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Zrédla finansowania badan prowadzonych w ramach pracy

doktorskiej

Badania zawarte w niniejszej rozprawie doktorskiej zostaty przeprowadzone w Instytucie

Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk w Lodzi

BiolMed

oraz Instytucie Gruzlicy i Chordb Pluc w Warszawie

0\_\1#!'!@4
o, = ] -
3 % Instytut Gruzlicy i Choréb Ptuc
=‘-;=. g;r! w Warszawie przy ul. Plockiej 26

b

1 byly finansowane z grantu przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu
OPUS 18 pt. ,,Czynniki Mycobacterium tuberculosis wptywajace na czgsto$¢ transmisji gruzlicy’

(2019/35/B/NZ7/00942), kierowanego przez Prof. Dr hab. Ewe¢ Augustynowicz-Kope¢.

‘NARDDOWE
CENTRUM
ANNAUKI
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Wykaz skrotow uzytych w pracy doktorskiej
ATCC — Amerykanska Kolekcja Kultur Mikroorganizméw (ang. American Type Culture

Collection)

cgMLST - genotypowanie wielu /ocus rdzenia genomu (ang. core genome multilocus sequence
typing)

CRISPR - zgrupowane, regularnie poprzedzielane, krétkie palindromiczne sekwencje
powtdrzone oraz powigzane z nimi biatka (ang. Clustered Regularly — Interspaced Short

Palindromic Repeats and associated proteins)

DOT - strategia przyjmowania lekow przeciwgruzliczych pod nadzorem (ang. Directly Observed

Treatment)
EMB - etambutol

GM-CSF — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow (ang.

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

HBC — panstwa o wysokim obcigzeniu gruzlica, pojecie ustanowione przez WHO (ang. high

burden country)

IFN-y — interferon gamma

IL-1B — interleukina 1 beta

IL-8 — interleukina 8

IL-12 — interleukina 12

IL-12p40 — interleukina 12p40

IL-18 — interleukina 18

INH — izoniazyd

L1, L2 etc. — linie filogenetyczne M. tuberculosis od 1 do 9

NGS - sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next-generation sequencing)
MDR-TB — gruzlica wielolekooporna (ang. multi-drug resistant tuberculosis)
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MHC — uktad zgodnosci tkankowej klasy II (ang. major histocompatibility complex)

MIRU-VNTR - analiza zmiennej liczby tandemowych powtorzen mykobakteryjnych (ang.

mycobacterial interspersed repetitive units variable number of tandem repeats)
MTB — Mycobacterium tuberculosis, pratki gruzlicy

MTBC — kompleks pratkéw gruzlicy (ang. Mycobacterium tuberculosis complex)
NK — limfocyty typu natural killer, komorki NK (ang. natural killer cells)

PAMP — charakterystyczne dla patogenu wzorce molekularne (ang. Pathogen-Associated

Molecular Patterns)

PCR — fancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PRR — receptory rozpoznajace wzorce (ang. Pattern Recognition Receptors)

pz — para zasad

RD - regiony zmienne (ang. regions of difference)

RFLP — sekwencja insercyjna IS6110 (ang. restriction fragments length polymorphism)
RIF — rifampicyna

RR — gruzlica oporna na ryfampicyn¢ (ang. ryfampicin resistant tuberculosis)

SNP — polimorfizm pojedynczych nukleotydow (ang. single nucleotide polymorphism)

WGS — wysokoprzepustowe sekwencjonowanie genomowego DNA (ang. whole genome

sequencing)
WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

XDR-TB — gruzlica o rozszerzonej opornosci (ang. extensively drug-resistant tuberculosis)
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1. Wstep

1.1. Sytuacja epidemiologiczna gruzlicy na Swiecie

Gruzlica jest chorobg przenoszong droga kropelkowa, wywotywang przez pratki gruzlicy
(Mycobacterium tuberculosis, MTB). Gruzlica infekuje gltownie pluca, ale moze réwniez
w postaci gruzlicy pozaphucnej zajmowac inne narzady takie jak mozg, nerki czy wezly chtonne
(Miggiano, Rizzi, and Ferraris 2020). Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health
Organization, WHO) podaje, ze gruzlica jest druga, zaraz po wirusie SARS-CoV-2, wiodaca
chorobg zakazng powodujaca $mier¢. WHO szacuje, ze w 2022 roku na gruzlice zachorowato 10,6
miliona os6b, a zmarto 1,3 mln. Gruzlica dotyka osob w kazdym wieku oraz pici, jednak czgsciej
choruja mezczyzni stanowigc 55% wszystkich nowych przypadkéw na $wiecie (Global

tuberculosis report 2022).

Gruzlica wystepuje na $wiecie powszechnie, ale nierownomiernie; w niektorych regionach
takich jak Azja Poludniowo-Wschodnia czy Afryka zapada na nig najwigcej oséb — regiony
te stanowiag 87% wszystkich nowych przypadkoéw. Stad tez WHO rozdziela kraje na te o niskiej
zapadalnosci, tj. o wskazniku zapadalno$ci ponizej 20 przypadkow na 100 tys. mieszkancow,
1 kraje o wigkszej zachorowalno$ci, wymagajace specjalnego nadzoru. W tym celu WHO
utworzyto liste panstw o wysokim obcigzeniu (ang. high burden country, HBC). Jest to 30 krajow,
sposrdd ktorych 20 wiaczono ze wzgledu na najwyzszg liczbe nowych przypadkow oraz pozostate
10, wykazujace wysoki wskaznik zachorowalno$ci. Do obszardéw o najnizszej zapadalno$ci naleza
m.in. kraje Ameryki Polnocne;j takie jak Stany Zjednoczone i1 Kanada oraz Europy np. Niemcy,
Francja, Wielka Brytania. Najwigcej nowych przypadkéw gruzlicy w roku 2022 odnotowano
w Indiach, Indonezji, Chinach, Filipinach, Pakistanie, Nigerii, Bangladeszu 1 Republice

Demokratycznego Kongo (Global tuberculosis report 2022)

W poréwnaniu z rokiem 2021, w roku 2022 wzrosta nieznacznie liczba przypadkow
gruzlicy wielolekoopornej (ang. multi-drug resistant tuberculosis, MDR-TB) oraz gruzlicy
0 rozszerzonej opornosci (ang. extemsively drug-resistant tuberculosis, XDR-TB) (Global
tuberculosis report 2022). Ta pierwsza charakteryzuje si¢ opornoscia na podstawowe leki
wykorzystywane do leczenia gruzlicy — ryfampicyn¢ lub ryfampicyne¢ 1 izoniazyd. Natomiast
pratki wywolujace gruzlice XDR charakteryzuja si¢ opornoscig na ryfampicyng, izoniazyd,
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co najmniej jeden lek z grupy fluorochinolonéw i bedakiling oraz/lub linezolid (Viney et al. 2021).
W roku 2022 liczba przypadkéw gruzlicy lekoopornej wynosita 410 tys. Ze wzgledu
na diugofalowe efekty pandemii SARS-CoV-2, ktora rozpoczela si¢ w roku 2019, doktadne
oszacowanie aktualnej zapadalno$ci oraz $miertelnosci na gruzlicg jest znacznie utrudnione,

a podawane liczby moga r6znic¢ si¢ od sytuacji rzeczywistej (Global tuberculosis report 2022).

1.1.1. Sytuacja epidemiologiczna w Polsce

Polska wedlug klasyfikacji WHO jest krajem o niskiej zapadalno$ci na gruzlice.
Szacowana zachorowalno$¢ w 2022roku wynosita 8,9-12 na 100 tys. mieszkancoéw. Wykryto
wtedy 4314 przypadkéw zachorowan na gruzlice, z czego 96,2% stanowita gruzlica ptuc. Zgodnie
z trendem zaobserwowanym na $wiecie, rowniez w Polsce zapadalno$¢ byta wieksza wsrod
mezczyzn — stanowili oni 73,8% wszystkich przypadkow. Wspotwystepowanie zakazenia wirusem
HIV oraz gruzlica jest w Polsce zjawiskiem rzadkim. W 2022 roku odnotowano jedynie 13 takich
przypadkéw. W 2022 roku zarejestrowano gruzlice MDR u 99 oséb, w tym 63. cudzoziemcow.
Ostatnie dane dotyczace $miertelnosci pochodza z roku 2021, kiedy to zarejestrowano w Polsce
440 zgony wywotane przez gruzlice (Gruzlica i Choroby Uktadu Oddechowego w Polsce w 2022
r. and Instytut Gruzlicy i Chor6b Ptuc 2023)

1.2. Mycobacterium tuberculosis jako patogen wewngtrzkomorkowy

Gruzlica rozprzestrzenia si¢ drogg kropelkowa, kiedy osoba chora kaszlac wydala aerozol
zawierajacy pratki gruzlicy. Jest on nastgpnie wdychany przez kolejna osobg, a pratki przedostaja
si¢ do jej ptuc (Pieters 2008). W pecherzykach plucnych dochodzi do rozpoznania
charakterystycznych dla patogenu wzorcéw molekularnych (ang. Pathogen-Associated Molecular
Patterns, PAMP) poprzez ich interakcj¢ z receptorami rozpoznajgcymi wzorce (ang. Pattern
Recognition Receptors, PRR), ktore znajduja si¢ na makrofagach alweolarnych, neutrofilach
i komorkach dendrytycznych (Queval, Brosch, and Simeone 2017). Pochtonigcie pratkoéw
zapoczatkowuje odpowiedz odpornosciowg wrodzong gospodarza, w ktorej najistotniejszg role
pelnig makrofagi. Sg one heterogennag populacjg komorek, ktére roznig si¢ znacznie aktywnos$cia

metaboliczng, co moze mie¢ wplyw na to czy choroba zostanie opanowana czy bedzie rozwijaé
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si¢ dalej (Marakalala et al. 2018). Jedng z cytokin, ktora wydaje si¢ mie¢ pozytywny wpltyw
na aktywno$¢ makrofagow jest czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytow
i makrofagdéw (ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF) (Mishra et al.
2022). Pojawiajace si¢ w miejscu wtornego zakazenia komodrki ukladu immunologicznego
gospodarza produkujag rowniez szereg innych cytokin prozapalnych, ktore aktywuja
oraz przyciagaja kolejne komorki. Sg to np. interleukina 1B (IL-18) (Silvério et al. 2021),
interleukina 8 (IL-8) (Xu et al. 1995).

Jednym z najwazniejszych etapéw odpowiedzi wrodzonej gospodarza jest pochtonigcie
pratkow przez komorki gospodarza na drodze fagocytozy. Komoérki fagocytarne takie jak
makrofagi czy neutrofile pochlaniajac bakterie tworza fagosomy, ktére dojrzewaja i tacza si¢
z lizosomami zawierajacymi enzymy trawienne (Zhang et al. 2023). Fagocytoza
1 wewnatrzkomorkowe zabijanie przez profesjonalne fagocyty jest skuteczna w walce z wieloma
patogenami, jednak pratki gruzlicy wyksztatcity mechanizmy, ktére pozwalaja im czesto unikna¢
strawienia. Po pierwsze, sg one w stanie zablokowac proces dojrzewania fagosomu oraz jego fuzje
z lizosomami, co uniemozliwia ich eradykacje (Pieters 2008). W efekcie nie tylko sg one zdolne
do przezycia w fagosomie, lecz takze do namnazania w nim. Po drugie, pratki moga réwniez
opuszcza¢ fagosomy i przebywac¢ w cytoplazmie, dzigki systemowi ESX-1/T7S. Nie jest jednak
poznany mechanizm, ktory wyjasnialby doktadnie to zjawisko. Nie wiadomo takze,
czy pratki przebywaja glownie w fagosomach czy raczej w samej cytoplazmie komorek

gospodarza (Bussi and Gutierrez 2019).

Na tym etapie odbywa si¢ rowniez degradacja i1 przetwarzanie antygendéw pratkow, ktore
nastepnie wiaza si¢ z czasteczkami gtownego uktadu zgodnosci tkankowej klasy I (ang. major
histocompatibility complex, MHC) 1 prezentowane sa limfocytom T, co zapoczatkowuje
odpowiedZ odpornosciowa nabyta. Do aktywacji limfocytow T CD4 niezbedna jest interleukina
12p40 (IL-12p40), ktora produkowana jest przez komorki dendrytyczne (Khader et al. 2006).
Z kolei interleukina 18 (IL-18) i interleukina 12 (IL-12) niezbg¢dne sga do aktywacji limfocytow T
CD4 i limfocytow cytotoksycznych typu natural killer (ang. natural killer cells, komorek NK)
oraz wytwarzania przez nie interferonu gamma (IFN-y), ktory aktywuje bojcze funkcje
makrofagdw (Zuiiiga et al. 2012). Aktywowane limfocyty T wytwarzaja cytokiny oraz chemokiny,

ktore przywotujg na miejsce infekcji inne komorki uktadu odpornosciowego, neutrofile 1 komoérek
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NK (Pagan and Ramakrishnan 2018). Dodatkowo makrofagi pochtaniajagce pratki rowniez
wytwarzajg cytokiny np. interleuking 8 (IL-8), ktora rowniez przyciaga limfocyty T i neutrofile
na miejsce zakazenia (Gerszten et al. 1999). W badaniach Nagabhushanam et al. zauwazono, ze
makrofagi z pochtonigtymi pratkami w §rodku nie odpowiadaja efektywnie na IFN-y na drodze
zaleznej lub niezaleznej od interleukiny 6 (IL-6), ktéra wydaje si¢ obniza¢ aktywnos¢ makrofagow
(Nagabhushanam et al. 2003). Wzrastajagca liczba komoérek gospodarza starajacych sie
powstrzymac infekcje doprowadza do powstania charakterystycznej dla gruzlicy struktury —
ziarniniaka (tac. granuloma). Ziarniniak sktada si¢ z ciasno upakowanych komodrek gospodarza
oraz pratkow gruzlicy. W jego $rodku znajduja si¢ pratki, dojrzate makrofagi o specyficznym
ksztalcie porownywanym do komorek nablonkowych (ang. epithelioid macrophages) 1 makrofagi
bogate w lipidy. Od zewnatrz natomiast znajduja si¢ limfocyty T, B, komoérki NK, komorki tuczne
i neutrofile (Pagan and Ramakrishnan 2018). W $rodku ziarniniaka moze dochodzi¢ do nekrozy
tkanek, co powoduje utworzenie martwicy serowatej (tac. caseum) (Cronan 2022). W $rodku
ziarniniaka panuja warunki ograniczonego dostepu do tlenu oraz substancji odzywczych (Del
Portillo et al. 2019). Z tego wzgledu pratki znajdujace si¢ w tej strukturze wchodza w stan latentny,
co znacznie utrudnia terapi¢ gruzlicy (Sarathy and Dartois 2020) (Ryc.1.1.). Prowadzi to
do swoistej rownowagi mi¢dzy rozprzestrzenianiem si¢ patogendow a dalszym rozwojem reakcji
zapalnej 1 zahamowania dalszego rozwoju choroby, ktora moze zosta¢ w stanie utajonym przez
wiele lat 1 aktywowaé si¢ w sprzyjajacych okolicznosciach. Jednym z waznych aspektéw
reaktywacji choroby jest obnizenie si¢ ilosci limfocytow T CD4, ktore obserwowane jest m.in.
u pacjentow chorych na AIDS oraz obnizenie lub zablokowanie funkcji TNF (Ernst 2012).
Jednakze nie zawsze zjawiska te wystepuja u pacjentdw, a wigc za reaktywacja gruzlicy
prawdopodobnie stoi szereg naktadajacych si¢ na siebie czynnikdéw. Przebieg oraz rozwdj gruzlicy
sa skomplikowanymi wieloetapowymi procesami, ktére nie sg doktadnie zrozumiane 1 wymagaja

dalszych badan szczegodlnie na ulepszonych modelach zwierzecych (Ernst 2012).
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| —
Rozprzestrzenienie  sie Wdychanie aerozolu Pochtanianie pratkéw
aerozolu zawierajacego pratkow przez osobg przez makrofagi.
pratki gruzlicy poprzez podatng na zakazenie Rozpoczecie
kaszel. w bliskim otoczeniu. odpowiedzi
immunologicznej
wrodzonej.

S

W zaleznosci  od Postgpowanie infekcji
stanu zdrowia wraz z
gospodarza  rozwija rozprzestrzeniem  si¢
sie  infekcja lub bakterii. W miejscu
dochodzi do infekcji pojawiaja si¢
eradykacji pratkow. inne komorki ukiadu
immunologicznego.

Ryc. 1.1. Etapy infekcji w przebiegu gruzlicy ptucne;.

1.3. Leczenie gruzlicy

Leczenie gruzlicy jest procesem dtugotrwatym, skomplikowanym i wymagajacym
jednoczesnej administracji kilku lekéw (Connolly, Edelstein, and Ramakrishnan 2007). Stosowane

obecnie leki przeciwgruzlicze charakteryzuja si¢ efektywnoscig na poziomie 95% w warunkach
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in vitro, jednak ze wzgledu na czynniki takie jak niepoprawne ich stosowanie czy przerywanie
terapii, rzeczywista efektywnos¢ leczenia spada do okolo 70%. WHO rekomenduje strategie
przyjmowania lekow pod nadzorem, czyli z ang. ,,Directly Observed Treatment” (w skrocie DOT)
(Rabahi et al. 2020). Aby zwickszy¢ efektywnos$¢ leczenia i1 ulatwi¢ wybor wiasciwych lekow
w odpowiednich kombinacjach dawek, prowadzane sg badania kliniczne nadzorowane przez
WHO oraz testowane sg nowe rozwigzania zaproponowane przez uczenie maszynowe (Larkins-

Ford et al. 2022).

Leczenie gruzlicy lekowrazliwej oparte jest o tzw. leki pierwszego rzutu takie jak:
ryfamycyny (ryfampicyna, ryfapentyna, ryfabutyna), izonizyd, pirazynamid oraz etambutol.
W przypadku leczenia gruzlicy wywotanej pratkami wrazliwymi na antybiotyki, WHO
rekomenduje schemat leczenia w postaci 4-miesiecznej kuracji izoniazydem, ryfapentyna,
moksifloksacyng oraz pirazynamidem lub 6-miesiecznej kuracji ryfampicyng w przypadku
pacjentow bez wczesniejszej stycznosci z gruzlica w historii choroby. W przypadku pratkow
lekoopornych rekomenduje si¢ schematy leczenia zaleznie od profilu opornosci oraz wywiadu
lekarskiego pacjenta. Gruzlica lekooporna wymaga zastosowania dodatkowych lekow
klasyfikowanych w grupy A-C. W grupie A znajduja si¢ leki wykazujace wysoka skuteczno$¢
przeciwko gruzlicy jak fluorochinolony (lewofloksacyna i1 moksifloksacyna), bedakilina,
linezolid; grupe B stanowig: klofozamina, cykloseryna  oraz  teryzydon;
w grupie C sg leki, ktére mozna zastosowaé, gdy nie da si¢ wykorzysta¢ lekow z poprzednich
dwach grup. Obecne zalecenia opublikowane przez WHO wskazuja, aby do leczenie gruzlicy typu
RR (wykazujacej oporno$¢ na ryfampicyneg, ang. ryfampcin resistant tuberculosis) lub MDR
stosowac przynajmniej cztery rozne leki np. wszystkie leki z grupy A oraz przynajmniej jeden lek
grupy B. W przypadku, gdy nakazane jest wytaczenie nawet jednego leku grupy A, wlacza sie
wszystkie leki grupy B. Do leczenia gruzlicy lekoopornej zaleca si¢ kuracje trwajace od 15 do 17
miesigcy lub dtuzej w zaleznosci od przebiegu infekcji (World Health Organization Consolidated
Guidelines on Tuberculosis, n.d.). Wyleczalnos$¢ gruzlicy MDR w roku 2021 szacuje si¢ na okoto
60%, co jest znaczacg poprawg w porownaniu z poprzednimi latami, gdzie plasowala si¢ ona
na poziomie okoto 50% (Global tuberculosis report 2022). Sukces wyleczalnosci gruzlicy MDR
jest powigzany w duzej mierze z zastosowaniem uczenia maszynowego, ktore pozwolito
na przetestowanie i wprowadzenie nowego protokotlu leczenia gruzlicy MDR, obejmujacego

bedakiling, pretomanid oraz linezolid.
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1.3.1. Mechanizmy opornosci u pratkow gruzlicy

Opornos$¢ na antybiotyki dzieli si¢ na naturalng oraz nabytg. Opornos¢ naturalna wynika
z ogolnych cech, struktur lub mechanizmoéw, ktore sprawiajg, ze uzywane leki sg mniej skuteczne.
Opornos¢ nabyta powstaje w wyniku mutacji w genomie. Przyktadem cechy wywolujacej
naturalng niewrazliwo$¢ u mykobakterii jest nietypowa w $wiecie bakterii §ciana komorkowa,
ktora sktada si¢ z kompleksu peptydoglikanu, arabinogalaktanu oraz kwaséw mikolowych
(Alderwick et al. 2015). Grubo$¢ i1 hydrofobowy charakter $ciany utrudniajg dotarcie substancji
czynnych do wnetrza komoérki. Innym przyktadem struktury warunkujacej opornos¢ naturalng sa
pompy wielorakiej opornosci (ang. efflux pumps), umozliwiajace usuwanie lekéw z komorki
bakterii. Oporno$¢ nabyta pojawia si¢ gtownie poprzez akumulowanie mutacji punktowych,
insercji lub delecji w genach lub promotorach genéw, bedacych celami molekularnymi dla lekow

lub kodujacych enzymy aktywujace pro-leki w komorkach pratkow.

1.3.2. Nabycie lekoopornosci w populacjach pratkéow gruzlicy

Model nabycia lekoopornosci zaktada, ze cze$¢ populacji pratkoéw gruzlicy posiada
istniejgce  juz mutacje w  genomie, ktére pozwalaja na ich przezywalnos¢
w obecnosci lekow przeciwgruzliczych. W wyniku presji selekcyjnej wywotanej dziataniem leku
przeciwgruzliczego pratki te utrwalaja si¢ w populacji 1 z czasem rozprzestrzeniajg si¢ (Jones et
al. 2022). W organizmie gospodarza populacje pratkow sg heterogenne, zatem w kazdej znajduja
si¢ pratki wykazujace si¢ szeregiem drobnych zmian fenotypowych (Dhar, McKinney, and Manina
2016), ktore przektadaja sie na istnienie nie tylko pratkéw wrazliwych czy posiadajacych mutacje
prowadzace do opornosci, ale rowniez takich, ktore charakteryzujg si¢ tolerancja na leki (Jones et
al. 2022). Ze wzgledu na ich wysoka przezywalno$¢ nazwano je komorkami przetrwalymi
(ang. persister cells) (Zhal Y. et al., 2012). Wykazujg si¢ one wzmozong przezywalnoscig
w obecnosci wysokich dawek lekow lub przy dlugotrwalej ekspozycji na nie, co utatwia ich

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

Antybiotyki wchodza w interakcje z waznymi dla przezycia komorki strukturami
lub enzymami, np. ryfampicyna wiaze si¢ do podjednostki 8 polimerazy RNA, hamujac synteze
mRNA, a izoniazyd hamuje syntez¢ $ciany komoérkowej. Poniewaz antybiotyki atakujg biatka

metabolizmu podstawowego uwazano, ze mutacje prowadzace do powstawania lekoopornosci,
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beda jednocze$nie negatywnie wpltywaly na przezywalno$¢, a co za tym idzie rowniez
na rozprzestrzenianie si¢ takich szczepéw w populacji. Zjawisko to nazwano wzglednym
poziomem dostosowania — z ang. relative fitness cost, a wigc zdolnosci do namnazania si¢
1 dalszego rozprzestrzeniania si¢ wzgledem szczepdéw wrazliwych na antybiotyki (Knight et al.
2018). Jednakze badania na populacji szczepow holenderskich wykazatly, ze szczepy posiadajace
mutacj¢ Ser315Thr w biatku KatG, odpowiadajacg za powstawanie opornosci na izoniazyd,
rozprzestrzeniajg si¢ w stopniu podobnym co szczepy wrazliwe (van Soolingen et al. 2000). Stad
tez uznano, ze musi istnie¢ czynnik, ktéry pomaga przywroci¢ calkowita lub cze$ciowa
przezywalno$¢, za ktéry uznano mutacje kompensacyjne. Mutacje takie moga znajdowac sie
w celach molekularnych dla antybiotykow lub enzymach spetniajacych podobne funkcje np.
w szczepach opornych na izoniazyd zauwazono mutacje w regionie promotorowym genu ahpC,
powodujace jego nadekspresje. Biatko bedace produktem ekspresji tego genu spetnia w komorce
zasadniczo te same funkcje co biatko KatG (Alame Emane et al. 2021). Wplyw mutacji
kompensacyjne na rozprzestrzenianie si¢ pratkdw zdaje si¢ potwierdza¢ fakt, ze w niektérych

regionach szczepy MDR sa ze sobg $cisle spokrewnione (Casali et al. 2014).

