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Możliwości diagnostyki laboratoryjnej 
w zakażeniach przewodu pokarmowego
Possibilities of laboratory diagnostic in gastrointestinal  
infections

STReSZCZeNIe

Zakażenia przewodu pokarmowego są jedną z najczęś-
ciej występujących chorób u dzieci i osób dorosłych. 
Przyczyną mogą być czynniki bakteryjne, wirusowe 
czy pasożytnicze. Poznanie etiologii zakażenia i iden-
tyfikacja patogenu mają fundamentalne znaczenie dla 
podjęcia właściwego leczenia. Najlepszym rozwiąza-
niem diagnostyki zakażeń przewodu pokarmowego jest 
połączenie metod hodowlanych, serologicznych i mo-
lekularnych. Metody hodowlane znajdują zastosowanie 
głównie przy identyfikacji takich patogenów bakteryj-

nych, jak na przykład Salmonella, Shigella, Yersinia, 
Aeromonas, Plesiomonas czy Campylobacter. Metody 
serologiczne są przydatne szczególnie w identyfikacji 
zakażeń rotawirusami, adenowirusami, norowirusami 
oraz w niektórych zakażeniach bakteryjnych, mię-
dzy innymi Clostridium difficile. Metody molekularne 
umożliwiają wykrycie w próbkach materiału klinicznego 
obecności kwasów nukleinowych patogenów, których 
często nie udaje się wyizolować konwencjonalnymi 
metodami.
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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 

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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WstęP

Od momentu narodzin człowieka prze-
wód pokarmowy kolonizowany jest stopnio-
wo florą bakteryjną, która po dwóch latach 
przypomina florę jelitową zdrowego, dorosłe-
go człowieka, zawierając w każdym gramie 
treści jelitowej 1011–1012 mikroorganizmów 
[1–3]. Flora bakteryjna przewodu pokar-
mowego u ludzi to zarówno drobnoustroje  

korzystnie wpływające na zdrowie gospodarza, 
jak i  niebezpieczne patogeny [4–6].  
Dla pojawienia się klinicznych cech zakaże-
nia lub zarażenia niezbędne jest spełnienie 
pewnych warunków: przekroczenie krytycz-
nej liczby patogenów w miejscu ich zasied-
lania lub pojawienie się odpowiedniego stę-
żenia toksyn uwalnianych przez te patogeny, 
osłabienie lub zniesienie ochronnej bariery 
kwasu solnego uwalnianego w żołądku lub 
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jelitowego mechanizmu eliminacji patoge-
nów, zaburzenia czynności miejscowego 
i systemowego układu odpornościowego 
oraz odpowiedni czas [4–6]. Klasycznymi 
objawami ostrego/przewlekłego zakaże-
nia lub zarażenia układu pokarmowego są: 
biegunka (wodnista lub z domieszką krwi), 
bóle brzucha, gorączka, wymioty. Laborato-
ryjne możliwości diagnozowania czynników 
etiologicznych biegunek są ogromne: od 
standardowych metod hodowlanych, poprzez 
metody serologiczne (w tym szybkie testy 
immunochromatograficzne [rapid diagnostic 
tests]) do najnowocześniejszych i najszyb-
szych metod genetycznych. Stosowana jest 
również metoda mikroskopii, zwłaszcza 
w diagnostyce chorób pasożytniczych [7]. 
Pomimo istnienia szerokiego panelu badań 
laboratoryjnych, w około 1/3 przypadków za-
każenia przewodu pokarmowego nie udaje się 
ustalić czynnika etiologicznego [8, 9]. Przy-
czyny tych niepowodzeń wynikają zarówno 
z biologicznej charakterystyki poszczegól-
nych patogenów, jak i ograniczonego zakresu 
badań diagnostycznych zlecanych przez 
lekarzy oraz dostępności specjalistycznych 
badań w laboratoriach mikrobiologicznych. 

