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Szanowni Panstwo,

W  ostatnim numerze ,Aktualnosci
bioMérieux” Pani dr Elzbieta Wéjcik — moja
poprzedniczka, ktdéra przeszta na zastuzona
emeryture - podziekowata Panstwu za
dtugoletnia, udang wspodtprace.

Chciatbym powita¢ Panstwa jako nowy
Prezes bioMérieux Polska Sp. z o0.0., jak
réwniez krétko sie przestawic.

Swojg wspétprace z firmg bioMérieux
rozpoczatem w 1988 roku i przez kolejne
lata zajmowatem w niej ré6zne stanowiska
w dzialach sprzedazy i marketingu
oraz stanowiska kierownicze zaréwno
w Niemczech, jak i za granica, w siedzibie
Grupy we Francji. W ciggu ostatnich osmiu
lat bylem Dyrektorem Zarzadzajagcym
bioMérieux Niemcy, a od jesieni 2014 roku
jestem odpowiedzialny za dziatania firmy
na terenie Europy Srodkowej, w regionie
sprzedazy, do ktérego nalezy réwniez Polska.

Chciatbym kontynuowa¢ udang prace
polskiego oddziatu i by¢ dla Panstwa
niezawodnym partnerem. Dla Panstwa, jako
klientéw, najwazniejsza jest jakos¢ opieki
nad pacjentem oraz produktéw a naszym
celem jest zadowolenie klientow.

Mam nadzieje, ze nasza wspotpraca bedzie
uktadac sie bardzo dobrze i bedzie oparta
na wzajemnym zaufaniu. Zycze Paristwu
przyjemnej i wartosciowej lektury.

Pozdrawiam serdecznie,

Bernd Jung
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Badania przesiewowe
W praktyce — doSwiadczenia wtasne

Zaréwno w kraju jak i na $wiecie, obserwuje sie pro-
blem narastajacej lekoopornosci drobnoustrojéw. Do-
tyczy to przede wszystkim pateczek Gram-ujemnych,
ktére wykazuja opornos$¢ na wiele grup lekéw (MDR
— multi drug resistant). Coraz czesciej izolowane sg réw-
niez szczepy oporne na wszystkie dostepne leki (PDR
- pan drug resistance). Szczegdlny problem stanowi roz-
przestrzenianie sie pateczek Gram-ujemnych z rodziny
Enterobacteriaceae  wywarzajacych  karbapenema-
zy (CPE - carbapemase producing Enterobacteriaceae).
Zmieniajaca sie sytuacja epidemiologiczna przektada
sie na rosnacy liczbe badan przesiewowych. Badania
przesiewowe stanowig wazne narzedzie kontroli za-
kazen szpitalnych, a informacje o florze bakteryjnej
kolonizujacej pacjenta wykorzystuje sie réwniez po-
dejmujac decyzje o modyfikacji profilaktyki okoto-
operacyjnej oraz w szczegdlnych przypadkach, tak-
ze przy wdrazaniu empirycznej antybiotykoterapii.

Wykonujac badania przesiewowe wypetniamy obo-
wigzek ustawowy (,Ustawa o zapobieganiu oraz zwalcza-
niu zakazen, choréb zakaznych u ludzi” z dnia 5 grudnia
2008), identyfikujac pacjentéw skolonizowanych pato-
genami alarmowymi (zgodnie z lista patogendéw alar-
mowych ujeta w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z 23
grudnia 2011). Aby jak najlepiej wykorzysta¢ badania
screeningowe oraz informacje, ktérych nam dostarcza,
nalezy doktadnie rozwazy¢, ktérzy pacjenci zostang nimi
objeci, jakich patogenéw bedziemy poszukiwa¢ oraz ja-
kie beda konsekwencje wykrycia okre$lonego patogenu
(np. wdrozenie izolacji kontaktowej). Wydane w tym roku
rekomendacje ,Wskazania do wykonywania badan mi-
krobiologicznych u pacjentéw hospitalizowanych” autor-
stwa prof. W. Hryniewicz i wspétpracownikow, okreslaja
grupy pacjentéw, ktérzy powinni zosta¢ objeci badania-
mi przesiewowymi oraz wskazujg na podstawowe kry-
teria, ktére nalezy uwzgledni¢ opracowujac procedury
dla badan przesiewowych. O tym, kto i w jakim zakre-
sie zostanie objety badaniem przesiewowym decyduje
miedzy innymi specyfika pacjenta, danej jednostki szpi-
talnej, aktualna sytuacja epidemiologiczna. Utworzenie
i wprowadzenie w zycie procedur, ktére beda niosty za
soba rzeczywiste korzysci dla pacjentéw i dla szpitala,
nie jest mozliwe bez $cistej wspdtpracy miedzy laborato-
rium mikrobiologicznym, zespotem ds. kontroli zakazen
szpitalnych oraz personelem lekarskim i pielegniarskim.
Konieczne jest prowadzenie regularnych szkoleh poru-
szajacych kwestie:

- zasad zlecania badan przesiewowych dla
konkretnych grup pacjentéw

bioMérieux

mgr Maria Wesotowska
Szpital Kliniczny Przemienienia Pariskiego UM w Poznaniu

« sposobu pobrania materiatu do badan, jego
transportu i przechowywania

« postepowania w przypadku identyfikacji okreslonych
patogendw alarmowych

« znaczenia i epidemiologicznych konsekwenciji
wykrycia wieloopornych drobnoustrojow.

Wspotczesne laboratorium mikrobiologiczne ma dostep
do szerokiej gamy narzedzi diagnostycznych, dzieki kto-
rym moze w krétkim czasie okresli¢ czy badany drobno-
ustréj jest patogenem alarmowym. Dostepne podtoza
chromogenne, testy biochemiczne i genetyczne pozwa-
lajg na szybka identyfikacje patogendéw umozliwiajace
szybkie wdrozenie procedur izolacji. Wazne jest, aby
obecnos¢ wieloopornego drobnoustroju zostata w jak
najkrétszym czasie zgtoszona lekarzowi prowadzacemu
oraz zespotowi ds. kontroli zakazen szpitalnych.

W naszym osrodku prowadzimy badania przesiewowe
dla szesciu grup pacjentéw.

I Pacjenci nalezacy do grupy narazonej
na kolonizacje CPE

Pateczki Gram-ujemne z rodziny Enterobacteriaceae
wywarzajgce karbapenezmazy ze wzgledu na wysoki po-
tencjat epidemiczny oraz opornos¢ na prawie wszystkie
lub wszystkie dostepne leki stanowig powazne wyzwa-
nie dla kontroli zakazen. Zgodnie z zaleceniami rekomen-
dowanymi przez Ministra Zdrowia z 2012 roku,Zalecenia
dotyczace postepowania w przypadku zachorowan spo-
radycznych i ognisk epidemicznych wywotanych przez
Gram-ujemne pateczki z rodziny Enterobacteriaceae”
opracowano procedure wykonywania badan przesie-
wowych w kierunku CPE u pacjentéw przyjmowanych
do naszego szpitala. Poniewaz problem wystepowania
CPE dotyczy wielu krajow i wielu osrodkéw opieki zdro-
wotnej w Polsce, ustalenie profilu pacjentéw objetych
screeningiem jest kwestig problematyczna. Zgodnie
z naszym schematem postepowania, wymaz z odbytu
w kierunku kolonizacji CPE pobierany jest od pacjen-
tow, ktdrzy w ciggu ostatniego roku byli hospitalizowani
w polskich osrodkach, ktérych dotyczy problem CPE lub
wybranych osrodkach zagranicznych (Grecja, Hiszpania,
Turcja) lub odbyli podréz do Indii.

Badane préby posiewane sg na podtoza chromogen-
ne chromID CARBA (bioMérieux) selekcjonujace szcze-
py oporne na karbapenemy. W przypadku, gdy wynik
posiewu jest dodatni, nalezy w jak najkrotszym czasie
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sprawdzi¢ czy opornos¢ na karbapenemy zwiazana jest
w wytwarzaniem karbapenemaz. Dla tych szczepéw wy-
konywany jest test Nordmana-Poirela (CARBA-NP). Moz-
na wykorzysta¢ samodzielnie przygotowane odczynniki
lub gotowe zestawy komercyjne. Wynik otrzymujemy juz
w ciggu dwdch godzin. Nasze doswiadczenia ze szczepa-
mi wytwarzajacymi karbapenemazy typu NDM pokazu-
ja, ze reakcja ta zachodzi bardzo szybko (dodatni wynik
reakcji widoczny byt od razu po dodaniu odczynnikéw,
jeszcze przed rozpoczeciem inkubacji). Otrzymanie do-
datniego wyniku testu CARBA-NP $wiadczy o wytwarza-
niu karbapememazy i jest podstawa do wszczecia odpo-
wiednich procedur. O dodatnim wyniku informowany
jest lekarz prowadzacy pacjenta oraz zespét ds. kontroli
zakazen szpitalnych. Pacjent zostaje natychmiast podda-
ny izolacji kontaktowej. Dalsze etapy diagnostyki, identy-
fikacja drobnoustroju do gatunku, okreslenie lekowrazli-
wosci oraz typu wytwarzanej karbapenemazy metodami
fenotypowymi i wreszcie przestanie szczepu do Krajowe-
go Osrodka ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojow (KORLD)
celem potwierdzenia wykrytego mechanizmu opornosci,
odbywa sie juz po wdrozeniu procedury izolacji pacjenta.
Zastosowanie testu CARBA-NP umozliwia wydanie wyni-
ku dodatniego juz w pierwszej dobie od pobrania mate-
riatu. Nalezy podkresli¢, ze uzyskanie dodatniego wyniku
testu CARBA-NP zobowigzuje laboratorium do przestania
wyhodowanego szczepu do KORLD, nawet jesli testy fe-
notypowe zinterpretowano jako ujemne.

Jak pokazuje przypadek jednego z pacjentéw hospi-
talizowanych na Oddziale Pulmonologii naszego Szpi-
tala, wdrozenie badan przesiewowych w kierunku CPE,
przynosi wymierne korzysci. Pacjent zostat przyjety
na oddziat z rozpoznaniem zapalenia ptuc. Z wywiadu
wynikato, ze zachorowat w trakcie pobytu w Grecji i byt
poddany leczeniu w jednym z greckich szpitali. Zgodnie
z procedura, pobrano od niego wymaz z odbytu w kie-
runku CPE. Nastepnego dnia rano, zauwazono wzrost
kolonii na podtozu chromogennym. Natychmiast wy-
konano test CARBA-NP i po kilku minutach otrzymano
wynik dodatni. Niezwtocznie poinformowano lekarza
prowadzacego oraz Zespot ds. Kontroli Zakazen Szpi-
talnych. Izolacja pacjenta zostata wdrozona w pierwszej
dobie od jego przyjecia do szpitala. Poniewaz w na-
szym laboratorium dysponujemy testami genetycznymi
Xpert®Carba -R (Cepheid) mamy mozliwos¢ szybkiej
identyfikacji, metoda real-time PCR, karbapenamaz typu
NDM, KPC, OXA-48, IPM i VIM, wykonalismy takie bada-
nie dla wyhodowanego szczepu. Wynik otrzymalismy
po 50 minutach. Prawdopodobnie podczas hospitali-
zacji w Grecji pacjent skolonizowat sie szczepem wy-
twarzajacym karbapenemaze typu KPC. Metodami bio-
chemicznymi zidentyfikowalismy szczep jako Klebsiella
pneumoniae. Zostat on przestany do KORLD, gdzie po-
twierdzono wyniki naszych badan.

Wykrycie szczepu CPE u jednego z pacjentéw,
pocigga za soba szereg dalszych dziatan. Pobierane
sa wymazy z odbytu od wszystkich pacjentéw, z ktérymi
skolonizowana osoba miata kontakt. Screening jest pro-
wadzony raz w tygodniu, dopdki skolonizowany pacjent

przebywa na oddziale. W opisanym powyzej przypadku
szybkie wdrozenie izolacji zapobiegto rozprzestrzenieniu
sie patogenu i nie zostat on stwierdzony u zadnego z po-
zostatych pacjentéw.

Il Pacjenci hospitalizowani na Oddziale
Hematologii i Transplantacji Szpiku

Pacjenci z hematologiczng chorobg nowotworowg
sg szczegodlnie narazeni na kolonizacje drobnoustrojami
wieloopornymi, ze wzgledu na diugotrwata hospitaliza-
cje, poddawanie antybiotykoterapii, czesto z zastoso-
waniem antybiotykdw o szerokim spektrum dziatania,
cykle chemioterapii, wptywajace wyniszczajaco na natu-
ralng flore jelitowg, neutropenie. Chemioterapia wywie-
ra réwniez efekt cytotoksyczny na komorki nabtonkowe
jelit, prowadzac do ich rozszczelnienia, a w konsekwengji
to przedostania sie drobnoustrojéw kolonizujacych prze-
wod pokarmowy do tozyska krwi. Dlatego tak niezwy-
kle wazne jest prowadzenie badan przesiewowych dla
pacjentéw z oddziatéw hematologicznych. W tym przy-
padku, zadaniem badania przesiewowego jest nie tylko
identyfikacja pacjentéw skolonizowanych wielooporny-
mi drobnoustrojami i poddanie ich izolacji, ale tez okre-
Slenie jaki jest wzor opornosci drobnoustrojow wystepu-
jacych u danego pacjenta. W wyjatkowych sytuacjach,
w przypadku wystapienia bakteriemii i koniecznosci
szybkiego podania antybiotyku, mozna oprze¢ decyzje
o wdrozeniu antybiotykoterapii, na bazie informacji po-
chodzacych z badan przesiewowych (Frére i wsp. 2004,
Weinstock i wsp. 2007, Reddy i wsp. 2007).

Od wszystkich pacjentéw z Oddziatu Hematologii i Po-
doddziatu Transplantacji raz w tygodniu pobierany jest
wymaz z odbytu w kierunku wankomycynoopornych
enterokokéw (VRE) oraz pateczek MDR. Wymaz jest po-
siewany na podtoze D-coccosel z dodatkiem wankomy-
cyny w stezeniu granicznym, w celu identyfikacji VRE
oraz na podtoze chromogenne chromID ESBL (bioMérie-
ux) w celu identyfikacji pateczek MDR. Wazne jest, aby
na wstepnym etapie badania zidentyfikowa¢ réwniez
szczepy oporne na karbapenemy, poniewaz moga by¢
producentami karbapenemaz. Dlatego dodatkowo wy-
maz posiewny jest na podtoze MacConkey'a, na ktérym
uktadamy krazki antybiotykowe z ertapenemem i imipe-
nemem. Dla szczepdw o obnizonej wrazliwosci na karba-
penemy wykonujemy test CARBA-NP z podtoza chromo-
gennego (z podtoza McConkeya nie nalezy wykonywa¢
testu CARBA-NP).

Nalezy pamieta¢, ze uzyskanie wzrostu drobnoustro-
jow na podtozach chromogennych, traktowane jest jako
podejrzenie wyhodowania szczepu VRE lub ESBL (+)
i wymaga potwierdzenia. Dla kazdego wyhodowango
szczepu wykonujemy identyfikacje do gatunku i okre-
slamy lekowazliwo$¢ oraz w zaleznosci od potrzeb, testy
w kierunku nabytych mechanizméw opornosci (MBL,
KPC, OXA-48).

bioMérieux 22PN
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lll Pacjenci hospitalizowani na oddziatach zarbwno po przyjeciu na oddziat jak i w trakcie hospita-

chirurgicznych lizacji. . N
Badania przesiewowe wykonywane przy przyjeciu
Kazdy pacjent przyjmowany na oddziat chirurgiczny 3 OIT to:

badany jeSt w kierunku k0|0ni2acji SZCZepami MRSA. Ko- + wymazz przedsionka nosa w kierunku MRSA
lonizacja moze dotyczy¢ przedsionka nosa, gardfa lub . wymaz z odbytu w kierunku VRE oraz w kierunku
skéry pacjenta. Dlatego tez tatwo moze dojs¢ do transmi- wieloopornych pateczek Gram-ujemnych,

sji tego patogenu z pacjenta na pacjenta, personel szpi- . jezeli pacjent byt zaintubowany, badanie aspiratu
talny oraz do kontaminacji Srodowiska szpitalnego. Przy tchwiczego w kierunku MRSA, VRE i pateczek MDR.

stwierdzeniu kolonizacji MRSA, dokonuje sie eradykacji
drobnoustroju lub, w niektérych przypadkach, zamiast

standardowej profilaktyki okotooperacyjnej stosuje si¢ v tracie dalszej hospitalizacji raz w tygodniu, podob-
wankomycyne, minimalizujac ryzyko rozwoju zakazenia nje jak w przypadku pacjentéw z oddzialtéw hematolo-
(Kavanagh i wsp. 2014). gicznych, od kazdego z pacjentéw pobierany jest wymaz
z odbytu w kierunku kolonizacji VRE i pateczkami MDR.
Pacjentom pobierany jest wymaz z przedsionka nosa, Dodatkowo, dwa razy w tygodniu badane s aspiraty
ktéry posiewamy na podtoze chromogenne chromID tchawicze pacjentéw zaintubowanych. Dzieki temu, moz-
MRSA SMART (bioMérieux). Juz po jednej dobie inku- Na nie tylko kontrolowa¢ proces kolonizacji pacjentéw
bacji, mozna stwierdzi¢, czy u danego pacjenta istnieje florg szpitalng, ale tez wykorzysta¢ uzyskane informacje
podejrzenie kolonizacji MRSA. Konieczne jest potwier- Przy podejmowaniu decyzji o wdrazaniu empirycznej an-
dzenie metycylinoopornosci, metoda fenotypowa wyko- tybiotykoterapii w przypadku rozwoju zapalenia ptuc lub
rzystujaca krazek z cefoksytyna (30mg). bakteriemii (Jung i wsp. 2009, Baba i wsp. 2011).

