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Zadania i cele diagnostyki mikrobiologicznej
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i makroorganizm, d/ rozwdj immunologii i wprowadzenie
szczepionek.

Uzyskana wiedza w zakresie charakteru drobnoustroju i ich relacji z
organizmem zakagonym ma przeniesienie na p3aszczyzné

praktyczn?, awiéc diagnozowanieileczenie chordb infekcyjnych.

Zadania laboratorium mikrobiologicznego

Zasadniczo diagnostyka mikrobiologiczna polega na izolacji i
identyfikacji zarazka oraz ustaleniu jego wragliwooeci, a czésto
okreceleniu cech chorobotwérczych. 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 cerodowisku
szpitalnym lub pozaszpitalnym pozwala kontrolowase sytuacjé
epidemiologiczn?, prowadziee racjonaln® polityké antybiotykow?,
wpdywase na programy szczepiefi, a w szpitalach jest podstaw!
dzia3ania Komitetdw Kontroli Zaka¢efi SzpitalnydPracownia
mikrobiologiczna rysuje obraz epidemiologiczny szpitala, a wiéc
wskazuje zaréwno ezerwuary drobnoustrojéw - cerodowisko
naturalne (woda, powietrze) personel szpitala, wspé3pacjenci, a
tak¢e Yrod3a zakagefi, ktérymi st chorzy ludzie (pacjenci, personel
szpitala) nosiciele (zdrowi, rekonwalescenci, ska¢one produkty
spo¢ywcze).

Aby diagnostyka mikrobiologiczna by3a prawid®owo wykonywana
laboratorium musi odpowiadasge podstawowym wymaganiom:
odpowiednia kwalifikacja personelu, dostateczna liczba
pomieszczefi i prawid3owa architektura pracowni, standaryzacja
badaf, opracowane procedury, wewnétrzna i zewnétrzna kontrola
jakoceci badafi  wprowadzony system jakoceci, certyfikacja lub
akredytacja.

Przebieg badania mikrobiologicznego

Na pe3ne badanie mikrobiologiczne sk3ada sié:
Decyzjaodoborze prébki

Pobranie materiadu

Wype3nienie skierowania
Przechowywanie i transport prébki
Wykonanie badania

a. lzolacja drobnoustroju

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

c. Oznaczenie wragliwoceci na antybiotyki,
oznaczenie mechanizmu opornoceci, 0znaczanie
minimalnych sté¢ efi hamujicych (MIC)

6. Interpretacja wyniku
7. Konsultacja dotycztca antybiotykoterapii

GHEWODN

Oznaczanie MIC zalecane w cié¢kich zaka¢eniach, w sytuacji
wystépowania wieloopornych szczepéw, W zmianach lekoopornoceci
szczepow mog¢e byse podstaw! wyboru terapii na zasadzie oceny
ilorazu wartoceci breakpoint / MIC jako najprostszego indeksu
PK/PD. Ponadto oznaczanie MIC pozwala prognozowaee
skutecznoceee terapii czyli odpowiedY kliniczn.

Badanie mikrobiologiczne mo¢ e byse badaniem konwencjonalnym to
znaczy wyhodowanie drobnoustroju. Sk3adowe badania to
wykonanie peparatu bezpoceredniego z materiadu, posiew hodowla
drobnoustroju, identyfikacja, oznaczanie opornoceci i mechanizméw
0pornoceci.

Badanie konwencjonalne jest na 0g63® d3ugie zaleisne od czasu
wzrostu drobnoustroju. Wag¢ ne jest aby laboratorium dysponowa3o
testami, podio¢ami i sprzétem przyspieszajicym wydanie wyniku.
Najprostsz! metod! przyspieszajict wstépne rozpoznanie zarazka
jest preparat bezpoceredni z hodowli. Dla przyspieszenia wzrostu i
identyfikacji szczepow przydatne st pod3o¢,ard¢ nicujice i wybidrcze
jak Chrom ID MRSA, Chrom ID Strepto B, Candida ID2.
Zastosowanie testéw komercyjnych dla oznaczania cech
fenotypowych to takie metoda skrécenia czasu badania. Bardzo
cenne w diagnostyce st E-testy dla oznaczania MIC dla szczepéw z
hodowli, a tak¢se E-testy przystosowane do badania wragliwooeci
szczepu bezpocerednio z materia3éw od chorego.

Automatyczne, monitorujice systemy hodowli do posiewéw krwi,
p3ynéw ustrojowych, materia36w w kierunku pritkéw (BACTEC,
BactAlert) wydatnie skracaj' czas hodowli i poprawiajt wyniki.
Automatyzacja identyfikacji bakterii i oznaczania opooaci
(VITEK, PHENIX) obok przyspieszenia badania unifikuje wyniki.
Zastosowanie systemu informatycznego to zestaw korzyceci dla
rejestrowania badaniaitworzenia bazy danych.

Szybkie badanie mikrobiologiczne bez wyhodowania czynnika

etiologicznego mog e polegaee na:

1.  Wykrywaniu antygenuw ykrywaniu przeciwcia® w surowicy
chorego, s3u¢! temu metody aglutynacyjne,
immunoenzymatyczne, immunofluorescencyjne

2. Wykrywanie produktdw metabolizmu lub sk3adowych ceciany
komarkowej

3. Wykrywanie kwaséw nukleinowych, oznaczanie
specyficznego genu siu¢yse moge do identyfikacji szczepu, a
tak¢e oznaczeniu opornoce@echniki, ktére znalaz3dy
zastosowanie w badaniach molekularnych to sondy DNA, PCR
(RT-PCR), LTR, bDNA, sekwencjonowaniggniskowanie
izoelektryczne.

Nowoczesne metody genetyczeé takée wykorzystywane w
dochodzeniach epidemiologicznych, ktorych podstaw! jest
poréwnywanie odcinkéw kwaséw nukleinowych i okrecelanie
pokrewiefistw drobnoustrojow. Najbardziej popularnymi
metodami to badanie polimorfizmu d3ugoceci fragmentéw
restrykcyjnych (RFLP) ijej odmiana elektroforeza w zmiennym
polu elektrycznym (PFGE), metoda losowej amplifikaciji
polimorficznych fragmentow DNA (RAPD), MLST,
sekwencjonowanie kw. nukleinowych, metoda micro-chipéw.
Technologia mikromacierzy DNA wraz z pozyskiwaniem
pe3nych sekwencji genoméw poszczegollnych gatunkéw
bakterii znajduje coraz szersze zastosowanie w ré¢inych
dziasach mikrobiologii. Z klinicznego punktu widzenia
mikromacierze maj' zastosowanie do:

Okrecelenia i wykrywania czynnikéw wirulencji
patogenow,

Badania profilu ekspresji genéw bakteryjnych pod
wpdywem antybiotykOw, inhibitoréw czy substanciji
toksycznych

Badania odpowiedzi immunologicznej gospodarza na
patogen

Badania ekspresji genow bakteryjnych i ekspresji genéw
komarki eukariotycznejw czasie infekciji.

Dla oceny znaczenia i wykorzystania diagnostyki

mikrobiologicznejw lecznictwie wag¢ ne jest obok poziomu

laboratoriow i jakoceci wykonywanych badafi iloceae
wykonywanych badafi diagnostycznych w stosunku do
zachorowari i potrzeb epidemiologicznych.

Diagnostyka mikrobiologicznaw Polsce

Analiza dostépnych danych uzyskiwanych przez Zespé3
Specjalistow, z programu OPTY prowadzonego przez Zak3ad
Profilaktyki Zaka¢efi Szpitalnych NIL, a tak¢e czynnej rejestracii
zaka¢efi szpitalnych prowadzonej przez Towarzystwo Zakagefi
Szpitalnych wskazuje, ¢e liczba wykonywanych badaf
mikrobiologicznych w Polsce jest 3-5 razy mniejsza ni¢, w takich
krajach Europy jak Holandia, Niemcy. Z analiz przygotowanych
przez sieee EARSS wynika, ¢e najwiéksze rd¢nice notuje sié w
przypadku posiewdw krwi, ktérych liczba w Polsce jest 5-6 krotnie
ni¢,szani¢, np. w Szwecji.Liczba badaf mikrobiologicznych nie mog¢ e
byse standaryzowana, chocia;, Ewiatowa Organizacja Zdrowia
probowada ustalise taki standard i zaproponowala jako normé
przyjécie 25 badafi /36¢ ko /rok. Dug¢ e zré¢ nicowanie zakag efi, ro¢ny
przebieg infekcji, ro¢ nie zorganizowane oddziady szpitalne generuj*
zro¢ nicowant liczbé badanych probek. Wydaje sié, ¢, e wprowadzenie
prawid3owych procedur, w diagnozowaniu i leczeniu chorob
infekcyjnych lub w podejrzanych o infekcyjne, i przestrzeganie tych
procedur wyznaczy wykonywanie potrzebnej liczby
mikrobiologicznych badafi diagnostycznych.
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Corynebacterium diphtheriaevcit¢, groYne

Wag¢ne jest tak¢e aby Narodowy Fundusz Zdrowia kontrolowas3
przestrzeganie procedur odnocenie diagnostyki i aby by3y one
refundowane. Bardzo niepokojicym zjawiskiem w Polsce jest
spadek, siégajlcy nawet 50%, liczby diagnostycznych badaf
mikrobiologicznych w ostatnich trzech latach. Zjawisko to
tBumaczone jest brakiem pieniédzy w S3u¢ bie Zdrowia lub brakiem
dostépu do laboratorium. Drugim szkodliwym kierunkiem dla
mikrobiologii klinicznej jest wyprzedawanie przez szpéta
laboratoriéw, laboratoria te dzia3aj! niezale¢ nie, ,na odlegocez”, z
nastawieniem merkantylnym i czésto nie spe3niajicych zasad dobrej
diagnostyki i nie wspd3pracujt z Komitetami Kontroli Zakag efi
Szpitalnych.Sytuacja taka prowadzi do b3édnej, niepotrzebnej
antybiotykoterapii, wzrostu liczby szczepow wieloopochy
szczepow opornych o specyficznych cechach chorobotwércgich (
difficile, PVL, Staph. aureysoporne na penicyliné pneumokoki).
Zdrowiu sposeczefistwa zagra¢ajt infekcje niebezpiecinym
wirusami, nowymi gatunkami grzybow, paso¢ytami w Polsce
nieznanymi (efekt przemieszczania sié ludzi). Wa¢nym problemem
jest koniecznoceae realizacji zado¢efi powsta’ego Europejskiego
Centrum Kontroli Zaka¢ efi ECDC, ktérego celem jest wprowadzenie
w pafistwach Unii nadzoru epidemiologicznego opartego o sieze
laboratoriéw referencyjnych i prawid2owo rozwiniétej mikrobiologii
klinicznej.

Nadzorem epidemiologicznym w Polsce zajmuje sié G36wny
Inspektorat Sanitarny, cz&oceciowo Pafistwowy Instytut Zdrowia
Publicznego. Ocerodkiem referencyjnym skupiajlicym diagnostyké i
rejestracjé zakag¢efl inwazyjnych wywo3anybhmeningitidis,
Str.pneumonuae, H.influenzgst Zak3ad Mikrobiologii linicznej i
Epidemiologii Pafistwowego Instytutu Lekéw. Ocerodek ten prowadzi
tak¢e programy badafi i rejestracji opornoceci wybranych grup
szczepOw na antybiotyki. Rejestracja zaka¢efi chorobotwdrczych
drobnoustrojéw i opornoceci, aby by3a rzetelna musi opierage sié na
dobrze zorganizowanej i wykonywanej diagnostyce
mikrobiologicznej. Aby to zapewniae, w Polsce, nale;y rozbudowase
sieae du¢ ych wieloprofilowych laboratoriéw np. wojewddzkich oraz
ustanowise wystarczaj'ct liczbé Laboratoriow referencyjnych z
pracowniami 0 najwy¢szym poziomie bezpieczefistwa (Biohazard
V).
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Corynebacterium diphtheriaemaczugowiec b3onicy jest
Gram dodatni! pa3eczk!, czésto o maczugowato zgrubiadych

biegunach, uk3adaj'c! sié w preparatach mikroskopowych w postaci
pismaklinowego i palisad. Weerdd szczepow C. diphtheriae wyrd¢ nia
sié szczepy toksynotworcze, tj. szczepy wytwarzajice egzotoksyné
b3onicz?, oraz szczepy nietoksynotwércze. Szczepy toksynotworcze
stanowit czynnik etiologiczny b2onicy cié¢kiej choroby zakaYne;.
Oprocz C. diphtheriae b2onicé mog' powodowaege rownie¢,
toksynotéwrcze szczepy C. ulcerans. Izolowano tak¢e szczepy C.
pseudotuberculosis wytwarzajice egzotoksyné b3onicz?.
Zachorowania powodowane przez C. ulcerans odnotowano ostatnio
w Wielkiej Brytanii, Francji, Niemczech, Kanadzie, USA i Japonii.
B3onica w znacznej liczbie przypadkéw wcit¢, wystépuje w krajach
Europy Wschodniej, Azji i niektérych rejonach Afryki, skid
nastépuj! zawleczenia do krajow Europy Zachodniej oraz krajow
skandynawskich.

Corynebacterium diphtheriae jest odpowiedzialny za wywo3ywanie
ostrej choroby zakaYnej, ktorej objawy zale¢ne st od wydzielanej
egzotoksyny i wywo3anych przez nit zmian w miégeniu sercowym i
uk3adzie nerwowym oraz martwiczych zmian miejscowych. Oprocz
podstawowej postaci, ktér! jest bionica gérnych drog oddechowych
tj. gard3a i krtani mo¢, e tak¢ e wystpise b3onica nosa, skory, oka, ucha,
pépka oraz narzdéw p3ciowych.

Nietoksynotwoércze szczepyC. diphtheriae mog?!
wywodywage zapalenie gardia. Jednak¢e w ostatnich latach coraz
czéceciej odnotowywane st takée i w naszym kraju zaka¢enia
inwazyjne wywo3ane przez tego typu szcz€pgiphtheriae

Monitorowaniem zaka¢efi wywo3ywanych przez
toksynotworcze i nietoksynotworcze szcze@y diphtheriae Q.
ulceransna terenie Europy zajmuje sié utworzona w 2006 roku sieze
DIPNET (Diphtheria Surveillance Network), w ktérej sk3ad wchodz!
przedstawiciele wszystkich krajow nale¢cych do Unii Europejskiej
oraz kraje z nimi zwilzane, w szczegodlnoceci pafistwa by3ego
Zwilzku Radzieckiego. Polské reprezentuje w tej sieci Narodowy
Instytut Zdrowia Publicznego- Pafistwowy Zak3ad Higieny.

Diagnostyka
Diphtheriae

Laboratoryjna diagnostyka zakag¢ efi wywo3anych przez
C. diphtheriae opiera sié na stwierdzeniu obecnoceci tych
drobnoustrojéw w preparatach bezpocerednich i/lub wyhodowanych
na odpowiednich pod3o¢ach namnag¢ajicych i wybidrczo -
ro¢nicujicych oraz na wykazaniu ich toksynotwdrczoceci.
Materia3em do badafi od ludzi chorych st: naloty z migda3kéw,
podniebienia, wydzielina z chorobowo zmienionych celuzéwek
gardzieli i nosa, wydzielina z owrzodzefi spojéwek oka, przewodow
usznych, ranitp.

Wartoeae diagnostyczna preparatow bezpocerednich
barwionych metod! Grama, Neissera i Giemzy jest ograniczona ze
wzglédu na zmiennocese morfologii maczugowca i wystépowanie
nietypowych morfologicznie cech tego drobnoustroju. Do posiewu
badanego materia3u i hodowli maczugowcow b3onicy najczéceciej
stosowanymi pod3o¢ami st: pod3o¢,e namnagajice agar Columbia z
krwit lub rzadziej, ze wzglédu na trudn! dostépnoceae, podio¢e
Loefflera oraz pod3oia wybidrczo-ro¢nicujice takie jak agar
tellurynowy z krwit (pod3o¢,e Hoyle'a lub podio¢ e Clauberga) oraz
agar Tinsdale'a (réwnie¢, zawierajlcy telluryn potasu). Dodatek
tellurynu potasu w pod3o¢u hamuje wzrost flory towarzyszicej w
przypadku materia®6w pochodzlcych z miejsc normalnie
niejatowych. Pod3o¢a Hoyle'a i Clauberga pozwalaj® na
zaobserwowanie ré¢ nic w morfologii kolonii zwitzanej z biotypem
szczepu C. diphtheriae. Natomiast pod3o¢se Tinsdale'a
wykorzystywane jest do wykrywania cystynazy. Szczepy
Corynebacteriumnale¢iice do gatunkéw potencjalnie
toksynotworczych €. diphtheriae, C. ulcerans i C.
pseudotuberculosis wytwarzajt ten enzym. Rosn®' w postaci
brizowoczarnych kolonii otoczonych brizowym halo.

Zaleca sié, aby pobrany do badafi materia® by3
posiewany réwnolegle na agar Columbia z krwit, agar tellurynowy
oraz agar Tinsdale'a. Hodowle inkubuje sié w warunkach tlenowych
w temperaturze 37°C- posiewy na pod3o¢ u Columbia z krwit przez
18-24 h, posiewy na pod3o¢ ach wybidrczo-ré¢ nicujicych przez 24 -
48 h. Podejrzane kolonie przesiewa sié na wszystkie trzy pod3o¢a, a
po namno¢eniu wykonuje testy biochemiczne umogliwiajice
identyfikacjé do gatunku

Podstawowy zestaw testow biochemicznych

zaka¢gel wywo3anych przez C.
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umoyg liwiajtcych identyfikacjé potencjalnie patogennych szczepow
Corynebacterium spbejmuje:

- wytwarzanie cystynazy, pyrazynamidazy, ureazy ikatalazy
-fermentacjé glukozy, maltozy, sacharozy i skrobii

-redukcjé azotanow

Na polskim rynku dostépne s! ré¢nego rodzaju testy komercyjne
przeznaczone do identyfikacji drobnoustrojéw z rodzaju
CorynebacteriumPe3nt identyfikacjé do gatunku zapewniaj! testy
ApiCoryne oraz niektére automatyczne zestawy firmy BioMerieux.
Do badafi skriningowych majt zastosowanie testy Coryne-ID firmy
MAST Diagnostica. Zestaw zawiera trzy testy biochemiczne
pozwalajice na wykrycie cystynazy, pyrazynamidazy i ureazy, co
pozwala stwierdziee czy badany szc@epynebacterium sp.  nale¢sy
do gatunku potencjalnie toksynotwdérczego.

Mo¢liwe jest réwnie¢ wykorzystanie tabletek
diagnostycznych firmy Rosco Diagnostica. Obecnie dostépne st
tabletki umoyg liwiajice wykrycie pyrazynamidazy, ureazy, redukciji
azotanow oraz fermentacji glukozy, maltozy i sacharozy. Testy firmy
MAST Diagnostica i Rosco Diagnostica umog liwiajt odczyt wyniku
po 4 h inkubacji, przy zastosowaniu odpowiednio géstej zawiesiny
bakteryjne;j.

