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W pracy przedstawiono analize genetyczng szczepow Mycobacterium
tuberculosis complex wyizolowanych od cztonkow 29 rodzin chorych na
gruzlice. Zastosowano dwie metody molekularne, ktore umozliwity porow-

nanie profili DNA pratkow oraz wskazaly na istnienie transmisji choroby
wsrod 0sob blisko spokrewnionych.
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WSTEP

Gruzlica jest choroba wysoce zakazna, szerzaca si¢ gtownie droga aerogenna, dlatego
obserwacja ludzi majacych kontakt z chorymi jest podstawa strategii majacej na celu eli-
minacj¢ rozpowszechniania si¢ choroby (1, 2).
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Umiejgtno$¢ poszukiwania zrodet zakazenia (ang. case detection) nalezy do gtéwnych
elementoéw walki z gruzlica. Swiatowe analizy dotyczace rejestracji chorych na gruzlice
wykazaty, ze w 2000 roku tylko 27% nowych zachorowan na gruzlicg pratkujaca wykryto
przy uzyciu nowoczesnej strategii DOTS, a zaledwie 19% ludzi byto wyleczonych (3, 4).
W ostatniej dekadzie wzrosto zastosowanie metod molekularnego typowania szczepow
w badaniach epidemiologicznych i w nadzorze nad gruzlica. Typowanie genetyczne dostar-
czyto wiedzy o zagrozeniu zwigzanym z transmisja zakazenia oraz umozliwito identyfikacje
czynnika ryzyka bedacego powodem rozprzestrzeniania si¢ szczepdw MDR (ang. multidrug-
resistant), a takze szczepow nalezacych do rodziny Beijing (5, 6, 7).

Dzigki tym metodom wyniki uzyskane dla szczepdw w réznych laboratoriach na calym
$wiecie moga by¢ ze soba porownywane. Umozliwia to analizg szczepdw z roznych terenéw
geograficznych, pozwala wskaza¢ charakterystyczne dla danego regionu gatunki pratkow
oraz identyfikuje transmisj¢ zrddla zakazenia miedzy réznymi grupami etnicznymi (6, 8).

Wszechstronno$¢ metod genetycznych stuzy nie tylko celom epidemiologicznym. Wy-
korzystuje si¢ je réwniez do szybkiej identyfikacji blgdéw laboratoryjnych, kontaminacji
i zakazen wewnatrzszpitalnych (9).

MATERIALY I METODY

Analizie poddano 66 szczepow nalezacych do Mycobacterium tuberculosis complex.
Szczepy wyizolowano z materialow klinicznych pochodzacych od chorych bgdacych czton-
kami 29 rodzin zamieszkujacych 9 wojewodztw Polski. W tabeli I przedstawiono liczbg
analizowanych rodzin zamieszkujacych poszczegdlne wojewodztwa.

Tabela I.  Liczba analizowanych rodzin i region ich zamieszkania
Table I.  Number of families and their geographical location

Liczba rodzin Wojewodztwo

7 zachodnio-pomorskie
podkarpackie
kujawsko-pomorskie
pomorskie
lubelskie
podlaskie

mazowiecki

dolnoslaskie

NN [ W WA w,

slaskie

Wisrdd 66 chorych bylo 21 kobiet i 45 mgzezyzn w wieku od 1 do 63 lat. W badane;j
grupie byto dwoje dzieci pici zenskiej — 12- miesigczne i 14-letnie , 4 mtodocianych w wieku
od 16-19 Iat (3 kobiety i 1 mgzczyzna). Pozostali dorosli - 16 kobiet i 44 mgzczyzn - byli
w wieku od 20-63 lat (Srednia wieku 37 lat). Kryterium wlaczenia do badania stanowito
zachorowanie na gruzlicg potwierdzong hodowla M.tuberculosis, wykryte w okresie od
2002 do 2007 roku. Kierownicy laboratoriow mikrobiologii pratka byli proszeni o przysy-
fanie szczepow pratkow wyizolowanych od chorych o jednakowym nazwisku i/lub miejscu
zamieszkania.
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Wszystkie szczepy byly wyhodowane wedtug standardowych metod, miaty wykonana
identyfikacje gatunkowa metoda chromatograficzna HPLC oraz oznaczona lekooporno$é
(10). Szczepy wzorcowe zastosowane w metodach molekularnych Mycobacterium tuber-
culosis H,.Rv oraz M. bovis BCG pochodzity z kolekcji wlasnej Zaktadu Mikrobiologii
Instytutu Gruzlicy Choréb Phuc.

