Rekomendacje laboratoryjnej diagnostyki
zakazen przewodu pokarmowego

bakteriami rosngcymi w warunkach tlenowych
oraz mikroaerofilnych

! [( L ” !_ - '/L\
S jl:.\ _——
e — \ p— \
; — _,.’ I R - :
\ . P L 2
8 \‘/:—\--_ _’/I}_‘E;.r'.n’(,' a })‘ /’/\
f " \\J A\ ':\ y .
[ \ Y
"'. \‘I b . o '
| I'-. I = };-_ —
N ¥ 4

Rekomendacje
Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego
Panstwowego Zakladu Higieny !
i Krajowej Izby Diagnostéw Laboratoryjnych ?

12 Dr n. med. Jolanta Szych, emerytowany, wieloletni kierownik Pracowni Diagnostyki Bakteryjnych Zakazen
Przawodu Pokarmowego Zaktadu Bakteriologii Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego — PZH







Spis tresci

I. Epidemiologia zakazen .............iuiiiiiiniiii i 3
II. Drogi zakazenia i naturalny przebieg zakazenia, nosicielstwo bakterii
O WOrCZyCh . . . . . . R . ... i eicrcnnnn 5
III. Diagnostyka laboratoryjna . .......... ..ottt 9
1. Zasady og6lne i wymagania prawne. . . ..........ueutienenenennnn.. 9
2. Wskazania do wykonania badan i ich ukierunkowania.............. 11
3. Zlecenie badania laboratoryjnego........... ... . i, 16
4. Pobieranie prébek materialu .......... ... ... .. il 17
5. TranspOTT N o Y. . . . . . . . . ..o o oo oaii .. con e 18
6. Przyjmowanie probek materialtudobadan .............. ... .. .... 19
7. Metodybadawcze . ... .. . .. . i i i i it 20
8. BadamiaTelercneyjnemsy., . . 0 0 . ... ... ... ea L. 29
9. Wymagania dotyczace stosowanych wyrobéw do diagnostyki
in vitro: aparatury, pozywek i testéw diagnostycznych .............. 30
10. Zapewnienie jakosci badan laboratoryjnych ....................... 31
11. Formutowanie i wydawanie wynikow ................. ... ... .... 32

12. Zgtaszanie wynik6w panstwowej inspekcji sanitarnej oraz innym
podmiotom wiasciwym ze wzgledu na rodzaj biologicznego
czynnika chorobotworczego ...........co it 34

IV. Wybrane pozycje piSmiennictwa . ..........c.oiiiininenennnnnnnn.. 36

mendacje laboratoryjnej diagnostyki zakazen przewodu pokarmowego bakteriami... 1




Redakcja merytoryczna
Jolanta Szych

Czes¢ prawna i poprawki
Elzbieta Puacz

Sktad i druk
THORG-STUDIO Pawetl Kaniuk

Stosowane skroty:

VTEC/STEC — Werotoksynogenne/shigatoksynogenne paleczki E. coli

EPEC — Enteropatogenne pateczki E. coli
ETEC — Enterotoksynogenne pateczki E. coli
EIEC — Enteroinwazyjne pateczki E. coli
EAEC — Enteroagregacyjne paleczki E. coli
MC — Podioze MacConkey’a
SS — Podioze Salmonella Shigella
WB — Podioze Wilson-Blaira (Bismuth Sulphite Agar)
HE — Podloze Hektoen Enteric Agar
SMAC — Podloze MacConkey’a z sorbitolem
SF — Podloze z kwasnym seleninem sodu
CIN — Podioze dla paleczek Yersinia (Cefsulodin, Irgasan, Novobiocin)
XLD — Podioze dla Salmonella i Shigella (Xylose, Lysine, Deoxycholate Agar)
CCDA — Podioze dla Campylobacter (Charcoal, Cefoperazon, Deoxycholate Agar)
PCR — Reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
ECDC — Europejskie Centrum Zapobiegania i Kontroli Choréb
(ang. European Centre for Disease Prevention and Control)
EFSA — Europejski Urzad do spraw Bezpieczenstwa Zywnosci

(ang. European Food Safety Authority)
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I. Epidemiologia zakazen

Ostre zakazenia i zarazenia przewodu pokarmowego objawiajgce sie zwykle bie-
gunkg a takze z rézng czestoscig wymiotami, gorgczka, bélem brzucha, obec-
noscig $luzu lub krwi w kale sg wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdro-
wia (WHO) obok zakazenia ukiadu oddechowego jedng z giéwnych przyczyn
zachorowan i zgonéw niemowlat i matych dzieci na $wiecie. Zakazenie prze-
wodu pokarmowego jest rowniez jednym z najczesciej wystepujacych zakazen
u starszych dzieci i oséb dorostych. Chociaz najczestsza przyczyng biegunki in-
fekcyjnej, zwlaszcza u niemowlat i najmlodszych dzieci, sg wirusy, istotny udziat
z zakazeniach majg tez bakterie, natomiast najrzadziej wykrywang przyczynag
zachorowania sg inwazje pasozytnicze.

Zakazenia przewodu pokarmowego o etiologii bakteryjnej zwykle majg cha-
rakter samoograniczajacy sie i, w przypadku gdy przebieg zakazenia jest 1a-
godny, zazwyczaj nie wymagajq interwencji lekarza i podjecia badan labora-
toryjnych w celu ustalenia przyczyny zakazenia.

Nie sg one takze rejestrowane w meldunkach epidemiologicznych. Natomiast
zarejestrowane przypadki dotyczg gtéwnie zachorowan o ciezszym przebiegu
lub przewleklych, co potwierdza do$¢ wysoki odsetek oséb wymagajacych
hospitalizacji, i w tych przypadkach dla ustalenia dalszego postepowania
z chorym wskazane jest wykrycie etiologicznego czynnika zakazenia.

Do etiologicznych czynnikow zakazen przewodu pokarmowego wywotanych
przez bakterie rosngce w warunkach tlenowych nalezg chorobotworcze pateczki
z rodziny Enterobacteriaceae: Salmonella (sposrod nich biegunke wywotujg — pa-
teczki nalezace do serotypéw tzw. niedurowych nie — S. Typhi i nie — S. Paraty-
phi), Shigella, Yersinia enterocolitica i Yersinia pseudotuberculosis, chorobotworcze
paleczki Escherichia coli (enteropatogenne — EPEC, enterotoksynogenne — ETEC,
werotoksynogenne/shigatoksynogenne — VTEC/STEC, enteroinwazyjne — EIEC
i enteroagregacyjne — EAEC).

Z wyjatkiem EPEC, odpowiedzialnych za zakazenia u niemowlat i dzieci do
2 roku zycia, wszystkie pozostale patogeny sg izolowane od oséb chorych
w kazdym wieku, jednak najczesciej od dzieci do 5 roku zycia.

Do bakteryjnych etiologicznych czynnikéw biegunki nalezg réwniez drob-
noustroje zwigzane ze Srodowiskiem wodnym, czyli pateczki Plesiomonas shi-
gelloides oraz pateczki z rodziny Vibrionaceae: Vibrio cholerae, V. parahemolyticus,
V. fluvialis i Aeromonas sp. gtownie A. hydrophila. W naszej strefie klimatycznej te
drobnoustroje sg bardzo rzadko izolowane z katu chorych, ale mozna sie ich spo-
dziewac u os6b z biegunka powracajacych z Azji, Afryki lub Ameryki Lacinskiej
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a takze chorych niepodrézujacych wczesniej, lecz podajacych w wywiadzie spo-
zycie surowych potraw przygotowanych z tzw. ,,owocéw morza”.

W zakazeniach przewodu pokarmowego czlowieka majg tez swoj udziat bak-
terie Gram-dodatnie: paleczki Listeria monocytogenes i laseczki Bacillus cereus (typ
biegunkowy). Zatrucia pokarmowe wywolujg enterotoksyny wytwarzane przez
koagulazo-dodatnie gronkowce, gtéwnie Staphylococcus aureus oraz laseczki Ba-
cillus cereus (typ wymiotny).

Bardzo istotnym, cho¢ ciggle rzadko wykrywalnym w naszym kraju czyn-
nikiem zakazen przewodu pokarmowego sg tez pateczki z rodzaju Campylo-
bacter.

Nalezy podkresli¢, ze w krajach Unii Europejskiej, w tym we wszystkich sga-
siadujgcych z Polska, paleczki Campylobacter s wykrywane u chorych ponad
dwukrotnie czes$ciej niz Salmonella. Badania wykonane w latach 2006-2009 na
przyktadzie wybranego regionu Polski, wykazaty, ze takze w naszym kraju pa-
teczki Campylobacter sg dominujgcym etiologicznym czynnikiem biegunki po-
chodzenia bakteryjnego.

Sg to bakterie rosngce przy obnizonej zawartosci tlenu tzw. mikroaerofil-
ne, optymalna dla ich wzrostu atmosfera powinna zawiera¢ 5% O, 10% CO,,
oraz 85% N,. Nie jest wiec mozliwe ich wyhodowanie w toku rutynowo wy-
konywanego posiewu katu.

Warunki takie mozna sztucznie wytworzy¢ poprzez zastosowanie dostep-
nych w handlu generatoréw warunkéw mikroaerofilnych lub przez sporzadze-
nie odpowiedniej mieszaniny gazéw pochodzacych z butli. Najczesciej z prébek
katu od ludzi izoluje sie paleczki Campylobacter zaliczane do gatunkéw termo-
filnych tj. C. jejuni, rzadziej C. coli, sporadycznie spotyka sie takze C. upsaliensis,
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C. lari i C. hyointestinalis. W bardzo rzadkich przypadkach, zwykle z innych pré-
bek materiatu niz kal, izoluje sie takze paleczki C. fetus.

