
���������	�
� �
�������������������	���	� ����������������� �!���"��#�$

Diagnosta
Laboratoryjny

GAZETA KRAJOWEJ IZBY
DIAGNOSTÓW LABORATORYJNYCH

GAZETA

BEZP£ATNA

%�&('*)(+-,/./0*1(2436587:9

;4<6=>1/?(=@1(A�B/C/C/D

N a d z w y c z a j n y
K r a j o w y Z j a z d

D i a g n o s t ó w
L a b o r a t o r y j n y c h

Wa r s z a w a
1 3 s t y c z n i a 2 0 0 6 r .



Zbli¿aj¹ce siê Œwiêta Wielkanocne sk³aniaj¹ wszystkich do
¿yczeñ , a Diagnostom Laboratoryjnym nale¿¹ siê ze
szczególnych wzglêdów, gdy¿ jak wielu w naszym Kraju
OjczyŸnianym, Diagnoœci pracuj¹ bez rozg³osu i bez hucznej
zapowiedzi , czêsto pom i jan i i n ieu wzglêdn ian i pr zez
u daj ¹ cych su m ien ie obywat elsk ie i zaan ga¿owan ych
spo³ecznie autorów programów, artyku³ów, redaktorów pism
medycznych. ¯yczyæ wypada, aby najbli¿szy rok w mediach
i artyku³ach pism medycznych znalaz³y siê treœcio znacz¹cym
i poczesnym miejscu wœród œwiadczeñ medycznych badañ
i wyników diagnostyki laboratoryjnej, tak¿e o diagnostach
laboratoryjnych. Aby badania te, sta³y siê autentycznie
Ÿród³em oszczêdnoœci wydawanych kwot na leki, tak przez
pacjentów, jak i ze œrodków publicznych; aby pacjenci mieli
pe³ne prawo i dostêp do badañ i wyników laboratoryjnych, aby
œr odowisk a wspó³t wor z¹ ce diagn ozê i t er apiê m ia³y
zrozumienie dla troski o zdrowie pacjenta, ¿e

¯ yczê
diagnostom wytrwa³oœci i skutecznoœci w osi¹ganiu tych
celów, aby nadzieja która siê wi¹¿e z nadchodz¹c¹ wiosn¹ by³a
twórcza i wyzwala³a potencja³ w ka¿dym z nas. ¯yczymy
radosnych pogodnych dni œwi¹tecznych. ¯yczymy tak¿e
sukcesu w ¿yciu zawodowym i stabilnoœci w ¿yciu rodzinnym i
osobistym. ¯yczymy zmian, których oczekujemy i które
przynieœæmog³yby spo³ecznoœcidiagnostów wydatn¹ poprawê
bytu i warunków pracy. ¯yczymy sta³oœci pracy i godziwych
warunków wynagrodzenia. ¯yczymy szczególnej opatrznoœci
Niebios i Zmartwychwsta³ego Pana.

Redakcja Gazety „Diagnosta Laboratoryjny”

nie ma innej
drogi rozpoznan i a pat of i zjologi i , jak t y lk o poprzez
p r o f esj o n al n ¹ d i agn o st y k ê l abo r at o r y j n ¹ .
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Od Izby do cz³onków Korporacji

Szanowni Pañstwo;
Diagnoœci

Laboratoryjni!

Od wielumiesiêcy
noszêw sercuzamiar
zwróceniasiê listem
do Was Diagnoœci
Laboratoryjni, którzy
od lat wspieraliœcieto
co jednymwydawa³o

siê mrzonk¹ , innym zamiarami nie do
zrealizowania,a jednakstajemy dziœmaj¹c za
sob¹ opracowany i uchwalony kodeks etyki
diagnosty laboratoryjnego, obok wielu
znacz¹cych punktów na mapie osi¹gniêæw
drodzedo uznanianaszego zawoduzapartnera
œwiadczeñzdrowotnych.
Dziœ,zdajesobiesprawêz tego, ¿ebezWaszego
czynnego wsparciai czêstego nawet Waszego
wzburzeniai niezadowolenia,niestarczy³obymi
si³aniwytrwa³oœci,by wspólnieosi¹gn¹æprawa
dla Was, do specjalizacjiw 12 kategoriach,
i mo¿liwoœci przeprowadzania œwiadczeñ
w zakresiediagnostykiw oparciu o ustawê
i reguluj¹cenimi rozporz¹dzenia.Nie mam
jeszczenadzieñdzisiejszypoczucia,¿ewszystko
zosta³owykonane, co s³u¿yæbêdziepacjentom
w trosce o ich zdrowie i ich ¿ycie, a Wam
Diagnoœci poprawi³oby standard ¿ycia
i psychicznykomfort. Dla wieluz Wasotwarcie
mo¿liwoœciku specjalizacjiograniczonejest
materialnymitrudnoœciami.To te¿,w najbli¿-
szymczasieobokprogramowego dzia³aniaIzby
zmierzaj¹cego do dalszej prawnej regulacji
ustawyodiagnostyce,niespocznêi nieodetchnê,
a¿ nie bêd¹ Wam zabezpieczonedo granic
mo¿liwoœciu³atwienianadrodzedospecjalizacji.

Jest kilka pozytywnych faktów, na które
chcia³bymzwróciæuwagê.Wœródtych,to Wasze
nadzieje, i oczekiwania,kierowanedo Izby, ¿e
zostan¹podjêtestaraniao w³aœciwe wynagro-
dzenia dla diagnostówlaboratoryjnych; oraz
faktykolejne, ¿epomimo, i¿ diagnoœcitworz¹c
samorz¹dmieszkaj¹w ró¿nych miejscach na
ca³ym tereniePolski, nie prze¿ywaj¹ ani nie
odczuwaj¹ ró¿nicregionalnych ani te¿,¿enie

maj¹ kompleksów wzglêdem oœrodków
medycznych, i z tych, i z odleg³ych skupisk
wiejskich czy obs³uguj¹cych ludnoœæmiejsk¹.
Tworz¹c rodzinêDiagnostówLaboratoryjnych
jesteœmy reprezentantamidiagnostykipolskiej.
Nie dziel¹ nas, ani ró¿nicuj¹województwa czy
regiony Polski. Mamy w³asn¹ K rajow¹
KorporacjêZawoduDiagnostyLaboratoryjnego,
mamy w³asn¹ I zbê, w³asny Samorz¹ d
DiagnostówLaboratoryjnych.
Czujêsiêdumny, ¿eprzysz³omi byæpierwszym
prezesemNaszejKorporacji,czujesiêdumny, ¿e
dzisiejsza diagnostyka ma do zaoferowania
w ramach œwiadczeñzdrowotnych rzetelnoœæ
badañ laboratoryjnych opartych na wysokiej
klasie jakoœci aparatury laboratoryjnej
i profesjonalizmiewykonawców,przezcostaj¹siê
badaniete:diagnostycznei prognostyczne. Czujê
siê i jestemzafascynowany Wami, Diagnoœci
Laboratoryjni,¿eniewyg³aszaciew mediach, ¿e
pracai s³u¿baWaszamawymiary, któredecyduj¹
o czyimœ ¿yciu i zdrowiu, losie badanego
i kierunkuleczenia;¿enieskar¿yciesiêpublicznie.
Nie jesteœmynosicielamii zarzewiembuntu,i nie
tworzymy koterii finansowej w s³u¿biezdrowia,
Jesteœciedum¹S³u¿by Zdrowia,¿epracujeciejak
pszczó³ki,chocia¿wieluinnychg³oœniejszych jest
od Was, brzêcz¹ci bucz¹c o swojej wielkoœci
i donios³oœci,i nale¿nych im apana¿y. Nie
jesteœcie pierwszymi do orderów, ani do
zaszczytów. Nie rozg³aszamy tego a jednak
pracujemy. Podejmujecie specjalizacjewbrew
finansowymniedoboromi brakuu³atwieñ,które
danes¹ innym.Ale nierównoœcite: spo³eczne,
prawne, obywatelskieniezgodnez Konstytucjê
RPstan¹siêprzedmiotemusilnych starañwaszej
Korporacji,bywstrz¹sn¹ætymicotworz¹ prawo i
reguluj¹ finansowaniem. Jestem po stokroæ
dumnyi zaszczycony,¿emogêczuæsiêPrezesem,
tak znakomitego Towarzystwa, o tak wysokiej
kulturze i najwy¿szym poziomie edukacji
zawodowej.
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Z³oty wiekmikrobiologiiobejmowa³
koniecXIX wiekui pocz¹tekXX, kiedyto
poznawano poszczególne drobnoustroje
odpowiedzialne za swoiste choroby
zakaŸne. Rozwójwiedzymikrobiologicznej
inspirowa³badaniaw zakresieimmunologii
zakaŸnej,rozwoju diagnostykimikrobio-
logicznej,profilaktykiswoistejobejmuj¹cej
szczepienia i antybiotykoterapiê.Koniec
XX wiekui pocz¹tekXXI jestokreœlanyjako
z³oty wiek mikrobiologii molekularnej,
genetyki i biologii komórki na poziomie
molekularnych interakcjipatogen gospo-
darz(1).
Pierwszymgenomembakteryjnym, który
zosta³w pe³nizsekwencjonowany, skatalo-
gowanyi opublikowanyprzezFleischmanna
w 1995 roku, by³ genom Haemophilus
influenzae.Od tego okresuzosta³ypoznane
w pe³ni genomy oko³o 100 szczepów
ró¿nych gatunkówdrobnoustrojówi oko³o
150jestnaró¿nychetapachkompletowania.
Wœród35 zsekwencjonowanych gatunków
bakterii chorobotwórczych znajduj¹ siê
ró¿ne szczepy gatunków Chlamydia
pneumoniae, Chlamydia trachomatis,
Escherichia coli, Helicobacter pylori,
Neisseria meningitidis, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae
i Streptococcuspyogenes(2).

G³ównym bodŸcemdo poznania
sekwencji pe³nego genomu organizmów
jestuzyskanielepszegozrozumieniabiologii
i ewolucji drobnoustrojów, okreœlenie
regionów swoistych dla identyfikacji
drobnoustrojów poprzez odpowiednie
sondy diagnostyczne, okreœlenie genów
wirulencji,nowych skutecznych genówdla
szczepionek i miejsc docelowych dla
antybiotyków.
Szerokiespektrum zastosowañ osi¹gniêæ
mikrobiologiimolekularnejobejmujezasto-
sowanie w diagnostycemikrobiologicznej
(3),epidemiologii(4),in¿ynieriigenetycznej
(5), do opracowanianowych skutecznych
szczepionek,w tym szczepionekDNA (6)
oraz badaniana poziomiemolekularnym
interakcjipatogen-gospodarz.
Po krótkim przegl¹dzieosi¹gniêæmoleku-
larnych i zastosowañ w wymienionych
obszarach mikrobiologiizostan¹przedsta-
wione, jako g³ówny temat, zastosowania
technik molekularnych w diagnostyce
mikrobiologicznej, wskazania do stoso-
wania metod biologii molekularnej,
problemyzwi¹zanezinterpretacj¹wyników,
czu³oœæi swoistoœæmetodorazkoniecznoœæ
walidacji diagnostycznych technik mole-
kularnych.
Poszczególneartyku³yprezentowanew po-
staci niniejszego cyklu s¹ prezentacj¹
stosowanych metodw Katedrzei Zak³adzie
Mikrobiologii Akademii Medycznej

w Lublinie i obejmuj¹ g³ówny zakres
zastosowañ metod biologii molekularnej
w ró¿nych aspektach mikrobiologicznej
diagnostykimolekularnej. Miêdzy innymi
zostanieomówione zastosowanie metod
biologii molekularnej do identyfikacji
drobnoustrojuw bezpoœrednimmateriale
klinicznym lub identyfikacji izolatu po
hodowli w zakresiegatunku i szczepu,
okreœlenieobecnoœcigenówwarunkuj¹cych
opornoœænaantybiotykiorazidentyfikacjê
genów warunkuj¹cych syntezêczynników
wirulencji. Celowoœæstosowanych metod
zostanieomówiona w aspekciepodsta-
wowych problemów/ niedoskona³oœci
wklasycznejdiagnostycemikrobiologicznej.
W badaniach epidemiologicznych metody
molekularne obejmuj¹ zarówno metody
diagnostyczne s³u¿¹ce do identyfikacji
gatunku,jak i typowaniaszczepów. Badane
s¹ Ÿród³ai drogi szerzeniasiê drobno-
ustrojów oraz mo¿liwoœciprzekazywania
informacji genetycznych, wystêpowanie
pewnych genotypów i skutki mutacji.
Podstawowe techniki obejmuj¹: podsta-
wowemetodyPCR amplifikacja16SrRNA,
hybrydyzacja,fragmentacjaDNA restry-
kcyjn¹ endonukleaz¹ i badaniepolimor-
fizmuokreœlonychfragmentówDNA.
Dodatkowe techniki uzupe³niaj¹ ce
obejmuj¹ sekwencjonowanie i analizê
genomu lubwybranych fragmentóww tym:
badania obecnoœcii sekwencji specyfi-
cznych genów, zastosowanie sond wielo-
nukleotydowych, metody badaj¹cepe³ny
genom,analizaplazmidów, wielopunktowe
typowaniesekwencji.W przypadkubadania
wirusów wykorzystane s¹ dodatkowo
techniki PCRz zastosowaniemodwrotnej
transkryptazy.

