα, G-CSF, MIP-1α, MIP-1β 

(pg/ml) przez makrofagi niezakażone (oznaczone jako MΦ – na kolor grantaowy), makrofagi 

zakażone szczepem referencyjnym H37Rv (oznaczone jako MΦ+H37Rv – na kolor fioletowy) 

makrofagi zakażone szczepami wysoktransmisyjnymi (oznaczone jako TRANS – na kolor 

czerwony) oraz niskotransmisyjnymi M. tuberculosis (oznaczone jako NTRANS – na kolor 

zielony). 
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5.9. Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie całkowitego RNA wybranych 

szczepów z grup prątków wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych. 

 Zbadano ekspresję genów trzech najczęściej izolowanych szczepów 

wysokotransmisyjnych (G149, G151, L139) w porównaniu do ich niskotransmisyjnych 

odpowiedników (2904_NT, 8069_NT, 5764_NT) (Tabela 5.3.). Metodologię przeprowadzanego 

eksperymentu opisano w podrozdziałach 4.6, 4.7 oraz 4.10 rozdziału Metody. Hodowle bakteryjne 

prowadzono na podłożu płynnym Middlebrook 7H9 suplementowanym OADC z dodatkiem 

Tween 80 (podłożu bogatym, suplementowanym OADC) oraz w drugim wariancie na podłożu 

płynnym Middlebrook 7H9 z dodatkiem 0,01% cholesterolu oraz 0,01% tyloxapolu (podłoże 

minimalne). Hodowle prowadzono do osiągnięcia gęstości optycznej OD=0,6-0,8. Hodowle 

wirowano a z otrzymanych osadów uzyskiwano całkowity RNA z użyciem Tri-zolu. Następnie 

sprawdzano czystość RNA i przygotowywano biblioteki do sekwencjonowania 

wysokoprzepustowego z użyciem zestawu TruePrep DNA Library Prep Kit V2 674 for Illumina 

(Vazyme Biotech). Próbki sekwencjonowano przy użyciu urządzenia NextSeq 500 dzięki 

uprzejmości Pracowni Biobank Katedry Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu Łódzkiego.  

 

Tabela 5.3. Szczepy wybrane do wysokoprzepustowego sekwencjonowania całkowitego RNA. 

 

Szczep 

wysokotransmisyjny 

Para 

niskotransmisyjna 

G149 2904_NT 

G151 8069_NT 

L139 5764_NT 

 

Otrzymane wyniki sekwencjonowania poddawano obróbce w oprogramowaniu Geneious 

Prime. Mediana odczytów na próbkę wyniosła 49 557 867 (IQR 60 315 974 – 45 241 248). 

Odczyty zmapowano do genomu referencyjnego szczepu H37Rv. Mediana zmapowanych 

odczytów wyniosła 37 450 129 (IQR 47 367 249 – 33 447 927). Stosunkowo niska liczba 

zmapowanych sekwencji wynika z użycia do analizy szczepów klinicznych, które różnią się  
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na poziomie sekwencji DNA od referencyjnego szczepu H37Rv. Jednakże mając na uwadze,  

że zalecane wartości odczytów wynoszą 5-10 mln na genom bakteryjny (Azenta Life Sciences 

2023), dla wszystkich próbek osiągnięto wystarczającą ilość odczytów. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Strona 91 z 146 

 

Tabela 5.4. Odczytane sekwencje nukleotydowe w wyniku wysokoprzepustowego 

sekwencjonowania całkowitego RNA oraz procent ich zmapowania do transkrytpomu 

referencyjnego.  
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Wykonano analizę głównych składowych (ang. principal component analysis, PCA)  

dla poszczególnych par szczepów w warunkach wzrostu na podłożach płynnym 7H9 

suplementowanym OADC oraz Tween 80 lub 7H9 suplementowanym cholesterolem  

oraz tyloxapolem. Analiza PCA danych zgromadzonych w wyniku RNAseq pokazuje grupowanie 

próbek według badanej grup. Mediana pierwszej składowej głównej (PC1) wyniosła 76,26% (IRQ 

79,15 - 69,78) całkowitej wariancji dla wszystkich badanych układów, co oznacza, że  

w poszczególnych zestawach danych PCA1 nie była niższa niż 57%. Jeśli chodzi o PC2, mediana 

wyniosła 16,40% całkowitej wariancji (IRQ 25,60 - 13,91).  

Ryc. 5.11. Analiza głównych składowych pary szczepów wysokotransmisyjnych  

oraz niskotransmisyjnych G151 i 8069_NT rosnących na podłożu płynnym 7H9 z dodatkiem 

OADC oraz Tween 80. Na wykresie każdy punkt odpowiada jednemu powtórzeniu szczepu G151 

zaznaczonych kolorem pomarańczowym oraz 8069_NT kolorem niebieskim.  

Zbadano ekspresję genów w szczepach wysokotransmisyjnych w porównaniu  

do ich niskotransmisyjnych odpowiedników (Tabela 5.5.). Dla porównywanych układów 3 par 
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szczepów mediana dla 8 genów podlegało zwiększonej ekspresji (5-13), a dla 11 zmniejszonej 

ekspresji (9-13). Nie zaobserwowano powtarzającego się wzoru zmiany ekspresji genów  

dla badanych układów, czyli dla trzech kompletów szczepów wysokotransmisyjnych  

i niskotransmisyjnych zidentyfikowano inne geny ze zmienioną ekspresją. Dla porównywanych 

układów, wiele genów miało zmienioną ekspresję równolegle na podłożu bogatym  

i z cholesterolem. Potwierdza to staranność wykonania przeprowadzonych badań. Wiarygodności 

wynikom dodaje fakt, że często geny podlegały zmienionej ekspresji całymi operonami. Niektóre 

z wyłonionych genów, mce2A/R, mmpl9 i esxL kodują białka powierzchniowe o potencjalnej roli 

w wirulencji M. tuberculosis. Geny metH i prpC oraz prpD kodują białka zaangażowane  

są w metabolizm witaminy B12 i metabolizm cholesterolu, co potencjalnie mogłoby wpływać  

na adaptację prątka do przeżywania w organizmie gospodarza.  
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Tabela 5.5. Geny o zmienionej ekspresji dla porównywanych 3 par szczepów z grup 

wysokotransmisyjnej i niskotransmisyjnej.  
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6. Dyskusja 

Gruźlica pozostaje jedną z najbardziej śmiercionośnych chorób zakaźnych na świecie, 

pomimo ogromnych postępów w diagnostyce medycznej, opracowywaniu strategii leczenia  

i globalnej polityce organów zdrowia publicznego. Każdego roku miliony ludzi zapadają  

na tę chorobę, a liczba zgonów wynosi około miliona, przy czym w 2022 roku zmarło 1,3 miliona 

osób, a w roku 2021 i 2020 1,4 miliona. Wysokie wskaźniki śmiertelności są tym bardziej 

niepokojące, że skuteczność leczenia gruźlicy jest obecnie wysoka – 85% pacjentów poddanych 

terapii zostaje wyleczonych (Global Tuberculosis Report 2023). Walka z gruźlicą jest jednym  

z kluczowych wyzwań stojących przed globalną polityką zdrowia publicznego (Chakaya et al., 

2021). Narzędzia, którymi dysponujemy to m.in. aktywne wykrywanie nowych przypadków, 

dochodzenie epidemiologiczne wśród potencjalnych kontaktów, szybkie wprowadzanie terapii 

zgodnych z wytycznymi WHO oraz poprawa standardu życia i warunków socjoekonomicznych 

jako czynnika mającego bezpośredni wpływ na status immunologiczny potencjalnych gospodarzy. 