Z danych publikowanych corocznie przez Zaklad Epidemiologii NIZP-PZH we
wspéipracy z GIS w biuletynie ,,Choroby Zakazne i Zatrucia w Polsce” wyni-
ka, ze rocznie w naszym kraju rejestruje sie ponad 17 tysiecy przypadkéw
bakteryjnych zakazen przewodu pokarmowego (gtéwnie salmonelozy) z ho-
spitalizacjg ponad 70 % przypadkow i okoto 1600 przypadkdéw zatru¢ pokar-
mowych. Powyzsze dane nie uwzgledniajg bakteryjnych zakazen i zatru¢
pokarmowych wywolanych przez bakterie beztlenowe.

Rekomendacje laboratoryjnej diagnostyki ostrych zakazen przewodu pokar-
mowego bakteriami rosngcymi w warunkach tlenowych oraz mikroaerofilnych
zawierajg podstawowe wskazowki postepowania w przypadku poszukiwania
w probkach katu od oséb z biegunka najczestszych etiologicznych czynnikow
zakazenia, tj. chorobotworczych pateczek jelitowych nalezgcych do rodziny En-
terobacteriaceae lub Vibrionaceae oraz pateczek z rodzaju Campylobacter. Zawie-
rajg tez wskazowki dotyczgce przebiegu bakteriologicznego badania katu na no-
sicielstwo paleczek Salmonella i Shigella u os6b zdrowych.

Bardziej szczeg6lowe informacje, w tym dokumentacje fotograficzng, za-
warto w opracowaniu pod redakcjg Marka Jagielskiego pt. ,,Etiologia, obraz
kliniczny i diagnostyka ostrych zakazen i zarazen przewodu pokarmowego
oraz zatru¢ pokarmowych” wydanym przez Krajowg Izbe Diagnostéw Labo-
ratoryjnych.

II. Drogi zakazenia i naturalny przebieg zakazenia,
nosicielstwo bakterii chorobotwoérczych

Wiekszosc¢ bakterii, ktore sg odpowiedzialne za ostre zakazenia przewodu pokar-
mowego u ludzi, jest pochodzenia odzwierzecego (wyjatkiem sg pateczki Shigel-
la 1 EAEC). Stanowig one naturalng flore jelitowg wielu gatunkéw zwierzat ho-
dowlanych i dzikich, w zwigzku z tym mogg by¢ obecne w srodowisku i wodzie.

Do zakazenia dochodzi drogg pokarmowa poprzez spozycie skazonej zywno-
$ci (gléwnie niedogotowanego, niedopieczonego miesa, surowych jaj, niepa-
steryzowanego mleka i jego przetworow, a takze niewtasciwie nawozonych
lub podlewanych warzyw) lub skazonej odchodami wody, a u niemowlat
takze przez bezposrednie przeniesienie bakterii na rekach opiekunoéw.
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Niewta$ciwe postepowanie przy obrobce i przechowywaniu surowcéw spo-
zywczych moze doprowadzi¢ takze do wtérnego skazenia kazdego innego ro-
dzaju zywnosci przygotowywanej w kuchni lub przechowywanej w lodéwece, co
zwlaszcza w przypadku bakterii majgcych bardzo niewielka dawke zakazaja-
ca rzedu kilkuset komoérek bakteryjnych (Shigella, VTEC, Campylobacter, Yersinia
enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis) moze skutkowa¢ wystgpieniem zacho-
rowan u narazonych oséb. Inne czynniki ryzyka obejmuja réwniez bezposred-
ni kontakt z zakazonymi ludZmi, ktérzy moga wydala¢ drobnoustroje z kalem
i przy braku wiasciwych nawykdéw higienicznych (doktadne mycie ragk po skorzy-
staniu z toalety) mogg przenosi¢ zakazenie na inne wrazliwe osoby, skaza¢ przy-
gotowywanag przez siebie zywnos$¢ lub powierzchnie, z ktérymi majg kontakt.

Im mniejsza dawka zakazajgca jest potrzebna do wywotania zakazenia tym
wieksze zagrozenie epidemiczne stanowig nosiciele (siewcy) zarazka. Zna-
ne sg tez przypadki zakazen laboratoryjnych, zakazen od zwierzat lub po
kapieli w naturalnych, zanieczyszczonych zbiornikach wodnych.

Kliniczne objawy zakazenia wymienionymi bakteriami sg na tyle niecharak-
terystyczne, iz na ich podstawie nie mozna ustali¢ przyczyny biegunki. Jednak
na podstawie wywiadu lekarskiego, w tym zwlaszcza ustalenia czy chory podré-
zowat w ostatnim czasie i jesli tak to dokad oraz opisu przebiegu choroby, wygla-
du i objetosci oddawanego katu mozna wnioskowaé o rodzaju biegunki, a wiec
czy przyczyng biegunki jest nadmierne wydalanie ptynéw (biegunka wydziel-
nicza, inaczej nazywana sekrecyjng, charakterystyczna dla oséb podrézujacych
po krajach o niskich standardach higienicznych, tzw. biegunka podr6znych) czy
tez jest ona zwigzana z zapaleniem zolgdkowo-jelitowym. Biegunki mozna po-
dzieli¢ na biegunki o charakterze niezapalnym oraz o charakterze zapalnym,
co w pewnym zakresie powinno pomdc w ukierunkowaniu zakresu badania la-
boratoryjnego.
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W biegunkach o charakterze niezapaplnym stolec jest wodnisty, obfity, bez
domieszki $luzu i krwi, chory zwykle nie ma wyraznie podwyzszonej tem-
peratury i zwykle nie odczuwa boélu brzucha.

Proces chorobowy przebiega przede wszystkim w jelicie cienkim, bakterie nie
wnikajg do enterocytow, ale wytwarzane przez nie toksyny zaburzajg w istotny
sposéb wchianianie wody i elektrolitow ze $swiatla jelita do krwi. Biegunke po-
dréznych o charakterze niezapalnym wywotujg najcze$ciej chorobotworcze pa-
teczki E. coli nalezace do kategorii ETEC oraz przecinkowce V. cholerae.

Drugim mechanizmem powstawania biegunki jest zaburzenie absorpcji
wody. Wystepuje wtedy, gdy uszkodzone sg komérki nablonka jelita lub dodat-
kowo jest wynikiem zapalnej reakcji powstajgcej w odpowiedzi na zakazenie.

Biegunka o charakterze zapalnym objawia sie luznymi stolcami z domieszka
$luzu i czesto rowniez krwi, temperaturg powyzej 38°C oraz bélami brzucha
o ré6znym charakterze w zaleznos$ci od patogenu.

Biegunka ta jest nastepstwem zakazenia inwazyjnymi bakteriami z rodzaju Sal-
monella, Shigella, Yersinia, Campylobacter oraz pateczkami EIEC i Plesiomonas ma-
jacymi zdolno$¢ wnikania do komoérek biony Sluzowej przewodu pokarmowego
czlowieka, a nastepnie dalszej penetracji i namnazania sie we wtasciwych dla da-
nego drobnoustroju komaérkach docelowych. Krwawg biegunke o podobnym cha-
rakterze, jednak zwykle bez wysokiej temperatury, moga wywola¢ takze we-
rotoksynogenne szczepy E. coli — VTEC, przecinkowce V. parahaemolyticus oraz
EAEC, ktore cho¢ same nie wnikajg i nie namnazajq si¢ we wnetrzu komoérek
blony Sluzowej jelita, to jednak uszkadzaja tkanki gospodarza poprzez wytwa-
rzane cytotoksyny lub jak w przypadku EAEC tworzeniu biofilmu prowadzac
do destrukcji docelowych komdrek i w nastepstwie pojawienia sie krwi w kale.
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W nastepstwie zakazenia paleczkami Aeromonas obserwuje sie typowe obja-
wy zapalenia jelita cienkiego i grubego (enterocolitis) ale towarzyszy im zwy-
kle silna biegunka sekrecyjna z oddawaniem ponad 10 1 wodnistych stolcow
na dobe. Z kolei pateczki okreznicy zaliczane do kategorii EPEC wywolujg
biegunke z powodu zaburzenia absorpcji wody w wyniku Scistego przyle-
gania do powierzchni komdrek nabtonka jelita i ich postepujgcej destrukeji.
Zmiany zachodzace na powierzchni enterocytéw zmniejszajag powierzchnie
zwrotnego wchianiania wody. Biegunka wywotana przez EPEC moze by¢
$luzowa i bardzo rzadko ma charakter biegunki krwawej.

Biegunka moze mie¢ ostry przebieg i po kilku dniach samoistnie ustgpié
moze takze przej$¢ w stan przewlekty z utrzymywaniem si¢ objawéw ponad 14
dni. Do najczestszych bakteryjnych patogendéw odpowiedzialnych za przewlekia
biegunke naleza enteroagregacyjne paleczki okreznicy rzadziej pateczki Salmo-
nella, Yersinia, Aeromonas i Campylobacter.

W ewentualnym ukierunkowaniu badania diagnostycznego moze takze po-
moc wskazanie przez chorego przypuszczalnej przyczyny zachorowania (spozy-
cie surowego miesa, jaja lub ryby, kontakt z chorym na zakazng chorobe przewo-
du pokarmowego lub ze zwierzetami itp.).

U niektorych osob zakazenie przewodu pokarmowego wymienionymi pato-
genami moze by¢ bezobjawowe lub po ustgpieniu ostrych objawoéw przebiegaé
bezobjawowo. Nosicielstwo niedurowych pateczek Salmonella trwa po przecho-
rowaniu zwykle do 5 tygodni, ale moze by¢ znacznie dluzsze — ponad 1 rok,
natomiast nosicielstwo paleczek duru brzusznego S. Typhi moze trwaé¢ wiele
lat, a nawet do konca zycia nosiciela, rzadziej dotyczy to réwniez nosicieli pate-
czek duréw rzekomych. Krétkotrwale zazwyczaj (sg wyjatki) wydalanie zarazka
po ustgpieniu objawoéw choroby obserwuje sie takze w przypadku pozostalych
bakterii odpowiedzialnych za biegunke.
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III. DIAGNOSTYKA LABORATORY]JNA

1. Zasady ogdlne i wymagania prawne

Medyczne laboratorium diagnostyczne, w ktérym wykonywane sg badania bak-
teriologiczne w kierunku zakazenia przewodu pokarmowego musi posiada¢ po-
mieszczenia, aparature, wyposazenie i materialy pomocnicze witasciwe dla kie-
runku i liczby wykonywanych badan.

