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Stowa kluczowe:

Streszczenie

GruZlica stanowita i nadal stanowi jedna z gtéwnych przyczyn zachorowalno$ci i umieralnosci
na $wiecie. Jej zwalczanie pozostaje priorytetem zdrowia publicznego, trudnym do zrealizo-
wania bez zastosowania nowo opracowanej szczepionki. Jedyna dostepna szczepionka przeciw
gruzlicy (BCG) jest stosowana od prawie 100 lat. Na $wiecie do jej produkcji sg wykorzystywane
rézne siostrzane podszczepy, pochodzace od rodzicielskiego szczepu Mycobacterium bovis.
Wyja$nienie mechanizmdw atenuacji, ktére doprowadzity do uzyskania wyjsciowego szczepu
szczepionkowego, a takze zidentyfikowanie markeréw mikroewolucji szczepéw siostrzanych
zwigzanej z dystrybucja i odmiennymi warunkami produkcji réznych szczepionek BCG na
calym $wiecie, moze przyczyni¢ sie do zrozumienia réznic w obserwowanej skutecznosci
szczepionek produkowanych z wykorzystaniem poszczegdlnych podszczepdw. Najistotniej-
szym markerem zwigzanym z atenuacja zjadliwego szczepu M. bovis jest utrata regionu RD1
zidentyfikowana u wszystkich podszczepédw BCG. Wérdd pozostatych markeréw atenuacji,
dotychczas nie w petni poznanych, istotna role przypisuje sie swoistej kumulacji mutacji
typu SNP. Odmienne warunki pasazowania rodzicielskiego szczepu szczepionkowego, podczas
wytwarzania szczepionki BCG w réznych krajach, doprowadzily do wyodrebnienia okoto 50
réznych siostrzanych podszczepdéw BCG. Wérdd nich wyrdznia sie podszczepy ,,wczesne”,
stosowane do 1927 r. oraz podszczepy ,,pdzne”, majace dodatkowo delecje RD2, pozyskane
w latach 1927-1961. Retrospektywne badania wykazaly, ze podczas rozsytania podszczepdw
siostrzanych w okresie 1924-1966 doszto do utraty 22 regionédw genomu, zawierajacych tacznie
52 geny. Zmienno$¢ genetyczna wywotana presja selekcyjna w postaci wieloletnich swoistych
proceséw wytwarzania szczepionki, moze stanowi¢ jedng z przyczyn obserwowanych réznic
w immunogenno$ci lub resztkowej zjadliwo$ci podszczepdw BCG.
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Summary

Tuberculosis was, and still is, one of the main causes of morbidity and mortality in the world.
Thus it still remains a public health priority. Nonetheless, without a newly developed vaccine,
it is rather unlikely to be easily resolved. The only available vaccine against tuberculosis (BCG)
has been used for nearly 100 years. Currently a variety of BCG substrains are used by many
manufacturers in the world. All these substrains were obtained from a single parental strain
of Mycobacterium bovis. Attempts to explain the complete mechanisms of attenuation, as well
as tracing the microevolution resulting from the different distribution time and conditions of
production of BCG vaccines in the different parts of the world, might explain the differences
in the observed efficacy of vaccines produced with different substrains. The most important
marker associated with attenuation of virulent M. bovis is the loss of the RD1 region observed
in all BCG substrains. Among other attenuation markers, still not completely identified, accu-

*Prace wykonano w ramach projektu Narodowego Centrum Nauki nr 2014/15/N/NZ7/03793.

® Postepy Hig Med Dosw (online), 2016; 70 1259



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2016; tom 70: 1259-1266

mulation of SNP mutations seems to be an important one. The different number of passages
and culture conditions of the parental vaccine strain have led to there being about 50 different
sister vaccine BCG substrains throughout the world. Among them, there are “early strains”,
distributed until 1927, and “later strains” with the RD2 deletion obtained during 1927-1961. It
has also been found that 22 regions containing 52 genes were lost during the distribution of
sister substrains during the period 1924-1966. Genetic differences due to selection pressure,
revealing specific microevolutionary traits, may explain the variability in immunogenicity

and residual virulence of each vaccine BCG substrain.
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GRUZLICA

