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Zadania i cele diagnostyki mikrobiologicznej

Minal poélmetek
wakacji i lata goracego.
Przed nami wrzesien,
kolejny rok szkolny;
miesiac konferencji i
Zjazdow Naukowych,
takze dla Diagnostow.
Bo, oto, przed nami
Zjazd Mikrobiologow
w Szczecinie. Stad tez i
biezacy numer naszej
Gazety Diagnostow, juz
17, jest glownie o
diagnostyce mikrobiologicznej, tej Krolowej
wsrod prob dotarcia do przyczyn choroby i
spraw ratowania zycia. Poszczeg6lne artykuty,
uwazam, ze bardzo aktualne, beda odpowiedzia
na oczekiwania odbiorcow Gazety. W tg
tematyke wpisuje si¢ polskie tlumaczenie
znakomitego opracowania, wrgcz podrgeznika,
autorow W.G.Gudera, S. Narayanana, H.
Wissera 1 B. Zawty “Samples: From the Patient
to the Laboratory”. Bedzie moim zamiarem, by
kazde laboratorium otrzymato tg pozycjg,
wydana staraniem Izby i Wspotwydawcow. Ta
publikacja bedzie, bardzo wazna w pot roku
przed wprowadzeniem obligatoryjnie
standardow jakosci do MLD. Z tejze tez
przyczyny, tj. wydania tej pozycji, dotarcia do
niej, dzigki zyczliwos$ci S$rodowiska
wroctawskiego, w Il potowie pazdziernika chcg
zorganizowa¢ konferencje na temat “Czynniki
przedanalityczne w  badaniach
laboratoryjnych”

Informacje szczegdétowe podawaé bgdziemy na
stronie internetowej KIDL. Z zapowiedzia
kolejnej publikacji, bardzo fundamentalnej dla
$wiadczen medycznych, ktora chciatbym sig
podzieli¢ z Panstwem, wiaze si¢ nowa edycja na
rynku amerykanskim z 2007 r.- “Evidence Based
Laboratory Medicine” - autoré6w: Christophera
P .Price’a i Roberta H. Christensona. EBM - to
naukowe podstawy badan laboratoryjnych
stanowi¢ begda o wszystkich procedurach
postgpowania medycznego w przypadku
choroby i utrzymania zdrowia oraz wydtuzenia
sprawnos$ci 1 zycia czlowieka. Zamierzeniem
KIDL i takze zadaniem moim jest dostarczenie
Panstwu- praktykom diagnostyki laboratoryjnej
-oryginalnych i nowoczesnych opracowan
przede wszystkim z dziedziny diagnostyki
laboratoryjnej, obok takze waznych spraw
zwiazanych z regulacja prawna i postgpowania
medycznego, ktorych dotyka w swym dziataniu
Diagnosta Laboratoryjny.

Zawod, ktorego wyboru dokonaliSmy przy
wyborze studiow i cztonkostwie w korporacji
wspolczesnie staje si¢ tak wazny, ze nie sposob
jest mowi¢ o dziataniach medycznych i pracy
zespolow medycznych przychodni, szpitali,
klinik bez udzialu Medycznego Laboratorium
Diagnostycznego. Ten trend i dazenie wymogi i
standard staja si¢ powinno$cia i prawem w

Pélmetek wakacji

Europie i Swiecie w postgpowaniu medycznym
Wydawato sig¢ niektorym wczoraj, Ze nie bylis’my,
ze nie bedziemy potrzebni, a dzi$ okazato sig, ze i
wczoraj i dzi$ a jutro bedziemy, jeszcze bardziej
niezbedni. Tyle od Redakcji, ode mnie dla
diagnostow posrod lata z zyczeniami
i pozdrowieniami.

Prezes KRDL
Henryk Owczarek

ZADANIA I CELE DIAGNOSTYKI
MIKROBIOLOGICZNEJ
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Akademia Medyczna
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Wprowadzenie

Diagnostyka laboratoryjna ma $cisty zwiazek z
daznoscia ludzkiego umystu do poznawania
nowych nieznanych zjawisk. Dazno$¢ ta ma
oczywiscie takze miejsce w obszarze poznawania
ludzkiego organizmu i mechanizméw nim
kierujacych zaréwno w zdrowiu jak i chorobie.
Odnosnie chorob infekcyjnych niezwykle waznym
jest poznanie mechanizmoéow kierujacych zyciem
czynnika etiologicznego wywotujacego chorobg to
jestbakterii, wirusa grzyba czy pierwotniaka.
Zapoczatkowana przez A. van Leeuwenhoek'a,
Cohna, Kocha era odkrywania drobnoustrojow,
badania ich wiasciwosci, relacji z organizmem
ludzkim jako miejscem ich pobytu nadal trwa.
Wykrywane sa nowe zarazki, odkrywaja si¢ nowe
obszary badan.

Pojawiaja si¢ nowe czynniki etiologiczne choréb
infekcyjnych jak:

e Drobnoustroje oportunistyczne
(Staphylococcus epidermidis, Enteropatogenne
pateczki Escherichia coli)

e  Drobnoustroje ze Srodowiska

(Legionella, Stenotrophomonas)

e  Drobnoustroje zmienione
genetycznie (wirus grypy)

e Szczepy o nieznanych dotychczas
cechach chorobotwérczych (PVL,
Staph.aureus)

e Wzrastajaca opornoS¢ na
chemioterapeutyki i antybiotyki i
nowe jej mechanizmy.

W historii mikrobiologii wyznaczy¢ mozna wazne
momenty wplywajace na jej rozwdj i zmiang
postgpowania badawczego, diagnostycznego i
leczniczego w chorobach infekcyjnych, byty to:
a/ konstrukcja mikroskopow najpierw $wietlnych
pozniej elektronowych, konfokalnych i innych,
b/wykrycie antybiotykow i rozwdj nauki o terapii
zakazen, e¢/wprowadzenie technik molekularnych
wraz z tym nowe spojrzenie na mikro
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Corynebacterium diphtheriaé '
wciaz Grozne

Chloniaki zlosliwe
( Lymphoma malignum)
aktualna klasyfikacja i

charakterystyka diagnostyczna

wybranych postaci
chloniakéw, waznych w
praktyce diagnosty
laboratoryjnego

Metoda PCR w czasie

rzeczywistym (real- time PCR)

wyzwania i perspektywy.

Apel do P..T. Diagnostow 18
Laboratoryjnych

Diagnostyka grzybow

Ocena biocenozy pochwy, 21-24
stopnie czystosci pochwy.
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i makroorganizm, d/ rozw6j immunologii i wprowadzenie
szczepionek.

Uzyskana wiedza w zakresie charakteru drobnoustroju i ich relacji z
organizmem zakazonym ma przeniesienie na plaszczyzng
praktyczna, a wigc diagnozowanie i leczenie choréb infekcyjnych.

Zadania laboratorium mikrobiologicznego

Zasadniczo diagnostyka mikrobiologiczna polega na izolacji i
identyfikacji zarazka oraz ustaleniu jego wrazliwosci, a czgsto
okresleniu cech chorobotwoérczych. Dla konkretnego pacjenta ten
schemat zapewnia ustalenie przyczyny choroby oraz sposobu jej
leczenia. Diagnostyka mikrobiologiczna ma takze szerszy wymiar.
Gromadzona i analizowana wiedza o drobnoustrojach w §rodowisku
szpitalnym lub pozaszpitalnym pozwala kontrolowac sytuacje
epidemiologiczna, prowadzi¢ racjonalng polityke antybiotykowa,
wplywaé na programy szczepien, a w szpitalach jest podstawa
dziatania Komitetow Kontroli Zakazen Szpitalnych. Pracownia
mikrobiologiczna rysuje obraz epidemiologiczny szpitala, a wiec
wskazuje zaréwno rezerwuary drobnoustrojow - Srodowisko
naturalne (woda, powietrze), personel szpitala, wspolpacjenci, a
takze zrodta zakazen, ktorymi sa chorzy ludzie (pacjenci, personel
szpitala), nosiciele (zdrowi, rekonwalescenci, skazone produkty
spozywcze).

Aby diagnostyka mikrobiologiczna byta prawidlowo wykonywana
laboratorium musi odpowiada¢ podstawowym wymaganiom:
odpowiednia kwalifikacja personelu, dostateczna liczba
pomieszczen i prawidlowa architektura pracowni, standaryzacja
badan, opracowane procedury, wewngtrzna i zewngtrzna kontrola
jakosci badan  wprowadzony system jakosci, certyfikacja lub
akredytacja.

Przebieg badania mikrobiologicznego

Na pelne badanie mikrobiologiczne sktada sig:
Decyzja o doborze probki

Pobranie materiatu

Wypehienie skierowania
Przechowywanie i transport probki
Wykonanie badania

a. Izolacja drobnoustroju

b. Identyfikacja drobnoustroju poprzez
oznaczenie drobnoustrojow co najmniej do
poziomu gatunku na podstawie: cech
fenotypowych, cech genotypowych (w razie
trudnosci z identyfikacja szczepu metabolizmu
specyfiki antygenowej)

c.  Oznaczenie wrazliwosci na antybiotyki,
oznaczenie mechanizmu oporno$ci, oznaczanie
minimalnych stezen hamujacych (MIC)

6. Interpretacja wyniku
7. Konsultacja dotyczaca antybiotykoterapii

T S

Oznaczanie MIC zalecane w cigzkich zakazeniach, w sytuacji
wystgpowania wieloopornych szczepow, W zmianach lekoopornosci
szczepOw moze by¢ podstawa wyboru terapii na zasadzie oceny
ilorazu wartoéci breakpoint / MIC jako najprostszego indeksu
PK/PD. Ponadto oznaczanie MIC pozwala prognozowacd
skutecznos¢ terapii czyli odpowiedz kliniczna.

Badanie mikrobiologiczne moze by¢ badaniem konwencjonalnym to
znaczy wyhodowanie drobnoustroju. Skladowe badania to
wykonanie preparatu bezposredniego z materialu, posiew hodowla
drobnoustroju, identyfikacja, oznaczanie opornosci i mechanizmow
0Opornosci.

Badanie konwencjonalne jest na ogét diugie zalezne od czasu
wzrostu drobnoustroju. Wazne jest aby laboratorium dysponowato
testami, podlozami i sprzgtem przyspieszajacym wydanie wyniku.
Najprostsza metoda przyspieszajaca wstgpne rozpoznanie zarazka
jest preparat bezposredni z hodowli. Dla przyspieszenia wzrostu i
identyfikacji szczepdw przydatne sa podloza roznicujace i wybiorcze
jak Chrom ID MRSA, Chrom ID Strepto B, Candida ID2.
Zastosowanie testow komercyjnych dla oznaczania cech
fenotypowych to takze metoda skrocenia czasu badania. Bardzo
cenne w diagnostyce sa E-testy dla oznaczania MIC dla szczepow z
hodowli, a takze E-testy przystosowane do badania wrazliwos$ci
szczepu bezposrednio z materiatow od chorego.

Automatyczne, monitorujace systemy hodowli do posiewow krwi,
ptynow ustrojowych, materialow w kierunku pratkow (BACTEC,
BactAlert) wydatnie skracaja czas hodowli i poprawiaja wyniki.
Automatyzacja identyfikacji bakterii i oznaczania opornosci
(VITEK, PHENIX) obok przyspieszenia badania unifikuje wyniki.
Zastosowanie systemu informatycznego to zestaw korzysci dla
rejestrowania badania i tworzenia bazy danych.

Szybkie badanie mikrobiologiczne bez wyhodowania czynnika

etiologicznego moze polegac¢ na:

1. Wykrywaniu antygenu i wykrywaniu przeciwcial w surowicy
chorego, stuza temu metody aglutynacyjne,
immunoenzymatyczne, immunofluorescencyjne

2. Wykrywanie produktéw metabolizmu lub sktadowych $ciany
komorkowej

3. Wykrywanie kwasoéw nukleinowych, oznaczanie
specyficznego genu stuzy¢ moze do identyfikacji szczepu, a
takze oznaczeniu opornosci. Techniki, ktore znalazly
zastosowanie w badaniach molekularnych to sondy DNA, PCR
(RT-PCR), LTR, bDNA, sekwencjonowanie, ogniskowanie
izoelektryczne.

Nowoczesne metody genetyczne sa takze wykorzystywane w
dochodzeniach epidemiologicznych, ktérych podstawa jest
poréwnywanie odcinkow kwasow nukleinowych i okre$lanie
pokrewienstw drobnoustrojow. Najbardziej popularnymi
metodami to badanie polimorfizmu dlugosci fragmentow
restrykcyjnych (RFLP)ijej odmiana elektroforeza w zmiennym
polu elektrycznym (PFGE), metoda losowej amplifikacji
polimorficznych fragmentéow DNA (RAPD), MLST,
sekwencjonowanie kw. nukleinowych, metoda micro-chipow.
Technologia mikromacierzy DNA wraz z pozyskiwaniem
petnych sekwencji genomdéw poszczegdlnych gatunkow
bakterii znajduje coraz szersze zastosowanie w roznych
dziatach mikrobiologii. Z klinicznego punktu widzenia
mikromacierze maja zastosowanie do:

e  Okre$lenia i wykrywania czynnikow wirulencji
patogendw,

e Badania profilu ekspresji gendéw bakteryjnych pod
wplywem antybiotykdw, inhibitorow czy substancji
toksycznych

e Badania odpowiedzi immunologicznej gospodarza na
patogen

e  Badania ekspresji genow bakteryjnych i ekspresji genow
komorki eukariotycznej w czasie infekcji.

e Dla oceny znaczenia i wykorzystania diagnostyki
mikrobiologicznej w lecznictwie wazne jest obok poziomu
laboratoriow 1 jakosci wykonywanych badan ilo$¢
wykonywanych badan diagnostycznych w stosunku do
zachorowan i potrzeb epidemiologicznych.

Diagnostyka mikrobiologiczna w Polsce

Analiza dostgpnych danych uzyskiwanych przez Zespot
Specjalistow, z programu OPTY prowadzonego przez Zaktad
Profilaktyki Zakazen Szpitalnych NIL, a takze czynnej rejestracji
zakazen szpitalnych prowadzonej przez Towarzystwo Zakazen
Szpitalnych wskazuje, ze liczba wykonywanych badan
mikrobiologicznych w Polsce jest 3-5 razy mniejsza niz w takich
krajach Europy jak Holandia, Niemcy. Z analiz przygotowanych
przez sie¢ EARSS wynika, ze najwigksze réznice notuje si¢ w
przypadku posiewow krwi, ktorych liczba w Polsce jest 5-6 krotnie
nizsza niz np. w Szwecji.Liczba badan mikrobiologicznych nie moze
by¢ standaryzowana, chociaz Swiatowa Organizacja Zdrowia
probowata ustali¢ taki standard i zaproponowala jako norme
przyjgcie 25 badan /t6zko /rok. Duze zréznicowanie zakazen, réozny
przebieg infekcji, roznie zorganizowane oddzialy szpitalne generuja
zrdznicowana liczbg badanych probek. Wydaje sig, ze wprowadzenie
prawidlowych procedur, w diagnozowaniu i leczeniu chorob
infekcyjnych lub w podejrzanych o infekcyjne, 1 przestrzeganie tych
procedur wyznaczy wykonywanie potrzebnej liczby
mikrobiologicznych badan diagnostycznych.
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Corynebacterium diphtheriae wciaz grozne

Wazne jest takze aby Narodowy Fundusz Zdrowia kontrolowat
przestrzeganie procedur odno$nie diagnostyki i aby byty one
refundowane. Bardzo niepokojacym zjawiskiem w Polsce jest
spadek, siggajacy nawet 50%, liczby diagnostycznych badan
mikrobiologicznych w ostatnich trzech latach. Zjawisko to
thumaczone jest brakiem pienigdzy w Stuzbie Zdrowia lub brakiem
dostgpu do laboratorium. Drugim szkodliwym kierunkiem dla
mikrobiologii klinicznej] jest wyprzedawanie przez szpitale
laboratoriéw, laboratoria te dziataja niezaleznie, ,,na odlegtos¢”, z
nastawieniem merkantylnym i cz¢sto nie spetniajacych zasad dobre;j
diagnostyki 1 nie wspolpracuja z Komitetami Kontroli Zakazen
Szpitalnych.Sytuacja taka prowadzi do bigdnej, niepotrzebnej
antybiotykoterapii, wzrostu liczby szczepoéw wieloopornych,
szczepOw opornych o specyficznych cechach chorobotworezych (CI
difficile, PVL, Staph. aureus, oporne na penicyling pneumokoki).
Zdrowiu spoteczenstwa zagrazaja infekcje niebezpiecznymi
wirusami, nowymi gatunkami grzybow, pasozytami w Polsce
nieznanymi (efekt przemieszczania si¢ ludzi). Waznym problemem
jest konieczno$¢ realizacji zalozen powstalego Europejskiego
Centrum Kontroli Zakazen ECDC, ktérego celem jest wprowadzenie
w panstwach Unii nadzoru epidemiologicznego opartego o sie¢
laboratoriéw referencyjnych i prawidtowo rozwinigtej mikrobiologii
kliniczne;j.

Nadzorem epidemiologicznym w Polsce zajmuje si¢ Glowny
Inspektorat Sanitarny, czg¢Sciowo Panstwowy Instytut Zdrowia
Publicznego. Osrodkiem referencyjnym skupiajacym diagnostyke i
rejestracj¢ zakazen inwazyjnych wywotanych N.meningitidis,
Strpneumonuae, H.influenzae jest Zaktad Mikrobiologii linicznej i
Epidemiologii Panstwowego Instytutu Lekéw. Osrodek ten prowadzi
takze programy badan i rejestracji opornosci wybranych grup
szczepéw na antybiotyki. Rejestracja zakazen chorobotworczych
drobnoustrojow 1 opornosci, aby byla rzetelna musi opiera¢ si¢ na
dobrze zorganizowanej i wykonywanej diagnostyce
mikrobiologicznej. Aby to zapewnié, w Polsce, nalezy rozbudowaé
sie¢ duzych wieloprofilowych laboratoriow np. wojewodzkich oraz
ustanowi¢ wystarczajaca liczbg¢ Laboratoriow referencyjnych z
pracowniami o najwyzszym poziomie bezpieczenstwa (Biohazard
V).
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Corynebacterium diphtheriae maczugowiec blonicy jest
Gram dodatnia pateczka, czgsto o maczugowato zgrubiatych

biegunach, uktadajaca si¢ w preparatach mikroskopowych w postaci
pisma klinowego i palisad. Wsrdd szczepow C. diphtheriae wyrdznia
si¢ szczepy toksynotworcze, tj. szczepy wytwarzajace egzotoksyne
btonicza, oraz szczepy nietoksynotworcze. Szczepy toksynotworcze
stanowia czynnik etiologiczny btonicy cigzkiej choroby zakaznej.
Oprocz C. diphtheriae btonicg moga powodowaé rdéwniez
toksynotowrcze szczepy C. ulcerans. Izolowano takze szczepy C.
pseudotuberculosis wytwarzajace egzotoksyn¢ blonicza.
Zachorowania powodowane przez C. ulcerans odnotowano ostatnio
w Wielkiej Brytanii, Francji, Niemczech, Kanadzie, USA i Japonii.
Btonica w znacznej liczbie przypadkow wciaz wystgpuje w krajach
Europy Wschodniej, Azji i niektérych rejonach Afryki, skad
nastgpuja zawleczenia do krajow Europy Zachodniej oraz krajow
skandynawskich.

Corynebacterium diphtheriae jest odpowiedzialny za wywotywanie
ostrej choroby zakaznej, ktorej objawy zalezne sa od wydzielanej
egzotoksyny i wywolanych przez nig zmian w mig$niu sercowym i
uktadzie nerwowym oraz martwiczych zmian miejscowych. Oprocz
podstawowej postaci, ktora jest btonica gornych drog oddechowych
tj. gardta i krtani moze takze wystapi¢ btonica nosa, skory, oka, ucha,
pepka oraz narzadow piciowych.

Nietoksynotworcze szczepy C. diphtheriae moga
wywotywaé zapalenie gardla. Jednakze w ostatnich latach coraz
czgsciej odnotowywane sa takze i w naszym kraju zakazenia
inwazyjne wywolane przez tego typu szczepy C. diphtheriae.

