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Streszczenie
Wstep: Wigzienia sg uznawane za Srodowisko, w ktorym szczegolnie tatwo dochodzi do transmisji choréb zakaznych, w tym
réwniez gruzlicy. Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia czesto$¢ ich wystepowania w Srodowisku wigziennym jest
10-100 razy wigksza niz w populacji ogdlnej. W Polsce w 2008 roku zapadalno$¢ na gruzlice wéréd wigzniéw wynosita 270
na 100 tys. i byta okofo 10 razy wyzsza niz w populacji ogélnej.
Materiat i metody: Badaniu poddano 57 (5%) szczepéw gruzlicy wyizolowanych od polskich wigzniéw w latach 2004-2008.
Szczepy Mycobacterium tuberculosis identyfikowano za pomocg sondy genetycznej i testu niacynowego. Bakteryjne DNA
izolowano za pomocg bromku cetylotrimetyloamoniowego. Szczepy M. tuberculosis analizowano dwiema metodami
genetycznymi: przesiewowa spoligotyping i wysoce réznicujgcg metodg MIRU/VNTR.
Whyniki: Szczepy od wiezniéw, klastrujace sie w metodzie spoligotyping (33 szczepy), analizowano metodg MIRU/VNTR.
Dwie najliczniejsze grupy szczepéw reprezentowaty spoligotypy T1 53 i H3 50. Analiza ta pokazata, ze wszystkie szczepy
pratkéw gruzlicy od osadzonych posiadaty rézne wzory molekularne w metodzie MIRU/VNTR.
Whioski:
1. Metoda MIRU/VNTR jest metodg wysoce réznicujaca.
2. MIRU/VNTR jest dobrag metoda do poszukiwania zrédet transmisji gruzlicy.
3. Zaplanowano dalsza analize molekularng w populacji ogélnej, zgodnej z miejscem pochodzenia poszczegdlnych wigznidw.
Whyniki tych badan maja na celu ustalenie prawdopodobnego Zrédta zakazenia, poprzez analize poréwnawczg szczepdw
wigziennych i populaciji ogdlnej.

Stowa kluczowe: gruzlica, wigzniowie, transmisja, spoligotypowanie, MIRU/VNTR
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Abstract

Introduction: Correctional facilities are recognised “breeding ground” for infectious diseases. As The World Health Organiza-
tion reported the incidence of infectious diseases in prison’s population is 10—100 times higher than in general population.
The incidence of tuberculosis among correctional inmates in Poland in 2008 was 270/100000, that is around 10 times higher
than among non-prisoners.

Materials and methods: The study included 57 M. tuberculosis isolates from patients in Polish prisons in 2004—2008 (5% of
all diagnosed TB patient in Polish prisons 2004-2008). Primary isolation was performed with Lowenstein-Jensen (L-J)
medium, species identification was done with the niacin test and gene probes test. Bacterial DNA was extracted from the
L-J medium slants with the cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) method. Mycobacterium tuberculosis strains were
analyzed with two methods: screening for epidemiological discrimination of M. tuberculosis — spoligotyping and high-
throughput — MIRU/VNTR.
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Results: Isolates that are grouped in clusters (33 isolates) were analyzed by means of MIRU/VNTRs. In MIRU/VNTRs all
strains showed different genetic patterns. Most isolates of the prisoners were grouped into two clusters: T1 53 and H3 50.

Conclusions:
1. MIRU/VNTR is a high-throughput method.

2. MIRU/VNTR is a promising method to diagnose TB transmission in Polish jails.
3. To identify the probable source of transmission, molecular analysis of strains from patients of the general population is

needed.

Key words: tuberculosis, prisoners, transmission, spoligotyping, MIRU/VNTR

Wstep

Srodowisko wiezienne przyczynia sie do po-
waznych probleméw zdrowotnych w wielu kra-
jach. Na calym $wiecie osadzonych jest ponad
10 milionéw ludzi. Szacuje sie, ze srednio przypada
okoto 145 wiezniéw na 100 tys. mieszkancow,
z czego najwiekszy odsetek notuje sie w Stanach
Zjednoczonych — 756 na 100 tys. mieszkancéow
[1]. Wedlug Swiatowej Organizaciji Zdrowia (WHO,
World Health Organization) czesto$é wystepowa-
nia choréb zakaZznych w populacji wieziennej jest
10-100 razy wieksza niz w populacji na wolnosci.
Dotyczy to zaréwno czynnej gruzlicy (TB, tuber-
culosis), w tym wielolekoopornej, jak i zakazenia
wirusem niedoboru odpornoéci (HIV) [2].

