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Wy s t ê p u j ¹ c p r z e d
Pañstwem dzisiaj nie
mam jeszcze jasnego
przeœwiadczen ia w
kwest i i miejsca na
d r o d z e , p o k t ó r e j
zd¹¿amy by usytuowaæ
w³aœciwie diagnostykê
laboratoryjn¹, która sta³a
siê czêœci¹ œwiadczeñ
medycznych. Proces
sytuowania diagnostyki

laboratoryjnej rozpocz¹³ siê w sposób
znacz¹cy od daty i odkrycia mo¿liwoœci, jakie
daje badanie laboratoryjne z wykorzystaniem
mikroskopu elektronowego. Ponadto dokona³y
siê przemiany w œwiadomoœci pracowników
s³u¿by zdrowia i pacjentów, ¿e dla uzyskania
p o d s t a w m e d y c z n y c h d l a t e r a p i i
farmakologicznej, czy chirurgicznej, w³¹czone w
proces leczniczy musz¹ byæ badania
laboratoryjno-diagnostyczne z wysokim
poziomem wiarygodnoœci. Na ten cel
przewidzieæ nale¿a³o odpowiednie nak³ady
finansowe. Z pewnoœci¹ jesteœmy jednym a
mo¿e jedynym krajem, w którym z przyczyn
ustrojowej transformacji pacjenci i s³u¿ba
zdrowia, postawili pytania o rz¹d kwot
przeznaczonych na œwiadczenia laboratoryjne.
Zestawianie wydatków przeznaczonych na
badania laboratoryjno-diagnostyczne w Polsce i
w krajach innych bez ich odniesienia do kosztów
nak³adów pracy w innych dziedzinach
medycznych zaburza w³aœciw¹ ocenê. Pytaniem
coraz czêœciej stawianym jest: Gdzie tkwi
przyczyna niedostatku?
W poziomie udzielenia œwiadczeñ zdrowotnych?
Ich powszechnoœci czy te¿ w w¹skiej
dostêpnoœci?
Krajowa Izba Diagnostów Laboratoryjnych
budowa³a swoj¹ przestrzeñ prawn¹ na
argumentach, którymi jest i by³ ograniczany
dostêp pacjenta do laboratoryjnych œwiadczeñ.
Wielu, st¹d te¿, dostrzega³o w tym zjawisku
przyczynê ja³owego przejadania finansów przez
s³u¿bê zdrowia. Udzia³ diagnostyki w
standardach i procedurach medycznych jest nadal
niewielki, choæ mo¿liwoœæ do kszta³cenia i
rozwoju zawodowego zosta³y zwielokrotnione - z
2 specjalizacji w krótkim czasie do 12. Bolejê, ¿e
temu procesowi nie towarzysz¹ programy i
reformy w s³u¿bie zdrowia. Przyczyna takiego
stanu nie tkwi³a i nie tkwi po stronie pacjentów i
diagnostów. Szukaæ jej nale¿y w sposobach
dystrybucji œrodków finansowych, które
pozostaj¹ nadal w tej samej grupie zawodowej od
wielu dziesi¹tek lat. Wielu znawców tych
zagadnieñ dostrzegaj¹c przyczynê finansowej
zapaœci w s³u¿bie zdrowia, której zasoby nie s¹
tak ma³e porównuj¹c koszty nak³adów na
œwiadczenia i procentowy sk³adnik dochodu
narodowego przeznaczonego na opiekê
zdrowotn¹ uwa¿a, ¿e rozwi¹zanie tych
problemów le¿y po stronie sejmu i rz¹du,.

Twierdzê, ¿e przyczyna tkwi od kilkudziesiêciu lat
w sposobie zarz¹dzania s³u¿b¹ zdrowia. Brak
bowiem jest przedstawicieli wszystkich czterech
korporacji medycznych w decyzjach tak wa¿nych
jak zarz¹d i nadzór nad finansami w ochronie
zdrowia.
Celem nadrzêdnym Pierwszej Kadencji
Samorz¹du Diagnostów Laboratoryjnych by³o
umocowanie diagnostyki laboratoryjnej i
diagnostów w regulacjach prawnych. Okaza³o siê
¿e takie budowanie przestrzeni dla diagnostyki
laboratoryjnej by³o uzasadnione Nie sposób dziœ
jest odmówiæ racji tkwi¹cej w oczywistoœci
takiego podejœcia i rozstrzygniêcia. Proszê
Pañstwa! Dziœ po prawnych zapisach diagnoœci
maj¹ mo¿liwoœæ specjalizacji w 12 medycznych
dziedzinach œwiadczeñ zdrowotnych. Te regulacje
sta³y siê ju¿ rzeczywiste. ¯aden oponent o
zdrowym umyœle nie zg³asza sprzeciwu np. co do
koniecznoœci badañ laboratoryjno-genetycznych
przy ustalaniu niektórych parametrów
biologicznych pacjenta. A kto?, proszê Pañstwa!
jest wykonawc¹ tych badañ i najbardziej jest do
tego przygotowany? Podobny aspekt dotyczy
ka¿dej specjalnoœci dostêpnej dla diagnostyki
laboratoryjnej. By³y badania o ró¿norodnym
profilu wykonywane i przedtem przez laboratoria,
na u¿ytek medycyny. Dziœ jednak pod nimi
podpisze siê ka¿dy z Pañstwa, gdy jest ich
wykonawc¹. Starania o tak¹ prawn¹ regulacjê by³y
zamierzone i zosta³y doprowadzone do koñca.
Obecnie po naszej stronie staj¹ tak¿e specjaliœci
tych dyscyplin, którzy rozumiej¹ z³o¿onoœæ tych
badañ i poziom wymaganych kwalifikacji, które
l e ¿ e æ w i n n y p o s t r o n i e d i a g n o s t ó w
laboratoryjnych.
Jak¹ koncepcjê i strategiê przyj¹æ nale¿y na II
kadencjê. Po stronie pasywów mamy bazê
lokalow¹ zdatn¹ do podjêcia kszta³cenia
wielospecjalizacyjnego. Mamy koncepcje i
sposoby na realizacjê dostêpnego Pañstwu,
diagnostom internetu, który dawaæ bêdzie
mo¿liwoœæ pobierania przez diagnostê
laboratoryjnego edukacyjnego programu. Podjêty
zosta³ do realizacji program biblioteki „Diagnosty
laboratoryjnego”. Bêd¹ to kompendia wiedzy z
ró¿nych dyscyplin opracowane przez badaczy –
diagnostów. Po stronie aktywów - stanowimy i
jesteœmy prê¿nym œrodowiskiem rozwijaj¹cym
siê zawodowo i naukowo. Ju¿ w tej kadencji 1500
diagnostów rozpoczê³o specjalizacjê o ró¿nym
kierunku. Ten fakt podjêcia specjalizacji budzi
podziw i uznanie. Decyzjê swoj¹ podjêli pomimo,
¿e nie zosta³y jeszcze uregulowane finalnie zasady
finansowania kosztów kszta³cenia w sposób
podobny, jak dane jest specjalizuj¹cym siê w
innych zawodach medycznych. Obecnie
finansowanie ich specjalizacji odbywa siê w
czêœæi na koszt w³asny. tym udzia³
Ministerstwa na wniosek KIDL - obecny lecz nie
w pelni zadowalaj¹cy. Jak¹ zatem nale¿y przyj¹æ
strategiê? W³aœciwie dobran¹ strategi¹ wygrywa
siê du¿o. Mamy pe³ne rozpoznanie. Stanowimy
spo³ecznoœæ jednorodn¹, niezale¿nie, czy
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æ solidnoœæ i
diagnostycznoœæ badañ laboratoryjnych.
Szanowni Pañstwo, Drodzy Diagnoœci!
Tych œmia³ych celów i zamierzeñ nie bêdzie mo¿na zrealizowaæ je¿eli po
stronie lekarskiej nie bêdzie podjêty podobny wysi³ek ten, który sta³ siê
udzia³em naszej Izby! To na postulat Izby zosta³y przyspieszone i
wdro¿one prace nad standardami jakoœci badañ w diagnostycznych i
mikrobiologicznych laboratoriach. Razem z Konsultantami Krajowymi i
Towarzystwami Naukowymi opracowywane zostaj¹ standardy jakoœci
badañ dla profilowanych laboratoriów hematologicznych,
immunologicznych, genetycznych i cytologicznych. Tu chcê podkreœliæ
wysoki poziom zaanga¿owania i zrozumienie dla naszych zamierzeñ.
Widzê je w postawach i obronie naszej koncepcji przez krajowych
specjalistów, którzy stanowi¹ reprezentacjê i wywodz¹ siê z kszta³cenia
lekarskiego. Stworzenie standardów jakoœci badañ pozwoli na
kompleksowe rozwi¹zania przyjête w dziedzinie diagnostyki
laboratoryjnej a które w dalszym postêpowaniu zainicjuj¹ i zaistniej¹
sensu stricto w dyscyplinach klinicznych. Z inicjatywy i przy
wspó³udziale Izby efektem tych prac pionierskich bêdzie mo¿liwoœæ
ujêcia badañ laboratoryjnych w procedurach postêpowania medycznego.
Wówczas badanie laboratoryjne nie bêdzie przypadkowym zdarzeniem
w procedurze postêpowania medycznego. To pozwoli oszacowaæ koszty
poszczególnych etapów postêpowania medycznego i udzia³ diagnostyki
laboratoryjnej w procesie leczenia. Przyjêta przez Ministerstwo struktura
szpitali tworz¹ca sieæ us³ug dostêpnych pacjentom nie mo¿e byæ
realizowana z pominiêciem miejsca laboratoriów medycznych nie
tworz¹cych monolitu organizacyjnego i finansowego. Œwiadczenia
laboratoryjne s¹ zbyt wa¿nym Ÿród³em informacji stosunkowo ³atwo
i ekonomicznie dostêpnym, by je wy³¹czaæ ze struktury organizacyjnej
szpitali i przychodni, gdy¿ przynosz¹ wielorakie oszczêdnoœci dla
procesu diagnozowania i terapii pacjenta.
Strategi¹ do realizacji wskazanych celów winien byæ udzia³ pacjentów
chc¹cych uczestniczyæ w tworzeniu nowoczesnego charakteru
œwiadczenia zdrowotnego w tym tak¿e udzia³ diagnostów
laboratoryjnych, którzy zechc¹ ukazywaæ nieodzownoœæ i konieczn¹
obecnoœæ œwiadczenia laboratoryjnego w postêpowaniu medycznym.
Diagnosta laboratoryjny musi staæ siê w odczuciu pacjentów

procesu leczenia, którego architektem bêdzie lekarz
a wykonawc¹ pielêgniarka i aptekarz. St¹d tylko krok dzieli nas do
zapisu ustawowego, w którym medyczne laboratorium diagnostyczne
stanie siê podmiotem umowy kontraktowej na udzielanie œwiadczeñ w
zakresie diagnostyki laboratoryjnej. Dlatego te¿ medyczne laboratoria
diagnostyczne nie mog¹ stawaæ siê w takim rozumieniu jedynym
miejscem poszukiwania rezerw finansowych i oszczêdnoœci dla
jednostki organizacyjnej S³u¿by Zdrowia. Najbli¿sze lata II Kadencji
KRDLbêd¹ przyk³adem i polem zmagañ o takie zabezpieczenia. Badania
diagnostyczne w koszyku œwiadczeñ medycznych nie mo¿e byæ
reglamentowane i traktowane jako œwiadczenie socjalne a podmioty
udzielaj¹ce nieodp³atnie œwiadczenia zdrowotne finansowane z
podatków obywateli nie mog¹ byæ traktowane, jako przejaw opisany w
innych zjawiskach chorob¹ sieroc¹. Na bud¿et s³u¿by zdrowia sk³ada siê
maj¹tek Skarbu Pañstwa,i p³acone przez obywateli podatki poœrednie i
bezpoœrednie. Krajowa Izba Diagnostów Laboratoryjnych ma zaistnieæ
w drugiej kadencji dzia³alnoœci KRDL jako mecenas zarówno
diagnostów laboratoryjnych jak równie¿ pacjentów, którymi czêsto
jesteœmy sami jak i inni obywatele

.

zwornikiem

Prezes KRDL

(-) Henryk Owczarek

diagnosta pracuje w NZOZ czy w SPZOZ. Diagnosta jest dobrze
wykszta³cony. Dobrze opanowa³ wiedzê biologiczno-medyczn¹.
Opanowa³ dobrze wspó³czesn¹, dostêpn¹ wiedzê technologiczn¹ i jej
zastosowanie w badaniach laboratoryjnych. Jakie mo¿emy za³o¿yæ cele
dla Izby na drug¹ kadencjê. Czy bêd¹ to zadania samorz¹dowe, czy
zadania daj¹ce mo¿liwoœæ dostêpu do wiedzy diagnostom i
przysposabiaj¹ce diagnostów do bardziej wiarygodnych i trafnych
œwiadczeñ dla pacjentów?, czy te¿ bêd¹ to cele i zadania o charakterze
zwi¹zku zawodowego, którym nie jesteœmy i nie bêdziemy. Cel
zwi¹zkowy osi¹gn¹æ mo¿na, lecz tylko poprzez realizacjê
samorz¹dowych zadañ. Celem naszym musi by

Spór o miejsce  samorz¹du zawodowego w administracji
publicznej  Polski .

Spór o miejsce samorz¹du
zawodowego w administracji publicznej Polski .

Ewa Tuszewska- Rzecznik Dyscyplinarny KIDL

W dniu 22 listopada 2006 r. odby³a siê w Poznaniu ogólnopolska
konferencja naukowa na temat:

Organizatorem konferencji by³ Instytut Nauk Politycznych
i Dziennikarstwa Uniwersytetu im.Adama Mickiewicza w Poznaniu.
Miejscem konferencji Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
[ Collegium Minus - Ma³aAula] ul. Wieniawskiego 1.
Celem konferencji by³o - jak informowali w zaproszeniu organizatorzy
- „ zaprezentowanie przez przedstawicieli czo³owych oœrodków
naukowych w kraju, wyników badañ nad istot¹ samorz¹du zawodowego
i jego znaczeniem w ustroju demokracji obywatelskiej....Pozycja
samorz¹du zawodowego zosta³a znacz¹co wzmocniona przez przejêcie
od pañstwa szeregu kompetencji administracyjnych dotycz¹cych
miedzyinnymi nadzoru nad wykonywaniem zawodu. Od kilku lat trwa w
Polsce debata publiczna dotycz¹ca przysz³oœci samorz¹du zawodowego.
W jej trakcie przywo³ywane s¹ argumenty podwa¿aj¹ce zasadnoœæ
dalszego funkcjonowania tego typu organizacji.

”.
Otwarcia konferencji dokonali J.M. Prorektor UAM prof. Dr hab. Janusz
Wiœniewski oraz Dziekan Wydzia³u Nauk Spo³ecznych prof. Dr hab. Jan
Grad, którzy w serdecznych s³owach przywitali przyby³ych oraz ¿yczyli
owocnych obrad.
I sesji plenarnej przewodniczy³ prof. Dr hab. Jerzy Babiak, w jej ramach
wyk³ady wyg³osili :
Prof.dr hab. Jacek Sobczak, Uniwersytet im.A.Mickiewicza w Poznaniu

Dr hab. Robert Kmieciak, Uniwersytet im.A.Mickiewicza w Poznaniu

Dr Krystyna Babiak, Okrêgowa Izba Radców Prawnych w Poznaniu [
wyst¹pienie w imieniu Krajowej Rady Radców Prawnych ]

W dyskusji podkreœlano- ogólnie niski poziom prawa stanowionego,
ma³e zaanga¿owania œrodowiska na rzecz dobra wspólnego i tworzenia
prawa , zbyt wolne samooczyszczenie siê œrodowisk prawniczych.
Pose³ PO p. Stuligrosz cz³onek komisji sejmowej ds. konstytucji za
szczególnie wa¿ne zadanie samorz¹dów uzna³ jej funkcjê
samooczyszczaj¹c¹, ze swojej strony zadeklarowa³ chêæ wspó³pracy ze
œrodowiskiem samorz¹dów zawodowych , w szczególnoœci w ocenie
aktów prawnych tworzonych w sejmie a dotycz¹cych zawodów
zaufania publicznego.
Po krótkiej przerwie na kawê rozpoczê³a siê II sesja plenarna, której
przewodniczy³ prof. Dr hab. Stanis³aw Wykrêtowicz z Wy¿szej Szko³y
Bankowej w Poznaniu, w jej ramach wyk³ady wyg³osili:
Konstanty Radziwi³³. Naczelna Izba Lekarska w Warszawie
„ Samorz¹d lekarzy w lekarzy dentystów w Polsce na tle doœwiadczeñ
europejskich”
Mgr Klaudia Nowak, Wy¿sza Szko³a Bankowa w Poznaniu
„Ustrój i zadania samorz¹du lekarskiego w Polsce i w Niemczech”
Dr n. med. Krzysztof Kordel, Akademia Medyczna im. K.
Marcinkowskiego w Poznaniu , Rzecznik Odpowiedzialnoœci
Zawodowej OILw Poznaniu
„ Czy pacjent ma szansê wygraæ z lekarzem? Refleksje Okrêgowego
Rzecznika Odpowiedzialnoœci Zawodowej”
Dr Jêdrzej Skrzypczak Uniwersytet im. A.Mickiewicza w Poznaniu,
doradca O.RZ.O.Z OILw Poznaniu
„Najwa¿niejsze problemy prawne odpowiedzialnoœci zawodowej
lekarzy”
Dr El¿bieta Buczkowska Naczelna Izba Pielêgniarek i Po³o¿nych w
Warszawie
„Samorz¹d zawodowy pielêgniarek i po³o¿nych oraz jego znaczenie w
rozwoju demokracji obywatelskiej”
Wyk³adowcy przedstawili m.in. aktualny stan prawny reguluj¹cy

Pojawia siê w tym
miejscu w¹tpliwoœæ czy izby samorz¹du zawodowego s¹ instytucjami
wzmacniaj¹cymi procesy demokratyczne i rozwój samorz¹dnoœci, czy
te¿ s¹ struktur¹ anachroniczn¹, zagra¿aj¹c¹ umacnianiu siê ³adu
rynkowego w Polsce

„Korporacje prawnicze potrzeba czy iluzja?”.

„ Korporacje samorz¹du zawodowego w Polsce tradycja,
wspó³czesnoœæ i perspektywy rozwoju”.

„Prognozy dzia³ania samorz¹du radców prawnych na tle nowelizacji
przepisów dotycz¹cych zawodów prawniczych”.

Spór o miejsce  samorz¹du zawodowego w administracji
publicznej  Polski
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dzia³alnoœæ lekarzy, lekarzy dentystów oraz pielêgniarek i po³o¿nych w
Polsce. Zwrócili tak¿e uwagê na niedoskona³oœæ przepisów prawnych
uchwalanych przez Sejm oraz stanowionych przez inne organy
administracji pañstwowej, trudnoœci w dostosowaniu przepisów prawa
do zmieniaj¹cych siê warunków wykonywania zawodów medycznych
spowodowane d³ugimi terminami dzia³ania komisji sejmowych, brak
obrony interesów zawodowych obywateli polskich na terenie UE, [tylko
polskim pielêgniarkom nie uznano kompetencji zawodowych w UE ]
podkreœlano koniecznoœæ obligatoryjnego cz³onkostwa w izbach
samorz¹dów zawodowych przede wszystkim ze wzglêdu na
orzecznictwo dyscyplinarne decyduj¹ce o poziomie wykonywania
zawodów zaufania publicznego gdzie norma etyczna nie mo¿e mieæ
podleg³oœci wobec normy prawnej.
Po przerwie na obiad rozpoczê³a siê III sesja plenarna, której
przewodniczy³ dr hab. Robert Kmieciak - sekretarz konferencji.
Wyk³ady wyg³osili :
Andrzej Ku³¹gowski, Iwona Karpiuk- Suchecka Krajowa Rada
Komornicza w Warszawie
„Rola samorz¹du Komorniczego w demokratycznym pañstwie prawa”.
Maciej Ostrowski, Krajowa Izba Bieg³ych Rewidentów w Warszawie
„Rola bieg³ych rewidentów we wspó³czesnym pañstwie prawa”.
Tomasz Taczewski, Krajowa IzbaArchitektów
„Samorz¹d zawodowy architektów doœwiadczenia czterech lat pracy na
rzecz budowy pañstwa prawa i jego kultury”
By³y to bardzo ciekawe wyst¹pienia, pozwoli³y zebranym inaczej
spojrzeæ na dzia³alnoœæ zawodow¹ bieg³ych rewidentów, komorników,
architektów. Na bariery prawne utrudniaj¹ce im rzetelne wykonywanie
zawodu szczególnie architekci ich dyplomy nie s¹ uznawane w UE co
powoduje pracê polskich architektów cenionych w UE na czyjeœ
nazwisko, niechlujnoœæ prawa nie u³atwia przeprowadzania kontroli
bieg³ym rewidentom a przepisy zabraniaj¹ce uczestniczenia w
opracowywaniu prawa zawodu reprezentowanego mog¹ spowodowaæ,
¿e stanie siê ono jeszcze mniej czytelne tym samym ³atwiejsze do
nieprzestrzegania.
O mo¿liwoœæ zabrania g³osu poprosi³ przewodnicz¹cego sesji
przedstawiciel Izby Weterynaryjno- Lekarskiej [ nie zg³oszony wczeœniej
jako uczestnik ] .W swoim wyst¹pieniu reprezentant 12,5 tys. lekarzy
weterynarii przybli¿y³ problemy swojego œrodowiska, zwracaj¹c uwagê
na mo¿liwoœæ lepszego przebicia siê samorz¹dów zawodowych ze
swoimi tak przecie¿ podobnymi problemami poprzez zwo³anie
konferencji Prezesów Samorz¹dów Zawodowych - korporacje
zawodowe powinny mieæ swoje miejsce w strukturze administracyjnej
pañstwa wynikaj¹ce z przepisów.
IV sesja ostatnia by³a dyskusj¹ panelow¹ z udzia³em przedstawicieli
œrodowiska naukowego, polityków i dzia³aczy samorz¹du zawodowego:
moderatorem by³ prof. Dr hab. Stanis³aw Wykrêtowicz.
Dyskutanci podkreœlali, ¿e problemy na jakie natrafiaj¹ samorz¹dy
poszczególnych zawodów s¹ podobne wrêcz niekiedy takie same- to
sugeruje aby i dzia³anie ich by³o wspólne- szczególnie w pracach
legistlacyjnych co gwarantuje samorz¹dom prawo a nie jest to
przestrzegane w praktyce. Projekty docieraj¹ do samorz¹dów zbyt póŸno
albo propozycja zmian przedstawiona w czasie nie jest brana pod uwagê.
Koniecznym jest wiêc œciœlejsza wspó³praca z pos³ami, nacisk na nich
po³¹czony z informacj¹ o zagro¿eniach wynikaj¹cych z ustanowienia
z³ego prawa. Niepokoj¹cy jest brak porozumienia pomiêdzy
samorz¹dami a administracj¹ rz¹dow¹ i terenow¹, brak odpowiedzi na
przesy³ane pisma ze strony rz¹dz¹cych administratorów.
O zainteresowaniu problemami samorz¹dów przez organy w³adzy a
w³aœciwie o braku tego zainteresowania œwiadczy³ brak na sali podczas
obrad przedstawicieli w³adzy terenowej, parlamentarzystów [ z
wyj¹tkiem pos³a PO p.Stuligrosza] oraz szeroko pojêtych mediów TV ,
radia gazet.
Pragnê w tym momencie nadmieniæ, ¿e uczestniczy³am w tej konferencji
w zastêpstwie Pana Prezesa Henryka Owczarka, któremu obowi¹zki
s³u¿bowe uniemo¿liwi³y przyjazd do Poznania i wziêcie udzia³u w
konferencji. Czu³am siê w obowi¹zku zabraæ g³os i zaprezentowaæ nasz
samorz¹d zawodowy jak siê okaza³o najm³odszy sta¿em wœród
obecnych na konferencji. Krótko przedstawi³am d³ug¹ drogê
dochodzenia do ustawy o diagnostyce, odrêbnoœæ zawodu diagnosty,
jego usytuowanie w strukturze ochronie zdrowia, trudnoœci wynikaj¹ce
z braku odrêbnego finansowania diagnostycznych badañ
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laboratoryjnych oraz wykonywania zawodu w warunkach wolnego
rynku ale nie zawsze uczciwej konkurencji.
Podsumowania obrad i zamkniêcia konferencji dokona³ dr Tadeusz
Walas z-ca dyrektora Instytutu Nauk Politycznych i Dziennikarstwa
Uniwersytetu im.A. Mickiewicza.
Ze swojej strony uwa¿am, ¿e konferencja by³a ciekawa, bardzo dobrze
zorganizowana wnios³a du¿o do mojej wiedzy na temat innych
samorz¹dów, pozwoli³a poznaæ ich sukcesy i trudnoœci w dzia³aniu
szczególnie w zakresie odpowiedzialnoœci zawodowej czy
dyscyplinarnej czyli zagadnieniom mi szczególnie bliskim z racji
sprawowanej funkcji. Pragn¹ podziêkowaæ t¹ droga Instytutowi Nauk
Politycznych i Dziennikarstwa UAM za zorganizowanie tej bardzo
potrzebnej dla samorz¹dów zawodowych konferencji.

Zagadnienia profesjonalizmu  w medycynie i w diagnostyce
laboratoryjnej

Dlaczego krytykujemy ”Najwiêksze dobrodziejstwo ludzkoœci”?

Dr med. Marek H Dominiczak, Dyrektor Pracowni Humanistyki
Medycznej, NHS Greater Glasgow and Clyde, oraz Konsultant w
Biochemii Klinicznej, NHS Greater Glasgow Clinical Biochemistry
Service; Gartnavel General Hospital, Glasgow G12 0YN, Wielka
Brytania

Na wyspie Kos na Morzu Egejskim stoi platan pod którym, jak g³osi
legenda, w staro¿ytnej Grecji Hipokrates naucza³ 'nowej' medycyny.
Jednoczeœnie, na tej samej wyspie, w tym samym czasie dzia³a³
najwiêkszy tradycyjny „szpital' w staro¿ytnej Grecji œwi¹tynia boga
zdrowia Asklepiosa (póŸniej przechrzczonego przez Rzymian na
Eskulapa), gdzie lecz¹cymi byli kap³ani. To, co reprezentowa³
Hipokrates zosta³o zaakceptowane jako pocz¹tki racjonalnej medycyny
i proto-nauka medyczna. Pisma Hipokratesa dotyczy³y nie tylko
specyfiki leczenia lecz tak¿e dyskutowa³y (np. w traktacie „O
chirurgii”) zachowania lekarza i stosunek lekarza do spo³eczeñstwa. W
ci¹gu nastêpnych wieków, pokolenia lekarzy i myœlicieli poszukiwa³y
w³aœciwej równowagi pomiêdzy sztuk¹ i nauk¹ w medycynie.
Skutki ogromnego postêpu, który zrobi³a medycyna odzwierciedla tytu³
podrêcznika historii medycyny napisanego wAnglii przez Roya Portera,
który brzmi „Najlepsza rzecz, która zdarzy³a siê ludzkoœci” (1).
Jednoczeœnie charakterystyczne jest, ¿e gdy dzisiejszy lekarz-
naukowiec pisze o najwa¿niejszych osi¹gniêciach medycyny, jego lista
zawiera jedynie opis technologicznych osi¹gniêæ które ratuj¹ lub
przed³u¿aj¹ ¿ycie a nie, trudniejsze do zdefiniowania, osi¹gniêcia
„sztuki” medycznej (2): jest to wyrazem naszego zafascynowania nauk¹
datuj¹cego siê do okresu Oœwiecenia.
Amo¿na przecie¿ argumentowaæ, ¿e czegoœ na tego typu listach brakuje:
dzisiejsi pacjenci narzekaj¹ na jakoœæ s³u¿by zdrowia.- krytycyzm
szpitali, przychodni i personelu medycznego jest sta³ym tematem
podejmowanym przez media. Konsumeryzm próbuje redukowaæ
pacjenta do pozycji klienta, i to klienta, który musi coraz bardziej
pilnowaæ w³asnego interesu. Kilka lat temu w anglojêzycznej prasie
ukaza³ siê satyryczny rysunek dotycz¹cy przysz³oœci medycyny:
przedstawia³ on ma³ego cz³owieczka schodz¹cego po schodach
szpitalnych z du¿a skrzynk¹ na narzêdzia pod pach¹. Na skrzynce
widnia³ napis „Usuwanie wyrostka- zrób to sam”. Gdy idzie o
farmakoterapiê, wiadomo ¿e nawet w bardzo dobrze zorganizowanych
próbach klinicznych 20-30% uczestników nie bierze przepisanych
leków; w codziennej praktyce znaczy to ¿e oko³o jedna trzecia wysi³ku
wk³adanego w medycynê profilaktyczn¹, jak np. w leczenie
hiperlipidemii i nadciœnienia, idzie po prostu na marne. Z drugiej strony
dzia³ania uboczne leków znajduj¹ siê wysoko na liœcie przyczyn
œmiertelnoœci.
Uzyskanie odpowiedzi na pytanie co powoduje wspomnian¹
niezgodnoœæ pomiêdzy tym co medycyna mo¿e teoretycznie osi¹gn¹æ i
jej efektywnoœci¹ w codziennym ¿yciu jest niezmiernie istotne.
Patrz¹c na okres szybkiego rozwoju nauk medycznych w 19 wieku,
czasu, który sta³ siê okresem formatywnym dla obecnej medycyny,
widzimy jak formowa³ on nowoczesny obraz lekarza w spo³eczeñstwie.
Artyœci poprzez obrazy takie jak „Klinika Doktora Agnew”
namalowany w 1889 przez T Eakinsa czy klasyczny ju¿ dzisiaj obraz
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„Doktor” L Fildesa z roku 1891, przedstawiaj¹cy lekarza spêdzaj¹cego
noc przy ³ó¿ku chorego dziecka, zbudowali w œwiadomoœci publicznej
obraz lekarza, który ³¹czy³ idea³ humanitarnej pomocy z efektywnym
zastosowaniem nauki medycznej. By³ to tak¿e okres, w którym nauka i
naukowcy zaczêli wielkimi krokami wkraczaæ do medycyny. Louis
Pasteur, który zrewolucjonizowa³ leczenie by³ nie-lekarzem. Od jego
czasów nie-medyczna kontrybucja do opieki zdrowotnej wzrasta³a
logarytmicznie. Zrewolucjonizowanie dydaktyki medycznej w USA
przez Abrahama Flexnera na pocz¹tku 20 wieku (dokonane zreszt¹ na
podstawie osi¹gniêæ medycyny europejskiej) utwierdzi³o nauki
podstawowe jako jeden z filarów edukacji lekarza. Od tego czasu model
lekarza-naukowca zacz¹³ dominowaæ w obrazie medycyny zastêpuj¹c,
zw³aszcza w medycynie akademickiej, model lekarza-opiekuna. W
dalszej ewolucji pojawi³ siê na scenie model wielospecjalistycznego
zespo³u.
Z czasem, medycyna w USA sta³a siê wielkim biznesem, a nawet w
brytyjskiej Narodowej S³u¿bie Zdrowia (National Heath Service), która
przez lata by³a wzorem dla innych, model lekarza dostêpnego „ kiedy
potrzeba tego wymaga” zosta³ ostatnio zmieniony na pracownika od
którego wymaga siê ¿eby by³ szpitalu tylko w czasie okreœlonym
kontraktem. Powoduje to nowe problemy zwi¹zane z np. ze zmniejszon¹
ci¹g³oœci¹ opieki oraz mo¿liwoœæ rozmycia siê odpowiedzialnoœci za
chorego gdy leczony on jest przez wielodyscyplinarne zespo³y.
Mimo ¿e przysz³oœæ medycyny okreœlana jest dzisiaj poprzez
wymienianie jej wzrastaj¹cych mo¿liwoœci technicznych, ci¹gle nie
mo¿emy sobie poradziæ z problemami takimi jak oty³oœæ czy cukrzyca;
stanami, w których do efektywnej profilaktyki potrzebne s¹ te¿
dzia³ania inne ni¿ stosowanie leków. Przy ca³ej efektywnoœci obecnych
procedur, bezosobowoœæ szpitali i centrów diagnostycznych czêsto
przestrasza i powiêksza stres chorego cz³owieka, przed³u¿aj¹c proces
zdrowienia.
Stale zwiêkszaj¹ce siê mo¿liwoœci nauk biomedycznych powoduj¹, ¿e
mog¹ one coraz powa¿niej ingerowaæ w prywatne ¿ycie cz³owieka. Na
przyk³ad, pe³ny profil genetyczny mo¿e byæ ogromnie pomocny
przewidywaniu ryzyka wyst¹pienia chorób, lecz dostêpnoœæ
genetycznych baz danych dla firm ubezpieczeniowych mo¿e wi¹zaæ siê
z powa¿nym kosztem dla osób, u których stwierdzi siê obci¹¿enie
„niepo¿¹danymi” genami, a byæ mo¿e nawet z odmow¹ ubezpieczenia.
Internet i postêpuj¹ca komputeryzacja danych klinicznych
przyspieszaj¹ prace naukowe, ale tak¿e zwiêkszaj¹ ryzyko
nieautoryzowanej dystrybucji i sprzeda¿y poufnych danych.
Coraz lepiej wykszta³cone spo³eczeñstwo w wielu wypadkach jest w
stanie oceniæ szkodliwy potencja³ poszczególnych odkryæ i chce
dok³adnie wiedzieæ co naukowcy maj¹ w zanadrzu. Dlatego te¿ nauka
musi byæ w coraz wiêkszym stopniu dyskutowana w kontekœcie innych
spo³ecznych problemów. Tego typu kontekstualizacja nie ma nic
wspólnego z postaw¹ anty-naukow¹: jest to po prostu typem sprzê¿enia
zwrotnego zwi¹zanym, paradoksalnie, ze zwiêkszaj¹cym siê wp³ywem
odkryæ naukowych na ¿ycie codzienne.