Stosowane w laboratorium wyroby medyczne do diagnostyki in vitro musza
posiadac certyfikaty jako$ci zawierajgce znak CE i IVD.

Przed uzyciem powinny by¢ walidowane zgodnie z przeznaczeniem. Doty-
czy to takze testow biochemicznych stosowanych do identyfikacji wyhodowa-
nych bakterii, ktére moga by¢ komercyjnymi zestawami identyfikacyjnymi
lub wykonanymi we wiasnym zakresie klasycznymi testami probéwkowymi.

W obu przypadkach nalezy pamieta¢, ze identyfikacji podlega hodowla po-
brana z pojedynczej kolonii bakteryjnej.

Stosowana aparatura i sprzet laboratoryjny w zaleznosci od rodzaju podlega
kalibracji, okresowym przegladom lub biezgcym sprawdzeniom. W laboratorium
muszg tez by¢ zachowane warunki srodowiskowe gwarantujgce wiarygodnosé
wynikéw prowadzonych badan i bezpieczenstwo personelu.

Zgodnie z przepisami rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia 22 kwietnia
2005 r. w sprawie szkodliwych czynnikéw biologicznych dla zdrowia w $ro-
dowisku pracy oraz ochrony zdrowia pracownikéw zawodowo narazonych
na te czynniki (Dz. U. 2005, nr 81, poz. 716) paleczki S. Typhi, S. dysenteriae 1
oraz VTEC nalezg do III** grupy zagrozenia.

Konieczne jest takze wtlasciwe zorganizowanie obiegu materiatu zakazne-
g0 i postepowania z odpadami medycznymi. Speinienie wszystkich warunkow
musi by¢ potwierdzone odpowiednimi dokumentami.
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Personel laboratorium musi posiada¢ udokumentowane kompetencje do wy-
konywania badan. Zgodnie z przepisami ustawy z dnia 5 grudnia 2008 r.
0 zapobieganiu oraz zwalczaniu zakazen i choréb zakaznych u ludzi badania
z nadzoru sanitarno-epidemiologicznego (np. w kierunku nosicielstwa pa-
teczek Salmonella i Shigella) mogg by¢ wykonywane tylko przez laboratoria
akredytowane w tym zakresie.

Za nadzdr i autoryzacje wynikow badan mikrobiologicznych odpowiada dia-
gnosta laboratoryjny lub lekarz. Zaleca sie, by posiadali wiedze i umiejetno-
$ci w zakresie wykonywania czynnosci diagnostyki laboratoryjnej uzyskane
w ramach specjalizacji z mikrobiologii, mikrobiologii i serologii lub mikro-
biologii lekarskiej oraz udokumentowane minimum dwuletnie doswiadcze-
nie w diagnostyce laboratoryjnej bakteryjnych zakazen jelitowych.
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2. Wskazania do wykonania badan i ich ukierunkowania

Najwazniejszym wskazaniem do wykonania posiewu katu jest ostry przebieg
choroby, w tym zwtaszcza obecno$¢ krwi lub $luzu w kale, béle brzucha, ponad
10 wyproéznien na dobe, wystgpienie gorgczki, przewlekla biegunka.

Gdy nie ma przestanek epidemiologicznych, aby $cisle ukierunkowac bada-
nie, ze wzgledu na fakt iz na podstawie objawow klinicznych nie mozna
okresli¢ przyczyny choroby, rutynowo posiew prébki katu powinien by¢ wy-
konywany zawsze w kierunku obecnosci paleczek Salmonella, Shigella, Yersi-
nia, VTEC (w tym E. coli 0157) i Campylobacter, czyli najczestszych bakteryj-
nych etiologicznych czynnikéw biegunki.

Badania katu w kierunku innych chorobotwdrczych bakterii powinny by¢ wy-
konywane dodatkowo po ustaleniu szczeg6lowych wskazan i uzaleznione m.in.
od wieku pacjenta, wynikéw badania lekarskiego, wywiadu epidemiologicznego
oraz diagnostycznych mozliwosci danego laboratorium.

Wykrycie w badanej prébce wiruséw wywotujgcych biegunke nie powinno
wykluczy¢ przeprowadzenia badania bakteriologicznego, gdyz w okolo 10%
przypadkoéw wystepujg mieszane infekcje.

2.1. Badania w kierunku ostrych zakazen przewodu pokarmowego
bakteriami rosngcymi w warunkach tlenowych

2.1.1. Pateczki Salmonella i Shigella

Zakazenie pateczkami Salmonella nalezagcymi do tzw. serotypow nieduro-
wych (salmoneloza) jest obecnie w Polsce najczesciej wykrywang bakteryj-
ng przyczyna biegunki.

W okoto 80% przypadkéw od 0s6b chorych i ozdrowiencéw izoluje sie pa-
teczki Salmonella Enteritidis, od okoto 7% o0s6b paleczki S. Typhimurium, a od
pozostatych osob z rézng czestoscig pateczki nalezgce do serotypu S. Infantis,
S. Mbandaka, S. Virchow , S. Hadar i wielu innych typéw serologicznych. Nalezy
podkreslié, ze w przebiegu duru brzusznego lub paraduréw odpowiednio patecz-
ki S. Typhi albo S. Paratyphi A, B, lub C mogg by¢ izolowane nie tylko ze krwi lub
moczu, ale takze z kalu. Bakterie te mogg by¢ réwniez izolowane z katu od nosi-
cieli (siewcow zarazka).

dacje laboratoryjnej diagnostyki zakazen przewodu pokarmowego bakteriami...
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Podstawa rozpoznania gatunku i podgatunku pateczek Salmonella sg ich wta-
$ciwosci biochemiczne, natomiast peina identyfikacja zarazka (i co za tym
idzie podstawa rozpoznania choroby) wymaga ustalenia typu serologiczne-
g0, co jest mozliwe jedynie na podstawie okreslenia budowy antygenowej
(antygeny somatyczne O i rzeskowe H) badanego szczepu.

Typowanie serologiczne paleczek Salmonella wymaga albo posiadania wielu
surowic diagnostycznych albo przestania szczepu do dalszej identyfikacji do la-
boratorium wtasciwego ze wzgledu na rodzaj biologicznego czynnika chorobo-
tworczego.

Zakazenia paleczkami czerwonki wykrywane sg w naszym kraju bardzo rzad-
ko. Izolowane szczepy nalezg do gatunku Shigella sonnei, S. flexneri lub S. boydii.
0d lat nie izolowano rodzimych przypadkéw czerwonki wywolanej przez pa-
leczki S. dysenteriae. Wiasciwosci biochemiczne i antygenowe paleczek czerwon-
kiiich bliskie pokrewienstwo z pateczkami okreznicy wymagaja niekiedy wyko-
nania potwierdzenia identyfikacji gatunku bakterii w laboratorium witasciwym
ze wzgledu na rodzaj biologicznego czynnika chorobotwdrczego.

2.1.2. Pateczki Yersinia

Zakazenie przewodu pokarmowego mogg wywolac pateczki Y. pseudotubeculosis
lub chorobotwdrcze dla cztowieka pateczki Y. enterocolitica. Trzecim gatunkiem
o znaczeniu dla patologii cztowieka sg odpowiedzialne za dzume pateczki Y. pe-
stis — choroba ta nie wystepowata w Europie od kilkuset lat.

Pozostale pateczki z rodzaju Yersinia sg niechorobotworcze dla ludzi, a ich
izolacja z katu moze by¢ wynikiem obecnosci tych bakterii w spozytej zyw-
nosci.

Takze nie kazdy szczep zaliczany do gatunku Y. enterocolitica, a izolowany
z katu, mozna uznaé za przyczyne biegunki.

Za chorobotwdrcze dla ludzi pateczki Y. enterocolitica uwaza sie bakterie na-
lezace do okres$lonych biotypow tj. biotypu 1B, 2, 3, 415 oraz typow serolo-
gicznych 0:3, 05:27, 0:8 1 0:9.

Do najczesciej izolowanych w Polsce chorobotworczych paleczek Y. enteroco-
litica nalezg pateczki zaliczane do: Y. enterocolitica O:3 biotyp 4, Y. enterocolitica
0:8 biotyp 1B oraz Y. enterocolitica 0O:9 biotyp 2.
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Ze wzgledu na wystepowanie niekiedy w kale takze niechorobotwdrczych
dla ludzi szczepow, aby uzna¢ wyhodowany z katu szczep Y. enterocolitica za
przyczyne biegunki nalezy przynajmniej okresli¢ jego biotyp lub dla pelniej-
szej identyfikacji bio-serotyp.

Pateczki z rodzaju Yersinia, w odréznieniu od innych przedstawicieli rodzi-
ny Enterobacteriaceae, najlepiej rosng w temperaturze 25°-27°C, hodowle w tej
temperaturze nalezy prowadzi¢ przez 48 h, gdyz po 24 h tworza mikrokolonie.

Bakterie te z nielicznymi wyjatkami rosng zaréwno na podtozu MC, jak i SS
(w postaci niewielkich laktozo-ujemnych kolonii), mozna takze zastosowac do
ich wykrywania selektywne podloze CIN, na ktérym wyrastajg dopiero po 48 h
w postaci charakterystycznych rézowych kolonii z przezroczystym brzegiem,
okreslanych czesto jako przypominajgce swoim wygladem ,,0ko bawola”. Nalezy
zaznaczy¢, iz niektére szczepy Y. pseudotuberculosis mogg wyrastac tylko na po-
zywkach nieselektywnych.

