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M i n ¹ ³ p ó ³ m e t e k
wakacji i lata gor¹cego.
Przed nami wrzesieñ,
kolejny rok szkolny;
miesi¹c konferencji i
Zjazdów Naukowych,
tak¿e dla Diagnostów.
Bo, oto, przed nami
Zjazd Mikrobiologów
w Szczecinie. St¹d te¿ i
bie¿¹cy numer naszej
Gazety Diagnostów, ju¿
17, jest g³ównie o

diagnostyce mikrobiologicznej, tej Królowej
wœród prób dotarcia do przyczyn choroby i
spraw ratowania ¿ycia. Poszczególne artyku³y,
uwa¿am, ¿e bardzo aktualne, bêd¹ odpowiedzi¹
na oczekiwania odbiorców Gazety. W tê
tematykê wpisuje siê polskie t³umaczenie
znakomitego opracowania, wrêcz podrêcznika,
autorów W.G.Gudera, S. Narayanana, H.
Wissera i B. Zawty “Samples: From the Patient
to the Laboratory”. Bêdzie moim zamiarem, by
ka¿de laboratorium otrzyma³o tê pozycjê,
wydan¹ staraniem Izby i Wspó³wydawców.

êdzie, bardzo wa¿n¹ w pó³ roku
przed wprowadzeniem obl igatory jn ie
standardów jakoœci do MLD.

Z zapowiedzi¹
kolejnej publikacji, bardzo fundamentalnej dla
œwiadczeñ medycznych, któr¹ chcia³bym siê
podzieliæ z Pañstwem, wi¹¿e siê nowa edycja na
rynku amerykañskim z 2007 r.- “Evidence Based
Laboratory Medicine” - autorów: Christophera
P .Price’a i Roberta H. Christensona. EBM - to
naukowe podstawy badañ laboratoryjnych
stanowiæ bêd¹ o wszystkich procedurach
postêpowania medycznego w przypadku
choroby i utrzymania zdrowia oraz wyd³u¿enia
sprawnoœci i ¿ycia cz³owieka. Zamierzeniem
KIDL i tak¿e zadaniem moim jest dostarczenie
Pañstwu- praktykom diagnostyki laboratoryjnej
-oryginalnych i nowoczesnych opracowañ
przede wszystkim z dziedziny diagnostyki
laboratoryjnej, obok tak¿e wa¿nych spraw
zwi¹zanych z regulacj¹ prawn¹ i postêpowania
medycznego, których dotyka w swym dzia³aniu
Diagnosta Laboratoryjny.
Zawód, którego wyboru dokonaliœmy przy
wyborze studiów i cz³onkostwie w korporacji
wspó³czeœnie staje siê tak wa¿ny, ¿e nie sposób
jest mówiæ o dzia³aniach medycznych i pracy
zespo³ów medycznych przychodni, szpitali,
klinik bez udzia³u Medycznego Laboratorium
Diagnostycznego. Ten trend i d¹¿enie wymogi i
standard staj¹ siê powinnoœci¹ i prawem w

Europie i Œwiecie w postêpowaniu medycznym.
Wydawa³o siê niektórym wczoraj, ¿e nie byliœmy,
¿e nie bêdziemy potrzebni, a dziœ okaza³o siê, ¿e i
wczoraj i dziœ a jutro bêdziemy, jeszcze bardziej
niezbêdni. Tyle od Redakcji, ode mnie dla
diagnostów poœród lata z ¿yczeniami
i pozdrowieniami.

Ta
publikacja b

Z tej¿e te¿
przyczyny, tj. wydania tej pozycji, dotarcia do
nie j , dz iêk i ¿ycz l iwoœci œrodowiska
wroc³awskiego, w II po³owie paŸdziernika chcê
zorganizowaæ konferencjê na temat “Czynniki
p r z e d a n a l i t y c z n e w b a d a n i a c h
laboratoryjnych”
Informacje szczegó³owe podawaæ bêdziemy na
stronie internetowej KIDL.

Diagnostyka laboratoryjna ma œcis³y zwi¹zek z
d¹¿noœci¹ ludzkiego umys³u do poznawania
nowych nieznanych zjawisk. D¹¿noœæ ta ma
oczywiœcie tak¿e miejsce w obszarze poznawania
ludzkiego organizmu i mechanizmów nim
kieruj¹cych zarówno w zdrowiu jak i chorobie.
Odnoœnie chorób infekcyjnych niezwykle wa¿nym
jest poznanie mechanizmów kieruj¹cych ¿yciem
czynnika etiologicznego wywo³uj¹cego chorobê to
jest bakterii, wirusa grzyba czy pierwotniaka.
Zapocz¹tkowana przez A. van Leeuwenhoek'a,
Cohna, Kocha era odkrywania drobnoustrojów,
badania ich w³aœciwoœci, relacji z organizmem
ludzkim jako miejscem ich pobytu nadal trwa.
Wykrywane s¹ nowe zarazki, odkrywaj¹ siê nowe
obszary badañ.

W historii mikrobiologii wyznaczyæ mo¿na wa¿ne
momenty wp³ywaj¹ce na jej rozwój i zmianê
postêpowania badawczego, diagnostycznego i
leczniczego w chorobach infekcyjnych, by³y to:

konstrukcja mikroskopów najpierw œwietlnych
póŸniej elektronowych, konfokalnych i innych,

wykrycie antybiotyków i rozwój nauki o terapii
zaka¿eñ, wprowadzenie technik molekularnych
wraz z tym nowe spojrzenie na mikro
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Wprowadzenie

Pojawiaj¹ siê nowe czynniki etiologiczne chorób
infekcyjnych jak:

Drobnoustroje oportunistyczne

Drobnoustroje ze œrodowiska

Drobnoustroje zmienione
genetycznie (wirus grypy)
Szczepy o nieznanych dotychczas
cechach chorobotwórczych

Wzrastaj¹ca opornoœæ na
chemioterapeutyki i antybiotyki i
nowe jej mechanizmy.
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(Staphylococcus epidermidis, Enteropatogenne
pa³eczki Escherichia coli)

(Legionella, Stenotrophomonas)

(PVL,
Staph.aureus)
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i makroorganizm, rozwój immunologii i wprowadzenie
szczepionek.
Uzyskana wiedza w zakresie charakteru drobnoustroju i ich relacji z
organizmem zaka¿onym ma przeniesienie na p³aszczyznê
praktyczn¹, a wiêc diagnozowanie i leczenie chorób infekcyjnych.

Zasadniczo diagnostyka mikrobiologiczna polega na izolacji i
identyfikacji zarazka oraz ustaleniu jego wra¿liwoœci, a czêsto
okreœleniu cech chorobotwórczych. Dla konkretnego pacjenta ten
schemat zapewnia ustalenie przyczyny choroby oraz sposobu jej
leczenia. Diagnostyka mikrobiologiczna ma tak¿e szerszy wymiar.
Gromadzona i analizowana wiedza o drobnoustrojach w œrodowisku
szpitalnym lub pozaszpitalnym pozwala kontrolowaæ sytuacjê
epidemiologiczn¹, prowadziæ racjonaln¹ politykê antybiotykow¹,
wp³ywaæ na programy szczepieñ, a w szpitalach jest podstaw¹
dzia³ania Komitetów Kontroli Zaka¿eñ Szpitalnych.

ezerwuary drobnoustrojów œrodowisko
naturalne (woda, powietrze) personel szpitala, wspó³pacjenci, a
tak¿e Ÿród³a zaka¿eñ, którymi s¹ chorzy ludzie (pacjenci, personel
szpitala) nosiciele (zdrowi, rekonwalescenci, ska¿one produkty
spo¿ywcze).
Aby diagnostyka mikrobiologiczna by³a prawid³owo wykonywana
laboratorium musi odpowiadaæ podstawowym wymaganiom:
odpowiednia kwalifikacja personelu, dostateczna liczba
pomieszczeñ i prawid³owa architektura pracowni, standaryzacja
badañ, opracowane procedury, wewnêtrzna i zewnêtrzna kontrola
jakoœci badañ wprowadzony system jakoœci, certyfikacja lub
akredytacja.
Przebieg badania mikrobiologicznego

Na pe³ne badanie mikrobiologiczne sk³ada siê:
1. Decyzja o doborze próbki
2. Pobranie materia³u
3. Wype³nienie skierowania
4. Przechowywanie i transport próbki
5. Wykonanie badania

a. Izolacja drobnoustroju
b. Identyfikacja drobnoustroju poprzez

oznaczenie drobnoustrojów co najmniej do
poziomu gatunku na podstawie: cech
fenotypowych, cech genotypowych (w razie
trudnoœci z identyfikacj¹ szczepu metabolizmu
specyfiki antygenowej)

c. Oznaczenie wra¿liwoœci na antybiotyki,
oznaczenie mechanizmu opornoœci, oznaczanie
minimalnych stê¿eñ hamuj¹cych (MIC)

6.     Interpretacja wyniku
7. Konsultacja dotycz¹ca antybiotykoterapii

Oznaczanie MIC zalecane w ciê¿kich zaka¿eniach, w sytuacji
wystêpowania wieloopornych szczepów, W zmianach lekoopornoœci
szczepów mo¿e byæ podstaw¹ wyboru terapii na zasadzie oceny
ilorazu wartoœci breakpoint / MIC jako najprostszego indeksu
PK/PD. Ponadto oznaczanie MIC pozwala prognozowaæ
skutecznoœæ terapii czyli odpowiedŸ kliniczn¹.

reparatu bezpoœredniego z materia³u, posiew hodowla
drobnoustroju, identyfikacja, oznaczanie opornoœci i mechanizmów
opornoœci.
Badanie konwencjonalne jest na ogó³ d³ugie zale¿ne od czasu
wzrostu drobnoustroju. Wa¿ne jest aby laboratorium dysponowa³o
testami, pod³o¿ami i sprzêtem przyspieszaj¹cym wydanie wyniku.
Najprostsz¹ metod¹ przyspieszaj¹c¹ wstêpne rozpoznanie zarazka
jest preparat bezpoœredni z hodowli. Dla przyspieszenia wzrostu i
identyfikacji szczepów przydatne s¹ pod³o¿a ró¿nicuj¹ce i wybiórcze
jak Chrom ID MRSA, Chrom ID Strepto B, Candida ID2.
Zastosowanie testów komercyjnych dla oznaczania cech
fenotypowych to tak¿e metoda skrócenia czasu badania. Bardzo
cenne w diagnostyce s¹ E-testy dla oznaczania MIC dla szczepów z
hodowli, a tak¿e E-testy przystosowane do badania wra¿liwoœci
szczepu bezpoœrednio z materia³ów od chorego.

Automatyczne, monitoruj¹ce systemy hodowli do posiewów krwi,
p³ynów ustrojowych, materia³ów w kierunku pr¹tków (BACTEC,
BactAlert) wydatnie skracaj¹ czas hodowli i poprawiaj¹ wyniki.
Automatyzacja identyfikacji bakterii i oznaczania opornoœci
(VITEK, PHENIX) obok przyspieszenia badania unifikuje wyniki.
Zastosowanie systemu informatycznego to zestaw korzyœci dla
rejestrowania badania i tworzenia bazy danych.

1. Wykrywaniu antygenu ykrywaniu przeciwcia³ w surowicy
c h o r e g o , s ³ u ¿ ¹ t e m u m e t o d y a g l u t y n a c y j n e ,
immunoenzymatyczne, immunofluorescencyjne

2. Wykrywanie produktów metabolizmu lub sk³adowych œciany
komórkowej

3. Wykrywanie kwasów nukle inowych, oznaczanie
specyficznego genu s³u¿yæ mo¿e do identyfikacji szczepu, a
tak¿e oznaczeniu opornoœci.

ogniskowanie
izoelektryczne.

s¹ tak¿e wykorzystywane w
dochodzeniach epidemiologicznych, których podstaw¹ jest
porównywanie odcinków kwasów nukleinowych i okreœlanie
pokrewieñstw drobnoustrojów. Najbardziej popularnymi
metodami to badanie polimorfizmu d³ugoœci fragmentów
restrykcyjnych (RFLP) i jej odmiana elektroforeza w zmiennym
polu elektrycznym (PFGE), metoda losowej amplifikacji
polimorficznych fragmentów DNA (RAPD), MLST,
sekwencjonowanie kw. nukleinowych, metoda micro-chipów.
Technologia mikromacierzy DNA wraz z pozyskiwaniem
pe³nych sekwencji genomów poszczególnych gatunków
bakterii znajduje coraz szersze zastosowanie w ró¿nych
dzia³ach mikrobiologii. Z klinicznego punktu widzenia
mikromacierze maj¹ zastosowanie do:

Okreœlenia i wykrywania czynników wirulencji
patogenów,

Badania profilu ekspresji genów bakteryjnych pod
wp³ywem antybiotyków, inhibitorów czy substancji
toksycznych

Badania odpowiedzi immunologicznej gospodarza na
patogen

Badania ekspresji genów bakteryjnych i ekspresji genów
komórki eukariotycznej w czasie infekcji.

Dla oceny znaczenia i wykorzystania diagnostyki
mikrobiologicznej w lecznictwie wa¿ne jest obok poziomu
laboratoriów i jakoœci wykonywanych badañ iloœæ
wykonywanych badañ diagnostycznych w stosunku do
zachorowañ i potrzeb epidemiologicznych.

Analiza dostêpnych danych uzyskiwanych przez Zespó³
Specjalistów, z programu OPTY prowadzonego przez Zak³ad
Profilaktyki Zaka¿eñ Szpitalnych NIL, a tak¿e czynnej rejestracji
zaka¿eñ szpitalnych prowadzonej przez Towarzystwo Zaka¿eñ
Szpitalnych wskazuje, ¿e liczba wykonywanych badañ
mikrobiologicznych w Polsce jest 3-5 razy mniejsza ni¿ w takich
krajach Europy jak Holandia, Niemcy. Z analiz przygotowanych
przez sieæ EARSS wynika, ¿e najwiêksze ró¿nice notuje siê w
przypadku posiewów krwi, których liczba w Polsce jest 5-6 krotnie
ni¿sza ni¿ np. w Szwecji.Liczba badañ mikrobiologicznych nie mo¿e
byæ standaryzowana, chocia¿ Œwiatowa Organizacja Zdrowia
próbowa³a ustaliæ taki standard i zaproponowa³a jako normê
przyjêcie 25 badañ /³ó¿ko /rok. Du¿e zró¿nicowanie zaka¿eñ, ró¿ny
przebieg infekcji, ró¿nie zorganizowane oddzia³y szpitalne generuj¹
zró¿nicowan¹ liczbê badanych próbek. Wydaje siê, ¿e wprowadzenie
prawid³owych procedur, w diagnozowaniu i leczeniu chorób
infekcyjnych lub w podejrzanych o infekcyjne, i przestrzeganie tych
procedur wyznaczy wykonywanie potrzebnej l iczby
mikrobiologicznych badañ diagnostycznych.

d/

Zadania laboratorium mikrobiologicznego

Diagnostyka mikrobiologiczna w Polsce

Pracownia
mikrobiologiczna rysuje obraz epidemiologiczny szpitala, a wiêc
wskazuje zarówno r -

,

,

Badanie mikrobiologiczne mo¿e byæ badaniem konwencjonalnym to
znaczy wyhodowanie drobnoustroju. Sk³adowe badania to
wykonanie p

Szybkie badanie mikrobiologiczne bez wyhodowania czynnika
etiologicznego mo¿e polegaæ na:

i w

Techniki, które znalaz³y
zastosowanie w badaniach molekularnych to sondy DNA, PCR
(RT-PCR), LTR, bDNA, sekwencjonowanie,

Nowoczesne metody genetyczne

·

·

·

·

·



Wa¿ne jest tak¿e aby Narodowy Fundusz Zdrowia kontrolowa³
przestrzeganie procedur odnoœnie diagnostyki i aby by³y one
refundowane. Bardzo niepokoj¹cym zjawiskiem w Polsce jest
spadek, siêgaj¹cy nawet 50%, liczby diagnostycznych badañ
mikrobiologicznych w ostatnich trzech latach. Zjawisko to
t³umaczone jest brakiem pieniêdzy w S³u¿bie Zdrowia lub brakiem
dostêpu do laboratorium. Drugim szkodliwym kierunkiem dla
mikrobiologii klinicznej jest wyprzedawanie przez szpitale
laboratoriów, laboratoria te dzia³aj¹ niezale¿nie, „na odleg³oœæ”, z
nastawieniem merkantylnym i czêsto nie spe³niaj¹cych zasad dobrej
diagnostyki i nie wspó³pracuj¹ z Komitetami Kontroli Zaka¿eñ
Szpitalnych.Sytuacja taka prowadzi do b³êdnej, niepotrzebnej
antybiotykoterapii, wzrostu liczby szczepów wieloopornych,
szczepów opornych o specyficznych cechach chorobotwórczych (

, oporne na penicylinê pneumokoki).
Zdrowiu spo³eczeñstwa zagra¿aj¹ infekcje niebezpiecznymi
wirusami, nowymi gatunkami grzybów, paso¿ytami w Polsce
nieznanymi (efekt przemieszczania siê ludzi). Wa¿nym problemem
jest koniecznoœæ realizacji za³o¿eñ powsta³ego Europejskiego
Centrum Kontroli Zaka¿eñ ECDC, którego celem jest wprowadzenie
w pañstwach Unii nadzoru epidemiologicznego opartego o sieæ
laboratoriów referencyjnych i prawid³owo rozwiniêtej mikrobiologii
klinicznej.

Nadzorem epidemiologicznym w Polsce zajmuje siê G³ówny
Inspektorat Sanitarny, czêœciowo Pañstwowy Instytut Zdrowia
Publicznego. Oœrodkiem referencyjnym skupiaj¹cym diagnostykê i
rejestracjê zaka¿eñ inwazyjnych wywo³anych

jest Zak³ad Mikrobiologii linicznej i
Epidemiologii Pañstwowego Instytutu Leków. Oœrodek ten prowadzi
tak¿e programy badañ i rejestracji opornoœci wybranych grup
szczepów na antybiotyki. Rejestracja zaka¿eñ chorobotwórczych
drobnoustrojów i opornoœci, aby by³a rzetelna musi opieraæ siê na
dobrze zorganizowanej i wykonywanej d iagnostyce
mikrobiologicznej. Aby to zapewniæ, w Polsce, nale¿y rozbudowaæ
sieæ du¿ych wieloprofilowych laboratoriów np. wojewódzkich oraz
ustanowiæ wystarczaj¹c¹ liczbê Laboratoriów referencyjnych z
pracowniami o najwy¿szym poziomie bezpieczeñstwa (Biohazard
IV).
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Cl
difficile, PVL, Staph. aureus

N.meningitidis,
Str.pneumonuae, H.influenzae

CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE WCI¥¯ GRO•NE

Nietoksynotwórcze szczepy mog¹
wywo³ywaæ zapalenie gard³a. Jednak¿e w ostatnich latach coraz
czêœciej odnotowywane s¹ tak¿e i w naszym kraju zaka¿enia
inwazyjne wywo³ane przez tego typu szczepy .

Monitorowaniem zaka¿eñ wywo³ywanych przez
toksynotwórcze i nietoksynotwórcze szczepy i

na terenie Europy zajmuje siê utworzona w 2006 roku sieæ
DIPNET(Diphtheria Surveillance Network), w której sk³ad wchodz¹
przedstawiciele wszystkich krajów nale¿¹cych do Unii Europejskiej
oraz kraje z nimi zwi¹zane, w szczególnoœci pañstwa by³ego
Zwi¹zku Radzieckiego. Polskê reprezentuje w tej sieci Narodowy
Instytut Zdrowia Publicznego- Pañstwowy Zak³ad Higieny.

Laboratoryjna diagnostyka zaka¿eñ wywo³anych przez
opiera siê na stwierdzeniu obecnoœci tych

drobnoustrojów w preparatach bezpoœrednich i/lub wyhodowanych
na odpowiednich pod³o¿ach namna¿aj¹cych i wybiórczo -
ró¿nicuj¹cych oraz na wykazaniu ich toksynotwórczoœci.
Materia³em do badañ od ludzi chorych s¹: naloty z migda³ków,
podniebienia, wydzielina z chorobowo zmienionych œluzówek
gardzieli i nosa, wydzielina z owrzodzeñ spojówek oka, przewodów
usznych, ran itp.

Wartoœæ diagnostyczna preparatów bezpoœrednich
barwionych metod¹ Grama, Neissera i Giemzy jest ograniczona ze
wzglêdu na zmiennoœæ morfologii maczugowca i wystêpowanie
nietypowych morfologicznie cech tego drobnoustroju. Do posiewu
badanego materia³u i hodowli maczugowców b³onicy najczêœciej
stosowanymi pod³o¿ami s¹: pod³o¿e namna¿aj¹ce agar Columbia z
krwi¹ lub rzadziej, ze wzglêdu na trudn¹ dostêpnoœæ, pod³o¿e
Loefflera oraz pod³o¿a wybiórczo-ró¿nicuj¹ce takie jak agar
tellurynowy z krwi¹ (pod³o¿e Hoyle'a lub pod³o¿e Clauberga) oraz
agar Tinsdale'a (równie¿ zawieraj¹cy telluryn potasu). Dodatek
tellurynu potasu w pod³o¿u hamuje wzrost flory towarzysz¹cej w
przypadku materia³ów pochodz¹cych z miejsc normalnie
nieja³owych. Pod³o¿a Hoyle'a i Clauberga pozwalaj¹ na
zaobserwowanie ró¿nic w morfologii kolonii zwi¹zanej z biotypem
szczepu . Natomiast pod³o¿e Tinsdale'a
wykorzystywane jest do wykrywania cystynazy. Szczepy

nale¿¹ce do gatunków potencjalnie
toksynotwórczych (

) wytwarzaj¹ ten enzym. Rosn¹ w postaci
br¹zowoczarnych kolonii otoczonych br¹zowym halo.

