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Mikrobiologia. Rekomendacje EUCAST

Rekomendacje EUCAST

— doSwiadczenia pierwszych lat stosowania

w Polsce

Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwosci
EUCAST (ang. European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) zostat utworzony wspélnie przez
ESCMID (ang. European Society of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases), ECDC (ang. European Centre for
Disease Prevention and Control) oraz komitety narodo-
we z kilku krajow europejskich, ktére stosowaty wiasne
wartosci graniczne do oznaczania lekowrazliwosci. Jego
zadaniem jest ustalanie klinicznych wartosci granicznych
dla lekéw przeciwdrobnoustrojowych oraz proponowa-
nie metod oznaczania i interpretacji wynikdw oznaczania
lekowrazliwosci drobnoustrojéw. EUCAST wspotpracuje
z Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) w Sta-
nach Zjednoczonych w zakresie prac nad harmonizacja
klinicznych wartosci granicznych proponowanych przez
obie instytucje. Dziatalnoscia EUCAST kieruje Steering
Committee, ktérego przewodniczacym jest Rafael Can-
ton, wspierany merytorycznie przez Komitet Generalny,
utworzony przez reprezentantéw 33 krajow europej-
skich, Rosjii Australii. Liczba krajow wchodzacych w skfad
Komitetu Generalnego ciggle rosnie, che¢ przystapienia
do EUCAST deklarujg kolejne panstwa, miedzy innymi
Japonia, Brazylia i Stany Zjednoczone. Niemal wszystkie
kraje reprezentowane w Komitecie Generalnym EUCAST
utworzyty Narodowe Komitety ds. Oznaczania Lekowraz-
liwosci, ktérych gtéwnym zadaniem jest nadzér meryto-
ryczny nad prawidtowym stosowaniem metod oznacza-
nia i interpretacji wynikdéw oznaczania lekowrazliwosci
drobnoustrojéw w poszczegdlnych krajach. W Polsce
funkcje te peni ,Zespét ds. oznaczania lekowrazliwosci
zgodnie z zaleceniami EUCAST” powotany wiosna 2010
roku z inicjatywy Konsultanta Krajowego w dziedzinie
mikrobiologii lekarskiej prof. dr hab. n. med. Walerii Hry-
niewicz.

Pierwsze tabele prezentujgce rekomendacje EUCAST
zawieraty kliniczne wartosci graniczne wyrazane jedynie
jako wartosci minimalnych hamujacych stezen leku (MIC),
co ograniczato mozliwos¢ ich stosowania w diagnostyce
mikrobiologicznej. Duze znaczenie dla rozpropagowa-
nia rekomendacji EUCAST i wprowadzenia ich do ruty-
nowego stosowania w medycznych laboratoriach mi-
krobiologicznych miato opublikowanie w grudniu 2009
roku na stronie internetowej EUCAST www.eucast.org
opracowania ,European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing Breakpoints tables for interpreta-
tion of MICs and zone diameters, version 1.0, 2009-12-22"

dr n. med. Dorota Zabicka

Zaktad Mikrobiologii i Epidemiologii Klinicznej,
Krajowy Osrodek Referencyjny

ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojéw (KORLD),
Narodowy Instytut Lekéw, Warszawa

Byfa to pierwsza publikacja prezentujaca kliniczne warto-
$ci graniczne antybiotykdéw wyrazane jako wartosci MIC
oraz wielkosci stref zahamowania wzrostu w metodzie
dyfuzyjno-krgzkowej. W styczniu 2013 roku zalecenia
EUCAST stosowane byty juz w ponad 50% laboratoriéw
w 18 krajach (Polska, Norwegia, Szwecja, Finlandia, Da-
nia, Estonia, Czechy, Stowacja, Butgaria, Wtochy, Chorwa-
Cja, Austria, Szwajcaria, Francja, Wielka Brytania, Irlandia,
Islandia, Malta) oraz w 10-50% laboratoriéw w nastepu-
jacych 8 krajach (Litwa, Niemcy, Wegry, Rumunia, Belgia,
Luksemburg, Hiszpania, Australia). Stosowanie zalecen
EUCAST deklarujg réwniez totwa, Turcja, Grecja, Stowe-
nia, Izrael i Rosja (do 10% ogdlnej liczby laboratoriow).

W Polsce przygotowania do wprowadzenia zalecen
EUCAST rozpoczeto w 2010 roku, obejmowaty one opra-
cowanie niezbednej dokumentacji i przeprowadzenie
szkolen dla mikrobiologéw. Wartosci graniczne EUCAST,
zastepujace stosowane wcze$niej wartosci graniczne
CLSI, wprowadzono do rutynowej pracy laboratoriéw mi-
krobiologicznych wiosna 2011 roku, a od stycznia 2012
roku zalecenia EUCAST sg powszechnie stosowane do in-
terpretacji wynikéw oznaczania lekowrazliwosci drob-
noustrojéow izolowanych w medycznych laboratoriach
mikrobiologicznych w Polsce.

Tabele z klinicznymi wartosciami granicznymi

i inne dokumenty EUCAST
Biblioteka dokumentéw opracowanych przez EUCAST

obejmuje wiele réznego typu opracowan, udostepnio-
nych na stronie internetowej www.eucast.org w po-
szczegdblnych zaktadkach tematycznych. Podstawowym
dokumentem opracowywanym corocznie przez EUCAST
sa tabele klinicznych wartosci granicznych, stosowanych
do interpretacji wynikéw oznaczania lekowrazliwosci
drobnoustrojéw. Najnowsze dokumenty tego typu to:

« Tabele z wartosciami granicznymi dla bakterii:
“European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing. Breakpoints tables for interpretation of MICs
and zone diameters. Version 4.0, valid from 2014-01-
01! (ttumaczenie na jezyk polski w przygotowaniu);

« Tabele z wartosciami granicznymi dla grzybéw Can-
dida spp. i Aspergillus spp.: ,European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing. Antifungal
Agents. Breakpoints tables for interpretation of MICs.
Version 6.1, valid from 2013-03-11"
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Wartosci graniczne zawarte w ww. dokumentach moz-
na podzieli¢ na dwie grupy. Pierwszg grupe stanowig
wartosci graniczne niezwigzane z okre$lonym rodzajem
lub gatunkiem drobnoustrojéw, ktére zostaty opracowa-
ne dla okreslonej dawki i postaci leku (parenteralna lub
doustna), z uwzglednieniem danych o farmakokinetyce
i farmakodynamice leku. Druga grupe stanowia wartosci
graniczne dla poszczegdlnych rodzajéw lub gatunkéw
drobnoustrojow. Opracowano je biorgc jako podstawe
wartosci graniczne niezwigzane z okre$lonym rodzajem
lub gatunkiem drobnoustrojow i modyfikujac je w opar-
ciu o dane kliniczne oraz epidemiologiczne wartosci gra-
niczne ECOFF, oddzielajace populacje szczepéw dzikich
danej grupy drobnoustrojéw od populacji szczepéw
z nabytymi mechanizmami opornosci. W zwigzku z po-
wigzaniem wartosci granicznych z okreslonym dawko-
waniem leku przyjeto nastepujace definicje:

« Wrazliwos¢ kliniczna - wrazliwos¢ drobnoustroju
na standardowe dawki leku - wysokie prawdopodo-
bienstwo sukcesu terapeutycznego;

« Srednia wrazliwos¢ kliniczna - szczep w zakresie
wartosci MIC pomiedzy wrazliwym a opornym, efekt
terapeutyczny niepewny, ale moze zostac osiggniety,
jesli zakazenie przebiega w takiej lokalizacji, gdzie
lek jest fizycznie zageszczany (np. drogi moczowe)
lub jest mozliwo$¢ podania wysokich dawek leku;

e Opornos¢ kliniczna - szczep oporny, duze praw-
dopodobienstwo niepowodzenia terapeutycznego,
nawet w przypadku zastosowania wysokich dawek
leku.

W tabelach z klinicznymi wartosciami granicznymi,
oprocz symboli stosowanych do zakwalifikowania szcze-
pu do odpowiedniej kategorii (S-wrazliwy, R-oporny),
uzywane sg réwniez inne oznaczenia, umozliwiajgce pra-
widtowa interpretacje wyniku oznaczania lekowrazliwo-
$ci. Sg to nastepujace oznaczenia:

« ,—"0znacza, iz nie zaleca sie oznaczania lekowrazli-
wosci, gdyz lek wykazuje stabg aktywnos¢ wobec tej
grupy drobnoustrojow; izolaty moga by¢ raportowa-
ne jako oporne bez wykonania oznaczenia lekowraz-
liwosci;

« |E oznacza, ze istnieje zbyt mato dowodoéw potwier-
dzajacych, ze lek wykazuje aktywno$¢é wobec tej gru-
py drobnoustrojéw; wynik oznaczania lekowrazliwo-
$ci moze zawiera¢ wartosci MIC bez interpretacji jako
wrazliwy, srednio wrazliwy lub oporny.

W tabelach z klinicznymi wartosciami granicznymi dla
bakterii, obowigzujagcymi w roku 2014 (wersja 4.0) opu-
blikowane s wartosci graniczne dla nastepujacych
drobnoustrojéw: pateczki Gram-ujemne z rodziny En-
terobacteriaceae, Pseudomonas spp., Stenotrophomo-
nas maltophilia, Acinetobacter spp., Staphylococcus spp.,
Enterococcus spp., Streptococcus spp. grupy A, B, Ci G,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus spp. grupa Vi-
ridans, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, beztleno-
we bakterie Gram-dodatnie, Clostridium difficile, bez-
tlenowe bakterie Gram-ujemne, Helicobacter pylori,
Listeria monocytogenes, Pasteurella multocida, Campylo-
bacter jejuni i coli, ponadto po raz pierwszy w tabelach
w 2014 roku Corynebacterium spp. oraz PK/PD — wartosci
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graniczne niezwigzane z okre$lonym gatunkiem drobno-
ustrojow. Tabele zawierajg rowniez odnosniki do innych
dokumentéw EUCAST, majacych zastosowanie w prawi-
dtowej interpretacji wynikdéw oznaczania lekowrazliwosci
oraz dla celéw monitorowania lekowrazliwosci bakterii,
takich jak:

« ,EUCAST expert rules in antimicrobial susceptibility
testing” R. Leclercq, R. Canton, D.F.J. Brown, C.G. Gi-
ske, P. Heisig, A.P. MacGowan, J.W. Mouton, P. Nord-
mann, A.C. Rudloff, G.M. Rossolini, C.J. Soussy, M. Ste-
inbakk, T.G. Winstanley, G. Kahlmeter. Clin Microbiol
Infect 2013; 19: 141-160. (Polskie ttumaczenie ,Eks-
perckie zasady interpretacji wynikdw oznaczania le-
kowrazliwosci drobnoustrojéw — zalecenia EUCAST;
wersja 2.0” dostepne na stronie internetowej KORLD
www.korld.edu.pl).

« EUCAST guidance document ,Antimicrobial suscep-
tibility testing of Burholderia cepacia complex (BCC)

« EUCAST guidance document “Stenotrophomonas
maltophilia”

« EUCAST guidelines for detection of resistance me-
chanism and specific resistance of clinical and/or
epidemiological importance. Version 1.0, December
2013.

Na stronie internetowej EUCAST publikowane sg réwniez
inne dokumenty, takie jak charakterystyki lekéw zawar-
te w tzw. dokumentach RD (ang. rational documents)
oraz opracowania na temat metodyki, kontroli jakosci
i walidacji metody dyfuzyjno-krazkowej. Wymienione
dokumenty EUCAST moga by¢ stosowane bezposrednio
w laboratoriach mikrobiologicznych do opracowania wta-
snych instrukgji i procedur. Stanowig one takze podstawe
opracowania zalecen i rekomendacji, wydawanych przez
Zespot ds. oznaczania lekowrazliwosci zgodnie z zalece-
niami EUCAST oraz Krajowy Osrodek Referencyjny ds.
Lekowrazliwosci Drobnoustrojow KORLD, zawierajgcych
dodatkowe wyjasnienia zasad interpretacji wynikéw
oznaczania lekowrazliwosci oraz wskazéwki metodyczne
dotyczace oznaczania mechanizméw opornosci (dostep-
ne na stronie internetowej KORLD www.korld.edu.pl).

Stosowanie rekomendacji EUCAST
- wady i zalety

Wprowadzenie rekomendacji EUCAST do rutynowe-
go stosowania w medycznych laboratoriach mikrobio-
logicznych stanowito rewolucje w interpretacji wyni-
kéw oznaczania lekowrazliwosci drobnoustrojow i byto
ogromnym wyzwaniem dla medycznych laboratoriéw
mikrobiologicznych. W Polsce do 2011 roku do ozna-
czania i interpretacji wynikéw lekowrazliwosci drob-
noustrojow stosowano ,Rekomendacje doboru testéw
do oznaczania wrazliwosci bakterii na antybiotyki i che-
mioterapeutyki’, publikowane przez Krajowy Os$rodek
Referencyjny ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojow
oraz Centralny Os$rodek Badan Jakosci w Diagnosty-
ce Mikrobiologicznej, opracowane w oparciu o warto-
$ci graniczne CLSI. Przygotowanie do stosowania no-
wych rekomendacji i metodyki zgodnej z zaleceniami
EUCAST wymagato przeszkolenia mikrobiologéw pra-
cujacych w medycznych laboratoriach diagnostycznych.
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Jako materiaty do szkolen wykorzystywano ogélnodo-
stepne dokumenty przygotowywane przez EUCAST,
ktére sg publikowane na stronie internetowej EUCAST
www.eucast.org. Dzieki takiemu dostepowi do doku-
mentéw EUCAST mozliwe byto réwniez opracowanie ttu-
maczen na jezyk polski tabel z wartosciami granicznymi
EUCAST oraz eksperckich zasad interpretacji wynikéw.
Réwnolegle ze szkoleniami prowadzono szeregu dziatan
organizacyjnych, takich jak przeglad odczynnikéw i za-
planowanie dostaw, opracowanie procedur i instrukgcji
laboratoryjnych, opracowanie nowych formularzy wy-
nikéw, przygotowanie informacji dla lekarzy o wprowa-
dzeniu nowych zasad interpretacji wynikéw oznaczania
lekowrazliwosci. Wprowadzenie nowych rekomendacji
poprzedzito opracowanie z inicjatywy Konsultanta Krajo-
wego w dziedzinie mikrobiologii lekarskiej prof. dr hab.
n. med. Walerii Hryniewicz i opublikowanie na stronie
internetowej KORLD www.korld.edu.pl, zalecen przygo-
towanych przez Zespét ds. oznaczania lekowrazliwosci
zgodnie z zaleceniami EUCAST.

