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WSTEP

Zakazenia krwi (bloodstream infections, BSI) i sepsa nalezg
do najpowazniejszych wyzwan wspdtczesnej medycyny oraz
zdrowia publicznego. Wedtug danych globalnych kazdego roku
sepsa dotyka okoto 49 milionéw oséb. Pomimo ogromnego
postepu w leczeniu, Smiertelnos$¢ wcigz pozostaje bardzo wyso-
ka. W krajach rozwinietych wynosi Srednio 15-25%, natomiast
w przypadku wstrzasu septycznego siega nawet 30-40%.
W krajach o nizszym statusie ekonomicznym wartosci te sg
jeszcze wyzsze. Szacuje sie, ze sepsa moze odpowiadac za co
piaty zgon na Swiecie. Chorujg osoby w kazdym wieku, jednak
najwiekszg zapadalnos¢ obserwuje sie u noworodkéw, matych
dzieci oraz 0so6b starszych [1; 2].

Znaczna czes¢ zakazen wigze sie z pobytem w placéwkach
ochrony zdrowia i okreslana jest jako zakazenia szpitalne
(healthcare-associated infections, HAI). Szczegdlnie narazeni

sg pacjenci w stanie ciezkim, wymagajacy intensywnej opieki

medycznej, terapii immunosupresyjnej lub leczenia inwazyjne-

go. Wazng kategorie stanowia zakazenia zwigzane z dostepem

naczyniowym (central line-associated bloodstream infections,
CLABSI), ktorych w oddziatach intensywnej terapii w Europie
notuje sie srednio 3,7 na 1000 dni stosowania cewnika. Zakaze-
nia te zwiekszaja ryzyko zgonu, a takze wydtuzajg czas hospitali-
zacji i podnoszg koszty leczenia [3; 4].

Nalezy podkresli¢, ze dane te mogg by¢ zanizone ze wzgledu
na brak petnego rejestru przypadkow sepsy i kosztow leczenia.
Tymczasem nawet potowa pacjentéw po przebytej sepsie do-
Swiadcza powiktan fizycznych i psychicznych, co dodatkowo ob-
cigza system ochrony zdrowia [5].

Kluczowym elementem leczenia jest natychmiastowe wdro-
zenie skutecznej antybiotykoterapii. Kazda godzina opdznienia
w terapii zwieksza ryzyko zgonu o 7,6% u pacjentow we wstrza-
sie septycznym [6; 7]. Z tego powodu obowigzujgce standardy
zalecajg szybkie empiryczne podanie antybiotyku o szerokim
spektrum dziatania, rownolegle z pobraniem materiatoéw do ba-
dan mikrobiologicznych, w tym obowigzkowo krwi na posiew.
Po uzyskaniu wynikéw konieczne jest jak najszybsze przejscie na

terapie celowana, co ogranicza ryzyko dziatan niepozadanych
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i selekcji szczepow opornych. W praktyce klinicznej wybér te-
rapii empirycznej opiera sie na obrazie klinicznym i czynnikach
ryzyka, jednak bywa nieadekwatny nawet u 40% pacjentow [8].

Opornos$¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe (antimicrobial
resistance, AMR) stanowi kolejne powazne zagrozenie dla zdro-
wia publicznego. Wedtug opublikowanego w Lancet w 2022 r.
wynikéw miedzynarodowego badania przez tzw. grupe The
AMR collaborators w 2019 roku z opornoscig na antybiotyki
zwigzanych byto 4,95 miliona zgondw, z czego ponad 1 milion
wynikat bezposrednio z zakazert wywotanych drobnoustrojami
opornymi [9]. W Europie rocznie notuje sie okoto 670 tysiecy ta-
kich zakazen oraz okoto 33 tysigce zgondw. Raporty ECDC wska-
ZUjg, Ze najczesciej izolowanymi patogenami z krwi sg bakterie
Gram-ujemne, takie jak Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae,
a takze Gram-dodatnie, m.in. Staphylococcus aureus. Coraz
wiekszym zagrozeniem sg szczepy wielolekooporne (multidrug-
-resistant, MDR) oraz ekstremalnie lekooporne (extensively dru-
g-resistant, XDR). Raport WHO z 2022 roku wykazat, ze ponad
50% izolatéw K. pneumoniae i Acinetobacter spp. odpowiedzial-
nych za szpitalne zakazenia krwi byto opornych na podstawo-
we antybiotyki, a okoto 8% klinicznych izolatéw K. pneumoniae
z krwi wykazywato opornosé na karbapenemy [3; 10; 11]. Wy-
soka czestos$¢ zakazern wywotanych przez patogeny MDR/XDR
przektada sie na gorsze rokowanie pacjentéw i znaczgco ograni-
cza dostepne mozliwosci terapeutyczne.

Diagnostyka mikrobiologiczna odgrywa kluczowa role
W rozpoznawaniu i leczeniu sepsy. Ztotym standardem pozosta-
ja tradycyjne posiewy krwi, jednak ich ograniczeniem jest dtugi
czas oczekiwania na wynik — zazwyczaj 48-72 godziny. W ostat-
nich latach dynamiczny rozwéj nowoczesnych technologii dia-
gnostycznych pozwala istotnie skréci¢ ten czas (time-to-result).
Do takich metod naleza: bezposrednia identyfikacja patogenu
z dodatniej butelki posiewu za pomocg spektrometrii masowe;j
MALDI-TOF, multipleksowe panele PCR (rapid multiplex mo-
lecular syndromic panels, RMMSP) oraz szybkie, fenotypowe
metody oznaczania lekowrazliwosci. Dzieki nim mozliwe jest
wczesniejsze wdrozenie terapii celowanej, co przektada sie na
poprawe wynikéw leczenia i racjonalizacje stosowania antybio-

tykow [7; 12; 13].

ZNACZENIE DIAGNOSTYKI MIKROBIOLOGICZNE)
| ROLA ETAPU PRZEDANALITYCZNEGO

Mimo rozwoju nowych technologii, pobranie krwi na posiew
wcigz pozostaje ztotym standardem w diagnostyce zakazen krwi
i sepsy. Badanie to umozliwia identyfikacje czynnika etiologicz-
nego oraz okreslenie jego profilu lekowrazliwosci, co stanowi
podstawe wdrozenia skutecznej terapii celowanej i poprawy
rokowania. Klasyczny proces obejmuje inkubacje pobranej krwi,
hodowle na podtozach statych, identyfikacje i wykonanie anty-
biogramu, a jego czas trwania wynosi zazwyczaj 48—72 godziny
[7; 12; 13; 14].

Miedzynarodowe towarzystwa naukowe (m.in. Infectious Di-
seases Society of America — IDSA, European Committee on An-
timicrobial Susceptibility Testing — EUCAST, Clinical and Labora-
tory Standards Institute — CLSI, Surviving Sepsis Campaign 2021)
podkreslajg koniecznos¢ mozliwie szybkiego pobrania krwi na
posiew — najlepiej bezposrednio po wystapieniu pierwszych ob-
jawow sepsy i przed podaniem pierwszej dawki antybiotyku [7].

Skutecznos$¢ diagnostyki BSI i sepsy w ogromnym stopniu za-
lezy od jakosSci etapu przedanalitycznego. Obejmuje on m.in.:
wskazania do pobrania materiatu, wybdr miejsca i techniki
wktucia, odpowiednig objetos¢ krwi, liczbe prébek, przestrze-
ganie zasad aseptyki oraz warunki transportu. Szacuje sie, ze
btedy w tej fazie odpowiadajg nawet za 60-70% niepowodzen
diagnostycznych. Do najczestszych naleza:

e pobranie prébki po antybiotykoterapii (ryzyko wynikéw fat-

szywie ujemnych),

e zbyt mata objetos¢ krwi (obnizona czutos¢ diagnostyczna),

e  kontaminacja mikrobiotg skory (wyniki fatszywie dodatnie).

Kazdy z tych btedéw moze prowadzi¢ do niepowodzen diagno-
stycznych i terapeutycznych, opdznien we wdrozeniu odpowied-

niego leczenia oraz zwiekszenia kosztéw hospitalizacji [15; 16].

LICZBA 1 0BJETOSC PROBEK KRWI W
DIAGNOSTYCE ZAKAZEN KRWI

Czutos¢ posiewu krwi zalezy w duzej mierze od objetosci po-
branej probki oraz liczby wykonanych posiewow. W bakterie-
mii stezenie drobnoustrojéw we krwi jest zwykle bardzo niskie
(1-10 CFU/mI). Dlatego kazdy dodatkowy mililitr krwi istotnie
zwieksza szanse izolacji patogenu. Wykazano, ze zwiekszenie
objetosci prébki o 1 ml przektada sie na okoto 3% wzrost praw-

dopodobienstwa uzyskania dodatniego wyniku [16; 17].
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W praktyce klinicznej pobranie zbyt matej objetosci krwi
obniza czutos¢ diagnostyczng, a przy objetosci ponizej 0,5 ml
szansa na wykrycie wymagajacych drobnoustrojéw, takich jak
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae czy Neisse-
ria meningitidis, jest dramatycznie niska. Pobrana krew w nie-
wystarczajgcej objetosci moze zatem skutkowac wynikiem fat-
szywie ujemnym.

Optymalizacja tacznej objetosci i liczby butelek nie tylko
zwieksza czuto$¢ diagnostyczng, ale takze skraca czas do uzy-
skania sygnatu dodatniego, przyspieszajac dalszg diagnostyke.
Badania kliniczne wskazuja, ze:

e pobranie 20 ml krwi umozliwia wykrycie okoto 70% bakte-

riemii,
e zwiekszenie objetosci do 40 ml podnosi skutecznos$¢ o ko-
lejne 15%,

e przy 60 ml czuto$¢ wzrasta o nastepne 10%,

e pobranie 80 ml (cztery prébki, osiem butelek) pozwala wy-
kry¢ patogen w ponad 99% przypadkow sepsy [18; 19; 20].

Réwnie istotnym elementem diagnostyki jest liczba pobranych
probek krwi. Pobranie co najmniej dwdch niezaleznych zesta-
wow — obejmujgcych butelke tlenows i beztlenowg — zwieksza
wykrywalnos¢ bakteriemii oraz utatwia odrdznienie zakazenia
rzeczywistego od kontaminacji [21; 22]. Zgodnie z krajowymi
i miedzynarodowymi rekomendacjami, u dorostych oraz dzieci
0 masie ciata >36,3 kg nalezy pobrac krew do co najmniej dwdch
zestawow (facznie cztery butelki: tlenowa i beztlenowa). W sy-
tuacjach szczegdlnych, takich jak podejrzenie infekcyjnego zapa-
lenia wsierdzia czy goraczki o nieznanej etiologii, zaleca sie po-
branie trzech zestawow (szes¢ butelek). Takie postepowanie nie
tylko zwieksza szanse izolacji patogenu, lecz takze pozwala wiary-
godnie odrdznié zakazenie rzeczywiste od kontaminacji, ktéra jest
czestg przyczyng wynikéw fatszywie dodatnich [18, 23].

U dzieci objetos¢ prébki powinna byé dostosowana do masy
ciata i nie przekracza¢ 5% catkowitej objetosci krwi krazacej.
W praktyce u noworodkow zwykle pobiera sie 1-2 ml na butel-
ke [18; 19; 24].

Zgodnie z zaleceniami Infectious Diseases Society of America
(IDSA) oraz European Society of Clinical Microbiology and Infec-
tious Diseases (ESCMID), rekomenduje sie pobranie co najmniej
dwdch, a najlepiej trzech kompletédw krwi na posiew z réznych
miejsc (preferencyjnie dwdch réznych wktug), w krotkim odste-

pie czasu — optymalnie w ciggu 15—-30 minut od wystgpienia

objawdéw sugerujgcych sepse i przed podaniem antybiotyku
[24; 25].
Zalecane objetosci wynosza:
e udorostych: 20-30 ml krwi na kazdy komplet (zestaw dwéch
butelek: tlenowa i beztlenowa),
e  udzieci: od 1 do 5 ml, zaleznie od masy ciafa (butelki tleno-

we, pediatryczne) [19; 24; 27] .

Tabela 1. Rekomendowana objetosci pobierania krwi na posiew w
zaleznosci od masy ciata.

