Streszczenie

Mykobakterie to Gram - dodatnie, tlenowe, niewykazujace zdolnosci do ruchu oraz
niewytwarzajace otoczek mikroorganizmy. Zgodnie z aktualnie obowigzujaca klasyfikacja
pratki kwasooporne nalezg do klasy Schizomycetes, rzgdu Actinomycetales, rodziny
Mycobacteriaceae oraz rodzaju Mycobacterium. Posiadajg bogata w lipidy hydrofobowg $ciang
komorkowsg, znacznie grubsza niz u wickszo$¢ innych bakterii oraz dodatkowg warstwe
arabinogalaktanu. Lipidy otoczki komodrkowej stanowig ok. 40% suchej masy S$ciany
komorkowej z odsetkiem woskow na poziomie 4 - 25 %. Rozmiary komorki Mycobacterium
s zalezne od gatunku i wahaja si¢ od 1 - 6 pm dtugos$ci oraz 0,3 - 0,6 pm szerokosci. Zwykle
bakterie te majg ksztalt prostych lub lekko zagigtych pateczek o zaokraglonych koncach
I szorstkiej powierzchni komorki. Dzielg si¢ one na grupe tzw. pratkow typowych (MTBC) oraz
atypowych (NTM). Pratki z grupy MTBC, do ktorych nalezy M. bovis, M. caprae,
M. tuberculosis, M. canetti, M. microti, M. africanum oraz M. pinnipedi, odpowiedzialne sg za
wywotywanie choroby jaka jest gruzlica. Choroba ta u bydta zwalczana jest z urzedu, a Polska
od 2009 roku posiada status kraju urzgdowo wolnego od gruzlicy bydlgcej. Grupa pratkéw
niegruzliczych reprezentowana jest natomiast przez ponad 140 gatunkow. Wiele z tych bakterii,
podobnie jak MTBC, posiada zdolno$¢ infekowania zarowno cztowieka, jak i wielu gatunkow
zwierzat. Diagnostyka choréb wywolanych przez pratki skoncentrowana jest jednak gltéwnie
na identyfikacji zakazen u bydla domowego. Zwierzeta te regularnie poddawane sa
tuberkulinizacji, ktora ma na celu wytypowanie osobnikow podejrzanych o infekcj¢ pratkami.
Badanie to w odniesieniu do zwierzat towarzyszacych 1 wolno zyjacych wykonywane jest za$
jedynie w przypadku ich eksportu za granic¢ oraz podejrzenia gruzlicy w stadzie (zubry). Testy
$rodskornej tuberkulinizacji przeprowadzane sa rowniez w Sytuacji, gdy w gospodarstwie,
w ktorym stwierdzono chorobe u bydla, przebywaja zwierzeta innych gatunkow. Ocene
sytuacji epidemiologicznej wsrod zwierzat wolno zyjacych i towarzyszacych mozna zatem
opiera¢ jedynie na pojedynczych doniesieniach naukowych opisujacych poszczegdlne
przypadki zakazen. Rola tych organizméw w rozprzestrzenianiu si¢ chorob wywotanych przez
pratki moze by¢ znaczna ze wzgledu na wysokie ryzyko bliskiego kontaktu osobnika chorego
Z cztowiekiem lub w przypadku zwierzat wolno Zyjacych ze zwierzetami gospodarskimi
poprzez dzielenie obszarow zeru.

