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Przemowienie Prezesa KRDL Dr Henryka Owczarka na

Wystepujac przed
Panstwem dzisiaj nie
mam jeszcze jasnego
przeswiadczenia w
kwestii miejsca na
drodze, po ktorej
zdazamy by usytuowaé
wlasciwie diagnostyke
laboratoryjna, ktora stata
si¢ czeScia S$wiadczen
medycznych. Proces
sytuowania diagnostyki
laboratoryjnej rozpoczatl si¢ = w sposob tak
znaczacy od daty i odkrycia mozliwosci, jakie
daje badanie laboratoryjne z wykorzystaniem
mikroskopu elektronowego. Ponadto dokonaly
si¢ przemiany w S$wiadomosci pracownikow
shuzby zdrowia i pacjentow, ze dla uzyskania
podstaw  medycznych dla terapii
farmakologicznej, czy chirurgicznej, wlaczone w
proces leczniczy musza by¢ badania
laboratoryjno-diagnostyczne z wysokim
poziomem wiarygodno$ci. Na ten cel
przewidzie¢ nalezato odpowiednie naktady
finansowe. Z pewnoscia jestesSmy jednym a
moze jedynym krajem, w ktorym z przyczyn
ustrojowej transformacji pacjenci i stuzba
zdrowia, postawili pytania o rzad kwot
przeznaczonych na $wiadczenia laboratoryjne.
Zestawianie wydatkow przeznaczonych na
badania laboratoryjno-diagnostyczne w Polsce i
w krajach innych bez ich odniesienia do kosztow
naktadow pracy w innych dziedzinach
medycznych zaburza wlasciwa oceng. Pytaniem
coraz cze$ciej stawianym jest: Gdzie tkwi
przyczynaniedostatku?

W poziomie udzielenia §wiadczen zdrowotnych?
Ich powszechnos$ci czy tez w waskiej
dostepnosci?

Krajowa Izba Diagnostow Laboratoryjnych
budowala swoja przestrzen prawna na
argumentach, ktoérymi jest i byl ograniczany
dostgp pacjenta do laboratoryjnych §wiadczen.
Wielu, stad tez, dostrzegalo w tym zjawisku
przyczyng jalowego przejadania finansow przez
stuzbg zdrowia. Udzial diagnostyki w
standardach i procedurach medycznych jest nadal
niewielki, cho¢ mozliwos¢ do ksztalcenia i
rozwoju zawodowego zostaly zwielokrotnione - z
2 specjalizacji w krotkim czasie do 12. Boleje, ze
temu procesowi nie towarzysza programy i
reformy w stuzbie zdrowia. Przyczyna takiego
stanu nie tkwita i nie tkwi po stronie pacjentow i
diagnostow. Szuka¢ jej nalezy w sposobach
dystrybucji s$rodkéw finansowych, ktore
pozostaja nadal w tej samej grupie zawodowej od
wielu dziesiatek lat. Wielu znawcow tych
zagadnien dostrzegajac przyczyng finansowej
zapasci w stuzbie zdrowia, ktdrej zasoby nie sa
tak male porownujac koszty naktadow na
$wiadczenia i procentowy sktadnik dochodu
narodowego przeznaczonego na opieke
zdrowotna uwaza, ze rozwiazanie tych
probleméw lezy po stronie sejmu i rzadu,.

otwarcie IIKZDL

Twierdzg, ze przyczyna tkwi od kilkudziesigciu lat
W sposobie zarzadzania stuzba zdrowia. Brak
bowiem jest przedstawicieli wszystkich czterech
korporacji medycznych w decyzjach tak waznych
jak zarzad i nadzor nad finansami w ochronie
zdrowia.

Celem nadrz¢gdnym Pierwszej Kadencji
Samorzadu Diagnostéw Laboratoryjnych bylo
umocowanie diagnostyki laboratoryjnej i
diagnostow w regulacjach prawnych. Okazato si¢
ze takie budowanie przestrzeni dla diagnostyki
laboratoryjnej byto uzasadnione Nie sposob dzi$
jest odmowi¢ racji tkwiacej w oczywistoSci
takiego podejscia 1 rozstrzygnigcia. Prosze
Panstwa! Dzi§ po prawnych zapisach diagnosci
maja mozliwos$¢ specjalizacji w 12 medycznych
dziedzinach §wiadczen zdrowotnych. Te regulacje
staty sie juz rzeczywiste. Zaden oponent o
zdrowym umysle nie zglasza sprzeciwu np. co do
konieczno$ci badan laboratoryjno-genetycznych
przy ustalaniu niektéorych parametrow
biologicznych pacjenta. A kto?, proszg Panstwal
jest wykonawca tych badan i najbardziej jest do
tego przygotowany? Podobny aspekt dotyczy
kazdej specjalnosci dostgpnej dla diagnostyki
laboratoryjnej. Byly badania o réznorodnym
profilu wykonywane i przedtem przez laboratoria,
na uzytek medycyny. Dzi§ jednak pod nimi
podpisze si¢ kazdy z Panstwa, gdy jest ich
wykonawca. Starania o taka prawna regulacjg byty
zamierzone i zostaly doprowadzone do konca.
Obecnie po naszej stronie staja takze specjalisci
tych dyscyplin, ktérzy rozumieja ztozonos¢ tych
badan i poziom wymaganych kwalifikacji, ktore
leze¢ winny po stronie diagnostow
laboratoryjnych.

Jaka koncepcje i strategie przyja¢ nalezy na II
kadencjg. Po stronie pasywow mamy bazg
lokalowa zdatna do podjgcia ksztalcenia
wielospecjalizacyjnego. Mamy koncepcje i
sposoby na realizacj¢ dostgpnego Panstwu,
diagnostom internetu, ktory dawaé bedzie
mozliwo$¢ pobierania przez diagnoste
laboratoryjnego edukacyjnego programu. Podjety
zostal do realizacji program biblioteki ,,Diagnosty
laboratoryjnego”. Beda to kompendia wiedzy z
réznych dyscyplin opracowane przez badaczy —
diagnostow. Po stronie aktywow - stanowimy i
jesteSmy preznym sSrodowiskiem rozwijajacym
si¢ zawodowo i naukowo. Juz w tej kadencji 1500
diagnostow rozpoczeto specjalizacje o réznym
kierunku. Ten fakt podjecia specjalizacji budzi
podziw i uznanie. Decyzj¢ swoja podjgli pomimo,
ze nie zostaly jeszcze uregulowane finalnie zasady
finansowania kosztow ksztalcenia w sposob
podobny, jak to dane jest specjalizujacym si¢ w
innych zawodach medycznych. Obecnie
finansowanie ich specjalizacji odbywa si¢ w
czg§¢i na koszt wilasny. Jest w tym  udziat
Ministerstwa na wniosek KIDL - obecny lecz nie
w pelni zadowalajacy. Jaka zatem nalezy przyjac
strategi¢? Wtasciwie dobrang strategia wygrywa
si¢ duzo. Mamy pelne rozpoznanie. Stanowimy
spotecznos$¢ jednorodna, niezaleznie, czy
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Spor o miejsce samorzadu zawodowego w administracji
publicznej Polski

diagnosta pracuje w NZOZ czy w SPZOZ. Diagnosta jest dobrze
wyksztatlcony. Dobrze opanowal wiedzg biologiczno-medyczna.
Opanowal dobrze wspolczesna, dostgpng wiedzg technologiczna i jej
zastosowanie w badaniach laboratoryjnych. Jakie mozemy zalozy¢ cele
dla Izby na druga kadencje. Czy beda to zadania samorzadowe, czy
zadania dajace mozliwos¢ dostgpu do wiedzy diagnostom i
przysposabiajace diagnostow do bardziej wiarygodnych i trafnych
$wiadczen dla pacjentéw?, czy tez beda to cele 1 zadania o charakterze
zwiazku zawodowego, ktorym nie jestesmy i nie bgdziemy. Cel
zwiazkowy osiagnaé¢ mozna, lecz tylko poprzez realizacje
samorzadowych zadan. Celem naszym musi by¢ solidnos¢ i
diagnostyczno$¢ badan laboratoryjnych.
Szanowni Panstwo, Drodzy Diagnosci!
Tych $miatych celow i zamierzen nie bgdzie mozna zrealizowac jezeli po
stronie lekarskiej nie bedzie podjety podobny wysitek ten, ktory stat si¢
udziatem naszej Izby! To na postulat Izby zostaly przyspieszone i
wdrozone prace nad standardami jakosci badan w diagnostycznych i
mikrobiologicznych laboratoriach. Razem z Konsultantami Krajowymi i
Towarzystwami Naukowymi opracowywane zostaja standardy jakos$ci
badan dla profilowanych laboratoriow hematologicznych,
immunologicznych, genetycznych i cytologicznych. Tu cheg podkresli¢
wysoki poziom zaangazowania i zrozumienie dla naszych zamierzen.
Widzg je w postawach 1 obronie naszej koncepcji przez krajowych
specjalistow, ktorzy stanowia reprezentacj¢ i wywodza si¢ z ksztatcenia
lekarskiego. Stworzenie standardow jakosci badan pozwoli na
kompleksowe rozwiazania przyjete w dziedzinie diagnostyki
laboratoryjnej a ktéore w dalszym postgpowaniu zainicjuja i zaistnieja
sensu stricto w dyscyplinach klinicznych. Z inicjatywy i przy
wspoétudziale Izby efektem tych prac pionierskich bgdzie mozliwosé
ujecia badan laboratoryjnych w procedurach postgpowania medycznego.
Woéweczas badanie laboratoryjne nie bedzie przypadkowym zdarzeniem
w procedurze postepowania medycznego. To pozwoli oszacowac koszty
poszczegdlnych etapow postgpowania medycznego i udziat diagnostyki
laboratoryjnej w procesie leczenia. Przyjeta przez Ministerstwo struktura
szpitali tworzaca sie¢ ustug dostgpnych pacjentom nie moze by¢
realizowana z pominigciem miejsca laboratoriow medycznych nie
tworzacych monolitu organizacyjnego i finansowego. Swiadczenia
laboratoryjne sa zbytwaznym zrédlem informacji stosunkowo tatwo
i ekonomicznie dostgpnym, by je wylaczaé ze struktury organizacyjnej
szpitali 1 przychodni, gdyz przynosza wielorakie oszczg¢dnosci dla
procesu diagnozowania i terapii pacjenta.
Strategia do realizacji wskazanych celéw winien by¢ udziat pacjentow
chcacych uczestniczy¢ w tworzeniu nowoczesnego charakteru
$wiadczenia zdrowotnego w tym takze udziat diagnostéw
laboratoryjnych, ktorzy zechca ukazywac nicodzownos$¢ i konieczna
obecno$¢ $wiadczenia laboratoryjnego w postgpowaniu medycznym.
Diagnosta laboratoryjny musi sta¢ si¢ w odczuciu pacjentow
zwornikiem procesu leczenia, ktorego architektem bedzie lekarz
a wykonawca pielggniarka i aptekarz. Stad tylko krok dzieli nas do
zapisu ustawowego, w ktorym medyczne laboratorium diagnostyczne
stanie si¢ podmiotem umowy kontraktowej na udzielanie $wiadczen w
zakresie diagnostyki laboratoryjnej. Dlatego tez medyczne laboratoria
diagnostyczne nie moga stawa¢ si¢ w takim rozumieniu jedynym
miejscem poszukiwania rezerw finansowych 1 oszczgdnosci dla
jednostki organizacyjnej Stuzby Zdrowia. Najblizsze lata I Kadencji
KRDL beda przyktadem i polem zmagan o takie zabezpieczenia. Badania
diagnostyczne w koszyku $wiadczen medycznych nie moze by¢
reglamentowane i traktowane jako $wiadczenie socjalne a podmioty
udzielajace nieodptatnie $wiadczenia zdrowotne finansowane z
podatkéw obywateli nie moga by¢ traktowane, jako przejaw opisany w
innych zjawiskach choroba sieroca. Na budzet stuzby zdrowia sktada si¢
majatek Skarbu Panstwa,i ptacone przez obywateli podatki posrednie i
bezposrednie. Krajowa Izba Diagnostéw Laboratoryjnych ma zaistnie¢
w drugiej kadencji dzialalnosci KRDL jako mecenas zarowno
diagnostow laboratoryjnych jak rowniez pacjentow, ktoérymi czgsto
jestesmy sami jak i inni obywatele

Prezes KRDL

(-) Henryk Owczarek

Spoér o miejsce samorzadu zawodowego w administracji
publicznej Polski .
Ewa Tuszewska- Rzecznik Dyscyplinarny KIDL

W dniu 22 listopada 2006 r. odbyla si¢ w Poznaniu ogélnopolska
konferencja naukowa na temat: Spor o miejsce samorzadu
zawodowego w administracji publicznej Polski.

