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Whole cell protein profiling characterization of Corynebacterium
diphtheriae clinical isolates collected from various infections

Charakterystyka klinicznych izolatow Corynebacterium diphtheriae
pochodzacych z roznych zakazen na podstawie profili biatek
petnokomoérkowych

Aleksandra A. Zasada', Magdalena Rzeczkowska®, Tomasz Wolkowicz?,
Kamila Forminska', Katarzyna Zacharczuk’, Natalia Wolaniuk®, Olga Paduch?,
Edgar BadelP’, Aleksandra Januszkiewicz?, Nicole Guiso®

"National Institute of Public Health — National Institute of Hygiene,
Department of Sera and Vaccines Evaluation, Warsaw, Poland
“National Institute of Public Health — National Institute of Hygiene,
Department of Bacteriology, Warsaw, Poland
*Institut Pasteur,

Molecular Prevention and Therapy of Human Diseases Unit, Paris, France

Corynebacterium diphtheriae posiada zdolno$¢ wywolywania zar6wno miejscowych
jakiinwazyjnych zakazen. W niniejszej pracy przedstawiono poréwnanie profili bia-
lek pelnokomoérkowych uzyskanych z klinicznych izolatéw C. diphtheriae pochodza-
cych z blonicy, zakazen inwazyjnych i miejscowych oraz od bezobjawowych nosicieli
wyosobnionych w Polsce, Francji, Nowej Kaledonii i Kanadzie w latach 1950-2014.
Nie zaobserwowano Kkorelacji pomiedzy rodzajem zakazenia, z ktérego pochodzil izo-
lat a profilem bialek.

Stowa kluczowe: Corynebacterium diphtheriae, biatka pelnokomorkowe, zakazenia inwa-
zyjne, blonica

ABSTRACT

Introduction: Corynebacterium diphtheriae can cause various infections such as
diphtheria, wound infections, septic arthritis, bacteracmia and endocarditis. Different
virulence properties of the isolates might be related to different virulence factors expressed
by the isolates. The objective of this study was to explore whether whole cell protein
profiling might be useful in prediction of pathogenic properties of C. diphtheriae isolates.
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Methods: C. diphtheriae isolates collected from diphtheria, invasive and local infections
and from asymptomatic carriers in Poland, France, New Caledonia and Canada in 1950-
2014 were investigated using whole cell protein profile analysis.

Results: All the examined isolates were divided into two clades: A and B with similarity
about 47%, but clade B was represented by only one isolate. The clade A was divided in
two subclades A.I and A.II with similarity 53,2% and then into four groups: A.Ia, A.Ib, A.Ic
and A.Id. The comparative analysis did not distinguish clearly toxigenic and nontoxigenic
isolates as well as invasive and nonivasive isolates.

Conclusions: Whole cell protein profile analysis of C. diphtheriae exhibits good
concordance with other genotyping methods but this method is not able to distinguish
clearly invasive from non-invasive isolates.

Key words: Corynebacterium diphtheriae, whole cell proteins, invasive infection,
diphtheria

INTRODUCTION

Corynebacterium diphtheriae, an important human pathogen, is known to cause
diphtheria as well as invasive infections such as bacteraemia and endocarditis. Diphtheria
is caused by toxin-producing C. diphtheriae strains whereas invasive infections are caused
mostly by nontoxigenic strains. The microorganism is divided into four biotypes namely
gravis, mitis, intermedius and belfanti. All the biotypes are able to produce diphtheria toxin,
but toxin producing belfanti are extremely rare. It is supposed that C. diphtheriae strains,
which are able to cause invasive infections, express additional, still unknown, virulence
factors (4, 12). Analysis of whole genome sequences of 13 C. diphtheriae isolates from
various infections revealed that the number of predicted protein coding genes varies from
2196 to 2402. The core genome of the strains was estimated to comprise 1632 genes that are
highly conserved in this species, whereas about 30% of the gene content of C. diphtheriae
strains belongs to the accessory genome (12). Many of them encode hypothetical proteins
with unknown functions. Some of these proteins might be related to pathogenic properties
of the strains such as invasiveness.

The objective of this study was to explore whether whole cell protein profiling might
be useful in prediction of pathogenic properties and relationship among C. diphtheriae
isolates.

MATERIALS AND METHODS

A total of 67 clinical isolates of C. diphtheriae collected in Poland, France, New
Caledonia and Canada between 1950 and 2014 were used in this study, including 22
toxigenic isolates, collected from diphtheria cases, 31 nontoxigenic from invasive
infections, 9 nontoxigenic from local infections and 5 nontoxigenic from asymptomatic
carriers. Most of the isolates were genotyped using MLST (1, 5) or other methods (PCR
MP, PFGE, ERIC PCR, REP-PCR) (14, 15).
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- Year of Tox  Biotype Site of Place of
2 B 2 8 g 2 8 3 2 3 g isolation isolation isolation
45/F 1990 - mitis Blood France
48/F 1990 - mitis Blood France
5/A + gravis Nasopharynx Poland
36/E 2012 - gravis Wound Poland
39/E 2013 - gravis Ulcer Poland
A/E 2014 - gravis Blood Poland
NCTC 13129 1997 + gravis Pharynx UK
35/E 2012 - gravis Blood Poland
38/E 2013 - gravis Blood Poland
52/F 1987 - gravis Blood France
NCTC 11397 - - gravis - -
15/E 2007 - gravis Wound Poland
18/E 2007 - gravis Blood Poland
25/E 2009 - gravis Blood Poland
23/E 2008 - gravis Wound Poland
32/E 2011 - gravis Blood Poland
30/E 2010 - gravis Blood Poland
20/E 2008 - gravis Blood Poland
21/E 2008 - gravis Blood Poland
Al . 16/E 2007 - gravis Fistula Poland
Aldb - 33E 2011 - gravis Blood Poland
13/E 2006 - gravis Blood Poland
19/E 2008 - gravis Blood Poland
12/E 2004 - gravis Blood Poland
28/E 2010 - gravis Blood Poland
24/E 2009 - gravis Blood Poland
4/A + intermedius Nasopharynx Poland
14/E 2007 - gravis Blood Poland
17/E 2007 - gravis Wound Poland
6/B 1997 - gravis Pharynx Poland
22/E 2008 - gravis Pharynx Poland
34/E 2011 - gravis Blood Poland
50/F 1990 - belfanti Blood France
10/C 2000 - belfanti Nose Poland
55/ nd + intermedius nd Poland
11/D 2001 - belfanti Nose Poland
57/ 1950 + gravis Pharynx Poland
59/S 1951 + mitis Pharynx Poland
- 61/ nd + gravis nd Poland
NCTC 10648 - + gravis - -
62/S 1950 gravis Pharynx Poland
A . NCTC 3984 - + gravis - .
44/F 1987 - mitis Blood France
46/F 2006 - gravis Blood New Caledonia
1A 1960s + mitis Nasopharynx Poland
49/F 2002 - gravis Blood New Caledonia
2/A 1960s + mitis Nasopharynx Poland
3/A 1960s + mitis Nasopharynx Poland
47/F 2002 - mitis Blood France
PwW8 - + mitis - -
NCTC 10356 - - belfanti - -
29/E 2010 - gravis Wound Poland
42/E 2014 - gravis Blood Poland
53/F 1990 - gravis Blood France
63/S nd + gravis nd Poland
31/E 2010 - gravis Blood Poland
51/F 1991 - gravis Blood New Caledonia
37/E 2012 - gravis Blood Poland
40/E 2014 - gravis Blood Poland
56/S 1950 + mitis Pharynx Poland
58/S 1950 + gravis Pharynx Poland
7/B 1990s + mitis Pharynx Poland
9/B 1990s + mitis Pharynx Poland
A.ll 8/B 1990s + intermedius Pharynx Poland
60/S nd + mitis nd Canada
64/S nd + mitis nd Canada
B 27/E 2010 - mitis Crural cyst Poland

Figure 1. Comparative analysis of the investigated clinical isolates based on the whole protein profiles.
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For the extraction of whole cell proteins, bacterial cells suspensions of 12-14
McFarland in saline were used. The cells were lysed by treatment with 5 mg/ml of
lysozyme (Sigma-Aldrich) for 2 hours at 37°C. Protein samples were treated with sample
buffer (0,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 4% sodium dodecyl sulfate (SDS) 20% glycerol, 10%
f-mercaptoethanol and 0,001% bromophenol blue) and denatured by heating at 100°C for
15 min. Total crude cell lysates were cleared by centrifugation at 14000xg for 5 min. The
supernatants were collected and submitted to electrophoresis on 12,5% polyacrylamide
gels (SDS-12,5% PAGE) (Bio-Rad). The protein profiles were observed after staining with
Coomassise brilliant blue R-250 (Bio-Rad).

Data analysis was performed with BioNumerics v6.6 (Applied Maths, Belgium). The
dendrogram was constructed by the unweighted pair-group method with arithmetic averages
(UPGMA) using the Pearson correlation (with an optimization and curve smoothing equals
1,5% and 1% respectively). For the analysis only protein bands >15 kDa were considered
because bands present in the lower region of the SDS-PAGE gels did not resolve well.

RESULTS AND DISCUSSION

SDS-PAGE analysis of whole cell proteins has been shown to be useful for discriminating
various bacteria at a species level as well as for studying strain diversity (3, 7, 8, 10, 11,
13). In presented work we investigated toxigenic and nontoxigenic C. diphtheriae isolated
from invasive and non-invasive infections. Comparative analysis of C. diphtheriae whole-
cell protein profiles, conducted in our study, divided all the examined isolates into two
clades: A and B (Fig. 1). Surprisingly, the clade B was represented by one isolate only. This
isolate was collected from serous contents of crural cyst in Poland in 2010. It is the only
mitis isolates genetically unrelated to other C. diphtheriae collected in Poland since 2004.
The clade A was divided in two subclades A.I and A.II with similarity 53,2%. Subclade
A.Il included three toxigenic isolates collected in 1990s in Poland and two toxigenic
isolates from Canada, whereas subclade A.I comprised most of the investigated isolates
and was divided into four groups: A.Ia, A.Ib, A.Ic and A.Id. The group A.Ia comprised only
two invasive isolates from France and one diphtheria isolate from Poland, with similarity
83,6%. The group A.Ib was highly monomorphic and comprised only isolates belonging to
biotype gravis, except one intermedius, and 23 from 29 nontoxigenic isolates collected in
Poland in 2004-2014, which were genetically indistinguishable using various genotyping
methods (1, 5, 14). The rest 6 of the Polish isolates from 2004-2014 were included into the
group A.Ic together with 7 invasive isolates from France and New Caledonia and toxigenic
and nontoxigenic isolates collected in Poland before 2002. Similarity of this group was
estimated on 80,1%. The smallest group A.Id comprised two toxigenic isolates from 1950.
Results of the comparison analysis based on whole cell protein profiles were consistent
with results obtained with other genotypic methods (1, 5, 14, 15).

In silico analysis of the C. diphtheriae NCTC 13129 complete genome sequence
available in GenBank (accession no. NC _002935.2) revealed 1999 proteins with molecular
weights ranging from 4,6 kDa to 315,53 kDa. 519 of them are annotated as hypothetical
proteins derived by automated computational analysis using gene prediction method:
Protein Homology. As the function of these proteins is unknown we suppose that at least
some of them are virulence factors necessary for invasive properties of the isolate. Hirata
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et al. (6) investigating 5 invasive C. diphtheriae isolates noticed that the isolates revealed
a particular protein profile distinct from those presented by isolates from diphtheria
patients. This observation supported our hypothesis that invasive isolates should present
specific bands in protein profiles. However, our study conducted on 67 isolates, including
31 collected from invasive infections, showed that the whole cell protein analysis did not
allow to clearly identified invasive isolates. Nevertheless, we cannot excluded that isolates
from local infections clustered together with invasive isolates did not possess invasive
properties. Development of invasive infection may depend not only on bacterial features
but also on properties of a host organism. It is also possible that some proteins, specific
only for invasive isolates, are poorly visible in whole cell protein profiles. Moreover, it
must be kept in mind that some proteins are expressed only under special conditions (e.g.
iron-limited conditions) (2).

It conclusion, whole cell protein profile analysis of C. diphtheriae exhibits good
concordance with MLST, PFGE, PCR MP, ERIC PCR and REP-PCR, what make it suitable
adjunct tool for typing as well as for confirmation of results obtained by genotyping. But
this method is not able to distinguish clearly invasive from non-invasive isolates.
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Kolonizacja przewodu pokarmowego szczepami wieloopornymi
u pacjentéw hospitalizowanych w Centrum Onkologii
- Instytucie im. Marii Sklodowskiej-Curie

The colonization of the digestive tract multidrug-resistant
strains hospitalized patients in Maria Sktodowska-Curie
Memorial Cancer Centre and Institute of Oncology.

Maria Pawelec, Joanna Skrzeczynska, Hanna Polowniak-Pracka, Agnieszka Magdziak,
Edyta Waker, Agnieszka Wozniak, Katarzyna Hass

Zaktad Mikrobiologii Klinicznej
Centrum Onkologii-Instytut im. Marii Curie-Sktodowskiej w Warszawie

Celem pracy byla retrospektywna ocena obecnosci wieloopornych szcze-
pow we florze przewodu pokarmowego pacjentéw Centrum Onkologii
w Warszawie. Analizie poddano szczepy izolowane z kalu i wymazéw z odbytu
pacjentow hospitalizowanych w klinikach Centrum Onkologii od 01.01.2010r.
do 30.09.2015 r. Do najczes$ciej izolowanych wieloopornych szczepéw naleza-
ly paleczki z rodziny Enterobacteriaceae, produkujace p-laktamazy, gléwnie
typu ESBL. Wsrod wyizolowanych szczepow 31 (9,0%) stanowily szczepy
Klebsiella pneumoniae, 28 (74%) szczepy E. coli, a takze stanowigce istotny
problem, szczepy Enterococcus faecium VRE (21,15%).

Stowa kluczowe: szczepy wielooporne, mechanizmy opornosci, kolonizacja, przewod
pokarmowy

ABSTRACT

Introduction: The aim of the study was a retrospective analysis of intestinal flora for
the presence of multidrug-resistant strains, isolated from patients hospitalized in clinics
Oncology Center from 01.01.2010 to 30.09.2015 r.

Methods: The multi-resistant strains were isolated from stool and rectal swabs. In order
to increase the potential of multiple-resistant strains, the material was plated on the
appropriate substrate. Determination of resistance mechanisms performed by general
recommendations.
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Results: Results of this study showed among isolated multiple-resistance strains a high propor-
tion of Enterobacteriaceae strains producing -lactamase, mainly ESBL. Klebsiella pneumoniae
consist of 31.9% of isolated strains, E. coli 28.74% and Enterococcus faecium VRE - 21.15%.

Conclusions: It is important to determine the microbiological status of hospitalized pa-
tients because colonized gastrointestinal tract multi-resistant strains may be one of the
sources of serious infections.

Key words: multi-drug, resistance strains, resistance mechanism, colonization, gastrointestinal
tract

WSTEP

W dobie zwigkszonego stosowania antybiotykow w leczeniu zakazen zarowno w szpi-
talach jak i w podstawowej opiece zdrowotnej pojawil si¢ problem opornosci bakterii na
szereg grup antybiotykow. Sa to wielooporne szczepy posiadajace rdézne mechanizmy
opornosci (12, 14). Najwigcej problemoéw w szpitalach calego swiata sprawiaja metycyli-
nooporne szczepy Staphylococcus aureus (MRSA), pateczki Gram-Ujemne, produkujace
B-laktamazy typu ESBL (o rozszerzonym spektrum substratowym), karbapenemazy typu
MBL (metalo-B-laktamazy), NDM (New Dehli metallo-p-lactamases-1) i KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase). Wsrod ziarenkowcow, od wielu juz lat, istotny problem sta-
nowig szczepy z rodzaju Enterococcus oporne na wankomycyne (VRE) (11, 16, 17).

U pacjentéw onkologicznych czynnikiem predysponujacym do kolonizacji florg wie-
looporna, ktora czgsto staje si¢ zrodtem zakazenia, jest dtugotrwaty pobyt w szpitalu, in-
wazyjne techniki diagnostyczne i lecznicze, a takze neutropenia (3, 5, 7, 8, 11, 17).

Celem pracy byta retrospektywna ocena flory przewodu pokarmowego pod katem
obecnosci szczepow wieloopornych izolowanych od hospitalizowanych pacjentow w kli-
nikach Centrum Onkologii w latach 2010-2015.

MATERIAL I METODY

Przedmiotem analizy byty wyniki 9902 posiewow kalu i wymazoéw z odbytu, pobranych

od 4801 pacjentow hospitalizowanych w klinikach Centrum Onkologii w okresie od 01.01.

2010 do 30.09.2015 roku. Z probek tych wyizolowano facznie 2032 wieloopornych szczepow.
Prowadzono poszukiwania:

1. Metycylinoopornych szczepow S. aureus - MRSA

2. Wankomycynoopornych szczepdéw z rodzaju Enterococcus - VRE

3. Pateczek z rodziny Enterobacteriaceae, wytwarzajacych B-laktamazy o rozszerzonym
spektrum substratowym o cefalosporyny Il 1 IV generacji oraz monobaktamy (ESBL).

4. Szczepdw: Enterobacter sp., Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Providencia
sp. oraz Hafnia alvei z derepresja genu ampc.

5. Szczepow E. coli, Proteus mirabilis, Klebsiella sp., mogacych wytwarza¢ cefalospo-
rynazy nabyte (HL-AmpC) (2, 4, 6, 12, 15).

6. Pateczek z rodziny Enterobacteriaceae, wytwarzajacych karbapenemazy typu KPC
oraz szczepdw NDM.

7. Szczepdow Pseudomonas sp. oraz Acinetobacter sp., wytwarzajacych metalo-f-
laktamazy (MBL).
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Szczepy identyfikowano, stosujac testy firmy bioMerieux; ID 32 Staph, Api Staph, ID
32 E, Rapid ID 32E, ID 32GN, API 20E, Api 20NE w systemie ATB Expression oraz karty
GP, GN w systemie VITEC 2 Compact firmy bioMerieux. Dodatkowo, gronkowce identy-
fikowano testem ,,Clumping Factor” firmy Oxoid, stosujac krélicze osocze firmy Biomed
do oznaczania koagulazy niezwigzanej oraz oznaczano zdolno$¢ do wytwarzania DNA-zy.

Do identyfikacji Enterococcus stosowano podtoze z telurynem potasu oraz test na obec-
nos$¢ enzymu L-pyrolidonyloaryloamidazy (PYR), a takze podloze do oznaczania ruchliwosci.

W 2012 roku w Centrum Onkologii wprowadzono screening w kierunku obecnosci
VRE. Materiat posiewano na podloza chromogenne VRE- firmy BioMerieux oraz bulion
z wyciggiem moézgowo-sercowym, w ktorym umieszczono krazek z wankomycyna Spg.
W kolejnym roku, wprowadzono screening w kierunku obecnosci pateczek wytwarzaja-
cych B-laktamazy o rozrerzonym spektrum substratowym. Probki materiatu posiewano na
podtoze chromogenne ESBL firmy bioMerieux.
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Ryc. 1. Liczba szczepéw wieloopornych izolowanych od pacjentéw hospitalizowanych w klinikach
Centrum Onkologii w latach 2010-2015.

Oznaczenie mechanizméw oporno$ci wykonano wg. zalecen KORLD (Krajowy
Osrodek Referencyjny ds. Lekowrazliwos$ci Drobnoustrojow). Ponadto, w kierunku szcze-
poéw wytwarzajacych karbapenemazy (KPC, MBL, NDM) wykonywano test carba-NP.

WYNIKI

Przedmiotem badan byto 2032 wieloopornych szczepow. Najczesciej byty to Gram-
ujemne pateczki produkujace B-laktamazy, gtoéwnie typu ESBL. Wsrod badanych szcze-
pow 32% stanowily paleczki Klebsiella pneumoniae, 28,74% pateczki E.coli, 21,44%
ziarenkowce Enterococcus faecium oporne na wankomycyne. Pozostate gatunki izolowane
byty na poziomie nie przekraczajacym 10% (Ryc. 2)



170

M. Pawelec 1 inni

31,90%

28,74%

Nr 3-4

Ryc. 2. Procentowy udziat poszczegdlnych wieloopornych bakterii w kolonizacji przewodu pokarmowego

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

\ 2184
/1898

_e-1046

% JoU

A
10

251

109

2010r.

2011r. 2012r. 2013r. 2014r. 2015r.

* szczepy nie zredukowane

Ryc. 3 Zalezno$¢ liczby wyhodowanych szczepdw od liczby przysytanych materiatdéw do badan.

Na rycinie 3 przedstawiono zalezno$¢ liczby wyhodowanych szczepdéw od liczby
przysytanych materiatow do badan. Zgodnie z oczekiwaniem wida¢ $cista korelacje mig-
dzy liczba wyhodowanych szczepdw a liczbg przysytanych materiatow.
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Ryc. 4 Odsetek pacjentow skolonizowanych szczepami wieloopornymi w odniesieniu do wszystkich
badanych pacjentow w tym okresie.

Tabela 1. Szczepy wielooporne wyhodowane w latach 2010 - 09.2015 od pacjentdow hospitalizowanych

w klinikach Centrum Onkologii.

DATA |2010 r. 2011 r. (20121 2013r. 2014 r. 30.09.2015 r. E}
liczba liczba liczba liczba liczba liczba é

GATUNEK SZCZEPOW  [SZCzZepOw |SzczepOw  |SzczepOw [szczepdw |SzczepOw 8
Klebsiella pneumoniae
-ESBL 18 42 18 81 138 76 373
-KPC 0 1 0 0 0 0 1
-MBL 0 0 0 0 2 2 4
-NDM 0 0 0 0 0 3 3
Klebsiella oxytoca
-ESBL 0 3 2 3 6 2 16
-HL-AmpC 0 0 0 0 1 0 1
Enterobacter cloacae
-ESBL 3 3 5 21 22 14 68
-DER 2 2 0 7 10 8 29
E. coli
-ESBL 3 22 17 58 124 107 331
-E. coli HL-AmpC 1 3 2 6 0 12
Citrobacter freundii
-ESBL 0 1 2 5 8 5 21
-DER 1 2 1 3 22 13 42
Proteus mirabilis
-ESBL 0 1 0 0 2 4 7
-HL-AmpC 0 0 0 0 8 2 10
Morganella morganii
-DER 0 0 0 1 1 0 2
Pseudomonas aeruginosa
-MBL 0 0 0 0 2 0 2
Pseudomonas putida
-MBL 0 1 1
S. aureus -MRS 3 3 19
Enterococcus faecium
-VRE 7 7 15 37 115 70 251
Enterococcus durans
-VRE 1 0 0 0 0 0 1
OGOLEM 39 91 64 222 472 306 1194
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Odsetek pacjentow skolonizowanych szczepami wieloopornymi przedstawiono na
rycinie 4. Najmniejszy odsetek kolonizacji obserwowano w 2010 roku, czyli na poczat-
ku okresu badanego, natomiast najwyzszy w 2014 roku, co jest $cisle powigzane z liczba
przysylanych badan oraz wprowadzeniem screeningu w kierunku VRE oraz w kierunku
pateczek wytwarzajacych B-laktamazy o rozrerzonym spektrum substratowym.

DYSKUSJA

Kolonizacja szczepami wieloopornymi, najczesciej zwiazana jest z wielokrotnymi i dhu-
gotrwalymi hospitalizacjami oraz stosowaniem szerokiego wachlarza antybiotykow (10, 17).
Powszechnie znane sg czynniki ryzyka kolonizacji szczepami VRE oraz wptywu terapii anty-
biotykowej na selekcj¢ wieloopornych szczepow bakteryjnych. Tyczkowska i wsp. (17) w wy-
kazali korelacje miedzy stosowaniem niewlasciwej i agresywnej antybiotykoterapii a wystepo-
waniem szczepow wieloopornych. Mioljevi¢ i wsp. (10) badajac czynniki ryzyka kolonizacji
szczepami VRE stwierdzita zwigzek migdzy stosowaniem antybiotykéw i dlugotrwatg hospi-
talizacja, jaka ma miejsce w przypadku ostrej biataczki szpikowej a zwigkszong kolonizacja
VRE. Poniewaz choroby nowotworowe wiazg si¢ z licznymi hospitalizacjami i stosowaniem
wielu antybiotykow, pacjenci Centrum Onkologii spetniaja kryteria w/w badan.

Wyniki przeprowadzonych badan pokazuja, ze wsrdéd wyizolowanych wieloopornych
szczepéw dominujg trzy gatunki drobnoustrojéw kolonizujace przewod pokarmowy czto-
wieka. Najwigkszy udzial przypada paleczkom z rodziny Enterobacteriaceae produkuja-
cym B-laktamazy (K. pneumoniae 1 E.coli) oraz ziarenkowcom E. faecium VRE. Podobne
wyniki uzyskali Wierzba i wsp. (18) oraz Paluchowska i wsp. (14). W swoich badaniach
nieco odmiennie wyniki uzyskali natomiast Milner i wsp. (11), w ktérych najczesciej izo-
lowano pateczki E coli.