IV Pacjenci przygotowywani do przeszczepu
serca lub ptuc.

chrom e

W przypadku pacjentéw przygotowywanychdo przesz- 7 " T T by biowerieu q
czepu serca pobierane sg trzy wymazy w kierunku MRSA: PODSMW JEST
z nosa, gardta oraz odbytu. Poniewaz w naszym szpitalu KOLOR
nie wykonuje sie operacji przeszczepu ptuc, rodzaj zleca- \
nych badan przesiewowych zalezy od osrodka transplan- \\\

tacyjnego. Najczesciej badane sa wymazy w kierunku
MRSA (nos, gardto, odbyt) oraz wymazy z odbytu w kie-
runku VRE i/lub pateczek Gram-ujemnych MDR.

WYROZNIAJACA kolekcja
Badania przesiewowe i nadzor epidemiologiczny
chromiD® CARBA

Badania przesiewowe w kierunku Enterobacteriaceae wytwarzajacych
karbapenemazy, wynik po 18-24 godzinach (@)

V Pacjenci z ranami przewlektymi.

Hospitalizacja w réznych jednostkach szpitalnych
oraz wielokrotna, czesto dtugotrwata antybiotykotera-
pia sprzyjaja kolonizacji przewlektych ran wielooporny-
mi drobnoustrojami jak MRSA, Acinetobacter baumanii
i Pseudomonas aeruginosa czy pateczkami z rodziny
Enterobacteriaceae. W przypadku pacjentéw skolonizo-
wanych takimi szczepami, nalezy rozwazy¢ wdrozenie
procedury izolacji kontaktowej (Hartemann-Heurtier
i wsp. 2004). W naszym Szpitalu kazdemu przyjetemu
na oddziat pacjentowi z rang przewlekta, pobierany jest
wymaz, ktéry posiewa sie na podtoza chromogenne
w kierunku MRSA, VRE oraz pateczek MDR.

chromID® OXA-48
Badania przesiewowe w kierunku Enterobacteriaceae
wytwarzajacych OXA-48, wynik po 18-24 godzinach

chromID® ESBL
Badania przesiewowe w kierunku Enterobacteriaceae
wytwarzajgcych B-laktamazy o rozszerzonym spektrum
substratowym, wynik po 18-24 godzinach (8)

chromID® VRE

Badania przesiewowe w kierunku Enterococcus faecium

i Enterococcus faecalis wykazujacych nabyta
oporno$¢ na wankomycyne (©)

VI Pacjenci hospitalizowani na Oddziatach

Anestezjologii i Intensywnej Terapii (OIT) chromiD° Strepto B

Badania przesiewowe w kierunku hemolizujacych
i niehemolizujgcych szczepéw S. agalactiae u kobiet

Pacjenci przyjmowani na Oddziat Intensywnej Terapii W ciazy. Zgodhe 2 wytycznymi CDC (@)

najczesciej byli juz hospitalizowani na innych oddzia-
tach naszego Szpitala lub w innych jednostkach szpital-
nych. Pobyt na oddziale intensywnej terapii wiaze sie
ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju zakazen ze wzgledu
na cewnikowanie pecherza moczowego, zakfadanie cen-
tralnych linii naczyniowych oraz intubacje. Dlatego tez
badania przesiewowe wykonywane sg dla tych pacjentéw

chromID® C. difficile
Bezposrednia identyfikacja Clostridium difficile
w kale, wynik po 18-24 godzinach

chromID® MRSA SMART
Badania przesiewowe w kierunku
S. aureus opornych na meticyline,
wynik po 18-24 godzinach

6 7212015 iualnoso: bioMérieux
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Ka rbapen €MaZzy - najgrozniejszy
mechanizm opornoSsci bakterii Gram-ujemnych

Karbapenemy

Karbapenemy to jedna z najnowszych generacji 3-lak-
tamoéw, wprowadzona do lecznictwa w potowie lat 1980,
0 najszerszym zakresie dziatania sposréd wszystkich an-
tybiotykéw oraz bardzo dobrych parametrach farmako-

logicznych. Uznawane sg one za leki ,ostatniej szansy”

i stosowane w leczeniu zakazen, ktérych sprawca sa cho-
robotwdrcze bakterie. Charakteryzuja sie szerokim spek-
trum dziatania w stosunku do tlenowych i beztlenowych
patogennych drobnoustrojéw, zaréwno Gram-dodatnich
jak i Gram-ujemnych.

Karbapenemy s3 pochodng naturalnego antybioty-

ku, tienamycyny, wytwarzanego przez zyjacy w glebie
drobnoustroj — Streptomyces cattleya. Tienamycyna jest
zwigzkiem nietrwatym chemicznie, co nie pozwala na jej
zastosowanie w lecznictwie. Poszukiwania trwatych jej
pochodnych, zachowujacych aktywnos¢ przeciwbakte-
ryjna, doprowadzity do odkrycia innych zwiazkéw o po-
dobnej budowie i wtasciwosciach: imipenemu, merope-
nemu, ertaprenemu i doriprenemu.
Mechanizm dziatania karbapeneméw jest podobny
do mechanizmu dziatania innych antybiotykow [-lak-
tamowych i polega na zahamowaniu syntezy Sciany
komorkowej bakterii. Czasteczka B-laktamu faczy sie
z bakteryjng peptydaza - biatkiem PBP (ang.: penicillin-
-binding protein), ktére jest zaangazowane w synteze
peptydoglikanu. Wysokie powinowactwo biatka PBP
wzgledem antybiotyku B-laktamowego skutkuje bloka-
da aktywnosci enzymatycznej biatka, co prowadzi do za-
burzen powstawania peptydoglikanu, a w konsekwencji
powoduje lize komorki bakteryjne;j.

Mechanizmy opornosci bakterii
Gram-ujemnych na karbapenemy

Gwattowny wzrost opornosci bakterii chorobotwor-
czych na antybiotyki stat sie najwazniejszym wyzwaniem
dla wspdtczesnej medycyny terapii w ostatniej dekadzie.
Opornos¢ bakterii na B-laktamy, w tym karbapenemy,
klasyfikuje sie w obrebie czterech podstawowych, nieza-
leznych od siebie strategii:

1. Wytwarzanie biatek PBP o niskim powinowactwie
do B-laktamow.

2. Zmniejszanie przepuszczalnosci oston komérko-
wych bakterii.

3. Wypompowywanie lekéw z komorki bakteryjnej.

4. Wytwarzanie B-laktamaz - enzyméw hydrolizuja-
cych czasteczki B-laktamoéw.

bioMérieux
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Wytwarzanie 3-laktamaz, jest najbardziej rozpowszech-
nionym i najgrozniejszym mechanizmem antybiotyko-
opornosci. B-laktamazy hydrolizuja wigzanie amidowe
w pierscieniu 3-laktamowym powodujac w ten sposéb
inaktywacje leku. Enzymy zdolne do hydrolizy karbape-
nem&w nosza nazwe karbapenemaz.

Oprécz  wytwarzania karbapenemaz, takze inne
w/w strategie s w réznym stopniu wykorzystywane
przez bakterie Gram-ujemne w celu uzyskania opor-
nosci na karbapenemy. Pierwsza z nich obserwowana
jest gtéwnie w szczepach Acinetobacter baumannii oraz
Proteus mirabilis. Kolejne dwie, obnizenie przepusz-
czalnosci btony zewnetrznej i/lub wypompowywanie,
sa charakterystyczne dla pateczek niefermentujacych —
Pseudomonas aeruginosa oraz A. baumannii. Pateczki z ro-
dziny Enterobacteriaceae rowniez wykorzystuja mecha-
nizmy opornosci zwigzane z biatkami transportowymi.
Identyfikowane sa szczepy pateczek jelitowych charakte-
ryzujace sie obnizona wrazliwoscia lub wrecz opornoscia
na karbapenemy, wynikajgca ze zmian w profilach biatek
porynowych. Zawsze jednak takie izolaty dodatkowo
wytwarzaja na wysokim poziomie inne 3-laktamazy, np.
gatunkowo-specyficzne lub nabyte enzymy AmpC i/lub
B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym,
ESBL.

Karbapenemazy

Naduzywanie i czesto nieuzasadnione stosowanie
w lecznictwie karbapeneméw przyniosto negatywne
skutki w postaci selekcji szczepédw opornych, najpierw
dzieki mechanizmom ograniczajagcym transport tych le-
kow do komérki bakteryjnej, a od konca lat 1980, takze
wytwarzajacych karbapenemazy. Oba rodzaje opornosci
poczatkowo pojawily sie u niefermentujacych pateczek
P. aeruginosa, ale pdzniej zaczeto identyfikowac takze
szczepy Enterobacteriaceae wytwarzajace nabyte karba-
penemazy. Zaobserwowany na poczatku tego stulecia
wzrost izolacji szczepdw wytwarzajacych nabyte karba-
penemazy w niektérych regionach $wiata, coraz czestsze
przypadki przenoszenia wraz z pacjentami do innych
krajow, wreszcie pojawianie sie coraz to nowych typéw
tych enzyméw spowodowato, ze jest to obecnie jeden
z najwazniejszych tematéw w dziedzinie epidemiologii
lekoopornosci drobnoustrojéw.

Karbapenemazy to enzymy hydrolizujace nie tylko, jak-
by mogto wydawac sie z ich nazwy - karbapenemy,
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ale takze wiekszos¢ innych antybiotykow [-laktamo-
wych. Sa to enzymy o bardzo szerokich, zr6znicowanych
spektrach substratowych, a wynika to z ich réznorod-
nosci strukturalno-ewolucyjnej, obejmujacej wszystkie
cztery klasy strukturalne B-laktamaz, przede wszystkim
jednak klasy A, B i D.

Karbapenemazy klasy A

Najwazniejszymi karbapenemazami klasy A sa enzy-
my nalezgce do rodziny KPC (ang.: Klebsiella pneumoniae
carbapenemase). Naturalny producent tych [-lakta-
maz nie jest znany, natomiast, zgodnie ze swoja nazwa,
najczesciej obserwuje sie je w szczepach K. pneumo-
niae. Enzymy KPC zidentyfikowane zostaty takze u in-
nych gatunkéw z rodziny Enterobacteriaceae, m.in.:
Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Enterobacter spp.,
Citrobacter freundii, Serratia marcescens, a takze
u Pseudomonas spp. iinnych pateczek niefermentujacych.
Enzymy KPC posiadajg najszersze spektrum substratowe
ze wszystkich (-laktamaz: hydrolizuja wszystkie stoso-
wane klinicznie B-laktamy, cho¢ nie zawsze z takg sama
wydajnoscig (najaktywniejsze s wzgledem penicylin
i cefalosporyn | generacji).
Po raz pierwszy szczepy wytwarzajace [3-laktamazy KPC
zostaty wykryte w USA i w ciggu zaledwie kilku lat roz-
przestrzenity sie one w szpitalach tego kraju wywotujac
w nich liczne epidemie. Z pewnym opdznieniem do po-
dobnego zjawiska doszto w Izraelu. Lista krajow, u kto-
rych stwierdzono obecno$¢ szczepdw z enzymami KPC
stale sie powieksza, a od 2008 r. problem ten dotyczy réw-
niez Polski. Wydaje sie, ze najwieksze znaczenie w global-
nym rozprzestrzenianiu sie drobnoustrojow KPC* ma ele-
ment klonalny i zwigzany jest z tzw. hiperepidemicznym
klonem K. pneumoniae, ktéry najpierw pojawit sie w USA,
potem zostat przeniesiony do lzraela, nastepnie Grecji,
a wreszcie do wielu miejsc na catym niemal $wiecie.
Geny kodujace KPC s3 zlokalizowane w plazmidach réz-
nych typow, z ktérych szereg ma zdolnos¢ do koniugacji.
Wydajnos¢ transferu tych plazmidéw jest stosunkowo
niewielka, niemniej wystarcza, by geny blakrc penetro-
waty coraz wiecej populacji bakterii réznych gatunkoéw.
Ponadto, geny blaxec sa zlokalizowane w obrebie trans-
pozonu Tn4401, z grupy Tn3, co dodatkowo utatwia ich
horyzontalny transfer.

Karbapenemazy klasy B

Karbapememazy klasy B to metalo-f3-laktamazy (ang.:
metallo-B-lactamases), MBL, zwane tak ze wzgledu
na wykorzystywanie jonéw cynku jako kofaktoréw reak-
¢ji hydrolizy pierscienia 3-laktamowego. Z tego powodu
s3 hamowane przez EDTA i inne chelatory jonéw dwu-
wartosciowych. Naturalny producent nabytych MBL nie
jest znany, pomimo, ze u wielu bakterii Srodowiskowych
wystepuja gatunkowo-specyficzne karbapenemazy, jed-
nak zadna z nich nie mogta by¢ prekursorem obserwo-
wanych nabytych enzymow tej grupy. MBL sg enzymami
bardzo zréznicowanymi strukturalne i klasyfikuje sie je
w obrebie wielu rodzin, z czego najliczniej reprezentowa-
ne sg rodziny VIM i IMP, wystepujace zaréwno u pateczek
niefermentujacych, jak i jelitowych.

MBL sa najbardziej wyspecjalizowanymi i najaktywniej-
szymi karbapenemazami ze wszystkich klas. Spektrum
substratowe, oprocz karbapenemdw, obejmuje réwniez
wszystkie penicyliny i cefalosporyny. Mimo tak szerokie-
go zakresu dziafania nie rozktadajg monobaktamoéw.
Pierwsze nabyte MBL pojawity sie na Dalekim Wscho-
dzie. Najpierw u Gram-ujemnych pateczek niefermen-
tujacych P. aeruginosa, pdzniej u bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae. Po pewnym czasie, szczepy MBL" za-
czety by¢ identyfikowane réwniez w Europie. Takze naj-
pierw je obserwowano u pateczek niefermentujacych,
po czym kilka lat pézniej u pateczek jelitowych. W Polsce
pierwsze szczepy K. pneumoniae MBL* zidentyfikowano
w 2006 .

W 2010 r. wielki rozgtos zyskata sprawa identyfikacji no-
wego rodzaju MBL — enzymu NDM-1, ktérego nazwa po-
chodzi od miejsca, w ktérym wykryto go po raz pierwszy
(New Delhi metallo-B-lactamase). Olbrzymie poruszenie
wywotato zastraszajace rozprzestrzenienie sie szczepdw
NDM* w Indiach i innych krajach azjatyckich, nie tylko
w szpitalach, ale takze w $rodowisku oraz liczne przy-
padki ich przeniesienia do innych krajow przez skoloni-
zowanych pacjentéw lub turystéw. Gtéwnym sposobem
rozprzestrzeniania sie tej karbapenemazy wsréd bakterii
jest transfer horyzontalny, gdyz geny blanowm sa zlokalizo-
wane w plazmidach o wysokim potencjale koniugacyj-
nym.W 2011 r. pierwszy szczep E. coli NDM* wyizolowano
w Polsce u pacjenta przeniesionego ze szpitala w jednym
z krajéw srodkowo-afrykanskich. Obecnie, w naszym
kraju, jest to dominujacy typ MBL identyfikowany u pa-
teczek Enterobacteriaceae, przede wszystkim wystepuje
w szczepach K. pneumoniae.