Z drugiej strony, niektore grupy badawcze pracujace nad transmisyjnos$cig gruzlicy pokazuja,
ze wigkszo$¢ przypadkow gruzlicy MDR pochodzi z rozprzestrzeniania si¢ juz ,,istniejacych”
w populacji szczepoOw opornych a nie z nabywania nowych mutacji prowadzacych
do lekoopornosci (Kendall et al. 2015; Lin et al. 2011). Te dwie teorie maja powazne konsekwencje
dla zdrowia publicznego, poniewaz zakladaja odmienne modele kontroli rozprzestrzeniania si¢
gruzlicy — zwigkszenie efektywnosci leczenia gruzlicy wrazliwej na antybiotyki badz wzmozenie

wysitkéw diagnostycznych w celu ograniczenia transmisyjnos$ci gruzlicy MDR.

1.4. Zmiennos¢ genetyczna pratkow gruzlicy

Mycobacterium tuberculosis naleza do kompleksu pratkow gruzlicy (ang. Mycobacterium
tuberculosis complex, MTBC) razem z dziewigcioma innymi gatunkami: Mycobacterium
africanum, Mpycobacterium pinnipedii, Mycobacterium microti, Mycobacterium caprae,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium suricattae, Mycobacterium orygis, Mycobacterium canettii
oraz Mycobacterium mungi (Huard et al. 2006). R6znig si¢ one preferowanymi gospodarzami,

regionami zmiennymi (ang. regions of difference, RDs) oraz polimorfizmami pojedynczego
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nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polymorphism, SNP). Znaczne podobienstwo genomow
oraz sekwencji 16S rRNA sprawia, ze bakterie MTBC nie spetniajg zasadniczo definicji osobnych
gatunkow, stad tez niektdrzy badacze postulujg ztaczenie ich do jednego gatunku (Riojas et al.

2018; Smith et al. 2006).

Ze wzgledu na niska zmienno$¢ genetyczng oraz brak obserwowalnej wymiany materiatu
genetycznego, M. tuberculosis uznaje si¢ za bakterie monomorficzne; nazywane réwniez
bakteriami klonalnymi (Achtman 2008). Pratek gruzlicy nie nosi plazmidéw, a wigc nie wystepuje
tu zjawisko lekoopornosci kodowanej w genach znajdujacych si¢ na plazmidach (Derbyshire and
Gray 2014). Dlatego tez u pratkoéw gruzlicy wigkszg uwage zwraca si¢ na mutacje warunkujace
lekooporno$¢ powstajace de novo i szybko$¢ z jaka one powstaja. Gatunki kompleksu MTBC
r6znig si¢ miedzy sobg o maksymalnie 2400 SNP (Gagneux and Stritt 2022). Czesto$¢ mutacji
(ang. mutation rate) okresla si¢ jako 0,3 — 0,5 mutacji w genomie na rok (Ford et al. 2013).
Mimo niskiej zmienno$ci genetycznej, zarowno gatunki kompleksu MTBC, jak i1 same
M. tuberculosis sensu stricto r6znig si¢ wzgledem siebie fenotypowo (Chiner-Oms et al. 2022),
a takze przejawiajg roznice w zdolnosci do rozprzestrzeniania si¢, przebiegu wywotywanej
przez nie choroby oraz nabywaniu lekoopornosci (McEvoy et al. 2007). Obecnie pratki gruzlicy
podzielono na dziewig¢ linii filogenetycznych (L1 — L9) pod wzgledem r6znic w RD oraz SNP
(Bespiatykh et al. 2021). Linie L2, L3 oraz L4 uznawane sg za linie ,,mlodsze”, ktore na drodze
ewolucji utracity fragment genomu o dlugosci 2153 par zasad (pz), nazywany specyficznym
dla MTB regionem usunigcia 1 (ang. MTB-specific deletion 1 region, TbD1) (Bottai et al. 2020).

Najbardziej r6znorodne oraz najlepiej scharakteryzowane sa linie L2 oraz L4.

1.5. Nadzor transmisji gruzlicy na Swiecie

Podstawa nadzoru gruzlicy jest rejestracja wszystkich przypadkéw gruzlicy oraz zbieranie
informacji takich jak: wynik badania bakteriologicznego, miejsca rozwoju infekcji oraz historii
choroby. Istotne sg dane czy jest to nowy przypadek, czy reinfekcja, jaki jest status infekcji HIV,
lekoopornosci, a takze o zastosowanym sposobie i skutecznosci leczenia. Badania katalogowane
sg przez specjalne krajowe struktury organizacyjne i przekazywane do WHO, ktora to organizacja
corocznie, od 1997 roku publikuje je w ,,Global TB Report”. Raportowanie nastepuje w oparciu
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o cele zatozone w ,,End TB Strategy”, bedacej ogolnoswiatowa strategia majgca na celu eradykacje
gruzlicy (Githui et al. 2000). Aby tego dokona¢ niezbedne jest doktadne poznanie mechanizméw
rozprzestrzeniania si¢ gruzlicy. Zadanie to ulatwiajg techniki typowania genetycznego
(genotypowania) pratkow, ktore na podstawie profilowania DNA (ang. DNA fingerprinting)
pozwalajg na zbieranie informacji o pokrewienstwie izolatéw. Analiza genetyczna izolatow
utatwia §ledzenie szczepow, w tym szczepoéw szybko rozprzestrzeniajacych si¢ lub lekoopornych.
Szczepy o identycznych lub wysoce zblizonych profilach okresla si¢ jako klastry (Van Soolingen
2001).

Ze wzgledu na niskg zmienno$¢ genetyczng pratkdéw gruzlicy do ich genotypowania nie stosuje
si¢ technik molekularnych, takich jak np. Multilocus Sequence Typing (MLST), ktore z sukcesem
uzywane sg dla wielu innych gatunkéw bakterii. Historycznym przetomem w genotypowaniu
epidemiologicznym pratkow byto odkrycie w ich genomach elementéw powtarzajacych si¢ (van
Embden et al. 1993). Pozwolilo to na opracowanie metody opartej o analiz¢ liczby kopii
oraz rozmieszczenia w genomie sekwencji insercyjnej IS6710 (ang. restriction fragments length
polymorphism, RFLP), ktora szybko stala si¢ ztotym standardem genotypowania pratkow
na $wiecie. Sekwencje [S6/70 opisano w 1990 roku jako sekwencje insercyjng o wielkosci 1361
pz, specyficzng dla MTBC (Thierry et al., 1990, McAdam et al., 1990). Niestety w metodzie tej
wynik hybrydyzacji typu Southern blot powstajacy na kliszy RTG bywa trudny do odczytu
1 standaryzacji (Ansarin et al. 2020). Z tego wzgledu opracowano wygodniejsze w uzyciu metody
typowania pratkow oparte o reakcje PCR np. analiz¢ zmiennej liczby tandemowych powtorzen
mykobakteryjnych (ang. mycobacterial interspersed repetitive units variable number of tandem
repeats, MIRU-VNTR) oraz spoligotyping (ang. spacer oligonucleotide typing). Jedna z wad obu
tych metod jest wystepowanie zjawiska homoplazji tj. podobienstwa wsrdd szczepow, ktore nie sg
rzeczywiscie ze soba spokrewnione, co moze utrudnia¢ prawidtowy nadzoér epidemiologiczny.
Dodatkowo metody te charakteryzuja si¢ nizsza silg rozdzielcza (Reyes, Chan, and Tanaka 2012).
Wraz z postepem biologii molekularnej do genotypowania zaczeto wykorzystywac 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 metoda wykorzystujacg tancuchowg reakcje polimerazy (ang.
polymerase chain reaction, PCR) do oceny wielkosci oraz liczby powtdrzonych sekwencji MIRU-
VNTR w genomach pratkéw (Shi et al. 2018). Sekwencje MIRU-VNTR znajduja si¢
w okreslonych /oci 1 maja zmienng liczbe powtdrzen o dhugosci od 51 do 77 pz (Supply et al.
2000). Sekwencje starterowe zaprojektowane sg w taki sposob, ze przytaczaja sie¢ do regiondow
flankujacych kazdego locus, co pozwala na uzyskanie amplikondéw réznej dtugosci w zaleznosci
od liczby sekwencji powtdrzonych (Supply et al. 2006). Produkty reakcji PCR rozdziela si¢
z uzyciem elektroforezy kapilarnej lub zelowej (Supply et al. 2006). Istniejg rézne wersje metody
MIRU-VNTR w zalezno$ci od liczby analizowanych loci — 12, 15 oraz najglebiej réznicujacy 24.
Wyzsza liczby analizowanych /oci pozwala na zwigkszenie wskaznika dyskryminacji metody,
czyli jej zdolno$ci do rozrozniania badanych szczepow (Allix-Béguec, Fauville-Dufaux, and
Supply 2008; Christianson et al. 2010). Wynikiem analizy MIRU-VNTR jest prosty kod liczbowy,
co ulatwia $ledzenie rozprzestrzeniania si¢ szczepow pratkéw gruzlicy na §wiecie. Ponadto proces
ten nie wymaga uzycia skomplikowanych urzadzen ani technik biologii molekularnej. Wada
metody MIRU-VNTR jest konieczno$¢ przeprowadzania szeregu reakcji PCR, co sprawia, ze
metoda jest stosunkowo pracochtonna i czasochtonna. Ponadto, MIRU-VNTR jest wystarczajaco
dyskryminujagca metoda aby wykluczy¢ transmisj¢ gruzlicy, lecz niewystarczajaca

by ja potwierdzi¢ (Wyllie et al. 2018).

1.5.2. Spoligotyping

Spoligotyping to technika oparta o reakcj¢ PCR oraz hybrydyzacje typu dot-blot,
pozwalajaca na jednoczesne wykrywanie oraz typowanie pratkow na podstawie zaobserwowanego
polimorfizmu w obrebie regionu CRISPR-Cas (ang. Clustered Regularly — Interspaced Short
Palindromic Repeats and associated proteins) (Heyderman et al. 1998). Region CRISPR-Cas
sktada si¢ z powtarzajacych sie sekwencji (direct repeat ang, DR) o dtugosci 36 pz rozdzielanych
niepowtarzajacymi si¢ unikatowymi sekwencjami rozdzielajacymi (ang. spacers) o diugosci
od 34 do 41 pz. Szczepy M. tuberculosis r6znig si¢ obecnoscig lub brakiem okreslonych sekwencji
DR i rozdzielajacych (van Embden et al. 2000). W metodzie spoligotyping amplifikuje si¢
sekwencje DNA pomigdzy regionami DR, a produkty reakcji PCR hybrydyzuje si¢ do sond
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wykrywajacych rozdzielajace sekwencje unikatowe. Metoda charakteryzuje si¢ duzg prostota,
szybkoscig wykonania, niskim kosztem oraz wysokim (aczkolwiek nizszym niz 1S6//0 RFLP
czy MIRU-VNTR) wskaznikiem réznicowania. Spoligotyping pozwala na genotypowanie
przynaleznosci izolatow do linii, a nawet sublinii filogenetycznych, jednakze technika ta zalecana
jest do wstgpnego roznicowania izolatow (van Soolingen et al. 1995) ze wzgledu na ograniczenia

w mozliwosci doktadnego okreslania np. linii filogenetycznych (Comas et al. 2009).

1.5.3. WGS

Poczatkowo do sekwencjonowania genomow bakteryjnych wykorzystywano metodg opartg
o terminacj¢ syntezy DNA, opracowang przez Sangera (Sanger, Nicklen, and Coulson 1977). Przy
zastosowaniu tej techniki, w 1998 roku udato si¢ odczyta¢ kompletny genom wzorcowego szczepu
M. tubercuosis H37Rv (Cole et al. 1998). Sekwencjonowanie genomow metoda Sangera bylo
bardzo kosztowne i czasochlonne, przez co niemozliwe do wprowadzenie do rutynowych badan
diagnostycznych.  Zastosowanie =~ genomowego  sekwencjonowania ~w  badaniach
epidemiologicznych stalo si¢ mozliwe wraz z rozwojem technik sekwencjonowania nowej
generacji (ang. next-generation sequencing, NGS). Metody NGS sprawity, ze WGS stato si¢ duzo
bardziej dostgpne oraz efektywne poprzez znaczne zwigkszenie przepustowosci (Kwong et al.

2015).

Metody NGS dzieli si¢ na metody drugiej oraz trzeciej generacji (Slatko, Gardner, and Ausubel
2018). Z tych pierwszych najpopularniejsza technologia jest Illumina, ktéra oparta jest
o amplifikacj¢ mostkowa (ang. bridge amplification) 1 nastgpnie detekcje fluorescencji.
W technologiach trzeciej generacji (sekwencjonowanie nanoporowe) pomijany jest natomiast
poczatkowy etap syntezy, a sekwencjonowane sg pojedyncze czasteczki kwaséw nukleinowych.
Przykladem metod trzeciej generacji jest technologia SMRT (ang. Single Molecule Real Time
Sequencing) opracowana przez firm¢ Pacific Biosciences, opierajaca si¢ o sekwencjonowanie
w czasie rzeczywistym. Kolejng technologia jest sekwencjonowanie na nanoporach (MinlON)
opracowane przez firm¢ Oxford Nanopore Technologies wykorzystujace odczyt zmian natezenia

pradu, gdy czasteczka DNA przechodzi przez niewielkie otwory — nanopory (Kwong et al. 2015).
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W miar¢ rozwoju technik masowego sekwencjonowania DNA nastgpito znaczne obnizenie
kosztow uzyskania pelnej sekwencji genomu badanych szczepow, co przyczynito si¢
do upowszechnienia techniki NGS w mikrobiologii klinicznej. Rozpowszechnienie metod NGS
pozwala na gromadzenie oraz analize duzych baz genomowych szczepéw izolowanych od
pacjentow z calego Swiata, dzigki czemu mozliwe jest precyzyjne badanie ewolucji pratkdw.
Ponadto wylonienie specyficznych SNP dla kazdej linii filogenetycznej, a nawet sublinii,
umozliwia rygorystyczne genotypowanie pratkow, pozwalajagce na precyzyjne nadzorowanie
szlakéw transmisji poszczegoélnych szczepoéw odpowiedzialnych za wybuchy epidemiczne

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

Najczgsciej stosownymi metodami nadzoru transmisji z wykorzystaniem WGS sg techniki
oparte na klastrowaniu poprzez analiz¢ SNP miedzy poszczegdlnymi parami badanych izolatow
lub typowania wielu /ocus rdzenia genomu (ang. core genome multilocus sequence typing,
cgMLST). W pierwszej z nich do klastrowania szczepow stosowana jest wartos¢ graniczna SNP
migdzy szczepami, ktéra wskazuje na to, kiedy mogla zaj$¢ transmisja od pacjenta zrodlowego
do nowego gospodarza. Na podstawie badan przeprowadzonych w krajach o niskiej 1 wysokiej
zapadalno$ci na gruzlicg, za warto$¢ graniczng przyjeto 12 SNP, jako wyznacznik niedawne;j
transmisji (Meehan et al. 2019; Nikolayevskyy et al. 2019). Niektore grupy badawcze wskazuja
na zalety typowania cgMLST, pozwalajagcego na wysokg porownywalnos¢ wynikow miedzy
laboratoriami ze wzgledu na to, ze w metodzie tej klastrowanie odbywa si¢ na podstawie
poréwnania miedzy jedynie 3041 genami z wykorzystaniem specjalnie przygotowanej platformy

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

Technika WGS pozwala na bardzo doktadne oznaczanie lekoopornosci (Coll et al. 2015;
CRyPTIC Consortium 2018), aktualnie szacowana na okoto 93% zgodno$ci z oznaczeniem
metodami fenotypowymi (Heyckendorf et al., 2018). Dodatkowo wysoka rozdzielcza sita WGS
pozwolita na zaobserwowanie zjawiska mikroewolucji jak i1 heterogenno$ci populacji pratkéw
u pacjenta (Pérez-Lago et al. 2014). W rutynowych badaniach epidemiologicznych WGS generuje
koszt, na ktory sklada si¢ zakup odczynnikow, niezbednego oprogramowania oraz utrzymanie
aparatury. Proponowanymi rozwigzaniami sg tutaj np. wdrozenie ogélnokrajowej infrastruktury
oraz ograniczenie fenotypowego badania lekoopornosci dzigki stosowaniu WGS, co pozwolitoby

na duze oszczednosci (Cabibbe et al. 2018; He et al. 2020). Ograniczenie stosowania WGS stanowi
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trudno$¢ zwigzana z konieczno$cig izolacji DNA. Z uwagi na fakt, ze az 35% chorych na gruzlice
ma ujemny wynik bakterioskopii nie jest mozliwe namnozenie biomasy bakteryjnej w celu izolacji
DNA wymaganego w technice WGS  (Swai, Mugusi, and Mbwambo 2011). Jednakze
podejmowane sg proby izolacji DNA genomowego bezposrednio z plwociny pacjenta,
z pominigciem etapu hodowli (Doyle et al. 2018). W ostatnim czasie popularnos¢ zyskuje
wypracowany przez Instytut Pasteura system Deeplex Myc-TB®, ktory wykorzystujac platforme
Illumina opiera si¢ na celowanym sekwencjonowaniu (ang. targeted sequencing) 18 regionow
zwigzanych z lekoopornoscia, a takze pozwala na szybkie genotypowanie pratkéw gruzlicy

(Feuerriegel et al. 2021).

1.6. Czynniki wplywajace na rozprzestrzenianie si¢ gruzlicy

Skomplikowany przebieg gruzlicy u pacjentéw oraz dtugi okres inkubacji z mozliwos$cia
reaktywacji choroby po wielu latach sprawiaja, ze na ryzyko zachorowania sklada si¢ wiele
naktadajacych si¢ czynnikow, ktore trudno jest badac oraz analizowa¢ w jednoznaczny sposob. Sa
to m.in. stan zdrowia gospodarza, wilasciwosci Srodowiska, w ktorym si¢ znajduje,
jak 1 charakterystyka samego patogenu. Wigkszos$¢ z tych elementéw tworzy skomplikowang sie¢
powigzan, a zajecie si¢ kazdym z tych probleméw 1 udowodnienie ich znaczenia w skutecznej
walce z gruzlicg jest wyzwaniem dla poszczegdlnych krajéw oraz WHO (Narasimhan et al. 2013),

(Ryc. 1.2).
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Ryc. 1.2. Czynniki wptywajace na rozprzestrzenianie si¢ gruzlicy na swiecie.
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1.6.1. Czynniki gospodarza

W rozprzestrzenianiu si¢ pratkow gruzlicy wazne sg zaro6wno cechy charakteryzujace
przysztego gospodarza takie jak: stan jego odpornosci, niedozywienie oraz inne czynniki,
ktoére sumarycznie sktadajg si¢ na jego podatnos¢ na zakazenie, jak i zdolno$¢ pacjenta zrodtowego
do samego zakazenia (Turner et al. 2017). Nie jest do konca wiadome, w ktérym momencie
przebiegu choroby pacjenci zrodlowi stajg si¢ zdolni do bycia zakazajagcymi. Dodatkowymi
utrudnieniami w ocenie zakazalno$ci sg wystepowanie réznych typow gruzlicy, wysokiej
réznorodno$ci objawow, jak 1 obecnos¢ pacjentéw bezobjawowych (Miller et al. 2000). Ponadto
znaczny wplyw na prezentowane przez pacjentow objawy ma infekcja wirusem HIV (Corbett et
al. 2004; Mtei et al. 2005). Koinfekcja wirusem HIV jest istotnym czynnikiem ryzyka,
zwigkszajaca ryzyko zachorowania na gruzlicg¢ 18-krotnie (Global tuberculosis report 2020 n.d.).
Najwyzszy wspolczynnik zachorowalnosci na AIDS powigzany z bardzo wysoka zapadalnoscia
na gruzlice wystepuje w krajach Afryki Poludniowej (Corbett et al. 2006). Koinfekcja HIV
zwigksza czesto$¢ reaktywacji oraz reinfekcji gruzlicy (Bucher et al. 1999), a gruzlica jest
najczestsza przyczyna Smierci oséb HIV-pozytywnych (Millet et al. 2013). Inne choroby,
takie jak chociazby cukrzyca, takze moga by¢ czynnikiem zwigkszajacym ryzyko zachorowania

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

Na zakazno$¢ moze mie¢ wplyw rowniez czas od momentu aktywacji choroby
a jej zdiagnozowania oraz sposob wprowadzonego leczenia (Asadi et al. 2022). Wydtuzanie si¢
momentu wprowadzenia leczenia od wystgpienia objawOw choroby jest znanym czynnikiem
ryzyka rozprzestrzeniania si¢ gruzlicy (Mitruka et al. 2014). Obrazowanie bakterioskopowe
plwociny jest tradycyjng metoda szacowania zakaznosci pacjentow. Zwiekszona liczba bakterii
w obrazie mikroskopowym plwociny pozytywnie koreluje ze zwiekszong zakaznos$cig (Zelner et
al. 2014). Pacjenci, ktorych bakterioskopia jest ujemna zarazaja o okoto 50% mniej osob
niz pacjenci o pozytywnej bakterioskopii (Asadi et al. 2022). Jednakze obecnie badacze probuja
réwniez ocenia¢ zakazno$¢ innymi, bardziej bezposrednimi metodami pomiaru aerozolu,

ktore by¢ moze pozwola na wigkszg doktadnosc.

Do tej pory uwazano, ze za powstawanie aerozolu zawierajacego pratki odpowiada
prawdopodobnie proces chronicznego kaszlu (Turner 2019). Jednak badania wykorzystujace

maseczki do poboru aerozolu wskazuja, ze emisja pratkow odbywa si¢ rowniez podczas
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normalnego oddechu przeptywowego (ang. tidal breathing) (Williams et al. 2020). Produkcja
aerozolu podczas oddychania jest zmienna ws$rod pacjentoéw, co wskazuje na rdznice
z zakazalno$ci (Wurie et al. 2016). Dodatkowym czynnikiem ryzyka jest zywotno$¢ samych
bakterii w aerozolu, ktora nie jest mozliwa do oceny metodami mikroskopowymi. Opracowanie
metod hodowli pratkéw bezposrednio z aerozolu powstajacego w trakcie kaszlu pozwolito
na zaobserwowanie, ze wysoka liczba bakterii w plwocinie pacjentow oraz jej wyglad wigzaly si¢
réwniez z wyzszg liczbg bakterii w aerozolu. Dodatkowo pomiary wielko$ci aerozoli pokazaty,
ze najwiecej hodowalnych pratkéw uzyskiwano przy czasteczkach majacych 5 um (Fennelly et al.
2012). Kolejnym waznym czynnikiem sg okolicznosci zarazenia si¢ pratkami, takie jak odlegtos¢
i czas przebywania z chorym. Do zarazenia dochodzi cze$ciej, gdy nastgpuje bliski

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

O przebiegu choroby decyduje wiele czynnikow zwigzanych z odpornos$cia przysztego
gospodarza. Status immunologiczny gospodarza ma istotny wptyw zarowno na zakazalnos$¢,
jak i przebieg choroby. Na jego ksztaltowanie si¢ wptywaja zarbwno uwarunkowania genetyczne,
jak 1 czynniki $rodowiskowe (Turner et al. 2017). Do wrodzonych czynnikow zwigkszajacych
podatno$¢ na gruzlice zaliczajg si¢ m.in. mutacje w genach takich jak IFNGRI, IFNGR2, IL12B,
ILI2RB1, STAT1, IRFS, ISG15, NEMO oraz CYBB. Powoduja one nieprawidtowe funkcjonowanie
szlakow odpornosciowych zaleznych od limfocytéw T CD4, co znaczaco ostabia odpowiedZ
immunologiczng organizmu i zwigksza ryzyko zachorowania na gruzlice (Bustamante et al. 2014).
Na modelu krowim udowodniono, ze zwierzeta, u ktorych makrofagi charakteryzowaty sie
zwickszong aktywnoS$cig, byly znacznie bardziej odporne na gruzlice (Wu et al. 2015).
Udowodniono rowniez, ze liczba limfocytow T CD4 ma zwigzek ze zorganizowaniem
oraz liczba bakterii w ziarniniakach (Di Perri et al. 1996). Zaobserwowano, ze niektore
polimorfizmy w genie kodujacym IL-18 ws$rod populacji mieszkancow Gambii powoduja

wzmozong podatnos$¢ na gruzlice (Awomoyi et al. 2005).

Do obnizenia odpornosci gospodarza znacznie przyczynia si¢ tez niedozywienie,
ktore zwieksza ryzyko zachorowalnos$ci 6-10 krotnie, przyczyniajac si¢ do zwigkszonej
umieralno$ci z powodu gruzlicy (Feleke, Feleke, and Biadglegne 2019). Wykazano, ze osoby
chore na gruzlice maja znacznie nizszy poziom witaminy D w surowicy niz osoby w grupach

kontrolnych (Nnoaham and Clarke 2008). Poziom witaminy D jest istotny ze wzgledu na jej udziat
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w aktywacji bialek bakteriobojczych oraz autofagii (Fabri et al. 2011). U pacjentéw chorych
na gruzlice obnizony jest roOwniez poziom witaminy B12, mimo to nie odnaleziono istotnego
wptywu wariantow w genach jej metabolizmu na zachorowalno$¢ (Zhang et al. 2022).
Do czynnikéw eskalujacych ryzyko rozwoju choroby naleza réwniez spozywanie alkoholu

oraz palenie tytoniu (Schmidt 2008).