Kliniczne wartosci graniczne EUCAST opracowano
w oparciu o farmakokinetyke i farmakodynamike leku
podawanego w okre$lonej postaci i dawce, rozktad war-
tosci MIC dla populacji danego gatunku bakterii oraz
dane kliniczne. Takie podejécie spowodowato, ze w 2010
i 2011 roku kliniczne wartosci graniczne EUCAST byty
w wiekszosci przypadkoéw nizsze o jedno do trzech roz-
cienczen w stosunku do zalece CLSI. Skutkiem tego
czes¢ szczepdw z kategorii ,wrazliwy’, zgodnie z warto-
$ciami granicznymi CLSI, przechodzita do kategorii ,$re-
dniowrazliwy” lub ,oporny’, zgodnie z interpretacjg EU-
CAST. Do najbardziej jaskrawych przykfadéw tego typu
nalezg wartosci graniczne gentamycyny dla S. aureus
(wrazliwy EUCAST <1 mg/L, CLSI <4 mg/L, oporny EU-
CAST >1 mg/L, CLSI >16 mg/L) czy tez wartosci graniczne
piperacyliny/tazobaktam dla pateczek z rodziny Entero-
bacteriaceae (wrazliwy EUCAST <8 mg/L, CLSI <16 mg/L,
oporny EUCAST >16 mg/L, CLSI >64 mg/L). W niektérych
przypadkach EUCAST proponuje kilka klinicznych war-
tosci granicznych dla szczepéw wrazliwych w zaleznosci
od rodzaju zakazenia, postaci i dawki leku (np. penicyli-
na benzylowa dla S. pneumoniae), ale takich przypadkéw
jest niewiele i s3 one zawsze dobrze udokumentowane
badaniami klinicznymi. Réznice klinicznych wartosci gra-
nicznych pomiedzy EUCAST i CLSI powodowaty, ze przed
wprowadzeniem wartosci granicznych EUCAST niezbed-
ne bylto przeprowadzenie w poszczegélnych szpitalach
analizy danych z monitorowania lekowrazliwosci. Analiza
taka miafta na celu sprawdzenie, czy po wprowadzeniu
wartosci granicznych EUCAST nie nastapi istotna zmiana
odsetka szczepdéw opornych na leki stosowane w terapii
empirycznej, a co za tym idzie, nie zajdzie konieczno$¢
weryfikacji polityki antybiotykowej i zalecen terapeu-
tycznych.

Pewne nieporozumienia i wiele pytan wzbudzit brak
w tabelach EUCAST kolumny z warto$ciami graniczny-
mi umozliwiajacymi zakwalifikowania izolatu do kate-
gorii ,Sredniowrazliwy”. Dla czesci odbiorcéw oznacza-
to to brak tej kategorii wrazliwosci w rekomendacjach

EUCAST i watpliwosci co do sposobu interpretacji wy-
niku dla izolatéw o wartosciach MIC lub wielkosci strefy
zahamowania wzrostu w metodzie dyfuzyjno-krazkowej
w przypadku otrzymania wynikéw o wartosciach pomie-
dzy wartosciami dla szczepédw wrazliwych i opornych.
Najnowsza wersja 4.0 tabel z wartosciami granicznymi
dla bakterii zawiera bardzo prosty opis sposobu odczy-
tywania danych zawartych w tabelach, co w duzej mierze
wyjasni nieporozumienia z tym zwigzane.
Zagadnieniem, ktére, jak sie wydaje, od poczatku
wzbudzato najwiecej kontrowersji, byto interpretowanie
wyniku oznaczania wrazliwosci pateczek Enterobacte-
riaceae na antybiotyki beta-laktamowe zgodnie z uzy-
skiwanymi wartosciami MIC lub wielkoscia strefy w me-
todzie dyfuzyjno-krazkowej, bez wzgledu na zdolnos¢
szczepu do wytwarzania nabytych beta-laktamaz ESBL
i AmpC lub karbapenemaz MBL, KPC i OXA. Przyjeta przez
EUCAST interpretacja wynika z faktu, ze kliniczne wartosci
graniczne cefalosporyn Il generacji i karbapenemoéw dla
pateczek z rodziny Enterobacteriaceae dobrano tak, aby
do kategorii ,wrazliwy” nie byty klasyfikowane szczepy
zdolne do produkgji beta-laktamaz o szerokim spektrum
substratowym. Taka interpretacja wyniku oznaczania le-
kowrazliwosci stawia pytanie o mozliwo$¢ zastosowania
cefalosporyn Ill i IV generacji lub karbapenemow w te-
rapii zakazen inwazyjnych wywotywanych przez szcze-
py wytwarzajace ESBL lub karbapenemazy, u ktérych
zachowana jest wrazliwo$¢ na te antybiotyki. Ostatnie
publikacje wskazuja, ze terapia taka moze by¢ skuteczna,
zwlaszcza jesli zastosuje sie terapie skojarzong leku beta-
-laktamowego z innym lekiem aktywnym wobec danego
izolatu, jednakze nadal obowigzuje zasada ostroznego
stosowania tych lekéw. W kazdej takiej sytuacji niezbed-
ne jest oznaczenia minimalnego stezenia hamujacego
(MIC) leku i monitorowanie postepdéw leczenia pacjenta.
Nalezy réwniez pamietad, ze laboratoria sa zobligowane
do wykrywania ESBL i karbapenemaz ze wzgledéw epi-
demiologicznych dla potrzeb kontroli zakazen.

Rekomendacje EUCAST podlegaja ciaglym zmia-
nom i uzupetnieniom, nowe opracowania pojawiajg sie
co pewien czas na stronie internetowej EUCAST. Zmiany
wprowadzane w tabelach najczesciej dotycza metody
dyfuzyjno-krazkowej, rzadziej wartosci MIC. Kliniczne
wartos$ci graniczne proponowane przez EUCAST beda
niewatpliwie podlega¢ ciagglym zmianom, wynikajacym
z pojawiania sie nowych danych z badan klinicznych
wskazujacych na potrzebe zmiany dawkowania lub spo-
sobu podawania lekéw. Zmiennos¢ wartosci granicznych
w tabelach jest czesto krytykowana jako powodujaca
niepotrzebne zamieszanie i niemozliwa do wprowadze-
nia w krotkim czasie od publikacji nowych rekomendacji.
Dotyczy to zwtaszcza systemdw automatycznych, gdzie
wprowadzenie niezbednych zmian wartosci granicz-
nych i nowych zasad interpretacji wymaga uaktualnienia
oprogramowania. Z danych publikowanych na stronie
internetowej EUCAST wynika, ze z kazdym rokiem pro-
ducenci odczynnikéw i systeméw do oznaczania lekowraz-
liwosci radzg sobie coraz lepiej z wypetnianiem wymagan
EUCAST i wprowadzaja produkty zgodne z tymi wymaganiami
w coraz krétszym czasie od opublikowania nowych zalecen.

‘ . bioMérieux \EEZLIETEE-)
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Niewatpliwie wada i najwiekszym problemem w sto-
sowaniu zalecen EUCAST jest brak klinicznych wartosci
granicznych EUCAST dla wielu rzadziej izolowanych ga-
tunkéw drobnoustrojow. W planach na lata 2013-2014
znajduje sie opracowanie zalecen EUCAST dotyczacych
wykonania oznaczenh i interpretacji wynikéw oznacza-
nia lekowrazliwosci dla Yersinia spp. Legionella spp.
i Pseudomonas spp. reprezentujacych inne gatunki niz
P. aeruginosa, a takze opracowanie nowych wartosci gra-
nicznych dla kolistyny oraz zaproponowanie wartosci
granicznych dla lekéw stosowanych miejscowo. W péz-
niejszym okresie nalezy sie spodziewac wartosci granicz-
nych dla innych rodzajéw drobnoustrojéw takich jak np.
Actinomyces spp., Nocardia spp., Streptomyces spp., grupa
HACEK, Aeromonas spp., Vibrio spp., Leuconostoc spp.,
Lactobacillus spp. czy Pediococcus spp. Warto przypo-
mnie¢, ze w Polsce dla bakterii, dla ktorych brak jest war-
tosci granicznych EUCAST, nalezy oznaczy¢ MIC i poda¢
jego wartosc bez interpretacji, a jako wartosci graniczne
podajac wartosci graniczne niezwigzane z okreslonym
gatunkiem drobnoustrojéw.

Alternatywnie mozna réwniez stosowac aktualne war-
tosci graniczne CLSI i na wyniku oznaczenia lekowrazli-
wosci zaznaczy¢, ze do interpretacji stosowano zalecenia
CLSI.

Podsumowujac doswiadczenia z niemal trzech lat
od wprowadzenia rekomendacji EUCAST mozna stwier-
dzi¢, ze laboratoria w Polsce coraz lepiej sobie radza z ich
stosowaniem. Tak jak w przypadku uzywanych wcze-
$niej zalecen CLSI, interpretacja wynikéw oznaczania
lekowrazliwosci zgodnie z zaleceni EUCAST budzi ciggle
wiele pytan i watpliwosci. Na stronie internetowej Kra-
jowego Osrodka Referencyjnego ds. Lekowrazliwosci
Drobnoustrojéw www.korld.edu.pl publikowane sg ttu-
maczenia na jezyk polski najwazniejszych dokumen-
tow EUCAST oraz wszystkie zalecenia i rekomendacje,
wydawane przez Zespdt ds. oznaczania lekowrazliwosci
zgodnie z zaleceniami EUCAST oraz Krajowy Osrodek Re-
ferencyjny ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojéw KORLD,
w ktérych, mam nadzieje, czytelnik znajdzie informacje
pomagajace w rozwigzywaniu biezacych problemd z in-
terpretacja wynikdw oznaczania lekowrazliwosci.
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Kontrola jakoSci certyfikatem
jakosci wynikow badan

Podstawa wyzszego standardu opieki nad pacjentami
jest podnoszenie jakosci badan laboratoryjnych. Popraw-
ne wyniki analiz probek pacjentéw wymagaja codziennej
kontroli jakosci. Nie mozna mie¢ zaufania do wynikéw
analiz prébek pacjentéw, jesdli nie stosuje sie kontroli ja-
kosci. Dostarczane przez laboratorium wyniki analiz pré-
bek pacjentéw pozwalajg lekarzom na podejmowanie
istotnych decyzji diagnostycznych i terapeutycznych.
Regularne prowadzenie kontroli jakosci w celu potwier-
dzenia precyzji oraz poprawnosci metod jest gtéwnym
sposobem zwiekszenia zaufania do prawidtowosci uzy-
skiwanych wynikéw analiz probek pacjentéw. Wdrozenie
codziennej kontroli jakosci w laboratorium jest uzasad-
niong inwestycja z mysla o lepszej opiece nad pacjen-
tami. Prosty, ale skuteczny system kontroli jakosci moze
poméc zapewnic¢ wiarygodnos¢ wynikéw analiz probek
pacjentow.

bioMérieux

mgr Krystyna Jasinska

Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej
Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego
im. Jana Mikulicza-Radeckiego, Wroctaw

Projektowanie codziennej kontroli jakosci
w laboratorium.

Zaleca sie bardzo staranne projektowanie procedur
kontrolnych dla kazdego parametru. Planowanie skfada
sie z kilku etapow:

Krok 1: Okreslenie wymagan jakosciowych w formie
wielkosci catkowitego dopuszczalnego btedu (TE):
Krok 2: Zachowanie wszystkich wskazéwek producen-
ta w procesie przygotowania materiatu kontrolnego
w celu uzyskania stabilnego materiatu kontrolnego;
Krok 3: Przeprowadzenie wstepnej oceny uktadu po-
miarowego, ktéra dotyczy informacji o nieprecyzyjno-
$ci i obcigzeniu wynikéw pomiaréw;

Krok 4: Obliczenie wartosci krytycznych btedéw przy-
padkowych i systematycznych;
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Krok 5: Wybranie odpowiedniej reguly kontrolnej
z okreslong liczba pomiaréw w serii oraz optymalnym
potozeniem granic kontrolnych na karcie Levey’a — Jen-
ningsa;

Kontrola jakosci nie zapewnia jakosci w sposéb auto-
matyczny. Stosunkowo czesto w laboratoriach kontrole
jakosci prowadzi sie bez nalezytego zrozumienia. Pro-
wadzac kontrole jakosci mamy poprawi¢ jakos¢ poprzez
wykrywanie btedéw, co zmniejszy odsetek fatszywych
wynikéw. Pozadanag jakos¢ analityczng wynikéw badan,
wyrazong w formie dopuszczalnego btedu catkowitego,
a co za tym idzie btedu precyzji i poprawnosci, okresla
laboratorium, w ktérym wykonuje sie badania. Ustalajac
catkowity dopuszczalny btad mozna korzystac z réznych
zrodet informacji. Najczesciej postugujemy sie btedami
pochodzacymi z programu zewnetrznej oceny jakosci
Centralnego Osrodka Badan Jakosci w Diagnostyce La-
boratoryjnej. Po ustaleniu wielkosci btedéw pomiaro-
wych poddajemy materiat kontrolny wstepnym pomia-
rom i na tej podstawie obliczamy warto$¢ srednia oraz
odchylenie standardowe. Odchylenie standardowe do-
starcza nam informacji o btedach przypadkowych, nato-
miast wartos¢ srednia poréwnana do wartosci odniesie-
nia informuje o btedzie systematycznym. Wykorzystujac
$rednig i odchylenie standardowe laboratorium moze
ustali¢ limity decyzyjne, ktére beda okresla¢ dopuszczal-
ne wyniki kontroli. Odchylenie standardowe odniesione
do wartosci sredniej informuje nas o zmiennosci badan
i jest miarg btedu przypadkowego. W pracy rutynowej
btad systematyczny obliczamy positkujac sie wartoscia
odniesienia podang w metryczce materiatu kontrolnego.
Sposéb ten jest najprostszy, lecz w przypadku zwtasz-
cza nowych serii mianowanego materiatu kontrolnego
moga pojawic sie btedy. Wprowadzajac nowe serie ma-
teriatu kontrolnego musimy sprawdzi¢, czy wartosci po-
dane w metryczce odpowiadaja metodom stosowanym
w laboratorium. W przypadku innych metod wartosci
odniesienia podane w metryczce materiatu kontrolne-
go nie moga by¢ uzyte do obliczen obcigzenia metody
w okresie wstepnym. Ograniczony dostep do wiarygod-
nych wartosci odniesienia rozwigzuje nam uczestnictwo
w niezaleznym programie poréwnan miedzylaboratoryj-
nych Standlab. Warto$¢ srednia uzyskana z duzej liczby
wynikéw dla danej partii materiatu kontrolnego i dla da-
nej metody wydaje sie wiarygodna wartoscig odniesie-
nia.

