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W p o w s z e c h n e j
d y s k u s j i n a d
u s z c z e l n i e n i e m
przep³ywu publicznych
œrodków pieniê¿nych w
s³u¿b ie zdrowia z
pominiêciem pacjenta
warto zapytaæ, czy nie
prowadz¹ do tego celu
inne drogi ni¿ Te, które
w s k a z u j ¹ m e d i a .
P r o f e s o r A n n a
Wilmowska ze Szko³y

Zdrowia Publicznego CMKP dostrzega tak¹
drogê. Oto w Jej wskazaniach jest potrzeba
dyskusji merytorycznej na temat ubezpieczenia
ryzyka choroby.

Aktualnie tocz¹ce siê w naszym kraju dyskusje
na temat ubezpieczenia ryzyka choroby
ograniczaj¹ siê g³ównie do ustalenia okresu w
którym p³atnikiem zasi³ku chorobowego z tytu³u
czasowej niezdolnoœci do pracy ma byæ
pracodawca lub Zak³ad Ubezpieczeñ
Spo³ecznych. Natomiast nie ma dyskusji
merytorycznej na temat ubezpieczenia ryzyka
choroby w jednym ubezpieczeniu czyli
po³¹czenia ryzyka zdrowia (NFZ) z ryzykiem
choroby (ZUS, KRUS).
W Kasie Chorych w Polsce przed wojn¹ z tytu³u
ubezpieczenia ryzyka choroby ubezpieczeni
otrzymywali pomoc lekarsk¹, po³o¿nicz¹,
szpitaln¹ i œwiadczenia pieniê¿ne zasi³ek
chorobowy z tytu³u czasowej niezdolnoœci do
pracy, zasi³ek po³ogowy, zasi³ek pogrzebowy.
Podobnie jest w krajach gdzie ryzyko choroby
jest ubezpieczane w ubezpieczeniu chorobowym
(Niemcy, Francja itp.), które gwarantuje pokrycie
œciœle okreœlonych œwiadczeñ rzeczowych
i œwiadczeñ pieniê¿nych.
Nale¿y wiêc stosowaæ zasadê jedno ryzyko
podlega jednemu ubezpieczeniu z którego
powinny byæ finansowane
- œwiadczenia rzeczowe (obecnie
œwiadczenia zdrowotne)oraz:
- œwiadczenia pieniê¿ne (zasi³ek
chorobowy jako rekompensata zarobków
utraconych z powodu choroby, œwiadczenia
rehabilitacyjne i inne).
Wynika to z faktu, ¿e od prawid³owoœci
i sprawnoœci procesu diagnozowania, leczenia
i rehabilitacji, w wiêkszoœci przypadków zale¿y
d³ugoœæ okresu czasowej niezdolnoœci do pracy,
a wiêc okresu pobierania zasi³ku chorobowego.
A wiêc sytuacja, w której diagnozowanie,
leczenie, rehabilitacja oraz wyp³ata œwiadczeñ
pieniê¿nych z tytu³u czasowej niezdolnoœci do
pracy spowodowanej chorob¹ jest finansowana

i kontrolowana przez t¹ sam¹ instytucjê która
ubezpiecza w ca³oœci ryzyko choroby jest
merytorycznie uzasadniona.
Rozdzielenie ryzyka choroby i p³acenia sk³adek na
ten cel do 2 funduszy (NFZ i ZUS) ogranicza
mo¿liwoœci dalszego zmniejszenia wyp³at z tytu³u
czasowej niezdolnoœci do pracy. Uzyskano
zmniejszenie tych wyp³at o 40 % po wprowadzeniu
kontroli zwolnieñ lekarskich w 1999 r. - ale tylko w
zakresie stwierdzenia czy osoba ubezpieczona jest
czy nie jest czasowo niezdolna do pracy w dniu
badania przeprowadzonego przez lekarza
orzecznika dokonuj¹cego tej kontroli.
Natomiast mimo tego, ¿e to w³aœnie lekarze lecz¹cy
pacjenta orzekaj¹ o czasowej niezdolnoœci do pracy
dla wyp³aty zasi³ków chorobowych nie funkcjonuj¹
w systemie ochrony zdrowia instrumenty
po³¹czonej kontroli jakoœci, celowoœci udzielanych
przez lekarza œwiadczeñ zdrowotnych czyli
prawid³owoœci , szybkoœci , skutecznoœci
postêpowania diagnostyczno-leczniczego oraz
zale¿nego od tych dzia³añ okresu czasowej
niezdolnoœci do pracy spowodowanej chorob¹.
Brak nale¿ytej sprawnoœci w funkcjonowaniu
systemu ochrony zdrowia o ró¿norakim
uwarunkowaniu sprzyja przed³u¿aniu okresu
zasi³kowego, a wiêc zwiêksza nak³ady finansowe
na wyp³atê zasi³ków chorobowych i demotywuje
pracowników do powrotu do pracy.
Dlatego te¿ wydaje siê koniecznym po³¹czenie tych
dwóch funduszy w jedno ubezpieczenie chorobowe
(podobnie jak przed wojn¹ w Polsce oraz aktualnie
w innych krajach), które zapewni³oby dostêpnoœæ,
fachowoœæ i skutecznoœæ niezbêdnych œwiadczeñ
s³u¿¹cych:
- pomocy w zachowaniu zdrowia,
- zapobieganiu chorobom,
-Wczesnemu prawid³owemu rozpoznawaniu
choroby,
- szybk iemu i sku tecznemu wdro¿en iu
postêpowania leczniczego,
-kompleksowej rehabilitacji medycznej
Takie jednolite ubezpieczenie chorobowe
zapewnia³oby tak¿e wyp³atê œwiadczeñ
pieniê¿nych z tytu³u:
- czasowej niezdolnoœci do pracy (zasi³ki
chorobowe, œwiadczenia rehabilitacyjne),
-opieki nad chorym cz³onkiem rodziny (zasi³ki
opiekuñcze),
- zgonu (zasi³ki pogrzebowe)
D³ugoœæ okresu pobierania zasi³ku chorobowego
i œwiadczenia rehabilitacyjnego jest nierozerwalnie
zwi¹zana z jakoœci¹ œwiadczeñ medycznych w razie
choroby czyli w wiêkszoœci przypadkach jest
uzale¿niona od prawid³owoœci postêpowania
diagnostyczno-terapeutycznego. Obecny system
nie motywuje lekarzy do zachowañ maj¹cych na
celu racjonalizacjê wydatków zwi¹zanych
z procesem leczenia w sk³ad którego wchodzi:
diagnostyka, leczenie, rehabilitacja i orzekanie
o potrzebie powstrzymywania siê osoby
ubezpieczonej od wykonywania pracy.
W wielu przypadkach zasi³ek chorobowy staje siê
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œwiadczeniem zastêpczym procesu diagnostyczno-leczniczego
czasem prowadz¹cym do opóŸnienia leczenia mog¹cego skutkowaæ
d³ugotrwa³¹ niezdolnoœci¹ do pracy (rent¹). W razie takiego
postêpowania lekarz chc¹c „z³agodziæ" jego skutki znajduje dla
siebie usprawiedliwienie dla dalszych dzia³añ maj¹cych na celu
uzyskanie przez pacjenta prawa do renty.
B³êdnie postawione rozpoznanie, nieodpowiednie leczenie oraz brak
kompleksowej rehabilitacji od pocz¹tku choroby mo¿e prowadziæ do
niepe³nosprawnoœci, a nawet niesamodzielnoœci i zwi¹zanych z tym
olbrzymich kosztów spo³ecznych i ekonomicznych.
W po³¹czonych funduszach: zdrowotnym, chorobowym nale¿a³oby
wprowadziæ standaryzacjê œwiadczeñ medycznych i kontrolê ich
jakoœci co mo¿e doprowadziæ do skrócenia okresu niezdolnoœci do
pracy a tym samym, do zmniejszenia wyp³at zasi³ków chorobowych
z tytu³u czasowej niezdolnoœci do pracy. Dziêki temu wiêcej
œrodków pieniê¿nych mo¿na by³oby przeznaczyæ na poprawê jakoœci
diagnostyki, leczenia i rehabilitacji. Przyjêcie tego rozwi¹zania
zapewni³oby tak¿e mo¿liwoœæ kontroli jakoœci i prawid³owoœci
ca³ego procesu diagnostyczno-leczniczo- rehabilitacyjno-
orzeczniczego przez s³u¿by medyczne ubezpieczenia chorobowego.
S³u¿by te powinny dokonywaæ kontroli i oceny celowoœci,
kompletnoœci i kosztów badañ diagnostycznych koniecznych dla
postawienia prawid³owej i wczesnej diagnozy, zasadnoœci
zastosowanego leczenia (standaryzacja?), procesu kompleksowej
rehabilitacji (nie tylko medycznej) maj¹cej na celu zapobieganie
niepe³nosprawnoœci i niesamodzielnoœci, dokumentowania
procesów diagnostyczno-leczniczo-rehabilitacyjnych oraz
prawid³owoœci orzekania o czasowej niezdolnoœci do pracy,
Orzekanie o czasowej niezdolnoœci do pracy powinno byæ
dokonywane przez lekarzy maj¹cych kontrakt z proponowanym
po³¹czonym funduszem chorobowym.
Obecna sytuacja, w której o prawie do œwiadczeñ spowodowanych
czasow¹ niezdolnoœci¹ do pracy z powodu choroby orzekaj¹ wszyscy
lekarze lecz¹cy pacjentów (nie tylko maj¹cy kontrakty z NFZ), a ZUS
zbiera sk³adki i ponosi wydatki zwi¹zane z wyp³at¹ zasi³ków
chorobowych nie jest merytorycznie ani logicznie zasadna.
Obecne rozwi¹zania organizacyjne (ubezpieczenie ryzyka choroby
przez 2 niezale¿ne instytucje) nie daj¹ równie¿ gwarancji ochrony
danych osobowych osoby ubezpieczonej dotycz¹cych stanu jej
zdrowia i stosowanych procedur diagnostyczno-leczniczo-
rehabilitacyjnych.
Po³¹czenie funduszu zdrowotnego z funduszem chorobowym
w jeden fundusz ubezpieczaj¹cy ryzyko choroby, zapewni³oby
realizacjê zaleceñ Komitetu Ministrów dla Pañstw Cz³onkowskich
Rady Europy z 18.1.1989 r. w sprawie ochrony danych dotycz¹cych
stanu zdrowia pracownika wykorzystywanych w zwi¹zku
z zatrudnieniem pracownik
Zapewnia³oby te¿ odpowiednie œrodki zabezpieczaj¹ce dostêp do
tych danych wy³¹cznie dla s³u¿b medycznych instytucji
ubezpieczenia chorobowego.
Kumulacja tych danych (przy zapewnieniu zachowania tajemnicy
zawodowej i s³u¿bowej) umo¿liwi³aby dysponowanie w systemie
ochrony zdrowia bardzo istotnymi dla prowadzenia polityki
zdrowotnej pañstwa informacjami o stanie zdrowia ludnoœci,
zachorowalnoœci, stosowanych procedurach diagnostyczno-
leczniczo-rehabilitacyjnych, a tak¿e przyczynach absencji
chorobowej i d³ugoœci okresów czasowej niezdolnoœci do pracy
w poszczególnych jednostkach chorobowych.
Nale¿y wiêc d¹¿yæ do po³¹czenia i ujednolicenia sk³adek na
ubezpieczenie chorobowe i zdrowotne i wprowadzenia
kompleksowej kontroli jakoœci œwiadczeñ rzeczowych i pieniê¿nych
udzielanych z tego ubezpieczenia.
Doprowadzi to do racjonalizacji wydatków publicznych
przeznaczonych na pokrycie œwiadczeñ zwi¹zanych z wyst¹pieniem
choroby, a wiêc optymalizacji wydatków na zasi³ki chorobowe
w wyniku integracji œwiadczeñ rzeczowych i pieniê¿nych w jednym
ubezpieczeniu, Mo¿e siê równie¿ przyczyniæ do zwiêkszenia
dostêpnoœci ubezpieczonych do œwiadczeñ rzeczowych z powodu
zmniejszenie wydatków na œwiadczenia pieniê¿ne.
Pozwoli to tak¿e na:
-przetwarzanie i dostêp do danych dotycz¹cych stanu
zdrowia osób ubezpieczonych przez s³u¿by medyczne jednej
instytucji ubezpieczaj¹cej ryzyko choroby, a wiêc do zachowania
tajemnicy lekarskiej i s³u¿bowej w tej dziedzinie.

a.

WALIDACJA METOD BADAWCZYCH
Bogumi³a Hajdrowska

Norma ISO 9000 definiuje walidacjê jako „potwierdzenie
oparte na wynikach przeprowadzonych badañ i udokumentowaniu
(informacji, której prawdziwoœæ mo¿na udowodniæ i która opiera siê
na faktach uzyskanych w drodze obserwacji, pomiaru, badania albo
innych metod), ¿e szczególne wymagania zwi¹zane
z przewidywanym œciœle okreœlonym u¿ytkowaniem zosta³y
spe³nione”. Taki opis walidacji mówi nam w sferze badañ, ¿e metodê
badawcz¹ nale¿y przebadaæ pod tym k¹tem, czy nadaje siê ona do
prawid³owego rozwi¹zania zadania zleconego laboratorium.
Badanie to okreœlenia dla wszystkich czynnoœci, które mog¹
wywieraæ wp³yw na wynik, szczególnie niepewnoœæ badania, jak np.
pobieranie próbek, ich transport, przygotowanie próbek do badania,
w³aœciwe stwierdzenie wartoœci cech próbki, obliczenie wyniku
koñcowego.

Postêpowanie walidacyjne mo¿na przedstawiæ w
nastêpuj¹cy sposób:
I. Warunek wstêpny na przeprowadzenie postêpowania
walidacyjnego
Zanim przyst¹pimy do walidacji nale¿y ustaliæ zadanie lub problem
do rozwi¹zania lub wymaganie, które ma byæ spe³nione oraz warunki
brzegowe. Na tej podstawie mo¿na bêdzie okreœliæ niezbêdne
w³aœciwoœci/cechy metody badawczej oraz wymagania wobec niej.
II. Walidacja.
1 etap walidacji: CHARAKTERYZACJA(ustalenia)
Ustalenie niezbêdnych cech charakterystycznych metody badawczej
oraz nadanie im wartoœci liczbowych, tzn. scharakteryzowanie
metody. Oceny dokonuje siê przez porównanie takich parametrów,
jak np: poprawnoœæ, specyficznoœæ, czu³oœæ, precyzja, odpornoœæ na
czynniki zewnêtrzne itp. Parametry te ustalane s¹ w drodze
systematycznego badania przy za³o¿eniu okreœlonych warunków
brzegowych.
2 etap walidacji: PORÓWNANIE (weryfikacja)
Porównanie wartoœci cech charakterystycznych metody badawczej,
ustalonych w czasie charakteryzacji z wartoœciami cech niezbêdnych
do rozwi¹zania istniej¹cego zadania, przy za³o¿onych warunkach
brzegowych.
3 etap walidacji: POTWIERDZENIE (zakwalifikowanie)
Formalne potwierdzenie, ¿e przewidziana metoda badawcza nadaje
siê do rozwi¹zania istniej¹cego zadania lub spe³nienia wymagania
przy za³o¿onych warunkach brzegowych.

Przy wszystkich metodach pierwszego etapu walidacji
obowi¹zuje zasada, i¿ ustalone parametry maja zastosowanie tylko w
odniesieniu do konkretnego zakresu badañ i okreœlonych warunków
brzegowych. Oto ró¿ne metody ustalania charakterystycznych
parametrów metody badawczej:
-systematyczne badanie czynników wp³ywaj¹cych na wynik.
Typowymi czynnikami maj¹cymi wp³yw na wynik s¹ np.: wp³yw
czasu oznaczenia, temperatura.
-porównanie z wzorcami odniesienia, np.: badanie kontroli ujemnej i
dodatniej w zestawie testu ( np.:antygen Hbs), kontrola normalna i
patologiczna.
-porównanie z innymi metodami-porównanie wyników badañ
przeprowadzonych na tym samym obiekcie innymi metodami
-porównawcze badania miêdzylaboratoryjne
-szacowanie „niepewnoœci wyniku”. Metodê rozk³ada siê na
poszczególne modu³y, jak np.: pobieranie próbki, przygotowanie
próbki i jej oznaczenie. Regu³a ta wymaga oszacowania w
procentach niepewnoœci wyniku ka¿dego etapu metody badawczej
i jej wp³ywu na koñcowy wynik badania.
Wiedza laboratorium na temat niepewnoœci wyników ró¿nych
etapów metody badawczej bazuje w praktyce na ró¿nych
doœwiadczeniach. Czêsto jest to niedostateczna wiedza, która
napotyka na realne trudnoœci, z którymi musi siê borykaæ osoba
waliduj¹ca. Czêsto wiêc charakteryzacja metody badawczej sk³ada
siê z kombinacji wymienionych metod.

Kierownik laboratorium jest odpowiedzialny za to, aby
wszystkie metody by³y
„ scharakteryzowane” i zatwierdzone. Charakterystykê metody oraz
jej wyniki nale¿y udokumentowaæ i przechowywaæ tak, aby materia³
ten by³ w ka¿dej chwili dostêpny dla u¿ytkownika. W procesie
akredytacyjnym dokumenty te stanowi¹ dowód, ¿e laboratorium
opanowa³o dan¹ metodê badawcza i kwalifikuje siê do akredytacji.
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POMIARU ANALITYCZNEGO”

Andrzej Dukwicz
Zak³ad Biofizyki;

CMKP Warszawa;

Motto W. A. Shewhart'a: ”Celem laboratorium jest ustanowienie
ekonomicznych dzia³añ spe³niaj¹cych ludzkie potrzeby, a
jednoczeœnie minimalizacjê czynnoœci wymagaj¹cych ludzkiego
wysi³ku. Co za tym idzie, istnieje potrzeba wyznaczenia granic, w
których wyniki ludzkiego dzia³ania powinny siê mieœciæ, aby by³y
ekonomiczne. Przekroczenie tych granic wskazuje na pogorszenie
siê procedury (procesu) laboratoryjnego. Uszkodzona procedura
bêdzie nieekonomiczna do momentu usuniêcia uszkodzenia (tej
procedury).

Przestrzeganie tych zasad pozwala na uzyskanie w³aœciwej
jakoœci satysfakcjonuj¹cej ludzkie potrzeby przy minimum kosztów
(funkcja Montgomeryego).