Czynnikiem etiologicznym gruzlicy jest patogen
wewnatrzkomérkowy Mycobacterium tuberculosis, ktéry
zidentyfikowal Robert Koch w 1882 r. Badania szczatkéw
antycznych mumii wykazaly obecno$é pratkéw gruzlicy,
co dowodzi, ze choroba pojawita sie wéréd ludzi co naj-
mniej kilka tysiecy lat temu. Od potowy XIX w. zapadal-
nos¢ i $miertelno$é wywotana gruzlica w Europie zaczeta
spadad. Poprawiajgce sie warunki socjoekonomiczne
i leczenie sanatoryjne wptynety na spadek wspétczyn-
nika umieralno$ci z powodu gruzlicy do 200 w 1900 r.,
a nastepnie do 26 przypadkéw na 100 tys. mieszkatnicéw
w 1950 r. [39]. W ostatnich dekadach zachorowalno$é
i umieralno$¢ obnizyta sie znacznie, co moze sie wiazaé
z szybszym przyrostem populacji na §wiecie w pordw-
naniu do czesto$ci wystepowania gruZlicy. Z tych wzgle-
déw analiza warto$ci bezwzglednych liczby zachorowar
w ciagu ostatniej dekady niekoniecznie musi wskazywaé
na jej spadek [19]. W Polsce od 2000 r. wskazniki zapa-
dalno$ci na gruzlice utrzymuja sie na stalym poziomie
okoto 20 przypadkéw na 100 tys. mieszkaicéw [47].

Gruzlica byta i nadal jest jedna z gléwnych przyczyn
zachorowalno$ci i umieralno$ci na $wiecie, a jej zwal-
czanie pozostaje priorytetem dla zdrowia publicznego
[37]. Z powodu gruzlicy rocznie umiera prawie 2 mln
ludzi, a liczba nowo rejestrowanych przypadkdw, sie-
gajaca ponad 9 mln, jest najwyzsza spo$réd odnotowy-
wanych w ostatnich latach [45]. Obecnie szacuje sie, ze
1/3 $wiatowej populacji jest zakazona pratkami gruz-
licy, co stanowi rezerwuar M. tuberculosis, a takze Zré-
dto nowych przypadkdéw gruZlicy [33,44]. Ponad 80%
zachorowan rejestrowanych jest w 22 krajach rozwija-

jacych sie, gdzie czesto dochodzi do wspédtzakazenia M.
tuberculosis/HIV [24]. Prawie 80% przypadkéw gruzlicy
wérdd oséb zakazonych HIV zamieszkuje Afryke. Sku-
teczno$¢ obecnie prowadzonej kontroli nad zachorowa-
niami na gruZzlice na $wiecie napotyka wiele przeszkdd
zwigzanych przede wszystkim z brakiem odpowiednio
szybkiej diagnostyki oraz mozliwoscig zastosowania
bardziej efektywnej szczepionki. Zdolno$¢ opanowania
sytuacji epidemiologicznej dodatkowo pogarszaja czeste
wspdtzakazenia wirusem HIV oraz wzrost wystepowa-
nia szczepéw wielolekoopornych (multi drug resistant
- MDR), ekstensywnie opornych (extensively drug resi-
stant - XDR), a od niedawna takze catkowicie lekoopor-
nych (totally drug resistant - TDR). Z tych powodéw
$wiatowy cel wyeliminowania gruZlicy jako zagrozenia
zdrowia publicznego do 2050 r., wytyczony przez WHO
(World Health Organization), bez zastosowania nowej
zoptymalizowanej szczepionki, moze by¢ jednak trudny
do zrealizowania [45].

