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Szanowni Panistwo,

Po23.latachpracydlafirmybioMerieuxPolskapodjetam
decyzje o przejsciu na emeryture i zrezygnowanie z funk-
¢ji Dyrektora Generalnego bioMerieux Polska z dniem
31 marca 2015 r. Funkcje te petnitam przez ostatnie 14 lat.

Ten szczeg6lny moment skfania mnie do wielu wspo-
mnien i refleksji.

Pracowatam w sektorze diagnostyki laboratoryjnej
w sumie 26 lat. Zmiany, ktére nastapity w tym czasie
w diagnostyce IVD sg olbrzymie. Poczatek mojej pracy
to diagnostyka z wiodaca rola chemii klinicznej i immu-
noserologii, z niewielkim udziatem mikrobiologii oraz
niewielka rolg biologii molekularnej. To réwniez okres
stosowania, w wiekszosci, metod manualnych i poczat-
kéw automatyzacji w biochemii. To czas systemow otwar-
tych pozwalajacych na aplikacje odczynnikéw réznych
firm do réznych aparatow.

Potem nastapit rozkwit immunoserologii, pojawity sie
metody automatyczne i systemy zamkniete. To réwniez
zmiany kaskadowe w metodach stosowanych w diagno-
styce. Dazenie do upraszczania metod i zastosowania od-
czynnikéw gotowych do uzycia.

W zwigzku z nowymi wyzwaniami w mikrobiologii —
rosnacy lekoopornoscig nastgpit wzrost udziatu mikro-
biologii w diagnostyce IVD. Ostatnie lata to wzrost zna-
czenia biologii molekularnej, technologii ktéra wnosi
nowa jakos¢ w diagnostyce IVD.

Zmiany w diagnostyce to takze informatyzacja, zmia-
ny organizacyjne oraz coraz wieksze znaczenie jakosci
w stosowanych procedurach diagnostycznych. To réw-
niez wzrost wymagan laboratoriéw w stosunku do do-
stawcéw — czasu dostawy, serwisu technicznego oraz
merytorycznego, a takze coraz wyzszych kompetencji
przedstawicieli handlowych.

Te wszystkie lata stworzyty mi wyjatkowa mozliwos¢
poznania wielu oséb zwigzanych z diagnostyka IVD.
Wszystkie spotkania z Parstwem byly dla mnie wyjatko-
we. Wiele nauczytam sie od Panstwa. Z mojej strony sta-
ratam sie wykorzysta¢ swoje doswiadczenia w rozwoju
wspétpracy z Panstwem.

Zyskalismy Panstwa zaufanie, zaakceptowaliscie nasze
produkty i ustug. Dzieki temu stalismy sie czotowa firma
diagnostyczng na polskim rynku.

Nieustannie staramy sie spetnia¢ Panstwa oczekiwa-
nia. Wprowadzilismy wiele nowych produktéw, ktére
przyczynity sie do zmian w organizacji pracy w labora-
toriach. Nasze aparaty - Vitek, Vidas, BactAlert i Konelab
sg doskonale Paristwu znane. Podobnie jak nasze testy.

Dziekuje Panstwu za te wszystkie lata, za zaufanie
i owocna wspotprace. Dzieki pracy w firmie bioMerieux
Polska poznatam wiele wspaniatych Oséb, ktére przyczy-
nity sie do rozwoju diagnostyki laboratoryjnej w Polsce.
Byt to bardzo dobry czas dla Firmy i dla mnie osobiscie.

Chciatabym  podziekowa¢  Pracownikom  firmy
bioMerieux Polska za niezwykte zaangazowanie i profe-
sjonalizm, ktére przyczynity sie do rozwoju firmy. Byto
dla mnie wielkg przyjemnoscia i zaszczytem kierowanie
takim zespotem.

Firma bioMerieux Polska pozostaje nadal w dobrych
rekach. Beda pracowac z Panstwem menadzerowie, kté-
rzy pracowali ze mna od wielu lat i brali udziat w tworze-
niu i rozwoju firmy bioMerieux w Polsce.

Mam nadzieje, ze nadal wspotpraca Panstwa z Firma
bedzie rozwijata sie pomysinie i bedziecie Panstwo za-
dowoleni z proponowanych nowych produktéw oraz
$wiadczonych przez nas ustug.

Zycze Panstwu satysfakcji ze wspétpracy z firmg
bioMerieux Polska.

Z okazji zblizajacych sie Swiagt Wielkanocnych
w imieniu Wszystkich Pracownikéw oraz wtasnym chcia-
tabym ztozy¢ Panstwu najlepsze zyczenia zdrowych
i Wesotych Swiat .

Pozdrawiam serdecznie

Dr Elzbieta Wojcik
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Zalezna od wieku wartosc¢
odciecia dla D-dimeru

— nowe perspektywy w wykluczaniu zatorowoSci
ptucnej u osdb starszych?

Dyskusja na temat specyfiki medycyny populacji
w starszym wieku nie omija problemu trudnosci diagno-
stycznych zatorowosci ptucnej w tej grupie, a w tym klu-
czowa wydaje sie rola D-dimeru.

Objawy kliniczne zylnej choroby zakrzepowo-zato-
rowej (ZChZZ), zarébwno zatorowosci ptucnej (ZP), jak
i zakrzepicy zylnej (ZZ) sa na tyle niecharakterystyczne,
Ze ostateczne potwierdzenie rozpoznania stawia sie tyl-
ko u 10-20% pacjentéw. W wykluczaniu ZChZZ, poza kla-
sycznymi metodami obrazowania: ultrasonografiag zylna,
tomografig komputerowg i scyntygrafig perfuzyjna ptuc,
bardzo przydatne okazato sie oznaczanie stezenia D-di-
meru. Jesli we wstepnej ocenie klinicznej prawdopodo-
biefAstwo rozpoznania ZP, ktéra przebiega bez wstrzasu
czy istotnego spadku ci$nienia tetniczego, okresla sie
jako ,niewysokie” czy ,mato prawdopodobne’, to nega-
tywny wynik testu D-dimer upowaznia do zaprzestania
dalszej diagnostyki. W takich przypadkach mozna bez-
piecznie odstgpic¢ od leczenia przeciwkrzepliwego u bli-
sko 1/3 pacjentow.

Stezenie D-dimeru jest podwyzszone u pacjentéw z ZP
z powodu wzmozonej aktywnosci fibrynolitycznej sty-
mulowanej procesami zakrzepowo-zatorowymi. Jednak
podwyzszone stezenie D-dimeru stwierdza sie réwniez
w przypadku infekgcji, stanéw zapalnych, nowotworéw
ztodliwych, u pacjentek w ciazy i innych stanach klinicz-
nych. W wielu obserwacjach podkreslano tez wzrost ste-
zenia D-dimeru z wiekiem. Oszacowano, ze swoisto$¢
D-dimeru w diagnostyce ZChZZ u pacjentéw powyzej
80 roku zycia nie przekracza 10%. Dane opublikowane
w ostatnich latach sugeruja, ze podwyzszenie wartosci
odciecia testu dla starszych oséb moze wyraznie popra-
wi¢ swoistos¢ D-dimeru w diagnostyce ZP w takiej po-
pulacji. Silnym dowodem dla tej tezy byto opublikowanie
wynikéw badania ADJUST-PE. Wskazujg one, ze oblicze-
nie wartosci odciecia D-dimeru jako wiek x 10ug/L dla
0s6b powyzej 50 roku zycia zamiast klasycznych 500 pg/L
zwieksza istotnie swoisto$¢ testu bez wptywu na bezpie-
czenstwo wykluczania ZP. Badanie cytowane jest w ,Wy-
tycznych Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego
z2014r diagnostyki i leczenia ostrej zatorowosci ptucnej’,
co podkresla jego wartos¢ kliniczna.

Metody oznaczania stezenia D-dimeru.

D-dimer to specyficzny produkt rozpadu fibryny
stabilizowanej przez czynnik XlIl. Sktada sie z dwdch
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prof. dr hab. n. med. Anna Fijatkowska
Zaktad Kardiologii
Instytut Matki i Dziecka w Warszawie

fragmentéw D pofaczonych podwdjnym kowalencyj-
nym wigzaniem, opornym na dziatania plazminy. Wtasnie
jego obecnos¢ zostata wykorzystana przy opracowaniu
metod oznaczania stezenia Ddimeru, w ktérych zasto-
sowano przeciwciata monoklonalne. Przeciwciata rozpo-
znajace D-dimer wigza sie z epitopami, ktérych nie ma
na czasteczce fibrynogenu i nieusieciowanej fibrynie. Te-
sty okreslajace stezenie D-dimeru nie dajg wiec wynikéw
fatszywie dodatnich nawet, gdy w osoczu znajduje sie
duza ilo$¢ pojedynczych fragmentéw D pochodzacych
z rozpadu fibrynogenu badz fibryny niestabilnej.

W praktyce klinicznej obecnie wykorzystywane
sg przede wszystkim testy immunoenzymatyczne typu
ELISA i drugiej generacji testy lateksowe- immunoturbi-
dimetryczne. Dostepne testy r6znig sie metoda wykona-
nia, sposobem odczytu oraz czutoscig i swoistoscia. Testy
ELISAipochodne majg 95% i wyzsza czutos¢ diagnostycz-
na i dlatego moga by¢ wykorzystywane u pacjentéw z ni-
skim i posrednim klinicznym prawdopodobieristwem
rozpoznania ZP. Badania z obserwacjg odlegta, zwykle
3-miesieczng potwierdzity, ze czestos¢ incydentéw za-
krzepowo-zatorowych u pacjentéw pozostawionych bez
leczenia przeciwzakrzepowego na podstawie negatyw-
nych wynikéw tych testéw byta nizsza niz 1%.

Stezenie D-dimeru jest $rednio 8 razy wyzsze u pa-
cjentéw z ostrym epizodem ZChZZ niz u oséb zdrowych.
Poziom D-dimeru wzrasta z wiekiem, a , jak juz wspo-
mniano, we wszystkich stanach zwigzanych ze zwiek-
szonym wytwarzaniem fibryny, takich jak: nowotwory,
infekcje, stany zapalne, zabiegi operacyjne, urazy, udary
mdzgu, rozsiane krzepniecie $rédnaczyniowe, tetniaki
aorty, ostre zespoty wiericowe, migotanie przedsionkéw
i przewlekta niewydolnos¢ serca. U kobiet w cigzy jego
wartosci sg wyraznie wyzsze szczegdlnie w Il trymestrze.

Dla wykluczenia ZChZZ bierze sie pod uwage tak zwa-
na wartos¢ odciecia (cut-off), okreslang przez producen-
ta dla danego testu. Stezenia ponizej wartosci odciecia
maja wyklucza¢ ostrg ZChZZ.

Trudno jest porownywac stezenia D-dimeru oznacza-
ne réznymi testami, poniewaz brak jest standaryzacji
tych metod. Niemniej jednak, niewatpliwie w diagnosty-
ce szczegdlnie ZP powinno wykorzystywac sie tylko te te-
sty, ktoérych wartos¢ potwierdzono w badaniach z obser-
wacja odlegta.

Podstawowymi parametrami oceniajgcymi wartosc¢
metody w wykluczaniu ZP s3 jej czuto$¢ i negatywna
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wartos¢ predykcyjna (negative predictive value (NPV))
czyli stopien pewnosci, ze pacjenci z prawidtowym steze-
niem D-dimeru oznaczanym danym testem nie maja ZP.

D-dimer w diagnostyce zatorowosci ptucnej
przebiegajacej bez wstrzasu i spadku cisnienia
tetniczego.

Obserwacja Perrier i wsp. z 1999r wykazata, ze wsréd
918 pacjentéw diagnozowanych na izbie przyje¢ z po-
dejrzeniem ZP, chorobe wykluczono w 31% przypadkow,
gdy stezenie D-dimeru (VIDAS D-dimer) byto < 500 pg/L.
U tych pacjentéw nie wtaczano leczenia przeciwkrzepli-
wego. Taka strategia miato bardzo wysoka NPV wynosza-
€3 99.3% dla 3-miesiecznego ryzyka ZChZZ.

W kolejnych latach oceniano strategie diagnostyczne
taczace wstepng ocene klinicznego prawdopodobien-
stwa (KP) rozpoznania ZP z pomiarem stezenia D-dimeru.
Publikowane nastepnie wyniki pojedynczych obserwacji,
ich systematycznych przegladéw i metaanaliz wykazaty,
ze kombinacja niskiego KP ocenianego w 3-stopniowych
skalach i stezenia D-dimeru ponizej wartosci odciecia
bezpiecznie, bo z mniejszym niz 0,5% ryzykiem incy-
dentéw zakrzepowo-zatorowych w 3-miesiecznej obser-
wacji, identyfikuje pacjentow, ktérych mozna nie leczy¢
przeciwkrzepliwie. Jesli zamiast 3-stopniowej skali KP, ka-
tegoryzowano chorych wedtug skali Wells'a na ZP ,praw-
dopodobna” lub ,mato prawdopodobng’, to przy pozio-
mie D-dimeru ponizej wartosci odciecia, mozliwe byto
wykluczenie ZP u wigkszej liczby pacjentéw z zachowa-
niem bezpiecznego poziomu NPV 99,7%. Opublikowane
podsumowanie badan z testem VIDAS D-dimer w dia-
gnostyce ZP obejmuje 5622 pacjentéw, u ktérych KP
okreslano w réznych konfiguracjach 2- i 3-stopniowych

Ocena klinicznego prawdopodobienstwa
rozpoznania ZP (uproszczona, Skala Genewska”)

skal Wellsa i Genewskiej. ZP wykluczono u 2249(40%) pa-
cjentéw, gdy KP oceniano jako niewysokie/ mato praw-
dopodobne przy stezeniu D-dimeru ponizej wartosci
odciecia 500ug/l. Objawy ZChZZ wystapity tylko u 3 cho-
rych w 3-miesiecznej obserwacji.

Obecnie w ocenie KP mozna wykorzystywac uprosz-
czone wersje skal Wellsa i zmodyfikowanej Genewskiej
(Tab. 1i2), ktérych wartosc kliniczna zostata potwierdzo-
na w odpowiednich obserwacjach.

D-dimery sa stalym elementem w strategiach rozpo-
znawania ZChZZ w obowiazujacych wytycznych i zale-
ceniach. Postepowania diagnostyczne u chorego z nie-
wysokim KP przy podejrzeniu ZP niewysokiego ryzyka
i prawidtowym stezeniu D-dimeru zaznaczono na ryc.1,
ktéra oparta jest o schemat diagnostyczny zawarty
w ,Wytycznych postepowania w ostrej zatorowosci ptu-
cnej Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego (ESC)
z 2014r". Eksperci ESC podkreslaja, aby wykorzystywany
test byt testem wysokiej czutosci. Dla testow o nizszej
czutosci dopuszczaja ich stosowanie tylko u chorych z ni-
skim poziomem KP ZP.

Kiedy nie wykorzystywac D-dimeru w diagno-
styce ZChZZz?

D-dimer nie jest przydatny w diagnostyce pa-
cjentéw z ZP wysokiego ryzyka, kiedy nalezy szybko
podejmowac decyzje o wdrozeniu swoistej terapii reper-
fuzyjnej tetnic ptucnych. Nie jest réwniez uzasadniony
pomiar stezenia D-dimeru u pacjentéw, ktérych dane
z wywiadu i objawy silnie wskazujg na podejrzenie ZP
i w ocenie prawdopodobienstwa klinicznego zakwali-
fikowano ich do grupy z ,prawdopodobnym” ZP niewy-
sokiego ryzyka, bez wzgledu na rodzaj wykorzystywanej

- Objaw Objaw:
'§" Wiek > 65 lat +1
5 Wywiad ZChzz +1 klasyczna uproszczona
3 Operacja lub ztamanie < 1 mies. +1
Nowotwor ztosliwy +1 przebyty epizod ZChZZ +1.5 1
tetno >100/min. +1.5 1
-5 niedawna operacja/unieruchomienie TIN5 1
L Bl konczyny dolnej jednostronny +1 objawy kliniczne ZZG +3.0 1
.g Krwioplucie +1 krwioplucie +1.0 1
= nowotwor +1.0 1
inna niz ZP przyczyna mniej prawdopodobna  +3.0 1
Czestos¢ serca
-'g 75 - 94/min. +1 Prawdopodobienstwi kliniczne ZP:
= 295/min. +2 3-stopniowe:
3 Bdl na przebiegu zyty gtebokiej Niskie 0-1 ND
N niesymetryczny obrzek konczyny dolnej +1 Posrednie 2-6 ND
Q Wysokie >7 ND
Prawdopodobienstwo kliniczne ZP: 2-stopniowe:
ZP mato prawdopodobne  ZP prawdopodobne ZP mato prawdopodobne 0-4 0-1
0-2 pkt >3 pkt ZP prawdopodobne >5 >2

Wells et al Thromb Haemost, 2000 Konstantinides, Torbicki et al., Eur Heart J 2014
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skali oceny prawdopodobienstwa. W takich przypadkach
nalezy od razu wykona¢ TK z obrazowaniem tetnic ptuc-
nych.