Diagnosta laboratoryjny to specjalista obejmuj¹cy swoj¹ wiedz¹ dwa
nurty medycyny stosowanej: diagnostykê i analizê laboratoryjn¹.
„Diagnosta” to specjalista podejmuj¹cy decyzje o stanie pacjenta na
podstawie analitycznych przes³anek o pomiarze jakoœciowym lub/i
iloœciowym prób biologicznych pobranych od badanego. Diagnoza
laboratoryjna, nazywana „komentarzem laboratoryjnym”, powinna
byæ tak sformu³owana, aby by³a przydatna lekarzowi prowadz¹cemu
pacjenta podczas terapii.
S³owo „laboratoryjny” intuicyjnie wi¹¿emy z dzia³alnoœci¹
analityczn¹ diagnosty laboratoryjnego. Ta profesja jest treœci¹
niniejszego referatu

W opracowaniu autor bêdzie siê stara³ o utrzymaniu
znormalizowanej nomenklatury w opisie problemów analityczno
diagnostycznych.
W krajowej, fachowej literaturze pojêcie dwóch s³ów „próba” i
„próbka” merytorycznie nie jest zró¿nicowane. Wed³ug standardów
USA s³owo „specimen” odpowiada s³owu „próba” i odnosi siê do tej
czêœci materia³u biologicznego, która zosta³a pobrana od pacjenta.
„sample”- „próbka”, to ta czêœæ materia³u biologicznego, która zosta³
pobrana z próby, w celu przeprowadzenia analizy. Procedura
laboratoryjna (analiza) koñczy siê najczêœciej odczytem wielkoœci
mierzonej np. produktu reakcji wskaŸnikowej, którym mo¿e byæ (A)
absorbancja. Wynikiem tego dzia³ania jest pomiar. Schematycznie tê
czynnoœæ mo¿na zapisaæ w nastêpuj¹cy sposób”

gdzie „V” oznacza wariancjê. Czêstym b³êdem pope³nianym
podczas opisu procedury analitycznej jest nazywanie jej „testem”,
„oznaczeniem”, czy „badaniem”. S³owo „badanie” przypisywane
jest analizie chemicznej lub cytologicznej, a s³owo „test” jest jedynie
zgodne nomenklaturowo z procedur¹ analizy jakoœciowej. To jest
rzeczywiœcie czynnoœæ sprawdzenia obecnoœci analitu w próbce z
odpowiedzi¹ w postaci s³ów „tak” lub „nie” lub znaków +++ albo ---.
Zgodnie z teori¹ informacji ta klasa informatycznej postaci wyniku
nazywana jest „binarn¹”. Kolejne synonimy informatyczne
dotycz¹ce opisu postaci wyniku to: forma „dyskretna” (liczbowa)
wyra¿ana w jednostkach pomiarowych np. mg/dl. Do tej klasy
wyników nale¿¹ trzy jednakowo brzmi¹ce, posiadaj¹ce identyczn¹
wartoœæ liczbow¹ i wygl¹d, a jedynie ró¿ne pochodzeniem. Wyniki te
nazywane s¹: iloœciowymi, pó³iloœciowymi i skryningowymi.
Interpretacja diagnostyczna z zastosowaniem tych wyników bez
podania Ÿród³a pochodzenia (bez adresu informatycznego) mo¿e
prowadziæ do znacznych nieporozumieñ miêdzy lekarzem,
laboratorium i pacjentem. Wg prof. J. Sznajda b³¹d w skrajnie
niekorzystnych warunkach pomiaru (z powodu hematokrytu) mo¿e
dochodziæ do 20% wartoœci bezwzglêdnej stê¿enia glukozy,
oznaczanej metod¹ rutynow¹ w surowic lub osoczu, a wynikiem
analizy glukozy w pe³nej krwi np. glukometrem. Przyczyn¹
pierwotn¹ tego stanu rzeczy jest zawartoœæ glukozy w erytrocytach,
które wypieraj¹ pewn¹ iloœæ surowicy z odmierzanej próbki o

stê¿eniu wy¿szym glukozy, co w efekcie koñcowym powoduje
zani¿anie zawartoœci glukozy na wyniku pomiaru w pe³nej krwi.
Pe³na informacja o rodzaju próbki, metodzie oznaczania, rodzaju
analizy podczas interpretacji ma dla lekarza kapitalne znaczenie
zw³aszcza podczas dzia³ania intensywnego, czy wypadkowego
(skryning).
Kolejnymi postaciami informatycznymi wyniku laboratoryjnego
jest forma „ci¹g³a” (wykres), „zbiorcza” to znaczy (wszystkie wynik
z danego dnia zebrane na jednym formularzu), „przestrzenna”
(wszystkie wyniki z danego czasokresu pobytu w szpitalu zebrane na
jednym formularzu) oraz postaæ „zagêszczona” to flaga przy wyniku
patologicznym, lub (komentarz analityczny, opis analityczny
dawniej nazywany „diagnoz¹ laboratoryjn¹).
Mo¿liwoœæ swobodnego pos³ugiwania siê pojêciem informacja
wymaga wiedzy dodatkowej, dotycz¹cej jej cech takich jak:
1 . Wa r t o œ æ i n f o r m a c j i m i e r z o n a w j e d n o s t k a c h

prawdopodobieñstwa (% niewiedzy).
2. Miara informacji (iloœæ) mierzona w bitach.
3. Znaczenie informacji opis.
4. Subiektywnoœæ informacji adres odbiorcy@.
Wymienionym powy¿ej regu³om propagacji informacji podlega
tak¿e„kana³ krytycznej informacji”, za którego utworzenie
odpowiedzialny jest diagnosta laboratoryjny. Celem za³o¿enia
kana³u transmisji informacji krytycznej jest zbieranie wszystkich
(prawdziwych i nieprawdziwych) informacji dotycz¹cych wyniku
pomiaru analitycznego. Krytyczna informacja jest konieczna dla
zwiêkszania wiarygodnoœci pomiarów analitycznych i niezbêdna
podczas szkoleñ wewn¹trz laboratoryjnych prowadzonych w ramach
czynnoœci akredytacyjnych.
Analityk diagnosta laboratoryjny powinien jednoznacznie
odró¿niaæ rodzaje definicji opisuj¹cych czynnoœæ nazywan¹
s³owem „pomiar”. Z wielu definicji nale¿y wyró¿niæ najprostsz¹,
powi¹zan¹ z teori¹ b³êdu analitycznego: „pomiar analityczny to
porównanie próbki badanej ze wzorcem, przy czym w czasie tej
czynnoœci pope³niany jest „jakiœ” b³¹d np. typu systematycznego.
B³¹d ten bêdzie klasyfikowany jako negatywny czynnik wp³ywaj¹cy
na wartoœæ diagnostyczn¹ analitu. Podczas procedury analitycznej
diagnosta laboratoryjny ma do czynienia jedynie z dwoma rodzajami
stanów próbki podlegaj¹cej analizie, to „analit” i „matryca ”. Analit
jest faz¹ rozproszon¹ bêd¹c¹ jednoczeœnie g³ównym celem
zainteresowania diagnosty laboratoryjnego. Matryca to faza
rozpraszaj¹ca, utrudniaj¹ca analizê, wymagaj¹ca szczególnej uwagi
analityka.
Definicja s³owa „pomiar” stosowana do opisu procesu kalibracji z
zastosowaniem statystycznych teorii skali, ma nastêpuj¹ce
brzmienie:

Pomiarem nazywamy czynnoœæ przyporz¹dkowania liczb
przedmiotom, lub wydarzeniom zgodnie z pewnym zbiorem regu³,
oraz z zastosowaniem nastêpuj¹cych skal pomiarowych:
1) nominalna, jakoœciowa.
2) porz¹dkowa, jakoœciowa.
3) równomierna, iloœciowa.
4) ilorazowa, uniwersalna (iloœciowo - jakoœciowa).
Ka¿dy rodzaj pomiaru mo¿na opisaæ wzorem matematycznym.
Pierwszym przyk³adem dla procedury referencyjnej bêdzie opis
matematyczny uzale¿niony od nawa¿ki (x1), odczytu z analizatora
(A) absorbancji (x2) oraz wspó³czynnika proporcjonalnoœci (k)
wynikaj¹cego ze stechiometrycznoœci reakcji wskaŸnikowej:

Przyk³ad drugi matematycznego opisu pomiaru przedstawia wzór z
liniow¹, homoscedastyczn¹ lub heteroscedastyczn¹ zale¿noœci¹
regresji w modelu:
1 - stochastycznym (statystycznym) lub,
2 - deterministycznym (funkcjonalnym).

Modele te mo¿na opisaæ wspólnym wzorem dla regresji
prostej:

spe³nionej, gdy V . „V ” to wariancja zmiennej . jest wartoœci¹
b³êdu oceny wyznaczenia kalibracyjnej regresji prostej dla
pojedynczego wzorca. Ten przyk³ad pomiaru opisany jest
w z o r e m w f u n k c j i z m i e n n e j x 2 ( a b s o r b a n c j i ) :
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z uwzglêdnieniem charakteru probabilistycznego tej zale¿noœci.
Trzeci przyk³ad matematycznego opisu pomiaru, z dodatkowym
kalibratorem (x ) posiadaj¹cym doœwiadczalnie wyznaczone miano
z dok³adnoœci¹ mas atomowych, powoduje, ¿e dla metody
definitywnej b³¹d systematyczny mo¿e przybieraæ wartoœæ %BW = 0
*.
*

Bior¹c pod uwagê g³ówne normy systemu jakoœci ISO
9000 do ISO 9004 i uwzglêdniaj¹c ich przystosowania dla potrzeb
diagnostyki laboratoryjnej ISO 15189, pojêcie „pomiar” wg
„Miêdzynarodowego s³ownika podstawowych i ogólnych terminów
metrologicznych” („International Vocabulary of Basic and general
Terms In Metrology”) brzmi w nastêpuj¹cy sposób : - „pomiar to
zbiór czynnoœci maj¹cych na celu wyznaczenie wielkoœci
mierzonej” -. Z powy¿sz¹ definicj¹ wi¹¿¹ siê nastêpuj¹ce terminy:
„zasada pomiaru”, „metoda pomiaru”, ”procedura pomiaru”, „wynik
pomiaru”, „wynik surowy”, „wynik poprawiony”, a tak¿e inne
pojêcia statystyczno-analityczne wymagaj¹ce w przysz³oœci
szczegó³owego omówienia
W znormalizowanej nomenklaturze instrumentalnej „pomiar” to
porównanie pewnej wielkoœci, z analogiczn¹ wielkoœci¹ przyjêt¹ za

. Wartoœæ tego porównania stanowi .
Zwykle wynik pomiaru jest tylko przybli¿eniem - estymatorem

rzeczywistej wartoœci mierzonej oznaczanej najczêœciej jako (du¿a
litera X). Otaczaj¹cy go przedzia³ ufnoœci wg podanego wzoru

oznaczaæ mo¿e niepewnoœæ pomiaru, gdzie #% to iloœæ procentu
danego rodzaju komórek, a n= liczbie wszystkich przeliczonych
komórek. 1.96 to wspó³czynnik „k” poprawiaj¹cy ci¹g³oœæ funkcji
statystycznej testu „t” Studenta, dla n = ? i n-1 stopni swobody.
Fragment za³¹czonej tabeli ilustruje tê zale¿noœæ w nastêpuj¹cy
sposób. Podczas zliczania wzoru odsetkowego wykryto 5 bazofili
podczas liczenia do 100 krwinek bia³ych w rozmazie. Decyzja
diagnostyczna powinna mieæ nastêpuj¹ce brzmienie: ...z 95%
prawdopodobieñstwem w analizowanej próbce znajduje siê od 1 do 9
bazofili. Teoretyczna „prawda” jest osi¹gana dopiero wtedy, gdy
wzór odsetkowy zliczymy do n=10000, bo poprawne zaokr¹glanie
prowadzi zawsze do #% = 5 (patrz kolumna 6), wiersz drugi
(5 bazofili)

Tak du¿y przedzia³ niepewnoœci wyniku zliczania bazofili we wzorze
odsetkowym wynika wg dr Koepke ze znacznego b³êdu losowego tej
procedury analitycznej. Wartoœæ Wz wynosi 23% dla pomiarów
wykonanych przez hematologów z d³ugim sta¿em laboratoryjnym.
Jak ju¿ wspomniano znormalizowany wynik pomiaru
laboratoryjnego powinien sk³adaæ siê z dwóch liczb: wartoœci
centralnej „x” reprezentuj¹cej wartoœæ pomiaru najbardziej zbli¿on¹
do wielkoœci „rzeczywistej”, któr¹ mo¿e byæ x œrednie .Dla wygody
edytorskiej wartoœæ œredniej arytmetycznej zmiennej X w tym
tekœcie bêdzie oznaczana du¿¹ liter¹ (M) moving. Drug¹ liczb¹ jest
wartoœæ przedzia³owa bezpoœrednio odpowiadaj¹ca „niepewnoœci”
liczby „x”. W zapisie znormalizowanym niepewnoœæ pomiarow¹
oznacza siê przypisuj¹c jej s³ownictwo: „nieokreœlonoœæ zakresu
estymatora”, „uncertainty”. Ogólny wzór prezentacji wyniku
pomiaru ka¿dej wielkoœci pomiarowej „x” jest nastêpuj¹cy:

Powy¿szy wzór wi¹¿e siê z nastêpuj¹c¹ definicj¹:

Niepewnoœæ pomiaru, to parametr zwi¹zany z wynikiem pomiaru,
charakteryzuj¹cy rozrzut wartoœci, które mo¿na w uzasadniony
sposób przypisaæ wartoœci mierzonej

Podczas prac akredytacyjnych nale¿y stosowaæ definicjê
znormalizowan¹ zgodn¹ z norm¹ ISO 10012-1 o nastêpuj¹cym
brzmieniu:

Niepewnoœæ pomiaru jest wynikiem postêpowania maj¹cego na celu
oszacowanie przedzia³u wewn¹trz którego znajduje siê „prawdziwa”
wielkoœæ mierzona z wyznaczon¹ (arbitralnie) wiarygodnoœci¹.

�ród³a niepewnoœci pomiaru to czynniki wewn¹trz i zewn¹trz
analityczne zniekszta³caj¹ce wartoœæ pomiarow¹. Przyk³adem mog¹
tu s³u¿yæ: b³êdy subiektywne, granice rozdzielczoœci,
wykrywalnoœci, oznaczalnoœci, wartoœci nominalne kalibratorów i
próbek kontrolnych, wynik pomiaru ze zbyt ma³¹ liczb¹ miejsc po
przecinku, zmiennoœæ wspó³czynników sta³ych w równaniach
kalibracyjnych, czy wariancja powtórzeñ. Tak skrótowe ujêcie
zagadnienia jest niewystarczaj¹ce w zastosowaniach
instrumentalnych i w przysz³oœci wymaga rozszerzenia i
unowoczeœnienia.
W teorii b³êdu pomiaru celem analityka jest przewidywanie Ÿród³a
b³êdu i wykrywanie oraz jego opis np. „b³¹d gruby”, „b³¹d
cz¹stkowy”, „b³¹d sumaryczny” itp. Niezbêdn¹ czynnoœci¹ jest
pomiar wielkoœci tego b³êdu oraz wyznaczenie kryterium
dopuszczalnej granicy(TEA). Celem analityka jest zastosowanie
w³aœciwej techniki interpolacji. Podstawowa klasyfikacja rodzajów
b³êdów zale¿y od liczby czynników zak³ócaj¹cych (n). W tym
podziale wystêpuje grupa b³êdów cz¹stkowych i grupa b³êdów
ca³kowitych (sumarycznych).
W analizie instrumentalnej taki podzia³ jest niewystarczaj¹cy.
Zgodnie z definicj¹ instrumentu pomiar jest przekszta³cany przez
instrument na wynik o cechach informatycznych. B³êdy w tym
przypadku mo¿na podzieliæ na takie, które s¹ zwi¹zane z elementem
pomiaru (grupa I) oraz grup¹ b³êdów zwi¹zanych z dzia³aniami
matematyczno-statystycznymi (grupa II) . Znajomoœæ
przedstawionego poni¿ej podzia³u jest niezbêdna do budowania
programów naprawczych. Podzia³ ten powinien byæ ci¹gle
unowoczeœniany, aby sprostaæ wymog¹ nowoczesnej diagnostyki
laboratoryjnej. Podzia³ instrumentalny, przyk³ady grupa I:
I. B³êdy zale¿ne od elementu (czynnika) pomiaru:

(a) -b³¹d wzorcowania aparatu (BW),
(b) - tarcie elementów ruchomych  waga, skala ë,
(c) - luzy w czêœciach mechanicznych  skala ë, wtyczka zasilania,
podajnik,
(d) -ciemny pr¹d, autofluorescencja, próba zerowa,

(a) - temperatura  - pH pomiaru,
(b) - ciœnienie  gazometria,
(c) - pole magnetyczne  elektrostatyczne, PIR (Pañstwowa

Inspekcja Radiowa), liczniki hematologiczne.
(d) - zak³ócenia elektromagnetyczne  siatka Faradaya, filtry,
(e) - drgania kondygnacji (nieostry obraz w mikroskopie),
(f) - py³, zawiesiny  liczniki hematologiczne

(a) - zaokr¹glanie wyników na poziomie 0.5,
(b) - nieprawid³owa kolejnoœæ wykonywania obliczeñ
algebraicznych,
(c) - niew³aœciwe zastosowanie notacji komputera: notacja
arytmetyczna <> notacja polska,
(d) - b³êdne wartoœci w wyk³adniku potêgi (ex!

(a) - daltonizm,
(b) - niedowzrocznoœæ, - mikroskop, galwanometr.
(c) - b³¹d paralaksy,

3

Patrz w dalszej czêœci referatu, instrumentalny podzia³ procedur na metody
definitywne, metody absolutne, a tak¿e metody referencyjne i rutynowe.

jednostkê miary wynik pomiaru

1..- Narzêdzie pomiarowe reakcja chemiczna:

2  - Otoczenie, œrodowisko:

3  - Sposób prowadzenia obliczeñ:

4 - Operator (czynnoœci wykonywane przez operatora):
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(a)- maksymalizacja, minimalizacja,
(b)- zaokr¹glanie do wyimaginowanej wartoœci np. 44.

(a) - (å wspó³czynnik absorbancji molowej),
(b) - zastosowanie nieprawid³owej metody pomiarowej np.:
nefelometrycznej w miejsce turbidymetrycznej,
(c) - zastosowanie niew³aœciwego narzêdzia pomiarowego np..:
spektrofotometr / kolorymetr (pomiar Hb).