Catkowita | % catkowitej
objetos¢ objetosci
krwi na krwi
posiew pacjenta

Zalecana objetosc
krwi na posiew (ml)

Masa ciata

pacjenta
(kg) Probka 1

:

1,1-2 2 2 4 4

2,1-12,7 4 2 6 3
>12,8-36 10 10 20 2,5
20-30 20-30 40-60 1,8-2,7

Kluczowe znaczenie dla jakosci i wiarygodnosci wynikdw ma

Prébka 2

Sciste przestrzeganie zasad aseptyki podczas pobierania krwi.
Wiasciwie przeprowadzona procedura powinna ograniczac
czestosé kontaminacji do poziomu 2—3% wszystkich posiewdw.
W praktyce klinicznej czesto przekracza ona 5%, co prowadzi do
niepotrzebnych badan dodatkowych, nieuzasadnionej antybio-
tykoterapii oraz wydtuzenia hospitalizacji. Szacuje sie, ze przy
zaniedbaniach w fazie przedanalitycznej nawet potowa wyni-
kéw dodatnich moze wynikac¢ z kontaminacji, co obniza wartos¢
diagnostyczng badania i naraza pacjenta na niepotrzebng lub
nieprawidtowq terapie [16; 28].

Wytyczne European Centre for Disease Prevention and Con-
trol (ECDC) oraz ESCMID dodatkowo zalecajg wdrazanie syste-
matycznego monitoringu jakosci pobierania krwi, obejmujace-
go m.in. wskazniki kontaminacji, czas do uzyskania sygnatu do-
datniego oraz liczbe pobranych prébek w przeliczeniu na 1000
hospitalizacji [3; 25].

Optymalna liczba i objetos¢ probek krwi, pobranych zgod-
nie z zasadami aseptyki i rekomendacjami miedzynarodowy-
mi, warunkuje wysokg czutos¢ diagnostyki sepsy, ogranicza
ryzyko kontaminacji i pozwala na szybsze oraz trafniejsze de-

cyzje terapeutyczne.
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SYSTEMY AUTOMATYCZNE | RODZAJE
BUTELEK DO POSIEWU KRWI

Wspotczesna diagnostyka mikrobiologiczna zakazen krwi
opiera sie na zastosowaniu zautomatyzowanych systemoéw
monitorowania wzrostu drobnoustrojow. Najczesciej wyko-
rzystywane sg: BD BACTEC (Becton Dickinson), BacT/ALERT
(Biomerieux) oraz VersaTREK (Thermo Fisher). Systemy te
umozliwiajg ciggte monitorowanie probek i wykrywanie zmian
metabolicznych, takich jak produkcja dwutlenku wegla, zmiany
cisnienia czy pH, a takze automatyczne zgtaszanie sygnatu do-
datniego. Dzieki temu znaczaco skracajg czas do uzyskania in-
formacji o wzroscie (time to positivity, TTP) [27; 28].

Kazdy z wymienionych systemow oferuje rdzne typy butelek
dostosowanych do wieku pacjenta, wskazan klinicznych oraz ro-
dzaju spodziewanych patogendw.

Rodzaje butelek stosowanych w automatycznych systemach
posiewu krwi:

e  Standardowe butelki tlenowe i beztlenowe — stosowane ruty-
nowo u dorostych pacjentow.

e  Butelki pediatryczne (np. BD Peds Plus/F, BacT/ALERT PF Plus)
— przeznaczone dla dzieci i noworodkéw, wymagajg mniejszych
objetosci krwi (1-3 ml). Podfoza w tych butelkach zawierajg
substancje neutralizujgce antybiotyki, co zwieksza czutos¢ ba-
dania przy niewielkiej objetosci prébki.

e Butelki specjalistyczne — przeznaczone do diagnostyki grzybic
(np. BD Mycosis IC/F) oraz pratkdw (np. MB BacT/ALERT). Za-
wierajg podtoza o zmodyfikowanym skfadzie, dostosowane
do specyficznych wymagan wzrostowych tych patogendw.

e Butelki z neutralizatorami antybiotykéw (np. BacT/ALERT FA
Plus, BD BACTEC Plus) — zawierajg zywice lub inne substancje
wigzgce antybiotyki obecne we krwi, co zwieksza wykrywal-
nos$¢ bakteriemii u pacjentdéw juz poddanych leczeniu prze-
ciwdrobnoustrojowemu.

e Butelki lityczne (np. BD Lytic/10 Anaerobic/F) — stosowane
w diagnostyce drobnoustrojéw wewngtrzkomadrkowych, ta-
kich jak Brucella spp.

Dobér odpowiednich butelek ma szczegélne znaczenie
w sytuacjach klinicznych, takich jak diagnostyka u dzieci, pa-
cjentdw z immunosupresjg czy w trakcie antybiotykoterapii.
Whiasciwy wybor zwieksza czutos¢ diagnostyczng badania

i umozliwia wczesniejsze rozpoczecie adekwatnej terapii.

Tabela 2. Przyktadowe schematy pobierania krwi na posiew w zalez-
nosci od masy ciata pacjenta — wybdr odpowiednich butelek.

Catkowita
objetosc

Pacjent
/masa
ciata

Posiew 1 Posiew 2

krwi
do pobrania

Butelk:
115-2 mI 'u e ]
pediatryczna
Butelka Butelka
4 ml
2,1-12,7 kg 6 ml

pediatryczna pediatryczna
Butelka
tlenowa
128-36kg 20 ml lub
pediatryczna
i beztlenowa

Butelka Butelka
pediatryczna pediatryczna
lub tlenowa lub tlenowa

Butelka tlenowa
lub pediatryczna
i/lub beztlenowa

Butelka tlenowa
Butelka i beztlenowa
>36 kg 40-60 ml tlenowa ) L
. i do rozwazenia
i beztlenowa . .
mikologiczna

TRANSPORT PROBEK - ZNACZENIE CZASU 0D
POBRANIA DO ROZPOCZECIA INKUBAC)I

Czas do uzyskania sygnatu dodatniego (time to positivity,
TTP) to okres od umieszczenia butelki w systemie automatycz-
nym do momentu wykrycia wzrostu drobnoustroju. Zgodnie
z wytycznymi CLSI, krew po pobraniu wraz ze zleceniem powin-
na zostaé przekazana do pracowni mikrobiologicznej w ciggu
2 godzin, a czas ten nie powinien przekraczac 4 godzin. Im péz-
niej butelka z krwig trafi do analizatora, tym dtuzszy bedzie czas
do sygnalizacji dodatniego wyniku, co moze wydtuzy¢ uzyskanie
raportu nawet o 6-12 godzin [29].

Réwnie wazna jest temperatura transportu i przechowywa-
nia. Zbyt niska temperatura moze prowadzi¢ do zahamowania
wzrostu bardziej wrazliwych bakterii, takich jak N. meningiti-
dis, H. influenzae czy S. pneumoniae [16]. Producenci zwracajg
uwage, ze ,preinkubacja” przed wtgczeniem do systemu moze
powodowac przejscie drobnoustrojow w faze stacjonarng lub
spadkowg, co réwniez moze skutkowaé wynikiem fatszywie
ujemnym. Nawet przedtuzone przechowywanie w temperatu-
rze pokojowej moze 2-3-krotnie obnizy¢ czutos¢, szczegdlnie
w przypadku bakterii wymagajacych, takich jak S. pneumoniae,
N. meningitidis czy Campylobacter. Op6znienia przekraczajace

12 godzin istotnie obnizajg czutos¢ posiewdw i zwiekszajg ryzyko
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wynikow fatszywie ujemnych; szacuje sie, ze 2—-5% probek moze
w takiej sytuacji pozostaé nierozpoznanych [26; 30; 31; 32; 33].

Krew pobrang na posiew u pacjenta z podejrzeniem sep-
sy nalezy traktowaé jako materiat priorytetowy i natychmiast
przekazywac do laboratorium. Warto wdrazac rozwigzania logi-
styczne, ktdre realnie skracajg czas od pobrania do rozpoczecia
inkubacji. Skuteczne sg m.in. systemy poczty pneumatycznej,
organizacja dedykowanych $rodkéw transportu dla materiatow
»ha cito”, catodobowy dostep do systemdw inkubacji czy stoso-
wanie satelitarnych inkubatoréw. Takie rozwigzania ograniczajg
btedy wynikajace z transportu, skracajg TTP i przyspieszajg ra-
portowanie pierwszych wynikéw [26; 34; 35].

Z perspektywy klinicznej kazdy dodatkowy kwadrans zwto-
ki w transporcie i rozpoczeciu inkubacji nalezy traktowac jako
czynnik obnizajgcy wiarygodnos¢ diagnostyki i potencjalnie
opozniajacy wdrozenie terapii celowanej. Dlatego nadzér nad
czasem i warunkami transportu powinien stanowic¢ integralng
czesc systemu jakosci w diagnostyce mikrobiologicznej zakazen
krwi [23; 36].

INKUBACJA W AUTOMATYCZNYCH SYSTEMACH
POSIEWU KRWI - CZAS DO UZYSKANIA HODOWLI

Zautomatyzowane systemy do posiewu krwi dziatajg w trybie
ciggtego monitorowania butelek i sygnalizujg dodatnig hodowle
natychmiast po wykryciu zmian parametréw fizykochemicznych
zachodzacych w podtozu. Standardowe protokoty inkubacji
w wiekszosci systemow obejmujg 5—7 dni. Wiekszos¢ klinicznie
istotnych patogendow udaje sie jednak wykry¢ w ciggu pierw-
szych 24-48 godzin — odpowiada to za 85,3-89,1% wszystkich
dodatnich wynikéw. Ponad 95-98% butelek sygnalizuje wzrost
w ciggu 72 godzin. Przedtuzanie inkubacji powyzej 5 dni rzad-
ko zwieksza odzysk waznych patogendw i ma znaczenie gtow-
nie w przypadku podejrzenia drobnoustrojow wolnorosngcych
lub wymagajacych, takich jak gatunki z grupy HACEK, Brucella
czy Bartonella. U dzieci wykrywalno$¢ wielu patogendéw juz
w pierwszych 24 godzinach jest bardzo wysoka, co dodatkowo
podkresla znaczenie sprawnej organizacji pobrania, transportu
i rozpoczecia inkubacji [37; 38].

Czas do uzyskania sygnatu dodatniego (TTP) czesto koreluje
z mianem patogenu we krwi w chwili pobrania i moze wspieraé
interpretacje wyniku. Krétki TTP (<15-20 godzin) zwykle towa-

rzyszy klinicznie istotnym zakazeniom, natomiast sygnat dodat-

ni pojawiajacy sie po 48 godzinach czesciej wskazuje na konta-
minacje mikrobiotg skéry, zwtaszcza gdy izoluje sie gronkowce
koagulazo-ujemne lub Corynebacterium spp. [16; 28; 39].

Parametr TTP bywa takze pomocny w diagnostyce zakazen
zwigzanych z dostepem naczyniowym. RdézZnica co najmniej
dwoch godzin miedzy czasem detekcji w probce pobranej
z cewnika, a czasem detekcji w probce z krwi obwodowej moze
wskazywac na zakazenie zwigzane z cewnikiem [40].

W praktyce laboratoryjnej TTP nalezy jednak zawsze in-
terpretowaé¢ w kontekscie liczby dodatnich prébek, rodzaju
izolowanego drobnoustroju oraz obrazu klinicznego pacjenta.
Sam czas sygnalizacji nie powinien by¢ jedyna podstawg roz-
poznania, ale stanowi wartosciowy wskaznik wspierajacy pro-

ces diagnostyczny.

ETAP ANALITYCZNY - PIERWSZE PROCEDURY
PO DODATNIM SYGNALE

Po wykryciu dodatniego sygnatu butelka z dodatnim posie-
wem powinna by¢ niezwtocznie poddana dalszym procedurom
diagnostycznym. Pierwsze czynnosci nalezy podjgé w ciggu
maksymalnie 1 godziny od uzyskania informacji o dodatnim
posiewie. Ten etap badania (analityczny) bezposrednio wptywa
na jakos¢ wyniku identyfikacji czynnika etiologicznego i ozna-
czenia jego lekowrazliwosci, co zalezy zaréwno od zastosowa-
nych metod hodowlanych i molekularnych (dostepnosé sprzetu
diagnostycznego), jak i od poziomu automatyzacji procesu oraz
kompetencji personelu [28].

