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Szanowni Panstwo,

Po kilku latach od powstania w Polsce firma bioMérieux zauwazyta potrzebe
stworzenia nowego kanatu komunikacji przeznaczonego dla Klientéw, stuza-
cego zaréwno do informowania o nowych produktach czy ustugach swiadczo-
nych przez firme, jak réwniez przekazujacego wazne informacje z zycia firmy.
W 1997 podjelismy decyzje o rozpoczeciu prac nad tak dzi$ lubianym i cenio-
nym przez Panstwa kwartalnikiem Aktualnosci bioMérieux. W ciagu kolejnych
kilkunastu lat nieustannie dzielili sie Par\stwo z nami swoimi cennymi uwagami
i konstruktywnymi opiniami, co pozwolito redakcji na podniesienie poziomu
merytorycznego, dzieki czemu Aktualnosci zyskaty sporg popularnos¢ nie tylko
wsréd diagnostéw, lecz réwniez wsrdd lekarzy, a takze studentow.

Pierwsze numery naszego czasopisma miaty forme kilkustronicowej broszu-
ry, z czasem kolejne wydania zwiekszaty swoja objetos¢, a redakcja stale dbajac
o jakos$¢ i rozwijajac wartos¢ merytoryczng nieustannie poszerzata zakres po-
dejmowanych tematéw. Naszym celem w tamtym czasie byto dotarcie do jak
najwiekszej grupy czytelnikéw, ktéorym mieliSmy do zaoferowania wiele cieka-
wych i wartosciowych tresci. W konsekwencji zwiekszat sie tez z roku na rok
naktad Aktualnosci, ktéry w ostatnim czasie wynosit juz 1000 egzemplarzy.

Obecnie, w drugim juz dziesiecioleciu XXI wieku, w dobie Internetu i no$nikéw
elektronicznych, wychodzac naprzeciw oczekiwaniom naszych czytelnikéw,
ktoérzy coraz wieksza wage przywiazuja do komunikacji elektronicznej, pod-
jelismy wazna decyzje o zmianie nie tylko szaty graficznej naszego czasopi-
sma, ale takze sposobu oraz formy jego wydawania. Dlatego postanowilismy
stworzy¢ bardziej nowoczesng i atrakcyjng forme elektroniczng naszego kwar-
talnika, co pozwoli nam z pewnoscig poszerzy¢ grono potencjalnych czytelni-
kow. Nowy format Aktualnosci staje sie tez w ten sposéb bardziej ekologiczny,
a przez to lepiej dostosowany do strategii bioMérieux GOES GREEN.

Zmiana formy i sposobu wydawania Aktualnosci moze wptyna¢ wytacznie po-
zytywnie na zawarto$¢ merytoryczng naszego kwartalnika, w ktérym nadal
beda Panstwo mogli znalez¢ ciekawe i wartosciowe artykuty zwigzane z dia-
gnostyka laboratoryjng, nowoczesnymi metodami diagnostycznymi, swiato-
wymi trendami oraz problemami i wyzwaniami, przed jakimi staje wspétczesna
medycyna. W tej dziedzinie bedziemy wspotpracowac z wybitnymi specjali-
stami zaréwno z naszego kraju, jak réwniez z zagranicy. Aktualnosci, stajac sie
nowoczesna platforma komunikacyjna, bedg informowaty Paristwa na biezaco
nie tylko o wprowadzanych czy unowoczesnianych produktach badz ustugach,
ale réwniez o nowatorskich i pionierskich rozwigzaniach diagnostycznych ofe-
rowanych przez firme bioMérieux.

Kazde wydanie Aktualnosci bedzie nie tylko publikowane na naszej stronie in-
ternetowej www.biomerieux.pl, ale réwniez wysytane na adres e-mail klientéw,
ktoérzy wypetnili kwestionariusz zgody na komunikacje elektroniczna.

Tych z Panstwa, ktérzy jeszcze tego nie zrobili, a chcieliby otrzymywac kolejne
wydania naszego kwartalnika na swoja skrzynke mailowg, prosimy o pobranie
kwestionariusza ze strony internetowej, uzupetnienie, podpisanie go oraz ode-
stanie faksem na numer: 22 5698554.

Jestesmy pewni, ze nowoczesna i wygodna forma, w jakiej beda od teraz wyda-
wane Aktualnosci, spotka sie z Paristwa zainteresowaniem, a ewentualne uwagi
i opinie umozliwig redakcji dalsze doskonalenie merytorycznej zawartosci cza-
sopisma.

Dziekujemy naszym Czytelnikom za minione 17 lat i gorgco zachecamy do czy-
tania kolejnych numeréw Aktualnosci bioMérieux.
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Zakazenia Clostridium difficile:
algorytmy diagnostyczne z zastosowaniem

testow wykrywajacych

dehydrogenaze glutaminianowg

Historia

Clostridium difficile jest beztlenowo rosngcg Gram-do-
datnia laseczka, wytwarzajaca spory. Bakteria powoduje
zakazenia ukfadu pokarmowego o réznym nasileniu:
od biegunek sredniej ciezkosci do rzekomobtoniastego
zapalenia jelit, czesto przebiegajacego z komplikacjami
i wysoka smiertelnoscia.

Bakteria C. difficile zostata wyhodowana ze smétki no-
worodka w 1935 roku przez Hall'a i O'Tolle. Duzo wcze-
$niej, w 1893 roku Finney opisat zmiany rzekomobto-
niaste u 22- letniej pacjentki po zabiegu chirurgicznym.
Podobne zmiany byty notowane przez chirurgéw i péz-
niej, od poczatku lat 50-ych XX wieku. Wtedy gronkowca
ztocistego uznano za czynnik etiologiczny tych zjawisk,
zwlaszcza ze wankomycyna podawana doustnie byfa
bardzo skuteczna w tych przypadkach. Dopiero w latach
70-ych XX wieku po wprowadzeniu do na rynek $wia-
towy antybiotyku klindamycyny ponownie zwrécono
uwage na ten drobnoustréj. Biegunki poantybiotykowe
(wczesniej nazywane réwniez po-klindamycynowymi)
i rzekomobtoniaste zapalenie jelit stwierdzano coraz cze-
sciej u pacjentow w réznych krajach, co byto powodem
rozpoczecia szeregu badan nad tym drobnoustrojem.
W latach 80-ych i 90-ych XX wieku doktadnie przebadano
wiasciwosci C. difficile, zdolnos¢ do wytwarzania toksyn
(toksyna A - enterotoksyna, toksyna B — cytotoksyna,
toksyna binarna), opublikowano szereg prac na temat
epidemiologii zakazen i mozliwosci szerzenia sie zakazen
C. difficile, zwtaszcza w warunkach szpitalnych, opraco-
wano szereg testéw diagnostycznych opartych na bez-
posrednim wykrywaniu toksyn w kale biegunkowym,
opisanotesty biochemiczne doidentyfikacjibakterii, prze-
prowadzono badania wrazliwosci szczepdw na antybio-
tyki i chemioterapeutyki i opracowano metody leczenia
zakazen C. difficile, wykazano patomechanizmy zakazen
C. difficile, miedzy innymi zwrécono uwage na niszcze-
nie przez antybiotyki tak zwanego “colonization resistan-
ce factor’, czyli fizjologicznej mikroflory jelit, chronigcej
makroorganizm przed kolonizacjg drobnoustrojami pa-
togennymi.

prof. dr hab. n. med. Gayane Martirosian
Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach

Czynniki ryzyka zakazen C. difficile

Za gtéwne czynniki ryzyka zakazen C. difficile uznano:
a) antybiotykoterapig,
b) hospitalizacje,
¢) podeszty wiek (= 65 r. zycia).

Przeprowadzono liczne badania, zeby wskaza¢, jakie
konkretnie antybiotyki stwarzajg najwieksze zagrozenie
wywotywania biegunek poantybiotykowych. Wymie-
niano cefalosporyny, penicyliny, fluorochinolony i inne.
Opisywano takze przypadki zakazen C. difficile, niezwia-
zane z antybiotykoterapig, jednak byty to tylko przypadki
kazuistyczne.

Badano takze inne leki w kierunku mozliwosci wywo-
tywania zakazen C. difficile. Poczatkowo sposrod lekow
antyneoplastycznych, tylko metotreksaty wigzano z za-
kazeniem C. difficile.

Ostatnio pojawia sie coraz wiecej doniesien na temat
korelacji miedzy stosowaniem inhibitoréw pompy proto-
nowej a zakazeniem C. difficile. Kwas zotadkowy petni 3
gtéwne funkcje: aktywuje pepsynogen, sprzyja absorpgji
wapnia i zelaza z pokarmu i zamyka dojscie drobnoustro-
jom patogennym do jelit. Uwaza sie, ze podwyzszenie
pH Zotadka na skutek zastosowania inhibitoréow pom-
py protonowej moze sprzyja¢ wiekszej przezywalnosci
spor C. difficile i dotarciu ich do jelita grubego, gdzie
po germinacji i zasiedleniu bakterie produkujg toksyny,
ktére odpowiadaja za objawy chorobowe. Potwierdzo-
no to w eksperymentach ze zwierzetami (myszy). Udo-
wodniono takze, ze stosowanie lekdw antydepresyjnych
podwaja ryzyko zakazen C. difficile, co zostato wykryte
przypadkiem przez epidemiologéw CDC, ktdrzy badajac
ogniska zakazen C. difficile odkryli, ze trzykrotnie czesciej
wystepuja one u pacjentdw majacych depresje i psy-
chozy. Inne leki np. statyny zmniejszaja ryzyko rozwoju
zakazen C. difficile zarbwno zwigzanych, jak i niezwigza-
nych ze stuzba zdrowia. Statyny sg lekami z wyboru dla
wiekszosci pacjentéw z dyslipidemia. Jest to grupa lekéw
obnizajacych stezenia lipidéw poprzez hamowanie re-
duktazy HMG-CoA (3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzy-
me A), co powoduje zmniejszenie syntezy cholesterolu.

bioMérieux NCZZE 3}
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Maja one takze szereg innych witasciwosci niezwiaza-
nych z obnizeniem stezenia cholesterolu, np. poprzez
dziafanie pleotropowe sg pomocne w leczeniu zakazen,
zwlaszcza wirusowych. Wykazano, ze statyny zmniejsza-
ja ryzyko rozwoju zakazen C. difficile poprzez dziatanie
przeciwzapalne i modulujace.

Szereg prac poswiecono badaniu zakazen C. difficile
u pacjentéw pediatrycznych. Proby wskazania C. diffici-
le jako czynnika etiologicznego niemowlecego martwi-
czego zapalenia jelit, zespotu nagtej smierci niemowlat,
choroby Crohn’a, wrzodziejacego zapalenia jelit lub prze-
wlektych biegunek nie zostaly potwierdzone na duza
skale. Ostatnio coraz czesciej lekarze wigzg zaostrzenie
objawéw IBD (zapalnych choréb jelitowych) z obecno-
$cig toksynotworczych szczepdw C. difficile, poniewaz
prawie u potowy pacjentéw z IBD stwierdzono obecnos¢
tej bakterii. Poczatkowo badania zwigzane z zakazeniami
C. difficile ukierunkowano na niemowleta. U niemowlat
stwierdzano kolonizacje toksynotwoérczymi szczepami
C. difficile bardzo czesto, jednak bez widocznych obja-
woéw klinicznych. Jest to jedyna grupa wiekowa, w ktoérej
objawy kliniczne nie towarzysza obecnosci C. difficile.
Za przyczyne tego zjawiska uwaza sie niedostateczny
rozwoj uktadu odpornosciowego i brak receptoréw dla
toksyn C. difficile u niemowlat, chociaz nie jest to jedno-
znacznie udowodnione. Zakazenia, co prawda rzadziej,
ale stwierdza sie u dzieci > 1 roku zycia i co jest bardzo
wazne, stosunkowo rzadko korelujg one z antybiotyko-
terapia. Jednak ostatnio liczba hospitalizacji z powodu
zakazen C. difficilewzrosta dwukrotnie wsréd pacjentéow
pediatrycznych. Najwyzsza zapadalnos¢ zaobserwowa-
no u dzieci od 1 do 4 roku zycia, a najnizsza u niemow-
lat. Biorac pod uwage wysoka (50-70%) kolonizacje
C. difficile u niemowlat <1 roku zycia, trudno jest okre-
$li¢, czy C. difficile w tej grupie wiekowej jest przyczyna
prawdziwych zakazen, czy tylko kolonizacji, zwtaszcza
ze niemowleta nigdy nie posiadajg stolca tak uformo-
wanego jak osoby doroste. Najnowsze badania sugeruja,
ze dzieci = 1 roku zycia z chorobami wspétistniejgcymi
(nowotwory, przeszczep narzadu, gastrostomia lub jeju-
nostomia) sa w grupie podwyzszonego ryzyka zakazen
C. difficile.