W drugiej grupie instrumentalnej sklasyfikowane zosta³y w
podstawowych trzech kategoriach Ÿród³a b³êdów daj¹ce siê opisaæ
równaniami matematycznymi:

- systematyczny
- losowy
- gruby

B³¹d systematyczny mo¿e przybieraæ kszta³t liniowy, sta³y,
jednostronnie rosn¹cy lub malej¹cy, logarytmiczny i wyk³adniczy.
B³¹d ten jest ³atwy do wyeliminowania przez zastosowanie np.:
metody pomiaru dubletów lub trypletów, poniewa¿ istnieje bardzo
ma³e prawdopodobieñstwo, ¿e w dwóch analizatorach wyst¹pi¹
b³êdy z tego samego powodu. Doœæ czêsto wstêpuj¹ b³êdy
systematyczne podczas wymiany personelu przy stanowisku pracy,
poniewa¿ istnieje bardzo du¿e prawdopodobieñstwo powstania
b³êdu spowodowanego przez personel. W niektórych sytuacjach b³¹d
systematyczny daje siê wyeliminowaæ wprowadzaj¹c algebraiczn¹
poprawkê lub wspó³czynnik korelacji „r”. Graficzna korekta na
w y k r e s i e k a l i b r a c y j n y m , k o m p e n s a c j a o p t y c z n a i
potencjometryczna to dope³nienie œrodków i metod maj¹cych na celu
wyeliminowania b³êdu systematycznego. Dalsze uwagi dotycz¹ce
b³êdu systematycznego i losowego wystêpuj¹cych w procesie
instrumentalizacji bêd¹ omówione w dalszych referatach.
Trzeci rodzaj b³êdu w analizie instrumentalnej ze wzglêdu na jego
wielkoœæ nazywany jest „grubym”. Przyczyny powstawania tego
typu b³êdu s¹ nastêpuj¹ce:

- nieuwaga operatora,
- nieznajomoœæ procedury analitycznej,
- nie swoistoœæ analityczna metodyki
- niedoskona³oœæ i nieznajomoœæ narzêdzi pomiarowych.

Np. bardzo wysokie transaminazy analizowane w automatycznych
enzymometrach wykazuj¹ bardzo ma³e aktywnoœci tego enzymu.
Przyczyn¹ takiego b³êdu jest brak w oprogramowaniu analizatora
mo¿liwoœci
wykrywania stê¿enia substratu ju¿ na etapie „lag fazy” i
uruchomienie alarmu nakazuj¹cego wykonanie rozcieñczenia próby.

Eliminacja b³êdu grubego winno byæ poprzedzone
procesem poszukiwawczym przyczyn i szacunkiem jego wielkoœci.
Do tego zadania stosowane s¹ nastêpuj¹ce techniki pomiarowe
(metrologiczne):
1. obciosywanie lub bramkowanie na arbitralnie przyjêtych
poziomach odrzucenia np.: M (œrednia arytmetyczna) ± 2S [M±2S]
lub 3S [M±3S], a tak¿e ewentualnie w procentach, uchy³ki.
2. zastosowanie wartoœci wystandaryzowanych oznaczanych
liter¹ „u” lub/i „z” gdzie

, a „M” to œrednia arytmetyczna z próby losowej, o odchyleniu
standardowym „S”.
3. zastosowanie procedur bez „autsajderów” tzn. procesów
analitycznych, których wyniki pomiarów nie przekraczaj¹
wielokrotnie wymaganej wiarygodnoœci diagnostycznej.
4. zastosowanie statystycznych testów Dixon'a dla prób
uporz¹dkowanych.
Analityk ma dostêp do 8 ró¿nych rodzajów funkcji Dixon'a, trzech
technologicznych modyfikacji wd. W. Volk'a oraz wersji
p r z e d z i a ³ o w e j w o d n i e s i e n i u d o t e o r e t y c z n e g o ,
wystandaryzowanego rozk³adu normalnego. Zastosowanie funkcji
Dixon'a opisane jest szczegó³owo w podrêczniku: „TABLICE
STATYSTYCZNE PWN” 1972;Ryszard Zieliñski. Tak liczne
funkcje Dixon'a umo¿liwiaj¹ w³aœciwe dopasowanie wzoru do

danych empirycznych. Szczególne zastosowanie znalaz³y funkcje
B4 z modyfikacj¹ wg Prosta oraz B6 wg Reed'a. Czêœæ funkcji
wymaga parametrów populacji generalnej. S¹ nimi:

Wersje od B4 do B8 przystosowane s¹ do prób o ma³ej liczebnoœci, a
wersja B5 dodatkowo mo¿e byæ wzmocniona seri¹ pomocnicz¹ dla
wyliczenia wspomagaj¹cego Sv

Funkcjami dopasowuj¹cymi siê do stanu danych s¹:

gdzie R to rozstêpowi, a B6 to modyfikacja Reed'a.

Modyfikacje wg W. Volk'a uwzglêdniaj¹ ma³¹ liczebnoœæ próby
losowej. Mo¿na stosowaæ 8 elementow¹ próbê losow¹, w przedziale
8 15 i powy¿ej 15 elementów opisanych odpowiednimi funkcjami:

Ka¿da z wymienionych powy¿ej funkcji testowych posiada
teoretyczn¹ tablicê rozk³adu. Uniwersalna iloœciowa metoda w
modyfikacji K. R. Nair'a, z zastosowaniem wystandaryzowanego
rozk³adu normalnego posiada, nastêpuj¹c¹ funkcjê testow¹:

Wzór jest zgodny dla konfiguracji umo¿liwiaj¹cej zastosowanie
dodatkowej pomocniczej serii losowej pochodz¹cej z innego Ÿród³a,
w celu wyliczenia „S ” (f to liczba swobody n - 1 serii pomocniczej).
Odrzucenie (b³¹d gruby) nastêpuje z ryzykiem mniejszym, od 10%
ale wiêkszym, ni¿ 5% co w jednostkach wystandaryzowanych
mo¿na nastêpuj¹co zapisaæ: 1,97<2,000<2,27.dla n = 5 (n =
liczebnoœci serii ocenianej) i =19.

Podzia³ Ÿróde³ b³êdów wg rodzaju analitycznego pomiaru
bezpoœredniego i poœredniego wymaga szczególnej uwagi analityka:
W tej grupie podzia³u g³ównych czynników wp³ywaj¹cych na
ostateczn¹ postaæ wyniku analizy laboratoryjnej znajduj¹ siê
nastêpuj¹ce dwie podgrupy zale¿ne od sposobu wykonywanego
pomiaru analitycznego:

1.Pomiar bezpoœredni to np. pomiar temperatury termometrem,
objêtoœci cylindrem miarowym, ciœnienia manometrem
rtêciowym. B³êdy zwi¹zane z tego rodzaju dzia³aniem nazywane
s¹ „b³êdami subiektywnymi”, z przyczyn operatora. B³êdy
zwi¹zane z tego rodzaju pomiarem s¹ trudne do wykrycia i
usuniêcia.
2.Pomiar poœredni to np.: pierwsza pochodna zmian absorbancji
w jednostce czasu stosowany w analizie aktywnoœci enzymów.

5 - psychologiczny

6 - Procedury metodyczne tak¿e dotycz¹ce narzêdzi,

II. �ród³a b³êdów daj¹ce siê opisaæ matematycznie

III �ród³a b³êdów wg rodzaju pomiaru analitycznego
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1. Drugi przyk³ad to pierwsza pochodna zmian absorbancji
wzglêdem d³ugoœci fali œwiat³a monochromatycznego, stosowana
podczas analizy widmowej. B³êdy tego rodzaju pomiaru nazywane
s¹ „b³êdami obiektywnymi” z przyczyn instrumentalnych. B³êdy
tego rodzaju mo¿na ca³kowicie usun¹æ lub znacznie zredukowaæ.
Ad 1. Podczas pomiaru bezpoœredniego b³¹d losowy ma postaæ
rozk³adu Gauss'a. Wykres gêstoœci prawdopodobieñstwa pozwala na
postawienie dwóch nastêpuj¹cych tez:
a), ¿e liczba b³êdów dodatnich zawsze siê równa liczbie b³êdów
ujemnych.
b), ¿e liczba b³êdów grubych wyk³adniczo maleje wraz ze wzrostem
ich liczbowej wartoœci.

Pewnoœæ wyniku wzrasta po zastosowaniu odpowiedniej
korekcyjnej metody np. dubletów, trypletów itd. Nale¿y d¹¿yæ do
logicznie optymalnej liczby powtórzeñ w serii pomiarowej. Wartoœæ
tê mo¿na wyliczyæ stosuj¹c estymacyjn¹ teoriê przedzia³ów ufnoœci
dla arbitralnie dobranej wartoœci poziomu istotnoœci, liczbie stopni
swobody i rodzaju teoretycznego testu statystycznego. Dok³adnoœæ
szacunku (d) jest przyjmowana arbitralnie stosuj¹c odpowiednio
dobrany do rodzaju danych analitycznych nastêpuj¹cy wzór
uwzglêdniaj¹cy granicê pó³okresu przedzia³u ufnoœci:

gdzie (Z) to wartoœæ funkcji testowej rozk³adu normalnego; (S) to
odchylenie standardowe empirycznej próby losowej, a (d) to ¿¹dana
precyzja szacunku estymacji.

Ad 2 Podczas pomiarów poœrednich suma b³êdów losowych
mo¿e równaæ siê sumie maksymalnych b³êdów poœrednich, co
powoduje zawy¿anie b³êdu sumarycznego, gdy¿ ju¿ dla dwóch
równoleg³ych pomiarów prawdopodobieñstwo wystêpowania
maksymalnego b³êdu poœredniego wynosi P=0.001, a dla wiêkszej
liczby powtórzeñ jest jeszcze mniejsze. W tym miejscu nale¿y
postawiæ kolejn¹ tezê „b³êdy maksymalne nie s¹ reprezentatywne
dla b³êdu sumarycznego”. Fakt ten mo¿na opisaæ równaniem
wyznaczaj¹cym maksymalny b³¹d cz¹stkowy:

W³aœciwe wyznaczenie b³êdu ca³kowitego mo¿e byæ wyliczone przy
pomocy sumy geometrycznej b³êdów cz¹stkowych, co daje siê
zapisaæ nastêpuj¹cym równaniem:

Podczas klasyfikacji b³êdów cz¹stkowych nale¿y dodatkowo
uwzglêdniæ ich „WAGÊ”.

Po scharakteryzowaniu podstawowych czynników
zak³ócaj¹cych pomiar analitu nale¿y powróciæ do czynnoœci
wymaganych podczas wyznaczania parametru niepewnoœci.
Pewnym problemem jest tu przyjêcie wystandaryzowanego pojêcia
miary centralnej, nominalnej, nadziei matematycznej. Do niedawna
stosowano powszechnie dla opisu miary centralnej nastêpuj¹ce
sformu³owania: „wartoœæ prawdziwa”, „wartoœæ rzeczywista
wielkoœci mierzonej”. Obecne tendencje standaryzacyjne sk³aniaj¹
siê do stwierdzeñ bardziej ³agodnych jak np.: „najlepsze
przybli¿enie”, „najlepsze oszacowanie”, „niepewnoœæ pomiaru
wielkoœci oszacowywanych”. W metrologicznych pojêciach
dotycz¹cych opisu miary centralnej nie przewiduje siê s³ów „b³¹d” i
„pomy³ka”!.

W standardach opisuj¹cych wymagania dotycz¹ce niepewnoœci,
pomiarowej wyniku analitycznego, zawartych w normach ISO 9004
„zarz¹dzanie przez jakoœæ” przewiduje siê trzy rodzaje równañ
opisuj¹cych te parametry:
1. Niepewnoœæ standardowa - mierzonej prostej, zmiennej
wejœciowej „xi „opisywana jest nastêpuj¹cym wzorem: .
2. Niepewnoœæ z³o¿ona - wynikowa wielkoœci wyjœciowej „Y”,
opisywana jest wzorem: . Mo¿e byæ ona przyk³adowo
reprezentowana przez „S”.

3. Niepewnoœæ rozszerzona ca³kowita, opisywana jest wzorem:

Metody wyliczania sk³adowych niepewnoœci ze wzglêdu na
uproszczenie procedury ich wyznaczania podzielono na dwie grupy.
Pierwsza grupa zosta³a oznaczona jako typ metod A, drug¹ grupê
oznaczono jako typ metod B. Procedury typu A umo¿liwiaj¹
wyznaczenie sk³adowych niepewnoœci standartowych metodami
statystycznymi, jak M œrednia arytmetyczna, SN standardowy b³¹d
œredniej, S i S2. Dotycz¹ one „n” powtarzalnych, niezale¿nych i
losowych obserwacji pojedynczej, prostej wielkoœci wejœciowej
Xi,k gdzie k=1, 2, 3...,n, pozwalaj¹cych na identyfikacje ich
rozk³adu czêstoœci.
Niepewnoœæ standardowa

(prostej) wielkoœci mierzonej X
Najczêœciej wykorzystywanym do wyznaczania pierwszej
sk³adowej niepewnoœci, bêd¹cym jednoczeœnie najlepszym
przybli¿eniem - estymatorem µx (µx reprezentuje wartoœæ centraln¹
populacji generalnej) wielkoœci Xi jest w warunkach powtarzalnoœci
(z „k”= 1,2, 3,..., „n” obserwacji) œrednia arytmetyczna „M”
wyznaczana wzorem:

Najlepszym parametrem szacunku wartoœci centralnej jest
standardowy b³¹d œredniej opisany nastêpuj¹cym wzorem:

Drugim parametrem najczêœciej stosowanym w opisie niepewnoœæ
jest wariancja i jej pochodne:

oraz bezwzglêdna wartoœæ odchylenia standardowego :

W efekcie koñcowy wzór pozwalaj¹cy wyznaczyæ drug¹ sk³adow¹
niepewnoœci standardowej metodami typu A, mo¿na zapisaæ
nastêpuj¹co:

W przypadku braku mo¿liwoœci wyznaczenia parametrów
niepewnoœci prostej metodami typu A nale¿y zastosowaæ metody
typu B. Podstaw¹ metod typu B, s¹ teoretyczne rozk³ady zmiennoœci
powstaj¹cych a priori wspomaganych nastêpuj¹cymi dodatkowymi
Ÿród³ami informacji:
1. retrospektywnymi danymi zebranymi a priori,
2. posiadanego doœwiadczenia wraz z ogóln¹ znajomoœci¹ zjawisk
instrumentalnych i w³aœciwoœci materia³ów odniesienia oraz
mierników (patrz wy¿ej podzia³ czynników, Ÿróde³ b³êdów),
3. ze specyfikacji, instrukcji, dokumentacji technicznej, informacji
pochodz¹cych od producentów,
4. informacji uzyskanych po wzorcowaniu instrumentów
(kalibracji certyfikacji czy ewaluacji cz¹stkowej lub/i ca³kowitej),
5. uzyskanych z literatury specjalistycznej, monografii,
podrêczników, poradników, norm, sprawozdañ oraz publikacji
naukowych.

Sk³adniki niepewnoœæ pomiaru

i

Estymatorami dla metod typu B mog¹ byæ

:
wielkoœci wejœciowej „Xi” której nie zastosowano procedur
probabilistycznych, ocenia siê je na drodze analizy naukowej bez
powtórzeñ.
W procesie wyznaczania sk³adników niepewnoœci metodami typu B
najczêœciej stosowanymi rozk³adami teoretycznymi s¹:
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1. normalny,
2. normalny wystandaryzowany,
3. t-Studenta,
4. prostok¹tny,
5. trapezowy,
6. trójk¹tny.
Dla danych pochodz¹cych z g³ównego Ÿród³a informacji (np.:
populacji generalnej) o kurtycznym rozk³adzie, normalnym,
rozk³adzie normalnym wystandaryzowanym lub t-Studenta
wprowadzane informacje dotycz¹ na ogó³ pewnej wielkoœci
odchylenia standardowego lub wielokrotnoœci przedzia³u maj¹cego
wyznaczony poziom ufnoœci najczêœciej w granicach 95%. Dlatego
te¿ ³atwo je sprowadziæ do wielkoœci „S”, stanowi¹cego miarê
poszukiwanej niepewnoœci standardowej wyliczanej metod¹ typu B.

Dla niesymetrycznych rozk³adów podawane s¹ wartoœci
graniczne np.: a - dolna granica, a - górna granica. Dla takiego
uk³adu granic wartoœæ szerokoœci po³ówkowej wynosi

Dla danych a priori uzyskanych wyjœciowo, bez powtórzeñ (metoda
typu B) opracowano wzory umo¿liwiaj¹ce wyliczenie niepewnoœci
standardowej, prostej dla prawid³owo dopasowanego rozk³adu
teoretycznego:

,

,

3. ,

4. ,

5.

natomiast „b, a” odpowiednio opisuj¹ szerokoœci po³ówkowe górnej i
dolnej podstawy trapezu.,

6. Trójk¹tny.

W procesie typu B najlepszym przybli¿eniem parametru centralnego
dla powy¿szych rozk³adów jest wielkoœæ wyznaczona nastêpuj¹cym
wzorem:

Z³o¿ona niepewnoœæ ( ) powinna byæ wyznaczana w jednostkach
odchylenia standardowego „S”. Z³o¿on¹, wynikow¹ niepewnoœæ
pomiaru wyznacza siê stosuj¹c:

· modele matematyczne analitycznej procedury
pomiarowej,

· prawa propagacji przenoszenia niepewnoœci analitycznej.
Najlepszym przybli¿eniem estymatora „y” wyjœciowej wielkoœci
mierzonej „Y” jest wartoœæ obliczona z zale¿noœci funkcjonalnej „f”
jej wartoœæ dla argumentów, którymi s¹ estymatory wielkoœci
wejœciowych.

mo¿na wyliczyæ przy pomocy nastêpuj¹cego wzoru wariancyjnego

To odpowiednie niepewnoœci standardowe wielkoœci wejœciowych
obliczone metod¹ typu A lub typu B lub ich po³¹czeniem A+B.„c „to
wspó³czynnik wra¿liwoœci - odpowiednik pochodnych cz¹stkowych.

- +

i

1. Normalny

2. normalny wystandaryzowany

T-Studenta

Prostok¹tny

trapezowy,

Podczas wyznaczania z³o¿onej niepewnoœci standardowej, dane
wejœciowe mog¹ posiadaæ dwojaki charakter:

a) (nie powi¹zane),
b) (powi¹zane).

