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Przeciwciala przeciwko deamidowanym peptydom gliadyny
jako istotny biomarker celiakii
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Peptyd 1
Analogi gliadyny

GAF (gliadin-analogous
fusion peptide)

m—)

Peptyd 2
Synteza chemiczna

Optymalizacja
i taczenie sekwengji

Produkcja
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Schemat powstania GAF(3X) Krzywe ROC dla szesciu testow
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Wstep referencje wykonano badania za pomoca testu Anty-GAF(3X) PgraE || ekm e
Przeciwciatami charakterystycznymi dla ce- | ELISA (EUROIMMUN) do oceny przeciwciat =D
liakii sa przeciwciafa klasy IgA oraz IgG prze- | Klasy IgAilgG anty-Gliianty-tTG. Przebadano IgA 1gG IgA (razem: 137)
ciwko natywnej gliadynie (anty-Gli) oraz | |37 surowic (56 mezczyzn, 81 kobiet, sred- N N N 07
przeciwciata przeciwko transglutaminazie | nia wieku 8 lat) pochodzacych od pacjentow + + 0
tkankowej (anty-tTG). Zwykle przeciwciala | Z celiakia potwierdzona biopsja jelita (uszko- " 3
anty-Gli maja nizsza czuto$é i swoisto$é nizan- | dzenia wg skali Marsh’a Il i lll stopnia), kt-
ty-tTG. Ostatnio opisano swoiste przeciwciata | rZy W momencie badania byli na normalnej i - 2
przeciwko syntetycznym peptydom, ktére sa | diecie zawierajacej gluten oraz |15 surowic s
pochodnymi czesciowo deamidowanej gam- | kontrolnych, pochodzacych od pacjentéw,
ma-gliadyny (Schwertz et al. 2004). Ponizej | u ktdrych na podstawie biopsii jelita nie po- Anty-GAF(3X) Anty<TG | liczba pacjentéw
przedstawiamy prosty do wykonania test ELISA twierdzono celiakii (60 meiczyzn, 55 kobiet, kontrolnych
do pomiaru przeciwciat przeciwko analogo- | $rednia wieku 9 lat). Wiarygodnos¢ diagno- 1A e IgA (razem: 115)
wi gliadyny - peptydow| powsta}emu na sku- styczna testow byia obliczona na podstawie + + + 2
tek fuzji sekwencji DNA kodujacych no- | analizy ROC (receiver-operating characteri- N N |
napeptydy gliadyny (anty-GAF(3X)), ktéry | stic) i AUC (area under the curve). Trafnos¢ " - S
wykazuje bardzo wysoka trafno$¢ diagno- | diagnestyczna wyrazono w procentach jako
styczna dla pacjentéw z choroba trzewna. sume wynikéw prawdziwie pozytywnych oraz ‘
prawdziwie negatywnych podzielong przez 106

Metody

DNA kodujacy GAF(3X) zawierajacy 3 po-
wtarzajace si¢ zmodyfikowane kopie uprzed-
nio opisywanych peptydéw, PLQPEQPFP
i PEQLPQFEE, w ktérych podstawiono
glutaming w miejsce kwasu glutaminowego
(Schwertz et al. 2004) zostat sklonowany
w prokariotycznym wektorze, a nastepnie
ulegt ekspresji w E.coli. Ptyty mikrotitracyjne
optaszczono peptydem GAF (3X). Zwiazane
przeciwciata s3 wykrywane dzigki anty-ludz-
kim przeciwcialom klasy IgA oraz IgG znako-
wanym peroksydaza chrzanowa (POD). Jako

catkowita liczbe pacjentéw (pacjenci z celiakia
plus pacjenci kontrolni).

Wyniki

Wartos¢ AUC byla znaczaco wieksza (p <
0.0001) dla anty-GAF(3X) niz dla anty-Gli:
I1gG anty-GAF(3X) - 99%, natomiast 1gG an-
ty-Gli - 86% i dla IgA anty-GAF(3X) - 95%,
adla IgA anty-Gli - 89%. Nie bylo znacza-
cych réznic (p < 0.05) wartosci AUC pomie-
dzy anty-GAF(3X) i IgA anty-tTG (98%).
Trafnos¢ diagnostyczna przeciwciat 1gG
Anty-GAF(3X) wynosita 95%, za$ prze-

Anty-Gli Anty-GAF (3X) Anty-tTG

IgA 1gG IgA 1gG IgA 1gG
AUC (%) 88.9 85.9 95.4 98.7 97.6 92.8
Czuto$¢ (%) przy 95% swoistosci 56.2 X 832 94.2 95.6 62.8

Na podstawie cut-off wyliczonego dla maksymalnej sumy czutosci i swoistosci

Czutoéé (%) 75.9 87.6 85.4 94.2 949 86.9
Swoistos¢ (%) 88.7 774 94.8 95.7 974 86.1
llo§¢ fatszywie negatywnych 33 17 20 8 7 18
llo§¢ fatszywie pozytywnych 13 26 8 5 3 16
Trafno$¢ diagnostyczna 81.8 82.9 88.9 94.8 96.0 86.5

X - wyliczenie niemozliwe, poniewaz najwyzsza swoisto$¢ przeciwciat anty-Gli IgG wynosi 94,8%

ciwciat IgA anty-tTG - 96%. Jeden pacjent
z celiakia wykazywat niedobdr IgA: dat on
negatywny wynik przeciwciat anty-tTG IgA,
ale pozytywny w klasie IgG anty-GAF(3X).

Dyskusja

Nowatorski test Anty-GAF(3X) ELISA,
w ktérym uzyto wybiérczo deamidowa-
nych peptydéw gliadyny stanowi cenne
narzedzie w diagnostyce celiakii. W tescie
tym uniknieto nieswoistosci, uznawanej
za nieodtaczny element w wykrywaniu prze-
ciwciat przeciwko natywnej niezmodyfiko-
wanej gliadynie. Trafno$¢ diagnostyczna
testu ELISA Anty-gliadyna (GAF-3X)
dla przeciwciat klasy 1gG jest wyzsza
niz dla przeciwcial klasy IgA i poréwny-
walna z testem Anty-tTG IgA.

Nowy test Anty-GAF(3X) ELISA moze
by¢ stosowany do screeningu populacji,
do wczesnej diagnostyki celiakii, mo-
nitorowania diety bezglutenowej oraz
do identyfikacji pacjentéw z choroba
trzewna z niedoborem IgA.

52-219 Wroctaw, ul. Grota Roweckiego 34a, tel./ fax (71) 373 08 08, 373 00 11, www.euroimmun.pl




Ubezpieczenie ryzyka choroby

W powszechnej
dyskusji nad
uszczelnieniem
przeptywu publicznych
$rodkow pienigznych w
stuzbie zdrowia z
pominigciem pacjenta
warto zapyta¢, czy nie
prowadza do tego celu
inne drogi niz Te, ktore
wskazuja media.
Profesor Anna
Wilmowska ze Szkotly
Zdrowia Publicznego CMKP  dostrzega taka
droge. Oto w Jej wskazaniach jest potrzeba
dyskusji merytorycznej na temat ubezpieczenia
ryzyka choroby.

Prezes KRDL
Henryk Owczarek

Anna Wilmowska
Ubezpieczenie ryzyka choroby

Aktualnie toczace si¢ w naszym kraju dyskusje
na temat ubezpieczenia ryzyka choroby
ograniczaja si¢ gtéwnie do ustalenia okresu w
ktorym platnikiem zasitku chorobowego z tytulu
czasowej niezdolnosci do pracy ma by¢
pracodawca lub Zaktad Ubezpieczen
Spotecznych. Natomiast nie ma dyskusji
merytorycznej na temat ubezpieczenia ryzyka
choroby w jednym ubezpieczeniu czyli
potaczenia ryzyka zdrowia (NFZ) z ryzykiem
choroby (ZUS, KRUS).

W Kasie Chorych w Polsce przed wojna z tytutu
ubezpieczenia ryzyka choroby ubezpieczeni
otrzymywali pomoc lekarska, potoznicza,
szpitalng i $wiadczenia pieni¢zne zasilek
chorobowy z tytulu czasowej niezdolnosci do
pracy, zasitek potogowy, zasitek pogrzebowy.
Podobnie jest w krajach gdzie ryzyko choroby
jest ubezpieczane w ubezpieczeniu chorobowym
(Niemcy, Francja itp.), ktére gwarantuje pokrycie
$cisle okreslonych $wiadczen rzeczowych
i$wiadczen pieni¢znych.

Nalezy wigc stosowac zasade jedno ryzyko
podlega jednemu ubezpieczeniu z ktdrego
powinny by¢ finansowane

- $Swiadczenia rzeczowe (obecnie
$wiadczenia zdrowotne)oraz:

- $Swiadczenia pienigzne  (zasitek
chorobowy jako  rekompensata zarobkow
utraconych z powodu choroby, $wiadczenia
rehabilitacyjne i inne).

Wynika to z faktu, ze od prawidlowosci
i sprawnosci procesu diagnozowania, leczenia
i rehabilitacji, w wigkszosci przypadkow zalezy
dhugos¢ okresu czasowej niezdolnosci do pracy,
awigc okresu pobierania zasitku chorobowego.

A wigc sytuacja, w ktorej diagnozowanie,
leczenie, rehabilitacja oraz wyptata $wiadczen
pienig¢znych z tytutu czasowej niezdolnosci do
pracy spowodowanej choroba jest finansowana

i kontrolowana przez ta sama instytucjg ktora
ubezpiecza w  catoSci ryzyko choroby jest
merytorycznie uzasadniona.

Rozdzielenie ryzyka choroby i ptacenia sktadek na
ten cel do 2 funduszy (NFZ i ZUS) ogranicza
mozliwosci dalszego zmniejszenia wyptat z tytutu
czasowej niezdolnosci do pracy. Uzyskano
zmniejszenie tych wyptat o0 40 % po wprowadzeniu
kontroli zwolnien 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 dokonujacego tej kontroli.

Natomiast mimo tego, ze to wtasnie lekarze leczacy
pacjenta orzekaja o czasowej niezdolnos$ci do pracy
dla wyptaty zasitkow chorobowych nie funkcjonuja
w systemie ochrony zdrowia instrumenty
potaczonej kontroli jakosci, celowosci udzielanych
przez lekarza $wiadczen zdrowotnych czyli
prawidtowosci, szybkos$ci, skutecznosci
postgpowania diagnostyczno-leczniczego oraz
zaleznego od tych dziatan okresu czasowej
niezdolnosci do pracy spowodowanej choroba.
Brak nalezytej sprawno$ci w funkcjonowaniu
systemu ochrony zdrowia o réznorakim
uwarunkowaniu sprzyja przedluzaniu okresu
zasitkowego, a wigc zwigksza naklady finansowe
na wyplate zasitkoéw chorobowych i demotywuje
pracownikéw do powrotu do pracy.

Dlatego tez wydaje si¢ koniecznym potaczenie tych
dwoch funduszy w jedno ubezpieczenie chorobowe
(podobnie jak przed wojna w Polsce oraz aktualnie
w innych krajach), ktére zapewnitoby dostgpnosc,
fachowos$¢ 1 skutecznos¢ niezbgdnych $wiadczen
shuzacych:

- pomocy w zachowaniu zdrowia,

- zapobieganiu chorobom,

-Wczesnemu prawidlowemu rozpoznawaniu
choroby,

-szybkiemu i skutecznemu wdrozeniu
postgpowania leczniczego,

-kompleksowej rehabilitacji medycznej

Takie jednolite ubezpieczenie chorobowe
zapewniatoby takze wyptlate $wiadczen

pienieznych z tytutu:
- czasowej niezdolnosci do pracy (zasitki
chorobowe, $wiadczeniarehabilitacyjne),

-opieki nad chorym czlonkiem rodziny (zasitki
opiekuncze),

- zgonu (zasitki pogrzebowe)

Dhugos¢ okresu pobierania zasitku chorobowego
i $wiadczenia rehabilitacyjnego jest nierozerwalnie
zwiazana z jakoécia $wiadczen medycznych w razie
choroby czyli w wigkszosci przypadkach jest
uzalezniona od prawidtowosci postgpowania
diagnostyczno-terapeutycznego. Obecny system
nie motywuje lekarzy do zachowan majacych na
celu racjonalizacj¢ wydatkow zwiazanych
z procesem leczenia w sktad ktérego wchodzi:
diagnostyka, leczenie, rehabilitacja i orzekanie
0 potrzebie powstrzymywania si¢ osoby
ubezpieczonej od wykonywania pracy.
W wielu przypadkach zasilek chorobowy staje si¢
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swiadczeniem zastgpczym procesu diagnostyczno-leczniczego
czasem prowadzacym do opdznienia leczenia mogacego skutkowaé
dlugotrwalq niezdolno$cia do pracy (renta). W razie takiego
postepowania lekarz chcac ,,ztagodzi¢" jego skutki znajduje dla
siebie usprawiedliwienie dla dalszych dziatan majacych na celu
uzyskanie przez pacjenta prawa do renty.

Blednie postawione rozpoznanie, nieodpowiednie leczenie oraz brak
kompleksowej rehabilitacji od poczatku choroby moze prowadzi¢ do
niepetnosprawnosci, a nawet niesamodzielnosci i zwigzanych z tym
olbrzymich kosztow spotecznych i ekonomicznych.

W potaczonych funduszach: zdrowotnym, chorobowym nalezatoby
wprowadzi¢ standaryzacje §wiadczen medycznych i kontrolg ich
jakos$ci co moze doprowadzi¢ do skrécenia okresu niezdolnosci do
pracy a tym samym, do zmniejszenia wyptat zasitkow chorobowych
z tytulu czasowej niezdolnosci do pracy. Dzigki temu wigcej
srodkow pienigznych mozna byloby przeznaczy¢ na poprawe jakosci
diagnostyki, leczenia i rehabilitacji. Przyjgcie tego rozwiazania
zapewnitoby takze mozliwo$¢ kontroli jakosci i prawidlowosci
calego procesu diagnostyczno-leczniczo- rehabilitacyjno-
orzeczniczego przez stuzby medyczne ubezpieczenia chorobowego.
Stuzby te powinny dokonywaé¢ kontroli i oceny celowosci,
kompletno$ci i kosztow badan diagnostycznych koniecznych dla
postawienia prawidtowej i wczesnej diagnozy, zasadno$ci
zastosowanego leczenia (standaryzacja?), procesu kompleksowej
rehabilitacji (nie tylko medycznej) majacej na celu zapobieganie
niepetnosprawnos$ci i niesamodzielno$ci, dokumentowania
procesow diagnostyczno-leczniczo-rehabilitacyjnych oraz
prawidlowosci orzekania o czasowej niezdolno$ci do pracy,
Orzekanie o czasowej niezdolnosci do pracy powinno by¢
dokonywane przez lekarzy majacych kontrakt z proponowanym
potaczonym funduszem chorobowym.

Obecna sytuacja, w ktorej o prawie do swiadczen spowodowanych
czasowa niezdolnoscia do pracy z powodu choroby orzekaja wszyscy
lekarze leczacy pacjentow (nie tylko majacy kontrakty zNFZ),a ZUS
zbiera skfadki i ponosi wydatki zwiazane z wyplata zasitkow
chorobowych nie jest merytorycznie ani logicznie zasadna.

Obecne rozwiazania organizacyjne (ubezpieczenie ryzyka choroby
przez 2 niezalezne instytucje) nie daja rowniez gwarancji ochrony
danych osobowych osoby ubezpieczonej dotyczacych stanu jej
zdrowia i stosowanych procedur diagnostyczno-leczniczo-
rehabilitacyjnych.

Potaczenie funduszu zdrowotnego z funduszem chorobowym
w jeden fundusz ubezpieczajacy ryzyko choroby, zapewnitoby
realizacj¢ zalecen Komitetu Ministrow dla Panstw Cztonkowskich
Rady Europy z 18.1.1989 r. w sprawie ochrony danych dotyczacych
stanu zdrowia pracownika wykorzystywanych w zwiazku
zzatrudnieniem pracownika.

Zapewniatoby tez odpowiednie $rodki zabezpieczajace dostep do
tych danych wylacznie dla stuzb medycznych instytucji
ubezpieczenia chorobowego.

Kumulacja tych danych (przy zapewnieniu zachowania tajemnicy
zawodowej i stuzbowej) umozliwitaby dysponowanie w systemie
ochrony zdrowia bardzo istotnymi dla prowadzenia polityki
zdrowotnej panstwa informacjami o stanie zdrowia ludnosci,
zachorowalnos$ci, stosowanych procedurach diagnostyczno-
leczniczo-rehabilitacyjnych, a takze przyczynach absencji
chorobowej i dlugosci okreséw czasowej niezdolnosci do pracy
w poszczego6lnych jednostkach chorobowych.

Nalezy wigc dazy¢ do potaczenia i ujednolicenia sktadek na
ubezpieczenie chorobowe i zdrowotne i wprowadzenia
kompleksowej kontroli jakosci §wiadczen rzeczowych i pieni¢znych
udzielanych z tego ubezpieczenia.

Doprowadzi to do racjonalizacji wydatkéw publicznych
przeznaczonych na pokrycie §wiadczen zwiazanych z wystapieniem
choroby, a wigc optymalizacji wydatkéw na zasitki chorobowe
w wyniku integracji $wiadczen rzeczowych i pienigznych w jednym
ubezpieczeniu, Moze si¢ roéwniez przyczyni¢ do zwigkszenia
dostepnosci ubezpieczonych do $wiadczen rzeczowych z powodu
zmniejszenie wydatkoéw na $wiadczenia pienigzne.

Pozwoli to takze na:

-przetwarzanie 1 dostgp do danych dotyczacych stanu
zdrowia o0sOb ubezpieczonych przez stuzby medyczne jednej
instytucji ubezpieczajacej ryzyko choroby, a wigc do zachowania
tajemnicy lekarskiej isluzbowej w tej dziedzinie.

WALIDACJA METOD BADAWCZYCH
Bogumila Hajdrowska

Norma ISO 9000 definiuje walidacjg¢ jako ,,potwierdzenie
oparte na wynikach przeprowadzonych badan i udokumentowaniu
(informacji, ktdorej prawdziwos¢ mozna udowodnic i ktora opiera si¢
na faktach uzyskanych w drodze obserwacji, pomiaru, badania albo
innych metod), ze szczegdlne wymagania zwiazane
z przewidywanym $ci§le okreslonym uzytkowaniem zostaly
spetnione”. Taki opis walidacji mowi nam w sferze badan, ze metode
badawcza nalezy przebada¢ pod tym katem, czy nadaje si¢ ona do
prawidlowego rozwiazania zadania zleconego laboratorium.
Badanie to okreslenia dla wszystkich czynno$ci, ktéore moga
wywiera¢ wplyw na wynik, szczego6lnie niepewnos¢ badania, jak np.
pobieranie probek, ich transport, przygotowanie probek do badania,
wlasciwe stwierdzenie warto$ci cech probki, obliczenie wyniku
koncowego.