Odsetek zachorowan na gruzlice wéréd wiez-
niéw jest trudny do poréwnania z populacja
og6lna, ze wzgledu na brak powszechnej dostep-
noéci danych dotyczacych chorych osadzonych.
W wielu krajach dane te sg rejestrowane sporadycz-
nie lub pochodza z wybranych osrodkéw peniten-
cjarnych. W licznych badaniach wykazano jednak,
ze wspolczynniki zapadalnosci sa wyzsze w gru-
pie wieziennej [3]. Analiza przeprowadzona
w 2002 roku w krajach Europejskiego Regionu WHO
pokazata, ze sredni wskaznik zachorowalnos$ci na
gruzlice wéréd wiezniéw wynosit 232 nowe przy-
padki na 100 tys. i byt okolo 80 razy wyzszy niz
w populacji ogélnej. Badania te obejmowaly 22 kra-
je, w tym najwyzsze wskazniki zanotowano w Ka-
zachstanie 17808,2 na 100 tys. i Azerbejdzanie
4000 na 100 tys., natomiast najnizsze (0 na 100 tys.
w Republice Czeskiej, Holandii i Portugalii) [4].
W badaniach przeprowadzonych w 13 krajach Euro-
py Zachodniej w 2003 roku wskaznik ten wynosit
90/100 tys. [1]. W Stanach Zjednoczonych w 2003
roku wskaznik zachorowalnosci wynosil 29,4/
/100 tys. wéréd wiezniéw i 6,7/100 tys. w populacji
ogoblnej [1]. W Polsce w tym samym roku warto$ci
te wynosity odpowiednio 238,7/100 tys. i 26,5/
/100 tys. W 2003 roku wsréd polskich wiezniéw
zarejestrowano 408 chorych na gruzlice. Wigkszos¢
znich (93%) wykryto przy przyjeciu do wiezienia,
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jedynie 7% pacjentéw zostalo zdiagnozowanych
w trakcie odbywania kary [5].

W 2008 roku w Polsce zarejestrowano wsréd
chorych nowo wykrytych 236 wiezniow, stanowi-
li oni 2,7% ogétu przypadkéw zarejestrowanych
w Polsce [6]. Zapadalno$é na gruzlice w tej grupie
chorych wynosila okolo 270 przypadkéw na
100 tys., co stanowito wskaznik 10 razy wyzszy niz
w populacji ogélnej [7].

Zblizong warto$¢ wskaznika zapadalnosci na
gruzlice 260/100 tys. odnotowano réwniez w 2010
roku. Zarejestrowano wéwczas 215 chorych prze-
bywajacych w aresztach §ledczych i zakladach
karnych [8].

Skala probleméw zdrowotnych dotyczacych
wiezniéw jest bardzo szeroka. Jest to spowodowane
wieloma czynnikami, takimi jak: zta sytuacja socjal-
na, zbyt duza liczba wiezniéw przebywajacych
w jednej celi, pochodzenie populacji wieziennej z tak
zwanych grup zmarginalizowanych, co w efekcie
skutkuje wiekszg zachorowalnoscia na gruzlice [9].

Przyczyniaja sie do tego réwniez uzaleznienia
od alkoholu, narkotykéw oraz wspoélistniejgce cho-
roby, takie jak wirusowe zapalenie watroby czy
zakazenie wirusem HIV [10].

Tylko odpowiednio szybka i skuteczna dia-
gnostyka moze wplynaé na zapobieganie i ograni-
czenie transmisji choréb zakaznych (w tym gruz-
licy) w tej grupie. Dodatkowe trudnosci w §ledze-
niu drég transmisji gruzlicy w zakladach karnych
wynikaja z faktu, ze w polskich wiezieniach prze-
bywaja réwniez imigranci. W tej sytuacji trudno
jest ustali¢ kontakty osadzonego zar6wno przed
przyjéciem do aresztu, jak i po wyjsciu z niego [9].