Stosuj¹cmetodytransdukcjii rekombi-
nacji opracowano mo¿liwoœci wprowa-
dzaniafragmentuobcego DNA dobakterii.
Kontrolowanewprowadzenieokreœlonego
nowegomateria³ugenetycznegodobakterii,
prze³amanieró¿norodnych barier regula-
cyjnych, zmuszaje do syntezyokreœlonych
bia³ek.Najczêstszewykorzystanietechnik
rekombinacjis³u¿ydo produkcji ludzkich
hormonów, cytokin, interferonu, bia³ek
s³u¿¹cych jako antygenyw szczepionkach.
G³ówneproduktyuzyskanepoprzezbiote-
chnologiêto insulinastosowanaw leczeniu
cukrzycy, ludzki hormon wzrostu,erytro-
poetynaw leczeniuanemii, interleukiny,
interferonw leczeniuzaburzeñimmunolo-
gicznych orazrekombinowaneszczepionki
wirusowei bakteryjne.

Klonowaniegenów, zarównobakteryjnych

jak i wirusowych, pozwala na uzyskanie
bezpiecznych szczepionek o du¿ej
skutecznoœci, które s¹ produktami
wybranych genów lub wrêczokreœlonymi
fragmentamiDNA. SzczepionkiDNA, nad
którymiprowadzones¹intensywnebadania,
wydaj¹ siê nieœærozwi¹zaniadotychcza-
sowych problemów. S¹ one bakteryjnymi
plazmidami, które koduj¹ bia³kowe
antygeny. Po iniekcji do gospodarza,
plazmid powoduje ekspresjê bia³ek
antygenowych bezpoœredniow komórkach,
do których zosta³ w³¹czony na drodze
transdukcji,przezco odpowiedŸimmuno-
logiczna przeciwko temu antygenowi
nastêpuje bezpoœrednio i jest konty-
nuowana. Szczepionki DNA dostarczaj¹
zatem raczej genu ni¿ antygenu lub
patogenu, stosuj¹c te same plazmidy
zaanga¿owane w produkcjê rekombi-
nowanych bia³ek.Równie¿w przypadku
szczepionek wirusowych nukleotydowa
sekwencja (DNA lub RNA ) mo¿ebyæ
sklonowana, replikowana i wprowadzona
przez odpowiedni wektor do organizmu
cz³owieka, aby kodowaæ potencjalnie
nieograniczoneiloœciodpowiednich bia³ek.
Takie szczepionki w badaniach na
zwierzêtach s¹podawanejako bezpoœrednia
zawiesinaw soli poprzeziniekcjêlub po
precypitacjiz cz¹stkamiz³otapodawanes¹
bezpoœredniodotkanek.
Nastêpnemo¿liwoœcikojarzonew przy-
sz³oœciz molekularnymi technikamiwi¹¿¹
siê z zsekwencjonowaniem genomu
niektórych wirusów oraz Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacteriumlepre i paso-
¿ytemwywo³uj¹cym malariêPlazmodium
falciparum,przeciwktórymci¹glebrakjest
skutecznejszczepionki. Pozwoli³oby to na
skatalogowanie genów wirulencji i bia³ek
o najwy¿szejimmunogennoœci.Nie ma
równie¿szczepionki przeciwpowszechnie
wystêpuj¹cym zaka¿eniom wywo³anym
przezStaphylococcusaureus, Helicobacter
pylori, Streptococcus pyogenes, oczeki-
waniawi¹¿¹ siêz odpowiednimiosi¹gniê-
ciamigenomikii proteomiki.
Zastosowanieosi¹gniêæbiologii molekula-
rnejzmierzarównie¿do okreœlenianajw³a-
œciwszych genówi ich wybranych sekwencji
ORFs(openreadingframes).W przypadku
poszukiwañ nowej skutecznejszczepionki
przeciwko N. meningitidisi S. pneumoniae
sekwencja pe³nego genomu zosta³a
poddanaanaliziecelemidentyfikacjiORFs
koduj¹cych bia³ka ró¿nych czynników
zjadliwoœci, jak i o wysokim stopniu
immunogennoœci.

Poznaniesekwencjizarównobakteryjnego,
jak i ludzkiego genomu mo¿e byæ
zastosowanew biotechnologiii rearan¿acji

In¿ynieria genetyczna - biotechnologie
rekombinowanych bia³ek

Zastosowanie mikrobiologii
molekularnej w szczepieniach

Interakcje patogen-gospodarz
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genów celem okreœlenia ca³kowitego
wp³ywu ekspresji i transkrypcji genów
patogenównakomórkigospodarza.
Genetycznadeterminacja reakcji obron-
nych cz³owiekadotyczyzarównoodpor-
noœcinieswoistejorazswoistejhumoralnej
(przeciwcia³a)orazkomórkowej (uczulone
limfocyty, makrofagii systemcytokinoraz
chemokin).
Jednymz naturalnych pierwotnych mecha-
nizmów obronnych rozpoznaj¹cych dro-
bnoustrojejestsystemToll-likereceptorów.
Liczne genetycznedefekty wp³ywaj¹ na
funkcjê tych receptorów i s¹ zwi¹zane
znawracaj¹cymilubciê¿ko przebiegaj¹cymi
infekcjami.Mog¹ to byædefekty genów
zwi¹zanych z przekazywaniemwewn¹trz-
komórkowego sygna³uaktywacjiNF-kappa
lubgenówsyntezyTNF,wtympolimorfizm
genuTNF.
Ró¿norodnezmiany i ekspresjagenów
decyduj¹cych o powstawaniu przeciwcia³,
pocz¹wszyod ró¿nicowaniai dojrzewania
limfocytówB, indukcjisyntezyprzeciwcia³,
ichklasi swoistoœci,decyduj¹oskutecznoœci
odpowiedzinaszczepieniaorazinfekcje.

Diagnostyka mikrobiologiczna obejmuje
nastêpuj¹ ce g³ówne zadania-izolacja
i identyf ikacja patogenu, okreœlenie
czynników wirulencji i lekowra¿liwoœci.
Rozwój metod molekularnych traktujemy
jako alternatywne w nastêpuj¹ cych
sytuacjach:

Gdy wzrostna pod³o¿ach jestpowolny
lubbakteries¹ bardzowymagaj¹ce, albonie
daj¹siêhodowaænapo¿ywkachsztucznych

drobnoustrojerosn¹ wolno i s¹ ma³o
zró¿nicowane

hodowla drobnoustrojów stanowi
zagro¿eniedlapersonelu

brak swoistych metod do zró¿ni-
cowaniadrobnoustrojów

istniejepotrzebaokreœleniarozprze-
strzenianiasiêinfekcji(np.wirusowej)
Najczêœciejstosowanemetodymolekularne
w diagnostyce mikrobiologicznej s¹
modyfikacj¹ podstawowych technik jak
hybrydyzacja,którajestnajstarsz¹technik¹
i technikaPCR.
Hybrydyzacjaopiera siê na podstawowej
zale¿noœci komplementarnoœci zasad
kwasów nukleinowych; cytozyna tworzy
podstawow¹ parê z guanin¹, a adenina
z tymin¹ lub uracylemw RNA. Pojedyncza
niæuzyskanego z próbki klinicznejDNA
jest eksponowana do reakcji wi¹zania
z pojedyncz¹nici¹ znakowanego, odpo-
wiedniego f ragmentu DNA sondy.
Modyfikacjemetodyobejmuj¹ ró¿norodne
wi¹zanie sondy do fazy sta³ej jak b³ony

nitrocelulozowe, magnetycznekulki lub
inne modyfikacje. Sondy mog¹ byæ
znakowane w ró¿norodny sposób jak
radioaktywneizotopy, substraty antyge-
nowe, enzymy lub sk³adniki reakcji
chemioluminescencji.
Diagnostycznemo¿liwoœcinabaziereakcji
PCR zosta³ystworzone i opublikowane
przez Saiki w 1988 po zastosowaniu
termostabilnejpolimerazyDNA (TaqDNA
polymerase) uzyskanej z Thermus
aquaticus, a nastêpniedziêki zautomaty-
zowaniusyntezyoligonukleotydów(7).
Podstawowe techniki PCR obejmuj¹
identyfikacjê okreœlonych fragmentów
DNA koduj¹cych rRNA. Poniewa¿jestto
fragmentDNA wystêpuj¹cywe wszystkich
¿ywych organizmach jest uwa¿any za
uniwersalny. Wystêpujew postacilicznych
kopii, co sprawia, ¿e ich detekcjajest
stosunkowo ³atwa i sk³adaj¹siêz regionów
konserwatywnych, zmiennych i wysoce
zmiennych, co pozwalana wysokistopieñ
oznaczeniaspecyficznoœcidrobnoustroju.
S¹pozatymistotnedlaprze¿yciai mog¹byæ
zastosowane jako molekularny zegar do
badañfilogenetycznych.
PCR pozwala na selektywn¹amplifikacjê
wybranych regionów DNA i obejmuje
podstawowe powtarzane wielokrotnie
nastêpuj¹ceetapy:
- izolacjêDNA (materia³bezpoœrednilub
drobnoustrojezhodowli)
-denaturacjêDNA (temp.92o-96oC)
- do³¹czaniespecyficznych starterów, które
inicjuj¹ reakcjêprzy³¹czania nukleotydów
i wystêpuj¹tylko u wybranego patogenu;
mo¿e to byæ sekwencja okreœlaj¹ca
unikatow¹ toksynê (37 -72 C) (startery-
krótka sekwencja oligonukleotydów
komplementarna dla zdefiniowanych
sekwencjimatrycowegoDNA).
- wyd³u¿anie³añcuchaDNA przy³¹czonego
dostarteraprzeztermostabiln¹polimerazê.
Warunki musz¹ byæodpowiedniodobrane
(72C)przezdo³¹czaniekolejnych dezoksy-
rybonukleotydów (dNTP), proces jest
katalizowanyprzezpolimerazêTaq.
Amplifikacjaobejmuje oko³o 35-40cykli
przeprowadzonychwtermocyklerze.
- detekcja produktów amplif ikacji z
zastosowaniemró¿norodnychmetod:

elektroforeza produktów w ¿elu
agarozowym produktPCRjestokreœlonej
d³ugoœciw sensieliczbynukleotydów, mo¿e
byæ³atwo zdefiniowany w elektroforezie
jakopr¹¿ekookreœlonejlokalizacjiw¿elu.

hybrydyzacjawykorzystujekomplemen-
tarnoœæzasadbuduj¹cych kwasy nukle-
inowe. BadaneDNA denaturowane do
postacijednoniciowej i jestwi¹zaneprzez
jednoniciow¹ sondê o homologicznej
sekwencji odpowiednio zwi¹zan¹ z faz¹

sta³¹i znakowaneizotopami,enzymamilub
chemioluminescencj¹.

NajczêœciejstosowanetechnikiPCRs³u¿¹
do stwierdzenia, czy interesuj¹ca nas
sekwencja nukleotydowa poszukiwanego
patogenu jestobecnaw badanejpróbcelub
nie.

PCR mo¿nastosowaædo skopiowania
okreœlonego amplikonu w celustwierdzenia
lub sprawdzenia jego sekwencji nukle-
otydowej.

Mo¿e mieæzastosowanie w badaniu
sekwencji nukleotydów technik¹ „gene-
tycznyodciskpalca”

ProduktyPCRmog¹s³u¿yæjakosondy
TechnikaPCRjestprzydatnaw badaniach

klasyfikacyjno-taksonomicznych
TechnikiPCRz u¿yciemsondo szerokim

zakresiewystêpowania s¹ stosowane do
badañ przegl¹ dowych dotycz¹ cych
ró¿norodnoœci gatunków w próbkach
œrodowiskowych.
W poszukiwaniu i identyfikacjipatogenu
metodamimolekularnymi istniejepotrzeba
okreœlenia odpowiednich postulatów
analogicznychdopostulatówKocha(8).
Celem przypomnienia, przedstawiam
postulatyR. Kocha okreœlaj¹cewarunki
pozwalaj¹ce na stwierdzenie zale¿noœci
miêdzy gatunkiem chorobotwórczego
drobnoustroju,apowsta³¹chorob¹:
1. Mikroorganizm musi byæobecnywe

wszystkich przypadkach choroby i nieo-
becnyuzdrowychosobników,
2. Poszukiwany drobnoustrój musi byæ
izolowanyi wyhodowanywczystejhodowli,
3. Ta samachoroba musi powstaæ,gdy
wyizolowanydrobnoustrójzostaniepodany
zdrowemuosobnikowi,
4. Ten sam drobnoustrój musi byæ
izolowanyponownieod zaka¿onego czyst¹
hodowl¹ osobnika.
W wiêkszoœci przypadków nastêpuj¹ce
kryteriabranes¹ jakodocelowewokreœleniu
patogenów za pomoc¹ badañ moleku-
larnych.

sekwencjeDNA zawieraj¹cegeny dla
rRNA,któredladanegogatunkus¹swoistei
jednoznaczne

sekwencjeDNA zawieraj¹ceokreœlony
gendlatoksycznoœcilub innych czynników
patogennych,,

okreœlonesekwencje DNA swoistych
antygenów,

specyficzne sekwencje plazmidowego
DNA,

ma³esekwencjeniekodujace,
najbardziejspecyficznedla danego gatun-
ku.Pomimoistotnych zaletpodkreœlaj¹cych,
¿emetodymolekularnepozwalaj¹naszybk¹
i czu³¹ detekcjêczynnikówinfekcyjnych
oraz iloœciowe okreœleniepatogenu, jak

Zastosowanie metod biologii
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mikrobiologicznej

Zastosowaniatechnik PCR:
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w przypadkuwirusa HIV-1 dla monito-
rowania leczenialub przebieguchoroby,
wystêpuj¹ pewne ograniczeniai dezin-
formacje;dotycz¹oneró¿nychaspektów:

W metodach „ in-house” , które s¹
najtañszei czêstostosowane do celów
diagnostycznych, wystêpuj¹trudnoœciw
porównywalnoœcimiêdzy laboratoriami
co do stosowanych metod, wybranych
fragmentów charakterystycznych dla
danego patogenu oraz czu³oœci i
swoistoœci metody. Podkreœla siê
koniecznoœæ zewnêtrznych kontroli.
Wa¿nymjest doœwiadczeniepersonelu,
jednakdlastosowaniatestóww rutynowej
diagnostyceistniejepotrzebaopracowania
warunków, które musz¹ byæspe³nione
zgodniezwymo-gamisystemujakoœci(9).