Zaleca siê, aby pobrany do badañ materia³ by³
posiewany równolegle na agar Columbia z krwi¹, agar tellurynowy
oraz agar Tinsdale'a. Hodowle inkubuje siê w warunkach tlenowych
w temperaturze 37°C- posiewy na pod³o¿u Columbia z krwi¹ przez
18-24 h, posiewy na pod³o¿ach wybiórczo-ró¿nicuj¹cych przez 24 -
48 h. Podejrzane kolonie przesiewa siê na wszystkie trzy pod³o¿a, a
po namno¿eniu wykonuje testy biochemiczne umo¿liwiaj¹ce

Podstawowy zestaw testów biochemicznych

C. diphtheriae

C. diphtheriae

C. diphtheriae C.
ulcerans

C. diphtheriae

C. diphtheriae

Corynebacterium
C. diphtheriae, C. ulcerans i C.

pseudotuberculosis

Diagnostyka zaka¿eñ wywo³anych przez C.
Diphtheriae

Dr n. med.AleksandraAnna Zasada
Prof. dr hab.. Marek Jagielski
Zak³ad Bakteriologii
Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego  Pañstwowy Zak³ad
Higieny
ul. Chocimska 24
00-791 Warszawa
Kontakt: e-mail: azasada@pzh.gov.pl, tel. 0-22 5421246

maczugowiec b³onicy jest
Gram dodatni¹ pa³eczk¹, czêsto o maczugowato zgrubia³ych

biegunach, uk³adaj¹c¹ siê w preparatach mikroskopowych w postaci
pisma klinowego i palisad. Wœród szczepów C. diphtheriae wyró¿nia
siê szczepy toksynotwórcze, tj. szczepy wytwarzaj¹ce egzotoksynê
b³onicz¹, oraz szczepy nietoksynotwórcze. Szczepy toksynotwórcze
stanowi¹ czynnik etiologiczny b³onicy ciê¿kiej choroby zakaŸnej.
Oprócz C. diphtheriae b³onicê mog¹ powodowaæ równie¿
toksynotówrcze szczepy C. ulcerans. Izolowano tak¿e szczepy C.
pseudotuberculosis wytwarzaj¹ce egzotoksynê b³onicz¹.
Zachorowania powodowane przez C. ulcerans odnotowano ostatnio
w Wielkiej Brytanii, Francji, Niemczech, Kanadzie, USA i Japonii.
B³onica w znacznej liczbie przypadków wci¹¿ wystêpuje w krajach
Europy Wschodniej, Azji i niektórych rejonach Afryki, sk¹d
nastêpuj¹ zawleczenia do krajów Europy Zachodniej oraz krajów
skandynawskich.
Corynebacterium diphtheriae jest odpowiedzialny za wywo³ywanie
ostrej choroby zakaŸnej, której objawy zale¿ne s¹ od wydzielanej
egzotoksyny i wywo³anych przez ni¹ zmian w miêœniu sercowym i
uk³adzie nerwowym oraz martwiczych zmian miejscowych. Oprócz
podstawowej postaci, któr¹ jest b³onica górnych dróg oddechowych
tj. gard³a i krtani mo¿e tak¿e wyst¹piæ b³onica nosa, skóry, oka, ucha,
pêpka oraz narz¹dów p³ciowych.

Corynebacterium diphtheriae identyfikacjê do gatunku.
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umo¿liwiaj¹cych identyfikacjê potencjalnie patogennych szczepów
obejmuje:

- wytwarzanie cystynazy, pyrazynamidazy, ureazy i katalazy
- fermentacjê glukozy, maltozy, sacharozy i skrobii
- redukcjê azotanów
Na polskim rynku dostêpne s¹ ró¿nego rodzaju testy komercyjne
przeznaczone do identyfikacji drobnoustrojów z rodzaju

. Pe³n¹ identyfikacjê do gatunku zapewniaj¹ testy
ApiCoryne oraz niektóre automatyczne zestawy firmy BioMerieux.
Do badañ skriningowych maj¹ zastosowanie testy Coryne-ID firmy
MAST Diagnostica. Zestaw zawiera trzy testy biochemiczne
pozwalaj¹ce na wykrycie cystynazy, pyrazynamidazy i ureazy, co
pozwala stwierdziæ czy badany szczep nale¿y
do gatunku potencjalnie toksynotwórczego.

Mo¿liwe jest równie¿ wykorzystanie tabletek
diagnostycznych firmy Rosco Diagnostica. Obecnie dostêpne s¹
tabletki umo¿liwiaj¹ce wykrycie pyrazynamidazy, ureazy, redukcji
azotanów oraz fermentacji glukozy, maltozy i sacharozy. Testy firmy
MAST Diagnostica i Rosco Diagnostica umo¿liwiaj¹ odczyt wyniku
po 4 h inkubacji, przy zastosowaniu odpowiednio gêstej zawiesiny
bakteryjnej.

Je¿eli zidentyfikowany szczep nale¿y do gatunku
potencjalnie toksynotwórczego (

) konieczne jest wykonanie testu
toksynotwórczoœci. Obecnie nie zaleca siê wykonywania testów na
zwierzêtach. Wœród testów zalecanych w rutynowej
diagnostyce wymieniæ nale¿y tradycyjny i zmodyfikowany test
Eleka oraz metodê pasków immunochromatograficznych. Niestety
paski takie nie s¹ dostêpne na naszym rynku. Test Eleka wykonuje siê
na agarze Eleka z surowic¹ nowonarodzonego cielêcia. W
tradycyjnym teœcie badane szczepy posiewa siê równoleg³ymi
liniami na p³ytce Petriego z pod³o¿em, a nastêpnie prostopadle do
linii posiewu nak³ada siê pasek bibu³y nas¹czonej antytoksyn¹
b³onicz¹. W teœcie zmodyfikowanym na œrodku p³ytki Petriego z
pod³o¿em uk³ada siê kr¹¿ek z antytoksyn¹ b³onicz¹ a wokó³
punktowo nanosi siê masê bakteryjn¹ badanych szczepów. P³ytki z
posiewami inkubuje siê w temperaturze 37°C w warunkach
tlenowych. Wynik odczytuje siê w teœcie tradycyjnym po 24, 48 i 72
h, natomiast w teœcie zmodyfikowanym po 18, 24 i 48 h. Wynikiem
dodatnim s¹ linie precypitacyjne tworz¹ce siê na skutek reakcji
antygenu jakim jest egzotoksyna b³onicza z przeciwcia³ami
obecnymi w antytoksynie b³oniczej.

Mo¿liwe jest równie¿ wykrywanie obecnoœci genu
egzotoksyny b³oniczej przy u¿yciu techniki PCR.Wynik uzyskuje siê
w ci¹gu kilku godzin, jednak¿e musi on byæ potwierdzany testem
fenotypowym.

Obecnie identyf ikacja szczepów z rodzaju
wraz z oznaczeniem toksynotwórczoœci

wykonywana jest nieodp³atnie w Zak³adzie Bakteriologii
Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego Pañstwowego Zak³adu
Higieny wWarszawie.

s¹ nowotworami wywodz¹cymi siê z
komórek linii limfoidalnej, których diagnostyka poczyni³a du¿e
postêpy w zwi¹zku z rozwojem immunofenotypowania,
pozwalaj¹cego na ustalenie na jakim poziomie dojrzewania i
ró¿nicowania tych komórek dochodzi do proliferacji nowotworowej.
Dotychczasowe klasyfikacje (kilkanaœcie na przestrzeni ostatnich 40
lat), by³y oparte o ró¿ne, wybrane cechy budowy histologicznej,
cytologicznej oraz cechy z³oœliwoœci danych nowotworów. Od kilku
lat obowi¹zuje klasyfikacja REAL/WHO, a ostatecznie klasyfikacja
WHO, uwzglêdniaj¹ca cechy kliniczne, histopatologiczne,
cytomorfologiczne, cytochemiczne, immunofenotypowe oraz
cytogenetyczne rozrostu nowotworowego. Tak wiêc w kontekœcie
poprzednich klasyfikacji jest ona prawie doskona³a. Mimo i¿
diagnostyka ch³oniaków z³oœliwych jest g³ównie domen¹
klinicystów i anatomopatologów, diagnoœci laboratoryjni s¹ czêsto
pierwszymi osobami zwracaj¹cymi uwagê na patologiê w zakresie
tego uk³adu. Dotyczy to bia³aczek nale¿¹cych do zespo³ów
limfoproliferacyjnych oraz ch³oniaków z bia³aczkowym obrazem
krwi, który jest charakterystyczny dla niektórych rozrostów tego
typu, jak równie¿ zmian w obrazie szpiku w przypadku uogólnienia
choroby i naciekania nowotworowego szpiku kostnego. Wa¿ne dla
diagnostów laboratoryjnych s¹ nowotwory z du¿ych limfocytów B w
ch³oniakach pierwotnie wysiêkowych ( primary effusion lymphoma-
PEL), w których nowotworowe limfocyty wystêpuj¹ wy³¹cznie w
p³ynie pobieranym do badañ diagnostycznych z jam cia³a.

Ch³oniaki z³oœliwe dzieli siê na ch³oniaki ziarnicze
(ziarnica zloœliwa= Hodgkin lymphoma ), stanowi¹ce 30%
i ch³oniaki nieziarnicze ( non Hodgkin lymphoma), stanowi¹ce 70 %
ch³oniaków z³oœliwych. Proporcje te ulegaj¹ zmianie na przestrzeni
lat.
Podstaw¹ rozpoznania ch³oniaków z³oœliwych jest badanie
histopatologiczne powiêkszonego, pobranego w ca³oœci wêz³a
ch³onnego. Stadium zaawansowania klinicznego choroby zale¿y od
stopnia zajêtych wêz³ów i narz¹dów. Jako stadium I okreœla siê
zmiany w jednej grupie wêz³ów ch³onnych, stadium II- to zajêcie
conajmniej 2 grup wêz³ów po tej samej stronie przepony, III-zajêcie
wêz³ów po obu stronach przepony, IV- zajêcie narz¹dów jak szpik i
w¹troba. Niekiedy zmiany nowotworowe mog¹ obejmowaæ
pierwotnie narz¹d pozalimfatyczny, wówczas nieco inna jest
klasyfikacja kliniczna choroby. Do objawów ogólnych choroby (B)
zalicza siê gor¹czkê, poty nocne, spadek wagi cia³a >10% w czasie 6
miesiêcy. Chorzy bez tych objawów nale¿¹ do korzystniejszego
stadium klinicznegoA.

Ustalenie stadium klinicznego choroby nastêpuje w
oparciu o badanie fizyczne chorego, rtg klatki piersiowej, usg jamy
brzusznej, tomografii komputerowej lub rezonansu magnetycznego
(w zale¿noœci od wskazañ), badanie szpiku kostnego. W ocenie
zaawansowania zmian nowotworowych przydatn¹ metod¹ jest
pozytronowa tomografia emisyjna (PET) z zastosowaniem 18 fluoro-
2-deoksyglukozy (FDG). W³aœciwoœæ, ¿e wiele komórek
nowotworowych metabolizuje glukozê intensywniej ni¿ komórki
zdrowe, wykorzystuje metoda badania FDG- PET. S³u¿y ona do
diagnostyki ch³oniaków ziarniczych i nieziarniczych, zarówno w
celu okreœlenia rozleg³oœci zmian na pocz¹tku choroby, jak
okreœlenia ca³kowitej remisji ( CR) i ewentualnej wznowy procesu
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C. diphtheriae, C. ulcerans, C.
pseudotuberculosis
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Podsumowanie
Pomimo, i¿ ostatni pojedynczy przypadek b³onicy w

naszym kraju odnotowano w 2000 roku, szczepy
wci¹¿ stanowi¹ zagro¿enie. W ostatnich latach coraz czêœciej
nietoksynotwórcze izolaty tego drobnoustroju s¹ hodowane z próbek
krwi lub wymazów z ran. Wskazuje to z jednej strony na skutecznoœæ
prowadzonych szczepieñ przeciwb³oniczych. Z drugiej pokazuje, ¿e
szczepy tego gatunku wci¹¿ kr¹¿¹ w populacji.

Nieograniczona migracja ludnoœci mo¿e równie¿
prowadziæ do zawleczenia na teren Polski toksynotwórczych
szczepów . Ostatnio odnotowane przypadki b³onicy
wyst¹pi³y w Londynie (Wielka Brytania) w kwietniu oraz w Oslo
(Norwegia) w maju tego roku zawleczone w pierwszym przypadku
prawdopodobnie zAfryki, a w drugim z £otwy.

C. diphtheriae

C. diphtheriae
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CH£ONIAKI Z£OŒLIWE ( LYMPHOMA MALIGNUM);
AKTUALNA KLASYFIKACJA I CHARAKTERYSTYKA
D I A G N O S T Y C Z N A W Y B R A N Y C H P O S T A C I
CH£ONIAKÓW, WA¯NYCH W PRAKTYCE DIAGNOSTY
LABORATORYJNEGO.
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chorobowego. CR to ca³kowite ust¹pienie zmian wêz³owych,
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narz¹dowych i ogólnych choroby.
( Ch³oniak Hodgkina, choroba

Hodgkina, ³ac.Lymphogranulomatosis maligna, ang.
)

Jest nowotworem uk³adu ch³onnego charakteryzuj¹cym
siê powiêkszeniem wêz³ów ch³onnych z obecnoœci¹ w nich du¿ych,
patologicznych komórek Reed- Sternberg'a( R-S- o fenotypie CD 30

Lokalizacja w w¹trobie oraz w szpiku kostnym przemawiaj¹ za
uogólnieniem choroby.
W odró¿nieniu od choroby Hodgina, gdzie zmiany szerz¹ siê drog¹
naczyñ limfatycznych w nHLy szerz¹ siê drog¹ hematogenn¹, co daje
zmiany w odleg³ych wêz³ach lub narz¹dach.

Ziarnica z³oœliwa
Hodgkin

lymphoma

i CD 15, bez ekspresji CD 45) i komórek Hodgkina (H), które s¹
prekursorami komórek R-S.
Zachorowalnoœæ wynosi 2-3 przyp. na 100000 mieszkañców na rok.
Wystêpuje zarówno u dzieci w wieku 5-15 l jak u doros³ych
o szczycie zachorowañ 20-35 l i po 50 r. ¿ycia, nieco czêœciej u
mê¿czyzn.

Objawy kliniczne to powiêkszenie wêz³ów ch³onnych,
naciekanie œródpiersia, œledziony, w¹troby. Zmiany szerz¹ siê
drogami ch³onnymi. W zaawansowanych przypadkach do objawów
ogólnych podobnych jak w innych ch³oniakach dochodzi œwi¹d
skóry ( nasilaj¹cy siê po alkoholu) i zwi¹zane z nim zmiany skórne
- przeczosy (czasem leczone bezskutecznie przez dermatologa).
Podstaw¹ rozpoznania jest badanie hist-pat. wêz³a ch³onnego.

B a d a n i a l a b o r a t o r y j n e w z i a r n i c y
z³oœliwej.Charakterystyczn¹ cech¹ aktywnego procesu
chorobowego jest przyspieszony odczyn Biernackiego(OB).W
zaawansowanych postaciach choroby wystêpuje niedokrwistoœæ
normocytowa i normochromiczna, rzadko niedokrwistoœæ
autoimmunohemolityczna z dodatnim testem antyglobulinowym.
Liczba krwinek bia³ych jest nieznacznie podwy¿szona,
z granulocytoz¹ obojêtnoch³onn¹, eozynofili¹ wzglêdn¹
i bezwzglêdn¹, limfopeni¹, W zaawansowanych postaciach
stwierdza siê wzrost odsetka monocytów, leukopeniê,
ma³op³ytkowoœæ( wynik hipersplenizmu lub nacieczenia szpiku).
Wystêpowanie w mielogramie komórek Sternberga- Reed w biopsji
lub trepanobiopsji wskazuje na zajêcie szpiku procesem
chorobowym i IVokres kliniczny choroby.
Ponadto stwierdza siê obni¿enie ca³kowitej zdolnoœci wi¹zania Fe i
stê¿enia Fe transferyny
Wystêpuj¹ zmiany w bia³kach surowicy: obni¿enie stê¿enia albumin,
zwiêkszenie stê¿enia 2, , globulin. Charakterystyczny jest
wzrost stê¿enia haptoglobiny ( do 300 mg%), co sprawia, ¿e mimo
wspó³istnienia procesu hemolitycznego stê¿enie Hp mo¿e byæ
prawid³owe. Mo¿e wystêpowaæ hyperkalcemia, w niektórych
przypadkach bia³komocz. W zaawansowanej chorobie dochodzi do
upoœledzenia odpornoœci komórkowej.

Powstaj¹ w wyniku nowotworowego, klonalnego rozrostu
komórek linii limfoidalnej na ró¿nych stadiach zró¿nicowania
limfocytów B, limfocytów T lub komórek naturalnej
cytotoksycznoœci ( NK). Ch³oniaki z limfocytów B stanowi¹ 86%
chloniaków z³oœliwych, z limfocytówT- 12%, z komórek NK- 2%.
Czêstoœæ wystêpowania dotyczy 2-18przyp/100000 mê¿czyzn i 1-11
przyp./100000 kobiet, w 2,3 oraz 6 i 7 dekadzie ¿ycia.
Zmiany nowotworowe s¹ zlokalizowane w wêz³ach ch³onnych,
pozawêz³owej tkance limfatycznej ( np. przewodu pokarmowego,
uk³adu oddechowego), mog¹ wystêpowaæ a priori w narz¹dzie poza
limfatycznym np. tarczycy, centralnym uk³adzie nerwowym i
innych.

omówiono poprzednio
( Diagnosta Laboratoryjny 2007,5,16-21.)

Przewlek³e bia³aczki limfocytowe (chronic lymphocytic
leukaemia  CLL)
Bia³aczki limfocytowe/prolimfocytowe CLL/PLL
Bia³aczki prolimfocytowe (B cell prolymphocytic
leukemia: B-PLL)
W³ochatokomórkowa bia³aczka ( hairy cell leukaemia-
HCL)
Zespo³y leukaemia/lymphoma (Lc/Ly)

Bia³aczka limfocytowa T (T- CLL)
Bia³aczka prolimfocytowa T ( T- PLL)
Bia³aczka z limfocytów ziarnistych (large granular
lymphocytic leukaemia (LGL): podtyp z komórek T(T-
LGL)  i komórek NK (NK-LGL)
Ch³oniak/ bia³aczka T komórkowa doros³ych (adult T-
cell leukemia/lymphoma: ATLL)
Zespó³ Sezarego ( Sézary syndrome:SS)

Najczêstsza w Europie Zachodniej spoœród bia³aczek i
najwczeœniej opisana w znaczeniu historycznym, jest chorob¹
zwi¹zan¹ z nagromadzeniem limfocytów B w fazie G0/G1 cyklu
komórkowego, co zwi¹zane jest ze zwiêkszon¹ ekspresj¹ anty-
apoptotycznej onkoproteiny bcl-2 .W odró¿nieniu od innych
nowotworów postêpowanie terapeutyczne polega na wdra¿aniu
leczenia dopiero przy okreœlonych wskazaniach. Bardzo czêsto
zostaje rozpoznana laboratoryjnie w czasie badañ kontrolnych
morfologii krwi, jeszcze przed wyst¹pieniem powiêkszenia wêz³ów
ch³onnych, gdy limfocytoza bezwzglêdna wynosi >10G/l, lub
wczeœniej gdy we krwi obwodowej stwierdza siê >5G/l limfocytów o
fenotypie typowym dla CLL, przy obecnoœci w szpiku co najmniej
30% limfocytów. Szpik wykazuje redukcjê erytropoezy w
czasie trwania choroby; przy wspó³istnieniu anemii
autoimmunohemolitycznej erytropoeza mo¿e byæ prawid³owa lub
zwiêkszona i wówczas przyjmuje siê, ¿e limfocyty winny stanowiæ >
50% innych komórek ni¿ erytroblasty. W przypadku redukcji uk³adu
erytroblastycznego dochodzi do makrocytarnej niedokrwistoœci z
retykulocytopeni¹, zwiêkszeniem stê¿enia Fe w surowicy wtórn¹
niedokrwistoœci¹ czysto czerwonokrwinkow¹ ( PRCA), co wia¿e siê
ze z³¹ prognoz¹. Uk³ad granulocytowy o prawid³owych
morfologicznie komórkach jest w znacznie zmniejszonym odsetku,
najczêœciej równie¿ dochodzi do redukcji megakariocytów.
W CLL limfocyty stanowi¹ >90% komórek jednoj¹drzastych,

prolimfocyty i limfoblasty nie przekraczaj¹ 10%. Limfocyty s¹ ma³e,
okr¹g³e, o zbitej chromatynie j¹dra bez widocznych j¹derek,
otoczone w¹skim ( lub niewidocznym) r¹bkiem niebieskiej
cytoplazmy. Oprócz ma³ych limfocytów w niektórych przypadkach
wystêpuj¹ duze limfocyty o chromatynie mniej zbitej (podobne do
odczynowych limfocytów), co wi¹¿e siê z gorsz¹ prognoz¹.
W obrazie krwi mog¹ zdarzyæ siê komórki z trójp³atowym j¹drem,
zawieraj¹ce ziarnistoœci - s¹ to limfocyty T w przesz³oœci zwane
komórkami Rieder'a. Charakterystyczne s¹ wystêpuj¹ce w obrazie
mikroskopowym cienie rozpad³ych komórek (cienie Gumprechta).
W trepanobiopsji stwierdza siê 4 formy naciekania szpiku:
guzkowe, œródmi¹¿szowe, mieszane i rozlane.
Immunofenotypowo stwierdza siê w B CLL klonalny rozrost
limfocytów B o fenotypie CD5CD19+ lub CD5CD23+,
CD 79a+, CD43+, które wykazuj¹ obecnoœæ powierzchniowych
Ig IgM lub IgM i IgD

á â ã

Nieziarnicze ch³oniaki z³oœliwe (non Hodgkin lymphoma: nHLy)

Tabela 1. KlasyfikacjaWHO ch³oniaków nieziarniczych

Ostre bia³aczki B i T komórkowe

Przewlek³e bia³aczki nale¿¹ce do zespo³ów
limfoproliferacyjnych

Przewlek³e bia³aczki limfocytowe najczêœciej pochodz¹
Z limfocytów B -90% bia³aczek. Nale¿¹ do nich:

Z limfocytów T wywodzi siê 10% bia³aczek:

Ch³oniaki z³oœliwe z limfocytów B
Przewlek³a bia³aczka limfocytowa (chronic lymphocytic
leukemia: CLL).
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Met. FISH stwierdziæ mo¿na nieprawid³owoœci chromosomów
11,12,13,17 pary.
Kliniczne zaawansowanie zmian chorobowych okreœla siê
odmiennie od innych ch³oniaków na 5 okresów wg. Rai'a i wsp.:

Okres 0: limfocytoza we krwi obwodowej>=5G/l, w
szpiku limfocytoza <40%

I: limfocytoza + powiêkszenie wêz³ów
ch³onnych
II:limfocytoza + powiêkszenie œledziony
III: limfocytoza + niedokrwistoœæ( Hb <10g%,
inni <11g%)
IV: limfocytoza + ma³opytkowoœæ ( <100 G/l)

Lub wg Binneta na okres
A- w którym stwierdza siê <3 grupy powiêkszonych
wêz³ów ch³onnych
B- z 3 grupami wêz³ów ch³onnych
C- z niedokrwistoœci¹ <10g% Hb i/lub ma³op³ytkowoœci¹
<100G/l

W chorobie tej dochodzi do wtórnego zespo³u niedoboru
przeciwcia³, cechuj¹cego siê zwiêkszon¹ podatnoœci¹ na infekcje i
jest nastêpstwem gorszej produkcji prawid³owych immunoglobulin.
W badaniach laboratoryjnych stwierdza siê: obni¿enie stê¿enia
globulin, obni¿enie stê¿enia podstawowych klas immunoglobulin.

