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Streszczenie: Praca to kompendium wiedzy o podstawach mikrobiologii ze szczegélnym naciskiem
na aspekty mikrobiologii lekarskiej oraz przemystowej przeznaczone dla studentéw uczelni o profilu
medycznym i biologicznym, a takze pasjonatéw tej dyscypliny, nauczycieli i pracownikéw laborato-
riow oraz przemystu. W opracowaniu uwzgledniono najwazniejsze zagadnienia dotyczgce pobiera-
nia materiatéw klinicznych do badan mikrobiologicznych oraz dalszych etapdéw diagnostyki
zakazen / choréb zakaznych cztowieka. Ponadto w opracowaniu przedstawiono standardy analizy
mikrobiologicznej zaréwno przestrzeni produkcyjnych, surowcow, jak i gotowych do spozycia pro-
duktéw zywnosciowych.

Stowa kluczowe: mikrobiologia, bakterie, wirusy, grzyby mikroskopowe, diagnostyka laboratoryjna



Abstract: A comprehensive compendium of fundamental microbiology knowledge, with particular
emphasis on medical and industrial microbiology, intended for students of medical and biological
universities, as well as enthusiasts, educators, laboratory and industry professionals. The course-
book covers key elements of clinical sample collection for microbiological testing and subsequent
stages of diagnosing pathogen-caused human infections. It also provides guidelines for microbial
analyses of food production areas, raw ingredients, and final products.

Keywords: microbiology, bacteria, viruses, microscopic fungi, laboratory diagnostics



Wykaz skrétéow

AIDS — nabyty niedobdr odpornosci (ang. acquired immunodeficiency syndrome)

ATCC — Amerykanska Kolekcja Typowych Kultur Mikroorganizméw (ang. American Type Culture
Collection)

ATP — adenozyno-5'-trifosforan

BAL — poptuczyny pecherzykowo — oskrzelowe (ang. bronchoalveolar lavage)

CFU —jednostka tworzaca kolonie (ang. colony forming unit)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

DTP — szczepionka przeciw btonicy, tezcowi i krztuscowi (tac. diphtheria, tetanus, pertussis)

ELISA — test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)

E-TEST — ang. Epsilometer test

EUCAST — Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwosci (ang. European Committee for Anti-
microbial Susceptibility Testing)

HAV — wirus zapalenia watroby typu A (ang. hepatitis A virus)

HEV — wirus zapalenia watroby typu E (ang. hepatitis E virus)

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. human immunodeficiency virus)

ICSP — Miedzynarodowy Komitet Systematyki Prokariontéw (ang. International Committee on Sys-
tematics of Prokaryotes)

LPS — lipopolisacharyd

MBC — minimalne stezenie bakteriobdjcze (ang. minimum bactericidal concentration)

MFC — minimalne stezenie grzybobdjcze (ang. minimum fungal concentration)

MIC — minimalne stezenie hamujace (ang. minimum inhibitory concentration)

MPC - stezenie leku hamujgce powstanie mutacji drobnoustrojéw (ang. mutant prevention concen-
tration)

NAD* — dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (forma utleniona)

NPL — najbardziej prawdopodobna liczba drobnoustrojow

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

PMR - ptyn mézgowo-rdzeniowy

RTG —rentgen

TE — tlenek etylenu

TSST — toksyna wstrzgsu toksycznego (ang. toxic shock syndrome toxin)

UHT - sterylizacja btyskawiczna wysoka temperaturg (ang. ultra high temperature)

USG — ultrasonografia

WE — Wspdlnota Europejska

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

ZOMR - zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych

ZUM - zakazenie uktadu moczowego



Wprowadzenie
The role of infinitely small in nature is infinitely large...*

Stowa te, wypowiedziane przez Ludwika Pasteura, francuskiego pioniera mikrobiologii, doskonale
oddaja istote mikroswiata, ktdry — cho¢ niewidoczny gotym okiem —ma ogromny wptyw na zycie na
Ziemi. Obecnie zaktada sie, ze pierwsze drobnoustroje pojawity sie na zielonej planecie okoto 3,5
miliarda lat temu. Byty to proste organizmy jednokomodrkowe, jednak zdolne do przetrwania w eks-
tremalnych warunkach, ktére éwczesnie panowaty — wysokiej temperaturze, braku tlenu, atmosfe-
rze oraz intensywnym promieniowaniu UV i duzej aktywnosci wulkanicznej. Najstarsze slady
mikroorganizméw odkryto w postaci skamieniatosci, stromatolitéw — struktur utworzonych przez
kolonie cyjanobakterii, ktére byty jednymi z pierwszych organizmoéw fotosyntetyzujgcych.

Mikroorganizmy towarzyszg cztowiekowi i innym organizmom od zarania dziejéw, a wiele z nich
petni niezwykle pozyteczne funkcje w srodowisku. Uczestniczg one w obiegu pierwiastkdéw, biorg
udziat w procesach rozktadu materii organicznej, wigzg azot atmosferyczny, umozliwiajg fermenta-
cje czy wspomagajg fotosynteze. Dzieki nim mozliwe jest naturalne oczyszczanie Srodowisk oraz
utrzymanie réwnowagi w ekosystemach wodnych i lgdowych. Mikroorganizmy sg réwniez nieo-
dzownym elementem zdrowia i funkcjonowania organizmoéw wyzszych — w tym ludzi. Mikrobiota
jelitowa, czyli zespdét mikroorganizmow bytujgcych w przewodzie pokarmowym, odgrywa funda-
mentalng role w procesach trawienia, syntezie niektdrych witamin, regulacji uktadu odpornoscio-
wego i ochronie przed patogenami. Obecnos¢ pozytecznych bakterii na skérze i btonach sluzowych
pomaga utrzymac fizjologiczng rownowage i stanowi naturalng bariere przed infekcjami. Niemniej
wazna jest rola drobnoustrojéw w procesie produkcji zywnosci, zwtaszcza w kontekscie fermentacji,
poprawy wartosci odzywczych oraz ksztattowania cech sensorycznych produktéw. Mikroorganizmy
wykorzystywane w technologii zywnosci sg nieodtgcznym elementem wielu tradycyjnych i nowocze-
snych proceséw spozywczych, umozliwiajg powstawanie produktéw o wyjgtkowych witasciwosciach
smakowych, zapachowych i zdrowotnych.

Niemniej wsréd ogromnej puli mikroorganizmdéw znajdujg sie réwniez takie, ktére mogg od-
dziatywadé niekorzystnie. To patogeny, czyli drobnoustroje chorobotwdrcze, ktérych obecnosé moze
prowadzi¢ nie tylko do powaznych chordb u ludzi, zwierzat i roslin, ale réwniez zaburzaé réwnowage
catych ekosystemow. Patogeny moga zaktdcac funkcjonowanie taricuchdw troficznych, wptywac na
populacje kluczowych gatunkéw, a tym samym zmienia¢ dynamike srodowiska naturalnego. Od-
rebng kwestig jest rowniez zagadnienie zwigzane z bezpieczenstwem, trwatoscig oraz higieng pro-
duktéw spozywczych. Obecnos¢ patogendw w procesie produkcyjnym wptywa niekorzystnie na
jakos¢ zywnosci i prowadzi do jej niszczenia.

Dlatego tez poznanie i zrozumienie spotecznosci drobnoustrojow ma kluczowe znaczenie — po-
zwala nie tylko na korzystanie z dobrodziejstw mikroswiata, ale takze na skuteczne przeciwdziatanie
mikroorganizmom chorobotwdrczym. W zwigzku z tym niniejsza publikacja zostata poswiecona
poznaniu najwazniejszych dla cztowieka mikroorganizméw, wywodzacych sie z trzech gtdwnych
grup: bakterii, grzybdow i wirusdw. Niniejsze opracowanie w syntetyczny sposéb prowadzi czytelnika
przez najwazniejsze aspekty identyfikacji mikroorganizméw oraz opisuje ich znaczenie w procesie
produkcji zywnosci.

Rozdziat 1 jest poswiecony zasadom pobierania materiatu klinicznego do badan mikrobiologicz-
nych, co jest pierwszym i jednym z najwazniejszych krokdéw w diagnostyce zakazen. Podkreslono tu
znaczenie odpowiedniego doboru metody pobrania, zachowania sterylnosci, czasu transportu do
laboratorium oraz warunkdéw przechowywania préb biologicznych. Omdéwione zostaty m.in. zasady
pobierania wymazow, krwi, moczu czy plwociny. Rozdziat 2 skupia sie na analizie mikroskopowej,
ktdra stanowi szybki i cenny etap wstepnej identyfikacji patogenu. Przedstawiono rézne techniki
barwienia, w tym barwienie metodg Grama umozliwiajace podstawowg identyfikacje morfolo-
giczng. Rozdziat 3 opisuje klasyczne metody hodowli bakteryjnych prowadzonych na odpowiednich

1Rola nieskoriczenie matego w naturze jest nieskoriczenie wielka... — ttumaczenie cytatu Ludwika Pasteura z jezyka
angielskiego.



podtozach mikrobiologicznych. Przedstawiono réznice miedzy pozywkami wybidrczymi, réznicuja-
cymi i wzbogaconymi oraz wskazano, jak dobraé podtoze do rodzaju materiatu biologicznego i po-
dejrzewanego patogenu. Omowiono takze warunki inkubacji (temperatura, czas) oraz sposoby
interpretacji wzrostu kolonii bakteryjnych — ich morfologii, barwy, zapachu czy zdolnosci do wywo-
tywania hemolizy. Rozdziat 4 poswiecono ocenie lekowrazliwosci wyizolowanych szczepdw, ktéra
ma kluczowe znaczenie w doborze skutecznej terapii przeciwbakteryjnej. Opisano standardowe me-
tody oznaczania wrazliwosci in vitro, takie jak metoda dyfuzyjno-krazkowa, oznaczanie MIC (mini-
malnego stezenia hamujgcego) oraz wykorzystanie automatycznych systemoéw diagnostycznych.
Rozdziat 5 zostat w catosci poswiecony diagnostyce mykologicznej, czyli badaniom ukierunkowanym
na wykrycie i identyfikacje grzybéw mikroskopowych w materiatach klinicznych. Oméwiono za-
rowno drozdzaki, jak i grzyby ple$niowe, podkreslono przy tym znaczenie ich réznicowania w kon-
tekscie diagnostyki zakazen oportunistycznych, czesto wystepujacych u pacjentéw z obnizong
odpornoscia. Z uwagi na to, ze monografia skierowana jest do oséb, ktére sg zainteresowane pro-
cesami produkcji spozywczej, rozdziaty 6 i 7 koncentrujg sie na zagadnieniach z zakresu mikrobiologii
zywnosci. W rozdziale 6 omdwiono role mikroorganizmoéow w produkcji zywnosci, zaréwno tych
pozytecznych — wykorzystywanych w fermentacji i poprawie jakosci produktéw — jak i tych szkodli-
wych, ktére mogg prowadzic¢ do psucia sie zywnosci lub stanowic zagrozenie dla zdrowia konsumen-
téw. W rozdziale 7 szczegdlny nacisk potozono na czynniki mikrobiologiczne zaburzajgce procesy
technologiczne w produkcji zywnosci, m.in. niewfasciwg higiene produkcji. Rozdziat 8 porusza
praktyczne aspekty ograniczania liczby drobnoustrojéw w przestrzeni produkcyjnej oraz w placéw-
kach ochrony zdrowia, gdzie obecnos¢ mikroorganizmoéow chorobotwérczych moze prowadzi¢ do
groznych zakazen szpitalnych i skazenia produktéow spozywczych. Przedstawiono tu m.in. metody
dezynfekcji i sterylizacji, zasady higieny personelu i powierzchni, a takze systemy kontroli czystosci
mikrobiologicznej, stosowane w przemysle spozywczym i medycynie. Ostatni rozdziat zostat poswie-
cony nowoczesnym technikom stosowanym w mikrobiologii, ktére coraz czesciej uzupetniajg lub
zastepujg metody klasyczne. Omdwiono podstawy diagnostyki wirusologicznej (w tym metody mo-
lekularne) oraz inne innowacyjne rozwigzania wykorzystywane w laboratoriach mikrobiologicznych.

Wyrazamy gtebokg nadzieje, ze monografia, ktérg oddajemy w Panistwa rece, bedzie
przystepna ipozwoli zrozumieé najwazniejsze aspekty z zakresu mikrobiologii. Tematyka tej
dyscypliny jest niezwykle obszerna, zatem niech przedstawione tresci stang sie punktem wyjscia do
dalszych poszukiwan. Zachecamy Panstwa do zgtebiania wiedzy poprzez skorzystanie z dodatkowej
literatury i rekomendowanych zrédet informacji, ktére umozliwig jeszcze petniejsze zrozumienie
ztozonosci omawianej tematyki. Pozostajemy otwarte na propozycje zmian w tekscie, dzieki czemu
bedziemy mogty udoskonali¢ go w przysztych latach dla kolejnych adeptéw tej nauki.

Autorki
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1. Pobranie materiatu klinicznego do badan mikrobiologicznych. Badanie
mikroskopowe bakterii

W tym rozdziale oméwiono tok diagnostyki mikrobiologicznej poczgwszy od zlecenia badania, przez
pobranie, po transport materiatu klinicznego do laboratorium. Przedstawiono takze jeden z etapéw
analizy materiatu pod katem obecnosci w nim komdrek bakterii, tj. wykonanie preparatu mikrosko-
powego.

Choroby zakazne (choroby infekcyjne, infekcje) cztowieka to choroby wywotane przez mikro-
organizmy patogenne (w tym bakterie, wirusy, grzyby, pasozyty), ich toksyczne produkty, a takze
przez inne biologiczne czynniki chorobotwaércze (priony), ktére ze wzgledu na charakter i sposdb
transmisji stanowig zagrozenie dla zdrowia i zycia ludzi. Choroby infekcyjne mogg szerzy¢ sie réz-
nymi drogami, m.in. przez kontakt bezposredni, droga kropelkowg, drogg pokarmowg, poprzez kon-
takt seksualny, drogg krwi, a takze przez owady, ktére petnig role wektoréw. Podstawg wtasciwego
rozpoznania choroby zakaZnej jest diagnostyka mikrobiologiczna. Jej tok jest zalezny od podejrze-
wanego czynnika etiologicznego, a przyktadowy przedstawiono na rycinie 1. Sposéb zlecania, po-
bierania i transportowania materiatdw do badan mikrobiologicznych ma istotne znaczenie
w uzyskiwaniu wynikéw o prawidtowej wartosci diagnostycznej. Dlatego wazne jest okreslenie
zasad postepowania podczas poszczegdlnych etapow fazy przedanalitycznej w celu unikniecia tzw.
btedéw przedlaboratoryjnych (Guderiin., 2012).

1.1. Zlecenie (skierowanie) badania mikrobiologicznego

Jakie informacje musi zawierac poprawnie przygotowane zlecenie badania laboratoryjnego (ryc. 2)?
Te informacje mozna znalez¢ na stronie 3 w Rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z dnia 5 wrzesnia
2019 r. w sprawie standardow jakosci dla medycznych laboratoridéw diagnostycznych i mikrobiolo-
gicznych.

1.2. Pobranie i transport materiatu do badar mikrobiologicznych

1.2.1. Zasady ogdlne

Niezaleznie od rodzaju materiatu od pacjenta pobieranego do badan, aby uzyskane wyniki analizy
mikrobiologicznej byly rzetelne, nalezy wdrozy¢ wtasciwe postepowanie w zakresie sposobu, czasu
czy miejsca jego pozyskiwania (Szewczyk, 2019).

Czas pobrania materiatu klinicznego:
e we wczesnhych etapach choroby przed rozpoczeciem leczenia przeciwdrobnoustrojowego,
e w przypadku badania kontrolnego w celu oceny efektywnosci leczenia — co najmniej po 7
dniach od zakonczenia terapii przeciwdrobnoustrojowej.
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Rycina 1. Uproszczony schemat diagnostyki mikrobiologicznej w kierunku bakterii i grzybéw w przypadku
podejrzenia infekcji (rys. D. Szmajda-Krygier)



ZLECENIE BADANIA LABORATORYJNEGO

NAZWISKO: IMIE: PLEC:

peset: [ || [T TTTT] ommmuroozews [L] [TFIITTT | s esiom

ROZPOZNANIE: RODZAJ MATERIALU: dane jednostki kierujacej/adres

ANTYBIOTYKOTERAPIA: UWAGI: zamieszkania pacjenta
BADANIA BAKTERIOLOGICZNE BADANIA MYKOLOGICZNE

posiew wymazu z gardia posiew kalu posiew plynu oplucnowego posiew z paznokci dioni

posiew wymazu z jamy ustnej posiewwymazu z katu posiew popfuczyn BAL posiewz paznokei stop

posiew wymazu z nosa posiewwymazu z odbytu posiewwydzieliny oskrzelowej posiewz naskérka dioni

posiew wymazu z nosogardzieli posiew nasienia posiewwymazu z rurki intubacyjnej posiewz naskdrka stop

posiew wymazu z oka prawego posiewwymazu z pochwy posiewwymazu z rurki tracheostomijnej posiew krwi w kierunku grzybow

posiew wymazu z oka lewego posiewwymazu z szyjki macicy posiew koricowki wklucia centralnego posiew ze skory owlosionej

posiew wymazu z ucha prawego posiew krwi tlenowo punktat BADANIA CZYSTOSCIOWE

posiew wymazu z ucha lewego posiew krwi beztlenowo posiewz ropy kontrola procesu sterylizacji

posiew moczu posiew plynu mézgowo-rdzeniowega | posiewwymazu z rany czystosc powierzchni

posiew wymazu z cewki moczowej posiew plwociny posieww kierunku bakterii beztlenowych czystosé powietrza
Data i godzina pobrania materiatu do badania:

. . . . L dane (podpis) osoby pobierajgcej pieczec i podpis lekarza

Data i godzina przyjecia materiatu do laboratorium: materiat do hadania Zlecajacego badanie

Rycina 2. Przyktadowy wzér zlecenia do badania mikrobiologicznego (rys. P. Zelechowska)

Miejsce pobrania i objeto$¢ prébki do badan:

materiat powinien by¢ pobierany przez wyszkolonego i uprawnionego pracownika medycz-
nego z miejsc, w ktdrych toczy sie proces zapalny, z unikaniem zanieczyszczenia przez drob-
noustroje zasiedlajgce okoliczne tkanki, nalezy pamietac o zachowaniu zasad aseptyki,
objetos¢ pobieranego materiatu jest zalezna od jego rodzaju — niekiedy wystarczy kilka mi-
lilitréw, np. w przypadku ptynu mézgowo-rdzeniowego (PMR) czy ropy,

w przypadku gdy materiat do badan pobiera sam pacjent (np. mocz), nalezy go doktadnie
poinstruowa¢ o rodzaju pobieranego materiatu, jego wymaganej objetosci, pojemniku
transportowym, w ktdrym nalezy go umiesci¢, oraz dalszym postepowaniu z probka.

W przypadku materiatdw pobieranych przez osoby do tego uprawnione (lekarze, personel piele-
gniarski, personel potozniczy, ratownicy medyczni, diagnosci laboratoryjni, technicy analityki me-
dycznej) istotne jest zachowanie przez nie najwyiszych standardéw zgodnie z procedurami
obowigzujgcymi w danej placdwce medycznej, ktére obejmujg m.in.:

e weryfikacje tozsamosci pacjenta przed pobraniem materiatu,
e zmiane rekawiczek jednorazowych po kazdym pacjencie,
e doktadne opisanie/zakodowanie pobranej probki w celu identyfikacji pacjenta w laborato-
rium,
e prawidtowe postepowanie z probkg po pobraniu (przechowywanie, transport) (Ciepiela,
2021).
ZAPAMIETAJ!

Kazdy materiat biologiczny nalezy traktowac jako potencjalnie zakazny.
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1.2.2. Zasady szczegétowe

Mocz

U osoby zdrowej wydalany mocz jest fizjologicznie jatowy (nie zawiera drobnoustrojéw). W celu po-
twierdzenia badz wykluczenia zakazen uktadu moczowego (ZUM) nalezy wykona¢ posiew mikrobio-
logiczny moczu, najlepiej wraz z badaniem ogdélnym. Warto pamietac, ze mocz pobierany do badan
diagnostycznych, w szczegdélnosci mikrobiologicznych, wymaga (od pacjenta) doktadnego i higienicz-
nego przygotowania. Istotne jest rowniez umieszczenie materiatu w odpowiednim pojemniku, ktory
musi by¢ sterylny (Brunzel, 2016; Bil-Lula i in., 2019). Na rycinie 3 przedstawiono pojemniki i worki
wykorzystywane do pobierania i transportowania préobek moczu do badania mikrobiologicznego.
Metody pobierania moczu do badan:

e metoda srodkowego strumienia — oddanie moczu musi poprzedza¢ doktadne umycie narza-
déw moczowo-piciowych za pomocg wody i mydta, bez wycierania lub z wytarciem za po-
mocy recznika jednorazowego. Nalezy oddaé probke moczu po spoczynku nocnym
z minimum kilkugodzinnym gromadzeniem moczu w pecherzu. Pierwszg porcje moczu
nalezy odrzuci¢. Do jatowego, jednorazowego pojemnika pobiera sie mocz ze srodkowego
strumienia (okoto 20—70 ml), a pozostatg cze$¢ nalezy odrzuci¢. Pojemnik na mocz nalezy
szczelnie zamkng¢ i przetransportowaé w temperaturze otoczenia do punktu
pobran / laboratorium w ciggu 2 godzin od pobrania (Ciepiela, 2021);

ZAPAMIETAJ!
Jezeli czas transportu probki do laboratorium wydtuza sie, mocz nalezy przechowywac w tempe-
raturze 2-8°C.
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Rycina 3. Pojemniki przeznaczone do pobierania i transportowania préobek moczu do badania mikrobiologicz-
nego: jatowy pojemnik na mocz (A), podtoze transportowo-wzrostowe (B), jatowy woreczek na mocz dziew-
czynki (C), jatowy woreczek na mocz chtopca (D). Zrédta zdjeé: el-comp.pl (A), biomed.pl (B), zarys.pl (C, D)
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e pobranie od pacjenta z zatozonym cewnikiem urologicznym — wskazane jest, aby osoba po-
bierajgca przygotowata sie do tego poprzez dezynfekcje rgk oraz zatozenie rekawiczek jed-
norazowych. U pacjentdw cewnikowanych prébke moczu nalezy pobiera¢ w sposdb
przerywany/ciggty bezposrednio po zatozeniu nowego cewnika. Pierwszg porcje pobranego
moczu nalezy odrzuci¢, a do pojemnika jednorazowego na mocz pobiera sie okoto 5-10 ml|
moczu;

e metoda nakfucia nadtonowego — w przypadku tej metody mocz jest pobierany tylko przez
lekarza po wczesniejszej dezynfekcji rgk oraz zatozeniu rekawiczek jednorazowych. Miejsce
wktucia u pacjenta nalezy zdezynfekowac i odczekaé, az preparat wyschnie. Metoda polega
na naktuciu pecherza moczowego nad spojeniem tonowym, pobraniu moczu w objetosci
okoto 5-10 ml i przelaniu go do jednorazowego jatowego pojemnika na mocz, ktéry nalezy
przetransportowac do laboratorium;

e pobieranie moczu od niemowlat i matych dzieci — wskazane jest, aby osoba pobierajgca
przygotowata sie do pobrania moczu od dziecka poprzez higieniczng dezynfekcje rak oraz
zatozenie rekawiczek jednorazowych. Po umyciu okolic cewki moczowej dziecko moze od-
dac¢ mocz bezposrednio do jatowego i jednorazowego pojemnika na mocz lub do jatowego
woreczka przyklejonego do ciata tak, aby otwdr pokrywat sie z ujsciem cewki moczowe;.
Napetniony pojemnik lub woreczek po odklejeniu od ciata nalezy zabezpieczy¢ i przetrans-
portowac do punktu pobran / laboratorium (Zateska-Ponganis i in., 2016).