Organizatorem konferencji byt Instytut Nauk Politycznych
i Dziennikarstwa Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.
Miejscem konferencji Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
[ Collegium Minus - Mata Aula] ul. Wieniawskiego 1.

Celem konferencji bylo - jak informowali w zaproszeniu organizatorzy
- ,, zaprezentowanie przez przedstawicieli czotowych osrodkow
naukowych w kraju, wynikéw badan nad istota samorzadu zawodowego
i jego znaczeniem w ustroju demokracji obywatelskiej....Pozycja
samorzadu zawodowego zostata znaczaco wzmocniona przez przejgcie
od panstwa szeregu kompetencji administracyjnych dotyczacych
miedzyinnymi nadzoru nad wykonywaniem zawodu. Od kilku lat trwa w
Polsce debata publiczna dotyczaca przysztosci samorzadu zawodowego.
W jej trakcie przywolywane sa argumenty podwazajace zasadno$é
dalszego funkcjonowania tego typu organizacji. Pojawia si¢ w_tym
miejscu watpliwos¢ czy izby samorzadu zawodowego sg instytucjami
wzmacniajacymi procesy demokratyczne i rozwéj samorzadnosci, czy
tez sa struktura anachroniczna, zagrazajaca umacnianiu _si¢ tadu
rynkowego w Polsce”.

Otwarcia konferencji dokonali J.M. Prorektor UAM prof. Dr hab. Janusz
Wisniewski oraz Dziekan Wydziatu Nauk Spotecznych prof. Dr hab. Jan
Grad, ktorzy w serdecznych stowach przywitali przybytych oraz zyczyli
owocnych obrad.

I sesji plenarnej przewodniczyl prof. Dr hab. Jerzy Babiak, w jej ramach
wyktady wyglosili :

Prof.dr hab. Jacek Sobczak, Uniwersytet im. A.Mickiewicza w Poznaniu
., Korporacje prawnicze potrzeba czy iluzja?”.

Drhab. Robert Kmieciak, Uniwersytet im. A.Mickiewicza w Poznaniu

., Korporacje samorzqdu zawodowego w Polsce  tradycja,
wspotczesnosé i perspektywy rozwoju”.

Dr Krystyna Babiak, Okrggowa Izba Radcéw Prawnych w Poznaniu [
wystapienie w imieniu Krajowej Rady Radcow Prawnych |

., Prognozy dziatania samorzqdu radcow prawnych na tle nowelizacji
przepisow dotyczqcych zawodow prawniczych”.

W dyskusji podkreslano- ogolnie niski poziom prawa stanowionego,
mate zaangazowania $rodowiska narzecz dobra wspdlnego i tworzenia
prawa, zbyt wolne samooczyszczenie si¢ Srodowisk prawniczych.

Poset PO p. Stuligrosz  cztonek komisji sejmowe;j ds. konstytucji za
szczego6lnie wazne zadanie samorzadéw uznal jej funkcjeg
samooczyszczajaca, ze swojej strony zadeklarowat che¢ wspotpracy ze
srodowiskiem samorzadow zawodowych , w szczeg6lnosci  w  ocenie
aktow prawnych tworzonych w sejmie a dotyczacych  zawodow
zaufania publicznego.

Po krotkiej przerwie na kawg rozpoczgta sig II sesja plenarna, ktorej
przewodniczyt prof. Dr hab. Stanistaw Wykretowicz z Wyzszej Szkoty
Bankowej w Poznaniu, w jej ramach wyktady wygtosili:

Konstanty Radziwitt. Naczelna Izba Lekarska w Warszawie

,» Samorzad lekarzy w lekarzy dentystow w Polsce na tle doswiadczen
europejskich”

Mgr Klaudia Nowak, Wyzsza Szkota Bankowa w Poznaniu

,.Ustrdj i zadania samorzadu lekarskiego w Polsce i w Niemczech”

Dr n. med. Krzysztof Kordel, Akademia Medyczna im. K.
Marcinkowskiego w Poznaniu , Rzecznik Odpowiedzialnosci
Zawodowej OIL w Poznaniu

,» Czy pacjent ma szans¢ wygra¢ z lekarzem? Refleksje Okregowego
Rzecznika Odpowiedzialno$ci Zawodowe;j”

Dr Jedrzej Skrzypczak Uniwersytet im. A.Mickiewicza w Poznaniu,
doradca O.RZ.0.Z OIL w Poznaniu

»Najwazniejsze problemy prawne odpowiedzialnosci zawodowej
lekarzy”

Dr Elzbieta Buczkowska Naczelna Izba Pielggniarek i Potoznych w
Warszawie

»Samorzad zawodowy pielggniarek i potoznych oraz jego znaczenie w
rozwoju demokracji obywatelskiej”

Wyktadowcy przedstawili m.in. aktualny stan prawny regulujacy
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dziatalnos¢ lekarzy, lekarzy dentystow oraz pielegniarek i potoznych w
Polsce. Zwrocili takze uwage na niedoskonato$¢ przepisow prawnych
uchwalanych przez Sejm oraz stanowionych przez inne organy
administracji panstwowej, trudnosci w dostosowaniu przepisoéw prawa
do zmieniajacych si¢ warunkéw wykonywania zawodéw medycznych
spowodowane dlugimi terminami dziatania komisji sejmowych, brak
obrony intereso6w zawodowych obywateli polskich na terenie UE, [tylko
polskim pielggniarkom nie uznano kompetencji zawodowych w UE ]
podkreslano konieczno$¢ obligatoryjnego cztonkostwa w izbach
samorzadow  zawodowych  przede wszystkim ze wzgledu na
orzecznictwo dyscyplinarne decydujace o poziomie wykonywania
zawodow zaufania publicznego gdzie norma etyczna nie moze miec
podlegltosci wobec normy prawne;.

Po przerwie na obiad rozpoczeta si¢ III sesja plenarna, ktorej
przewodniczyt dr hab. Robert Kmieciak - sekretarz konferencji.
Wyktady wygtosili :

Andrzej Kutagowski, Iwona Karpiuk- Suchecka Krajowa Rada
Komornicza w Warszawie

,,Rola samorzadu Komorniczego w demokratycznym panstwie prawa”.
Maciej Ostrowski, Krajowa [zba Biegltych Rewidentéw w Warszawie
,,Rolabieglych rewidentdéw we wspolczesnym panstwie prawa”.

Tomasz Taczewski, Krajowa Izba Architektow

».Samorzad zawodowy architektoéw doswiadczenia czterech lat pracy na
rzecz budowy panstwa prawa ijego kultury”

Byly to bardzo cickawe wystapienia, pozwolily zebranym inaczej
spojrze¢ na dziatalno$¢ zawodowa biegtych rewidentow, komornikow,
architektow. Na bariery prawne utrudniajace im rzetelne wykonywanie
zawodu szczegodlnie architekci ich dyplomy nie sa uznawane w UE co
powoduje pracg polskich architektow cenionych w UE na czyjes$
nazwisko, niechlujno$¢ prawa nie ulatwia przeprowadzania kontroli
bieglym rewidentom a przepisy zabraniajace uczestniczenia w
opracowywaniu prawa zawodu reprezentowanego moga spowodowac,
ze stanie si¢ ono jeszcze mniej czytelne tym samym tatwiejsze do
nieprzestrzegania.

O mozliwo$¢ zabrania glosu poprosil przewodniczacego sesji
przedstawiciel Izby Weterynaryjno- Lekarskiej [ nie zgloszony wezesniej
jako uczestnik | .W swoim wystapieniu reprezentant 12,5 tys. lekarzy
weterynarii przyblizyt problemy swojego srodowiska, zwracajac uwage
na mozliwo$¢ lepszego przebicia si¢ samorzadow zawodowych ze
swoimi tak przeciez podobnymi problemami poprzez zwotanie
konferencji Prezeséw Samorzadéw Zawodowych - korporacje
zawodowe powinny mie¢ swoje miejsce w strukturze administracyjnej
panstwa wynikajace z przepisow.

IV sesja ostatnia byla dyskusja panelowa z udzialem przedstawicieli
srodowiska naukowego, politykow idziataczy samorzadu zawodowego:
moderatorem byl prof. Dr hab. Stanistaw Wykrgtowicz.

Dyskutanci podkreslali, ze problemy na jakie natrafiaja samorzady
poszczegdlnych zawodow sa podobne wrecz niekiedy takie same- to
sugeruje aby i dzialanie ich bylo wspdlne- szczegoélnie w pracach
legistlacyjnych co gwarantuje samorzadom prawo a nie jest to
przestrzegane w praktyce. Projekty docieraja do samorzadow zbyt p6zno
albo propozycja zmian przedstawiona w czasie nie jest brana pod uwagg.
Koniecznym jest wigc $cislejsza wspotpraca z postami, nacisk na nich
potaczony z informacja o zagrozeniach wynikajacych z ustanowienia
ztego prawa. Niepokojacy jest brak porozumienia  pomigdzy
samorzadami a administracja rzadowa i terenowa, brak odpowiedzi na
przesylane pisma ze strony rzadzacych administratorow.

O zainteresowaniu problemami samorzadéw przez organy wiladzy a
wlasciwie o braku tego zainteresowania $wiadczyt brak na sali podczas
obrad przedstawicieli wladzy terenowej, parlamentarzystow [ z
wyjatkiem posta PO p.Stuligrosza] oraz szeroko pojetych mediow TV,
radia gazet.

Pragne w tym momencie nadmieni¢, ze uczestniczytam w tej konferencji
w zastgpstwie Pana Prezesa Henryka Owczarka, ktoremu obowiazki
stuzbowe uniemozliwity przyjazd do Poznania 1 wzigcie udzialu w
konferencji. Czutam si¢ w obowiazku zabra¢ gtos i zaprezentowac nasz
samorzad zawodowy jak si¢ okazalo najmlodszy stazem wsrod
obecnych na konferencji. Krotko przedstawitam dtuga droge
dochodzenia do ustawy o diagnostyce, odrgbno$¢ zawodu diagnosty,
jego usytuowanie w strukturze ochronie zdrowia, trudnoséci wynikajace
zbraku odrgbnego finansowania diagnostycznych badan

laboratoryjnych oraz wykonywania zawodu w warunkach wolnego
rynkuale nie zawsze uczciwej konkurencji.

Podsumowania obrad i zamknigcia konferencji dokonat dr Tadeusz
Walas z-ca dyrektora Instytutu Nauk Politycznych i Dziennikarstwa
Uniwersytetu im. A. Mickiewicza.

Ze swojej strony uwazam, ze konferencja byta ciekawa, bardzo dobrze
zorganizowana wniosta duzo do mojej wiedzy na temat innych
samorzadow, pozwolila pozna¢ ich sukcesy i trudnosci w dziataniu
szczegblnie w zakresie  odpowiedzialnosci  zawodowej czy
dyscyplinarnej czyli zagadnieniom mi szczeg6lnie bliskim z racji
sprawowanej funkcji. Pragna podzigkowac ta droga Instytutowi Nauk
Politycznych i Dziennikarstwa UAM za zorganizowanie tej bardzo
potrzebnej dla samorzadoéw zawodowych konferencji.

Zagadnienia profesjonalizmu w medycynie i w diagnostyce
laboratoryjnej

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

Dlaczego krytykujemy ”Najwi¢ksze dobrodziejstwo ludzkos$ci”?

Na wyspie Kos na Morzu Egejskim stoi platan pod ktorym, jak glosi
legenda, w starozytnej Grecji Hipokrates nauczat mowej' medycyny.
Jednoczes$nie, na tej samej wyspie, w tym samym czasie dziatat
najwigkszy tradycyjny ,,szpital' w starozytnej Grecji $wiatynia boga
zdrowia Asklepiosa (p6zniej przechrzczonego przez Rzymian na
Eskulapa), gdzie leczacymi byli kaptani. To, co reprezentowat
Hipokrates zostato zaakceptowane jako poczatki racjonalnej medycyny
i proto-nauka medyczna. Pisma Hipokratesa dotyczyly nie tylko
specyfiki leczenia lecz takze dyskutowaty (np. w traktacie ,,0
chirurgii”) zachowania lekarza i stosunek lekarza do spoteczenstwa. W
ciagu nastgpnych wiekéw, pokolenia lekarzy i myslicieli poszukiwaly
wlasciwej rownowagi pomigdzy sztuka i nauka w medycynie.