Oko³o 1/3 przypadków mo¿e ulec transformacji, przy czym czêstsza
jest transformacja prolimfocytowa (10-20% przypadków).
Natomiast 3,5% przypadków transformuje w tzw. zespó³ Richtera-
ch³oniaka immunoblastycznego o wysokim stopniu z³oœliwoœci, w
którym komórki blastyczne naciekaj¹ wêz³y ch³onne, narz¹dy b¹dŸ
choroba ma postaæ bia³aczkow¹. Nastêpuje utrata antygenu CD5, na
komórkach pozostaj¹ powierzchniowe immunoglobuliny i lekkie
³añcuchy. Bardzo rzadko ( 1-2% przypadków) koñczy siê ostr¹
bia³aczka limfoblastyczn¹, z obecnoœci¹ ma³ych limfoblastów, z nie
wciêtym j¹drem.

Jest bardziej agresywn¹ postaci¹ choroby.
Ta mieszana postaæ charakteryzuje siê polimorfizmem komórkowym
z obecnoœci¹ ma³ych limfocytów oraz 10-55% œredniej wielkoœci
komórek- prolifocytów, posiadaj¹cych charakterystyczne 1 j¹derko
w œrodku j¹dra i du¿ych limfoblastów( najczêœciej z 2 jaderkami).
Prolimfocyty s¹ mniej charakterystyczne ni¿ prolimfocyty w PLL-
maj¹ mniej wyraŸne j¹derko i ró¿n¹ iloœæ cytoplazmy.

Jest rzadk¹ chorob¹, stanowi bowiem 1% przewlek³ych bia³aczek
limfocytowych, przebiega z szybko zwiêkszajac¹ siê leukocytoz¹,
powy¿ej 100G/l, z najczêœciej towarzysz¹c¹ niedokrwistoœci¹
i ma³oplytkowosci¹. We krwi obwodowej stwierdza siê > 55%
prolimfocytów komórek œredniej wielkoœci ( zwykle œrednicy 2
limfocytów) z okr¹g³ym j¹drem o umiarkowanie zbitej chromatynie
i po³o¿onym centralnie wydatnym, pêcherzykowatym j¹derkiem,
s³abo zasadoch³onn¹ cytoplazm¹ na obwodzie komórek.

Cytochemicznie : wystêpuje s³abo dodatnia aktywnoœæ
ANAE i s³aba aktywnoœæ kwaœnej fosfatazy.
Immunofenotypowo komórki s¹:    CD19+,CD20+, CD22+,
CD79a+, CD79b+, u 1/3osób wystêpuje CD5+, natomiast antygen
CD23 nie jest obecny.

Stanowi 2% bia³aczek limfocytowych, we krwi obwodowej
towarzyszy jej leukopenia, czasem pancytopenia. Klinicznie w jej
przebiegu wystêpuje sk³onnoœæ do stanów zapalnych ¿y³ koñczyn
dolnych. Cech¹ charakterystyczn¹ jest wystêpowanie we krwi
obwodowej ( najczêœciej do 20%) i w szpiku komórek w³ochatych-
wiêkszych od limfocytu, z okr¹g³ym lub owalnym j¹drem, jasn¹
obfit¹ cytoplazm¹ z wypustkami. Szpik wykazuje ró¿ny odsetek
komórek w³ochatych, wystêpuj¹cych od pocz¹tku choroby, mo¿e
byæ ubogo komórkowy, zw³óknia³y, w po³owie przypadków nie
udaje siê go pobraæ drog¹ biopsji aspiracyjnej. Rozstrzygaj¹ce
znaczenie ma typowy obraz w trepanobiopsji .

Limfocyty w³ochate s¹ limfocytami B o fenotypie CD19+,
CD22+, CD25+, CD79a+,( nie CD79b), CD103+,CD11c+, FMC7+.

Komórki w³ochate wykazuj¹ obecnoœæ fosfatazy kwaœnej
opornej na winian ( TRAP).

Nie opisano typowych dla HCL aberacji chromosomalnych.

Jest rzadk¹ chorob¹, w której wystêpuj¹ komórki w³ochate
przypominaj¹ce prolimfocyty, z pojedynczym j¹derkiem w œrodku
j¹dra.
Cytoplazma jest bardziej obfita ni¿ w HCL i bardziej zasadoch³onna,
z wypustkami.
Leukocytoza w odró¿nieniu od klasycznej postaci HCL
J e s t p o d w y ¿ s z o n a > 1 0 G / l , n a w e t d o 0 - 11 0 G / l
Komórki wykazuj¹ fenotyp limfocytów B, CD19+, CD20+,
CD22+,FMC7+,czêsto posiadaj¹ b³onowe IgG lecz brak im
typowych antygenów charakterystycznych dla HCL jak CD25,
CD103, podczas gdy antygen CD11c mo¿e byæ dodatni.
ReakcjaTRAPjest s³absza, mo¿e byæ ujemna.

Do obrazu nale¿y powiêkszenie wêz³ów ch³onnych i
œledziony, chocia¿ niektóre przypadki s¹ diagnozowane z krwi
obwodowej, bez zmian wêz³owych i narz¹dowych. O fazie
bia³aczkowej w przebiegu ch³oniaków mówimy, gdy naciekanie
szpiku przez komórki ch³oniaka wynosi > 25% oraz gdy komórki
ch³oniaka we krwi obwodowej stanowi¹ > 5G/l.

Czêœciej faza bia³aczkowa dotyczy ch³oniaków z ma³ych
komórek B np. z ch³oniaków grudkowych lub poœredniej wielkoœci
komórek (ch³oniaków z komórek p³aszcza). Rzadziej bia³aczkowa
faza wystêpuje w ch³oniakach wielkokomórkowych. Faza
bia³aczkowa ch³oniaka Burkita jest analogiczna do ostrej bia³aczki
L3 wg FAB.

Cechuje siê powiêkszeniem œledziony i ew. wêz³ów wnêki
œledziony, wêz³y ch³onne obwodowe nie s¹ powiêkszone.
Leukocytoza wynosi 10-30G/l, u 10% chorych mo¿e wspó³istnieæ
niedokrwistoœæ autoimmunohemolityczna lub/i immunologiczna
ma³op³ytkowoœæ. U 75% chorych wystêpuj¹ ³añcuchy lekkie w
moczu. We krwi stwierdza siê monoklonalne bia³ko w iloœci <2g/l.
Mediana wieku to 70lat.
Cechy diagnostyczne: Komórki kosmate we krwi obwodowej
(l imfocyty nieco wiêksze z delikatnymi wypustkami
zlokalizowanymi na jednym lub na przeciwleg³ych biegunach
komórek, chromatyna j¹dra g³adka, zbita, j¹derka s¹ niewidoczne),
naciekaj¹ œledzionê i w 50-75% szpik kostny. W ró¿nych iloœciach
stwierdza siê równie¿ limfoplazmocyty.
Imunofenotypowo limfocyty B s¹ CD19+, CD20+, FMC7+, CD29+,
CD79a+ , CD5- , CD10- , CD23- , CD43- , CD103- .
Z regu³y nie wykrywa siê fosfatazy kwaœnej opornej na winian
(TRAP), która jednak sporadycznie mo¿e byæ dodatnia.
U 40% chorych wystêpuj¹ aberacje chromosomu 7.

charakteryzuje siê
wystêpowaniem bardziej pleomorficznych limfocytów ni¿ w CLL,
wœród których w ró¿nym odsetku komórek w j¹drze wystêpuj¹
g³êbokie szczeliny ( wciêcia). Chromatyna j¹der jest jednorodnie
zagêszczona a cytoplazma sk¹pa, czasem widoczna tylko na tle
szczeliny j¹dra. W wiêkszych komórkach chromatyna j¹dra jest
mniej zbita i mog¹ byæ widoczne j¹derka a cytoplazma jest bardziej
obfita.
Leukocytoza jest umiarkowanie podwy¿szona, z bia³aczkowym
obrazem krwi u 15-30% i naciekaniem szpiku u 35-50% nowo
zdiagnozowanych przypadków, w którym mog¹ wystêpowaæ guzki
z³o¿one z ma³ych, wciêtych komórek. W odró¿nieniu od CLL nie
stwierdza siê cieni komórkowych.
Fenotyp limfocytów B: CD5-, CD19+, CD20+, CD24+, CD10+
Cytogenetycznie wystêpuje charakterystyczna translokacja
t(14;18)(q32;q21).

podobny do CLL. W przypadku gdy od
pocz¹tku wystêpuje naciek szpiku i leukocytoza- klasyfikuje siê jako
CLL.

Stanowi 5-6% nHLy, zwykle u mê¿czyzn w podesz³ym wieku. Faza
bia³aczkowa wystêpuje u 20-30% chorych, lecz leukocytoza nie jest
wysoka. Komórki charakteryzuje polimorfizm.

³

ã

Przewlek³a bia³aczka limfocytowa/prolimfocytowa
(CLL/PLL)

B komórkowa przewlek³a bia³aczka prolimfocytowa
( B- cell prolymphocytic leukemia: PLL)

,

Bia³aczka w³ochatokomórkowa ( Hairy cell leukemia: HCL)

Bia³aczka w³ochatokomórkowa-wariant ( Hairy cell
leukemia wariant: HCLv)

Non HLy t. B w fazie bia³aczkowej (Lc/Ly B ).

Ch³oniak œledzionowy strefy brze¿nej (Splenic
marginal zone lymphoma: SMZL)

Chloniak grudkowy ( follicular lymphoma: FL)

Dobrze zró¿nicowany ch³oniak B komórkowy( small
lymphocytic lymphoma) -

Ch³oniak z komórek plaszcza ( Mantle cell lymphoma: MCL)
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Przewa¿aj¹ komórki ró¿nej wielkoœci, podobne do prolimfocytów.
B³ona j¹drowa wykazuje wg³êbienie, które ró¿ni siê od wciêæ w
ch³oniakach grudkowych, bo rzadko jest g³êbokie. Inne komórki
maj¹ j¹dro wielok¹tne, z j¹derkami, ma³e. Istniej¹ postaci z
komórkami podobnymi do limfoblastów.
Immunofenotyp: CD19+, CD20+, CD24+, CD5+, silna expresja
SmIg, zwykle CD43+, CD10(-), CD23(-).
Cytogenetyka: 70-75% chorych wykazuje obecnoœæ
t(11;14)(q13;32)
Badania molekularne- obecnoœæ mRNAcykliny D1.

Stanowi 1,8% nHLy. Wystêpuje jako postaæ wêz³owa lub
towarzysz¹cy b³onom œluzowym (mucosa-associated lymphoid
tissue- MALT). Zajêcie szpiku i krwi wystêpuje w 5-10%
przypadków. Komórki s¹ pleomorficzne: ma³e limfocyty,
limfoplazmocyty i komórki przypominaj¹ce komórki w³ochate.
Immunofenotyp:CD19+,CD20+, CD22+,CD79a+, CD5-,CD10-
,CD25- lecz CD11c czasem+, w szpiku w odró¿nieniu od HCL- nie
stwierdza siê zw³óknienia.

Rzadka choroba, stanowi 1,5% ch³oniaków wêzlowych. We krwi
obwodowej wystêpuj¹ limfoplazmocyty, czêsto naciekaj¹ szpik lecz
liczba krwinek bia³ych rzadko >10G/l. Sk³adaj¹ siê z komórek
produkuj¹cych immunoglobuliny lub ich fragmenty. Komórki mniej
regularne ni¿ w CLL, cytoplazma obfita, w niektórych komórkach
cia³ka PAS dodatnie- cia³ka Russela. Cia³ka PAS dodatnie i
pironinofilne w j¹drach komórkowych-cia³ka Dutchera

Wszpiku; limfoplazmocyty i wzrost komórek tucznych.
Immunofenotypowo wystêpuj¹ markery panB: CD19, CD20,CD22,
CD79a oraz FMC7, cytoplazmatyczne immunoglobuliny i obecne s¹
markery CD38,CD25,CD71- charakterystyczne dla komórek
plazmatycznych. Brak CD5.
Do tego typu ch³oniaków nale¿y makroglobulinemiaWaldenströma.

grupa chorób nale¿¹cych do
gammapati i monoklonalnych; wymagaj¹ oddzielnego
przedstawienia.

1. limfoblastyczne- zajêcie szpiku i krwi obwodowej w
>50% przypadków i morfologia komórek blastycznych
jak L1, L2 z linii B iT

2. z ma³ych nie wciêtych komórek Burkita- zajêcie szpiku i
krwi obwodowej w 15% przypadków, charakterystyczne
limfoblasty z wodniczkami w cytoplazmie- jak w L3

3. z du¿ych immunoblastów ( komórki du¿e, z obfit¹
cytoplazm¹ i ze zwiniêtym lub regularnym j¹drem, luŸn¹
chromatyn¹ i widocznymi j¹derkami ) - przy rozpoznaniu
w 10% przypadków jest zajêty szpik, w niektórych
przypadkach komórki kr¹¿¹ we krwi obwodowej.

których wystêpowanie jest zwi¹zane z
zaka¿eniem wirusem opryszczki (HHV-8) lub miêsaka Kaposi'ego
(KSHV) u osób z niedoborem odpornoœci HIV/AIDS.

Wystêpuj¹ce w p³ynie z jamy surowiczej komórki
ch³oniaka maj¹ ró¿n¹ wielkoœæ, okr¹g³e j¹dro o nieregularnej b³onie
j¹drowej z widocznymi lub niewidocznymi j¹derkami. W
zasadoch³onnej cytoplazmie wystêpuj¹ wodniczki. Nie stwierdza
siê zmian wêz³owych ani innych guzów o charakterze ch³oniaka.

Komórki nie maj¹ typowego fenotypu dla limfocytów B
lecz s¹: CD45+, CD30+, CD38+, C 138+.

Stanowi 5% przewlek³ych bia³aczek limfocytowych. Charakteryzuje
siê uogólnionym powiêkszeniem wêz³ów ch³onnych, w¹troby i
œledziony, naciekami skóry oraz obecnoœci¹ we krwi obwodowej,
szpiku ma³ych limfocytów o dojrza³ym wygl¹dzie i fenotypie CD7+,
CD2+, CD3+, CD5+, CD4+/ CD8-. Wystêpuje najczêœciej u chorych
z zespo³em ataxia/teleangiektasia.
Przebieg kliniczny bardziej agresywny ni¿ CLL-B.
[T-CLLwymieniana jest w klasyfikacji REAL/WHO.]

Proliferacja prolimfocytów T we krwi, szpiku, wêz³ach, w¹trobie,
œledzionie, skórze.
Agresywny przebieg kliniczny, okres prze¿ycia ok. 12 mies.,
leczenie ma³o skuteczne ( ostatnio lepsze wyniki po zastosowaniu
przeciwcia³ monoklonalnych anty CD52).
ProlimfocytyTcechuj¹ siê mniej obfit¹ zasadoch³onn¹ cytoplazm¹ w
porównaniu z prolimfocytami B, czasem wykazuj¹c¹
pêcherzykowate wypustki. J¹dro jest okr¹g³e lub owalne, z dobrze
widocznym j¹derkiem. Chromatyna j¹dra pofa³dowana lub zwiniêta.
Antygeny typowe dla limfocytów T: CD2+, CD3+,CD5+, CD7+,
TCR lubTCR

Ponadto fenotyp CD4+/CD8- wystêpuje u 60% chorych,
CD4+/CD8+ - u 25% chorych, u pozosta³ych fenotyp CD4-/CD8+.
UjemnaTdT i brak CD11a.

Charakteryzuje siê obecnoœci¹ we krwi obwodowej du¿ych
ziarnistych limfocytów, które zazwyczaj stanowi¹ >4G/l); do
rozpoznania koniecznych jest >1,5G/l tych komórek. W odró¿nieniu
od reakcji w przebiegu reumatoidalnego zapalenia stawów,
w rozrostach nowotworowych powstaj¹ bez innej uchwytnej
przyczyny. S¹ to limfocyty z obfit¹ jasn¹, s³abo zasadoch³onn¹
cytoplazm¹ z licznymi azuroch³onnymi lub czerwono- fioletowymi
ziarnistoœciami. J¹dro jest okr¹g³e lub owalne, po³o¿one
mimoœrodkowo o skondensowanej chromatynie, wyj¹tkowo
zawieraj¹ce j¹derka.
Du¿e ziarniste limfocyty (LGL) wystêpuj¹ we krwi obwodowej,
szpiku, w¹trobie i œledzionie.
Charakterystyczn¹ cech¹ jest neutropenia, ze sk³onnoœci¹ do infekcji,
czasem niedokrwistoœæ PRCA. Szpik wykazuje cechy hipoplazji
z zahamowaniem linii granulocytów i erytroblastów.
Fenotyp CD3+,TCR +,CD4-, CD8+ wystêpuje u 80% chorych,
rzadziej stwierdza siê fenotyp CD3+,TCR +,CD4+, CD8- lub
CD3+,TCR +,CD4+, CD8+ lub CD3+,TCR +.
Choroba wystêpuje w wieku starszym, ma ³agodny przebieg, lecz
istnieje wariant agresywny T-LGL, z gor¹czka, hepato-
splenomegali¹ i szybko doprowadza do œmierci.

Komórki s¹ wiêksze od LGL, z obfit¹ blad¹ lub szaro-niebiesk¹
cytoplazm¹, zawieraj¹c¹ ziarnistoœci azuroch³onne. J¹dro jest
okr¹g³e lub owalne, czasem nieregularne. Szpik jest nacieczony
przez komórki ziarniste z wyparciem prawid³owych uk³adów, czêsto
obecne s¹ w szpiku reaktywne histiocyty oraz zjawisko
hemofagocytozy.
Fenotyp komórek NK: CD3-, TCR -, CD7+, CD16+,CD56+.
Choroba ma agresywny przebieg kliniczny z objawami ogólnymi,
dotyczy osób m³odszych (ok.40 r. ¿ycia).

-s¹ to ch³oniaki z bia³aczkowym obrazem krwi. Typowymi
przyk³adami tych chorób jest bia³aczka/ch³oniak T komórkowy
doros³ych (ATLL), zespó³ Sezary'ego ( SS) i ziarniniak grzybiasty (
MF).

Choroba rozpoczyna siê zajêciem skóry i powiêkszeniem wêz³ów
ch³onnych. Wywo³ana jest przez retrowirus: human T-cell virus type
1 ( HTLV-1), st¹d wykazanie genomu badaniami molekularnymi lub
stwierdzenie wysokiego miana przeciwcia³ anty HTLV-1 jest
niezbêdnym kryterium diagnostycznymATLL. Wystêpuje w Japonii,
na Karaibach, centralnejAfryce.
Charakteryzuje siê bia³aczkowym obrazem krwi, zajêciem wêz³ów
ch³onnych, w¹troby, œledziony, skóry, obecnoœci¹ zmian litycznych
w koœciach.