Zastosowanie nizszej niz standardowa temperatury inkubacji sprzyja nie tyl-
ko wiekszej wykrywalnosci w posiewie paleczek Yersinia, lecz takze zmniej-
sza ryzyko utraty przez szczep plazmidu zjadliwo$ci pYV, ktéry w przypadku
gdy inkubacja hodowli jest prowadzona w temperaturze 37°C moze zostac
utracony przez komorki bakteryjne.

2.1.3. Biegunkotworcze pateczki okreznicy (EPEC, VTEC, ETEC, EIEC, EAEC)
Badania w tym kierunku wymagaja, poza wyhodowaniem z kalu pateczek
E. coli, co jest mozliwe w przypadku kazdego medycznego laboratorium mikro-
biologicznego, wykonania okreslenia chorobotwoérczosci wyhodowanych z katu
szczep6w E. coli, co jest z nielicznymi wyjatkami mozliwe wylgcznie przy zasto-
sowaniu metod biologii molekularnej i z reguly wymaga przestania izolatow
do laboratorium wtasciwego ze wzgledu na rodzaj biologicznego czynnika cho-
robotwdrczego. W tabeli wymieniono nazwy genéw kodujacych giéwne czyn-
niki chorobotworczosci. Sekwencje nukleotydowe fragmentéw tych genéw stu-
zg jako startery diagnostyce zakazen biegunkotworczymi paleczkami okreznicy
wykonywanej metodg PCR.

dacje laboratoryjnej diagnostyki zakazen przewodu pokarmowego bakteriami...
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Patot Podstawowe markery (geny) | Czynniki chorobotwérczosci
yp y (geny y

chorobotwérczosci
EPEC eaeA, escV, ent Wyspa patogennos$ci LEE (intymina, biatka efekto-
rowe ESC), enterotoksyna homologiczna do ente-
bfpB rotoksyny Shigella ShET2
fimbrie BFP
VTEC eaeA, stx1, stx2, ehly Werotoksyny i II (stx1, stx2), wyspa patogennosci
LEE (intymina, biatka efektorowe ESC, enterohe-
molizyna
ETEC elt, estla, estIb Toksyny cieplochwiejne — LT Ii LT II, toksyny cie-

plostaie — STa i STb

EIEC ipaH, ipaE Wtlasciwo$ci inwazyjne zwigzane z obecnoscig pla-
zmidu wirulencji pINV kodujacego biatka Ipa i re-
gulator ich transkrypcji invE (plazmid 140 kb)

EAEC astA, aggR, pic Fimbrie AAFI/II, enterotoksyna Pet,
cieplostala toksyna EAST1

EPEC. Badanie kalu w kierunku enteropatogennych pateczek E.coli — EPEC
powinno by¢ wykonywane, po wykluczeniu innych przyczyn biegunki jedy-
nie u najmlodszych dzieci (do 2 roku zycia). Badanie to moze mie¢ duze zna-
czenie w przypadku ustalania przyczyny wystgpienia ogniska wsrod hospi-
talizowanych najmlodszych dzieci. Aby wyhodowany szczep uznaé za EPEC,
niezbedne jest okreslenie jego wtasciwosci chorobotwdrczych zwigzanych
z wywolywaniem w enterocytach zmian okreslanych akronimem AE (od ang.
attaching and effacing). W praktyce wystarcza wykrycie obecnosci genu ko-
dujacego intymine — glé6wnego czynnika odpowiedzialnego za wirulencje
szczepu.

Okre$lenie przynaleznosSci do okreSlonej grupy serologicznej nie jest
podstawg do rozpoznania zakazenia szczepem EPEC. Dodatni wynik testu
lateksowego moze by¢ co najwyzej uznany za wynik testu przesiewowego
ulatwiajgcego wybor izolatow przeznaczonych do dalszych badan.

VTEC Jak wspomniano powyzej badanie katu w kierunku werotoksynogen-
nych paleczek E.coli — VTEC w zasadzie powinno by¢ wykonywane w kazdym
przypadku posiewu katu od osoby z biegunka niezaleznie od jej wieku, ale sg tez
wskazania bezwzgledne, takie jak obecnos¢ krwi w kale chorego bez towarzy-
szacej wysokiej goraczki, objawy zespotu hemolityczno-mocznicowego (HUS),
powiagzanie epidemiologiczne z ogniskiem krwotocznej biegunki lub HUS. Ba-
dania wykazaty, ze VTEC sg bardzo zréznicowang pod wzgledem fenotypowym
i genotypowym grupg bakterii. Szczepy wytwarzajgce werotoksyny wykryto juz
w$rod ponad 150 réznych serotypow E. coli. Wedlug danych ECDC najczesciej bo
w okolo 41% przypadkoéw izolowane s3g szczepy nalezace do serogrupy 0157
(w tym gléwnie szczepy niefermentujgce sorbitolu, ruchliwe tzw. NSF 0157:H7
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oraz nieruchliwe tzw. NSF 0157:H-) natomiast sposréd VTEC nie — 0157 najcze-
Sciej izoluje sie szczepy nalezace do serogrupy 026, 091, 0103, 0111, 0113, 0121,
0145.

I cho¢ VTEC atakujg ludzi w kazdym wieku najczesciej chorujg dzieci 0 — 4 rz.

Wiekszos$¢, cho¢ nie wszystkie szczepy izolowane od ludzi, nalezgce do kate-
gorii werotoksynogennych E. coli posiada podobnie jak EPEC, mechanizm, dzig-
ki ktéremu mogg kolonizowa¢ nabionek jelitowy i wywolywac zmiany typu AE
w enterocytach. Gléwnym jednak czynnikiem ich chorobotwdrczosci jest zdol-
nos$¢ do wytwarzania werotoksyn, ktére nalezg do réznych wariantéw dwoch,
podstawowych typéw toksyny VT 1 lub VT 2. Typ toksyny produkowanej przez
E. coli ma znaczacy wplyw na kliniczny przebieg zakazenia. Szczepy produku-
jace VT 1 u zakazonych oséb zwykle wywoluja jedynie dos¢ lagodng biegun-
ke, za$ szczepy wytwarzajgce tylko VT 2 lub obydwie toksyny zwigzane sa
z krwotoczng biegunka (haemorragic colitis HC), ktérej powiklaniem bywa ze-
sp6t hemolityczno-mocznicowy (haemolytic uremic syndrome HUS). Dodatko-
wo stwierdzono, ze HUS najczesciej wywolujg VTEC VT 2+ nalezace do grupy
0157, 026, 0103, 0111 0121 i 0145.

EIEC Badanie katu w kierunku enteroinwazyjnych pateczek E.coli — EIEC po-
winno by¢ wykonywane, gdy objawy choroby wskazuja na zesp6t czerwonkowy,
a z posiewu hoduje sie szczepy E. coli o nietypowych wtasciwosciach biochemicz-
nych (nieruchliwe, laktozo-ujemne, lizyno-ujemne).

ETEC Biegunka wywolana przez enterotoksynogenne pateczki E. coli — ETEC
jest nazywana biegunka podréznych. Badanie kalu w tym kierunku powinno
by¢ wykonywane tylko gdy biegunka ma wodnisty charakter, zwlaszcza gdy
przebieg zakazenia jest ,cholero-podobny”, a w wywiadzie pacjent podaje po-
dréz do kraju o niskich standardach higienicznych.

EAEC Badanie kalu w kierunku enteroagregacyjnych pateczek E. coli — EAEC
powinno by¢ wykonywane, po wykluczeniu innych przyczyn biegunki, zwiasz-
cza u dzieci z przewleklig biegunka trwajacg ponad 14 dni, oddajgcych stolce ze
$luzem i niekiedy z krwig, ktére nie przybierajg lub stabo przybierajg na wadze.

2.2. Badania z nadzoru sanitarno-epidemiologicznego w kierunku
nosicielstwa pateczek Salmonella lub Shigella

Badania takie sg wykonywane u 0séb zdrowych, ktdre z racji wykonywanej pra-
cy lub kierunku ksztalcenia muszg uzyskac orzeczenie lekarskie dla celéw sani-
tarno-epidemiologicznych o niewydalaniu z katem paleczek Salmonella i Shigella.
Poniewaz wydalanie patogenu przez takie osoby moze mieé charakter przery-
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wany, w przypadku badania na nosicielstwo konieczne jest zbadanie trzech
probek katu pobranych w trzech kolejnych dniach. Badania te podlegajg szcze-
golowym regulacjom prawnym, jednak w chwili przygotowywania tego opraco-
wania nie byto przepiséw wykonawczych do ustawy z dnia 5 grudnia 2008 roku
(Dz.U z 2013, poz.947) o zapobieganiu oraz zwalczaniu zakazen i chordéb zakaz-
nych u ludzi, czyli aktualnego rozporzadzenia Ministra Zdrowia w tej sprawie.

2.3. Badania w kierunku ostrych zakazen przewodu pokarmowego

bakteriami rosngcymi w warunkach mikroaerofilnych

Zakazenie przewodu pokarmowego wywotlane przez pateczki z rodzaju Campy-
lobacter jest wg ECDC/EFSA najczestszg przyczyng biegunki pochodzenia bak-
teryjnego w krajach UE. Najczestszg przyczyng zakazenia sg pateczki Campy-
lobacter jejuni, znacznie rzadziej C. coli i sporadycznie C. lari, C. upsaliensis lub
C. hyointestinalis. Zakazenia te wystepujg w wiekszosci krajéw europejskich po-
nad dwukrotnie cze$ciej niz salmoneloza. W Polsce bakteriologiczne badanie katu
w kierunku Campylobacter wcigz jeszcze jest wykonywane zbyt rzadko, wiec licz-
ba zarejestrowanych przypadkéw kampylobakteriozy i zapadalnos¢ na 100 tys.
mieszkancéw, cho¢ wykazuje stalg tendencje wzrostowg, pozostawia nasz kraj
daleko w tyle za innymi krajami europejskimi, takze tymi sgsiadujagcymi z Pol-
ska. Chociaz zakazenia wywolane przez pateczki Campylobacter zwykle wywo-
tujg ostrg kilkudniowg biegunke mogg tez by¢ przyczyng przewlekiej biegunki.

