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infections

Gruzlica pozostaje jednym z najistotniejszych
problemoéw zdrowotnych na Swiecie. Szacuje sie,
ze 1/3 populacji ludzkiej zakazona jest pratkiem
gruzlicy (Mycobacterium tuberculosis). Kazdego
roku odnotowuje sie 8-9 milion6w nowych zacho-
rowan i 2 miliony zgonéw z powodu gruzlicy.
Gruzlica nalezy zatem do wiodacych przyczyn
umieralnosci z powodu wszystkich choréb zakaz-
nych. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, World
Health Organization) przewiduje, ze do 2015 roku
niemal miliard ludzi zarazi sie pratkiem gruzlicy,
okolo 200 milionéw zachoruje, a 35 milionéw
umrze z powodu gruzlicy [1, 2]. Wérdd czynnikéw
negatywnie wplywajacych na sytuacje epidemio-
logiczng gruzlicy wymieni¢ nalezy: niski poziom
wykrywalnosci przypadkéw choroby, duza liczba
lekoopornych szczepéw M. tuberculosis, wystepo-
wanie wspdlzakazenia M. tuberculosis i HIV, na-
plyw imigrantéw z krajéw o wysokim wskazniku
zapadalno$ci gruzlicy, zte warunki socjoekono-
miczne, a takze brak sprawnych programéw zwal-
czania gruzlicy. Choroba ta wystepuje przede
wszystkim w krajach rozwijajacych sie, gdzie no-
tuje sie 95% wszystkich nowych zachorowan i 98%
wszystkich zgonéw. Gruzlica jest obecna takze
w spolecznoéciach krajéw wysoko rozwinietych.

