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The immunological and molecular diagnostics of respiratory tract infections

Abstract
Diagnostic strategies in upper and lower respiratory tract infections include conventional procedures and the new molecular
tools. Serology plays a role in certain viral and atypical infections of lower respiratory track but is not reliable in small
children and in immunocompromised subjects. Antigen detection can be also carried out. If a potential pathogen is non
detectable by simply assay or in severe or complicated lower respiratory tract infections, the use of molecular tools is highly
indicated.
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Streszczenie
Diagnostyka laboratoryjna zakazen gérnych i dolnych drég oddechowych opiera sig na metodach konwencjonalnych oraz
nowoczesnych metodach biologii molekularnej. Serologia odgrywa wazng role w rozpoznawaniu niektérych zakazen
o etiologii wirusowej i w diagnostyce zakazen drobnoustrojami atypowymi. Metody serologiczne nie sg jednak przydatne
w diagnostyce zakazen u matych dzieci oraz u 0séb w immunosupresji. W przypadku patogendw niewykrywalnych metoda-
mi konwencjonalnymi oraz zakazen o cigzkim przebiegu, zagrazajgcych zyciu, metody molekularne maja duze znaczenie.

Stowa kluczowe: zakazenia drég oddechowych, diagnostyka laboratoryjna, metody molekularne, serologia
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Wprowadzenie

Zakazenia drég oddechowych stanowig istot-
ny problem w codziennej praktyce klinicznej. Na
zakazenia gérnych drég oddechowych zapada kaz-
dego roku okoto 50% populacji, a okoto 5% cierpi
na zakazenia dolnych dré6g oddechowych [1].
Czynnikami etiologicznymi zakazen drég oddecho-
wych sg wirusy, bakterie, pierwotniaki i grzyby.
Zakazenia dr6g oddechowych moga przebiegac
pod postacig fagodnych zespotéw objawéw obej-

mujacych jedynie gérne drogi oddechowe i ciez-
kich zakazefi obejmujacych dolne drogi oddecho-
we oraz pecherzyki ptucne, prowadzac do ciezkich
zaburzen ogélnoustrojowych (posocznica, zesp6t
ostrej niewydolnosci oddechowej). Ciezkie zaka-
zenia dolnych drég oddechowych w powiazaniu
z powiklaniami ogélnoustrojowymi wystepuja cze-
Sciej przy obecnoéci czynnikéw ryzyka, takich jak
przewlekle choroby serca i ptuc, cukrzyca, niewy-
dolnos¢ nerek, nowotwory, choroby uktadu krwio-
tworczego, niedozywienie i inne choroby przewle-
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kie [2]. W przypadku tagodnych zakazen gérnych
dr6g oddechowych diagnostyka laboratoryjna na
ogol jest zbedna, a chorzy mogg by¢ leczeni obja-
wowo lub empirycznie przeciwko drobnoustrojom.
U chorych z ciezkimi zakazeniami, szczeg6lnie
z towarzyszgcymi zaburzeniami odpornosci lub
obecnoscia choréb wspdétistniejacych, diagnostyka
laboratoryjna, pozwalajaca na identyfikacje czynni-
ka etiologicznego, jest niezwykle pomocna [3].

Diagnostyka zakazen dr6g oddechowych opie-
ra sie na wywiadzie obejmujgcym aktualne dole-
gliwosci chorego oraz wspélistniejace i przebyte
choroby, wywiadzie epidemiologicznym, badaniu
przedmiotowym, badaniach radiologicznych oraz
mikrobiologicznych. W niektérych przypadkach
powyzsze metody diagnostyczne nalezy uzupetnié
o dodatkowe badania laboratoryjne: metody sero-
logiczne, diagnostyke molekularng oraz specjali-
styczne badania ptynu z ptukania oskrzelowo-
-pecherzykowego (BALF, broncho-alveolar lavage
fluid) i indukowanej plwociny (np. przy zakazeniu
P. jiroveci — patrz dalej).

Dostepnosé réznorodnych metod diagnostycz-
nych oraz ich wysokie koszty implikuja koniecz-
no$¢ opracowania wytycznych dotyczacych zasto-
sowania i wyboru metod diagnostycznych. Wedlug
wytycznych pediatrycznych [3] konieczno$¢ wdro-
zenia intensywnej diagnostyki mikrobiologicznej
oraz zastosowania innych metod diagnostyki labo-
ratoryjnej dotyczy nastepujacych sytuacji:

— ciezkie zakazenia prowadzace do hospitalizaciji,

— przedtuzajace sie zakazenia,

— brak efektu zastosowanej antybiotykoterapii,

— podejrzenie ciezkiej infekcji wirusowej, szcze-
gblnie przy dostepnosci swoistego leczenia
przeciwwirusowego,

— chorzy w immunosupresji,

— badania epidemiologiczne wybranych popu-
lacji.