Diagnostyka zakazen krwi od wielu dekad opiera sie na kla-
sycznych metodach mikrobiologicznych, wymagajacych uzy-
skania hodowli i dalszej identyfikacji gatunkowej, a nastepnie
wykonania antybiogramu. Proces ten trwa zazwyczaj 24-72
godziny, co w przypadku pacjentow z sepsg stanowi powazne
ograniczenie, poniewaz kazda godzina opdznienia we wdroze-
niu skutecznej terapii zwieksza ryzyko zgonu.

WSspotczesne wytyczne zalecajg stosowanie szybkich metod
diagnostycznych, ktére umozliwiajg wczesne wdrozenie odpo-
wiedniego leczenia. Optymalnym rozwigzaniem jest tgczenie
klasycznych metod hodowlanych z nowoczesnymi technologia-
mi wspomagajgcymi. Dobrg praktykg laboratoryjna jest opraco-
wanie algorytmdw diagnostycznych, ktére zapewniajg wysoka
jakos¢, powtarzalnos¢ i wiarygodnosé uzyskiwanych wynikdw.

Algorytmy te powinny uwzgledniaé zaréwno potrzeby pacjenta,
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jak i sytuacje epidemiologiczng szpitala oraz dostepne zasoby
sprzetowe [7; 12; 40].

Pierwszym etapem badania pozostaje wykonanie posiewu
na podfoza state w celu uzyskania czystej hodowli oraz przygo-
towanie preparatu mikroskopowego barwionego metodg Gra-
ma. Procedury te nalezy przeprowadzac zawsze, niezaleznie od

stosowania szybkich metod diagnostycznych.

Rycina 1. Przyktadowy algorytm diagnostyczny opracowania dodat-
niego posiewu krwi z wykorzystaniem szybkich technologii.

OPRACOWANIE DODATNIEGO POSIEWU KRWI — ALGORYTM POSTEPOWANIA
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Wysiaé na podtoza Przygotowac preparat %>
\]
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Przekaz wynik preparatu, ustal stan

kliniczny i terapig empiryczng, sprawdz
wyniki innych badan;
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chromogenne/wybidrcze do

wykrywania szczepéw
Iel:loo;\:)vrnvch hodr:zwli wediug P
,' wskazari rzy wykrytych patogenach alarmowych
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%
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,Lekowrazliwo$¢ oznaczona metoda bezposrednio z dodatniej
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zidentyfikowanego patogenu.

Test Weryfikacja terapii empirycznej -

BIOFIRE w zaleznosci od wynikéw BIOFIRE -
wykrytych gendw opornosci;

Ostateczny raport z badania
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metodami.

Jesli zaistnieje koniecznos¢ oznaczy¢ wartosé MIC dla szczepéw MDR, wynikdw watpliwych lub
gdzie warto$¢ MIC jest konieczna do interpretacji.

Zaktualizowa¢ wynik z komentarzem: L ie wyniku — lek zliwos¢ potwierdzona
metoda z hodowli na podtozu statym”.

PREPARAT MIKROSKOPOWY - ROLA BARWIENIA
GRAMA W DIAGNOSTYCE ZAKAZEN KRWI

Wykonanie preparatu z dodatniej hodowli krwi jest pierw-
szym i najszybszym etapem diagnostyki mikrobiologicznej. Pro-
cedura ta pozostaje nieodzowna i rutynowa, wcigz stanowigc
podstawowy element diagnostyki posiewow krwi, a jej najwiek-
szg zaletg jest powszechna dostepnosc.

Barwienie Grama w ciggu kilkunastu—kilkudziesieciu minut
pozwala okresli¢ podstawowe cechy morfologiczne i struktu-
ralne drobnoustrojow — ksztatt i uktad komérek (np. ziarniaki,
pateczki, gronkowce w skupiskach, paciorkowce w fancusz-

kach), a takze elementy morfotyczne grzybéw drozdzopodob-

nych. Umozliwia réwniez rozrdéznienie bakterii Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych. Ocena preparatu stanowi punkt wyjscia do
dalszych decyzji diagnostycznych i terapeutycznych. Wynik bar-
wienia moze istotnie wptyna¢ na modyfikacje antybiotykotera-
pii empirycznej i ukierunkowac leczenie jeszcze przed uzyska-
niem petnych wynikow identyfikacji [41].

W sytuacjach krytycznych, takich jak sepsa czy wstrzags sep-
tyczny, szybka odpowiedz laboratoryjna ma kluczowe znaczenie
dla rokowania. W niektérych badaniach wykazano, ze decyzje te-
rapeutyczne oparte na barwieniu Grama przyspieszaja deeskala-
cje lub eskalacje antybiotykoterapii, co poprawia wyniki leczenia
i ogranicza rozwdj opornosci [7; 12; 41]. Cho¢ ocena preparatu
moze sugerowac etiologie, ma swoje ograniczenia — nie pozwa-
la na jednoznaczng diagnoze gatunkowa. Etapu tego nie nalezy
jednak pomijac, a kluczowe pozostaje jak najszybsze raportowa-
nie wyniku i bezposrednia wspdtpraca mikrobiologa z lekarzem
prowadzacym, zlecajgcym badanie lub petnigcym dyzur.

Wynik preparatu determinuje takze dalsze decyzje diagno-
styczne, wskazujac, jakie metody zastosowaé w kolejnym eta-
pie badan. Ma to szczegdlne znaczenie w sytuacjach mieszane;j
etiologii lub przy podejrzeniu kontaminacji probki. Interpreta-
cja powinna uwzgledniac stan kliniczny pacjenta, wyniki badan
ogolnych (w tym markerdw zapalnych) oraz podejrzewane zro-
dto zakazenia. W tym zakresie niezbedna jest $cista wspotpraca
klinicysty i mikrobiologa.

W wielu laboratoriach proces barwienia zostat zautomatyzo-
wany. Automatyczne systemy pozwalajg na standaryzacje pro-
cedury, ograniczenie btedéw wynikajgcych z techniki manual-
nej, oszczednos¢ czasu oraz poprawe bezpieczenstwa personelu
poprzez zmniejszenie ekspozycji na odczynniki chemiczne.

Zgodnie z krajowymi zaleceniami preparat barwiony metoda
Grama nalezy wykonac zawsze i z kazdej butelki z dodatnim posie-
wem krwi. Wynik powinien by¢ przekazany lekarzowi prowadza-
cemu, dyzurnemu lub zlecajgcemu badanie, a nastepnie nalezy
podjac kolejne czynnosci diagnostyczne. Caty etap powinien by¢
zakonczony w ciggu maksymalnie 2 godzin od stwierdzenia przez
diagnoste laboratoryjnego dodatniego wyniku hodowli krwi [40].

Barwienie Grama, mimo swoich ograniczen, stanowi nie-
odzowny element diagnostyki sepsy — jego szybkie wykona-
nie i przekazanie wyniku w Scistej wspoétpracy mikrobiologa
z klinicysta ma bezposredni wptyw na decyzje terapeutyczne

i rokowanie pacjenta.
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IDENTYFIKACJA CZYNNIKA ETIOLOGICZNEGO - ROLA
TECHNOLOGIH MALDI-TOF MS | ZESTAWU MBT SEPSITYPER

W tradycyjnym podejsciu do diagnostyki zakazen krwi petf-
na identyfikacja drobnoustroju oraz oznaczenie jego lekow-
razliwosci sg mozliwe dopiero po uzyskaniu czystej hodowli na
podtozach statych, co wydtuza czas diagnostyki o kolejne 24-72
godziny, a w niektérych przypadkach nawet dtuzej [28]. W sta-
nach nagtych, takich jak sepsa, opdznienie to moze mieé powaz-
ne konsekwencje kliniczne, poniewaz kazda godzina zwtoki we
wdrozeniu adekwatnej terapii zwieksza ryzyko zgonu. Dlatego
konieczne jest wigczanie do diagnostyki nowoczesnych techno-
logii, ktdre realnie skracajg czas uzyskania wyniku.

Przetomowym osiggnieciem w diagnostyce mikrobiologicz-
nej byto wprowadzenie spektrometrii masowej typu MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight).
Metoda ta w krétkim czasie zrewolucjonizowata praktyke labo-
ratoryjna, stajgc sie w wielu osrodkach ztotym standardem iden-
tyfikacji drobnoustrojow [43]. Najczesciej stosowane platformy
to MALDI Biotyper sirius (Bruker) oraz VITEK MS (Biomérieux).
Oba systemy charakteryzujg sie wysoka, poréwnywalng sku-
tecznoscig, zwykle przekraczajacg 85-90% [42; 47].

Technologia MALDI-TOF identyfikuje drobnoustroje na pod-
stawie ich unikalnego profilu biatkowego. Probka mikroorga-
nizmu poddawana jest dziataniu lasera, ktéry jonizuje biatka,
a nastepnie analizuje ich czas przelotu w polu elektrycznym.
Powstate widmo masowe poréwnywane jest z bibliotekg re-
ferencyjng, co pozwala w ciggu kilkunastu minut precyzyjnie
okresli¢ gatunek drobnoustroju. Procedura jest prosta, wyma-
ga minimalnego naktadu pracy i dodatkowego sprzetu, a koszt
jednostkowy badania pozostaje niski w stosunku do korzysci kli-
nicznych [42; 44].

W praktyce klinicznej spektrometria masowa jest stosowana
do identyfikacji drobnoustrojéw wyhodowanych na podtozach
statych z pojedynczych kolonii. Takie podejscie umozliwia wia-
rygodng identyfikacje nawet w przypadku hodowli mieszanych
(jesli widoczne s3 w hodowli odrebne kolonie). W okreslonych
sytuacjach klinicznych identyfikacja do poziomu gatunku stano-
wi cenng wskazowke przy wyborze wtasciwej terapii. W diagno-
styce sepsy i innych ciezkich zakazeniach mozliwe jest takze wy-
korzystanie tzw. ,podrostéw” (,,early subcultures”) uzyskanych
po 6-8, a nawet 3-4 godzinach inkubacji i poddanych iden-
tyfikacji MALDI-TOF MS. Metoda ta, okreslana réwniez jako

,short-term subculture”, pozwala na wiarygodng identyfikacje
drobnoustrojow znacznie wczesniej niz w klasycznej hodowli
[46; 47; 49]. Takie podejscie przy braku innych narzedzi diagno-
stycznych skraca czas uzyskania informacji o etiologii zakazenia
i wspiera szybsze decyzje terapeutyczne.

Szczegdlnym przetomem byto opracowanie metody identy-
fikacji wykonanej bezposrednio z butelki z dodatnim posiewem
krwi bez koniecznosci oczekiwania na wzrost drobnoustrojow
na podtozach statych. Najlepiej poznang i najpowszechniej sto-
sowang metodg jest Bruker’s MBT Sepsityper. Metoda ta, po-
czatkowo dostepna w wersji badawczej (RUO) od 2010 roku,
zostata rozwinieta do formy certyfikowanego systemu IVD.
Obecnie oferuje dwa protokoty przygotowania prébek: Rapid
Workflow, umozliwiajgcy uzyskanie wyniku juz w ciggu 10-15
minut, oraz Standard Workflow, obejmujgcy etap ekstrakcji bia-
tek, ktéry wydtuza analize do okoto 30 minut, ale zapewnia wyz-
szg jakos¢ widma i wiekszg skutecznos¢ identyfikacji [44; 46].
Wybor protokotu zalezy zwykle od rodzaju drobnoustroju oraz
doswiadczenia laboratorium.

Oba protokoty sg kompatybilne z najczesciej stosowany-
mi systemami do hodowli krwi: BacT/ALERT (Biomérieux),
BACTEC (BD) oraz VersaTREK (Thermo). Istotng zaletg Sepsity-
per jest rowniez ekonomicznos¢ — koszt pojedynczego badania
jest znaczgco nizszy niz w przypadku paneli molekularnych, co
czyni metode szczegdlnie atrakcyjng w laboratoriach wykonuja-
cych duzg liczbe posiewdw krwi.

Zastosowanie MBT Sepsityper pozwala istotnie skrdcic¢ czas
do identyfikacji drobnoustroju (TTID) — w niektérych przypad-
kach nawet o 24-72 godziny w pordwnaniu z klasyczng dia-
gnostyka, szczegdlnie gdy czynnikiem etiologicznym sg drobno-
ustroje wymagajace lub wolnorosnace [49; 50; 51].