W badaniach wlasnych zaobserwowano w ostatnich latach wzrost wyhodowan E. fa-
ecium VRE. Podobne obserwacje poczynili rowniez Matar 1 wsp. (9). Wsrdd szczepow
Klebsiella coraz cz¢sciej udaje si¢ zidentyfikowaé NDM, KPC i MBL. Karbapenemaza
KPC po raz pierwszy zostala wykryta u pateczek K. pneumoniae, z tego wzglgdu nazwano
ja Klebsiella pneumoniae carbapenemase (3,13,11,15).

Zaobserwowany w pracy spektakularny wzrost liczby izolowanych wieloopornych
szczepéw w roku 2014 zwigzany jest zarowno z narastaniem opornosci drobnoustrojow
oraz wprowadzeniem do rutynowej diagnostyki tzw. screeningu tj. badan ukierunkowa-
nych na zwigkszenie detekcji szczepoéw wieloopornych. U hospitalizowanych pacjentow
skolonizowany przewo6d pokarmowy, szczegolnie szczepami wieloopornymi, moze stano-
wi¢ jedno ze zrodet powaznych zakazen, stwarzajacych problemy terapeutyczne u pacjen-
tow z obnizong odpornoscia. Dlatego tez wazne jest wykonywanie badan przesiewowych
w tym kierunku, aby nie dopuszcza¢ do rozprzestrzeniania si¢ wieloopornych szczepow.

WNIOSKI

Uzyskane wyniki wskazuja na konieczno$¢ monitorowania nosicielstwa wieloopor-
nych szczepow wsrdd hospitalizowanych osob. Status mikrobiologiczny pacjenta pozwala
na przewidywanie powiktan, a takze jest podstawa wdrozenia odpowiedniego postgpowa-
nia sanitarno-epidemiologicznego w celu zapobiegania rozprzestrzeniania si¢ szczepow
w $rodowisku szpitalnym.
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Etiologia zakazen towarzyszacych nowotworowym zmianom narzadow
w obszarze glowy 1 szyi pacjentéw hospitalizowanych w Centrum Onko-
logii w Warszawie w latach 2008-2012

Etiology of infection associated with neoplastic changes of organs in the
head and neck in patients hospitalized in the Oncology Centre in Warsaw

Edyta Waker!, Hanna Pofowniak-Pracka', Romuald Krajewski’, Marek Pietras®, Agnieszka
Wozniak!, Katarzyna Hass', Agnieszka Magdziak!, Maria Pawelec!, Joanna Skrzeczyriska'

Zaktad Mikrobiologii Klinicznej
Centrum Onkologii - Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie Warszawa!
Klinika Nowotworow Glowy i Szyi Centrum Onkologii
- Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie Warszawa’

Retrospektywnej ocenie poddano wyniki posiewéw 312 przedoperacyjnych
wymazow pobranych ze zmian zapalnych towarzyszacych pierwotnym zmia-
nom nowotworowym pacjentéw hospitalizowanych w Klinice Nowotworow
Glowy i Szyi Centrum Onkologii w Warszawie w latach 2008-2012. W{réd
wyhodowanych drobnoustrojéw dominowaly ziarniaki Gram-dodatnie,
glownie metycylinowrazliwe szczepy Staphylococcus aureus. Ze zmian za-
palnych czesto izolowano réowniez paleczki Gram-ujemne, nalezace przede
wszystkim do rodziny Enterobacteriaceae oraz bakterie beztlenowe.

Stowa kluczowe: nowotwory glowy i szyi, kolonizacja/zakazenia, mikrobiota obszaru glo-
wy i Szyi

ABSTRACT

Introductions: According to clinical observations primary neoplastic lesions in the head
and neck are often complicated by infection. The incidence of postoperative complications
of cancer lesions of the head and neck, oral cavity, upper airways or larynx is from 19% up
to 47% cases but in extensive and long-term operations can reach 80%.

Methods: We retrospectively evaluated results of microbiological investigations of 312
clinical specimens collected from patients from Clinical Head and Neck Cancers of On-
cology Center in Warsaw in the years 2008 —2012. All samples of clinical materials were
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plated on the suitable culture media and incubated according to the recommendations.
Results: The study has shown that from all collected clinical specimens 491 strains have
been isolated. Nearly half of the cultured bacteria were Gram-positive cocci (48,7%),
mainly methicillin-sensitive Staphylococcus aureus. Most Gram-negative bacteria isolated
from neoplastic lesions in the head and neck belong to Enterobacteriaceae (21%). 23,4%
of cultured bacteria grown anaerobically and they were mainly Gram-negative rods.
Conclusions: The presence of diverse bacterial flora colonizing the mucous membranes of
the mouth and throat may be the reason of difficulties in interpretation of microbiological
investigation. It must be remembered that knowledge of colonizing and pathogenic flora of
the area of head and neck enables appropriate preoperative prevention and empiric therapy.

Key words: head and neck cancer, contamination/infection, head and neck microbiota

WSTEP

Pierwotna zmiana nowotworowa w obszarze glowy i szyi, jak potwierdzaja obser-
wacje kliniczne, czgsto powiktana jest zakazeniem bakteryjnym. Etiologia zakazen towa-
rzyszacych zmianom nowotworowym przektada si¢ na etiologie zakazen miejsca opero-
wanego, ktdre uznawane sg za jedno z najczesciej wystepujacych powiktan (4, 6, 7, 10).
Zabiegom chirurgicznym zwigzanych z nowotworami zlokalizowanymi w obrgbie jamy
ustnej, gornych drég oddechowych czy krtani czgsto towarzyszg powiklania bakteryjne
(6). Czestose tych powiktan waha si¢ od 19% az do 47%, cho¢ wedlug niektdrych autorow,
przy rozlegtych operacjach prowadzonych w obrebie §luzéwki jamy ustnej powiklania
moga wystepowac nawet w 80% przypadkoéw (9).

Tradycyjnie zabiegi w obrebie glowy i szyi uznawane sg za zabiegi w ,,czystym zanie-
czyszczonym” (clean contaminated) polu operacyjnym. W zaleznosci od umiejscowienia
nowotworu 1 dojscia chirurgicznego czestos¢ komplikacji wystepujacych po operacjach
w tym obszarze jest rozna. Zakazenia ran pooperacyjnych zdarzaja si¢ wielokrotnie czes-
ciej w przypadku rozlegtych, dtugotrwatych operacji prowadzonych w obrebie blon $luzo-
wych jamy ustnej i gardta, ktore w naturalny sposob bogate sg w zréoznicowana mikrobiote.

Rozejsécie si¢ rany, sepsa, zapalenie szpiku, czy przedtuzona antybiotykoterapia to
inne najcze$ciej wystepujace powiklania pooperacyjne, ktore znacznie wydtuzaja czas
hospitalizacji pacjentdéw, jak rowniez podnosza koszty leczenia. Znajomos$¢ endogenne;j
flory w obrebie planowanego miejsca operacyjnego oraz wlasciwa ocena flory bakteryjne;j
srodowiska danego oddzialu umozliwia trafne ustalenie zarowno profilaktyki okotoopera-
cyjnej jak i terapii empirycznej. Do innych czynnikdw obnizajacych ryzyko wystapienia
powiktan pooperacyjnych, obok wlasciwej techniki chirurgicznej, jest przyjmowanie pa-
cjenta w dniu planowanego zabiegu, co zapobiega kolonizacji florg szpitalng (8, 9).

Celem pracy byta mikrobiologiczna ocena przedoperacyjnych wymazoéw pobranych
ze zmian zapalnych towarzyszacych nowotworom narzadéw glowy i szyi u pacjentéw ho-
spitalizowanych w klinice Nowotworéow Glowy i Szyi Centrum Onkologii-Instytut im.
Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie w latach 2008 — 2012.
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MATERIAL I METODY

Retrospektywnej ocenie poddano wyniki posiewow 312 probek materiatu klinicznego
pobranego od pacjentéw ze zmianami nowotworowymi w obrgbie narzadéw glowy i szyi.
hospitalizowanych w klinice Nowotworéw Glowy i Szyi Centrum Onkologii w Warszawie
w latach 2008-2012.

Hodowla. Probki materiatu klinicznego posiewano na podtoza: Agar tryptozowo-so-
jowy z 5% krwi baraniej (TSSA), Chocolate Haemophilus agar (HAEM), agar z fioletem
krystalicznym (AF), Mc Conkey’a (MC), Chapman'a (CH), Columbia z wit. K i 5% krwi
baraniej (C) oraz podtoze ptynne namnazajace (BC).

Ptytki z podtozem TSSA, HAEM i AF inkubowano w temp. 37°C w atmosferze 5%
CO, przez 18-24 godz., natomiast plytki z podtozem MC, CH i BC inkubowano w temp.
37°C przez 18 -24 godz. w warunkach tlenowych. Po pierwszym odczycie inkubacj¢ prze-
dhuzano o kolejne 24 godziny. Hodowle na podiozu Columbia agar z witaming K 1 krwig
baranig prowadzono w atmosferze wzbogaconej w CO, w temperaturze 37°C do 6 dni,
przy czym pierwszy odczyt nastgpowal po 48 godzinach. Do wytworzenia atmosfery bez-
tlenowej wykorzystywano saszetki GENbox anaer firmy bioMeriux. Po inkubacji ptytki
przegladano oceniajac jakosciowo i ilo§ciowo wzrost bakterii .

Identyfikacja. Po morfologicznej i mikroskopowej ocenie wyhodowanych kolonii,
przeprowadzono identyfikacj¢ stosujac komercyjne testy firmy bioMerieux SA:

ID 32 E, Rapid ID 32 E, , ID 32 GN, API 20 E , API 20 NE, API NH, ID 32 Staph,
API STAPH, Rapid ID 32 Streep, API 20 Strep, API Coryne, Rapid ID 32 A, AP1 20 A
w systemie ATB oraz karty GN, GP i ANC w systemie VITEK 2 Compact.

W przypadku zakazen gronkowcowych stosowano testy dodatkowe: ,, clumping fac-
tor” firmy bioMerieux, osocze krolicze firmy Biomed do oznaczania koagulazy niezwia-
zanej oraz zdolno$¢ do wytwarzania DNA-zy.

WYNIKI

W latach 2008 — 2012 wyhodowano z probek materiatu klinicznego tacznie 491 szcze-
péw bakterii rosngcych w warunkach tlenowych i beztlenowych (Tabele I-IV). Blisko po-
towe (48,7%) wyhodowanych drobnoustrojéw stanowity ziarniaki Gram-dodatnie, spo-
$réd ktorych 239 (35%) szczepow nalezato do gatunku Staphylococcus aureus. Odsetek
szczepow metycylinoopornych w populacji S. aureus stanowit 2,4%. Wigkszo$¢ pateczek
Gram-ujemnych izolowanych ze zmian zapalnych stanowily drobnoustroje z rodziny En-
terobacteriaceae — 103 szczepy (21%).

Drobnoustroje beztlenowe wykryto w 23,4% przypadkow, z czego wigkszo$¢ stano-
wity Gram-ujemne pateczki (57,4% wszystkich drobnoustrojow wyhodowanych w warun-
kach beztlenowych).
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Tabela I. Drobnoustroje tlenowe Gram-dodatnie wyhodowane ze zmian zapalnych towarzyszacych
nowotworom w obrebie glowy i szyi (ogdlna liczba izolatow 491)

DROBNOUSTROJ LICZBA IZOLATOW (%)
Ziarniaki Gram-dodatnie 239 (48,7)
Staphylococcus aureus 169 (35)
Staphylococcus lugdunensis 2(0,4)
Staphylococcus epidermidis 7(1,4)
Staphylococcus haemolyticus 4(0,8)
Staphylococcus simulans 4(0,8)
Staphylococcus capitis 2(0,4)
Staphylococcus hominis 1(0,2)
Enterococcus faecalis 23 (4,7)
Enterococcus faecium 1(0,2)
Streptococcus agalactiae 15(3,1)
Streptococcus haemolyticus grupa C 5(1,0)
Streptococcus haemolyticus grupa G 3 (0,6)
Streptoccocus pyogenes 2(0,4)
Streptococcus anginosus 1(0,2)

Tabela II. Drobnoustroje tlenowe Gram-ujemne wyhodowane ze zmian zapalnych towarzyszacych
nowotworom w obrebie glowy i szyi (ogdlna liczba izolatow 491)

DROBNOUSTROJ LICZBA IZOLATOW (%)
Pateczki Gram-ujemne z rodziny Enterobacteriaceae 103 (21)
Enterobacter cloacae 17 (3,5)
Enterobacter aerogenes 1(0,2)
Escherichia coli 16 (3,3)
Klebsiella oxytoca 15 (3,0)
Klebsiella pneumoniae 2(0,4)
Klebsiella spp. 1(0,2)
Raoultella planticola 1(0,2)
Citrobacter koseri 6(1,2)
Citrobacter freundii 3 (0,6)
Citrobacter braakii 1(0,2)
Citrobacter spp. 1(0,2)
Serratia marcescens 2(0,4)
Serratia rubidaea 1(0,2)
Hafnia alvei 1(0,2)
Proteus mirabilis 19 (3,9)
Proteus vulgaris 6(1,2)
Morganella morganii 8 (1,6)
Providencia rettgeri 2(0,4)
Pateczki Gram-ujemne niefermentujace 32 (6,5)
Pseudomonas aeruginosa 18 (3,7)
Pseudomonas stutzeri 2(0,4)




Nr 3-4 Zakazenia towarzyszace nowotworom glowy 1 szyi

Cd. Tabeli I1.

179

DROBNOUSTROJ LICZBA IZOLATOW (%)

Pseudomanas putida 1(0,2)
Pseudomonas spp. 1(0,2)
Stenotrophomonas maltophilia 4(0,8)
Aeromonas hydrophila/caviae 2(0,4)
Aeromonas sobria 1(0,2)
Acinetobacter baumannii 3 (0,6)
Inne pateczki Gram-ujemne 1(0,2)

Haemophilus influenzae 1(0,2)
Ziarniaki Gram-ujemne 1(0,2)

Moraxella catharalis 1(0,2)

Tabela III. Drobnoustroje beztlenowe Gram-dodatnie wyhodowane ze zmian zapalnych towarzyszacych
nowotworom w obrebie glowy i szyi (ogélna liczba izolatow 491).

DROBNOUSTROJ LICZBA IZOLATOW (%)

Ziarniaki Gram-dodatnie 31 (6,3)
Peptoniphilus asaccharolyticus 8 (1,6)
Peptostreptococcus prevotii 8 (1,6)
Peptostreptococcus anaerobius 6(1,2)
Peptostreptococcus spp. 3 (0,6)
Peptostreptococcus magnus 2(0,4)
Anaerococcus prevotii 2(0,4)
Peptococcus spp. 1(0,2)
Anaerococcus spp. 1(0,2)

Pateczki Gram-dodatnie 8 (1,6)
Propionionibacterium acnes 5(1,0)
Eggerthella lenta 2(0,4)
Bifidobacterium adolescentis 1(0,2)

Laseczki Gram-dodatnie 3(0,6)
Clostridium perfringens 2(0,4)
Clostridium sp. 1(0,2)

Tabela IV. Drobnoustroje beztlenowe Gram-ujemne wyhodowane ze zmian zapalnych towarzyszacych
nowotworom w obrebie glowy i szyi (ogélna liczba izolatow 491).

DROBNOUSTROJ LICZBA IZOLATOW (%)
Pateczki Gram-ujemne 66 (13,5)
Fusobacterium nucleatum 7(1,4)
Fusobacterium necrophorum 3(0,6)
Fusobacterium sp. 6(1,2)
Porphyromonas asaccharolytica 7(1,4)
Porphyromonas endodontalis 2 (0,4)
Porphyromonas gingivalis 3(0,6)
Bacteroides fragilis 3 (0,6)
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Cd. Tabeli IV.

DROBNOUSTROJ LICZBA IZOLATOW (%)

Bacteroides ureolyticus 1(0,2)
Bacteroides ovatus 1(0,2)
Prevotella melaninogenica 9(1,9)
Prevotella intermedia 8 (1,6)
Prevotella denticola 5(1,0)
Prevotella sp. 5(1,0)
Prevotella buccae 2(0,4)
Prevotella loescheii 2(0,4)
Prevotella bivia 1(0,2)
Prevotella disiens 1(0,2)

Ziarniaki Gram-ujemne 7(1,4)
Veillonella spp. 4(0,8)
Veillonella parvula 3(0,6)

DYSKUSJA

Zréznicowana flora kolonizujaca btony Sluzowe jamy ustnej i gardta czgsto powodu-
je powiklania pooperacyjne w tym obszarze. Jest tez przyczyna wyjatkowych trudnosci
w interpretacji wynikéw badan mikrobiologicznych. Z tego powodu jest to bardzo trudny
i rzadko poruszany problem.

W dostepnej literaturze istnieja jedynie nieliczne publikacje dotyczace zakazen u pa-
cjentdw po zabiegach w obszarze glowy i szyi, chociaz problem czynnikow zwigkszaja-
cych ryzyko zakazen szpitalnych, nie tylko u pacjentdéw z nowotworami w obrebie glowy
1 szyi, poruszany jest wielokrotnie (1, 2, 3, 5,6, 7, 8, 9).

Jak wynika z zaprezentowanych danych, z patogennej flory miejsc operowanych naj-
czegsciej izolowane byly metycylinowrazliwe szczepy S. aureus. Za flor¢ typowo pato-
genng w zmianach zapalnych w obrgbie narzadow glowy i szyi z grupy bakterii Gram-
-dodatnich mozna uznac takze S. lugdunensis, jak rowniez paciorkowce beta-hemolizujace
z tym, ze szczepy Streptococcus haemolyticus grupy C i G moga stanowi¢ rowniez flore
kolonizujaca gorne drogi oddechowe.

Nasze obserwacje zgodne sg z pojawiajacymi si¢ doniesieniami, w ktorych autorzy
wykazuja, ze w zakazeniach w obrebie glowy i szyi dominuje Staphylococcus aureus oraz
gronkowce koagulazoujemne (2, 9). Jednak obecnos¢ w tym obszarze gronkowcow koagu-
lazoujemnych uzna¢ mozna takze za kontaminacj¢. W przypadkach, w ktorych stanowity
one flor¢ dominujaca traktowalismy je jako potencjalny czynnik mogacy powodowac za-
kazenia pooperacyjne, chociaz pozostaje to nadal sprawa dyskusyjna.

Podobnie jak w naszych badaniach, Candau-Alvarez i wsp. (2) z ran pooperacyjnych
w obszarze gtowy i szyi, oprocz gronkowca zlocistego i gronkowcoéw koagulazoujemnych,
izolowali rowniez Pseudomonas aeruginosa oraz Enterobacter cloacae. Drobnoustroje te
izolowano zdecydowanie rzadziej niz gronkowce (ok. 4% wszystkich izolowanych drob-
noustrojow). Na podobnym poziomie utrzymywata si¢ takze czgsto$¢ izolacji innych pa-
teczek Gram-ujemnych, takich jak Escherichia coli, Klebsiella sp czy Proteus mirabilis.
Nalezy jednak pamigtac, ze paleczki z rodziny Enterobacteriaceae w obszarze glowy i szyi
stanowig typowe zakazenia oportunistyczne.
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Sposrdod bakterii beztlenowych za flore zdecydowanie chorobotwércza uzna¢é mozna
Clostridium perfringens. Wérod bakterii rosngcych w warunkach beztlenowych izolowa-
nych ze zmian zapalnych w obrebie narzadow gltowy i szyi dominowaly pateczki Prevo-
tella sp oraz Fusobacterium sp, jednak stanowi¢ one moga zanieczyszczenie ran naturalng
flora kolonizujaca skore i btony sluzowe gornych drog oddechowych.

Problem zakazen towarzyszacych zmianom nowotworowym narzadéw w obszarze glowy
1szyi jest bardzo ztozony, trudny w interpretacji i wymaga dalszych wnikliwych obserwacji.

WNIOSKI

1. Najczgsciej w zmianach nowotworowych powiktanych zakazeniem obserwuje si¢
obecno$¢ flory naturalnie kolonizujacej obszar narzaddéw glowy i szyi pacjenta.
W zwiazku z czym okres$lenie, czy wyhodowany drobnoustrdj jest rzeczywistym czyn-
nikiem zakazenia jest niezwykle trudne.

2. Okreslenie statusu mikrobiologicznego zmiany nowotworowej jest o tyle wazne, iz
obraz ten przektada si¢ na etiologi¢ zakazen ran pooperacyjnych.

3. Znajomos¢ flory stanowigcej naturalng mikrobiote oraz flory typowo patogennej wy-
stepujacej w obszarze glowy i szyi w okreslonym polu operacyjnym umozliwia wdro-
zenie wlasciwej profilaktyki okotooperacyjnej, jest réwniez podstawa zastosowania
odpowiedniego leczenia empirycznego.
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Wykorzystanie wybranych, rekombinowanych biatek w serodiagnostyce
zakazen wywoltywanych przez werotoksyczne pateczki Escherichia coli
(VTEC) u ludzi

Use of selected recombinant proteins in serodiagnosis of infections
caused by verotoxigenic Escherichia coli (VTEC) in humans

Waldemar Rastawicki, Karolina Smietanska, Anna Chrést, Kornelia Gielarowiec, Tomasz
Wotkowicz

Zaktad Bakteriologii, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego - Panstwowy Zaktad
Higieny w Warszawie

Przeprowadzone badania wykazaly, Ze uzyskane we wlasnym zakresie re-
kombinowane biatka intymina, werotoksyna 2b i Tir paleczek E. coli mozna
wykorzystaé jako swoiste antygeny w rutynowej serodiagnostyce zakazen
VTEC, przebiegajacych zwlaszcza jako zesp6l hemolityczno-mocznicowy.
Najbardziej swoistym serologicznym markerem zakaZenia paleczkami
VTEC jest obecno$é¢ w surowicy osoéb chorych przeciwcial klasy IgG i/lub
IgA dla rekombinowanego biatka Tir.

Stowa kluczowe: VTEC, rekombinowane biatka, intymina, werotoksyna, biatko Tir, ELI-
SA, zespol hemolityczno-mocznicowy

ABSTRACT

Introduction: Verocytotoxin-producing E. coli (VTEC) are a significant cause of haemor-
rhagic colitis (HC) and haemolytic uremic syndrome (HUS) in humans. Because VTEC
isolates are usually present in patients’ feces for only a limited period of time serodiagnosis
based on the purified antigens have become the useful tool for laboratory diagnosis and
monitoring of prevalence of VTEC infections. The aim of the present study was to evaluate
the usefulness of in-house obtained recombinant proteins Tir, intymin and verocytotoxin
2b of E. coli as highly specific antigens in ELISA performed in the serodiagnosis of infec-
tions caused by VTEC in humans.

Materials and Methods: The study population, used for characterization of the humoral
immune response to the recombinant proteins, consisted of 37 patients suspected for VTEC
infection, mainly with clinical manifestation of HUS. Additionally serum samples from 78
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clinically healthy persons and 96 patients with different bacterial infections (control group)
were tested. Recombinant proteins were expressing in E. coli BL21 (DE3) using the pET-
30 Ek/LIC expression vector (Novagen). Purification was accomplished by immobilized
metal (Ni?%) affinity column chromatography (His-trap).

Results: The antibodies against recombinant proteins were detected using the ELISA in
about half of the tested patients suspected in clinical investigation for VTEC infection.
Most of the antibodies belong to the IgG and IgA class of immunoglobulins. Statistical
analysis of the results showed that the frequency of detecting antibodies among patients
with HUS was significantly higher in relation to the clinically healthy persons. However,
the percentage of positive results in the control group were also much higher than in healthy
persons what may indicate for presence of non-specific reactions. The least non-specific
response was detected by ELISA with the protein Tir as antigen.

Conclusions: The study showed that recombinant proteins Tir, intimin and verocytotoxin
2b of E. coli may be used as antigens in routine diagnosis of VTEC infections. The most
specific antigen is a recombinant protein Tir.

Key words: VTEC, recombinant proteins, intymin, verocytotoxin 2b, protein Tir, ELISA, HUS

WSTEP

Werotoksyczne pateczki E. coli (VTEC) odpowiedzialne sa za wywolywanie krwo-
tocznego zapalenia okreznicy, zespotu hemolityczno-mocznicowego (haemolytic ureamic
syndrome - HUS), czy matoptytkowej plamicy zakrzepowej (thrombotic thrombocytopenic
purpura — TTP). Pateczki VTEC naleza do réznych grup serologicznych, najczesciej do gru-
py O157, rzadziej do innych, umownie okre§lanych mianem non — O157, takich jak: 026,
0103, O111, O121, 0145 czy O104. Do wywotania pelnych objawdéw zakazenia konieczne
jest posiadanie przez te szczepy roznych czynnikéw zjadliwosci, w tym przede wszystkim
werotoksyny I i/lub II, kodowanym na mobilnym elemencie genetycznym (fagu). Klasyczne,
najczesciej izolowane szczepy VTEC powstaja poprzez nabycie faga przez enteropatogenny
szczep E. coli (EPEC), stad najczesciej posiadaja one takie dodatkowe mechanizmy wirulen-
cji jak intymina, biatko Tir, biatko Esp czy hemolizyna (2, 7, 8,9 ).