W szczególnoœcidotyczy to spe³nienia
nastêpuj¹cychwarunków:

Brakuniwersalnychstandardówodnoœnie:
walidacjimetod
kontrolijakoœcibadañwaspekcieczu³oœci
i swoistoœci
mo¿liwoœciweryfikacjico do okreœlenia

klinicznejczu³oœcii specyficznoœcibadañi
pewnoœcico do najczêœciejstosowanych
metod„in-house”
interpretacjawynikówi przebiegbadania

wymagaj¹ustaleñ
W wiêkszoœciprzypadkówkoszt badañ

molekularnych jestwysokii wymaga³oby
ustalenia,ktopokrywakosztbadania.
Wybórmetodyw aspekcieokreœleniaczy
identyfikujemy DNA ograniczeniem
wówczas jest brak mo¿liwoœcistwier-
dzenia czy izolowane DNA pochodzi
z drobnoustroju¿ywego czy martwego.
W przypadkubadaniaRNA ograni-
czeniemjest krótkotrwa³oœæRNA do
kilkuminut.
Komercyjnezestawy do molekularnych
technikmanualnychdetekcjii identyfikacji
patogenu zabezpieczaj¹ odpowiedni¹
standaryzacjêmetody, s¹ ³atwe w u¿yciu,
postêpowaniejestproste.Przeznaczones¹
do identyfikacjiizolatówz hodowli lub
bezpoœredniej detekcji w materiale
klinicznym. Intensywniewzrastaliczba
testów dla poszczególnych gatunków
bakteriii wirusów.
Automatyzacjai stosowanienukleotydów
o du¿ejgêstoœci,s³u¿¹cych jako sondylub
chipy, zwiêkszaswoistoœæi wiarygodnoœæ
wyników. Negatywn¹ cech¹ badañ
prowadzonych w zestawach automa-
tycznych jest koniecznoœæwyznaczenia
wysokiego poziomu linii odcinaj¹cej
(borderline) co wzmacniaswoistoœæ,ale
obni¿aczu³oœæmetody.Przyk³adowetesty
w systemieautomatycznymdopuszczone
przez FDA do rutynowej diagnostyki
obejmuj¹ diagnostykê C. trachomatis,
Gardnerella-Trichomonas-Candida, My-
cobacterium tuberculosis, N. gonor-

rhoeae, Streptococcus oraz wirusowe:
HIV, HCV, CMV. Stosowane metody
obejmuj¹ techniki PCR,LCR, hybrydy-
zacjêi rozwijaj¹cesiêdynamicznietechniki
real-timeRCR.

Standardowe metody fenotypowe ozna-
czaniawra¿liwoœcinaantybiotyki,tj.metoda
dyfuzyjno-kr¹¿kowa i oznaczaniewartoœci
MIC, nie zawsze umo¿liwiaj¹ wykrycie
obecnoœcigenów nadaj¹cych opornoœæ.
Z drugiejstrony, obecnoœægenu opornoœci
na dany antybiotyknie zawszewyklucza
zastosowanietego lekuw terapii.Genmo¿e
nie wykazywaæ ekspresji lub poziom
ekspresjigenujestma³y.Wtakichsytuacjach
konieczne jest równoczesne wykrycie
funkcjonalnego produktu genów odpo-
wiedzialnych za opornoœæ na dany
antybiotyk. Pomimo dynamicznego
rozwoju metodmolekularnych nie wydaje
siê, aby genotypowanie zast¹pi³o w naj-
bli¿szymczasiemetody fenotypowe do
badaniaopornoœcinaantybiotyki.Techniki
molekularne stosujesiêzatemg³ówniena
potrzeby badañ epidemiologicznych lub
naukowych; na potrzeby us³ugowe
stosowanes¹czu³emetodyfenotypowe.
Badaniamolekularne opornoœcina anty-
biotyki wymagaj¹ bardzo du¿ej wiedzy,
a interpretacjawyników czêsto nie jest
jednoznaczna.Opornoœædrobnoustrojów
naposzczególneantybiotykijestkodowana
przez jeden lub kilka genów, czêsto
zgrupowanych w integronach, które s¹
kontrolowaneczêstoprzezjedenpromotor.
Utrata promotora lub jego si³a ekspresji
decyduj¹ dodatkowo o iloœciproduktu
nadaj¹cego opornoœæna antybiotyki(10).
Poszczególnetypyopornoœcinaantybiotyki
wymagaj¹ okreœlonych metod moleku-
larnych, w³aœciwych dla poszczególnych
gatunków drobnoustrojów, co zosta³o
przedstawione w poszczególnych arty-
ku³ach.
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Zastosowanie metod biologii
molekularnej do wykrywania genów

opornoœci na antybiotyki
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Zastosowanie nowoczesnych technik
w diagnostyce laboratoryjnej gruŸlicy.

Szybkiei trafnerozpoznaniezaka¿enia
wywo³anego przez M. tuberculosisjest
podstawowym elementem strategi i
zwalczaniagruŸlicyw Œwiecie. Niezwyk³y
postêp w rozwoju diagnostykigruŸlicy,
opracowanie i wprowadzenie nowych
metodo wysokiejczu³oœcii specyficznoœci,
skracaj¹cych czasuzyskaniapotwierdzenia
bakteriologicznego przynosi wymierne
korzyœciw krajach rozwiniêtych. Jednak¿e
w wiêkszoœci regionów Œwiata, gdzie
gruŸlica jest ogromnym problemem
zdrowotnymtenowoczesneaplikacjeci¹gle
nie znajduj¹ zastosowania. Pomimo
prowadzeniawalki z gruŸlic¹ w ramach
specjalnych programów, niedostatek
skutecznych metodwykrywaniaobecnoœci
pr¹tków w materia³ach klinicznych, ich
identyfikacjiorazoznaczaniawra¿liwoœcina
lekipowoduje,¿eprogramytenieprzynosz¹
one po¿¹danych rezultatów. Ten artyku³
przedstawia nowoczesnemetody mikro-
biologicznejdiagnostykigruŸlicyw kon-
tekœcie metod konwencjonalnych oraz
sugestie dotycz¹ ce ich w³aœciwych
zastosowañ w poszczególnych etapach
pracylaboratoryjnej.
Wiêkszoœæpatogennych gatunkówmyko-
bakteriicharakteryzujesiêd³ugimokresem
wzrostu,co powoduje, ¿e diagnostyczne
procedury laboratoryjnegruŸlicytrwaj¹ do
12 tygodni. Badanie mikrobiologiczne
polegaj¹ce na stwier-dzeniu obecnoœci
pr¹tków gruŸlicy w materiale diagno-
stycznym(1)jestnajwa¿niejszymbadaniem
w rozpoznaniugruŸlicy i ma na celu
stwierdzenieobecnoœcipr¹tków kwaso-
odpornych (AFB), uzyskanie czystej
hodowli pr¹ tków na pod³o¿ach oraz
identyfikacjêgatunkunajszybciejjakto jest
mo¿liwe. Zalecanejest uzyskaniewyniku
hodowli orazwynikutestulekowra¿liwoœci
wczasie30dni.
Bakterioskopia jest szybkim badaniem
wykorzystuj¹cym cechê kwasoopornoœci
pr¹tków, które zabarwionefuksyn¹karbo-
low¹ nie ulegaj¹ odbarwieniukwaœnym
alkoholem (metodaZiehl-Neelsena;ZN).
Czasbadaniamikroskopowego jestkrótszy
przyzastosowaniumetodyfluorescencyjnej
z auramin¹,zalecanejdo stosowaniajako
metoda przesiewowa (2). Liczba AFB
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mo¿liwa do wykryciat¹ metod¹wynosiod
5000 do 10 000 komórek w 1 ml (3)
materia³uod chorego. Homogenizacjai za-
gêszczeniemateria³uklinicznego poprawia
czu³oœætej metody(4).Bakterioskopiajest
najszybsz¹metod¹rozpoznawaniachoroby,
jest badaniemprostym i tanim. Wad¹
metody jest jej niska czu³oœæoraz brak
mo¿liwoœci odró¿nienia w próbkach
klinicznych pomiêdzy M. tuberculosis,
a pr¹ tkami niegruŸliczymi (NTM).
Mo¿liwoœætakiego rozró¿nieniaw trakcie
oceny preparatu daje metodaoparta na
zastosowaniu „ peptydowych kwasów
nukleinowych” (PANs). PANs s¹ to
cz¹steczkipodobnedo DNA, w których
zast¹pionoszkieletcukrowo-fosforanowy
podobnympeptydowym.Po³¹czeniePAN
i DNA/ RNA odbywa siê zgodnie ze
specyficznoœci¹sekwencjinukleotydowych,
powi¹zanie jest jednak mocniejszeni¿
pomiêdzy DNA-DNA. Hydrofobowy
charakter moleku³ PANs u³atwia im
³atwiejsze przechodzenie przez œcianê
komórkow¹ i w odpowiednich warunkach
po³¹czeniesiê ze specyficzn¹sekwencj¹
kwasunukleinowego. PANs s¹ znakowane
barwnikami f luoroscencyjnymi umo-
¿liwiaj¹cymiwizualizacjêreakcjiw mikro-
skopie(5).
Bakteriez rodzajuMycobacteriumwyma-
gaj¹ do wzrostupo¿ywek wzbogaconych
bia³kiemzwierzêcym.W latach 30 Lowe-
nsteini Jensenwprowadzilista³¹po¿ywkê
wzbogacon¹ jajamikurzymi,która zosta³a
uznana za optymaln¹ i jest u¿ywana
w laboratoriach naca³ymœwiecie. Hodowla
szczepu M. tubrculosis na po¿ywce
LowensteinaJensena(LJ) stanowi „z³oty
standard” w potwierdzeniu procesu
chorobowegowgruŸlicy.
Automatycznei pó³automatycznesystemy
do hodowli pr¹ tków na po¿ywkach
p³ynnych umo¿liwiaj¹uzyskaniewczeœniej-
szego potwierdzenia wzrostu bakterii.
Pierwszymtego typusystememby³ Bactec
460TB (Becton-Dickinson), w którym
hodowlê pr¹tków zak³adasiê w p³ynnej
po¿ywceMiddlebrooka7H12 zawieraj¹cej
jako substratwzrostowykwaspalmitynowy
znakowany 14C. W czasiewzrostupr¹tki
zu¿ywaj¹ radioaktywnysubstrati wydalaj¹
go w postaci 14CO2. Radioaktywnoœæ
w aparacieBactecmierzonajestw skaliod
000 do 999. Przyrost iloœciwydalanego
14CO w czasie hodowli œwiadczy
o namna¿aniusiêpr¹tków i jestokreœlany
jako indekswzrostu(6). SystemMB/Bact
(OrganonTechnika)jestw pe³nizautoma-
tyzowanym komputerowym systemem
kolorymetrycznymdo wykrywania AFB.
Hodowlê zak³adasiêw butelkach inkuba-
cyjnych zawieraj¹cych 10ml p³ynnej

po¿ywkiMiddlebrooka7H9 z mieszanin¹
gazów CO , N i O . Butelkaopatrzona
kodem paskowym zostaje umieszczona
w cieplarce, w miejscuwyznaczonymprzez
komputer. W czasie wzrostu pr¹tków,
zwiêkszone stê¿enie dwutlenku wêgla
powoduje zmianê zabarwienia umie-
szczonego na dnie butelki wskaŸnika
kolorymetrycznego. Pomiar zmiany
zabarwieniajestwykonywanyi rejestrowany
automatycznie. Komputerstalemonitoruje
system hodowli i graficznie prezentuje
intensywnoœæwzrostupr¹tków w za³o¿o-
nych hodowlach (7). Uzyskaniepozyty-
wnego wyniku hodowli na po¿ywkach
p³ynnych w systemieBacteclub MB/BacT
jestmo¿liwewczasieod7dnido4tygodni.
Ze wzglêdu na d³ugi okres wzrostu
wiêkszoœcipatogennych gatunkówmyko-
bakterii poszukiwano szybkich metod
molekularnych do bezpoœredniejidenty-
fikacji AFB w materia³ach klinicznych.
Kryteria te spe³niaj¹ testy oparte na
amplifikacjikwasównukleinowych (NAAs)
a zw³aszczaPCR. £añcuchow¹ reakcjê
polimerazyzastosowano do detekcji M.
tuberculosis w rok po ukazaniu siê
pierwszych opisówtejmetody(8).Mimo¿e
specyficznoœæpojedynczejreakcjiamplifi-
kacjijestwysoka,czu³oœæreakcjipozostaje
napoziomiehodowlinapod³o¿ach.
Wprowadzenienested PCR, w którym
produkt z pierwszej reakcji jest re-
amplifikowany w drugiej pozwala na
wykryciejednego lub kliku organizmóww
badanejpróbie.
Wœródszerokiego panelualternatywnych
technik amplifikacjikwasównukleinowych,
tylko niektórezosta³yzatwierdzoneprzez
FDA (FoodandDrugAdministration),s¹ to
Amplicor(Roche)i AMTD (GenProbe)(9,
10). Amplicor s³u¿y do bezpoœredniej
detekcji M. tuberculosis na poziomie
molekularnym,PCRpowielafragmentgenu
16SrRNA w ten sposób, ¿e pojedyncza
moleku³akwas nukleinowego mo¿e byæ
wykryta w obecnoœcimilionów innych
moleku³DNA. Wynikiemreakcjiproduktu
amplifikacjiz sond¹genetyczn¹jestbarwny
precypitat a wynik odczytywany jest
fotometrycznie. Ochronie przed konta-
minacj¹s³u¿ysystemAmpErase(enzymN-
glikozylaza uracylu), który, jest czêœci¹
procesuamplifikacjii niewymaga ¿adnych
dodatkowych czynnoœci. Zapobieganie
wynikom fa³szywienegatywnymumo¿liwia
internalcontrol (IC). IC jestwprowadzana
do ka¿dejreakcji amplifikacji i amplifi-
kowanarazemz badan¹próbk¹. Zapewnia
to indywidualnemonitorowanie ka¿dego
pacjentai daje pewnoœæ,¿e rezultat jest
negatywny,aniefa³szywieujemnyzpowodu
zahamowaniareakcjiamplifikacji.Czu³oœæ