Postgpowanie walidacyjne mozna przedstawi¢ w
nastepujacy sposob:

I. Warunek wstegpny na przeprowadzenie post¢gpowania
walidacyjnego

Zanim przystapimy do walidacji nalezy ustali¢ zadanie Iub problem
do rozwiazania lub wymaganie, ktore ma by¢ spetnione oraz warunki
brzegowe. Na tej podstawie mozna bedzie okresli¢ niezbgdne
wlasciwosci/cechy metody badawczej oraz wymagania wobec niej.
II. Walidacja.

1 etap walidacji: CHARAKTERYZACIJA (ustalenia)

Ustalenie niezbednych cech charakterystycznych metody badawczej
oraz nadanie im warto$ci liczbowych, tzn. scharakteryzowanie
metody. Oceny dokonuje si¢ przez poréwnanie takich parametrow,
jak np: poprawnos¢, specyficzno$é, czutosé, precyzja, odpornos¢ na
czynniki zewngtrzne itp. Parametry te ustalane sa w drodze
systematycznego badania przy zatozeniu okreslonych warunkow
brzegowych.

2 etap walidacji: POROWNANIE (weryfikacja)

Poréwnanie wartosci cech charakterystycznych metody badawczej,
ustalonych w czasie charakteryzacji z wartosciami cech niezbednych
do rozwiazania istniejacego zadania, przy zatozonych warunkach
brzegowych.

3 etap walidacji: POTWIERDZENIE (zakwalifikowanie)

Formalne potwierdzenie, ze przewidziana metoda badawcza nadaje
si¢ do rozwiazania istniejacego zadania lub spetnienia wymagania
przy zatozonych warunkach brzegowych.

Przy wszystkich metodach pierwszego etapu walidacji
obowiazuje zasada, iz ustalone parametry maja zastosowanie tylko w
odniesieniu do konkretnego zakresu badan i okreslonych warunkéw
brzegowych. Oto rézne metody ustalania charakterystycznych
parametrow metody badawczej:

-systematyczne badanie czynnikoéw wplywajacych na wynik.
Typowymi czynnikami majacymi wplyw na wynik sa np.: wptyw
czasu oznaczenia, temperatura.

-poréwnanie z wzorcami odniesienia, np.: badanie kontroli ujemne;j i
dodatniej w zestawie testu ( np.:antygen Hbs), kontrola normalna i
patologiczna.

-poréwnanie z innymi metodami-poréwnanie wynikow badan
przeprowadzonych na tym samym obiekcie innymi metodami
-poréwnawcze badania migdzylaboratoryjne

-szacowanie ,niepewnos$ci wyniku”. Metod¢ rozkltada si¢ na
poszczegdlne moduly, jak np.: pobieranie probki, przygotowanie
probki i jej oznaczenie. Regula ta wymaga oszacowania w
procentach niepewnosci wyniku kazdego etapu metody badawczej
ijej wplywu na koncowy wynik badania.

Wiedza laboratorium na temat niepewno$ci wynikow réznych
etapow metody badawczej bazuje w praktyce na roéznych
doswiadczeniach. Czgsto jest to niedostateczna wiedza, ktora
napotyka na realne trudnosci, z ktérymi musi si¢ boryka¢ osoba
walidujaca. Czgsto wige charakteryzacja metody badawczej sktada
si¢ zkombinacji wymienionych metod.

Kierownik laboratorium jest odpowiedzialny za to, aby
wszystkie metody byty
,» scharakteryzowane” i zatwierdzone. Charakterystykg¢ metody oraz
jej wyniki nalezy udokumentowac i przechowywac tak, aby materiat
ten byl w kazdej chwili dostgpny dla uzytkownika. W procesie
akredytacyjnym dokumenty te stanowia dowod, ze laboratorium
opanowato dang metodg badawcza i kwalifikuje si¢ do akredytacji.
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»CZYNNIKI LABORATORYJNE I POZA
LABORATORYJNE WPLYWAJACE NA WARTOSC
POMIARU ANALITYCZNEGO”

Andrzej Dukwicz
Zaklad BiofizyKki;
CMKP Warszawa;

Motto W. A. Shewhart'a: ”Celem laboratorium jest ustanowienie
ekonomicznych dziatan spelniajacych ludzkie potrzeby, a
jednocze$nie minimalizacj¢ czynno$ci wymagajacych ludzkiego
wysitku. Co za tym idzie, istnieje potrzeba wyznaczenia granic, w
ktorych wyniki ludzkiego dziatania powinny si¢ miescic, aby byty
ekonomiczne. Przekroczenie tych granic wskazuje na pogorszenie
si¢ procedury (procesu) laboratoryjnego. Uszkodzona procedura
bedzie nieekonomiczna do momentu usunigcia uszkodzenia (tej
procedury).

Przestrzeganie tych zasad pozwala na uzyskanie wiasciwej
jakosci satysfakcjonujacej ludzkie potrzeby przy minimum kosztow
(funkcja Montgomeryego).

Diagnosta laboratoryjny to specjalista obejmujacy swoja wiedza dwa
nurty medycyny stosowanej: diagnostyke i analizg laboratoryjna.
,Diagnosta” to specjalista podejmujacy decyzje o stanie pacjenta na
podstawie analitycznych przestanek o pomiarze jakosciowym lub/i
ilosciowym préb biologicznych pobranych od badanego. Diagnoza
laboratoryjna, nazywana ,.komentarzem laboratoryjnym”, powinna
by¢ tak sformutowana, aby byta przydatna lekarzowi prowadzacemu
pacjenta podczas terapii.
Stowo ,laboratoryjny” intuicyjniec wiazemy z dziatalnoscia
analityczna diagnosty laboratoryjnego. Ta profesja jest tresScia
niniejszego referatu

W opracowaniu autor bedzie si¢ staral o utrzymaniu
znormalizowanej nomenklatury w opisie problemoéw analityczno
diagnostycznych.
W krajowej, fachowej literaturze pojecie dwoch stow ,,proba” i
,»probka” merytorycznie nie jest zroznicowane. Wedtug standardow
USA stowo ,,specimen” odpowiada stowu ,,proba” i odnosi sig do tej
czg$ci materialu biologicznego, ktora zostala pobrana od pacjenta.
»~sample”- , probka”, to ta czgs¢ materiatu biologicznego, ktora zostat
pobrana z proby, w celu przeprowadzenia analizy. Procedura
laboratoryjna (analiza) konczy si¢ najczesciej odczytem wielkosci
mierzonej np. produktu reakcji wskaznikowej, ktorym moze byc¢ (A)
absorbancja. Wynikiem tego dziatania jest pomiar. Schematycznie t¢
czynno$¢ mozna zapisa¢ w nastegpujacy sposob”

ZVszoz VAV, AV AV, V. +V

nix temp czas *** + VN
gdzie ,,V” oznacza wariancjg. Czgstym bledem popetianym
podczas opisu procedury analitycznej jest nazywanie jej ,,testem”,
,oznaczeniem”, czy ,.badaniem”. Stowo ,,badanie” przypisywane
jestanalizie chemicznej lub cytologicznej, a stowo , test” jest jedynie
zgodne nomenklaturowo z procedurg analizy jakosciowej. To jest
rzeczywiscie czynno$¢ sprawdzenia obecnosci analitu w probee z
odpowiedzia w postaci stow ,,tak” lub ,,nie” lub znakow +++ albo ---.
Zgodnie z teoria informacji ta klasa informatycznej postaci wyniku
nazywana jest ,binarng”. Kolejne synonimy informatyczne
dotyczace opisu postaci wyniku to: forma ,,dyskretna” (liczbowa)
wyrazana w jednostkach pomiarowych np. mg/dl. Do tej klasy
wynikow naleza trzy jednakowo brzmiace, posiadajace identyczna
wartos$¢ liczbowa i wyglad, a jedynie rézne pochodzeniem. Wyniki te
nazywane sa: iloSciowymi, potiloSciowymi 1 skryningowymi.
Interpretacja diagnostyczna z zastosowaniem tych wynikow bez
podania Zrédita pochodzenia (bez adresu informatycznego) moze
prowadzi¢ do znacznych nieporozumien migdzy lekarzem,
laboratorium 1 pacjentem. Wg prof. J. Sznajda btad w skrajnie
niekorzystnych warunkach pomiaru (z powodu hematokrytu) moze
dochodzi¢ do 20% wartosci bezwzglednej stgzenia glukozy,
oznaczanej metoda rutynowa w surowic lub osoczu, a wynikiem
analizy glukozy w pelnej krwi np. glukometrem. Przyczyna
pierwotna tego stanu rzeczy jest zawarto$¢ glukozy w erytrocytach,
ktore wypieraja pewna ilo§¢ surowicy z odmierzanej probki o

stgzeniu wyzszym glukozy, co w efekcie koncowym powoduje
zanizanie zawartosci glukozy na wyniku pomiaru w peknej krwi.
Pelna informacja o rodzaju probki, metodzie oznaczania, rodzaju
analizy podczas interpretacji ma dla lekarza kapitalne znaczenie
zwlaszcza podczas dziatania intensywnego, czy wypadkowego
(skryning).
Kolejnymi postaciami informatycznymi wyniku laboratoryjnego
jest forma ,,ciagla” (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 posta¢ ,,zageszczona” to flaga przy wyniku
patologicznym, lub (komentarz analityczny, opis analityczny
dawniej nazywany ,,diagnoza laboratoryjna).
Mozliwo$¢ swobodnego postugiwania si¢ pojeciem informacja
wymaga wiedzy dodatkowej, dotyczacej jej cech takich jak:
1. Warto§¢ informacji mierzona w jednostkach
prawdopodobienstwa (% niewiedzy).
2. Miara informacji (ilo$¢) mierzona w bitach.
3. Znaczenie informacji opis.
4. Subiektywnos¢ informacji adres odbiorcy(@.
Wymienionym powyzej regutom propagacji informacji podlega
takze, kanat krytycznej informacji”, za ktérego utworzenie
odpowiedzialny jest diagnosta laboratoryjny. Celem zatozenia
kanatu transmisji informacji krytycznej jest zbieranie wszystkich
(prawdziwych 1 nieprawdziwych) informacji dotyczacych wyniku
pomiaru analitycznego. Krytyczna informacja jest konieczna dla
zwigkszania wiarygodnos$ci pomiaréw analitycznych i niezbgdna
podczas szkolen wewnatrz laboratoryjnych prowadzonych w ramach
czynnosci akredytacyjnych.
Analityk  diagnosta laboratoryjny powinien jednoznacznie
odroznia¢ rodzaje definicji opisujacych czynno$¢ nazywanag
stfowem ,,pomiar”. Z wielu definicji nalezy wyr6zni¢ najprostsza,
powiazana z teorig bledu analitycznego: ,,pomiar analityczny to
poréwnanie probki badanej ze wzorcem, przy czym w czasie tej
czynno$ci popelniany jest ,,jakis” blad np. typu systematycznego.
Btad ten bedzie klasyfikowany jako negatywny czynnik wptywajacy
na warto$¢ diagnostyczna analitu. Podczas procedury analitycznej
diagnosta laboratoryjny ma do czynienia jedynie z dwoma rodzajami
stanow probki podlegajacej analizie, to ,,analit” i ,,matryca ”. Analit
jest faza rozproszona begdaca jednocze$nie glownym celem
zainteresowania diagnosty laboratoryjnego. Matryca to faza
rozpraszajaca, utrudniajaca analizg, wymagajaca szczegolnej uwagi
analityka.
Definicja stowa ,,pomiar” stosowana do opisu procesu kalibracji z
zastosowaniem statystycznych teorii skali, ma nastepujace
brzmienie:

Pomiarem nazywamy czynnos$¢ przyporzadkowania liczb
przedmiotom, lub wydarzeniom zgodnie z pewnym zbiorem regut,
oraz z zastosowaniem nastgpujacych skal pomiarowych:

1) nominalna, jako$ciowa.

2) porzadkowa, jakosciowa.

3)rownomierna, ilo§ciowa.

4)ilorazowa, uniwersalna (ilosciowo - jakosciowa).

Kazdy rodzaj pomiaru mozna opisa¢é wzorem matematycznym.
Pierwszym przyktadem dla procedury referencyjnej bgdzie opis
matematyczny uzalezniony od nawazki (x1), odczytu z analizatora
(A) absorbancji (x2) oraz wspdtczynnika proporcjonalnosci (k)
wynikajacego ze stechiometrycznosci reakcji wskaznikowe;:

R=k=

. X;. . .

Przyktad drugi matematycznego opisu pomiaru przedstawia wzér z
liniowa, homoscedastyczna lub heteroscedastyczna zaleznos$cia
regresji w modelu:
1 - stochastycznym (statystycznym) lub,
2 - deterministycznym (funkcjonalnym).

Modele te mozna opisa¢ wspdlnym wzorem dla regresji
prostej: A

y=ax+b+e

spetnionej, gdy V=0 .,,V,” to wariancja zmiennej €. € jest warto$cia
btedu oceny wyznaczenia kalibracyjnej regresji prostej dla
pojedynczego wzorca. Ten przyklad pomiaru opisany jest
wzorem w funkcji zmiennej x2 (absorbancji):
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b= /(x)

zuwzglednieniem charakteru probabilistycznego tej zaleznosci.
Trzeci przyktad matematycznego opisu pomiaru, z dodatkowym
kalibratorem (x, ) posiadajacym doswiadczalnie wyznaczone miano
z doktadnoscia mas atomowych, powoduje, ze dla metody
definitywnej blad systematyczny moze przybiera¢ wartos¢ %BW =0
%

* Patrz w dalszej czesci referatu, instrumentalny podzial procedur na metody
definitywne, metody absolutne, a takze metody referencyjne i rutynowe.
Biorac pod uwage gldwne normy systemu jakosci ISO
9000 do ISO 9004 i uwzgledniajac ich przystosowania dla potrzeb
diagnostyki laboratoryjnej ISO 15189, pojgcie ,,pomiar” wg
,Migdzynarodowego stownika podstawowych i ogdlnych terminow
metrologicznych” (,,International Vocabulary of Basic and general
Terms In Metrology™) brzmi w nast¢pujacy sposob : - ,,pomiar to
zbioér czynnos$ci majacych na celu wyznaczenie wielkosci
mierzonej” -. Z powyzsza definicja wiaza si¢ nastgpujace terminy:
,.zasada pomiaru”, ,,metoda pomiaru”, ’procedura pomiaru”, ,,wynik
pomiaru”, ,,wynik surowy”, ,wynik poprawiony”, a takze inne
pojecia statystyczno-analityczne wymagajace w przyszlosci
szczegdtowego omdwienia
W znormalizowanej nomenklaturze instrumentalnej ,,pomiar” to
poréownanie pewnej wielkosci, z analogiczna wielko$cia przyjeta za
jednostke miary. Warto$¢ tego poréwnania stanowi wynik pomiaru.
Zwykle wynik pomiaru jest tylko przyblizeniem - estymatorem
rzeczywistej warto$ci mierzonej oznaczanej najczesciej jako (duza
litera X). Otaczajacy go przedziat ufnos$ci wg podanego wzoru

#9%* (100—#%)
n

PU =#%+ 1,96\/

oznacza¢ moze niepewnos¢ pomiaru, gdzie #% to ilo$¢ procentu
danego rodzaju komorek, a n= liczbie wszystkich przeliczonych
komorek. 1.96 to wspotezynnik ,.k” poprawiajacy ciagtos¢ funkcji
statystycznej testu ,,t” Studenta, dla n = ? i n-1 stopni swobody.
Fragment zalaczonej tabeli ilustruje t¢ zalezno$¢ w nastgpujacy
sposob. Podczas zliczania wzoru odsetkowego wykryto 5 bazofili
podczas liczenia do 100 krwinek biatych w rozmazie. Decyzja
diagnostyczna powinna mie¢ nastgpujace brzmienie: ..z 95%
prawdopodobienstwem w analizowanej probce znajduje sig od 1 do 9
bazofili. Teoretyczna ,,prawda” jest osiagana dopiero wtedy, gdy
wzor odsetkowy zliczymy do n=10000, bo poprawne zaokraglanie
prowadzi zawsze do #% = 5 (patrz kolumna 6), wiersz drugi
(5 bazofili)

#% zliczonyeh | 95% przedziat ufnoéci dla #%
komérek

Kanegn n=100 |n=200 |n=400 |n=800 |n=4000 |n=10 000

rodzaju

0,00,3 (0,002 |00-0,2 |0,002 0,713 |0,8-1,2
5 01, 09, |02,-08, |01,-09, |03,-07, |04,-06, |4,654
itd.

Tak duzy przedzial niepewnosci wyniku zliczania bazofili we wzorze
odsetkowym wynika wg dr Koepke ze znacznego btedu losowego tej
procedury analitycznej. Wartos¢ Wz wynosi 23% dla pomiaréw
wykonanych przez hematologéw z dtugim stazem laboratoryjnym.
Jak juz wspomniano znormalizowany wynik pomiaru
laboratoryjnego powinien sklada¢ si¢ z dwoch liczb: wartosci
centralnej ,,x” reprezentujacej warto§¢ pomiaru najbardziej zblizona
do wielkosci ,,rzeczywistej”, ktora moze by¢ x srednie .Dla wygody
edytorskiej warto§¢ Sredniej arytmetycznej zmiennej X w tym
tekscie bedzie oznaczana duzg litera (M) moving. Druga liczba jest
warto$¢ przedziatowa bezposrednio odpowiadajaca ,,niepewnosci”
liczby ,.x”. W zapisie znormalizowanym niepewno$¢ pomiarowa
oznacza si¢ przypisujac jej stownictwo: ,nieokre§lonos¢ zakresu
estymatora”, ,uncertainty”. Ogoélny wzdr prezentacji wyniku
pomiaru kazdej wielko$ci pomiarowej ,,x” jest nastgpujacy:

X=xtu,,

Powyzszy wzor wiaze si¢ z nastgpujaca definicja:

Niepewnos$¢ pomiaru, to parametr zwigzany z wynikiem pomiaru,
harakteryzujacy rozrzut wartosci, ktére mozna w uzasadniony
posob przypisac wartosci mierzonej

Podczas prac akredytacyjnych nalezy stosowaé definicje
znormalizowana zgodna z norma ISO 10012-1 o nastgpujacym
brzmieniu:

Niepewnos¢ pomiaru jest wynikiem postgpowania majacego na celu
oszacowanie przedziatu wewnatrz ktérego znajduje si¢ ,,prawdziwa’
wielko$¢ mierzona z wyznaczona (arbitralnie) wiarygodno$cia.

Zrédta niepewnosci pomiaru to czynniki wewnatrz i zewnatrz
analityczne znieksztatcajace warto$¢ pomiarowa. Przyktadem moga
tu stuzyé: bledy subiektywne, granice rozdzielczo$ci,
wykrywalnosci, oznaczalnosci, warto$ci nominalne kalibratoréw i
probek kontrolnych, wynik pomiaru ze zbyt matq liczba miejsc po
przecinku, zmienno$¢ wspotczynnikéw statych w rownaniach
kalibracyjnych, czy wariancja powtorzen. Tak skrotowe ujgcie
zagadnienia jest niewystarczajace w zastosowaniach
instrumentalnych i w przyszloSci wymaga rozszerzenia i
unowoczesnienia.