1.6.2. Czynniki Srodowiskowe

Na zakazenie gruzlica i jej rozwdj wplywaja czynniki $Srodowiskowe takie jak:
temperatura, ekspozycja na $wiatlo stoneczne czy wilgotnos¢ powietrza; jak i te wynikajace
z dziatalno$ci cztowieka np. zanieczyszczenia powietrza majace wplyw na ogdlny stan zdrowia

gospodarza.

Wiele z choréb zakaznych pluc wykazuje si¢ sezonowoscia, jednak z powodu ztozonej
patofizjologii choroby jest ona trudna do zauwazenia w przypadku gruzlicy. Systematyczny
przeglad zalezno$ci pory roku i pojawiania si¢ nowych przypadkow gruzlicy w 11 krajach swiata
wykazat, ze zachorowalno$¢ na gruzlice zwigksza si¢ latem 1 wiosng. Przyczyng tego zjawiska
moze by¢ zwigkszona transmisyjno$¢ w chiodnych miesigcach oraz dodatkowe czynniki
jak wychtodzenie, niedostateczna ekspozycja na $wiatlo stoneczne czy przebywanie
w zattoczonych pomieszczeniach, ktére przez kilkutygodniowy okres rozwoju choroby moga
skutkowa¢ zwigkszong podatno$cia gospodarza na zachorowanie w tym okresie (Fares 2011).
Doktadny wptyw temperatury na rozprzestrzenianie si¢ gruzlicy jest jednak niejednoznaczny. Inne
przeprowadzone badania wykazaly, ze wystepowanie zaro6wno ekstremalnie wysokich,
jak 1niskich temperatur zwigkszato liczbg rejestrowanych nowych przypadkow gruzlicy (Onozuka
and Hagihara 2015). W Chinach natomiast zaobserwowano, Zze w regionach, w ktorych

temperatura otoczenia jest wysoka, zapadalno$¢ na gruzlice zwigksza si¢ (Gelaw et al. 2019).

Wilgotno$¢ powietrza jest kolejnym elementem klimatu, ktorego wysokie warto$ci
wplywaja na zwigkszone rozprzestrzenianie si¢ gruzlicy (Kuddus, McBryde, and Adegboye
2019:2007-2012; Xu et al. 2020). Udowodniono, ze pratki wykazujg si¢ znaczng odpornoscia
na wysychanie, dzigki rozwinigtym systemom naprawy DNA (Pitcher et al. 2007).

Z kolei niska wysoko$¢ bezwzgledna sprzyja zwiekszonej si¢ liczbie przypadkéw gruzlicy,
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co moze by¢ powigzane z mniejszym stopniem zageszczenia ludnosci na wyzszych wysokosciach
(Gelaw et al. 2019). Niektore badania zwracajg réwniez uwage na powigzanie ekspozycji
na promieniowanie UV-B a wystepowaniem gruzlicy. Zaobserwowano, ze kraje z wysoka
ekspozycja na promieniowanie UV-B notuja mniej przypadkéw gruzlicy. Moze to by¢ powigzane
ze statusem immunologicznym gospodarza, na ktory wptyw ma produkcja witaminy D3 (Boere et
al. 2017). Waznym czynnikiem ryzyka sg rOwniez zanieczyszczenia powietrza, ktére powodujg
wieloczynnikowe uszkodzenia w funkcjonowaniu samych pluc i makrofagéw (Lin et al. 2019).
Zanieczyszczenia te powstajg m.in. podczas palenia tytoniu, spalania paliw kopalnych
w pojazdach mechanicznych lub w domu podczas gotowania czy ogrzewania mieszkan (Lin,

Ezzati, and Murray 2007).

1.6.3. Czynniki socjoekonomiczne

Czynniki socjoekonomiczne, ktére maja wpltyw na zdrowie czlowieka sa nazywane
spotecznymi determinantami zdrowia (ang. social determinants of health, SDOH) (Lonnroth et al.
2009). Sa to m.in. ubdstwo, niedozywienie, brak dostepu do biezacej wody, elektrycznosci
czy ogrzewania, przeludnienie w domu, jak i rejonie zamieszkania, niska jako§¢ budownictwa
(staba wentylacja pomieszczen), brak $wiadczen socjalnych, staba infrastruktura opieki
zdrowotnej 1 brak dostepu do edukacji (Alaridah et al. 2019; Hargreaves et al. 2011). Dodatkowym
czynnikiem mogacym wplywac na rozprzestrzenienie si¢ gruzlicy jest rOwniez migracja ludnosci,
w tym osob, ktore nie zostaty poprawnie zdiagnozowane a sg aktywnie zarazajace (Mitruka et al.

2014)

WHO wskazuje na wptyw spolecznych determinantow zdrowia na rozprzestrzenianie si¢
gruzlicy na §wiecie, wsrdd ktorych wymienia m.in. wyréwnanie jakosci zycia, objgcie ochrong
w postaci $wiadczen socjalnych osob w grupie zwigkszonego ryzyka podatnosci na gruzlice,
ochrong praw cztowieka oraz dostgp do ochrony zdrowia jako jeden z filaréw pozwalajacych
na zrealizowanie programu ,,End TB Strategy” (The end TB strategy 2015). Potrzebe wzigcia
pod uwage spolecznych determinantdw zdrowia zauwazono po ograniczonym sukcesie
(a w niektorych regionach jego braku) programow ogoélnoswiatowych, skupiajacych si¢ na walce
z gruzlicg jedynie poprzez wcezesne wykrywanie nowych przypadkow oraz strategi¢ leczenia DOT

(Dye et al. 2009; Koltringer et al. 2023:2005-2015). Zauwazono korelacje migdzy niskg wartoscia
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wskaznika rozwoju spotecznego (ang. Human Development Index, HDI) a zapadalnos$cig
(Okhovat-Isfahani et al. 2019) oraz umieralnos$cig na gruzlice (Rodriguez-Morales and Castafieda-
Hernédndez 2012). Z zapadalno$cig na gruzlice koreluje rowniez zalezno$¢ niskiej wartoSci
produktu krajowego brutto w przeliczeniu na jednego mieszkanca (ang. per capita Gross Domestic
Product, GDP) (Janssens and Rieder 2008). Podobng zalezno$¢ miedzy zapadalnoscig
1 umieralno$cig na gruzlice  zauwazono w przypadku jakosci $wiadczen socjalnych

(z wylaczeniem opieki zdrowotnej) w przeliczeniu na PKB (Siroka, Lonnroth, and Ponce 2016).

Kolejnym czynnikiem socjoekonomicznym jest postepujgca, niezrOwnowazona
urbanizacja w krajach rozwijajacych si¢, co przeklada si¢ rowniez na przeludnienie
oraz powstawanie skupisk 0sob zyjacych w ubostwie. Zapadalno$¢ na gruzlicg jest istotnie wyzsza
w miejscach o wysokim zaggszczeniu ludnosci (de Abreu e Silva et al. 2016; Clark, Riben, and
Nowgesic 2002). W krajach takich jak Brazylia, gdzie w miastach obecne jest powazne
rozwarstwienie spoteczne, zauwazono rdwniez pozytywng korelacj¢ miedzy mieszkaniem
w przeludnionych, ubogich dzielnicach miasta Porto Alegre, a wystepowaniem zwigkszonej liczby
przypadkéw gruzlicy (Acosta and Bassanesi 2014). Podobne rozwarstwienie spoleczne istnieje
takze w Indiach, gdzie z kolei obserwuje si¢ znaczne rdéznice migdzy zapadalnoscia na gruzlice
wséréd osob zamoznych oraz mniej zamoznych (Pathak, Vasishtha, and Mohanty 2021).
Przeludnienie, niedozywienie, niski poziom higieny oraz brak dostepu do opieki medycznej
sg czynnikami, ktére majg wplyw na wysoki wspotczynnik zachorowan takze w zaktadach karnych

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

1.6.4. Czynniki patogenu

Mimo niskiej roznorodnosci genetycznej pratkow gruzlicy, ich wtasciwosci fenotypowe
moga mie¢ wpltyw na transmisj¢ gruzlicy poprzez modulacj¢ odpowiedzi uktadu odpornosciowego
gospodarza oraz efektywnos$ci leczenia. Wplyw genetycznej oraz fenotypowej réznorodnosci
pratkow gruzlicy na ich rozprzestrzenianie jest potwierdzony poprzez Scisle okreslony zasigg
geograficzny poszczegoélnych linii filogenetycznych. Linie "ewolucyjnie starsze” (L5 — L9)
zazwyczaj izolowane sg jedynie w poszczegdlnych regionach Afryki — LS w Afryce Zachodniej
w szczegolnosci w Beninie oraz Ghanie; L6 w Afryce Zachodniej gtéwnie w Sierra Leone, Gambii

1 Gwinea Bissau; L7 w Etiopii, L8 w rejonie Wielkich Jezior Afrykanskich oraz L9 w Somalii.
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Poza Afryka przypadki gruzlicy wywotlanej szczepami tych linii filogenetycznych zdarzaja si¢
rzadko, gléwnie wséroéd imigrantéw pochodzacych z krajow endemicznych dla tych linii (Silva et
al. 2022). Z kolei szczepy linii 2, 3 oraz 4 kojarzone sg ze znacznym rozprzestrzenianiem si¢
na catlym $wiecie oraz zwigkszong transmisyjnoscig (Wiens et al. 2018). Wykazano, ze pacjenci

zrodtowi, od ktorych izolowane sg pratki tych linii, zakazajg wigcej osob (Gagneux et al. 2006).

Tak zréznicowany =zasigg geograficzny sprawil, ze szczepy L5 — L9 uznaje si¢
za specjalistow, a pozostate za generalistow pod wzgledem dostosowania do zakresu gospodarzy.
Nie jest jednak doktadnie wiadome, jakie specyficzne adaptacje pratkow gruzlicy prowadzg
do tak $cistego doboru gospodarzy i rozmieszczenia filogeograficznego (Stucki et al. 2016).
Afryka jest jedynym kontynentem, gdzie izolowane sg pratki wszystkich linii filogenetycznych,
co moze mie¢ zwigzek z wysoka réznorodno$cig genetyczng mieszkancow Afryki (Tishkoff et al.
2009) oraz wydaje si¢ potwierdza¢ teori¢ wyjscia z Afryki, a takze wspdlng ewolucje populacji
cztowieka i1 pratkow (Gagneux 2012). Silng adaptacj¢ do gospodarzy, u pratkow specjalistow,
moze rowniez potwierdza¢ obserwacja, ze transmisja szczepoOw wystepujacych endemicznie jest

wigksza u populacji natywnych niz u imigrantow (Gagneux et al. 2006).

Pratki w obrgbie tych samych linii filogenetycznych réwniez moga si¢ ro6znié
transmisyjnoscig 1 by¢ zdolne do ekspansji klonalnej. Wykazano, ze konkretne klady sublinii
»,miodszej” (nazywanej rowniez linia nowozytna Beijing) linii 2: [2.3.4, L2.3.5 1 L2.3.6,
charakteryzuja si¢ zwigkszonym wystgpowaniem na Swiecie, czgstszym klastrowaniem
oraz czgscie] izolowane sg z wybuchdéw epidemicznych na granicach krajow. Szczepy tych kladow
pochodza z Azji Wschodniej 1 stanowig 83,1% wszystkich szczepdw linii Beijing izolowanych
na $§wiecie (Zhu et al. 2023). Niektore badania doszukaja si¢ zwiagzku np. migdzy biatkiem EsxW
a rozprzestrzenianiem si¢ sublinii Beijing (Holt et al. 2018). Podobne zjawisko wystepuje
u poszczegdlnych sublinii linii 4, dla ktdrej szczegdlnym rozprzestrzenieniem charakteryzujg sig
klady L4.1.2 (Haarlem), L4.3 (LAM), L4.10 (PGG) (Stucki et al. 2016). Badania przeprowadzone
przez Cowley et al. wykazaty, ze szczepy kladu W-Beijing sg w stanie rozprzestrzenial si¢
w populacji znacznie skuteczniej niz inne. Udowodniono to na podstawie wysokiego wzrostu
szczepow kladu W-Beijing w Cape Town na przestrzeni lat. Zaobserwowano, ze w latach 1930—

1965 szczepy te nie byty obecne w Cape Town, w latach 1966—1995 stanowity niewielki odsetek
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wszystkich izolatow (2,8%), natomiast w latach 19962005 stanowity juz 20% izolatow (Cowley
et al. 2008).

Badany jest takze zwigzek pomigdzy liniami filogenetycznymi, a wirulencja
oraz odpowiedzig uktadu odpornosciowego i obrazem klinicznym choroby. Zadanie to jest jednak
utrudnione, poniewaz na przebieg choroby moze wptywaé bardzo wiele czynnikéw, ktore ciezko
jest kontrolowaé zbierajac dane od pacjentow. Ponadto pratki gruzlicy sga patogenami
nie posiadajacymi typowych czynnikoéw wirulencji takich jak np. toksyny bakteryjne (Coscolla
and Gagneux 2014), co utrudnia badania w modelach zwierzecych. Pratki gruzlicy nie wykazuja
rébwniez wysokiej zmiennosci w genach zwigzanymi z czynnikami  wirulencji
np. odpowiadajacych za szlaki syntezy $ciany komoérkowej (Peters et al. 2020). Antygeny
rozpoznawane przez limfocyty T CD4" sa wysoce konserwatywne, mimo iz odporno$¢ na gruzlice
jest w duzym stopniu zalezna od limfocytoéw tego typu (Comas et al. 2010). Sugeruje to, Ze pratki
gruzlicy nie polegaja na zmiennosci antygenowej jak wiele innych patogenow.
Poszukuje si¢ korelacji pomiedzy liniami filogenetycznymi a typem gruzlicy i miejscem rozwoju
infekcji np. zakazenie L1 zwigksza ryzyko wystapienia gruzlicy pozaplucnej (Du et al. 2023).
Z kolei szczepy sublinii Beijing wydajg si¢ by¢ zwigzane z krdotszym przebiegiem gruzliczego
zapalenia opon moézgowych (Thwaites et al. 2008). W badaniach Portevin i wsp. udowodniono, ze
szczepy linii 2, 4 oraz 3 wywoluja zmniejszong odpowiedZ odpornosciowa gospodarza
w poczatkowej fazie przebiegu gruzlicy (Portevin et al. 2011). Z kolei badania Ribeiro 1 wsp.
wykazaly, ze szczepy kladu L2.3 s3 bardziej wirulentne zar6wno na modelu makrofagow
jak 1 na modelu mysim (Ribeiro et al. 2014). Dodatkowo szczepy sublinii Bejing powiazane s3
rowniez z nieefektywnym leczeniem oraz czestszymi nawrotami choroby, w szczegolnosci
wspomniany wczesniej klad L2.3 (Feng et al. 2008). Przeprowadzone badania populacyjne
ukazaly powigzanie mi¢dzy linig filogenetyczng a poszczegdlnymi SNP w genomie gospodarza
np. SNP w CD53, ktore zwigkszaty ryzyko zachorowania na gruZzlice u os6b w podesztym wieku,
ale jedynie dla linii innych niz Beijing (Omae et al. 2017). Badania nad korelacjg genetycznego
pochodzenia pratkdéw oraz przebiegu choroby nie sg jednak jednoznaczne i wiele z nich prowadzi
do przeciwstawnych wnioskow (Negrete-Paz, Vazquez-Marrufo, and Vézquez-Garcidueiias

2021).
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Podejrzewa sig¢, ze rodzaj linii filogenetycznej moze takze mie¢ wplyw na lekoopornosé¢
pratkéw gruzlicy. Szczepy linii 2 sg uznawane za szczepy szybciej nabywajace lekoopornosé
ze wzgledu na obecno$¢ predestynujacych polimorfizméw (Sun et al. 2006; Torres Ortiz et al.
2021) szczego6lnie w genach odpowiadajacych za naprawe DNA a wigc wyzsza czestotliwose
pojawiania si¢ mutacji (ang. mutation rate). W Uzbekistanie klad 2.3.6 Beijing okreslony
w literaturze jako pochodzacy z wybuchu epidemicznego w Azji Centralnej (ang. Central Asian
outbreak, CAO) charakteryzuje si¢ szybkim rozprzestrzenianiem si¢ i wysokg opornosciag (MDR
lub pre-XDR). Za wysoki sukces rozprzestrzeniania si¢ tego kladu uznawana jest obecnosé¢
mutacje kompensacyjne (Merker et al. 2018). Innym przyktadem jest klaster 14717-15
wyizolowany w Rosji (Mokrousov et al. 2023). Badania izolatow rosyjskich pokazaty rowniez, ze
szczepy Bejing czg$ciej posiadaty mutacje odpowiadajaca za opornosé na izoniazyd (katG S315T)
oraz na ryfampicyne (rpoB S450L) (Casali et al. 2014). Wzrost obecnos$ci szczepow Beijing
zaobserwowano rowniez w Chinach, gdzie badacze pokazali, ze szczepy te posiadaja wiegce]
mutacji kompensacyjne (22,1% do 11,1%) niz inne szczepy (Huo et al. 2018). Wysoki procent
szczepow Beijing posrod izolatow MDR zaobserwowano rowniez w Korei, gdzie szczepy MDR
Beijing cze¢$ciej posiadaty mutacje katG S315T (65% szczepow Beijing) niz inne linie (Park et al.
2005). Skorelowanie szczepdw Beijing z oporno$cia ma roéwniez swoje odzwierciedlenie
w Polsce, gdzie 61.5% przypadkow gruzlicy MDR wywotanych zostato przez sublini¢ Beijing
(Bakuta et al. 2023). Jednakze rowniez inne klady sg powigzane z czgstszym wystgpowaniem
szczepéw MDR np. T1 w Mali nalezacy do L4 (Traore et al. 2012). Niektore grupy badawcze
postuluja, ze lekooporne klady L4 sg bardziej ograniczone i nierozprzestrzeniajg si¢ tak efektywnie
jak klady L2, co pokazano w pracy Merker et al, w ktorej opisano ekspancj¢ kladu W148 od Rosji
po Wschodnig 1 Zachodnig Europg. Sukces tego kladu prawdopodobnie moze wynikad
z nabywania mutacji kompensacyjnych (Merker et al. 2022).
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2. Cele pracy

Gléwnym celem niniejszej pracy doktorskiej bylo zidentyfikowanie rdznic genetycznych

oraz fenotypowych migdzy szczepami wysokotransmisyjnymi i niskotransmisyjnymi pratka

gruzlicy oraz ich wplywu na transmisyjnos¢ tychze szczepow.

Cel ten zrealizowano poprzez nastgpujace cele czastkowe:

1.

Analizg dostepnej literatury w celu analizy, jakie linie filogenetyczne powoduja wybuchy
epidemiczne gruzlicy na §wiecie oraz strukture ich rozprzestrzenienia si¢ geograficznego.
Identyfikacj¢ wysoko- 1 niskotransmisyjnych szczepow M. tuberculosis w obrebie kolekcji
szczepoOw IGiChP.

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

Badania fenotypowe obejmujace analiz¢ kinetyki wzrostu, wzrostu w warunkach
obnizonej ilosci tlenu, ocen¢ lekoopornosci, okreslenie poziomu dostosowania
ewolucyjnego, ocen¢ poziomu wewnatrzkomoérkowego pochtaniania 1 zdolnosci
przezywania w makrofagach wybranych szczepéw oraz produkcj¢ cytokin prozapalnych
przez komorki linii monocytarno-makrofagowej THP-1 infekowane wybranymi szczepami

M. tuberculosis.
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W wielu krajach $wiata gruzlica jest chorobg powszechng i czesto niosacg smier¢. Walka
z gruzlicag wymaga monitorowania populacji szczepdw rozprzestrzeniajgcych sie¢ na catym swiecie
oraz analizy rozpowszechnienia okreslonych szczepow w  populacjach. Obecnie,
sekwencjonowanie wysokoprzepustowe genomu umozliwia precyzyjne $ledzenie transmisji
gruzlicy. W literaturze obecnie brakuje kompleksowego podsumowania charakterystyki

wybuchow epidemicznych gruzlicy.

Z tego wzgledu w pracy systematic review zatytutowanej “An overview of tuberculosis
outbreaks reported in the years 2011-2020” przeanalizowali§my badania raportujagce ogniska
gruzlicy na calym $wiecie, monitorowane za pomocg WGS izolatow Mycobacterium tuberculosis.
Przeanalizowalis$my: 1) mapowanie zgtoszonych wybuchéw epidemicznych z lat 2011-2020, 2)
oszacowanie ich $redniej wielkosci, 3) jakie linie filogenetyczne powoduja wybuchy epidemiczne,
oraz 4) ustalenie wzorcoOw opornosci na leki szczepdw M. tuberculosis bioracych udziat
w wybuchach epidemicznych. Wigkszos$¢ danych pochodzita z Europy, Azji 1 Ameryki Potnocne;.
UstaliliSmy, ze wybuchy epidemiczne gruzlicy byly zglaszane na calym $wiecie, na wszystkich
kontynentach, w krajach zaréwno o wysokiej, jak i niskiej zapadalnosci. Wykryte ogniska
epidemiczne zawieraly mediang pieciu izolatow M. tuberculosis. Wiekszo$¢ szczepow
powodujacych wybuchy epidemiczne nalezata do L4, rzadziej do L2. Zgloszone izolaty z ognisk

byty czesto oporne na leki.

Whioskujemy, ze potrzeba wigcej nadzoru za pomocag WGS nad ogniskami
M. tuberculosis. Globalnie ustandaryzowane procedury moga poprawi¢ kontrole infekcji

M. tuberculosis (Zukowska et al. 2023).
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3. Materialy

3.1. Szczepy bakteryjne

Szczepy bakteryjne wykorzystane do badan w niniejszej pracy zebrano w tabeli 3.1.
Do badan wykorzystano 26 klinicznych szczepow M. tuberculosis, w tym 22 pochodzity z kolekcji
Instytutu Gruzlicy 1 Chorob Pluc w Warszawie a 4 z kolekcji Instytutu Biologii Medycznej Polskiej
Akademii Nauk w Lodzi. W charakterystyce szczepdw opisano profil lekowrazliwos$ci szczepow

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

Tabela 3.1. Wykaz szczepow wykorzystywanych do czg¢sci eksperymentalnej pracy doktorskie;.