Hiperepidemiczny szczep
C. difficile NAP1/027/BI

Pod koniec XX wieku wydawato sie, ze wszystko juz
wiadomo na temat tego drobnoustroju i nie spodziewa-
no sie zadnych niespodzianek ze strony C. difficile.

Z poczatkiem XXl wieku zaobserwowano jednakistotne
zmiany w epidemiologii i przebiegu klinicznym zakazen
C. difficile. Najpierw w Ameryce Pétnocnej, pdzniej
w Europie zaobserwowano zwiekszong liczbe zakazen
C. difficile, ktére charakteryzowaly sie ciezkim przebie-
giem, a nawet notowano zwiekszenie liczby przypad-
kéw zgondw z powodu tych zakazen. W USA wyliczono,
ze na leczenie jednego pacjenta zakazonego C. diffici-
le przeznacza sie okoto 12.607 $, a roczne koszty zwia-
zane z hospitalizacja pacjentéw zakazonych C. difficile
wynoszg okoto 5 miliardéw dolaréw. W krajach europej-
skich (Irlandia, Wielka Brytania, Niemcy) stwierdzono
okoto dwukrotny wzrost kosztéw leczenia zakazen
C. difficile: az do okoto £ 8.843 w roku 2010. Doktad-
na analiza tych przypadkéw wykazata szerzenie sie
zakazen, wywotanych hiperepidemicznym szczepem
C. difficile NAP1/027/BI. Szczep ten doktadnie przebada-
no i stwierdzono obecnosc¢ delecji w genach regionu Pa-
Loc (wyspa patogennosci), zwhaszcza w negatywnym re-
gulatorze toksynotworzenia. Szczep NAP1/027 wyrdznia
sie wzmozonym wytwarzaniem toksyn A i B (odpowied-
nio 16 i 23 razy. ). W tym samym czasie jednak stwierdzo-
no bardzo ciezkie przypadki zakazeh wywotane innymi
genotypami szczepéw. Analiza 14 genomoéw réznych
szczepdw wywotujacych bardzo ciezkie zakazenia facz-
nie z NAP1/027 wykazata, ze C. difficile posiada genom
rdzeniowy o wielkosci 3,4 Mb, na ktéry sktada sie okoto
3.000 gendéw. Udato sie zidentyfikowa¢ 20 markeréw
DNA i 10.683 polimorfizméw w pojedynczych nukleoty-
dach (SNP-single nucleotide polymorphism), zwigzanych
z ciezkim przebiegiem zakazenia (NAP1). Jeden z tych
markeréw sspA byt obecny we wszystkich badanych
szczepach. Dwa inne markery CD1269 i CD1265 zostaty
wykryte nawet w szczepach A-/B+ i mogg by¢ wykorzy-
stane w celach diagnostycznych.

O bioMérieux
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W zwiazku z zaistniata sytuacja epidemiologiczna
w wielu krajach podjeto decyzje o zgtaszaniu zakazen
C. difficile do odpowiednich jednostek, zajmujacych sie
monitorowaniem i zwalczaniem zakazen. Réwniez w Pol-
sce, na podstawie Ustawy o chorobach zakaznych wsréd
patogendédw alarmowych podlegajacych zgtaszaniu zna-
lazt sie i drobnoustroj C. difficile. W Polsce zapadalnos$¢

na zakazenia C. difficile nie jest znana, opisywane sa przy-
padki epidemicznego rozprzestrzeniania sie szczepdéw
C. difficile opornych na fluorchinolony, udziat $rodo-
wiska szpitalnego w zakazeniach itd. Przy ekstrapolacji
danych dotyczacych zapadalnosci z USA i Europy w szpi-

talu wojewddzkim (30.000 hospitalizacji rocznie) moze
by¢ stwierdzanych rocznie 30-260 przypadkéw zakazen
C. difficile, w szpitalu powiatowym (10.000 hospitalizacji
rocznie) 10-90 przypadkdw / rocznie.

Algorytmy diagnostyczne

Pojawienie sie hiperwirulentnego szczepu poskutkowato
takze zmianami w przyjetych schematach diagnostycz-
nych. Zaproponowano dwu- i trzyetapowe algorytmy
diagnostyczne zakazen C. difficile.

Algorytmy te polegaja na kolejnym stosowaniu odpo-
wiednich testéw, przedstawionych na Rycinie 1.

[ molbasania B | Rrak takevnabwdrerann | [ o lbadania |
)») Rycina 1. Algorytmy badan diagnostycznych k d
w kierunku C. difficile.
| galbaseria Pl corran |
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Zaproponowane testy sa uzywane w réznych kom-
binacjach w réznych krajach i laboratoriach. Niektérzy
proponuja w celach oszczednosciowych bezposrednie
zastosowanie testéw molekularnych, wykrywajacych
geny, kodujace toksyny C. difficile. Wedtug innych au-
toréw jednak nie jest to zupetnie wystarczajace, gdyz
istnieje mozliwos¢ kolonizacji przewodu pokarmowego
pacjenta toksynotwdérczym szczepem C. difficile, nawet
po skutecznym wyleczeniu zakazenia C. difficile antybio-
tykami z wyboru.

Wykrywanie GDH
- dehydrogenazy glutaminianowej

W diagnostyce zakazen C. difficile ostatnio ponow-
nie wrécono do oznaczenia enzymu (antygenu) GDH
bezposrednio w materiale badanym. Antygen ten wyko-
rzystywano w celach diagnostycznych biegunek poanty-
biotykowych w latach 90-ych ubiegtego stulecia. P6zniej
zrezygnowano z tego badania ze wzgledu na to, ze GDH
jest antygenem wspdlnym dla wszystkich szczepow
C. difficile zarbwno toksynotwoérczych jak i nietoksy-
notwoérczych. Z tego powodu, ze oznaczenie GDH nie
dawato mozliwosci réznicowania szczepdw toksynotwor-
czych od nietoksynotwérczych, a generowato dodatko-
we koszty, zrezygnowano z zastosowania tego testu
w celach diagnostycznych. Dodatkowo testy obecne
na rynku w latach 90-ych XX wieku reagujac krzyzowo
z antygenem GDH, obecnym u innych drobnoustrojéw
(w tym réwniez u innych gatunkéw Clostridium spp.),
przyczyniaty sie do uzyskiwania fatszywie dodatnich wy-
nikéw.

Obecnie w testach dostepnych na rynku stosuje sie
przeciwciala monoklonalne, wykrywajace wylacznie
GDH C. difficile niedajace reakcji krzyzowych z antygena-
mi innych drobnoustrojéow beztlenowo rosnacych (Pep-
tostreptococcus spp. Actinomyces spp., i inne).

Dehydrogenazy glutaminianowe (GDH - glutamate
dehydrogenase) sg enzymami produkowanymi zaréwno
przez komorki eukariotyczne, jak i prokariotyczne. Zain-
teresowanie tymi enzymami rosnie od 1952 roku, kiedy
Olsonowi i Anfinsenowi udato sie oczyszczenie i krystali-
zacja pierwszych enzyméw z tej rodziny. Enzymy te cha-
rakteryzuja sie duza stabilnoscig w srodowisku, dlatego
tez moga by¢ uzywane do wykrywania w testach diagno-
stycznych jako punkty docelowe.

Wiekszos¢ dehydrogenaz glutaminianowych sa to oligo-
meryczne, zwykle heksameryczne struktury biatkowe,
taka specyficzna struktura stwarza mozliwosci interakgji
miedzy podjednostkami. W przypadku GDH eukariotycz-
nego sugeruje sie obecnos¢ szeregu nukleotydéw wia-
zacych w kazdym monomerze. Bakteryjne GDH w odréz-
nieniu od GDH eukariotycznego nie reaguje z GTP i ADP,
reprezentujac nie-klasyczna kinetyke. R6zne warunki (pH,
temperatura, ré6zne stezenia NAD itd.) moga zmienia¢ za-
chowanie bakteryjnego GDH. Wéréd prokariotycznych
dehydrogenaz glutaminianowych najlepiej przebadang
jest GDH Clostridium symbiosum. W badaniach z zasto-
sowaniem krystalografii udowodniono, ze heksamer
zawiera powtarzajace sie identyczne podjednostki z do-
meng wigzaca ko-enzym i domene wiazaca glutaminian.

! bioMérieux

Enzym metaboliczny GDH szczepéw C. difficile jest kodo-
wany przez gen gluD. Badano takze szczepy, reprezentu-
jace rézne rybotypy w kontekscie posiadania genu gluD.
Do badania zakwalifilkowano 104 szczepy z r6znych kra-
jow, reprezentujace 77 réznych rybotypéw, w tym 25
nietoksynotworczych. Do badania wiaczono réwniez PCR
rybotypy 027 i 001 wyhodowane zaréwno z ognisk epi-
demicznych, jak i z przypadkéw sporadycznych. Autorzy
udowodnili, ze gen gluD jest regionem bardzo konser-
watywnym i ze antygen GDH jest obecny we wszystkich
badanych szczepach o réznych rybotypach w ilosciach
nawet o 500 razy przekraczajacych dolny limit detekgcji
tego enzymu w testach komercyjnych.

Zainteresowanie naukowcéw wykrywaniem antygenu
GDH C. difficile ostatnio wzrasta, na co wskazuje szereg
publikacji dotyczacych zastosowan testéw, wykrywa-
jacych GDH w celach diagnostycznych zakazen C. diffi-
cile. Wykazano bardzo wysoka negatywna wartos¢ pre-
dykcyjna tych testéw (NPV - Negative Predictive Value)
i w wiekszosci laboratoriéw mikrobiologicznych test GDH
jest stosowany jako test przesiewowy. W przypadku uzy-
skania wyniku negatywnego badanie dalej nie jest konty-
nuowane. Uwaza sig, ze negatywny wynik testu oznacza
brak C. difficile w danym materiale badanym. Grupa au-
toréw z Wielkiej Brytanii (HPA — Health Protection Agen-
cy) opublikowata wyniki meta-analizy, obejmujacej 13
artykutéw, przedstawionych w bazach Pubmed, Medline
i Cochrane, odnos$nie zastosowania testéw wykrywa-
jacych antygen GDH w diagnostyce zakazen C. difficile
z lat 2000-2009. W meta-analizie poréwnywano wyniki
testu GDH ze “ztotym standardem” - testem neutralizacji
cytotoksycznosci nadsacza badanego katu na hodow-
lach komoérkowych lub z testem oznaczenia cytotoksycz-
nosci szczepéw wyhodowanych, lub tez zhodowlg szcze-
powC. difficile. Autorzy angielscy wykazali bardzo dobra
korelacje testu GDH z hodowla: > 90% czutosci i >95%
swoistosci. Kiedy poréwnano wyniki testu GDH z hodow-
la i oznaczeniem toksynotwdrczosci tych szczepéw, wy-
kazano swoistos¢ w granicach 80-100%, wyniki fatszywie
dodatnie za$ stanowity okoto 20%, co prawdopodobnie
wynika z faktu wytwarzania enzymu GDH zaréwno
przez toksynotworcze, jak i nietoksynotwdrcze szczepy
C. difficile. Autorzy meta-analizy wnioskuja, ze ze wzgle-
du na wysoka czuto$¢ i swoisto$¢ i oraz negatywna
wartos¢ predykcyjna (od 94,6% do 100%) test GDH jest
bardzo dobrym testem do zastosowania w algorytmach
uwzgledniajacych dalsze badania materiatu w kierunku
poszukiwania toksyn A/B C. difficile.

Doktadna diagnostyka zakazen C. difficile polega
na wykazaniu obecnosci toksyn C. difficile bezposred-
nio w materiale badanym (kale) za posrednictwem testu
neutralizacji cytotoksycznosci na hodowli komorek tkan-
kowych lub stosujac z zastosowaniem testéw immuno-
enzymatycznych (ELISA), lub immunochromatograficz-
nych. Test cytotoksycznosci uznano za “ztoty standard’,
z ktérym poréwnuje sie wszystkie inne testy, wykrywaja-
ce toksyny C. difficile.
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Test ten jednak ma okreslone ograniczenia tacznie z wyz-
szymi kosztami i diuzszym czasem oczekiwania na wy-
niki (>24 godziny). W celach diagnostycznych test ten
nie jest szeroko stosowany, uzywa sie go gtéwnie w la-
boratoriach doswiadczalno-naukowych. Wyhodowanie
szczepow C. difficile z materiatu badanego i oznaczenie
jego toksynotwoérczosci (TC - toxigenic culture) zapro-
ponowano jako alternatywe dla testu cytotoksycznosci
na hodowli komérkowej. Tutaj réwniez sg ograniczenia
czasowe (hodowla trwa > 48 godzin), a takze istnieje nie-
bezpieczeristwo nadmiernej diagnostyki i niepotrzebnej
antybiotykoterapii, gdy pacjent jest tylko skolonizowany
toksynotworczym szczepem C. difficile, a biegunke po-
woduje inny drobnoustrdj. Problemy z testami ELISA i im-
munochromatograficznymi polegaja gtéwnie na stosun-
kowo niskiej czutosci i pozytywnej wartosci predykcyjnej
tych testéw.