W teorii blgdu pomiaru celem analityka jest przewidywanie zrodta
btedu i wykrywanie oraz jego opis np. ,btad gruby”, ,btad
czastkowy”, ,,btad sumaryczny” itp. Niezbedna czynno$cia jest
pomiar wielko$ci tego bledu oraz wyznaczenie kryterium
dopuszczalnej granicy(TEA). Celem analityka jest zastosowanie
wlasciwej techniki interpolacji. Podstawowa klasyfikacja rodzajow
bledow zalezy od liczby czynnikow zaklocajacych (n). W tym
podziale wystgpuje grupa bigdow czastkowych i grupa bledow
catkowitych (sumarycznych).

W analizie instrumentalnej taki podzial jest niewystarczajacy.
Zgodnie z definicja instrumentu pomiar jest przeksztalcany przez
instrument na wynik o cechach informatycznych. Bledy w tym
przypadku mozna podzieli¢ na takie, ktore sa zwigzane z elementem
pomiaru (grupa I) oraz grupa bledéw zwiazanych z dziataniami
matematyczno-statystycznymi (grupa II). Znajomosc¢
przedstawionego ponizej podziatu jest niezbgdna do budowania
programéw naprawczych. Podzial ten powinien by¢ ciagle
unowoczesniany, aby sprosta¢ wymoga nowoczesnej diagnostyki
laboratoryjnej. Podziat instrumentalny, przyktady grupaI:

1. Bledy zalezne od elementu (czynnika) pomiaru:

1..-Narzedzie pomiarowe reakcja chemiczna:

(a) -btad wzorcowania aparatu (BW),
(b) - tarcie elementow ruchomych waga, skala &,
(c) - luzy w czesciach mechanicznych skala €, wtyczka zasilania,
podajnik,
(d) -ciemny prad, autofluorescencja, proba zerowa,

2 - Otoczenie, Srodowisko:
(a) - temperatura - pH pomiaru,
(b) - ci$nienie gazometria,
(c) - pole magnetyczne elektrostatyczne, PIR (Panstwowa
Inspekcja Radiowa), liczniki hematologiczne.
(d) - zaklocenia elektromagnetyczne siatka Faradaya, filtry,
(e) - drgania kondygnacji (nieostry obraz w mikroskopie),
(f) - pyt, zawiesiny liczniki hematologiczne

3 - Sposéb prowadzenia obliczen:
(a) - zaokraglanie wynikow na poziomie 0.5,
(b) - nieprawidlowa kolejno$¢ wykonywania obliczen
algebraicznych,
(c) - niewlasciwe zastosowanie notacji komputera: notacja
arytmetyczna <> notacja polska,
(d) - bledne wartosci w wyktadniku potegi (ex!

4 - Operator (czynno$ci wykonywane przez operatora):
(a) - daltonizm,
(b) - niedowzroczno$¢, - mikroskop, galwanometr.
(c) - blad paralaksy,
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5-psychologiczny
(a)- maksymalizacja, minimalizacja,
(b)- zaokraglanie do wyimaginowanej warto$ci np. 44.
6 - Procedury metodyczne takze dotyczace narzedzi,
(a) - (I wspotezynnik absorbancji molowe;),
(b) - zastosowanie nieprawidtowej metody pomiarowej np.:
nefelometrycznej w miejsce turbidymetrycznej,
(c) - zastosowanie niewlasciwego narzedzia pomiarowego np..:
spektrofotometr/ kolorymetr (pomiar Hb).

I1. Zrodia bledéw dajace si¢ opisa¢ matematycznie
W drugiej grupie instrumentalnej sklasyfikowane zostaty w

podstawowych trzech kategoriach zrodta btedow dajace si¢ opisac
réwnaniami matematycznymi:

[ - systematyczny
[ -losowy
° - gruby

Blad systematyczny moze przybiera¢ ksztalt liniowy, staty,
jednostronnie rosnacy lub malejacy, logarytmiczny i wyktadniczy.
Blad ten jest tatwy do wyeliminowania przez zastosowanie np.:
metody pomiaru dubletéw lub trypletow, poniewaz istnieje bardzo
male prawdopodobienstwo, ze w dwoch analizatorach wystapia
bledy z tego samego powodu. Dos$¢ czgsto wstepuja bledy
systematyczne podczas wymiany personelu przy stanowisku pracy,
poniewaz istnieje bardzo duze prawdopodobienstwo powstania
bledu spowodowanego przez personel. W niektorych sytuacjach biad
systematyczny daje si¢ wyeliminowa¢ wprowadzajac algebraiczna
poprawke lub wspotczynnik korelacji ,,r”. Graficzna korekta na
wykresie kalibracyjnym, kompensacja optyczna i
potencjometryczna to dopetnienie $srodkow i metod majacych na celu
wyeliminowania btedu systematycznego. Dalsze uwagi dotyczace
bledu systematycznego i losowego wystepujacych w procesie
instrumentalizacji beda omoéwione w dalszych referatach.

Trzeci rodzaj btedu w analizie instrumentalnej ze wzgledu na jego
wielko$¢ nazywany jest ,,grubym”. Przyczyny powstawania tego
typu bledu sa nastgpujace:

[ J

- nieuwaga operatora,
® - nieznajomo$¢ procedury analitycznej,
[ - nie swoistos¢ analityczna metodyki
[ - niedoskonatos$¢ i nieznajomo$é narzgdzi pomiarowych.

Np. bardzo wysokie transaminazy analizowane w automatycznych
enzymometrach wykazuja bardzo mate aktywnosci tego enzymu.
Przyczyna takiego biedu jest brak w oprogramowaniu analizatora
mozliwosci
wykrywania stgzenia substratu juz na etapie ,lag fazy” i
uruchomienie alarmu nakazujacego wykonanie rozcienczenia proby.
Eliminacja bledu grubego winno by¢ poprzedzone
procesem poszukiwawczym przyczyn i szacunkiem jego wielkosci.
Do tego zadania stosowane sa nastgpujace techniki pomiarowe
(metrologiczne):
1. obciosywanie lub bramkowanie na arbitralnie przyjgtych
poziomach odrzucenia np.: M ($rednia arytmetyczna) + 2S [M+2S]
lub 3S [M+3S], a takze ewentualnie w procentach, uchy#ki.
2. zastosowanie wartosci wystandaryzowanych oznaczanych
litera ,,u” lub/i ,,z” gdzie

_x,-M
S

, a ,,M” to $rednia arytmetyczna z proby losowej, o odchyleniu
standardowym,,S”.

3. zastosowanie procedur bez ,,autsajder6w” tzn. procesOw
analitycznych, ktéorych wyniki pomiardw nie przekraczaja
wielokrotnie wymaganej wiarygodnos$ci diagnostyczne;j.

4. zastosowanie statystycznych testow Dixon'a dla prob
uporzadkowanych.

Analityk ma dostgp do 8 roznych rodzajéw funkcji Dixon'a, trzech
technologicznych modyfikacji wd. W. Volk'a oraz wersji
przedziatowej w odniesieniu do teoretycznego,
wystandaryzowanego rozktadu normalnego. Zastosowanie funkcji
Dixon'a opisane jest szczegolowo w podreczniku: ,, TABLICE
STATYSTYCZNE PWN” 1972;Ryszard Zielinski. Tak liczne
funkcje Dixon'a umozliwiaja wlasciwe dopasowanie wzoru do

u

danych empirycznych. Szczegélne zastosowanie znalazty funkcje
B4 z modyfikacja wg Prosta oraz B6 wg Reed'a. Czgs¢ funkcji
wymaga parametrow populacji generalnej. Sa nimi:
X,n — M X, —M X, =X,
Bl () B2 _ T B3 _ T (n-1)
() (&) (e}

Wersje od B4 do B8 przystosowane sa do prob o malej liczebnosci, a
wersja BS dodatkowo moze by¢ wzmocniona seria pomocnicza dla
wyliczenia wspomagajacego Sv
Xy~ M
=
S

v

Funkcjami dopasowujacymi si¢ do stanu danych sa:

_ X~ M _ X " Xan
4 6
S R
gdzie R to rozstgpowi, a B6 to modyfikacja Reed'a.
Ximy =X, X, — X
_ (n) (n-1) _ (n) (n-2)
B, =" "t B =0 Tun
Yo Tre) Xy =%

Modyfikacje wg W. Volk'a uwzgledniaja mala liczebnos$¢ proby
losowej. Mozna stosowa¢ 8 elementowa probeg losowa, w przedziale
8 15ipowyzej 15 elementow opisanych odpowiednimi funkcjami:

g teo"Yo . p o7 p L
(n<8) _T T (8<n<15) — — y - Pazis) =
X1y =X

X3 ~ X

Xn-2) ~Xay

Kazda z wymienionych powyzej funkcji testowych posiada
teoretyczna tablice rozktadu. Uniwersalna iloSciowa metoda w
modyfikacji K. R. Nair'a, z zastosowaniem wystandaryzowanego
rozktadu normalnego posiada, nastgpujaca funkcjg testowa:

xm_Mb|
Sls

Wzér jest zgodny dla konfiguracji umozliwiajacej zastosowanie
dodatkowej pomocniczej serii losowej pochodzacej z innego zrodta,
w celu wyliczenia ,,S;” (f'to liczba swobody n;- 1 serii pomocniczej).
Odrzucenie (blad gruby) nastgpuje z ryzykiem mniejszym, od 10%
ale wigkszym, niz 5% co w jednostkach wystandaryzowanych
mozna nastgpujaco zapisaé: 1,97<2,000<2,27.dla n = 5 (n =
liczebnosci serii ocenianej) i p=19.

U, =

I Zrodia bledéw wg rodzaju pomiaru analitycznego

Podziat zrédet bledow wg rodzaju analitycznego pomiaru
bezposredniego i posredniego wymaga szczegdlnej uwagi analityka:
W tej grupie podziatu gtéwnych czynnikdw wplywajacych na
ostateczna posta¢ wyniku analizy laboratoryjnej znajduja sig
nastgpujace dwie podgrupy zalezne od sposobu wykonywanego
pomiaru analitycznego:
1.Pomiar bezposredni to np. pomiar temperatury termometrem,
objetosci cylindrem miarowym, ci$nienia manometrem
rtgciowym. Bledy zwiazane z tego rodzaju dziataniem nazywane
sa ,.bledami subiektywnymi”, z przyczyn operatora. Bledy
zwigzane z tego rodzaju pomiarem sg trudne do wykrycia i
usunigcia.
2.Pomiar posredni to np.: pierwsza pochodna zmian absorbancji
w jednostce czasu stosowany w analizie aktywno$ci enzymow.
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1. Drugi przyktad to pierwsza pochodna zmian absorbancji
wzgledem dlugoscei fali $wiatta monochromatycznego, stosowana
podczas analizy widmowej. Bledy tego rodzaju pomiaru nazywane
sa ,.btedami obiektywnymi” z przyczyn instrumentalnych. Bledy
tego rodzaju mozna catkowicie usuna¢ lub znacznie zredukowac.

Ad 1. Podczas pomiaru bezposredniego btad losowy ma postaé
rozktadu Gauss'a. Wykres gestosci prawdopodobienstwa pozwala na
postawienie dwoch nastgpujacych tez:

a), ze liczba bledow dodatnich zawsze si¢ rowna liczbie btedow
ujemnych.

b), ze liczba btedow grubych wyktadniczo maleje wraz ze wzrostem
ich liczbowej wartosci.

Pewno$¢ wyniku wzrasta po zastosowaniu odpowiedniej
korekcyjnej metody np. dubletow, trypletow itd. Nalezy dazy¢ do
logicznie optymalnej liczby powtorzen w serii pomiarowej. Wartos$¢
t¢ mozna wyliczy¢ stosujac estymacyjna teori¢ przedzialow ufnosci
dla arbitralnie dobranej warto$ci poziomu istotnosci, liczbie stopni
swobody i rodzaju teoretycznego testu statystycznego. Doktadnosé
szacunku (d) jest przyjmowana arbitralnie stosujac odpowiednio
dobrany do rodzaju danych analitycznych nastgpujacy wzor
uwzgledniajacy granicg potokresu przedziatu ufnoscei:

22
L _ZS:
d2
gdzie (Z) to warto$¢ funkcji testowej rozktadu normalnego; (S) to
odchylenie standardowe empirycznej proby losowej, a (d) to zadana
precyzja szacunku estymacji.

Ad 2 Podczas pomiardw posrednich suma biedow losowych
moze réwnac si¢ sumie maksymalnych bledow posrednich, co
powoduje zawyzanie blgdu sumarycznego, gdyz juz dla dwoch
rownoleglych pomiarow prawdopodobienstwo wystgpowania
maksymalnego btgdu posredniego wynosi P=0.001, a dla wigkszej
liczby powtorzen jest jeszcze mniejsze. W tym miejscu nalezy
postawi¢ kolejna tezg ,,bledy maksymalne nie sa reprezentatywne

dla biedu sumarycznego”. Fakt ten mozna opisa¢ rdwnaniem
wyznaczajacym maksymalny blad czastkowy:

MAX =8, 5 Z—de | +|2—2d}, == egdzice z =+|x* + 1’

x y

Wiasciwe wyznaczenie btgdu catkowitego moze by¢ wyliczone przy
pomocy sumy geometrycznej btedéow czastkowych, co daje si¢
zapisaé nast¢pujacym rownaniem:

Be=1|B}+B2 +..+ B’

Podczas Kklasyfikacji bledow czastkowych nalezy dodatkowo
uwzglednicich ,,WAGE”.

Skladniki niepewno$¢ pomiaru

Po scharakteryzowaniu podstawowych czynnikow
zaktocajacych pomiar analitu nalezy powrdci¢ do czynnoSci
wymaganych podczas wyznaczania parametru niepewnosci.
Pewnym problemem jest tu przyjecie wystandaryzowanego pojecia
miary centralnej, nominalnej, nadziei matematycznej. Do niedawna
stosowano powszechnie dla opisu miary centralnej nastgpujace
sformutowania: ,,warto$§¢ prawdziwa”, ,warto$¢ rzeczywista
wielko$ci mierzonej”. Obecne tendencje standaryzacyjne sktaniaja
si¢ do stwierdzen bardziej tagodnych jak np.: ,najlepsze
przyblizenie”, ,,najlepsze oszacowanie”, ,,niepewno$¢ pomiaru
wielkosci oszacowywanych”. W metrologicznych pojeciach
dotyczacych opisu miary centralnej nie przewiduje sig stow ,,btad” i
.pomytka”!.

W standardach opisujacych wymagania dotyczace niepewnosci,
pomiarowej wyniku analitycznego, zawartych w normach ISO 9004
»zarzadzanie przez jako$¢” przewiduje sig¢ trzy rodzaje réwnan
opisujacych te parametry:

1. Niepewno$¢ standardowa - mierzonej prostej, zmiennej
wejsciowej ,,Xi,,0pisywana jest nastgpujacym wzorem: u(xi)-

2. Niepewno$¢ ztozona - wynikowa wielkosci wyjsciowe) ,,Y”,
opisywana jest wzorem: Uc(y). Moze by¢ ona przyktadowo
reprezentowana przez,,S”.

3. Niepewnos¢rozszerzona calkowita, opisywana jest wzorem:

U=k*uC(y)

Metody wyliczania sktadowych niepewnosci ze wzgledu na
uproszczenie procedury ich wyznaczania podzielono na dwie grupy.
Pierwsza grupa zostata oznaczona jako typ metod A, druga grupg
oznaczono jako typ metod B. Procedury typu A umozliwiaja
wyznaczenie sktadowych niepewnosci standartowych metodami
statystycznymi, jak M $rednia arytmetyczna, SN standardowy btad
$redniej, S i S2. Dotycza one ,,n” powtarzalnych, niezaleznych i
losowych obserwacji pojedynczej, prostej wielkosci wejsciowej
Xik gdzie k=1, 2, 3...n, pozwalajacych na identyfikacje ich
rozktadu czestosci.

Niepewnos¢ standardowa

U
(prostej) wielkosci mierzonej X;
Najczg$ciej wykorzystywanym do wyznaczania pierwszej
sktadowej niepewnosci, bedacym jednocze$nie najlepszym
przyblizeniem - estymatorem px (X reprezentuje warto$¢ centralng
populacji generalnej) wielkosci Xi jest w warunkach powtarzalnosci

(z k"= 1,2, 3,..., ,,n” obserwacji) $rednia arytmetyczna ,,M”
wyznaczana wzorem: | o
M-13x,
n =1

Najlepszym parametrem szacunku warto$ci centralnej jest
standardowy btad $redniej opisany nastgpujacym wzorem:
2

S2 — S(Xi,k)
(M;) n
Drugim parametrem najczgsciej stosowanym w opisie niepewno$¢

jestwariancjaijej pochodne:

1 n
Stn = _12 Crye =M’
n—1%4

oraz bezwzgledna warto$¢ odchylenia standardowego :

2
Six =S @ |

W efekcie koncowy wzor pozwalajacy wyznaczy¢ druga sktadowa
niepewnosci standardowej metodami typu A, mozna zapisaé

nastegpujaco: >
ey =Sy TS0 |

W przypadku braku mozliwo$ci wyznaczenia parametrow
niepewnosci prostej metodami typu A nalezy zastosowaé metody
typu B. Podstawa metod typu B, s teoretyczne rozktady zmiennosci
powstajacych a priori wspomaganych nastgpujacymi dodatkowymi
zrédtami informacji:

1. retrospektywnymi danymi zebranymi a priori,

2. posiadanego doswiadczenia wraz z 0g6lna znajomoscia zjawisk
instrumentalnych i wtasciwos$ci materiatéw odniesienia oraz
miernikéw (patrz wyzej podzial czynnikow, zrodel bledow),

3. zespecytikacji, instrukeji, dokumentacji technicznej, informacji
pochodzacych od producentow,

4. informacji uzyskanych po wzorcowaniu instrumentéw
(kalibracji certyfikacji czy ewaluacji czastkowej lub/i catkowitej),

5. uzyskanych z literatury specjalistycznej, monografii,
podrgcznikéw, poradnikow, norm, sprawozdan oraz publikacji
naukowych.

Estymatorami dla metod typu B moga by¢

Xi @O Ol 08U,

wielkosci wejsciowej ,,Xi” ktorej nie zastosowano procedur
probabilistycznych, ocenia si¢ je na drodze analizy naukowej bez
powtorzen.

W procesie wyznaczania sktadnikow niepewnos$ci metodami typu B
najczgsciej stosowanymi rozktadami teoretycznymi sa:
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1. normalny,

2. normalny wystandaryzowany,
3. t-Studenta,

4. prostokatny,

5. trapezowy,

6. trojkatny.

Dla danych pochodzacych z gléwnego zrodla informacji (np.:
populacji generalnej) o kurtycznym rozktadzie, normalnym,
rozkladzie normalnym wystandaryzowanym lub t-Studenta
wprowadzane informacje dotycza na ogét pewnej wielko$ci
odchylenia standardowego lub wielokrotnosci przedziatu majacego
wyznaczony poziom ufnosci najczgsciej w granicach 95%. Dlatego
tez tatwo je sprowadzi¢ do wielkosci ,,S”, stanowiacego miarg
poszukiwanej niepewnosci standardowej wyliczanej metoda typu B.