Nie powinno sie opiera¢ decyzji terapeutycznych
o prawidtowe wyniki D-dimeru u pacjentéw, u ktérych
objawy ZChZZ trwaja diuzej niz tydzien. Po 1-2 tygo-
dniach od poczatku objawéw stezenie D-dimeréw moze
sie obnizy¢ nawet do %4 wartosci wyjsciowej. Sugeruje sie
nawet, aby nie bra¢ pod uwage negatywnych wynikéw,
jesdli stezenie D-dimeru byto oznaczane pdzniej niz ty-
dzien od ostrych objawéw ZChZZ.

Bezpieczenstwo metody

Istotne znaczenie ma wybdr rodzaju testu oznaczaja-
cego stezenie D-dimeru. Kryterium oceny testu powinno
opierac sie na jego bezpieczenstwie i by¢ potwierdzone
w prospektywnych badaniach klinicznych. Tylko meto-
dy gwarantujace czutos¢ i NPV bliska 100% pozwalaja
na podejmowanie decyzji o zaniechaniu leczenia prze-
ciwkrzepliwego. Warto$¢ testu powinna by¢ potwier-
dzona oceng czestosci epizodéw ZChZZ zwykle w okre-
sie 3-miesiecznej obserwacji, gdy wykluczono chorobe
na podstawie prawidtowego wyniku D-dimeru i odsta-
piono od leczenia przeciwkrzepliwego. Bezpieczenstwo
diagnostyki gwarantuje rowniez dobér metody wstepnej
oceny KP do rodzaju wykorzystywanego testu D-dimer.

D-dimer w réznych populacjach pacjentow

Gtéwnym ograniczeniem D-dimeréw jest ich niska
swoistos¢. Podwyzszone stezenia D-dimeréw, obserwo-
wane s3 bowiem w wielu sytuacjach klinicznych zwig-
zanych ze wzmozong produkcja fibryny, jak opisano
powyzej. Dlatego D-dimery wykorzystuje sie dla wyklu-
czania ZChZZ, a nie jej potwierdzania. Chociaz swoisto$¢
D-dimerdw jest wyraznie nizsza przy podejrzeniu ZChZZ
w zaostrzeniu niewydolnosci serca, nowotworach ztosli-
wych, u chorych powyzej 75 roku zycia, u kobiet powyzej
30-tego tygodnia cigzy, to czutos¢ i NPV testu pozostaja
w tych grupach wysokie.

D-dimer w ocenie ryzyka nawrotu i jako czyn-
nik rokowniczy ZP.

W ostatnich latach wskazania do oznaczania stezenia
D-dimeru w ZChZZ rozszerzono jeszcze o ocene ryzyka
nawrotu ZChZZ po zaprzestaniu przewlektego leczenia
przeciwkrzepliwego. Stwierdzono réwniez, ze bardzo
wysokie stezenia D-dimeru w ostrej fazie ZP korelujg
z wyzszg $miertelnoscig we wczesnym okresie obserwa-
¢ji. D-dimer moze wiec najprawdopodobniej by¢ wyko-
rzystywany réwniez jako marker rokowniczy w ostrej ZP.

Zatorowosc ptucna u oséb w starszym wieku.

Osoby w starszym wieku maja najwyzsze ryzyko za-
chorowania na ZChZZ oceniang na 1%/rok. Diagnostyka
ZChZZ,aszczegdlnie ZP w tej grupie jest szczegdlnie trud-
na, bowiem na pytanie, czy powinnismy u osoby na przy-
ktad po 80 roku zycia podejrzewa¢ ZP, zawsze odpowie-
my ,tak” Wiek zaawansowany kojarzy sie tez z czestszym
wystepowaniem wspdtistniejacych choréb ptuc i serca,
co bardzo utrudnia zréznicowanie pochodzenia takich

! bioMérieux

objawdéw jak dusznos¢ czy bol w klatce piersiowej, kto-
re mogtyby sugerowaé ZP. W matych, retrospektywnych
obserwacjach pacjentéw starszych z potwierdzonym
ZP, objawy kliniczne wyraznie réznity sie w poréwnaniu
z osobami mtodymi. Okazato sie, ze zastabniecie byto
w tej grupie wyraznie czestszym objawem towarzysza-
cym, natomiast bol optucnowy wystepowat zdecydowa-
nie rzadziej niz u pacjentéw mtodszych.

Ogodlna dostepnos¢ TK mogtaby pozwala¢ na trakto-
wanie tego badania jako podstawowego narzedzia dia-
gnostycznego u starszych oséb w przypadku podejrzenia
ZP. Jednak poza ograniczeniem zwigzanym z wysokimi
kosztami, nalezy wzig¢ pod uwage potencjalng nefrotok-
sycznos¢ kontrastu stosowanego w czasie obrazowania
tetnic ptucnych w TK, co ma szczegdlne znaczenie u pa-
cjentéw w wieku zaawansowanym. Wykorzystanie stra-
tegii diagnostycznej ZP nie-wysokiego ryzyka z wstepna
oceng klinicznego prawdopodobienstwa i oznaczeniem
stezenia D-dimeru u 0séb starszych jest wiec niezwykle
przydatne. Problemem pozostaje niska swoistos¢ D-di-
meru w tej grupie wiekowe;j.

Dostosowana do wieku wartos¢ odciecia dla
D-dimeru w diagnostyce ZP

W ostatnich latach toczy sie zywa dyskusja, czy
zasadne jest wprowadzenie zaleznej od wieku wartosci
odciecia dla D-dimeru (age-adjusted cut-off value) dla
pacjentéw z podejrzeniem ZP po 50-tym roku zycia,
aby poprawi¢ swoistos¢ tej metody. W opublikowanej
w 2013r metaanalizie obejmujacej 12 497 pacjentéow
z niewysokim klinicznym prawdopodobienstwem ZP
z 13 kohort zastosowanie dostosowanej do wieku war-
tosci odciecia (wiek x 10 pg/L) pozwolito zwiekszy¢ swo-
istos¢ testu do 34-46% zachowujac czutos¢ na poziomie
97% dla 0séb powyzej 50 roku zycia.

We wspomnianym juz wieloosrodkowym, pro-
spektywnym badaniu ADJUST-PE uczestniczyto 3346 pa-
cjentoéw. Pacjenci z prawidtowym, dostosowanym do wie-
ku, stezeniem D-dimeru, nie byli kierowani na TK tetnic
ptucnych i nie otrzymywali leczenia przeciwkrzepliwego,
ale poddawano ich 3-miesiecznej obserwacji. Wsréd 766
pacjentéw powyzej 75 roku zycia, u 673 oceniono klinicz-
ne prawdopodobienstwo ZP na nie-wysokie. Przy zasto-
sowaniu wartosci odciecia dla D-dimeru dostosowanej
do wieku zamiast klasycznej < 500 ug/L ilo$¢ pacjentow,
u ktérych mozna byto wykluczy¢ ZP wzrosta z 43 (6.4%;
95% Cl 4.8-8.5%) do 200 (29.7%;95% Cl 26.4-33.3%)
bez zadnych przypadkow fatszywie ujemnych. W 3-mie-
siecznej obserwacji u pacjentéw ze stezeniem D-dimeru
powyzej 500 pg/L ale ponizej wartosci odciecia dostoso-
wanej do wieku ZP wystapita u 1z 331 pacjentéw (0.3%
[95% Cl, 0.1%-1.7%]). Chociaz brak jednoznacznych zale-
cen w aktualnych wytycznych ESC dotyczacych mozliwo-
$ci stosowania wartosci odciecia dla D-dimeru dostoso-
wanej do wieku, to wyniki badania ADJUST-PE sa bardzo
obiecujace. W ustnym komentarzu, w trakcie prezentacji
tych wytycznych, autorzy sugerowali, ze wyniki ADJUST-
PE ukazaty sie zbyt péZno, aby mozna byto je poddac pet-
nej procedurze wymaganej w formutowaniu zalecen ESC
i ich modyfikaciji.
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Chociaz wartos¢ prospektywnej obserwacji jest nie-
watpliwie bardzo wysoka, to nalezy tez wziag¢ pod uwa-
ge wyniki obserwacji retrospektywnej opublikowanej
juz po ADJUST-PE. Woller i wsp. zanalizowali opisany
uprzednio materiat 3500 pacjentéw z podejrzeniem ZP.
Wsrdd nich zidentyfikowali 934 pacjentéw powyzej 50
roku zycia z niskim klinicznym prawdopodobienstwem
rozpoznania ZP. U wszystkich pacjentéw wykonano TK.
Sposréd 934 pacjentéw, 273 (29%) miato stezenie D-di-
meru ponizej wartosci odciecia dostosowanej do wieku.
W 90-dniowej obserwacji, u 4 (1,5%, 95% Cl 0,4%-3,7%)
pacjentéw rozpoznano ZP. Jesli zastosowac dla tej grupy
klasyczne wartosci odciecia, to tylko 104 (11%) miatoby
prawidtowa wartos¢ D-dimeru, ale nie byto wsréd nich
zadnego przypadku ZP. Natomiast stosowanie warto-
$ci odciecia dostosowanej do wieku powodowato 20%
redukcje ilosci wykonywanych badan TK. Ostatecznie
na pytanie, czy stosowanie wartosci odciecia dostoso-
wanej do wieku, co pozwala istotnie zmniejszy¢ czestosc
wykonywania TK u starszych pacjentéw, bedzie rekomen-
dowane w wytycznych towarzystw naukowych, datyby
odpowiedz badania randomizowane. Niemniej jednak,
wydaje sie to dobrym kierunkiem postepowania w opty-
malizacji diagnostyki ZP u oséb po 50-tym roku zycia.

PS  Minetfo ponad 15 lat moich zawodowych kontak-
téw z firmg bioMerieux Polska. Wiodgcym ich tematem byty
D-dimery, bo takiego sformutowania uzywalismy od lat
90-tych. Chciatabym serdecznie podziekowac i pogratulo-
wac wszystkim pracownikom firmy, ale przede wszystkim
Pani Prezes dr n.farm. Elzbiecie Wdéjcik tych lat bardzo mery-
torycznej wspétpracy, zawsze z zachowaniem najwyzszych
standarddw i po ludzku, bardzo mitej. Zycze dalszych sukce-
sOw, z korzysciq przede wszystkim dla naszych pacjentéw.

Anna Fijatkowska

Ryc. 1. Strategia diagnostyki zatorowosci ptucnej
niewysokiego ryzyka (bez wstrzasu i hipotensji)
wedlug ,Wytycznych dotyczacych diagnostyki
i leczenia ostrej zatorowosci ptucnej” Europejskiego
Towarzystwa Kardiologicznego z 2014 r. (Torbicki,
Konstantinides et al. 2014 ESC Guidelines on the
diagnosis and management of acute pulmonary
embolism, Eur Heart J. 2014, 35(43):3033-69.

Podejrzenie ZP niewysokiego ryzyka

Ocena prawdopodobienstwa klinicznego

niskie lub umiarkowane wysokie
+ZP mato prawdopodobna” ,ZP prawdopodobna”
N2
D-dimer wysokie
,ZP prawdopodobna”
ujemny dodatni
angio TK angio TK
angio TK angio TK angio TK angio TK
ujemne dodatnie ujemne dodatnie
bez lecznia leczenie p-w | 1 joconia| [ 'e€ZeNie p-w
krzepliwe krzepliwe

wg Konstantinides, Torbicki et al., Eur Heart J 2014, 35,3033-3073
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— Miedzylaboratoryjna Platforma Wymiany
DosSwiadczen Zaawansowanych Uzytkownikow
Systemow VITEK 2 - Edycja 2014

dr Elzbieta Stefaniuk
Centralny Osrodek Badar Jakosci w Diagnostyce Mikrobiologicznej, Warszawa
Narodowy Instytut Lekéw, Warszawa

Miedzylaboratoryjna Platforma Wymiany Dos$wiad-
czen Zaawansowanych Uzytkownikéw Systemow VITEK 2
— Program FORUM VITEK 2 (FV2) w roku 2014 funkcjono-
wata juz po raz siédmy. FV2 powotane zostato przez firme
bioMérieux Polska we wspétpracy z Centralnym Os$rod-
kiem Badan Jakosci w Diagnostyce Mikrobiologicznej
i stanowi platforme wymiany doswiadczen i rozwazan
na temat mozliwosci diagnostycznych i interpretacyj-
nych tych systemow.

Pierwsze edycje FV2 miaty miejsce w roku 2008 (edycja
pilotazowa) i od tamtej pory odnotowano zmiany w pro-
filu uczestnikow, regule i czestotliwosci poszczegdlnych
edycji, a przede wszystkim, modyfikacji ulegt sposéb wza-
jemnej komunikacji respondentéw Forum z organizato-
rem, jak réwniez wprowadzono mozliwos¢ elektronicznej
wymiany doswiadczen i uwag pomiedzy uczestnikami.
W roku 2009 zorganizowano dwie tury programu, nato-
miast od roku 2010 sg przeprowadzane trzy tury rocznie.
Zgodnie z ustaleniami poczynionymi na spotkaniu pod-
sumowujacym FV2-2013, w roku 2014 zorganizowano
takze 3 edycje programu, ale kazda z nich skfadata sie
z dwoch czesci: laboratoryjnej oraz quizu ztozonego z 5
pytan.W roku 2014 do Platformy dofaczyli nowi uzytkow-
nicy systemu Vitek 2 i w zwigzku z tym, edycje FV2-2014
adresowane byly juz nie do dziewieciu, a siedemnastu
laboratoriéw mikrobiologicznych. Sa to medyczne labo-
ratoria mikrobiologiczne dziatajgce na terenie réznych
wojewddztw (kujawsko-pomorskie, tédzkie, matopolskie,
mazowieckie, opolskie, podkarpackie, podlaskie, pomor-
skie, wielkopolskie), bedace jednostkami organizacyjny-
mi szpitali wojewoédzkich, specjalistycznych lub uniwer-
syteckich, instytutéw medycznych, trzech najwiekszych
firm diagnostycznych funkcjonujacych na rynku polskim
oraz laboratorium firmy bioMérieux Polska. Wszystkie la-
boratoria zostaty zaproszone do udziatu w Platformie FV2
przez firme bioMérieux Polska, a wspdélnym mianowni-
kiem tych jednostek byto doswiadczenie i wysokie kom-
petencje w obstudze systemu Vitek 2 i pozytywne wyniki
w Ogodlnopolskim Sprawdzianie Wiarygodnosci Badan
Mikrobiologicznych POLMICRO.

bioMérieux

Zatozeniem Platformy FV2 jest poruszanie zagadnien
trudnych i ciekawych pod wzgledem diagnostycznym,
aod 2014 roku takze podstawowych zasad technik mikro-
biologicznych, kontroli jakosci oraz regut interpretacyj-
nych. Celem FV2 jest natomiast integracja uzytkownikéw
systemow Vitek 2. Od kilku lat firma bioMérieux Polska
zwraca sie z apelem do cztonkéw FV2 o sygnalizowanie
napotykanych probleméw diagnostycznych, w szczegdl-
nosci napotykanych podczas pracy z automatycznym
systemem do identyfikacji i lekowrazliwosci - Vitek 2,
oraz przekazywanie ciekawych izolatéw drobnoustrojéw
tj. nowych, niespotykanych dotad w macierzystym labo-
ratorium, badzZ sprawiajacych problemy diagnostycznie.
Izolaty te nastepnie miaty by¢ przekazywane wszystkim
cztonkom FV2 w celu dyskusji i poszukiwania rozwigza-
nia problemu. Niestety, w ciggu kilku lat funkcjonowania
Programu, tylko pojedyncze laboratoria podzielity sie
z innymi uczestnikami FV2 wyhodowanymi i wyizolowa-
nymi u siebie szczepami bakteryjnymi. W zwigzku z tym,
dobor izolatow lezy w gestii Centralnego Osrodka, ktéry
nastepnie przeprowadza szczegétowa charakterystyke
izolatébw, opracowuje ankiete i przygotowuje izobaty
do przekazania uczestnikom FV2. Dystrybucja przygoto-
wanych zestawdéw zajmuje sie firma 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 lekowrazliwos¢ i wykrywajg mechanizmy oporno-
$ci. Wyniki oznaczen i ich interpretacja wprowadzane
sg do ankiety dostepnej na stronie internetowej http://
forumvitek2.pl, ktéra zostata utworzona na potrzeby Pro-
gramu FV2. Do wynikéw oznaczen uzyskanych przede
wszystkim przy wykorzystaniu systemu Vitek 2, Laborato-
rium ma mozliwos¢ dofgczenia wynikéw innych przepro-
wadzonych testéw oraz interpretacji i komentarzy. Kazde
Laboratorium uczestniczace w Platformie FV2 posiada
swoj login oraz hasto, ktére umozliwiaja dostep do sys-
temu.
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FORUM VITEK 2- 2014 - edycja VII
CZESC PRAKTYCZNA

W czesci laboratoryjnej ubiegtorocznej edycji FV2
(2014) uczestnicy programu otrzymali 9 izolatéw
bakteryjnych, w tym: cztery szczepy Gram-ujemnych
pateczek z rodziny Enterobacteriaceae (Escherichia coli,
2 izolaty Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens),
1 szczep pateczki niefermentujacej - Pseudomonas
aeruginosa oraz 4 izolaty z grupy ziarenkowcéw Gram-
dodatnich:Staphylococcusaureus, Streptococcussalivarius,
S. gallolyticus oraz S. sanguinis.