Przeprowadzone przez autoréw pracy wstep-
ne dochodzenia molekularne miaty na celu okre-
Slenie, czy i w jakim stopniu w polskich wiezie-
niach dochodzi do transmisji gruzlicy.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowito 57 szczepéw od
chorych osadzonych, z potwierdzona bakteriolo-
gicznie gruzlica. Chorzy pochodzili z nastepuja-
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cych wojewdédztw: mazowieckiego, 16dzkiego, lu-
belskiego, kujawsko-pomorskiego, zachodniopo-
morskiego, §wietokrzyskiego, matopolskiego, war-
minsko-mazurskiego, dolnoslaskiego i §laskiego.
Zostali oni zdiagnozowani podczas odbywania
kary w polskich wiezieniach w latach 2004-2008.
Analizowana w niniejszej pracy grupa 57 (5% cho-
rych z potwierdzona mikrobiologicznie gruzlica
przebywajacych w zakladach karnych w latach
2004-2008) wiezniéw byla leczona na trzech od-
dziatach przeciwgruzliczych wieziennej stuzby
zdrowia — w Potulicach, Lodzi i Gdansku.

Identyfikacje szczepéw pratkéw przeprowa-
dzono za pomoca testu niacynowego i sondy gene-
tycznej (AccuProbe; GenProbe, San Diego, CA) [11].

Izolacje genomowego DNA pratkow, ze szcze-
péw wyhodowanych na pozywce Lowenstein-Jen-
sen (L-J), wykonano przy uzyciu metody z brom-
kiem cetylotrimetyloamoniowym (CTAB). Wyizo-
lowane DNA poddano analizie molekularnej me-
toda spoligotyping i mycobacterial interspersed
repetitive-unit-variable-number tandem repeat (MIRU/
/VNTR) [11].

Spoligotyping

Metoda ta jest stosowana standardowo jako
przesiewowa w dochodzeniach epidemiologicz-
nych gruzlicy. Analize spoligotyping wykonano
przy uzyciu komercyjnego zestawu (ISOGEN Bio-
scence BV), zgodnie z instrukcja producenta (ryc. 1).
Otrzymane wzory hybrydyzacyjne poréwnywano
z miedzynarodowsq baza spoligotypéw (SpolDB4)
(www.pasteur-guadeloupe.fr/tb/spoldb4). Szczepy
posiadajgce takie same wzory molekularne aczo-
no w klastery. Pojedyncze wzory hybrydyzacyjne
okreslano jako unikatowe [11].

MIRU/VNTR

W nastepnym etapie analizy zastosowano
metode MIRU/VNTR, ktéra opiera sie na identyfi-
kacji 15 najbardziej polimorficznych sekwencji
mikrosatelitarnych (o diugosci 55-72 nukleoty-
déw) w genomie M. tuberculosis [12]. Przeprowa-
dza sie 15 reakcji amplifikacji przy uzyciu par star-
ter6w komplementarnych do regionéw sasiaduja-
cych z sekwencjami MIRU. Produkty PCR rozdzie-
lane sg w 2-procentowym zelu agarozowym i po-
réwnywane ze wzorcem. Wyniki przedstawiano
jako uktad liczb oznaczajacych liczbe powtdrzen
sekwencji MIRU — tak zwany kod MIRU [13].

Wyniki

Analizie poddano 57 szczepéw pratkéw gruz-
licy wyizolowanych od chorych przebywajacych
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Rycina 1. Wzory spoligotypéw
Figure 1. Spoligotyping pattern

w zakltadach penitencjarnych. Wszystkie szczepy
zidentyfikowano jako M. tuberculosis. Wsr6d
57 szczepéw badanych metoda spoligotyping ziden-
tyfikowano 31 profili genetycznych, w tym 11 wzo-
réw niezarejestrowanych w miedzynarodowej ba-
zie SpolDB4.