Monitorowaniem zakazen wywotywanych przez
toksynotworcze i nietoksynotworcze szczepy C. diphtheriae i C.
ulcerans na terenie Europy zajmuje si¢ utworzona w 2006 roku sie¢
DIPNET (Diphtheria Surveillance Network), w ktorej sktad wchodza
przedstawiciele wszystkich krajow nalezacych do Unii Europejskiej
oraz kraje z nimi zwiazane, w szczegdlnoSci panstwa byltego
Zwiazku Radzieckiego. Polske reprezentuje w tej sieci Narodowy
Instytut Zdrowia Publicznego- Panstwowy Zaktad Higieny.

Diagnostyka  zakaZen wywotanych przez C.
Diphtheriae

Laboratoryjna diagnostyka zakazen wywotanych przez
C. diphtheriae opiera si¢ na stwierdzeniu obecnos$ci tych
drobnoustrojéw w preparatach bezposrednich i/lub wyhodowanych
na odpowiednich podlozach namnazajacych i wybidrczo -
réznicujacych oraz na wykazaniu ich toksynotwoérczosci.
Materialem do badan od ludzi chorych sa: naloty z migdatkow,
podniebienia, wydzielina z chorobowo zmienionych $luzéwek
gardzieli i nosa, wydzielina z owrzodzen spojowek oka, przewodow
usznych, ran itp.

Warto$¢ diagnostyczna preparatdow bezposrednich
barwionych metoda Grama, Neissera i Giemzy jest ograniczona ze
wzgledu na zmienno$¢ morfologii maczugowca i wystgpowanie
nietypowych morfologicznie cech tego drobnoustroju. Do posiewu
badanego materiatu i hodowli maczugowcdw blonicy najczesciej
stosowanymi podtozami sa: podloze namnazajace agar Columbia z
krwia lub rzadziej, ze wzgledu na trudna dostgpnos¢, podioze
Loefflera oraz podtoza wybidrczo-roznicujace takie jak agar
tellurynowy z krwia (podloze Hoyle'a lub podtoze Clauberga) oraz
agar Tinsdale'a (rowniez zawierajacy telluryn potasu). Dodatek
tellurynu potasu w podtozu hamuje wzrost flory towarzyszacej w
przypadku materialéw pochodzacych z miejsc normalnie
niejalowych. Podloza Hoyle'a i Clauberga pozwalaja na
zaobserwowanie r6znic w morfologii kolonii zwiazanej z biotypem
szczepu C. diphtheriae. Natomiast podloze Tinsdale'a
wykorzystywane jest do wykrywania cystynazy. Szczepy
Corynebacterium nalezace do gatunkéw potencjalnie
toksynotwoérczych (C. diphtheriae, C. ulcerans i C.
pseudotuberculosis) wytwarzaja ten enzym. Rosna w postaci
brazowoczarnych kolonii otoczonych brazowym halo.

Zaleca sig, aby pobrany do badan material byt
posiewany rownolegle na agar Columbia z krwia, agar tellurynowy
oraz agar Tinsdale'a. Hodowle inkubuje si¢ w warunkach tlenowych
w temperaturze 37°C- posiewy na podtozu Columbia z krwia przez
18-24 h, posiewy na podtozach wybidrczo-réznicujacych przez 24 -
48 h. Podejrzane kolonie przesiewa si¢ na wszystkie trzy podloza, a
po namnozeniu wykonuje testy biochemiczne umozliwiajace
identyfikacj¢ do gatunku.

Podstawowy zestaw testow biochemicznych
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umozliwiajacych identyfikacjg potencjalnie patogennych szczepow
Corynebacterium sp. obejmuje:

- wytwarzanie cystynazy, pyrazynamidazy, ureazy i katalazy

- fermentacj¢ glukozy, maltozy, sacharozy i skrobii

-redukcjg azotanow

Na polskim rynku dostgpne sa réznego rodzaju testy komercyjne
przeznaczone do identyfikacji drobnoustrojow z rodzaju
Corynebacterium. Pelng identyfikacj¢ do gatunku zapewniaja testy
ApiCoryne oraz niektore automatyczne zestawy firmy BioMerieux.
Do badan skriningowych maja zastosowanie testy Coryne-ID firmy
MAST Diagnostica. Zestaw zawiera trzy testy biochemiczne
pozwalajace na wykrycie cystynazy, pyrazynamidazy i ureazy, co
pozwala stwierdzi¢ czy badany szczep Corynebacterium sp. nalezy
do gatunku potencjalnie toksynotworczego.

Mozliwe jest rowniez wykorzystanie tabletek
diagnostycznych firmy Rosco Diagnostica. Obecnie dostgpne sa
tabletki umozliwiajace wykrycie pyrazynamidazy, ureazy, redukcji
azotanow oraz fermentacji glukozy, maltozy i sacharozy. Testy firmy
MAST Diagnostica i Rosco Diagnostica umozliwiaja odczyt wyniku
po 4 h inkubacji, przy zastosowaniu odpowiednio ggstej zawiesiny
bakteryjne;j.

Jezeli zidentyfikowany szczep nalezy do gatunku
potencjalnie toksynotworczego (C. diphtheriae, C. ulcerans, C.
pseudotuberculosis) konieczne jest wykonanie testu
toksynotworczosci. Obecnie nie zaleca si¢ wykonywania testow na
zwierzgtach. Wérdd testow in vitro zalecanych w rutynowej
diagnostyce wymieni¢ nalezy tradycyjny i zmodyfikowany test
Eleka oraz metodg paskéw immunochromatograficznych. Niestety
paski takie nie sa dostgpne na naszym rynku. Test Eleka wykonuje si¢
na agarze Eleka z surowica nowonarodzonego cielgcia. W
tradycyjnym tescie badane szczepy posiewa si¢ rownoleglymi
liniami na ptytce Petriego z podtozem, a nastgpnie prostopadle do
linii posiewu naklada si¢ pasek bibuly nasaczonej antytoksyna
btonicza. W tescie zmodyfikowanym na srodku ptytki Petriego z
podiozem uktada si¢ krazek z antytoksyna blonicza a wokot
punktowo nanosi sig¢ masg bakteryjng badanych szczepow. Plytki z
posiewami inkubuje si¢ w temperaturze 37°C w warunkach
tlenowych. Wynik odczytuje sig¢ w tescie tradycyjnym po 24, 48 1 72
h, natomiast w tescie zmodyfikowanym po 18, 24 i 48 h. Wynikiem
dodatnim sa linie precypitacyjne tworzace si¢ na skutek reakcji
antygenu jakim jest egzotoksyna blonicza z przeciwciatami
obecnymi w antytoksynie btonicze;j.

Mozliwe jest réwniez wykrywanie obecnosci genu
egzotoksyny btoniczej przy uzyciu techniki PCR. Wynik uzyskuje si¢
w ciagu kilku godzin, jednakze musi on by¢ potwierdzany testem
fenotypowym.

Obecnie identyfikacja szczepdéw z rodzaju
Corynebacterium wraz z oznaczeniem toksynotworczosci
wykonywana jest nieodptatnie w Zaktadzie Bakteriologii
Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego Panstwowego Zaktadu
Higieny w Warszawie.

Podsumowanie

Pomimo, iz ostatni pojedynczy przypadek blonicy w
naszym kraju odnotowano w 2000 roku, szczepy C. diphtheriae
wcigz stanowia zagrozenie. W ostatnich latach coraz czg$ciej
nietoksynotworcze izolaty tego drobnoustroju sa hodowane z probek
krwi lub wymazow z ran. Wskazuje to z jedne;j strony na skuteczno$é
prowadzonych szczepien przeciwbloniczych. Z drugiej pokazuje, ze
szczepy tego gatunku weiaz kraza w populacji.

Nieograniczona migracja ludno$ci moze rowniez
prowadzi¢ do zawleczenia na teren Polski toksynotwodrczych
szczepow C. diphtheriae. Ostatnio odnotowane przypadki btonicy
wystapity w Londynie (Wielka Brytania) w kwietniu oraz w Oslo
(Norwegia) w maju tego roku zawleczone w pierwszym przypadku
prawdopodobnie z Afryki, a w drugim z Lotwy.
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CHLONIAKI ZEOSLIWE ( LYMPHOMA MALIGNUM);
AKTUALNA KLASYFIKACJA I CHARAKTERYSTYKA
DIAGNOSTYCZNA WYBRANYCH POSTACI
CHLONIAKOW, WAZNYCHW PRAKTYCE DIAGNOSTY
LABORATORYJNEGO.

Dr hab. n. med. Jadwiga Nowicka

Katedra i Zaklad Analityki Medycznej, d. Klinika Hematologii,
Nowotworéow Krwi i Transplantacji Szpiku, Akademii
Medycznej we Wroclawiu

Chloniaki zlosliwe sa nowotworami wywodzacymi sig z
komorek linii limfoidalnej, ktérych diagnostyka poczynita duze
postepy w zwiazku z rozwojem immunofenotypowania,
pozwalajacego na ustalenie na jakim poziomie dojrzewania i
réznicowania tych komoérek dochodzi do proliferacji nowotworowe;.
Dotychczasowe klasyfikacje (kilkanascie na przestrzeni ostatnich 40
lat), byly oparte o rézne, wybrane cechy budowy histologicznej,
cytologicznej oraz cechy ztosliwosci danych nowotwordéw. Od kilku
lat obowiazuje klasyfikacja REAL/WHO, a ostatecznie klasytikacja
WHO, uwzgledniajaca cechy kliniczne, histopatologiczne,
cytomorfologiczne, cytochemiczne, immunofenotypowe oraz
cytogenetyczne rozrostu nowotworowego. Tak wigc w kontekscie
poprzednich klasyfikacji jest ona prawie doskonata. Mimo iz
diagnostyka chtoniakow zto§liwych jest gtownie domena
klinicystow i anatomopatologéw, diagnosci laboratoryjni sa czgsto
pierwszymi osobami zwracajacymi uwagg na patologi¢ w zakresie
tego ukladu. Dotyczy to biataczek nalezacych do zespotow
limfoproliferacyjnych oraz chtoniakéw z biataczkowym obrazem
krwi, ktory jest charakterystyczny dla niektorych rozrostow tego
typu, jak rowniez zmian w obrazie szpiku w przypadku uogdlnienia
choroby i naciekania nowotworowego szpiku kostnego. Wazne dla
diagnostow laboratoryjnych sa nowotwory z duzych limfocytow B w
chtoniakach pierwotnie wysigkowych ( primary effusion lymphoma-
PEL), w ktorych nowotworowe limfocyty wystepuja wylacznie w
ptynie pobieranym do badan diagnostycznych z jam ciata.

Chioniaki zlo$liwe dzieli si¢ na chloniaki ziarnicze

(ziarnica zlosliwa= Hodgkin lymphoma ), stanowiace 30%
i chtoniaki nieziarnicze ( non Hodgkin lymphoma), stanowiace 70 %
chloniakéw ztosliwych. Proporcje te ulegaja zmianie na przestrzeni
lat.
Podstawa rozpoznania chloniakéw zlosliwych jest badanie
histopatologiczne powigkszonego, pobranego w catosci wezta
chtonnego. Stadium zaawansowania klinicznego choroby zalezy od
stopnia zajetych weztdw 1 narzadéw. Jako stadium I okresla sig
zmiany w jednej grupie wgztow chionnych, stadium II- to zajgcie
conajmniej 2 grup weztow po tej samej stronie przepony, [1I-zajgcie
wezlow po obu stronach przepony, IV- zajgcie narzadow jak szpik i
watroba. Niekiedy zmiany nowotworowe moga obejmowaé
pierwotnie narzad pozalimfatyczny, wowczas nieco inna jest
klasyfikacja kliniczna choroby. Do objawow ogolnych choroby (B)
zalicza sig goraczke, poty nocne, spadek wagi ciata >10% w czasie 6
miesi¢cy. Chorzy bez tych objawdw naleza do korzystniejszego
stadium klinicznego A.

Ustalenie stadium klinicznego choroby nastgpuje w
oparciu o badanie fizyczne chorego, rtg klatki piersiowej, usg jamy
brzusznej, tomografii komputerowej lub rezonansu magnetycznego
(w zalezno$ci od wskazan), badanie szpiku kostnego. W ocenie
zaawansowania zmian nowotworowych przydatna metoda jest
pozytronowa tomografia emisyjna (PET) z zastosowaniem 18 fluoro-
2-deoksyglukozy (FDG). Wtasciwos$¢, ze wiele komorek
nowotworowych metabolizuje glukozg intensywniej niz komorki
zdrowe, wykorzystuje metoda badania FDG- PET. Stuzy ona do
diagnostyki chloniakoéw ziarniczych i nieziarniczych, zaréwno w
celu okreslenia rozleglosci zmian na poczatku choroby, jak
okreslenia catkowitej remisji ( CR) i ewentualnej wznowy procesu
chorobowego. CR to catkowite ustapienie zmian weztowych,
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narzadowych i ogdlnych choroby.

Ziarnica zlosSliwa ( Chioniak Hodgkina, choroba
Hodgkina, tac.Lymphogranulomatosis maligna, ang. Hodgkin
lymphoma)

Jest nowotworem uktadu chtonnego charakteryzujacym

si¢ powigkszeniem weztow chtonnych z obecnoscia w nich duzych,
patologicznych komorek Reed- Sternberg'a( R-S- o fenotypie CD 30
i CD 15, bez ekspresji CD 45) i komorek Hodgkina (H), ktore sa
prekursorami komorek R-S.
Zachorowalno$¢ wynosi 2-3 przyp. na 100000 mieszkancow na rok.
Wystegpuje zaréwno u dzieci w wieku 5-15 1 jak u dorostych
o szczycie zachorowan 20-35 11 po 50 r. Zycia, nieco czgéciej u
mezezyzn.

Objawy kliniczne to powigkszenie weztdw chlonnych,
naciekanie $rodpiersia, $ledziony, watroby. Zmiany szerza si¢
drogami chtonnymi. W zaawansowanych przypadkach do objawow
ogolnych podobnych jak w innych chtoniakach dochodzi $wiad
skory ( nasilajacy sig po alkoholu) i zwiazane z nim zmiany skorne
- przeczosy (czasem leczone bezskutecznie przez dermatologa).
Podstawa rozpoznania jest badanie hist-pat. wgzta chtonnego.

Badania laboratoryjne W ziarnicy
ztosliwej.Charakterystyczna cecha aktywnego procesu
chorobowego jest przyspieszony odczyn Biernackiego(OB).W
zaawansowanych postaciach choroby wystepuje niedokrwisto$é
normocytowa i normochromiczna, rzadko niedokrwistosé
autoimmunohemolityczna z dodatnim testem antyglobulinowym.
Liczba krwinek biatych jest nieznacznie podwyzszona,
z granulocytoza obojgtnochtonng, eozynofilia wzgledna
i bezwzgledna, limfopenia, W zaawansowanych postaciach
stwierdza si¢ wzrost odsetka monocytow, leukopenig,
matoptytkowos¢( wynik hipersplenizmu lub nacieczenia szpiku).
Wystepowanie w mielogramie komorek Sternberga- Reed w biopsji
lub trepanobiopsji wskazuje na zajecie szpiku procesem
chorobowym i IV okres kliniczny choroby.

Ponadto stwierdza sig obnizenie catkowitej zdolno$ci wiazania Fe i
stgzenia Fe transferyny

Wystgpuja zmiany w biatkach surowicy: obnizenie stezenia albumin,
zwiekszenie stgzenia a2, B, y globulin. Charakterystyczny jest
wzrost stgzenia haptoglobiny ( do 300 mg%), co sprawia, Ze mimo
wspotistnienia procesu hemolitycznego stezenie Hp moze by¢
prawidtlowe. Moze wystgpowaé hyperkalcemia, w niektorych
przypadkach biatkomocz. W zaawansowanej chorobie dochodzi do
uposledzenia odpornosci komorkowe;.

Nieziarnicze chloniaki zlosliwe (non Hodgkin lymphoma: nHLy)

Powstaja w wyniku nowotworowego, klonalnego rozrostu
komorek linii limfoidalnej na réznych stadiach zréznicowania
limfocytow B, limfocytow T lub komorek naturalnej
cytotoksycznosci ( NK). Chtoniaki z limfocytow B stanowia 86%
chloniakow ztosliwych, z limfocytow T- 12%, zkomorek NK-2%.
Czgsto$¢ wystgpowania dotyczy 2-18przyp/100000 mezczyzni 1-11
przyp./100000 kobiet, w 2,3 oraz 6 i 7 dekadzie zycia.

Zmiany nowotworowe sa zlokalizowane w wezlach chtonnych,
pozaweztowej tkance limfatycznej ( np. przewodu pokarmowego,
uktadu oddechowego), moga wystepowac a priori w narzadzie poza
limfatycznym np. tarczycy, centralnym uktadzie nerwowym i
innych.

Tabela 1. Klasyfikacja WHO chloniakow nieziarniczych

Z limfocytow B H Z limfocytow T

z komorek prekursorowych

Ostra bialaczka/chloniak limfoblast. linii B (Ostra bialaczk: iak limfoblastyczny linii T

z komorek dojrzalych ( obwodowych)

[Przewlekla bialaczka limfocytowa/

chloniak limfocytowy B koméorkowy

[Bialaczka prolimfocytowa B komérkowa
[Chloniak limfoplazmocytowy/
Imakroglobulinemia Waldenstroma

[Chloniak strefy brzeznej $ledziony

[Bialaczka wlochatokomorkowa

[Choroby z kregu szpiczaka

[Pozawezlowy chloniak strefy brzeznej MALT
[Wezlowy chloniak strefy brzeznej

[Chloniak grudkowy

[Chloniak z komérek plaszeza

[Chloniak wielkokomorkowy rozlany z komérek

[Wiclkokomérkowy chloniak §rodpiersia
Wielokomorkowy chloniak
[wewnatrznaczyniowy,

[Chloniak pierwotnie wysigkowy
[Chloniak Burkitta

bialaczkowe/rozsiane:
Bialaczka prolimfocytowa T komérkowa
Bialaczka z duzych ziarnistych limfocytow:
podtyp z komérek T
podtyp z komérek NK
(Chloniak/bialaczka T komorkowa dorostych
skorne:
Ziarniniak grzybiasty
[Zespol Sézary’ego
[Pierwotny skorny chlon. wielkokomérkowy
inne pozawezlowe:
(Chloniak T/NK komérkowy nosowy
[Enteropatyczny chloniak T- komérkowy
[Chioniak T-kom. watrobowo- sledzionowy
[Chloniak T komérkowy tkanki podskérnej
wezlowe:
Angioil lastyczny chloniak T kom.

IAnaplastyczny chloniak T komorkowy
(Chloniak z obwodowych komérek T nicokreslony

Lokalizacja w watrobie oraz w szpiku kostnym przemawiaja za
uogolnieniem choroby.

W odroéznieniu od choroby Hodgina, gdzie zmiany szerza si¢ droga
naczyn limfatycznych w nHLy szerza si¢ droga hematogenna, co daje
zmiany w odleglych weztach lub narzadach.

Ostre bialaczki B i T komérkowe omoéwiono poprzednio
( Diagnosta Laboratoryjny 2007,5,16-21.)

Przewlekle bialaczki nalezgce do zespolow
limfoproliferacyjnych

Przewlekle bialaczki limfocytowe najczesciej pochodza
Z limfocytow B -90% bialaczek. Naleza do nich:
Przewlekle biataczki limfocytowe (chronic lymphocytic
leukaemia CLL)
Biataczki limfocytowe/prolimfocytowe CLL/PLL
Biataczki prolimfocytowe (B cell prolymphocytic
leukemia: B-PLL)
Wiochatokomodrkowa biataczka ( hairy cell leukaemia-
HCL)
Zespoty leukaemia/lymphoma (Lc/Ly)
Z limfocytow T wywodzi si¢ 10% bialaczek:
Biataczka limfocytowa T (T- CLL)
Biataczka prolimfocytowa T ( T- PLL)
Biataczka z limfocytow ziarnistych (large granular
lymphocytic leukaemia (LGL): podtyp z komorek T(T-
LGL) i komorek NK (NK-LGL)
Chtoniak/ biataczka T komorkowa dorostych (adult T-
cell leukemia/lymphoma: ATLL)
Zespot Sezarego ( Sézary syndrome:SS)

Chloniaki zlosliwe z limfocytow B
Przewlekla bialaczka limfocytowa (chronic lymphocytic
leukemia: CLL).