Podstawowym problemem w biomedycynie pozostaje to, ¿e fachowa
wiedza medyczna jest niepe³na. Algorytmy nie mog¹ w chwili obecnej
zast¹piæ oceny indywidualnego pacjenta dokonywanej przez lekarza.
Dotyczy to zarówno oceny i interpretacji objawów jak i prób
diagnostycznych. Stopieñ w jakim rozwi¹zanie danego problemu
wymaga indywidualnej oceny dokonanej przez kompetentnego
profesjonalistê definiuje m.in. spo³eczn¹ istotnoœæ zawodu.
Jamous and Peloite wprowadzili pojêcie stosunku I/T jako pomiaru
stopnia po¿¹danego profesjonalizmu w ró¿nych dziedzinach (3,4). W
stosunku tym „I” oznacza indeterminacjê- czyli nieprzewidywalnoœæ i
potrzebê indywidualnej oceny, a „T” to wiedza przewidywalna,
pozwalaj¹ca np. na zastosowanie algorytmów. Zawody, z definicji,

maj¹ wysoki stosunek I/T. stotn¹ kwesti¹, dyskutowan¹ ostatnio
podczas debaty nad profesjonalizmem lekarzy zapocz¹tkowanej przez
Królewskie Towarzystwo Internistów (The Royal College of Physicians)
w Londynie jest pytanie, kto powinien kontrolowaæ indeterminacjê w
zawodzie lekarza, (innymi s³owy, kto interpretuje 'subiektywn¹” czêœæ
medycyny): lekarz, administrator czy te¿ sam pacjent (3). Dwa g³ówne
sposoby podejœcia które determinuj¹ praktyczne wykorzystanie wiedzy
medycznej to medycyna oparta na wiarygodnych faktach (evidence-

Niekompletnoœæ wiedzy medycznej

I

based medicine, EBM) i medycyna skoncentrowana na pacjencie
(patient-centered medicine).
EBM jest jak dot¹d najpowa¿niejsz¹ prób¹ usystematyzowania i
kontroli indeterminacji. Dowody EBM oparte s¹ g³ównie na
statystycznym prawdopodobieñstwie. Z drugiej strony, medycyna
skoncentrowana na pacjencie jest to indywidualne zastosowanie wiedzy
oparte na ocenie i doœwiadczeniu lekarza i na charakterystyce
indywidualnego pacjenta . To podejœcie akceptuje wysoki stopieñ
indeterminacji. Z punktu widzenia zawodu, czy to lekarza czy
diagnosty laboratoryjnego, zdefiniowanie roli cz³onków zawodu w
kontroli (i zmniejszaniu) inteterminacji jest podstawowym czynnikiem
okreœlaj¹cym wagê tych zawodów w ca³oœci opieki zdrowotnej.

Jaka jest zatem obecna rola lekarza i innych zawodów sk³adaj¹cych siê
na s³u¿bê zdrowia?
Czy przysz³oœæ to rola 'mechaników zdrowia' którzy podchodz¹ do
pacjenta wy³¹cznie z algorytmem generowanym przez systemy
informatyczne? Wydaje siê, ¿e obecnie podstawow¹ rol¹ lekarza jest
przet³umaczenie wiedzy opartej na statystycznym prawdopodobieñstwie
na dzia³anie w stosunku do konkretnego pacjenta. Rola diagnosty
laboratoryjnego mo¿e byæ zdefiniowana na podobnych zasadach.
Ten proces indywidualnej translacji ogólnych zasad leczenia na
postêpowanie w indywidualnym przypadku jest kluczowy dla praktyki
dobrej medycyny. Jest on potwierdzeniem starej lekarskiej prawdy, ¿e
medycyna to nie tylko obserwacja objawów ale ich interpretacja w
kontekœcie osobowoœci i stylu ¿ycia leczonego cz³owieka. Trzeba tu
zaznaczyæ, ¿e rola kontekstu zale¿y od typu schorzenia i tym samym
specjalnoœci medycznej. By³oby naiwnym twierdziæ, ¿e w przypadku
zatrzymania akcji serca czy operacji w kr¹¿eniu pozaustrojowym,
umiejêtnoœci techniczne nie s¹ daleko wa¿niejsze ni¿ jakiekolwiek inne
dzia³ania. Z drugiej strony, leczenie stanów przewlek³ych, a zw³aszcza
profilaktyka, zale¿¹ w du¿ej mierze od znajomoœci kontekstu, warunków
i historii ¿ycia chorego.
Tego typu medycyna nie mo¿e byæ praktykowana bez skutecznego
porozumiewania siê lekarza z pacjentem a to z kolei zale¿y od wielu
czynników, jednym z których jest zaufanie jakie chory pok³ada w
lekarzu i innych przedstawicielach s³u¿by zdrowia. Naturalnie, lekarz,
czy te¿ kolektywnie s³u¿ba zdrowia, musz¹ byæ zdolne do przekazania
pacjentowi informacji w sposób maksymalnie jasny i zrozumia³y (5).

A zatem, poza kontrol¹ indeterminacji, zdolnoœæ oceny kontekstu
choroby i sposób porozumiewania siê z pacjentem, s¹ cechami
osobowoœci lecz¹cego sk³adaj¹cymi siê na profesjonalizm.

Ju¿ jakiœ czas temu, w spo³ecznoœci lekarskiej nast¹pi³o pewne
przebudzenie ze stanu samozadowolenia, w który wprowadzi³a
medycynê technologia: zainicjowany w roku 1980 Project
Professionalism prowadzony przez American Board of Internal
Medicine sparafrazowa³ Hipokratesa, potwierdzaj¹c, ¿e” humanizm jest
integraln¹ czêœci¹ umiejêtnoœci klinicznych i pracy klinicznej”. W
Wielkiej Brytanii problemy profesjonalizmu w medycynie zosta³y
podjête przez grupê robocz¹ Królewskiego Kolegium Internistów (The
Royal College of Physicians' Working Party on Defining and Maintaining
Professionalism in Medicine) (3,4,6).

Wielki S³ownik Poprawnej Polszczyzny PWN definiuje bycie
profesjonalnym jako bycie kompetentnym i fachowym. Istnieje kilka
definicji profesjonalizmu w relacji do medycyny. Wê¿sza z nich
stwierdza, ¿e profesjonalizm to suma podejœæ i zachowañ lekarza, w
odró¿nieniu od wiedzy naukowej i umiejêtnoœci technicznych. Szersza
definicja (zaproponowana przez Pickera w ramach wspomnianej
powy¿ej Grupy Roboczej) definiuje profesjonalizm jako sumê
znajomoœci medycyny i zdolnoœci technicznych, sta³ego uaktualniania
wiedzy a tak¿e - w stosunkach z pacjentem- empatii, umiejêtnoœci
s³uchania, zdolnoœci komunikowania siê i uczciwoœci. Ostatnim
dodatkiem do tej definicji jest zawarcie w niej efektywnoœci lekarza jako
cz³onka wielospecjalistycznego zespo³u.

Rola lekarza

Profesjonalizm w zawodach zwi¹zanych ze s³u¿b¹ zdrowia
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Podstawowym wynikiem profesjonalizmu, powinno byæ zaufanie
spo³eczeñstwa do cz³onków danego zawodu. Na zachowanie
profesjonalne sk³adaj¹ siê uczciwoœæ w stosunku do pacjenta, œcis³e
zachowywanie zasad poufnoœci, i budowanie zaufania poprzez jasne
traktowanie istniej¹cych sprzecznoœci interesów.

W Karcie Lekarza (Medical Professionalism in The New Millennium.
The Physician's Charter) opublikowanej przez American Board of
Internal Medicine, g³ówne zasady to priorytet dobra pacjenta,
uszanowanie jego autonomii i zasada sprawiedliwoœci spo³ecznej
(rozumiana jako powszechna dostêpnoœæ takiej opieki) (7). Karta
potwierdza, ¿e ugoda pomiêdzy spo³eczeñstwem i lekarzem opiera siê
na wiedzy lekarza, na któr¹ z kolei sk³ada siê wiedza naukowa i
doœwiadczenie osobiste . Wed³ug Karty, lekarz ma nie tylko obowi¹zek
podtrzymywania wysokiego standardu swojej pracy, ale tak¿e
poszerzania wiedzy, popierania badañ naukowych i dzia³ania w kierunku
zapewnienia w³aœciwego u¿ytku z odkryæ naukowych.

.

Z powodu kontekstualizacji spo³ecznej problemów zwi¹zanych ze
zdrowiem, ¿aden z zawodów zwi¹zanych z t¹ sfer¹ nie jest w sensie
spo³ecznym autonomiczny. Lekarz odpowiedzialny jest zarówno przed
pacjentem jak i przed instytucjami regulacyjnymi
(tzn.odpowiedzialnymi za standardy zawodowe) oraz przed swoim
pracodawc¹. Kluczowa dla zawodu jest zdolnoœæ samoregulacji, czyli
zadbania o ustanowione standardy przez grupê wy³onion¹ spoœród
cz³onków zawodu. Samoregulacja w wypadku zawodów zwi¹zanych z
opiek¹ zdrowotn¹ jest efektywna jedynie je¿eli procedury dotycz¹ce
odpowiedzialnoœci zawodowej s¹ jasne dla spo³eczeñstwa i organizacji
rz¹dowych. Jest tu te¿ niezmiernie istotne istnienie mechanizmu
niezale¿nej kontroli. W Wielkiej Brytanii zawód lekarski, jak idzie o
egzekwowanie standardów praktyki i dzia³ania dyscyplinarne,
regulowany jest przez General Medical Council. Szkolenia i egzaminy
prowadzone by³y tradycyjnie przez Królewskie Kolegia, chocia¿
ostatnio stworzona agencja rz¹dowa prawdopodobnie zmieni ten model.
Obok tego, British Medical Association dzia³a jako zwi¹zek zawodowy
lekarzy.
W biochemii klinicznej Clinical Pathology Accreditation ( CPA) jest
organizacj¹ odpowiedzialn¹ za standardy w laboratoriach i za ich
akredytacjê. Szkolenie podyplomowe w medycynie laboratoryjnej jest
kierowanie równolegle przez Królewskie Kolegium Patologów (którego
cz³onkami mog¹ zostaæ, po z³o¿eniu odpowiednich egzaminów,
zarówno lekarze jak i absolwenci kierunków œcis³ych) i przez
Association for Clinical Biochemistry, która jednoczeœnie pe³ni rolê
zwi¹zku zawodowego dla absolwentów nauk œcis³ych pracuj¹cych w
biochemii klinicznej .

Obecnie g³owne zagadnienia wymagaj¹ce rozwi¹zañ to zapewnienie
równowagi pomiêdzy samoregulacj¹ i odpowiedzialnoœci¹ lekarza w
stosunku do administracji, oraz wypracowanie optymalnego modelu
partnerstwa pomiêdzy organizacjami zawodowymi, agencjami
rz¹dowymi i menad¿erami szpitali. Opinia lekarska sugeruje, ¿e
kluczowe jest tutaj utrzymanie wiod¹cej roli zawodu poprzez
definiowanie i kontrolê utrzymania standardów a tak¿e
odpowiedzialnoœæ za program szkolenia podyplomowego. Ponadto, w
systemie gdzie skomplikowane procedury wykonywane s¹ przez zespo³y
wielospecjalistyczne, efektywne komunikowanie siê i ugody pomiêdzy
zawodami wchodz¹cymi w sk³ad s³u¿by zdrowia nabiera podstawowego
znaczenia.

Powy¿sza dyskusja dotyczy³a w wiêkszoœci zagadnieñ profesjonalizmu
w odniesieniu do zawodu lekarza. Zagadnienia te s¹ w du¿ej czêœci
wspólne z tymi, z którymi maj¹ do czynienia diagnoœci laboratoryjni.

Odpowiedzialnoœæ i samoregulacja w zawodzie

Zagadnienia zwi¹zane z profesjonalizmem, które s¹ szczególnie
istotne dla diagnostyki laboratoryjnej

W diagnostyce laboratoryjnej jest równie wa¿ne zdefiniowanie zakresu
koniecznej wiedzy naukowej i okreœlenie stopnia indeterminacji i
potrzeby oceny opartej na doœwiadczeniu diagnosty. Model ten musi
znaleŸæ odbicie w programach szkolenia. Nale¿y tak¿e wyraŸnie
zdefiniowaæ zespo³y w których funkcjonuje diagnosta laboratoryjny, i
okreœliæ sposoby komunikacji w tych zespo³ach. Potrzebne jest te¿
zdefiniowanie kodu zachowañ zapewniaj¹cych dzia³anie diagnosty w
interesie pacjenta.
Myœl¹c o diagnostyce laboratoryjnej w kontekœcie publikacji Royal
College of Physicians and Surgeons of Canada zatytu³owanej
“Umiejêtnoœci w nowym tysi¹cleciu” (Skills for the New
Millennium)(8) a tak¿e wczeœniejszej publikacji American Medical
Association zatytu³owanej „Kontrakt spo³eczny medycyny z
ludzkoœci¹”(9) wydaje siê ¿e nastêpuj¹ce cechy charakteryzowaæ
wspó³czesnego diagnostê:

. Wysoki standard wiedzy specjalistycznej. Nie ma ¿adnych
w¹tpliwoœci, ¿e jakoœæ wiedzy specjalistycznej jest g³ównym
czynnikiem determinuj¹cym status danej profesji. Jest to
wiedza, która, ¿eby wype³niæ swoj¹ rolê, musi byæ bez przerwy
uzupe³niana. W wypadku diagnosty laboratoryjnego jest to
wiedza metodologiczna, umiejêtnoœæ interpretacji danych, i
zdolnoœæ rozpoznawania przysz³ych trendów w nauce.
Diagnostyka laboratoryjna jest te¿ dziedzin¹ która ma
prawdopodobnie najsolidniejsze w sferze medycznej podstawy
do krytycznej oceny prawdopodobieñstwa i stopnia
niepewnoœci w interpretacji danych.

Jedn¹ z podstawowych cech diagnosty laboratoryjnego musi
byæ szacunek dla osoby pacjenta, przet³umaczalny w
diagnostyce laboratoryjnej g³ownie na dzia³ania zapewniaj¹ce
poufnoœæ wyników i baz danych. W skali szpitala, diagnoœci
powinni zacz¹æ odgrywaæ wiod¹ca rolê w rozwijaniu systemów
ochrony danych.

Koniecznoœæ pracy nad postêpem nauki i promowaniem tego
postêpu w diagnostyce laboratoryjnej. Pasywna postawa w
stosunku do rozwoju, badañ i postêpu szkodzi
profesjonalizmowi.

. Porozmiewanie siê z innymi zawodami, a zw³aszcza z lekarzem
lecz¹cym. Profesja musi stale inwestowaæ w komunikacjê i
efektywne przekazywanie informacji kolegom-klinicystom.
Obecnoœæ dok³adnej i jasno przedstawionej informacji o pracy
laboratorium, sposobach pobierania materia³u i dostêpnoœci
interpretacji danych staje siê tym wa¿niejsza im bardziej
specjalistyczna i rozcz³onkowana staje siê opieka medyczna.

Sta³a edukacja spo³eczeñstwa, pacjentów i innych zawodów
medycznych na temat po¿ytku p³yn¹cego z wysokiej jakoœci
diagnostyki laboratoryjnej. Taka edukacja jest efektywna
jedynie stoi za ni¹ silna profesja diagnostów laboratoryjnych.
Propagowanie diagnostyki laboratoryjnej w szerszym
spo³eczeñstwie jest kluczowe dla uzyskania si³y politycznej
potrzebnej zawodowi do postepu.

Odpowiedzialnoœæ za kszta³cenie nowej kadry oraz
mentorstwo. Chodzi tu nie tylko o przekazanie istniej¹cej
wiedzy, ale o jej ci¹g³¹ modyfikacjê zwi¹zan¹ ze zmieniaj¹cym
siê zapotrzebowaniem ze strony klinicystów.

Umiejêtnoœæ pracy w zespo³ach wielodyscyplinarnych, i
przywodzenia takim zespo³om. Patrz¹c pragmatycznie na
diagnostykê laboratoryjn¹ nale¿y zdaæ sobie sprawê, ¿e praca
diagnosty laboratoryjnego chocia¿ jest jedn¹ z kluczowych
czêœci rozpoznania, sama w sobie nie stanowi lekarskiej
diagnozy. Zatem, jak ju¿ stwierdzono powy¿ej, diagnosta
laboratoryjny musi œciœle wspó³pracowaæ, na zasadzie
partnerstwa, z lekarzem lecz¹cym.
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Samoregulacja.

1.

2.

3.

4.

Samoregulacja polega na zarz¹dzaniu zawodem przez jego cz³onków.
Sk³ada siê na to ustanawianie standardów, licencjonowanie cz³onków
zawodu a tak¿e w wielu wypadkach organizowanie, lub nadzór nad
systemem egzaminów podyplomowych, a tak¿e dyskusja i kszta³towanie
opinii o zawodzie na szerszym forum spo³ecznym. Jednym z
najwa¿niejszych zadañ jest wypracowanie strategii zabezpieczaj¹cej
przysz³oœæ zawodu, czyli planowanie rekrutacji nowych cz³onków, a
tak¿e dostosowywanie programów szkolenia do bie¿¹cych potrzeb
klinicznych. Wa¿ny jest te¿ udzia³ cz³onków zawodu w naborze nowych
kandydatów do zawodu, tzn w ró¿nego rodzaju komisjach
rekrutacyjnych. (10).
Autor tego artyku³u jest przekonany ¿e efektywna samoregulacja jest
kluczowym czynnikiem w kszta³towaniu przysz³oœci zawodu i
zapewnieniu jego odpowiedniego statusu w niepisanej hierarchii s³u¿by
zdrowia. Zdobycie i utrzymanie prawa do samoregulacji nie jest ³atwe
ostatnio zwiêkszy³a siê presja agencji rz¹dowych i administracji, w
kierunku objêcia, przynajmniej czêœciowej, kontroli nad zawodami.
Wa¿nym pytaniem jest czy samoregulacja mo¿e odbywaæ siê, jak to by³o
w przesz³oœci, œciœle w obrêbie cz³onków danego zawodu: odpowiedŸ na
to jest prawdopodobnie negatywna. W strukturze samoregulacji musi
byæ miejsce na reprezentacjê ze strony pacjentów a tak¿e ze strony
cz³onków najbli¿ej wspó³pracuj¹cych zawodów.
Rozpatrzmy jak problemy zwi¹zane z samoregulacj¹ wygl¹daj¹ obecnie
z punktu widzenia diagnostyki laboratoryjnej.

Definicja zawodu. Diagnostyka laboratoryjna cierpi od wielu lat z
powodu zbyt w¹skiej definicji. Wielostrumieniowy model biochemii
klinicznej, który zaproponowany w roku 1999 (11) opisuje
najwa¿niejsze czêœci dynamicznej diagnostyki laboratoryjnej. Sk³adaj¹
siê na to rutynowa diagnostyka szpitalna, system kszta³cenia
podyplomowego, badania naukowe i ocena nowych technologii, udzia³
w próbach klinicznych, przetwarzanie danych i informatyka oraz
szeroko rozumiane szkolenie.

Efektywna samoregulacja musi wykazaæ siê zdecydowanym
dzia³aniem d¹¿¹cym do wykorzenienia niekompetencji, unikania
konfliktu interesów i, generalnie, d¹¿enia do utrzymania wysokich
standardów etycznych przez cz³onków zawodu. Profesja musi siê
zgodziæ na wypracowanie systemu, w którym cz³onkowie, których
standardy s¹ ni¿sze od ustanowionych przez samoreguluj¹cy siê system,
s¹ wy³¹czani z zawodowej spo³ecznoœci. W diagnostyce laboratoryjnej
³¹czy siê to nierozerwalnie z akredytacj¹ laboratoriów.

Utrzymanie wysokiego poziomu wiedzy, u¿ytecznoœci klinicznej i
racjonalna ekonomika. Podobnie do obecnie praktykowanej ci¹g³ej
oceny praktyki lekarskiej, w diagnostyce laboratoryjnej konieczny jest
system kontroli, który demonstrowa³by istnienie mechanizmów
zapewniaj¹cych wysokie standardy w powy¿szych dziedzinach.

Skuteczna samoregulacja powinna te¿ generowaæ przestrzeñ dla
rozwoju. Zawód, w którym nie ma miejsca dla rozwoju i postêpu powoli
obumiera. Nie chodzi tutaj o to, ¿eby ka¿dy diagnosta laboratoryjny stal
siê aktywnym badaczem, ale o to, ¿eby diagnoœci laboratoryjni jako
spo³ecznoœæ popierali rozwój oœrodków badawczych które pracuj¹ na
korzyœæ ca³ego zawodu. Niezmiernie istotne jest te¿ strategiczne
planowanie kierunków przysz³ego rozwoju. Na przyk³ad, tak jak parê lat
temu kluczowym pytaniem by³o do jakiego stopnia diagnoœci powinni
siê zaanga¿owaæ w rozwijaj¹ce siê badania genetyczne, tak teraz
pytaniem tym jest w jakim stopniu nale¿y ukierunkowaæ diagnostykê w
kierunku przetwarzania danych i systemów informatycznych.

Wspó³praca z klinicystami.
Wracaj¹c do problemu kontaktu z klinicystami, w mojej opinii, jako
osoby zaanga¿owanej zarówno w diagnostykê laboratoryjn¹ jak
i praktykê kliniczn¹, przysz³oœæ diagnostyki zale¿y od jak najœciœlejszej
wspó³pracy miêdzy lekarzami i absolwentami nauk œcis³ych bêd¹cymi
Cz³onkami zawodu. Jest to najwa¿niejsza gwarancja umocnienia ca³ej
Dyscypliny. Tego typu wspólny front jest tak¿e kluczowy dla
zapewnienia partnerstwa pomiêdzy zawodem, agencjami rz¹dowymi
i menad¿erami.

Wspó³praca taka zosta³aostatnio umocniona w ramach brytyjskiej
Association for Clinical Biochemistry (ACB), gdzie utworzono sekcjê
Praktyki Klinicznej (ACB Clinical Practice Section). W Wielkiej
Brytanii od kilku lat lekarze pracuj¹cy w diagnostyce laboratoryjnej
mog¹ tak¿e formalnie utrzymaæ praktykê kliniczn¹, specjalizuj¹c siê w
medycynie metabolicznej. Motorem utworzenia Sekcji Praktyki
Klinicznej w ACB by³a chêæ zapobie¿enia odp³ywowi lekarzy z
biochemii klinicznej. Cz³onkowstwo sekcji CPS, mimo ¿e skupia siê
ona na problemach zwi¹zanych z praktyk¹ lekarsk¹, jest otwarte dla
wszystkich cz³onkówACB. Obecne celeACB CPS to:
1. Formowanie zawodowej to¿samoœci klinicystów w biochemii
klinicznej i popieranie ich praktyki klinicznej.
2. Szeroka informacja o praktyce klinicznej maj¹cej miejsce w ramach
biochemii klinicznej.
3. Tworzenie forum wymiany informacji na temat praktyki klinicznej w
biochemii klinicznej.
4. Wspó³praca z organizacjami zajmuj¹cych siê podobnymi
zagadnieniami, np. z Królewskim Kolegium Patologów czy te¿ ze
Zwi¹zkiem Patologów Klinicznych (The Royal College of Pathologists i
Association of Clinical Pathologists).

. Zagadnienie profesjonalizmu w diagnostyce laboratoryjnej jest bardzo
podobne do problemów profesjonalizmu w spo³ecznoœci lekarskiej.
Zdefiniowanie cech profesjonalizmu jest podstawowe dla okreœlenia
samego zawodu, a tak¿e dla jego d³ugoterminowego przetrwania w
zmieniaj¹cej siê strukturze opieki zdrowotnej. Jest ono te¿ istotne dla
statusu danego zawodu wœród profesji sk³adaj¹cych siê na s³u¿bê
zdrowia. Wy³aniaj¹ce siê definicje profesjonalizmu dotycz¹ z jednej
strony wiedzy i jej interpretacji w kontekœcie leczenia indywidualnego
pacjenta, a z drugiej, zachowañ i stosunku cz³onków zawodu do
problemów etycznych i spo³ecznych. Przy zwiêkszaj¹cym siê znaczeniu
kontekstu spo³ecznego nauki i jednoczeœnie coraz wiêkszych jej
mo¿liwoœci, te dwa sk³adniki profesjonalizmu s¹ nierozerwalnie
zwi¹zane. Dlatego te¿ wprowadzenie Kodeksu Etyki Diagnosty
Laboratoryjnego ma ogromne znaczenie dla przysz³oœci zawodu.
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Krajowa Izba Diagnostów Laboratoryjnych w siedzibie, ul. Konopacka
4 w Warszawie dysponuje aktualnie 15 miejscami noclegowymi ( bez
poœcieli) dla Diagnostów Laboratoryjnych na czas pobytu w Warszawie z
okazji udzia³u w szkoleniach specjalizacyjnych i kursach. Nocleg bez
zobowi¹zañ finansowych.
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INFORMACJA

Zg³aszaj¹cy, posiadaj¹cy uregulowane
sk³adki cz³onkowskie, kontaktuje siê telefonicznie z Panem
Jaros³awem Wrzoskiem (tel. kom.: 607 875 660).
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American Medical Association. Declaration of Professional
Responsibility: Medicine's Social Contract with Humanity.
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bywa zazwyczaj definiowany jako przedsiêwziêcie
polegaj¹ce na wydzieleniu ze struktury organizacyjnej przedsiêbiorstwa
macierzystego realizowanych przez nie funkcji i przekazanie ich do
realizacji innym podmiotom gospodarczym (outside-resource-using tzn.
wykorzystanie zasobów zewnêtrznych).Outsourcing ma charakter
dzia³añ restrukturyzacyjnych, które maj¹ na celu redukcjê struktury
organizacyjnej przedsiêbiorstwa ograniczenie zatrudnienia,
zmniejszenie liczby komórek i stanowisk organizacyjnych, zmniejszenie
szczebli zarz¹dzania. Tym siê ró¿ni od zwyk³ego zlecenia, ¿e prowadzi
do przebudowy systemu wokó³ zasadniczej dzia³alnoœci i zbudowania
trwa³ych relacji partnerskich.Pojêcie outsourcingu do praktyki zosta³o
wprowadzone w latach 80 ubieg³ego stulecia przez koncern General
Motors na okreœlenie systemu zewnêtrznego zaopatrzenia w czêœci.
Natomiast do teorii zarz¹dzania wesz³o na dobre w latach 90 XX wieku.
Nie jest zjawiskiem nowym. Nieod³¹cznie towarzyszy dzia³alnoœci
wytwórczej. Dzia³alnoœæ gospodarcza, nawet w jej prostych formach,
opiera siê bowiem na wspó³dzia³aniu ró¿nych podmiotów
gospodarczych.