ZAPAMIETAJ!
Do badan laboratoryjnych nie wolno przesytaé prébki moczu oddanego przez dziecko do nocnika
lub pieluszki.

e na podioze transportowo-wzrostowe — przygotowanie do pobrania: tak jak w przypadku po-
brania metodg srodkowego strumienia. Odkreci¢ wieczko z umocowang ptytka z podtozami
i ostroznie wyjac z pojemnika. Pierwszg partie moczu odrzucic, a nastepnie, bez przerywania
oddawania moczu, wypetni¢ przygotowany wczesniej pojemnik. W pojemniku wypetnionym
moczem nalezy zanurzy¢ ptytke (trzymajac ptytke za nakretke) na kilka sekund. Wyja¢ ptytke
z pojemnika, odczekac kilka sekund, az nadmiar moczu Scieknie z ptytki. Mocz wyla¢ z po-
jemnika. Ptytke z podtozami ponownie umiesci¢ w pojemniku, zamkng¢ pojemnik i dokrecié
nakretke. Nalezy zwrdcic szczegdlng uwage, by nie dotykac ptytki, jej brzegdw i wnetrza po-
jemnika. Przed dostarczeniem do laboratorium pojemnik z podtozami przechowuje sie
w temperaturze pokojowe;.

MATERIALY Z PRZEWODU POKARMOWEGO

Wskazaniami do wykonania badan mikrobiologicznych (posiewu) katu mogg by¢: podejrzenie zaka-
zenia bakteryjnego (np. salmonelloza, zakazenie Helicobacter pylori) czy wirusowego (np. adenowi-
rusami, rotawirusami) lub zarazenia pasozytniczego przewodu pokarmowego (np. ogoniastkiem
jelitowym, owsikiem ludzkim, glistg ludzka). Prébka skierowana do laboratorium moze by¢ w postaci
katu, wymazu z katu lub wymazu z odbytu. Na rycinie 4 przedstawiono pojemnik oraz wymazdéwke,
wykorzystywane w celu pobierania i transportu tego materiatu.

Kat

Kat po oddaniu do czystego i suchego pojemnika nalezy pobrac szpatutka do jatowego pojemnika na
kat (wystarczy wielkos$¢ orzecha laskowego). W przypadku katu ptynnego nalezy pobrac prébke
w objetosci okoto 2-5 ml do jatowego pojemnika na kat. Pojemnik z prébka katu nalezy szczelnie
zamknac i przetransportowac w temperaturze pokojowej w ciggu 2—3 godzin do punktu pobran lub
laboratorium (Ciepiela, 2021).
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Rycina 4. Pojemniki przeznaczone do pobierania i transportowania prébek katu w celu wykonania badania
mikrobiologicznego: jatowy pojemnik na kat (A), jatowa wymazéwka z podtozem transportowym (B). Zrédta
zdjec: el-comp.pl (A), sklep.biomedico.pl (B)

Wymaz z katu

Gdy istnieje prawdopodobienstwo, ze czas dostarczenia prébki katu do laboratorium bedzie dtuzszy
niz 2 godziny, nalezy wykona¢ wymaz z katu na podtoze transportowe. W tym celu nalezy zanurzy¢
jatowg wymazdéwke w kilku miejscach oddanego katu i umiesci¢ jg w podfozu transportowym.

Wymaz z odbytu

Jatowa wymazdéwke nalezy otworzy¢ z opakowania w dniu badania. Wymaz jest pobierany poprzez
kilkukrotne obrécenie wymazowki (zwilzonej jatowa solg fizjologiczng) w odbytnicy, umieszczonej
na gtebokos¢ okoto 5 cm. Po pobraniu wymazéwke nalezy umiesci¢ w podtozu transportowym
i przetransportowa¢ w temperaturze pokojowej w ciggu 2-3 godzin do punktu pobran/
laboratorium.

KREW

Krew jest materiatem fizjologicznie jatowym. Wskazaniami do wykonania badania mikrobiologicz-
nego krwi jest podejrzenie bakteriemii lub fungemii, goraczki o nieznanej przyczynie oraz sepsy. Ma-
teriat ten moze by¢é pomocniczy w diagnostyce szpitalnego i pozaszpitalnego zapalenia ptuc,
zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych (ZOMR) i ropni mdézgu, zakazen uktadu moczowo-piciowego,
zakazen miejsca operowanego, zakazen w obrebie jamy brzusznej czy powiktan po ropnym zapale-
niu ucha srodkowego i zatok przynosowych (Literackiiin., 2019).

ZAPAMIETAIJ!

Bakteriemia i fungemia to zakazenia krwi bakteriami lub grzybami, potwierdzone ich wyizolowa-
niem, ktére moga przebiega¢ bez towarzyszgcych objawéw klinicznych oraz nie mie¢ zadnych
nastepstw i powiktan.

Sepsa to ogdlnoustrojowa reakcja zapalna o potwierdzonym podtozu infekcyjnym, przebiegajaca
z okreslonymi objawami.
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Pobieranie krwi na posiew

Osoba pobierajaca przygotowuje zestaw do pobrania krwi oraz butelki z podtozami hodowlanymi
ogrzane do temperatury 37°C (nalezy sie upewnic, ze nie sg one przeterminowane, uszkodzone lub
zanieczyszczone). Po higienicznej dezynfekcji rak nalezy zdjg¢ pokrywki i zdezynfekowaé gumowe
korki butelek (po tym, jak preparat wyschnie). Osoba pobierajgca zaktada jednorazowe rekawiczki,
wybiera odpowiednie miejsce do wktucia i je dezynfekuje (po tym, jak preparat wyschnie). Krew
pobierana jest za pomoca igty i strzykawki lub zestawu do pobierania z igtg motylkowa bezposrednio
do butelek z podtozami hodowlanymi. Na rycinie 5 przedstawiono butelki z podtozami przeznaczo-
nymi do analizy mikrobiologicznej krwi.

ZAPAMIETAJ!
Krew moze by¢ pobierana jedynie przez osobe do tego uprawniong!

PtYN MOZGOWO-RDZENIOWY

Badanie mikrobiologiczne ptynu mdézgowo-rdzeniowego (PMR), czyli jego posiew, jest wykonywane
jako pierwszy etap diagnostyki w przypadku podejrzenia zakaznej etiologii choroby neurologicznej,
szczegoblnie osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). W warunkach fizjologicznych PMR jest jatowy.
W przypadku podejrzenia zakazert OUN mikrobiologiczne badanie PMR powinno by¢ wykonywane
tacznie z posiewem krwi.

|
=
-
]

Rycina 5. Rodzaje butelek z podfozami hodowlanymi przeznaczonymi do oceny mikrobiologicznej krwi. Od le-

wej: butelka do hodowli tlenowej (A), butelka do hodowli beztlenowej (B), butelka pediatryczna (C), butelka
do hodowli grzybéw (D) (rys. P. Zelechowska)

PMR jest pobierany wytacznie przez lekarza technika punkcji w okolicy ledZzwiowo-krzyzowej
z uzyciem igly ze strzykawka. Na ogdt pobierane sg 2—3 prébki materiatu (do badan analitycznych,
mikrobiologicznych i cytologicznych) w niewielkiej objetosci, okoto 1-2 ml lub 1 ml/5 kg masy ciata.
Wktucie miedzy kregiem L4 a L5 powinno nastgpi¢ po dezynfekcji skéry pacjenta preparatem na
bazie alkoholu. Uzyskany po odwirowaniu osad materiatu stuzy do wykonania posiewéw na podtoza
hodowlane dla bakterii i grzybéw oraz wykonania mikroskopowych preparatéw barwionych, a su-
pernatant stuzy do badan serologicznych (Solnica i in., 2022).

ZAPAMIETAJ!
PMR wymaga jak najszybszego dostarczenia do laboratorium mikrobiologicznego i transportu
w 37°C w podtozu transportowym.
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MATERIALY Z DROG ODDECHOWYCH | PtUC

W zaleznosci od obszaru toczacego sie zapalenia w obrebie uktadu oddechowego wartosé diagno-
styczng beda mie¢ inne rodzaje materiatéw klinicznych (Kutera-Chrobok i in., 2021). W tabeli 1
przedstawiono materiaty pobierane od pacjenta w przypadku podejrzenia infekcji tego obszaru.

Tabela 1. Materiaty z gérnych i dolnych drég oddechowych oraz ptuc majgce znaczenie w diagnostyce mikro-

biologicznej
GORNE DROGI ODDECHOWE DOLNE DROGI ODDECHOWE | PLUCA
Wymaz z jamy ustnej plwocina
wymaz z gardfa wydzielina oskrzelowa
wymaz z nosa bronchoaspirat

. poptuczyny pecherzykowo-oskrzelowe
wymaz z nosogardzieli (ang. bronchoalveolar lavage, BAL)
wymaz z krtani mini BAL

punktat z zatok ptyn z optucnej

bioptaty z ptuca i optucnej

Wymaz z jamy ustnej/gardta/nosa/nosogardzieli/krtani

Wskazaniem do pobrania wymazu jest badanie w kierunku zakazen gérnych drég oddechowych,
materiat powinien by¢ pobierany na czczo za pomoca jatowej wymazdwki z miejsc zmienionych za-
palnie, pokrytych wydzielinami (w przypadku suchych bton $luzowych mozna zwilzy¢ wacik wyma-
zéwki jatowa solg fizjologiczng). W sytuacji braku mozliwosci szybkiego przekazania pobranego
materiatu do laboratorium nalezy pobraé¢ materiat do zestawdw zawierajgcych dodatkowo podtoze
transportowe.

Punktat z zatok

Punktat to wydzielina otrzymywana poprzez naktucie zatoki i aspiracje tresci obecnej w zatoce, po-
bierana przez lekarza laryngologa. Materiat nalezy pobra¢ do odpowiednich podtozy ptynnych w kie-
runku wykrycia drobnoustrojow tlenowych i beztlenowych stosowanych do posiewu krwi lub do
jatowego, suchego pojemnika. Materiat nalezy transportowa¢ w temperaturze pokojowej do 2 go-
dzin od pobrania.

Plwocina

To wykrztusna wydzielina drég oddechowych (pochodzgca z oskrzeli, krtani i nosa), zawierajgca $luz,
komorki i ewentualne czynniki infekcyjne. Jest poddawana badaniom bakteriologicznym lub grzybi-
czym (w kierunku m.in. gruzlicy, pneumocystozy) oraz cytologicznym (nowotwory). Wskazania do
wykonywania badania tego materiatu to przewlekte infekcje dolnych drég oddechowych i ptuc, ale
takze wykrycie nowotworu ptuc. Materiat nalezy przechowywac i transportowac w 4°C (nie dtuzej
niz 24 godziny od momentu pobrania).

Wydzielina oskrzelowa

Odsysana u pacjentdw zaintubowanych po wprowadzeniu cewnika do odsysania przez rurke intu-
bacyjna. Po pobraniu materiat nalezy przenies¢ do jatowego pojemnika i przetransportowac do la-
boratorium w ciggu 3 godzin.
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Bronchoaspirat

Wydzieline pobiera sie po wprowadzeniu bronchofiberoskopu za pomocga szczoteczki, specjalnie
ostonietej przed zanieczyszczeniami, do podfoza transportowego / jatowego pojemnika z sol3 fizjo-
logiczng. Po pobraniu materiat nalezy umiesci¢ w jatowym pojemniku i przetransportowaé do labo-
ratorium w ciggu 3 godzin.

Poptuczyny pecherzykowo-oskrzelowe
To materiat pobierany przez lekarza z ptuc w trakcie ptukania oskrzelowo-ptucnego podczas bron-
choskopii. Ptukanie polega na podaniu do oskrzeli pewnej ilosci fizjologicznego roztworu NaCl lub
jatowego ptynu Ringera i odessaniu go.

Ptyn z jamy optucnej
Materiat jest pobierany za pomoca punkcji przez lekarza pod kontrolg USG do podtdz transportowo-
wzrostowych (butelek do posiewu krwi).

Bioptaty z ptuca i optucnej
W przypadku ropni pobierane sg do jatowego pojemnika z matg iloscig jatowej soli fizjologicznej.

MATERIALY Z DROG MOCZOWO-PLCIOWYCH

Materiaty z drég moczowo-ptciowych majg znaczenie w:

diagnostyce zakazen wenerycznych (np. rzezaczki, chlamydiozy),
diagnostyce waginozy,

diagnostyce ZUM,

profilaktyce zakazen okotoporodowych paciorkowcami grupy B.

Rodzaje pobieranych materiatow:
e u kobiet: wymaz ze Scian lub tylnego sklepienia pochwy / wymaz ze $cian szyjki maci-
cy / wymaz z cewki moczowej,
e umezczyzn: wydzielina / wymaz / nabtonek z cewki moczowej, nasienie.

1.3. Obserwacja mikroskopowa

Mata zdolnos¢ zatamywania promieni sSwietlnych przez bakterie sprawia, ze sg one niewidoczne
w zwyktym mikroskopie $wietlnym. Ich wizualizacja jest mozliwa po zastosowaniu barwnikéw, ktére
adsorbujg sie na powierzchni komdrek lub rozpuszczajg w ich strukturach i tworzg trwate, barwne
kompleksy. Pod wzgledem chemicznym barwniki dzielimy na kwasne (fuksyna kwasna, nigrozyna)
oraz zasadowe (btekit metylenowy, fiolet krystaliczny, fuksyna zasadowa). Poniewaz powierzchnie
komorek, a takze ich kwasy nukleinowe, sg natadowane ujemnie, w bakteriologii najczesciej stosuje
sie barwniki zasadowe w roztworach alkoholowych lub wodnych. Barwniki kwasne sg czesto uzy-
wane do wybarwienia tta preparatu. Barwienia sg stosowane nie tylko w celu uwidocznienia komo-
rek, ale rowniez w celach diagnostycznych, m.in. do wstepnej identyfikacji czynnika zakaZnego
(Szewczyk, 2019).

ZAPAMIETAIJ!
Do przygotowywania preparatéw mikroskopowych stuzg szkietka przedmiotowe i nakrywkowe.
Szkietka Lindnera z wgtebieniem przeznaczone s3 do obserwacji preparatow przyzyciowych w wi-
szgcej kropli.
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Mikroskop swietlny to urzadzenie optyczne, ktdre stuzy do obserwacji bardzo matych obiektéw
(komorek, tkanek zwierzecych i roslinnych), okreslania morfologii i struktury wewnetrznej komérek
czy obserwacji procesow fizjologicznych (zdolnos¢ ruchu, sposéb rozmnazania). Mikroskop swietlny
sktada sie z dwéch uktadéw —mechanicznego ioptycznego. Do elementdéw uktadu mechanicz-
nego naleza: nasadka dwuoczna, rewolwer obiektywowy, stolik przedmiotowy, sruba makrome-
tryczna, Sruba mikrometryczna, podstawa i korpus tworzace statyw, przesuw kondensora oraz
przesuw preparatu w ptaszczyznie X/Y (mechanizmy ruchu). Na uktad optyczny mikroskopu sktadajg
sie elementy powiekszajgce (okulary i obiektyw) oraz oswietlajgce (kondensor, zrodto swiatta).

Jedng z wielkosci charakteryzujgcych mikroskop jest zdolno$¢ rozdzielcza okreslana jako
najmniejsza odlegtos¢ miedzy dwoma punktami, ktére na uzyskanym obrazie mogg by¢ jeszcze trak-
towane jako odrebne. Powiekszenie catkowite (P.) mikroskopu réwne jest iloczynowi powiekszenia
okularu (Pok) i obiektywu (Pop).

Poprawnos¢ mikroskopowania jest uzalezniona od kilku zasad, ktdre nalezy wdrozy¢:

e wyczysci¢ elementy optyczne miekka, suchg szmatka,

e umiescié preparat mikroskopowy na stoliku przedmiotowym,
e uchwyci¢ obraz $srubg makrometryczng,

e wyregulowac ostros¢ widzenia srubg mikrometryczna.

W przypadku wykonywania rysunku danego obiektu:

e obserwacje mikroskopowe nalezy prowadzi¢ w kilku polach widzenia, wybierajgc obraz
o typowych ksztattach i proporcjach komoérek,

e rysunek nalezy wykona¢ otéwkiem o $redniej twardosci,

e na rysunku nie nalezy zaznacza¢ pola widzenia,

e linia rysunku musi by¢ ciggta, a rysunek prosty, konturowy, pozbawiony ozdéb i cieniowania,

e rysunek powinien by¢ wyrazny, zachowujgcy proporcje i oddajgcy rzeczywistg wielkos¢ ob-
serwowanych obiektéw,

e na rysunek sktadajg sie: obiekt, opis obiektu, wielko$¢ powiekszenia (np. 400x, 1000x), me-
toda barwienia oraz podpis wyjasniajacy pochodzenie obiektu,

e rysunek powinien zawiera¢ wzorzec wielkosci (skale), tak aby okresli¢ rzeczywiste wymiary
struktur obserwowanych pod mikroskopem.

ZAPAMIETAIJ!
Obserwacja mikroskopowa pozwala na wstepng identyfikacje bakterii w materiale klinicznym.
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2. Morfologia i fizjologia bakterii

W tym rozdziale oméwiono morfologie bakterii — struktury, ktére mozna zidentyfikowaé w ich ob-
rebie oraz sposoby wizualizacji bakterii za pomocg odpowiednich metod barwienia. Ponizej przed-
stawiono podstawowe ksztatty i ugrupowania tworzone przez bakterie wraz z przyktadami.
Bakterie to jednokomdérkowe organizmy prokariotyczne, tworzgce odrebng domene. Srednia
wielkos¢ komorek bakteryjnych waha sie miedzy 1 a 10 um (Schulz i Jgrgensen, 2001). W odrdznie-
niu od komorek eukariotycznych (roslin, grzybéw czy zwierzat) organizmy te charakteryzuja sie
mniej skomplikowang budowg (Woese i Fox, 1977). Podstawowg cechg rdznicujgcg jest brak jagdra
komodrkowego — materiat genetyczny prokariontéw (DNA, kwas deoksyrybonukleinowy) jest zlokali-
zowany bezposrednio w cytoplazmie. Dodatkowo komérki prokariotyczne nie posiadajg btoniastych
struktur komaérkowych, tj. mitochondriéw, aparatu Golgiego czy retikulum endoplazmatycznego.

2.1. Klasyfikacja i nazewnictwo bakterii

Pojecie , klasyfikacja” w kontekscie biologicznym odnosi sie do uporzadkowania jednostek w grupy
wyzszego rzedu. Klasyfikacja mikroorganizmow zaliczanych do prokariontéw opisuje kazdy gatunek
oraz grupuje je gtéwnie wedtug pokrewienstwa. Innymi najczesciej stosowanymi kryteriami w kla-
syfikacji bakterii s3 morfologia (ksztatt, budowa sciany komdrkowej, obecnosé przetrwalnikéw),
fizjologia (zdolno$¢ do przyswajania okreslonych substancji, zapotrzebowanie na tlen) oraz inne kry-
teria, np. wywotywane choroby (Ferraz Helene i in., 2022).

Formalng jednostkg klasyfikacji organizméw jest takson, ktdry moze obejmowad jedynie
formy pochodzace od jednego gatunku macierzystego. Taksony szereguje sie w porzadku hierar-
chicznym. W mikrobiologii podstawowg jednostkg jest szczep (jako najmniejsza grupa klasyfika-
cyjna bakterii), czyli zbiér komdrek o identycznych cechach. Dla kazdego gatunku istnieje szczep
wzorcowy (lub szczepy, gdy jest ich kilka) — zazwyczaj najczestszy lub najwczesniej wyizolowany,
ktérego cechy fenotypowe i budowa genomu zostaty przyjete za najbardziej reprezentatywne.
Szczepy wzorcowe sg przechowywane w kolekcjach mikroorganizméw, np. ATCC (ang. American
Type Culture Collection), i sg czesto wykorzystywane do walidacji metod badawczych. Klinicznie
szczep odnosi sie do izolatu lub grupy izolatéw, ktére mozna odréznié od innych izolatéw tego sa-
mego gatunku drobnoustroju. Szczepy bakteryjne grupowane sg nastepnie w gatunki, a gatunki —
w rodzaje. Rodzaje mogg by¢ rdwniez porzagdkowane w rodziny.

Podobnie jak w systematyce zwierzat i roslin, w systematyce bakterii obowigzuje binomi-
nalne nazewnictwo gatunkdw, czyli zasada naukowego oznaczania nazw danego gatunku
organizméw biologicznych z wykorzystaniem dwdéch cztondéw. Pierwszy z nich to nazwa rodzajowa
(zapisywana zawsze wielka literg), drugi natomiast to nazwa gatunkowa (zapisywana maftg literg).
Klasyfikacja i nazewnictwo bakterii s regulowane przez wytyczne Miedzynarodowego Komitetu Sys-
tematyki Prokariontéw (ang. International Committee on Systematics of Prokaryotes; ICSP).

ZAPAMIETAIJ!
W tekscie drukowanym nazwy facinskie wszystkich taksonéw (typ, klasa, rzad, rodzina, rodzaj,
gatunek) powinny byc zapisane kursywa:

Lactobacillus plantarum 299v
rodzaj gatunek szczep

Niejednokrotnie w zapisie nazw bakterii stosuje sie skrécong forme nazewnictwa — polega ona
na zapisaniu pierwszej litery nazwy rodzajowej bakterii, po ktérej stawia sie kropke, a nazwa gatun-
kowa pozostaje zapisana w formie petnej (np.: skrécona nazwa Lactobacillus plantarum to L. plan-
tarum).
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W nazewnictwie organizmow postugujemy sie nastepujgcymi oznaczeniami:

e sp. — ktére pochodzi od tacifiskiego species, czyli gatunek, stawiany jest po nazwie rodzaju
i wskazuje na pojedynczy nieokreslony gatunek z danego rodzaju, np. Lactobacillus sp.
wskazuje na nieokreslony gatunek z rodzaju Lactobacillus,

e spp. (tac. subspecies) to forma mnoga od sp., ktdrg stosujemy po nazwie rodzajowej, gdy
mamy na mysli wiekszg liczbe nieokreslonych gatunkéw w ramach danego rodzaju.

Najnowsze dane dotyczace systematyki bakterii udostepniane sg na tamach ,,International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology” oraz ,,Bergey's Manual Trust”. Z kolei aktualna takso-
nomia bakterii jest przedstawiana w wielu bazach danych — jedng z nich jest Genome Taxonomy
Database opisujgca znormalizowang taksonomie drobnoustrojow w oparciu o filogeneze ich ge-
nomu.

2.2. Budowa strukturalna komorki bakteryjnej

Komodrka bakteryjna jest zbudowana z elementdw statych oraz elementéw niestatych (wystepuja-
cych tylko w budowie niektdrych bakterii). Na rycinie 6 zwizualizowano najwazniejsze struktury bak-
terii.

Rycina 6. Ogdlna budowa komorki bakteryjnej: 1 — nukleoid, 2 — cytoplazma, 3 — rybosom, 4 — btona
cytoplazmatyczna, 5 — $ciana komdrkowa, 6 — rzeska, 7 — fimbrie, 8 — otoczka, 9 — plazmid, 10 — mezosom (rys.

D. Szmajda-Krygier)
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Do elementdw statych zaliczajg sie:

nukleoid — chromosom bakteryjny wystepujgcy w postaci DNA; jest podstawowg strukturg
przechowujgcy informacje genetyczng bakterii;

cytoplazma — substancja wypetniajgca wnetrze komorki, zbudowana w 80% z wody — reszte
stanowig rozpuszczone w niej biatka, weglowodany, lipidy i inne zwigzki organiczne i nieor-
ganiczne o budowie niskoczasteczkowej; tworzy srodowisko wewnetrzne komorki, w kto-
rym zachodza liczne reakcje biochemiczne;

rybosomy — zawieszone w cytoplazmie organelle o statej sedymentacji Svedberga (S) 705,
zbudowane z dwdch podjednostek 30S i 50S, odpowiedzialne za synteze biatek (Shajaniiin.,
2011);

btona cytoplazmatyczna — zbudowana z dwdch warstw fosfolipidéw oraz zwigzanych z nimi
biatek; umiejscowiona pomiedzy $ciang komdrkowa a cytoplazma; petni wiele funkcji, m.in.
bierze udziat w procesach energetycznych oraz zapewnia wymiane substancji odzywczych
i metabolitéw miedzy komérkg a sSrodowiskiem zewnetrznym,;

$ciana komorkowa — wystepuje u wiekszosci bakterii (wyjgtek stanowig bakterie z rodzaju
Mycoplasma i Ureaplasma) na zewnatrz od btony cytoplazmatycznej, stanowi warstwe
ochronng; nadaje ksztatt komadrce, petni wazng role w prawidtowym podziale komérkowym;
podstawowym sktadnikiem budujgcym sSciane komdrkowgq bakterii jest peptydoglikan (ina-
czej mureina) — polimer sktadajgcy sie z tancuchdw N-acetyloglukozaminy i kwasu N-acetylo-
muraminowego, potgczonych wigzaniem B-1,4-glikozydowym (wyjatkiem sg bakterie z ro-
dzaju Chlamydia, ktére nie posiadajg w Scianie komdrkowej peptydoglikanu) (Miyata i Ogaki,
2006; Klockner i in., 2018).