Dodatkowo, aby skutecznie przeciwdziałać gruźlicy, niezbędne jest dogłębne zrozumienie jej 

epidemiologii, w tym mechanizmów rozprzestrzeniania się prątków gruźlicy. Na ich zdolność  

do szerzenia się w populacji ludzkiej wpływa wiele czynników, które znacząco utrudniają kontrolę 

tej choroby jako globalnego zagrożenia. Należą do nich czynniki środowiskowe, cechy gospodarza 

oraz specyfika samych prątków, która poddana została analizie w niniejszej pracy. Głębokie 

zrozumienie epidemiologii gruźlicy daje szansę na identyfikację konkretnych problemów 

aktualnej globalnej polityki zdrowia publicznego i znalezienie rozwiązań, co w konsekwencji 

może przyczynić się do ograniczenia rozprzestrzeniania się gruźlicy. Wśród czynników 

bakteryjnych wpływających na poziom transmisji prątków należy zwrócić uwagę na: 

• Zmienność genetyczną szczepów M. tuberculosis , np. szczepy z rodziny Beijing, 

szczególnie klady L2.3.4, L2.3.6, wykazują wyższą zakaźność w porównaniu z innymi 

szczepami (Zhu et al. 2023). 

• Czynniki wirulencji, np. specyficzne loci genetyczne i czynniki zjadliwości,  

takie jak system sekrecji typu VII ESX-1, odgrywają kluczową rolę w zdolności bakterii 

do unikania układu odpornościowego gospodarza i zwiększania zakaźności (Holt et al. 

2018). 
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• Oporność na leki, np. szczepy MDR mogą mieć obniżoną żywotność, ale pewne mutacje 

kompensacyjne mogą złagodzić ten efekt i utrzymać, a nawet zwiększyć zakaźność 

(Merker et al. 2022). 

Niemniej jednak również odpowiedz organizmu człowieka jako gospodarza ma znaczenie  

dla rozprzestrzeniania się prątków. Pośród wielu czynników gospodarza, szczególnie odpowiedź 

immunologiczna, w tym produkcja cytokin, takich jak IL-1β, oraz aktywacja makrofagów 

alweolarnych może wpływać na wczesne rozprzestrzenianie się M. tuberculosis i jego późniejszą 

transmisję (Lovey et al. 2022).  Ponadto koinfekcje i choroby współistniejące takie jak zakażenie 

HIV, niedożywienie oraz inne niedobory odporności, mogą zwiększać podatność na gruźlicę  

oraz zwiększać prawdopodobieństwo jej transmisji (Bastos et al. 2018). 

Dodatkowo czynniki środowiskowe mogące wywierać wpływ na poziom transmisji gruźlicy to: 

• Transmisja jest bardziej prawdopodobna w zatłoczonych i słabo wentylowanych 

środowiskach, gdzie unoszące się w powietrzu prątki z większym prawdopodobieństwem 

będą wdychane przez nowych gospodarzy (Turner et al. 2017). 

• Uwalnianie żywych prątków w postaci aerozoli, głównie podczas kaszlu, jest kluczowym 

etapem w procesie transmisji. Zdolność prątków do przetrwania w środowisku 

zewnętrznym i inhalacji przez nowego gospodarza jest zależna od warunków otoczenia 

oraz cech szczepu M. tuberculosis, choćby nasłonecznienia (promieniowania UV), 

wilgotności (wysychania) i zdolności prątków do naprawy uszkodzeń DNA (Gorna, 

Bowater, and Dziadek 2010). 

W niniejszej pracy doktorskiej zbadano czy wpływ genotypu i fenotypu grup szczepów 

wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych prątków gruźlicy, może mieć wpływ  

na ich rozprzestrzenianie się. Hipotezę tę weryfikowano poprzez szereg eksperymentów 

molekularnych i fenotypowych mających wyłonić różnice między szczepami 

wysokotransmisyjnymi oraz niskotransmisyjnymi.  

Do zdefiniowania grup szczepów wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych w kolekcji 

Instytutu Gruźlicy i Chorób Płuc w Warszawie użyto danych epidemiologicznych oraz wstępnego 

genotypowania metodami spoligotyping i MIRU-VNTR oraz wytycznych opisanych szczegółowo 

w rozdziale Metody 4.2. Następnie przynależność szczepów do obu grup potwierdzono  
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przy pomocy znacznie dokładniejszych danych uzyskanych w wyniku wysokoprzepustowego 

sekwencjonowania genomowego DNA oraz klastrowania szczepów. Dodatkowo wyróżniono pary 

szczepów wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych na podstawie ich przynależności  

do określonych rodzin linii filogenetycznych w celu uniknięcia wyłonienia mutacji 

charakterystycznych dla danych linii filogenetycznych. Spośród 326 zsekwencjonowanych 

szczepów, wyłoniono 23 klastry, jednak liczbę par zmniejszono do 13 ze względu na ich wysoką 

lekooporność bądź trudności w hodowli laboratoryjnej. Porównanie grup szczepów wykonano 

przy pomocy testu Fishera, który umożliwia identyfikację istotnych statystycznie różnic  

w częstości pojawiania się poszczególnych mutacji, mogących mieć powiązanie ze zmniejszonym 

lub zwiększonym rozprzestrzenianiem się prątków. W teście tym nie wyłoniono różnic między 

dwoma grupami szczepów, a więc wynik ten sugeruje brak występowania, w sposób istotny 

statystycznie, mutacji mogących wpływać na transmisyjność prątków.  

Podobne badania przeprowadzono na 1445 szczepach wyizolowanych w Chinach. Dodatkowo 

do badań autorzy użyli 12 132 izolaty, których sekwencje DNA dostępne są w bazie NCBI. 

Powyższe badania pozwoliły na wytypowanie mutacji (SNP) charakterystycznych dla szczepów 

zgrupowanych w dużych klastrach, jak i mutacji opisanych już w bazach danych. Autorzy tej pracy 

sugerują, że istotne znaczenie w procesie transmisji gruźlicy mogą mieć mutacje w systemach 

toksyna-antytoksyna (Hou et al. 2024). Ta sama grupa badawcza, zaobserwowała korelację 

pomiędzy klastrowaniem, a obecnością mutacji w genach związanych z metabolizmem żelaza. 

Wyłoniono niesynonimiczne pojedyncze mutacje w genie Rv0197 (G344T, T2247G),  

które powiązane były ze zwiększoną transmisyjnością szczepów, przy czym mutacja T2247G 

dominowała w liniach filogenetycznych 2 i 4 (Li et al. 2024). Istotnym ograniczeniem w obu wyżej 

wspomnianych pracach badawczych jest użycie sekwencji szczepów dostępnych w internetowych 

bazach danych, ponieważ brak jest kontroli nad pochodzeniem izolatów w grupach badanych. 