Za pomoc¹ outsourcingu, podobnie jak w przypadku innych
przedsiêwziêæ restrukturyzacyjnych, mog¹ byæ osi¹gane ró¿norodne cele
przedsiêbiorstwa: strategiczne, rynkowe, ekonomiczne, organizacyjne,
motywacyjne.
G³ównym celem strategicznym outsourcingu jest skoncentrowanie siê
przedsiêbiorstwa macierzystego na , decyduj¹cej
o jego perspektywach rozwojowych.
Osi¹gniêcie celów strategicznych powinno umo¿liwiæ pe³niejsze
osi¹gniêcie celów rynkowych np. poprawê pozycji konkurencyjnej
przedsiêbiorstwa macierzystego, zwiêkszenie skali jego dzia³alnoœci. To
powinno prowadziæ do lepszego osi¹gniêcia celów ekonomicznych
np. zwiêkszenia przychodów, redukcji kosztów, poprawy wyników
ekonomicznych i ograniczenie ryzyka ekonomicznego prowadzonej
dzia³alnoœci gospodarczej. Zostaj¹ osi¹gniête cele organizacyjne poprzez
uproszczenie lub zmianê struktur i procedur.

Podstawowym warunkiem outsourcingu, który musi spe³niaæ
przedsiêbiorstwo macierzyste, jest

. Przedsiêbiorstwo macierzyste musi
mieæ mo¿liwoœæ zapewnienia dzia³alnoœci po jej
wydzieleniu. Z punktu widzenia wydzielanej dzia³alnoœci istotne s¹ :

(rynkowo, przedmiotowo lub
terytorialnie),

Frank JR, Jabbour M Tugwell P et al. Skills for the new
millennium: report of the societal needs working group,
CanMEDS2000 Project. Annals Royal College of Physicians and
Surgeons of Canada 1996; 29:206-16.
.
9.

Freidson E. The profession of medicine.New York: Dodd, Mead
and Co.1975.

11.Dominiczak MH. Laboratory Medicine: the need for a broader
view. The Multiple Bundle model of clinical laboratory function.
CCLM 1999;37:97-100

Outsourcing

dzia³alnoœci kluczowej

Docelowo zmniejszaj¹ siê koszty funkcjonowania przedsiêbiorstwa i
wzrasta skutecznoœæ jego dzia³ania

akceptacja wydzielenia ze strony
jego w³aœcicieli i kierownictwa

skutecznej kontroli

autonomiczny obszar dzia³alnoœci
akceptacja outsourcingu przez pracowników

wydzielanej dzia³alnoœci, mo¿liwoœc obiektywnego okreœlenia
wymiernych ekonomicznie wyników tej dzia³alnoœci

Outsourcing
Irena Aleksandrowicz

Ogólne cele outsourcingu.

Warunki outsourcingu.

lutego 2007)
http://www.amaassn.org/ama/upload/mm/369/decofprofessional.pdf
(22

Zasady ogólne outsourcingu.

Rodzaje outsourcingu.

Wydzielenie dzia³alnoœci musi byæ podporz¹dkowane celom
strategicznym rozwoju przedsiêbiorstwa.
zarówno pozytywnych, jak i negatywnych,

dla przedsiêbiorstwa macierzystego z punktu widzenia
d³ugookresowej strategii

obejmuj¹cymi aspekty organizacyjne, techniczne, kadrowe, maj¹tkowe,
finansowe, ksiegowe, prawne itp. Wydzielenie dzia³alnoœci oznacza nie
tylko zmianê zasad funkcjonowania wydzielanej dzia³alnoœci, ale
równie¿ zak³adu macierzystego.

W zale¿noœci od ró¿norodnych okolicznoœci przedsiêwziêcia
outsourcingowe musza byæ rozpatrywane z punktu widzenia
nastêpuj¹cych kryteriow: celu wydzielenia, rodzaju wydzielanych
funkcji, zakresu i trwa³oœci wydzielenia oraz podporz¹dkowania
wydzielonej dzia³alnoœci.Wydzielenia jako przedsiêwziecia

Bilans skutków wydzielenia
musi byæ jednoznacznie

pozytywny
Decyzja o wydzieleniu dzia³alnoœci musi byæ

poprzedzona wszechstronnymi i wnikliwymi badaniami

restrukturyzacyjne s¹ podejmowane w celu sytuacji
przedsiêbiorstwa, jego dostosowania do zmiany warunków i wymagañ
otoczenia, zapewnienia warunków do przesz³ego rozwoju
przedsiêbiorstwa. St¹d outsourcing naprawczy, dostosowawczy i
rozwojowy.
Zakres wydzielenia mo¿e byæ ca³kowity (tj. dochodzi do likwidacji
wszystkich, poza zadaniowymi, powi¹zañ ze struktur¹ zak³adu
macierzystego) lub czêœciowy zachowuj¹cy niektóre powi¹zania ze
struktur¹ przedsiêbiorstwa macierzystego. W przypadku, gdy
wydzielenie nie obejmuje likwidacji powi¹zañ prawnych, mamy do
czynienia z tzw. wydzieleniem wewnêtrznym. Outsourcing mo¿e mieæ
charakter strategiczny lub taktyczny.
Outsourcing to wydzielenie zwi¹zane ze strategi¹ rozwoju
zak³adu macierzystego (a wiêc trwa³e). Outsourcing to
wydzielenie nie zwi¹zane z celami strategicznymi rozwoju zak³adu
(nietrwale) tzn. realizowane na okresy krótsze ni¿ horyzont strategiczny
przedsiêbiorstwa macierzystego. Poszczególne rodzaje outsourcingu s¹
ze sob¹ powi¹zane. Outsourcing mo¿e mieæ charakter
strategiczny lub taktyczny. Outsourcing s¹
zazwyczaj przedsiêwziêciami o charakterze strategicznym Outsourcing
naprawczy polega zazwyczaj na wydzieleniu funkcji pomocniczych i
funkcji obs³ugi. Wydzielenie funkcji kierowniczych i podstawowych
wi¹¿e siê z outsourcingiem dostosowawczym i rozwojowym. Ca³kowite
wydzielenia s¹ zazwyczaj zwi¹zane z outsourcingiem , a
wydzielenia czêœciowe wystêpuj¹ zwykle w przypadku outsourcingu

. Wyodrêbnienia wewnêtrzne mog¹ byæ traktowane jako
przygotowanie wydzieleñ zewnêtrznych, przede wszystkim w formie
outsourcingu kapita³owego

.

naprawy

strategiczny
taktyczny

naprawczy
dostosowawczy i rozwojowy

kontraktowym

kapita³owego

Partnerzy outsourcingowi.

Outsourcing, a kluczowe kompetencje.

Bior¹c pod uwagê powi¹zania przedsiêbiorstwa macierzystego z
partnerem outsourcingowym wyró¿niamy dwa rodzaje takich partnerów:

z zak³adem macierzystym i
Forma organizacyjno-prawna mo¿e byæ

ró¿na , ale dopuszczalna prawnie. Mog¹ to byæ zarówno osoby fizyczne
posiadajace zdolnoœæ prawn¹, jednoosobowe przedsiêbiorstwa
prywatne, spó³ki jawne lub handlowe, przedsiêbiorstwa pañstwowe,
spó³dzielcze, fundacje, zak³ady bud¿etowe itp. Partnerami
outsourcingowymi mog¹ byæ zarówno podmioty krajowe, jak i
zagraniczne.

Za kluczowe kompetencje s¹ uznawane te zasoby i umiejêtnoœci
przedsiêbiorstwa, które ze
wzglêdu na ich poziom i unikalnoœæ przyczyniaj¹ siê do realizacji
produktów i procesów (okreœlonych jako kluczowe) daj¹cych
przedsiêbiorstwu przewagê konkurencyjn¹ na rynku.
Wœród specjalistów w zakresie zarz¹dzania rozpowszechniony jest
pogl¹d, ¿e

niepowi¹zanych kapita³owo powi¹zanych
kapita³owo lub w inny sposób.

dzia³alnoœæ zwi¹zana z kluczowymi kompetencjami nie
powinna byæ przedmiotem outsourcingu.

Outsourcing
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W outsourcingu kontraktowym intencj¹ likwidacji dzia³alnoœci w
strukturze zak³adu macierzystego i przekazanie jej do realizacji
niezale¿nemu podmiotowi mo¿e byæ d¹¿enie do uzyskania z tego tytu³u

Wiêkszoœæ zleceñ zak³adu macierzystego na
us³ugi zewnêtrzne mo¿e byæ tak du¿a, ¿e dla ich pozyskania podmioty
zewnêtrzne mog¹ uciekaæ siê do takich dzia³añ. Zawy¿anie cen za us³ugi
ousorcingowe jest jednym ze sposobów

poza zak³ad macierzysty.. Du¿e mo¿liwoœci realizacji
interesów partykularnych daje te¿ outsourcing kapita³owy. Mo¿e on byæ
podejmowany w celu

zak³adu macierzystego do spó³ek-córek w
celu os³abienia kontroli nad ich wykorzystaniem. Jeœli jednoczeœnie
podejmowane s¹ dzia³ania zmniejszaj¹ce udzia³y zak³adu macierzystego
mo¿e siê okazaæ, ¿e jego w³aœciciele nad
wytransferowanym maj¹tkiem. Outsourcing kapita³owy bywa te¿
podejmowany w celu cz³onków rad
nadzorczych i cz³onków zarz¹du dla zaufanej grupy pracowników. Dla
unikniêcia problemów i oporów zwi¹zanych z koniecznoœci¹ likwidacji
dzia³alnoœci w strukturze zak³adu, a zw³aszcza problemów redukcji
zatrudnienia, tworzy siê spó³ki-córki w celu realizacji wydzielanej
dzia³alnoœci, pomimo œwiadomoœci, i¿ taka spó³ka nie utrzyma siê jako
samodzielny podmiot gospodarczy. Zastosowanie takiego wydzielenia
kapita³owego , które w dalszej
perspektywie czasowej i tak dadz¹ o sobie znaæ. Niepotrzebne s¹ wiêc
koszta takiego wydzielenia. Innym przyk³adem outsourcingu
kapita³owego niew³aœciwie zastosowanego jest rozproszenie
dzia³alnoœci gospodarczej pomiêdzy wiele powi¹zanych kapita³owo
podmiotów, aby lepiej sterowaæ przep³ywem pieni¹dza i zyskiem w celu
ograniczenia obci¹¿eñ fiskalnych.

Od roku 1998 rozpoczêto wydzielanie lecznictwa ambulatoryjnego ze
zintegrowanych struktur opieki zdrowotnej po to, by w przesz³oœci us³ugi
œwiadczone w lecznictwie ambulatoryjnym by³y realizowane przez
sektor prywatny. W 1999 roku wprowadzono system ubezpieczeniowo-
bud¿etowy, którego zadaniem jest finansowanie us³ug i procedur
medycznych wykonywanych przez œwiadczeniodawców .Zadanie to
realizowane jest poprzez organizacjê przetargów na zamawiane
œwiadczenia zdrowotne, zawieranie umów na ich realizacjê i okreœlenie
systemu rozliczeñ. Od 2000 roku rozpoczêto proces tworzenia
Regionalnych Programów Restrukturyzacji w ochronie zdrowia, które
obejmuj¹ wszystkie jednostki s³u¿by zdrowia w poszczególnych
województwach. Po raz pierwszy dokonano swoistego „remanentu”
zasobów tych jednostek, w wyniku którego powsta³y wieloletnie
Regionalne Programy Restrukturyzacji. Ka¿dy z tych programów
powinien uwzglêdniaæ lokalne wska¿niki epidemiologiczne, przemiany
demograficzne, plany rozwoju spo³eczno-gospodarczego danego
regionu oraz korelacjê z planami Powiatowych Urzêdów Pracy w
zakresie restrukturyzacji zatrudnienia i rekwalifikacji zawodowej.Na
kierownikach zak³adow opieki zdrowotnej ustawowo spoczywa
obowi¹zek prowadzenia dzia³alnoœci jednostki.

Negatywne skutki outsourcingu.

Nieprawid³owe wprowadzenie outsourcingu tzn.niezgodne z ogólnie
pojetymi jego celami, mog¹ wynikaæ b¹d¿ z
b¹d¿ z niew³aœciwych tzn.

Brak wiedzy na temat outsourcingu powoduje
najczêœciej powierzchowne traktowanie problemu wydzieleñ,
niedostrzeganie wielostronnych uwarunkowañ outsourcingu oraz jego
strategicznego charakteru, stosowanie uproszczonych metod analizy
celowoœci wydzieleñ, nadmiernie optymistyczne szacowanie
przewidywanych korzyœci, lekcewa¿enie ryzyka i trudnoœci.

Bardziej szkodliwe dla zak³adu macierzystego od braku wiedzy
wiedzy s¹ ,wg M. Trockiego, przedsiêwziêcia outsourcingowe
podejmowane w celach sprzecznych z interesem przedsiêbiorstwa.

niedostatecznej wiedzy,
niezgodnych z interesami zak³adu

macierzystego intencji.

Nale¿y
pamiêtaæ, i¿ outsourcing jest rozwi¹zaniem strategicznym, wiêc i
b³êdy pope³nione przy jego wprowadzaniu maj¹ najczêœciej taki
wymiar.

nielegalnych gratyfikacji.

wyprowadzania œrodków
finansowych

transferu najbardziej wartoœciowych
sk³adników maj¹tkowych

zostaj¹ pozbawieni kontroli

tworzenia intratnych stanowisk

okresowo tylko odsuwa problemy

rachunku kosztów

Outsourcing w zak³adach opieki zdrowotnej.

W ka¿dym zak³adzie opieki zdrowotnej wydzieliæ mo¿na
(np. w szpitalu oddzia³y, a w przychodniach POZ

poradnie) i e Do
zalicza siê wszelkie

laboratoria analityczne, mikrobiologiczne, patomorfologiczne itp.,
pracownie diagnostyczne RTG, tomografii komputerowej itp., jednostki
prowadz¹ce rejestracjê, dokumentacjê i statystykê chorych oraz izbê
przyjêæ.

to pralnia, kuchnia,
o b s ³ u g a t e c h n i c z n a , o b s ³ u g a g o s p o d a r c z a , z a r z ¹ d i
administracja..Outsourcing ,jako przedsiêwziêcie restrukturyzacyjne,
jest podejmowany w celu sytuacji zak³adu opieki zdrowotnej,
jego dostosowania do zmian warunków i wymagañ otoczenia oraz w
dalszej perspektywie dla zapewnienia warunków przysz³ego rozwoju
jednostki. Pierwszym etapem w wielu placówkach s³u¿by zdrowia by³o
wydzielenie funkcji pomocniczych i obs³ugi, czyli us³ug o charakterze
nie medycznym. Rolê etatowych sprz¹taczek przejêli pracownicy firm
sprz¹taj¹cych. Us³ugi pralnicze, transportowe, czy ochroniarskie
najczêœciej równie¿ ulegaj¹ ca³kowitemu wydzieleniu, co wi¹¿e siê z
outsourcingiem kontraktowym. Niektóre szpitale zrestrukturyzowa³y
swoje zaplecze ¿ywieniowe poprzez wyodrêbnienie i stworzenie spó³ki
pracowniczej na bazie istniej¹cej dotychczas kuchni, b¹d¿ ca³kowicie
zlikwidowa³y to zaplecze i korzystaj¹ z us³ug kateringowych. Coraz
czêœciej, szczególnie w nowych szpitalach, poza zapleczem
¿ywieniowym dla pacjentów, na tej samej bazie funkcjonuj¹ restauracje,
czy kawiarnie dla odwiedzaj¹cych i pracowników. Niektóre placówki
wydzier¿awi³y czêœæ wygospodarowanej powierzchni na prywatne
gabinety lekarskie, aptekê, kwiaciarniê, us³ugi fryzjerskie, czy
ksiêgarniê. Wyodrêbnieniu ulegaj¹ niektóre funkcje administracyjne (np.
ksiêgowoœæ, us³ugi socjalne, prawne, czy te¿ marketingowe). Poniewa¿
na rynku us³ug o charakterze nie medycznym jest coraz wiêcej
sprawdzonych podmiotów gospodarczych, które maj¹ kilku- lub
wieloletnie doœwiadczenie w zakresie wykonywanych us³ug, ryzyko
wydzielenia w tej sferze mo¿e byæ niewielkie.
Inaczej przedstawia siê sytuacja na rynku

Poniewa¿ w zasadniczy sposób ró¿ni siê od ka¿dej innej dzia³alnoœci
wytwórczej i us³ugowej, dzia³alnoœæ ta

, a nie tylko przynoszenie korzyœci materialnych.
Gwarancj¹ w³aœciwej obs³ugi chorych w sferze us³ug o charakterze
medycznym jest w tym celu zespó³
pracowników. Czêsto pierwszy kontakt z pracownikami izby przyjêæ,
czy rejestracji, kszta³tuje wizerunek ca³ego zak³adu opieki zdrowotnej.
Ogólna ¿yczliwoœæ i chêæ niesienia pomocy daj¹ pacjentom i ich
rodzinom poczucie bezpieczeñstwa i pewnoœæ fachowej obs³ugi.
Ka¿da dzia³alnoœæ diagnostyczna oferuj¹ca us³ugi na wysokim poziomie
umo¿liwia lekarzowi postawienie szybkiej i trafnej diagnozy, wdro¿enie
w³aœciwej terapii, a czêsto równie¿ monitorowanie postêpów leczenia.
Zarówno dobrze wyposa¿one zak³ady diagnostyki obrazowej, jak i
laboratoria analityczne, czy mikrobiologiczne, poza us³ugami dla
jednostki macierzystej mog¹ wykonywaæ us³ugi dla innych jednostek.
Niektóre z tych us³ug mog¹ stanowiæ zak³adu ze
wzglêdu na ich poziom i unikatowoœæ, co daje placówce przewagê
konkurencyjn¹. Najwiêkszym kapita³em ka¿dego zak³adu pracy s¹

w ró¿nych dziedzinach. Ich talent,
kompetencje i inteligencja mog¹ decydowaæ o kondycji finansowej
jednostki, w której s¹ zatrudnieni.

Outsourcing jako przedsiêwziêcie restrukturyzacyjne jest g³ównie
rozwi¹zaniem strategicznym. Bilans skutków wydzielenia zarówno
pozytywnych, jak i negatywnych musi byæ
dla zak³adu macierzystego. Obecnie trudno przewidzieæ jakie bêd¹
efekty koñcowe dzisiejszych dzia³añ restrukturyzacyjnych. Reformê
opieki zdrowotnej, która wymusi³a te dzia³ania, wprowadzono

bez uwzglêdnienia przedzia³u czasowego jaki potrzebny jest
na przeszkolenie przynajmniej pionu kierowniczego. Zabrak³o czasu na
metodyczne opracowania procesów restrukturyzacyjnych w zespo³ach
konsultantów krajownych w zakresie poszczególnych specjalnoœci
medycznych i specjalistów w dziedzinie ekonomii.

oœrodki
kosztów zadaniowe

us³ugow o charakterze medycznym i nie medycznym.
oœrodków us³ugowych o charakterze medycznym

Oœrodki us³ugowe o charakterze nie medycznym

sanacji

us³ug o charakterze
medycznym.

musi uwzglêdniaæ realizacjê
wy¿szych celów

fachowy, specjalnie przeszkolony

kluczowe kompetencje

wysoce wykszta³ceni specjaliœci

jednoznacznie pozytywny

w
poœpiechu

Podsumowanie.

Outsourcing
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Samodzielnoœæ, jak¹ otrzymali kierownicy zak³adów opieki zdrowotnej,
czêsto bez w³aœciwego przygotowania,

Zdarza siê, ¿e dzia³aj¹ oni zak³adu
opieki zdrowotnej. Najczêœciej wynika to z niezrozumienia specyfiki
jednostki, któr¹ zarz¹dzaj¹ i

skutków podjêtych decyzji.
Jeœli dyrektorem zak³adu opieki zdrowotnej jest ekonomista, to powinien
konsultowaæ swoje decyzje z zespo³em klinicystów lub specjalistów w
ró¿nych dziedzinach medycyny. Jeœli jest to konieczne zawsze mo¿e siê
odwo³aæ do opinii konsultanta wojewódzkiego, regionalnego b¹dz
krajowego w danej specjalnoœci. Niektóre decyzje œwiadcz¹ o
ca³kowitym niezrozumieniu problemów, które ma rozwi¹zaæ manager
danej jednostki.
Dotyczy to np. zwolnieñ pracowników o wysokich kwalifikacjach,
likwidacji laboratoriów podczas, gdy w promieniu 50 km nie ma ¿adnego
oœrodka diagnostycznego, z którym mo¿na by podpisaæ umowê
kontraktow¹, czy te¿ rezygnacja z w³asnej bazy laboratoryjnej na rzecz
umowy kontraktowej z niewiarygodnym laboratorium np. prywatnym.
Ostatnio coraz czêœciej dla pozornych oszczêdnoœci dyrektorzy ³¹cz¹
analitykê z mikrobiologi¹ w jeden dzia³ diagnostyczny. Jest to

, kiedy obie dziedziny nie odgrywa³y tak wielkiego
znaczenia w ogólnym procesie terapeutycznym. Postêp wiedzy jest tak
ogromny i mo¿liwoœci diagnostyki zmieni³y siê na tyle, i¿ powinny one
funkcjonowaæ jako oddzielne, niezale¿ne jednostki.
Niedoceniane s¹ oszczêdnoœci jakie niesie za sob¹ rzetelna diagnostyka.
Koszty, jakie ponosi szpital na leki czêsto s¹ nieadekwatne do leczonych
jednostek chorobowych. Szczególnie dotyczy to wydatków na
antybiotyki lub œrodki dezynfekcyjne.
Dzia³ diagnostyczny medycyny to nie „suchy” wynik, który mo¿na
otrzymaæ w stosunkowo krótkim czasie przy zastosowaniu
zautomatyzowanych systemów.

. ¯adna aparatura zaprogramowana na pewne stale standardy, nie
zast¹pi w tym specjalisty z d³ugoletnim doœwiadczeniem. Szczególnie w
procesach restrukturyzacji wiêksze znaczenie jako cia³o doradcze
powinni pe³niæ konsultanci w poszczególnych dzia³ach medycyny.
Powinni oni zasiadaæ w komisjach konkursowych na stanowiska
kierownicze zarówno oddzia³ów szpitalnych, jak i zak³adów
diagnostycznych.
Kierownicy zak³adów opieki zdrowotnej powinni byæ zobowi¹zani do
zasiêgania opinii konsultantów na temat wiarygodnoœci merytorycznej
ewentualnych partnerów outsourcingowych na us³ugi medyczne.

Ka¿dy proces restrukturyzacji powinien poprzedziæ rzetelny rachunek
ekonomiczny, dokonany w okresie d³ugofalowym z uwzglêdnieniem
specyfiki oœrodka kosztowego i zewnêtrznych realiów, w którym
funkcjonuje. Oby nie by³o tak, jak w Kanadzie, gdzie po restrukturyzacji,
która polega³a na zwolnieniach pielêgniarek i lekarzy, pañstwo ponios³o
olbrzymie koszta leczenia swych obywateli w USA, a ponowne
pozyskanie doœwiadczonej kadry medycznej okaza³o siê niemo¿liwe,
gdy¿ znale¿li inne miejsca pracy lub siê przekwalifikowali (artyku³ w
Forum, 1998).
Dobrze przygotowany proces restrukturyzacji powinien uwzglêdniaæ
wszelkie aspekty restrukturyzowanej dzia³alnoœci, z wprowadzeniem
okreœlonych wymogów i procedur opracowanych przez
interdyscyplinarne zespo³y autorytetów w poszczególnych
specjalnoœciach medycznych.

Cichomska G. Dzika redukcja. Gazeta Lekarska 2000, nr 4
Kijak R. Odkuwanie monopolu. Lekarz Polski 2000, nr 30/58
£opuch R. Odzyskaæ szacunek. Gazeta Lekarska 2000, nr 4
Materia³y pomocnicze „Szkolenie krajowe w zakresie zarz¹dzania
opiek¹ zdrowotn¹ dla kadry kierowniczej œredniego szczebla” wyd.
Miêdzynarodowa Szko³a Mened¿erów W-wa 2001.
Przesmycka M. Wotum nieufnoœci. Gazeta Lekarska 2000, nr 4
Trocki M. Outsourcing. Metoda restrukturyzacji dzia³alnoœci
gospodarczej.
wyd. PWE W-wa 2001
Weidenfield W. W. Wessels. Europa odAdo Z.
Wyd. Wokó³ nas Gliwice 1999.

nie zawsze jest w³aœciwie
wykorzystywana. na niekorzyœæ

braku zdolnoœci analitycznego
prognozowania

model
sprzed 20 lat

Wa¿na jest rzetelna interpretacja tego
wyniku

Decydowaæ powinna jakoœæ, a nie pozornie niska cena us³ugi.
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Borelioza: dlaczego diagnostyka jest tak trudna?

El¿bieta Witecka-Knysz2, Ma³gorzata Klimczak2, Karol
Lakwa3, Joanna Zajkowska1, S³awomir Pancewicz1, Maciej
Kondrusik1, Sambor Grzegorczuk1, Renata Œwierzbiñska1, Teresa
Hermanowska-Szpakowicz1

1 Klinika Chorób ZakaŸnych i Neuroinfekcji Akademii
Medycznej w Bia³ymstoku

2 Wojewódzki Zespó³ Specjalistycznej Opieki Zdrowotnej we
Wroc³awiu

3 EUROIMMUN POLSKASp. z o.o.

Wykonywane rutynowo w laboratoriach testy serologiczne w
kierunku boreliozy czêsto sprawiaj¹ trudnoœci interpretacyjne, poniewa¿
odpowiedŸ immunologiczna mo¿e przebiegaæ odmiennie od typowego
schematu opisywanego w przypadku innych chorób infekcyjnych.
G³ówne problemy, jakie napotykamy w diagnostyce laboratoryjnej
boreliozy s¹ wynikiem strategii ¿yciowych Borrelia burgdorferi,
skomplikowanej odpowiedzi immunologicznej i niedoskona³oœci metod
diagnostycznych.

Strategie ¿yciowe Borrelia burgdorferi i ich konsekwencje
diagnostyczne

¯ywe komórki Borrelia burgdorferi charakteryzuj¹ siê
unikalnymi, wyró¿niaj¹cymi je spoœród wiêkszoœci bakterii, cechami. W
odpowiedzi na stres œrodowiskowy ruchliwe formy spiralne przeobra¿aj¹
siê w cysty (forma L, bakteria pozbawiona œciany komórkowej, która
przybiera formê sferyczn¹), ukrywaj¹c materia³ genetyczny w
oczekiwaniu na powrót sprzyjaj¹cych warunków , , . Proces ten jest
odwracalny, zarówno w warunkach in vitro, jak i in vivo. Z chwil¹
powstania cyst znikaj¹ specyficzne antygeny, które by³y dotychczas
rozpoznawane przez uk³ad immunologiczny, co prowadzi do
zahamowania produkcji przeciwcia³. Spadek poziomu przeciwcia³ lub
ich brak sprzyja odtworzeniu spiralnej formy krêtka z cysty.

Alternatywnym wyjaœnieniem nawracaj¹cej lub przewlek³ej
manifestacji narz¹dowej jest przetrwanie w tkankach sk³adników
bakterii, które prowokuj¹ reakcje zapalne. Borrelie mog¹ wytwarzaæ
równie¿ formy blebs, które zawieraj¹ g³ównie lipoproteiny OspA, Osp B,
OspD i niskocz¹steczkow¹ lipoproteinê o masie od 6 do 10 kDa.
Lipoproteiny te s¹ silnymi induktorami reakcji zapalnych. Obecnoœæ tych
pêcherzyków pozakomórkowych z czynnymi biologicznie
lipopeptydami w zajêtych tkankach mo¿e przyczyniaæ siê do
utrzymywania siê stanu zapalnego nawet wówczas, gdy nieobecne s¹
zdolne do namna¿ania bakterie.

W diagnostyce serologicznej trzeba braæ pod uwagê ogromny,
nie spotykan¹ u innych bakterii heterogennoœæ i polimorfizm antygenów.
W zwi¹zku z tym równie zró¿nicowane s¹ powstaj¹ce w odpowiedzi na
kontakt z nimi przeciwcia³a. Stwarza to powa¿ne trudnoœci w
konstruowaniu testów laboratoryjnych, które powinny wychwytywaæ z
du¿¹ czu³oœci¹ wszystkie wyprodukowane przeciwcia³a, przy
równoczesnym unikniêciu reakcji krzy¿owych z przeciwcia³ami
powsta³ymi po kontakcie z innymi patogenami.