Karbapenemazy klasy D

B-Laktamazy hydrolizujace karbapenemy klasy D
to tzw. enzymy CHDL (ang.: carbapenem-hydrolyzing
class D PB-lactamases). Zdecydowana wiekszos¢ zna-
nych wariantow enzyméw CHDL wytwarzana jest przez
szczepy A. baumannii Nalezg do nich zaréwno naturalne
enzymy, charakterystyczne dla okreslonych gatunkéw,
jak i B-laktamazy nabyte. Pierwszym opisanym naby-
tym enzymem tej klasy byta OXA-23, zidentyfikowana
wiasnie u pateczek niefermentujacych A. baumannii.
Natomiast pierwszym rodzajem nabytych CHDL obser-
wowanym tylko u Enterobacteriaceae, sa enzymy typu
OXA-48.3-Laktamaze tezidentyfikowanow 2001 r. wTurcji,
w K. pneumoniae, gdzie kilka lat p6zniej szczepy OXA-48+
wywofaty liczne epidemie szpitalne. Drobnoustroje o ta-
kim fenotypie ulegly takze rozprzestrzenieniu w krajach
basenu Morza Srédziemnego oraz Indiach, a takze zo-
staly przeniesione do Europy. W Polsce pierwszy szczep
OXA-48+ zostat wyizolowany w 2012 .

CHDL maja stosunkowo stabg aktywno$¢ wobec karbape-
nemoéw, a poza nimi hydrolizujag jeszcze tylko penicyliny
i cefalosporyny | generacji.

Gtéwnym producentem (3-laktamaz z grupy OXA-48 jest
K. pneumoniae, ale obecnos¢ tych enzymow stwierdza sie
takze u innych gatunkéw Enterobacteriaceae, zwtaszcza
E. colii Enterobacter cloacae. Koniugacyjny transfer plazmi-
doéw uwazany jest za gtéwny mechanizm rozprzestrzenia-
nia sie karbapenemaz OXA-48 w populacjach bakterii.

bioMérieux 2R
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Wykrywanie karbapenemaz

Szczepy pateczek Gram-ujemnych wytwarzajace kar-
bapenemazy nagminnie wykazuja tzw. wieloopornos¢,
czyli niewrazliwos¢ na co najmniej trzy grupy lekéw
(ang.: multidrug-resistant, MDR) lub rozszerzong wielo-
opornos¢, czyli wrazliwo$é na nie wiecej niz dwie grupy
lekéw (ang.: extensively drug-resistant, XDR), a pojawiaja
sie tez wérdd nich juz szczepy oporne na wszystkie do-
stepne obecnie leki (ang.: pandrug-resistant, PDR). Zna-
czace ograniczenie lub catkowity brak opcji terapeutycz-
nych wobec tak istotnych czynnikéw zakazer stanowi
z oczywistych wzgledéw wielkie zagrozenie dla zdrowia
publicznego. Zaliczone one zostaty do grupy ,patoge-
néw alarmowych” i dlatego wazna jest ich niezwtoczna
identyfikacja.

Na rynku polskim sg dostepne podtoza chromogenne
przeznaczone do wykrywania i wstepnej identyfikacji
izolatdbw bakteryjnych Enterobacteriaceae charaktery-
zujacych sie niewrazliwoscig na karbapenemy. Szczepy,
ktére wyrosna na takim podtozu mogg, ale nie musza wy-
twarzac karbapenemazy. Ich wzrost na podtozu chromo-
gennym moze by¢ spowodowany omawiang wyzej (pkt:
Mechanizmy opornosci bakterii Gram-ujemnych na kar-
bapenemy) strategiag opornosci wynikajaca ze zmian
w przepuszczalnosci oston komoérkowych przy jednocze-
snej produkgji innych B-laktamaz.

Medyczne laboratoria mikrobiologiczne sg zobowigza-
ne do identyfikacji mechanizmu MBL i KPC w szczepach
pateczek niefermentujacych oraz mechanizmu MBL, KPC
i OXA-48 w szczepach Enterobacteriaceae. Wykrywanie
karbapenemaz mozna prowadzi¢ r6znymi metodami fe-
notypowymi i automatycznymi oraz testami molekular-
nymi. Krajowy Osrodek Referencyjny ds. Lekowrazliwo-
$ci Drobnoustrojow (KORLD) w swoich rekomendacjach
wskazuje izolaty dla ktérych nalezy prowadzi¢ wykrywa-
nie karbapenemaz oraz metody fenotypowe jakimi moz-
na je identyfikowac.

Wyniki testow fenotypowych uzyskuje sie, w najbar-
dziej sprzyjajacych warunkach, w ciaggu doby od izolacji
drobnoustroju. Poniewaz potencjat epidemiczny szcze-
poéw wytwarzajacych karbapenemazy jest bardzo duzy,
caly czas trwaty poszukiwania szybkiego i tatwego w uzy-
ciu testu wykrywajacego produkcje tych enzyméw. Cat-
kiem niedawno zostaty opracowane dwa testy stuzace
do szybkiej identyfikacji karbapenemaz, wykorzystujace
fakt zmiany zabarwienia uzywanego barwnika (czerwie-
ni fenolowej lub btekitu bromotymolowego) podczas
zmiany pH srodowiska reakcji, w czasie hydrolizy imi-
penemu przez karbapenemaze. Zaletg tych testow jest
fakt, ze odpowiedz na pytanie, czy dany izolat wytwa-
rza karbapenemaze, otrzymujemy w ciggu kilku godzin
od izolacji drobnoustroju. Takie szybkie uzyskanie wyni-
ku pozytywnego testu umozliwia natychmiastowe wdro-
zenie szeregu procedur majacych na celu zapobiezenie
rozprzestrzenienia sie tego niezwykle groznego mecha-
nizmu opornosci.

Szczepy wykazujgce dodatnie (oraz budzace watpli-

wosci) wyniki testéw w kierunku wytwarzania karbape-
nemaz powinny zosta¢ przestane do KORLD w celu po-
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twierdzenia rodzaju mechanizmu opornosci metodami
biologii molekularnej. Za metode referencyjng identy-
fikacji karbapenemaz uwaza sie spektrofotometryczne
oznaczenie hydrolizy imipenemu w ekstrakcie biatko-
wym ze szczepu lub wykrycie genu kodujacego karbape-
nemaze za pomoca specyficznej reakcji PCR.
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Mikrobiologiczna diagnostyka

legionelozy

Legioneloza

Legioneloza jest zakazng chorobg wywotywang przez
Gram-ujemne pateczki z rodziny Legionelaceae, wyste-
pujace w réznorodnych naturalnych i sztucznych zbiorni-
kach wodnych. W srodowisku naturalnym drobnoustroje
te bytuja i namnazaja sie wewnatrz komoérek ameb, na-
tomiast w organizmie cztowieka w makrofagach peche-
rzykéw ptucnych, rzadziej w innych makrofagach tkanko-
wych, monocytach i leukocytach. Wykazano, ze bakterie
te moga bytowa¢ w instalacjach wodnych budynkéw
uzytkowych, takich jak szpitale czy baseny. Obecnos$¢
tych drobnoustrojéow stwierdzono réwniez w inhalato-
rach, biczach wodnych, klimatyzatorach, prysznicach, na-
wilzaczach, wiezach chtodniczych, turbinach dentystycz-
nych czy tez w fontannach. Z tego powodu, niezmiernie
istotne jest prowadzenie dziatan majacych na celu
ograniczenie wystepowania i namnazania sie pateczek
Legionella w systemach wodnych poprzez kontrole czyn-
nikéw sprzyjajacych rozwojowi tych bakterii oraz cyklicz-
ne wykonywanie proceséw oczyszczania i dezynfekgji
instalacji wodnych.

Do zakazenia pateczkami Legionella ludzi dochodzi po-
przez wdychanie skazonego aerozolu wodno-powietrz-
nego. Nie stwierdzono jednak przenoszenia sie zakazenia
tymi pateczkami miedzy ludzmi.

Legioneloza moze przebiegac w trzech postaciach: cho-
roby legionistéw, tak zwanej goraczki Pontiac oraz po-
staci pozaptucnej. Chorobe legionistéw po raz pierwszy
opisano w 1977 roku w wyniku analizowania przebiegu
epidemii zachorowan z wysoka $miertelnoscia, ktéra wy-
stapita wsrdd uczestnikédw Konwencji Legiondw Amery-
kanskich w Filadelfii w 1976r. Czynnikiem etiologicznym
choroby legionistéw s3a najczesciej pateczki nalezace
do gatunku Legionella pneumophila serogrupy 1, znacz-
nie rzadziej bakterie Legionella pneumophila zaliczane

dr Natalia Rokosz-Chudziak
Zaktad Bakteriologii

Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego
Paristwowy Zaktad Higieny w Warszawie

do serogrupy 2-15 oraz inne gatunki takie jak L. micdadei
czy L. longbeache. Procentowy udziat w zakazeniach po-
szczegblnych gatunkéw lub odmian serologicznych jest
réozny w zaleznosci od regionu geograficznego. Choroba
legionistdw moze przebiegaé w postaci ostrego zapale-
nia ptuc (3-8% wszystkich zachorowan na pozaszpitalne
zapalenie ptuc), a czas jej inkubacji szacuje sie na 2-10 dni
(najczesciej 5-6 dni, rzadko 20 dni). Do najczesciej opisy-
wanych klinicznych objawéw w przebiegu legionelozy
nalezy zaliczy¢: ostabienie, suchy kaszel, wysoka goracz-
ke (cieptota ciata powyzej 39°C), bdle gtowy, béle miesni,
zaburzenia w oddychaniu. Potwierdzenie zachorowania
opiera sie wytacznie na wynikach badan bakteriologicz-
nych. Smiertelno$¢ w przypadkach legionelozowego za-
palenia ptuc wynosi od 13% do 20%, a w przypadkach za-
kazenia pateczkami Legionella nabytego w szpitalu moze
siegac do 50%.

Goraczka Pontiac to tagodna postac legionelozy, wy-
wotywana przez pateczki Legionella pneumophila grupy
serologicznej 1 lub grup 2-14 oraz przez inne gatunki
Legionella: L. micdadei, L. anisa, L. feelei. Nazwa choroby
zwigzana jest z wybuchem w lipcu 1968 roku w miejsco-
wosci Pontiac (USA, stan Michigan), epidemii choroby
o objawach przypominajacych grype, ale o nieustalonej
wowczas etiologii. Dopiero w 1976 roku stwierdzono,
ze czynnikiem etiologicznym tej choroby sa pateczki
Legionella. Do objawéw goraczki Pontiac naleza grypo-
podobne stany goraczkowe, z towarzyszacymi bélami
gtowy, miesni i stawoéw oraz kaszlem, ktéry wystepuje
u okoto potowy chorych. Moze réwniez wystapi¢ bdl
gardta, mdtosci, biegunka lub wymioty. Objawy utrzy-
muja sie 2-6 dni, po czym nastepuje samowyleczenie.
W przypadku goraczki Pontiac nie wykazano obecnosci
bakterii Legionella w ptynach ustrojowych i w tkankach,
natomiast o trwajacym zakazeniu moze $wiadczy¢ tylko
podwyzszony poziom swoistych przeciwciat.
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Posta¢ pozaptucna legionelozy wystepuje najczesciej
u 0s6éb chorych z immunosupresjg i po przeszczepieniu
narzadow. U pacjentéw tych wystepuje zazwyczaj zespét
septyczny, zaburzenia krazenia, krzepniecia i zapalenie
nerek.

Epidemiologia

Zachorowania wywotywane przez pateczki Legionella
odnotowano juz w wiekszosci krajéow $wiata, gtownie
uprzemystowionych. W Stanach Zjednoczonych 8000-
18000 0sbéb corocznie hospitalizuje sie z powodu cho-
roby legionistéw, za$ na catym swiecie, wedtug szacun-
kow Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, World Health
Organization) 15 000-250 000 os6b. W Stanach Zjedno-
czonych i w Europie czesta przyczyna legionelozy jest
L. pneumophila serogrupy 1, ktéra odpowiada za okoto
80% wszystkich potwierdzonych przypadkéw legione-
lozy, serogrupy 2-16 odpowiadaja za 20-30% zacho-
rowan. Zachorowania wywotane przez L. pneumophila
sg 1 wystepuja czesciej w Anglii, Szkocji, Walii i w kra-
jach basenu Morza Srédziemnego (Wiochy, Frangja,
Hiszpania) niz w krajach skandynawskich. Z kolei w Au-
stralii i Nowej Zelandii najczesciej od chorych izolowane
sq pateczki L. longbeachae. Drugie miejsce pod wzgle-
dem czestosci wywotywanych zachorowan zajmuje
L. micdadei, a L. bozemanae i L. dumoffii odpowiednio
trzecie i czwarte miejsce. Gatunek L. pneumophila jest
najczesciej izolowany, zaréwno od chorych na legione-
loze nabyta w $rodowisku, jak i od chorych zakazonych
w czasie pobytu w szpitalu. Pozostate gatunki, takie jak
L. micdadei, L. bozemanae, L. dumoffii, L. longbeachae wy-
wotuja chorobe gtéwnie w srodowisku szpitalnym u pa-
cjentdéw z obnizong odpornoscia.

Wedtug oficjalnych danych zamieszczanych w biulety-
nie ,Choroby Zakazne i Zatrucia w Polsce’, opracowywa-
nym co roku przez Zaktad Epidemiologii NIZP-PZH wraz
z Gtébwnym Inspektoratem Sanitarnym w Warszawie,
pierwsze 3 rozpoznane przypadki legionelozy odnoto-
wano w Polsce w 2003 roku. W kolejnych dwdch latach
liczba zakazen pateczkami Legionella sp. wzrosta do 21.
W latach 2006 - 2014 liczba zgtaszanych przypadkéw
legionelozy ulegata znacznym wahaniom. | tak, przy-
ktadowo w 2006 roku odnotowano az 89 przypadkéw
(zapadalno$¢ na 100 tys. mieszkancow wynosita 0,233)
a w roku 2014 (wstepne dane) tylko 12 przypadkéw
(zapadalnos$¢ na poziomie 0,031). Z danych epidemiolo-
gicznych przedstawionych w raporcie w 2013 roku przez
Europejskie Centrum do Spraw Zapobiegania i Kontroli
Choréb (ECDC) wynika, ze w niektdrych krajach sasiadu-
jacych z Polska liczba przypadkéw byta znacznie wyzsza
i wynosita: w Niemczech - 805 przypadkéw, w Czechach
- 67, natomiast na Stowacji odnotowano tylko 6 przypad-
kow. Na podstawie danych epidemiologicznych zebra-
nych przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO) wyod-
rebniono kilka czynnikéw predysponujacych do rozwoju
choroby legionistow. Nalezg do nich: wiek powyzej 50
lat, palenie tytoniu, alkoholizm oraz pte¢. Legionelozowe
zapalenie ptuc trzy razy czesciej dotyczy mezczyzn niz
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kobiet. Szacuje sig, ze w grupie pacjentéw hospitalizowa-
nych, u ktérych rozpoznano legioneloze i zastosowano
prawidtowe leczenie $miertelnos¢ wynosi 13-20%.

Zgodnie z ustawg o chorobach zakaznych i zakazeniach
(DzU. nr 126 poz. 1384.) w Polsce od 2001 roku legione-
loza podlega rejestracji w Gtdwnym Inspektoracie Sani-
tarnym. Przeprowadzone dochodzenie epidemiologicz-
ne ma na celu ustali¢ zrodto zakazenia i skutecznie je
zlikwidowac. Na potrzeby nadzoru epidemiologicznego
przyjeto, ze zakazenie pateczkami Legionella potwierdza
sie, gdy jest spetniony co najmniej jeden z ponizszych
kryteriow:

- izolacja Legionella ssp. z wydzieliny drzewa oskrzelo-
wego lub z dowolnego miejsca, ktére w warunkach
prawidtowych jest jatowe,

« wykrycie antygenu Legionella pneumophila w moczu,

wykazanie znamiennego wzrostu miana swoistych
przeciwciat przeciw Legionella pneumophila grupy se-
rologicznej 1 w badaniu dwdch probek surowicy.

Dla przypadku prawdopodobnego spetnione powinno
by¢ co najmniej jedno z ponizszych kryteridw:

« wykrycie antygenu Legionella pneumophila w wydzie-
linie drzewa oskrzelowego lub w tkance ptucnej np.
metoda immunofluorescencji bezposredniej (DFA)
z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych,

wykrycie kwasu nukleinowego Legionella ssp. w wy-
dzielinie drzewa oskrzelowego, tkance ptucnej lub
w dowolnym miejscu, ktére w warunkach prawidto-
wych jest jatowe,

« wykazanie znamiennego wzrostu miana swoistych
przeciwciat przeciw Legionella pneumophila nienale-
zacych do grupy serologicznej 1, lub przeciw innym
gatunkom Legionella ssp. w badaniu dwéch prébek
surowicy,

« dla Legionella pneumophila grupy serologicznej 1
lub innych grup serologicznych, lub innych gatunkéw
Legionella: wysokie miano przeciwciat w surowicy,
w pojedynczym oznaczeniu.