W badaniach wykazano, ze metoda ta charakteryzu-
je sie bardzo wysokg efektywnoscia w przypadku bakterii
Gram-ujemnych (>90%). Pateczki Gram-ujemne, takie jak Esche-
richia coli, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii
czy Stenotrophomonas maltophilia, czesto odpowiadajg za ciez-
kie zakazenia krwi, zwtaszcza u pacjentow oddziatow intensyw-
nej terapii, dlatego ich szybka identyfikacja moze przesgdzaé
o powodzeniu terapii [52].

Identyfikacja bakterii Gram-dodatnich, zwifaszcza pacior-
kowcow i gronkowcdw koagulazo-ujemnych, jest bardziej wy-

magajaca, a skutecznos¢ oceniana jest na 70-80%. Szczegdlng




OPORNOSC NA ANTYBIOTYKI BIULETYN INFORMACYINY NR 2/2025

ostroznosc¢ nalezy zachowac¢ w przypadku zakazen wywotanych
przez S. pneumoniae, ktéry jako gatunek blisko spokrewniony
z Streptococcus mitis/oralis jest trudny do jednoznacznego roz-
nicowania.

W przypadku grzybéw podstawowy protokoét osigga skutecz-
no$¢ na poziomie okoto 66%, jednak zastosowanie petnej eks-

trakcji pozwala zwiekszyc¢ ten wskaznik do 89-90% [50; 52; 53].

Tabela 3. Wskazania do zastosowania testu MBT Sepsityper w dia-
gnostyce zakazen krwi.

Badanie Sepsityper zaleca sie wykonac w sytuacjach:

Dodatni sygnat wzrostu w butelce posiewu krwi wymagajgcy
szybkiej identyfikacji patogenu (sepsa, wstrzas septyczny).
Pacjent w stanie ciezkim lub krytycznym (OIOM, oddziaty
onkohematologiczne, noworodki).

Zakazenia zwigzane z cewnikiem, protezami lub
urzgdzeniami medycznymi.

Koniecznos$¢ wczesnego rozrdznienia zakazenia rzeczywistego
od kontaminaciji.

Podejrzenie udziatu w zakazeniu drobnoustrojéw
wolnorosngcych lub trudnych w hodowli.

Korzysci ptyngce z zastosowania MBT Sepsityper zostaty sze-
roko udokumentowane w literaturze i potwierdzajg jego zna-
czenie w diagnostyce ciezkich zakazen krwi.

Rekomenduje sie, aby wynik identyfikacji zostat przekazany
lekarzowi maksymalnie w ciggu 2 godzin od wykrycia wzrostu
w posiewie krwi. Dane kliniczne potwierdzaja, ze szybka identy-
fikacja z wykorzystaniem MBT Sepsityper umozliwia wczesniej-
szg weryfikacje empirycznej antybiotykoterapii, co przektada sie
zaréwno na deeskalacje leczenia, jak i szybsze wdrozenie terapii
celowanej. W badaniu Clerc i wsp. zastosowanie MALDI-TOF MS
pozwolito na wczesne wdrozenie terapii celowanej u 42% pa-
cjentéw z bakteriemig wywotang przez pateczki Gram-ujemne,
w poréwnaniu do 20% w grupie kontrolnej [53]. Z kolei Morgen-
thaler i Kostrzewa wskazali na korzysci w postaci redukcji stoso-
wania antybiotykow szerokospektralnych oraz wczesniejszego
przejscia do terapii celowanej [51].

W analizach wieloosrodkowych wykazano, ze czas do zmiany
antybiotykoterapii skrécit sie Srednio o 17 godzin, a odpowied-
nie leczenie w ciggu pierwszych 24 godzin otrzymato wiecej pa-
cjentow. Efektem byty m.in. krdtsze hospitalizacje (o 2—-3 dni)

i nizsze koszty leczenia. W analizie amerykanskiej wykazano

redukcje kosztéw leczenia o 2439 USD na przypadek bakterie-
mii oraz skrdcenie hospitalizacji Srednio o jeden dzier (a nawet
0 2,5 dnia na oddziale intensywnej terapii) [50; 55].

Doswiadczenia szpitala Royal Bolton potwierdzity dodatkowe
korzysci — wdrozenie Sepsitypera pozwolito ograniczy¢ zuzycie
antybiotykéw dozylnych o 33%, a doustnych o 35%.

W niektérych sytuacjach klinicznych informacja o identyfika-
cji konkretnego gatunku moze bezposrednio narzucaé okreslo-
ne schematy terapeutyczne. Przyktadem moze by¢ inwazyjne
zakazenie wywotane przez Streptococcus pyogenes lub S. mal-
tophilia. Zréznicowanie gatunkowe Enterococcus stanowi row-
niez istotng wskazéwke do ukierunkowanej antybiotykoterapii.
Identyfikacja S. aureus wymaga natychmiastowego poszukiwa-
nia zrédta zakazenia i oceny wskazan, na przyktad do usunie-
cia cewnika.

W zakazeniach zwigzanych z cewnikiem lub w infekcyjnym
zapaleniu wsierdzia czynnikiem etiologicznym mogg by¢ takze
gatunki trudno rosngce na tradycyjnych podtozach hodowla-
nych. Przyktadem sg Granulicatella spp. i Abiotrophia spp., kto-
re odpowiadajg za okoto 5-6% wszystkich przypadkéw infek-
cyjnego zapalenia wsierdzia wywotywanych przez paciorkowce
[56]. W takich sytuacjach metoda MBT Sepsityper stanowi bar-
dzo cenne narzedzie diagnostyczne.

Pewnym ograniczeniem stosowania MBT Sepsityper jest
identyfikacja w przypadku hodowli mieszanych. Doswiadczenia
wielu osrodkéw wskazujg, ze w takich sytuacjach system zwy-
kle identyfikuje jedynie dominujgcy szczep. W badaniach Scohy
i wsp. identyfikacje obu drobnoustrojéw uzyskano w 34,3%
analizowanych prébek mieszanych, a przynajmniej jednego
w 51% przypadkéw — zwykle byt to rzeczywisty patogen, a nie
przypadkowa kontaminacja. Co istotne, u 14 pacjentéw wykry-
to drobnoustroje, ktérych nie udato sie wyhodowaé metodami
tradycyjnymi [57].

Metoda MBT Sepsityper znajduje réwniez zastosowanie
w szybkiej identyfikacji kontaminacji, ktére mogg prowadzi¢ do
btednych decyzji terapeutycznych i niepotrzebnego stosowania
antybiotykéw. Identyfikacja mikrobioty skéry z pojedynczego
posiewu, przy braku objawdw sepsy i czynnikdw ryzyka (np. brak
cewnika), moze umozliwi¢ szybszg decyzje o odstgpieniu od le-
czenia [51; 54]. W badaniu Osthoff i wsp. szybka identyfikacja
126 kontaminacji pozwolifa na natychmiastowe wstrzymanie

antybiotykoterapii. Zastosowanie MBT Sepsityper wptyneto na
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redukcje ekspozycji na niepotrzebne leczenie nawet o 2 dni oraz
ograniczyto zuzycie antybiotykéw dozylnych o 30-40% [58; 59].

Szybka identyfikacja kontaminacji pozytywnie oddziatuje
takze na organizacje dalszej diagnostyki i racjonalizacje wyko-
rzystania kolejnych narzedzi. To witasnie po uzyskaniu wyniku
identyfikacji podejmowane sg decyzje o wdrozeniu dalszych ba-
dan, takich jak testy PCR czy antybiogram metodg RAST, badz
— w przypadku stwierdzenia kontaminacji — o odstgpieniu od
dalszej diagnostyki.

System Bruker MBT Sepsityper umozliwia identyfikacje drob-
noustrojéw, nie dostarczajac informacji o mechanizmach opor-
nosci. W odpowiedzi na te potrzebe opracowano testy MBT
STAR, ktére pozwalajg na szybkie, fenotypowe wykrywanie wy-
branych mechanizmoéw opornosci:

e MBT STAR-Carba IVD Assay — wykrywa aktywnos¢ karbape-
nemaz (KPC, NDM, VIM, OXA-48) poprzez analize degradac;ji
imipenemu po inkubacji z izolatami bakterii. Jest to test fe-
notypowy, wykonywany w czasie ponizej 30 minut, przezna-
czony do czystych hodowli.

e MBT STAR-Cepha IVD — umozliwia detekcje hydrolizy cefalo-
sporyn, typowo zwigzanej z obecnoscig ESBL. Podobnie jak
test Carba wymaga czystego izolatu, ale stanowi cenne uzu-
petnienie klasycznych metod oznaczania lekowrazliwosci.

Wszystkie wymienione rozwigzania mogg by¢ stosowa-
ne w laboratoriach wyposazonych w technologie Bruker
MALDI-TOF jako narzedzia wspierajagce szybky diagnostyke
zakazen krwi oraz racjonalizacje antybiotykoterapii, zwtaszcza
w warunkach wysokiej czestosci wystepowania szczepow wie-
lolekoopornych i braku innych technologii [61].

Cho¢ instalacja systemu wigze sie z relatywnie wysokimi
kosztami poczatkowymi, sg one rekompensowane niskim kosz-
tem pojedynczego oznaczenia MBT Sepsityper oraz istotnymi
korzysciami klinicznymi wynikajgcymi ze skrdcenia czasu dia-
gnostyki i wdrozenia terapii celowane;j.

Podsumowujac, zastosowanie MALDI-TOF MS z zestawem
MBT Sepsityper umotzliwia szybka, wiarygodng i ekonomicz-
nie uzasadniong identyfikacje drobnoustrojow bezposrednio
zdodatnich posiewdw krwi. Skrécenie czasu identyfikacji o kil-
kadziesigt godzin w poréwnaniu z klasyczng diagnostyka po-
zwala na wczeéniejsze wdrozenie terapii celowanej, zmniejsza
Smiertelnos¢, redukuje zuzycie antybiotykow szerokospektral-

nych oraz obniza koszty leczenia, co czyni te¢ metode jednym

z najwazniejszych narzedzi wspétczesnej diagnostyki sepsy

i walki z lekoopornoscia.

INNE SYSTEMY SPEKTROMETRII MASOWE)
W DIAGNOSTYCE MIKROBIOLOGICZNE)

Drugg, obok Bruker, platformg wykorzystujacg spektrome-
trie masowg w diagnostyce mikrobiologicznej jest VITEK MS
(Biomerieux). Istotnym atutem VITEK MS jest mozliwos¢ inte-
gracji z innymi rozwigzaniami Biomerieux, w szczegdInosci z sys-
temem do hodowli krwi BACT/ALERT VIRTUO oraz aparatem do
oznaczania lekowrazliwosci VITEK 2. Takie potaczenie tworzy
spojny ekosystem diagnostyczny, zapewniajacy ptynny przeptyw
pracy w laboratorium, co znaczgco usprawnia i przyspiesza dia-
gnostyke ciezkich zakazen, w tym sepsy.

W ostatnim czasie firma Biomerieux wprowadzita VITEK MS
Blood Culture Kit (BC Kit) — zestaw odczynnikdéw przeznaczony
do przygotowania prébek z butelek z dodatnim posiewem krwi.
Zastosowanie tego rozwigzania umozliwia identyfikacje patoge-
nu w ciggu 30-45 minut od sygnatu dodatniego, co w praktyce
oznacza skrocenie procesu diagnostycznego nawet o 1-2 dni
w poréwnaniu z metodami klasycznymi. Zestaw BC Kit zostat ofi-
cjalnie zwalidowany wytacznie dla butelek systemu BACT/ALERT
(Biomerieux) i jest ograniczony do kilku gatunkéw drobnoustro-
jow.

Na polskim rynku diagnostycznym dostepne sg rowniez inne
rozwigzania oparte na technologii MALDI-TOF, w tym Autof MS
1000 (Autobio Diagnostics, Chiny). System ten, certyfikowany
w Unii Europejskiej (CE-IVD), jest coraz czesciej wdrazany w la-
boratoriach mikrobiologicznych jako alternatywa dla platform
czotowych producentéw. Autof MS 1000 wyrdznia sie krétkim
czasem analizy, rozbudowang bibliotekg widm obejmujgcg po-
nad 30 000 profili oraz opcja identyfikacji drobnoustrojéw bez-
posrednio z dodatnich posiewdw krwi przy zastosowaniu dedy-
kowanych protokotéw oczyszczania [62].

Wybor konkretnego systemu zalezy przede wszystkim od
dotychczasowego wyposazenia laboratorium, wymagan w za-
kresie integracji z innymi urzgdzeniami, kosztow eksploatacji

oraz preferencji.