Laboratoria w wiekszosci nie zgtaszaly trudnosci
w identyfikacji szczepdw. Stosunkowo najwiecej trudno-
$ci sprawity izolaty z grupy paciorkowcéw: dwa sposréd
siedemnastu laboratoriéw odnotowaty problemy z iden-
tyfikacjg szczepow S. gallolyticus oraz S. sanguinis.

Najczesciej stosowang karta do oznaczania lekowraz-
liwosci pateczek Gram-ujemnych z rodziny Enterobac-
teriaceae byta karta przeznaczona do systemu Vitek2:
AST-N259. Pojedyncze laboratoria badanie wykonywaty
z wykorzystaniem kart: AST-N260 oraz AST-N195. Le-
kowrazliwo$¢ P. aeruginosa oznaczano przede wszyst-
kim stosujgc karte AST-260, jedno laboratorium uzyto
karty AST-N258. Wrazliwos$¢ ziarenkowcow Gram-dodat-
nich oznaczano z zastosowaniem kart Vitek2- AST-STO1
i Vitek2 AST-P-576. Karty te zawierajg zestawy antybio-
tykéw zgodne z zaleceniami EUCAST, umozliwiaja okre-
Slenie wrazliwosci na leki, ktére maja istotne znaczenie
kliniczne i epidemiologiczne.

Szczep numer 1 - Klebsiella pneumoniae - produ-
cent karbapenemazy klasy B (MBL, ang. metallo-B-lacta-
mase) z rodziny VIM, oporny na karbapenemy i pozostate
antybiotyki B-laktamowe. Szczep byt wrazliwy na gen-
tamicyne (MIC=1mg/L), sredniowrazliwy na amikacyne
(MIC=16mg/L) i oporny na tobramycyne (MIC=16mg/L),
co jest charakterystyczne dla drobnoustroju produku-
jacego enzym AAC(6')l. Wytwarzanie metalo-3-lakta-
maz prawidtowo zidentyfikowato 14 z 17 laboratoriéw

(82,3%). Wszystkie laboratoria zadeklarowaty stosowanie
dodatkowych testéw oprécz kart antybiogramowych
AST-Card - najczesciej byly to testy fenotypowe w kierun-
ku B-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym
tzw. ESBL (ang. extended spectrum B-lactamase) oraz
karbapenemaz typu: MBL, KPC (ang. Klebsiella pneumo-
niae carbapenemase) i OXA-48.

Szczep nr 2 - Serratia marcescens - typowy producent
cefalosporynazy AmpC, wrazliwy in vitro na cefalospory-
ny Ill generacji. Zasada ekspercka EUCAST nr 9.2 zaleca
odradzanie stosowania cefotaksymu, caftriaksonu lub ce-
ftazydymu w monoterapii zakazen o takiej etiologii, gdyz
moze to pociggac za soba ryzyko selekcjonowania szcze-
péw opornych u producentéw AmpC. Siedem laborato-
riéw dostawito dodatkowo testy fenotypowe w kierunku
ESBL i uzyskato prawidtowe wyniki — ESBL-ujemny.

Wszystkie szczepy Serratia marcescens produkuja
chromosomalny enzym AAC(6')-Ic, ktéry ogranicza ak-
tywnos¢ dostepnych aminoglikozydéw, z wyjatkiem
streptomycyny, gentamicyny i arbekacyny.

Szczep nr 3 - E. coli - szczep wrazliwy na leki, produ-
kujacy ESBL. Produkcje tych enzyméw sugerowat system
Vitek 2. Dziewie¢ laboratoriéw wykonato dodatkowe te-
sty na obecnos¢ ESBL, tylko cztery z nich uzyskaty pra-
widtowy wynik ESBL-dodatni. Identyfikacja ESBL metoda
fenotypowa mogta by¢ trudna z uwagi na duze strefy za-
hamowania wzrostu wokot krazkéw antybiogramowych;
dopiero po zwiekszeniu odlegtosci pomiedzy krazkami
mozna w przypadku tego izolatu zaobserwowaé ob-
raz charakterystyczny dla wytwarzania enzymdéw ESBL.
Na zdjeciu nr 1. przedstawiono test fenotypowy w kie-
runku ESBL wykonany dla omawianego szczepu.
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Szczep nr 4 - Klebsiella pneumoniae — szczep opor-
ny na karbapenemy, wytwarzajacy karbapenemaze typu
OXA-48. Czternascie laboratoriéw sugerowato, ze szczep
moze by¢ producentem OXA-48 na podstawie testu Car-
ba-NP. oraz badania z zastosowaniem krazka z temocyli-

ng 30ug.

Szczep nr 5 - Pseudomonas aeruginosa - izolat wie-
lolekooporny, wrazliwy na amikacyne i kolistyne. Nie
byt producentem karbapenemaz. Laboratoria nie miaty
wiekszych trudnosci z prawidtowa oceng wynikéw te-
stow w kierunku wytwarzania takich enzyméw jak: ESBL,
MBL, KPC. Niestety, az 5 laboratoriéw wykonywato takze
test w kierunku wytwarzania OXA-48, co jest niezgodne
z Rekomendacjami KORLD.

Szczep 6 - Staphylococcus aureus - szczep opor-
ny na meticyling, tzw. MRSA (ang. methicillin-resistant
Staphylococcus aureus). Opornos¢ na meticyline zwia-
zana jest z obecnoscig biatka wigzacego penicyline
zwanego PBP2 lub PBP2’ kodowanego przez gen mecA
lub jego homolog mecA .., - nowy gen zlokalizowany
w kasecie SCCmec typu XI, ostatecznie nazwany mecC.
Opisywany szczep nr 6 posiada gen mecC. Ustalenie fe-
notypu wrazliwosci tego izolatu wymagato zastosowania
dodatkowych, stosowanych rutynowo metod, np. meto-
dy dyfuzyjno-krazkowej z krazkiem antybiogramowym
cefoksytyna 30 pg (zalecenia EUCAST). Nie wszystkie la-
boratoria zastosowaty sie do tych zalecen, a tylko jedno
laboratorium zasugerowato w komentarzu do wyniku
obecnos¢ genu mecC.

Szczepy 7-9 - Streptococcus salivarius, Strepto-
coccus gallolyticus, Streptococcus sanguinis - szcze-
py wrazliwe na stosowane w terapii antybiotyki
i chemioterapeutyki.

W przypadku ziarenkowcéw Gram-dodatnich klika
laboratoriow (n=6/17) dodatkowo wykonato test feno-
typowy pozwalajacy wykry¢ mechanizm MLSB. Jedno la-
boratorium przeprowadzito badanie wrazliwosci na leki
wszystkich trzech izolatéw z grupy paciorkowcéw meto-
da dyfuzyjno-krazkowa oraz paskéw z gradientem stezen
antybiotykéw, uzyskujac prawidtowe wyniki.

Laboratoria podaty wyniki testéw lekowrazliwosci
poszczegdlnych szczepéw wylacznie w odniesieniu
do lekéw zalecanych w Rekomendacjach ds. doboru
testow wrazliwosci bakterii na leki i chemioterapeutyki
Krajowego Osrodka Referencyjnego ds. Lekowrazliwosci
Drobnoustrojéw oraz Centralnego Osrodka Badan Jako-
$ci w Diagnostyce Mikrobiologicznej. Uzyskane wyniki
lekowrazliwosci oraz interpretacja kliniczna byly zgodne
z oczekiwanymi.

CZESC TEORETYCZNA

W czesci teoretycznej Laboratoria kazdorazowo otrzy-
mywaty zestaw 5 pytan (tacznie 15 pytan w trzech turach
FV2-2014). Ponizej omoéwiono wybrane pytania z edycji
FV2-2014.
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Quizl

(Test wielokrotnego wyboru) zawierat pytania me-
todyczne dotyczace zasad interpretacji testow lekow-
razliwosci (wrazliwosci na leki z grypy makrolidéw, klin-
damycyne i streptograminy; sposobu wykrywania ESBL
w przypadku pateczek wytwarzajacych cefalosporyna-
zy AmpGC; wrazliwosci szczepédw Enterococcus faecium
na ampicyline) w oprogramowaniu VITEK 2 Systems oraz
metod referencyjnych potwierdzania mechanizmu KPC
oraz przynaleznosci gatunkowej (S. pneumoniae).

O ile odpowiedzi na pytania o zasady interpretacyjne
oprogramowania VITEK 2 Systems w znakomitej wiekszo-
$ci byty prawidtowe, o tyle dwa pytania o metody referen-
cyjne dostarczyly ré6znych odpowiedzi. Prawdopodobnie
bylo to konsekwencjg nieprecyzyjnie sformutowanych
pytan. Otéz, jedno z pytan brzmiato: ,Ktéra z ponizej
wymienionych metod jest metoda potwierdzenia do ga-
tunku Streptococcus pneumoniae? A. MALDI-TOF, B. soli
z6fciowych, C. genetyczna, D. optochina, E. biochemicz-
na" Jesli autorowi pytania chodzito o wskazanie metod
przydatnych do identyfikacji gatunku S. pneumoniae,
to kazda z wymienionych metod stuzy do identyfikacji
tego gatunku: wrazliwos¢ na optochine, rozpuszczalnosé
w solach z6fci, testy biochemiczne, metoda spektrometrii
masowej MALDI-TOF, jak réwniez metody biologii mole-
kularnej. Laboratoria udzielaty r6znych odpowiedzi, ale
ani jedno laboratorium nie zaznaczyto wszystkich odpo-
wiedzi. Z kolei, jesli autor pytania miat na mysli metode
referencyjng identyfikacji gatunkowej pneumokoka,
to jedyna poprawng odpowiedzig jest odpowiedz C. me-
toda genetyczna.

Drugie pytanie odnosnie technik diagnostycz-
nych brzmiato: ,Ktéra z nizej wymienionych metod nie
jest przeznaczona do potwierdzania fenotypu KPC?
A. zmodyfikowany test Hoodg'a, B. Test Carba-NP, C. Me-
toda sekwencjonowania, a nastepnie Western-blot, D.
wynik z Zaawansowanego Systemu Ekspertowego VI-
TEK 2 Systems, E. MALDI-TOF". Przy tak sformutowanym
pytaniu, trudno byto udzieli¢ prawidtowej odpowiedzi.
Watpliwosci nie budzg odpowiedzi A., C. i D. Technika
MALDI-TOF pozwala wprawdzie na wykrycie enzymoéw
KPC, ale nie jest to metoda potwierdzenia. Test Carba-NP
jest testem przesiewowym, a nie potwierdzajacym, wy-
korzystywanym w laboratorium do wykrywania karba-
penemaz, w tym KPC. Natomiast, metodg potwierdzenia
fenotypu KPC jest metoda molekularna tzw. PCR (ang.
polymerase chain reaction), czyli metoda powielania
(amplifikacji) tancuchéw DNA polegajaca na tancucho-
wej reakgji polimerazy DNA.

Quizll

Dotyczyt morfologii, budowy, cech hodowlanych
i réznicowania wybranych grup drobnoustrojow. Test
rozwigzato szesnastu uczestnikow (94,1%), zas bezbted-
ne odpowiedzi podato trzynascie laboratoriéw (81,3%).
Quiz byt wielokrotnego wyboru co oznaczato, ze w tescie
wystepowaty pytania w ktérych wiecej niz jedna odpo-
wiedz byta prawidtowa.
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Jedno z pytan dotyczylo morfologii gatunkow
Neisseria spp.; uczestnicy zostali poproszeni o wskaza-
nie tych gatunkéw sposréd wymienionych (N. elongata,
N. lactamica, N. mucosa, N. sicca, N. subflava, N. weaveri),
ktére w preparacie mikroskopowym barwionym meto-
da Grama wystepuja czesto jako pateczki Gram-ujemne.
Sa to gatunki odzwierzece: N. elongata i N. weaveri. Pra-
widtowa odpowiedz udzielito pietnascie (93,8%) osrod-
kow.

W innym pytaniu nalezato wybra¢ gatunki Enterococ-
cus spp., ktére nie rozktadaja arabinozy. Zdolnos¢ rozkta-
du tego cukru jest jedna z podstawowych cech réznicu-
jacych miedzy E. faecalis a E. faecium. Z wymienionych
w zadaniu gatunkéw tylko E. faecalis i E. durans nie roz-
ktadaja arabinozy. Wszystkie laboratoria biorace udziat
w quizie prawidtowo odpowiedziaty na to pytanie.

Kolejne zadanie polegato na wybraniu sposréd wy-
mienionych rodzajow bakterii Gram-ujemnych:

Francisella spp., Legionella spp., Tatlockia spp.,
Bartonella spp., Fluoriobacter spp. tych, ktére w $cianie
komérkowej zawieraja kwasy ttuszczowe. Pytanie wy-
magato wiedzy z zakresu budowy bakterii oraz znajomo-
$ci najnowszej systematyki drobnoustrojow. W obrebie
rodziny Legionellaceae wyréznia sie obecnie 3 rodzaje:
Fluoribacter, Legionella, Tatlockia. Cecha specyficzng tej
rodziny pateczek Gram-ujemnych jest wystepowanie
kwasow ttuszczowych w scianie komérkowej. Poprawna
odpowiedz podaty wszystkie laboratoria. Jeden o$rodek
dodatkowo, poza wyborem, zaznaczyt gatunek Bartonel-
la spp. co takze uznano za odpowiedz prawidtowa, po-
niewaz kwasy ttuszczowe wystepuja rowniez w $cianie
komérkowej tych drobnoustrojéw.

W omawianym tescie zamieszczono takze informa-
cje dotyczace Bordetella pertussis: cztowiek jest jedynym
rezerwuarem tego gatunku w przyrodzie; pateczki
krztusca uwaza sie za nieinwazyjne (nie przedostaja sie
do krwi). Wprawdzie pojawiajg sie doniesienia méwiace
o izolacji B. pertussis z zakazen fozyska krwi, ale s3 to po-
jedyncze przypadki i dotycza tylko pacjentéw w stanie
gtebokiej immunosupresji. Toksyna krztuscowa jest biat-
kiem sktadajacym sie z podjednostek A i B i warunkuje
cytotoksyczno$¢ szczepu. Podjednostka B toksyny rozpo-
znaje receptory zlokalizowane na komérkach gospodarza
i wigze sie z nimi, natomiast podjednostka A ma za zada-
nie wnikna¢ do komorki i zahamowac aktywnos¢ cyklazy
adenylowej (wzrost cyklicznego AMP). Dziatanie toksyny
jest wielokierunkowe: pobudza limfocytoze, zmniejsza
aktywnos¢ makrofagéw, wptywa na synteze insuliny,
wzmaga wrazliwos¢ organizmu na histamine i seroto-
nine co moze prowadzi¢ do wstrzasu anafilaktycznego.
Kolejnym, bardzo istotnym czynnikiem chorobotwérczo-
$ci Bordetella pertussis jest cytotoksyna tchawicza, ktéra
paralizuje ruch rzesek nabtonka oddechowego powodu-
jac kaszel oraz stymuluje wydzielanie IL-1 co w rezulta-

cie prowadzi do wystapienia goraczki. Pateczki krztusca
majg duze wymagania wzrostowe - do hodowli stosuje
sie podtoza zawierajace wegiel drzewny i krew kon-
ska - bakterie te nie rosng na podtozu Mac Conkeya.
Trzy laboratoria nieprawidtowo okreslity dziatanie toksy-
ny krztuscowej, najwazniejszego czynnika chorobotwaér-
czosci Bordetella pertussis.

Quiz Il sktadat sie pytan testowych dotyczacych kon-
troli jakosci, oznaczania oraz interpretacji lekowrazliwo-
$ci, zgodnie z wytycznymi EUCAST. W przypadku dwéch
pytan nalezato zaznaczy¢ wiecej niz jedna odpowiedz.
W quizie uczestniczyto pietnascie osrodkéw z siedemna-
stu bioracych udziat w FORUM VITEK 2. Czternascie labo-
ratoriéw (93,3%) rozwigzato test bezbtednie.