Najczestsza w Europie Zachodniej sposrod biataczek i
najwczesniej opisana w znaczeniu historycznym, jest choroba
zwiazana z nagromadzeniem limfocytéw B w fazie GO0/G1 cyklu
komorkowego, co zwiazane jest ze zwigkszong ekspresja anty-
apoptotycznej onkoproteiny bcl-2 W odréznieniu od innych
nowotwordw postgpowanie terapeutyczne polega na wdrazaniu
leczenia dopiero przy okreslonych wskazaniach. Bardzo czgsto
zostaje rozpoznana laboratoryjnie w czasie badan kontrolnych
morfologii krwi, jeszcze przed wystapieniem powigkszenia weztow
chtonnych, gdy limfocytoza bezwzgledna wynosi >10G/1, lub
wezesniej gdy we krwi obwodowej stwierdza si¢ >5G/1 limfocytow o
fenotypie typowym dla CLL, przy obecno$ci w szpiku co najmniej
30% limfocytow. Szpik wykazuje redukcje erytropoezy w
czasie trwania choroby; przy wspodlistnieniu anemii
autoimmunohemolitycznej erytropoeza moze by¢ prawidlowa lub
zwigkszona i wowczas przyjmuje sig, ze limfocyty winny stanowic >
50% innych komorek niz erytroblasty. W przypadku redukcji uktadu
erytroblastycznego dochodzi do makrocytarnej niedokrwistos$ci z
retykulocytopenia, zwigkszeniem stgzenia Fe w surowicy wtorna
niedokrwistoscia czysto czerwonokrwinkowa ( PRCA), co wiaze sig
ze zta prognoza. Uktad granulocytowy o prawidlowych
morfologicznie komorkach jest w znacznie zmniejszonym odsetku,
najczesciej rowniez dochodzi do redukeji megakariocytow.

W CLL limfocyty stanowia >90% komorek jednojadrzastych,
prolimfocyty i limfoblasty nie przekraczaja 10%. Limfocyty sa male,
okragle, o zbitej chromatynie jadra bez widocznych jaderek,
otoczone waskim ( lub niewidocznym) rabkiem niebieskiej
cytoplazmy. Oprdcz matych limfocytow w niektorych przypadkach
wystepuja duze limfocyty o chromatynie mniej zbitej (podobne do
odczynowych limfocytow), co wiaze si¢ z gorsza prognoza.
W obrazie krwi moga zdarzy¢ si¢ komorki z trojptatowym jadrem,
zawierajace ziarnistosci - sa to limfocyty T w przesztosci zwane
komorkami Rieder'a. Charakterystyczne sa wystgpujace w obrazie
mikroskopowym cienie rozpadtych komoérek (cienie Gumprechta).
W trepanobiopsji stwierdza sig 4 formy naciekania szpiku:
guzkowe, srodmigzszowe, mieszane i rozlane.

Immunofenotypowo stwierdza si¢ w B CLL klonalny rozrost
limfocytow B o fenotypie CD5CD19+ lub CDS5CD23+,
CD 79a+, CD43+, ktére wykazuja obecnos¢ powierzchniowych
IglgMlubIgMilgD



__________________________________________________________________________________________________________________________|]
Chloniaki zlosliwe ( Lymphoma malignum) Str. 7

Met. FISH stwierdzi¢ mozna nieprawidtowosci chromosomow
11,12,13,17 pary.
Kliniczne zaawansowanie zmian chorobowych okresla si¢
odmiennie od innych chloniakow na 5 okreso6w wg. Rai'a i wsp.:
Okres 0: limfocytoza we krwi obwodowej>=5G/1, w
szpiku limfocytoza <40%
I: limfocytoza + powigkszenie weztow
chtonnych
[L:limfocytoza + powigkszenie $ledziony
III: limfocytoza + niedokrwisto$¢( Hb <10g%,
inni <11g%)
IV: limfocytoza + matopytkowosé ( <100 G/1)
Lub wg Binneta na okres
A- w ktorym stwierdza sig <3 grupy powigkszonych
wezlow chtonnych
B- z > 3 grupami weziéw chionnych
C- zniedokrwistoscia <10g% Hb i/lub matoptytkowoscia
<100G/1
W chorobie tej dochodzi do wtoérnego  zespotu niedoboru
przeciwcial, cechujacego si¢ zwigkszona podatnoscia na infekcje i
jest nastepstwem gorszej produkeji prawidtowych immunoglobulin.
W badaniach laboratoryjnych stwierdza si¢: obnizenie stgzenia
yglobulin, obnizenie stgzenia podstawowych klas immunoglobulin.
Okoto 1/3 przypadkoéw moze ulec transformacji, przy czym czgstsza
jest transformacja prolimfocytowa (10-20% przypadkow).
Natomiast 3,5% przypadkéw transformuje w tzw. zespot Richtera-
chtoniaka immunoblastycznego o wysokim stopniu ztosliwosci, w
ktérym komorki blastyczne naciekaja wezly chtonne, narzady badz
choroba ma postac biataczkowa. Nastepuje utrata antygenu CDS5, na
komorkach pozostaja powierzchniowe immunoglobuliny i lekkie
tancuchy. Bardzo rzadko ( 1-2% przypadkow) konczy sig ostra
biataczka limfoblastyczna, z obecnos$cia malych limfoblastow, z nie
weigtym jadrem.
Przewlekla bialaczka limfocytowa/prolimfocytowa
(CLL/PLL)
Jestbardziej agresywna postacia choroby.
Ta mieszana postac charakteryzuje sig polimorfizmem komérkowym
z obecnoscig matych limfocytow oraz 10-55% $redniej wielko$ci
komorek- prolifocytow, posiadajacych charakterystyczne 1 jaderko
w $rodku jadra i duzych limfoblastow( najczesciej z 2 jaderkami).
Prolimfocyty sa mniej charakterystyczne niz prolimfocyty w PLL-
maja mniej wyrazne jaderko i r6zna ilo$¢ cytoplazmy.
B komorkowa przewlekla bialaczka prolimfocytowa
( B- cell prolymphocytic leukemia: PLL)
Jest rzadka choroba, stanowi bowiem 1% przewlektych biataczek
limfocytowych, przebiega z szybko zwigkszajaca si¢ leukocytoza,
powyzej 100G/, z najczgsciej towarzyszaca niedokrwistoscia
i matoplytkowoscia. We krwi obwodowej stwierdza sig > 55%
prolimfocytéw, komorek $redniej wielkosci ( zwykle $rednicy 2
limfocytow) z okragtym jadrem o umiarkowanie zbitej chromatynie
i polozonym centralnie wydatnym, pgcherzykowatym jaderkiem,
stabo zasadochtonna cytoplazma na obwodzie komorek.
Cytochemicznie : wystgpuje stabo dodatnia aktywnos¢
ANAE i staba aktywnos¢ kwasnej fosfatazy.
Immunofenotypowo komorki sa:  CD19+,CD20+, CD22+,
CD79a+, CD79b+, u 1/30s6b wystgpuje CD5+, natomiast antygen
CD23 nie jest obecny.
Bialaczka wlochatokomorkowa ( Hairy cell leukemia: HCL)
Stanowi 2% biataczek limfocytowych, we krwi obwodowe;j
towarzyszy jej leukopenia, czasem pancytopenia. Klinicznie w jej
przebiegu wystepuje sktonnos¢ do standw zapalnych zyt konczyn
dolnych. Cecha charakterystyczna jest wystgpowanie we krwi
obwodowej ( najczgsciej do 20%) i w szpiku komorek whochatych-
wigkszych od limfocytu, z okraglym lub owalnym jadrem, jasna
obfita cytoplazma z wypustkami. Szpik wykazuje rézny odsetek
komorek wlochatych, wystgpujacych od poczatku choroby, moze
by¢ ubogo komorkowy, zwlokniaty, w potowie przypadkéw nie
udaje si¢ go pobra¢ droga biopsji aspiracyjnej. Rozstrzygajace
znaczenie ma typowy obraz w trepanobiopsji .
Limfocyty wtochate sa limfocytami B o fenotypie CD19+,
CD22+, CD25+, CD79a+,( nie CD79b), CD103+,CD11c+, FMC7+.
Komorki wlochate wykazuja obecnosc fosfatazy kwasnej
opornej na winian ( TRAP).
Nie opisano typowych dla HCL aberacji chromosomalnych.

Bialaczka wlochatokomérkowa-wariant ( Hairy cell

leukemia wariant: HCLv)

Jest rzadka choroba, w ktorej wystgpuja komorki wiochate
przypominajace prolimfocyty, z pojedynczym jaderkiem w $rodku
jadra.

Cytoplazma jest bardziej obfita niz w HCL i bardziej zasadochtonna,
zwypustkami.

Leukocytoza w odréznieniu od klasycznej postaci HCL
Jest podwyzszona >10G/l, nawet do 0-110G/l
Komorki wykazuja fenotyp limfocytow B, CD19+, CD20+,
CD22+,FMC7+,czgsto posiadaja btonowe IgG lecz brak im
typowych antygenéw charakterystycznych dla HCL jak CD2S5,
CD103, podczas gdy antygen CD11c moze by¢ dodatni.

Reakcja TRAP jest stabsza, moze by¢ ujemna.

Non HLy t. B w fazie bialaczkowej (Lc/Ly B).

Do obrazu nalezy powigkszenie wegztow chlonnych i
$ledziony, chociaz niektore przypadki sa diagnozowane z krwi
obwodowej, bez zmian we¢ztowych 1 narzadowych. O fazie
bialaczkowej w przebiegu chloniakéw moéwimy, gdy naciekanie
szpiku przez komorki chtoniaka wynosi > 25% oraz gdy komorki
chloniaka we krwi obwodowej stanowia > 5G/I1.

Czgsciej faza biataczkowa dotyczy chtoniakéw z matych
komorek B np. z chtoniakoéw grudkowych lub posredniej wielkosci
komorek (chtoniakéw z komoérek ptaszcza). Rzadziej biataczkowa
faza wystgpuje w chloniakach wielkokomorkowych. Faza
biataczkowa chloniaka Burkita jest analogiczna do ostrej biataczki
L3wgFAB.

Chloniak S$ledzionowy strefy brzeznej (Splenic
marginal zone lymphoma: SMZL)

Cechuje si¢ powigkszeniem $ledziony i ew. wegztow wneki
sledziony, wezly chlonne obwodowe nie sa powigkszone.
Leukocytoza wynosi 10-30G/1, u 10% chorych moze wspotistnie¢
niedokrwisto$¢ autoimmunohemolityczna lub/i immunologiczna
matoptytkowos¢. U 75% chorych wystepuja tancuchy lekkie w
moczu. We krwi stwierdza si¢ monoklonalne biatko w ilosci <2g/1.
Mediana wieku to 70lat.

Cechy diagnostyczne: Komorki kosmate we krwi obwodowej
(limfocyty nieco wigksze z delikatnymi wypustkami
zlokalizowanymi na jednym lub na przeciwlegltych biegunach
komorek, chromatyna jadra gladka, zbita, jaderka sa niewidoczne),
naciekaja $ledziong i w 50-75% szpik kostny. W roznych ilosciach
stwierdza si¢ rowniez limfoplazmocyty.

Imunofenotypowo limfocyty B sa CD19+, CD20+, FMC7+, CD29+,
CD79a+, CD5-, CD10-, CD23-, CD43-, CDI103-.
Z reguty nie wykrywa si¢ fosfatazy kwasnej opornej na winian
(TRAP), ktora jednak sporadycznie moze byé¢ dodatnia.
U 40% chorych wystegpuja aberacje chromosomu 7.

Chloniak grudkowy ( follicular lymphoma: FL) charakteryzuje si¢
wystepowaniem bardziej pleomorficznych limfocytow niz w CLL,
wsrod ktorych w roznym odsetku komorek w jadrze wystepuja
glebokie szcezeliny ( weigeia). Chromatyna jader jest jednorodnie
zaggszczona a cytoplazma skapa, czasem widoczna tylko na tle
szczeliny jadra. W wigkszych komorkach chromatyna jadra jest
mniej zbita i moga by¢ widoczne jaderka a cytoplazma jest bardziej
obfita.

Leukocytoza jest umiarkowanie podwyzszona, z biataczkowym
obrazem krwi u 15-30% i naciekaniem szpiku u 35-50% nowo
zdiagnozowanych przypadkow, w ktérym moga wystgpowaé guzki
ztozone z matych, wcigtych komoérek. W odréznieniu od CLL nie
stwierdza sig cieni komorkowych.

Fenotyp limfocytéw B: CD5-, CD19+, CD20+, CD24+, CD10+
Cytogenetycznie wystegpuje charakterystyczna translokacja
t(14;18)(q32;q21).

Dobrze zréinicowany chloniak B komoérkowy( small
lymphocytic lymphoma) - podobny do CLL. W przypadku gdy od
poczatku wystegpuje naciek szpiku i leukocytoza- klasyfikuje sig jako
CLL.

Chloniak z komérek plaszcza (Mantle cell lymphoma: MCL)
Stanowi 5-6% nHLy, zwykle umgzczyzn w podesztym wieku. Faza
biataczkowa wystegpuje u 20-30% chorych, lecz leukocytoza nie jest
wysoka. Komorki charakteryzuje polimorfizm.
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Przewazaja komorki roznej wielko$ci, podobne do prolimfocytow.
Blona jadrowa wykazuje wglebienie, ktore rozni si¢ od wcig¢ w
chloniakach grudkowych, bo rzadko jest gigbokie. Inne komorki
maja jadro wielokatne, z jaderkami, male. Istnieja postaci z
komorkami podobnymi do limfoblastow.
Immunofenotyp: CD19+, CD20+, CD24+, CD5+, silna expresja
Smlg, zwykle CD43+, CD10(-), CD23(-).
Cytogenetyka: 70-75% chorych wykazuje obecnos¢
t(11;14)(q13;32)
Badania molekularne- obecnos¢ mRNA cykliny D1.
Chloniak wezlowy strefy brzeznej (nodal marginal zone B-cell
lymphoma)
Stanowi 1,8% nHLy. Wystgpuje jako posta¢ wegzlowa Ilub
towarzyszacy blonom S$luzowym (mucosa-associated lymphoid
tissue- MALT). Zajgcie szpiku i krwi wystgpuje w 5-10%
przypadkow. Komoérki sa pleomorficzne: male limfocyty,
limfoplazmocyty i komorki przypominajace komorki wlochate.
Immunofenotyp:CD19+,CD20+, CD22+,CD79a+, CD5-,CDI10-
,CD25- lecz CD11c czasem+, w szpiku w odréznieniu od HCL- nie
stwierdza si¢ zwldknienia.
Chloniak limfoplazmocytowy (Lymphoplasmacytic lymphoma)
Rzadka choroba, stanowi 1,5% chtoniakow we¢zlowych. We krwi
obwodowej wystepuja limfoplazmocyty, czgsto naciekaja szpik lecz
liczba krwinek biatych rzadko >10G/l. Sktadaja si¢ z komoérek
produkujacych immunoglobuliny lub ich fragmenty. Komorki mniej
regularne niz w CLL, cytoplazma obfita, w niektérych komorkach
cialka PAS dodatnie- ciatka Russela. Cialka PAS dodatnie i
pironinofilne w jadrach komdrkowych-ciatka Dutchera
W szpiku; limfoplazmocyty i wzrost komoérek tucznych.
Immunofenotypowo wystgpuja markery panB: CD19, CD20,CD22,
CD79a oraz FMC7, cytoplazmatyczne immunoglobuliny i obecne sa
markery CD38,CD25,CD71- charakterystyczne dla komorek
plazmatycznych. Brak CDS5.
Do tego typu chtoniakéw nalezy makroglobulinemia Waldenstroma.
Choroby z kregu szpiczaka grupa chor6b nalezacych do
gammapatii monoklonalnych; wymagaja oddzielnego
przedstawienia.
Chloniaki o wysokim stopniu zlosliwosci
1. limfoblastyczne- zajgcie szpiku i krwi obwodowej w
>50% przypadkow i morfologia komorek blastycznych
jakL1,L2Zz1iniiBiT
2.z matych nie wcigtych komoérek Burkita- zajecie szpiku i
krwi obwodowej w 15% przypadkéw, charakterystyczne
limfoblasty z wodniczkami w cytoplazmie- jak w L3
3. z duzych immunoblastow ( komorki duze, z obfita
cytoplazma i ze zwinigtym lub regularnym jadrem, luzna
chromatyna i widocznymi jaderkami ) - przy rozpoznaniu
w 10% przypadkow jest zajgty szpik, w niektorych
przypadkach komorki kraza we krwi obwodowe.
Chloniaki pierwotnie wysiegkowe( primary effusion
lymphoma: PEL), ktéorych wystgpowanie jest zwiazane z
zakazeniem wirusem opryszczki (HHV-8) lub migsaka Kaposi'ego
(KSHV)u 0s6b zniedoborem odpornosci HIV/AIDS.

Wystegpujace w plynie z jamy surowiczej komorki
chloniaka maja r6zna wielko$¢, okragle jadro o nieregularnej btonie
jadrowej z widocznymi lub niewidocznymi jaderkami. W
zasadochtonnej cytoplazmie wystgpuja wodniczki. Nie stwierdza
si¢ zmian weztowych ani innych guzéw o charakterze chtoniaka.

Komorki nie maja typowego fenotypu dla limfocytow B
lecz sg: CD45+,CD30+, CD38+, CD138+.

Chloniaki z limfocytéw Tiz komérek NK

Przewlekla bialaczka limfocytowa T komérkowa (T-
celllymphocytic leukemia: T-CLL)
Stanowi 5% przewlektych biataczek limfocytowych. Charakteryzuje
si¢ uogodlnionym powigkszeniem weztdw chlonnych, watroby i
$ledziony, naciekami skory oraz obecnoscia we krwi obwodowe;j,
szpiku matych limfocytow o dojrzatym wygladzie i fenotypie CD7+,
CD2+, CD3+, CD5+, CD4+/ CD8-. Wystepuje najczeséciej u chorych
z zespotem ataxia/teleangiektasia.
Przebiegkliniczny bardziej agresywny niz CLL-B.
[T-CLL wymieniana jest w klasyfikacji REAL/WHO.]

Bialaczka prolimfocytowa T komérkowa

(T- cell prolymphocytic leukemia : T-PLL)

Proliferacja prolimfocytow T we krwi, szpiku, weztach, watrobie,
$ledzionie, skorze.

Agresywny przebieg kliniczny, okres przezycia ok. 12 mies.,
leczenie mato skuteczne ( ostatnio lepsze wyniki po zastosowaniu
przeciwciat monoklonalnych anty CD52).

Prolimfocyty T cechuja si¢ mniej obfita zasadochtonna cytoplazma w
poréwnaniu z prolimfocytami B, czasem wykazujaca
pecherzykowate wypustki. Jadro jest okragle lub owalne, z dobrze
widocznym jaderkiem. Chromatyna jadra pofatdowana lub zwinigta.
Antygeny typowe dla limfocytow T: CD2+, CD3+,CD5+, CD7+,
TCRalub TCRB.

Ponadto fenotyp CD4+/CD8- wystepuje u 60% chorych,
CD4+/CD8+ -u25% chorych, u pozostatych fenotyp CD4-/CD8+.
Ujemna TdTibrak CD11a.

Bialaczka z duzych ziarnistych limfocytéw podtyp T
(T-celllarge granular lymphocytic leukemia: T- LGL)
Charakteryzuje si¢ obecno$cia we krwi obwodowej duzych
ziarnistych limfocytéw, ktore zazwyczaj stanowia >4G/l); do
rozpoznania koniecznych jest >1,5G/1 tych komoérek. W odrdznieniu
od reakcji w przebiegu reumatoidalnego zapalenia stawow,
w rozrostach nowotworowych powstaja bez innej uchwytnej
przyczyny. Sa to limfocyty z obfita jasna, stabo zasadochtonna
cytoplazma z licznymi azurochtonnymi lub czerwono- fioletowymi
ziarnisto§ciami. Jadro jest okraglte lub owalne, potozone
mimosrodkowo o skondensowanej chromatynie, wyjatkowo
zawierajace jaderka.

Duze ziarniste limfocyty (LGL) wystepuja we krwi obwodowe;j,
szpiku, watrobie i $ledzionie.

Charakterystyczna cecha jest neutropenia, ze sktonnoscia do infekeji,
czasem niedokrwisto§¢ PRCA. Szpik wykazuje cechy hipoplazji
z zahamowaniem linii granulocytow i erytroblastow.

Fenotyp CD3+,TCRap+,CD4-, CD8+ wystepuje u 80% chorych,
rzadziej stwierdza sie fenotyp CD3+,TCRaf+,CD4+, CD8- lub
CD3+,TCRap+,CD4+, CD8+ lub CD3+, TCRyd+.