3. Zlecenie badania laboratoryjnego

Medyczne laboratorium opracowuje, wdraza i stosuje procedure zlecania bada-
nia oraz formularz zlecenia badania laboratoryjnego, zgodnie z rozporzadze-
niem Ministra Zdrowia z dnia 23.03. 2006 roku, w sprawie standardéw jako$ci
dla medycznych laboratoriéw diagnostycznych i mikrobiologicznych [Dz. U. nr
61, poz. 435 ze zm.]

Dokumentacja medyczna w medycznym laboratorium, w tym zlecenia ba-
dan laboratoryjnych, jest prowadzona, przechowywana i przetwarzana zgodnie
z przepisami dotyczacymi dokumentacji medyczne;j.
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4. Pobieranie probek materiatu

Materiatem do badan w kierunku zakazenia przewodu pokarmowego jest:

1. kal,

2. wymaz z katu

3. wymaz z odbytu.

Ten rodzaj materiatu zwykle pacjent pobiera osobiscie lub pobiera go opiekun
czy pielegniarka. Z tego powodu laboratorium musi dostarczac¢ pacjentom wy-
czerpujacg instrukcje pobierania kalu do badania.

Probke katu (mniej wiecej 5-10 ml lub grudke wielkosci wisni) nalezy po-
braé¢ do wilasciwego pojemnika lub podloza transportowego spelniajgcego wy-
mogi wyrobu medycznego do diagnostyki in vitro zgodnie z ustawg o wyrobach
medycznych z dnia 20.05.2010 roku [Dz. U. nr 107, poz.679 ze zm.| mozliwie naj-
szybciej po zaistnieniu podejrzenia zakazenia (wkrétce po wystgpieniu biegun-
ki, pierwsza probka przed podaniem lekéw przeciwbakteryjnych).

Najbardziej wiarygodny wynik badania uzyskuje sie wtedy, gdy w dostar-
czonej do badania prébce znajduje sie krew badz $luz (jesli sg obecne w od-
dawanym kale).

Oznakowanie pojemnika powinno zawiera¢ nastepujgce dane:

* imie i nazwisko pacjenta,

¢ PESEL

* date i godzine pobrania probki

* kod paskowy

Niezwlocznie po pobraniu, prébke nalezy dostarczy¢ do laboratorium
(w czasie do dwdch godzin).

Wymaz z katlu pobieramy, gdy jest niemozliwe niezwloczne dostarczenie
katu, nalezy pobrac¢ w postaci wymazu z katu do podioza transportowego Carry-
-Blaira, Amiesa lub Stuarta, lub gdy prébka ma by¢ badana w kierunku Campylo-
bacter do podloza transportowego z weglem.

Wymaz z odbytu zawsze musi by¢ tak pobrany aby na waciku byly ztusz-
czone nabtonki i wyrazne $lady katu i umieszczony w podtozu transportowym,
jedynie w badaniu na nosicielstwo paleczek Salmonella i Shigella, gdy materiatl
do badania jest pobierany w postaci wymazu z odbytu, wymazéwka moze by¢
umieszczona w probowce z buforem glicerynowym (tzw. ptynem konserwuja-
cym) aby zapobiec wysychaniu probki.
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5. Transport

Probki po pobraniu muszg by¢ niezwlocznie transportowane do laboratorium
w warunkach zapewniajgcych ich przydatno$¢ do badan. Czas i warunki, w ja-
kich transportowana jest probka materialu majg istotny wplyw na wynik ba-
dania. Jest to zwigzane z zywotnoscig i wzajemnym oddzialywaniem wyste-
pujacych w kale drobnoustrojéw oraz z wptywem na ich przezycie procesow
chemicznych i biologicznych zachodzacych w kale podczas przechowywania.

Laboratorium przygotowuje i dostarcza pacjentowi lub stalemu klientowi in-

strukcje o sposobie dostarczenia prébki do badan:

e probki katu i wymazy z odbytu w ciggu 2 godzin po pobraniu, w tempera-
turze otoczenia bez dopuszczenia do ich zamrozenia,

* probki pobrane do podioza transportowego w ciggu 24 godzin w tempera-
turze otoczenia bez dopuszczenia do ich zamrozenia. Jesli nie jest to moz-
liwe, probki w podiozu transportowym nalezy przechowywaé w tempera-
turze 4°—8°C i dostarczy¢ maksymalnie do 72 godzin.

Probki materiatu do badania sg dostarczane do medycznego laboratorium
bezposrednio przez upowaznione osoby, w zamknietych specjalnych pojemni-
kach lub w probéwkach umieszczonych w zbiorczym opakowaniu oznaczonym
napisem ,materiat zakazny”.
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6. Przyjmowanie probek materiatu do badan

Medyczne laboratorium opracowuje, wdraza i stosuje procedury przyjmowania
rejestrowania i oznakowania probek do badania oraz udostepnia je stalym zlece-
niodawcom, ktérzy potwierdzajg pisemnie zapoznanie sie z nim.

Medyczne laboratorium sprawdza zgodnos$¢ danych ze zlecenia z oznakowa-
niem proébki oraz jej przydatnos$¢ do badania.

W przypadku stwierdzenia przez pracownika laboratorium niezgodno$ci
otrzymanej probki z wymaganiami majgcych wptyw na wynik badania, zwtasz-
cza dotyczacych sposobu pobrania i czasu lub warunkéw transportu materiatu,
lub tez innych nieprawidlowosci powodujgcych niemozno$¢ wykonania badania,
fakt ten musi by¢ zgloszony kierownikowi laboratorium lub osobie przez niego
upowaznionej. Kierownik laboratorium lub osoba przez niego upowazniona po
potwierdzeniu niezgodnosci mogg zakwalifikowaé probke jako niezdatng do ba-
dania i odmoéwic jego wykonania.

Odmowe wykonania badania odnotowuje sie w dokumentacji. Dalsze poste-
powanie medyczne laboratorium uzgadnia ze zleceniodawca.

Probki katu lub wymazoéw z odbytu po wykonaniu posiewu, nie nadajg sie
do przechowywania i nalezy je poddac¢ unieszkodliwieniu zgodnie z przepisami
rozporzadzenia Ministra Zdrowia w sprawie postepowania z odpadami medycz-
nymi.
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7. Metody badawcze

7.1. Posiew kalu w kierunku chorobotwdrczych pateczek
jelitowych rosngcych w warunkach tlenowych u osé6b chorych

7.1.1. Paleczki Salmonella i Shigella
Podstawg laboratoryjnej diagnostyki zakazenia przewodu pokarmowego choro-
botwdrczymi pateczkami jelitowymi rosngcymi w warunkach tlenowych jest
posiew katu, izolacja ,,podejrzanych” kolonii ich identyfikacja i tam, gdzie to
niezbedne, okreslenie wilasciwosci chorobotwoérczych lub typu serologicznego
wyhodowanego szczepu.

Wieloletnie do$wiadczenie Zaktadu Bakteriologii NIZP-PZH poparte badania-
mi Litynskiego i wsp. wskazujg, ze przy doborze pozywek stosowanych przy bez-
posrednim posiewie katu biegunkowego

najlepsza wykrywalnos¢ pateczek Salmonella i Shigella mozna uzyskac¢ gdy
stosuje sie 2-3 podloza réznicujgce, wérod ktorych powinny sie znalez¢ za-
rowno pozywki o silnych, jak tez stabo wybiérczych wiasciwosciach.

Do najczesciej stosowanych pozywek o silnych wiasciwosciach wybiérczo-
-réznicujacych nalezy podioze Salmonella-Shigella (SS), podtoze XLD czy Hektoen
Agar, ktére umozliwiajg izolacje szczepdw Salmonella i szczepow Shigella sonnei,
moga by¢ jednak zbyt wybidrcze dla niektérych szczepéw pateczek S. flexneri, S.
boydii i S. dysenteriae, natomiast do pozywek réznicujacych o stabych witasciwo-
$ciach wybiérczych nalezy podtoze MacConkey’a i podioze Levine’a (EMB). Przy
poszukiwaniu paleczek Salmonella dodatkowo zawsze nalezy zastosowa¢ ptyn-
ne podloze wybidrczo — namnazajace seleninowo-fosforanowe (SF), co o 50%
zwieksza wykrywalno$¢ tych bakterii w posiewie oraz podioze bizmutowo —
siarczynowe znane pod nazwa podloza Wilson-Blaira, gdyz umozliwia ono uzy-
skanie typowych dla Salmonella kolonii, takze w przypadku obecnosci w prébce
nietypowych biochemicznie, laktozo-dodatnich szczepéw Salmonella. Prawidtlo-
wo przygotowane podioze SF (podloze prawie bezbarwne, niepoddawane ste-
rylizacji termicznej o skladzie zgodnym z receptura Leifsona) zapewnia na-
mnozenie nie tylko paleczek Salmonella, ale takze S. sonnei co po przesiewie
znacznie zwieksza szanse na izolacje tych patogenéw z kalu oséb wydalaja-
cych stosunkowo niewielka liczbe bakterii w 1 g kalu (ozdrowiency, osoby ze
stycznosci z chorym lub nosiciele) i jednoczesnie umozliwia wykorzystanie ho-
dowli w SF w testach lateksowych przy poszukiwaniu w prébce antygenéw Sal-
monella lub S. sonnei.
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Nalezy wiec podkresli¢, iz niezmiernie wazne jest wykonywanie w labora-
torium ilosciowej kontroli podloza SF, nawet gdy jest ono dostarczane w po-
staci gotowej i posiada certyfikat jakosci wydany przez wytworce, poniewaz
tylko stwierdzenie wiasciwego stopnia namnozenia palteczek Salmonella i S.
sonnei gwarantuje uzyskanie wiarygodnego wyniku posiewu katu badanych
0sob.

