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Mikrobiologia i jej udziat w rozwoju
medycznej diagnostyki laboratoryjne;j

Mikrobiologia jest dziedzing wchodzaca w sklad nauk biologicznych i zaj-
muje si¢ zagadnieniami zwigzanymi z mikroorganizmami (z greckiego: micros
- maly, bios - zycie, logos — nauka). Naleza do nich bakterie, wirusy, grzyby i pa-
sozyty. Drobnoustroje te s3 szeroko rozpowszechnione w przyrodzie. Wystepuja
w réznych srodowiskach - w wodzie, glebie, powietrzu, kolonizuja rosliny, ptaki,
zwierzeta i ludzi. Wiele z nich to organizmy samozywne (autotrofy — samodziel-
nie wytwarzaja zwiazki organiczne, potrzebuja do tego wody, dwutlenku wegla
i energii stonecznej), inne sa cudzozywne (heterotrofy — nie majg zdolnosci che-
mo - i fotosyntezy, pobieraja gotowe zwiazki organiczne), wérod ktorych wy-
stepuja saprofity — odzywiajace si¢ martwa materia, komensale — pozostajace
w symbiozie z innym organizmem i drobnoustroje patogenne - zdolne wywoly-
wac choroby.

Biorac pod uwage réznorodnos¢ drobnoustrojéw, ich chorobotwoérczosé
i znaczenie dla ksztaltowania srodowiska i istnienia wyzszych form zycia po-
wstalo szereg dzialéw mikrobiologii, takich jak: mikrobiologia srodowiskowa,
rolna, gleby, przemystowa, sanitarna, weterynaryjna, lekarska (medyczna).

Mikrobiologia lekarska

Podstawowym zadaniem mikrobiologii lekarskiej (medycznej) jest wykrywa-
nie drobnoustrojow chorobotworczych dla czlowieka i o ile jest to mozliwe, okre-
slanie najskuteczniejszych sposobéw leczenia chorob zakaznych. Mikrobiologia
jest zatem jednym z dzialéw medycznej diagnostyki laboratoryjnej.

Czynnikiem etiologicznym choréb infekcyjnych czlowieka moga by¢ wszyst-
kie mikroorganizmy: bakterie, wirusy, grzyby i pasozyty. Wérdéd nich sa drobno-
ustroje bytujace tylko u ludzi (wywoluja zakazenia okreslane jako antroponozy),
jak rowniez wystepujace i wywolujace zakazenia u zwierzat czy ptakéw (antro-
pozoonozy) lub wywodzace si¢ z rezerwuaréw znajdujacych si¢ w srodowisku
naturalnym cztowieka (sapronozy). Ze wzgledu na znaczne réznice w morfolo-
gii, fizjologii i uwarunkowaniach srodowiskowych poszczegélnych mikroorgani-
zmow, wymagajacych odpowiednich procedur diagnostycznych i identyfikacyj-
nych w zakresie gatunku, w ramach mikrobiologii lekarskiej powstaly obecnie
dalsze dzialy, takie jak: bakteriologia, wirusologia, mikologia i parazytologia.
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Zadania mikrobiologa

Wobec wszechobecnosci drobnoustrojéw w naturze, do zadan specjalisty w za-
kresie mikrobiologii lekarskiej (lekarz) lub mikrobiologii medycznej (diagnosta
laboratoryjny) nalezy nie tylko umiejetnos¢ wykrycia czynnika etiologicznego
choroby zakaznej (trzeba wiedzie¢, jaki material kliniczny i jak nalezy go pobrac,
jak wyizolowa¢ i zidentyfikowa¢ drobnoustrdj) oraz okreslenie in vitro mozliwo-
$ci optymalnego leczenia (antybiogram, mykogram), ale takze znajomos¢ zasad
wspolzycia mikroorganizméw z czlowiekiem (komensalna flora fizjologiczna, no-
sicielstwo, zakazenie, zakazenie oportunistyczne, toksemia), zagadnien zwigzanych
z epidemiologig zakazen (mozliwe zZrodla, wrota i drogi przenoszenia zakazen,
zakazenia epidemiczne, endemiczne, sporadyczne, szpitalne, pozaszpitalne) oraz
metod zapobiegania zakazeniom (szczepienia profilaktyczne, dezynfekeja, steryli-
zacja, izolacja, kontrola zakazen szpitalnych). Ponadto, wynik badania mikrobiolo-
gicznego materiatu pobranego od pacjenta czesto wymaga komentarza i klinicznej
interpretacji - wyhodowany drobnoustrdj moze by¢ czynnikiem etiologicznym
zakazenia, ale tez sktadnikiem flory fizjologicznej, objawem kolonizacji lub nosi-
cielstwa czy tez florg przypadkowa pochodzacy ze srodowiska.