Niejednokrotnie sekwencjonowane i publikowane są izolaty pochodzące od tego samego pacjenta, 

nie można zatem z całą pewnością mówić o pojawiających klastrach (Merker et al. 2022; Pérez-

Lago et al. 2014). Jednakże nawet badania bazujące na szczepach wyizolowanych spośród 

krajowych kolekcji szczepów często są sprzeczne. Przykładowo w badaniach Nebenzahl-

Guimaraes et al. porównujących szczepy wsyokotransmisyjne i niskotransmisyjne wykorzystano 

szczepy pochodzące z Holandii i wyróżniono istotne różnice w genach oraz regionach między 

genowych takich jak espE, PE-PGRS56, rv0197, Rv2813–2814c oraz Rv2815–2816c. Produkt 
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genu espE został zidentyfikowany jako jeden z niezbędnych czynników wirulencji prątków 

gruźlicy. Dodatkowo szczepy z wariantami w genie espE, jak i regionie Rv2813–2814 korelowały 

ze wzmożoną produkcją cytokin przez makrofagi (Nebenzahl-Guimaraes et al. 2017). Jednakże 

zidentyfikowane w tych badaniach geny nie pokrywają z tymi wyłonionymi w badaniu Sobkowiak 

et al., gdzie zwrócono uwagę na sześć genów: 

PPE54, accD2, PE_PGRS62, rplI, rv3751 and rv2077c (Sobkowiak et al. 2020). Dodatkowym 

czynnikiem wpływającym na niezgodności w publikowanych wynikach prac różnych grup może 

być fakt, że niektóre izolaty są nadreprezentowane w bazach genomów zw. np. na lekooporność.  

Najbardziej rozpowszechnionymi na świecie są szczepy linii filogenetycznej L2 i L4 (Wiens 

et al. 2018), co potwierdzono w badaniach wstępnych do pracy doktorskiej. Podczas badań 

dokonano analizy literatury typu „systematic review”, w której analizowano dostępne w bazach 

PubMed oraz Web of Science dane na temat wybuchów epidemicznych potwierdzonych w wyniku 

analizy danych pochodzących z WGS. W wyniku tej analizy potwierdziliśmy, że wybuchy 

epidemiczne gruźlicy występują na całym świecie i zazwyczaj powodowane są szczepami  

z rodziny L2 oraz L4 (Żukowska et al. 2023), co potwierdzają również badania innych grup 

naukowych (Li et al. 2024). Jest to zgodne ze zjawiskiem sympatryczności, na które obecnie 

zwraca uwagę praca m.in. Gröschel et al. Jest to występowania powiązań między populacjami 

zasiedlającymi te same obszary geograficzne, czym tłumaczone jest dlaczego niektóre linie 

filogenetyczne są szeroko rozpowszechnione (L4, L2) a niektóre nie (L5, L6) (Gröschel et al. 

2024).  

Jednym z głównych ograniczeń niniejszej pracy doktorskiej jest liczba zanalizowanych 

szczepów oraz ich ograniczenie geograficzne. W badaniach asocjacyjnych potrzebna jest duża 

ilość danych genomowych. Liczba szczepów wykorzystanych do niniejszych badań, zarówno 

wielkość kolekcji jak i możliwości finansowe ich zsekwencjonowania, okazały się 

niewystarczające, by wykazać istotne statystycznie różnice pomiędzy badanymi grupami. Ponadto 

nie możemy wykluczyć, że przynajmniej część ze szczepów zaklasyfikowanych przez nas jako 

niskotransmisyjne faktycznie ulega standardowej lub zwiększonej transmisji, lecz nowe zakażenie 

nie objawiło się w postaci aktywnej gruźlicy w badaniach w skali naszego kraju. Nie możemy 

wykluczyć, że szczepy, u których obserwujemy niską transmisję w skali naszego kraju, podlegają 

standardowej lub zwiększonej transmisji w skali świata. Dodatkowo, gruźlica jest chorobą, której 
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obraz etiologiczny jest skomplikowany, znacznie utrudniający dokładne umiejscowienie 

zakażenia w czasie (Mathema et al. 2017), a nawet identyfikację samego zakażenia.  

Jednym z poważnych problemów, które stoją przed programami kontrolującymi gruźlicę jest 

trudność w jej wykrywaniu. Według danych statystycznych zebranych w Globalnym Raporcie 

WHO w 2012 aż 1/3 przypadków gruźlicy pozostała niewykryta (Sulis et al. 2014). Poszukiwane 

są wciąż nowe efektywne metody wykrywania oraz diagnostyki pacjentów asymptomatycznych, 

jak i tych posiadających utajoną formę gruźlicy (Escalante et al. 2023; Scriba et al. 2021). Ponadto, 

kilka grup badawczych zajmujących się epidemiologią prątków gruźlicy zauważyło istnienie 

zróżnicowanych populacji prątków u tych samych pacjentów (Séraphin et al. 2019; Trauner et al. 

2017). Nie da się również pominąć tutaj czynników środowiskowych i socjoekonomicznych jako 

mających znaczny wpływ na rozprzestrzenianie się prątków, co może znacznie utrudniać 

wyłonienie prawdziwej grupy szczepów wysokotransmisyjnych.  

Badania nad powiązaniem genotypu prątków z poziomem ich transmisyjności są istotne. 

Niemniej jednak aby wartościowe były takie analizy, konieczne jest wprowadzenie systemu 

nadzoru gruźlicy opartego o metody takie jak sekwencjonowanie WGS w skali światowej.  

Taki system pozwoli w przyszłości na precyzyjne zidentyfikowanie grup izolatów o niskiej  

i wysokiej transmisyjności w oparciu o dane wystarczające do przeprowadzenia rzetelnych analiz 

statystycznych. Odmienne wyniki różnych grup badawczych mogą po części wynikać z tego, że 

stosują one własne, wyprcowane w laboratoriach, specyficzne metody analizy, które nie zawsze 

są możliwe do zaadaptowania i mogą prowadzić do rozbieżności w ocenie transmisyjności (Walter 

et al., 2020). Dlatego kluczowe jest opracowanie efektywnych, powtarzalnych oraz łatwych  

w użytkowaniu zestawów procedur bioinformatycznych do badania transmisji prątków  

z wykorzystaniem chociażby systemu cgMLST, omówionego szerzej we wstępie niniejszej pracy 

(Kohl et al. 2014b).  

W drugim etapie pracy poszukiwano różnic fenotypowych między grupami szczepów 

wysokotransmisyjnych a niskotransmisyjnych poprzez porównywanie ich poziomu dostosowania, 

immunologiczną odpowiedź gospodarza oraz reakcję na środowisko życia. Pary szczepów z grupy 

wysoko- i niskotransmisyjnych początkowo porównywano w celu wyłonienia różnic  

w ich przystosowaniu do wzrostu w warunkach laboratoryjnych. Tradycyjnie do tego typu 

eksperymentów używa się pomiarów gęstości optycznej przy długości fali równej OD600, jednakże 
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prątki gruźlicy są organizmami, które mają tendencje do formowania struktur kilku bakterii 

złączonych razem (ang. clump), co może zaburzać prawidłowy odczyt (von Groll et al. 2010).  