W ofercie kilku dystrybutoréw lub wytwoércéw sg rowniez chromogenne pod-
loza do izolacji Salmonella z bezposredniego posiewu katu oraz testy lateksowe
do wykrywania antygenéw pateczek Salmonella lub S. sonnei (gdy stosowany jest
test lateksowy) w hodowli na podiozu stalym lub ptynnym.

Zaréwno uzyskanie kolonii o charakterystycznym wygladzie na podlozach
chromogennych, jak i dodatni wynik testu lateksowego nie mogg by¢ pod-
stawg rozpoznania zakazenia Salmonella, nalezy je traktowac¢ jako wynik
wstepny wymagajacy peitnej identyfikacji izolatu.

Biochemiczna identyfikacja gatunku i podgatunku pateczek Salmonella (naj-
czesciej S.enterica subsp.enterica) wymaga przeprowadzenia dalszych badan
w celu ustalenia typu serologicznego wyhodowanego szczepu. Jest to konieczne
nie tylko dla celéw nadzoru epidemiologicznego, ale nalezy pamietac, ze wynik
identyfikacji serologicznej Salmonella moze decydowaé¢ o rozpoznaniu choroby
np. w przypadku zakazenia pateczkami duru brzusznego lub duréw rzekomych.
Wyhodowanie paleczek Shigella innych niz S. sonnei wigze sie z koniecznoscia
przeprowadzenia badania serologicznego, gdyz w wiekszosci przypadkow tyl-
ko na podstawie tego badania mozna okresli¢ gatunek pateczek czerwonki.

Fot. 1. Posiew kalu na podlozu Fot. 2. Posiew kalu na podtozuSS  Fot. 3. Wzrost szczepu Salmonel-
McConkey’a la na podiozu McConkey’a
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Fot. 4. Wzrost szczepu Fot. 5. Wzrost szczepu Salmonel-  Fot. 6. Wzrost szczepu Salmonel-
Salmonella na podiozu SS la na podiozu Wilson-Blaira la na podiozu Hektoen Agar

Fot. 7. Wzrost szczepu Shigella Fot. 8. Wzrost szczepu Shigella Fot. 9. Wzrost szczepu Yersi-
sonnei na podtozu McConkey’a sonnei na podiozu Hektoen Agar  nia enterocolitica na podiozu
McConkey’a

Fot. 10. Wzrost szczepu Yersinia
enterocolitica na podiozu CIN

Autor fotografii 1-10:
Grzegorz Madajczak

7.1.2. Paleczki Yersinia enterocolitica i Y. pseudotuberculosis

W celu wyhodowania z katu paleczek Yersinia mozna stosowac specjalnie dedy-
kowane dla tych bakterii podioze CIN, ale wyhodowanie tych patogenéw z katu
umozliwia réwniez posiew katu na podtoze MC lub SS.

W obu przypadkach wazne jest jednak zastosowanie obnizonej do 25-27°C
temperatury inkubacji i przedtuzenia czasu hodowli do 48 h.

Uzyskane hodowle nalezy kazdorazowo oglada¢ pod lupa 5X, gdyz kolonie
pateczek Yersinia sa znacznie mniejsze niz kolonie tworzone przez inne patecz-
ki jelitowe. O ile wyhodowanie Y. pseudotuberculosis jest rownoznaczne z ustale-
niem etiologicznego czynnika zakazenia, wyhodowanie paleczek Y. enterocolitica
powinno by¢ uzupetnione co najmniej biotypowaniem szczepu w celu okresle-
nia chorobotworczosci izolatu.

22 Rekomendacje laboratoryjnej diagnostyki zakazen przewodu pokarmowego bakteri




7.1.3. Pateczki Escherichia coli

Pateczki okreznicy sg statym sktadnikiem flory jelitowej wiekszosci ludzi wiec ce-
lem badania jest odréznienie wyrastajgcych w posiewie szczepéw chorobotwdr-
czych od powszechnie obecnych szczepéw niechorobotwoérczych. Aby to bylo
mozliwe konieczne jest zastosowanie metod umozliwiajagcych wykrycie wsrod
uzyskanych izolatéw szczepéw o chorobotworczych wtasciwosciach. Niestety
bardzo rzadko wyboru takich szczep6w mozna dokonac, poszukujgc ,,podejrza-
nych” kolonii, czyli na podstawie fenotypowych cech patogenu, gdyz w wiek-
szo$ci przypadkéw paleczki E. coli niezaleznie od wtasciwosci chorobotwoérczych
wyrastajg na podtozach stosowanych powszechnie do posiewu kalu w postaci
laktozo-dodatnich kolonii. Wyjatek stanowiag paleczki okreznicy zaliczane do
EIEC, ktoére sg z reguly laktozo-ujemne. Takie izolaty po stwierdzeniu wiasci-
wosci biochemicznych typowych dla szczep6w enteroinwazyjnych powinny by¢
identyfikowane metoda PCR. Z kolei cze$¢ szczepow E. coli 0157 zaliczanych do
VTEC charakteryzuje si¢ brakiem zdolnosci do szybkiej fermentacji sorbitolu.
Te ich wilasciwos$¢ wykorzystano w podtozu SMAC, w ktérym w miejsce laktozy
jako czynnik réznicujacy zastosowano sorbitol. Jednak posiew katu na to pod-
loze umozliwia wykrycie tylko szczepéw NSF O157:H7 oraz NSF 0157:H-, ktére
jak wspomniano powyzej, stanowig jedynie okoto 41% ws$rod VTEC. Oczywiscie
stwierdzenie braku fermentacji sorbitolu i okre$lenie grupy antygenowej szcze-
pu jako 0157 nie daje jeszcze podstawy do rozpoznania izolatu jako VTEC bez
wykonania dalszych badan potwierdzajgcych jego chorobotwdrcze wiasciwosci
(np. PCR, test fenotypowy wykrywajacy werotoksyny). Aby rozszerzy¢ mozliwo-
$ci wykrycia zakazenia takze innymi szczepami VTEC (fermentujgcymi sorbitol)
do posiewu kalu mozna zastosowac specjalne podioze chromogenne, na kto-
rym wyrastajg szczepy VTEC 0157 oraz nalezgce do kilku innych wybranych
grup antygenowych.

Jednak najlepszym sposobem postepowania jest skrining wykonany meto-
da PCR w kierunku obecnosci fragmentéw genéw kodujacych werotoksyny
w DNA uzyskanym z pobranych 10 kolonii E.coli izolowanych z bezposred-
niego posiewu katu.

Jest to takze w zasadzie jedyna metoda umozliwiajgca wykrycie zakazenia
innymi chorobotwdérczymi paleczkami E.coli, w tym szczepami enteropatogen-
nymi — EPEC. Stosowane w rutynowych badaniach testy lateksowe w kierun-
ku EPEC lub VTEC nalezy traktowac jako skrining ulatwiajacy wybdr izolatow
przeznaczonych do dalszych badan.
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Fot. 11. Wzrost werotoksycznego szczepu Escherichia coli na podtozu STEC
Autor fotografii: Tomasz Wotkowicz

UWAGA!

Wyniki testow lateksowych okreslajacych grupe antygenowa izolowanych
szczepOw nie stanowig podstawy do rozpoznania zakazenia chorobotwor-
czymi pateczkami E.coli.

Nalezy tez przypomnie¢, ze zgodnie z aktualnym stanem wiedzy u kaz-
dej osoby z biegunka, zwtaszcza krwawag, posiew katu powinien zapewnia¢
wykrycie zakazenia werotoksynogenymi paleczkami E. coli, a ograniczenie
badania do posiewu préobki na podloze SMAC nie moze by¢ rozumiane jako
pelne badanie w kierunku VTEC.

7.1.4. Paleczki Aeromonas, Plesiomonas i Vibrio

Drobnoustroje te rosng dobrze na MC zwykle w postaci laktozo-ujemnych kolo-
nii oraz w zaleznosci od szczepu takze na innych pozywkach stosowanych przy
ogolnym posiewie kalu. Odréznienie ich na podstawie wygladu kolonii od in-
nych pateczek jelitowych jest wiec w praktyce niemozliwe.

24 Rekomendacje laboratoryjnej diagnostyki zakazen przewodu pokarmowego bal




Podstawowym badaniem umozliwiajgcym ich wstepng identyfikacje jest
wykonanie testu na oksydaze cytochromowa, ktéry w przypadku tych bak-
terii zawsze daje dodatni wynik.

Dalszg identyfikacje mozna przeprowadzi¢ przy zastosowaniu testéw komer-
cyjnych badz klasycznych testéw proboéwkowych. Chociaz oksydazo-dodatnie
paleczki mozna wyhodowa¢ w toku rutynowego posiewu katu, to w przypadku
podejrzenia cholery nalezy zastosowac procedure $cisle ukierunkowang na wy-
krywanie przecinkowcéw cholery.

Schemat badania katu w kierunku chorobotwérczych pateczek jelitowych
rosngcych w warunkach tlenowych u oséb chorych

Przesiew po SF
Posiew bezposredni | [zolacja 5 [zolacja kolonii po przesiewie z SF | || Identyfikacja biochen
i posiew do SF “podejrzanych” kolonii Identyfikacja biochemiczna gatunku po przesiewie z &

z posiewu bezposredniego l \ l

Okreslenie chorobotworczych
wlasciwosci
E. coli lub Y. enterocolitica

Typowanie serologiczne
Salmonella Tub Shigella

7.2. Posiew kalu w kierunku Salmonella i Shigella dla celow
sanitarno-epidemiologicznych
Badanie w kierunku nosicielstwa paleczek Salmonella i Shigella ma na celu wykry-
cie siewstwa tych patogenoéw przez osoby zdrowe. Kal nalezy posiac¢ na:

1. podloze stabo wybidrcze, réznicujgce np. MC

2. na podtoze silnie wybidércze réznicujace np. SS

3. ptynne podtoze wybiérczo namnazajgce SF.
Przesiewu nalezy dokonac na:

1. podloze SS

2. podioze WB

3. podloze HE.