B o r r e l i a d o k o n u j e z m i a n y s w o i c h a n t y g e n ó w
powierzchniowych jako wyraz adaptacji na zmieniaj¹ce siê warunki
œrodowiska (kleszcz/krêgowiec/ró¿ne tkanki). Natomiast zmiennoœæ w
obrêbie tego samego antygenu np. OspC prezentuj¹ równie¿ inne
gatunki Borrelia, np. B. reccurentis powoduj¹ca dur powrotny, uciekaj¹c
w ten sposób przed wytworzonymi ju¿ specyficznymi przeciwcia³ami.

Unikanie odpowiedzi immunologicznej poprzez zmiany
antygenów powierzchniowych, prowadzi do prezentacji nowych
antygenów uk³adowi immunologicznemu, przeciwko którym nie ma
jeszcze wytworzonych przeciwcia³. Dlatego przeciwcia³a skierowane
przeciwko pierwotnym antygenom nie mog¹ spe³niaæ swoich
ochronnych funkcji, a odpowiedŸ immunologiczna staje siê
nieadekwatna.

Wstêp

1. Zmiennoœæ morfologiczna Borrelia burgdorferi

2. Zmiennoœæ antygenowa Borrelia burgdorferi
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Dodatkowym utrudnieniem jest pojawianie siê, lub te¿ zanikanie
wielu antygenów w ró¿nych stadiach choroby i w ró¿nych stanach
fizjologicznych Borrelia burgdorferi, wynikaj¹cych z uruchomienia
unikalnych strategii ¿yciowych.

3. Wewn¹trzkomórkowe przebywanie Borrelia burgdorferi
oraz ukrywanie siê patogenu w obszarach immunologicznie
uprzywilejowanych.

OdpowiedŸ immunologiczna na zaka¿enie Borrelia

Podczas infekcji produkcja przeciwcia³ jest wolna, a iloœæ
przeciwcia³ ochronnych mo¿e byæ zbyt niska, co jest powodem
niewystarczaj¹cej skutecznoœci obrony immunologicznej. Daje to szansê
bakteriom dotarcia do stref organizmu, gdzie s¹ chronione przed atakiem
p r z e c i w c i a ³ . Ta k i m i n i s z a m i m o g ¹ b y æ p r z e s t r z e n i e
wewn¹trzkomórkowe (k. œródb³onka i fibroblasty), oœrodkowy uk³ad
nerwowy, aparat ruchu i inne. Oprócz niemo¿noœci przedostania siê
antybiotyków do niektórych przestrzeni zajmowanych przez bakterie,
utrudniony jest te¿ kontakt uk³adu immunologicznego zaka¿onego
pacjenta z przebywaj¹cymi wewn¹trzkomórkowo krêtkami Borrelia
burgdorferi, czego efektem jest brak lub os³abienie odpowiedzi
immunologicznej i nieefektywne leczenie. Przebywanie ¿ywych bakterii
wewn¹trz komórek i w miejscach niedostêpnych dla komórek uk³adu
immunologicznego wi¹¿ê siê z niebezpieczeñstwem wznowy choroby
po wydostaniu siê krêtków z ukrycia. W takich sytuacjach, w póŸnym
okresie choroby mo¿e niekiedy dojœæ do produkcji przeciwcia³ typowych
dla wczesnych stadiów choroby.

Wykonuj¹c badania serologiczne nale¿y wzi¹æ pod uwagê
mo¿liwoœæ lokalnej produkcji przeciwcia³ (kompartmentalizacji
odpowiedzi immunologicznej), ograniczonej do okreœlonych przestrzeni
(p³yn stawowy, PMR). W takich sytuacjach badanie surowicy krwi mo¿e
nie wykazaæ obecnoœci spodziewanych przeciwcia³, lub odpowiedŸ
serologiczna mo¿e byæ wyra¿ona s³abo. Jednorazowo uzyskany ujemny
wynik badania serologicznego, szczególnie we wczesnej fazie choroby,
nie wyklucza zaka¿enia. Wi¹¿e siê to ze stopniowym rozwojem
odpowiedzi humoralnej, w miarê prezentowania nowych antygenów.

Po uk³uciu przez kleszcza bakterie Borrelia burgdorferi zajmuj¹
skórê, sk¹d w ci¹gu kilku dni potrafi¹ siê przedostaæ do wielu tkanek.
Ci¹gle brak jest jednak kompletnych i pewnych informacji
wyjaœniaj¹cych przebieg kolejnych faz infekcji boreliozowej, takich jak:
mechanizm transportu bakterii Borrelia burgdorferi wewn¹trz naczyñ,
rodzaj czynników umo¿liwiaj¹cych krêtkom opuszczenie systemu
naczyniowego oraz szczegó³y potwierdzonego ju¿ klinicznie
organotropizmu.

W wyniku zaka¿enia Borrelia burgdorferi, podobnie jak w
wyniku innych infekcji, uruchomiony zostaje ca³y szereg reakcji
immunologicznych, zarówno swoistych, jak i nieswoistych, maj¹cych na
celu eliminacjê patogenu.

Rozwój odpowiedzi immunologicznej w zaka¿eniu Borrelia
burgdorferi przebiega w kilku etapach. Pierwszy etap, w którym nie
wykrywa siê swoistych przeciwcia³ trwa oko³o trzech tygodni od
momentu zaka¿enia. W tym czasie funkcjonuj¹ wrodzone mechanizmy
obrony polegaj¹ce na dzia³aniu komórek ¿ernych (makrofagów,
granulocytów), lizozymu, interferonu, uk³adu dope³niacza komórek
cytotoksycznych. W drugim etapie rozwija odpowiedŸ nabyta, czyli
nastêpuje rozpoznanie obcych antygenów i przygotowanie do
rozpoczêcia pe³nej swoistej odpowiedzi immunologicznej. Powstaj¹
zarówno limfocyty B produkuj¹ce swoiste przeciwcia³a, jak i limfocyty
T z receptorami wi¹¿¹cymi obcy antygen. Etap ten ma wielkie znaczenie
dla rozwoju pe³nej i prawid³owej odpowiedzi immunologicznej.
Wszelkie zaburzenia mechanizmów nieswoistych we wczesnym okresie
zaka¿enia mog¹ uniemo¿liwiæ skuteczn¹ eradykacjê patogenu w
dalszych etapach odpowiedzi i, w konsekwencji doprowadziæ do
rozwoju stanu przewlek³ego choroby .

Podobnie jak w wiêkszoœci zaka¿eñ, jako pierwsze pojawiaj¹ siê
. Uwalniane s¹ na pocz¹tku pierwotnej

odpowiedzi immunologicznej. Charakteryzuj¹ siê ma³ym
powinowactwem do antygenu, sprzyjaj¹ silnej aktywacji dope³niacza (do
400x bardziej ni¿ IgG) i wi¹zaniu receptorów FcR na komórkach ¿ernych
oraz fagocytozie. Nastêpnie pojawiaj¹ siê ,
które stanowi¹ g³ówne immunoglobuliny w walce z patogenami.

W miarê rozwoju procesu chorobowego, to jest przechodzenia infekcji
przez kolejne stadia, obserwuje siê

, zale¿nie od stadium
choroby . Wczesna odpowiedŸ immunologiczna (g³ównie przeciwcia³a
w klasie IgM) skierowana jest przeciwko bia³ku flagelliny p41 oraz do
bia³ka OspC zwi¹zanego z b³on¹ zewnêtrzn¹.

. W miarê up³ywu czasu odpowiedŸ
immunologiczna rozszerza siê na coraz wiêksz¹ liczbê bia³ek
antygenowych.

, takich
jak: p39 i p58, a nastêpnie: p83/100, p53, p43, p39, p30, p21, Osp17, p14
(pojawiaj¹ siê one tygodnie, miesi¹ce i lata póŸniej) . Przeciwcia³a anty
OspC w klasie IgG w póŸniejszych stadiach choroby s¹ obecne bardzo
rzadko. Dla kontrastu, przeciwcia³a anty-OspC w klasie IgM mog¹
utrzymywaæ siê u niektórych pacjentów przez lata, nawet po skutecznej
terapii. Tak wiêc obecnoœæ specyficznych przeciwcia³ w klasie IgM nie
mo¿e stanowiæ jedynego kryterium diagnostycznego potwierdzaj¹cego
œwie¿¹ infekcjê.
Podobnie jak w przypadku przeciwcia³ w klasie IgM, odpowiedŸ
immunologiczna w klasie IgG mo¿e utrzymywaæ siê przez lata i dlatego
nie mo¿e s³u¿yæ np. monitorowaniu leczenia. Przeciwcia³a, które zosta³y
wyprodukowane w wyniku infekcji mog¹ byæ stwierdzane we krwi
nawet po 10-ciu, a niekiedy po 20-tu latach od momentu stwierdzenia
choroby (w obu klasach), ale ich obecnoœæ nie jest wskaŸnikiem
aktywnego zaka¿enia. Oprócz stanów zwi¹zanych ze wznow¹ choroby, z
reinfekcj¹, z prawid³ow¹ pamiêci¹ immunologiczn¹, mog¹ wyst¹piæ
zjawiska nie zwi¹zane z infekcj¹ Borrelia burgdorferi np. reakcje
krzy¿owe z nieswoistymi antygenami krêtków.

przeciwcia³a w klasie IgM

przeciwcia³a w klasie IgG

ewolucjê produkcji przeciwcia³
skierowanych przeciwko ró¿nym antygenom

We wczesnym etapie
infekcji Borrelia burgdorferi uk³ad immunologiczny rozpoznaje
zaledwie kilka antygenów

PóŸniejsze stadia choroby charakteryzuj¹ siê
obecnoœci¹ przeciwcia³ skierowanych do wielu ró¿nych bia³ek

,
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Trudnoœci w diagnostyce boreliozy

1. Wyniki fa³szywie dodatnie w serodiagnostyce boreliozy.

Laboratoryjn¹ diagnostykê boreliozy utrudnia interpretacja wyników, a
mianowicie

, nawet w sytuacji gdy wykrywane
przeciwcia³a s¹ ca³kowicie swoiste. Ponadto

. Czêsto
wysokie stê¿enia przeciwcia³ klasy IgG stwierdzane s¹ u pacjentów bez
objawów choroby. Prowadz¹c diagnostykê boreliozy nale¿y pamiêtaæ o
jej ograniczeniach i braæ pod uwagê sytuacje prowadz¹ce do fa³szywych
wyników.

Niestety w
laboratoriach w Polsce najczêœciej diagnostyka boreliozy polega na
wykonaniu tylko testu przesiewowego. Przeprowadzono

Grupê 202 leœników z okolic Bia³egostoku oceniono
pod wzglêdem obecnoœci przeciwcia³ przeciwko Borrelia burgdorferi
klasy IgG i IgM (osobno) za pomoc¹ testów skryningowych ELISA
trzech producentów. Wszystkie wyniki pozytywne i w¹tpliwe
potwierdzono testami Western blot z pe³nym ekstraktem Borrelia afzelii i
rekombinowanym antygenem VlsE. W przypadku przeciwcia³ klasy IgG
uzyskano wyniki fa³szywie dodatnie testów ELISA u od 3 do 27 osób (w
zale¿noœci od producenta). W przypadku przeciwcia³ klasy IgM
uzyskano wyniki fa³szywie dodatnie testów ELISA u od 20 do 74 osób!
Dane te obrazuj¹ jak

,
Rezygnacja z wykonania testów potwierdzaj¹cych mo¿e byæ

przyczyn¹ b³êdnego rozpoznania boreliozy czego skutkiem czêsto jest
stosowanie niepotrzebnej , d³ugotrwa³ej (3-4 tygodnie!)
antybiotykoterapii.

niemo¿noœæ odró¿nienia aktywnego zaka¿enia od
przebytego w przesz³oœci

stê¿enie wykrywanych
przeciwcia³ nie koreluje ze stanem klinicznym pacjenta

Ograniczenie diagnostyki do testów skryningowych.

badania
dotycz¹ce czêstoœci wystêpowania reakcji fa³szywie dodatnich testów
skryningowych.

bardzo istotne jest wykonywanie testów Western
blot które dziêki wysokiej swoistoœci eliminuj¹ wyniki fa³szywie
dodatnie.

Borelioza: dlaczego diagnostyka jest tak trudna?
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Reakcje krzy¿owe

H y p e r g a m m a g l o b u l i n e m i e .

Zbyt wczeœnie wykonane badanie:

Defekt immunologiczny stwierdzany u pacjenta

Obecnoœæ kompleksów immunologicznych

Lokalna produkcja przeciwcia³

Wp³yw antybiotykoterapii wdro¿onej w pocz¹tkowym stadium
choroby

Wewn¹trzkomórkowe przebywanie Borrelia burgdorferi

. S¹ wynikiem innych infekcji, np. zaka¿enia
krêtkiem Treponema pallidum, Ehrlichia, zaka¿enia wirusami Herpes
(szczególnie Epstein-Barr). Problem ten dotyczy przede wszystkim
przeciwcia³ wykrywanych w klasie IgM. Powodem reakcji krzy¿owych
s¹ niektóre antygeny Borrelia, które wystêpuj¹ licznie równie¿ w innych
mikroorganizmach, np.: p41, p58-60, p66, p68, p71, p73. Reakcje
krzy¿owe wp³ywaj¹ na wynik testów przesiewowych i mog¹ byæ
zweryfikowane w testach Western blot.

W p r z y p a d k u c h o r ó b
autoimmunologicznych z wysokim mianem autoprzeciwcia³ dodatnie
wyniki oznaczeñ przeciwcia³ przeciw Borrelia burgdorferi
charakteryzuj¹ siê czêsto nietypowym obrazem w odniesieniu do
stadium choroby i rodzaju antygenów, przeciwko którym skierowane s¹
przeciwcia³a. Manifestacje kliniczne chorób tkanki ³¹cznej mog¹
przypominaæ boreliozê (np. zapalenie i bóle stawów, objawy
neurologiczne) dlatego w w¹tpliwych przypadkach nale¿y
przeprowadziæ diagnostykê ró¿nicow¹ z chorobami autoagresyjnymi.

Przeciwcia³a w klasie IgM
pojawiaj¹ siê zwykle ok. 4 tygodni po zaka¿eniu, zaœ przeciwcia³a IgG
pojawiaj¹ siê zazwyczaj miêdzy 4 a 8 tygodniem od zaka¿enia. Dlatego
testy serologiczne (równie¿ Western blot) s¹ ma³o przydatne w
diagnostyce wczesnych stadiów boreliozy z powodu niskiej czu³oœci
testów na pocz¹tku choroby. Testy serologiczne staj¹ siê bardziej
u¿yteczne w póŸniejszych stadiach choroby, kiedy ich czu³oœæ jest lepsza.

: s³aba odpowiedŸ
immunologiczna lub ca³kowity jej brak. W sytuacjach takich metody
poœrednie zawodz¹.

. W przypadku masywnego
zaka¿enia bakteriami Borrelia burgdorferi mo¿e dojœæ do zwi¹zania
kr¹¿¹cych przeciwcia³ przez antygeny bakteryjne. Powstawanie
kompleksów immunologicznych obserwuje siê szczególnie w stanach
ostrych, gdy zaka¿enie jest masywne. Przeciwcia³a wystêpuj¹ce w
postaci kompleksów immunologicznych nie mog¹ byæ wykryte przez
powszechnie stosowane metody serologiczne (np. ELISA). Istnieje
mo¿liwoœæ rozbijania kompleksów immunologicznych w celu
uwolnienia przeciwcia³, co stwarza szansê ich oznaczenia. W zwi¹zku z
trudnoœciami natury technicznej zwi¹zanymi ze standaryzacj¹ tych
metod, nie s¹ jeszcze dostêpne testy komercyjne, które mog³yby byæ
stosowane rutynowo. W takiej sytuacji mo¿na spróbowaæ powtarzaæ
badania serologiczne na przestrzeni d³ugiego czasu (niekiedy kilku
miesiêcy), poniewa¿ w póŸniejszym okresie choroby wzrasta szansa
wykrycia wolnych przeciwcia³.

. Opisywane s¹ przypadki lokalnej
produkcji przeciwcia³, np. wy³¹cznie w p³ynie stawowym lub w p³ynie
mózgowo rdzeniowym (PMR). W zwi¹zku z istnieniem bariery p³yn
mózgowo-rdzeniowy krew, produkowane lokalnie przeciwcia³a w
PMR, mog¹ nie byæ wykrywane w surowicy krwi. Nale¿y w takich
sytuacjach badanie wykonaæ w obu materia³ach: we krwi i w PMR, po
czym obliczyæ indeks przeciwcia³.

. W tym przypadku mo¿e mieæ miejsce os³abienie odpowiedzi
humoralnej. Wprawdzie istnieje szansa wykrycia przeciwcia³ w
kolejnych badaniach, ale czasami wyniki s¹ stale negatywne, mimo
klinicznego rozpoznania boreliozy (np. obecnoœæ rumienia
wêdruj¹cego).

. Kontakt
uk³adu immunologicznego z patogenem jest niemo¿liwy i w
konsekwencji powoduje brak oczekiwanych przeciwcia³. Do chwili
pojawienia siê antygenów bakteryjnych we krwi i rozpoznania ich przez
uk³ad immunologiczny, nie ma mo¿liwoœci wykrycia swoistych
przeciwcia³.

2. Wyniki fa³szywie ujemne w serodiagnostyce boreliozy.

Wnioski

Diagnostyka boreliozy nie jest ³atwa, poniewa¿ nie dysponujemy
jednoznacznym testem (co wynika ze z³o¿onej budowy i zmiennoœci
antygenowej bakterii) oraz z powodu trudnoœci interpretacyjnych.
Niestety ¿adna z dostêpnych metod diagnostyki laboratoryjnej boreliozy
nie pozwala na odró¿nienie aktywnego zaka¿enia od œladu po przebytym
zaka¿eniu. Wyj¹tek stanowi hodowla, która jako jedyna dowodzi
obecnoœci ¿ywych bakterii w badanym materiale.
W diagnostyce serologicznej boreliozy nale¿y zwróciæ szczególn¹
uwagê na to kiedy i jaki materia³ pobierany jest do badania oraz czy
diagnostyka prowadzona jest zgodnie z obowi¹zuj¹cymi standardami
postêpowania.

O ewentualnym powtarzaniu badañ
serologicznych powinien decydowaæ lekarz po przeanalizowaniu
dotychczasowych wyników i postêpu choroby. W przypadku
utrzymywania siê wyraŸnych objawów klinicznych przy sta³ej
seronegatywnoœci nale¿y przeprowadziæ narz¹dow¹ diagnostykê
ró¿nicow¹ w kierunku obecnoœci innych schorzeñ o podobnym obrazie
klinicznym jak stwierdzany w boreliozie.
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merytorycznej wiedzy personelu, dobrej aparatury, sprzêtu i
odczynników. System Zarz¹dzania Jakoœci¹ umo¿liwia „panowanie”
nad wynikami kontroli wewn¹trz i zewn¹trzlaboratoryjnej, oraz
w³aœciwe i pe³ne wykorzystanie tych¿e wyników, jako narzêdzia
s³u¿¹cego do ustawicznego monitorowania procesów badawczych w
laboratorium.

Od pocz¹tku istnienia laboratorium, to jest od 1983 roku, nadrzêdnym
celem naszego dzia³ania by³o wydawanie wyników najwy¿szej
jakoœci. W tym kierunku stale rozwijaliœmy i doskonaliliœmy nasze
zasoby. System Zarz¹dzania Jakoœci¹ zgodny z wymaganiami normy
17025 oraz oparty na elementach normy 15189 wdra¿amy od 2001
roku. Nasza dokumentacja by³a wielokrotnie udoskonalana i
poprawiana. Oczywiœcie, w œlad za tym sz³y równie¿ dzia³ania, które
doskonali³y kompetencje techniczne laboratorium. Do tej pory
uzyskaliœmy akredytacjê 21 metod badawczych z zakresu biochemii,
hematologii, koagulologii, immunochemii i analityki ogólnej.
Stanowi¹ one wiêkszoœæ podstawowych badañ wykonywanych w
naszym laboratorium. W nastêpnym etapie planujemy poddaæ
procesowi akredytacji kolejne metody badawcze.

Podstawow¹ wiedzê o systemach zarz¹dzania jakoœci¹ oraz
wymaganiach technicznych dla laboratoriów medycznych uzyska³am
poprzez szkolenia odbyte w Polskim Centrum Badañ i Certyfikacji.
Uzyska³am tam równie¿ tytu³ auditora wewnêtrznego. Ale
szczególnie dla mnie wa¿nym, bo praktycznym efektem szkoleñ w
PCBC by³o stworzenie kole¿eñskiego „zespo³u ds. jakoœci” spoœród
osób, które ukoñczy³y powy¿sze szkolenia i podobnie jak ja wdra¿a³y
system jakoœci w swoich laboratoriach. Wzajemna wymiana
informacji i zdobytych doœwiadczeñ by³a na tym pierwszym etapie
niezwykle cenn¹ pomoc¹. Uwa¿am, ¿e zatrudnienie firmy
zewnêtrznej pomaga, ale nie zwalnia pracowników laboratorium z
samodzielnego opisania systemu pracy i wdro¿enia dokumentacji.

Jestem w tej szczêœliwej sytuacji, ¿e dzia³amy w nowym lokalu,
niewymagaj¹cym wiêkszych modernizacji. Laboratorium zawsze
posiada³o i posiada obecnie sprzêt dobrej jakoœci. Mimo tego, ¿e
mieliœmy dobr¹ bazê wyjœciow¹, to wprowadzenie ci¹g³ego
monitoringu aparatury i odczynników, a tak¿e materia³ów
odniesienia, oraz stosowanie jeszcze wiêkszej liczby kontroli, by³o
du¿ym wyzwaniem finansowym. Inne dzia³ania, które podjêliœmy,
wi¹za³y siê z rozbudowaniem sieci informatycznej, ustawicznymi
szkoleniami i doskonaleniem personelu. To niew¹tpliwie koszty, ale
trzeba równie¿ dodaæ, ¿e „panowanie nad systemem” przynosi wiele
korzyœci.

Nasz system jest jeszcze stosunkowo m³ody i nie potrafiê podaæ
precyzyjnego rachunku „strat” i „zysków”. Na pewno mo¿na liczyæ,
¿e poprzez wprowadzenie systemu jakoœci uzyskamy wiêksze
zaufanie naszych klientów. Pragnê podkreœliæ, ¿e panowanie nad
systemem przynosi przede wszystkim wiêksz¹ satysfakcjê z dobrej
jakoœci wyników.Akredytacja poœwiadcza nasze kompetencje.
Serdecznie dziêkujemy za rozmowê

Miesiêczne sk³adki OC diagnosty laboratoryjnego pozostaj¹ bez
zmian, tj. 3,00 Z³.
Szczegó³y zamieszczone s¹ na stronie internetowej
w zak³adce “Ubezpieczenia”

Kierownik Biura KIDL
Stanis³aw Krê¿el

Jak d³ugo trwa³o przygotowanie Pañstwa laboratorium do
akredytacji? Jaki zakres akredytacji uda³o siê Pañstwu uzyskaæ?

Czy mo¿liwe jest samodzielne przygotowanie laboratorium do tak
skomplikowanego zadania ? Sk¹d czerpaliœcie Pañstwo wzorce i
zdobywaliœcie niezbêdne informacje ?

Powszechnie uwa¿a siê, ¿e przygotowanie laboratorium do
akredytacji wymaga poniesienia du¿ych nak³adów na remont
pomieszczeñ, pozyskanie nowoczesnego sprzêtu, dostosowanie
infrastruktury i ogólne zmodernizowanie laboratorium. Czy
koszty dostosowania laboratorium w istocie s¹ tak wysokie ?

Czy spodziewacie siê Pañstwo adekwatnego wzrostu zysków, tak
aby poniesione wydatki mog³y zostaæ zrekompensowane
wp³ywami z bie¿¹cej dzia³alnoœci ?

SZANOWNI PAÑSTWO

www.kidl.org.pl

BADANIA PRZESIEWOWE NOWORODKÓW
W POLSCE
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Akredytacja laboratorium medycznego

Opracowanie: Hanna Hausner, Iwona Szkop

W styczniu bie¿¹cego roku, Prezes Krajowej Izby Diagnostów
Laboratoryjnych podpisa³ porozumienie o wspó³pracy z Polskim
Centrum Akredytacji, podejmuj¹c tym samym decyzjê o aktywnym
promowaniu polityki projakoœciowej wœród diagnostów
laboratoryjnych. Mamy nadziejê, ¿e inicjatywa ta, poparta
utworzeniem Grupy Roboczej ds. polityki projakoœciowej w
medycznych laboratoriach diagnostycznych i mikrobiologicznych,
spotka siê z du¿ym odzewem naszego œrodowiska i zwiêkszy wzrost
zainteresowania dzia³aniami prowadz¹cymi do uzyskiwania
certyfikatów potwierdzaj¹cych kompetencje techniczne laboratoriów
medycznych.
Uzyskanie certyfikatu akredytacji wymaga jednak du¿ego wysi³ku
w³o¿onego w przygotowanie personelu, zaplecza logistycznego i
wreszcie dokumentacji niezbêdnej dla uruchomienia procedury
akredytacyjnej. W ramach budowanego systemu jakoœci, pracownicy
musz¹ podporz¹dkowaæ siê okreœlonym wymaganiom oraz
skrupulatnie przestrzegaæ ustalonych procedur i instrukcji
postêpowania, zaœ kierownictwo musi zapewniæ i udowodniæ swoje
zaanga¿owanie w tworzenie i wdro¿enie systemu zarz¹dzania oraz
ci¹g³e doskonalenie jego skutecznoœci. W praktyce akredytacja
oznacza, ¿e laboratorium spe³nia wszystkie wymagania normy
odniesienia, zapewniaj¹c jednoczeœnie, ¿e posiada m.in.:

stale nadzorowan¹ organizacjê oraz sprawnie
funkcjonuj¹cy systemu zarz¹dzania,

personel o odpowiednich, udokumentowanych
kwalifikacjach i uprawnieniach, które s¹ na bie¿¹co uzupe³niane i
doskonalone,

odpowiednie pomieszczenia i wyposa¿enie spe³niaj¹ce
okreœlone wymagania techniczne, stale monitorowane oraz
zapewniaj¹ce wykonywanie pomiarów w warunkach
kontrolowanych,

ustalone procedury badawcze, udokumentowane i
zwalidowane w maj¹cym zastosowanie zakresie, odpowiednim do
wymagañ zleceniodawcy,

zgodny z wymaganiami systemu zapewnienia jakoœci,
zapewniaj¹cy spójnoœæ pomiarow¹ wykonywanych badañ z
metodami odniesienia, który jest ustalany, wdra¿any i
nadzorowany przez kompetentnego pe³nomocnika ds. jakoœci,

system rozpatrywania skarg i reklamacji, który pozwala
na natychmiastowe podejmowanie dzia³añ koryguj¹cych i
zapobiegawczych.

W naszym kraju jednostk¹ upowa¿nion¹ do akredytacji laboratoriów
badawczych, w tym laboratoriów diagnostyki medycznej, jest Polskie
CentrumAkredytacji. W przypadku z³o¿onego wniosku ocenie poddaje
siê kompetencje techniczne laboratorium, zapewniaj¹ce ustalon¹
jakoœæ badañ zg³oszonych do akredytacji oraz organizacjê i system
zarz¹dzania, gwarantuj¹cy klientom, ¿e œwiadczone us³ugi maj¹
mo¿liwie najwy¿sz¹ i powtarzaln¹ jakoœæ oraz s¹ ci¹g³e doskonalone.
Laboratorium samo wyznacza metody badawcze, na które zamierza
uzyskaæ akredytacjê. Jednostka musi spe³niaæ ogólne wymagania
dotycz¹ce laboratoriów badawczych i wzorcuj¹cych wymienione w
normie PN-ISO/IEC 17025:2005 oraz te elementy normy PN-ISO/IEC
15189:2006, które maj¹ zastosowanie w obszarze jej dzia³ania.
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Laboratorium jest szczególnym miejscem pracy. Krzy¿uje siê w nim
wiele procesów. Tylko sprawne panowanie nad nimi, poprzez œciœle
okreœlone procedury, daje dobrej jakoœci produkt finalny, jakim jest w
tym przypadku wynik badania laboratoryjnego. Uwa¿am, ¿e poprzez

Czy akredytacja laboratorium medycznego jest du¿ym
wyzwaniem ?

l

l

l

l

l

l

Poni ej przedstawiamy Pa stwu fragmenty rozmowy z nasz
kole ank Hardt - w a cicielem i kierownikiem
jednego , które jako pi te w kraju uzyska o w styczniu bie cego roku
akredytacj PCA dla wi kszo ci stosowanych w nim procedur
badawczych.
Co sk³oni³o Pañstwa do podjêcia tak skomplikowanego wyzwania?
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W A ¯ N A I N F O R M A C J A
DOTYCZ¥CA WYDAWANIA DOKUMENTU

“PRAWO  WYKONYWANIA ZAWODU
DIAGNOSTY LABORATORYJNEGO”

Biuro Krajowej Izby Diagnostów Laboratoryjnych uprzejmie informuje, ¿e dokument

jest nadal wydawany sukcesywnie wszystkim tym osobom,

na konto KIDL zgodnie z uchwa³¹ nr 60/2004 KRDL z dnia 17 grudnia 2004 r.,

tytu³em “Wp³ata na rzecz KIDL na dzia³alnoœæ statutow¹”,

o stanie zdrowia stwierdzaj¹ce zdolnoœæ do wykonywania czynnoœci

diagnosty laboratoryjnego zgodnie z art. 9 ust. 1 pkt. 4 ustawy o diagnostyce laboratoryjnej.

“Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego”

posiadaj¹ braki w dokumentacji,
zalegaj¹ z p³atnoœci¹ obligatoryjnych sk³adek cz³onkowskich,

“Prawo Wykonywania Zawodu
Diagnosty Laboratoryjnego”

- wp³aciæ 100 z³.

- przes³aæ do biura KIDL

- przes³aæ tak¿e zaœwiadczenie lekarskie

W przypadku nieodebrania listu poleconego i zwrotu przesy³ki przez pocztê do biura KIDL - powtórne przes³anie
dokumentu bêdzie mo¿liwe na pisemn¹ proœbê
do tych z Pañstwa, których dotyczyæ bêdzie nie dorêczenie w/w przesy³ki.