W przypadku Goraczki Pontiac dla potwierdzenia przy-
padku klinicznego wystarczy uzyskanie dodatniego
wyniku oznaczania obecnosci antygenu L. pnuemophila
w moczu lub wykazanie znamiennego wzrostu miana
swoistych przeciwciat przeciw Legionella pneumophila
grupy serologicznej 1 w badaniu dwdéch préobek surowicy.

Diagnostyka mikrobiologiczna

Do mikrobiologicznych metod diagnozowania zakaze-
nia pateczkami Legionella pneumophila zalicza sie: izola-
cje i hodowle drobnoustroju z prébek materiatu klinicz-
nego, wykrycie kwasu nukleinowego pateczek Legionella
przy uzyciu metod molekularnych, wykrycie obecnosci
antygenu tych bakterii w moczu, wykazanie znamienne-
go diagnostycznie poziomu swoistych przeciwciat oraz
stwierdzenie obecnosci antygenu Legionella testem im-
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munofluorescencji bezposredniej (DFA) (Tabela 1). Kazda
z wyzej wymienionych metod ma jednak swoje ograni-
czenia i charakteryzuje sie odmienng swoistoscia i czuto-
Scia.

Izolacja i hodowla

Podstawg laboratoryjnego kryterium rozpoznania le-
gionelozy jest wyizolowanie drobnoustroju z prébki
materiatu klinicznego i jego identyfikacja. W przypadku
zakazen wywotywanych przez pateczki Legionella mate-
riatem do badan bakteriologocznych jest plwocina, po-
ptuczyny z drzewa oskrzelowego (BAL), ptyn z poptuczyn
oskrzelowo-pecherzykowych (BALF), aspirat z biopsji
przeztchawiczej, fragment tkanki ptucnej po biopsji lub
z materiatu sekcyjnego, punktat czy ropa. Mimo ze po-
branie tkanki ptucnej, ptynu optucnowego lub BALF
u niektorych chorych moze stwarzac problemy, ze wzgle-
dow diagnostycznych jest to najlepszy materiat kliniczny
do poszukiwania obecnosci zywych pateczek Legionella
sp. Plwocine powinno sie pobierac rano, przed spozy-
ciem positku lub ptynéw, po doktadnym wyptukaniu
jamy ustnej jatowym roztworem soli fizjologicznej. Pa-
cjent musi wykrztusi¢ jak najwiecej wydzieliny z oskrzeli
do jatowego pojemniczka. Czynnos¢ te moze powtarzad.
Trzeba mie¢ réwniez na uwadze, ze pacjenci z legione-
loza charakteryzuja sie skapym wydzielaniem plwociny.
Z kolei prébke BALF pobiera sie przez ostrozne wklino-
wanie konca bronchoskopu w swiatto drogi oddechowej
i podanie duzej objetosci jatowej soli fizjologicznej (oko-
to 200 ml) o temperaturze 37°C. Roztwér nalezy podawac
w réwnych porcjach po 50 ml. Po podaniu kazdej czesci
materiat nalezy odessac i umiesci¢ w jatowym pojemniku.

Prébki materiatu klinicznego nalezy pobrac jatowo,
a nastepnie transportowa¢ w odpowiednich sterylnych
pojemnikach. Jezeli czas miedzy pobraniem a posianiem
bedzie dtuzszy niz 30 minut, prébke nalezy przechowac
w lodéwece, w przypadku ponad 24 godzin trzeba zamro-
zi¢ ja w temperaturze -70°C.

Plwocina od pacjentéw z podejrzeniem legionelozy
powinna by¢ wysiewana niezaleznie od jej jakosci, po-
niewaz, jak udowodniono, nawet z prébek zawierajacych
ponad 10 komoérek nabtonkowych i mniej niz 25 leuko-
cytdw w polu widzenia, czesto udaje sie uzyskac¢ wzrost
tego drobnoustroju. Przed posiewem plwocine nalezy
potraktowac zwigzkiem mukolitycznym.

Hodowle pateczek Legionella sp. prowadzi sie w tem-
peraturze 36 +/-1°C w atmosferze o zwiekszonej zawar-
tosci CO2 i wilgotnosci powyzej 50% przez 10-14 dni.
Dodatni wynik najczesciej mozna stwierdzi¢ po 5 dniach
hodowli. Podejrzane sa kolonie wyrastajgce dopiero po 3
dniach po posiewie. Do izolacji stosuje sie gtéwnie pod-
toze agarowe BCYE -a (buffered charcoal yeast extract
agar) z ekstraktem drozdzowym, pirofosforanianem ze-
laza, chlorowodorkiem L-cysteiny, alfa-ketoglutaralem
oraz weglem aktywowanym, ktéry neutralizuje nadtle-
nek wodoru wytwarzany podczas metabolizmu bakte-
rii. Aby zapobiec wzrostowi konkurencyjnych, szybciej
rosngcych bakterii do podtoza hodowlanego BCYE-a

dodawane sa antybiotyki. Podtozem takim jest podtoze
GVPC, bedace podtozem BCYE-a z dodatkiem antybioty-
kéw: glicyna, wankomycyna, polimyksyna B, cykloheksa-
midem lub podtoze BMPA zawierajace antybiotyki, takie
jak: anizomycyna, cefamandol, polimiksyna B. Podtoze
GVPC stosowa¢ mozna przede wszystkim do hodowli
pateczek Legionella pneumophila, ale takze L.bozemanii,
L.longbeachae, L. dumoffii, L.jordanis, L.gormanii, L.anisa
i L. micdadei. Istotny jest réwniez fakt, iz w warunkach la-
boratoryjnych bakterie te rosng w waskim przedziale pH
wynoszacym 6,2-7,2. Charakterystyczne kolonie Legio-
nella s szaro-niebieskie, ale wraz z wiekiem mogg sta-
wac sie biate. Maja one regularne rézowawe krawedzie,
a w binokularowym mikroskopie sa szkliste u podstawy.
Podtoze GVPC dzieki obecnosci antybiotykow hamuje
wzrost bakterii Gram-dodatnich, niektérych Gram-ujem-
nych, drozdzakéw i plesni.

Na czuto$¢ metod hodowlanych w rozpoznawaniu le-
gionelozy maja wptyw odpowiednie pobranie i transport
prébek materiatu klinicznego oraz uzycie odpowiednich
poditéz hodowlanych. Czutos¢ hodowli wynosi $red-
nio 60%. Zakres czutosci tej metody to 5-99% i zalezy
on od typu opracowanego materiatu klinicznego. Dla
plwociny zakres czutosci szacuje sie miedzy 5%-70%, dla
BAL: 30%-90%. Przyjmuje sig, ze swoistos¢ hodowli, jako
metody bedacej,ztotym standardem” wynosi 100%.

Wstepna identyfikacja pateczek Legionella sp. polega
m in. na wykonaniu preparatu barwionego metoda Gra-
ma. W wykonanym preparacie widoczne sg cienkie, poli-
morficzne, niewytwarzajace spor pateczki Gram-ujemne.
Ze wzgledu na trudno$¢ w wybarwieniu kolonii réwnole-
gle stosuje sie tzw. metode pot-Grama, tj. barwienie bez
odbarwiania alkoholem.

Badania molekularne

W rutynowo prowadzonej diagnostyce zakazeh wy-
wotywanych przez pateczki Legionella sp. wykazaty
swoja przydatnos¢ takie badania molekularne jak tech-
nika PCR (reakcja fancuchowej polimerazy) czy Real-Time
PCR (PCR w czasie rzeczywistym). Komercyjne zestawy
PCR oraz Real-Time PCR umozliwiajag wykrycie przede
wszystkim sekwencji dla genu 16S rRNA (rDNA) lub dla
genu mip (macrophage infectivity potentiator), koduja-
cego w komorkach L. pneumophila biatko o m.cz. 24 kDa.
Techniki te charakteryzuja sie znacznie wyzsza czutoscia
i swoistoscig w poréwnaniu z tradycyjnymi metodami se-
rologicznymi i dajg mozliwos¢ identyfikacji DNA pateczek
Legionella pnuemophila zaliczanych do serogrup 1-15.
Swoisto$¢ tych metod wynosi okoto 99% a czutos¢ 33-
92%. Materiatem klinicznym uzytym w badaniach mole-
kularnych moze by¢: BAL, tkanka ptucna, inne wydzieliny
drég oddechowych, surowica, mocz. W przypadku uzy-
cia niektorych komercyjnych zestawéw Real-Time PCR,
w ktérych stosuje sie startery dla genu mip Legionella
pneumophila istnieje mozliwo$¢ wystapienia reakcji
krzyzowych z L. bozemanae, L. hackeliae, L. longbeachae,
L. micdadei.

Wykorzystanie metod molekularnych w diagnostyce
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legionelozy w Polsce nie jest jeszcze powszechne. Wy-
daje sie jednak, ze w przysztosci badania te beda coraz
czesciej stosowane w praktyce klinicznej w naszym kraju,
podobnie jak ma to juz miejsce w takich krajach jak: Cze-
chy, Niemcy, Austria, Francja, Dania, Szwecja czy Wielka
Brytania.

Oznaczanie poziomu antygenu pateczek Le-
gionella w prébkach moczu

Wykrywanie antygenu Legionella w moczu dotyczy
przede wszystkim pateczek Legionella pneumophila
serotypu 1, ktére odpowiadaja za okoto 80% zakazen.
Obecnos¢ antygenu, ktérego gtéwnym skfadnikiem
jest prawdopodobnie lipopolisacharyd (LPS), oznacza
sie w prébce moczu pobranego wstepnie do jatowego
szczelnie zamknietego pojemnika. Poniewaz jest to an-

Mimo wad wiekszo$¢ europejskich laboratoriow mikro-
biologicznych uzywa szybkich testéw do potwierdzenia
zakazenia pateczkami Legionella pneumophila. W Eu-
ropie w 2013 roku metoda tg potwierdzono az 78,2% tj.
5162 z 6601 odnotowanych przypadkow legionelozy.

Oznaczanie poziomu swoistych przeciwciat
dla pateczek Legionella

Metody serologiczne diagnozowania legionelozy, po-
legajagce na oznaczaniu odczynem immunoemzyma-
tycznym ELISA w prébce surowicy poziomu swoistych
przeciwciat dla Legionella sp. maja gtéwnie zastosowanie
w przypadku dtuzej trwajacych infekgji. Dostepne na ryn-
ku komercyjne zestawy ELISA umozliwiajg oznaczenie

,  poafpu immunoglobulin klasy A, G lub M dla lipopo-
i i j ika. i 2 lisachar antygenéw (LPS) pateczek Legionella
tygen cieptostaty pobrang probke moczu mozna zagoQ'Egeumophila ser 1-7 (serogrupa 1 — Philadelphia,

towa¢ w temperaturze 100°C przez 5-10 minut w celu
ewentualnego uniknigcia namnozenia sie bakterii tos
warzyszacych zakazeniu pateczkami Legionella. Préobka
moczu powinna by¢ pobierana do standardowege po-
jemnika. Moze by¢ przechowywana w temperaturze 15-
25°C do 24 godzin od pobrania. W temperaturze 2-8°C
moze by¢ przechowywana do 14 dni, a w temperaturze
od -10°C do -20°C dtuzej niz 14 dni. Prgbka moczu moze
by¢ transportowana w szczelnym pojemniku w temp.

2-8°C lub zamrozona. —

Przyjmuje sie, ze okoto 80-90% chorych z objawami
zapalenia ptuc juz od pierwszego dnia wystapienia obja-
wow klinicznych wydala w moczu antygen L. pneumophi-
la. Wiadomo réwniez, ze obecnos$¢ antygenuw. prébkach
moczu z reguty mozna stwierdzi¢ w ciaggu pierwszych
2-3 tygodni trwania choroby.

Obecnie do poszulZi‘vVEm-ia obecnosci antygenu pate-
czek Legionella pnuemophila serogrup¥1\w§rébkach
moczu dostepne sg komercyjne zestawy immuneenzy-
matyczne ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
oraz szybkie testy oparte na technice immunochroma-
tografii. W ostatnim czasie na rynku pojawit sie rowniez
komercyjny szybki test immunochromatograficzny stu-
zacy do wykrywania antygenu pateczek L. pneumophila
serogrupy 3, bedacych czynnikiem etiologicznym legio-
nelozy na terenie Europy. Swoistos¢ testow ELISA wynosi
80%-99%, natomiast czutos¢ ich wzrasta wraz z ciezko-
$cig schorzenia i waha sie w przedziale 65%-90%. Czas
oczekiwania na uzyskanie wyniku wynosi okoto 4 godzin.

Zaletg szybkich testéw immunochromatograficznych
jest tatwos¢ wykonania badania i krotki czas oczekiwania
na wynik wynoszacy kilkanascie minut (Srednio 15 mi-
nut). Z tego powodu testy te zaleca sie do rutynowej dia-
gnostyki legionelozy wykonywanej u osob trafiajgcych
do szpitala z ciezkim zapaleniem ptuc. Jest to metoda
diagnostyczna z wyboru w ciggu pierwszych 2-3 tygodni
trwania choroby. Wada tych testow jest ich nizsza czutosc
w poréwnaniu z testami immunoenzymatycznymi (ELI-
SA) oraz brak wykrywania zakazen wywotywanych przez
pateczki Legionella zaliczanych do innych serogrup.
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sero rapag_ Togus, serogrupa 3 - Bloomington, sero-
grupa 4 - Loﬂn.ge‘l’ss serogrupa:5 —-Dallas 1E, serogru-
pa 6 - Chicago2, serogrupa 7 = Chicago8). Wykazano,
ze czutos$¢ odczynu ELISA miesci sie w zakresie 70%- 90%
i limitowana jest przez czas, ktory jest niezbedny na roz-
winiecie odpowiedzi humoralnej chorego do poziomu
wykrywalnego ta metoda, jak réwniez przez zdolnos¢
organizmu pacjenta do indukcji odpowiedzi immunolo-
gicznej. Swoistos¢ odczynu ELISA wynosi¢ moze 50-99%.
Jednym z gtéwnych ograniczen tej metody jest mozli-
wos¢ wystepowania reakgcji krzyzowych w przypadku
zakazen bakteryjnych wywotanych przez Pseudomonas
spp., Haemophilus sp., Bacteroides spp. oraz pateczki
Campylobacter.

Z danych literaturowych wynika, ze tylko 25% - 40% pa-
cjentow wykazywato serokonwersje (czterokrotny wzrost
poziomu przeciwciat) po 1 tygodniu od powstania obja-
wow chorobowych, a okoto 10% pacjentéw wykazuje
wzrost poziomu przeciwciat dopiero po 6-9 tygodniach,
«. liczac od dnia wystapienia objawow choroby. Przeciwcia-
ta zahikajg zazwyczaj po 2-3 miesigcach, jednak niekiedy
mozna je wy?r'yc’wp_rﬂbce surowicy nawet po uptywie
12-18 miesiecy. Zaréwno u oséb dorostych, jak i u dzieci
wykazanie znamiennego poziomu przeciwciat IgM badz
wykazanie czterokrotnego wzrostu miana przeciwciat
IgG pozwalaja na ustalenie rozpoznania tej etiologii za-
kazenia. Identyfikacja wzrostu stezenia IgG wymaga po-

)Ntorzema badgma w odstepie 7-14 dni. Z tego wzgledu
badania te nie wptywaja na decyzje terapeutyczne i maja
raczej znaczenie epidemiologiczne.

W diagnostyce legionelozy stosuje sie réwniez
test immunofluorescencji posredniej (IFA, indirect flu-
orescent antibody). Test ten zostat opracowany po epi-
demii choroby legionistéw w 1976 roku przez McDade
i wsp. Stuzy on do wykrywania swoistych przeciwciat
przede wszystkim dla pateczek Legionella pneumophila
serogrupy 1 w surowicy chorego. Opracowano réwniez
zestawy do identyfikacji wybranych innych serogrup L.
pneumophila i innych gatunkéw Legionella. Obecnie
na rynku dostepne sa komercyjne testy wykrywajace im-
munoglobuliny klas A, G i M lub zestawy do wykrywania
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tylko przeciwciat klasy IgG lub tylko IgM. O zakazeniu pa-
teczkami Legionella sp. Swiadczy znamienny przyrost mia-
na przeciwciat w dwodch prébkach surowicy uzyskanych
w réznych okresach choroby. Wadga tego odczynu jest
mozliwos¢ wystapienia reakcji krzyzowych z antygenem
Legionella pneumophila serogrupy 1 a przeciwciatami dla
P. aeruginosa, Campylobacter sp., Rickettsia sp., Coxiella
burneti, Bacteroides sp., Haemophilus sp. oraz Citrobacter
freundii.