Podstawy diagnostyki mikrobiologicznej

Czynnik etiologiczny zakazenia (bakterie, wirusy, grzyby) lub zarazenia (paso-
zyty) mozna okresli¢ na podstawie metod bezposrednich oraz metod posrednich.

Metoda bezposérednia polega na klasycznej izolacji i identyfikacji drobno-
ustroju. Jest to metoda referencyjna dla wszystkich innych metod, okreslana jako
gold standard. Nowoczesne metody bezposrednie obejmujg takze wykrywanie
antygenow lub materiatu genetycznego drobnoustroju w badanych prébkach ma-
teriatu klinicznego.

Metody posrednie wykorzystujg testy serologiczne, ktére pozwalaja wykry¢
swoiste przeciwciala powstajace jako reakcja odpornosciowa makroorganizmu
na zakazenie. Najczgsciej okresla si¢ swoiste przeciwciala klasy IgM, charak-
terystyczne dla $wiezego, aktualnie toczacego si¢ zakazenia lub serokonwersje
w klasie IgG (co najmniej 3-4 wzrost miana przeciwcial w dwukrotnie pobranych
probkach krwi). Rzadziej ocenia si¢ poziom swoistych przeciwcial w klasie IgA,
pojawiajacych sie w przewlektym procesie zapalnym. Badania serologiczne do-
tyczace chordb infekcyjnych czesto wykonywane sg takze w laboratoriach anali-
tycznych posiadajacych wielofunkcjonalng aparature.

W przypadku wystgpienia zakazen epidemicznych, szczegdlnie w warunkach
szpitalnych, celem ustalenia zaleznosci epidemiologicznych (zrédlo zakazenia,
drogi przenoszenia) i optymalnego postepowania profilaktyczno-terapeutyczne-
go wymagane s3 rowniez badania mikrobiologiczne $rodowiska i personelu.
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W diagnostyce wiekszosci zakazen bakteryjnych i grzybiczych niezbedna jest
izolacja i identyfikacja mikroorganizmu (przynajmniej do gatunku), co nastepnie
umozliwia okreslenie jego wrazliwosci i mechanizmy opornosci na antybiotyki
(chemioterapeutyki). Taki wynik badania, uzupelniony o kliniczng interpretacje,
stanowi podstawe celowanej, racjonalnej antybiotykoterapii.

W zakazeniach wirusowych do podjecia leczenia, jak réwniez w celach epi-
demiologicznych czy rokowniczych na ogét wystarcza wykrycie antygenu badz
sekwencji nukleotydowych wirusa lub swoistych przeciwcial. Klasyczna diagno-
styka wirusologiczna polegajaca na izolacji wirusa jest trudna, kosztowna i cza-
sochlonna i jest wykonywana jedynie w nielicznych osrodkach w skali kraju.

Tradycyjne badanie bakteriologiczne (mykologiczne) polega przede wszyst-
kim na wykonaniu posiewu odpowiednio pobranego materiatu klinicznego
na odpowiednie podloza wzrostowe i inkubacji tych podlozy w odpowiedniej
temperaturze i odpowiednich warunkach gazowych (w zaleznosci od rodzaju
materialu i spodziewanych drobnoustrojow). W wielu przypadkach ocenia si¢
réwniez odpowiednio przygotowany (barwienie, inna metoda) preparat bezpo-
sredni wykonany z materiatu klinicznego a w niektérych sytuacjach stosuje si¢
réwnolegle testy wykrywajace antygeny drobnoustroju w materiale bezposred-
nim (np. w plynie moézgowo-rdzeniowym), co pozwala w krotkim czasie wstep-
nie ukierunkowa¢ dalsze postepowanie diagnostyczno-terapeutyczne.