testu dla materia³ów z górnych dróg
oddechowych wynosi 79,4-91,1%, dla
materia³ów ujemnych w bakterioskopii
czu³oœætestu jest ni¿szai wynosi 40,0-
73,1%.FDA zalecastosowanie testu do
detekcjiM. tuberculosisw AFB dodatnich
materia³ach klinicznych pobranych od
chorychzpodejrzeniemTBp³uc(9).
W zestawie AMTD ( Amplified Myco-
bacterium Tuberculosis Direct Test)
mykobakteryjny RNA uwalniany jest
z komórek przez sonifikacjê,nastêpnie
wykonywanajestamplifikacjafragmentów
genomu badanych bakterii oparta na
technologii TMA (transcriptionmediated
amplification- amplifikacjaprzezodwrotn¹
transkrypcjê).W szeregureakcjizachodz¹-
cych w sta³ejtemperaturzepowstaj¹biliony
kopii fragmentuRNA pr¹tka.W kolejnym
etapiewykrywanes¹ namno¿onewczeœniej
fragmentyRNA. Do detekcjiwykorzystana
jest hybrydyzacjazamplifikowanego RNA
z sondamiwyznakowanymibarwnikiem-
estremakrydyny. Gdy sondanie hybry-
dyzuje barwnik ulega hydrolizie, co
powoduje eliminacjêsygna³ut³a. Pomiar
sygna³u œwietlnego emitowanego przez
wyznakowan¹ sondê, po hybrydyzacji
zproduktemamplifikacjiodbywasiêw che-
miluminometrze. Test ten wyró¿niato, ¿e
ca³aproceduraprzeprowadzonajestw jed-
nej temperaturzei w jednejprobówce co
redukujeryzyko kontaminacji.AMTD jest
zaakceptowanyprzezFDA do detekcjiM.
tuberculosiswmateria³achklinicznychAFB
dodatnichi ujemnych.
Identyfikacjagatunków pr¹tków w labo-
ratoriach klinicznych nadal pozostaje
zajêciemtrudnymi czasoch³onnym.Feno-
typow¹ identyfikacjêgatunkuwykonujesiê
w oparciu o czas wzrostu kolonii, ich
morfologiêi wytwarzaniebarwnika,orazna
podstawie wyników testów biochemi-
cznych. Istniej¹cetechniki wykorzystuj¹do
identyfikacji komórki pr¹tków uzyskane
w wyniku hodowli na pod³o¿ach.
Nowoczesn¹ technik¹ ró¿nicowania
pr¹tków jest chromatografia cieczowo-
wysokocisnieniowa; HPLC (11) oparta na
analiziesk³aduniewielkiejfrakcji kwasów
t³uszczowych okreœlanych jako alfa-alkilo-
beta-hydroksykwasy(znanych pod nazw¹
kwasówmikolowych),stanowi¹cychg³ówn¹
komponentêœcianykomórkowej pr¹tków.
Technika ta umo¿liwiazidentyfikowanie
oko³o 60 gatunków z rodzaju Myco-
bacterium,w tym pozwala odró¿niæM.
avium od M. intracellulareoraz M. bovis
BCG od pozosta³ych z kompleksu
tuberculosis.
Do okreœlenia gatunków mykobakterii
dostêpne s¹ sondy genetyczne, które
zastosowane do materia³ówz hodowli
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w ci¹gu2 godzinidentyfikuj¹najwa¿niejsze
gatunki. Sondy AccuProbewykorzystuj¹
naturaln¹ w³aœciwoœæ kwasów nukle-
inowych do tworzeniahybryd pomiêdzy
komplementarnymi ³añcuchami.Dostêpne
s¹ sondydla M.tuberculosiscomplex,M.
avium,M.avium complex,M.intracellulare,
M. gordonae, M. kansasii.Metoda jest
wysocespecyficzna,lecz wymaga wyko-
nania oddzielnych testów dla poszcz-
ególnych gatunków. Sondy genetyczne
znalaz³yszerokiezastosowanie w po³¹-
czeniuz innymi technikaminp. z PCRco
radykalnie zwiêksza ich czu³oœæ. Przy-
k³ademtakiego zastosowania jest komer-
cyjny test INNO-LiPA Mycobacteriav2,
w którym po etapie multipleks PCR
(amplifikowanymfragmentemjestITSgenu
16S rRNA) nastêpuje hybrydyzacja
produktówz 22sondaminajednympasku
nitrocelulozy(12).Test umo¿liwiaidenty-
f ikacjê kompleksu tuberculosis i 15
gatunkówpr¹tkówzgrupyNTM.
“Microarray” jest to technikaopracowana
w po³owie lat 90-tych przez Browna
i Schena. Na noœniku,którym mo¿ebyæ
szklana, silikonowa p³ytka (chip) lub
nylonowa membrana, robot umieszcza
w mikronowych odstêpach nanogramowe
iloœciDNA zawieraj¹cego unikalne dla
poszczególnych genówsekwencje. Podczas
inkubacji noœnika z badanym DNA
dochodzi do hybrydyzacji komplemen-
tarnych ³añcuchów. Jeœlibadane DNA
zostanieoznakowane barwnikiemfluore-
scencyjnymlub izotopemradioaktywnym
mo¿liwa jest ocenajakoœciowa i iloœciowa
przeprowadzonej hybrydyzacji. Metoda
"microarray" z powodzeniemjest wyko-
rzystywana do identyfikacji gatunków
mykobakterii na podstawie analizy 82
unikatowychsekwencjigenu16SrRNA.
Sekwencjonowanie DNA to technika
odczytywaniakolejnoœcizasadtworz¹cych
cz¹steczkê DNA uznana za „ z³oty
standard” przy rozró¿nianiu gatunków
mykobakterii(13,14).
Identyf ikacja polega na porównaniu
sekwencjibadanego szczepu do sekwencji
referencyjnej. Najczêœciej u¿ywan¹ sek-
wencj¹ jestgenkoduj¹cy16SrRNA, który
jestobecnyu wszystkich gatunkówbakterii
i zawierakonserwatywnei zmienneregiony.
Sekwencjonowanie wysoce zmiennego
obszaru tego genu pozwalanaidentyfikacjê
najwa¿niejszych gatunków mykobakterii.
Jednak¿eM. kansasiii M. gastriwykazuj¹
identyczn¹ sekwencjê tego regionu.
Fragmentygenukoduj¹cego bia³ko 32-kDa,
genu bia³ko szokucieplnego 65-kDA oraz
I TS genu 16S-23S rRNA zwieraj¹
ró¿norodne sekwencje umo¿liwiaj¹ce
zró¿nicowanie kl inicznie wa¿nych
gatunków mykobakterii z wyj¹ tkiem

kompleksutuberculosis.
Pr¹tki gruŸlicycharakteryzuj¹ siênaturaln¹
wra¿liwoœci¹na wszystkieleki przeciw-
pr¹tkowe z wyj¹tkiemM. bovis, który jest
naturalnieoporny na pyrazynamid(PZA).
Pojawieniesiêopornych szczepów M. tu-
berculosis stanowi powa¿ne zagro¿enie
skutecznejwalki z gruŸlic¹ze wzglêduna
niewielk¹ liczbê leków stosowanych
w terapii gruŸlicy. Opornoœæpr¹tków na
jeden lub wiêcej leków jest wynikiem
b³êdnych dzia³añw leczeniuchorych. Test
wra¿liwoœcina leki wykonuje siê standar-
dowo po wyhodowaniuszczepu z rodzaju
Mycobacterium.Podstawow¹ lekowra¿li-
woœæoznaczasiê na: izoniazyd (INH),
streptomycynê(SM), ryfampicynê(RMP)
i etambutol(EMB).
W Polsce stosowana jest metodastê¿eñ
absolutnych w po³¹czeniuzewskaŸnikiem
opornoœci,w którejopornoœæjestwyra¿ona
stosunkiemnajni¿szego stê¿eniahamu-
j¹cego wzrost(MIC) szczepu od chorego,
do MIC szczepu wzorcowego H37Rv.
WskaŸnikopornoœcirówny 4 lub wiêcej
wskazuje,¿eszczepjestopornynaleki.
Molekularne mechanizmy opornoœci s¹
w przewa¿aj¹cej czêœci spowodowane
mutacjami punktowymi wywo³uj¹cych
substytucjê aminokwasu tzw. mutacje
zmianysensu.Wykryto równie¿mutacje
ciche oraz rzadziej spotykane mutacje
strukturalne(niewielkieinsercjelubdelecje)
(15).
Genetycznymechanizmopornoœcipr¹tków
narifampicynêuznan¹zamarkerMDR,jest
uwarunkowanymutacjamiw obrêbiegenu
rpoâ kodujacego polimerazê RNA.
Praktyczniewszystkie(96%) RIF-oporne
szczepy posiadaj¹punktowe mutacje we
fragmencie d³ugoœci 81pz tego genu.
Mutacjete s¹ nieobecneu szczepów RIF
wra¿liwych,dlatego tenfragmentgenu rpoâ
uznanoza idealnydo badañnad nowymi
technikami detekcji opornoœci na ten
podstawowylek.
Izoniazyd jest lekiem stosowanym tylko
w gruŸlicy ze wzglêdu na naturaln¹
opornoœæinnychbakteriinatenlek.Mutacje
powoduj¹ce opornoœæpr¹tków na INH
wystêpuj¹g³ówniew obrêbiegenówkatG
i inhA,ich obecnoœæstwierdzonou 75-85%
INH-opornychszczepów.
Oko³o 65-75%szczepów M. tuberculosis
opornych nastreptomycynêposiadamuta-
cje genu 16SrRNA, lub genu rpsL, który
kodujeproteinêS12.
Ponad 70% szczepów M. tuberculosis
opornych na pyrazynamidwykazujeobe-
cnoœæmutacjiw obrêbiegenu pncA kodu-
j¹cego pyrazynamidazê,enzym konwer-
tuj¹cypyrazynamiddoformyaktywnej.
Etambutolhamujewbudowywaniekwasów
mikolowych do œciany komórkowej

pr¹ tków. U 70% szczepów pr¹ tków
wystêpuj¹ mutacje genu embB bêd¹ce
przyczyn¹ opornoœcina ten lek, której
nastêpstwem jest nieskutecznoœæetambu-
tolu w terapii.Molekularny testLineProbe
Assay (16) wykonuje siê w oparciu
o amplifikacjêfragmentugenu rpo przy
zastosowaniu biotynylowanych starterów
i hybrydyzacjêproduktu PCR z sondami
genetycznymi.Komercyjny test INNO-
LiPA Rif.TB(17)stosujesiêdoszczepówM.
tuberculosis, oraz do bezpoœredniej
identyfikacjii oznaczaniaopornoœcinaRif
wmateria³achklinicznych.
Na paskuznajdujesiê5 sonddlasekwencji
rpo niezawieraj¹cych mutacji (wild-type),
4sondydlaspecyficznych mutacjiw rejonie
rpoâ,sondadla M. tuberculosiscomplex,
oraz kontrola reakcjibarwnej.Kodonami
w których najczêœciejwystêpuj¹punktowe
mutacje s¹ 531 (TCG TTG), 516
(G A C T A C, G A C G T G ) ,526
(CAC ACC, CAC GAC, CAC TAC).
Test znajdujezastosowanie w rutynowej
diagnostyce, szczególniedo próbek klini-
cznych pozytywnych w bakterioskopii.
Wykonanietestuzajmujeoko³o48godzin.
Technik¹ ³¹cz¹c¹ PCRz hybrydyzacj¹jest
DNA Microarry do jednoczesnejdetekcji
opornoœciM. tuberculosisna kilka leków,
przyk³adowo do identyfikacji mutacji
wobrêbiegenów:katGi inhAorazrpo .

