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Szczepionki i szczepienia
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STRESZCZENIE

Wszystkie stosowane aktualnie na $wiecie szcze-
pionki przeciwgruzlicze zawierajg jako substancje ak-
tywna atenuowany szczep Mycobacterium bovis (Bacille
Calmette-Guerin). Szczep BCG uzyskany w 1921 r.
przez Calmette’a i Guerina w wyniku wieloletniego
pasazowania na pozywce ziemniaczano-glicerynowej
z dodatkiem zotci, zostal nastgpnie przekazany do wielu
laboratoriow na §wiecie w celu wytwarzania szczepionki
przeciwgruzliczej.

Liczne pasaze szczepu M. bovis BCG przeprowa-
dzone w ré6znych warunkach hodowli doprowadzity do
licznych mutacji i powstania wielu podszczepéw BCG
roéznigeych si¢ znacznie pod wzgledem skutecznosci
i bezpieczenstwa.

W pracy przedstawiono wyniki licznych badan
majacych na celu wykazanie rdznic genetycznych po-
miedzy réznymi podszczepami BCG, w celu znalezienia
genow odpowiadajacych za ich wirulencje oraz whasci-
wosci ochronne. Mozliwo$ci opracowania szczepionki
przeciwgruzliczej nowej generacji sg dyskutowane.

Stowa kluczowe: Podszczepy BCG, skutecznos¢, bez-
pieczenstwo, mutacje, genom

WSTEP

Od zapoczatkowania masowych szczepien prze-
ciwko gruzlicy zaréwno w Polsce jak i na $wiecie,
stosowany jest jeden typ szczepionki przeciwgruzliczej
— szczepionka BCG zawierajgca atenuowany szczep
Mycobacterium bovis BCG (Bacille Calmette-Guerin).
Nazwa szczepionki pochodzi od jej odkrywcow Alberta
Calmette’a (doktora medycyny) i Camille Guerina (le-
karza weterynarii). Wirulentny szczep Mycobacterium
bovis zostal wyizolowany okoto 1901 roku z mleka

ABSTRACT

All vaccines against tuberculosis used actually
over the world contain Mycobacterium bovis BCG
strains (Bacillus Calmette-Guerin) as active substance.
Strain BCG, that was obtained in 1921 by Calmette and
Guerin after 13 years of passaging on the potato-glicerol
medium with addition of bile, was distributed to many
laboratories for vaccine production.

The repeated passages of M. bovis BCG strain
in different culture conditions caused the numerous
mutations and formation of many BCG substrains that
differed according to efficacy and safety.

The review of many publications related to genetic
differences between BCG substrains was performed for
identify the genes responsible for their virulence and
protective characteristics.

Possibility of development of new generation vac-
cines against tuberculosis is discussed.
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krowy cierpiacej na gruzlicze zapalenie sutka. Wyizo-
lowany szczep pratka postuzyt naukowcom pracujacym
w Instytucie Pasteura w Lille do badan gruzlicy bydta.
Aby zmniejszy¢ zjadliwos$¢ pratkow, a co za tym idzie
zminimalizowa¢ skutki infekcji u eksperymentalnie
zakazanych zwierzat, badacze pasazowali zjadliwy
szczep pratka bydlecego na podtozu ziemniaczano - gli-
cerolowym z dodatkiem zotci. Po 13 latach pasazowania
(1908-1921) wykonujac 231 pasazy, Calmette i Guerin
uzyskali zmutowany szczep M. bovis, ktory nie wywo-
lywat czynnej gruzlicy u $winek morskich, krolikow,
psow, bydta, koni, kurczakdéw i wielu innych zwierzat
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(1). Zmutowany szczep pratka bydlecego rozestano z In-
stytutu Pasteura do 34 r6znych osrodkow badawczych
na catym $wiecie w celu produkowania szczepionki.
Niestety szczep ten od poczatku nie byt homogenny pod
wzgledem bakteriologicznym, poniewaz nie otrzymano
go z pojedynczej kolonii. Dla odmian hodowanych
w réznych regionach §wiata, Dubos zaproponowat
nazewnictwo podszczepow BCG opierajace si¢ na na-
zwach miast, panstw lub firm, w ktérych wyhodowano
dany podszczep. Do najbardziej znanych podszczepow
BCG naleza: francuski - Pasteur, czeski - Prague, dunski
- Copenhagen, brazylijski - Moreau, japonski - Tokio,
rosyjski BCG — Russia, kanadyjski - Connaught oraz
BCG-Glaxo, BCG-Gethenburg, BCG-Tice. Z czasem
okazato sie, ze poszczegolne podszczepy BCG znacznie
ro6znia si¢ pod wzgledem morfologii kolonii na podto-
zach statych, wirulencji resztkowej, immunogennosci,
odczynowosci oraz wlasciwosci ochronnych.