W praktyce otrzymane w okresie wstepnym wielkosci bte-
doéw pomiarowych sa przyblizone. Trudne jest oszacowa-
nie w krétkim okresie dokfadnie btedu przypadkowego
oraz btedu systematycznego. Ustalajgc odrebne dopusz-
czalne granice btedu przypadkowego i systematycznego
nie uwzgledniamy mozliwosci naktadania sie obu rodza-
jow bteddéw na wynik pomiaru. Catkowity dopuszczalny
btad okresla wspdlng granice dla réznych kombinacji obu
rodzajow bteddéw.

W laboratorium medycznym, gdzie badania wykony-
wane s3 w pojedynczych prébkach, kazdy pomiar moze
by¢ obarczony zaréwno btedem przypadkowym, jak
i systematycznym.

Jesli nie dochodzi do powaznych zaburzen w funk-
cjonowaniu metody, a uzyskane wyniki mieszcza sie
w granicach btedu méwimy, ze metoda funkcjonuje
w sposob stabilny. Niespodziewany wzrost odchylenia
standardowego lub obciazenia moze $wiadczy¢ o poja-
wieniu sie btedu, ktéry prowadzi do destabilizacji funk-
cjonowania metody. Z praktycznego punktu widzenia
wazne jest ustalenie granicy dzielgcej metode pod kon-
trola od metody poza kontrola. Konieczny jest wskaznik
Swiadczacy o istotnych zaburzeniach w funkcjonowaniu
metody pomiarowej. Wyznaczony w okresie wstepnym
podstawowy bfad przypadkowy 1% i podstawowy btad
systematyczny B% oraz okreslenie zatozen jakosciowych
w postaci catkowitego dopuszczalnego btedu TEA po-
zwolg obliczy¢ wartos¢ krytycznego btedu przypadko-
wego REC i krytycznego btedu systematycznego SEC.
Wielkos¢ btedu krytycznego zaréwno przypadkowego,
jak i systematycznego, informuje o najmniejszym btedzie
$wiadczacym o istotnym zaburzeniu metody pomiaro-
wej. Wzory stuzace do obliczania wielkosci btedéw kry-
tycznych sa wielokrotnoscia wspotczynnika zmiennosci,
ktéry opisuje podstawowa precyzje metody wyznaczona
w okresie wstepnym.

Znajac wielko$¢ krytycznego btedu przypadkowego
i krytycznego btedu systematycznego mozemy spraw-
dzi¢ zdolno$¢ regut interpretacyjnych do wykrycia tych
btedéw oraz dokona¢ wyboru regut interpretacyjnych.
W praktyce dla uproszczenia procedury zaleca sie do-
konanie wyboru reguty interpretacyjnej kierujac sie jej
efektywnoscig w stosunku do krytycznego btedu syste-
matycznego. Wybdr polega na znalezieniu takiej reguty,
ktéra zapewni najwieksze prawdopodobienstwo wykry-
cia btedu PED przy najmniejszej liczbie fatszywych odrzu-
cen PFR oraz przy uzyciu najmniejszej liczby materiatéw
kontrolnych. Metody z SEC > 3 mozemy kontrolowac za
pomoca tagodnych regut, poniewaz reguty te zapewnia-
ja dla tych metod wysokie prawdopodobierstwo wykry-
cia btedu przy niewielkim odsetku fatszywych odrzucen
z dwoma materiatami kontrolnymi w serii.

Przeciwienstwem s3 metody o SE_ < 2, ktére beda
wymagacé stosowania restrykcyjnych regut interpreta-
cyjnych. Z trudem uzyskuje sie prawdopodobienstwo
wykrycia btedu wieksze niz 90% przy matej liczbie fatszy-
wych odrzucen. Przy takim btedzie tylko metody o duzej
stabilnosci mozemy kontrolowaé za pomoca dwdch ma-
teriatéw kontrolnych.

W przypadku posrednich metod wybdr optymalnych
reguty bedzie zaleze¢ od stabilnosci tych metod.

Z tabeli 1. (strona 8) z przypadkowymi parametra-
mi i opracowaniami pochodzacymi z raportéw walida-
cyjnych mozemy wnioskowac, jak wazne jest staranne
przeprowadzenie wstepnej oceny metody. Wybér re-
guly interpretacyjnej oraz liczby materiatéw kontrol-
nych jest konsekwencjg wielkosci odchylenia standar-
dowego oraz wartosci $redniej. Przyktadem moze by¢
cholesterol, gdzie przy tych samych zatozeniach jako-
sciowych na jednym aparacie i dla tych samych serii
materiatu kontrolnego uzyskano zupetnie inne wartosci
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nieprecyzyjnosci i obcigzenia, co diametralnie zmienito
ocene danej metody, wptyneto na krytyczny bfad syste-
matyczny oraz wybér reguty kontrolnej z ilocia mate-
riatdw kontrolnych w serii. Przy prowadzeniu kontroli ja-
kosci mozna popetni¢ wiele btedéw zaczynajac od ztych
zatozen co do jakosci metody, przez zte postepowanie
z materiatem kontrolnym, do ztego oszacowania pod-
stawowego btedu precyzji i poprawnosci. Chcac uniknaé
wielu putapek przy prowadzeniu kontroli jakosci nalezy
dokonywac petnej oceny za pomoca wskaznikéw liczbo-
wych i opracowan graficznych.

Nie mozna zakfadac¢, ze proces analityczny bedzie za-
wsze stabilny, ze bedzie dziatat bez zaktécen, ze nie po-
jawia sie dodatkowe btedy i to btedy o wartosciach kry-
tycznych, czyli btedy, ktére powinny by¢ wykryte przez
procedury kontrolne. Gdyby tak byto, kontrola nie bytaby
potrzebna. Uzasadnieniem dla prowadzenia statej kon-
troli jakosci jest wtasnie mozliwos¢ pojawienia sie bte-
dow krytycznych w kazdym trudnym do przewidzenia
momencie.

Zasadnicza role w zapewnieniu wysokiej jakosci pracy
laboratoriéw odgrywajg programy kontroli zewnatrzla-
boratoryjnej, czyli zewnetrzne programy oceny jako-
sci (EQA), ktére wspierajac codzienng kontrole jakosci
same w sobie nie sg wystarczajgce. Programy EQA obej-
muja oznaczanie nieznanych prébek co miesiagc lub raz
na dwa tygodnie i moga dostarcza¢ informacji o bada-
niach wykonanych dla okreslonej analizy w danym dniu.

Parametr

Stosowane w pofaczeniu z codzienng kontrolg moga da¢
laboratorium petniejszy obraz jakosci wykonywanych ba-
dan.

Duza pomoca w podniesieniu jako$¢ wynikéw badan
laboratoryjnych jest uczestnictwo w programie poréw-
nan miedzylaboratoryjnych Standlab. Poréwnywanie
uzyskanych wynikéw kontroli jakosci z wynikami innych
laboratoridéw przy uzyciu tego samego analizatora i tej
samej metody (jednorodna grupa laboratoriéw) moze
zwiekszy¢ pewnos¢ uzyskiwanych wynikéw analiz pro-
bek pacjentéw. Udziat w miedzylaboratoryjnym progra-
mie Standlab, dostarczajacym danych z jednorodnej gru-
py laboratoriéw do codziennej kontroli jakosci, pozwala
wykry¢ na wczesnym etapie stopniowe lub nagte zmiany
w procesie pomiarowym. Raporty i wykresy przekazywa-
ne w dobrze funkcjonujacym programie Standlab moga
ufatwi¢ zadanie monitorowania i zarzadzania danymi
kontroli jakosci.

Laboratoria medyczne pracuja pod duza presja.
Zwiekszaja sie wymagania co do jakosci wynikéw przy
jednoczesnej redukcji kosztéw, co powoduje oszczedza-
nie na kontroli i stosowaniu mniejszej liczby préb kontro-
Inych. Dla odbiorcy nie ma znaczenia, czy btedny wynik,
jaki otrzymuje, zostat spowodowany wzgledami ekono-
micznymi. Tylko dobrze zaplanowany i rutynowo stoso-
wany program kontroli jakosci podnosi jakosci badan
laboratoryjnych i jest fundamentem wyzszego standardu
opieki nad pacjentami.

Utrata wiarygodnosci
metody
(wzrost bledow)

% Przypadkowy
% Systematyczny

Reguta
kontrolna

ALAT

8,49 9,79 3S5;N=2

7,96 10,49

ALbumina

4,14 3,59 35/2,./

4,55 4,48 145N=3

4,74 6,06 3,55N=2

5,25 6,69

Cholesterol

3,77 2,1 35/2,./

)) Tabela 1.
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5,33 4,89 145,N=3
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Borelioza z Lyme - pytania

| odpowiedzi

dr n. med.Tomasz Chmielewski

prof. dr hab. n. med. Stanistawa Tylewska-Wierzbanowska
Samodzielna Pracownia Riketsji, Chlamydii i Kretkéw Odzwierzecych
Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Paristwowy Zaktad Higieny
Warszawa

Borelioza z Lyme jest najczesciej wystepujaca na pot-
kuli poétnocnej chorobag przenoszona przez kleszcze.
Wg danych pochodzacych ze wszystkich krajéw euro-
pejskich, na naszym kontynencie rejestruje sie okoto
85 000 zachorowan rocznie. Znaczna ich czes¢, bo az 75%
potwierdzona jest badaniami laboratoryjnymi. Wiagze sie
to z oczekiwaniami klinicystéw na wiarygodny wynik,
na podstawie ktérego mozna zastosowa¢ odpowiednie
leczenie. Szczegdlnym wyzwaniem zaréwno dla klinicy-
sty, jak i diagnosty, jest tzw. ,seronegatywna” borelioza
z Lyme, zespét po boreliozie z Lyme czy przewlekta bo-
relioza z Lyme. Mimo 20-30 lat historii stosowania testow
diagnostycznych (gtéwnie serologicznych), nadal wyste-
puje szereg watpliwosci, dotyczacych gtéwnie prawidto-
wej ich interpretacji.

Dotychczasowe zasady postepowania diagnostycznego
w przypadkach podejrzenia boreliozy z Lyme opieraja sie
na rekomendacjach opracowanych przez Osrodek Refe-
rencyjny WHO ds. boreliozy zLyme w Monachium w 2000
roku  (www.dghm.org/red/index.html?cname=MIQ)
z pézniejszymi uzupetnieniami (Wilske i wps. 2007) oraz
definicji przypadku ustalong przez European Union Con-
certed Action on Lyme Borreliosis (EUCALB) rozszerzong
w 2011 roku (Stanek i wsp. 2011). W Polsce zalecane sg re-
komendacje Polskiego Towarzystwa Epidemiologéw i Le-
karzy Choréb Zakaznych (Flisiak i wsp. 2008).

Grupa ekspertéw ECDC ds. diagnostyki laboratoryjnej
boreliozy z Lyme na spotkaniu w pazdzierniku 2013 r.
w Amsterdamie potwierdzita, ze zalecenia Osrodka w Mo-
nachium, wprowadzajace dwuetapowa diagnostyke bo-
reliozy z Lyme sa w petni uzasadnione i nadal powinny
byc¢ stosowane. Ponadto wszyscy uczestnicy spotkania
zgodezili sie z zalecana interpretacjg testu Western blot,
potwierdzajacego wynik dodatni lub graniczny oznacze-
nia poziomu przeciwciat metoda ELISA.

Przyczyny wynikoéw fatszywie dodatnich

i falszywie ujemnych

Czynnikiem etiologicznym boreliozy z Lyme sa kretki
Borrelia burgdorferi sensu lato. W obrebie tego gatun-
ku wyréznia sie kilkanascie genogatunkéw, z ktérych
tylko niektére sg chorobotwércze i moga powodowad
zachorowania u ludzi. Dobrze poznane s3 trzy geno-
gatunki chorobotwoércze dla cztowieka: Borrelia burg-
dorferi sensu stricto, B. garini, B. afzeli, oraz ostatnio
zidentyfikowane  B.  lusitaniae, B. valaisiana,

B. spielmani, B. bissettii. W Ameryce wystepuja tylko
B. burgdorferi sensu stricto oraz ostatnio rozpoznana
B. bissettii.

Zréznicowanie gatunku B. burgdorferi sensu lato prowa-
dzi w konsekwencji do zajecia réznych uktadéw i wysta-
pienia zréznicowanych objawéw klinicznych; ma takze
wptyw na diagnostyke.

Najczesciej wystepujacymi genogatunkami w Europie
sa B. afzelii B. garini. Szczepy B. burgdorferi sensu stric-
to wystepuja rzadko i byty izolowane gtéwnie w Euro-
pie Wschodniej. W obrebie genogatunkéw wyrézniono
ponadto szereg podtypéw opartych na budowie bio-
chemicznej biatek OspA i OspC. Sa to biatka powierzch-
niowe B. burgdorferi sensu lato charakteryzuja sie duza
zmiennoscig. Na podstawie sekwencji aminokwasow
biatka OspA wyrézniono dotychczas szereg serotypéw
wystepujacych na terenie Europy i Ameryki Pin. Odpo-
wiadajg one podziatowi na genogatunki. Na podstawie
podobnych réznic w przypadku biatka OspC pierwotnie
wyodrebniono 4 serotypy kretkéw, jednak na podstawie

akiuanosc! bioMérieux  N\CEZAUE IS



Immunologia. Borelioza z Lyme

badania przy uzyciu techniki polimorfizmu konformacji
pojedynczych nici DNA genu OspC wyrézniono szes¢-
dziesigt dziewie¢ grup OspC wsréd genogatunkéw B.
burgdorferi sensu lato izolowanych w Europie i Stanach
Zjednoczonych.

Réznorodnos¢ genogatunkéw wywotujacych zakaze-
nie i ich immunogennos¢ ma wptyw na wyniki badan
w diagnostyce boreliozy z Lyme. Dostepne na rynku
testy ELISA réznia sie miedzy soba gtéwnie antygenem
diagnostycznym. Moze nim by¢ cata komorka bakteryjna
w formie sonikatu, sonikat kretka wzbogacony o wybra-
ne antygeny (np. VIsE lub DbpA) albo antygeny uzyskane
na drodze rekombinacji genetycznej.

Obecnie w badaniach przesiewowych stosowane
sg gtéwnie testy ELISA charakteryzujace sie udoskonalo-
na swoistoscia, w ktérych w duzym stopniu ograniczono
reakcje krzyzowe. Do tej grupy naleza testy, w ktérych
antygenem diagnostycznym sa izolowane frakcje biatek
albo stosowana jest wstepna absorbcja kretkami Reitera.
W najnowszej, trzeciej generacji testow jako antygeny
diagnostyczne stosowane sg biatka rekombinowane. Do-
tychczas otrzymano i sprawdzono pod wzgledem przy-
datnosci w diagnostyce boreliozy z Lyme, biatka p83/100
(wskaznik péznej fazy choroby), p4lint wewnetrzna
czes¢ czasteczki flageliny o masie 14 kDa, niereagujaca
krzyzowo z flageling innych gatunkéw bakteryjnych, biat-
ko btony zewnetrznej OspC i p39.