Jedno z pytan dotyczyto szczepu wzorcowego, ktéry
rekomendacje EUCAST wersja 4.0 zdnia 05.09.2014 wska-
zywaty do kontroli jakosci krazkéw antybiogramowych
i paskéw z gradientem stezen stuzacych do oznaczania
lekowrazliwosci m.in. Haemophilus influenzae. Zgodnie
z wytycznymi, do kontroli jakosci oznaczen izolatéw z ro-
dzaju Haemophilus nalezato stosowac szczepy: H. influen-
zae NCTC 8468 do kontroli jakosci krazkow oraz H. influ-
enzae ATCC 49766 do kontroli oznaczania wartosci MIC.
Wykorzystywany dotychczas szczep H. influenzae NCTC
8468 czesto daje nietypowy wzrost na podtozach bak-
teriologicznych i w zwigzku z tym od roku 2015 bedzie
zastepowany szczepem H. influenzae ATCC 49766. W obo-
wigzujacych obecnie, najnowszych tabelach dotycza-
cych kontroli jakosci EUCAST - wersja 5.0 zdn. 09.01.2015
roku, pojawita sie informacja, ze w 2016 roku szczep
H. influenzae NCTC 8468 zostanie wycofany z Ii-
sty szczepow rutynowej QC (ang. quality control),
a H. influenzae ATCC 49766 pozwoli skontrolowac nie tyl-
ko krazki antybiogramowe, ale takze paski z gradientem
stezen. Do konca 2015 roku, zgodnie z zaleceniami EU-
CAST, do QC testow lekowrazliwosci mozna wykorzysty-
wac oba szczepy. Jest to tez czas dla laboratoriéw na do-
stosowanie swoich procedur do aktualnych wymogéw
EUCAST. Wszystkie udzielone w tym zadaniu odpowiedzi
zostaty uznane za prawidtowe.

Inne pytanie dotyczyto wskazania gatunkow, kté-
rych wrazliwo$¢ na glikopeptydy oznacza sie wytacznie
na podstawie okreslenia wartosci MIC (mg/L). W przy-
padku tego pytania nalezato zakredli¢ dwie poprawne
odpowiedzi (Staphylococcus spp. i Clostridium difficile).
Wszyscy uczestnicy prawidtowo rozwiazali to zadanie.

Kolejne pytanie testowe FV2-2014 odwotywato sie
do znajomosci eksperckich zasad interpretacji oznacza-
nia wrazliwosci pateczek Enterobacteriaceae na aminogli-
kozydy.W tym zadaniu dwie odpowiedzi byty prawidtowe
i tylko jeden z uczestnikéw FV2 wskazat jako prawidtowa
wytacznie jedna z nich. Pozostali respondenci udzielili
wyczerpujacej i poprawnej odpowiedzi.
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Monitorowanie temperatury i innych parametréw fizycznych w laboratorium

Monitorowanie temperatury
i innych parametréw fizycznych

w laboratorium

Labguard

Labguard 3D to automatyczny system nowej generacji
do monitorowania temperatury oraz innych parametréw
fizycznych w laboratorium. System zostat zaprojektowa-
ny specjalnie zmyslg o laboratoriach, tak aby utatwié pro-
ces kontroli warunkéw w jakich przechowywane s3 od-
czynniki oraz materiaty biologiczne. Bogata oferta sond
pomiarowych oraz elastycznos¢ oprogramowania spra-
wia, ze system Labguard 3D znajduje zastosowanie nie
tylko w wielu gateziach przemystu (przemysle spozyw-
czym, farmaceutycznym, kosmetycznym), ale réwniez
w laboratoriach klinicznych czy weterynaryjnych. System
znajduje zastosowanie wszedzie tam, gdzie potrzebna
jest kontrola parametrow fizycznych.

System Labguard 3D pomaga spetnia¢ wszelkie wy-
magania zawarte w normach: ISO 17025 - Wymagania
dotyczqce laboratoriéw badawczych i wzorcujqcych, 1SO
15189 Laboratoria medyczne, Szczegdlne wymagania do-
tyczqce jakosci i kompetencji czy PN-EN ISO 7218 Mikro-
biologia zywnosci i pasz— Wymagania ogélne i zasady ba-
dan mikrobiologicznych a takze wymagania FDA 21 CFR
cze$¢ 11. Posiadanie automatycznego systemu do moni-
torowania ufatwia procesy zwigzane z akredytacja oraz
audytami i kontrolami zewnetrznymi.

Cztery podstawowe funkcje systemu Labguard 3D
to mierzenie parametréw fizycznych ich monitorowanie,
zapisywanie oraz alarmowanie w trybie rzeczywistym.
Funkcja alarmowania gwarantuje otrzymanie informacji
w momencie kiedy doszto do awarii monitorowanego
urzadzenia. Dzieki temu uzytkownik moze wprowadzi¢
dziatania naprawcze i zapobiec stracie odczynnikow czy
materiatéw biologicznych przechowywanych w monito-
rowanym urzadzeniu.

mgr Marta Warowny-Krawczykowska
bioMérieux Polska Sp. z o.o.
Warszawa

Dziatanie systemu Labguard 3D opiera sie na bezprze-
wodowej technologii radiowej przekazywania sygnatu
z nadajnika do odbiornika. Do nadajnika podtaczone
sq sondy pomiarowe, ktére umieszczone sy w komorze
monitorowanego urzadzenia. Odbiornik, ktéry podtaczo-
ny jest bezposrednio do sieci internetowej przekazuje
dane do komputera.

Nowoczesne nadajniki oferowane w systemie Lab-
guard 3D posiadaja wbudowany cyfrowy wyswietlacz.
Dzieki czterem rodzajom nadajnikéw: jedno-, dwu-, trzy-
i czterokanatowym mozliwe jest podtgczenie od jednej
do czterech réznych sond pomiarowych. Uniwersalnos¢
nadajnikow to istotna zaleta systemu. Dzieki niej moz-
liwe jest podigczenie do jednego nadajnika sond réz-
nego rodzaju np. do pomiaru temperatury, wilgotnosci
wzglednej oraz stezenia CO,. Wyswietlacz cyfrowy na-
dajnika prezentuje szereg istotnych dla uzytkownika
informacji. Poza nazwa monitorowanego urzadzenia,
aktualng wartoscia danego parametru fizycznego wy-
$wietlane sa réwniez informacje o stopniu zuzycia baterii
oraz jakosci tacznosci radiowej. Nadajniki wyposazone
sa w kolorowe diody alarmowe z projekcjg 360°. Do kaz-
dego rodzaju alarmu (przekroczenie wymaganej warto-
$ci parametru fizycznego, problem z tacznoscig, problem
z zasilaniem) przypisany jest odpowiedni kolor. Poza
alarmami, ktére wyswietlane sg na obudowie nadajni-
ka jest tez alarm w postaci czerwonej diody z projekcja
pionowa, ktéry umozliwia obserwowanie sygnatu swietl-
nego na suficie. Zasilanie nadajnikéw moze odbywac sie
na trzy sposoby: klasyczny zasilacz elektryczny, kabel USB
oraz baterie litowe.

Sposréd bogatej oferty sond pomiarowych najbar-
dziej popularne sg sondy do pomiaru temperatury. Z sys-
temem Labguard 3D mozliwe jest jej monitorowanie
w zakresie od -196°C do ponad 1000°C. Dwie najczesciej
instalowane sondy to: sonda pracujaca w zakresie -30°C
do + 80°C oraz sonda PT100 pracujaca w zakresie -90°C
do 130°C. Umozliwiajg one monitorowanie temperatury
w praktycznie wszystkich urzadzeniach laboratoryjnych:
niskotemperaturowych zamrazarkach, zamrazarkach kla-
sycznych, lodéwkach, chtodniach, cieplarkach.
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W ofercie systemu Labguard 3D sg takze sondy: moni-
torujace jednoczesnie temperature i wilgotnos¢ wzgled-
ng oraz sondy mierzace stezenie CO,, ciSnienie oraz prze-
tworniki umozliwiajagce podtaczenie dowolnej sondy
analogowej (przetworniki analogowo-cyfrowe 0-20mA
i 0-10V).

W ofercie systemu Labguard 3D dostepne sg takze
niezalezne rejestratory danych, przeznaczone do moni-
torowania warunkéw transportu. Zapewniajg kontrole
nad wiasciwymi warunkami przewozonych materiatéw
biologicznych, a raport z informacjami o warunkach
transportu moze by¢ przekazywany automatycznie
do systemu w momencie, w ktérym nadajnik bedzie
w zasiegu odbiornika. Raport taki jest idealnym doku-
mentem do przedstawienia w razie kontroli z zewnatrz.

Kolejng zaleta systemu Labguard 3D jest fakt, ze opro-
gramowanie instalowane jest na serwerze lub serwerze
wirtualnym. Dzieki temu wszelkie aktualizacje wykony-
wane sg w jednym miejscu, a dostep do oprogramowania
mozliwy jest przez przegladarke internetowa. W zalezno-
$ci od potrzeb dostepne sa trzy wersje oprogramowania,
ktére mozna rozbudowywac stopniowo uruchamiajac
poszczegolne jego funkcje. Dostep do oprogramowa-
nia maja tyko uzytkownicy, ktérzy posiadaja indywidu-
alny login i hasto. Dodatkowo mozliwe jest przypisanie
uzytkownikom wybranych pozioméw dostepéw m.in.
uzytkownika, ktory moze analizowac informacje o alar-
mach i odbierac¢ alerty oraz administratora, ktéry zarza-
dza kontami innych uzytkownikéw, moze wprowadzaé
zamiany do konfiguracji oprogramowania, tak aby do-
pasowac system do lokalnych potrzeb. Oprogramowanie
systemu Labguard 3D umozliwia analize graficzng oraz
tabelaryczng gromadzonych danych. Mozliwy jest takze
export danych do programu Microsoft Excel lub do for-
matu PDF. Dane mozna analizowa¢ retrospektywnie.
W dowolnym momencie mozna wygenerowac raport za
wybrany okres z przesztosci dla konkretnego wybranego
urzadzenia lub grupy urzadzen. Dzieki temu ogranicza

sie do minimum drukowanie zbednych dokumentéw
oraz ich magazynowanie. Ponadto zainstalowanie au-
tomatycznego systemu do monitorowania srodowiska
w znacznym stopniu odcigza pracownikéw laboratorium.
Obowiazek systematycznego spisywania temperatur
z urzadzen laboratoryjnych moze zosta¢ wyeliminowany,
a dzieki temu zyskaja Panstwo czas, ktéry bedzie mozna
wykorzystaé na inne zadania i obowiazki.

Kolejna zaleta systemu Labguard 3D to zapewnie-
nie bezpieczenstwa dla przechowywanych odczynni-
kéw i materiatéw 24h na dobe, czyli takze w nocy oraz
w weekendy i dni wolne od pracy, kiedy nie ma personelu
w laboratorium. Komunikowanie alarméw mozliwe jest
na wiele sposobdéw: moga to by¢ maile wysytane na wy-
brane adresy, widget - ,wyskakujace” kolorowe okienko
na pulpicie komputera czy mozliwo$¢ otrzymywania wia-
domosci SMS, faxu oraz wiadomosci gtosowych. Dzieki
temu moga Panstwo ,zapomnie¢” o manualnej kontroli
parametréw fizycznych. Pomiary oraz ich kontrola odby-
waja sie w sposdb automatyczny, a Panstwo sg informo-
wani wylacznie w przypadku zaistniatej awarii.

Dodatkowo odpowiednie moduty oprogramowania
umozliwiajg wykonanie samodzielnie kalibracji i ma-
powania. Na zyczenie klienta z sondami dostarczamy
Swiadectwa kalibracji producenta lub certyfikaty wzor-
cowania wydane przez laboratoria wzorcujace posiada-
jace akredytacje Polskiego Centrum Akredytacji (PCA).
Mozliwy jest takze zakup urzadzen do przeprowadzania
kalibracji na miejscu w Panstwa laboratorium.

Warto zaznaczy¢ fakt, ze Labguard 3D jest systemem
modutowym. Oznacza to, ze zakupiona dzis wersje sys-
temu mozna rozbudowac o kolejne sondy, nadajniki,
odbiorniki. Mozliwy jest réwniez upgrade oprogramowa-
nia do wyzszej wersji, uruchomienie dodatkowych jego
funkcji, tak aby dopasowac system Labguard 3D do zmie-
niajacych sie potrzeb uzytkownika.
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Mikrobiologiagia. Preparaty bezposrednie z materiatu klinicznego — wartos¢ nie do przecenienia

Preparaty bezposSrednie

z materiatu klinicznego -
wartoSc¢ nie do przecenienia.

Wprowadzenie

Ostatnie kilkadziesiat lat to bardzo szybki rozwoj réz-
norodnych technologii, ktére majg wptyw na niemalze
kazda z dziedzin naszego zycia - a wiec takze na diagno-
styke laboratoryjna, w tym i mikrobiologiczna. Na rynku
mamy duzo wyrafinowanych technik diagnostycznych
opartych na metodach immunologicznych czy genetycz-
nych. Do naszej dyspozycji s aparaty do automatycznej
identyfikacji drobnoustrojow i oznaczania lekowraz-
liwosci. Potrafimy identyfikowa¢ bakterie do gatunku
uzywajac metod genetycznych, a nawet identyfikowac
geny odpowiedzialne za réznego rodzaju mechanizmy
opornosci itp. W nattoku tych wszystkich nowosci czesto
zupetnie zapominamy o tym, ze stare sprawdzone meto-
dy, wsparte nowymi zdobyczami techniki, takie jak pre-
paraty bezposrednie z materiatéw klinicznych, moga by¢
nadal bardzo przydatne i da¢ wiele korzysci, zaréwno dla
samych mikrobiologéw jak i lekarzy klinicystow

Badania mikroskopowe:

+ nalezg do metod klasycznych

« umozliwiajg uzyskanie szybkich wynikow

« pozwalajg na stwierdzenie obecnosci bakterii
w badanym materiale

- dostarczajq informacji o morfologii komorki
bakteryjnej (ziarniaki, pateczki)

. stanowig pierwszy, wstepny etap identyfikacji
drobnoustroju

« ukierunkowuja dalsze etapy badania
mikrobiologicznego

Wykonywanie preparatéw daje nam dwojakiego
rodzaju korzysci:

1. Kliniczne:

« kroétki czas od momentu otrzymania materiatu
do uzyskania wstepnego wyniku

- weryfikacja materiatu: diagnostyczny, niediagno-
styczny (plwocina)

« ukierunkowanie antybiotykoterapii empirycznej -
pateczki, ziarniaki

+ Plyn mézgowo-rdzeniowy (PMR) - szybkie wdroze-
nie odpowiedniej antybiotykoterapii
(N.meningitidis)
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mgr Matgorzata Szarata
Szpital Wojewédzki w Poznaniu

2. Ekonomiczne:

« wykonanie preparatu jest tanie, co zmniejsza
koszty diagnostyki

« preparaty mozna wykonac w kazdej, nawet
najmniejszej pracowni bakteriologicznej,
wystarczajace jest podstawowe wyposazenie -
mikroskop $wietlny, szkietka podstawowe, zestaw
do barwienia

« udzielenie pomocy klinicyscie w podejmowaniu
decyzji o wdrozeniu lub weryfikacji terapii, dzieki
orientacyjnemu wynikowi otrzymanemu krétko
po pobraniu materiatu.

Aby moc wykonywac preparaty i poddawac je ocenie,
tak naprawde najdrozszym sprzetem potrzebnym nam
w tym procesie jest mikroskop. Na rynku mamy szeroka
oferte tego rodzaju sprzetu i w zaleznosci od tego, z ja-
kiego rodzaju preparatami bedziemy mieli do czynienia,
mozemy wybrac z tej oferty ten najbardziej nam odpo-
wiadajacy np. mikroskop $wietlny, kontrastowo-fazowy,
fluorescencyjny oraz cata gama mikroskopow elektrono-
wych. Dla pracowni mikrobiologicznej zupetnie wystar-
czajacy jest mikroskop Swietlny, sredniej klasy — powiek-
szenie 1000x oraz obiektyw immersyjny. Jest to koszt
okoto 7-12 tys. ztotych, a przy wiasciwym uzytkowaniu
jest to wydatek na diugie lata.

Procedure rozpoczynamy od wykonania rozmazu
z materiatu klinicznego. Najczesciej dokonujemy tego
metoda manualna:

« odttuszczamy szkietka podstawowe w alkoholu
i 3x przeciggamy szkietko nad ptomieniem
palnika

+ na szkietko naktadamy badany materiat i wykonu-
jemy rozmaz

+ suszymy preparat (najlepiej samoistnie, bez pod-
grzewania - aby zapobiec tworzeniu sie artefak-
tow i obkurczaniu komérek)

- utrwalamy preparat w ptomieniu palnika.

Mozemy tez wspomaoc sie nowosciami, ktore nie omi-
nety takze tej czesci diagnostyki i wykonac¢ preparat me-
toda automatyczng, uzywajac do wykonania preparatu
cytowirowki. Z zewnatrz cytowiréwka wyglada podob-
nie do zwyktej wirdwki, uzywanej w czesci analitycznej
laboratorium.
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Réznica polega na wnetrzu - zamiast rotora z gilza-
mi na probdéwki, cytowirbwka ma rotor z zawieszkami,
w ktérych umieszczamy cyto-wkiadki ze szkietkami
na preparat (Zdjecie 1, 2, 3).