SKUTECZNOSC SZCZEPIONKI BCG

Istnieje wiele prac na temat oceny skutecznosci
szczepien BCG. Poczatkowo skuteczno$¢ oceniano
na podstawie poroéwnania zachorowan i $miertelnosci
W grupie objetej szczepieniami i w grupie nieszcze-
pionych. Wyniki tych badan wskazywaty na wysoka
skuteczno$¢ szczepien BCG w redukcji zapadalnosci
na gruzlice.

Pierwsza probe badania bezpieczenstwa i sku-
tecznos$ci szczepionki przeciw gruzlicy na ludziach
przeprowadzono w 1921 roku. Szczepieniami zostala
objeta grupa niemowlat, ktorych matki byty chore na
gruzlice. Proby kliniczne przyniosty bardzo zadowala-
jace rezultaty. Byta to pierwsza szczepionka stosowana
doustnie, ktora okazata si¢ jednoczesnie bezpieczna oraz
efektywna w zapobieganiu zachorowaniom na gruzlice
wsrod ludzi (2). W Europie szczepienia przeciw gruzlicy
rozpowszechnione zostaty migdzy 1921 r.a 1930r. (3).
W wigkszos$ci krajow w 1927 roku szczepienie doustne
zastapiono szczepieniem $rodskormym, a w niektorych
krajach jak Brazylia nastgpito to dopiero w 1968 roku.
Po 1930 r. rozpoczety sie pierwsze badania kliniczne
szczepionki powigzane z badaniem skutecznosci stoso-
wanych szczepien na szeroka skalg. Pomys$lne wyniki
tych badan spowodowaty, ze Swiatowa Organizacja
Zdrowia oraz UNICEF zarekomendowaly szczepienia
na skale swiatowa. Migdzy 1948 1. a 1974 . zaszczepio-
no okoto 1,5 mld Iudzi na catym $wiecie (1, 2).

Obecnie skuteczno$¢ szczepionki BCG w ochronie
przeciw ptucnej postaci gruzlicy jest bardzo zrdznico-
wana i oceniana jest na 10-66 %, z kolei skuteczno$¢
szczepionki w zapobieganiu wszystkim postaciom
gruzlicy szacowana jest na 16-73%. Co najwazniejsze,
szczepienia BCG redukujg liczbg bardzo niebezpiecz-

nych uogoélonionych postaci gruzlicy u dzieci, a ich
skutecznos¢ w zapobieganiu gruzliczemu zapaleniu
opon moézgowych szacuje si¢ na okoto 80% dla szcze-
pionek pochodzacych z réznych podszczepow BCG
(1, 2). Badania przeprowadzone w Hong-Kongu,
obejmujace 300 tysigcy dzieci szczepionych dwoma
preparatami: jednym zawierajacym szczep BCG-Gla-
x0, a drugim BCG-Pasteur wykazaly, ze szczepionka
BCG-Pasteur chronita o ponad 40% wigcej osob
dorostych przed rozwojem ptucnej postaci gruzlicy
w porownaniu do szczepionki BCG-Glaxo. Wigzalo si¢
to, miedzy innymi, z r6zng zjadliwo$cig podszczepow
BCG. Podszczep francuski do dzisiaj uwazany jest za
jeden z najsilniejszych podszczepdw stosowanych do
produkcji szczepionki. Metaanaliza przeprowadzona
przez Milstein na temat skutecznos$ci i bezpieczenstwa
stosowania szczepien BCG wykazywatla, ze o ile nie
ma wystarczajacych dowodow na wigksza skutecznosé
jednych podszczepéw BCG w poréwnaniu z innymi (4),
o tyle $mialo mozna powiedzie¢, ze silne podszczepy sa
bardziej reaktogenne i powoduja wigcej niepozadanych
odczynéw poszczepiennych (NOP). Wedtug badan prze-
prowadzonych w USA w 1935 r. poziom skutecznosci
szczepionki w grupie szczepionych Indian wynosit
80%. Z kolei badania przeprowadzone w Madras i w In-
diach, nie wykazaly ochronnego dziatania szczepionki
BCG przeciwko plucnej postaci gruzlicy (5). Mimo iz
szczepienia BCG sg najczesciej stosowanymi szczepie-
niami na §wiecie, skuteczno$¢ szczepionek jest nadal
przedmiotem bardzo kontrowersyjnych opinii. Wedtug
wielu wakcynologdéw nie mozna uzna¢ ktorejkolwiek
szczepionki BCG za skuteczniejsza od pozostatych,
niemniej jednak wcigz trwaja prace majace na celu
udowodnienie zwigzku skutecznosci i bezpieczenstwa
szczepionki z uzytym do jej produkcji podszczepem
BCG (2, 5).