Skutki ogromnego postepu, ktory zrobitamedycyna odzwierciedla tytut
podrecznika historii medycyny napisanego w Anglii przez Roya Portera,
ktéry brzmi ,Najlepsza rzecz, ktora zdarzyla si¢ ludzkosci” (1).
Jednoczesnie charakterystyczne jest, ze gdy dzisiejszy lekarz-
naukowiec pisze o najwazniejszych osiagnigciach medycyny, jego lista
zawiera jedynie opis technologicznych osiagnig¢ ktore ratuja lub
przedluzaja zycie a nie, trudniejsze do zdefiniowania, osiagnigcia
,.sztuki” medycznej (2): jest to wyrazem naszego zafascynowania nauka
datujacego si¢ do okresu Oswiecenia.

Amozna przeciez argumentowac, ze czego$ na tego typu listach brakuje:
dzisiejsi pacjenci narzekaja na jako$¢ stuzby zdrowia.- krytycyzm
szpitali, przychodni i personelu medycznego jest stalym tematem
podejmowanym przez media. Konsumeryzm probuje redukowaé
pacjenta do pozycji klienta, i to klienta, ktory musi coraz bardziej
pilnowa¢ wiasnego interesu. Kilka lat temu w angloj¢zycznej prasie
ukazal si¢ satyryczny rysunek dotyczacy przysziosci medycyny:
przedstawial on matego cztowieczka schodzacego po schodach
szpitalnych z duza skrzynka na narz¢dzia pod pacha. Na skrzynce
widnial napis ,,Usuwanie wyrostka- zréob to sam”. Gdy idzie o
farmakoterapig, wiadomo ze nawet w bardzo dobrze zorganizowanych
probach klinicznych 20-30% uczestnikow nie bierze przepisanych
lekéw; w codziennej praktyce znaczy to ze okoto jedna trzecia wysitku
wkladanego w medycyne profilaktyczna, jak np. w leczenie
hiperlipidemii i nadci$nienia, idzie po prostu na marne. Z drugiej strony
dziatania uboczne lekow znajduja si¢ wysoko na liscie przyczyn
$miertelnosci.

Uzyskanie odpowiedzi na pytanie co powoduje wspomniang
niezgodno$¢ pomigdzy tym co medycyna moze teoretycznie osiagnac i
jej efektywnoscia w codziennym zyciu jestniezmiernie istotne.

Patrzac na okres szybkiego rozwoju nauk medycznych w 19 wieku,
czasu, ktory stal si¢ okresem formatywnym dla obecnej medycyny,
widzimy jak formowat on nowoczesny obrazlekarza w spoteczenstwie.
ArtySci  poprzez obrazy takie jak  ,Klinika Doktora Agnew”
namalowany w 1889 przez T Eakinsa czy klasyczny juz dzisiaj obraz
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,»Doktor” L Fildesa z roku 1891, przedstawiajacy lekarza spedzajacego
noc przy 16zku chorego dziecka, zbudowali w $wiadomosci publicznej
obraz lekarza, ktory faczy?t ideal humanitarnej pomocy z efektywnym
zastosowaniem nauki medycznej. Byl to takze okres, w ktorym nauka i
naukowcy zaczgli wielkimi krokami wkracza¢ do medycyny. Louis
Pasteur, ktory zrewolucjonizowal leczenie byl nie-lekarzem. Od jego
czasOw nie-medyczna kontrybucja do opieki zdrowotnej wzrastata
logarytmicznie. Zrewolucjonizowanie dydaktyki medycznej w USA
przez Abrahama Flexnera na poczatku 20 wieku (dokonane zreszta na
podstawie osiagnig¢ medycyny europejskiej) utwierdzito nauki
podstawowe jako jeden z filarow edukacji lekarza. Od tego czasu model
lekarza-naukowca zaczat dominowa¢ w obrazie medycyny zastgpujac,
zwlaszcza w medycynie akademickiej, model lekarza-opiekuna. W
dalszej ewolucji pojawit si¢ na scenie model wielospecjalistycznego
zespotu.

Z czasem, medycyna w USA stata si¢ wielkim biznesem, a nawet w
brytyjskiej Narodowej Stuzbie Zdrowia (National Heath Service), ktora
przez lata byta wzorem dla innych, model lekarza dostgpnego ,, kiedy
potrzeba tego wymaga” zostal ostatnio zmieniony na pracownika od
ktérego wymaga si¢ zeby byt szpitalu tylko w czasie okreslonym
kontraktem. Powoduje to nowe problemy zwiazane z np. ze zmniejszong
ciagtoscia opieki oraz mozliwos¢ rozmycia si¢ odpowiedzialnosci za
chorego gdy leczony onjest przez wielodyscyplinarne zespoty.

Mimo ze przysztos¢ medycyny okreslana jest dzisiaj  poprzez
wymienianie jej wzrastajacych mozliwosci technicznych, ciagle nie
mozemy sobie poradzi¢ z problemami takimi jak otylo$¢ czy cukrzyca;
stanami, w ktorych do efektywnej profilaktyki potrzebne sa tez
dziatania inne niz stosowanie lekow. Przy catej efektywnosci obecnych
procedur, bezosobowos$¢ szpitali i centrow diagnostycznych czgsto
przestrasza i powigksza stres chorego cztowieka, przedtuzajac proces
zdrowienia.

Stale zwigkszajace si¢ mozliwosci nauk biomedycznych powoduja, ze
moga one coraz powazniej ingerowaé w prywatne zycie czlowieka. Na
przyktad, pely profil genetyczny moze by¢ ogromnie pomocny
przewidywaniu ryzyka wystapienia choréb, lecz dostgpnosé
genetycznych baz danych dla firm ubezpieczeniowych moze wiazac si¢
z powaznym kosztem dla osob, u ktorych stwierdzi si¢ obciazenie
hiepozadanymi” genami, a by¢ moze nawet zodmowa ubezpieczenia.
Internet i postgpujaca komputeryzacja danych klinicznych
przyspieszaja prace naukowe, ale takze zwigkszaja  ryzyko
nieautoryzowanej dystrybucji isprzedazy poufnych danych.

Coraz lepiej wyksztalcone spoteczenstwo w wielu wypadkach jest w
stanie oceni¢ szkodliwy potencjal poszczegdlnych odkry¢é i chce
doktadnie wiedzie¢ co naukowcy maja w zanadrzu. Dlatego tez nauka
musi by¢ w coraz wigkszym stopniu dyskutowana w konteks$cie innych
spotecznych probleméw. Tego typu kontekstualizacja nie ma nic
wspolnego z postawa anty-naukowa: jest to po prostu typem sprzgzenia
zwrotnego zwiazanym, paradoksalnie, ze zwigkszajacym si¢ wptywem
odkry¢ naukowych na zycie codzienne.

Niekompletnos$¢ wiedzy medycznej

Podstawowym problemem w biomedycynie pozostaje to, ze fachowa
wiedza medyczna jest niepeina. Algorytmy nie moga w chwili obecne;j
zastapi¢ oceny indywidualnego pacjenta dokonywanej przez lekarza.
Dotyczy to zardwno oceny i interpretacji objawoéw jak i prob
diagnostycznych. Stopien w jakim rozwigzanie danego problemu
wymaga indywidualnej oceny  dokonanej przez kompetentnego
profesjonalistg definiuje m.in. spoteczna istotnos¢ zawodu.

Jamous and Peloite wprowadzili pojecie stosunku I/T jako pomiaru
stopnia pozadanego profesjonalizmu w réznych dziedzinach (3,4). W
stosunku tym ,,I” oznacza indeterminacjg- czyli nieprzewidywalno$¢ i
potrzebg indywidualnej oceny, a ,,T” to wiedza przewidywalna,
pozwalajaca np. na zastosowanie algorytmow. Zawody, z definicji,

maja wysoki stosunek I/T. Istotna kwestia, dyskutowana ostatnio
podczas debaty nad profesjonalizmem lekarzy zapoczatkowanej przez
Krolewskie Towarzystwo Internistow (The Royal College of Physicians)
w Londynie jest pytanie, kto powinien kontrolowa¢ indeterminacjg¢ w
zawodzie lekarza, (innymi stowy, kto interpretuje 'subiektywna” czgs¢
medycyny): lekarz, administrator czy tez sam pacjent (3). Dwa gltéwne
sposoby podejécia ktore determinuja praktyczne wykorzystanie wiedzy
medycznej to medycyna oparta na wiarygodnych faktach (evidence-

based medicine, EBM) i
(patient-centered medicine).
EBM jest jak dotad najpowazniejsza proba usystematyzowania i
kontroli indeterminacji. Dowody EBM oparte sa glownie na
statystycznym prawdopodobienstwie. Z drugiej strony, medycyna
skoncentrowana na pacjencie jest to indywidualne zastosowanie wiedzy
oparte na ocenie i doswiadczeniu lekarza i na charakterystyce
indywidualnego pacjenta . To podejscie akceptuje wysoki stopien
indeterminacji. Z punktu widzenia zawodu, czy to lekarza czy
diagnosty laboratoryjnego, zdefiniowanie roli czlonkéw zawodu w
kontroli (i zmniejszaniu) inteterminacji jest podstawowym czynnikiem
okreslajacym wagg tych zawodow w catosci opieki zdrowotne;.

medycyna skoncentrowana na pacjencie

Rolalekarza

Jaka jest zatem obecna rola lekarza i innych zawodow sktadajacych si¢
na shuzbg zdrowia?

Czy przyszto$¢ to rola 'mechanikow zdrowia' ktérzy podchodza do
pacjenta wylacznie z algorytmem  generowanym przez systemy
informatyczne? Wydaje sig, ze obecnie podstawowa rola lekarza jest
przetltumaczenie wiedzy opartej na statystycznym prawdopodobienstwie
na dzialanie w stosunku do konkretnego pacjenta. Rola diagnosty
laboratoryjnego moze by¢ zdefiniowana na podobnych zasadach.

Ten proces indywidualnej translacji  ogdlnych zasad leczenia na
postgpowanie w indywidualnym przypadku jest kluczowy dla praktyki
dobrej medycyny. Jest on potwierdzeniem starej lekarskiej prawdy, ze
medycyna to nie tylko obserwacja objawow ale ich interpretacja w
kontekscie osobowosci i stylu zycia leczonego cztowicka. Trzeba tu
zaznaczy¢, ze rola kontekstu zalezy od typu schorzenia i tym samym
specjalnosci medycznej. Bytoby naiwnym twierdzi¢, ze w przypadku
zatrzymania akcji serca czy operacji w krazeniu pozaustrojowym,
umiejetnosci techniczne nie sa daleko wazniejsze niz jakiekolwiek inne
dziatania. Z drugiej strony, leczenie standw przewlektych, a zwlaszcza
profilaktyka, zaleza w duzej mierze od znajomosci kontekstu, warunkow
ihistorii zycia chorego.

Tego typu medycyna nie moze by¢ praktykowana bez skutecznego
porozumiewania si¢ lekarza z pacjentem ato z kolei zalezy od wielu
czynnikow, jednym z ktorych jest zaufanie jakie chory poklada w
lekarzu i innych przedstawicielach shuzby zdrowia. Naturalnie, lekarz,
czy tez kolektywnie stuzba zdrowia, musza by¢ zdolne do przekazania
pacjentowi informacji w sposob maksymalnie jasny i zrozumialy (5).

A zatem, poza kontrola indeterminacji, zdolno$¢ oceny kontekstu
choroby i sposob porozumiewania si¢ z pacjentem, sa cechami
osobowosci leczacego sktadajacymi si¢ na profesjonalizm.