Do elementdéw niestatych (fakultatywnych) zaliczaja sie:

rzeski — zlokalizowane na zewnatrz komérki, a zbudowane z biatka — flageliny; s odpowie-
dzialne za ruch bakterii (Nakamura i Minamino, 2019);

fimbrie — zbudowane z niekurczliwego biatka (piliny); wstepujg na powierzchni komaérek i sg
krétsze niz rzeski; wystepujg gtdéwnie u bakterii Gram-ujemnych, rzadziej u bakterii Gram-
dodatnich; wyrdznia sie dwa typy fimbrii — fimbrie zwykte umozliwiajgce adhezje komédrek
bakteryjnych do komdrek gospodarza oraz fimbrie ptciowe uczestniczace w procesie koniu-
gacji (przenoszenia materiatu genetycznego z komoérki dawcy do biorcy) (Proft i Baker,
2009);

otoczki — otaczajg od zewnatrz sciane komdrkowa niektérych bakterii; wystepuja pod po-
stacig warstwy zelu lub $luzu; chronig komorki bakteryjne przed wysychaniem i dziataniem
mechanizméw odpornosci wrodzonej organizmu, w ktérym sie namnazajg (fagocytoza);
biorg udziat w adhezji komoérek bakterii do komdrek gospodarza oraz wptywaja na wchfa-
nianie réznych substancji do komérki bakteryjnej (np. na utrudnienie wchtaniania antybio-
tykéw do komérki bakterii) (Hazlett, 2005);

plazmidy — czyli czasteczki pozachromosomowego DNA; wystepujg w cytoplazmie komorki;
zawierajg geny, ktére nie warunkuja funkcjonowania bakterii, jednak moga kodowa¢ dodat-
kowe elementy, np. opornos¢ na antybiotyki (Helinski, 2022; Smillie i in., 2010);

mezosomy — artefakty komorek prokariotycznych, bedace uwypukleniami btony cytopla-
zmatycznej; stanowig miejsce zakotwiczenia nukleoidu; biorg udziat w syntezie $ciany ko-
markowej; wystepuja tylko u niektérych bakterii;

przetrwalniki (endospory) — formy bakterii, ktére umozliwiajg przetrwanie w niekorzystnych
warunkach; do bakterii przetrwalnikowych zalicza sie Bacillus spp. i Clostridium spp. (Cutting
i Ricca, 2014).
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2.2.1. Budowa sciany komorkowej bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych

Ze wzgledu na rdznice w budowie scian komérkowych bakterii podzielono je na Gram-dodatnie
i Gram-ujemne. Klasyfikacja ta stanowi podstawe barwienia Grama, jednej z fundamentalnych
metod diagnostycznych w mikrobiologii. Szczegdty tej techniki zostang omdéwione w dalszej czesci
publikacji. Trzecig grupe stanowig bakterie kwasooporne, ktérych sciana komdrkowa ma odmienng
strukture i wymaga zastosowania innych technik barwienia, takich jak metoda Ziehla—Neelsena.

Sciana komérkowa bakterii Gram-dodatnich charakteryzuje sie prosta strukturg. Sktada
sie z wielu warstw peptydoglikanu (od 30 do 40), a jej grubos¢ catkowita waha sie od 30 nm do
100 nm. Do peptydoglikanu sg przytaczone wigzaniami kowalencyjnymi kwasy tejchojowe. Ponadto
z glikolipidami btony cytoplazmatycznej sg potaczone kwasy lipotejchojowe. Kwasy te petnig wiele
roznorodnych funkcji — odpowiadajg m.in. za utrzymanie wtasciwosci fizykochemicznych po-
wierzchni komorki oraz opornosé/wrazliwosé na peptydy przeciwdrobnoustrojowe. Dodatkowo
w sktad sciany komodrkowej tych bakterii wchodzg takze rdézne polisacharydy, tj. mannoza czy
glukoza, oraz biatka, m.in. biatko A (charakterystyczne dla Staphylococcus aureus) czy biatko M
(wystepujace w scianie komadrkowej Streptococcus pyogenes) (Metzgar i Zampolli, 2011; Rigi i in.,
2019).

Budowa sciany komérkowej bakterii Gram-ujemnych jest nieco bardziej ztozona (Brown
i in., 2015). Jej grubos$¢ waha sie w granicach 10-15 nm. Bezposrednio przy btonie cytoplazmatycznej
znajduje sie przestrzen periplazmatyczna zawierajgca liczne biatka. Ponad nig jest zlokalizowany
peptydoglikan (zwykle 1-3 warstwy). Istnieje jednak pewien wyjatek — w Scianie komdrkowej bak-
terii z rodzaju Chlamydia peptydoglikan nie wystepuje. Nad warstwg peptydoglikanu znajduje sie
btona zewnetrzna sciany komérkowej, odpowiedzialna za opornosé bakterii Gram-ujemnych na
czynniki zewnetrzne, np. antybiotyki (utrudnianie dostepu czynnikéw zewnetrznych do struktur le-
zacych ponizej). Btona zewnetrzna sktada sie z dwoch warstw lipidow — wewnetrznej zbudowanej
z fosfolipidow oraz zewnetrznej tworzonej przez czgsteczki lipopolisacharydu (LPS) oraz biatek
(enzymow, biatek zwigzanych z aktywnym transportem oraz poryn). LPS jest charakterystyczng dla
bakterii Gram-ujemnych endotoksyng wykazujaca silne dziatanie immunogenne i prozapalne. Sktada
sie z polisacharydu O-swoistego, oligosacharydowego rdzenia oraz lipidu A. Polisacharyd O-swoisty
stanowi najbardziej zewnetrzng cze$é LPS i petni role antygenu powierzchniowego rozpoznawanego
przez uktad odpornosciowy gospodarza. Elementem tgczagcym polisacharyd O-swoisty z lipidem A
jest rdzen oligosacharydowy. Lipid A stanowi najbardziej wewnetrzng czes$¢ LPS i odpowiada za tok-
sycznosc¢ bakterii Gram-ujemnych. Na rycinie 7 przedstawiono schematyczng budowe $cian komoér-
kowych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych.
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STRUKTURA SCIANY KOMORKOWEJ BAKTERII
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Rycina 7. Poréwnanie budowy Sciany komodrkowej bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych (rys. D. Szmajda-
-Krygier)

2.2.2. Budowa sciany komdrkowej bakterii kwasoopornych

Sciana komdrkowa bakterii kwasoopornych, czyli bakterii z rodzaju Mycobacterium, zawiera duze
ilosci lipidow (60% suchej masy) (Wang i in., 2023). Jest zbudowana z pojedynczej warstwy pepty-
doglikanu potgczonej z arabinogalaktanem, ktory taczy sie z wysokoczasteczkowymi kwasami myko-
lowymi (ryc. 8). Taka budowa zapewnia matg przepuszczalnosé sciany komérkowej, co powoduje
zmniejszenie mozliwosci przenikania np. antybiotykéw do komaorki.

2.3. Metody wizualizacji komdrek bakterii i ich struktur

Klasyczne metody barwienia mozna podzieli¢ na pozytywne, w ktdrych wybarwia sie bakterie i sg
one widoczne na bezbarwnym tle, negatywne, w ktérych wybarwia sie tto, a bakterie pozostajg
niewybarwione, orazpozytywno-negatywne, w ktérych po wybarwieniu komérek i struktur bak-
teryjnych wybarwia sie tez tto (albo na odwrdt). Inny podziat metod barwienia opiera sie na liczbie
zastosowanych barwnikéw. Wyrdznia sie zatem barwienie proste, z zastosowaniem tylko jednego
barwnika, oraz ztozone, w ktorych stosuje sie kilka barwnikow wedtug scisle okreslonej kolejnosci.
Czesto stosuje sie tez tzw. bejce (utatwiajg barwienie albo wzmacniajg dziatanie barwnikéw, np. ptyn
Lugola) i odbarwiacze (pozwalajg na uwidocznienie pewnych bakterii lub ich struktur dzieki odbar-
wieniu innych bakterii lub struktur, np. alkohol etylowy). Procedury barwienia opisane ponizej mogag
roznic sie nieznacznie, co wynika z zalecen producentéw odczynnikow.
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Rycina 8. Budowa Sciany komdérkowej bakterii kwasoodpornych (D. Szmajda-Krygier).

2.3.1. Barwienie Grama

Metoda barwienia Grama, opracowana przez Hansa Christiana Grama w 1884 roku, jest niezwykle
istotnym narzedziem w diagnostyce mikrobiologicznej, umozliwiajagcym rdznicowanie bakterii na
dwie gtowne kategorie: bakterie Gram-dodatnie (zabarwienie fioletowe) oraz bakterie Gram-
ujemne (zabarwienie rdzowe). Na kolor zabarwienia komérek bakteryjnych majg wptyw zrdznico-
wany sktad i struktura ich sciany komdérkowej (Moyes i in., 2009). Procedura barwienia Grama obej-
muje kilka etapéw. Pierwszym krokiem jest zastosowanie fioletu krystalicznego, ktéry jest
barwnikiem podstawowym, nadajgcym bakteriom pierwotng barwe fioletowga. Nastepnym krokiem
barwienia jest zastosowanie ptynu Lugola, ktéry stosuje sie w celu wzmocnienia i stabilizacji dziata-
nia fioletu krystalicznego. Po tym etapie nastepuje odbarwienie preparatu za pomocg alkoholu —
bakterie Gram-dodatnie zachowujg swojg barwe (posiadajg grubsza warstwe peptydoglikanu
budujacego sciane komdrkowa, co sprawia, ze zatrzymujg barwniki, nawet po odbarwieniu), pod-
czas gdy Gram-ujemne tracg barwe (majg cienkg warstwe peptydoglikanu, co powoduje, ze tracg
barwe po zastosowaniu alkoholu) i stajg sie niewidoczne w preparacie mikroskopowym. Ostatnim
krokiem jest dobarwienie preparatu za pomoca safraniny, ktdra jest barwnikiem kontrastowym. Ten
etap pozwala na ostateczng identyfikacje bakterii — bakterie Gram-dodatnie bakterie pozostajg fio-
letowe, a Gram-ujemne przyjmujg barwe rézowa (Beveridge, 2001; Prajapatiiin., 2018; Vijayakumar
iin., 2023).

2.3.2. Barwienie Burri—Ginsa

Barwienie to ma na celu uwidocznienie bezbarwne]j otoczki bakteryjnej pokrywajacej na zewnatrz
zabarwiong komédrke wegetatywng na tle barwnego tta preparatu. Otoczka moze byé tatwo usunieta
z powierzchni komadrki w wyniku podgrzewania. Dlatego tez w tym barwieniu nie stosuje sie termicz-
nego utrwalania preparatu. Zawiesine komdrek miesza sie z gruboziarnistym barwnikiem, np. nigro-
zyng, i pozostawia do wyschniecia w powietrzu atmosferycznym. Na tym etapie zabarwione zostaje
jedynie tto preparatu. Nastepnie komorki bakteryjne dobarwia sie fuksyng fenolowg. W wyniku bar-
wienia na ciemnym polu preparatu widoczne sg niezabarwione otoczki okalajgce zabarwione na ré-
zowo komorki (Breakwell i in., 2009).
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2.3.3. Barwienie Writza (Schaeffera—Fultona)

Endospory nie barwig sie w czasie zwyktego barwienia komérki barwnikami zasadowymi, mozna je
natomiast wybarwic¢ zielenig malachitowg na gorgco. Stosowang metodg barwienia endospor jest
metoda Writza, zwana tez barwieniem Schaeffera—Fultona (Hamouda i in., 2002). Jest przyktadem
barwienia pozytywnego ztozonego, pozwala na zabarwienie przetrwalnikow wewnatrz komérki bak-
terii. Polega na naniesieniu na utrwalony preparat mikrobiologiczny wodnego roztworu zieleni
malachitowej, a nastepnie na kilkukrotnym podgrzaniu szkietka podstawowego w ptomieniu palnika
do zagotowania barwnika. ZieleA malachitowa w podwyzszonej temperaturze penetruje powtoki
przetrwalnika i zabarwia go, podobnie jak komérke wegetatywna. Kolejnym etapem jest przemywa-
nie preparatu wodg — nastepuje dekoloryzacja. Barwnik silnie zaadsorbowany we wnetrzu prze-
trwalnika nie zostaje z niego wyptukany w przeciwienistwie do komérki bakterii, ktora sie odbarwia.
Bezbarwng komdrke wegetatywng dobarwia sie zasadowym barwnikiem kontrastowym — safraning.
W wyniku barwienia przetrwalniki sg zielone, a komorki wegetatywne — rézowe.

2.3.4. Barwienie Doernera

Innym sposobem wybarwienia przetrwalnikdw jest zastosowanie metody Doernera. Pozwala ona na
obserwacje zabarwionych przetrwalnikow wewnatrz bezbarwnej komarki bakteryjnej na kontrastu-
jacym, ciemnym tle preparatu. Do probdwki zawierajacej zawiesine mikroorganizméw dodaje sie
fuksyne karbolowg i cato$é¢ umieszcza w goracej tazni wodnej. W podwyzszonej temperaturze fuk-
syna penetruje warstwy przetrwalnika i barwi go na rézowo. Nastepnie krople zawiesiny umieszcza
sie na szkietku podstawowym i miesza z barwnikiem negatywnym — nigrozyna, wykonujgc rozmaz.
Preparat wysycha w powietrzu atmosferycznym.

2.3.5. Barwienie Neissera

Barwienie to stuzy do wykrywania maczugowcow polifosforandw (wolutynowych) w komadrkach wy-
stepujgcych w postaci ziarnistosci (zwykle na koncach komarek). Wykazano, ze ziarnistosci te w sil-
niejszym stopniu wigzg barwnik Neissera (mieszanina fioletu krystalicznego i btekitu metylenowego
w alkoholowo-wodnym roztworze) niz cytoplazma. Dobarwianie komérki roztworem chryzoidyny
powoduje, ze staje sie ona z6tta (,wypiera” barwnik gtéwny z cytoplazmy, ale nie z ziarnistosci).
Ziarna wolutyny barwig sie na kolor granatowo-fioletowy.

2.3.6. Barwienie Ziehla—Neelsena

Barwienie tg metodg umozliwia wykrycie bakterii kwasoodpornych (Reynolds i in., 2009). Ich Sciana
komédrkowa zawiera duze ilosci lipidow, wsrdd ktorych wystepujg kwasy mykolowe warunkujgce
kwasoopornos¢, przez co bakteria ma zdolnos¢ wigzania fuksyny karbolowej (roztwdr fuksyny zasa-
dowej z dodatkiem fenolu) i zatrzymania jej w komadrce. Ten etap barwienia przeprowadza sie na
gorgco. Barwnik nie jest wyptukiwany z komadrek po zastosowaniu odbarwiacza w postaci alkoholu
zakwaszonego kwasem solnym (stgd nazwa kwasooporne). Zastosowanie kontrastowego barwnika
(btekitu metylenowego) pozwala odrdznic¢ r6zowo zabarwione bakterie kwasooporne od innych ele-
mentéw preparatu zabarwionych na niebiesko.

2.3.7. Barwienie Loefflera

Barwienie to stuzy do wizualizacji rzesek bakterii, ktérych liczba i rozmieszczenie stanowig wartosé
diagnostyczng (Misraiin., 1994). Ptynng hodowle nalezy inkubowa¢ przez 30 min w 37°C, a nastep-
nie przenie$¢ 1-3 krople na doktadnie odttuszczone szkietko podstawowe i wysuszyé w temperatu-
rze pokojowej. Poniewaz rzeski sg bardzo cienkie, istotne jest zwiekszenie ich grubosci w celu
pdzniejszego wybarwienia i obserwacji mikroskopowej. Na wysuszony preparat nanosi sie odczynnik
Loefflera (btekit metylenowy) i ogrzewa do ukazania sie pary. Preparat po sptukaniu wodg nalezy
dobarwi¢ fuksyng Ziehla i ponownie podgrza¢ do uzyskania pary. W efekcie rzeski zabarwig sie na
kolor czerwony.
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2.4. Morfologia bakterii

Bakterie wykazujg zréznicowane, charakterystyczne dla danego rodzaju ksztatty. Najczesciej przyj-
mujg formy kuliste — ziarniaki/ziarenkowce, walcowate — pateczki i laseczki, skrecone (spiralne) —
przecinkowce, Srubowce i kretki (Cabeen i Jacobs-Wagner, 2005; Koufakis i in., 2015). Wyrdznia sie
takze bakterie przyjmujace inne ksztatty, np. maczugowce.

2.4.1. Formy kuliste

Przedstawicielami form kulistych sg ziarniaki, ktére mogg wystepowaé pojedynczo (ziarniak), w pa-
rach (dwoinka), w formie tancuchoéw (paciorkowce) lub w wiekszych grupach (tetrady, gronkowce,
pakietowce).

DWOINKI

Przedstawicielami dwoinek sg bakterie m.in. z rodzajoéw Enterococcus i Neisseria czy gatunek
Streptococcus pneumoniae.

Enterokoki to bakterie wystepujace w jelitach ludzi oraz zwierzat i sg zaliczane do typowych
bakterii oportunistycznych. Przyktadem drobnoustroju z tego rodzaju jest Enterococcus faecalis,
czyli paciorkowiec katowy, ktdry przyjmuje forme dwoinki i czesto tworzy rozbudowane faricuchy
przypominajgce koraliki (paciorki). Wiele dwoinek to gatunki lub szczepy wykazujgce cechy choro-
botwdrcze. Przyktadami bezwzglednie patogennych dla cztowieka dwoinek Gram-ujemnych s3
Neisseria gonorrhoeae (gonokok; patogen bton sluzowych, szczegdlnie dréog moczowo-ptciowych;
czynnik etiologiczny rzezgczki) oraz Neisseria meningitidis (meningokok; charakteryzuje sie obecno-
$cig otoczki polisacharydowej, ktdra chroni bakterie przed fagocytozg; czynnik etiologiczny m.in.
ciezkiego ZOMR, sepsy meningokokowej o bardzo ciezkim przebiegu oraz tagodnej postaci zapalenia
ptuc). Hodowla tych drobnoustrojéw jest niezwykle trudna — wymagajg one do wzrostu podtozy
wzbogaconych (Meyer i Buder, 2020). Z kolei przyktadem Gram-dodatniej, patogennej dwoinki jest
S. pneumoniae (pneumokok), ktéry zasiedla nosogardziel zaraz po narodzinach dziecka — odsetek
nosicieli na btonach sluzowych gérnych drég oddechowych wsréd zdrowych dzieci do 2. roku zycia
wynosi 30—62%, a ogétem szacuje sie, ze 90% dzieci i 15% osdb dorostych jest okresowo nosicielami
tego drobnoustroju. Czynnik ten charakteryzuje sie obecnoscig otoczki polisacharydowej, ktéra
chroni bakterie przed fagocytozg i jest najwazniejszg determinantg wirulencji tego patogenu
(Carruthersiin., 2007). Pneumokoki sg odpowiedzialne za wywotywanie wielu zakazen u cztowieka,
np. zapalenia ptuc, ZOMR, zapalenia zatok czy zapalenia ucha srodkowego.

PAcIORKOWCE

Paciorkowce to okragte lub owalne Gram-dodatnie bakterie przyjmujgce forme skreconych taicusz-
kow. Do paciorkowcéw zaliczane sg przede wszystkim bakterie z rodzaju Streptococcus, ale réwniez
niektére inne bakterie o podobnej morfologii, np. wskazany w poprzednim podrozdziale Entero-
coccus faecalis (dawniej klasyfikowany jako Streptococcus faecalis). Bardzo czesto stanowig one
fizjologiczng mikrobiote $luzéwek cztowieka. Paciorkowce sg klasyfikowane gtéwnie na podstawie
ich zdolnosci do wywotywania hemolizy. Wyrdznia sie paciorkowce a — hemolizujgce (tzw. zielenie-
jace, ktdre wywotujg czesciowa hemolize , np. S. pneumoniae, pneumokok, dwoinka zapalenia ptuc,
czy S. viridans), B—hemolizujace (catkowicie hemolizujgce — S. pyogenes, S. agalactiae) oraz y-hemo-
lizujace (niehemolizujgce — S. salivarius) (Tille, 2017). Jak wspomniano wyzej, S. pneumoniae to bak-
terie uktadajgce sie zazwyczaj w pary (dwoinki), niemniej kolonie mogg przyjmowaé obraz
tancuszkow (paciorkowce) roznej dtugosci. W dalszej czesci przedstawiono gatunki paciorkowcow
0 szczegblnym znaczeniu klinicznym, zaréwno jako sktadniki mikrobioty, jak i potencjalne czynniki
chorobotwdrcze.

e S, viridans to bakterie odpowiedzialne gtdwnie za powstawanie préchnicy zebow. Jesli doj-
dzie do ich translokacji do krwioobiegu (np. w wyniku ekstrakcji zeba lub w przypadku stanu
zapalnego dzigset), mogg prowadzi¢ do rozwoju infekcyjnego zapalenia wsierdzia (stan
szczegolnie niebezpieczny u 0séb z uszkodzonymi lub sztucznymi zastawkami serca) (Slouha
iin., 2023).
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e S. pyogenes jest przyktadem paciorkowca, ktéry podobnie jak S. pneumoniae wchodzi
w sktad fizjologicznej mikrobioty nosogardzieli, jednak w sprzyjajgcych warunkach moze by¢
przyczyng rozwoju endogennego zakazenia. Najwazniejszymi czynnikami wirulencji
S. pyogenes sg m.in. streptolizyna O i S (prowadzgace do rozpadu erytrocytéw) czy biatka M
i e (odpowiedzialne za zjawisko mimikry molekularnej, czyli podobienstwa strukturalnego,
serologicznego i funkcjonalnego pomiedzy antygenami S. pyogenes a tkankami organizmu
ludzkiego). Do chordb o etiologii S. pyogenes zalicza sie ostre, inwazyjne zakazenia (np. an-
gine, ropowice, réze, szkarlatyne) oraz powiktania po przebytej infekcji paciorkowcowej (np.
zapalenie ktebuszkéw nerkowych, gorgczke reumatyczng) (Brouwer in., 2023).

e S. agalactiae wystepuje w naturalnej mikrobiocie przewodu pokarmowego oraz uktadu mo-
czowego oséb dorostych. Bakteria ta wystepuje takze w drogach rodnych kobiet (jest to
uwarunkowane bliskim sgsiedztwem cewki moczowej). Moze to skutkowac niebezpiecz-
nymi konsekwencjami podczas porodu — zakazeniem okotoporodowym, co jest jedna
z gtéwnych przyczyn wywotujacych bakteriemie (bakteryjne zakazenie krwi) u noworodkéw.
U osdéb dorostych drobnoustréj ten moze wywotywad zakazenie wytgcznie przy ostabionej
odpornosci (zakazenie oportunistyczne) oraz u kobiet podczas potogu (Coggins i Puopolo,
2024).

e S. salivarius stanowi fizjologiczng mikrobiote jamy ustnej oraz przewodu pokarmowego lu-
dzi i zwierzat. Drobnoustrdj ten moze petnic funkcje probiotyczng — wydziela do Srodowiska
substancje, ktére hamujg tworzenie biofilméw przez bakterie patogenne lub zapobiegaj3
temu. Biofilm to rozbudowana struktura sktadajgca sie z mikroorganizmoéw oraz polisacha-
rydowej macierzy, zakotwiczona do danej powierzchni, np. nabtonka jelitowego. W sytuacji
translokacji do krwi moze odpowiadad za infekcyjne zapalenie wsierdzia, szczegélnie u pa-
cjentéw ze sztucznymi zastawkami.