BEZPIECZENSTWO SZCZEPIONEK BCG

Do czasuwprowadzenia do produkcji szczepionki
BCG systemu serii siewnej, podszczepy BCG uzywane
do wytwarzania szczepionki w réznych krajach utrzy-
mywano pasazujac je systematycznie na podtozach
ptynnych. Sprzyjato to réznicowaniu si¢ pratkow.
Innym powodem zréznicowania pratkow byt fakt, ze
od poczatku szczep BCG nie byt jednolity bakterio-
logicznie. Dlatego tez poszczegdlne podszczepy BCG
ro6znig si¢ pod wzgledem bezpieczenstwa i i immuno-
gennosci, nigdy jednak nie zauwazono ich powrotu do
zjadliwo$ci. W zwigzku z tym dzielimy je na silne (np.
Danish, Pasteur, Russia, Sweden) oraz stabe (np. Gla-
x0, Moreau, Japan, Prague); te pierwsze majg wicksza
site immunogenna, a co za tym idzie daja wiecej NOP,
natomiast te drugie przeciwnie (6,7,9).
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Pomimo ze szczepionka BCG jest jedng z najbez-
pieczniejszych szczepionek stosowanych u ludzi, jest
ona jedng z najbardziej reaktogennych szczepionek.
Udoskonalenie metod produkcji szczepionki znacznie
obnizyto odsetek wystepowania NOP. Obecnie NOP
rejestrowane po szczepieniu BCG majg w ogromne;j
wiekszosci charakter tagodny i nie stanowig zagrozenia
dla zycia. Do najczesciej wystepujacych zaliczamy:
zmiany miejscowe (silne owrzodzenie i zmiana ropna
W miejscu szczepienia) oraz zapalenie okolicznych
weztow chtonnych. Cigzkie NOP obejmuja tzw. uogol-
niony rozsiew BCG, do ktérego zaliczamy rozsiew
wielonarzadowy — BCG-itis, zapalenie ko$ci i szpiku
kostnego - osteitis oraz toczeh ukladowy. Uogdlniony
rozsiew BCG wystepuje niezmiernie rzadko, z czesto-
scig od 1 do 10 przypadkéw na milion szczepionych
0s0b, niestety najczesciej konczy si¢ Smiercig. Wyste-
powanie NOP zwigzane jest z wieloma czynnikami,
z ktérych najwazniejsze to: dawka i uzyty podszczep
BCG, wiek 1 stan zdrowia szczepionej osoby, a takze
technika wykonania szczepienia. Podejrzewa sig, ze
NOP po szczepieniu BCG moze by¢ znacznie wiecej,
niz wykazuja to zgtoszenia (6-8).

ZMIANY GENETYCZNE W MATERIALE
GENETYCZNYM PRATKOW
NA PRZESTRZENI LAT

Techniki molekularne polegaja na wykrywaniu
w genomie pratkow sekwencji insercyjnych, delecji
lub powtorzonych sekwencji DNA, ktorych liczba
i zmienno$¢ genetyczna stanowig marker identyfika-
cyjny. Kazda z metod wykorzystujacych wtasciwosci
jednego lub kilku markeréw genetycznych prowadzi
do uzyskania charakterystycznego dla danego szczepu
wzoru genetycznego tzw. fingerprint. Dotychczas opu-
blikowane prace z zakresu genetyki pratkéw znacznie
przyblizyty poznanie mechanizmow atenuacji pratkow
oraz jej wplywu na skuteczno$¢ i bezpieczenstwo
szczepionek przeciw gruzlicy oraz wyjasnity réznice
w immunogennosci i toksycznosci podszezepow BCG.
Badania nad podobienstwem szczepow Mycobacterium
bovis ukazujg istnienie kilku polimorficznych /loci.

DELECJE GENOW

Genom Mycobacterium bovis BCG ujawnia istnie-
nie 10 delecji (RD1-RD10) w poréwnaniu do genomu
Mpycobacterium tuberculosis (10, 11). Trzy pierwsze
RDI1-RD3 sa specyficzne tylko dla Mycobacterium
bovis BCG, w genomie Mycobacterium bovis brak jest
siedmiu pozostatych regionow (RD4-RD10). Jedne
z pierwszych badan przeprowadzonych przez Mahaira-