Do analizy genetycznej szczepow wykorzystano 2 metody - spoligotyping oraz metodg
1S6110-Mtb1/Mtb2 PCR opisane wezesniej w innych artykutach (11, 12).

WYNIKI

Typowanie wyhodowanych pratkéw metoda analizy kwaséw mykolowych (HPLC)
wykazato przynaleznos¢ wszystkich szczepow do gatunku Mycobacterium tuberculosis.

Wyniki w postaci wzorow genetycznych uzyskanych obiema metodami, poréownano
ze soba 1 ustalono stopien pokrewienstwa genetycznego szczepéw wyizolowanych od
0sob nalezacych do poszczegdlnych rodzin. Szczepy uznawano za identyczne, jezeli przy
jednoczesnym zastosowaniu obu metod, ich profile DNA byty takie same. W przypadku,
gdy szczepy o tym samym spoligotypie posiadaty rozny uktad produktow PCR w analizie
1S6110-Mtb1/Mtb2 PCR, wowczas identyfikowano je jako genetycznie odmienne. Wyniki
analizy przedstawiono w tabeli II.

Tabela II. Zestawienie wynikéw uzyskanych metoda spoligotyping oraz IS6110-Mtb1/Mtb2 PCR dla
analizowanych szczepoéw

Table II.  The genotyping results for all strains by spoligotyping and IS6110-Mtb1/Mtb2 PCR meth-
ods
3 Wyniki typowania molekularnego ‘g
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1 | Zachodnio — pomorskie 7/14 4 rodziny 1 rodzina | 2rodziny | 4 rodziny
2 | Podkarpackie 5/10 5 rodzin - - 5 rodzin
3 | Kujawsko — pomorskie 4/14 4 rodziny - - 4 rodziny
4 | Pomorskie 2/4 1 rodzina 1 rodzina - 1 rodzina
5 | Lubelskie 3/6 3 rodziny - - 3 rodziny
6 | Podlaskie 3/6 2 rodziny - 1 rodzina | 2 rodziny
7 | Mazowieckie 2/5 2 rodziny - - 2 rodziny
8 | Dolnoslaskie 2/5 2 rodziny - - 2 rodziny
9 | Slaskie 1/2 - 1 rodzina - -
Razem 29/66 | 23 rodziny | 3 rodziny | 3 rodziny |23 rodziny
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Szczepy pratkow gruzlicy wyizolowane od 60 0sob - cztonkow 26 rodzin (90 %) posia-
daly jednakowe wzory molekularne w technice spoligotyping. Przy zastosowaniu nastgpnej
metody [S67/0-Mtb1/Mtb2 PCR identyczne wzory molekularne stwierdzono wsrdd 23
rodzin (80%). U cztonkoéw pozostalych 6 rodzin (20%) stwierdzono gruzlicg wywotana
szczepami posiadajacymi rézne profile DNA. Sposrdd tych 6 rodzin, 3 zakazone byly
pratkami, ktorych réznice genetyczne zidentyfikowano obiema metodami. W pozostatych 3
przypadkach szczepy posiadaly te same spoligotypy, a zrdznicowanie genetyczne ujawnita
analiza IS61/0-Mtb1/Mtb2 PCR. Wyniki przedstawia rycina 1.

A B C

1 23 45 6 7 1 23 4 56 7 1 23 4 5 67

Ryc. 1. Wyniki typowania metoda IS671/0-Mtb1/Mtb2 PCR szczepdw M. tuberculosis izolowanych
od cztonkéw wybranych rodzin ($ciezki: 1-2, 4-5) oraz szczepu wzorcowego M. tuberculosis
H, Rv (Sciezki: 3,6) - analiza przy uzyciu dwoch kombinacjach starterow: IS1-1S2-Mtb2
($ciezki: 1-3) oraz IS1-IS2-Mtb1 (Sciezki 4-6). A- rodzina z woj. pomorskiego, B- rodzina
z woj. zachodnio-pomorskiego, C - rodzina z woj. §laskiego; $ciezka 7 - wzorzec wielko-
$ci.