GRONKOWCE

Gronkowce to bakterie zaliczane do grupy bakterii Gram-dodatnich. Przedstawicielami gronkowcéw
sg bakterie z rodzaju Staphylococcus. Gronkowce bardzo czesto wchodzg w sktad fizjologicznej mi-
krobioty bton $luzowych (gtéwnie drog oddechowych i przewodu pokarmowego) oraz skéry czto-
wieka. Z reguty ten typ kolonizacji jest bezobjawowy. Ze wzgledu na zdolno$¢ wytwarzania koagulazy
(enzymu biatkowego) gronkowce dzieli sie koagulazo-dodatnie (wytwarzajgce koagulaze) oraz koa-
gulazo-ujemne (niewytwarzajace koagulazy) (Szewczyk, 2019).

Najlepiej poznanym gatunkiem wsréd gronkowcdw koagulazo-dodatnich jest gronkowiec ztoci-
sty —S. aureus — jeden z najwazniejszych czynnikéw etiologicznych zakazen szpitalnych. Infekcje wy-
wotywane przez S. aureus mogg miec postac zakazenia miejscowego (gtéwnie infekcje skéry i tkanki
podskdrnej przebiegajgce z wytworzeniem wydzieliny ropnej — zapalenie mieszkéw wtosowych, czy-
raki, jeczmien, ropien, liszajec zakazny, zakazenie miejsca operowanego), zakazenia tkanek i narza-
dow (zapalenie ptuc, zapalenie wsierdzia lub zapalenie szpiku kostnego) lub zakazen oraz zatru¢
spowodowanych toksynami gronkowcowymi. Wyrdznia sie wiele réznych toksyn gronkowcéw od-
powiedzialnych za specyficzne choroby, m.in. wstrzgs toksyczny jest wywotywany przez gronkow-
cowq toksyne wstrzgsu toksycznego — TSST (ang. toxic shock syndrome toxin), a zatrucia pokarmowe
sg indukowane enterotoksynami gronkowcowymi (Atchade i in., 2024).

Przyktadem gronkowca koagulazo-ujemnego jest gronkowiec naskérkowy — S. epidermidis
(Beck i in., 2024). Najczesciej prowadzi on do zakazen u osdb, u ktérych proces terapeutyczny lub
diagnostyczny przebiegt z wprowadzeniem do ustroju ciata obcego (na state lub czasowo), m.in.
cewnikow (naczyniowych, urologicznych), endoprotez, rozrusznikdw serca, sztucznych zastawek czy
$rub chirurgicznych podczas operacji traumatologicznych. Obecne na powierzchni biomateriatéw
gronkowce produkujg zwigzki polimerowe, ktére inicjujg tworzenie biofilméw. Ta specyficzna forma
organizacji wzrostu bakterii zapewnia im zwiekszong ochrone przed degradacyjnym dziataniem an-
tybiotykéw, srodkdéw dezynfekcyjnych oraz mechanizméw obronnych ukfadu odpornosciowego.
Wiele gatunkéw bakterii posiada zdolnos¢ tworzenia biofilmu, ktdry najczesciej ma charakter hete-
rogenny, czyli jest ztozony z drobnoustrojéw wykazujgcych rdznice fizjologiczne.
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2.4.2. Formy walcowate (cylindryczne)
PAtECZKI

Pateczki to bakterie zaliczane zaréwno do grupy bakterii Gram-ujemnych (Escherichia spp., Salmo-
nella spp., Pseudomonas spp., Proteus spp., Bordetella spp.), jak i Gram-dodatnich (Listeria spp.).

Przyktadem Gram-ujemnej pateczki jest pateczka okreznicy — Escherichia coli, czyli przedstawi-
ciel rodziny pateczek jelitowych (Enterobacteriaceae). W warunkach fizjologicznych jest bakterig ko-
mensalng bytujacg w jelicie grubym, w ktorym rozktada resztki pokarmowe. Obecnos¢ E. coli
w wodzie jest wskaznikiem zanieczyszczen fekalnych wody i zywnosci w badaniach sanitarno-epide-
miologicznych. Szczepy E. coli, ktore sg nieszkodliwe w jelicie, mogg by¢ przyczyng zakazen innych
uktaddéw (w tym zakazen oportunistycznych) i powodowaé m.in. ZUM, ZOMR u noworodkdw, zaka-
Zenia pooperacyjne czy sepse (Hasbun, 2022). Enterotoksyny (gtéwny czynnik zjadliwosci obok zdol-
nosci do przylegania i adhezji do nabtonka przewodu pokarmowego) produkowane przez szczepy
E. coli mogg by¢ takze przyczyna zatru¢ pokarmowych (Kaperiin., 2004). Gram-ujemng pateczka jest
takze Salmonella enterica sv. Typhi — czynnik etiologiczny duru brzusznego. W budowie tego drob-
noustroju wyrdznia sie otoczke chronigcy przed rozpoznaniem przez uktad odpornosciowy gospo-
darza. Do grupy pateczek Gram-ujemnych nalezy réwniez Pseudomonas aeruginosa, tj. pateczka
ropy btekitnej. Czynnikami ryzyka rozwoju zakazenia wywotanego przez P. aeruginosa sy m.in. za-
burzenie odpornosci, oparzenia, nowotwory, cukrzyca, obecnosé cewnikéw i rurek intubacyjnych
oraz dtugotrwata hospitalizacja. Bakterie te posiadajg w swojej budowie oraz wytwarzajg wiele czyn-
nikow zjadliwosci (m.in. rzeski, fimbrie, LPS czy egzotoksyne A i S) (Murray i in., 2016). P. aeruginosa
jest przyczyng ostrych, nawracajacych zakazen uktadu oddechowego — zwykle ciezkich i zagrazaja-
cych zyciu. Oprdécz zakazen uktadu oddechowego moze powodowad takze zakazenia skéry i tkanek
miekkich (zwykle zakazenia ran) czy uktadu moczowego (czesto po zabiegu cewnikowania pecherza
moczowego). Gram-ujemnymi pateczkami sg takze bakterie z rodzaju Proteus, np. P. mirabilis oraz
P. vulgaris, ktére sg sktadowg fizjologicznej mikrobioty jelitowe]. Niestety na skutek antybiotykote-
rapii i w konsekwencji rozwoju dysbiozy jelitowej drobnoustroje te bardzo czesto sg odpowiedzialne
za rozwoj zakazen poza przewodem pokarmowym. Najczestszg przyczyng zakazen jest P. mirabilis —
odpowiedzialny za rozwdj zakazenia uktadu moczowego (szczegdlnie u oséb cewnikowanych) — jest
on odpowiedzialny za ok. 5% wszystkich zakazen szpitalnych.

Bordetella pertussis to pateczka, ktdéra jest chorobotwdrcza wytacznie dla cztowieka i wywotuje
krztusiec (inaczej koklusz). Czynnikiem chorobotwdrczosci B. pertussis 0 najwyzszym znaczeniu jest
produkowana przez nig biatkowa toksyna krztuscowa, ktéra powoduje zaburzenia funkcji komérek
nabtonka drég oddechowych, co skutkuje napadami kaszlu i Swistem wdechowym, okreslanym jako
»pianie koguta” lub ,,szczekanie psa”, utrzymujgcymi sie nawet do kilku miesiecy (Ernst, 2022).

Przyktadem Gram-dodatniej pateczki jest Listeria monocytogenes wywotujgca listerioze. Ta
urzesiona peritrichalnie, wzglednie wewngatrzkomadrkowa bakteria nie produkuje, podobnie jak inne
pateczki, spor. Ze wzgledu na bardzo duzg odpornos¢ na niesprzyjajgce warunki Srodowiska
L. monocytogenes jest bardzo szeroko rozpowszechniona w $rodowisku. Listerioza najczesciej
rozwija sie na skutek spozycia produktéw mlecznych niepasteryzowanych, niedomytych surowych
warzyw i owocdéw czy surowego miesa (Koufakis i in., 2015). Rozwija sie najczesciej u osdb starszych,
0s06b z obnizong odpornoscia oraz kobiet w cigzy i noworodkdéw. Listerioza najczesciej przebiega pod
postacig zakazenia krwi (bakteriemii) lub sepsy, ZOMR lub ropni mézgu. Rozwdj listeriozy moze by¢
przyczyng poronien, nieprawidtowego przebiegu cigzy oraz powstawania wad rozwojowych u no-
worodkow. Innym przyktadem Gram-dodatniej pateczki jest Cutibacterium acnes (wczesniej znana
jako Propionibacterium acnes) — beztlenowa bakteria wchodzgca w sktad fizjologicznej mikrobioty
skory, przewodu pokarmowego, oddechowego oraz drég moczowo-ptciowych. Drobnoustrdj ten
moze przyczyniac sie do rozwoju tradziku poprzez blokowanie gruczotéw tojowych i wywotywanie
stanu zapalnego mieszkéw wtosowych. To z kolei moze prowadzi¢ do tworzenia zaskérnikéw, wy-
pryskow i standéw zapalnych skéry. U oséb z obnizong odpornoscig C. acnes moze doprowadzi¢ do
rozwoju zapalenie wsierdzia oraz ZOMR (Vasam i in., 2023).
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LASECZKI

Laseczki to Gram-dodatnie bakterie, wykazujgce zdolno$¢ wytwarzania przetrwalnikdw (spor),
wsrdd ktérych wyrdznia sie bakterie wywotujgce choroby u ludzi — szczegdlnie tlenowe bakterie
z rodzaju Bacillus oraz beztlenowe z rodzaju Clostridium.

W obrebie rodzaju Bacillus na uwage zastugujg dwa gatunki: B. anthracis (laseczka waglika) oraz
B. cereus (laseczka woskowa), odpowiadajace za ciezkie zakazenia u ludzi. Cechg charakterystyczng
B. anthracis jest zdolno$é do tworzenia endospor, ktére umozliwiajg przetrwanie w niesprzyjajgcych
warunkach. Przetrwalniki B. anthracis, zaréwno w formie proszku, jak i aerozolu, byty wykorzysty-
wane jako bron biologiczna. B. anthracis jest czynnikiem etiologicznym waglika — choroby odzwie-
rzecej, ktérg cztowiek zakaza sie okazjonalnie podczas bezposredniego kontaktu z chorym zwierze-
ciem lub posrednio poprzez skazone produkty odzwierzece. Czynnikami zjadliwosci B. anthracis sa
m.in. silna, tréjsktadnikowa toksyna biatkowa oraz unikatowa otoczka obecna wytgcznie w warun-
kach in vivo. Wyrdznia sie trzy formy waglika: skdrng (95% wszystkich przypadkéw waglika; prze-
biega z charakterystycznymi czarnymi, bolgcymi strupami najczesciej na twarzy, szyi czy dtoniach),
zotagdkowo-jelitowg (rzadka, ale wysoce $miertelna forma —25% przypadkéw zakonczonych zgonem,;
wsrdad objawdw klinicznych wyréznia sie gorgczke z dreszczami, obrzek szyi, chrype, bolesne przety-
kanie oraz nudnosci i wymioty) oraz oddechowg/ptucng (poczatkowy przebieg z rozwojem objawdéw
grypopodobnych, nastepnie dochodzi do pogorszenia stanu chorego — rozwoju obrzeku ptuc, nie-
wydolnosci oddechowej czy sepsy) (Pohanka, 2020). Z kolei B. cereus jest gatunkiem wzglednie
patogennym, odpowiedzialnym za wywotywanie zakazen przewodu pokarmowego (najczesciej
w postaci zapalenia zofadka i jelit), narzadu wzroku czy rozwoju sepsy. Formy wegetatywne i ich
endospory licznie wystepujg w Srodowisku oraz produktach spozywczych — charakterystycznym
sposobem zakazenia jest spozycie produktéw zbozowych (gtéwnie ryzu). Czynnikiem wirulencji
B. cereus jest przede wszystkim wytwarzanie enterotoksyn (odpowiedzialne za rozwdj zatruc
pokarmowych mogacych przyjmowac posta¢ wymiotng lub biegunkowsg).

Do rodzaju Clostridium zalicza sie Gram-dodatnie, beztlenowe laseczki wytwarzajgce endo-
spory, w jego obrebie natomiast wyrdznia sie ponad 200 réznych gatunkéw, z czego wytacznie nie-
ktore sg patogenne dla cztowieka, m.in. C. perfringens (laseczka zgorzeli gazowej), C. tetani (laseczka
tezca), czy C. botulinum (laseczka jadu kietbasianego). Oprdcz zdolnosci do wytwarzania przetrwal-
nikdw chorobotwdrczos¢ tych bakterii zwigzana jest takze z namnazaniem w warunkach beztleno-
wych oraz wydzielaniem licznych toksyn i enzymoéw. C. perfringens jest laseczka bytujaca gtéwnie
w przewodzie pokarmowym ludzi i zwierzat (mikrobiota fizjologiczna), wywotujgcy zgorzel gazowa
(chorobe przebiegajgca z martwicg miesni lub tkanki tgcznej oraz wytworzeniem gazu) (Grendaiiin.,
2023). Zakazenie C. perfringens jest najczesSciej powiktaniem urazu, w wyniku ktérego doszto do za-
brudzenia rany ziemig zawierajgcg przetrwalniki tej bakterii (mimo bardzo czestego zanieczyszczenia
ran C. perfringens do rozwoju zgorzeli gazowej dochodzi jedynie u 1-2% przypadkéw — ryzyko jej
rozwoju rosnie w przypadku zmniejszenia dostepnosci tlenu w tkankach, np. w przypadku niedo-
krwienia tkanek, m.in. w przebiegu cukrzycy czy oparzen). Do objawdw klinicznych zakazenia naleza:
bdl, obrzek i tkliwosé tkanek, nastepnie dochodzi do obrzeku miesni, rozwoju krwotocznych peche-
rzy z bragzowa zawartoscig o stodkawej woni oraz rozwoju odmy podskérnej. Objawowe zakazenie
moze zosta¢ powiktane niewydolnoscig wielonarzagdows. Potwierdzenie rozwoju zgorzeli gazowej
wymaga zawsze pilnej interwencji chirurgicznej (usuniecie martwych tkanek) oraz wdrozenia anty-
biotykoterapii.

C. tetani jest Gram-dodatnig beztlenowg laseczkg wywotujgcy tezec. Bakteria ta wytwarza
endospory zlokalizowane na koncu komoérki, co nadaje jej charakterystyczny wyglad ,palcéw
dobosza / palcéw pateczkowatych” lub rakiety tenisowej w obrazie mikroskopowym. Endospory
laseczek C. tetani wystepujg w glebie, ale takze w przewodzie pokarmowym zwierzat. Do zakazenia
dochodzi najczesciej poprzez zanieczyszczenie rany ziemig zawierajgcg przetrwalniki C. tetani.
Objawy kliniczne choroby s3 wywotywane przez egzotoksyny, w tym tetanospazmine
(neurotoksyna) oraz tetanolizyne (hemolizyna). Choroba moze przybierac kilka postaci — uogdlniong
(charakteryzuje sie skurczem miesni zuchwy oraz miesni plecéw, wzmozong potliwoscig oraz
Slinotokiem; objawem charakterystycznym jest grymas twarzy tzw. usmiech sardoniczny),
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miejscowg (porazenie miesni w miejscu urazu) lub noworodkowg (u noworodkéw, ktérych matki nie
byty uodpornione na tezec; wystepuje zazwyczaj w krajach rozwijajgcych sie). Leczenie obejmuje
m.in. oczyszczenie miejsca zakazonego oraz podaz antytoksyny przeciwtezcowej (Megighian i in.,
2021). Jako profilaktyke zachorowania na tezec stosuje sie szczepienia ochronne, ktére w Polsce sg
obowigzkowe oraz refundowane do 19. roku zycia.

Do Gram-dodatnich, beztlenowych laseczek wytwarzajgcych przetrwalniki zalicza sie réwniez
C. botulinum, czyli laseczke jadu kietbasianego. Endospory C. botulinum wystepujg na catym swiecie
w glebie i zbiornikach stodko- i stonowodnych. Dotychczas opisano siedem toksyn botulinowych,
sposrod ktérych cztery powodujg zatrucia u ludzi. Dawka $miertelna toksyny botulinowej dla czto-
wieka wynosi 30 ng. Toksyna po wchtonieciu do krwi powoduje zahamowanie uwalniania acetylo-
choliny i prowadzi do wiotkiego porazenia miesni oraz zaburzenia funkcjonowania autonomicznego
uktadu nerwowego (Rawson i in., 2023). Do rozwoju botulizmu, czyli zatrucia jadem kietbasianym,
dochodzi najczesciej poprzez spozycie niewtasciwie sterylizowanych konserw lub przetwordéw.
W ramach leczenia chorym podaje sie antytoksyne przeciwbotulinowg, wdraza antybiotykoterapie
oraz przeprowadza zabiegi majace na celu usuniecie toksyny botulinowej z przewodu pokarmo-
wego, np. ptukanie zotadka.

2.4.3. Formy spiralne/skrecone
Do form spiralnych bakterii zalicza sie przecinkowce, sSrubowce i kretki.
PRZECINKOWCE

Przecinkowce swojg budowgq przypominajg zakrzywione pateczki. Typowym gatunkiem bakterii na-
lezgcych do przecinkowcdw, ktére wywotujg zakazenia u cztowieka, jest Vibrio cholerae (przecinko-
wiec cholery) — czynnik etiologiczny cholery. V. cholerae to Gram-ujemna bakteria poruszajgca sie
dzieki pojedynczej rzesce umieszczonej na biegunie komaorki (urzesienie monotrychalne). Do czyn-
nikow wirulencji przecinkowca cholery zalicza sie produkcje enterotoksyny (toksyna cholery —
gtéwna przyczyna obfitej biegunki w przebiegu choroby), obecnosé adhezyn (pod postacig fimbrii;
adhezja bakterii do Sluzéwki jelita) czy mucynazy (enzymu rozktadajgcego sktadnik sluzu ochronnego
jelit) (Dominguez iin., 2024). V. cholerae bytuje w przewodzie pokarmowym cztowieka, jest zdolna
do przezycia i namnazania sie w wodzie. Do zakazenia cztowieka dochodzi droga fekalno-oralng,
najczesciej poprzez spozycie nieprzegotowanej, zanieczyszczonej ludzkimi odchodami wody lub
zywnosci, rzadziej przez bezposredni kontakt z chorym. Cholera wystepuje przede wszystkim w kra-
jach ze ztymi warunkami sanitarnymi oraz ograniczonym dostepem do uzdatnionej wody pitnej. We-
dtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization) okoto 75% o0séb
zakazonych przecinkowcem cholery to nosiciele bezobjawowi. Gtéwnym symptomem cholery jest
wodnista biegunka przypominajgca ryzowe poptuczyny o zapachu ryby. Choroba szybko prowadszi
do odwodnienia i rozwoju kwasicy metabolicznej. Nieleczona cholera moze w ciggu kilkunastu go-
dzin doprowadzi¢ do zgonu. Leczenie przyczynowe polega na wdrozeniu antybiotykoterapii, nato-
miast w zakres leczenia objawowego wchodzi odpowiednie nawadnianie pacjenta i leczenie
zaburzen elektrolitowych.

Innym przyktadem przecinkowca jest Vibrio vulnificus — Gram-ujemna, oportunistyczna bakte-
ria wystepujgca w Srodowisku obszaréw nadmorskich, w szczegdlnosci przy ujsciach rzek. Do zaka-
zenia dochodzi najczesciej po spozyciu surowych lub niedogotowanych owocéw morza, takich jak
ostrygi czy matze. Ponadto zakazenie moze rozwing¢ sie w wyniku narazenia uszkodzonej skory
(rany, zadrapania, otarcia) na zanieczyszczone wody morskie, co jest szczegdlnie prawdopodobne
u 0séb uczestniczacych w aktywnosciach wodnych lub pracujgcych w srodowisku morskim.
Szczegdlnie narazone na zakazenie V. vulnificus sg osoby z obnizong odpornoscia, osoby starsze oraz
osoby z przewlektymi chorobami, szczegélnie watroby lub uktadu krazenia. W niektérych
przypadkach, szczegdlnie w zaawansowanych stadiach infekcji, zakazenie moze prowadzi¢ do
ciezkich powiktan, takich jak sepsa.
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KRETKI

Kretki to wydtuzone, spiralnie zwiniete bakterie Gram-ujemne (jednak tg metodg barwig sie stabo;
lepszy efekt barwienia uzyskuje sie barwigc je metodg Giemsy lub Wrighta). Wymagania wzrostowe
kretkdw sg zréznicowane: niektére z nich do optymalnego wzrostu wymagajg warunkdéw beztleno-
wych, z kolei inne — warunkéw tlenowych. Zakres odpowiedniej temperatury do wzrostu kretkéw
rowniez jest zréznicowany i waha sie w przedziale 25-42°C. Przedstawicielami chorobotwdrczych
dla cztowieka kretkdw sg m.in. gatunki Treponema pallidum (czynnik etiologiczny kity) czy Borellia
burgdorferi (czynnik etiologiczny boreliozy).

T. pallidum jest uznawana za bakterie wzglednie beztlenowg, ktérej nie da sie hodowaé w wa-
runkach in vitro. Gtéwng drogg szerzenia sie kity jest kontakt seksualny z osobg zakazong (droga
ptciowa), niemniej drobnoustroje moga przenika¢ rowniez przez tozysko (transfer wertykalny; kita
wrodzona) lub drogg krwi (podczas przetoczenia krwi zakazonej kretkami bladymi — rzadko). Kretki
przenoszone s3 gtéwnie w poczatkowych stadiach choroby. Kretki blade sg wrazliwe na wysychanie
oraz dziatanie srodkéw dezynfekcyjnych, zatem nie przenoszg sie na urzadzenia toaletowe (np. de-
ske sedesowaq). Kite nabytg dzieli sie na kite wczesng (< 1 rok od zakazenia; obejmuje: okres | — kita
I-rzedowa, przebiega z pojawieniem sie tzw. objawu pierwotnego (wrzdd twardy), oraz okres Il — kita
lI-rzedowa, kiedy to pojawiajg sie zmiany skdrne (osutki kitowe), ktdrym towarzyszg objawy grypo-
podobne) oraz kite pdzng (> 1 rok od zakazenia; kita Ill-rzedowa — przewlekty stan zapalny obejmu-
jacy narzady wewnetrzne). Leczenie przyczynowe kity obejmuje wdrozenie antybiotykoterapii
(penicylina) (Peeling i in., 2023).

Innym przyktadem kretkéw jest gatunek B. burgdorferi wywotujgcy borelioze (Strnad i in.,
2023). Kretki B. burgdorferi przenoszone sg na cztowieka i niektore zwierzeta przez kleszcze z rodzaju
Ixodes. Do zakazenia dochodzi w wyniku uktucia przez zakazonego kleszcza i jego zerowania w sko-
rze. Objawy choroby uzaleznione sg od stadium choroby i mogg sie naktada¢. Wyrdznia sie stadium
wczesne i stadium pdzne choroby. Stadium wczesne ograniczone obejmuje wystepowanie poczat-
kowych objawdéw grypopodobnych, pojawienie sie rumienia wedrujgcego; stadium wczesne roz-
siane (narzgdowe) natomiast obejmuje pojawienie sie zapalenia stawdow, miesnia sercowego czy
zapalenie uktadu nerwowego (neuroborelioza). Stadium pdzne choroby jest zwigzane z rozwojem
takich stanéw jak przewlekte zanikowe zapalenie skéry konczyn, przewlekte zapalenie stawdw czy
przewlekte zapalenie uktadu nerwowego. Podstawowg role w diagnostyce boreliozy odgrywa dia-
gnostyka serologiczna (ocena za pomocg testdw immunoenzymatycznych ELISA (ang. enzyme-linked
immunosorbent assay) swoistych przeciwciat w klasie IgM i 1gG. Leczenie, w zaleznosci od stanu pa-
cjenta, obejmuje wdrozenie antybiotykoterapii i leczenia objawowego. Nie istniejg szczepienia
ochronne zapobiegajace tej chorobie.