Stąd też jako kontrolę eksperymentu użyto najdokładniejszej metody szacowania wzrostu bakterii 

na podłożu stałym (CFU) (Ryc. 5.3.) – dzięki temu można ocenić, ile bakterii zdolnych  

do utworzenia kolonii jest obecnych w badanym materiale. Niestety szczepy kliniczne prątków 

gruźlicy są organizmami, które nie są zdolne do wzrostu  na stałych podłożach laboratoryjnych 

(Mishra and Saito 2022) i taki problem napotkaliśmy również w naszych badaniach w przypadku 

7 klinicznych szczepów M. tuberculosis. Jest to zgodne z odkryciami grupy Gordhan et al.,  

która postuluje istnienie prątków o odmiennych wymogach hodowlanych (ang. differentially 

culturable tubercle bacteria, DCTB), czyli takich, które nie posiadają umiejętności wzrostu  

na podłożu stałym a rosną jedynie na podłożach płynnych. Podobne zjawisko obserwowano  

dla innych gatunków bakterii (Oliver 2010). Z tego względu, dla szczepów niezdolnych  

do tworzenia kolonii na podłożu 7H10 z dodatkiem suplementu OADC, liczbę bakterii określano 

z wykorzystaniem cytometrii przepływowej, dzięki której udało się potwierdzić obecność bakterii 

w zawiesinie hodowlanej, jednakże nie można wykluczyć, że upośledzony wzrost tych szczepów 

zaburzył analizę danych. Analizując kinetykę wzrostu szczepów wysokotransmisyjnych  

i niskotransmisyjnych nie stwierdzono istotnych różnic między oboma grupami szczepów  

(Ryc. 5.2), jednakże zaobserwowano różnice w zmienności w populacji prątków.  

Z kolei w badaniach zespołu Verma et al., gdzie autorzy rozdzielali szczepy  

na wysokotransmisyjne i niskotransmisyjne na podstawie rozprzestrzeniania się ich w miejscach 

zamieszkania i pozytywnej próby tuberkulinowej. Autorzy zauważyli, że w modelu mysim 

szczepy niskotransmisyjne rosną w większej liczbie niż szczepy wysokotransmisyjne (Verma et 

al. 2019). Z kolei w pracy zespołu Moopanar et al. zauważono różnicę między wzrostem szczepu 

referencyjnego H37Rv a szczepem linii L2 Beijing na podłożu płynnym 7H9 z dodatkiem 

suplementu OADC (Moopanar et al. 2022), jednak należy zauważyć, że pod uwagę brani byli 

jedynie pojedynczy przedstawiciele danych linii filogenetycznych. Interesującego odkrycia 

dokonała również grupa Gordhan et al., która zauważyła, że najwyższy udział DCTB występował 

w plwocinie pacjentów zakażonych prątkami linii 2 Beijing (Gordhan et al. 2024). Nie wiadomo 

jednak, dlaczego to głównie prątki linii Beijing miałyby przyjmować ten odmienny stan wzrostu  

i czy jest to bezpośrednio związane z ich transmisyjnością, co byłoby interesującym zagadnieniem 

do dalszych badań.  
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Kolejnym elementem prowadzonych badań była analiza mechanizmów dostosowania prątków 

gruźlicy, które to umożliwia zrozumienie dynamiki interakcji między populacjami prątków 

opornych i wrażliwych na antybiotyki oraz oceny, czy jedna z tych populacji może zdominować 

drugą (Dye and Espinal 2001). W literaturze naukowej opisano, że pojawienie się mutacji 

prowadzących do powstania oporności, szczególnie w przypadku ryfampicyny,  

ma wpływ na wzrost prątków gruźlicy in vitro (Gagneux 2009). Teorię tę potwierdzają również 

badania Burgos et al., w których zauważono, że szczepy oporne mają obniżoną zdolność  

do transmisji (Burgos et al. 2003). Tłumacząc wyniki badania autorzy zwracają uwagę na zjawisko 

poziomu dostosowania prątków oraz występowania mutacji kompensacyjnych, które niwelują 

negatywny wpływ mutacji powodujących lekooporność na przeżywalność oraz rozprzestrzenianie 

się (Alame Emane et al. 2021). Niektóre grupy badawcze postulują, że część szczepów 

lekoopornych jest zdolna do znacznej ekspansji klonanej np. klad Bejing W148 (Merker et al. 

2022). Wskazywałoby to, że część szczepów MDR lub XDR cechuje się zwiększoną 

transmisyjnością i zdolnością rozprzestrzeniania się w populacjach (Kendall, Fofana, and Dowdy 

2015a). Z tym punktem widzenia zgadzają się również autorzy badania nad transmisyjnością 

szczepów w Chinach, którzy zauważyli, że szczepy oporne na ryfampicynę występują bardzo 

często w klastrach niedawnej transmisji (He et al. 2022). W analizie systematic review 

przeprowadzonej przez naszą grupę odkryliśmy, że szczepy lekooporne są raportowane częściej  

w badaniach dotyczących wybuchów epidemiologicznych (52%) niż w badaniach dotyczących 

ogólnej populacji prątków (Żukowska et al. 2023). W niniejszej pracy w celu analizy czy szczepy 

z grup wysokotransmisyjnej i niskotransmisyjnej posiadają różnice w poziomie względnego (Ryc. 

5.7.) lub bezwzględnego (Ryc. 5.8.) dostosowania zastosowano testy kompetycji. Nie udało się 

zaobserwować istotnych statystycznie różnic między oboma grupami szczepów. 

Jednym z procesów występujących w przebiegu gruźlicy jest tworzenie się ziarniniaka,  

czyli struktury, w której aktywowane makrofagi i inne komórki odpowiedzi immunologicznej 

otaczają miejsca zakażenia (Parrish, Dick, and Bishai 1998). Prątki zmuszone są do adaptacji  

do nieprzyjaznego środowiska ziarniniaków, gdzie panuje ograniczony dostęp do związków 

odżywczych jak i niski poziom tlenu. Jedną z kluczowych umiejętności radzenia sobie  

w środowisku ograniczonego tlenu jest możliwość przejścia w stan utajony. Dzięki temu prątki 

mogą przetrwać w niekorzystnych warunkach przez bardzo długi czas i reaktywować zakażenie 

dopiero, gdy np. odporność gospodarza znacznie się osłabi (Rustad et al. 2008), co może pośrednio 
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przyczynić się do ich transmisji. W niniejszej pracy zbadano czy grupy prątków 

wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych różnią się kinetyką wzrostu w warunkach 

ograniczonego dostępu do tlenu. W tym celu szczepy obu grup hodowano w warunkach z obniżoną 

zawartością tlenu przez 30 dni a następnie w warunkach normalnych, aby ocenić, ile prątków 

przeżyło te warunki oraz jak szybko szczepy te są wstanie przestawić swój metabolizm.  

Nie znaleziono istotnie statystycznych różnic między badanymi grupami szczepów (Ryc. 5.5.), 

jednakże odnotowano różnice charakterystyczne dla poszczególnych izolatów (Ryc. 5.4.). Należy 

zauważyć pewne ograniczenia niniejszych badań. Po pierwsze, modele in vitro nie są w stanie 

oddać, jakie dokładnie zmiany w metabolizmie prątków zachodzą podczas infekcji i czy osiągnięto 

stan uśpienia prątków (Del Portillo et al. 2019), jednakże w niniejszej pracy nie przewidziano 

modelu in vivo. Eksperymenty in vivo planowane były w przypadku uzyskania interesujących 

wyników w badaniach z modelami opartymi o hodowlę bakterii. Dla osiągnięcia stanu latencji  

w naszej pracy zaadaptowano model Wayne’a, który jest najczęściej stosowanym modelem 

pozwalającym na uzyskanie przez prątki stanu latencji poprzez stopniowe obniżanie dostępu  

do tlenu podczas wzrostu (Wayne and Hayes 1996).  