W niniejszej pracy badaniu poddano probki narzadow wewngtrznych zwierzat
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rezerwuarem bakterii z rodzaju Mycobacterium. Wolne tempo wzrostu w potgczeniu
Z trudno$ciami identyfikacji gatunkowej wynikajacymi z duzego podobienstwa miedzy
wieloma gatunkami pratkow sprawia, ze diagnostyka chordb odpratkowych, opierajaca si¢
wylacznie na klasycznych metodach (Testy Hain) charakteryzuje si¢ wysokim poziomem
trudnosci interpretacji wynikéw. Nowoczesne techniki biologii molekularnej oraz oparte na
analizie biatek komorkowych sa narzgdziem diagnostycznym pozwalajacym zaréwno na
szybkie wykrycie, jak réwniez skuteczng identyfikacje gatunkowa patogenu. W badaniach
oprocz standardowych metod wykrywania i identyfikacji zastosowano nowe rozwigzania
metodyczne, ktore wprowadzone zostaly celem usprawnienia obecnej diagnostyki chordb
wywotanych przez bakterie z rodzaju Mycobacterium w KLR Gruzlicy PIWet - PIB.
Badaniom poddanych zostalo 519 zwierzat wolno zyjacych i towarzyszacych.
Zakazenia pratkami stwierdzono w przypadku 94 zwierzat nalezacych do 18 gatunkow: dzik
euroazjatycki, zubr, antylopa sitatunga, alpaka, jelen szlachetny, osiol domowy, kon,
tchorzofretka, wilk pospolity, gundia, zotw zottobrzuchy, z6tw czerwonolicy, zotw zottolicy,
danio pregowany, pizmoéwka malajska, papuzka nieroztaczka, paw zielony, bocian biaty.
Korzystajac ze standardowych metod posiewu materiatu biologicznego na podloza state
i ptynne wyizolowano 94 szczepy. Az 40 z nich stanowitly pratki nalezace do grupy MTBC, co
stwierdzono poprzez analiz¢ morfologii kolonii, wykonanie testu immunochromatograficznego
MGIT Thbc Identification test firmy Becton Dickinson oraz dodatkowo poprzez badanie
multiplex PCR. Tozsame wyniki otrzymano stosujac real - time PCR do wykrywania obecnos$ci
materiatu genetycznego pratkow gruzliczych w probkach tkankowych, co §wiadczy o wysokim
potencjale badawczym tej metody. Gatunki poszczegdlnych izolatow bakteryjnych z grupy
pratkow gruzliczych zidentyfikowano poprzez zastosowanie testu Hain Lifescience MTBC
oraz sekwencjonowanie catego genomu - NGS. Wsrdéd szczepow pratkow typowych
znajdowaly si¢ M. bovis - 29 szczepoéw oraz M. caprae - 11 szczepoéw. Pozostate gatunki
pratkoéw atypowych poddano identyfikacji stosujgc standardowy test Hain Lifescience CM oraz
nowe rozwigzanie, jakim jest spektrometria mas MALDI - TOF. Oba te badania wykazaty si¢
podobng skutecznoscig i pozwolity na identyfikacj¢ 52 szczepow. Sposrod NTM najbardziej
rozpowszechnione w srodowisku sg M. avium ssp. avium oraz M. avium ssp. hominissuis.
Dlatego tez do identyfikacji tych gatunkéw wykorzystano real-time PCR, co zapewnito szybkie
i skuteczne uzyskanie wyniku (liczba zidentyfikowanych szczepow M. avium taka sama jak w
przypadku zastosowania standardowej metody Hain Lifescience CM) oraz ograniczenie
kosztow badan zwigzanych z konieczno$cig stosowania znacznie drozszych i bardziej
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podgatunku M. avium wykonano sekwencjonowanie NGS i przeprowadzono analiz¢ genow
1S901, 1S1245, 1S311. Identyfikacja gatunkowa poprzez poznanie sekwencji nukleotydowej
okazata si¢ by¢ najskuteczniejszg i1 najdoktadniejsza metoda, poniewaz pozwolita na
zidentyfikowanie dwodch szczepow, ktérych identyfikacja z wykorzystaniem pozostatych
technik okazata si¢ by¢ niemozliwa, a ponadto umozliwita okreslenie podgatunku pratkow M.
avium. NajczesSciej izolowanym szczepem pratkow atypowych wsrod badanych zwierzat byt
M. avium ssp. avium — 17 szczepow.

Wyniki przeprowadzonych badan dostarczyly dowodéw naukowych, swiadczacych
0 stuszno$ci postawionej tezy mowigcej o tym, ze zwierzgta wolno zyjace 1 towarzyszace sa
rezerwuarem bakterii z rodzaju Mycobacterium. Potwierdzenie tej tezy pozwala stwierdzi¢, ze
obok bydta domowego zwierzgta te moga stanowié zagrozenie epidemiologiczne jako zrodio
i wektor bakterii groznych dla zdrowia i zycia cztowieka. Zastosowane niestandardowe metody
wykrywania i identyfikacji gatunkowej pratkow umozliwity za$ usprawnienie diagnostyki

zakazen bakteriami z rodzaju Mycobacterium w KLR Gruzlicy PIWet - PIB.