TESTY MOLEKULARNE W DIAGNOSTYCE ZAKAZEN KRWI

Réwnolegle z rozwojem technologii spektrometrii mas co-

raz wieksze znaczenie w diagnostyce zakazen krwi zyskujg testy
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molekularne. Wiekszos$¢ dostepnych testéw, opartych na tech-
nikach PCR, znajduje coraz szersze zastosowanie w algorytmach
diagnostycznych ciezkich zakazen, zwtaszcza w przypadku sepsy.

Oznaczenia wykonywane bezposrednio z butelek z dodat-
nim posiewem krwi pozwalajg na uzyskanie wynikéw juz w cig-
gu 1-3 godzin, w zaleznosci od zastosowanej metody. Oprécz
identyfikacji najwazniejszych patogendw testy te umozliwiajg
réwniez detekcje istotnych gendw opornosci, co w warunkach
narastajacej antybiotykoopornosci — szczegdlnie w sSrodowisku
szpitalnym — ma zasadnicze znaczenie nie tylko dla optymali-
zacji terapii przeciwdrobnoustrojowej, ale takze dla skutecznej
kontroli zakazen szpitalnych. Ich przewagg nad klasycznymi
metodami fenotypowymi pozostaje zdecydowanie krétszy czas
oczekiwania na wynik, co pozwala na szybsze podejmowanie
decyzji terapeutycznych.

Sposrdd dostepnych w Polsce RMMSP (rapid multiplex mole-
cular syndromic panels) najbardziej rozpowszechniony jest test
BioFire. Panel Blood Culture Identification 2 (BCID2, Biomerie-
ux) to zintegrowany system diagnostyczny oparty na technolo-
gii multiplex PCR. Umozliwia rownoczesng identyfikacje 33 pa-
togendw odpowiedzialnych za zakazenia krwi — obejmujacych
bakterie Gram-dodatnie, Gram-ujemne oraz drozdze — a takze
detekcje 10 kluczowych gendw opornosci, takich jak mecA/C,
vanA/B, blakPC, blaNDM, blaOXA-48, blaVIM czy blalMP. Panel
BioFire BCID2 wyrdznia sie prostota obstugi, zamknietg kon-
strukcjg minimalizujgca ryzyko kontaminacji oraz petng automa-
tyzacjg, co umozliwia jego wdrozenie rowniez w laboratoriach
o ograniczonym doswiadczeniu w diagnostyce molekularne;j.
Wynik uzyskuje sie w ciggu 60—90 minut od momentu sygnatu
o dodatnim posiewie krwi, co oznacza przewage czasowg 24-48
godzin wzgledem tradycyjnych metod mikrobiologicznych.

Test BioFire BCID2 charakteryzuje sie bardzo wysoka czu-
toscig diagnostyczng we wszystkich gtdwnych grupach drob-
noustrojéw odpowiedzialnych za zakazenia krwi. W przypad-
ku bakterii Gram-ujemnych, takich jak E. coli, K. pneumoniae,
P. aeruginosa czy Enterobacter cloacae complex, czuto$¢ panelu
oceniano na poziomie 99 —100%, co potwierdzono w badaniach
wieloosrodkowych i metaanalizach [63; 64].

Réwnie wysokg skutecznosé uzyskano w grupie bakterii
Gram-dodatnich. S. aureus, Enterococcus faecalis/faecium,
S. pneumoniae oraz S. agalactiae byty identyfikowane z czuto-

Scig siegajacg 97-100%, co stanowi istotng poprawe w pordw-

naniu z wczesniejszg wersjg testu (BCID1) [64; 65; 66].

Panel BCID2 skutecznie identyfikuje rowniez grzyby droz-
dzopodobne z rodzaju Candida, w tym C. albicans, C. glabrata,
C. krusei, C. parapsilosis oraz C. auris, osiggajgc 100% czutosci
w badaniach walidacyjnych. Poniewaz klasyczne posiewy cze-
sto opdzniajg identyfikacje Candida spp., zastosowanie panelu
w tym obszarze ma szczegdlne znaczenie kliniczne. [63; 65]

Wysokg skutecznos¢ odnotowano takze w zakresie detekcji
genodw opornosci. Markery takie jak blaCTX-M, blaKPC, blaN-
DM, mecA/C-MREJ, vanA/B czy OXA-48-like byty wykrywane
z czutoscig 97-100% [63; 66]. W badaniach wieloosrodkowych
potwierdzono réwniez wysokg skutecznos¢ panelu BCID2 w dia-
gnostyce zakazen mieszanych [64; 65].

Zakres panelu BCID2 jest zamkniety, co stanowi jego gtow-
ne ograniczenie. Nalezy zachowac ostroznos¢, stosujac go jako
jedyng metode identyfikacji dodatniej hodowli krwi, poniewaz
nie obejmuje on czesci istotnych drobnoustrojow. Przyktadami
s Citrobacter spp., Morganella morganii, Burkholderia cepacia
complex oraz wiekszos¢ bakterii beztlenowych (poza Bactero-
ides fragilis). Panel nie identyfikuje réwniez bakterii mikroaero-

filnych, takich jak Campylobacter spp.

Tabela 4. Wskazania do zastosowania paneli multiplex PCR (np. BioFi-
re BCID2) bezposrednio z dodatniego posiewu krwi.

Badanie multiplex PCR zaleca sie wykonac¢ w sytuacjach:

Ciezki stan kliniczny pacjenta, w tym podejrzenie sepsy lub
ZOMR.

Wysokie ryzyko zakazenia szczepem opornym:

— kolonizacja szczepem wielolekoopornym,

— zakazenie takim szczepem w ciggu ostatnich 6 miesiecy.

Potrzeba identyfikacji genéw opornosci, ktorych obecnosé
moze wptynac¢ na terapie lub dziatania epidemiologiczne
(przy zatozeniu, ze patogen nalezy do zakresu panelu).

Brak alternatywnych metod identyfikacji patogenu
bezposrednio z dodatniego posiewu krwi.

Watpliwy lub ujemny wynik MALDI-TOF (Sepsityper).

Mieszana morfologia drobnoustrojow w preparacie Grama.

Ograniczenia dotyczg takze detekcji mechanizméw opor-
nosci. Test nie wykrywa m.in. cefalosporynaz AmpC, dlatego

w przypadku identyfikacji pateczek bedgcych naturalnymi pro-
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ducentami tych enzymdw nalezy zachowac szczegdlng ostroz-
nos¢ przy podejmowaniu decyzji terapeutycznych. Dodatkowo
panel nie obejmuje niektérych rzadziej wystepujacych karbape-
nemaz, np. OXA-23 czy GES.

Wynik badania — obejmujacy identyfikacje patogenu oraz
ewentualne wykrycie markeréw opornosci — powinien by¢ nie-
zwtocznie zatwierdzony przez diagnoste laboratoryjnego i auto-
matycznie raportowany do systemu HIS (Hospital Information
System), a nastepnie jak najszybciej przekazany telefonicznie
lekarzowi prowadzacemu lub dyzurnemu.

W przypadkach, gdy wykrywane sg dodatkowo geny opor-
nosci, wynik — poza standardowym raportem — powinien by¢
niezwtocznie przekazany telefonicznie zespotowi kontroli zaka-
zen szpitalnych. Takie sytuacje wymagajg zaréwno interwencji
zespotu kontroli zakazen, jak i bezposrednich konsultacji w za-
kresie dalszej antybiotykoterapii.

Optymalne wykorzystanie tej metody wymaga opracowania,
we wspotpracy z zespofami ds. racjonalnej antybiotykoterapii,
jasnych zasad interpretacji wynikéw oraz komentarzy, ktére uta-
twig wybdr wiasciwego leczenia [68].

Jak pokazujg doswiadczenia wielu osrodkow, szybkos¢ rapor-
towania wynikdéw ma znaczenie tylko wtedy, gdy natychmiast
podejmowane sg odpowiednie dziatania — deeskalacja terapii
w przypadku potwierdzenia patogenu wrazliwego lub eskalacja
leczenia w razie wykrycia gendw opornosci. Najwieksze korzy-
Sci w zakresie deeskalacji uzyskiwano jedynie wtedy, gdy wynik
testu byt wspierany interwencjg zespotu ds. racjonalnej anty-
biotykoterapii (ASP), co podkresla znaczenie Scistej wspotpracy
pomiedzy diagnostami a klinicystami [69].

W badaniu Piapan i wsp. obejmujgcym pacjentow
z Gram-ujemng bakteriemig, odstawienie lub zamiana anty-
biotykdw szerokospektralnych byta mozliwa u 45% chorych,
najczesciej dotyczyto to karbapenemdw oraz piperacyliny/tazo-
baktamu [70]. Podobne obserwacje przedstawili Doan i wsp.,
ktérzy wykazali skrocenie czasu stosowania antybiotykéw sze-
rokospektralnych srednio 0 1,3 dnia [71]. Réwniez Babady i wsp.
wskazali, ze szybkie rozpoznanie S. aureus metycylinowrazliwe-
go (MSSA) pozwolito na zmiane terapii z wankomycyny na ce-
fazoline, co przetozyto sie na lepsze wyniki kliniczne i mniejsze
ryzyko dziatan niepozadanych [72].

Zastosowanie testu BCID2 miato takze istotny wptyw na dtu-

gos¢ hospitalizacji, szczegdlnie w oddziatach intensywnej tera-

pii. W badaniu Nieto i wsp. pacjenci z gorgczka neutropeniczng
diagnozowani przy uzyciu BCID2 przebywali na OIOM Srednio
0 2,6 dnia krocej niz w grupie kontrolnej (p = 0,03) [67]. Réw-
niez Banerjee i wsp. odnotowali skrécenie pobytu na intensyw-
nej terapii o 1,7 dnia, jednak efekt ten obserwowano wytgcznie
w podgrupie pacjentow, u ktérych decyzje kliniczne podejmo-
wano niezwtocznie po uzyskaniu wyniku [69]. Wyniki te po-
twierdzono w nowszych badaniach wieloosrodkowych, m.in.
Agrawal i wsp. oraz Kitagawa i wsp., ktorzy wykazali, ze szybkie
zastosowanie BCID2 wigzato sie nie tylko z istotnie wczesniej-
szym wdrozeniem terapii celowanej, ale takze redukcjg Smier-
telnosci [73; 74].

W kontekscie smiertelnosci dostepne dane pozostajg niejed-
noznaczne. W badaniu Nieto i wsp. wykazano istotng redukcje
30-dniowej smiertelnosci w grupie diagnozowanej z uzyciem
BCID2 -z 23,5% do 9,8% (p = 0,04) [67]. W pracy Devrim i wsp.,
obejmujacej populacje pediatryczng z podejrzeniem sepsy, nie
odnotowano zgondw w grupie badanej, podczas gdy w grupie
kontrolnej zmarfo troje dzieci [75]. Z kolei w badaniu Baner-
jee i wsp. rdznice w Smiertelnosci nie osiggnety istotnosci sta-
tystycznej [69]. Autorzy podkreslali, ze realny wptyw testu na
przezywalnos¢ zalezy nie tylko od jego wdrozenia, ale przede
wszystkim od szybkosci i adekwatnosci decyzji terapeutycznych
podejmowanych na podstawie uzyskanych wynikéw. W tym
kontekscie Machado i wsp. zwrdcili uwage, ze szczegdlnie w gru-
pie pacjentéw hematologicznych szybka diagnostyka moleku-
larna moze przektadac sie na istotng poprawe rokowania [76].

Przy wykonywaniu testow multiplex PCR warto zwrdéci¢ uwa-
ge na zjawisko okreslane jako gene-only detection, polegajace
na detekcji genu opornosci bez réwnoczesnej identyfikacji pato-
genu. Opisywano m.in. przypadki wykrycia genu mecA/C-MRE,
odpowiedzialnego za oporno$¢ na metycyline, bez identyfika-
cji S. aureus, a takze sytuacje zwigzane z genami blaCTX-M czy
vanA/B [64; 65; 67]. Z klinicznego punktu widzenia moze to pro-
wadzi¢ do fatszywego zakwalifikowania izolatu jako MRSA, ESBL
lub VRE, zwtaszcza jesli wynik nie zostanie wtasciwie skorelowa-
ny z obrazem klinicznym i dalszg diagnostyka.