2.4.4. Inne formy
MACZUGOWCE

Przedstawicielami bakterii przyjmujgcych inne ksztatty sg maczugowce Corynebacterium spp. Stano-
wig one duzg grupe Gram-dodatnich, maczugowatych bakterii wymagajgcych do wzrostu warunkow
tlenowych lub wzglednie tlenowych. Maczugowce sg szeroko rozpowszechnione w Srodowisku,
a zdecydowana wiekszos¢ z nich nalezy do bakterii oportunistycznych. Najpowszechniejszym
patogenem cztowieka nalezagcym do maczugowcow jest C. diphtheriae (maczugowiec bfonicy) —
czynnik etiologiczny btonicy. Bakteria ta wytwarza silng egzotoksyne btoniczg, ktéra odpowiada za
rozwoéj objawdéw choroby. C. diphtheriae szerzy sie drogg kropelkowg lub poprzez kontakt
bezposredni. Toksyna btonicza hamuje synteze biatek, co skutkuje smierciag komérek organizmu.
Doprowadza do uszkodzenia nabtonka drég oddechowych oraz powstawania bton rzekomych.
Btonica to choroba dotyczaca zwykle gérnych drég oddechowych badz skdry, czasem prowadzaca
do uszkodzenia serca, uktadu nerwowego czy nerek. Leczenie obejmuje podanie antytoksyny
btoniczej, wdrozenie antybiotykoterapii oraz leczenia objawowego. Profilaktyka obejmuje podanie
skojarzonej szczepionki DTP przeciwko btonicy (Diphtheria), teicowi (Tetanus) oraz krztuscowi
(Pertussis). Szczepionka zawiera toksoid btoniczy, toksoid tezcowy oraz inaktywowane bakterie
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Bordetella pertussis. W Polsce szczepionka DTP jest szczepieniem obowigzkowym. Inng forma
preparatu chronigcego przeciwko btonicy, krztuscowi i tezcowi jest szczepionka DTaP z obnizong
zawartoscig antygenow krztusca, zawierajgcy bezkomédrkowy skfadnik tego patogenu, czyli toksoid
krztuscowy. Oznaczenie ,,a” wskazuje na wariant acelularny, czyli bezkomdrkowy.

PRATKI

Do rodzaju Mycobacterium zalicza sie wolno rosnace (21 dni), tlenowe, niewytwarzajgce przetrwal-
nikéw bakterie o specyficznej budowie $ciany komorkowej (podrozdziat 2.2.2. Budowa sciany ko-
modrkowej bakterii kwasoopornych), ktéra zapewnia im opornosé na czynniki takie jak wysuszenie,
niskie i wysokie pH czy wysoka i niskg temperature. Najbardziej znanymi gatunkami bakterii naleza-
cymi do pratkdw sg m.in. pratek gruZlicy M. tuberculosis oraz pratek tradu M. leprae. M. tuberculosis
jest czynnikiem etiologicznym gruzlicy, ktdra szerzy sie gtdwnie drogg kropelkowg (Natarajan i in.,
2020). Gtownym zrédtem M. tuberculosis jest cztowiek pratkujacy, czyli wydalajgcy pratki podczas
oddychania, méwienia, a szczegdlnie podczas kaszlu (pratki gruzlicy znajdujg sie w drobnych kropel-
kach plwociny). Choroba moze dotyczy¢ kazdego narzgdu. Najczesciej gruzlica wystepuje w postaci
ptucnej. Posta¢ pozaptucna/narzgdowa jest charakterystyczna dla oséb z nabytym niedoborem od-
pornosci (AIDS, ang. acquired immunodeficiency syndrome). Pratki gruzlicy mogg przezy¢ wiele lat
wewnatrz makrofagow pecherzykéw ptucnych, jednoczesnie nie dajac zadnych objawdw choroby.
W takim przypadku méwi sie o zakazeniu latentnym. Obraz kliniczny gruzlicy jest zréznicowany. Do
objawdéw ogdlnoustrojowych nalezg m.in.: ubytek masy ciata, nocne poty, podwyzszona tempera-
tura ciata czy zte samopoczucie. Wsrdd objawéw gruzlicy ptuc wymienia sie przewlekty, produk-
tywny kaszel (z odkrztuszaniem Sluzowej, ropnej wydzieliny), krwioplucie czy dusznosci.
Rozpoznanie gruzlicy obejmuje diagnostyke obrazows (zdjecia rentgenowskie, RTG klatki piersio-
wej), prébe tuberkulinowg czy testy oparte na wydzielaniu interferonu. Jednak w celu potwierdzenia
rozpoznania gruzlicy niezbedne jest wykonanie badania mikrobiologicznego majacego na celu
stwierdzenie obecnosci pratkéw w badanym materiale klinicznym (metodg rozmazu albo hodowli).
U 0sd6b z podejrzeniem gruzlicy ptuc podstawowym materiatem do badania jest plwocina. Leczenie
gruzlicy obejmuje stosowanie lekéw przeciwgruzliczych (np. ryfampicyna czy izoniazyd) i przeciwza-
palnych. W Polsce od 1955 roku szczepienia przeciwko gruzlicy (szczepionka BCG — Bacillus
Calmette—Guérin) s3 obowigzkowe. Szczepionka ta zawiera zywe, atenuowane pratki bydlece
M. bovis. Od 2019 roku szczepionka powinna by¢ obligatoryjnie podana dziecku w pierwszej dobie
zycia, przed wypisaniem ze szpitala.

Patogennym dla cztowieka jest takze gatunek M. leprae — czynnik etiologiczny tradu, ktdrego
gtéwnym Zrdodtem jest chory cztowiek (Sugawara-Mikami i in., 2022). Najczesciej do zakazenia do-
chodzi przez btony sluzowe i skére, czasami takze drogg kropelkowga. U 95% osdb majgcych kontakt
z M. leprae choroba nie rozwija sie. Trad wystepuje gtéwnie w strefie tropikalnej, najczesciej wsréd
0s0b zyjacych w ubdstwie. W przebiegu choroby dochodzi do rozwoju ziarninowatych zmian obej-
mujgcych gtéwnie nerwy obwodowe oraz skdre. Potwierdzenie diagnozy umozliwia badanie wy-
cinka zmian skérnych lub wydzieliny z nosa (stwierdzenie obecnosci pratkéw kwasoopornych).
Wykorzystanie w diagnostyce tragdu testow serologicznych jest ograniczone ze wzgledu na ich matg
czutosc i swoistosé. Leczenie tragdu obejmuje wdrozenie antybiotykoterapii na okres od 6 do 24 mie-
siecy. Dodatkowo pacjentom ordynowane sg rowniez glikokortykosteroidy i leki przeciwbdlowe.
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3. Hodowle mikroorganizmow

Ten rozdziat omawia podstawowe zagadnienia zwigzane z hodowlg drobnoustrojow — od metod
uzyskiwania czystych kultur komorkowych, przez wymagania metaboliczne mikroorganizméw, po
przyktady podtéz mikrobiologicznych stuzgcych do izolacji, namnazania i réznicowania drobnoustro-
jow.

3.1. Zaktadanie hodowli drobnoustrojow

Prawidtowy wzrost i rozwdj mikroorganizmdéw wymagaja zapewnienia takich warunkéw srodowi-
skowych, ktére odpowiadajg ich potrzebom pokarmowym. Pobrane przez bakterie sktadniki sg zré-
dtem substancji budulcowych komorki, a takze energii, ktéra jest konieczna do rozmnazania i wzro-
stu. W mikrobiologii wyrdznia sie dwa rodzaje hodowli drobnoustrojow: czyste i mieszane. W skfad
hodowli czystej wchodzg osobniki tego samego gatunku, natomiast w hodowli mieszanej wy-
réznia sie osobniki nalezgce do réznych gatunkdw. W srodowisku naturalnym bakterie najczesciej
rosng w postaci hodowli mieszanych, skagd mogg by¢ izolowane i wysiewane na podtoza namnaza-
jaco-wybidrcze, pozwalajace naich identyfikacje. Zaktadanie czystych hodowli umozliwia precyzyjne
okreslenie cech morfologicznych drobnoustroju oraz pozwala na prowadzenie badan naukowych
miedzy innymi nad jego metabolizmem czy opornoscig na antybiotyki. W diagnostyce mikrobiolo-
gicznej czysta hodowla umozliwia potwierdzenie, ktéry konkretnie patogen jest przyczyng zakaze-
nia.

Wsrdd technik otrzymywania czystych kultur komoérkowych wyréznia sie metody bezposrednie
i posrednie. Bezposrednie metody otrzymywania czystych kultur komdrkowych opierajg sie na
wykorzystaniu tzw. mikromanipulatora — urzadzenia mikroskopowego, ktére jest wyposazone
w szklang kapilare. Obecnos¢ kapilary pozwala na zasysanie z hodowli mieszanej jednej komorki
drobnoustroju, ktéra po przeniesieniu do jatowe] pozywki dzieli sie, dzieki czemu daje poczatek
hodowli sktadajgcej sie z osobnikéw jednego gatunku. W ten sposdb otrzymuje sie czystg hodowle
komédrkowa. Znana jest réwniez druga metoda (Lindnera), ktérg wykorzystuje sie w przypadku
hodowli wiekszych drobnoustrojéw, np. drozdzy, ktére sg widoczne pod mikroskopem bez
zastosowania immersji.

Wsrdd metod posrednich mozemy wyrdzni¢ metode posiewu redukcyjnego ptytek agaro-
wych (ryc. 9), w ktorej wykorzystuje sie szalki Petriego zawierajgce podfoze wzrostowe zestalone
agarem. W skfad podtoza mogg wchodzi¢ np. bulion i agar lub brzeczka i agar (odpowiednio dla bak-
terii i drozdzy). Bulion to podtoze przygotowane najczesciej na bazie wyciggéw miesnych (np.
wotowych), ktérego rodzaje opisano w podrozdziale 3.2. PodfoZza mikrobiologiczne. Brzeczka to
stodka ciecz powstata podczas warzenia piwa, uzyskana z ekstraktu stodowego (jeczmiennego)
i wody. Posiew na ptytce wykonywany jest za pomocg ezy — prostego przyrzgdu preparacyjnego,
wykonanego z metalu lub plastiku, ktéry zakonczony jest petelkg stuzagcg do pobierania
i przenoszenia materiatu. Posiew redukcyjny wykonywany jest w przypadku, gdy potrzebne s3
dobrze oddzielone od siebie kolonie, a inokulum zawiera bardzo duzo komérek. Pojeciem inokulum
okresla sie niewielky ilo$¢ zawiesiny komarek bakterii lub zarodnikdw grzybow stuzgca do zatozenia
hodowli. W metodzie tej dochodzi do stopniowego ,rozciericzania” inokulum, ktére prowadzi sie
w taki sposéb, by w kazdej kolejnej posiewanej czesci ptytki uzyskaé malejgcy liczbe komérek. Wazne
jest to, zeby przed kazdym kolejnym rozsianiem materiatu biologicznego (kolejnym taktem) opali¢
eze (jesli jest zrobiona z metalu) w ptomieniu palnika, a nastepnie odczeka¢, az ostygnie.
W przypadku ezy wykonanej z plastiku po kazdym takcie nalezy umiesci¢ jg w pojemniku na odpady
biologiczne i uzy¢ nowej ezy do kolejnego kroku. Po inkubacji ptytki w odpowiedniej temperaturze
z kazdej komérki (odpowiednio oddzielonej od pozostatych) wyrasta pojedyncza kolonia.
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Rycina 9. Technika posiewu redukcyjnego za pomocg ezy na tzw. cztery takty (rys. D. Szmajda-Krygier)

3.2. Podtoza mikrobiologiczne

W diagnostyce mikroorganizméw do ich namnazania i identyfikacji w warunkach in vitro stuzg pod-
toza hodowlane (inaczej pozywki). S to mieszaniny odpowiednio dobranych sktadnikow,
zawierajgce zwigzki odzywcze, ktére pozwalajg na wzrost i namnazanie sie wielu rodzajow lub jednej
grupy mikroorganizmow. Pozywki do hodowli bakterii i grzybdéw ze wzgledu na konsystencje mozna
podzieli¢ na ptynne (bez dodatku czynnika zestalajgcego, tj. zelujgcego) i state, zawierajgce w skta-
dzie agar (1-2%). Pozywki przygotowuje sie w sterylnych pomieszczeniach z wykorzystaniem kom-
ponentdéw, ktdre pozwolg zachowad sktad ilosciowy i jakosciowy oraz jatowo$é. Mozna wykonac je
samodzielnie przy wykorzystaniu podtdz sypkich, czyli suchych mieszanek substancji odzywczych.
Dostepne sg réwniez na rynku gotowe podtoza mikrobiologiczne, ktére pozwalajg zaoszczedzi¢ czas
wymagany do ich przygotowania. Co wazne, nie ma jednego uniwersalnego podfoza umozliwiaja-
cego wzrost wszystkim drobnoustrojom, a dla niektérych gatunkow bakterii (np. T. pallidum) nie
opracowano nadal odpowiedniego podtoza.
Idealne podtoze mikrobiologiczne charakteryzuje sie:

e odpowiednim sktadem zapewniajagcym optymalny wzrost i namnazanie drobnoustrojéw (tj.
zawiera zrodfa pierwiastkdw biogennych i energii, sole mineralne, m.in. wapnia lub ma-
gnezu, odpowiednie makro- i mikroelementy),

e obecnoscig sktadnikéw réznicujgcych i/lub wybidrczych w przypadku podtdz specjalnych,

e jatowoscig niezbedng w prowadzeniu hodowli,

e odpowiednim odczynem pH (w hodowlach wiekszos$ci bakterii najczesciej 7,2-7,4) i poten-
cjatem redox,

e izotonicznoscig, ktdra jest uzyskiwana poprzez stosowanie NaCl.

Podtoza bakteriologiczne mozna podzieli¢ ze wzgledu na sktad chemiczny, konsystencje czy za-
warto$¢ substancji odzywczych, jednak ze wzgledéw praktycznych najczesciej wykorzystywany
w diagnostyce mikrobiologicznej jest podziat podtozy pod katem ich zastosowania. Wyrdzniamy
zatem podtoza:

e transportowe — uzywane do transportu prébek materiatu klinicznego i szczepdw bakterii do
laboratorium; utrzymujg one zywotnos¢ bakterii, ale nie pozwalajg na ich namnozenie; naj-
szerzej stosowanymi podtozami transportowymi sg uniwersalne podtoza Stuarta i Amiesa
oraz (stosowane gtéwnie do préobek katu) podtoze Cary’ego-Blaira;

e namnazajgce — bogate, stwarzajace dogodne warunki dla wzrostu wielu rodzajéw bakterii;
przyktadami pozywek namnazajgcych sg bulion odzywczy, w sktad ktorego wchodzg wyciag
z miesa i woda peptonowa (pepton, NaCl i woda), oraz bulion glukozowy, ktdry rdzni sie od
bulionu odzywczego jedynie dodatkiem glukozy;
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e selektywne — inaczej wybidrczo-namnazajace, z dodatkiem substancji umozliwiajgcych
wzrost okreslonego rodzaju/gatunku drobnoustroju i hamujgcych wzrost pozostatych; przy-
ktadami pozywek selektywnych s3a:

O

agar czekoladowy, w sktad ktérego wchodzi zlizowana krew (wzbogacajgca pozywke
o dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy NAD*, hem); umozliwia wzrost wymagajg-
cym bakteriom takim jak Haemophilus influenzae, N. gonorrhoeae),

podtoze SS (agar Salmonella—Shigella) to pozywka, ktéra poza czynnikami wzrostu
(agarem, bulionem miesnym, peptonem) posiada sktadniki réznicujgce — chlorek so-
dowy, tiosiarczan i cytrynian sodowy oraz barwniki (czerwien obojetng, zielen bry-
lantow3); innymi sktadnikami sg laktoza i dezoksycholan sodu; pozywka umozliwia
wzrost Salmonella spp. i Shigella spp.; na skutek wytwarzania H,S przez szczepy
Salmonella spp. wyrastajg kolonie z zaczernionym srodkiem, podczas gdy kolonie
Shigella spp. pozostajg bezbarwne;

e rdznicujgce — sg odpowiednie dla wielu bakterii, jednak obecne w ich sktadzie czynniki réz-
nicujgce (inaczej: indykatory), umozliwiajg ich rozrdznienie na podstawie identyfikacji okre-
Slonych cech, np. hemolizy czy fermentacji danego cukru; przyktadami sg agar Columbia,
podtoze Kliglera czy podtoze ptynne Stuarta;

e wybidrczo-réznicujgce — umozliwiajg réznicowanie okreslonych rodzajow/gatunkéw bakte-
rii oraz hamujg wzrost flory towarzyszacej; nalezg do nich:

@)

agar MacConkeya — czynnikami wybidrczymi w tej pozywce sg sole zétciowe, fiolet
krystaliczny, natomiast czynniki réznicujgce to laktoza i czerwien obojetna; pozywka
przeznaczona jest do wzrostu bakterii Gram-ujemnych takich jak Enterobacte-
riaceae; kolonie bakterii rozktadajgcych laktoze (laktozo-dodatnich) przyjmujg
barwe rézows, zas nierozktadajacych — pozostajg niewybarwione,

podtoze Wilsona—Blair (WB) — czynnikami wybidrczymi w sktadzie podtoza s3 zielen
brylantowa oraz siarczyn bizmutu, a czynnikami réznicujgcymi — siarczany zelaza
i bizmutu; pozywka przeznaczona jest do wzrostu bakterii z rodzaju Salmonella:
S. typhi — kolonie sg czarne z metalicznym potyskiem, czarne zabarwienie podtoza,
S. enteritidis — kolonie czarne, bez potysku, czarne zabarwienie podtoza, pozostate
gatunki Salmonella — kolonie jasnozielone, brak zabarwienia podtoza, wzrost
pozostatych pateczek jelitowych jest silnie zahamowany, ewentualnie drobne,
brunatne kolonie,

podtoze Chapmana — podtoze wybidrczo-réznicujgce dla bakterii Gram-dodatnich;
czynniki wybidrcze w sktadzie to NaCl (7,5%) i azydek sodu (65 mg/l), a rdznicujgce
to mannitol i kazeina; pozywka jest przeznaczona do wzrostu bakterii z rodzaju
Staphylococcus oraz ich réznicowania; podtoze wokét szczepéw gronkowcow koa-
gulazo-dodatnich (np. S. aureus) rozktadajgcych mannitol zmienia zabarwienie z ré-
Zowego na z6fte, natomiast gronkowce koagulazo-ujemne nie powodujg zmiany
zabarwienia podtoza.

Pozywka uzywang najczesciej do hodowli grzybow jest podtoze Sabouraud zawierajgce, poza

czynnikami niezbednymi do wzrostu grzybdéw (tj. glukozg, peptonem), antybiotyki (np. chloramfeni-
kol) stuzgce do zahamowania wzrostu bakterii. Drozdze mozna tatwo hodowac¢ z wykorzystaniem
pozywki z ekstraktem drozdzowym lub brzeczki stodowej.

W diagnostyce mikrobiologicznej wykorzystuje sie rowniez podtoza chromogenne, ktdre zawie-

rajg sktadniki metabolizowane przez bakterie i nadajgce tym samym koloniom drobnoustrojow okre-
$lone zabarwienie. Znajduje to szczegdlne zastosowanie podczas identyfikacji przyczyny zakazenia
drég moczowych. Natomiast do kontroli czystosci mikrobiologicznej sprzetéw, powierzchni robo-
czych i stotéw (np. w zaktadach produkcyjnych) stosuje sie ptytki odciskowe/kontaktowe. Ptytki do-
stepne sg dla wielu rodzajéw bakterii i grzybdéw oraz dodatkowo zawierajg substancje inaktywujgce
srodki uzywane do dezynfekcji powierzchni.
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Do przygotowania podtdz statych niezbedne jest dodanie agaru, ktéry spowoduje zestalenie
uptynnionego podtoza mikrobiologicznego. Agar jest pozyskiwany z krasnorostéw morskich i za-
wiera galaktoze, reszte siarczanowa oraz jony Ca?* oraz Mg?*. Uptynnia sie w temperaturze 95-99°C,
natomiast w temperaturze o zakresie od 45°C do 49°C ulega zestaleniu. Poza niektérymi bakteriami
morskimi mikroorganizmy nie wykorzystujg agaru jako sktadnika odzywczego, dlatego jest on po-
wszechnie stosowany do zestalania podtéz. Czynnikiem zestalajgcym moze by¢ réwniez zelatyna,
substancja o charakterze biatkowym pochodzenia zwierzecego, jednak w przeciwienstwie do agaru
zelatyna jest hydrolizowana przez drobnoustroje o wiasciwosciach proteolitycznych.

W celu zapewnienia drobnoustrojom odpowiednich warunkéw do wzrostu nalezy wzig¢ pod
uwage:

e dostep tlenu —w zaleznosci od sposobu oddychania mikroorganizmdw nalezy zapewni¢ od-
powiednie warunki prowadzonej hodowli; w obecnosci tlenu atmosferycznego rosng dobrze
bakterie tlenowe, a drobnoustroje beztlenowe wyrastajg w obecnosci 0,5-1% tlenu; do
wzrostu bakterii mikroaerofilnych wymagane jest zapewnienie 5% tlenu i 10% CO,,

e temperature otoczenia — hodowle wiekszosci drobnoustrojow chorobotwdrczych prowadzi
sie w temperaturze 37°C,

e wilgotnosc.

W zaleznosci od tempa namnazania drobnoustrojéw czas prowadzenia hodowli do momentu
uzyskania ich wzrostu w postaci kolonii wynosi od 18 do 24 godzin dla wiekszosci bakterii chorobo-
twdrczych oraz nawet do kilku tygodni w przypadku pratkéw gruzlicy.

Podczas identyfikacji bakterii opisuje sie przede wszystkim cechy morfologiczne kolonii wyro-
stych na podtozu statym oraz cechy hodowlane odnoszace sie do ich wzrostu na podtozach ptynnych
lub w hodowli ktutej na stupku zelatynowym. Kolonia to zespdt bakterii powstajacy z jednej ko-
morki bakteryjnej na skutek jej podziatéw. Kolonie widoczne sg gotym okiem jako skupiska o cha-
rakterystycznym wygladzie, ktdry jest uzalezniony od takich czynnikéw, jak np. rodzaj podtoza
mikrobiologicznego, czas trwania inkubacji i temperatura. W tabeli 2 przedstawiono wybrane ele-
menty, na ktére nalezy zwrdéci¢ uwage przy opisie kolonii.

Tabela 2. Cechy kolonii na podtozach mikrobiologicznych

CECHA OPIS
ksztatt okragty, owalny, nieregularny, gwiazdkowaty, promienisty
brzeg rowny, falisty, zatokowaty, postrzepiony, nitkowaty

gtadka, szorstka, pomarszczona, nitkowata, gruboziarnista,

powierzchnia
matowa, btyszczaca

wyniostos$¢ ponad

. ) ptaska, lekko wzniesiona, wypukta, stozkowata, kraterowata
powierzchnie

przejrzystosé przejrzysta, metna, opalizujaca

Dodatkowo nalezy zwréci¢ uwage na kolor kolonii i ewentualne zmiany zabarwienia badz prze-
jasnienia podtoza w jej otoczeniu oraz zapach (jesli jest obecny, nalezy okresli¢ jego intensywnos¢
i czy jest charakterystyczny). Ocenie poddaje sie rowniez konsystencje kolonii, ktérg sprawdza sie za
pomocg ezy i okresla jako zwartg, luzng, lepka, sluzowatg badz sucha. Ponadto na podtozach zawie-
rajacych krew okresla sie obecno$é¢ hemolizy: a — zazielenienie podfoza, B — catkowita liza krwi-
nek / przejasnienie lub y — brak hemolizy.

Sposrdd grzybéw hodowanych na podtozach mikrobiologicznych najszybciej wzrastajg drozdze
(juz po 18-72 godzinach) od posiewu, za$ wiekszos¢ grzybdéw strzepkowych potrzebuje od 3 do 5
dni, podczas gdy grzyby dimorficzne i dermatofity wymagajg kilku tygodni inkubacji.
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4. Testy biochemiczne. Metody oceny lekowrazliwosci

W tym rozdziale opisano dalsze postepowanie z materiatem klinicznym pobieranym od pacjenta.
Oprdécz wykonania preparatu mikroskopowego czy zatozenia hodowli drobnoustrojéow w diagno-
styce mikrobiologicznej majg rowniez zastosowanie testy biochemiczne, ktére opierajg sie gtéwnie
na ocenie zdolnosci do rozktadu substratéw za pomocg enzyméw komérkowych. Ponadto przedsta-
wiono metody oceny lekowrazliwosci drobnoustrojow na antybiotyki, ktére sg kluczowe w doborze
leczenia przeciwdrobnoustrojowego.