Charakterystyczn¹ cech¹ jest wystêpowanie we krwi
pleomorficznych limfocytów: ma³ych, œrednich i du¿ych o ró¿nym
kszta³cie j¹dra ( flower-like).
Przebieg kliniczny jest ró¿ny: w 65% przypadków ma postaæ ostrej
bia³aczki ze znaczn¹ limfocytoz¹, uogólnionym naciekaniem
narz¹dów, osteoliz¹ i hiperkalcemi¹. W 5% ma postaæ przewlek³ej
bia³aczki ze zmianami w krwi obwodowej i „tl¹cej siê”, w której

Chloniak wêzlowy strefy brze¿nej (nodal marginal zone B-cell
lymphoma)

Ch³oniak limfoplazmocytowy (Lymphoplasmacytic lymphoma)

Choroby z krêgu szpiczaka

Ch³oniaki o wysokim stopniu z³oœliwoœci

Chloniaki pierwotnie wysiêkowe( primary effusion
lymphoma: PEL),

Ch³oniaki z limfocytówT i z komórek NK

Przewlek³a bia³aczka limfocytowa T komórkowa (T-
cell lymphocytic leukemia:T-CLL)

Bia³aczka prolimfocytowaTkomórkowa
(T- cell prolymphocytic leukemia :T-PLL)

Bia³aczka z du¿ych ziarnistych limfocytów podtyp T
(T- cell large granular lymphocytic leukemia:T- LGL)

Bia³aczka z du¿ych ziarnistych limfocytów podtyp
NK( NK-Large granular lymphocytic leukemia: NK-LGL).

Leukemia/ lymphoma (Lc/Ly) typuT

Bia³aczka/ch³oniak T komórkowy doros³ych (Adult T-
cell leukemia/ lymphoma:ATLL)

D
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wystêpuje <5% nieprawid³owych limfocytów. Inne cechy to : wzrost
LDH, hiperkalcemia.

Sézary'ego)

Zespó³ Sézary'ego ( S zary syndrome:SS) i Ziarniniak
grzybiasty ( Mycosis fungoides:MF).

Ch³oniak T komórkowy w¹trobowo-œledzionowy
(hepatosplenic T-cell lymphoma)

Ch³oniak T komórkowy tkanki podskórnej
(subcutaneous panniculitis-like T-cell lymphoma)

Angioimmunoblastyczny ch³oniak T komórkowy
(Angioimmunoblastic T-cell lymphoma: AIL)

Ch³oniak z obwodowych komórek T, nieokreœlony
(peripheral T-cell lymphoma, unspecifield: PTL, unspecifield)

Podsumowanie.

Piœmiennictwo:

é

To T komórkowe ch³oniaki skóry, z których SS jest uwa¿any za fazê
bia³aczkow¹ MF. W skórze wystêpuj¹ pocz¹tkowo zmiany plamiste,
nastêpnie guzowate, a w pobranym wycinku stwierdza siê
charakterystyczne nagromadzenia patologicznych komórekw
postaci mikroropni Pautrier’a -klasycznych zmian histo-
patologicznych dla rozpoznania MF. W przypadku SS wystêpuje
uogólniona erytrodermia z naciekami limfocytów T we krwi
obwodowej.
Morfologia komórek jest zró¿nicowania. Mo¿na wyró¿niæ komórki
ma³e, wielkoœci limfocytu z ubog¹ cytoplazm¹, które nosz¹ nazwê
komórek mikotycznych (Lutznera); maj¹ zasadoch³onn¹
cytoplazmê, zawieraj¹c¹ czasami wodniczki i pofa³dowane j¹dro,
bez j¹derek, z wg³êbieniami( przypominaj¹ rêkawicê boksersk¹).
Du¿e komórki ( œrednicy 15-20 m maj¹ niewielki r¹bek
s³abo zasadoch³onnej, bezziarnistej cytoplazmy, du¿e j¹dro z
wydatnymi pofa³dowaniami podobnymi do kory mózgowej
(cerebriformis) oraz mo¿liwoœæ widocznych j¹derek.
Fenotyp komórek CD2+, CD3+, CD5+, antygen CD7 oraz CD26 na
ogó³ nie wystêpuj¹.
Ocena odsetka limfocytów T4 pozbawionych antygenu CD26 w
odsetku wy¿szym ni¿ 30% przemawia za SS lub MF, natomiast <
30% limfocytów CD4+/CD26- wystêpuje u osób zdrowych z zapaln¹
erytrodermi¹ (EISD).
Szpik zajêty jest u 20% chorych, jest wyrazem uogólnienia choroby i
pogarsza rokowanie.

W skórze wystepuj¹ limfocyty T o sfa³dowanym j¹drze
(cerebriformis) kom. Lütznera lub/i immunoblastyT.

, jest bardzo rzadkim
ch³oniakiem, wystêpuje u m³odych mê¿czyzn. Cechuje siê
pancytopeni¹ krwi obwodowej i naciekaniem szpiku przez limfocyty
T

, bardzo rzadki
ch³oniak charakteryzuje siê naciekami z limfocytów T zwykle CD8+
i fagocytuj¹cych makrofagów w tkance podskórnej i w szpiku, z
wystêpuj¹c¹ czêsto pancytopeni¹ krwi obwodowej.

, jest rzadkim
ch³oniakiem w wieku starszym z objawami ogólnymi i zmianami
skórnymi, z czêstym zajêciem szpiku i przewodu pokarmowego. We
krwi wystêpuje czêsto niedokrwistoœæ autoimmunohemolityczna,
eozynofilia i limfopenia, w szpiku polimorficzne nacieki z
limfocytów i komórek dendrytycznych.

Immunofenotyp limf.T: CD3+, CD4+, rzadziej CD8+
Cytogenetycznie stwierdza siê trisomiê chromosomów:3,5,
dodatkowy chromosom X.

jest to grupa ch³oniaków ze zmianami wêz³owymi i narz¹dowymi, z
naciekami w szpiku i zmianami we krwi obwodowej. Komórkami
nowotworowymi s¹ ró¿nej wielkoœci limfocyty T z du¿ym odsetkiem
komórek odczynowych jak makrofagi, eozynofile, komórki
nab³onkowate.

Fenotyp limfocytówT: CD2+,CD3+, CD4+, CD5+,CD7+.

Ci¹g³a, na przestrzeni ostatnich dziesi¹tek lat,
ewolucja klasyfikacji ch³oniaków z³oœliwych jest wyrazem
z³o¿onoœci problemów, które stwarza ta grupa chorób. Proces
diagnostyczny ch³oniaków jest bardzo z³o¿ony, wymaga wspó³pracy
wielu specjalistów. Jak zwykle, by rozpocz¹³ siê on wczeœnie ( w
pocz¹tkowym okresie) w wielu przedstawionych wy¿ej jednostkach
chorobowych, wymaga zwrócenia uwagi na patologiê w najczêœciej
wykonywanym badaniu diagnostycznym jakim jest morfologia krwi
wraz z ocen¹ obrazu krwinek bia³ych.
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METODA PCR W CZASIE RZECZYWISTYM (REAL- TIME
PCR) - WYZWANIA I PERSPEKTYWY.

Monika Radwan , Dagmara Jonszta , Magdalena Kosz
Vnenchak

D D

DE

a

b

Pracownia Genetyki Molekularnej i Wirusologii, Wydzia³
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytet Jagielloñski, ul.
Gronostajowa 7, 30-387 Kraków.
Zak³ad Wirusologii, Katedra Mikrobiologii, Collegium Medicum,

Uniwersytet Jagielloñski, ul. Czysta 18, 31-121 Kraków.

Thermus aquaticus
Pyrococcus furiosus,

1. Wprowadzenie

2. Real-time PCR jako metoda wywodz¹ca siê z reakcji PCR

2.1 Pomiar iloœciowy wykorzystuj¹cy metodê real-time PCR

Reakcja PCR (ang. polymerase chain reaction, pol.
³añcuchowa reakcja polimerazy ) opiera siê na metodzie powielenia
specyficznych fragmentów DNA, odkrytej przez Kary'ego Mullis'a
w 1980 roku. (31,32,44). Odmian¹ tego, nagrodzonego w 1993 roku
nagrod¹ Nobla odkrycia, jest technika PCR w czasie rzeczywistym
(ang. real-time PCR). W biologii molekularnej ³añcuchowa reakcja
polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time polymerase chain
reaction) jest tak¿e nazywana iloœciow¹ (ang. quantitative real-time
polymerase chain reaction) lub kinetyczn¹ reakcj¹ real-time PCR
(ang. kinetic real-time PCR) (36). Technika ta dziêki niezwyk³ej
czu³oœci staje siê obecnie jedn¹ z najpopularniejsz¹ metod
u¿ywanych do jednoczesnego namna¿ania i monitorowania iloœci
powstaj¹cego produktu DNA. Podczas reakcji powstaj¹ce cz¹steczki
DNA s¹ oznaczane iloœciowo po ka¿dym cyklu namna¿ania, czyli w
czasie rzeczywistym.

Na pocz¹tku lat dziewiêædziesi¹tych Higuchi wraz ze
wspó³pracownikami z firmy Roche Molecular Systems and Chiron
po raz pierwszy zademonstrowali metodê real-time PCR (16). Jako
cz¹steczki detekcyjnej u¿yli wówczas bromku etydyny (EtBr),
fluorescencyjnego barwnika, który po naœwietleniu ultrafioletem
wykazuje fluorescencjê, umo¿liwiaj¹c obserwacjê amplifikowanego
produktu (amplikonu). Dalsze prace dowiod³y, ¿e im mniejsza iloœæ
cykli niezbêdna do detekcji fluorescencji, tym wiêksza iloœæ
sekwencji namna¿anej (17).

Obecnie na rynku œwiatowym istnieje wiele firm,
oferuj¹cych aparaturê i odczynniki niezbêdne do przeprowadzenia
reakcji real-time PCR, wœród nich znajduj¹ siê: Applied Biosystems
(jedna z pierwszych firm produkuj¹cych termocyklery real-time
PCR), BioGene, Bioneer, Bio-Rad, Cepheid, Corbett Research,
Idaho Technology, MJ Research, Roche Applied Science oraz
Stratagene. (55). Rosn¹ce zainteresowanie jednostek akademickich i
diagnostycznych metod¹ real-time PCR, zwi¹zane jest z ogromem
zalet, jakie posiada ta technika m.in.: ogromna czu³oœæ i szybkoœæ
reakcji (59), brak procedury detekcji po reakcji PCR, u¿ycie
cz¹steczek fluorochromów i czu³ych metod detekcji sygna³u (60).
Omawiana metoda stosowana jest w ró¿nych ga³êziach
mikrobiologii, badañ ekspresji genów i chorób genetycznych (28).

Ostatnio technika PCR w czasie rzeczywistym zosta³a
po³¹czona z metod¹ ³añcuchowej reakcji polimerazy przy u¿yciu
odwrotnej transkryptazy (ang. reverse transcription polymerase
chain reaction RT-PCR) (38). Metoda ta polega na oznaczeniu iloœci
mRNA, umo¿liwiaj¹c tym samym okreœlenie ekspresji genów w
danym czasie lub miejscu. Rozwój technik PCR wykorzystuj¹cych
fluorochromy do pomiaru powielanego DNAw czasie rzeczywistym
pozwoli³ na ominiêcie ¿mudnej optymalizacji zwi¹zanej z metod¹
RT-PCR (6)

Pomimo wielu zalet metoda ta, wi¹¿e siê z koniecznoœci¹
zachowania wysokiej sterylnoœci, poniewa¿ wszelkie
zanieczyszczenia mog¹ dramatycznie zaburzyæ ostateczny wynik
doœwiadczenia.

Reakcja PCR s³u¿y do skopiowania i powielenia
matrycowej cz¹steczki DNA. Aby reakcja przebiega³a prawid³owo
niezbêdna jest obecnoœæ: matrycy, enzymu prowadz¹cego reakcjê,
którym jest termostabilna polimeraza DNA - Taq z termofilnych
bakterii lub wierniejsza polimeraza Pfu z

odpowiednio zaprojektowanych
oligonukleotydowych starterów, nukleotydów, bêd¹cych substratami
reakcji, buforu, zapewniaj¹cego odpowiednie œrodowisko i jonów
magnezu, niezbêdnych dla prawid³owego funkcjonowania

polimerazy. Reakcja sk³ada siê z kilku powtarzaj¹cych siê w
kolejnych cyklach, etapów: denaturacji podwójnych nici,
przy³¹czaniu starterów oraz syntezy nowych, komplementarnych
nici (41). Teoretycznie, jeœli reakcja zachodzi z pe³n¹ wydajnoœci¹,
powstaje dwukrotnie wiêcej specyficznego produktu po ka¿dym
cyklu PCR. Rzeczywisty przebieg reakcji obrazuje wykres iloœci
namno¿onego DNA w czasie, charakteryzuj¹cy siê sta³¹ faz¹
pocz¹tkow¹, po której nastêpuje faza ekspotencjalna, zakoñczona
faz¹ „plateau”. W rzeczywistoœci, reakcja nie zachodzi z pe³n¹
wydajnoœci¹, poniewa¿ dochodzi do stopniowego zu¿ywania
reagentów i osi¹gania fazy „plateau” (Rys. 1). Dodatkowo, ³¹czenie
siê starterów z powielanym produktem, mo¿e nasilaæ efekt „plateau”
(60).

Rys.1 na nastêpnej stronie

Wiele cech reakcji PCR czyni technikê real-time PCR
niezbêdn¹ we wspó³czesnych badaniach iloœciowych. Wydajne
powielenie DNA jest mo¿liwe jedynie do pewnej granicznej iloœci
DNA, przed efektem „plateau”. Natomiast wiarygodny pomiar
pocz¹tkowej iloœci DNA, przez okreœlenie iloœci produktu po reakcji,
jest praktycznie niemo¿liwe. Rozwi¹zaniem problemu jest metoda
real-time PCR, która zak³ada, ¿e amplifikacja DNA zachodzi
wydajnie we wczesnych etapach reakcji, st¹d pomiar tworzenia
produktu wykonujê siê podczas fazy eksponencjalnej (55).

Tradycyjne metody detekcji powielonego DNA polegaj¹
na elektroforezie kwasów nukleinowych w obecnoœci bromku
etydyny. Pomiar polega na wizualnej lub densometrycznej analizie
pr¹¿ków, widocznych po naœwietleniu ¿elu œwiat³em
ultrafioletowym. Alternatywne metody takie jak Southern blot czy
PCR-ELISA s¹ bardziej precyzyjne ale bardzo czasoch³onne.
Metoda real-time pozwala na iloœciowy pomiar DNA, który mo¿e
byæ wartoœci¹ wzglêdna lub bezwzglêdn¹. Wzglêdny pomiar
iloœciowy wymaga u¿ycia próbki referencyjnej. Przyk³adowo,
iloœciowe badanie poziomu ekspresji danego genu, wymaga u¿ycia
genu referencyjnego, o sta³ej ekspresji w wiêkszoœci próbek tzw.
„housekeeping gene”. Wzglêdne stê¿enie DNA podczas fazy
eksponencjalnej jest definiowane jako wykres intensywnoœci
fluorescencji od numeru cyklu w skali logarytmicznej (tak, aby
eksponencjalny wzrost iloœci produktu przedstawia³ liniê prost¹).
Najprostsze szacowanie iloœci produktu polega na za³o¿eniu, ¿e iloœæ
DNA ulega podwojeniu w ka¿dym cyklu, podczas fazy
eksponencjalnej. Np. próbka, której Ct (ang. threshold cycle) jest
osi¹gane 3 cykle wczeœniej od innej, posiada 2 = 8 razy wiêcej
matrycy. Natomiast bezwzglêdny pomiar iloœciowy jest mo¿liwy po
wczeœniejszym sporz¹dzeniu krzywej standardowej dla danego
genu. Tak¹ krzyw¹ sporz¹dza siê przy u¿yciu znanej liczby
cz¹steczek DNA, wykonuj¹c seryjne rozcieñczenia, które s³u¿¹ jako
matryce do przeprowadzenia iloœciowej reakcji real-time PCR (26).

Istotnym parametrem reakcji real-time PCR jest wartoœæ graniczna
(ang. threshold), która okreœla cykl, po którym mo¿liwa jest detekcja
sygna³u (ang. threshold cycle C ), a wiêc intensywnoœæ fluorescencji
przekraczaj¹ca wartoœæ t³a. Dla prawid³owego przeprowadzenia
reakcji real-time PCR, wartoœæ graniczn¹ nale¿y wyznaczyæ dla
indywidualnego pomiaru, tak, aby przecina³a siê ona z krzywymi
doœwiadczalnymi w fazie eksponencjalnej. Wysoka wartoœæ Ct i
niska wartoœæ R (okreœlaj¹ca intensywnoœæ sygna³u
fluorescencyjnego) jest zwi¹zana z nisk¹ liczb¹ kopii matrycy.
Podobne wyniki mog¹ œwiadczyæ, równie¿ o z³ym okreœleniu fazy
eksponencjalnej na wykresie (6). Rozwi¹zaniem mo¿e byæ zmiana
wartoœci granicznej (ang. multiple thresholds), bêd¹ca czêsto jedyn¹
mo¿liwoœci¹ zarejestrowania sygna³u pochodz¹cych z próbek
pozytywnych. Wartoœæ Ct jest proporcjonalna do iloœci kopii
sekwencji badanej, obecnych w próbce (13). Interpretacja wyników
jest jednym z najistotniejszych kroków podczas wykonywania
iloœciowych pomiarów real-time PCR.
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3. Metody detekcji  produktu reakcji (amplikonu)

3.1 Mechanizmy fluorescencji

3.2 Metody wykorzystuj¹ce fluorescencyjne sondy reporterowe

Monitorowanie iloœci powstaj¹cego produktu reakcji
( amplikonu), w czasie rzeczywistym, jest mo¿liwe dziêki
ró¿norodnym metodom: znakowania starterów, sond b¹dŸ
amplikonów, cz¹steczkami fluorescencyjnymi (28). Ze wzglêdu na
specyficznoœæ tych znaczników metody detekcji mo¿na podzieliæ na:

a) Niespecyficzne, wykorzystuj¹ce barwniki ³¹cz¹ce siê z
DNA na zasadzie interkalacji. Przyk³adem jest najpopularniejszy
tego typu barwnik - SYBR Green I.

b) Specyficzne. W tych metodach barwniki s¹ specyficzne w
stosunku do amplifikowanej sekwencji, wymagaj¹
odpowiedniego zaprojektowania i syntezy.Wiêkszoœæ tych
barwników wykorzystuje rezonansowy transfer energii
fluorescencji (FRET) pomiêdzy donorem, a cz¹steczk¹
wygaszacza (ang. non-fluorescent quencher NFQ lub ang.
black-hole quencher - BHQ), który rozprasza energiê
fluorescencji w postaci ciep³a. Zjawisko FRET zachodzi
pomiêdzy cz¹steczkami, znajduj¹cymi siê w odleg³oœci
10-100 , poniewa¿ wydajnoœæ transferu energii jest
odwrotnie proporcjonalna do szóstej potêgi odleg³oœci
pomiêdzy donorem, a akceptorem (1/R ) (45). Przyk³adem
cz¹steczek bêd¹cych fluorochromami mog¹ byæ:
fluoresceina, rodamina, barwniki cyjaninowe i ich
pochodne (6). Typowe wygaszacze to TAMRA,
DABCYL, BHP(55).

Wiêkszoœæ mechanizmów detekcji w real-time PCR
polega na hybrydyzacji oligonukleotydowej sondy z sekwencj¹
komplementarn¹ na nici amplikonu, st¹d u¿ycie wiêkszych iloœci
starterów, powoduje wzrost sygna³u fluorescencji (14).

Pomiar i obserwacja fluorescencji, w metodzie real-time
PCR, nierozerwalnie wi¹¿e siê ze zjawiskiem FRET. Przyk³adowe
mechanizmy tego procesu przedstawiono na poni¿szych rysunkach:

1. Sonda posiada cz¹steczkê reporterow¹ (R) i znajduj¹cy siê w
pobli¿u wygaszacz (Q), który wychwytuje emitowan¹ przez reporter
fluorescencjê i zamienia j¹ w energie ciepln¹ (Rys. 2 A). Gdy obie
cz¹steczki s¹ znacznie od siebie oddalone, przyk³adowo po
hydrolizie sondy przez polimerazê DNA, dochodzi do swobodnej
emisji fluorescencji przez cz¹steczkê reporterow¹, która mo¿e byæ
wykryta i zmierzona (Rys. 2 B).

2. W procesie odwrotnym (Rys. 3 A) u¿ywaj¹c s¹siednich sond
oligonukleotydowych, sygna³ z akceptora obserwuje siê tylko
podczas zbli¿enia z donorem, co jest wynikiem s¹siedniej
hybrydyzacji sond na powstaj¹cym amplikonie (Rys.3 B).