metody hodoWlaNe

Postępowanie diagnostyczne w celu 
ustalenia etiologii biegunki na tle bakteryj-
nym najczęściej przebiega jako posiew kału/ 
/wymazu z odbytu. W laboratorium mikrobio-
logicznym próbki kału lub wymazy z odbytu 
są badane w kierunku obecności tlenowych 
pałeczek Gram-ujemnych tj. Salmonella, 
Shigella, Yersinia, Aeromonas, Plesiomonas. 
Identyfikacja tych drobnoustrojów (możliwa 
w ciągu 24–72 godzin) opiera się na ich 
wzroście na podłożach agarowych wybiór-
czo-różnicujących (na przykład MacConkey, 
SS — podłoże Salmonella Shigella, CIN 
— Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin), pod-
łożach namnażających SF (podłoże płynne 
z kwaśnym selenianem sodu) oraz zdolności 
do przeprowadzania reakcji biochemicznych, 
na przykład fermentacji glukozy, laktozy, 
ramnozy, dekarboksylacji aminokwasów 
(lizyna, arginina, kwas glutaminowy), wy-
twarzaniu siarkowodoru, indolu czy ureazy 
powodującej rozkład mocznika itp. [3, 6]. 

Biochemiczną aktywność drobnoustrojów 
można określać metodami klasycznymi lub 
też przy użyciu paneli diagnostycznych, na 
przykład: pasków Api E, ApiNE (bioMerie-
ux), testów rapid ID One, rapid ID NF Plus 
(Argenta), systemów GN24 (Diagnostics) 
oraz nowoczesnych, zautomatyzowanych 
systemów, na przykład karty GN (Vitek 
Compact-bioMerieux), panele diagnostyczne 
Phoenix NID (Phoenix-Becton Dickinson), 
panele MicroScan NID2 (system MicroScan 
Walkaway — Beckman Coulter). Identyfika-
cja może być prowadzona również poprzez 
określenie unikatowego profilu białkowego 
będącego charakterystycznym i niepowta-
rzalnym dla gatunku „molekularnym odci-
skiem palca”, przy użyciu spektrometru ma-
sowego typu MALDI-TOF (Matrix Assisted 
Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight 
Mass Spectrometry) (Bruker, bioMerieux). 
Zastosowanie tej techniki pozwala na identy-
fikację drobnoustroju w ciągu zaledwie kilku 
minut [10, 11]. Na podstawie właściwości 
biochemicznych oraz profilu białkowego 
ustala się przynależność gatunkową drobno-
ustrojów. W przypadku niektórych bakterii 
ważne jest również określenie grupy serolo-
gicznej. Na podstawie budowy antygenowej 
wyróżniono kilkadziesiąt grup serologicznych 
pałeczek Yersinia enterocoliltica, spośród któ-
rych chorobotwórcze dla człowieka są szczepy 
należące do serotypów: O:3, O:5,27, O:8, O:9. 
W postępowaniu diagnostycznym, w celu wy-
kluczenia kolonizacji szczepami niechorobo-
twórczymi Yersinia enterocoliltica niezbędne 
jest potwierdzenie grupy serologicznej (na 
przykład przy użyciu testów lateksowych) 
oraz patogenności wyhodowanego szczepu, 
na przykład przy użyciu podłoża CRMOX 
(Congo Red Magmesium Oxylate) lub metod 
genetycznych. W przypadku pałeczek Salmo-
nella pełna identyfikacja szczepu wymaga 
ustalenia typu serologicznego i najczęściej 
przeprowadzana jest w stacjach sanitarno-
-epidemiologicznych [5, 6, 12].

Do bakteryjnych czynników zakażeń 
przewodu pokarmowego należą chorobo-
twórcze pałeczki 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/VTEC, vero-toxigenic E. coli), ente-
roinwazyjne (EIEC, enteroinvasive E. coli) 
oraz enteroagregacyjne (EAEC, entero-
aggregative E. coli). O ile wyhodowanie  
E. coli na podłożach hodowlanych jest łatwe 
i możliwe w każdym medycznym labora-
torium mikrobiologicznym, o tyle określić 
chorobotwórczość szczepu można wyłącznie 
przy zastosowaniu specjalistycznych podłóż, 
testów serologicznych lub też metod biologii 
molekularnej. Przykładowo, pałeczki E. coli 
O157 zaliczane do VTEC, charakteryzują się 
z reguły brakiem zdolności do fermentacji 
sorbitolu. Właściwość ta została wykorzy-
stana do hodowli drobnoustroju na podło-
żu agarowym SMAC (MacConkey agar, 
w którym laktozę zastąpiono sorbitolem). 
Dalsza identyfikacja wymaga określenia 
chorobotwórczości wyhodowanego szczepu 
poprzez wykrycie werotoksyn (na przykład 
testem lateksowym) lub genów kodujących 
werotoksyny oraz intyminę metodą amplifi-
kacji kwasów nukleinowego (NAAT, nucleic 
acid associated techniques) [5–7].