Dlatego tez czesto uzyskuje sie wyniki fatszywie ujem-
ne (jak rowniez fatszywie dodatnie, chociaz duzo rza-
dziej). Granica wykrywania toksyn C. difficile w testach
immunoenzymatycznych wynosi od 100 do 1000 pg tok-
syn w poréwnaniu z testem cytotoksycznosci i neutrali-
zacji na hodowli komérkowej, wykrywajacym < 10 pg. Te-
sty immunoenzymatyczne posiadaja stosunkowo niska
czutos$¢. Dobra alternatywa sa testy molekularne, wykry-
wajgce do 1 x 105 komérek C. difficile w 1 g katu badane-
go. Czutos¢ tych testow wynosi prawie 100%, a swoistos¢
wynosi 95% w poréwnaniu do testu cytotoksycznosci
i neutralizacji na komérkach tkankowych. Jednak kiedy
poréwnuje sie testy molekularne do hodowli szczepu
i wykrywaniu jego zdolnosci do toksynotworzenia, czu-
tos¢ tych testéw wynosi tylko 83,6%, a swoistos¢ — 98,2%.
Znacznie rdznig sie takze koszty wymienionych testow:
wedtug danych z Wielkiej Brytanii jedno oznaczenie tok-
syn A/B C. difficile kosztuje okoto £6, test w kierunku GDH
(EIA) kosztuje £3,20, a badanie PCR - £20 (w koszty nie
wliczono kosztéw pracy personelu medycznego).

Poréwnujac ré6zne metody i algorytmy diagnostyczne
zakazen C. difficile grupa autoréw angielskich dochodzi
do wniosku, ze tylko test cytotoksycznosci pozytywnie
koreluje ze stanem klinicznym pacjenta, dlatego tez
metoda oznaczenia cytotoksyny w kale najlepiej defi-
niuje prawdziwe przypadki infekcji wywotanych przez
C. difficile. Opisano takze nowg diagnostyczng kate-
gorie “Potencjalnych wydalaczy C. difficile — potential
C. difficile excretor” [cytotoksyna w kale (-) / cytotoksy-
na w szczepie (+)] charakteryzujaca pacjentéw z biegun-
ka, prawdopodobnie niewywotana przez C. difficile, ale
pacjent taki moze stanowi¢ Zrédto zakazen dla innych
pacjentow (cross-infection- zakazenia krzyzowe). Wiado-
mo, ze lekami z wyboru w leczeniu zakazen C. difficile-
sa metronidazol i wankomycyna. W literaturze medycz-
nej coraz czesciej pojawiaja sie doniesienia o sukcesach
w poszukiwaniu nowych lekéw do walki z zakazeniami
C. difficile, ostatnio bardzo poszukiwanych zwtaszcza
do leczenia pacjentéw z nawrotami choroby. W USA
i Europie zatwierdzono nowy lek - fidaksomycyne
bardzo skuteczng w leczeniu nawrotéw zakazen. Po-
jawita sie takze duza grupa zwolennikéw tak zwanej

Jfecal transplant = transplantacji katu” pobranego
od osoby zdrowej w celu normalizacji mikroflory je-
litowe] pacjentéw z zakazeniem C. difficile. Metoda
ta byta z powodzeniem zastosowana w Polsce jeszcze
w ostatnich dekadach XX wieku przez panig prof. Felicje
Meisel-Mikotajczyk.

Wedtug ostatnich badan autoréw amerykanskich
u wiekszosci pacjentéw ze stwierdzonym zakazeniem
C. difficile leczonych wankomycyna hamujace stezenia
antybiotyku w kale wykrywano jeszcze po 4-5 dniach
od zakonczenia terapii. U pacjentéw leczonych metroni-
dazolem hamujace stezenia stwierdzono tylko w trakcie
terapii. Udowodniono, ze w ciggu 14-21 dni po terapii
wiekszos¢ zawiesin katowych podtrzymywata wzrost
C. difficile, a sekwencjonowanie (16S rRNA) wykazato
trwate i wyrazne zmiany mikrobioty jelitowej. Po 21-28
dniach po zakonczeniu leczenia wiekszos$¢ zawiesin kato-
wych juz hamowata wzrost C. difficile, wtedy odnotowy-
wano takze ewidentne przypadki przywrécenia normal-
nej mikroflory jelitowej. Autorzy wywnioskowali, ze czas
podatnosci pacjentéw na ponowng kolonizacje szcze-
pami C. difficile po leczeniu poprzedzajacego zakazenia
C. difficile rozpoczyna sie juz po kilku dniach od momen-
tu zakonczenia leczenia i u wiekszosci pacjentéow trwa
do okoto 3 tygodni. Dlatego tez po ustapieniu objawdw
klinicznych pacjenci nadal (nawet do 3 tygodni) sa na-
razeni na ponowne zakazenie C. difficile i muszg by¢
chronieni przed kontaktem zaréwno z pacjentem z zaka-
zeniem objawowym, jak i z nosicielami bakterii. Sprawa
postepowania z nosicielami C. difficile lub tez tak zwany-
mi “potencjalnymi wydalaczami” bakterii nie jest jeszcze
do konca doprecyzowana. Na pewno wiadomo, ze osoby
mogace by¢ zrédtem zakazenia musza by¢ w oddziatach
szpitalnych izolowane, natomiast dalsze postepowanie
dotyczace leczenia tych pacjentéw jest nadal szeroko
dyskutowane w czasopismach specjalistycznych.

Ze wzgledu na fakt, ze populacja oséb w starszym wie-
ku w krajach europejskich bedzie wzrasta¢, w przysztosci
mozna oczekiwac takze zwiekszenia liczby pacjentéw
z zakazeniami C. difficile. Dlatego tez w kilku osrodkach
amerykanskich i europejskich sa prowadzone intensyw-
ne i do$¢ zaawansowane badania w kierunku opracowa-
nia szczepionki, chronigcej przed zakazeniem C. difficile.

-

chromiD , c. difi

PIERWSZE paodioze chromogenne
do SZYBKIEJ izolacii i identyfikacji Clostridium difficile

Wiarygodnos¢ i zaufanie
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Nowosc¢ w ofercie

Jakosciowy test w systemie VIDAS
wykrywajacy dehydrogenaze glutaminianowg - antygen
charakterystyczny dla Clostridium difficile.

KLIKNIJ ABY ODWIEDZIC STRONE WWW

Infekcja C. difficile

Clostridium difficile jest naturalnie wystepujaca bakterig gram-dodatnia, nalezaca do rodzaju Clostridium.
Odpowiada za 15 - 25 % przypadkéw biegunek zwigzanych z pobytem w placéwkach opieki zdrowotnej.
C. difficile jest tez gtowna przyczyng poantybiotykowego zapalenia jelit.”

VIDAS® C. difficile GDH

VIDAS® C. difficile GDH to jakosciowy test, ktdry wykrywa antygen C. difficile - dehydrogenaze glutaminianowg
(GDH) w probkach katu. Test jest szczegdlnie przydatny w badaniach przesiewowych pacjentow
z podejrzeniem zakazenia C. difficile (badania z 2 lub 3-stopniowym algorytmem).

) Automatyczny i tatwy w uzyciu

> Pomaga wykluczy¢ pacjentoéw z wynikiem ujemnym (bez infekcji C. difficile)
w zaledwie 50 minut

) Elastyczne rozwigzanie, odpowiednie dla laboratoriéw wykonujacych

matg, jak i duza liczbe oznaczen
X

HODOWLA v : Y
SZCZEGOLOWA ~& 1 LuB g P
DIAGNOSTYKA :

( 'B"’"'9 Vbtro @F : ~

¢ ’ CDAB WYKRYWANIE TOKSYN DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA
Wiarygodne wyniki
VIDAS GDH poréwnanie z CCFA** VIDAS GDH poréwnanie zchromiD C. difficile
(306 dodatnich i 1598 ujemnych) (850 dodatnich i 1554 ujemnych)
Czutose 95.8% [92.8 - 97.7]% 92.9% [89.6 - 95.3]%
Specyficznose ‘ 90.0% [88.4 - 91.4]% 91.8% [90.3 - 93.1]%
Ujemna wartos¢ predykcyjna ‘ 99.1% [98.5 - 99.5]% 98.3% [975 - 98.9]%
VIDAS ® C. difficile GDH Testy do diagnostyki C. difficile
Nriatalogouy 30125 w ofercie bioMérieux
Zawarto$¢ zestawu 60 testow
Czas oczekiwania na wynik 50 minut e Badania przesiewowe:  VIDAS® C. difficile GDH - Nrkat. 30125
Rodzaj probki Kat o Wykrywanie toksyn: VIDAS® C. difficileToxin A&B - Nr kat. 30118
Obietos¢ probki kafu 200 L e Hodowla drobnoustrojow: chromID® C. difficile agar - Nr kat. 43871
Objetos¢ probki po 300 L Clostridium difficile agar - Nr kat. 43431
wstepnej obrobce |
Kalibracja Co 28 dni

* (Bartlett JG, 2002).
** CCFA : Agar z cykloseryna, cefoksytyna i fruktoza.
(Cycloserine-Cefoxitin-Fructose agar).
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Zastosowanie podtoza chrom|D™
C.difficile w diagnostyce
mikrobiologicznej

dr n. biol. Wanda Kaminska
Zaktad Mikrobiologii i Inmunologii Klinicznej,
Instytut ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka”

Podtoze chromID™  C.difficile jest przeznaczone
do selektywnego wykrywania laseczek Clostridium difficile
w materiale klinicznym, najczedciej w prébkach katu.
Zakazenie toksynotwérczym szczepem C.difficile odpowiada
za szereg objawéw ze strony przewodu pokarmowego,
od biegunek o réznym nasileniu, do rzekomobtoniastego
zapalenia okreznicy, ktérego ciezki lub powiktany przebieg
moze doprowadzi¢ do $mierci pacjenta. Rozw6j zakazenia
jest zwigzany ze stosowaniem antybiotykdw, ktére zaburzajg
prawidtowg flore przewodu pokarmowego i sprzyjaja
selekcji C.difficile. Drobnoustréj ten jako laseczka Gram-
dodatnia wytwarzajaca przetrwalniki, odporne na dziatanie
wysokiej temperatury, wysuszenie oraz liczne Srodki
dezynfekcyjne, czesto wystepuje w Srodowisku szpitalnym
i tatwo kolonizuje przewdéd pokarmowy pacjentéw.
Ze wzgledu na obecno$¢ form przetrwalnikowych, podczas
opieki nad zakazonymi pacjentami zalecane jest mycie rgk
woda z mydtem, zamiast lub niezaleznie od dezynfekcji.
Bakterie C.difficile cechuje tatwoSC rozprzestrzeniania
i wywotywania epidemicznych zakazef u licznych pacjentéw
naoddziale,azdrugiejstronyzdolno$é wywotywania zakazen
inwazyjnych o ciezkim przebiegu. Wtasciwosci te zawazyty
na umieszczeniu drobnoustroju na liscie czynnikéw
alarmowych, podlegajgcych zgtaszaniu i raportowaniu jako
zakazenie szpitalne, zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra
Zdrowia z dnia 23 grudnia 2011 roku (zatgcznik 1). Zgtaszaniu
podlega zaréwno izolacja (wyhodowanie) chorobotwdrczego
drobnoustroju, jak i wykrycie wytwarzanych przez niego
toksyn A/B. Ze wzgledu na nosicielstwo katowe, czeste
zwtaszcza u niemowlat i matych dzieci, badania w kierunku
C.difficile nalezy wykonywaé wytgcznie u pacjentéw
z biegunka, z wyjagtkiem pacjentéw z objawami niedroznosci
jelit.

