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Mozliwosci diagnostyki laboratoryjnej
w zakazeniach przewodu pokarmowego
Possibilities of laboratory diagnostic in gastrointestinal

infections

STRESZCZENIE

Zakazenia przewodu pokarmowego sg jedng z najczes$-
ciej wystepujacych chordb u dzieci i 0sob dorostych.
Przyczyng moga byé czynniki bakteryjne, wirusowe
czy pasozytnicze. Poznanie etiologii zakazenia i iden-
tyfikacja patogenu maja fundamentalne znaczenie dla
podjecia wtasciwego leczenia. Najlepszym rozwigza-
niem diagnostyki zakazen przewodu pokarmowego jest
potaczenie metod hodowlanych, serologicznych i mo-
lekularnych. Metody hodowlane znajdujg zastosowanie
gtownie przy identyfikacji takich patogenow bakteryj-

ABSTRACT

Gastrointestinal infections are one of the most common
infections in older children and adults. Bacterial, viral
or parasitic agent can be a cause. Understanding the
etiology of infection and pathogen identification is funda-
mental to start a proper treatment. The best solution for
diagnosis of infectious diseases in gastrointestinal tract
is the combination of culturing, serological and molecu-
lar methods. The culture methods concern identification

WSTEP

Od momentu narodzin cztowieka prze-
wod pokarmowy kolonizowany jest stopnio-
wo florg bakteryjna, ktéra po dwodch latach
przypomina flore jelitowa zdrowego, doroste-
go czlowieka, zawierajac w kazdym gramie
tresci jelitowej 10''-10'2 mikroorganizméow
[1-3]. Flora bakteryjna przewodu pokar-
mowego u ludzi to zardwno drobnoustroje

nych, jak na przyktad Salmonella, Shigella, Yersinia,
Aeromonas, Plesiomonas czy Campylobacter. Metody
serologiczne sg przydatne szczegolnie w identyfikacii
zakazen rotawirusami, adenowirusami, norowirusami
oraz w niektorych zakazeniach bakteryjnych, mie-
dzy innymi Clostridium difficile. Metody molekularne
umozliwiajg wykrycie w probkach materiatu klinicznego
obecnosci kwasow nukleinowych patogendow, ktorych
czesto nie udaje sie wyizolowa¢ konwencjonalnymi
metodami.
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of bacterial pathogens, including Salmonella, Shigella,
Yersinia, Aeromonas, Plesiomonas, Campylobacter. Se-
rological methods are particularly useful for detection
of rotavirus, adenovirus and norovirus infections and
some bacterial infection including Clostridium difficile.
Molecular methods enable detection of nucleic acid of
pathogens that are difficult to isolate with traditional
methods.
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korzystnie wptywajace nazdrowie gospodarza,
jak i niebezpieczne patogeny [4-6].
Dla pojawienia si¢ klinicznych cech zakaze-
nia lub zarazenia niezbg¢dne jest spetnienie
pewnych warunkow: przekroczenie krytycz-
nej liczby patogendéw w miejscu ich zasied-
lania lub pojawienie si¢ odpowiedniego ste¢-
zenia toksyn uwalnianych przez te patogeny,
ostabienie lub zniesienie ochronnej bariery
kwasu solnego uwalnianego w zotadku lub



jelitowego mechanizmu eliminacji patoge-
noéw, zaburzenia czynno$ci miejscowego
i systemowego uktadu odpornosciowego
oraz odpowiedni czas [4-6]. Klasycznymi
objawami ostrego/przewlektego zakaze-
nia lub zarazenia uktadu pokarmowego sa:
biegunka (wodnista lub z domieszka krwi),
boéle brzucha, goragczka, wymioty. Laborato-
ryjne mozliwo$ci diagnozowania czynnikow
etiologicznych biegunek sg ogromne: od
standardowych metod hodowlanych, poprzez
metody serologiczne (w tym szybkie testy
immunochromatograficzne [rapid diagnostic
tests]) do najnowoczesniejszych i najszyb-
szych metod genetycznych. Stosowana jest
rowniez metoda mikroskopii, zwlaszcza
w diagnostyce chorob pasozytniczych [7].
Pomimo istnienia szerokiego panelu badan
laboratoryjnych, w okoto 1/3 przypadkow za-
kazenia przewodu pokarmowego nie udaje si¢
ustali¢ czynnika etiologicznego [8, 9]. Przy-
czyny tych niepowodzen wynikaja zaréwno
z biologicznej charakterystyki poszczegol-
nych patogenow, jak i ograniczonego zakresu
badan diagnostycznych zlecanych przez
lekarzy oraz dostepnosci specjalistycznych
badan w laboratoriach mikrobiologicznych.