Wzory molekularne szczep6éw pratkéw M. tuber-
culosis od chorych z zakladéw penitencjarnych po-
dzielono na dwie grupy, w jednej znajdowaty sie
24 (42%) szczepy nieklastrujace sie — z unikatowymi
wzorami genetycznymi. Pozostale 33 (57,9%) szcze-
py nalezaly do 7 zarejestrowanych w bazie rodzin
molekularnych, zawierajacych 2-13 szczepéw w kla-
sterze oraz 3 szczepy posiadajace ten sam spoligotyp,
niezarejestrowany dotad w bazie SpolDB4 (tab. 1).

Szczepy, ktére metoda spoligotyping zaliczono
do rodzin molekularnych (33 szczepy klastrujgce
sie): T1 53 (22,8%), H3 50 (8,7%), T1 278 (5,3%),
H1 47(5,3%), T1 612 (3,5%), T3 37 (3,5%), H3
511(3,5%), 177777677760771 (5,3%) poddano ana-
lizie metodg bardziej r6znicujaca — MIRU/VNTR.

W metodzie MIRU/VNTR dla kazdego z 33
szczepéw uzyskano inny 15-cyfrowy kod genetycz-
ny (tab. 2). Otrzymane wyniki nie dowiodly wiec
wystepowania transmisji gruzlicy w obrebie bada-
nej grupy wiezniéw i moga by¢ wykorzystane do
dalszych analiz.
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Tabela 1. Wyniki analizy spoligotyping szczepéw uzyska- Oméwienie
nych od polskich wigzniéw
Analiza molekularna obejmowata szczepy

M. tuberculosis pochodzace od 57 chorych na gruz-
lice, przebywajacych w zakladach penitencjarnych

Table 1. Results of spoligotyping analysis of strains from
polish prisoners

Spoligotyp Liczba pacjentéw % pacjentéw w Polsce i leczonych w trzech oddziatach szpital-
Spoligotyping Number of patients % of patients nych w latach 2004-2008. Nie wykazala ona po-

krewienstwa genetycznego w badanej grupie pa-
T153 13 22,8 cjentéw. Kazdy ze szczepéw analizowanych me-
H3 50 5 8,7 todg MIRU/VNTR posiadat inny wzér molekular-
T1278 3 5,3 ny. Przeprowadzone wstepne badania z duzym
H1 47 3 5,3 prawdopodobienstwem wykluczaja wiec wspdlne
1612 9 35 zrédto zakazenia wéréd 57 wiezniow chorych na
1337 2 35 gruzlice. W pracy Rasolofo-Razanamparany i wsp.
H3 511 ) 35 ocenionf) p.raV\.zdopodc/)bieI’létwo transmisji gruzli-
177777677760 3 63 cy w wiezieniu, poréwnujac wzory genetyczne

szczepOw M. tuberculosis od chorych przebywaja-

Tabela 2. Wzory numeryczne szczepow pochodzacych od polskich wigzniow uzyskane metodag MIRU/VNTR