Choroba wystepuje w wieku starszym, ma tagodny przebieg, lecz
istnieje wariant agresywny T-LGL, z goraczka, hepato-
splenomegalia i szybko doprowadza do §mierci.

Bialaczka z duzych ziarnistych limfocytéw podtyp
NK( NK-Large granular lymphocytic leukemia: NK-LGL).
Komorki sa wieksze od LGL, z obfita blada lub szaro-niebieska
cytoplazma, zawierajaca ziarnistosci azurochlonne. Jadro jest
okragle lub owalne, czasem nieregularne. Szpik jest nacieczony
przez komorki ziarniste z wyparciem prawidtlowych uktadow, czgsto
obecne sa w szpiku reaktywne histiocyty oraz zjawisko
hemofagocytozy.

Fenotyp komoérek NK: CD3-, TCRap-, CD7+, CD16+,CD56+.
Choroba ma agresywny przebieg kliniczny z objawami ogdélnymi,
dotyczy 0sob mtodszych (ok.40r. Zycia).
Leukemia/lymphoma (Lc¢/Ly) typuT

-sg to chloniaki z biataczkowym obrazem krwi. Typowymi
przyktadami tych chordb jest biataczka/chtoniak T komodrkowy
dorostych (ATLL), zespdt Sezary'ego ( SS) i ziarniniak grzybiasty (
MF).

Bialaczka/chloniak T komorkowy dorostych (Adult T-
cellleukemia/lymphoma: ATLL)

Choroba rozpoczyna sig zajgciem skory i powigkszeniem wezlow
chtonnych. Wywolana jest przez retrowirus: human T-cell virus type
1 (HTLV-1), stad wykazanie genomu badaniami molekularnymi lub
stwierdzenie wysokiego miana przeciwcial anty HTLV-1 jest
niezbednym kryterium diagnostycznym ATLL. Wystepuje w Japonii,
na Karaibach, centralnej Afryce.

Charakteryzuje si¢ biataczkowym obrazem krwi, zajgciem weztow
chlonnych, watroby, $ledziony, skory, obecnoscia zmian litycznych
wkosciach.

Charakterystyczna cecha jest wystgpowanie we krwi

pleomorficznych limfocytdw: matych, $rednich i duzych o ré6znym
ksztatcie jadra ( flower-like).
Przebieg kliniczny jest rozny: w 65% przypadkéw ma postac ostrej
bialaczki ze znaczna limfocytoza, uogoélnionym naciekaniem
narzadow, osteoliza i hiperkalcemia. W 5% ma posta¢ przewlektej
biataczki ze zmianamiw krwi obwodoweji,.tlacej sig”, w ktorej
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wystepuje <5% nieprawidtowych limfocytow. Inne cechy to : wzrost
LDH, hiperkalcemia.

Zespol  Sézary'ego ( Sézary syndrome:SS) i Ziarniniak
grzybiasty (Mycosis fungoides:MF).

To T komoérkowe chtoniaki skory, z ktorych SS jest uwazany za faze
biataczkowa MF. W skorze wystepuja poczatkowo zmiany plamiste,
nastgpnie guzowate, a w pobranym wycinku stwierdza si¢
charakterystyczne nagromadzenia patologicznych komoérek w
postaci mikroropni  Pautrier’a -klasycznych zmian histo-
patologicznych dla rozpoznania MF. W przypadku SS wystepuje
uogodlniona erytrodermia z nacickami limfocytow T we krwi
obwodowe;j.

Morfologia komoérek jest zréoznicowania. Mozna wyrdzni¢ komorki
mate, wielkos$ci limfocytu z uboga cytoplazma, ktore nosza nazwe
komoérek mikotycznych (Lutznera); maja zasadochtonnag
cytoplazme, zawierajaca czasami wodniczki i pofaldowane jadro,
bez jaderek, z wglgbieniami( przypominaja rekawicg bokserska).
Duze komorki (Sézary'ego) $rednicy 15-20 pm maja niewielki rabek
stabo zasadochtonnej, bezziarnistej cytoplazmy, duze jadro z
wydatnymi pofaldowaniami podobnymi do kory moézgowej
(cerebriformis) oraz mozliwo$¢ widocznych jaderek.

Fenotyp komoérek CD2+, CD3+, CD5+, antygen CD7 oraz CD26 na
ogo6lnie wystepuja.

Ocena odsetka limfocytow T4 pozbawionych antygenu CD26 w
odsetku wyzszym niz 30% przemawia za SS lub MF, natomiast <
30% limfocytow CD4+/CD26- wystgpuje u osob zdrowych z zapalna
erytrodermia (EISD).

Szpik zajety jest u 20% chorych, jest wyrazem uogolnienia choroby i
pogarsza rokowanie.

W skorze wystepuja limfocyty T o sfaldowanym jadrze
(cerebriformis) kom. Liitznera lub/i immunoblasty T.

Chloniak T komoérkowy watrobowo-$ledzionowy
(hepatosplenic T-cell lymphoma), jest bardzo rzadkim
chtoniakiem, wystgpuje u miodych mezczyzn. Cechuje sig
pancytopenia krwi obwodowej i naciekaniem szpiku przez limfocyty
Tyo.

Chloniak T komorkowy tkanki podskérnej
(subcutaneous panniculitis-like T-cell lymphoma), bardzo rzadki
chloniak charakteryzuje si¢ nacickami z limfocytow T zwykle CD8+
i fagocytujacych makrofagéw w tkance podskornej i w szpiku, z
wystepujaca czgsto pancytopenia krwi obwodowej.

Angioimmunoblastyczny chloniak T komérkowy
(Angioimmunoblastic T-cell lymphoma: AIL), jest rzadkim
chloniakiem w wieku starszym z objawami ogélnymi i zmianami
skornymi, z czgstym zajgciem szpiku i przewodu pokarmowego. We
krwi wystepuje czgsto niedokrwistos¢ autoimmunohemolityczna,
eozynofilia i limfopenia, w szpiku polimorficzne nacieki z
limfocytow i komoérek dendrytycznych.

Immunofenotyp limf.T: CD3+, CD4+, rzadziej CD8+
Cytogenetycznie stwierdza si¢ trisomi¢ chromosomow:3,5,
dodatkowy chromosom X.

Chloniak z obwodowych komérek T, nieokreslony
(peripheral T-cell lymphoma, unspecifield: PTL, unspecifield)
jest to grupa chloniakoéw ze zmianami weztowymi i narzadowymi, z
naciekami w szpiku i zmianami we krwi obwodowej. Komoérkami
nowotworowymi sa roznej wielkosci limfocyty T z duzym odsetkiem
komorek odczynowych jak makrofagi, eozynofile, komorki
nabtonkowate.

Fenotyp limfocytow T: CD2+,CD3+, CD4+, CD5+,CD7+.

Podsumowanie. Ciagla, na przestrzeni ostatnich dziesiatek lat,
ewolucja klasyfikacji chtoniakéw ztosliwych jest wyrazem
ztozono$ci problemow, ktore stwarza ta grupa chordb. Proces
diagnostyczny chloniakow jest bardzo ztozony, wymaga wspotpracy
wielu specjalistow. Jak zwykle, by rozpoczat si¢ on wezesnie (w
poczatkowym okresie) w wielu przedstawionych wyzej jednostkach
chorobowych, wymaga zwrdcenia uwagi na patologi¢ w najczesciej
wykonywanym badaniu diagnostycznym jakim jest morfologia krwi
wraz z oceng obrazu krwinek biatych.
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1. Wprowadzenie

Reakcja PCR (ang. polymerase chain reaction, pol.
tancuchowa reakcja polimerazy ) opiera si¢ na metodzie powielenia
specyficznych fragmentéw DNA, odkrytej przez Kary'ego Mullis'a
w 1980 roku. (31,32,44). Odmiana tego, nagrodzonego w 1993 roku
nagroda Nobla odkrycia, jest technika PCR w czasie rzeczywistym
(ang. real-time PCR). W biologii molekularnej tancuchowa reakcja
polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time polymerase chain
reaction) jest takze nazywana ilosciowa (ang. quantitative real-time
polymerase chain reaction) lub kinetyczna reakcja real-time PCR
(ang. kinetic real-time PCR) (36). Technika ta dzigki niezwyklej
czulo$ci staje si¢ obecnie jedna z najpopularniejsza metod
uzywanych do jednoczesnego namnazania i monitorowania ilosci
powstajacego produktu DNA. Podczas reakcji powstajace czasteczki
DNA sa oznaczane ilo$ciowo po kazdym cyklu namnazania, czyli w
czasie rzeczywistym.

Na poczatku lat dziewigédziesiatych Higuchi wraz ze
wspotpracownikami z firmy Roche Molecular Systems and Chiron
po raz pierwszy zademonstrowali metodg real-time PCR (16). Jako
czasteczki detekcyjnej uzyli wowczas bromku etydyny (EtBr),
fluorescencyjnego barwnika, ktory po naswietleniu ultrafioletem
wykazuje fluorescencjg, umozliwiajac obserwacj¢ amplifikowanego
produktu (amplikonu). Dalsze prace dowiodly, Ze im mniejsza ilos¢
cykli niezbgedna do detekcji fluorescencji, tym wigksza ilo$¢
sekwencji namnazanej (17).

Obecnie na rynku $wiatowym istnieje wiele firm,
oferujacych aparaturg i odczynniki niezbgdne do przeprowadzenia
reakcji real-time PCR, w$rod nich znajduja si¢: Applied Biosystems
(jedna z pierwszych firm produkujacych termocyklery real-time
PCR), BioGene, Bioneer, Bio-Rad, Cepheid, Corbett Research,
Idaho Technology, MJ Research, Roche Applied Science oraz
Stratagene. (55). Rosnace zainteresowanie jednostek akademickich i
diagnostycznych metoda real-time PCR, zwiazane jest z ogromem
zalet, jakie posiada ta technika m.in.: ogromna czutos¢ i szybkos¢
reakcji (59), brak procedury detekcji po reakcji PCR, uzycie
czasteczek fluorochromoéw i czutych metod detekcji sygnatu (60).
Omawiana metoda stosowana jest w rdéznych gatgziach
mikrobiologii, badan ekspresji genow i chordb genetycznych (28).

Ostatnio technika PCR w czasie rzeczywistym zostata
potaczona z metoda tancuchowej reakcji polimerazy przy uzyciu
odwrotnej transkryptazy (ang. reverse transcription polymerase
chain reaction RT-PCR) (38). Metoda ta polega na oznaczeniu ilosci
mRNA, umozliwiajac tym samym okreslenie ekspresji gendw w
danym czasie lub miejscu. Rozwoj technik PCR wykorzystujacych
fluorochromy do pomiaru powielanego DNA w czasie rzeczywistym
pozwolit na ominigcie zmudnej optymalizacji zwiazanej z metoda
RT-PCR (6)

Pomimo wielu zalet metoda ta, wiaze sie z koniecznoS$cia
zachowania wysokiej sterylno$ci, poniewaz wszelkie
zanieczyszczenia moga dramatycznie zaburzy¢ ostateczny wynik
doswiadczenia.

2.Real-time PCR jako metoda wywodzaca si¢ z reakceji PCR

Reakcja PCR stuzy do skopiowania i powielenia
matrycowej czasteczki DNA. Aby reakcja przebiegata prawidtowo
niezbedna jest obecno$¢: matrycy, enzymu prowadzacego reakcje,
ktéorym jest termostabilna polimeraza DNA - Taq z termofilnych
bakterii Thermus aquaticus lub wierniejsza polimeraza Pfu z
Pyrococcus furiosus, odpowiednio zaprojektowanych
oligonukleotydowych starterow, nukleotydow, bedacych substratami
reakcji, buforu, zapewniajacego odpowiednie Srodowisko i1 jonow
magnezu, niezbednych dla prawidlowego funkcjonowania

polimerazy. Reakcja sktada si¢ z kilku powtarzajacych si¢ w
kolejnych cyklach, etapow: denaturacji podwojnych nici,
przylaczaniu starter6w oraz syntezy nowych, komplementarnych
nici (41). Teoretycznie, jesli reakcja zachodzi z petna wydajnoscia,
powstaje dwukrotnie wigcej specyficznego produktu po kazdym
cyklu PCR. Rzeczywisty przebieg reakcji obrazuje wykres ilosci
namnozonego DNA w czasie, charakteryzujacy si¢ stala faza
poczatkowa, po ktorej nastepuje faza ekspotencjalna, zakonczona
faza ,,plateau”. W rzeczywistosci, reakcja nie zachodzi z pelna
wydajnoscia, poniewaz dochodzi do stopniowego zuzywania
reagentOw 1 osiagania fazy ,,plateau” (Rys. 1). Dodatkowo, taczenie
sig starterow z powielanym produktem, moze nasila¢ efekt ,,plateau”
(60).

Rys.1 nanastgpnej stronie

Wiele cech reakcji PCR czyni technikg real-time PCR
niezbgdna we wspoélczesnych badaniach ilosciowych. Wydajne
powielenie DNA jest mozliwe jedynie do pewnej granicznej ilo$ci
DNA, przed efektem ,plateau”. Natomiast wiarygodny pomiar
poczatkowej iloSci DNA, przez okreslenie ilo$ci produktu po reakeji,
jest praktycznie niemozliwe. Rozwigzaniem problemu jest metoda
real-time PCR, ktora zaklada, ze amplifikacja DNA zachodzi
wydajnie we wczesnych etapach reakcji, stad pomiar tworzenia
produktu wykonujg si¢ podczas fazy eksponencjalnej (55).

2.1 Pomiar ilo§ciowy wykorzystujacy metode real-time PCR

Tradycyjne metody detekcji powielonego DNA polegaja
na elektroforezie kwasoéw nukleinowych w obecnos$ci bromku
etydyny. Pomiar polega na wizualnej lub densometrycznej analizie
prazkow, widocznych po naswietleniu zelu S$wiatlem
ultrafioletowym. Alternatywne metody takie jak Southern blot czy
PCR-ELISA sa bardziej precyzyjne ale bardzo czasochtonne.
Metoda real-time pozwala na ilosciowy pomiar DNA, ktory moze
by¢ wartoscia wzgledna lub bezwzgledna. Wzgledny pomiar
iloSciowy wymaga uzycia probki referencyjnej. Przyktadowo,
ilosciowe badanie poziomu ekspresji danego genu, wymaga uzycia
genu referencyjnego, o statej ekspresji w wigkszosci probek tzw.
,housekeeping gene”. Wzgledne stgzenie DNA podczas fazy
eksponencjalnej jest definiowane jako wykres intensywnosci
fluorescencji od numeru cyklu w skali logarytmicznej (tak, aby
eksponencjalny wzrost ilosci produktu przedstawial lini¢ prosta).
Najprostsze szacowanie iloéci produktu polega na zalozeniu, ze ilo§¢
DNA ulega podwojeniu w kazdym cyklu, podczas fazy
eksponencjalnej. Np. probka, ktorej Ct (ang. threshold cycle) jest
osiagane 3 cykle wczesniej od innej, posiada 2° = 8 razy wigcej
matrycy. Natomiast bezwzgledny pomiar ilo§ciowy jest mozliwy po
weczesniejszym sporzadzeniu krzywej standardowej dla danego
genu. Taka krzywa sporzadza si¢ przy uzyciu znanej liczby
czasteczek DNA, wykonujac seryjne rozcienczenia, ktore stuza jako
matryce do przeprowadzenia ilo$ciowej reakcji real-time PCR (26).

Istotnym parametrem reakcji real-time PCR jest warto$¢ graniczna
(ang. threshold), ktora okresla cykl, po ktérym mozliwa jest detekcja
sygnatu (ang. threshold cycle C,), a wige intensywnos¢ fluorescencji
przekraczajaca wartos¢ tla. Dla prawidlowego przeprowadzenia
reakcji real-time PCR, warto$¢ graniczna nalezy wyznaczy¢ dla
indywidualnego pomiaru, tak, aby przecinata si¢ ona z krzywymi
doswiadczalnymi w fazie eksponencjalnej. Wysoka warto§¢ Ct i
niska wartos¢ R, (okreslajaca intensywnos$¢ sygnatu
fluorescencyjnego) jest zwiazana z niska liczba kopii matrycy.
Podobne wyniki moga §wiadczy¢, réwniez o ztym okresleniu fazy
eksponencjalnej na wykresie (6). Rozwiazaniem moze by¢ zmiana
wartos$ci granicznej (ang. multiple thresholds), bedaca czgsto jedyna
mozliwo$cia zarejestrowania sygnatu pochodzacych z probek
pozytywnych. Wartos¢ Ct jest proporcjonalna do ilosci kopii
sekwencji badanej, obecnych w probcee (13). Interpretacja wynikow
jest jednym z najistotniejszych krokdéw podczas wykonywania
ilosciowych pomiar6éw real-time PCR.
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3. Metody detekcji produktu reakeji (amplikonu)

Monitorowanie ilosci powstajacego produktu reakcji
( amplikonu), w czasie rzeczywistym, jest mozliwe dzigki
roznorodnym metodom: znakowania starterow, sond badz
amplikondw, czasteczkami fluorescencyjnymi (28). Ze wzgledu na
specyficzno$é tych znacznikow metody detekcji mozna podzieli¢ na:

a) Niespecyficzne, wykorzystujace barwniki laczace sig z
DNA na zasadzie interkalacji. Przykladem jest najpopularniejszy
tego typu barwnik - SYBR Green .

b) Specyficzne. W tych metodach barwniki sa specyficzne w
stosunku do amplifikowanej sekwencji, wymagaja
odpowiedniego zaprojektowania i syntezy. Wigkszo$¢ tych
barwnikow wykorzystuje rezonansowy transfer energii
fluorescencji (FRET) pomigdzy donorem, a czasteczka
wygaszacza (ang. non-fluorescent quencher NFQ lub ang.
black-hole quencher - BHQ), ktory rozprasza energig
fluorescencji w postaci ciepta. Zjawisko FRET zachodzi
pomigdzy czasteczkami, znajdujacymi si¢ w odleglosci
10-100 A, poniewaz wydajno$é transferu energii jest
odwrotnie proporcjonalna do szoéstej potggi odleglosci
pomiedzy donorem, a akceptorem (1/R°) (45). Przyktadem
czasteczek bedacych fluorochromami moga by¢:
fluoresceina, rodamina, barwniki cyjaninowe i ich
pochodne (6). Typowe wygaszacze to TAMRA,
DABCYL, BHP (55).

Wigkszo$¢ mechanizméw detekcji w real-time PCR
polega na hybrydyzacji oligonukleotydowej sondy z sekwencja
komplementarng na nici amplikonu, stad uzycie wigkszych ilo$ci
starterow, powoduje wzrost sygnatu fluorescencji (14).

3.1 Mechanizmy fluorescencji

Pomiar i obserwacja fluorescencji, w metodzie real-time
PCR, nierozerwalnie wiaze si¢ ze zjawiskiem FRET. Przyktadowe
mechanizmy tego procesu przedstawiono na ponizszych rysunkach:

1. Sonda posiada czasteczkg reporterowa (R) i znajdujacy si¢ w
poblizu wygaszacz (Q), ktory wychwytuje emitowana przez reporter
fluorescencjg i zamienia ja w energie cieplna (Rys. 2 A). Gdy obie
czasteczki sa znacznie od siebie oddalone, przyktadowo po
hydrolizie sondy przez polimeraz¢ DNA, dochodzi do swobodnej
emisji fluorescencji przez czasteczkg reporterowa, ktora moze by¢
wykrytaizmierzona (Rys. 2 B).

Rys. 1. Typowy wykres reakcji real-time PCR. Wykres ukazuje
wzrost sygnatu fluorescencji (oS y w skali logarytmicznej) w
kolejnych cyklach PCR (os x). Jednostki osi y (Rn) odzwierciedlajq
znormalizowany sygnal fluorochromu w stosunku do barwnika
referencyjnego w buforze reakcyjnym. Linia NTC (ang.no-template
control) nie zawiera matrycy DNA, kontrola pokazuje, ze startery nie
generujq sygnalu, a reagenty nie zawierajq zanieczyszczen obcym
DNA.
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Rys. 2. Mechanizm fluorescencji sond wykorzystujgcych
aktywnosé 5' nukleazowq polimerazy DNA. Opisw tekscie.

Mechanizm nukleazowy
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2. W procesie odwrotnym (Rys. 3 A) uzywajac sasiednich sond
oligonukleotydowych, sygnat z akceptora obserwuje si¢ tylko
podczas zblizenia z donorem, co jest wynikiem sasiedniej
hybrydyzacji sond na powstajacym amplikonie (Rys.3 B).