METODY HODOWLANE

Postgpowanie diagnostyczne w celu
ustalenia etiologii biegunki na tle bakteryj-
nym najczgsciej przebiega jako posiew katu/
/wymazu z odbytu. W laboratorium mikrobio-
logicznym probki katu lub wymazy z odbytu
sa badane w kierunku obecnosci tlenowych
pateczek Gram-ujemnych tj. Salmonella,
Shigella, Yersinia, Aeromonas, Plesiomonas.
Identyfikacja tych drobnoustrojow (mozliwa
w ciggu 24-72 godzin) opiera si¢ na ich
wzro$cie na podtozach agarowych wybior-
czo-roznicujacych (na przyktad MacConkey,
SS — podtoze Salmonella Shigella, CIN
— Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin), pod-
lozach namnazajacych SF (podtoze ptynne
z kwas$nym selenianem sodu) oraz zdolno$ci
do przeprowadzania reakcji biochemicznych,
na przyktad fermentacji glukozy, laktozy,
ramnozy, dekarboksylacji aminokwasow
(lizyna, arginina, kwas glutaminowy), wy-
twarzaniu siarkowodoru, indolu czy ureazy
powodujacej rozktad mocznika itp. [3, 6].

Biochemiczng aktywno$¢ drobnoustrojow
mozna okresla¢ metodami klasycznymi lub
tez przy uzyciu paneli diagnostycznych, na
przyktad: paskow Api E, ApiNE (bioMerie-
ux), testow rapid ID One, rapid ID NF Plus
(Argenta), systemow GN24 (Diagnostics)
oraz nowoczesnych, zautomatyzowanych
systemow, na przyktad karty GN (Vitek
Compact-bioMerieux), panele diagnostyczne
Phoenix NID (Phoenix-Becton Dickinson),
panele MicroScan NID2 (system MicroScan
Walkaway — Beckman Coulter). Identyfika-
cja moze by¢ prowadzona rowniez poprzez
okreslenie unikatowego profilu biatkkowego
bedacego charakterystycznym i niepowta-
rzalnym dla gatunku ,,molekularnym odci-
skiem palca”, przy uzyciu spektrometru ma-
sowego typu MALDI-TOF (Matrix Assisted
Laser Desorption/lonization Time-of-Flight
Mass Spectrometry) (Bruker, bioMerieux).
Zastosowanie tej techniki pozwala na identy-
fikacje drobnoustroju w ciggu zaledwie kilku
minut [10, 11]. Na podstawie wlasciwos$ci
biochemicznych oraz profilu biatkowego
ustala si¢ przynalezno$¢ gatunkowa drobno-
ustrojow. W przypadku niektorych bakterii
wazne jest rowniez okre$lenie grupy serolo-
gicznej. Na podstawie budowy antygenowej
wyrdzniono kilkadziesiat grup serologicznych
pateczek Yersinia enterocoliltica, sposrod kto-
rych chorobotworcze dla cztowieka sg szczepy
nalezace do serotypow: O:3, 0:5,27, 0:8, O:9.
W postepowaniu diagnostycznym, w celu wy-
kluczenia kolonizacji szczepami niechorobo-
tworczymi Yersinia enterocoliltica niezbgdne
jest potwierdzenie grupy serologicznej (na
przyktad przy uzyciu testow lateksowych)
oraz patogenno$ci wyhodowanego szczepu,
na przyktad przy uzyciu podtoza CRMOX
(Congo Red Magmesium Oxylate) lub metod
genetycznych. W przypadku pateczek Salmo-
nella petna identyfikacja szczepu wymaga
ustalenia typu serologicznego i najczgsciej
przeprowadzana jest w stacjach sanitarno-
-epidemiologicznych [5, 6, 12].