Gatunek Nazwa Charakterystyka/ Zrodlo

Lekowrazliwosé (°R)

Szczepy referencyjne

M. H37Rv Szczep referencyjny, wirulentny IBM PAN Lodz

tuberculosis

Szczepy kliniczne wysokotransmisyjne

M. GO01 INHS, RMPS, EMB® IGIChP Warszawa
tuberculosis

M. G17 INHS, RMPS, EMBS IGIiChP Warszawa
tuberculosis

M. G21 INHR, RMPR, EMBR IGIChP Warszawa
tuberculosis

M. G87 INHS, RMPS, EMB® IGIChP Warszawa
tuberculosis

M. G93 INHS, RMPS, EMBS IGIChP Warszawa
tuberculosis

M. G101 INHS, RMPS, EMB® IGIChP Warszawa
tuberculosis

M. G149 INHS, RMPS, EMBS IGIChP Warszawa

tuberculosis

Strona 34 z 146



M. G151 INHS, RMPS, EMBS IGIChP Warszawa
tuberculosis

M. G214 INHR, RMPR, EMBR IGIChP Warszawa
tuberculosis

M. L129/7 INHS, RMP®, EMB® IBM PAN L6dz
tuberculosis

M. L139 INHS, RMP®, EMB® IBM PAN L6dz
tuberculosis

M. L306/7 INHS, RMPS, EMB® IBM PAN L6dz
tuberculosis

M. L321 INHS, RMP®, EMBS IBM PAN L6dz

tuberculosis

Szczepy kliniczne niskotransmisyjne

M. G23 INHR, RMPR, EMBR IGiChP Warszawa
tuberculosis

M. G191 INHS, RMPS, EMB® IGIChP Warszawa
tuberculosis

M. G206 INHS, RMPS, EMBS IGIiChP Warszawa
tuberculosis

M. 384_NT INHS, RMPS, EMBS IGIiChP Warszawa
tuberculosis

M. 748 NT INHS, RMPS, EMB® IGIChP Warszawa
tuberculosis

M. 936_NT INHS, RMPS, EMBS IGIiChP Warszawa
tuberculosis

M. 1396 NT INHS, RMPS, EMB® IGIChP Warszawa
tuberculosis

M. 2904 _NT INHS, RMPS, EMBS IGIChP Warszawa

tuberculosis
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M. 3835 _NT INHS, RMPS, EMBS IGIChP Warszawa
tuberculosis

M. 4670 _NT INHS, RMPS, EMB® IGIChP Warszawa
tuberculosis

M. 5764 NT INHS, RMPS, EMBS IGIChP Warszawa
tuberculosis

M. 7363_NT INHS, RMPS, EMBS IGIChP Warszawa
tuberculosis

M. 8069 NT INHS, RMPS, EMB® IGIChP Warszawa

tuberculosis

Szczepy zmodyfikowane genetycznie

E. coli E. coli Szczep zawierajacy plazmid IBM PAN Lédz
pMV306KANgfp PMV306attPerces miv-gfp, KmR
M. M. tuberculosis Szczep “’knock-out” z IBM PAN Lodz
tuberculosis AkatG niefunkcjonalnym genem katG,
warunkujacym oporno$¢ na
izoniazyd.
M. MtbG01pMV306K Szczep kliniczny zawierajacy Praca doktorska
tuberculosis ANgfp plazmid pMV306attPercc3 mib-gfp,
KmR
M. MtbG101pMV306 Szczep kliniczny zawierajacy Praca doktorska
tuberculosis KANgfp plazmid pMV306attPercc3 mib-gfp,
KmR
M. MtbG17pMV306K Szczep kliniczny zawierajacy Praca doktorska
tuberculosis ANgfp plazmid pMV306attPercc3 miv-gfp,
KmR
M. MtbG149 Szczep kliniczny zawierajacy Praca doktorska
tuberculosis  pMV306KANgfp  plazmid pMV306attPercc3 mtn-gfp,

KmR
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M. MtbG151 Szczep kliniczny zawierajacy Praca doktorska
tuberculosis  pMV306KANgfp  plazmid pMV306attPercc3 mim-gfp,
KmR
M. MtbL129/7 Szczep kliniczny zawierajacy Praca doktorska
tuberculosis  pMV306KANgfp  plazmid pMV306attPercc3 mn-gfp,
KmR
M. MtbL139 Szczep kliniczny zawierajacy Praca doktorska
tuberculosis  pMV306KANgfp  plazmid pMV306attPercc3 mn-gfp,
KmR
M. MtbL306/7 Szczep kliniczny zawierajacy Praca doktorska
tuberculosis  pMV306KANgfp  plazmid pMV306attPercc3 mtn-gfp,
KmR
M. MtbL321 Szczep kliniczny zawierajacy Praca doktorska
tuberculosis  pMV306KANgfp  plazmid pMV306attPercc3 mtn-gfp,
KmR
M. H37RvpMV306KA Szczep kliniczny zawierajacy IBM PAN Lodz
tuberculosis Ngfp plazmid pMV306attPercc3 miv-gfp,

KmR

3.2. Linie komorkowe

Wykorzystang w badaniach lini¢ monocytarno-makrofagowa THP-1, ktora zostata
udostgpniona dzigki zyczliwosci dr. Izabeli Szulc-Kielbik oraz prof. dr hab. Magdaleny Klink
z pracowni Biologii Molekularnej i Komorkowej IBM PAN w Lodzi, opisano w tabeli 3.2. Linia
THP-1 to ludzka linia monocytow, ktora zakupiono w Amerykanskiej Kolekcji Kultur
Mikroorganizméw (ang. American Type Culture Collection, ATCC).
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Tabela 3.2. Linie komdérkowe wykorzystane w pracy doktorskiej.

Nazwa Pochodzenie Zrédlo Zdjecie poglgdowe
THP-1 Krew obwodowa; ludzka ostra ATCC

biataczka monocytarna (ang. acute *

monocytic leukemia)

3.3. Wektory plazmidowe

W  tabeli 3.3. przedstawiono charakterystyk¢ rekombinowanego plazmidu
pMV306attPerccs mi-gfp uzytego w pracy doktorskiej. Plazmid ten posiada sekwencje¢ attP
oraz gen kodujacy integraze, co pozwala na wiaczenie konstruktu w miejsce attB genomu
M. tuberculosis w wyniku miejscowo-specyficznej rekombinacji. Plazmid ten posiada rowniez
sekwencje inicjacji replikacji ori (ang. origin) dla E. coli, gen gfp kodujacy biatko zielonej
fluorescencji, ktory znajduje si¢ pod kontrola promotora genu ercc3 pochodzacego z genomu

pratka gruzlicy oraz gen opornosci na kanamycyng, aph.
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Tabela 3.3. Wektory plazmidowe wykorzystane w pracy doktorskiej.

Nazwa Opis Zrodlo

PMV306attP ercc3_ miv-gfp  Wektor zawierajacy gen IBM PAN Lo6dz
oporno$ci na kanamycyn¢ aph
oraz gen reporterowy gfp pod
kontrolag promotora genu errc3.

Mapa plazmidu

pMV306attP...; mu-gfp

BN B NIV306attP s

Mrb-gfp

promotor ercc3

sekwencja artP

Ryc. 3.1. Mapa plazmidu pMV306attP_crcc3 mm-gfp

3.4. Podloza mikrobiologiczne

Do wykonania niniejszej pracy doktorskiej wykorzystywano podloza stale oraz ptynne.
Wszystkie uzyte podtoza poza komercyjnymi podtozami do systemu MGIT960 sterylizowano

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

e Trypton (BioShop) 10 g/L
e Ekstrakt drozdzowy (BioShop) 5¢g/L
e Chlorek sodu (BioShop) 5¢/lL

Podtoze ptynne Middlebrook 7H9 suplementowane OADC, pH 7 o sktadzie:

e 7H9 Middlebrook Broth (Difco) 4,7 g/lL
e Tween 80 (BioShop) 0,05%
e OADC (Becton Dickinson) 10%

Podtoze ptynne Middlebrook 7H9 z dodatkiem tyloxapolu, pH 7 o sktadzie:

e 7H9 Middlebrook Broth (Difco) 4,7 g/L
e Tyloxapol (Sigma-Aldrich) 0,05%
e OADC (Becton Dickinson) 10%

Podloze ptynne BBL™ Middlebrook 7H9 do systemu BACTEC™ MGIT™ 960 o sktadzie:

e BBL™ Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson) 7 ml
e OADC (Becton Dickinson) 10%

Podtoze ptynne BBL™ Middlebrook 7H9 z dodatkiem tyloxapol do systemu BACTEC™
MGIT™ 960 o sktadzie:

e BBL™ Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson) 7 ml
e Tyloxapol (Sigma-Aldrich) 0,05%
e OADC (Becton Dickinson) 10%
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Podtoze ptynne Middlebrook 7H9 z dodatkiem cholesterolu oraz tyloxapolu, pH 7 o sktadzie:

e 7H9 Middlebrook Broth (Difco) 4,7 g/L
e Tyloxapol (Sigma-Aldrich) 0,01%
e Cholesterol (Sigma-Aldrich) 0,01%

Podtoze state Middlebrook 7H10, pH 7 o sktadzie:

e 7H10 Middlebrook Agar (Difco) 19 g/L
e Glicerol (Sigma-Aldrich) 0,5%
e OADC (Becton Dickinson) 10%

Podtoze state Middlebrook 7H10 z dodatkiem kanamycyny, pH 7 o sktadzie:

e 7H10 Middlebrook Agar (Difco) 19 g/L
e Glicerol (Sigma-Aldrich) 0,5%
e OADC (Becton Dickinson) 10%
e Kanamycyna (BioShop) 25 pg/mL

Podtoze state Lowenstein—Jensena, pH 7 o skladzie:

e Skrobia ziemniaczana 18,60 g
e L-asparagina 223 ¢
e Jednozasadowy fosforan potasu 1,55 ¢
e Cytrynian sodu 0,37 g
e Zielen malachitowa 0,25¢g
e Siarczan (VI) magnezu 0,15¢g
e Glicerol 7,44 mL
e Jaja (petne) 620,00 mL
e Woda oczyszczona 373,00 mL
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3.5. Substancje dodawane do pod}6z mikrobiologicznych

e Antybiotyki

Antybiotyki wykorzystane w badaniach przedstawiono w tabeli 3.4.

Tabela 3.4. Antybiotyki oraz inne substancje dodawane do podtéz wykorzystywanych

w niniejszej pracy doktorskiej.

Nazwa E. coli M. tuberculosis

Kanamycyna (BioShop) 50 pg/mL 25 ug/mL

¢ Bickit metylenowy

Nazwa M. tuberculosis

Biekit metylenowy (BioShop) 15 ug/mL

Blekit metylenowy dodawano do podtoza ptynnego BBL™ Middlebrook 7H9/Tyloxapol.

3.6. Media oraz odczynniki do hodowli komorkowych

Odczynniki dodawane do podloz do hodowli komorkowych
e [-merkaptoetanol (Thermo Fischer Scientific)
e RPMI 1640 (ang. Roswell Park Memorial Institute 1640, Thermo Fischer Scientific)
e plodowa surowica bydlgca inaktywowana termicznie (FBS, ang. foetal bovine serum,
Sigma-Aldrich)
e primocyna (InvivoGen)
e mieszanina penicyliny 10000 U/ml i streptomycyny 10000 pg/ml (Thermo Fischer

Scientific)
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Podloza do hodowli komorkowej

RPMI 1640 wzbogacone

e RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific) 90%
e FBS inaktywowany (Sigma-Aldrich) 10%
e [-merkaptoetanol (Thermo Fischer Scientific) 0,09%
e primocyna (InvivoGen) 0,02%
e mieszanina penicyliny i streptomycyny (Thermo Fischer Scientific) 0,1%

RPMI 1640 (ang. Roswell Park Memorial Institute 164(0) wzbogacone bez antybiotykow

e RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific) 90%

e FBS inaktywowany (Sigma-Aldrich) 10%

e [(-merkaptoetanol (Thermo Fischer Scientific) 0,09%
3.7. Enzymy

Enzymy uzyte do trawienia DNA
e TURBO DNA-free™ Kit (Ambion) 5 U/ul

Enzymy uzyte do trawienia RNA
e RNaza (Sigma-Aldrich) 1 U/ul

3.8. Mieszaniny reakcyjne

Wytrawianie DNA

RNA 8 ug
bufor reakcyjny 1wl
H>O DEPC do objetosci koncowej 25 ul
DNAza Il
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Mieszanina do syntezy cDNA

RNA 1 pg
heksanukleotyd starterowy 1wl
bufor reakcyjny 1wl
H>O DEPC do objetosci koncowej 8 ul
2xFirst-Strand Reaction Mix (Invitrogen) 10 pl
SuperScript™IIl/RNase OUT™ Enzyme Mix (Invitrogen) 2ul

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 jonéw wapniowych i
magnezowych (BioShop)

3.10. Zestawy komercyjne

Zestaw do izolacji plazmidowego DNA Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega)

Zestaw do analizy czystosci 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 [llumina®
Platforms (Illumina)

Zestaw do przygotowania bibliotek do sekwencjonowania DNA genomowego TruePrep

DNA Library Prep Kit V2 674 for [llumina (Vazyme Biotech)
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3.11

Zestaw do analizy jakosci bibliotek DNA genomowego Agilent High Sensitivity DNA
Kit (Agilent Technologies)
Zestaw do analizy lekoopornosci pratkoéw gruzlicy testami molekularnymi Genotype

MTBDRplus (Hain Lifescience GmbH)

. Inne odczynniki i materialy

4% roztwor paraformaldehydu (PFA; Fluka Analytical, Szwajcaria) w PBS (% w/o)
Mowiol® 4-88 (Sigma-Aldrich)

odczynnik Turka o sktadzie 3,2% kwasu octowego 1 0,0025% fioletu krystalicznego
(%w/0) 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 $rednicy porow 0,22 um (TPP)

Butelki hodowlane 25¢m? do hodowli komérkowych (Nunc)

Butelki hodowlane 75¢m? do hodowli komoérkowych (Nunc)

Butelki hodowlane 25¢m? do hodowli mikrobiologicznych (Goodlab)

Probowki plastikowe do hodowli M. tuberculosis w systemie BACTEC™ MGIT™ 960
BBL™ MGIT™ 7 mL Mycobacteria Growth Indicator Tube (Becton Dickinson)
24-dotkowe plytki (Nunc)

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

3.12. Aparatura

Wiréwka do probowek typu Eppendorf MiniSpin® (Eppendorf)
Wiréwka do probowek typu Falcon 5804 (Eppendorf)
Spektofotometr DS-11 FX (DeNovix)

Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen)

System BACTEC™ MGIT™ 960 do prowadzenia hodowli komoérkowych M.
tuberculosis (Becton Dickinson)

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent)

Aparat do elektroporacji (BioRad GenePulser)

Homogenizator FastPrep-24 MP (Biomedicals)

Wytrzasarka (Infors Orbitron)

Cytometr przeplywowy 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)

Strona 46 z 146



4. Metody

4.1. Badania przesiewowe i analiza literatury wykorzystane do publikacji

artykuhu systematic review

Artykuty uzyskane dzieki wyszukiwaniu haset ,,whole genome sequencing tuberculosis”
oraz ,tuberculosis outbreak” z baz literaturowych Pubmed oraz Web of Science wgrano
do programu COVIDENCE (Covidence), ktéry jest narzedziem do gromadzenia danych. Dane

nastepnie analizowano statystycznie.

4.2. Identyfikacja wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych szczepow

M. tuberculosis w obrebie kolekcji szczepow IGiIChP w Warszawie

Sposréd kolekcji IGiChP w Warszawie, na podstawie danych epidemiologicznych
oraz wstepnego genotypowania metoda spoligotyping wybrano szczepy potencjalnie wysoko-
i niskotransmisyjne. Szczepy wysokotransmisyjne zdefiniowano jako szczepy izolowane
wielokrotnie od réznych pacjentow zyjacych w obrebie jednego miasta lub nie dalej
niz w odlegtosci 50 km od danego miasta. Szczepy te charakteryzowal identyczny wzor
genetyczny (spoligotyp). Szczepy niskotransmisyjne to takie, ktore izolowane byly na danym

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

Tabela 4.1. Cechy na podstawie, ktoérych przypisywano szczepy w kolekcji 1GiChP

w Warszawie do poszczegdlnych kategorii

Genotypowanie Rozmieszczenie Dane
geograficzne epidemiologiczne
Kategoria
Szczepy Identyczny spoliogotyp Izolowane Mozliwo$¢
wysokotrnasmisyjne wielokrotnie od transmisji
roznych pacjentow na
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obszarze w zasiggu 50

km

Szczepy Unikalny spoligotyp Pojedyncze izolaty Brak

niskotransmisyjne potwierdzonej

transmisji

4.2. Hodowle bakteryjne

Escherichia coli

Hodowle bakteryjne E. coli prowadzono w podtozu ptynnym LB w proboéwkach szklanych

w temperaturze 37° do 24 godzin na wytrzasarce o ruchu obrotowym przy predkosci 140 rpm.
Mpycobacterium tuberculosis

Hodowle bakteryjne M. tuberculosis prowadzono w podtozu ptynnym Middlebrook 7H9
z suplementem OADC z odpowiednimi dodatkami w jednorazowych butelkach plastikowych
25cm? w temperaturze 37°C okoto 2-3 tygodnie bez wytrzasania. Hodowle na podtozu statym
prowadzono na szalkach Petriego z wykorzystaniem podtoza statlego Middlebrook 7H10
z dodatkiem OADC w temperaturze 37°C. Hodowle w systemie BACTEC™ MGIT™ 960
prowadzono w probowkach plastikowych BBL™ BACTEC™ MGIT™ 960 Mycobacteria
Growth Indicator Tube z dodatkami odpowiednich suplementéw w statych warunkach przez 1-4
tygodnie. W  celach uzyskania materialu  genetycznego do  sekwencjonowania
wysokoprzepustowego M. tuberculosis hodowano na podtozu staltym Lowenstein—Jensena

w formie skosow w temperaturze 37°C przez okoto 3 tygodnie.

4.3. Hodowle komorkowe

Komorki linii THP-1 byly hodowane w podtozu RPMI 1640 wzbogaconym o odpowiednie
suplementy na butelkach hodowlanych o powierzchni wzrostu 25 lub 75 ¢cm?, w inkubatorze
w atmosferze 5% CO», wilgotnosci 90-95%, w temperaturze 37°C. Ocena ilosci komorek

oraz ich zywotno$¢ zostala oceniona przy uzyciu biekitu trypanu w stezeniu 0,4%.
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4.4. I1zolacja DNA plazmidowego z komorek E. coli

Izolacja plazmidowego DNA wykonana zostala z wykorzystaniem komercyjnego zestawu

odczynnikow Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System zgodnie instrukcja producenta.

4.5. Izolacja DNA genomowego z komorek M. tuberculosis metodq lizy

termicznej

Przygotowane wczesniej szczepy M. tuberculosis hodowano na podtozu statym
Lowenstein—Jensena w temperaturze 37°C. Gdy szczepy osiggaty widoczny wzrost,
po okoto 3 tygodniach hodowli, pobierano materiat jatowa eza i przenoszono do probéwek typu
Eppendorf zawierajagcych 300 ul jatowej wody. W celu zabicia pratkéw probéwki wstawiano
do tazni wodnej ogrzanej do temperatury 98°C na 30 minut. Nastepnie probki wirowano i zbierano
200 pl supernatantu do nowej proboéwki. Stezenie otrzymanego DNA genomowego mierzono

spektrofotometrycznie przy uzyciu urzadzenia Nanodrop.

. L
— —
21 | — —
pobranie jatowa przeniesienie inkubacja na wirowanie 14000 g, zebranie
ezg hodowli ze materiatu do 300 ul bloku 30 minut supernatantu
skosu wysterylizowanej grzewczym
wody 98C, 30 minut

Ryc. 4.1. Metodyka uzyskiwania DNA genomowego przy uzyciu metody termicznej lizy komérek

bakteryjnych.
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4.6. Hodowla wybranych szczepow M. tuberculosis w podlozu Middlebrook
7H9 z dodatkiem OADC lub w podlozu 7H9 z cholesterolem w celu uzyskania
calkowitego RNA do eksperymentu RNASeq

Hodowle bakteryjne prowadzono w podlozu pltynnym Middlebrook 7H9
suplementowanym OADC lub w podtozu Middlebrook 7H9 z dodatkiem 0,01% cholesterolu oraz
0,01% tyloxapolu do osiggnigcia gestosci optycznej OD=0,6-0,8. Nastgpnie 100 ml hodowli
zwirowano w warunkach 3900 g w temperaturze 37°C. Osady hodowli bakteryjnych

przechowywano w temperaturze -80°C.

4.7. Izolacja RNA z komorek M. tuberculosis z uzyciem Tri-zolu

Izolacja i precypitacja mieszaniny DNA i RNA

Osady komorkowe uzyskane w procedurze 4.6. wyjmowano z zamrozenia i dodawano 300
ul wody DEPC oraz 900 ul odczynnika TRIzol a nastepnie zawieszano przy pomocy pipety
Pasteur’a. Po zawieszeniu osadéw przenoszono catos¢ do probéwek Lysing Matrix zawierajacych
kulki  krzemionkowe 1 homogenizowano dwukrotnie w aparacie FastPrep®-24
w warunkach dla mykobakterii (dwukrotnie po 45 sekund, 6 m/s). Nastepnie supernatnant
przenoszono do nowej probowki typu Eppendorf i inkubowano pozwalajac, aby osad opadi
na dno. Nastgpnie probki wirowano w warunkach 12000 g w 4°C i ponownie przenoszono
do nowej probdwki 1 inkubowano przez 5 min. Kolejnym etapem byto dodanie 250 pl chloroformu
1 intensywne wytrzasanie (worteks) przez 2 min. Nastgpnie klarowano mieszaning inkubujac
10 min. na lodzie 1 wirowano 15 minut przy predkosci 12000 g i temperaturze 4°C. Po zwirowaniu
faz¢ gérng (wodng) przenoszono do nowej probowki i precypitowano przy uzyciu mieszaniny
sktadajacej si¢ z 1 objgtosci izopropanolu, 1/10 objetosci 3 M octanu sodu oraz 1 pl odczynnika
GlycoBlue. W celu zwigkszenia wydajnosci precypitacje prowadzono przez godzine w -20°C
a nastepnie przez noc w -80°C. Nastepnie probki ptukano 70% schtodzonym etanolem i wirowano
w warunkach 30 minut, 20000 g w temperaturze 4°C. Osad suszono w temperaturze pokojowej
do wyschnigcia i zawieszano w 50 pul wody DEPC. Oceniano stezenie uzyskanego preparatu DNA

1 RNA wedtug procedury opisanej w podrozdziale 4.8. Pomiar stezenia DNA 1 RNA.
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Oczyszczanie mieszaniny DNA i RNA z pozostalosci DNA

Aby usuna¢ resztki DNA z otrzymanych preparatéw RNA uzyto zestawu TURBO DNA-
free™ Kit zgodnie z zaleceniami producenta. Do trawienia uzyto 8 pug mieszaniny. Nastepnie
oceniano integralno$¢ uzyskanego RNA za pomocg zestawu Agilent RNA 6000 Nano Kit
na urzadzeniu Agilent 2100 Bioanalyzer zgodnie z zaleceniami producenta. Uzyskany

wyizolowany RNA musiat mie¢ integralnos¢ powyzej 7,0, by zostat uzyty do dalszych prac.
Rybodeplecja

Preparaty RNA o akceptowalnej integralnosci przeniesiono do probowki typu Eppendorf,
po czym dodano dwukrotng objetos¢ kulek magnetycznych AMPure XP 1 wymieszano.
Po 15 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej, usuni¢to supernatant za pomoca separatora
magnetycznego, a nastepnie kulki ptukano dwukrotnie 200 pl 70% etanolu i inkubowano
30 sekund. Prébki zostaly pozostawione na separatorze magnetycznym az do wyschnigcia,
anastgpnie dodano 13,5 pul wody DEPC, zawieszono 1 inkubowano przez 2 minuty w temperaturze
pokojowej na separatorze magnetycznym. Oczyszczony RNA przenoszono do nowych probowek
typu Eppendorf i poddawano procedurze usuwania rRNA przy uzyciu gotowego zestawu Ribo-

Zero rRNA Removal Kit, zgodnie z instrukcja producenta.

4.8. Pomiar stezenia DNA i RNA

Pomiaréw stezenia DNA 1 RNA dokonywano z wykorzystaniem spektrofotometru DS-11

FX. Uzyskano wyniki w jednostce ng/ul.

4.9. Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe genomowego DNA szczepow

M. tuberculosis

Przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania genomowego DNA

Do przygotowania bibliotek do sekwencjonowania uzyto zestawu TruePrep DNA Library
Prep Kit V2 674 for Illumina (Vazyme Biotech). Do przygotowania bibliotek wykorzystano

I ng/ml DNA genomowego wybranych szczepow wysoko- i niskotransmisyjnych. Nastepnie
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postepowano zgodnie z protokolem zalaczonym do zestawu przez producenta. Jako$¢
otrzymanych bibliotek oceniano przy pomocy zestawu Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent

Technologies, Germany) oraz urzadzenia Bioanalizer tej samej firmy.
Sekwencjonowanie bibliotek DNA genomowego

Przygotowane biblioteki DNA genomowego zostaly zsekwencjonowane dzigki
uprzejmosci Dr Dominika Strapagiela z Pracowni Biobank Katedry Biofizyki Molekularnej

Uniwersytetu Lodzkiego przy uzyciu urzadzenia NextSeq 500.
Analiza danych wygenerowanych w wyniku sekwencjonowania genomowego DNA - MTBseq

Analiz¢ obejmujaca wywotanie wariantow, klasyfikacje linii filogenetycznej
oraz identyfikacj¢ wariantow zwigzanych z lekooporno$cia przeprowadzono za pomoca MTBseq
v. 1.0.3. Analiz¢ spoligotyping in silico przeprowadzono za pomocg SpoTyping.py v. 2.1. Dane
dla wariantow wywolanych z probek DNA genomowego zostaly poréwnane za pomocy testu

Fishera pomiedzy grupa szczepdw transmisyjnych i nie transmisyjnych.

4.10. Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe calkowitego RNA

Przygotowanie bibliotek RNA do sekwencjonowania

Biblioteki do sekwencjonowania przygotowywano z uzyciem komercyjnego zestawu
KAPA Stranded RNA-Seq Library Preparation Kit zgodnie z poleceniami producenta.
W ten sposdb uzyskane biblioteki poddawano indeksowaniu. Nastgpnie oceniano jakos$¢
uzyskanych bibliotek przy pomocy zestawu Agilent DNA 1000 Kit i urzadzenia Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent).

Sekwencjonowanie bibliotek RNA

Przygotowane biblioteki RNA zostaly zsekwencjonowane dzigki uprzejmosci
Dr Dominika Strapagiela z Pracowni Biobank Katedry Biofizyki Molekularne; Uniwersytetu
Lodzkiego przy uzyciu urzadzenia NextSeq 500.
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Analiza danych uzyskanych w wyniku sekwencjonowania RNASeq

Analiza w przy pomocy oprogramowania Geneious z wykorzystaniem naktadek:
mapowanie programem Bowtie2 (high sensitivity) do matrycy szczepu wzorcowego
M. tuberculosis NC 000962. Poziom ekspresji obliczano na podstawie tego samego

oprogramowania z uzyciem DESeq?2 i dopasowania parametrycznego.