Rys. 3. Mechanizmy fluorescencji sqsiadujqcych sond
oligonukleotydowych. Opis w tekscie.
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3. Gaszenie fluorescencji zachodzi w przygotowanej sondzie o
strukturze spinki do wloséw (ang. molecular beacon, ang. sunrise,
ang. skorpion). Fluorochrom i wygaszacz oddziatuja bardziej na
zasadzie kolizji, niz zjawiska FRET, powodujac rozproszenie energii
w postaci ciepla (strzalki zygzakowate) (Rys. 4 A). Rozdzielenie
czasteczek w wyniku zniszczenia struktury spinki do wlosow
powoduje wyzwolenie fluorescencji (Rys. 4 B).

Rys. 4. Mechanizmy fluorescencji sond o strukturze spinki do
wlosow. Opis w tekscie
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3.2 Metody wykorzystujace fluorescencyjne sondy reporterowe

Obecnie istnieje kilka podstawowych mechanizmow
chemicznych, uzywanych do ilosciowego pomiaru produktéw
reakcji, ktore moga by¢ zaklasyfikowane do metody specyficznej lub
niespecyficznej detekcji amplikonu (57). Przyktadami moga by¢:
zwiazki taczace si¢ z DNA (bromek etydyny, SYBR Green I), sondy
wykorzystujace zjawisko hydrolizy (aktywnosci 5'mukleazy) lub
hybrydyzacji, sondy molecular beacons, startery sunrise oraz
scorpion, czy sondy PNA omoéwione kolejno w niniejszej pracy.
Kazda sonda ma swoja unikalna charakterystyke, ale zasada
dziatania jest stosunkowo prosta polega na polaczeniu zmian w
sygnale fluorescencji z amplifikacja DNA (55). Cho¢ te metody sa
stosowane do detekcji produktow reakcji real-time PCR, to moga
stuzy¢ takze w detekcji amplikonu po zakonczeniu typowej reakcji
PCR. (28). Czutos¢ i powtarzalno$¢ wspomnianych wyzej metod jest
poréwnywalna (15).
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3.2.1 Fluorochromy zwiazane z dwuniciowym DNA

Sa to jedne z najstarszych zwiazkéw chemicznych
wykorzystywanych do detekcji amplikonu, zarowno po reakcji
PCR jak i w jej trakcie. Podstawa, tej niespecyficznej i prostej
metody detekcji, jest zdolno$¢ wiazania si¢ fluorochromu z
dwuniciowa czasteczka DNA (dsDNA), niezaleznie od jej
sekwencji. W wyniku akumulacji produktu PCR, obserwowany
jest wzrost sygnatu fluorescencji. Do licznej grupy tych
zwiazkoéw naleza m.in.: bromek etydyny (17), YO-PRO-1 (51),
pochodne oksazolu (21) oraz SYBR® Green I (30). Zwiazki te
wykazuja widoczna fluorescencj¢ po zwiazaniu do
dwuniciowego DNA i naswietleniu wiazka $wiatla o
odpowiedniej dlugosci fali (Rys. 5). Ten sposob detekcji
amplikonu nie wymaga specjalnego projektowania
fluorescencyjnych sond oligonukleotydowych, co wiaze sig z
nizszymi kosztami catego procesu. Kolejna zaletg jest roOwniez
niezalezno$¢ catego systemu detekcji od hybrydyzacji ze
specyficzna sekwencja, co jest konieczne w przypadku sond
specyficznych dla danej sekwencji (28).

Rys. 5. Dlugosci fali wzbudzenia (480nm) i emisji (520nm)
Sfluorescencji barwnika SYBR Green I po zwiqzaniu z dsDNA. Opis
w tekscie.
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Istotng wada zwiazkéw wiazacych si¢ do dwuniciowych
czasteczek DNA jest taczenie si¢ z niespecyficznymi produktami
reakcji takimi jak: utworzonymi podczas dimeryzacji starterow (ang.
primer-dimer) lub w wyniku bt¢dnego przytaczenia starterow do
matrycy (9). Takie niespecyficzne produkty zaburzaja poprawna
interpretacje wynikow, przyczyniajac si¢ do wzrostu intensywnosci
sygnatu fluorescencji. Rozwiazaniem moze by¢ krotka inkubacja, w
wysokiej temperaturze, po kazdym etapie wydtuzania lub
zastosowanie oprogramowania analizujacego krzywa topnienia
fluorescencji (denaturacja dwuniciowego amplikonu wiaze si¢ z
zanikiem sygnatu fluorescencji) (28). Dla pojedynczych reakcji PCR
z dobrze zaprojektowanymi starterami, SYBR Green I moze by¢
dobrym elementem detekcji, a falszywe, niespecyficzne tto pojawia
si¢ najczesciej dopiero w poznych cyklach reakcji.

3.2.2 Liniowe sondy oligonukleotydowe (ang. dual
hybridisation probes/adjacent probes)

Uzycie pary przylegajacych do siebie, fluoryzujacych
sond oligonukleotydowych, taczacych si¢ z DNA poprzez
hybrydyzacj¢ z okreslona sekwencja, zostalty po raz pierwszy
opisane w latach 1980 i sa znane pod nazwa ,,HybProbes" lub
»adjacent probes" (7). Ten rodzaj sond wykorzystywany jest
najczgsciej z aparatem LightCycler™ ( firmy Roche Molecular
Biochemicals), ktory jest polaczeniem termocyklera (z szybka
kontrola temperatury) oraz fluorymetru (mikroilosciowego,
dzialajacego na zasadzie kapilary) (60, 61). Sonda ,upstream"
(poprzedzajaca) wyznakowana jest na 3' koncu grupa
fluorochromowa (FITC - izotiocyjanian fluoresceiny) - donor
fluorescencji, natomiast sonda ,,downstream" zawiera na 5' koncu
akceptorowy fluorochrom LightCycler Red 640 lub 705. Gdy obie
sondy ulegaja hybrydyzacji z amplikonem, obydwa fluorochromy
znajduja si¢ w odleglosci okoto 10 nukleotydow, tworzac kompleks
emitujacy sygnat fluorescencji, w wyniku rezonansowego transferu
energii fluorescencji (FRET) (Rys. 6) (28). Energia wzbudzenia
donora na 3' koncu, zostaje przekazana na czasteczkg akceptorowa
na 5' koncu sasiedniej sondy, ktora emituje §wiatlo o innej dtugosci

fali. Pomiar ilosciowy jest mozliwy dzigki zalozeniu, ze
intensywno$¢ zmierzonej fluorescencji jest proporcjonalna do ilosci
amplikonu w probowce (2).

Rys. 6. Sondy sqsiadujqce ze sobq (ang. adjacent probes).
Hybrydyzacja obydwu sond wyzwala zjawisko FRET, w wyniku
oddziatywania miedzy fluoryzujqcym donorem i akceptorem, D
donor fluorescencji, R akceptor.
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Wysoka specyficznos$é tej metody jest rezultatem jednoczesnego
przytaczenia dwoch roéznych sond, generujacego sygnat
fluorescencji. Modyfikacja tej metody moze by¢ uzycie wygaszacza
absorbujacego emitowany, przez znajdujacy si¢ w poblizu
fluorochrom, sygnat fluorescencji (tzw. black hole auencher-

BHQ)(2).

3.2.3 Sondy wykorzystujace aktywno$¢ 5' nukleazowa
polimerazy DNA (ang. 5' Nuclease oligoprobes/ hydrolysis
probes)

Rozwdj réznych modyfikacji sond, wykorzystujacych
zjawisko hybrydyzacji do matrycy i emisji fluorescencji, zostat
stopniowo zastapiony przez nowa generacj¢ sond,
wykorzystujacych aktywno$¢ 5' nukleazowa polimerazy DNA.
Sondy te pozwolity na rozwdj metody homogenicznej reakcji PCR z
uzyciem fluorescencyjnych sond oligonukleotydowych. Detekcja
amplikonu polega na monitorowaniu aktywnosci endonukleazy 5'3'
polimerazy DNA dzigki specyficznej sondzie lub dupleksie
badanego DNA. Sonda posiada na 5' koncu fluorochrom lub inng
etykietkg, umozliwiajaca detekcje. Koniec 3' uniemozliwia
wydtuzanie nici, a sekwencja sondy jest komplementarna do badanej
nici DNA. Podczas amplifikacji 5' 3' egzonukleaza polimerazy Taq
degraduje sondg, na mniejsze fragmenty, ktore réznia si¢ od
niezdegradowanej sondy (18).

W 1993 sondy, ulegajace reakcji hydrolizy, zostaty po raz pierwszy
wykorzystane w reakcji real-time PCR (17). Obecnie jest to jedna z
najpowszechniejszych metod detekcji przy zastosowaniu
fluoryzujacych sond oligonukleotydowych (27). Przykltadem sa
popularne fluorescencyjne sondy oligonukleotydowe tzw. sondy
TagMan®, podwojnie znakowane, wysoko specyficzne. W
roztworze, czasteczka reporterowa i wygaszacz, znajduja si¢ blisko
siebie, co umozliwia absorpcje fluorescencji przez wygaszacz.
Podczas amplifikacji, sygnat fluorescencji jest uwalniany w wyniku
hydrolizy sondy przez polimerazeg (jej aktywnos¢ 5' nukleazowa) i
rozdzielenia czasteczki reporterowej od wygaszacza (Rys. 7).
Wzrost ilosci amplikonu wiaze si¢ ze wzrostem sygnatu
fluorescencji.

Przyktadowe czasteczki wygaszacza to: TAMRA (karbohydroksy-
tetrametylo-rodamina), DABCYL, BHP, natomiast czasteczki
reporterowe wykazuja wigksze zrdéznicowanie to: FAM, VIC, NED,
pochodne fluoresceiny (np. izotiocyjanian fluoresceiny, 6-
karboksyfluoresceina) itd. Sondy, wykorzystujace aktywnos$¢ 5'
nukleazowa, posiadaja podobna do SYBR Green I doktadnos$¢, ale
daja wigksza pewnosc¢, co do specyficznosci, poniewaz mierzony
jestjedynie amplikon, o specyficznej sekwencji (55).
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Rys. 7. Sondy wykorzystujqce aktywnosé 5' nukleazowq polimerazy
DNA. Podczas gdy polimeraza DNA (pol) przesuwa sie wzdluz nici
matrycowej usuwa i hydrolizuje sonde w wyniku aktywnosci
endonukleazy 5'-3'. Czqsteczka reporterowa fluorochromu zostaje
uwolniona spod dziatania wygaszacza, powodujqc wyzwolenie
energii wzbudzenia o dlugosci fali, ktora moze by¢ zmierzona przez
przyrzad pomiarowy, poniewaz rozni sie od diugosci fali emitowanej
przez wygaszacz. Wstawka pokazuje czasteczke MGB (sonde
wiqzqca sie do matego rowka DNA), R czaqsteczka reporterowa
(fluorochrom), Q- wygaszacz.
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Podstawowymi cechami sond oligonukleotydowych tego typu sa:
fatwos¢ przytaczenia do DNA etykietki umozliwiajacej detekcje,
mozliwos¢ detekcji w niskich stezeniach przy uzyciu prostej
aparatury, produkcja charakterystycznego sygnatu po specyficznej
hybrydyzacji, stabilno$¢ w wysokich temperaturach i brak
interferencji z aktywnos$cia polimerazy (18). Sondy ulegajace reakcji
hydrolizy, posiadaja okreslone cechy: dlugo$¢ migdzy 20 a 40
nukleotydow, zawartos¢ GC migdzy 40 a 60 %, brak powtarzajacych
si¢ motywow i jednorodnych sekwencji, zwlaszcza sktadajacych sig
z tandemowych powtdrzen guaniny, brak hybrydyzacji oraz
zachodzenia ze starerterami forward i reverse, temperatura topnienia
musi by¢ co najmniej 5°C wyzsza, niz temperatura topnienia
starterow, aby mie¢ pewnos¢, ze sonda wiaze si¢ z matryca przed
rozpoczgeciem wydtuzania starterow (25).

Modyfikacja sond, opartych na aktywnos$ci 5'
nukleazowej, sa sondy, wiazace si¢ do matego rowka helisy DNA -
(MGB, ang. minor groove binding oligoprobes). (Rys. 7 - wstawka).
W tej metodzie standardowy wygaszacz TAMRA zastapiono NFQ i
wprowadzono czasteczke, ktora stabilizuje dupleks oligosonda -
sekwencja docelowa, poprzez zwijanie si¢ w matym rowku
dwuniciowego DNA (24). Taka modyfikacja pozwolita na skrocenie
oligosondy do 14 nukleotydow, pozwalajac na detekcje SNPs (ang.
single nucleotide polimorphisms) oraz rozw6j metody DNAzy-PCR,
w ktorej czasteczka reporterowa i wygaszacz sa rozdzielane przez
cigeie sondy czasteczka DNAzymu. DNAzym powstaje podczas
reakcji PCR jako dopetnienie antysensownej sekwencji DNAzymu
(znajdujacej si¢ na S5' koncu startera). Po cigeiu, podwojnie
wyznakowany substrat uwalnia fluorochrom i emituje sygnat
fluorescencji analogicznie do sond, wykorzystujacych aktywnos¢ 5'
nukleazy (50).

3.2.4 Sondy typu spinki do wloséw (ang. hairpin
oligoprobes)

Do tej grupy sond naleza wszystkie czasteczki, ktorych
przestrzenna struktura drugorzgdowa tworzy tzw. spinkg do wlosow
(hairpin), dzigki wewngtrznym sekwencjom komplementarnym do
siebie (Rys. 8). ,,Molecular beacons" (markery molekularne) to
pierwsza tego typu sonda oligonukleotydowa, stanowiaca
modyfikacjg sond oligonukleotydowych, podwojnie znakowanych,
wykorzystujacych aktywno$¢ nukleazowa polimerazy. W tym
rodzaju sond fluorochrom i wygaszacz znajduja si¢ na
przeciwlegtych koncach i sa utrzymywane blisko siebie, dzigki
komplementarnym odcinkom, zaprojektowanym tak, aby calos¢
tworzyta struktur¢ spinki do wiosow. Ta bliskos¢ powoduje
wygaszenie fluorescencji na zasadzie, opisanego wczesniej,
zjawiska kolizji (rys. 4) (52). W obecnosci komplementarne;j
sekwencji, zazwyczaj jest nig sekwencja przylaczania starterow,
sonda hybrydyzuje z matryca i zmienia si¢ w konfiguracjg otwarta.
Fluorochrom jest oddzielony przestrzennie od czasteczki
wygaszacza, co umozliwia detekcje fluorescencji, podczas kazdego

cyklu (53). Sondy te sa projektowane tak, aby pozostaty
nienaruszone podczas calej reakcji PCR. Musza przyltaczaé si¢ do
sekwencji docelowej w kazdym cyklu, umozliwiajac tym samym
detekcje sygnatu. Pojawienie si¢ ztego dopasowania migdzy sonda a
sekwencja docelowa, powoduje silniejsza destabilizacj¢ kompleksu,
niz w przypadku liniowych sond oligonukleotydowych, poniewaz
struktura spinki do wtoséw posiada wysoce stabilna, naprzemienna
konformacjeg. Sondy o strukturze spinki do wlosow sa takze bardziej
specyficzne, niz sondy liniowe (52). W przeciwienstwie do
poprzedniej metody, wygaszaczem najczgsciej jest 4-(4'-
dimetyloamino-fenylo)-benzen(DABCYL), anie NFQ.

Rys. 8. Sondy typu spinki do wlosow. Hybrydyzacja sondy z
sekwencja docelowq oddziela fluorochrom (F) od niefluoryzujqcego
wygaszacza (Q), umozliwiajqc pomiar emisji wzbudzonego
fluorochromu. Wstawka pokazuje sonde typu spinki do wltoséw o
przesunietej dlugosci fali emisji, zawierajqca dotqczonq czqsteczke

zbierajqcq sygnal (ang. harvester -H).
+
2 2

Modyfikacja tej metody jest wprowadzenie drugiego fluorochromu,
ktory zbiera sygnat fluorescencji (ang. harvester), powodujac efekt
przesunigcia dlugosci fali, emitujacej fluorescencjg. Przyktadowo
czasteczka zbierajaca sygnal (harvester), pochlania energig
wzbudzenia, pochodzaca z niebieskiego $wiatla i uwalnia ja jako
energig fluorescencji w postaci fali z zakresu dalekiej czerwieni. Ten
rodzaj energii, zostaje z kolei wykorzystany przez drugi
fluorochrom, do produkcji $wiatla o charakterystycznej dlugosci
fali. Dzigki tej modyfikacji mozliwy byt rozwoj reakcji multiplex
real-time PCR, umozliwiajacej detekcje kilku produktow
jednoczesnie, znajdujacych si¢ w jednej proboéwce, pod warunkiem
zastosowania fluorochroméw o réznym widmie emisji (54).

Sondy ,,molecular beacon" sa, podobnie jak sondy TagMan, bardzo
kosztowne, poniewaz funkcja takiej sondy zalezy od jej poprawne;j
hybrydyzacji ze specyficzna sekwencja matrycy, a wigc
odpowiedniego zaprojektowania i syntezy takiej sondy (4).

3.2.5 Modyfikacje sond oligonukleotydowych

Istnieje wiele roznych modyfikacji stosowanych sond,
znakowanych para czasteczek reporter - wygaszacz, wsrdd nich
najwazniejsze to sondy ,,molecular beacons", startery ,,sunrise" i
»scorpion". Mechanizm kazdej z nich polega na utrzymywaniu
razem czasteczki reporterawej i wygaszacza przed amplifikacja, a
nastepnie ich rozdzieleniu i wytworzeniu sygnatu fluorescencyjnego
podczas amplifikacji (55).

Startery ,,sunrise" sa modyfikacja sond molecular
beacons, ale ulegaja wbudowaniu do amplikonu podczas jego
wydtuzania, emitujac sygnat fluorescencji (34). Startery na 5' - koncu
maja przylaczony fluorochrom, w poblizu 3' - konca -wygaszacz
typu NFQ - DABCYL, ktore sa rozdzielone komplementarna
rozciagnigta sekwencja, tworzaca petle w stanie wolnym. Na 3'
koncu znajduje si¢ sekwencja startera, komplementarna do
specyficznego odcinka DNA na amplikonie (Rys. 9). Sekwencja
startera zostaje powielona przez powstajaca, komplementarng ni¢, co
destabilizuje petle, rozdzielajac fluorochrom i wygaszacz i
umozliwiajac detekcje emitowanej fluorescencji (34). Wada tego
systemu jest powstawanie niespecyficznego sygnatu fluorescencji,
ktory jest wynikiem duplikacji sekwencji starterow typu ,,sunrise"”
podczas tworzenia dimerdéw starter-starter (28). Co wigeej wysoka
specyficzno$¢ starterow uzyskuje sig, dzigki sekwencji
nukleotydowej, ktéra musi by¢ kazdorazowo odpowiednio
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zaprojektowana 1 zsyntetyzowana, a to wiaze si¢ z wysokimi
kosztami catego systemu detekcji (2).

Rys. 9. Startery typu sunrise (wschodzqcego stonca). W trakcie
syntezy komplementarnej nici struktura spinki do wtosow zostaje
zniszczona, powodujqc rozdzielenie wygaszacza i fluorochromu,
podobnie jak w przypadku sond o strukturze spinki do wlosow, R
czqsteczka reporterowa (fluorochrom), Q- wygaszacz.
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Ostatnim osiagnigciem w badaniach nad sondami
oligonukleotydowymi sg startery typu ,,scorpion". Startery te
tacza w sobie strukturg spinki do wlosow (petli) z wygaszaczem
w poblizu 3'- konca i fluorochromem na 5' - koncu, tworzac
niefluoryzujacy kompleks, ktory zostaje wbudowany do
amplikonu podczas wydtuzania nici. P¢tla jest polaczona z 5' -
koncem specyficznego startera poprzez monomer nieulegajacy
amplifikacji (Rys. 10). Czgsto monomerem jest glikol
heksetylenowy, ktory blokuje duplikacje czgsci sondy scorpion,
odpowiedzialnej za emisj¢ fluorescencji. Czasteczka blokera
uniemozliwia otwarcie struktury spinki do wlosow, pod
nieobecnos$¢ specyficznej sekwencji amplikonu (5). Po
wydtuzeniu startera, specyficzna sekwencja, znajdujaca si¢ w
petli sondy, moze zwiazac¢ si¢ do komplementarnej sekwencji w
powstatym amplikonie, powodujac otwarcie struktury spinki do
wloséw. Zmiany konformacji, podczas wydtuzania amplikonu,
generujg gwalttowny 1 silny sygnal fluorescencji, w wyniku
przestrzennego rozdzielenia fluorochromu i wygaszacza (57).