Cytowiréowka stuzy gtéwnie do wykonywania prepa-
ratow z materiatéw ptynnych takich jak ptyn mézgowo
- rdzeniowy, ptyny z jam ciata: optucnowy, otrzewnowy,
z jamy brzusznej, materiatéw ze spunktowanego ropnia.

Wykonanie preparatu przy uzyciu cytowiréwki:

« szkietko podstawowe opisujemy numerem
badania

- wktadamy do plastikowej podstawy

- naktadamy bibute filtracyjna z okragtym otworem
tak, aby otwér bibuty pokryt sie z okregiem zazna-
czonym na szkietku

+ na bibute naktadamy plastikowa naktadke, ktéra
posiada dwa okragte cylinderki jeden ustawiony
pionowo w stosunku do szkietka i przypadajacy
doktadnie w miejscu otworu w bibule filtracyjnej,
drugi ustawiony pod katem i potaczony z pierw-
szym - stuzy do odprowadzenia reszty ptynu

- plastikowa podstawe taczymy z gérna plastikowa
naktadka za pomoca bocznych zapinek

- wlewamy ptyn do centralnego cylinderka (max
2ml) - cylinderek zamykamy specjalnym korkiem

- wktadamy wktadki,cyto” do zawieszek rotora

- zamykamy wirdwke i wirujemy przez 10 minut
przy 2 tys. obrotow

+ po skonczonym wirowaniu odsgczamy nadsacz
zbierajacy sie w ukosnym cylinderku

- wktadki,cyto” wktadamy do cieplarki w celu
wysuszenia

+ po wysuszeniu i utrwaleniu preparat barwimy

Uzywajac cytowirowki mozemy swietnie wykorzystac
jej zalety takie jak:

+ uzyskanie osadu z niewielkiej ilosci ptynu

- komorki w czasie wirowania (sita odsrodkowa)
osadzaja sie bezposrednio na szkietku

« komorki sg niezniszczone i niezdeformowane

« mamy zagwarantowany krotki czas uzyskania
preparatu gotowego do zabarwienia

Zdjecie 1 Cytowirowka-wyglad zewnetrzny

Zdjecie 2 Elementy sktadowe stuzace do wirowania
w cytowiréwce

Zdjecie 3 Wktadki,Cyto” zatadowane i gotowe
do wirowania

Kolejnym etapem naszej drogi ku uzyskaniu prepara-
tow jest ich zabarwienie. Wykorzystuje sie wiele metod
barwienia preparatéw np.: metoda Ziel-Neelsena - dla
kwasoodpornych pratkéw gruzlicy, Schaffera—Fultona
- dla wybarwiania form przetrwalnikowych, Manevala -
do wybarwiania otoczek bakteryjnych, metoda Neissera
dla uwidaczniania ziarnistosci wolutynowych tzw. ciatek
Ernsta-Babesa. Jednak w mikrobiologii podstawowym
i najczesciej stosowanym barwieniem jest barwienie
metodg Grama stuzace do réznicowania bakterii na dwie
grupy - Gram-dodatnie (G(+)) i Gram-ujemne (G(-)) i ich
wstepnej klasyfikacji. Zasada tego barwienia polega
na wykorzystaniu réznic w budowie $ciany komoérkowej
bakterii G(+) i G(-).

Bakterie Gram(+) maja gruba warstwe peptydoglika-
nu, a G(-) cienka i dodatkowo otoczong lipidowa btong
zewnetrzna.

Barwienie metoda Grama mozemy wykona¢ metoda
manualna:

« utrwalony preparat zalewamy fioletem na 2 - 3 min

+ sptukujemy woda i zalewamy ptynem Lugola
nal,5-2min

- odbarwiamy alkoholem i ptuczemy wodga
+ dobarwiamy fuksyna lub safraning 20 -30 s

+ po wysuszeniu preparat jest gotowy do obejrzenia
w mikroskopie
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lub uzywajac metody automatycznej, bo i na tym etapie
diagnostyki mamy do czynienia z nowoscia jaka jest apa-
rat do automatycznego barwienia.

Zdjecie 4
Aparat do barwienia — widok zewnetrzny

+ po wykonaniu preparatu i utrwaleniu go w ptomie-
niu palnika preparat umieszczamy

« w specjalnym zamykanym od géry talerzu
(Zdjecie 5), ktéry nastepnie wktadamy do aparatu
zamykamy go, uruchomiamy i automatycznie na-
stepuje cykl barwienia.

+ po okoto 2-3 minutach preparaty sa zabarwione
i gotowe do ogladania pod mikroskopem.

ERE—— R |
Zdjecie 5
Rotor na preparaty

Do aparatu mozna zatadowac od jednego do 12 pre-
paratéw — ich liczbe wybieramy z panelu umieszczonego
na przedniej scianie aparatu. Na panelu tym jest takze
mozliwos¢ ustawienia grubosci preparatu i ilosci napyla-
nych barwnikéw.

W najnowszej wersji aparatu do barwienia mozna juz
na state ustawi¢ programy z parametrami do barwienia
preparatéw o réznej grubosci - co skutkuje tym, ze ilo$¢
napylanych barwnikéw jest odpowiednia do wybranej
grubosci preparatu.

W momencie kiedy mamy wykonany preparat i za-
barwiony, mozemy przystapi¢ do jego oceny pod mikro-
skopem, uzywajac obiektywu immersyjnego. Ogladajac
preparat skupiamy sie gtéwnie na ocenie elementéw
morfotycznych - leukocyty (limfocyty, granulocyty) i wi-
docznych drobnoustrojach - jesli takowe tam znajdziemy.

(F- WAV |l ooc ! bioMérieux

Przeglad preparatow z r6znych materiatow
klinicznych.

Preparaty z plynu mézgowo-rdzeniowego

+ Preparat wykonujemy metoda tradycyjng z osa-
du uzyskanego z odwirowania PMR - 10 min. przy
2 tys/obr lub w cytowiréwce

+ Preparat suszymy, utrwalamy i barwimy manualnie
lub przy uzyciu aparatu do barwienia

Ogladamy preparat zwracajac gtéwna uwage na bak-
terie i elementy morfotyczne - leukocyty: granulocyty
i/lub limfocyty. Obecnos¢ podwyzszonej liczby komo-
rek wielojadrzastych obserwujemy zazwyczaj w ostrych
zakazeniach bakteryjnych, a limfocytéw w zakazeniach
wirusowych, grzybiczych, jak réwniez gruzliczym. W in-
terpretacji preparatu nalezy uwzgledni¢ wyniki badania
analitycznego PMR.

Zdjecie 6
PMR - preparat z cytowiréwki zabarwiony metoda Grama -
widoczne skupisko N.meningitidis - wewnatrz leukocytow

Zdjecie 7
PMR- cytowiréwka - S.pneumoniae - widoczne skupiska
dwoinek Gram (+) w leukocytach - granulocytach

Zdjecie 8
PMR - N.meningitidis
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Zdjecie 9
PMR - Cryptococcus neoformans - tusz chinski

Preparaty z plwociny
« Wykonujemy preparat - rozmaz na szkietku

« Preparat suszymy, nastepnie utrwalamy w ptomie-
niu palnika

« Barwimy metoda Grama

Ocena preparatu bezposredniego z plwociny:

+ Okreslamy liczby leukocytéw i nabtonkéw w min.
10 polach widzenia (w powiekszeniu 100-krotnym)

+ Oceniamy pétilosciowo liczbe komérek bakteryj-
nych i ich morfologie (w powiekszeniu 1000-krot-
nym - pateczki Gram-ujemne, ziarenkowce Gram-
-dodatnie)

+ (+) -Tkomoérka co kilka pél widzenia

+ (++)-do 10 komérek co kilka pdl widzenia

+ (+++) -do 10 komérek w kazdym polu wi-
dzenia

o (++++) -powyzej 10 komérek w kazdym
polu widzenia

Ocena liczby i morfologii bakterii jest pomocna w okre-
$leniu dominujacego czynnika etiologicznego (zwraca-
my uwage na drobnoustroje wewnatrzkomoérkowe, flore
grzybicza oraz obecnos¢ obfitej flory mieszanej — wska-
zujacej na flore jamy ustnej. Stosunek 1:1 liczby leuko-
cytéw do nabtonkéw pozwala podejrzewaé, ze mamy
do czynienia z prébka $liny. Materiat nalezy opracowac
takze w przypadku, gdy w preparacie brak nabtonkoéw,
a ilos¢ leukocytdw jest mata, badz nie stwierdza sie zad-
nych komaérek tzw. pusty preparat. Koniecznym jest row-
niez odnotowanie faktu, gdy widzimy duze ilosci $luzu.
Plwocina zawierajgca >25 leukocytéw i < 10 nabtonkéw
w polu widzenia powinna zostac zakwalifikowana do dal-
szego badania mikrobiologicznego.

Zdjecie 10
Plwocina diagnostyczna - powiekszenie 100x - widoczne
liczne leukocyty i pojedyncze nabtonki

Zdjecie 11
Plwocina diagnostyczna - powiekszenie 1000x
- ziarniaki G(+)

Zdjecie 12
Plwocina diagnostyczna - powiekszenie 1000x
- pateczki G(-)
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Zdjecie 13 Plwocina niediagnostyczna - powiekszenie
100x - nabtonki, brak leukocytow

Preparaty z plynéw z jam ciata:

+ materiat wirujemy tak jak PMR

+ z osadu wykonujemy rozmaz na szkietku podsta-
wowym lub wykonujemy preparat przy uzyciu
cytowirowki

« suszymy i utrwalamy w ptomieniu palnika

+ barwimy metoda Grama

+ ogladamy pod mikroskopem: drobnoustroje,
leukocyty (limfocyty, granulocyty), nabtonki
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Zdjecie 14 Zdjecie 17
Ptyn z jamy otrzewnej (jatowy) - brak drobnoustrojow, Ziarniaki - preparat bezposredni z krwi - bezbarwny
limfocyty

Zdjecie 15
Ptyn z jamy optucnowej (jatowy) - brak drobnoustrojow,  Zdjecie 18
limfocyty Preparat natywny z krwi - drozdzaki

Zdjecie 16 Zdjecie 19
Ptyn z jamy otrzewnej - pateczki G(-)- E.coli, ziarniaki G(+)  Streptococcus agalactiae — preparat bezposredni z krwi
- E.faecalis »dodatniej” barwiony metoda Grama

Preparaty z posiewéw krwi - bezposrednio
z dodatniej butelki

« zdodatniej butelki pobieramy jatowo strzykawka
krew

« krople krwi nakrapiamy na szkietko podstawowe,
naktadamy szkietko nakrywkowe,

+ ana nie dajemy krople olejku imersyjnego,
ogladamy pod mikroskopem

« wykonujemy takze preparat barwiony metoda Zdjecie 20
Grama Staphylococcus spp. - preparat bezposredni z krwi
+ o wstepnym wyniku informujemy lekarza ~dodatniej” barwiony metodg Grama
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PODSUMOWANIE

Zdjecie 21
Drozdzaki — preparat bezposredni z krwi ,dodatniej’
barwiony metoda Grama

d

Zdjecie 22
Enterococcus faecium i Klebsiella pneumoniae - preparat
bezposredni z krwi,,dodatniej” barwiony metoda Grama

Biocenoza pochwy:

+ rozmaz wykonujemy wymazdéwka na szkietku pod-
stawowym

+ preparat suszymy i utrwalamy w ptomieniu palnika
+ barwimy metoda Grama
+ ogladamy pod mikroskopem

Zdjecie 23
Biocenoza pochwy - pojedyncze leukocyty, pateczki
Doderleina, nabtonki

Zdjecie 24
Biocenoza pochwy — widoczne pseudostrzepki i blasto-
cyty

Wykonywanie preparatéw daje istotne korzysci za-
réwno kliniczne, diagnostyczne jak i ekonomiczne.

Zastosowanie technik mikroskopowych stanowi do-
skonate uzupetnienie innych metod w laboratorium, da-
jac mozliwos¢ mikrobiologom ugruntowania i udosko-
nalania swojej wiedzy (morfologia kolonii bakteryjnych
na réznych podtozach + preparat), zabezpieczajac nas
przed popetnieniem btedu diagnostycznego.

Jak zaznaczytam na wstepie, preparaty mikrobio-
logiczne z materiatéw bezposrednich, jak réwniez
z hodowli, mimo, ze znane od bardzo dawna, wsparte
nowymi technikami, takimi jak cytowiréwka, czy auto-
matyczny aparat do barwienia, moga nadal by¢ bardzo
pozyteczne. Daja wiele korzysci nam mikrobiologom
i lekarzom klinicystom. Preparaty powinny by¢ dla kaz-
dego mikrobiologa, a szczegdlnie dla mtodych mikro-
biologéw podstawowym i pierwszym narzedziem dia-
gnostycznym. Wykonywanie preparatéw i ich ogladanie
pod mikroskopem jest doskonata nauka mikrobiologii.
Czesto obserwujemy, ze pod wptywem dtugotrwatej an-
tybiotykoterapii drobnoustroje nie wyrastajg na wszyst-
kich, typowych dla nich podtozach np. brak jest wzrostu
na podtozu dla pateczek Gram-ujemnych, a na podtozach
namnazajacych typu agar czekoladowy, czy ptytka krwa-
wa mogg one morfologig przypominac ziarniaki. Wtedy
wystarczy zrobi¢ preparat i w ten sposéb rozwigzac pro-
blem, ustrzegajac sie przed popetnieniem btedu diagno-
stycznego. Dodatkowo przez wspomaganie sie automa-
tami typu cytowiréwka, czy aparat do barwienia, bardzo
ufatwiamy sobie prace w poréwnaniu do metod manual-
nych, a takze oszczedzamy czas, ktéry mozemy poswiecic
na inne etapy diagnostyczne. Duza korzyscia jest takze
fakt, ze aparat do barwienia dziata w systemie zamknie-
tym - Scieki s usuwane do specjalnego zamknietego po-
jemnika. Dziatamy wiec zgodnie z zaleceniami ekologii,
co w dzisiejszych czasach jest bardzo cenne, gdyz w ten
sposéb chronimy srodowisko, a z drugiej strony nie nara-
zamy sie na kontakt bezposredni z barwnikami.

Mam nadzieje, ze ten artykut przekona mikrobiologéw
do tego, aby w swoich pracowniach pokusili sie o czest-
sze sieganie po preparaty mikroskopowe. Przy uzyciu
niewielkiej ilosci sprzetu praca przy preparatach staje
sie obecnie bardzo przyjazna dla mikrobiologa (czysta -
co nie jest bez znaczenia) i daje, jak pokazuje ten arty-
kut i samo zycie, naprawde wiele wymiernych korzysci —
mikrobiologom, lekarzom klinicystom, ale przede wszyst-
kim pacjentowi, bo to on jest najwazniejszy i wiasnie jego
dobro powinnismy miec¢ przede wszystkim na wzgledzie.
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Nowos¢ w ofercie. chromID CARBA SMART.

chromID CARBA SMART -

nowosS¢ w ofercie

Pateczki z rodziny Enterobacteriaceae wystepuja po-
wszechnie u ludzi m.in. jako flora przewodu pokarmo-
wego. Stanowia one réwniez duzy problem zdrowia pu-
blicznego, gdyz sa przyczyna licznych zakazen zaréwno
w lecznictwie zamknietym jak i otwartym. Stosunkowo
tatwe w diagnostyce, na przestrzeni lat rozwijaty rézne
mechanizmy opornosci na dostepne chemioterapeutyki,
co mimo okreslenia czynnika etiologicznego, w znacz-
nym stopniu utrudniato leczenie infekcji. W zwigzku z tym
waznym elementem walki z zakazeniami wywotanymi
przez wielolekooporne Enterobacteriaceae jest aktywny
nadzér epidemiologiczny m.in. z badaniami nosicielstwa,
ktére umozliwiajg zatrzymanie rozprzestrzeniania sie nie-
bezpiecznych patogendéw poprzez zastosowanie odpo-
wiednich procedur, w tym izolacje pacjentéw - nosicieli.

W wielu krajach europejskich ostatnie lata uptynely
na tworzeniu i wdrazaniu specjalnych zalecen i procedur
zwigzanych z pojawianiem sie ognisk zakazert wywoty-
wanych przez kolejne typy karbapenemaz KPC, NDM-1,
OXA-48.... Dotyczyto to rowniez Polski, gdzie powstaty
rekomendowane przez Ministra Zdrowia ,Zalecenia do-
tyczace postepowania w przypadku zachorowan spo-
radycznych i ognisk epidemicznych wywotanych przez
Gram ujemne pateczki z rodziny Enterobacteriaceae (Za-
lecenia dotyczace postepowania w przypadku identyfi-
kacji w podmiotach wykonujacych dziatalnos¢ lecznicza
szczepdw Enterobacteriaceae wytwarzajacych karbape-
nemazy typy KPC, MBL lub OXA-48)". Opornos¢ na anty-
biotyki determinowana produkcja karbapenemaz jest
obecnie uznawana za jeden z kluczowych probleméw
zdrowia publicznego w medycynie zakazen, poniewaz
dla wielu pacjentéw taka opornos¢ wyklucza z zastoso-
wania leki ,ostatniej szansy”. Tym istotniejsze wydaje sie
podjecie wszelkich dziatan, ktére uniemozliwig rozprze-
strzenianie sie bakterii wytwarzajacych karbapenemazy.
Jednym z nich jest wprowadzenie badan przesiewowych
u pacjentéw z grup ryzyka i poszukiwanie potencjalnych
nosicieli.