BCG — HISTORIA POWSTANIA SZCZEPIONKI

Atenuowany szczep BCG uzyskano ze zjadliwego szczepu
Mycobacterium bovis juz prawie sto lat temu, a mimo to
nadal szczepionka BCG wytwarzana z jego udziatem jest
jedyng dostepna na $wiecie szczepionke przeciw gruz-
licy. Wirulentny M. bovis, wyizolowany od krowy z obja-
wami gruzliczego zapalenia przewoddéw mlecznych,
zostat przestany w 1901 r. do Instytutu Pasteura w Lille
we Francji, w ktérym Albert Calmette oraz Camille
Guérin prowadzili badania nad gruzlicg. W celu zmniej-
szenia aglutynacji bakterii, do hodowli szczepu nazwa-
nego Nocard prowadzonej na pozywce ziemniaczanej,
dodawano wotowa z6te. Po 15 pasazach szczepu zauwa-
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zono zmiany morfologii kolonii i obnizenie zjadliwosci
obserwowanej u zakazanych $winek morskich in vivo.
Ostatecznie w wyniku 230 pasazy M. bovis wykonanych
w latach 1908-1921 otrzymano atenuowany szczep
szczepionkowy, ktérego bezpieczenistwo i skutecznosé
potwierdzono na modelu zwierzecym ($§winki morskie,
kréliki, psy, krowy, konie, kurczaki, naczelne) [4,27].
W 1921 r. szczepionke BCG po raz pierwszy podano czto-
wiekowi dozylnie (44 tys. pratkéw/dawke), a do 1924 r.
zaszczepiono ponad 600 dzieci [4,43]. Nastepnie szcze-
pionke podawano w trzech dawkach po 2 mg (6 mg; ~
2,4 x 10® CFU) doustnie niemowletom, pézniej tez nowo-
rodkom. Obserwowana éwcze$nie kliniczna skutecznosé
szczepionki oceniana byta na 90%, a jej akceptowalny
profil bezpieczetistwa wplynat na pozytywne rokowania
o mozliwo$ci wyeliminowania problemu gruzlicy przez
jej powszechne zastosowanie [4,27]. Od 1974 r. szcze-
pienia BCG weszty do Rozszerzonego Programu Szcze-
pien Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, Expanded
Program on Immunization). Szacuje sie, ze do chwili
obecnej szczepionke BCG podano ponad 4 mld ludzi na
$wiecie, co w poréwnaniu do innych szczepionek klasy-
fikuje ja na pierwszym miejscu pod wzgledem czesto$ci
zastosowania [25,39]. Oszacowano, ze ostre miejscowe
reakcje, tj. owrzodzenie lub zapalenie weztéw chton-
nych wystepuja u mniej niz 1/1 000 zaszczepionych
oséb. Natomiast rozsiane zakazenie wywolane przez
szczep szczepionkowy obserwowane jest u mniej niz 2/1
000 000 zaszczepionych i dotyczy gtéwnie pacjentéw
z niedoborami odpornosci [37]. Mimo tak dtugiej histo-
rii stosowania szczepionki BCG sporng kwestig pozostaje
rzeczywista ocena jej zdolno$ci do ochrony przeciw
zachorowaniom na gruZlice [6]. Metaanaliza dostep-
nych danych klinicznych potwierdza jej wysoka, ponad
80%, skuteczno$é przeciw gruzliczemu zapaleniu opon
mézgowym i proséwce u dzieci, jednak w przypadku
mtodziezy i 0séb dorostych, u ktérych wystepuje naj-
wieksze ryzyko gruzlicy ptucnej, skuteczno$é jest szaco-
wana na 0-80% w zalezno$ci od badanej populacji [13,27].
Przyczyny tak duzych réznic w klinicznej skutecznosci
szczepionki BCG nie zostaly jednoznacznie wyja$nione
i pozostajg przedmiotem licznych debat naukowych. Na
takg rozbieznosé wynikéw mogg wptywaé rézne czyn-
niki, do ktérych mozna zaliczy¢ stosowany podszczep
szczepionkowy, sposéb podania szczepionki, schemat
szczepien, zjadliwo$¢ pratkéw M. tuberculosis wystepu-
jacych na danym obszarze, czesto$¢ ekspozycji na $ro-
dowiskowe szczepy pratkéw (NTM - non-tuberculous
mycobacteria), suplementacja, genetyczne podtoze
réznic miedzypopulacyjnych, czesto$é wystepowania
przewlektych zakazen pasozytniczych jelit, stezenie
witaminy D i zelaza u 0séb szczepionych oraz indywi-
dualne predyspozycje genetyczne [27,33]. Ze wzgledu na
obserwowane réznice w skutecznosci, a takze przeciw-
wskazania do szczepieri BCG u nosicieli wirusa HIV lub
0s6b z innymi zaburzeniami odpornosci, prowadzone sa
intensywne prace nad opracowaniem nowej szczepionki,
ktéra umozliwitaby skuteczniejszg walke z gruZlica.
Potencjalnymi szczepionkami sg zaréwno szczepionki
zywe zawierajace rekombinowane szczepy BCG lub M.

tuberculosis; wektorowe szczepionki konstruowane na
bazie wirusa krowianki lub adenowirusa; szczepionki
podjednostkowe z adiuwantem, zawierajgce antygeny
M. tuberculosis oraz szczepionki catokomérkowe, zawie-
rajace szczepy M. indicus pranii, M. vaccae lub M. tubercu-
losis. W czasie badari laboratoryjnych znajduje sie ponad
20 preparatéw, z ktérych co najmniej 16 jest na etapie
badan przedklinicznych, natomiast 14 w fazie bada
klinicznych [13,19,21,23,45]. Prace nad opracowaniem
nowej szczepionki przeciwgruzliczej sa zmudne, dtugo-
trwale, kosztowne i wymagaja miedzynarodowej wspét-
pracy. Powolanie organizacji non-profit ,,Inicjatywa na
rzecz szczepien przeciwko gruzlicy” (TBVI TuBerculo-
sis Vaccine Intiative), ktéra wspiera i integruje dziatania
badawczo-rozwojowe majace na celu opracowanie nowej
szczepionki przeciw gruzlicy jest istotnym elementem
strategii walki z tg choroba [33]. Profil bezpieczetistwa
szczepionki BCG i jej potwierdzona skuteczno$é przeciw
najciezszym postaciom gruzlicy, uzasadnia konieczno$é
jej nieprzerwanego i powszechnego stosowania do czasu
opracowania udoskonalonej wersji, zwiekszajacej sku-
teczno$¢ szczepien [21].