Ad (a) Dla pierwszego rodzaju danych z³o¿on¹ niepewnoœæ
standardow¹

Wspó³czynnik wra¿liwoœci mo¿na wyznaczyæ numerycznie lub
empirycznie przez wyznaczenie zmian wielkoœci wyjœciowej „Y”
wraz ze zmian¹ dowolnej i-tej wielkoœci wejœciowej „X „ przy
sta³ych wartoœciach dla pozosta³ych wielkoœci wejœciowych.
A d ( b ) D l a d a n y c h w e j œ c i o w y c h ,
w y r a ¿ e n i e o p i s u j ¹ c e z ³ o ¿ o n ¹ w a r i a n c j ê w y n i k u
pomiaru ma nastêpuj¹c¹ matematyczn¹ postaæ

gdzie x , x s¹ estymatorami zmiennych X i X ,a niepewnoœci
wariancyjnie s¹ zgodne i s¹ estymatorami kowariancji zwi¹zanej z x
x . Stopieñ powi¹zania zmiennych x x ilustruje estymator
wspó³czynnika korelacji „r” mo¿liwy do wyliczenia ze wzoru :

z pozosta³ymi warunkami zale¿noœci regresyjnej oraz
weryfikuj¹cym hipotezê zerow¹ testem statystycznym t-Studenta dla
„r”.

który powinien wskazywaæ na istotnoœæ ró¿niæ Ho od zera. Po
spe³nieniu powy¿szych warunków mo¿na z pewnoœci¹ 95%
ostatecznie orzec o zwi¹zku miêdzy zbiorem (X )i (X ), co w
rezultacie zezwala na zastosowanie w³aœciwego wzoru dla danych
skorelowanych, wyliczaj¹cego „niepewnoœæ z³o¿on¹ wynikowej
wielkoœci wyjœciowej (Y). Niepewnoœci¹ z³o¿on¹ pomiaru jest
dodatni pierwiastek kwadratowy z wariancji, co mo¿na zapisaæ
nastêpuj¹co:

„Niepewnoœæ rozszerzona” jest czêsto u¿ywana w
specjalnych zastosowaniach medycznych w celu zmniejszenia
ryzyka choroby, a nawet œmierci. Niepewnoœæ rozszerzon¹ mo¿na
zapisaæ nastêpuj¹cym wzorem:

gdzie „k” to wspó³czynnik rozszerzenia wyra¿ony w jednostkach
wystandaryzowanych w odniesieniu do procentowego (%) poziomu
ufnoœci. Niepewnoœæ rozszerzon¹ „U” wprowadzono w celu
wyznaczenia wokó³ wyniku pomiaru przedzia³u, od którego
oczekuje siê, ¿e obejmie znaczn¹ czêœæ rozk³adu wartoœci, które
mo¿na w uzasadniony sposób przyporz¹dkowaæ wielkoœci
mierzonej. Wybór wartoœci wspó³czynnika „k”, jest zale¿ny od
przyjêtego arbitralnie prawdopodobieñstwa poziomu ufnoœci.
Wspó³czynnik „k” jest stabelaryzowany w tablicach rozk³adu testu t-
Studenta. Dla n =nie s¹ skorelowane

s¹ skorelowane

s k o r e l o w a n y c h

i

i j i j

i

j i i j

i j

Niepewnoœæ rozszerzona (U)

¥

Str. 9CZYNNIKI LABORATORYJNE I
POZA LABORATORYJNE WP£YWAJ¥CE NA WARTOŒÆ

POMIARU ANALITYCZNEGO

2

)( +- +
=

aa
a

Su
ix =)(

2
)(

a
u

ix =

3
)(

a
u

ix =

ÄÄ=ÄÄÄÄ
+

=
a

b
gdzie

a
u

ix b
b

6

1* 2

)(

6
)(

a
u

ix =

2

( -+ -
==

aa
Xx ii

Z³o¿ona niepewnoœæ )( ycu
wynikowej wielkoœci (Y)

)( ycu

ò ò== ),...,,...,,(),...,,...,,( 2121 NiNi XXXXxxxxy

(
)( ycu )

)(
1

22
)(

1

2

1

2
)(

22 )()(
)( iiiy xi

N

i
ix

N

i
i

N

i
x

i

c ugdzieyuucu
x

u ÄÄÄÄ==
¶

ò¶
= ååå

===

ix¶
ò¶

),(

1

1 1

2
)(

1

2

2 2
)( jiiy

xx

i

N

i

N

ij i

x

N

i i

c u
xx

u
x

u
ò¶

¶
ò¶

+÷÷
ø

ö
çç
è

æ

¶
ò¶

= å åå
-

= +==

)()(

),(

),(

ji

ji

ji

xx

xx

xx
uu

u
r =

2
1

2
2

-=ÄÄÄÄ
-
-

= ndla
r

n
rt j

||; 22

)()()( Yyy ccc uuu =ÄÄÄÄ

)(
*

ycukU =



Przyk³ady zapisu wyniku z przedzia³em niepewnoœci

Po wyliczeniu dwóch podstawowych parametrów niepewnoœci
wyniku laboratoryjnego musz¹ byæ one w³aœciwie oznakowane
i zapisane na formularzu analitycznym.

Przyk³ady czterech sposobów zapisu wyniku z uwzglêdnieniem
szacunku niepewnoœci umieszczono poni¿ej .

Wielkoœci¹, której wartoœæ zostanie zastosowana do
przyk³adowego zapisu bêdzie objêtoœæ „V” wyra¿ona w ml. o
nominale 100ml:

W przyk³adzie V , do wyniku liczbowego musi byæ do³¹czony pe³ny
opis zamkniêty w cudzys³owie i podkreœlony;
V = 100,021 47(35)ml, [liczba w nawiasach jest wartoœci¹ z³o¿onej
niepewnoœci standardowej ]odniesionej do ostatniej cyfry
znacz¹cej wyniku;
V = 100, 021 47(0,000 35) ml [gdzie liczba w nawiasach jest
wartoœci¹ z³o¿onej niepewnoœci standardowej wyra¿onej w
tych samych jednostkach, co wynik];
V = (100,021 47 ± 0,000 35) ml, [gdzie liczba zapisana symbolem ±
jest wartoœci¹ z³o¿onej niepewnoœci standardowej , a nie jest
przedzia³em ufnoœci]
W miarê mo¿liwoœci nale¿y unikaæ zapisu z symbolem ±, poniewa¿
by³ on tradycyjnie stosowany do zapisywania przedzia³u wysokiego
poziomu ufnoœci i st¹d mo¿e byæ mylony z niepewnoœci¹
rozszerzon¹ „U”.
Niepewnoœæ rozszerzon¹ „U” zaleca siê zapisywaæ wartoœci¹
liczbow¹ nastêpuj¹co: V = (100,021 47 ± 0,000 79) ml, gdzie liczba
za symbolem ± jest wartoœci¹ niepewnoœci rozszerzonej „U”
obliczon¹ dla

i wspó³czynnika rozszerzenia k=2,26 wynikaj¹cego z rozk³adu t-
Studenta i liczbie swobody =9 oraz dla poziomu ufnoœci 95%

W tej czêœci referatu nieprzypadkowo opuszczono
szczegó³owy opis postêpowania zwi¹zanego z kontrol¹ jakoœci,
która doœæ czêsto jest omawiana na forum diagnostyki laboratoryjnej
przez licznych autorów. Opracowanie niniejsze porusza odwieczne
problemy zwi¹zane z umiejêtnoœci¹ diagnostycznej interpretacji
wyniku analizy laboratoryjnej z uwzglêdnieniem jego zmiennoœci
spowodowanej ró¿nymi czynnikami wewn¹trz i poza
laboratoryjnymi. Uwzglêdnienie zmiennoœci procedury
laboratoryjnej podczas interpretacji diagnostycznej wyniku
laboratoryjnego, bior¹c pod uwagê jego
mo¿e przyczyniæ siê do zmniejszenia nieporozumieñ na linii kana³u
krytycznych uwag miedzy oddzia³em szpitalnym, a laboratorium.

Dr Beata Kowalska  Krochmal
Katedra i zak³ad Mikrobiologii

AM we Wroc³awiu

Rany przewlek³e takie jak odle¿yny, zmiany oparzeniowe,
owrzodzenia na tle niewydolnoœci ¿ylnej, rany w stopie
cukrzycowej, czy te¿ inne jak zmiany nowotworowe, powik³ania
pooperacyjne stanowi¹ z natury du¿y problem terapeutyczny. Z
uwagi na zaburzenia przep³ywu krwi, niedotlenienie tkanek i
zmiany martwicze oraz obserwowan¹ u niektórych pacjentów
immunosupresjê staj¹ siê ³atwym celem dla ró¿nych drobnoustrojów
szczególnie bakterii, które w znacznym stopniu mog¹ utrudniæ i tak
nie³atwy proces gojenia [2, 10]. St¹d te¿ w³aœciwa diagnostyka
mikrobiologiczna ran jest niezwykle pomocna w ocenie wp³ywu
drobnoustrojów na ranê oraz w trafnym wyborze kierunku leczenia.
Izolowane z rany drobnoustroje mog¹ byæ bowiem przejawem
[1,2,7,9,12]:
1) kontaminacji endogenn¹ flor¹ chorego ( z otaczaj¹cej
skóry, b³on œluzowych przewodu pokarmowego, jamy ustnej czy te¿
uk³adu moczowo-p³ciowego) lub te¿ zanieczyszczenia ze
œrodowiska zewnêtrznego;
2) kolonizacji organizmami wykazuj¹cymi powinowactwo
do ³o¿yska rany, ale bez destrukcyjnego wp³ywu na komórki i tkanki
gospodarza
3) krytycznej kolonizacji, kiedy to dochodzi do znacznego
wzrostu masy bakterii w ranie prowadz¹cej do zahamowania
procesu gojenia, chocia¿ bez objawów infekcji
4) lokalnej infekcji z klasycznymi, klinicznymi objawami
zaka¿enia ³¹cznie z zajêciem otaczaj¹cej tkanki ³¹cznej
5) uogólnionej infekcji szerz¹cej siê na otaczaj¹ce tkanki i
szybko mog¹cej prowadziæ do sepsy.
Bior¹c pod uwagê fakt, ¿e praktycznie wszystkie rany przewlek³e
ulegaj¹ zasiedleniu przez drobnoustroje [1, 9, 10], które w wielu
przypadkach pozostaj¹ bez wp³ywu na proces gojenia, wa¿nym staje
siê pytanie kiedy diagnostyka mikrobiologiczna powinna byæ
podjêta i jak przeprowadzona, aby uzyskany wynik badania by³
przydatny w leczeniu pacjenta ?
Wskazaniami do badañ mikrobiologicznych s¹ [2, 7, 10]:
- rany otwarte z objawami infekcji (zaczerwienienie, obrzêk lub
stwardnienie, wysiêk ropny, tkliwoœæ uciskowa, ból, miejscowo
odczuwane ciep³o, cuchn¹cy zapach rany, nieprawid³owe
ziarninowanie tkanek, miejscowe krwawienia, odchodzenie
nab³onka, zaka¿enie uogólnione bez innych ni¿ rana
prawdopodobnych Ÿróde³ zaka¿enia)
- szerzenie siê zmian na otaczaj¹ce tkanki, w tym na tkankê ³¹czn¹ i
pogorszenie obrazu rany
- brak efektów podjêtego leczenia
- zahamowanie procesu gojenia rany.

Materia³em do badañ mog¹ byæ [ 2, 6, 7, 8, 10, 12]:
- wymazy z ran,
- aspiraty ropne,
- próbki uzyskane w wyniku biopsji,
- fragmenty tkanek pobrane przez ³y¿eczkowanie rany, lub te¿ w
procesie dermabrazji
- krew na posiew przy podejrzeniu zaka¿enia uogólnionego.
Wybór metody pobrania materia³u jest zale¿ny zarówno od rodzaju i
umiejscowienia rany, mo¿liwoœci szybkiego transportu do
laboratorium jak i metod badawczych stosowanych w danej
pracowni mikrobiologicznej. Wartoœæ diagnostyczna uzyskanych
próbek klinicznych zale¿y równie¿ od odpowiedniego
przygotowania rany przed pobraniem. Miejsce zmienione
chorobowo powinno byæ przemyte dok³adnie ja³ow¹ sol¹
fizjologiczn¹ i oczyszczone z obumar³ych resztek . W przypadku
zmian pokrytych zaschniêt¹ wydzielin¹, powierzchniê nale¿y
przemyæ antyseptykiem, a po jego wyschniêciu za pomoc¹ ja³owego
skalpela œci¹æ wierzchni¹ warstwê i z ods³oniêtych miejsc pobraæ
próbkê [2, 4].
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Pobieranie próbek metod¹ wymazów

Pobieranie tkanek i próbek metod¹ biopsji

Iloœciowa ocena drobnoustrojów w ranie

[ 2, 5, 6, 7, 10, 11, 12] .

Metoda ta jest najczêœciej stosowana z uwagi na nieinwazyjnoœæ i
³atwoœæ wykonania, mo¿liwoœæ pobrania zarówno ze zmian
powierzchniowych jak i g³êbokich, zabezpieczenie wzrostu zarówno
bakterii tlenowych jak i beztlenowych, transport w czasie d³u¿szym
ni¿ 2 h od pobrania ( pod³o¿a transportowe) a tak¿e z uwago na niski
koszt badania. Wymazy z ran s³u¿¹ g³ownie do oceny jakoœciowej i
pó³iloœciowej, nie nadaj¹ siê jednak do badañ iloœciowych co stanowi
istotn¹ wadê próbek pobranych t¹ metod¹. . W celu pobrania
materia³u wymazówkê nale¿y zwil¿yæ ja³ow¹ sol¹ i przenieœæ próbkê
na wacik obracaj¹c ruchem rotacyjnym dosiêgaj¹cym brzegów i
³o¿yska rany szczególnie przy zmianach g³êbokich . Wed³ug
niektórych autorów polecan¹ metod¹ jest pobieranie wymazu
ruchem zygzakowym od brzegu do brzegu rany. Nale¿y równie¿
pamiêtaæ, ¿e przy podejrzeniu infekcji beztlenowcami wymazy
wykonuje siê z u¿yciem dwóch wymazówek , w tym jednej
transportowanej w pod³o¿u dla beztlenowych bakterii.
Badania metod¹ wymazów s¹ w pe³ni wiarygodne pod warunkiem
przestrzegania zasad przygotowania rany do pobrania jak i samej
techniki wykonania wymazu. Brak wczeœniejszego oczyszczenia
miejsca zmienionego przyczynia siê czêsto do izolacji flory
kontaminuj¹cej a nie prawdziwego patogenu, a co za tym idzie
uzyskany wynik pozostaje bez wartoœci klinicznej.
Pobieranie wydzieliny ropnej metod¹ aspiracji [2, 6]
Sposób pobierania zalecany szczególnie przy ranach z obfit¹
wydzielina ropn¹ lub te¿ przy du¿ych ropniach zamkniêtych oraz w
przypadkach podejrzenia infekcji beztlenowcami. Aspiracjê
przeprowadza siê przy u¿yciu ja³owej strzykawki z ig³¹, któr¹
nak³uwa siê przemyty antyseptykiem ropieñ. Pierwsz¹ partiê ropy
nale¿y odrzuciæ i dopiero nastêpn¹ przes³aæ do badania bezpoœrednio
w strzykawce zamkniêtej ja³owym korkiem ( czas transportu do
0,5h). W sytuacjach, gdy niemo¿liwe jest dostarczenie próbki w
pó³godzinnym okresie czasu, pobrana ropê nale¿y przenieœæ na
wymazówkê z pod³o¿em transportowym.
Alternatywn¹ metod¹ pobrania jest aspiracja treœci ropnej po
wczeœniejszym naprzemiennym przep³ukiwaniu ropnia 0,85% NaCl
i masa¿em obrze¿a rany. Pocz¹tkowo poprzez nak³ucie wprowadza
siê 1 ml NaCl do ropnia , nastêpnie przeprowadza siê masa¿ i
ponownie wprowadza siê 1 ml ja³owej NaCl i jeszcze raz wykonuje
siê masa¿ aby na koñcu pobraæ powsta³y p³yn i natychmiast przes³aæ
do pracowni mikrobiologicznej. Tego typu sposób pobrania wp³ywa
na odrywanie drobnoustrojów od ³o¿yska rany i tym samym
zwiêksza szansê na ich wyhodowanie.

[2,3,5,12].

Fragmenty tkanek i materia³ biopsyjny uznawane s¹ za najbardziej
wartoœciowe próbki do badañ przy podejrzeniu infekcji ran. Tego
typu materia³y kliniczne redukuj¹ mo¿liwoœæ wyhodowania flory
kontaminuj¹cej lub kolonizuj¹cej, pozwalaj¹ wiêc na izolacjê
prawdziwych patogenów. Bioptaty s¹ te¿ najlepszym materia³em do
diagnostyki w kierunku grzybów i badañ iloœciowych tak wa¿nych
dla oceny wp³ywu wyosobnionych szczepów bakteryjnych na ranê.
W celu zwiêkszenia wartoœci diagnostycznej wa¿ne jest :
- pobranie wycinków z pogranicz ¿ywych i martwych tkanek
- pobranie kilku próbek tkanek z ró¿nych miejsc rany, z uwagi na
nierównomierne rozmieszczenie drobnoustrojów; badanie jednego
wycinka mo¿e daæ wynik fa³szywie ujemny
- natychmiastowy transport do laboratorium w ja³owym pojemniku z
niewielk¹ iloœci¹ soli fizjologicznej bez œrodka bakteriostatycznego.
Mimo wielu zalet i niepodwa¿alnej wartoœci próbek pobranych w
trakcie biopsji metoda ta jest rzadko stosowana do oceny ran. Wynika
to przede wszystkim z inwazyjnej techniki, z bardzo kosztownej
diagnostyki mikrobiologicznej, czasoch³onnej i wymagaj¹cej
dodatkowej aparatury i osób do pracy a czasami równie¿ z
klinicznych przeciwskazañ do pobrania tkanek.

[2, 3, 8].