Metoda hodowlana jest również sto-
sowana do poszukiwania w kale/wymazie 
z odbytu mikroaerofilnych Gram-ujemnych 
pałeczek z rodzaju Campylobacter, wywo-
łujących u człowieka odzwierzęcą chorobę 
nazywaną kampylobakteriozą. Z danych 
epidemiologicznych wynika, że w Europie, 
a także w Ameryce Północnej, bakterie 
z rodzaju Campylobacter, w tym przede 
wszystkim C. jejuni i C. coli, są najczęś-
ciej izolowanymi patogenami w przebiegu 
zakażeń przewodu pokarmowego u ludzi 
[13, 14]. Hodowlę bakterii z rodzaju Cam-
pylobacter należy prowadzić przez 1–5 dni 
w atmosferze: 5%O2, 10% CO2, 85% N2, 
w temperaturze 42oC, stosując wzbogacone 
selektywne pożywki najczęściej z dodatkiem 
5% krwi baraniej lub końskiej [5, 6, 13]. 
Po uzyskaniu wzrostu drobnoustrojów na 
pożywkach stałych przeprowadza się wstęp-
ne testy identyfikacyjne, takie jak: preparat 
przyżyciowy (pozwalający na sprawdzenie 
zdolności do ruchu), preparat barwiony me-
todą Grama (poszukujemy Gram-ujemnych, 
spiralnych lub sierpowatych komórek) oraz 
test na wytwarzanie oksydazy cytochromo-
wej. Różnicowanie pałeczek Campylobacter 
do gatunku jest możliwe przy użyciu testów 

biochemicznych (na przykład API Campy 
firmy bioMerieux) oraz spektrometru maso-
wego [6, 11, 13]. 

metody seroloGiczNe

Badania serologiczne są powszechnie 
wykorzystywane w diagnostyce wielu cho-
rób zakaźnych przewodu pokarmowego. 
Stosowane metody polegają zarówno na 
poszukiwaniu w próbkach materiału klinicz-
nego antygenów, jak i swoistych przeciwciał. 
Badania serologiczne umożliwiają diagno-
stykę zakażeń wirusowych szczególnie, że 
wirusy odpowiedzialne za zakażenia przewo-
du pokarmowego słabo namnażają się w ho-
dowli komórkowej. Rotawirusy, norowirusy, 
adenowirusy i astrowirusy mogą powodować 
poważne zakażenia u małych dzieci, osób 
starszych i osób z obniżoną odpornością, 
będąc często przyczyną wystąpienia ognisk 
epidemicznych. W rutynowej diagnostyce 
mikrobiologicznej, w kierunku zakażeń 
wywołanych przez rotawirusy, adenowiru-
sy, norowirusy stosowane są komercyjne 
zestawy diagnostyczne, najczęściej szybkie 
testy immunochromatograficzne oraz immu-
noenzymatyczne, które wykrywają antygeny 
wirusa bezpośrednio w materiale klinicznym. 
Na rynku dostępne są testy, które umożliwia-
ją równoczesne wykrywanie i różnicowanie 
rotawirusa i adenowirusa w pojedynczym 
ekstrakcie próbki kału oraz testy umożliwia-
jące wykrycie norowirusów w próbce kału 
(tab. 1) [5, 15, 16].

Testy serologiczne są powszechnie 
wykorzystywane w diagnostyce zakażeń 
układu pokarmowego wywoływanych przez 
Clostridium difficile. Wystąpienie biegunki 
o etiologii C. difficile można podejrzewać 
u pacjentów, u których stosowano antybio-
tykoterapię, inhibitory pompy protonowej 
oraz u pacjentów z nieswoistym zapaleniem 
jelit. Jedynym prawidłowym materiałem do 
przeprowadzenia diagnostyki jest kał bie-
gunkowy pobrany od pacjentów oddających 
powyżej 3 stolców na dobę, z wyjątkiem 
podejrzenia niedrożności jelit [5, 7, 17]. 
W rutynowych badaniach stosowane są im-
munoenzymatyczne testy ELISA (enzyme 
linked immunosorbent assay) umożliwiające 
wykrycie w kale antygenów: dehydrogenazy 
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glutaminianowej (GDH, glutamate dehydro-
genase) wytwarzanej przez toksynotwórcze 
i nietoksynotwórcze szczepy C. difficile, 
uwolnionych toksyn C. difficile oraz testy 
podwójne, umożliwiające wykrycie antyge-
nów GDH i uwolnionych toksyn C. difficile. 
Poziom wykrywalności antygenów w testach 
przedstawiono w tabeli 1 [18–20].