W poprzednich badaniach oceniono przydatno$¢ odczynu immunoenzymatycznego
ELISA do poszukiwania przeciwciat dla lipopolisacharydow pateczek VTEC u 0s6b z za-
burzeniami uktadu pokarmowego i zespotem hemolityczno-mocznicowym (14). Przepro-
wadzone uprzednio badania wykazaly jednak ograniczong przydatno$¢ LPS w rutynowych
badaniach diagnostycznych ze wzgledu na ich niska swoisto$¢ oraz fakt, ze wykazanie
u chorych oséb obecnosci przeciwcial dla LPS pateczek E. coli z okre§lonych serotypow
nie $wiadczy bezposrednio o zakazeniu szczepami werotoksycznymi. Tak wigc, z powodu
koniecznos$ci potwierdzania obecnosci charakterystycznych dla VTEC czynnikéw zjad-
liwosci, istniata potrzeba opracowania testu opartego na wybranych, wysoce swoistych
rekombinowanych biatkach werotoksycznych pateczek E. coli.

Celem podjetych badan bylta ocena przydatnosci rekombinowanych biatek Tir, wero-
toksyny 2b i intyminy w serodiagnostyce zakazen wywolywanych przez werotoksyczne
pateczki E. coli u ludzi.
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MATERIAL I METODY

Prébki surowicy. Do badan wykorzystano:

- 49 prébek surowicy uzyskanych od 37 osob z podejrzeniem zakazenia werotoksycz-
nymi pateczkami E. coli. U wigkszo$ci z tych osob doszlo w przebiegu zakazenia
do objawdéw zespotu hemolityczno-mocznicowego (HUS). Werotoksyczne pateczki
E. coli z grupy serologicznej 026 wyizolowano od 3 o0sob, z grupy O104 od 2 oséb
iz grupy O157 od jednej osoby.

- 96 probek surowicy osob, z innymi niz werotoksyczne pateczki E. coli zakazeniami
przewodu pokarmowego. We wczesniej wykonywanych badaniach w prébkach tych
wykazano wysoki poziom przeciwciat dla antygenow pateczek Yersinia, Salmonella
lub Campylobacter. Osoby te traktowano jako grupe kontrolna, stuzacg do okreslenia
swoistosci opracowanego zestawu ELISA.

- 78 probek surowicy uzyskanych od klinicznie zdrowych oso6b
Uzyskiwanie rekombinowanych biatek. W prezentowanej pracy postanowiono uzy-

ska¢ trzy biatka odgrywajace istotna role w patogenezie zakazen werotoksycznymi pa-

leczkami E. coli: biatko Tir, fragment biatka intyminy i werotoksyne¢ 2b. Zaprojektowane
we wlasnym zakresie startery stuzace do amplifikacji genéw kodujacych te biatka oraz
wielko$¢ uzyskanych amplifikatow przedstawiono w tabeli I. Bialka uzyskano metodami
inzynierii genetycznej przy uzyciu wektora pET30Ek/LIC firmy Novagen i oczyszczono
metoda chromatografii metalopowinowactwa (IMAC) przy wykorzystaniu ztoza Ni** -
IDA (His — Bind Resing firmy Novagen).

Tabela I. Oligonukleotydy — startery genéw kodujacych biatka: intyming, werotoksyne 2b oraz Tir
pateczek Escherichia coli.

Wielkosé

Gen Biatko Starter Sekwencja nukleotydow startera
fragmentu

eae-F |5'-GACGACGACAAG ATG CCGTCATATCCGGCATTAGG
Intymina

eae 846 bp
(fragment)
eae-R |5-GAGGAGAAGCCCGGT TTA AACCGCATAGACATTTGGAGT

stx2B-F |5'-GACGACGACAAG ATGAAGAAGATGTTTATGGCGGTT
Werotoksyna

tx2B
StX. %

270 bp
stx2B-R |5-GAGGAGAAGCCCGGT TCAGTCATTATTAAACTGCACTTC

tir-F  |5-GACGACGACAAG ATGCCTATTGGTAATCTTGGTCAT
tir Tir 1700 bp
tir-R |5 -GAGGAGAAGCCCGGT TTAGACGAAACGATGGGATCCCGG

Odczyn immunoenzymatyczny ELISA. W badaniach wykorzystano odczyn ELI-
SA wymiareczkowany we wtasnym zakresie. Test ELISA przeprowadzano na metaplek-
sowych ptytkach firmy Nunc zgodnie z metodyka opisang w poprzednich publikacjach,
oznaczajac poziom przeciwcial klasy IgA, IgG oraz IgM (9, 13, 15). Jako antygeny wy-
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korzystano rekombinowane biatko Tir, intyming¢ i werotoksyne¢ 2b a takze antygeny LPS
uzyskane poprzednio (14). W badaniach zastosowano koniugaty firmy Dako (Polyclonal
Rabbit Anti-Human IgA/IgG/IgM/HRP).

Statystyczne opracowanie wynikéw. Analize statystyczng uzyskanych wynikow
przeprowadzono przy uzyciu programu Instat (Instat Biostatistic). Istotno$¢ rdznic w cze-
stosci wykrywania przeciwcial w probkach surowicy oséb nalezacych do réznych grup
oceniano testem niezalezno$ci chi-kwadrat z zastosowaniem poprawki Yatesa. Za zna-
mienne statystycznie przyjeto rdznice, gdzie poziomy istotnosci p byly mniejsze od 0,05
(p<0,05).

WYNIKI

W tabeli II przedstawiono liczbg i odsetek 0séb podejrzanych o zakazenie pateczkami
VTEC (z objawami HUS), 0s6b klinicznie zdrowych oraz osob z grupy kontrolnej, u kto-
rych wykryto na diagnostycznie znamiennym poziomie przeciwciata dla LPS paleczek E.
coli z wybranych grup serologicznych oraz rekombinowanych biatek: Tir, werotoksyny 2b
oraz intyminy.

Tabela II. Liczba i odsetek (%) o0sob z zespolem hemolityczno-mocznicowym (HUS) oraz osob
z grup kontrolnych, u ktorych wykryto przeciwciala w diagnostycznie znamiennym
poziomie dla LPS pateczek E. coli z wybranych grup serologicznych oraz rekombinowanych
biatek: TIR, werotoksyny STX-2b oraz intyminy.

Gru Antygen zastosowany w odczynie ELISA:

pa Liczba
badanych o0s6b LPS TIR werotoksyna 2b intymina
0s6b IgA | IgG | IgM | TgA | 1gG | IgM | TgA | IgG | IgM | IgA | IgG | IgM
S;Z:yo}em s |22 20 (12 17| 3 |44l |12|18]2
HUSp (59,5)((62,2)|(54,1)|(32,4)|(45,9)| (8,1) |(37.8)|(37,8)| (8,1) |(32,4)|(48,6)| (5.4)
l?ljgib;};nie 78 1 13 6 3 2 nb 3 ! nb / 8 nb
sdrowe (14,1 [(16,7)| (7,7) | (6,4) | (2,6) (3.8) | 9.0) (9,0) |(10,3)
Osoby
z rOZnymi 26 54 18 11 7 18 22 22 17

LT 96 nb nb nb
zakazeniami (27,1)(56,3)|(18,8) [ (11,5) | (7,3) (18,8)[(22,9) (22,9)((17,7)
bakteryjnymi

nb = nie badano

Przeciwciata dla LPS pateczek E. coli stwierdzano statystycznie istotnie czesciej
(p<0,001) u 0s6b z HUS (w ponad 60% przypadkow) niz u os6b klinicznie zdrowych. Co
istotne, przeciwciata te wykryto na diagnostycznie znamiennym poziomie u wszystkich
0sob, u ktdrych zakazenie pateczkami VTEC potwierdzono izolacjg drobnoustroju z pro-
bek katu. Niestety, badania prowadzone na probkach uzyskanych od 0séb z grupy kon-
trolnej wykazaty, ze przeciwciata klasy IgG dla antygenow LPS wystepowaty az w 56,3%
przypadkow. Tak wysoki odsetek wynikow dodatnich moze §wiadczy¢ o niskiej swoistosci
LPS i wystepowaniu nieswoistych reakcji krzyzowych pomiedzy przeciwciatami skiero-
wanymi dla antygenoéw pateczek Yersinia, Salmonella czy Campylobacter a uzyskanymi
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z paleczek E. coli lipopolisacharydami. Z tego wzgledu w biezacych badaniach skupiono
si¢ na wynikach odczynu ELISA, w ktorym zastosowano jako antygeny rekombinowane
biatko Tir, werotoksyne 2b i intymine.

Podobnie jak w przypadku LPS, przeciwciata dla wszystkich trzech rekombinowanych
biatek stwierdzano statystycznie istotnie czesciej u os6b z HUS niz u 0s6b klinicznie zdro-
wych. Na uwage zasluguje jednak bardzo niski odsetek wynikéw dodatnich w przypadku
poszukiwania przeciwciat klasy IgM u oséb z HUS. Z tego powodu u klinicznie zdrowych
0s6b oraz 0sob z grupy kontrolnej nie oznaczano przeciwciatl w tej klasie immunoglobulin.
U os6b z grupy kontrolnej, zgodnie z oczekiwaniem, przeciwciata dla rekombinowanych
bialek wykrywano rzadziej niz przeciwciala dla LPS. Nie mniej jednak, przeciwciala klasy
IgG dla werotoksyny 2b wykryto u 22,9%, a dla intyminy u 17,7% 0s6b z grupy kontrolne;.
Najmniej nieswoistych reakcji podczas badania osob z grupy kontrolnej (7,3% przypad-
kéw) uzyskano przy poszukiwaniu przeciwcial klasy IgG dla rekombinowanego biatka Tir
(Tabela II).

DYSKUSJA

Wedhug dotychezas przyjetych kryteriow, laboratoryjne potwierdzenie zakazenia wy-
wotlanego przez pateczki VTEC mozna uzyska¢ na podstawie izolacji szczepu E. coli wy-
twarzajacego werotoksyne, wykrycia obecnosci genow kodujacych werotoksyne badz tez
wykrycia wolnych werotoksyn. W wielu krajach, prowadzone sa jednakze badania do-
tyczace wykorzystania wynikow badan serologicznych do potwierdzenia zakazenia wy-
wolanego przez te drobnoustroje (1, 2, 3, 4, 5, 6, 11, 12, 14, 15). Jest to o tyle istotne, ze
pateczki VTEC ze wzgledu na bardzo krotki okres przebywania w uktadzie pokarmowym
(kilka dni), morfologicznego podobienstwa do innych niechorobotworczych pateczek E.
coli i czestej utraty genu kodujacego werotoksyne w wyniku pasazowania, s trudne do
izolacji w warunkach rutynowo prowadzonej diagnostyki bakteriologicznej. Dodatkowo,
wyniki badan serologicznych moga by¢ wykorzystane w retrospektywnych badaniach do-
tyczacych rozpowszechnienia zakazenh wywotywanych przez pateczki VTEC w populacji.

Przydatno$¢ antygenow lipopolisacharydowych w serodiagnostyce zakazen wywoty-
wanych przez werotoksyczne pateczki E. coli omoéwiono szeroko w poprzednich publika-
cjach (5, 6, 11, 12, 14). Zarowno w badaniach wtasnych jak i innych autoréw podkreslano
ograniczong swoisto$¢ LPS jako antygenow. W dostgpnym pismiennictwie opisywano
wystepowanie krzyzowych reakcji pomiedzy przeciwcialami swoistymi dla LPS E. coli
0157 a antygenami takich bakterii jak Brucella abortus, Yersinia enterocolitica O9, Vibrio
cholerae O1 Inaba, pateczek Salmonella grupy N oraz Citrobacter freundii czy Escheri-
chia hermanni (1, 13). Trzeba mie¢ na uwadze, ze wykazanie podwyzszonego poziomu
przeciwciatl dla LPS pateczek E. coli nalezacych do okreslonych grup serologicznych nie
musi $wiadezy¢ o zakazeniu szczepami zdolnymi do produkcji werotoksyn czy tez innych
czynnikdw chorobotwoérczych. Z tego wzgledu istniata konieczno$¢ opracowania odczynu
serologicznego opartego na charakterystycznych dla VTEC rekombinowanych biatkach.
W badaniach prowadzonych przez innych autoréw stosowano jako swoiste antygeny inty-
ming, biatko Tir, bialka sekrecyjne (EspA i EspB) czy tez werotoksyne. Wedtlug Li i wsp.
(11) oraz Jenkins i wsp. (9) najbardziej obiecujace w serodiagnostyce VTEC jest zasto-
sowanie jako swoistych antygenow biatka Tir oraz intyminy. W aktualnie prezentowanej
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pracy oceniono przydatnos¢ zaprojektowanych i uzyskanych we wlasnym zakresie rekom-
binowanych biatek: Tir, werotoksyny 2b i intyminy w serodiagnostyce zakazen wywoty-
wanych przez werotoksyczne paleczki E. coli u ludzi.

W grupie oséb z HUS najcze$ciej wykrywano przeciwciata klasy IgG dla intyminy
oraz biatka Tir, nieco rzadziej dla werotoksyny 2b. Na uwage zastuguje bardzo niski od-
setek probek surowicy, w ktorych wykryto przeciwciata klasy IgM dla rekombinowanych
biatek. Z tego wzgledu nie mozna wykorzysta¢ uzyskanych preparatéw antygenowych do
poszukiwania przeciwcial w tej klasie immunoglobulin. W przypadku zastosowania jako
antygenow rekombinowanych biatek zaobserwowano znacznie mniej nieswoistych reakcji
podczas badania probek osob z grupy kontrolnej niz przy uzyciu LPS. Najbardziej swoi-
stym antygenem wydaje si¢ by¢ rekombinowane biatko Tir, przy uzyciu ktérego uzyskano
najmniej nieswoistych krzyzowych reakcji, zwtaszcza w klasie IgG.

W badanej grupie 0osob z HUS znalazty si¢ trzy osoby, u ktérych doszlo do zakazenia
werotoksycznymi paleczkami E. coli z grupy serologicznej O104 (16). U oséb tych, pomi-
mo wykazania obecnosci wysokiego poziomu przeciwciat dla homologicznych antygenow
LPS nie stwierdzono przeciwciat dla rekombinowanych bialek Tir, werotoksyny 2b i inty-
miny. Trzeba mie¢ jednakze na uwadze, ze szczep ten nie nalezat do klasycznych VTEC,
lecz byt szczepem enteroagregacyjnym, ktéry nabyt werotoksyne typu 2a i nie posiadat
biatka Tir oraz intyminy (8).

Uzyskane wyniki potwierdzily przydatnos¢ poszukiwania przeciwciat dla werotok-
sycznych pateczek E. coli w rutynowych badaniach diagnostycznych. Trzeba mie¢ jed-
nakze na uwadze ograniczong czulo$¢ testow opartych na rekombinowanych antygenach
oraz mozliwos¢ wystepowania nieswoistych reakcji dodatnich. W nastepnym etapie ba-
dan planuje si¢ wykorzystanie uzyskanych antygenéw do retrospektywnego poszukiwania
swoistych przeciwcial u os6b z réznych grup populacji polskiej.

WNIOSKI

1. Rekombinowane biatka Tir, intymina i werotoksyna 2b paleczek E. coli mozna wy-
korzysta¢ w rutynowej serodiagnostyce zakazen VTEC, przebiegajacych jako zespot
hemolityczno-mocznicowy. Trzeba mie¢ jednakze na uwadze ograniczong czutos¢ te-
stow opartych na tych antygenach oraz mozliwo$¢ wystepowania nieswoistych reakcji
dodatnich.

2. Wykazanie u chorych 0s6b obecnosci przeciwciat dla LPS paleczek E.coli z okres$lo-
nych serotypow nie $wiadczy bezposrednio o zakazeniu szczepami werotoksycznymi.
Z tego powodu oraz ze wzglgdu na niskg swoisto$¢ tych antygenéw, wyniki badan
serologicznych z uzyciem antygendw LPS muszg by¢ potwierdzane innymi, bardziej
swoistymi badaniami.

3. Najbardziej swoistym serologicznym markerem zakazenia klasycznymi pateczkami
VTEC jest wykazanie w surowicy osob chorych obecnosci przeciwciat klasy IgG i/lub
IgA dla rekombinowanego biatka Tir.

Praca wykonana w ramach tematu naukowego nr 4/EM.1 na rok 2016, Narodowego
Instytutu Zdrowia Publicznego — Panstwowego Zakladu Higieny w Warszawie
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Genotypowanie szczepow Clostridium perfringens izolowanych
od chorych z objawami zatrucia pokarmowego oraz probek zywnosci

Genotyping Clostridium perfringens strains isolated from patients
with symptoms of food poisoning and food samples

Klaudia Brodzik, Ewa Augustynowicz

Zaktad Badania Surowic i Szczepionek Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego —
Panstwowego Zaktadu Higieny w Warszawie

Szczepy Clostridium perfringens czesto wywoluja zatrucia pokarmowe
o charakterze ognisk epidemicznych lub epidemii, dlatego tez wazne jest
opracowanie oraz zaadaptowanie skutecznych metod genotypowania przy-
datnych w dochodzeniach epidemiologicznych. Molekularng charaktery-
styke pilotazowej grupy izolatow C. perfringens, taczonych z zatruciami
pokarmowymi, przeprowadzono z uzyciem metod RAPD, rep-PCR oraz
PFGE. Potwierdzono wysokie zréznicowanie niepowiazanych epidemiolo-
gicznie szczepow C. perfringens izolowanych od chorych z objawami zatru-
cia pokarmowego oraz prébek zywnosci.

Stowa kluczowe: Clostridium perfringens, genotypowanie, PFGE, rep-PCR, RAPD

ABSTRACT

Introduction: Clostridium perfringens strains that produce enterotoxin often cause
outbreaks of food poisoning or epidemic, therefore is essential to develop and adapt
methods useful in epidemiological investigations. The aim of the study was to assess the
genetic diversity of C. perfringens strains isolated from patients with symptoms of food
poisoning and food samples.

Methods: In this study it has been determined the genetic diversity of the pilot group of
epidemiologically non- related 39 C. perfringens strains using RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), rep-PCR (Repetitive DNA Element Based PCR) and PFGE (Pulsed
Field Gel Electrophoresis) methods.

Results and Conclusions: It has been obtained comparable results of differentiation of
C. perfringens strains isolated from patients with symptoms of food poisoning and food
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samples using RAPD and rep-PCR methods. It has been also confirmed a wide genetic
diversity among C. perfringens strains isolated from different sources epidemiologically
non — related using PFGE.

Key words: Clostridium perfringens, genotyping, PFGE, rep-PCR, RAPD

WSTEP

Clostridium perfringens to Gram-dodatnie, beztlenowe laseczki tworzace przetrwalniki,
ktére wechodzg w sktad mikroflory przewodu pokarmowego cztowieka i zwierzat oraz po-
wszechnie wystepuja w Srodowisku, w tym gldwnie w glebie, zbiornikach wodnych i $cie-
kach (17). Chorobotworczos¢ C. perfringens zwigzana jest z wytwarzaniem okreslonego
profilu toksyn, ktorych dotychczas opisano 17 (11, 18). Poszczegdlne szczepy wytwarzaja
tylko niektore z nich. Ze wzgledu na obecno$¢ genéw kodujacych 4 glowne toksyny letalne
alfa (), beta (B), epsilon (g) oraz iota (1), szczepy C. perfringens mozna podzieli¢ na 5 tok-
synotypow (A-E) (16). Waznym czynnikiem zjadliwos$ci jest rowniez enterotoksyna CPE
(Clostridium perfringens enterotoxin) wytwarzana w wigkszosci przez szczepy typu A oraz
toksyna CPB2 wytwarzana przez szczepy typu A i C (16). Pozostate toksyny i enzymy hydro-
lityczne, wytwarzane przez C. perfringens maja takze znaczenie chorobotworcze (5). Szcze-
py C. perfringens CPE+ moga wywolywaé zatrucia i zakazenia pokarmowe o charakterze
lokalnych ognisk epidemicznych, jak rowniez zakazenia ukladu pokarmowego, ktore nie sg
zwigzane ze spozyciem skazonej zywnosci tj.: biegunki poantybiotykowe (AAD - antibiotic
associated diarrhoea), biegunki sporadyczne (SD - sporadic diarrhoea) i zespdt naglego zgo-
nu niemowlgcia (SIDS- sudden infant death syndrome) (11).

Po zjedzeniu niewlasciwie termicznie obrobionej zywnoS$ci zanieczyszczonej C. perfrin-
gens CPE+, bakterie przedostaja si¢ do jelita cienkiego, dochodzi do sporulacji i wytwarzania
enterotoksyny, ktorej aktywno$¢ powoduje uszkodzenie blony sluzowe;j jelita, co prowadzi do
biegunki. Zatrucia pokarmowe o etiologii C. perfringens naleza do jednych z najczestszych
chordb przenoszonych przez skazong zywno$¢ na $wiecie (11). Przykladowo w latach 1998-
2010 w Stanach Zjednoczonych odnotowano 289 ognisk epidemicznych i 15 208 przypadkow
zatru¢ pokarmowych o etiologii C. perfiingens, ktore doprowadzity do hospitalizacji 83 pa-
cjentow i 8 zgonow (6). W Polsce, w poréwnaniu z innymi rozwini¢gtymi krajami, rejestro-
wano od kilku do kilkudziesieciu przypadkow zatru¢ pokarmowych o etiologii C. perfringens
(3). W 2015 roku zarejestrowano 109 przypadkow zachorowan, z ktorych wigkszos$¢ zostata
poddana hospitalizacji (15). Ze wzglgdu na ograniczenia w diagnostyce C. perfiingens moz-
na podejrzewac, ze sg to dane niedoszacowane. Badania genetycznej zmiennosci izolatow C.
perfringns pomagaja ocenic relacje pomigdzy szczepami patogennymi i niepatogennymi oraz
zdefiniowa¢ determinanty chorobotworczosci (9, 17, 18).

Celem pracy byto okreslenie zréznicowania genetycznego niepowigzanych epidemio-
logicznie szczepow C. perfringens izolowanych od chorych z objawami zatrucia pokarmo-
wego oraz probek zywnosci przy uzyciu metod genotypowania takich jak RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) i rep-PCR (Repetitive DNA Element Based PCR) opartych
na amplifikacji DNA oraz PFGE polegajacej na analizie restrykcyjnej genomowego DNA
(Pulsed Field Gel Electrophoresis).
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Szczepy bakteryjne. Lacznie w badaniach wykorzystano 39 izolatow niezwigzanych
epidemiologicznie zaliczonych do gatunku C. perfiingens metoda MALDI-TOF (Tabela I) (1).
Szczepy te zgromadzono w latach 1947-1987 i stanowig cze$¢ archiwalnej kolekcji

Tabela I. Charakterystyka badanych szczepow C. perfringens.

L Numer Pochodzenic szezepu Zrodto izolacji Rok | Obecnosé
P | izolatu P (rozpoznanie) izolacji | genu cpe
Samodzielny Publiczny .
1 344 | Centralny Szpital Kliniczny, (Zatrf;‘;bkgklzaﬁowe) 1952 +
Warszawa p
Samodzielny Publiczny ,
2 416 | Centralny Szpital Kliniczny, (Zatrzg’:kﬁlfé“mwe) 1983 +
Warszawa p
3 417 Stacja Sanitarno- Probka zywnosci 1953 )
Epidemiologiczna, Krakow (zatrucie pokarmowe)
4 131 Stacja Sanitarno- Tre$¢ pokarmowa 1953 )
Epidemiologiczna, Wroctaw (zatrucie pokarmowe)
5 543 Stacja Sanitarno- Probka zywnosci 1954 )
Epidemiologiczna, Wroctaw (zatrucie pokarmowe)
Samodzielny Publiczny R . .
6 645 Centralny Szpital Kliniczny, (Zziiﬁlc)ikea Zo}i:;?r(r)licvlve) 1955 -
Warszawa P
Samodzielny Publiczny . .
7 859 Centralny Szpital Kliniczny, (\;’;;T;eelk ;kZaOl::/(;) 1956 -
Warszawa & &
Samodzielny Publiczny . .
8 954 Centralny Szpital Kliniczny, (\;,};Crl;:lk ;iirgv(;) 1978 -
Warszawa & &
Samodzielny Publiczny Treéé pokarmowa
9 955 Centralny Szpital Kliniczny, (zatrucis okarmowe) 1956 +
Warszawa P
Samodzielny Publiczny )
10 1001 | Centralny Szpital Kliniczny, (za trlf:z?:kig rrhrllowe) 1957 -
Warszawa P
Stacja Sanitarno- Probka zywnosci
1 1025 Epidemiologiczna, Wroctaw (zatrucie pokarmowe) 1958 )
Stacja Sanitarno- Probka zywnosci
12 1037 Epidemiologiczna, Katowice (zatrucie pokarmowe) 1959 )
Samodzielny Publiczny . . .
13 1270 | Centralny Szpital Kliniczny, (z;iﬁlcjikea Zo}i(‘};?r(r)li%/e) 1987 -
Warszawa P
14 1116 Well Research Laboratory Probka katu 1963 n
Norwegia (zatrucie pokarmowe)
15 1121 Well Research Laboratory, Probka katu 1963 )
Norwegia (zatrucie pokarmowe)
16 80 Instytut Pasteura, Paryz (za trfcrioebrl)((?ki?'fmuowe) 1946 -
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Cd. Tabeli L.
Numer . Zrodlo izolacji Rok | Obecnosc
Lp. | . Pochodzenie szczepu . . i
izolatu (rozpoznanie) izolacji | genu cpe
. bd
17 233 Instytut Pasteura, Paryz (zatrucie pokarmowe) 1951 -
. bd
18 626 Instytut Pasteura, Paryz (zatrucie pokarmowe) 1952 -
. bd
19 629 Instytut Ceutanzino, Londyn (zatrucie pokarmowe) 1955 -
. . bd
20 1172 | Instytut Wielka Brytania (zatrucie pokarmowe) 1980 -
71 1126 Well Research Laboratory, . bd 1963 .
Niemcy (zatrucie pokarmowe)
Instytut Eksperymentalny, bd
2 267 Moskwa (zatrucie pokarmowe) 1951 )
23 211 Instytut Alabama, USA . bd 1951 -
(zatrucie pokarmowe)
24 | 150 |nz Probka katu nz -
(zatrucie pokarmowe)
25 151 nz PrF')bka katu nz -
(zatrucie pokarmowe)
26 | 286 |nz Probka katu nz -
(zatrucie pokarmowe)
27 | 384 |z Probka kalu nz -
(zatrucie pokarmowe)
28 | 478 |nz Probka kalu nz -
(zatrucie pokarmowe)
29 512 nz Prébka katu nz -
(zatrucie pokarmowe)
30 | 526 |nz Probka katu nz -
(zatrucie pokarmowe)
31| 545 |nz Probka katu 1983 -
(zatrucie pokarmowe)
32 | 547 |nz Probka kalu nz -
(zatrucie pokarmowe)
33 | 597 |nz Probka katu nz -
(zatrucie pokarmowe)
34 926 | nz Probka zywnosci 1976 .
(zatrucie pokarmowe)
35 927 |nz . bd 1976 -
(zatrucie pokarmowe)
36 928 |nz . bd 1976 +
(zatrucie pokarmowe)
37 | 958 |nz TreS¢ pokarmowa | 1956 -
(zatrucie pokarmowe)
38 | 1266 |nz _ bd nz +
(zatrucie pokarmowe)
ATCC . .
39 CN3352 Instytut Pasteura, Paryz szczep referencyjny nz -

bd- brak danych
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Zaktadu Badania Surowic i Szczepionek Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego
- Panstwowego Zaktadu Higieny. Badaniom poddano 30 szczepéw wyizolowanych z pro-
bek klinicznych, pobranych od chorych z objawami zatrucia pokarmowego (w tym 6
szczepow CPE+), 7 szczepdéw wyizolowanych z probek zywnosci oraz 2 szczepy wyizo-
lowane z probek pobranych od chorych z objawami zgorzeli gazowej uzyte do celéw po-
roéwnawczych. Jako szczep kontrolny C. perfringens typu A wykorzystano CN3352 cpe-.
Szczepy przechowywano w postaci liofilizatow.