4.1. Analiza biochemiczna

Szeregi biochemiczne stosuje sie do identyfikacji bakterii nalezgcych do tego samego rodzaju lub
rodziny. Przyktadem sg testy API Listeria lub APl 20E (do wykrywania pateczek z rodziny Enterobac-
teriaceae, m.in. Salmonella spp.). Na biochemiczny szereg identyfikacyjny sktadajg sie mikropro-
bowki zawierajgce odwodnione substraty. Do kazdej z nich wprowadza sie zawiesine bakteryjna,
ktéra w wyniku produkcji enzyméw powoduje przemiane substratu do barwnego produktu. Reakcje
biochemiczne zachodzgce w czasie inkubacji powodujg zmiany zabarwienia powstate samoistnie lub
po dodaniu odczynnika wskaznikowego. Odczytu wynikéw dokonuje sie w oparciu o program
komputerowy API Web Plus. Na rycinie 10 przedstawiono test API20E po inkubacji z hodowlg
badanego drobnoustroju.
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Rycina 10. Przyktadowy wynik testu API20E (rys. P. Zelechowska)

4.2. Ocena lekowrazliwosci

Elementem poprawnie przeprowadzonej diagnostyki mikrobiologicznej, oprécz identyfikacji czyn-
nika etiologicznego, jest takze ocena potencjatu zastosowania Srodka przeciwdrobnoustrojowego
w danym zakazeniu. W leczeniu zakazen poczatkowo stosuje sie tzw. terapie empiryczng, czyli
terapie dobrang zgodnie z analizg wrazliwosci na proponowany lek wszystkich gatunkéw bakterii
mogacych wywotac¢ dany typ zakazenia oraz oceng skutecznosci klinicznej leczenia proponowanym
antybiotykiem. Ocena lekowrazliwosci bakterii wyhodowanych z materiatu pobranego od pacjenta
umozliwia wprowadzenie tzw. terapii celowanej, zgodnej z profilem wrazliwosci na leki wyho-
dowanego szczepu.

WAZNE!
W ujeciu mikrobiologicznym izolat to drobnoustréj wyizolowany z okreslonego miejsca (np. z miej-
sca toczacego sie zapalenia u pacjenta).

Do oznaczania lekowrazliwosci na antybiotyki mozna zastosowac jedng z ponizszych metod:

e dyfuzyjno-krgzkowa opracowang w roku 1940 i stosowang do dzi$ w wielu laboratoriach
klinicznych. Polega ona na umieszczeniu na podtozu hodowlanym pokrytym réwnomiernie
badanym mikroorganizmem (posiew na murawe) krazkéw z bibuty filtracyjnej (o $red-
nicy okoto 6 mm) nasgczonych antybiotykiem w $cisle okreslonym stezeniu. Lek dyfunduje
do podtoza i powoduje catkowite zahamowanie lub ostabienie wzrostu drobnoustroju. Od-
czyt polega na zmierzeniu srednicy strefy zahamowania wzrostu bakterii dookota krazka
oraz skategoryzowanie ich na: wrazliwe (S — ang. susceptible), sredniowrazliwe (I — ang.
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intermediate) lub oporne (R — ang. resistant). Technika ta ma wiele zalet, miedzy innymi
tatwos¢ wykonania czy niskie koszty, jest jednak obarczona btedami, miedzy innymi brakiem
rozrdznienia efektu bakteriostatycznego od bakteriobdjczego oraz brakiem okreslenia mini-
malnego stezenia hamujgcego (MIC, ang. minimum inhibitory concentration) (ryc. 11);

STREFA ZAHAMOWANIA
WZROSTU DROBNOUSTROJOW

KRAZEK
NASACZONY
ANTYBIOTYKIEM

HODOWLA

Rycina 11. Metoda dyfuzyjno-krazkowa oceny wrazliwosci drobnoustroju na antybiotyk(i)
(rys. D. Szmajda-Krygier)

e gradientowa, dzieki ktérej badany jest szeroki panel stezen jednego antybiotyku. W tej tech-
nice, podobnie jak w metodzie dyfuzyjno-krgzkowej, na podtoze zaszczepione drobnoustro-
jem naktadany jest pasek nasgczony czynnikiem przeciwdrobnoustrojowym w gradiencie
stezen. Przy odczycie obserwuje sie strefe zahamowania wzrostu, ktéra przybiera ksztatt
elipsy (stad nazwa E-test, ang. Epsilometer test), a miejsce przeciecia powstatego ksztattu
z paskiem wyznacza minimalne stezenie hamujgce. Zaletg metody jest mozliwos$¢ wyzna-
czenia wartosci MIC oraz okreslenie fenotypu opornosci (ryc. 12). W niektérych wersjach
paskdw po jednej stronie znajduje sie state stezenie inhibitora (np. inhibitora B-laktamaz),
co umozliwia réwnoczesne badanie dziatania dwdéch sktadnikéw (np. antybiotyk + inhibitor);

e rozcienczeniowg, w ktdrej do podtoza ptynnego lub statego z antybiotykiem w okreslonym
stezeniu dodaje sie takg samg liczbe komdrek bakteryjnych i ocenia wzrost w obecnosci an-
tybiotyku. Technika seryjnych rozcienczen jest kluczowa do podania wskaznikéw laborato-
ryjnych oceniajgcych wrazliwosé¢ danego drobnoustroju na leczenie, jednak metoda ta
wymaga wiekszych naktadéw finansowych niz techniki wspomniane wyzej (ryc. 13).

HODOWLA

PASEK STREFA ZAHAMOWANIA WZROSTU
NASACZONY DROBNOUSTROJOW
ANTYBIOTYKIEM

Rycina 12. Metoda gradientowa oceny wrazliwosci drobnoustroju na antybiotyk(i) (rys. D. Szmajda-Krygier)
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Rycina 13. Metoda rozciericzeniowa oceny wrazliwosci drobnoustroju na antybiotyk(i)
(rys. D. Szmajda-Krygier)

Wskazniki laboratoryjne oceniajgce wrazliwo$¢ danego drobnoustroju na leczenie to:

e MIC — najnizsze stezenie antybiotyku lub innego $rodka przeciwdrobnoustrojowego, ktére
hamuje widoczny wzrost szczepu bakterii w warunkach laboratoryjnych;

e MIC50 i MIC90, czyli najnizsze stezenia leku przeciwbakteryjnego lub przeciwgrzybiczego,
ktére hamujg wzrost odpowiednio 50% i 90% badanych izolatéw danego gatunku; te warto-
$ci odnoszg sie tylko do dziatania bakterio- lub grzybostatycznego danego leku;

e IMBC (ang. minimum bactericidal concentration) to parametr wyznaczany po ustaleniu MIC,
opisujgcy minimalne stezenie bakteriobdjcze, czyli najnizsze stezenie srodka przeciwdrob-
noustrojowego, prowadzace do zabicia 99,9% komodrek bakteryjnych w warunkach in vitro.
Stezenie wyjsciowe badanego srodka przeciwdrobnoustrojowego stosowane do oznaczenia
MBC wyznaczane jest jako 100-krotno$¢ znanej wartosci MIC. Analogiczne okreslenie MFC
(ang. minimum fungal concentration) odnosi sie do grzybow. Jesli stezenie leku w surowicy
krwi lub tkankach pacjenta jest wyzsze niz MIC90, a nizsze niz MBC lub MFC, to dziatanie
leku uznawane jest za bakterio- lub grzybostatyczne, natomiast gdy stezenie leku przekracza
warto$¢ MBC, wskazuje to na dziatanie bakteriobdjcze preparatu. Wartosé MBC/MFC jest
srednio 4 razy wyzsza niz MIC90;

e MPC (ang. mutant prevention concentration) to okreslenie odnoszace sie do stezenia leku,
ktore hamuje powstanie mutacji drobnoustrojéw, zazwyczaj stezenie to jest 7 razy wyzsze
niz MIC90 (ryc. 14) (Schwarz, 2010; Kaderabkova, 2024).

W Polsce stosowane sg zalecenia Europejskiego Komitetu ds. Oznaczania Lekowrazliwosci
EUCAST (ang. European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing), ktdry opracowuje wy-
tyczne dotyczace przeprowadzania badania opornosci oraz dalszej interpretacji wynikéw. Polskg in-
stytucja odpowiedzialng za przedstawianie rekomendacji jest Krajowy Osrodek Referencyjny ds.
Lekowrazliwosci Drobnoustrojéw. Przydatne informacje mozna réwniez znalez¢ na stronie Narodo-
wego Programu Ochrony Antybiotykow.
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5. Morfologia grzybéw mikroskopowych. Diagnostyka mykologiczna

W tym rozdziale poruszono zagadnienia zwigzane z klasyfikacjg systematyczng i morfologig grzybow
mikroskopowych. Przedstawiono réwniez negatywne oblicze ich dziatalnosci, czyli choroby, ktére
wywotujg u ludzi, psucie zywnosci czy niszczenie materiatéw budowlanych.

5.1. Charakterystyka grzybow mikroskopowych

Wedtug obecnie obowigzujgcej systematyki wszystkie grzyby (drozdze i plesnie) sg zaliczane do kré-
lestwa Mycota (Fungi), nalezagcego do domeny Eukaryota, chociaz do 1969 roku byty zaliczane do
krélestwa roélin z uwagi na obecno$¢ sciany komérkowej. Do tej pory znanych i opisanych jest 100
tys. gatunkéw grzybow, jednak szacuje sie, ze stanowig one jedynie 5% wszystkich gatunkéw wyste-
pujacych na Ziemi. Dane dotyczgce przynaleznosci systematycznej danego taksonu mozna znalezé
na stronach internetowych Index Fungorum i Mycobank (Zhou i May, 2022).

Grzyby to organizmy eukariotyczne, heterotroficzne, ktére do proceséw zyciowych potrzebujg
zwigzkéw wegla i azotu. Grzybnia (mycelium) sktada sie ze splotu wielokrotnie rozgatezionych
strzepek, ktére mogg by¢ podzielone septami (przegrodami) i tworzy¢ grzybnie wielokomérkowg
(np. u grzyboéw strzepkowych). U grzybow nizszych (sprzezniakéw) strzepki nie zawierajg przegréd
poprzecznych, lecz w ich komdrkach wystepuje wiele jagder i takg grzybnie okresla sie jako jednoko-
morkowa (Macura, 2017a; Macura i Skdra, 2017). Do krélestwa grzybdéw zaliczane sg réwniez droz-
dze wystepujgce w postaci pojedynczych komdrek. Ponadto przy zmianie warunkéw srodowiska
grzyby strzepkowe mogg wystepowac w stadium saprofitycznym (w temperaturze 25-30°C) jako
formy nitkowate, natomiast w wyzszym zakresie temperatur (35-37°C) moga przybiera¢ formy droz-
dzopodobne (kuliste, owalne), to tzw. postac drozdzowa; dotyczy to rowniez grzybdéw patogennych
w stadium pasozytniczym (Macura, 2017b). Zjawisko to okresla sie jako dimorfizm temperatu-
rowy/termiczny, a przedstawicielami grzybdéw dimorficznych chorobotwoérczych dla cztowieka sg
m.in. Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum i Sporothrix schenckii
(ryc. 15).
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KULISTY CYLINDRYCZNY
SPORANGIOFOR
ELIPSOIDALNY BUTELKOWATY (1 swzpki
D / l CENOCYTYCZNE
CYTRYNKOWATY NITKOWATY
DROZDZE GRZYBY STRZEPKOWE

Rycina 15. Formy morfologiczne grzybow (rys. D. Szmajda-Krygier)
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Komarki grzybdw zawierajg organelle charakterystyczne dla organizmoéw eukariotycznych, jed-
nak rdéznig sie sktadem chemicznym sciany komdrkowej, ktéra u grzybéw zbudowana jest z chityny
oraz glukanow i innych wielocukréw (ryc. 16). Mannoproteiny, zlokalizowane na powierzchni war-
stwy glukandw w $cianie komadrkowej grzybow (oznaczone na schemacie kolorem niebieskim), pet-
nig funkcje ochronng przed czynnikami zewnetrznymi, takimi jak enzymy lityczne czy toksyny.
U niektorych gatunkéw patogennych biorg réwniez udziat w maskowaniu antygendéw, co umozliwia
im unikanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza. W btonach komérkowych grzybéw zamiast
cholesterolu wystepuje ergosterol — umozliwia to stosowanie srodkdéw przeciwgrzybiczych,
ktérych dziatanie polega na zaburzeniu jego syntezy. Materiatami zapasowymi wystepujgcymi
w komoérkach grzybéw sg glikogen (rezerwuarowy polisacharyd, ktérego obecnos¢ swiadczy
o dobrym odzywieniu komdrek) i wolutyna o charakterze biatkowym oraz ttuszcze (zawieszone
w cytoplazmie lub wakuoli) (Macura i Skéra, 2017; Piotrowska i Zakowska, 2012; Staba i R6zalska,
2020).

B-(1,6)- GLUKAN

B-(1,3)- GLUKAN

CHITYNA

DWUWARSTWA
LIPIDOWA BLONY
KOMORKOWEJ

ERGOSTEROL

Rycina 16. Sciana komérkowa grzybéw (rys. D. Szmajda-Krygier)

Podstawg klasyfikacji grzybdw jest sposéb rozmnazania ptciowego oraz ksztatt zarodnikdw.
Wiekszos¢ grzybédw moze rozmnazac sie zaréwno piciowo, jak i bezptciowo. Najprostszg forma roz-
mnazania bezpfciowego jest podziat prosty lub fragmentacja grzybni i tworzenie spor (zarodnikow).
U grzybéw strzepkowych zarodniki wytwarzane sg przez komaorki zarodnikotwdrcze umieszczone na
konidioforze, natomiast u grzybéw sprzezniowych (Zygomycetes) zarodniki produkowane sg do we-
wnatrz sporangium znajdujgcego sie na sporangioforze. Drozdze rozmnazajg sie gtéwnie poprzez
paczkowanie polegajgce na utworzeniu sie wypustki, do ktérej po podziale wnika jedno jadro. Na-
stepnie, po przemieszczeniu sie wypustki, utworzony pierscien z mikrotubul odcina komérke po-
tomng od macierzystej, a po jej oddzieleniu sie — na komdrce macierzystej pozostaje blizna. Liczba
blizn wskazuje na wiek komérki oraz okresla jej zdolnosci reprodukcyjne. Workowce (Ascomycetes)
i sprzezniaki mogg rowniez wytwarzaé formy rozmnazania ptciowego — gamety (komorki ptciowe)
wyksztatcone na gametangiach (Dominiak i Lembicz, 2018; Kunicka i Rajkowska, 2012; Macura
i Skora, 2017).

5.2. Grzyby mikroskopowe jako czynniki etiologiczne chordb infekcyjnych

Choroby wywotywane przez grzyby klasyfikuje sie jako alergie, grzybice i mykotoksykozy. Wsréd
najwazniejszych zrédet alergenéw wyrdznia sie grzyby z rodzaju Alternaria, Cladosporium,
Aspergillus i Penicillium. Gtdwnym alergenem Alternaria alternata jest Alt a 1, wykrywany w cyto-
plazmie zarodnikdw i grzybni. Zarodniki sg uwalniane do atmosfery w obecnosci wody, a ich stezenie
wzrasta w czasie zwiekszonej wilgotnosci powietrza oraz w pomieszczeniach zamknietych, gdzie
szczegoblnie czesto wystepujg grzyby z rodzajdw Aspergillus, Penicillium, Mucor, Rhizopus czy
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Trichoderma. Wielko$¢ zarodnikéw Alternaria (30 x 50 um) sprawia, ze po wniknieciu drogami od-
dechowymi lokujg sie w ich gérnej czesci. Z kolei Cladosporium herbarum jest grzybem powszechnie
wystepujacym w powietrzu, niemal przez caty rok. Zarodniki C. herbarum o wymiarach 3 x5 pm sg
w stanie dotrze¢ do oskrzelikdw i pecherzykdw ptucnych (Olsen i in., 2023; Abel-Fernandez i in.,
2023).

Sposrdd grzybow plesniowych najczestszym czynnikiem powodujacym grzybice jest Aspergillus
fumigatus, ktdérego rezerwuarem sg zardwno zanieczyszczone przewody wentylacyjne, klimatyza-
cyjne, zawilgocone tynki, jak i skazona zywnosc¢, woda i rosliny. Do zakazen dochodzi gtéwnie drogg
wziewng na skutek inhalacji zarodnikdw i strzepek, rzadziej przez uszkodzong skére i sluzéwki oraz
drogg pokarmowa. Aspergillus jest czynnikiem etiologicznym grzybic oportunistycznych okreslanych
jako aspergilozy, ktéry u wiekszosci zdrowych osdb jest eliminowany przez uktad odpornosciowy,
podczas gdy u oséb z chorobami ptuc moze indukowac zakazenia inwazyjne. Po przeniknieciu do
naczyn krwionosnych aspergiloza moze ulec rozprzestrzenieniu do innych tkanek i narzagdéw (Bara-
basz i Pikulicka, 2017).

Za rozwaj grzybic skéry, paznokci i wtoséw odpowiadajg grzyby z rodzaju Trichophyton, Epider-
mophyton, Microsporum, okreslane jako dermatofity, ktdrych cechg charakterystyczng jest zdol-
nos¢ do rozktadu i asymilacji keratyny (keratynofilnosc i keratynolitycznosé) (Baran i Szepietowski,
2018). Grzybice wywotywane przez dimorficzne grzyby najczesciej wystepujg w krajach Ameryki
Srodkowej i Potudniowej, Azji oraz Afryki, dlatego nazywa sie je réwniez grzybicami tropikalnymi.
Coraz czesciej stosowane leki immunosupresyjne, chemioterapia czy dtugotrwata antybiotykotera-
pia powodujg zaburzenia ilosciowe i/lub jako$ciowe mikrobioty przewodu pokarmowego, co przy-
czynia sie do patologicznego namnazania sie grzybow. Wsrdd drozdzy odpowiedzialnych za grzybice
sg m.in. grzyby z rodzaju Candida, Malessezia i Cryptococcus (Grondalska i Kmieciak, 2017; Jagielski
i in., 2013). Grzyb Candida albicans stanowi statg mikrobiote cztowieka, a do zakazen dochodzi naj-
czesciej na skutek przerostu Candida lub jego przeniesienia do innych miejsc w organizmie
(zakazenie endogenne), co prowadzi do rozwoju kandydozy np. bton $luzowych lub drég moczowych
(Talapko i in., 2021). Réwniez drozdze Malessezia stanowig naturalna mikrobiote skory cztowieka,
preferujg srodowisko o duzej zawartosci lipidéw. Na skutek rozrostu Malassezia na skdrze zmiany
moga wystepowac pod postacig tupiezu pstrego (jako plamy na skérze spowodowane nadmierng
badz niedostateczng pigmentacjg) lub zapalenia mieszkéw wiosowych (Czyzewska i in., 2018; Ma-
hajan i Sahoo, 2016).

Grzyby sg rowniez zdolne do wytwarzania mykotoksyn — niskoczgsteczkowych metabolitow
wtérnych, ktére w niewielkich dawkach oddziatujg toksycznie na organizm cztowieka i zwierzat.
Czynnikami sprzyjajgcymi produkcji mykotoksyn, poza uzdolnieniami metabolicznymi grzyba, sg
m.in. czas, temperatura, wilgotnos¢, dostep tlenu oraz obecnos¢ mikroelementéw. Do zatrué u ludzi
dochodzi na skutek spozycia zywnosci zanieczyszczonej mykotoksynami (Barabasz i Pikulicka, 2017;
Kowalska i in., 2017).

Grzyby odpowiedzialne sg réwniez za niszczenie materiatéw budowlanych pochodzenia natu-
ralnego oraz wyprodukowanych na bazie tworzyw sztucznych, a ich niekorzystne oddziatywanie na
materiaty budowalne okresla sie jako biodeterioracje. Rozwéj tych drobnoustrojow jest uzalezniony
przede wszystkim od dostepnosci wody, co w potaczeniu z nieskuteczng wentylacjg lub nieodpo-
wiednim odprowadzaniem wody moze prowadzi¢ do rozwoju ple$ni w pomieszczeniach. Brak im-
pregnacji biocydami drewna skutkuje rozwojem plesni odpowiedzialnych za rozktad jego gtéwnych
sktadnikéw, czyli celulozy i/lub ligniny, co okreslane jest jako zgnilizna drewna. W rezultacie docho-
dzi do zniszczenia $cian komdrkowych drewna, a nastepnie obnizenia wytrzymatosci materiatu. Przy-
ktadami najbardziej szkodliwych grzybéw odpowiedzialnych za rozktad materiatéw drewnianych sg
Serpula lacrymans, Coniophora puteana i Fibroporia vaillantii (Gutarowska, 2013; Janusziin., 2017).

Grzyby strzepkowe, ze wzgledu na szybkie rozprzestrzenianie sie, namnazanie oraz szereg me-
chanizmdéw enzymatycznych i adaptacyjnych, sg zdolne do szerzenia sie na wielu substratach natu-
ralnych, w tym zywnosci.
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5.3. Metody identyfikacji grzybow w materiatach biologicznych

Materiaty biologiczne pobrane od pacjenta poddaje sie ocenie w preparatach mikroskopowych, po-
przez zaktadanie hodowli zaréwno in vitro, jak i in vivo lub z wykorzystaniem testéw biologii mole-
kularnej.

Preparaty bezposrednie wykonuje sie w 0,85% roztworze NaCl (réwniez z dodatkiem
0,1% safraniny) ze wszystkich pobranych materiatéw biologicznych — umozliwia to obserwa-
cje fragmentdw grzybni, strzepek, zarodnikdéw w mikroskopie swietlnym. Tak wykonane pre-
paraty nalezy obserwowac po kilku lub kilkunastu minutach od pobrania materiatu lub
mozna przechowad je w wilgotnej komorze w temperaturze 37°C.

Preparaty trwate wykonuje sie z réznorodnych materiatéw pobranych réwniez podczas
biopsji lub innych zabiegéw operacyjnych. Rozmazy, po wysuszeniu i utrwaleniu w 70%
alkoholu metylowym lub ptynie Schaudinna, poddaje sie barwieniu réznymi metodami
w zaleznosci od miejsca pobrania materiatu. Pewne materiaty biologiczne (tj. krew,
plwocina, mocz, PMR) poprzez odwirowanie ulegajg zageszczeniu i nastepnie mogg by¢
wykorzystane do hodowli in vitro i in vivo na zwierzetach.

Identyfikowane w Polsce gatunki grzybdw chorobotwérczych hoduje sie na podtozach:
Sabourauda (zawiera 4% dekstroze lub maltoze lub glukoze; 1% pepton; 1,8% agar) i Czapka
(sktada sie z 0,3% NaNOs; 0,1% K,HPO,4; 0,05% MgS04x 7 H,0; 0,05% KCI; 0,001% FeSO, x
7 H20; 3% glukozy lub maltozy; 1,5% agaru).

Wyhodowane na podtozach szczepy grzybow oznacza sie przy uzyciu gotowych testow
diagnostycznych, np. APl 20 Club API 20 C AUX — s3 to gotowe do uzycia szeregi bioche-
miczne, stuzgce do identyfikacji grzybéw na podstawie ich zdolnosci m.in. do przyswajania
wegla z rédznych zwigzkdéw, lub fermentacyjne. Testy umozliwiajg zréznicowanie w ciggu 24—
72 godzin najczesciej wystepujacych u ludzi gatunkdéw grzybow chorobotwérczych (Kurna-
towska i Khalid, 2018).

46



6. Zasady i aspekty prawne mikrobiologicznej analizy zywnosci. Analiza
mikrobiologiczna produktéw spozywczych. Czesc |

Ten rozdziat przedstawia tok analizy mikrobiologicznej produktéw spozywczych oraz opisuje metody
oznaczania liczby drobnoustrojéw w zywnosci.