Nowe podtoze chromID CARBA SMART, wprowadzane
przez bioMérieux w Polsce, ma na celu utatwienie pro-
wadzenia badan skriningowych w kierunku Enterobacte-
riaceae wytwarzajacych karbapenemazy. Na jednej pty-
tce zawarte sq dwa podtoza chromID CARBA i chromID
OXA-48, co w sumie daje unikalne rozwigzanie o wyso-
kiej czutosci i specyficznosci w wykrywaniu karbapene-
maz z wszystkich grup wg Ambler A, B i D. Poniewaz obie
sktadowe podtoza sa agarami chromogennymi, zawieraja
po 3 substraty, dzieki ktérym mozliwa jest réwniez iden-
tyfikacja pateczek jelitowych, ktére najczesciej wytwarza-
ja karbapenemazy. E.coli oporna na karbapenemy rosnie
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w postaci kolonii rézowych do burgunda lub przezroczy-
stych ale ze $rodkiem w kolorze rézowym do burgunda.
Kolonie bakterii z grupy KESC (Klebsiella, Enterobacter,
Serratia, Citrobacter) majg kolor niebieskawozielony
do niebieskawoszarych lub s3 purpurowe. Posiewajac
materiat kliniczny kat lub wymaz z odbytu, po 18-24 go-
dzinnej inkubacji uzyskuje sie odpowied?, czy pacjent
jest potencjalnym nosicielem szczepu wytwarzajgcego
karbapenemazy. Konieczne potwierdzenie mechanizmu
opornosci mozna wykonac¢ wykorzystujac nowy test pro-
dukcji bioMérieux — RAPIDEC CARBA NP, uzyskujac osta-
teczny wynik po maksymalnie 2 godzinach.

Podtoze dwudzielne chromID CARBA SMART stanowi
uzupetnienie oferty bioMérieux, w ktérej juz znajduja sie
agary chromID CARBA i chromID OXA-48 na odrebnych
ptytkach. Uzytkownik, w zaleznosci od potrzeb i sytuacji
epidemiologicznej placéwki, moze wybraé najbardziej
korzystne dla siebie rozwigzanie. Jednakze zastosowanie
podtozy dwudzielnych niesie wiele korzysci dla laborato-
rium. Zmniejsza sie prawdopodobienstwo popetnienia
btedu przy opisywaniu ptytek i interpretacji wyniku pod-
czas odczytywania. Latwiej jest wycigga¢ wnioski i podej-
mowac decyzje o dalszym postepowaniu przy réwnocze-
snym odczycie dwdch podtozy na jednej ptytce. Mozna
uzyskac oszczednosci wynikajace z ograniczenia liczby
stosowanych ptytek, ich utylizacji, przechowywania itp.

Poniewaz chromID CARBA SMART jest jednym z ele-
mentéw szerokiej oferty bioMérieux, firma dostarcza
certyfikaty kompatybilnosci z innymi swoimi produkta-
mi, w ktérych poswiadcza mozliwos$¢ wykonania innych
testow diagnostycznych z zastosowaniem kolonii wyho-
dowanych na tym podtozu.

chromID CARBA SMART
nr kat. 414685 - 20 ptytek dwudzielnych

E.coli KPC i K.pneumoniae OXA-48

E.coli OXA-48
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Molekularna diagnostyka
zakazen wirusem cytomegalii

Epidemiologia zakazen wirusem cytomegalii

Wirus cytomegalii (CMV, okreslany takze jako HHV-5 -
Human herpesvirus 5), przedstawiciel podrodziny Beta-
herpesvirinae, jest niezwykle szeroko rozpowszechniony
w populacji na catym swiecie. Zakazenia CMV sg bardzo
czeste: na podstawie wynikéw badan seroepidemiolo-
gicznych szacuje sig, ze odsetek ludzi dorostych posiada-
jacych przeciwciata w klasie 1gG jako $lad po przebytym
zakazeniu wynosi 80-100% w krajach rozwijajacych sie,
a w krajach rozwinietych waha sie w granicach 40-80%.
Tak szerokie rozpowszechnienie wirusa w populacji spo-
wodowane jest dwoma gtéwnymi czynnikami: tatwym
szerzeniem sie zakazenia poprzez sline, mocz, nasienie
i wydzieline pochwy, gdzie wysokie miano wirusa moze
utrzymywac sie tygodniami oraz tym, ze ogromna wiek-
szos$¢ pierwotnych zakazenh CMV przebiega bezobjawo-
wo. Zakazenie pierwotne dotyczy przede wszystkim ludzi
przed 16-20 rokiem zycia, a czynniki sprzyjajace to prze-
ludnienie oraz zte warunki sanitarne. Oprécz naturalnych
drég szerzenia, do zakazenia moze dojs¢ takze w wyni-
ku przetoczen krwi i preparatéw krwiopochodnych oraz
zabiegow przeszczepienia narzadéw unaczynionych lub
komérek krwiotworczych. Ponadto na uwage zastuguje
zjawisko, iz pierwotne zakazenie cytomegalowirusem,
podobnie jak u pozostatych przedstawicieli Herpesvi-
ridae, zawsze przechodzi w zakazenie latentne, ktére
utrzymuje sie do konca zycia. Mozliwos$¢ przejscia zaka-
zenia latentnego w zakazenie przetrwate (persystentne),
podczas ktérego dochodzi do statej produkcji niewielkiej
ilosci wirionéw potomnych bez towarzyszacych objawéw
klinicznych, a takze zwigzane z tym utajone nosicielstwo,
jest kolejng przyczyna skutecznego rozprzestrzeniania
sie CMV w populacji.

Do pierwotnego zakazenia cytomegalowirusem moze
dojs¢ juz w zyciu ptodowym, w wyniku jego przeniesie-
nia z matki na ptéd, gdyz 50-70% kobiet w wieku roz-
rodczym jest latentnie zakazonych CMV. Z najwiekszym
niebezpieczenstwem dla ptodu wigze sie zakazenie
pierwotne w okresie cigzy, bowiem obarczone jest ono
ryzykiem wystapienia u ptodu matogtowia, zwapnien
srédczaszkowych, zapalenia watroby lub ptuc oraz ciez-
kiej matoptytkowosci. Do zakazenia ptodu dochodzi¢
moze roéwniez u kobiet posiadajacych wysokie mia-
no swoistych przeciwciat, co wynika prawdopodobnie
z przenoszenia czastek wirusowych wewnatrz leukocy-
tow, ktore w pewnej mierze chronig wirusa przed dzia-
taniem immunoglobulin. W przypadku aktywnego zaka-
zenia CMV u matki istnieje tez wysokie ryzyko zakazenia
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noworodka podczas akcji porodowej, poniewaz wydzie-
lina drég rodnych zawiera bardzo wysokie miana wirusa.
W okresie postnatalnym noworodki narazone sg na za-
kazenie za posrednictwem siary lub mleka matki, gdyz
przeciwciata w nich zawarte nie powodujg skutecznej
neutralizacji wirusa. Jak wspomniano, u niemowlat, star-
szych dzieci oraz dorostych zakazenie pierwotne przybie-
ra najczesciej forme bezobjawowa. Objawy, o ile sie po-
jawia, przybierajg forme zespotu znanego jako choroba
cytomegalowirusowa lub ,zespét podobny do mononu-
kleozy” (klasyczna mononukleoza zakazna wywotywana
jest przez wirusa Epsteina-Barr; EBV). Typowe objawy
choroby cytomegalowirusowej to goraczka, powieksze-
nie sledziony, zaburzenia czynnosci watroby oraz po-
jawienie sie atypowych limfocytéw we krwi, jednak nie
obserwuje sie charakterystycznego dla mononukleozy
zakaznej zapalenia gardta, a pojawiajaca sie niekiedy lim-
fadenopatia ma raczej charakter uogéliniony.

Takze zakazenia wynikajace z reaktywacji wirusa en-
dogennego przebiegaja najczesciej w formie bezobja-
wowej, jednak w niewielkiej liczbie przypadkéw moga
manifestowac sie objawami o réznej postaci i nasileniu,
z zasady bez powaznych skutkéw dla oséb immunokom-
petentnych.

Chorobotworczos¢ CMV w sytuacji

niedoborow odpornosci

W odréznieniu od ludzi z prawidtowymi funkcjami ukta-
du odpornosciowego, pacjenci poddani immunosupresji
zwigzanej z transplantacja oraz osoby chore na AIDS sta-
nowig grupe, w ktérej zakazenia CMV przebiegaja w for-
mie ciezkiej, a nawet zagrazajacej zyciu.

ualnosc! bioMériew
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W grupie 0séb poddanych immunosupresji zwigzanej
z transplantacja, co dotyczy zaréwno biorcéw narzaddw
unaczynionych, jak i komérek krwiotworczych, najwaz-
niejszym bezposrednim czynnikiem ryzyka wystapienia
objawowego zakazenia wirusem cytomegalii jest poja-
wienie sig, nasilenie i czas trwania wiremii (antygenemii,
DNAemii) CMV. Sposréd szeregu ziden-
tyfikowanych posrednich czynnikow
ryzyka, wazna role odgrywa wstepny
status serologiczny dawcy i biorcy
przeszczepu, okreslany w jednorazo-
wym badaniu wykonanym przed za-
biegiem przeszczepienia. Jezeli dawca
i biorca wykazuja brak przeciwciat prze-
ciw CMV, ryzyko infekcji objawowych
jest znikome, jako zwigzane gtéwnie
z mozliwoscia zakazenia pierwotnego
u poddanego immunosupresji biorcy
w okresie potransplantacyjnym. Przesz-
czepienie wykonane od serododatniego dawcy do sero-
ujemnego lub serododatniego biorcy zazwyczaj pocigga
za sobga znacznie wieksze ryzyko wystapienia objawdéw
klinicznych o podfozu CMV. W okresie potransplantacyj-
nym najwieksze znaczenie ma wieloczynnikowa dere-
gulacja uktadu odpornosciowego zwigzana z zabiegiem
przeszczepienia. Pod tym wzgledem na pierwszy plan
wysuwa sie rodzaj i intensywnos$¢ leczenia immunosu-
presyjnego; z najwiekszym ryzykiem wigze sie stosowa-
nie terapii niszczacej limfocyty T, a w szczegdlnosci aza-
tiopiryny i cyklosporyny, czy tez podawanie globuliny
antytymocytarnej. Dodatkowe czynniki zwigzane z kon-
dycja immunologiczng, a przez to ze zwiekszonym ryzy-
kiem zakazenia objawowego CMV, obejmuja wystapienie
choroby ,przeszczep przeciwko gospodarzowi” (GvHD,
graft-versus-host disease), obnizong liczbe komodrek
CD4+, niepetng zgodno$¢ antygendw HLA miedzy daw-
cg a biorcg (HLA-AB, -DR1 lub -DR2), wykonanie zabiegu
(badz zabiegow) retransplantacji, duzg liczbe przetoczo-
nych jednostek krwi, wiek pacjenta (podatnos¢ na atak
wirusa wzrasta znaczaco u 0séb powyzej 65 roku zycia)
oraz jego ogdlny stan kliniczny. Przy stosowaniu profi-
laktyki przeciwwirusowej z uzyciem gancyklowiru lub
walgancyklowiru, ogdlne ryzyko pojawienia sie choroby
cytomegalowirusowej, oceniane w ciaggu pierwszych
szesciu miesiecy po transplantacji, wynosi okoto 7-15%,
przy czym obserwuje sie tu znaczace réznice zwigzane
zwystepowaniem i nasileniem czynnikéw ryzyka wymie-
nionych powyzej.

W przypadku zakazen cytomegalowirusowych w gru-
pach ryzyka znaczenie maja takze wtasciwosci samego
wirusa, bowiem jest to dodatkowy czynnik sprzyjajacy
uszkodzeniu i odrzuceniu przeszczepionego narzadu, jak
tez zwiekszajacy ryzyko wystapienia kolejnych zakazen
bakteryjnych i wirusowych.

W4rédd biorcow przeszczepdéw narzadéw unaczynio-
nych oraz komoérek krwiotworczych, najczesciej wyste-
pujaca formg zakazenia objawowego jest ogdlnoustro-
jowa choroba cytomegalowirusowa (syndrom CMV),
ktorej towarzyszy goraczka, uogdlniona limfadenopatia,
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brak taknienia, béle miesni i stawéw oraz leukopenia
i matoptytkowos¢. Uznaje sig, ze w przebiegu tego scho-
rzenia dochodzi do wystapienia masywnej wiremii CMV,
co przektada sie na zwiekszone ryzyko zakazen narza-
dowych. Cytomegalowirus po transplantacji komérek
krwiotwdrczych atakuje wiele organdéw, co skutkowac
moze  $rodmigzszowym zapaleniem
ptuc, zapaleniem mézgu (encephalitis),
zapaleniem watroby, reakcja mielosu-
presyjna, a takze zapaleniem zofadka
i jelit (gastroenteritis). Chorobie cyto-
megalowirusowej towarzyszy najcze-
$ciej rozwoj GvHD, kontrolowany za
pomoca terapii kortykosteroidowe;j.
W pdzniejszym etapie obserwuje sie
rozwoj gwattownego zapalenia ptuc,
ktére doprowadza do wystepowania
u pacjenta objawoéw hipoksji. U biorcéw
narzadéw unaczynionych, zakazenie
CMV moze ponadto prowadzi¢ do odrzucenia przesz-
czepu, co dotyczy szczegdlnie biorcéw nerek. Okreslone
genotypy CMV maja takze zdolno$¢ do powodowania
anemii aplastycznej.

Charakterystyczng postacig zakazenia CMV u oséb
wspotzakazonych HIV jest zapalenie siatkdwki (retinitis),
ktére praktycznie nie wystepuje w populacji o sprawnym
uktadzie odpornosciowym, a w grupie biorcéw przesz-
czepow jest zjawiskiem niezwyktym. Przy braku leczenia
moze ono prowadzi¢ do powaznych zaburzen i niepra-
widtowosci widzenia, a w konsekwencji do utraty wzro-
ku. Profilaktyka polega gtéwnie na monitorowaniu osob
z HIV/AIDS w celu wykrycia wszelkich nieprawidtowosci
w strukturze i funkcjonowaniu narzadu wzroku. Dodat-
kowo wykonuje sie testy immunologiczne na obecnos¢
przeciwciat anty-CMV lub identyfikuje wirusa na podsta-
wie molekularnej analizy prébek ptynéw ustrojowych.
Dodatkowo cytomegalowirus u pacjentéw z AIDS powo-
dowac moze zapalenie btony $luzowej przetyku, niezyt
zofgdka oraz zapalenie jelit. Manifestowane sg one przez
uciazliwe i przewlekte béle gérnej czesci przewodu po-
karmowego, ktérym dodatkowo towarzysza wrzody, wy-
krywalne podczas przebiegu badania gastroskopowego
lub radiograficznego. Diagnoza powinna by¢ przeprowa-
dzona na podstawie biopsji wycinkéw zotadka lub tech-
nik stosowanych dla identyfikacji zakazenia CMV w prze-
biegu zapalen okreznicy i btony $luzowej przetyku.

Diagnostyka serologiczna zakazen CMV

Do najpopularniejszych obecnie metod serologicz-
nych zalicza sie testy ELISA, umozliwiajace okredlenia
miana przeciwciat antywirusowych w klasach IgM i IgG.
Do poczatkowego okreslenia statusu serologiczne-
go dawcédw oraz biorcdw przeszczepdéw wykorzystuje
sie testy jakosciowe wykrywajace przeciwciata w kla-
sie IgG. Ze wzgledu na rozpowszechnienie CMV w po-
pulacji, badanie to ma nikla wartos¢ diagnostyczng
w ocenie biezacego zakazenia. W takiej sytuacji pod-
stawowym badaniem serologicznym jest stwierdzenie
obecnosci i poziomu przeciwciat klasy IgM, ktére choc sg
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wskaznikiem Swiezo przebytej infekcji wirusowej,
to w badaniach biorcéw przeszczepdédw podlegajg dwdm
ograniczeniom: po pierwsze, nie umozliwiajg odréznie-
nia zakazenia pierwotnego od reaktywacji ze stanu laten-
¢ji, a po drugie, dynamika IgM czesto nie odzwierciedla
przebiegu zakazenia (przeciwciata tej klasy moga poja-
wiac sie z duzym opdznieniem oraz wykazywac wykry-
walne miana dtugo po ustapieniu zakazenia). Kliniczna
przydatnos¢ diagnostyki serologicznej CMV u biorcéw
przeszczepdw obniza¢ moze takze niewydolnos¢ humo-
ralnej odpowiedzi immunologicznej oraz obecnos¢ prze-
ciwciat nabywanych wraz z przetaczanag krwia i produkta-
mi krwiopochodnymi.