4.11. Elektrotransformacja komorek M. tuberculosis

W celu wprowadzenia materiatu genetycznego do komorek M. tuberculosis stosowano
metode¢ elektroporacji opracowang przez Parish 1 Stocker w roku 2001. W metodzie tej impuls
elektryczny przepltywajacy przez komorki w roztworze 10% glicerolu destabilizuje btony
komoérkowe, co wplywa na zwigkszenie przepuszczalnosci (Parish and Stoker 2001).
Pierwszym etapem procedury jest hodowla M. tuberculosis na podtozu ptynnym 7H9 Middlebrook
suplementowanym OADC do ODg0p=0,6—0,8. Nastepnie 10 ml hodowli wirowano w 3 900 g,
37°C 1 dwukrotnie ptukano w 10% glicerolu. Ostatecznie uzyskane komorki kompetentne
zawieszano w 100 ul 10% glicerolu. Nastgpnie do tak przygotowanych komorek dodawano
wyizolowany DNA plazmidowy w ilosci 500 ng 1 przeprowadzano elektrotransformacje
w kuwecie z wykorzystaniem aparatu do elektroporacji przy nastgpujacych parametrach: napigciu
2,5 kV, oporze 1000 Q i pojemnosci elektrycznej 25 pF. Nastgpnie zawarto$¢ kuwety ptukano
5 ml podtoza plynnego 7H9 Middlebrook z dodatkiem OADC oraz Tween 80 1 inkubowano przez
24 godz. w 37°C. Nastepnie hodowle wysiewano na podtoze 7H10 Middlebrook z dodatkiem
OADC, glicerolu oraz kanamycyny jako czynnika selekcyjnego i inkubowano 37°C przez okoto

4-5 tygodni.

4.12. Przygotowanie rekombinowanych szczepow M. tuberculosis o stabilnej
ekspresji bialka zielonej fluorescencji oraz opornosci na kanamycyne¢

W celu uzyskania szczepoéw rekombinowanych zastosowano znajdujacy si¢ w kolekcji
IBM PAN plazmid pMV306attP ercc3 mn-gfp.  Dla wprowadzenia plazmidowego DNA

do pratkdbw gruzlicy =zastosowano technike elektroporacji. Selekcje rekombinantow

przeprowadzono na podiozu statym Middlebrook 7H10 z dodatkiem OADC, glicerolu
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oraz czynnika selekcyjnego kanamycyny. Otrzymane rekombinowane szczepy byly nast¢pnie

oceniane pod katem fluorescencji przy pomocy mikroskopii fluorescencyjne;.

4.13. Ocena fluorescencji przy pomocy mikroskopii Swietlnej

Rekombinowane  szczepy M.  tuberculosis noszace plazmid integracyjny
pMV306attP ercc3 mn-gfp hodowano na podlozu ptynnym Middlebrook 7H9 z dodatkiem
suplementu OADC do gestosci optycznej ODgoo=0,6. Nastgpnie hodowle wirowano w warunkach
3900 g, temperaturze pokojowej przez 10 minut. W zaleznosci od ilosci zebranej biomasy
wirowanie powtarzano dwu lub trzykrotnie. Do osadu dodawano 4% PFA i1 inkubowano przez noc
w temperaturze 4°C. Nastgpnego dnia na szkietko podstawowe naktadano okoto 5 — 10 pl
zawieszonej w 4% PFA hodowli i czekano do wyschniecia. Na przygotowane probki nastepnie
nakrapiano Mowiol® 4-88 i zakrywano szkietkiem nakrywkowym. Nastepnie preparaty ogladano
przy pomocy mikroskopu Nikon Eclipse TE 2000-U przy ustawieniach obiektywu 100x/1.25

przy uzyciu fluorescencji z zakresu $wiatla niebieskiego.

4.14. Okreslenie poziomu wzglednego oraz bezwzglednego dostosowania

ewolucyjnego wybranych szczepow M. tuberculosis w testach kompetycyjnych

Szczepy M. tuberculosis hodowano w podlozu Middlebrook 7H9 suplementowanym
OADC do gestosci optycznej ODg0o=0,8 — 1,0 a nastepnie rozcienczano tak, aby uzyska¢ 10 ml
hodowli o gestoéci 10° bakterii/ml. Szczepy uktadano w pary — szczep transmisyjny ze szczepem
nietransmisyjnym (wzgledny poziom dostosowania) oraz szczep badany (z grupy
wysokotransmisyjnych lub niskotransmisyjnych) ze szczepem kontrolnym M. tuberculosis AkatG
(bezwzgledny poziom dostosowania). Kazdg analizowang par¢ szczepéw mieszano w rownych
objetosciach — po 5 ml na butelke hodowlang, catkowita objeto$¢ taczonej hodowli wynosita
10 ml. Hodowle inkubowano w 37°C. Wykonywano szeregi rozcienczen w postepie
geometrycznym i wysiewano 100 pl z rozcienczen 104, 10, 10 lub 107, odpowiednio w dniu
zatozenia eksperymentu, w 3 oraz 7 dniu hodowli na podloze state Middlebrook 7HI0

suplementowanym OADC, z dodatkiem kanamycyny oraz bez antybiotyku, w celu okreslenia
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liczby jednostek tworzacych kolonie (ang. colony forming units, CFU). Wspdlczynnik poziomu

dostosowania obliczano na podstawie wyliczen opublikowanych przez Kodio et al., 2019:
W = (In[Rf + Ri] + In[Sf + Si])

gdzie W oznacza wspotczynnik poziomu dostosowania szczepu, R to szczepy posiadajace
oporno$¢ a S to szczepy lekowrazliwe, Ri to wartos¢ CFU dla szczepéw opornych w dniu 0,
natomiast Rf to warto$¢ CFU dla szczepéw opornych w dniu 7 (Kodio et al. 2019). Do obliczenia
CFU wykorzystano liczb¢ kolonii uzyskiwanych na podtozu statym Middlebrook 7HI10
z dodatkiem OADC oraz czynnika selekcyjnego kanamycyny. Eksperyment wykonano w trzech
powtdrzeniach. Dla kazdej pary szczepdéw wyliczono wspolczynnik poziomu dostosowania
1 nastgpnie z danych zbiorczych wyliczono mediang, odchylenie standardowe oraz rozlozenie

kwartylowe.
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Ryc. 4.2. Metodyka oceny poziomu bezwzglednego oraz wzglednego poziomu dostosowania

ewolucyjnego wybranych szczepéw M. tuberculosis w testach kompetycyjnych.

4.15. Okreslenie kinetyki wzrostu wybranych szczepow M. tuberculosis

w klasycznym inkubatorze hodowlanym

Hodowle M. tuberculosis prowadzono w podtozu Middlebrook 7H9/OADC w objetosci

10 ml, w temperaturze 37°C do wuzyskania warto$ci wspolczynnika gestosci optycznej

ODs00=0,8-1,0. Nastepnie hodowle rozcienczano do wartosci gestosci optycznej ODegoo=0,1

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

6, 9, 11. Dodatkowo w dniach 0, 3 1 6, po wcze$niejszym przygotowaniu rozcienczen hodowli
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(104,10, 10 lub 107") wysiewano po 100 ul zawiesiny z poszczegodlnych rozcienczen na phytki
z podtozem stalym Middlebrook 7H10 suplementowanym OADC w celu oszacowania CFU.
Doswiadczenie wykonywano w 3 powtdrzeniach. Wyliczono §rednie warto$ci ggstosci optycznej
dla hodowli poszczegdlnych szczepdéw, w poszczegdlnych punktach czasowych. Nastepnie
zbadano normalno$¢ rozkladu wartosci gestosci optycznych w grupach szczepow wysoko-
1 niskotransmisyjnych i zbadano obecno$¢ roznic istotnych statystycznie testem ¢-Studenta przy

p>0,05.

A 4
Hodowla o gestosci optycznej ODgo=0.1 w podtozu
ptynnym Middelbrook 7H9 z dodatkiem OADC

| Inkubacja przez 11 dni w temp. 37°C

Zbadanie obecnos¢

7 roemic istotnych

statystycznie testem /-

{
L w{lD

7/ ' l Studenta przy p>0,05
Wysiew 100 ul na Pomiar ODgyw dniu
podtoze state w dniu zatozenia eksperymentu
zalozenia eksperymentu oraz dniach 1, 2, 3, 4, 5,
oraz wdniach 316 6,911l

Ryc. 4.3. Etapy wykonania eksperymentu oceniajacego kinetyke wzrostu szczepow

M. tuberculosis.
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4.16. Okreslenie podstawowego i rozszerzonego profilu lekoopornosci
wybranych szczepow M. tuberculosis przy uzyciu testu molekularnego

Genotype MTBDRplus ver. 2.0

Testy te wykonane zostaly w Instytucie Gruzlicy i Choréb Pluc w Warszawie zgodnie
z zaleceniami producenta jak i zasadami postgpowania z materiatem klinicznym pobranym
od pacjentow. Rozszerzony profil lekoopornosci oceniony zostat poprzez wykonanie testu
molekularnego Genotype MTBDRplus (Hain Lifescience GmbH, Niemcy). W tescie tym
wyrdznia si¢ nastepujace etapy: izolacje DNA pratkow gruzlicy, przeprowadzenie reakcji PCR
z dofaczonymi do zestawu starterami znakowanymi biotyng i nastgpnie hybrydyzacje produktow
amplifikacji do nitrocelulozowej membrany. Wynik testu interpretuje si¢ na podstawie obecnosci
prazkéw widocznych na membranie. W tescie tym okresli¢ mozna oporno$¢ na podstawowe
tuberkulostatyki tj. ryfampicyng, izoniazyd, etambutol oraz dodatkowo na fluorochinolony,

amikacyne, kapreomycyng i kanamycyne.

4.17. OKkreslenie profilu odpornosci na warunki o obnizonej zawartosci tlenu

wybranych szczepow M. tuberculosis

Hodowle bakteryjne M. tuberculosis prowadzono na podtozu ptynnym Middlebrook 7H9
z dodatkiem OADC do osiagnigcia gestosci zawiesiny rownej 4,0 w skali McFarlanda
w temperaturze 37°C. Do probowki BBL™ BACTEC™ MGIT™ 960 Mycobacteria Growth
Indicator Tube dodawano 2 ml podioza ptynnego Middlebrook 7H9 z dodatkiem OADC, 800 ul
suplementu OADC oraz 25 ul tyloxapolu. Nastepnie dodawano 500 pl zawiesiny bakteryjne;.
Jako indykatora osiggnigcia stanu hipoksji uzyto biekitu metylenu, ktory staje si¢ bezbarwny
w warunkach beztlenowych. Hodowle inkubowano przez 30 dni w temperaturze 37°C w systemie
BACTEC™ MGIT™ 960. Nastepnie hodowle otwierano, rozcienczano do gestosci zawiesiny
rownej 0,1 w skali McFarlanda 1 przenoszono do nowej probéwki BBL™ BACTEC™ MGIT™
960 Mycobacteria Growth Indicator Tube i inkubowano przez 14 dni. Pomiaréw indeksu wzrostu
MGIT dokonywano co 24 godz. przy pomocy urzadzenia BACTEC™ MGIT™ 960.

Doswiadczenie wykonano w czterech powtdrzeniach. Zbadano normalnos$¢ rozktadu gestosci
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optycznych w grupach szczepéw wysoko- i1 niskotransmisyjnych 1 zbadano obecno$¢ réznic

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

-
Hodowla w podtozu ptynnym
Middelbrook 7H9 z dodatkiem OADC

= Pomiar gestosci
optyczne] w dniu

zalozenia eksperyementu

)‘ F System BBL™
BACTEC™ MGIT™ 960
Probowka Inkubacja 30 dni
BBL™ , ,

BACTEC™
MGIT™ 960

Regeneracja 14 dni
System BBL™
BACTEC™ MGIT™ 960
pomiary co 24 godz.

Ryc. 4.4. Etapy okreslenia profilu odpornosci wybranych szczepéw M. tuberculosis na warunki

o obnizonej zawarto$ci tlenu (opis w tekscie).

4.18. Roznicowanie linii komorkowej THP-1 do makrofagow

Komorki linii monocytarno-makrofagowej THP-1 roznicowano do makrofagow MO
podczas inkubacji z dodatkiem PMA w stezeniu 20 ng/ml. Komoérki monocytéw na ptytkach
24-studzienkowych w ilosci 10° lub 10°, w zalezno$ci od wykonywanego dalszego eksperymentu,
inkubowano z PMA przez 24 godz. we wzbogaconym podtozu RPMI 1640 w inkubatorze
w atmosferze 5% CO., wilgotnosci wynoszacej 90-95%, w temperaturze 37°C. Po 24 godz.
oceniano stopien adherencji komorek na ptytce 24-dotkowej oraz wymieniano podloze na §wieze

wzbogacone medium RPMI 1640 (Ryc 4.5).
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Komorki linii THP-1 w ilosci
10° Tub 10° na studzienke

1 2 3 4
r v v v
0000

s N N N PMA
Y Y Y
B! ) ) )

) N N N —
20 A A A
cf ) i
N’ Nl s N

HI Inkubacja z PMA przez 24
godz. w inkubatorze w
temp. 37 °C, atmosferze 5%
COs i wilgotnosci 90-95%.

Ryc. 4.5. Uzyskiwanie makrofagow poprzez réznicowanie komorek linii THP-1 inkubowanych

z PMA (opis w tekscie).

4.19. Okreslenie poziomu pochlaniania wybranych szczepow M. tuberculosis

przez makrofagi

Komérki linii THP-1 nanoszono na ptytke 24-studzienkowg w ilosci 10° na studzienke
i roznicowano do makrofagéw wedle procedury 4.18. Roznicowanie linii komdérkowej THP-1
do makrofagbw. Nastepnie przygotowywano komorki bakteryjne do zakazenia poprzez
zawieszenie bakterii we wzbogaconym podtozu RPMI 1640 w liczbie 108 CFU/mI (MOI 1:10).
W zréznicowanych makrofagach wymieniono podloze na $wieze zawierajace pratki gruzlicy
i inkubowano przez 2 godz. w atmosferze 5% CO, wilgotno$ci wynoszacej 90-95%,
w temperaturze 37°C. Nastepnie zakazone makrofagi plukano 3-krotnie cieplym buforem HBSS

oraz dodawano podloze RPMI 1640 z gentamcyng W stezeniu 1 mg/ml i inkubowano 2 godz.
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w takich samych warunkach. Nastepnie komorki ptukano 3-krotnie cieptym buforem HBSS
oraz dodawano 1 ml zimnego 0,2% Tritonu-X 100 i inkubowano na lodzie przez 30 min. mieszajgc
zardwno na poczatku, w trakcie, jak i pod koniec inkubacji. W celu oceny liczby zywych pratkéw
CFU w lizacie makrofagéw, przygotowywano szeregi rozcienczen i wysiewano po 100 pl
zawiesiny z rozcienczen 10°, 107, 103 103 na plytki z podtozem Middlebrook 7H10
suplementowanym OADC (Ryc. 4.6). Eksperyment wykonywano w 4 powtorzeniach. Uzyskane
wyniki poddano analizie statystycznej z zastosowaniem testu Manna-Whitneya.
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Makrofagi w ilosci 10%/studzienke

Inkubacja przez 24 godz. w
inkubatorze w temp. 37 °C,
atmosferze 5% CO, i
wilgotnosci 90-95%.

Po 24 godz. usunigcie starego podioza
l oraz 3-krotne ptukanie cieptym HBSS

-

Dodanie 1 mg/ml gentamycyny ;

—

Inkubacja przez 24 godz. w
inkubatorze w temp. 37 °C,

atmosferze 5% CO- i

wilgotnosci 90-95%.

X 24 JJ_;L:WC

Po 24 godz. usunigcie starego podtoza
oraz 3-krotne ptukanie cieptym HBSS

Dodanie 0,7% TritonuX-100

Ryc. 4.6. Okreslenie poziomu pochtaniania wybranych szczepéw M. tuberculosis przez

makrofagi.
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4.20. Okreslenie poziomu wewnatrzkomorkowego przezywania w

makrofagach wybranych szczepow M. tuberculosis

Komorki linii THP-1 nanoszono na ptytke 24-studzienkowa w ilosci 10° na studzienke
i roznicowano do makrofagéw wedle procedury 4.18. Réznicowanie linii koméorkowej THP-1
do makrofagéw. Nastepnie przygotowywano zawiesine bakteryjna 108 CFU/ml we wzbogaconym
podtozu RPMI 1640 i zakazano makrofagi (MOI 1:10). Inkubowano przez 2 godz. w atmosferze
5% COz, wilgotnosci wynoszacej 90-95%, w temperaturze 37°C. Nastepnie w celu pozbycia si¢
bakterii znajdujacych si¢ na zewnatrz makrofagdw, komorki ptukano 3-krotnie cieptym buforem
HBSS oraz dodawano podtoze RPMI 1640 z gentamcynag o stezeniu 1 mg/ml i inkubowano 2 godz.
w takich samych warunkach. Po czasie inkubacji komorki 3-krotnie ptukano cieptym buforem
HBSS oraz dodawano wzbogacone podtoze RPMI 1640 i inkubowano 48 godz. w atmosferze 5%
CO», wilgotnosci 90-95%, w temperaturze 37°C. Po tym czasie komorki ponownie 3-krotnie
ptukano cieptym buforem HBSS a nastepnie dodawano 1 ml zimnego 0,2% Tritonu-X 100
1 inkubowano na lodzie przez 30 min. mieszajac zard6wno na poczatku, w trakcie, jak i pod koniec
inkubacji w celu uzyskania lizatu makrofagow. W celu oceny liczby zywych bakterii, 100 pl
zawiesiny lizowanych makrofagéw, w odpowiednim rozcienczeniach 10° 10, 103, 10
wysiewano na ptytki z podtozem statym Middlebrook 7H10 z dodatkiem OADC. Nastgpnie
zbadano normalnos$¢ rozktadu uzyskanych wartosci CFU poszczeg6élnych szczepéw w grupach
szczepOw wysoko- i niskotransmisyjnych i zbadano obecno$¢ roznic istotnych statystycznie

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

4.21. Okreslenie profilu produkcji cytokin prozapalnych przez komorki linii
monocytarno-makrofagowej THP-1 infekowane wybranymi szczepami M.

tuberculosis

Komoérki linii THP-1 nanoszono na ptytke 24-studzienkowa w ilosci 10° na studzienke
1 roznicowano do makrofagow wedle procedury opisanej powyzej (4.18. Roznicowanie linii
komorkowej THP-1 do makrofagéw). Nastepnie przygotowywano zawiesing bakteryjng 10’

CFU/ml we wzbogaconym podtozu RPMI 1640. W zr6znicowanych makrofagach wymieniono
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podtoze na §wieze zawierajgce pratki gruzlicy 1 inkubowano przez 2 godz. w atmosferze 5% COz,
wilgotnosci wynoszacej 90-95%, w temperaturze 37°C. Nastgpnie w celu pozbycia si¢ bakterii
znajdujacych si¢ na zewnatrz makrofagéow, komorki ptukano 3-krotnie cieptym buforem HBSS
oraz dodawano podtoze RPMI 1640 z gentamcyng o st¢zeniu 1 mg/ml i inkubowano 2 godz.
w takich samych warunkach. Nastepnie zakazone makrofagi ptukano 3-krotnie cieptym buforem
HBSS oraz dodawano wzbogacone podtoze RPMI 1640 i1 inkubowano 24 godz. w atmosferze 5%
COg, wilgotnosci 90-95%, w temperaturze 37°C. Po inkubacji znad komorek zbierano nadsacz
i filtrowano go przez filtr strzykawkowy o $rednicy poréw 0,22 um. Zebrane nadsacze zostaly
zanalizowane metoda MAGPIX® System firmy Illumina w celu okreslenia st¢zen nastepujacych
cytokin: G-CSF, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12p40, TNF-a, MIP-la, MIP-1B. Doswiadczenie
wykonywano w czterech niezaleznych od siebie powtoérzeniach. Nastepnie zbadano normalno$¢
rozktadu wartosci stgzen poszczegdlnych cytokin  w  grupach szczepéw wysoko-
1 niskotransmisyjnych i zbadano obecno$¢ roznic istotnych statystycznie testem ¢-Studenta z

korekta Welch’a przy p>0,05.

4.22. Analiza statystyczna

Analizg statystyczng wynikéw uzyskanych w niniejszej rozprawie doktorskiej dokonano
przy uzyciu programu statystycznego GraphPad Prism 10.3.1 (GraphPad Software, Inc.)
oraz Excel (Microsoft Word Office).
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5. Wyniki

5.1. Identyfikacja szczepow wysoko- i niskotransmisyjnych M. tuberculosis z
kolekcji szczepow Instytutu Gruzlicy i Chorob Pluc w Warszawie oraz

Instytutu Biologii Medycznej, Polskiej Akademii Nauk

Sposrod kolekceji szczepdw M. tuberculosis zdeponowanych w IGIChP na podstawie
danych epidemiologicznych oraz wstgpnego genotypowania metodami spoligotyping oraz MIRU-
VNTR wybrano szczepy potencjalnie wysoko- i niskotransmisyjne. Dobor szczepdw
przeprowadzono zgodnie z wytycznymi opisanymi szerzej w rozdziale Metody 4.2 (Rozdziat 4.
Metody, podrozdziat 4.2. Identyfikacja wysoce- i niskotransmisyjnych szczepow M. tuberculosis
w obrebie kolekcji szczepow IGiChP w Warszawie). Biorac pod uwage dane dotyczace miejsca
izolacji szczepu, a takze dane epidemiologiczne zebrane w wyniku wywiadu lekarskiego,
dane kliniczne oraz wyniki analizy spoligotyping, z kolekcji szczepdéw zgromadzonych w kolekcji
IGIChP wybrano do badan tacznie 195 szczepow pratkow gruzlicy, ktére spetniaty kryteria
przedstawione w Tabeli 4.1 w rozdziale Metody 4.2. W celu zwigkszenia liczby badanych
szczepOw wybrano dodatkowe 58 izolatow znajdujacych si¢ w kolekcji IBM PAN.
Szczepy te sa czescig kolekcji 234 szczepdéw wyhodowanych z materiatow klinicznych
od 228 pacjentow z terenu Lodzi w latach 2006-2007, ktére byly przebadane metodami
spoligotyping, MIRU-VNTR (locus-15 i locus-19) oraz dodatkowo 1S6110-RFLP (Krawczyk et
al. 2011). Po wstepnych wynikach uzyskanych metoda WGS zdecydowano si¢ na poszerzenie
kolekcji o 44 szczepy pochodzace z 1GiChP, ktore stanowity dodatkowag pule szczepoéw
niskotransmisyjnych. Ze szczepow tych wyizolowano genomowy DNA w celu wykonania
wysokoprzepustowego sekwencjonowania zgodnie z metodami opisanymi w podrozdziatach 4.5.,
4.9. Genomowy DNA wyizolowano rowniez ze szczepdw, dla ktorych nie wykazano lokalnej
transmisji. Szczepy niskotransmisyjne wybrane zostalty na podstawie wynikow spoligotyping
i sekwencjonowania genomowego DNA sposréd zsekwencjonowanych, niesklastrowanych

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

Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie genomowego DNA szczepow wybranych z kolekcji
Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie zrealizowano we wspolpracy z Pracownig

Biobank Uniwersytetu Lodzkiego. Uzyskano biblioteki genomowego DNA dla wszystkich 347
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szczepdw (pochodzacych z kolekeji IGiIChP oraz z IBM PAN) natomiast po analizie jako$ci

uzyskanych bibliotek, sekwencjonowanie przeprowadzono dla 326 szczepow.

Sposrod 347 szczepdw, kandydatow wybranych z obu kolekcji na podstawie analizy
spoligotyping, 44 szczepy okreslono jako niskostransmisyjne, natomiast pozostate
jako wysokotransmisyjne, potencjalnie pochodzace z wybuchdéw epidemicznych. Wszystkie
szczepy poddane sekwencjonowaniu wysokoprzepustowemu przedstawiono w Aneksie 1.
Wybrane szczepy nalezaty do dwoch linii filogenetycznych najbardziej rozpowszechnionych w
Polsce — linii 4 oraz linii 2. Szczepy izolowano na przestrzeni kilkudziesieciu lat, najstarszy izolat
pochodzit z roku 2003, a najmtodszy z roku 2022. Wigkszos$¢ szczepdw pobrano od obywateli
polskich a 28 od obcokrajowcéw. Na rycinie 5.1. przedstawiono szczegotowy rozktad danych
dotyczacych miejsca zamieszkania pacjentéw, od ktorych pobrano materiat kliniczny. Najwigcej
izolatow pochodzito z wojewddztwa kujawsko-pomorskiego (28%), mazowieckiego (14%) oraz

zachodnio-pomorskiego (9%).