Ostatnie badania wskazuja, ze uzupetnienie antygenu
diagnostycznego o rekombinowane biatka VISE, p17
(DbpA) i p58, a takze p14, p30, p43 znaczaco podno-
si czutos¢ testéw i ogranicza liczbe wynikéw fatszywie
ujemnych.

Nadal problemem diagnostycznym jest wczesne stadium
boreliozy z Lyme. Produkcja przeciwciat rozpoczyna sie
tuz po zakazeniu, ale ich wykrywalne stezenie uzyskuje
sie pomiedzy 1 a 4 tygodniem po pojawieniu sie obja-
wow klinicznych.

Powody réznic w wynikach testow

réznych producentéw

Analizy wynikéw uzyskiwanych w diagnostyce dwueta-
powej, w ktdrej stosuje sie testy ELISA-Western-blot z réz-
nymi antygenami, wykazuja znaczne réznice.

W badaniach (Ang i wsp. 2011) poréwnano czutos¢ i swo-
isto$¢ osmiu komercyjnych testow ELISA oraz ich kom-
binacje z piecioma testami Western-blot. W zaleznosci
od zastosowanego testu, zakazenie wykrywano u 34
do 61% chorych. Rodzaj antygenu diagnostycznego uzy-
tego w testach (sonikat, sonikat wzbogacony o izolowa-
ne frakcje, antygeny rekombinowane) nie miat wptywu
na odsetek wynikéw dodatnich. Odsetek wynikow fat-
szywie dodatnich w kierunku boreliozy z Lyme u chorych
z kitg lub zakazeniem Mycoplasma pneumoniae (reakcje
krzyzowe) wahat sie od 0% do 38%.

Dodatkowe analizy wynikéw uzyskane testem potwier-
dzajacym Western-blot, wykazaty, ze duze rozbieznosci
zalezaty od producenta testu, a nie od rodzaju zastoso-
wanego antygenu.

Obserwowane sg réwniez réznice w wynikach uzyska-
ne tym samym testem w poszczegdlnych laboratoriach,
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co moze wynikac¢ z niewtasciwego doboru grupy do wy-
znaczenia wartosci granicznej testu. Nie jest wiec moz-
liwe, porébwnywanie wynikéw uzyskanych tym samym
testem w réznych rejonach geograficznych, ze wzgledu
na heterogenno$¢ genogatunkéw wystepujacych w Eu-
ropie i wywotujacych zakazenie. Z przegladéw serolo-
gicznych wynika, ze testami o najwyzszej czutosci i swo-
istosci sg tzw. testy in-house. Wynika to zwykle z duzego
doswiadczenia personelu przygotowujacego takie testy,
wiedzy o szczepach B. burgdorferi sensu lato wyste-
pujacych na danym terenie, czesto posiadania takich
izolatéw, a przez to odpowiedniego doboru antygenu
uzywanego w testach stosowanych do badan populacji
z danego terenu. Testy te jednak zwykle nie sg zwalido-
wane przez niezalezne laboratoria, przez co nie powinny
by¢ stosowane w rutynowe diagnostyce.
Podsumowujac, rozbieznosci w wynikach uzyskiwanych
réznymi testami moga zosta¢ wyeliminowane poprzez
poréwnywanie miedzy sobga testéw tej samej generacji,
z tym zestawem antygendw i przy uzyciu prébek surowic
od chorych spetniajacych kryteria definicji EUCALB.

Najczestsze reakcje krzyzowe przeciwciat
Podstawowym problemem w serologicznej diagnostyce
boreliozy z Lyme sa reakcje krzyzowe, zwlaszcza w te-
stach, w ktérych antygen stanowi sonikat kretkéw. Naj-
bardziej immunogennym, a jednocze$nie najmniej swo-
istym antygenem jest biatko p60, tzw. antygen wspoliny,
biatko wystepujace u wszystkich bakterii Gram-ujem-
nych i Gram-dodatnich. W zwigzku z tym odpornosciowe
surowice uzyskane w wyniku immunizacji zwierzat soni-
katami komorek szczepdw Treponema pallidum, Lepto-
spira grippotyphosa, Borrelia hermsi, a takze Escherichia
coli, Yersinia enterocolitica, Mycobacterium tuberculosis,
Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis reagujq
krzyzowo z antygenem wspdlnym Borrelia burgdorferi.
Innymi biatkami dajacymi reakcje krzyzowe sg biatka p50
i p70 oraz tzw. biatko szoku cieplnego p75, a takze flageli-
na.To ostatnie biatko charakteryzuje sie szeregiem reakgcji
krzyzowych, lecz ze wzgledu na silng immunogennos¢,
a tym samym wysoka czutos¢, jest biatkiem najczesciej
wykorzystywanym jako antygen diagnostyczny. Swoisty
gatunkowo fragment flageliny pomiedzy 129 a 251 ami-
nokwasem (wewnetrzna czes¢ flageliny), wykorzystywa-
ny jest obecnie w diagnostyce (p41int.).

Biatko p83 jako jedyne nie reaguje z przeciwciatami dla
innych bakterii (w tym réwniez z przeciwciatami dla anty-
gendéw Treponema pallidum), wykazuje jedynie stabe re-
akcje z przeciwciatami dla Borrelia hermsii. Biatko OspC
wykazuje stabe reakcje z przeciwciatami wystepujacymi
u chorych zakazonych wirusami Epstein-a Barr lub cyto-
megalii, co stwarza trudnosci w prawidtowej interpretacji
wyniku Western-blot zwtaszcza w klasie IgM.

Liczne badania wykazaty, ze najmniejsze prawdopodo-
bienstwo wystapienia reakcji krzyzowych, a tym samym
najwieksze znaczenie w diagnostyce boreliozy z Lyme
majg biatka VISE, p83, p41int., p58, p43, p39, p30, OspC,
p21 i p17. Wiekszos¢ z nich uzyskano na drodze rekombi-
nacji genetycznej, a fancuchy polipeptydowe zawieraja epi-
topy swoiste tylko dla przeciwciat przeciwko B. burgdorferi.
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Obecnie trwajg prace nad wyprodukowaniem kolejnych
swoistych biatek:
CRASP (complement regulator-acquiring surface
protein),
ACGal (glycolipid antigens = 6-O-acylated choleste-
ryl B-d-galactopyranoside),

DbpA (Osp17),

BBK32 (borrelial fibronectin - binding surface prote-
in),

RevA (outer surface protein - adhesion to fibronectin),
OspE,

OspC (swoista czesc),
Hybryd protein VIsE+OspC (VOVO).

Wymaga¢ one jednak beda jeszcze oceny klinicznej
przed witaczeniem ich do panelu antygenéw stosowa-
nych w rutynowej diagnostyce boreliozy z Lyme.

Dlaczego testy Western-blot nie moga by¢ stoso-
wane jako testy przesiewowe?

Testy Western-blot s3 immunoenzymatycznymi testami
jakosciowymi wskazujacymi, jakie przeciwciata dla swo-
istych antygenoéw Borrelia burgdorferi sensu lato wykry-
wamy w badaniu. Nie okreslajg one poziomu przeciwciat
we krwi w przeciwienstwie do testéw ilosciowych lub
pofilosciowych ELISA. Okreslenie stezenia przeciwciat
pozwala na poréwnanie z wartoscia progowa (wartos¢
graniczna, ang. cut off) wyznaczong w badaniach cho-
rych i zdrowych ludzi, powyzej ktérej wynik mozna uznac
za dodatni tj. $wiadczacy o zakazeniu. Z zatozenia testy
ELISA sa testami przesiewowymi charakteryzujacymi sie
czutoscig blisko 100%. Test Western-blot jest natomiast
testem swoistym, ktérego zastosowanie w pierwszym
etapie moze sie wigza¢ z otrzymaniem wynikéw fat-
szywie ujemnych, ale w niektérych przypadkach takze
z otrzymaniem wynikéw fatszywie dodatnich (Wormser
i wsp. 2000).

Dlaczego obecnosé¢ przeciwciat IgM w PMR jest
mato przydatna w diagnostyce neuroboreliozy?
W ostatnich latach ukazaty sie rekomendacje dotycza-
ce diagnostyki i leczenia neuroboreliozy. (EFNS guide-
lines on the diagnosis and managementof European
Lyme neuroborreliosis. Mygland et al. 2010). Wg przed-
stawionych tam kryteriow podstawg rozpoznania jest
stwierdzenie obecnosci przeciwciat metoda ELISA w su-
rowicy krwi i w ptynie mézgowo-rdzeniowym i metoda
Western-blot w surowicy. Nalezy jednak pamietac
0 mniejszej czutosci tych metod wynoszacych nie wiecej
niz 70-90% u chorych, u ktérych objawy trwaja krécej niz
6 tygodni. Z tego powodu wyniki badan serologicznych
powinny by¢ interpretowane z uwzglednieniem obja-
wow klinicznych, a wykonywanie takich badan powinno
by¢ zlecane jedynie u chorych. Podstawa rozpoznania
neuroboreliozy jest stwierdzenie okreslonych objawéw
klinicznych i potwierdzenie badaniem laboratoryjnym.

Zlecajac badanie serologiczne w neuroboreliozie nalezy
zawsze uwzgledniac fakt, ze przeciwciata dla B. burgdor-
Sferi s wykrywane u 5-20% oséb zdrowych, szczegélnie

na terenach endemicznych. Nalezy takze uwzglednic
utrzymywanie sie przeciwciat u czeséci zakazonych przez
wiele lat po wyleczeniu.

Do rozpoznania neuroboreliozy potrzebne jest stwier-
dzenie wewnatrzoponowej produkcji przeciwciat. Prze-
ciwciata klasy IgM sa wykrywane w wysokim mianie
w ptynie mézgowo-rdzeniowym w neuroboreliozie wcze-
snej gtéwnie u dzieci. Obserwowane sg jednak takze wy-
niki fatszywie dodatnie (reakcje krzyzowe) w klasie IgM
u chorych z zapaleniem opon mdzgowo-rdzeniowych,
ktérego czynnikiem etiologicznym byt wirus Epstei-
na-Barr. Wynik fatszywie dodatni moze by¢ réwniez skut-
kiem produkcji przeciwciat oligoklonalnych w chorobach
autoimmunologicznych (np. SM). Dotychczas nie opra-
cowano testow Western-blot mogacych zweryfikowaé
swoistos$¢ takich wynikéw, dlatego wykrycie przeciwciat
klasy IgM w ptynie mézgowo-rdzeniowym ma ograniczo-
na wartos¢ diagnostyczna.

Problemy diagnostyki boreliozy z Lyme
Proponowane przez niektére osrodki diagnostyczne
w Polsce badania diagnostyczne, reklamowane jako ,bar-
dzo czute i pozwalajgce monitorowac przebieg leczenia”
nie tylko nie sg zalecane przez Europejski Osrodek Refe-
rencyjny WHO ds. boreliozy z Lyme w Monachium i ECDC
(European Center for Deases Control) w Sztokholmie,
ale ich wiarygodnos¢ jest kwestionowana. Nie istnieje
problem ,mato czutych” metod diagnostycznych stoso-
wanych w rozpoznawaniu boreliozy z Lyme, a jedynie
problem witasciwej diagnostyki zgodnej z powyzszymi
zaleceniami oraz prawidtowa interpretacja otrzymanych
wynikéw przy uwzglednieniu kryteriéw klinicznych wy-
nikajacych z definicji przypadku.

Obecnie nie istnieje potrzeba podejmowania dziatan
w celu uzupetnienia diagnostyki boreliozy zLyme o nowe
(niezwalidowane w niezaleznych laboratoriach) metody,
poniewaz zgodnie z zaleceniami Europejskiego Osrod-
ka Referencyjnego WHO ds. boreliozy z Lyme w Mona-
chium oraz ECDC w Sztokholmie, przyjete zostaty w catej
UE okreslone zasady postepowania diagnostycznego,
tj. serologiczna diagnostyka dwustopniowa polegaja-
ca na oznaczeniu w pierwszym etapie - poziomu prze-
ciwciat testami serologicznymi o wysokiej czutosci (test
ELISA), a nastepnie weryfikacja wynikéw dodatnich lub
watpliwie dodatnich jakosciowg metoda Western-blot.
Interpretacja wyniku badania metoda Western-blot musi
uwzglednia¢ kryteria ustalone na podstawie wieloosrod-
kowych badan, przeprowadzonych w réznych rejonach
Europy. Nalezy precyzyjnie wskaza¢ swoiste tylko dla
Borrelia burgdorferi antygeny (niedajace reakcji krzyzo-
wych z innymi drobnoustrojami), z ktérymi reaguja wy-
kryte u chorego przeciwciata.

Czy sa podjete dziatania w celu poprawy diagno-
styki tej choroby w Polsce?

Nie istnieje potrzeba usprawnienia diagnostyki borelio-
zy z Lyme. Istnieje jedynie potrzeba ujednolicenia po-
stepowania diagnostycznego przyjetego w UE. Krajo-
wa Izba Diagnostéw Laboratoryjnych w porozumieniu
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z Ministerstwem Zdrowia opracowuje obecnie ,Reko-
mendacje Diagnostyki Laboratoryjnej” dotyczace choréb
przenoszonych przez kleszcze, w tym boreliozy z Lyme.
Nalezy te procedury upowszechni¢, tak zeby wyniki uzy-
skane w r6znych laboratoriach byly poréwnywalne i jed-
noczesnie wiarygodne.

Czy potrzebne jest podjecie dziatan w celu po-
prawy jakosci leczenia boreliozy zLyme?

W przypadku boreliozy z Lyme doswiadczenia leka-
rzy choréb zakaznych zaréwno w Europie jak i Stanach
Zjednoczonych wskazuja, ze leczenie przez 3-4 tygodnie
odpowiednimi antybiotykami, podawanymi wtasciwa
droga, skutecznie likwiduje zakazenie. W przypadku
neuroboreliozy stosuje sie leczenie dozylne np. ceftriak-
sonem, natomiast borelioze stawowa podajac doustnie
np. doksycykline. Nie nalezy przedtuza¢ czasu leczenia.
W USA w stosunku do lekarzy przedtuzajacych stosowa-
nie antybiotykéw do kilku miesiecy w boreliozie z Lyme
wprowadzano ograniczenia w leczeniu chorych.