Rys. 10. Startery typu skorpion. Starter nie wymaga wydtuzania
komplementarnej nici, a wrecz zaburza caly proces, w celu
zapewnienia, ze zniszczenie struktury spinki do wlosow zachodzi
tylko w wyniku specyficznej hybrydyzacji z komplementarng
sekwencjq zaprojektowanq tak, aby miat miejsce proces downstream
natywnej nici, R  czqsteczka reporterowa (fluorochrom), Q-
wygaszacz, B monomer, czerwona strzatka - starter scorpion.

+

Z kolei sondy ,,scorpion" mozna podzieli¢ na dwa rodzaje (Rys.
11). Pierwsze z nich posiadaja struktur¢ spinki do wiloséw,
utrzymywana dzigki sekwencji komplementarnej do
powstajacego produktu i sa nazywane uni-sondami. Modyfikacja

uni-sond sa bi-sondy, posiadajace fluorochrom i wygaszacz na
dwoch roznych niciach oligonukleotydowych. Specyficzny starter,
bloker i fluorochrom znajduja si¢ na jednej nici, natomiast
wygaszacz jest przylaczony do 3'- konca drugiej nici
oligonukleotydowej, w pelni komplementarnej do sekwencji sondy.

Mechanizm molekularny bi-sondy jest analogiczny do
typowych starteréw ,,scorpion”, jednak powyzsza modyfikacja
pozwala na uzyskanie wyzszej intensywnosci sygnatu. Porownujac
stosunek sygnatu do warto$ci tla, bi-sondy przewyzszaja sondy
TaqMan (gdzie wysoki sygnal wiaze si¢ z wysokim tlem) oraz sondy
typu ,,molecular beacons ,, (dajace niski sygnat i niskie tto). Kolejna
istotng zaleta bi-sond jest tatwos$¢ ich zaprojektowania i syntezy,
dzigki nieobecnosci struktury spinki do wlosow. Jednak podczas
projektowania bi-sondy réwniez nalezy wzia¢ pod uwage
mozliwos$¢ tworzenia struktury drugorzgdowe;j (5).

Kolejna klasa sond sa analogi DNA, tak zwane PNA - (ang.
peptide nucleic acids) Sa to oligomery zbudowane analogicznie jak
ni¢ DNA, w ktorych szkielet fosforanowy zostat zastapiony
jednostkami N-(2-aminoetylo)-glicyny, potaczonymi wiazaniami
peptydowymi (35). Sondy te nie moga stuzy¢ jako startery dla
polimerazy DNA (39). Szkielet PNA jest pozbawiony reszt
fosforanowych, a wigc takze tadunku elektrycznego i nie wymaga
sity jonowej, aby utworzy¢ dupleksy z DNA lub RNA. Temperatura
topnienia dupleksow PNA/DNA jest wyzsza niz DNA/DNA i
praktycznie niezalezna od sily jonowej, tak, wigc w roztworach o
niskiej sile jonowej, PNA wiaze sig efektywnie z nicia DNA, nawet
w obecnosci komplementarnej do badanej sekwencji nici DNA (12).
Niskie stgzenia soli destabilizujq takze oddzialtywania z RNA,
faworyzujac wiazanie DNA z PNA. Czasteczki PNA potaczone z
fluorochromami, na przyktad z oranzem tiazolowym, sa nazywane
$wigcacymi sondami, poniewaz emitujq silny sygnal po zwigzaniu
si¢ z DNA (47). Sygnat fluorescencji sond PNA wzrasta, gdy sa one
zwiazane z DNA. Nie wymagaja one zmiany konformacji do emisji
fluorescencji, sa wrazliwe na jednonukleotydowe zmiany w
sekwencji DNA. Poniewaz sondy PNA wykorzystuja jeden rodzaj
czasteczki reporterowej, mozliwy jest bezposredni pomiar
fluorescencji, zamiast pomiaru zmian fluorescencji, zachodzacych
migdzy dwoma fluorochromami (20). Jednak w pdzniejszych
cyklach pojawia si¢ niespecyficzny sygnat fluorescencji (46).

Powyzsze przyklady nie wyczerpuja petnej listy,
dostepnych sond, wykorzystywanych do detekcji sygnatu podczas
reakcji real-time PCR. Wciaz trwaja proby ulepszania czutosci i
specyficzno$ci sond oraz redukcji ich kosztéw produkcji.

Rys. 11. Rodzaje sond Scorpion. A) - uni-sonda posiada
na jednaj nici oligonukleotydowej czqsteczke reporterowq (R),
wygaszacz (Q), czasteczke blokujqcq wydtuzanie startera,
odpowiadajqcego za emisje fluorescencji (B), starter (czerwona
linia) oraz sekwencje komplementarng, tworzqcq strukture spinki do
wlosow.
B) bi-sonda na jednaj nici znajduje sie wygaszacz, a na drugiej
czagsteczka reporterowa (R), bloker (B) oraz starter, nici sq do siebie
komplementarne.
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4. Urzadzenia wykorzystywane do detekcji sygnatlu w real-time
PCR

Fluorymetria jest bardzo czuta i wszechstronng
technika, majaca wiele zastosowan w biologii molekularnej.
Wykorzystujac zjawisko FRET i szeroka gamg fluorochroméw,
uzyskano potezne narzedzie do analizy struktur makroczasteczek.
Jedynym, napotykanym czgsto, ograniczeniem tej metody jest
objetos¢ probek, wymagana dla konwencjonalnych roztwordéw do
pomiaru fluorymetrycznego. Objgtosé probki staje si¢ problemem
dla drogich probek lub w przypadku, gdy oddziatywania sktadnikow
ujawniaja si¢ tylko w wysokich stezeniach. W powyzszych
przypadkach fluorymetr o pojemnosci mikro- zamiast mililitréw
stajg si¢ niezbgdnym urzadzeniem do analizy ilosciowej (61).

4.1 Zasada dzialania typowego urzadzenia pomiarowego -
termocyklera

Zadaniem urzadzenia pomiarowego jest utrzymywanie
okreslonych warunkow reakcji, standaryzacja i monitorowanie
sygnatu fluorescencji podczas reakcji real-time PCR. Urzadzenie
mierzy sygnat fluorescencji i wartos¢ granicznga (Ct) po
przekroczeniu sygnatu tla, a przed osiagnigciem fazy plateau,
podczas reakcji (55).Typowy aparat do przeprowadzania reakcji
real-time PCR sktada sig ze sktadowych zebranych w tabeli I.

Tabela 1. Podstawowe elementy skladowe urzadzenia do
prowadzenia reakcjireal-time PCR. (5,61)

Uklad Funkcja Elementy skladowe

Diody LED

X g Wzbudzenie czasteczki Lampy halogenowe
Zrédto swiatta :
reporterowe] (fluorochromu) lub lasery

Filtry interferencyjne

Filtry dichroiczne
Optyczny uklad detekcji . | Soczewki

R Detekeja sygnatu fluorescencji 9
fluorescencji Fotodiody (lub

fotopowielacze)

% Umozliwia jednoczesny Tarcza z prébkami
Komora pomiarowa

pomiar nawet kilkuset prébek | Wirdwka

4 S Zrédto cieptego i zimnego
Zapewnia odpowiedni system 3 I
. p powietrza, wiatrak
Uklad kontroli temperatury | grzania/chlodzenia bez skokéw
Termostos lub modut
temperatur X
Peltier’a

Temperatura w termocyklerze musi by¢ dokladnie kontrolowana,
dzigki zastosowaniu urzadzenia grzewczego i chtodzacego, ktore w
zalezno$ci od warunkow reguluja temperature w komorze
pomiarowej. Przeplyw powietrza wymuszany jest przez wiatrak,
ktory zapewnia homogenno$¢ temperatury posroéd probek. W
zaleznosci od uzytego zrodta $wiatta stosuje sig¢ filtry
interferencyjne, poniewaz rézne czasteczki fluorochroméow
posiadaja charakterystyczne dhugosci fali wzbudzenia i emisji
fluorescencji. Filtry przepuszczaja jedynie okreslone dlugosci
wiazki $wietlnej. Przykladowo do wzbudzenia fluorescencji
barwnika SYBR Green [ stosuje si¢ filtr przepuszczajacy §wiatto o
dlugosci 520-580 nm. Po wzbudzeniu czasteczki reporterowej
$wiatto jest zbierane za pomoca soczewek, przechodzi przez filtr
dichroiczny, ktory przepuszcza tylko wiazke i danej dtugosci fali,
odcinajac zbedne tto. Pomiar sygnatu odbywa sig dzigki fotodiodom
(61).

Urzadzenia, wykorzystujace waska wiazke S$wietlng
laseréw (488-514 nm) do wzbudzania czasteczek fluorochromoéw, sa
nieefektywne w stosunku do szerokiej gamy obecnie stosowanych
fluorochroméw. Chociaz wzbudzenie $wiatlem lampy halogenowej
jest mniej intensywne, niz laserem, powoduje réwnomierne
wzbudzenie w znacznie szerszym zakresie dlugosci fal. Dobor
odpowiedniego zrodta $wiatla jest szczegolnie istotny w metodzie
~multiplex real-time PCR", ktéra wymaga zastosowania takich
fluorochromow, ktorych widma emisji nie beda na siebie zachodzity.

Z drugiej strony laser odznacza si¢ wysoka jasnoscia spektralng i
czuloscia, korzystna dla efektywnego wzbudzenia fluorochromow
(%).

Wykonanie okoto trzydziestu cykli amplifikacji
specyficznej sekwencji DNA trwa zaledwie 10-15 minut, dzigki
zastosowaniu matlej objgtosci probek w szklanych kapilarach i
ogrzewania za pomoca cyrkulujacego powietrza. Poprzez
ograniczenie czasu trwania etapu denaturacji i wydluzania (ang.
annealing) uzyskuje si¢ wyzsza specyficznos¢ oraz zysk (60).

4.2 Przeglad popularnych aparatow do pomiaru
fluorescencji podczas reakcji real-time PCR

Obecnie, jest dostgpnych wiele aparatow oraz ich
najnowszych modyfikacji do przeprowadzania reakcji PCR w czasie
rzeczywistym. Jednym z nich jest np. LightCycler™ i jego nowe
odmiany (niemieckiej firmy Roche Molecular Biochemicals), ktory
stanowi potaczenie termocyklera (z szybka kontrola temperatury) z
mikroilosciowym fluorymetrem (pomiar probek o objgtosci 5-10
DIl). Posiada niewielkie wymiary (24 cm x 28 cm x 45 cm),
pozwalajac na analiz¢ nawet do 96 probek jednoczes$nie (61).
Przepuszczajace wiazke $wietlna, plastikowe i szklane kapilary,
stanowig swoiste kuwety do pomiaru fluorescencji i utatwiaja szybka
wymiang ciepla. Objgtos¢ probki niezbedna do wykonania pomiaru,
to zaledwie 5 pl, ktora znajduje si¢ w kapilarze o przekroju 0.8 mm
(61). Niestety kapilary sa bardzo kruche i wymagaja
doswiadczonego operatora. Pomiar fluorescencji polega na
pochtonigciu przez badany roztwor niebieskiego swiatta (450 190
nm), emitowanego przez diodg i emisji fluorescencji, ktora zostaje
wychwycona przez szereg silikonowych fotodetektorow (fotodiod) z
filtrami, absorbujacymi wiazki $wietlne o rdznej dtugosci fali (61).
Zmiany temperatury sa kontrolowane przez chlodne i cieple
powietrze oraz wiatrak, ktore potrafia zmienia¢ temperaturg w
tempie 20°C/s. Dodatkowo system pomiarowy umozliwia analizg
fluorescencyjnych krzywych topnienia, dzigki monitorowaniu zmian
emisji fluorescencji, dostarczajac informacji o sekwencji, do ktorej
wiaze si¢ dana sonda. Dzigki tym wtasnosciom LightCycler'a
ulepszono i przyspieszono mozliwo$¢ diagnozowania chorob
genetycznych oraz detekcje pokrewnych patogenow wirusowych,
metoda ,,multiplex real-time PCR" (28).

Duza konkurencja na rynku produkujacym aparatur¢ do
real-time PCR, sprawila, ze wybor odpowiedniego urzadzenia jest
dosy¢ skomplikowany. Wsrod najbardziej znanych przedstawicieli
wyrdzniamy: wspomniany wczesniej LightCycler firmy Roche,
Cycler firmy Biorad, Mx4000 firmy Stratagene, Smartcycler, Rotor
Gene 2000 firmy Corbett oraz najnowsze, laserowe urzadzenia,
analizujace wigksze ilosci probek: 7900HT (384 probki, z laserowa
wiazka wzbudzajaca) czy nowe modele firmy Applied Biosystems
(np. typu ABI Prism 96 probek, z halogenowa wiazka $wiatla),
Chimaera Quantitative PCR Systems firmy Thermo Scientifici DNA
Engine Opticon Continuous Fluorescence Detection System firmy
MIJ Research (61).

Cycler firmy Biorad - wykorzystuje halogenowa lampeg
wolframowa, ktéra przy uzyciu odpowiednich filtrow pozwala na
wzbudzenie fluorochroméw z zakresu 400-700 nm. Moze
jednoczesnie analizowac¢ od 96 do 384 probek (5).

Rotor Gene 2000 posiada cztery niezalezne diody LED
jako zrodta swiatta o dlugosciach 470, 530, 585 1 625 nm. Energia
wzbudzenia jest wykrywana przez 6 filtrow i powielaczy o
dlugosciach fali z zakresu 510-660 nm. Charakterystyczna cecha
tego urzadzenia jest prowadzenie reakcji real-time w standardowych
probowkach wiréwkowych, ktore znajduja sie¢ w 36- lub 72-
studzienkowej wirdwce, obrot probowek zapobiega
nierdbwnomiernemu rozktadowi temperatury podczas reakc;ji (5).

Urzadzenie Mx4000 firmy Stratagene posiada halogenowa
lampg¢ wolframowa, z zakresem wzbudzenia fluorochroméw od 350
do 750 nm, detekcja 350-830 nm, 4 fotopowiclacze, 4 niezalezne
glowice, pozwalajace na wzbudzenie i1 detekcj¢ 4 roznych
barwnikow w jednej studzience oraz zintegrowany komputer
osobisty, ktoryzapobiega utracie danych.
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Zastosowanie filtrow wzbudzenia i emisji pozwala
na wyeliminowanie sygnatu tta, pochodzacego z
nieprzylaczonych lub blednie przytaczonych sond. Urzadzenie
jest polaczeniem ogniwa Peltier'a, technologii przewodzacych i
izolujacych, ktére utrzymuja stala temperaturg we wngtrzu
urzadzenia oraz zapobiegaja naglym skokom temperatur (5).

ABI Prism 7000 zawiera rowniez 96-studzienkowy,
termiczny blok oparty o efekt Peltier'a oraz lampg wolframowo-
halogenowa, stale naswietlajaca wszystkie probki. Detekcja
emisji fluorescencji odbywa si¢ bezposrednio przez 4 filtry
optyczne i matrycg CCD (Charge-Coupled Device).
Oprogramowanie stuzace do obstugi urzadzenia bazuje na
systemie Microsoft Windows, co pozwala na tatwa analize
danych, na komputerze wyposazonym w ten system (5).

5. Wybrane przyklady modyfikacji metody real-time PCR

Cho¢ technika real-time PCR jest stosunkowo mtoda,
to znalazta juz szerokie zastosowania w diagnostyce i badaniach
naukowych (28). W dziedzinie naukowej, technika ta jest
zrédtem wysokospecyficznych pomiaréw ilosciowych
produktdw transkrypcji gendéw. Dzigki temu mozliwe sg badania
ekspresji genéw iich zmian w czasie, odpowiedzi tkanek i kultur
komorkowych na podanie $rodka farmakologicznego, progresji
réznicowania komorek oraz odpowiedzi na zmiany warunkow
srodowiska (5).

5.1 Badanie ekspresji gené6w metoda real-time Reverse
Transcriptase PCR

Podobnie jak w przypadku konwencjonalnej techniki
PCR, takze w real-time PCR mozna analizowa¢ RNA - moéwimy
wtedy o real-time RT-PCR (ang. real-time reverse transcriptase
PCR), poniewaz pierwszym etapem jest przepisanie RNA na
cDNA (ang. complementary DNA) przy pomocy odwrotnej
transkryptazy. Aby przeprowadzi¢ real-time RT-PCR nalezy
najpierw wyizolowaé mRNA z okreslonej komorki, nastgpnie
przy uzyciu odwrotnej transkryptazy uzyska¢ cDNA -
odpowiadajace doktadnie sekwencji kodowanego biatka.
Docelowy gen zostaje dalej powielany w mieszaninie cDNA
oraz genu referencyjnego -,housekeeping gene", (ktorego
poziom ekspresji jest praktycznie staly we wszystkich
komorkach i tkankach), a nastgpnie jego ilo$¢ jest mierzona
dzigki zastosowaniu sond fluorescencyjnych.

Podstawowe zatozenie metody real-time PCR polega
na tym, ze im bardziej liczny jest dany cDNA (tym samym
mRNA) w probee, tym wczesniej zostanie wykryty podczas
powtarzajacych si¢ cykli powielania. Poréwnanie ilo$ci
zmierzonej probki DNA lub RNA ze standardem, pozwala na
okreslenie proporcji probki w stosunku do standardu,
umozliwiajac szacunkowe okreslenie relacji pomigdzy réznymi
tkankami lub warunkami do$wiadczalnymi. Aby uzyskaé
precyzyjna warto$¢ pomiardow, niezbgdna jest normalizacja
ckspresji badanego genu, w stosunku do genu o stabilnej
ekspresji (np. housekeeping gene). Aby uzyska¢ doktadnag
warto$¢ poziomu ekspresji danego genu, zmierzong ilos¢ RNA
badanego genu dzieli si¢ przez ilo§¢ RNA genu referencyjnego,
ktérej pomiar wykonuje si¢ w tej samej probce, w celu
normalizacji calego pomiaru (wykluczenia mozliwych
odstepstw ilosci 1 jakosci RNA pomigdzy réznymi probkami).
Normalizacja pozwala na doktadne okreslenie ilo$ci czasteczek
RNA, a tym samym poréwnanie ekspresji genu migdzy ré6znymi
probkami, pod warunkiem, ze ekspresja genu referencyjnego
(,,housekeeping gene") jest zblizona we wszystkich probkach.
Doboér odpowiedniego genu referencyjnego jest bardzo istotny,
poniewaz tylko nieliczne geny wykazuja réwny poziom
ekspresji w roznych warunkach lub tkankach. (33,37)

5.2 Multiplex real-time PCR

Inna modyfikacja real-time PCR jest metoda
multiplex real-time PCR. W przypadku konwencjonalnej
metody PCR przez "multiplex" rozumiemy uzycie kilku
odpowiednich starterow, o roznych widmach emisji

fluorescencji, dzigki czemu mozliwa jest amplifikacja wigcej niz
jednego fragmentu DNA w pojedynczej reakcji (8). Jesli chodzi o
real-time PCR, termin ,multiplex" odnosi si¢ raczej do wielu
rodzajow sond fluorescencyjnych, uzywanych w celu rozréznienia
roéznych amplikondw powstatych w czasie reakcji. ,,Multipleksowy"
real-time PCR spotyka si¢ z wieloma trudno$ciami. Niezbgdne jest
uzycie kilku fluorochroméw oraz zrodta $wiatta, ktore wzbudza
wszystkie uzyte w reakcji fluorochromy (54). Jak dotad mozliwe jest
prowadzenie zaledwie kilku (czterech) reakcji w jednej probowece.
Nowe rozwiazania, takie jak udoskonalenia w projektach sond i
starterow, nowatorskie kombinacje fluorochroméw, zastosowanie
czasteczek wygaszajacych energig i przy tym nieemitujacych $wiatla
oraz nowe rozwiazania w konstruowaniu aparatow do prowadzenia
takich reakcji, pomagaj a rozwijac technikg multiplex real-time PCR
(55).