Je¢eli zidentyfikowany szczep nale¢gy do gatunku
potencjalnie toksynotwoérczegdC( diphtheriae, C. ulcerans, C.
pseudotuberculos)s konieczne jest wykonanie testu
toksynotworczoceci. Obecnie nie zaleca sié wykonywania testow na
zwierzétach. Woerdd testéim vitro zalecanych w rutynowej
diagnostyce wymienige nalegy tradycyjny i zmodyfikowany test
Eleka oraz metodé paskéw immunochromatograficznych. Niestety
paski takie nie st dostépne na naszym rynku. Test Eleka wykonuje sié
na agarze Eleka z surowic® nowonarodzonego cielécia. W
tradycyjnym tececie badane szczepy posiewa sié réwnolegymi
liniami na p3ytce Petriego z pod3o¢,em, a nastépnie prostopadle do
linii posiewu nak3ada sié pasek bibudy nas!czonej antytoksyn?!
b3oniczt. W tececie zmodyfikowanym na cerodku piytki Petriego z
pod3os,em uk3ada sié krigek z antytoksyn! b3onicz! a woko?
punktowo nanosi sié masé bakteryjnt badanych szczepéw. P3ytki z
posiewami inkubuje sié w temperaturze 37°C w warunkach
tlenowych. Wynik odczytuje sié w tececie tradycyjnym po 24, 48172
h, natomiast w tececie zmodyfikowanym po 18, 24 i 48 h. Wynikiem
dodatnim st linie precypitacyjne tworzlce sié na skutek reakcji
antygenu jakim jest egzotoksyna b3onicza z przeciwciadami
obecnymiw antytoksynie b2oniczej.

Mogliwe jest réwniei wykrywanie obecnoceci genu
egzotoksyny bioniczejprzy u¢ yciu techniki PCR. Wynik uzyskuje sié
w citgu kilku godzin, jednak¢,e musi on byae potwierdzany testem
fenotypowym.

Obecnie identyfikacja szczepédw z rodzaju
Corynebacteriumwraz z oznaczeniem toksynotworczoceci
wykonywana jest nieodplatnie w Zak3adzie Bakteriologii
Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego Pafistwowego Zak3adu
Higieny wWarszawie.

Podsumowanie

Pomimo, i¢, ostatni pojedynczy przypadek b3onicy w
naszym kraju odnotowano w 2000 roku, szczépydiphtheriae
wcil¢, stanowil zagro¢enie. W ostatnich latach coraz czéceciej
nietoksynotworcze izolaty tego drobnoustroju st hodowane z probek
krwi lub wymazow z ran. Wskazuije to z jednej strony na skutecznoceee
prowadzonych szczepiefi przeciwb3oniczych. Z drugiej pokazuije, ¢e
szczepy tego gatunku wcit¢ krigtw populacii.

Nieograniczona migracja ludnoceci mog¢e réwnieg,
prowadziee do zawleczenia na teren Polski toksynotwdrczych
szczepowC. diphtheriae. Ostatnio odnotowane przypadki b3onicy
wystipily w Londynie (Wielka Brytania) w kwietniu oraz w Oslo
(Norwegia) w maju tego roku zawleczone w pierwszym przypadku
prawdopodobnie z Afryki, aw drugim z £otwy.
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Ch3oniaki z2oceliws® nowotworami wywodzlcymi sié z
komarek linii limfoidalnej, ktérych diagnostyka poczynita duée
postépy w zwilzku z rozwojem immunofenotypowania,
pozwalajicego na ustalenie na jakim poziomie dojrzewania i
ré¢ nicowania tych komoérek dochodzi do proliferacji nowotworowe;j.
Dotychczasowe klasyfikacje (kilkanacecie na przestrzeni ostatnich 40
lat), by3y oparte o ro¢ne, wybrane cechy budowy histologicznej,
cytologicznej oraz cechy z3oceliwoceci danych nowotworéw. Od kilku
lat obowi'zuje klasyfikacja REAL/WHO, a ostatecznie klasyfikacja
WHO, uwzglédniajica cechy kliniczne, histopatologiczne,
cytomorfologiczne, cytochemiczne, immunofenotypowe zora
cytogenetyczne rozrostu nowotworowego. Tak wiéc w kontekoecie
poprzednich klasyfikacji jest ona prawie doskona3a. Mimo ig¢
diagnostyka ch3oniakéow z3oceliwych jest g3éwnie domen?
klinicystow i anatomopatologéw, diagnoceci laboratoryjni st czésto
pierwszymi osobami zwracajtcymi uwagé na patologié w zakresie
tego uk3adu. Dotyczy to biataczek naleilcych do zespo3ow
limfoproliferacyjnych oraz ch3oniakéw z bia3aczkowym obrazem
krwi, ktory jest charakterystyczny dla niektorych rozrostéw tego
typu, jak réwnie¢, zmian w obrazie szpiku w przypadku uogélnienia
choroby i naciekania nowotworowego szpiku kostnego. Wag¢ ne dla
diagnostow laboratoryjnych st nowotwory z du¢,ych limfocytow B w
chioniakach pierwotnie wysiékowych ( primary effusion lymphoma-
PEL), w ktérych nowotworowe limfocyty wystépujt wy3lcznie w
p3ynie pobieranym do badafi diagnostycznych z jam cia3a.

Ch3oniaki zloceliwe dzieli sié na chioniaki ziarnicze
(ziarnica zloceliwa= Hodgkin lymphoma ), stanowilce 30%

i ch3oniaki nieziarnicze (non Hodgkin lymphoma), stanowitce 70 %
ch3oniakow z3oceliwych. Proporcje te ulegaj' zmianie na przestrzeni
lat.

Podstaw! rozpoznania ch3oniakéow z3oceliwych jest badanie
histopatologiczne powiékszonego, pobranego w ca3oceci wéz3a
chionnego. Stadium zaawansowania klinicznego choroby zale¢y od
stopnia zajétych wéz3éw i narztdéw. Jako stadium | okrecela sié
zmiany w jednej grupie wéz3éw ch3onnych, stadium II- to zajécie
conajmniej 2 grup wéz30w po tej samej stronie przepony, lll-zajécie
wéz36w po obu stronach przepony, V- zajécie narztdow jak szpik i
witroba. Niekiedy zmiany nowotworowe mog! obejmowase
pierwotnie narzid pozalimfatyczny, wowczas nieco inna jest
klasyfikacja kliniczna choroby. Do objawéw ogoélnych choroby (B)
zalicza sié gortczké, poty nocne, spadek wagi cia®a >10% w czasie 6
miesiécy. Chorzy bez tych objawéw nale¢! do korzystniejszego
stadiumklinicznegoA.

Ustalenie stadium klinicznego choroby nastépuje w
oparciu o badanie fizyczne chorego, rtg klatki piersiowej, usg jamy
brzusznej, tomografii komputerowej lub rezonansu magnetycznego
(w zale¢noceci od wskazaf), badanie szpiku kostnego. W ocenie
zaawansowania zmian nowotworowych przydatn! metod! jest
pozytronowatomografia emisyjna (PET) z zastosowaniem 18 fluoro-
2-deoksyglukozy (FDG). W3aceciwoceee, ¢e wiele komorek
nowotworowych metabolizuje glukozé intensywniej ni¢, komorki
zdrowe, wykorzystuje metoda badania FDG- PET. S3u¢sy ona do
diagnostyki ch3oniakéw ziarniczych i nieziarniczych, zaréwno w
celu okrecelenia rozleg3oceci zmian na poczitku choroby, jak
okrecelenia ca3kowitej remisji ( CR) i ewentualnej wznowy procesu
chorobowego. CR to caskowite ust!pienie zmian wéz3owych,
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narztdowychiogélnych choroby.

Ziarnica z3oceliwa ( Ch2oniak Hodgkina, choroba
Hodgkina, 3ac.Lymphogranulomatosis maligna, arfpdgkin
lymphoma)

Jest nowotworem uk3adu chionnego charakteryzujlicym
sié powiékszeniem wéz36w chionnych z obecnocecit w nich dug¢ych,
patologicznych komorek Reed- Sternberg'a( R-S- o fenotypie CD 30
i CD 15, bez ekspresji CD 45) i komdrek Hodgkina (H), ktére st
prekursorami komérek R-S.

Zachorowalnoceae wynosi 2-3 przyp. na 100000 mieszkaficéw na rok.
Wystépuje zaréwno u dzieci w wieku 5-15 | jak u doros3ych

0 szczycie zachorowafi 20-35 | i po 50 r. ¢ycia, nieco czéceciej u
mé¢ czyzn.

Objawy kliniczne to powiékszenie wéz36w ch3onnych,
naciekanie cerddpiersia, celedziony, witroby. Zmiany szerz! sié
drogami ch3onnymi. W zaawansowanych przypadkach do objawéw
ogolnych podobnych jak w innych ch3oniakach dochodzi cewitd
skory ( nasilajicy sié po alkoholu) i zwilzane z nim zmiany skérne
- przeczosy (czasem leczone bezskutecznie przez dermatologa).
Podstaw! rozpoznania jest badanie hist-pat. wéz3a ch3onnego.

Badania laboratoryjne w ziarnicy
z30celiwej.Charakterystyczn! cech! aktywnego procesu
chorobowego jest przyspieszony odczyn Biernackiego(@B).
zaawansowanych postaciach choroby wystépuje niedokrwistooese
normocytowa i normochromiczna, rzadko niedokrwistoceae
autoimmunohemolityczna z dodatnim testem antyglobulinowym.
Liczba krwinek bia3ych jest nieznacznie podwy¢szona,
z granulocytoz! obojétnoch3onn?, eozynofilit wzglédn?

i bezwzglédn?, limfopenit, W zaawansowanych postaciach
stwierdza sié wzrost odsetka monocytow, leukopenié,
masop3ytkowoceae(wynik hipersplenizmu lub nacieczenia szpiku).
Wystépowanie w mielogramie komorek Sternberga- Reed w biops;ji
lub trepanobiopsji wskazuje na zajécie szpiku procesem
chorobowym i1V okres kliniczny choroby.

Ponadto stwierdza sié obni¢ enie caskowitej zdolnoceci witzania Fe i
sté¢ enia Fe transferyny

Wystépujt zmiany w biaskach surowicy: obni¢ enie sté¢ enia albumin,
zwiékszenie stésenia A &  globulin. Charakterystyczny jest
wzrost sté¢ enia haptoglobiny ( do 300 mg%), co sprawia, ¢e mimo
wspadsistnienia procesu hemolitycznego stéienie Hp moge byae
prawid3owe. Mo¢e wystépowase hyperkalcemia, w niektorych
przypadkach biatkomocz. W zaawansowanej chorobie dochodzi do
upoceledzenia odpornoceci komorkowej.

Nieziarnicze chioniaki z3oceliwe (non Hodgkin lymphoma: nHLy)

Powstaj' w wyniku nowotworowego, klonalnego rozrostu
komarek linii limfoidalnej na ré¢nych stadiach zro¢nicowania
limfocytéw B, limfocytow T lub komdrek naturalnej
cytotoksycznoceci ( NK). Ch3oniaki z limfocytow B stanowi! 86%
chloniakéw z3oceliwych, z limfocytow T- 12%, z komoérek NK- 2%.
Czéstoceee wystépowania dotyczy 2-18przyp/100000 mé¢,czyznil-11
przyp./100000 kobiet, w 2,3 oraz 6i 7 dekadzie ¢ ycia.

Zmiany nowotworowe s! zlokalizowane w wéz3ach chionnych,
pozawéziowej tkance limfatycznej ( np. przewodu pokarmowego,
uk3adu oddechowego), mog! wystépowaae a priori w narztdzie poza
limfatycznym np. tarczycy, centralnym uk3adzie nerwowym i
innych.

Tabela 1. Klasyfikacja WHO ch3oniakéw nieziarniczych

Lokalizacja w wtrobie oraz w szpiku kostnym przemawiaj' za
uogolnieniem choroby.

W odré¢ nieniu od choroby Hodgina, gdzie zmiany szerz? sié drog*
naczyfi limfatycznych wnHLy szerz? sié drog* hematogenn?, co daje
zmiany w odleg3ych wéz3ach lub narzidach.

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

Przewlek3e bia3aczki nale¢ 'ce do zespo3ow
limfoproliferacyjnych

Przewlek3e bia3aczki limfocytowe najczéceciej pochodz?
Z limfocytow B -90% bia3aczek. Nale¢ ! do nich:
Przewlek3e biasaczki limfocytowe (chronic lymphocytic
leukaemia CLL)
Bia3aczki limfocytowe/prolimfocytowe CLL/PLL
Bia3aczki prolimfocytowe (B cell prolymphocytic
leukemia: B-PLL)
W3ochatokomérkowa bia3aczka ( hairy cell leukaemia-
HCL)
Zespody leukaemia/lymphoma (Lc/Ly)
Z limfocytow T wywodzi sié 10% bialaczek:
Biaaczka limfocytowa T (T- CLL)
Bia3aczka prolimfocytowa T ( T- PLL)
Bia3aczka z limfocytéw ziarnistych (large granular
lymphocytic leukaemia (LGL): podtyp z komorek T(T-
LGL) i komoérek NK (NK-LGL)
Ch3oniak/ biataczka T komorkowa dorosdych (adult T-
cell leukemia/lymphoma: ATLL)
Zespo6® Sezarego ( Sézary syndrome:SS)

Ch2oniaki z3oceliwe z limfocytow B

Przewlek3a bia%aczka limfocytowa (chronic lymphocytic
leukemia: CLL).

Najczéstsza w Europie Zachodniej spocerdd bia3aczek i
najwczeceniej opisana w znaczeniu historycznym, jest chorob?*
zwilzan! z nagromadzeniem limfocytéw B w fazie GO/G1 cyklu
komérkowego, co zwilzane jest ze zwiékszon! ekspresj! anty-
apoptotycznej onkoproteiny bcl-2 W odré¢nieniu od innych
nowotworéw postépowanie terapeutyczne polega na wdra¢aniu
leczenia dopiero przy okrecelonych wskazaniach. Bardzo czésto
zostaje rozpoznana laboratoryjnie w czasie badafi kontrolnych
morfologii krwi, jeszcze przed wystipieniem powiékszenia wéz3ow
ch3onnych, gdy limfocytoza bezwzglédna wynosi >10G/I, lub
wczeceniej gdy we krwi obwodowej stwierdza sié >5G/I limfocytow o
fenotypie typowym dla CLL, przy obecnoceci w szpiku co najmniej
30% limfocytow. Szpik wykazuje redukcjé erytropoezy w
czasie trwania choroby; przy wsp@3istnieniu anemii
autoimmunohemolitycznej erytropoeza mog¢e byae prawid3owa lub
zwiékszonaiwowczas przyjmuije sié, ¢,e limfocyty winny stanowiae >
50% innych komérek ni¢, erytroblasty. W przypadku redukcji uk3adu
erytroblastycznego dochodzi do makrocytarnej niedokrwistoceci z
retykulocytopeni?, zwiékszeniem sté¢enia Fe w surowicy wtérn?
niedokrwistocecit czysto czerwonokrwinkow! ( PRCA), co wia¢ e sié
ze z3! prognoz!. Uk3ad granulocytowy o prawid3owych
morfologicznie komérkach jest w znacznie zmniejszonym odsetku,
najczéceciej réwnie¢, dochodzi do redukcji megakariocytow.

W CLL limfocyty stanowit >90% komoérek jednojtdrzastych,
prolimfocyty i limfoblasty nie przekraczajt 10%. Limfocyty s ma3e,
okrigle, o zbitej chromatynie j‘dra bez widocznych jiderek,
otoczone wiskim ( lub niewidocznym) ribkiem niebieskiej
cytoplazmy. Oprocz ma3ych limfocytéw w niektérych przypadkach
wystépujt duze limfocyty o chromatynie mniej zbitej (podobne do
odczynowych limfocytéw), co wilie si€ z gorsz! prognozi.
W obrazie krwi mog? zdarzyee sié komorki z tréjp3atowym jdrem,
zawierajice ziarnistooeci - st to limfocyty T w przesz3oceci zwane
komaérkami Rieder'a. Charakterystyczne st wystépujice w obrazie
mikroskopowym cienie rozpad3ych komérek (cienie Gumprechta).

W trepanobiops;ji stwierdza sié 4 formy naciekania szpiku:
guzkowe, cer6dmit;, szowe, mieszane i rozlane.
Immunofenotypowo stwierdza sié w B CLL klonalny rozrost
limfocytéw B o fenotypie CD5CD19+ lub CD5CD23+,
CD 79a+, CD43+, ktore wykazujt obecnoaeae powierzchniowych
lglgMIubigMilgD
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Met. FISH stwierdziee mo¢na nieprawid3owoceci chromosoméw
11,12,13,17 pary.
Kliniczne zaawansowanie zmian chorobowych okrecela sié
odmiennie od innych chioniakéw na 5 okreséw wg. Rai'a i wsp.:
Okres 0: limfocytoza we krwi obwodowej>=5G/I, w
szpiku limfocytoza <40%
I: limfocytoza + powiékszenie wéz36w
ch3onnych
Il:limfocytoza + powiékszenie celedziony
III: limfocytoza + niedokrwistoceae( Hb <10g%,
inni <119%)
IV: limfocytoza + masopytkowoaeae ( <100 G/I)
Lub wg Binneta na okres
A- w ktérym stwierdza sié <3 grupy powiékszonych
wéz30w ch3onnych
B- z3 3 grupami wéz36w ch3onnych
C-z niedokrwistocecit <10g% Hb i/lub ma3op3ytkowocecit
<100G/I
W chorobie tej dochodzi do wtérnego  zespo3u niedoboru
przeciwcia3, cechujlcego sié zwiékszon! podatnocecit na infekcje i
jest nastépstwem gorszej produkcji prawid3*owych immunoglobulin.
W badaniach laboratoryjnych stwierdza sié: obni¢enie sté¢enia
dglobulin, obni¢ enie sté¢ enia podstawowych klas immunoglobulin.
Oko®0 1/3 przypadkéw mog¢ e ulec transformaciji, przy czym czéstsza
jest transformacja prolimfocytowa (10-20% przypadkéw).
Natomiast 3,5% przypadkow transformuje w tzw. zesp6? Richtera-
choniaka immunoblastycznego o wysokim stopniu z3oceliwoceci, w
ktorym komorki blastyczne naciekajt wéz3y ch3onne, narztdy bidY
choroba ma postaae biadaczkow!. Nastépuje utrata antygenu CD5, na
komarkach pozostajt powierzchniowe immunoglobuliny i lekkie
3aficuchy. Bardzo rzadko ( 1-2% przypadkéw) koficzy sié ostrt
bia%aczka limfoblastyczn?, z obecnoceci! madych limfoblastéw, z nie
wciétym jtdrem.
Przewlek3a biasaczka limfocytowa/prolimfocytowa
(CLL/PLL)
Jestbardziej agresywnt postacit choroby.
Ta mieszana postaae charakteryzuje sié polimorfizmem komoérkowym
z obecnoceci! madych limfocytéw oraz 10-55% ceredniej wielkoceci
komorek- prolifocytéw, posiadajicych charakterystyczne 1 j'derko
w cerodku jidra i du¢ych limfoblastéw( najczéceciej z 2 jaderkami).
Prolimfocyty s mniej charakterystyczne ni¢, prolimfocyty w PLL-
majt mniejwyraYne jtderkoird¢ ntiloceze cytoplazmy.
B komdérkowa przewlek3a bia3aczka prolimfocytowa
( B- cell prolymphocytic leukemia: PLL)
Jest rzadk! chorob?, stanowi bowiem 1% przewlek3ych bia3aczek
limfocytowych, przebiega z szybko zwiékszajac! sié leukocytoz?,
powy¢ej 100G/, z najczéceciej towarzyszic' niedokrwistocecit
i madoplytkowoscit. We krwi obwodowej stwierdza sié > 55%
prolimfocytéw, komorek ceredniej wielkoceci ( zwykle cerednicy 2
limfocytéw) z okrigym j'drem o umiarkowanie zbitej chromatynie
i po3o¢sonym centralnie wydatnym, pécherzykowatym jiderkiem,
s3abo zasadoch3onn! cytoplazm? na obwodzie komérek.
Cytochemicznie : wystépuje s3abo dodatnia aktywnoceze
ANAE i s3aba aktywnooeee kwacenej fosfatazy.
Immunofenotypowo komérki st:  CD19+,CD20+, CD22+,
CD79a+, CD79b+, u 1/30s6b wystépuje CD5+, natomiast antygen
CD23 nie jest obecny.
Biasaczka w3ochatokomérkowa ( Hairy cell leukemia: HCL)
Stanowi 2% bia3aczek limfocytowych, we krwi obwodowej
towarzyszy jej leukopenia, czasem pancytopenia. Klinicznie w jej
przebiegu wystépuje sk3onnoceze do standéw zapalnych ¢y? koficzyn
dolnych. Cech! charakterystyczn! jest wystépowanie we krwi
obwodowej ( najczéceciej do 20%) i w szpiku komérek wiochatych-
wiékszych od limfocytu, z okrig3ym lub owalnym jtdrem, jasn®
obfitt cytoplazm?! z wypustkami. Szpik wykazuje ro¢ny odsetek
komarek w3ochatych, wystépujicych od poczitku choroby, mo¢e
byse ubogo komdrkowy, zws3dkniady, w po3owie przypadkéw nie
udaje sié go pobraze drog! biopsji aspiracyjnej. Rozstrzygajice
znaczenie matypowy obraz wtrepanobiopsji .
Limfocyty w3ochate st limfocytami B o fenotypie CD19+,
CD22+, CD25+, CD79a+,( nie CD79b), CD103+,CD11c+, FMC7+.
Komérki w3ochate wykazujt obecnoceae fosfatazy kwacenej
opornej na winian ( TRAP).
Nie opisano typowych dla HCL aberacji chromosomalnych.