-
-

które posiadaj¹ kompletne
dokumenty i uregulowane zobowi¹zania finansowe wobec Izby ( tj. sk³adki cz³onkowskie).

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

i za dodatkow¹ op³at¹ poniesionych kosztów ponownego wys³ania

P R Z Y P O M N I E N I E :

U W A G A :

Posiadane
“Zaœwiadczenia” o wpisie na listê diagnostów laboratoryjnych s¹ wa¿ne do koñca 2006 roku.

Chc¹c otrzymaæ dokument nale¿y:
-

PT Diagnoœci Laboratoryjni nie posiadaj¹cy do tej pory PWZDL proszeni s¹ o dokonanie w/w wp³aty, przys³ania
jej kserokopii oraz uzupe³nienia ewentualnych braków w  dokumentacji.

PT Diagnosta Laboratoryjny we w³asnym interesie - w trybie pilnym - jest zobowi¹zany skontaktowaæ siê z
Dzia³em Diagnostów KIDL (022 741-21-57) w celu uzyskania informacji o ewentualnych brakach w dokumentach
i/lub zobowi¹zaniach finansowych wzglêdem Izby.

Dokument  “Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego” jest wysy³any, listem poleconym za
zwrotnym potwierdzeniem odbioru, na adres do korespondencji znajduj¹cy siê w dokumentacji KIDL.

PROSIMY O PILNE AKTUALIZOWANIE
ZMIENIONYCH ADRESÓW DO KORESPONDENCJI.

Zwracamy równie¿ uwagê, ¿e dokument nie zostanie
wystawiony i nie bêdzie wys³any

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

“Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego”( PWZDL)
wyst¹piæ z pisemnym wnioskiem o wydanie PWZDL

tym diagnostom laboratoryjnym, którzy:

W przypadku dostarczenia wraz z dokumentami nieaktualnych zdjêæ (np. sprzed kilkunastu lat), KIDL nie bêdzie

ponosiæ odpowiedzialnoœci za wynik³e z tego powodu problemy lub konsekwencje.

- dot¹d przes³ali swoje zdjêcia w innym formacie ni¿ 3,5 cm x 4,5 cm, gdy¿ po zmniejszeniu tych zdjêæ do
wymaganego formatu okazuje siê, ¿e twarz na zdjêciu jest nieczytelna.

Str. 7Str. 15Prawo Wykonywania Zawodu
Diagnosty Laboratoryjnego
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Kryteria i zasady oceny jakoœci w diagnostyce cytogenetycznej
chorób genetycznych

Zasady analizy cytogenetycznej

Prof. dr hab. Ewa Bocian
Zak³ad Genetyki Medycznej

Instytut Matki i Dziecka w Warszawie

problemów laboratoryjnych;

Badania cytogenetyczne stanowi¹ podstawê pre- i postnatalnej
diagnostyki specyficznych chorób i zespo³ów klinicznych
uwarunkowanych aberracjami chromosomowymi. Szczególna rola tych
badañ wynika z tego, ¿e ich wynik stanowi nie tylko podstawê dla
prawid³owego rozpoznania choroby, lecz tak¿e umo¿liwia identyfikacjê
rodzin ryzyka genetycznego. Badania te maj¹ wiêc zasadnicze znaczenie
dla oceny ryzyka powtórzenia siê choroby w rodzinie, jak te¿ profilaktyki
chorób genetycznych. Wyj¹tkow¹ wagê i znaczenie maj¹ badania
cytogenetyczne w diagnostyce prenatalnej chorób genetycznych. Ich
wyniki niekiedy decyduj¹ o dalszych losach ci¹¿y. Szczególnie istotny
jest w tych badaniach czas oczekiwania na wynik diagnostyczny i co siê z
tym ³¹czy, ograniczenie mo¿liwoœci jego weryfikacji. Tylko te z
wymienionych zagadnieñ sprawiaj¹, ¿e istnieje uzasadniona
koniecznoœæ zapewnienia, tak z klinicznego jak i prawnego wzglêdu,
wysokiej skutecznoœci i wiarygodnoœci badañ cytogenetycznych.
Spe³nienie tego wymogu nie jest mo¿liwe bez opracowania a nastêpnie
wdro¿enia do praktyki odpowiednich, uwzglêdniaj¹cych specyfikê tych
badañ standardów metodycznych i organizacyjnych. W tym celu
konieczne jest okreœlenie wymogów i zaleceñ dotycz¹cych zasad
procedury diagnostycznej, stosowanie których zapewni³oby wysoki, w
pe³ni profesjonalny standard badañ. Zapewnienie takiego standardu
wymaga prowadzenia systematycznej kontroli jakoœci badañ, zarówno
wewn¹trz laboratoryjnej jak te¿ zewnêtrznej. Opracowanie systemu
kontroli jakoœci wymaga natomiast ustalenia konkretnych zasad i
kryteriów oceny jakoœci badañ cytogenetycznych dostosowanych do
charakteru tych badañ. Postêpuj¹ca komercjalizacja us³ug
diagnostycznych stanowi dodatkowe wyzwanie do podjêcia dzia³añ
s³u¿¹cych zapewnieniu wysokiej jakoœci badañ prowadzonych w
laboratoriach cytogenetycznych.

Sta³y postêp jaki dokonuje siê w zakresie dba³oœci o jakoœæ
badañ cytogenetycznych wyra¿a siê przede wszystkim coraz szerszym
wprowadzaniem systemów jakoœci i coraz mocniej artyku³owan¹
potrzeb¹ dzia³añ dotycz¹cych wymogu akredytacji laboratoriów
cytogenetycznych w wiêkszoœci krajów europejskich. Wyrazem
ogromnej potrzeby wypracowania i ujednolicenia, a w przysz³oœci
wprowadzenia jako obowi¹zuj¹cych w krajach europejskich standardów
tych badañ by³o opracowanie i opublikowanie przez Europejskie
Towarzystwo Cytogenetyczne zaleceñ i standardów jakoœci w
cytogenetyce klinicznej. Niestety, w Polsce nie ma jeszcze okreœlonych
obowi¹zuj¹cych standardów badañ cytogenetycznych. Nie dzia³a te¿,
mimo podejmowanych wczeœniej prób wdro¿enia systemu
opracowanego na bazie brytyjskiego NEQAS, ¿aden system
zewnêtrznej kontroli jakoœci tych badañ diagnostycznych. Celem
niniejszego opracowania jest bardzo zwiêz³e z koniecznoœci,
przedstawienie kryteriów i zasad oceny jakoœci badañ
cytogenetycznych s³u¿¹cych diagnostyce chorób genetycznych.

Podstawowe kryteria skutecznej i wiarygodnej analizy oraz
zasad oceny kariotypu dotycz¹ przede wszystkim wyboru i jakoœci
badanej tkanki, stosowania odpowiednich do wskazañ technik
badawczych uwzglêdniaj¹cych zarówno metody cytogenetyki
konwencjonalnej jak i molekularnej oraz sposobu przedstawiania i
interpretacji wyniku badania. W zaleceniach dotycz¹cych standardów
badañ nale¿y uwzglêdniæ zasady dotycz¹ce:

pobierania, przechowywania i transportu materia³u do badañ
hodowli komórkowych
analizy chromosomowej
procedury diagnostycznej dla okreœlonych aberracji i zespo³ów
chromosomowych
postêpowania w przypadku zaistnienia okreœlonych problemów
diagnostycznych
postêpowania w przypadku powstania technicznych
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prowadzenia dokumentacji badañ;
sposobu i formy opisu wyniku diagnostycznego, a tak¿e
wewnêtrznej kontroli laboratoryjnej.

Szczegó³owe wskazówki i opracowania metodyczne dotycz¹ce
powy¿szych procedur powinny byæ wypracowywane i dostêpne w
formie pisemnej w ka¿dym laboratorium.

Materia³em do badañ cytogenetycznych s¹ zazwyczaj próbki;
krwi ¿ylnej, krwi pêpowinowej, skóry, p³ynu owodniowego, kosmówki i
innych tkanek. Jakoœæ próbki, sposób jej pobrania, warunki
przechowywania i transportu maj¹ zasadnicze znaczenie dla mo¿liwoœci
uzyskania wyniku badania. Zazwyczaj, ze wzglêdu na koniecznoœæ
hodowli komórek konieczne jest pobieranie materia³u ja³owo do
oznakowanych odpowiednio naczyñ. Oznakowanie powinno zawieraæ
co najmniej dwie dane identyfikacyjne pacjenta. Czas przechowywania i
transportu nale¿y ograniczyæ do minimum. Szczegó³owe informacje na
ten temat powinny byæ dostarczone wszystkim oœrodkom zlecaj¹cym
badania.

Podstawow¹ powinnoœci¹ laboratorium jest dba³oœæ o to aby
stosowane metody hodowli komórek zapewnia³y wysok¹ skutecznoœæ
badañ (odsetek badañ zakoñczonych uzyskaniem wyniku) oraz
optymalny dla analizy indeks mitotyczny i morfologiê chromosomów.
Ka¿de laboratorium musi dysponowaæ metod¹ hodowli umo¿liwiaj¹c¹
uzyskiwanie chromosomów charakteryzuj¹cych siê po wybarwieniu
du¿¹ rozdzielczoœci¹ pr¹¿kow¹. Podstawowe zalecenia dotycz¹ce
sposobu prowadzenia hodowli s¹ nastêpuj¹ce;

konieczne jest zak³adanie zawsze co najmniej dwóch hodowli
komórek od pacjenta z zastosowaniem ró¿nych serii i/lub pod³ó¿
hodowlanych. Dotyczy to szczególnie badañ prenatalnych
hodowle komórek pacjenta nale¿y prowadziæ w dwóch
cieplarkach, a wszystkie zabiegi zwi¹zane z ich prowadzeniem
powinny byæ wykonywane oddzielnie. Postêpowanie takie
zmniejsza ryzyko infekcji hodowli.
Dla próbek krwi pêpowinowej konieczne jest zawsze wykonanie
testu sprawdzaj¹cego czy rzeczywiœcie próbka zawiera krew
p³odu a nie matki
Jeœli jest to mo¿liwe to hodowle powinny byæ utrzymywane a¿ do
czasu wydania wyniku diagnostycznego (nie dotyczy to hodowli
limfocytów)

Kariotyp mo¿na okreœliæ jedynie po przeprowadzeniu pe³nej analizy
obrazu pr¹¿kowego ca³ego zestawu chromosomów (nale¿y pamiêtaæ, ¿e
¿adna z metod cytogenetyki molekularnej umo¿liwiaj¹cych analizê
ca³ego genomu takich jak M-FISH czy SKY, CGH, i aCGH nie
zapewniaj¹ mo¿liwoœci identyfikacji wszystkich aberracji
chromosomowych). W standardach analizy chromosomowej nale¿y
uwzglêdniæ;

Koniecznoœæ dysponowania przez laboratorium pe³nym
zestawem standardowych technik barwienia chromosomów
umo¿liwiaj¹cych charakterystykê stwierdzonych aberracji
Liczbê analizowanych ( z okreœleniem liczby chromosomów i
chromosomów p³ci) komórek z odniesieniem jej do wskazañ,
które zadecydowa³y o wykonaniu badania, jakoœci uzyskanych
preparatów chromosomów i wstêpnego wyniku analizy
chromosomowej
Definicjê klonu komórkowego i zasady okreœlania kariotypu
jako mozaikowego
Zasady wykluczania mozaikowoœci, a w przypadku badañ
prenatalnych zasady odró¿niania mozaikowoœci prawdziwej od
pseudomozaikowoœci
Zasady analizy obrazu pr¹¿kowego chromosomów obejmuj¹ce
liczbê komórek, w której nale¿y dokonaæ takiej analizy,
okreœlenie poziomu rozdzielczoœci pr¹¿kowej w odniesieniu do
wskazania do badania oraz sposobu weryfikacji wyniku analizy
w celu zapewnienia odpowiedniej wiarygodnoœci uzyskanego
wyniku diagnostycznego

Materia³ do badañ cytogenetycznych

Hodowle komórkowe

Analiza chromosomowa

Kryteria i zasady oceny jakoœci w diagnostyce
cytogenetycznej chorób genetycznych



Str. 7BADANIA PRZESIEWOWE NOWORODKÓW
W POLSCE

Str. 17

W zaleceniach dotycz¹cych standardów badañ nale¿y tak¿e
uwzglêdniæ;

Koniecznoœæ jak najpe³niejszej charakterystyki stwierdzonej
aberracji umo¿liwiaj¹cej prawid³ow¹ interpretacjê
cytogenetyczn¹ i kliniczn¹ uzyskanego wyniku badania
Bezwzglêdn¹ koniecznoœæ ustalenia pochodzenia
stwierdzonej aberracji umo¿liwiaj¹c¹ prawid³ow¹ ocenê
ryzyka genetycznego w rodzinie pacjenta oraz
Zasady sporz¹dzania dokumentacji analizy chromosomowej

Wiêkszoœæ problemów diagnostycznych w badaniach
cytogenetycznych jest rezultatem niedostatecznej czu³oœci i
rozdzielczoœci klasycznych metod analizy obrazu pr¹¿kowego
chromosomów. Nie zawsze te¿ zró¿nicowanie pr¹¿kowe ma³ych
regionów chromosomów jest dostateczne dla identyfikacji
przegrupowañ miêdzy nimi. Czasami tak¿e z przyczyn natury
technicznej nie jest mo¿liwe pe³ne wykorzystanie informacji zawartej
w obrazie pr¹¿kowym. Ka¿dy cytogenetyk powinien mieæ
œwiadomoœæ tych ograniczeñ mo¿liwoœci diagnostycznych badañ
cytogenetycznych. Standardy badañ powinny zawieraæ zalecenia
dotycz¹ce sposobu postêpowania w przypadku zaistnienia
okreœlonych problemów diagnostycznych. Dotycz¹ one przede
wszystkim koniecznoœci weryfikacji uzyskanego wyniku przy
zastosowaniu zwiêkszonej rozdzielczoœci pr¹¿kowej lub powtórnej
oceny kariotypu w innej tkance, zastosowania innych, szczególnie
molekularnych metod analizy chromosomów i/lub ca³ego genomu.

Œwiadomoœæ potencjalnych problemów jakie mog¹ wyst¹piæ
w pracy laboratoryjnej nak³ada obowi¹zek na kierownika
laboratorium takiej organizacji pracy aby zmniejszyæ do minimum
ryzyko ich powstania. W opracowaniu zasad organizacji pracy
diagnostycznej nale¿y uwzglêdniæ procedury zapobiegaj¹ce
najczêstszym przyczynom b³êdnej oceny kariotypu do których nale¿¹;
zamiana badanych próbek pochodz¹cych od dwóch pacjentów,
zmieszanie komórek od dwóch pacjentów, obecnoœæ komórek
matczynych w próbkach materia³u p³odowego oraz b³êdy biurowe
przy wypisywaniu wyników badañ. Przyczyn¹ innych b³êdów, których
prawdopodobieñstwo zale¿y nie tylko od w³aœciwej organizacji pracy
(dzia³ania systemu kontroli wewn¹trz laboratoryjnej) ale tak¿e od
poziomu profesjonalizmu pracowników laboratorium mog¹ byæ;
nieprawid³owe przeprowadzenie badania oraz nieprawid³owa
interpretacja wyniku badania.

Dokumentacja badañ powinna zawieraæ podstawowe dane
identyfikacyjne pacjenta, wskazanie do badania, numer i datê badania,
szczegó³owy opis wykonanego badania oraz uzyskany wynik badania.
Opis badania musi zawieraæ opis próbki badanej, hodowli komórek,
zastosowanej metodyki barwienia chromosomów oraz zapis
przeprowadzonej analizy chromosomowej i jej dokumentacjê. W
badaniach metodami cytogenetyki molekularnej tak¿e opis
zastosowanych sond i specyficznych warunków badania.
Dokumentacja badania musi umo¿liwiaæ przeœledzenie ca³ego procesu
diagnostycznego i powinna byæ przechowywana zgodnie z
obowi¹zuj¹cymi przepisami prawa.
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Problemy diagnostyczne

Techniczne problemy laboratoryjne

Dokumentacja badañ

Wyniki badañ

Wewnêtrzna kontrola laboratoryjna

Wynik badania powinien mieæ standardowy charakter, zawieraæ
jasny i zrozumia³y dla nie specjalisty opis kariotypu. Szczegó³owe
zalecenia dotycz¹ce sposobu opisu wyniku badania cytogenetycznego
powinny uwzglêdniaæ dane pacjenta i wskazanie do badania, numer
laboratoryjny i datê badania, sposób opisu stwierdzonego kariotypu
wzorem, interpretacjê cytogenetyczn¹ i kliniczn¹, okreœlenie dalszego
postêpowania diagnostycznego a dla badañ nie spe³niaj¹cych
okreœlonego standardu wyjaœnienie przyczyn tego faktu. Wynik badania
powinien byæ podpisany przez osobê wykonuj¹c¹ badanie i
autoryzowany przez uprawnion¹ do tego osobê.

W ka¿dym laboratorium powinien dzia³aæ system wewnêtrznej
kontroli jakoœci wykonywanych w nim badañ diagnostycznych. Jego
celem jest zapewnienie odpowiedniego standardu badañ poprzez
monitorowanie procedury diagnostycznej, zakresu i metodyki badañ,
sposobu prowadzenia dokumentacji i opisu wyników oraz
porównywanie ich z ustalonymi dla tych badañ standardami.
Wykrywanie i rozwi¹zywanie technicznych problemów laboratoryjnych
oraz problemów diagnostycznych jest tak¿e jednym z elementów
systemu wewnêtrznej kontroli jakoœci. W systematycznym
monitorowaniu procedury diagnostycznej nale¿y zwróciæ uwagê na
nastêpuj¹ce elementy: dzia³anie systemu identyfikacji i przechowywania
materia³u do badañ, sposób prowadzenia dokumentacji badañ, czas
trwania i skutecznoœæ badañ oraz sposób opisu wyników badañ. Istotnym
aspektem wewnêtrznej kontroli jakoœci badañ jest weryfikacja
wszystkich wyników analizy chromosomowej przez drug¹ osobê. Raz w
roku powinna byæ dokonywana weryfikacja protoko³ów i procedur
stosowanych w laboratorium. Powinny one mieæ formê pisemn¹.

Kontrola jakoœci badañ diagnostycznych polega w zasadzie na
ocenie zdolnoœci laboratorium do wykonania tych badañ, poprawnoœci
uzyskiwanych wyników i ich interpretacji. Podstawê do ustalenia czy
laboratorium spe³nia okreœlone wymogi dotycz¹ce jakoœci badañ
stanowiæ mo¿e zarówno retrospektywna kontrola jakoœci jak te¿ ocena
jakoœci w testowych próbkach referencyjnych rozsy³anych do
laboratoriów. Próbkê referencyjn¹ stanowiæ mo¿e preparat
chromosomowy lub zawiesina komórek w utrwalaczu.

Kryteria oceny jakoœci badañ cytogenetycznych powinny
uwzglêdniaæ:

Ogóln¹ ocenê zdolnoœci laboratorium do wykonywania badañ
diagnostycznych obejmuj¹c¹ sposób organizacji i zarz¹dzania,
wyposa¿enie aparaturowe oraz stosowane techniki badawcze
Skutecznoœæ stosowanych metod badawczych (odsetek badañ
zakoñczonych uzyskaniem wyniku) oraz œredni czas trwania
badañ diagnostycznych
Ocenê technicznej jakoœci preparatów chromosomowych z
losowo wybranych próbek, a szczególnie uzyskiwanej
rozdzielczoœci pr¹¿kowej i jej dostosowanie do wskazañ
decyduj¹cych o wykonaniu badañ
Ocenê wyniku badania, jego formy i treœci merytorycznej.
Ocenie powinny podlegaæ: poprawnoœæ zastosowanej procedury
badania i uzyskanego wyniku, poprawnoœæ zapisu kariotypu
wzorem wg ISCN (2005), sposób opisu oraz poprawnoœæ
interpretacji cytogenetycznej i klinicznej uzyskanego wyniku
badania.

Standard badañ stanowi wypadkow¹ oceny jakoœci wielu
parametrów sk³adaj¹cych siê na ca³¹, procedurê diagnostyczn¹.
Okreœlenie minimalnych, mo¿liwych jeszcze do zaakceptowania
standardów dla tych parametrów warunkuje mo¿liwoœæ dokonania
oceny, a zatem i kontroli jakoœci badañ. Mo¿liwoœæ uzyskania
odpowiedniego standardu cytogenetycznych badañ diagnostycznych
uwarunkowana jest w du¿ym stopniu spe³nieniem przez laboratorium

Zasady oceny jakoœci badañ cytogenetycznych

Standardy jakoœci badañ cytogenetycznych  minimalny poziom
akceptowalnoœci

l

l

l

l

Kryteria i zasady oceny jakoœci w diagnostyce
cytogenetycznej chorób genetycznych

Komunikat dla diagnostów Laboratoryjnych
Biuro KIDL negocjuje z Bankami, które zainteresowane by³yby udzielaniem
kredytów inwestycyjnych dla diagnostów laboratoryjnych wg uproszczonych
procedur i uprzywilejowanych regu³ zastosowanych wobec grup zawodów
stabilnych, oraz uczestnicz¹cych w restrukturyzacji Zak³adów Opieki
Zdrowotnej i bêd¹cych przedmiotem restrukturyzacji. Celem jest
wynegocjowanie nie tylko niskiego oprocentowania udzielonego kredytu ale
równie¿ korzystnych warunków sp³acania i udzielania gwarancji
kredytobiorcom. Wstêpnie zostaje za³¹czona do Gazety informacja o
warunkach udzielania kredytu konsumpcyjnego - w celu rozpoznania
ewentualnych wysokoœci kredytu zainteresowanych podmiotów
gospodarczych lub osób.
Koszt wysy³ki informacji pokrywa Bank.



Metodyka i procedury diagnostyczne

in situ

Skutecznoœæ i czas trwania badania

Wynik badania

Stosowane w laboratorium techniki badañ i procedury
diagnostyczne musz¹ odpowiadaæ powszechnie przyjêtym
standardom umo¿liwiaj¹cym skuteczn¹ i wiarygodn¹ identyfikacjê
aberracji chromosomowych. W laboratorium powinien byæ
stosowany pe³ny zakres standartowych technik barwienia (pr¹¿ki G,
Q, C, Ag-NOR, DADAPI) umo¿liwiaj¹cych identyfikacjê i
charakterystykê aberracji chromosomowych. W laboratoriach
referencyjnych powinna byæ tak¿e stosowana technika
fluorescencyjnej hybrydyzacji (FISH). Powinny one
wykonywaæ badania z zastosowaniem tej metody analizy
chromosomów zarówno dla potrzeb w³asnych, jak i mniejszych, nie
dysponuj¹cych t¹ metod¹ laboratoriów cytogenetycznych.

Drugim zasadniczym warunkiem zapewnienia
odpowiedniego standardu badañ cytogenetycznych jest
prowadzenie analizy kariotypu przy adekwatnej do wskazania
rozdzielczoœci pr¹¿kowej chromosomów. Minimalny standard w
tym zakresie jest nastêpuj¹cy:

400 pr¹¿ków w haploidalnym zestawie chromosomów dla
wykrywania aneuploidii
550 pr¹¿ków dla diagnostyki przypadków upoœledzenia
umys³owego, wad rozwojowych i dysmorfii oraz
niepowodzeñ ci¹¿y

Minimalne, mo¿liwe jeszcze do zaakceptowania standardy
dotycz¹ce skutecznoœci badañ cytogenetycznych (odsetka badañ, w
których uzyskano wynik) dla ró¿nego typu materia³u badanego,
zgodnie z zaleceniami E.C.A., powinny byæ nastêpuj¹ce: dla próbek
krwi, wód p³odowych i trofoblastu 98%, natomiast dla próbek
skóry i ró¿nych tkanek p³odowych 60%.

Akceptowany jako minimalny standard czas badania
powinien natomiast wynosiæ dla badañ:

- krwi -28 dni
- pilnych badañ krwi obwodowej, pêpowinowej i szpiku -  7 dni
- p³ynu owodniowego i trofoblastu                                    -21 dni
- innych tkanek                                                                  -28 dni
- prenatalnej diagnostyki aneuploidii metod¹ FISH/QF-PCR

- 4 dni
Co najmniej 80% wykonanych w laboratorium badañ powinno
odpowiadaæ wymienionym powy¿ej standardom aby uznaæ, ¿e
spe³nione zosta³y wymogi dotycz¹ce jakoœci tych badañ.

Ocenie podlegaæ powinno ka¿de z wymienionych wczeœniej
kryteriów dotycz¹cych zawartoœci merytorycznej i sposobu opisu
wyniku badania. Zastosowanie punktowej oceny b³êdów, braków i
nieœcis³oœci w opisie wyniku mo¿e umo¿liwiæ obiektywn¹ ocenê
jego poprawnoœci. B³êdy mo¿na podzieliæ zale¿nie od ich znaczenia
na drobne, znaczne i powa¿ne. Opis wyniku badania mo¿e uzyskaæ
pozytywn¹ ocenê tylko, wtedy gdy jego poprawnoœæ oceniona jest
na co najmniej 95%. Oznacza to, ¿e nie mo¿na pope³niæ w opisie
wyniku ¿adnego powa¿nego b³êdu a uzyskanie minimalnego
standardu ³¹czy siê z pope³nieniem kilku drobnych lub jednego
znacznego i jednego drobnego b³êdu. Poni¿ej przedstawiono
przyk³ady ró¿nego rodzaju b³êdów dla poszczególnych kryteriów
oceny opisu wyniku diagnostycznego.
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okreœlonych wymogów dotycz¹cych zespo³u badawczego, organizacji i
zarz¹dzania oraz wyposa¿enia laboratorium.

Zespó³ badawczy

Wyposa¿enie laboratorium

Odpowiedni standard wysoko specjalistycznych badañ, do których
niew¹tpliwie nale¿¹ badania cytogenetyczne mo¿e byæ zapewniony jedynie
przez wyszkolony, o najwy¿szych kwalifikacjach zawodowych zespó³ osób
wykonuj¹cych badania. Powinny one legitymowaæ siê wy¿szym lub
œrednim wykszta³ceniem biologicznym lub medycznym i byæ przeszkolone
w zakresie cytogenetyki klinicznej. Ka¿da osoba ze œrednim
wykszta³ceniem i / lub z niedostatecznym doœwiadczeniem w pracy
diagnostycznej powinna mieæ zapewnione doradztwo i opiekê (w tym
autoryzacjê uzyskiwanych przez ni¹ wyników badañ) osoby o wy¿szych
kwalifikacjach zawodowych.

Kierownikiem laboratorium powinna byæ osoba z wy¿szym
wykszta³ceniem medycznym, analitycznym medycznym lub biologicznym,
posiadaj¹ca specjalizacjê w zakresie laboratoryjnej genetyki medycznej, w
miarê mo¿liwoœci ze stopniem naukowym. Osoba ta powinna mieæ nie tylko
odpowiedni¹ wiedzê teoretyczn¹ ale tak¿e du¿e doœwiadczenie w zakresie
diagnostyki cytogenetycznej.

Kierownik laboratorium odpowiedzialny jest miêdzy innym za
kierunki prowadzonych badañ, podnoszenie kwalifikacji zawodowych
personelu oraz wprowadzanie nowoczesnych metod badawczych
umo¿liwiaj¹cych sta³e doskonalenie diagnostyki cytogenetycznej. Jego
zadaniem jest równie¿ taka organizacja pracy aby uzyskiwane w badaniach
diagnostycznych wyniki by³y wydawane bez opóŸnieñ. Warunkiem tego
jest przede wszystkim zachowanie w³aœciwych proporcji pomiêdzy liczb¹
badañ i liczb¹ osób je wykonuj¹cych. W zaleceniach Europejskiego
Towarzystwa Cytogenetycznego (E.C.A.) dotycz¹cych standardów badañ
cytogenetycznych podaje siê np., ¿e œrednie obci¹¿enie prac¹ na osobê w
ci¹gu roku powinno wynosiæ 250 - 350 badañ. Zale¿y ono w pewnym
stopniu od stosowanej metodyki i wyposa¿enia laboratorium (np.
automatyzacji analizy kariotypu) a tak¿e organizacji pracy
administracyjnej. Generalnie, zalecane jest aby w laboratorium
wykonywanych by³o co najmniej 500 badañ cytogenetycznych (wszystkich
badañ ³¹cznie) rocznie. Zapewnienie odpowiedniego standardu badañ i
ci¹g³oœci serwisu diagnostycznego natomiast wymaga zatrudnienia w
laboratorium co najmniej dwóch doœwiadczonych cytogenetyków poza
kierownikiem laboratorium.

Nale¿y pamiêtaæ, ¿e specyfika cytogenetycznych badañ
diagnostycznych decyduje o koniecznoœci sta³ej wspó³pracy cytogenetyków
z genetykami klinicznymi oraz lekarzami innych specjalnoœci. W zwi¹zku z
tym pracownicy laboratorium powinni mieæ zapewnion¹ mo¿liwoœæ
specjalistycznej konsultacji medycznej w wymagaj¹cych tego sytuacjach
diagnostycznych.