Prątki gruźlicy są heterotrofami zdolnymi do wykorzystywania różnych źródeł węgla (Chang 

and Guan 2021). Ma to ogromne znaczenie w trakcie rozwoju zakażenia w ziarniniakach,  

kiedy to metabolizm prątków gruźlicy w dużej mierze przestawiony zostaje na pozyskiwanie 

węgla z kwasów tłuszczowych oraz cholesterolu. Jest to związane ze środowiskiem życia  

i indukowanym infekcją przekształceniem zakażonych makrofagów w makrofagi piankowate 

posiadające ciałka lipidowe, w których zanurzone są komórki bakterii (Huang, Nazarova, and 

Russell 2019; Moopanar et al. 2022). Są również dowody, że enzymy wykorzystywane  

w metabolizmie cholesterolu przez prątki mają również wpływ np. na płynność błon 

komórkowych komórek gospodarza (Neuvonen et al. 2014). Aby zbadać, jaki wpływ  

na transmisyjność prątków ma wykorzystywanie cholesterolu jako źródła węgla, dokonano analizy 

transkryptomu prątków z grup wysokotransmisyjnej i niskotransmisyjnej, które hodowano  

na podłożu minimalnym z dodatkiem cholesterolu. W analizie tej wyłoniliśmy odmienne zestawy 

genów ulegających nadekspresji jak i zmniejszonej ekspresji dla różnych szczepów, przez co nie 

dało się wyłonić wspólnego profilu genów o zmienionej ekspresji dla grupy szczepów 

wysokotransmisyjnych ani niskotransmisyjnych (Tabela 5.5.). Jednakże wśród genów  

o zmienionym poziomie ekspresji znajdowały się między innymi mce2A/R, mmpl9 i esxL,  
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które powiązane są z zakaźnością prątków gruźlicy (Melly and Purdy 2019; Pattanaik et al. 2021; 

Singh et al. 2016), oraz geny metH i prpC oraz prpD kodujące białka związane z adaptacją 

metabolizmu prątków do środowiska życia w gospodarzu (Masiewicz et al. 2012; Warner et al. 

2007). Praca grupy Del Portillo et al., badającej transkryptom prątków w kontekście stanu utajenia, 

zauważa, że cholesterol może mieć mocniejszy związek z fazą aktywnego wzrostu (Del Portillo et 

al. 2019). Z kolei wyniki grupy Moopanar et al. sugerują, że istnieją różnice w profilach 

metabolizmu cholesterolu szczepów klinicznych prątków gruźlicy (Moopanar et al. 2022), 

jednakże grupa nie badała ich powiązania z transmisyjnością. Należy również nadmienić, że 

procesy metaboliczne umożlwiające przeżycie w warunkach hipoksji, jak i wykorzystywania 

odmiennych źródeł węgla są ze sobą powiązane (Del Portillo et al. 2019), co również może 

zaburzać wyniki naszej analizy. 

Ostatnim punktem badań fenotypowych było zbadanie wczesnej odpowiedzi immunologicznej 

gospodarza. Podczas rozwoju zakażenia prątki gruźlicy są pochłaniane przez makrofagi płucne, 

gdzie prątki uruchamiają mechanizmy pozwalające im na uniknięcie degradacji lizosomalnej. 

Makrofagi płucne są pierwszymi komórkami pojawiającymi się w miejscu zakażenia a ich rola  

w jego opanowaniu jest ogromna (Upadhyay et al. 2018). Stąd też, aby ocenić efektywnie 

odpowiedź gospodarza, analizowano przeżywalność jak i pochłanianie szczepów grup 

wysokotransmisyjnej i niskotransmisyjnej prątków gruźlicy przez makrofagi, jak i produkcję 

cytokin przez te komórki. Wyniki otrzymane w niniejszej pracy wskazują, że istnieje niewielka, 

aczkolwiek statystycznie znamienna różnica w pochłanianiu wysokotransmisyjnych  

i niskotransmisyjnych szczepów prątków gruźlicy (Ryc. 5.9), jednak nie przekłada się to na ich 

przeżywalność (Ryc. 5.10.) w makrofagach ani na ich aktywność funkcjonalną w postaci indukcji 

sekrecji określonego panelu cytokin (Ryc. 5.11.). Stąd też można wyciągnąć wniosek, że obie  

te grupy szczepów powodują uruchomienie odmiennych ścieżek metabolicznych, których jednak 

nie badano w ramach niniejszej pracy. Wyniki te częściowo pokrywają się z badaniami zespołu 

Reiling et al., w których m.in. zaobserwowano brak różnic w pochłanianiu szczepów sublinii 

Haarlem oraz Beijing. Z kolei wyłoniono różnice w przeżywalności między subliniami Haarlem 

oraz Beijing a EAI. Profil indukcji cytokin prozapalnych TNF-α, IL-12p40, IL-1β oraz IL-6 był  

z kolei odmienny dla szczepów Bejing (niski poziom odpowiedzi immunologicznej) i Haarlem 

(wysoki poziom odpowiedzi). W naszym badaniu zauważyliśmy niskie pobudzenie cytokin  TNF-

α, IL-12p40, ale wysoki IL-1ß. Należy jednak zaznaczyć, że modelem w pracy Reiling et al. były 
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makrofagi pochodzące z ludzkich monocytów (ang, human monocyte-derived macrophages, 

hMDM), jak i że szczepy nie były rozdzielone według ich transmisyjności (Reiling et al. 2013). 

W badaniu Lovey et al., gdzie autorzy z kolei rozdzielali szczepy na wysokotransmisyjne  

i niskotransmisyjne odkryto, że szczepy wysokotransmisyjne powodują nadekspresję genów TNF, 

IL1A, IL1B w makrofagach alweolarnych (Lovey et al. 2022). 

Uzyskane w toku pracy wyniki badań wskazują, że szczepy zakwalifikowane do grup 

wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych nie wykazują statystycznie istotnych różnic  

w przeprowadzonych analizach fenotypowych. Podobnie jak w przypadku badań genotypowych, 

podejrzewamy, że wielkość kolekcji okazała się niewystarczająca, by wykazać istotne 

statystycznie różnice pomiędzy badanymi grupami. Ponadto nie możemy wykluczyć, że 

przynajmniej część ze szczepów zaklasyfikowanych przez nas jako niskotransmisyjne faktycznie 

ulega standardowej lub zwiększonej transmisji, lecz nowe zakażenie nie objawiło się w postaci 

aktywnej gruźlicy w badaniach w skali naszego kraju.  Wyniki uzyskane w toku niniejszej pracy 

są sprzeczne z badaniami grupy Verma et al., w których stwierdzono powiązanie między 

fenotypem a transmisyjnością klinicznych szczepów prątków gruźlicy. W badaniach tych szczepy 

wysoko i niskotransmisyjne zostały podzielone na grupy na podstawie poziomu wzbudzenia 

podczas próby tuberkulinowej u domowników osoby zakażonej zgodnie z modelem opisanym  

w pracy Jones-López et al., 2014 (Jones-López et al. 2014). Badania te wykazały, że szczepy 

wysokotransmisyjne i niskotransmisyjne różnią się pod względem liczby prątków w płucach, 

odpowiedzi immunologicznej oraz typu powstających ziarniniaków. Szczepy, które podlegały 

wysokiej transmisji wśród domowników wywoływały łagodną postać choroby u myszy. Należy 

jednak podkreślić, że analiza została wykonana na trzech szczepach wysoko i trzech szczepach 

nisko transmisyjnych wybranych z kolekcji 124 szczepów  (Verma et al. 2019). Warto podkreślić, 

że badania te przeprowadzono in vivo na modelu mysim, co sugeruje, że wykorzystanie modeli 

zwierzęcych może odgrywać istotną rolę w badaniach nad transmisyjnością. 