W celu okreœlenia liczby kolonii bakterii i grzybów
wymagane s¹ wycinki tkanek lub materia³ pobrany poprzez biopsjê.
Wycinki o wadze oko³o 500 mg powinny zostaæ pobrane z z

pogranicza tkanki zdrowej i martwiczej. Mo¿liwe jest tez pobranie
próbek poprzez 3 mm trepanobiopsjê pozwalajac¹ na uzyskanie
materia³u o wadze od 0,02-0,05 g . Uzyskane tkanki s¹ nastêpnie
dok³adnie wa¿one i homogenizowane w 1 ml 1% Tween 80, którego
zadaniem jest rozproszenie bakterii i neutralizacja miejscowo
stosowanych œrodów antyseptycznych. W trakcie homogenizacji
nale¿y mechanicznie rozdrobniæ tkanki. Tkanki w p³ynie nale¿y
inkubowaæ dobê w 4 0C. Po tym czasie wykonuje siê wysiew za
pomoc¹ ez kalibrowanych o objêtoœci 0, 1 i 0,01 ml na pod³o¿a
hodowlane z krwi¹ barani¹ i agar MacConcey'a. Wyniki podaje siê w
przeliczeniu na 1 g tkanki. Znamienna iloœæ œwiadcz¹ca o
patogennym oddzia³ywaniu drobnoustroju na ranê i ryzyku
zaka¿enia uogólnionego to 105 CFU / g tkanki i powy¿ej tej wartoœci.
Pó³iloœciowa metoda oparta na pobieraniu wymazów z
zainfekowanych ran [2, 10, 11].
Nale¿y do czêœciej stosowanych z uwagi na ³atwoœæ pobrania
materia³u i prostsze wykonanie badania. Warunkiem
przeprowadzenia oceny jest pobranie wymazu z okreœlonej
powierzchni rany i wprowadzenia wymazu do probówki z bulionem.
Zaleca siê aby wymaz by³ wykonany na powierzchni 4 cm2 i
wprowadzony do 4 ml pod³o¿a p³ynnego. Mo¿e byæ równie¿
wykonany na mniejszej powierzchni , ale nie poni¿ej 1 cm2 .
Nastêpnie wykonuje siê posiew na agar z krwi¹ i pod³o¿e
MacConcey'a za pomoc¹ ez kalibrowanych, a wynik podawany jest
w CFU / cm2.
Jest te¿ mo¿liwa szacunkowa ocena liczby bakterii na podstawie
standardowo pobranych i wysianych wymazów poprzez odniesienie
masywnoœci wzrostu kolonii na pod³o¿ach sta³ych ( wartoœci
wyra¿one w plusach) do liczby CFU / g tkanki. Wzrost na 1+ ( do 10
kolonii) odpowiada 102 CFU / g tkanki, na 2+ ( do 100 kolonii) 103
CFU / g, na 3+ (powy¿ej 100 kolonii ale policzalna liczba) 104
CFU / g oraz na 4+ ( wzrost zlewny) 105 CFU /g i powy¿ej.

Niezale¿nie od liczbnoœci drobnoustrojów w ranie zawsze za
patogenne i wymagaj¹ce podjêcia antybiotykoterapii uznawane s¹
[1, 2, 10]:
-

Do tej grupy niektórzy autorzy zaliczaj¹ równie¿
jakkolwiek zdania nt ich negatywnego oddzia³ywania na

ranê przy ma³ej liczbie CFU / g s¹ podzielone [7].

W zaka¿eniach ran najczêœciej bierze udzia³ ,
nieco rzadziej

bakterie beztlenowe. Udzia³ beztlenowców
w infekcjach mieszanych z tlenowymi stwierdzany jest nawet w
ponad 80% ran w stopie cukrzycowej. Flora rany ulega zmianie i jak
wykazali francuscy naukowcy [4] mo¿e byæ to zwi¹zane zarówno z
czasem gojenia rany jak i stosowanymi antybiotykami
( Tab 1 [cyt z 4]).

Tab1. [cyt. z 4]
Korelacja pomiêdzy ró¿nymi typami ran i drobnoustrojami z nich
izolowanych

Streptococcus pyogenes
- Pseudomonas aeruginosa.

Staphylococcus
aureus

Staphylococcus aureus
Streptococcus szczepy beta hemolizuj¹ce,

Pseudomonas aeruginosa , Enterococcus spp. pa³eczki z rodziny
Enterobacteriaceae i

Diagnostyka ran w stopie cukrzycowej [2,4,10]
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Pobieranie materia³ów do badañ mikrobiologicznych jest wskazane u
wszystkich chorych z objawami zaka¿enia pocz¹wszy od II stopnia
klasyfikacji gdzie zmiany s¹ wielkoœci od 0,5-2 cm do stopnia 4
manifestuj¹cego siê klinicznymi objawami zaka¿enia rany jak i
uogólnion¹ reakcj¹ zapaln¹. Najbardziej polecane jest pobieranie
ropy przez aspiracjê i zeskrobin z dna rany.

Zmiany powsta³e w wyniku oparzeñ stanowi¹ bardzo dobre
œrodowisko do namna¿ania drobnoustrojów. Ich Ÿród³em s¹ zarówno
flora w³asna pacjenta ( we wczesnej fazie po urazie) a nastêpnie flora
szpitalna ( po 4-5 dniach hospitalizacji). Wœród bakterii najczêœciej
odpowiedzialnych za zaka¿enia wyró¿nia siê

a w dalszej kolejnoœci
Rzadko izolowane s¹ beztlenowce,

czêœciej przy objawach sepsy. W celu identyfikacji patogenu
najbardziej wartoœciow¹ diagnostycznie próbk¹ jest bioptat. W
przypadku braku mo¿liwoœci pobrania wycinka wskazany jest
wymaz i dodatkowo krew na posiew przy podejrzeniu zaka¿enia
uogólnionego.

Przyczyn¹ zaka¿eñ odle¿yn jest najczêœciej mieszana flora tlenowa
i beztlenowa. Szczególn¹ rolê ze wzglêdu na umiejscowienie ran
odgrywaj¹ pa ³eczk i z rodz iny

Z uwagi na s³abo
wyra¿one objawy kliniczne zaka¿enia poleca siê okresowe
przesiewowe badania mikrobiologiczne w celu oceny rany. Próbkami
pobieranymi do diagnostyki mog¹ byæ zarówno wymazy g³êbokie,
aspiraty ropy czy te¿ wycinki. Wa¿na jest równie¿ krew na posiew, z
powodu ³atwego rozsiewu drobnoustrojów z rany.

Podsumowuj¹c, badania mikrobiologiczne mog¹ w du¿ym
stopniu przyczyniæ siê do podejmowania w³aœciwych decyzji
terapeutycznych i zwiêkszaæ szansê na wyleczenie ran przewlek³ych.
Aby tak jednak siê sta³o wa¿ny jest odpowiedni dobór próbek
klinicznych do badañ, w³aœciwie pobranych i transportowanych do
laboratorium oraz stosowanie metod pó³iloœciowych i iloœciowych
w celu okreœlenia czy wyhodowany drobnoustrój jest na pewno
przyczyn¹ zaka¿enia. Dla ostatecznego sukcesu terapeutycznego
niezbêdna jest równie¿ œcis³a wspó³praca mikrobiologów i
klinicystów, szczególnie przy interpretacji wyników badañ
mikrobiologicznych i ich odniesieniu do stanu klinicznego pacjenta.
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Diagnostyka ran oparzeniowych [2,3,8, 10, 12]

Diagnostyka ran odle¿ynowych [2, 6, 7, 10, 11]

Spis publikacji

Pseudomonas
aeruginosa, S. aureus, Klebsiella spp.,
Enterococcus spp, Candida spp.

En terobac ter iaceae ,
S. aureus, Enterococcusa spp., P. aeruginosa.

Biuro Krajowej Izby Diagnostów Laboratoryjnych uprzejmie informuje, ¿e
dokument"Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego"jest
wydawany sukcesywnie wszystkim tym osobom, które posiadaj¹ kompletne
dokumenty i uregulowane zobowi¹zania finansowe wobec Izby,

Chc¹c otrzymaæ dokument "'Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty
Laboratoryjnego"(PWZDL) nale¿y:

- wp³aciæ 100 z³.na konto KIDLzgodnie z uchwal¹ nr 60/2004 KRDL zdnia17
grudnia 2004 r., tytu³em "Wplata na rzecz KIDLna dzia³alnoœæ statutow¹",

- przes³aæ do biura KIDLkserokopiê dowodu wp³aty z do³¹czon¹ czyteln¹
informacj¹ zawieraj¹c¹ w/w tytu³ wp³aty, imiê i nazwisko oraz numer
wpisu na listê diagnostów laboratoryjnych,

- przes³aæ tak¿e zaœwiadczenie lekarskie o stanie zdrowia stwierdzaj¹ce
zdolnoœæ do wykonywania czynnoœci diagnosty laboratoryjnego zgodnie z art
9 ust. l pkt 4 ustawy o diagnostyce laboratoryjnej.

PT Diagnoœci Laboratoryjni nie posiadaj¹cy do tej pory PWZDL proszeni s¹
odokonywanie w/w wp³aty, przesy³ania jej kserokopii oraz
uzupe³nianieewentualnych braków w dokumentacji.
PT Diagnosta Laboratoryjny we w³asnym interesie - w trybie pilnym -
jestzobowi¹zany skontaktowaæ siê z Dzia³em Diagnostów KIDL(022 741-21-
57) w celuuzyskania informacji o ewentualnych brakach w dokumentach
i/lubzobowi¹zaniach finansowych wzglêdem Izby.

Dokument "Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego" jest
wysy³any, listem poleconym zazwrotnym potwierdzeniem odbioru, na adres
do korespondencj i znajduj¹cy siê w dokumentacj i KIDL.
Posiadane"Zaœwiadczenia" o wpisie na listê diagnostów laboratoryjnych s¹
waŸne do koñca 2006 roku".

W przypadku nieodebrania listu poleconego i zwrotu przesy³ki przez pocztê
do biura KIDL - powtórne przes³aniedokumentu bêdzie mo¿liwe na pisemn¹
proœbêi za dodatkow¹ op³at¹ poniesionych kosztów ponownego
wys³aniadotych z Pañstwa, których dotyczyæ bêdzie nie dorêczenie w/w
przesy³ki.
Zwracamy równie¿ uwagê, ¿e dokument "Prawo Wykonywania Zawodu
Diagnosty Laboratoryjnego" nie zostaniewystawiony i nie bêdzie wys³any
tym diagnostom laboratoryjnym, którzy:
- posiadaj¹ braki w dokumentacji,
- zalegaj¹ z p³atnoœci¹ obligatoryjnych sk³adek cz³onkowskich,
- dot¹d przes³ali swoje zdjêcia w innym formacie ni¿3,5 cmna4,5 cm, gdy¿ po
zmniejszeniu tych zdjêæ do wymaganego formatuokazuje siê, ¿e twarz na
zdjêciu jest nieczytelna.
W przypadku dostarczenia wraz z dokumentami nieaktualnych zdjêæ (np.
sprzed kilkunastu lat), KIDL nie bêdzie ponosi odpowiedzialnoœci za wynik³e
z tego powodu problemy lub konsekwencje.

Biuro KIDL
17.10.2006

WA¯NA INFORMACJA
DOTYCZ¥CA WYDAWANIA PRAWA WYKONYWANIA

ZAWODU DIAGNOSTY LABORATORYJNEGO

UWAGA:

PROSIMY O PILNE AKTUALIZOWANIE ZMIENIONYCH
ADRESÓW DO KORESPONDENCJI.

WYDANIE NOWEGO DOKUMENTU (Z POWODU ZNISZCZENIA,
ZGUBIENIA, NIEAKTUALNEGOZDJÊCIA) BÊDZIE MO¯LIWE
NA PISEMN¥ PROŒBÊ I DODATKOWY KOSZT OSOBY
ZAINTERESOWANEJ.

PRZYPOMNIENIE:
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Diagnos tyka waginozy bakteryjne j i a typowych
z a k a ¿ e ñ p r z e n o s z o n y c h d r o g ¹ p ³ c i o w ¹ .

Beata M¹czyñska
Katedra i Zak³ad Mikrobiologii

Akademii Medycznej we Wroc³awiu

Zaka¿enia dróg p³ciowych s¹ wbrew pozorom jednymi z
najtrudniejszych do leczenia i diagnozowania. Dzieje siê tak ze
wzglêdu na mo¿liwoœæ wystêpowania w cewce moczowej i
pochwie bardzo ró¿norodnej flory bakteryjnej bez objawów
klinicznych zaka¿enia. Jednoczeœnie z uwagi na fakt, ¿e infekcje te
najczêœciej przenoszone s¹ drog¹ p³ciow¹, konieczne jest
jednoczesne leczenie wszystkich partnerów seksualnych. Bywa to
czasem problematyczne w sytuacji, kiedy u osób zaka¿onych nie
wystêpuj¹ objawy kliniczne. Mê¿czyŸni czêœciej choruj¹
bezobjawowo, co zwi¹zane jest z ubo¿szym w substancje
od¿ywcze wykorzystywane przez drobnoustroje, œrodowiskiem
cewki moczowej. Powoduje to zahamowanie namna¿ania siê
niektórych patogenów, które z kolei przeniesione do bogatego w
glikogen i inne substancje œrodowiska pochwy kobiety, znajduj¹
œwietne warunki do obfitego wzrostu, prowadz¹cego niestety do
pojawienia siê dokuczliwych objawów klinicznych (1).

W tak zwanych chorobach wenerycznych jak ki³a czy
rze¿¹czka, przy charakterystycznych, zwykle w³aœciwie
rozpoznawanych przez lekarza ginekologa objawach, okreœlone s¹
opcje terapeutyczne i leczenie jest na ogó³ skuteczne. Gorzej z
infekcjami wywo³anymi przez patogeny atypowe: chlamydia i
mykoplazmy czy inne bakterie jak: paciorkowce, gronkowce,
pa³eczki Gram-ujemne. Wszystkie one w niewielkiej iloœci mog¹
kolonizowaæ drogi p³ciowe nie daj¹c objawów zaka¿enia (2). Bardzo
wiêc trudno okreœliæ, co w danym przypadku jest prawdziw¹
przyczyn¹ niepokoj¹cych stanów takich jak: up³awy, swêdzenie,
pieczenie, zaczerwienienie, czêstomocz lub sk¹pomocz czy
zaburzenia erekcji. Jeœli w cewce moczowej wystêpuj¹ paciorkowce,
gronkowce czy w niewielkiej iloœci, na ogó³ nie
wymaga to leczenia. Do podjêcia decyzji o leczeniu, konieczna jest
ocena iloœciowa, która w wiêkszoœci laboratoriów niestety nie jest
wykonywana. Prowadzi to do wydawania niemiarodajnych
wyników, które s¹ przyczyn¹ b³êdów terapeutycznych.
Przypadkowo zastosowany antybiotyk niszczy naturaln¹ florê
fizjologiczn¹ i zamiast do wyleczenia mo¿e prowadziæ do
zaostrzenia objawów klinicznych lub pojawienia siê nadka¿enia
grzybami (3).

Wystêpowanie lub nie objawów klinicznych, mo¿e byæ
zwi¹zane z naturaln¹ odpornoœci¹ osobnicz¹ i liczebnoœci¹
zaka¿aj¹cego inokulum. Rozwój mikroflory pochwy jest
stymulowany przez hormony, a wiêc czêsto zale¿ny u kobiety od
fazy cyklu miesi¹czkowego i wieku (4,5). W prawid³owej florze
pochwy powinny dominowaæ pa³eczki z rodzaju , które
utrzymuj¹ prawid³owe pH (3,8-4,2). Niskie pH w naturalny sposób
chroni przed zaka¿eniem z zewn¹trz (przeniesionym drog¹ p³ciow¹)
oraz ogranicza namna¿anie siê bakterii i grzybów, które w
niewielkiej iloœci zwykle s¹ obecne w dolnych drogach p³ciowych.
Ten stan subtelnej równowagi pomiêdzy pH a jakoœci¹ i iloœci¹
fizjologicznej flory cewki moczowej i pochwy, ³atwo jednak
zaburzyæ. Ci¹¿a, antykoncepcja hormonalna, antybiotykoterapia,
irygacje, stosowane œrodki higieny intymnej, czêste zmiany
partnerów seksualnych, mog¹ prowadziæ do eliminacji w³aœciwej
flory, podwy¿szenia pH i jednoczeœnie nadmiernego namno¿enia
niektórych bakterii z pojawieniem siê dokuczliwych objawów
klinicznych (2,5,6).

Escherichia coli

Lactobacillus

Waginoza bakteryjna BV (

Tabela 1. Ocena rozmazu z pochwy barwionego metod¹ Grama
w kierunku bakteryjnej waginozy (wg. Nugenta)

ang. bacterial vaginosis)

Typowym przyk³adem zaka¿enia wynikaj¹cego z zaburzenia
naturalnego ekosystemu pochwy jest tzw. waginoza bakteryjna. Jest
najpowszechniejsz¹ dolegliwoœci¹ u kobiet w wieku rozrodczym.
Szacuje siê, ¿e stanowi 60 % wszystkich infekcji w obrêbie pochwy i
sromu. Jednoczeœnie nawet u 50 % kobiet mo¿e przebiegaæ
bezobjawowo. BV nie jest uwa¿ana za chorobê przenoszon¹ drog¹
p³ciow¹ (7). Jest to wielobakteryjne zaka¿enie charakteryzuj¹ce siê
znacznym zwiêkszeniem liczby bakterii beztlenowych i
mikroaerofilnych, które normalnie bytuj¹ w pochwie w bardzo
niewielkich iloœciach. Stosunek bakterii tlenowych do beztlenowych

zwiêksza siê z 1:5 (stan normalny) na ok. 1:1000. U ponad 90%
pacjentek izoluje siê mikroaerofilne pa³eczki
Jednoczeœnie wyizolowanie nie stanowi
kryterium diagnostycznego bakteryjnej waginozy, poniewa¿ bakterie
te mo¿na wyhodowaæ z wydzieliny pochwowej u ponad 50%
zdrowych kobiet. Badania kliniczne wskazuj¹ jednak na zwi¹zek
wysokiego miana z wystêpowaniem BV
(izoluje siê ten drobnoustrój u ponad 90 % kobiet z bakteryjna
waginoz¹)(8, 9).

Charakterystycznym objawem klinicznym BV jest wystêpowanie
szarych, homogennych up³awów o charakterystycznym „rybim”
zapachu (zwiêkszona produkcja amin stymulowana przez
wydzielane przez bakterie beztlenowe ró¿ne dekarboksylazy).

która ma zdolnoœæ do przyczepiania siê do
z³uszczonych komórek nab³onka powoduje powstawanie tzw. „clue
cells”, charakterystycznych dla BV zmienionych nab³onków o
ziarnistym wygl¹dzie (5).

Diagnostyka

W praktyce  rozpoznanie BV jest ustalane na podstawie kryteriów
klinicznych wg. Amsela (10) lub kryteriów mikrobiologicznych wg
Haya i Isona (2) lub wg. Nugenta (11).
Kryteria Amsela opieraj¹ siê na stwierdzeniu przynajmniej trzech z
czterech objawów BV.
1) rzadka, szarawo-bia³a, jednorodna wydzielina z pochwy,
2) komórki typu w obrazie mikroskopowym >20%
3) pH wydzieliny pochwowej >4,5,
4) rybi zapach po dodaniu roztworu zasady (10% KOH) do próbki
wydzieliny z pochwy.
Alternatywna metoda diagnostyczna polega na barwieniu wymazu
z pochwy metod¹ Grama i ocenie materia³u w skali Haya i Isona
lub skali Nugenta.
W skali Haya i Isona wyró¿nia siê nastêpuj¹ce stopnie:
· stopieñ 1 (stan prawid³owy): dominacja pa³eczek

;
· stopieñ 2 (stan poœredni): flora mieszana, obecne

pa³eczki z domieszk¹ bakterii z rodzaju
lub ;

· stopieñ 3 (BW): w obrazie rozmazu dominuj¹ bakterie
i(lub) ; pa³eczki

nieliczne lub nie wystêpuj¹.