Zgodnie z naszg wiedzg, a takze zaleceniami programu
European Union Concerted Action on Lyme Borrelio-
sis (EUCALB), borelioza z Lyme jest choroba wyleczalna,
przy czym znaczenie ma wczesne rozpoznanie choroby
i wczesne zastosowanie odpowiedniej antybiotykotera-
pii.

Wystepujace u niektérych pacjentéw po wyleczeniu ob-
jawy, podobne w przebiegu do boreliozy z Lyme, okresla-
ne s jako tzw. ,, Post Lyme syndrom”. Spowodowane one
sa nieodwracalnymi zmianami (uszkodzeniami) nerwoéw,
chrzastek stawowych, ktére nastapity podczas zakazenia.
Pacjentom tym zaleca sie wylacznie leczenie objawowe.
Przyczyna tych uszkodzen jest biatko A btony zewnetrz-
nej kretkdw Borrelia burgdorferi sensu lato wykazujace
podobienstwo do pewnych epitopdéw tkanki stawowej
lub nerwowej cztowieka. Wytworzone przeciw temu biat-
ku przeciwciata moga reagowac z okreslonymi tkankami
ludzkimi, niszczac je. Przedtuzanie antybiotykoterapii jest
catkowicie nieskuteczne.

Diagnostyka boreliozy z Lyme

Jednoznaczny profil serologiczny

o Ulatwia klasyfikacje boreliozy z Lyme: wczesnej/ péznej,
przewleklej/ aktywnej

@ Zapewnia pacjentom szybkie, zoptymalizowane leczenie
w zaleznosci od stadium zakazenia.

Wysoka specyficznosé i czutos¢

@ Innowacyjne rekombinowane biatka chimeryczne** (VIsE,
DbpA, OspC) umozliwiajace detekcje wszystkich giéwnych
patogenow szczepdw Borrelia (sensu stricto, afzelii, garinii)

o Zredukowana liczba powtdérnych oznaczen oraz dodatkowych
testéw potwierdzajacych

® Niski poziom reakcji krzyzowych (kifa, inne choroby zakazne)

® Pozwala uniknaé niepotrzebnego leczenia
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Lyme IgM
Lyme IgG

o

Dwa markery - peten profil serologiczny

katwa interpretacja wyniku

@ Brak niejednoznacznych wynikéw w tescie VIDAS © Lyme IgG
(brak szarej strefy)

® Mozliwo$¢ unikniecia dalszej, niepotrzebnej diagnostyki

Diagnostyka neuroboreliozy
Wykrywanie przeciwciat IgG Borrelia burgdorferi w prébkach ptynu
madzgowo - rdzeniowego (PMR)

Uzytkowanie i efektywno$¢ kosztowa
o Szybkie wyniki w zaledwie 27 minut

o Kalibracjaraz na 28 dni

o katwos¢ uzycia

@ System monotestéw

@ Kompatybilnoé¢ protokotéw obu testéw
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Nowe podtoze do oznaczania
lekowrazliwosci bakterii
niewymagajacych:
Mueller-Hinton E

Firma bioMériéux oferuje szeroki zakres wystanda-
ryzowanych, wysokiej jakosci podtozy do oznaczania
lekowrazliwosci drobnoustrojéw. Nowe podtoze dla
bakterii niewymagajacych (pateczek jelitowych, niefer-
mentujacych pateczek Gram-ujemnych, gronkowcéw
i enterokokéw) zostato opracowane zgodnie z zalecenia-
mi zarowno EUCAST® (European Committee on Antimi-
crobial Susceptibility Testing) jak i CLSI® (Clinical and La-
boratory Standards Institute Inc.).

Mueller Hinton E (MHE) zapewnia doskonate warunki
do wzrostu bakterii, jednocze$nie minimalizujgc wptyw
na wyniki testu lekowrazliwosci. Odpowiednie stezenie
jonéw dwuwartosciowych gwarantuje uzyskanie prawi-
dtowych wynikéw dla antybiotykéw o aktywnosci zalez-
nej od kationdw. Niskie stezenie tyminy - tymidyny (inhi-
bitory sulfonamidéw) ogranicza podrosty wokot krazka,
pozwalajac na doktadniejszy pomiar strefy zahamowania
wzrostu.

Podtoze mozna stosowac zarébwno w metodzie dyfuzyj-
no-krazkowej, jak i przy oznaczaniu wrazliwosci paskami
z gradientem stezen antybiotykéw. Kompatybilnos¢ MHE
z paskami Etest® zostata potwierdzona specjalnym certy-
fikatem.

Podtoza MHE sg konfekcjonowane w rézny sposob w za-
leznosci od potrzeb laboratorium:

Mueller-Hinton E Nr kat. 413822

- 20 ptytek o $rednicy 90 mm,

Mueller-Hinton E Nr kat. 413823
- 20 ptytek o $rednicy 145 mm,

Mueller-Hinton E Nr kat. 413824
- 100 ptytek o Srednicy 90 mm,

Mueller-Hinton E Nr kat. 413825
- 20 ptytek 120x120 mm.
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W ofercie firmy znajduja sie réwniez inne podtoza
do oznaczania lekowrazliwosci:

Mueller Hinton + 5% krwi konskiej + NAD (MHF)
podioze do oznaczania lekowrazliwosci bakterii wyma-
gajacych (pneumokoki i inne paciorkowce, Haemophilus,
Moraxella)

- Zgodnos¢ z zaleceniami EUCAST

- Kompatybilno$¢ z paskami Etest

Nr kat. 43901 - 20 ptytek o $rednicy 90 mm,
Nr kat. 43904 - 20 ptytek 120x120 mm,
Nr kat. 43909 - 100 ptytek o srednicy 90 mm.

Mueller Hinton + 5% krwi baraniej (MHS)

podioze do oznaczania lekowrazliwosci bakterii wyma-
gajacych do wzrostu dodatku krwi (pneumokoki i inne
paciorkowce)

- Zgodnos¢ z zaleceniami CLSI

- Kompatybilno$¢ z paskami Etest

Nr kat. 43321 - 20 ptytek o $rednicy 90 mm,
Nr kat. 43324 - 20 ptytek 120x120 mm,
Nr kat. 43329 - 100 ptytek o srednicy 90 mm.

RPMI

podtoze do oznaczania lekowrazliwosci drozdzakéw
i plesni przy uzyciu paskéw Etest

Nr kat. AEB122180 - 10 ptytek o $rednicy 90 mm,

Nr kat. AEB122182 - 10 ptytek o $rednicy 140 mm.

Brucella 5% krwi baraniej

podtoze do oznaczania lekowrazliwosci bakterii beztle-
nowych przy uzyciu paskéw Etest

Nr kat. 411968 - 20 ptytek o srednicy 90 mm.

Mueller Hinton z kloksacyling

podioze do potwierdzania wytwarzania ESBL w meto-
dzie krazkowej i Etest

Nr kat. AEB120290 - 10 ptytek o $rednicy 90 mm,

Nr kat. AEB120291 - 10 ptytek 120x120 mm.

bioMérieux NL:IZLUE N K
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Mueller Hinton + 2% NaCl

podioze do oznaczania meticylinoopornosci gronkow-
cOw przy uzyciu Etest

Nr kat. AEB521800E - 20 ptytek o Srednicy 90 mm.

BHI

podtoze do potwierdzania opornosci gronkowcéw na gli-
kopeptydy przy uzyciu Etest

Nr kat. AEB520410 - 20 ptytek o Srednicy 90 mm.

)) STAPH-43300-
MHE

)) PSEUDO-27853-
MHE

)) PSEUDO-27853-
MHE-DISC modified

)) STAPH-25923-
MHE-DISC
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Bulion Mueller Hintona

podioze do sporzadzania zawiesiny wyjsciowej do Etest
(beztlenowce, paciorkowce, Haemophilus) lub do ozna-
czania MIC metoda rozcienczen w bulionie

Nr kat. AEB110699 - 100 probéwek po 10 ml.

MHE

MHE

)) PSEUDO-27853- l
MHE-BML

PSEUDO-
27853-MHE-DISC




Biologia molekularna. Znaczenie badan molekularnych w diagnostyce zakazen parvowirusem B19

Znaczenie badan
molekularnych w diagnostyce
zakazen parvowirusem B1g

BIOLOGIA

Parvowirus B19 (B19V) zostat odkryty przez wirusolog
Yvonne Cossart w trakcie badarn HBsAg w 1974 roku.
Nalezy on do rodziny Parvoviridae, rodzaju Erythrovirus.
Jego replikacja zachodzi w erytroidalnych komérkach
prekursorowych. Receptorem jest antygen P (globozyd)
erytrocytéw. Wirus wykazuje powinowactwo réwniez
do innych komorek, np. megakariocytéw, fibroblastow,
miocytéw miesnia sercowego, hepatocytéw, endothe-
lium czy btony maziowej stawéw. Osoby nieposiadajace
antygenu P (1/200 000) sa naturalnie odporne na zakaze-
nie B19V i nie stwierdza sie u nich swoistych przeciwciat.
Parvowirus B19 to jeden z najmniejszych wiruséw wywo-
tujacych infekcje wylacznie u cztowieka. Kapsyd wirusa
(ok. 25 nm) o symetrii kubicznej jest pozbawiony otocz-
ki lipidowej, co powoduje jego opornos¢ na termiczne
i chemiczne metody inaktywacji stosowane przy produk-
¢ji preparatéow krwi. Metodg stosowang w transfuzjologii
do eliminacji tego patogenu jest nanofiltracja.

Genom parvowirusa B19 stanowi jednoniciowy DNA
(ssDNA, ok. 5,6 kb) kodujacy biatka kapsydu — VP1 i VP2
oraz niestrukturalne NS1. Biatko VP1 odgrywa kluczowg
role w odpowiedzi immunologicznej, tropizm wirusa de-
terminuje biatko VP2, natomiast biatko NS1 jest odpowie-
dzialne za $mier¢ zainfekowanej komérki.

Do chwili obecnej wyrézniono trzy gtdéwne formy po-
limorficzne parvowirusa B19 — genotypy 1, 2, 3. Zrézni-
cowanie na poziomie molekularnym wynosi okoto 10%.
Najbardziej powszechny jest genotyp 1, ktéry wystepu-
je na catym sSwiecie, w tym w Polsce. Genotyp 2 wykry-
wany jest w mniejszosci na terenie Europy, np. w Danii,
Niemczech, Francji czy Anglii. Dwa przypadki zakazen
genotypem 2 B19V stwierdzone w Polsce u pacjentéw
z obnizona odpornosciag wskazuja na krazenie tej formy
polimorficznej na terenie Europy Wschodniej. Genotyp
2 wystepuje rébwniez na terenie Ameryki (USA, Brazylia),
Azji (Wietnam) czy Afryki Potudniowej. Afryke Zachod-
nig uwaza sie za miejsce endemicznego wystepowania
genotypu 3. Byt on sporadycznie wykrywany na terenie
Europy (Grecja, Butgaria, Anglia) czy w Brazylii.

DROGI PRZENIESIENIA ZAKAZENIA,
EPIDEMIOLOGIA

Najbardziej powszechng droga przeniesienia infekcji
parvowirusem B19 jest droga kropelkowa przez drogi

mgr Aleksandra Kalinska

Instytut Hematologii i Transfuzjologii

Zaktad Wirusologii

Pracownia Biologii Molekularnej Wiruséw, Warszawa

oddechowe. Do transmisji wirusa moze réwniez dojs¢
przez tozysko od matki do ptodu, wraz z przeszczepiany-
mi narzadami, tkankami oraz przez przetoczenie krwi i jej
sktadnikéw, produktéw krwiopochodnych.

Zakazenie parvowirusem B19 jest powszechne na catym
Swiecie, dotyczy gtéwnie dzieci oraz mtodziezy. Czestos¢
wystepowania swoistych przeciwciat klasy IgG wynosi
od 2% do 15% u dzieci w wieku 1-5 lat, 15-60% ws$réd
0s06b 6-19 lat, od 30% do 60% u dorostych i powyzej 85%
wsrdd oséb starszych. Infekcja B19V ma charakter sezo-
nowy. Zwiekszona liczbe zachorowan, gtéwnie wsrod
dzieci i mtodziezy szkolnej, obserwuje sie p6Zng zima lub
wczesng wiosna. Uwaza sie, iz co 3-4 lata czestosc¢ infek-
¢ji B19V moze osiggac poziom epidemiczny. Epidemie
parvowirusa B19 stwierdzono w Polsce w 1999 roku. Cze-
stos¢ DNA-emii wsréd dawcédw krwi szacuje sie na 0,6-
0,003%. Badania DNA B19V wsrdd polskich krwiodawcow
w latach 2004-2010 wykazaty wystepowanie tego marke-
ra w 0,1% donacji przeznaczonych do frakcjonowania.
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Szacuje sie, iz okoto 40% kobiet w wieku rozrodczym
w Polsce jest narazona na zakazenie parvowirusem B19,
a u 1,5% dochodzi do infekgji. U 30-50% zakazonych ko-
biet ciezarnych nastepuje transmisja wirusa od matki
do ptodu, a u blisko 10% z nich obserwuje sie powazne
powiktania, np. poronienie, nieimmunologiczny obrzek
ptodu czy niedokrwistos¢. Trudna jest do oszacowania
liczba powiktan majacych wptyw na zdrowie i rozwdj
dzieci urodzonych z zakazeniem B19V.

Czestos¢ wykrywania markeréw serologicznych B19V
jest wyzsza w niektérych grupach chorych, np. wsréd
chorych na hemofilie, moze przekracza¢ nawet 90% i jest
zwigzana z leczeniem krwia i produktami krwiopochod-
nymi.

PRZEBIEG ZAKAZENIA U OSOB Z PRAWIDLOWA
ODPORNOSCIA

U oséb immunokompetentnych zakazenie parvowiru-
sem B19 przebiega zazwyczaj bezobjawowo lub z mato
swoistymi objawami grypopodobnymi. Model przebiegu
infekcji zostat opisany na podstawie analizy eksperymen-
talnej infekcji patogenem u zdrowych ochotnikéw (Ryci-
nal).