Arenvacia 1908-1921

Doktadne odtworzenie procedur, ktére doprowadzity do
atenuacji rodzicielskiego M. bovis stato sie niemozliwe,
poniewaz oryginalny szczep uzyskany przez Calmette
oraz Guérin zostat utracony podczas I Wojny Swiato-
wej [43]. Badania poréwnawcze genomdéw wirulentnego
szczepu M. tuberculosis H37Rv, atenuowanego szczepu M.
tuberculosis H37Ra, wirulentnego szczepu M. bovis i atenu-
owanego szczepu szczepionkowego M. bovis BCG, podjeto
w latach 90 ub.w., przy czym doktadno$¢ zastosowanych
metod m.in. hybrydyzacji subtraktywnej oraz mikroma-
cierzy byta zbyt mata, aby zaobserwowa¢ réznice typu
mutacji punktowych (SNP - Single Nucleotide Polymor-
phism) [25]. Pierwszymi zidentyfikowanymi markerami
obnizonej zjadliwosci szczepu M. bovis BCG byly opisane
przez Mahairas i wsp. [29] trzy delecje w regionach RD
(region of deletion): RD1, RD2 oraz RD3. Wykazano, ze
wszystkie przebadane podszczepy BCG byly pozbawione
regionu RD1, ktéry byt obecny u zjadliwych szczepéw
M. bovis i M. tuberculosis. Niedawne badania potwier-
dzity, ze wsréd 124 epitopéw zdolnych do interakcji
z ludzkimi komérkami T, wiekszo$¢ (117) zostata zloka-
lizowana w obrebie RD1, a zatem nie byta obecna wéréd
wszystkich badanych podszczepédw BCG [46]. Region RD1
obejmuje fragment genomu o wielko$ci okoto 9,5 kpz
i sktada sie z dziewieciu gendéw (Rv3871-Rv3879c), kodu-
jacych jeden z pieciu wystepujacych u M. tuberculosis
biatkowych systeméw sekrecji typu VII - system ESX-1
[11,14,27]. Dwa geny Rv3874 i Rv3875 potozone w obrebie
locus RD1, odpowiadajace za synteze niskoczasteczko-
wych biatek sekrecyjnych, odpowiednio biatka przesa-
czu hodowli CFP-10 (Culture Filtrate Protein 10) oraz
wczesnego biatka antygenowego ESAT-6 (Early Secre-
tory Antigenic 6-kDa), sa uznawane za gtéwne media-
tory wirulencji pratkéw. Transport obu biatek odbywa
sie za posrednictwem aparatu sekrecyjnego, w sktad
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ktérego wchodzg m.in. biatko transbtonowe (Rv3877)
i dwie ATPazy (Rv3870 i Rv3871). Rola systemu sekrecyj-
nego nalezacego do extRD1 (extended RD1) w interakcji
z komérkami gospodarza jest bardzo rézna i obejmuje
m.in. wptyw na lize komdrek, formowanie ziarniniakéw,
hamowanie wydzielania cytokin, blokowanie dojrzewa-
nia fagosoméw, hamowanie sygnalizacji makrofagéw
czy tez funkcji komérek dendrytycznych i limfocytéw
T [14]. Inaktywacja gendw cfp-10 i esat-6 lub genéw apa-
ratu sekrecyjnego wywotuje skutek obserwowany pod-
czas usuniecia catego locus RD1, wyrazajacy sie obnizong
zjadliwos$cia M. tuberculosis [27,41]. Interesujace jest to,
ze delecja RD1 odgrywajaca gtéwna role w atenuacji
BCG, nie jest funkcjonalnie odwracalna. Do§wiadczalne
wbudowanie utraconego fragmentu RD1 do genomu
szczepu szczepionkowego nie przywracato petnej zja-
dliwosci, a zmutowany szczep M. tuberculosis z usunie-
tym z genomu regionem RD1 charakteryzowat sie nadal
wiekszg wirulencja niz BCG, co potwierdza, ze istnieja
inne dodatkowe mechanizmy sktadajace sie na cato-
ksztalt atenuacji szczepu szczepionkowego [15,26,27].
Jeden z nich moze by¢ zwiazany z wystepowaniem muta-
¢ji zmiany ramki odczytu powodujgcej inaktywacje genu
phoT, zwigzanego z wirulencja M. bovis [12]. Poréwnanie
zsekwencjonowanych genoméw M. bovis BCG Pasteur [8],
M. bovis AF2122/97 [16] i M. tuberculosis H37Rv [11], wyka-
zalo liczne réznice w postaci delecji, duplikacji i mutacji
punktowych. Wedtug Liu i wsp. [27] utrata zjadliwo$ci
szczepu M. bovis wywolana 230 pasazami byta zwigzana
zaréwno z delecja w regionie RD1 jak i kumulacjg muta-
cji typu SNP. Wykazano, ze niektére mutacje punktowe
typowe dla BCG mialy znaczenie funkcjonalne, np. SNP
w genie pykA umozliwial wzrost BCG na podtozu z gli-
cerolem [20], SNP w genie mmaA3, kodujagcym metylo-
transferaze kwasu mikolowego, hamowatl wytwarzanie
kwasu metoksy-mikolowego u ,,péZnych” podszczepéw
BCG [3], a SNP w genie sigk zmniejszat synteze biatek
MPB83 i MPB70 [9]. W celu sprawdzenia, ktére z wykry-
tych réznic moga by¢ markerami pierwotnej atenuacji
wszystkich szczepédw BCG, przeprowadzono analize
poréwnawcza 21 genoméw M. bovis i 13 genomdéw pod-
szczepéw szczepionkowych. Ze zidentyfikowanych 186
mutacji typu SNP, 115 moze mie¢ potencjalny zwigzek
z obnizona wirulencja (m.in. mutacje w genach kdpD,
senX3, regX3, pks12), to jednak wymaga dalszych badat
funkcjonalnych [15]. Badania nad wyja$nieniem pro-
cesu atenuacji BCG obejmuja poza analizami sekwencji
DNA badania réznic syntezy poszczegdlnych biatek BCG
[8,30]. Podstawowa role w adaptacji M. bovis BCG wywo-
tanej selekcyjng presja pasazowania, zwigzang z wyko-
rzystaniem glicerolu jako Zrédta wegla, przypisuje sie
wystepowaniu SNP w genie pykA w obecnosci funkcjo-
nalnej kinazy pirogronianowej i wysokiej transkrypcji
glpD2 [20]. Zmiany metaboliczne zostaty takze zaobser-
wowane w genach zwigzanych z degradacjg i modyfi-
kacjg kwaséw ttuszczowych, poniewaz ekspresja genéw
fadD2, fadE35 i fadAB, a takze desAl i desA3 zostata znacz-
nie obnizona u BCG w poréwnaniu do pratkéw zjadli-
wych [8].