Bia3aczka w3ochatokomérkowa-wariant ( Hairy cell

leukemia wariant: HCLv)

Jest rzadk! chorob!, w ktérej wystépujt komodrki w3ochate
przypominajtce prolimfocyty, z pojedynczym jiderkiem w cerodku
jtdra.

Cytoplazma jest bardziej obfita ni¢, w HCL i bardziej zasadoch3onna,
z wypustkami.

Leukocytoza w odrd¢nieniu od klasycznej postaci HCL
Jest podwy¢szona >10G/l, nawet do 0-110G/I
Komorki wykazujt fenotyp limfocytow B, CD19+, CD20+,
CD22+,FMC7+,czésto posiadajt b3onowe IgG lecz brak im
typowych antygendéw charakterystycznych dla HCL jak CD25,
CD103, podczas gdy antygen CD11c mo¢ e byae dodatni.

Reakcja TRAP jest s3absza, mog¢ e byae ujemna.

NonHLyt. Bwfazie bia3aczkowej (Lc/Ly B).

Do obrazu nalegy powiékszenie wéz3dw chionnych i
eledziony, chocia¢, niektére przypadki st diagnozowane z krwi
obwodowej, bez zmian wézowych i narzidowych. O fazie
biasaczkowej w przebiegu ch3oniakéw méwimy, gdy naciekanie
szpiku przez komoérki ch3oniaka wynosi > 25% oraz gdy komorki
ch3oniaka we krwi obwodowej stanowit >5G/I.

Czécweciej faza bia%aczkowa dotyczy ch3oniakéw z madych
komarek B np. z ch3oniakéw grudkowych lub poceredniej wielkoceci
komarek (ch3oniakoéw z komorek plaszcza). Rzadziej biataczkowa
faza wystépuje w ch3oniakach wielkokomérkowych. Faza
biasaczkowa ch3oniaka Burkita jest analogiczna do ostrej biadaczki
L3 wg FAB.

Ch3oniak celedzionowy strefy brze¢nej (Splenic
marginal zone lymphoma: SMZL)

Cechuje sié powiékszeniem celedziony i ew. wéz36w wnéki
celedziony, wéz3y ch3onne obwodowe nie s! powiékszone.
Leukocytoza wynosi 10-30G/l, u 10% chorych mo¢e wspédistniese
niedokrwistoceae autoimmunohemolityczna lub/i immunologiczna
masdop3ytkowoceae. U 75% chorych wystépujt 3aficuchy lekkie w
moczu. We krwi stwierdza sié monoklonalne bia3ko w iloceci <2g/l.
Medianawieku to 70lat.

Cechy diagnostyczne: Komérki kosmate we krwi obwodowej
(limfocyty nieco wiéksze z delikatnymi wypustkami
zlokalizowanymi na jednym lub na przeciwleg3ych biegunach
komorek, chromatyna jtdra g3adka, zbita, jtderka st niewidoczne),
naciekaj! celedzioné i w 50-75% szpik kostny. W ré¢ nych iloceciach
stwierdza sié rownie¢, limfoplazmocyty.

Imunofenotypowo limfocyty B st CD19+, CD20+, FMC7+, CD29+,
Cb79a+, CD5-, CD10-, CD23-, CD43-, CD103-.

Z regudy nie wykrywa sié fosfatazy kwaocenej opornej na winian
(TRAP), ktoéra jednak sporadycznie mo¢e byae dodatnia.
U 40% chorych wystépujt aberacje chromosomu 7.

Chloniak grudkowy ( follicularlymphoma: FL) charakteryzuje sié
wystépowaniem bardziej pleomorficznych limfocytow ni¢, w CLL,
waeerdd ktérych w ré¢nym odsetku komoérek w jidrze wystépujt
giébokie szczeliny ( wciécia). Chromatyna jider jest jednorodnie
zagészczona a cytoplazma sk!pa, czasem widoczna tylko na tle
szczeliny jidra. W wiékszych komérkach chromatyna jldra jest
mniej zbita i mog?! byae widoczne jtderka a cytoplazma jest bardziej
obfita.

Leukocytoza jest umiarkowanie podwy¢szona, z bialaczkowym
obrazem krwi u 15-30% i naciekaniem szpiku u 35-50% nowo
zdiagnozowanych przypadkow, w ktérym mog! wystépowaae guzki
z30¢,0ne z madych, wciétych komdérek. W odrd¢ nieniu od CLL nie
stwierdza sié cieni komérkowych.

Fenotyp limfocytéw B: CD5-, CD19+, CD20+, CD24+, CD10+
Cytogenetycznie wystépuje charakterystyczna transl@kac
t(14,18)(932;921).

Dobrze zré¢nicowany ch3oniak B komorkowy( small
lymphocytic lymphoma) - podobny do CLL. W przypadku gdy od
poczitku wystépuje naciek szpiku i leukocytoza- klasyfikuje sié jako
CLL.

Ch3oniak z komérek plaszcza (Mantle cell lymphoma: MCL)

Stanowi 5-6% nHLy, zwykle umé¢czyznw podesziymwieku. Faza
biasaczkowa wystépuje u 20-30% chorych, lecz leukocytoza nie jest
wysoka. Komérki charakteryzuje polimorfizm.
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Przewag¢ ajt komorki ré¢ nej wielkoceci, podobne do prolimfocytéw.
B3ona jldrowa wykazuje wg3ébienie, ktdre ro¢ni sié od wciése w
chioniakach grudkowych, bo rzadko jest g3ébokie. Inne komorki
majt jidro wielok!tne, z jiderkami, ma3e. Istniejt postaci z
komarkami podobnymi do limfoblastow.

Immunofenotyp: CD19+, CD20+, CD24+, CD5+, silna expresja
Smlg, zwykle CD43+, CD10(-), CD23(-).

Cytogenetyka: 70-75% chorych wykazuje obecnoceae
t(11;14)(q13;32)

Badania molekularne- obecnoceae mRNA cykliny D1.

Chloniak wézlowy strefy brze¢nej (nodal marginal zone B-cell
lymphoma)

Stanowi 1,8% nHLy. Wystépuje jako postase wéziowa Ilub
towarzyszicy b3onom celuzowym (mucosa-associated lymphoid
tissue- MALT). Zajécie szpiku i krwi wystépuje w 5-10%
przypadkéw. Komoérki st pleomorficzne: ma3e limfocyty,
limfoplazmocyty i komarki przypominajice komérki w3ochate.
Immunofenotyp:CD19+,CD20+, CD22+,CD79a+, CD5-,CD10-
,CD25- lecz CD11c czasem+, w szpiku w odrd¢ nieniu od HCL- nie
stwierdza sié zw3dknienia.

Ch3oniak limfoplazmocytowy (Lymphoplasmacytic lymphoma)
Rzadka choroba, stanowi 1,5% ch3oniakéw wézlowych. We krwi
obwodowej wystépujt limfoplazmocyty, czésto naciekajt szpik lecz
liczba krwinek bia3ych rzadko >10G/l. Sk3adajt sié z komorek
produkujtcych immunoglobuliny lub ich fragmenty. Komarki mniej
regularne ni¢, w CLL, cytoplazma obfita, w niektérych komérkach
cia’ka PAS dodatnie- cia*ka Russela. Cia’ka PAS dodatnie i
pironinofilne w jtdrach komoérkowych-ciaska Dutchera

W szpiku; limfoplazmocyty i wzrost komérek tucznych.
Immunofenotypowo wystépujt markery panB: CD19, CD20,CD22,
CD79aoraz FMC7, cytoplazmatyczne immunoglobuliny i obecne st
markery CD38,CD25,CD71- charakterystyczne dla komoérek
plazmatycznych. Brak CD5.

Do tego typu ch2oniakéw nale¢,y makroglobulinemia Waldenstroma.

Choroby z krégu szpiczaka grupa choréb nale¢ cych do
gammapatii monoklonalnych; wymagaj!' oddzielnego
przedstawienia.

Ch?3oniaki o wysokim stopniu z3oceliwoceci

1. limfoblastyczne- zajécie szpiku i krwi obwodowej w
>50% przypadkéw i morfologia komorek blastycznych
jakL1,L2zIiniBiT

2.z madych nie wciétych komorek Burkita- zajécie szpiku i
krwi obwodowej w 15% przypadkow, charakterystyczne
limfoblasty z wodniczkamiw cytoplazmie-jakw L3

3. z dugych immunoblastow ( komorki du¢ge, z obfitt
cytoplazm? i ze zwiniétym lub regularnym jidrem, lu¥n?
chromatynt i widocznymi jtderkami ) - przy rozpoznaniu

w 10% przypadkéw jest zajéty szpik, w niektorych

przypadkach komorki kri¢,* we krwi obwodowe;.

Chloniaki pierwotnie wysiékowe( primary effusion
lymphoma: PEL), ktérych wystépowanie jest zwilzane z
zaka¢ eniem wirusem opryszczki (HHV-8) lub miésaka Kaposi'ego
(KSHV) u 0s6b z niedoborem odpornoceci HIV/AIDS.

Wystépujice w p3ynie z jamy surowiczej komorki
ch3oniaka majt ro¢ nt wielkooceae, okrig3e jidro o nieregularnej b3onie
jidrowej z widocznymi lub niewidocznymi jtderkami. W
zasadoch3onnej cytoplazmie wystépujt wodniczki. Nie stwierdza
sié zmian wéz3owych aniinnych guzéw o charakterze ch3oniaka.

Komérki nie majt typowego fenotypu dla limfocytow B
lecz st: CD45+,CD30+, CD38+, [ 138+.

Ch?3oniaki z limfocytow T i zkomorek NK

Przewlek3a biataczka limfocytowa T komdrkowa (T-
celllymphocytic leukemia: T-CLL)
Stanowi 5% przewlek3ych bia3aczek limfocytowych. Charakteryzuje
sié uogolnionym powiékszeniem wéz3oéw ch3onnych, witroby i
celedziony, naciekami skéry oraz obecnocecit we krwi obwodowej,
szpiku madych limfocytéw o dojrza3ym wygltdzie i fenotypie CD7+,
CD2+, CD3+, CD5+, CD4+/ CD8-. Wystépuje najczéceciej u chorych
Z zespo3em ataxia/teleangiektasia.
Przebieg kliniczny bardziejagresywny ni¢, CLL-B.
[T-CLLwymieniana jest w klasyfikacji REAL/WHO.]

Bia3aczka prolimfocytowa T komérkowa

(T- cell prolymphocytic leukemia: T-PLL)

Proliferacja prolimfocytéw T we krwi, szpiku, wéz3ach, witrobie,
eledzionie, skorze.

Agresywny przebieg kliniczny, okres przegycia ok. 12 mies.,
leczenie ma3o skuteczne ( ostatnio lepsze wyniki po zastosowaniu
przeciwcia® monoklonalnych anty CD52).

Prolimfocyty T cechujt sié mniej obfit! zasadoch3onn? cytoplazmw
porownaniu z prolimfocytami B, czasem wykazujlc?t
pécherzykowate wypustki. Jidro jest okrig3e lub owalne, z dobrze
widocznym jtderkiem. Chromatyna jidra pofa3dowana lub zwiniéta.
Antygeny typowe dla limfocytow T: CD2+, CD3+,CD5+, CD7+,
TCRa lubTCRa.

Ponadto fenotyp CD4+/CD8- wystépuje u 60% chorych,
CD4+/CD8+ -u 25% chorych, u pozosta3ych fenotyp CD4-/CD8+.
UjemnaTdTibrakCD11a.

Bia3aczka z du¢ych ziarnistych limfocytow podtyp T
(T-celllarge granular lymphocytic leukemia: T- LGL)
Charakteryzuje sié obecnocecit we krwi obwodowej du¢ych
ziarnistych limfocytéw, ktére zazwyczaj stanowit >4G/l); do
rozpoznania koniecznych jest >1,5G/l tych komaérek. W odrég¢ nieniu
od reakcji w przebiegu reumatoidalnego zapalenia stawOw,
w rozrostach nowotworowych powstajt bez innej uchwytnej
przyczyny. St to limfocyty z obfit! jasn!, s2abo zasadoch3onnt
cytoplazm? z licznymi azuroch3onnymi lub czerwono- fioletowymi
ziarnistoceciami. Jidro jest okrig3e lub owalne, po3o¢one
mimocerodkowo o skondensowanej chromatynie, wyj‘tkowo
zawierajice jtderka.
Dug¢e ziarniste limfocyty (LGL) wystépujt we krwi obwodowej,
szpiku, witrobie i celedzionie.
Charakterystyczn! cechtjest neutropenia, ze sk3onnocecit do infekcji,
czasem niedokrwistoceae PRCA. Szpik wykazuje cechy hipoplazji
z zahamowaniem linii granulocytéw i erytroblastow.
Fenotyp CD3+,TCRa +,CD4-, CD8+ wystépuje u 80% chorych,
rzadziej stwierdza sié fenotyp CD3+,T@R +,CD4+, CD8- lub
CD3+,TCRa4 +,CD4+,CD8+lubCD3+, TGR  +.
Choroba wystépuje w wieku starszym, ma 3agodny przebieg, lecz
istnieje wariant agresywny T-LGL, z gortczka, hepato-
splenomegaliti szybko doprowadza do cemierci.

Bia3aczka z du¢ ych ziarnistych limfocytow podtyp
NK( NK-Large granular lymphocytic leukemia: NK-LGL).
Komorki st wiéksze od LGL, z obfit! blad! lub szaro-niebiesk®
cytoplazm?, zawierajict ziarnistoceci azuroch3onne. Jidro jest
okrigie lub owalne, czasem nieregularne. Szpik jest nacieczony
przez komorki ziarniste z wyparciem prawid3owych uk3adow, czésto
obecne st w szpiku reaktywne histiocyty oraz zjawisko
hemofagocytozy.
Fenotyp komérek NK: CD3-, TC& -, CD7+, CD16+,CD56+.
Choroba ma agresywny przebieg kliniczny z objawami ogélnymi,
dotyczy 0s6b m3odszych (ok.40r. ¢ ycia).
Leukemia/lymphoma (Lc/Ly) typuT

-st to chioniaki z biadaczkowym obrazem krwi. Typowymi
przyk3adami tych choréb jest biasaczka/ch3oniak T komadrkowy
doros3ych (ATLL), zespé?® Sezary'ego ( SS) i ziarniniak grzybiasty (
MF).

Bia3aczka/ch3oniak T komdrkowy dorosdych (Adult T-
cellleukemia/lymphoma: ATLL)
Choroba rozpoczyna sié zajéciem skory i powiékszeniem wéz3éw
ch3onnych. Wywo3ana jest przez retrowirus: human T-cell virus type
1 (HTLV-1), stld wykazanie genomu badaniami molekularnymi lub
stwierdzenie wysokiego miana przeciwcia® anty HTLV-1 jest
niezbédnym kryterium diagnostycznym ATLL. Wystépuje w Japonii,
naKaraibach, centralnejAfryce.
Charakteryzuje sié bia3aczkowym obrazem krwi, zajéciem wéz3éw
ch3onnych, witroby, celedziony, skéry, obecnocecit zmian litycznych
w koceciach.

Charakterystyczn! cech! jest wystépowanie we Kkrwi
pleomorficznych limfocytéw: ma3ych, cerednich i dugych o régnym
kszta3cie jtdra (flower-like).

Przebieg kliniczny jest ro¢,ny: w 65% przypadkdw ma postaze ostrej
biasaczki ze znaczn' limfocytoz!, uogdlnionym naciekanie
narztdow, osteoliz! i hiperkalcemit. W 5% ma postage przewlek3ej
bia3aczki ze zmianamiw krwiobwodoweji, tl*icejsié”, w ktorej
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wystépuje <5% nieprawid3owych limfocytdéw. Inne cechy to : wzrost
LDH, hiperkalcemia.

Zesp6®  Sézary'ego ( & zary syndrome:SS) i Ziarniniak
grzybiasty (Mycosis fungoides:MF).

To T komérkowe ch3oniaki skory, z ktorych SS jest uwa¢ any za fazé
biasaczkow! MF. W skérze wystépujt poczitkowo zmiany plamiste,
nastépnie guzowate, a w pobranym wycinku stwierdza sié
charakterystyczne nagromadzenia patologicznych komasek
postaci mikroropni  Pautrier’a -klasycznych zmian histo-
patologicznych dla rozpoznania MF. W przypadku SS wystépuje
uogolniona erytrodermia z naciekami limfocytow T we krwi
obwodowe;.

Morfologia komérek jest zr6¢ nicowania. Mo¢,na wyré¢ nise komorki
mase, wielkoceci limfocytu z ubog! cytoplazm?, ktére nosz! nazwé
komorek mikotycznych (Lutznera); maj! zasadoch3onn?
cytoplazmé, zawierajict czasami wodniczki i pofaddowane jtdro,
bez jiderek, z wg3ébieniami( przypominajt rékawicé boksersk?).
Du¢ e komorkigézary'ego) cerednicy 15420 m maj* niewielki rtbek
stabo zasadoch3onnej, bezziarnistej cytoplazmy, du¢e jdro z
wydatnymi pofaddowaniami podobnymi do kory moézgowej
(cerebriformis) oraz mo¢liwocege widocznychjiderek.

Fenotyp komérek CD2+, CD3+, CD5+, antygen CD7 oraz CD26 na
0g03 nie wystépujt.

Ocena odsetka limfocytow T4 pozbawionych antygenu CD26 w
odsetku wy¢ szym ni¢, 30% przemawia za SS lub MF, natomiast <
30% limfocytow CD4+/CD26- wystépuje u 0s6b zdrowych z zapaln?
erytrodermit (EISD).

Szpik zajéty jest u 20% chorych, jest wyrazem uogélnienia choroby i
pogarszarokowanie.

W skoérze wystepujt limfocyty T o sfadowanym jidrze
(cerebriformis) kom. Liitznera lub/iimmunoblasty T.