Mozliwe przyczyny takiej sytuacji obejmujg obecnos¢ pato-
genu spoza panelu, zbyt niski poziom bakterii w probce (ponizej
progu wykrywalnosci identyfikacyjnej), kolonizacje —np. Staphy-
lococcus epidermidis niosacego gen mecA — lub obecnos¢ reszt-

kowego DNA po zneutralizowanych komaérkach. Warto rowniez
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podkresli¢, ze detekcja genu nie zawsze jednoznacznie przekfa-
da sie na fenotypowg opornosé. Dlatego interpretacja wynikéw
BCID2 powinna odbywac sie z petng swiadomoscig ograniczen
testu i w Scistej korelacji z obrazem klinicznym oraz wynikami
klasycznych metod diagnostycznych [68].

Wyniki badan PCR nalezy traktowac jako narzedzie wspo-
magajgce podejmowanie szybkich decyzji klinicznych, jednak
ostateczna weryfikacja skutecznosci terapii musi byé zawsze
uzupetniona klasycznym antybiogramem (AST), ktéry pozostaje
ztotym standardem oceny wrazliwosci na antybiotyki. Btedna
interpretacja zjawiska gene-only detection moze prowadzi¢ do
nieuzasadnione]j eskalacji terapii antybiotykowej, zwiekszajac
ryzyko dziatan niepozgdanych i selekcji szczepdw opornych.

Pewnym ograniczeniem paneli PCR sg wysokie koszty, dlate-
go szczegoblnie istotne jest ich racjonalne wykorzystanie. W tym
celu nalezy opracowac jasne zasady kwalifikacji pacjentéw do
badania oraz reguty interpretacji wynikdéw, powigzane zarow-
no ze schematami leczenia, jak i procedurami kontroli zakazen.
Zgodnie z zaleceniami polskiej grupy ekspertéw, wykonanie te-
stu nalezy rozwazy¢ przede wszystkim u pacjentow w ciezkim
stanie klinicznym — z podejrzeniem sepsy lub wstrzgsu septycz-
nego — a takze przy podejrzeniu zakazenia osrodkowego uktadu
nerwowego (ZOMR), u chorych obarczonych wysokim ryzykiem
infekcji wielolekoopornych oraz u oséb z wywiadem kolonizacji
lub zakazenia szczepami lekoopornymi. Dodatkowym wskaza-
niem do zastosowania testu sg sytuacje, gdy wynik identyfikacji
metodg MBT Sepsityper pozostaje niejednoznaczny lub niedo-
stepny, a barwienie metodg Grama sugeruje zakazenie miesza-
ne. Czynnikiem decydujgcym o szybkim wdrozeniu tej metody
moze byc¢ réwniez sytuacja epidemiologiczna wymagajgca pilnej
identyfikacji i kontroli szczepéw wielolekoopornych, takich jak
MRSA, VRE, KPC czy NDM [41].

Test BioFire BCID2 stanowi nowoczesne narzedzie diagno-
styczne, ktore dzieki szybkosci, prostocie i wysokiej skutecz-
nosci identyfikacji patogenéw oraz genéw opornosci istotnie
wspiera optymalizacje terapii przeciwdrobnoustrojowej i kon-

trole zakazen szpitalnych.

ROZWOJ TESTOW RMMSP W DIAGNOSTYCE SEPSY

Wprowadzenie testow RMMSP (rapid multiplex molecular
syndromic panels) z dodatnich posiewédw krwi do standardu

diagnostycznego sepsy i bakteriemii przynosi wymierne ko-

rzysci kliniczne, epidemiologiczne i ekonomiczne. Szczegdlnie
w osrodkach z duzym udziatem szczepdw opornych, takich jak
MRSA, VRE czy KPC/NDM, stanowig one nieodzowny element
diagnostyki w dobie kryzysu antybiotykowego.

Rozwdj technik molekularnych skutkuje coraz szerszg do-
stepnoscig tego typu narzedzi. Jednym z przyktadow jest system
eazyplex (Amplex Diagnostics), oparty na technologii izoter-
micznej amplifikacji DNA (LAMP), ktéry pozwala na uzyskanie
wyniku juz w ciggu 30 minut od izolacji prébki z dodatniej bu-
telki. Panele dostepne w systemie umozliwiajg szybky detek-
cje kluczowych gendéw opornosci, takich jak blakKPC, blaNDM,
blaOXA-48, blaVIM, blaIMP, CTX-M, a takze mecA/C i vanA/B.
W odrdznieniu od bardziej ztozonych systemdéw (np. BioFire),
test ten nie identyfikuje patogenu, lecz jedynie mechanizmy
opornosci, przez co petni funkcje uzupetniajacg wobec szybkiej
identyfikacji metodg MALDI-TOF. System eazyplex oferuje row-
niez panele dedykowane diagnostyce innych postaci zakazen,
w tym OUN (osrodkowy uktad nerwowy). Do zalet tego testu
nalezg nie tylko szybko$¢, ale takze prostota wykonania, niskie
wymagania sprzetowe i mozliwos¢ wdrozenia w laboratoriach
o srednim stopniu referencyjnosci.

Co raz czesciej wdrazane sg rowniez rozwigzania, ktére
umozliwiajg detekcje patogendw nie tylko z dodatnich ho-
dowli, ale takze bezposrednio z krwi petnej. Przyktadem jest
Bioeksen Sepsis Panel (Bioeksen Ar-Ge Technologies), obecnie
dostepny w Europie i Polsce w fazie pilotazowej. Obejmuje on
szeroki zakres podstawowych patogendw Gram-dodatnich,
Gram-ujemnych i grzybow drozdzopodobnych, a takze gendéw
opornosci: mecA/C, vanA/B, blaKPC, blaNDM, blaOXA-48, bla-
VIM, blaIMP. Czas uzyskania wyniku wynosi okoto 90-120 mi-
nut.

Innym przyktadem takich rozwigzan sg min. SeptiFast / Sep-
tiFast LightCycler (Roche) oparty na metodzie multiplex PCR lub
T2Bacteria / T2Candida (T2 Biosystems, USA), w ktérym detek-
cja odbywa sie metoda rezonansu magnetycznego T2 (T2MR)
potaczonego z identyfikacjg DNA po amplifikacji PCR i wigzaniu
z nanoczastkami (system do niedawna byt dostepny w réwniez
Polsce - obecnie wstrzymano dostawy testow). W wysokospe-
cjalistycznych osrodkach wykorzystywane sg réwniez metody
sekwencjonowania DNA w czasie rzeczywistym i analiza meta-
genomiczna z petnej krwi. Wiekszos$¢ tego typu technologii jest

nadal w fazie badan klinicznych, wymaga wyspecjalizowanego
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laboratorium i jest bardzo kosztowna.

ZNACZENIE SZYBKICH PANELI MOLEKULARNYCH
RMMSP W NOWOCZESNEJ DIAGNOSTYCE

W ostatnich latach szybkie panele molekularne typu RMMSP
zyskaty szczegdlne znaczenie w diagnostyce réznych postaci za-
kazen — nie tylko bakteriemii i sepsy, lecz takze zapalen ptuc
czy zakazen osrodkowego uktadu nerwowego. Eksperci pod-
kreslajg, ze narzedzia te nie zastepujg klasycznej mikrobiologii
opartej na hodowli, lecz powinny petni¢ funkcje uzupetniajgca
i wspierajgcg proces diagnostyczny. Kluczowa pozostaje wtasci-
wa interpretacja wynikéw, ktéra powinna by¢ powierzona do-
Swiadczonemu mikrobiologowi klinicznemu w ramach szeroko
rozumianego programu diagnostic stewardship [68].

RMMSP powinny by¢ wdrazane jako element nowoczesnych
algorytmow diagnostycznych, z uwzglednieniem kosztow, ogra-
niczen i lokalnej sytuacji epidemiologicznej. Ich najwiekszg war-
toscig pozostaje krétszy czas do rozpoznania oraz mozliwos¢
detekcji markeréw opornosci, co wspiera racjonalizacje anty-
biotykoterapii, obniza smiertelnos¢ i poprawia bezpieczenstwo
pacjentow, zwtaszcza gdy wyniki sg natychmiast integrowane
z interwencjami zespotow AMS. Skutecznos¢ tego podejscia za-
lezy od organizacji pracy: szybkie przekazanie raportu, natych-
miastowa konsultacja mikrobiologiczna oraz spdjnos¢ zalecen
antybiotykowych z polityka szpitalng i aktualng epidemiolo-

gig zakazen.

SZYBKIE METODY OZNACZANIA LEKOWRAZLIWOSCI
(RAST) W DIAGNOSTYCE ZAKAZEN KRWI

Kolejnym etapem w algorytmie diagnostyki mikrobiologicz-
nej zakazen, po uzyskaniu identyfikacji czynnika etiologicznego,
jest oznaczenie jego lekowrazliwosci, czyli wykonanie antybio-
gramu. W ostatnich latach takze w tym obszarze dokonat sie
istotny postep technologiczny, umozliwiajgcy przeprowadzenie
oznaczen bezposrednio z butelek z dodatnim posiewem krwi,
bez koniecznosci oczekiwania na wzrost hodowli na podtozach
statych. Pozwala to zaoszczedzi¢ kolejne kilkanascie godzin.

Obecnie dostepnych jest kilka metod RAST (Rapid Antimi-
crobial Susceptibility Testing) — od manualnej metody krgzko-
wo-dyfuzyjnej opracowanej przez EUCAST, po komercyjne sys-
temy automatyczne. Wszystkie umozliwiajg uzyskanie wynikow

w czasie 4—8 godzin od detekcji wzrostu w butelce.

Eksperci podkreslaja, ze w leczeniu sepsy kluczowy jest czas
— kazda godzina opdznienia we wdrozeniu skutecznej antybio-
tykoterapii zwieksza ryzyko zgonu. Zastosowanie RAST pozwa-
la skrdci¢ czas do wdrozenia terapii celowanej nawet o 24-48
godzin w porownaniu z klasyczng mikrobiologig. Dzieki temu
mozliwe jest szybsze zredukowanie lub zmiana antybiotykote-
rapii, co zmniejsza ryzyko rozwoju opornosci i powiktan. Z tego
wzgledu wdrozenie szybkich metod oznaczania lekowrazliwosci

uznaje sie za kluczowy element diagnostyki zakazen krwi i sepsy.

Tabela 5. Wskazania do wykorzystanie metody RAST (np. dRAST)
do oznaczania lekowrazliwosci bezposrednio z butelki z dodatnim po-
siewem krwi.

Badanie RAST zaleca sie wykonac:

dla pacjentéw w ciezkim stanie klinicznym, immunosupresjg
lub hospitalizowanych w OIT,

w zakazeniach wywotanych drobnoustrojami o istotnym
znaczeniu klinicznym (Enterobacterales, P. aeruginosa,
S. aureus)

przy koniecznosci wczesnej eskalacji lub deeskalacji terapii
po wstepnej identyfikacji (np. MALDI-TOF, BCID2),

przy podejrzeniu obecnosci mechanizmoéw opornosci (ESBL,
KPC, NDM, MRSA, VRE),

w ramach programu AMS — dla szybkiej optymalizacji
antybiotykoterapii.

Metoda EUCAST Rapid Antimicrobial Susceptibility Testing
(RAST) zostata opracowana przez EUCAST jako fenotypowe,
szybkie badanie lekowrazliwosci bezposrednio z butelki z do-
datnim posiewem krwi. Jest to zmodyfikowana wersja klasycz-
nej metody dyfuzyjno-krazkowej, ktora dzieki skréconemu cza-
sowi inkubacji (odczyty po 4, 6, 8 godzinach) pozwala znacznie
szybciej uzyskaé¢ wyniki w poréwnaniu z tradycyjnym antybio-
gramem, wymagajacym 18-24 godzin inkubacji [77]. Metoda
ta nie wymaga dodatkowego sprzetu ani kosztownych techno-
logii i moze by¢ wdrozona w kazdym laboratorium mikrobiolo-
gicznym. Wymaga jednak Scistego przestrzegania protokotow
EUCAST, szczegdlnie w zakresie czasu inkubacji (odczyt tylko po
4/6/8 h — nie pdzniej!) oraz odczytu stref zahamowania wzrostu
(inna interpretacja niz w klasycznym AST). Ma réwniez pewne
ograniczenia — nie moze by¢ zastosowana do wszystkich drob-

noustrojow [77].
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W wielu publikacjach potwierdzono jej wiarygodnosc¢ i zgod-
nos¢ na poziomie 96—98% w poréwnaniu z metodami klasyczny-
mi, zwtaszcza dla pateczek Gram-ujemnych, przy niskim odsetku
btedéw krytycznych (<2%). Potwierdzono réwniez skutecznos¢
w wykrywaniu mechanizmoéw typu ESBL oraz karbapenemaz
[78; 79].