sa 1 in. ujawnity wystgpowanie w genomie atenuowa-
nych szczepow BCG (BCG Connaught) trzech delecji
RD1, RD2 oraz RD3 (12). Delecja RD1 wystepuje we
wszystkich genomach szczepdéw BCG, natomiast obec-
nos¢ tego regionu wsrod wirulentnych laboratoryjnych
i klinicznych szczepdw M.bovis oraz Mycobacterium
tuberculosis jest cechg konserwatywng. Region RD1
(9,5 kb) jest nieobecny u wszystkich atenuowanych
szczepow BCG. Zatem mozna przypuszczac, ze moze
on odgrywac istotng role w patogennosci pratkow
innych podszczepoéw. Sekrecyjne bialka kodowane
przez geny tego regionu sg przedmiotem badan wielu
wakcynologéw i mogg mie¢ znaczenie W opracowa-
niu nowych szczepionek przeciw gruzlicy. Region ten
zawiera dziewig¢ genéw (Rv 3871-Rv 3879). Funkcja
transkryptow tych genow nie jest doktadnie poznana,
wiadomo jednak iz dwa z nich (Rv 3874 oraz Rv 3875)
odpowiadajg za translacje dwdch najwazniejszych an-
tygendw Mycobacterium: biatek ESAT-6(esxA) oraz
CFP-10 (esxB) (12- 14). Dowodem na istnienie zwiazku
pomiedzy zmiennym regionem RD-1 a patogennoscia
szczepow Mycobacterium tuberculosis jest powrot
wirulencji i immunogennos$ci pratkdw po ponownym
wlaczenie regionu RD-1 do genomu atenuowanych
pratkow. Natomiast delecja badanego regionu z genomu
M. tuberculosis powoduje spadek zdolnosci bakterii do
wywotania choroby, chociaz nie powoduje catkowitej
utraty zjadliwosci (15). Sugeruje to, ze utrata wlasci-
wosci chorobotworczych BCG ma zwigzek nie tylko
z delecjg omawianego regionu, ale rowniez z innymi
mutacjami. Podobnie jest z regionem RD-2, szczepy
z delecjg tego regionu s mniej immunogenne w po-
roOwnaniu ze szczepami posiadajgcymi region RD-2 .

Wystepowanie regionéw RD 4-RD 10 jest cha-
rakterystyczne dla Mycobacterium africanum oraz
Mycobacterium microti, co wigze si¢ prawdopodobnie
z patogennoscia i wirulencja pratkow. Wsrdd znanych
produktow kodowanych przez te rejony sa: inwazyna
Mce, trzy fosfolipazy, kilka bialek PE, PPE, hydrolaza
oraz sekwencje inercyjne.

Zatem; w genomie szczepow Mycobacterium
wystepuja dwa rodzaje delecji, jedne obecne wsrod
szczepow M. bovis BCG, ale nieobecne w M. bovis i M.
tuberculosis, a drugie nieobecne zar6wno w M. bovis
jak 1 w M. bovis BCG, ale obecne wsrod pratkow M.
tuberculosis. Badania Brodina i in. (16) dowiodly, ze
region RD-1 zawiera geny odpowiadajace za system
sekrecyjny snm (jeden z pigciu systemow sekrecyjnych,
jakie mozna znalez¢ w genomie M.tuberculosis), ktory
odpowiada za produkcj¢ w/w bialek wydzielniczych.
Wykazano, ze system sekrecyjny kodowany przez re-
gion RD-1 ma zwigzek z aktywacja badz hamowaniem
szeregu reakcji zwigzanych z patogennos$cig pratkow,
takich jak hamowanie drogi aktywacji makrofagdéw
(liza zaatakowanej komorki, hamowanie wydzielania
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cytokin oraz fagocytozy), supresja prezentacji antyge-
nu limfocytom T przez komoérki dendrytyczne, a takze
przemieszczanie si¢ pratkow do cytozolu. Inaktywacja
genow kodujacych system sekrecyjny ESAT-6/CFP-10
powoduje ostabienie przezycia pratkow M. tuberculo-
sis w makrofagach oraz redukcj¢ wirulencji ocenianej
w badaniach na myszach. Interakacja pratkoéw z ukta-
dem immunologicznym gospodarza zachodzi przez
receptory Toll like (TLR) (11, 16).

POLIMORFIZM POJEDYNCZEGO
NUKLEOTYDU (SNPs — SINGLE
NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS)

Roéznice w genomie Mycobacterium moga by¢
rowniez powodowane zmiennoscig na poziomie po-
limorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNPs — single
nucleotide polymorphisms). Jedna z metod badania
zmienno$ci na poziomie SNPs jest metoda MIRU
(Mycobacterial interspersed repetative unit). Jak wy-
nika z badan przeprowadzonych przez Filliol 1 in. (17)
wszystkie szczepy M. bovis naleza do jednego klasteru
filogenetycznego, przy czym wsrdd klinicznych izola-
tow M. tuberculosis wyr6zniono ich sze$¢ w zalezno$ci
od miejsca pochodzenia i zrodta transmisji. Mutacje
zachodzace wsrdd szczepow M. bovis sa znacznie rzad-
sze i zachodzg w znacznie dtuzszych okresach czasu