Rycina 1. Przebieg zakazenia parvowirusem B19 u os6b
immunokompetentnych (wg Heegaard E., 2002)
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W pierwszej fazie zakazenia ma miejsce najwyzszy po-
ziom wiremii DNA B19V osiggajacy nawet do 10 IU/ml
we krwi obwodowej. Moga mu towarzyszy¢ niespecy-
ficzne objawy kliniczne, np. dreszcze, goraczka, bél gto-
wy czy niewielki spadek parametréw hematologicznych.
Jest to okres okienka serologicznego, kiedy przeciwciata
anty-B19V nie sa jeszcze wykrywane. Po okoto 2 tygo-
dniach od wnikniecia wirusa do organizmu nastepuje
druga faza infekgji i zaczynajg by¢ produkowane prze-
ciwciata klasy IgM. Ich pojawienie sie koreluje z redukcja
DNA-emii B19V we krwi obwodowej, czemu towarzyszy
kolejny rzut objawéw chorobowych - wysypka, $wiad
czy bdle stawodw z nieistotnym klinicznie spadkiem he-
moglobiny. Okoto tydzieh po pojawieniu sie przeciwciat
anty-B19V klasy IgM nastepuje serokonwersja i prze-
ciwciata anty-B19V klasy IgG redukuja poziom wirusa
az do catkowitego zaniku DNA. S3 one wykrywane przez
reszte zycia, stanowigc ochrone przed kolejnymi infekcja-
mi B19V. Powyzszy schemat przebiegu zakazenia u oséb
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z prawidtowa odpornosciag zaktada zanik DNA-emii B19V
w kilka tygodni od rozpoczecia infekgji. Jednakze obec-
ne badania z zastosowaniem bardzo czutych metod
molekularnych wykazaty, ze wirus moze utrzymywac sie
w organizmie nawet przez kilka lat. W tej sytuacji nalezy
twierdzi¢ o przewlektym zakazeniu parvowirusem B19.

ZNACZENIE KLINICZNE

Znaczenie kliniczne zakazenia parvowirusem B19 jest $ci-
$le zwigzane ze statusem immunologicznym osoby zain-
fekowanej. W Tabeli 1 przedstawiono najczestsze objawy
kliniczne towarzyszace zakazeniu.

Tabela 1. Najczestsze objawy kliniczne w przebiegu za-
kazenia parvowirusem B19 (wg Young N., 2004)

Objawy kliniczne Przebieg zakazenia Kategoria osoby

zakazonej

brak ostry lub przewlekty osoby

immunokompetentne

rumien zakazny ostry immunokompetent-

nedzieci

reumatoidalne zapalenie
stawow

ostry lub przewlekty immunokompetentni

dorosli

przejsciowy przetfom ostry chorzy z nasilong
aplastyczny erytropoezg
przewlekta anemia przewlekty chorzy z ostabiona

odpornoscia

nieimmunologiczny
obrzek ptodu, wrodzona

ostry lub przewlekty ptéd

niedokrwistos¢

U oséb z prawidtowa odpornoscig zakazenie B19V cze-
sto przebiega bezobjawowo. U immunokompetentnych
dzieci moze wystapi¢ rumien zakazny, natomiast u doro-
stych (zwtaszcza u kobiet) reumatoidalne zapalenie sta-
wow.

Szczegdblna grupe stanowia kobiety w cigzy, ktore wcze-
Sniej nie przechodzity infekcji i nie posiadaja przeciwciat
anty-B19V. U tych ciezarnych zakazenie parvowirusem
B19 moze spowodowaé powazne powiktania. Wirus
niesie ze soba ryzyko wystapienia poronienia czy nieim-
munologicznego obrzeku ptodu (szczegdlnie w i Il try-
mestrze cigzy), niedokrwistosci ptodowej czy wrodzonej
anemii u dziecka. Przeniesienie zakazenia B19V do ptodu
moze sporadycznie by¢ przyczyna, m.in. wady serca, za-
palenia watroby czy miesnia sercowego, zaburzen neu-
rologicznych.

Istotne problemy kliniczne w przebiegu zakazenia
parvowirusem B19 moga pojawic sie u 0séb z niedobo-
rem odpornosci — zakazonych wirusem HIV czy chorych
otrzymujacych chemioterapie, leki immunosupresyjne.
U tych pacjentéw w wyniku reaktywacji B19V badz in-
fekcji de novo moze dojs¢ do powaznych powiktan, np.
przewlektej niedokrwistosci. Réwniez pacjenci z pobu-
dzonym uktadem czerwonokrwinkowym w szpiku kost-
nym s3 narazeni na wystapienie przejsciowego przetomu
aplastycznego.

DIAGNOSTYKA ZAKAZENIA
- Badania diagnostyczne metodami
serologicznymi

Diagnostyka zakazenia parvowirusem B19 metoda-
mi serologicznymi oparta jest na badaniu przeciwciat
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anty-B19V klasy IgM oraz IgG, ich stezenia i typéw kon-
formacyjnych. Dzieki testom rdéznicujgcym odpowiedz
immunologiczng wobec biatek wirusa mozliwa jest oce-
na fazy zakazenia (ostre/przewlekte/reinfekcja). Rowniez
testy oceniajace awidno$¢ przeciwciat anty-B19V klasy
IgG pomocne sg w oszacowaniu czasu trwania infekcji,
gdy w surowicy chorego nie sg obecne przeciwciata an-
ty-B19V klasy IgM. W niektdérych przypadkach badanie
przeciwciat anty-B19V pozwala oceni¢ dynamike zmian
i dostrzec serokonwersje.

Badania serologiczne sa przydatne u oséb z prawidtowa
odpornoscia. Jednakze nalezy pamieta¢, iz przeciwciata
anty-B19V nie sg wykrywane w okienku serologicznym.
Wykrycie przeciwciat anty-B19V klasy IgM najczesciej
Swiadczy o aktualnej infekgji, ale ta klasa przeciwciat
moze by¢ wykrywana w surowicy oséb immunokompe-
tentnych nawet powyzej roku (Tabela 2). Stwierdzenie
serokonwersji pozwala wnioskowac o aktualnym zakaze-
niu B19V. Wykrycie wyfacznie przeciwciat anty-B19V kla-
sy IgG nie zawsze réznicuje aktualnie wystepujaca badz
przebyta infekcje.

Badanie markeréw serologicznych moze nie by¢ informa-
tywne u 0s6b z obnizong odpornoscia, leczonych immu-
nosupresyjnie czy chemioterapia, jak réwniez w diagno-
zowaniu zakazenia parvowirusem B19 u ptodu.

- Badania diagnostyczne metodami

biologii molekularnej
Metody molekularne stanowig nowoczesne i czute narze-
dzie wykorzystywane do diagnozowania zakazenia B19V.
Stosowana dawniej technika hybrydyzacji zostata obec-
nie zastapiona testami jakosciowymi lub ilosciowymi
opartymi na amplifikacji kwaséw nukleinowych. Nowo-
czesng metoda, wspdtczesnie najczesciej uzywana, jest
reakcja fancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym
(Real-time PCR, ang. Real-time Polymerase Chain Reac-
tion), ktéra wykrywa pojedyncze kopie wirusa w ré6znym
materiale, np. osoczu, surowicy, ptynie owodniowym czy
tkankach. Metoda ta pozwala na ilosciowa analize wire-
mii DNA B19V z wysoka czutoscia oraz monitorowanie
przebiegu zakazenia w czasie, co ma duze znaczenie
w rozgraniczeniu infekgji istotnej badz nieistotnej klinicz-
nie oraz umozliwia ocene zastosowanego postepowania
przeciwwirusowego.
Wazne jest, aby w diagnostyce molekularnej zakazenia
B19V stosowac testy pozwalajace na wykrycie wszystkich
poznanych genotypéw z podobna czutoscia. Sa bowiem
takie, ktore nie wykrywaja poziomu detekcji niektérych
form polimorficznych, w szczegdlnosci genotypu 2i 3 lub
go zanizaja.
Stosujac metody molekularne w diagnozowaniu infek-
¢ji B19V nalezy pamieta¢ o ryzyku otrzymania wyni-
kéw fatszywie ujemnych w prébkach z bardzo wysoka
wiremig DNA B19V, szczegdlnie u oséb we wczesnej
fazie zakazenia badz u oséb z niedoborem odpornosci,
gdzie DNA-emia moze osiaggna¢ poziom nawet 10 U/
ml. Na Rycinie 2 przedstawiono wynik fatszywie ujemny
otrzymany w probce z wysoka DNA-emia B19V w trakcie
automatycznej analizy reakgji real-time PCR z powodu
przekroczenia gérnego progu liniowosci (a). W takich sy-
tuacjach zaleca sie wykonanie manualnej analizy zmian

fluorescencji sondy FAM w trakcie amplifikacji (b) oraz
przeprowadzenie ponownej reakcji real-time PCR, tym
razem w rozcienczeniach (tak, jak pokazano na Rycinie 2,
). W tym przypadku wykazano skrajnie wysoka DNA-e-
mie B19V w prébce wynoszaca 10" [U/ml.

Rycina 2. Wykresy fluorescencji sondy FAM (real-time
PCR, wg Candotti D., 2004) w prébce fatszywie ujemnej:
a/ analiza automatyczna, b/ analiza manualna, ¢/ rozcien-
czenia probki fatszywie ujemnej (Grabarczyk P, 2010)
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Ze wzgledu na mozliwo$¢ diagnozowania probek z wy-
soka wiremig DNA B19V nalezy zachowa¢ procedury
ograniczajgce mozliwos¢ kontaminacji.

Wysoka czuto$¢ testow molekularnych sprawia, iz wy-
kryte DNA wirusa nie zawsze wskazuje na ostrg infekcje.
Niska wiremia DNA B19V moze utrzymywac sie miesigca-
mi czy latami. Taki przewlekty charakter zakazenia B19V
mozemy obserwowac nie tylko u pacjentéw z obnizona
odpornoscia, ale takze u 0os6b immunokompetentnych.
Na Rycinie 3 przedstawiono przewlekty przebieg zakaze-
nia parvowirusem B19 u polskiego dawcy krwi, u ktérego
DNA wykrywano ponad 3 lata.

Rycina 3. Przewlekte zakazenie B19V u dawcy krwi
(Grabarczyk P, 2012)
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Wazng role poznawczg w diagnostyce zakazenia B19V
petni badanie polimorfizmu. Obok metod sekwencjono-
wania genomu wirusa tatwym narzedziem do wykrycia
form polimorficznych B19V jest metoda analizy tempe-
ratury topnienia (Tm) produktu amplifikacji przy uzyciu
sond hybrydyzacyjnych. Na Rycinie 4 przedstawiono
zréznicowanie genotypdéw 1, 2, 3 wirusa B19 na podsta-
wie analizy temperatury topnienia produktéw PCR.

Rycina 4. Identyfikacja genotypéw 1-3 B19V metoda
analizy temperatury topnienia (Tm) z uzyciem sond typu
HybProbes w probkach DNA B19V (+) (wg Schalasta G.,
2004; wyniki - IHIT 2013)
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ZNACZENIE BADAN METODAMI
BIOLOGII MOLEKULARNEJ
e Znaczenie badan DNA B19V w krwiodawstwie

Stosowanie badann molekularnych parvowirusa B19
w krwiodawstwie reguluja przepisy zawarte w Farmako-
pei Europejskiej (European Pharmacopoeia 2004), zgod-
nie z ktérymi stezenie DNA B19V w puli osocza do pro-
dukcji immunoglobuliny anty-D nie moze przekroczy¢
poziomu 10* IU/ml. W Polsce badania przegladowe DNA
B19V u dawcow wykonuje sie dodatkowo w pulach oso-
cza do produkcji immunoglobuliny anty-HBs od 2004
roku. Testy wykorzystywane w krwiodawstwie oparte
s na metodach real-time PCR oraz TMA (TMA, ang. Tran-
scription-Mediated Amplification).

W obecnej chwili nie ma regulacji prawnych okreslaja-
cych wykonywanie badarn DNA B19V u dawcéw krwi
i jej sktadnikéw przeznaczonych do transfuzji. Uwaza
sie, iz zakazenie B19V, ze wzgledu na powszechnos¢
wystepowania oraz niewielkie prawdopodobienstwo
wystapienia istotnych klinicznie powiktann poinfekcyj-
nych, w wiekszosci przypadkéw nie stanowi zagrozenia
dla biorcéw krwi i jej sktadnikéw. Jednak istnieje grupa
biorcéw krwi - osoby z obnizong odpornoscia, chorzy
na immunosupresji czy kobiety w ciazy, u ktérych prze-
niesienie zakazenia B19V moze spowodowa¢ powazne
powikfania zdrowotne.

Wykazano przeniesienie B19V genotyp 1 z przetoczony-
mi sktadnikami krwi u chorych z ostabionym ukfadem
immunologicznym, u ktérych obserwowano powiktania
kliniczne, jak retikulocytopenie czy wybidrcza aplazje
czerwonokrwinkowa.

Przeprowadzona analiza markeréw serologicznych
i molekularnych B19V u 43 polskich dawcéw osocza
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przeznaczonego do frakcjonowania wykazata przewlekty
charakter infekcji z niskg DNA-emig utrzymujaca sie na-
wet powyzej 2 lat (Tabela 2).

Tabela 2. Charakterystyka zakazenia B19V zidentyfiko-
wanego u dawcow osocza przeznaczonego do frakcjo-
nowania (wyniki — IHIiT 2014)

Okres Liczba Markery zakazenia B19V w ostaniej badanej
miedzy dawcoéw probce osocza dawcy
badani
_badaniem 19G IgM Stezenie DNA B19V
indeksowym ") - (au/ml)
i ostatnim n n m
Minimum Maksimum
< 1roku 24 24 14* 4,10x10? 3,73x10*
(100%) | (58,3%)
1-2 lat 14 14 1** 3,90x10' 4,24x10°
(100%) (7,1%)
> 2 lat 5 5 0 2,16x10' 1,24x10?
(100%) (0%)

* anty-B19V IgM wykrywane w osoczu dawcédw od 2 do 10 miesiecy
** anty-B19V IgM wykrywane w osoczu dawcy przez 14 miesiecy

Obecnie w Polsce zalecono dwunastomiesieczng dys-
kwalifikacje krwiodawcy, u ktérego w badaniach przegla-
dowych B19V w osoczu przeznaczonym do frakcjonowa-
nia wykryto parvowirusa B19, ma to na celu maksymalne
bezpieczenstwo biorcy krwi i jej skladnikéw. Przywréce-
nie dawcy do oddawania krwi moze nastapic po uzyska-
niu wyniku ujemnego DNA B19V metoda real-time PCR
o czutosci nie nizszej niz 100 1U/ml.

e Znaczenie badan DNA B19V u kobiet w cigzy

Immunokompetentne kobiety w cigzy naleza do grupy
ryzyka wystapienia powaznych powikfan w przebiegu
zakazenia parvowirusem B19. Blisko 40% ciezarnych jest
podatnych na infekcje B19V wobec braku przeciwciat
anty-B19V klasy IgG swiadczacych o przebytym w prze-
sztosci zakazeniu, z czego 1,5% jest w grupie ryzyka za-
kazenia B19V. Przyjmujac, ze w Polsce 400 000 kobiet
w roku jest w cigzy, mozna zatozy¢, iz 6 000/rok przej-
dzie zakazenie parvowirusem B19, a wérdd nich u oko-
to 240/rok ptodéw moga wystapi¢ grozne powiktania
z powodu przeniesienia B19V od matki. Wazne jest, aby
stosowac odpowiednie narzedzia diagnostyczne w celu
wilasciwego i szybkiego rozpoznania infekcji tym patoge-
nem u kobiety ciezarnej i ptodu. Wczesniejsze podejscie
diagnostyczne oparte przede wszystkim na badaniach
przeciwciat anty-B19V u kobiet ciezarnych wydaje sie by¢
niewystarczajace. Przedstawiona ponizej analiza wyni-
koéw badan markeréw B19V u kobiet ciezarnych, ptodéw
i dzieci urodzonych z infekcjg B19V wskazuje, iz diagno-
styka zakazenia w tej grupie oséb powinna jednak opie-
ra¢ sie na badaniu NAT (NAT, ang. Nucleic Acid Tests).