W epidemiologii gruzlicy, podobnie jak
w przypadku innych choréb zakaznych, zdefiniowa-
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nie Zrédla zakazenia oraz przesledzenie jego trans-
misji w §rodowisku stanowig wazne cele badaw-
cze. Stad tez, metody réznicowania mikroorgani-
zméw umozliwiajace identyfikacje czynnika zakaz-
nego na poziomie gatunku, jak réwniez szczepu sa
szczegoblnie poszukiwane [3, 4]. R6znicowanie
pratkéw na poziomie szczepéw stato sie mozliwe
dopiero w polowie lat 80. XX wieku, kiedy to na-
stapil dynamiczny rozwoj technik biologii mole-
kularnej [5]. Typowanie genetyczne (genotypowa-
nie), postugujac sie r6znego rodzaju znacznikami
(markerami) molekularnymi, wykrywa polimor-
fizm organizacji i struktury genomowego DNA
w obrebie gatunku. Przy czym Zrédtem wewnatrzga-
tunkowego polimorfizmu mogag by¢ zaréwno re-
kombinacje genetyczne, jak i spontaniczne muta-
cje. Typowanie genetyczne prowadzi do ustalenia
indywidualnych wzoréw molekularnych dla bada-
nych szczepdéw, dzieki czemu mozliwe jest okre-
§lenie pokrewienstwa miedzy nimi. Zdolnosé¢ r6z-
nicowania (potencjal r6znicujacy) poszczegélnych
metod genotypowych zalezy przede wszystkim od
rodzaju i poziomu polimorfizmu, ktéry wykrywaja.
Niski poziom zmiennos$ci genetycznej pratkow
kompleksu M. tuberculosis istotnie ogranicza moz-
liwosci ich r6znicowania z uzyciem metod mole-
kularnych. Wyniki prowadzonych badan wska-
zuja, ze genomy gatunkéw wchodzacych w sktad
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M. tuberculosis complex sa wysoce konserwatyw-
ne, w odniesieniu do innych gatunkéw bakterii,
a zmienno$¢ nukleotydowego polimorfizmu u tych
drobnoustrojéw ocenia sie na 0,01-0,03% [6, 7].
Okreslenie sekwencji nukleotydowej genomu M.
tuberculosis ujawnilo stosunkowo duza zawartosé
element6w powtarzajacych sie, r6zniacych sie pod
wzgledem zlozonosci struktury, wielkosci, lokali-
zacji i sekwencji nukleotydowej. W genomie my-
kobakterii zaobserwowano 2 gtéwne typy powté-
rzen: powtérzenia tandemowe (TR, tandem repe-
ats) oraz powtoérzenia rozproszone (IR, intersper-
sed repeats). Do szczegélnych sekwencji powtérzo-
nych naleza sekwencje insercyjne (IS, insertion
sequence), ktore stanowig ruchome elementy ge-
netyczne zdolne do przemieszczania sie w obre-
bie genomu. Do najlepiej poznanych sekwencji
insercyjnych wystepujacych w obrebie M. tuber-
culosis complex nalezy sekwencja IS6110, po raz
pierwszy opisana przez Thierry i wsp. [8, 9]. Se-
kwencja IS6110 wystepuje w r6znej liczbie kopii
i ma r6zng lokalizacje w genomie poszczegélnych
gatunkéw i szczepéw pratkéw. Liczba kopii se-
kwencji IS6110 w chromosomie pratkéw miesci sie
w przedziale 0-25 i uzalezniona jest od czestosci
procesu transpozycji. Wspomniana sekwencja zo-
stala wykorzystana jako specyficzny marker mo-
lekularny w typowaniu genetycznym szczepéw
M. tuberculosis, ktéry polega na okresleniu liczby
kopii i ich rozmieszczeniu w genomie badanych
szczepow. W metodzie tej, chromosomalny DNA
poddawany jest trawieniu endonukleaza (po-
wszechnie uzywany jest enzym Pvull) generujgca
odpowiednig liczbe fragmentéw restrykcyjnych
irozdzielany w zelach agarozowych w wystanda-
ryzowanych warunkach. Tak przygotowany DNA
ulega hybrydyzacji z sonda, ktéra stanowi fragment
DNA komplementarny do kofica 3’ IS6110, co po-
zwala na uzyskanie hybrydyzacyjnych wzoréw
prazkowych, gdzie uwidoczniony prazek reprezen-
tuje pojedyncza kopie sekwencji inercyjnej [10].
Zastosowanie wewnetrznego markera wielko$ci
oraz opracowanie komputerowych baz danych,
deponujacych wzory IS6110-RFLP, pozwala na
poréwnywanie otrzymanych wzoréw hybrydyza-
cyjnych dla szczepéw analizowanych w r6znych
oérodkach na $wiecie. Metoda ta odznacza sie duza
powtarzalnoscig wynikéw i zdolnoscia glebokiego
réznicowania genetycznego pratkow gruzlicy. Jest
uznawana za ,zloty standard” w dochodzeniach
epidemiologicznych gruzlicy. R6znicowanie prat-
kéw za pomoca IS6110-RFLP, pomimo wielu za-
let, jest kosztowne, czasochtonne i ma pewne ogra-
niczenia dotyczace pozyskiwania hodowli w celu
izolacji duzej ilosci DNA (2 mikrogramy). Réwniez

przydatno$¢ metody jest ograniczona do szczepow
posiadajacych wiecej niz 5 kopii sekwencji iner-
cyjnej [11, 12]. W genomie mykobakterii wystepu-
je szereg sekwencji repetytywnych, bogatych
w pary G + C (PGRS, polymorphic GC-rich repetitive
sequence), jak rowniez krétkie sekwencje (DR, di-
rect repeats), ktére sa wykorzystywane do badania
polimorfizmu pratkéw posiadajgcych niewielka
liczbe kopii sekwencji IS6110 [13, 14]. W celu szyb-
kiej identyfikacji pratkéw, z pominieciem etapu
hodowli bakterii, stosuje sie metody oparte o re-
akcje amplifikacji DNA (reakcja taficuchowa poli-
merazy [PCR, polymerase chain reaction]). Jednak
wada wiekszosci metod wykorzystujacych reakcje
PCR jest niski potencjat dyferencyjny, jak réwniez
brak powtarzalnosci wynikdéw.