Ch3oniak T komérkowy w!trobowo-celedzionowy
(hepatosplenic T-cell lymphoma) jest bardzo rzadkim
ch3oniakiem, wystépuje u m3odych mé¢czyzn. Cechuje sié
pancytopenit krwi obwodoweji naciekaniem szpiku przez limfocyty
Taa.

Ch3oniak T komoérkowy tkanki podskérnej
(subcutaneous panniculitis-like T-cell ymphoma) bardzo rzadki
chioniak charakteryzuje sié naciekami z limfocytow T zwykle CD8+
i fagocytujlcych makrofagéw w tkance podskoérnej i w szpiku, z
wystépujict czésto pancytopenit krwi obwodowej.

Angioimmunoblastyczny ch3oniak T komdrkowy
(Angioimmunoblastic T-cell lymphoma: AIL), jest rzadkim
ch3oniakiem w wieku starszym z objawami og6lnymi i zmianami
skérnymi, z czéstym zajéciem szpiku i przewodu pokarmowego. We
krwi wystépuje czésto niedokrwistoocese autoimmunohemolityczna,
eozyndfilia i limfopenia, w szpiku polimorficzne nacieki z
limfocytéw i komérek dendrytycznych.

Immunofenotyp limf.T: CD3+, CD4+, rzadziej CD8+
Cytogenetycznie stwierdza sié trisomié chromosomow:3,5,
dodatkowy chromosom X.

Ch3oniak z obwodowych komérek T, nieokrecelony
(peripheral T-cell lymphoma, unspecifield: PTL, unspecifield)
jest to grupa ch3oniakéw ze zmianami wéz3owymi i narztdowymi, z
naciekami w szpiku i zmianami we krwi obwodowej. Komorkami
nowotworowymi st ro¢ nejwielkooeci limfocyty T z du¢ ym odsetkiem
komoérek odczynowych jak makrofagi, eozynofile, komorki
nab3onkowate.

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

PodsumowanieCitgia, na przestrzeni ostatnich dziesittek lat,
ewolucja klasyfikacji ch3oniakéw z3oceliwych jest wyrazem
z30¢0noceci problemow, ktére stwarza ta grupa choréb. Proces
diagnostyczny ch3oniakow jest bardzo z30¢,0ny, wymaga wspé3pracy
wielu specjalistéw. Jak zwykle, by rozpocz®? sié on wczecenie ( w
poczttkowym okresie) w wielu przedstawionych wy¢ ej jednostkach
chorobowych, wymaga zwrécenia uwagi na patologi€ w najczéceciej
wykonywanym badaniu diagnostycznym jakim jest morfologia krwi
wraz z ocent obrazu krwinek biadych.
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1. Wprowadzenie

Reakcja PCR (ang. polymerase chain reaction, pol.
3aficuchowa reakcja polimerazy ) opiera sié na metodzie powielenia
specyficznych fragmentow DNA, odkrytej przez Kary'ego Mullis'a
w 1980 roku. (31,32,44). Odmiant tego, nagrodzonego w 1993 roku
nagrod! Nobla odkrycia, jest technika PCR w czasie rzeczywistym
(ang. real-time PCR). W biologii molekularnej 3aficuchowa reakcja
polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time polymerase chain
reaction) jest tak¢ e nazywana iloceciow! (ang. quantitative real-time
polymerase chain reaction) lub kinetyczn! reakcjt real-time PCR
(ang. kinetic real-time PCR) (36). Technika ta dziéki niezwyk3ej
czudoeeci staje sié obecnie jedn! z najpopularniejszt metod
u¢ywanych do jednoczesnego namnag¢ania i monitorowania iloceci
powstajicego produktu DNA. Podczas reakcji powstajice czisteczki
DNA st oznaczane iloceciowo po ka¢,dym cyklu namnag ania, czyliw
czasie rzeczywistym.

Na poczitku lat dziewiésedziesittych Higuchi wraz ze
wspd3pracownikami z firmy Roche Molecular Systems and Chiron
po raz pierwszy zademonstrowali metodé real-time PCR (16). Jako
czisteczki detekcyjnej ugyli wowczas bromku etydyny (EtBr),
fluorescencyjnego barwnika, ktéry po nacewietleniu ultrafioletem
wykazuje fluorescencjé, umoyg liwiajic obserwacjé amplifikowanego
produktu (amplikonu). Dalsze prace dowiod3y, ¢ e im mniejsza iloceee
cykli niezbédna do detekcji fluorescencji, tym wiéksza ilooease
sekwencjinamnag¢anej(17).

Obecnie na rynku cewiatowym istnieje wiele firm,
oferujicych aparaturé i odczynniki niezbédne do przeprowadzenia
reakcji real-time PCR, waerdd nich znajduj! sié: Applied Biosystems
(jedna z pierwszych firm produkujicych termocyklery real-time
PCR), BioGene, Bioneer, Bio-Rad, Cepheid, Corbett Research,
Idaho Technology, MJ Research, Roche Applied Science oraz
Stratagene. (55). Rosn!ce zainteresowanie jednostek akademickich i
diagnostycznych metod! real-time PCR, zwilzane jest z ogromem
zalet, jakie posiada ta technika m.in.: ogromna czuloceae i szybkoce
reakcji (59), brak procedury detekcji po reakcji PCR, ugycie
czisteczek fluorochromow i czudych metod detekcji sygnadu (60).
Omawiana metoda stosowana jest w ro¢nych gadéziach
mikrobiologii, badaf ekspresji gendéwichordb genetycznych (28).

Ostatnio technika PCR w czasie rzeczywistym zosta3a
po3iczona z metod! 2aficuchowej reakcji polimerazy przy ugyciu
odwrotnej transkryptazy (ang. reverse transcription polymerase
chainreaction RT-PCR) (38). Metoda ta polega na oznaczeniu iloceci
mRNA, umog liwiajlc tym samym okrecelenie ekspresji gendéw w
danym czasie lub miejscu. Rozwoj technik PCR wykorzystujicych
fluorochromy do pomiaru powielanego DNAw czasie rzeczywistym
pozwoli® na ominiécie ¢mudnej optymalizacji zwilzanej z metod?
RT-PCR (6)

Pomimo wielu zalet metoda ta, wit¢ e sié z koniecznooecit
zachowania wysokiej sterylnoceci, poniewa¢ wszelkie
zanieczyszczenia mog! dramatycznie zaburzyse ostateczny wynik
docewiadczenia.

2. Real-time PCR jako metoda wywodzca sié z reakcjiPCR

Reakcja PCR siugy do skopiowania i powielenia
matrycowej czsteczki DNA. Aby reakcja przebiega3a prawid3owo
niezbédna jest obecnoceae: matrycy, enzymu prowadzlcego reakcjé,
ktorym jest termostabilna polimeraza DNA - Taq z termofilnych
bakterii Thermus aquaticuslub wierniejsza polimeraza Pfu z
Pyrococcus furiosus,odpowiednio zaprojektowanych
oligonukleotydowych starteréw, nukleotydow, bédcych substratami
reakcji, buforu, zapewniajicego odpowiednie cerodowisko i jonéw
magnezu, niezbédnych dla prawid3owego funkcjonowania

polimerazy. Reakcja sk3ada sié z kilku powtarzajicych sié w
kolejnych cyklach, etapéw: denaturacji podwojnych nici,
przy3iczaniu starteréw oraz syntezy nowych, komplementarnych
nici (41). Teoretycznie, jeceli reakcja zachodzi z pe3nt wydajnocecit,
powstaje dwukrotnie wiécej specyficznego produktu po ka¢dym
cyklu PCR. Rzeczywisty przebieg reakcji obrazuje wykres iloceci
namno¢ionego DNA w czasie, charakteryzujicy sié stast faz!
poczitkow?, po ktérej nastépuje faza ekspotencjalna, zakoficzona
fazt ,plateau”. W rzeczywistoceci, reakcja nie zachodzi z pednt
wydajnocecit, poniewa¢ dochodzi do stopniowego zu¢ywania
reagentow i ositgania fazy ,plateau” (Rys. 1). Dodatkowo, 3iczenie
sié starterow z powielanym produktem, mo¢ e nasilaze efekt plateau”
(60).

Rys.1 nanastépnejstronie

Wiele cech reakcji PCR czyni techniké real-time PCR
niezbédn! we wspo3czesnych badaniach iloceciowych. Wydajne
powielenie DNA jest mog¢ liwe jedynie do pewnej granicznej iloceci
DNA, przed efektem ,plateau”. Natomiast wiarygodny pomiar
poczitkowejiloceci DNA, przez okrecelenie iloceci produktu po reakcii,
jest praktycznie niemog liwe. Rozwitzaniem problemu jest metoda
real-time PCR, ktora zaklada, ¢e amplifikacia DNA zachodzi
wydajnie we wczesnych etapach reakcji, st'd pomiar tworzenia
produktu wykonujé sié podczas fazy eksponencjalnej (55).

2.1 Pomiariloceciowy wykorzystujicy metodé real-time PCR

Tradycyjne metody detekcji powielonego DNA polegaj*
na elektroforezie kwaséw nukleinowych w obecnoceci bromku
etydyny. Pomiar polega na wizualnej lub densometrycznej analizie
prtekow, widocznych po nacewietleniu ¢elu cewiat3em
ultrafioletowym. Alternatywne metody takie jak Southern blot czy
PCR-ELISA s! bardziej precyzyjne ale bardzo czasoch3onne.
Metoda real-time pozwala na iloceciowy pomiar DNA, ktory mo¢e
byse wartocecit wzglédna lub bezwzglédnt. Wzglédny pomiar
iloceciowy wymaga ugycia probki referencyjnej. Przyk3adowo,
iloceciowe badanie poziomu ekspresji danego genu, wymaga u¢ycia
genu referencyjnego, o stalej ekspresji w wiékszoaeci probek tzw.
shousekeeping gene”. Wzglédne sté;enie DNA podczas fazy
eksponencjalnej jest definiowane jako wykres intensywnooce
fluorescencji od numeru cyklu w skali logarytmicznej (tak, aby
eksponencjalny wzrost iloceci produktu przedstawia? linié prost?).
Najprostsze szacowanie iloceci produktu polega na zalog¢ eniu, ¢ e iloces
DNA ulega podwojeniu w ka¢dym cyklu, podczas fazy
eksponencjalnej. Np. probka, ktérej Ct (ang. threshold cycle) jest
ositgane 3 cykle wczecaeniej od innej, posiatla 2 = 8 razy wiécej
matrycy. Natomiast bezwzglédny pomiar iloceciowy jest mog liwy po

a%/vczeoeniejszym sporzidzeniu krzywej standardowej dla danego

genu. Tak! krzyw! sporzidza sié przy ugyciu znanej liczby
czisteczek DNA, wykonujic seryjne rozcieficzenia, ktore s3u¢,t jako
matryce do przeprowadzeniailoceciowej reakcji real-time PCR (26).

Istotnym parametrem reakcji real-time PCR jest wartoceee graniczna
(ang. threshold), ktéra okrecela cykl, po ktérym moyg liwa jest detekcja
sygnadu (ang. threshold cycle C), awiéc intensywnoceze fluorescencji
przekraczajlca wartocese t%a. Dla prawid3owego przeprowadzenia
reakcji real-time PCR, wartoceae graniczn! nalesy wyznaczyee dla
indywidualnego pomiaru, tak, aby przecina3a sié ona z krzywymi
docewiadczalnymi w fazie eksponencjalnej. Wysoka wartooege Ct i
niska wartoceae, R (okrecelajica intensywnoceae sygnast
fluorescencyjnego) jest zwilzana z nisk! liczb® kopii matrycy.
Podobne wyniki mog! cewiadczyae, rownie¢, 0o z3ym okreceleniu fazy
eksponencjalnej na wykresie (6). Rozwilzaniem mo¢,e byse zmiana
wartoceci granicznej (ang. multiple thresholds), béd!ca czésto jedyn?
mog liwocecit zarejestrowania sygnadu pochodzicych z probek
pozytywnych. Wartooese Ct jest proporcjonalna do iloceci kopii
sekwencji badanej, obecnych w probce (13). Interpretacja wynikow
jest jednym z najistotniejszych krokdéw podczas wykonywania
iloceciowych pomiaréw real-time PCR.
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3. Metody detekcji produktu reakcji (amplikonu)

Monitorowanie iloceci powstajicego produktu reakcji
( amplikonu), w czasie rzeczywistym, jest mogliwe dziéki
rognorodnym metodom: znakowania starterow, sond btdY
amplikonow, czisteczkami fluorescencyjnymi (28). Ze wzglédu na

specyficznoceae tych znacznikdw metody detekcji mo¢ na podzielize na:

a) Niespecyficzne, wykorzystujice barwniki 3iczice sié z
DNA na zasadzie interkalacji. Przyk3adem jest najpopularniejszy
tegotypu barwnik - SYBR Greenl.

b) Specyficzne. W tych metodach barwniki st specyficzne w
stosunku do amplifikowanej sekwencji, wymagajt
odpowiedniego zaprojektowaniai syntezy. Wiékszooeae tych
barwnikow wykorzystuje rezonansowy transfer energii
fluorescencji (FRET) pomiédzy donorem, a czlsteczk!
wygaszacza (ang. non-fluorescent quencher NFQ lub ang.
black-hole quencher - BHQ), ktéry rozprasza energié
fluorescencji w postaci ciep3a. Zjawisko FRET zachodzi
pomiédzy czsteczkami, znajdujicymi sié w odleg3oceci
10-100 A, poniewa¢, wydajnoceae transferu energii jest
odwrotnie proporcjonalna do széstej potégi odleg3oceci
pomiédzy donorem, a akceptorem (1/R ) (45). Przyk3adem
czisteczek bédicych fluorochromami mog! byee:
fluoresceina, rodamina, barwniki cyjaninowe i ich
pochodne (6). Typowe wygaszacze to TAMRA,
DABCYL, BHP (55).

Wiékszooeee mechanizmow detekcji w real-time PCR
polega na hybrydyzacji oligonukleotydowej sondy z sekwencjt
komplementarn! na nici amplikonu, st'd u¢ycie wiékszych iloceci
starterow, powoduje wzrost sygnau fluorescencji (14).

3.1 Mechanizmy fluorescencji

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

1. Sonda posiada cz'steczké reporterow! (R) i znajdujcy sié w
pobli¢,u wygaszacz (Q), ktéry wychwytuje emitowan?! przez reporter
fluorescencjé i zamienia j* w energie ciepln® (Rys. 2 A). Gdy obie
czisteczki st znacznie od siebie oddalone, przykdadowo po
hydrolizie sondy przez polimerazé DNA, dochodzi do swobodnej
emisji fluorescencji przez czlsteczké reporterow?, ktéra mo¢e byase
wykrytaizmierzona (Rys. 2 B).

Rys. 1 Typowy wykres reakcji real-time PCR. Wykres ukazuje
wzrost sygnadu fluorescencji (oce y w skali logarytmicznej) w
kolejnych cyklach PCR (oce x). Jednostki osi y (Rn) odzwierciedlajt
znormalizowany sygna® fluorochromu w stosunku do barwnika
referencyjnego w buforze reakcyjnym. Linia NTC (ang.no-template
control) nie zawiera matrycy DNA, kontrola pokazuje, ¢ e startery nie
generujt sygnadu, a reagenty nie zawierajt zanieczyszczefi obcym
DNA.

Rys. 2. Mechanizm fluorescencji sond wykorzystujicych
aktywnoceae 5' nukleazow?! polimerazy DNBpis w tekcecie.

2. W procesie odwrotnym (Rys. 3 A) u¢,ywajlc stsiednich sond
oligonukleotydowych, sygna® z akceptora obserwuje sié tylko
podczas zblicenia z donorem, co jest wynikiem slsiedniej
hybrydyzacji sond na powstajtcym amplikonie (Rys.3 B).

Rys. 3. Mechanizmy fluorescencji stsiadujicych sond
oligonukleotydowych. Opis w tekoecie.

3. Gaszenie fluorescencji zachodzi w przygotowanej sondzie o
strukturze spinki do w3os6w (ang. molecular beacon, ang. sunrise,
ang. skorpion). Fluorochrom i wygaszacz oddzia3ujt bardziej na
zasadzie kolizji, ni¢, zjawiska FRET, powodujic rozproszenie energii
w postaci ciep3a (strzaski zygzakowate) (Rys. 4 A). Rozdzielenie
czisteczek w wyniku zniszczenia struktury spinki do w3oséw
powoduje wyzwolenie fluorescencji (Rys. 4 B).

Rys. 4. Mechanizmy fluorescencji sond o strukturze spinki do
w30sOwOpis w tekcecie

3.2 Metody wykorzystujtce fluorescencyjne sondy reporterowe

Obecnie istnieje kilka podstawowych mechanizméw
chemicznych, u¢ywanych do iloceciowego pomiaru produktow
reakcji, ktére mog* byae zaklasyfikowane do metody specyficznejlub
niespecyficznej detekcji amplikonu (57). Przyk3adami mog?! byee:
zwilzki 3iczice sié z DNA (bromek etydyny, SYBR Green |), sondy
wykorzystujice zjawisko hydrolizy (aktywnooeci 5'nukleazy) lub
hybrydyzacji, sondy molecular beacons, startery sunrise oraz
scorpion, czy sondy PNA omdéwione kolejno w niniejszej pracy.
Ka¢da sonda ma swojt unikaln® charakterystyké, ale zasada
dziadania jest stosunkowo prosta polega na posiczeniu zmian w
sygnale fluorescencji z amplifikacjt DNA (55). Choae te metody st
stosowane do detekcji produktéw reakcji real-time PCR, to mog!
sdug yee tak¢ e w detekcji amplikonu po zakoficzeniu typowej reakcji
PCR. (28). Czu3oceae i powtarzalnocese wspomnianych wy¢ ej metod jes
poréwnywalna (15).
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3.2.1 Fluorochromy zwi'zane z dwuniciowym DNA

St to jedne z najstarszych zwilzkéw chemicznych
wykorzystywanych do detekcji amplikonu, zaréwno po reakciji
PCR jak i w jej trakcie. Podstaw?, tej niespecyficznej i prostej
metody detekcji, jest zdolnoceae wilzania sié fluorochromu z
dwuniciow! czlsteczk!® DNA (dsDNA), niezaleinie od jej
sekwencji. W wyniku akumulacji produktu PCR, obserwowany
jest wzrost sygnadu fluorescencji. Do licznej grupy tych
zwitzkéw nale¢® m.in.: bromek etydyny (17), YO-PRO-1 (51),
pochodne oksazolu (21) oraz SYBR® Green | (30). Zwilzki te
wykazujt widoczn! fluorescencjé po zwilzaniu do
dwuniciowego DNA i nacewietleniu wi'zk! cewiat®a o
odpowiedniej diugoceci fali (Rys. 5). Ten sposOb detekcji
amplikonu nie wymaga specjalnego projektowania
fluorescencyjnych sond oligonukleotydowych, co wil¢e sié z
ni¢,szymi kosztami calego procesu. Kolejna zalet! jest rownieg,
niezale¢noceae calego systemu detekcji od hybrydyzacji ze
specyficzn! sekwencj!, co jest konieczne w przypadku sond
specyficznych dla danej sekwencji (28).

Rys. 5. D3ugoceci fali wzbudzenia (480nm) i emisji (520nm)
fluorescencji barwnika SYBR Green | po zwilzaniu z dsDNA. Opis
wtekeecie.