Dalsze postepowanie analogicznie do opisanego przy posiewie katu oséb chorych.

W toku tego badania mozna wykorzystac tez testy lateksowe umozliwiaja-
ce wykrycie O antygenéw pateczek Salmonella z grupy B, C1, C2, D, E i G oraz
S. sonnei w mieszanych hodowlach bakteryjnych w podlozu SF, co wobec fak-
tu iz nosicielstwo tych patogenéw dotyczy mniej niz 0,5% badanych oséb zdro-
wych znacznie zmniejsza pracochionnos¢ i koszt jednostkowego badania. W ta-
kim przypadku posiew bezposredni wykonuje sie na podtoze MC, aby umozliwié¢
wyhodowanie szczepow Salmonella z innych grup niz sg wykrywane w tescie la-
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teksowym oraz szczepow pateczek czerwonki nalezacych do wszystkich gatun-
kéw Shigella oraz do podlioza SF. Testy lateksowe nalezy wykona¢ zgodnie i in-
strukcjg wytworcy.

Uzyskanie ujemnego wyniku testu lateksowego przy braku izolowania pate-
czek Salmonella lub Shigella z posiewu bezposredniego uzyskane w trzech ba-
danych prébkach katu upowaznia do wydania wyniku o braku nosicielstwa
Salmonella i Shigella.

Uzyskanie dodatniego wyniku testu lateksowego obliguje do wykonania
przesiewu z podloza SF, izolacji i petnej identyfikacji biochemicznej i serolo-
gicznej izolatu.

Nalezy przypomnieé, ze dodatni wynik testu lateksowego niepotwierdzo-
ny identyfikacja patogenu moze wynikac¢ z czesto wystepujacych krzyzo-
wych reakcji u paleczek jelitowych i nie moze by¢ podstawg do wydania
dodatniego wyniku badania katu.

Schemat badania kalu oséb zdrowych dla celow
sanitarno-epidemiologicznych w kierunku nosicielstwa pateczek Salmonella
i Shigella bez zastosowania testow lateksowych

) - Przesiew po SF . . P
Posiew bezposredni [zolacja s [zolacja kolonii po przesiewie z SF | Identyfikacja bioche
i posiew do SF “podejrzanych” kolonii Identyfikacja biochemiczna gatunku po przesiewie z

7 nosiewn heznodredniesn \ /

Typowanie serologiczne
Salmonella lub Shigella
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Schemat badania kalu oséb zdrowych dla celéow sanitarno-
epidemiologicznych w kierunku nosicielstwa paleczek Salmonella i Shigella
z zastosowaniem testow lateksowych

Brak kolonii do izolacji
i ujemny wynik tesow lateksowych
= zakonczenie badania probki

Izolacja

Posiew bezposredni “podejrzanych” kolonii /

i posiew do SF wykonanie testow lateksowych
Salmonellai S. sonnei

Obecno$¢ “podejrzanych”™ kolonii
lub dodatni wynik testu lateksowego
= przesiew po SF

v

Izolacja i identyfikacja “podejrzanych” kolonii
z posiewu bezposredniego i z przesiewu po SF

¥

Typowanie serologiczne
Salmonella lub Shigella

7.3. Posiew kalu w kierunku zakazen przewodu pokarmowego

bakteriami rosngcymi w warunkach mikroaerofilnych

Podstawag laboratoryjnej diagnostyki zakazenia przewodu pokarmowego w kie-
runku paleczek Campylobacter jest posiew katu na selektywne podtoze, inkuba-
cja posiewu w warunkach mikroaerofilnych w temperaturze 42°C trwajaca od
1 do 5 dni (zwykle wystarcza 24 — 48h inkubacja).

W przypadku uzyskania wzrostu na piytce nalezy wykonac przesiew ,,podej-
rzanych” kolonii na nieselektywne podtoze z dodatkiem 5% krwi baraniej
lub konskiej np. Columbia, ich 24—48h inkubacje w warunkach mikroaerofil-
nych, a nastepnie identyfikacje.

Podstawg zaliczenia tak wyhodowanych pateczek do rodzaju Campylobacter jest:
1. stwierdzenie w posiewie obecnosci Gram-ujemnych pateczek,
2. stwierdzenie dodatniego wyniku testu na oksydaze
3. charakterystyczny ruch bakterii obserwowany w mikroskopie $wietlnym
W preparacie przyzyciowym.
Dalsza identyfikacja gatunku termofilnych paleczek Campylobacter wymaga badz
wykonania testéw na katalaze, hydrolize hipuranu sodu i octanu indoksylu, badz
moze by¢ przeprowadzona przy zastosowaniu gotowych zestawdéw komercyjnych.

W niektérych przypadkach ustalenie gatunku wyhodowanych pateczek
Campylobacter wymaga wykonania badania metodg PCR.
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Schemat badania kalu w kierunku Campylobacter

Dadatni wynik testu na oksydaze cytochrome
+ stwierdzenie charakterystycznego ruchu
W preparacie przyzyciowym
i obecnos¢ paleczek Gram-ujemnych
w preparacic barwionym metoda Grama

v

Przesiew kolonii na podloze z krwia,
nkubacja w warunkach mikroaerofilnyc
| w 42° C przez 1-2 dni

v

identyfikacja biochemiczna
gatunku Campylobacter

Posiew na podloze selektywne dla Campylobacter,
inkubacja w warunkach mikroaerofilnych w 42° C przez 1-5dni | —

Fot. 12. Wzrost szczepu Campylobacter jejuni na podiozu CCDA
Autor fotografii: Tomasz Wotkowicz
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8. Badania referencyjne

Gdy medyczne laboratorium nie ma mozliwosci wykonania peinej identyfika-
¢ji wyhodowanych z kalu bakterii, zwlaszcza okreslenia ich wtasciwosci choro-
botworczych lub typu serologicznego, gdy jest to niezbedne dla rozpoznania za-
kazenia i konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan, przesyla izolaty do
laboratorium wlasciwego ze wzgledu na rodzaj biologicznego czynnika choro-
botworczego.

Istnieje kilka sytuacji, gdy wykonanie badania referencyjnego jest bezwzgled-
nie konieczne do wydania wiarygodnego wyniku badania bedacego podstawa
do rozpoznania konkretnej jednostki chorobowej, wszczgcia dochodzenia epide-
miologicznego i ewentualnie postepowania przeciwepidemicznego.

Do takich sytuacji nalezy wyhodowanie z probki nastepujgcych bakterii:

1. pateczekE. coli podejrzanych o przynaleznos¢ do VTEC (konieczne jest co naj-
mniejwykrycie zdolnosci do wytwarzania werotoksyn w tescie fenotypowym
lub fragmentéw genéw kodujacych werotoksyny metodg PCR),

2. pateczek V. cholerae (konieczne jest okreslenie typu serologicznego O1

lub 0139 i stwierdzenie wytwarzania toksyny cholerycznej — CT w tescie

fenotypowym lub fragmentéw genéw kodujacych CT metoda PCR),
paleczek Y. enterocolitica (konieczne jest co najmniej okreslenie biotypu izolatu),

4. paleczek Salmonella z grupy 02 (A), 04 (B), 06,7 (C1) i 09 (D) (konieczne jest
typowanie serologiczne dla identyfikacji S. Typhi, S. Paratyphi A, B lub C)

5. paleczek Shigella innych niz S. sonnei (dla typowania serologicznego i po-
twierdzenia identyfikacji gatunku).

=

Prawidlowa identyfikacja szczepéw E. coli podejrzanych o przynaleznos$¢ do
EPEC, ETEC lub EAEC wymaga wykonania badan referencyjnych metodami
biologii molekularnej.

W przypadku wystgpienia ogniska epidemicznego wywotanego przez choro-
botworcze pateczki jelitowe moze sie takze okazac niezbedne dla celéw epide-
miologicznych wykonanie dodatkowych badan metodami biologii molekularnej
w celu uzyskania poglebionej charakterystyki izolatéw bedacych przyczyng za-
chorowan.
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9. Wymagania dotyczace stosowanych wyrobow
do diagnostyKki in vitro: aparatury, pozywek
i testow diagnostycznych

Zgodnie z ustawg o wyrobach medycznych z dnia 20.05.2010 roku [Dz. U. nr 107,
poz. 679 ze zm| w medycznym laboratorium diagnostycznym (MLD) nalezy sto-
sowac wyroby medyczne posiadajgce znak CE do diagnostyki in vitro. Do wyro-
bow tych zalicza sie odczynniki, produkty odczynnikowe, kalibratory, materialy
kontrolne, zestawy, przyrzady, aparaty, sprzety lub systemy przeznaczone przez
wytworce do badania in vitro probek pobranych z organizmu ludzkiego. Muszg
by¢ one wtiasciwie dostarczone, prawidlowo zainstalowane, utrzymywane oraz
uzywane zgodnie z przeznaczeniem, terminem przydatnosci i instrukcjg uzyt-
kowania. Stosowane do posiewu probek gotowe, rozlane na ptytki lub do probé-
wek podioza mikrobiologiczne powinny posiadac stosowne certyfikaty jakosci.

Pozywki przygotowywane z suchych produktéw lub ze skiadnikéw muszg
by¢ poddawane jakos$ciowej i ilosciowej kontroli selektywnych wiasciwosci
i zyznosci podtoza.

W kontroli pozywek, testow diagnostycznych i aparatury nalezy stosowac
szczepy wzorcowe wskazane przez wytworcow, jak i wlasne szczepy laborato-
ryjne swiezo izolowane z probek materiatu klinicznego.
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10. Zapewnienie jakosci badan laboratoryjnych

Zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 23.03. 2006 roku w spra-
wie standardéw jakosci dla medycznych laboratoriéow diagnostycznych i mikro-
biologicznych [Dz. U. nr 61, poz. 435 ze zm.|] medyczne laboratorium prowadzi
wewnetrzng kontrole jakos$ci badan i uczestniczy w programach zewnetrznej
kontroli jakosci wszystkich rodzajéw badan wykonywanych w laboratorium
z wlasciwg czestoscig, okreslang przez organizatora tych programow.