Przeanalizowano wyniki badan serologicznych i moleku-
larnych u kobiet ciezarnych (13-37 hbd) w wieku 21-37 lat
oraz ptodéw i dzieci, u ktérych stwierdzono infekcje B19V,
skierowanych do Instytutu Hematologii i Transfuzjologii
w latach 2005-2013. Analizy dokonano w trzech grupach
kobiet w zaleznosci od pierwotnej przyczyny skierowania
na diagnostyke B19V: 1 - kobiety majace kontakt z osoba
zakazong B19V (n=9), 2 — kobiety z nieimmunologicznym
obrzekiem ptodu (n=19), 3 - kobiety po poronieniu (n=7)
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Tabela 3. Poréwnanie markerow zakazenia B19V u ko-
biet ciezarnych (wyniki - IHiT 2014)

Ekspozycja Nieimmunologiczny Poronienie/zgon ptodu
na zakazenie B19V obrzek ptodu
Markery Srednie Markery Srednie Markery Srednie
serologiczne stezenie serologiczne stezenie serologiczne stezenie
DNA B1SV DNA B19V DNA B19V
(n) (1u/ml) (n) (1u/ml) (n) (1U/ml)
lgM(- IgM(- IgM (-
EM(-) 2 7,23x10° | 0 1 1,55x10° | © 3y 0
1gG(-) lgG(-) 1gG(-)
IgM(+ IlgM(+ IgM(+
gM(+) a 5,80x10” gM(+) o ) gM(+) o
1gG(-) lgG(-) 1gG(-)
lgM(+ IgM(+ IgM(+
M) 4,45x10° | B s 1,21x10° | © G, 3,49x10"
18G(+) 1gG(+) 18G(+)
lgM(- IgM(- IgM(-
EM() 1 9,58x10° | ) 5 4,81x10° | © 0 3 6,15x10°
12G(+) 1gG(+) 1gG(+)

Najwyzsze stezenie DNAB19V (>108 IU/ml) obserwowano
u kobiet ciezarnych eksponowanych na zakazenie B19V
oraz z nieimmunologicznym obrzekiem ptodu, u kto-
rych réwnoczesnie nie wykryto przeciwciat anty-B19V
(okienko serologiczne), natomiast najnizszg DNA-emie
(103-10°1U/ml) wérdd kobiet zobecnymi tylko przeciwcia-
tami anty-B19V klasy IgG.

Na Rycinie 5 przedstawiono rozkfad markeréw serolo-
gicznych u kobiet z wykrytym DNA parvowirusa B19.
Rycina 5. Markery serologiczne u kobiet ciezarnych DNA
B19V (+) (wyniki — IHIiT 2014)
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U okoto 22% kobiet eksponowanych na zakazenie oraz
blisko 5% kobiet z obrzekiem ptodu zakazenie zostato
stwierdzone jedynie metodami molekularnymi. Wsréd
kobiet, ktére poronity, wykryto anty-B19V IgG (ok. 43%)
badz IgM i IgG (ok. 57%). U tych pacjentek badanie me-
toda real-time PCR potwierdzito obecnos¢ wirusa w su-
rowicy. Poziom wiremii DNA B19V wskazat, czy mamy
do czynienia z zakazeniem przewlektym. Mozliwos¢ mo-
nitorowania DNA-emii oraz ocena jej ograniczenia w cza-
sie u kobiet po poronieniu moga by¢ pomocne w podje-
ciu decyzji o kolejnej ciazy.

Obserwacje dotyczace diagnostyki B19V u ptodéw i dzie-
ci urodzonych z infekcja B19V wskazuja, iz metody sero-
logiczne nie sg wystarczajace do potwierdzenia przenie-
sienia zakazenia w tej grupie oséb (Rycina 6). Badanie
real-time PCR nie tylko umozliwia identyfikacje zakaze-
nia, ale rowniez monitorowanie przebiegu infekgcji u pto-
dow i dzieci.

Rycina 6. Markery serologiczne u ptodéw i dzieci urodzo-
nych z DNA B19V (+) (wyniki — IHiT 2014)

Plody Dzieci zywo urodzone
- n=95
100 n=10 100
80 80
60%
50% 509
et i - 60 1 40n
40 40
20 1 I 0% 0% I 20 . 0% 0% I
0 +— L E— R — 0 - —T T T — —
IgM(-)  1gM(+} IgM(+) IgM(-) 1gM(-)  IgM{+) 1gM(+)  1gM(-)
IgG(-)  1g6(-) IgG(+} IgG(+) IgG(-)  1gG() 1gG(+) IgG(+)

*Srednia wiremia DNA B19V - 102 IU/ml (w obu grupach)
* $rednia wiremia DNA B19V:

102 IU/ml (bez anty-B19V); 10% IU/ml (IgG+)

Wobec poczynionych obserwacji, majac na wzgledzie ry-
zyko wystapienia powiktan u kobiet w cigzy w przebiegu
zakazenia parvowirusem B19 (m.in. poronienie, nieim-
munologiczny obrzek, niedokrwistos¢ ptodu i noworod-
ka), w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii stosuje sie
ponizszy algorytm postepowania diagnostycznego u ko-
biet w cigzy (Rycina 7).

Rycina 7. Algorytm postepowania u kobiet ciezarnych
z podejrzeniem zakazenia parvowirusem B19 (IHiT 2014)

R

1. Badanie markeréw serologicznych ]

/[, .

1gM (-) IgM (+) 1gM (+) 1gM (-)
18G (-) 18G () 18G (+) 18G (+)
! L 3 L 3 L
Brak infekcji lub Potwierdzenie Wykluczenie
okienko serologiczne aktualnej infekji aktualnej infekgji
3 L 3 3
[ 1l. Badanie real-time PCR DNA B19V

3 L 2
DNA DNA
[ B19V(-) ] [B19V(+)]
3 3
[ Brak aktualnej] [ Aktualna ]

infekcji B19V infekcja B19V
Diagnostyka zakazenia parvowirusem B19 u kobiet w cia-
zy winna faczy¢ badania serologiczne i molekularne.
W sytuacji, kiedy przeciwciata anty-B19V nie sa wykrywa-
ne w surowicy kobiety ciezarnej, jedynym instrumentem
diagnostycznym potwierdzajacym infekcje moze by¢ ba-
danie molekularne. Ma to szczegdlne znaczenie u kobiet
krétko po ekspozycji na zakazenie, w okienku serologicz-
nym. Wydaje sig, ze badanie przeciwciat anty-B19V jest
sens wykonac nie wczesniej niz 2 tygodnie po kontakcie
z 0sobg zakazong, np. z rumieniem zakaznym.
W przypadku wykrycia przeciwciat anty-B19V klasy IgM
badz jednoczesnie IgM i IgG, badanie real-time PCR po-
zwoli na potwierdzenie lub wykluczenie aktualnej infek-
¢ji i pomoze w dalszym postepowaniu terapeutycznym.
Wobec wykrytych przeciwciat anty-B19V klasy IgG u ko-
biety ciezarnej jedynie badanie molekularne wyklucza
aktualng infekcje. W przypadku potwierdzenia obecno-
$ci DNA B19V, badanie ilosciowe wskazuje, czy mamy
do czynienia z zakazeniem przewlektym.
Postepowanie diagnostyczne u ptodéw z podejrzeniem
zakazenia parvowirusem B19 powinno opierac sie na ba-
daniu real-time PCR. Ze wzgledu na niedojrzato$¢ uktadu
immunologicznego u ptodu, a co za tym idzie brak pro-
dukgji przeciwciat neutralizujgcych, diagnostyka B19V
opierajaca sie na badaniach serologicznych moze nie po-
twierdzi¢ przeniesienia infekcji od matki do dziecka.
W sytuacji wystapienia powiktan u ptodu, monitorowa-
nie DNA-emii B19V moze by¢ pomocne w podjeciu decy-
zZji 0 postepowaniu ograniczajagcym zakazenie (podanie
transfuzji doptodowej czy immunoglobulin).
» Znaczenie badan DNA B19V u os6b z obnizona

odpornoscia

Osoby z niedoborem odpornosci znajduja sie w gru-
pie szczegdlnie narazonej na wystapienie powiktan
w wyniku infekcji de novo badz reaktywacji przebytego
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Biologia molekularna. Znaczenie badan molekularnych w diagnostyce zakazen parvowirusem B19

zakazenia parvowirusem B19. Stad wazny jest wybér od-
powiednich metod w celu prawidtowej diagnostyki in-
fekcji tym patogenem.

Diagnostyka metodami biologii molekularnej odgrywa
wazng role w identyfikacji zakazenia B19V u 0sdb z nie-
doborem odpornosci. U tych pacjentédw na skutek lecze-

¢ji B19V u o0séb z zaburzonym ukfadem immunologicz-
nym. U tych pacjentéw czesto utrzymujacemu sie zaka-
zeniu towarzysza ostre objawy kliniczne. Obecno$¢ DNA
B19V w surowicy obserwowano nawet przez 58 miesiecy.
Tabela 5. Przebieg zakazenia u pacjentéw z obnizong od-
pornoscia, u ktérych przebadano wiecej niz jedna prébke

nia immunosupresyjnego czy chemioterapii dochodzi  (wyniki - IHIT 2013)
do ostabienia przeciwwirusowej odpowiedzi immuno- T =
. . . .. arkery gzenie
Ioglcznejntypu humoralnego i \,N.konsekwencn do braku R s il o fras ONA B19Y
produkgji przeciwciat odpornosciowych. Lp. obserwadji (1U/mi)
Przeanalizowano markery zakazenia parvowirusem B19 | pacjenta | anty-B19V | DNA
u 76 chorych pochodzacych z klinik hematologicznych IgM, IgG B19V Max. | Min.
i onkologicznych, ktérych prébki skierowano do Instytu- (1U/ml) :
: e 4 1 M(-) G(-) | 9.6x10®° | 8m-cy |9,6x10%(85x10'
tu Hematologii i Transfuzjologii. Wsréd nich byto 54 pa- > MO GO | 1.2x10° | 20mey [12x10°| 0
cjentéw z chorobgml hematologlczr?yml, u ktérych nie 3 M) G() | 1.3x107 | 5mcy | 1.3x107 |1.3x102
stosowano leczenia immunosupresyjnego oraz 22 cho- 2 M) G() | 5,5x10° Tm-c_|5,5x10° |2,5x10°%
rych na immunosupresji (Tabela 4 oraz Rycina 8). 5 M(-) G(-) | 2,9x10% | 13 m-cy [7,5x10'%[1,1x10°
6 M(-) G(-) |1,0x10""| 3m-ce [1,0x10"[96x102
Tabela 4. Charakterystyka markeréw B19V w momencie v M(+) G(-) |6,9x10"| 3m-ce |6,9x10'°)25x10*
identyfikacji zakazenia (wyniki - IHiT 2013) 8 M(+)G(-) |22x10°| 2m-ce |22x10°)55x10*
9 M(+) G(-) | 9.6x107 | 26 m-cy |3.6x107| O
Mark(.ery Liczb'a Srednie stezenie Immunosupresja 10 M(+) G(+) | 4,1x10° 2 m-ce 4.3%10° | 2,3x10°
serologiczne przypadkéw (n) DNA B19V -
(1u/ml) 11 M(+) G(+) | 1,5x10° | 58 m-cy | 1,5x10° [8,3x10!
4 5 4 1
1gM(-) 1gG(-) . 1,46x10" 12 M(+) G(+) | 3,8x10 13 m-cy |4,6x10%(9,2x10
13 M(+) G(+) | 4,6x10° 3m-ce [4,2x10" 0
IgM(+) 19G(-) 3 1,73x10° TAK
IgM(+) 1gG(+) 4 2,69x10™ Stosujac techniki biologii molekularnej w diagnostyce
IgM() 1gG(+) 8 7,72x10° zakazenia B19V u 0s6b z obnizong odpornoscia nalezy
IgM(-) 1gG(-) 6 1,20x10° pamieta¢ o uzywaniu testéw wykrywajacych wszystkie
lgM() 19G() 3 1.06x107 NE poznane genotypy. Zdiagnozowane dotychczas dwa
M) 19600 8 120010° przypadkl zakaz.erna genotypem 2 u o.stob leczonych
a0 1950 - Py immunosupresyjnie w Polsce wskazuja, iz genotyp ten

Rycina 8. Markery serologiczne w dwdch grupach pa-
cjentéw zakazonych B19V (z DNA B19V): (A) - z obnizong
odpornoscig n=22; (B) - z prawidtowg odpornoscig n=54
(wyniki - [HIT 2013)

moze by¢ odpowiedzialny za ostre, objawowe zakazenia
u 0s6b z obnizona odpornoscia (Rycina 9). Obserwowa-
no taki sam przebieg zakazenia, jak w przypadku infekcji
genotypem 1.