Oznaczanie antygenu pateczek Legionella sp. metoda
bezposredniej immunofluorescencji (DFA)

Obecnos¢ antygenu pateczek Legionella sp. mozna
rowniez stwierdzi¢ w tkankach ludzkich przy uzyciu me-
tody bezposredniej immunofluorescencji (DFA, direct
fluorescent antibody). Odczyn ten stosowany jest
do poszukiwania tylko antygenu pateczek L. pneumo-
phila gtéwnie w wydzielinach drég oddechowych,
tkance ptuc, ptynie optucnowym. Tkanki mozna
utrwala¢ formalina. Przyjmuje sie, ze czutos¢ tej me-
tody wynosi 25-90%. Z kolei swoisto$¢ wynosi powy-
zej 95% i zalezy od szeregu czynnikéw m in. od typu
badanego materiatu klinicznego, zastosowania do-
datkowych technik w opracowaniu prébki materia-
tu np. zageszczania oraz od doswiadczenia personelu
wykonujacego badanie. Zaleta tej metody jest mozliwos¢

okresdlenia przynaleznosci wykrytych pateczek Legionel-
la sp. do odpowiednich serogrup, natomiast wadg jest
mozliwos$¢ wystapienia nieswoistych reakcji krzyzowych
z innymi antygenami bakteryjnymi. Ze wzgledu na moz-
liwos¢ uzyskania w tym odczynie duzej liczby wynikow
fatszywie dodatnich, uwaza sie, ze dodatni wynik bada-
nia nie stanowi podstawy do rozpoznania legionelozy
i powinien by¢ potwierdzony inng metoda.

PODSUMOWANIE

W mikrobiologicznej diagnostyce zakazer pateczkami
Legionella sp. wykorzystuje sie metody izolacji bakterii
z probek materiatu klinicznego, techniki molekularne, jak
i metody serologiczne. Badania te wykonuje sie w Pol-
sce jedynie w nielicznych laboratoriach. Niewielka liczba
chorych badanych w kierunku legionelozy oraz ograni-
czona roznorodno$¢ materiatéw klinicznych i niska liczba
prébek pobieranych od jednego pacjenta, kierowanych
do badania sg przyczyna niskiej wykrywalnosci przy-
padkéw legionelozy w Polsce. Wydaje sie, wiec koniecz-
ne zwiekszenie dostepnosci badan mikrobiologicznych
w kierunku wykrywania zakazen pateczkami Legionella
sp. u ludzi, jak réwniez badanie w kierunku legionelozy
wiekszej liczby chorych z zapaleniem ptuc.

METODA/ MATERIAL OKRES CHOROBY CZAS CZuLosc SWOISTOSC WIARYGODNOSC
KIERUNEK BA- OTRZYMANIA (%) (%) ROZPOZNANIA
DANIA WYNIKU
Izolacja i hodowla | Plwocina, BAL, plwocina: 5-7%,
BALF, BAL: 30-90%,
aspirat z biopsji fragment tkanki
przeztchawiczej, Od poczatku ptucnej po
fragment tkanki zachorowania Od6do10dni | biopsji: 90-99%,
ptucnej po biopsji krew: 10-30% 100% Potwierdzenie
lub z materiatu
sekcyjnego,
punktat, ropa,
krew
PCR Plwocina, BAL, Okoto 2 godzin | plwocina, BAL: plwocina, BAL:
mocz, surowica 85-92%; 94-99%; Orientacyjne
mocz, surowi- mocz, surowica:
ca:33-70% 98%
Oznaczanie Mocz od poczqtkq Okoto 3 -4
antygenu metoda zachorowama, godzin ELISA: 80-99% Potwierdzone
ELISA nawet pomimo
, leczenia ELISA: 65-90%
Oznaczanie Mocz ; )
antygenu szybkim Okoto 15-20 szybkie testy:
. R 0k.85% .
testem immu- minut Potwierdzone
nochromatogra-
ficznym
Oznaczanie po- Surowica Wykazanie Wykazanie sero- Wynik oznaczenia
ziomu przeciwciat Od 5 dnia. serokonwersji konwersji: 95-99%; | dla jednej prébki
metodg ELISA Materiat (badanie dwdch zbadanie poje- - przypadek
(klasy 1gA, 19G, powtornie pobra¢ | Okoto 4-6 probek surowicy): | dynczej prébki prawdopodobny
IgM) ioznaczy¢ 14 dni | godzin 70-90%; surowicy: Wykazanie
pozniej zbadanie 50-70% serokonwer-
pojedynczej sji — przypadek
probki surowicy: potwierdzony
brak danych

bioMérieux
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Kompletne rozwigza
Legionella

Podtoza |
/ mikrobiologiczne GVPC |
D orazVITEK MS

Identyfikacja wszystkich
gatunkéw Legionella

bioNexia Legionella - 25 testow
nr kat. 414263

HODOWLA
(rutynowa)

ARGENE®

Legio pneumo/
Cc r-gene’
Jakos$ciowy test real-time
PCR wykrywajacy serogrupy
Legionella pneumophila
W ciagu 3,5 godziny

Legio pneumo/Cc r-gene,
60 testow, nr kat. 71-046

pIOIEY -l closcl bioMérieux

nie do diagnostyki zakazen

bioNexia“ Legionella

Wykrywanie antygenu
Legionella pneumophila bioNaXia"
serogrupy 1w ciggu 15 minut | siomericux

w prébce moczu

bioNexia Legionella - 25 testow
nr kat. 414263

Ct
T

Legionella
Antygen Legionella pneumophila (Lp1) 5

GENOTYPOWANIE

DiversiLab’

DL Propionibacterium kit

Automatyczne genotypowanie
w ciggu 4 godzin szczepéw
Legionella w celu prowadzenia
nadzoru epidemiologicznego

DL Propionibacterium kit
24 testow - nr kat. 410987
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RAL STAINER - automatyczny aparat

do barwienia pratkéw

Mikrobiologiczne rozpoznanie gruzlicy u chorego po-
lega na stwierdzeniu obecnosci pratkéw w materiale
diagnostycznym. We wszystkich laboratoriach pratka
na $wiecie, a wiec réwniez i w Polsce, pierwszym etapem
diagnostyki gruzlicy jest badanie mikroskopowe. Jest
to metoda tania i prosta w wykonaniu, umozliwiajaca
szybka identyfikacje chorego pratkujagcego. Wykrycie
pratkéw w preparacie wykonanym z materiatu klinicz-
nego ma ogromne znaczenie przede wszystkim z epide-
miologicznego punktu widzenia, poniewaz identyfikuje
chorego obficie pratkujacego - dla wykazania obecnosci
pratkdbw w preparacie bezposrednim potrzeba co naj-
mniej 10* - 10° komodrek bakterii w 1 ml badanego ma-
teriatu. Dodatni wynik bakterioskopii umozliwia szybkie
potwierdzenie diagnozy i wczesne podjecie prawidtowe-
go leczenia.

RAL STAINER jest zautomatyzowanym, tatwym w ob-
studze i przyjaznym w uzytkowaniu aparatem do bar-
wienia materiatéw od chorych z podejrzeniem gruzlicy
w celu wykrycia pratkéw. ,Barwienie w kapieli” w apa-
racie jest procesem wystandaryzowanym, a stosowane
odczynniki w formie gotowej do uzycia sporzadzone
sq z wysokiej jakosci sktadnikow.

dr Magdalena Klatt

prof. dr hab. Ewa Augustynowicz-Kope¢
Zaktad Mikrobiologii Instytut Gruzlicy i Choréb Ptuc
w Warszawie

Proces barwienia trwa okoto 30 minut i obejmuje:
+ chemiczne utrwalenie preparatow,

+ barwienie,

- ptukanie i suszenie.

Aparat ma dwie niezalezne szuflady, w ktérych jednora-
zowo mozna umiesci¢ od 1 do 10 preparatéw do barwie-
nia. Cykl barwienia nie wymaga nadzoru ze strony perso-
nelu laboratorium, a po zakonczeniu procesu barwienia
preparaty moga by¢ od razu oceniane przez diagnoste.

Aparat RAL Stainer oferuje uzytkownikowi 10 protoko-
téw barwienia. Kazdy z tych protokotéw laboratorium
moze zmodyfikowa¢ i dostosowac¢ do wiasnych, indy-
widualnych potrzeb. Dostep do programéw barwienia
i uprawnienia uzytkownikéw chronione sag hastami.

Barwienie preparatéw w aparacie RAL Stainer jest bez-
pieczne, poniewaz personel laboratorium nie jest nara-
zony na bezposredni kontakt z toksycznymi barwnikami,
a opary odczynnikow sa neutralizowane przez filtr z we-
glem aktywowanym.

Czujniki aparatu zapewniaja prawidtowos¢ wykonania
kazdego cyklu barwienia optymalizujac gtebokos¢ za-
nurzenia szkietek w roztworach barwiacych. System ten
sygnalizuje rowniez zbyt matg objetos¢ ptynéw do ptuka-
nia oraz konieczno$¢ opréznienia pojemnika na odpady.

Do barwienia pratkdw dostepne sa dwa zestawy barw-
nikdw: RAL STAINER FLUO-RAL oraz RAL STAINER COLD
ZN.

Zestaw RAL STAINER FLUO-RAL daje mozliwos¢
fluorescencyjnego barwienia auraming 300 preparatow,
okres waznosci tego zestawu do barwienia wynosi 7 dni
od dnia otwarcia. Caty proces barwienia — czas zanurze-
nia szkietek w kazdym z roztwordéw, liczba cykli barwie-
nia, a wiec i zabarwionych preparatéw, termin waznosci
odczynnikéw oraz czas od rozpoczecia ich uzytkowania
- jest automatycznie monitorowany przez aparat na pod-
stawie odczytu etykiety z chipem RFID umieszczonej
na opakowaniu pierwszego z odczynnikéw.

Stosowanie jednego, wybranego przez uzytkownika
protokotu barwienia pozwala na uzyskiwanie powta-
rzalnych wynikéw oraz wyeliminowanie btedéw pro-
ceduralnych, ktére moga pojawia¢ sie podczas barwie-
nia manualnego - rézny czas trwania poszczegdlnych
etapéw barwienia, ktéry w konsekwencji powoduje
ré6zna jakos$¢ rozmazu. Rozmazy barwione w aparacie
RAL STAINER s3a dobrze wybarwione, czytelne i tatwe
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w interpretacji (Swiecgce zo6to-zielone pratki na czerwo-
nym tle) (Zdjecie 1).

Zdjecie 1 Rozmaz barwiony auraming

Barwienie auraming jest jednak niewystarczajace do wy-
dania dodatniego wyniku bakterioskopii; kazdy preparat,
w ktérym stwierdzono pratki w barwieniu fluorescencyj-
nym wymaga potwierdzenia ich obecnosci w preparacie
barwionym fuksyng metodg Ziehl-Neelsena.

To barwienie umozliwia nam drugi zestaw barwnikéw
RAL STAINER COLD ZN, za pomoca ktérego mozemy za-
barwi¢ okoto 500 szkietek. Okres waznosci tego zestawu
od momentu rozpoczecia uzytkowania wynosi 14 dni.

Proponowany przez bioMériux protokét barwienia RAL
STAINER COLD ZN wymaga Naszym zdaniem niewielkich
modyfikacji, to znaczy skrécenia czasu barwienia bteki-
tem metylenowym do maksimum 30 sekund, co powo-
duje, ze preparaty sa jasniejsze i tatwiej oceni¢ morfologie
pratkéw na tle innych bakterii w materiale od chorego.

Do barwienia metoda Ziehl-Neelsena w aparacie
RAL STAINER producent zaleca stosowanie dwdch réz-
nych zestawdw odczynnikéw; jednego do barwienia
preparatéw bezposrednich z materiatéw od chorych
(Zdjecie 2) i drugiego do barwienia preparatéw wyko-
nanych z hodowli (Zdjecie 3). Ten podziat jest istotny
ze wzgledu na zdolno$¢ pratkéw do tworzenia biofil-
mow, a jego stosowanie w codziennej diagnostyce mini-
malizuje prawdopodobienstwo pojawienia sie wynikéw
fatszywie dodatnich. Taka sytuacja miata miejsce w Za-
ktadzie Mikrobiologii IGIChP podczas testowania aparatu.
Do barwienia preparatéw zaréwno z materiatéw od cho-
rych jak i hodowli poczatkowo stosowany byt jeden ze-
staw odczynnikéw. Po kilku dniach pracy we wszystkich
barwionych preparatach pojawity sie pratki, pochodzace
ze stosowanych odczynnikéw. Wykonanie zalecanego
przez producenta czyszczenia obiegu hydraulicznego
aparatu roztworami odkazajgcymi zawierajagcymi aktyw-
ny chlor oraz zastosowanie dwéch zestawéw barwnikéw
(jeden do barwienia rozmazéw z materiatéw od chorych,
drugi do barwienia preparatéw z hodowli) rozwigzato
problem. W zwigzku z mozliwoscia kontaminacji roz-
mazéw pratkami z odczynnikéw nalezy pamietaé o co-
dziennym barwieniu preparatéw kontrolnych (dodatnich
i uiemnych) i w przypadku zaobserwowania w ujemnych
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rozmazach bakterii barwigcych sie fuksyna wykonac zale-
cane przez producenta czyszczenie obiegu hydrauliczne-
go aparatu w celu zapobiezenia namnazania sie mikroor-
ganizmow. Procedura ta jest prosta i szybka, nie wymaga
specjalnych przygotowan.
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Zdjecie 2 Rozmaz z plwociny barwiony

metodg Ziehl-Neelsena na zimno
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Zdjecie 3 Rozmaz z hodowli  barwiony

metodga Ziehl-Neelsena na zimno

Aparat RAL STAINER jest urzadzeniem, ktore znajdzie
zastosowanie w laboratoriach pratka zatrudniajacych
odpowiednio wykwalifikowany, przeszkolony i doswiad-
czony personel. Prostota obstugi, uzyskiwanie powta-
rzalnych wynikéw barwienia, wyeliminowanie styczno-
$ci pracownikéw z toksycznymi odczynnikami stanowia
niewatpliwe zalety aparatu. Stosowany w laboratorium
pratka pozwala na uproszczenie codziennych, rutyno-
wych czynnosci diagnostycznych, usprawniajac prace
i zwiekszajac jej komfort. Aparat RAL STAINER zwieksza
czutos¢ rozmazu i szanse stwierdzenia obecnosci prat-
kéw w preparatach dzieki dobrze, w wystandaryzowany
sposéb, zabarwionym rozmazom.
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BKV — mato znany wirus niebezpieczny
u pacjentéow z obnizong odpornoSscia

1. Wstep

Infekcje polyomawirusami znane byty juz w latach
50tych XX wieku i juz wtedy taczono je z mozliwoscig po-
wstawania guzéw u myszy z ostabiong odpornoscia. Uwa-
zano wowczas, ze odpowiedzialny jest nieznany czyn-
nik, ktéry ulega przenoszeniu miedzy osobnikami (z gr.
poly- wiele oma-guz, nowotwor). Pierwszy polyomawirus
u naczelnych zostat zidentyfikowany w 1960r. i wykryto
go w komorkach nerki afrykanskiej matpy zielonej, byt
on wykorzystywany do produkgji ludzkich szczepionek
skierowanych przeciwko polio i adenowirusom. Wirus
zostat nazwany matpim wirusem 40 (simian virus 40 — SV
40).

Matpi wirus SV40 podobnie do mysiego (MPyV) uwa-
zany byt za onkogenny u gryzoni. We wczesnych latach
60tych odkryto, ze wirus ten moze takze indukowac no-
wotwory u ludzi (pojawito sie podejrzenie mozliwosci
zainfekowania ok. 100 milionéw oséb zaszczepionych
zanieczyszczonymi SV40 szczepionkami). Nastepnie po-
liomawirusy odkrywano u innych kregowcéw (ptaki, gry-
zonie, bydto, ludzie).