Podsumowując, nasze badania wykazały brak istotnych różnic między grupami szczepów 

wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych na poziomie zarówno genotypowym,  

jak i fenotypowym, co może wskazywać, że zasadniczym czynnikiem związanym  

z transmisyjnością są czynniki związane z gospodarzem. Do tych czynników należą np. status 

immunologiczny, występowanie chorób współistniejących (infekcja wirusem HIV, cukrzyca), 
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kondycja mikrobioty, czynniki genetyczne oraz inne np. palenie tytoniu (Bastos et al. 2018). 

Uzyskane wyniki mają istotne znaczenie dla dalszego rozwoju strategii kontroli gruźlicy  

w populacji. Przeprowadzone analizy przyczyniają się do lepszego zrozumienia, jak należy 

odpowiednio oceniać transmisyjność klinicznych szczepów prątków gruźlicy, podkreślając rolę 

WGS w badaniach nad transmisyjnością. Wprowadzenie systemu nadzoru gruźlicy opartego  

o WGS w skali globalnej umożliwi prawidłowe wskazanie grup izolatów nisko-  

i wysokotransmisyjnych w ilościach wystarczających na przeprowadzenie wiarygodnych badań.   
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7. Wnioski 

• Głównym czynnikiem wpływającym na transmisję prątków gruźlicy w obrębie tej samej 

linii filogenetycznej są czynniki zależne od gospodarza oraz czynniki socjoekonomiczne.  

 

• Zróżnicowanie genetyczne i związane z tym zróżnicowanie fenotypowe samych 

patogenów ma ograniczone znaczenie dla zdolności szczepów klinicznych M. tuberculosis 

do transmisji.  
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8. Streszczenie 

Głębokie zrozumienie mechanizmów rozprzestrzeniania się gruźlicy jest kluczowe  

w walce z tą chorobą i niezbędne do opracowania skutecznych globalnych systemów kontroli 

przez organy zdrowia publicznego. Wiadomo, że na transmisyjność gruźlicy wpływa szereg 

złożonych i wzajemnie powiązanych czynników, co znacznie utrudnia projektowanie i analizę 

badań nad jej rozprzestrzenianiem. Czynniki te obejmują warunki środowiskowe, takie jak 

temperatura i wilgotność powietrza, czynniki socjoekonomiczne, m.in. gęstość zaludnienia  

czy szybki i efektywny dostęp do opieki zdrowotnej, a także czynniki związane z gospodarzem, 

wpływające na jego status immunologiczny, takie jak współistniejące choroby (np. cukrzyca)  

oraz niedożywienie. Ważne są również cechy patogenu, takie jak jego zakaźność czy zdolność  

do wywoływania reakcji prozapalnej oraz podłoże genetyczne (pochodzenie z konkretnej linii 

filogenetycznej). Istotnym aspektem pozostaje fakt, że czynniki patogenne wpływające  

na transmisyjność gruźlicy nie zostały jeszcze w pełni zidentyfikowane i nadal stanowią przedmiot 

intensywnych badań, ze względu na sprzeczne wyniki różnych analiz. 

Celem niniejszej pracy było określenie zmienności genotypowej i fenotypowej prątków 

gruźlicy o wysokiej oraz niskiej transmisyjności w Polsce. 

W pierwszym etapie realizacji niniejszej pracy doktorskiej wytypowano szczepy  

o wysokiej i niskiej transmisyjności z kolekcji Instytutu Gruźlicy i Chorób Płuc w Warszawie na 

podstawie ich spoligotypu. Wyłoniono 347 kandydatów na szczepy o wysokiej transmisyjności 

oraz 44 kandydatów na szczepy o niskiej transmisyjności. Następnie przeprowadzono 

sekwencjonowanie całego genomu (WGS) tych szczepów, co umożliwiło analizę asocjacyjną  

i przyporządkowanie ich do odpowiednich klastrów na podstawie różnic w polimorfizmach 

pojedynczych nukleotydów (SNP). Początkowo wyodrębniono 23 klastry szczepów o wysokiej 

transmisyjności, jednak liczba ta została zredukowana do 13 z powodu trudności z prowadzeniem 

badań in vitro. Szczepy, które nie grupowały się w klastry, uznano za niskotransmisyjne. Kryteria 

doboru szczepów omówiono szczegółowo w rozdziale 4. Metody. W kolejnym kroku,  

do wybranych szczepów wysokotransmisyjnych dopasowano szczepy niskotransmisyjne,  

co umożliwiło dalsze porównawcze analizy fenotypowe. Pary szczepów pochodziły z tych samych 

linii i sublinii filogenetycznych oraz nie mogły różnić się o więcej niż określoną liczbę SNP. 
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Wszystkie analizowane szczepy pochodziły z filogenetycznej linii 4, z wyjątkiem jednego szczepu 

należącego do linii 2. Analiza statystyczna wariantów między szczepami o wysokiej i niskiej 

transmisyjności nie wykazała istotnych różnic między tymi dwiema grupami. 

W kolejnych etapach pracy skupiono się na badaniach fenotypowych, mających na celu 

identyfikację różnic w kinetyce wzrostu między szczepami wysokotransmisyjnymi  

i niskotransmisyjnymi. W pierwszej kolejności przeprowadzono hodowle w standardowych 

warunkach laboratoryjnych na podłożu płynnym 7H9 z dodatkiem OADC, a kontrolnie szczepy 

wysiewano na podłoże stałe 7H10 z dodatkiem OADC, aby ocenić ich żywotność. Wyniki tej 

analizy nie wykazały różnic w kinetyce wzrostu między obiema grupami szczepów. Następnie 

przeprowadzono eksperyment w warunkach ograniczonego dostępu tlenu, naśladując in vitro 

środowisko, w jakim prątki mogą znajdować się w płucach gospodarza. Szczepy hodowano przez 

30 dni w podłożu beztlenowym, po czym reaktywowano je na podłożu płynnym, aby ocenić ich 

zdolność do wzrostu po okresie uśpienia. Ta analiza również nie wykazała istotnych różnic między 

szczepami o wysokiej i niskiej transmisyjności. 