3. Gaszenie fluorescencji zachodzi w przygotowanej sondzie o
strukturze spinki do w³osów (ang. molecular beacon, ang. sunrise,
ang. skorpion). Fluorochrom i wygaszacz oddzia³uj¹ bardziej na
zasadzie kolizji, ni¿ zjawiska FRET, powoduj¹c rozproszenie energii
w postaci ciep³a (strza³ki zygzakowate) (Rys. 4 A). Rozdzielenie
cz¹steczek w wyniku zniszczenia struktury spinki do w³osów
powoduje wyzwolenie fluorescencji (Rys. 4 B).

Obecnie istnieje kilka podstawowych mechanizmów
chemicznych, u¿ywanych do iloœciowego pomiaru produktów
reakcji, które mog¹ byæ zaklasyfikowane do metody specyficznej lub
niespecyficznej detekcji amplikonu (57). Przyk³adami mog¹ byæ:
zwi¹zki ³¹cz¹ce siê z DNA (bromek etydyny, SYBR Green I), sondy
wykorzystuj¹ce zjawisko hydrolizy (aktywnoœci 5'nukleazy) lub
hybrydyzacji, sondy molecular beacons, startery sunrise oraz
scorpion, czy sondy PNA omówione kolejno w niniejszej pracy.
Ka¿da sonda ma swoj¹ unikaln¹ charakterystykê, ale zasada
dzia³ania jest stosunkowo prosta polega na po³¹czeniu zmian w
sygnale fluorescencji z amplifikacj¹ DNA (55). Choæ te metody s¹
stosowane do detekcji produktów reakcji real-time PCR, to mog¹
s³u¿yæ tak¿e w detekcji amplikonu po zakoñczeniu typowej reakcji
PCR. (28). Czu³oœæ i powtarzalnoœæ wspomnianych wy¿ej metod jest
porównywalna (15).

Å

6

Rys. 1

Rys. 2. Mechanizm fluorescencji sond wykorzystuj¹cych
aktywnoœæ 5' nukleazow¹ polimerazy DNA.

. Typowy wykres reakcji real-time PCR. Wykres ukazuje
wzrost sygna³u fluorescencji (oœ y w skali logarytmicznej) w
kolejnych cyklach PCR (oœ x). Jednostki osi y (Rn) odzwierciedlaj¹
znormalizowany sygna³ fluorochromu w stosunku do barwnika
referencyjnego w buforze reakcyjnym. Linia NTC (ang.no-template
control) nie zawiera matrycy DNA, kontrola pokazuje, ¿e startery nie
generuj¹ sygna³u, a reagenty nie zawieraj¹ zanieczyszczeñ obcym
DNA.

Opis w tekœcie.

Rys. 3. Mechanizmy fluorescencji s¹siaduj¹cych sond
oligonukleotydowych. Opis w tekœcie.

Rys. 4. Mechanizmy fluorescencji sond o strukturze spinki do
w³osów.Opis w tekœcie
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3.2.1 Fluorochromy zwi¹zane z dwuniciowym DNA

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

3.2.3 Sondy wykorzystuj¹ce aktywnoœæ 5' nukleazow¹
polimerazy DNA (ang. 5' Nuclease oligoprobes/ hydrolysis
probes)

S¹ to jedne z najstarszych zwi¹zków chemicznych
wykorzystywanych do detekcji amplikonu, zarówno po reakcji
PCR jak i w jej trakcie. Podstaw¹, tej niespecyficznej i prostej
metody detekcji, jest zdolnoœæ wi¹zania siê fluorochromu z
dwuniciow¹ cz¹steczk¹ DNA (dsDNA), niezale¿nie od jej
sekwencji. W wyniku akumulacji produktu PCR, obserwowany
jest wzrost sygna³u fluorescencji. Do licznej grupy tych
zwi¹zków nale¿¹ m.in.: bromek etydyny (17), YO-PRO-1 (51),
pochodne oksazolu (21) oraz SYBR® Green I (30). Zwi¹zki te
wykazuj¹ widoczn¹ fluorescencjê po zwi¹zaniu do
dwuniciowego DNA i naœwietleniu wi¹zk¹ œwiat³a o
odpowiedniej d³ugoœci fali (Rys. 5). Ten sposób detekcji
amplikonu nie wymaga specjalnego projektowania
fluorescencyjnych sond oligonukleotydowych, co wi¹¿e siê z
ni¿szymi kosztami ca³ego procesu. Kolejna zalet¹ jest równie¿
niezale¿noœæ ca³ego systemu detekcji od hybrydyzacji ze
specyficzn¹ sekwencj¹, co jest konieczne w przypadku sond
specyficznych dla danej sekwencji (28).

Rys. 5. D³ugoœci fali wzbudzenia (480nm) i emisji (520nm)

Rys. 6. Sondy s¹siaduj¹ce ze sob¹ (ang. adjacent probes).

fluorescencji barwnika SYBR Green I po zwi¹zaniu z dsDNA. Opis
w tekœcie.

Hybrydyzacja obydwu sond wyzwala zjawisko FRET, w wyniku
oddzia³ywania miêdzy fluoryzuj¹cym donorem i akceptorem, D
donor fluorescencji, R akceptor.

Istotn¹ wad¹ zwi¹zków wi¹¿¹cych siê do dwuniciowych
cz¹steczek DNA jest ³¹czenie siê z niespecyficznymi produktami
reakcji takimi jak: utworzonymi podczas dimeryzacji starterów (ang.
primer-dimer) lub w wyniku b³êdnego przy³¹czenia starterów do
matrycy (9). Takie niespecyficzne produkty zaburzaj¹ poprawn¹
interpretacje wyników, przyczyniaj¹c siê do wzrostu intensywnoœci
sygna³u fluorescencji. Rozwi¹zaniem mo¿e byæ krótka inkubacja, w
wysokiej temperaturze, po ka¿dym etapie wyd³u¿ania lub
zastosowanie oprogramowania analizuj¹cego krzyw¹ topnienia
fluorescencji (denaturacja dwuniciowego amplikonu wi¹¿e siê z
zanikiem sygna³u fluorescencji) (28). Dla pojedynczych reakcji PCR
z dobrze zaprojektowanymi starterami, SYBR Green I mo¿e byæ
dobrym elementem detekcji, a fa³szywe, niespecyficzne t³o pojawia
siê najczêœciej dopiero w póŸnych cyklach reakcji.

U¿ycie pary przylegaj¹cych do siebie, fluoryzuj¹cych
sond oligonukleotydowych, ³¹cz¹cych siê z DNA poprzez
hybrydyzacjê z okreœlon¹ sekwencj¹, zosta³y po raz pierwszy
opisane w latach 1980 i s¹ znane pod nazw¹ „HybProbes" lub
„adjacent probes" (7). Ten rodzaj sond wykorzystywany jest
najczêœciej z aparatem LightCycler™ ( firmy Roche Molecular
Biochemicals), który jest po³¹czeniem termocyklera (z szybk¹
kontrol¹ temperatury) oraz fluorymetru (mikroiloœciowego,
dzia³aj¹cego na zasadzie kapilary) (60, 61). Sonda „upstream"
(poprzedzaj¹ca) wyznakowana jest na 3' koñcu grup¹
fluorochromow¹ (FITC - izotiocyjanian fluoresceiny) - donor
fluorescencji, natomiast sonda „downstream" zawiera na 5' koñcu
akceptorowy fluorochrom LightCycler Red 640 lub 705. Gdy obie
sondy ulegaj¹ hybrydyzacji z amplikonem, obydwa fluorochromy
znajduj¹ siê w odleg³oœci oko³o 10 nukleotydów, tworz¹c kompleks
emituj¹cy sygna³ fluorescencji, w wyniku rezonansowego transferu
energii fluorescencji (FRET) (Rys. 6) (28). Energia wzbudzenia
donora na 3' koñcu, zostaje przekazana na cz¹steczkê akceptorow¹
na 5' koñcu s¹siedniej sondy, która emituje œwiat³o o innej d³ugoœci

fali. Pomiar iloœciowy jest mo¿liwy dziêki za³o¿eniu, ¿e
intensywnoœæ zmierzonej fluorescencji jest proporcjonalna do iloœci
amplikonu w probówce (2).

Wysoka specyficznoœæ tej metody jest rezultatem jednoczesnego
przy³¹czenia dwóch ró¿nych sond, generuj¹cego sygna³
fluorescencji. Modyfikacj¹ tej metody mo¿e byæ u¿ycie wygaszacza
absorbuj¹cego emitowany, przez znajduj¹cy siê w pobli¿u
fluorochrom, sygna³ fluorescencji (tzw. black hole ¹uencher-
BHQ)(2).

Rozwój ró¿nych modyfikacji sond, wykorzystuj¹cych
zjawisko hybrydyzacji do matrycy i emisji fluorescencji, zosta³
stopniowo zast¹p iony przez now¹ generacjê sond,
wykorzystuj¹cych aktywnoœæ 5' nukleazow¹ polimerazy DNA.
Sondy te pozwoli³y na rozwój metody homogenicznej reakcji PCR z
u¿yciem fluorescencyjnych sond oligonukleotydowych. Detekcja
amplikonu polega na monitorowaniu aktywnoœci endonukleazy 5' 3'
polimerazy DNA dziêki specyficznej sondzie lub dupleksie
badanego DNA. Sonda posiada na 5' koñcu fluorochrom lub inn¹
etykietkê, umo¿liwiaj¹c¹ detekcjê. Koniec 3' uniemo¿liwia
wyd³u¿anie nici, a sekwencja sondy jest komplementarna do badanej
nici DNA. Podczas amplifikacji 5' 3' egzonukleaza polimerazy Taq
degraduje sondê, na mniejsze fragmenty, które ró¿ni¹ siê od
niezdegradowanej sondy (18).
W 1993 sondy, ulegaj¹ce reakcji hydrolizy, zosta³y po raz pierwszy
wykorzystane w reakcji real-time PCR (17). Obecnie jest to jedna z
najpowszechniejszych metod detekcji przy zastosowaniu
fluoryzuj¹cych sond oligonukleotydowych (27). Przyk³adem s¹
popularne fluorescencyjne sondy oligonukleotydowe tzw. sondy
TaqMan®, podwójnie znakowane, wysoko specyficzne. W
roztworze, cz¹steczka reporterowa i wygaszacz, znajduj¹ siê blisko
siebie, co umo¿liwia absorpcjê fluorescencji przez wygaszacz.
Podczas amplifikacji, sygna³ fluorescencji jest uwalniany w wyniku
hydrolizy sondy przez polimerazê (jej aktywnoœæ 5' nukleazow¹) i
rozdzielenia cz¹steczki reporterowej od wygaszacza (Rys. 7).
Wzrost iloœci amplikonu wi¹¿e siê ze wzrostem sygna³u
fluorescencji.
Przyk³adowe cz¹steczki wygaszacza to: TAMRA (karbohydroksy-
tetrametylo-rodamina), DABCYL, BHP, natomiast cz¹steczki
reporterowe wykazuj¹ wiêksze zró¿nicowanie to: FAM, VIC, NED,
pochodne fluoresceiny (np. izotiocyjanian fluoresceiny,6-
karboksyfluoresceina) itd. Sondy, wykorzystuj¹ce aktywnoœæ 5'
nukleazow¹, posiadaj¹ podobn¹ do SYBR Green I dok³adnoœæ, ale
daj¹ wiêksz¹ pewnoœæ, co do specyficznoœci, poniewa¿ mierzony
jest jedynie amplikon, o specyficznej sekwencji (55).



Rys. 7. Sondy wykorzystuj¹ce aktywnoœæ 5' nukleazow¹ polimerazy
DNA.

Rys. 8. Sondy typu spinki do w³osów.

Podczas gdy polimeraza DNA (pol) przesuwa siê wzd³u¿ nici
matrycowej usuwa i hydrolizuje sondê w wyniku aktywnoœci
endonukleazy 5'-3'. Cz¹steczka reporterowa fluorochromu zostaje
uwolniona spod dzia³ania wygaszacza, powoduj¹c wyzwolenie
energii wzbudzenia o d³ugoœci fali, która mo¿e byæ zmierzona przez
przyrz¹d pomiarowy, poniewa¿ ró¿ni siê od d³ugoœci fali emitowanej
przez wygaszacz. Wstawka pokazuje cz¹steczkê MGB (sondê
wi¹¿¹ca siê do ma³ego rowka DNA), R cz¹steczka reporterowa
(fluorochrom), Q- wygaszacz.

Hybrydyzacja sondy z
sekwencja docelow¹ oddziela fluorochrom (F) od niefluoryzuj¹cego
wygaszacza (Q), umo¿liwiaj¹c pomiar emisji wzbudzonego
fluorochromu. Wstawka pokazuje sondê typu spinki do w³osów o
przesuniêtej d³ugoœci fali emisji, zawieraj¹ca do³¹czon¹ cz¹steczkê
zbieraj¹c¹ sygna³ (ang. harvester -H).

Podstawowymi cechami sond oligonukleotydowych tego typu s¹:
³atwoœæ przy³¹czenia do DNA etykietki umo¿liwiaj¹cej detekcjê,
mo¿liwoœæ detekcji w niskich stê¿eniach przy u¿yciu prostej
aparatury, produkcja charakterystycznego sygna³u po specyficznej
hybrydyzacji, stabilnoœæ w wysokich temperaturach i brak
interferencji z aktywnoœci¹ polimerazy (18). Sondy ulegaj¹ce reakcji
hydrolizy, posiadaj¹ okreœlone cechy: d³ugoœæ miêdzy 20 a 40
nukleotydów, zawartoœæ GC miêdzy 40 a 60 %, brak powtarzaj¹cych
siê motywów i jednorodnych sekwencji, zw³aszcza sk³adaj¹cych siê
z tandemowych powtórzeñ guaniny, brak hybrydyzacji oraz
zachodzenia ze starerterami forward i reverse, temperatura topnienia
musi byæ co najmniej 5°C wy¿sza, ni¿ temperatura topnienia
starterów, aby mieæ pewnoœæ, ¿e sonda wi¹¿e siê z matryc¹ przed
rozpoczêciem wyd³u¿ania starterów (25).

Modyfikacj¹ sond, opartych na aktywnoœci 5'
nukleazowej, s¹ sondy, wi¹¿¹ce siê do ma³ego rowka helisy DNA -
(MGB, ang. minor groove binding oligoprobes). (Rys. 7 - wstawka).
W tej metodzie standardowy wygaszacz TAMRA zast¹piono NFQ i
wprowadzono cz¹steczkê, która stabilizuje dupleks oligosonda -
sekwencja docelowa, poprzez zwijanie siê w ma³ym rowku
dwuniciowego DNA (24). Taka modyfikacja pozwoli³a na skrócenie
oligosondy do 14 nukleotydów, pozwalaj¹c na detekcjê SNPs (ang.
single nucleotide polimorphisms) oraz rozwój metody DNAzy-PCR,
w której cz¹steczka reporterowa i wygaszacz s¹ rozdzielane przez
ciêcie sondy cz¹steczk¹ DNAzymu. DNAzym powstaje podczas
reakcji PCR jako dope³nienie antysensownej sekwencji DNAzymu
(znajduj¹cej siê na 5' koñcu startera). Po ciêciu, podwójnie
wyznakowany substrat uwalnia fluorochrom i emituje sygna³
fluorescencji analogicznie do sond, wykorzystuj¹cych aktywnoœæ 5'
nukleazy (50).

Do tej grupy sond nale¿¹ wszystkie cz¹steczki, których
przestrzenna struktura drugorzêdowa tworzy tzw. spinkê do w³osów
(hairpin), dziêki wewnêtrznym sekwencjom komplementarnym do
siebie (Rys. 8). „Molecular beacons" (markery molekularne) to
pierwsza tego typu sonda oligonukleotydowa, stanowi¹ca
modyfikacjê sond oligonukleotydowych, podwójnie znakowanych,
wykorzystuj¹cych aktywnoœæ nukleazow¹ polimerazy. W tym
rodzaju sond fluorochrom i wygaszacz znajduj¹ siê na
przeciwleg³ych koñcach i s¹ utrzymywane blisko siebie, dziêki
komplementarnym odcinkom, zaprojektowanym tak, aby ca³oœæ

3.2.4 Sondy typu spinki do w³osów (ang. hairpin
oligoprobes)

tworzy³a strukturê spinki do w³osów. Ta bliskoœæ powoduje
wygaszenie fluorescencji na zasadzie, opisanego wczeœniej,
zjawiska kolizji (rys. 4) (52). W obecnoœci komplementarnej
sekwencji, zazwyczaj jest ni¹ sekwencja przy³¹czania starterów,
sonda hybrydyzuje z matryc¹ i zmienia siê w konfiguracjê otwart¹.
Fluorochrom jest oddzielony przestrzennie od cz¹steczki
wygaszacza, co umo¿liwia detekcjê fluorescencji, podczas ka¿dego

cyklu (53). Sondy te s¹ projektowane tak, aby pozosta³y
nienaruszone podczas ca³ej reakcji PCR. Musz¹ przy³¹czaæ siê do
sekwencji docelowej w ka¿dym cyklu, umo¿liwiaj¹c tym samym
detekcjê sygna³u. Pojawienie siê z³ego dopasowania miêdzy sond¹ a
sekwencja docelow¹, powoduje silniejsz¹ destabilizacjê kompleksu,
ni¿ w przypadku liniowych sond oligonukleotydowych, poniewa¿
struktura spinki do w³osów posiada wysoce stabiln¹, naprzemienn¹
konformacjê. Sondy o strukturze spinki do w³osów s¹ tak¿e bardziej
specyficzne, ni¿ sondy liniowe (52). W przeciwieñstwie do
poprzedniej metody, wygaszaczem najczêœciej jest 4-(4'-
dimetyloamino-fenylo)-benzen(DABCYL), a nie NFQ.

Modyfikacj¹ tej metody jest wprowadzenie drugiego fluorochromu,
który zbiera sygna³ fluorescencji (ang. harvester), powoduj¹c efekt
przesuniêcia d³ugoœci fali, emituj¹cej fluorescencjê. Przyk³adowo
cz¹steczka zbieraj¹ca sygna³ (harvester), poch³ania energiê
wzbudzenia, pochodz¹c¹ z niebieskiego œwiat³a i uwalnia j¹ jako
energiê fluorescencji w postaci fali z zakresu dalekiej czerwieni. Ten
rodzaj energii, zostaje z kolei wykorzystany przez drugi
fluorochrom, do produkcji œwiat³a o charakterystycznej d³ugoœci
fali. Dziêki tej modyfikacji mo¿liwy by³ rozwój reakcji multiplex
real-time PCR, umo¿liwiaj¹cej detekcje kilku produktów
jednoczeœnie, znajduj¹cych siê w jednej probówce, pod warunkiem
zastosowania fluorochromów o ró¿nym widmie emisji (54).
Sondy „molecular beacon" s¹, podobnie jak sondy TaqMan, bardzo
kosztowne, poniewa¿ funkcja takiej sondy zale¿y od jej poprawnej
hybrydyzacji ze specyficzn¹ sekwencj¹ matrycy, a wiêc
odpowiedniego zaprojektowania i syntezy takiej sondy (4).

Istnieje wiele ró¿nych modyfikacji stosowanych sond,
znakowanych par¹ cz¹steczek reporter - wygaszacz, wœród nich
najwa¿niejsze to sondy „molecular beacons", startery „sunrise" i
„scorpion". Mechanizm ka¿dej z nich polega na utrzymywaniu
razem cz¹steczki reporterawej i wygaszacza przed amplifikacj¹, a
nastêpnie ich rozdzieleniu i wytworzeniu sygna³u fluorescencyjnego
podczas amplifikacji (55).

Startery „sunrise" s¹ modyfikacj¹ sond molecular
beacons, ale ulegaj¹ wbudowaniu do amplikonu podczas jego
wyd³u¿ania, emituj¹c sygna³ fluorescencji (34). Startery na 5' - koñcu
maj¹ przy³¹czony fluorochrom, w pobli¿u 3' - koñca -wygaszacz
typu NFQ - DABCYL, które s¹ rozdzielone komplementarn¹
rozci¹gniêt¹ sekwencj¹, tworz¹c¹ pêtlê w stanie wolnym. Na 3'
koñcu znajduje siê sekwencja startera, komplementarna do
specyficznego odcinka DNA na amplikonie (Rys. 9). Sekwencja
startera zostaje powielona przez powstaj¹c¹, komplementarn¹ niæ, co
destabilizuje pêtlê, rozdzielaj¹c fluorochrom i wygaszacz i
umo¿liwiaj¹c detekcjê emitowanej fluorescencji (34). Wad¹ tego
systemu jest powstawanie niespecyficznego sygna³u fluorescencji,
który jest wynikiem duplikacji sekwencji starterów typu „sunrise"
podczas tworzenia dimerów starter-starter (28). Co wiêcej wysok¹
specyficznoœæ starterów uzyskuje siê, dziêki sekwencji
nukleotydowej, która musi byæ ka¿dorazowo odpowiednio

3.2.5 Modyfikacje sond oligonukleotydowych
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zaprojektowana i zsyntetyzowana, a to wi¹¿e siê z wysokimi
kosztami ca³ego systemu detekcji (2).