SekwencjonowanieproduktówPCR(18)
jestnajbardziejbezpoœredni¹i wiarygodn¹
metod¹ wykrywania mutacji znanych, jak
i nowopowsta³ych. Jest równie¿g³ówn¹
technik¹ u¿ywan¹ do wyjaœnianiagenety-
cznych mechanizmówopornoœcina leki.
Z powodu z³o¿onoœci mechanizmów
opornoœcinaniektóreleki,przyk³adowo na
INH, metodata nie znalaz³arutynowego
zastosowania w diagnostyce gruŸlicy.
Obecnie dostêpne molekularne metody
mog¹ byæpomocnew szybkiejdetekcji
mutacji powoduj¹cych opornoœæna leki
przeciwpr¹tkowe, jednak wyniki testów
genetycznych powinny zostaæ potwier-
dzeniemetodamifenotypowymi.
Analiza transmisjigruŸlicy i wykrywania
Ÿróde³ zaka¿enia wymaga mo¿liwoœci
porównywaniaszczepów M. tuberculosis.
Jest to szczególnie wa¿ne w zwi¹zku
z rozprzestrzenianiemsiêszczepów MDR.
W tym celustosowanych jestkilka metod
molekularnych: RFLP/ DNA „ finger-
printing” metoda polega na detekcji
specyficznych fragmentówrestrykcyjnych
poprzezhybrydyzacjê„Southern blot” ze
znakowanymi sondami DNA. Ró¿nice
w wielkoœcifragmentówrestrykcyjnych s¹
wynikiemmutacjipunktowych, delecjilub
rearan¿acjiwobrêbiechromosomu.Analiz¹
t¹ mo¿natypowaæwszystkieizolaty M...
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tuberculosis. Specyficznoœæotrzymanych
wzorów jest zale¿na od liczby kopii
w genomie analizowanej sekwencji
insercyjnejIS6110(19,20).TechnikaRFLP
jest stosowana do œledzenia epidemii,
w badaniach taksonomicznych do ustalania
pokrewieñstwamiêdzygatunkami.
W przypadkudu¿ego podobieñstwaIS6110
RLFPszczepów z kompleksutuberculosis
stosujesiê spoligotyping (21) - metodê
którejpodstaw¹ jestwykrywaniesekwencji
przestrzenipomiêdzykrótkimi elementami
repetytywnymi(DR) obecnymiw chromo-
somalnymlocusDNA wy³¹cznieu M. tu-
berculosiscomplex..Przy znanej, sta³ej
liczbiekopii DR u szczepów wzorcowego
H37Rv i M. bovis mo¿liwe jest analiza
porównawcza wiêkszej liczby szczepów.
Metoda ³¹czy technikê multipleks PCR
z hybrydyzacj¹,jeststosowanado œledzenia
transmisjiszczepówMDRorazodró¿nienia
M. bovis od pozosta³ych gatunków
kompleksutuberculosis.
Nowoczesnemetodybiologiimolekularnej
zrewolucjonizowa³y w ostatnich latach
diagnostykêi badaniaepidemiologiczne
gruŸlicy. Szczególniecennymosi¹gniêciem
wydajesiêb³yskawiczneprzejœcieod badañ
doœwiadczalnych do bezpoœredniejdiagno-
stykimikrobiologicznej.Jednak¿ewdiagno-
stycegruŸlicy, ze wzglêduna specyficzny
charakterchorobyniemo¿napolegaætylko
na jednym, okreœlonymschemacieuzy-
skania potwierdzenia bakteriologicznego
procesuchorobowego. Powszechnieuzna-
nym algorytmem jest ³¹czenie technik
tradycyjnych z nowoczesnymi w celu
szybkiego wykryciaM. tuberculosisw ma-
teriale klinicznym, w³¹czenie skutecznej
terapii lekowej w celu odpr¹tkowania
chorego, a na skutek tego przerwanie
³añcucha transmisjizaka¿enia.

Wed³ug obecnej klasyfikacji mikrobio-
logicznejwszystkiechlamydie nale¿¹ do
rzêdu Chlamydiales, który zawiera jedn¹
rodzinê Chlamydiaceae. Do niedawna
w obrêbie rodziny Chlamydiaceaewyró-
¿niano tylko jeden rodzaj Chlamydia

i zaliczanodo niego wszystkiecztery znane
gatunki chlamydii: C. trachomatis, C.
psittaci, C. pneumonia i C. pecorum.
W 1999roku zaproponowanonow¹ klasy-
fikacjêrodzinyChlamydiaceaei wyró¿niono
w niejdrugi rodzajChlamydophilaw sk³ad
którego wchodz¹ obecnieChlamydophila
psittaci,Chlamydophila pneumoniaeoraz
innegatunkiniemaj¹ceistotnego znaczenia
w patogenezie zaka¿eñ u ludzi. C.
trachomatis pozosta³aw rodzaju Chla-
mydia.Nowaklasyfikacjaniezosta³ajednak
powszechnie zaakceptowana.W piœmien-
nictwie œwiatowym u¿ywa siê obie formy
nazwgatunkowych.

Wszystkiedrobnoustrojenale¿¹cedorzêdu
Chlamydialess¹bezwzglêdnymipaso¿ytami
wewn¹trzkomórkowymi. Ze wzglêdu na
brakzdolnoœcisyntezyw³asnego ATP ich
rozwój jest mo¿liwy tylko wewn¹trz
komórki gospodarza.W zwi¹zkuz tym s¹
czêsto okreœlanejako paso¿ytyenerge-
tyczne. Drobnoustrojete s¹ Gramujemne,
nie wykazuj¹ruchu, nie posiadaj¹mureiny
wstrukturzeœcianykomórkowej.G³ównym
sk³adnikiemœcianykomórkowejjestlipopo-
lisacharyd. Charakterystyczn¹ cech¹
wszystkich chlamydii jest ich unikalny
dwuetapowy cykl rozwojowy. Komórki
bakterii wystêpuj¹ w dwóch formach,
w postaci cia³ka podstawowego EB
(elementary body) lub cia³ka siateczko-
watego RB (reticulatebody). EB spe³nia
funkcjê formy przetrwa³ej i czynnika
inicjuj¹cego zaka¿enie. Jego zbita, zwarta
strukturazapewniakomórceopornoœæna
czynnikiœrodowiska,umo¿liwiaprzetrwanie
poliziekomórkigospodarza,ajednoczeœnie
formatajestzdolnadownikaniai zaka¿ania
kolejnych komórek.RB posiadastrukturê
mniej zwart¹ ni¿ EB, jest form¹ aktywn¹
metabolicznie, mazdolnoœæsyntezyDNA,
RNAi bia³ek.
ChorobotwórczoœæChlamydiapneumoniae
Chlamydia pneumoniae zosta³a uznana
w œwieciejako bardzo czêsty patogen
wzaka¿eniachuk³aduoddechowegouludzi.
Oceniasiê, ¿e wiêkszoœæpopulacjiprze-
chodzi2-3infekcjeChlamydiapneumoniae
wci¹gu¿ycia.Wystêpowanieprzeciwcia³dla
Chlamydia pneumoniae wzrasta wraz
z wiekiemi u osóbdoros³ych przekracza
50%. Zaka¿enieprzenoszonejest drog¹
kropelkow¹ a okres inkubacjiwynosi od
2do4tygodni.Najczêœciejobjawykliniczne
manifestuj¹siêzapaleniemp³ucluboskrzeli,
zapaleniemgard³ai zatok.
Wiêkszoœæzaka¿eñzarównogórnych jak
i dolnych dróg oddechowych wywo³anych
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Diagnostyka laboratoryjna zaka¿eñ
Chlamydia pneumoniae i Chlamydia

trachomatis

Charakterystyka
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Poni¿sz¹ odpowiedŸ zamieszczamy jako
sprostowanie b³êdnych analiz i os¹dów
dotycz¹cych medycznych laboratoriów
diagnostycznych i udzia³ufirmy Diagno-
stykasp. z o.o. w porz¹dkowaniuœwiadczeñ
laboratoryjnych. Dla jasnoœci przedsta-
wionych argumentóww za³¹czeniurównie¿
aplikujemy artyku³który jestprzedmiotem
repliki.

Jestemlekarzem,diagnost¹laboratoryjnym
i kierownikiem du¿ego laboratorium,
wchodz¹cego w sk³adpublicznejplacówki
ochrony zdrowia. Pañstwa artyku³
„Rozdrobnieniewp³ywanajakoœæ”w Med-
info z lutego 2006 wzbudzi³ we mnie
mieszane uczucia. Z jednej strony
zadowolenie,¿ektoœinteresujesiêtakwa¿n¹
dziedzin¹medycyny, jak¹ jest diagnostyka
laboratoryjna, z drugiej zaœ uczucie
za¿enowania liczb¹ b³êdówi przek³amañ
wtakkrótkimtekœcie.
Jak rozumiem,tez¹ Pañstwa artyku³uby³o
udowodnienie przewagi „ jakoœciowej”
du¿ych laboratoriówi firmdiagnostycznych
nad ma³ymi, czêsto rodzinnymi praco-
wniamidzia³aj¹cymiw prywatnymsektorze
us³ug medycznych, a tak¿epromowanie
rozwi¹zañd¹¿¹cych do konsolidacjica³ego
rynku diagnostykilaboratoryjnej, w tym
równie¿placówek publicznych, na drodze
outsourcingu.Jest to wa¿ny i aktualny
problem,o którym mo¿na,a nawet trzeba
dyskutowaæ.Ale powa¿napolemika jest
mo¿liwa tylko wówczas, gdy osoby, które
bior¹ w niej udzia³posiadaj¹odpowiedni¹
wiedzêw danymobszarze. W tej sytuacji
skupiêsiêwiêcwy³¹cznienasprostowaniu
Pañstwanajbardziejra¿¹cychb³êdów.

mylenie pojêæcertyfikacja
i akredytacja. Wymienione certyfikaty,
„chocia¿by certyfikaty RIQUAS" (popra-
wnanazwa to RIQAS)i inne, s¹ wy³¹cznie
certyf ikatami uczestnictwa w danym
programie kontroli. Takie certyfikaty
otrzymuj¹ wszyscyuczestnicyprogramu,
niezale¿nie od jakoœci wykonywanych
badañ.Natomiastcertyfikat ISO, potwie-
rdzaj¹cy spe³nianiewymagañ okreœlonej
normyseriiISO9001,równie¿nieœwiadczy
o jakoœci badañ, ale o wprowadzeniu
systemu zarz¹dzania jakoœci¹ w danej
placówce. Wed³ug dok³adnie tej samej
normy mo¿na certyf ikowaæ fabrykê
gwoŸdzi,wytwórniê pude³ek,szpital jako
ca³oœælublaboratoriummedyczne.
D opiero akredytacja laboratorium
w Polskim Centrum Akredytacjiwed³ug
jednejz dwóch norm: PN-EN ISO 17025
(to jest norma miêdzynarodowa, a nie
„badaniemiêdzynarodowe”) lub PN-EN
ISO 15189 (w tej chwili projekt do
zatwierdzenia)œwiadczyo kompetencjach

technicznych laboratorium,czyli jakoœci
wykonywanych badañ. Innych, wymie-
nianych przez Pañstwa „licznych œcie¿ek
akredytacyjnych”, jak do tej pory, nie ma.
Nale¿ydodaæ,¿ew Polscetak rozumian¹
akredytacjê (wybranych procedur bada-
wczych) posiadatylko jedno z dziewiêciu
wymienionych przezPañstwalaboratoriów,
nale¿¹ceobecniedo firmy Synevo Labo-
ratoriaMedicover.

firmaDiagnostykasp. z o.o. jest
na pewnolideremna rynku pod wieloma
wzglêdami, jednak wymienione przez
Pañstwa certyfikaty uczestnictwa, które
posiadafirma oraz autorskisysteminfor-
matyczny, nie s¹ osi¹gniêciami niedo-
stêpnymidlaszerokiegoogó³ulaboratoriów
(wbrewtwierdzeniomp. dyr. A. Rysia).Jak
na lideraprzysta³o, zabrak³ocertyfikatów
uczestnictwa w takich kontrolach
miêdzynarodowych, jak np. kontrola
hematologiczna Sysmex International
Quality AssuranceSystem/SIQAS/ czy
kontrolaserologicznaorganizowanaprzez
firmê Johnson & Johnson przy udziale
InstytutuHematologii.

przypisanie„wiêkszoœciz istnie-
j¹cych 2412podmiotówjedynieuczestni-
ctwawprogramiePolmicro”jestnieprawd¹,
poniewa¿ program ten jest skierowany
wy³¹cznie do laboratoriów mikrobiolo-
gicznych, które stanowi¹ tylko niewielki
procentogólnejliczby laboratoriówmedy-
cznychwPolsce.

brak w tekœcieinformacji
o programach kontroli jakoœci badañ
prowadzonych ju¿ od ponad25 lat przez
CentralnyOœrodekBadañJakoœciw Dia-
gnostyceLaboratoryjnejw £odzi.Panprof.
A. Brzeziñskiwielepracyi starañpoœwiêci³
tworzeniu powszechnie dostêpnych, bez-
p³atnych programów badañ porówna-
wczych oraz promowaniu standardów
jakoœciw polskich laboratoriach medy-
cznych. Takimi programamis¹ „Program
Powszechny” oraz „Program Centralny”
prowadzonewed³ugpodobnych zasadco
program „Polmicro” (bezp³atny, uczestnik
otrzymujeco roku zaœwiadczenieo jakoœci
oznaczeñ).

b³êdnym jest twierdzenie, ¿e
„wydatkiNFZ-u nabadaniadiagnostyczne
wykazuj¹tendencjêspadkow¹”. Do tejpory
nie uda³osiêKJDL przeforsowaæbezpo-
œredniego kontraktowania badañdiagno-
stycznych, a tendencjêspadkow¹ wykazuje
liczbabadañzlecanych przezlekarzyPOZ
i lekarzyrodzinnych (z przyczynwiado-
mych). Wyjaœniam,ze NFZ nie finansuje
bezpoœredniobadañ diagnostyki labora-
toryjnejtylko procedurymedyczne, których
badanialaboratoryjnes¹czêœci¹.

twierdzenie, ¿epowstanieKIDL
(na mocy ustawy o diagnostycelabora-

toryjnej), mia³o w za³o¿eniu wp³yn¹æ
bezpoœredniona poprawê jakoœcibadañ,
jest du¿ym uproszczeniem. Korporacja
zawodowa czuwa nad realizacj¹podstaw
prawnych wykonywaniazawodu ³ tworzy
klimat sprzyjaj¹cypoprawie jakoœcibadañ,
m.in. poprzezuchwalenieKodeksuEtyki
Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego.
W odpowiedzinazarzut,¿eKIDL „nic nie
robi” w kwestii jakoœcii poprawy samo-
poczuciadyrektorówszpitali i lekarzy, to
informujê,¿e:
- wdiagnostycelaboratoryjnej,jako jednej
z niewieludziedzinmedycyny, standardy
jakoœcis¹ wprowadzanena drodzerozpo-
rz¹dzenia Ministra Zdrowia (u¿ywanie
sformu³owanie „jednolite standardy”jest
b³êdem jêzykowym i w jêzyku polskim
nazywasiêpleonazm),
- powsta³regulaminpracywizytatorów
KIDL, którzybêd¹mieliprawodokontrolii
ocenywykonywaniaczynnoœcidiagnostyki
laboratoryjnej przez diagnostê labora-
toryjnego.

w medycznymlaboratorium
diagnostycznym nie mo¿na zatrudniæ
personelubez odpowiednich kwalifikacji
(patrz:rozporz¹dzenieMZ z 3 marca2004
w sprawie wymagañ, jakim powinno
odpowiadaæmedycznelaboratoriumdia-
gnostyczne).
Jestem ciekawy czy równie¿ ³¹czycie
Pañstwo zwiêkszaj¹c¹ siê ci¹gle liczbê
ujawnionych b³êdów lekarskich z dzia-
³alnoœci¹lubjejbrakiemNIL.