Istotn® wad!' zwilzkéw wil¢tcych sié do dwuniciowych
czisteczek DNA jest 3iczenie sié z niespecyficznymi produktami
reakciji takimijak: utworzonymi podczas dimeryzacji starterow (ang.
primer-dimer) lub w wyniku b3€dnego przy3!czenia starteréw do
matrycy (9). Takie niespecyficzne produkty zaburzajt poprawn?
interpretacje wynikéw, przyczyniajic si€é do wzrostu intensywnooeci
sygna3u fluorescencji. Rozwilzaniem mo¢ e byae krotka inkubacja, w
wysokiej temperaturze, po ka¢dym etapie wyd3u¢ania lub
zastosowanie oprogramowania analizujicego krzyw! topnienia
fluorescencji (denaturacja dwuniciowego amplikonu wilse sié z
zanikiem sygnadu fluorescencji) (28). Dla pojedynczych reakcji PCR
z dobrze zaprojektowanymi starterami, SYBR Green | mo¢e byae
dobrym elementem detekcji, a fa’szywe, niespecyficzne to pojawia
sié najczéceciej dopiero w poYnych cyklach reakcii.

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

Ugycie pary przylegajicych do siebie, fluoryzujtcych
sond oligonukleotydowych, 3iczicych sié z DNA poprzez
hybrydyzacjé z okrecelon! sekwencj!, zostaly po raz pierwszy
opisane w latach 1980 i s' znane pod nazw! ,HybProbes" lub
.adjacent probes" (7). Ten rodzaj sond wykorzystywany jest
najczéceciej z aparatem LightCycler™ ( firmy Roche Molecular
Biochemicals), ktory jest po3lczeniem termocyklera (z szybk!
kontrolt temperatury) oraz fluorymetru (mikroilocecioweg
dzialajicego na zasadzie kapilary) (60, 61). Sonda ,upstream"
(poprzedzajica) wyznakowana jest na 3' koficu grup?
fluorochromow* (FITC - izotiocyjanian fluoresceiny) - donor
fluorescenciji, natomiast sonda ,downstream” zawiera na 5' koficu
akceptorowy fluorochrom LightCycler Red 640 lub 705. Gdy obie
sondy ulegaj* hybrydyzacji z amplikonem, obydwa fluorochromy
znajduj! sié w odleg2oceci oko3o 10 nukleotyddw, tworzic kompleks
emitujicy sygna3 fluorescenciji, w wyniku rezonansowego transferu
energii fluorescencji (FRET) (Rys. 6) (28). Energia wzbudzenia
donora na 3' koficu, zostaje przekazana na czsteczké akceptorow?
na 5' koficu stsiedniej sondy, ktéra emituje cewiat3o o innej d3ugoceci

fali. Pomiar iloceciowy jest mog¢liwy dziéki zado¢eniu, ¢e
intensywnoceae zmierzonej fluorescencji jest proporcjonalna do iloceci
amplikonuw probowce (2).

Rys. 6. Sondy st!siadujice ze sob! (ang. adjacent probes).
Hybrydyzacja obydwu sond wyzwala zjawisko FRET, w wyniku
oddzia®ywania miédzy fluoryzujlcym donorem i akceptorem, D
donor fluorescencji, R akceptor.

Wysoka specyficznoceze tej metody jest rezultatem jednoczesnego
przy3iczenia dwoch ro¢gnych sond, generujicego sygnad
fluorescencji. Modyfikacj tej metody mo¢ e byae u¢ycie wygaszacza
absorbujicego emitowany, przez znajdujicy sié w pobligu
fluorochrom, sygna3 fluorescencji (tzw. black hole uencher-

BHQ)(2).

3.2.3 Sondy wykorzystujice aktywnoceae 5' nukleazow?
polimerazy DNA (ang. 5' Nuclease oligoprobes/ hydrolysis
probes)

Rozwoj ro¢nych modyfikacji sond, wykorzystujicych
zjawisko hybrydyzacji do matrycy i emisji fluorescencji, zosta3
stopniowo zastlpiony przez now! generacjé sond,
wykorzystujicych aktywnocese 5' nukleazow! polimerazy DNA.
Sondy te pozwoli3y na rozw6j metody homogenicznej reakcji PCR z
ugyciem fluorescencyjnych sond oligonukleotydowych. Detekcja
amplikonu polega na monitorowaniu aktywnoceci endonukleazy 5' 3'
polimerazy DNA dziéki specyficznej sondzie lub dupleksie
badanego DNA. Sonda posiada na 5' koficu fluorochrom lub inn*
etykietké, umogliwiajict detekcjé. Koniec 3' uniemog lawi
wyd3u¢ anie nici, a sekwencja sondy jest komplementarna do badanej
nici DNA. Podczas amplifikacji 5' 3' egzonukleaza polimerazy Taq
degraduje sondé, na mniejsze fragmenty, ktére rd¢nit sié od
niezdegradowanej sondy (18).

W 1993 sondy, ulegaj'ce reakcji hydrolizy, zosta3y po raz pierwszy
wykorzystane w reakcji real-time PCR (17). Obecnie jest to jedna z
najpowszechniejszych metod detekcji przy zastosowaniu
fluoryzujicych sond oligonukleotydowych (27). Przykdadem st
popularne fluorescencyjne sondy oligonukleotydowe tzw. sondy
TagMan®, podwdjnie znakowane, wysoko specyficzne. W
roztworze, czisteczka reporterowa i wygaszacz, znajduj! sié blisko
siebie, co umogliwia absorpcjé fluorescencji przez wygaszacz.
Podczas amplifikacji, sygna3 fluorescencji jest uwalniany w wyniku
hydrolizy sondy przez polimerazé (jej aktywnooeae 5' nukleazow?) i
rozdzielenia cztsteczkireporterowejod wygaszacza (Rys. 7).

Wzrost iloceci amplikonu wil¢e sié ze wzrostem sygnadu
fluorescenciji.

Przyk3adowe czisteczki wygaszacza to: TAMRA (karbohydroksy-
tetrametylo-rodamina), DABCYL, BHP, natomiast cz!steiczk
reporterowe wykazuj! wiéksze zré¢ nicowanie to: FAM, VIC, NED,
pochodne fluoresceiny (np. izotiocyjanian fluoresceiry,
karboksyfluoresceina) itd. Sondy, wykorzystujice aktywnoceze 5'
nukleazow?, posiadajt podobn?! do SYBR Green | dok3adnoceae, ale
dajt wiéksz! pewnoceae, co do specyficznoceci, poniewa¢, mierzony
jestjedynie amplikon, o specyficznej sekwencji (55).
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Rys. 7. Sondy wykorzystujice aktywnoceae 5' nukleazow?! polimerazy
DNA. Podczas gdy polimeraza DNA (pol) przesuwa sié wzd3u¢, nici
matrycowej usuwa i hydrolizuje sondé w wyniku aktywnooeci
endonukleazy 5'-3'. Czlsteczka reporterowa fluorochromu zostaje
uwolniona spod dzia%ania wygaszacza, powodujic wyzwolenie
energii wzbudzenia o d3ugoceci fali, ktéra mo¢,e byae zmierzona przez
przyrzid pomiarowy, poniewag, ro¢é ni sié od d3ugoceci fali emitowane;j
przez wygaszacz. Wstawka pokazuje czisteczké MGB (sondé
wil¢lca sié do ma3ego rowka DNA), R czlsteczka reporterowa
(fluorochrom), Q- wygaszacz.

Podstawowymi cechami sond oligonukleotydowych tego typu st
satwoceae przydiczenia do DNA etykietki umog liwiajicej detekcjé,
mog liwoceae detekcji w niskich sté¢eniach przy ugyciu prostej
aparatury, produkcja charakterystycznego sygna3u po specyficznej
hybrydyzacji, stabilnoceae w wysokich temperaturach i brak
interferencji z aktywnoceci! polimerazy (18). Sondy ulegajtce reakcji
hydrolizy, posiadajt okrecelone cechy: d3ugoocese miédzy 20 a 40
nukleotydéw, zawartoceae GC miédzy 40 a 60 %, brak powtarzajicych
sié motywow i jednorodnych sekwencji, zw3aszcza sk3adaj'cych sié
z tandemowych powtoérzefi guaniny, brak hybrydyzacji oraz
zachodzenia ze starerteramiforward i reverse, temperatura topnienia
musi byae co najmniej 5°C wy¢sza, ni¢, temperatura topnienia

cyklu (53). Sondy te s! projektowane tak, aby pozostady
nienaruszone podczas ca3ej reakcji PCR. Musz! przy3iczaae sié do
sekwencji docelowej w ka¢dym cyklu, umogliwiajic tym samym
detekcjé sygnadu. Pojawienie sié z3ego dopasowania miédzy sond! a
sekwencja docelow?, powoduje silniejszt destabilizacjé kompleksu,
ni¢, w przypadku liniowych sond oligonukleotydowych, poniewag,
struktura spinki do w3os6w posiada wysoce stabiln!, naprzemiennt
konformacjé. Sondy o strukturze spinki do wioséw st tak¢ e bardziej
specyficzne, ni¢ sondy liniowe (52). W przeciwiefistwie do
poprzedniej metody, wygaszaczem najczéceciej jest 4-(4'-
dimetyloamino-fenylo)-benzen(DABCYL), anie NFQ.

Rys. 8. Sondy typu spinki do wiosOwlybrydyzacja sondy z
sekwencja docelow! oddziela fluorochrom (F) od niefluoryzujtcego
wygaszacza (Q), umogliwiaj'c pomiar emisji wzbudzonego
fluorochromu. Wstawka pokazuje sondé typu spinki do w30séw o
przesuniétej d3ugoceci fali emisji, zawieraj'ca do3czont czisteczké
zbierajtct sygnas3 (ang. harvester -H).

Modyfikacjt tej metody jest wprowadzenie drugiego fluorochromu,
ktory zbiera sygna3 fluorescencji (ang. harvester), powoduj'c efekt
przesuniécia d3ugoceci fali, emitujicej fluorescencjé. Przyk3adowo
czlsteczka zbierajica sygna® (harvester), poch3ania geéder

starteréw, aby miese pewnoceae, ¢ e sonda wilse sié z matryct przed wzbudzenia, pochodzic! z niebieskiego cewiatia i uwalnia j jako

rozpoczéciemwyd3u¢ ania starterow (25).

Modyfikacjt sond, opartych na aktywnoceci 5'
nukleazowej, st sondy, wi'¢,ce sié do ma3ego rowka helisy DNA -
(MGB, ang. minor groove binding oligoprobes). (Rys. 7 - wstawka).
W tej metodzie standardowy wygaszacz TAMRA zast!piono NFQ i
wprowadzono czlsteczké, ktéra stabilizuje dupleks oligosonda -
sekwencja docelowa, poprzez zwijanie sié w ma3ym rowku
dwuniciowego DNA (24). Taka modyfikacja pozwoli®a na skrocenie
oligosondy do 14 nukleotyddéw, pozwalajic na detekcjé SNPs (ang.
single nucleotide polimorphisms) oraz rozw6j metody DNAzy-PCR,
w ktorej czisteczka reporterowa i wygaszacz st rozdzielane przez
ciécie sondy czisteczk! DNAzymu. DNAzym powstaje podczas
reakcji PCR jako dope2nienie antysensownej sekwencji DNAzymu
(znajdujicej sié na 5' koficu startera). Po ciéciu, podwdjnie
wyznakowany substrat uwalnia fluorochrom i emituje sygna3
fluorescencji analogicznie do sond, wykorzystujicych aktywnoceze 5'
nukleazy (50).

3.2.4 Sondy typu spinki do w3oséw (ang. hairpin
oligoprobes)

Do tej grupy sond nale¢! wszystkie czisteczki, ktdrych
przestrzenna struktura drugorzédowa tworzy tzw. spinké do w3osow
(hairpin), dziéki wewnétrznym sekwencjom komplementarnym do
siebie (Rys. 8). ,Molecular beacons" (markery molekularne) to
pierwsza tego typu sonda oligonukleotydowa, stanowilca
modyfikacjé sond oligonukleotydowych, podwdjnie znakowanych,
wykorzystujlcych aktywnoocese nukleazow! polimerazy. W tym
rodzaju sond fluorochrom i wygaszacz znajdujt sié na
przeciwlegdych koficach i st utrzymywane blisko siebie, dziéki
komplementarnym odcinkom, zaprojektowanym tak, aby ca3oceee
tworzy3a strukturé spinki do ws3oséw. Ta bliskocese powoduje
wygaszenie fluorescencji na zasadzie, opisanego wcjgcenie
zjawiska kolizji (rys. 4) (52). W obecnoceci komplementarnej
sekwencji, zazwyczaj jest nit sekwencja przy3iczania starterow,
sonda hybrydyzuje z matryc! i zmienia sié w konfiguracjé otwart.
Fluorochrom jest oddzielony przestrzennie od czisteczki
wygaszacza, co umog liwia detekcjé fluorescenciji, podczas ka¢,dego

energié fluorescencji w postaci fali z zakresu dalekiej czerwieni. Ten
rodzaj energii, zostaje z kolei wykorzystany przez drugi
fluorochrom, do produkcji cewiat®a o charakterystycznej d3ugoceci
fali. Dziéki tej modyfikacji mo¢ liwy by? rozwdj reakcji multiplex
real-time PCR, umo¢liwiajicej detekcje kilku produktéw
jednoczecenie, znajdujicych sié w jednej probéwce, pod warunkiem
zastosowania fluorochroméw o ré¢ nym widmie emisji (54).

Sondy ,molecular beacon" st, podobnie jak sondy TagMan, bardzo
kosztowne, poniewag, funkcja takiej sondy zale¢y od jej poprawnej
hybrydyzacji ze specyficzn! sekwencjt matrycy, a wiéc
odpowiedniego zaprojektowania i syntezy takiej sondy (4).

3.2.5 Modyfikacje sond oligonukleotydowych

Istnieje wiele r6¢nych modyfikacji stosowanych sond,
znakowanych par! czisteczek reporter - wygaszacz, weerdd nich
najwag niejsze to sondy ,molecular beacons", startery ,sunrise" i
»scorpion”. Mechanizm ka¢dej z nich polega na utrzymywaniu
razem cz'steczki reporterawej i wygaszacza przed amplifikacjt, a
nastépnie ich rozdzieleniu i wytworzeniu sygnasu fluorescencyjnego
podczas amplifikacji (55).

Startery ,sunrise" s! modyfikacjt sond molecular
beacons, ale ulegajt wbudowaniu do amplikonu podczas jego
wyd3u¢ ania, emitujtc sygnasfluorescenc;ji (34). Startery na 5' - koficu
majt przy3iczony fluorochrom, w poblicu 3' - kofica -wygaszacz
typu NFQ - DABCYL, ktore s! rozdzielone komplementarnt
rozcitgniét! sekwencj!, tworzic! pétlé w stanie wolnym. Na 3'
koficu znajduje sié sekwencja startera, komplementarna do
specyficznego odcinka DNA na amplikonie (Rys. 9). Sekwencja
startera zostaje powielona przez powstajict, komplementarnt nige, co
destabilizuje pétlé, rozdzielajic fluorochrom i wygaszac
umoyg liwiajlc detekcjé emitowanej fluorescencji (34). Wad! tego
systemu jest powstawanie niespecyficznego sygnadu fluorescenciji,
ktory jest wynikiem duplikacji sekwencji starterow typu ,sunrise”
podczas tworzenia dimeréw starter-starter (28). Co wiécej wysok?!
specyficznooeae starteréw uzyskuje sié, dziéki sekwencji
nukleotydowej, ktéra musi byee ka¢ dorazowo odpowiednio
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zaprojektowana i zsyntetyzowana, a to wilse sié z wysokimi
kosztami calego systemu detekc;ji (2).

Rys. 9. Startery typu sunrise (wschodzlcego s2ofda}rakcie
syntezy komplementarnej nici struktura spinki do wioséw zostaje
zniszczona, powoduj'c rozdzielenie wygaszacza i fluorochromu,
podobnie jak w przypadku sond o strukturze spinki do w3osow, R
czisteczka reporterowa (fluorochrom), Q- wygaszacz.

Ostatnim osilgniéciem w badaniach nad sondami
oligonukleotydowymi st startery typu ,scorpion”. Startery te
31cz1 w sobie strukturé spinki do wiosow (pétli) z wygaszaczem
w pobli¢u 3'- kofica i fluorochromem na 5' - koficu, tworz'c
niefluoryzujlcy kompleks, ktéry zostaje wbudowany do
amplikonu podczas wyd3u¢ ania nici. Pétla jest po3'czona z 5' -
koficem specyficznego startera poprzez monomer nieulegajicy
amplifikacji (Rys. 10). Czésto monomerem jest glikol
heksetylenowy, ktéry blokuje duplikacjé czéceci sondy scorpion,
odpowiedzialnej za emisjé fluorescencji. Czisteczka blokera
uniemog liwia otwarcie struktury spinki do w3oséw, pod
nieobecnocese specyficznej sekwencji amplikonu (5). Po
wyd3u¢ eniu startera, specyficzna sekwencja, znajdujica sié w
pétli sondy, mo¢ e zwilzaege sié do komplementarnej sekwencji w
powstadym amplikonie, powodujtc otwarcie struktury spinki do
w30sOw. Zmiany konformacji, podczas wyd3u¢ ania amplikonu,
generujt gwastowny i silny sygnad fluorescencji, w wyniku
przestrzennego rozdzielenia fluorochromuiwygaszacza (57).

Rys. 10. Startery typu skorpiorStarter nie wymaga wyd3u¢ ania
komplementarnej nici, a wrécz zaburza ca3 proces, w celu
zapewnienia, ¢e zniszczenie struktury spinki do w3oséw zachodzi
tylko w wyniku specyficznej hybrydyzacji z komplementarnt
sekwencjt zaprojektowan? tak, aby mia3 miejsce proces downstream
natywnej nici, R cz!steczka reporterowa (fluorochrom), Q-
wygaszacz, B monomer, czerwona strza3ka - starter scorpion.

Z kolei sondy ,scorpion” mo¢,na podzieliee na dwa rodzaje (Rys.
11). Pierwsze z nich posiadajt strukturé spinki do w3osow,
utrzymywant® dziéki sekwencji komplementarnej do
powstajtcego produktu i st nazywane uni-sondami. Modyfikacj*

uni-sond st bi-sondy, posiadajice fluorochrom i wygaszacz na
dwéch ré¢ nych niciach oligonukleotydowych. Specyficzny starter,
bloker i fluorochrom znajdujt sié na jednej nici, natomiast
wygaszacz jest przy3lczony do 3'- kofica drugiej nici
oligonukleotydowej, w pe3ni komplementarnej do sekwencji sondy.

Mechanizm molekularny bi-sondy jest analogiczny do
typowych starterow ,scorpion”, jednak powy¢sza modyfikacja
pozwala na uzyskanie wy¢ szej intensywnoceci sygnas3u. Porownujic
stosunek sygnadu do wartoceci t3a, bi-sondy przewy¢szajt sondy
TagMan (gdzie wysoki sygnas3 wil¢ e sié z wysokim t3em) oraz sondy
typu ,molecular beacons , (dajce niski sygnas3i niskie t30). Kolejn?
istotn? zalet! bi-sond jest 3atwoceee ich zaprojektowania i syntezy,
dziéki nieobecnoceci struktury spinki do w3oséw. Jednak podczas
projektowania bi-sondy réwnie; nale¢y wzitee pod uwagé
moy¢ liwoceae tworzenia struktury drugorzédowej (5).