Hodowla C.difficile jest metodg wykrywania drobnoustroju
alternatywna dla szybkich testéw na obecnos¢ toksyn A/B.
Podtoza konwencjonalne, nawet te, na ktérych C.difficile
wytwarza charakterystyczne kolonie o swoistym zapachu,
wymagaja 48 godzin inkubacji, co jest zbyt dtugim
czasem dla identyfikacji patogenu alarmowego. Testy
wykrywajgce toksyny sg drogie i nie zawsze mimo obecnoSci
toksynotwdrczego drobnoustroju dajg wynik dodatni — np.
w przypadku niskiego stezenia toksyny lub obecnoSci
w  probce katu czynnikéw  hamujgcych  reakcje
immunologiczna, na ktérej oparto zasade dziatania testu.
Bardzo wygodnym rozwigzaniem jest wykorzystanie
podtoza chromogennego chromlID C.difficile, ktére cechuje
wysoka selektywnosé i swoisto$¢, a przy tym hodowle
charakterystycznych kolonii uzyskuje sie po 24 godzinach
inkubacji w temp. 35°C w warunkach beztlenowych.
Na przejrzystych ptytkach agarowych chromID C.difficile
rosng doskonale widoczne czarne kolonie C.difficile,
o nieregularnych brzegach.
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Wzrost wiekszosci innych bakterii obecnych w prébce
katu jest zahamowany lub tworzg one kolonie bezbarwne,
czasem rosng czarne kolonie mniejsze, okragte i btyszczace,
nie bedace koloniami Clostridium, np. enterokoki. Nalezy
zwracaé uwage, aby ptytki ogladac po petnych 24 godzinach
inkubacji, kilka godzin wczesniej czarne kolonie sg wprawdzie
widoczne, ale sg mniejsze i mogg by¢ mniej skontrastowane
w poréwnaniu z nieswoistym wzrostem flory towarzyszacej.
Po przedtuzeniu hodowli o kolejng dobe, wzrasta kontrast
oraz wielkos¢ i natezenie barwy kolonii.

ChromID C.difficile jest jedynym podtozem dostepnym
na polskim rynku, na ktérym hodowle C.difficile uzyskuje sie
po 24 godzinach inkubacji. Wysoka selektywno$¢ podtoza
uzyskano dzieki zastosowaniu mieszaniny antybiotykéw.
Wyizolowane kolonie C.difficile moga postuzy¢ do wykonania
testu na obecnos¢ toksyny A/B; wynik dodatni z hodowli
uzyskiwany jest czeSciej niz z probki katu. Dodatni wynik
hodowli potwierdzony wykryciem toksyny jest podstawa
do zarejestrowania zakazenia szpitalnego o etiologii C.difficile
i podjecia stosownego dziatania terapeutycznego.

W Zaktadzie Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej
IPCZD wykonujemy okoto 1600 badai w kierunku C.difficile
rocznie, z czego 6,6% to wyniki dodatnie (2013). Najwiecej
badafi zlecajg oddziaty: chirurgii, intensywnej terapii,
gastroenterologii oraz onkologii. Na oddziatach tych
przewazajg pacjenci obarczeni czynnikami ryzyka zakazenia
C.difficile: poddawani przewlektej antybiotykoterapii,
z uposSledzeniem odpornosci, z chorobg podstawowg
w obrebie jelit. Badani w kierunku C.difficile sq réwniez
pacjenci przyjmowani zdomu lub zinnego szpitala z biegunka
o nieznanej etiologii (u matych dzieci po wykluczeniu
zakazenia rotawirusowego). Diagnostyke prowadzimy wg
najnowszego algorytmu wykrywania C.difficile, obejmujgcego
wykrywanie GDH (enzym dehydrogenaza glutaminianowa,
wytwarzany przez wszystkie szczepy C.difficile) oraz
toksyn A/B. Wynik dodatni zaréwno dla GDH, jak i toksyny
Swiadczy o obecnosci szczepu toksynotwdérczego. Hodowla
w tym wypadku nie jest konieczna, o ile wyizolowanie
szczepu nie jest potrzebne do celéw epidemiologicznych
(np. typowanie genetyczne w przypadkach zakazen
szpitalnych). W przypadku dodatniego wyniku dla GDH
i ujemnego wyniku dla toksyny, o wykryciu C.difficile decyduje

posiew katu. W takiej prébce wystepuje C.difficile, lecz moze
to by¢ szczep nietoksynotwoéraczy lub tez stezenie toksyny
moze by ponizej granicy czutosci testu. Odsetek probek
GDH(+) TOX(-) wynosi w badanej przez nas populacji 10%.
Z uzyskanej hodowli C.difficile wykonujemy test na obecnosé
toksyny. Odsetek wynikéw dodatnich z hodowli przy ujemnym
wyniku dla toksyny w teScie wykonanym bezposrednio
z katu wynosi takze 10%. Odsetek ten bedzie tym wyzszy,
im nizsza bedzie czuto§¢ stosowanego przez laboratorium
testu wykrywajacego toksyny bezposrednio w kale. Niskie
stezenie toksyny moze utrzymywac sie u pacjentéw w okresie
zdrowienia po zakazeniu C.difficile, moze wystepowaé
w poczatkowym okresie choroby lub w przypadku katu
biegunkowego. Wyizolowanie toksynotwérczego szczepu
wigze sie z decyzjami terapeutycznymi i logistycznymi np.
przedtuzeniem izolacji pacjenta. Przewlekte utrzymywanie
sie C.difficile w jelicie moze wystepowal u pacjentéw
z obnizong odpornoscia, z zaburzeniami perystaltyki i innymi
chorobami jelit oraz u starszych pacjentéw powyzej 65 roku
zycia.

Podsumowujac, posiew w kierunku C.difficile wykonujemy

w nastepujgcych sytuacjach klinicznych:

1. Uzyskanie ujemnego wyniku testu na obecnos¢
toksyny przy jednoczesnym wykryciu GDH
(lub w przypadku braku oznaczenia GDH);

2. Dla potwierdzenia eradykacji C.difficile w celu
ztagodzenia rezimu sanitarnego stosowanego wobec
pacjenta oraz u pacjentéw przewlekle zakazonych;

3. W celu wyizolowania szczepu C.difficile do badaf
epidemiologicznych.

Wg towarzystw amerykanskich: Society for Healthcare
Epidemiology of America oraz Infectious Diseases Society of
America posiew katu jest najczulszym badaniem uzytecznym
w celach epidemiologicznych; ze wzgledu na duzg czutos¢
i swoisto$¢ posiew katu uzupetniony wykrywaniem
wytwarzania toksyn przez wyhodowany szczep jest ztotym
standardem, wobec ktérego poréwnywane sg inne testy
diagnostyczne.
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Technologia MALDI-TOF MS

- nowa technika identyfikacji drobnoustrojow
w medycznych laboratoriach mikrobiologicznych

Celem medycznej diagnostyki mikrobiologicznej jest
m.in. stwierdzenie w badanym materiale pobranym
od cztowieka, czy tez w prébce materiatu pochodzacego
ze $rodowiska, wystepowania drobnoustrojéw, ich iden-
tyfikacja, ocena cech zjadliwosci, ocena ich wrazliwosci
na leki przeciwdrobnoustrojowe. Uzyskanie wiarygod-
nego wyniku badania mikrobiologicznego, przydatnego
w procesie diagnostyczno-terapeutycznym, ale takze
w postepowaniu epidemiologicznym zalezy od wielu
wzajemnie sie uzupetniajgcych elementow:

«  przestrzegania obowigzujacych i aktualnych zale-
cen w kwestii przygotowania pacjenta do pobra-
nia materiatu klinicznego do badania mikrobiolo-
gicznego,
zachowania nalezytej starannosci podczas pozy-
skiwania probki materiatu do badania, z uwzgled-
nieniem sposobu pobierania, ilosci materiatu, wta-
$ciwego zabezpieczenia materiatu,
wilasciwej organizacji sposobu dostarczenia ma-
teriatu do laboratorium mikrobiologicznego,
ze szczeg6lnym naciskiem na czas i warunki trans-
portu,
przestrzegania procedur diagnostycznych, opraco-
wanych w laboratorium na podstawie aktualnych
rekomendacji, pismiennictwa i doswiadczenia
personelu, z wykorzystaniem dostepnych metod
i technik,
wiasciwej interpretacji uzyskanych w laboratorium
wynikéw,
zapewnienia wtasciwego zrozumienia przez leka-
rza wydanego wyniku laboratoryjnego.

Nadzér nad poszczegdlinymi etapami postepowania dia-
gnostycznego, wtasciwymi dla osiggniecia celu, jakim jest
rzetelny, zrozumiaty dla lekarza i przydatny wynik bada-
nia mikrobiologicznego, powinien sprawowac specjalista
w dz. mikrobiologii, mikrobiologii medycznej lub mikro-
biologii lekarskiej, posiadajacy wiedze zaréwno w kwestii
klasycznych, od lat stosowanych technik badawczych, jak
rowniez nowych technologii wprowadzanych do diagno-
styki mikrobiologiczne;j.

Do takich nowych technik badawczych niewatpliwie na-
lezy zaliczy¢ spektrometrie masowa (MS). Spektrometria
masowa po raz pierwszy zostata zastosowana na $wiecie
na przetomie XVIIl i XIX wieku przez angielskiego fizyka,
odkrywce elektronu - Josepha Johna Thomsona, kon-
struktora pierwszego spektrometru mas. Nowoczesny
spektrometr mas zbudowat w latach 1919-1920 brytyjski

dr n. med. Elzbieta Stefaniuk,
'Narodowy Instytut Lekéw, Warszawa
2Centralny Osrodek Badarn Jakosci

w Diagnostyce Mikrobiologicznej, Warszawa

chemik i fizyk - Francis William Aston, a za pomiar masy
atomu z wykorzystaniem spektrometrii masowej otrzy-
mat w 1922 roku Nagrode Nobla w dziedzinie chemii.
Kolejne lata to dalszy rozwdj mozliwosci badawczych
z wykorzystaniem technologii MS, m.in. rok 1966 to se-
kwencjonowanie peptydéw przy pomocy spektrometru
mas, kolejna Nagroda Nobla (2002) za tagodne techniki
jonizacji i mozliwosc¢ zastosowania technologii MS do ba-
dan nad biopolimerami. Obecnie spektrometria maso-
wa znajduje zastosowanie do identyfikacji zwigzkéw
chemicznych, ustalania sktadu pierwiastkowego i izo-
topowego, ustalanie struktury zwigzkéw chemicznych,
okreslania ilosci substancji i ustalania sktadu mieszanin
poprzez identyfikacje biatek.

Technika spektrometrii masowe;j jest tez obiecujaca me-
toda szybkiej identyfikacji drobnoustrojow (bakterii,
grzybéw drozdzopodobnych, grzybdéw strzepkowych,
wiruséw), jak i, zgodnie z aktualnym pismiennictwem,
analizy pokrewieristwa w obrebie izolatéw tego samego
gatunku. Obecnie w Polsce stosowane sg systemy dwa
systemy: MALDI BioTyper firmy Bruker i VITEK MS firmy
bioMérieux.

Identyfikacja z wykorzystaniem systemu VITEK MS sta-
nowi szybka metode identyfikacji drobnoustrojéw bez-
posrednio z hodowli. System przeznaczony jest do pra-
cy w medycznych laboratoriach mikrobiologicznych,
do identyfikacji czynnikow chorobotwérczych wywotu-
jacych zakazenia cztowieka.

VITEK MS to system stanowigcy potaczenie technolo-
gii spektrometrii masowej z technika jonizacji probki
poprzez desorpcje laserem z matrycy pofgczonej z po-
miarem czasu przelotu jonéw - MALDI-TOF (ang. Matrix
Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight).
W technice tej prébka mierzona umieszczana jest wraz
z substancjg wspomagajgca jonizacje - matryca - na piyt-
ce, anastepnie podlega suszeniu. Promien lasera przepro-
wadza obojetne czasteczki préobki w natadowane jony,
ktére z kolei ulegaja przyspieszeniu w polu elektrycz-
nym. Pomiar czasu ich przelotu pozwala na precyzyjne
okreslenie ich masy czasteczkowej i ustalenie stosunku
masy (m) do fadunku (z) jondw. Wynik przedstawiany jest
w postaci widma masowego, w ktérym na osi OX odkta-
dany jest stosunek m/z, a na osi OY intensywnos¢ - sygnat
proporcjonalny do liczby jonéw. W przypadku analizy ca-
tych komérek bakteryjnych analizowany jest caty profil
masowy sktadajacy sie z wszystkich czasteczek komérki
ulegajacych w danych warunkach jonizacji.
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Uzyskane widma podlegaja analizie poréwnawczej z wid-
niejacymi w bazie danych widmami gatunkéw bakteryj-
nych, w tym szczepéw drobnoustrojow wzorcowych.
Identyfikacja drobnoustroju podawana jest w oparciu
o stopien, poziom zgodnosci z widmami poréwnawczy-
mi. Widma sg bardzo zréznicowane, a ich ré6znorodnos¢
uwarunkowana jest profilami biatkowymi poszczegdl-
nych rodzajéw/gatunkéw drobnoustrojow (patrz poni-
zej).
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Analiza w systemie VITEK MS dokonywana jest na podsta-
wie ok. 30.000 widm drobnoustrojéw zdeponowanych
w bazie danych systemu. Baza danych systemu VITEK MS
poczatkowo zawierata 586 klinicznie gatunkéw istotnych
drobnoustrojow, kazda nowa wersja oprogramowania
wzbogacana jest o nowe istotne klinicznie gatunki bak-
terii tlenowych i beztlenowych, mykobakterii, grzybéw
drozdzoidalnych oraz grzybéw plesniowych i obecnie
liczy okoto 700 gatunkow.