6. Podsumowanie

Uzycie fluorescencyjnej sondy reporterowej jest
najdoktadniejsza i najbardziej niezawodna metoda iloSciowego
pomiaru produktu PCR, jednak wiaze si¢ z wysokimi kosztami.
Najszerzej stosowang metoda jest detekcja z wykorzystaniem sondy
o aktywnosci 5' endonukleazy. Uzycie sondy reporterowej znaczaco
zwigksza specyficznos¢ i pozwala na oznaczenie ilosci produktu
nawet w obecnosci niespecyficznych czasteczek DNA. Najnowsze
modyfikacje, pozwalajace na zastosowanie kilku sond, umozliwiaja
potencjalne zwielokrotnienie reakcji - badanie kilku genéw w tej
samej probowce, uzywajac specyficzne sondy z przytaczonymi
etykietkami o roznych kolorach, dzigki czemu produkty reakcji
multiplex real-time PCR sa namnazane z poréwnywalng
wydajnoscia.

Najnowsza aparatura pomiarowa laczy w sobie cechy
umozliwiajace bardzo krotki czas trwania reakcji i pomiaru oraz
mozliwo$¢ detekeji kilku produktow reakcji jednoczesnie.
Urzadzenia te sa rownoczesnie przystosowane do uzycia wszystkich
sond opisanych w powyzszej pracy, czyniac real - time PCR metoda
wszechstronng i wykorzystywana zarowno w badaniach naukowych
jakiw diagnostyce laboratoryjne;j.

Praca finansowana z projektu badawczego MniSW NrN401
08232/1930
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APEL
DO _P.T. DIAGNOSTOW LABORATORYJNYCH
KORESPONDUJACYCH Z BIUREM KIDL.

Przypominamy wszystkim Panstwu, ze kierowane do Izby pisma, wnioski,
prosby itp., oprocz nazwiska i adresu do korespondencji powinny zawiera¢
nr wpisu na list¢ diagnostow laboratoryjnych (wzgl. nr PESEL)..
Dotaczane natomiast do tej korespondencji kserokopie waznych
dokumentéw, musza by¢ potwierdzone za zgodno$¢ z oryginalem.
Potwierdzenie takie mozna uzyskaé

w zaktadzie pracy (komorki kadrowe),

u danego Przedstawiciela Wojewodzkiego KRDL (lista przedstawicieli
dostgpna w Internecie w zaktadce KRDL Przedsta-wiciele KRDL na woj.)
lub u notariusza. Potwierdzenie zgodno$ci kopii z oryginalem musi by¢
zaopatrzone w pieczeé instytucji, date i nazwisko osoby aprobujacej.
Przygotowywana w ten sposob korespondencja i przesytana na adres biura
KIDL utatwi zatatwianie Panstwa spraw i potrzeb oraz przyspieszy
udzielenie odpowiedzi w przedmiotowych problemach.
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APEL
DO P..T. DIAGNOSTOW LABORATORYJNYCH

Majac na uwadze doniosto$§¢ wykonywanego przez nas zawodu diagnosty laboratoryjnego — zawodu
zaufania publicznego - przypominamy niniejszym wszystkim Kolezankom i Kolegom PT Diagnostom
Laboratoryjnym, ze na czlonkach Krajowej Izby Diagnostow Laboratoryjnych spoczywa obowiazek
odpowiedzialno$ci za wlasny samorzad zawodowy, a zatem odpowiedzialni tez jesteSmy za
ksztaltowanie naszej nienagannej postawy. Kwestia ta wyptywa takze z zasad ogolnych
przedstawionych w Kodeksie Etyki Diagnosty Laboratoryjnego, ktéry zostal uchwalony przez
Nadzwyczajny Krajowy Zjazd Diagnostow Laboratoryjnych 13 stycznia 2006 roku.

Jednym z podstawowych obowiazkéw okreslonych Statutem KIDL (vide: 111 Rozdziat: ,,Czlonkowie
Izby, ich prawa 1 obowiazki”) jest systematyczne regulowanie sktadek, ktérych — nie zmieniana od
prawie 5 lat - wysoko$¢ 15.00 zt* miesigcznie zostala ustalona przez Krajowa Rade Diagnostow
Laboratoryjnych uchwata nr 2/2003 z dnia 13 stycznia 2003 roku. Pamigta¢ wigc nalezy, ze jest to zatem
obligatoryjna optata za cztonkostwo w Krajowej Izbie Diagnostow Laboratoryjnych, do ktorej kazdy z
nas wstapil na podstawie wlasnorgcznie podpisanego wniosku o wpis na list¢ diagnostow
laboratoryjnych oraz otrzymat dokument ,,Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego”
(,PWZDL").

PO RAZ KOLEJNY
PRZYPOMINAMY WIEC PT DIAGNOSTOM LABORATORYJNYM:

TYLKO

OSOBY POSIADAJACE DOKUMENT ,,PWZDL” MAJA USTAWOWE
UPRAWNIENIA DO WYKONYWANIA NASZEGO ZAWODU.

APELUJEM.Y

do tych wszystkich Kolezanek i Kolegow, ktorzy wykonuja czynnosci diagnostyki
laboratoryjnej i dotad nie dysponuja dokumentem ,,PWZDL”, Ze postepowanie takie jest
naruszeniem zasad etyki zawodowej oraz jest niezgodne z obowigzujacym prawem [vide:
Rozdziat 8 pt: ,,Odpowiedzialno$¢ karna”, art. 71 ustawy z dnia 27 lipca 2001 r. o diagnostyce
laboratoryjnej (tekst jednolity.: Dz. U. 04. 144. 1529 z p6zn. zm.)].
APELUJEMY
o systematyczne regulowanie swoich zobowiazan finansowych wzgledem Izby 1 wnoszenie
obligatoryjnych oplat zwiazanych z cztonkostwem w KIDL. Tylko taka postawa diagnostow
laboratoryjnych bedzie gwarantem sprawnego dziatania naszego samorzadu zawodowego

Prezydium

Krajowej Rady

Diagnostow Laboratoryjnych
Warszawa, 30 listopada 2007 r.

* od dn. 1 kwietnia 2008 r. wysoko$¢ sktadki cztonkowskiej wynosi 20.00 PLN zgodnie z uchwata
Nr 48/11/2008 KRDL z dnia 29 lutego 2008 r. (05 marca 2008 r.)
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DIAGNOSTYKA GRZYBOW
Czesé 1. Diagnostyka grzybow drozdzopodobnych

Anna B. Macura
Zaktad Mykologii Katedry Mikrobiologii Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

Grzyby drozdzopodobne moga stanowi¢ miejscowa flore skory lub
bton sluzowych, moga rowniez by¢ przyczyna grzybicy. Po wykryciu
obecnosci grzybow, odrdznienie tych dwoch sytuacji winno byé
wspolnym dzietem lekarza leczacego i diagnosty laboratoryjnego.
Interpretacja wyniku badania mykologicznego moze zostaé
powaznie znieksztalcona przez bledy przedlaboratoryjne. Moga one
powsta¢ przez nieodpowiednie przygotowanie pacjenta do pobrania
materiatu, blgdna technik¢ pobierania oraz niewlasciwe warunki
transportu materiatu do laboratorium.

1. Pobieranie materialu do badan mykologicznych

Jest to jedna z wazniejszych czgsci diagnostyki
mykologicznej. Najczgstszym bledem na tym etapie jest pobranie
materiatu juz po rozpoczeciu leczenia; zazwyczaj w nastgpstwie
niepowodzenia leczenia empirycznego. Aby wynik badania byt
wiarygodny, musi zosta¢ zachowany okres karencji po odstawieniu
leku systemowego lub miejscowego. Zazwyczaj czas nie moze by¢
krotszy, niz 2 tygodnie po zakonczeniu leczenia miejscowego i
miesiac po przerwaniu leczenia systemowego. Idealnym
rozwiazaniem jest pobranie materiatu przed rozpoczgciem leczenia,
jezeli wywiad i obraz kliniczny sugeruja grzybicg. Materiat do badan
mykologicznych jest bardzo zréznicowany, korzystaja z tych badan
wszystkie specjalno$ci medyczne. O wyborze materiatu decyduje
lokalizacja zakazenia. Materiaty powinny by¢ pobierane do jatowych
pojemnikéw, odpowiednich dla typu materiatu i jak najszybciej
dostarczone do laboratorium.

W grzybicach uogélnionych pobierana jest krew przy
16zku chorego, bezposrednio do ptynnego podtoza Sabourauda oraz
punktaty pobrane droga biopsji z narzadow podejrzanych o infekcje
grzybicza. W grzybicach narzadowych do wykonania testow
serologicznych sa pobierane: surowica, ptyn mozgowo-rdzeniowy
oraz inne ptyny ustrojowe. Ptyn mézgowo rdzeniowy, w objgtosci 3,5
ml, jest pobierany przez naktucie lgdzwiowe, nastgpnie zaggszczany
przez wirowanie; osad jest przeznaczony do posiewow i
przygotowania preparatow, natomiast supernatant moze by¢
wykorzystany do wykonania testow serologicznych. W przypadku
podejrzenia grzybicy uktadu oddechowego pobiera sig: plwocing,
poptuczyny oskrzelowe, wymazy z krtani i nosogardzieli. Z
przewodu pokarmowego materialem jest kat, tres¢ zotadkowo-
jelitowa, zot¢. U zdrowych osob w probkach katu moga wystgpowad
grzyby. Materiatem z uktadu moczoplciowego moze by¢ mocz,
wymazy z cewki moczowej, pochwy, szyjki macicy, sromu oraz
zoledziispod napletka. W przypadku podejrzenia grzybicy skory i jej
przydatkow pobiera si¢ ropg, wymazy, tuski skorne, opitki
paznokciowe i wlosy z miejsc zmienionych chorobowo. W
schorzeniach laryngologicznych material stanowia: wymazy z ucha,
wydzielina z zatok szczgkowych, wymaz z jezyka, podniebienia itp.
W podejrzeniu grzybicy oka materialem jest wymaz z worka
spojowkowego, zeskrobiny z owrzodzenia rogéwki (6, 8,9) .

2.1zolacjaiidentyfikacja grzybow

Z grzyboéw drozdzopodobnych najwazniejsza role w
zakazeniach odgrywa rodzaj Candida, a szczegdlnie gatunek C.
albicans. Istnieje kilkanascie innych gatunkéw potencjalnie
patogennych, ostatnio odgrywajacych coraz wigksza rolg jako
czynniki etiologiczne kandydozy, szczegélnie u osoéb ,z grup
ryzyka”. Grzyby drozdzopodobne najczg$ciej spotykane w
materiatach klinicznych przedstawiono w tabeli L.

Pierwszym etapem badania jest przygotowanie preparatow
bezposrednich z materialu klinicznego. Preparat taki pozwala na
wykazanie obecno$ci grzybow, orientacyjna oceng ich ilodci oraz
rodzaju form morfologicznych. Istnieje kilka rodzajow preparatow
bezposrednich: 1) barwiony metoda Grama, 2) wilgotny
przygotowany w ptynie fizjologicznym, 3) rozjasniony, przy uzyciu
10-20% KOH lub dwumetylosulfotlenku (DMSO), 4) barwiony
metoda negatywno-pozytywna (przygotowany z osadu ptynu

moézgowo-rdzeniowego, w przypadku podejrzenia o kryptokokozg),
5) preparat pod przezroczystym przylepcem w przypadku
podejrzenia zakazenia grzybami z rodzaju Malassezia 6) preparat
barwiony metoda Schaeffera-Fultona pozwalajacy réznicowaé
Saccharomyces cerevisiae. W preparatach bezposrednich w
przypadku grzybow drozdzopodobnych mozna wykaza¢ r6zne pod
wzgledem wielko$ci i1 ksztaltu blastospory oraz elementy
pseudogrzybni, a dla grzybow z rodzaju Geotrichum
charakterystyczne artrospory (Ryc. 1). Do oceny preparatow
uzywany jest przede wszystkim mikroskop $wietlny o powigkszeniu
od 100 do 1500, najczesciej stosuje sig powigkszenie 1001400 (5, 9).

Najwazniejszym etapem badania mykologicznego jest
hodowla, pozwalajaca na wyizolowanie szczepu grzyba z materialu
klinicznego. Podstawowym podlozem stosowanym w mykologii
lekarskiej do hodowli grzybow jest podtoze Sabourauda w postaci
bulionu lub podtoza statego o sktadzie: 1% peptonu, 2-4% glukozy
oraz w przypadku podloza statego 1,8% agaru. Czgsto stosuje si¢
modyfikacje podloza Sabourauda przez dodatnie antybiotyku
przeciwbakteryjnego (chloramfenikol, gentamycyna). Hodowle
grzybow z rodzaju Malassezia prowadzi si¢ na podtozu agarowym
Sabourauda z dodatkiem oliwy z oliwek lub innych lipidow (zwiazki
Tweenu). Hodowlg inkubuje si¢ w temperaturze 37°C i 27C.
Zatozone hodowle kontroluje si¢ codziennie przez 7-10 dni. Wzrost
grzybéw na podlozu przy prawidlowo wykonanych posiewach
stanowi dowdd obecnosci grzybéw w badanym materiale
klinicznym. Wigkszo$¢ grzybow drozdzopodobnych wyrasta na
podtozu w postaci kolonii gladkich, biatych lub kremowych, kolonie
szorstkie tworzy gatunek C. krusei, §luzowy jest charakterystyczny
dla Cryptococcus neoformans, wzrost skorzasty dla rodzaju
Geotrichum, zabarwienie kolonii w odcieniach czerwieni dla
grzybow z rodzaju Rhodotorula, natomiast czarny dla
Aureobasidium (Pullularia) (6,8, 9).

Z hodowli grzyboéw na podtozach sporzadza si¢ preparaty

barwione metoda Grama celem oceny mikroskopowej komorek
grzybow (blastosporow, artrosporéw) w mikroskopie $wietlnym.
Poniewaz najczesciej z materiatow klinicznych izolowany jest
gatunek C. albicans, mozna wykona¢ probg filamentacji (test
kietkowania, germ-tube test), ktéry daje wynik dodatni tylko dla C.
albicans. Test ten polega na wytwarzaniu charakterystycznych
wypustek po 3-6 godzinach inkubacji grzybéw w surowicy.
Nastgpnym prostym badaniem jest ocena morfologii grzybow na
podtozu zubozonym. Do badania uzywa si¢ réznych podtozy (PCB,
ryzowe, kukurydziane itp.) na ktorych wykazuje si¢ obecnos¢
chlamydosporéw (grubosciennych, duzych komorek
przetrwalnikowych), co jest cecha tylko gatunku C. albicans.
Ponadto na tych podtozach réznicuje si¢ grzyby zrodzaju Candida na
tworzace pseudogrzybnie i nie posiadajace tej cechy. Te dwie
wymienione proby pozwalaja na odréznienie gatunku C. albicans
dominujacego w materiatach klinicznych (9).
Identyfikacja grzybow drozdzopodobnych oparta jest na podstawie
prob biochemicznych, w ktorych wykorzystuje sie zdolnosci
grzybow drozdzopodobnych do fermentacji zwiazkow
weglowodanowych (glukoza, laktoza, maltoza, sacharoza,
galaktoza, rafinoza itp.) oraz asymilacji zwiazkow
weglowodanowych (auksanogram) 1 azotowych. Na podstawie prob
biochemicznych opracowano komercyjne testy identyfikacyjne dla
grzybow drozdzopodobnych (API 20 C, API 20 C AUX, ID 32 C)
pozwalajace w czasie 48-72 godz. zidentyfikowaé najczgsciej
wykrywane u ludzi gatunki grzyboéw drozdzopodobnych. Do préob
biochemicznych zalicza si¢ rowniez probg na ureazg oceniajaca
zdolnos¢ rozszczepiania mocznika oraz oceng wrazliwosci grzybow
na aktidion. Istnieje rowniez szereg komercyjnych podlozy np.
chromogenne, pozwalajacych na szybkie odréznienie niektérych
gatunkow lubrodzajow grzybow (1,6,9).

3.BadanieiloSciowe

W materiatach klinicznych, takich jak plwocina, mocz oraz
kal w zakazeniach grzybami drozdzopodobnymi powinny by¢
wykonywane badania ilosciowe. Ocena ilosciowa polega na
okresleniu liczby komoérek grzybow, wyrazonej liczba kolonii (CFU
= colony forming units) w 1 ml lub 1 g badanej probki. Blony sluzowe
czgsto sa miejscem bytowania grzybow drozdzopodobnych; grzyby
te réwniez wystgpuja na statle w przewodzie pokarmowym
cztowieka, gdzie sa pod kontrola endogenne;j flory bakteryjne;j.
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Cztowieka, gdzie sa pod kontrola endogenne;j flory bakteryjne;.
Ma to znaczenie przy zastosowaniu antybiotykoterapii, kiedy
nastgpuje szybki wzrost grzybéw w przewodzie pokarmowym,
co uwidacznia si¢ obfita ich izolacja z kalu. Diagnostyczna
procedura badania ilosciowego polega na enzymatycznej i
mechanicznej homogenizacji materiatow. Probki rozcienczone i
nierozcienczone odpowiednio przygotowane inkubuje si¢ w
okreslonych warunkach oraz ocenia ilosciowo grzyby w
zakresie od 10° do > 10° w 1ml lub 1 g. Obecno$é grzybow w
stezeniu > 10° komorek w jednostce objgtosci materiatu (> 10°
CFU/ml) jest znamienna patognomonicznie. Przy liczbie
komérek grzybéw 10°-10° w 1 ml plwociny lub 1 g katu
wymagane jest kontrolne badanie, natomiast nieznamienna
patognomonicznie jest obecno$é¢10® kolonii grzybéow w 1 ml
lub 1 g. Dlamoczu przy prawidtowo pobranej probce obecnosé
10° CFU/ml jest nieznamienna patognomonicznie, przy ilosci
10° CFU/ml nalezy wykona¢ badanie kontrolne, natomiast
liczba kolonii grzybow CFU > 10° moze wskazywa¢ na infekcje
drog moczowych lub grzybicza posocznicg (3). W wielu
laboratoriach metodg t¢ stosuje si¢ w formie poétilosciowej
oznaczajac posiew z materiatu klinicznego. Pobiera si¢ 1 oczko
ezy badanego materiatu klinicznego na podtoze. Wzrost ocenia
si¢: + pojedyncze kolonie, ++ kilkanascie kolonii, +++
kilkadziesiat kolonii oraz ++++ wzrost zlewny. Nawet taka
potilosciowa metoda informuje klinicystg o obfitosci grzybow i
ma szczegodlne znaczenie w leczeniu pacjentéw z grup ryzyka.
4.Badanie lekoopornosci

Do oceny wrazliwosci grzybow na antymikotyki stosuje
si¢ szereg metod bardziej lub mniej zalecanych, ktore dziela si¢
na ilosciowe, poétilosciowe i jakosciowe. Metody ilosciowe
okreslaja najnizsze stgzenie zwiazku chemicznego hamujacego
wzrost badanego szczepu grzybow (MIC - Minimal Inhibitory
Concentration w mg/l) lub najmniejsze stgzenie grzybobdjcze
(MFC Minimal Fungicidal Concentration w mg/l). Technika
wykonania tych oznaczen polega na rozciefnczeniu
(inkorporowaniu) badanego leku w podiozu hodowlanym
ptynnym lub stalym. Stosujac metody rozcienczeniowe mozna
okresla¢ stgzenie chemioterapeutyku powodujace zahamowanie
50% (ICy,) lub 90-99,9% komorek grzybéw w hodowli ptynne;j
(IC,,, IC,,, IC,,). W metodach potilosciowych okresla sig
stopien wrazliwos$ci grzybow drozdzopodobnych w odniesieniu
do wybranych stgzen tzw. krytycznych. Istnieje wiele takich
testow komercyjnych jak Mikrotest ATB Fungus, Fungitest, E-
test itp. Wynik odczytywany jest wizualnie lub automatycznie
na czytniku, kwalifikujac grzyby na wrazliwe, srednio wrazliwe
Iub oporne na okreslony lek. Oprocz tych metod w rutynowej
diagnostyce stosowana jest metoda dyfuzyjno-krazkowa, ktora
oparta jest na pordwnawczej ocenie wartosci MIC oznaczanych
metoda rozcienczeniowa z wielkosciami stref zahamowania
wzrostu (9).