Fig. 1. The IS6110-Mtb1/Mtb2 PCR typing results for M. tuberculosis strains isolated from pa-
tients from selected families (lines: 1-2, 5-6) and for reference strain M. tuberculosis H,,Rv
(lines: 3,6) - analysis using IS1-1S2-Mtb2 (lines: 1-3) and IS1-IS2-Mtb1 (lines 4-6) primer
combinations. A - family from Pomeranian voivodeship, B - family from West Pomeranian
voivodeship, C - family from Silesian voivodeship; line 7 - molecular weight marker.

DYSKUSJA

Molekularne metody typowania sa obecnie podstawowym narzedziem w $ledzeniu drog
transmisji zachorowan wywotanych szczepami Mycobacterium tuberculosis. Aby zrozumie¢
patogenezg choroby i podja¢ wlasciwe dziatania w celu eliminacji ryzyka rozprzestrzeniania
sig gruzlicy, nalezy wykorzystywac rozmaite dostgpne metody dochodzen epidemiologicz-
nych w genotypowania pratkow (14).

W przypadku gruzlicy dochodzenie epidemiologiczne jest procesem niezwykle trud-
nym i dlugotrwatym. Czynnikiem, ktory je opdznia jest przede wszystkim dlugotrwajaca
diagnostyka mikrobiologiczna i mate mozliwosci zastosowania metod biologii molekularnej
w wielu krajach. Niedocenianie pratkéw gruzlicy jako bakterii swobodnie przenoszonych
z jednego gospodarza na drugiego stwarza wiele problemow zdrowotnych, do ktérych na-
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leza dobrze udokumentowane zakazenia personelu medycznego przez chorych, jak rowniez
zakazanie si¢ pacjentow w szpitalach (15).

Istnieje wiele czynnikdéw sprzyjajacych rozprzestrzenianiu si¢ gruzlicy i utrudniajacych
pomyslna strategi¢ eliminacji choroby. Wiele $rodowisk jest szczegdlnie narazonych na
zachorowanie i stanowi zrédlo zakazenia dla ludzi. Przeludnione, Zle wentylowane pomiesz-
czenia, bary, szpitale, statki, samoloty i wigzienia sa sprzyjajacym miejscem dla transmisji
choroby (16). Czgsto nie udaje si¢ jednak dotrze¢ do pierwszego ogniwa w tancuchu zaka-
zenia i zjawisko pozostaje niezidentyfikowane przez wiele lat (17).

Przedstawiona analiza wskazuje na wysokie ryzyko zakazenia gruzlica w gospodar-
stwach domowych, gdzie znajduje si¢ osoba z aktywna postacia choroby. Takie rodziny sa
zrddlem infekcji i stanowia zagrozenie dla innych ludzi, dlatego kontrola oraz §ledzenie
kontaktéw domowych ma wysoka warto§¢ w identyfikacji nowych przypadkow zachoro-
wan oraz umozliwia skuteczne przerwanie fancucha zakazenia (16). U podstaw strategii
eliminacji rozprzestrzeniania si¢ infekcji lezy dobor odpowiedniej metody genetycznej,
skutecznie wskazujacej na istnienie transmisji gruzlicy. Typowanie genetyczne stanowi
jasna i obiektywna podstawe do identyfikacji szczepoéw bioracych udzial w zakazeniu oraz
wyklucza te, ktore nie sa zwiazane z epidemia (18).

Przedstawiono analizg genetyczng 66 szczepow wyizolowanych z materiatow kli-
nicznych od os6b nalezacych do 29 rodzin. Analiza spoligotyping ujawnita podobienstwo
genetyczne wsrdd szczepow pochodzacych od 26 rodzin i wskazata na odmienne spoligo-
typy w przypadku 3 rodzin. W typowaniu IS6/7/0-Mtb1/Mtb2 PCR uzyskano rézne profile
restrykcyjne szczepow od 6 rodzin i takie same dla 23 rodzin. Takie wyniki wskazuja na
odmienny potencjal rdznicujacy obu wykorzystanych metod typowania i sugeruja koniecz-
no$¢ weryfikacji wynikow spoligotyping dodatkowa analiza genetyczna (6,19,20).