Kolejnt klast sond st analogi DNA, tak zwane PNA - (ang.
peptide nucleic acids) St to oligomery zbudowane analogicznie jak
nize  DNA, w ktérych szkielet fosforanowy zosta® zastlpiony
jednostkami N-(2-aminoetylo)-glicyny, postczonymi witzaniami
peptydowymi (35). Sondy te nie mog! s3u¢yee jako startery dla
polimerazy DNA (39). Szkielet PNA jest pozbawiony reszt
fosforanowych, a wiéc tak¢ e 3adunku elektrycznego i nie wymaga
sidy jonowej, aby utworzyae dupleksy z DNA lub RNA. Temperatura
topnienia dupleksow PNA/DNA jest wy¢sza ni¢, DNA/DNA i
praktycznie niezale¢na od sidy jonowej, tak, wiéc w roztworach o
niskiej sile jonowej, PNA wit¢ e sié efektywnie z nicit DNA, nawet
w obecnoceci komplementarnej do badanej sekwencji nici DNA (12).
Niskie sté¢enia soli destabilizujt tak¢e oddzialywania z RNA,
faworyzujic witzanie DNA z PNA. Cz!steczki PNA podiczone z
fluorochromami, na przyk3ad z oran¢ em tiazolowym, st nazywane
cewiéclcymi sondami, poniewa¢, emituj! silny sygna3 po zwilzaniu
sié z DNA (47). Sygnas3 fluorescencji sond PNA wzrasta, gdy st one
zwi'zane z DNA. Nie wymagajt one zmiany konformacji do emis;ji
fluorescencji, st wragliwe na jednonukleotydowe zmiany w
sekwencji DNA. Poniewa¢, sondy PNA wykorzystujt jeden rodzaj
czlsteczki reporterowej, mogliwy jest bezpoceredni pomiar
fluorescencji, zamiast pomiaru zmian fluorescencji, zachodzcych
miédzy dwoma fluorochromami (20). Jednak w péVYniejszych
cyklach pojawia sié niespecyficzny sygna3fluorescencji (46).

Powy¢sze przykdady nie wyczerpujt pe3nej listy,
dostépnych sond, wykorzystywanych do detekcji sygna3u podczas
reakcji real-time PCR. Wcil¢, trwaj! proby ulepszania czuloceci i
specyficznoceci sond oraz redukcji ich kosztow produkcji.

Rys. 11. Rodzaje sond Scorpiof) - uni-sonda posiada
na jednaj nici oligonukleotydowej czisteczké reporterow! (R),
wygaszacz (Q), czisteczké blokujict wyd3uianie startera,
odpowiadajicego za emisje fluorescencji (B), starter (czerwona
linia) oraz sekwencjé komplementarnt, tworz'ct strukturé spinki do
W30SOw.
B) bi-sonda na jednaj nici znajduje sié wygaszacz, a na drugiej
czisteczka reporterowa (R), bloker (B) oraz starter, nici s do siebie
komplementarne.
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4. Urzldzenia wykorzystywane do detekcji sygna3u w real-time
PCR

Fluorymetria jest bardzo czu3' i wszechstronn?
technik!, majtca wiele zastosowafi w biologii molekularne;.
Wykorzystujic zjawisko FRET i szerok! gamé fluorochromow,
uzyskano poté¢ne narzédzie do analizy struktur makroczisteczek.
Jedynym, napotykanym czésto, ograniczeniem tej metody jest
objétocea prébek, wymagana dla konwencjonalnych roztworéw do
pomiaru fluorymetrycznego. Objétoceae probki staje sié problemem
dla drogich prébek lub w przypadku, gdy oddzia3ywania sk3adnikow
ujawniajt sié tylko w wysokich stéieniach. W powy¢szych
przypadkach fluorymetr o pojemnoceci mikro- zamiast mililitréw
stajé sié niezbédnym urzidzeniem do analizy iloceciowej (61).

4.1 Zasada dzialania typowego urzidzenia pomiarowego -
termocyklera
Zadaniem urzldzenia pomiarowego jest utrzymywanie

okrecelonych warunkéw reakcji, standaryzacja i monitorowanie
sygnadu fluorescencji podczas reakcji real-time PCR. Urzldzenie
mierzy sygna3 fluorescencji i wartoceae granicznt (Ct) po
przekroczeniu sygna3u t3a, a przed osilgniéciem fazy plateau,
podczas reakcji (55).Typowy aparat do przeprowadzania reakcji
real-time PCR sk3ada sié ze sk3adowych zebranych w tabelil.

Tabela I. Podstawowe elementy sk3adowe urztdzenia do
prowadzeniareakcijireal-time PCR.(5, 61)

Temperatura w termocyklerze musi byse dok3adnie kontrolowana,
dziéki zastosowaniu urztdzenia grzewczego i ch3odzlcego, ktére w
zale¢noceci od warunkéw regulujt temperaturé w komorze
pomiarowej. Przep3yw powietrza wymuszany jest przez wiatrak,

Z drugiej strony laser odznacza sié wysok! jasnocecit spektraln? i
czulocecit, korzystnt dla efektywnego wzbudzenia fluorochroméw

(5).

Wykonanie oko3o trzydziestu cykli amplifikacji
specyficznej sekwencji DNA trwa zaledwie 10-15 minut, dziéki
zastosowaniu ma3ej objétoceci prébek w szklanych kapilarach i
ogrzewania za pomoc! cyrkulujlcego powietrza. Poprzez
ograniczenie czasu trwania etapu denaturacji i wyd3u¢ania (ang.
annealing) uzyskuje sié wy¢,sz! specyficznoceae oraz zysk (60).

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

Obecnie, jest dostépnych wiele aparatéw oraz ich
najnowszych modyfikacji do przeprowadzania reakcji PCR w czasie
rzeczywistym. Jednym z nich jest npightCycler™ i jego nowe
odmiany (niemieckiej firmy Roche Molecular Biochemicals), ktéry
stanowi po3iczenie termocyklera (z szybk! kontrol* temperatury) z
mikroiloceciowym fluorymetrem (pomiar probek o objétoceci 5-10
DIl). Posiada niewielkie wymiary (24 cm x 28 cm x 45 cm),
pozwalajlc na analizé nawet do 96 probek jednoczecenie (61).
Przepuszczajice wilzké cewietint, plastikowe i szklane kapilary,
stanowit swoiste kuwety do pomiaru fluorescencijii usatwiajt szybk?*
wymiané ciep3a. Objétoceae probki niezbédna do wykonania pomiaru,
to zaledwie 5ul , ktéra znajduje sié w kapilarze o przekroju 0.8 mm
(61). Niestety kapilary st bardzo kruche i wymagaj!
docewiadczonego operatora. Pomiar fluorescencji polega na
poch3oniéciu przez badany roztwér niebieskiego cewiat3a (450 190
nm), emitowanego przez diodé i emisji fluorescencji, ktéra zostajé
wychwycona przez szereg silikonowych fotodetektoréw (fotodiod) z
filtrami, absorbujtcymi witzki cewietine o ré¢ nej d3ugooeci fali (61).
Zmiany temperatury s' kontrolowane przez chiodne i ciepde
powietrze oraz wiatrak, ktére potrafit zmieniase temperaturé w
tempie 20°C/s. Dodatkowo system pomiarowy umog¢liwia analizé
fluorescencyjnych krzywych topnienia, dziéki monitorowaniu zmian
emisji fluorescencji, dostarczaj'c informacji o sekwencji, do ktérej
wilse sié dana sonda. Dziéki tym ws3asnoceciom LightCycler'a
ulepszono i przyspieszono mogliwoceae diagnozowania choréb
genetycznych oraz detekcjé pokrewnych patogenéw wirusowych,
metod! ,multiplex real-time PCR" (28).

Du¢a konkurencja na rynku produkujlcym aparaturé do
real-time PCR, sprawi3a, ¢e wybdr odpowiedniego urzidzenia jest
dosyeae skomplikowany. Weoerdéd najbardziej znanych przedstawicieli
wyrd¢ niamy: wspomniany wczeceniej LightCycler firmy Roche,
Cycler firmy Biorad, Mx4000 firmy Stratagene, Smartcycler, Rotor
Gene 2000 firmy Corbett oraz najnowsze, laserowe urztdzenia,
analizujice wiéksze iloceci probek: 7900HT (384 prébki, z laserow?!
wilzk! wzbudzajict) czy nowe modele firmy Applied Biosystems
(np. typu ABI Prism 96 prébek, z halogenow! witzk! cewiat3a),
Chimaera Quantitative PCR Systems firmy Thermo Scientifici DNA
Engine Opticon Continuous Fluorescence Detection System firmy
MJ Research (61).

Cycler firmy Biorad - wykorzystuje halogenow! lampé

ktéry zapewnia homogennocese temperatury pocerdd prébek. W wolframow?, ktéra przy u¢yciu odpowiednich filtréw pozwala na

zale¢noceci od ugytego Yrdédsa cewiat®a stosuje sié filtry
interferencyjne, poniewa¢ ro¢ine czisteczki fluorochramé
posiadajt charakterystyczne diugoceci fali wzbudzenia i emisji
fluorescencji. Filtry przepuszczajt jedynie okrecelone d3ugoceci
witzki cewietlnej. Przykdadowo do wzbudzenia fluoresdencj
barwnika SYBR Green | stosuje sié filtr przepuszczaj'cy cewiat®o o
d3ugoceci 520-580 nm. Po wzbudzeniu czlsteczki reporterowej
cewiat®o jest zbierane za pomoc! soczewek, przechodzi przez filtr
dichroiczny, ktéry przepuszcza tylko witzké i danej d3ugoceci fali,
odcinaj'c zbédne t20. Pomiar sygna3u odbywa sié dziéki fotodiodom
(61).

Urzidzenia, wykorzystujice wisk! wilzké ocewietlnt
laseréw (488-514 nm) do wzbudzania cz!steczek fluorochromoéw, st
nieefektywne w stosunku do szerokiej gamy obecnie stosowanych
fluorochroméw. Chocia¢, wzbudzenie cewiat3em lampy halogenowej
jest mniej intensywne, ni; laserem, powoduje réwnomierne
wzbudzenie w znacznie szerszym zakresie d3ugoceci fal. Dobor
odpowiedniego Yréd3a cewiat®a jest szczegdlnie istotny w metodzie
~multiplex real-time PCR", ktéra wymaga zastosowania takich
fluorochroméw, ktérych widma emisji nie béd?! na siebie zachodzidy.

wzbudzenie fluorochroméw z zakresu 400-700 nm. Mog¢e
jednoczecenie analizowaae od 96 do 384 probek (5).

Rotor Gene 2000posiada cztery niezale¢ ne diody LED
jako Yrod3a cewiat®a o d3ugoceciach 470, 530, 585 i 625 nm. Energia
wzbudzenia jest wykrywana przez 6 filtrow i powielaczy o
d3ugoceciach fali z zakresu 510-660 nm. Charakterystyczn! cech?t
tego urzidzenia jest prowadzenie reakcji real-time w standardowych
proboéwkach wiréwkowych, ktoére znajdujt sié w 36- lub 72-
studzienkowej wiréwce, obrdt probdéwek zapobiega
nieréwnomiernemu rozk3adowitemperatury podczas reakcji (5).

UrzldzenieMx4000 firmy Stratagene posiada halogenow?
lampé wolframow?, z zakresem wzbudzenia fluorochroméw od 350
do 750 nm, detekcjt 350-830 nm, 4 fotopowielacze, 4 niezale¢ne
g3owice, pozwalajice na wzbudzenie i detekcjé 4 ré¢nych
barwnikbw w jednej studzience oraz zintegrowany komputer
osobisty, ktory zapobiega utracie danych.
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Zastosowanie filtrow wzbudzenia i emisji pozwala
na wyeliminowanie sygna3u t3a, pochodzlcego z
nieprzy3iczonych lub b3édnie przy3czonych sond. Urz'dzenie
jest podiczeniem ogniwa Peltier'a, technologii przewodz'cych i
izolujicych, ktore utrzymuj! stad! temperaturé we wnétrzu
urzidzeniaoraz zapobiegajt nag®ym skokom temperatur (5).

ABI Prism 7000 zawiera rownie¢, 96-studzienkowy,
termiczny blok oparty o efekt Peltier'a oraz lampé wolframowo-
halogenow?, stale nacewietlajict wszystkie probki. Detekcja
emisji fluorescencji odbywa sié bezpocerednio przez 4 filtry
optyczne i matrycé CCD (Charge-Coupled Device).
Oprogramowanie s3u¢tce do obs3ugi urzidzenia bazuje na
systemie Microsoft Windows, co pozwala na 3atw! analizé
danych, na komputerze wyposa¢,onym w ten system (5).

fluorescenciji, dziéki czemu mog¢liwa jest amplifikacja wiécej ni¢,
jednego fragmentu DNA w pojedynczej reakcji (8). Jeceli chodzi o
real-time PCR, termin ,multiplex" odnosi sié raczej do wielu
rodzajow sond fluorescencyjnych, u¢ywanych w celu rozré¢ nienia
ré¢,nych amplikonéw powsta3ych w czasie reakcji. ,Multipleksowy"
real-time PCR spotyka sié z wieloma trudnooeciami. Niezbédne jest
ucycie kilku fluorochromoéw oraz Yrod3a cewiatda, ktére wzbudza
wszystkie u¢ yte w reakcji fluorochromy (54). Jak dot'd moyg liwe jest
prowadzenie zaledwie kilku (czterech) reakcji w jednej probowce.
Nowe rozwilzania, takie jak udoskonalenia w projektach sond i
starter6w, nowatorskie kombinacje fluorochromoéw, zastosowanie
czisteczek wygaszajlcych energié i przy tym nieemitujicych cewiat3a
oraz nowe rozwilzania w konstruowaniu aparatéw do prowadzenia
takich reakcji, pomagaj ! rozwijaee techniké multiplex real-time PCR
(55).

5. Wybrane przyk3ady modyfikacji metody real-time PCR
Choee technika real-time PCR jest stosunkowo m3oda,

to znalaziaju¢ szerokie zastosowania w diagnostyce i badaniach

naukowych (28). W dziedzinie naukowej, technika ta jest
Yrodsem wysokospecyficznych pomiaréw iloceciowych
produktow transkrypcji genow. Dziéki temu mog¢ liwe s badania
ekspresjigenéwiich zmianw czasie, odpowiedzi tkanek i kultur
komaérkowych na podanie cerodka farmakologicznego, progresji
ré¢,nicowania komorek oraz odpowiedzi na zmiany warunkow
cerodowiska (5).
5.1 Badanie ekspresji genéw metod! real-time Reverse
Transcriptase PCR

Podobnie jak w przypadku konwencjonalnej techniki

6. Podsumowanie

U¢ycie fluorescencyjnej sondy reporterowej jest
najdok3adniejszt i najbardziej niezawodn! metod! iloceciowego
pomiaru produktu PCR, jednak wil¢e sié z wysokimi kosztami.
Najszerzej stosowan* metod! jest detekcja z wykorzystaniem sondy
o0 aktywnoceci 5' endonukleazy. U ycie sondy reporterowej znacz!co

zwiéksza specyficznoceze i pozwala na oznaczenie iloceci produktu

nawet w obecnoceci niespecyficznych czisteczek DNA. Najnowsze
modyfikacje, pozwalajice na zastosowanie kilku sond, umog liwiaj*
potencjalne zwielokrotnienie reakcji - badanie kilku genéw w tej
samej probdéwce, u¢ywajlc specyficzne sondy z przy3iczonymi
etykietkami o ré¢nych kolorach, dziéki czemu produkty reakcji
multiplex real-time PCR s! namnagane z poréwnywaln?

PCR, tak¢ e wreal-time PCR mo¢ na analizowase RNA - méwimy
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 przeprowadziae real-time RT-PCR nalegy
najpierw wyizolowase mMRNA z okrecelonej komorki, nastépnie
przy ugyciu odwrotnej transkryptazy uzyskase cDNA -
odpowiadajice dok3adnie sekwencji kodowanego bia3ka.
Docelowy gen zostaje dalej powielany w mieszaninie cDNA

wydajnoceci.

Najnowsza aparatura pomiarowa 3'czy w sobie cechy
umog liwiajice bardzo krétki czas trwania reakcji i pomiaru oraz
mogliwooese detekcji kilku produktéw reakcji jednoczecenie.
Urztdzeniate s! rGwnoczecenie przystosowane do u¢ ycia wszystkich
sond opisanych w powy,,szej pracy, czynilc real - time PCR metod?
wszechstronn! i wykorzystywan?! zaréwno w badaniach naukowych
jakiw diagnostyce laboratoryjnej.

Praca finansowana z projektu badawczego MniSW NrN401

oraz genu referencyjnego -,housekeeping gene", (ktérego
poziom ekspresji jest praktycznie staly we wszystkich

komoarkach i tkankach), a nastépnie jego iloceee jest mierzona

dziéki zastosowaniu sond fluorescencyjnych.

Podstawowe za3o¢,enie metody real-time PCR polega
na tym, ¢e im bardziej liczny jest dany cDNA (tym samym
mRNA) w prébce, tym wczeceniej zostanie wykryty podczas
powtarzajicych sié cykli powielania. Poréwnanie iloceci
zmierzonej probki DNA lub RNA ze standardem, pozwala na
okrecelenie proporcji probki w stosunku do standardu,
umoyg liwiajic szacunkowe okrecelenie relacji pomiédzy ré¢ nymi
tkankami lub warunkami docewiadczalnymi. Aby uzyskaaze
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APEL
DO P.T. DIAGNOSTOW LABORATORYJNYCH
KORESPONDUJ¥CYCH Z BIUREM KIDL.

Przypominamy wszystkim Pafistwu, ¢.e kierowane do Izby pisma, wnioski,
proceby itp., oprécz nazwiska i adresu do korespondencji powinny zawieraae
nr wpisu na listé diagnostéw laboratoryjnych (wzgl. nr PESEL)..

Dos3lczane natomiast do tej korespondencji kserokopie wa¢nych
dokumentéwmusz?! byee potwierdzone za zgodnoceae z oryginadem.
Potwierdzenie takie mo¢na uzyskase

w zak3adzie pracy (komorki kadrowe),

u danego Przedstawiciela Wojewddzkiego KRDL (lista przedstawicieli
dostépna w Internecie w zak3adce KRDL Przedsta-wiciele KRDL na woj.)
lub u notariuszaPotwierdzenie zgodnoceci kopii z orygina3em musi byae
zaopatrzone w pieczéee instytucji, daté i nazwisko osoby aprobujce;j.
Przygotowywana w ten spos6b korespondencja i przesy3ana na adres biura
KIDL usatwi za3atwianie Pafistwa spraw i potrzeb oraz przyspieszy
udzielenie odpowiedzi w przedmiotowych problemach.




|
Str. 18 Apel do Diagnostéw Laboratoryjnych

APEL
DO P..T. DIAGNOSTOW LABORATORYJNYCH

Majtc na uwadze donios3oceae wykonywanego przez nas zawodu diagnosty laboratoryjnego — zawodu
zaufania publicznego - przypominamy niniejszym wszystkim Kole¢,ankom i Kolegom PT Diagnostom
Laboratoryjnym, ¢ e na czlonkach Krajowej Izby Diagnostéw Laboratoryjnych spoczywa obowitzek
odpowiedzialnoceci za wsasny samorzid zawodowy, a zatem odpowiedzialni te¢ jestecemy za
ksztadtowanie naszej nienagannej postawy. Kwestia ta ymygp3takie z zasad ogolnych
przedstawionych w Kodeksie Etyki Diagnosty Laboratoryjnego, ktory zosta® uchwalony przez
Nadzwyczajny Krajowy Zjazd Diagnostéw Laboratoryjnych 13 stycznia 2006 roku.