ATenuACIA PO 1924 .

0d 1924 r. rodzicielski szczep M. bovis BCG przesytano
z Instytutu Pasteura do wielu laboratoriéw na catym
$wiecie w celu uruchomienia produkcji szczepionki. Do
1927 r. az 60 krajéw otrzymato hodowle pratkéw BCG.
Uzyskane szczepy poddawano konwencjonalnemu pasa-
zowaniu co pare tygodni i mimo wysitkéw wlozonych
w standaryzacje tego procesu, odmienne warunki pasa-
zowania w poszczeg6lnych laboratoriach, doprowadzity
do wyodrebnienia w wyniku mikroewolucji okoto 50 réz-
nych siostrzanych podszczepéw BCG (ryc. 1), z ktérych
obecnie sg stosowane gléwnie: BCG-Pasteur (1173P2),
BCG-Japan (Tokyo-172), BCG-Danish (Copenhagen-1331)
oraz BCG-Glaxo (1077) [4,25,27]. Okoto 1924 r. rozpoczat
sie zatem drugi etap mikroewolucji genoméw, zwiazany
z dystrybucja szczepdw i réznymi warunkami produkcji
szczepionki BCG. Po kilku dekadach i setkach pasazy dal-
sze réznicowanie szczepdw zostato zakoniczone dopiero
dzieki zaleceniu wprowadzenia do procesu wytwarzania
zwalidowanego systemu serii siewnych. Z tego powodu
rozwazania dotyczace réznic w resztkowej zjadliwo-
$ci, efektywnosci i mechanizméw atenuacji musza byé
prowadzone w réznych podszczepach BCG. Pierwszym
uzyskanym w 1924 r. podszczepem siostrzanym byt
BCG-Russia. Kolejne podszczepy ,,wczesne” to BCG-Japan
(1925), BCG-Moreau (1925), BCG-Sweden (1926) oraz
BCG-Birkhaug (1927). Dalsza dystrybucja doprowa-
dzita do powstania podszczepdéw tzw. ,,péznych”, do
ktérych zalicza sie m.in. BCG-Tice (1934), BCG-Frap-
pier (1937), BCG-Phipps (1938), BCG-Prague (1946),
BCG-China (1947), BCG-Glaxo (1954), BCG-Danish (1961)
oraz BCG-Pasteur (1961). Badania poréwnawcze genomu
M. bovis, 7 szczepéw szczepionkowych i 5 szczepdw M.
tuberculosis pod katem delecji pozwolity na identyfika-
cje 25 regiondw RD, przy czym jedynie 3 delecje (RD1,
RD3, Del_Mb2377¢) powigzano z pierwotng atenuacja
szczepu BCG, wystepujaca w latach 1908-1921. Pozostate
22 regiony, zawierajace facznie 52 geny, zostaly utracone
podczas dystrybucji podszczepdw siostrzanych w okre-
sie 1924-1966 [46]. Wystepowanie delecji w okre$lonych
regionach RD jest swoiste dla poszczegSlnych grup pod-
szczepdw BCG. Zidentyfikowana delecja RD2 jest cha-
rakterystyczna dla wszystkich podszczepéw ,,péZnych”,
delecja N-RD18 wystepuje u podszczepdw ,,péznych”
jednak wytacznie grupy 1V (podzial szczepéw na grupy
oméwiono w dalszej cze$ci pracy), delecja RD14 doty-
czy tylko podszczepu BCG-Pasteur, RD15 BCG-Frappier
aRD16 BCG-Moreau [2,5,8,27].