Podstawa identyfikacji drobnoustrojow metoda spektro-
metrii masowej jest wiec analiza niepowtarzalnego, czyli
unikatowego dla kazdego gatunku drobnoustroju ze-
stawu biatek (tzw. profilu biatkowego), okreslanego jako
molekularny ,odcisk palca”. Metoda ta zaktada, ze kazdy
gatunek drobnoustroju posiadajagcy odmienny zestaw
genéw kodujacych biatka, posiada takze charaktery-
styczny, niepowtarzalny sktad biatek wewnatrzkomérko-
wych. W szczegdlnosci dotyczy to sktadu biatek ryboso-
malnych, ktére w komérkach drobnoustroju wystepuja
w najwiekszej ilosci i podobnej liczbie kopii. Analiza pro-
filu biatkowego drobnoustroju badanego i jego poréw-
nanie do wzorcowego zestawu biatek drobnoustrojéw
referencyjnych umozliwia okreslenie gatunku badanego
mikroorganizmu.
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Opis urzadzenia

Sktadowe systemu VITEK MS stanowia: stacja przy-
gotowawcza, stacja przetwarzania, aparat VITEK MS
i oprogramowanie MYLA™ (Rycina 2). System VITEK MS
przystosowany jest do pracy w sieci komputerowej, moze
by¢ sprzezony z automatycznymi systemami do oznacza-
nia lekowrazliwosci np. VITEK 2, VITEK 2 Compact. System
VITEK MS posiada certyfikat CE oraz IVD obejmujace sys-
tem, odczynniki i baze danych, zapewniajac walidacje
metody na kazdym etapie pracy.

Stacja
przygotowania
N

Stacja

. ™ _ i
przetwarzania Myla™ - oprogramowanie

z bazg MS-ID

Technologia ta umozliwia przeprowadzenie wiarygodnej
identyfikacji wyhodowanych drobnoustrojéw w ciagu
kilku minut dla pojedynczej prébki i w czasie odpowied-
nio dtuzszym dla wiekszej liczby drobnoustrojéow pod-
dawanych jednoczesnej identyfikacji, tj. ok. 40 minut dla
ptytki z 48 prébkami, czy tez ok. 1,5 godziny dla ptytki
z 96 préobkami, w zaleznosci od zastosowanego syste-
mu. Pojawity sie takze pierwsze doniesienia o mozliwosci
identyfikacji drobnoustrojéw bezposrednio w préobkach
moczu pobranego od pacjenta lub w prébkach hodowli
krwi.

Akcesoria i odczynniki niezbedne do przeprowadzenia

badania:

« odczynniki gotowe do uzycia, dostarczane przez
producenta systemu — matryca + kwas mréwkowy,

«  jednorazowe ptytki do analizy z kodami kreskowymi
- 1 ptytka do analizy sktada sie z trzech pdl, po 16
miejsc pomiarowych kazde, tacznie dla 48 probek.
Posrodku kazdego 16-,dotkowego” pola znajduje sie
miejsce do natozenia szczepu wzorcowego Escheri-
chia coli ATCC 8739,

« szczep wzorcowy do kalibracji: E. coli ATCC 8739
(1 kontrola/16 prébek),

«  ezy jednorazowe 10ul,

«  pipeta automatyczna 0,5-2 pl,

« jatowe koncowki do pipet automatycznych.
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Przygotowanie préobek

Procedura wykonania badania jest prosta i nieskomliko-
wana (Rycina 3); wymaga jednak starannosci i doswiad-
czenia w przygotowaniu probek poddawanych analizie
w systemie VITEK MS. Etap wstepny badania - sposob
przygotowania prébki do analizy nieznacznie rézni sie
dla bakterii tlenowych i beztlenowych i dla mykobakterii
i grzybéw. Réznica wynika z budowy komérki poszcze-
golnych grup drobnoustrojéw i polega na etapie ekstrak-
¢ji biatek z komdrek mykobakterii i grzybéw za pomoca
kwasu mréwkowego, przed natozeniem na kolonie drob-
noustroju matrycy (tzw. metoda pétekstrakgji).

Etap analityczny

Ptytki z naniesionymi prébkami, po zeskanowaniu kodéw
kreskowych umieszcza sie w komorze aparatu (Rycina 4).
W systemie jednoczesnie mozna umiescic 4 ptytki, co po-
zwala dokonac¢ jednoczesnej identyfikacji 196 izolatow.

Zaleta systemu jest dostepnosc gotowych odczynnikéw,
z certyfikatem IVD, wymagajacych przechowywania
w okreslonej temperaturze i przestrzegania daty waz-
nosci. Czynnos¢ ta nie jest wykonywana w przypadku
innych bakterii tlenowych i beztlenowych. Dodatkowy
etap wydiuza czas przygotowania jednej probki mak-
symalnie o 30 sekund, czyli do 1 minuty. W przypadku
grzybow plesniowych konieczne jest zastosowanie tzw.
petnej metody ekstrakcji biatek, a wiec wykonania sze-
regu czynnosci polegajacych na rozcienczaniu, ptukaniu
i wirowaniu, zapewnienia wiréwki i dodatkowo 70% eta-
nolu, acetonitrilu, 70% kwasu mréwkowego.

1.0 pL roztwor matrycy

~ affee
. .
1.0 pL roztwor matrycy
~ affee
. .

Obstuga systemu jest nieskomplikowana. Uzytkownik
poprzez obserwacje ekranu komputera ma mozliwos¢
Sledzi¢ na biezaco postep analizy, jaka dokonuje sie
w srodowisku prézni aparatu (Rycina 5).

Maksymalna liczba
prébek
4x48=192

)) Rycina 4. Etap analityczny - stacja pracy i stacja przetwarzania.
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Za posrednictwem oprogramowania MYLA™ wyniki identyfikacji przesytane sa automatycznie do systemu VITEK 2
i faczone z wynikami lekowrazliwosci. Oprogramowanie MYLA™ to przejrzysty interfejs w postaci tabel i ikon, umoz-
liwia prezentacje wynikéw w czasie rzeczywistym, pozwala personelowi laboratorium na zdalny dostep do wynikéw

analiz z kazdego miejsca poza laboratorium.

W Pracowni Mikrobiologii Centralnego Osrodka Badan
Jakosci w Diagnostyce Mikrobiologicznej przeprowadzo-
no we wspotpracy z Zakladem Epidemiologii i Mikrobio-
logii Klinicznej Narodowego Instytutu Lekéw identyfika-
cje wybranych grup drobnoustrojéw odpowiedzialnych
za zakazenia cztowieka przy uzyciu rutynowo stosowa-
nych metod (metody konwencjonalne, komercyjne te-
sty identyfikacyjne /testy API, ID32, VITEK 2 Compact/,
hodowla na podtozach chromogennych, metody biologii
molekularnej) i uzyskane wyniki poréwnano z wynikami
otrzymanymi w systemie VITEK MS. Ocenie podlegata
zgodnos¢ identyfikacji izolatow bakteryjnych i grzybi-
czych na poziomie rodzaju i na poziomie gatunku, czas
uzyskania wyniku, a takze ocena systemu pod wzgledem
jakosci pracy i mogacych wystapic utrudnien.
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Do badan wykorzystano 849 dobrze scharakteryzowa-
nych izolatéw klinicznych - szczepy bakterii tlenowych
i beztlenowych oraz szczepy grzybéw drozdzopodob-
nych - z kolekcji Centralnego Os$rodka Badan Jakosci
w Diagnostyce Mikrobiologicznej i Narodowego Insty-
tutu Lekéw: grzyby drozdzoidalne, ziarenkowce Gram-
-dodatnie: gronkowce, paciorkowce, enterokoki; pateczki
hemofilie; pateczki Gram-ujemne z rodziny Enterobacte-
riaceae i pateczki niefermentujgce; bakterie beztlenowe;
Corynebacterium spp. W ramach wewnetrznej kontroli
jakosci uzyto szczepy wzorcowe pochodzace z miedzy-
narodowej kolekcji ATCC — American Type Culture Collec-
tion, odpowiednie dla badanych gatunkéw drobnoustro-
jow.
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Powtarzalnos¢ i odtwarzalnos¢ identyfikacji izolatow
z grupy gronkowcéw koagulazo-dodatnich i koagulazo-
-ujemnych w systemie VITEK MS wyniosta 100%. Takze
zgodnosc¢ identyfikacji enterokokéw i pneumokokéw
metodami stosowanymi w laboratorium: metody kon-
wencjonalne, metody automatyczne, metody biologii
molekularnej w poréwnaniu z wy-
nikami VITEK MS wyniosta 100%.
W przypadku paciorkowcéw ziele-
niejacych uzyskano 93% zgodno-
$ci do poziomu rodzaju wynikéw
identyfikacji VITEK MS i metoda re-
ferencyjna; dla Streptococcus gru-
py Mitis identyfikacja w systemie
VITEK MS wykazata >80% poziom
zgodnosci gatunkowej z wynikami
metody molekularnej (publikacja
w toku).
Dla pateczek Gram-ujemnych z ro-
dziny Enterobacteriaceae naleza-
cych do gatunkéw Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca,
Enterobacter cloacae, Serratia
marcescens, Citrobacter freundii
oraz wybranych gatunkéw Yersinia
uzyskano 100% zgodnosci identy-
fikacji Vitek 2 Compact z identyfi-
kacja VITEK MS. Zadowalajaca byta
takze identyfikacja pateczek niefer-
mentujacych.
W  przypadku izolatéw Salmo-
nella  Enteritidis i Salmonella
Typhimurium identyfikacja w sys-
temie VITEK MS nie powiodta sie,
w celu doktadnej identyfikacji na-
lezato przeprowadzi¢ typowanie
serologiczne.  Pateczki  Shigella
VITEK MS zidentyfikowat jako
E. coli. Ze wzgledu na podobien-
stwo bakterii z rodzajéw Shigella
i Escherichia istnieje wiele technik
pozwalajacych na ich réznicowanie.
W praktyce rodzaj Shigella réznicu-
je sie stwierdzajac niezdolnos¢ ko-
moérek do ruchu i dekarboksylacji
lizyny oraz niezdolnos¢ wielu szcze-
péw do fermentacji laktozy. Do roz-
nicowania tych dwoch rodzajow
pateczek lub do ich selektywnej ho-
dowli, wykorzystywane s réwniez
podioza selektywne zawierajace
zwigzki selenu. Podioza selenowe
s bardziej toksyczne dla pateczek Escherichia niz Salmo-
nella lub Shigella i moga stuzy¢ do wybiérczego namno-
zenia dwoch ostatnich z wymienionych rodzajéw bakte-
rii obecnych w badanej prébce.
Dla wybranych gatunkéw bakterii beztlenowych iden-
tyfikacje do poziomu rodzaju uzyskano dla 92-100%

badanych szczepdw, zgodnos¢ identyfikacji gatunkowej
uzyskanej dotychczas stosowanymi w laboratorium me-
todami z wynikami MS uzyskano w zaleznosci od grupy
drobnoustrojow w zakresie od 46-100%. Z powodu nie-
doskonatosci identyfikacji biochemicznej szczepdw z ro-
dzaju Corynebacterium nie oceniano zgodnosci wynikéw
oceny biochemicznej z wynikami identyfikacji VITEK MS.
Analizie poddano natomiast powtarzalnos¢ i odtwarzal-
nos¢, obydwa parametry byty réwne 100%.

VITEK MS doskonale zidentyfikowat takze poddane bada-
niu izolaty grzybéw drozdzopodobnych (praca w przy-
gotowaniu).

PODSUMOWANIE
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Co nowego w programie FORUM VITEK2?

Co nowego w programie
FORUM VITEK?2 ?