Dla niesymetrycznych rozkladow podawane sa wartosci
graniczne np.: a - dolna granica, a, - gorna granica. Dla takiego
uktadu granic warto$¢ szerokos$ci potowkowej wynosi

_(a_+a,)
2

Dla danych a priori uzyskanych wyjsciowo, bez powtorzen (metoda
typu B) opracowano wzory umozliwiajace wyliczenie niepewnosci
standardowej, prostej dla prawidtowo dopasowanego rozktadu
teoretycznego:

1. Normalny, Uy = S

a
2.normalny wystandaryzowany, Uy = T
’ 2

3. T-Studenta,

a
4. Prostokatny,u( ) = T
‘ 3

a*\1+B*> . b
5.trapezowy, u = atylep” RRgdzie@VP =—O®

h J6 a
natomiast,,b, a” odpowiednio opisuja szerokosci potowkowe gornej i
dolnej podstawy trapezu.,

Je

W procesie typu B najlepszym przyblizeniem parametru centralnego
dla powyzszych rozktadoéw jest wielko$¢ wyznaczona nastgpujacym
wzorem:

6. Trojkatny. Uiy =

= x, =@ a
2

ZtoZzona niepewno$c C( y) wynikowej wielkosci (Y)

Ztozona niepewnos$¢ (U, o ?powmna by¢ wyznaczana w Jednostkach
odchylenia standardowego 7. Zlozona, wynikowa niepewnosc
pomiaru wyznacza sig stosujac:

modele matematyczne analitycznej procedury
pomiarowe;j,

prawa propagacji przenoszenia niepewnosci analitycznej.
Najlepszym przyblizeniem estymatora ,,y” wyjsciowej wielko$ci
mierzonej ,,Y” jest warto$¢ obliczona z zalezno$ci funkcjonalnej ,,
jej warto$¢ dla argumentow, ktéorymi sa estymatory wielko$ci
wejsciowych.

=0 XX n ) = (X Xy X X )

Podczas wyznaczania zlozonej niepewnosci standardowej, dane
wejsciowe moga posiada¢ dwojaki charakter:

a) nie sa skorelowane (nie powigzane),
b) sa skorelowane (powiazane).
Ad (a) Dla pierwszego rodzaju danych ztozona niepewnos¢
standardowa(
"’( })

mozna wyhczyc Frzy pomocy nastgpuj acego wzoru wariancyjnego

u: Z 0 )“(») ZC u(v) Zu (yl)®®gd21e®®u(x)

i=1 .Xl-

To odpowiednie niepewnosci standardowe wielkosci wejsciowych
obliczone metoda typu A lub typu B lub ich potaczeniem A+B.,.c; ,,to

i

wspolczynnik wrazliwosci - odpowiednik pochodnych czastkowych.
ol
0

X

Wspoétezynnik wrazliwo$ci mozna wyznaczy¢ numerycznie lub
empirycznie przez wyznaczenie zmian wielkosci wyjsciowej ,,Y”
wraz ze zmiang dowolnej i-tej wielkosci wejsciowej ,,X, ,, przy
statych warto$ciach dla pozostatych wielkosci wejsciowych.

Ad (b) Dla danych wejsciowych skorelowanych,
wyrazenie opisujace zlozona wariancje wyniku
pomiaru ma nastegpuj chmatematycznqpostac’

v(alY ajaf
”3(),,:25 (x) ZZZ Uix,.)

i=l i i=1 14+1

gdzie x, X, sa estymatorami zmiennych X, i X, ,a niepewnosci
wariancyjnie sa zgodne isa estymatorami kowariancji zwiazanej z x;
x,. Stopief powiazania zmiennych x; , x; ilustruje estymator
wspotczynnika korelacji,,r” mozliwy do wyliczenia ze wzoru :
_ u(xi’x/

(xi:xj) -
Uit

z pozostalymi warunkami zalezno$ci regresyjnej oraz
weryfikujacym hipotezg zerowa testem statystycznym t-Studenta dla

—r /”;22®®d1a®®cp —n-2
V1-r

I

ktory powinien wskazywaé na istotno$¢ rézni¢c Ho od zera. Po
spetnieniu  powyzszych warunkéw mozna z pewnoscia 95%
ostatecznie orzec o zwiazku migdzy zbiorem (X, )i (X, ), co w
rezultacie zezwala na zastosowanie wlasciwego wzoru dla danych
skorelowanych, wyliczajacego ,,niepewnos¢ ztozona wynikowe;j
wielkos$ci wyjsciowej (Y). Niepewnoscia zlozona pomiaru jest
dodatni pierwiastek kwadratowy z wariancji, co mozna zapisac¢
nastepujaco:

2 2
u: O®,Q®u. =.[|u
) i (y) | ) |

Niepewnosé rozszerzona (U)

,,Niepewnos¢ rozszerzona” jest czgsto uzywana w
specjalnych zastosowaniach medycznych w celu zmniejszenia
ryzyka choroby, a nawet $mierci. Niepewno$¢ rozszerzona mozna
zapisa¢ nastgpujacym wzorem:

U=k*u

€

gdzie ,k” to wspodlczynnik rozszerzenia wyrazony w jednostkach
wystandaryzowanych w odniesieniu do procentowego (%) poziomu
ufnosdci. Niepewno$¢ rozszerzong ,,U” wprowadzono w celu
wyznaczenia wokot wyniku pomiaru przedzialu, od ktoérego
oczekuje sig, ze obejmie znaczng czes¢ rozktadu wartosci, ktore
mozna w uzasadniony sposob przyporzadkowaé wielkosci
mierzonej. Wybdr wartosci wspotczynnika ,k”, jest zalezny od
przyjgtego arbitralnie prawdopodobienstwa poziomu ufnosci.
Wspodtezynnik ,.k” jest stabelaryzowany w tablicach rozktadu testu t-
Studenta. Dlan=o0
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Przyktady zapisu wyniku 7 przedziatem niepewnosci

Po wyliczeniu dwoch podstawowych parametrow niepewnosci
wyniku laboratoryjnego musza by¢ one wlasciwie oznakowane
izapisane na formularzu analitycznym.

Przyktady czterech sposobow zapisu wyniku z uwzglednieniem
szacunku niepewno$ci umieszczono ponize;j .

Wielkos$cia, ktorej warto$¢ zostanie zastosowana do
przyktadowego zapisu bedzie objgtos¢ ,,V” wyrazona w ml. o
nominale 100ml:

V1 =100,021 47 ml,”ze ztozona niepewnoscia standardowa(uc(y) =0,35pl”,
W przyktadzie V,, do wyniku liczbowego musi by¢ dotaczony pelny
opis zamknigty w cudzystowie i podkreslony;

V,=100,021 47(35)ml, [liczba w nawiasach jest wartoscia ztozone;j
niepewnosci standardowej U, . Jodniesionej do ostatniej cyfry
znaczacej wyniku;

V, = 100, 021 47(0,000 35) ml [gdzie liczba w nawiasach jest
warto$cia ztozonej niepewnosci standardowej uc< ,) wyrazonej w
tych samych jednostkach, co wynik];

V,=(100,021 47 + 0,000 35) ml, [gdzie liczba zapisana symbolem +
jest warto$cia ztozonej niepewnosci standardowe;j a nie jest
przedziatem ufnosci]

W miarg mozliwosci nalezy unikaé zapisu z symbolem +, poniewaz
byt on tradycyjnie stosowany do zapisywania przedziatlu wysokiego
poziomu ufnosci i stad moze by¢ mylony z niepewnoscia
rozszerzona,,U”.

Niepewnos$¢ rozszerzong ,,U” zaleca si¢ zapisywac¢ wartoscia
liczbowa nastgpujaco: V =(100,021 47 + 0,000 79) ml, gdzie liczba
za symbolem + jest warto$cia niepewnosci rozszerzonej ,,U”
obliczong dla

U, =035l

i wspolczynnika rozszerzenia k=2,26 wynikajacego z rozktadu t-
Studenta i liczbie swobody ¢=9 oraz dla poziomu ufnosci 95%

u
o)

Podsumowanie

W tej czeéci referatu nieprzypadkowo opuszczono
szczegbtowy opis postgpowania zwiazanego z kontrola jakosci,
ktora dos¢ czgsto jest omawiana na forum diagnostyki laboratoryjnej
przez licznych autoréw. Opracowanie niniejsze porusza odwieczne
problemy zwiazane z umiejgtnoscia diagnostycznej interpretacji
wyniku analizy laboratoryjnej z uwzglednieniem jego zmiennosci
spowodowanej réoznymi czynnikami wewnatrz i poza
laboratoryjnymi. Uwzglednienie zmiennosci procedury
laboratoryjnej podczas interpretacji diagnostycznej wyniku
laboratoryjnego, biorac pod uwage jego przedzial niepewnosci,
moze przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia nieporozumien na linii kanatu
krytycznych uwag miedzy oddziatem szpitalnym, a laboratorium.

Literatura dostepna u autora.

wZnaczenie badan mikrobiologicznych u pacjentéw z ranami
przewleklymi”.

Dr Beata Kowalska Krochmal
Katedra i zaktad Mikrobiologii
AM we Wroclawiu

Rany przewlekle takie jak odlezyny, zmiany oparzeniowe,
owrzodzenia na tle niewydolno$ci zylnej, rany w stopie
cukrzycowej, czy tez inne jak zmiany nowotworowe, powiktania
pooperacyjne stanowia z natury duzy problem terapeutyczny. Z
uwagi na zaburzenia przeplywu krwi, niedotlenienie tkanek i
zmiany martwicze oraz obserwowana u niektorych pacjentow
immunosupresjg staja si¢ tatwym celem dla réznych drobnoustrojow
szczegolnie bakterii, ktore w znacznym stopniu moga utrudnic i tak
niefatwy proces gojenia [2, 10]. Stad tez wilasciwa diagnostyka
mikrobiologiczna ran jest niezwykle pomocna w ocenie wpltywu
drobnoustrojow na rang oraz w trafnym wyborze kierunku leczenia.
Izolowane z rany drobnoustroje moga by¢ bowiem przejawem
[1,2,7,9,12]:

1) kontaminacji endogenna flora chorego ( z otaczajacej
skory, bton $luzowych przewodu pokarmowego, jamy ustnej czy tez
uktadu moczowo-plciowego) lub tez zanieczyszczenia ze
srodowiska zewngtrznego;

2) kolonizacji organizmami wykazujacymi powinowactwo
do tozyska rany, ale bez destrukcyjnego wptywu na komorki i tkanki
gospodarza

3) krytycznej kolonizacji, kiedy to dochodzi do znacznego
wzrostu masy bakterii w ranie prowadzacej do zahamowania
procesu gojenia, chociaz bez objawow infekcji

4) lokalnej infekcji  z klasycznymi, klinicznymi objawami
zakazenia facznie z zajgciem otaczajacej tkanki tacznej
5) uogodlnionej infekeji szerzacej si¢ na otaczajace tkanki i

szybko mogacej prowadzi¢ do sepsy.

Biorac pod uwage fakt, ze praktycznie wszystkie rany przewlekte
ulegaja zasiedleniu przez drobnoustroje [1, 9, 10], ktére w wielu
przypadkach pozostaja bez wplywu na proces gojenia, waznym staje
si¢ pytanie kiedy diagnostyka mikrobiologiczna powinna by¢
podjeta i jak przeprowadzona, aby uzyskany wynik badania byt
przydatny w leczeniu pacjenta ?

Wskazaniami do badan mikrobiologicznychsa[2, 7, 10]:

- rany otwarte z objawami infekcji (zaczerwienienie, obrzgk lub
stwardnienie, wysigk ropny, tkliwo$¢ uciskowa, bol, miejscowo
odczuwane ciepto, cuchnacy zapach rany, nieprawidlowe
ziarninowanie tkanek, miejscowe krwawienia, odchodzenie
nabtonka, zakazenie uogodlnione bez innych niz rana
prawdopodobnych zroédet zakazenia)

- szerzenie sig¢ zmian na otaczajace tkanki, w tym na tkanke taczna i
pogorszenie obrazu rany

- brak efektow podjetego leczenia

- zahamowanie procesu gojenia rany.

Materiatem do badan moga by¢|[ 2,6, 7,8, 10, 12]:

-wymazy zran,

- aspiraty ropne,

- probkiuzyskane w wyniku biopsji,

- fragmenty tkanek pobrane przez lyzeczkowanie rany, lub tez w
procesie dermabrazji

- krew na posiew przy podejrzeniu zakazenia uog6lnionego.

Wybdr metody pobrania materiatu jest zalezny zar6wno od rodzaju i
umiejscowienia rany, mozliwos$ci szybkiego transportu do
laboratorium jak i metod badawczych stosowanych w danej
pracowni mikrobiologicznej. Wartos¢ diagnostyczna uzyskanych
probek klinicznych zalezy rowniez od odpowiedniego
przygotowania rany przed pobraniem. Miejsce zmienione
chorobowo powinno by¢ przemyte doktadnie jatowa sola
fizjologiczna i oczyszczone z obumarlych resztek . W przypadku
zmian pokrytych zaschnigta wydzieling, powierzchni¢ nalezy
przemy¢ antyseptykiem, a po jego wyschnigciu za pomoca jalowego
skalpela $cia¢ wierzchnia warstwe i z odstonigtych miejsc pobrac
probke [2,4].
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Pobieranie prébek metoda wymazow|[ 2,5,6,7,10,11,12].

Metoda ta jest najczgsciej stosowana z uwagi na nieinwazyjnos¢ i
tatwos¢ wykonania, mozliwo$¢ pobrania zardwno ze zmian
powierzchniowych jak i gltebokich, zabezpieczenie wzrostu zardéwno
bakterii tlenowych jak i beztlenowych, transport w czasie dtuzszym
niz 2 h od pobrania ( podtoza transportowe) a takze z uwago na niski
koszt badania. Wymazy z ran stuza gtownie do oceny jako$ciowej i
potilosciowej, nie nadaja si¢ jednak do badan ilosciowych co stanowi
istotna wadeg probek pobranych ta metoda. . W celu pobrania
materiatu wymazowke nalezy zwilzy¢ jatowa sola i przenies¢ probke
na wacik obracajac ruchem rotacyjnym dosiggajacym brzegow i
lozyska rany szczegélnie przy zmianach glebokich . Wedtug
niektérych autorow polecana metoda jest pobieranie wymazu
ruchem zygzakowym od brzegu do brzegu rany. Nalezy rowniez
pamigtaé, ze przy podejrzeniu infekcji beztlenowcami wymazy
wykonuje si¢ z uzyciem dwoch wymazowek , w tym jednej
transportowanej w podtozu dla beztlenowych bakterii.

Badania metoda wymazow sa w pelni wiarygodne pod warunkiem
przestrzegania zasad przygotowania rany do pobrania jak i samej
techniki wykonania wymazu. Brak wcze$niejszego oczyszczenia
miejsca zmienionego przyczynia si¢ czgsto do izolacji flory
kontaminujacej a nie prawdziwego patogenu, a co za tym idzie
uzyskany wynik pozostaje bez wartosci klinicznej.

Pobieranie wydzieliny ropnej metoda aspiracji[2, 6]

Sposob pobierania zalecany szczegoélnie przy ranach z obfita
wydzielina ropna lub tez przy duzych ropniach zamknigtych oraz w
przypadkach podejrzenia infekcji beztlenowcami. Aspiracjg
przeprowadza si¢ przy uzyciu jalowej strzykawki z igla, ktora
nakluwa sig¢ przemyty antyseptykiem ropien. Pierwsza parti¢ ropy
nalezy odrzuci¢ i dopiero nastgpna przesta¢ do badania bezposrednio
w strzykawce zamknigtej jalowym korkiem ( czas transportu do
0,5h). W sytuacjach, gdy niemozliwe jest dostarczenie probki w
potgodzinnym okresie czasu, pobrana ropg nalezy przenies¢ na
wymazowke z podtozem transportowym.

Alternatywna metoda pobrania jest aspiracja tresci ropnej po
weczesniejszym naprzemiennym przeptukiwaniu ropnia 0,85% NaCl
i masazem obrzeza rany. Poczatkowo poprzez naktucie wprowadza
si¢ 1 ml NaCl do ropnia , nastgpnie przeprowadza si¢ masaz i
ponownie wprowadza si¢ 1 ml jatowej NaCl i jeszcze raz wykonuje
si¢ masaz aby na koncu pobra¢ powstaty ptyn i natychmiast przestac¢
do pracowni mikrobiologicznej. Tego typu sposdb pobrania wptywa
na odrywanie drobnoustrojéw od ltozyska rany i tym samym
zwigksza szansg naich wyhodowanie.

Pobieranie tkanek i prébek metoda biopsji [2,3,5,12].

Fragmenty tkanek i material biopsyjny uznawane sa za najbardziej
warto$ciowe probki do badan przy podejrzeniu infekcji ran. Tego
typu materiaty kliniczne redukuja mozliwo$¢ wyhodowania flory
kontaminujacej lub kolonizujacej, pozwalaja wigc na izolacje
prawdziwych patogendw. Bioptaty sa tez najlepszym materialem do
diagnostyki w kierunku grzybow i badan ilosciowych tak waznych
dla oceny wplywu wyosobnionych szczepdéw bakteryjnych na rang.
W celu zwigkszenia warto$ci diagnostycznej wazne jest :

- pobranie wycinkow z pogranicz zywych i martwych tkanek

- pobranie kilku probek tkanek z réznych miejsc rany, z uwagi na
nierdwnomierne rozmieszczenie drobnoustrojow; badanie jednego
wycinka moze da¢ wynik fatszywie ujemny

- natychmiastowy transport do laboratorium w jatowym pojemniku z
niewielka iloscia soli fizjologicznej bez srodka bakteriostatycznego.
Mimo wielu zalet i niepodwazalnej wartosci probek pobranych w
trakcie biopsji metoda ta jest rzadko stosowana do oceny ran. Wynika
to przede wszystkim z inwazyjnej techniki, z bardzo kosztownej
diagnostyki mikrobiologicznej, czasochtonnej i wymagajacej
dodatkowej aparatury i os6b do pracy a czasami rowniez z
klinicznych przeciwskazan do pobrania tkanek.