Ostatnim osi¹gniêciem w badaniach nad sondami
oligonukleotydowymi s¹ startery typu „scorpion". Startery te
³¹cz¹ w sobie strukturê spinki do w³osów (pêtli) z wygaszaczem
w pobli¿u 3'- koñca i fluorochromem na 5' - koñcu, tworz¹c
niefluoryzuj¹cy kompleks, który zostaje wbudowany do
amplikonu podczas wyd³u¿ania nici. Pêtla jest po³¹czona z 5' -
koñcem specyficznego startera poprzez monomer nieulegaj¹cy
amplifikacji (Rys. 10). Czêsto monomerem jest glikol
heksetylenowy, który blokuje duplikacjê czêœci sondy scorpion,
odpowiedzialnej za emisjê fluorescencji. Cz¹steczka blokera
uniemo¿liwia otwarcie struktury spinki do w³osów, pod
nieobecnoœæ specyficznej sekwencji amplikonu (5). Po
wyd³u¿eniu startera, specyficzna sekwencja, znajduj¹ca siê w
pêtli sondy, mo¿e zwi¹zaæ siê do komplementarnej sekwencji w
powsta³ym amplikonie, powoduj¹c otwarcie struktury spinki do
w³osów. Zmiany konformacji, podczas wyd³u¿ania amplikonu,
generuj¹ gwa³towny i silny sygna³ fluorescencji, w wyniku
przestrzennego rozdzielenia fluorochromu i wygaszacza (57).

Z kolei sondy „scorpion" mo¿na podzieliæ na dwa rodzaje (Rys.
11). Pierwsze z nich posiadaj¹ strukturê spinki do w³osów,
utrzymywan¹ dziêki sekwencji komplementarnej do
powstaj¹cego produktu i s¹ nazywane uni-sondami. Modyfikacj¹

Rys. 9. Startery typu sunrise (wschodz¹cego s³oñca).

Rys. 10. Startery typu skorpion.

Rys. 11. Rodzaje sond Scorpion.

W trakcie
syntezy komplementarnej nici struktura spinki do w³osów zostaje
zniszczona, powoduj¹c rozdzielenie wygaszacza i fluorochromu,
podobnie jak w przypadku sond o strukturze spinki do w³osów, R
cz¹steczka reporterowa (fluorochrom), Q- wygaszacz.

Starter nie wymaga wyd³u¿ania
komplementarnej nici, a wrêcz zaburza ca³y proces, w celu
zapewnienia, ¿e zniszczenie struktury spinki do w³osów zachodzi
tylko w wyniku specyficznej hybrydyzacji z komplementarn¹
sekwencj¹ zaprojektowan¹ tak, aby mia³ miejsce proces downstream
natywnej nici, R cz¹steczka reporterowa (fluorochrom), Q-
wygaszacz, B monomer, czerwona strza³ka - starter scorpion.

A) - uni-sonda posiada
na jednaj nici oligonukleotydowej cz¹steczkê reporterow¹ (R),
wygaszacz (Q), cz¹steczkê blokuj¹c¹ wyd³u¿anie startera,
odpowiadaj¹cego za emisje fluorescencji (B), starter (czerwona
linia) oraz sekwencjê komplementarn¹, tworz¹c¹ strukturê spinki do
w³osów.
B) bi-sonda na jednaj nici znajduje siê wygaszacz, a na drugiej
cz¹steczka reporterowa (R), bloker (B) oraz starter, nici s¹ do siebie
komplementarne.

uni-sond s¹ bi-sondy, posiadaj¹ce fluorochrom i wygaszacz na
dwóch ró¿nych niciach oligonukleotydowych. Specyficzny starter,
bloker i fluorochrom znajduj¹ siê na jednej nici, natomiast
wygaszacz jest przy³¹czony do 3'- koñca drugiej nici
oligonukleotydowej, w pe³ni komplementarnej do sekwencji sondy.

Mechanizm molekularny bi-sondy jest analogiczny do
typowych starterów „scorpion", jednak powy¿sza modyfikacja
pozwala na uzyskanie wy¿szej intensywnoœci sygna³u. Porównuj¹c
stosunek sygna³u do wartoœci t³a, bi-sondy przewy¿szaj¹ sondy
TaqMan (gdzie wysoki sygna³ wi¹¿e siê z wysokim t³em) oraz sondy
typu „molecular beacons „ (daj¹ce niski sygna³ i niskie t³o). Kolejn¹
istotn¹ zalet¹ bi-sond jest ³atwoœæ ich zaprojektowania i syntezy,
dziêki nieobecnoœci struktury spinki do w³osów. Jednak podczas
projektowania bi-sondy równie¿ nale¿y wzi¹æ pod uwagê
mo¿liwoœæ tworzenia struktury drugorzêdowej (5).

Kolejn¹ klas¹ sond s¹ analogi DNA, tak zwane PNA- (ang.
peptide nucleic acids) S¹ to oligomery zbudowane analogicznie jak
niæ DNA, w których szkielet fosforanowy zosta³ zast¹piony
jednostkami N-(2-aminoetylo)-glicyny, po³¹czonymi wi¹zaniami
peptydowymi (35). Sondy te nie mog¹ s³u¿yæ jako startery dla
polimerazy DNA (39). Szkielet PNA jest pozbawiony reszt
fosforanowych, a wiêc tak¿e ³adunku elektrycznego i nie wymaga
si³y jonowej, aby utworzyæ dupleksy z DNA lub RNA. Temperatura
topnienia dupleksów PNA/DNA jest wy¿sza ni¿ DNA/DNA i
praktycznie niezale¿na od si³y jonowej, tak, wiêc w roztworach o
niskiej sile jonowej, PNA wi¹¿e siê efektywnie z nici¹ DNA, nawet
w obecnoœci komplementarnej do badanej sekwencji nici DNA(12).
Niskie stê¿enia soli destabilizuj¹ tak¿e oddzia³ywania z RNA,
faworyzuj¹c wi¹zanie DNA z PNA. Cz¹steczki PNA po³¹czone z
fluorochromami, na przyk³ad z oran¿em tiazolowym, s¹ nazywane
œwiêc¹cymi sondami, poniewa¿ emituj¹ silny sygna³ po zwi¹zaniu
siê z DNA (47). Sygna³ fluorescencji sond PNA wzrasta, gdy s¹ one
zwi¹zane z DNA. Nie wymagaj¹ one zmiany konformacji do emisji
fluorescencji, s¹ wra¿liwe na jednonukleotydowe zmiany w
sekwencji DNA. Poniewa¿ sondy PNA wykorzystuj¹ jeden rodzaj
cz¹steczki reporterowej, mo¿liwy jest bezpoœredni pomiar
fluorescencji, zamiast pomiaru zmian fluorescencji, zachodz¹cych
miêdzy dwoma fluorochromami (20). Jednak w póŸniejszych
cyklach pojawia siê niespecyficzny sygna³ fluorescencji (46).

Powy¿sze przyk³ady nie wyczerpuj¹ pe³nej listy,
dostêpnych sond, wykorzystywanych do detekcji sygna³u podczas
reakcji real-time PCR. Wci¹¿ trwaj¹ próby ulepszania czu³oœci i
specyficznoœci sond oraz redukcji ich kosztów produkcji.



4. Urz¹dzenia wykorzystywane do detekcji sygna³u w real-time
PCR

4.1 Zasada dzia³ania typowego urz¹dzenia pomiarowego -
termocyklera

Tabela I. Podstawowe elementy sk³adowe urz¹dzenia do
prowadzenia reakcji real-time PCR.

4.2 Przegl¹d popularnych aparatów do pomiaru
fluorescencji podczas reakcji real-time PCR

LightCycler™

Cycler

Rotor Gene 2000

Mx4000

Fluorymetria jest bardzo czu³¹ i wszechstronn¹
technik¹, maj¹ca wiele zastosowañ w biologii molekularnej.
Wykorzystuj¹c zjawisko FRET i szerok¹ gamê fluorochromów,
uzyskano potê¿ne narzêdzie do analizy struktur makrocz¹steczek.
Jedynym, napotykanym czêsto, ograniczeniem tej metody jest
objêtoœæ próbek, wymagana dla konwencjonalnych roztworów do
pomiaru fluorymetrycznego. Objêtoœæ próbki staje siê problemem
dla drogich próbek lub w przypadku, gdy oddzia³ywania sk³adników
ujawniaj¹ siê tylko w wysokich stê¿eniach. W powy¿szych
przypadkach fluorymetr o pojemnoœci mikro- zamiast mililitrów
stajê siê niezbêdnym urz¹dzeniem do analizy iloœciowej (61).

Zadaniem urz¹dzenia pomiarowego jest utrzymywanie
okreœlonych warunków reakcji, standaryzacja i monitorowanie
sygna³u fluorescencji podczas reakcji real-time PCR. Urz¹dzenie
mierzy sygna³ fluorescencji i wartoœæ graniczn¹ (Ct) po
przekroczeniu sygna³u t³a, a przed osi¹gniêciem fazy plateau,
podczas reakcji (55).Typowy aparat do przeprowadzania reakcji
real-time PCR sk³ada siê ze sk³adowych zebranych w tabeli l.

(5, 61)

Temperatura w termocyklerze musi byæ dok³adnie kontrolowana,
dziêki zastosowaniu urz¹dzenia grzewczego i ch³odz¹cego, które w
zale¿noœci od warunków reguluj¹ temperaturê w komorze
pomiarowej. Przep³yw powietrza wymuszany jest przez wiatrak,
który zapewnia homogennoœæ temperatury poœród próbek. W
zale¿noœci od u¿ytego Ÿród³a œwiat³a stosuje siê filtry
interferencyjne, poniewa¿ ró¿ne cz¹steczki fluorochromów
posiadaj¹ charakterystyczne d³ugoœci fali wzbudzenia i emisji
fluorescencji. Filtry przepuszczaj¹ jedynie okreœlone d³ugoœci
wi¹zki œwietlnej. Przyk³adowo do wzbudzenia fluorescencji
barwnika SYBR Green I stosuje siê filtr przepuszczaj¹cy œwiat³o o
d³ugoœci 520-580 nm. Po wzbudzeniu cz¹steczki reporterowej
œwiat³o jest zbierane za pomoc¹ soczewek, przechodzi przez filtr
dichroiczny, który przepuszcza tylko wi¹zkê i danej d³ugoœci fali,
odcinaj¹c zbêdne t³o. Pomiar sygna³u odbywa siê dziêki fotodiodom
(61).

Urz¹dzenia, wykorzystuj¹ce w¹sk¹ wi¹zkê œwietln¹
laserów (488-514 nm) do wzbudzania cz¹steczek fluorochromów, s¹
nieefektywne w stosunku do szerokiej gamy obecnie stosowanych
fluorochromów. Chocia¿ wzbudzenie œwiat³em lampy halogenowej
jest mniej intensywne, ni¿ laserem, powoduje równomierne
wzbudzenie w znacznie szerszym zakresie d³ugoœci fal. Dobór
odpowiedniego Ÿród³a œwiat³a jest szczególnie istotny w metodzie
„multiplex real-time PCR", która wymaga zastosowania takich
fluorochromów, których widma emisji nie bêd¹ na siebie zachodzi³y.

Z drugiej strony laser odznacza siê wysok¹ jasnoœci¹ spektraln¹ i
czu³oœci¹, korzystn¹ dla efektywnego wzbudzenia fluorochromów
(5).

Wykonanie oko³o trzydziestu cykli amplifikacji
specyficznej sekwencji DNA trwa zaledwie 10-15 minut, dziêki
zastosowaniu ma³ej objêtoœci próbek w szklanych kapilarach i
ogrzewania za pomoc¹ cyrkuluj¹cego powietrza. Poprzez
ograniczenie czasu trwania etapu denaturacji i wyd³u¿ania (ang.
annealing) uzyskuje siê wy¿sz¹ specyficznoœæ oraz zysk (60).

Obecnie, jest dostêpnych wiele aparatów oraz ich
najnowszych modyfikacji do przeprowadzania reakcji PCR w czasie
rzeczywistym. Jednym z nich jest np. i jego nowe
odmiany (niemieckiej firmy Roche Molecular Biochemicals), który
stanowi po³¹czenie termocyklera (z szybk¹ kontrol¹ temperatury) z
mikroiloœciowym fluorymetrem (pomiar próbek o objêtoœci 5-10
Dl). Posiada niewielkie wymiary (24 cm x 28 cm x 45 cm),
pozwalaj¹c na analizê nawet do 96 próbek jednoczeœnie (61).
Przepuszczaj¹ce wi¹zkê œwietln¹, plastikowe i szklane kapilary,
stanowi¹ swoiste kuwety do pomiaru fluorescencji i u³atwiaj¹ szybk¹
wymianê ciep³a. Objêtoœæ próbki niezbêdna do wykonania pomiaru,
to zaledwie 5 , która znajduje siê w kapilarze o przekroju 0.8 mm
(61). Niestety kapilary s¹ bardzo kruche i wymagaj¹
doœwiadczonego operatora. Pomiar fluorescencji polega na
poch³oniêciu przez badany roztwór niebieskiego œwiat³a (450 190
nm), emitowanego przez diodê i emisji fluorescencji, która zostajê
wychwycona przez szereg silikonowych fotodetektorów (fotodiod) z
filtrami, absorbuj¹cymi wi¹zki œwietlne o ró¿nej d³ugoœci fali (61).
Zmiany temperatury s¹ kontrolowane przez ch³odne i ciep³e
powietrze oraz wiatrak, które potrafi¹ zmieniaæ temperaturê w
tempie 20°C/s. Dodatkowo system pomiarowy umo¿liwia analizê
fluorescencyjnych krzywych topnienia, dziêki monitorowaniu zmian
emisji fluorescencji, dostarczaj¹c informacji o sekwencji, do której
wi¹¿e siê dana sonda. Dziêki tym w³asnoœciom LightCycler'a
ulepszono i przyspieszono mo¿liwoœæ diagnozowania chorób
genetycznych oraz detekcjê pokrewnych patogenów wirusowych,
metod¹ „multiplex real-time PCR" (28).

Du¿a konkurencja na rynku produkuj¹cym aparaturê do
real-time PCR, sprawi³a, ¿e wybór odpowiedniego urz¹dzenia jest
dosyæ skomplikowany. Wœród najbardziej znanych przedstawicieli
wyró¿niamy: wspomniany wczeœniej LightCycler firmy Roche,
Cycler firmy Biorad, Mx4000 firmy Stratagene, Smartcycler, Rotor
Gene 2000 firmy Corbett oraz najnowsze, laserowe urz¹dzenia,
analizuj¹ce wiêksze iloœci próbek: 7900HT (384 próbki, z laserow¹
wi¹zk¹ wzbudzaj¹c¹) czy nowe modele firmy Applied Biosystems
(np. typu ABI Prism 96 próbek, z halogenow¹ wi¹zk¹ œwiat³a),
Chimaera Quantitative PCR Systems firmy Thermo Scientific i DNA
Engine Opticon Continuous Fluorescence Detection System firmy
MJ Research (61).

firmy Biorad - wykorzystuje halogenow¹ lampê
wolframow¹, która przy u¿yciu odpowiednich filtrów pozwala na
wzbudzenie fluorochromów z zakresu 400-700 nm. Mo¿e
jednoczeœnie analizowaæ od 96 do 384 próbek (5).

posiada cztery niezale¿ne diody LED
jako Ÿród³a œwiat³a o d³ugoœciach 470, 530, 585 i 625 nm. Energia
wzbudzenia jest wykrywana przez 6 filtrów i powielaczy o
d³ugoœciach fali z zakresu 510-660 nm. Charakterystyczn¹ cech¹
tego urz¹dzenia jest prowadzenie reakcji real-time w standardowych
probówkach wirówkowych, które znajduj¹ siê w 36- lub 72-
studzienkowej wirówce, obrót probówek zapobiega
nierównomiernemu rozk³adowi temperatury podczas reakcji (5).

Urz¹dzenie firmy Stratagene posiada halogenow¹
lampê wolframow¹, z zakresem wzbudzenia fluorochromów od 350
do 750 nm, detekcj¹ 350-830 nm, 4 fotopowielacze, 4 niezale¿ne
g³owice, pozwalaj¹ce na wzbudzenie i detekcjê 4 ró¿nych
barwników w jednej studzience oraz zintegrowany komputer
osobisty, który zapobiega utracie danych.

µl
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Zastosowanie filtrów wzbudzenia i emisji pozwala
na wyeliminowanie sygna³u t³a, pochodz¹cego z
nieprzy³¹czonych lub b³êdnie przy³¹czonych sond. Urz¹dzenie
jest po³¹czeniem ogniwa Peltier'a, technologii przewodz¹cych i
izoluj¹cych, które utrzymuj¹ sta³¹ temperaturê we wnêtrzu
urz¹dzenia oraz zapobiegaj¹ nag³ym skokom temperatur (5).

zawiera równie¿ 96-studzienkowy,
termiczny blok oparty o efekt Peltier'a oraz lampê wolframowo-
halogenow¹, stale naœwietlaj¹c¹ wszystkie próbki. Detekcja
emisji fluorescencji odbywa siê bezpoœrednio przez 4 filtry
optyczne i matrycê CCD (Charge-Coupled Device).
Oprogramowanie s³u¿¹ce do obs³ugi urz¹dzenia bazuje na
systemie Microsoft Windows, co pozwala na ³atw¹ analizê
danych, na komputerze wyposa¿onym w ten system (5).

Choæ technika real-time PCR jest stosunkowo m³oda,
to znalaz³a ju¿ szerokie zastosowania w diagnostyce i badaniach
naukowych (28). W dziedzinie naukowej, technika ta jest
Ÿród³em wysokospecyficznych pomiarów iloœciowych
produktów transkrypcji genów. Dziêki temu mo¿liwe s¹ badania
ekspresji genów i ich zmian w czasie, odpowiedzi tkanek i kultur
komórkowych na podanie œrodka farmakologicznego, progresji
ró¿nicowania komórek oraz odpowiedzi na zmiany warunków
œrodowiska (5).

Podobnie jak w przypadku konwencjonalnej techniki
PCR, tak¿e w real-time PCR mo¿na analizowaæ RNA- mówimy
wtedy o real-time RT-PCR (ang. real-time reverse transcriptase
PCR), poniewa¿ pierwszym etapem jest przepisanie RNA na
cDNA (ang. complementary DNA) przy pomocy odwrotnej
transkryptazy. Aby przeprowadziæ real-time RT-PCR nale¿y
najpierw wyizolowaæ mRNA z okreœlonej komórki, nastêpnie
przy u¿yciu odwrotnej transkryptazy uzyskaæ cDNA -
odpowiadaj¹ce dok³adnie sekwencji kodowanego bia³ka.
Docelowy gen zostaje dalej powielany w mieszaninie cDNA
oraz genu referencyjnego -„housekeeping gene", (którego
poziom ekspresji jest praktycznie sta³y we wszystkich
komórkach i tkankach), a nastêpnie jego iloœæ jest mierzona
dziêki zastosowaniu sond fluorescencyjnych.

Podstawowe za³o¿enie metody real-time PCR polega
na tym, ¿e im bardziej liczny jest dany cDNA (tym samym
mRNA) w próbce, tym wczeœniej zostanie wykryty podczas
powtarzaj¹cych siê cykli powielania. Porównanie iloœci
zmierzonej próbki DNA lub RNA ze standardem, pozwala na
okreœlenie proporcji próbki w stosunku do standardu,
umo¿liwiaj¹c szacunkowe okreœlenie relacji pomiêdzy ró¿nymi
tkankami lub warunkami doœwiadczalnymi. Aby uzyskaæ
precyzyjn¹ wartoœæ pomiarów, niezbêdna jest normalizacja
ekspresji badanego genu, w stosunku do genu o stabilnej
ekspresji (np. housekeeping gene). Aby uzyskaæ dok³adn¹
wartoœæ poziomu ekspresji danego genu, zmierzon¹ iloœæ RNA
badanego genu dzieli siê przez iloœæ RNA genu referencyjnego,
której pomiar wykonuje siê w tej samej próbce, w celu
normalizacji ca³ego pomiaru (wykluczenia mo¿liwych
odstêpstw iloœci i jakoœci RNA pomiêdzy ró¿nymi próbkami).
Normalizacja pozwala na dok³adne okreœlenie iloœci cz¹steczek
RNA, a tym samym porównanie ekspresji genu miêdzy ró¿nymi
próbkami, pod warunkiem, ¿e ekspresja genu referencyjnego
(„housekeeping gene") jest zbli¿ona we wszystkich próbkach.
Dobór odpowiedniego genu referencyjnego jest bardzo istotny,
poniewa¿ tylko nieliczne geny wykazuj¹ równy poziom
ekspresji w ró¿nych warunkach lub tkankach. (33, 37)

Inn¹ modyfikacj¹ real-time PCR jest metoda
multiplex real-time PCR. W przypadku konwencjonalnej
metody PCR przez "multiplex" rozumiemy u¿ycie kilku
odpowiednich starterów, o ró¿nych widmach emisji

fluorescencji, dziêki czemu mo¿liwa jest amplifikacja wiêcej ni¿
jednego fragmentu DNA w pojedynczej reakcji (8). Jeœli chodzi o
real-time PCR, termin „multiplex" odnosi siê raczej do wielu
rodzajów sond fluorescencyjnych, u¿ywanych w celu rozró¿nienia
ró¿nych amplikonów powsta³ych w czasie reakcji. „Multipleksowy"
real-time PCR spotyka siê z wieloma trudnoœciami. Niezbêdne jest
u¿ycie kilku fluorochromów oraz Ÿród³a œwiat³a, które wzbudza
wszystkie u¿yte w reakcji fluorochromy (54). Jak dot¹d mo¿liwe jest
prowadzenie zaledwie kilku (czterech) reakcji w jednej probówce.
Nowe rozwi¹zania, takie jak udoskonalenia w projektach sond i
starterów, nowatorskie kombinacje fluorochromów, zastosowanie
cz¹steczek wygaszaj¹cych energiê i przy tym nieemituj¹cych œwiat³a
oraz nowe rozwi¹zania w konstruowaniu aparatów do prowadzenia
takich reakcji, pomagaj ¹ rozwijaæ technikê multiplex real-time PCR
(55).