Do bakteryjnych czynnikéw zakazen
przewodu pokarmowego nalezg chorobo-
tworcze pateczki Escherichia coli: entero-
patogenne (EPEC, enteropathogenic E. coli),
enterotoksynogenne (ETEC, enterotoxigenic
E. coli), enterokrwotoczne (EHEC, entero-
hemorragic E. coli/STEC, shiga-toxigenic
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E. coli/NTEC, vero-toxigenic E. coli), ente-
roinwazyjne (EIEC, enteroinvasive E. coli)
oraz enteroagregacyjne (EAEC, entero-
aggregative E. coli). O ile wyhodowanie
E. coli na podtozach hodowlanych jest tatwe
i mozliwe w kazdym medycznym labora-
torium mikrobiologicznym, o tyle okresli¢
chorobotworczo$¢ szczepu mozna wyltacznie
przy zastosowaniu specjalistycznych podtéz,
testow serologicznych lub tez metod biologii
molekularnej. Przyktadowo, paleczki E. coli
0157 zaliczane do VTEC, charakteryzujg si¢
z reguly brakiem zdolnosci do fermentacji
sorbitolu. Wtasciwo$¢ ta zostata wykorzy-
stana do hodowli drobnoustroju na podto-
zu agarowym SMAC (MacConkey agar,
w ktorym laktoze zastgpiono sorbitolem).
Dalsza identyfikacja wymaga okreslenia
chorobotworczosci wyhodowanego szczepu
poprzez wykrycie werotoksyn (na przyktad
testem lateksowym) lub genow kodujacych
werotoksyny oraz intyming metodg amplifi-
kacji kwasoéw nukleinowego (NAAT, nucleic
acid associated techniques) [5-T7].

Metoda hodowlana jest rowniez sto-
sowana do poszukiwania w kale/wymazie
z odbytu mikroaerofilnych Gram-ujemnych
pateczek z rodzaju Campylobacter, wywo-
hujacych u cztowieka odzwierzgca chorobg
nazywang kampylobakterioza. Z danych
epidemiologicznych wynika, ze w Europie,
a takze w Ameryce Pdtnocnej, bakterie
z rodzaju Campylobacter, w tym przede
wszystkim C. jejuni i C. coli, sa najczes-
ciej izolowanymi patogenami w przebiegu
zakazen przewodu pokarmowego u ludzi
[13, 14]. Hodowle bakterii z rodzaju Cam-
pylobacter nalezy prowadzi¢ przez 1-5 dni
w atmosferze: 5%0,, 10% CO,, 85% N,
w temperaturze 42°C, stosujac Wzbogaconé
selektywne pozywki najczesciej z dodatkiem
5% krwi baraniej lub konskiej [5, 6, 13].
Po uzyskaniu wzrostu drobnoustrojéw na
pozywkach statych przeprowadza si¢ wstep-
ne testy identyfikacyjne, takie jak: preparat
przyzyciowy (pozwalajacy na sprawdzenie
zdolnosci do ruchu), preparat barwiony me-
toda Grama (poszukujemy Gram-ujemnych,
spiralnych lub sierpowatych komorek) oraz
test na wytwarzanie oksydazy cytochromo-
wej. Réznicowanie pateczek Campylobacter
do gatunku jest mozliwe przy uzyciu testow
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biochemicznych (na przyktad API Campy
firmy bioMerieux) oraz spektrometru maso-
wego [6, 11, 13].