Profesjonalizm wzawodachzwiazanych ze stuzbg zdrowia

Juz jaki§ czas temu, w spolecznosci lekarskiej nastapito pewne
przebudzenie ze stanu samozadowolenia, w ktéory wprowadzita
medycyng technologia: zainicjowany w roku 1980 Project
Professionalism  prowadzony przez American Board of Internal
Medicine sparafrazowat Hipokratesa, potwierdzajac, ze” humanizm jest
integralng cz¢$cia umiejetnosci klinicznych 1 pracy klinicznej”. W
Wielkiej Brytanii problemy profesjonalizmu w medycynie zostaly
podjete przez grupg robocza Krolewskiego Kolegium Internistow (The
Royal College of Physicians' Working Party on Defining and Maintaining
Professionalism in Medicine) (3,4,6).

Wielki Stownik Poprawnej Polszczyzny PWN definiuje bycie
profesjonalnym jako bycie kompetentnym i fachowym. Istnieje kilka
definicji profesjonalizmu w relacji do medycyny. Wezsza z nich
stwierdza, ze profesjonalizm to suma podej$¢ 1 zachowan lekarza, w
odrdznieniu od wiedzy naukowej i umiejgtnosci technicznych.  Szersza
definicja (zaproponowana przez Pickera w ramach wspomnianej
powyzej Grupy Roboczej) definiuje profesjonalizm jako sume
znajomosci medycyny i zdolnosci technicznych, stalego uaktualniania
wiedzy a takze - w stosunkach z pacjentem- empatii, umiejgtnosci
stuchania, zdolno$ci komunikowania si¢ 1 uczciwosci. Ostatnim
dodatkiem do tej definicji jest zawarcie w niej efektywnosci lekarza jako
cztonka wielospecjalistycznego zespotu.
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Podstawowym wynikiem  profesjonalizmu, powinno by¢ zaufanie
spoleczenstwa do cztonkéw danego zawodu. Na zachowanie
profesjonalne sktadaja si¢ uczciwos$¢ w stosunku do pacjenta, $cisle
zachowywanie zasad poufnosci, i budowanie zaufania poprzez jasne
traktowanie istniejacych sprzecznosci interesow.

W Karcie Lekarza (Medical Professionalism in The New Millennium.
The Physician's Charter) opublikowanej przez American Board of
Internal Medicine, gtowne zasady to priorytet dobra pacjenta,
uszanowanie jego autonomii i zasada sprawiedliwo$ci spotecznej
(rozumiana jako powszechna dostgpno$¢ takiej opieki) (7). Karta
potwierdza, ze ugoda pomigdzy spoleczenstwem i lekarzem opiera si¢
na wiedzy lekarza, na ktora z kolei sktada si¢ wiedza naukowa i
doswiadczenie osobiste . Wedtug Karty, lekarz ma nie tylko obowiazek
podtrzymywania wysokiego standardu  swojej pracy, ale takze
poszerzania wiedzy, popierania badan naukowych i dziatania w kierunku
zapewnienia wlasciwego uzytku z odkry¢ naukowych.

Odpowiedzialnos$¢ i samoregulacja w zawodzie.

Z powodu kontekstualizacji spotecznej problemow zwiazanych ze
zdrowiem, zaden z zawodow zwiazanych z ta sfera nie jest w sensie
spolecznym autonomiczny. Lekarz odpowiedzialny jest zaréwno przed
pacjentem jak i  przed instytucjami regulacyjnymi
(tzn.odpowiedzialnymi za standardy zawodowe) oraz przed swoim
pracodawca. Kluczowa dla zawodu jest zdolno$¢ samoregulacji, czyli
zadbania o ustanowione standardy przez grupg wyloniona sposrod
cztonkoéw zawodu. Samoregulacja w wypadku zawodow zwiazanych z
opieka zdrowotna jest efektywna jedynie jezeli procedury dotyczace
odpowiedzialno$ci zawodowej sa jasne dla spoleczenstwa i organizacji
rzadowych. Jest tu tez niezmiernie istotne istnienie mechanizmu
niezaleznej kontroli. W Wielkiej Brytanii zawod lekarski, jak idzie o
egzekwowanie standardow praktyki i dziatania dyscyplinarne,
regulowany jest przez General Medical Council. Szkolenia i egzaminy
prowadzone byty tradycyjnie przez Krolewskie Kolegia, chociaz
ostatnio stworzona agencja rzadowa prawdopodobnie zmieni ten model.
Obok tego, British Medical Association dziata jako zwiazek zawodowy
lekarzy.

W biochemii klinicznej Clinical Pathology Accreditation ( CPA) jest
organizacja odpowiedzialng za standardy w laboratoriach i za ich
akredytacjg. Szkolenie podyplomowe w medycynie laboratoryjnej jest
kierowanie rownolegle przez Krolewskie Kolegium Patologow (ktorego
cztonkami moga zostaé, po zlozeniu odpowiednich egzamindw,
zarobwno lekarze jak i absolwenci kierunkow $cistych) i przez
Association for Clinical Biochemistry, ktora jednoczesnie pelni rolg
zwiazku zawodowego dla absolwentéw nauk $cistych pracujacych w
biochemii klinicznej .

Obecnie gtowne zagadnienia wymagajace rozwiazan to zapewnienie
rownowagi pomigdzy samoregulacja i odpowiedzialnoscia lekarza w
stosunku do administracji, oraz wypracowanie optymalnego modelu
partnerstwa  pomigdzy organizacjami zawodowymi,  agencjami
rzadowymi i menadzerami szpitali. Opinia lekarska sugeruje, ze
kluczowe jest tutaj utrzymanie wiodacej roli zawodu poprzez
definiowanie 1 kontrol¢ utrzymania  standardow  a takze
odpowiedzialnos¢ za program szkolenia podyplomowego. Ponadto, w
systemie gdzie skomplikowane procedury wykonywane sa przez zespoly
wielospecjalistyczne, efektywne komunikowanie si¢ i ugody pomigdzy
zawodami wchodzacymi w sktad stuzby zdrowia nabiera podstawowego
znaczenia.

Zagadnienia zwigzane z profesjonalizmem, ktére sa szczegélnie
istotne dla diagnostykilaboratoryjnej

Powyzsza dyskusja dotyczyta w wigkszos$ci zagadnien profesjonalizmu
w odniesieniu do zawodu lekarza. Zagadnienia te sa w duzej czgSci
wspolne z tymi, z ktorymi maja do czynienia diagnosci laboratoryjni.

W diagnostyce laboratoryjnej jest rtownie wazne zdefiniowanie zakresu
koniecznej wiedzy naukowej i okre$lenie stopnia indeterminacji i
potrzeby oceny opartej na doswiadczeniu diagnosty. Model ten musi
znalez¢ odbicie w programach szkolenia. Nalezy takze wyraznie
zdefiniowa¢ zespoty w ktorych funkcjonuje diagnosta laboratoryjny, i
okresli¢ sposoby komunikacji w tych zespotach. Potrzebne jest tez
zdefiniowanie kodu zachowan zapewniajacych dzialanie diagnosty w
interesie pacjenta.

Myslac o diagnostyce laboratoryjnej w kontekscie publikacji Royal
College of Physicians and Surgeons of Canada  zatytulowanej
“Umiejgtnosci w nowym tysigcleciu” (Skills for the New
Millennium)(8) a takze wczesniejszej publikacji American Medical
Association  zatytulowanej ,,Kontrakt spoleczny medycyny z

ludzkoscia”(9) wydaje si¢ ze nastgpujace cechy charakteryzowac
wspotczesnego diagnoste:
1. Wysoki standard wiedzy specjalistycznej. Nie ma zadnych

watpliwosci, ze jako$¢ wiedzy specjalistycznej jest glownym
czynnikiem determinujacym  status danej profesji. Jest to
wiedza, ktora, zeby wypeti¢ swoja rolg, musi by¢ bez przerwy
uzupelniana. W wypadku diagnosty laboratoryjnego jest to
wiedza metodologiczna, umiejgtnos$¢ interpretacji danych, i
zdolno$¢ rozpoznawania przyszlych trendow w nauce.
Diagnostyka laboratoryjna jest tez dziedzing ktéra ma
prawdopodobnie najsolidniejsze w sferze medycznej podstawy
do krytycznej oceny prawdopodobienistwa 1 stopnia
niepewnosci w interpretacji danych.

2. Jedna z podstawowych cech diagnosty laboratoryjnego musi
by¢  szacunek dla osoby pacjenta, przettumaczalny w
diagnostyce laboratoryjnej gtownie na dziatania zapewniajace
poufnos¢ wynikoéw i baz danych. W skali szpitala, diagnosci
powinni zaczaé odgrywac¢ wiodaca rolg w rozwijaniu systemow
ochrony danych.

3. Koniecznos$¢ pracy nad postgpem nauki i promowaniem tego
postegpu w diagnostyce laboratoryjnej. Pasywna postawa w
stosunku do rozwoju, badan i postgpu szkodzi
profesjonalizmowi.

4. Porozmiewanie si¢ z innymi zawodami, a zwlaszcza z lekarzem
leczacym. Profesja musi stale inwestowaé w komunikacje i
efektywne przekazywanie informacji kolegom-klinicystom.
Obecnos¢ doktadnej i jasno przedstawionej informacji o pracy
laboratorium, sposobach pobierania materiatu i dostgpnosci
interpretacji danych staje si¢ tym wazniejsza im bardziej
specjalistyczna irozcztonkowana staje si¢ opiecka medyczna.

5. Stala edukacja spoleczenstwa, pacjentow i innych zawodow
medycznych na temat pozytku ptynacego z wysokiej jakosci
diagnostyki laboratoryjnej. Taka edukacja jest efektywna
jedynie stoi za nig silna profesja diagnostow laboratoryjnych.
Propagowanie diagnostyki laboratoryjnej w szerszym
spoteczenstwie jest kluczowe dla uzyskania sily politycznej
potrzebnej zawodowi do postepu.

6. Odpowiedzialno$¢ za ksztalcenie nowej kadry  oraz
mentorstwo. Chodzi tu nie tylko o przekazanie istniejacej
wiedzy, ale o jej ciagla modyfikacjeg zwiazana ze zmieniajacym
si¢ zapotrzebowaniem ze strony klinicystow.

7. Umiejgtno$¢ pracy w zespotach wielodyscyplinarnych, i
przywodzenia takim zespotom. Patrzac pragmatycznie na
diagnostyke laboratoryjna nalezy zda¢ sobie sprawg, ze praca
diagnosty laboratoryjnego chociaz jest jedna z kluczowych
czg$ci rozpoznania, sama w sobie nie stanowi lekarskiej
diagnozy. Zatem, jak juz stwierdzono powyzej, diagnosta
laboratoryjny musi $cisle wspolpracowaé, na zasadzie
partnerstwa, z lekarzem leczacym.
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Zagadnienia profesjonalizmu w medycynie i w
diagnostyce laboratoryjnej

Samoregulacja.

Samoregulacja polega na zarzadzaniu zawodem przez jego cztonkdw.
Sktada sig na to ustanawianie standardéw, licencjonowanie cztonkoéw
zawodu a takze w wielu wypadkach organizowanie, lub nadzoér nad
systemem egzamindéw podyplomowych, a takze dyskusja i ksztaltowanie
opinii 0 zawodzie na szerszym forum spolecznym. Jednym z
najwazniejszych zadan jest wypracowanie strategii zabezpieczajacej
przysztos¢ zawodu, czyli planowanie rekrutacji nowych cztonkow, a
takze dostosowywanie programoéw szkolenia do biezacych potrzeb
klinicznych. Wazny jest tez udziat cztonkow zawodu w naborze nowych
kandydatow do zawodu, tzn w rdéznego rodzaju komisjach
rekrutacyjnych. (10).

Autor tego artykutu jest przekonany ze efektywna samoregulacja jest
kluczowym czynnikiem w ksztaltowaniu przysztosci zawodu i
zapewnieniu jego odpowiedniego statusu w niepisanej hierarchii stuzby
zdrowia. Zdobycie i utrzymanie prawa do samoregulacji nie jest tatwe
ostatnio zwigkszyla si¢ presja agencji rzadowych i administracji, w
kierunku objgcia, przynajmniej czg$ciowej, kontroli nad zawodami.
Waznym pytaniem jest czy samoregulacja moze odbywac sig, jak to byto
w przesztosci, $cisle w obrebie cztonkow danego zawodu: odpowiedz na
to jest prawdopodobnie negatywna. W strukturze samoregulacji musi
by¢ miejsce na reprezentacj¢ ze strony pacjentow a takze ze strony
cztonkow najblizej wspotpracujacych zawodow.