Praktycznie zalecenia te mozna réwniez od-
nie$¢ do oséb dorostych.

Diagnostyka laboratoryjna zakazen drég odde-
chowych obejmuje: klasyczng diagnostyke mikro-
biologiczng, metody serologiczne (wykrywanie
przeciwcial przeciwko antygenom drobnoustrojéow
lub samych antygenéw w plynach ustrojowych)
i metody biologii molekularnej (wykrywanie kwa-
s6w nukleinowych drobnoustrojéw). Pomocne
w postawieniu wlasciwego rozpoznania sg niekie-
dy podstawowe badania laboratoryjne (hematolo-
giczne, biochemiczne, koagulologiczne itp.). Me-
tody serologiczne i molekularne maja szczegdlne
znaczenie w przypadku, gdy hodowla drobnoustro-
ju jest niemozliwa lub trudna technicznie i dtugo-
trwata [4-6]. Dotyczy to szczegblnie zakazen wi-

rusowych, drobnoustrojéw atypowych, niektérych

pierwotniakéw, grzybéw i wolno rosnacych gatunkéw

bakterii. Wybér metody diagnostycznej zalezy od:

— czynnika etiologicznego,

— informacji, jaka chcemy uzyska¢ (wykrywanie
wczesnej fazy zakazenia, fazy przewleklej,
przebytej infekcji),

— stanu klinicznego chorego, jego wieku, obec-
nosci innych choréb modyfikujagcych wyniki
badan.

Na przyktad badania serologiczne zwykle nie
sa pomocne we wczesnej fazie ostrej choroby, gdyz
synteza przeciwcial w odpowiednim mianie wy-
maga zwykle okolo 2 tygodni. Natomiast wykry-
wanie kopii wirusa metoda tanicuchowej reakcji
polimerazy real-time PCR (polymerase chain reac-
tion) jest mozliwe tylko w aktywnej fazie choroby.
Stwierdzenie przebytego zachorowania jest moz-
liwe jedynie metodami serologicznymi.

Metody wykrywania zakazen wirusami odde-
chowymi to: hodowla tkankowa (komérkowa), ba-
dania serologiczne i badania technikg PCR. Ho-
dowle tkankowe przez wiele lat byly ,,ztotym stan-
dardem” diagnostyki wirusologicznej. Obecnie jed-
nak laboratoria diagnostyki wirusowej bazujgce na
technikach hodowlanych sa powszechnie zastepo-
wane przez pracownie postugujace sie czulszymi
technikami molekularnymi. W wielu przypadkach
techniki hodowlane mogg dawaé¢ wyniki fatszywie
ujemne, spowodowane zbyt mata liczba kopii wi-
rusa, zakazeniem wirusami nieznanymi, obecno-
$cig inhibitoréw wirusowych w prébce, zlym prze-
chowywaniem i transportem probki. Klasyczne
wirusy oddechowe wykrywano tradycyjnie meto-
dami inokulacji materiatu zakazonego na r6znych
podtozach komérkowych. Najwiekszym proble-
mem byla jednak labilno$¢ wiruséw w transporto-
wanej prébce. Badania charakteryzowala niska
czulos$é oraz czasochlonnosé — zwykle 2-3 dni
niezbedne dla potwierdzenia obecnosci wirusa
w prébce.

Podstawowe badania laboratoryjne

Podstawowe, rutynowe badania laboratoryjne
czesto moga dawac pierwsze wskazéwki dotycza-
ce etiologii zakazenia, jego ciezkosci i obecnosci
powiktan. Jednym z podstawowych badan jest mor-
fologia krwi obwodowej z iloSciowsq i jakoSciowa
ocena leukocytéw. W rozmazie krwi mozna stwier-
dzi¢ obecnosé leukocytozy z przewaga granulocy-
téw obojetnochtonnych (zakazenia bakteryjne) lub
limfocytoze (niektére infekcje wirusowe). Jakoscio-
wa ocena krwinek bialych, zmiany morfologii lim-
focytéw: limfocyt6w atypowych, mononuklearéw,
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ziarnisto$ci toksycznych w granulocytach, réwniez
moga by¢ wskazéwka diagnostyczna. Badania bio-
chemiczne (enzymy watrobowe, bilirubina) i ba-
danie og6lne moczu moga poméc w ocenie wyste-
powania powiktan. Niejednokrotnie dla potwier-
dzenia infekcyjnego podltoza stanu zapalnego po-
mocne sa biatka ostrej fazy (biatko C-reaktywne,
prokalcytonina).