W następnym etapie uzyskano rekombinowane szczepy wysokotransmisyjne, 

wykorzystując plazmid pMV306attP_ercc3_Mtb-gfp, zawierający gen reporterowy gfp, kodujący 

białko zielonej fluorescencji pod kontrolą silnego promotora genu ercc3. Umożliwiło to efektywną 

identyfikację rekombinantów przy użyciu mikroskopii fluorescencyjnej. Uzyskano 9 

rekombinowanych szczepów wysokotransmisyjnych. Plazmid pMV306attP_ercc3_Mtb-gfp zawierał 

również gen oporności na kanamycynę, co umożliwiło selekcję szczepów na podłożu 7H10 

suplementowanym OADC z dodatkiem kanamycyny. Następnie przeprowadzono testy kompetycji 

w celu określenie poziomu dostosowania względnego z jednoczesną hodowlą szczepów 

wysokotransmisyjnych (rekombinowanych) i niskotransmisyjnych oraz testy kompetycji w celu 

określenie poziomu dostosowania bezwzględnego, gdzie hodowano szczepy wysokotransmisyjne 

lub niskotransisyjne ze szczepem kontrolnym M. tuberculosis ΔkatG. Analiza tych eksperymentów 

nie wykazała istotnych statystycznie różnic między szczepami o wysokiej i niskiej 

transmisyjności. 

Następnie określano poziom wewnątrzkomórkowego pochłaniania wybranych szczepów 

M. tuberculosis przez makrofagi. Ta analiza wykazała statystycznie istotne różnice między 
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badanymi grupami szczepów – szczepy wysokotransmisyjne były pochłaniane w większym 

stopniu niż szczepy niskotransmisyjne. Przeprowadzono także eksperyment dotyczący 

przeżywalności prątków wewnątrz makrofagów. Analiza przeżywalności prątków nie wykazała 

statystycznie istotnych różnic między szczepami wysokotransmisyjnymi a niskotransmisyjnymi. 

Ostatnim etapem pracy była analiza transkytpomu grup szczepów wysokotransmisyjnych 

oraz niskotransmisyjnych. Hodowle bakteryjne prowadzono w podłożu płynnym bogatym 7H9 

suplementowanym OADC, oraz w drugim wariancie, z dodatkiem 0,01% cholesterolu oraz 0,01% 

tyloxapolu. Nie zaobserwowano dla szczepów wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych 

konkretnych genów wspólnych, które podlegałyby zmienionej ekspresji.  

Uzyskane wyniki pokazują, że badanie transmisyjności jest złożonym procesem. Między 

badanymi grupami szczepów nie wykazano istotnych statystycznie różnic genotypowych ani 

fenotypowych.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Strona 112 z 146 

 

9. Abstract 

The understanding of the mechanisms behind the spread of tuberculosis is crucial  

in combating this disease and essential for developing effective global control policies by the 

public health sector. It is known that the transmissibility of tuberculosis is influenced by a range 

of complex and interrelated factors, which significantly complicates the design and analysis  

of studies on its spread. These factors include environmental conditions such as temperature and 

humidity, socioeconomic factors like population density or quick and efficient access to healthcare, 

as well as host-related factors affecting immune status, such as coexisting diseases (e.g., diabetes) 

and malnutrition. Important pathogen characteristics, such as its infectiousness or ability to induce 

a pro-inflammatory response, as well as its genetic background (originating from a particular 

phylogenetic lineage), are also crucial. However, pathogen-related factors influencing tuberculosis 

transmissibility have not yet been fully identified and remain the subject of intensive research,  

due to conflicting results from various studies. 

This study aimed to determine the genotypic and phenotypic variability of Mycobacterium 

tuberculosis strains with high and low transmissibility in Poland. 

In the first stage of this project, high or low transmission strains were selected  

from the collection of the National Tuberculosis and Lung Diseases Research Institute in Warsaw 

based on their spoligotype. A total of 347 candidates for high-transmissibility strains and 44 

candidates for low-transmissibility strains were selected. Whole-genome sequencing (WGS)  

of these strains was then performed, allowing for association analysis and assignment  

to appropriate clusters based on single nucleotide polymorphism (SNP) differences. Initially, 23 

clusters of high-transmissibility strains were identified; however, this number was reduced to 13 

due to difficulties in conducting in vitro studies. Strains that did not group into clusters were 

classified as low transmission. The criteria for strain selection are discussed in detail in Chapter 4: 

Methods. In the next step, selected high transmission strains were matched with low transmission 

strains, enabling further comparative phenotypic analyses. The strain pairs originated from the 

same phylogenetic lines and sublines and could not differ by more than a specified number of 

SNPs. All analyzed strains belonged to phylogenetic lineage 4, except for one strain from lineage 

2. Statistical analysis of the variants between the high and low transmission strains strains did not 

show significant differences between these two groups. 
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In subsequent stages of the study, phenotypic research focused on identifying differences 

in growth kinetics between high or low transmission strains. Initially, cultures were conducted 

under standard laboratory conditions in liquid 7H9 media with OADC supplement, and for control, 

the strains were also plated on solid 7H10 media with OADC to assess their viability. The results 

of this analysis did not show differences in growth kinetics between the two groups of strains. 

Next, an experiment was conducted under limited oxygen conditions, mimicking the in vitro 

environment that the bacteria may encounter in the host's lungs. The strains were cultured for 30 

days in an anaerobic medium and then reactivated in a liquid medium to assess their ability to grow 

after a dormancy period. This analysis also did not reveal significant differences between the high 

and low transmission strains. 

In the next stage, recombinant high-transmissibility strains were obtained using the plasmid 

pMV306attP_ercc3_Mtb-gfp, containing the gfp reporter gene, encoding the green fluorescent protein 

under the control of a strong promoter from the ercc3 gene. This allowed for the efficient 

identification of recombinants using fluorescence microscopy. A total of 9 recombinant high 

transmission strains were obtained. The plasmid also contained a gene for kanamycin resistance, 

which allowed for the selection of strains on the 7H10 media supplemented with OADC  

and kanamycin. Competition assays were then conducted to determine the level of relative fitness 

by co-culturing high-transmissibility (recombinant) and low transmission strains, as well as 

absolute fitness assays, where high or low transmission strains were co-cultured with the control 

strain M. tuberculosis ΔkatG. The analysis of these experiments did not reveal statistically 

significant differences between the high and low-transmissibility strains. 

Next, the level of intracellular uptake of selected M. tuberculosis strains by macrophages 

was assessed. This analysis showed statistically significant differences between the studied groups 

of strains – high transmission strains were taken up to a greater extent than low transmission 

strains. An experiment on the survival of bacteria inside macrophages was also conducted.  

The survival analysis did not reveal statistically significant differences between the high and low-

transmission strains. 

The final stage of the study involved transcriptome analysis of the high  

and low transmission strains. Bacterial cultures were grown in rich liquid 7H9 media supplemented 

with OADC, and in a second variant, in only liquid 7H9 media with the addition of 0.01% 
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cholesterol and 0.01% tyloxapol. No specific shared genes with altered expression were observed 

for either high or low transmission strains. 

The obtained results demonstrate that studying transmissibility is a complex process.  

No statistically significant genotypic or phenotypic differences were observed between the studied 

groups of strains. 
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Aneks 1. Wykaz szczepów wykorzystywanych do wyłonienia grup szczepów 

wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych pracy doktorskiej. 