Ilosciowa ocena drobnoustrojéw w ranie [2, 3, 8].
W celu okreslenia liczby kolonii bakterii i grzybow

wymagane sa wycinki tkanek lub materiat pobrany poprzez biopsjg.
Wycinki o wadze okoto 500 mg powinny zosta¢ pobrane z z

pogranicza tkanki zdrowej i martwiczej. Mozliwe jest tez pobranie
probek poprzez 3 mm trepanobiopsj¢ pozwalajaca na uzyskanie
materiatu o wadze od 0,02-0,05 g . Uzyskane tkanki sa nastgpnie
doktadnie wazone i homogenizowane w 1 ml 1% Tween 80, ktorego
zadaniem jest rozproszenie bakterii i neutralizacja miejscowo
stosowanych $rodow antyseptycznych. W trakcie homogenizacji
nalezy mechanicznie rozdrobni¢ tkanki. Tkanki w ptynie nalezy
inkubowa¢ dobg w 4 0C. Po tym czasie wykonuje si¢ wysiew za
pomoca ez kalibrowanych o objgtosci 0, 1 i 0,01 ml na podloza
hodowlane z krwia barania i agar MacConcey'a. Wyniki podaje sig w
przeliczeniu na 1 g tkanki. Znamienna ilo$§¢ $wiadczaca o
patogennym oddzialywaniu drobnoustroju na rang i ryzyku
zakazeniauogolnionego to 105 CFU/ g tkanki i powyzej tej wartosci.
Poétilosciowa metoda oparta na pobieraniu wymazow z
zainfekowanychran[2, 10, 11].
Nalezy do czgsciej stosowanych z uwagi na fatwos$¢ pobrania
materiatu 1 prostsze wykonanie badania. Warunkiem
przeprowadzenia oceny jest pobranie wymazu z okres$lonej
powierzchni rany i wprowadzenia wymazu do probowki z bulionem.
Zaleca si¢ aby wymaz byl wykonany na powierzchni 4 cm2 i
wprowadzony do 4 ml podloza ptynnego. Moze by¢ rowniez
wykonany na mniejszej powierzchni , ale nie ponizej 1 cm2 .
Nastepnie wykonuje si¢ posiew na agar z krwia i podloze
MacConcey'a za pomoca ez kalibrowanych, a wynik podawany jest
w CFU/cm2.
Jest tez mozliwa szacunkowa ocena liczby bakterii na podstawie
standardowo pobranych i wysianych wymazow poprzez odniesienie
masywno$ci wzrostu kolonii na podlozach stalych ( wartosci
wyrazone 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, na3+ (powyzej 100 kolonii ale policzalna liczba) 104
CFU/gorazna4+ (wzrost zlewny) 105 CFU /gipowyzej.
Niezaleznie od liczbno$ci drobnoustrojow w ranie zawsze za
patogenne i wymagajace podjgcia antybiotykoterapii uznawane sa
[1,2,10]:
- Streptococcus pyogenes
- Pseudomonas aeruginosa.
Do tej grupy niektdrzy autorzy zaliczaja réwniez Staphylococcus
aureus jakkolwiek zdania nt ich negatywnego oddziatywania na
rang przy matej liczbie CFU / g sa podzielone [7].

Diagnostyka ran w stopie cukrzycowej [2,4,10]

W zakazeniach ran najczes$ciej bierze udziat Staphylococcus aureus,
nieco rzadziej Streptococcus — szczepy beta hemolizujqce,
Pseudomonas aeruginosa , Enterococcus spp. paleczki z rodziny
Enterobacteriaceae i bakterie beztlenowe. Udzial beztlenowcow
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] moze by¢ to zwiazane zaréwno z
czasem gojenia rany jak i stosowanymi antybiotykami

(Tab 1 [cytz4]).

Tabl.[cyt. z4]
Korelacja pomigdzy réznymi typami ran i drobnoustrojami z nich
izolowanych

TYP RANY W STOPIE CUKRZYCOWEJ PATOGENY

Swieza rana powierzchniowa, brak antybiotykoterapii S.aureus, Streptococcus B-hem
Rana przewlekta ( > 1 miesigca),
wezesniejsza antybiotykoterapia S.aureus, Streptococcus B-hem,

Enterobacteriaceae

Rany leczone cefalosporynami Enterococcus spp.

Zmiany o charakterze maceracji Pseudomonas spp. w infekcjach

mieszanych z innymi patogenami

Rany przewlekle (> 6 miesigey),
Antybiotykoterapia o szerokim spektrum Infekcje mieszane

Gram(+) ziarniaki, Corynebacteria,
Enterobacteriaceae, pateczki

niefermentujace, beztlenowce

+/- grzyby,
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Pobieranie materiatow do badan mikrobiologicznych jest wskazane u
wszystkich chorych z objawami zakazenia poczawszy od Il stopnia
klasyfikacji gdzie zmiany sa wielkosci od 0,5-2 cm do stopnia 4
manifestujacego si¢ klinicznymi objawami zakazenia rany jak i
uogodlniong reakcja zapalna. Najbardziej polecane jest pobieranie
ropy przez aspiracjg i zeskrobin z dna rany.

Diagnostyka ran oparzeniowych [2,3,8, 10, 12]

Zmiany powstale w wyniku oparzen stanowia bardzo dobre
srodowisko do namnazania drobnoustrojow. Ich Zrodtem sa zaréwno
flora wlasna pacjenta ( we wezesnej fazie po urazie) a nastgpnie flora
szpitalna ( po 4-5 dniach hospitalizacji). Wsrod bakterii najczgsciej
odpowiedzialnych za zakazenia wyrdznia si¢ Pseudomonas
aeruginosa, a w dalszej kolejnosci S. aureus, Klebsiella spp.,
Enterococcus spp, Candida spp. Rzadko izolowane sg beztlenowce,
czgsciej przy objawach sepsy. W celu identyfikacji patogenu
najbardziej wartosciowa diagnostycznie probka jest bioptat. W
przypadku braku mozliwosci pobrania wycinka wskazany jest
wymaz i dodatkowo krew na posiew przy podejrzeniu zakazenia
uogodlnionego.

Diagnostyka ran odlezynowych [2, 6, 7, 10, 11]

Przyczyna zakazen odlezyn jest najczgsciej mieszana flora tlenowa
i beztlenowa. Szczegdlng rolg ze wzgledu na umiejscowienie ran
odgrywaja pateczki z rodziny Enterobacteriaceae,
S. aureus, Enterococcusa spp., P. aeruginosa. Z uwagi na stabo
wyrazone objawy kliniczne zakazenia poleca si¢ okresowe
przesiewowe badania mikrobiologiczne w celu oceny rany. Probkami
pobieranymi do diagnostyki moga by¢ zaréwno wymazy glebokie,
aspiraty ropy czy tez wycinki. Wazna jest rowniez krew na posiew, z
powodu tatwego rozsiewu drobnoustrojow z rany.

Podsumowujac, badania mikrobiologiczne moga w duzym
stopniu przyczyni¢ si¢ do podejmowania wiasciwych decyzji
terapeutycznych i zwigkszac szansg na wyleczenie ran przewlektych.
Aby tak jednak si¢ stato wazny jest odpowiedni dobor probek
klinicznych do badan, wlasciwie pobranych i transportowanych do
laboratorium oraz stosowanie metod potilosciowych i ilosciowych
w celu okreslenia czy wyhodowany drobnoustrdj jest na pewno
przyczyna zakazenia. Dla ostatecznego sukcesu terapeutycznego
niezbgdna jest rowniez S$cista wspolpraca mikrobiologow i
klinicystow, szczegodlnie przy interpretacji wynikéw badan
mikrobiologicznychiich odniesieniu do stanu klinicznego pacjenta.
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Biuro Krajowej Izby Diagnostow Laboratoryjnych uprzejmie informuje, ze
dokument"Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego"jest
wydawany sukcesywnie wszystkim tym osobom, ktore posiadaja kompletne
dokumenty i uregulowane zobowiazania finansowe wobec Izby,

PRZYPOMNIENIIE:
Chcac otrzyma¢ dokument "'Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty
Laboratoryjnego"(PWZDL) nalezy:

- wplaci¢ 100 zt.na konto KIDLzgodnie z uchwalg nr 60/2004 KRDL zdnial7
grudnia 2004 r., tytutem "Wplata na rzecz KIDL na dzialalno$¢ statutowa",

- przesta¢ do biura KIDLkserokopi¢ dowodu wptaty z dotaczona czytelng
informacja zawierajaca w/w tytul wplaty, imi¢ i nazwisko oraz numer
wpisuna list¢ diagnostow laboratoryjnych,

- przesta¢ takze zaswiadczenie lekarskie o stanie zdrowia stwierdzajace
zdolno$¢ do wykonywania czynnosci diagnosty laboratoryjnego zgodnie z art
9ust. 1 pkt4 ustawy o diagnostyce laboratoryjne;.

PT Diagnosci Laboratoryjni nie posiadajacy do tej pory PWZDL proszeni sa
odokonywanie w/w wplaty, przesylania jej kserokopii oraz
uzupetnianieewentualnych brakow w dokumentacji.

PT Diagnosta Laboratoryjny we wlasnym interesie - w trybie pilnym -
jestzobowiazany skontaktowac si¢ z Dziatem Diagnostow KIDL (022 741-21-
57) w celuuzyskania informacji o ewentualnych brakach w dokumentach
i/lubzobowiazaniach finansowych wzgledem Izby.

Dokument "Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego" jest
wysytany, listem poleconym zazwrotnym potwierdzeniem odbioru, na adres
do korespondencji znajdujacy si¢ w dokumentacji KIDL.
Posiadane"Zaswiadczenia" o wpisie na list¢ diagnostow laboratoryjnych sa
wazne do konca 2006 roku".

W przypadku nieodebrania listu poleconego i zwrotu przesytki przez poczte
do biura KIDL - powtdrne przestaniedokumentu bgdzie mozliwe na pisemna
prosbei za dodatkowa optata poniesionych kosztéw ponownego
wystaniadotych z Panstwa, ktorych dotyczy¢ bedzie nie dorgczenie w/w
przesytki.

Zwracamy rowniez uwagg, ze dokument "Prawo Wykonywania Zawodu
Diagnosty Laboratoryjnego" nie zostaniewystawiony i nie bgdzie wystany
tym diagnostom laboratoryjnym, ktorzy:

-posiadaja braki w dokumentacji,

- zalegaja z ptatnoscia obligatoryjnych sktadek cztonkowskich,

- dotad przestali swoje zdjgcia w innym formacie niz3,5 cmna4,5 cm, gdyz po
zmniejszeniu tych zdje¢ do wymaganego formatuokazuje sig, ze twarz na
zdjgciu  jestnieczytelna.

W przypadku dostarczenia wraz z dokumentami nieaktualnych zdjg¢ (np.
sprzed kilkunastu lat), KIDL nie bedzie ponosi odpowiedzialnosci za wynikte
ztego powodu problemy lub konsekwencje.

Biuro KIDL
17.10.2006
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Diagnostyka waginozy bakteryjnej i atypowych
zakazen przenoszonych droga plciowg.

Beata Maczynska
Katedra i Zaktad Mikrobiologii
Akademii Medycznej we Wroctawiu

Zakazenia drog ptciowych sa wbrew pozorom jednymi z
najtrudniejszych do leczenia i diagnozowania. Dzieje sig tak ze
wzgledu na mozliwos¢ wystgpowania w cewce moczowe;j i
pochwie bardzo réznorodnej flory bakteryjnej bez objawoéw
klinicznych zakazenia. Jednoczes$nie z uwagi na fakt, ze infekcje te
najczgsciej przenoszone sg droga plciowa, konieczne jest
jednoczesne leczenie wszystkich partneréw seksualnych. Bywa to
czasem problematyczne w sytuacji, kiedy u osob zakazonych nie
wystepuja objawy kliniczne. Mgzczyzni czg$ciej choruja
bezobjawowo, co zwiazane jest z ubozszym w substancje
odzywcze wykorzystywane przez drobnoustroje, srodowiskiem
cewki moczowej. Powoduje to zahamowanie namnazania si¢
niektorych patogenéw, ktore z kolei przeniesione do bogatego w
glikogen i inne substancje srodowiska pochwy kobiety, znajduja
Swietne warunki do obfitego wzrostu, prowadzacego niestety do
pojawienia si¢ dokuczliwych objawéw klinicznych (1).

W tak zwanych chorobach wenerycznych jak kita czy
rzezaczka, przy charakterystycznych, zwykle wtasciwie
rozpoznawanych przez lekarza ginekologa objawach, okreslone sa
opcje terapeutyczne i leczenie jest na ogot skuteczne. Gorzej z
infekcjami wywolanymi przez patogeny atypowe: chlamydia i
mykoplazmy czy inne bakterie jak: paciorkowce, gronkowce,
pateczki Gram-ujemne. Wszystkie one w niewielkiej ilosci moga
kolonizowa¢ drogi ptciowe nie dajac objawow zakazenia (2). Bardzo
wige trudno okresli¢, co w danym przypadku jest prawdziwa
przyczyna niepokojacych standéw takich jak: uptawy, swedzenie,
pieczenie, zaczerwienienie, czgstomocz lub skapomocz czy
zaburzenia erekcji. Jesli w cewce moczowej wystepuja paciorkowcee,
gronkowce czy Escherichia coli w niewielkiej ilosci, na og6t nie
wymaga to leczenia. Do podjgcia decyzji o leczeniu, konieczna jest
ocena ilosciowa, ktéra w wigkszos$ci laboratoriow niestety nie jest
wykonywana. Prowadzi to do wydawania niemiarodajnych
wynikow, ktére sa przyczyna biedow terapeutycznych.
Przypadkowo zastosowany antybiotyk niszczy naturalna florg
fizjologiczna i zamiast do wyleczenia moze prowadzi¢ do
zaostrzenia objawow klinicznych lub pojawienia si¢ nadkazenia
grzybami (3).

Wystepowanie lub nie objawow klinicznych, moze byé
zwigzane z naturalna odporno$cia osobnicza i liczebnos$cia
zakazajacego inokulum. Rozwéj mikroflory pochwy jest
stymulowany przez hormony, a wigc czgsto zalezny u kobiety od
fazy cyklu miesiaczkowego 1 wieku (4,5). W prawidlowe;j florze
pochwy powinny dominowac¢ pateczki z rodzaju Lactobacillus, ktore
utrzymuja prawidtowe pH (3,8-4,2). Niskie pH w naturalny sposob
chroni przed zakazeniem z zewnatrz (przeniesionym droga piciowa)
oraz ogranicza namnazanie si¢ bakterii 1 grzybow, ktéore w
niewielkiej ilosci zwykle sa obecne w dolnych drogach ptciowych.
Ten stan subtelnej rownowagi pomigdzy pH a jakoscia i iloscia
fizjologicznej flory cewki moczowej i pochwy, tatwo jednak
zaburzy¢. Ciaza, antykoncepcja hormonalna, antybiotykoterapia,
irygacje, stosowane S$rodki higieny intymnej, czgste zmiany
partneréw seksualnych, moga prowadzi¢ do eliminacji wlasciwe;j
flory, podwyzszenia pH i jednocze$nie nadmiernego namnozenia
niektorych bakterii z pojawieniem si¢ dokuczliwych objawow
klinicznych (2,5,6).

Waginoza bakteryjna BV (ang. bacterial vaginosis)

Typowym przyktadem zakazenia wynikajacego z zaburzenia
naturalnego ekosystemu pochwy jest tzw. waginoza bakteryjna. Jest
najpowszechniejsza dolegliwo$cia u kobiet w wieku rozrodczym.
Szacuje sig, ze stanowi 60 % wszystkich infekcji w obrgbie pochwy i
sromu. Jednoczes$nie nawet u 50 % kobiet moze przebiegad
bezobjawowo. BV nie jest uwazana za chorobg przenoszona droga
plciowa (7). Jest to wielobakteryjne zakazenie charakteryzujace si¢
znacznym zwigkszeniem liczby bakterii beztlenowych i
mikroaerofilnych, ktore normalnie bytuja w pochwie w bardzo
niewielkich ilo$ciach. Stosunek bakterii tlenowych do beztlenowych

zwigksza si¢ z 1:5 (stan normalny) na ok. 1:1000. U ponad 90%
pacjentek izoluje si¢ mikroaerofilne pateczki Gardnerella vaginalis.
Jednoczeénie wyizolowanie Gardnerella vaginalis nie stanowi
kryterium diagnostycznego bakteryjnej waginozy, poniewaz bakterie
te mozna wyhodowa¢ z wydzieliny pochwowej u ponad 50%
zdrowych kobiet. Badania kliniczne wskazuja jednak na zwiazek
wysokiego miana Gardnerella vaginalis z wystgpowaniem BV
(izoluje sig ten drobnoustrdj u ponad 90 % kobiet z bakteryjna
waginoza)(8,9).

Charakterystycznym objawem klinicznym BV jest wystgpowanie
szarych, homogennych uptawow o charakterystycznym ,,rybim”
zapachu (zwigkszona produkcja amin stymulowana przez
wydzielane przez bakterie beztlenowe rozne dekarboksylazy).
Gardnerella vaginalis, ktoéra ma zdolnos¢ do przyczepiania si¢ do
zhuszezonych komorek nabtonka powoduje powstawanie tzw. ,,clue
cells”, charakterystycznych dla BV zmienionych nablonkéw o
ziarnistym wygladzie (5).

Diagnostyka

W praktyce rozpoznanie BV jest ustalane na podstawie kryteriow
klinicznych wg. Amsela (10) lub kryteriow mikrobiologicznych wg
Haya i Isona (2) lub wg. Nugenta (11).
Kryteria Amsela opieraja si¢ na stwierdzeniu przynajmniej trzech z
czterech objawow BV.
1) rzadka, szarawo-biala, jednorodna wydzielina z pochwy,
2) komorki typu clue cells w obrazie mikroskopowym >20%
3) pH wydzieliny pochwowej >4,5,
4) rybi zapach po dodaniu roztworu zasady (10% KOH) do probki
wydzieliny z pochwy.
Alternatywna metoda diagnostyczna polega na barwieniu wymazu
z pochwy metoda Grama i ocenie materiatu w skali Haya i Isona
lub skali Nugenta.
W skali Haya i Isona wyrdznia si¢ nastgpujace stopnie:
stopien 1 (stan prawidlowy): dominacja pateczek
Lactobacillus;
stopien 2 (stan posredni): flora mieszana, obecne
pateczki Lactobacillus z domieszka bakterii z rodzaju
Gardnerella lub Mobiluncus;
stopien 3 (BW): w obrazie rozmazu dominuja bakterie
Gardnerella i(lub) Mobiluncus; pateczki Lactobacillus
nieliczne lub nie wystgpuja.

W skali Nugenta ocena opiera si¢ na oszacowaniu
proporcjonalnego udziatu poszczegolnych rodzajow bakterii w
preparacie i jego ocenie liczbowej (0-10 punktéw). Koncowy
wynik <4 punktéw wskazuje na stan prawidlowy, 4-6 oznacza stan
posredni, a >6 $wiadczy o BV. Tabela 1, Zdjecia 1,213

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

Obecnos¢ morfotypow liczba bakterii liczba

punktow
>30 0
Lactobacillus sp. I 5-30 1
] 1-4 2
<1 3
0 4
Gardnerella vaginalis >5 2
Bacteroides sp. <1-4 1
inne paleczki Gram- 0 0
>30 4
Skrzywione paleczki |  5-30 3
Gram zmienne 1-4 2
Mobiluncus sp. . <1 1
0 0
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Bakterie s3 punktowane wedlug S$redniej liczby komérek
widocznych w polu widzenia mikroskopu pod powig¢kszeniem
1000x. Calkowita liczbe punktéw obliczamy dodajac
poszczegolne punkty:

Lactobacillus + G.vaginalis i Bacteroides + skrzywione paleczki
Metoda Nugenta jest tania i latwa do wykonania i wykazuje
najwyzsza przydatnos¢ diagnostyczna w korelacji z odpowiednim
rozpoznaniem klinicznym. Szczegdélne znaczenia ma ona w
monitorowaniu efektow leczenia BV, gdyz poprawa kliniczna nie
musi korelowa¢ z normalizacja biocenozy pochwy, co moze by¢
punktem wyjscia nawrotow BV(8). Catkowicie nieprzydatny jest w
diagnostyce BV klasyczny posiew na podioza, szczegélnie w
kierunku bakterii tlenowych. Izoluje si¢ czgsto réznorodna florg
Gram+ 1 Gram-, ale wszystkie te drobnoustroje moga wystgpowac w
prawidtowej wydzielinie pochwowej i ich eliminacja nie przyczynia
si¢ do poprawy stanu klinicznego.