Liczba i1zolatéw pobranych od pacjentow wsrod kolekcji
IG1ChP w zaleznosci od wojewodztwa

27.70% kujawsko-pomorskie
14.29% mazowieckie

8.16% dolnoslaskie

9.04% zachodnio-pomorskie
7.87% malopolskie

32.94% pozostate

BOCO0OND

Ryec. 5.1 Liczba analizowanych szczepdw sposrod kolekcji IGIChP w zaleznosci od wojewodztwa.

Szczepy pochodzity od pacjentow z roznych srodowisk m.in.

z wybuchu ogniska epidemicznego ws$rod bezdomnych (63 szczepy) oraz od 0sob
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zamieszkujacych wspodlne gospodarstwo domowe. W celu uniknigcia zaburzenia wynikéw badan
asocjacyjnych genomow odrzucano szczepy pobierane wielokrotnie na przestrzeni lat od tego

samego pacjenta w trakcie procesu leczenia. Szczepy reprezentowaty 39 réznych spoligotypow.

5.2. Badania asocjacyjne wybranych z analizowanej kolekcji genomow

szczepow M. tuberculosis

W pierwszym etapie badan asocjacyjnych okreslono linie filogenetyczne szczepow
wysoko- 1 niskotransmisyjnych M. tuberculosis. Analiza in silico pozwolita na wytonienie 23
klastrow szczepow wysokotransmisyjnych. Jednakze ze wzgledu na wystepowanie szczepdw
lekoopornych oraz trudnos$ci technicznych zwigzanych z ozywieniem szczepow, liczbg wybranych
do dalszych badan klastréw zmniejszono do 13 (Tabela 5.1.). Szczepy pochodzace z dwdch
wybuchow epidemicznych zostaty pominigte w dalszych badaniach ze wzgledu na niemozliwo$¢
ich ozywienia wynikajaca prawdopodobnie z braku dostosowania do wzrostu na podtozach
mikrobiologicznych 1 zamrazania. Wigkszo$¢ badanych szczepow pochodzita z linii
filogenetycznej 4 natomiast jeden z linii 2. Wsrdd reprezentowanych podgrup linii filogenetycznej
4 wyrdzniono sublinie Haarlem (38,5% szczepow), Ural (23,1%) oraz T (23,1%). Nalezy
zauwazy¢, ze zaobserwowaliSmy, w niektérych przypadkach niezgodno$¢ migdzy
spoligotypowaniem laboratoryjnym a in silico. Zjawisko to jest rOwniez obserwowane przez
innych autoréw 1 thumaczone np. wystgpowaniem zmiennosci w sekwencji DR (Genestet et al.
2022).

W  celu dalszych analiz genetycznych 1 fenotypowych szczepy wysoko-
i niskotransmisyjne dopasowano w pary. Przyjeto kryteria, Ze szczepy w parze powinny: 1) naleze¢
do tej samej rodziny genetycznej na podstawie wynikdw zmiennosci sekwencji CRISPR-Cas
(spoligotyping), 2) r6zni¢ si¢ od siebie o nie mniej niz 100 mutacji punktowych (SNP), co datuje
wspolnego przodka obu szczepéw nie wezesniej niz 25 lat wstecz. 3) r6zni¢ si¢ od siebie o nie
wigcej niz 400 SNP co datuje wspolnego przodka nie dalej niz 100. Kryteria te oparto o pojawianie
si¢ SNP z czestotliwoscig 0,5 SNP na genom na rok (Lee et al. 2015). Dla kazdego szczepu
wysokotransmisyjnego udato si¢ dobra¢ szczep niskotransmisyjny wedtug przyjetych kryteriow

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

1 niskotransmisyjnych byly porownywane ze sobg testem Fishera.

Test ten pozwala

na identyfikacj¢ istotnych statystycznie réznic w cze¢sto$ci pojawiania si¢ poszczegdlnych mutacji

miedzy dwoma

grupami

szczepow, potencjalnie

odpowiadajacych

za zwigkszong

lub zmniejszong transmisyjnos¢ szczepow. Wykorzystujac powyzszy test statystyczny, w badanej

kolekcji szczepoOw nie zidentyfikowano statystycznie znamiennych roéznic w wystepowaniu

poszczegbdlnych mutacji wsrod szczepdw wysoko- 1 niskotransmisyjnych.

Tabela 5.1. Podsumowanie informacji o szczepach reprezentujacych grupy badane.

Nazwa Kolekcja Para Roznica Spoligotyp Spoligotyp  Coll lineage
szczepu niskotran SNP labolatoryjny WGS WGS
smisyjna
G21 IGiChP G23 170 SNP 3771 3771 221/
Beijing

GO01 IGiChP 3835 NT 344 SNP 577735777420 7747777774 4.2.1/ Ural
771 20771

G87 IGiChP 384 NT 165 SNP 757777774020 7777777740 4.1.2.1/
771 20771 Haarlem

G101 IGiChP 4670 NT 199 SNP 757777776000 4020771 4.1.2.1/
771 Haarlem

G149 IGiChP 2904 NT 264 SNP 770000777660 7777777777 4.8/ mainly
731 60731 T

L129/7 IBMPAN 7363 NT 335SNP 774777777420 7777377774 4.2.1/ Ural
731 20771

L321 IBM PAN 936 NT 278 SNP 777737777420 7777377774 4.2.1/ Ural
771 20771

G17 IGiChP 748 NT 396 SNP 777777737760 7777767777 4.1/ Euro-
571 60771 American

G151 IGiChP 8069 NT 192 SNP 777777174020 7777777740 4.1.2.1/
771 20771 Haarlem
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G214 IGiChP 1396 NT 236 SNP 777777377760 7777777777 4.8/ mainly

771 60771 T
L306/7 IBM PAN G191 110 SNP 777777770000 7777777700 4.1.2.1/
000 00000 Haarlem
L139 IBM PAN 5764 NT 106 SNP 777777774020 4020771 4.1.2.1/
771 Haarlem
GI93 IGiChP G206 NT 305 SNP 777777777760 7777777777 4.8 / mainly
771 60771 T

5.3. Okreslenie rozszerzonego profilu lekoopornosci wybranych szczepow

M. tuberculosis.

Do oceny rozszerzonego profilu lekoopornosci badanych szczepéw zastosowano test
HAIN, ktory wykazat, ze 254 (74,0%) szczepy sposrod calej kolekcji byly wrazliwe na wszystkie
analizowane antybiotyki. Z kolei 92 szczepy (26,8%) byly szczepami lekoopornymi,
w tym 4 (1,2%) szczepy byly oporne jedynie na ryfampicyne, 4 (1,2%) oporne wylacznie
na izoniazyd, 25 (7,2%) szczepow byto szczepami MDR, natomiast 35 (10,4%) szczepdéw bylo
pre-XDR 1 23 (6,7%) szczepami XDR. Z analiz wylaczono 4 szczepy, dla ktérych nie udato sig
wykona¢ analizy HAIN Przeprowadzenie powyzszych badan bylo mozliwe dzigki uprzejmosci
Zakladu Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy 1 Chorob Pluc w Warszawie. Analizy genomow
M. tuberculosis z wykorzystaniem wysokoprzepustowego sekwencjonowania — WGS, pozwolity
na uzyskanie informacji o mutacjach pojawiajacych si¢ w genomach badanych szczepow,
ktére porownywano z opublikowana przez WHO baza (Catalogue of mutations in Mycobacterium
tuberculosis complex and their association with drug resistance, WHO, 2021) okreslajaca zwigzek
mutacji z generowaniem lekoopornosci. Ze wzgledu na brak wynikéw sekwencjonowania
dla 16 badanych szczepéw nie bylo mozliwe przeprowadzenie powyzszych analiz.
Z przeprowadzonych badan wyodrebniono 71,9% szczepow wrazliwych na leki przeciwpratkowe,
natomiast 24,2% szczepow bylto lekoopornych. Obie analizy wykazaly zgodno$¢ pomigdzy
metoda fenotypowa oraz analizg obecno$ci mutacji na poziomie 94,2% dla izoniazydu, 94,8%

dla ryfampicyny, 84% dla etambutolu 1 94,8% dla fluorochinolonéw.
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5.4. Analiza krzywej wzrostu 13 par szczepow wysoko- i niskotransmisyjnych

Nie wykazano istotnie statystycznych rdéznic w genotypach szczepow grup
wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych, ale nie oznacza to, ze nie moga roézni¢ si¢ one
fenotypami, ktére moga wplywa¢ na ich transmisyjno$¢. Aby zweryfikowac, czy wybrani
reprezentanci grup szczepow wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych wykazujg
fenotypowe roznice we wzroscie, dokonano analizy kinetyki wzrostu poprzez pomiar gestosci
optycznej hodowli (ODsoo) oraz oszacowania liczby jednostek tworzacych kolonie (CFU)
w odpowiednich punktach czasowych, co opisano w podrozdziale Metody 4.15.
Na podstawie uzyskanych danych wyznaczono krzywa wzrostu. Uzyskano wyniki krzywej
wzrostu dla wszystkich 26 szczepow klinicznych oraz dla szczepu kontrolnego H37Rv.
Dla wszystkich szczepow uzyskano pomiary gestosci optycznej hodowli, jednak dla 7 z nich
nie udato si¢ wyznaczy¢ wartosci CFU ze wzgledu na brak wzrostu na podlozu statym
Middlebrooka 7H10 z dodatkiem OADC. Dla szczepdw, ktére nie wykazywaly wzrostu
na podtozach statych, do oszacowania CFU uzyto cytometru przeptywowego. Wyniki CFU
wykorzystano jedynie jako kontrol¢ krzywej wzrostu i nie analizowano ich statystycznie
(Ryc. 5.3.). Nastepnie wyniki krzywych dla szczepow z grup wysokotransmisyjnych
1 niskotransmisyjnych zostaly ze sobg poréwnywane w tescie statystycznym t-Studenta z korekta
Welch’a (Ryc. 5.2). Wykorzystane w pracy szczepy obu grup nie charakteryzowaty si¢ istotnie

statystycznymi réznicami we wzroscie w warunkach laboratoryjnych.
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Krzywa wzrostu szczepow
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Ryc. 5.2. Krzywa wzrostu poroéwnujaca kinetyke wzrostu dla grup szczepow
wysokotransmisyjnych (TRANS, czerwony kolor), niskotransmisyjnych (NTRANS, zielony

kolor) oraz szczepu referencyjnego H37Rv (H37Rv, czarny kolor) w warunkach laboratoryjnych.
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Ryc. 5.3. Kontrola kinetyki wzrostu w postaci log CFU (kom/ml, liczba komoérek bakterii
w jednym mililitrze hodowli) wybranych szczepéw M. tuberculosis mierzona w dniach 0, 3 oraz
6. Na czerwono oznaczono szczepy wysokotransmisyjne a na zielono niskotransmisyjne, ktore

przedstawiono na rycinie od a) do m) parami. Symbolem gwiazdki oznaczono szczepy, ktorych
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pomiar CFU dokonano przy pomocy cytometrii przeptywowe;.
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5.5. OkreSlenie profilu odpornosci na warunki o obnizonej zawartosci tlenu

wybranych szczepow M. tuberculosis.

Wybrane szczepy M. tuberculosis hodowano w warunkach ograniczonego dostepu tlenu
przez okres 30 dni. Po okresie wzrostu w warunkach ograniczonego dostepu tlenu dla szczepdéw
wysoko- 1 niskotransmisyjnych oceniono wzrost w skali McFarlanda. Eksperyment wykonano
dzigki uprzejmosci Zakladu Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Choréb Pluc w Warszawie.

Nie zaobserwowano znaczacych réznic we wzroscie dla obu grup badanych szczepoéw (Ryc. 5.4).
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Wzrost w momencie zakonczenia okresu hipoksji

Ryc. 5.4. Wzrost szczepdéw po zakonczeniu hodowli w warunkach obnizonego stezenia tlenu.
Na czerwono oznaczono szczepy Wwysokotransmisyjne a na zielono niskotransmisyjne,

ktére przedstawiono na rycinach od a) do i) parami.
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Ryc. 5.5. Sredni wzrost szczepéw z grup wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych
po zakonczeniu hodowli w warunkach obnizonego st¢zenia 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 dostepnosci tlenu, hodowle
rozcienczano w $wiezym, wzbogaconym podlozu ptynnym 7H9 z dodatkiem Tween 80
oraz OADC 1 inkubowano w warunkach tlenowych, obserwujac zdolno$¢ szczepow
reprezentujgcych  grupe wysokotransmisyjng oraz niskotransmisyjng do regeneracji.
W tym celu w zautomatyzowanym systemie hodowli pratkow wyznaczono krzywe wzrostu dla 16
szczepow klinicznych podczas regeneracji po wzroscie w warunkach ograniczonego dostepu tlenu
dla par szczepéw wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych. Wyniki poroéwnano ze soba
testem statystycznym Manna-Whitneya (Ryc. 5.6). Nie uzyskano istotnych statystycznie roznic

pomiedzy badanymi grupami szczepow. Zaobserwowano natomiast, ze wysoka zdolno$¢
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do regeneracji po okresie wzrostu w warunkach hipoksji, jest cechg zalezng od szczepu i moze by¢
charakterystyczna w badanych parach zarowno dla szczepu z grupy wysokotransmisyjnych (G87,

L306/7), jak 1 niskotransmisyjnych (G23, G206, 8069NT).

Wzrost (regeneracja) po okresie wzrostu w warunkach hipoksji
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Ryc. 5.6. Wzrost szczepdw M. tuberculosis podczas okresu regeneracji po wzroscie w warunkach
obnizonego tlenu. Na czerwono oznaczono szczepy wysokotransmisyjne (TRANS) a na zielono

niskotransmisyjne (NTRANS).

5.6. Okreslenie poziomu dostosowania ewolucyjnego wybranych szczepow M.

tuberculosis w testach kompetycyjnych.

Konstrukcja rekombinowanych szczepow M. tuberculosis noszacych integracyjny plazmid
pPMV306attP crcc3 mn-gfp z wykorzystaniem rekombinacji miejscowo-specyficznej

Do uzyskania szczepéw rekombinowanych wykorzystano plazmid integracyjny pMV306
noszacy gen gfp kodujacy biatko zielonej fluorescencji, znajdujacy si¢ pod kontrolg silnego
promotora genu ercc3. Plazmid zostat wprowadzony do komorek klinicznych 13 szczepdéw
M. tuberculosis przy pomocy elektroporacji (rozdziat Metody, podrozdziat 4.11). Uzyskanie
szczepOw rekombinowanych potwierdzono przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej (rozdziat
Metody 4.13). Otrzymane rekombinowane szczepy pratkow noszace plazmid pMV306-

attP_erec3 mw-gfp charakteryzowaly si¢ fluorescencja oraz opornoscia na kanamycyne.
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Uzyskano 9 szczepdéw rekombinowanych, u ktorych potwierdzono ekspresj¢ biatka zielonej
fluorescencji  (GFP) przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej (Tabela  5.2.).
W dalszej kolejnosci, szczepy te zostaly wykorzystane w badaniach poziomu dostosowania
ewolucyjnego. Dla 4 szczepow klinicznych M. tuberculosis mimo wielokrotnych prob

elektroporacji, nie udato si¢ uzyskac pozadanych rekombinantow.

Tabela 5.2. Uzyskane rekombinowane szczepy M. tuberculosis posiadajace plazmid pMV306-
attP_ercc_?—gfp.

Nazwa szczepu
MtbGO1pMV306KANgfp
MtbG101pMV306KANgfp
MitbG17pMV306KANgfp
MtbG149pM V306K ANgfp
MtbG151pMV306KANgfp
MthL129/7pMV306KANgfp
MthL139pMV306KANgfp
MtbL306/T7pM V306K ANgfp
MtbL321pMV306KANgfp

Uzyskanie rekombinowanych szczepow klinicznych M. tuberculosis noszacych plazmid
pPMV306-attPerccs-gfp z genem aph, warunkujagcym oporno$¢ na kanamycyng, pozwolito
na wspolng hodowle par szczepoéw wysokotransmisyjnych 1 niskotransmisyjnych
1ich ré6znicowanie na podtozach selekcyjnych w celu wykonania testow kompetycji. Na podstawie
metodologii opisanej w rozdziale Metody 4.14 wyznaczano wspotczynnik poziomu dostosowania.
Aby ograniczy¢ zmienng zakltdcajaca efekt pierwotny w postaci utraty plazmidu obliczono
wspotczynnik gubienia plazmidu na podstawie utraty opornosci na kanamycyn¢ poprzez
pomnozonie wartosci jednostek koloniotworczych (CFU), otrzymanych na podlozu stalym
Middlebrooka 7H10 suplementowanych OADC =z dodatkiem kanamycyny, uzyskanej
w dniu zalozenia eksperymentu (dzien 0) dla badanej pary szczepéw oraz dla szczepu
odznaczajacego si¢ opornoscia na kanamycyng. Nastgpnie wyliczano wspotczynnik

W z uwzglednieniem wspotczynnika gubienia plazmidu noszacego oporno$¢ na kanamycyne.
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Wspotczynniki usredniono w obrebie powtorzen a nastepnie porownano miedzy parami obliczajac

srednie wzgledne dostosowanie ewolucyjne (Ryc. 5.7.).

W  kolejnym etapie pracy porownywano dostosowanie ewolucyjne szczepow
transmisyjnych 1 niskotransmisyjnych wobec szczepu kontrolnego M. tuberculosis AkatG. Szczep
ten jest mutantem szczepu M. tuberculosis H37Rv, pozbawionym funkcjonalnego genu katalazy,
co prowadzi do jego opornosci na izoniazyd. Hodujac kliniczne szczepy wysoko-
1 niskotransmisyjne w obecno$ci szczepu M. tuberculosis AkatG wyznaczono bezwzgledny
poziom dostosowania szczepéw nisko- i wysokotransmisyjnych. Srednia warto$¢ dostosowania
szczepOw nisko- 1 wysokotransmisyjnych wynosita 0,89 dla szczepoéw wysokotransmisyjnych
i1 1,27 dla szczepow niskotransmisyjnych, 1 nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic

pomiedzy badanymi grupami szczepdw wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych (Ryc.

5.8).
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Poziom wzglednego dostosowania ewolucyjnego par uzyskanych rekombinantéow
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Pary szczepow badanych

Ryc. 5.7. Srednie wzgledne dostosowanie ewolucyjne dla wybranych sparowanych szczepow
wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych, jak 1 u$redniony poziom dostosowania
wzglednego dla szczepdw wysokotransmisyjnych (TRANS) oraz niskotransmisyjnych

(NTRANS).
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Poziom bezwzglednego dostosowania ewolucyjnego szczepow
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Ryc. 5.8. Srednie bezwzgledne dostosowanie ewolucyjne dla wybranych sparowanych szczepow
wysokotransmisyjnych (oznaczonych na czerwono, TRANS) oraz niskotransmisyjnych

(oznaczonych na zielono, NTRANS).

5.7. Okreslenie poziomu wewngtrzkomorkowego pochlaniania i poziomu

przezywania w makrofagach wybranych szczepow M. tuberculosis.

Pratki gruzlicy to patogeny wewnatrzkomoérkowe, zdolne do przezywania wewnatrz
makrofagéw gospodarza. Istotnym elementem w transmisyjnosci szczepéw M. tuberculosis moze
by¢ ich pochlanianie przez profesjonalne makrofagi oraz zdolno$¢ do wewnatrzkomorkowego
przezywania. Dlatego tez, dla obu badanych grup szczepow klinicznych M. tuberculosis oceniano
poziom ich pochtaniania oraz wewnatrzkomorkowego przezywania. W tym celu zastosowano lini¢
THP-1 bedaca ludzka linig komoérek monocytarnych pochodzaca od pacjenta z ostrg biataczka
monocytowa.
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Okreslenie poziomu pochlaniania wybranych szczepéw M. tuberculosis przez makrofagi.
Komérki linii THP-1 nanoszono na ptytke 24-studzienkowa w ilo$ci 1x10° i réznicowano
do makrofagow z uzyciem PMA zgodnie z metodyka opisang w rozdziale Metody 4.18. Nastepnie
komorki infekowano poszczegdlnymi szczepami pratkéw gruzlicy w liczbie 10 komorek
bakteryjnych na 1 makrofaga (MOI = 1:10). Po 2-godzinnym okresie inkubacji w 37°C, podczas
ktorego nastepowat proces fagocytozy odptukiwano zewnatrzkomorkowe bakterie, a nastgpnie
dodawano gentamycyny w celu zabicia pratkdw znajdujacych si¢ na zewnatrz makrofagow.
Nastgpnie makrofagi lizowano a uwolnione bakterie wysiewano na podloze stale w celu oceny
liczby zywych komorek (CFU). Uzyskane wyniku CFU dla obu grup szczepéw przeliczono
na 1 ml uzyskanego lizatu i poréwnano ze sobg testem Manna-Whitneya. Pochtanianie szczepow
z grupy wysokotransmisyjnej bylo statystycznie istotnie wyzsze niz grupy niskotransmisyjnej

(p = 0.0281) (Ryc. 5.9).

Pochlanianie szczepow
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CFU w przeliczeniu na 1 ml lizatu

TRANS NTRANS

Ryc. 5.9. Pochfanianie pratkow z grup wysokotransmisyjnych (TRANS, oznaczonych

na czerwono) oraz niskotransmisyjnych (NTRANS, oznaczonych na zielono) przez makrofagi.
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OKkreslenie poziomu wewnatrzkomorkowego przezywania w makrofagach wybranych

szczepow M. tuberculosis.

Dla oceny wewnatrzkomorkowego przezywania badanych szczepow M. tuberculosis,
zroznicowane do makrofagéw komorki linii THP-1 infekowano jak opisano powyzej, natomiast
po zabiciu zewnatrzkomérkowych, nie pochtonigtych przez makrofagi bakterii, komorki
inkubowano przez 0 (grupa kontrolna) oraz 48 godzin, a nastgpnie lizowano i uwalniano z nich
pratki, ktére wysiewano z odpowiednich rozcienczeniach na podtoza state w celu okreslenia liczby
zywych bakterii (CFU). Dla kazdego szczepu oceniano liczb¢ zywych pratkéw izolowanych
po 48 godzinach inkubacji w pordwnaniu do liczby pratkéw pochtonietych przez makrofagi (czas
0). Uzyskane wyniku CFU dla obu grup szczepow przeliczono na 1 ml uzyskanego lizatu,
nastgpnie obliczano iloczyn wzrostu liczby bakterii po 48 godz. inkubacji w makrofagach
1 pordwnano ze sobg testem t-Studenta z poprawka Welch’a. Przezywanie szczepow z grupy
wysokotransmisyjnej nie bylo statystycznie istotnie wyzsze niz grupy niskotransmisyjnej (p =

0.7451) (Ryc. 5.10).

Iloczyn wzrostu liczby bakterii po 48 godz.
inkubacji w makrofagach

Fm
El TRANS
BE NTRANS

24

1-
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TRANS NTRANS

Ryc. 5.10. Tloczyn wzrostu pratkdbw z grupy szczepdéw wysokotransmisyjnych (TRANS,
oznaczonych na czerwono) oraz niskotransmisyjnych (NTRANS, oznaczonych na zielono)

po 48 godz. inkubacji w makrofagach.
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5.8. Okreslenie profilu produkcji cytokin prozapalnych przez komorki linii
monocytarno-makrofagowej THP-1 infekowanych wybranymi szczepami M.

tuberculosis.