W wielu osrodkach RAST EUCAST wdrazany jest w sposdb
selektywny — dla wybranych drobnoustrojéw i antybiotykéw
o kluczowym znaczeniu klinicznym (np. ceftriakson, merope-
nem, piperacylina/tazobaktam). W jednym z badan wykazano,
ze dzieki zastosowaniu RAST mozliwa byta modyfikacja anty-
biotykoterapii u blisko 80% pacjentdéw, gtéwnie poprzez de-
eskalacje. Metoda ta pozwolita na redukcje stosowania karba-
penemdw oraz skrocenie czasu raportowania wynikow srednio
0 41,5 godziny [80].

Metoda EUCAST RAST jest wiarygodna, tania i mozliwa do
wigczenia w rutynowg diagnostyke mikrobiologiczng, co moze
poprawi¢ rokowanie pacjentéw i wspiera¢ polityke antybioty-
kowa.

Duzym wsparciem w diagnostyce sepsy sg komercyjne sys-
temy zamkniete umozliwiajgce oznaczanie lekowrazliwosci
w trybie RAST. Jednym z najbardziej rozpowszechnionych jest
QuantaMatrix dRAST (QMAC-dRAST, direct Rapid Antimicrobial
Susceptibility Testing). Jest to zautomatyzowany system feno-
typowy, ktéry pozwala na bezposrednie oznaczanie lekowraz-
liwosci bakterii z dodatnich posiewdw krwi. Wykorzystuje on
technologie mikroprzeptywowgq oraz obrazowanie mikroskopo-
we wzrostu bakterii w obecnosci antybiotykow, co umozliwia
uzyskanie wynikdw w ciggu 5-7 godzin, podczas gdy klasyczne
metody (mikrorozciericzenia w bulionie, systemy automatyczne
VITEK 2 i Phoenix) wymagajg zwykle 24—-48 godzin [81; 82].

System dedykowany jest najczestszym patogenom od-
powiedzialnym za sepse, takim jak E. coli K. pneumoniae,
P. aeruginosa, A. baumannii, S. aureus oraz Enterococcus spp..
Panele obejmujg kluczowe antybiotyki stosowane w terapii za-
kazen krwi, m.in. karbapenemy, cefalosporyny, glikopeptydy,
linezolid czy piperacyline/tazobaktam. Interpretacja wynikow
odbywa sie zgodnie z zaleceniami EUCAST, wspierana przez
system ekspercki. Aparat dRAST jest kompatybilny z butelkami
wiekszosci systemow do posiewu krwi (BACTEC, BacT/ALERT)
oraz ma mozliwosc integracji z systemem LIS, co czyni go prak-

tycznym rozwigzaniem dla laboratoriow szpitalnych [83].

W licznych badaniach klinicznych potwierdzono wysoka
zgodnosé wynikéw dRAST z metodami referencyjnymi. Strauss
i wsp. analizujgc 227 izolatéw z dodatnich posiewdw krwi
(E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis)
uzyskali zgodnos¢ 97,4% dla pateczek Gram-ujemnych i 95,8%
dla ziarenkowcow Gram-dodatnich, przy bardzo niskim odset-
ku fatszywych wynikéw wrazliwosci (VME <1%). Sredni czas do
uzyskania antybiogramu wynosit jedynie 5,3 godziny [84]. Po-
dobne rezultaty przedstawili Rosselin i wsp. ktorzy dla 250 pro-
bek dodatnich posiewdw krwi odnotowali zgodnos¢ w zakresie
91-95% w zaleznosci od grupy patogendw, a mediana czasu
do wyniku wynosita 6,7 godziny [81]. Morecchiato i wsp. po
analizie 100 szczepdw stwierdzili ogdlng zgodnosé na poziomie
92,5% w porédwnaniu z referencyjng metodg mikrorozciericzen
w bulionie. Cho¢ w okoto 16% przypadkdéw wartosci MIC réznity
sie od uzyskanych metodg referencyjna, nie miato to wptywu na
kategoryzacje kliniczng, a tym samym na decyzje terapeutycz-
ne. Sredni czas uzyskania wyniku wynosit 6 godzin [82].

System QMAC-dRAST wykazuje takze wysoka wiarygodnos¢
w wykrywaniu kluczowych mechanizméw opornosci. Badania
potwierdzajg jego skutecznos¢ w identyfikacji fenotypu ESBL
u pateczek Gram-ujemnych oraz w detekcji opornosci na kar-
bapenemy u szczepdw K. pneumoniae i Acinetobacter spp.
[82]. Wysokg czutos¢ i swoistos¢ (87,5-100%) uzyskano takze
w klasyfikacji szczepdw MRSA i VRE, przy bardzo niskim odsetku
btedéw krytycznych. [81; 85; 86]. Dzieki temu dRAST umozliwia
szybkie rozpoznanie najistotniejszych mechanizméw opornosci
nawet w sytuacji, gdy diagnostyka nie jest wspierana testami
molekularnymi (PCR).

Najwiekszg zaletg systemu jest jego bezposredni wptyw na
polityke antybiotykowg. Wyniki dostepne jeszcze tego samego
dnia umozliwiajg ograniczenie stosowania lekéw o szerokim
spektrum (karbapenemy, glikopeptydy), wspierajac racjonalng
terapie celowana. Doswiadczenia wielu osrodkéw wskazuja, ze
zastosowanie QMAC-dRAST przyspiesza wdrozenie terapii ce-
lowanej, skraca hospitalizacje i zmniejsza ryzyko niepotrzebne;j
ekspozycji na antybiotyki o szerokim spektrum dziatania. Bada-
nie Kim TY. i wsp. wykazato, ze wdrozenie dRAST do algorytmu
diagnostycznego pozwolito skréci¢ czas do modyfikacji terapii
srednio o 21,6 godziny, zmniejszyé stosowanie antybiotykdw
szerokospektralnych oraz zwiekszy¢ zgodnos$¢ terapii z lokalny-

mi wytycznymi AMS (78% vs. 62% przed wdrozeniem) [87].
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Do ograniczen systemu nalezy brak mozliwosci samodzielnej
identyfikacji drobnoustrojéw, ktéra musi by¢ prowadzona réw-
nolegle — na przyktad metoda Sepsityper, PCR lub MALDI-TOF
po uzyskaniu wzrostu na podtozach statych. Ponadto dRAST nie
pozwala na oznaczanie lekowrazliwosci paciorkowcow, bakterii
beztlenowych ani grzybdéw. Istotng barierg pozostaje takze koszt
badania, wyzszy niz w przypadku klasycznych metod AST.

Cho¢ wdrozenie dRAST wymaga inwestycji w sprzet oraz szko-
lenie personelu, rosngca liczba osrodkdw — réwniez w Polsce — po-
twierdza, ze korzysci kliniczne przewyzszajg te ograniczenia. Przy
wiasciwej integracji z algorytmem diagnostycznym, zwtaszcza
w potaczeniu z szybka identyfikacjg metodg MALDI-TOF, system
ten moze stac sie kluczowym elementem nowoczesnej diagnosty-
ki sepsy, realnie wspierajgc decyzje kliniczne i racjonalizacje anty-
biotykoterapii.

Kolejnym systemem automatycznym, ktéry moze by¢ wspar-
ciem w metodach RAST jest VITEK REVEAL (Biomerieux). Jest to
nowoczesny, zautomatyzowany system fenotypowego oznaczania
lekowrazliwosci, ktéry wykorzystuje mikroskopie cyfrowg w czasie
rzeczywistym i algorytmy analizy wzrostu bakterii w obecnosci an-
tybiotykdw, co pozwala na uzyskanie wynikéw w ciggu 4-7 godzin
od sygnatu dodatniego. Stanowi to istotne skrécenie w porow-
naniu z tradycyjnymi metodami (24-48 godzin) i jest najszybszg
dostepng metoda RAST [88]. Dziatanie systemu VITEK REVEAL
wymaga spetnienia okreslonych parametréw technicznych. Ana-
liza mozliwa jest tylko przy odpowiednim poziomie inokulum,
gwarantujgcym prawidtowa ocene mikroskopowaq wzrostu bakte-
rii w obecnosci antybiotykéw. Obecnie system obstuguje przede
wszystkim pateczki Gram-ujemne, a jego skutecznos$¢ w odniesie-
niu do Gram-dodatnich i innych drobnoustrojow jest przedmio-
tem dalszej walidacji. Test przeznaczony jest do pracy z dodatni-
mi butelkami posiewdw krwi, przede wszystkim z systemu BacT/
ALERT (Biomerieux), z ktérymi zostat zwalidowany. Najbardziej
sprawdzi sie w laboratoriach, ktére juz posiadaja infrastrukture
bioMérieux (np. VITEK 2, VITEK MS, BacT/ALERT).

W badaniach klinicznych system wykazat bardzo wysoka
zgodno$¢ z metodami referencyjnymi. Snyder i wsp. raporto-
wali catkowitg zgodnos¢ dla >96% dla pateczek Gram-ujemnych
(E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa), przy bardzo niskim odsetku
btedoéw krytycznych VMEs <1%, a sredni czas uzyskania petnego
raportu AST wynidst 5,5 godziny. Wyniki mogty zosta¢ wykorzy-

stane do wczesnych decyzji terapeutycznych w ponad 90% przy-

padkéw [88]. Podobne obserwacje przedstawili Shalom i wsp.,
ktdérzy oceniali VITEK REVEAL w poréwnaniu z systemem VITEK
2 dla szczepdw produkujacych karbapenemazy (NDM) i A. bau-
mannii. Uzyskano bardzo dobra zgodnos¢ z klasycznym AST, przy
jednoczesnym znacznym skrdéceniu czasu otrzymania do raportu
z badania [89].

VITEK REVEAL stanowi obiecujgce narzedzie w diagnostyce
sepsy wywotanej przez pateczki Gram-ujemne. Pozwala na szybkie
i wiarygodne oznaczenie lekowrazliwosci bez koniecznosci izolacji
szczepu. Wysoka zgodno$¢ z metodami referencyjnymi, niska cze-
stosé bteddw krytycznych i istotne skrécenie czasu do uzyskania
wyniku wskazujg, ze system ten moze znaczgco wspierac decyzje
terapeutyczne, przyspiesza¢ wdrozenie terapii celowanej oraz
wzmacniac programy racjonalnej antybiotykoterapii.

W kategorii technologii wspomagajacych szybka diagnostyke
sepsy warto wspomniec o jednym z najlepiej przebadanych narze-
dzi jakim jest Accelerate Pheno System (Accelerate Diagnostics,
Inc.). Jest to w petni zautomatyzowane urzadzenie umozliwiajgce
réwnoczesne wykonanie identyfikacji drobnoustroju (ID) i fenoty-
powego oznaczenia lekowrazliwosci (AST) bezposrednio z butelki
z dodatnim posiewem krwi. System tgczy technologie fluorescen-
cyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) do identyfikacji patogendw z ana-
lizg morfokinetyczng komdrek (Morphokinetic Cellular Analysis
— MKA), ktéra ocenia wzrost bakterii w obecnosci antybiotykdéw
w czasie rzeczywistym. Petny raport ID + AST dostepny jest w cza-
sie 6,57 godzin [90]. Zakres wykrywanych patogendéw obejmu-
je najczestsze pateczki Gram-ujemne (E. coli, K. pneumoniae,
P. aeruginosa), ziarenkowce Gram-dodatnie (S. aureus, E. faecalis,
S. pneumoniae) oraz wybrane grzyby drozdzopodobne (C. al-
bicans). Panel lekéw pozwala na oznaczenie wrazliwosci m.in.
na karbapenemy, cefalosporyny, glikopeptydy i aminoglikozydy.
W metaanalizie Simner i wsp. system wykazat >95% zgodnosci ka-
tegorialnej (CA) z metodami referencyjnymi (mikrorozciericzenia
w bulionie, VITEK 2), przy bardzo niskim odsetku btedéw krytycz-
nych (VME <1,5%) [90].