Leczenie BY

Wykonanie antybiogramow i leczenie antybiotykami, zwlaszcza
tymi, ktore swoim spektrum nie obejmuja bakterii beztlenowych,
moze przyczyni¢ si¢ do pogorszenia stanu pacjentki, powodujac
jeszcze silniejsze przesunigcie naturalnej rownowagi w biocenozie
pochwy w kierunku beztlenowcow i eliminujac resztki wrazliwych
Gram+ pateczek Lactobacillus. W leczeniu stosuje si¢ antybiotyki
lub chemioterapeutyki obnizajace poziom bakterii beztlenowych i
mikroaerofilnych jak klindamycyna i metronidazol. Zalecane jest
takze stosowanie preparatow probiotycznych odbudowujacych
naturalng flor¢ pochwy jak Lactovaginal lub stosowany doustnie
LaciBios-femina. Leczenie wskazane jest u kobiet, u ktorych
wystepuja objawy chorobowe i w przypadku pacjentek
poddawanych niektérym inwazyjnym zabiegom ginekologicznym
(13,14,15).

Zalecany schemat leczenia (wg. CDC) to:

- metronidazol 400-500 mg doustnie 2 razy na dobe przez 5-7 dni
- metronidazol zelu dopochwowym (0,75%) raz na dobg przez 5
dni

- klindamycyna w kremie dopochwowym (2%) raz na dobg przez 7
dni

Leczenie alternatywne

- metronidazol 2 g w jednorazowej dawce lub

- klindamycyna doustnie 300 mg 2 razy na dobg przez 7 dni lub

- klindamycyna czopki/globulki dopochwowo 100mg raz na dobg
Zalecany schemat leczenia (wg. CDC) to:

- metronidazol 400-500 mg doustnie 2 razy na dobg przez 5-7 dni
- metronidazol zelu dopochwowym (0,75%) raz na dobg przez 5
dni

- klindamycyna w kremie dopochwowym (2%) raz na dobg przez
7 dni

Leczenie alternatywne

- metronidazol 2 g w jednorazowej dawce lub

- klindamycyna doustnie 300 mg 2 razy na dobg przez 7 dni lub

- klindamycyna czopki/globulki dopochwowo 100mg raz na dobg

Atypowe zakazenia przenoszone droga plciowa

Innymi, trudnymi do leczenia i diagnostyki schorzeniami sa
zakazenia atypowe drég plciowych, wywotane przez chlamydia,
mykoplazmy 1 ureaplazmy. Bakterie te maja specyficzne
wlasciwosci fizjologiczne i bardzo mate rozmiary komoérek (300 nm
do 1 mm w zaleznosci od fazy rozwojowej), przez co ich oznaczanie
nie jest tatwe i powinno by¢ wykonywane w specjalistycznych
placowkach. Konieczne jest tutaj wykonanie testu polegajacego na
oznaczaniu antygenu czyli rzeczywistej obecnosci patogenu.
Badania polegajace na oznaczaniu przeciwcial wykonywane w
niektorych laboratoriach, czgsto prowadza do bigdnej interpretacji,
poniewaz przeciwciala te wystgpuja takze u zdrowych ludzi i nie
$wiadcza o aktualnym zakazeniu.

Chlamydia trachomatis

Chlamydia sa wewnatrzkomorkowymi patogenami, ktére utracity
zdolno$¢ syntezy wiasnego ATP przez co niemozliwe jest ich
wyhodowanie na sztucznych podiozach. Bardzo mate rozmiary nie

pozwalaja na obserwacje ich komorek w standardowych
powigkszeniach w mikroskopie $wietlnym, jak w przypadku
typowych patogennych drobnoustrojow. Gatunek Chlamydia
trachomatis uwaza si¢ za przyczyng ok. 40-50%  tzw.
nierzezaczkowych zapalen cewki moczowej (NGU- nongonococal
urethritis). Objawy infekcji sa zwykle mato charakterystyczne. U
mezczyzn jest to surowiczy, sluzowy, rzadziej ropny wyciek z cewki
moczowej 1 dolegliwosci dysuryczne, u kobiet §luzowe lub
sluzowo-ropne zapalenie szyjki macicy, w ktorym uptawom moga
towarzyszy¢ bole w podbrzuszu. U obojga plci w skutek autoinfekcji
mozliwe jest zakazenie worka spojowkowego (szczepy
okulogenitalne), wystepuja takze zakazenia bezobjawowe (16, 17).
Gatunek ten jest zreszta bardzo zroznicowany. Na podstawie
antygenow typowo swoistych wyr6znia si¢ 17 serotypow, ktore sa
odpowiedzialne za r6zne jednostki kliniczne(18):
® jaglica(serotypy A, B, Ba, C) wtrgtowe zapalenie spojowek, ze
zmianami na rogéwce i bliznowaceniem, mogacym prowadzi¢
do $lepoty (choroba nie wystgpuje w Polsce, gtownie w Afryce,
AzjiiUSA)
® ziarnica weneryczna (LGV  Ilymphogranuloma venerum
serotypy L1, L2, L3) choroba weneryczna, cechujaca sig
ropnym zapaleniem pachwinowych weztéw chlonnych
(wystgpuje glownie w klimacie tropikalnym), obecnie
notowane sg przypadki zapalenia odbytu i jelita grubego u
homoseksualistow.
@ zakazenia przenoszone droga plciowa (serotypy D K)

B nierzezaczkowe zapalenie cewki moczowej (NGU)
zapalenie pgcherza moczowego
zapalenia szyjki macicy, jajnikow

zapalenie jajowodow 1 blony S$luzowej macicy (z
bliznowaceniem mogacym prowadzi¢ do nieptodnosci,
poronien, ciazy pozamacicznej)

zapalenia bton ptodowych

poporodowe zapalenie narzadow miednicy matej (PID)
zapalenie najadrzy

zapalenie odbytnicy (najczesciej u homoseksualistow)
zapalenia spojowek (najczesciej unoworodkow)
zakazenia drég oddechowych i CUN unoworodkéow

Zespot SARA (sexually acquired reactive arthritis) w tym
zespot Reitera

B zespot Fitz-Hugh-Curtisa (perihepatitis)
Diagnostyka zakazen C.trachomatis

Cechy morfologiczne i niespotykana fizjologia chlamydii maja
bezposredni wptyw na wybodr stosowanych metod diagnostycznych.
Opieraja si¢ na wykrywaniu ciatek wtrgtowych C. trachomatis
hodowlach komorkowych lub wykrywaniu antygenow w
bezposrednich wymazach z drég plciowych lub spojowek, a takze na
wykrywaniu kwasow nukleinowych. Pobieranie i sposob przestania
materiatu zalezy od stosowanego testu (19,20):

Diagnostyka zakazen C.trachomatis

Cechy morfologiczne i niespotykana fizjologia chlamydii maja
bezposredni wptyw na wybor stosowanych metod diagnostycznych.
Opieraja si¢ na wykrywaniu ciatek wtrgtowych C. trachomatis
hodowlach komorkowych lub wykrywaniu antygenow w
bezposrednich wymazach z drég ptciowych lub spojowek, a takze na
wykrywaniu kwasow nukleinowych. Pobieranie i sposob przestania
materiatlu zalezy od stosowanego testu (19,20):

BMmetoda hodowlana - w identyfikacji C. trachomatis uzywane

McCoy'a). Po wybarwieniu jodyna Jonesa, w dodatniej

hodowli, na tle prawidtowych, wrzecionowatych komorek

McCoy'a, widoczne sa kuliste komorki wypetnione

zabarwionymi na ciemny braz wtrgtami (Zdjecie 4).

B metody immunofluorescencyjne- test DIF (Zdjgcie 5)

B metody immunoenzymatyczne

B metody genetyczne (hybrydyzacja, PCR, LCR)
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Obecnie w Polsce jak i wielu innych krajach jedna z najczgsciej
stosowanych metod diagnostycznych tych zakazen jest
immunofluorescencja bezposrednia z uzyciem przeciwcial
monoklinalnych skierowanym przeciwko antygenom biatkowym
wszystkich stadiow rozwojowych C. trachomatis. Jej zaleta jest
wysoka czuto$¢ 1 swoistosc¢, krotki czas badania, stosunkowo niskie
koszty i proste wykonanie. Metody genetyczne wykazuja oczywiscie
wyzsza czulo$¢ i moga by¢ stosowane w diagnostyce, jednakze
wymagaja specjalistycznego sprzetu, ztozonej techniki wykonania i
zwykle wigkszych nakladow finansowych. Nie polecane sa
natomiast testy immunoenzymatyczne (oparte o wykrywanie LPS
chlamydii) ze wzgledu na niska swoisto$¢ 1 ,,szybkie testy”
immunodyfuzyjne (kontaminacja prébki krwia bardzo obniza
czuto$¢). Oznaczanie przeciwcial w zakazeniach drog plciowych
wywotywanych przez C.trachomatis takze nie ma wartosci
diagnostyczne;j.

Leczenie

W leczeniu stosuje sig przede wszystkim: tetracykliny, makrolidy i
chinoliny. Schemat leczenia zalezy od postaci zakazenia, oraz
ewentualnych nawrotéow. Nalezy leczy¢ wszystkich partneréw
seksualnych (21).

*Ziarnica weneryczna pachwin (serotypy L1-L3
doksycyklina doustnie 100 mg 2x/dobg rzez 3 tygodnie
erytromycyna - doustnie 500 mg 4x/dobg

*NGU (niepowiktane) (serotypy D-K)
doksycyklina doustnie 100 mg 2x/dobg
erytromycyna - doustnie 500 mg 4x/dobg
azytromycyna doustnie 1000 mg jednorazowo
klarytromycyna - doustnie 500 mg 1x/dobg
roksytromycyna doustnie 150 mg 2x/dobeg
ofloksacyna - doustnie 400 mg 1x/dobg

przez 7 dni

*Zakazenia powiktane (zapalenie najadrzy i gruczotu krokowego,
zespot Reitera, zapalenie odbytnicy i narzadéw miednicy
mniejsze;j.

doksycyklina doustnie 100 mg 2x/dobg
erytromycyna - doustnie 500 mg 4x/dobg
klarytromycyna - doustnie 500 mg 1x/dobg
roksytromycyna doustnie 150 mg 2x/dobeg
ofloksacyna - doustnie 400 mg 1x/dobg
azytromycyna doustnie 500 mg 1x/dobg
przez 3 dni po 10 dniach kuracjg powtorzyé

przez 10-14 dni

Mykoplazmy plciowe

Cecha charakterystyczna mykoplazm jest brak sztywnej,
typowej dla innych bakterii §ciany komdrkowej oraz bardzo mate
rozmiary komorek (100-300nm), zblizone wielkoscia do duzych
czastek wirusowych. Z tego wzgledu niemozliwa jest obserwacja
komoérek mykoplazm w mikroskopie $wietlnym, przy
standardowych powigkszeniach. Najwazniejszymi gatunkami
wystepujacymi w drogach plciowych ze wzgledu na potencjalna
patogenno$¢ u ludzi sa: Mycoplasma hominis, Ureaplasma
urealyticum i Mycoplasma genitalium. Jednakze wszystkie trzy
gatunki moga wystgpowa¢ w drogach plciowych aktywnych
seksualnie mgzczyzn i kobiet bez objawow zakazenia. Szczegodlnie
dotyczy to gatunku U. wrealyticum (kolonizacja ponad 60%
zdrowych kobiet). Powaznym problemem sa jednak powiklania
wynikajace z kolonizacji lub zakazenia cewki moczowej
Bezobjawowa kolonizacja i przewlekte zakazenia cewki moczowej
moga si¢ rozprzestrzenia¢ na gorne odcinki uktadu moczowego i by¢
przyczyna zapalenia pgcherza moczowego, nerek i klgbuszkow
nerkowych. U. Urealyticum moze tez wywota¢ zapalenie pochwy,
szyjki macicy i moze prowadzi¢ do bezptodnosci. Stwierdzono tez
obecno$¢ U. urealyticum wraz z M. genitalium u kobiet z PID, u
ktérych wykluczono inne tto infekcji . Obecnie uwaza sig, ze M.
hominis i U. urealyticum moga by¢ przyczyna zapalenia narzadow
miednicy mniejszej i wraz z Mycoplasma genitalium odpowiadaja za
okoto 10-15% przypadkow zachorowan (22-25)

Zakazenia wywolane przez M. hominis, U. urealyticum,
M.genitalium

® nierzezaczkowe zapalenie cewki moczowej (NGU)

® zapalenia jader, najadrzy szyjki macicy, jajnikow, jajowodow,
macicy (powiktaniem stanéw zapalnych moze by¢
nieplodnos¢)

® zapalenie $luzowki macicy (najczesciej jako powiklanie

inwazyjnych zabiegow ginekologicznych)

zakazenia drog oddechowych i CUN unoworodkow

zapalenie gruczotu krokowego

zapalenia pgcherza moczowego i kigbuszkoéw nerkowych

zapalenia stawow

Diagnostyka

Ze wzgledu na szczegdlne zapotrzebowania odzywceze,
mykoplazmy wymagaja specjalnych podtozy i atmosfery bogatej w
CO,. Ich powolny wzrost, wrazliwo$¢ na czynniki $rodowiska,
trudnosci w przechowywaniu i pasazowaniu szczepdw powoduja, ze
diagnostyka zakazen wywotywanych przez te drobnoustroje jest
trudna i powinna by¢ prowadzona w specjalistycznych
pracowniach. W przeciwienstwie do chlamydii, M. hominis i U.
urealyticum mozna hodowaé¢ na sztucznych pozywkach
wzbogaconych surowica konska i wyciagiem drozdzowym.
Natomiast w przypadku M. genitalium hodowla jest praktycznie
niemozliwa i metoda ta nie ma wartosci diagnostycznej. Przy
izolacji tych drobnoustrojéw od pacjentdow z infekcja drog
moczowo-plciowych pojawia sig czgsto problem w interpretacji
wyniku badania. Uznanie mykoplazm za czynnik etiologiczny
zakazenia, powinno sie wiazaé z izolacja w znamiennej ilosci >10"
komorek na ml pobieranej wydzieliny. Wyniki uzyskane bardzo
czutymi i swoistymi metodami genetycznymi (PCR), czgsto
wykrywaja bardzo niewielka ilo$¢ drobnoustroju. Nalezaloby wtedy
uzna¢ wykrycie mykoplazm jedynie za kolonizacjg, a nie czynnik
etiologiczny zakazenia, ale ocena tego faktu jest niezwykle trudna,
zwlaszcza przy wecezesniejszym leczeniu 1 wystgpowaniu
charakterystycznych objawow klinicznych i zalezy w duzej mierze
od miejsca izolacji. Istotnym elementem w diagnostyce,
warunkujacym uzyskanie prawidlowego wyniku, jest wlasciwe
pobranie materiatu do badan zalezne od uzytej metody (22,26).

Do stosowanych metod diagnostycznych naleza:

® metoda hodowlana oglada si¢ charakterystyczne kolonie
mykoplazm o wygladzie ,jaja sadzonego” z wrastajacym
srodkiem, widoczne w mikroskopie pod powigkszeniem 50-
100x. W przypadku U.urealyticum kolonie nie maja
charakterystycznej obwodki, natomiast przybieraja brazowo-
czarne zabarwienie zwigzane z metabolizmem zawartych w
pozywce soli manganu. Dodatni wynik hodowli $wiadczy o
obecno$ci mykoplazm lub ureaplazm w materiale.(Zdjgcie 6)

® metoda biochemiczna (testy Mycoplasma IST, Mycoplasma
DUO, Mycofast) Obecno$¢ drobnoustroju wykrywa sig przez
zmiang zabarwienia z zoltego na czerwona na pasku
identyfikacyjnym, powodowana przez zmiane pH na skutek
rozktadu substratu (mocznika lub argininy). Test daje
mozliwo$¢ oceny ilosciowej, co w przypadku ilosci powyzej
10* komorek mykoplazm, pozwala na uznanie ich z duzym
prawdopodobienstwem za czynnik etiologiczny zakazenia. W
teScie tym, na podstawie wykonanego jednocze$nie
antybiogramu, mozna takze oceni¢ wrazliwo$¢ szczepdw na
stosowane w zakazeniach mykoplazmowych antybiotyki.

® metoda genetyczna PCR zastosowanie swoistych primeréw
pozwala rozrézni¢ wszystkie gatunki mykoplazm ptciowych w
tym uznany niedawno za odrgbny gatunek biotyp Ureaplasma
parvum (27).
Pomimo, Ze dostgpne sa komercyjne testy oznaczajace poziom
swoistych przeciwciat, nie maja one wartosci diagnostycznej w
zakazeniach w obregbie drog plciowych, ze wzgledu na
powszechna kolonizacjg (23).
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Leczenie Zdjecie 3 -Typowa dla BV tzw. ,.clue cell”- zniszczony,

. ) ) ) ) ) ) upakowany bakteriami nabtonek
Powinno si¢ leczy¢ zakazenia objawowe i kobiety cigzarne ze

wzgledu na niebezpieczenstwo zakazen noworodkow.
Wykonywanie badan w tym kierunku i ewentualna eradykacja
zalecana jest takze przy leczeniu nieptodnosci. Skuteczne sa
antybiotyki z grupy makrolitow, chinologéw i tetracyklin (28, 29). W
przypadku M. hominis ponad 90% szczepdw jest jednak opornych na
erytromycyng (30). Stosunkowo najwyzsza skuteczno$¢ wykazuje
doksycyklina (31).

NGU (niepowiktane)
® Ureaplasmaurealyticum, Mycoplasma hominis

doksycyklina doustnie 100 mg 2x/dobg
ofloksacyna - doustnie 400 mg 1x/dobg }przez 10-14 dni

® Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum
azytromycyna doustnie 500 mg 1x/dobg przez 3 dni
po 10 dniach kuracjg¢ powtorzy¢
erytromycyna -doustnie 500 mg4x/dobg
klarytromycyna - doustnie 500 mg lx/dobq} przez 10-14 dni

roksytromycyna doustnie 150 mg2x/dobg

Podsumowujac przedstawione dane dotyczace diagnostyki i Zdjecie 4. Claﬂ(a wirgtowe C.trachomatis w hodowli komork
leczenia bakteryjnej waginozy oraz zakazen drog plciowych McCoy'a barwione jodyna Jonesa

wywotanych przez chlamydia i mykoplazmy, nalezy podkresli¢, ze w
wielu laboratoriach popenia si¢ btedy wynikajace z niewtasciwego
doboru metod stosowanych w tej diagnostyce. Powoduje to niska
wykrywalno$¢ zakazen, wyniki fatszywie dodatnie lub niewtasciwa
interpretacj¢ badania. Natomiast tylko prawidlowa diagnoza oparta
na kompleksowych badaniach z uzyciem wiarygodnych testow jest
gwarancja skutecznego leczenia.