Jedna z najbardziej popularnych metod stoso-
wanych w genotypowaniu pratkéw, a tym samym
w badaniach epidemiologicznych pratkéw, jest
technika spoligotyping. Metoda ta opiera sie na
amplifikacji chromosomalnego regionu DR, ktéry
obejmuje zmienna liczbe krétkich sekwencji po-
wtérzonych DR, o dltugosci 36 par zasad, rozdzielo-
nych przez unikalne sekwencje rozdzielajgce (spa-
cers), o dtugosci 35-41 par zasad. Na zmienno$é¢ w
obrebie gatunku pratkéw wplywa liczba, polozenie
i rodzaj sekwencji rozdzielajgcej. Za polimorfizm
regionu DR odpowiadajg rearanzacje genetyczne
typu delecji lub duplikacji, powstajace na drodze
rekombinacji homologicznej zachodzacej pomiedzy
sasiadujgcymi lub oddalonymi regionami DR, trans-
pozycja sekwencji inercyjnej IS6110, jak réwniez
poslizg polimerazy podczas replikacji DNA.
W metodzie tej amplifikacji ulega caly region DR,
a powstajgce produkty, o zmiennej wielkos$ci, zawie-
raja wszystkie regiony rozdzielajgce. Mieszanine
takich amplikon6w przenosi sie na membrane ny-
lonowgq ze zwigzanymi kowalencyjnie oligonukle-
otydami i poddaje hybrydyzacji. Sygnaty hybrydy-
zacyjne sg uwidaczniane na kliszy rentgenowskiej
na drodze chemiluminescencji (ryc. 1). Typowa-
nie pratkéw metodg spoligotyping odznacza sie wy-
soka powtarzalnoscig wynikéw, wynikajaca z du-
zej stabilnosci regionu DR, tatwoscig ich interpre-
tacji i porownywania z miedzynarodowa baza da-
nych SpolDB4 opisujaca 1939 réznych spoligoty-
pow zidentyfikowanych posréd szczepéw M. tuber-
culosis pochodzacych z catego §wiata. Mimo wielu
zalet, metoda ta posiada mniejszg sile réznicujaca
w poréwnaniu z metoda IS6110-RFLP, co wynika
z badan pojedynczego locus, stanowigcego zaledwie
0,01% genomowego DNA pratka. Obecnie technika
ta jest stosowana jako szybki test przesiewowy (scre-
ening) we wstepnych analizach epidemiologicznych
kolekcji szczepow M. tuberculosis [15-18].
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Rycina 1. Schemat metody spoligotyping (zrédto: http://www.pathogenseq.org/spolpred)

Figure 1. Scheme of spoligotyping method (from: http://www.pathogenseq.org/spolpred)