Serologiczne badania są pomocne w roz-
poznawaniu zakażeń pałeczkami Campylo-
bacter. Poszukiwanie antygenu bezpośrednio 
w kale jest możliwe dzięki testom immuno-
enzymatycznym oraz immunochromatogra-
ficznym (tab. 1). Ze względu na możliwość 
uzyskania nieswoistego wyniku badania, 
dodatni wynik szybkiego testu należy jednak 
potwierdzić hodowlą. Również oznaczenie 
poziomu swoistych przeciwciał w surowicy 
(badanie wykonywane w przypadku wy-
stąpienia powikłań, takich jak przewlekła 
biegunka, zespół Guillaina-Barrego i zespół 
Reitera) należy traktować jako badanie uzu-
pełniające diagnostykę bakteriologiczną i/lub 
genetyczną [5, 13, 21]. 

W odpowiedzi na zakażenie pałeczkami 
Yersinia diagnostyka serologiczna (testy 
ELISA, metoda western-blot) opiera się na 
wykryciu w surowicy przeciwciał w klasach 
IgM, IgG oraz IgA i podobnie jak w przypad-
ku zakażeń Campylobacter, jest prowadzona 
najczęściej w przypadku wystąpienia powi-
kłań (na przykład rumień guzowaty, reak-
tywne zapalenia stawów). Badanie należy 
wykonać dwukrotnie, w odstępie dwutygo-
dniowym, w celu oceny dynamiki poziomu 
przeciwciał [5, 12, 13, 22].

Choroby pasożytnicze przewodu po-
karmowego zwykle kojarzą się z krajami 
tropikalnymi (zwłaszcza zarażenia pier-
wotniakami), niemniej jednak niektóre, na 
przykład: giardioza, kryptosporydioza czy 
ameboza występują również w Polsce. Taką 
etiologię należy podejrzewać u pacjentów 
z obniżoną odpornością oraz powracających 
z krajów rozwijających się. Zazwyczaj diag-
nostyka tych chorób jest prowadzona przez 
specjalistyczne laboratoria. Podstawowym 
materiałem do badań parazytologicznych 
jest kał, a w przypadku Gardia lamblia oraz 
Cryptosporidium także treść dwunastnicza. 
Współczesna parazytologia dysponuje wie-
loma metodami diagnostycznymi, jednak 

w przypadku rozpoznawania pasożytów 
jelitowych nie wypracowano dotychczas 
„złotego standardu”. Poszukuje się pasoży-
tów (oocyst, cyst, trofozoitów) bezpośrednio 
w próbkach materiału klinicznego metodą 
mikroskopii, do wykrywania koproanty-
genów stosuje się testy immunochromato-
graficzne, metody immunoenzymatyczne 
i immunofluoerscencyjne oraz wykrywa 
DNA pasożyta (tab. 1) [5, 9, 17, 23].