Jednym z podstawowych obowitzkéw okrecelonych Statutem Kl ( [l Rozdzias3: ,Cz3onkowie
Izby, ich prawa i obowi'zki”) jest systematyczne regulowanie sk3adek, ktorych — nie zmieniana od
prawie 5 lat - wysokoceae 15.00 z3* miesiécznie zostala ustalona przez Krajow! Radé Diagnostéw
Laboratoryjnych uchwas3! nr 2/2003 z dnia 13 stycznia 2003 roku. Pamiétaae wiéc nalegy, ¢ e jestto zatem
obligatoryjna op3ata za cz3onkostwo w Krajowej Izbie Diagnostéw Laboratoryjnych, do ktorej ka¢,dy z
nas wstlpi¥ na podstawie ws3asnorécznie podpisanego wniosku o0 wpis na listé diagnostow
laboratoryjnych oraz otrzymas3 dokument ,Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego”
(.PWzDL").

PO RAZ KOLEJNY
PRZYPOMINAMY WIEC PT DIAGNOSTOM LABORATORYJNYM:

TYLKO

OSOBY POSIADAJ¥CE DOKUMENT ,PWZDL” MAJ¥ USTAWOWE
UPRAWNIENIA DO WYKONYWANIA NASZEGO ZAWODU.

APELUJEM.Y

do tych wszystkich Kole¢ anek i Kolegévktorzy wykonujt czynnoceci diagnostyki

laboratoryjnej i dot'd nie dysponujt dokumentem ,PWZDL", ;e postépowanie takie jest

naruszeniem zasad etyki zawodowej oraz jest niezgodne z obowi'zujtcym prawewide:

Rozdzia3 8 pt: ,Odpowiedzialnoceee karna”, art. 71 ustawy z dnia 27 lipca 2001 r. o diagnostyce

laboratoryjnej (tekst jednolity.: Dz. U. 04. 144. 1529 z p6Yn. zm.)].
APELUJEMY

0 systematyczne regulowanie swoich zobowilzafi finansowych wzglédem Izby i wnoszenie
obligatoryjnych opsat zwilzanych z cz3onkostwem w KIDL. Tylko taka postawa diagnostow
laboratoryjnych bédzie gwarantem sprawnego dziasania naszego samorztdu zawodowego

Prezydium
Krajowej Rady
Diagnostéw Laboratoryjnych
Warszawa, 30 listopada 2007 r.

* od dn. 1 kwietnia 2008 r. wysokoceee sk3adki cz3onkowskiej wynosi 20.00 PLN zgodnie z uchwa3!
Nr 48/11/2008 KRDL z dnia 29 lutego 2008 r. (05 marca 2008 r.)
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DIAGNOSTYKA GRZYBOW
Czéceee I. Diagnostyka grzybow dro¢,d¢,opodobnych

AnnaB. Macura
Zak3ad Mykologii Katedry Mikrobiologii Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellofiskiego w Krakowie

Grzyby dro¢,d¢ opodobne mog?! stanowize miejscow! floré skory lub
b3on celuzowych, mog! réwnie¢, byae przyczyn! grzybicy. Po wykryciu
obecnoceci grzybdw, odrd¢nienie tych dwoch sytuacji winno byae
wspdélnym dzie3em lekarza leczlcego i diagnosty laboratoryjnego.
Interpretacja wyniku badania mykologicznego mog¢e zostase
powag, nie znieksztadcona przez b3édy przedlaboratoryjne. Mog! one
powstaee przez nieodpowiednie przygotowanie pacjenta do pobrania
materia3u, b3édn! techniké pobierania oraz niewlaceciwe warunki
transportu materia3u do laboratorium.

1. Pobieranie materia3u do badaf mykologicznych

Jest to jedna z wag¢niejszych czéceci diagnostyki
mykologicznej. Najczéstszym bédem na tym etapie jest pobranie
materiadu ju¢, po rozpoczéciu leczenia; zazwyczaj w nastépstwie
niepowodzenia leczenia empirycznego. Aby wynik badania by?
wiarygodny, musi zostage zachowany okres karencji po odstawieniu
leku systemowego lub miejscowego. Zazwyczaj czas nie mo¢e byae
krétszy, ni¢ 2 tygodnie po zakoficzeniu leczenia miejscowego i
miesilc po przerwaniu leczenia systemowego. ldealnym
rozwilzaniem jest pobranie materiadu przed rozpoczéciem leczenia,
je¢eliwywiad i obraz kliniczny sugerujt grzybicé. Materia® do badaf
mykologicznych jest bardzo zré¢ nicowany, korzystajt z tych badafi
wszystkie specjalnoceci medyczne. O wyborze materiasu decyduje
lokalizacja zakag¢ enia. Materiady powinny byee pobierane do ja3owych
pojemnikéw, odpowiednich dla typu materiadu i jak najszybciej
dostarczone do laboratorium.

W grzybicach uogodlnionych pobierana jest krew przy

mébzgowo-rdzeniowego, w przypadku podejrzenia o kryptokokozé),
5) preparat pod przeYroczystym przylepcem w przypadku
podejrzenia zakag¢enia grzybami z rodzejalassezia  6) preparat
barwiony metod! Schaeffera-Fultona pozwalajicy ré¢niaesv
Saccharomyces cerevisia@V preparatach bezpocerednich w
przypadku grzybow dro¢,d¢,opodobnych mog¢,na wykazaae ré¢,ne pod
wzglédem wielkoceci i ksztastu blastospory oraz elementy
pseudogrzybni, a dla grzybéw z rodzajGeotrichum
charakterystyczne artrospory (Ryc. 1). Do oceny preparatow
u¢gywany jest przede wszystkim mikroskop cewietlny o powiékszeniu
0d 100 do 1500, najczéceciej stosuje sié powiékszenie 1001400 (5, 9).

Najwag¢ niejszym etapem badania mykologicznego jest
hodowla, pozwalajica na wyizolowanie szczepu grzyba z materia3u
klinicznego. Podstawowym pod3o¢em stosowanym w mykologii
lekarskiej do hodowli grzybéw jest pod3o¢ e Sabourauda w postaci
bulionu lub pod3o¢ a staego o sk3adzie: 1% peptonu, 2-4% glukozy
oraz w przypadku pod3o¢a statego 1,8% agaru. Czésto stosuje sié
modyfikacje pod3o¢a Sabourauda przez dodatnie antyhbiotyk
przeciwbakteryjnego (chloramfenikol, gentamycyna). blote
grzybéw z rodzajiMalassezia prowadzi sié na pod3o¢ u agarowym
Sabourauda z dodatkiem oliwy z oliwek lub innych lipidow (zwitzki
Tweenu). Hodowlé inkubuje sié w temperaturze°@7i 27 C.
Za®o¢,0ne hodowle kontroluje sié codziennie przez 7-10 dni. Wzrost
grzybow na pod3o¢u przy prawid3owo wykonanych posiewach
stanowi dowod obecnoceci grzybéw w badanym materiale
klinicznym. Wiékszoceee grzybow dro¢d¢opodobnych wyrasta na
pod3o¢,u w postaci kolonii g2adkich, biadych lub kremowych, kolonie
szorstkie tworzy gatunek. krusei , celuzowy jest charakterystyczny
dla Cryptococcus neoformanswzrost skorzasty dla rodzaju
Geotrichum, zabarwienie kolonii w odcieniach czerwieni dla
grzybow z rodzaju Rhodotorula, natomiast czarny dla
Aureobasidiung Pullularia(6,8,9) .

Z hodowli grzybéw na pod3o¢,ach sporzidza sié preparaty
barwione metod! Grama celem oceny mikroskopowej komorek
grzybow (blastosporéw, artrosporéw) w mikroskopie cewietlnym.

3éc-’ku Chorego’ bezpowrednio do p3ynnego p0d3oc"a Sabourauda oraz POnieWa(', najCZéCECiej Z materia3éw kliniCZnyCh iZOlOWany jest

punktaty pobrane drog? biopsji z narztdéw podejrzanych o infekcjé
grzybiczt. W grzybicach narz'dowych do wykonania testow
serologicznych s! pobierane: surowica, p3yn médzgowo-rdzeniowy
oraz inne p3yny ustrojowe. P3yn mézgowo rdzeniowy, w objétoceci 3,5
ml, jest pobierany przez nak3ucie IédYwiowe, nastépnie zagészczany
przez wirowanie; osad jest przeznaczony do posiewow i
przygotowania preparatéw, natomiast supernatant mo¢e byae
wykorzystany do wykonania testéw serologicznych. W przypadku
podejrzenia grzybicy uk3adu oddechowego pobiera sié: plwocing,
popduczyny oskrzelowe, wymazy z krtani i nosogardzieli. Z
przewodu pokarmowego materia3em jest ka3, treceee ¢ 03dkowo-
jelitowa, ¢,63ze. U zdrowych oséb w prébkach kau mog! wystépowaee
grzyby. Materia’em z uk3adu moczop3ciowego mo¢e byse mocz,
wymazy z cewki moczowej, pochwy, szyjki macicy, sromu oraz
¢0%€dziispod napletka. W przypadku podejrzenia grzybicy skory i jej
przydatkéw pobiera sié ropé&, wymazy, 3uski skérne, opidki
paznokciowe i w30sy z miejsc zmienionych chorobowo. W
schorzeniach laryngologicznych materia® stanowi: wymazy z ucha,
wydzielina z zatok szczékowych, wymaz z jézyka, podniebienia itp.
W podejrzeniu grzybicy oka materialem jest wymaz z worka
spojowkowego, zeskrobiny z owrzodzeniarogéwki (6, 8,9) .

2.1zolacjaiidentyfikacja grzybow

Z grzybéw dro¢d¢opodobnych najwagniejszt rolé w
zaka¢eniach odgrywa rodz@jandida , a szczegOlnie gatu@ek
albicans. Istnieje kilkanacecie innych gatunkéw potencjalnie
patogennych, ostatnio odgrywajicych coraz wiéksz! rolé jako
czynniki etiologiczne kandydozy, szczeg6lnie u os6b ,z grup
ryzyka”. Grzyby dro¢d¢opodobne najczéceciej spotykane w
materia3ach klinicznych przedstawiono w tabelil.

Pierwszym etapem badania jest przygotowanie preparatow
bezpocerednich z materia3u klinicznego. Preparat taki pozwala na
wykazanie obecnoceci grzybow, orientacyjn® ocené ich iloceci oraz
rodzaju form morfologicznych. Istnieje kilka rodzajow preparatéw
bezpocerednich: 1) barwiony metod® Grama, 2) wilgotny
przygotowany w p3ynie fizjologicznym, 3) rozjaceniony, przy u¢yciu
10-20% KOH lub dwumetylosulfotlenku (DMSO), 4) barwiony
metod! negatywno-pozytywn! (przygotowany z osadu p3ynu

gatunek C. albicans, mo¢na wykonaze prébé filamentacji (test
kieskowaniagerm-tube tes), ktéry daje wynik dodatni tylko dlaC.
albicans. Test ten polega na wytwarzaniu charakterystycznych
wypustek po 3-6 godzinach inkubacji grzybow w surowicy.
Nastépnym prostym badaniem jest ocena morfologii grzybéw na
pod3o¢,u zubo¢onym. Do badania u¢ywa sié ro¢,nych podiogy (PCB,
ry¢,owe, kukurydziane itp.) na ktorych wykazuje sié obecnocese
chlamydosporow (gruboceciennych, dugych komérek
przetrwalnikowych), co jest cech! tylko gatunk@. albicans.
Ponadto natych pod3o¢ach ré¢ nicuje sié grzyby z ro€zmdida na
tworzice pseudogrzybnie i nie posiadajice tej cechy. Te dwie
wymienione préby pozwalaj! na odro¢ nienie gaturtkualbicans
dominujtcego w materia®ach klinicznych (9).

Identyfikacja grzybéw dro¢ d¢,opodobnych oparta jest na podstawie
préb biochemicznych, w ktérych wykorzystuje sié zdolnoceci
grzybow dro¢d¢opodobnych do fermentacji zwitzkow
wéglowodanowych (glukoza, laktoza, maltoza, sacharoza,
galaktoza, rafinoza itp.) oraz asymilacji zwitzkow
wéglowodanowych (auksanogram) i azotowych. Na podstawie préb
biochemicznych opracowano komercyjne testy identyfikacyjne dla
grzybow dro¢,d¢,opodobnych (API 20 C, API 20 C AUX, ID 32 C)
pozwalajlce w czasie 48-72 godz. zidentyfikowase najczéceciej
wykrywane u ludzi gatunki grzybéw dro¢,d¢,opodobnych. Do préb
biochemicznych zalicza sié rownie¢ probé na ureazé oceniajict
zdolnoceae rozszczepiania mocznika oraz ocené wrag liwoceci grzybow
na aktidion. Istnieje rownie¢, szereg komercyjnych pod3o¢y np.
chromogenne, pozwalajicych na szybkie odrd¢nienie niektdrych
gatunkoéw lub rodzajéw grzybéw (1,6, 9).

3.Badanieiloceciowe

W materia3ach klinicznych, takich jak plwocina, mocz oraz
ka3 w zaka¢eniach grzybami dro¢d¢opodobnymi powinny byae
wykonywane badania iloceciowe. Ocena iloceciowa polega na
okreceleniu liczby komérek grzybéw, wyra¢ onej liczb? kolonii (CFU
=colony forming unitsw 1 mllub 1 g badanej prébki. B3ony celuzowe
czésto st miejscem bytowania grzybéw dro¢ d¢,opodobnych; grzyby
te roéwnie;, wystépujl na sta’e w przewodzie pokarmowym
czlowieka, gdzie st pod kontrol* endogennej flory bakteryjnej.
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Cz3owieka, gdzie s* pod kontrol* endogennej flory bakteryjnej.
Ma to znaczenie przy zastosowaniu antybiotykoterapii, kiedy
nastépuje szybki wzrost grzybow w przewodzie pokarmowym,
co uwidacznia sié obfit! ich izolacj' z ka3u. Diagnostyczna
procedura badania iloceciowego polega na enzymatycznej i
mechanicznej homogenizacji materia36w. Probki rozcieficzone i
nierozcieficzone odpowiednio przygotowane inkubuje sié w
okrecelonych warunkach oraz ocenia iloceciowo grzyby w
zakresie od 10 do  £0 w 1ml lub 1 g. Obecnoceae grzybow w
stéseniu> 10 komérek w jednostce objétoceci materiasi ( 10
CFU/mI) jest znamienna patognomonicznie. Przy liczbie
komérek grzybéw 10-10 w 1 ml plwociny lub 1 g ka3u
wymagane jest kontrolne badanie, natomiast nieznamienna
patognomonicznie jest obecnocdse10 kolonii grzybéw w 1 ml
lub 1 g. Dlamoczu przy prawid3owo pobranej prébce obecnoceae
10° CFU/ml jest nieznamienna patognomonicznie, przy iloceci
10° CFU/ml nalecy wykonage badanie kontrolne, natomiast
liczba kolonii grzybow CFl> 10 mo¢ e wskazywase na infekcjé
drég moczowych lub grzybicz! posocznicé (3). W wielu
laboratoriach metodé té stosuje sié w formie pd3iloceciowej
oznaczaj'c posiew z materiadu klinicznego. Pobiera sié 1 oczko
ezy badanego materia3u klinicznego na pod3o¢,e. Wzrost ocenia
sié: + pojedyncze kolonie, ++ kilkanacecie kolonii, +++
kilkadziesi't kolonii oraz ++++ wzrost zlewny. Nawet taka
pésiloceciowa metoda informuje klinicysté o obfitoceci grzybow i
ma szczegoblne znaczenie w leczeniu pacjentow z grup ryzyka.
4.Badanie lekoopornoceci

Do oceny wrag liwoceci grzybow na antymikotyki stosuje
sié szereg metod bardziej lub mniej zalecanych, ktére dziel* sié
na iloceciowe, padiloceciowe i jakoceciowe. Metody iloceciowe
okrecelajt najni¢,sze sté¢ enie zwilzku chemicznego hamujicego
wzrost badanego szczepu grzybéw (MIC - Minimal Inhibitory
Concentration w mg/l) lub najmniejsze sté¢enie grzybobojcze
(MFC Minimal Fungicidal Concentration w mg/l). Technika
wykonania tych oznaczefi polega na rozcieficzeniu
(inkorporowaniu) badanego leku w pod3osu hodowlanym
p3ynnym lub sta®ym. Stosujic metody rozcieficzeniowe mog¢ na
okrecelaze sté¢ enie chemioterapeutyku powodujice zahamowanie
50% (IG,) lub 90-99,9% komorek grzybéw w hodowli p3ynnej
(ICq, ICq, 1C,e). W metodach poésiloceciowych okrecela sié
stopiefi wrag liwoceci grzybdéw dro¢ d¢,opodobnych w odniesieniu
do wybranych sté¢efi tzw. krytycznych. Istnieje wiele takich
testéw komercyjnych jak Mikrotest ATB Fungus, Fungitest, E-
test itp. Wynik odczytywany jest wizualnie lub automatycznie
na czytniku, kwalifikujtc grzyby na wrag liwe, cerednio wrag liwe
lub oporne na okrecelony lek. Oprocz tych metod w rutynowe;j
diagnostyce stosowana jest metoda dyfuzyjno-krt¢ kowa, ktéra
opartajest naporéwnawczejocenie wartoceci MIC oznaczanych
metod! rozcieficzeniow! z wielkoceciami stref zahamowania
wzrostu (9).

Metody referencyjne zalecane przez instytucje europejsk*
i amerykafisk! s' dostépne pod adresami: 1) Instytucja
europejskaEUCAST - European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testingwww.escmid.org/sites/index.aspy/oraz
2) Instytucja amerykafisk&LSI Clinical and Laboratory
Standards Institute wiww.clsi.org/) . Dostépne s* nastépuj'ce
dokumenty:
M27-A - Reference Method for Broth Dilution Antifungal
Susceptibility Testing of Yeasts
M38-A - Reference Method for Broth Dilution Antifungal
Susceptibility Testing of Filamentous Fungi
M44-A - Method for Antifungal Disk Diffusion Susceptibility
Testing

5. Diagnostyka serologiczna

Metody serologiczne stosowane w diagnostyce grzybic
wywo3anych przez grzyby dro¢d¢opodobne obejmujt
wykrywanie obecnoceci antygendéw grzybdéw, swoistych
przeciwcia® przeciwgrzybiczych oraz komplekséw antygen-
przeciwcia3o w surowicy krwi i innych p3ynach ustrojowych
chorego. Spocerdd grzybic ogdélnoustrojowych wywo3anych
przez grzyby dro¢,d¢,opodobne odczyny serologiczne stosuje sié
w kandydozie i kryptokokozie. Odczyny te powinny byae
wykonywane rutynowo i réwnolegle z badaniami

mykologicznymi prébek materiaéw klinicznych.  Technikami
serologicznymi s3u¢glcymi do wykrywania przeciwcia®
przeciwgrzybiczych st odczyny precypitacyjne (podwojna dyfuzja
w ¢elu, immunoelektroforeza przeciwpridowa), aglutynacyjne
(hemaglutynacja bierna), fluorescencyjne (immunofluorescencja
pocerednia), immunoenzymatyczne (ELISA, EIA), a tak¢e odczyn
wilzania dopedniacza. Badania serologiczne wykrywajice
przeciwcia3a przeciwgrzybicze majt istotne znaczenie w
diagnozowaniu chorych z prawid®owo funkcjonujtcym uk3adem
odpornoceciowym. W przypadku upoceledzenia uk3adu
immunologicznego mo¢,e byee zaburzone wytwarzanie przeciwciad i
dlatego powinny byae wykonane badania serologiczne wykrywaj'ce
antygeny i metabolity grzybicze obecne w p3ynach ustrojowych.
Technikami wykrywajlcymi antygeny grzybicze s!' metody
lateksowe, radioimmunologiczne i immunoenzymatyczne. Wecerdd
antygenéw wykrywanych w testach serologicznych w kandydozie
mo¢,na wymienige: mannan, mannoproteiné, glukan, bia’ka szoku
cieplnego (hsp90), enolazé, kwacen! proteazé oraz inne antygeny
cytoplazmatyczne jak réwnies, antygeny oceciany komorkowej.
Bardzo istotne znaczenie ma czu3ocea poszczegolnych metod oraz
swoistoceae, dlatego wykonuje sié z tej samej surowicy kilka r6¢,nych
testow serologicznych. U wiékszoceci zdrowych os6b wystépujt
przeciwcia3a antyzandida , poniewa¢, grzyby te stanowit sk3adnik
fizjologicznej flory przewodu pokarmowego. Dynamika narastania
przeciwcia3 sugeruje rozwo6j narzidowej kandydozy. Natomiast
stwierdzenie w surowicy lub p3ynach ustrojowych antygenéw
Candida jest istotne w rozpoznawaniu kandydozy. W diagnostyce
serologicznej kryptokokozy wykazuje sié przeciwcia3a zora
antygeny w p3ynie mézgowo-rdzeniowym i w surowicy. Najczéceciej
u¢sywanym testem jest test lateksowy, w ktérym wykrywa sié antygen
polisacharydowy otoczkiCryptococcus neoformans Test ten
pozwala na rozpoznanie kryptokokozy ju¢, we wczesnym stadium
choroby (2, 8,10, 12).