W ostatnich latach w genotypowaniu pratkéw
coraz wieksza popularno$é zyskuja metody opie-
rajace sie na analizie zmiennej liczby tandemo-
wych powtérzen (VNTR, variable number of tan-
dem repeats) [19]. Regiony te sktadaja sie z wielo-
krotnie powtérzonych motywoéw o dlugosci kilku-
nastu-kilkudziesieciu par zasad, ktérych liczba jest
zmienna posréd szczepdw tego samego gatunku,
co odpowiada strukturalnie sekwencjom minisa-
telitarnym obecnym w chromosomach eukario-
tycznych. W genomie Mycobacterium najwiekszg
grupe motywéw VNTR stanowia 46-100-nukleoty-
dowe sekwencje MIRU (mycobacterial interspersed
repetitive units). Sposéréd 41 rozpoznanych loci
zawierajacych sekwencje powtérzone MIRU, 15
o najwiekszej zmiennosci zostato wybranych do ge-
notypowania pratkow. Metoda MIRU-VNTR pole-
ga na amplifikacji poszczegélnych loci z zastoso-
waniem odpowiednich oligonukleotydowych se-
kwencji starterowych i rozdziale elektroforetycz-
nym w zelu agarozowym powstatych produktéw
PCR. W zaleznosci od liczby powtérzeni jednostki
rdzeniowej otrzymuje sie produkty o ré6znej wiel-
kosci. Obliczona dla kazdego loci liczba powtérzen
motywu MIRU pozwala na katalogowanie wyni-
kéw w postaci 15-cyfrowego kodu MIRU-VNTR
[20, 21] (ryc. 2). Opisana metode charakteryzuje
wysoka czulo$¢ i powtarzalno$é wynikéw, a takze
duzy stopien r6znicowania analizowanych szcze-
poéw, niejednokrotnie poré6wnywany z kosztowna
i czasochtonng technikg IS6110-RFLP oraz wzgled-
na latwodé i krotki czas analizy [22, 23]. Jednak
w duzych populacjach, réznicowanie szczepéw
wylacznie metoda MIRU-VNTR prowadzi do fal-
szywych interpretacji powiazan epidemiologicz-
nych pomiedzy chorymi [24]. Z tego wzgledu po-
taczenie MIRU-VNTR z innymi metodami, na przy-
ktad spoligotyping, moze poméc w ustaleniu kore-
lacji epidemiologicznych wéréd chorych [25, 26].

7 uwagi na fakt, iz gruzlica pozostaje wciaz
jedna z najgrozniejszych choréb zakaznych XXI

wieku, bardzo wazny jest wlasciwie prowadzony
nadzor nad ta choroba. Nadz6r ten, poza utrzyma-
niem wczesnego wykrywania choroby, jak i pra-
widlowego leczenia, powinien obejmowac takze
§ledzenie drog transmisji zakazenia w danym $ro-
dowisku spotecznym. Poczatkowo dochodzenia
epidemiologiczne opieraly sie na doktadnym wy-
wiadzie lekarskim i poréwnywaniu wzoréw opor-
nosci izolowanych szczepéw M. tuberculosis na
podstawowe leki przeciwpratkowe oraz cechach
biochemicznych, fenotypowych i serologicznych
pratkéw [27, 28]. Obecnie w badaniach epidemio-
logicznych gruzlicy coraz czesciej stosuje sie me-
tody typowania genetycznego polegajace na r6zni-
cowaniu miedzy szczepami pratkéw na podstawie
polimorfizmu genomowego DNA wynikajgcego
z obecnosci powtarzajacych sie sekwencji. Wykorzy-
stanie technik molekularnego typowania pratkéw
umozliwia nie tylko okreélenie podobienstw po-
miedzy szczepami izolowanymi od réznych oséb,
ale réwniez $ledzenie Zrédet i drég transmisji za-
kazen, poprzez rozréznienie, czy gruzlica jest wy-
nikiem reaktywacji zakazenia latentnego, czy po-
chodzi z biezacej transmisji oraz czy doszlo do
zakazenia nowymi szczepami, czy tez nawro6t cho-
roby jest skutkiem wczeéniejszego zakazenia. Do-
datkowo ré6znicowanie genetyczne szczepow
umozliwia wykrycie zakazen szpitalnych, labora-
toryjnych, krzyzowych kontaminacji, a takze po-
zwala monitorowaé rozprzestrzenianie sie iden-
tycznych badz spokrewnionych genetycznie szcze-
péw Mycobacterium [29, 30]. Badanie pokre-
wienstw genetycznych pomiedzy szczepami umoz-
liwia przesledzenie transmisji gruzlicy w obrebie
r6znych grup spotecznych, miedzy innymi wsréd
bezdomnych, wiezniéw czy oséb hospitalizowa-
nych. Dla przesledzenia drég transmisji szczepéw
M. tuberculosis niezbedne jest jednak korzystanie
zaréwno z nowoczesnych technik biologii moleku-
larnej, jak i klasycznej epidemiologii opartej o do-
gtebny wywiad lekarski.
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Rycina 2. Schemat przedstawiajacy metode MIRU-VNTR [21]
Figure 2. Scheme of MIRU-VNTR typing