W analizach poréwnawczych opublikowanych przez
Zhanga i wsp. w 2013 r. wykazano podobna wielko$¢
genomu (~4,2 M) i zawarto$¢ par GC (~0,65) u 13 bada-
nych podszczepéw BCG, a takze statystycznie zna-
miennie nizszg $rednig zmienno$¢ SNP miedzy dwoma
szczepami szczepionkowymi (0,018 SNP/kb) w poréw-
naniu ze zmienno$cig wéréd badanych szczepéw M.
tuberculosis (0,25 SNP/kb). Jednoczeénie udowodniono,
ze presja selekcyjna w warunkach laboratoryjnych,
jakiej poddane byty podszczepy BCG, w pordwnaniu
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Ryc. 1. Schemat mikroewolugji podszczepow BCG [8,22,25,27]

z presja naturalng wywierang przez system immunolo-
giczny na szczepy M. tuberculosis, wptyneta na wieksza
liczbe utraconych sekwencji RD w ich genomach. Zmien-
no$¢é potwierdzono takze podczas poréwnan genoméw
szczepu dzikiego M. tuberculosis ze szczepami laborato-
ryjnymi M. tuberculosis H37Rv oraz M. tuberculosis H37Ra.
Réznice genetyczne wywotane ponad 50-letnia presja
selekcyjna moga ttumaczy¢ zmienno$¢ w immunogen-
nosci i resztkowej zjadliwosci poszczeglnych szczepion-
kowych podszczepéw BCG [46].

Poznanie sekwencji genomu szczepu M. bovis BCG
Pasteur 117P2 umozliwito zidentyfikowanie okoto 4 tys.
genéw kodujacych biatka, z ktérych 58 wystepowato
w dwdch kopiach jako skutek obecnosci dwéch niezalez-
nych duplikacji DU1 oraz DU2. Pierwsza z nich obejmuje
fragment wielko$ci niespelna 30 kpz i jest charaktery-
styczna wylacznie dla podszczepu BCG-Pasteur, nato-
miast druga wystepuje u wszystkich podszczepédw BCG,
jednak w réznych postaciach, dzielacych podszczepy
na cztery grupy (od DU2-I do DU2-1V) [7,8]. Duplika-
cje DU2-1 i DU2-1I wystepuja u podszczepdw ,,wcze-
snych” (DU2-I: BCG-Moreau, BCG-Japan, BCG-Russian;
DU2-1I: BCG-Sweden, BCG-Birkhaug), a DU2-1II i DU2-IV
wylacznie ,,pdznych” (DU2-11I: BCG-China, BCG-Prague,
BCG-Glaxo, BCG-Danish; DU2-1V: BCG-Tice, BCG-Frap-
pier, BCG-Pasteur, BCG-Phipps) [8,27]. Dla wszystkich
duplikacji typu DU2, wspdlne sg jedynie trzy geny:
Rv3300c, kodujacy syntetaze pseudourydyny; phoY1,
kodujacy regulator systemu transportu fosforandw
oraz glpD2, kodujacy dehydrogenaze glicerol-3-fosfora-
nowg [8]. Badania poréwnawcze 13 podszczepéw BCG

z uzyciem mikromacierzy, doprowadzity do identyfika-
cji dwéch innych duplikacji [25]. Pierwsza z nich, swo-
ista wylacznie dla podszczepu Tice, tj. DU-Tice, obejmuje
obszar 22 kpz i zawiera geny Rv1782-Rv1800, kodujace
m.in. system sekrecji ESX-5, czyli jedyny poza ESX-1 sys-
tem zwiazany z wirulencja pratkéw. W genomie pod-
szczepu BCG-Birkhaug wykryto duplikacje regionu od
trxB/Rv3913 do rodA/Rv0017c, zawierajacego geny zaanga-
zowane w replikacje DNA oraz podzialy komérkowe [25].