Bezposrednie metody diagnostyczne

Ze wzgledu na fakt, iz wirus cytomegalii stanowi po-
tencjalnie niebezpieczny patogen dla oséb z niedobo-
rami immunologicznymi, konieczne stato sie opracowa-
nie szybkich i wiarygodnych technik diagnostycznych
pozwalajacych wykry¢ patogen w badanym materiale
biologicznym. W diagnostyce stosuje sie izolacje wi-
rusa w hodowli komoérkowej, wykrywanie antygendéw
CMV oraz wykrywanie kwaséw nukleinowych w oparciu
o techniki biologii molekularnej.

Izolacja cytomegalowirusa w hodowli. Klasyczng meto-
da wykrywania CMV jest izolacja wirusa w hodowlach
komorkowych (najczesciej ludzkich fibroblastéw; MRC-
5 lub HEL). Wadg techniki jest dtugi okres oczekiwania
na charakterystyczny efekt cytopatyczny, ktéry pojawia
sie w hodowli komoérkowej po uptywie ok. 1-3 tygodni
od momentu zakazenia. Co wiecej, szybkos¢ pojawienia
sie CPE zalezy od liczby czastek wirusa zakazajacego ho-
dowle komoérkowa. Alternatywa dla po-
wyzszej metody jest technika ,shell vial”,
w ktérej dzieki zastosowaniu etapu wi- LY
rowania oraz znakowanych przeciwciat
monoklonalnych mozna uzyska¢ wynik
dodatni juz po 16 godzinach inkubacji,
co czyni te technike szybsza i bardziej
czufa niz metoda klasycznej izolacji
CMV. Wadami obu przytoczonych po-
wyzej metod jest czas potrzebny na wy-
konanie badania, a takze koniecznos¢
wykonania badania natychmiast po po-
braniu materiatu klinicznego, gdyz
dtuzsze przechowywanie izolowanych
od pacjentéw prébek wigze sie z inaktywacja zakaznych
wirionoéw, a w konsekwencji spadkiem czutosci obu me-
tod. Réwniez uprzednio zastosowane leczenie farmako-
logiczne moze fatszowac wyniki.

Oznaczenie antygenemii pp65. Wieksza czutos¢ i swo-
isto$¢ maja testy opierajace sie na wykrywaniu antyge-
néw w komérkach wielojadrzastych krwi obwodowej za
pomoca wyznakowanych przeciwciat monoklonalnych
rozpoznajacych wczesny antygen cytomegalowirusa
- fosfoproteine pp65 (produkt genu UL83 CMV). Mimo
iz obecnos¢ pp65 w granulocytach nie jest skutkiem
miejscowej replikacji CMV, lecz jego transferu z innych

komérek, ocena antygenemii jest stosowana z powo-
dzeniem w diagnozowaniu zakazen wirusem u biorcéw
przeszczepdw od lat osiemdziesigtych ubiegtego wie-
ku. Technika ta nie wymaga skomplikowanej aparatury
i pozwala uzyska¢ wyniki juz po 5 godzinach od mo-
mentu rozpoczecia wykonywania badania, a wyniki
przedstawia sie jako liczbe komérek zakazonych CMV
w mililitrze krwi lub w stosunku do liczby komoérek pod-
danych ocenie. Do powaznych wad metody nalezy zali-
czy¢ jej pracochtonnos¢, subiektywnosc oceny wynikow,
koniecznos¢ natychmiastowego przygotowania probki
do badania, a takze trudnosci w odczycie u pacjentéw
po przeszczepieniu komérek krwiotwérczych, wynikaja-
ce ze zmniejszonej liczby granulocytéw.

Hybrydyzacja in-situ. Ze wzgledu na réznorakie ogra-
niczenia w badaniach serologicznych czy izolacji wirusa
w hodowlach komdrkowych, konieczne stato sie opraco-
wanie nowych technik diagnostycznych, ktére umozli-
wiaja wykrywanie obecnos¢ CMV w organizmie pacjenta
juz na poczatkowych etapach zakazenia oraz pozwalajg
uzyskac jednoznaczny wynik. Technika hybrydyzacji in
situ, w ktérej wyznakowana sonda tworzy dwuniciowa
hybryde z komplementarnym regionem genomu wirusa
cytomegalii, pozwala na wykrycie poszukiwanej sekwen-
¢ji wirusowego DNA, a takze na okreslenie jej lokalizacji
w badanej komérce. Hybrydyzacja in situ pozwala na wy-
krycie wirusa w niezmienionych morfologicznie komoér-
kach oraz tam, gdzie zaszta niepetna replikacja genomu
CMV. Modyfikacja tradycyjnej hybrydyzacji in situ, ktéra
podniosta czutos¢ metody, polegata na wzmocnieniu
sygnatu sondy biotynylowana tyramina (ImmunoMax),
co pozwolito na wykrywanie w badanym materiale na-
wet pojedynczych zakazonych komé-
rek. W zastosowaniu klinicznym hy-
brydyzacja in situ znajduje szczegdlna
przydatnos¢ w badaniach histogene-
tycznych bioptatéw pobranych z ne-
rek, watroby lub ptuc przy podejrzeniu
zakazen narzadowych wywotanych
przez wirusa cytomegalii, jednak prak-
tyczna mozliwos¢ wykonania takich
badan jest ograniczona inwazyjnym
charakterem pozyskania materiatu
oraz trudnoscia techniczng samej me-
tody.

Reakcja taricuchowej polimeryzacji. Na poczatku lat
90-tych XX wieku do diagnostyki zakazen wirusem cy-
tomegalii wprowadzono testy oparte na tancuchowej
reakgji polimerazy (PCR) lub tez jej modyfikacji w postaci
»zagniezdzonej” PCR (ang. nested PCR, nPCR), w ktorej
namnazany jest krétszy fragment uprzednio powielo-
nego odcinka. Technika nPCR jest obecnie stosunkowo
rzadko wykorzystywana ze wzgledu na zbyt duzy odse-
tek wynikéw fatszywie dodatnich, natomiast klasyczna
technika PCR - ze wzgledu na niezadowalajacg czutos¢,
poréwnywalng z czutoscia oceny antygenemii pp65.
Obie powyzsze techniki nie umozliwiajg takze ilo$ciowej
oceny DNAemii CMV.
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PCR w czasie rzeczywistym. Ze wzgledu na dostepne
opcje terapeutyczne zakazen cytomegalowirusem nie-
zbedne stato sie okreslanie w sposéb ilosciowy pozio-
mu wiremii. Pierwszymi testami, ktére pojawity sie pod
koniec lat 90-tych, i umozliwiaty podobne oznaczenia,
byly zestawy oparte na zasadzie PCR - hybrydyzacja -
ELISA (PCR-ELHA), wkrétce wyparte przez metody PCR
pofaczonej z jednoczesng analiza przyrostu produktu
w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR; qPCR). W me-
todzie tej wyznacznikiem ilosci matrycowego DNA jest
numer kolejnego cyklu, po ktérym kinetyka reakcji wcho-
dzi w faze logarytmicznego wzrostu ilosci produktu. Jed-
nym z pierwszych wariantéw techniki real-time PCR byta
analiza przyrostu liczby amplikonéw poprzez niespecy-
ficzne znakowanie DNA fluorochromem SYBR Green [°,
ktéry emituje Swiatto tylko w przypadku zwigzania sie
z dwuniciowym DNA. Metoda powyzsza jest prosta w za-
stosowaniu, lecz ze wzgledu na brak swoistosci wigzania
fluorochrom-DNA, bardziej podatna na btedy. Z tego
tez powodu wymaga dodatkowego etapu analizy krzy-
wej dysocjacji produktu (ang. melting curve analysis),
w celu okreslenia specyficznosci amplifikacji. Ze wzgledu
na wspomniany brak swoistej detekcji, technika nie moze
byc tez stosowana w komercyjnych testach diagnostycz-
nych. Wariantem real-time PCR o podwyzszonej swoisto-
sci jest reakcja z hydrolizujacymi son-
dami typu TagMan® lub SCORPIONS™,
ktore na koncu 5’ maja fluorescencyjny
znacznik (R - reporter), a na koncu 3'
wygaszacz (Q - quencher). Podczas wy-
dtuzania produktu reakcji sonda ulega
degradacji przez zmodyfikowanga poli-
meraze Taq o wiasnosciach 5'-egzonu-
kleazy, w wyniku czego fluorochrom
zostaje oddzielony od wygaszacza. Pro-
ces ten powoduje emisje fluorescencji,
ktdérej natezenie mierzone jest po kaz-
dym cyklu reakcji. Odmienna metoda
wykorzystujaca specyficzne sondy oparta jest na dwdch
krétkich sondach znakowanych fluorescencyjnie (ang.
HybProbes®) i komplementarnych do amplifikowanej
sekwencji. Pierwsza z sond znakowana jest na koricu 3’
fluoresceing (FITC), zas druga na koncu 5’ jednym z barw-
nikéw z serii LightCycler Red. Sondy te sa tak zaprojekto-
wane, by podczas etapu wydtuzania wigzaty sie z produk-
tem PCR w niewielkiej odlegtosci od siebie, dzieki czemu
po wzbudzeniu FITC na koricu 3’ pierwszej sondy energia
fluorescencji jest przekazywana na fluorochrom korca 5’
drugiej sondy. Zjawisko to, okreslane jako transfer ener-
gii fluorescencji (FRET), powoduje wzbudzenie barwnika
LightCycler Red i emisje swiatfa o innej dtugosci fali, ktora
nastepnie jest wykrywana przez detektor termocyklera.
Sondy typu HybProbes® pozwalaja na wyznaczenie krzy-
wej topnienia amplifikowanego produktu i okreslenie
jego temperatury topnienia, jednak ze wzgledu na kto-
potliwy proces optymalizacji warunkéw reakcji oraz
ograniczenia patentowe sa stosunkowo rzadko wykorzy-
stywane w testach komercyjnych.

Technika real-time PCR odznacza sie wyzsza czufo-
$cig niz tradycyjna reakcja tancuchowej polimeryzacji;
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mozna ja takze z powodzeniem stosowac w przypadku
dtuzej przechowywanego materiatu biologicznego. Do-
datkowo na korzys¢ gPCR przemawia mozliwos¢ zauto-
matyzowania procedury i znacznego obnizenia kosztow
analizy prébek. Nalezy jednak pamieta¢, ze zgodnie
z zatacznikiem Il do Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia
z dn. 12.01.2011 (Dz.U. nr 16 poz. 75), wirus cytomegalii
nalezy do patogenéw z wykazu B, a wiec wszystkie te-
sty stosowane do diagnostyki zakazeh CMV u cztowieka
muszg posiada¢ znak CE/IVD. Obostrzenie to nie doty-
czy oczywiscie zestawdw wykorzystywanych wytacznie
w celach naukowych.

Zastosowanie kliniczne gPCR

Wedtug zalecen EBMT/ESH (European Society for
Blood and Bone Marrow Transplantation — European
School of Haematology) z 2012 roku, u biorcow komoérek
krwiotwdrczych zaleca sie monitorowanie DNAemii dwa
razy w tygodniu, co najmniej do setnego dnia po zabie-
gu przeszczepienia; gtéwnym celem jest tu wskazanie
momentu rozpoczecia przeciwwirusowej terapii wyprze-
dzajacej. Dla biorcéw przeszczepdéw narzaddéw unaczy-
nionych nie ma w tym wzgledzie $cistych zalecen, jednak
proponowane jest podejscie analogiczne, jak u biorcéw
komérek krwiotwoérczych, czyli moni-
torowanie DNAemii CMV we wczesnym
okresie poprzeszczepowym, a zatem
w czasie najwiekszego narazenia na ob-
jawowe zakazenie CMV.

Trzy podstawowe parametry, kto-
re ocenia sie podczas monitorowania
DNAemii CMV to liczba kopii DNA wiru-
sa wykryta w pierwszej dodatniej pod
tym wzgledem prébce krwi (wyjsciowy
poziom DNAemii), maksymalna wykry-
ta liczba kopii DNA CMV oraz ilosciowy
przyrost liczby kopii DNA CMV w kon-
kretnym odstepie czasu (dynamika DNAemii). Wyniki
wielu obserwacji dostarczyly dowoddw na to, iz wszyst-
kie te parametry sa waznym czynnikiem prognostycz-
nym rozwoju choroby cytomegalowirusowej, wykazuja
silng korelacje miedzy sobga oraz dostarczajg wartoscio-
wych informacji na temat klinicznej skutecznosci lecze-
nia przeciwwirusowego.

Waznym zagadnieniem zwigzanym z zastosowaniem
ilosciowego wariantu qPCR w diagnozowaniu zakazen
CMV u biorcéw przeszczepdw jest okreslenie istotnej
z klinicznego punktu widzenia liczby kopii DNA CMV,
czyli wyznaczenie ilosciowego punktu odciecia, odréz-
niajacego zakazenie o wysokim i niskim ryzyku rozwoju
do postaci objawowej. O ile nie ulega watpliwosci sama
korelacja miedzy liczba kopii wirusowego DNA (wyjscio-
wa i maksymalna) a ryzykiem rozwoju syndromu CMV
lub zakazen narzadowych, o tyle nie udato sie dotych-
czas jednoznacznie ustali¢ jaka wartos¢ DNAemii moze
by¢ uznana za bezposrednie wskazanie do rozpoczecia
terapii przeciwwirusowej. Badania w tym kierunku pro-
wadzone s3 od korica lat dziewiecdziesiatych; z poczatku
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wysitki badaczy skupiaty sie w wiekszym stopniu na za-
kazeniach CMV u biorcéw narzadéw unaczynionych,
podczas gdy od potowy pierwszej dekady nowego ty-
sigclecia zintensyfikowano takze poszukiwania ,tera-
peutycznego punktu odciecia DNAemii CMV” u biorcéw
komérek krwiotwoérczych. Juz w poczatkowym okresie
badan (prowadzonych u biorcéw przeszczepdw wa-
troby i nerek) stwierdzono, ze ryzyko wystapienia cho-
roby cytomegalowirusowej u pacjentéw, we krwi ktd-
rych nie wykrywa sie DNA CMV jest kilkakrotnie nizsze
niz u pacjentéw z epizodami niskokopijnej DNAemii
(<3000 kopii/ml) i kilkadziesigt razy nizsze niz u bior-
cow, u ktérych obserwuje sie duzg liczbe kopii DNA CMV
(>3000 kopii/ml). Ta niemalze liniowa zaleznos¢ zosta-
ta nastepnie potwierdzona w szeregu kolejnych badan,
co stanowito podstawe wprowadzenia przeciwwirusowe;j
terapii wyprzedzajacej u pacjentéw z DNAemia CMV jako
alternatywy dla profilaktyki z uzyciem gancyklowiru, sto-
sowanej u wszystkich biorcéw w okresie najwyzszego na-
razenia na objawowe zakazenie CMV. Jednak przeprowa-
dzone u biorcéw przeszczepow préby okreslenia liczby
kopii CMV DNA/ml krwi (osocza, surowicy), ktéra stanowi
jednoznaczne wskazanie do rozpoczecia terapii prze-
ciwwirusowej daty bardzo rozbiezne wyniki. W zalezno-
$ci od uzytej metodyki qPCR oraz grupy badanej (biorcy
narzadow, biorcy szpiku kostnego) pro-
ponowane wartosci odciecia zawierajg
sie w granicach od 100 do 500 000 kopii
DNA CMV w mililitrze krwi, przy czym
wiekszos¢ badaczy proponuje warto-
$ci w zakresie od 3000 do 10 000 kopii/
ml. Do najwazniejszych postulowanych
przyczyn takiej rozbieznosci wynikéw
naleza:

«  wykorzystanie réznej metodologii
gPCR uzytej do wykrywania CMV
DNA

«  réznice immunologiczne w zaleznosci od statusu
serologicznego biorcy i dawcy przeszczepu

«  réznice pomiedzy grupami biorcéw przeszczepdw
komorek krwiotwérczych i narzadéw unaczynio-
nych

W grupie biorcow przeszczepdw okreslono takze, ze ry-
zyko wystapienia objawow jest tym wieksze, im szybszy
i bardziej gwattowny jest wzrost liczby kopii DNA wirusa.
Dotychczas nie dysponujemy niestety wynikami spoj-
nych badan, ktére precyzyjnie okreslatyby, jak dynamika
replikacji CMV in vivo przekfada sie na zmiany ilosciowe
DNAemii w korelacji z ryzykiem objawowego zakazenia
CMV. Poczynione obserwacje sugeruja, ze wartos¢ pro-
gnostyczng ma gwattowny wzrost liczby kopii wirusa
w mililitrze, przewyzszajacy 1 logarytm dziesietny/dzien.