Poliomawirusy maja wiele cech wspoélnych z papiloma-
wirusami (dawniej byty traktowane tgcznie), m.in. poten-
cjat onkogenny. Obecnie klasyfikowane sg jako osobny
rodzaj Polyomavirus (rodzina Polyomaviridae) a nie jako
Papovawirusy. Za drogi transmisji PyVs uwaza sie droge
oddechowa, fekalno-oralng, krew oraz przeszczepia-
ne narzady. Pierwsze poznane ludzkie polyomawirusy
to wirusy BK oraz JC. Ich nazwy pochodza od inicjatéw
pacjentéow od ktérych zostaty po raz pierwszy wyizolo-
wane w 1971r. Od 2007 roku odkryto 8 nowych ludzkich
polyomawiruséw (HPyVs). Trzeci i czwarty Kl i WU na-
zwano odpowiednio od nazw osrodkéw badawczych,

mgr Anna Sadowska
Pracownia Diagnostyki Laboratoryjnej
Kliniki Medycyny Transplantacyjnej i Nefrologii

w  ktéorych je odkryto (Karolinska Institute oraz
Washington University). Pigty, MC poliomawirus (MCPyV)
swoja nazwe zawdziecza jego wykryciu w komdrkach
raka neuroendokrynnego skéry (rak z komoérek Merkla,
Merkel cell carcinoma), podobnie ésmy z kolei wirus TS
(TSPyV) po raz pierwszy zidentyfikowano u pacjentéw
zrzadka choroba skory (Trichodysplasia spinulosa). Sz6-
sty i siodmy (HPyV6 oraz HPyV7) zostaty zidentyfikowane
w skorze a dziewiaty - HPyV9 w skérze oraz w surowicy.
Ich nazwy pochodza od kolejnosci odkrywania. Dziesiaty,
jak na razie ostatni, czyli HPyV10 to MWPyV znaleziony
w kale i skérze. Jego nazwa zwigzana jest z regionem
geograficznym, w ktérym zostat zlokalizowany po raz
pierwszy (Malawi).

Ogolna budowa poliomawiruséw obejmuje 3 regiony:
region wczesny kodujacy antygeny jadrowe, pézny biat-
ka kapsydu oraz niekodujacy region kontrolny majacy
wptyw na ekspresje gendéw regionu wczesnego i pézne-
go. Poliomawirusy wykazujg wysoki stopien homologii
pod wzgledem budowy morfologicznej oraz organizacji
strukturalnej (na poziomie nukleotydéw oraz amino-
kwaséw 50-80%). Homologia jest zdecydowanie wyzsza
w obrebie genéw regionu wczesnego.

Analiza filogenetyczna ludzkich i innych poliomawiru-
séw schematycznie zostata przedstawiona ponizej.
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Infekcje tymi wirusami sa szeroko rozpowszechnione
w populacji ogdlnej, zwykle przebiegajg bezobjawo-
wo bardzo rzadko dajac objawy kliniczne. Do kontaktu
z wirusem najczesciej dochodzi we wczesnym dziecin-
stwie. PyVs powoduja zakazenia latentne, do reaktywacji
wirusa moze dojs¢ na skutek niedoboréw odpornosci,
do ktérych moze prowadzi¢ na przyktad stosowanie le-
czenia immunosupresyjnego u pacjentéw po transplan-
tacjach. W przypadku manifestacji klinicznej zwigzane
z nimi patologie maja rézne objawy. Jest to efekt zr6z-
nicowanej odpowiedzi organizmu gospodarza na repli-
kacje (mimo tego, aby doszto do infekcji oraz ewentual-
nej transformacji nowotworowej musza zaistnie¢ scisle
okreslone okolicznosci: obecnos¢ lub brak specyficznych
receptoréw na powierzchni komérki gospodarza, obec-
no$¢ lub brak czynnikéw obecnych wewnatrz komoér-
ki, ktére koordynuja ekspresje gendéw wirusowych oraz
umozliwiajg ukonczenie cyklu Zzyciowego wirusa).
Dla przyktadu wyrdznia sie:

Efekt cytopatyczny - utrata zakazonych komorek
w przebiegu masywnej replikacji ale bez cech za-
palenia. Tak sie dzieje w przebiegu postepujacej
wieloogniskowej encefalopatii (PML) na skutek nie-
kontrolowanej replikacji wirusa JC w mézgu (utrata
oligodendrocytéw) pacjentéw z zaawansowanym
HIV-AIDS.

Zespot rekonstytucji immunologicznej (IRIS) -, ciem-
na strona uktadu immunologicznego”, patologia
charakteryzuje sie uogdlniona odpowiedzig zapal-
na (odpowiedz komérkowa) na obecnos¢ antyge-
néw wirusowych. Przyktadem sa tu: zwigzane z BKV
krwotoczne zapalenie pecherza (HC) u pacjentow
po transplantacjach komoérek krwiotwodrczych, para-
doksalnie z gorszym przebiegiem PML u pacjentéw
z HIV-AIDS po wiaczeniu leczenia antyretrowirusowe-
go a takze objawy wystepujace po usunieciu natalizu-
mabu (plazmafereza) u pacjentéw ze stwardnieniem
rozsianym.

« Efekt cytopatyczno -zapalny charakteryzuje wyso-
ki stopien replikacji oraz silna odpowiedz zapalna
na skutek lizy komorek, nekrozy wraz z infiltracja gra-
nulocytéw i limfocytow. Taki typ patologii obserwuje
sie w przebiegu nefropatii zwigzanej z wirusem BK
(PyVAN) stadium B, w pacjentéw po alloprzeszcze-
pach nerek.

Autoimmunizacje zwigzana z PyV a szczegdlnie obec-
nosc¢ tocznia rumieniowatego uktadowego (SLE) uwa-
za sie jako patologiczna odpowiedz na wtasne anty-
geny, ktéra zostata wywotana antygenami wirusa.
Dla przyktadu LTAg po wbudowaniu do DNA i nukle-
osoméw moze indukowac powstawanie przeciwciat
anty DNA i histonom oraz innych przeciwjadrowych.

« Onkogeneza zwiazana z PyV — aktywacja ekspresji
gendéw regionu wczesnego w komoérkach gospoda-
rza bez dostatecznej ekspresji genéw regionu poz-
nego. W efekcie dochodzi do gwattownej lizy komé-
rek (MCPyV — obecnos¢ mutacji w obrebie LTag i/lub
VP1 i integracji wirusa z chromosomami powoduje
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zaburzenie replikacji genomu wirusa oraz ekspresji
gendéw regionu poéznego. Oddzielenie ekspresji LTag
od ekspresji kapsydu moze skutkowa¢ nagromadze-
niem wirionéw, w konsekwencji lizg komérek). Do-
tyczy rzadkich przypadkéw zwigzanych z BKV rakéw
urotelialnych. Wykazano na modelach nowotworéw
zwigzanych z MCV oraz SV40, ze immunologiczne
rozpoznanie specyficznych LTag epitopdw moze miec
dziatanie ochronne co sugeruje, ze defekt immunolo-
giczny moze petni¢ istotng role w onkogenezie zwia-
zanej z PyV u ludzi.

Rozumiejac i majac na uwadze powyzsze, bardzo zréz-
nicowane mechanizmy, mozna w pewnym sensie prze-
widzie¢ pojawienie sie konkretnej patologii, dlatego
narastajgca badz wysoka wiremia powinny by¢ szcze-
go6lnie brane pod uwage przy przewidywaniu rozwoju
schorzen majacych Scisty zwiazek z jej wysokim pozio-
mem (np. PyVAN, PML czy HC). Z drugiej strony nalezy
sobie zdawac sprawe, ze w przypadku innych pato-
logii tj. wystapienie powiktan autoimmunizacyjnych
czy onkogenezy nie zalezy od stopnia replikacji PyV.
Majac na uwadze powyzsze informacje zawsze jednak
nalezy pamieta¢, ze wszelkie oznaczenia DNA czy biatek
poliomawiruséw nalezy rozwaza¢ w kontekscie aspek-
tow klinicznych, gdyz zréznicowanie objawdw oraz moz-
liwosci odpowiedzi organizmu ludzkiego sg tak wielkie,
ze inne postepowanie moze prowadzi¢ do fatszywych
whnioskéw, szczegdlnie jezeli pacjenci poddawani sg im-
munosupresji czy chemioterapii.

Istnieje koniecznos¢ dalszych badan dotyczacych roli
poliomawiruséw, szczegdlnie tych ciggle nowoodkrywa-
nych, w patogenezie choréb oraz onkogenezie.

2. Wirus BK

BK nalezy do Polyomawiruséw (rodzina Polyomaviri-
dae), zawiera kapsyd ikozaedralny bez ostonki lipidowej,
kolisty dwuniciowy DNA. Jest to wirus maty (42-45nm),
DNA zawiera okoto 5000 par zasad. Genom wirusa ko-
duje 6 biatek. Replikacja zachodzi w jadrze zakazonej
komorki. Funkcjonalnie genom wirusa BK, podobnie jak
innych Polyomawiruséw sktada sie z trzech gtéwnych
komponentéw:

1. Region wczesny kodujacy tzw. duzy antygen T oraz
maty antygen t (LT -large tumor, st — small tumor). Anty-
geny te kumulowane sg w jadrze komérkowym, stymulu-
ja wzrost komorek, maja znaczenie podczas replikacji.
Biatka regionu wczesnego zwigzane s z ,uniesmiertel-
nieniem” oraz transformacja komdrkowa (umozliwiaja
replikacje i transformacje wirusowa znoszac kontrole cy-
klu komoérkowego). Duzy antygen T wigze sie do biatek,
supresoréw nowotworowych Rb i p53 chronigc komérke
przed smierciag. Ma zdolnos¢ regulacji cyklu komérkowe-
go poprzez bezposredni wptyw na komoérkowe czynniki
transkrypcyjne tj. c-Jun czy c-Fos (biatka regionu wcze-
snego mediuja transformacje nowotworowa stad nazwa
- tumor).
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2. Region poézny, w ktérym kodowane sa biatka kapsy-
dowe VP1-3 (biatka strukturalne) i agnoproteina (biatko
niestrukturalne), niezbedne do wnikania wirusa i jego
gromadzenia. Uwaza sie, ze agnoproteina moze by¢ od-
powiedzialna za udziat w uwalnianiu kompletnych wi-
rionéw z zakazonej komorki.

3. Niekodujacy region kontrolny (NCCR) o wysokim
stopniu zréznicowania genetycznego. Geny tego regio-
nu moga mie¢ wptyw na stopien wirulencji, replikacji
oraz transkrypcji. Ponadto region ten zawiera geny mo-
gace mie¢ wptyw na regulacje ekspresji genéw regionu
wczesnego i péznego.

BKV wigze sie do komoérki gospodarza za pomoca re-
ceptora glikoproteinowego. Nastepuje endocytoza,
czastki wirusa poprzez struktury wewnatrzplazmatycz-
nej siateczki transportowane sg do jadra komérkowego.
Przed wniknieciem DNA do jadra komérkowego usuwa-
ne s3 biatka kapsydu. Nastepuje proces transkrypcji, po-
wstajg nowe wiriony.

Cykl replikacyjny wirusa trwa 36-44godzin. U os6b
z obnizong odpornoscig wirus moze namnazac sie poza
jadrem i przyczynia¢ sie do Smierci komorki. Szczepy
wirusa BK genetycznie sklasyfikowane sg w oparciu
o polimorfizm regionu VP1 (genotyp I-VI) oraz strukture
NCCR. Nalezy pamieta¢, ze wiele wi-
ruséw ma dziatanie immunomodulujace co jest szcze-
golnie istotne u pacjentéw z zaburzeniami odpornosci
np. po transplantacjach przyjmujacych wiele kombinacji
lekéw, nie tylko immunosupresyjnych. Maja one wptyw
na odpowiedz immunologiczna, ktéra u poszczegdlnych
pacjentéw moze przebiegac inaczej.

Wirus BK zostat wykryty w 1971r. Nazwa pochodzi
od inicjatéw pacjenta, od ktérego po raz pierwszy zostat
wyizolowany (z moczu pacjenta po alloprzeszczepieniu
nerki (alloKTx), u ktérego doszto do zwezenia moczowo-
du). Infekcje wirusem BK sg powszechne, zwykle prze-
biegajg bezobjawowo lub dajac niecharakterystyczne
objawy (zakazenia gérnych drég oddechowych, stany
podgoraczkowe,  przemijajace zapalenie pecherza).
Uwaza sie, ze do wiekszosci zakazen dochodzi w okresie
dziecinstwa (szczyt zapadalnosci na zakazenie BK przy-
pada u dzieci miedzy 2 a 5 rokiem zycia). Szacuje sie,
ze nawet 90% dorostej populacji posiada przeciwciata
Swiadczace o przebyciu infekcji BKV. Wirusy przedostaja
sie do tkanek powodujac zakazenie przetrwate. BKV po-
zostaje w stanie latencji przede wszystkim w komérkach
drég moczowych oraz komérkach nabtonkowych cewek
nerkowych a takze w leukocytach krwi obwodowej oraz
prawdopodobnie w tkance mézgowej. Wirus Polyoma
BK u 0séb z prawidtowa odpornoscia nie powoduje pa-
tologii (latentne zakazenie komoérek nabtonka drég mo-
czowych). Cechy aktywnej replikacji moga by¢ obecne
u 0s6b z obnizong odpornoscia, np. u kobiet w cigzy czy
0s6b w podesztym wieku. Czestos¢ wystepowania wi-
riurii u 0s6b zdrowych wynosi 4-18%, wzrasta w drugim
i trzecim trymestrze cigzy oraz u oséb starszych, a takze
u cukrzykéw. Wydaje sie jednak, ze u oséb immunokom-
petentnych, wytaczajac pierwotng infekcje, wirus nie ma

znaczenia klinicznego nawet jezeli dochodzi do okre-
sowej replikacji. Zakazenie o znaczeniu klinicznym ma
miejsce u pacjentdéw ze znacznie obnizong odpornoscia,
gtébwnie u oséb po transplantacji nerki. Patologie wy-
wotane przez wirus BK mogga by¢ wynikiem reaktywacji
zakazenia latentnego lub nadkazenia szczepem wirusa
pochodzacym od dawcy. U pacjentéw po transplantacji
nerki zakazenie latentne moze ulec reaktywacji w proce-
sie leczeniaimmunosupresyjnego. U 3-10% biorcéw nerki
moze powodowac jej cewkowo $rodmiagzszowe zapale-
nie (nefropatie zwigzang z zakazeniem wirusem polyoma
(PyVAN), nefropatie BK), ktére moze prowadzi¢ do nie-
wydolnosci przeszczepu. U pacjentéw po transplantacji
komorek krwiotwdérczych moze powodowac krwotoczne
zapalenie pecherza moczowego (HC). Sg to dwie obecnie
najczestsze jednostki chorobowe zwigzane z zakazeniem
wirusem BK. Pierwsza jest szczegdlnie niebezpieczna
u pacjentdw po przeszczepieniu nerki a kolejna dotyczy
gtéwnie pacjentéw po allotransplantacjach komoérek ma-
cierzystych (HSCT).

W zwigzku z powyzszym mozna wysunac wniosek,
ze wirus BK jest niebezpieczny przede wszystkim u pa-
cjentéw po transplantacjach a ze wzgledu na specyfike
zakazenia oraz niecharakterstyczne objawy i brak od-
powiedniego leczenia szczegdlnie zagraza pacjentom
po przeszczepieniu nerki.