Identyfikacja wyhodowanych drobnoustrojéw obejmuje ocene morfologii ko-
lonii i wytwarzania hemolizy, wykonanie preparatu z hodowli, okreslenie cech bio-
chemicznych a niekiedy takze serologicznych, co pozwala na ogét ustali¢ gatunek
lub serotyp/serowar organizmu. W przypadku wyizolowania drobnoustroju uzna-
nego za czynnik etiologiczny zakazenia wykonuje sie, zgodnie z aktualnymi w tym
zakresie rekomendacjami, antybiogram/mykogram, ktéry w przypadku wykrycia
mechanizmdéw opornosci drobnoustroju, wymaga zawsze uzupelnienia wyniku
badania o wlasciwa interpretacje kliniczng. Coraz czgsciej, szczegolnie wobec wie-
loopornych szczepow szpitalnych czy tzw. drobnoustrojow alarmowych (szczepy
MRSA - metycylinooporne gronkowce zlociste, VRE - wankomycynooporne en-
terokoki, paleczki Gram-ujemne wytwarzajace betalaktamazy typu ESBL, AmpC,
MBL, KPC) okreslenie wrazliwosci na lek wigze sie z podaniem wartosci minimal-
nego stezenia hamujacego (MIC - minimal inhibitory concentration), pozwalajacej
najlepiej przewidzie¢ kliniczny efekt leczenia danym lekiem.

Nowoczesne metody diagnostyki mikrobiologicznej

Klasyczna diagnostyka (identyfikacja drobnoustroju, antybiogram/myko-
gram) najczesciej izolowanych tzw. bakterii typowych (gronkowce, paciorkowce,
paleczki Gram-ujemne) oraz grzybow drozdzopodobnych trwa co najmniej 2-5
dni. Obecnie mozna jg przyspieszy¢ i ulatwié stosujac:
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— podltoza chromogenne umozliwiajace wykrycie aktywnosci enzymatycznej
wybranych drobnoustrojow (np. szczepéw MRSA, VRE) rozkladajacych od-
powiednie substraty chromogenne, co powoduje charakterystyczne wybar-
wienie rosngcych kolonii,

— aparaty do posiewow krwi i ptynéw ustrojowych (np. Bactec, BacT/ALERT)
— pozwalajg w krotkim czasie (niekiedy juz po godzinie) zasygnalizowaé
dodatni posiew, ktory nastepnie wymaga tradycyjnego postepowania iden-
tyfikacyjnego,

— aparaty do identyfikacji i oznaczania wrazliwosci drobnoustrojow (np. Vitek,
Phoenix) skracajace w niektorych przypadkach czas wykonania testu do 4-6
godzin,

— szybkie testy identyfikacyjne lateksowe (np. do szybkiej identyfikacji w pier-
wotnych hodowlach antygendw Salmonella, Shigella, Escherichia coli, szcze-
pow Staphylococcus aureus, Listeria, Campylobacter, Legionella pneumophila,
serotypow wielocukru C paciorkowcow),

— metody genetyczne.

W zakazeniach wirusowych oraz wywolywanych przez bakterie bytujace we-
wnatrzkomoérkowo, nierosngce na podtozach sztucznych czy wytwarzajace tok-
syny rozpoznanie opiera si¢ na ogdt jedynie na wykazaniu antygendw (toksyn)
sekwencji nukleotydowych drobnoustroju w materiale klinicznym. W tych przy-
padkach klasyczne metody mikroskopowe (np. wykrywanie ciatek wtretowych
w chlamydiozie czy cialek Negriego we wsciekliznie) zastepowane s3 metodami
immunologicznymi lub genetycznymi.

Najczesciej stosowane metody immunologiczne sg oparte na technikach
immunofluorescencji i immunoenzymatycznych (Elisa). Pozwalajg one wykry¢
w materiale klinicznym rézne antygeny wirusowe (wirus wscieklizny, grypy, odry,
adenowirusy, HSV, VZV, CMYV, a takze bakteryjne (chlamydie, dwoinki rzezacz-
ki) i szereg pasozytniczych. Niezwykle przydatnym obecnie testem diagnostycz-
nym jest wykrywanie metoda Elisa antygenow Candida (mannan) i Aspergillus
(galaktomannan) w surowicy krwi w przypadkach grzybic uogélnionych lub
narzadowych, w ktorych klasyczne posiewy czesto wypadaja ujemnie. Chetnie
wykorzystywane w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej sg takze proste
w wykonaniu, wysoce swoiste i niewymagajace dodatkowej aparatury szybkie
testy immunochromatograficzne stuzace do wykrywania antygenow Legionella
pneumophila i Streptococcus pneumoniae w moczu, paciorkowcow gr. A w gardle,
Helicobacter pylori, Rota i Adenowiruséw w kale, a takze RSV i chlamydii.