Program Forum Vitek 2 (FV2) skupia grupe zaawan-
sowanych uzytkownikéw systeméw VITEK 2 i VITEK 2
Compact wskazanych przez firme bioMérieux Polska
i stanowi platforme wymiany doswiadczen i rozwazan
na temat mozliwosci diagnostycznych i interpretacyj-
nych tych systeméw. Rolg osrodkéw uczestniczacych
w FV2 jest wypracowanie odpowiednich procedur dia-
gnostycznych, uwzgledniajacych mozliwosci diagno-
styczne stosowanych systemoéw VITEK 2, ktére pozwola
rozwigzywac trudne lub nietypowe sytuacje z zakresu
identyfikacji i oznaczania lekowrazliwosci pojawiajace
sie w codziennej pracy laboratorium. Program zostat za-
inicjowany w roku 2008 przez firme bioMérieux Polska
we wspotpracy z Centralnym Osrodkiem Badan Jakosci
w Diagnostyce Mikrobiologicznej (COBJwDM), nie ma
charakteru kontroli zewnatrzlaboratoryjnej, jest progra-
mem niezwigzanym z Programem POLMICRO. Program
rozpoczat sie w roku 2008 - byta to pierwsza edycja pi-
lotazowa, w 2009 zorganizowano dwie tury programu,
natomiast od roku 2010 s3 przeprowadzane trzy tury
rocznie.

Centralny Osrodek w porozumieniu z firma bioMérieux
dokonuje trzy razy w roku (w marcu, czerwcu oraz
na przetomie pazdziernika i listopada) wyboru izolatéw
bakteryjnych, ktére w ocenie zespotu FV2 lub Osrodka
moga stwarzaé trudnosci diagnostyczne. Istota Progra-
mu FV2 jest dobor szczepdw trudnych diagnostycznie.
Dystrybucja przygotowanych zestawoéw lezy w gestii fir-
my bioMérieux.

Uczestnicy FV2 z wykorzystaniem systeméw VITEK 2
i VITEK 2 Compact i w razie koniecznosci innych metod
rutynowo stosowanych w danym laboratorium, przepro-
wadzaja identyfikacje przestanych izolatéw, oznaczaja
ich wrazliwo$¢ na leki i wykrywajg mechanizmy oporno-
$ci.

Na potrzeby Programu FV2 utworzono strone interne-
towa http://forumvitek2.pl zawierajacg modyfikowa-
ng na biezaco ankiete elektroniczng do wprowadzania
wynikéw oznaczen. Kazdy uczestnik posiada swéj login
oraz hasto, ktére umozliwiajg dostep do systemu. Analize
wynikéw prowadzi zesp6t COBJwDM, za$ zbiorcze opra-
cowania przygotowane przez Osrodek przekazywane
sg do Laboratoriéw przez koordynatora Programu FV2
z ramienia firmy bioMérieux.

Pod koniec kazdego roku kalendarzowego firma
bioMérieux organizuje spotkania zespotu FV2 (laborato-
ria zaproszone do udziatu w programie, przedstawiciele
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mgr Ewa Mtodzinska
Centralny Osrodek Badan Jakosci
w Diagnostyce Mikrobiologicznej, Warszawa

Centralnego Osrodka i firmy bioMérieux), na ktérym jest
omawiana i podsumowywana dziatalno$¢ programu
FV2. W ramach tych cyklicznych spotkan podejmowa-
ne sa przez bioMérieux kolejne aktywnosci zwigzane
z usprawnieniem i ujednoliceniem metodyki oznaczania
lekowrazliwosci w systemach VITEK 2.

Po przeanalizowaniu danych zebranych w programie
FORUM VITEK 2 i zestawieniu kart antybiogramowych
stosowanych przez laboratoria uczestniczace w projek-
cie, stwierdzono bardzo duzg réznorodnos¢ w doborze
kart do oceny lekowrazliwosci, zwfaszcza bakterii Gram-
-ujemnych. Prawdopodobnie tak duza réznorodnosc¢
kart uzywanych w Programie wynika z zakresu $wiad-
czonej rutynowo diagnostyki mikrobiologicznej, wyko-
nywania badan dla réznych zleceniodawcéw (profil pa-
cjentéw, typy oddziatéw szpitalnych itd.), co powoduje,
ze laboratoria dobieraja karty z odpowiednim zestawem
antybiotykéw. Stosowanie wiec réznych testéw do dia-
gnostyki tych samych obiektéw badan (jak to ma przy-
ktad w programie FV2) stanowito dla bioMérieux sygnat
do podjecia krokéw zmierzajacych do ujednolicenia kart
antybiogramowych i dostosowania ich do zalecen euro-
pejskich - EUCAST i rekomendacji Krajowego Osrodka
Referencyjnego ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojow.
W zwiagzku z tym firma bioMérieux zaproponowata opra-
cowanie nowych kart antybiogramowych specjalnie
na rynek polski, uwzgledniajac najnowsze rekomendacje
obowiazujace w Polsce.

Po raz pierwszy, na spotkaniu w grudniu 2011 roku,
zespdt FV2 we wspdtpracy z Krajowym Osrodkiem
Referencyjnym ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojéw
i Centralnym Osrodkiem Badan Jakosci w Diagnostyce
Mikrobiologicznej ustalit zestawy lekéw przeciwdrobno-
ustrojowych i zakres stezerr do nowych kart antybiogra-
mowych przeznaczonych do oznaczania lekowrazliwosci
pateczek Gram-ujemnych w systemach VITEK 2 i VITEK 2
Compact, w tym izolatéw wyhodowanych z moczu. Karty
te dostepne sg w ofercie firmy od potowy 2012. Kolejne
spotkanie zespotu FV2 w grudniu 2013 roku zaowocowa-
to przygotowaniem zestawu nowych kart antybiogramo-
wych, tym razem dla bakterii Gram-dodatnich.
Wprowadzanie nowych kart o konfiguracji lekéw o ak-
tywnosci przeciwdrobnoustrojowej zgodnych z euro-
pejskimi i krajowymi rekomendacjami stanowi wymier-
na korzys¢ dla laboratoridw, pozwala zoptymalizowa¢
i ujednolici¢ metodyke oznaczania lekowrazliwosci czyn-
nikdw etiologicznych zakazeh w grupie laboratoriéw
pracujacych w systemach VITEK 2, utatwia poréwny-
wanie uzyskiwanych wynikéw, bez wzgledu na zakres
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prowadzonej diagnostyki mikrobiologicznej - w labora-
toriach szpitalnych i pozaszpitalnych, a wiec wykonuja-
cych badania szerokiego spektrum materiatéw diagno-
stycznych.

FORUM VITEK 2- 2013 - edycja VI
W roku 2013 przeprowadzono kolejng juz VI edycje
FORUM VITEK 2; wzieto w niej udziat dziewie¢ laborato-
riow, dziatajacych w strukturach przedstawionych poni-
zej jednostek:
1. Zakfad Diagnostyki Mikrobiologicznej Uniwersy-
teckiego Szpitala Klinicznego w Biatymstoku,
2. Pracownia Mikrobiologii Zakfadu Diagnosty-
ki Laboratoryjnej Szpitala Specjalistycznego
im. L. Rydygiera w Krakowie,
3. Zaktad Mikrobiologii Szpitala Uniwersyteckiego
w Krakowie,
4. Zaktad Mikrobiologii Wojewddzkiego Centrum
Medycznego w Opolu,
5. Laboratorium Mikrobiologii Szpitala Klinicznego
im. Przemienienia Panskiego w Poznaniu,
6. Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej Szpitala Woje-
woédzkiego w Poznaniu,
7. Zaktad Mikrobiologii Szpitala Wojewddzkiego
w Rzeszowie,
8. Katedra Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej Warszaw-
skiego Uniwersytetu Medycznego, Warszawa
9. bioMérieux Polska, Warszawa.

Zgodnie z zatozeniami w 2013 przeprowadzono trzy
tury Programu FV2 - przedmiot analizy stanowit kazdo-
razowo zestaw trzech trzech szczepéw pochodzacych
z kolekcji COBJWDM. Przedmiotem badan pierwszej tury
byly pateczki Gram-ujemne, druga i trzecia tura byty po-
Swiecone ziarenkowcom Gram-dodatnim. W tabeli 1
przedstawiono wszystkie szczepy wykorzystane w roku
2013 w programie FV2.

| tura FV2-2013

Zestaw przestany w pierwszej turze zawierat trzy szcze-
py: Acinetobacter lwoffii i Enterobacter cloaceae wytwa-
rzajgce metalo-p-laktamaze — (MBL-dodatni) oraz szczep
Klebsiella pneumoniae produkujacy B-laktamaze o roz-
szerzonym spektrum substratowym ESBL (ESBL-dodatni).
Wszystkie szczepy zostaty jednakowo zidentyfikowane
przez wszystkich uczestnikéw. Do oznaczania lekowraz-
liwosci szczepu A. lwoffii pie¢ laboratoriow zastosowa-
fo nowa karte AST-N260. Oznaczenie lekowrazliwosci
szczepow E. cloaceae i K. pneumoniae zostato przepro-
wadzone za pomocg karty AST-N259 - siedem laborato-
riow, AST-N258 i AST- N195 — po jednym laboratorium.
Jednakowa karte AST-N259 do badania wszystkich trzech
izolatéw uzyty trzy laboratoria, a jedno laboratorium kar-
te AST-N258. Trzy z wymienionych rodzajow kart zostaty
opracowane specjalnie na rynek polski do stosowania
w systemach VITEK2 i VITEK 2 Compact. Dla przypomnie-
nia przedstawiamy przeznaczenie poszczegélnych kart:

«  AST-N258 - do oznaczania lekowrazliwosci pate-
czek fermentujacych wyhodowanych z moczu;

«  AST-N259 - do oznaczania lekowrazliwosci pate-
czek fermentujacych wyhodowanych z materia-
téw innych niz mocz;

«  AST-N260 - do oznaczania lekowrazliwosci pa-
teczek niefermentujacych wyhodowanych
ze wszystkich materiatow.

Pojawianie sie i rozprzestrzenianie opornych na karba-
penemy pateczek Gram-ujemnych jest w ostatnich latach
zjawiskiem coraz powszechniejszym. Oporno$¢ uwarun-
kowana moze by¢ wieloma czynnikami, ale najczestsza
przyczyna jest produkcja B-laktamaz hydrolizujacych
karbapenemy, czyli metalo—3-laktamaz klasy B - MBL;
B-laktamaz klasy A — np. KPC oraz (3- laktamaz klasy D
(CHDL) - np. OXA-48. Zgodnie z rekomendacjami KORLD
medyczne laboratoria mikrobiologiczne s3 zobowigzane
do wykrywania tych mechanizméw. Izolaty nr 1 i 2 roze-
stane w ramach FV2 wykazywaty obnizong wrazliwos¢
na karbapenemy i byty producentami MBL.

EDYCJA /ROK | GATUNEK /LICZBA MECHANI'ZMY RODZAJE KART VITEK 2 / LICZBA
OPORNOSCI
Tura l/2013 Acinetobacter Iwoffi (n=1) MBL dodatni AST-N260 (n=5)
Enterobacter cloaceae (n=1) MBL dodatni AST-N259 (n=7)
Klebsiella pneumoniae (n=1) MBL dodatni 22?:?;? E:i};
Turall/2013 Enterococcus faecium (n=1) VRE AST-P592 (n=5)
Enterococcus faecalis (n=1) VRE AST-P586 (n=3)
Enterococcus faecalis (n=1) HLAR
Tura l11/2013 | Staphylococcus haemolyticus (n=1) MRCNS AST-P580 (n=5)
MLS_ indukcyjny AST-P592 (n=4)
Staphylococcus aureus (n=1) MRSA
Staphylococcus lugdunesis (n=1)
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Zdj. 1. A.lwoffii - MBL-dodatni

Zdj. 2. E. cloaceae.— MBL-dodatni

Siedem laboratoriow dodatkowo wykonato testy
na obecnos¢ MBL w szczepach A. lwoffii oraz E. cloaceae.
Cztery laboratoria (44%) podaty wyniki oznaczer zgodne
z oczekiwanymi dla A. Iwoffii, a dwa (22%) dla E. cloaceae.
Zdjecia numer 1 i 2 przedstawiaja testy fenotypowe po-
zwalajace okresli¢ mechanizm MBL. Trudno odnies¢ sie
do uzyskanych wynikéw, gdyz laboratoria (poza jednym)
nie wskazaty zastosowanej metody.