Podstawowe wyposa¿enie aparaturowe laboratorium
cytogenetycznego, poza sprzêtem typowym dla ka¿dego laboratorium
powinno zawieraæ:

dobrej klasy mikroskopy z wyposa¿eniem do fluorescencji i
automatycznej fotografii lub do komputerowego systemu
rejestracji, analizy i dokumentacji kariotypu
mikroskop odwrócony (jeœli prowadzone s¹ badania prenatalne)
komorê z laminarnym przep³ywem powietrza, najlepiej
typu"biohazard"
odpowiednie inkubatory do hodowli komórkowych (np. z
kontrolowanym stê¿eniem CO i poziomem wilgotnoœci)
pojemnik do bankowania komórek w ciek³ym azocie oraz
wyci¹g chemiczny digestorium.
Bardzo istotne jest aby wiêkszoœæ spoœród wymienionych aparatów

by³a w co najmniej dwóch egzemplarzach co ³¹czy siê z koniecznoœci¹
spe³nienia podanych wczeœniej wymogów dotycz¹cych hodowli komórek
oraz zapewnienia ci¹g³oœci pracy. Ka¿dy aparat powinien byæ zaopatrzony
w instrukcjê obs³ugi i poddawany okresowej kontroli sprawnoœci dzia³ania
.
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Poprawnoœæ procedury badania
Drobny b³¹d: - nie wykonano zgodnie z przyjêtymi standardami

dostatecznej analizy lub odpowiednich testów.
Powa¿ny b³¹d: - nie wykonano odpowiedniej do zalecanych

standardów analizy lub testów w wyniku
czego interpretacja kliniczna wyniku mo¿e
byæ niejednoznaczna.

Poprawnoœæ uzyskanego wyniku
Drobny b³¹d - niepe³na lub nieprecyzyjna charakterystyka

stwierdzonej aberracji, np. niedok³adnie
okreœlone punkty z³amañ chromosomów

Znaczny b³¹d: - nie rozpoznanie aberracji lub rozpoznanie
aberracji, której nie ma

Interpretacja cytogenetyczna wyniku i zapis kariotypu wg
ISCN

Drobny b³¹d:   - interpretacja nieadekwatna do uzyskanej w
badaniu rozdzielczoœci pr¹¿kowej
chromosomów

- niewielki b³¹d w zapisie kariotypu wzorem
(np. brak kropki, œrednika itp.)

Znaczny b³¹d: - zaniechanie podania wszystkich
prawdopodobnych interpretacji wyniku

- du¿y b³¹d w zapisie kariotypu wzorem (tzn.
taki, ¿e wzór kariotypu jest zaprzeczeniem
jego opisu).

Opis kariotypu
Drobny b³¹d:  - pominiêcie w opisie p³ci, istotnych okreœleñ

takich jak "zrównowa¿ony",
"wzajemna" okreœlenia ramion chromosomów
zaanga¿owanych w aberracjê etc.

Znaczny b³¹d:  -         opis niezrozumia³y (nieczytelny) lub
wprowadzaj¹cy w  b³¹d

Interpretacja kliniczna
Drobny b³¹d: - brak odniesienia stwierdzonej aberracji do

wskazania bêd¹cego podstaw¹ oceny kariotypu
lub pominiêcie w opisie nazwy zespo³u, który
zosta³ stwierdzony.

Znaczny b³¹d:  -         niew³aœciwa ocena lub brak informacji o
ryzyku genetycznym, oraz brak omówienia
mo¿liwych skutków klinicznych.

Powa¿ny b³¹d: - b³¹d diagnostyczny, b³êdna informacja
dotycz¹ca zespo³u klinicznego, która mo¿e byæ
przyczyn¹ niew³aœciwego postêpowania
medycznego lub udzielenie innej niew³aœciwej
informacji mog¹cej prowadziæ do powa¿nych
skutków dla badanych osób.

Na zakoñczenie warto jeszcze przedstawiæ mo¿liwoœci i
ograniczenia systemu retrospektywnej kontroli jakoœci oraz systemu
opartego na ocenie jakoœci w testowych próbkach referencyjnych
rozsy³anych do laboratoriów. Ta druga forma (metoda) sprawdzianu
jakoœci badañ wymaga wiêkszego wysi³ku organizacyjnego i
nak³adów finansowych zwi¹zanych z koniecznoœci¹ sporz¹dzania
przez uprawnione do tego laboratorium wielu standardowych próbek
testowych z okreœlonymi aberracjami chromosomowymi. Zalet¹
sprawdzianu prowadzonego t¹ metod¹ jest natomiast prostsza sama
ocena jakoœci badañ jak i ³atwiejsza ocena porównawcza
poszczególnych laboratoriów, zw³aszcza w zakresie sposobu opisu i
interpretacji uzyskanych wyników. Wi¹¿e siê to z tym, ¿e wszystkie
poddaj¹ce siê kontroli laboratoria otrzymuj¹ ten sam
wystandaryzowany materia³ do badañ. Podstawow¹ wad¹
omawianego systemu kontroli jest to, ¿e uzyskany wynik (czas
badania, jakoœæ preparatu, sposób przeprowadzania analizy
chromosomowej i opisu wyniku) nie musi odzwierciedlaæ
rzeczywistej jakoœci pracy laboratorium w odniesieniu do badañ
rutynowych. Materia³ testowy jest zazwyczaj traktowany inaczej
(lepiej) w celu uzyskania dobrej oceny jakoœci.

Systemy oceny jakoœci badañ diagnostycznych

W przypadku metody retrospektywnej, zewnêtrznej kontroli jakoœci
badañ ocenie podlega rzeczywista praca laboratorium. Poddawane s¹ jej
badania diagnostyczne losowo wybrane spoœród wykonanych ju¿
wczeœniej badañ. Oceniany materia³ nie mo¿e byæ wiêc inaczej
traktowany ni¿ zwyk³e rutynowe badania. Wad¹ tego systemu kontroli
jest natomiast to, ¿e ma³e laboratoria wykonuj¹ce niewielk¹ liczbê badañ
mog¹ mieæ problem z dostarczeniem do oceny okreœlonych
(wymaganych) przypadków.

Zastosowanie techniki porównawczej hybrydyzacji genomowej do
mikromacierzy (array CGH) w cytogenetyce klinicznej

Dr hab. med. Pawe³ Stankiewicz
Zak³ad Genetyki Medycznej

Instytut Matki i Dziecka
Kasprzaka 17A

01-211 Warszawa

Okreœlenie prawid³owej liczby chromosomów przez Tijo i
Levana w 1956 r. oraz opracowanie techniki uzyskiwania preparatów
chromosomowych umo¿liwi³y identyfikacje pierwszych aberracji
chromosomowych u cz³owieka i stworzy³y podstawy cytogenetyki
klinicznej. Jej dalszy rozwój zwi¹zany by³ z wprowadzeniem po koniec
lat 60-tych XX wieku metod pr¹¿kowego barwienia chromosomów.
Konwencjonalne metody oceny kariotypu umo¿liwiaj¹ uzyskiwanie do
850-1000 pr¹¿ków w haploidalnym zestawie chromosomów
prometafazowych, dziêki czemu mo¿liwe jest identyfikowanie aberracji
chromosomowych o wielkoœci ok. 2-3 milionów par zasad (mpz). Dalsze
zwiêkszenie rozdzielczoœci technik badawczych sta³o siê mo¿liwe na
prze³omie lat 80-tych i 90-tych dziêki zastosowaniu metod biologii
molekularnej w badaniach cytogenetycznych. Powsta³a wtedy nowa
ga³¹Ÿ cytogenetyki klinicznej – cytogenetyka molekularna.
Opracowana pod koniec lat 80-tych ub. wieku technika fluorescencyjnej
hybrydyzacji (FISH) ( ) polega na
identyfikacji okreœlonych sekwencji DNA chromosomowego
znajduj¹cego siê w preparacie cytologicznym za pomoc¹ sond
molekularnych wyznakowanych lub wykrywanych z wykorzystaniem
zwi¹zków fluorescencyjnych tak, by mo¿liwe by³o uwidocznienie ich
kompleksów z badanym DNA w mikroskopie fluorescencyjnym.
Metoda FISH sta³a siê podstawowym narzêdziem badawczym
cytogenetyki klinicznej i jest wykorzystywana g³ównie w diagnostyce
zespo³ów mikrodelecyjnych oraz w analizie regionów subtelomerowych
u pacjentów z niepe³nosprawnoœci¹ intelektualn¹ i cechami dysmorfii.

Jedn¹ z modyfikacji techniki FISH jest porównawcza hybrydyzacja
genomowa (CGH) ( ). Polega ona na
hybrydyzacji dwóch genomowych DNA zmieszanych w proporcji 1:1,
badanego i referencyjnego do prawid³owych chromosomów
metafazowych na szkie³ku podstawowym. Zastosowanie ro¿nych
fluorochromow do detekcji obu tych genomów umo¿liwia porównawcz¹
ocenê iloœciowa intensywnoœci sygna³ów fluorescencyjnych na ca³ej
d³ugoœci kontrolnych chromosomów za pomoc¹ odpowiedniego
programu komputerowego (Ryc. 1). Metoda ta mo¿na analizowaæ ca³y
genom w jednym badaniu z rozdzielczoœci¹ ok. 5-10 mpz.
Konwencjonalna CGH wykorzystywana by³a dotychczas przede
wszystkim w cytogenetyce nowotworów do identyfikacji
niezrównowa¿onych aberracji chromosomowych.

W cytogenetyce klinicznej CGH znalaz³a szersze
zastosowanie w zmodyfikowanej wersji o zwiêkszonej rozdzielczoœci
tzw. HR-CGH ( CGH). Polepszenie rozdzielczoœci do 2-3
mpz uzyskano w wyniku opracowania tzw. dynamicznych profili
referencyjnych, specyficznych dla poszczególnych chromosomów.

Wprowadzenie

in situ fluorescence in situ hybridization

comparative genomic hybridization

high-resolution

Porównawcza hybrydyzacja genomowa (CGH)

Zastosowanie techniki w cytogenetyce
klinicznej

array CGH



HR-CGH wykorzystuje siê do identyfikacji ma³ych, widocznych
niezrównowa¿onych aberracji chromosomowych, które nie mog¹ byæ
okreœlone za pomoc¹ metod pr¹¿kowych. HR-CGH umo¿liwia
równie¿ identyfikowanie submikroskopowych rearan¿acji
chromosomowych u ok. 10% pacjentów z prawid³owym kariotypem.

Znaczne zwiêkszenie potencja³u diagnostycznego techniki
CGH osi¹gniêto poprzez zast¹pienie chromosomów metafazowych
uszeregowanymi i umocowanymi na szkie³ku podstawowym
fragmentami DNA takimi jak klony BAC (

) lub PAC ( ), cDNA
( DNA), produkty PCR lub zsyntetyzowane
oligonukleotydy. Analizowane DNA genomowe pacjenta oraz DNA
referencyjne znakuje siê odmiennie i ko-hybrydyzuje w odwrotnych
kombinacjach (Ryc. 1). Nadmiar lub brak fragmentu genomu
widoczny jest jako odchylenie od oczekiwanego koloru
fluorescencyjnego gdy jest taka sama iloœæ odpowiednich fragmentów
obu analizowanych DNA (proporcja 1:1). Ta metoda badawcza
umo¿liwia analizê ca³ego genomu w pojedynczym teœcie z
rozdzielczoœci¹ zale¿n¹ praktycznie jedynie od wielkoœci i liczby
zastosowanych klonów.

Technikê array CGH stosowano z powodzeniem do analizy
wybranych regionów chromosomowych, ca³ych chromosomów lub
ca³ych genomów. Dotychczas najwiêksze zastosowanie znalaz³y
mikromacierze BAC-owe zawieraj¹ce ok. 3 tysi¹ce klonów, które
umo¿liwiaj¹ analizê ca³ego genomu z rozdzielczoœci¹ ok. 1 mpz.
Znacznie rzadziej stosowano mikromacierze z ponad 30.000 klonów
BAC pokrywaj¹cymi ca³y genom ( ).

W ostatnich 10-15 latach okaza³o siê, ¿e wiele chorób
powstaje w wyniku czêsto niewidocznych w mikroskopie œwietlnym
rearan¿acji genomowych. Lupski (1998) okreœli³ te nieprawid³owoœci
mianem chorób genomowych ( ). Fenotyp kliniczny
tych chorób jest konsekwencj¹ nieprawid³owej iloœci bia³ka
kodowanego przez wra¿liwy na dawkê gen, zlokalizowany w regionie
genomu, który uleg³ rearan¿acji.

Ogromny postêp w rozwoju technik biologii i cytogenetyki
molekularnej oraz zastosowanie komputerowej analizy porównawczej
sekwencji DNA poznanych dziêki zsekwencjonowania genomu
cz³owieka umo¿liwi³y odkrycie specyficznych struktur DNA.
Struktury te okreœlono jako segmentalne duplikacje lub kopie
sekwencji DNA o niskiej czêstoœci powtórzeñ (
LCRs). Okaza³o siê, ¿e czyni¹ one niektóre regiony naszego genomu
szczególnie podatnymi na rearan¿acje genomowe. Przez wiele lat
pozostawa³y one poza zakresem rozdzielczoœci tradycyjnych metod
biologii molekularnej i cytogenetyki konwencjonalnej. Dopiero
zastosowanie technik FISH i array CGH umo¿liwi³o analizê oraz
identyfikacjê tego typu nieprawid³owoœci.

Metoda array CGH w ci¹gu ostatnich kilku lat rewolucjonizuje
cytogenetykê kliniczn¹. Wykorzystywana by³a ona g³ównie w
diagnostyce klinicznej pacjentów z niepe³nosprawnoœci¹
intelektualn¹, cechami dysmorfii, wrodzonymi wadami lub
autyzmem. U tych pacjentów metody pr¹¿kowego barwienia
chromosomów wykazuj¹ aberracje chromosomowe stwierdza siê w
ok. 3-4% przypadków.Analiza regionów subtelomerowych umo¿liwia
identyfikacje nieprawid³owoœci chromosomowych w dalszych ok. 5-
6% przypadków. Tak wiêc, za pomoc¹ obu tych metod aberracje
chromosomowe mo¿na wykryæ w ok. 8-10% pacjentów z
niepe³nosprawnoœci¹ intelektualn . W zale¿noœci od zastosowanych
kryteriów w³¹czenia do badañ, metoda CGH do mikromacierzy
umo¿liwi³a wykrycie rearan¿acji chromosomowych u dalszych 5-17%
pacjentów (z prawid³owym kariotypem i testem subtelomerowym).

Produkcja mikromacierzy BAC-owych konstruowanych
g³ównie w oœrodkach akademickich jest kosztowna i czasoch³onna.
Przysz³oœæ metody array CGH wi¹¿e siê z technologi¹
oligonukleotydow¹, która umo¿liwia drukowanie lub syntetyzowanie
na jednym szkie³ku podstawowym setek tysiêcy oligonukleotydów
(œrednio o d³ugoœci ok. 60 nukleotydów). Sondy oligonukleotydowe
mo¿na wybieraæ z fragmentów genomu wolnych od sekwencji
powtarzaj¹cych siê, co umo¿liwia znaczne zmniejszenie lub nawet
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wyeliminowanie kosztownego Cot-1 DNA stosowanego w
macierzach BAC-owych do kompetycyjnego t³umienia
niespecyficznych sekwencji DNA powtarzaj¹cych siê o du¿ej
czêstoœci.

Obecnie s¹ juz dostêpne komercyjnie mikromacierze z
kilkuset tysi¹cami oligonukleotydow, np. firm Agilent lub
NimbleGen. Innym rodzajem s¹ mikromacierze z oligonukleotydami
do identyfikacji SNPs np. firm Affymetrix lub Illumina. W
porównaniu do array CGH macierze SNP-owe umo¿liwiaj¹
dodatkowo wykrywanie disomii jednorodzicielskich, okreœlanie
pochodzenia rodzicielskiego stwierdzanych nieprawid³owoœci lub
wykrywanie zanieczyszczenia komórkami matczynymi w badaniu
prenatalnym. Du¿a liczba oligonukleotydów oraz zastosowanie
odpowiedniej analizy statystycznej sprawi³y, ze mikromacierze
oligonukleotydowe maj¹ wiêksz¹ czu³oœæ i rozdzielczoœæ ni¿
mikrochipy BAC-owe. Wydaje siê, ¿e w najbli¿szym czasie zast¹pi¹
one technologie BAC-ow¹.

Technika CGH do mikromacierzy okaza³a siê równie¿
przydatna do identyfikacji genów patogennych. Vissers i wsp. (2004)
zastosowali ca³ogenomowa mikromacierz BAC-owa w grupie
pacjentów z zespo³em CHARGE. W jednym przypadku
zidentyfikowali mikrodelecjê w regionie 8q12 zawieraj¹c¹ gen

. U czêœci pacjentów znaleziono mutacje punktowe w tym genie
wykazuj¹c, ze gen ten jest odpowiedzialny za zespól CHARGE.
Stosuj¹c technikê array CGH trzy niezale¿ne zespo³y zidentyfikowa³y
now¹ powtarzaj¹c¹ siê submikroskopow¹ mikrodelecjê w
chromosomie 17q21.31. Ocenia siê, ze mapuj¹cy siê w niej gen
mo¿e byæ odpowiedzialny za 1% przypadków niepe³nosprawnoœci
intelektualnej.

Jednym z wa¿nych efektów zastosowania techniki CGH do
mikromacierzy by³o odkrycie, ¿e genomy ludzi ró¿ni¹ siê miêdzy sob¹
fragmentami DNA o wielkoœci nawet kilkuset tysiêcy par zasad.
Zmiany te okreœlono jako zmiennoœæ liczby kopii fragmentów DNA
(CNV) ( ). Kopie CNV zidentyfikowano w
ponad 1.500 regionach genomu o ³¹cznej d³ugoœci 360 mpz. Stanowi¹
one 12% naszego genomu czyli wiêcej ni¿ suma wszystkich znanych
polimorfizmów pojedynczych nukleotydów (tzw. SNPs). Ocenia siê,
¿e rearan¿acje DNA w wiêkszym stopniu ni¿ zmiany pojedynczych
nukleotydów mog¹ byæ odpowiedzialne za ewolucjê gatunku
cz³owieka, zmiennoœæ osobnicz¹, a mo¿e równie¿ za podatnoœæ i/lub
powstawanie chorób.

Wysoka czêstoœæ wystêpowania kopii CNVs w genomie
cz³owieka utrudnia interpretacje wyników badañ metod¹ array CGH.
Wiêkszoœæ kopii CNV jest prawdopodobnie wariantami
polimorficznymi i nie manifestuje siê fenotypowo. Tylko niektóre z
nich s¹ odpowiedzialne za powstawanie chorób o dziedziczeniu
mendlowskim, cech wielogenowych lub niechorobowych cech
fenotypowych, w³¹cznie z cechami zachowania (osobowoœci). W
ocenie czy stwierdzona zmiana jest patogenna, bardzo przydane jest
okreœlenie jej pochodzenia (najczêœciej za pomoc¹ FISH lub array
CGH). Z rzadkimi wyj¹tkami (np. w zespole mikrodelecji 22q11.2),
zmiany odziedziczone od rodziców ocenia siê jako ³agodne
polimorfizmy a zmiany jako potencjalnie patogenne. Drugim
przydatnym kryterium jest wielkoœæ kopii CNV. Zmiany o wielkoœci
powy¿ej 1-2 mpz oceniane s¹ jako prawdopodobnie patogenne a
zmiany ponizej 500 kpz s¹ raczej polimorfizmami. W interpretacji
kopii CNV korzysta siê równie¿ coraz czêœciej z internetowych baz
danych, w których gromadzone s¹ identyfikowane warianty
polimorficzne.

W celu zminimalizowania wp³ywu kopii CNV na wynik
badania metod¹ array CGH skonstruowano tzw. mikromacierze
selektywne ( ) z sondami swoistymi tylko do regionów
zwi¹zanych z okreœlonymi znanymi chorobami genomowymi (Ryc.
2). Ocenia siê, ze mikromacierze selektywne umo¿liwiaj¹
wykrywanie nieprawid³owoœci u ok. 6-10% pacjentów z idiopatyczn¹
niepe³nosprawnoœci¹ intelektualna a mikromacierze o rozdzielczoœci
1 mpz lub pokrywaj¹ce ca³y genom w ok. 10-15% przypadków.

Trudnoœci interpretacyjne wynikaj¹ce z obecnoœci kopii
CNVs s¹ g³ówn¹ przyczyn¹ ograniczonego zastosowania metody
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Rycina 1. Zasada techniki CGH i array CGH.

Rycina 2. Przyk³ady wyników badañ metod¹ array CGH z
wykorzystaniem technologii BAC-owej (wersja 5.0 macierzy selektywnej
Baylor College of Medicine).

W konwencjonalnej CGH jako
matrycê wykorzystuje siê chromosomy metafazowe. W technice CGH do
mikromacierzy zamiast chromosomów metafazowych stosowane s¹ fragmenty
DNA(np. klony genomowe BAC) przymocowane do szkie³ka podstawowego a
analizowane genomowe DNA badanego pacjenta i DNA referencyjne znakuje
siê odmiennie i ko-hybrydyzuje w odwrotnych kombinacjach. Nadmiar lub
brak fragmentu genomu widoczny jest jako odchylenie od oczekiwanego
koloru fluorescencyjnego, który wystêpuje, uzyskiwane wtedy gdy jest taka
sama iloœæ odpowiednich fragmentów obu analizowanych DNA(1:1).

Po lewej stronie przedstawiono wynik
interstycjalnej delecji w regionie 1p36, która nie zosta³a wykryta za pomoc¹
subtelomerowego testu metod¹ FISH. Po prawej stronie pokazano wynik
wzajemnej mikroduplikacji regionu typowej mikrodelecji zespo³u Williamsa i
Beurena. Mikroduplikacje czasami nie s¹ wykrywane w badaniu metod¹ FISH
z powodu ograniczonej rozdzielczoœci chromosomów metafazowych i/lub
nieuwzglêdnienia w badaniu j¹der interfazowych
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Wady i zalety metody array CGH

Podsumowanie

Piœmiennictwo

G³ówn¹ zalet¹ metody array CGH jest mo¿liwoœæ
jednoczasowej analizy ca³ego genomu równowa¿nej z setkami lub
nawet tysi¹cami pojedynczych testów metod¹ FISH. Metoda array
CGH umo¿liwia wykrywanie praktycznie wszystkich widocznych
oraz submikroskopowych niezrównowa¿onych aberracji
chromosomowych. Do badañ nie s¹ wymagane dziel¹ce siê komórki
dziêki czemu mo¿na analizowaæ np. materia³ poœmiertny. W
przypadku ma³ej iloœci materia³u do badañ mo¿e byæ on namna¿any.
Kieruj¹c na badanie metod¹ array CGH lekarz nie musi byæ
doœwiadczonym dysmorfologiem. Ponadto, analiza genomu t¹ metod¹
nie jest tak czasoch³onna jak np. niejednokrotnie w badaniu metod¹
FISH.

Jedn¹ z najwiêkszych zalet metody array CGH okaza³a siê
mo¿liwoœæ wykrywania mozaikowoœci nieidentyfikowalnych w
konwencjonalnych badaniach cytogenetycznych. W metodzie array
CGH genomowe DNA izolowane jest ze wszystkich j¹drzastych
komórek krwi podczas gdy w rutynowych badaniach metodami
pr¹¿kowymi analizuje siê chromosomy limfocytów T, które wczeœniej
za pomoc¹ stymulacji fitohemaglutynin¹ zosta³y pobudzone do
podzia³ów mitotycznych. W badaniach du¿ej grupy pacjentów z
zastosowaniem metody array CGH stwierdzono obecnoœæ
mozaikowoœci chromosomowej a¿ w 8% przypadków. Odsetek
nieprawid³owych komórek zawiera³ siê w przedziale 3-77%. Wœród
wykrytych nieprawid³owoœci opisywano monosomie i trisomie ca³ych
chromosomów, chromosomy markerowe oraz delecje interstycjalne i
terminalne (równie¿ submikroskopowe).

Array CGH okaza³a siê równie¿ bardzo przydatna do
identyfikacji miroduplikacji chromosomowych (np. regionów
zespo³ów DiGeorge, Pradera i Williego/Angelmana, Smith i Magenis,
regionu 1p36 oraz genu ), które czasami nie by³y wykrywane
w badaniu metod¹ FISH z powodu ograniczonej rozdzielczoœci
chromosomów metafazowych i/lub nieuwzglêdnienia w badaniu j¹der
interfazowych. Ponadto, w regionach subtelomerowych
identyfikowano niezrównowa¿enia interstycjalne, które nie mog³y
byæ wykryte za pomoc¹ tradycyjnego testu subtelomerowego FISH.

Podstawow¹ wad¹ metody array CGH jest niemo¿noœæ
wykrywania zrównowa¿onych aberracji chromosomowych
(zrównowa¿one translokacje chromosomowe wystêpuj¹ z czêstoœci¹
1/500 zdrowych osób) oraz wiêkszoœci aneuploidii (z wyj¹tkiem
69,XXYlub 69,XYY). Dla wielu laboratoriów problemem jest wysoki
koszt badania (szczególnie niezbêdnego do badañ t¹ metod¹ skanera),
jakkolwiek metoda podlega automatyzacji i wraz z jej
upowszechnieniem, badania powinny byæ ono nied³ugo tañsze od
konwencjonalnej analizy kariotypu.

Najnowsza technika cytogenetyki molekularnej,
porównawcza hybrydyzacja genomowa (array CGH) od kilku lat
rewolucjonizuje badania diagnostyczne. Umo¿liwia ona analizê
ca³ego genomu po k¹tem identyfikacji niezrównowa¿onych aberracji
chromosomowych w jednym badaniu z nieosi¹galn¹ dotychczas
rozdzielczoœci¹. Wielooœrodkowe badania pacjentów z
niepe³nosprawnoœci¹ intelektualna i/lub cechami dysmorfii oraz
prawid³owym kariotypem z wykorzystaniem ro¿nych wariantów
array CGH wykaza ³y obecnoœæ submikroskopowych
niezrównowa¿onych rearan¿acji genomowych w 5-17% przypadków.
Nieoczekiwanie, kilka identyfikowanych patogennych
nieprawid³owoœci stanowi¹ zmiany mozaikowe niemo¿liwe do
wykrycia za pomoc¹ konwencjonalnych metod analizy kariotypu.
Dostêpne komercyjnie mikromacierze oligonukleotydowe z ponad
300.000 zsyntetyzowanych sond oligonukleotydowych cechuj¹ siê
wy¿sza rozdzielczoœci¹ i czu³oœci¹ ni¿ stosowane dotychczas
mikromacierze BAC-owe i w najblizszej przysz³osci bêd¹ je
zastêpowaæ.

Cheung SW i wsp. Development and validation of a CGH microarray
for clinical cytogenetic diagnosis. Genet. Med. 2005,
7:422-432.
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Wspó³czesne mo¿liwoœci cytogenetyki klinicznej w
diagnostyce chorób genetycznych

Aspekty kliniczne aberracji chromosomowych

Prof. dr hab. Ewa Bocian
Zak³ad Genetyki Medycznej

Instytut Matki i Dziecka w Warszawie

Cytogenetyka kliniczna stanowi¹c od wielu ju¿ lat integraln¹
czêœæ genetyki medycznej, zajmuje siê identyfikacj¹ i charakterystyk¹
aberracji chromosomowych oraz badaniem ich roli w patologii
cz³owieka. Podwaliny tej dziedziny genetyki powsta³y w latach 70.
kiedy to opracowane zosta³y metody pr¹¿kowego barwienia
chromosomów umo¿liwiaj¹ce analizê kariotypu. Rozwój tych metod
analizy chromosomów zaowocowa³ bogat¹ dokumentacj¹ zwi¹zku
przyczynowo-skutkowego pomiêdzy obecnoœci¹ ró¿nych, czêsto
niewielkich aberracji chromosomowych i specyficznymi zespo³ami
cech klinicznych stwierdzanych u pacjentów. Od tego czasu badania
cytogenetyczne sta³y siê jednym z podstawowych elementów procesu
diagnostycznego chorób genetycznych. Stanowi¹ podstawê
rozpoznania klinicznego choroby, umo¿liwiaj¹ identyfikacjê rodzin
ryzyka genetycznego, a tak¿e s³u¿¹ poznawaniu patomechanizmu i
pod³o¿a molekularnego tych chorób. Rozpoznawane w badaniu
kariotypu aberracje chromosomowe, nale¿¹ bowiem do tych zmian
genomu, które, jak mia³o to miejsce po raz pierwszy w przypadku
dystrofii miêœniowej Duchenne'a, umo¿liwiaj¹ niejednokrotnie
mapowanie genów warunkuj¹cych chorobê.

Dokonania poznawcze i mo¿liwoœci diagnostyczne
cytogenetyki klinicznej wynikaj¹ z rozwoju metod biologii
molekularnej oraz postêpu technologicznego. Opracowanie i
wdro¿enie do badañ nowych technik cytogenetycznych
wykorzystuj¹cych metody biologii molekularnej zaowocowa³o
powstaniem nowej, ci¹gle rozwijaj¹cej siê dziedziny cytogenetyki
cytogenetyki molekularnej. Metody badawcze cytogenetyki
molekularnej stanowi¹ obecnie niezbêdne uzupe³nienie pr¹¿kowych
metod oceny kariotypu okreœlanych mianem klasycznych lub
konwencjonalnych. Umo¿liwiaj¹ one identyfikacjê i charakterystykê
tych wszystkich aberracji, które dotychczas sprawia³y problemy
diagnostyczno interpretacyjne w badaniach metodami klasycznymi.
Dziêki nim poznajemy tak¿e coraz lepiej etiologiê i patomechanizmy
chorób dziedzicznych.