   

Gatunek Nazwa szczepu Źródło 
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M. tuberculosis 1410_NT IGiChP 

M. tuberculosis 1531_NT IGiChP 

M. tuberculosis 1678_NT IGiChP 

M. tuberculosis 2065_NT IGiChP 

M. tuberculosis 262_NT IGiChP 

M. tuberculosis 2904_NT IGiChP 

M. tuberculosis 2948_NT IGiChP 

M. tuberculosis 3055_NT IGiChP 

M. tuberculosis 3413_NT IGiChP 

M. tuberculosis 355_NT IGiChP 

M. tuberculosis 3669_NT IGiChP 

M. tuberculosis 372_NT IGiChP 

M. tuberculosis 3835_NT IGiChP 

M. tuberculosis 384_NT IGiChP 

M. tuberculosis 3863_NT IGiChP 

M. tuberculosis 3865_NT IGiChP 

M. tuberculosis 4217_NT IGiChP 

M. tuberculosis 422_NT IGiChP 

M. tuberculosis 4389_NT IGiChP 

M. tuberculosis 463_NT IGiChP 

M. tuberculosis 4670_NT IGiChP 

M. tuberculosis 5066_NT IGiChP 

M. tuberculosis 5127_NT IGiChP 
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M. tuberculosis 6906_NT IGiChP 
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M. tuberculosis 7363_NT IGiChP 

M. tuberculosis 738_NT IGiChP 

M. tuberculosis 748_NT IGiChP 
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M. tuberculosis 78_NT IGiChP 

M. tuberculosis 8015_NT IGiChP 

M. tuberculosis 8069_NT IGiChP 

M. tuberculosis 837_NT IGiChP 
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M. tuberculosis G23 IGiChP 

M. tuberculosis G230 IGiChP 

M. tuberculosis G231 IGiChP 

M. tuberculosis G232 IGiChP 

M. tuberculosis G233 IGiChP 

M. tuberculosis G234 IGiChP 

M. tuberculosis G235 IGiChP 

M. tuberculosis G236 IGiChP 

M. tuberculosis G237 IGiChP 

M. tuberculosis G238 IGiChP 

M. tuberculosis G239 IGiChP 

M. tuberculosis G24 IGiChP 

M. tuberculosis G240 IGiChP 

M. tuberculosis G241 IGiChP 

M. tuberculosis G242 IGiChP 

M. tuberculosis G25 IGiChP 

M. tuberculosis G26 IGiChP 

M. tuberculosis G27 IGiChP 
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M. tuberculosis G28 IGiChP 

M. tuberculosis G29 IGiChP 

M. tuberculosis G30 IGiChP 

M. tuberculosis G31 IGiChP 

M. tuberculosis G32 IGiChP 

M. tuberculosis G33 IGiChP 

M. tuberculosis G34 IGiChP 

M. tuberculosis G342 IGiChP 

M. tuberculosis G343 IGiChP 

M. tuberculosis G344 IGiChP 

M. tuberculosis G35 IGiChP 

M. tuberculosis G36 IGiChP 

M. tuberculosis G37 IGiChP 

M. tuberculosis G38 IGiChP 

M. tuberculosis G39 IGiChP 

M. tuberculosis G40 IGiChP 

M. tuberculosis G41 IGiChP 

M. tuberculosis G42 IGiChP 

M. tuberculosis G43 IGiChP 

M. tuberculosis G44 IGiChP 

M. tuberculosis G45 IGiChP 

M. tuberculosis G46 IGiChP 

M. tuberculosis G47 IGiChP 

M. tuberculosis G48 IGiChP 

M. tuberculosis G49 IGiChP 

M. tuberculosis G50 IGiChP 

M. tuberculosis G51 IGiChP 

M. tuberculosis G52 IGiChP 

M. tuberculosis G53 IGiChP 

M. tuberculosis G54 IGiChP 

M. tuberculosis G56 IGiChP 

M. tuberculosis G57 IGiChP 

M. tuberculosis G58 IGiChP 

M. tuberculosis G59 IGiChP 

M. tuberculosis G60 IGiChP 

M. tuberculosis G61 IGiChP 

M. tuberculosis G62 IGiChP 

M. tuberculosis G63 IGiChP 

M. tuberculosis G64 IGiChP 

M. tuberculosis G65 IGiChP 

M. tuberculosis G66 IGiChP 

M. tuberculosis G67 IGiChP 

M. tuberculosis G68 IGiChP 

M. tuberculosis G69 IGiChP 
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M. tuberculosis G70 IGiChP 

M. tuberculosis G71 IGiChP 

M. tuberculosis G72 IGiChP 

M. tuberculosis G73 IGiChP 

M. tuberculosis G74 IGiChP 

M. tuberculosis G75 IGiChP 

M. tuberculosis G76 IGiChP 

M. tuberculosis G77 IGiChP 

M. tuberculosis G78 IGiChP 

M. tuberculosis G79 IGiChP 

M. tuberculosis G80 IGiChP 

M. tuberculosis G81 IGiChP 

M. tuberculosis G82 IGiChP 

M. tuberculosis G83 IGiChP 

M. tuberculosis G84 IGiChP 

M. tuberculosis G86 IGiChP 

M. tuberculosis G87 IGiChP 

M. tuberculosis G88 IGiChP 

M. tuberculosis G89 IGiChP 

M. tuberculosis G90 IGiChP 

M. tuberculosis G91 IGiChP 

M. tuberculosis G92 IGiChP 

M. tuberculosis G93 IGiChP 

M. tuberculosis G94 IGiChP 

M. tuberculosis G95 IGiChP 

M. tuberculosis G96 IGiChP 

M. tuberculosis G97 IGiChP 

M. tuberculosis G98 IGiChP 

M. tuberculosis G99 IGiChP 

M. tuberculosis L1/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L10/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L116 IBM PAN 

M. tuberculosis L118/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L120/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L121 IBM PAN 

M. tuberculosis L126/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L129/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L139 IBM PAN 

M. tuberculosis L146/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L147/8 IBM PAN 

M. tuberculosis L171/8 IBM PAN 

M. tuberculosis L179/8 IBM PAN 

M. tuberculosis L19/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L216/8 IBM PAN 
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M. tuberculosis L218/8 IBM PAN 

M. tuberculosis L230 IBM PAN 

M. tuberculosis L232/8 IBM PAN 

M. tuberculosis L237/8 IBM PAN 

M. tuberculosis L253 IBM PAN 

M. tuberculosis L275 IBM PAN 

M. tuberculosis L301 IBM PAN 

M. tuberculosis L306/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L307/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L317 IBM PAN 

M. tuberculosis L319/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L321 IBM PAN 

M. tuberculosis L34/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L386/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L404 IBM PAN 

M. tuberculosis L41/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L412/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L428/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L48/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L490/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L50/8 IBM PAN 

M. tuberculosis L507/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L513 IBM PAN 

M. tuberculosis L54/8 IBM PAN 

M. tuberculosis L549/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L550 IBM PAN 

M. tuberculosis L564 IBM PAN 

M. tuberculosis L565 IBM PAN 

M. tuberculosis L567/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L571/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L601 IBM PAN 

M. tuberculosis L65/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L674/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L690/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L696 IBM PAN 

M. tuberculosis L704 IBM PAN 

M. tuberculosis L723 IBM PAN 

M. tuberculosis L724 IBM PAN 

M. tuberculosis L725 IBM PAN 

M. tuberculosis L80/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L84 IBM PAN 

M. tuberculosis L9/7 IBM PAN 

M. tuberculosis L91/8 IBM PAN 

 