Diagnostyka serologiczna

Polega na oznaczaniu stezenia przeciwciat
IgM, IgA, IgG oraz ich awidnosci (sily wigzania an-
tygenu z przeciwcialem) [5]. We wczesnej fazie za-
kazenia awidnos$¢ przeciwcial jest niska, dluzszy
czas po zakazeniu awidno$¢ rosnie, gdyz syntety-
zowane przeciwciala sg lepiej ,dopasowane” do an-
tygenéw drobnoustroju. Na poziom oznaczanych
przeciwciat wpltywa wiek, faza choroby, to czy byt
to pierwszy, czy powtérny kontakt z drobnoustro-
jem oraz obecno$é choréb wspoétistniejgcych. Dia-
gnostyka serologiczna czesto zawodzi u matych
dzieci i u chorych w immunosupresji. Na ogét nie
jest r6wniez pomocna we wczesnej fazie ostrej
choroby. Obecno$é¢ przeciwcial w surowicach dzie-
ci do 6. miesiaca zycia moze wynikaé z obecnosci
przeciwcial pochodzacych od matki i nabytych
w zyciu plodowym [5].

Metody serologiczne

Naleza do nich: immunofluorescencja posred-
nia (IF) i metody immunoenzymatyczne (EIA). Im-
munofluorescencja posrednia pozostaje ,,ztotym stan-
dardem”, gdyz tg metoda moga by¢ réznicowane re-
akcje swoiste i nieswoiste. Jest technika mniej czula,
lecz bardziej swoistg niz EIA. Jest réwniez bardziej
czasochtonna i wymaga do§wiadczonego personelu.
Natomiast EIA maja te przewage, ze mozna je zauto-
matyzowag, co ulatwia rutynowa diagnostyke.

W niektérych przypadkach przydatng metoda
jest rowniez immunofluorescencja bezposrednia
(bezposrednie wykrywanie antygenéw drobno-
ustrojéw w materiale z dré6g oddechowych, np.
w BALF lub w plwocinie).

Diagnostyka molekularna
Polega na wykrywaniu kwas6w nukleinowych
drobnoustrojéw [3, 4, 6]. W przypadku patogenéw
oddechowych szczegblne zastosowania technik
biologii molekularnej to wykrywanie materiatu
genetycznego:
— Dbakterii szczegélnie trudnych do hodowli,
wolno rosnacych (Bordetella pertussis),
— drobnoustrojéw atypowych (Legionella spp.,
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila
pneumoniae),

— wirusow,
— grzybow,
— pierwotniakow.

Metody molekularne

Zalicza sie do nich Southern blot, hybrydyza-
cje in situ, ktére pozwalajg wykry¢ nawet niepet-
ne fragmenty genomu wirusa w krazacych limfo-
cytach lub w materiale biopsyjnym, a takze rézne
odmiany techniki PCR, w tym real-time PCR, mul-
tiplex PCR (ré6wnoczesna identyfikacja panelu wi-
ruséw oddechowych).

Real-time PCR

To technika, ktéra zrewolucjonizowata mikro-
biologie kliniczna [3, 6]. Real-time PCR (PCR
w czasie rzeczywistym) taczy klasyczna PCR z flu-
orescencyjna metoda wykrywania produktu ampli-
fikacji w tym samym ukladzie. Czas wykonania
badania wynosi okoto godziny. Jest to technika
drozsza niz metody hodowlane. Jej czulo$é i swo-
isto$c¢ jest bardzo wysoka. Metoda ta jest szczegdl-
nie uzyteczna, gdyz umozliwia ocene liczby kopii
patogenu. Mozliwos¢ wielokrotnego powtarzania
pozwala na monitorowanie leczenia. Badanie skla-
da sie z 3 etapow: 1) ekstrakcji DNA (manualnej
lub automatycznej), 2) amplifikacji, 3) wykrywa-
nia produktu metoda fluorescencji.

Real-time PCR ma przewage nad konwencjo-
nalnym PCR — posiada wyzszg swoisto$¢, wynik
otrzymuje sie szybko oraz jest mozliwe iloSciowe
oznaczanie liczby kopii drobnoustroju [4, 7]. Po-
zwala na wykrycie drobnoustrojéw posiadajacych
geny opornoéci na antybiotyki (gronkowce mety-
cylinooporne [MRSA, methicillin-resistant Staphy-
lococcus aureus] lub enterokoki oporne na wan-
komycyne [VRE, vancomycin-resistant Enterococ-
cus]). W wielu badaniach potwierdzono, ze wykry-
cie i izolacja nosicieli MRSA lub VRE moze zna-
czgco obnizy¢ czesto$¢ wystepowania zakazen we-
wnatrzszpitalnych oraz zredukowacé koszty ich le-
czenia. Szeroki nadzér nad MRSA i/lub VRE me-
todami hodowlanymi jest trudny dla wiekszos$ci
laboratoriéw mikrobiologii klinicznej. Real-time
PCR umozliwia uproszczenie i przyspieszenie
wykrywania MRSA i VRE — wynik moze by¢ otrzy-
many w ciagu jednego dnia.