Hodowla szczepéw C. perfringens. Liofilizaty ozywiano na podiozu TSA (Tryptone
Soja Agar) lub TSA z krwig barania (Grasco). Inkubacje prowadzono w warunkach beztle-
nowych (95% H2, 5% CO2), w temp. 37°C przez 48-72 godz.

Izolacja genomowego DNA. Genomowe DNA izolowano z 48- godzinnych hodowli
bakterii na podtozu TSA z zastosowaniem komercyjnego zestawu Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega), zgodnie z zaleceniami producenta. Stezenie oraz stopien czy-
stosci wyizolowanego DNA okreslono metodg spektrofotometryczng (BioPhotometer, Ep-
pendorf). Za kryterium czysto$ci przyjeto stosunek dtugosci fali 260 nm/280 nm o warto-
$ci mieszczacej si¢ w granicach 1,8-2,0.

Genotypowanie metoda RAPD. Genotypowanie RAPD wykonano przy uzyciu star-
tera 1254 1 1290, zgodnie z procedura opisang przez Wiliams i wsp. (1990) z modyfikacja-
mi wlasnymi. W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzito: 25 ng genomowego DNA, 200
uM dNTP, 2 mM MgCl,, 40 pmol startera, 2 U polimerazy Dream Taq (Fermentas) oraz 1
x bufor do polimerazy (Fermentas). Warunki amplifikacji obejmowaty: wstepna denatura-
cje w 94°C/3 min oraz 42 cykle ztozone z denaturacji w 94°C/1 min, przylaczania startera
w 36°C/1 min, wydluzania nici w 72°C/1 min.

Genotypowanie metoda rep-PCR. Genotypowanie metodg rep-PCR wykonano przy
uzyciu startera BOXAI-R oraz (GTG), zgodnie z procedurg opisang przez Coudeyras i wsp.
(2008). Mieszanina reakcyjna zawierala: 25 ng genomowego DNA, 200 pM dNTP, 60 pmol
startera, 1 U polimerazy Dream Taq (Fermentas) oraz 1 x bufor do polimerazy (Fermentas).
Warunki amplifikacji obejmowaly: wstepng denaturacj¢ w 94°C/5 min oraz 35 cykli ztozonych
z denaturacji w 94°C/30 s, przylaczania startera w 50°C/1 min, wydhuzania nici w 72°C/4 min.

Genotypowanie metoda PFGE. Genotypowanie metoda PFGE wykonano zgodnie
z procedurg opisang przez Maslanka i wsp. (1999) z modyfikacjami wiasnymi. Po 24-godzin-
nej inkubacji na podtozu TSA kolonie bakterii zawieszano w buforze SE (75 mM NaCl-25
mM EDTA, pH 8,0) do uzyskania wartosci 8,0 w skali McFarland’a. Przygotowang zawie-
sing taczono w rownej objetosci z wezesniej rozpuszczong 1% agaroza niskotopliwa (Low-
-Melting-Point agarose, Bio-Rad), po czym przenoszono do prostopadtosciennych foremek
oraz inkubowano przez 20 min na lodzie. Zestalone bloczki umieszczano w 400 pl buforu TE
(10 mM Tris-1 mM EDTA, pH 8,0) i poddawano dziataniu lizozymu (100 pl) w temp. 37°C
przez 2 godz. Po inkubacji bloczki ptukano 4-krotnie w buforze TE po 15 min w temp. 55°C
i poddawano lizie w 300 pl buforu lizujacego (50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM EDTA, pH
8,0) z dodatkiem proteinazy K (2 mg/ml) przez noc w temp. 55°C. Nastepnie bloczki ptukano
5-krotnie w buforze TE oraz jednokrotnie w buforze restrykcyjnym NEB4 (50 mM NacCl, 10
mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM DPT) po 15 min w temp. 50°C. Badane DNA podda-
wano trawieniu enzymami restrykcyjnymi Apal oraz Smal (po 40 U, BioLabs Inc.) przez 16
godz. w 25°C. Elektroforez¢ prowadzono w 1% zelu agarozowym w aparacie CHEF DR III
(Bio-Rad) przez 20 godz., przy zastosowaniu nast¢pujacych warunkéw: temp. 14°C, bufor
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0,5 x TBE (45 mM Tris, 45 mM kwas borowy, 1 mM EDTA, pH 8,3, Bio-Rad), napigcie
6 V/cm, dlugos¢ pulsow od 0,5 do 40 s. Zastosowano marker wielko$ci Lambda Ladder
PFG Marker (BioLabs Inc.). Zel wybarwiono bromkiem etydyny (10 pg/ml, Sigma-Aldrich)
przez 30 min. Wynik rozdziatu elektroforetycznego dokumentowano za pomoca Gel Doc
1000 Gel Documentation System (Bio-Rad). Wewnetrzna kontrole dodatniag stanowit szczep
referencyjny C. perfringens ATCC CN3352 (American Type Culture Collection).

Analiza wynikéw genotypowania. W rozdziatach elektroforetycznych stosowa-
no markery wielkosci: w badaniu RAPD oraz rep-PCR - Marker Perfect 100 bp DNA
Ladder (EURx), w badaniu PFGE - Lambda Ladder PFG Marker (BioLabs Inc.). Wy-
niki genotypowania zostaly poddane analizie z uzyciem oprogramowania BioNume-
rics (Applied Maths) z zastosowaniem metody klasteryzacji UPGMA i1 wspolczynnika
korelacji Pearson’a (w przypadku wynikdéw uzyskanych metoda RAPD i rep-PCR) lub
Dice’a (w przypadku wynikéw uzyskanych metoda PFGE). W kazdej z metod profile ge-
notypowania uzyskane z zastosowaniem réznych uktadow starteréw/enzymow restryk-
cyjnych poddano jednoczesnej analizie z uzyciem funkcji ,,composite data set”. Stopien
zrdznicowania analizowanych izolatéw (Sr) obliczono jako stosunek liczby wyréznionych
typoéw (na poziomie odcigcia 80%) do liczby analizowanych szczepow.

WYNIKI

Genotypowanie C. perfringens metoda RAPD. Zastosowanie startera 1254 w bada-
niu RAPD pozwolito uzyska¢ profile elektroforetyczne zawierajace 1-7 prazkow o wielko-
$ci od 160 do powyzej 2500 pz. Genetyczne podobienstwo badanych szczepow C. perfrin-
gens wynosilo 0,7%. Wyrozniono 9 profili RAPD. Stopien zréznicowania badanych izo-
latéw (Sr) wynosil 23%. Zastosowanie startera 1290 w badaniu RAPD pozwolito uzyska¢
profile elektroforetyczne zawierajace 1-6 prazkow o wielkosci od 220 do powyzej 2500
pz. Genetyczne podobiefistwo badanych szczepdéw C. perfringens wynosito 6,2%. Wyrdz-
niono 4 profile RAPD. Stopien zréznicowania izolatéw (Sr) wynosit 10,3%. Jednoczesna
analiza profili pozwolila uzyska¢ 9 profili oznakowanych od I do IX (Ryc.1). Najliczniej-
sza grupa V obejmowata 15 szczepow C. perfringens, w tym 4 szczepy CPE+, grupa [, VI,
VII obejmowaty odpowiednio 8, 4 14 szczepy, do pozostatych grup przyporzadkowano 1-2
szczepy. Szczepy CPE+ byly zlokalizowane w oddzielnym grupach.

Genotypowanie C. perfringens metoda rep-PCR. Zastosowanie startera BOXA1-R
w badaniu rep-PCR pozwolilo uzyskac¢ profile elektroforetyczne zawierajace 2-11 prazkow
o wielkosci od 260 do powyzej 2500 pz. Genetyczne podobienstwo badanych szczepow
C. perfringens wynosito 11,7%. Wyrézniono 6 profili RAPD. Stopief zrdznicowania izo-
latow (Sr) wynosit 15,4%. Zastosowanie startera (GTG), w badaniu rep-PCR pozwolito
uzyskac profile elektroforetyczne zawierajace 1-3 prazkéw o wielkosci od 600 do powyzej
2500 pz. Genetyczne podobiefistwo badanych szczepow C. perfringens wynosito 1,8%.
Wyrdzniono 5 profili RAPD. Stopief zréznicowania izolatéw (Sr) wynosit 12,8%. Jed-
noczesna analiza profili rep-PCR uzyskanych z zastosowanie starterow BOXA1-R oraz
(GTG),pozwolita uzyskac 7 profili oznakowanych od I do VII (Ryc.2). Grupy L, IIL, IV, V
obejmowaly odpowiednio 15, 11 (w tym szczep kontrolny) 6 i 4 szczepy. Do grup, 11, VI,
VII przyporzadkowano po 1 szczepie. Szczepy CPE+ byty zlokalizowane w oddzielnym
grupach (I, I, TV, VII) poza grupa I ktéra obejmowata dwa szczepy CPE+.
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Ryc. 1. Dendrogram przedstawiajacy genetyczne podobienstwo szczepow C. perfringens metoda
RAPD przy uzyciu startera 1254 oraz startera 1290 utworzony z zastosowaniem funkcji
composite data set”. Gwiazdkami oznaczono szczepy CPE+.

Genotypowanie C. perfringens metoda PFGE. Zastosowanie endonukleazy restryk-
cyjnej Smal w badaniu PFGE pozwolito uzyskac¢ profile elektroforetyczne ztozone z 7-15
prazkéw o wielkosci od ponizej 48,5 kpz do 533,5 kpz. Genetyczne podobienstwo bada-
nych szczepdw C. perfringens wynosito 28,9%. Wyrdzniono 37 profili RAPD. Stopien
zrdéznicowania izolatow (Sr) wynosit 94,9%. Zastosowanie endonukleazy restrykcyjnej
Apal w badaniu PFGE pozwolito uzyskac¢ profile elektroforetyczne ztozone z 1- 18 praz-
kéw o wielkosci od ponizej 48,5 kpz do 533,5 kpz. Genetyczne podobienstwo badanych
szczepow C. perfringens wynosito 9,4%. Wyrozniono 20 profili PFGE. Stopien zréz-
nicowania izolatow (Sr) wynosit 51,3%. Jednoczesna analiza profili PFGE uzyskanych
z zastosowaniem endonukleazy restrykeyjnej Smal oraz Apal pozwolita uzyskac¢ znacznie
wigksza liczbe profili PFGE (37 profili oznakowanych od I do XXXVII, wérod ktorych 35
profili reprezentowato pojedyncze szczepy) (Ryc.3). Szczepy CPE+ byly zlokalizowane
w oddzielnym grupach.
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Ryc. 2. Dendrogram przedstawiajacy genetyczne podobienistwo szczepow C. perfringens metoda
rep-PCR przy uzyciu startera BOXAI-R oraz (GTG)s utworzony z zastosowaniem funkcji
,composite data set”. Gwiazdkami oznaczono szczepy CPE+.

DYSKUSJA

Szczepy C. perfringens wytwarzajace enterotoksyne (CPE) czgsto wywotujg zatrucia
pokarmowe o charakterze ognisk epidemicznych lub epidemii, ale wiedza dotyczaca ich re-
zerwuaru i drog transmisji jest weigz niepelna. Wynika to w znacznej mierze stad, ze szczepy
C. perfringens sa szeroko rozpowszechnione w Srodowisku, a jedynie 1-5% populacji szcze-
poéw C. perfringens posiada gen cpe (5, 7). Dodatkowe trudnosci stanowi odmienna lokali-
zacja genu cpe wsrdd szezepow wywotujacych zatrucia pokarmowe (lokalizacja na chromo-
somie), a szczepami bedacymi przyczyna AAD i SD (lokalizacja na plazmidach) (18). We
weczesniejszej pracy wsrod 39 badanych szczepdw C. perfringens u 6 potwierdzono obecnosé
genu cpe, co stanowito 15,4% wszystkich badanych izolatow oraz 27,3% izolatow taczonych
z zatruciami pokarmowymi (1) i jest zblizone do wynikow Lukinmaa i wsp. (2002), gdzie
zidentyfikowano az 65,9% szczepéw CPE+ izolowanych z probek klinicznych, zwigzanych
z lokalnymi epidemiami zatrucia pokarmowego. Szczepy C. perfringens CPE+ stanowig wy-
soce zroznicowang genetycznie grupe, co potwierdzily badania Keto-Timonen i wsp. (2006).
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Ryc. 3. Dendrogram przedstawiajacy genetyczne podobienstwo szczepow C. perfringens metoda
PFGE przy uzyciu enzymu Apal oraz Smal utworzony z zastosowaniem funkcji ,,composite
data set”. Gwiazdkami oznaczono szczepy CPE+.

Jednocze$nie w badaniach zespolow Keto-Timonen i wsp. (2006) oraz Deguchi i wsp. (2009)
potwierdzono, ze szczepy CPE+ izolowane na przestrzeni 60 lat w réznych cze$ciach swia-
ta, u ktorych gen cpe zlokalizowany byl na chromosomie, wykazuja wysoka homogenno$c¢.
Odmiennie szczepy C. perfringens z genem cpe zlokalizowanym na plazmidzie reprezentuja
wysoki poziom zréznicowania porownywalny ze szczepami CPE-.

Przedstawiono wyniki genetycznego réznicowania grupy niepowigzanych ze soba
epidemiologicznie szczepdw C. perfringens, pozyskanych w réznych latach w odlegtych
geograficznie miejscach z probek klinicznych od pacjentéw z objawami zakazen przewodu
pokarmowego oraz probek zywnosci. Do analizy wybrano dwie proste do przeprowadze-
nia w laboratorium metody, oparte na amplifikacji DNA (RAPD i rep-PCR) oraz meto-
de PFGE, ktora jest bardziej wymagajaca metodycznie, ale wcigz uznawana jako metoda
z wyboru w dochodzenia epidemiologicznych i okre$laniu genetycznego podobienstwa
szczepow C. perfringens w laboratoriach, gdzie nie moga by¢ przeprowadzone badania
oparte na sekwencjonowaniu (12, 13). Zastosowanie do genotypowania metodag RAPD kil-
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ku roéznych starteréw oraz optymalizacja warunkéw reakcji, w celu usunigcia mozliwych
ograniczen zwigzanych z niskim poziomem jej powtarzalnosci, pozwolita uzyskac zado-
walajacy poziom powtarzalno$ci oraz sily réznicujacej przy uzyciu startera 1254 (14, 21).
Podobnie metoda rep-PCR pozwalajaca wykrywaé wysoce konserwowane, powtarzalne
w genomie sekwencje DNA, wystepujace w liczbie kilkuset kopii, cechuje si¢ wysoka sita
dyskryminujaca, przy czym jest stosunkowo prosta i szybka w wykonaniu (19, 20). Otrzy-
mano porownywalne wyniki réznicowania szczepoéw C. perfringens typu A z zastosowa-
niem metody RAPD i rep-PCR. Z kolei kompleksowa analiza profili restrykcyjnych otrzy-
manych metoda PFGE po zastosowaniu endonukleaz Smal oraz Apal pozwolita uzyskaé
dobrze zréznicowany obraz profili, prawie w catosci niepowtarzalnych. Szczepy CPE+
byly zlokalizowane w oddzielnym grupach PFGE. Nie stwierdzono zwigzku mi¢dzy miej-
scem pochodzenia, zrodtem izolacji ani rokiem izolacji, co mozna wythumaczy¢ tym, ze
analizie poddano szczepy niepowigzane ze soba epidemiologicznie, wyizolowane w 16z-
nych latach i w odlegtych geograficznie miejscach. Wezesniej przydatnos¢ metody PFGE
w dochodzeniach epidemiologicznych zatru¢ pokarmowych potwierdzono w badaniach
Maslanka i wsp. (1999), gdzie typowano 62 izolaty C. perfringens typu A, pochodzace
z r6znych ognisk zatru¢ pokarmowych. Przydatno$¢ tej metody do roznicowania szczepow
C. perfringens podkre$lal réwniez Lukinmaa i wsp. (2002), wskazujac jednoczesnie na to,
ze istotne jest okreslenie obecnosci w genomie genu cpe, jako stwierdzenie przynalezno$ci
do okreslonego genotypu. Wezesniej potwierdzono przydatnos¢ metody PFGE (Smal) do
réznicowania szczepdw epidemicznych. Opublikowano wyniki nielicznych badan gene-
tycznego podobienstwa metoda PFGE wsrdd szczepow epidemicznych oraz pojedyncze
prace, w ktérych potwierdzono wysokie zréznicowanie wérod szczepdéw niezwigzanych
epidemiologicznie (7). Podobnie w badaniach Lin i Labbe (2003) u 40 niezwigzanych
epidemiologicznie szczepow uzyskano roézne profile PFGE (4pal), gdzie na poziomie od-
cigcia 80% jedynie dwa szczepy reprezentowaly wysokie podobienstwo. Uzyskane w pra-
cy wyniki genotypowania PFGE z edonukleazami Smal oraz Apal potwierdzily wysokie
zrdznicowanie szczepow C. perfringens niepowigzanych epidemiologicznie, izolowanych
od chorych z objawami zatrucia pokarmowego oraz probek zywnosci.
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W przypadkach zaburzen funkcjonowania ukladu immunologicznego
o réznorodnym podlozu, znaczaco wzrasta ryzyko zakazen patogenami
oportunistycznymi, w tym infekcji grzybiczych. Podstawowa metoda wy-
krycia zakazenia grzybiczego jest monitorowanie serologiczne, pozwala-
jace na szybkie wdrozenie leczenia przeciwgrzybiczego. Celem pracy bylo
okreslenie czesto$ci wykrywania rozpuszezalnych antygenéw grzybéw z ro-
dzajow Candida sp. i Aspergillus sp. przy uzyciu metod immunoenzyma-
tycznych w prébkach materialu klinicznego, pobranych od pacjentéw Sa-
modzielnego Publicznego Centralnego Szpitala Klinicznego w Warszawie
w latach 2010-2015 oraz okreS$lenie grup chorych, szczegélnie narazonych
na inwazyjne zakazenia grzybicze.

Stowa kluczowe: grzybice inwazyjne, mannan, galaktomannan, antygeny rozpuszczalne,
metody immunoenzymatyczne

ABSTRACT

Introduction: Immunodeficient patients, e.g. transplant recipients, patients treated with
corticosteroids, people with AIDS and individuals undergoing prolonged antibiotic therapy
are at high risk of invasive fungal infections, especially invasive aspergillosis. Basic
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method for detection of organ/systemic fungal infection is serological monitoring in body
fluids, first of all in serum, but also in broncho-alveolar lavages (BALF). Proven invasive
fungal infection should be diagnosed by culture of the pathogen or histopathological
examination of infected tissues, however the detection of soluble fungal antigens in body
fluids gives enough information for diagnosis of probable fungal infections, according to
European Organization for Research and Treatment of Cancer reccommendations, what
allows introduction of antifungal therapy. Aim of the study was to assess the frequency of
detection of circulationg soluble fungal antigens with use of immunoenzymatic techniques
in patients hospitalized between 2010 and 2015 in Independent Public Central Clinical
Hospital (IPCCH) in Warsaw.

Methods: In IPCCH, between 2010 and 2015, 6475 serum samples, taken from 2096
patients, was tested for Candida spp. mannan antigen, and 7745 sera from 2243 patients
were tested for galactomannan antigen of Aspergillus spp, as well as 64 samples of
BALF. Material was collected mainly from haematopoietic stem cell transplant recipients,
hospitalized in Haematology and Oncology Clinics, during their routine post-transplant
monitoring. Testing was performed with use of quantitative (Candida antigen) or
semiquantitative (Aspergillus antigen) immunoenzymatic methods (BioRad-Platelia),
according to respective protocols.

Results: During examined period, increase in number of examinations was observed,
starting from 1311 tests performed in 2010, up to 3052 examinations in 2015. In 2015
testing for Aspergillus antigen in BALF samples was also introduced, resulting in 64
samples tested. Candida spp. antigen was detected in 171 samples (2,7% of all tested
samples), and Aspergillus galactomannan was detected in 645 serum samples (8,4%) and 8
BALF samples (12,5%). Majority of examinations was performed for patients hospitalized
in Haematology and Oncology Clinics (72,7%), Blood Vessel Surgery and Transplantology
Clinics (3,8%), as well as in patients under care of post-transplantation (8,3%) and
haematology (4,2%) out-patient clinics.

Conclusions: (i) In the 2010-2015 visible increase in number of fungal antigens
examinations was observed, (ii) significant number of examinations was performed in
onco-haematological patients (88,7%), what also indicates main risk group, (iii) 8,3% of
fungal antigen testing was performed in solid organ transplant recipients, the second risk
group for invasive fungal infection.

Key words: invasive fungal infections, mannan, galactomannan, soluble antigens,
immunoenzymatic methods

WSTEP

W przypadkach zaburzen funkcjonowania uktadu immunologicznego znaczaco wzra-
sta ryzyko zakazen patogenami oportunistycznymi, w tym infekcji grzybiczych. Dotyczy
to przede wszystkim pacjentdéw, u ktdrych stosuje si¢ terapi¢ kortykosteroidami lub innymi
lekami immnunosupresyjnymi, pacjentow z chorobami nowotworowymi uktadu krwio-
tworczego, osob poddanych zabiegom przeszczepienia komorek krwiotworczych i narza-
dow unaczynionych, chorych na AIDS, a takze przypadkow stosowania dtugotrwalej an-
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tybiotykoterapii. Gléwne zagrozenie stanowi zakazenie grzybami plesniowymi, objawia-
jace si¢ przede wszytkim jako inwazyjna postaé aspergillozy (I4 — invasive aspergillosis).
Inwazyjne zakazenia grzybami drozdzopodobnymi sa natomiast notowane znacznie rza-
dziej. Podstawowg metodg wykrycia zakazenia grzybiczego jest systematyczne monitoro-
wanie metodami serologicznymi, polegajace na wykrywaniu rozpuszczalnych antygenow
Aspergillus spp. 1 Candida spp. w kolejnych probkach surowicy krwi, a takze wykrywa-
nie antygendéw Aspergillus spp w popluczynach pgcherzykowo-oskrzelikowych. W wie-
lu wypadkach badania te pozwalaja na szybkie wdrozenie leczenia przeciwgrzybiczego.
Zgodnie z wytycznymi EORTC/MSG (European Organization for Research and Treatment
of Cancer/Mycoses Study Group) z 2002 i 2008 r., testy serologiczne wykrywajace an-
tygeny grzybicze, stanowig jeden z parametréw umozliwiajacych rozpoznanie grzybicy
inwazyjnej (2, 3). Ma to szczeg6lne znaczenie u onkohematologicznych pacjentdéw, u kto-
rych oznaczanie miana przeciwcial swoistych wobec grzybdéw chorobotwdrczych nie jest
miarodajne ze wzgledu na liczne wyniki falszywie ujemne (4). Nalezy jednak podkreslic,
ze izolacja 1 hodowla in vitro patogendw jest nadal uwazana za ,,zloty standard”. Zgodnie
z aktualnymi wytycznymi EORTC/IFI (European Organization for Research and Treat-
ment of Cancer/Invasive Fungal Infections), podstawowym kryterium mikrobiologicznym
umozliwiajacym zdefiniowanie pewnej (ang. proven) grzybicy inwazyjnej pozostaje wy-
izolowanie czynnika etiologicznego z materialu w warunkach fizjologicznych jalowego
lub histopatologiczne potwierdzenie infiltracji tkanek strukturami komoérkowymi grzybow
(2, 5). Jednakze w wielu przypadkach, pomimo klinicznego podejrzenia grzybicy, proby
izolacji czynnika etiologicznego koncza si¢ niepowodzeniem, a w preparacie mikroskopo-
wym nie udaje si¢ zaobserwowac¢ elementow morfologicznych grzybow (pseudostrzepek,
strzgpek) (6). Z kolei, metody diagnostyczne polegajace na wykrywaniu beta-D-glukanu
moga wykazywac reakcje krzyzowe, natomiast uzycie metod molekularnych wigze si¢
z jednej strony z trudno$ciami w izolacji kwasow nukleinowych ze struktur komorkowych
grzybow, z drugiej za§, moze prowadzi¢ do wykrycia materialu genetycznego grzybow
kontaminujacych probke. Stad tez notowane sa wyniki falszywie dodatnie i falszywie
ujemne, trudne w interpretacji (8, 9). W konkluzji, czgsto oznacza to, ze ostatecznego roz-
poznania grzybicy inwazyjnej dokonuje si¢ w badaniach post-mortem.