Makrofagi jako profesjonalne fagocyty, charakteryzuja si¢ zdolnoscig do indukowanej
produkcji szeregu cytokin w odpowiedzi na obecnos¢ patogenu, w tym pratka gruzlicy. Pratki maja
zdolno$¢ do aktywnego wplywania na funkcjonalng odpowiedz makrofagdéw, w tym na modulacje
odpowiedzi prozapalnej (Kawka et al. 2023). Dlatego tez, oceniajac szczepy kliniczne z grupy
wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych szczepéw postanowiono oceni¢ ich zdolnosé
do indukcji odpowiedzi prozapalnej przez ludzkie makrofagi. Zbadano, czy komoérki THP1
zrdznicowane do makrofagow infekowane szczepami wysokotransmisyjnymi
1 niskotransmisyjnymi produkuja ten sam czy roézny profil cytokin prozapalnych. Makrofagi
réznicowano zgodnie z metodologia opisang w rozdziale Metody 4.18. Nastepnie makrofagi
infekowano  poszczegdlnymi  szczepami  klinicznymi M.  tuberculosis,  zaliczanymi
do obu badanych grup, przy wartosci MOI = 1:10 i inkubowano przez 2 godziny. W kolejnym
kroku niepochlonigte bakterie odptukiwano i dodawano podioze RPMI 1640 z gentamcyna
w stezeniu 1 mg/ml, aby zabi¢ zewnatrzkomorkowe pratki. Makrofagi inkubowano 24 godz.
1 zbierano nadsgcz, ktory zanalizowano metoda MAGPIX® System firmy Illumina. Oznaczono
cytokiny takie jak: IL-1pB, IL-6, IL-8, G-CSF, IL-12p40, MIP-1a, MIP-1B, TNFa. Uzyskane dane
przenalizowano pod katem zawartosci wymienionych cytokin w pg/ml w nadsgczach makrofagow
infekowanych badanymi szczepami. W badanych nadsaczach zaobserwowano natomiast wysokie
stezenia IL-1B, IL-8, MIP-la oraz MIP-1P3. Nastgepnie wyniki usredniono dla grup szczepdéw
wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych i pordwnano ze soba przy pomocy testu
statystycznego t-Studenta z korekta Welch. Nie zauwazono istotnie statycznych réznic dla obu
grup szczepow dla zadnej z analizowanych cytokin. Natomiast dla cytokin IL-1, IL-8, MIP-1a
zaobserwowano silng indukcje¢ zarowno w obecnosci szczepow TRANS jak i NTRANS, jednak
bez istotnych statystycznie réznic w poziomie indukcji zaleznej od wykorzystanej do infekcji

grupy szczepow (Ryc. 5.11).
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Ryc. 5.11. Uwalnianie cytkoin IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-12p40, TNFa, G-CSF, MIP-1a, MIP-1j3
(pg/ml) przez makrofagi niezakazone (oznaczone jako M® — na kolor grantaowy), makrofagi
zakazone szczepem referencyjnym H37Rv (oznaczone jako M®+H37Rv — na kolor fioletowy)
makrofagi zakazone 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 calkowitego RNA wybranych

szczepow z grup pratkow wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych.

Zbadano  ekspresje  genow  trzech  najczesciej izolowanych  szczepow
wysokotransmisyjnych (G149, G151, L139) w porownaniu do ich niskotransmisyjnych
odpowiednikow (2904 NT, 8069 NT, 5764 NT) (Tabela 5.3.). Metodologi¢ przeprowadzanego
eksperymentu opisano w podrozdziatach 4.6, 4.7 oraz 4.10 rozdziatu Metody. Hodowle bakteryjne
prowadzono na podtozu plynnym Middlebrook 7H9 suplementowanym OADC z dodatkiem
Tween 80 (podtozu bogatym, suplementowanym OADC) oraz w drugim wariancie na podtozu
ptynnym Middlebrook 7H9 z dodatkiem 0,01% cholesterolu oraz 0,01% tyloxapolu (podioze
minimalne). Hodowle prowadzono do osiggnigcia gestosci optycznej OD=0,6-0,8. Hodowle
wirowano a z otrzymanych osadéw uzyskiwano catkowity RNA z uzyciem Tri-zolu. Nastepnie
sprawdzano czysto§¢ RNA 1 przygotowywano biblioteki do sekwencjonowania
wysokoprzepustowego z uzyciem zestawu TruePrep DNA Library Prep Kit V2 674 for Illumina
(Vazyme Biotech). Probki sekwencjonowano przy uzyciu urzadzenia NextSeq 500 dzigki

uprzejmosci Pracowni Biobank Katedry Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu £.odzkiego.

Tabela 5.3. Szczepy wybrane do wysokoprzepustowego sekwencjonowania catkowitego RNA.

Szczep Para

wysokotransmisyjny  niskotransmisyjna

G149 2904 NT
G151 8069 NT
L139 5764 NT

Otrzymane wyniki sekwencjonowania poddawano obrobce w oprogramowaniu Geneious
Prime. Mediana odczytéw na probke wyniosta 49 557 867 (IQR 60 315 974 — 45 241 248).
Odczyty zmapowano do genomu referencyjnego szczepu H37Rv. Mediana zmapowanych
odczytow wyniosta 37 450 129 (IQR 47 367 249 — 33 447 927). Stosunkowo niska liczba

zmapowanych sekwencji wynika z uzycia do analizy szczepow klinicznych, ktére roznig si¢
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na poziomie sekwencji DNA od referencyjnego szczepu H37Rv. Jednakze majac na uwadze,
ze zalecane wartosci odczytdéw wynosza 5-10 mln na genom bakteryjny (Azenta Life Sciences

2023), dla wszystkich probek osiggnigto wystarczajaca ilos¢ odczytow.
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Wykonano analize gtownych sktadowych (ang. principal component analysis, PCA)
dla poszczegélnych par szczepdéw w warunkach wzrostu na podtozach ptynnym 7H9
suplementowanym OADC oraz Tween 80 lub 7H9 suplementowanym cholesterolem
oraz tyloxapolem. Analiza PCA danych zgromadzonych w wyniku RNAseq pokazuje grupowanie
probek wedtug badanej grup. Mediana pierwszej sktadowej gtownej (PC1) wyniosta 76,26% (IRQ
79,15 - 69,78) catkowitej wariancji dla wszystkich badanych ukladow, co oznacza, ze
w poszczegdlnych zestawach danych PCAT1 nie byta nizsza niz 57%. Jesli chodzi o PC2, mediana

wyniosta 16,40% catkowitej wariancji (IRQ 25,60 - 13,91).

PCA for Diff Expression
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Ryc. 5.11. Analiza gltéwnych skladowych pary szczepéw  wysokotransmisyjnych
oraz niskotransmisyjnych G151 1 8069 NT rosnacych na podtozu ptynnym 7H9 z dodatkiem
OADC oraz Tween 80. Na wykresie kazdy punkt odpowiada jednemu powtorzeniu szczepu G151

zaznaczonych kolorem pomaranczowym oraz 8069 NT kolorem niebieskim.

Zbadano ekspresje gendow w szczepach wysokotransmisyjnych w poréwnaniu

do ich niskotransmisyjnych odpowiednikow (Tabela 5.5.). Dla poré6wnywanych ukladow 3 par
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szczepéw mediana dla 8 genoéw podlegato zwigkszonej ekspresji (5-13), a dla 11 zmniejszone;j
ekspresji (9-13). Nie zaobserwowano powtarzajacego si¢ wzoru zmiany ekspresji genow
dla badanych uktadow, czyli dla trzech kompletdéw szczepdw wysokotransmisyjnych
1 niskotransmisyjnych zidentyfikowano inne geny ze zmieniong ekspresjg. Dla porownywanych
uktadéw, wiele genéw miato zmieniong ekspresje réwnolegle na podtozu bogatym
1 z cholesterolem. Potwierdza to staranno$¢ wykonania przeprowadzonych badan. Wiarygodnosci
wynikom dodaje fakt, ze czesto geny podlegaty zmienionej ekspresji calymi operonami. Niektore
z wylonionych genow, mce2A/R, mmpl9 1 esxL koduja biatka powierzchniowe o potencjalnej roli
w wirulencji M. tuberculosis. Geny metH 1 prpC oraz prpD koduja biatka zaangazowane
sa w metabolizm witaminy B12 1 metabolizm cholesterolu, co potencjalnie mogtoby wptywac

na adaptacje pratka do przezywania w organizmie gospodarza.
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Tabela 5.5. Geny o zmienionej ekspresji dla poréwnywanych 3 par szczepow z grup

wysokotransmisyjnej i niskotransmisyjne;j.
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6. Dyskusja

Gruzlica pozostaje jedna z najbardziej $mierciono$nych chordb zakaznych na $wiecie,
pomimo ogromnych postepéw w diagnostyce medycznej, opracowywaniu strategii leczenia
1 globalnej polityce organdéw zdrowia publicznego. Kazdego roku miliony ludzi zapadaja
na te¢ chorobg, a liczba zgonéw wynosi okoto miliona, przy czym w 2022 roku zmarto 1,3 miliona
osob, a w roku 2021 i 2020 1,4 miliona. Wysokie wskazniki $miertelnosci sg tym bardziej
niepokojace, ze skuteczno$¢ leczenia gruzlicy jest obecnie wysoka — 85% pacjentéw poddanych
terapii zostaje wyleczonych (Global Tuberculosis Report 2023). Walka z gruzlica jest jednym
z kluczowych wyzwan stojacych przed globalng polityka zdrowia publicznego (Chakaya et al.,
2021). Narzedzia, ktorymi dysponujemy to m.in. aktywne wykrywanie nowych przypadkow,
dochodzenie epidemiologiczne wsrod potencjalnych kontaktow, szybkie wprowadzanie terapii
zgodnych z wytycznymi WHO oraz poprawa standardu zycia 1 warunkow socjoekonomicznych
jako czynnika majacego bezposredni wplyw na status immunologiczny potencjalnych gospodarzy.
Dodatkowo, aby skutecznie przeciwdziata¢ gruzlicy, niezbedne jest doglebne zrozumienie jej
epidemiologii, w tym mechanizméw rozprzestrzeniania si¢ pratkdw gruzlicy. Na ich zdolnos¢
do szerzenia si¢ w populacji ludzkiej wplywa wiele czynnikdw, ktore znaczaco utrudniaja kontrole
tej choroby jako globalnego zagrozenia. Naleza do nich czynniki srodowiskowe, cechy gospodarza
oraz specyfika samych pratkow, ktora poddana zostata analizie w niniejszej pracy. Glebokie
zrozumienie epidemiologii gruzlicy daje szans¢ na identyfikacje konkretnych probleméw
aktualnej globalnej polityki zdrowia publicznego i znalezienie rozwigzan, co w konsekwencji
moze przyczyni¢ si¢ do ograniczenia rozprzestrzeniania si¢ gruzlicy. Wsrod czynnikow

bakteryjnych wptywajacych na poziom transmisji pratkow nalezy zwréci¢ uwage na:

e Zmienno$¢ genetyczng szczepow M. tuberculosis , np. szczepy z rodziny Beijing,
szczegblnie klady 1.2.3.4, 1.2.3.6, wykazuja wyzsza zakazno$§¢ w pordwnaniu z innymi

szczepami (Zhu et al. 2023).

e (Czynniki wirulencji, np. specyficzne /loci genetyczne 1 czynniki zjadliwosci,
takie jak system sekrecji typu VII ESX-1, odgrywaja kluczowa role w zdolnos$ci bakterii
do unikania uktadu odpornosciowego gospodarza 1 zwigkszania zakaznosci (Holt et al.

2018).
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e Oporno$¢ na leki, np. szczepy MDR moga mie¢ obnizong zywotnos¢, ale pewne mutacje
kompensacyjne moga zlagodzi¢ ten efekt i utrzymac, a nawet zwigkszy¢ zakazno$¢

(Merker et al. 2022).

Niemniej jednak réwniez odpowiedz organizmu czlowieka jako gospodarza ma znaczenie
dla rozprzestrzeniania si¢ pratkow. Posrdéd wielu czynnikéw gospodarza, szczegdlnie odpowiedz
immunologiczna, w tym produkcja cytokin, takich jak IL-1P, oraz aktywacja makrofagdéw
alweolarnych moze wptywaé¢ na wczesne rozprzestrzenianie si¢ M. tuberculosis 1 jego pdzniejsza
transmisj¢ (Lovey et al. 2022). Ponadto koinfekcje i choroby wspotistniejace takie jak zakazenie
HIV, niedozywienie oraz inne niedobory odpornosci, moga zwigksza¢ podatnos¢ na gruzlice

oraz zwigksza¢ prawdopodobienstwo jej transmisji (Bastos et al. 2018).
Dodatkowo czynniki srodowiskowe mogace wywiera¢ wplyw na poziom transmisji gruzlicy to:

e Transmisja jest bardziej prawdopodobna w zatloczonych i stabo wentylowanych
srodowiskach, gdzie unoszace si¢ w powietrzu pratki z wigkszym prawdopodobienstwem

beda wdychane przez nowych gospodarzy (Turner et al. 2017).

e Uwalnianie zywych pratkdw w postaci aerozoli, gldwnie podczas kaszlu, jest kluczowym
etapem Ww procesie transmisji. Zdolno$¢ pratkow do przetrwania w $Srodowisku
zewngtrznym 1 inhalacji przez nowego gospodarza jest zalezna od warunkéw otoczenia
oraz cech szczepu M. tuberculosis, chocby nastonecznienia (promieniowania UV),
wilgotnosci (wysychania) 1 zdolnosci pratkow do naprawy uszkodzen DNA (Gorna,
Bowater, and Dziadek 2010).

W niniejszej pracy doktorskiej zbadano czy wptyw genotypu i1 fenotypu grup szczepdw
wysokotransmisyjnych 1 niskotransmisyjnych pratkow gruzlicy, moze mie¢ wpltyw
na ich rozprzestrzenianie si¢. Hipoteze t¢ weryfikowano poprzez szereg eksperymentoéw
molekularnych 1 fenotypowych  majacych  wyloni¢  roéznice miedzy szczepami

wysokotransmisyjnymi oraz niskotransmisyjnymi.

Do zdefiniowania grup szczepoéw wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych w kolekcji
Instytutu Gruzlicy i Choréb Ptuc w Warszawie uzyto danych epidemiologicznych oraz wstepnego
genotypowania metodami spoligotyping i MIRU-VNTR oraz wytycznych opisanych szczegdtowo

w rozdziale Metody 4.2. Nastepnie przynalezno$¢ szczepéw do obu grup potwierdzono
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przy pomocy znacznie doktadniejszych danych uzyskanych w wyniku wysokoprzepustowego
sekwencjonowania genomowego DNA oraz klastrowania szczepow. Dodatkowo wyrdzniono pary
szczepOw wysokotransmisyjnych oraz niskotransmisyjnych na podstawie ich przynaleznosci
do okreslonych rodzin linii filogenetycznych w celu unikni¢gcia wylonienia mutacji
charakterystycznych dla danych linii filogenetycznych. Sposrod 326 zsekwencjonowanych
szczepodw, wytoniono 23 klastry, jednak liczbe par zmniejszono do 13 ze wzgledu na ich wysoka
lekooporno$¢ badz trudnosci w hodowli laboratoryjnej. Porownanie grup szczepéw wykonano
przy pomocy testu Fishera, ktéry umozliwia identyfikacje istotnych statystycznie rdznic
W czestosci pojawiania si¢ poszczegdlnych mutacji, mogacych mie¢ powigzanie ze zmniejszonym
lub zwigkszonym rozprzestrzenianiem si¢ pratkow. W tescie tym nie wytoniono réznic migdzy
dwoma grupami szczepoéw, a wiec wynik ten sugeruje brak wystepowania, w sposob istotny

statystycznie, mutacji mogacych wplywac na transmisyjnos¢ pratkow.

Podobne badania przeprowadzono na 1445 szczepach wyizolowanych w Chinach. Dodatkowo
do badan autorzy uzyli 12 132 izolaty, ktorych sekwencje DNA dostepne sa w bazie NCBI.
Powyzsze badania pozwolily na wytypowanie mutacji (SNP) charakterystycznych dla szczepow
zgrupowanych w duzych klastrach, jak 1 mutacji opisanych juz w bazach danych. Autorzy tej pracy
sugeruja, ze istotne znaczenie w procesie transmisji gruzlicy moga mie¢ mutacje w systemach
toksyna-antytoksyna (Hou et al. 2024). Ta sama grupa badawcza, zaobserwowala korelacje
pomiedzy klastrowaniem, a obecno$cig mutacji w genach zwigzanych z metabolizmem zelaza.
Wytoniono niesynonimiczne pojedyncze mutacje w genie Rv0197 (G344T, T2247G),
ktére powigzane byly ze zwigkszong transmisyjnoscia szczepdw, przy czym mutacja T2247G
dominowata w liniach filogenetycznych 2 1 4 (Li et al. 2024). Istotnym ograniczeniem w obu wyzej
wspomnianych pracach badawczych jest uzycie sekwencji szczepdéw dostgpnych w internetowych
bazach danych, poniewaz brak jest kontroli nad pochodzeniem izolatow w grupach badanych.
Niejednokrotnie sekwencjonowane i publikowane sg izolaty pochodzace od tego samego pacjenta,
nie mozna zatem z catg pewnoscig mowi¢ o pojawiajacych klastrach (Merker et al. 2022; Pérez-
Lago et al. 2014). Jednakze nawet badania bazujace na szczepach wyizolowanych sposrod
krajowych kolekcji szczepdw czesto sa sprzeczne. Przyktadowo w badaniach Nebenzahl-
Guimaraes et al. porownujacych szczepy wsyokotransmisyjne i niskotransmisyjne wykorzystano
szczepy pochodzace z Holandii 1 wyrdzniono istotne rdznice w genach oraz regionach miedzy

genowych takich jak espE, PE-PGRS56, rv0197, Rv2813-2814c oraz Rv2815-2816¢. Produkt
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genu espE zostal zidentyfikowany jako jeden z niezbednych czynnikow wirulencji pratkow
gruzlicy. Dodatkowo szczepy z wariantami w genie espE, jak i regionie Rv2813-2814 korelowaty
ze wzmozong produkcja cytokin przez makrofagi (Nebenzahl-Guimaraes et al. 2017). Jednakze
zidentyfikowane w tych badaniach geny nie pokrywaja z tymi wytonionymi w badaniu Sobkowiak
et al., gdzie ZWrocono uwage na sze$¢ genow:
PPE54, accD2, PE PGRS62, rpll, rv3751 and rv2077c (Sobkowiak et al. 2020). Dodatkowym
czynnikiem wptywajacym na niezgodnosci w publikowanych wynikach prac réoznych grup moze

by¢ fakt, ze niektoére izolaty sg nadreprezentowane w bazach genomow zw. np. na lekoopornosé.

Najbardziej rozpowszechnionymi na §wiecie sg szczepy linii filogenetycznej L2 i L4 (Wiens
et al. 2018), co potwierdzono w badaniach wstepnych do pracy doktorskiej. Podczas badan
dokonano analizy literatury typu ,,systematic review”, w ktorej analizowano dostgpne w bazach
PubMed oraz Web of Science dane na temat wybuchow epidemicznych potwierdzonych w wyniku
analizy danych pochodzacych z WGS. W wyniku tej analizy potwierdziliSmy, ze wybuchy
epidemiczne gruzlicy wystepuja na catym $§wiecie 1 zazwyczaj powodowane sg szczepami
z rodziny L2 oraz L4 (Zukowska et al. 2023), co potwierdzaja rowniez badania innych grup
naukowych (Li et al. 2024). Jest to zgodne ze zjawiskiem sympatrycznos$ci, na ktore obecnie
zwraca uwage praca m.in. Groschel et al. Jest to wystgpowania powigzah migdzy populacjami
zasiedlajagcymi te same obszary geograficzne, czym tlumaczone jest dlaczego niektore linie
filogenetyczne sg szeroko rozpowszechnione (L4, L2) a niektore nie (LS, L6) (Groschel et al.

2024).

Jednym z gléwnych ograniczen niniejszej pracy doktorskiej jest liczba zanalizowanych
szczepOw oraz ich ograniczenie geograficzne. W badaniach asocjacyjnych potrzebna jest duza
ilo§¢ danych genomowych. Liczba szczepdw wykorzystanych do niniejszych badaf, zar6wno
wielko$¢ kolekeji jak 1 mozliwosci finansowe ich zsekwencjonowania, okazaly sie
niewystarczajace, by wykazac istotne statystycznie rdéznice pomi¢dzy badanymi grupami. Ponadto
nie mozemy wykluczy¢, ze przynajmniej czgs¢ ze szczepow zaklasyfikowanych przez nas jako
niskotransmisyjne faktycznie ulega standardowej lub zwigkszonej transmisji, lecz nowe zakazenie
nie objawito si¢ w postaci aktywnej gruzlicy w badaniach w skali naszego kraju. Nie mozemy
wykluczy¢, ze szczepy, u ktorych obserwujemy niska transmisje w skali naszego kraju, podlegaja

standardowej lub zwigkszonej transmisji w skali $wiata. Dodatkowo, gruzlica jest chorobg, ktorej
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obraz etiologiczny jest skomplikowany, znacznie utrudniajacy doktadne umiejscowienie
zakazenia w czasie (Mathema et al. 2017), a nawet identyfikacj¢ samego zakazenia.
Jednym z powaznych problemoéw, ktére stoja przed programami kontrolujagcymi gruzlice jest
trudno$¢ w jej wykrywaniu. Wedlug danych statystycznych zebranych w Globalnym Raporcie
WHO w 2012 az 1/3 przypadkow gruzlicy pozostata niewykryta (Sulis et al. 2014). Poszukiwane
sg wcigz nowe efektywne metody wykrywania oraz diagnostyki pacjentow asymptomatycznych,
jak i tych posiadajacych utajong forme gruzlicy (Escalante et al. 2023; Scriba et al. 2021). Ponadto,
kilka grup badawczych zajmujacych si¢ epidemiologia pratkéw gruzlicy zauwazylo istnienie
zréznicowanych populacji pratkéw u tych samych pacjentéw (Séraphin et al. 2019; Trauner et al.
2017). Nie da sie¢ rowniez poming¢ tutaj czynnikéw srodowiskowych i socjoekonomicznych jako
majacych znaczny wplyw na rozprzestrzenianie si¢ pratkdéw, co moze znacznie utrudniaé

wylonienie prawdziwej grupy szczepow wysokotransmisyjnych.

Badania nad powigzaniem genotypu pratkOw z poziomem ich transmisyjnosci sg istotne.
Niemniej jednak aby wartosciowe byly takie analizy, konieczne jest wprowadzenie systemu
nadzoru gruzlicy opartego o metody takie jak sekwencjonowanie WGS w skali §wiatowe;.
Taki system pozwoli w przyszilo$ci na precyzyjne zidentyfikowanie grup izolatdéw o niskiej
1 wysokiej transmisyjnosci w oparciu o dane wystarczajace do przeprowadzenia rzetelnych analiz
statystycznych. Odmienne wyniki r6znych grup badawczych mogg po czesci wynikac z tego, ze
stosuja one wlasne, wyprcowane w laboratoriach, specyficzne metody analizy, ktore nie zawsze
sa mozliwe do zaadaptowania i moga prowadzi¢ do rozbieznos$ci w ocenie transmisyjnosci (Walter
et al., 2020). Dlatego kluczowe jest opracowanie efektywnych, powtarzalnych oraz tatwych
w uzytkowaniu zestawOw procedur bioinformatycznych do badania transmisji pratkow
z wykorzystaniem chociazby systemu cgMLST, omowionego szerzej we wstepie niniejszej pracy

(Kohl et al. 2014b).