Rozpatrzmy jak problemy zwiazane z samoregulacja wygladaja obecnie
z punktu widzenia diagnostyki laboratoryjne;j.

1. Definicja zawodu. Diagnostyka laboratoryjna cierpi od wielu lat z
powodu zbyt waskiej definicji. Wielostrumieniowy model biochemii
klinicznej, ktory zaproponowany w roku 1999  (11) opisuje
najwazniejsze czg¢sci dynamicznej diagnostyki laboratoryjnej. Sktadaja
si¢ na to rutynowa diagnostyka szpitalna, system ksztatcenia
podyplomowego, badania naukowe i ocena nowych technologii, udziat
w probach klinicznych, przetwarzanie danych i informatyka oraz
szeroko rozumiane szkolenie.

2. Efektywna samoregulacja musi wykaza¢ si¢ zdecydowanym
dziataniem dazacym do wykorzenienia niekompetencji, unikania
konfliktu intereséw 1, generalnie, dazenia do utrzymania wysokich
standardow etycznych przez cztonkow zawodu. Profesja musi sig
zgodzi¢ na wypracowanie systemu, w ktorym czlonkowie, ktorych
standardy sa nizsze od ustanowionych przez samoregulujacy sig system,
sa wyltaczani z zawodowej spotecznosci. W diagnostyce laboratoryjne;j
taczy sig to nierozerwalnie z akredytacja laboratoriow.

3. Utrzymanie wysokiego poziomu wiedzy, uzyteczno$ci klinicznej i
racjonalna eckonomika. Podobnie do obecnie praktykowanej ciaglej
oceny praktyki lekarskiej, w diagnostyce laboratoryjnej konieczny jest
system kontroli, ktory demonstrowalby istnienie mechanizmow
zapewniajacych wysokie standardy w powyzszych dziedzinach.

4. Skuteczna samoregulacja powinna tez generowac przestrzen dla
rozwoju. Zawdd, w ktorym nie ma miejsca dla rozwoju i postepu powoli
obumiera. Nie chodzi tutaj o to, zeby kazdy diagnosta laboratoryjny stal
sig¢ aktywnym badaczem, ale o to, zeby diagnos$ci laboratoryjni jako
spotecznos¢ popierali rozwoj osrodkow badawczych ktoére pracuja na
korzy$¢ catego zawodu. Niezmiernie istotne jest tez strategiczne
planowanie kierunkow przysztego rozwoju. Na przyktad, tak jak parg lat
temu kluczowym pytaniem byto do jakiego stopnia diagnosci powinni
si¢ zaangazowaé W rozwijajace si¢ badania genetyczne, tak teraz
pytaniem tym jest w jakim stopniu nalezy ukierunkowac diagnostyke w
kierunku przetwarzania danych i systeméw informatycznych.

Wspélpraca z klinicystami.

Wracajac do problemu kontaktu z klinicystami, w mojej opinii, jako
osoby zaangazowanej zarowno w diagnostyke laboratoryjna jak
i praktyke kliniczna, przysztos¢ diagnostyki zalezy od jak najscislejszej
wspolpracy migdzy lekarzami iabsolwentami nauk $cistych bedacymi
Czlonkami zawodu. Jest to najwazniejsza gwarancja umocnienia calej
Dyscypliny. Tego typu wspolny front jest takze kluczowy dla
zapewnienia partnerstwa pomigdzy zawodem, agencjami rzadowymi
i menadzerami.

Wspolpraca taka  zostataostatnio umocniona w ramach brytyjskiej
Association for Clinical Biochemistry (ACB), gdzie utworzono sekcje
Praktyki Klinicznej (ACB Clinical Practice Section). W Wielkiej
Brytanii od kilku lat lekarze pracujacy w diagnostyce laboratoryjnej
moga takze formalnie utrzymacé praktyke kliniczna, specjalizujac si¢ w
medycynie metabolicznej.  Motorem utworzenia Sekcji Praktyki
Klinicznej w ACB byta che¢ zapobiezenia odplywowi lekarzy z
biochemii klinicznej. Czlonkowstwo sekcji CPS, mimo ze skupia sig
ona na problemach zwiazanych z praktyka lekarska, jest otwarte dla
wszystkich cztonkow ACB. Obecne cele ACB CPS to:

1. Formowanie zawodowej tozsamo$ci klinicystow w biochemii
klinicznej i popieranie ich praktyki kliniczne;j.

2. Szeroka informacja o praktyce klinicznej majacej miejsce w ramach
biochemii kliniczne;.

3. Tworzenie forum wymiany informacji na temat praktyki klinicznej w
biochemii klinicznej.

4. Wspolpraca z organizacjami zajmujacych si¢ podobnymi
zagadnieniami, np. z Krélewskim Kolegium Patologow czy tez ze
Zwiazkiem Patologéw Klinicznych (The Royal College of Pathologists i
Association of Clinical Pathologists).

Podsumowanie

. Zagadnienie profesjonalizmu w diagnostyce laboratoryjnej jest bardzo
podobne do probleméw profesjonalizmu w spotecznosci lekarskie;j.
Zdefiniowanie cech profesjonalizmu jest podstawowe dla okreslenia
samego zawodu, a takze dla jego dlugoterminowego przetrwania w
zmieniajacej si¢ strukturze opieki zdrowotnej. Jest ono tez istotne dla
statusu danego zawodu wsrdd profesji sktadajacych si¢ na stuzbe
zdrowia. Wylaniajace si¢ definicje profesjonalizmu dotycza z jednej
strony wiedzy i jej interpretacji w kontekscie leczenia indywidualnego
pacjenta, a z drugiej, zachowan i stosunku cztonkéw zawodu do
problemow etycznych i spotecznych. Przy zwigkszajacym sig¢ znaczeniu
kontekstu spotecznego nauki 1 jednoczesnie coraz wigkszych jej
mozliwosci, te  dwa sktadniki profesjonalizmu sa nierozerwalnie
zwiazane. Dlatego tez  wprowadzenie Kodeksu Etyki Diagnosty
Laboratoryjnego ma ogromne znaczenie dla przyszto$ci zawodu.
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Qutsourcing
Irena Aleksandrowicz

Outsourcing bywa zazwyczaj definiowany jako przedsigwzigcie
polegajace na wydzieleniu ze struktury organizacyjnej przedsigbiorstwa
macierzystego realizowanych przez nie funkcji i przekazanie ich do
realizacji innym podmiotom gospodarczym (outside-resource-using tzn.
wykorzystanie zasobow zewngtrznych).Outsourcing ma charakter
dziatan restrukturyzacyjnych, ktére maja na celu redukcje struktury
organizacyjnej przedsigbiorstwa ograniczenie zatrudnienia,
zmniejszenie liczby komorek i stanowisk organizacyjnych, zmniejszenie
szczebli zarzadzania. Tym sig rozni od zwyklego zlecenia, ze prowadzi
do przebudowy systemu wokot zasadniczej dziatalnosci i zbudowania
trwatych relacji partnerskich.Pojgcie outsourcingu do praktyki zostato
wprowadzone w latach 80 ubieglego stulecia przez koncern General
Motors na okreslenie systemu zewngtrznego zaopatrzenia w czgSci.
Natomiast do teorii zarzadzania weszto na dobre w latach 90 XX wieku.
Nie jest zjawiskiem nowym. Nieodlacznie towarzyszy dziatalno$ci
wytworczej. Dziatalno$¢ gospodarcza, nawet w jej prostych formach,
opiera si¢ bowiem na wspodtdzialaniu réznych podmiotow
gospodarczych.
Ogolne cele outsourcingu.

Za pomoca outsourcingu, podobnie jak w przypadku innych
przedsigwzigé restrukturyzacyjnych, moga by¢ osiagane réznorodne cele
przedsigbiorstwa: strategiczne, rynkowe, ekonomiczne, organizacyjne,
motywacyjne.

Glownym celem strategicznym outsourcingu jest skoncentrowanie sig
przedsigbiorstwa macierzystego na dzialalnos$ci kluczowej, decydujacej
ojego perspektywach rozwojowych.

Osiagnigcie celow strategicznych powinno umozliwi¢ pehniejsze
osiagnigcie celow rynkowych np. poprawe pozycji konkurencyjnej
przedsigbiorstwa macierzystego, zwigkszenie skali jego dziatalnosci. To
powinno prowadzi¢ do lepszego osiagnigcia celow ekonomicznych

np. zwigkszenia przychodow, redukcji kosztow, poprawy wynikoéw
ekonomicznych 1 ograniczenie ryzyka ekonomicznego prowadzonej
dziatalnosci gospodarczej. Zostaja osiagnigte cele organizacyjne poprzez
uproszczenie lub zmiang struktur i procedur.

Docelowo zmniejszaja si¢ koszty funkcjonowania przedsigbiorstwa i
wzrasta skutecznos¢ jego dzialania

Warunki outsourcingu.

Podstawowym warunkiem outsourcingu, ktéory musi spetniaé
przedsigbiorstwo macierzyste, jest akceptacja wydzielenia ze strony
jego wlascicieli i kierownictwa. Przedsigbiorstwo macierzyste musi
mie¢ mozliwo$¢ zapewnienia skutecznej kontroli dziatalnosci po jej
wydzieleniu. Z punktu widzenia wydzielanej dzialalnosci istotne sq :
autonomiczny obszar dzialalnosSci (rynkowo, przedmiotowo lub
terytorialnie), akceptacja outsourcingu przez pracownikow
wydzielanej dzialalno$ci, mozliwosc obiektywnego okreslenia
wymiernych ekonomicznie wynikow tej dzialalnosci
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Zasady ogolne outsourcingu.

Wydzielenie dziatalno$ci musi by¢ podporzadkowane celom
strategicznym rozwoju przedsigbiorstwa. Bilans skutkow wydzielenia
zaréwno pozytywnych, jak i negatywnych, musi byé jednoznacznie
pozytywny dla przedsigbiorstwa macierzystego z punktu widzenia
dlugookresowej strategii Decyzja o wydzieleniu dzialalno$ci musi by¢
poprzedzona wszechstronnymi i wnikliwymi badaniami
obejmujacymi aspekty organizacyjne, techniczne, kadrowe, majatkowe,
finansowe, ksiegowe, prawne itp. Wydzielenie dziatalnos$ci oznacza nie
tylko zmiang zasad funkcjonowania wydzielanej dziatalnosci, ale
rowniez zakladu macierzystego.

Rodzaje outsourcingu.

W zalezno$ci od roznorodnych okolicznosci przedsigwzigcia
outsourcingowe musza by¢ rozpatrywane z punktu widzenia
nastgpujacych kryteriow: celu wydzielenia, rodzaju wydzielanych
funkcji, zakresu i trwalosci wydzielenia oraz podporzadkowania
wydzielonej dziatalno$ci.Wydzielenia jako przedsigwziecia
restrukturyzacyjne sa podejmowane w celu naprawy sytuacji
przedsigbiorstwa, jego dostosowania do zmiany warunkow i wymagan
otoczenia, zapewnienia warunkow do przeszlego rozwoju
przedsigbiorstwa. Stad outsourcing naprawczy, dostosowawczy i
TOZWOjOWY.

Zakres wydzielenia moze by¢ calkowity (tj. dochodzi do likwidacji
wszystkich, poza zadaniowymi, powiazan ze struktura zakladu
macierzystego) lub czgSciowy zachowujacy niektore powiazania ze
struktura przedsigbiorstwa macierzystego. W przypadku, gdy
wydzielenie nie obejmuje likwidacji powiazan prawnych, mamy do
czynienia z tzw. wydzieleniem wewngtrznym. Outsourcing moze mie¢
charakter strategiczny lub taktyczny.