Table 2. Results of MIRU/VNTR analysis of strains from Polish prisoners

Lp. szczepu Wzor MIRU

1 3 2 4 4 2 3 3 3 5 2 4 4 2 2 1
2 4 3 3 4 2 3 3 3 5 2 4 5 1 2 4
3 4 3 4 4 2 3 2 3 5 2 2 4 2 2 2
4 2 3 7 4 2 3 4 3 5 2 2 4 2 2 1
5 4 3 10 3 2 2 3 3 5 2 2 5 2 2 2
6 3 3 4 4 2 3 3 3 4 2 2 5 2 3 2
17 3 3 10 4 3 3 3 3 5 2 2 5 0 2 1
8 3 3 3 4 2 2 3 3 5 2 2 5 2 2 1
9 4 3 4 4 3 3 3 3 1 1 3 5 0 2 1
10 4 4 4 2 3 2 3 2 5 2 3 5 2 2 0
1" 3 3 3 4 2 3 4 3 5 2 4 5 2 2 2
12 1 3 4 4 2 3 3 3 5 2 4 5 2 2 0
13 1 3 10 4 2 2 3 3 5 2 4 5 2 2 3
14 4 3 4 4 2 2 3 3 5 2 2 5 2 3 3
15 4 3 4 4 2 2 3 3 4 2 2 5 2 2 2
16 2 3 4 4 2 3 3 3 5 2 4 4 2 2 1
17 3 2 4 5 3 4 4 2 4 2 3 5 2 2 1
18 2 2 5 5 3 3 4 3 3 2 3 4 2 2 0
19 2 2 5 5 3 4 3 2 4 2 3 5 2 2 1
20 2 2 5 3 3 3 5 3 6 4 3 5 2 3 2
21 5 2 4 3 3 3 4 3 9 4 3 5 2 3 4
22 3 2 4 3 3 3 5 3 7 4 3 5 2 3 4
23 3 3 4 3 3 3 5 3 3 4 3 5 2 3 2
24 2 3 4 3 3 3 4 3 1 4 3 5 2 3 0
25 3 3 4 3 3 3 4 3 5 4 3 5 2 2 1
26 2 3 5 3 3 3 4 3 5 4 3 5 0 2 2
27 2 3 5 3 3 3 4 3 6 4 0 5 2 3 3
28 3 3 10 3 3 3 5 3 5 4 3 5 0 2 2
29 2 0 10 3 3 3 5 3 3 4 3 5 2 3 3
30 3 0 4 3 3 3 5 3 0 4 0 5 2 3 3
31 1 2 4 3 2 1 0 1 3 2 4 5 5 4 1
32 4 3 0 2 1 2 1 0 0 3 5 2 4 4 4
33 2 2 2 1 1 1 3 4 5 0 5 5 4 3 2

Objasnienia skrétéw w tekscie
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cych w wiezieniu i na wolnos$ci. Badania moleku-
larne obejmowaty szczepy izolowane w latach
1994-1995 od 146 chorych osadzonych i 260 cho-
rych wolnych z Antananarivo (Madagaskar). Od-
setek nowych zachorowan byl znacznie wyzszy
wérdod osadzonych (58,9%) niz w populacji ogél-
nej (40%), co dla autoréw stanowi dowdd, ze trans-
misja zachodzila w wiekszym stopniu w srodowi-
sku wieziennym [14]. W Polsce wieZniowie sa
szczego6towo badani w momencie przyjmowania do
zakladu karnego, a nastepnie co dwa lata podda-
wani badaniu RTG klatki piersiowej [5]. Pozwala
to na szybka izolacje pacjentow, u ktérych stwier-
dzono gruzlice przy przyjeciu do o$rodka i zapo-
bieganiu transmisji choroby. Postepowanie takie
jest zgodne z wymogami Europejskich Regul Wie-
ziennych. Jednak taki schemat dziatania podejmo-
wany przy przyjeciu wieznia do osrodka karnego
pozwala na wykrycie u pacjenta jedynie czynnej
postaci gruzlicy. W niektérych krajach, na przy-
klad w Hiszpanii w centrum penitencjarnym
w Barcelonie opracowano program umozliwiajacy
wykrycie zaréwno zakazenia, jak i czynnej gruzli-
cy w momencie przyjecia osadzonych, nieposiada-
jacych w wywiadzie kontaktu z gruzlica [15].

Ze wzgledu na obserwowany w Polsce w ostat-
nich latach wzrost imigracji z krajéw bytego Zwiazku
Radzieckiego, rejestrowane sg przypadki gruzlicy
u osadzonych, pochodzacych z tych regionéw. Moze
to w przyszlosci wplywaé na zwiekszenie wskazni-
kéw zapadalnosci na gruzlice w polskich wiezieniach.

W krajach bylego Zwigzku Radzieckiego cze-
sto$¢ wystepowania gruzlicy wielolekoopornej typu
MDR (multiple drug resistance) w grupie osadzo-
nych wynosi 24,6% wéréd chorych nowo wykrytych
i 92,1% wéréd chorych wczeéniej leczonych [3].
W zakladach penitencjarnych, ze wzgledu na wy-
mienione juz czynniki ryzyka wazny jest odpowied-
ni program zapobiegania i nadzoru nad gruzlica.