Metoda ta ma zastosowanie w wykrywaniu:

1) bakterii:

— bakterii wolno rosnacych i trudno poddaja-
cych sie hodowli,

— patogenéw wywolujacych atypowe zapalenia
pluc,

— Streptococcus pneumoniae w wydzielinie

z dr6g oddechowych (z zastrzezeniem, ze tech-
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nikami molekularnymi nie mozna odréznié
kolonizacji od aktywnego zakazenia),

— pratkéw,

— szczep6w bakterii opornych na antybiotyki

(MRSA, VRE),

— w szybkiej diagnostyce krztusca;

2) wiruséw — jest metoda z wyboru w wykry-
waniu i ilo§ciowej ocenie wiremii. Stuzy do oce-
ny progresji choroby oraz efektéw leczenia. Bada-
nie jest szczeg6lnie przydatne u chorych po trans-
plantacjach i przy prowadzonej terapii antywiru-
sowej. Najczesciej wykrywane wirusy to:

— Herpes simplex virus,

— cytomegalowirus (CMV),

— wirus Ebsteina-Barr (EBV, Ebstein-Barr virus),
— wirus HIV,

— klasyczne wirusy oddechowe,

— wirus grypy i paragrypy,

— RSV (respiratory syncytial virus)

— adenowirus,

— metapneumowirus,

— SARS coronavirus;

3) grzyboéw — real-time PCR najczesciej sto-
suje sie do diagnostyki zakazen grzybami rodzaju
Aspergillus. Metoda diagnostyczna jest bardzo cen-
na ze wzgledu na wysoka $miertelnos¢ inwazyjnej
aspergilozy i toksyczno$¢ leczenia. Istniejgce testy
stuzg gléwnie do wykrywania Aspergillus fumiga-
tus, rzadziej Aspergillus flavus. Materiatem do ba-
dan moze by¢ krew obwodowa, BALF, bioptaty
tkanek. Opisano odmiane techniki PCR do wykry-
wania genu opornosci na itrakonazol. Istniejg te-
sty do wykrywania Candida albicans, w tym takze
opornych na flukonazol. Metoda real-time PCR
mozna réwniez wykry¢é Pneumocystis jiroveci,
obecnie zaliczany do grzybéw.

Metody molekularne w przysztosci

Naleza do nich: elektroforeza kapilarna z mul-
tiplex PCR lub bez, mikroczipy, w pelni automa-
tyczne systemy PCR bez koniecznosci wstepnej
izolacji DNA lub RNA oraz PCR z detekcjg mikro-
czastek.

W ostatni czasie wprowadzono metody mole-
kularne umozliwiajace réwnoczesng identyfikacje
materiatu genetycznego szeregu drobnoustrojow
w badanym materiale (np. drobnoustroje atypowe
C. pneumoniae, L. pneumophila, M. pneumoniae) [7].

Diagnostyka plwociny i BALF

Ocena charakteru wykrztuszanej plwociny
(charakter ropny, obecno$¢ krwi) jest jednym
z najprostszych badan, ktére mozna przeprowadzié
nawet przy 16zku chorego. W popluczynach
oskrzelowo-pecherzykowych mozna bezposrednio

poszukiwaé patogenéw (trofozoity, cysty, komor-
ki zakazone wirusami, fragmenty grzybni) [8].

Metody badania BALF

Metody te obejmuja immunofluorescencije
bezposrednia i ocene rozmazu komérek BALF po od-
powiednim barwieniu. Cechuje je jednak niska czu-
Tos¢, wymagaja takze duzego do$wiadczenia. Jedy-
nym zakazeniem, w ktérym bezposrednie poszuki-
wanie patogené6w w BALF jest powszechnie reko-
mendowane jest zakazenie Pneumocystis jiroveci.

Szczegotowy opis metod diagnostycznych
dla wybranych patogenéw oddechowych

M. pneumoniae

M. pneumoniae to drobnoustréj pozbawiony
$ciany komérkowej [9]. Metody wykrywania zaka-
Zenia to:

— izolacja i hodowla na specjalnych podtozach,

— metody serologiczne (immunofluorescencja
posrednia i metody immunoenzymatyczne),

— hybrydyzacja DNA,

— PCR.

Najstarszym testem w diagnostyce zakazen
mykoplazmowych, wprowadzonym w latach
40. ubieglego wieku, jest test wykrywajacy zimne aglu-
tyniny. Zimne aglutyniny sa to heterofilne prze-
ciwciala, ktére wywotujg aglutynacje wtasnych
krwinek chorego w niskiej temperaturze. Test ten
charakteryzuje sie matg czutoscig (30-50%) i malg
swoistoécia. Dzi§ ma znaczenie historyczne [10].