6. Diagnostyka molekularna

W ostatnich latach obserwuje sié ogromny wzrost wiedzy z
zakresu genomiki grzybow. Cilgle odkrywane st nowe markery
genetyczne przydatne do identyfikacji gatunkéw i typowania
szczepow. W przypadku diagnostyki molekularnej mogliwa jest
identyfikacja patogenu bezpocerednio z materiadu klinicznego, nie
jest konieczne zak3adanie czystych hodowli grzybéw, przez co czas
oczekiwania nawynik ulega skréceniu.

Istnieje bogata literatura dotyczica diagnostyki molekularnej.
Metody wykorzystywane w diagnostyce grzybow w wiékszoceci
opierajt sié na reakcji 3aficuchowej polimerazy PGRlymerase
chain reactiof). Zasada tej metody i sposob postépowania
przekraczaj ramy tego artykusu. Zastosowanie PCR w diagnostyce
grzybow chorobotwdrczych opisano w wielu specjalistycznych
publikacjach naukowych (4,7, 11).

W Polsce diagnostyka molekularna grzybic stosowana jest w
niewielu pracowniach diagnostyki mikologicznej z powodu
wysokich kosztéw badania i braku standaryzacji metod. Metody
biologii molekularnej st coraz czéceciej wykorzystywane w
placowkach naukowych.
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8. Rycinyitabele dotekstu

Ryc 1. Sporygrzybéw dro¢ d¢,opodobnych.

A p'czkujice blastosporgandida albicans

B pseudogrzybnia grzyb6éw dro¢,d¢,opodobnych

C artrosporyGeotrichum spp. (powstajice przez fragmentacjé nitek
grzybni)

D blastospory okrtg3e, ptczkujlce, z otoczk?
mukopolisacharydow? Cryptococcus neoformans (barwienie

pozytywno-negatywne)

Tabela 1. Grzyby dro¢d¢opodobne najczéceciej spotykane w
materia3ach klinicznych

OCENA BIOCENOZY POCHWY, STOPNIE
CZYSTOECI POCHWY.

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

Ocena biocenozy pochwy, to wa¢ine i jedno z czécecigj
wykonywanych badafi diagnostycznych. Jak wskazuje codzienna
praktyka, czésto pod tym pojéciem zaréwno przez lekarzy jak i
pacjentow zamiennie uiywane st sformulowania: ocena stopnia
czystoceci pochwy, biologia pochwy, badanie flory pochwy, rozmaz z
pochwy itp.

Biocenoza pochwy to z30¢ona populacja drobnoustrojow
zasiedlajtca nab3onek pochwy kobiety, ma charakter biofilmu. Sk3ad
gatunkowy (kompozycja), dynamika i struktura tego biofilmu ma
podstawowe znaczenie dla zdrowia i czynnoceci narzidu rodnego
kobiety.

Erodowisko pochwy stanowi samodzieln?, stabiln! biocenozé, w
ktorej najistotniejszym sk3adnikiem st pa3eczki kwasu mlekowego
inaczej zwane padeczkami Doderleina a w3acgeciwie grupa pa3eczek
Lactobacillus miédzy innymi L. acidophilus, L. fermentum,

L. plantarum, L. delbrueckii, L. rhamnosus. St to Gram dodatnie
paseczki wystépujice w wielu postaciach mae, cerednie, olbrzymie.
(Fot.1,2,3)[1,2,3].

Fot. 1. Paseczki Lactobacillus barwione metod® Grama i
obserwowane pod mikroskopem przy powiékszeniu 1500x. Forma
krotka.
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2. Padeczki Lactobacillus barwione metod! Grama i
obserwowane pod mikroskopem przy powiékszeniu 1500x.
Forma cerednia.

Fot.

3. Paseczki Lactobacillus barwione metod! Grama i
obserwowane pod mikroskopem przy powiékszeniu 1500x.
Formaolbrzymia.

Fot.

Drobnoustroje te stanowi! ochroné nab3onka pochwy przed inwazj*
innych drobnoustrojow zw3aszcza chorobotwérczych. Pa3eczki
kwasu mlekowego majt zdolnoceci rozk3adania glikogenu do kwasu
mlekowego oraz produkujt nadtlenek wodoru. Czynniki te
uniemoyg liwiajt kolonizacjé i namna¢,anie innych drobnoustrojow. A

Corynebacterium, Streptococcus, Enterococcus,

Peptostreptococcus, Bacteroides, Porphyromonas, Gardnerella,

Ureaplasma, Mycoplasma, Propionibacterium, Escherichia

Klebsiella, Mobiluncus, Veillonella, Clostridiuital.

W sprzyjajicych okolicznoceciach mo¢,e dojeeae do wystpienia stanu

niefizjologicznego (zapalnego), szczegdlnie je¢ eli drobnoustroje te

zasiedI® b3oné celuzow! pochwy i wyeliminujt floré fizjologiczn?.

Na utrzymanie stanu fizjologicznego (prawid3owej biocenozy

pochwy) majt wp3yw rd¢,ne czynniki min.:

- sytuacja hormonalna kobiety (pokwitanie, cit¢ a, cykl p3ciowy,
przekwitanie)

- zabiegichirurgiczne

- nieprzestrzeganie zasad higieny

- nawykiseksualne

- niekontrolowana antybiokotykoterapia[1, 4]

Ocena biocenozy pochwy

Prawid3owa ocena biocenozy pochwy, stanu okrecelajicego aktualn?
sytuacjé w tym regionie, jest mog¢liwa na podstawie ogltdania
obrazéw trececi pochwowej w preparatach barwionych metod?!
Grama i zakwalifikowania tego obrazu do odpowiedniego stopnia
czystoceci pochwy [5, 6] np. wg Kuczyfiskiej. Czésto stopnie te st
mylone z grup? cytologiczn? lub skal* Amsela czy Nugenta. St te¢,
skrajne poglidy, niektérzy autorzy proponuj! porownywanie skal
Nugenta czy Amsela ze stopniami Kuczyfiskiej.
Nale¢y te pojécia uporzidkowaee i wiaceciwie stosowaee [7, 8, 9].

- stopnie czystoceci pochwy wg Kuczyfiskieiyykonane starannie

i odczytane przez docewiadczonego mikrobiologa) majt na celu
zobrazowanie aktualnego stanu biocenozy pochwy, okrecelenie stanu
fizjologicznego, stanu zapalnego, okrecelenie proporcji pomiédzy
grupamidrobnoustrojow. Podstawowym kryterium oceny biocenozy
wg Kuczyfiskiej jest wystépowanie lub brak w trececi pochwowej
Lactobacillus

- grupa cytologiczna wg Papanicolaycytologia) wykonana przez
cytologa okrecela stan morfologiczny z3uszczonych komorek
nablonka. Ocenia czy stan komorek jest prawid3owy czy nie.
Pozwala oceniee stan zapalny bez sprecyzowania czynnika
etiologicznego

- kryteria Amsela (oceny dokonuje lekarz) to rozpoznanie kliniczne
bakteryjnej waginozy (BV). Kryteria Amsela opieraj' sié na
stwierdzeniu przynajmniejtrzech z czterech objawéw BV.

1. Szarobia3awydzielina

2. Obecnoceae komoérelkegcells ”

3. Kwasowooez powy¢ej4,5pH

4. Rybizapach (dodatnitestaminowy)

- Skala Nugentato rozpoznanie mikrobiologiczne BV. Ocena

wiéc iloceee i jakoceae (aktywnoocese enzymatyczna) padeczek kwagestprzeprowadzananapodstawie kryteriow mikrobiologicznych. W
mlekowego cewiadczy o stanie fizjologicznym pochwy. Obecnocese skali Nugenta ocena opiera sié na oszacowaniu proporcjonalnego

padeczek kwasu mlekowego jest bardzo wa¢na dla utrzymania
réwnowagi cerodowiska pochwy przez:

- utrzymywanie odpowiedniej kwasowoceci (niskie pH w

granicach 3,5 - 4,2, uniemogliwia namna¢anie sié

drobnoustrojéw chorobotwérczych)

- produkowany przez padeczki kwasu mlekowego nadtlenek
wodoru (H Q ) uniemoyg liwia rozwoj bakterii beztlenowych,

- padeczki kwasu mlekowego przez swojt obecnoceae blokujt
miejsca przylegania, adhezji do komoérek nab3onkowych oraz
stymulujt uk3ad odpornoceciowy.

Biocenoza pochwy to uk3ad stabilny, jednak podlega citg3ym
chocia¢, najczéceciej niewielkim zmianom iloceciowym, zaréwno
liczba paseczek kwasu mlekowego ulega zmianie jak i bakterie
pochodzice z przewodu pokarmowego lub kolonizujice ujcecie
cewki, pojawiaj! sié i przy prawid3owo funkcjonujicej barierze
ochronnej gint. Tak wiéc trwa citg3a rywalizacja o miejsce na b2onie
oceluzowej pochwy i w stanie fizjologicznym wystépowaae mog* obok
pa3eczek kwasu mlekowego niewielkie iloceci innych bakterii.

Spocerdd ponad 100 gatunkéw wykrytych w pochwie najczéceciej
spotykane drobnoustroje nales! do rodzajé®taphylococcus,

udziadu poszczegdlnych rodzajéw bakterii w preparacie i jego ocenie
liczbowej (zapis w skali punktowej 0-10 punktow).Kryteria oceny st
nastépujice: do 4 punktéw stan prawidiowy, 4 6 punktéw stan
poceredni, powy,,ej 6 punktow cewiadczy o BV.

Tak wiéc nie mog¢na poréwnywaa lub zastépowaee
poszczegolnych ocen, ré¢,nych metod klasyfikacji gdy¢, ka¢,da z nich
ma inny cel, inne kryteria oceny nieprawid3owoceci. To krotkie
zestawienie jednoznacznie wskazuje, ¢ e ocena biocenozy pochwy
(stanu fizjologicznego czy zapalnego) jest najpedniej
odzwierciedlona w stopniach czystooceci pochwy wg Kuczyiiskie;.
Natomiast dodanie pewnych elementoéw do stopni Kuczyfiskiej i
odnotowanie kilku dodatkowych etap6w diagnostycznych takich jak
pomiar pH trececi pochwowej, wykonanie testu aminowego,
odnotowanie obecnoceci lub braku komoothe cels 7, diagnostyka
w kierunku Trichomonas vaginalis oraz opis morfologii
drobnoustrojéw mog¢e byse przydatny do formulowania wyniku
bardziejprecyzyjnego
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[10, 11]. Dodatkowo daje mog liwoceae ukierunkowania dalszych  stopnie czystoceci w stanach fizjologicznych i zapalnych pochwy (wg K.
badan i stwarza przes®anki co do dalszego postépowania  Kuczyfiskiej).
diagnostycznego w danym konkretnym przypadku. Tak! formé
oceny biocenozy przedstawiono ponig¢ ej. STOPIEN CZYSTOECI |
Zasady postépowania w badaniu biocenozy pochwy (zasady
ogolne):
Pacjentka zg3aszajica sié na badanie biocenozy
pochwy powinna byse poinformowana, ¢ e badanie takie aby
by?o wiarygodne musi byse wykonane pod pewnymi
warunkami:
nie nale¢y wykonywage badaniaw trakcie antybiotykoterapiilub
zaraz po jej zakoficzeniu, 48h bez kontaktow seksualnych
Materia® (treceae wydzieliny pochwowej pobrasge w
jatowym wzierniku, jaow! ez! lub szpatulk! z tylnego
sklepienia pochwy) natychmiast po pobraniu nale¢y opracowaee:
wykonaae starannie rozmaz na szkie3ku
podstawowym i zabarwige metod! Grama

- wykonaee pomiar pH W obrazie mikroskopowym obecne st jedynie pa3eczki kwasu mlekowego.
- wykonaee testaminowy (zapachowy) Brak leukocytow i innych bakterii.

Mikroskopowa ocena biocenozy pochwy

Prawid3owo (starannie) wykonany rozmaz i zabarwiony STOPIEN POEREDNI I/1I

preparat metod! Grama nale¢y oglidase pod mikroskopem

(imersja). Jest on wskaYnikiem aktualnej sytuacji

mikrobiologicznej w pochwie, i niekiedy przewy¢ sza rutynowe

posiewy trececi pochwowej ,zwlaszcza gdy nie jest mog liwe

natychmiastowe opracowanie, i materia3 jest przechowywany

na podio¢ach transportowych. Metoda Grama pozwala na

uwidocznienie ksztadtu komarki, uk3adow komoérek wzglédem

siebie, rozré¢ nienie bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych,

ponadto pozwala uwidoczniae grzyby dro¢,d¢,opodobne i ocenize

pod wzglédem iloceciowym drobnoustroje i leukocyty. Obraz

mikroskopowy oraz dodatkowe parametry (pH, test aminowy,

obecnocese komore#lug cels” ) pozwalajt zakwalifikowase

oceniany materia® do odpowiedniego stopnia czystoceci

mikrobiologicznej pochwy, a tak¢e pozwala na wstépnt

interpretacjé kliniczn* wskazujic ewentualne czynniki Obok prawid3owych paseczek kwasu mlekowego pojawiajt sié
etiologiczne [10]. Umo¢liwia rownie;, komentarz pleomorficzne postacie tych drobnoustrojéw i/lub pojedyncze leukocyty.
mikrobiologiczny, sugerujlc postépowanie diagnostyczne i Innych drobnoustrojow nie stwierdza sié.

terapeutyczne np. czy w konkretnym przypadku wystarczy

podaze preparat biologiczny uzupe3niajicy floré fizjologicznt STOPIEN CZYSTOECI Il
(stopied ,0"), lub wykonaa dodatkowe badania

mikrobiologiczne np. w kierunku obecnocg€hlamydia

trachomatis i/lub  Mycoplasma hominis Ureaplasma

urealyticum

Niezbédnym dla wykonania prawid3owej biocenozy pochwy

jest znajomooeee podziau stopni czystooceci pochwy wg

Kuczyfiskiej i docewiadczenie w ocenie preparatéw barwionych

metod! Grama.

STOPNIE CZYSTOECI POCHWY wg K. KUCZYNSKIEJ

Podstawowym kryterium oceny biocenozy pochwy jest Woeerod licznie wystépujicych padeczek kwasu mlekowego spostrzega sié
obecnoceee lub brak pa’eczek kwasu mlekowego oraz stosunek pojedyncze, ré¢ nitce sié zasadniczo od padeczek kwasu mlekowego bakterie
iloceciowy innych drobnoustrojéw i leukocytéw. Podzia3 Gram ujemnei/lub Gram dodatnie. Leukocyty wystépujt sporadycznie.
obejmuje stopnie podstawowg 0°, 1 911,911 , &/ oraz stopnie

pocerednie O/I, I/11, [I/111, I/1V, O/IV. STOPIEN POGEREDNI I1/111

PODZIAE STOPNI CZYSTOECI POCHWY

Obok du¢ej liczby pa3eczek kwasu mlekowego pojawiajt sié liczne
leukocyty. Wystépuje mieszana flora bakteryjna. Stosunek mieszanej flory
bakteryjnej do padeczek kwasu mlekowego wynosi 1:1.
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[STOPIENCZYSTOGECI I ~
STOPIEN POGEREDNI 0/1

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

STOPIEN POEREDNIII/IV

W obrazie mikroskopowym widoczne st tylko pojedyncze pa3eczki kwasu
mlekowego. Brak innej flory bakteryjnej. Brak leukocytéw.

Picemiennictwo:

Paseczki kwasu mlekowego wystépujt sporadycznie, obfita mieszana 1 . Verhelst R. et all: Compa”sc_’n between Gr_am
flora bakteryjna. Leukocyty liczne lub ich niewiele. stain and culture for the characterization of vaginal
microflora: Definition of a distinct grade that resembles
STOPIEN CZYSTOECI IV grade | microflora and revised categorization of grade |
micloflora. BCM Microbiology, 2005; 5:61
2. Reid G., Bruce A. W.: Selection @factobacillus

strains for urogenital probiotic applications. JID , 2001;
183 (Suppl 1): 77-80

3. Centers for Disease Control and Prevention.
Sexually transmitted diseases treatment guidelines 2002.
MMWR 2002; 51: 42-5

4, Bulanda M. et all: Flora bakteryjna pochwy i
. . wpiyw czynnikdw egzo i endogennych na jej zmiany. Gin.
Brak paseczek kwasu mlekowego. Ca3e pole widzenia mikroskopu Pol. 1996: 67: 28-33
pokryte jest jednorodn?! lub mieszant flort bakteryjnt. Zwraca uwagé 5 ' K’uczyﬁska K.: Modyfikacja stopni czystoceci

du¢a ré¢norodnoceee form bakteryjnych. Odczyn leukocytarny znaczny

lub zupe3ny brak leukocytéw. pochwy. Gin. Pol., 1975;46:361

6. Nugent R.P., et all: Reliability of diagnosing
STOPIEN POGEREDNI 0/1V bacterial vaginosis is improved by a standardized method
of Gram stain interpretation. J. Clin. Microbiol., 1991;
29:297
7. Malarewicz A.: Préba okrecelenia standardu w
diagnostyce zaka¢ef szyjki macicy. Mikrobiologia
Medycyna, 2000; 2(23): 35
8. Mtczyfiska B.: Diagnostyka waginozy
bakteryjnej i atypowych zaka¢efi przenoszonych drog*
p3ciow?. Diagnosta Laboratoryjny, 2008; 1(16): 13-17
9. Schwiertz A., at all: Throwing the dice for the
diagnosis of vaginal complaints. An. Clin. Microbiol.,
2006;5:4
10. Kasprowicz A., Bia3ecka A.: Diagnostyka
mikrobiologiczna zaka¢efi drog rodnych. Mikrobiologia
Medycyna, 1995; 4:29-33

Brak padeczek kwasu mlekowego. Niewielka liczba bakterii. Odczyn
leukocytarny znaczny lub zupe3ny brak leukocytow.
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Jest to obraz mikroskopowy bezbakteryjny. Odczyn leukocytarny
znaczny lub brak leukocytéw. Zerowy stopiefi czystoceci pochwy
rozpoznajemy u dziewczynek w okresie spokoju hormonalnego, u
kobiet w okresie pologu i u kobiet natychmiast po leczeniu stanu
zapalnego pochwy.