Outsourcing strategiczny to wydzielenie zwiazane ze strategia rozwoju
zakladu macierzystego (a wigc trwale). Outsourcing taktyczny to
wydzielenie nie zwiazane z celami strategicznymi rozwoju zaktadu
(nietrwale) tzn. realizowane na okresy krotsze niz horyzont strategiczny
przedsigbiorstwa macierzystego. Poszczegolne rodzaje outsourcingu sa
ze sobg powiazane. Outsourcing naprawczy moze mie¢ charakter
strategiczny lub taktyczny. Outsourcing dostosowawczy i rozwojowy sa
zazwyczaj przedsigwzigciami o charakterze strategicznym Outsourcing
naprawczy polega zazwyczaj na wydzieleniu funkcji pomocniczych i
funkcji obstugi. Wydzielenie funkcji kierowniczych i podstawowych
wiaze si¢ z outsourcingiem dostosowawczym i rozwojowym. Catkowite
wydzielenia sq zazwyczaj zwiazane z outsourcingiem kontraktowym, a
wydzielenia czg$ciowe wystepuja zwykle w przypadku outsourcingu
kapitalowego. Wyodrgbnienia wewngtrzne moga by¢ traktowane jako
przygotowanie wydzielen zewngtrznych, przede wszystkim w formie
outsourcingu kapitatowego

Partnerzy outsourcingowi.

Biorac pod uwage powiazania przedsigbiorstwa macierzystego z
partnerem outsourcingowym wyrézniamy dwa rodzaje takich partneréw:
niepowiazanych kapitalowo z zakladem macierzystym i powiazanych
kapitalowo lub w inny sposéb. Forma organizacyjno-prawna moze by¢
ro6zna , ale dopuszczalna prawnie. Moga to by¢ zarowno osoby fizyczne
posiadajace zdolno§¢ prawna, jednoosobowe przedsigbiorstwa
prywatne, spolki jawne lub handlowe, przedsigbiorstwa panstwowe,
spotdzielcze, fundacje, zaktady budzetowe itp. Partnerami
outsourcingowymi moga by¢ zaré6wno podmioty krajowe, jak i
zagraniczne..

Outsourcing, a kluczowe kompetencje.

Za kluczowe kompetencje sa uznawane te zasoby i1 umiejgtnosci
przedsigbiorstwa, ktore ze

wzgledu na ich poziom i unikalno$¢ przyczyniaja si¢ do realizacji
produktow i proceséw (okreslonych jako kluczowe) dajacych
przedsigbiorstwu przewage konkurencyjna na rynku.

Wsrod specjalistow w zakresie zarzadzania rozpowszechniony jest
poglad, ze dzialalno$¢ zwiazana z kluczowymi kompetencjami nie
powinna by¢ przedmiotem outsourcingu.
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Outsourcing

. Negatywne skutki outsourcingu.

Nieprawidlowe wprowadzenie outsourcingu tzn.niezgodne z ogodlnie
pojetymi jego celami, moga wynika¢ badz z niedostatecznej wiedzy,
badz z niewlasciwych tzn.niezgodnych z interesami zakladu
macierzystego intencji. Brak wiedzy na temat outsourcingu powoduje
najczgsciej powierzchowne traktowanie problemu wydzielen,
niedostrzeganie wielostronnych uwarunkowan outsourcingu oraz jego
strategicznego charakteru, stosowanie uproszczonych metod analizy
celowosci wydzielen, nadmiernie optymistyczne szacowanie
przewidywanych korzysci, lekcewazenie ryzyka i trudnosci. Nalezy
pamietaé, iz outsourcing jest rozwiazaniem strategicznym, wiec i
bledy popelnione przy jego wprowadzaniu maja najczeSciej taki
wymiar. Bardziej szkodliwe dla zaktadu macierzystego od braku wiedzy
wiedzy sa ,wg M. Trockiego, przedsigwzigcia outsourcingowe
podejmowane w celach sprzecznych z interesem przedsigbiorstwa.

W outsourcingu kontraktowym intencja likwidacji dziatalnosci w
strukturze zaktadu macierzystego i przekazanie jej do realizacji
niezaleznemu podmiotowi moze by¢ dazenie do uzyskania z tego tytutu
nielegalnych gratyfikacji. Wigkszos¢ zlecen zaktadu macierzystego na
ushugi zewngtrzne moze by¢ tak duza, ze dla ich pozyskania podmioty
zewngtrzne moga uciekac si¢ do takich dziatan. Zawyzanie cen za ustugi
ousorcingowe jest jednym ze sposobdéw wyprowadzania Srodkéw
finansowych poza zaklad macierzysty.. Duze mozliwosci realizacji
intereséw partykularnych daje tez outsourcing kapitatowy. Moze on by¢
podejmowany w celu transferu najbardziej warto$ciowych
skladnikéw majatkowych zakladu macierzystego do spotek-corek w
celu ostabienia kontroli nad ich wykorzystaniem. Jesli jednocze$nie
podejmowane sa dziatania zmniejszajace udzialy zaktadu macierzystego
moze si¢ okazac, ze jego wlasciciele zostaja pozbawieni kontroli nad
wytransferowanym majatkiem. Outsourcing kapitalowy bywa tez
podejmowany w celu tworzenia intratnych stanowisk cztonkéw rad
nadzorczych i cztonkdéw zarzadu dla zaufanej grupy pracownikow. Dla
uniknigcia problemow i oporow zwiazanych z konieczno$cia likwidacji
dziatalnosci w strukturze zaktadu, a zwlaszcza probleméw redukceji
zatrudnienia, tworzy si¢ spotki-corki w celu realizacji wydzielanej
dziatalno$ci, pomimo $wiadomosci, iz taka spotka nie utrzyma si¢ jako
samodzielny podmiot gospodarczy. Zastosowanie takiego wydzielenia
kapitalowego okresowo tylko odsuwa problemy, ktore w dalszej
perspektywie czasowej i tak dadza o sobie zna¢. Niepotrzebne sa wige
koszta takiego wydzielenia. Innym przyktadem outsourcingu
kapitatlowego niewlasciwie zastosowanego jest rozproszenie
dziatalnos$ci gospodarczej pomigdzy wiele powiazanych kapitalowo
podmiotow, aby lepiej sterowaé przeplywem pieniadza i zyskiem w celu
ograniczenia obcigzen fiskalnych.

Outsourcing w zaktadach opieki zdrowotnej.

Od roku 1998 rozpoczgto wydzielanie lecznictwa ambulatoryjnego ze
zintegrowanych struktur opieki zdrowotnej po to, by w przesztosci ustugi
$wiadczone w lecznictwie ambulatoryjnym byly realizowane przez
sektor prywatny. W 1999 roku wprowadzono system ubezpieczeniowo-
budzetowy, ktérego zadaniem jest finansowanie ustug i procedur
medycznych wykonywanych przez $wiadczeniodawcoéw .Zadanie to
realizowane jest poprzez organizacj¢ przetargbw na zamawiane
$wiadczenia zdrowotne, zawieranie umow na ich realizacj¢ i okre$lenie
systemu rozliczen. Od 2000 roku rozpoczgto proces tworzenia
Regionalnych Programéw Restrukturyzacji w ochronie zdrowia, ktore
obejmuja wszystkie jednostki stuzby zdrowia w poszczegodlnych
wojewodztwach. Po raz pierwszy dokonano swoistego ,,remanentu”
zasobow tych jednostek, w wyniku ktérego powstalty wieloletnie
Regionalne Programy Restrukturyzacji. Kazdy z tych programow
powinien uwzglednia¢ lokalne wskazniki epidemiologiczne, przemiany
demograficzne, plany rozwoju spoteczno-gospodarczego danego
regionu oraz korelacje z planami Powiatowych Urzedow Pracy w
zakresie restrukturyzacji zatrudnienia i rekwalifikacji zawodowej.Na
kierownikach zaktadow opieki zdrowotnej ustawowo spoczywa
obowiazek prowadzenia rachunku kosztéw dziatalno$cijednostki.

W kazdym zakladzie opieki zdrowotnej wydzieli¢ mozna oSrodki
kosztéw zadaniowe (np. w szpitalu oddzialy, a w przychodniach POZ
poradnie) i ustugowe o charakterze medycznym i nie medycznym.Do
oSrodkow ustugowych o charakterze medycznym zalicza si¢ wszelkie
laboratoria  analityczne, mikrobiologiczne, patomorfologiczne itp.,
pracownie diagnostyczne RTG, tomografii komputerowej itp., jednostki
prowadzace rejestracje, dokumentacje i statystykg chorych oraz izbe
przyjec.

Osrodki uslugowe o charakterze nie medycznym to pralnia, kuchnia,
obstuga techniczna, obstuga gospodarcza, zarzad i
administracja..Outsourcing ,jako przedsigwzigcie restrukturyzacyjne,
jest podejmowany w celu sanacji sytuacji zaktadu opieki zdrowotnej,
jego dostosowania do zmian warunkéw i wymagan otoczenia oraz w
dalszej perspektywie dla zapewnienia warunkow przysztego rozwoju
jednostki. Pierwszym etapem w wielu placowkach stuzby zdrowia byto
wydzielenie funkcji pomocniczych i obstugi, czyli ustug o charakterze
nie medycznym. Rolg etatowych sprzataczek przejeli pracownicy firm
sprzatajacych. Ustugi pralnicze, transportowe, czy ochroniarskie
najczesciej rowniez ulegaja calkowitemu wydzieleniu, co wiaze si¢ z
outsourcingiem kontraktowym. Niektore szpitale zrestrukturyzowatly
swoje zaplecze zywieniowe poprzez wyodrgbnienie i stworzenie spotki
pracowniczej na bazie istniejacej dotychczas kuchni, badz catkowicie
zlikwidowaty to zaplecze i korzystaja z ustug kateringowych. Coraz
cze$ciej, szczegolnie w nowych szpitalach, poza zapleczem
zywieniowym dla pacjentéw, na tej samej bazie funkcjonuja restauracje,
czy kawiarnie dla odwiedzajacych i pracownikow. Niektore placowki
wydzierzawily czgs¢ wygospodarowanej powierzchni na prywatne
gabinety lekarskie, apteke, kwiaciarnig, ushugi fryzjerskie, czy
ksiggarni¢. Wyodregbnieniu ulegaja niektore funkcje administracyjne (np.
ksiggowos¢, ushugi socjalne, prawne, czy tez marketingowe). Poniewaz
na rynku ustug o charakterze nie medycznym jest coraz wigcej
sprawdzonych podmiotow gospodarczych, ktéore maja kilku- lub
wieloletnie do$wiadczenie w zakresie wykonywanych ustug, ryzyko
wydzielenia w tej sferze moze by¢ niewielkie.

Inaczej przedstawia si¢ sytuacja na rynku ustug o charakterze
medycznym.

Poniewaz w zasadniczy sposob rdzni si¢ od kazdej innej dziatalnosci
wytworczej 1 ustugowej, dziatalnos¢ ta musi uwzgledniaé realizacje
wyzszych celow, a nie tylko przynoszenie korzysSci materialnych.
Gwarancja wlasciwej obshugi chorych w sferze ushug o charakterze
medycznym jest fachowy, specjalnie przeszkolony w tym celu zespot
pracownikow. Czgsto pierwszy kontakt z pracownikami izby przyjgc,
czy rejestracji, ksztattuje wizerunek catego zaktadu opieki zdrowotne;.
Ogoélna zyczliwos¢ i chgé niesienia pomocy daja pacjentom i ich
rodzinom poczucie bezpieczenstwa i pewnos¢ fachowej obstugi.

Kazda dziatalno$¢ diagnostyczna oferujaca ustugi na wysokim poziomie
umozliwia lekarzowi postawienie szybkiej i trafnej diagnozy, wdrozenie
wlasciwej terapii, a czgsto rowniez monitorowanie post¢gpoéw leczenia.
Zarowno dobrze wyposazone zaklady diagnostyki obrazowej, jak i
laboratoria analityczne, czy mikrobiologiczne, poza ustugami dla
jednostki macierzystej moga wykonywac ushugi dla innych jednostek.
Niektore z tych ustug moga stanowi¢ kluczowe kompetencje zaktadu ze
wzgledu na ich poziom i unikatowos$¢, co daje placowce przewage
konkurencyjna. Najwigkszym kapitalem kazdego zakladu pracy sa
wysoce wyksztalceni specjaliSci w réznych dziedzinach. Ich talent,
kompetencje i inteligencja moga decydowaé¢ o kondycji finansowej
jednostki, w ktorej sa zatrudnieni.

Podsumowanie.