Redakcja.

Po pierwsze:

Po drugie:

Po trzecie:

Po czwarte:

Po pi¹te:

Po szóste:

Po siódme:

Tomasz Sadowski

(...“

Niemajednolitychstandardówocenyjakoœcipracy
laboratoriów. Niemate¿wymagañ,bycertyfikaty
jakoœciposiadaæ.Aletasytuacjamasiêzmieniæ.

Niew¹tpliwie brak jednolitych standradów
i wymogówstawianychlaboratoriompozwalana
rozwójrynkuprywatnychpracowni.Wartoodrazu
przypomnieæ,¿eichmasowyrozwójzacz¹³byæ
mo¿liwypo1989roku.Wtedywystarczy³wpisdo
rejestru dzia³alnoœci gospodarczej. Impulsu
dostarczy³ rozwój prywatnego sektora us³ug
medycznych oraz prywatyzacja (w wyniku
systemowejreformyz1999roku)zak³adówopieki
zdrowotnej,zw³aszczajednostekambulatoryjnych.
Czêstoby³y to 1-2 osobowe firmy rodzinne,
dzia³aj¹cewnaprêdcezaadaptowanych,niezawsze
spe³niaj¹cych odpowiednie warunki, pomie-
szczeniach.Nicdziwnego, ¿ewielelaboratoriównie
gwarantowa³owystarczaj¹cejjakoœcius³ug.Dlatego
pojawi³ysiêpierwsze próbyuregulowania tego
rynku.

Rozdrobnienie wp³ywa na jakoœæ
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Bariery wejœcia.
Poprawiæsytuacjêmia³akoniecznoœærejestrowania
laboratoriówjakoNZOZ-ów, copoci¹ga zasob¹
wymóguzyskaniazgodynadzia³aniewydawanej
przez sanepid. Wprowadzono tak¿eprzepisy
prawne, pozwalaj¹cenakierowanielaboratorium
jedynie osobom posiadaj¹cym odpowiednie
kwalifikacje(aleju¿niezatrudnianemuprzez tê
osobêpersonelowi).Ostatni¹,trzeci¹barier¹mia³o
byæ powstanie Krajowej Izby Diagnostów
Laboratoryjnych.Mia³o, bo jednaksytuacjido
koñcanieuzdrowi³o.Ci¹gledyrektorzyszpitalinie
mog¹ byæpewnijakoœcibadañ.A naporz¹dku
dziennyms¹sytuacje, ¿elekarzzastanawiasiê,czy
powiadomiæ laboratorium b¹dŸ dyrektora
opowsta³ymb³êdziediagnostycznym,czypoprostu
zleciæwykonaniebadaniajeszczeraz.
Obligatoryjnajakoœæ.
– Dopiero terazprzygotowywanes¹ przez zespó³
wdra¿aniasystemówjakoœcistandardy, nak³a-
daj¹ce obligatoryjnie obowi¹zek uczestnictwa
w polskimprogramiebadaniajakoœælub innych
badaniachmiêdzynarodowych,jaknp. ISO17025
–mówiprof.JanKantyKulpa,krajowykonsultant
w dziedzinie diagnostyki laboratoryjnej –
Ogromnymsukcesembêdzie, je¿eliwszystkie
laboratoriabêd¹podlegaæprogramowi–dodaje.Ale
ju¿ dziœistniejewielecertyfikatówi œcie¿ek
akredytacyjnych. Nale¿¹ do nich chocia¿by
certyfikatyRIQUAS (brytyjskiegolaboratorium
referencyjnego Random), certyfikaty fiñskiego
Labquality, UrinanalysysProficiencyStudyfirmy
Bayer. Istniej¹te¿uregulowaniarodzime–Krajowy
ProgramKontroli Jakoœciprowadzony przez
CentralnyOœrodekBadañJakoœciwDiagnostyce
LaboratoryjnejorazPolmicro, prowadzoneprzy
wspó³udzialeNarodowegoInstytutuZdrowia.
Popularny,tani.
Mimotegozdecydowanawiêkszoœæz istniej¹cych
2412 podmiotów, bo tyle liczy sobierejestr
prowadzonyprzez Krajow¹RadêDiagnostów
Laboratoryjnych, zdecydowa³a siê jedynie na
uczestnictwo w zapocz¹tkowanymw 1994roku
programie Polmicro. Czyli Ogólnopolskim
ZewnêtrznymSprawdzianieWiarygodnoœciBadañ
Mikrobiologicznych,jak brzmipe³najegonazwa.
Programobejmujezarównosprawdzianpraktyczny
jaki teoretyczny. Odbywasiêcoroczniei sk³adasiê
z 2,3 czêœci.W sprawdzianie praktycznym
laboratoriumokreœlawra¿liwoœænaantybiotyki,
analizujemechanizmy lekoopornoœcinades³anych
szczepówbakteryjnych.CentralnyOœrodekBadañ
Jakoœci w Diagnostyce Mikrobiologicznej
(COBJDM),który jestorganizatoremprogramu,
posiadaszczepyreferencyjneorazszczepykontrolne

bakterii. Sprawdzian teoretyczny polega na
odpowiedzi na nades³anepytaniaz zakresu
mikrobiologicznejdiagnostykiklinicznej.Wyniki
testóws¹poufne– otrzymuj¹jedynieuczestnicz¹ce
w sprawdzianielaboratorium.Laboratoriumpo
pomyœlnym zdaniu sprawdzianu otrzymuje
specjalnepisemnezaœwiadczenie, ¿e pracownia
uzyska³a dobry wynik w Sprawdzeniu
WiarygodnoœciBadañw Mikrobiologii. Takie
zaœwiadczenie podnosi presti¿ laboratorium.
Laboratoria,którebior¹udzia³wsprawdzianach,
nie tylko potwierdzaj¹ w nich wiarygodnoœæ
prowadzonychprzez niebadañorazuzyskiwanych
wyników, alei wysokiekwalifikacjepracowników.
Uczestnictwo w Polmicro u³atwia uzyskanie
akredytacji,a w przypadkuuzyskaniaz³ych
wyników– wykryciei usuniêcianieprawid³owoœci.
Jednaksukcesjegopopularnoœcitkwizupe³niegdzie
indziej.Popierwsze, jesttojedynytegotypuprogram
zalecanyprzez MinisterstwoZdrowia.Podrugie,
i znaczniewa¿niejsze, jako jedynatego typu
procedurasprawdzaj¹ca,jestabsolutniebezp³atna.
Dla porównaniawprowadzonymprzez Kolegium
MedycynyLaboratoryjnej(wewspó³pracyzfiñskim
Labquality)PowszechnymProgramieZewnêtrznej
OcenyJakoœciw MedycynieLaboratoryjnej–
PPZOJMED sprawdzian badania moczu
(badanieogólneorazosadu)kosztuje255z³otych
zapróbkê,posiewkrwi – 520z³otych.Program
dostêpnyjestdlaka¿degolaboratoriumi obejmuje
swoimzakresem:chemiêkliniczn¹,hematologiê,
koagulologiê,serologiêgrup krwi, immunologiê,
toksykologiê,mikrobiologiê,genetykêkliniczn¹
orazhistopatologiê.
Du¿estaæ.
Trochêniemacosiêdziwiæ,¿elaboratoriawybieraj¹
tañsze rozwi¹zania. Przy sta³ym wzroœcie
wydatkówna leki, wydatki NFZ na badania
diagnostyczne wykazuj¹ tendencjê spadkow¹.
A przecie¿nie tylko certyfikatyi akredytacje
œwiadcz¹o jakoœci.Wp³ywa na ni¹ przede
wszystkimcodziennai pracoch³onnakontrolanad
procesemanalitycznym:kalibracjaanalizatorów
oraz wielopoziomowa kontrola dok³adnoœci
i odtwarzalnoœciprowadzonychnanimbadañ.–To
najczêstsze Ÿród³o oszczêdnoœci w ma³ych
laboratoriach,bos¹tokosztowneprocedury–mówi
WojciechBudacz,dyrektorzarz¹dzaj¹cy Synevo,
spó³k¹-córk¹Medicovera.Dziœfirma skupia
dziewiêælaboratoriów, alejejambicj¹jeststaæsiê
lideremnarynku.Laboratoriaspó³kiposiadaj¹
certyfikatyjakoœciISO 17025.– W du¿ych
sieciachmo¿napozwoliæsobienaroz³o¿enietych
kosztówna liczbêi zakreswykonywanychbadañ,

dziêki czemu nadal mo¿emy zaoferowaæ
konkurencyjnestawki– dodajeBudacz.Jednak
lideremnarynku,nietylkozreszt¹podwzglêdem
iloœcicertyfikatówi akredytacji,jestDiagnostyka
sp. z o.o. Wszystkiez 20 pracownibior¹udzia³
wzewn¹trzlaboratoryjnych,krajowychi miêdzyna-
rodowych programach kontroli jakoœci, jak
RIQUAS, Labquality, UrinanalysysProficiency
Studyorazw Krajowych ProgramachKontroli
Jakoœcii Polmicro. Oprócztegomaj¹ISO9001:
2000– Tworzyliœmy te¿LaboratoryjnySystem
Informatyczny LIS-Tech, koordynuj¹cy pracê
analizatorów, pozwalaj¹cynadystrybucjêwyników,
zarz¹dzaniemagazynami,tworzeniebazydanych
i pozwalaj¹cy na zarz¹dzanienimi – mówi
AndrzejRyœ,dyrektords. rozwojufirmy. – Du¿e
laboratorium,wykonuj¹cedu¿eiloœcioznaczeñ,jest
wstanieskuteczniedbaæojakoœæoznaczeñ.Jesttak
dlatego, ¿e jesteœmy w stanie inwestowaæ
w informatyczne systemy wspomagaj¹ ce
dwustopniow¹(automatyczn¹i rêczn¹)walidacjê
wyników. Typowe laboratorium szpitala
powiatowego(jestichoko³o700),którewykonuje
rocznie150-200tysiêcy badañ,mo¿ejedynie
pomarzyæotakichnarzêdziach.Podobniez innymi
mniejszymi pracowniami. Widaæ wiêc, ¿e
konsolidacjarynku, mimosprzeciwuKrajowej
RadyDiagnostykiLaboratoryjnej,mo¿epomóc
tak¿e w podniesieniu jakoœci us³ug. Dla
porównaniawNiemczech,mimoi¿badañwykonuje
siêwiêcej,liczbapracownidiagnostycznych jest
o po³owê mniejsza. Tym lepiej widaæ, jak
rozdrobniona jest polska diagnostyka. Dla
obni¿eniakosztównaca³ymœwiecietworzysiêdu¿e
centradiagnostyczne, u którychoutsourcingujesiê
wykonaniebadañ.Du¿epracowniemaj¹wiêksze
mo¿liwoœcinegocjacjicenodczynników, zakupu
nowychmaszyn.
WPolscemamytrzytypypracowni.

Hematologia, koagulologia, analityka ogólna,
biochemia
8-godzinnadostêpnoœæprzez6dniwtygodniu.

Hematologia, koagulologia, analityka ogólna,
biochemia,jonogramy,gazometria,immunochemia
24-godzinnadostêpnoœæprzez7dniwtygodniu.

W¹skiokreœlonyprofilbadañspecjalistycznych(np.
hormony, fenotypizacja,markery onkologiczne,
autoprzeciwcia³a)8-godzinnadostêpnoœæprzez 6
dniwtygodniu.