Przeciwciala przeciwko antygenom mykopla-
zmy wykrywa sie powszechnie metoda immuno-
fluorescencji posredniej lub metodami immunoen-
zymatycznymi [10]. W przypadku zakazenia pier-
wotnego dochodzi do wzrostu IgM okolo 7. dnia
choroby. O zakazeniu $wiadczy 4-krotny wzrost
IgG w odstepie 2—4 tygodni. Stezenie immunoglo-
bulin jest zazwyczaj niskie u dzieci ponizej 3. rz.
U os6b miodych w przebiegu infekcji pierwotnie
wzrasta IgM, a nastepnie IgG. U starszych os6b naj-
czesciej wystepuje reinfekcja i dlatego w przypad-
ku ponownego zachorowania obserwuje sie znacza-
cy wzrost IgG i IgA, przy niewielkim wzroscie lub
bez zmiany miana IgM. Wysokie miano IgG dlugo
utrzymuje sie u ozdrowiencow i z tego powodu nie
moze by¢ wyznacznikiem ostrej fazy choroby. Cze-
sto zakazenia mykoplazma moga przebiega¢ bezob-
jawowo i jedynym dowodem przebytego zakazenia
jest podwyzszone miano IgG. W celu potwierdzenia
zakazenia najlepiej powtérzy¢ badanie serologiczne
10-14 dni po pierwszym badaniu [9, 10].

Oprocz swoistych przeciwciat dla antygenow
M. pneumoniae wykrywa sie wiele przeciwciatl
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heterofilnych: zimne aglutyniny, aglutyniny dla
paciorkowcéw, autoprzeciwciata dla glikolipido-
wych antygenéw narzagdowych. Obecnosé przeciw-
cial heterofilnych wynika z podobienistwa glikoli-
pidéw M. pneumoniae i glikolipidéw narzado-
wych.

Zakazeniom M. pneumoniae moze towarzy-
szy¢ niedokrwisto$é hemolityczna. Zwykle wyste-
puje w 2.-3. tygodniu choroby, przy ustepowaniu
zmian oddechowych. Przebieg kliniczny moze by¢
réznorodny, od postaci tagodnych az do ciezkich,
ze znacznie podwyzszonym stezeniem bilirubiny
wolnej, powiekszeniem watroby i nasilong niedo-
krwistoscia [9].

Wirus Ebsteina-Barr
Zakazenie EBV jest bardzo powszechne, oce-
nia sie, ze wystepuje u okolto 90% dorostych. Pod-
czas pierwotnego zakazenia wirusy replikuja
w limfocytach B. Wirus pozostaje w organizmie do
konca zycia. Obraz kliniczny pierwotnego zakaze-
nia moze by¢ bardzo r6zny w zaleznosci od wieku
i stanu uktadu odpornosciowego — od bezobjawo-
wego zakazenia do ciezkiej, powiklanej mononu-
kleozy. W rzadkich przypadkach aktywna mono-
nukleoza moze przejéé w aktywna przewlekla po-
sta¢ choroby [11, 12]. Inne postacie kliniczne za-
kazenia to:
— zespo6t limfoproliferacyjny zwiazany z chro-
mosomem X,
— zespo6l przewleklego zmeczenia,
— zespoly limfoproliferacyjne, w tym potran-
splantacyjne,
— rak nosogardzieli,
— chloniak Burkitta,
— zesp6l hematofagocytarny zwigzany z EBV,
— przewlekle aktywne zakazenie EBV — stan
przednowotworowy.
Sr6dmigzszowe zapalenie ptuc moze towarzy-
szy¢ réznym klinicznym postaciom zakazenia EBV.
Bardzo waznym badaniem w diagnostyce
mononukleozy jest morfologia krwi obwodowej
zrozmazem. W rozmazie stwierdza sie wzrost licz-
by limfocytéw oraz obecno$¢ atypowych duzych
limfocytéw o zmienionym jgdrze (mononukle-
arow). Mononukleozie mogg towarzyszy¢ rowniez
inne zmiany hematologiczne: niedokrwistos¢ he-
molityczna, matoplytkowosé, a nawet agranulocy-
toza. Stwierdza sie wystepowanie poliklonalnej
hipergammaglobulinemii zwigzanej z pobudze-
niem limfocytéw B.
W ciagu pierwszych 3 tygodni po zakazeniu
u okoto 90% chorych na mononukleoze wykrywa
sie przeciwciala heterofilne (nieswoiste) reaguja-
ce z krwinkami barana. Obecno$¢ przeciwciat he-