anizeli mutacje w genomie M. tuberculosis. Nalezy
zaznaczy¢, ze szczepy M. bovis nalezace do jednego
klasteru pochodzity z roznych regionow $wiata (18).
Poza tym genom szczepow M. bovis (nie BCG) oraz
M. bovis BCG na poziomie SNPs nie wykazuje znacz-
nych roznic, co moze swiadczy¢ o niewielkiej roli tej
zmiennos$ci podczas atenuacji pratkow (19). Analiza
catego genomu BCG-Pasteur oraz genomu M. tubercu-
losis H37Rv ujawniata 2223 roznice (zmienno$ci) na
poziomie tzw SNPs oraz 736 r6znic miedzy szczepami
BCG-Pasteur oraz M. bovis AF 2122/97. Badania Liu
11n.(19) uyjawnity dwa typy polimorfizmu na poziomie
SNPs. Wiekszos¢ tych rézni wystepuje u wszystkich
znanych szczepdéw BCG, natomiast niektére z nich sg
charakterystyczne tylko dla poszczegdlnych szczepow
BCG (20, 21).

DUPLIKACIJE

Bardzo wazne oprécz wystepujacych w genomie
M. bovis BCG delecji sa wystepujace duplikacje. Na
podstawie badan przeprowadzonych przez Broscha i in.
(21) stwierdzono, ze w szczepie M. bovis BCG Pasteur
1173P2 wystepuja tandemowo powtorzone duplikacje
DU1 oraz DU2. Duplikacja DUI jest konserwatywna
tylko dla szczepu BCG Pasteur i nie wystepuje w zad-
nych innych szczepach BCG. Duplikacja DU2 wystepu-
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je w4 formach: DU2-1 (BCG Japan) oraz DU2-11 (BCG
Sweden) charakterystycznych dla szczepow, ktore
otrzymano przed rokiem 1930, oraz (DU2-III oraz DU-
2-1V) charakterystycznych dla szczepow otrzymanych
po roku 1930 (np. BCG Prague czy BCG Tice). Wia-
domo, ze duplikacja DU2 koduje geny odpowiedzialne
za syntez¢ dehydrogenazy 3-fosfo-glicerolowej, ktora
warunkuje lepszy wzrost na podtozach zawierajacych
glicerol. Szczepy M. bovis BCG syntetyzuja 3-krotnie
wiecej w/w enzymu, anizeli szczepy M. bovis (nie
BCQG). Dlatego tez do podtoza stosowanego do namna-
zania pratkOw w procesie wytwarzania szczepionek
wprowadzono jako jeden ze sktadnikow glicerol. Jest
to potwierdzenie nabywania mutacji prze szczepy BCG
podczas kolejnych pasazy (21) (ryc. 1.).

Jak przedstawiono na rycinie 1 pratki BCG nabyty
w/w mutacje podczas dwoch faz atenuacji. Niektore
regiony zostaty utracone juz we ,,wczesnych latach” tj.
podczas 230 pasazy prowadzonych przez Calmette’a
i Guerina. Pozostate podczas dalszych lat, kiedy to
w 1924 1. zostaty przekazane do r6znych laboratoriow
na catym §wiecie, w celu produkcji szczepionek. Czgsé
z nich nabyta dodatkowych mutacji specyficznych
tylko dla danego szczepu. Zmiennos$¢ ta wynika gltow-
nie z réoznych sposobdéw hodowli pratkéw BCG, jakie
prowadzili r6zni wytworcy szczepionek.

Istnieja dowody, ze liofilizacja pratkéw moze takze
przyczynia¢ si¢ do utraty pewnych regiondéw przez
szczepy BCG. MA Behr sugeruje, ze powstate w ten
sposob delecje moga powodowac lepszy wzrost atenu-
owanych pratkdw w warunkach in-vitro, i jednocze$nie
ostabia¢ ich namnazanie w komoérkach gospodarza (22).

Omawiane badania sugeruja, ze zardwno utrata
regiondw RD, jak réwniez nagromadzenie mutacji
zwigzanych z SNP maja $cisty zwiazek z atenuacja
pratkow. Zmiany te nagromadzily si¢ jeszcze podczas
pasazowania szczepu M .bovis przez Calmett’a 1 Gu-
erina. Instytut Pasteura w latach 1924-1926 przekazat
szczep BCG 34 krajom. Mimo niewielkich réznic
w stosowanych do 1950 roku podtozach do pasazowa-
nia pratkéw, liczni producenci szczepionek otrzymali
zrdéznicowane szczepy pod wzgledem morfologicznym,
biochemicznym i immunologicznym.