Znaczace zréznicowanie genetyczne podszczepédw BCG
zaobserwowano takze w regionie phoP-phoR. PhoP-PhoR
tworzy 11-sktadnikowy system odgrywajacy zasadnicza
role w wirulencji M. tuberculosis. PhoR jest kinaza histy-
dynowa, tj. transbtonowym biatkiem przekazujagcym
sygnaly ze $rodowiska za posrednictwem autofosfory-
lacji, natomiast PhoP jest regulatorem posredniczacym
w ekspresji wielu genéw, w tym odpowiedzialnych za
biosynteze lipidéw $ciany komédrkowej oraz gendw sys-
temu ESX-1 [8,25,27]. Obszar charakteryzuje duzy poli-
morfizm w obrebie rodziny podszczepéw BCG, co moze
mieé zwiazek z réznicami w ich resztkowej zjadliwosci.
Szczepy ,,wczesne” z grupy I majg insercje 156110 (1 356
pz) w promotorze genu phoP w orientacji przeciwnej.
Jak juz wykazano, sekwencja 1S6110 w orientacji zgod-
nej z orientacjg genu phoP zwieksza jego ekspresje, co
potwierdzono wsrdd szczepdw M. bovis B wyizolowa-
nych od chorych podczas epidemii gruzlicy w Hiszpa-
nii w latach 1995-1998 [25,40]. Podszczepy BCG-Moreau,
BCG-Japan, BCG-Russian charakteryzuja sie zwiekszong
ekspresja phoP, jednak ze wzgledu na odmienng orien-
tacje insercji 1S6110, mechanizm zaobserwowanej nade-
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kspresji nie zostat jeszcze wyjasniony. Moze to jednak
ttumaczy¢ wieksza resztkowa zjadliwo$¢ rosyjskiego
podszczepu w poréwnaniu do innych. Mechanizm nie
ma jednak charakteru dominujacego, gdyz w przypadku
BCG-Moreau oraz BCG-Japan (zaliczanych do podszcze-
péw mato reaktogennych) wazniejszymi markerami ate-
nuacji wydaja sie utrata zdolnosci do wytwarzania takich
czynnikéw wirulencji jak dimikolany trehalozy (PDIMs
phthiocerol dimycocerosates) oraz glikolipidy fenolowe
(PGLs phenolic glycolipids). Pozostate podszczepy BCG
i aktualnie izolowane szczepy M. bovis oraz M. tuberculosis
nie majg insercji 1S6110 w regionie promotora genu phoP.
Naturalnym mutantem pod wzgledem genu phoP oka-
zal sie podszczep BCG-Prague, natomiast w genomach
BCG-Glaxo, BCG-Danish, BCG-Frappier, BCG-Sweden oraz
BCG-Birkhaug wykryto delecje w genie phoR [25].

Wykazano ponadto, ze blisko spokrewnione z sobg pod-
szczepy "wczesne” nalezgce do grupy 11 (BCG-Sweden
oraz BCG-Birkhaug) jako jedyne zawieraja dwie swoiste
delecje, do ktérych doszto przed 1926 r. Pierwsza z nich
obejmuje fragment 110 pz w regionie whiB3 (Rv3416/
BCG3486). Biatko WhiB nalezy do rodziny siedmiu czynni-
kéw transkrypcyjnych M. tuberculosis, ktére odpowiadaja
za regulacje ekspresji genéw w odpowiedzi na bodzce
zewnetrzne, w tym na stezenie tlenu i tlenku azotu
oraz dostepno$¢ wegla [25,38]. Druga zidentyfikowana
delecja dotyczy utraty fragmentu 245 pz w genie trcR.
Biatko TrcR jest regulatorem dwusktadnikowego sys-
temu TrcR-TrcS. Jak wykazano w badaniach z uzyciem
zwierzat laboratoryjnych oba regiony genomu wykazuja
potencjalny zwigzek z wirulencja [25,34,42].

Badania poréwnawcze podszczepéw BCG z uzyciem
mikromacierzy pozwolity na zidentyfikowanie dwéch
delecji swoistych dla podszczepu BCG-Moreau. Pierw-
sza z nich wigzata sie z utrata koticowego fragmentu
genu fadD26 (Rv2930/BCG2952) i poczatkowego fragmentu
genu ppsA (Rv2931/BCG2953), ktdre sa czedcig locus odpo-
wiedzialnego za synteze PDIM i PGL, tworzacych lipidy
$ciany komérkowej wirulentnych pratkéw powiazane
z modulacja odpowiedzi immunologicznej gospodarza
[18,25,32,35,36]. Brak syntezy tych sktadnikéw wykazano
u trzech dystrybuowanych osobno serii podszcze-
péw BCG (BCG-Moreau, BCG-Japan oraz BCG-Glaxo).
Tylko podszczep BCG-Moreau ma delecje fragmentu
fadD26-ppsA, a zatem fenotyp ten pojawit sie prawdo-
podobnie niezaleznie w wyniku réznych mechanizméw
[10,25].