Wykrycie krazacych antygendw i okreslenie ich miana (metody ilo§ciowe) lub indeksu
(metody potilosciowe) przy uzyciu metod serologicznych jest wystarczajace do stwierdze-
nia i monitorowania toczacego si¢ prawdopodobnego (ang. probable) zakazenia grzybi-
czego. Pozwala to na $ledzenie samego procesu rozwoju grzybicy inwazyjnej, a takze sku-
tecznosci zastosowane;j terapii (10). Na uwage zashuguje fakt, ze stosowane obecnie testy
serologiczne traktujg rozpuszczalne oligosacharydy $ciany komodrkowej konkretnych ga-
tunkéw grzybow jako antygenowe markery zakazenia. Wedlug doniesien literaturowych,
podczas infekcji inwazyjnej utrzymuja si¢ one w krwiobiegu tylko przez pewien czas (od
8 do 96 godz.), ulegajac nieustannej eliminacji w wyniku wigzania si¢ ze swoistymi prze-
ciwcialami w niewykrywalne metodami serologicznymi kompleksy immunologiczne (2).
Z tego tez powodu, u pacjentéw z grup podwyzszonego ryzyka zalecane jest regularne
monitorowanie obecnosci rozpuszczalnych antygendow grzybow w ptynach ustrojowych
chorych (surowicy krwi, osoczu lub poptuczynach oskrzelikowo-pecherzykowych) (11).
Wykrycie antygendéw krazacych, poprzedzajace izolacj¢ patogenu z materiatu, moze doty-
czy¢ nawet 60% osob z podejrzeniem zakazenia inwazyjnego (7)
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Celem pracy bylo okreslenie czgstosci wykrywania rozpuszczalnych antygenow grzy-
béw z rodzajow Candida spp. 1 Aspergillus spp. przy uzyciu immunoenzymatycznych
metod w materiatach klinicznych, pobranych od pacjentow Samodzielnego Publicznego
Centralnego Szpitala Klinicznego w Warszawie w latach 2010-2015 oraz okre$lenie grup
chorych, szczegdlnie narazonych na inwazyjne zakazenia grzybicze.

MATERIAL I METODY

Badaniom serologicznym poddano 14222 prébek pobranych od 4339 pacjentéw hospi-
talizowanych w SP CSK w Warszawie. W 6475 probkach pochodzacych od 2096 pacjen-
tow poszukiwano antygendéw Candida sp. Badania na obecno$¢ antygenow Aspergillus sp.
wykonano w przypadku 7747 probek materiatu klinicznego, pobranych od 2243 pacjentdw.
Materiat do badan w 99,9% stanowily probki surowicy krwi, jedynie 0,05% stanowity probki
pophluczyn pecherzykowo-oskrzelowych (BALF). Material, pochodzacy od chorych z Klini-
ki Hematologii, Onkologii i Chordéb Wewnetrznych, poddanych zabiegowi przeszczepienia
allogenicznych komoérek krwiotworczych (HSCT), pobierano dwukrotnie w ciggu tygodnia
w ramach monitorowania zakazen potransplantacyjnych, zgodnie z aktualnymi zaleceniami
European Group for Blood and Bone Marrow Transplantation (EBMT) (11). Probki pocho-
dzace od chorych z innych klinik SP CSK pobierano jednorazowo lub wielokrotnie przy
klinicznych wskazaniach podejrzenia inwazyjnego zakazenia grzybiczego.

Ilosciowym testem Platelia Candida Ag monitorowano st¢zenie [pg/ml] antygenu
mannanowego w surowicy przy zastosowaniu monoklonalnego przeciwciata skierowane-
go przeciwko a-1,5 oligomannozydom Candida spp (potocznie: mannan). Wykrycie man-
nanu na poziomie >125 pg/ml w probkach surowicy interpretowano jako wynik dodatni na
obecnos¢ antygenu Candida spp. Potilosciowym testem Platelia Aspergillus Ag wykrywa-
no rozpuszczalng forme antygenu galaktomannanowego (surowica i popluczyny pecherzy-
kowo-oskrzelowe). Metodg oparto na reakcji antygenu z przeciwcialem monoklonalnym
EBA-2. Probki surowicy i BALF z indeksem >0,5 interpretowano jako dodatnie na obec-
no$¢ antygenu Aspergillus spp. Obecno$¢ antygenoéw grzybiczych oznaczano w 300 pl ma-
teriatu klinicznego przy uzyciu zestawdw immunoenzymatycznych (EIA/ELISA) Platelia
Candida Ag Plus oraz Platelia Aspergillus Ag (Bio-Rad). Procedura wykonania testow
oraz interpretacji wynikow odpowiadata $cisle zaleceniom producenta.

WYNIKI

W badanym okresie zaobserwowano systematyczny wzrost liczby badan wykonywanych
w kierunku obecnosci antygenow grzybiczych, poczynajac od 1311 badan w 2010 r. do 3052
badan wykonanych w 2015 r. (Tab.I). W 2015 w Zaktadzie Mikrobiologii SP CSK rozpocze-
to wykrywanie galaktomannanu Aspergillus sp. takze w probkach poptuczyn pecherzykowo-
-oskrzelowych. Ogotem do konca 2015 r. wykonano 64 oznaczenia antygenow w BALF.

W trakcie badan prowadzonych w latach 2010-2015 obecno$¢ antygenow Candida sp.
wykryto w 171 probkach, co stanowito 2,7% og6lnej liczby badah wykonywanych w tym
kierunku. Antygeny Aspergillus sp. oznaczono ogdtem w 645 probkach surowicy krwi oraz
8 probkach BALF. Stanowito to odpowiednio 8,4% oraz 12,5% z ogdlnej liczby oznaczen
wykonanych w kierunku obecno$ci galaktomannanu w prébkach surowicy i w poptuczy-
nach pecherzykowo-oskrzelowych (Tabela I).
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Tabela 1. Oznaczanie antygenow krazacych Candida spp. 1 Aspergillus spp. u pacjentow hospitalizowanych

w SP CSK w latach 2010-2015.

Test serologiczny 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 >
Oznaczanie antygenu Aspergillus spp- | g7 | 616 | 1435 | 1686 | 1615 | 1657| 7683

w surowicy krwi

Dodatni (indeks >0,5) 30 | 28 | 89 | 278 | 147 | 73 645 (8,4%)
Ujemny (indeks <0,5) 644 | 588 | 1346 | 1408 | 1468 | 1584 | 7038 (91,6%)
Oznaczanie antygenu

Aspergillus sppt.ygv BAL-u 0 0 0 0 0 o4 64
Dodatni (indeks >0,5) - - - - - 8 8 (12,5%)
Ujemny (indeks <0,5) - - - - - 56 56 (87,5%)
Oznaczanie antygenu Candida spp. 637 | 517 | 1176 | 1483 | 1331|1331 | 6475

w surowicy krwi

Dodatni (stgzenie >125pg/ml) 15 14 24 31 70 17 171 (2,7%)
Ujemny (stgZenie 62,5-125pg/ml) 612 | 495 | 1130 | 1416 | 1216 | 1298 | 6167 (95,2%)
Watpliwy (stgzenie <62,5pg/ml) 10 8 22 36 | 45 16 137 (2,1%)
> 1311 | 1133 [ 2611 [ 3169 | 2946 | 3052 14222

Wigkszos¢ sposérod przeprowadzonych serologicznych oznaczen wykonano u pacjen-
tow hospitalizowanych w Klinice Hematologii, Onkologii i Chorob Wewnetrznych (10337
badan) i Klinice Chirurgii Naczyniowej i Transplantacyjnej (547 badan) oraz u chorych
objetych opieka jednodniowa w Poradni Transplantacyjnej (1176 badan) i Poradni Hema-

tologicznej (597 badan) (Ryc. 1).
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Ryc. 1. Liczba wykonanych badan w kierunku obecnos$ci grzybiczych antygenow Candida sp.
i Aspergillus sp. w latach 2010-2015.
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Najwigcej badan (72,7%) wykonano u pacjentow Kliniki Hematologii, Onkologii
i Chorob Wewnetrznych. W tej grupie osob stwierdzano takze najwigcej wynikow do-
datnich. I tak, w przypadku poszukiwania antygenow Candida sp. byty to 123 wyniki
dodatnie (72% ogotu wszystkich dodatnich wynikoéw oznaczen antygenu mannanowego),
natomiast w przypadku poszukiwania antygendw Aspergillus sp. — 572 wyniki dodatnie
oznaczen w antygenu w surowicy (88,7% ogolnej puli wynikéw dodatnich) oraz 6 wyni-
kow dodatnich oznaczen w antygenu w probkach BALF (75%; Tabela II).

Tabela II. Oznaczenia mannanu i galaktomannanu u pacjentoéw hospitalizowanych w Klinice Hematologii,
Onkologii i Choréb Wewngtrznych w latach 2010-2015.

Test serologiczny [2010 | 2011 [ 2012 ] 2013 | 2014 | 2015 | >
Antygen Aspergillus spp. w surowicy krwi

Dodatni (indeks >0,5) 89 | 20 | 79 | 227 | 108 | 49 (885’;,2/0 "
Ujemny (indeks <0,5) 351 | 418 | 1091 | 1017 | 1011 | 1197 5085
> 440 | 438 | 1170 | 1244 | 1119 | 1246 5657
Antygen Aspergillus spp. w BAL-u

Dodatni (indeks >0,5) - - - - - 6 6 (75%)*
Ujemny (indeks <0,5) - - - - - 15 15
Antygen Candida spp. w surowicy krwi

Dodatni (stgzenie >125pg/ml) 7 11 20 | 24 50 11 123 (72%)*
Ujemny (stgzenie 62,5-125pg/ml) 390 | 345 | 883 | 1015 | 825 | 970 4428
Watpliwy (stezenie <62,5pg/ml) 11 4 19 27 35 12 108

> 408 | 360 | 922 | 1066 | 910 | 993 4689

*Procent dodatnich badan w stosunku do ogoélnej liczby dodatnich badan antygenéw odpowiednio
Candida spp. 1 Aspergillus spp. oznaczonych w latach 2010-2015 (Tab. 1).

DYSKUSJA

Wykrycie w plynach ustrojowych rozpuszczalnych grzybiczych antygenow stanowi
obecnie jeden z najwazniejszych markerow grzybicy inwazyjnej. Zakazenia o etiologii grzy-
biczej naleza obecnie do najpowazniejszych powiktan u oséb z zaburzeniami odpornosci,
szczegoblnie w transplantologii. Wprowadzenie wspolnej strategii postgpowania terapeutycz-
nego oraz rekomendacji dotyczacych toku badan laboratoryjnych wplyneto na poprawe sku-
tecznosci leczenia zakazen potransplantacyjnych, jednak trudnosci w szybkiej 1 prawidtowej
diagnostyce mykologicznej sprawiaja, ze zakazenia grzybicze nadal pozostaja istotnym wy-
zwaniem u 0sob z zaburzeniami odpornosci, a takze u chorych poddanych dtugotrwatej an-
tybiotykoterapii (10). W tej grupie 0sdb $Smiertelnos¢ z powodu zakazen grzybiczych osiaga
70 —90%, a gldwna przyczyna zgonu sg zakazenia Aspergillus sp. (12).

U pacjentow z zaburzeniami odpornosci jako pierwsze pojawiaja si¢ zazwyczaj infekcje
spowodowane przez grzyby z rodzaju Candida sp. Rozwojowi inwazyjnej postaci kandydo-
zy sprzyja state leczenie immunosupresyjne, a u 0sob po przeszczepieniach komorek krwio-
tworczych takze wspotwystepujaca choroba ,,przeczep przeciwko gospodarzowi” (GvHD),
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a takze jej profilaktyka (11). Na uwage zastuguje fakt, iz wykrycie obecno$ci antygenu Can-
dida sp. na weczesnym etapie zakazenia zalezy w duzym stopniu od liczby i czesto$ci ozna-
czen wykonanych u danego pacjenta. Na podstawie dotychczasowych badan wiadomo, ze
diagnostyczna czuto$¢ testu Platelia Candida przy jednorazowym oznaczeniu w pojedynczej
probee surowicy krwi wynosi 58%, za$ wskaznik ten znaczaco wzrasta jezeli badanie zo-
stanie powtorzone w kolejnych probkach krwi, pobranych od tego samego chorego (13).
Powoduje to, iz pojedynczy wynik ujemny na obecno$¢ antygenu Candida spp. nie wyklu-
cza calkowicie istnienia inwazyjnej formy kandydozy. Zjawisko to moze by¢ spowodowane
zbyt niskim st¢zeniem mannanu, ktéry w przebiegu zakazenia podlega szybkiej eliminacji
z krwiobiegu oraz obnizong czuloscig metody w stosunku do antygenéw produkowanych
przez C. krusei, C. parapsilosis 1 C. guillerimondi (7, 13, 14). Poniewaz zaobserwowano
korelacje miedzy szczytem wykrywalnej antygenemii a dodatnimi wynikami posiewow
krwi, celowe jest rownoczesne pobieranie probek krwi do badan serologicznych oraz w celu
hodowli i izolacji patogenu (14). W badaniach prezentowanych w niniejszej pracy probki,
w ktorych wykryto obecno$¢ antygenu Candida sp. stanowity jedynie 2,7% sposrdd ogdtu
badanych probek surowicy krwi, przy czym ogromng wiekszos¢ badan wykonano w ramach
monitorowania potransplantacyjnego. Odsetek ten moze drastycznie wzrosna¢ w grupie pa-
cjentdw, u ktorych diagnostyka jest ukierunkowana swoiscie, tj. obejmuje pacjentow z podej-
rzeniem inwazyjnego zakazenia o etiologii Candida, ktoremu towarzysza objawy kliniczne
wskazujace bezposrednio na zakazenie grzybicze, wstepnie potwierdzone za pomocg badan
obrazowych. W takiej grupie pacjentow, wedlug obserwacji Verduyn i wsp. (15), odsetek
dodatnich probek surowicy krwi stanowit 31,5%, przy czym wszystkie dodatnie wyniki an-
tygenemii uzyskano przed wyhodowaniem Candida z odpowiedniego materiatu.

U okoto 5-15% chorych z zaburzeniami odporno$ci rozwina¢ si¢ moze inwazyjna
aspergiloza, ktora u 60% z nich konczy si¢ zgonem (16). Zakazenia Aspergillus sp. sa
zazwyczaj spowodowane poprzez inhalacj¢ zarodnikow grzybow obecnych w powietrzu,
co prowadzi w poczatkowej fazie zakazenia do zajecia zatok przynosowych, a w dalszej
perspektywie do zapalenia ptuc. U 0s6b immunokompetentnych zarodniki Aspergillus sp.
docierajace do pluc przez drogi oddechowe s3 zazwyczaj fagocytowane przez makrofa-
gi plucne. Jedli jednak ich funkcjonowanie jest zaburzone z powodu immunosupresji lub
stosowania steroidow, spory grzybow plesniowych moga rozwija¢ si¢ poprzez kietkowa-
nie, tworzac strzepki. Proces ten moze by¢ zahamowany przez neutrofile, jednakze przy
wspolistniejacej neutropenii nastepuje dalszy rozwdj grzyba, wraz z jego penetracja do
$wiatta naczyn krwiono$nych (11). W zwiazku z tym nalezy pami¢taé, ze czuto$¢ wykry-
wania antygenu galaktomannanowego zalezy rowniez od miejsca toczacego si¢ zakaze-
nia: w przypadkach zapalenia ptuc o etiologii Aspergillus sp., ilo§¢ antygenu krazacego
w surowicy krwi jest wyraznie nizsza w poréwnaniu z postacig uogoélniona (17). Ponadto,
we wczesnych fazach zakazenia, antygen Aspergillus moze wystepowacé w bardzo niskim
stezeniu, ponizej granicy czulosci metody.

Wykazano, ze antygenemia koreluje z klinicznie potwierdzong aspergilozg oraz z odpo-
wiedzig na zastosowang terapi¢ przeciwgrzybicza (18). Monitorowanie probek klinicznych
po wdrozeniu leczenia przeciwgrzybiczego daje mozliwos$¢ oceny skutecznosci terapii, jak
tez umozliwia podjecie decyzji o wlaczeniu leczenia alternatywnego (17, 19). Spadek po-
ziomu wykrywanego galaktomannanu wydaje si¢ mie¢ zwiagzek z pomyslnym rokowaniem;
z drugiej jednak strony brak antygenemii nie wyklucza aspergillozy lub zakazenia spowodo-
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wanego przez inne grzyby plesniowe (Fusarium sp., Mucor sp.) (21). Obserwuje si¢ takze
wyniki falszywie dodatnie u chorych przyjmujacych antybiotyki z grupy p-laktaméw (amo-
ksycylina, piperacylina) lub tez u 0soéb z uszkodzong $luzéwka jelit (11, 22).

Sposrod 14 222 serologicznych badan przeprowadzonych w SP CSK w latach 2010-
2015, obecno$¢ galaktomannanu badano w 7683 probkach surowicy oraz 64 probkach
BALF. Wigkszo$¢ dodatnich wynikéw badan na obecno$¢ galaktomannanu (indeks>0,5)
dotyczyta chorych leczonych w Klinice Hematologii, Onkologii i Choréb Wewnetrznych
(88,7% dla probek surowicy, 75% dla pobek BALF). Wysoka czgsto$¢ wykrywania galak-
tomannanu w grupie pacjentdéw onkohematologicznych, w tym osob po przeszczepieniu
allogenicznych komorek krwiotworczych, wykazuja takze badania prowadzone w innych
osrodkach klinicznych (9, 11, 17). Zgodnie z danymi piSmiennictwa, poddawani immuno-
supresji biorcy narzadéw unaczynionych sa nastepna w kolejnosci grupa chorych, u kto-
rych duze znaczenie diagnostyczne ma monitorowanie obecnos$ci i miana antygenow grzy-
biczych, szczegdlnie galaktomannanu (12, 16).

PODSUMOWANIE

W zwiazku z rozwojem wspoltczesnej medycyny, a zwlaszcza transplantologii, zaka-
zenia o etiologii grzybiczej naleza obecnie do najpowazniejszych powiktan u oséb z za-
burzeniami odporno$ci. Mimo, ze w diagnostyce grzybic dysponujemy coraz wigkszym
zakresem metod badawczych, rozpoznanie opiera si¢ czesto na podstawie stanu kliniczne-
go 1 badan obrazowych. Szacuje sig, ze jedynie 20-30% grzybic jest rozpoznawanych przy-
zyciowo (23). Natomiast u pacjentow z grzybicg potwierdzong badaniami serologicznymi
dodatnie posiewy uzyskuje si¢ w 25-50% przypadkow (24). Dlatego badania immunoen-
zymatyczne (ELISA), wykrywajace antygeny krazace w surowicy i plynach ustrojowych,
sa nadal istotnym uzupetnieniem diagnostyki grzybic inwazyjnych.

WNIOSKI

1. W latach 2010-2015 zaobserwowano znaczny wzrost liczby oznaczen antygenow
grzybiczych wykonywanych metodami immnunoenzymatycznymi u pacjentow hospi-
talizowanych w SP CSK.

2. Znaczaca wigkszos¢ dodatnich probek krwi na obecnos¢ galaktomannanu (88,7%) po-
chodzita od pacjentéw onkohematologicznych, co charakteryzuje glowna grupe wyso-
kiego ryzyka zakazef inwazyjnych Aspergillus sp.

3. Przeprowadzona analiza wykazata, ze 8,3% badan antygendow grzybiczych wykonano
u biorcoOw przeszczepoéw narzadoéw unaczynionych, stanowigcych druga w kolejnosci
grupe ryzyka infekcji grzybiczych.
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Helicobacter pylori — charakterystyka drobnoustroju, patogeneza
1 mikrobiologiczna diagnostyka zakazen

Helicobacter pylori — characteristics of pathogen, pathogenesis
and microbiological diagnosis of infections

Kornelia Gielarowiec

Zaktad Bakteriologii, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — PanstwowyZaktad
Higieny w Warszawie

Zakazenia Helicobacter pylori stanowia istotng przyczyne zgonéw zwiaza-
nych z rakiem zZoladka u ludzi na calym $wiecie. Drobnoustrdj ten jest tez
etiologicznym czynnikiem wrzodéw zZoladka oraz schorzen dotyczacych
zarowno ukladu pokarmowego jak tez innych narzadéw organizmu czlo-
wieka. W prezentowanej pracy przedstawiono charakterystyke patogenu,
jego chorobotworczos¢ i patogeneze zakazen przez niego wywolywanych.
Przedstawiono réwniez krotka charakterystyke metod diagnostycznych
shluzacych do diagnostyki zakazen H. pylori.

Stowa kluczowe: H. pylori, rak zotadka, wrzod zotadka, diagnostyka zakazen H. pylori

ABSTRACT

Helicobacter pylori has been described as the important cause of cancer deaths in worldwide.
It is also etiological agent of gastric ulcers, other diseases related to the digestive system
and diseases beyond the digestive system. The study reviews the characteristics of the
H. pylori. It also describes the pathogenesis and pathogenicity of H. pylori. The study
presents a description of diagnostic methods used for H. pylori diagnosis.

Key words: H. pylori, gastric cancer, gastric ulcer, diagnosis of H. pylori infections

WSTEP

Do zakazenia H. pylori dochodzi najczesciej w dziecinstwie i czesto utrzymuje si¢ ono
przez cale zycie. Zakazenia wystepuja u oséb w kazdym wieku i dotycza ponad potowy
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ludnosci $wiata (13). H. pylori wywoluje wiele powaznych dolegliwo$ci ze strony uktadu
pokarmowego, takich jak wrzod zotadka, rak zotadka, czy chtoniak typu MALT oraz poza
uktadem pokarmowym (4,8,17,18,). Przebieg zakazenia uwarunkowany jest nie tylko
genotypem danego szczepu H. pylori, ale takze wiekiem pacjenta, jego stanem zdrowia,
dieta oraz trybem zycia (29). Wybor metody diagnostycznej stuzacej do rozpoznania
zakazenia H. pylori zalezy od stanu klinicznego, w ktérym znajduje si¢ pacjent, dostepnosci
1 kosztéw testow oraz przyjmowanych lekow (3,7).

CHARAKTERYSTYKA DROBNOUSTROJU
RYS HISTORYCZNY

Po raz pierwszy informacje na temat bakterii H. pylori pojawily si¢ pod koniec XIX
wieku. W 1875 roku niemiecki bakteriolog Georg Bottcher wraz ze swoim francuskim
wspolpracownikiem Michel’em Letulle jako pierwsi zaobserwowali obecnos¢ spiralnych
bakterii w §luzéwce zotadka ssakow, taczac przy tym obecno$¢ tych bakterii z wystepo-
waniem choroby wrzodowej. Przetomowym momentem byto wyhodowanie w 1982 roku
przez Barry 'ego Marshall i Robin’a Warren spiralnych bakterii w warunkach in vitro (22).
W 1985 roku B. Marshall udowodnil, ze wyizolowane bakterie sa czynnikiem wywotuja-
cym stan zapalny blony Sluzowej zotadka oraz choroby wrzodowej. Prowadzone pdzniej
badania spowodowaty wyodrgbnienie nowego rodzaju Helicobacter, a bakterie, ktore izo-
lowano od ludzi nazwano H. pylori (16). Za swoje odkrycie R. Warren i B. Marshall zostali
uhonorowani w 2005 roku Nagroda Nobla z dziedziny fizjologii i medycyny (14).