W pracy Brzezinskiej i wsp. [31] zatytulowane;j
»Molekularne dochodzenia epidemiologiczne
wséréd polskich wiezniéw chorych na gruzlice
w latach 2004-2008. Badania wstepne.” podjeto sie
analizy genetycznej 57 szczepow M. tuberculosis
wyizolowanych od chorych osadzonych w réznych
wiezieniach w Polsce z potwierdzona gruzlica.
Dane WHO wykazuja, ze stopien zapadalnosci na
gruzlice w populacji wieziennej jest 10-100 razy
wiekszy niz poéréd os6b przebywajacych na wol-
nosci. Problem gruzlicy w wiezieniach spowodo-
wany jest wieloma czynnikami, do ktérych zaliczy¢
nalezy: przepelnienie cel wieziennych, zta sytuacja
socjalna, alkoholizm, narkotyki, wspdtistniejace
choroby (HIV, WZW) itp. [32]. Jednak brak doste-
pu do dokumentac;ji lekarskiej wiezniéw w znacz-
nym stopniu utrudnia ocene zachorowalnosci na
gruzlice w tej grupie. Z badan przeprowadzonych
w oérodkach wieziennych w 13 krajach Europy
Zachodniej w 2003 roku wynika, ze wskaznik za-
padalnosci na gruzlice wynosit 90/100 tysiecy, zas
w Polsce byl znaczgco wyzszy 238,7/100 tysiecy.
Zblizone warto$ci zapadalnosci na gruzlice obser-
wowano w kolejnych latach wiacznie z 2010 ro-
kiem (260/100 tys.) [33]. Z tego wzgledu odpowied-
nio szybka i skuteczna diagnostyka gruzlicy
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w obrebie tej populacji moze przyczyni¢ sie do za-
pobiegania i zwalczania transmisji choroby.
W prezentowanej pracy wykorzystano 2 metody mo-
lekularne: spoligotyping i MIRU-VNTR, oparte na
reakcji amplifikacji regionéw powtarzajgcych sie
w genomowym DNA, w celu wykazania zréznico-
wania pomiedzy szczepami M. tuberculosis wyizo-
lowanymi od 57 chorych wiezniéw z terenu Pol-
ski. Metoda spoligotyping wykazala, ze wéréd ba-
danych szczepdéw, 24 (42%) posiadaly unikalne
wzory genetyczne, za$§ pozostale 33 szczepy
(57,9%) przynalezaly do 7 rodzin molekularnych
(szczepy klastrujace sie), co mogtoby dowodzi¢
o ich podobienstwie genetycznym [31]. W kolejnym
etapie, szczepy przynalezace do rodzin molekular-
nych zostaly poddane analizie metoda bardziej
réznicujacg MIRU-VNTR, co pozwolilo na identy-
fikacje unikalnych wzoréw poéréd 33 szczepow
tworzacych klastry [31]. Powyzsze wyniki §wiadcza
o braku wystepowania transmisji gruzlicy w bada-
nej grupie wiezniéw. Dlatego tez celowe bedzie
wykonanie dalszych badan, obejmujgcych wieksza
grupe wiezniow oraz os6b przebywajacych na
wolnosci, ktére miaty kontakt z osadzonymi (ro-
dzina, znajomi itp.), zmierzajacych do wykrycia
zrédia transmisji poprzez por6wnanie analiz mo-
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lekularnych otrzymanych dla badanej grupy wiez-
niéw i przesledzenia ich kontaktéw z chorymi
z odpowiednich regionéw Polski.
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