metody GeNetyczNe

Badania molekularne oparte na ampli-
fikacji kwasów nukleinowych odgrywają 
coraz większą rolę w diagnostyce chorób 
zakaźnych, chociaż wykrycie materiału ge-
netycznego drobnoustroju chorobotwór-
czego nie zawsze jest równoznaczne z wy-
stąpieniem choroby. Ogromny postęp w tej 
dziedzinie spowodował znaczne skrócenie 
czasu oczekiwania na wynik oraz umożliwia 
szybsze zastosowanie właściwego postępo-
wania terapeutycznego i wdrożenia nadzoru 
epidemiologicznego [24, 25]. Obecnie istnie-
je wiele komercyjnych systemów służących 
do poszukiwania materiału genetycznego 
drobnoustrojów odpowiedzialnych za zaka-
żenia przewodu pokarmowego. W testach 
molekularnych wykorzystuje się technikę RT-
-PCR (real-time polimerase chain reaction). 
Jeden z systemów — GeneXpert (Cepheid) 
umożliwia diagnostykę w kierunku Clostri-
dium difficile (wykrycie genów kodujących 
toksynę B i toksynę binarną oraz oznaczenie 
szczepu hiperepidemicznego; test o czułości 
100% i swoistości 93%) oraz norowirusów 
(test o czułości 100% i swoistości 99,5%) 
w ciągu około godziny [25, 26]; kompaktowy 
system Cobas Liat (Roche) umożliwia wy-
krycie genu kodującego toksynę B C. difficile 
w ciągu 20 minut — czułość testu wynosi 
93,1%, swoistość 95,1% [27], a także system 
FilmArray (BioFire) [26, 28], który dzięki 
panelom multipleksowym umożliwia jedno-
czesne wykrywanie i rozpoznawanie kwasów 
nukleinowych bakterii, wirusów oraz paso-
żytów. Panel gastrologiczny (GI, gastrointe-
stinal) pozwala wykryć materiał genetyczny 
22 patogenów, które mogą być związane 
z zakażeniem lub zarażeniem 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 (łącznie z dokładnym 
identyfikatorem serogrupy E. coli O157), 
EIEC, Shigella, Cryptosporidium, Cyclo-
spora cayetanensis, Entamoeba histoliti-
ca, Gardia lamblia, adenowirs F 40/41, 
astro wirus, norowirus GI/GII, rotawirus A, 
sapowirus (genogrupa I, II, IV, V). Zaletą 
multipleksowego panelu GI jest możliwość 
wykrycia zakażeń mieszanych, ponadto 
dzięki wysokiej ujemnej wartości predyk-
cyjnej może być wykorzystywany do badań 
przesiewowych, szczególnie w przypadku 
epidemii. Możliwa jest również identyfikacja 
patogenów (Aeromonas, Plesiomonas) [24, 
26, 28], które w polskiej strefie klimatycznej 
są bardzo rzadko izolowane z kału chorych 
lub niespotykane (Vibrio), ale można się ich 
spodziewać u osób z biegunką powracają-
cych z Azji, Afryki lub Ameryki Łacińskiej,  
a także chorych niepodróżujących wcześniej, 
lecz podających w wywiadzie spożycie suro-
wych potraw z tak zwanych owoców morza [6].  
Testy GI stosuje się stosunkowo rzadko, 
głównie ze względu na wysoki koszt badania 
pojedynczej próbki (ok. 800 zł). Dokładna 
analiza wykazuje jednak, że koszt pojedyn-
czej próbki w kierunku różnych patogenów 
metodami konwencjonalnym jest porówny-
walny lub nawet wyższy.

 Najlepszym rozwiązaniem w diag-
nostyce chorób infekcyjnych przewodu 
pokarmowego jest połączenie metod ho-
dowlanych, serologicznych i molekularnych. 
Przykładowo, w zakażeniach wywołanych 
przez Clostridium difficile optymalnym 
rozwiązaniem jest wykonanie w pierwszej 
kolejności badania przesiewowego wysoko-
czułym testem immunoenzymatycznym na 
obecność w próbkach kału GDA lub NAAT 
na obecność genów kodujących toksyny oraz 
potwierdzenie każdego pozytywnego wyniku 
oznaczeniem uwolnionych toksyn w kale 
wysoce swoistymi metodami serologiczny-
mi. Można w ten sposób uniknąć wyników 
fałszywie dodatnich związanych z koloniza-
cją C. difficile, a tym samym niepotrzebnej 
antybiotykoterapii. W przypadku uzyskania 

dodatniego wyniku na obecność GDH lub 
NAAT i braku w kale toksyny należy po-
szerzyć diagnostykę o metodę hodowlaną 
z jednoczesnym potwierdzeniem toksyno-
twórczości szczepu. Wyhodowanie drob-
noustroju umożliwia ponadto oznaczenie 
wrażliwości na antybiotyki oraz wykonanie 
rybotypowania — badań istotnych do celów 
epidemiologicznych [5, 17, 18, 20, 25].

PodsumoWaNie

Odpowiedni materiał kliniczny oraz 
zastosowane metody diagnostyczne mają 
istotny wpływ na identyfikację czynnika 
etiologicznego w chorobach infekcyjnych 
przewodu pokarmowego. Niezwykle ważna 
jest także współpraca klinicysty z mikro-
biologiem w zakresie informacji o dostęp-
ności, jak również doborze najbardziej 
optymalnej metody diagnostycznej. Poszu-
kiwanie nowych rozwiązań, szczególnie 
łączenie różnych metod diagnostycznych 
stanowi optymalne rozwiązanie w identy-
fikacji czynnika etiologicznego, tym sa-
mym wdrożenia właściwego postępowania 
terapeutycznego, skrócenia czasu hospita-
lizacji, zmniejszenia kosztów związanych 
z opieką medyczną. 
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