Aberracje chromosomowe, których ekspresja kliniczna
dotyczy zazwyczaj zaburzeñ funkcji wielu narz¹dów i uk³adów oraz
wyra¿a siê szerokim spektrum objawów, stanowi¹ problem kliniczny
w ka¿dej niemal specjalnoœci medycznej. Skutki kliniczne aberracji
chromosomowych wynikaj¹ z braku równowagi genetycznej, której
przyczyn¹ jest zwykle zmiana dawki genów i zaburzenie ich funkcji
regulatorowych. W zwi¹zku z tym aberracje zrównowa¿one tzn. takie,
których powstawaniu nie towarzyszy utrata lub zwiêkszenie iloœci
materia³u chromosomowego, nie maj¹ zazwyczaj wp³ywu na cechy
fenotypowe. Mog¹ natomiast zmniejszaæ zdolnoœæ do prokreacji
manifestuj¹c¹ siê najczêœciej wystêpowaniem poronieñ samoistnych
we wczesnym okresie ci¹¿y. U ~ 4-6% par ma³¿eñskich z takimi
problemami stwierdza siê aberracjê chromosomow¹. W skrajnych
przypadkach aberracje te skutkuj¹ bezp³odnoœci¹. Ograniczenia
zdolnoœci do prokreacji wynikaj¹ z faktu, ¿e wiêkszoœæ aberracji jest
letalna, o czym œwiadczy ich obecnoœæ w ok. 60% poronieñ
samoistnych jak równie¿ i to, ¿e stwierdza siê je w ok. 6% przypadków
martwych urodzeñ i zgonów oko³oporodowych. Aberracje
chromosomowe stwierdzane s¹ tak¿e u 5 20% dzieci urodzonych z
mnogimi wadami rozwojowymi. Wœród ¿ywo urodzonych
noworodków wystêpuj¹ z czêstoœci¹ 1/200. Obecnoœæ zrównowa¿onej
aberracji chromosomowej mo¿e tak¿e zwiêkszaæ ryzyko wyst¹pienia
niezrównowa¿onej aberracji u potomstwa jej nosiciela. Polega ono
zazwyczaj na obecnoœci tzw. czêœciowej trisomii i monosomii
fragmentów chromosomów objêtych rearan¿acj¹ rodzicielsk¹. Ryzyko
urodzenia chorego dziecka w rodzinach nosicieli zrównowa¿onych
aberracji chromosomowych zale¿y od rodzaju aberracji, wielkoœci
chromosomu lub fragmentu chromosomu objêtego aberracj¹, czasami
tak¿e od p³ci jej nosiciela.

Niezrównowa¿one aberracje chromosomów objawiaj¹ siê
zazwyczaj opóŸnieniem rozwoju somatycznego, cechami dysmorfii w

budowie cia ³a , mnogimi wadami rozwojowymi oraz
niepe³nosprawnoœci¹ intelektualn¹. Zespó³ wymienionych cech
klinicznych stanowi wiêc wskazanie do wykonania badania
cytogenetycznego (Tab.1). Nawet jednak wtedy, gdy specyficzna
konstelacja cech fenotypowych umo¿liwia rozpoznanie kliniczne
okreœlonego zespo³u chromosomowego (np. zespo³ów Downa,
Turnera, Pradera-Williego czy cri du chat) bezwzglêdnie konieczne
jest potwierdzenie rozpoznania badaniem kariotypu pacjenta.
Natomiast wskazaniem do prenatalnej oceny kariotypu p³odu jest
wiêksze od populacyjnego, ryzyko urodzenia dziecka z aberracj¹
chromosomow¹. Ryzyko takie pojawia siê przede wszystkim wtedy
gdy matka ma wiêcej ani¿eli 35 lat lub jedno ze wspó³ma³¿onków jest
nosicielem zrównowa¿onej aberracji chromosomowej. Wskazaniem
do prenatalnej oceny kariotypu s¹ tak¿e: aneuploidia u dziecka z
poprzedniej ci¹¿y, wady rozwojowe stwierdzane u p³odu w badaniu
USG oraz nieprawid³owe wyniki badañ przesiewowych w surowicy
matki.

Cechy fenotypowe okreœlonego zespo³u chromosomowego
Zespó³ wad rozwojowych i /lub cechy dysmorfii
oraz opóŸnienie rozwoju  psychoruchowego
Zaburzenia rozwoju cielesno -p³ciowego
Niepowodzenia rozrodu
Wystêpowanie strukturalnej aberracji
chromosomowej w rodzinie

Specyfika badañ cytogenetycznych polega przede
wszystkim na koniecznoœci prowadzenia hodowli komórkowych
umo¿liwiaj¹cych uzyskanie dziel¹cych siê komórek w stadium
metafazy, oraz trudnej, wymagaj¹cej du¿ego doœwiadczenia,
mikroskopowej analizie specyficznie wybarwionych chromosomów.
W przypadku badañ prenatalnych ³¹czy siê tak¿e z ograniczonymi
mo¿liwoœciami pozyskiwania materia³u do badañ i weryfikacji
uzyskanego wyniku jak równie¿ z koniecznoœci¹ jak najszybszego
otrzymania wyniku diagnostycznego. Metody cytogenetyki
klasycznej polegaj¹ na specyficznym, pr¹¿kowym barwieniu
chromosomów lub specyficznych regionów i struktur
chromosomowych, umo¿liwiaj¹cym identyfikacjê poszczególnych
chromosomów oraz rozpoznawanie i charakterystykê ich
nieprawid³owoœci (Fot.1). Najczêœciej stosowana jest technika
uzyskiwania pr¹¿ków G okreœlana symbolem GTG ( pr¹¿ki G
uzyskiwane przez trawienie chromosomów trypsyn¹ i barwienie
odczynnikiem Giemsy). Obraz pr¹¿kowy chromosomów stanowi
odzwierciedlenie ich strukturalnego i funkcjonalnego zró¿nicowania.
Liczba uzyskanych w standardowym badaniu kariotypu pr¹¿ków
(zazwyczaj 450 550, a przy zastosowaniu okreœlonej metodyki 850 w
23 chromosomach) decyduje o czu³oœci metody badania i w efekcie o
wielkoœci rozpoznawanych aberracji. Im wiêksza jest liczba pr¹¿ków
(tzw. rozdzielczoœæ pr¹¿kowa) tym mniejszy defekt chromosomowy
mo¿e byæ zidentyfikowany (Tabela 2).

Tabela 1. Wskazania do oznaczenia kariotypu

Klasyczne metody oceny kariotypu  mo¿liwoœci i ograniczenia
diagnostyczne

Tabela 2 Czu³oœæ i rozdzielczoœæ metod cytogenetyki klasycznej

l

l

l

l

l

Rozdzielczoœæ pr¹¿kowa Wielkoœæ wykrywanej aberracji
w milionach par zasad (Mpz)

400 10
550 - 850 5 - 3

ca³ego genomu cz³owieka  ~ 3000
Wielkoœæ przeciêtnego chromosomu  ~ 50

pr¹¿ka chromosomowego   ~ 3-7,5
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Sekwencji DNAw jednej komórce.
Analiza cytogenetyczna metod¹ FISH jest bardzo prosta i

polega na stwierdzaniu obecnoœci (lub braku), ocenie wielkoœci, liczby
oraz lokalizacji sygna³u fluorescencyjnego sondy w chromosomach.

W zwi¹zku z tym, ¿e stosowane w badaniu metod¹ FISH
sondy musz¹ mieæ okreœlon¹ specyficznoœæ, metoda ta umo¿liwia
identyfikacjê tylko tych aberracji chromosomowych, których
obecnoœæ lub lokalizacja w genomie zosta³a ju¿ wczeœniej stwierdzona
innymi metodami. A zatem jest to metoda uzupe³niaj¹ca klasyczn¹
analizê pr¹¿kow¹ chromosomów i nie mo¿e zast¹piæ jej w ocenie
kariotypu.

Wœród licznych modyfikacji podstawowej techniki FISH
wykorzystywanych w diagnostyce cytogenetycznej wymieniæ nale¿y
przede wszystkim techniki M-FISH i SKY, (ang.

) oraz porównawcz¹ hybrydyzacjê genomow¹
(CGH, ang. ). Metody te
umo¿liwiaj¹ analizê ca³ego genomu w jednym badaniu. W tzw.
wielobarwnym kariotypowaniu chromosomy identyfikowane s¹ przy
pomocy sond molekularnych wyznakowanych mieszanin¹ kilku
fluorochromów stosowanych w ró¿nych kombinacjach lub
proporcjach iloœciowych. W wyniku analizy widmowej fluorescencji
poszczególnych chromosomów (z wykorzystaniem zestawu
odpowiednich filtrów lub spektrofotometru), dokonywanej w
komputerze, nadawane s¹ im sztuczne barwy. Ka¿dy z 24
chromosomów uwidoczniony jest w innym kolorze. Ocena kariotypu
t¹ metod¹ polega wiêc na analizie barwnego, a nie pr¹¿kowego obrazu
chromosomów. Ta metoda wykorzystywana jest zarówno do
niezwykle trudnej technicznie diagnostyki licznych i z³o¿onych
aberracji wystêpuj¹cych w komórkach nowotworowych jak te¿ do
rozpoznawania aberracji konstytucyjnych, szczególnie z³o¿onych
rearan¿acji, chromosomów markerowych czy innych addycji
nieznanego pochodzenia. Podstawowym ograniczeniem tej metody
badawczej jest stosunkowo ma³a czu³oœæ oraz brak mo¿liwoœci
identyfikacji, nie manifestuj¹cych siê zmian¹ koloru, aberracji
powstaj¹cych w obrêbie jednego chromosomu.

Technika CGH (ang. comparative genome hybridization)
umo¿liwia wykrywanie zmian w chromosomach o charakterze
delecji, duplikacji oraz amplifikacji. Polega na hybrydyzacji
mieszaniny, wyznakowanego (w ró¿nych kolorach) DNA komórki
badanej i komórki referencyjnej do prawid³owych chromosomów w
preparacie cytologicznym. Komputerowa, iloœciowa analiza
fluorescencji DNA komórki badanej i referencyjnej wzd³u¿
poszczególnych chromosomów umo¿liwia uzyskanie profili
wzglêdnej intensywnoœci fluorescencji dla ka¿dego chromosomu.
Jeœli w badanym DNA pacjenta nie ma nieprawid³owoœci to mieszcz¹
siê one w okreœlonym zakresie tzw. wartoœci progowych (0.75 1.25).
Delecje lub amplifikacje okreœlonych sekwencji DNA
chromosomowego skutkuj¹ zmniejszeniem lub zwiêkszeniem
uzyskanych dla nich wartoœci wzglêdnej fluorescencji w stosunku do
wartoœci referencyjnych. Nastêpuje wówczas przesuniêcie profilu
intensywnoœci fluorescencji tych regionów chromosomowych poza
wartoœci progowe. W udoskonalonej wersji tej techniki badawczej
(okreœlanej jako HR-CGH od ang. high resolution-CGH) dziêki
zast¹pieniu sztywnych progów referencyjnych, identycznych dla
ka¿dego chromosomu, tzw. profilami dynamicznymi, specyficznymi
dla ka¿dego z chromosomów, uzyskano zwiêkszenie czu³oœci metody
z ~ 10 Mpz do ~ 3 Mpz. Now¹, rozwijan¹ obecnie modyfikacj¹
techniki CGH jest CGH do mikromacierzy (ang. array CGH - aCGH).
Ró¿ni j¹ od klasycznej metody CGH tyko to, ¿e mieszanina DNA
badanego i referencyjnego hybrydyzowana jest nie do chromosomów
metafazowych, lecz do zmapowanych wczeœniej i umieszczonych na
p³ytce klonów genomowych (okreœlonych sekwencji DNA).
Mikromacierze mog¹ byæ konstruowane dla pojedynczych
chromosomów, specyficznych regionów chromosomowych lub te¿
dla ca³ego genomu komórki. Zastosowany w mikromacierzy zestaw
klonów, ich wielkoœæ oraz odleg³oœæ miêdzy nimi w genomie
decyduj¹ o mo¿liwoœciach diagnostycznych, czu³oœci i rozdzielczoœci
metody. Stosowane obecnie mikromacierze maj¹ rozdzielczoœæ w
zakresie od 1 Mpz -100 Kpz, a nawet do 10 Kpz. Tak wiêc metoda ta
umo¿liwia analizê kariotypu z precyzj¹ nieosi¹galn¹ dotychczas
innymi metodami.

multiplex FISH i
spectral karyotyping

comparative genomic hybridization
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Wynik badania cytogenetycznego i jego interpretacja

Nieprawid³owy wynik badania cytogenetycznego stwierdza
siê w ok.10 30% badañ postnatalnych i w 3 5% przypadków
prenatalnej oceny kariotypu. Interpretacja wyniku nie sprawia
trudnoœci w przypadku stwierdzenia aberracji chromosomowej, która
odpowiada okreœlonemu zespo³owi klinicznemu lub mo¿e byæ
przyczyn¹ obserwowanych u chorego objawów klinicznych. Trudnoœci
interpretacji klinicznej powstaj¹ natomiast wtedy, gdy mimo
nieprawid³owego fenotypu pacjenta, czasami nawet objawów
klinicznych okreœlonego zespo³u chromosomowego, stwierdzony
zostanie prawid³owy kariotyp lub zrównowa¿ona aberracja
c h r o m o s o m o w a . W o b u t y c h p r z y p a d k a c h i s t n i e j e
prawdopodobieñstwo obecnoœci u chorego bardzo ma³ej,
submikroskopowej aberracji, dla wykrycia której czu³oœæ rutynowej
metody oceny kariotypu nie by³a wystarczaj¹ca. Problemy
diagnostyczno-interpretacyjne wyników badañ cytogenetycznych
dotycz¹ tak¿e identyfikacji dodatkowego materia³u chromosomowego
oraz z³o¿onych translokacji chromosomowych. W tych przypadkach
aberracja zostaje wykryta, nie ma natomiast mo¿liwoœci pe³nej
charakterystyki nieprawid³owoœci. Brak precyzyjnie zdefiniowanego
kariotypu uniemo¿liwia wówczas okreœlenie zale¿noœci pomiêdzy
stwierdzon¹ aberracj¹ a zespo³em cech fenotypowych u chorego.
Niewykrycie natomiast obecnej u pacjenta submikroskopowej aberracji
chromosomowej uniemo¿liwia ustalenie pe³nej i wiarygodnej
diagnozy.

Ograniczenia diagnostyczne (dotycz¹ce skutecznoœci i
wiarygodnoœci) badañ cytogenetycznych prowadzonych metodami
konwencjonalnymi wynikaj¹, ogólnie rzecz ujmuj¹c, z trzech przyczyn.
Pierwsza z nich to niedostateczna czu³oœæ i rozdzielczoœæ tych metod do
wykrywania ma³ych i/lub submikroskopowych aberracji. Kolejne
dotycz¹ subiektywizmu oceny uzyskanego wzoru pr¹¿kowego
chromosomów i nie zawsze wystarczaj¹cego zró¿nicowania tego
obrazu do rozpoznania lub pe³nej charakterystyki aberracji
chromosomowych. Dobrym przyk³adem tych ograniczeñ
diagnostycznych s¹ regiony telomerowe chromosomów. Barwi¹ siê one
jasno metod¹ GTG i nie wykazuj¹, swoistego dla poszczególnych
chromosomów, zró¿nicowania pr¹¿kowego, co decyduje zazwyczaj o
braku mo¿liwoœci rozpoznania ma³ych rearan¿acji w obrêbie tych
regionów. Opracowanie w latach 80. metody hybrydyzacji in situ, a
nastêpnie wdro¿enie tej techniki i wielu jej odmian do badañ
cytogenetycznych, umo¿liwi³o bardziej skuteczn¹ i wiarygodn¹
diagnostykê aberracji chromosomowych. Metody te nie tylko
poszerzy³y znacznie mo¿liwoœci diagnostyczne i poznawcze badañ
cytogenetycznych ale tak¿e zaowocowa³y rozstrzygniêciem wielu
problemów diagnostyki klinicznej chorób dziedzicznych.

Podstawow¹ metod¹ cytogenetyki molekularnej stosowan¹ w
diagnostyce zespo³ów chromosomowych jest fluorescencyjna
hybrydyzacja in situ (FISH od ang. fluorescence in situ hybridization).
Umo¿liwia ona wykrywanie specyficznych sekwencji DNA w
chromosomach , j¹drach interfazowych lub skrawkach tkanek
znajduj¹cych siê w preparatach cytologicznych. W okreœlonych
warunkach sonda molekularna (specyficzny fragment DNA) tworzy
kompleks (hybrydyzuje) z komplementarnym do niej fragmentem
chromosomu. Zale¿nie od rodzaju zastosowanej sondy „rozpoznaje”
ona tylko okreœlony, niewielki fragment chromosomu lub jego struktury
(np. centromer, telomer), lub te¿ ca³y chromosom. Kompleks sondy z
DNA chromosomowym wykrywany jest nastêpnie w mikroskopie
fluorescencyjnym. Mikroskopowa detekcja miejsca hybrydyzacji
sondy mo¿liwa jest dziêki wyznakowaniu jej bezpoœrednio barwnikiem
fluorochromowym lub poprzez modyfikacje chemiczne np. biotyn¹ lub
digoksygenein¹. Te ostatnie sondy wykrywane s¹ w reakcji
immunocytochemicznej z przeciwcia³ami sprzê¿onymi z
fluorochromem. Zastosowanie sond wyznakowanych ró¿nymi
fluorochromami emituj¹cymi fluorescencjê w ró¿nych kolorach (tzw.
wielobarwna FISH) umo¿liwia równoczesn¹ identyfikacjê kilku
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Dostêpne komercyjnie tzw. mikromacierze kliniczne
umo¿liwiaj¹ identyfikacjê w jednym teœcie diagnostycznym
mikrodelecji odpowiedzialnych za wszystkie znane zespo³y
mikrodelecyjne, rozpoznanie aberracji subtelomerowych oraz innych,
znanych defektów genomu warunkuj¹cych choroby genetyczne.

Technika CGH znalaz³a wykorzystanie zarówno w
cytogenetyce onkologicznej jak te¿ do analizy kariotypu
konstytucyjnego. Podstawow¹ zalet¹ metody CGH jest mo¿liwoœæ
analizy kariotypu bez potrzeby hodowli komórek i sporz¹dzania z nich
preparatów chromosomowych. Jest to szczególnie istotne dla badañ
komórek nowotworowych o ma³ej aktywnoœci proliferacyjnej. Wad¹
tej metody badawczej jest brak mo¿liwoœci identyfikacji aberracji
zrównowa¿onych, np. charakterystycznego dla przewlek³ej bia³aczki
szpikowej chromosomu Philadelfia [t(9;22)].

Jak ju¿ wspomniano wczeœniej wprowadzenie do badañ
cytogenetycznych techniki FISH znacznie poszerzy³o mo¿liwoœci
diagnostyczne tych badañ. Ta metoda analizy chromosomowej stanowi
niezbêdne uzupe³nienie pr¹¿kowych metod oceny kariotypu
konstytucyjnego jak te¿ komórek nowotworowych (Tab.3). W
zespo³ach mikrodelecji / mikroduplikacji FISH stosowana jest od
wielu ju¿ lat jako metoda z wyboru (tabela 4, Fot.2a).

Wykrywanie submikroskopowych aberracji
chromosomowych
Identyfikacja dodatkowego materia³u chromosomowego
Precyzyjna charakterystyka z³o¿onych aberracji
chromosomowych
Szybka diagnostyka najczêstszych aneuploidii
chromosomów 13, 18, 21 oraz X i Y

Zespó³                                           Delecja /duplikacja

Monosomii 1p36                                        1p36.3
Wolfa-Hirschhorna                                     4p16.3
Cri du chat                                                  5p15.3
Williamsa                                                   7q11.23
Beckwitha Wiedemanna                      dup11p15.5
Pradera i Williego/Angelmana                 15q11q13
Rubinstein Taybi                                     16p13.3
Millera i Dieckera                                     17p13.3
Smitha i Magenis                                      17p11.2
Charcot Marie Tooth 1A dup 17p11.2
DiGeorgea/VCFS                                      22q11.2
Monosomii 22q13                                     22q13.3
Kallmanna                                                   Xp22.3

Diagnostyka cytogenetyczna tych zespo³ów ma szczególne znaczenie
dla weryfikacji, nie zawsze jednoznacznego, rozpoznania klinicznego.
Charakterystyczne dla zespo³ów mikrodelecji szerokie spektrum
zmiennoœci objawów jest podstawow¹ przyczyn¹ trudnoœci w ich
diagnostyce. Zarówno w ró¿nych zespo³ach jak i poszczególnych
przypadkach okreœlonego zespo³u, delecje mog¹ siê ró¿niæ wielkoœci¹
od submikroskopowych do du¿ych, widocznych w badaniu kariotypu
metodami klasycznymi. Skutecznoœæ i wiarygodnoœæ wyniku
pr¹¿kowej oceny kariotypu zale¿y w tych sytuacjach diagnostycznych
od wielkoœci delecji wystêpuj¹cej w danym przypadku czy zespole.
Dlatego tylko badanie metod¹ FISH z zastosowaniem specyficznej
sondy molekularnej (rozpoznaj¹cej krytyczny dla zespo³u region
chromosomu) zapewnia skuteczn¹ identyfikacjê delecji a tym samym

Przyk³ady wykorzystania mo¿liwoœci diagnostycznych techniki
FISH w praktyce klinicznej

Tabela 3. Zakres wykorzystania techniki FISH w diagnostyce
chorób dziedzicznych

Tabela 4. Wybrane zespo³y mikrodelecji / mikroduplikacji
chromosomowych
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.pe³n¹ diagnostykê choroby
Dziêki technice FISH odkrytych zosta³o wiele nowych zespo³ów

mikrodelecyjnych, dla wielu tak¿e ustalono minimaln¹ wielkoœæ
defektu chromosomowego warunkuj¹cego okreœlony zespó³
kliniczny. Analiza zró¿nicowanego obrazu klinicznego pacjentów z
tym samym zespo³em i ró¿n¹ wielkoœci¹ stwierdzonego defektu
chromosomowego umo¿liwi³a przypisanie poszczególnych cech
zespo³u okreœlonym miejscom w chromosomie. Wyjaœniona zosta³a w
ten sposób zmiennoœæ fenotypowa takich zespo³ów mikrodelecyjnych
jak: Pradera -Williego iAngelmana, Cri du chat, monosomii 1p36, czy
te¿ zespo³ów uwarunkowanych rearan¿acjami chromosomu 17p.
Poznane zosta³o tak¿e pod³o¿e zmiennoœci fenotypowej zespó³u
Wolfa-Hirschhorna uwarunkowanego delecj¹ chromosomu 4p.
Okaza³o siê bowiem, ¿e w wielu przypadkach nieprawid³owy
chromosom 4 stwierdzony u chorego dziecka jest produktem
translokacji wzajemnej t(4;8) pochodzenia matczynego. U dziecka
obecna jest w takich przypadkach monosomia 4p i trisomia fragmentu
chromosomu 8p.

Drugi, nie mniej spektakularny przyk³ad korzyœci
diagnostycznych i poznawczych jakie przynios³y metody
c y t o g e n e t y k i m o l e k u l a r n e j s t a n o w i i d e n t y f i k a c j a
submikroskopowych aberracji w regionach subtelomerowych
chromosomów (Fot.2b). Aberracje te rozpoznawane s¹ w oko³o 5%
przypadków niespecyf iczne j (o n ieznane j e t io log i i )
niepe³nosprawnoœci intelektualnej (NI). Jest to mo¿liwe dziêki
opracowaniu testu diagnostycznego zawieraj¹cego zestaw sond
specyficznych dla regionów subtelomerowych 41 chromosomów.
Umo¿liwia on analizê tych regionów i rozpoznawanie ich rearan¿acji
w jednym badaniu. Badania przeprowadzone w okreœlonych klinicznie
grupach pacjentów (tabela 5) wykaza³y, ¿e aberracje te w oko³o 30%
przypadków maj¹ charakter rodzinny. Mo¿liwoœæ ich wykrywania ma
wiêc nie tylko znaczenie diagnostyczne i poznawcze lecz tak¿e
stanowi podstawê dla profilaktyki choroby w rodzinie.

Niepe³nosprawnoœæ intelektualna (przypadki NI w
rodzinie)
Cechy dysmorfii i/lub drobne wady rozwojowe
Prawid³owy kariotyp rutynowy
Wykluczony zespó³ FraX
Prawid³owy wynik podstawowego testu metabolicznego

Znakomit¹ ilustracj¹ postêpu jaki dokona³ siê w zakresie diagnostyki
cytogenetycznej mo¿e byæ przypadek jednej z rodzin
zarejestrowanych ponad 20 lat temu w Poradni Genetycznej naszego
Zak³adu. Powodem zg³oszenia by³ fakt urodzenia trojga dzieci z
cechami g³êbokiego upoœledzenia psychoruchowego i wadami
rozwojowymi. Dopiero niedawno, dziêki zastosowaniu testu
telomerowego opartego na technice FISH, u ojca tych dzieci
stwierdzona zosta³a zrównowa¿ona aberracja subtelomerowa.
Nosicielem tej aberracji okaza³ siê tak¿e dziadek chorych, zmar³ych
ju¿ dzieci i jak nale¿y s¹dziæ z analizy rodowodu wykazuj¹cego liczne
przypadki NI w rodzinie tak¿e jego siostra.
Uzyskanie wyniku diagnostycznego umo¿liwi³o wiêc udzielenie
pe³nej porady genetycznej tej rodzinie. Wœród niezaprzeczalnych
korzyœci jakie przynios³a mo¿liwoœæ analizy regionów
subtelomewrowych wymieniæ trzeba nie tylko wyjaœnienie przyczyn
upoœledzenia umys³owego w licznych przypadkach klinicznych ale
tak¿e poznanie i/ lub charakterystykê nowych zespo³ów
mikrodelecyjnych, których defekt zlokalizowany jest w tych
regionach chromosomowych. Przyk³adem mog¹ tu byæ zespo³y
monosomii 1p36, 16p13.3 czy 22q13.Wœród wielu innych korzyœci
diagnostycznych jakie przynios³o zastosowanie FISH w badaniach
cytogenetycznych trzeba wymieniæ mo¿liwoœæ identyfikacji
dodatkowego materia³u chromosomowego oraz bardziej skuteczn¹ i

Tabela 5. Kryteria w³¹czenia do badania regionów
subtelomerowych
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tradycyjnych metod cytogenetycznych. Wynika to z faktu, ¿e ¿adna ze
stosowanych dotychczas metod analizy chromosomów nie jest
uniwersalna i wystarczaj¹ca do pe³nej oceny kariotypu, tzn. do
precyzyjnej identyfikacji wszystkich aberracji chromosomowych.
Sta³e doskonalenie metod cytogenetyki molekularnej sprawia, ¿e
coraz czêœciej rozpoznajemy aberracje chromosomowe w
przypadkach, w których dotychczas nie by³o to mo¿liwe. Coraz
czêœciej jednak pe³na diagnostyka aberracji wymaga zastosowania
kilku, wzajemnie uzupe³niaj¹cych siê metod badawczych, a aberracje
identyfikowane dziêki najnowszym osi¹gniêciom metodycznym
musz¹ byæ weryfikowane innymi, sprawdzonymi ju¿, metodami. Tak
wiêc spektakularny wzrost, w ostatnich latach, skutecznoœci i
wiarygodnoœci cytogenetycznej diagnostyki klinicznej wi¹¿e siê, o
czym nie mo¿na nie wspomnieæ, ze znacznym wzrostem jej kosztów.
Wielkie nadzieje na ich obni¿enie w niedalekiej przysz³oœci wi¹zaæ
mo¿na z wprowadzeniem do rutynowej diagnostyki doskonalszych
wersji ró¿nego typu mikromacierzy i automatyzacji samego procesu
diagnostycznego.

Obraz pr¹¿kowy chromosomów. (a) osoby z prawid³owym
kariotypem ¿eñskim. Chromosomy widoczne pod mikroskopem (po
lewej stronie) oraz u³o¿ony, zgodnie z obowi¹zuj¹cymi zasadami
kariogram (po prawej stronie), ( b) kariogram pacjenta, u którego
stwierdzono translokacyjn¹ trisomiê chromosomu 13 pary.
Nieprawid³owy chromosom zaznaczono strza³k¹.

Fot.1.

Prosimy uprzejmie, tych wszystkich PT Diagnostów
Laboratoryjnych, którzy ostatnio:

- uzyskali specjalizacjê,
- zmienili adres zamieszkania,
- zmienili dowód osobisty,
- zmienili zak³ad pracy,
- zmienili nazwisko,

aby w trybie pilnym przes³ali do biura KIDL kserokopiê
(potwierdzon¹ za zgodnoœæ odpisu z orygina³em), w/w
dokumentów, zgodnie z art. 8 ust. 3 ustawy z dnia 27 lipca
2001 r.  o diagnostyce laboratoryjnej (tekst jednolity: Dz.
U. 2004.144.1529 z poŸn. zm.).

Sekretarz KRDL
Czes³aw G³owniak
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wiarygodn¹ identyfikacjê z³o¿onych rearan¿acji chromosomowych
(Fot.3)). Z klinicznego punktu widzenia szczególnie wa¿na jest
mo¿liwoœæ identyfikacji niektórych regionów chromosomów p³ci
(zw³aszcza chromosomu Y) w przypadkach zaburzeñ ró¿nicowania
p³ciowego, obojnactwa i ró¿nych postaci dysgenezji gonad. U osób z
cechami fenotypowymi zespo³u Turnera i mozaikowym kariotypem
wykazuj¹cych obecnoœæ chromosomów markerowych (wystêpuj¹cych
zamiast jednego chromosomu p³ci) w³aœciwa identyfikacja tych
chromosomów ma istotne znaczenie dla oceny ryzyka rozwoju procesu
nowotworowego w gonadach (Fot.3a). Jest ono rzêdu 30% jeœli u osoby
z dysgenetycznymi gonadami w chromosomie markerowym obecny
jest materia³ chromosomu Y. Wynik badania metod¹ FISH stanowi wiêc
podstawê do podjêcia okreœlonego postêpowania terapeutycznego
zapobiegaj¹cego rozwojowi nowotworu. Dziêki tej metodzie analizy
chromosomów mo¿na w niektórych przypadkach wyjaœniæ przyczynê
niezgodnoœci p³ci fenotypowej z p³ci¹ chromosomaln¹. Mo¿na np.
wykazaæ, ¿e u ch³opców z prawid³owym kariotypem ¿eñskim obecny
jest (niewidoczny w badaniu klasycznym kariotypu) fragment krótkich
ramion chromosomuY.