terofilnych potwierdza sie w odczynie Paula-
-Bunnella-Davidsohna (PBD) lub testem latekso-
wym. Mononukleoze rozpoznaje sie, je$§li miano
przekracza 1:56 u dorostych i 1:28 u dzieci w od-
czynie PBD i 1:5 w odczynie lateksowym. Dodatni
wynik uzyskuje sie u 95% dorostych chorych na
mononukleoze i nieco rzadziej u dzieci [11, 12].
Diagnostyka serologiczna zakazenia EBV po-
lega na wykrywaniu przeciwcial przeciwko anty-
genom wirusa. ,,Zlotym standardem” jest immuno-
fluorescencja posrednia. Mozna stosowaé réwniez
metode immunoenzymatyczna. Wirus Ebsteina-
-Barr ma zlozony cykl zyciowy, moga pojawia¢ sie
ukryte lub aktywne formy zakazenia, odpowiedz
humoralna jest bardzo zloZzona i moze by¢ trudna
do interpretacji. W ostatnich latach opisano po-
szczegblne etapy zakazenia i ich przelozenie na
odpowiedz na okreslone antygeny, co utatwia dia-
gnostyke. Bardzo waznym elementem rozpoznawa-
nia zakazen EBV jest odréznienie Swiezego zaka-
zenia od seronegatywnosci lub przebytej infekcji
[11]. Antygeny wirusa pomocne w diagnostyce
serologicznej to:
— antygen kapsydowy (VCA, viral capsid anti-
gen),
— antygen jadrowy (EBNA, Ebstein-Barr nucle-
ar antigen),
— antygen wczesny (EA, early antigen),
— antygen ostonki (MA, membrane antigen).
Dla pierwotnych infekcji typowe jest wystepo-
wanie przeciwcial przeciwko antygenowi wczesne-
mu oraz biatkom kapsydu wirusa. W najwcze$niej-
szej fazie po zakazeniu wytwarzane sa przeciwciata
IgM przeciw EA. Najwyzsze stezenie tych przeciw-
cial wystepuje razem z pierwszymi objawami mo-
nonukleozy. Okolo 2 tygodnie po zakazeniu roz-
poczyna sie wytwarzanie przeciwcial IgG przeciw
EA, IgM przeciw VCA i IgG przeciw VCA. Najwyz-
sze stezenie przeciwcial IgM przeciw VCA notuje
sie okoto 3 tygodni po wystgpieniu objawéw. Prze-
ciwciata IgM i IgG przeciw EA oraz IgM przeciw
VCA zanikaja w miare progresji choroby. Najpierw
spada miano przeciwcial IgM przeciw VCA, a na-
stepnie IgG przeciw EA, przy czym przeciwciala
IgG anty EA mogg by¢ wykrywane przez dluzszy
czas po zakazeniu. Najwyzsze miano przeciwcial
IgG przeciw VCA stwierdza si¢ okolo 6 tygodni po
wystapieniu objawdéw i utrzymuje sie ono przez
cale zycie, dlatego IgG przeciw VCA sa istotnym
markerem seropozytywnosci. Ponowny wzrost IgG
przeciw VCA towarzyszy reaktywacji zakazenia,
natomiast IgM przeciw VCA rzadko pojawia sie
w przypadku reaktywacji. Najczulszym markerem
reaktywacji sa IgG przeciw EA. Kilka tygodni po
wystgpieniu objawéw mozna wykry¢ przeciwcia-
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ta przeciw EBNA, ktére szczytowe miano osiagaja
po okolo 7 miesiacach i zwykle utrzymuje sie ono
na wysokim poziomie przez cale zycie. Ich obec-
no$é¢ $wiadczy o przebytej infekcji, podobnie jak
kombinacja IgG przeciw VCA oraz IgG przeciw
EBNA (ryc. 11i tab. 1) [11].

Reaktywacja zakazenia EBV u osoby immuno-
kompetentnej nie ma istotnego znaczenia klinicz-
nego. Problemem jest reaktywacja u os6b z obni-
zona odpornoscig prowadzaca do rozwoju zespo-
16w limfoproliferacyjnych po transplantacji, chlo-
niakéw u chorych zakazonych HIV itp. Diagnosty-
ka serologiczna zar6wno pierwotnego zakazenia,
jak i reaktywacji czesto zawodzi u chorych w im-
munosupresji (np. po transplantacjach), dlatego dla
tej grupy chorych najbardziej wiarygodnymi me-
todami wykrywania zakazenia sa metody moleku-
larne [12].

Powszechnie stosowane sa 3 metody biologii
molekularnej do wykrywania kwaséw nukleino-
wych EBV: real-time PCR, Southern blotting do
oceny komérek zakazonych przez EBV oraz hybry-
dyzacja in situ. Metoda real-time PCR jest szcze-
gblnie uzyteczna w monitorowaniu poziomu wi-
remii i oceny skutecznosci leczenia. Okreslony po-
ziom odciecia pozwala na rozréznienie ukrytego
zakazenia od aktywnej choroby. Techniki hybrydy-
zacji Southern blot i hybrydyzacji in situ z uzyciem
klonowanych fragmentéw DNA lub RNA wirusa
umozliwiaja wykrycie nawet niepelnych fragmen-
téw genomu wirusa wystepujacych w krazacych
limfocytach lub w materiale biopsyjnym [12].