Outsourcing jako przedsigwzigecie restrukturyzacyjne jest glownie
rozwigzaniem strategicznym. Bilans skutkow wydzielenia zaréwno
pozytywnych, jak i negatywnych musi by¢ jednoznacznie pozytywny
dla zaktadu macierzystego. Obecnie trudno przewidzie¢ jakie beda
efekty koncowe dzisiejszych dziatan restrukturyzacyjnych. Reformg
opieki zdrowotnej, ktéra wymusita te dziatania, wprowadzono w
pospiechu bez uwzglednienia przedzialu czasowego jaki potrzebny jest
na przeszkolenie przynajmniej pionu kierowniczego. Zabrakto czasu na
metodyczne opracowania procesow restrukturyzacyjnych w zespotach
konsultantow krajownych w zakresie poszczegdlnych specjalnosci
medycznych i specjalistow w dziedzinie ekonomii.
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Samodzielnos¢, jaka otrzymali kierownicy zaktadow opieki zdrowotne;j,
czgsto bez wlasciwego przygotowania, nie zawsze jest wlaSciwie
wykorzystywana. Zdarza sig, ze dzialaja oni na niekorzys$¢ zakladu
opieki zdrowotnej. Najczg$ciej wynika to z niezrozumienia  specyfiki
jednostki, ktora zarzadzaja i braku zdolnosci analitycznego
prognozowania skutkow podjetych decyzji.

Jesli dyrektorem zaktadu opieki zdrowotnej jest ekonomista, to powinien
konsultowa¢ swoje decyzje z zespotem klinicystow lub specjalistow w
roznych dziedzinach medycyny. Jesli jest to konieczne zawsze moze si¢
odwola¢ do opinii konsultanta wojewddzkiego, regionalnego badz
krajowego w danej specjalnosci. Niektore decyzje $wiadcza o
catkowitym niezrozumieniu problemow, ktore ma rozwiagza¢ manager
danej jednostki.

Dotyczy to np. zwolnien pracownikéw o wysokich kwalifikacjach,
likwidacji laboratoriow podczas, gdy w promieniu 50 km nie ma zadnego
osrodka diagnostycznego, z ktorym mozna by podpisa¢ umowe
kontraktowa, czy tez rezygnacja z wlasnej bazy laboratoryjnej na rzecz
umowy kontraktowej z niewiarygodnym laboratorium np. prywatnym.
Ostatnio coraz czgsciej dla pozornych oszczgdnosci dyrektorzy tacza
analityke z mikrobiologia w jeden dzial diagnostyczny. Jest to model
sprzed 20 lat, kiedy obie dziedziny nie odgrywaly tak wielkiego
znaczenia w 0golnym procesie terapeutycznym. Postep wiedzy jest tak
ogromny i mozliwosci diagnostyki zmienity sig na tyle, iz powinny one
funkcjonowac jako oddzielne, niezalezne jednostki.

Niedoceniane sa oszczgdnosci jakie niesie za soba rzetelna diagnostyka.
Koszty, jakie ponosi szpital na leki czgsto sa nieadekwatne do leczonych
jednostek chorobowych. Szczegélnie dotyczy to wydatkow na
antybiotyki lub $rodki dezynfekcyjne.

Dziat diagnostyczny medycyny to nie ,,suchy” wynik, ktéry mozna
otrzyma¢ w stosunkowo krotkim czasie przy zastosowaniu
zautomatyzowanych systemow. Wazna jest rzetelna interpretacja tego
wyniku. Zadna aparatura zaprogramowana na pewne stale standardy, nie
zastapi w tym specjalisty z dlugoletnim do§wiadczeniem. Szczegdlnie w
procesach restrukturyzacji wigksze znaczenie jako cialo doradcze
powinni petni¢ konsultanci w poszczegdlnych dziatach medycyny.
Powinni oni zasiada¢ w komisjach konkursowych na stanowiska
kierownicze zaré6wno oddzialow  szpitalnych, jak i zakladoéw
diagnostycznych.

Kierownicy zaktadow opieki zdrowotnej powinni by¢ zobowiazani do
zasiggania opinii konsultantow na temat wiarygodno$ci merytorycznej
ewentualnych partneréw outsourcingowych na ustugi medyczne.
Decydowaé powinna jakos$¢, a nie pozornie niska cena ushugi.

Kazdy proces restrukturyzacji powinien poprzedzi¢ rzetelny rachunek
ekonomiczny, dokonany w okresie dtugofalowym z uwzglednieniem
specyfiki os$rodka kosztowego i zewngtrznych realiow, w ktérym
funkcjonuje. Oby nie bylo tak, jak w Kanadzie, gdzie po restrukturyzacji,
ktora polegata na zwolnieniach pielggniarek i lekarzy, panstwo poniosto
olbrzymie koszta leczenia swych obywateli w USA, a ponowne
pozyskanie do$wiadczonej kadry medycznej okazato si¢ niemozliwe,
gdyz znalezli inne miejsca pracy lub sig przekwalifikowali (artykul w
Forum, 1998).

Dobrze przygotowany proces restrukturyzacji powinien uwzglgdniaé
wszelkie aspekty restrukturyzowanej dzialalno$ci, z wprowadzeniem
okreslonych wymogdéw i procedur opracowanych przez
interdyscyplinarne zespoly autorytetow w poszczegdlnych
specjalnosciach medycznych.
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Wykonywane rutynowo w laboratoriach testy serologiczne w
kierunku boreliozy czgsto sprawiaja trudno$ci interpretacyjne, poniewaz
odpowiedz immunologiczna moze przebiega¢ odmiennie od typowego
schematu opisywanego w przypadku innych choréb infekcyjnych.
Gltoéwne problemy, jakie napotykamy w diagnostyce laboratoryjnej
boreliozy sa wynikiem strategii zyciowych Borrelia burgdorferi,
skomplikowanej odpowiedzi immunologicznej i niedoskonatosci metod
diagnostycznych.

Strategie zyciowe Borrelia burgdorferi i ich konsekwencje
diagnostyczne

1. Zmienno$¢ morfologiczna Borrelia burgdorferi

Zywe komorki Borrelia burgdorferi charakteryzuja sie
unikalnymi, wyrdzniajacymi je sposrod wigkszosci bakterii, cechami. W
odpowiedzi na stres srodowiskowy ruchliwe formy spiralne przeobrazaja
si¢ w cysty (forma L, bakteria pozbawiona $ciany komorkowej, ktora
przybiera forme¢ sferyczna), ukrywajac material genetyczny w
oczekiwaniu na powr6t sprzyjajacych warunkow , , . Proces ten jest
odwracalny, zar6wno w warunkach in vitro, jak i in vivo. Z chwila
powstania cyst znikaja specyficzne antygeny, ktore byty dotychczas
rozpoznawane przez uktad immunologiczny, co prowadzi do
zahamowania produkcji przeciwcial. Spadek poziomu przeciwciat lub
ich brak sprzyja odtworzeniu spiralnej formy kr¢tka z cysty.

Alternatywnym wyjasnieniem nawracajacej lub przewleklej
manifestacji narzadowej jest przetrwanie w tkankach sktadnikow
bakterii, ktore prowokuja reakcje zapalne. Borrelie moga wytwarzac
réwniez formy blebs, ktore zawieraja gtdwnie lipoproteiny OspA, Osp B,
OspD i niskoczasteczkowa lipoproteing o masie od 6 do 10 kDa.
Lipoproteiny te sa silnymi induktorami reakcji zapalnych. Obecno$¢ tych
pecherzykow pozakomoédrkowych z czynnymi biologicznie
lipopeptydami w zajgtych tkankach moze przyczynia¢ si¢ do
utrzymywania si¢ stanu zapalnego nawet wowczas, gdy nieobecne sa
zdolne do namnazania bakterie.

2.Zmienno$¢ antygenowa Borrelia burgdorferi

W diagnostyce serologicznej trzeba bra¢ pod uwagg ogromny,
nie spotykana u innych bakterii heterogennosc¢ i polimorfizm antygenow.
W zwiazku z tym réwnie zrdéznicowane sg powstajace w odpowiedzi na
kontakt z nimi przeciwciata. Stwarza to powazne trudnosci w
konstruowaniu testow laboratoryjnych, ktore powinny wychwytywac z
duza czulo$cia wszystkie wyprodukowane przeciwciata, przy
rownoczesnym uniknigciu reakcji krzyzowych z przeciwciatami
powstatymi po kontakcie z innymi patogenami.

Borrelia dokonuje zmiany swoich antygenow
powierzchniowych jako wyraz adaptacji na zmieniajace si¢ warunki
srodowiska (kleszcz/krggowiec/rdzne tkanki). Natomiast zmienno$¢ w
obregbie tego samego antygenu np. OspC prezentuja rowniez inne
gatunki Borrelia, np. B. reccurentis powodujaca dur powrotny, uciekajac
w ten sposob przed wytworzonymi juz specyficznymi przeciwciatami.

Unikanie odpowiedzi immunologicznej poprzez zmiany
antygendw powierzchniowych, prowadzi do prezentacji nowych
antygenow ukladowi immunologicznemu, przeciwko ktérym nie ma
jeszcze wytworzonych przeciwcial. Dlatego przeciwciata skierowane
przeciwko pierwotnym antygenom nie moga spelnia¢ swoich
ochronnych funkcji, a odpowiedz immunologiczna staje si¢
nieadekwatna.
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Dodatkowym utrudnieniem jest pojawianie sig, lub tez zanikanie
wielu antygendéw w réznych stadiach choroby i w roznych stanach
fizjologicznych Borrelia burgdorferi, wynikajacych z uruchomienia
unikalnych strategii zyciowych.

3. Wewnatrzkomorkowe przebywanie Borrelia burgdorferi
oraz ukrywanie si¢ patogenu w obszarach immunologicznie

uprzywilejowanych.

Podczas infekcji produkcja przeciwcial jest wolna, a ilo$¢
przeciwcial ochronnych moze by¢ zbyt niska, co jest powodem
niewystarczajacej skuteczno$ci obrony immunologicznej. Daje to szans¢
bakteriom dotarcia do stref organizmu, gdzie sa chronione przed atakiem
przeciwcial. Takimi niszami moga by¢ przestrzenie
wewnatrzkomorkowe (k. $rodbtonka i fibroblasty), osrodkowy uktad
nerwowy, aparat ruchu i inne. Oprocz niemoznosci przedostania si¢
antybiotykéw do niektérych przestrzeni zajmowanych przez bakterie,
utrudniony jest tez kontakt uktadu immunologicznego zakazonego
pacjenta z przebywajacymi wewnatrzkomorkowo kretkami Borrelia
burgdorferi, czego efektem jest brak lub ostabienie odpowiedzi
immunologicznej i nieefektywne leczenie. Przebywanie zywych bakterii
wewnatrz komoérek i w miejscach niedostgpnych dla komorek uktadu
immunologicznego wiazg si¢ z niebezpieczenstwem wznowy choroby
po wydostaniu si¢ kretkow z ukrycia. W takich sytuacjach, w p6znym
okresie choroby moze niekiedy doj$¢ do produkcji przeciwciat typowych
dlawczesnych stadidw choroby.

Wykonujac badania serologiczne nalezy wzia¢ pod uwage
mozliwo$¢ lokalnej produkcji przeciwcial (kompartmentalizacji
odpowiedzi immunologicznej), ograniczonej do okreslonych przestrzeni
(ptyn stawowy, PMR). W takich sytuacjach badanie surowicy krwi moze
nie wykaza¢ obecno$ci spodziewanych przeciwciat, lub odpowiedz
serologiczna moze by¢ wyrazona stabo. Jednorazowo uzyskany ujemny
wynik badania serologicznego, szczegdlnie we wezesnej fazie choroby,
nie wyklucza zakazenia. Wiaze si¢ to ze stopniowym rozwojem
odpowiedzi humoralnej, w miarg prezentowania nowych antygenow.

Odpowiedz immunologiczna na zakazenie Borrelia

Po uktuciu przez kleszcza bakterie Borrelia burgdorferi zajmuja
skore, skad w ciagu kilku dni potrafia si¢ przedosta¢ do wielu tkanek.
Ciagle brak jest jednak kompletnych i pewnych informacji
wyjasniajacych przebieg kolejnych faz infekcji boreliozowej, takich jak:
mechanizm transportu bakterii Borrelia burgdorferi wewnatrz naczyn,
rodzaj czynnikow umozliwiajacych kretkom opuszezenie systemu
naczyniowego oraz szczegdly potwierdzonego juz klinicznie
organotropizmu.

W wyniku zakazenia Borrelia burgdorferi, podobnie jak w
wyniku innych infekcji, uruchomiony zostaje caly szereg reakcji
immunologicznych, zardwno swoistych, jak i nieswoistych, majacych na
celu eliminacj¢ patogenu.