Z punktu widzenia patogenezy zakazern CMV, rezerwu-
arem latentnego wirusa sa limfocyty, monocyty, makro-
fagi oraz komorki srédbtonka. Podczas skutecznej reak-
tywacji wirusa maja miejsce dwa zjawiska o zasadniczym
znaczeniu z punktu widzenia mozliwosci wykrycia DNA
wirusa we krwi: po pierwsze, dochodzi do proliferacji

komorek zakazonych CMV, co prowadzi m.in. do zwiek-
szenia ich liczby we krwi obwodowej, a po drugie, wirus
zaczyna sie w nich aktywnie replikowa¢, czego skutkiem
jest zakazenie kolejnych komoérek oraz pojawienie sie
wolnych (tj. pozakomoérkowych) wirionéw we krwi. Za-
tem w przypadku zakazenia latentnego kontrolowanego
skutecznie przez uktad immunologiczny, wykrycie DNA
CMV w bezkomorkowej frakcji krwi (osocze, surowica)
jest bardzo mato prawdopodobne, natomiast we krwi
petnej, a zwilaszcza w warstwie leukocytarnej, wystepuje
niewielka liczba komoérek zawierajacych latentnego wi-
rusa, co teoretycznie moze prowadzi¢ do wykrycia DNA
CMV w tych materiatach mimo braku aktywnego zaka-
zenia. W poczatkowych etapach reaktywacji CMV, we
krwi obwodowej zwieksza sie liczba komérek zawieraja-
cych wirusa, a nastepnie zaczyna rosnac liczba wirionéw
uwalnianych z aktywnie zakazonych komorek, przy czym
gtéwnym zrodtem wiriondw sa wtedy pierwotne i wtér-
ne ogniska replikacji wirusa w tkankach, a w mniejszym
stopniu - zakazone komérki krwi obwodowej.

Jako ze w diagnostyce zakazeh CMV wykorzystywane
sg rozne frakcje krwi, w tym krew petna, osocze, surowica
oraz warstwa leukocytarna, na przestrzeni ostatnich lat
przeprowadzono szereg badan majacych odpowiedziec
na pytanie, ktéry z tych materiatéw jest
optymalny do wykonywania rutyno-
wych oznaczen ilosciowych DNA CMV.
Uzyskane wyniki pozostajg w petnej
zgodzie z przedstawionym powyzej
modelem latencji i reaktywacji cy-
tomegalowirusa. Wykrywajac DNA
CMV w warstwie leukocytarnej oraz
krwi petnej (w odniesieniu do osocza
i surowicy) uzyskuje sie wieksza czu-
to$¢ oznaczen oraz mozliwos¢ wykry-
cia mniejszej liczby kopii DNA CMV,
a w konsekwencji — wczesniejszego
wykrycia wirusa ulegajacego reaktywacji. W praktyce
przektada sie to na pewna liczbe badan (na poziomie
kilkunastu procent), w ktérych uzycie surowicy lub oso-
cza daje wynik ujemny, a uzycie frakcji krwi zawieraja-
cej komorki — wynik dodatni, najczesciej niskokopijny.
W zwigzku z tym, cze$¢ ekspertdw zaleca stosowanie krwi
petnej, szczegdlnie ze w poréwnaniu z warstwa leukocy-
tarna krwi jest to materiat mato ktopotliwy w pozyskaniu.
Z drugiej strony, uzyskane w ten sposéb wyniki dodat-
nie, zwifaszcza o niskiej liczbie kopii CMV DNA, pozostaja
w niskiej korelacji z ryzykiem rozwoju choroby cytome-
galowirusowej (w wyniku wykrywania DNA nieaktyw-
nych form wirusa). Ponadto u czesci pacjentéw dochodzi
do przejsciowych reaktywacji CMV, ktére maja tendencje
do samoistnego wygaszenia, a w przypadku dodatniego
wyniku badania moga by¢ traktowane jako wskazanie
do niepotrzebnego leczenia przeciwwirusowego. Z tego
tez powodu, w kontekscie aktywnej replikacji CMV, uzy-
cie surowicy lub osocza daje bardziej miarodajne wyniki,
co zostato potwierdzone szeregiem badan poréwnu-
jacych ryzyko rozwoju choroby cytomegalowirusowej
w zaleznosci od frakcji krwi uzytej do badania DNAemii
CMV.
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Standaryzacja wynikow
Wysoka czutosc¢ i swoistos¢ PCR w czasie rzeczywistym,
stosowanej do wykrywania DNA wirusa cytomegalii
w materiatach klinicznych oraz mozliwos¢ doktadnego
okreslenia liczby kopii wirusa w badanej prébce sprawity,
iz technika ta jest obecnie uznawana za standard w dia-
gnostyce zakazenn CMV. W ostatnich latach opracowano
szereg metod komercyjnych wykorzystujacych technike
gPCR do wykrywania DNAemii CMV, a niektére labora-
toria stosujg metody opracowane i walidowane samo-
dzielnie. Jak wspomniano, technika qPCR wykorzystujaca
komplementarne sondy, niejako z natury posiada zalete
zadowalajacej czutosci i swoistosci, jednak w zastosowa-
niu diagnostycznym powinna wykazywac¢ dodatkowe
atrybuty, takie jak zdolnos¢ do prawidtowego wykrycia
i okreslenia zaréwno bardzo niskiej, jak i bardzo wysokiej
liczby kopii DNA CMV, utrzymanie prawidtowej liniowo-
$ci w maksymalnie szerokim zakresie oznaczen, mozli-
wos$¢ wykonywania oznaczen w réznych materiatach kli-
nicznych oraz, co bardzo wazne, powinna prezentowac
uzyskane wyniki w ogdlnie akceptowanych i poréwny-
walnych jednostkach. Ta ostatnia cecha ma podstawowe
znaczenie dla mozliwosci poréwnania wynikéw uzyski-
wanych przez rézne laboratoria, jak réwniez w przypad-
ku zmiany metodologii wykrywania DNAemii CMV
w konkretnym laboratorium. Obecnie wiekszos¢ metod
wykorzystuje zestawy kalibratoréw obejmujace swym
zakresem rézne granice oznaczalnosci, a wyniki wyraza-
ne sa czesto w ,lokalnym” ukfadzie jednostek. | tak, ilo$¢
DNA CMV w dostepnych testach moze zosta¢ wyrazona
jako liczba kopii DNA, liczba ekwiwalentéw genomu lub
liczba jednostek arbitralnych w mililitrze prébki klinicz-
nej, badz tez w mikrolitrze lub w catosci objetosci mie-
szaniny reakcyjnej. Dodatkowo, stosowane kalibratory
zawieraja rézne ilosci wzorcowego amplikonu w formie
plazmidu, liniowego fragmentu DNA lub nawet (co nie
jest zalecane) catogenomowego DNA CMV. Innymi czyn-
nikami o udowodnionym wptywie na uzyskane wyniki
ilosciowego okreslenia DNA CMV sa:

«  rézny rodzaj materiatu klinicznego poddanego
ocenie: termin ,liczba kopii DNA CMV we krwi” moze
reprezentowac uzycie krwi petnej, osocza lub suro-
wicy; oznaczen dokonuje sie niekiedy w warstwie
leukocytarnej lub limfocytach izolowanych z krwi
obwodowej,

«  rdézna objetos¢ materiatu uzytego do izolacji DNA
oraz rézna objetos¢ matrycy uzytej w reakgji,

«  zréznicowanie metod izolacji i oczyszczania DNA
(stosowane sg metody automatyczne, pétautoma-
tyczne i manualne),

«  rozmaite systemy sond i znacznikéw fluorochromo-
wych,

«  rbéznice w wyborze regionu genomu CMV, ktéry
podlega powieleniu oraz wynikajace stad réznice
w kinetyce reakgji, i wreszcie,

«  rézne platformy uzywane do amplifikacji i detekgji
produktu qPCR.

Z przeprowadzonych dotychczas poréwnan miedzy-
laboratoryjnych wiadomo, ze kumulacja powyzszych
czynnikéw w skrajnych warunkach skutkuje réznica na
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poziomie wartosci 4,3 logarytmu dziesietnego, co ozna-
cza ze w tej samej prébce krwi, badanej w dwoch labo-
ratoriach, wykryto 100 i 2 000 000 kopii DNA CMV/ml.
Jest to oczywiscie ekstremalny przyktad, jednak wyniki
badan biegtosci laboratoryjnej w oznaczaniu ilosciowym
DNA CMV prowadzone w Europie i USA wykazuja, ze roz-
bieznos$¢ wynikéw na poziomie 2-3 wartosci logarytmu
dziesietnego nie jest zjawiskiem rzadkim.

W listopadzie 2010 WHO rozpoczeto dystrybucje pierw-
szego miedzynarodowego wzorca CMV (NIBSC 09/162)
przeznaczonego do standaryzacji oznaczen ilo$ciowych
z uzyciem NAT (nucleic acids amplification techniques).
Wzorzec ten ma status referencyjnego materiatu odnie-
sienia i zawiera cate wiriony cytomegalowirusa (szczep
Merlin, 5x106 wirionéw/ml). Zaleca sig, aby standard
zostat docelowo rozcieficzony w tym rodzaju materiatu
klinicznego, w ktérym laboratorium rutynowo okresla
DNAemie wirusa. W zatozeniu wzorzec ma stuzy¢ do ujed-
nolicenia wynikéw oznaczen DNA CMV z uwzglednie-
niem catego procesu izolacji, amplifikacji i detekcji przy
uzyciu metodyki identycznej z uzywana w konkretnym
laboratorium do badania prébek klinicznych. Wydaje sie,
ze wprowadzenie miedzynarodowego standardu WHO
umozliwi nadanie odpowiedniego trendu w standary-
zacji wynikéw, a docelowo pomoze w osiggnieciu odpo-
wiedniej zgodnosci oznaczen ilosciowych DNAemii CMV
uzyskiwanych w réznych laboratoriach.

PisSmiennictwo dostepne na zyczenie u autordw.
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Nowe informacje na stronie internetowej

Na stronie internetowej www.biomerieux.pl pojawito
sie kilka nowych informacji. Do naszej oferty wprowa-
dzony zostat nowy produkt - system do monitorowania
srodowiska Labguard 3D. Labguard 3D to produkt naj-
nowszej generacji, zaprojektowany specjalnie z mysla
o laboratoriach, aby ufatwi¢ proces kontroli warunkéw
w jakich przechowywane sg odczynniki oraz materiaty
biologiczne. Bogata oferta sond pomiarowych oraz ela-
stycznos$¢ oprogramowania sprawia, ze system Labguard
3D znajduje zastosowanie nie tylko w wielu gateziach
przemystu (przemysle spozywczym, farmaceutycznym,
kosmetycznym), ale réwniez w laboratoriach klinicznych
czy weterynaryjnych. System znajduje zastosowanie
wszedzie tam, gdzie potrzebna jest kontrola parametréw
fizycznych. Labguard® 3D to system, ktéry zapewnia au-
tomatyczne pomiary, monitorowanie, zapisywanie da-
nych oraz alarmowanie w czasie rzeczywistym o wysta-
pieniu niepozadanych wartosci parametréw fizycznych
m.in.: temperatury, ci$nienia, wilgotnosci wzglednej,
stezenia CO,. Dzigki temu obowigzek systematycznego
spisywania temperatur z urzadzen laboratoryjnych moze
zosta¢ wyeliminowany z codziennego grafiku, a dzieki
temu zyskajg Panstwo czas, ktory bedzie mozna wyko-
rzystac na inne zadania i obowigzki.

Kolejny nowy produkt w ofercie bioMérieux to
RAPIDEC® CARBA NP. Jest to test, ktéry wykrywa opor-
nos¢ na karbapenemy. Test RAPIDEC® CARBA NP za-
pewnia wysoka uzyteczno$¢ kliniczng dzieki szybkim
wynikom w przedziale 30 min - 2 godzin, rozwigzaniem
typu wszystko w jednym opakowaniu, przy zachowaniu
racjonalnych kosztow metody. Zasada dziatania testu
RAPIDEC® CARBA NP jest bezposrednie wykrywanie hy-
drolizy czasteczki karbapenemu przez bakterie produ-
kujace karbapenemazy. Dzieki temu mozliwe jest rozr6z-
nienie pomiedzy opornoscia na karbapenemy zwigzang
z przenoszeniem zrédta zakazen od takiej, ktéra nie wy-
maga izolacji pacjentéw. Wysoka specyficznosc (97.8%%)
i czutos¢ testu (97.8%*) pozwala na wiasciwy nadzér nad
pacjentem oraz lepsza kontrole zakazen zwigzanych
z opieka zdrowotng (HAI). Test RAPIDEC® CARBA NP jest
szybki i wiarygodny. Moze by¢ wykorzystany zaréwno
w badaniach przesiewowych jak i w celu potwierdzenia
diagnozy oraz ukierunkowania leczenia pacjenta.

Kolejna nowos¢ w ofercie firmy bioMérieux to nowy,
szybki test immunochromatograficzny bioNexia® Le-
gionella. Jest to szybki test do jakosciowego wykry-
wania antygenu Legionella pneumophila serogroupy
1 z prébki moczu. Test bioNexia® Legionella jest dedyko-
wany pacjentom z objawami zapalenia ptuc. Procedura
wykonania testu jest jednoetapowa z uzyciem 3 kropli
moczu. Wynik testu jest dostepny w czasie 15 min. Test
bioNexia® Legionella charakteryzuje doskonata czutos¢
i specyficznosc.

-

mgr Marta Warowny-Krawczykowska
bioMérieux Polska Sp. z o.o.
Warszawa
W centrum uwagi znajduje sie informacja o Klubie
Rzadkich Organizmow. Przypominamy, ze od roku funk-
cjonuje baza, ktéra zostata stworzona w celu $ledzenia
wykrywania nietypowych i rzadkich drobnoustrojéw
w butelkach BacT/ALERT. W bazie Klubu Rzadkich Or-
ganizmoéw dostepne sg informacje o rodzajach podto-
zy oraz czasach detekcji charakterystycznych dla tych
izolatéw klinicznych. Baza Klubu Rzadkich Organizmoéw
umozliwia uzyskanie pewnosci, ze konkretny mikroorga-
nizm zostat wyizolowany z probki badanej przy uzyciu
podtozy BacT/ALERT. Dostepne sg dane dotyczace czasu
detekcji pochodzace z wielu o$rodkéw i wielu izolatéw.
Informacje o izolacji rzadkich mikroorganizméw trafiaja
do bioMérieux od tych z Panstwa, ktorzy sa uzytkow-
nikami systemu BacT/ALERT. Zgtoszenia sg catkowicie
dobrowolne. Jezeli ztozg Panstwo dokumentacje o wy-
kryciu rzadkiego mikroorganizmu, zostanie on wprowa-
dzony do naszej bazy danych. Nastepnie panstwa labora-
torium otrzyma certyfikat Klubu Rzadkich Organizméw
wraz z aktualnym wykazem rzadkich organizméw oraz
materiaty szkoleniowe bioMérieux. Aby zgtosi¢ mikro-
organizm, uzyskac¢ certyfikat oraz liste Klubu Rzadkich
Organizmoéw nalezy skontaktowac sie z lokalnym przed-
stawicielem handlowym i poprosi¢ o formularz zgtosze-
niowy lub pobra¢ go ze strony www.biomerieux.pl. Na-
stepnie wypetniony formularz nalezy wysta¢ poczta lub
e-mailem na wskazany adres. Szczegotowe informacje
wraz z formularzem dostepne sg w,CENTRUM UWAGI".
Na stronie gtéwnej w zaktadce , Z ostatniej chwili”
dostepny jest plan szkoler edukacyjnych na rok 2015.
W ofercie szkolen znajda Panstwo ponizsze tematy:
System API - ztoty standard w identyfikacji drobno-
ustrojow.
Pozywki mikrobiologiczne i szczepy wzorcowe
drobnoustrojéw w laboratorium mikrobiologicznym
w Swietle najnowszych wymagan.
Przygotowanie probek do badan.
Drobnoustroje zanieczyszczajgce srodowisko pro-
dukgji i ich monitoring.
System oceny jakosci higienicznej mleka surowego
w Polsce.
Zagrozenia mikrobiologiczne w produkcji mleka
i przetworéw mlecznych.

Przypominamy réwniez o funkcjonowaniu serwisu
www.mybiomerieux.com. Za jego posrednictwem moga
Panstwo korzysta¢ z dokumentacji biblioteki technicz-
nej: ulotek technicznych, instrukgdji i certyfikatéw. Od po-
czatku roku 2014 bezposrednio w Bibliotece Technicznej
bioMérieux dostepna jest réwniez dokumentacja tech-
niczna produktéw AES CHEMUNEX.
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