Nowym testem stosowanym w diagnostyce
zakazenia EBV jest test ELISPOT, polegajacy na
ocenie liczby komérek produkujacych interferon
gamma pod wplywem antygenéw wirusa.

CA (IgM)
EA (IgG)

Miano przeciwciat

CA (IgG)

EBNA (IgG)

-5 0 5

Tygodnie

Objasnienia skrétow w tekscie

v

Czas trwania zakazenia

Miesigce

Rycina 1. Kinetyka odpowiedzi serologicznej w pierwotnym zakazeniu wirusem Ebsteina-Barr. Czas 0 oznacza moment wystapienia

objawéw klinicznych

Figure 1. The kinetics of antibody response during primary infection with Ebstein-Barr virus. Time 0 indicates the onset of the disease

Tabela 1. Interpretacja wynikéw badan serologicznych u choerych zakazonych wirusem Ebsteina-Barr

Table 1. The interpretation of serological tests' results in patients infected with Ebstein-Barr virus

Przeciwciata EA Ig VCA IgM VCA IgG EBNA
Seronegatywny - - - —
Weczesna faza zakazenia + + - -
+ + + -
+ - + -
— —+ —+ —
Przebyte zakazenie - - + +
- - - +
Reaktywacja ++ - ++ +
++ + ++ +

Objasnienia skrétéw w tekscie
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Cytomegalowirus

Bardzo duzy odsetek catej populacji jest zaka-
zony CMV. Zakazenia nabyte droga naturalna
(gt6wnie kropelkowa) sg zwykle bezobjawowe.
Sporadycznie choroba ma przebieg klinicznie jaw-
ny, z objawami zespolu mononukleozowego [13].
Ciezki przebieg kliniczny moga mieé¢ zakazenia
droga parenteralng (przetoczenie krwi, przeszcze-
pienie narzadéw — szczegblnie u chorych w im-
munosupresji). W rzadkich przypadkach ostrej
infekcji moga wystapic:

— $rédmiazszowe zapalenie ptuc,

— zapalenie watroby,

— zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych,
— zapalenie mieénia sercowego.

W badaniach laboratoryjnych we krwi obwo-
dowej stwierdza sie:

— limfocytoze z obecnoscig limfocytéw atypo-
wych,

— poliklonalng hipergammaglobulinemie,

— rzadko trombocytopenie i anemie hemoli-
tyczna.

Tradycyjna metoda diagnostyczng jest hodow-
la wirusa w fibroblastach, z materiatéw takich jak
mocz, krew, wymazy z gardla, wydzielina szyjki
macicy, ptyn owodniowy czy tozysko, z mikrosko-
powa ocena zmian w komérkach wywotanych
przez wirusa. W obrazie histopatologicznym cecha
charakterystyczng cytomegalii jest powiekszenie
zainfekowanych komérek i wirety wewnatrzjadro-
we. Izolacja wirusa nie pozwala na odréznienie
infekcji pierwotnej od reaktywacji [13, 14].

Szybka metoda diagnostyczna sa kombinacje
hodowli tkankowych oraz wykrywanie wczesnych
antygenéw CMV (pp65) z uzyciem przeciwcial
monoklonalnych [13, 14]. Metoda ta pozwala juz
w kilka do kilkudziesieciu godzin od zakazenia
wykry¢ biatka produkowane przez wirusa — biat-
ka alfa, zwane wczesnymi antygenami (EA, early
antigens), i biatka gamma, zwane p6Znymi anty-
genami (LA, late antigens). Antygeny biatkowe
pojawiaja sie o 7-14 dni wczeéniej niz swoiste prze-
ciwciata dla wirusa cytomegalii i jeszcze przed
wystapieniem objawéw klinicznych.

W testach serologicznych wysokie miano prze-
ciwcial IgM wskazuje z duzym prawdopodobien-
stwem na pierwotna infekcje. Staby dodatni wynik
oznaczenia IgM moze §wiadczy¢ o wystapieniu ostrej
infekcji wtérnej. W pierwotnym zakazeniu IgM szyb-
ko narastaja i po ustapieniu zakazenia znikaja.
U czesci chorych IgM moga by¢ wykrywane jeszcze
w ciggu roku po zakazeniu. Wykrycie IgM nie §wiad-
czy o tym, czy jest to pierwotne zakazenie, czy reak-
tywacja endogennego zakazenia utajonego. Chorzy
w immunosupresji moga nie wytwarza¢ anty-CMV

IgM. Przeciwciala IgG narastajg wolniej niz IgM,
a po osiagnieciu maksimum obnizaja swoje mia-
no, utrzymujac sie przez cate zycie [13, 14].