% A i B Rycina 9. Przebieg zakazenia genotypem 2 B19V
100 o u dwoch pacjentek leczonych immunosupresyjnie
80 (Grabarczyk P, 2011)
60 60
A o0 50 100 150 200 250
40 40 14
=13
20 | 20 !7 1E+10- LB
=
ol ! m B ! ol B em _ e ==
IgM(-)  IgM(+)  IgM(+)  IgM(-) IGMO)  1gM(+)  IgM(+)  IgM() £ Vo7 Tlo
I9G(-)  IgG(-) IgG(+) 19G(+) Ig6(-)  1gG(-)  1gG(+) IgG(+) S 8
DNA(+) DNA(+) DNA(+) DNA(+) DNA(+) DNA(+) DNA(+) DNA(+) < 1LE+06- g
& 1E+05-
Analiza wynikéw wykazata brak markeréw serologicz- g }'Eig‘s"
nych az u okoto 32% pacjentéw z obnizong odpornoscia S 102
przy réwnoczesnie bardzo wysokiej DNA-emii B19V - 1'E+8(1)- o
, . ;s . 1, -
$rednio 10 IU/ml. Wéréd chorych z prawidtowa odpor- i 5 = o =5 50 50
noscig u blisko 11% réwniez metody serologiczne nie
byly wystarczajace do zdiagnozowania zakazenia. W tym Tygodnie
przypadku badanie real-time PCR pozwolito potwierdzi¢ B 0 10 20 30 40 50 60 70 8 90
obecno$¢ DNA wirusa w surowicy chorych na poziomie
108 IU/ml. 1E+10-
llosciowe badania DNA B19V umozliwiaja monitorowa- g 1E+09-
nie zakazenia, co w przypadku 0séb z niedoborem od- é 1:8?
pornosci ma szczegolne znaczenie. Pozwalajg oceni¢ sku- 2 1'E+06-
tecznos$¢ postepowania przeciwwirusowego (np. zmiana < 1'?8451-
.. " « e [a) ,E+04-
leczenia immunosupresyjnego, podanie immunoglobu- ~ 't o3
lin) oraz czas ograniczania infekcji. Wyniki przedstawione 1,E+02-
. . . . .. 1,E+01-
w Tabeli 5 potwierdzaja wystepowanie przewlektej infek- LE+00-
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Diagnostyka B19V u chorych z obnizong odpornoscia
powinna by¢ oparta przede wszystkim na badaniu DNA
wirusa. Wykryte przypadki genotypu 2 B19V wskazuja
na konieczno$¢ stosowania testow diagnostycznych wy-
krywajacych wszystkie poznane formy polimorficzne (nie
tylko genotyp 1) z podobnga czutoscia.

PODSUMOWANIE

Parvovirus B19 R-gene’

REAL—TIME PCR ) o

69-019/69-019B

ARGENE ©

e CMV e EBV e Adenowirus

* HSV1 * HSV2 o \ZV ¢ HHV6

e HHV7 e HHV8 e Enterowirus * Bordetella pertussis
ZAWARTOSC ZESTAWU: A

Zestaw kompletny [AKGE! 1& ) ;

Standardy ilosciowe lub kontrola pozytywna

Kontrola ekstrakcji / inhibicji

Specyficzny premix do amplifikacji

Kontrola czuto$ci (w przypadku oznaczen ilosciowych)
Kontrola ujemna '

aklualnosc! bioMérieux  \CEZAUE S|



Nowosc¢ w ofercie

RAL STAINER — automatyzacja

procesu barwienia

Diagnostyka gruzlicy stanowi duze wyzwanie dla laborato-
riow mikrobiologicznych. Dtugi czas oczekiwania na wynik
przy zastosowaniu rutynowych metod hodowlanych jest
przyczyna duzej rangi preparatu bezposredniego, wykonywa-
nego z materiatéw pobranych od pacjentéw. Bakterioskopia,
pomimo niezbyt wysokiej czutosci, umozliwia klinicyscie szyb-
kie postawienie wstepnej diagnozy, co jest jej podstawowym
atutem.

Barwienie preparatéw w kierunku pratkéw gruzlicy ulegato
ré6znym modyfikacjom od poczatku wprowadzenia tej metody
diagnostycznej. Zawsze wigzato sie jednak z duzym nakfadem
pracy, koniecznoscia doktadania wysokiej starannosci w trak-
cie procesu barwienia oraz narazeniem na kontakt ze szkodli-
wymi odczynnikami. Rozwigzaniem wiekszosci problemow,
z ktérymi borykaty sie laboratoria pratka gruzlicy w trakcie
barwienia, jest automatyzacja tego etapu diagnostyki.

Firma bioMérieux w porozumieniu z producentem RAL Dia-
gnostics wprowadzita do swojej oferty automatyczny system
do barwienia pratkéw gruzlicy RAL STAINER. Prosty w obstu-
dze, niezawodny aparat, ktéry umozliwia otrzymanie prepara-
tow wybarwionych w sposéb wystandaryzowany i bezpiecz-
ny. Wykorzystuje on metode zanurzeniowa. Zastosowane
rozwiagzanie z obrotowym ramieniem, na ktérym podwiesza-
ne sa uchwyty ze szkietkami, zapobiega kontaktowi czesci me-
chanicznych z odczynnikami. Jednoczesnie do aparatu mozna
wiozy¢ do 20 szkietek. Specjalny filtr neutralizuje szkodliwe
opary i uniemozliwia wydostanie sie ich poza urzadzenie.
Nie ma mozliwosci otwarcia aparatu w trakcie jego dziatania.
Odpady gromadzone sa w potagczonym szczelnie z aparatem
pojemniku. Posiada on czujnik przepetnienia. Dzieki takiej bu-
dowie system jest przyjazny dla srodowiska i bezpieczny dla
operatora.

Wyposazenie RAL Stainera w ekran dotykowy z graficznym
oprogramowaniem sprawia, ze jego obstuga jest bardzo pro-
sta i nie wymaga dtugiego wdrazania. Elastyczny program
pozwala na zastosowanie réznych metod barwienia, wpro-
wadzanie wtasnych modyfikacji protokotéw oraz zarzadzanie
uzytkownikami za pomoca haset dostepu.

Dostepne sg odczynniki do barwienia dwoma metodami:
zauraming i Ziehl-Neelsena na zimno.

RAL Stainer FLUO-RAL nr kat. 414193
RAL Stainer Cold ZN nr kat. 414194

W barwieniu z auraming jako odczynnik kontrastowy zasto-
sowano czerwien tiazynowa. Powoduje to powstanie gtebo-
kiego kontrastu i utatwia interpretacje preparatéw - swiecace
z6ttozielone pratki na czerwonym tle.

Latwiejsze jest réwniez ustawienie i utrzymanie ostrosci ob-
razu podczas ogladania preparatu w mikroskopie fluorescen-
cyjnym lub LED.

Odczynniki sg wstawiane do stacji barwienia aparatu, bezpo-
Srednio w oryginalnych pojemnikach, co utatwia zachowanie
odpowiedniej jakosci oraz ogranicza do minimum kontakt
ze szkodliwymi zwigzkami. Na etykietach pojemnikéw znaj-
duja sie specjalne czipy RFID, ktére maja zakodowany rodzaj
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dr n. med. Alicja Rusinek
bioMérieux Polska Sp. z o.o.
Warszawa

odczynnika, termin jego przydatnosci, a po zeskanowaniu,
w aparacie umozliwiajg pojawienie sie informacji o czasie
wstawienia odczynnika do aparatu i zarzadzanie jego trwato-
$cig,na poktadzie” Unikalny opatentowany roztwor utrwalaja-
cy wzmacnia efekt utrwalania termicznego i ponad to przygo-
towuje sciane komorkowa pratkéw do barwienia. Zapobiega
to krzyzowemu zanieczyszczeniu.

RAL Stainer moze stanowic uzupetnienie wyposazenia labora-
toriéw prowadzacych diagnostyke w kierunku gruzlicy. Dzieki
zastosowaniu unikalnych rozwigzan zapewnia zautomatyzo-
wanie kolejnego etapu diagnostyki przyczyniajac sie do stan-
daryzacji i podniesienia powtarzalnosci oraz wiarygodnosci
wyniku.

Dla laboratoriéw wykonujacych pojedyncze barwienia w cia-
gu dnia nadal bardziej ekonomiczne bedzie manualne bar-
wienie pratkdow gruzlicy. W ofercie bioMérieux znajduja sie
wiec specjalne odczynniki, ktore daja taka mozliwos¢.

PREVI Fluo TB nr kat. 411010

Kompletny zestaw odczynnikéw do barwienia pratkdw kwa-
soodpornych z zastosowaniem auraminy. W sktad zestawu
PREVI Fluo TB wchodza wszystkie odczynniki potrzebne
do zabarwienia preparatu. Po utrwaleniu termicznym pre-
paraty mozna wybarwi¢ zaréwno metoda zanurzeniowa, jak
i poprzez nanoszenie odczynnikéw na szkietka.

Dzieki zastosowaniu czerwonego tta, zabarwione na zielono-
z06tto, Swiecace pratki sg bardzo dobrze widoczne.

Odczynniki do barwienia metoda Ziehl Neelsena na zimno:
Roztwér Kinyoun nr kat. 55521,
Roztwér Gabbet nrkat. 55531.

Fuksyna zasadowa, wchodzaca w skfad roztworu Kinyoun,
barwi wszystkie bakterie, co jest wzmacniane przez obecnos¢
fenolu. Roztwdr Gabbet zawiera kwas siarkowy dziatajacy jako
odbarwiacz i btekit metylenowy — odczynnik kontrastowy wy-
barwiajacy tto. Pratki charakteryzujg sie odpornoscia na od-
barwianie, dlatego w preparacie maja kolor czerwony, a tto

niebieski. ‘7 -




Nowe informacje na stronie www.biomerieux.pl

(www.biomerieux.pl

il

—

Nowe informacje na stronie internetowe;j
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Na stronié internetowej www.biomerieux.pl pojawito sie
kilka nowych informacji. Najwazniejszg z nich jest uru-
chomienie Klubu Rzadkich Organizméw (ROC - Rare Or-
ganism Club).

Klub Rzadkich Organizméw to baza, ktéra zostata
stworzona w celu sledzenia wykrywania nietypowych
i rzadkich drobnoustrojéw w butelkach BacT/ALERT.
W bazie Klubu Rzadkich Organizméw dostepne s3a in-
formacje o rodzajach podtozy oraz czasach detekgcji
charakterystycznych dla tych izolatéw klinicznych. Baza
Klubu Rzadkich Organizméw umozliwia uzyskanie pew-
nosci, ze konkretny mikroorganizm zostat wyizolowany
z probki badanej przy uzyciu podtozy BacT/ALERT. Do-
stepne sg dane dotyczace czasu detekcji pochodzace
z wielu osrodkéw i wielu izolatéw. Informacje o izola-
¢ji rzadkich mikroorganizmoéw trafiaja do bioMérieux
od tych z Panstwa, ktérzy sa uzytkownikami systemu
BacT/ALERT. Zgtoszenia sa catkowicie dobrowolne. Je-
zeli ztozg Panstwo dokumentacje o wykryciu rzadkiego
mikroorganizmu, zostanie on wprowadzony do naszej
bazy danych. Nastepnie panstwa laboratorium otrzyma
certyfikat Klubu Rzadkich Organizmdw wraz z aktualnym
wykazem rzadkich organizméw oraz materiaty szkole-
niowe bioMérieux. Aby zgtosi¢ mikroorganizm, uzyskac
certyfikat oraz liste Klubu Rzadkich Organizméw nalezy
skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem handlo-
wym i poprosi¢ o formularz zgtoszeniowy lub pobrac go
ze strony www.biomerieux.pl. Nastepnie wypetniony for-
mularz nalezy wysta¢ poczta lub e-mailem na wskazany
adres. Szczegdétowe informacje wraz z formularzem do-
stepne s w,CENTRUM UWAGI".

Wazna wiadomoscia dostepng w sekcji ,CENTRUM UWA-
Gl"jest informacja na temat diagnostyki boreliozy z Lyme.
Zaprezentowane sg testy VIDAS Lyme IgG i IgM. Umozli-
wiajag one okreslenie statusu serologicznego pacjenta
i prowadzenie diagnostyki réznicowej boreliozy (wywo-
tywanej przez szczepy Borrelia — sensu stricto, afzelii, ga-
rinii) w zaledwie 27 minut.

W zaktadce ,Z ostatniej chwili” dostepne sg informacje
na temat nowego podtoza chromogennego do badan
przesiewowych w kierunku Staphylococcus aureus opor-
nego na meticyline (MRSA) - chromID MRSA SMART.
Jest to kolejna wersja podtoza do badan przesiewowych
w kierunku MRSA wprowadzona do oferty bioMérieux.
Nowy, zmieniony sktad podtoza, umozliwia uzyskanie
wiarygodnego wyniku dodatniego juz po 18 godzinach
inkubacji. MRSA rosnie w postaci rézowych do czerwo-
nych kolonii. Dotyczy to réwniez szczepdw S.aureus wy-
kazujacych heterogenny typ opornosci na meticyline, jak
i opornos¢ uwarunkowang genem mecC.

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

Specjalna mieszanina wybiércza hamuje wzrost flory
towarzyszacej, nieistotnej z punktu widzenia badania
przesiewowego w kierunku MRSA, co ogranicza liczbe
wynikow fatszywie dodatnich. Dla uzyskania wyniku
ujemnego wystarczy jednorazowy odczyt, bez koniecz-
nosci przedtuzania inkubacji. Materiatem do badan
moze by¢ wymaz np. z nosa, gardfa, ale réwniez wymazy
ze skory, pachwiny, ran.

Kolejna nowos¢ na naszej stronie www. to prezenta-
cja automatycznego aparatu RAL STAINER, ktéry stuzy
do barwienia pratkéw kwasoodpornych. Jest to kompak-
towy, wydajny i elastyczny system, wyposazony w orygi-
nale czipy RFID (radio-frequency identification), ktérych
obecnos¢ eliminuje potencjalne btedy.

Od niedawna w naszej ofercie dostepny jest aparat Previ
Color Gram V2. Jest to nowa wersja aparatu do barwie-
nia metoda Grama. Umozliwia on w petni automatyczne
wybarwienie preparatow od utrwalenia do wysuszenia.
Oproécz zmian waloréw estetycznych zwigzanych z na-
daniem urzadzeniu nowoczesnej linii, wyposazono je
w graficzne oprogramowanie z ekranem dotykowym
i czytnik kodéw kreskowych dla prowadzenia nadzoru
odczynnikéw i preparatéw. PREVI Color Gram ogranicza
prace manualng i zmniejsza prawdopodobienstwo po-
petnienia btedu, dajac mozliwos¢ uzyskania preparatu
barwionego metoda Grama w sposéb wystandaryzowa-
ny i bezpieczny.

Na stronie gtébwnej w zakfadce ,Kongresy” umieszczona
jest aktualna lista kongreséw i konferencji, w ktérych fir-
ma bioMérieux bedzie bra¢ udziat.

W nadchodzacych tygodniach bedziemy uczestniczyc

w nastepujacych wydarzeniach:

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

«  Ogolnopolskiej Konferencji Naukowo-Szkoleniowej
PTDL oddziatéw: Opole, Szczecin, Wroctaw ,Nowe
mozliwosci, nowe horyzonty diagnostyczne w Opie-
ce Zdrowotnej — Laboratorium 2014”. Konferencja
odbedzie sie w dniach 13 - 14 czerwca 2014 roku
w Szklarskiej Porebie.

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