Ze wzgledu na swdj sktad chemiczny zywnos¢ dysponuje idealnymi warunkami do wzrostu
i namnazania réznych mikroorganizméw. Na szybko$¢ ich rozwoju w surowcach spozywczych majg
wptyw zaréwno czynniki fizyczne, jak i chemiczne, w tym gtéwnie sktad chemiczny, ale takze tempe-
ratura i wilgotno$¢ otoczenia. Mikrobiologiczne psucie sie zywnosci to proces polegajgcy na
rozktadzie podstawowych sktadnikéw organicznych zywnosci do prostych zwigzkédw nadajacych pro-
duktom nieprzyjemny wyglad, smak i zapach.

6.1. Mikroflora surowcdw i produktow spozywczych

Produkty, ktére trafiajg na potki sklepowe, muszg by¢ przebadane pod katem obecnosci drobno-
ustrojow, gtdwnie chorobotwdrczych. Ma to na celu zapobieganie zakazeniom i zatruciom pokar-
mowym. W tabeli 3 przedstawiono najczestsze mikrobiologiczne czynniki etiologiczne zakazen
i zatru¢ pokarmowych.
Liczba drobnoustrojéw w zywnosci jest zmienna, bo zywnos¢ pod wzgledem mikrobiologicznym
jest srodowiskiem dynamicznym, dlatego w odniesieniu do produktéw spozywczych obserwuje sie:
e dynamizm ujemny liczby drobnoustrojow, np. w mrozonkach — w czasie sktadowania liczba
komérek zmniejsza sie,
e dynamizm dodatni liczby drobnoustrojow, np. owoce, Swieze mieso — podczas sktadowania
liczba komodrek wzrasta.

W zwigzku z tym gtéwnym celem analizy mikrobiologicznej zywnosci jest zapewnienie bezpieczen-
stwa zywnosci i ochrona zdrowia konsumentéw. Zgodnie z obowigzujgcymi przepisami prawa
wszystkie Srodki spozywcze, zaréwno te produkowane, jak i te wprowadzane do obrotu, muszg spet-
nia¢ wymagania mikrobiologiczne okreslone w Rozporzadzeniu Komisji WE (Wspdlnoty Europejskiej)
nr 1441/2007 z dnia 5 grudnia 2007 r. w sprawie kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych srodkéow
spozywczych.

Tabela 3. Czynniki etiologiczne zakazen i zatru¢ pokarmowych (kolejnos¢ alfabetyczna)

BAKTERIE
GRAM-DODATNIE GRAM-UJEMNE
B. cereus Campylobacter jejuni
C. botulinum E. coli
C. perfringens Salmonella spp.
L. monocytogenes Shigella spp.
S. aureus Yersinia enterocolitica
WIRUSY GRZYBY
adenowirusy
astrowirusy
enterowirusy Fusarium culmorum
norowirusy F. graminearum
rotawirusy Mucor spp.
HAV (wirus zapalenia watroby typu A, Rhizopus spp.
ang. hepatitis A virus) Thamnidium spp.
HEV (wirus zapalenia watroby typu E, mykotoksyny

ang. hepatitis E virus)
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6.2. Analiza drobnoustrojow w zywnosci

Przed przystapieniem do analiz mikrobiologicznych zywnosci nalezy poznaé specyfike danego pro-
duktu (surowce wykorzystywane do jego produkcji, proces otrzymywania produktu, sposoby i wa-
runki magazynowania). Probka pobierana do badan powinna by¢ reprezentatywna dla catej partii
badanego surowca/produktu, co zapewnia wiarygodnos¢ uzyskanych wynikow. W przypadku badan
ilo$ciowych masa lub objeto$¢ prébki powinna wynosi¢ 10 g lub 10 cm®. Produkty ptynne i sypkie
przed pobraniem proébki nalezy doktadnie wymieszaé, aby zapewni¢ jednorodnos$é materiatu. Po-
brana probka zostaje zawieszona lub umieszczona w 90 cm? (ml) jatowego ptynu do rozcieniczen.
Najczesciej stosowanym medium jest 0,85% (w/v) wodny roztwér NaCl, ktéry moze byé wzbogacony
0 0,1% pepton kazeinowy, bufor fosforanowy lub cytrynianowy. Alternatywnie stosowany jest row-
niez ptyn Ringera — izotoniczny roztwér zawierajgcy wode oraz sole mineralne: chlorki sodu, potasu,
wapnia i dwuweglan sodu. Nastepnie probke poddaje sie homogenizacji w celu uzyskania jednorod-
nej zawiesiny drobnoustrojow.

W przypadku spodziewanej wysokiej liczebnosci drobnoustrojéw (= 10 jtk/g lub jtk/ml) ko-
nieczne jest wykonanie szeregu dziesieciokrotnych rozcienczen w postepie geometrycznym. Do-
piero z odpowiednich rozcienczen wykonuje sie posiewy na podtoza mikrobiologiczne, co umozliwia
doktadng ocene liczby jednostek tworzgcych kolonie (jtk) w badanym materiale.

Do oznaczen mikrobiologicznych zywnosci nalezy:

e oznaczenie ogolnej liczby drobnoustrojow mezofilnych (optimum wzrostu w 37°C) i psychro-

filnych (optimum wzrostu w 4°C), liczby drozdzy i plesni,
e wykrywanie obecnosci czynnikdw patogennych, gtéwnie gronkowcdw chorobotwédrczych,
beztlenowych bakterii przetrwalnikujgcych B. cereus, bakterii z rodziny Enterobacteriaceae
w tym Salmonella spp., E. coli,

e wykrywanie obecnosci / oznaczanie liczby L. monocytogenes,

e wykrywanie toksyn bakteryjnych (botulinowej, gronkowcowej) oraz mykotoksyn.

W tabeli 4 przedstawiono mikroflore wybranych produktéw spozywczych.

Klasyczne metody analizy mikrobiologicznej zywnosci obejmujg posiew produktu na podtoza
mikrobiologiczne, izolacje czystych kultur, a nastepnie charakterystyke morfologiczng, fizjologiczng,
biochemiczng i serologiczng wyizolowanych drobnoustrojéw. Wsréd metod oznaczania liczby komo-
rek drobnoustrojéw wyrdznia sie metody wskaznikowe, bezposrednie liczenie (mikroskopowanie)
oraz posrednie liczenie (metody hodowlane), czyli metode ptytkowg oraz okreslenie najbardziej
prawdopodobnej liczbe drobnoustrojéow (NPL). W metodzie ptytkowej oblicza sie ilos¢ kolonii drob-
noustrojow po hodowli na odpowiednim podtozu mikrobiologicznym. Polega ona na wysiewie od-
powiednio rozcieficzonej zawiesiny komodrek mikroorganizméw na podtoze state, nastepnie
inkubacji i policzeniu wyrostych kolonii. Zaktada sie, ze z kazdej komérki wyrosnie jedna kolonia.
Metoda NPL obejmuje hodowle drobnoustrojéw w pozywce ptynnej, ktéra ulega zmianom pod
wplywem ich wzrostu, a odczytu dokonuje sie na podstawie specjalnie opracowanych tablic.

48



Tabela 4. Mikroflora wybranych produktéw spozywczych

. MIKROFLORA
PRODUKT SPOZYWCZY SUROWCA (PIERWOTNA) CHOROBOTWORCZA
Salmonella spp., S. aureus
(eneterotoksyna gronkowcowa),
rodzina Enterobacteriaceae, ¢ botulmgm (toksyna
. . botulinowa),
bakterie z rodzaju: c .
Pseudomonas, Proteus, - perfringens,
MIESO L. monocytogenes,

Flavobacterium, Micrococcus,
Bacillus, Lactobacillus,
Streptococcus, Enterococcus

Y. enterocolitica,
E. coli, Candida spp.,
Cladosporium spp.,

Alternaria spp.

CIASTKO Z KREMEM

rotawirusy,
bakterie z rodzaju:
Pseudomonas, Micrococcus,
Proteus, Lactococcus,
Lactobacillus

Salmonella spp., Shigella spp.,
S. aureus, B. cereus,
bakterie grupy coli,

Candida spp.,
A. flavus (aflatoksyna)

KIELKI

B. subtilis, Pseudomonas spp.,
Micrococcus spp.

S. aureus, B. cereus
Salmonella spp.,
Shigella spp., E. coli,

L. monocytogenes,

Y. enterocolitica, archeony,
A. flavus (aflatoksyna),

Fusarium spp., Penicillium spp.
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7. Analiza mikrobiologiczna produktéw spozywczych. Czes¢ Il

W ramach tego rozdziatu oméwiono zrédta mikrobiologicznego zanieczyszczenia zywnosci oraz me-
tody stuzgce utrwalaniu zywnosci.

7.1. Zrédta mikrobiologicznego zanieczyszczenia zywnosci

Aby zrozumiec przyczyny mikrobiologicznego zanieczyszczenia zywnosci oraz by zapobiegac ich skut-
kom, niezbedna jest przede wszystkim wiedza z zakresu fizjologii drobnoustrojéw, srodowisk ich by-
towania oraz optymalnych warunkéw do wzrostu i rozwoju. Zrédtami mikrobiologicznego
zanieczyszczenia zywnosci s3:

e mikroflora pierwotna produktéw zwierzecych i roslinnych (mieso, ryby, mleko, jaja, wa-

rzywa, owoce),

e mikroflora surowcéw dodatkowych (sdl, cukier, przyprawy),

o cztowiek (niewtasciwe procesy technologiczne i higiena personelu),

e mikroflora sSrodowiska (powietrze, woda i gleba).

Mikroorganizmy w powietrzu wystepujg w postaci bioaerozolu, bedgcego pewnego rodzaju
uktadem koloidalnym, tworzonym przez komarki wegetatywne bakterii, przetrwalniki, strzepki, za-
rodniki plesni, komérki drozdzy, wirusy, toksyny, pytki roslin, czgsteczki wody, substancje organiczne,
nasiona oraz kurz, zawieszone w powietrzu. Bioaerozol moze przenosi¢ sie drogg inhalacyjng (po-
przez kaszel, méwienie, kichanie), prgdami konwekcyjnymi (ruch) oraz systemami klimatyzacyjno-
wentylacyjnymi. Najlepiej przystosowane do przebywania w powietrzu s3:

e plesnie (w powietrzu jest ich najwiecej), gdyz wytwarzajg zarodniki i barwniki ochronne,
e bakterie Gram-dodatnie (posiadajg grubsza Sciane komadrkowa niz Gram-ujemne),
e bakterie posiadajgce barwniki ochronne (np. Micrococcus spp. — z26tty barwnik).

ZAPAMIETAJ!
Drobnoustroje w powietrzu nie namnazajg sie, a jedynie sg przenoszone, co wynika ze szkodli-
wego dziatania promieniowania UV oraz czesto niskiej wilgotnosci.

O przydatnosci wody do spozycia decyduje stopien zanieczyszczenia jej katem. Do wskaznikéw
zanieczyszczenia fekalnego wody nalezg nastepujgce bakterie bytujgce w przewodzie pokarmowym:

e bakterie grupy coli — E. coli, Enterobacter spp., Citrobacter spp., Klebsiella spp.,

e paciorkowce katowe, gtdéwnie E. faecalis i E. faecium,

e (. perfringens.

Stwierdzenie obecnosci bakterii grupy coli i paciorkowcéw katowych w badanej préobce wody swiad-
czy o $wiezym zanieczyszczeniu wody katem (drobnoustroje te nie przetrwalnikujg), natomiast wy-
krycie C. perfringens (wytwarzajacego przetrwalniki) wskazuje na zanieczyszczenie dtugotrwate
(Carusoiin., 2017).

7.2. Utrwalanie zywnosci

Wiasciwe utrwalenie zywnosci umozliwia jej dtuzsze przechowywanie oraz transport na duze odle-
gtosci, co utatwia ciggte zaopatrzenie i wyzywienie ludnosci, niezaleznie od rejonu i sezonowosci
danych produktéw. Istnieje kilka rodzajéw metod utrwalania zywnosci, jednak zasadniczy podziat
wyrdznia metody: fizyczne, biologiczne oraz chemiczne (Molenda, 2010).

Metody fizyczne sg oparte na wykorzystaniu niskich lub wysokich temperatur, wysokiego
ci$nienia, modyfikacji atmosfery, promieniowania UV lub ultradzwiekéw. Wséréd metod wykorzystu-
jacych wysokie temperatury wyrdznia sie przede wszystkim: pasteryzacje, tyndalizacje, sterylizacje
(w tym sterylizacje btyskawiczng ang. ultra high temperature, UHT), natomiast utrwalanie zywnosci
niskimi temperaturami obejmuje chtodzenie i mrozenie (Amitiin., 2017).

Metody biologiczne utrwalania zywnosci wykorzystujg m.in. proces fermentacji mlekowej,
ktdra zachodzi na skutek obecnosci beztlenowych bakterii mlekowych i polega na rozktadzie cukrow
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prostych do kwasu mlekowego, ktéry hamuje rozwdj bakterii gnilnych. Metody biologiczne obej-
muja réwniez zastosowanie enzymdw (np. lizozymu), niszczacych $ciane komdrkowg drobnoustro-
jéw lub bakteriocyn (np. nizyny) — substancji aktywnych przeciwdrobnoustrojowo, ktére przedtuzaja
okres przydatnosci produktdw do spozycia. Lizozym wykorzystywany jest przy produkcji seréw doj-
rzewajacych jako skfadnik redukujgcy liczbe bakterii kwasu mastowego, szczegdlnie Clostridium
tyrobutyricum, odpowiedzialnych za tzw. pézne wzdecia seréw, oraz w monitorowaniu obecnosci
bakterii kwasu mlekowego w piwie, nie wptywa przy tym na jego wtasciwosci sensoryczne i stabil-
nos$¢ piany (Nowicka i in., 2014; Tavmaniiin., 2019).

Natomiast chemiczne metody utrwalania zywnosci stosuje sie, gdy nie mozna wykorzystac
metod fizycznych lub biologicznych, i polegajg one na dodaniu matej ilosci substancji zapobiegajgcej
zmianom mikrobiologicznym i chemicznym do produktu spozywczego. Do takich substancji zalicza
sie konserwanty, przeciwutleniacze, kwasy organiczne i nieorganiczne. Stezenia zwigzkéw chemicz-
nych wprowadzanych do zywnosci sg precyzyjnie okreslone w aktach prawnych, dlatego nie po-
winny oddziatywaé negatywnie na zdrowie konsumentdéw. Ws$réd metod chemicznych wyréznia sie:
wedzenie, peklowanie, marynowanie, solenie oraz dodawanie konserwantéw. Podczas wedzenia
mieso i jego przetwory poddaje sie dziataniu ciepta i zwigzkéw chemicznych (fenoli i aldehyddw)
zawartych w dymie powstatym podczas spalania drewna, co wptywa bakterio- i grzybobdjczo. Nato-
miast do peklowania wykorzystuje sie tzw. mieszanki peklujgce zawierajgce sél, cukier, azotan (ll1)
sodu, azotan (V) sodu, niekiedy kwas askorbinowy. Dodatek azotanu (lll) sodu i azotanu (V) sodu
poprawia barwe miesa i jego zapach poprzez ograniczenie utleniania ttuszczéw, jednak spozywane
w nadmiernej ilosci w organizmie cztowieka mogg przeksztatcié sie w nitrozaminy o dziataniu rako-
twdrczym. Marynowanie najczesciej stosuje sie do przetwordw warzywnych (satatek, surowek) oraz
grzybdéw przy zastosowaniu kwasu octowego (obecnego w popularnym occie kuchennym) w steze-
niu 0,5-0,8% (marynata tagodna) lub 3% (ostra). Dodatek konserwantdw (oznaczonych symbolem E
i numerami od 200 do 299) ma za zadanie zmniejszy¢ lub catkowicie zahamowaé enzymatyczne
i mikrobiologiczne procesy zachodzgce w zywnosci i w tym celu najczesciej stosuje sie: sorbinian
potasu (E202), kwas benzoesowy (E210) i jego sdl — benzoesan sodu (E211), kwas mréwkowy (E236)
oraz kwas propionowy (E280) (Amit i in., 2017; Tavman i in., 2019).

51



8. Mikroorganizmy w przemysle spozywczym, farmaceutycznym
i kosmetycznym. Eliminacja drobnoustrojow

W tym rozdziale zostang omdéwione enzymy drobnoustrojéw wykorzystywane w przemysle oraz
procesy eliminujgce drobnoustroje ze srodowiska produkcyjnego.

8.1. Mikrobiologia przemystowa

Grzyby to organizmy heterotroficzne, u ktérych wchtanianie rozpuszczonych zwigzkéw organicznych
zachodzi bezposrednio przez Sciane komdrkowa. W przypadku czasteczek o wiekszych rozmiarach,
jak np. celuloza czy lignina, wymagane jest roztozenie ich do mniejszych czgsteczek. W tym celu
strzepki grzybéw wydzielajg do srodowiska enzymy celulolityczne i ligninolityczne, ktére rozktadaja
te polimery na mniejsze fragmenty (Dtugonski, 2020). Enzymy to biatka lub glikoproteiny katalizu-
jace (przyspieszajgce) przemiany chemiczne zachodzgce w organizmie. Z uwagi na szereg zalet tych
biokatalizatorow, wsrdd ktérych wymienié mozna m.in. specyficznosé reakcji czy tatwosé wykorzy-
stanie metod inzynierii genetycznej do ich modyfikacji i uzyskania okreslonych wtasciwosci, stosuje
sie je na szeroka skale w wielu procesach przemystowych, medycynie i ochronie srodowiska. Obecne
tendencje w produkcji enzymdw wskazujg na zastepowanie tych pochodzenia roslinnego i zwierze-
cego przez rekombinowane biatka, wytwarzane przez drobnoustroje w warunkach nadprodukcji
(Kiies, 2015; Chapmaniiin., 2018).
W przemysle najczesciej stosuje sie wytwarzane przez bakterie i grzyby:

e Enzymy amylolityczne, jak np. a-amylaza, B-amylaza, glukoamylaza, pullulanaza, izoa-
myla, ktére rozktadajg skrobie i inne polisacharydy na cukry prostsze. Sg produkowane m.in.
przez Aspergillus oryzae oraz Bacillus spp. i wykorzystywane s3:

o w produkcji glukozy i syropéw dla przemystu cukierniczego i owocowo-warzywnego,
jako srodek stodzgcy w przemysle piekarniczym i piwowarskim,
w cukiernictwie (odzyskiwanie cukru z odpaddw cukierniczych),
w gorzelnictwie (scukrzanie skrobi ziemniaczanej lub zbozowej),
w produkcji sSrodkow zageszczajgcych, dodatkéw do soséw, budyni, sktadnikéw od-
zywek dla dzieci,
o w przemysle kosmetycznym jako dodatek do srodkéw pioracych.

O
O
O
O

e Enzymy cytolityczne, np. egzo B-(1,4)-glukanaza, endo B-(1,4)-glukanaza, B-glukozy-
daza, ktére rozktadajg celuloze i hemiceluloze na cukry prostsze. Wytwarzane sg przez
grzyby z rodzaju: Aspergillus spp., Trichoderma spp., Fusarium spp., bakterie z rodzaju:
Clostridium, Cellulomonas, promieniowce: Streptomyces spp., Actinomyces spp. Znalazty
zastosowanie w:

o usuwaniu zmetnien spowodowanych obecnoscig btonnika w sokach owocéw cytru-
sowych,

o hydrolizowaniu wtéknika w konserwowanych lub zamrazanych warzywach (fasola,
szpinak),

o rozluznianiu tkanek roslinnych przed poddaniem ich ekstrakcji lub ttoczeniu.

e Enzymy proteolityczne, np. pepsyna, chymozyna (podpuszczka), liozozym, ktére hydro-
lizujg wigzania peptydowe. Wsrdd producentéw proteaz mozna wskazaé grzyby Aspergillus
niger, A. flavus, A. oryzae, Rhizopus spp. oraz bakterie Pseudomonas spp. Preparaty prote-
olityczne wykorzystywane sg m.in.:

o w koagulacji biatek mleka podczas wyrobu seréw,

w celu przyspieszenia dojrzewania solonych i marynowanych $ledzi,

do ulepszenia konsystencji, wartosci biologicznej, cech organoleptycznych miesa,

do poprawy stabilizacji i klarownosci piwa,

w celu polepszenia pulchnosci i konsystencji ciasta,

jako sktadniki proszkéw do prania.

O O O O O
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e Enzymy lipolityczne, np. lipaza wytwarzana przez grzyby z rodzaju Aspergillus, Rhizopus,
Penicillium oraz szczepy bakterii Pseudomonas, odpowiada za hydrolize ttuszczéw do kwa-
sow ttuszczowych i glicerolu. W przemysle znalazty zastosowanie w:

o odtwarzaniu zapachu ,mlecznego”,

o ulepszaniu cech organoleptycznych i skréceniu okresu dojrzewania seréw,

o produkcji koncentratéw zapachowych z ttuszczu mlekowego majgcych zastosowa-
nie przy produkcji soséw i przypraw do zup,

o wytwarzaniu preparatow pioracych (Kies, 2015).

Drozdze sg organizmami tlenowymi, jednak czes$é z nich wykazuje zdolnos$¢ do wzrostu w wa-
runkach beztlenowych, gdzie podczas fermentacji alkoholowej rozktadajg zwigzki organiczne,
gtéwnie cukry proste i ztozone, do dwutlenku wegla i etanolu, z wydzieleniem energii magazynowa-
nej w ATP (adenozyno-5'-trifosforanie), a produktem ubocznym tego procesu jest glicerol oraz wiele
innych zwigzkéw odpowiadajacych za smak i zapach napoju (Drewniak, 2018).

W przemysle spozywczym i gorzelniczym najczesciej wykorzystuje sie drozdze Saccharomyces
cerevisiae. Wytwarzany w trakcie fermentac;ji alkoholowej CO, wykorzystywany jest w piekarnictwie
do spulchniania ciasta. W latach 1857-1858 Ludwik Pasteur, uznawany wspdtczesnie za ,,0jca mi-
krobiologii”, prowadzit badania nad fermentacjg i wyjasnit, czym sg drozdze oraz jaka role odgrywaja
w procesie przemiany cukréw w alkohol etylowy. Dodatkowo odkrycie Pasteura przyczynito sie do
opracowania metody chronienia produktéw spozywczych przed zepsuciem, czyli pasteryzacji, po-
legajgcej na niszczeniu wiekszosci form wegetatywnych drobnoustrojow poprzez ogrzanie produk-
téw spozywczych (m.in. mleka, piwa, wina, sokdw owocowych) do temperatury od 62°C do 95°C.
Grzyby sg zdolne do wytwarzania nie tylko enzymow, lecz takze substancji wykazujgcych dziatanie
bakteriobdjcze — antybiotykdéw, co zostato odkryte przypadkowo w 1928 r. przez Alexandra Fle-
minga. Zaobserwowat on, ze plesnie Penicillium notatum wytwarzajg substancje, ktéra uniemozliwia
rozwéj kolonii bakterii gronkowca ztocistego wyhodowanego wczesniej przez Fleminga. Substancje
nazwat penicyling od nazwy grzybdéw, jednak nie udato mu sie jej samodzielnie wyodrebnié. Nasta-
pito to po kilkuletniej wspdtpracy z Howardem Walterem Florey’em oraz z Ernstem Borisem Chai-
nem, a osiggniecie to zostato uhonorowane w 1945 r. przyznaniem Nagrody Nobla w dziedzinie
medycyny (Drewniak, 2018).