Autor: AgnieszkaKatrynicz,PiotrDerentowicz
•ród³o:Med.-Info02.2006“
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Zarz¹dzanie medycznym
laboratorium diagnostycznym

w aspekcie
ekonomiczno - finansowym

Zapocz¹tkowane w 1999 r. przez
reformêopiekizdrowotnejzmianyzasad
funkcjonowanias³u¿by zdrowia spowo-
dowa³y pocz¹tek dzia³aniakonkuren-
cyjnego rynku us³ug medycznych,
a zmianyzasadfinansowaniazak³adów
opieki zdrowotnej wp³ynê³yna wzrost
znaczeniajakoœciœwiadczonych us³ug
i racjonalizacjikosztów.
Zak³adopiekizdrowotnejsta³siêfirm¹,
przedsiêbiorstwem o humanitarnym
przes³aniu, jednak ze wszystkimi
elementami dzia³alnoœci gospodarczej
wykonywanej w sposóbzorganizowany
z okreœlonym miejscem i czasem
œwiadczeniawykonywanych us³ug,oraz
dzia³aj¹cejw oparciuo rzetelnepostawy
ekonomiczne.
Zasadyefektywnego zarz¹dzaniai skute-
cznej dzia³alnoœcioperacyjnejdotycz¹
równie¿czynnikasukcesufirmy, którym
jest Ÿród³o finansowania i dyscyplina
finansowa.
Wy¿ej wymienione zmiany dotycz¹
równie¿ medycznych laboratoriów
diagnostycznych dzia³aj¹cych na rynku
us³ug medycznych jako jednostki
organizacyjne publicznych zak³adów
opiekizdrowotnej,orazjakosamodzielnie
dzia³aj¹ceniepubliczne zak³adyopieki
zdrowotnej.
Art. 16 Ustawy z dnia 27 lipca 2001r.
o diagnostycelaboratoryjnej - wyci¹g
“Czynnoœci diagnostyki laboratoryjnej
przeprowadzane przez diagnostê
laboratoryjnego wykonywane s¹
wlaboratorium,”
Art. 17 punkt 1 w/w Ustawy - wyci¹g
Laboratorium jest zak³adem opieki
zdrowotnejw rozumieniuUstawy z dnia
30 sierpnia 1991r. o zak³adach opieki
zdrowotnej,
Art.17 punkt 2 w/w Ustawy Labora-
torium mo¿e byæ tak¿e jednostk¹
organizacyjn¹zak³aduopiekizdrowotnej,
jednostki badawczo rozwojowej albo
wy¿szejuczelnimedycznej.
Wy¿ej przytoczone artyku³y Ustawy
o diagnostycelaboratoryjnej nakazuj¹
postrzegaæ laboratorium diagnostyki
medycznejjakojednostkêgospodarcz¹.
Dla skutecznego zarz¹dzaniai pra-
wid³owego funkcjonowania jednostki
gospodarczejkoniecznejestdokonywanie

analizysytuacjiekonomiczno-finansowej.
Informacjedostarczaneprzezrachunko-
woœæi wnikliwa obserwacja trendów
zmianpozwalanawyci¹ganiewnioskówo
sytuacjifirmy w przysz³oœcii w porê
reagowaænazmiany.
G³ównymzadaniemrachunkowoœcijest
stosowanie zasad, aby w sposób
prawid³owy, rzetelnyi jasnyw sporz¹-
dzonych sprawozdaniach finansowych
przedstawiæsytuacjê:

maj¹tkow¹,
finansow¹,
wynikfinansowy.

Wynikfinansowyjesttowyra¿onywmier-
niku pieniê¿nym rezultat dzia³alnoœci
jednostkigospodarczejwdanymokresie.
Mo¿eon wystêpowaæw postacizysku
nettolubstraty.
Laboratorium diagnostyki medycznej
dzia³aj¹cena rynku us³ugmedycznych
jako NiepublicznyZak³adOpieki Zdro-
wotnejpodlegaRozporz¹dzeniuMinistra
Finansówz dnia 26 sierpnia 2003roku
wsprawieprowadzeniapodatkowejksiêgi
przychodówi rozchodów.
Ksiêga przychodów i rozchodów jest
uproszczon¹forma prowadzeniarachu-
nkowoœci,mo¿ebyæstosowaneprzeztych
podatników, którzy osi¹gaj¹ nie du¿e
dochody i nie musz¹ prowadziæpe³nej
rachunkowoœciw postaci ksi¹g poda-
tkowych.
W przypadku,gdylaboratoriumdiagno-
stykimedycznejjest jednostk¹organiza-
cyjn¹ publicznego zak³aduopieki zdro-
wotnejzasadyrachunkukosztówreguluje:
- artyku³62Ustawyz dnia30sierpnia
1991r. o zak³adach opieki zdrowotnej-
wyci¹g-
“ Minister Zdrowia i Opieki Spo³e-
cznejokreœlaw drodzerozporz¹dzenia,
szczególne zasady rachunku kosztów
w publicznych zak³adach opieki zdro-
wotnej.”
- Rozporz¹dzenieMinistra Zdrowia
i OpiekiSpo³ecznej
- z dnia 22 grudnia 1998 roku
w sprawie szczególnych zasadrachunku
kosztóww publicznych zak³adach opieki
zdrowotnejzarz¹dza:
wyodrêbnieniew strukturze organiza-
cyjnej publicznego zak³adu opieki
zdrowotnej komórek organizacyjnych,
które tworz¹ miejsca powstawania
kosztów,zwane„ oœrodkamikosztów”.
-Oœrodkikosztówdzielisiêna:
1.oœrodkikosztów dzia³alnoœcipodsta-

wowej,
2. oœrodkikosztówdzia³alnoœcipomo-
cniczej,
3. oœrodekkosztówzwi¹zanych z za-
rz¹dzaniem zak³adem jako ca³oœci¹
zwanym„oœrodkiemkosztówzarz¹du”.
Z regu³y laboratorium diagnostyki
medycznej przypisane jest oœrodkowi
kosztów zwi¹zanym z wykonywaniem
dzia³alnoœciwspomagaj¹cej dzia³alnoœæ
podstawow¹, zwanymdalej „oœrodkiem
kosztówdzia³alnoœcipomocniczej”.
Noœnikamikosztóww oœrodkukosztów
dzia³alnoœci pomocniczej s¹ us³ugi
œwiadczoneprzeztenoœrodek.
W laboratoriumdiagnostykimedycznej
noœnikamikosztów s¹ badanialabora-
toryjne.
Dlategowa¿nyi koniecznyjestwykaz:
wszystkich rodzajów wykonywanych

badañ w laboratorium diagnostyki
medycznej,
cennikbadañ,
ewidencja iloœciowo - rodzajowa

wykonanychbadañ.
W laboratoriumdiagnostykimedycznej
publicznegozak³aduopiekizdrowotnej
wyró¿niamy dwie grupy kosztów
dzia³alnoœci:
A )kosztybezpoœrednie,
B)kosztypoœrednie.
Rodzajekosztówbezpoœrednich:
1. materia³ydobadañdiagnostycznych
(reagenty,materia³yodniesienia),
2. sprzêt jednorazowy do pobierania
próbekdobadañ,
3. pozosta³y sprzêt laboratoryjny
jednorazowy,
4. œrodkiopatrunkowe,
5. œrodkidezynfekuj¹ce, czystoœciowe,
odzie¿ochronna,
6. zu¿ycieenergii(elektryczna,cieplna,
gaz,woda),
7. us³ugi ( konserwacja i naprawa
sprzêtu, ³¹cznoœæ, poczta, transport,
utrzymanieczystoœci,wywóznieczystoœci
i utylizacja,pralnia),
8. wynagrodzeniaosobowe,
9. pochodne wynagrodzeñ ( sk³adki
ZUS,FunduszPracy,odpisynaZFŒS),
10. amortyzacja.
Koszty poœrednie rozliczane s¹ wg
ustalonych kryteriów przez Dyrekcjê
Publicznego Zak³adu Opieki Zdrowo-
tnej,mog¹ byæujmowaneze szczegó³o-
woœci¹ odpowiadaj¹ c¹ uk³adowi
rodzajowemukosztów.

!
!
!

!
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PRAWA WYKONYWANIA ZAWODU
DIAGNOSTY LABORA TORYJNEGO

DOTYCZ¥CA

Biuro Krajowej Izby Diagnostów Laboratoryjnych uprzejmie informuje, ¿e sukcesywniewydawany jest dokument

Do koñcaczerwca2006r. PT DiagnoœciLaboratoryjni posiadaj¹cynumerwpisuna listêdiagnostów

“Prawo Wykonywania Zawodu DiagnostyLaboratoryjnego”
tymdiagnostomlaboratoryjnym,którzy:

posiadaj¹brakiwdokumentacji,
zalegaj¹zp³atnoœci¹obligatoryjnychsk³adekcz³onkowskich,
dot¹dprzes³aliswojezdjêciawinnymformacieni¿3,5cmx4,5cm,gdy¿pozmniejszeniutychzdjêædowymaganegoformatu

okazujesiê,¿etwarznazdjêciujestnieczytelna.

Wprzypadkudostarczeniaprzezdiagnostêwrazzdokumentaminieaktualnychzdjêæ(np.sprzedkilkunastulat),KIDL niebêdzie
ponosiæodpowiedzialnoœcizawynik³eztegopowoduproblemylubkonsekwencje.

“PrawoWykonywaniaZawoduDiagnostyLaboratoryjnego”.

od 04501do 06000
proszeni s¹ o dokonanie w/w wp³aty, przys³ania jej kserokopii oraz uzupe³nienia ewentualnych braków
wdokumentacji.

Dokument “Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego” jest wysy³any, listem poleconym za
zwrotnympotwierdzeniemodbioru,naadresdokorespondencjiznajduj¹cy siêwdokumentacjiKIDL.

W przypadku nieodebrania listu poleconegoi zwrotu przesy³ki przez pocztê do biura KIDL - powtórne przes³anie
dokumentubêdziemo¿liwenapisemn¹ proœbê do
tychzPañstwa,którychdotyczyæbêdzieniedorêczeniew/w przesy³ki.

Zwracamy równie¿ uwagê, ¿e dokument nie zostanie
wystawiony i niebêdziewys³any

WYDANIE NOWEGO DOKUMENTU Z NOWYM ZDJÊCIEM BÊDZIE MO¯LIWE NA PISEMN¥ PROŒBÊ
I DODATKOWYKOSZTOSOBYZAINTERESO WANEJ.

PRZ Y PO M N I E N I E :

kserokopiê dowodu wp³aty z do³¹czon¹ czyteln¹ informacj¹
zawieraj¹c¹ w/w tytu³ wp³aty, imiê i nazwisko oraz numer wpisu na listê diagnostów
laboratoryjnych,

Chc¹c otrzymaædokument nale¿y:
wp³aciæ100z³.

przes³aædo biura KIDL

przes³aætak¿ezaœwiadczenie lekarskie

“PrawoWykonywaniaZawoduDiagnostyLaboratoryjnego”
nakonto KIDL zgodniez uchwa³¹ nr 60/2004KRDL z dnia17 grudnia2004r.,

tytu³em“Wp³atanarzeczKIDL nadzia³alnoœæstatutow¹”,

o staniezdrowiastwierdzaj¹cezdolnoœædo wykonywania
czynnoœcidiagnostylaboratoryjnegozgodniezart.9ust.1pkt.4ustawyodiagnostycelaboratoryjnej.

�

�

�

PT DiagnostaLaboratoryjny wew³asnym interesiejestzobowi¹zany skontaktowaæ
siê z Dzia³em Diagnostów KIDL (022 741-21-57)w celu uzyskania informacji
o ewentualnych brakach w dokumentach i/lub zobowi¹zaniach finansowych
wzglêdemIzby.

PROSIMY O PILNE AKTU ALIZO WANIE
ZMIENIONY CH ADRESÓW DO KORESPONDENCJI.

U WA GA :

i zadodatkow¹ op³at¹ poniesionych kosztówponownegowys³ania

�

�

�
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RODZAJE P£YNÓW Z JAM CIA£A

Charakterystykap³ynówz jamcia³a
Przesiêki

Wysiêkizapalne nienowotworowe
P³ynynowotworowe

DIAGNOSTYKA LABORATORYJNA
P£YNÓW Z JAM CIA£A

Do surowiczych jam cia³azaliczamy: dwie
jamy op³ucnowe, jamê otrzewn¹ i jamê
osierdziow¹. Wszystkiejamy cia³awyœcie-
lone s¹ b³on¹ surowicz¹ tzw. blaszk¹
trzewn¹i blaszk¹œcienn¹.B³onêsurowicz¹
tworzy cienka warstwa tkanki ³¹cznej,
pokryta jedn¹ warstw¹ sp³aszczonych
komórektzw.komórekmiêdzyb³onka.
W warunkach fizjologicznych obie blaszki
stykaj¹siê ze sob¹ tworz¹c bardzow¹sk¹
szczelinê,w której znajdujesiê niewielka
iloœæ p³ynu, Fizjologicznie p³yn nisko-
bia³kowy z niewielk¹ iloœci¹limfocytów
i komórek miêdzyb³onka. P³yn jest
potrzebny do zwil¿ania obu blaszek.
Natomiast w warunkach patologicznych
miêdzyblaszk¹trzewn¹ i blaszk¹œcienn¹
gromadzisiêdu¿ailoœæp³ynu. W wyniku
nadmiaru p³ynu tworzysiêjamasurowicza
w pe³nym tego s³owa znaczeniu.P³yn
wysiêkowy mo¿emieæcharaktersurowiczy,
lipemiczny, krwisty lub ropny. P³yny
przesiêkowe w zale¿noœciod miejscaich
gromadzenianosz¹nazwê:
Hydrothorax - p³yn surowiczy w jamie
op³ucnowej,
Hydropericardium - p³yn surowiczy
wworkuosierdziowym,
Ascites- p³ynsurowiczyw jamieotrzewnej
(p³ynpuchlinowy).

