Znaczenie zmiennoSci genetycznej i fenotypowej Mycobacterium tuberculosis
W procesie transmisji gruzlicy

Glebokie zrozumienie mechanizmow rozprzestrzeniania si¢ gruzlicy jest kluczowe
w walce z tg chorobg i1 niezbedne do opracowania skutecznych globalnych systemow kontroli
przez organy zdrowia publicznego. Wiadomo, ze na transmisyjnos¢ gruzlicy wplywa szereg
ztozonych i wzajemnie powigzanych czynnikdéw, co znacznie utrudnia projektowanie i analize
badan nad jej rozprzestrzenianiem. Czynniki te obejmuja warunki srodowiskowe, takie jak
temperatura i wilgotno$¢ powietrza, czynniki socjoeckonomiczne, m.in. gestos¢ zaludnienia
czy szybki i efektywny dostgp do opieki zdrowotnej, a takze czynniki zwigzane z gospodarzem,
wplywajace na jego status immunologiczny, takie jak wspotistniejace choroby (np. cukrzyca)
oraz niedozywienie. Wazne sg rowniez cechy patogenu, takie jak jego zakaznos$¢ czy zdolnos¢
do wywolywania reakcji prozapalnej oraz podloze genetyczne (pochodzenie z konkretnej linii
filogenetycznej). Istotnym aspektem pozostaje fakt, ze czynniki patogenne wplywajace
na transmisyjnos$¢ gruzlicy nie zostaty jeszcze w petni zidentyfikowane i nadal stanowig przedmiot

intensywnych badan, ze wzgledu na sprzeczne wyniki r6znych analiz.

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

gruzlicy o wysokiej oraz niskiej transmisyjnosci w Polsce.

W pierwszym etapie realizacji niniejszej pracy doktorskiej wytypowano szczepy
o wysokiej 1 niskiej transmisyjnosci z kolekcji Instytutu Gruzlicy i Choréb Pluc w Warszawie na
podstawie ich spoligotypu. Wytoniono 347 kandydatow na szczepy o wysokiej transmisyjnosci
oraz 44 kandydatow na szczepy o niskiej transmisyjnosci. Nastepnie przeprowadzono
sekwencjonowanie catego genomu (WGS) tych szczepow, co umozliwito analize¢ asocjacyjng
1 przyporzadkowanie ich do odpowiednich klastrow na podstawie réznic 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, ktére nie grupowaly si¢ w klastry, uznano za niskotransmisyjne. Kryteria
doboru szczepéw omowiono szczegotowo w rozdziale 4. Metody. W kolejnym kroku,
do wybranych szczepoéw wysokotransmisyjnych dopasowano szczepy niskotransmisyjne,

co umozliwilo dalsze porownawcze analizy fenotypowe. Pary szczepdéw pochodzily z tych samych



linii 1 sublinii filogenetycznych oraz nie mogly rézni¢ si¢ o wigcej niz okreslong liczbe SNP.
Wszystkie analizowane szczepy pochodzity z filogenetycznej linii 4, z wyjatkiem jednego szczepu
nalezacego do linii 2. Analiza statystyczna wariantow migdzy szczepami o wysokiej i 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
1 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 mogg znajdowac si¢ w plucach gospodarza. Szczepy hodowano przez
30 dni w podlozu beztlenowym, po czym reaktywowano je na podtozu ptynnym, aby oceni¢ ich
zdolnos$¢ do wzrostu po okresie u$pienia. Ta analiza rowniez nie wykazala istotnych r6éznic migdzy

szczepami o wysokiej i niskiej transmisyjnosci.

W  nastgpnym 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 szczepéw wysokotransmisyjnych. Plazmid pMV306attP ercc3 mn-gfp zawieral
roOwniez gen opornos$ci na kanamycyne, co umozliwilo selekcj¢ szczepow na podiozu 7HI0
suplementowanym OADC z dodatkiem kanamycyny. Nastepnie przeprowadzono testy kompetycji
w celu okreslenie poziomu dostosowania wzglednego z jednoczesng hodowla szczepow
wysokotransmisyjnych (rekombinowanych) i 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 rdéznic migdzy szczepami o wysokiej 1 niskiej

transmisyjnosci.



Nastepnie okre§lano poziom wewnatrzkomorkowego pochtaniania wybranych szczepoéw
M. tuberculosis przez makrofagi. Ta analiza wykazata statystycznie istotne rdznice miegdzy
badanymi grupami szczepdw — szczepy wysokotransmisyjne byly pochtaniane w wigkszym
stopniu niz szczepy niskotransmisyjne. Przeprowadzono takze eksperyment dotyczacy
przezywalnos$ci pratkow wewnatrz makrofagdw. Analiza przezywalnos$ci pratkéw nie wykazata

statystycznie istotnych roznic miedzy szczepami wysokotransmisyjnymi a niskotransmisyjnymi.

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

konkretnych gendw wspolnych, ktore podlegalyby zmienionej ekspresji.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze badanie transmisyjnosci jest zlozonym procesem. Miedzy
badanymi grupami szczepéw nie wykazano istotnych statystycznie roznic genotypowych ani

fenotypowych.