Za prowadzenie wewnetrznej kontroli jakos$ci oraz uczestnictwo w progra-
mach zewnetrznej kontroli jakosci odpowiada kierownik laboratorium lub wy-
znaczony przez niego diagnosta laboratoryjny.

Dokumentacja kontroli jakosci badan porzechowywana jest przez okres 20
lat zgodnie z przepisami dotyczacymi dokumentacji medycznej — ustawa z dnia
6.11.2008 .
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11. Formutowanie i wydawanie wynikéw

Formularz sprawozdania musi by¢ zgodny z przepisami rozporzadzenia Ministra
Zdrowia z dnia 23.03.2006 w sprawie standardow jakosci w medycznych laborato-
riach diagnostycznych — z uwzglednieniem specyfiki badania bakteriologicznego
[Dz. U. z 2006r., nr 61, poz. 435 ze zm.].

Medyczne laboratorium diagnostyczne archiwizuje sprawozdania z badan
wraz z zapisami umozliwiajgcymi odtworzenie przebiegu badania przez okres
20 lub 30 lat zgodnie z przepisami dotyczacymi dokumentacji medycznej zawar-
tymi w ustawie z dnia 6.11.2008 roku o prawach pacjenta i Rzeczniku Praw Pa-
cjenta [Dz. U. 2012 r., poz 159]

Wydany wynik musi by¢ autoryzowany przez diagnoste laboratoryjnego, zale-
ca sie, by posiadat tytut specjalisty z mikrobiologii medycznej, lub lekarza posia-
dajacego wiedze i umiejetnosci w zakresie wykonywania czynnosci diagnostyki
laboratoryjnej uzyskanych w ramach specjalizacji, zgodnie z rozporzadzeniem
Ministra Zdrowia z dnia 11.12.2012 roku w sprawie wykazu specjalizacji upraw-
niajgcych lekarza do samodzielnego wykonywania czynnosci diagnostyki labo-
ratoryjnej w medycznym laboratorium diagnostycznym [Dz.U.2012, poz. 1420]
i posiadajgcym udokumentowane co najmniej dwuletnie do§wiadczenie w labo-
ratoryjnej diagnostyce zakazen przewodu pokarmowego.

Formutowanie wyniku badania w kierunku chorobotwoérczych pateczek je-
litowych rosngcych w warunkach tlenowych.

Wynik tego badania musi jednoznacznie wskazywa¢, w jakim kierunku ba-
danie bylo wykonane, ze szczegélowym wymienieniem rodzajow bakte-
rii, ktorych poszukiwano, np. ,Posiew katu w kierunku pateczek Salmonella,
Shigella, Yersinia i werotoksycznych paleczek Escherichia coli”, ,,Posiew kalu
w kierunku Salmonella i Shigella™.

Za etiologiczny czynnik zakazenia uznaje si¢ wyhodowane z badanej préobki
bezwzglednie chorobotwoércze:
. paleczki jelitowe nalezace do rodzaju Salmonella, Shigella,
2. pateczki Yersinia pseudotuberculosis,
3. patleczki Yersinia enterocolitica,
4. paleczki Escherichia coli u ktérych potwierdzono wtasciwosci chorobotwércze.

()

Za dodatni wynik og6lnego posiewu katu osoby z biegunkg uznaje sie takze
wyhodowanie paleczek z rodzaju Aeromonas lub pateczek Plesiomonas shigel-
loides.
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Zaleca sie, zeby w przypadkach gdy w posiewie nie stwierdzono obecnosci
wyzej wymienionych drobnoustrojéw w wyniku badania podawac¢ informacje,
iz nie wyhodowano chorobotworczych paleczek jelitowych. Jesli natomiast wy-
hodowano szczep wymagajacy okreslenia wiasciwosci chorobotworczych lub ty-
powania serologicznego, w wyniku nalezy to zaznaczy¢ wraz z informacjg o pla-
nowanym uzupelnieniu sprawozdania.

Zaleca sie, zeby w przypadku gdy kat byt ptynny, a w posiewie nie stwierdzo-
no obecnosci nawet flory fizjologicznej zawrze¢ taka informacje w komentarzu
do sprawozdania (przykiad: ,,Z prébki kalu nie wyhodowano bakterii rosnacych
w warunkach tlenowych, wskazana ocena zasadnosci zbadania kalu w kierun-
ku Clostridium difficile”). Zaleca sie, zeby w przypadku gdy w bezposrednim po-
siewie katu zostang wyhodowane na podiozu McConkey’a w monokulturze lub
w istotnej przewadze (>75%) inne drobnoustroje, niz bezwzglednie chorobo-
tworcze pateczki jelitowe, w wyniku nalezy to zaznaczy¢ dodajac odpowiedni
komentarz (przyklad: ,Wyhodowano pateczki Klebsiella pneumoniae wystepuja-
ce w monokulturze, co moze §wiadczy¢ o zaburzeniach w skladzie fizjologicz-
nej, tlenowej flory przewodu pokarmowego”).

Formulowanie wyniku badania w kierunku bakterii rosngcych w warunkach
mikroaerofilnych.

Za dodatni wynik uznaje si¢ wyhodowanie z katu paleczek z rodzaju Campylo-
bacter sp. W przypadku gdy w laboratorium nie ma mozliwosci zréznicowania
pateczek C. coli i hipurano-ujemnych paleczek C. jejuni w celu ustalenia gatunku
wyhodowanego szczepu zaleca si¢ przestanie go do laboratorium wiasciwego
ze wzgledu na rodzaj biologicznego czynnika chorobotwoérczego.

Formularz sprawozdania z badania laboratoryjnego moze by¢ przekazany
w formie elektronicznej z zachowaniem wymagan wskazanych w rozporzadze-
niu Ministra zdrowia z dnia 23.03.2006 roku w sprawie standardéw jakosci dla
medycznych laboratoriéw diagnostycznych i mikrobiologicznych (Dz. U nr 61
poz.435 z pézn. zm).
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12. Zglaszanie wynikow panstwowej inspekcji sanitarnej
oraz innym podmiotom wilasciwym ze wzgledu na rodzaj
biologicznego czynnika chorobotworczego

Zgodnie z ustawa z dnia 5. 12. 2008 roku o zapobieganiu i zwalczaniu zakazen
i choréb zakaznych u ludzi [Dz. U. z 2013 1., nr 0, poz. 947 ze zm.| kierownik la-
boratorium ma obowigzek zglosi¢ w ciagu 24 godzin od momentu uzyskania
wyniku, panstwowemu powiatowemu inspektorowi sanitarnemu wlasciwemu
dla siedziby laboratorium fakt wykrycia biologicznego czynnika chorobotwor-
czego podlegajacego zgloszeniu.

Liste tych czynnikéw oraz okolicznosci dokonywania zgloszenia regulu-
ja przepisy rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia 25.03.2014 roku w sprawie
biologicznych czynnikéw chorobotwdrczych podlegajacych zgloszeniu, wzoréw
formularzy zgtoszen dodatnich wynikéw w kierunku biologicznych czynnikow
chorobotwdrczych oraz okolicznosci dokonanych zgloszen [Dz. U. z 2014, nr 0,
poz. 459]. W praktyce sposréd wymienionych w rozporzgdzeniu biologicznych
czynnikéw chorobotwdrczych w laboratorium, w ktérym wykonuje sie badania
w zakresie laboratoryjnej diagnostyki zakazen przewodu pokarmowego bakte-
riami rosngcymi w warunkach tlenowych lub mikroaerofilnych,

kierownik musi zglosi¢ fakt izolacji z materiatu klinicznego pateczek z ro-
dzaju Campylobacter, Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A, B i C oraz
paleczek Salmonella reprezentujacych pozostale tzw. odzwierzece typy se-
rologiczne, paleczek Shigella oraz paleczek Y. pseudotuberculosis, a takze pa-
togennych paleczek Y. enterocolitica. Obowigzek ten ma takze kierownik
laboratorium, w ktérym dojdzie do izolacji z materiatu klinicznego V. cho-
lerae O1 lub 0139 po potwierdzeniu toksynotwoérczosci szczepu lub wykry-
ciu w kwasie nukleinowym V. cholerae genu warunkujgcego te toksyno-
tworczos¢.

Natomiast w przypadku werotoksynogennych paleczek Escherichia coli
(VTEC|STEC) zgloszenia takiego nalezy dokona¢, gdy zajdzie co najmniej jedna
z ponizszych sytuacji:

1. izolacja pateczki okreznicy z materiatu klinicznego i uzyskanie dodatniego
wyniku testu immunologicznego wykrywajacego werotoksyny (niezaleznie
czy rozpoznano typ serologiczny szczepu)

2. wykrycie w kwasie nukleinowym szczepu Escherichia coli genu kodujacego
wytwarzanie werotoksyny

3. wykrycie wolnej werotoksyny w bezposrednim badaniu kalu testem immuno-
logicznym lub na linii komérkowej Vero, potwierdzone testem neutralizacji.

W przypadku niektérych z wymienionych patogenéw potwierdzenie rozpo-
znania w wiekszos$ci przypadk6w wymaga przekazania wyizolowanego biolo-
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gicznego czynnika wraz z formularzem zgtoszenia, w celu przeprowadzenia dal-
szych badan (typowanie serologiczne, okreslenie patogennosci), do laboratorium
referencyjnego wtasciwego ze wzgledu na rodzaj biologicznego czynnika choro-
botwdrczego.

Formularz zgloszenia dodatniego wyniku badania w kierunku biologicznego
czynnika zakaznego mozna pobrac ze strony:
http://[wwwold.pzh.gov.pl/oldpage/epimeld/druki/zgloszenia/Form_ZLB1.doc
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