MORFOLOGIA I FIZJIOLOGIA H. PYLORI

Bakterie H. pylori sg Gram-ujemnymi, spiralnymi pateczkami o helikalnym skrecie, przy-
bierajacymi najczesciej ksztatt litery S lub U. Bakterie osiagaja dtugos¢ do 5 pm i szeroko$é
0,5 - 1 um. Ruchliwo$¢ bakterii mozliwa jest dzigki umieszczonym biegunowo 4 - 6 rzeskom.
Obecna na powierzchni komoérki bakteryjnej warstwa glikokaliksu warunkuje ich hydrofobo-
wo$¢ oraz ujemny fadunek. W kwasnym srodowisku zotadka warstwa ta zostaje czeSciowo
usunigta i nastepuje odstoniecie miejsc hydrofobowych na powierzchni bakterii, ktore zwiek-
szajg penetracje $luzu i adhezj¢ do komorek nabtonka Zoladka. Do podstawowych enzymow
wytwarzanych przez H. pylori naleza dwa typy ureazy, ktorych najwicksza aktywno$¢ obser-
wuje sie w pH=51pH =7,5, katalaza oraz oksydaza. Do pozostatych naleza dysmutaza ponad-
tlenkowa, fosfataza alkaliczna i kwasna, fosfoamidaza, transpeptydaza glutamylowa, esterazy
1 20 roznych amidaz arylowych. Optymalne warunki do wzrostu bakterii to warunki mikroae-
rofilne przy obnizonej preznosci tlenu i podwyzszonej dwutlenku wegla (5% O, + 10% CO,),
pH 5 — 7 oraz temperatura wahajaca si¢ miedzy 36°C a 42°C (25,31,35,38).

H. pylori wystepuje w 3 formach morfologicznych: pateczkowata (spiralna), ziarnia-
kowata (kokoidalna) oraz formy ziarniakowate umierajacych bakterii (28). Forma patecz-
kowata dominuje, a bakterie wystepujace w tej formie sg zjadliwe oraz infekcyjne. Two-
rzenie form ziarniakowatych odbywa si¢ zwykle w niesprzyjajacych warunkach. Forma
ziarniakowata nie wyrasta na podtozach mikrobiologicznych w postaci kolonii bakteryj-
nych, a bakterie s3 mniej zjadliwe. Moze dojs¢ réwniez do obumierania komoérek bakteryj-
nych w postaci degeneracyjnych form kokoidalnych (28,30).
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W $rodowisku naturalnym H. pylori zazwyczaj zyja w spolecznosci mikroorganizméw
na powierzchni réznych materiatéw. Otoczone sa biofilmem o charakterze polisacharydu,
ktéry pozwala bakterii na przystosowanie si¢ do warunkow srodowiskowych (6, 7, 14).

H. pylori moga kolonizowa¢ zotadek jako bakterie wolne, zawieszone w $luzie, na
zasadzie adherencji powierzchniowej lub kolonizacji miedzykomodrkowej (34). Do miej-
sca ich najczestszej kolonizacji nalezy btona §luzowa odzwiernika zotadka, ale niekiedy
wykazuje si¢ rowniez obecno$¢ tych bakterii w dwunastnicy, przelyku, plytce nazebne;,
a takze probkach katu (38).

CZYNNIKI WIRULENCIJI

W patogenezie chor6b wywotywanych przez H. pylori istotna role odgrywaja czynniki
wirulencji (zjadliwosci) bakterii. Umozliwiaja one kolonizacj¢, namnazanie si¢ i przezycie
bakterii. Dodatkowo moga one uszkadza¢ komorki nablonkowe zotadka, przyczyniajac si¢
tym do powstawania stanu zapalnego w btonie §luzowej oraz zaburzen produkcji kwasu
solnego. Do czynnikéw tych nalezg: ureaza, cytotoksyna wakuolizujgca A (ang. Vacuola-
ting Cytotoxin A, VacA), lipopolisacharyd (ang. Lipopolysaccharide, LPS), biatko CagA
(ang. Cytotoxin Associated Protein A) biatka regionu wyspy patogennos$ci Cag - PAI (ang.
Cag Pathogenicity Island), katalaza i dysmutaza ponadtlenkowa, adhezyny, antygeny Le-
wis, a takze rzeski (1,9,37,39).

Wsrdd czynnikéw zjadliwosci wyrdzniamy: czynniki kolonizacji, czynniki przetrwa-
nia i czynniki odpowiedzialne za dziatanie toksyczne w stosunku do btony $luzowej zo-
Tadka.

Do czynnikéw kolonizacji zaliczamy zdolno$¢ bakterii do produkcji ureazy, przyle-
gania do komorek nabtonka (adhezyny), a takze poruszania si¢ w gestym $luzie (rzeski,
spiralny ksztatt). Do czynnikéw umozliwiajacych przetrwanie H. pylori w srodowisku zo-
fadka oraz oporno$¢ na fagocytoze nalezg ureaza, katalaza, dysmutaza ponadtlenkowa.
Umozliwia to rowniez oporno$¢ na mechanizmy humoralnej obrony gospodarza. Ostatnig
grupa sg czynniki odpowiedzialne za toksyczne dziatanie w stosunku do §luzéwki zotadka.
Sa nimi: VacA, amoniak, wyspa patogenno$ci cag - PAI oraz LPS, ktore bezposrednio
uszkadzaja btong $luzowa zotadka, a takze posrednio pobudzajg mediatory reakcji zapalne;j
(19,27).

EPIDEMIOLOGIA ZAKAZEN H. PYLORI

H. pylori zamieszkuje zotadki ponad polowy ludzkiej populacji na §wiecie. Czgstos¢
wystepowania zakazen H. pylori w krajach rozwijajacych si¢ jest znacznie wyzsza niz
w krajach rozwinigtych. Do czynnikdw wplywajacych na czestos¢ oraz wystepowanie
zakazenia zaliczy¢ nalezy wiek, pte¢, predyspozycje genetyczna, pochodzenie etniczne,
a takze poziom edukacji i higieny. Geograficzne rdéznice w czgstosci wystgpowania H. py-
lori wigzg si¢ z 16zng szybko$cia nabywania bakterii w pierwszych latach zycia. Zmniejsza
si¢ ono szybciej w krajach rozwinigtych, niz w krajach rozwijajacych sie¢, co prawdopo-
dobnie zwigzane jest z poprawg higieny (14).

W Polsce w latach 2002-2003 byly prowadzone badania dzieci i dorostych zamieszka-
lych w r6znych regionach kraju, majace na celu sprawdzenie zaleznosci statusu socjoeko-
nomicznego oraz warunkow zamieszkania na czesto$¢ zakazenia bakteriami H. pylori.
Badania te dowiodly, iz niski status socjoekonomiczny oraz ubozszy stan sanitarno-hi-
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gieniczny sg istotnymi czynnikami sprzyjajacymi zakazeniu H. pylori zarowno u dzieci
jak 1 u dorostych. Obecnos$¢ H. pylori stwierdzono u 32% dzieci i 84% o0sob dorostych.
Ogolem zakazenie H. pylori wykryto u 58% badanych oséb (20).

DROGI ZAKAZENIA

Sposob transmisji H. pylori jest jednym z najbardziej kontrowersyjnych obszaréw ba-
dan tego patogenu. Do zakazenia moze dojs¢ drogami tj. oralno-oralng, gastryczno-oralna,
fekalno-oralng lub ich kombinacja. Najbardziej prawdopodobng drogg zakazenia jest spo-
zycie pokarmu skazonego H. pylori (2,14).

1) Droga oralno-oralna

Sugeruje si¢, ze H. pylori wchodzi w sktad flory bakteryjnej jamy ustnej i niezalez-
nie od obecnosci lub braku infekeji jama ustna zostaje traktowana, jako rezerwuar H. py-
lori, a przekaz oralno-oralny jest uznawany, za wiarygodng droge zakazenia ta bakterig
(14). Ten spos6b przenoszenia moze by¢ nasilany przez specyficzne nawyki zywieniowe
w roznych regionach §wiata tj. zucie pokarmu przez matki przed karmieniem dzieci w nie-
ktérych krajach Afryki, uzywanie paleczek i wspdlne jedzenie w spotecznos$ci chinskie;j,
a takze poprzez pocatunki oraz kontakt ze $ling skazong bakteriami H. pylori (2,14).

2) Droga gastryczno-oralna

Zotadek cztowieka jest podstawowa nisza dla H. pylori, dlatego tez sugeruje sie, ze
droga gastryczno-oralna posredniczy w przenoszeniu bakterii poprzez refluks sokéw zo-
ladkowych. H. pylori wykryto w soku zotagdkowym, w wymiocinach zainfekowanych pa-
cjentdw, a nawet z powietrza pobranego podczas wymiotowania (14). Transmisja gastrycz-
no-oralna jest gléwna droga przenoszenia bakterii H. pylori wérod matych dzieci, wérdd
ktérych wymioty i refluks Zzotadkowy przetyku sg powszechne (2). Gastryczno-oralna hi-
poteza wyjasnia rowniez doniesienia zwigzane z epidemia zapalenia btony $§luzowej zotad-
ka u pacjentéw poddawanych powtarzanym badaniom endoskopowym (2,14).

3) Droga fekalno-oralna

H. pylori jest wrazliwa na bakteriobdjcze dzialanie zotci, wigc w normalnych warun-
kach, pasaz H. pylori przez jelita i jej wykrycie w stolcu jest mato prawdopodobne (2,14).
Posrednim zrédtem H. pylori, poza ukladem pokarmowym cztowieka, moga by¢ pozywie-
nie, woda i zwierzeta. H. pylori lub tez DNA bakterii zostaty wykryte w kazdym z tych
zrddel. Jednak nie ma dostatecznych dowodow na to, ze sg to podstawowe i naturalne drogi
transmisji tej bakterii (14).

PATOGENEZA I CHOROBOTWORCZOSC

Dzigki swej morfologii i czynnikom wirulencji H. pylori tatwo przedostaje si¢ przez
$luz pokrywajacy blone Sluzowa zoladka, dziata cytotoksycznie i uszkadza §luzéwkowa
barier¢ ochronna, a enzymy przez nig wydzielane zapoczatkowuja miejscowq i uogdlnio-
ng odpowiedz komoérkowq i humoralng (Ryc.1). Blona §luzowa zotadka (gtéwnie okolica
przedodzwiernikowa), a takze obszary ognisk metaplazji nabtonka zotadkowego przetyku
i dwunastnicy sg czgstym miejscem bytowania tych bakterii (4).
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Ryc. 1. Etapy kolonizacji bakterii H. pylori do komodrek nabtonkowych Zotadka. Zmodyfikowano wg (36).

Pierwszym krokiem do kolonizacji btony $luzowej zotadka jest przetrwanie bakterii
w srodowisku kwasow zotadkowych, gdzie pH wynosi okoto 1,5 (36). H. pylori produkuje
enzym ureaze¢, pod wplywem ktoérego z mocznika powstaje amoniak, ktory neutralizuje
kwasne $rodowisko na powierzchni komorek nabtonkowych zotadka (pH wokdt bakterii
podwyzsza si¢ do okoto 6,7), dzigki czemu H. pylori moze przetrwa¢ w niekorzystnych
warunkach panujacych w zotadku, a takze przedosta¢ si¢ do nabtonka (27,36). Amoniak
ma rowniez bezposredni jak i posredni wplyw na powstawanie uszkodzen nabtonkowych
komorek zotadka. W srodowisku wodnym dysocjuje uwalniajgc jon amonowy (NH,")
i wodorotlenowy (OH"). Jony OH- maja toksyczny wptyw na komorki (11).

Pomimo zdolnosci do neutralizacji §rodowiska H. pylori musi dosta¢ si¢ do komoérek
nabtonkowych zotadka, gdzie pH jest bliskie neutralnemu. Adhezja bakterii do komorek
nabtonkowych zotadka umozliwia drobnoustrojom pobranie substancji odzywczych oraz
chroni je przed przemieszczeniem.

Przebieg samego zakazenia H. pylori moze by¢ bezobjawowy, dawaé objawy zaka-
zenia zotadka, albo prowadzi¢ do powstawania wrzoddéw zotadka. Reakcja na odpowiedz
immunologiczng (humoralng i komoérkowa) skierowang przeciwko H. pylori jest stan za-
palny. Dhugotrwata obecnos¢ bakterii w zoladku grozi przejSciem zapalenia btony $luzo-
wej zoladka w zanikowe zapalenie zotadka, ktore w kolejnym etapie moze prowadzi¢ do
przemian nowotworowych (15,38).

Pierwszym etapem infekcji H. pylori jest obrzgk i rozszerzenie naczyn krwiono$-
nych, podczas ktorego nastepuje naplyw komoérek odczynu zapalnego (neutrofiléw, ma-
krofagéw, limfocytow), ktorym towarzyszy przewlekla reakcja zapalna blony $sluzowe;j
zotadka. Przewleklo$¢ zapalenia czgsci przedodzwiernikowej zotadka zaburza proces ho-
meostazy i regulacji hormonalnej, a takze prowadzi do zwickszenia wydzielania gastryny
i zmniejszenia wydzielania somatomedyn. Wzrost poziomu gastryny wptywa na komorki
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oktadzinowe zoladka, w wyniku czego nast¢puje nadmierne wydzielanie kwasu solnego
przez te komoérki. Zwigkszona ilo$¢ kwasnej tresci z zotadka wraz z obecnymi bakteriami
zostaje przesuni¢ta do dwunastnicy, co stwarza dodatkowe miejsce dla kolonizacji H. pylo-
ri. Wszystkie te czynniki, a takze dodatkowo zmniejszone wydzielanie wodoroweglanow
w dwunastnicy wplywa na powstawanie wrzodow zaréwno w zotadku jak i dwunastnicy.
Wrzody to glebokie ubytki §luzéwki w miejscu poddanemu dtugotrwatemu dziataniu kwa-
su zoladkowego. Wrzdd zotadka wystepuje najczesciej na granicy btony sluzowej i obsza-
ru gruczotéw trawiennych i odzwiernikowych, natomiast wrzéd dwunastnicy ma swoja
lokalizacje w opuszce dwunastnicy. Choroba wrzodowa (przewlekty wrzéd) charakteryzu-
je si¢ mozliwo$cia samoistnego gojenia, sklonnoscig do nawrotow oraz dobowg rytmika
dolegliwosci bolowych (4,12,15,18).

Brak skutecznej eradykacji i znaczny wzrost liczby bakterii w zoladku powoduje
rozprzestrzenianie si¢ zapalenia na trzon zotadka. Zakazenie utrzymujace si¢ przez diugi
okres czasu moze prowadzi¢ do zanikowych zmian blony §luzowej oraz zniszczenia war-
stwy gruczotowej. W wyniku tego procesu nabtonek typu zotadkowego zostaje zastapiony
przez nablonek jelitowy, a po latach moze doj$¢ do rozwoju dysplazji, ktéra uwazana jest
za stan przedrakowy (4,18,39).

Obecno$¢ przewleklego zapalenia btony sluzowej zotadka spowodowanego zakazeniem
bakteriami H. pylori jest skorelowane z wystgpowaniem raka zotadka i chtoniaka btony $lu-
zowej zotadka wywodzacy si¢ z tkanki limfatycznej (ang. Lymphoma of Gastric Mucosal
Associated Lymphoid Tissue; chtoniak MALT). Okolo 70% wszystkich przypadkéw raka
zotadka na $§wiecie mozna bezposrednio przyporzadkowaé poprzedzajacemu go zakazeniu
H. pylori (17). Indukcja oksydacyjnego i azotowego stresu podczas zakazenia wywolanego
przez H. pylori jest waznym molekularnym mechanizmem biorgcym udzial w kancerogene-
zie zotadka. W konsekwencji tego dziatania nastepuje rozpoczecie cyklu naprawy uszkodzen
komorkowych i DNA. Ostatecznie wyczerpane zostaja mechanizmy obrony poprzez prze-
ciwutleniacze w konsekwencji czego nast¢puje nagromadzenie btedow genetycznych, co
prowadzi do przyspieszenia obrotu metabolicznego komorek zotgdka. Trwa to do momentu,
w ktorym nastepuje nieunikniona transformacja nowotworowa (15,39).

Czestos¢ wystgpowania raka zotadka w ostatnich latach spadla w wielu rozwijajacych
si¢ krajach, jednak jest wcigz istotng przyczyng zgondw zwigzanych z rakiem zotadka na
catym $wiecie (3, 17). Chtoniak MALT jest znacznie mniej powszechny niz rak zotadka
1 stanowi 3% wszystkich guzéw zotadka. Chloniak zotadka MALT jest nowotworem nie-
ziarniczym limfocytow B wywodzacym si¢ z marginalnej strefy grudek chlonnych. Do-
wody na powiazanie H. pylori z chloniakiem typu MALT limfocytéw B sa bardzo silne,
a regresja nowotworu we wczesnym stadium u pacjentéw po przeprowadzonej eradykacji
bakterii antybiotykoterapig jest natychmiastowa (tydzien do miesiaca) (17,26).

Gruczolakoraki zotadka zazwyczaj powstaja w dystalnej cz¢sci zotadka. Wyrdznia sig
dwa gtéwne histologiczne podtypy raka zotadka silnie zwigzane z poprzedzajacym zaka-
zeniem H. pylori. Sg to: podtyp jelitowy i podtyp rozlany. Podtyp jelitowy jest dominujaca
forma wystepujaca u os6b w wigkszosci rozwijajacych sie krajow (17,32).

Skutki zakazenia H. pylori nie dotycza tylko uktadu pokarmowego. Odnotowano row-
niez inne schorzenia, ktére powigzano z obecnoscig tej bakterii. Dotycza one zaréwno
dzieci jak i dorostych. Zalicza si¢ do nich przewlekla idiopatyczna matoptytkowos¢, czy
niedokrwisto$¢ z niedoboru zelaza (8,30).
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DIAGNOSTYKA ZAKAZEN H. PYLORI

Metody diagnostyczne stuzace do rozpoznania zakazenia H. pylori dzielg si¢ na inwa-
zyjne i nieinwazyjne (Tab. 1). Wybor metody zalezy miedzy innymi od stanu klinicznego,
w ktorym znajduje si¢ pacjent (3,24,33).

Tabela I. Metody diagnostyczne stuzace do rozpoznania zakazenia H. pylori wg (3).

Nazwa testu | Czulos¢ | Swoistos¢

Zalety

Uwagi

Testy nieinwazyjne

Test serologiczny

50% — IgG

Tani i szybki
test, przydatny

Dodanie testu z IgA
zwigksza swoisto$¢; nie-
przydatny do potwierdza-

wrazliwo$¢ H. pylori
na antybiotyki

s ) IR . .
z przeciwciatami 80% 90% — 1gG i TgA | w badaniach nia aktualr}fego zal?aze.ma
1gG resiewowvch i eradykacji; przeciwciata
p Y obecne 6-12 mies. po era-
dykacji
Drogi; w tescie z '“C nie-
Rozpoznaje aktualne W.lelka . dawka promie-
Test oddechowy Lo . niowania; 14 dni przed
z mocznikiem zakazenie i ocenia testem nalezy wstrzymacé
90-95% | 90-98% eradykacjg; bezpiecz- . Y WSHzZy
znakowanym v 7 nieradioakiyw- leczenie Inhibitorem
BC lub “C nym 30 Y Pompy Protonowe;j (IPP),
Y a antybiotyki i bizmut na
6 tyg.*
. Tani i szybki test Optyma}ny.test . ELISA
Badanie do rozpoznawania z przeciwcialami mono-
antygenow ok. 90% | ok. 90% P . . |klonalnymi; 14 dni przed
. aktualnego zakazenia )
H. pylori w stolcu < oceny eradvkacii testem nazlezy wstrzy-
Y yRae) mac leczenie IPP
Testy inwazyjne
Wynik moze by¢ falszy-
.. . wie ujemny w czynnym/
Te(zfgizzt‘;“y Ok. 95% | Ok. 95% (T;m A bll‘; t;si;) niedawnym  krwawieniu;
yn 14 dni przed testem nalezy
wstrzymac¢ leczenie [PP
Badanie drogie i cza-
. . . sochtonne;  identyfikuje
Badanie Ok. 50% | Ok. 100% Ocenia zmiany | (" ke bakterie spiralne;
histologiczne w blonie §luzowe;j . .
14 dni przed testem nalezy
wstrzyma¢ leczenie IPP
Uzyteczna w razie Badanie drogie i czaso-
Hodowla nieskutecznej chionne; trudne warunki
bakteryjna Ok. 50% | Ok. 100% eradykacji; ocenia hodowli; 14 dni przed

testem nalezy wstrzymac
leczenie IPP

*Zalecenie dotyczace wstrzymania leczenia antybiotykami i solami bizmutu odnosi si¢ do wszystkich
badan, z wyjatkiem testu serologicznego.
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Metody nieinwazyjne.

Test immunoenzymatyczny ELISA do poszukiwania swoistych przeciw-
cial dla antygenow H. pylori. Testem tym poszukuje si¢ przeciwciat klasy IgG i IgA
w surowicy 0sob podejrzanych o zakazenie H. pylori. Przeciwciala te skierowane sg prze-
ciwko antygenowi CagA, najbardziej spacyficznemu antygenowi H. pylori (3,7,21,34).
Wykrycie przeciwcial moze by¢ pomocne w diagnostyce zakazenia H. pylori, gdy u pa-
cjenta sa przeciwwskazania do wykonania badania endoskopowego. Test ten nie wykry-
wa niestety zmian lokalnych powstajacych pod wptywem zakazenia H. pylori w zotadku,
dajac wyniki falszywie ujemne. Na jego wynik nie majg wptywu IPP, H_- blokery czy
podawane antybiotyki. Podwyzszony poziom przeciwcial klasy IgG lub IgA moze utrzy-
mywac si¢ we krwi przez 6-12 miesi¢cy dlatego test ten nie jest wykorzystywany to oceny
skuteczno$ci eradykacji H. pylori (3,7,34).

Test oddechowy ze znakowanym weglem *C lub "C. Jest to bardzo szybki
1 prosty test potwierdzajacy czynne zakazenie bakteria H. pylori. Test ten jest uznawany
za tzw. zloty standard diagnostyczny. Mozna go stosowa¢ do oceny eradykacji bakterii po
4 tygodniach od zakonczenia leczenia. Zasada testu polega na rozktadzie mocznika zna-
kowanego izotopem "*C lub C do amoniaku i dwutlenku wegla przez bakteryjna ureazg
H. pylori. Mierzac ilos¢ wydychanego z powietrzem znakowanego CO, mozna stwierdzi¢
obecnos¢ H. pylori w zotadku badanego pacjenta (3,7).

Poszukiwanie antygenow bakteryjnych w probkach kalu. Test wykrywa-
jacy antygeny H. pylori w stolcu potwierdza nie tylko aktualne zakazenie, ale rowniez po-
zwala oceni¢ skutecznos$¢ eradykacji. Prowadzone badania dowiodty, iz test ten jest rownie
przydatnym i niezawodnym testem jak wyzej opisany mocznikowy test oddechowy. Jego
skuteczno$¢ dowiedziono réwniez podczas terapii inhibitorem pompy protonowej (3,7,34).
Istnieja dwie metody oznaczania antygenu H. pylori w kale wykorzystujace przeciwciata
monoklonalne, a mianowicie metoda immunoenzymatycza (enzyme immunoassay, EIA)
i immunochromatograficzna. Zaleta pierwszej jest jej wicksza precyzja, przy porownywal-
nej metoda immunochromatograficzng swoistosci i czutosci (0k.90%). Natomiast metoda
immunochromatograficzna jest prosta i do jej wykonania nie jest wymagane specjalne wy-
posazenie (23).

Metody inwazyjne.

Test ureazowy. Test ureazowy wykrywa aktualne zakazenie H. pylori, a jego po-
zytywny wynik jest wystarczajacy do wdrozenia leczenia eradykacyjnego. Jest testem sto-
sunkowo niedrogim i przede wszystkim szybkim. Moze dawa¢ wyniki falszywie ujemne
w przypadku wystapienia krwawienia z gornego odcinka przewodu pokarmowego, u osob
leczonych IPP, H, blokerami, antybiotykami czy preparatami bizmutu. Wyniki falszywie do-
datnie wystepuja rzadko i moga by spowodowane zakazeniem np. paleczkami Klebsiella lub
Proteus. W szybkim tescie ureazowym wykorzystuje si¢ zdolnos$¢ H. pylori do wytwarzania
ureazy. Pobrany wycinek blony $luzowej przenosi si¢ na ptytke zawierajaca mocznik, ktory
rozktadany jest przez ureazg. O wyniku dodatnim $wiadczy zmiana zabarwienia z z6ttego na
czerwony plytki pod wptywem zmiany pH (alkalizacja srodowiska) (3,7,29,34).

Badanie histologiczne. Histologiczne badanie wycinka blony $luzowej jest uwa-
zane za ztoty standard w bezposredniej diagnozie H. pylori (3,15). Metoda ta polega na
barwieniu pobranych od pacjenta bioptatow eozyna i hematoksyling oraz dodatkowo me-
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toda Giemzy lub Genta. Umozliwia ona obserwacj¢ zmian zachodzacych w blonie $luzo-
wej 1 zaawansowania stanu zapalnego, liczby bakterii, a takze wykluczenie ztosliwosci
obecnych zmian (3,29). Mozliwe jest tez dzigki badaniu bazujagcemu na fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ, wykrycie opornosci H. pylori na klarytromycyne (34).