METODY SEROLOGIGZNE

Badania serologiczne sg powszechnie
wykorzystywane w diagnostyce wielu cho-
rob zakaznych przewodu pokarmowego.
Stosowane metody polegaja zaréwno na
poszukiwaniu w probkach materiatu klinicz-
nego antygenow, jak i swoistych przeciwciat.
Badania serologiczne umozliwiajg diagno-
styke zakazen wirusowych szczegolnie, ze
wirusy odpowiedzialne za zakazenia przewo-
du pokarmowego stabo namnazajg si¢ w ho-
dowli komorkowej. Rotawirusy, norowirusy,
adenowirusy i astrowirusy moga powodowac
powazne zakazenia u matych dzieci, oséb
starszych i1 os6b z obnizong odpornoscia,
bedac czesto przyczyng wystgpienia ognisk
epidemicznych. W rutynowej diagnostyce
mikrobiologicznej, w kierunku zakazen
wywotanych przez rotawirusy, adenowiru-
sy, norowirusy stosowane sg komercyjne
zestawy diagnostyczne, najczesciej szybkie
testy immunochromatograficzne oraz immu-
noenzymatyczne, ktore wykrywaja antygeny
wirusa bezposrednio w materiale klinicznym.
Na rynku dostepne sg testy, ktore umozliwia-
ja réwnoczesne wykrywanie i roznicowanie
rotawirusa i adenowirusa w pojedynczym
ekstrakcie probki katu oraz testy umozliwia-
jace wykrycie norowirusow w probce katu
(tab. 1) [5, 15, 16].

Testy serologiczne sg powszechnie
wykorzystywane w diagnostyce zakazen
ukladu pokarmowego wywotywanych przez
Clostridium difficile. Wystapienie biegunki
o etiologii C. difficile mozna podejrzewac
u pacjentéw, u ktorych stosowano antybio-
tykoterapig, inhibitory pompy protonowe;j
oraz u pacjentdw z nieswoistym zapaleniem
jelit. Jedynym prawidtlowym materiatem do
przeprowadzenia diagnostyki jest kat bie-
gunkowy pobrany od pacjentéw oddajacych
powyzej 3 stolcow na dobe, z wyjatkiem
podejrzenia niedroznosci jelit [5, 7, 17].
W rutynowych badaniach stosowane sg im-
munoenzymatyczne testy ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay) umozliwiajace
wykrycie w kale antygenow: dehydrogenazy
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glutaminianowej (GDH, glutamate dehydro-
genase) wytwarzanej przez toksynotworcze
i nietoksynotworcze szczepy C. difficile,
uwolnionych toksyn C. difficile oraz testy
podwojne, umozliwiajace wykrycie antyge-
né6w GDH i uwolnionych toksyn C. difficile.
Poziom wykrywalno$ci antygendw w testach
przedstawiono w tabeli 1 [18-20].

Serologiczne badania s3 pomocne w roz-
poznawaniu zakazen pateczkami Campylo-
bacter. Poszukiwanie antygenu bezposrednio
w kale jest mozliwe dzieki testom immuno-
enzymatycznym oraz immunochromatogra-
ficznym (tab. 1). Ze wzgledu na mozliwos¢
uzyskania nieswoistego wyniku badania,
dodatni wynik szybkiego testu nalezy jednak
potwierdzi¢ hodowlg. Réwniez oznaczenie
poziomu swoistych przeciwciat w surowicy
(badanie wykonywane w przypadku wy-
stagpienia powiktan, takich jak przewlekta
biegunka, zespot Guillaina-Barrego i zespot
Reitera) nalezy traktowac jako badanie uzu-
peniajace diagnostyke bakteriologiczna i/lub
genetyczng [5, 13, 21].

W odpowiedzi na zakazenie pateczkami
Yersinia diagnostyka serologiczna (testy
ELISA, metoda western-blot) opiera si¢ na
wykryciu w surowicy przeciwciat w klasach
IgM, IgG oraz IgA i podobnie jak w przypad-
ku zakazen Campylobacter, jest prowadzona
najczesciej w przypadku wystapienia powi-
ktan (na przyktad rumien guzowaty, reak-
tywne zapalenia stawow). Badanie nalezy
wykona¢ dwukrotnie, w odstgpie dwutygo-
dniowym, w celu oceny dynamiki poziomu
przeciwciat [5, 12, 13, 22].