Summary

Mycobacteria are gram-positive, aerobic, non-mobile and non-enveloping
microorganisms. According to the currently valid classification, acid-fast mycobacteria belong
to the class of Schizomycetes, the order Actinomycetales, the family Mycobacteriaceae and the
genus Mycobacterium. They have a lipid-rich hydrophobic cell wall, much thicker than in most
other bacteria, and an additional layer of arabinogalactan. Cell envelope lipids account for about
40% of the dry weight of the cell wall with the percentage of waxes at the level of 4 - 25%.
Mycobacterium cell size is species dependent and range from 1 - 6 um in length and 0.3- 0.6
um in width. Usually these bacteria have the shape of straight or slightly bent sticks with
rounded ends and a rough cell surface. They are divided into the group of typical (MTBC) and
atypical mycobacteria (NTM). Mycobacteria from the MTBC group, including M. bovis, M.
caprae, M. tuberculosis, M. canetti, M. microti, M. africanum and M. pinnipedi, are responsible
for causing tuberculosis. In cattle tuberculosis is eliminated ex officio, and since 2009 Poland
has the status of a country free from bovine tuberculosis. The group of non-tuberculous bacilli
is represented by over 140 species. Many of these bacteria, can infect both humans and many
animal species similarly like MTBC. However, the diagnosis of mycobacterial diseases is
mainly focused on identifying infections in domestic cattle. These animals are regularly
subjected to tuberculinization in order to select individuals suspected of being infected with
mycobacteria. This test for companion and free-living animals is performed only in the case of
their abroad export and suspicion of tuberculosis in the herd (bisons). Intradermal
tuberculinization tests are also carried out when animals of other species are present on the farm
where the disease was diagnosed in cattle. Therefore, the assessment of the epidemiological
situation among free-living and companion animals based only on a single scientific reports
describing individual cases of infection. The role of these organisms in the spread of the
diseases caused by bacteria of the genus Mycobacterium may be significant due to the high risk
of close contact with humans or, in the case of free-living animals, by sharing the feeding areas
with farm animals. In this study, samples of internal organs of companion and free-living
animals were tested in order to confirm the thesis that these animals can be a reservoir of
Mycobaceria. The slow growth rate combined with the difficulties in species identification
resulting from the high similarity between many species of mycobacteria make the diagnosis
of mycobacteria diseases difficult in interpreting the results if there are only classic methods

used (Hain tests). Modern techniques of molecular biology and techniques based on the analysis



of cellular proteins are a diagnostic tool that allows both quick detection and effective
identification of the pathogen species. Therefore, in this PhD thesis modern methods of
detection and identification of mycobacteria, not previously used in the routine tests carried out
at NRL for Tuberculosis of NVRI were used in order to improve current diagnostics.

519 free-living and companion animals were tested. Mycobacterial infections were
found in 94 animals belonging to 18 species: eurasian wild boar, european bison, sitatunga
antelope, alpaca, red deer, domestic donkey, horse, ferret, wolf, gundia, yellow-bellied turtle,
red-eared turtle, cumberland slider, zebrafish, malaysian muskrat, lovebird, green peacock,
white stork. 94 strains were isolated with the use of classical methods of inoculating biological
material on solid and liquid media. As many as 40 of them were mycobacteria belonging to the
MTBC group, which was found by analyzing the morphology of the colonies, performing the
Becton Dickinson MGIT Thbc Identification immunochromatographic test, and additionally by
multiplex PCR testing. The same results were obtained using the real — time PCR method which
detects the presence of the genetic material of tuberculous Mycobacteria in tissue samples,
which proves the high research potential of this method. The species of individual bacterial
isolates from the Mycobacterium Tuberculosis Complex Group were identified by using the
Hain Lifescience MTBC test and the New Generation Sequencing of the whole genome. The
typical mycobacterial strains included M. bovis - 29 strains and M. caprae - 11 strains. The
remaining atypical mycobacterial species were identified by standard Hain Lifescience CM test
and MALDI - TOF mass spectroscopy. Both of these studies showed similar effectiveness and
allowed the identification of 52 strains. Among the NTM, M. avium ssp. avium and M. avium
ssp. hominissuis are the most widespread in the environment. Therefore, gPCR was used to
identify these species, which ensured a quick result (the number of M. avium strains identified
was the same as using the standard Hain Lifescience CM method) and reduced research costs
related to the need to use much more expensive identification methods. Additionally, NGS
sequencing was performed and 1S901, 1S1245, 1S311 genes were analysed to identify M. avium
subspecies. Species identification by studying the nucleotide sequence proved to be the most
effective and accurate method, as it allowed the identification of two strains which could not be
identified using other techniques, and also allowed the identification of M. avium mycobacterial
subspecies. The most frequently isolated strain of atypical mycobacteria among the tested
animals was M. avium ssp. avium - 17 strains.

The results of the conducted studies provided scientific evidences confirming the
correctness of the thesis that free-living and companion animals are reservoirs of bacteria of the

genus Mycobacterium. The confirmation of this thesis allows to state that, apart from domestic



cattle, these animals may pose an epidemiological threat as a source and vector of bacteria
dangerous to human health and life. The applied non-standard methods of detection and species
identification of mycobacteria made it possible to improve the diagnosis of Mycobacterium
infections in NRL for Tuberculosis of NVRI.