Whptyw kliniczny Accelerate Pheno zostat potwierdzony row-
niez w wielu badaniach. Marsilio i wsp. oraz Timbrook i wsp. wy-
kazali, ze wdrozenie systemu skracato Sredni czas do modyfikacji
terapii przeciwdrobnoustrojowej o 24—-36 godzin w poréwnaniu
z algorytmem konwencjonalnym oraz umozliwiato wdrozenie
terapii celowanej srednio 10-15 godzin szybciej. Zastosowanie

systemu wigzato sie takze ze zmniejszeniem zuzycia karbape-
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nemow i antybiotykdow o szerokim spektrum oraz — w niekté-
rych osrodkach —z obnizeniem sSmiertelnosci w przebiegu sepsy
0 10-20% i skréceniem hospitalizacji o 1-3 dni. Efekty te byty
szczegblnie widoczne tam, gdzie wyniki byty bezposrednio wy-
korzystywane przez zespoty Antimicrobial Stewardship (AMS)
[91; 92; 93].

Ograniczenia Accelerate Pheno obejmujg wysoki koszt za-
kupu i eksploatacji, koniecznos¢ przeszkolenia personelu oraz
zamkniety panel ID/AST, ktéry nie obejmuje wszystkich drob-
noustrojéw (np. S. maltophilia i niektérych rzadkich gatunkéw
pateczek Enterobacterales) [93].

Mimo kosztéw i ograniczen panelu, jego wartos¢ kliniczna
zostata wielokrotnie potwierdzona w badaniach wieloosrod-
kowych i metaanalizach, co czyni go kluczowym elementem
nowoczesnej diagnostyki zakazen krwi. Moze zatem stanowic
wsparcie w laboratoriach, ktére nie majg innych metod z zakre-
su szybkiej diagnostyki mikrobiologicznej (MALDI TOF, PCR).

Wyniki uzyskane metodg RAST, np. przy uzyciu systemow
takich jak dRAST, cechujg sie wysokg wiarygodnoscia i w wiek-

szosci przypadkéw nie wymagaja dodatkowego potwierdze-
nia, jesli nie budza watpliwosci. Powinny byé one niezwtocz-
nie przekazywane lekarzowi prowadzacemu, dyzurnemu lub
zlecajagcemu badanie, aby umozliwi¢ szybkie podjecie decyzji
terapeutycznych. Powtdrne oznaczenie jest zalecane jedynie
w sytuacjach nietypowych — przy wykryciu rzadkich fenotypow
opornosci, uzyskaniu wartosci w zakresie ATU (area of techni-
cal uncertainty) lub w przypadku braku korelacji z genotypem
opornosci. W takich sytuacjach mozliwe jest uzupetnienie wyni-
ku badaniem klasycznym z izolatu hodowlanego, z obowigzkiem
przekazania informacji o korekcie lekarzowi [41].

Natomiast komitet EUCAST dla metody RAST zaleca po-
twierdzenie wynikéw petnym badaniem AST z wyhodowanego
izolatu. Dodatkowo, gdy strefy zahamowania wzrostu znajdujg
sie w obszarze niepewnosci, wynik nie powinien by¢ interpreto-
wany ani raportowany. Zgodnie z zaleceniami EUCAST wszyst-
kie wyniki RAST powinny by¢ jednoznacznie oznaczane jako
,wstepne” lub ,na podstawie RAST”, aby odrézni¢ je od korco-

wego antybiogramu [77].

Tabela 6. Poréwnanie metod klasycznej diagnostyki mikrobiologicznej i szybkich metod w diagnostyce zakazen krwi.

Czas uzyskania

Metoda diagnostyczna . Zakres zastosowania Zalety Ograniczenia
wyniku
Wysoka wiarygodnos¢,
. : : mozliwos¢ wykonania
:(I:Z;y:\f\::: ::kr::;g;:ﬂ‘a Ztoty standard diagnostyki, antybiogramu i oznaczenia | Dtugi czas oczekiwania,
statych + iden’: fikacia 24-72 godz. petna identyfikacja i wartosci MIC (minimalne ograniczona uzytecznos¢ w
+AST) Y ) lekowrazliwosc. stezenia antybiotykdw terapii empiryczne;.
hamujace wzrost
drobnoustrojow).
Znaczne skrocenie Trudnosci przy mieszanych
30-60 min TTID, niskie koszty, o dowlac;’ n‘]’nie.sza y
W\ B 0] FALEENT M od sygnatu Bezposrednia identyfikacja z | szeroka biblioteka skutecznoﬁ'c' dla )
MBT Sepsityper o dodatnim dodatnich posiewdw krwi. widm, znaczacy wptyw . .
A . . ! ziarenkowcdw Gram(+),
posiewie krwi na antybiotykoterapie ) ..
. grzybdw drozdzopodobnych.
empiryczna.
1-3 eodz Szybki wynik 1D, detekcja
Testy molekularne od sg naI.u Identyfikacja patogenow i mechanizmoéw opornosci, | Wysoki koszt, zamkniety
(multiplex PCR - ygnat genow opornosci z dodatnich | znaczgcy wptyw na panel drobnoustrojow i
o dodatnim S . A . o -
RMMSP) osiewie krwi posiewow krwi. antybiotykoterapie mechanizmdéw opornosci.
P empiryczng.
Testy RAST (Rapid 4-8 godz. szybkie ozhaczenie Przyspieszenie decyzji Ograniczona dostepnos¢
. . od sygnatu lekowrazliwosci , -
Antimicrobial . , . . terapeutycznych, wybér automatyzacji, wymaga
e . o dodatnim bezposrednio z dodatnich - ' L .
Susceptibility Testing) S . S . terapii celowanej. doswiadczenia.
posiewie krwi posiewow krwi.
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ETAP POANALITYCZNY - WEASCIWA INTERPRETACJA WYNIKU

Wprowadzenie nowoczesnych technologii diagnostycznych
w sepsie ma sens jedynie wtedy, gdy uzyskany wynik jest w spo-
s6b czytelny i niezwtoczny przekazywany klinicystom.

Istotnym elementem nowoczesnej diagnostyki jest wdrazanie
elektronicznych systemow raportowania i automatycznych aler-
tow, ktére umozliwiajg szybsze podejmowanie decyzji klinicznych.
Na tym etapie kluczowa role odgrywa czesé poanalityczna. Wynik
powinien by¢ czytelny, zrozumiaty i opatrzony komentarzem ade-
kwatnym do izolowanego czynnika etiologicznego oraz wykrytych
mechanizmdw opornosci. Raport powinien uwzgledniac najwaz-
niejsze w danej sytuacji antybiotyki, a kaskadowe prezentowanie
antybiogramow stanowi wazny element polityki antybiotykowe;j
szpitala. Prezentacja wynikéw powinna by¢ oparta na zaleceniach
ekspertow, ale takze wypracowana lokalnie —we wspétpracy z ze-
spotami zarzgdzajgcymi antybiotykami (AMS), z uwzglednieniem
sytuacji epidemiologicznej oraz profilu pacjentéw. Ostatecznie to
wtasnie odpowiednia interpretacja wyniku, osadzona w kontek-
Scie klinicznym i epidemiologicznym, decyduje o jego rzeczywistej
wartosci [41; 94; 95].

Opracowanie algorytméw diagnostycznych, dostosowanych
do dostepnych narzedzi i potrzeb danej jednostki, pozwala nie
tylko na racjonalizacje kosztéw badan, ale takze na ujednolicenie
zasad pracy laboratoriéw co realnie podnosi standard $wiadczo-
nych ustug.

Diagnostyka mikrobiologiczna powinna stanowi¢ bezposred-
nie wsparcie kliniki, a kluczowe znaczenie ma Scista wspétpraca
diagnostow z lekarzami prowadzacymi. Elastyczna organizacja
pracy laboratorium, system dyzuréw umozliwiajacy szybkie wy-
danie wyniku oraz kontakt telefoniczny znaczaco poprawiajg ko-
munikacje. Dodatkowym wsparciem jest zintegrowany system
informatyczny, ktory tgczy wszystkie urzadzenia i przesyta dane
do HIS, zapewniajgc ptynnosé i bezpieczerstwo raportowania.

Sposdb raportowania wynikéw, czyli etap poanalityczny, ma
bezposredni wptyw na proces leczenia pacjenta. Tylko dzieki Sci-
stej wspotpracy mikrobiologa z zespotem klinicznym mozliwe jest
szybkie i wtasciwe wykorzystanie nowych technologii dla dobra
chorego — poprzez wczesne wdrozenie terapii celowanej, racjo-
nalne zarzadzanie antybiotykami i skuteczng ochrone dostepnych
opcji terapeutycznych w erze narastajgcej opornosci [94; 95].

Szybki wynik ma wartos¢ tylko wtedy, gdy jest zrozumiaty

i prowadzi do wtasciwej terapii.

PODSUMOWANIE

Diagnostyka mikrobiologiczna zakazen krwi i sepsy w dobie
narastajgcej opornosci drobnoustrojow wymaga kompleksowe-
go podejscia obejmujacego wszystkie etapy badania. Kluczowe
znaczenie ma wysoka jako$¢ etapu przedanalitycznego (prawi-
dtowy moment i technika pobrania krwi, objetos¢ probki), jak
najszybsze rozpoczecie badania (szybki transport w odpowied-
nich warunkach), zastosowanie systemow automatycznych i od-
powiednich butelek, szybka interpretacja preparatu mikrosko-
powego oraz wykorzystanie nowoczesnych metod identyfikacji
(MALDI-TOF, panele PCR). Dopetnieniem sg szybkie metody
oznaczania lekowrazliwosci, ktére pozwalajg skréci¢ czas uzy-
skania wyniku z kilku dni do kilku godzin. Tylko takie zintegro-
wane postepowanie umozliwia skuteczne leczenie pacjenta
z sepsg oraz realng kontrole narastania lekoopornosci.

Znaczenie szybkiej diagnostyki jest szczegdlnie widoczne w Pol-
sce, gdzie — podobnie jak w wielu krajach Europy — obserwuje sie
niepokojace trendy epidemiologiczne. Smiertelnoé¢ pacjentéw
OIT z sepsa siega okoto 25%, a wsréd patogendw krwi coraz cze-
Sciej wykrywa sie szczepy wielooporne: K. pneumoniae z karbape-
nemazami KPC i NDM, E. coli oporna na cefalosporyny i fluorochi-
nolony czy E. faecium oporne na wankomycyne (VRE). [96].

Korzysci z wdrozenia nowoczesnych technologii do dia-
gnostyki ciezkich zakazen sg wielowymiarowe: wczesniejsze
wdrozenie terapii celowanej, obnizenie smiertelnosci i ryzyka
powiktan, ograniczenie stosowania antybiotykéw szerokospek-
tralnych, zapobieganie transmisji szczepdw alarmowych. Dzieki
mniejszemu zuzyciu drogich lekow rezerwowych, krétszym po-
bytom na oddziatach intensywnej terapii mozna uzyskac realng
redukcje kosztow hospitalizacji.

Warto pamietac, ze wazna role w tym procesie odgrywa tak-
ze przygotowanie i doskonalenie personelu pobierajgcego krew
na posiew. Badania wykazuja, ze szkolenia, audyty i informacja
zwrotna mogg zredukowac odsetek kontaminacji nawet o po-
towe [18]. Przektada sie to na wiekszg wiarygodnos¢ wynikow,
ograniczenie niepotrzebnej antybiotykoterapii i realne oszczed-
nosci.

Podsumowujac, tylko inwestycja w kazdy etap diagnostyki
— od pobrania materiatu, przez automatyczne systemy hodow-
li i szybkie metody ID/AST, po wiasciwg interpretacje wynikow
— zapewnia skuteczng walke z sepsg i narastajgcg opornoscig

drobnoustrojow. To podejscie, oparte na wspotpracy laborato-
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riow z zespotami klinicznymi i AMS, stanowi nie tylko gwarancje
lepszego rokowania pacjenta, ale i dtugofalowa strategie ochro-

ny zdrowia publicznego.

Rycina 2. Poréwnanie czasu uzyskania wyniku identyfikacji i lekow-
razliwosci z dodatniego posiewu krwi przy wykorzystaniu konwencjo-
nalnych metod i wybranych nowoczesnych technik diagnostycznych.
(ID —identyfikacja, AST — lekowrazliwos¢, Sepsityper (Bruker), dRAST
(QuantaMatrix))

dRAST 6-8h {

Sepsityper I Dolh

Klasyczne metody ID i AST - 18-24 h

mID mAST

ID —identyfikacja, AST — lekowrazliwosé, Sepsityper (Bruker), dRAST (QuantaMatrix)
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