Zdjecie 1. Stan normalny Lactobacillus, prawidtowe nabtonki, brak lub
niewielka ilo$¢ innej flory

Zdjecie 5. Ciatka wtrgtowe C.trachomatis w komorkach
nabtonkowych drog ptciowych w metodzie immunofluorescencji
bezposredniej

Zdjecie 2 - Stan nieprawidlowy-bakteryjna waginoza BV
brak Lactobacillus, duza ilo$é¢ flory mikroaerofilnej
Gardnerella vaginalis, Mobiluncus
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zakazen przenoszonych droga plciowa.

Zdjgcie 6. Charakterystyczne kolonie Mycoplasma pneumoniae na
pozywece statej, widoczne w mikroskopie §wietlnym przy
powigkszeniu 100x
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gory” za okres nastgpujacy po 1 kwietnia 2008 r., sa zobowiazani do
uzupehnienia naleznosci za ten czas wedlug nowej, obowiazujacej
stawki, tzn. 20,00 zt miesiecznie.

Skarbnik KRDL
(-) Wtodzimierz Drejski
17 marca 2008 1.
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Pod koniec lat 70 tych XX wieku zostala stworzona przez zespét
profesora J. W. Costertona podstawa teorii wyjasniajacej, jakie
mechanizmy umozliwiaja drobnoustrojom adhezj¢ do zywych
i nieozywionych powierzchni oraz jakie korzysci wynikaja
z tworzenia struktury biofilmu, jako swoistej niszy ekologicznej [1].
Ogromny postep w dziedzinie mikroskopii przede wszystkim uzycie
skaningowego mikroskopu laserowego i mikroskopu konfokalnego
pozwala na coraz doktadniejsze poznanie struktury biofilmu[2].
Biofilm wystgpuje powszechnie w $rodowisku naturalnym ( rury
kanalizacyjne, zbiorniki wodne), a takze powstaje na ogromnej ilo$ci
réznych powierzchni, wiaczajac zywe tkanki, powierzchnie
cewnikow 1 implantow [2]. Badania nad biofilmem skupiaja
badaczy z rdéznych dyscyplin wiedzy, wspdlne wysitki
mikrobiologow, biologdéw, biotechnologdéw, chemikow,
matematykow pozwalaja odpowiedzie¢ na kolejne pytania
dotyczace natury tak powszechnie tworzonej przez drobnoustroje
struktury [5, 14]. Bakterie w skupisku dostosowuja procesy
metaboliczne w zaleznosci od dostgpnosci sktadnikow odzywezych
oraz zapewniaja sobie ochrong przed szkodliwymi warunkami [13].
Fenotypowe zréznicowanie komorek w biofilmie wskazuje na
wyspecjalizowanie i podziat funkcji. Ponadto bakterie wydzielaja
substancje, ktore wplywaja na ekspresjg gendow i pozwalaja na
komunikacj¢ migdzy soba w obrgbie skupiska [10]. Bliskos¢
komorek w biofilmie tworzy idealne warunki dla horyzontalnej
wymiany materialu genetycznego przez plazmidy i bakteriofagi [10].
Plazmidy przenosza migdzy innymi geny opornosci na srodki
przeciwdrobnoustrojowe, umozliwiajac szybkie rozprzestrzenianie
sig bakterii opornych [8].
Istnieja trzy sktadowe biofilmu, bez ktérych niemozliwe
jestjego powstanie, tj. drobnoustroje, macierz oraz powierzchnia [3].
Macierz sktada si¢ z pozakomoérkowych polimerowych
substancji (EPS, extracellular polymeric substances) jej sktad jest
charakterystyczny dla gatunku bakterii, ale moze rozni¢ si¢ u
przedstawicieli jednego gatunku zyjacych w odmiennych warunkach
srodowiska [12]. Podstawowym i niezbgednym elementem macierzy
sa egzopolisacharydy nadajace biofilmowi wlasciwosci kationowe
lub anionowe[3] i tworzace szkielet, w obrgbie ktorego
rozmieszczone sa komorki bakterii, a dodatkowo w sktad macierzy
wchodza substancje obce wchionigte ze $rodowiska [2,3].
Powierzchnia biofilmu moze mie¢ wilasciwosci hydrofilowe lub
hydrofobowe, moze tez posiadac obie cechy jednoczesnie [18].
Wyrézniono kilka etapow powstawania biofilmu (ryc. 1).
Warunkiem rozpoczgcia tworzenia biofilmu, jest adhezja komorek
bakteryjnych do powierzchni, ktora w dalszej kolejnos$ci umozliwia
rozmnazanie oraz akumulacj¢ komodrek w postaci wielu warstw
i w konsekwencji utworzenie skupiska zamknigtego w polimerowej
macierzy [1, 12,14]. Zblizenie si¢ komorki bakteryjnej do
powierzchni materiatu polimerowego nastgpuje, gdy spektrum
dziatania sil van der Waalsa wynosi 20-50 nm, w odleglosci ponizej
20 nm nastgpuje rywalizacja sit elektrostatycznego przyciagania i
odpychania w wyniku czego dochodzi do zmniejszenia dystansu
miedzy komorka a powierzchnia biomateriatu [6]. Nieodwracalny
etap adhezji, faza unieruchomienia, wymaga specyficznych
interakcji typu receptor-ligand . Na tym etapie adhezji biora udziat
substancje i struktury wytwarzane pozakomorkowo, integralnie
zwiazane z komorka bakteryjna, takie jak adhezyjny biatkowe
i egzopolisacharydy [7]. Adhezyjny maja charakter lektyn taczacych
si¢ specyficznie z receptorami na powierzchni materiatu
polimerowego. Wytwarzanie $luzu jest waznym czynnikiem
warunkujacym zdolno$¢ bakterii do koncowego wyksztalcania si¢
biofilmu poprzez bakteryjne przyleganie do polimerowych
powierzchni i zlepianie pomigdzy komorkami, z nastgpczym
nagromadzeniem wielokomoérkowego ,.grona” bakterii .  Gdy
dynamiczna rownowaga zostanie osiagnigta, zewnetrzna warstwa
bardziej rozro$nigta niz wewngtrzna, zaczyna tworzy¢ planktoniczne

organizmy [1,12]. Dojrzaty biofilm znajduje si¢ w stanie
dynamicznej rownowagi. W czasie, gdy jedne komorki aktywnie
namnazaja si¢, inne ograniczaja swoja aktywno$¢ i obumieraja.
Jednoczesnie struktur¢ biofilmu opuszczaja stale pojedyncze
komorki lub agregaty komorek, ktore juz jako organizmy
planktonowe moga zapoczatkowaé utworzenie biofilmu w innym
miejscu [3]. Odlaczanie si¢ komorek od biofilmu moze by¢
spowodowane przez niekorzystne czynniki zewngtrzne, np. nasilony
przeplyw cieczy, ale ostatnie badania dowodza, ze moze by¢ to
réwniez proces aktywny, $cisle regulowany przez przytwierdzone
komorki [ 14]. Bakterie prezentuja kilka strategii rozsiewania. Proces
aktywnego rozsiewania komorek jest prawdopodobnie sposobem
poszukiwania nowych nieskolonizowanych powierzchni bogatych w
sktadniki odzywcze [2]. Miedzy komorkami drobnoustrojéow w
biofilmie istnieje system komunikacji nazwany Quorum sensing
(QS)  opierajacy si¢ na wytwarzaniu matych czasteczek
sygnalizacyjnych autoinduktorow (AI) [11, 20] i pozwalajacy na
chemotaksjg¢ w bakterii Gram +1i Gram - do formowania sig struktury
biofilmu.

Int. Microbiol,

Ryc. 1. Etapy tworzenia biofilmu: 1. wstgpna adhezja komorek do
powierzchni, 2. produkcja $luzu, 3. rozwoj architektury biofilmu,
4. dojrzewanie biofilmu, 5. uwalnianie pojedynczych komorek z
biofilmu [12].

Dlaczego bakterie tworza biofilm? Jest kilka teorii wzajemnie si¢
uzupehiajacych

1. Tworzenie biofilmu jako strategia obronna komorek przed
zmieniajacymi si¢ ostrymi warunkami srodowiska, jak ekstremalne
temperatury, pH, ekspozycja na promieniowanie UV [5].

Opisywane skupiska drobnoustrojow sa znacznie lepiej niz komorki
planktonowe chronione przed czynnikami fizycznymi i
chemicznymi, wlacznie ze §rodkami przeciwdrobno-ustrojowymi i
uktadem immunologicznym. [6,10]

2. Tworzenie biofilmu jako sposob na skolonizowanie korzystnego
miejsca pod wzgledem panujacych warunkow, gtdwnie dostepnosci
sktadnikow odzywczych[3,5,14].

3. Zycie w skupisku i ptynace z niego korzysci przede wszystkim
wymiana materiatu genetycznego migdzy komoérkami, co umozliwia
przekazywanie istotnych dla przezycia cech, w tym opornosci na
antybiotyki [10]. Dodatkowo bezposrednia bliskos¢ komorek w
skupisku umozliwia komunikacj¢ migdzy nimi za pomoca
wyspecjalizowanych systemow quorum sensing [7,11]. Badania
dowodza, ze ponad 60% zakazen bakteryjnych jest zwigzanych z
tworzeniem biofilmu (tab.1, tab. 2) [4].

"Tabela 1. Zakazenia zwiazane z powstawaniem biofilmu na zywych
tkankach organizmu .

Zakazenie lub choroba Gatunek bakterii

Prochnica zgbow Kwasogenne Gram-dodatnic ziarniaki

(rodzaj Streptococeus)

Zapalenie ozebnej Gram-ujemne beztlenowe bakterie jamy

_| ustnej

Zapalenie ucha srodkowego s Atypowe s Py Ho philus

Chroniczne zapalenie migdalkow Roézne gatunki
Mukowiscydoza Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia
cepacia

Zapalenic wsicrdzia Streptococci , staphylococci

Zmartwicjace zapalenie powiezi Streptococci grupy A

Zakazenia ukladu mi¢éniowo-szkieletowego Gram-dodatnie ziarniaki

Zapalenie szpiku Rozne gatunki

Zakazenia drog zoétciowych Bakterie jelitowe

Zakazne kamienie nerkowe Gram-ujemne paleczki

Bakteryjne zapalenie gruczotu krokowego Escherichia coli i inne Gram-ujemne

“| bakterie
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Tabela 2. Zakazenia zwigzane z powstawaniem biofilmu na
powierzchni cial obcych.

Zakazenie lub choroba Gatunek bakterii

Soczewki kontaktowe | Pseudomonas aeruginosa, Gram-dodatnie

ziarniaki

Szwy pooperacyjne Staphylococci

Zapalenie pluc zwiazane z wentylacja Gram-ujemne pateczki

Mechaniczna zastawka serca Staphylococci

Przeszezepy naczyniowe Gram-dodatnie ziarniaki

Sztuczna przetoka tetniczo-zylna Staphylococci

Zakazenia cewnikow donaczyniowych Staphylococci

Przetaczanie plynu mézgowo-rdzeniowego Staphylococci

Dializa otrzewnowa Roézne gatunki
Zakazenia uktadu moczowego | Escherichia coli, Gram-ujemne pateczki
Protezy pracia Staphylococci
Protezy ortopedyczne 3| Staphylococci

Biofilm powstaje powoli, w jednym lub wielu miejscach, a zakazenia
znimi zwigzane daja p6zno jawne objawy [1].
Sa to infekcje szczegolnie cigzkie do opanowania, poniewaz biofilm
bakteryjny jest trudne do wykrycia w rutynowej diagnostyce i z
natury jest oporny zaréwno na sily obronne organizmu, jak i na
stosowane antybiotyki [4].
Zaobserwowano, ze najczgstsza przyczyna infekcji zwiazanych z
implantami wymienia si¢ Staphylococcus aureus i Staphylococcus
epidermidis [9,16].
Sposroéd innych bakterii na uwage zastuguja Gram-ujemne:
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa oraz gatunki z rodzaju
Acinetobacter 1 Proteus. Leczenie zakazen zwiazanych z
wprowadzaniem cial obcych stanowi duze wyzwanie, poniewaz
wytworzony Biofilm na powierzchni biomateriatu jest oporny na
antybiotyki. Terapia z wyboru pozostaje usunigcie z organizmu ciata
obcego, jako przyczyny zakazenia i, jesli to konieczne, zastapienie
gonowym [17,19].
Rezim sanitarny i przestrzeganie zasad aseptyki w znacznym stopniu
redukuja liczbg bakterii w Srodowisku szpitalnym, zapobiegajac
kontaminacji biomateriatow [9].
Badania ostatnich lat skupiaja si¢ na znalezieniu elementow struktur
bakteryjnych i poznaniu procesow zyciowych komorki bakteryjnej,
ktore moga okaza¢ si¢ atrakcyjnym punktem uchwytu dla zwiazkow
o dziataniu przeciwbakteryjnym. W odniesieniu do tworzenia przez
bakterie biofilmu takim celem moga by¢: adhezja oraz dalsze etapy
powstawania biofilmu, a takze komunikacja migdzykomérkowa w
obrebie skupiska [15].

Proces adhezji moze zosta¢ potencjalnie zahamowany za pomoca
przeciwciat skierowanych przeciwko bakteryjnym adhezynom oraz
przeciwko ich receptorom. Celem moze by¢ roéwniez zablokowanie
tworzenia macierzy oraz system quorum sensing. Rozwazanych jest
kilka potencjalnych sposoboéw przerywania komunikacji migdzy
komorkami, jak zahamowanie tworzenia sygnatow, zahamowanie
ich sekrecji oraz niedopuszczenie do wigzania zreceptorem [ 15].

W odniesieniu do systemu quorum sensing gronkowcow - agr
poszukuje si¢ takich elementow, ktore mogtyby staé si¢ celem dla
nowych lekow.

Trwaja intensywne poszukiwania S$rodkow
przeciwdrobnoustrojowych o nowych punktach uchwytu w komorce
bakteryjnej, ktore wykazywalyby skuteczno$¢ wobec biofilmu
tworzonego powszechnie przez drobnoustroje [ 15].

Tworzenie biofilmu przez Staphylococcus epidermidis na
powierzchni cewnika. Zdjecie w mikroskopie elektronowym ze
zbioru Katedry Mikrobiologii.

Tworzenie biofilmu przez Enterobacter  na powierzchni
implantuj ortopedycznego. Zdjecie w mikroskopie
elektronowym ze zbioru Katedry Mikrobiologii.
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Streszczenie

W pracy oméwiono aktualng definicjg i kryteria rozpoznawania
zespotu metabolicznego ( coraz czgsciej stawianego rozpoznania w
spoteczenstwach uprzemystowionych ) podane przez Grupe
Konsultacyjna Migdzynarodowej Federacji Cukrzycowej
( International Diabetes Federation ), uzgodniona na
I Migdzynarodowym Kongresie poswigconym stanowi
przedcukrzycowemu i zespolowi metabolicznemu (Prediabetes and
the Metabolic Syndrome ). Omoéwiono takze rolg adiponektyny
( jednej z aktywnych biologicznie substancji wydzielanych przez
tkankg thuszczowa ) w etiopatogenezie insulinoopornosci.

Stowa kluczowe: adiponektyna, zespot metaboliczny
Wstep

Zespot metaboliczny jest rozpoznawany u ok. 25% populacji
krajow uprzemystowionych. Podtozem tego zespotu jest
insulinooporno$¢ tkankowa. W jej rozwoju odgrywaja rolg biatka
wytwarzane w tkance thuszczowej. Jednym z nich jest adiponektyna,
ktora jest obecna w surowicy w stezeniu 5-30 ug/ml . Obnizone
stezenie adiponektyny $ciSle wiaze si¢ z insulinoopornoscia, co
wykazano na modelach zwierzgcych oraz w badaniach z udziatem
ludzi. Adiponektyna koreluje z typowymi elementami zespotu
metabolicznego : BMI, WHR, st¢zeniem cholesterolu catkowitego,
frakcji HDL, LDL, triglicerydéw, glukoza, isnuling. By¢ moze w
przysztosci adiponektyna bedzie wykorzystywana w leczeniu
insulinoopornosci lezacej u podtoza wielu schorzen.

1. Definicja zespolu metabolicznego

Zespot metaboliczny jest definiowany jako kompleks objawow
wystegpujacych w réznej konstelacji oraz bedacych czynnikami
ryzyka chorob uktadu sercowo-naczyniowego. I tak naleza do nich:

Otytos¢ brzuszna

Insulinoopornos¢

Hiperinsulinemia

Uposledzona tolerancja glukozy lub jawna cukrzyca
Dyslipidemia

Nadcisnienie tgtnicze [7,11]

W 1998 r. Swiatowa Organizacja Zdrowia ( WHO, World Health
Organization) sformutowata definicj¢ zespotu metabolicznego.
Kolejne definicje zostaly opracowane w Europie Europie w 1999
roku przez Europejska Grupg Badania Insulinoopornosci ( EGIR,
European Group for the Study of Insulin Resistance ) oraz w USA w
2001 roku przez Narodowy Program Edukacji Cholesterolowej
(NCEP:ATP 111, National Cholesterol Education Program's Adult
Treatment Panel I1I).
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2. Zasady rozpoznawania zespolu metabolicznego

Tab.1. Algorytmy diagnostyczne rozpoznawania zespotu
metabolicznego (ZM) wedlug wyzej wymienionych definicji [7]

lub insulinoopornosé
(glikemia na czczo > 110
mg/dl lub glikemia > 140
mg/dl w 2h po doustnym
podaniu 75 g glukozy lub
zuzycie glukozy w
warunkach klamry
euglikemicznej-
hiperinsulemicznej w
najnizszym kwartylu dla

badanej populaciji)

(stezenia insuliny na
czezo w gbrnym kwartylu
wlasciwym dla badanej

populacji)

WHO (1998) EGIR (1999) NCEP:ATP III (2001)
Cukrzyca lub nieprawidlowa | Insulinoopornoscé-
tolerancja glukozy, hiperinsulinemia

Plus 2 lub wigceej z
ponizszych czynnikow

ryzyka

Plus 2 lub wigcej z
ponizszych czynnikow

ryzyka

3 lub wigcej z ponizszych

czynnikéw ryzyka

Otylo$é centralna-stosunek
obwodu talia-biodro (WHR):
u mezezyzn=>0,9:

u kobiet>0.85 i/lub BMI>30

nadcisnienie tetnicze>140/90
mmHg

triglicerydy=150 mg/dl i/lub
HDL-cholesterol<35 mg/dl u
mezezyzn i <39 mg/dl u
kobiet
mikroalbuminuria>20pg/min

lub wspolezynnik

Glikemia na czczo>110
mg/dl

Otylo$é celiltralna—obwéd
talii: '

u mezezyzn>94 cm

u kobiet>80cm

nadcis$nienie
tetnicze=149/90 mmHg
i/lub jego leczenie
triglicerydy>170mg/dl
lub HDL-cholesterol <35
mg/dl

Glikemia na czczo>110
mg/dl

Otylosé centralna-obwod
talii:

U mezezyzn>102 cm

U kobiet>88 cm

Nadci$nienie
tetnicze>130/85 mmHg
triglicerydy>150 mg/dl;
HDL-cholesterol < 40
mg/dl u mezezyzn i < 50

mg/dl u kobiet

albuminy:kreatynina>30mg/g

Kolejna definicja ZM zostata przedstawiona w 2002 roku przez
Amerykanskie Stowarzyszenie Endokrynologow Klinicznych
( AACE, American Association of Endocrinology ) i obejmowala
powszechnie akceptowane sktadowe zespolu metabolicznego jak
zwigkszone stezenie glukozy na czczo lub w tescie doustnego
obciazenia glukoza ( OGGT, Oral Glucose Tolerance Test),
zwigkszone stgzenie TG, zmniejszone stezenie cholesterolu HDL
oraz podwyzszone cisnienie tgtnicze. Definicja ta nie uwzgledniata
jednak otylosci. Eksperci z Migdzynarodowej Federacji
Cukrzycowej  ( IDF, International Diabetes Federation)
wyeksponowali ten czynnik w definicji ogloszonej w 2005 roku
podkreslajac jego rolg jako waznego czynnika ryzyka choréb uktadu
sercowo- naczyniowego oraz cukrzycy typu 2.