Szczep nr 3 - K. pneumoniae byt producentem p-laktama-
zy o rozszerzonym spektrum substratowym ESBL. ESBL
wykryto pie¢ laboratoridw, trzy zamiescity jedynie infor-
macje o braku mechanizméw MBL i KPC z pominieciem
ESBL. Jedno laboratorium nie podato zadnych informacji
na temat mechanizméw.

Il tura FV2-2013

Przygotowany w ramach drugiej tury zestaw zawierat
trzy szczepy nalezace do rodzaju Enterococcus — jeden
nalezacy do gatunku E. faecium, dwa pozostate to byly
szczepy E. faecalis réznigce sie mechanizmami opornosci.
Nie odnotowano zadnych rozbieznosci w wynikach iden-
tyfikacji badanych szczepdw. Lekowrazliwo$¢ zostata
okreslona za pomoca dwdch rodzajéw kart, z czego piec
laboratoriéw do badania wszystkich trzech izolatéw uzy-
to karty AST-P592, pozostate trzy laboratoria zastosowaty
karte AST-P586. Karty te zawierajg zestawy antybiotykow
zgodne z zaleceniami EUCAST, na karcie AST-P586 znaj-
duja sie dodatkowo chinupristina/dalfopristina, dla kt6-
rej wartosci graniczne odnosza sie wyfacznie do szcze-
pow E. faecium oraz nitrofurantoina, dla ktérej wartosci
graniczne odnoszga sie wytacznie do niepowikfanych za-
kazen uktadu moczowego o etiologii E. faecalis.
Wszystkie enterokoki uwazane sa za naturalnie oporne
na: niskie stezenia aminoglikozydéw, cefalosporyny, klin-
damycyne. Szczegdlnie u E. faecium obserwuje sie zwiek-
szenie opornosci na ampicyline, zwigzang ze zmianami
w biatkach PBP5; zmiany te powodujg obnizenie powino-
wactwa do B-laktamdw, wiaczajac w nie wszystkie peni-
cyliny i karbapenemy.
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Szczepy numer 1 - E. faecium i 2 - E. faecalis charaktery-
zowaly sie obecnoscig fenotypu VanA, oznaczajacego
oporno$¢ wysokiego stopnia zaréwno na wankomycy-
ne (MIC>256mg/L), jak i teikoplanine (MIC=32 mg/L).
E. faecalis nr 3 to szczep z mechanizmem HLAR o wyso-
kim stopniu opornosci na aminoglikozydy, co oznacza
brak synergizmu z penicylinami i glikopeptydami.
Zastosowane karty antybiogramowe umozliwity okre-
Slenie obydwu fenotypoéw opornosci: VRE (opornosc
na glikopeptydy) i HLAR (opornos¢ wysokiego stopnia
na aminoglikozydy), ktére maja istotne znaczenie kli-
niczne i epidemiologiczne, a enterokoki, ktére posiadaja
te mechanizmy, moga by¢ zrédtem ciezkich zakazen szpi-
talnych.

Il tura FV2-2013
W skfadzie zestawu trzeciej tury FV2 znalazly sie z ko-
lei szczepy z rodzaju Staphylococcus: Staphylococcus
haemolyticus (nr 1), Staphylococcus aureus (nr 2)
i Staphylococcus lugdunensis (nr 3). Szczepy numer 1 -
S.haemolyticus i 2 - S.aureus byly oporne na meticyling,
dodatkowo szczep nr 1 charakteryzowat sie obecnoscia
indukcyjnego mechanizmu MLSB .
Réwniez i tym razem nie odnotowano trudnosci w iden-
tyfikacji drobnoustrojéw. Oznaczenie wrazliwosci na leki
zostato przeprowadzone za pomocg dwéch rodzajéw
kart, z czego pie¢ laboratoriéw do badania wszystkich
trzech izolatéow uzyto karty AST-P580, pozostate cztery
laboratoria zastosowaty karte AST-P592. Karty te zawiera-
ja zestawy antybiotykéw zgodne z zaleceniami EUCAST,
umozliwiaja okreslenie opornosci na meticyline i wykry-
cie indukcyjnego mechanizmu opornosci na makrolidy,
linkozamidy i streptograminy - MLSB, ktére maja istotne
znaczenie kliniczne i epidemiologiczne.
Wyniki oznaczerh mechanizmdw opornosci byty prawidto-
we, z jednym wyjatkiem. Jedno laboratorium dla szczepu
nr 2 - S. aureus zamiescito w ankiecie wynik dodatni dla
indukcyjnego mechanizmu MLSB, jednakze wartosci MIC
zamieszczone w ankiecie z wynikami sugerowaty, ze na-
stapita pomytka uzytkownika podczas wprowadzania da-
nych na stronie programu. Wprowadzone wartosci MIC
odpowiadaty wartosciom MIC uzyskanym dla szczepu
nr 1 S.haemolyticus, a nie, jako podano dla szczepu nr 2.

Laboratoria, podobnie jak w latach ubiegtych, przekazy-
waty wyniki droga elektroniczna (http://forumvitek2.pl/
panel) i automatycznie uzyskiwaty odpowiedz o ewentu-
alnych rozbieznosciach uzyskanych wartosci MIC (mg/L)
z wartosciami referencyjnymi. Oczekiwane wartosci MIC
(mg/L) podawane byty wytacznie w odniesieniu do le-
kéw zalecanych w Rekomendacjach ds. doboru testow
wrazliwosci bakterii na leki i chemioterapeutyki Krajowe-
go Osrodka Referencyjnego ds. Lekowrazliwosci Drobno-
ustrojow oraz Centralnego Osrodka Badan Jakosci w Dia-
gnostyce Mikrobiologiczne;j.

Wszystkie laboratoria zaproszone do programu FORUM
VITEK 2 potwierdzity po raz kolejny swoje kompetencje
i gotowo$¢ do swiadczenia mikrobiologicznych ustug
diagnostycznych na najwyzszym poziomie; wykazaty sie
mozliwosciami i umiejetnosciami stosowania réznorod-
nych testow w celu uzyskania wynikéw wiarygodnych
i wysokiej jakosci.
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VITEK 2
— technology

Potwierdzity takze koniecznos$¢ i zasadnos¢ utrzymywa-
nia w laboratoriach réznych technik diagnostycznych,
co jest szczegdlnie istotne w sytuacji pojawiania sie tzw.
trudnych izolatéw, a wiec charakteryzujacych sie szcze-
g6lnymi czynnikami zjadliwosci, w tym wielolekoopor-
noscia.

Program FORUM VITEK 2 z zatozenia ma by¢ platforma
wymiany wiedzy i doswiadczen w gronie specjalistow
w dz. mikrobiologii. Organizatorzy Programu oczekuja
od uczestnikéw zgtaszania i nadsytania ,problematycz-
nych” szczepéw, jednak z powodu braku takich zgtoszen
w roku 2013, zestawy szczepdédw przygotowane do VI
edycji programu FV2 pochodzity wytacznie z kolekgji

COBJwWDM. Udziat w Programie stanowi niewatpliwie
dodatkowe obcigzenie dla wybranych laboratoriéw, tym
cenniejsze jest ich zaangazowanie. Doswiadczenie i kom-
petencje uczestnikdw FORUM VITEK 2 stuza podniesieniu
kwalifikacji wszystkich uzytkownikéw systeméw VITEK 2
w Polsce oraz ujednoliceniu metod diagnostycznych
w tych laboratoriach, o czym na biezaco bedzie infor-
mowata firma bioMérieux. Organizatorzy FV2 zachecaja
réwniez pozostate laboratoria mikrobiologiczne w Pol-
sce pracujace w systemach VITEK 2, a niebedace w sieci
FV2, do zgtaszania probleméw diagnostycznych, ktére
mogtyby by¢ przeanalizowane w ramach omawianego
programu.

aktualnoso! bioMérieux  \CZZUE I L)




Biologia molekularna. Genotype CDiff

Diagnostyka molekularna zakazen
Clostridium difficile z uwzglednieniem
rybotypu 027, test GenoType CDiff

Infekcje Clostridium difficile

Clostridium  difficile to bakterie beztlenowe,
Gram-dodatnie wystepujace w postaci laseczek i mogace
tworzy¢ formy przetrwalnikowe, powodujace poantybio-
tykowa przewlekfa biegunke lub rzekomobtoniaste zapa-
lenie jelit. Bakteria ta zostata odkryta w 1935 roku, jednak
do lat siedemdziesiatych XX wieku nie potwierdzony zo-
stat udziat tego patogenu w schorzeniach u ludzi. Dopie-
ro w latach dziewieédziesiatych zanotowano zwiekszenie
liczby zakazen spowodowanych narastaniem lekoopor-
nosci. Bakterie te moga wystepowac bezobjawowo jako
flora fizjologiczna w przewodzie pokarmowym u ok.
5% populacji. Uwaza sie, ze rozwdj bakterii nastepu-
je gtéwnie w przypadkach hospitalizacji lub na skutek
przyjmowania antybiotykéw o szerokim spektrum dzia-
tania powodujacych zmiany w stanie bakteryjnym flory
jelit lub cytostatykéw utrudniajacych odnowe nabton-
ka. Ponad 9% szpitalnych rejestracji CDAD (Clostridium
difficile-associated disease), czyli choréb powigzanych
z Clostridium difficile, kohczy sie zgonem, w poréwnaniu
do ok. 2% pozostatych zgtoszen. Przetrwalniki C. difficile
s w stanie zachowac¢ zywotnos$¢ do 6 miesiecy na po-
wierzchniach nieozywionych. S3 odporne na detergenty
i srodki do dezynfekcji zawierajace alkohol, w zwigzku
z czym transmisja tego drobnoustroju w obrebie instytu-
¢ji ochrony zdrowia zachodzi poprzez rece personelu lub
przez zanieczyszczenie srodowiska szpitalnego. Najbar-
dziej narazeni sg pacjenci starsi oraz z obnizong odpor-
noscig organizmu. Chociaz zakazenia CDAD powiagzane
sa gtéwnie z placéwkami opieki medycznej w ostatnim
czasie znacznie czesciej pojawiajg sie one u oséb mto-
dych i niehospitalizowanych.

Znaczenie kliniczne zakazen

Najwazniejszym czynnikiem ryzyka zakazen C. difficile
jest stosowanie antybiotykdw, ktére hamuja wzrost natu-
ralnej mikroflory. Poczatek choroby moze nastapic¢ 4-10
dni od rozpoczecia antybiotykoterapii do kilku tygodni
po jej zakonczeniu. Pacjenci moga tez nie ujawniac ob-
jawdéw do czasu eksponowania na dziatanie czynnikéw
sprzyjajacych rozwojowi C. difficile. Najczesciej zakazenie
ujawnia sie jako biegunka (zwykle wodnista), goraczka
i bdl brzucha. Jednak objawy moga przebiegac od bez-
objawowego nosicielstwa do piorunujacego zapalenia
otrzewnej, ktére jest wtérne do perforacji jelita. Wéréd
zakazen C. difficile mozna wyréznic zakazenia pierwotne
i nawracajace, wystepujace u chorych hospitalizowanych
jako zakazenia zaréwno szpitalne, jak i poza szpitalne.
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Czynniki wirulencji

Gtéwnymi czynnikami wirulencji powigzanymi z CDAD
sg dwie toksyny — toksyna A i B, ktére wykazuja od-
powiednio aktywnos¢ enterotoksyny i cytotoksyny.
Obydwie toksyny powoduja wystapienie objawéw Kkli-
nicznych, moga wywofaé zapalenie jelit i uszkodzenie
powierzchni nabtonka. Obie toksyny niszcza aktyne,
podstawowy skfadnik cytoszkieletu komorek nabtonka
jelit, wywotujac biegunke oraz zapalenie jelit. Toksyny
te sa kodowane w regionie genomu zwanym locus pato-
gennosci (PaLoc). Region ten zawiera 5 gendw (cdA, tcdB,
tcdC, tcdR, Tode), ktére sg odpowiedzialne za regulacje
i synteze toksyn A i B. Dwa dodatkowe geny (cdtA i cdtB)
niebedace czescia Paloc, kodujg toksyne bienarna.
Toksynotwdrcze warianty szczepéw C. difficile wywotuja
zakazenie o ciezszym przebiegu niz szczepy wytwarzaja-
ce tylko toksyne A.