Choroby pasozytnicze przewodu po-
karmowego zwykle kojarza si¢ z krajami
tropikalnymi (zwlaszcza zarazenia pier-
wotniakami), niemniej jednak niektore, na
przyktad: giardioza, kryptosporydioza czy
ameboza wystepuja rowniez w Polsce. Taka
etiologi¢ nalezy podejrzewac u pacjentow
z obnizong odpornos$cig oraz powracajacych
z krajow rozwijajacych si¢. Zazwyczaj diag-
nostyka tych chorob jest prowadzona przez
specjalistyczne laboratoria. Podstawowym
materiatem do badan parazytologicznych
jest kat, a w przypadku Gardia lamblia oraz
Cryptosporidium takze tre§¢ dwunastnicza.
Wspblczesna parazytologia dysponuje wie-
loma metodami diagnostycznymi, jednak

w przypadku rozpoznawania pasozytow
jelitowych nie wypracowano dotychczas
»Ztotego standardu”. Poszukuje si¢ pasozy-
tow (oocyst, cyst, trofozoitdw) bezposrednio
w probkach materiatu klinicznego metoda
mikroskopii, do wykrywania koproanty-
gendw stosuje si¢ testy immunochromato-
graficzne, metody immunoenzymatyczne
i immunofluoerscencyjne oraz wykrywa
DNA pasozyta (tab. 1) [5, 9, 17, 23].

METODY GENETYCZNE

Badania molekularne oparte na ampli-
fikacji kwaséw nukleinowych odgrywaja
coraz wigksza role w diagnostyce chorob
zakaznych, chociaz wykrycie materialu ge-
netycznego drobnoustroju chorobotwor-
czego nie zawsze jest rownoznaczne z wy-
stapieniem choroby. Ogromny postep w tej
dziedzinie spowodowat znaczne skrocenie
czasu oczekiwania na wynik oraz umozliwia
szybsze zastosowanie wlasciwego postepo-
wania terapeutycznego i wdrozenia nadzoru
epidemiologicznego [24, 25]. Obecnie istnie-
je wiele komercyjnych systemow stuzacych
do poszukiwania materialu genetycznego
drobnoustrojéw odpowiedzialnych za zaka-
zenia przewodu pokarmowego. W testach
molekularnych wykorzystuje si¢ technike RT-
-PCR (real-time polimerase chain reaction).
Jeden z systemow — GeneXpert (Cepheid)
umozliwia diagnostyke¢ w kierunku Clostri-
dium difficile (wykrycie gendw kodujacych
toksyne B i toksyne binarng oraz oznaczenie
szczepu hiperepidemicznego; test o czutosci
100% 1 swoistosci 93%) oraz norowirusOw
(test o czutosci 100% i swoistosci 99,5%)
w ciggu okoto godziny [25, 26]; kompaktowy
system Cobas Liat (Roche) umozliwia wy-
krycie genu kodujacego toksyne B C. difficile
w ciggu 20 minut — czulo$¢ testu wynosi
93,1%, swoisto$¢ 95,1% [27], a takze system
FilmArray (BioFire) [26, 28], ktory dzigki
panelom multipleksowym umozliwia jedno-
czesne wykrywanie i rozpoznawanie kwasow
nukleinowych bakterii, wirusow oraz paso-
zytow. Panel gastrologiczny (GI, gastrointe-
stinal) pozwala wykry¢ materiat genetyczny
22 patogenow, ktore mogg by¢ zwigzane
z zakazeniem lub zarazeniem przewodu
pokarmowego: Campylobacter (C. jejuni/
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C. coli/C upsaliensis), Clostridium difficile
— toksyna A/B, Plesiomonas shigelloides,
Salmonella, Vibrio (V. parahaemolyticus/
/V. vulnificus/V. cholerae), Yersinia entero-
colitica, szczepy Escherichia coli: EAEC,
EPEC, ETEC, STEC (lacznie z doktadnym
identyfikatorem serogrupy E. coli O157),
EIEC, Shigella, Cryptosporidium, Cyclo-
spora cayetanensis, Entamoeba histoliti-
ca, Gardia lamblia, adenowirs F 40/41,
astrowirus, norowirus GI/GII, rotawirus A,
sapowirus (genogrupa I, II, IV, V). Zaletg
multipleksowego panelu GI jest mozliwo$¢
wykrycia zakazen mieszanych, ponadto
dzigki wysokiej ujemnej warto$ci predyk-
cyjnej moze by¢ wykorzystywany do badan
przesiewowych, szczegdlnie w przypadku
epidemii. Mozliwa jest rdwniez identyfikacja
patogenow (Aeromonas, Plesiomonas) [24,
26, 28], ktore w polskiej strefie klimatycznej
sg bardzo rzadko izolowane z katlu chorych
lub niespotykane (Vibrio), ale mozna si¢ ich
spodziewac u osob z biegunka powracaja-
cych z Azji, Afryki lub Ameryki Lacinskiej,
a takze chorych niepodrézujacych wezesniej,
lecz podajacych w wywiadzie spozycie suro-
wych potraw z tak zwanych owocow morza [6].
Testy GI stosuje si¢ stosunkowo rzadko,
gléwnie ze wzgledu na wysoki koszt badania
pojedynczej probki (ok. 800 zt). Doktadna
analiza wykazuje jednak, ze koszt pojedyn-
czej probki w kierunku réznych patogenow
metodami konwencjonalnym jest porowny-
walny lub nawet wyzszy.