W kwietniu 2005 roku w Berlinie odbyt si¢ I Migdzynarodowy
Kongres poswigcony stanowi przedcukrzycowemu i zespotowi
metabolicznemu ( 1" International Kongres on ,,Prediabetes” and the
Metabolic Syndrome), w czasie ktorego IDF podata nowa definicjg
oraz kryteria ropoznawania ZM z uwzglgdnieniem roznic rasowych
[10].

Zgodnie z aktualnym (2005) stanowiskiem IDF u osoby z zespotem
metabolicznym musza wystgpowac:

. Otyltos¢ centralna (zdefiniowana jako obwod w talii > 94
cm u Europejezykow i 2 80 cm u Europejek [dla innych grup
etnicznych-odpowiednie wartosci]

. Oraz2 z 4 nastgpujacych czynnikow:

zwigkszone stezenie triglicerydéw: >150 mg/dl (1,7 mmol/l) lub
leczenietego zaburzenia lipidowego

zmniejszone stezenie cholesterolu HDL: <40 mg/dl ( 1,0 mmol/l) u
mezezyzn 1 < 50 mg/dl (1,3 mmol/l) u kobiet lub leczenie tego
zaburzenia lipidowego

podwyzszone cisnienie tgtnicze: skurczowe > 130 mmHg lub
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rozkurczowe 2 85 mmHg, lub leczenie rozpoznanego wczesniej
nadciénienia t¢tniczego

zwigkszone stgzenie glukozy na czczo (FPG, Fasting Plasma
Glucose) 2 100 mg/dl (5,6 mmol/l) lub wczesniej rozpoznana
cukrzyca typu2
Jesli stezenie glukozy na czczo wynosi > 5,6 mmol/l (100 mg/dl)
zdecydowanie zaleca si¢ wykonanie doustnego testu obciazenia
glukoza, ale nie jest on konieczny do rozpoznaniaZM [1].

Tab.2. Obwod w talii bedacy podstawa rozpoznania otytosci w
r6znych grupach etnicznych wg IDF (2005) [1].

Grupa etniczna lub panstwo Meiczyini Kobiety

Europejczycy > 94 cm > 80 cm
USA >102 cm > 88cm
Chinczyey > 90 cm > 80 cm
Poludniowi Azjaci > 90 em > 80 cm
Japoniczycy > 85cm > 90 cm

Ameryka Poludniowa i Srodkowa Jak dla potudniowych Azjatéw do
czasu uzyskania danych pochodzacych

z tych populacji

Populacje wschodniej czgsei regionu | Jak dla Europejezykéw do czasu
$rodziemnomorskiego i Bliskiego

Wschodu (Arabowie)

uzyskania danych pochodzacych z tych

populacji

Afrykanczycy regionu Jak dla Europejezykoéw do czasu

subsaharyjskiego uzyskania danych pochodzacych z tych

populacji

Grupa uzgodnieniowa IDF wyrdznita takze kilka innych parametrow
zwiazanych z zespotem metabolicznym, ktére powinny by¢ brane
pod uwage w badaniach naukowych w celu oceny ich wartosci
predykcyjnej dla choréb sercowo-naczyniowych i(lub) cukrzycy.
Obejmuja one m.in. markery zaburzen gospodarki weglowodanowej,
lipidowej, nieprawidtowej lokalizacji tkanki tluszczowej,
insulinoopornosci, stanu prozakrzepowego i1 prozapalnego oraz
czynniki hormonalne.

Uwzglednianie tych czynnikow w badaniach naukowych pozwoli
takze, jesli zaistnieje taka koniecznos$¢, na modyfikacje istniejacej
definicji i weryfikacj¢ nowej definicji klinicznej w réznych grupach
etnicznych.

Tab.3.Dodatkowe kryteria diagnostyczne ZM wg IDF 2005 [10].

Nieprawidlowa dystrybucja tkanki o Biomarkery tkanki tluszczowej:
leptyna, adiponektyna

e Ogolna dystrybucja tkanki
thuszezowej (DXA)

e Centralna dystrybucja tkanki
thuszezowej (TK lub MR)

e Zawarto$¢ thuszezu w watrobie (MRS)

thuiszezowej

Dyslipidemia aterogenna (inne parametry niz e Male ggste LDL
zwigkszone stezenie TG i male stezenie e  ApoB (lub nie-HDL-C)
HDL-C)
Nieprawidlowa glikemia e Doustny test tolerangji glukozy
(OGTT)
e Stezenie insuliny lub proinsuliny na
CZCZ0
Opornosé na insuling (inne parametry niz e Zwigkszone stezenie wolnych
zwigkszone stgzenie glukozy na czczo) kwaséw tluszezowych (na czczo lub
w czasie OGTT)
E e Wartos¢ M w tedcie klamry
metabolicznej
¢ HOMA-IR

e Opornos$é na insuling wedlug modelu
minimalnego Bergmana

Zaburzona regulacja naczyniowa (inne e Pomiar dysfunkgji srodblonka

parametry niz podwyzszone ci$nienie o mikroalbuminuria

tetnicze)

Stan prozakrzepowy e czynniki fibrynolityczne (PAI-1 itd.)
e czynniki krzepnigcia (fibrynogen itd.)

Stan prozapalny e zmniejszone stezenie adiponektyny w

0S0CZU

e zwigkszone st¢zenie biatka C-
reaktywnego w tescie o duzej
czulosci, SAA

o zwigkszone stezenia cytokin
zapalnych (np. TNF-q, I1-6)

Czynniki hormonalne i e 0§ przysadkowo-nadnerczowa
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DXA-dwuwiazkowa absorpcjometria rentgenowska
HOMA-IR-wskaznik insulinooporno$ci (Homeostasis Model
Assessment Insulin Resistance)

MR-rezonans magnetyczny

MRS-scyntygrafia rezonansu magnetycznego

TK- tomografia komputerowa

3. Struktura i dzialanie adiponektyny

Po raz pierwszy cDNA kodujace biatko Acrp 30
(Adipocyte Complement- Related Protein of 30 kD ), znane obecnie
pod nazwa adiponektyna, opisal Scherer w 1995 r. [4]. Z ludzkiego
osocza wyizolowano jarok pozniej.
Adiponektyna (Acrp 30, APM1, AdipoQ) jest biatkiem nalezacym do
rodziny kolektyn. Gen kodujacy adiponektyng, APM1 o masie 17 kb,
zlokalizowany jest na chromosomie 3g27.

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

Ludzka adiponektyna jest biatkiem skladajacym si¢ z 244
aminokwasow, tworzacych 20 pojedynczych podjednostek. W
swojej budowie jest zblizona do kolagenu typu VIII, Xa, a takze do
sktadowej dopelniacza Clq. Adiponektyna wiaze si¢ z kolagenem
typu L, III oraz V begdacym gtéwna sktadowa $cian naczyniowych
[4,5,8].

W strukturze adiponektyny wyr6znia sig cztery gtéwne domeny: na
koncu aminowym domeng sygnalizacyjna, nastgpnie rejon bez
homologii do znanych biatek, domene¢ kolagenowa i na koncu
karboksylowym domeng globularna [3].

Adiponektyna wystepuje w krazeniu w dwodch postaciach:
niskoczasteczkowej sktadajacej si¢ z dwu- 1 trojczasteczkowych
kompleksow oraz wysokoczasteczkowej sktadajacej si¢ z ponad 6
czasteczkowych kompleksow.

W 2003 roku zsyntetyzowano i opisano receptory dla adiponektyny:
AdipoR1iAdipo R2.

Receptor AdipoR 1 wystepuje w migs$niach szkieletowych i wykazuje
duze powinowactwo do globularnej formy adiponektyny, natomiast
receptor AdipoR2 wystgpuje w watrobie i1 posiada duze
powinowactwo zaréwno do wysoko- jak i niskoczasteczkowych
kompleksow, a takze do formy globularnej. Obecnos$¢ receptorow
adiponektyny stwierdzono takze w trzustce oraz monocytach i
makrofagach pochodzacych z blaszki miazdzycowej [9].

Stezenie adiponektyny w osoczu wynosi 5-30 pg/ml i stanowi okoto
0,01 % wszystkich biatek osocza. Stezenie APM1 jest obnizone w
otylosci, insulinoopornosci, cukrzycy typu 2 oraz w chorobie
wiencowej. Badania sugeruja, ze adiponektyna bierze udzial w
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procesach zwiazanych z insulinoopornos$cia i rozwojem miazdzycy
[4].
W badaniach Arita i wsp. [2] za pomoca nowej metody Elisa po raz
pierwszy wykazano, ze st¢zenie adiponektyny nie wzrasta w
otytosci, lecz ulega obnizeniu. U 57 otylych osobnikéw $rednie
stezenie adiponektyny wynosito 3,7 pg/ml, za§ u 87 osob z
prawidlowym wskaznikiem masy ciata (BMI) 8,9 pg/ml. Po
przeprowadzonych badaniach okazato sig, ze stgzenia adiponektyny
sq nizsze u oso6b z cukrzyca niz u osob z prawidlowa przemiang
weglowodanowa . Nizsze stgzenia tego biatka wykazano takze u
0s0b z nieprawidlowa tolerancja glukozy . Kolejnym odkryciem byto
wystgpowanie APM1 w nizszym stgzeniu u 0soéb z niedokrwienng
choroba serca niz u 0séb zdrowych, w porownywalnym wieku i z
podobnym BMI [2].
Wykazano takze ujemne korelacje pomigdzy stgzeniem APMI1 a:
BMI [2], WHR  oraz procentowa zawartoscia tkanki thuszczowej w
organizmie . Adiponektyna koreluje réwniez z parametrami
gospodarki lipidowej. Ujemne korelacje stwierdzono pomigdzy
stezeniem tego biatka a stezeniem cholesterolu catkowitego, frakcji
LDL cholesterolu, triglicerydow , wolnych kwasow tluszczowych.
Dodatnia korelacj¢ stwierdzono pomigdzy APM1 i HDL-C [6].
Wykazano takze zalezno$¢ pomigdzy

stezeniem adiponektyny a parametrami gospodarki
weglowodanowej. Na podstawie badan dowiedziono, ze APMI
ujemnie koreluje ze stezeniem glukozy na czczo a
takze stgzeniem glukozy w 2 godzinie testu doustnego obciazenia
glukoza . W wielu pracach stwierdzono takze ujemna korelacje
pomigdzy adiponektyna a insuling na czczo

. 4. Adiponektyna-element w patogenezie insulinoopornosci

W rozwoju insulinoopornosci bedacej czynnikiem ryzyka
rozwoju cukrzycy i miazdzycy biora udzial biatka produkowane
przez adipocyty. Ich wydzielanie do krwiobiegu reguluje
metabolizm tkanki tluszczowej oraz innych narzadéw. Doniesienia
naukowe podkreslaja role adiponektyny w patogenezie
insulinooporno$ci. Jej  stgzenie jest obnizone w stanach
insulinoopornosci i cukrzycy typu 2 [4]. Mechanizmy taczace APM1
z insulinoopornos$cia sa badane na modelach zwierzecych. U malp
rhesus ( Macacca mulatta) dochodzi do spontanicznego rozwoju
otytosci ze spadkiem insulinowrazliwos$ci tkanek i hiperinsulinemia,
a nastgpnie cukrzyca typu 2. Stezenie APM1 zaczyna si¢ u nich
obnizac¢ juz przy niewielkim wzroscie masy ciata. Temu spadkowi
towarzyszy wzrost insulinooporno$ci i hiperinsulinemia. Zwierzgta
zostaly podzielone na dwie grupy: z niskim i wysokim stgzeniem
APMI1. Malpy z hipoadiponektynemia cechowaly si¢ wigksza
insulinooporno$cia niz te z prawidlowym st¢zeniem [4].Badania
Weyer'a 1 wsp. ukazaly Scisty zwiazek pomigdzy APMI1 a
insulinoopornoécia tkankowa u ludzi. Opisana przez zespot
naukowcoéw populacja Indian Pima, w pordéwnaniu z dobrang pod
wzglegdem BMI oraz stopniem zaburzen gospodarki
weglowodanowej populacja kaukaska,charakteryzowata sig
nizszym stgzeniem APM1. Indianie Pima sa

szczegblng grupa etniczna cechujaca si¢ otylo$cia,
insulinoopornoscia, cukrzyca typu 2, ale prawidtowym cisnieniem
tetniczym 1 bez zaburzen gospodarki lipidowej [5]. Badania
Lindsay'a i wsp. potwierdzity, ze w populacji Indian Pima u 0séb z
niskim st¢zeniem APMI1 istnieje znacznie wigksze
prawdopodobienstwo rozwoju cukrzycy typu 2 niz u 0sob z wysokim
stgzeniem tego biatka.
W badaniach Fruebis i wsp. [6] wykazano, ze adiponektyna
stymuluje zwigkszony wychwyt wolnych kwasow thuszczowych
przez komorki migséni szkieletowych 1 zwigksza ich spalanie w
mitochondriach tych komorek niezaleznie od insuliny. Molekularny
mechanizm powyzszego oddzialywania APM1 nie jest do konca
poznany. Prawdopodobnie jest zwiazany ze zwigkszona ekspresja
gendéw dla enzymow bioracych udzial w fosforylacji oksydatywne;.
Adiponektyna reguluje
réwniez homeostazg glukozy obnizajac jej stgzenia w osoczu
niezaleznie od insuliny. Prawdopodobnic jest to efektem
wzmozonego spalania FFA. Wiadomo, iz wzmozona dostgpnos¢
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FFA przyczynia si¢ do hamowania przez acetyloCoA dehydrogenazy
pirogronianowej oraz akumulacji pirogronianu i fruktozo-6-
fosforanu w komorce w cyklu Randle'a, a to z kolei jest przyczyna
uposledzenia przekaznictwa insulinowego i rozwoju opornosci
insulinowej. Adiponektyna korzystnie wptywa takze na metabolizm
glukozy poprzez hamowanie watrobowej glukoneogenezy bez
wpltywu na glikolizg i glikogenogenezg . APM1 wykazuje takie
dziatanie po odszczepieniu fragmentu czasteczki: C-terminalnego
peptydu [6], niewykluczone jest wigc , ze krazace w osoczu biatko
jest prohormonem wykazujacym biologiczne dziatanie dopiero po
proteolitycznej fragmentacji. W badaniach zwrdocono takze uwagg na
wptyw APMI1 na TNF, ktoérego synteza zachodzi w tkance
thuszczowej. Molekularny mechanizm dziatania TNF polega na
hamowaniu autofosforylacji wewnatrzkomorkowej domeny
receptora dla insuliny i jest przyczyna zaburzen aktywacji kolejnych
etapow przekazywania sygnatu. Adiponektyna hamuje wptyw TNF
na adipocyty i w ten sposob przeciwdziata rozwojowi
insulinoopornosci. Z kolei TNF, ktorego st¢zenie wzrasta w otytosci,
moze powodowac supresj¢ wydzielania APM1 z adipocytow. I tak
obnizone stgzenia adiponektyny w otylosci moze z kolei poglebia¢
insulinooporno$¢ spowodowana przez TNF [4]. W ten sposob
powstaje bledne koto napedzajace mechanizm insulinoopornosci.
Rolg adiponektyny w rozwoju insulinoopornosci potwierdzaja takze
badania nad receptorem PPARy. Nalezy on do rodziny
hormonalnych receptorow jadrowych. Pelni role czynnika
aktywujacego transkrypcje gendow enzymow uczestniczacych w
procesie - oksydacji, a takze w procesach metabolizmu
weglowodandw i lipidéw oraz w procesach zapalnych.PPARY jest
aktywowany przez wiele czynnikow stymulujacych proliferacjeg
peroksysomow, m.in. przez prostanoidy, tiazolidinediony, kwasy
thuszczowe pochodzace z diety bogatotluszczowej [4]. Badania
wskazuja na udzial receptorow PPARYy w zlozonych
wewnatrzkomoéorkowych mechanizmach wptywajacych na
roznicowanie komorek thuszczowych. Aktywnos¢ PPARY zwiazana
jest z obnizeniem masy ciata, zwigkszeniem wrazliwosci na insuling
iwzrostem ste¢zenia cholesterolu frakcji HDL w surowicy.

Podsumowanie

Zespo6t metaboliczny jest coraz czgéciej stawianym rozpoznaniem
w spoteczenstwach uprzemystowionych. Gtownym punktem w jego
rozwoju jest insulinooporno$é¢ tkankowa. To zaburzenie
metaboliczne zwiazane jest z wystgpowaniem czynnikow ryzyka
sercowo-naczyniowego, m.in. trzewna dystrybucja tluszczu w
organizmie, aterogenna dyslipidemia, nadci$nieniem tgtniczym,
stanem prozakrzepowym oraz prozapalnym.
Istnieje coraz wigcej dowodow na obecnosé powiazan pomigdzy ww.
zaburzeniami metabolicznymi i krazeniowymi a biatkami
wytwarzanymi przez tkank¢ thuszczowa tzw. adipocytokinami.
Jedna z nich, adiponektyna, ma udowodniong zarowno na modelach
zwierzgcych, jak i w badaniach z udzialem ludzi $cista korelacjg ze
stopniem insulinoopornosci tkankowej. Jej oznaczanie w osoczu
umozliwitoby oceng ryzyka rozwoju insulinoopornosci, a w
nastgpstwie oceng zagrozenia powiktaniami metabolicznymi.
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