P³yny gromadz¹ce siê w surowiczych
jamach cia³amog¹mieæcharakterprzesiêku
lubwysiêku(Rycina1.)

Rycina1.
Algorytmpodzia³up³ynówzjamcia³a.

Obni¿oneciœnienieonkotycznelubwysokie
ciœnieniehydrostatycznepowoduje wydo-

stawanie siê p³ynnych, niebia³kowych
sk³adnikówkrwi z ³o¿yskanaczyniowego.
Wewn¹ trznaczyniowy p³yn pozako-
mórkowytzw.osoczeprzesi¹kaprzezœcianê
naczyñbezich uszkodzenia,gromadz¹csiê
wsurowiczejjamiejakoprzesiêk.
Przesiêkito p³yny niezapalne, przejrzyste
o barwiebursztynowej.Ich cech¹ charakte-
rystyczn¹jestniskiciê¿arw³aœciwy<1,015
g/ dl oraz niskie stê¿enie bia³ka nie
przekraczaj¹ce 3,0 g/ dl. W badaniu
mikroskopowymstwierdzasiê:
1. nieliczne, z³uszczonekomórki miêdzy-
b³onka
2.histiocytytzw.makrofagi
3.pojedynczelimfocyty
4. sporadyczne granulocyty obojêtno-
ch³onne.
Najczêstsz¹ przyczyn¹ powstawania
przesiêkujest
1.hipoproteinemia
2.hipoalbuminemia
3.niewydolnoœækr¹¿enia
4.niektórewadyserca
5.marskoœæw¹troby
6.zespó³nerczycowy.

Wysiêkigromadz¹siêwsurowiczychjamach
cia³a na skutek uszkodzenia naczyñ
krwionoœnych przez czynnik chorobo-
twórczy, urazmechanicznylub mia¿dzycê
naczyñ.Wysiêkis¹top³ynyzapalneobarwie
ciemno¿ó³tej, krwistej, mlecznej lub
brunatne, przewa¿nienieprzejrzyste, mêtne
z domieszk¹fibrynogenu i czêstokrzepn¹-
cychnicifibryny(w³óknika).Wporównaniu
do przesiêkówcharakteryzuj¹ siêwysokim
ciê¿aremw³aœciwym>1,016g/dl i stê¿e-
niembia³ka> 3,5g/dl.
W badaniumikroskopowym stwierdzasiê:

komórkimiêdzyb³onka,granulocyty,mono-
cyty, makrofagi, limfocyty, plazmocyty,
komórkiLE.
W zale¿noœciod czynnikaetiologicznego

p³yny wysiêkowe charakteryzuj¹ tzw.
odczynykomórkowe:
Etiologiabakteryjna p³yn zapalny, cech¹

charakterystyczn¹ jest odczyn granulo-
cytowy, neutrofile pokrywaj¹ ca³e pole
widzenia
etiologiagruŸliczacharakterystycznema³e

limfocytyT
etiologia wirusowa dominuj¹ g³ównie

limfocytyBi plazmocyty
etiologia alergiczna i paso¿ytnicza -

granulocyty kwasoch³onne stanowi¹
powy¿ej10%wszystkichkomórek
etiologiaautoimmunologicznaw obrazie

cytologicznymp³ynu dominuj¹ monocyty
i makrofagi
etiologia mia¿dzycowa du¿aprzewaga

makrofagówi komórekpiankowatych
d³ugo zalegaj¹cy wysiêk lub zejœciowa

forma wysiêku pod wp³ywem leczenia
farmakologicznego makrofagi,przybiera-
j¹ceformêkomóreksygnetowatych
wysiêkkrwisty makrofagioraz obecna

w nich hemosyderyna jako pozosta³oœæpo
strawionycherytrocytach(komórki¿erne)
wysiêk z mieszanymsk³ademkomór-

kowym-odczynnieswoistegopodra¿nienia.

Nowotworowe p³yny zapalne powstaj¹
najczêœciejna skutek embolizacjinaczyñ
krwionoœnych. Niezale¿nie od sposobu
inwazjikomóreknowotworowych do b³on
surowiczych, komórki nowotworowe
naciekaj¹i wrastaj¹donaczyñkrwionoœnych
i limfatycznych. Rozrost nowotworowy
prowadzidozarastanianaczyñi zwiêkszonej
ich przepuszczalnoœci,co potêgujegroma-
dzeniesiê p³ynu w jamach surowiczych.
P³yn mo¿e mieæ charakter przesiêku,
wysiêkulub p³ynu mieszanego, mo¿ebyæ
bogatolububogokomórkowyz obecnoœci¹
lubbezkomóreknowotworowych.
Obecnoœæ komórek nowotworowych
w p³ynie wysiêkowym w du¿ymstopniu
zale¿yod szybkoœcitworzeniai resorpcji
p³ynu. Komórki te pojawiaj¹ siêw p³ynie
dopiero w wyniku ich z³uszczania
z nacieczonychb³onsurowiczychodstrony
jam cia³a. Natomiast wczesny proces
nowotworowy stymuluje transformacjê
komórek miêdzyb³onka powoduj¹ c
nadmierneichz³uszczanie.

Bezpoœrednimwskazaniemdo nak³ucia
jamy cia³a jest obecnoœæw niej p³ynu
oniejasnejetiologii.
Celembadaniap³ynu jest okreœleniejego
rodzaju, czynnika etiologicznego na
podstawie cech fizycznych, parametrów
biochemicznych,hematologicznych i badañ
mikrobiologicznych. Wynik badaniap³ynu
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P£YNY Z JAM CIA£A

PRZESIÊKI WYSIÊKI MIESZANE

P£YNY
NIEZAPALNE

P£YNY
NOWOTWOROWE

P£YNY
ZAPALNE
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BAKTERYJNE
WIRUSOWE
GRU•LICZE
PASO¯YTNICZE
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mo¿es³u¿yædo monitorowanialeczeniai
rokowania.

P³yn niezale¿nieod jego rodzaju(wysiêk,
przesiêkczy p³yn mieszany)pobierasiê
przeznak³uciejamy cia³aig³¹ punkcyjn¹.
P³yn pobiera lekarz w godzinach
przedpo³udniowych, co zapewnia
wykonanie badania w dniu pobrania
materia³u.
P³ynnale¿ypobraædotrzechpojemników:
1. 50-100ml p³ynu naskrzep - do badania
cech fizycznych i parametrów bioche-
micznych
2. 10-20ml p³ynu na antykoagulant do
badañcytologicznych
3. do sterylnejprobówkilub bezpoœrednio
ma pod³o¿e transportowo - do badañ
mikrobiologicznych.
Zawsze, równoczeœniez pobraniemp³ynu
nale¿ypobraæpacjentowi 5 ml krwi na
skrzep. Ma to naceluporównaniestê¿enia
badanych sk³adnikóww p³yniei surowicy
oraz wyliczeniewspó³czynnika.Wspó³-
czynnik(Q) dladanejsubstancjiX oblicza
siêwed³ugwzoru:
Qx = stê¿eniesubstancjiX w p³ynie /
stê¿eniesubstancjiX wsurowicy.
Równoleg³aocenabadanych parametrów
w p³ynie i surowicy w tym samym
laboratorium,t¹ sam¹ metod¹, na tym
samym aparaciei podczastego samego
cyklu analitycznego dostarcza pe³nej
i niezbêdnej informacji przydatnej do
interpretacjiwyniku.
Algorytmbadaniap³ynu
1.Okreœleniecechfizycznych
2.Oznaczenieliczbykomórekw1µlp³ynu
3.Wykonanie kilku preparatów cytologi-
cznychwcytowirówce
4.Wykonaniebadañmikrobiologicznych
5. Odwirowaniep³ynu i krwi pobranejna
skrzep
6. Wykonanie badañ biochemicznych
w p³yniei krwi pacjentaorazwyliczenieQ
dlaoznaczanychparametrów
7.Badaniemikroskopowekomórek
8.Interpretacjawynikówz uwzglêdnieniem
wszystkichwykonanychbadañ.

Przyoceniecech fizycznychnale¿ybraæpod

uwagê:barwêp³ynu (przedi po odwiro-
waniu),przejrzystoœæ(przedi po odwiro-
waniu),ciê¿arw³aœciwy, osmolalnoœæ,pH,
tendencjêdo wykrzepiania oraz próbê
Rivalty.

Do podstawowych badañbiochemicznych
wykonywanych jednoczeœniew p³ynie i
surowicy krwi nale¿y stê¿enie bia³ka
ca³kowitego i aktywnoœæLDH. Natomiast
do badañ ze wskazañnale¿y:stê¿enie
glukozy,albumin,cholesteroluca³kowitegoi
LDL, fibrynogenu, bilirubiny, CRP,
aktywnoœæ á-amylazy, lateks R, ASO,
cytokiny pozapalne i nowotworowe,
markery nowotworowe (w szczególnoœci
CEA i AFP), przeciwcia³aswoistez klasy
IgG i IgM w kierunku Mycobacterium
tuberculosis.

Badaniemikroskopowe komórekobejmuje
badanie:
iloœciowe(cytoza)ogólnaliczbakomórek

w 1µl p³ynu ( p³yn + oczynnikSamsona
wstosunku1:10)
iloœciowe (granulocytoza) - liczba

granulocytóww1l p³ynu(p³yn+ odczynnik
Türkawstosunku1:10)
jakoœciowe ró¿nicowaniekomóreki ocena

ichmorfologii.

Diagnostykamikrobiologicznapolega na
wykonaniu i ocenie preparatu bezpo-
œredniego z osaduodwirowanego p³ynu,
posiewienarutynowyzestaw pod³ó¿w kie-
runku bakterii tlenowych, beztlenowych,
grzybówi pr¹tkówgruŸlicy(je¿elilekarznie
zaleciinaczej).
Rutynowy zestaw pod³ó¿ Mikrobiolo-
gicznych:
agarkrwawylubczekoladowy
pod³o¿e z cetrynidem dla pa³eczek

Pseudo-monas
pod³o¿e Saboroud'a przeznaczone do

hodowli grzybów
·pod³o¿eChapmanadlagronkowców
pod³o¿e Mac Concey'a do hodowli

i identyfikacjipa³eczekEnterobacteriaceae
W przypadkuetiologiigruŸliczejhodowla
p³ynu oparta jestna metodziekonwencjo-

nalnej lub metodzie
automatycznej,która
nale¿ydo metodszyb-
kich.Kolejnymetapem
diagnostykijest ocena
morfologii wyros³ych
kolonii orazokreœlenie
lekowra¿liwoœciwyho-
dowanych szczepów

antybiogram.

Przy wspó³czesnym rozwoju medycyny
badaniep³ynówzjamcia³atylkowkierunku
okreœleniaczy jest to wysiêkczy przesiêk
posiada nisk¹ wartoœæ diagnostyczn¹.
Lekarz powinien otrzymaækompleksowy
wynik badania,który wskazujeczynnik
etiologicznyoraz okreœlastopieñ zaawan-
sowania procesu chorobowego. Badanie
p³ynów jest wielokierunkowe i praco-
ch³onne, wymaga od diagnostylabora-
toryjnego nabytej wiedzyi doœwiadczenia.
Do prawid³owej interpretacji wyniku
niezbêdnajestœcis³awspó³pracadiagnosty
laboratoryjnego z klinicyst¹ lecz¹cym
pacjenta.

Dr hab.n.med.MariaMantur,
MagdalenaBorowiec
Zak³adLaboratoryjnej DiagnostykiKlini-
cznej,AkademiaMedycznawBia³ymstoku.

Ca³kowity koszt wykonania statystycznie
pojedynczego badania laboratoryjnego
wyliczasiêprzezpodzieleniesumy kosztów
bezpoœrednich i poœrednich przez iloœæ
wykonanych badañ laboratoryjnych
wdanymokresierozliczeniowym.
Znajomoœæudzia³ukosztówrodzajowych
w wyliczonym koszcie statystycznie
pojedynczego badanialaboratoryjnego jest
bardzowa¿n¹ i konieczn¹informacj¹ dla
kierownika laboratorium diagnostyki
medycznejs³u¿¹c¹do:

wyliczeniai monitorowaniaprawid³owej
ceny poszczególnych rodzajów badañ
laboratoryjnych,

dla monitorowaniazmianzwi¹zanych z
obni¿eniemwzglêdniez podwy¿szeniem
iloœcibadañ,

dok³adnego analizowania kosztów
zmiennych.,

do anal i zowani a wskaŸni ków
ekonomiczno-finansowych.

Analiza wskaŸnikowa progu rentownoœci
i wskaŸnika zyskownoœci, pozwala na
prognozowanie rozwoju i mo¿liwych
zagro¿eñsytuacjifinansowej laboratorium
diagnostykimedycznej.

Pobieraniemateria³udobadañ

Badaniecechfizycznych

Badaniabiochemiczne

Cytodiagnostykap³ynu

Badaniamikrobiologiczne

Podsumowanie

7

7

7

7
7

7

7
7
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CECHA FIZYCZNA PRZESIÊK WYSIÊK
Przejrzystoœæ Klarowny Mêtny

Ciê¿ar w³aœciwy <1,016 >1,018
Próba Rivalty (-) (+)
Tendencja do
wykrzepiania

(-) (+)

Tabela 1. Porównanie przesiêku i wysiêku  na podstawie cech
fizycznych