W skali Nugenta ocena opiera siê na oszacowaniu
proporcjonalnego udzia³u poszczególnych rodzajów bakterii w
preparacie i jego ocenie liczbowej (0-10 punktów). Koñcowy
wynik <4 punktów wskazuje na stan prawid³owy, 4-6 oznacza stan
poœredni, a >6 œwiadczy o BV. Tabela 1, Zdjêcia 1, 2 i 3

Gardnerella vaginalis.
Gardnerella vaginalis

Gardnerella vaginalis

Gardnerella vaginalis,

clue cells

Lactobacillus

Lactobacillus
Gardnerella Mobiluncus

Gardnerella Mobiluncus Lactobacillus
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Bakterie s¹ punktowane wed³ug œredniej liczby komórek
widocznych w polu widzenia mikroskopu pod powiêkszeniem
1000x. Ca³kowit¹ liczbê punktów obliczamy dodaj¹c
poszczególne punkty:
Lactobacillus + G.vaginalis i Bacteroides + skrzywione pa³eczki
Metoda Nugenta jest tania i ³atwa do wykonania i wykazuje
najwy¿sz¹ przydatnoœæ diagnostyczn¹ w korelacji z odpowiednim
rozpoznaniem klinicznym. Szczególne znaczenia ma ona w
monitorowaniu efektów leczenia BV, gdy¿ poprawa kliniczna nie
musi korelowaæ z normalizacja biocenozy pochwy, co mo¿e byæ
punktem wyjœcia nawrotów BV(8). Ca³kowicie nieprzydatny jest w
diagnostyce BV klasyczny posiew na pod³o¿a, szczególnie w
kierunku bakterii tlenowych. Izoluje siê czêsto ró¿norodn¹ florê
Gram+ i Gram-, ale wszystkie te drobnoustroje mog¹ wystêpowaæ w
prawid³owej wydzielinie pochwowej i ich eliminacja nie przyczynia
siê do poprawy stanu klinicznego.

Wykonanie antybiogramów i leczenie antybiotykami, zw³aszcza
tymi, które swoim spektrum nie obejmuj¹ bakterii beztlenowych,
mo¿e przyczyniæ siê do pogorszenia stanu pacjentki, powoduj¹c
jeszcze silniejsze przesuniêcie naturalnej równowagi w biocenozie
pochwy w kierunku beztlenowców i eliminuj¹c resztki wra¿liwych
Gram+ pa³eczek Lactobacillus. W leczeniu stosuje siê antybiotyki
lub chemioterapeutyki obni¿aj¹ce poziom bakterii beztlenowych i
mikroaerofilnych jak klindamycyna i metronidazol. Zalecane jest
tak¿e stosowanie preparatów probiotycznych odbudowuj¹cych
naturaln¹ florê pochwy jak Lactovaginal lub stosowany doustnie
LaciBios-femina. Leczenie wskazane jest u kobiet, u których
wystêpuj¹ objawy chorobowe i w przypadku pacjentek
poddawanych niektórym inwazyjnym zabiegom ginekologicznym
(13, 14, 15).

Zalecany schemat leczenia (wg. CDC)  to:
- metronidazol 400-500 mg doustnie 2 razy na dobê przez 5-7 dni
- metronidazol ¿elu dopochwowym (0,75%) raz na dobê przez 5
dni
- klindamycyna w kremie dopochwowym (2%) raz na dobê przez 7
dni
Leczenie alternatywne
- metronidazol 2 g w jednorazowej dawce   lub
- klindamycyna doustnie 300 mg 2 razy na dobê przez 7 dni  lub
- klindamycyna czopki/globulki dopochwowo 100mg raz na dobê
Zalecany schemat leczenia (wg. CDC)  to:
- metronidazol 400-500 mg doustnie 2 razy na dobê przez 5-7 dni
- metronidazol ¿elu dopochwowym (0,75%) raz na dobê przez 5
dni
- klindamycyna w kremie dopochwowym (2%) raz na dobê przez
7 dni
Leczenie alternatywne
- metronidazol 2 g w jednorazowej dawce   lub
- klindamycyna doustnie 300 mg 2 razy na dobê przez 7 dni  lub
- klindamycyna czopki/globulki dopochwowo 100mg raz na dobê

Innymi, trudnymi do leczenia i diagnostyki schorzeniami s¹
zaka¿enia atypowe dróg p³ciowych, wywo³ane przez chlamydia,
mykoplazmy i ureaplazmy. Bakterie te maj¹ specyficzne
w³aœciwoœci fizjologiczne i bardzo ma³e rozmiary komórek (300 nm
do 1 mm w zale¿noœci od fazy rozwojowej), przez co ich oznaczanie
nie jest ³atwe i powinno byæ wykonywane w specjalistycznych
placówkach. Konieczne jest tutaj wykonanie testu polegaj¹cego na
oznaczaniu antygenu czyli rzeczywistej obecnoœci patogenu.
Badania polegaj¹ce na oznaczaniu przeciwcia³ wykonywane w
niektórych laboratoriach, czêsto prowadz¹ do b³êdnej interpretacji,
poniewa¿ przeciwcia³a te wystêpuj¹ tak¿e u zdrowych ludzi i nie
œwiadcz¹ o aktualnym zaka¿eniu.

s¹ wewn¹trzkomórkowymi patogenami, które utraci³y
zdolnoœæ syntezy w³asnego ATP przez co niemo¿liwe jest ich
wyhodowanie na sztucznych pod³o¿ach. Bardzo ma³e rozmiary nie

pozwalaj¹ na obserwacje ich komórek w standardowych
powiêkszeniach w mikroskopie œwietlnym, jak w przypadku
typowych patogennych drobnoustrojów. Gatunek

uwa¿a siê za przyczynê ok. 40-50% tzw.
nierze¿¹czkowych zapaleñ cewki moczowej (NGU-

). Objawy infekcji s¹ zwykle ma³o charakterystyczne. U
mê¿czyzn jest to surowiczy, œluzowy, rzadziej ropny wyciek z cewki
moczowej i dolegliwoœci dysuryczne, u kobiet œluzowe lub
œluzowo-ropne zapalenie szyjki macicy, w którym up³awom mog¹
towarzyszyæ bóle w podbrzuszu. U obojga p³ci w skutek autoinfekcji
mo¿liwe jest zaka¿enie worka spojówkowego (szczepy
okulogenitalne), wystêpuj¹ tak¿e zaka¿enia bezobjawowe (16, 17).
Gatunek ten jest zreszt¹ bardzo zró¿nicowany. Na podstawie
antygenów typowo swoistych wyró¿nia siê 17 serotypów, które s¹
odpowiedzialne za ró¿ne jednostki kliniczne(18):

jaglica (serotypyA, B, Ba, C) wtrêtowe zapalenie spojówek, ze
zmianami na rogówce i bliznowaceniem, mog¹cym prowadziæ
do œlepoty (choroba nie wystêpuje w Polsce, g³ównie wAfryce,
Azji i USA)
ziarnica weneryczna (LGV
serotypy L1, L2, L3) choroba weneryczna, cechuj¹ca siê
ropnym zapaleniem pachwinowych wêz³ów ch³onnych
(wystêpuje g³ównie w klimacie tropikalnym), obecnie
notowane s¹ przypadki zapalenia odbytu i jelita grubego u
homoseksualistów.
zaka¿enia przenoszone drog¹ p³ciow¹ (serotypy D K)

nierze¿¹czkowe zapalenie cewki moczowej (NGU)

zapalenie pêcherza moczowego

zapalenia szyjki macicy, jajników

zapalenie jajowodów i b³ony œluzowej macicy (z
bliznowaceniem mog¹cym prowadziæ do niep³odnoœci,
poronieñ, ci¹¿y pozamacicznej)
zapalenia b³on p³odowych

poporodowe zapalenie narz¹dów miednicy ma³ej (PID)

zapalenie naj¹drzy

zapalenie odbytnicy (najczêœciej u homoseksualistów)

zapalenia spojówek (najczêœciej u noworodków)

zaka¿enia dróg oddechowych i CUN u noworodków

Zespó³ SARA( ) w tym
zespó³ Reitera
zespó³ Fitz-Hugh-Curtisa ( )

Cechy morfologiczne i niespotykana fizjologia chlamydii maj¹
bezpoœredni wp³yw na wybór stosowanych metod diagnostycznych.
Opieraj¹ siê na wykrywaniu cia³ek wtrêtowych
hodowlach komórkowych lub wykrywaniu antygenów w
bezpoœrednich wymazach z dróg p³ciowych lub spojówek, a tak¿e na
wykrywaniu kwasów nukleinowych. Pobieranie i sposób przes³ania
materia³u zale¿y od stosowanego testu (19,20):

Cechy morfologiczne i niespotykana fizjologia chlamydii maj¹
bezpoœredni wp³yw na wybór stosowanych metod diagnostycznych.
Opieraj¹ siê na wykrywaniu cia³ek wtrêtowych
hodowlach komórkowych lub wykrywaniu antygenów w
bezpoœrednich wymazach z dróg p³ciowych lub spojówek, a tak¿e na
wykrywaniu kwasów nukleinowych. Pobieranie i sposób przes³ania
materia³u zale¿y od stosowanego testu (19,20):

metoda hodowlana - w identyfikacji u¿ywane
s¹ najczêœciej linie komórkowe fibroblastów mysich (komórki
McCoy'a). Po wybarwieniu jodyn¹ Jonesa, w dodatniej
hodowli, na tle prawid³owych, wrzecionowatych komórek
McCoy'a, widoczne s¹ kuliste komórki wype³nione
zabarwionymi na ciemny br¹z wtrêtami (Zdjecie 4).

metody immunofluorescencyjne- test DIF (Zdjêcie 5)
metody immunoenzymatyczne
metody genetyczne (hybrydyzacja, PCR, LCR)

Leczenie BV

Atypowe zaka¿enia przenoszone droga p³ciow¹

Diagnostyka zaka¿eñ

Diagnostyka zaka¿eñ

Chlamydia trachomatis

C .trachomatis

C .trachomatis

Chlamydia

Chlamydia
trachomatis

nongonococal
urethritis

lymphogranuloma venerum

sexually acquired reactive arthritis

perihepatitis

C. trachomatis

C. trachomatis

C. trachomatis
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Obecnie w Polsce jak i wielu innych krajach jedn¹ z najczêœciej
stosowanych metod diagnostycznych tych zaka¿eñ jest
immunofluorescencja bezpoœrednia z u¿yciem przeciwcia³
monoklinalnych skierowanym przeciwko antygenom bia³kowym
wszystkich stadiów rozwojowych Jej zalet¹ jest
wysoka czu³oœæ i swoistoœæ, krótki czas badania, stosunkowo niskie
koszty i proste wykonanie. Metody genetyczne wykazuj¹ oczywiœcie
wy¿sz¹ czu³oœæ i mog¹ byæ stosowane w diagnostyce, jednak¿e
wymagaj¹ specjalistycznego sprzêtu, z³o¿onej techniki wykonania i
zwykle wiêkszych nak³adów finansowych. Nie polecane s¹
natomiast testy immunoenzymatyczne (oparte o wykrywanie LPS
chlamydii) ze wzglêdu na nisk¹ swoistoœæ i „szybkie testy”
immunodyfuzyjne (kontaminacja próbki krwi¹ bardzo obni¿a
czu³oœæ). Oznaczanie przeciwcia³ w zaka¿eniach dróg p³ciowych
wywo³ywanych przez tak¿e nie ma wartoœci
diagnostycznej.

W leczeniu stosuje siê przede wszystkim

Ziarnica weneryczna pachwin (serotypy L1-L3)
doksycyklina doustnie 100 mg 2x/dobê przez 3 tygodnie
erytromycyna - doustnie 500 mg 4x/dobê

•NGU (niepowik³ane) (serotypy D-K)
doksycyklina  doustnie 100 mg 2x/dobê
erytromycyna - doustnie 500 mg 4x/dobê
azytromycyna  doustnie 1000 mg
klarytromycyna - doustnie 500 mg 1x/dobê                   przez 7 dni
roksytromycyna  doustnie 150 mg 2x/dobê
ofloksacyna - doustnie 400 mg 1x/dobê

Zaka¿enia powik³ane (zapalenie naj¹drzy i gruczo³u krokowego,
zespó³ Reitera, zapalenie odbytnicy i narz¹dów miednicy
mniejszej.
doksycyklina  doustnie 100 mg 2x/dobê

erytromycyna - doustnie 500 mg 4x/dobê
klarytromycyna - doustnie 500 mg 1x/dobê
roksytromycyna  doustnie 150 mg 2x/dobê
ofloksacyna - doustnie 400 mg 1x/dobê
azytromycyna  doustnie 500 mg 1x/dobê
przez 3 dni  po 10 dniach kuracjê powtórzyæ

Cech¹ charakterystyczn¹ mykoplazm jest brak sztywnej,
typowej dla innych bakterii œciany komórkowej oraz bardzo ma³e
rozmiary komórek (100-300nm), zbli¿one wielkoœci¹ do du¿ych
cz¹stek wirusowych. Z tego wzglêdu niemo¿liwa jest obserwacja
komórek mykoplazm w mikroskopie œwietlnym, przy
standardowych powiêkszeniach. Najwa¿niejszymi gatunkami
wystêpuj¹cymi w drogach p³ciowych ze wzglêdu na potencjaln¹
patogennoœæ u ludzi s¹:

. Jednak¿e wszystkie trzy
gatunki mog¹ wystêpowaæ w drogach p³ciowych aktywnych
seksualnie mê¿czyzn i kobiet bez objawów zaka¿enia. Szczególnie
dotyczy to gatunku (kolonizacja ponad 60%
zdrowych kobiet). Powa¿nym problemem s¹ jednak powik³ania
wynikaj¹ce z kolonizacji lub zaka¿enia cewki moczowej .
Bezobjawowa kolonizacja i przewlek³e zaka¿enia cewki moczowej
mog¹ siê rozprzestrzeniaæ na górne odcinki uk³adu moczowego i byæ
przyczyn¹ zapalenia pêcherza moczowego, nerek i k³êbuszków
nerkowych. mo¿e te¿ wywo³aæ zapalenie pochwy,
szyjki macicy i mo¿e prowadziæ do bezp³odnoœci. Stwierdzono te¿
obecnoœæ wraz z u kobiet z PID, u
których wykluczono inne t³o infekcji . Obecnie uwa¿a siê, ¿e

i mog¹ byæ przyczyn¹ zapalenia narz¹dów
miednicy mniejszej i wraz z odpowiadaj¹ za
oko³o 10-15% przypadków zachorowañ (22-25)

nierze¿¹czkowe zapalenie cewki moczowej (NGU)
zapalenia j¹der, naj¹drzy szyjki macicy, jajników, jajowodów,
macicy (powik³aniem stanów zapalnych mo¿e byæ
niep³odnoœæ)
zapalenie œluzówki macicy (najczêœciej jako powik³anie
inwazyjnych zabiegów ginekologicznych)
zaka¿enia dróg oddechowych i CUN u noworodków
zapalenie gruczo³u krokowego
zapalenia pêcherza moczowego i k³êbuszków nerkowych
zapalenia stawów

Ze wzglêdu na szczególne zapotrzebowania od¿ywcze,
mykoplazmy wymagaj¹ specjalnych pod³o¿y i atmosfery bogatej w
CO . Ich powolny wzrost, wra¿liwoœæ na czynniki œrodowiska,
trudnoœci w przechowywaniu i pasa¿owaniu szczepów powoduj¹, ¿e
diagnostyka zaka¿eñ wywo³ywanych przez te drobnoustroje jest
trudna i powinna byæ prowadzona w specjalistycznych
pracowniach. W przeciwieñstwie do chlamydii,

mo¿na hodowaæ na sztucznych po¿ywkach
wzbogaconych surowica koñsk¹ i wyci¹giem dro¿d¿owym.
Natomiast w przypadku hodowla jest praktycznie
niemo¿liwa i metoda ta nie ma wartoœci diagnostycznej. Przy
izolacji tych drobnoustrojów od pacjentów z infekcj¹ dróg
moczowo-p³ciowych pojawia siê czêsto problem w interpretacji
wyniku badania. Uznanie mykoplazm za czynnik etiologiczny
zaka¿enia, powinno siê wi¹zaæ z izolacj¹ w znamiennej iloœci >10
komórek na ml pobieranej wydzieliny. Wyniki uzyskane bardzo
czu³ymi i swoistymi metodami genetycznymi (PCR), czêsto
wykrywaj¹ bardzo niewielk¹ iloœæ drobnoustroju. Nale¿a³oby wtedy
uznaæ wykrycie mykoplazm jedynie za kolonizacjê, a nie czynnik
etiologiczny zaka¿enia, ale ocena tego faktu jest niezwykle trudna,
zw³aszcza przy wczeœniejszym leczeniu i wystêpowaniu
charakterystycznych objawów klinicznych i zale¿y w du¿ej mierze
od miejsca izolacji. Istotnym elementem w diagnostyce,
warunkuj¹cym uzyskanie prawid³owego wyniku, jest w³aœciwe
pobranie materia³u do badañ zale¿ne od u¿ytej metody (22,26).

Do stosowanych metod diagnostycznych nale¿¹:

metoda hodowlana ogl¹da siê charakterystyczne kolonie
mykoplazm o wygl¹dzie „jaja sadzonego” z wrastaj¹cym
œrodkiem, widoczne w mikroskopie pod powiêkszeniem 50-
100x. W przypadku kolonie nie maj¹
charakterystycznej obwódki, natomiast przybieraj¹ br¹zowo-
czarne zabarwienie zwi¹zane z metabolizmem zawartych w
po¿ywce soli manganu. Dodatni wynik hodowli œwiadczy o
obecnoœci mykoplazm lub ureaplazm w materiale.(Zdjêcie 6)

metoda biochemiczna (testy Mycoplasma IST, Mycoplasma
DUO, Mycofast) Obecnoœæ drobnoustroju wykrywa siê przez
zmianê zabarwienia z ¿ó³tego na na pasku
identyfikacyjnym, powodowan¹ przez zmiane pH na skutek
rozk³adu substratu (mocznika lub argininy). Test daje
mo¿liwoœæ oceny iloœciowej, co w przypadku iloœci powy¿ej
10 komórek mykoplazm, pozwala na uznanie ich z du¿ym
prawdopodobieñstwem za czynnik etiologiczny zaka¿enia. W
teœcie tym, na podstawie wykonanego jednoczeœnie
antybiogramu, mo¿na tak¿e oceniæ wra¿liwoœæ szczepów na
stosowane w zaka¿eniach mykoplazmowych antybiotyki.

metoda genetyczna PCR zastosowanie swoistych primerów
pozwala rozró¿niæ wszystkie gatunki mykoplazm p³ciowych w
tym uznany niedawno za odrêbny gatunek biotyp

(27)
Pomimo, ¿e dostêpne s¹ komercyjne testy oznaczaj¹ce poziom
swoistych przeciwcia³, nie maj¹ one wartoœci diagnostycznej w
zaka¿eniach w obrêbie dróg p³ciowych, ze wzglêdu na
powszechn¹ kolonizacjê (23).