Delecja regionu RD2 wystgpowata u szczepow
otrzymanych po 1927 roku, z kolei region nRD18 nie
wystepowat u szczepoéw przekazywanych po 1933 r.
Réznice biochemiczne, jakie obserwowano, thimaczono
zmiennos$cig na poziomie molekularnym. Dla przykta-
du; geny produkujace biatka bedace antygenami takie
jak MPB64, MPB70 czy MPB&3 wykazywaly wysoki
poziom ekspresji u szczepdw otrzymanych przed 1927
rokiem, natomiast u szczepow ,, pdzniejszych’ nie byto
ich wcale, badz wystgpowaly w sladowych ilosciach
(3). Wszystkie te zmiany byly wynikiem mutacji na
poziomie genu sigk.

Z kolei punktowa mutacja na poziomie genu mmaA3
thumaczy, dlaczego atenuowane szczepy BCG sg de-
fektywne w produkcji podklas kwaséw mykolowych-
sktadnikéw ich $ciany komorkowej. Analiza dwéch
kwasoéw mykolowych (PDIMs oraz PGLs) ujawnila,
ze trzy spos$rdd wielu szczepéw BCG nie produkuja
w/w kwaséw. Sg to BCG-Japan, BCG-Moreau oraz
BCG-Glaxo. Udowodniono, ze w szczepie BCG-
-Moreau brak syntezy kwaséw PDIMs oraz PGLs jest
wynikiem delecji fragmentu 975 par zasad, ktory jest re-
gionem odpowiedzialnym za biosynteze wymienionych
kwasow. Region ten w dwoch pozostatych szczepach
(BCG-Glaxo i BCG-Japan) jest jednak nienaruszony .

Stad wniosek, ze za produkcje ww. kwasow myko-
lowych odpowiedzialne sg prawdopodobnie réwniez
inne regiony.

System PhoP-PhoR jest jednym z 11 systeméw
biatkowych znalezionych w genomie M. tuberculosis.
PhoR jest kinazg histydynowa przekazujaca sygnat do
wnetrza komorki. Autofosforylacja kinazy uzalezniona
jest od ekspresji wielu gendéw, wiaczajac w to geny
odpowiedzialne za biosynteze trehalozy, jak réwniez
geny systemu sekrecyjnego ESX-1 (19, 21). Badania
ujawnity, ze mutanty phoP Mycobacterii byly mniej
wirulentne dla myszy niz szczep BCG-Pasteur. Labo-
ratoryjny awirulentny szczep H37Ra M. tuberculosis
wykazuje punktowg mutacje w regionie wigzacym
DNA PhoP. Nalezy si¢ wigc spodziewaé, ze réwniez
szczepy BCG charakteryzujace si¢ r6zng wirulencja
beda wykazywaly genetyczny polimorfizm na poziomie
locus phoP-phoR (21). Dla przyktadu BCG-Prague
pozbawiony jest C-terminalnej domeny wigzacej DNA,
czynigc go naturalnym mutantem phoP; BCG-Russia,
-Japan i Moreau posiadajg mutacj¢ genu polegajaca na
wstawieniu krotkiej sekwencji DNA IS6110 w obre-
bie genu phoP. BCG — Sweden i1 Birkhaug zawieraja
delecje w obrebie regionu kodujacego C-terminalng
domeng tego genu. Szczepy te w odréznieniu od innych
szczepow BCG zawieraja rowniez delacje genow whiB3
oraz trcR.

Zarowno M. tuberculosis jak i M. bovis zawieraja
siedem genow whiB (whiB1-whiB7). Badania sugeru-
ja, ze biatka WhiB sg czynnikami transkrypcyjnymi,
wilaczonymi w regulacje najwazniejszych procesow
komoérkowych pratka, takich jak podziat komorki, pa-
togeneza, odpowiedz na stres oksydacyjny, regulacja
gospodarki weglowej oraz odpornos¢ na antybiotyki.
Jednakze delecja genu whiB3 z genomu M. bovis nie
pozbawia pratkdéw zdolnosci do namnazania si¢ in-vivo
w organizmie $winki morskiej. Ponadto mutanty whiB7
sg wrazliwe na antybiotyki.

Inng delecjg, ktora wystepuje w genomie M. BCG-
-Frappier jest utrata genéw mce4C oraz mce4D naleza-
cych do czterech operonow mce, kazdy zawierajacy od
9-12 gendw kodujacych permeaze, biatko transportowe
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przenoszace okreslone metabolity przez btony komor-
kowe bakterii na drodze transportu aktywnego. Ostat-
nio odkryto, ze operon mce wystepujacy w genomie
M. tuberculosis odpowiada za import cholesterolu, co
jest niezmiernie wazne w rozwoju przewleklej infekcji.
We wszystkich tzw ,,p6znych szczepach BCG”, a wige
otrzymanych po 1933 roku (m.in. BCG-Tice, - Frappier,
-Phipps oraz —Pasteur) réwniez notowana jest delecja
genu sig/ kodujacego alternatywny czynnik sigma
polimerazy RNA niezbedny do transkrypcji RNA na
matrycy DNA. Jego rola w zjadliwos$ci szczepdw My-
cobacterium nie jest do konca poznana, wiadomo, ze
jest obecny tylko w szczepach M. tuberculosis oraz M.
bovis, nie wystepuje natomiast w szczepach M. marinum
oraz M. avium, pomimo iz sg one patogenami (21).