Do metod molekularnych naleza iloSciowa
ocena DNA cytomegalowirusa oraz ocena jego ak-
tywnej replikacji. Badania te sa najbardziej przy-
datne u chorych w immunosupresji [12, 14].

Pneumocystis jiroveci

Pneumocystis jiroveci (dawna nazwa P. cari-
nii) moze wywolywaé oportunistyczne zapalenia
pluc u os6b w immunosupresji. Najczesciej doty-
czy to oséb zakazonych HIV oraz chorych na no-
wotwory i choroby autoimmunologiczne leczo-
nych immunosupresyjnie [15].

Diagnostyka laboratoryjna zakazeh Pneumocy-
stis jiroveci jest trudna, gdyz brak rutynowych
metod hodowli oraz wiarygodnych testéw serolo-
gicznych. Metodami powszechnie stosowanymi sa:
specyficzne barwienia preparatéw cytologicznych
z BALF, immunofluorescencja bezposrednia pre-
paratéow cytologicznych z BALF oraz PCR [16, 17].

Klasyczna metoda laboratoryjng do wykrywa-
nia drobnoustroju, ktéry nie moze by¢ hodowany
jest metoda bezposredniej wizualizacji patogenu
w materiale od chorego. Diagnostyka zakazenia P. ji-
roveci tradycyjnie opierata sie na poszukiwaniu
drobnoustroju w BALF. Trofozoity mozna uwi-
doczni¢ metodag May-Grunwalda-Giemsy, cho¢
zdecydowanie lepsza jest immunofluorescencja
bezposérednia lub barwienie zwigzkami srebra
metoda Grocott-Gomori (silver stain). Wszystkie
metody poszukiwania patogenu w specjalnie bar-
wionych preparatach sa stosunkowo mato czute,
a ich wynik zalezy od doswiadczenia osoby wyko-
nujacej badanie. Czuto$¢ immunofluorescenciji
bezposredniej BALF wynosi 70-92%, natomiast
w przypadku bronchoaspiratéw i indukowanej plwo-
ciny jest znacznie nizsza. Wyniki falszywie ujem-
ne czesciej zdarzajg sie u os6b bez zaburzen od-
pornosci. U chorych w immunosupresji, ze wzgle-
du na tatwiejsze namnazanie sie drobnoustroju,
jest on cze$ciej wykrywany, choé¢ oczywiscie wy-
niki fatlszywie ujemne tez moga sie zdarzy¢ [15, 16].

Metoda diagnostyczna z wyboru jest real-time
PCR, umozliwiajaca ocene liczby kopii drobno-
ustroju [16, 17]. IloSciowa real-time PCR jest szcze-
gb6lnie wartoéciowa, poniewaz P. jiroveci moze
kolonizowa¢ uktad oddechowy (szczegélnie u no-
worodkéw, kobiet w ciazy, oséb z przewleklymi
chorobami uktadu oddechowego). Testy PCR sa
bardzo czesto dodatnie u bezobjawowych nosicie-
li. Real-time PCR moze iloéciowo rozrézni¢ kolo-
nizacje od choroby aktywnej klinicznie. Jednak
mimo ze poziom odciecia oddziela nosicieli od
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chorych, istnieje szara strefa wynikéw niejedno-
znacznych. Konieczne sa zatem dalsze usprawnie-
nia molekularnych technik badawczych [16, 17].

Podsumowanie

Metody laboratoryjne moga by¢ cennym uzu-
pelnieniem diagnostyki kliniczno-radiologicznej
oraz mikrobiologicznej u chorych z zakazeniami
drég oddechowych. Zlecajac wykonanie badania
laboratoryjnego, musimy wiedzieé¢, czy i jak wy-
korzystamy otrzymany wynik. Wybér lub rezygna-
cja z danej metody powinny opiera¢ sie na prze-
prowadzeniu analizy poniesionych naktad6éw pra-
cy, kosztéw, czasu oczekiwania na wynik oraz
korzysci odniesionych z otrzymanego wyniku i ich
przetozeniu na postepowanie z chorym. Pierwsze
wskazéwki diagnostyczne moga wyptywaé z naj-
prostszych badan laboratoryjnych, jak morfologia
krwi z rozmazem, badania biochemiczne, ocena
makroskopowa plwociny.

Bardzo wazne znaczenie ma znajomos$¢ do-
stepnych technik laboratoryjnych oraz ich walo-
réw i ograniczen. W kazdej sytuacji niezwykle
istotna jest wspélpraca lekarza z pracownikami
laboratorium przy wyborze odpowiednich badan
oraz interpretacji otrzymanych wynikow.
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