Metody biologii molekularnej sg obecnie coraz czgsciej stosowane w rutyno-
wej diagnostyce mikrobiologicznej, a takze w badaniach naukowych. Stuza one
réznym celom:

— identyfikacji sekwencji nukleotydowych ré6znych drobnoustrojéw w materia-
le klinicznym in situ lub w hodowli, np. gatunki Mycobacterium, Mycoplasma
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pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Neisseria go-

norrhoeae, Borrelia burgdorferi, Legionella pneumophila, Clostridium difficile,

Ehrlichia, Candida, HBV, HCV, CMV, HSV, BK
— identyfikacji gendw opornosci na antybiotyki, np. mecA, katA, rpoB
— gendéw kodujacych czynniki wirulencji, np. toksyny Streptococccus pyogenes,

Clostridium difficile, Escherichia coli, Bacillus anthracis, Helicobacter pylori
— ustaleniu taksonomii drobnoustrojow, analizy ewolucyjnej i filogenetycznej
— do typowania genetycznego drobnoustrojow dla celéw epidemiologii szpi-

talnej (ustalenie pokrewienstwa w obrebie gatunku celem okreslenia zrodta

zakazenia, drég transmisji itp.).

W badaniach molekularnych wykorzystuje sie najczesciej metody oparte na
polimerazowej reakcji tannicuchowej — PCR (polimerase chain reaction). Nalezg do
nich m.in. metody:

— Multiplex-PCR stuzaca np. do wykrywania genow zjadliwosci Staphylococcus
aureus

— RT-PCR (z udzialem odwrotnej transkryptazy) pozwala wykry¢ np. mRNA
wirusa RSV

— Real-Time PCR umozliwia monitorowanie ilo$ci materialu genetycznego
drobnoustroju w prébcee: pratki, chlamydie, mykoplazmy, CMV, BKV, EBV,

RSV, Aspergillus, Pneumocystis yirovecii
— PCR/hybrydyzacja wykorzystywana np. do wykrycia genotypéw HPV
— do oznaczenia z materiatu klinicznego w ciggu 70 minut MRSA, VRE, GBS,

Clostridium difficile
— wieloparametrowy system fluorescencyjno-laserowego odczytu na mikrosfe-

rach (Luminex) pozwalajacy na oznaczanie szeregu parametrow (antygeny,

przeciwciala, cytokiny) w zakazeniach bakteryjnych i wirusowych i proce-
sach autoimmunologicznych

Podsumowanie

Wszystkie metody stosowane w diagnostyce mikrobiologicznej maja swoje
zalety i ograniczenia. Nalezy jednak pamigta¢, ze nierzadko mozna uzyskac wy-
nik falszywie ujemny lub falszywie dodatni, mimo wykonania badania zgodnie
z procedura. Istotnym czynnikiem, wplywajacym na ostateczny wynik sg takze
tzw. bledy przed-laboratoryjne, zwigzane z prawidtowym pobraniem i transpor-
tem probki. Material na badanie mikrobiologiczne a szczegélnie celem wyhodo-
wania drobnoustroju stanowi zywy i dynamiczny uktad, stale podlegajacy wpty-
wom $rodowiska i interakeji z czynnikami obronnymi gospodarza i bezwzgled-
nie wymaga zastosowania odpowiedniej metody pobrania i transportu probki.
Niezwykle wazna jest rdwniez kliniczna interpretacja wyniku badania - wyho-
dowany drobnoustr6j moze by¢ czynnikiem etiologicznym zakazenia, ale tez
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objawem kolonizacji, nosicielstwa lub sktadnikiem flory fizjologicznej. Metody
genetyczne z kolei moga da¢ wynik fatszywie dodatni, niekoniecznie $wiadczacy
o aktualnie toczacym si¢ procesie chorobowym, a jedynie o przypadkowej obec-
nosci materialu genetycznego w probce.

Biorac pod uwage szereg uwarunkowan zwigzanych z szeroko pojetym ba-
daniem mikrobiologicznym (rézne drobnoustroje i ich wymagania wzrostowe,
rézne metody diagnostyczne: hodowla, badania serologiczne, immunologiczne,
genetyczne, inne) i miejscem ich wykonywania, wynik badania mikrobiologicz-
nego, tj. zwigzanego z chorobg infekcyjng powinien by¢ autoryzowany przez spe-
cjalistow z mikrobiologii lekarskiej lub medyczne;j.
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