3. Znaczenie Kliniczne

Krwotoczne zapalenie pecherza moczowego
(Hemorrhagic Cystitis)

Zwigzane z BKV krwotoczne zapalenie pecherza u pa-
cjentéw po allotransplantacjach komoérek krwiotwér-
czych (HSCT) jest przyczyna wielu powaznych powiktan
mogacych prowadzi¢ nawet do $mierci pacjenta. Reakty-
wacja nastepuje prawdopodobnie na skutek wzglednego
lub catkowitego niedoboru odpornosci na skutek aplazji
a takze podczas terapii immunosupresyjnej poprzedza-
jacej HSCT, ktoérej celem jest zapobiegniecie odrzuceniu
przeszczepu i/lub profilaktyce choroby przeszczep prze-
ciwko gospodarzowi (GvHD). U pacjentéw po HSCT roz-
woj BKV-HC zalezy od wielu czynnikéw t.j.: przeszczep
allogeniczny vs autologiczny, kondycjonowanie mielo-
ablacyjne, dawcy niespokrewnieni, transplantacja krwi
pepowinowej, status serologiczny przed transplantacja.
Wptyw maja ponadto m.in. wiek biorcy, niezgodnos¢
w zakresie antygenéw HLA (HLA mismatch jako kofaktor
BK wiriurii), oraz GvHD. Jako, ze drogi moczowe sa gtow-
nym miejscem latencji wirusa, uwazane s3 jako pierwsze
miejsce reaktywacji BKV. Przyjmuje sie, ze przemijajaca
wiriuria ma miejsce u wszystkich pacjentéw po alloHSCT,
a okoto 4-25% pacjentéw rozwinie przetrwate HC. Oko-
to potowa pacjentéw po alloHSCT posiada BKV w mo-
czu (wiriuria) w momencie transplantacji lub do 100
dni po dokonaniu przeszczepu. U 5-40% tych pacjen-
tow rozwinie aktywne HC (Stopien | i Il — wspotistnienie
mikro i makrohematurii, stopien Ill i IV obejmuje kolej-
no wystepowanie skrzepéw oraz ciezkich krwotokéw
z pecherza wraz z uszkodzeniem nerek). Sugeruje sie,
ze proces BKV-HC postepuje w sposéb chronologiczny.
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Ostatnia, najciezsza faza koresponduje z odnowg hema-
topoezy. Jest to uwarunkowane rozwojem odpowiedzi
immunologicznej w przebiegu reaktywacji BKV (kon-
cepcja zespotu rekonstytucji immunologicznej - IRIS),
co nalezy bra¢ pod uwage podczas diagnozowania i/lub
wprowadzania odpowiedniej terapii, tym bardziej, ze na-
dal nie ma optymalnego leczenia przeciwwirusowe-
go. Pozostaje leczenie wspomagajace tj: przeptukiwanie
pecherza, przetaczanie krwi, tagodzenie objawdw, acy-
kliczne analogi nukleozydéw (Cidofovir) oraz alternatyw-
ne (tlenoterapia hiperbaryczna, Leflunomid, antybiotyki
fluorochinolowe). Obiecujace wydaje sie byc¢ leczenie
z zastosowaniem Cidofoviru, nad ktérym badania nadal
trwaja.

Wlewy immunoglobulin — sugeruje sie, ze ludzkie IVIG
posiadajg przeciwciata neutralizujgce, ale prawdopodob-
nie ich skutecznos¢ zalezy od ich miana, a takze powino-
wactwa do kanalikow nerkowych, w ktérych zachodzi
replikacja. Uwaza sie jednak, ze humoralna odpowiedz
na zakazenie moze by¢ nieadekwatna i ktadzie sie nacisk
na role odpowiedzi komérkowej BK specyficznej. W ciez-
kich przypadkach HC moze by¢ wymagana interwencja
urologiczna (kauteryzacja, embolizacja a nawet cystec-
tomia). Reasumujgc BKV-HC jest trudnym do leczenia
powiktaniem allo HSCT przyczyniajgcym sie do przedtu-
zenia hospitalizacji, wzrostu liczby powiktan skutkuja-
cych dalszymi komplikacjami co jest niezwykle istotne
ze wzgledéw medyczno-ekonomicznych. Niektdrzy au-
torzy sugeruja, ze poziomy DNA BKV we krwi moga ko-
relowac ze stopniem ciezkosci choroby uwazajac ozna-
czenie DNA BKYV jako jej marker - wiremia > 104 kopii/
ml a znaczacy wzrost ryzyka rozwoju BKV-HC i nefropa-
tii zwigzanej z wirusem BK (z przezywalnoscig 1 roczng
na poziomie 50%). Z kolei maksymalna wartos¢ wirurii
BK >3-6 jednostek w skali logarymicznej kopii/ml kore-
luje z wystepowaniem HC, nie koreluje natomiast z jego
ciezkoscia. Ostatnio podkresla sie wptyw wiremii BK jako
markera prognostycznego nefropatii zwigzanej z BKV
u dzieci po HSCT. Monitorowanie wiremii raz na tydzien
szczegolnie w pierwszych 100 dniach po transplantacji
jest ostatnio zalecane w celu ,wytapania” rozwijajacej sie
infekcji i zapobiegnieciu komplikacjom na wczesnych jej
etapach.

Nefropatia BK (BKVAN,BKVN, PyVN) - Srédmiqiszo-
we zapalenie nerki przeszczepionej (BKV - associa-
ted nephropathy, BKV - nephropaty, Polyomavirus
- associated nephropathy)

Powazne powiktanie u biorcéw nerek prowadzace
do utraty organu nawet do 80% wszystkich przypadkow.
Podstawowy mechanizm patogenetyczny nie jest do kon-
ca zdefiniowany. Podejrzewa sie, ze kluczowym elemen-
tem jest zaburzenie rownowagi miedzy replikacja wirusa,
a kontrolg uktadu odpornosciowego gospodarza. Mimo
wielu préb zastosowan réznych lekéw (lefludomid, cido-
fowir, IVIG, glikokortykosteroidy) w réznych kombinacjach
nadal obiecujaca metoda leczenia pozostaje redukcja
immunosupresji, umozliwiajacarekonstytucje odpowie-
dzi immunologicznej biorcy w celu zwalczenia infekgji.
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Cena za to natomiast jest wzrost ryzyka odrzucenia
przeszczepu.

Choroba ma charakter przewlekty, postepujacy i ska-
poobjawowy. Jedynym objawem klinicznym BKVN jest
pogorszenie czynnosci graftu bez uchwytnej przyczyny.

Nefropatii BK nie mozna rozpozna¢ na podstawie ru-
tynowego badania histopatologicznego, ktérego ob-
raz przypomina ostre odrzucanie (mylne rozpoznanie
i intensyfikacja leczenia immunosupresyjnego w takich
przypadkach prowadzi¢ moze bowiem paradoksalnie
nie do poprawy czynnosci przeszczepu, a do powrotu
do leczenia dializami). W tym miejscu nalezy podkresli¢
jak wazne jest w przypadku pacjentéw po transplanta-
¢ji nerki odréznienie przewlektej nefropatii przeszczepu
od opornego na leczenie ostrego odrzucania. Zwfaszcza,
ze u wiekszosci chorych z nefropatig BK rozpoznawane
jest takze ostre odrzucanie, wskutek czego nalezy roz-
waznie balansowa¢ miedzy leczeniem ostrego odrzuca-
nia, ktére uznaje sie za priorytetowe, a leczeniem prze-
ciwwirusowym za pomoca redukgcji immunosupresji.

Jeszcze niedawno pacjenci z BKVN mieli bardzo zte ro-
kowanie, obecnie wczesne wykrycie choroby daje szanse
wyzdrowienia. Choroba wystepuje zazwyczaj pod koniec
pierwszego roku po zabiegu transplantacji (pierwsze 1,5
-50 miesiecy). Przyjmuje sie, ze zakazenie poczatkowo
jest ograniczone do nabtonka cewek, gdzie powstajg
Ldecoy cells’, ktére nastepnie ztuszczajg sie do Swiatta
kanalikéw a nastepnie do dalszych drég moczowych.
Poczatkowo zakazenie ma charakter ogniskowy, nastep-
nie czasteczki wirusa przedostaja sie do krwi obwodowej
(przez kapilary okotocewkowe) i obserwowana jest wire-
mia. Wirus jest cytopatyczny dla komérek cewek i prowa-
dzi do charakterystycznego ich uszkodzenia. Infekcja BKV
moze sie przyczynia¢ do powstawania komplekséw im-
munologicznych odkfadajacych sie wzdtuz patologicznie
odstonietej btony podstawnej cewek co moze prowadzi¢
do autoimmunizacji w odpowiedzi na antygeny cewko-
we.

Sporadycznie BKVN mozna zaobserwowa¢ u bior-
cow innych narzadéw (w nerkach wiasnych pacjentéw
po przeszczepie ptuc i serca). Uwaza sie, ze czestsze
wystepowanie BKVN u biorcéw nerek moze sie wigzac
z wieksza ich podatnoscia, czestoscig, obserwowang
wyZzsza wiremig co jest zwigzane z gtebokimi zaburzenia-
mi odpornosci i co moze sugerowac nadrzedng role im-
munosupresji w rozwoju nefropatii BK (wystepuje tylko
u pacjentéw stosujgcych immunosupresje).

Potencjalne czynniki ryzyka replkacji BKV:

Biorca - terapia immunosupresyjna (szczegdlnie takro-
limus i MMF), epizody ostrego odrzucania, niezgodnos¢
HLA, niezgodnos¢ w ABO, seronegatywny biorca/po-
zytywny dawca, stenty moczowodowe, zaburzona spe-
cyficzna odpowiedz T komorkowa, podeszty wiek, ptec
meska, rasa biafa, azjatycka, infekcje CMV, reaktywacja
we wczesnym okresie po transplantacji BKV przeniesio-
nego z przeszczepionym narzagdem, op6zniona czynnos$¢
przeszczepu, steroidoterapia, diabetes mellitus.
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Dawca - Uszkodzenie mechaniczne lub niedokrwienne
zaburzenie reperfuzji, dawca zmarty, brak antygenu HLA
C7, seropozytywnos¢ (wysokie miano przeciwciat) , wiek
>60-65, pte¢ zenska, rasa/pochodzenie Afroamerykan-
skie

Wirus - Pseudogatunki moga mie¢ wptyw na wirulencje
BKV, mutacje regionu NCCR, mutacje VP-1

Na podstawie danych pochodzacych z pismiennictwa
stwierdza sie wzrost liczby przypadkéw BKVN. Pojawiaja
sie hipotezy sugerujace, ze wzrost czestosci wystepowa-
nia BKVN u biorcéw przeszczepéw moze by¢ zwigzany
z wptywem efektywnej kontroli wirusa na interakcje ukta-
du odpornosciowego dawca-biorca poprzez obnizenie
powinowactwa wigzania i rozpoznawania zainfekowa-
nych komoérek uroepitelialnych dawcy prezentujacych
antygen komoérkom CD8+ biorcy. Ta hipoteza ttumaczy
wzrost zapadalnosci na BKVN u biorcéw niezgodnych
pod wzgledem antygenéw HLA z antygenami dawcy.

Uwaza sieg, ze ok. 30-40% biorcéw nerki rozwija wiriurie,
10-20% wiremie a tylko 3-10%BKVN (ale jak na wstepie
wspomniano do 80% przypadkéw moze sie skonczyc
utratg przeszczepu). Réznorodnos¢ doniesieh moze byc¢
zwigzana z brakiem ogdlnie obowigzujacego konsensu-
su, a co za tym idzie z réznorodnoscig strategii skriningo-
wej, czynnikow ryzyka, protokotéw immunosupres;ji itd.
Sugeruje sie, ze wynik wiremii na poziomie co najmniej
10000 kopii/ml (4 log kopii/ml) moze by¢ czynnikiem
ryzyka BKVN. Wazne jest, zeby ustali¢ punkt odciecia, po-
nizej ktérego zdecydowanie tatwiej bedzie opanowac in-
fekcje. Uwaza sie, ze wysoki tadunek wirusa utrudnia jego
usuwanie poniewaz dotacza sie zaburzenie odpornosci
(terapia antywirusowa moze redukowac tadunek wirusa,
ale jego zwalczenie wymaga ciagtej kontroli immunolo-
gicznej) .

Z powodu braku dobrze zdefiniowanych czynnikéw ry-
zyka rozwoju BKVN monitorowanie wiremii BKV staje sie
mozliwoscig wczesnego wykrycia i wyprzedzenia BKVN.
PyAN stadium A-C na wczesnym etapie moze by¢ bezo-
bjawowa, a nawet jesli wystapia objawy sg one niespe-
cyficzne. Dlatego wczesna diagnostyka jest konieczna
bowiem stadium C jest juz nieodwracalne. Niemniej jed-
nak trzeba pamieta¢, ze stadium A i B sg trudne do od-
réznienia od ostrego odrzucania komoérkowego, dlatego
wykonanie tylko biopsji nie jest pozbawione ograniczen
mimo, Ze uznawana jest ona za ztoty standard.

Najnowsze dane wskazujg, ze ekonomicznie zasadne
jest monitorowanie samej wiremii poniewaz BKVN nie
wystepuje w przypadku braku wiremii. Profilaktyczne
monitorowanie moze prowadzi¢ do zatrzymania progre-
sji wiremii BKV do BKVN. Rekomendacje KDIGO z 2009
roku mowia, ze nalezy wprowadzi¢ redukcje immuno-
supresji gdy NAT dla BKV utrzymuja sie > 104 kopii/ml.
Autorzy twierdza ponadto, ze wzrost wiremii w kolejnych
oznaczeniach (trend) bez wzgledu na liczbe kopii upo-
waznia do redukcji immunosupresji gdyz wczesna inter-
wencja zapobiega rozwojowi BKN. Niektorzy sugeruja,
Ze co najmniej 2 oznaczenia >2,8 log kopii/ml dla osocza
i >6,4 log kopii/ml dla moczu 1 miesiac po transplantacji

moga rozpoznac¢ BKVN z czutoscig 100% i specyficzno-
Scig 98,7%.

Nalezy pamieta¢, ze niskie przetrwate wiremie moga
rowniez przyczyniac sie do rozwoju BKVN (w moczu wy-
soki fadunek wirusa).

Skrining w kierunku BK powinien by¢ ponadto prowa-
dzony w przypadku intensyfikacji immunosupresji w le-
czeniu ostrego odrzucania.

Jako ciekawostke warto doda¢, ze niektére dane wska-
zuja na to, ze cyklosporyna moze mie¢ wihasciwosci anty-
wirusowe (dos$wiadczenia na liniach komoérkowych Vero
E6) poprzez supresje replikacji. Podobne wtasciwosci wy-
kazuje sirolimus.

4, Diagnostyka laboratoryjna
a. Histopatologia

Rutynowe badanie histopatologiczne wykazuje zazwy-
czaj srédmigzszowe zapalenie nerek i uszkodzenie przy-
pominajace ostrg martwice cewek (w komoérkach cewek
wystepuje powiekszenie i atypia jader, wirusowe wtrety
wewnatrzjadrowe, martwica i apoptoza komorek). Zmie-
nione komorki nabtonka cewek ztuszczaja sie odstaniajac
fragmenty btony podstawnej. W okolicach uszkodzenia
moga by¢ widoczne ogniskowe nacieki komérek mie-
szanych, ze szczegélnym znaczeniem komorek plazmo-
cytarnych. Czesto spotykane jest zjawisko tubulitis, ktére
jest oznaka ostrego odrzucania — w tym przypadku jest
to cecha wspdtistniejgcego zakazenia wirusowego w ob-
rebie cewek. Nie mozna jednoznacznie odrézni¢ czy jest
to proces zwigzany z ostrym odrzucaniem czy zakaze-
niem BKV.

3 stadia zaawansowania nefropatii:

A - ogniskowe zajecie komoérek nabtonka cewek ner-
kowych, w komoérkach mozna wykry¢ antygen T, zmiany
cytopatyczne sg ograniczone.

B - rozlegte zajecie migzszu nerki, zmiany wieloognisko-
we lub rozlane. Widoczne zmiany cytopatyczne, w nacie-
kach granulocyty, monocyty plazmocyty.

C — widknienie narzadu jako efekt istniejgcego procesu
zapalnego. Na tym etapie wykrywa sie nieliczne komoérki
zakazone wirusem.

Immunohistochemia (IHC) ztoty standard w rozpozna-
waniu BKN (specyficzne barwienie z wykorzystaniem
przeciwciat skierowanych przeciwko antygenowi T wiru-
sa SV40 - 70% homologii z BKV). Badanie to jest pozy-
tywne jedynie w przypadku zakazenia aktywnego (nie
latentnego) co jednoznacznie wskazuje na nefropatie BK.

Biopsja narzadu stanowi podstawe rozpoznania, ale
jako technika inwazyjna nie nadaje sie do monitorowa-
nia leczenia. Istniejg inne nieinwazyjne techniki stuzace
do monitorowania rozwoju infekcji BKV (,decoy cells’,
PCR). Nalezy pamieta¢, ze z racji ogniskowej natury za-
kazen PyV wynik biopsji moze by¢ fatszywie negatywny.

biolerieux



Biologia Molekularna

b. Ocena mikroskopowa osadu moczu barwione-
go metoda wg Papanicolau i poszukiwanie ,decoy
cells” (ztuszczone komorki nabtonka drég moczo-
wych z charakterystycznymi wtretami wirusowymi
w jadrze komoérkowym). Ocena w mikroskopie swietl-
nym.

Skrining za pomoca tego badania jest uzyteczny
do wczesnego diagnozowania HC indukowanego wiru-
sem BK z czutosciag prawie 100% ale niestety z dosy¢ niska
wartoscia PPV (<30%) - ok. potowa pacjentéw po HSCT
wolna od choroby wydala BKV w tym samym czasie
po przeszczepieniu.