Hodowla bakteryjna. Jest to rzadko stosowana metoda diagnostyczna ze wzgledu
na trudno$ci w wyhodowaniu H. pylori. (3). Odsetek skutecznie wyhodowanych bakterii
z wycinkoéw biopsyjnych pobranych podczas endoskopii wynosi od 50-70% (23). Jedna
z najwigkszych zalet tej metody jest mozliwos$¢ oceny lekowrazliwo$ci H. pylori. Metoda
hodowli bakteryjnej jest zalecana, przy co najmniej dwukrotnej nieudanej eradykacji oraz
uczuleniu na antybiotyk, ktory jest zalecany w schemacie eradykacyjnym (29,34). Hodowlg
prowadzi si¢ w temperaturze 37°C przez 4 do 5 dni w warunkach mikroaerofilnych przy
obnizonej pr¢znosci tlenu i podwyzszonej dwutlenku wegla (5% O, +10% CO, +85% N,)
(23,29,33,36). Bakterie rosng na podtozu Campy-BA (Campy- Blood Agar), na agarze
z krwig i agarze czekoladowym. Kolonie H. pylori sa przejrzyste i szare oraz daja dodatnie
proby na katalaze, oksydaze i ureazg. Proba na ureaz¢ wykonywana na podtozu Christen-
sena jest bardzo aktywna, co daje mozliwo$¢ szybkiej identyfikacji H. pylori zardwno
kilkanascie minut po posiewie jak i bezposrednio w materiale biopsyjnym (31).

Metody molekularne (PCR). Metodami molekularnymi poszukuje si¢ genéw od-
powiedzialnych za zjadliwo$¢ bakterii (cagA, vacA) oraz za mutacje prowadzace do opor-
nos$ci na makrolidy i fluorochinolony (3,29,34). Badania dowiodly, iz metodg PCR mozna
potwierdzi¢ zakazenie H. pylori z wycinkow biopsyjnych nawet u pacjentow z krwawig-
cymi wrzodami zotagdkowymi, podczas gdy inne badania dawaty wyniki fatszywie ujem-
ne (34). Materialem badanym moga by¢ wycinki biopsyjne z miejsc objetych zmianami
w btonie §luzowej zotadka, $lina i kat (3,34). Ze wzglgdu na pochodzenie materiatu, z kto-
rego wykonywane jest badanie PCR zaliczany jest do metod nieinwazyjnych (34). Zaleta
tych metod jest ich duza swoisto$¢, lecz ze wzgledu na koszt 1 trudng dostepnos¢ nie sg to
metody rutynowo stosowane w diagnostyce zakazenia H. pylori (3).

PODSUMOWANIE

Po odkryciu H. pylori w 1982 roku, ktore przypisane jest R. Warrenowi oraz B. Mar-
shallowi, przeprowadzono wiele badan dotyczacych tych drobnoustrojow. Wciaz jednak
szuka si¢ odpowiedzi na pytanie, czy bakteria ta jest pasozytem czy komensalem, a takze,
w jaki sposdb drobnoustroj ten wymyka si¢ mechanizmom obronnym gospodarza i prowa-
dzi do stabilnego zasiedlenia $luzoéwki zotadka.
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Szczepienia kobiet w cigzy

Vaccination during pregnancy
Marta Prygiel, Ewa Mosiej, Aleksandra A. Zasada

Zaktad Badania Surowic i Szczepionek Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego
— Panstwowego Zaktadu Higieny w Warszawie

Mimo ogromnego rozwoju wakcynologii na przestrzeni ostatnich dziesie-
cioleci, szczepienia kobiet w cigzy wciaz budza wiele kontrowersji. Jak wy-
nika z danych piSmiennictwa wigkszos$¢ z nich jest nie tylko skuteczna, ale
réwniez bezpieczna. W pracy omowiono zagadnienia dotyczace szczepien
kobiet ciezarnych, ze szczegélnym uwzglednieniem rekomendacji najwaz-
niejszych Instytucji Ochrony Zdrowia Publicznego dla tej grupy kobiet.

Stowa kluczowe: szczepienia, cigza, rekomendacje do szczepien

ABSTRACT

Despite the enormous development of vaccinology in recent decades, vaccinations of preg-
nant women are still controversy. According to data from the literature, most of them are
not only effective but also safe. The paper discusses the issues of vaccination among preg-
nant women, with special accent on the recommendations of the most important Institu-
tions of Public Health for this group of women.

Key words: vaccines, pregnant, recommendations for vaccination

WSTEP

Szczepienia mialy istotny wplyw na zmniejszenie zachorowalnosci 1 $Smiertelnosci
z powodu wielu chor6b na §wiecie i z tego wzgledu uwazane sa za jedno z dziesigciu naj-
wigkszych osiagnie¢ w dziedzinie zdrowia publicznego XX wieku (13). W ostatnim czasie
obserwuje si¢ wiele zmian w podejsciu do szczepien, w tym szczepien kobiet w cigzy.
Szczepienia kobiet planujacych ciaze, kobiet cigzarnych, kobiet w potogu oraz przez caty
okres karmienia piersia, zapewniaja ochrong przed zachorowaniem na cig¢zkie choroby za-
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rowno kobiecie cigzarnej, ktora ze wzgledu na swoj odmienny stan jest bardziej podatna na
zakazenia i ryzyko ich powikltan, jak i jej nowo narodzonemu dziecku. Mechanizm ochron-
ny polega na przekazywaniu w postaci czynnego transferu przeztozyskowego przeciwciat
klasy IgG z krwi matki do krwi ptodu, szczegolnie w 11 i III trymestrze cigzy oraz na wy-
dzielaniu przeciwcial klasy IgA do mleka matki karmiacej. Bierne uodpornienie dziecka
zapewnia ochron¢ niemowlecia w czasie jego najwigkszej wrazliwosci na zachorowanie
(tj. w okresie dwoch miesigcy od porodu), kiedy dziecko poddane jest czynnemu uodpor-
nieniu w ograniczonym zakresie, a jego uktad immunologiczny dojrzewa (28).

ZAPOCZATKOWANIE SZCZEPIEN WSROD KOBIET CIEZARNYCH

Koncepcja, ze szczepienie w czasie cigzy moze chroni¢ noworodka nie jest nowa. Juz
w 1879 roku stwierdzono, ze noworodki urodzone przez matki, ktére otrzymaty szcze-
pionke przeciwko ospie prawdziwej w czasie cigzy byly chronione przed wirusem ospy we
wczesnym okresie zycia. W 1982 roku na modelu mysim, wykazano ochronne dziatanie
matczynych przeciwcial przeniesionych na potomstwo. Na poczatku XX wieku uznano,
ze duza liczba niemowlat odpornych na wiele chordb w ciggu pierwszych kilku miesigcy
zycia, zawdzigcza tg ochrong przeciwcialom matczynym, ktére przeszty z krwi matki do
ptodu (39).

Szczepienie toksoidem tezcowym w czasie cigzy jest stosowane od wielu lat w krajach
rozwijajacych si¢, w celu ochrony noworodkéw przed zachorowaniem na tgzec nowo-
rodkowy. Badania przeprowadzone w 1960 roku przedstawily dowody na to, ze poprzez
szczepienie matek cigzarnych mozna zapobiega¢ t¢zcowi noworodkowemu wérod dzieci
urodzonych w wiejskich obszarach Kolumbii. Indeks zgonéw noworodkéw urodzonych
przez matki nieuodpornione zostat zredukowany z 11,6 na 100 urodzen do zera wsrdd
noworodkéw urodzonych przez matki uodpornione w czasie cigzy dwoma lub trzema
dawkami szczepionki przeciwtezcowej podanymi w 6 tygodniowych odstepach (36). Od
wezesnych lat 90-tych, Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) i Organizacja Narodow
Zjednoczonych do spraw O$wiaty, Nauki i Kultury (UNESCO) w ramach Swiatowej Ini-
cjatywy Eliminacji Te¢zca Noworodkowego ,,The Global Maternal and Neonatal Tetanus
Elimination Initiative”, prowadzg masowe programy szczepien przeciw tezcowi kobiet
w cigzy z krajow stabo rozwinigtych, co w znacznej mierze przyczynito si¢ do zmniejsze-
nia czgstosci zgonow z powodu tezca noworodkéw urodzonych w okresie 1988 — 2010.
Inicjatywa ta doprowadzita do redukcji zgonow noworodkéw z powodu tezca az o 93%
(49). Szacuje sig, ze tylko w 2011 roku kobietom ci¢zarnym podano co najmniej 100 mi-
lionéw dawek szczepionki przeciw tezcowi (20).

Pierwsze zalecenia do stosowania szczepionek przeciw grypie byty juz w 1960 roku (3).
W 1990 roku Amerykanski Komitet Doradczy do Spraw Szczepien Ochronnych (Advisory
Committee on Immunization Practices - ACIP), obserwujac zwigkszone ryzyko powiktan
pogrypowych u kobiet cigzarnych, wydat pierwsze zalecenia do stosowania szczepionek
przeciw grypie wsrdd kobiet cigzarnych. Zalecenia te dotyczyly tylko kobiet cigzarnych
z tzw. grup ryzyka, czyli kobiet obarczonych dodatkowymi obcigzeniami zdrowotnymi ta-
kimi jak choroby kardiologiczne, astma, cukrzyca czy choroba Addisona i zawieraly prze-
ciwwskazanie do stosowania w pierwszym trymestrze cigzy (6). W 1995 roku, na podsta-
wie coraz wigkszej liczby wystepowania przypadkow grypy wsrdd kobiet cigzarnych oraz
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dostepnos$ci do szerszej ilosci badan w grupie kobiet cigzarnych, ACIP rozszerzyl zalece-
nia do stosowania szczepien przeciw grypie jako rekomendowane dla wszystkich kobiet
bedacych w cigzy, ale tylko w trzecim trymestrze ciazy (5), aw 1997 roku, po zwigkszonej
ilosci hospitalizacji kobiet cigzarnych z powodu powiktan pogrypowych w okresie migdzy
pandemicznym, szczepienie przeciw grypie dopuszczono rowniez do stosowania wsrod
kobiet bedacych w drugim trymestrze ciazy (7, 35). Ostatecznie w 2004 roku ACIP wydat
rekomendacje do stosowania inaktywowanych szczepionek przez kazda kobiete cigzarng
niezaleznie od czasu trwania cigzy (23).

SKUTECZNOSC SZCZEPIEN KOBIET CIEZARNYCH
W KONTEKSCIE STOSOWANYCH ZALECEN

Brak jest szczepionek zarejestrowanych ze specjalnym przeznaczeniem dla kobiet
cigzarnych, poniewaz brak jest badan klinicznych przeprowadzonych na duzg skale na
grupie kobiet bedacych w ciazy. Z reguly zalecenia do ich stosowania oparte sa jedynie na
ocenie korzysci wynikajacej z ich stosowania, w wigkszosci przypadkdéw przewazajacej
nad ryzykiem podania szczepionki. Z powodu obaw o mozliwg szkode¢ dla ptodu, kobiety
W cigzy sg grupa wylaczong z badan klinicznych, a jedynym dowodem bezpieczenstwa sa
badania obserwacyjne przeprowadzone na szczepionkach juz wprowadzonych do obrotu.
Jedyna szczepionka, ktorej badania kliniczne przeprowadzone byly wérod kobiet cigzar-
nych i obejmowaty badania przeprowadzone na szeroka, §wiatowg skalg jest inaktywowa-
na szczepionka przeciwko grypie (10, 11, 12, 21).

Korzysci zwigzane ze szczepieniem kobiet cigzarnych sg wigksze niz potencjalne ry-
zyko teoretycznie z nimi zwigzane. Za bezpieczne do stosowania w czasie cigzy uwaza si¢
szczepionki zawierajace toksoidy, inaktywowane szczepionki przeciwbakteryjne i prze-
ciwwirusowe oraz szczepionki zawierajace oczyszczone antygeny drobnoustrojow. Po-
niewaz, istnieje potencjalne ryzyko poronienia lub wystapienia wad wrodzonych ptodu po
podaniu szczepionek zawierajacych zywe drobnoustroje, sa one w ciazy przeciwwskaza-
ne. Nie mniej jednak, brak jest dowodow potwierdzajacych ryzyko zwigzane z podaniem
szczepionek zawierajacych zywe patogeny. Bezpieczenstwo szczepionek zawierajacych
zywe patogeny potwierdzone zostato w kilku badaniach klinicznych, przeprowadzonych
po nieswiadomym podaniu szczepionek kobietom ciezarnym (16, 31, 40, 48).

W 2003 roku Stany Zjednoczone zgodnie z Narodowym Programem Szczepien
Ochronnych, zapoczatkowaly szczepienie przeciw ospie prawdziwej wsrdd wszystkich
0s6b zatrudnionych dla wojska w celu ochrony przed potencjalnym wykorzystaniem wiru-
sa ospy prawdziwej jako broni biologicznej (41). Szczepionke przeciwko ospie prawdzi-
wej przez prawie pot wieku otrzymato ponad miliard oséb na catym $wiecie, dlatego tez
jej skuteczno$¢, bezpieczenstwo oraz rekomendacje do szczepien sg bardzo dobrze udoku-
mentowane (18). Jedyne dane, dotyczace przeniesienia Zywego wirusa ospy prawdziwe;j
na ptod, zwiazane sg z obserwacja okoto 50 przypadkéw ptodowej krowianki (33), z cze-
go 3 opisane zostalty w Stanach Zjednoczonych (25). Mimo to, badania przeprowadzone
w Stanach Zjednoczonych na grupie 376 kobiet zaszczepionych przeciw ospie prawdziwe;j
w poblizu chwili poczecia lub tuz po poczeciu (zanim wynik testu cigzowego byl pozytyw-
ny) nie potwierdzaja, by podanie zywej szczepionki przeciwko ospie prawdziwej kobiecie
cigzarnej mogto si¢ wigza¢ z ryzykiem uszkodzenia plodu. Wyniki badania nie wykazaty
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wyzszego niz oczekiwano ryzyka: utraty cigzy (11,9%), przedwczesnego porodu (10,7%)
lub wad wrodzonych plodu (w tym niskiej masy urodzeniowej) (2,8%), w pordwnaniu
z populacja kobiet nie poddanych szczepieniu (41). Nie odnotowano zadnego przypadku
ptodowej krowianki, mimo powszechnych opinii, ze zwigkszone ryzyko jej wystapienia
istnieje (32, 44).

Podobnie nie zaobserwowano przypadku zespotu wrodzonej ospy wietrznej ani zwigk-
szonego ryzyka wystepowania wad wrodzonych u dzieci matek zaszczepionych w ciazy
przeciw ospie wietrznej (48). Jednak maty zakres przeprowadzonych badan nie pozwala na
wykluczenie takiego ryzyka (46).

W zwigzku z potwierdzeniem mozliwos$ci przechodzenia wirusa roézyczki przez ba-
rier¢ pgpowinowa, zwigzanym z wykryciem przeciwciat klasy IgM w krwi pgpowinowe;j
(24), czestos¢ wystepowania rozyczki wrodzonej u dzieci matek poddanych przypadko-
wemu szczepieniu przeciw rézyczce badano w wielu krajach (1, 19). Badanie przeprowa-
dzone w Iranie na grupie 117 kobiet, nie dostarczylo dowodow na wystepowanie roézyczki
wrodzonej u dzieci w ciggu 6 miesigcznego okresu obserwacji (38). W badaniach przepro-
wadzonych na terenie obydwu Ameryk, wsréd ponad 3500 kobiet poddanych dziataniu
wirusa rézyczki na krotko przed lub we wezesnych etapach ciazy wykazano, iz mozliwosé
przeniesienia wirusa na pldd nie ma znaczenia klinicznego, poniewaz nie stwierdzono zad-
nego przypadku rézyczki wrodzonej (4). Podobne wnioski ptyng z badan przeprowadzo-
nych na kobietach cigzarnych, ktore otrzymaty poliwalentna szczepionke przeciw odrze,
$wince i rézyczce. Nie wykazano wystepowania wad wrodzonych u dzieci, mogacych wia-
za¢ si¢ z zakazeniem wywolanym przez wirusy zawarte w szczepionkach, mimo mozliwo-
$ci ich przenikania przez tozysko (50).

Doustna szczepionka przeciwko polio (OPV), zawierajaca zywe atenuowane szczepy
wirusa polio typu 1, 2 i 3, stosowana jest w celu ochrony kobiet w cigzy i noworodkow
w wielu krajach od 1960 roku. Mozliwos¢ rozwoju wiremii po szczepieniu oraz przypadek
$miertelnego uszkodzenia neuronéw rdzenia kregowego u dziecka matki immunizowanej
OPV zaobserwowano w badaniu przeprowadzonym w 1980 roku (2). Nie mniej jednak ma-
sowe programy szczepien w populacji czesciowo uodpornionych, obejmujace réwniez tysia-
ce kobiet w cigzy, zwigzane z epidemig wirusa polio m.in. w Finlandii (22) czy w Izraelu (29)
nie wykazaly zadnego zwigzku miedzy immunizacja matki szczepionkg OPV, a wystepowa-
niem wad wrodzonych u ich dzieci. W zwigzku z epidemig wirusa polio typu 3 jaka wybuchta
jesienia 1984 roku w Finlandii, na poczatku 1985 roku szczepionke OPV podano 94% catej
populacji finskiej, w tym kobietom w cigzy. Wedlug danych Finskiego Krajowego Rejestru
Wad Wrodzonych wérdd 6500 dzieci urodzonych z anomaliami w latach 1982 — 1986 nie
zaobserwowano wickszej niz weczesniej liczby wad wrodzonych noworodkéw narazonych na
dziatanie wirusa ze szczepionki OPV, a liczba zgonéw okotoporodowych oraz dzieci urodzo-
nych przedwczesnie w tamtym okresie czasu rowniez nie odbiegata od dotychczasowych.
Podobna epidemia zwigzana z rozprzestrzenieniem si¢ wirusa polio typu 3 wybuchta w 1988
roku w Izraelu. 90% populacji zostato zaszczepione szczepionka zawierajaca zywy wirus
polio. Odpowiednio, poréwnujac wystepowanie wad wrodzonych u dzieci oraz powiklan
cigzowych u kobiet z okresu przed epidemia (15 021 zywych urodzen) i tuz po epidemii
(15 696), nie wykazano réznic istotnych statystycznie (29). Szczepienia kobiet w cigzy w re-
jonach endemicznych, gdzie ryzyko zachorowania z powodu cyrkulacji dzikiego typu wirusa
polio w srodowisku jest wciaz duze, jest bardzo zasadne.
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Mimo wielu pozytywnych badan ekspozycji kobiet cigzarnych na zywy patogen za-
warty w szczepionkach Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO), Swiatowy Komitet Dorad-
czy ds. Bezpieczenstwa Szczepien WHO (Global Advisory Committee on Vaccine Safety
— GACVS), Komitet ds. Ludzkich Produktéw Leczniczych (CHMP) Europejskiej Agencji
Lekéw (EMA) w swoich opiniach i zaleceniach utrzymuja dotychczasowe przeciwwska-
zania do szczepienia przeciw odrze, $wince, rozyczce i ospie wietrznej u kobiet w cigzy,
ale podkreslaja, ze przypadkowe zaszczepienie kobiety w cigzy nie powinno by¢ przyczyna
przerwania ciazy, a podanie tych szczepionek kobiecie w okresie planowania cigzy zawsze
powinno by¢ zwigzane z koniecznoscig zabezpieczenia si¢ przed cigza na okres co najmnie;j
1 miesigca zamiast dotychczas obowigzujacego okresu 3 miesigcy (26, 27, 47).

Wiele organizacji migdzynarodowych m.in. ACIP oraz Amerykanskie Towarzystwo
Potoznictwa i Ginekologii — ACOG, biorac pod uwagg niskie ryzyko zagrozen wynikajace
ze szczepien dla matki, ptodu i noworodka oraz korzysci jakie pltyna z ochrony matki i no-
worodka rekomenduje szczepienia w czasie ciazy (8, 9, 14, 15). ACIP w ogdlnych zalece-
niach do szczepien dla kobiet cigzarnych oraz karmigcych piersia (Recommendations for
vaccination during pregnancy and breastfeeding) rekomenduje do rutynowego stosowania
przez kobiety cigzarne szczepien przeciw:

» grypie (w okresie wystepowania zachorowan na grype bez wzgledu na czas trwania

ciazy);

* tezcowi, najlepiej w skojarzeniu z toksoidem bloniczym i antygenem krztuscowym,
(zaleca si¢ stosowanie szczepionki Tdap kobietom bedacym w 27-36 tygodniu cigzy
bez wzgledu na histori¢ wczesniejszych szczepien w wywiadzie oraz liczbe cigz).

Do stosowania w szczeg6lnych przypadkach zaleca szczepienia przeciw:

» waglikowi (tylko i wylacznie poekspozycyjnie);

* wzw typu A (w przypadku narazenia na kontakt z patogenem);

* wzw typu B (w przypadku kontynuowania cyklu szczepien, duzego ryzyka cesar-
skiego cigcia u kobiety nieuodpornionej lub poekspozycyjnie — w przypadku duzego
ryzyka rozwoju przewlektego zakazenia HBV u noworodka);

* japonskiemu zapaleniu mézgu (w przypadku bezwzglednej koniecznos$ci podrézo-
wania w rejony endemicznego wystgpowania patogenu);

» meningokokom (kiedy jest konieczne);

* polio szczepionkg zawierajaca inaktywowany wirus [PV (w przypadku bezwzgled-
nej koniecznos$ci podrézowania w rejony endemicznego wystepowania patogenu);

» pneumokokom szczepionka polisacharydowa (kiedy jest konieczne);

» wsciekliznie (poekspozycyjnie, w przypadku bardzo duzego narazenia na kontakt z
wirusem dopuszczalna jest profilaktyka preekspozycyjna);

* ospie prawdziwej (tylko i wytacznie poekspozycyjnie);

» wirusowi zottej gorgczki (w przypadku bezwzglednej konieczno$ci podrozowania
w rejony endemicznego wystepowania patogenu).

Brak jest wskazaf do stosowania szczepionek przeciw:

» Haemophilus influenzae typu B;

» pneumokokom szczepionka skoniugowanag;

* durowi brzusznemu.
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Szczepionke przeciw durowi brzusznemu zaleca si¢ kobietom planujacym ciaze, a po-
drézujacym w rejony endemicznego wystepowania bakterii Salmonella enterica serotyp
Typhi.

Nie zaleca si¢ szczepienia w okresie cigzy przeciw:

» waglikowi (preekspozycyjnie);

* gruzlicy — szczepionkg BCG;

» wirusowi brodawczaka ludzkiego — szczepionka przeciw HPV;

» grypie - szczepionka zawierajaca zywy wirus (LAIV);

* odrze, §wince rozyczce - szczepionkag MMR,;

* ospie prawdziwej;

* ospie wietrznej oraz pdtpascowi.

ACIP nie zaleca stosowania u ci¢zarnych kobiet szczepionki przeciw wirusowi bro-
dawczaka ludzkiego z powodu braku bezposredniej korzysci dla kobiety w cigzy i jej dzie-
cka. Jednak dane z badan klinicznych poprzedzajacych rejestracje, dotyczace przypadko-
wego narazenia kobiety cigzarnej na wirus szczepionkowy HPV sa uspokajajace (34).

Adsorbowana szczepionka przeciw waglikowi (AVA) jest w chwili obecnej zareje-
strowana do stosowania wytacznie w Stanach Zjednoczonych, w celu profilaktyki pre- lub
poekspozycyjnej na patogen. U kobiet, ktore dostaty szczepionke AVA w pierwszym try-
mestrze cigzy, wystepowalo nieznacznie podwyzszone ryzyko wystepowania wad wrodzo-
nych u dzieci w poréwnaniu z kobietami, ktore otrzymaly ta szczepionke w p6zniejszym
okresie cigzy. Jednakze wada jakg zaobserwowano u dziecka (ubytek przegrody miedzy-
przedsionkowej serca) najprawdopodobniej zwigzana byta z wezesniejszym niz planowa-
no terminem przyjs$cia dziecka na $wiat, wigc przypadek wylaczono z analizy. Ostatecznie
ACIP stwierdzit, ze podanie szczepionki AVA nie jest zwigzane ze zwigkszonym ryzykiem
wad wrodzonych u dziecka i moze by¢ stosowane w okresie ciazy, ale wylacznie w przy-
padku realnego narazenia na kontakt z patogenem (42).

Pomimo dowodéw mozliwo$ci przeniknigcia wirusa zottej goraczki przez tozysko
(43), dysponujemy danymi dotyczacymi uzycia szczepionki przeciw zottej goraczce (YF)
podczas cigzy. Badania przeprowadzone wsrod 1381 kobiet wlaczonych nie dostarczyty
podstaw do podejrzewania zwigkszonego ryzyka powiktan (45). Niemniej jednak biorac
pod uwage, ze szczepionka YF jest zywa szczepionka i ze dostepne dane sg ograniczone,
ACIP zaleca szczepienie w cigzy jedynie w przypadku kiedy podr6z w rejony endemiczne
jest nieunikniona, a ryzyko zachorowania przewyzsza potencjalne ryzyko zwigzane z prze-
niesieniem wirusa szczepionkowego na pldd. Podobnie jak w zaleceniach dotyczacych
wigkszos$ci innych zywych szczepionek, po podaniu szczepionki przeciw zottej goraczce
nalezy odczeka¢ 4 tygodnie z zajsciem w cigzg (43).

Przeprowadzone badania wykazaly bezpieczefistwo szczepienia kobiet cigzarnych
polisacharydowa szczepionka przeciw pneumokokom i dowiodly jej skuteczno$¢ w ogra-
niczeniu kolonizacji nosa bakteriami z gatunku Streptococcus pneumoniae. We krwi no-
worodkdéw matek szczepionych w cigzy, zaobserwowano zwickszony poziom przeciwcial
klasy IgG wobec szczepionkowych serotypdéw pneumokokow (17).