U¿ycie fluorescencyjnej sondy reporterowej jest
najdok³adniejsz¹ i najbardziej niezawodn¹ metod¹ iloœciowego
pomiaru produktu PCR, jednak wi¹¿e siê z wysokimi kosztami.
Najszerzej stosowan¹ metod¹ jest detekcja z wykorzystaniem sondy
o aktywnoœci 5' endonukleazy. U¿ycie sondy reporterowej znacz¹co
zwiêksza specyficznoœæ i pozwala na oznaczenie iloœci produktu
nawet w obecnoœci niespecyficznych cz¹steczek DNA. Najnowsze
modyfikacje, pozwalaj¹ce na zastosowanie kilku sond, umo¿liwiaj¹
potencjalne zwielokrotnienie reakcji - badanie kilku genów w tej
samej probówce, u¿ywaj¹c specyficzne sondy z przy³¹czonymi
etykietkami o ró¿nych kolorach, dziêki czemu produkty reakcji
multiplex real-time PCR s¹ namna¿ane z porównywaln¹
wydajnoœci¹.

Najnowsza aparatura pomiarowa ³¹czy w sobie cechy
umo¿liwiaj¹ce bardzo krótki czas trwania reakcji i pomiaru oraz
mo¿liwoœæ detekcji kilku produktów reakcji jednoczeœnie.
Urz¹dzenia te s¹ równoczeœnie przystosowane do u¿ycia wszystkich
sond opisanych w powy¿szej pracy, czyni¹c real - time PCR metod¹
wszechstronn¹ i wykorzystywan¹ zarówno w badaniach naukowych
jak i w diagnostyce laboratoryjnej.
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KORESPONDUJ¥CYCH  Z  BIUREM  KIDL.

Przypominamy wszystkim Pañstwu, ¿e kierowane do Izby pisma, wnioski,
proœby itp., oprócz nazwiska i adresu do korespondencji powinny zawieraæ
nr wpisu na listê diagnostów laboratoryjnych (wzgl. nr PESEL)..
Do³¹czane natomiast do tej korespondencji kserokopie wa¿nych
dokumentów,
Potwierdzenie takie mo¿na uzyskaæ
w zak³adzie pracy (komórki kadrowe),
u danego Przedstawiciela Wojewódzkiego KRDL (lista przedstawicieli
dostêpna w Internecie w zak³adce KRDL Przedsta-wiciele KRDL na woj.)
lub u notariusza.

Przygotowywana w ten sposób korespondencja i przesy³ana  na adres biura
KIDL u³atwi  za³atwianie Pañstwa spraw i potrzeb oraz przyspieszy
udzielenie odpowiedzi w przedmiotowych problemach.

musz¹ byæ potwierdzone za zgodnoœæ z orygina³em.

Potwierdzenie zgodnoœci kopii z orygina³em musi byæ
zaopatrzone w pieczêæ instytucji, datê i nazwisko osoby aprobuj¹cej.

Metoda PCR w czasie rzeczywistym (real- time
PCR) - wyzwania i perspektywy.

Str. 17
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A P E L
DO P..T.  DIAGNOSTÓW LABORATORYJNYCH

T Y L K O

O S O B Y P O S I A D A J ¥ C E  D O K U M E N T „PWZDL”  MAJ¥  USTAWOWE
UPRAWNIENIA DO WYKONYWANIA NASZEGO  ZAWODU.

Maj¹c na uwadze donios³oœæ wykonywanego przez nas zawodu diagnosty laboratoryjnego – zawodu
zaufania publicznego - przypominamy niniejszym wszystkim Kole¿ankom i Kolegom PT Diagnostom
Laboratoryjnym, ¿e na cz³onkach Krajowej Izby Diagnostów Laboratoryjnych spoczywa obowi¹zek
odpowiedzialnoœci za w³asny samorz¹d zawodowy, a zatem odpowiedzialni te¿ jesteœmy za
kszta³towanie naszej nienagannej postawy. Kwestia ta wyp³ywa tak¿e z zasad ogólnych
przedstawionych w Kodeksie Etyki Diagnosty Laboratoryjnego, który zosta³ uchwalony przez
Nadzwyczajny Krajowy Zjazd Diagnostów Laboratoryjnych 13 stycznia 2006 roku.
Jednym z podstawowych obowi¹zków okreœlonych Statutem KIDL ( III Rozdzia³: „Cz³onkowie
Izby, ich prawa i obowi¹zki”) jest systematyczne regulowanie sk³adek, których – nie zmieniana od
prawie 5 lat - wysokoœæ 15.00 z³* miesiêcznie zosta³a ustalona przez Krajow¹ Radê Diagnostów
Laboratoryjnych uchwa³¹ nr 2/2003 z dnia 13 stycznia 2003 roku. Pamiêtaæ wiêc nale¿y, ¿e jest to zatem
obligatoryjna op³ata za cz³onkostwo w Krajowej Izbie Diagnostów Laboratoryjnych, do której ka¿dy z
nas wst¹pi³ na podstawie w³asnorêcznie podpisanego wniosku o wpis na listê diagnostów
laboratoryjnych oraz otrzyma³ dokument „Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego”
(„PWZDL”).

Rozdzia³ 8 pt: „Odpowiedzialnoœæ karna”, art. 71 ustawy z dnia 27 lipca 2001 r. o diagnostyce
laboratoryjnej (tekst jednolity.: Dz. U. 04. 144. 1529 z póŸn. zm.)].

o systematyczne regulowanie swoich zobowi¹zañ finansowych wzglêdem Izby i wnoszenie
obligatoryjnych op³at zwi¹zanych z cz³onkostwem w KIDL. Tylko taka postawa diagnostów
laboratoryjnych bêdzie gwarantem sprawnego dzia³ania naszego samorz¹du zawodowego

Prezydium
Krajowej Rady

Diagnostów Laboratoryjnych
Warszawa, 30 listopada 2007 r.

* od dn. 1 kwietnia 2008 r. wysokoœæ sk³adki cz³onkowskiej wynosi 20.00 PLN zgodnie z uchwa³¹
Nr 48/II/2008 KRDL z dnia 29 lutego 2008 r. (05 marca 2008 r.)

vide:

vide:

PO RAZ KOLEJNY
PRZYPOMINAMY WIÊC PT DIAGNOSTOM LABORATORYJNYM:

A P E L U J E M. Y

do tych wszystkich Kole¿anek i Kolegów,

A P E L U J E M Y

którzy wykonuj¹ czynnoœci diagnostyki
laboratoryjnej i dot¹d nie dysponuj¹ dokumentem „PWZDL”, ¿e postêpowanie takie jest
naruszeniem zasad etyki zawodowej oraz jest niezgodne z obowi¹zuj¹cym prawem[



DIAGNOSTYKA GRZYBÓW

Czêœæ I. Diagnostyka grzybów dro¿d¿opodobnych

Anna B. Macura

1. Pobieranie materia³u do badañ mykologicznych

2. Izolacja i identyfikacja grzybów

3. Badanie iloœciowe

Zak³ad Mykologii Katedry Mikrobiologii Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagielloñskiego w Krakowie

Grzyby dro¿d¿opodobne mog¹ stanowiæ miejscow¹ florê skóry lub
b³on œluzowych, mog¹ równie¿ byæ przyczyn¹ grzybicy. Po wykryciu
obecnoœci grzybów, odró¿nienie tych dwóch sytuacji winno byæ
wspólnym dzie³em lekarza lecz¹cego i diagnosty laboratoryjnego.
Interpretacja wyniku badania mykologicznego mo¿e zostaæ
powa¿nie zniekszta³cona przez b³êdy przedlaboratoryjne. Mog¹ one
powstaæ przez nieodpowiednie przygotowanie pacjenta do pobrania
materia³u, b³êdn¹ technikê pobierania oraz niew³aœciwe warunki
transportu materia³u do laboratorium.

Jest to jedna z wa¿niejszych czêœci diagnostyki
mykologicznej. Najczêstszym b³êdem na tym etapie jest pobranie
materia³u ju¿ po rozpoczêciu leczenia; zazwyczaj w nastêpstwie
niepowodzenia leczenia empirycznego. Aby wynik badania by³
wiarygodny, musi zostaæ zachowany okres karencji po odstawieniu
leku systemowego lub miejscowego. Zazwyczaj czas nie mo¿e byæ
krótszy, ni¿ 2 tygodnie po zakoñczeniu leczenia miejscowego i
miesi¹c po przerwaniu leczenia systemowego. Idealnym
rozwi¹zaniem jest pobranie materia³u przed rozpoczêciem leczenia,
je¿eli wywiad i obraz kliniczny sugeruj¹ grzybicê. Materia³ do badañ
mykologicznych jest bardzo zró¿nicowany, korzystaj¹ z tych badañ
wszystkie specjalnoœci medyczne. O wyborze materia³u decyduje
lokalizacja zaka¿enia. Materia³y powinny byæ pobierane do ja³owych
pojemników, odpowiednich dla typu materia³u i jak najszybciej
dostarczone do laboratorium.

W grzybicach uogólnionych pobierana jest krew przy
³ó¿ku chorego, bezpoœrednio do p³ynnego pod³o¿a Sabourauda oraz
punktaty pobrane drog¹ biopsji z narz¹dów podejrzanych o infekcjê
grzybicz¹. W grzybicach narz¹dowych do wykonania testów
serologicznych s¹ pobierane: surowica, p³yn mózgowo-rdzeniowy
oraz inne p³yny ustrojowe. P³yn mózgowo rdzeniowy, w objêtoœci 3,5
ml, jest pobierany przez nak³ucie lêdŸwiowe, nastêpnie zagêszczany
przez wirowanie; osad jest przeznaczony do posiewów i
przygotowania preparatów, natomiast supernatant mo¿e byæ
wykorzystany do wykonania testów serologicznych. W przypadku
podejrzenia grzybicy uk³adu oddechowego pobiera siê: plwocinê,
pop³uczyny oskrzelowe, wymazy z krtani i nosogardzieli. Z
przewodu pokarmowego materia³em jest ka³, treœæ ¿o³¹dkowo-
jelitowa, ¿ó³æ. U zdrowych osób w próbkach ka³u mog¹ wystêpowaæ
grzyby. Materia³em z uk³adu moczop³ciowego mo¿e byæ mocz,
wymazy z cewki moczowej, pochwy, szyjki macicy, sromu oraz
¿o³êdzi i spod napletka.Wprzypadku podejrzenia grzybicy skóry i jej
przydatków pobiera siê ropê, wymazy, ³uski skórne, opi³ki
paznokciowe i w³osy z miejsc zmienionych chorobowo. W
schorzeniach laryngologicznych materia³ stanowi¹: wymazy z ucha,
wydzielina z zatok szczêkowych, wymaz z jêzyka, podniebienia itp.
W podejrzeniu grzybicy oka materia³em jest wymaz z worka
spojówkowego, zeskrobiny z owrzodzenia rogówki (6, 8, 9) .

Z grzybów dro¿d¿opodobnych najwa¿niejsz¹ rolê w
zaka¿eniach odgrywa rodzaj , a szczególnie gatunek

Istnieje kilkanaœcie innych gatunków potencjalnie
patogennych, ostatnio odgrywaj¹cych coraz wiêksz¹ rolê jako
czynniki etiologiczne kandydozy, szczególnie u osób „z grup
ryzyka”. Grzyby dro¿d¿opodobne najczêœciej spotykane w
materia³ach klinicznych przedstawiono w tabeli I.

Pierwszym etapem badania jest przygotowanie preparatów
bezpoœrednich z materia³u klinicznego. Preparat taki pozwala na
wykazanie obecnoœci grzybów, orientacyjn¹ ocenê ich iloœci oraz
rodzaju form morfologicznych. Istnieje kilka rodzajów preparatów
bezpoœrednich: 1) barwiony metod¹ Grama, 2) wilgotny
przygotowany w p³ynie fizjologicznym, 3) rozjaœniony, przy u¿yciu
10-20% KOH lub dwumetylosulfotlenku (DMSO), 4) barwiony
metod¹ negatywno-pozytywn¹ (przygotowany z osadu p³ynu

mózgowo-rdzeniowego, w przypadku podejrzenia o kryptokokozê),
5) preparat pod przeŸroczystym przylepcem w przypadku
podejrzenia zaka¿enia grzybami z rodzaju 6) preparat
barwiony metod¹ Schaeffera-Fultona pozwalaj¹cy ró¿nicowaæ

W preparatach bezpoœrednich w
przypadku grzybów dro¿d¿opodobnych mo¿na wykazaæ ró¿ne pod
wzglêdem wielkoœci i kszta³tu blastospory oraz elementy
pseudogrzybni, a dla grzybów z rodzaju
charakterystyczne artrospory (Ryc. 1). Do oceny preparatów
u¿ywany jest przede wszystkim mikroskop œwietlny o powiêkszeniu
od 100 do 1500, najczêœciej stosuje siê powiêkszenie 100 i 400 (5, 9).

Najwa¿niejszym etapem badania mykologicznego jest
hodowla, pozwalaj¹ca na wyizolowanie szczepu grzyba z materia³u
klinicznego. Podstawowym pod³o¿em stosowanym w mykologii
lekarskiej do hodowli grzybów jest pod³o¿e Sabourauda w postaci
bulionu lub pod³o¿a sta³ego o sk³adzie: 1% peptonu, 2-4% glukozy
oraz w przypadku pod³o¿a sta³ego 1,8% agaru. Czêsto stosuje siê
modyfikacje pod³o¿a Sabourauda przez dodatnie antybiotyku
przeciwbakteryjnego (chloramfenikol, gentamycyna). Hodowle
grzybów z rodzaju prowadzi siê na pod³o¿u agarowym
Sabourauda z dodatkiem oliwy z oliwek lub innych lipidów (zwi¹zki
Tweenu). Hodowlê inkubuje siê w temperaturze 37 C.
Za³o¿one hodowle kontroluje siê codziennie przez 7-10 dni. Wzrost
grzybów na pod³o¿u przy prawid³owo wykonanych posiewach
stanowi dowód obecnoœci grzybów w badanym materiale
klinicznym. Wiêkszoœæ grzybów dro¿d¿opodobnych wyrasta na
pod³o¿u w postaci kolonii g³adkich, bia³ych lub kremowych, kolonie
szorstkie tworzy gatunek , œluzowy jest charakterystyczny
dla , wzrost skórzasty dla rodzaju

zabarwienie kolonii w odcieniach czerwieni dla
grzybów z rodzaju , natomiast czarny dla

( ) ( 6, 8, 9)
Z hodowli grzybów na pod³o¿ach sporz¹dza siê preparaty

barwione metod¹ Grama celem oceny mikroskopowej komórek
grzybów (blastosporów, artrosporów) w mikroskopie œwietlnym.
Poniewa¿ najczêœciej z materia³ów klinicznych izolowany jest
gatunek mo¿na wykonaæ próbê filamentacji (test
kie³kowania, ), który daje wynik dodatni tylko dla

Test ten polega na wytwarzaniu charakterystycznych
wypustek po 3-6 godzinach inkubacji grzybów w surowicy.
Nastêpnym prostym badaniem jest ocena morfologii grzybów na
pod³o¿u zubo¿onym. Do badania u¿ywa siê ró¿nych pod³o¿y (PCB,
ry¿owe, kukurydziane itp.) na których wykazuje siê obecnoœæ
chlamydosporów (gruboœciennych, du¿ych komórek
przetrwalnikowych), co jest cech¹ tylko gatunku
Ponadto na tych pod³o¿ach ró¿nicuje siê grzyby z rodzaju na
tworz¹ce pseudogrzybnie i nie posiadaj¹ce tej cechy. Te dwie
wymienione próby pozwalaj¹ na odró¿nienie gatunku
dominuj¹cego w materia³ach klinicznych (9).
Identyfikacja grzybów dro¿d¿opodobnych oparta jest na podstawie
prób biochemicznych, w których wykorzystuje siê zdolnoœci
grzybów dro¿d¿opodobnych do fermentacji zwi¹zków
wêglowodanowych (glukoza, laktoza, maltoza, sacharoza,
galaktoza, raf inoza i tp.) oraz asymi lacj i zwi¹zków
wêglowodanowych (auksanogram) i azotowych. Na podstawie prób
biochemicznych opracowano komercyjne testy identyfikacyjne dla
grzybów dro¿d¿opodobnych (API 20 C, API 20 C AUX, ID 32 C)
pozwalaj¹ce w czasie 48-72 godz. zidentyfikowaæ najczêœciej
wykrywane u ludzi gatunki grzybów dro¿d¿opodobnych. Do prób
biochemicznych zalicza siê równie¿ próbê na ureazê oceniaj¹c¹
zdolnoœæ rozszczepiania mocznika oraz ocenê wra¿liwoœci grzybów
na aktidion. Istnieje równie¿ szereg komercyjnych pod³o¿y np.
chromogenne, pozwalaj¹cych na szybkie odró¿nienie niektórych
gatunków lub rodzajów grzybów (1, 6, 9).

W materia³ach klinicznych, takich jak plwocina, mocz oraz
ka³ w zaka¿eniach grzybami dro¿d¿opodobnymi powinny byæ
wykonywane badania iloœciowe. Ocena iloœciowa polega na
okreœleniu liczby komórek grzybów, wyra¿onej liczb¹ kolonii (CFU
= ) w 1 ml lub 1 g badanej próbki. B³ony œluzowe
czêsto s¹ miejscem bytowania grzybów dro¿d¿opodobnych; grzyby
te równie¿ wystêpuj¹ na sta³e w przewodzie pokarmowym
cz³owieka, gdzie s¹ pod kontrol¹ endogennej flory bakteryjnej.

Candida C.
albicans.

Malassezia

Saccharomyces cerevisiae.

Geotrichum

Malassezia

C. krusei
Cryptococcus neoformans

Geotrichum,
Rhodotorula

Aureobasidium Pullularia .

C. albicans,
germ-tube test C.

albicans.

C. albicans.
Candida
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colony forming units
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Cz³owieka, gdzie s¹ pod kontrol¹ endogennej flory bakteryjnej.
Ma to znaczenie przy zastosowaniu antybiotykoterapii, kiedy
nastêpuje szybki wzrost grzybów w przewodzie pokarmowym,
co uwidacznia siê obfit¹ ich izolacj¹ z ka³u. Diagnostyczna
procedura badania iloœciowego polega na enzymatycznej i
mechanicznej homogenizacji materia³ów. Próbki rozcieñczone i
nierozcieñczone odpowiednio przygotowane inkubuje siê w
okreœlonych warunkach oraz ocenia iloœciowo grzyby w
zakresie od 10 do 10 w 1ml lub 1 g. Obecnoœæ grzybów w
stê¿eniu 10 komórek w jednostce objêtoœci materia³u ( 10
CFU/ml) jest znamienna patognomonicznie. Przy liczbie
komórek grzybów 10 -10 w 1 ml plwociny lub 1 g ka³u
wymagane jest kontrolne badanie, natomiast nieznamienna
patognomonicznie jest obecnoœæ10 kolonii grzybów w 1 ml
lub 1 g. Dla moczu przy prawid³owo pobranej próbce obecnoœæ
10 CFU/ml jest nieznamienna patognomonicznie, przy iloœci
10 CFU/ml nale¿y wykonaæ badanie kontrolne, natomiast
liczba kolonii grzybów CFU 10 mo¿e wskazywaæ na infekcjê
dróg moczowych lub grzybicz¹ posocznicê (3). W wielu
laboratoriach metodê tê stosuje siê w formie pó³iloœciowej
oznaczaj¹c posiew z materia³u klinicznego. Pobiera siê 1 oczko
ezy badanego materia³u klinicznego na pod³o¿e. Wzrost ocenia
siê: + pojedyncze kolonie, ++ kilkanaœcie kolonii, +++
kilkadziesi¹t kolonii oraz ++++ wzrost zlewny. Nawet taka
pó³iloœciowa metoda informuje klinicystê o obfitoœci grzybów i
ma szczególne znaczenie w leczeniu pacjentów z grup ryzyka.

Do oceny wra¿liwoœci grzybów na antymikotyki stosuje
siê szereg metod bardziej lub mniej zalecanych, które dziel¹ siê
na iloœciowe, pó³iloœciowe i jakoœciowe. Metody iloœciowe
okreœlaj¹ najni¿sze stê¿enie zwi¹zku chemicznego hamuj¹cego
wzrost badanego szczepu grzybów (MIC - Minimal Inhibitory
Concentration w mg/l) lub najmniejsze stê¿enie grzybobójcze
(MFC Minimal Fungicidal Concentration w mg/l). Technika
wykonania tych oznaczeñ polega na rozcieñczeniu
(inkorporowaniu) badanego leku w pod³o¿u hodowlanym
p³ynnym lub sta³ym. Stosuj¹c metody rozcieñczeniowe mo¿na
okreœlaæ stê¿enie chemioterapeutyku powoduj¹ce zahamowanie
50% (IC  ) lub 90-99,9% komórek grzybów w hodowli p³ynnej
(IC  , IC  , IC ). W metodach pó³iloœciowych okreœla siê
stopieñ wra¿liwoœci grzybów dro¿d¿opodobnych w odniesieniu
do wybranych stê¿eñ tzw. krytycznych. Istnieje wiele takich
testów komercyjnych jak Mikrotest ATB Fungus, Fungitest, E-
test itp. Wynik odczytywany jest wizualnie lub automatycznie
na czytniku, kwalifikuj¹c grzyby na wra¿liwe, œrednio wra¿liwe
lub oporne na okreœlony lek. Oprócz tych metod w rutynowej
diagnostyce stosowana jest metoda dyfuzyjno-kr¹¿kowa, która
oparta jest na porównawczej ocenie wartoœci MIC oznaczanych
metod¹ rozcieñczeniow¹ z wielkoœciami stref zahamowania
wzrostu ( 9 ).