Na zakoñczenie nie daj¹cej siê wyczerpaæ w tym miejscu
d³ugiej listy zastosowañ techniki FISH w badaniach cytogenetycznych
wymieniæ jeszcze nale¿y mo¿liwoœæ szybkiej (w ci¹gu 1-2 dni)
diagnostyki najczêstszych aneuploidii chromosomów 13, 18, 21 oraz X
i Y. Chromosomy te mog¹ byæ identyfikowane metod¹ FISH w nie
dziel¹cych siê komórkach interfazowych. Nie ma wiêc potrzeby
hodowli komórek co skraca znacznie czas badania. Podkreœliæ jednak
trzeba, ¿e badanie to jest przydatne tylko w specyficznych sytuacjach
klinicznych (np. w badaniach prenatalnych) wymagaj¹cych szybkiego
potwierdzenia obecnoœci jednej z wymienionych aberracji.

Wœród nowych metod diagnostycznych, coraz szerzej
stosowanych w ostatnich latach do identyfikacji niezrównowa¿enia
genomowego i wykorzystywanych tak¿e do szybkiej diagnostyki
cytogenetycznej aneuploidii, aberracji regionów subtelomerowych czy
innych aberracji submikroskopowych znalaz³y siê niektóre metody
biologii molekularnej jak np. MAPH (ang. Multiplex amplifiable
probe hybridization), MLPA (ang. Multiplex ligation-dependent probe
amplification) czy QF-PCR (ang. Quantitative fluorescent polymerase
chain reaction). Badania wykonywane tymi metodami s¹ znacznie
prostsze, tañsze a tak¿e mniej pracoch³onne ani¿eli badania
wykorzystuj¹ce technikê FISH.

Trudno przeceniæ dzisiaj znaczenie omówionych tutaj metod
cytogenetyki molekularnej zarówno w diagnostyce klinicznej zespo³ów
chromosomowych jak te¿ niezwykle trudnej technicznie diagnostyce
aberracji komórek nowotworowych. Na zakoñczenie warto mo¿e
przytoczyæ jeszcze wyniki badañ przeprowadzonych metodami HR-
CGH i a CGH w wymienionych wczeœniej grupach pacjentów, u
których standardowe badania cytogenetyczne nie rozstrzygnê³y
problemu diagnostycznego. Dotyczy to tych przypadków, w których
obraz kliniczny pacjenta sugeruje aberracjê chromosomow¹, a badanie
cytogenetyczne wykazuje obecnoœæ zrównowa¿onej rearan¿acji
chromosomowej lub te¿ prawid³owy kariotyp. Dziêki zastosowaniu
tych nowych metod badawczych stwierdzono, ¿e za znaczn¹ czêœæ tych
przypadków klinicznych, odpowiedzialne jest, zazwyczaj
submikroskopowe, niezrównowa¿enie genomu nie rozpoznane w
standardowym badaniu cytogenetycznym (Fot.4). Odsetek takich
przypadków (10 38% pacjentów ze zrównowa¿on¹ rearan¿acj¹
chromosomow¹ i ~12% pacjentów z prawid³owym kariotypem)
œwiadczy zarówno o skali problemów diagnostycznych jak te¿ o
wartoœci i przydatnoœci nowoczesnych metod cytogenetyki i biologii
molekularnej dla diagnostyki chorób dziedzicznych.

Chocia¿ w ostatnich latach jesteœmy œwiadkami kolejnego ju¿
prze³omu technologicznego w zakresie diagnostyki klinicznej
aberracji chromosomowych, to konwencjonalne metody analizy
kariotypu maj¹ nadal wa¿n¹ rolê w procesie diagnostycznym.
Ani powstanie cytogenetyki molekularnej ani rozwijaj¹ca siê obecnie
technika porównawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy,
umo¿liwiaj¹ca analizê genomu z nieosi¹galn¹ dotychczas
rozdzielczoœci¹, nie eliminuj¹ z procesu diagnostycznego
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Fot.2 Submikroskopowe aberracje chromosomowe zidentyfikowane
metod¹ FISH. (a) mikrodelecja chromosomu 7q11.23 typowa dla
zespo³u Williama. Nieprawid³owy chromosom zaznaczono strza³k¹
(b) trisomia regionu subtelomerowego chromosomu 4p
[der(13)t(4;13)] stwierdzona u pacjenta z cechami niepe³nosprawnoœci
intelektualnej..

Fot.3 Dwa przyk³ady identyfikacji aberracji chromosomowych
metod¹ FISH (a) chromosom markerowy pochodz¹cy z chromosomu
X stwierdzony u pacjentki z zespo³em Turnera. Nieprawid³owy
chromosom zaznaczono strza³k¹. (b) Obraz z³o¿onej translokacji
pomiêdzy chromosomami 1, 5 i 7 uzyskany metod¹ FISH z sondami
maluj¹cymi (chromosomy 1 i 7 odpowiednio w kolorze zielonym i
czerwonym).

Fot.4 Przyk³ad identyfikacji delecji chromosomu 1 metod¹ HR-CGH.
(a) obraz pr¹¿kowy tego chromosomu (b) Nieprawid³owy profil
intensywnoœci fluorescencji chromosomu 1 wykazuj¹cy obecnoœæ
delecji (zaznaczonej na wzorcu pr¹¿kowym tego chromosomu w
kolorze czerwonym) (c) weryfikacja wyniku diagnostycznego metod¹
FISH z odpowiednimi sondami molekularnymi. Chromosom z delecj¹
zaznaczono strza³k¹.

a b c

Choroba Huntingtona  zasady i metody
diagnostyki molekularnej.

dr n. biol. Dorota Hoffman-Zacharska1, dr n. biol. Anna Su³ek-
Pi¹tkowska2
1 Zak³ad Genetyki Medycznej; Instytut Matki i Dziecka w Warszawie
2 Zak³ad Genetyki; Instytut Psychiatrii i Neurologii w Warszawie

Choroba Huntingtona [MIM +143100] (ang. Huntington Disease, HD)
nale¿y do grupy postêpuj¹cych chorób neurodegeneracyjnych. Jest to
najczêœciej wystêpuj¹ca (1:10 000 osób w populacjach kaukaskich
pochodzenia europejskiego) genetycznie uwarunkowana choroba
uk³adu nerwowego. Nazwa choroby wywodzi siê od nazwiska lekarza
G. Huntingtona, który w 1872 w artykule poœwiêconym ró¿nym
formom pl¹sawicy (On Chorea) opisa³ t¹ jednostkê jako postêpuj¹c¹ i
dziedziczn¹ formê pl¹sawicy. St¹d te¿ póŸniejsza jej nazwa pl¹sawica
Huntingtona (Huntington chorea). Pl¹sawica to jednak tylko jeden z
objawów zaburzeñ ruchowych charakterystycznych dla tej choroby,
którym towarzysz¹ ponadto zaburzenia poznawcze i emocjonalne.
Dlatego w chwili obecnej za prawid³ow¹ nazwê jednostki uwa¿a siê
choroba Huntingtona, chocia¿ w piœmiennictwie medycznym jak i w
praktyce codziennej czêsto wci¹¿ spotyka siê okreœlenie pl¹sawica
Huntingtona.

Choroba nale¿y do grupy chorób neurodegeneracyjnych o póŸnym
pocz¹tku. Wiek zachorowania u wiêkszoœci pacjentów to
czwarta/pi¹ta dekada ¿ycia. Jednak¿e choroba mo¿e rozpoczynaæ siê
w ka¿dym wieku i dlatego wyró¿nia siê jej trzy postacie:
- postaæ m³odzieñcza 10% chorych; wiek zachorowania poni¿ej 20 r.¿.
(2% postaæ dzieciêca o · wieku zachorowania poni¿ej 10 r.¿.); jest to
najostrzejsza postaæ choroby zazwyczaj · dziedziczona po chorym ojcu
- postaæ wieku œredniego 80% pacjentów (forma klasyczna HD)
- postaæ wieku podesz³ego 10% chorych, wiek zachorowania powy¿ej
60 r.¿.
Choroba Huntingtona jest chorob¹ postêpuj¹c¹ prowadz¹c¹ do
inwalidztwa chorego a nastêpnie jego œmierci, w przeci¹gu 15-20 lat
od momentu wyst¹pienia objawów.

Ogólna charakterystyka choroby Huntingtona
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rodzinnego. Podobnie w przypadkach lekoopornej padaczki wraz z
objawami postêpuj¹cej encefalopatii u dzieci, gdzie powinno byæ
elementem diagnostyki ró¿nicowej. Dotyczy to szczególnie bardzo
wczesnej (dzieciêcej) postaci HD, charakteryzuj¹cej siê
niespecyficznym obrazem klinicznym oraz mo¿liwoœci¹ wyst¹pienia
objawów wczeœniej ni¿ u rodzica-nosiciela (przypadki bardzo
rzadkie).
Jako ¿e fenokopie HD obejmuj¹ oko³o 3% przypadków chorych z
klinicznym rozpoznaniem HD kierowanych na badanie molekularne,
w przypadku braku mutacji genie mo¿liwe jest rozwa¿enie
badania innych loci jak , i
- wykonywane jest tylko
u osób pe³noletnich pochodz¹cych z rodzin obci¹¿onych HD
(zarówno z 50% jak i 25% ryzykiem zachorowania)
Badania tego typu wykonywane mog¹ byæ tylko na w³asne ¿yczenie
osoby zainteresowanej i zawsze zwi¹zane z poradnictwem
genetycznym (praktycznie skierowanie na badania powinno
pochodziæ z Poradni Genetycznej). Tego typu badania nie wykonuje
siê u dzieci o 50% ryzyku zachorowania niewykazuj¹cych objawów
choroby (nawet na ¿yczenie rodziców).

; obejmuje analizê DNA p³odu, je¿eli jedno z
rodziców jest chore, (je¿eli to mo¿liwe rozpoznanie kliniczne
powinno zostaæ potwierdzone badaniem molekularnym) lub jest
nosicielem mutacji w okresie przedobjawowym choroby (rodzic, u
którego wystêpuje ryzyko zachorowania musi najpierw poddaæ siê
badaniu przedobjawowemu). W przypadku tego badania istotna jest
mo¿liwoœæ wykonania równoczesnej analizy DNA p³odu i obojga
rodziców.

W przypadku choroby Huntingtona, podobnie jak i innych chorób
monogenowych o póŸnym wieku zachorowania, najwiêcej
kontrowersji budzi wykonywanie testów przedobjawowych (badanie
prenatalne mo¿na traktowaæ jako szczególny przypadek takiego
badania), dlatego ju¿ w 1994 roku przedstawiciele World Federation
of Neurology Research Group on Huntington Disease oraz
International Huntington Association opracowali wskazania do
wykonywania tego typu badañ/testów

Zasady te nie maj¹ mocy
prawnej, lecz stanowi¹ wytyczne dla ustalenia jednolitych procedur w
oœrodkach z ró¿nych krajów o ró¿nym podejœciu i doœwiadczeniu w
postêpowaniu z rodzinami dotkniêtymi t¹ chorob¹. Wytyczne te sta³y
siê ponadto wzorem do opracowania zasad poradnictwa i diagnostyki
innych dziedzicznych chorób neurodegeneracyjnych o póŸnym wieku
zachorowania jak ataksje rdzeniowo-mó¿d¿kowe i choroba
Parkinsona. Od 2001 roku przygotowywane s¹ przez IHA wytyczne
do przeprowadzania testów diagnostycznych

.
Wieloletnie doœwiadczenia zwi¹zane z przeprowadzaniem
molekularnych testów diagnostycznych pozwoli³y równie¿ na
opracowanie wytycznych dotycz¹cych stosowanej metodyki badañ
jak i interpretacji uzyskiwanych wyników, które zosta³y
przedstawione w Tab.nr 1.
Spraw¹ kontrowersyjn¹ i zale¿n¹ od lokalnych ustaleñ jest podawanie
na wyniku badañ laboratoryjnych liczby powtórzeñ (CAG) . Po
pierwsze, dlatego, ¿e liczba powtórzeñ nie pozwala przewidywaæ w
konkretnym przypadku ani wieku zachorowania ani klinicznego
przebiegu choroby Po drugie oznaczenie liczby powtórzeñ zawsze
obarczone jest pewnym b³êdem, co wynika ze stosowanej metodyki
[EMQN dopuszcza ró¿nicê +/- 3 powtórzenia w zakresie patogennymi
i +/- 1 powtórzenie w zakresie prawid³owym], tak wiec porównanie
wyników uzyskanych z ró¿nych laboratoriów przez osobê
niekompetentn¹ (np. pacjenta) mog³oby podwa¿aæ ich wiarygodnoœæ.
Nale¿y wzi¹æ pod uwagê fakt, ¿e w niektórych laboratoriach nie
oznacza siê dok³adnie liczby powtórzeñ, lecz jedynie okreœla czy
allele znajduj¹ siê w zakresie alleli prawid³owych, nieprawid³owych
czy tzw. alleli poœrednich.

IT15
SCA17 DRPLA, HDL1 HDL2

Guidelines for the molecular
predictive test in Huntington's disease.

Guidelines for
diagnostic genetic testing for Huntington's disease as an addition to
the predictive test guidelines

badanie przedobjawowe (przedkliniczne);

- badanie prenatalne

n
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Genetyka, pod³o¿e molekularne choroby Huntingtona

Diagnostyka molekularna choroby Huntingtona

Choroba Huntingtona przekazywana jest jako cecha autosomalna
dominuj¹ca o penetracji zale¿nej od wieku. W dziedziczeniu obserwuje
siê zjawisko antycypacji, czyli wczeœniejszego wystêpowania objawów
i ostrzejszego przebiegu choroby w kolejnych pokoleniach. Efektem
fenotypowym zjawiska antycypacji jest pojawianie siê w rodzinach
m³odzieñczej/dzieciêcej postaci HD, obserwowane g³ównie w
odojcowskim dziedziczeniu choroby (90%). Forma wczesna HD w
mo¿e wystêpowaæ w dziedziczeniu odmatczynym, jednak¿e w tych
przypadkach objawy choroby rozwijaj¹ siê u matki ju¿ w wieku 20-26
lat. Takie przypadki s¹ niezwykle rzadkie.
Pod³o¿e molekularne choroby Huntingtona stanowi muatcja
dynamiczna mikrosatelitarnej sekwencji trójnujkleotydowej (CAG)n
po³o¿onej w obrêbie 1-szego eksonu genu IT15 [locus 4p16.3].
Sekwencja ta jest wysokopolimorficzna; u osób zdrowych liczba
powtórzeñ wystêpuje w zakresie do 35 u osób chorych przekracza 36, z
tym, ¿e allele w zakresie 36-39 powtórzeñ wykazuj¹ niepe³n¹
penetracjê. Liczba powtórzeñ w zakresie chorobotwórczym (obecnie
oznaczonym jako od 36 do ponad 200) koreluje z wiekiem
zachorowania pacjentów im wiêksza liczba powtórzeñ tym
wczeœniejszy wiek zachorowania. Szczególnie widoczne jest to w
m³odzieñczej/dzieciêcej postaci HD, gdzie liczba powtórzeñ zawsze
przekracza 50/55 a w przypadkach zachorowania w pierwszej dekadzie
¿ycia wystêpuje w granicach 80-100 powtórzeñ a niekiedy przekracza
200 (najwy¿sza opisane liczba powtórzeñ to 265 i 250 przy
zachorowaniu, odpowiednio w 3,5 i 2,5 r.¿.). Jak ju¿ wspomniano forma
wczesna HD wystêpuje zazwyczaj w dziedziczeniu choroby od ojca, co
jest wynikiem wy¿szej niestabilnoœci sekwencji w spermatogenezie ni¿
oogenezie. Je¿eli nieprawid³owy gen przekazywany jest przez kobietê,
zmiana liczby powtórzeñ waha siê w granicach +/-3 przy podobnej
czêstoœci ekspansji i kontrakcji. Je¿eli natomiast allel chorobotwórczy
przekazywany jest przez mê¿czyznê to dominuje zjawisko ekspansji,
której stopnia trudno przewidzieæ, chocia¿ mo¿na spodziewaæ siê
zale¿noœci miêdzy stopniem mutacji a zakresem chorobotwórczym
(CAG)n. Niestabilnoœæ powtórzeñ w spermatogenezie t³umaczy nie
tylko odojcowsk¹ antycypacjê w dziedziczeniu HD, ale tak¿e
wystêpowanie sporadycznych przypadków HD. Mutacja de novo jest
wynikiem ekspansji liczby powtórzeñ bliskiej górnej granicy zakresu
prawid³owego. Opisywane do tej pory przypadki dotycz¹ liczby
powtórzeñ z zakresu 32-35 w dziedziczeniu odojcowskim.
Schemat genu IT15 i lokalizacji polimorficznej sekwencji (CAG)n
przedstawiono na Ryc.1

Od roku 1993 diagnostyka molekularna HD opiera siê na teœcie
bezpoœrednim obejmuj¹cym analizê liczby powtórzeñ (CAG)n w genie
IT15 i ustaleniu czy u badanego mieœci siê ona w zakresie patogennym
czy prawid³owym (badanie obejmuje oba allele genu).
W tym celu wykonuje siê analizê obszaru powtórzeñ (CAG)n
uzupe³nian¹ niekiedy analiz¹ obszaru powtórzeñ (CAG)n wraz z
przyleg³ym niskopolimorficznym obszarem powtórzeñ (CCG)n.
Metodyka badania opiera siê na przeprowadzeniu reakcji PCR (DNA
izolowany jest z leukocytów krwi obwodowej) i analizie produktów
amplifikacji przy zastosowaniu wysokorozdzielczej elektroforezy w
warunkach denaturuj¹cych.
Schemat analizowanego obszaru oraz metody badania przedstawiono
na Ryc.2.

W rodzinach, których podejrzewa siê wystêpowanie lub wystêpuje
choroba Huntingtona mo¿na wykonaæ trzy rodzaje badañ
molekularnych:
- badanie diagnostyczne; wykonywane u osób z rozpoznaniem choroby
(jest to badanie potwierdzaj¹ce/wykluczaj¹ce diagnozê kliniczn¹).
B a d a n i e t o w y k o n u j e s i ê n i e z a l e ¿ n i e o d w i e k u
pacjenta. Jako ¿e czêstoœæ mutacji de novo mo¿e byæ wiêksza ni¿
obecnie szacowana (nawet ·do 10% zachorowañ), badanie tego typu
powinno byæ przeprowadzone w ka¿dym przypadku, gdy obraz
kliniczny wskazuje na chorobê, nawet pomimo braku wywiadu



Szczegó³owe dane dotycz¹ce zasad testów diagnostycznych w
chorobie Hunt ingtona znajduj¹ s iê w publ ikacjach
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Tab. nr 1 Tabela przedstawia zakresy liczby powtórzeñ (CAG)n w
genie , wyodrêbnione ze wzglêdu na interpretacje wyników
(pacjent- osoba z objawami HD, badany osoba zdrowa)

Ryc. 1 Schemat genu IT15 z zaznaczona w eksonie 1 lokalizacj¹
polimorficznych powtórzeñ (CAG)n. Zaznaczono zakresy powtórzeñ
istotne dla badañ diagnostycznych.
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iyc. 2A. Schemat rejonu polimorficznych sekwencji (CAG)n i (CCG)n
w pierwszym eksonie genu IT15, z zaznaczonym po³o¿eniem
starterów wykorzystywanych w diagnostyce molekularne oraz
schemat oznaczania liczby powtórzeñ (CAG)n. B. Rozdzia³
elektroforetyczny produktów reakcji PCR z zastosowaniem starterów
HD1/HD3; B1 6% poloakryloamidowy ¿el deneturujacy (mocznik),
fragmenty DNA znakowane przez wbudowanie podczas reakcji PCR
a32PdCTP, B2 5,5% ¿el pliakryloamidowy denaturuj¹cy (mocznik)
rozdzia³ elektroforetyczny i analiza w systemie ABI Prism 377,
fragmenty znakowane fluorescencyjnie (starter HD1).

NOWE METODY W DIAGNOSTYCE CHORÓB
DZIEDZICZNYCH

Magdalena Nawara
Zak³ad Genetyki Medycznej
Instytut Matki i Dziecka
01-211 Warszawa
Kasprzaka 17a

Diagnostyka molekularna chorób dziedzicznych wci¹¿ pozostaje
m³oda dziedzin¹ analizy genetycznej chocia¿ „stuknê³o” jej ju¿ ponad
æwieræ wieku. Identyfikacjê zmian w DNA, w badaniu rutynowym,
umo¿liwi³o po raz pierwszy specyficzne wzglêdem sekwencji
nukleotydów fragmentowanie DNA enzymami restrykcyjnymi.
Najlepsz¹ i niekwestionowan¹ metod¹ identyfikacji b³êdów w
informacji genetycznej jest sekwencjononowanie DNA. Technika ta
jest obecnie dostêpna w ka¿dym laboratorium, a us³ugi tego typu za
stosunkowo nisk¹ op³at¹ oferowane s¹ przez dziesi¹tki
wyspecjalizowanych firm. Mimo tego okazuje siê, ¿e w praktyce
laboratoryjnej nie rezygnuje siê z gotowych zestawów
diagnostycznych szczególnie, gdy oferuj¹ one szybk¹ i wiarygodna
metodê analizy ca³ego, niekiedy bardzo du¿ego genu cz³owieka. Tym
bardziej, ¿e niektóre metody umo¿liwiaj¹ identyfikacjê defektów,
których nie wykrywa sekwencjonowanie. Jedn¹ z takich metod,
znajduj¹c¹ coraz szersze uznanie jest MLPA (ang. multiplex ligation-
dependent probe amplification).
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Tabela 2.
Zalety MLPA.

Tabela 3.
Wady MLPA.

Informujemy osoby ubiegaj¹ce siê o wpis na listê diagnostów
laboratoryjnych, ¿e do wniosku w tej sprawie (do pobrania z
naszej strony www.kidl.org.pl) nale¿y do³¹czyæ:

- kserokopiê pierwszej i drugiej strony dowodu osobistego
(potwierdzon¹ za zgodnoœæ z orygina³em),

- kserokopiê dyplomu ukoñczenia uczelni wy¿szej
(potwierdzon¹ za zgodnoœæ z orygina³em),

- ew. kserokopiê dyplomu specjalizacji lub stopni naukowych
(potwierdzone za zgodnoœæ z orygina³em)

- zaœwiadczenie z zak³adu pracy o zatrudnieniu, a tak¿e
dokumenty potwierdzaj¹ce sta¿ pracy w diagnostyce
lab.(œwiadectwo pracy)

- rotê œlubowania,

- oœwiadczenie o niekaralnoœci,

- 2 zdjêcia z lewym profilem o wymiarach 3,5 cm x 4,5 cm,

- Zaœwiadczenie o stanie zdrowia pozwalaj¹ce na
wykonywanie zawodu diagnosty laboratoryjnego (art. 9
ustawy z dnia 27 lipca 2001 r. o diagnostyce laboratoryjnej
(tekst jednolity) - Dz.U.04.144.1529)

BADANIA PRZESIEWOWE NOWORODKÓW
W POLSCE
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MLPA jest now¹ metod¹ umo¿liwiaj¹c¹ wykrywanie zmian liczby
kopii okreœlonej sekwencji DNA.W genomie diploidalnym delecja lub
duplikacja jednej z kopii genu nie zostanie zidentyfikowana w reakcji
sekwencjonowania, gdy¿ uzyskamy prawid³ow¹ sekwencjê z drugiej
kopii. W jednej reakcji MLPA mo¿na analizowaæ do 45 ró¿nych loci.
Od czasu opracowania w 2002 roku (Schouten i wsp.) znajduje coraz
wiêcej zastosowañ (Tabela 1).
MLPA umo¿liwia jednoczesne powielanie w reakcji PCR
kilkudziesiêciu ró¿nych fragmentów DNA. W klasycznej
multipleksowej reakcji PCR stosuje siê dla ka¿dej powielanej
sekwencji specyficzna parê starterów. Nadmiar starterów i ró¿nice w
wydajnoœci amplifikacji poszczególnych matryc utrudniaj¹ z regu³y
póŸniejsz¹ wzglêdn¹ ocen¹ iloœciow¹. Dlatego te¿ w metodzie MLPA
matryc¹ do PCR nie jest genomowy DNA, a sondy hybrydyzuj¹ce do
DNA.
Sondy MLPA sk³adaj¹ siê z dwóch oligonukleotydów, a ka¿dy z nich
zawiera jedn¹ sekwencjê komplementarn¹ do sekwencji startera (ryc.
1A). Reakcja PCR zachodzi tylko w wypadku, gdy obie sondy po
hybrydyzacji zostan¹ poddane reakcji ligacji i w ten sposób utworz¹
matrycê do PCR (ryc. 1B, C). Dla wszystkich matryc stosowana jest
jedna para uniwersalnych starterów. Rozró¿nienie poszczególnych loci
jest mo¿liwe dziêki temu, ¿e odpowiednie dla nich produkty PCR
ró¿ni¹ siê wielkoœci¹ (ryc. 1D). Produkty PCR s¹ nastêpnie poddawane
rozdzia³owi elektroforetycznemu w sekwenatorze. Porównywane s¹
wzglêdne ró¿nice wysokoœci (lub powierzchni) pików, miêdzy
próbkami badanego pacjenta i osoby zdrowej (ryc. 2A). Ró¿nice
przekraczaj¹ce wartoœci graniczne interpretowane s¹ jako zmiany
liczby kopii matrycy (ryc. 2B).
Z zasady dzia³ania tej metody wynikaj¹ liczne jej zalety, ale równie¿
ograniczenia (Tabela 2, 3). MLPA na pewno nie jest technik¹
uniwersaln¹ i nie mo¿e byæ stosowana do wykrywania wszystkich
typów mutacji. Natomiast mo¿e zast¹piæ w niektórych obszarach inne
techniki, znacznie kosztowniejsze i bardziej pracoch³onne. A to
umo¿liwia rozszerzenie spektrum oferty diagnostycznej. W chwili
obecnej MLPA wykorzystywana jest w ponad 500 laboratoriach
biologii molekularnej na œwiecie.

Piœmiennictwo:

Tabela 1.
Przyk³ady zastosowañ metody MLPA.

Schouten i wsp. (2002) Relative quantification of 40 nucleic

acid sequences by multiplex ligation-dependent probe

amplification. Nucleic Acids Res. Jun 15;30(12):e57.

wykrywanie ma³ych rearan¿acji w genach, których mutacje
warunkuj¹ choroby
(np. BRCA1, APC, DMD, MECP2, CFTR i wiele innych)

zmiany liczby kopii regionów subtelomerowych

wykrywanie aneuploidii chromosomów 13, 18, 21, X, Y
(równie¿ w p³ynie owodniowym)

diagnostyka nowotworów - zmiana liczby kopii DNA

analiza mRNA genów zaanga¿owanych w procesy zapalne
i apoptozê

wykrywanie metylacji wysp CpG (inaktywacja genów
supresorów nowotworowych, zespó³ PWS/AS, zespó³

wykrywanie du¿ych rearan¿acji chromosomowych
(zespo³y Williamsa, Pradera-Williego/Angelmana,
DiGeorge'a i inne)

wykrywa zmiany liczby kopii ponad 40 sekwencji w jednej
reakcji

odró¿nia sekwencje ró¿ni¹ce siê jednym nukleotydem

wykorzystuje identyczny protokó³ dla wielu aplikacji

koszt jednej reakcji < 15 €

wymaga aparatury dostêpnej w wiêkszoœci laboratoriów
zajmuj¹cych siê genetyk¹ molekularn¹ (termocykler i
sekwenator)

wszystkie odczynniki dostarczane s¹ w zestawie przez
producenta

charakteryzuje siê szybkoœci¹ uzyskania wyników  oko³o 24
godziny

nie mo¿e byæ stosowana do analizy pojedynczych komórek
(w przeciwieñstwie do FISH)

nie wykrywa zrównowa¿onych translokacji

zestawy MLPA nie posiadaj¹ na razie certyfikatu CE do
diagnostyki

ustawianie nowej aplikacji jest czaso- i pracoch³onne

nie wykrywa nieznanych mutacji innych ni¿ du¿e delecje i
insercje (np. mutacji punktowych; mo¿liwe jest natomiast
takie zaprojektowanie sond, aby miejsce ligacji by³o
dok³adnie w miejscu znanej mutacji i aby reakcja nie
zachodzi³a w wypadku wyst¹pienia mutacji)

jest wra¿liwsza na zanieczyszczenia i inhibitory reakcji (np.
fenol) ni¿ klasyczny PCR



Rycina 1. Opis reakcji MLPA(na podstawie Schouten i wsp.)
A. Sondy komplementarne do ka¿dego locus ró¿ni¹ siê d³ugoœci¹ do³¹czonej specyficznej sekwencji (tzw. stuffer sequence).
B. Obie sondy hybrydyzuj¹ do specyficznej matrycy w genomowym DNA.
C. Ligacja obu sond zachodzi z udzia³em termostabilnej ligazy. Produkty ligacji sond s¹ amplifikowane w reakcji PCR z zastosowaniem
uniwersalnej pary starterów.
D. Powsta³e produkty maj¹ ró¿n¹ wielkoœæ (130-480 par zasad) i mog¹ zostaæ poddane rozdzia³owi elektroforetycznemu

Rycina 2.
A. Wyniki analizy MLPA porównanie wyniku pacjenta (niebieskie piki) i osoby zdrowej (czerwone piki). Iloœæ uzyskanego produktu PCR
na matrycy niektórych sond z zestawu jest znacznie wy¿sza u chorego.
B. Wyniki po przeanalizowaniu: sondy hybrydyzuj¹ce w regionach, które uleg³y duplikacji przedstawione s¹ jako punkty ponad lini¹
graniczn¹. Sondy kontrolne przedstawione s¹ jako zielone punkty, a sondy z badanych regionów na niebiesko.
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