Bezpieczenstwo stosowania szczepionek przeciw meningokokom (zaréwno polisa-
charydowych i skoniugowanych) zostalo udowodnione w badaniach przeprowadzonych
na 226 kobietach cigzarnych, ktore otrzymaly dwuwalentng szczepionke zawierajacg sero-
typy A, C oraz na grupie 109 kobiet w ciazy, ktdre otrzymaty czterowalentng szczepionke
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zawierajacg serotypy A, C, Y oraz W-135. Zaobserwowano przenikanie przeciwciat z krwi
matki do ptodu oraz brak zwigkszonego ryzyka powiktan cigzowych (30, 37).

Wedhug ACIP, wiele szczepionek moze by¢ stosowanych w sytuacjach, w ktorych ko-
rzys$ci dla kobiety w ciazy i jej dziecka przewyzszaja potencjalne ryzyko zwigzane z po-
daniem szczepionki, poniewaz brak jest bezposrednich dowodow na szkodliwos¢ szcze-
pionek. W przypadku prawie wszystkich szczepionek, ktére sa dozwolone przez ACIP
w pewnych okolicznosciach, informacje na temat bezpieczenstwa ich stosowania u kobiet
W cigzy sg ograniczone, ale dostepne wyniki oparte na niewielkiej liczbie badan sg pozy-
tywne (30).

W Polsce w Programie Szczepien Ochronnych wérdd szczepien zalecanych kobietom
cigzarnym oraz planujacym ciaz¢ znajduje si¢ inaktywowana szczepionka przeciwko gry-
pie sezonowej oraz szczepionka przeciw blonicy, tezcowi i krztuscowi (do stosowania po
28 tygodniu cigzy).

Pomimo wielu uznanych zalet szczepienia kobiet w ciazy, obawy zwigzane z brakiem
duzej ilosci badan nad bezpieczenstwem prowadza do wstrzymywania si¢ wielu kobiet
w ciazy od szczepien. Jak sugeruja pierwsze przeprowadzone w Stanach Zjednoczonych
badania majace na celu oszacowanie czg¢stosci stosowania szczepionek u kobiet cigzar-
nych (141 389 dawek szczepionek na 669 695 cigz) (32) kobiety cigzarne otrzymuja réozne
szczepionki w czasie cigzy. Najczesciej otrzymywang szczepionkg przez kobiety cigzarne
byta trojwalentna, inaktywowana szczepionka przeciw grypie (TIV) 174,1 dawek szcze-
pionki na 1000 ci¢zarnych. Kolejnymi pod wzgledem czestosci podawania byly szcze-
pionki zawierajace w swoim sktadzie: Tdap (6,34/1000) oraz Td (6,07/1000). Wazne jest,
aby zaznaczy¢, ze w okresie objetym badaniem, ACIP zalecal szczepienie Tdap oraz Td
tylko podczas specjalnych wskazan, natomiast w czerwcu 2011 roku zmienit zalecenia
dla stosowania szczepionki Tdap w czasie cigzy do stosowania po 20 tygodniu cigzy lub
w okresie poporodowym dla wszystkich kobiet, ktore nie byly wezesniej szczepione Tdap
lub nie mialy szczepienia przypominajacego szczepionka Td w ciggu ostatnich 10 lat
(9, 14). Od pazdziernika 2012 roku ACIP zaleca szczepienia Tdap dla wszystkich kobiet
cigzarnych, niezaleznie od poprzedniego szczepienia Tdap, a optymalny czas zaszczepie-
nia rekomenduje migdzy 27 a 36 tygodniem cigzy. Kolejng szczepionka wérod czestosci
podawania byla szczepionka przeciw wzw B (3,73/1000). Czgsto$¢ stosowania szczepio-
nek zawierajacych zywe drobnoustroje byta zdecydowanie nizsza i wynosita: dla szcze-
pionki MMR 1,2 na 1000 ciaz, dla szczepionki przeciw ospie wietrznej 1.0/1000, a dla
szczepionki przeciwgruzliczej BCG 0,01/1000 ciaz. Wyniki otrzymane przez autoréw ba-
dania (32) s3 zgodne z wynikami kilku innych badan populacyjnych, potwierdzajacych, ze
poziom zaszczepienia przeciw grypie znacznie wzrost po 2009 roku, kiedy miata miejsce
pandemia grypy HIN1 z 10% - 33% (21) do 50% w 2010 1 2011 roku (10).

CELE NA PRZYSZLOSC

Wezesniejsze dyskusje dotyczace stosowania szczepionek w czasie cigzy, koncentro-
waly si¢ tylko na potencjalnym ryzyku jakie moze przynies¢ szczepienie, a nie na ich
korzysci. W ciggu kilku ostatnich lat, zgromadzono wiele danych wskazujacych na ko-
rzy$ci wigzace si¢ ze szczepieniem kobiet cigzarnych oraz na brak zwigkszonego ryzyka
zwigzanego z podaniem szczepionki. Nie mniej jednak, liczba kobiet planujacych ciazg lub
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bedacych w cigzy, poddajacych si¢ szczepieniu wcigz jest niska. Wiele obszaréow zdrowia
publicznego, w celu zachecenia kobiet cigzarnych do masowych szczepien, wymaga po-
prawy. Wérod najwazniejszych nalezy wymienié:

» poprawe edukacji w zakresie szczepien ochronnych, w tym zmiang opinii, ze szcze-
pienia szkodza,

« wprowadzenie niektorych szczepionek do kalendarza szczepien jako obowigzkowe,
a nie tylko jako zalecane, poprzez znalezienie odpowiednich zrédet finansowania
rutynowej opieki prenatalnej,

» poprawienie logistyki systemow opieki zdrowia, w celu wigkszego nadzoru nad
dokumentacja kobiet szczepigcych si¢ w cigzy,

» wlaczenie kobiet cigzarnych do badan klinicznych poprzedzajacych rejestracje
szczepionek, ktdre moga by¢ stosowane w czasie cigzy (wigcej badan bezpieczen-
stwa oraz skuteczno$ci),

« identyfikacje nowych szczepionek, ze specjalnym przeznaczeniem dla kobiet cigzar-
nych, majacych chroni¢ przed chorobami o duzej zachorowalnosci i $miertelno$ci
niemowlat.

Podsumowujac, najwigksze korzysci szczepienia kobiet w cigzy wykazano dla inakty-
wowanych szczepionek przeciw grypie oraz szczepionek zawierajacych toksoid tezcowy.
Strategia ta zostala rozszerzona na krztusiec i wszystkie dotychczasowe dane pokazuja,
ze jest bardzo korzystna, zwlaszcza dla niemowlat w pierwszych miesigcach ich zycia.
Wiele nowych danych dotyczacych bezpieczenstwa i skutecznosci stosowania szczepionek
w okresie cigzy dobrze rokuje na przyszto$¢.
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ZASADY PRZYGOTOWYWANIA ARTYKULOW KIEROWANYCH
DO PUBLIKACJI W KWARTALNIKU
»MEDYCYNA DOSWIADCZALNA I MIKROBIOLOGIA”

W kwartalniku ,,Medycyna Doswiadczalna i Mikrobiologia” zamieszczane sg prace
doswiadczalne i metodyczne z dziedziny mikrobiologii medycznej w zakresie zakazen
bakteryjnych, wirusowych, grzybiczych i zarazen pasozytniczych oraz ich oddziatywania
na zdrowie publiczne. W szczegolnosci publikowane sg prace dotyczace chorobotworczo-
$ci drobnoustrojow, ich zréznicowania, lekoopornosci i ekologii w aspektach oddziatywan
na spoteczenstwo, ochron¢ zdrowia i jej ekonomike. Publikowane sg rowniez prace pogla-
dowe z wyzej wymienionej dziedziny, krétkie komunikaty z prac doswiadczalnych oraz
komentarze i listy do redakcji majace charakter dyskusji z autorami artykutow zamiesz-
czonych w kwartalniku.

I. Zasady obowigzujace przed skierowaniem artykulu do publikacji.

1. Autorzy

Autorem artykutu powinna by¢ kazda osoba, ktoéra wniosta intelektualny wktad w za-
kresie: tematu, tresci i wnioskow pracy lub uzyskala i interpretowala eksperymentalne
dane przedstawione w artykule. Osoby wykonujace oznaczenia laboratoryjne bez interpre-
tacji ich wynikow, dostarczajace probki materiatu do badan, szczepy mikroorganizmow,
odczynniki, aparatur¢ badawcza a takze osoby, ktore dokonaty krytycznej oceny tekstu
pracy mogg by¢ wymienione w podzigkowaniach.

Autorzy powinni wybraé sposrod siebie jedng osobg odpowiedzialng za korespondencje
z redakcja i upowaznic¢ jg do reprezentowania ich we wszystkich sprawach zwigzanych z pub-
likacja. Autorzy artykutu powinni wyrazi¢ zgode na jego opublikowanie, co powinno by¢ po-
twierdzone pisemnym o$wiadczeniem autora przesyltajacego artykut do redakcji czasopisma.

Autor zglaszajac artykut do druku, powinien nadesta¢ pisemne o$wiadczenie , ze praca
nie zostata i nie zostanie ztozona do druku w innym czasopi$mie przed opublikowaniem jej
w kwartalniku ,,Medycyna Doswiadczalna i Mikrobiologia”, oraz ze wszyscy autorzy za-
poznali si¢ z regulaminem zamieszczania prac w kwartalniku i w petni go akceptujg. Autor
zglaszajacy artykul do druku powinien poda¢ swoj doktadny adres do korespondencji wraz
z numerem telefonu i adresem poczty elektroniczne;j.

W celu przeciwdziatania przypadkom ,,ghostwriting” i ,,guest authorship” Redakcja
kwartalnika wprowadza nastepujace wymagania w stosunku do autora zglaszajacego ma-
nuskrypt:

- na autorze zglaszajacym artykut spoczywa obowigzek ujawnienia wktadu poszczegol-
nych autoré6w w powstanie publikacji z podaniem ich afiliacji oraz kontrybucji, tj. in-
formacji kto jest autorem koncepcji, zatozen, metod, protokotu itp. wykorzystywanych
przy przygotowaniu publikacji.

- na autorze zglaszajagcym artykut spoczywa obowiazek ujawnienia informacji o zrod-
fach finansowania publikacji, wktadzie instytucji naukowo — badawczych, stowarzy-
szen 1 innych podmiotow,

- na autorze zglaszajacym artykut spoczywa obowigzek ztozenia w imieniu wszystkich
autorow deklaracji o wystepowaniu lub nie wystepowaniu konfliktu interesow.
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Formularz o§wiadczenia autora zglaszajacego artykul znajduje si¢ na stronie in-
ternetowej kwartalnika http://www.medmikro.org.pl/

Redakcja zobowigzana jest do ujawniania i dokumentowania wszelkich przejawow
nierzetelnosci naukowej typu ,,ghostwriting” i ,,guest authorship”, wlacznie z powiado-
mieniem odpowiednich podmiotow takich jak instytucje zatrudniajace autorow, towarzy-
stwa naukowe, stowarzyszenia edytorow czasopism naukowych itp.

W przypadku publikacji wynikéw badan przeprowadzonych na zwierzgtach wyma-
gane jest dolaczenie o§wiadczenia, ze na ich wykonanie uzyskano zgode lokalnej komisji
etycznej. W przypadku badan klinicznych wymagane jest o§wiadczenie, ze badania zostaty
przeprowadzone zgodnie z zasadami Deklaracji Helsinskiej (www.wma.net).

Redakcja zastrzega sobie prawo do odmowy przyjecia artykutu w przypadku braku
powyzej wymaganych dokumentow.

2. Powtorna publikacja

Jest to publikacja zawierajaca istotne elementy pracy juz uprzednio opublikowane;.
Czytelnicy czasopism medycznych maja prawo wierzy¢, ze publikowany artykut jest praca
oryginalna. Jezeli tak nie jest, artykul powinien by¢ poprzedzony wyraznym oswiadcze-
niem, ze jest on powtdrnie publikowany i powody takiej publikacji powinny by¢ sprecyzo-
wane. Nalezy roéwniez podac bibliograficzna pozycje pierwotnej publikacji.

IL. Instrukcja dotyczaca przygotowania artykulu.

Prace przeznaczone do druku powinny by¢ nadsytane do redakcji w 2 egzemplarzach
wydruku komputerowego o formacie A4 z zachowaniem marginesu 4 cm z lewej strony
i podwojnych odstgpow pomiedzy wierszami (31 wierszy na stronie). Poszczego6lne strony
powinny by¢ numerowane.

Nalezy zalaczy¢ kopig artykutu na pltycie CD Alternatywnie dopuszcza si¢ przesytanie
kopii artykutu poczta elektroniczng na adres e-mailowy redakcji: medmikrobiol@pzh.gov.pl.
Autorzy powinni upewnic¢ si¢, ze tekst w formie elektronicznej jest identyczny z tekstem
wydruku. Tekst pracy, tabele oraz ryciny nalezy przesyta¢ w osobnych plikach.

Pierwsza strona artykutu powinna zawiera¢ kolejno: tytut pracy w jezyku polskim,
tytut pracy w jezyku angielskim, pelne imi¢ (imiona) i nazwisko autora (autoréw) pracy,
nazwg instytucji, w ktorej wykonano pracg wraz z jej adresem (adresami). Stowa kluczowe
w jezyku polskim i angielskim. Na kolejnych stronach nalezy umiesci¢ tekst artykutu.

W tekscie artykutu oryginalnego nalezy wyr6zni¢ nastgpujace czesci: Krotkie stresz-
czenie w jezyku polskim, Streszczenie w jezyku angielskim, Wstgp, Materiat i metody,
Wyniki, Dyskusja (lub Wyniki i ich omowienie), Wnioski (lub Podsumowanie), Pismien-
nictwo, Udzial poszczegolnych autoréw w powstaniu pracy i ewentualne Podzigkowania.
Poszczegoblne czgsci artykutu moga by¢ wyroznione podtytutami, o ile uczyni to tekst bar-
dziej przejrzystym.

W tekscie artykutu pogladowego nalezy wyrdzni¢ jedynie nastgpujace czesci: Krotkie
streszczenie w jezyku polskim, Streszczenie w jezyku angielskim, Wprowadzenie, Wtasci-
wy tekst artykulu opatrzony podtytutami, Podsumowanie, Pismiennictwo, Udziat poszcze-
golnych autoréw w powstaniu pracy i ewentualne Podzigkowania.
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Kroétkie komunikaty z prac doswiadczalnych powinny zawiera¢ gtowne czgsci pracy
oryginalne;j.

Wszystkie stowa i nazwy lacinskie, nazwiska cytowanych autoréw (zarowno w tek-
Scie jak 1 piSmiennictwie) oraz nazwiska autor6w pracy nalezy pisa¢ kursywa.

Krotkie streszczenie w jezyku polskim - umieszczone migdzy tytutem a streszczeniem
w jezyku angielskim, powinno wprowadzi¢ czytelnika w tre$¢ pracy. Streszczenie to powin-
no by¢ pisane pogrubiong czcionka i nie powinno przekracza¢ 6 wierszy maszynopisu.

Streszczenie (Abstract) - w jezyku angielskim powinno odzwierciedla¢ strukture pra-
cy, tj. zawiera¢ nastepujace, wyszczegolnione rozdzialy:
- Introduction — z podaniem celu pracy,
- Methods — zawierajace podstawowe metody i procedury,
- Results — gtéwne obserwacje 1 wyniki
- Conclusion — krétkie podsumowanie lub najwazniejsze wnioski.

Streszczenie nie powinno by¢ dhuzsze niz 500 slow oraz powinno by¢ poprzedzone
tytutem pracy oraz stowem ,,Abstract”

Wstep - nalezy uzasadni¢ cel podjecia badan i wyraznie go sprecyzowaé. Cytowane we
wstepie pismiennictwo nalezy ograniczy¢ tylko do pozycji majacych bezposredni zwigzek
z trescig wstepu. We wstepie nie podaje si¢ wynikow ani wnioskow z przeprowadzonych
badan.

Material i metody — nalezy poda¢ informacje dotyczace przedmiotu badaf, zastoso-
wanych metod i uzytych odczynnikéw w sposodb na tyle wyczerpujacy, aby umozliwic¢
czytelnikowi powtorzenie doswiadczenia lub obserwacji. Nalezy precyzyjnie opisaé leki,
szczepionki, odczynniki czy substancje stosowane w pracy. Dla powszechnie znanych me-
tod nalezy poda¢ pozycje piSmiennictwa, lacznie z metodami statystycznymi stosowanymi
w pracy, dla metod juz opublikowanych ale powszechnie nieznanych, poda¢ krotki opis
z pozycjami piSmiennictwa, natomiast dla nowych lub istotnie zmodyfikowanych metod —
podac¢ ich pelny opis. Podtytuly nalezy pisa¢ pogrubiong czcionka.

Wyniki — nalezy poda¢ w logicznej sekwencji w tekscie, tabelach i rycinach. Danych z ta-
bel i rycin nie nalezy powtarza¢ w tekscie. Nalezy ograniczy¢ si¢ do podsumowania naj-
wazniejszych informacji.

Dyskusja — nalezy podkresli¢ nowe lub wazne aspekty wynikoéw badan i oméwi¢ impli-
kacje wyptywajace z ich przeprowadzenia oraz poda¢ ich ograniczenia. Wyniki wlasnych
badan powinny by¢ ocenione na tle piSmiennictwa cytowanego przez autordéw artykuhu.
Nie nalezy powtarza¢ szczegdtowych danych przedstawionych w poprzednich czgéciach
artykutu.

Whioski — jezeli autor uwaza je za konieczne nalezy je sprecyzowaé w punktach lub podaé
krotko w formie opisowej. Powinny one taczy¢ si¢ logicznie z celami pracy przedstawio-
nymi we wstepie. Nalezy unika¢ stwierdzen i wnioskéw nie wynikajacych z wlasnej ob-
serwacji. Autorzy powinni wystrzegac si¢ stwierdzen na temat kosztow lub korzysci, jezeli
ich praca nie zawiera ekonomicznych danych i ich analizy. Jezeli proponuje si¢ hipotezg,
nalezy jasno poda¢ ze jest to hipoteza. Nalezy unika¢ daleko idgcych wnioskéw z pracy,
ktdra nie zostata jeszcze zakonczona. We wnioskach nie nalezy zamieszcza¢ wynikdw pra-
cy. Wnioski moga by¢ zastapione krotkim Podsumowaniem, w ktéorym autor moze zwrocié
uwagg na najwazniejsze aspekty pracy.
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PiSmiennictwo — nalezy pisa¢ na osobnych stronach i ograniczy¢ tylko do pozycji
cytowanych w teksécie i majacych bezposredni zwigzek z tematem pracy. W przypadku
prac oryginalnych - nie wigcej niz 25 pozycji, w przypadku prac pogladowych - 50 pozy-
cji. Pozycje pismiennictwa powinny by¢ utozone w porzadku alfabetycznym wg nazwisk
autorow. Przy cytowaniu prac w teks$cie nalezy poda¢ w nawiasach tylko liczb¢ porzadko-
wa odnos$nej publikacji w spisie piSmiennictwa. Nalezy rowniez poda¢ pozycje cytowane
w tabelach lub w legendzie rycin, oraz unika¢ cytowania streszczen i nie publikowanych
prac i sprawozdan. Prace akceptowane do druku, ale jeszcze nie opublikowane powinny
by¢ oznaczone jako: ,,w druku”; autorzy powinni uzyska¢ pisemna zgode¢ na zacytowanie
takiej pracy, jak tez potwierdzenie, ze cytowana praca zostala zaakceptowana do druku.
Informacje pochodzace z manuskryptow przestanych do redakcji, ale nie zaakceptowa-
nych do druku powinny by¢ jako ,,nicopublikowana praca” w tekscie, a nie w wykazie
pismiennictwa, po uzyskaniu pisemnego pozwolenia od autora. Nalezy unika¢ cytowania
,, Informacja wtasna” lub ,,informacja osobista”, chyba ze dane takie dostarczaja istotnych
informacji niedostepnych z publikowanych zrédet. W takich przypadkach nazwisko osoby
i data uzyskania informacji powinny by¢ cytowane w tekscie.

W wykazie pis$miennictwa nalezy zachowac nastepujaca kolejnos¢:

a) nazwisko autora (-0w) i pierwsze litery ich imion,

b) tytut artykutu w pelnym brzmieniu,

c) tytul czasopisma w uznanym skrécie (wedtlug the List of Journal Indexed in Index
Medicus);

d) rok;

e) tom;

f) pierwsza i ostatnia strona artykuhu.

Dla wydawnictw nieperiodycznych (np. ksiazek) nalezy poda¢ autora (autoréw jak
wyzej) tytul rozdziatu w pracach zbiorowych, tytut ksigzki, nazwisko jej redaktora, wy-
dawce, miejsce i rok wydania oraz strony od — do cytowanego rozdziatu.

Przy wigkszej liczbie autorow nalezy poda¢ wszystkie nazwiska (do czterech autorow)
lub nazwiska pierwszych trzech z dopiskiem ,, 1 inni”, gdy autordéw jest wigcej niz czterech.

Przyktady:

Artykut z czasopisma medycznego:

1. Schmitt-Grohe S, Cherry JD, Heininger U i inni. Pertussis in German adults. Clin Infect
Dis 1995; 21: 860 — 6.

2. Kostrzewski J .Postepy wykorzystania poliomyelitis w §wiecie. Przeg Epidemiol 1994;
48: 355 - 60.

3. Naruszewicz-Lesiak D, Wieczorkiewicz N, Iwinska-Buksowicz B 1 inni.. Podostre
stwardniajace zapalenie mézgu (SSPE) w Polsce w latach 1990-1993. V etap badan
epidemiologicznych. Przeg Epidemiol 1995; 49: 261-6.

Ksiazki i monografie
1. (Autorzy) Juszczyk J, Gladysz A. Diagnostyka réznicowa chorob zakaznych. Wydaw-

nictwo Lekarskie PZWL. Wydanie II. Warszawa 1996.
2. (Organizacja jako autor) World Health Organization/ United Nations Children's Fund.
State of the world’s vaccines and immunization. WHO Geneva 1996.
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3. (Rozdziat w ksigzce) Krotochwil-Skrzypkowa M. Odczyn i powiktania poszczepienne.
W: Szczepienia ochronne. Red. B. Debiec, W. Magdzik, PZWL, Warszawa 1991, 76 — 81.

4. (Doniesienie na konferencji). Galgzka A. Current trends of pertussis in developing and
developed countries. Presented at the National Institutes of Health Pertussis Confe-
rence: Acellular Pertussis Vaccine Trials: Results and Impact on US Public Health.
Washington, DC, June 3 — 5, 1966.

Tabele

Tabele nalezy pisa¢ na oddzielnych stronach I ponumerowac kolejno cyframi rzym-
skimi. Numeracja tabel powinna odpowiada¢ chronologii ich pojawiania si¢ w tekscie.
Tabele powinny by¢ zaopatrzone w tytuly (u gory). Kazda kolumna tabeli powinna po-
siada¢ krotki nagtowek a szersze wyjasnienia powinny by¢ zamieszczone w odno$nikach
pod tabela a nie w nagtowku. W wyjasnieniach nalezy wyraznie opisac statystyczne miary
zmiennosci takie jak standardowe odchylenie czy standardowy btad §rednich. Liczbe tabel
nalezy ograniczy¢ tylko do istotnie niezbednej dla dokumentacji uzyskanych wynikow.

Ryciny

Ryciny i fotografie nalezy przygotowac technikg komputerows i przesta¢ do redakcji
plikach w postaci oddzielnych graficznych nastepujacych formatow: TIF, BMP, JPG. Pod
kazda rycing nalezy umiesci¢ podpis ( np. Ryc. 1.....) z niezbednymi obja$nieniami. Ryci-
ny powinny by¢ w kolorze czarno — biatym.

W odpowiednim miejscu tekstu nalezy poda¢ w nawiasach kolejne numery rycin lub
tabel np. (Ryc.1) lub (Tab.1). Miejsca wilaczenia materiatlu ilustracyjnego powinny by¢
zaznaczone oldwkiem na marginesie maszynopisu.

Objetos¢ artykulow

Oryginalna praca naukowa nie moze przekracza¢ 15 stron maszynopisu wiaczajac
tabele, ryciny, pis$miennictwo i streszczenie w jezyku angielskim. Prace pogladowe nie
moga przekracza¢ 20 stron maszynopisu. Krotkie komunikaty nie moga przekraczaé ob-
jetosci 3 stron maszynopisu sporzadzonego zgodnie ze wskazéwkami podanymi dla prac
oryginalnych. Listy do redakcji przeznaczone do opublikowania nie mogg przekracza¢ 2
stron maszynopisu i powinny by¢ zaopatrzone imieniem i nazwiskiem autora oraz adresem
miejsca pracy lub prywatnym.

Zasady ogélne

Redakcja zastrzega sobie prawo poprawienia usterek stylistycznych i nazewnictwa
oraz dokonania koniecznych skrétéw, bez porozumienia z autorem.

Redakcja nie zwraca artykuléw nie przyjetych do druku. Za opublikowane artykuty
autorzy nie otrzymuja honorarium. Wydawca nabywa na zasadzie wylaczno$ci ogot praw
autorskich do wydrukowanych prac, w tym prawo do wydawania drukiem, na no$nikach
elektronicznych, CD i innych oraz umieszczania ich w Internecie.