Metoda spoligotyping jest odpowiednia dla wstepnej analizy genetycznej. Jest tatwa,
ekonomiczna i umozliwia w krétkim czasie okreslenie molekularnego pokrewienstwa
szczepow M.tuberculosis. W przypadku identyfikacji szczepow posiadajacych takie same
profile genetyczne grupuje si¢ je w rodziny molekularne (ang. clusters) i kazda analizuje
si¢ z wykorzystaniem dodatkowej metody genetycznej. (21). W takim celu wykorzystuje
si¢ m.in. technike 1S6770-Mtb1/Mtb2 PCR (2).

Po raz pierwszy w Polsce, molekularne dochodzenia epidemiologiczne ws$rdd osob
blisko spokrewnionych, chorych na gruzlicg rozpoczgto w Krajowym Referencyjnym Labo-
ratorium Pratka w Warszawie. Poczatkowo materiat do badan zbierano w sposéb pasywny
tj. kolekcjonujac wyhodowane w laboratoriach szczepy w nieodleglym czasie od chorych
mieszkajacych pod jednym adresem i/lub z tym samym nazwiskiem. Otrzymane wyniki
pozwalaja na stwierdzenie, ze w Polsce aktywna transmisja gruzlicy jest zjawiskiem realnym.
I chociaz w/w badania nie umozliwiaja wskazania rzeczywistego zrodta zakazenia (ang.
case source), to jednak stanowia pierwszy etap w tworzeniu bazy wzoréw molekularnych,
koniecznych do dalszych badan epidemiologicznych.

Prawidlowo prowadzone dochodzenia epidemiologiczne w gruzlicy powinny mie¢
charakter aktywnego poszukiwania chorych zakazonych w otoczeniu chorego pratkujacego
i stanowi¢ jeden z najwazniejszych elementéw nadzoru nad gruzlica. Dziatania te wymagaja
wspolpracy wielu stuzb medycznych poczawszy od lekarzy rodzinnych poprzez specjali-
stow pulmonologdéw, mikrobiologdw, epidemiologdw i 0s6b nadzorujacych program walki
z gruzlica w kraju.
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Prezentowana analiza potwierdza, ze typowanie szczepow M.tuberculosis complex
z wykorzystaniem metody spoligotyping oraz 1S6110-Mtb1/Mtb2 PCR umozliwia okre-
Slenie genetycznych podobienstw szczepow i posiada wysoka warto§¢ w sledzeniu drog
transmisji zrodet zakazenia.

WNIOSKI

1. Wsrdd 29 analizowanych rodzin u cztonkéow 23 (80%) stwierdzono zakazenie takimi
samymi szczepami M. tuberculosis, co §wiadczy o transmisji gruzlicy.

2. U cztonkoéw pozostalych 6 rodzin (20%) stwierdzono gruzlicg wywotang szczepami
posiadajacymi rozne profile DNA, co wskazuje na odmienne pochodzenie zrédta zaka-
zenia.

3. Metoda spoligotyping oraz I1S6110-Mtb1/Mtb2 PCR umozliwiaja okreslenie genetycz-
nych podobienstw szczepdw Mycobacterium tuberculosis complex i posiadaja wysoka
warto$¢ w §ledzeniu drog transmisji zroédel zakazenia.
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TRANSMISSION OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
AMONG HOUSEHOLD CONTACTS OF PATIENTS WITH TUBERCULOSIS

SUMMARY

Objective. The aim of this study was estimation of usefulness of two molecular methods for
Mycobacterium tuberculosis typing in the epidemiological research of tuberculosis (TB). We deter-
mined molecular patterns of M.tuberculosis strains isolated from 66 patients, members of 29 families
living in 9 voivodeships of Poland. We also analysed drug susceptibility of the strains as well as some
demographic characteristics of the patients.

Methods. The genotype analysis of the 66 clinical isolates was performed by using spoligotyping
and IS6110-Mtb1/Mtb2 PCR.

Main observations. Of the 29 families examined in this study, in 23 each family member was
infected with the same M. tuberculosis strain. Three drug-resistant strains and two members of the
Beijing family were identified.

Results. We found that strains within each of the 23 families had the same genetic patterns,
whereas those of the strains identified in the rest 6 families were different. Among those 6 families,
in 3 differentiation of the strains was obtained with both spoligotyping and 1S6110-Mtb1/Mtb2 PCR
analysis, while in another 3 only with spoligotyping method.

Conclusions. Based on the results from this study, the two genotyping methods used were dem-
onstrated as an efficient approach for investigating the epidemiological relatedness of TB cases.
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