Jak wynika z przedstawionych wyzej badan, BCG
Japan, Moreau, Glaxo nie produkuja PDIMs oraz PGLs
(23, 24). Natomiast BCG —Prague jest mutantem phoP.
Jesli rzeczywiscie PDIM/PGL oraz phoP majg wptyw
na zjadliwos$¢ szczepdw, nie ma watpliwosci, dlaczego
szczepy te sa mniej reaktogenne.

Innym potwierdzeniem bezposrednich relacji po-
miedzy zaobserwowanymi zmianami genetycznymi
a fenotypowaq charakterystyka pratkdw jest zwiazek
pomiedzy wystgpowaniem pewnych biatek a reakcja
skorng na tuberkuline. Szczep BCG Tice posiadajacy
duplikacj¢ regionu DU-Tice charakteryzuje si¢ znacz-
nie wigkszg zdolnoscig do indukcji reakcji skornej na
tuberkuling u myszy, anizeli pozostate szczepy BCG
nie posiadajace tej mutacji. Region ten zawiera geny
odpowiadajace za system sekrecyjny ESX-5, ktory jest
jednym z pigciu systemow sekrecyjnych, jakie mozna
znalez¢ w genomie szczepow z rodziny M. tuberculosis
complex. Do genéw wchodzacych w sktad tego regionu
naleza m.in. geny kodujace transportery blonowe t.j.
RvI782 czy Rvl797; geny kodujace biatka btonowe
o wlasciwosciach ATPaz (Rv1784), czy wreszcie geny
kodujace biatka z rodziny ESAT-6 oraz CFP-10. Sys-
tem ten jest konserwatywny dla wielu patogennych
pratkdéw i ma zwigzek z zakazaniem sgsiadujacych ze
sobg komorek (np. makrofagdw), jak to ma miejsce
w przypadku M. marinum (25).

PODSUMOWANIE

Odpowiedz immunologiczna wywolana zakaze-
niem z M. tuberculosis r6zni si¢ od odpowiedzi immu-
nologicznej po szczepieniu M. bovis BCG. Niektore
biatka wydzielane przez szczepy M. tuberculosis nie
sg syntetyzowane przez M. bovis BCG. Wigze si¢ to
z réznicami na poziomie genetycznym, jakie opisano
powyzej. Szczepienie BCG nie zapobiega zakazeniu
Mycobacterium tuberculosis, ale powoduje zahamo-
wanie wzrostu mikroorganizméw w miejscu pierwot-

nego zakazenia i chroni przed masywnym rozsiewem
pratkow poprzez wezty limfatyczne i krew. Odpowiedz
wywolana szczepionka BCG ma gltownie charakter
odpornosci komdrkowej typu Thl. Podwyzszenie ak-
tywnos$ci komorek T CD4+ 1 CD8+ zachodzi poprzez
aktywacje INF-y. Powstajace podczas odpowiedzi
immunologicznej przeciwciala nie odgrywajg istotnej
roli w powstawaniu odpornosci przeciwgruzlicze;j.
Obserwacja r6znic w immunomodulacji szczepami
M. bovis BCG w stosunku do M. tuberculosis jest
powodem, dla ktorego ciagla potrzeba udoskonalania
szczepionek juz istniejacych jest zasadna, zwlaszcza
ze gruzlica nadal jest ogromnym problemem zdrowia
publicznego, chociazby ze wzgledu na stale rosnaca
lekooporno$¢ pratkow.

Jedng ze stosowanych strategii jest ulepszanie
szczepionek juz istniejacych przez wykorzystanie
rekombinowanych szczepéw M. bovis BCG. Wpro-
wadza si¢ do genomow tych podszczepdéw geny od-
powiadajace za ekspresj¢ immunogennych biatek M.
tuberculosis w celu otrzymania skutecznej odpowiedzi
immunologicznej przeciw gruzlicy. Drugg strategig jest
uzycie szczepionek, w ktorych substancja czynna sa
atenuowane, genetycznie modyfikowane szczepy M.
tuberculosis, ktore powodowalyby odpowiedz ochronng
bez objawow choroby.