Metody referencyjne zalecane przez instytucje europejska
i amerykanska sa dostgpne pod adresami: 1) Instytucja
europejska: EUCAST - European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (www.escmid.org/sites/index.aspx/) oraz
2) Instytucja amerykanska CLSI  Clinical and Laboratory
Standards Institute (www.clsi.org/). Dostgpne sa nastgpujace
dokumenty:
M27-A - Reference Method for Broth Dilution Antifungal
Susceptibility Testing of Yeasts
M38-A - Reference Method for Broth Dilution Antifungal
Susceptibility Testing of Filamentous Fungi
M44-A - Method for Antifungal Disk Diffusion Susceptibility
Testing

5.Diagnostyka serologiczna

Metody serologiczne stosowane w diagnostyce grzybic
wywolanych przez grzyby drozdzopodobne obejmuja
wykrywanie obecnosci antygenéw grzybow, swoistych
przeciwcial przeciwgrzybiczych oraz komplekséw antygen-
przeciwcialo w surowicy krwi i innych ptynach ustrojowych
chorego. Sposrdéd grzybic ogoélnoustrojowych wywolanych
przez grzyby drozdzopodobne odczyny serologiczne stosuje si¢
w kandydozie i kryptokokozie. Odczyny te powinny by¢
wykonywane rutynowo i réwnolegle z badaniami

mykologicznymi probek materiatdéw klinicznych.  Technikami
serologicznymi stuzacymi do wykrywania przeciwciat
przeciwgrzybiczych sa odczyny precypitacyjne (podwdjna dyfuzja
w zelu, immunoelektroforeza przeciwpradowa), aglutynacyjne
(hemaglutynacja bierna), fluorescencyjne (immunofluorescencja
posrednia), immunoenzymatyczne (ELISA, EIA), a takze odczyn
wiazania dopetniacza. Badania serologiczne wykrywajace
przeciwciata przeciwgrzybicze maja istotne znaczenie w
diagnozowaniu chorych z prawidtowo funkcjonujacym uktadem
odpornosciowym. W przypadku upos$ledzenia uktadu
immunologicznego moze by¢ zaburzone wytwarzanie przeciwciat i
dlatego powinny by¢ wykonane badania serologiczne wykrywajace
antygeny i metabolity grzybicze obecne w plynach ustrojowych.
Technikami wykrywajacymi antygeny grzybicze sa metody
lateksowe, radioimmunologiczne i immunoenzymatyczne. Wérod
antygenow wykrywanych w testach serologicznych w kandydozie
mozna wymieni¢: mannan, mannoproteing, glukan, biatka szoku
cieplnego (hsp90), enolazg, kwasdna proteazg oraz inne antygeny
cytoplazmatyczne jak rowniez antygeny S$ciany komorkowe;.
Bardzo istotne znaczenie ma czulo$¢ poszczegélnych metod oraz
swoisto$¢, dlatego wykonuje sig z tej samej surowicy kilka roznych
testow serologicznych. U wigkszosci zdrowych oséb wystepuja
przeciwciata anty-Candida, poniewaz grzyby te stanowia sktadnik
fizjologicznej flory przewodu pokarmowego. Dynamika narastania
przeciwcial sugeruje rozwoj narzadowej kandydozy. Natomiast
stwierdzenie w surowicy lub ptynach ustrojowych antygenow
Candida jest istotne w rozpoznawaniu kandydozy. W diagnostyce
serologicznej kryptokokozy wykazuje si¢ przeciwciala oraz
antygeny w ptynie mézgowo-rdzeniowym i w surowicy. Najczgsciej
uzywanym testem jest test lateksowy, w ktorym wykrywa sig antygen
polisacharydowy otoczki Cryptococcus neoformans. Test ten
pozwala na rozpoznanie kryptokokozy juz we wczesnym stadium
choroby (2, 8,10, 12).

6. Diagnostyka molekularna

W ostatnich latach obserwuje si¢ ogromny wzrost wiedzy z
zakresu genomiki grzybéw. Ciagle odkrywane sa nowe markery
genetyczne przydatne do identyfikacji gatunkéw i typowania
szczepéw. W przypadku diagnostyki molekularnej mozliwa jest
identyfikacja patogenu bezposrednio z materiatu klinicznego, nie
jest konieczne zaktadanie czystych hodowli grzybow, przez co czas
oczekiwania na wynik ulega skroceniu.

Istnieje bogata literatura dotyczaca diagnostyki molekularne;.
Metody wykorzystywane w diagnostyce grzybéw w wigkszosci
opieraja si¢ na reakcji tancuchowej polimerazy PCR (polymerase
chain reaction). Zasada tej metody 1 sposob postgpowania
przekraczaja ramy tego artykutu. Zastosowanie PCR w diagnostyce
grzybdw chorobotworczych opisano w wielu specjalistycznych
publikacjach naukowych (4,7, 11).

W Polsce diagnostyka molekularna grzybic stosowana jest w
niewielu pracowniach diagnostyki mikologicznej z powodu
wysokich kosztéw badania i braku standaryzacji metod. Metody
biologii molekularnej sa coraz czgsciej wykorzystywane w
placowkach naukowych.
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8.Ryciny i tabele do tekstu
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Ryc 1. Spory grzybow drozdzopodobnych.

A paczkujace blastospory Candida albicans

B pseudogrzybnia grzybow drozdzopodobnych

C artrospory Geotrichum spp. (powstajace przez fragmentacj¢ nitek
grzybni)

D Dblastospory okragte, paczkujace, z otoczka
mukopolisacharydowa Cryptococcus neoformans (barwienie
pozytywno-negatywne)

Tabela 1. Grzyby drozdzopodobne najczgsciej spotykane w
materiatach klinicznych

Rodzaj [Gatunek

Grzyby drozdzopodobne
Candida albicans + stellatoidea
(tworzg pseudogrzybnie) krusei
tropicalis
kefyr (pseudotropicalis)
parapsilosis
guilliermondii
puicherrima
zeylanoides
lusitaniae
catenulata

Candida (dawniejTorulopsis) glabrata
(nie tworzg pseudogrzybni) famata
inconspicua
dattilla
Cryptococcus neoformans
Mal: ia (Pityrosporum) kilka gatunkoéw lipofilnych
Trichosporon cutaneum (beigelii)
Rhodotorula mucilaginosa
glutinis
minuta

Drozdze wlasciwe (workowce — Ascomycetes)
Saccharomyces [cerevisiae

Niedoskonata forma (Endomyces)

Geotrichum [candidum

OCENA BIOCENOZY POCHWY, STOPNIE
CZYSTOSCI POCHWY.

A. Kasprowicz , A.Bialecka
Centrum Badan Mikrobiologicznych i Autoszczepionek im dr Jana
Bobra w Krakowie

Ocena biocenozy pochwy, to wazne i jedno z czgsciej
wykonywanych badan diagnostycznych. Jak wskazuje codzienna
praktyka, czgsto pod tym pojeciem zarowno przez lekarzy jak i
pacjentow zamiennie uzywane sa sformutowania: ocena stopnia
czystosci pochwy, biologia pochwy, badanie flory pochwy, rozmaz z
pochwy itp.

Biocenoza pochwy to ztozona populacja drobnoustrojow
zasiedlajaca nablonek pochwy kobiety, ma charakter biofilmu. Sktad
gatunkowy (kompozycja), dynamika i struktura tego biofilmu ma
podstawowe znaczenie dla zdrowia i czynnos$ci narzadu rodnego
kobiety.

Srodowisko pochwy stanowi samodzielna, stabilng biocenoze, w
ktorej najistotniejszym sktadnikiem sa pateczki kwasu mlekowego
inaczej zwane paleczkami Doderleina a wlasciwie grupa pateczek
Lactobacillus migdzy innymi L. acidophilus, L. fermentum,
L. plantarum, L. delbrueckii, L. rhamnosus. Sa to Gram dodatnie
pateczki wystgpujace w wielu postaciach mate, $rednie, olbrzymie.
(Fot. 1,2,3)[1,2,3].

Fot. 1. Pateczki Lactobacillus barwione metoda Grama i
obserwowane pod mikroskopem przy powigkszeniu 1500x. Forma
krotka.
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Fot. 2. Pateczki Lactobacillus barwione metoda Grama i
obserwowane pod mikroskopem przy powigkszeniu 1500x.
Forma $rednia.

Fot. 3. Pateczki Lactobacillus barwione metoda Grama i
obserwowane pod mikroskopem przy powigkszeniu 1500x.
Forma olbrzymia.

Drobnoustroje te stanowia ochrong nabtonka pochwy przed inwazja
innych drobnoustrojow zwlaszcza chorobotworczych. Pateczki
kwasu mlekowego maja zdolnosci rozktadania glikogenu do kwasu
mlekowego oraz produkuja nadtlenek wodoru. Czynniki te
uniemozliwiaja kolonizacj¢ i namnazanie innych drobnoustrojow. A
wige ilos¢ i jakos¢ (aktywno$¢ enzymatyczna) pateczek kwasu
mlekowego $wiadczy o stanie fizjologicznym pochwy. Obecno$é
paleczek kwasu mlekowego jest bardzo wazna dla utrzymania
réwnowagi sSrodowiska pochwy przez:

- utrzymywanie odpowiedniej kwasowosci (niskie pH w
granicach 3,5 - 4,2, uniemozliwia namnazanie si¢
drobnoustrojow chorobotworezych)

- produkowany przez pateczki kwasu mlekowego nadtlenek
wodoru (H,0,) uniemozliwia rozwdj bakterii beztlenowych,

- pateczki kwasu mlekowego przez swoja obecno$¢ blokuja
miejsca przylegania, adhezji do komorek nablonkowych oraz
stymuluja uktad odpornosciowy.

Biocenoza pochwy to uktad stabilny, jednak podlega ciaglym
chociaz najczeéciej niewielkim zmianom ilo$ciowym, zaréwno
liczba pateczek kwasu mlekowego ulega zmianie jak i bakterie
pochodzace z przewodu pokarmowego lub kolonizujace ujscie
cewki, pojawiaja si¢ i przy prawidlowo funkcjonujacej barierze
ochronnej gina. Tak wigc trwa ciagta rywalizacja o miejsce na blonie
sluzowej pochwy i w stanie fizjologicznym wystegpowaé moga obok
pateczek kwasu mlekowego niewielkie ilosci innych bakterii.

Sposrod ponad 100 gatunkow wykrytych w pochwie najczesciej
spotykane drobnoustroje naleza do rodzajow: Staphylococcus,

Corynebacterium, Streptococcus, Enterococcus,

Peptostreptococcus, Bacteroides, Porphyromonas, Gardnerella,

Ureaplasma, Mycoplasma, Propionibacterium, Escherichia,

Klebsiella, Mobiluncus, Veillonella, Clostridium itd.

W sprzyjajacych okoliczno$ciach moze dojs¢ do wystapienia stanu

niefizjologicznego (zapalnego), szczegolnie jezeli drobnoustroje te

zasiedla btong $luzowa pochwy i wyeliminuja florg fizjologiczna.

Na utrzymanie stanu fizjologicznego (prawidlowej biocenozy

pochwy) maja wplyw rozne czynniki min.:

- sytuacja hormonalna kobiety (pokwitanie, ciaza, cykl plciowy,
przekwitanie)

- zabiegi chirurgiczne

- nieprzestrzeganie zasad higieny

- nawyki seksualne

- niekontrolowana antybiokotykoterapia[1,4]

Ocena biocenozy pochwy

Prawidlowa ocena biocenozy pochwy, stanu okreslajacego aktualng
sytuacje w tym regionie, jest mozliwa na podstawie ogladania
obrazéw tresci pochwowej w preparatach barwionych metoda
Grama i zakwalifikowania tego obrazu do odpowiedniego stopnia
czystosci pochwy [5, 6] np. wg Kuczynskiej. Czg¢sto stopnie te sa
mylone z grupa cytologiczna lub skala Amsela czy Nugenta. Sa tez
skrajne poglady, niektorzy autorzy proponuja porownywanie skal
Nugenta czy Amsela ze stopniami Kuczynskiej.
Nalezy te pojgcia uporzadkowac i wlasciwie stosowac [7, 8, 9].

- stopnie czystosci pochwy wg Kuczynskiej (wykonane starannie
i odczytane przez doswiadczonego mikrobiologa) maja na celu
zobrazowanie aktualnego stanu biocenozy pochwy, okreslenie stanu
fizjologicznego, stanu zapalnego, okreslenie proporcji pomigdzy
grupami drobnoustrojow. Podstawowym kryterium oceny biocenozy
wg Kuczynskiej jest wystgpowanie lub brak w tresci pochwowej
Lactobacillus

- grupa cytologiczna wg Papanicolau (cytologia) wykonana przez
cytologa okresla stan morfologiczny zluszczonych komorek
nablonka. Ocenia czy stan komorek jest prawidlowy czy nie.
Pozwala oceni¢ stan zapalny bez sprecyzowania czynnika
etiologicznego

- kryteria Amsela (oceny dokonuje lekarz) to rozpoznanie kliniczne
bakteryjnej waginozy (BV). Kryteria Amsela opieraja si¢ na
stwierdzeniu przynajmniej trzech z czterech objawow BV.

1. Szarobialawydzielina

2. Obecnosc¢ komorek ,,clue cells”

3. Kwasowos¢ powyzej 4,5 pH

4. Rybizapach (dodatni test aminowy)

- Skala Nugenta to rozpoznanie mikrobiologiczne BV. Ocena
jest przeprowadzana na podstawie kryteriow mikrobiologicznych. W
skali Nugenta ocena opiera si¢ na oszacowaniu proporcjonalnego
udziatu poszczegolnych rodzajow bakterii w preparacie i jego ocenie
liczbowej (zapis w skali punktowej 0-10 punktow).Kryteria oceny sa
nastepujace: do 4 punktéw stan prawidlowy, 4 6 punktow stan
posredni, powyzej 6 punktow swiadczy o BV.

Tak wigc nie mozna poroéwnywaé lub zastgpowacd
poszczegolnych ocen, roznych metod klasyfikacji gdyz kazda z nich
ma inny cel, inne kryteria oceny nieprawidlowosci. To krotkie
zestawienie jednoznacznie wskazuje, ze ocena biocenozy pochwy
(stanu fizjologicznego czy =zapalnego) jest najpetniej
odzwierciedlona w stopniach czystosci pochwy wg Kuczynskie;j.
Natomiast dodanie pewnych elementéw do stopni Kuczynskiej i
odnotowanie kilku dodatkowych etapow diagnostycznych takich jak
pomiar pH tresci pochwowej, wykonanie testu aminowego,
odnotowanie obecnosci lub braku komorek ,,clue cels” , diagnostyka
w kierunku Trichomonas vaginalis oraz opis morfologii
drobnoustrojéw moze by¢ przydatny do formutowania wyniku
bardziej precyzyjnego
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[10, 11]. Dodatkowo daje mozliwo$¢ ukierunkowania dalszych Stopnie czysto$ci w stanach fizjologicznych i zapalnych pochwy (wg K.
badan i stwarza przestanki co do dalszego postgpowania Kuczyiiskiej).

diagnostycznego w danym konkretnym przypadku. Taka forme

oceny biocenozy przedstawiono ponize;j. STOPIEN CZYSTOSCI I

Zasady postgpowania w badaniu biocenozy pochwy (zasady

ogolne):

Pacjentka zglaszajaca si¢ na badanie biocenozy
pochwy powinna by¢ poinformowana, ze badanie takie aby
byto wiarygodne musi by¢ wykonane pod pewnymi
warunkami:
nienalezy wykonywac¢ badania w trakcie antybiotykoterapii lub
zaraz po jej zakonczeniu, 48h bez kontaktow seksualnych

Materiat (tres¢ wydzieliny pochwowej pobraé w
jatlowym wzierniku, jalowa eza lub szpatutka z tylnego
sklepienia pochwy) natychmiast po pobraniu nalezy opracowac:

e wykona¢ starannie rozmaz na szkietku

podstawowym i zabarwi¢ metoda Grama

o wykona¢ pomiar pH W obrazie mikroskopowym obecne sa jedynie pateczki kwasu mlekowego.
o wykona¢ testaminowy (zapachowy) Brak leukocytow i innych bakterii.

Mikroskopowa ocena biocenozy pochwy

Prawidlowo (starannie) wykonany rozmaz i zabarwiony STOPIEN POSREDNI I/I1

preparat metoda Grama nalezy oglada¢ pod mikroskopem
(imersja). Jest on wskaznikiem aktualnej sytuacji
mikrobiologicznej w pochwie, i niekiedy przewyzsza rutynowe
posiewy tresci pochwowej ,zwlaszcza gdy nie jest mozliwe
natychmiastowe opracowanie, i material jest przechowywany
na podlozach transportowych. Metoda Grama pozwala na
uwidocznienie ksztattu komorki, uktadow komorek wzgledem
siebie, rozréznienie bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych,
ponadto pozwala uwidoczni¢ grzyby drozdzopodobne i ocenié
pod wzgledem iloSciowym drobnoustroje i leukocyty. Obraz
mikroskopowy oraz dodatkowe parametry (pH, test aminowy,
obecno$¢ komorek ,.clue cels”) pozwalaja zakwalifikowaé
oceniany material do odpowiedniego stopnia czystosci
mikrobiologicznej pochwy, a takze pozwala na wstepna

interpretacj¢ kliniczna wskazujac ewentualne czynniki Obok prawidtowych pateczek kwasu mlekowego pojawiaja sig
etiologiczne [10]. Umozliwia roéwniez komentarz pleomorficzne postacie tych drobnoustrojow i/lub pojedyncze leukocyty.
mikrobiologiczny, sugerujac postgpowanie diagnostyczne i Innych drobnoustrojow nie stwierdza sig.

terapeutyczne np. czy w konkretnym przypadku wystarczy

poda¢ preparat biologiczny uzupehiajacy florg fizjologiczna STOPIEN CZYSTOSCI II

(stopien ,,0”), lub wykonaé¢ dodatkowe badania
mikrobiologiczne np. w kierunku obecnosci Chlamydia
trachomatis i/lub Mycoplasma hominis Ureaplasma
urealyticum.

Niezbgdnym dla wykonania prawidlowej biocenozy pochwy
jest znajomos$¢ podziatu stopni czysto$ci pochwy wg
Kuczynskiej i doswiadczenie w ocenie preparatdow barwionych
metoda Grama.

STOPNIE CZYSTOSCIPOCHWY wg K. KUCZYNSKIEJ

Podstawowym kryterium oceny biocenozy pochwy jest Wsrod licznie wystepujacych pateczek kwasu mlekowego spostrzega sig
obecnos¢ lub brak pateczek kwasu mlekowego oraz stosunek pojedyncze, rézniace sig zasadniczo od paleczek kwasu mlekowego bakterie
ilosciowy innych drobnoustrojow i leukocytow. Podziat Gram ujemne i/lubGram dodatnie. Leukocyty wystepuja sporadycznie.
obejmuje stopnie podstawowe 0°, 1°, II°, I11°, IV° oraz stopnie

posrednie 0/1, I/I1, II/ITL, TII/TV, O/1V. STOPIEN POSREDNI II/ITI

PODZIAL STOPNI CZYSTOSCI POCHWY

L STANY Obok duzej liczby pateczek kwasu mlekowego pojawiaja sig¢ liczne
PRAWIDLOWE T leukocyty. Wystepuje mieszana flora bakteryjna. Stosunek mieszanej flory
bakteryjnej do pateczek kwasu mlekowego wynosi 1:1.
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Pojedyncze pateczki kwasu mlekowego. W polu widzenia mikroskopu
widoczna jest obfita mieszana flora bakteryjna i liczne leukocyty lub
leukocytow jest niewiele.

STOPIEN POSREDNI III/IV

W
P 3-8

Pateczki kwasu mlekowego wystgpuja sporadycznie, obfita mieszana
flora bakteryjna. Leukocyty liczne lub ich niewiele.

STOPIEN CZYSTOSCIIV

Brak pateczek kwasu mlekowego. Cate pole widzenia mikroskopu
pokryte jest jednorodna lub mieszana flora bakteryjna. Zwraca uwagg
duza réznorodnos¢ form bakteryjnych. Odczyn leukocytarny znaczny
lub zupetny brak leukocytow.

STOPIEN POSREDNI 0/1V

Brak pateczek kwasu mlekowego. Niewielka liczba bakterii. Odczyn
leukocytarny znaczny lub zupelny brak leukocytow.

STOPIEN CZYSTOSCI 0

Jest to obraz mikroskopowy bezbakteryjny. Odczyn leukocytarny
znaczny lub brak leukocytow. Zerowy stopien czystosci pochwy
rozpoznajemy u dziewczynek w okresie spokoju hormonalnego, u
kobiet w okresie potogu i u kobiet natychmiast po leczeniu stanu
zapalnego pochwy.

STOPIEN POSREDNI 0/1

W obrazie mikroskopowym widoczne sa tylko pojedyncze pateczki kwasu
mlekowego. Brak innej flory bakteryjnej. Brak leukocytow.
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