Rybotyp 027

W ciagu minionej dekady czestos¢ wystepowania CDAD
i nasilenie choroby wzrosty zauwazalnie na catym swiecie.
Wzrost ten wigze sie z pojawieniem w 2005 roku nowego
hiperwirulentnego szczepu C. difficile - okreslanego jako
rybotyp 027, toksynotyp Ill i PFGE NAP1. Jego obecnos¢
odnotowano w szpitalach w wielu krajach, takze w Pol-
sce. Szczep rybotypu 027 wytwarza toksyne A i B szyb-
ciej i w wiekszych ilosciach (hiperprodukcja), a takze jest
zdolny do wytwarzania toksyny binarnej (CDT). Szacuje
sie, ze szczep ten jest w stanie wyprodukowa¢ 16 razy
wiecej toksyny A i 23 razy wiecej toksyny B niz regular-
ny szczep bez delecji w genie tcdC. Dlatego tez szczepy
te sg przyczyna bardziej powaznego przebiegu choroby,
zwiekszonej Smiertelnosci i nawracajacych infekgji. Po-
nadto sg one oporne na fluorochinolony (moksifloksacy-
ne) i erytromycyne.

Wptyw prawidtowej diagnostyki

Doktadne i szybkie rozpoznanie CDAD jest podstawa
udanego leczenia, ale takze pomaga w prewencji trans-
misji C. difficile. Wczesne wykrycie przypadkéw i ewen-
tualnych ognisk choroby jest kluczowe dla rozpoczecia
dedykowanego leczenia i wczesnego wdrozenia skutecz-
nych procedur kontroli rozprzestrzeniania sie zakazen.
Szczegdlnie wazne jest wykrycie hiperwirulentnego ry-
botypu 027 odpowiedzialnego za ciezka CDAD.

Aby prébka zostata wystana do laboratorium w celu jej
diagnostyki, musza wystepowac kliniczne wskazania
do badania w kierunku Clostridium difficile.
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Diagnostyce podlegaja chorzy, ktérzy ujawniaja objawy
zakazenia, byli ostatnio hospitalizowani i/lub otrzymywali
antybiotyki. Zaleca sie, aby prowadzi¢ badania u kazdego
hospitalizowanego pacjenta z biegunka, ktéry w ciggu
ostatnich dwoch miesiecy przyjmowat antybiotyki i/lub
kiedy biegunka wystapita po rozpoczeciu hospitalizacji.
Test mikrobiologiczny z uzyciem hodowli jest nadal zto-
tym standardem w diagnostyce C. difficile, jednak testy
genetyczne oparte na technologii PCR stanowia coraz
czestsze rozwiazanie na szybka i bardzo precyzyjna dia-
gnostyke.

Leczenie

W przypadku wystapienia objawdéw CDAD nalezy zaprze-
stac¢ stosowania dotychczasowejantybiotykoterapiiiczyn-
nikdw anty-perystaltycznych az do wykluczenia etiologii
C. difficile. W przypadku potwierdzenia zakazenia stosuje-
my terapie metronidazolem lub wankomycyna.

GenoType CDiff test molekularny do wykrywania
Clostridium difficile

Test GenoType CDiff firmy Hain LifeScience to niezawod-
ny test molekularny do wykrywania Clostridium difficile,
bezposrednio z prébek katu jak i z materiatu pochodza-
cego z hodowli. Pozwala na réznicowanie niechorobo-
tworczych, wirulentnych i hiperwirulentnych szczepow,
w tym rybotypu 027. Test GenoType CDiff faczy wyniki kil-
ku réznych metod w jednym systemie testowym, umoz-
liwia wykrycie Clostridium difficile, toksyny A, toksyny B,
toksyny binarnej, delecji fragmentéw sekwencji kodujacej
genu regulatorowego tcdC oraz opornosci na dziatanie
moksifloksacyny. Test pozwala wiec wykry¢ C. difficile
w krétkim czasie i wiarygodnie okredli¢ jej patogennosc
oraz zjadliwos¢.

Hybrydyzacja - TwinCubator

Testy GenoType CDiff opierajg sie na zasadzie hybrydyza-
¢ji produktéw PCR do paskéw zawierajacych odpowied-
nie sondy. Aparat do hybrydyzacji TwinCubator zostat
specjalnie zaprojektowany przez Hain Lifescience dla
ufatwienia pracy z produktami bazujacymi na technolo-
gii DNA STRIP, takimi jak CDiff. Umozliwia laboratoriom
szybka i prosta w obstudze platforme hybrydyzacyjna,
pozywajaca na jednoczesng hybrydyzacje 12. testow pa-
skowych GenoType. Gtéwna zaletg aparatu jest wysokiej
jakosci ukfad Peltiera zastosowany w urzadzeniu gwaran-
tujacy precyzyjne ogrzewanie i schtadzanie, zapewniajac
optymalne warunki do hybrydyzacji testow. Natomiast
sucha inkubacja wykorzystywana w tym systemie zapo-
biega kontaminacji préb.

Diagnostyka zakazen Clostridium difficile -
schemat postepowania

Test Genotype CDiff to molekularny system testowy po-
zwalajacy na wykrywanie Clostridium difficile oraz roz-
réznienia szczepow niechorobotwdérczych, wirulentnych
i hiperwilurentnych. Zasada dziatania testu opiera sie
na ekstrakcji DNA, po ktérym nastepuje proces amplifi-
kacji i odwrotnej hybrydyzacji. Gléwnymi zaletami testu
sg doktadne wyniki uzyskiwane w ciggu kilku godzin, wy-
soka czutos¢ i specyficznosd.
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Nowosc¢ w ofercie

W petni zautomatyzowany
proces barwienia

Preparat barwiony metoda Grama pozostaje jedna z pod-
stawowych technik stosowanych w diagnostyce mikro-
biologicznej, pomimo ciggtych zmian zmierzajacych
do jej przyspieszenia. Niesie on ze soba wiele cennych
informacji, ktdre moga ukierunkowac dalsza diagnostyke
lub postawienie wstepnej diagnozy. Wydaje sie nieoce-
niony w przypadku badan ptynu mézgowo-rdzeniowe-
go, dodatnich posiewdw krwi, materiatdw pobranych
zran i wielu innych. Niestety wielu mikrobiologéw uwaza
preparat za uciazliwy w wykonaniu ze wzgledu na wiele
czynnosci manualnych, konieczno$¢ doktadnego odmie-
rzania czasu, powstajace niebezpieczne, brudzace odpa-
dy.

Nowoczesnym rozwigzaniem probleméw zwigzanych
z procesem barwienia metoda Grama jest nowa wersja
aparatu.

PREVI Color v.2

Aparat ten umozliwia w petni automatyczne wybarwie-
nie preparatéw od utrwalenia do wysuszenia. Nowo-
czesna linia, wyposazenie w graficzne oprogramowanie
z ekranem dotykowym i czytnik kodéw kreskowych dla
kontroli odczynnikéw i preparatéw, to nowe cechy sys-
temu.

Zastosowana specjalna metoda rozpylania barwnikéw
poprzez dysze, gwarantuje standaryzacje procesu bar-
wienia, optymalizuje zuzycie odczynnikéw i ogranicza
ilo$¢ odpadow. Dzieki wprowadzonym w nowej wersji
PREVI Color czujnikom, uzytkownik ma mozliwo$¢ auto-
matycznego nadzorowania poziomu zaréwno odczynni-
kow, jak i odpadow.

by INY/INCY - -no<c bioMérieux

od utrwalenia do wysuszenia preparatu

dr n. med.Alicja Rusinek
bioMérieux Polska Sp. z o.o.
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— Color Gram

Proces barwienia odbywa sie w uktadzie zamknietym,
a odpady sg usuwane do zintegrowanego z aparatem
pojemnika. Zapewnia to czystos¢ w laboratorium i petne
bezpieczenstwo operatora.

Niewielkie wymiary aparatu pozwalaja na ustawienie go
w dowolnym miejscu laboratorium. Nie jest to réwniez
uzaleznione od dostepu do wody, zlewu itp.

Z uwagi na duzg elastycznosc¢ systemu PREVI Color Gram
moze stac sie elementem wyposazenia kazdego labora-
torium, niezaleznie od jego wielkosci i specyfiki. Dwie
wielkosci rotora na preparaty umozliwiaja jednoczesne
barwienie 1-12 lub 1-30 szkietek. W zaleznosci od ro-
dzaju lub grubosci preparatu uzytkownik wybiera jeden
z dziesieciu roznych programow lub w razie koniecznosci
wprowadza wiasny.

Integralng czes$¢ systemu PREVI Color Gram stanowig
gotowe do bezposredniego uzytku odczynniki w spe-
cjalnych butelkach dopasowanych do aparatu. W ofercie
znajduje sie kilka wersji odczynnika kontrastowego, tak
by laboratorium mogto wybraé najlepszy z punktu wi-
dzenia swoich potrzeb i przyzwyczajen.

Aby zagesci¢ badany materiat przed wykonaniem pre-
paratu barwionego metoda Grama, rotor do barwienia
mozna zamieni¢ na specjalny rotor do cytowirowania.
W ten sposoéb jeden aparat w zaleznosci od potrzeb moze
stac sie cytowrowka lub systemem do automatycznego
barwienia.

Podsumowujac PREVI Color Gram to system, ktory w kaz-
dym laboratorium pomoze uzyskac preparat barwiony
metoda Grama w sposdb wystandaryzowany, bezpiecz-
ny, ograniczajac manualng prace i mozliwos¢ popetnie-
nia btedu.



Nowe informacje na stronie www.biomerieux.pl
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Nowe informacje na stronie internetowe;j

W centrum uwagi” znajdg Panstwo informacje o infek-
cjach sezonowych oraz szybkich testach immunochro-
matograficznych, ktére wspieraja ich diagnostyke. Testy
bioNexia Strep A Plus oraz bioNexia Strep A dipstick
stuzag do wykrywania antygenéw paciorkowcéw grupy
A w prébkach z nosogardta. Kolejnym testem, ktéry war-
to wykonac w diagnostyce réznicowej w zakresie etiologii
infekgji jest bioNexia Influenza. Umozliwia on réznicowa-
nie antygendw grypy typu A i B w prébkach z nosogardta.
Testy bioNexia Strep A oraz bioNexia Influenza moga by¢
wykorzystywane przez lekarzy jako element konsultacji
medycznej lub by¢ przeprowadzane w laboratoriach.

Kolejna informacja, ktéra znajdg Panstwo ,w centrum
uwagi’, jest diagnostyka boreliozy z Lyme. Prezentujemy
test VIDAS Lyme IgG i IgM. Umozliwiajg one okreslenie
statusu serologicznego pacjenta i prowadzenie diagno-
styki réznicowej boreliozy (wywotywanej przez szczepy
Borrelia - sensu, stricto, afzelii, garinii) w zaledwie 27 mi-
nut.

W zaktadce ,Z ostatniej chwili” dostepne sa informa-
cje na temat nowego testu VIDAS C.difficile GDH. Jest
to jakosciowy test, ktéry wykrywa antygen C. difficile -
dehydrogenaze glutaminianowg (GDH) w prébkach katu.
Test jest szczegdlnie przydatny w badaniach przesiewo-
wych pacjentéw z podejrzeniem zakazenia C. difficile.
Pomaga wykluczy¢ pacjentéw z wynikiem ujemnym (bez
infekcji C. difficile) w zaledwie 50 minut.

Na stronie gtéwnej w zakfadce ,Kongresy” umieszczona
jest aktualna lista kongreséw i konferencji, w ktdrych
firma bioMérieux bedzie bra¢ udziat.

W nadchodzacych tygodniach bedziemy uczestniczyc
w nastepujacych wydarzeniach:

+  Wiosennej Szkole Mikrobiologii Kliniczne;j.
Konferencja odbedzie sie w dniach 15 - 18 maja
2014 roku w Zakopanem.

«  Krajowej Konferencji Pulmonologéw i Mikrobiolo-
gow, organizowanej przez Instytut Gruzlicy
i Chorob Ptuc. Konferencja odbedzie sie w dniach
11 - 13 czerwca 2014 roku w Zakopanem.

mgr Marta Warowny
bioMérieux Polska Sp. z o.o.

W zaktadce obstuga klienta znajda Panstwo nowa ksig-
zeczke edukacyjna: ,Praktyczny przewodnik Polityka An-
tybiotykowa w Szpitalach’, ktéra w wyczerpujacy sposéb
prezentuje problem narastajacej antybiotykoodpornosci
w szpitalach oraz pokazuje, w jaki sposéb mozna zaha-
mowac to zjawisko. Ksigzeczke mozna pobra¢ w formie
pliku PDF.

Przypominamy réwniez o funkcjonowaniu serwisu
www.mybiomerieux.com. Za jego posrednictwem moga
Panstwo korzysta¢ z dokumentacji biblioteki technicz-
nej: ulotek technicznych, instrukgji, certyfikatow. Od po-
czatku roku 2014 bezposrednio w Bibliotece Technicznej
bioMérieux dostepna jest dokumentacja techniczna pro-
duktéow AES CHEMUNEX.
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