W celu okreslenia potencjalnego Zzrédta trans-
misji wéréd chorych na gruzlice przebywajacych
w polskich zaktadach penitencjarnych wykonana
zostanie dalsza szczegétowa analiza molekularna,
majaca na celu poréwnanie grupy wiezniéw i cho-
rych przebywajgcych na wolnoéci w odpowiednich
regionach Polski.

Whioski

Analiza molekularna szczepéw wyizolowa-
nych od 57 chorych na gruzlice wieZniéw wyka-
zala wysoka uzyteczno$é metody MIRU/VNTR.

Konflikt interesow

Autorzy nie zglaszaja konfliktu intereséw.

Pi$miennictwo:

1. Fazel S., Baillargeon J. The health of prisoners. The Lancet
2011; 377: 956-965.

2. Van't Hoff G., Fedosejewa R., Mihailescu L. Prisons prepared-
ness for pandemic flu and the ethical issues. Public Health
2009; 123: 422-425.

3. Portales F., Rigouts L., Bastian I. Adressing multidrug-resistant
tuberculosis in penitentiary hospitals and in the general popu-
lation of the former Soviet Union. Int. J. Tubercul. Lung Dis.
1999; 3: 582-588.

4. Aerts A., Hauer B., Vanlin M., Veen J. Tuberculosis and tuber-
culosis control in European prisons. Int. J. Tubercul. Lung Dis.
2006; 10: 1215-1122.

5. Janicka-Sobierajska G. Gruzlica wér6d wiezniéw w latach 1998-
2007. Pneumonol. Alergol. Pol. 2004; 72: 258.

6. Korzeniewska-Kosela M. Gruzlica i Choroby uktadu odd-
echowego w Polsce w 2008 roku. Instytut Gruzlicy i Chordb
Pluc, Warszawa 2009.

7. Lewandowska K. Czesto$¢ wystepowania utajonego zakazenia
Mycobacterium tuberculosis complex okre$lana przy pomocy
odczynu tuberkulinowego i testu wydzielania interferonu-gam-
ma w prébie populacji ogdlnej i osadzonych w zakladach
karnych wojewddztwa mazowieckiego. Praca na stopieni dokto-
ra nauk medycznych. Instytut Gruzlicy i Choréb Pluc, Warsza-
wa 2009.

8. Korzeniewska-Kosela M. Gruzlica i Choroby uktadu odd-
echowego w Polsce w 2010 roku. Instytut Gruzlicy i Chordb
Pluc, Warszawa 2011.

9. Moller L., Gatherer A., Djara M. Barriers to implementation of
effective tuberculosis control in prisons. Public Health 2009;
123:419-421.

10. Watson R,, Stimpson A., Hostick T. Prison health care: a review
of the literature. Int. J. Nurs. Stud. 2004; 41: 119-128.

11.  Augustynowicz-Kope¢ E., Jagielski T., Zwolska Z. Genetic di-
versity of isoniazid-resistant Mycobacterium tuberculosis iso-
lates collected in Poland and assessed by spoligotyping. J. Clin.
Microbiol. 2008; 46: 4041-4044.

12.  Supply P., Allix C., Lesjean S. i wsp. Proposal for standariza-
tion of optimized Mycobacterium Interspersed Repetitive Unit-
-Variable-Number Tandem Repeat Typing of Mycobacterium
tuberculosis. J. Clin. Microbiol. 2006; 44: 4498-4510.

13.  Alonso-Rodriguez N., Martinez-Lirola M., Herranz M. Evalua-
tion of new advanced 15-loci MIRU-VNTR genotyping tool in
Mycobacterium tuberculosis molecular epidemiology studies.
BMC Microbiol. 2008; 8: 34-34.

14. Rasolofo-Razanamparany V., Menard D., Ratsitorahina M.,
Auregan G., Gicquel B., Chanteau S. Transmission of tubercu-
losis in the prison of Antananarivo (Madagascar). Res. Microbi-
ol. 2000; 151: 785-795.

15. Martin V., Gonzales P., Cayla J.A., Mirabent J. i wsp. Case —
finding of pulmonary tuberculosis on admission to a peniten-
tiary centre. Tuber Lung Dis. 1994; 74: 49-53.

www.pneumonologia.viamedica.pl 213