C. trachomatis.

C.trachomatis

Mycoplasma hominis, Ureaplasma
urealyticum i Mycoplasma genitalium

U. urealyticum

U. Urealyticum

U. urealyticum M. genitalium
M.

hominis U. urealyticum
Mycoplasma genitalium

M. hominis i U.
urealyticum

M. genitalium

U.urealyticum

Ureaplasma
parvum .

Leczenie
: tetracykliny, makrolidy i

chinoliny. Schemat leczenia zale¿y od postaci zaka¿enia, oraz
ewentualnych nawrotów. Nale¿y leczyæ wszystkich partnerów
seksualnych (21).
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Leczenie

Zdjêcie 2 - Stan nieprawid³owy-bakteryjna waginoza BV
brak du¿a iloœæ flory mikroaerofilnej

Powinno siê leczyæ zaka¿enia objawowe i kobiety ciê¿arne ze
wzglêdu na niebezpieczeñstwo zaka¿eñ noworodków.
Wykonywanie badañ w tym kierunku i ewentualna eradykacja
zalecana jest tak¿e przy leczeniu niep³odnoœci. Skuteczne s¹
antybiotyki z grupy makrolitów, chinologów i tetracyklin (28, 29). W
przypadku ponad 90% szczepów jest jednak opornych na
erytromycynê (30). Stosunkowo najwy¿sz¹ skutecznoœæ wykazuje
doksycyklina (31).

NGU (niepowik³ane)

doksycyklina  doustnie 100 mg 2x/dobê
ofloksacyna - doustnie 400 mg 1x/dobê

azytromycyna doustnie 500 mg 1x/dobê przez 3 dni
po 10 dniach kuracjê powtórzyæ
erytromycyna - doustnie 500 mg 4x/dobê
klarytromycyna - doustnie 500 mg 1x/dobê przez 10-14 dni
roksytromycyna doustnie 150 mg 2x/dobê

Podsumowuj¹c przedstawione dane dotycz¹ce diagnostyki i
leczenia bakteryjnej waginozy oraz zaka¿eñ dróg p³ciowych
wywo³anych przez chlamydia i mykoplazmy, nale¿y podkreœliæ, ¿e w
wielu laboratoriach pope³nia siê b³êdy wynikaj¹ce z niew³aœciwego
doboru metod stosowanych w tej diagnostyce. Powoduje to nisk¹
wykrywalnoœæ zaka¿eñ, wyniki fa³szywie dodatnie lub niew³aœciw¹
interpretacjê badania. Natomiast tylko prawid³owa diagnoza oparta
na kompleksowych badaniach z u¿yciem wiarygodnych testów jest
gwarancj¹ skutecznego leczenia.

Zdjêcie 3 -Typowa dla BV tzw. „clue cell”- zniszczony,
upakowany bakteriami nab³onek

Zdjêcie 4. Cia³ka wtrêtowe w hodowli komórk
McCoy'a barwione jodyn¹ Jonesa

Zdjêcie 5. Cia³ka wtrêtowe w komórkach
nab³onkowych dróg p³ciowych w metodzie immunofluorescencji
bezpoœredniej

M. hominis

Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis

Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum

C.trachomatis

C.trachomatis

�

�

przez 10-14 dni

Zdjêcie 1. Stan normalny prawid³owe nab³onki, brak lub
niewielka iloœæ innej flory

Lactobacillus,

Lactobacillus,
Gardnerella vaginalis, Mobiluncus
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Zdjêcie 6. Charakterystyczne kolonie na
po¿ywce sta³ej, widoczne w mikroskopie œwietlnym przy
powiêkszeniu 100x
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Powstawanie biofilmu bakteryjnego i jego konsekwencje
nowym  wyzwaniem wspó³czesnej medycyny

Dr nauk med. Marzenna Bartoszewicz
Katedra Mikrobiologii A.M. Wroc³aw

Ul. Cha³ubiñskiego 4
e-mail: marzbp@mbio.am.wroc.pl

+4871 7841301

od koniec lat 70 tych XX wieku zosta³a stworzona przez zespó³
profesora J. W. Costertona podstawa teorii wyjaœniaj¹cej, jakie
mechanizmy umo¿liwiaj¹ drobnoustrojom adhezjê do ¿ywych
i nieo¿ywionych powierzchni oraz jakie korzyœci wynikaj¹
z tworzenia struktury biofilmu, jako swoistej niszy ekologicznej [1].
Ogromny postêp w dziedzinie mikroskopii przede wszystkim u¿ycie
skaningowego mikroskopu laserowego i mikroskopu konfokalnego
pozwala na coraz dok³adniejsze poznanie struktury biofilmu[2].
Biofilm wystêpuje powszechnie w œrodowisku naturalnym ( rury
kanalizacyjne, zbiorniki wodne), a tak¿e powstaje na ogromnej iloœci
ró¿nych powierzchni, w³¹czaj¹c ¿ywe tkanki, powierzchnie
cewników i implantów [2]. Badania nad biofilmem skupiaj¹
badaczy z ró¿nych dyscyplin wiedzy, wspólne wysi³ki
mikrobiologów, biologów, biotechnologów, chemików,
matematyków pozwalaj¹ odpowiedzieæ na kolejne pytania
dotycz¹ce natury tak powszechnie tworzonej przez drobnoustroje
struktury [5, 14]. Bakterie w skupisku dostosowuj¹ procesy
metaboliczne w zale¿noœci od dostêpnoœci sk³adników od¿ywczych
oraz zapewniaj¹ sobie ochronê przed szkodliwymi warunkami [13].
Fenotypowe zró¿nicowanie komórek w biofilmie wskazuje na
wyspecjalizowanie i podzia³ funkcji. Ponadto bakterie wydzielaj¹
substancje, które wp³ywaj¹ na ekspresjê genów i pozwalaj¹ na
komunikacjê miêdzy sob¹ w obrêbie skupiska [10]. Bliskoœæ
komórek w biofilmie tworzy idealne warunki dla horyzontalnej
wymiany materia³u genetycznego przez plazmidy i bakteriofagi [10].
Plazmidy przenosz¹ miêdzy innymi geny opornoœci na œrodki
przeciwdrobnoustrojowe, umo¿liwiaj¹c szybkie rozprzestrzenianie
siê bakterii opornych [8].

Istniej¹ trzy sk³adowe biofilmu, bez których niemo¿liwe
jest jego powstanie, tj. drobnoustroje, macierz oraz powierzchnia [3].

Macierz sk³ada siê z pozakomórkowych polimerowych
substancji (EPS, extracellular polymeric substances) jej sk³ad jest
charakterystyczny dla gatunku bakterii, ale mo¿e ró¿niæ siê u
przedstawicieli jednego gatunku ¿yj¹cych w odmiennych warunkach
œrodowiska [12]. Podstawowym i niezbêdnym elementem macierzy
s¹ egzopolisacharydy nadaj¹ce biofilmowi w³aœciwoœci kationowe
lub anionowe[3] i tworz¹ce szkielet, w obrêbie którego
rozmieszczone s¹ komórki bakterii, a dodatkowo w sk³ad macierzy
wchodz¹ substancje obce wch³oniête ze œrodowiska [2,3].
Powierzchnia biofilmu mo¿e mieæ w³aœciwoœci hydrofilowe lub
hydrofobowe, mo¿e te¿ posiadaæ obie cechy jednoczeœnie [18].

Wyró¿niono kilka etapów powstawania biofilmu (ryc. 1).
Warunkiem rozpoczêcia tworzenia biofilmu, jest adhezja komórek
bakteryjnych do powierzchni, która w dalszej kolejnoœci umo¿liwia
rozmna¿anie oraz akumulacjê komórek w postaci wielu warstw
i w konsekwencji utworzenie skupiska zamkniêtego w polimerowej
macierzy [1, 12,14]. Zbli¿enie siê komórki bakteryjnej do
powierzchni materia³u polimerowego nastêpuje, gdy spektrum
dzia³ania si³ van der Waalsa wynosi 20-50 nm, w odleg³oœci poni¿ej
20 nm nastêpuje rywalizacja si³ elektrostatycznego przyci¹gania i
odpychania w wyniku czego dochodzi do zmniejszenia dystansu
miedzy komórk¹ a powierzchni¹ biomateria³u [6]. Nieodwracalny
etap adhezji, faza unieruchomienia, wymaga specyficznych
interakcji typu receptor-ligand . Na tym etapie adhezji bior¹ udzia³
substancje i struktury wytwarzane pozakomórkowo, integralnie
zwi¹zane z komórka bakteryjn¹, takie jak adhezyjny bia³kowe
i egzopolisacharydy [7]. Adhezyjny maj¹ charakter lektyn ³¹cz¹cych
siê specyficznie z receptorami na powierzchni materia³u
polimerowego. Wytwarzanie œluzu jest wa¿nym czynnikiem
warunkuj¹cym zdolnoœæ bakterii do koñcowego wykszta³cania siê
biofilmu poprzez bakteryjne przyleganie do polimerowych
powierzchni i zlepianie pomiêdzy komórkami, z nastêpczym
nagromadzeniem wielokomórkowego „grona” bakterii . Gdy
dynamiczna równowaga zostanie osi¹gniêta, zewnêtrzna warstwa
bardziej rozroœniêta ni¿ wewnêtrzna, zaczyna tworzyæ planktoniczne

organizmy [1,12]. Dojrza³y biofilm znajduje siê w stanie
dynamicznej równowagi. W czasie, gdy jedne komórki aktywnie
namna¿aj¹ siê, inne ograniczaj¹ swoj¹ aktywnoœæ i obumieraj¹.
Jednoczeœnie strukturê biofilmu opuszczaj¹ stale pojedyncze
komórki lub agregaty komórek, które ju¿ jako organizmy
planktonowe mog¹ zapocz¹tkowaæ utworzenie biofilmu w innym
miejscu [3]. Od³¹czanie siê komórek od biofilmu mo¿e byæ
spowodowane przez niekorzystne czynniki zewnêtrzne, np. nasilony
przep³yw cieczy, ale ostatnie badania dowodz¹, ¿e mo¿e byæ to
równie¿ proces aktywny, œciœle regulowany przez przytwierdzone
komórki [14]. Bakterie prezentuj¹ kilka strategii rozsiewania. Proces
aktywnego rozsiewania komórek jest prawdopodobnie sposobem
poszukiwania nowych nieskolonizowanych powierzchni bogatych w
sk³adniki od¿ywcze [2]. Miêdzy komórkami drobnoustrojów w
biofilmie istnieje system komunikacji nazwany Quorum sensing
(QS) opieraj¹cy siê na wytwarzaniu ma³ych cz¹steczek
sygnalizacyjnych autoinduktorów (AI) [11, 20] i pozwalaj¹cy na
chemotaksjê w bakterii Gram + i Gram - do formowania siê struktury
biofilmu.

Ryc. 1. Etapy tworzenia biofilmu: 1. wstêpna adhezja komórek do
powierzchni, 2. produkcja œluzu, 3. rozwój architektury biofilmu,
4. dojrzewanie biofilmu, 5. uwalnianie pojedynczych komórek z
biofilmu [12].
Dlaczego bakterie tworz¹ biofilm? Jest kilka teorii wzajemnie siê
uzupe³niaj¹cych
1. Tworzenie biofilmu jako strategia obronna komórek przed
zmieniaj¹cymi siê ostrymi warunkami œrodowiska, jak ekstremalne
temperatury, pH, ekspozycja na promieniowanie UV [5].
Opisywane skupiska drobnoustrojów s¹ znacznie lepiej ni¿ komórki
planktonowe chronione przed czynnikami fizycznymi i
chemicznymi, w³¹cznie ze œrodkami przeciwdrobno-ustrojowymi i
uk³adem immunologicznym. [6,10]
2. Tworzenie biofilmu jako sposób na skolonizowanie korzystnego
miejsca pod wzglêdem panuj¹cych warunków, g³ównie dostêpnoœci
sk³adników od¿ywczych [3,5,14].
3. ¯ycie w skupisku i p³yn¹ce z niego korzyœci przede wszystkim
wymiana materia³u genetycznego miêdzy komórkami, co umo¿liwia
przekazywanie istotnych dla prze¿ycia cech, w tym opornoœci na
antybiotyki [10]. Dodatkowo bezpoœrednia bliskoœæ komórek w
skupisku umo¿liwia komunikacjê miêdzy nimi za pomoc¹
wyspecjalizowanych systemów quorum sensing [7,11]. Badania
dowodz¹, ¿e ponad 60% zaka¿eñ bakteryjnych jest zwi¹zanych z
tworzeniem biofilmu (tab.1, tab. 2) [4].

Tabela 1. Zaka¿enia zwi¹zane z powstawaniem biofilmu na ¿ywych
tkankach organizmu .

P

T
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Tabela 2. Zaka¿enia zwi¹zane z powstawaniem biofilmu na
powierzchni cia³ obcych .

Tworzenie biofilmu przez na
powierzchni cewnika. Zdjêcie w mikroskopie elektronowym ze
zbioru Katedry Mikrobiologii.

Tworzenie biofilmu przez na powierzchni
implantuj ortopedycznego. Zdjêcie w mikroskopie
elektronowym ze zbioru Katedry Mikrobiologii.

PIŒMIENNICTWO

Biofilm powstaje powoli, w jednym lub wielu miejscach, a zaka¿enia
z nimi zwi¹zane daj¹ póŸno jawne objawy [1].
S¹ to infekcje szczególnie ciê¿kie do opanowania, poniewa¿ biofilm
bakteryjny jest trudne do wykrycia w rutynowej diagnostyce i z
natury jest oporny zarówno na si³y obronne organizmu, jak i na
stosowane antybiotyki [4].
Zaobserwowano, ¿e najczêstsz¹ przyczyn¹ infekcji zwi¹zanych z
implantami wymienia siê i

[9,16].
Spoœród innych bakterii na uwagê zas³uguj¹ Gram-ujemne:

, oraz gatunki z rodzaju
i Leczenie zaka¿eñ zwi¹zanych z

wprowadzaniem cia³ obcych stanowi du¿e wyzwanie, poniewa¿
wytworzony Biofilm na powierzchni biomateria³u jest oporny na
antybiotyki. Terapi¹ z wyboru pozostaje usuniêcie z organizmu cia³a
obcego, jako przyczyny zaka¿enia i, jeœli to konieczne, zast¹pienie
go nowym [17, 19].
Re¿im sanitarny i przestrzeganie zasad aseptyki w znacznym stopniu
redukuj¹ liczbê bakterii w œrodowisku szpitalnym, zapobiegaj¹c
kontaminacji biomateria³ów [9].
Badania ostatnich lat skupiaj¹ siê na znalezieniu elementów struktur
bakteryjnych i poznaniu procesów ¿yciowych komórki bakteryjnej,
które mog¹ okazaæ siê atrakcyjnym punktem uchwytu dla zwi¹zków
o dzia³aniu przeciwbakteryjnym. W odniesieniu do tworzenia przez
bakterie biofilmu takim celem mog¹ byæ: adhezja oraz dalsze etapy
powstawania biofilmu, a tak¿e komunikacja miêdzykomórkowa w
obrêbie skupiska [15].
Proces adhezji mo¿e zostaæ potencjalnie zahamowany za pomoc¹
przeciwcia³ skierowanych przeciwko bakteryjnym adhezynom oraz
przeciwko ich receptorom. Celem mo¿e byæ równie¿ zablokowanie
tworzenia macierzy oraz system quorum sensing. Rozwa¿anych jest
kilka potencjalnych sposobów przerywania komunikacji miêdzy
komórkami, jak zahamowanie tworzenia sygna³ów, zahamowanie
ich sekrecji oraz niedopuszczenie do wi¹zania z receptorem [15].
W odniesieniu do systemu quorum sensing gronkowców -

poszukuje siê takich elementów, które mog³yby staæ siê celem dla
nowych leków.

Trwaj¹ in tensywne poszukiwania œrodków
przeciwdrobnoustrojowych o nowych punktach uchwytu w komórce
bakteryjnej, które wykazywa³yby skutecznoœæ wobec biofilmu
tworzonego powszechnie przez drobnoustroje [15].
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Zwi¹zek adiponektyny z zespo³em metabolicznym

Streszczenie

Wstêp

1. Definicja zespo³u metabolicznego

Daria Kupczyk
mgr analityki medycznej

Wojewódzki Oœrodek Medycyny Pracy w Bydgoszczy

W pracy omówiono aktualn¹ definicjê i kryteria rozpoznawania
zespo³u metabolicznego ( coraz czêœciej stawianego rozpoznania w
spo³eczeñstwach uprzemys³owionych ) podane przez Grupê
Konsultacyjn¹ Miêdzynarodowej Federacji Cukrzycowej
( International Diabetes Federation ), uzgodnion¹ na
I Miêdzynarodowym Kongresie poœwiêconym stanowi
przedcukrzycowemu i zespo³owi metabolicznemu (Prediabetes and
the Metabolic Syndrome ). Omówiono tak¿e rolê adiponektyny
( jednej z aktywnych biologicznie substancji wydzielanych przez
tkankê t³uszczow¹ ) w etiopatogenezie insulinoopornoœci.

S³owa kluczowe: adiponektyna, zespó³ metaboliczny

Zespó³ metaboliczny jest rozpoznawany u ok. 25% populacji
krajów uprzemys³owionych. Pod³o¿em tego zespo³u jest
insulinoopornoœæ tkankowa. W jej rozwoju odgrywaj¹ rolê bia³ka
wytwarzane w tkance t³uszczowej. Jednym z nich jest adiponektyna,
która jest obecna w surowicy w stê¿eniu 5-30 ¿one
stê¿enie adiponektyny œciœle wi¹¿e siê z insulinoopornoœci¹, co
wykazano na modelach zwierzêcych oraz w badaniach z udzia³em
ludzi. Adiponektyna koreluje z typowymi elementami zespo³u
metabolicznego : BMI, WHR, stê¿eniem cholesterolu ca³kowitego,
frakcji HDL, LDL, triglicerydów, glukoz¹, isnulin¹. Byæ mo¿e w
przysz³oœci adiponektyna bêdzie wykorzystywana w leczeniu
insulinoopornoœci le¿¹cej u pod³o¿a wielu schorzeñ.