Mutacjg charakterystyczng wylacznie dla szczepu
BCG-Moreau opisang po raz pierwszy przez Leunga
i wsp. [25] jest delecja w regionie Rv3887¢/BCG3942c. Gen
ten jest cze$cia systemu sekrecji ESX-2 i koduje blonowe
biatko transportowe homologiczne do biatka, stanowia-
cego sktadnik uktadu wydzielniczego ESX-1, co wska-
zuje, ze moze braé réwniez udzial w wydzielaniu rodziny

biatek Esx [1,25,28]. P4Zniejsze badania sekwencjonowa-
nia genomowego wykonane w Brazylii na stosowanym
tam do produkcji rodzimej szczepionki - podszczepie
BCG-Moreau (tzw. BCG-Moreau RDJ) potwierdzity obec-
nos¢ delecji w genie Rv3887c, jednak innej wielko$ci
niz opisana wczeéniej przez Leunga i wsp. (odpowied-
nio 876 pz oraz 1128 pz) [17,25]. Podszczep brazylij-
ski BCG-Moreau w 1951 r. zostat przestany z Brazylii do
Francji, skad 1954 . trafit do Polski, gdzie rok pdzniej
z jego udzialem rozpoczeto lokalng produkcje szcze-
pionki BCG [31]. Badania polskich szczepéw produk-
cyjnych z lat 1957-2010 nie potwierdzity wystepowania
delecji w genie Rv3887c, co $wiadczy o jej pojawieniu sie
w Brazylii po 1951 r. i potwierdza odrebng mikroewolu-
cje podszczepéw BCG-Moreau RDJ oraz BCG-Moreau PL
[22].

PobsumowaNiE

Uporzadkowanie zapiséw archiwalnych dotyczacych
dystrybucji szczepu BCG na $wiecie i prowadzenia badan
poréwnawczych jest utrudnione, ze wzgledu na 100-let-
nig historie szczepionki. Dostepne dane z lat 50 ub.w.
wskazujg, ze od rozpoczecia lokalnych produkcji szcze-
pionki BCG w réznych krajach niemal potowa produ-
centéw wymienila stosowane podszczepy produkcyjne
przynajmniej jeden raz. Dodatkowe trudnosci wiaza sie
z niejasna nomenklatura, stosowaniem synoniméw lub
zmiang nazwy w zwiazku ze zmiana wytwércy lub miej-
scem wytwarzania [4]. Mimo to, w ciggu 40 lat badan
podszczepdw BCG zidentyfikowano wiele markeréw réz-
nigcych poszczegdlne podszczepy siostrzane - od zmian
typu SNP po duze rearanzacje genomowe. Niektére
z nich dotycza dobrze opisanych czynnikéw zjadliwosci,
tj. ESX-1, phoP, czy PDIM/PGL. Nalezy podkresli¢, ze zna-
czenie zidentyfikowanych markeréw moze by¢ jedynie
elementem zespotu czynnikéw zwigzanych ze skutecz-
noscig i bezpieczeristwem réznych szczepionek BCG i nie
pozwala na tym poziomie wiedzy wyciagna¢ jednoznacz-
nych wnioskéw. Analizy poréwnawcze skutecznosci
szczepionek BCG produkowanych z réznych podszcze-
péw na wspélnym modelu zwierzecym okazaty sie
zaskakujaco rozbiezne. Metaanaliza dostepnych danych
klinicznych nie przyniosta oczekiwanego rezultatu ze
wzgledu na duze réznice metodologiczne, ktére nawet
przy prébie ich pominiecia, nie pozwalajg na wysnucie
jednoznacznego wniosku o przewadze ktérego$ z pod-
szczepdw. Nadal trudno jest przewidzie¢ jak dtugo szcze-
pionka BCG bedzie stosowana, poniewaz mimo wielu
kontrowersji zwigzanych z doktadnym okre$leniem jej
skutecznosci, prace nad opracowaniem preparatu nowej
generacji, trwajace od wielu lat nie przyniosty jak dotad
wymiernego rezultatu. Istotne dane na temat kolejnych
swoistych markeréw atenuacji oraz mikroewolucji pol-
skiego podszczepu M. bovis BCG moga przynie$¢ wyniki
sekwencjonowania genomowego w poréwnaniu do
dostepnych danych dotyczacych innych podszczepdéw.
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