Obecnos¢ “decoy cells” moze swiadczy¢ o reaktywac;ji
wirusa bez znacznego uszkodzenia kanalikow nerko-
wych jak i o rozwoju $rédmigzszowego zapalenia nerki.
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Objawy replikacji wirusa rozumiane jako obecnos¢ ,de-
coy cells” mozna stwierdzi¢ u prawie potowy chorych
po Tx nerki. Poniewaz proporcja zainfekowanych komé-
rek wykazuje wysoki stopiert zmiennosci wyniki powinny
by¢ potwierdzane technikami biologii molekularne;j.

c. Testy serologiczne

Do tej grupy zalicza sie:

+ test hemaglutynacji (HA) - wykorzystanie zjawiska
hemaglutynacji erytrocytéw grupy 0 przez BKV
oraz zahamowania hemaglutynacji — obecnos¢
przeciwciat indukuje zahamowanie hemaglutynacji
(HAI), mozliwe jest wykonanie szeregu rozcienczen
badanej surowicy i oznaczenie miana.

+ testy ELISA (ptytki optaszczane sg antygenami
(np. VLP1) pochodzacymi z ekstraktéow komérek
zainfekowanych wirusem /np. komorki Vero/

« odczyn neutralizacji wirusa,

+ technologia xMAP Luminex - wysokoczuta metoda
z uzyciem mikrokulek (mikrosfer) jako fazy statej
z wykorzystaniem fluorymetrii przeptywowej,
umozliwiajgca wykonanie testéw multiparame-
trycznych (multiplex) , np. VLPs jako antygeny
docelowe.

Obecnie zadna z powyzszych metod nie znajduje zasto-
sowania w rutynowej diagnostyce klinicznej zakazen wi-
rusem BK (stosowane gtéwnie do celéw epidemiologicz-
nych), przede wszystkim z powodu braku dostepnych
na rynku testéw diagnostycznych, a takze dostepnoscia
czutych i bardziej uzytecznych testéw bezposrednich
(PCR).

d. Biologia molekularna

Real Time PCR - obecnie stosowana metoda diagno-
styczna. Rola tej czutej metody na dzien dzisiejszy
wydaje sie by¢ nie do przecenienia chociazby z tego
powodu, ze rutynowo nie okresla sie statusu serologicz-
nego dawca/biorca przed przeszczepieniem.
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Wczesna profilaktyka jest bardzo wazna ze wzgledu
na specyfike pacjentdw po transplantacjach szczegdl-
nie tych otrzymujacych narzady od dawcéw zmartych,
gdy nie znamy dobrze dawcy (niektérzy autorzy suge-
ruja, ze replikacja BKV w moczu dawcy moze by¢ zwia-
zana z rozwojem wiremii u biorcy). Istotna jest réwniez
ze wzgledu na specyfike biorcy (z powodu obnizenia
odpornosci moze wystapi¢ opdznienie klasycznych kli-
nicznych oraz radiologicznych objawéw zakazenia i sta-
nu zapalnego w poréwnaniu z osobami bez zaburzen
odpornosci - szybki rozwdéj zakazenia).

Gtéwny cel: Najwczesniejsze rozpoznanie toczacej sie
aktywnej infekcji, niedopuszczenie do rozwoju PyVAN,
zwlaszcza, ze nawet w populacji o relatywnie niskim ry-
zyku wystgpienia wiremii BK (biorcy dobrze dopasowani
pod wzgledem HLA, leczeni CsA) wiremia moze wystgpic.

Proponowany algorytm diagnostyki wiremii BKV

BKV DNA (PCR)
1x w miesiacu przez 6 miesiacy po T, nastapnie w 9, 12 miesiacu, nastepnie 1 x w roku do 5 roku po przeszczepieniu
albo w przypadku dysfunkcji graftu albo w przypadku biopsji narzadu albo po leczeniu ostrego odrzucania

J<;

BKV DNA = 625 kopii/mi

_>(ann'rzy:' w clagu 2-4 tygodni do uzyskania wyniku negatywnego
tadunek BK wzrasta? TAK

BK nie wykryty
w powtérzeniu

Nie, albo sie poprawia

BKV DNA > 625 kopii/ml

biopsji), zkoleiwysoka wiriuriazwykle wyprzedza wiremie
i potencjalng nefropatie o 4-12 tygodni. Tak wiec reko-
menduje sie monitorowanie wiremii w osoczu 1x w mie-
sigcu przez 6 pierwszych miesiecy po transplantacji a na-
stepnie co 3 miesigce do 2 roku po przeszczepieniu.

Niestety ze wzgledu na brak standaryzacji testéw nale-
zy zdawad sobie sprawe, ze wartosci te muszg by¢ scisle
dopasowane do danej jednoski, ktéra prowadzi pacjen-
tow i wspotpracujacego laboratorium. Zréznicowanie
testow i brak standaryzacji to wazna przyczyna niezgod-
nosci wartosci wiremii i niemozliwosci okreslenia kon-
sensusow (uniwersalny cut-off z wysokg PPV)

Rekalibracja wobec powszechnego standardu a takze
w zaleznosci od sprzetu, stosowanych odczynnikéw i wa-
runkéw otoczenia mogtaby znaczaco zredukowac bias
w poréwnaniach miedzy oznaczeniami i przyczyni¢ sie
do mozliwosci poréwnywania wynikéw i w konsekwengji
do powstania rekomendacji grup ekspertéw, mozliwych
do zastosowania w kazdej klinice
leczacej pacjentéw po transplan-
tacjach.

Wprowadzenie statego nad-
zoru nad rozwojem wiremii
BKV do rutynowej diagnostyki
BKVAN umozliwia postawienie
wczesnego rozpoznania i inter-
wencji  ktédra moze skutkowac
maksymalnga ochrong przeszcze-
pionego narzadu.

Wg informacji otrzymanych
z NIBSC (The National Institu-
te for Biological Standards and
Control) w chwili obecnej trwaja
prace nad powstaniem pierw-

{ 1. Rozwazy¢ biopsje jesli 15Cr iflub BK >10% kopiiymi

2. Rozwazy¢ utrzymanie MMF (lub antymetabolitu) /lub 4CNI jesli wczesnie] nie wdrozono
3. Mozna rozwazy¢ wspomagajace leczenie antywirusowe mimo niepewnych korzysci

szego miedzynarodowego wzor-

Nefropatia BK

Leczenie ostrego odrzucania

Utrzymanie MMF (Iub antymetabolitu)
1/lub LCNI jesli wezesnie] nie wdrozono

Skrining replikacji BKV jest rekomendowany do iden-
tyfikacji pacjentéw z ryzykiem BKVAN. Heterogennos$¢
testow dostepnych na rynku powstrzymuje okreslenie
uniwersalnych rekomendacji dotyczacych monitoro-
wania BKV, aczkolwiek wykorzystanie poprawnie zwa-
lidowanych, komercyjnych zestawéw odczynnikowych
umozliwia okreslenie tadunku wirusa z wysoka powta-
rzalnoscia i precyzja.

Wg KDIGO i rekomendacji z 2014r. wszyscy pa-
cjenci po transplantacji nerki powinni by¢ regularnie
badani w kierunku replikacji BKV w osoczu lub w moczu
w celu identyfikacji pacjentéw z wzrastajagcym ryzykiem
BKVAN. W zaleceniach mozna znalez¢ sugestie wartosci
odciecia na poziomie >4log kopii/ml w osoczu. Dtugo-
trwata wiremia >4 log kopii/ml definiowana jest jako
wskaznik przypuszczalnego BKVN (wg AST i KDIGO istot-
na jest réwniez wiriuria >7 log kopii/ml oraz wykonanie

ca dla wirusa BK.

— e. Diagnostyka immunolo-
giczna
E— Ma  szczeg6lne  znaczenie

nastgpnie redukcja immunosupres|i ,

u biorcéw nerek gdyz ma wptyw
na przebieg kliniczny - reakty-
wacje BKV i BKVAN. Obecnie pomocnym w klinice ba-
daniem jest ocena subpopulacji limfocytow T, a zwtasz-
cza CD8+ i CD4+. Zauwazono bowiem, ze u pacjentéw
z BKN silna odpowiedz cytotoksyczna T komodrkowa
(CTL) zwigzana byta ze spadkiem wiriurii, a takze z niski-
mi poziomami przeciwciat anty BK podczas gdy niska lub
niewykrywalna odpowiedZ CTL korelowata z przetrwa-
tymi i wysokimi poziomami przeciwciat anty BK. Sa do-
niesienia dokumentujace wzrost wystepowania wiremii
u pacjentow z defektem odpowiedzi zaleznej od limfocy-
tow CD8+ (polifunkcjonalnych). Czesciej obserwowano
rowniez defekt odpowiedzi CD4+ u pacjentéw z wiremia
rozwijajacych jawny-obyjawowy BKN. Znaczaco wyzsze
poziomy IFN-y/TNFo. - TCD8+ IL2/TNFo. — TCD4+ odnoto-
wywano u pacjentéw z historig wyleczenia w stosunku
do ciezkich, dtugotrwatych reaktywacji BKV, co sugeruje
ogromna role limfocytéw TCD8+.

rozwazy¢ IVIG,
rozwazy¢ konwersje CNI do mTOR

biolerieux
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Przysztoscia diagnostyki jest monitorowanie specy-
ficznej odpowiedzi T komodrkowej na zakazenie BKV
i zindywidualizowanie diagnostyki w kierunku odpo-
wiedzi immunologicznej konkretnego pacjenta. Jak
na razie uwaza sie, ze BK specyficzna odpowiedz immu-
nologiczna ogranicza sie do odpowiedzi T komoérkowej
skierowanej do biatek wirusowych — LT i VP1. Ostatnie
badania sugeruja jednak, ze VP2 i VP3 réwniez sg immu-
nogenne i zdolne do wywotania odpowiedzi immunolo-
gicznej.

Ostatnio pojawiaja sie rowniez doniesienia $wiadczace
o roli limfocytéw NK (odpowiedz nieswoista) a szczegdl-
nie ich aktywujacych receptoréw KIR3DS1 w odpowiedzi

PODSUMOWANIE
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skierowanej przeciwko wirusowi BK (pacjenci z replikacjg
BKV oraz z BKVN mieli mniej tych receptoréw w poréw-
naniu do grupy kontrolnej). Sugeruje sie mozliwos¢ ge-
netycznych predyspozycji do rozwoju BKVAN

zwigzanych z konkretnym genotypem NK-KIR (identyfi-
kacja pacjentéw wysokiego ryzyka BKVN w momencie
transplantacji?).

Znaczenie: rozroznienie odrzucania od BKN, monitoro-
wanie efektywnosci leczenia biorcéw nerek z odrzuca-
niem.




Swiatowej klasy eksperci w walce
z antybiotykoopornosScig w czasie

Swiatowego Forum HAI

zorganizowanego przez bioMérieux

W czasie piagtej edycji Forum bioMerieux zobowigzato
sie do wspierania globalnego projektu edukacyjnego
dedykowanego zwalczaniu antybiotykoopornosci, ktéra
zostata uznana za gtéwne globalne zagrozenia dla zdro-
wia publicznego.

Marcy I'Etoile (Francja), 22 czerwca 2015 roku - Ponad
siedemdziesieciu swiatowej stawy ekspertéw w dziedzi-
nie antybiotykoopornosci spotkato sie w Annecy w cza-
sie pigtej edycji Swiatowego Forum HAl sponsorowanego
przez firme bioMérieux, $wiatowego lidera w dziedzi-
nie diagnostyki in vitro i lidera w mikrobiologii. Forum
byto okazjg do podzielenia sie swoim doswiadczeniem
i wiedza w zakresie antybiotykoopornosci w odniesieniu
do ludzi, zwierzat, srodowiska i zywnosci. Dyskusje po-
twierdzity potrzebe wspétdziatania pomiedzy tymi sekto-
rami. Poniewaz antybiotykooporno$¢ mikroorganizmoéw
ma wptyw zaréwno na ludzi, jak i zwierzeta, do skutecz-
nego zwalczania tego globalnego zagrozenia dla zdro-
wia publicznego niezbedne jest skoordynowanie dziatan
podejmowanych przez specjalistow stuzby zdrowia i we-
terynarii. Eksperci podkreslili takze potrzebe ksztatcenia
pracownikéw stuzby zdrowia, jak réwniez innych uzyt-
kownikéw chemioterapeutykéw. Zaproponowano sze-
reg konkretnych, innowacyjnych dziatarn edukacyjnych,
a za priorytet uznano stworzenie miedzynarodowego
projektu, ktory firma bioMérieux zobowigzata sie wspie-
rac.

Antybiotykoopornos$¢ zostata uznana przez najwazniej-
sze agencje i organizacje (CDC, ECDC, WHO...) za ogdl-
noswiatowy priorytet stuzby zdrowia. Rosngce na catym
Swiecie zaniepokojenie rozwijajgcymi sie mechanizma-
mi antybiotykoopornosci skitonito prezydenta Obame
do ogtoszenia piecioletniego planu administracji publicz-
nej dedykowanego walce z tym coraz wiekszym zagroze-
niem dla zdrowia publicznego. W dniu 2 czerwca 2015
roku firma bioMérieux wzieta udziat w, odbywajacym sie
w Biatym Domu, Forum dotyczacym racjonalnej anty-
biotykoterapii w celu oméwienia dostepnych sposobdéw
wdrozenia, w ciggu najblizszych pieciu lat, zmian, ktére
miatyby spowolni¢ rozwdj bakterii antybiotykoopornych,
zapobiec rozprzestrzenianiu sie zakazer organizmami
antybiotykoopornymi oraz zapewni¢ skuteczne dziatanie
istniejacych antybiotykow.

Nadmierne i niewfasciwe stosowanie antybiotykéw,
zarébwno u ludzi jak i zwierzat, doprowadzito do roz-
woju mechanizmédw opornosci, co wiaze sie z wyso-
ka zachorowalnoscig i $miertelnoscia oraz znacznymi
kosztami opieki zdrowotnej. Dlatego wazne jest moni-
torowanie rozwoju mechanizméw opornosci, a takze
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sposobdéw stosowania antybiotykéw na catym swiecie.
W zwiazku z tym, w 2013 roku, podczas poprzedniego
Swiatowego Forum HAI eksperci uzgodnili, ze koniecz-
ne jest przeprowadzenie pierwszego globalnego Punk-
towego Badania Epidemiologicznego (ang. Global Po-
int Prevalence Survey, GPPS) w celu przeanalizowania
procedur podawania antybiotykéw oraz wystepowania
antybiotykoopornosci. Badanie odbywa sie w warun-
kach szpitalnych i jest finansowane wylacznie przez
bioMérieux. Jednakze, w celu zapewnienia niezaleznosci
uzyskanych wynikéw, projekt jest koordynowany przez
grupe ekspertéw, w tym profesoréw Hermana Goos-
sensa, Dilipa Nathwania, Vincenta Jarliera i Petera Zarba,
ktérzy prowadzili juz badania tego typu na poziomie
europejskim. Wstepne dane zostaty zaprezentowane
podczas tegorocznego Swiatowego Forum HAI, a osta-
teczne wyniki zostang opublikowane w przysztym roku,
w listopadzie. Wnioski z pigtej edycji Swiatowego Forum
HAI uwydatnity wazna role edukacji w walce z antybio-
tykoopornoscia. bioMérieux zobowigzata sie do wspiera-
nia procesu wdrazania tatwo dostepnych narzedzi szko-
leniowych dostosowanych do potrzeb uzytkownikéw
chemioterapeutykéw. Konieczne jest takze $sledzenie po-
stepédw w realizacji projektu. Wiele przykfadéw udanych
kampanii edukacyjnych prowadzonych przez ekspertéw
uczestniczacych w Swiatowym Forum HAI pokazato przy-
datnos¢ i skutecznos¢ tego rodzaju dziatan rozwijanych
na poziomie globalnym, a nastepnie dostosowanych lo-
kalnie.

bioMérieux kontynuuje swoja, trwajaca nieustannie
od momentu powstania firmy, walke o zdrowie publicz-
ne. Inwestycje badawczo-rozwojowe firmy pozwalaja
spotce rozwijac sie i wprowadzac na rynek innowacyj-
ne rozwiazania diagnostyczne, ktére przyczyniaja sie
w szczegdlnosci do walki z chorobami zakaznymi oraz
bardziej racjonalnej antybiotykoterapii. Firma wspiera
rowniez kilka inicjatyw majacych na celu wzrost $wiado-
mosci, a takze wysokiej rangi spotkania naukowe, takie
jak Swiatowe Forum HAI, jak réwniez sympozja krajowe
oraz,dni $wiadomosci” dedykowane specjalistom stuzby
zdrowia i weterynarii.

Dalsze informacje dostepne sg na stronie:
www.biomerieux.com
www.youtube.com/biomerieuxdiagnostic
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