W fazie badan przedklinicznych i klinicznych
jest obecnie pie¢ szczepionek. Dwie z nich zawieraja
rekombinowane podszczepy BCG. Jedna to szcze-
pionka rBCG30 przygotowana z podszczepu BCG
Tice, w ktérego genom wlaczono geny odpowiadajace
za produkcj¢ antygenu 85B - biatka wydzielniczego
obficie produkowanego przez szczepy M. tuberculosis.
Szczepionka ta jest obecnie w I fazie badan klinicznych.
Badania przedkliniczne przeprowadzone na swinkach
morskich wykazaty wysoki poziom ochronny (26, 27).

Druga rekombinowang szczepionka jest szczepion-
ka VPM1002 zawierajaca szczep M. bovis BCG Prague.
Szczepionka ta charakteryzuje si¢ wzmocniong prezen-
tacja antygenow poprzez dodatkowa ekspresje genow
kodujacych listeriolizyne (Hly). Listeriolizyna trawiac
btony fagosomoéw poprawia prezentacj¢ antygenow,
dzigki czemu odpowiedz limfocytow T jest znacznie
silniejsza (26).

Do nowych szczepionek, ktorych substancja
czynng sg atenuowane pratki M. tuberculosis naleza:
MTBVACO1, MC?6020, MC?6030. Pierwsza z nich
zawiera szczep M. tuberculosis, pozbawiony genu
phoP, ktory jest regulatorem transkrypcji kluczowych
antygendw zjadliwosci M. tuberculosis, jakie opisano
powyzej. W ostatnich badaniach przedklinicznych
zywych szczepionek przygotowanych ze szczepdw
z delecja genow phoP (APhoP) stwierdzono, ze daja one
miedzy innymi wysoki stopien ochrony przed gruzlica
w badaniach na zwierzetach. Do produkcji dwoch pozo-
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stalych szczepionek uzyty zostal laboratoryjny mutant
M. tuberculosis H37Rv, ktory jest auksotrofem kwasu
pantotenowego, co jest spowodowane delecja genu
panCD (ApanCD). Mutant szczepionkowy w pierwszej
szczepionce pozbawiony jest rowniez genu odpowie-
dzialnego za synteze lizyny, w zwigzku z tym jest on
mutantem auksotroficznym zaréwno dla kwasu pantote-
nowego, jak i lizyny. Mutant szczepionkowy w drugiej
szczepionce oprocz delecji gendow odpowiedzialnych za
syntez¢ kwasu pantotenowego pozbawiony jest regionu
RD1 (ARD1). Wstepne badania immunogennosci oraz
bezpieczenstwa w/w szczepionek wykazuja ich wysoka
skutecznos¢ oraz dajg nadziej¢ na wdrozenie ich do
rutynowego uodporniania populacji (27).

Genetyczne modyfikacje rekombinowanych szcze-
pow Mycobacterium, stanowigce potencjalne szczepy
szczepionkowe nie wykazuja petnej replikacji w mode-
lach in-vivo, dlatego uwazane sg za znacznie bardziej
bezpieczne niz szczepy BCG uzywane aktualnie do
standardowego uodporniania. Badania na zwierzegtach
potwierdzity catkowite bezpieczenstwo proponowanych
szczepionek oraz indukowanie dtugotrwatej odpowiedzi
odpornosciowej (28).

Pomimo, ze w badaniach eksperymentalnych pozo-
staje aktualnie wiele szczepionek DNA zawierajacych
geny kodujace antygeny pratkow oraz szczepionek pod-
jednostkowych zawierajacych wybrane, oczyszczone
antygeny pratkow, zywe atenuowane szczepionki wcigz
wydaja si¢ najlepsza bronig w walce z gruzlicg, ponie-
waz indukujg znacznie lepsza dtugotrwala odpornosé,
niz szczepionki zabite.

Mimo iz szczepy M. bovis maja genom silnie ho-
mologiczny ze szczepami M. tuberculosis, jest ponad
120 ORFs (otwartych ramek odczytu) nicobecnych
w genomach M. bovis. W zwiazku z tym profil anty-
genowy w/w szczepOw rozni si¢ znacznie, a co za tym
idzie indukcja odpowiedzi immunologicznej rdwniez
wykazuje rdznice. Dodatkowe roéznice w profilu an-
tygenowym szczepdéw BCG w stosunku do dzikich
szczepow gruzlicy, spowodowata ogromna zmiennos$¢
tych szczepdw, jaka zaszta podczas atenuacji pratkoéw
na poczatku XX wieku. Dlatego tez, pomimo ponad
100- letniego do$wiadczenia ze szczepionkami wypro-
dukowanymi ze szczepow M. bovis BCG ciagle trwaja
prace nad zastgpieniem podszczepow BCG szczepami
M. tuberculosis.
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