8.2. Procesy prowadzqce do usuniecia czynnikow mikrobiologicznych

Cho¢ w wielu aspektach drobnoustroje i/lub ich metabolity sg wykorzystywane w gospodarce, to
rozprzestrzenienie patogendéw lub drobnoustrojéw oportunistycznych ma negatywny wptyw na
cztowieka. Brak przestrzegania higieny produkcji czy zanieczyszczenie srodowiska przetwoérczego
mogga doprowadzi¢ do kontaminacji surowca, pétproduktéw czy gotowych produktédw spozywczych
czynnikami zakaznymi. W placéwkach medycznych zakazenia szerzg sie krzyzowo — zaréwno bezpo-
$rednio, jak i posrednio. Zakazenie krzyzowe to proces przeniesienia drobnoustrojéw, takich jak
bakterie czy wirusy, z jednej osoby, powierzchni lub materiatu na inny organizm lub przedmiot.
Zakazenia szpitalne zwigzane z wykonywaniem procedur medycznych stanowig powazny pro-
blem wszystkich szpitali, nawet w krajach o najwyzszych standardach opieki zdrowotnej. Wedtug
definicji zakazenie szpitalne to kazde zakazenie nabyte w szpitalu, rozpoznane klinicznie i potwier-
dzone laboratoryjnie, ktére ujawnito sie podczas pobytu chorego w szpitalu lub po jego opuszczeniu.
Najczestszg przyczyng zakazen szpitalnych sg drobnoustroje pochodzace ze Srodowiska szpitalnego,
a ich zrodtem sg w duzej mierze pracownicy, chorzy, a takze odwiedzajgcy. Podstawg zapobiegania
transmisji czynnikdw mikrobiologicznych w srodowisku przemystowym oraz zakazen w placoéwkach
medycznych sg procesy dekontaminacji prowadzgce do usuniecia lub zniszczenia drobnoustrojéw
(Bober-Gheek, 2006). W ograniczeniu szerzenia sie drobnoustrojéw istotng role odgrywaja:
e sanityzacja — usuwanie widocznych zabrudzen i zanieczyszczen, a wraz z nimi takze wiek-
szosci drobnoustrojow; powinna poprzedzaé dezynfekcje i sterylizacje,
e dezynfekcja (odkazanie) — usuwanie drobnoustrojow ze Srodowiska i powierzchni
przedmiotow, podczas ktérego dochodzi do niszczenia form wegetatywnych drobnoustro-
jow poprzez dziatanie na ich strukture lub metabolizm,
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e sterylizacja (wyjatawianie) —postepowanie majgce na celu niszczenie wszystkich form
drobnoustrojéw (form wegetatywnych i przetrwalnikéw) znajdujgcych sie na i w przedmio-
tach lub ptynach,

e antyseptyka — postepowanie prowadzace do usuwania drobnoustrojow ze skéry, bton
$luzowych, uszkodzonych tkanek,

e aseptyka — postepowanie majgce na celu dazenie do jatowosci pomieszczen, narzedzi, ma-
teriatéw opatrunkowych, lekéw, a tym samym zapobiegajgce zakazeniu.

Poza wskazanymi procesami dekontaminacji podstawowym elementem ochrony pacjentéw
przed zakazeniami szpitalnymi jest stosowanie rygorystycznych procedur higienicznych, takich jak
mycie ragk przez personel oraz odwiedzajgcych. Higieniczne mycie rgk trwa okoto 20-30 sekund
i prowadzi sie je z uzyciem mydta i wody, co pozwala usung¢ wiekszos¢ mikroorganizméw z po-
wierzchni dtoni. Natomiast dezynfekcja dtoni to pozbycie sie drobnoustrojow bez uzycia wody, ale
z udziatem $rodka dezynfekujacego. Noszenie maseczek ochronnych oraz ochraniaczy na obuwie
znaczaco ogranicza ryzyko przenoszenia patogendw miedzy pomieszczeniami, zwiaszcza
w obszarach o podwyzszonym ryzyku epidemiologicznym. Zachowanie zasad aseptyki nie tylko
zabezpiecza osoby hospitalizowane, ale takie tworzy srodowisko sprzyjajgce bezpiecznemu
wykonywaniu procedur medycznych.

ZAPAMIETAJ!
Przestrzeganie standardow higieny powinno by¢ konsekwentnie egzekwowane i systematycznie
kontrolowane, poniewaz stanowi filar profilaktyki zakazen w placéwce.

W tabeli 5 przedstawiono podziat metod dezynfekcji i sterylizacji wraz z przyktadami czynnikéw
lub mechanizmdéw w nich stosowanych. Opis wymienionych metod umieszczono pod tabels.

Tabela 5. Wykaz metod dezynfekc;ji i sterylizacji wraz ze srodkami w nich stosowanymi

METODY DEZYNFEKCJI
fizyczne chemiczne mechaniczne
alkohole
temperatura: pasteryzacja aldehydy
promi'eni'ow'anie: uv, zwiazki chloru filtracja
Jonizujgce zwigzki fenolu

zwigzki utleniajgce

METODY STERYLIZACJI
niskotemperaturowe wysokotemperaturowe
tlenek etylenu (TE)
formaldehyd w formie gazowej
plazma gazowa
kwas nadoctowy
ozon

wyzarzanie i opalanie
para wodna w nadci$nieniu
biezgca para wodna (tyndalizacja)
suche gorace powietrze

8.2.1. Chemiczne metody dezynfekcji

Ptynne srodki dezynfekcyjne niszczg btone lipidowa, co zaburza uporzgdkowanie biatek i lipi-
déw, ktére budujg ostony mikroorganizmow, powodujg takze zaburzenia enzymatyczne, koagulacje
cytoplazmy i/ lub niszczenie materiatu genetycznego.

Chemiczne $rodki do dezynfekcji réznia sie aktywnoscig biologiczng i mechanizmem dziatania.
Aktywnos¢ biologiczna zalezy od rodzaju zwigzku chemicznego i jego stezenia, gatunku mikroorga-
nizmoéw, stanu fizjologicznego i liczebnosci populacji, czynnikéw Srodowiskowych (temperatury,
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kwasowosci podtoza) i obecnosci substancji organicznych w otoczeniu. W zaleznosci od rodzaju
czynnikdw chemicznych, a takze od ich stezenia, efektem moze by¢ zabicie mikroorganizméw (dzia-
tanie bakteriobdjcze) lub jedynie zahamowanie ich wzrostu i rozwoju (dziatanie bakterio-
statyczne).

Srodki dezynfekcyjne powinny wykazywaé nastepujace cechy:

e skutecznosé,

e szerokie spektrum dziatania na drobnoustroje w matym stezeniu, w krétkim czasie i w tem-

peraturze otoczenia,

e nietoksycznosc¢ dla ludzi zaréwno w trakcie ich stosowania, jak i po dezynfekcji,

e mozliwosé sptukania wodg,

e brak nieprzyjemnego zapachu.

Do dezynfekcji stosuje sie preparaty na bazie alkoholi, aldehyddéw, zwigzkéw fenolowych,
zwigzkow chloru lub jodu, zwigzkéw nadtlenowych czy zwigzkéw amoniowych. Ponadto, wykorzy-
stuje sie roztwory kwasoéw i zasad, chlorheksydyne czy sole metali ciezkich (Bober-Gheek, 2006).

8.2.2. Metody fizyczne dezynfekcji

Zastosowanie wysokich temperatur:

e wyzarzanie i opalanie — metalowe ezy wyzarza sie do czerwonosci w ptomieniu palnika,
opala sie wyloty szklanych kolb czy bagietki; czynnos¢ te wykonuje sie przed kazdym uzy-
ciem i po nim,

e gotowanie (dekoktacja) — umieszczenie przedmiotéw (np. szkietek podstawowych, sprzetu
medycznego) w wodzie destylowanej o temp. 100°C i utrzymywanie tej temperatury przez
30 min, nastepnie przechowywanie w 95% etanolu (to przyktad dezynfekcji mieszanej
fizyczno-chemicznej),

e pasteryzacja — jednorazowe, krétkotrwate ogrzanie cieczy do temperatury < 100°C (60—
80°C) przez 30 minut, a nastepnie oziebienie do temperatury pokojowej — ging wegeta-
tywne formy bakterii; procedura ma zastosowanie gtéwnie w przemysle spozywczym — pro-
dukty wrazliwe na wysokie temperatury (mleko, smietanki, moszcz, soki, piwo i inne)
wyjatawia sie poprzez wykorzystanie sterylizacji w bardzo wysokiej temperaturze (ang.
ultra high temperature, UHT), ktdra polega na btyskawicznym, trwajgcym 2—-10 sekund,
podgrzaniu produktu spozywczego do temperatury ponad 100°C (135-150°C w przypadku
mleka); dodatkowo wyrdznia sie modyfikacje tego procesu, np. pasteryzacje dtugotrwatg
(niska; ang. low temperature long-time, LTLT): temperatura 62—-65°C / 20—-30 minut; krét-
kotrwatg (wysoka; ang. high temperature short-time, HTST): temperatura 72°C / 15 sekund;
momentalng (wysoka; ang. very high temperature, VHT): temperatura 85-90°C / 1-2 s.

Promieniowanie: promieniowanie UV jest wykorzystywane do niszczenia mikroorganizmoéw wy-
stepujgcych w powietrzu i na odkrytych powierzchniach zamknietych, np. blatach stotéw laborato-
ryjnych i powietrza w laboratoriach, bokséw bakteriologicznych i komérkowych, sal operacyjnych,
linii technologicznych czy magazyndéw. Promieniowanie jonizujgce wykorzystuje sie natomiast do
usuwania mikroorganizmow ze sprzetu medycznego, materiatéw implantacyjnych i opatrunkowych.
Promieniowanie uszkadza btony komdrkowe, zaktdca replikacje drobnoustrojéw. W zaleznosci od
dawki, odlegtosci od lampy oraz czasu dziatania promieniowania obserwuje sie efekt mutagenny lub
letalny (bdjczy).

8.2.3. Metody mechaniczne dezynfekcji

Filtrowanie — najczesciej uzywane s3 filtry membranowe o porach od 0,20 do 0,40 um S$rednicy.
Poniewaz pory sg mniejsze od wymiarow bakterii, odfiltrowane drobnoustroje osadzajg sie na fil-
trze. Sam proces mechanicznej dezynfekcji nie gwarantuje jatowosci filtratu. Aby unikngé wtdrnego
skazenia, konieczne jest przeprowadzenie filtracji w warunkach aseptycznych, z uzyciem jatowego
sprzetu.
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8.2.4. Metody sterylizacji wysokotemperaturowej

Gorace i suche powietrze —w sterylizatorach utrzymywana jest temperatura 160-170°C przez
60-90 minut. Przedmioty w ten sposdb jatowione muszg zosta¢ przed sterylizacjg zabezpieczone
przed powtdrnym zakazeniem —w tym celu pakuje sie je w papier, folie lub opakowania papierowo-
foliowe, probowki i kolby zamyka sie korkami, pipety umieszcza sie w metalowych puszkach lub tu-
busach. Ten sposdb dziatania stuzy rowniez do sterylizacji materiatéw wrazliwych na wilgo¢ lub nie-
przepuszczalnych dla wilgotnego powietrza, np. substancji oleistych, proszku.

Tyndalizacja —trzykrotne ogrzanie cieczy do temperatury 100°C w odstepach 24-godzinnych. Pro-
ces ten przeprowadzany jest w aparacie Kocha. W pierwszej fazie (ogrzewanie w 100°C przez 30
minut) ging formy wegetatywne. Okres przerwy po pierwszym etapie pozwala na wykietkowanie
form przetrwalnikowych, ktére nie ulegty zabiciu. Drugie ogrzanie zabija formy wegetatywne, ktére
rozwinety sie z form przetrwalnikowych, a trzecie upewnia nas o zabiciu wszystkich drobnoustrojéw.
Tyndalizacja stuzy wyjatawianiu podtozy mikrobiologicznych zawierajacych sktadniki wrazliwe na
dziatanie temperatury powyzej 100 °C.

Gorgca para wodna pod cisnieniem — jatowienie przyboréw medycznych zachodzi w autokla-
wie pod wptywem pary wodnej osiggajgcej pod cisnieniem 1 atm. temperature 121°C w czasie 15—
20 min lub w nadcisnieniu 2 atm. W temperaturze 134°C w czasie 3,5—-7 min w tzw. cyklu flash.
Autoklawowaniu w temperaturze 121°C przez 20-30 min poddawane sg rowniez podtoza mikrobio-
logiczne, natomiast dla pozywek zawierajgcych cukry, zelatyne i inne sktadniki termolabilne stosuje
sie temperature 117°C (Rézanska 2020; Sokoét-Leszczynska i in., 2012).

8.2.5. Metody sterylizacji niskotemperaturowej

Do sterylizacji materiatéw wrazliwych na temperature i wilgo¢ stuzy sterylizacja niskotemperatu-
rowa. Sg to metody, w ktérych wykorzystuje sie rézne czynniki chemiczne i fizyczne (Bober-
Gheek, 2006):

e tlenek etylenu (TE) — niszczy drobnoustroje w wyniku alkilacji biatek, DNA, RNA; wykorzy-
stuje sie czysty TE lub w mieszaninie z hydroksyfreonem oraz dwutlenkiem wegla; stuzy do
wyjatawiania drobnego sprzetu medycznego wykonanego z materiatéw termolabilnych;

o formaldehyd w formie gazowej — stosowany w zakresie temperatur 48—70°C do sterylizacji
endoskopow sztywnych, sond ultradzwiekowych; nie jest zalecany do materiatéw silnie po-
chtaniajacych formaldehyd wykonanych z gumy, celulozy i poliuretanu;

e plazma gazowa — to zjonizowany gaz wytwarzany w warunkach prézni pod wptywem pola
elektromagnetycznego, niszczy drobnoustroje poprzez uszkadzanie DNA, RNA, enzyméw,
fosfolipidow; stuzy do sterylizacji instrumentéw z otwartym, dtugim, waskim $wiattem (na-
rzedzia z kanatem otwartym na obydwu koncach, np. kamery, zgtebniki);

e kwas nadoctowy — mieszanina kwasu nadoctowego, octowego i nadtlenku wodoru, dziata-
nie bdjcze oparte jest na utlenianiu biatek; substancja jest wykorzystywana do sterylizacji
sprzetu i narzedzi w odpowiednich kasetach poprzez ich catkowite zanurzenie w roztworze;

e ozon — uszkadza btone komdrkowgq bakterii oraz otoczke biatkowsa i taricuchy peptydowe
wirusow i tym samym zaburza mozliwosc ich namnazania sie; jako gaz dociera do przestrzeni
trudnych do zdezynfekowania inng metodg, nie mozna go jednak stosowa¢ podczas przeby-
wania ludzi w ozonowanym pomieszczeniu (Rdézanska, 2020).
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9. Nowoczesne techniki wykorzystywane w diagnostyce mikrobiologicznej.
Diagnostyka wirusologiczna

Ten rozdziat poswiecony jest nieopisanym wczesniej metodom stosowanym w diagnostyce mikro-
biologicznej.

9.1. Narzedzia biologii molekularnej

Lepsze poznanie struktur czynnikéw mikrobiologicznych pozwolito opracowac techniki, ktére umoz-
liwiajg detekcje ich unikatowych elementéw na poziomie molekularnym. Metody te obejmujg na-
rzedzia biologii molekularnej, ktére pozwalajg zidentyfikowaé substancje wielkoczgsteczkowe, np.
kwasy nukleinowe czy biatka. Wsrdd takich metod wyrdzniamy metody analizy zaréwno genomu,
transkryptomu, jak i proteomu, ktdre polegajg na izolacji i pdZniejszym oczyszczaniu interesujacych
nas elementdw oraz ich ocenie ilosciowej. Genom to kompletna informacja genetyczna organizmu
zawarta w jego DNA, natomiast transkryptom obejmuje wszystkie czasteczki RNA powstajace
w wyniku transkrypcji genéw z DNA. Proteom to zbiér biatek produkowanych w komdrce na
podstawie informacji genetycznej i aktywnosci transkryptomu. Ponadto wyniki badan ,,omicznych”
odpowiadajg na pytania dotyczgce mechanizmow regulujgcych procesy zyciowe mikroorganizmu
czy interakcji pomiedzy patogenami a komdrkami gospodarza.

Powszechng technika laboratoryjng, bedaca przyktadem takiego narzedzia, jest reakcja taricu-
chowa polimerazy (PCR, ang. polymerase chain reaction), ktéra polega na wielokrotnym powielaniu
(zwykle w 30-40 cyklach) specyficznego fragmentu DNA, np. gendw kodujacych biatka danego mi-
kroorganizmu, za pomocg enzymu polimerazy (ryc. 17). Nastepnie, w celu uwidocznienia namnozo-
nego fragmentu DNA, stosuje sie specjalne barwniki molekularne. PCR, dzieki powielaniu okreslo-
nych fragmentéw DNA, jest metodg ultraczuty. Obecnie istnieje wiele modyfikacji metody PCR,
a jedng z nich jest PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR). Metoda ta jest ilosciowa i pozwala
na okreslenie doktadnej liczby kopii danego fragmentu DNA w badanym materiale biologicznym
(Kralik i Ricchi, 2017).

9.2. Diagnostyka/badanie mikrobioty jelitowej

Obecnie diagnostyka mikrobioty jelitowej obejmuje wykonanie posiewdéw mikrobiologicznych oraz,
w przypadku bakterii niehodowlanych, szczegétowej analizy z wykorzystaniem technik biologii mo-
lekularnej z prébki katu (analiza sekwencji konserwatywnych regiondow genu 16S rRNA (rybosomal-
nego RNA) czy metoda sekwencjonowania catogenomowego) (Panasiuk, 2019).

W ramach oceny bakterii hodowlanych wykonuje sie m.in. jakosciowe i ilosciowe badanie mi-
krobiologiczne katu wykonywane metoda posiewéw mikrobiologicznych. Przyktadem takiego bada-
nia jest KyberKompakt stuzgcy do ilosciowej i jakosciowej diagnostyki bakteriologicznej
i mykologicznej mikrobioty jelitowej. W badaniu tym posiewy mikrobiologiczne s3 wykonywane
z szeregu rozcienczen probki katu. Przed wykonaniem posiewdw oceniany jest wyglad, konsystencja,
ale takze pH katu. Diagnostyka bakteriologiczna z wykorzystaniem tego testu obejmuje identyfikacje
oraz ocene ilosciowg ogdlnej liczby bakterii, jak i liczebnosci bakterii poszczegélnych rodza-
jéw/gatunkow np. E. coli, E. coli Biovare, Proteus spp., Pseudomonas spp., bakterii proteolitycznych
z rodziny Enterobacteriaceae, Enterococcus spp., Bifidobacterium spp., Bacteroides spp., Lactobacil-
lus spp., Lactobacillus spp. wytwarzajgcych nadtlenek wodoru czy Clostridium spp. Liczebnos¢ bak-
terii jest wyrazana w jednostkach tworzgcych kolonie (ang. colony forming units; CFUs) na 1 gram
katu (CFU/g). W badaniu mykologicznym wykonuje sie identyfikacje oraz ocene ilo$ciowg (wyrazona
w CFU/g) grzybdw drozdzopodobnych oraz plesniowych w prébce katu (Gatecka i in., 2017).
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Rycina 17. Etapy reakcji PCR (rys. D. Szmajda-Krygier)

9.3. Cytometria przeptywowa

Cytometria przeptywowa to zaawansowana technika analityczna umozliwiajgca jednoczesng ocene
wielu parametréw fizycznych i biochemicznych na poziomie pojedynczych komdrek zawieszonych
w roztworze. Przed analiza komdrki sg inkubowane z przeciwciatami monoklonalnymi swoiscie
rozpoznajacymi wybrane antygeny powierzchniowe lub wewnatrzkomoérkowe. Przeciwciata te sg
sprzezone (skoniugowane) z fluorochromami — barwnikami fluorescencyjnymi, co umozliwia
detekcje sygnatu pochodzgcego z docelowych struktur.

Podczas przeptywu prébki przez uktad hydrodynamicznego ogniskowania pojedyncze komorki
przechodza przez wigzke lasera w komorze pomiarowej. Emisja $wiatta fluorescencyjnego, wzbu-
dzana przez laser, jest rejestrowana przez uktad detektoréow optycznych, co umozliwia precyzyjna
analize ekspresji wybranych antygenéw. Réwnoczesnie mierzone sg rowniez parametry rozprasza-
nia swiatta, ktére odzwierciedlajg wielkos¢ i ziarnistos¢ komaorek, a to pozwala na ich fenotypowa
i morfologiczng charakterystyke.

Niewatpliwg zaletg metody jest mozliwos¢ separacji komorek i detekcji ich scisle okreslonych
elementow. W diagnostyce choréb zakaznych jest wykorzystuje sie jg m.in. do okreslania statusu
immunologicznego osdb zakazonych wirusem HIV poprzez monitoring liczby i odsetka limfocytéw
w krwi. Ponadto moze by¢ przydatna do réznicowania gatunkéw drobnoustrojéow poprzez detekcje
ich unikatowych antygenéw (Alvarez-Barrientos i in., 2000; Lewandowska Ronnegrem, 2018).

9.4. Szybkie testy diagnostyczne

Szybkie testy diagnostyczne, nazywane tez ,przytdzkowymi”, sg $wietnym rozwigzaniem we wstep-
nej diagnostyce zakazen bakteryjnych i wirusowych. Na podstawie prostych testéw kasetowych,
ktore wykorzystujg metody immunochromatograficzne lub biochemiczne, mozna zdiagnozowa¢ pa-
cjenta pod katem obecnosci w jego organizmie m.in. charakterystycznych biatek (antygendéw) pato-
genu. W sytuacji braku mozliwosci szybkiego transportu materiatu do laboratorium mikrobiologicz-
nego lub koniecznosci wstepnej kwalifikacji zakazenia u pacjenta takie rozwigzanie pozwala na
weryfikacje infekcji. Nalezy jednak pamietad, ze wspomniane testy majg nizszg czutos¢ i/lub swoi-
stosc¢ diagnostyczng, stad w interpretacji wynikéw nalezy zachowac ostroznosc.
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ZAPAMIETAIJ!
Szybkie testy diagnostyczne nie zastepujg petnej diagnostyki mikrobiologicznej!

9.5. Diagnostyka wirusologiczna

W zwigzku z tym, ze wirusy to patogeny wewnatrzkomorkowe, do ich namnazania w warunkach
laboratoryjnych wykorzystuje sie hodowle komérkowe pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego, po-
zyskiwane bezposrednio z pobranej tkanki (pierwotne) lub stanowi¢ ustabilizowane linie komor-
kowe o charakterze nowotworowym, ktére mogg by¢ poddawane pasazowaniu bez ograniczen.
W kontekscie diagnostyki wirusologicznej hodowle komdrkowe cechujg sie wysoka czutoscia z uwagi
na mozliwos$¢ identyfikacji nawet pojedynczego wirionu czy wielu typdéw wiruséw w prébce. Metody
te sg wcigz stosowane, jednak w duzej mierze w badaniach naukowych i w rutynowe] diagnostyce
postugiwano sie nimi przed opracowaniem technik biologii molekularnej (Gozdzicka-Jozefiak, 2022;
Wréblewska i Dziecigtkowski, 2017).

Wsrdd metod diagnostycznych zakazen wirusowych w materiatach klinicznych pobranych od
pacjenta wyrdznia sie bezposrednie wykrywanie biatek (antygendw, np. powierzchniowych otoczki)
lub kwasu nukleinowego wirusa oraz posrednie wykrycie i pomiar stezenia specyficznych przeciwciat
odpornosciowych skierowanych przeciw czgsteczkom wirusa (tabela 6).

ZAPAMIETAJ!

Testy diagnostyczne podlegajg walidacji zaréwno laboratoryjnej, jak i klinicznej — wymagajq pre-
cyzyjnych kontroli jakosci, ktére majg potwierdzi¢, ze s3 przeprowadzane zgodnie z dobrg prak-
tyka laboratoryjna.

Tabela 6. Przyktady elementéw diagnostyki laboratoryjnej wybranych zakazen wirusowych.

KWAS
WIRUS ANTYGENY PRZECIWCIALA NUKLEINOWY
przeciwciata HBc do antygenu
antygen ' rdzeniowego HBV
powierzchniowy przeciwciata HBs do antygenu
WZW B (HbS) powierzchniowego HBV DNA HBV
antygen WCZeSNY  przeciwciata HBe do antygenu
(HbE) wydzielniczego HBV
antygen
WZW C rdzeniowy (HCVc) przeciwciata do HCV RNA HCV
przeciwciafa do antygenu
kapsydowego (VCA) EBV
mononukleozy przeciwciafa do antygenu
zakaznej wczesnego (EA) EBV EBVDNA
przeciwciafa do antygenu
jadrowego (EBNA) EBV
HIV antygen p24 przeciwciata do HIV HIV RNA
antygen przeciwciata do antygenu wirusa
wirusa grypy A grypy A
grypy antygen przeciwciata do antygenu wirusa RNA
wirusa grypy B grypy B
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