W drugim etapie pracy poszukiwano roznic fenotypowych migdzy grupami szczepow
wysokotransmisyjnych a niskotransmisyjnych poprzez porownywanie ich poziomu dostosowania,
immunologiczng odpowiedz gospodarza oraz reakcje na srodowisko zycia. Pary szczepoéw z grupy
wysoko- 1 niskotransmisyjnych poczatkowo poréwnywano w celu wylonienia roznic
w ich przystosowaniu do wzrostu w warunkach laboratoryjnych. Tradycyjnie do tego typu

eksperymentdw uzywa si¢ pomiaréw gestosci optycznej przy dtugosci fali rownej ODeoo, jednakze
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pratki gruzlicy sg organizmami, ktére maja tendencje do formowania struktur kilku bakterii
ztaczonych razem (ang. clump), co moze zaburza¢ prawidiowy odczyt (von Groll et al. 2010).
Stad tez jako kontrole eksperymentu uzyto najdoktadniejszej metody szacowania wzrostu bakterii
na podlozu stalym (CFU) (Ryc. 5.3.) — dzieki temu mozna oceni¢, ile bakterii zdolnych
do utworzenia kolonii jest obecnych w badanym materiale. Niestety szczepy kliniczne pratkow
gruzlicy sg organizmami, ktére nie sg zdolne do wzrostu na statych podtozach laboratoryjnych
(Mishra and Saito 2022) i taki problem napotkaliSmy rowniez w naszych badaniach w przypadku
7 klinicznych szczepéw M. tuberculosis. Jest to zgodne z odkryciami grupy Gordhan et al.,
ktéra postuluje istnienie pratkdéw o odmiennych wymogach hodowlanych (ang. differentially
culturable tubercle bacteria, DCTB), czyli takich, ktére nie posiadaja umiejetno$ci wzrostu
na podlozu stalym a rosng jedynie na podtozach ptynnych. Podobne zjawisko obserwowano
dla innych gatunkow bakterii (Oliver 2010). Z tego wzgledu, dla szczepoéw niezdolnych
do tworzenia kolonii na podtozu 7H10 z dodatkiem suplementu OADC, liczbe bakterii okreslano
z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej, dzieki ktorej udato si¢ potwierdzi¢ obecnos¢ bakterii
w zawiesinie hodowlanej, jednakze nie mozna wykluczy¢, ze uposledzony wzrost tych szczepow
zaburzyt analiz¢ danych. Analizujac kinetyke wzrostu szczepow wysokotransmisyjnych
1 niskotransmisyjnych nie stwierdzono istotnych rdéznic migdzy oboma grupami szczepdw
(Ryc. 5.2), jednakze =zaobserwowano réznice w zmienno$ci w populacji pratkow.
Z kolei w badaniach zespotu Verma et al., gdzie autorzy rozdzielali szczepy
na wysokotransmisyjne 1 niskotransmisyjne na podstawie rozprzestrzeniania si¢ ich w miejscach
zamieszkania 1 pozytywnej proby tuberkulinowej. Autorzy zauwazyli, ze w modelu mysim
szczepy niskotransmisyjne rosng w wigkszej liczbie niz szczepy wysokotransmisyjne (Verma et
al. 2019). Z kolei w pracy zespotu Moopanar et al. zauwazono réznice miedzy wzrostem szczepu
referencyjnego H37Rv a szczepem linii L2 Beijing na podlozu ptynnym 7H9 z dodatkiem
suplementu OADC (Moopanar et al. 2022), jednak nalezy zauwazy¢, ze pod uwage brani byli
jedynie pojedynczy przedstawiciele danych linii filogenetycznych. Interesujacego odkrycia
dokonata roéwniez grupa Gordhan et al., ktora zauwazyta, ze najwyzszy udziat DCTB wystepowat
w plwocinie pacjentow zakazonych pratkami linii 2 Beijing (Gordhan et al. 2024). Nie wiadomo
jednak, dlaczego to gtownie pratki linii Beijing miatyby przyjmowac ten odmienny stan wzrostu
1 czy jest to bezposrednio zwigzane z ich transmisyjnoscia, co byloby interesujacym zagadnieniem

do dalszych badan.
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Kolejnym elementem prowadzonych badan byta analiza mechanizmow dostosowania pratkow
gruzlicy, ktore to umozliwia zrozumienie dynamiki interakcji migdzy populacjami pratkow
opornych i wrazliwych na antybiotyki oraz oceny, czy jedna z tych populacji moze zdominowaé
druga (Dye and Espinal 2001). W literaturze naukowej opisano, ze pojawienie si¢ mutacji
prowadzacych do powstania opornosci, szczegdlnie w  przypadku ryfampicyny,
ma wplyw na wzrost pratkow gruzlicy in vitro (Gagneux 2009). Teori¢ t¢ potwierdzajg rowniez
badania Burgos et al., w ktérych zauwazono, ze szczepy oporne maja obnizong zdolnos¢
do transmisji (Burgos et al. 2003). Ttumaczac wyniki badania autorzy zwracaja uwage na zjawisko
poziomu dostosowania pratkoéw oraz wystgpowania mutacji kompensacyjnych, ktore niweluja
negatywny wptyw mutacji powodujacych lekooporno$¢ na przezywalnos$¢ oraz rozprzestrzenianie
si¢ (Alame Emane et al. 2021). Niektore grupy badawcze postuluja, ze czgs¢ szczepow
lekoopornych jest zdolna do znacznej ekspansji klonanej np. klad Bejing W148 (Merker et al.
2022). Wskazywatoby to, ze cze$§¢ szczepow MDR lub XDR cechuje sie¢ zwigkszong
transmisyjnoscia 1 zdolno$cig rozprzestrzeniania si¢ w populacjach (Kendall, Fofana, and Dowdy
2015a). Z tym punktem widzenia zgadzaja si¢ rowniez autorzy badania nad transmisyjnoscia
szczepdw w Chinach, ktorzy zauwazyli, ze szczepy oporne na ryfampicyn¢ wystepuja bardzo
czgsto w klastrach niedawnej transmisji (He et al. 2022). W analizie systematic review
przeprowadzonej przez nasza grupe odkryliSmy, Ze szczepy lekooporne sg raportowane czesciej
w badaniach dotyczacych wybuchow epidemiologicznych (52%) niz w badaniach dotyczacych
ogdlnej populacji pratkow (Zukowska et al. 2023). W niniejszej pracy w celu analizy czy szczepy
z grup wysokotransmisyjnej i niskotransmisyjnej posiadajg roznice w poziomie wzglgednego (Ryc.
5.7.) lub bezwzglednego (Ryc. 5.8.) dostosowania zastosowano testy kompetycji. Nie udato si¢

zaobserwowac istotnych statystycznie réznic migdzy oboma grupami szczepow.

Jednym z proceséw wystepujacych w przebiegu gruzlicy jest tworzenie si¢ ziarniniaka,
czyli struktury, w ktorej aktywowane makrofagi i inne komoérki odpowiedzi immunologicznej
otaczaja miejsca zakazenia (Parrish, Dick, and Bishai 1998). Pratki zmuszone s3 do adaptacji
do nieprzyjaznego Srodowiska ziarniniakow, gdzie panuje ograniczony dostep do zwigzkow
odzywczych jak i niski poziom tlenu. Jedng z kluczowych umiejetnosci radzenia sobie
w Srodowisku ograniczonego tlenu jest mozliwos¢ przej$cia w stan utajony. Dzigki temu pratki
moga przetrwa¢ w niekorzystnych warunkach przez bardzo dlugi czas i reaktywowac zakazenie

dopiero, gdy np. odporno$¢ gospodarza znacznie si¢ ostabi (Rustad et al. 2008), co moze posrednio
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przyczyni¢ si¢ do ich transmisji. W niniejszej pracy zbadano czy grupy pratkéw
wysokotransmisyjnych 1 niskotransmisyjnych ro6znig si¢ kinetyka wzrostu w warunkach
ograniczonego dostepu do tlenu. W tym celu szczepy obu grup hodowano w warunkach z obnizong
zawarto$cig tlenu przez 30 dni a nastgpnie w warunkach normalnych, aby oceni¢, ile pratkéw
przezylo te warunki oraz jak szybko szczepy te sg wstanie przestawi¢ swoOj metabolizm.
Nie znaleziono istotnie statystycznych rdznic migdzy badanymi grupami szczepow (Ryc. 5.5.),
jednakze odnotowano réznice charakterystyczne dla poszczegolnych izolatow (Ryc. 5.4.). Nalezy
zauwazy¢ pewne ograniczenia niniejszych badan. Po pierwsze, modele in vitro nie sa w stanie
oddac, jakie doktadnie zmiany w metabolizmie pratkodw zachodzg podczas infekceji i czy osiggnigto
stan uspienia pratkow (Del Portillo et al. 2019), jednakze w niniejszej pracy nie przewidziano
modelu in vivo. Eksperymenty in vivo planowane byly w przypadku uzyskania interesujacych
wynikéw w badaniach z modelami opartymi o hodowle bakterii. Dla osiggnigcia stanu latencji
w naszej pracy zaadaptowano model Wayne’a, ktory jest najczeSciej stosowanym modelem
pozwalajacym na uzyskanie przez pratki stanu latencji poprzez stopniowe obnizanie dostepu

do tlenu podczas wzrostu (Wayne and Hayes 1996).

Pratki gruzlicy sa heterotrofami zdolnymi do wykorzystywania réznych zrédet wegla (Chang
and Guan 2021). Ma to ogromne znaczenie w trakcie rozwoju zakazenia w ziarniniakach,
kiedy to metabolizm pratkéw gruzlicy w duzej mierze przestawiony zostaje na pozyskiwanie
wegla z kwasow thuszczowych oraz cholesterolu. Jest to zwigzane ze Srodowiskiem Zzycia
1 indukowanym infekcja przeksztalceniem zakazonych makrofagéw w makrofagi piankowate
posiadajace ciatka lipidowe, w ktorych zanurzone sa komorki bakterii (Huang, Nazarova, and
Russell 2019; Moopanar et al. 2022). Sa rowniez dowody, Ze enzymy wykorzystywane
w metabolizmie cholesterolu przez pratki maja réwniez wplyw np. na plynnos¢ blon
komoérkowych komorek gospodarza (Neuvonen et al. 2014). Aby zbadaé, jaki wplyw
na transmisyjnos$¢ pratkow ma wykorzystywanie cholesterolu jako zrodta wegla, dokonano analizy
transkryptomu pratkow z grup wysokotransmisyjnej i1 niskotransmisyjnej, ktore hodowano
na podtozu minimalnym z dodatkiem cholesterolu. W analizie tej wytoniliSmy odmienne zestawy
genow ulegajacych nadekspresji jak i zmniejszonej ekspresji dla roznych szczepdw, przez co nie
dalo si¢ wyloni¢ wspolnego profilu gendéw o zmienionej ekspresji dla grupy szczepdw
wysokotransmisyjnych ani niskotransmisyjnych (Tabela 5.5.). Jednakze wsréd genow

0 zmienionym poziomie ekspresji znajdowaly si¢ miedzy innymi mce2A/R, mmpl9 1 esxL,
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ktore powigzane sg z zakazno$cig pratkow gruzlicy (Melly and Purdy 2019; Pattanaik et al. 2021;
Singh et al. 2016), oraz geny metH i prpC oraz prpD kodujace biatka zwigzane z adaptacja
metabolizmu pratkéw do $srodowiska zycia w gospodarzu (Masiewicz et al. 2012; Warner et al.
2007). Praca grupy Del Portillo et al., badajacej transkryptom pratkow w kontekscie stanu utajenia,
zauwaza, ze cholesterol moze mie¢ mocniejszy zwigzek z fazg aktywnego wzrostu (Del Portillo et
al. 2019). Z kolei wyniki grupy Moopanar et al. sugeruja, ze istniejg roznice w profilach
metabolizmu cholesterolu szczepdéw klinicznych pratkéw gruzlicy (Moopanar et al. 2022),
jednakze grupa nie badata ich powigzania z transmisyjnos$cig. Nalezy réwniez nadmieni¢, ze
procesy metaboliczne umozlwiajace przezycie w warunkach hipoksji, jak i wykorzystywania
odmiennych zrodet wegla sa ze soba powigzane (Del Portillo et al. 2019), co rdwniez moze

zaburza¢ wyniki naszej analizy.

Ostatnim punktem badan fenotypowych bylo zbadanie wczesnej odpowiedzi immunologicznej
gospodarza. Podczas rozwoju zakazenia pratki gruzlicy sa pochtaniane przez makrofagi ptucne,
gdzie pratki uruchamiajg mechanizmy pozwalajace im na uniknigcie degradacji lizosomalne;.
Makrofagi plucne sg pierwszymi komorkami pojawiajacymi si¢ w miejscu zakazenia a ich rola
w jego opanowaniu jest ogromna (Upadhyay et al. 2018). Stad tez, aby oceni¢ efektywnie
odpowiedZ gospodarza, analizowano przezywalno§¢ jak 1 pochlanianie szczepdéw grup
wysokotransmisyjnej 1 niskotransmisyjnej pratkow gruzlicy przez makrofagi, jak 1 produkcje
cytokin przez te komorki. Wyniki otrzymane w niniejszej pracy wskazuja, ze istnieje niewielka,
aczkolwiek statystycznie znamienna rdéznica w pochtanianiu  wysokotransmisyjnych
1 niskotransmisyjnych szczepow pratkow gruzlicy (Ryc. 5.9), jednak nie przektada si¢ to na ich
przezywalno$¢ (Ryc. 5.10.) w makrofagach ani na ich aktywnos$¢ funkcjonalng w postaci indukcji
sekrecji okreslonego panelu cytokin (Ryc. 5.11.). Stad tez mozna wyciggna¢ wniosek, ze obie
te grupy szczepodw powoduja uruchomienie odmiennych $ciezek metabolicznych, ktorych jednak
nie badano w ramach niniejszej pracy. Wyniki te czgsSciowo pokrywaja si¢ z badaniami zespotu
Reiling et al., w ktoérych m.in. zaobserwowano brak rdznic w pochtanianiu szczepéw sublinii
Haarlem oraz Beijing. Z kolei wytoniono réznice w przezywalno$ci migdzy subliniami Haarlem
oraz Beijing a EAI. Profil indukcji cytokin prozapalnych TNF-o, IL-12p40, IL-1p oraz IL-6 byt
z kolei odmienny dla szczepéw Bejing (niski poziom odpowiedzi immunologicznej) i Haarlem
(wysoki poziom odpowiedzi). W naszym badaniu zauwazyli$my niskie pobudzenie cytokin TNF-

a, IL-12p40, ale wysoki IL-18. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze modelem w pracy Reiling et al. byly
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makrofagi pochodzace z ludzkich monocytéw (ang, human monocyte-derived macrophages,
hMDM), jak i ze szczepy nie byly rozdzielone wedtlug ich transmisyjnosci (Reiling et al. 2013).
W badaniu Lovey et al., gdzie autorzy z kolei rozdzielali szczepy na wysokotransmisyjne
i niskotransmisyjne odkryto, ze szczepy wysokotransmisyjne powoduja nadekspresj¢ genow TNF,

IL1A4, IL1B w makrofagach alweolarnych (Lovey et al. 2022).

Uzyskane w toku pracy wyniki badan wskazuja, ze szczepy zakwalifikowane do grup
wysokotransmisyjnych 1 niskotransmisyjnych nie wykazujg statystycznie istotnych roznic
w przeprowadzonych analizach fenotypowych. Podobnie jak w przypadku badan genotypowych,
podejrzewamy, ze wielkos¢ kolekcji okazala si¢ niewystarczajaca, by wykazaé istotne
statystycznie roznice pomig¢dzy badanymi grupami. Ponadto nie mozemy wykluczy¢, ze
przynajmniej cz¢s¢ ze szczepow zaklasyfikowanych przez nas jako niskotransmisyjne faktycznie
ulega standardowej lub zwigkszonej transmisji, lecz nowe zakazenie nie objawito si¢ w postaci
aktywnej gruzlicy w badaniach w skali naszego kraju. Wyniki uzyskane w toku niniejszej pracy
sg sprzeczne z badaniami grupy Verma et al., w ktorych stwierdzono powigzanie migdzy
fenotypem a transmisyjnoscia klinicznych szczepow pratkow gruzlicy. W badaniach tych szczepy
wysoko 1 niskotransmisyjne zostaly podzielone na grupy na podstawie poziomu wzbudzenia
podczas proby tuberkulinowej u domownikdéw osoby zakazonej zgodnie z modelem opisanym
w pracy Jones-Lopez et al., 2014 (Jones-Lopez et al. 2014). Badania te wykazaly, ze szczepy
wysokotransmisyjne 1 niskotransmisyjne roznig si¢ pod wzgledem liczby pratkow w plucach,
odpowiedzi immunologicznej oraz typu powstajacych ziarniniakéw. Szczepy, ktore podlegaly
wysokiej transmisji wérod domownikow wywotywaty tagodng posta¢ choroby u myszy. Nalezy
jednak podkresli¢, ze analiza zostala wykonana na trzech szczepach wysoko 1 trzech szczepach
nisko transmisyjnych wybranych z kolekcji 124 szczepéw (Verma et al. 2019). Warto podkreslic,
ze badania te przeprowadzono in vivo na modelu mysim, co sugeruje, ze wykorzystanie modeli

zwierzecych moze odgrywac istotng role w badaniach nad transmisyjnoscia.

Podsumowujac, nasze badania wykazaly brak istotnych réznic miedzy grupami szczepow
wysokotransmisyjnych 1 niskotransmisyjnych na poziomie zar6wno genotypowym,
jak 1 fenotypowym, co moze wskazywaé, ze zasadniczym czynnikiem zwigzanym
z transmisyjnoscig sg czynniki zwigzane z gospodarzem. Do tych czynnikow naleza np. status

immunologiczny, wystepowanie chorob wspotistniejagcych (infekcja wirusem HIV, cukrzyca),
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kondycja mikrobioty, czynniki genetyczne oraz inne np. palenie tytoniu (Bastos et al. 2018).
Uzyskane wyniki maja istotne znaczenie dla dalszego rozwoju strategii kontroli gruzlicy
w populacji. Przeprowadzone analizy przyczyniaja si¢ do lepszego zrozumienia, jak nalezy
odpowiednio ocenia¢ transmisyjno$¢ klinicznych szczepdéw pratkow gruzlicy, podkreslajac role
WGS w badaniach nad transmisyjnoscig. Wprowadzenie systemu nadzoru gruzlicy opartego
o WGS w skali globalnej umozliwi prawidlowe wskazanie grup izolatow nisko-

1 wysokotransmisyjnych w ilo$ciach wystarczajacych na przeprowadzenie wiarygodnych badan.
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7. Whnioski

e Gléwnym czynnikiem wplywajacym na transmisje pratkéw gruzlicy w obrebie tej samej

linii filogenetycznej sa czynniki zalezne od gospodarza oraz czynniki socjoekonomiczne.

e Zrdznicowanie genetyczne 1 zwigzane z tym zroznicowanie fenotypowe samych
patogenow ma ograniczone znaczenie dla zdolnosci szczepow klinicznych M. tuberculosis

do transmisji.
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8. Streszczenie

Glgbokie zrozumienie mechanizmow rozprzestrzeniania si¢ gruzlicy jest kluczowe
w walce z tg chorobg i1 niezbedne do opracowania skutecznych globalnych systeméw kontroli
przez organy zdrowia publicznego. Wiadomo, ze na transmisyjnos¢ gruzlicy wptywa szereg
ztozonych 1 wzajemnie powigzanych czynnikdw, co znacznie utrudnia projektowanie i analiz¢
badan nad jej rozprzestrzenianiem. Czynniki te obejmuja warunki $rodowiskowe, takie jak
temperatura 1 wilgotno$¢ powietrza, czynniki socjoekonomiczne, m.in. gesto$¢ zaludnienia
czy szybki i1 efektywny dostep do opieki zdrowotnej, a takze czynniki zwigzane z gospodarzem,
wplywajace na jego status immunologiczny, takie jak wspotistniejace choroby (np. cukrzyca)
oraz niedozywienie. Wazne sg réwniez cechy patogenu, takie jak jego zakazno$¢ czy zdolnosé
do wywolywania reakcji prozapalnej oraz podtoze genetyczne (pochodzenie z konkretnej linii
filogenetycznej). Istotnym aspektem pozostaje fakt, ze czynniki patogenne wplywajace
na transmisyjno$¢ gruzlicy nie zostaty jeszcze w petni zidentyfikowane 1 nadal stanowig przedmiot

intensywnych badan, ze wzgledu na sprzeczne wyniki r6znych analiz.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie zmienno$ci genotypowej i fenotypowej pratkow

gruzlicy o wysokiej oraz niskiej transmisyjno$ci w Polsce.

W pierwszym etapie realizacji niniejszej pracy doktorskiej wytypowano szczepy
o wysokiej 1 niskiej transmisyjnosci z kolekcji Instytutu Gruzlicy i Chorob Pluc w Warszawie na
podstawie ich spoligotypu. Wytoniono 347 kandydatow na szczepy o wysokiej transmisyjnosci
oraz 44 kandydatdow na szczepy o niskiej transmisyjnosci. Nastepnie przeprowadzono
sekwencjonowanie catego genomu (WGS) tych szczepow, co umozliwito analize¢ asocjacyjng
1 przyporzadkowanie ich do odpowiednich klastréw na podstawie roznic w polimorfizmach
pojedynczych nukleotydow (SNP). Poczatkowo wyodrebniono 23 klastry szczepdw o wysokiej
transmisyjnosci, jednak liczba ta zostata zredukowana do 13 z powodu trudnosci z prowadzeniem
badan in vitro. Szczepy, ktore nie grupowaly si¢ w klastry, uznano za niskotransmisyjne. Kryteria
doboru szczepdw omoéwiono szczegotowo w rozdziale 4. Metody. W kolejnym kroku,
do wybranych szczepow wysokotransmisyjnych dopasowano szczepy niskotransmisyjne,
co umozliwilo dalsze porownawcze analizy fenotypowe. Pary szczepow pochodzity z tych samych

linii 1 sublinii filogenetycznych oraz nie mogly rozni¢ si¢ o wigcej niz okre§long liczbg¢ SNP.
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Wszystkie analizowane szczepy pochodzity z filogenetycznej linii 4, z wyjatkiem jednego szczepu
nalezacego do linii 2. Analiza statystyczna wariantéw miedzy szczepami o wysokiej 1 niskiej

transmisyjnosci nie wykazata istotnych réznic miedzy tymi dwiema grupami.

W kolejnych etapach pracy skupiono si¢ na badaniach fenotypowych, majacych na celu
identyfikacj¢ roznic w kinetyce wzrostu migdzy szczepami wysokotransmisyjnymi
i niskotransmisyjnymi. W pierwszej kolejnosci przeprowadzono hodowle w standardowych
warunkach laboratoryjnych na podtozu ptynnym 7H9 z dodatkiem OADC, a kontrolnie szczepy
wysiewano na podtoze state 7H10 z dodatkiem OADC, aby oceni¢ ich zywotnos¢. Wyniki tej
analizy nie wykazaly r6éznic w kinetyce wzrostu miedzy obiema grupami szczepdéw. Nastepnie
przeprowadzono eksperyment w warunkach ograniczonego dostepu tlenu, nasladujac in vitro
srodowisko, w jakim pratki moga znajdowac si¢ w ptucach gospodarza. Szczepy hodowano przez
30 dni w podlozu beztlenowym, po czym reaktywowano je na podtozu ptynnym, aby oceni¢ ich
zdolno$¢ do wzrostu po okresie u$pienia. Ta analiza rowniez nie wykazata istotnych rdznic miedzy

szczepami o wysokiej i niskiej transmisyjnosci.

W  nastepnym etapie uzyskano rekombinowane szczepy wysokotransmisyjne,
wykorzystujac plazmid pMV306attP ercc3 mn-gfp, zawierajacy gen reporterowy gfp, kodujacy
biatko zielonej fluorescencji pod kontrolg silnego promotora genu ercc3. Umozliwito to efektywna
identyfikacj¢ rekombinantéw przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej. Uzyskano 9
rekombinowanych szczepdéw wysokotransmisyjnych. Plazmid pMV306attP crcc3 mw-gfp zawierat
roOwniez gen opornos$ci na kanamycyne, co umozliwilo selekcje szczepdéw na podlozu 7H10
suplementowanym OADC z dodatkiem kanamycyny. Nastepnie przeprowadzono testy kompetycji
w celu okreslenie poziomu dostosowania wzglednego z jednoczesna hodowla szczepow
wysokotransmisyjnych (rekombinowanych) 1 niskotransmisyjnych oraz testy kompetycji w celu
okreslenie poziomu dostosowania bezwzglednego, gdzie hodowano szczepy wysokotransmisyjne
lub niskotransisyjne ze szczepem kontrolnym M. tuberculosis AkatG. Analiza tych eksperymentéw
nie wykazata istotnych statystycznie roznic miedzy szczepami o wysokiej 1 niskiej

transmisyjnosci.

Nastepnie okre§lano poziom wewnatrzkomorkowego pochtaniania wybranych szczepoéw

M. tuberculosis przez makrofagi. Ta analiza wykazala statystycznie istotne roznice migdzy
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badanymi grupami szczepOw — szczepy wysoKkotransmisyjne bylty pochlaniane w wickszym
stopniu niz szczepy niskotransmisyjne. Przeprowadzono takze eksperyment dotyczacy
przezywalnosci pratkow wewnatrz makrofagéw. Analiza przezywalno$ci pratkow nie wykazata

statystycznie istotnych réznic mi¢dzy szczepami wysokotransmisyjnymi a niskotransmisyjnymi.

Ostatnim etapem pracy byta analiza transkytpomu grup szczepdw wysokotransmisyjnych
oraz niskotransmisyjnych. Hodowle bakteryjne prowadzono w podtozu ptynnym bogatym 7H9
suplementowanym OADC, oraz w drugim wariancie, z dodatkiem 0,01% cholesterolu oraz 0,01%
tyloxapolu. Nie zaobserwowano dla szczepdw wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych

konkretnych gendw wspolnych, ktore podlegalyby zmienionej ekspresji.

Uzyskane wyniki pokazuja, Ze badanie transmisyjnosci jest ztozonym procesem. Migdzy
badanymi grupami szczepéw nie wykazano istotnych statystycznie roznic genotypowych ani

fenotypowych.
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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 .r.c; mn-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 AkatG. 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 szczepow wykorzystywanych do wytonienia grup szczepow
wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych pracy doktorskie;j.

Gatunek Nazwa szczepu Zrédlo
M. tuberculosis 1396 NT IGiChP
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
M. tuberculosis 543 NT IGiChP
M. tuberculosis 5764 NT IGiChP
M. tuberculosis 5917 NT IGiChP
M. tuberculosis 5974 NT IGiChP
M. tuberculosis 6149 NT IGiChP
M. tuberculosis 6577 NT IGiChP
M. tuberculosis 6906 NT IGiChP
M. tuberculosis 7115 NT IGiChP
M. tuberculosis 7363 NT IGiChP
M. tuberculosis 738 NT IGiChP
M. tuberculosis 748 NT IGiChP
M. tuberculosis 7748 NT IGiChP
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
M. tuberculosis
M. tuberculosis
M. tuberculosis

936 NT
940 NT
9484 NT
9763 NT
GOl
G02
G03
G04
GO05
G06
G07
GO08
G09
G10
G100
G101
G102
G103
G104
G105
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G109
Gl1
G110
G111
G112
G113
G113*
G114
G115
G116
G117
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G119
Gl12
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Gl121*
G122
G123
G124
G125
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G185
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G216
G217
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G86
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G88
G8&9
G90
GI1
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G95
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G97
G98
G99
L1/7
L10/7
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