Metody referencyjne zalecane przez instytucje europejsk¹
i amerykañsk¹ s¹ dostêpne pod adresami: 1) Instytucja
europejska: European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing ( ) oraz
2) Instytucja amerykañska Clinical and Laboratory
Standards Institute ( . Dostêpne s¹ nastêpuj¹ce
dokumenty:

Reference Method for Broth Dilution Antifungal
SusceptibilityTesting ofYeasts

Reference Method for Broth Dilution Antifungal
SusceptibilityTesting of Filamentous Fungi

Method for Antifungal Disk Diffusion Susceptibility
Testing

Metody serologiczne stosowane w diagnostyce grzybic
wywo³anych przez grzyby dro¿d¿opodobne obejmuj¹
wykrywanie obecnoœci antygenów grzybów, swoistych
przeciwcia³ przeciwgrzybiczych oraz kompleksów antygen-
przeciwcia³o w surowicy krwi i innych p³ynach ustrojowych
chorego. Spoœród grzybic ogólnoustrojowych wywo³anych
przez grzyby dro¿d¿opodobne odczyny serologiczne stosuje siê
w kandydozie i kryptokokozie. Odczyny te powinny byæ
wykonywane rutynowo i równolegle z badaniami

mykologicznymi próbek materia³ów klinicznych. Technikami
serologicznymi s³u¿¹cymi do wykrywania przeciwcia³
przeciwgrzybiczych s¹ odczyny precypitacyjne (podwójna dyfuzja
w ¿elu, immunoelektroforeza przeciwpr¹dowa), aglutynacyjne
(hemaglutynacja bierna), fluorescencyjne (immunofluorescencja
poœrednia), immunoenzymatyczne (ELISA, EIA), a tak¿e odczyn
wi¹zania dope³niacza. Badania serologiczne wykrywaj¹ce
przeciwcia³a przeciwgrzybicze maj¹ istotne znaczenie w
diagnozowaniu chorych z prawid³owo funkcjonuj¹cym uk³adem
odpornoœciowym. W przypadku upoœledzenia uk³adu
immunologicznego mo¿e byæ zaburzone wytwarzanie przeciwcia³ i
dlatego powinny byæ wykonane badania serologiczne wykrywaj¹ce
antygeny i metabolity grzybicze obecne w p³ynach ustrojowych.
Technikami wykrywaj¹cymi antygeny grzybicze s¹ metody
lateksowe, radioimmunologiczne i immunoenzymatyczne. Wœród
antygenów wykrywanych w testach serologicznych w kandydozie
mo¿na wymieniæ: mannan, mannoproteinê, glukan, bia³ka szoku
cieplnego (hsp90), enolazê, kwaœn¹ proteazê oraz inne antygeny
cytoplazmatyczne jak równie¿ antygeny œciany komórkowej.
Bardzo istotne znaczenie ma czu³oœæ poszczególnych metod oraz
swoistoœæ, dlatego wykonuje siê z tej samej surowicy kilka ró¿nych
testów serologicznych. U wiêkszoœci zdrowych osób wystêpuj¹
przeciwcia³a anty- , poniewa¿ grzyby te stanowi¹ sk³adnik
fizjologicznej flory przewodu pokarmowego. Dynamika narastania
przeciwcia³ sugeruje rozwój narz¹dowej kandydozy. Natomiast
stwierdzenie w surowicy lub p³ynach ustrojowych antygenów
Candida jest istotne w rozpoznawaniu kandydozy. W diagnostyce
serologicznej kryptokokozy wykazuje siê przeciwcia³a oraz
antygeny w p³ynie mózgowo-rdzeniowym i w surowicy. Najczêœciej
u¿ywanym testem jest test lateksowy, w którym wykrywa siê antygen
polisacharydowy otoczki . Test ten
pozwala na rozpoznanie kryptokokozy ju¿ we wczesnym stadium
choroby (2, 8, 10, 12).

W ostatnich latach obserwuje siê ogromny wzrost wiedzy z
zakresu genomiki grzybów. Ci¹gle odkrywane s¹ nowe markery
genetyczne przydatne do identyfikacji gatunków i typowania
szczepów. W przypadku diagnostyki molekularnej mo¿liwa jest
identyfikacja patogenu bezpoœrednio z materia³u klinicznego, nie
jest konieczne zak³adanie czystych hodowli grzybów, przez co czas
oczekiwania na wynik ulega skróceniu.

Istnieje bogata literatura dotycz¹ca diagnostyki molekularnej.
Metody wykorzystywane w diagnostyce grzybów w wiêkszoœci
opieraj¹ siê na reakcji ³añcuchowej polimerazy PCR (

). Zasada tej metody i sposób postêpowania
przekraczaj¹ ramy tego artyku³u. Zastosowanie PCR w diagnostyce
grzybów chorobotwórczych opisano w wielu specjalistycznych
publikacjach naukowych (4, 7, 11).

W Polsce diagnostyka molekularna grzybic stosowana jest w
niewielu pracowniach diagnostyki mikologicznej z powodu
wysokich kosztów badania i braku standaryzacji metod. Metody
biologii molekularnej s¹ coraz czêœciej wykorzystywane w
placówkach naukowych.
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8. Ryciny i tabele do tekstu

Ryc 1. Spory grzybów dro¿d¿opodobnych.
A p¹czkuj¹ce blastospory
B pseudogrzybnia grzybów dro¿d¿opodobnych
C artrospory spp. (powstaj¹ce przez fragmentacjê nitek
grzybni)
D b l a s t o s p o r y o k r ¹ g ³ e , p ¹ c z k u j ¹ c e , z o t o c z k ¹
mukopolisacharydow¹ (barwienie
pozytywno-negatywne)

Tabela 1. Grzyby dro¿d¿opodobne najczêœciej spotykane w
materia³ach klinicznych

A. Kasprowicz , A.Bia³ecka
Centrum Badañ Mikrobiologicznych i Autoszczepionek im dr Jana
Bobra w Krakowie

Ocena biocenozy pochwy, to wa¿ne i jedno z czêœciej
wykonywanych badañ diagnostycznych. Jak wskazuje codzienna
praktyka, czêsto pod tym pojêciem zarówno przez lekarzy jak i
pacjentów zamiennie u¿ywane s¹ sformu³owania: ocena stopnia
czystoœci pochwy, biologia pochwy, badanie flory pochwy, rozmaz z
pochwy itp.
Biocenoza pochwy to z³o¿ona populacja drobnoustrojów
zasiedlaj¹ca nab³onek pochwy kobiety, ma charakter biofilmu. Sk³ad
gatunkowy (kompozycja), dynamika i struktura tego biofilmu ma
podstawowe znaczenie dla zdrowia i czynnoœci narz¹du rodnego
kobiety.
Œrodowisko pochwy stanowi samodzieln¹, stabiln¹ biocenozê, w
której najistotniejszym sk³adnikiem s¹ pa³eczki kwasu mlekowego
inaczej zwane pa³eczkami Doderleina a w³aœciwie grupa pa³eczek
Lactobacillus miêdzy innymi L. acidophilus, L. fermentum,
L. plantarum, L. delbrueckii, L. rhamnosus. S¹ to Gram dodatnie
pa³eczki wystêpuj¹ce w wielu postaciach ma³e, œrednie, olbrzymie.
(Fot. 1, 2, 3) [1, 2, 3].

Fot. 1. Pa³eczki Lactobacillus barwione metod¹ Grama i
obserwowane pod mikroskopem przy powiêkszeniu 1500x. Forma
krótka.

Candida albicans

Geotrichum

Cryptococcus neoformans
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Fot. 2. Pa³eczki Lactobacillus barwione metod¹ Grama i
obserwowane pod mikroskopem przy powiêkszeniu 1500x.
Forma œrednia.

Fot. 3. Pa³eczki Lactobacillus barwione metod¹ Grama i
obserwowane pod mikroskopem przy powiêkszeniu 1500x.
Forma olbrzymia.

Drobnoustroje te stanowi¹ ochronê nab³onka pochwy przed inwazj¹
innych drobnoustrojów zw³aszcza chorobotwórczych. Pa³eczki
kwasu mlekowego maj¹ zdolnoœci rozk³adania glikogenu do kwasu
mlekowego oraz produkuj¹ nadtlenek wodoru. Czynniki te
uniemo¿liwiaj¹ kolonizacjê i namna¿anie innych drobnoustrojów. A
wiêc iloœæ i jakoœæ (aktywnoœæ enzymatyczna) pa³eczek kwasu
mlekowego œwiadczy o stanie fizjologicznym pochwy. Obecnoœæ
pa³eczek kwasu mlekowego jest bardzo wa¿na dla utrzymania
równowagi œrodowiska pochwy przez:
- utrzymywanie odpowiedniej kwasowoœci (niskie pH w
granicach 3,5 - 4,2, uniemo¿liwia namna¿anie siê
drobnoustrojów chorobotwórczych)
- produkowany przez pa³eczki kwasu mlekowego nadtlenek
wodoru (H O ) uniemo¿liwia rozwój bakterii beztlenowych,
- pa³eczki kwasu mlekowego przez swoj¹ obecnoœæ blokuj¹
miejsca przylegania, adhezji do komórek nab³onkowych oraz
stymuluj¹ uk³ad odpornoœciowy.

Biocenoza pochwy to uk³ad stabilny, jednak podlega ci¹g³ym
chocia¿ najczêœciej niewielkim zmianom iloœciowym, zarówno
liczba pa³eczek kwasu mlekowego ulega zmianie jak i bakterie
pochodz¹ce z przewodu pokarmowego lub kolonizuj¹ce ujœcie
cewki, pojawiaj¹ siê i przy prawid³owo funkcjonuj¹cej barierze
ochronnej gin¹. Tak wiêc trwa ci¹g³a rywalizacja o miejsce na b³onie
œluzowej pochwy i w stanie fizjologicznym wystêpowaæ mog¹ obok
pa³eczek kwasu mlekowego niewielkie iloœci innych bakterii.

Spoœród ponad 100 gatunków wykrytych w pochwie najczêœciej
spotykane drobnoustroje nale¿¹ do rodzajów:

itd.
W sprzyjaj¹cych okolicznoœciach mo¿e dojœæ do wyst¹pienia stanu
niefizjologicznego (zapalnego), szczególnie je¿eli drobnoustroje te
zasiedl¹ b³onê œluzow¹ pochwy i wyeliminuj¹ florê fizjologiczn¹.
Na utrzymanie stanu fizjologicznego (prawid³owej biocenozy
pochwy) maj¹ wp³yw ró¿ne czynniki min.:
- sytuacja hormonalna kobiety (pokwitanie, ci¹¿a, cykl p³ciowy,

przekwitanie)
- zabiegi chirurgiczne
- nieprzestrzeganie zasad higieny
- nawyki seksualne
- niekontrolowana antybiokotykoterapia [1, 4]

Prawid³owa ocena biocenozy pochwy, stanu okreœlaj¹cego aktualn¹
sytuacjê w tym regionie, jest mo¿liwa na podstawie ogl¹dania
obrazów treœci pochwowej w preparatach barwionych metod¹
Grama i zakwalifikowania tego obrazu do odpowiedniego stopnia
czystoœci pochwy [5, 6] np. wg Kuczyñskiej. Czêsto stopnie te s¹
mylone z grup¹ cytologiczn¹ lub skal¹ Amsela czy Nugenta. S¹ te¿
skrajne pogl¹dy, niektórzy autorzy proponuj¹ porównywanie skal
N u g e n t a c z y A m s e l a z e s t o p n i a m i K u c z y ñ s k i e j .
Nale¿y te pojêcia uporz¹dkowaæ i w³aœciwie stosowaæ [7, 8, 9].

- (wykonane starannie
i odczytane przez doœwiadczonego mikrobiologa) maj¹ na celu
zobrazowanie aktualnego stanu biocenozy pochwy, okreœlenie stanu
fizjologicznego, stanu zapalnego, okreœlenie proporcji pomiêdzy
grupami drobnoustrojów. Podstawowym kryterium oceny biocenozy
wg Kuczyñskiej jest wystêpowanie lub brak w treœci pochwowej

- (cytologia) wykonana przez
cytologa okreœla stan morfologiczny z³uszczonych komórek
nab³onka. Ocenia czy stan komórek jest prawid³owy czy nie.
Pozwala oceniæ stan zapalny bez sprecyzowania czynnika
etiologicznego

- (oceny dokonuje lekarz) to rozpoznanie kliniczne
bakteryjnej waginozy (BV). Kryteria Amsela opieraj¹ siê na
stwierdzeniu przynajmniej trzech z czterech objawów BV.

1. Szaro bia³a wydzielina
2. Obecnoœæ komórek „ ”
3. Kwasowoœæ powy¿ej 4,5 pH
4. Rybi zapach (dodatni test aminowy)

- to rozpoznanie mikrobiologiczne BV. Ocena
jest przeprowadzana na podstawie kryteriów mikrobiologicznych.W
skali Nugenta ocena opiera siê na oszacowaniu proporcjonalnego
udzia³u poszczególnych rodzajów bakterii w preparacie i jego ocenie
liczbowej (zapis w skali punktowej 0-10 punktów).Kryteria oceny s¹
nastêpuj¹ce: do 4 punktów stan prawid³owy, 4 6 punktów stan
poœredni, powy¿ej 6 punktów œwiadczy o BV.

Tak wiêc nie mo¿na porównywaæ lub zastêpowaæ
poszczególnych ocen, ró¿nych metod klasyfikacji gdy¿ ka¿da z nich
ma inny cel, inne kryteria oceny nieprawid³owoœci. To krótkie
zestawienie jednoznacznie wskazuje, ¿e ocena biocenozy pochwy
(stanu fizjologicznego czy zapalnego) jest najpe³niej
odzwierciedlona w stopniach czystoœci pochwy wg Kuczyñskiej.
Natomiast dodanie pewnych elementów do stopni Kuczyñskiej i
odnotowanie kilku dodatkowych etapów diagnostycznych takich jak
pomiar pH treœci pochwowej, wykonanie testu aminowego,
odnotowanie obecnoœci lub braku komórek „ ” , diagnostyka
w kierunku oraz opis morfologii
drobnoustrojów mo¿e byæ przydatny do formu³owania wyniku
bardziej precyzyjnego
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[10, 11]. Dodatkowo daje mo¿liwoœæ ukierunkowania dalszych
badañ i stwarza przes³anki co do dalszego postêpowania
diagnostycznego w danym konkretnym przypadku. Tak¹ formê
oceny biocenozy przedstawiono poni¿ej.
Zasady postêpowania w badaniu biocenozy pochwy (zasady
ogólne):

zg³aszaj¹ca siê na badanie biocenozy
pochwy powinna byæ poinformowana, ¿e badanie takie aby
by³o wiarygodne musi byæ wykonane pod pewnymi
warunkami:

nie nale¿y wykonywaæ badania w trakcie antybiotykoterapii lub
zaraz po jej zakoñczeniu, 48h bez kontaktów seksualnych

(treœæ wydzieliny pochwowej pobraæ w
ja³owym wzierniku, ja³ow¹ ez¹ lub szpatu³k¹ z tylnego
sklepienia pochwy) natychmiast po pobraniu nale¿y opracowaæ:

wykonaæ starannie rozmaz na szkie³ku
podstawowym i zabarwiæ metod¹ Grama

wykonaæ pomiar pH
wykonaæ test aminowy (zapachowy)

Mikroskopowa ocena biocenozy pochwy
Prawid³owo (starannie) wykonany rozmaz i zabarwiony
preparat metod¹ Grama nale¿y ogl¹daæ pod mikroskopem
(imersja). Jest on wskaŸnikiem aktualnej sytuacji
mikrobiologicznej w pochwie, i niekiedy przewy¿sza rutynowe
posiewy treœci pochwowej ,zw³aszcza gdy nie jest mo¿liwe
natychmiastowe opracowanie, i materia³ jest przechowywany
na pod³o¿ach transportowych. Metoda Grama pozwala na
uwidocznienie kszta³tu komórki, uk³adów komórek wzglêdem
siebie, rozró¿nienie bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych,
ponadto pozwala uwidoczniæ grzyby dro¿d¿opodobne i oceniæ
pod wzglêdem iloœciowym drobnoustroje i leukocyty. Obraz
mikroskopowy oraz dodatkowe parametry (pH, test aminowy,
obecnoœæ komórek „ ) pozwalaj¹ zakwalifikowaæ
oceniany materia³ do odpowiedniego stopnia czystoœci
mikrobiologicznej pochwy, a tak¿e pozwala na wstêpn¹
interpretacjê kliniczn¹ wskazuj¹c ewentualne czynniki
etiologiczne [10]. Umo¿liwia równie¿ komentarz
mikrobiologiczny, sugeruj¹c postêpowanie diagnostyczne i
terapeutyczne np. czy w konkretnym przypadku wystarczy
podaæ preparat biologiczny uzupe³niaj¹cy florê fizjologiczn¹
(stopieñ „0”) , lub wykonaæ dodatkowe badania
mikrobiologiczne np. w kierunku obecnoœci

i/lub
.

Niezbêdnym dla wykonania prawid³owej biocenozy pochwy
jest znajomoœæ podzia³u stopni czystoœci pochwy wg
Kuczyñskiej i doœwiadczenie w ocenie preparatów barwionych
metod¹ Grama.

Podstawowym kryterium oceny biocenozy pochwy jest
obecnoœæ lub brak pa³eczek kwasu mlekowego oraz stosunek
iloœciowy innych drobnoustrojów i leukocytów. Podzia³
obejmuje stopnie podstawowe 0 , I , II , III , IV oraz stopnie
poœrednie 0/I, I/II, II/III, III/IV, 0/IV.

Pacjentka

Materia³

·

·
·

clue cels”

Chlamydia
trachomatis Mycoplasma hominis Ureaplasma
urealyticum

STOPNIE CZYSTOŒCI POCHWYwg K. KUCZYÑSKIEJ

PODZIA£ STOPNI CZYSTOŒCI POCHWY

O O O O O

Stopnie czystoœci w stanach fizjologicznych i zapalnych pochwy (wg K.
Kuczyñskiej).

STOPIEÑ CZYSTOŒCI I

STOPIEÑ POŒREDNI I/II

STOPIEÑ CZYSTOŒCI II

STOPIEÑ POŒREDNI II/III

W obrazie mikroskopowym obecne s¹ jedynie pa³eczki kwasu mlekowego.
Brak leukocytów i innych bakterii.

Obok prawid³owych pa³eczek kwasu mlekowego pojawiaj¹ siê
pleomorficzne postacie tych drobnoustrojów i/lub pojedyncze leukocyty.
Innych drobnoustrojów nie stwierdza siê.

Wœród licznie wystêpuj¹cych pa³eczek kwasu mlekowego spostrzega siê
pojedyncze, ró¿ni¹ce siê zasadniczo od pa³eczek kwasu mlekowego bakterie
Gram ujemne i/lub Gram dodatnie. Leukocyty wystêpuj¹ sporadycznie.

Obok du¿ej liczby pa³eczek kwasu mlekowego pojawiaj¹ siê liczne
leukocyty. Wystêpuje mieszana flora bakteryjna. Stosunek mieszanej flory
bakteryjnej do pa³eczek kwasu mlekowego wynosi 1:1.
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[STOPIEÑ CZYSTOŒCI III

STOPIEÑ POŒREDNI III/IV

P

STOPIEÑ CZYSTOŒCI IV

STOPIEÑ POŒREDNI 0/IV

STOPIEÑ CZYSTOŒCI 0

J

STOPIEÑ POŒREDNI 0/I

Pojedyncze pa³eczki kwasu mlekowego. W polu widzenia mikroskopu
widoczna jest obfita mieszana flora bakteryjna i liczne leukocyty lub
leukocytów jest niewiele.

a³eczki kwasu mlekowego wystêpuj¹ sporadycznie, obfita mieszana
flora bakteryjna. Leukocyty liczne lub ich niewiele.

Brak pa³eczek kwasu mlekowego. Ca³e pole widzenia mikroskopu
pokryte jest jednorodn¹ lub mieszan¹ flor¹ bakteryjn¹. Zwraca uwagê
du¿a ró¿norodnoœæ form bakteryjnych. Odczyn leukocytarny znaczny
lub zupe³ny brak leukocytów.

Brak pa³eczek kwasu mlekowego. Niewielka liczba bakterii. Odczyn
leukocytarny znaczny lub zupe³ny brak leukocytów.

est to obraz mikroskopowy bezbakteryjny. Odczyn leukocytarny
znaczny lub brak leukocytów. Zerowy stopieñ czystoœci pochwy
rozpoznajemy u dziewczynek w okresie spokoju hormonalnego, u
kobiet w okresie po³ogu i u kobiet natychmiast po leczeniu stanu
zapalnego pochwy.

W obrazie mikroskopowym widoczne s¹ tylko pojedyncze pa³eczki kwasu
mlekowego. Brak innej flory bakteryjnej. Brak leukocytów.
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