Badania strukturalne antygenéw O i identyfikacja loci
O nietypowalnych izolatéw klinicznych Klebsiella pneumoniae

Klebsiella  pneumoniae jest patogenem wystepujacym w szpitalach 1 jednym
z patogendéw priorytetowych, wskazanych przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO) jako krytyczny
ze wzgledu na bardzo ograniczone mozliwosci leczenia powodowanych przez t¢ bakteri¢ zakazen.
Lipopolisacharyd (LPS, antygen O) i polisacharyd otoczkowy (CPS, antygen K) to gléwne czynniki
zjadliwosci 1 antygeny powierzchniowe K. pneumoniae okreslajace serotypy O i K, kodowane przez
klastry genéw nazywane locus O lub K. W przeciwienstwie do duzej zmienno$ci strukturalnej w obrebie
antygenow K, gatunek ten charakteryzuje si¢ ograniczong ro6znorodno$cig —antygenow
O (do tej pory zidentyfikowano 11 serotypow O). Cecha ta sprawia, ze LPS jest atrakcyjnym celem dla
terapii opartych na przeciwcialach (szczepionki oraz immunizacja bierna) jako alternatywy dla
antybiotykow. Aby taka immunoterapia byla skuteczna, wazne jest poszerzanie wiedzy na temat struktur
antygenow O oraz dystrybucji serotypow wsrdod izolatow klinicznych K. pneumoniae.

Obecnie analiza strukturalna antygenéw O jest wspierana przez bioinformatyke.
Genotypowanie oparte na analizie porownawczej loci O (regionéw rfb) i K za pomocg reakcji
fancuchowej polimerazy (PCR) lub analizie wynikow sekwencjonowania catego genomu (WGS)
— w tym na analizach wykorzystujacych ogolnodostepne narzedzie Kaptive (https://kaptive-
web.erc.monash.edu/), zostalo zaproponowane jako narz¢dzie diagnostyczne, a wyniki genotypowania
wskazujg na wigksza niz opisana dotychczas r6znorodnos¢ antygenu O wsrdd izolatow K. pneumoniae.

Praca doktorska obejmowata grupe jedenastu LPS wyizolowanych z izolatow klinicznych
K. pneumoniae (BIDMC 7B, ABC152, ABC122, BC738, BC13-986, 3936/19, Kp164, Kp165, Kp166,
Kpl174, Kpl77). Szczepy te oceniono wstepnie jako nietypowalne, biorac pod uwage brak ich
reaktywnosci z przeciwcialami skierowanymi przeciwko znanym serotypom O Iub roéznice
w sekwencjach regionéw 7/b. Niniejsza praca doktorska realizowana byla w ramach projektu OPUS16
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (2019-2025) pt. ,,Nietypowalne antygeny O Klebsiella
pneumoniae — struktura i seroepidemiologia”.

Wyizolowane lipopolisacharydy analizowano za pomoca spektroskopii
'H, BC HR-MAS NMR (high-resolution-magic angle spinning nuclear magnetic resonance).
W przypadku wybranych LPS, badania uzupetniono o izolacj¢ polisacharydow O-swoistych i analize
sktadu cukrowego metodami chemicznymi oraz za pomocg spektroskopii NMR. Dodatkowo, analizg
strukturalng wzbogacono identyfikacja locus O za pomoca narzedzia Kaptive, analizujac odpowiednio
regiony rfb kodujace poszczegdlne serotypy O. Ze wszystkich 11 nietypowalnych izolatow
K. pneumoniae wyizolowano DNA, poddano sekwencjonowaniu, a otrzymane sekwencje analizowano
za pomocg oprogramowania Kaptive. Ponadto dla kazdego izolatu przeprowadzono analiz¢ MLST

(ang. multi-locus sequence typing).



W wyniku przeprowadzonych analiz, badane lipopolisacharydy przydzielono do czterech grup:
1) grupy 1 (szczepy BIDMC 7B, ABC122) reprezentujacej fenotyp O2 wariant 1 (O2v1) z sekwencja
insercyjng w regionie rfb (genotyp O2v2); ii) grupy 2 (szczepy ABC152, BC738, BC13-986, 3936/19)
charakteryzujacej si¢ identycznym i nowym serotypem O13; iii) grupy 3 (szczepy Kpl64, Kpl65,
Kp166) reprezentujacej znany serotyp O4 oraz iv) grupy 4 (szczepy Kp174, Kp177) charakteryzujace;j
sie obecnoscig szorstkiego LPS, pozbawionego polisacharydu O-swoistego.

W wyniku przeprowadzonych badan opublikowane zostaly dwa oryginalne osiagnigcia.
W przypadku grupy 1 zidentyfikowano przyczyne¢ rozbieznosci pomigdzy serotypem przewidzianym
przez Kaptive w oparciu o sekwencje¢ locus O (O2v2; struktura podjednostki antygenu O: —3)-B-D-
Galf~(1—3)-[a-D-Galp-(1—4)]-a-D-Galp-(1—) a zidentyfikowang struktura chemiczng (O2vl;
strukturapodjednostki antygenu O; —3)-B-D-Galf~(1—3)-a-D-Galp-(1—). W regionach rfb szczepow
BIDMC 7B i ABC122 zidentyfikowano sekwencje insercyjne (IS) w genie gmlB, odpowiedzialnym za
biosyntez¢ terminalnej reszty o-D-Galp w przypadku wariantu O2v2. Zjawisko poddano szerszej
analizie w oparciu o analize in silico 8130 genomoéw K. pneumoniae dostepnych w publicznych bazach
danych (dn. 3 grudnia 2019). Dla ~10% serotypow O1v2 i ~28% O2v2 wykazano wystgpowanie
roznych typow sekwencji IS (np. ISR1, IS903B, ISKpnl4 lub ISKpn26) w genach regionu rfb
o potencjalnym znaczeniu dla fenotypu antygenu O (Artyszuk et al. 2020).

Drugim osiggnigciem bylo powigzanie jednego z nowych loci O K. pneumoniae (OL101)
zidentyfikowanego u szczepow ABC152, BC738, BC13-986, 3936/19, dla ktorego dotychczas
nieopisano kodowanej przez ten region struktury antygenu O, z nowo opisang strukturg antygenu O,
B-Kdop-[—3)-a-L-Rhap-(1—4)-a-D-Glep],. Izolaty te reprezentuja nowy serotyp O13, stanowigcy
okoto 6,55% wszystkich 71377 analizowanych genomow K. pneumoniae dostgpnych w bazach danych
na dzien 27 lipca 2023 (Artyszuk et al. 2024).