Najlepszym rozwigzaniem w diag-
nostyce chorob infekcyjnych przewodu
pokarmowego jest polaczenie metod ho-
dowlanych, serologicznych i molekularnych.
Przyktadowo, w zakazeniach wywotlanych
przez Clostridium difficile optymalnym
rozwigzaniem jest wykonanie w pierwszej
kolejnosci badania przesiewowego wysoko-
czulym testem immunoenzymatycznym na
obecnos$¢ w probkach kalu GDA lub NAAT
na obecnos¢ gendw kodujacych toksyny oraz
potwierdzenie kazdego pozytywnego wyniku
oznaczeniem uwolnionych toksyn w kale
wysoce swoistymi metodami serologiczny-
mi. Mozna w ten sposoéb uniknag¢ wynikow
fatszywie dodatnich zwigzanych z koloniza-
cja C. difficile, a tym samym niepotrzebnej
antybiotykoterapii. W przypadku uzyskania
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dodatniego wyniku na obecno$¢ GDH lub
NAAT i braku w kale toksyny nalezy po-
szerzy¢ diagnostyke o metod¢ hodowlang
z jednoczesnym potwierdzeniem toksyno-
tworczosci szczepu. Wyhodowanie drob-
noustroju umozliwia ponadto oznaczenie
wrazliwo$ci na antybiotyki oraz wykonanie
rybotypowania — badan istotnych do celow
epidemiologicznych [5, 17, 18, 20, 25].

PODSUMOWANIE

Odpowiedni materiat kliniczny oraz
zastosowane metody diagnostyczne maja
istotny wptyw na identyfikacj¢ czynnika
etiologicznego w chorobach infekcyjnych
przewodu pokarmowego. Niezwykle wazna
jest takze wspotpraca klinicysty z mikro-
biologiem w zakresie informacji o dostep-
nosci, jak rowniez doborze najbardziej
optymalnej metody diagnostycznej. Poszu-
kiwanie nowych rozwigzan, szczegolnie
laczenie roznych metod diagnostycznych
stanowi optymalne rozwigzanie w identy-
fikacji czynnika etiologicznego, tym sa-
mym wdrozenia wtasciwego postgpowania
terapeutycznego, skrocenia czasu hospita-
lizacji, zmniejszenia kosztow zwiagzanych
z opiekg medyczna.
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