Zespó³ metaboliczny jest definiowany jako kompleks objawów
wystêpuj¹cych w ró¿nej konstelacji oraz bêd¹cych czynnikami
ryzyka chorób uk³adu sercowo-naczyniowego. I tak nale¿¹ do nich:

Oty³oœæ brzuszna
Insulinoopornoœæ
Hiperinsulinemia
Upoœledzona tolerancja glukozy lub jawna cukrzyca
Dyslipidemia
Nadciœnienie têtnicze [7,11]

W 1998 r. Œwiatowa Organizacja Zdrowia ( WHO,
) sformu³owa³a definicjê zespo³u metabolicznego.

Kolejne definicje zosta³y opracowane w Europie Europie w 1999
roku przez Europejsk¹ Grupê Badania Insulinoopornoœci ( EGIR,

) oraz w USA w
2001 roku przez Narodowy Program Edukacji Cholesterolowej
(NCEP:ATP III,

).

ìg/ml . Obni

·
·
·
·
·
·

World Health
Organization

European Group for the Study of Insulin Resistance

National Cholesterol Education Program's Adult
Treatment Panel III
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2. Zasady rozpoznawania zespo³u metabolicznego

Tab.1. Algorytmy diagnostyczne rozpoznawania zespo³u
metabolicznego (ZM)    wed³ug wy¿ej wymienionych definicji [7]

Kolejna definicja ZM zosta³a przedstawiona w 2002 roku przez
Amerykañskie Stowarzyszenie Endokrynologów Klinicznych
( AACE, ) i obejmowa³a
powszechnie akceptowane sk³adowe zespo³u metabolicznego jak
zwiêkszone stê¿enie glukozy na czczo lub w teœcie doustnego
obci¹¿enia glukoz¹ ( OGGT, ),
zwiêkszone stê¿enie TG, zmniejszone stê¿enie cholesterolu HDL
oraz podwy¿szone ciœnienie têtnicze. Definicja ta nie uwzglêdnia³a
jednak oty³oœci. Eksperci z Miêdzynarodowej Federacji
Cukrzycowej ( IDF, )
wyeksponowali ten czynnik w definicji og³oszonej w 2005 roku
podkreœlaj¹c jego rolê jako wa¿nego czynnika ryzyka chorób uk³adu
sercowo- naczyniowego oraz cukrzycy typu 2.
W kwietniu 2005 roku w Berlinie odby³ siê I Miêdzynarodowy
Kongres poœwiêcony stanowi przedcukrzycowemu i zespo³owi
metabolicznemu ( 1 International Kongres on „Prediabetes” and the
Metabolic Syndrome), w czasie którego IDF poda³a now¹ definicjê
oraz kryteria ropoznawania ZM z uwzglêdnieniem ró¿nic rasowych
[10].
Zgodnie z aktualnym (2005) stanowiskiem IDF u osoby z zespo³em
metabolicznym musz¹ wystêpowaæ:

Oty³oœæ centralna (zdefiniowana jako obwód w talii 94
cm u Europejczyków i 80 cm u Europejek [dla innych grup
etnicznych-odpowiednie wartoœci]

Oraz 2 z 4 nastêpuj¹cych czynników:
¦ zwiêkszone stê¿enie triglicerydów: >150 mg/dl (1,7 mmol/l) lub
leczenie tego zaburzenia lipidowego
¦ zmniejszone stê¿enie cholesterolu HDL: < 40 mg/dl ( 1,0 mmol/l) u
mê¿czyzn i < 50 mg/dl (1,3 mmol/l) u kobiet lub leczenie tego
zaburzenia lipidowego
¦ podwy¿szone ciœnienie têtnicze: skurczowe 130 mmHg lub

rozkurczowe 85 mmHg, lub leczenie rozpoznanego wczeœniej
nadciœnienia têtniczego
¦ zwiêkszone stê¿enie glukozy na czczo (FPG,

) 100 mg/dl (5,6 mmol/l) lub wczeœniej rozpoznana
cukrzyca typu 2
Jeœli stê¿enie glukozy na czczo wynosi > 5,6 mmol/l (100 mg/dl)
zdecydowanie zaleca siê wykonanie doustnego testu obci¹¿enia
glukoz¹, ale nie jest on konieczny do rozpoznania ZM [1].

Tab.2. Obwód w talii bêd¹cy podstaw¹ rozpoznania oty³oœci w
ró¿nych grupach  etnicznych wg IDF (2005) [1].

Grupa uzgodnieniowa IDF wyró¿ni³a tak¿e kilka innych parametrów
zwi¹zanych z zespo³em metabolicznym, które powinny byæ brane
pod uwagê w badaniach naukowych w celu oceny ich wartoœci
predykcyjnej dla chorób sercowo-naczyniowych i(lub) cukrzycy.
Obejmuj¹ one m.in. markery zaburzeñ gospodarki wêglowodanowej,
lipidowej, nieprawid³owej lokalizacji tkanki t³uszczowej,
insulinoopornoœci, stanu prozakrzepowego i prozapalnego oraz
czynniki hormonalne.
Uwzglêdnianie tych czynników w badaniach naukowych pozwoli
tak¿e, jeœli zaistnieje taka koniecznoœæ, na modyfikacjê istniej¹cej
definicji i weryfikacjê nowej definicji klinicznej w ró¿nych grupach
etnicznych.

Tab.3.Dodatkowe kryteria diagnostyczne ZM wg IDF 2005 [10].
American Association of Endocrinology

Oral Glucose Tolerance Test

International Diabetes Federation

Fasting Plasma
Glucose

st

·

·
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DXA-dwuwi¹zkowa absorpcjometria rentgenowska
HOMA-IR-wskaŸnik insulinoopornoœci (Homeostasis Model
Assessment Insulin Resistance)
MR-rezonans magnetyczny
MRS-scyntygrafia rezonansu magnetycznego
TK- tomografia komputerowa

Po raz pierwszy cDNA koduj¹ce bia³ko Acrp 30
( ), znane obecnie
pod nazw¹ adiponektyna, opisa³ Scherer w 1995 r. [4]. Z ludzkiego
osocza wyizolowano j¹ rok póŸniej.
Adiponektyna (Acrp 30,APM1,AdipoQ) jest bia³kiem nale¿¹cym do
rodziny kolektyn. Gen koduj¹cy adiponektynê,APM1 o masie 17 kb,
zlokalizowany jest na chromosomie 3q27.

Ryc. Budowa adiponektyny
[chem.tufts.edu/faculty/lee/adiponectin-ribbon.jpg]

Ludzka adiponektyna jest bia³kiem sk³adaj¹cym siê z 244
aminokwasów, tworz¹cych 20 pojedynczych podjednostek. W
swojej budowie jest zbli¿ona do kolagenu typu VIII, Xa, a tak¿e do
sk³adowej dope³niacza C1q. Adiponektyna wi¹¿e siê z kolagenem
typu I, III oraz V bêd¹cym g³ówn¹ sk³adow¹ œcian naczyniowych
[4 5 8].
W strukturze adiponektyny wyró¿nia siê cztery g³ówne domeny: na
koñcu aminowym domenê sygnalizacyjn¹, nastêpnie rejon bez
homologii do znanych bia³ek, domenê kolagenow¹ i na koñcu
karboksylowym domenê globularn¹ [3].
Adiponektyna wystêpuje w kr¹¿eniu w dwóch postaciach:
niskocz¹steczkowej sk³adaj¹cej siê z dwu- i trójcz¹steczkowych
kompleksów oraz wysokocz¹steczkowej sk³adaj¹cej siê z ponad 6
cz¹steczkowych kompleksów
W 2003 roku zsyntetyzowano i opisano receptory dla adiponektyny:
AdipoR1 iAdipo R2.
ReceptorAdipoR1 wystêpuje w miêœniach szkieletowych i wykazuje
du¿e powinowactwo do globularnej formy adiponektyny, natomiast
receptor AdipoR2 wystêpuje w w¹trobie i posiada du¿e
powinowactwo zarówno do wysoko- jak i niskocz¹steczkowych
kompleksów, a tak¿e do formy globularnej. Obecnoœæ receptorów
adiponektyny stwierdzono tak¿e w trzustce oraz monocytach i
makrofagach pochodz¹cych z blaszki mia¿d¿ycowej [9].
Stê¿enie adiponektyny w osoczu wynosi 5-30 µg/ml i stanowi oko³o
0,01 % wszystkich bia³ek osocza. Stê¿enie APM1 jest obni¿one w
oty³oœci, insulinoopornoœci, cukrzycy typu 2 oraz w chorobie
wieñcowej. Badania sugeruj¹, ¿e adiponektyna bierze udzia³ w

procesach zwi¹zanych z insulinoopornoœci¹ i rozwojem mia¿d¿ycy
[4].
W badaniach Arita i wsp. [2] za pomoc¹ nowej metody Elisa po raz
pierwszy wykazano, ¿e stê¿enie adiponektyny nie wzrasta w
oty³oœci, lecz ulega obni¿eniu. U 57 oty³ych osobników œrednie
stê¿enie adiponektyny wynosi³o 3,7 µg/ml, zaœ u 87 osób z
prawid³owym wskaŸnikiem masy cia³a (BMI) 8,9 µg/ml. Po
przeprowadzonych badaniach okaza³o siê, ¿e stê¿enia adiponektyny
s¹ ni¿sze u osób z cukrzyc¹ ni¿ u osób z prawid³ow¹ przemian¹
wêglowodanow¹ . Ni¿sze stê¿enia tego bia³ka wykazano tak¿e u
osób z nieprawid³ow¹ tolerancj¹ glukozy . Kolejnym odkryciem by³o
wystêpowanie APM1 w ni¿szym stê¿eniu u osób z niedokrwienn¹
chorob¹ serca ni¿ u osób zdrowych, w porównywalnym wieku i z
podobnym BMI [2].
Wykazano tak¿e ujemne korelacje pomiêdzy stê¿eniem APM1 a:
BMI [2], WHR oraz procentow¹ zawartoœci¹ tkanki t³uszczowej w
organizmie . Adiponektyna koreluje równie¿ z parametrami
gospodarki lipidowej. Ujemne korelacje stwierdzono pomiêdzy
stê¿eniem tego bia³ka a stê¿eniem cholesterolu ca³kowitego, frakcji
LDL cholesterolu, triglicerydów , wolnych kwasów t³uszczowych.
Dodatni¹ korelacjê stwierdzono pomiêdzy APM1 i HDL-C [6].
Wykazano tak¿e zale¿noœæ pomiêdzy

stê¿eniem adiponektyny a parametrami gospodarki
wêglowodanowej. Na podstawie badañ dowiedziono, ¿e APM1
ujemnie koreluje ze stê¿eniem glukozy na czczo a
tak¿e stê¿eniem glukozy w 2 godzinie testu doustnego obci¹¿enia
glukoz¹ . W wielu pracach stwierdzono tak¿e ujemn¹ korelacjê
pomiêdzy adiponektyn¹ a insulin¹ na czczo

.

W rozwoju insulinoopornoœci bêd¹cej czynnikiem ryzyka
rozwoju cukrzycy i mia¿d¿ycy bior¹ udzia³ bia³ka produkowane
przez adipocyty. Ich wydzielanie do krwiobiegu reguluje
metabolizm tkanki t³uszczowej oraz innych narz¹dów. Doniesienia
naukowe podkreœlaj¹ rolê adiponektyny w patogenezie
insulinoopornoœci. Jej stê¿enie jest obni¿one w stanach
insulinoopornoœci i cukrzycy typu 2 [4]. Mechanizmy ³¹cz¹ceAPM1
z insulinoopornoœci¹ s¹ badane na modelach zwierzêcych. U ma³p
rhesus ( Macacca mulatta) dochodzi do spontanicznego rozwoju
oty³oœci ze spadkiem insulinowra¿liwoœci tkanek i hiperinsulinemi¹,
a nastêpnie cukrzyc¹ typu 2. Stê¿enie APM1 zaczyna siê u nich
obni¿aæ ju¿ przy niewielkim wzroœcie masy cia³a. Temu spadkowi
towarzyszy wzrost insulinoopornoœci i hiperinsulinemia. Zwierzêta
zosta³y podzielone na dwie grupy: z niskim i wysokim stê¿eniem
APM1. Ma³py z hipoadiponektynemi¹ cechowa³y siê wiêksz¹
insulinoopornoœci¹ ni¿ te z prawid³owym stê¿eniem [4].Badania
Weyer'a i wsp. ukaza³y œcis³y zwi¹zek pomiêdzy APM1 a
insulinoopornoœci¹ tkankow¹ u ludzi. Opisana przez zespó³
naukowców populacja Indian Pima, w porównaniu z dobran¹ pod
wzglêdem BMI oraz stopniem zaburzeñ gospodarki
wêglowodanowej populacj¹ kaukask¹,charakteryzowa³a siê
ni¿szym stê¿eniemAPM1. Indianie Pima s¹

szczególn¹ grup¹ etniczn¹ cechuj¹c¹ siê oty³oœci¹,
insulinoopornoœci¹, cukrzyc¹ typu 2, ale prawid³owym ciœnieniem
têtniczym i bez zaburzeñ gospodarki lipidowej [5]. Badania
Lindsay'a i wsp. potwierdzi³y, ¿e w populacji Indian Pima u osób z
niskim stê¿eniem APM1 is tnie je znacznie wiêksze
prawdopodobieñstwo rozwoju cukrzycy typu 2 ni¿ u osób z wysokim
stê¿eniem tego bia³ka .
W badaniach Fruebis i wsp. [6] wykazano, ¿e adiponektyna
stymuluje zwiêkszony wychwyt wolnych kwasów t³uszczowych
przez komórki miêœni szkieletowych i zwiêksza ich spalanie w
mitochondriach tych komórek niezale¿nie od insuliny. Molekularny
mechanizm powy¿szego oddzia³ywaniaAPM1 nie jest do koñca
poznany. Prawdopodobnie jest zwi¹zany ze zwiêkszon¹ ekspresj¹
genów dla enzymów bior¹cych udzia³ w fosforylacji oksydatywnej.
Adiponektyna reguluje
równie¿ homeostazê glukozy obni¿aj¹c jej stê¿enia w osoczu
niezale¿nie od insuliny. Prawdopodobnie jest to efektem
wzmo¿onego spalania FFA. Wiadomo, i¿ wzmo¿ona dostêpnoœæ

3. Struktura i dzia³anie adiponektyny

, ,

.

4. Adiponektyna-element w patogenezie insulinoopornoœci

Adipocyte Complement- Related Protein of 30 kD
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FFAprzyczynia siê do hamowania przez acetyloCoAdehydrogenazy
pirogronianowej oraz akumulacji pirogronianu i fruktozo-6-
fosforanu w komórce w cyklu Randle'a, a to z kolei jest przyczyn¹
upoœledzenia przekaŸnictwa insulinowego i rozwoju opornoœci
insulinowej. Adiponektyna korzystnie wp³ywa tak¿e na metabolizm
glukozy poprzez hamowanie w¹trobowej glukoneogenezy bez
wp³ywu na glikolizê i glikogenogenezê . APM1 wykazuje takie
dzia³anie po odszczepieniu fragmentu cz¹steczki: C-terminalnego
peptydu [6], niewykluczone jest wiêc , ¿e kr¹¿¹ce w osoczu bia³ko
jest prohormonem wykazuj¹cym biologiczne dzia³anie dopiero po
proteolitycznej fragmentacji. W badaniach zwrócono tak¿e uwagê na
wp³yw APM1 na TNF, którego synteza zachodzi w tkance
t³uszczowej. Molekularny mechanizm dzia³ania TNF polega na
hamowaniu autofosforylacji wewn¹trzkomórkowej domeny
receptora dla insuliny i jest przyczyn¹ zaburzeñ aktywacji kolejnych
etapów przekazywania sygna³u. Adiponektyna hamuje wp³yw TNF
na adipocyty i w ten sposób przeciwdzia³a rozwojowi
insulinoopornoœci. Z kolei TNF, którego stê¿enie wzrasta w oty³oœci,
mo¿e powodowaæ supresjê wydzielania APM1 z adipocytów. I tak
obni¿one stê¿enia adiponektyny w oty³oœci mo¿e z kolei pog³êbiaæ
insulinoopornoœæ spowodowan¹ przez TNF [4]. W ten sposób
powstaje b³êdne ko³o napêdzaj¹ce mechanizm insulinoopornoœci.
Rolê adiponektyny w rozwoju insulinoopornoœci potwierdzaj¹ tak¿e
badania nad receptorem PPAR ¿y on do rodziny
hormonalnych receptorów j¹drowych. Pe³ni rolê czynnika
aktywuj¹cego transkrypcjê genów enzymów uczestnicz¹cych w
procesie ¿e w procesach metabolizmu
wêglowodanów i lipidów oraz w procesach zapalnych.PPAR

ów stymuluj¹cych proliferacjê
peroksysomów, m.in. przez prostanoidy, tiazolidinediony, kwasy
t³uszczowe pochodz¹ce z diety bogatot³uszczowej [4]. Badania
wskazuj¹ na udzia³ receptorów PPAR ³o¿onych
wewn¹trzkomórkowych mechanizmach wp³ywaj¹cych na
ró¿nicowanie komórek t³uszczowych. Aktywnoœæ PPAR ¹zana
jest z obni¿eniem masy cia³a, zwiêkszeniem wra¿liwoœci na insulinê
i wzrostem stê¿enia cholesterolu frakcji HDLw surowicy.

Zespó³ metaboliczny jest coraz czêœciej stawianym rozpoznaniem
w spo³eczeñstwach uprzemys³owionych. G³ównym punktem w jego
rozwoju jest insulinoopornoœæ tkankowa. To zaburzenie
metaboliczne zwi¹zane jest z wystêpowaniem czynników ryzyka
sercowo-naczyniowego, m.in. trzewn¹ dystrybucj¹ t³uszczu w
organizmie, aterogenn¹ dyslipidemi¹, nadciœnieniem têtniczym,
stanem prozakrzepowym oraz prozapalnym.
Istnieje coraz wiêcej dowodów na obecnoœæ powi¹zañ pomiêdzy ww.
zaburzeniami metabolicznymi i kr¹¿eniowymi a bia³kami
wytwarzanymi przez tkankê t³uszczow¹ tzw. adipocytokinami.
Jedna z nich, adiponektyna, ma udowodnion¹ zarówno na modelach
zwierzêcych, jak i w badaniach z udzia³em ludzi œcis³¹ korelacjê ze
stopniem insulinoopornoœci tkankowej. Jej oznaczanie w osoczu
umo¿liwi³oby ocenê ryzyka rozwoju insulinoopornoœci, a w
nastêpstwie ocenê zagro¿enia powik³aniami metabolicznymi.
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