Rozwdj odpowiedzi immunologicznej w zakazeniu Borrelia
burgdorferi przebiega w kilku etapach. Pierwszy etap, w ktorym nie
wykrywa si¢ swoistych przeciwcial trwa okoto trzech tygodni od
momentu zakazenia. W tym czasie funkcjonuja wrodzone mechanizmy
obrony polegajace na dziataniu komorek zernych (makrofagéw,
granulocytow), lizozymu, interferonu, uktadu dopetniacza komoérek
cytotoksycznych. W drugim etapie rozwija odpowiedz nabyta, czyli
nastgpuje rozpoznanie obcych antygenow 1 przygotowanie do
rozpoczgeia pelnej swoistej odpowiedzi immunologicznej. Powstaja
zarowno limfocyty B produkujace swoiste przeciwciata, jak i limfocyty
T z receptorami wigzacymi obcy antygen. Etap ten ma wielkie znaczenie
dla rozwoju pelnej i prawidlowej odpowiedzi immunologiczne;.
Wszelkie zaburzenia mechanizmow nieswoistych we wezesnym okresie
zakazenia moga uniemozliwi¢ skuteczna eradykacje patogenu w
dalszych etapach odpowiedzi i, w konsekwencji doprowadzi¢ do
rozwoju stanu przewlektego choroby .

Podobnie jak w wigkszosci zakazen, jako pierwsze pojawiaja sig
przeciwciala w Kklasie IgM. Uwalniane sa na poczatku pierwotnej
odpowiedzi immunologicznej. Charakteryzuja si¢ matym
powinowactwem do antygenu, sprzyjaja silnej aktywacji dopetniacza (do
400x bardziej niz IgG) i wiazaniu receptorow FcR na komoérkach zernych
oraz fagocytozie. Nastgpnie pojawiaja si¢ przeciwciala w klasie IgG,
ktore stanowig gtdwne immunoglobuliny w walce z patogenami.

W miarg rozwoju procesu chorobowego, to jest przechodzenia infekcji
przez kolejne stadia, obserwuje si¢ ewolucje produkeji przeciwcial
skierowanych przeciwko réznym antygenom, zaleznie od stadium
choroby . Wczesna odpowiedz immunologiczna (gtéwnie przeciwciata
w klasie IgM) skierowana jest przeciwko biatku flagelliny p41 oraz do
biatka OspC zwiazanego z btona zewngtrzna. We wczesnym etapie
infekcji Borrelia burgdorferi uklad immunologiczny rozpoznaje
zaledwie kilka antygenéw. W miar¢ uptywu czasu odpowiedz
immunologiczna rozszerza si¢ na coraz wigksza liczbe bialek
antygenowych. PézZniejsze stadia choroby charakteryzuja sie
obecnoscia przeciwcial skierowanych do wielu réznych bialek, takich
jak: p391p58, anastgpnie: p83/100, p53, p43, p39, p30, p21, Ospl7,pl4
(pojawiaja si¢ one tygodnie, miesiace i lata pozniej) . Przeciwciata anty
OspC w klasie IgG w p6zniejszych stadiach choroby sa obecne bardzo
rzadko. Dla kontrastu, przeciwciata anty-OspC w klasie IgM moga
utrzymywac si¢ u niektorych pacjentow przez lata, nawet po skutecznej
terapii. Tak wigc obecnos¢ specyficznych przeciwciat w klasie IgM nie
moze stanowi¢ jedynego kryterium diagnostycznego potwierdzajacego
Swieza infekcje.

Podobnie jak w przypadku przeciwcial w klasie I1gM, odpowiedz
immunologiczna w klasie IgG moze utrzymywac si¢ przez lata i dlatego
nie moze stuzy¢ np. monitorowaniu leczenia. Przeciwciata, ktore zostaty
wyprodukowane w wyniku infekcji moga by¢ stwierdzane we krwi
nawet po 10-ciu, a niekiedy po 20-tu latach od momentu stwierdzenia
choroby (w obu klasach), ale ich obecnos¢ nie jest wskaznikiem
aktywnego zakazenia. Oprocz standw zwiazanych ze wznowa choroby, z
reinfekcja, z prawidlowa pamigcia immunologiczna, moga wystapi¢
zjawiska nie zwiazane z infekcja Borrelia burgdorferi np. reakcje
krzyzowe z nieswoistymi antygenami kregtkow.

Trudnosci w diagnostyce boreliozy

Laboratoryjna diagnostyke boreliozy utrudnia interpretacja wynikow, a
mianowicic niemozno$¢ odréznienia aktywnego zakazenia od
przebytego w przeszlo§ci, nawet w sytuacji gdy wykrywane
przeciwciata sa catkowicie swoiste. Ponadto stezenie wykrywanych
przeciwcial nie koreluje ze stanem klinicznym pacjenta. Czgsto
wysokie stezenia przeciwcial klasy IgG stwierdzane sa u pacjentow bez
objawow choroby. Prowadzac diagnostyke boreliozy nalezy pamigtac o
jej ograniczeniach i bra¢ pod uwagg sytuacje prowadzace do falszywych
wynikow.

1. Wyniki falszywie dodatnie w serodiagnostyce boreliozy.

Ograniczenie diagnostyki do testéw skryningowych. Niestety w
laboratoriach w Polsce najczgsciej diagnostyka boreliozy polega na
wykonaniu tylko testu przesiewowego. Przeprowadzono badania
dotyczace czestosci wystepowania reakcji falszywie dodatnich testow
skryningowych. Grupg 202 lesnikéw z okolic Biategostoku oceniono
pod wzgledem obecnosci przeciwciat przeciwko Borrelia burgdorferi
klasy IgG i IgM (osobno) za pomoca testow skryningowych ELISA
trzech producentéow. Wszystkie wyniki pozytywne i watpliwe
potwierdzono testami Western blot z pelnym ekstraktem Borrelia afzelii i
rekombinowanym antygenem VISE. W przypadku przeciwciat klasy IgG
uzyskano wyniki falszywie dodatnie testow ELISAu od 3 do 27 0sob (w
zalezno$ci od producenta). W przypadku przeciwcial klasy IgM
uzyskano wyniki falszywie dodatnie testow ELISA u od 20 do 74 oséb!
Dane te obrazuja jak bardzo istotne jest wykonywanie testéw Western
blot, ktore dzigki wysokiej swoistosci eliminuja wyniki falszywie
dodatnie. Rezygnacja z wykonania testow potwierdzajacych moze by¢
przyczyna blednego rozpoznania boreliozy czego skutkiem czgsto jest
stosowanie niepotrzebnej, ditugotrwatej (3-4 tygodnie!)
antybiotykoterapii.
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Borelioza: dlaczego diagnostyka jest tak trudna?

Reakcje krzyzowe. Sa wynikiem innych infekcji, np. zakazenia
kretkiem Treponema pallidum, Ehrlichia, zakazenia wirusami Herpes
(szczegolnie Epstein-Barr). Problem ten dotyczy przede wszystkim
przeciwciat wykrywanych w klasie IgM. Powodem reakcji krzyzowych
sa niektore antygeny Borrelia, ktore wystgpuja licznie rowniez w innych
mikroorganizmach, np.: p41, p58-60, p66, p68, p71, p73. Reakcje
krzyzowe wptywaja na wynik testow przesiewowych i moga by¢
zweryfikowane w testach Western blot.

Hypergammaglobulinemie. W przypadku chorob
autoimmunologicznych z wysokim mianem autoprzeciwcial dodatnie
wyniki oznaczen przeciwcial przeciw Borrelia burgdorferi
charakteryzuja si¢ czgsto nietypowym obrazem w odniesieniu do
stadium choroby i rodzaju antygenow, przeciwko ktorym skierowane sa
przeciwciata. Manifestacje kliniczne choréb tkanki lacznej moga
przypomina¢ borelioz¢ (np. zapalenie i bole stawow, objawy
neurologiczne) dlatego w watpliwych przypadkach nalezy
przeprowadzi¢ diagnostyke roznicowa z chorobami autoagresyjnymi.

2. Wyniki falszywie ujemne w serodiagnostyce boreliozy.

Zbyt wczesnie wykonane badanie: Przeciwciala w klasie IgM
pojawiaja sig¢ zwykle ok. 4 tygodni po zakazeniu, za$ przeciwciata IgG
pojawiaja si¢ zazwyczaj migdzy 4 a 8 tygodniem od zakazenia. Dlatego
testy serologiczne (rowniez Western blot) sa mato przydatne w
diagnostyce wczesnych stadiow boreliozy z powodu niskiej czutosci
testOw na poczatku choroby. Testy serologiczne staja si¢ bardziej
uzyteczne w pozniejszych stadiach choroby, kiedy ich czuto$¢ jest lepsza.

Defekt immunologiczny stwierdzany u pacjenta: staba odpowiedz
immunologiczna lub catkowity jej brak. W sytuacjach takich metody
posrednie zawodza.

Obecno$¢ kompleksow immunologicznych. W przypadku masywnego
zakazenia bakteriami Borrelia burgdorferi moze doj$¢ do zwiazania
krazacych przeciwcial przez antygeny bakteryjne. Powstawanie
kompleksé6w immunologicznych obserwuje si¢ szczegdlnie w stanach
ostrych, gdy zakazenie jest masywne. Przeciwciala wystgpujace w
postaci komplekséw immunologicznych nie moga by¢ wykryte przez
powszechnie stosowane metody serologiczne (np. ELISA). Istnieje
mozliwo$¢ rozbijania kompleksow immunologicznych w celu
uwolnienia przeciwcial, co stwarza szansg ich oznaczenia. W zwiazku z
trudnosciami natury technicznej zwiazanymi ze standaryzacja tych
metod, nie sa jeszcze dostgpne testy komercyjne, ktore mogltyby by¢
stosowane rutynowo. W takiej sytuacji mozna sprobowaé powtarzaé
badania serologiczne na przestrzeni dlugiego czasu (niekiedy kilku
miesigcy), poniewaz w pozniejszym okresie choroby wzrasta szansa
wykrycia wolnych przeciwciat.

Lokalna produkcja przeciwcial. Opisywane sa przypadki lokalnej
produkcji przeciwcial, np. wylacznie w ptynie stawowym lub w ptynie
moézgowo rdzeniowym (PMR). W zwiazku z istnieniem bariery ptyn
mozgowo-rdzeniowy krew, produkowane lokalnie przeciwciala w
PMR, moga nie by¢ wykrywane w surowicy krwi. Nalezy w takich
sytuacjach badanie wykona¢ w obu materiatach: we krwi i w PMR, po
czym obliczy¢ indeks przeciwciat.

Wplyw antybiotykoterapii wdrozonej w poczatkowym stadium
choroby. W tym przypadku moze mie¢ miejsce ostabienie odpowiedzi
humoralnej. Wprawdzie istnieje szansa wykrycia przeciwcial w
kolejnych badaniach, ale czasami wyniki sa stale negatywne, mimo
klinicznego rozpoznania boreliozy (np. obecno$é¢ rumienia
wedrujacego).

Wewnatrzkomorkowe przebywanie Borrelia burgdorferi. Kontakt
uktadu immunologicznego z patogenem jest niemozliwy 1 w
konsekwencji powoduje brak oczekiwanych przeciwcial. Do chwili
pojawienia si¢ antygenow bakteryjnych we krwi i rozpoznania ich przez
uktad immunologiczny, nie ma mozliwosci wykrycia swoistych
przeciwciat.

Whnioski

Diagnostyka boreliozy nie jest tatwa, poniewaz nie dysponujemy
jednoznacznym testem (co wynika ze zlozonej budowy i zmiennosci
antygenowej bakterii) oraz z powodu trudnosci interpretacyjnych.
Niestety zadna z dostgpnych metod diagnostyki laboratoryjnej boreliozy
nie pozwala na odrdznienie aktywnego zakazenia od $§ladu po przebytym
zakazeniu. Wyjatek stanowi hodowla, ktora jako jedyna dowodzi
obecnosci zywych bakterii w badanym materiale.

W diagnostyce serologicznej boreliozy nalezy zwrdci¢ szczegdlna
uwagg na to kiedy i jaki material pobierany jest do badania oraz czy
diagnostyka prowadzona jest zgodnie z obowiazujacymi standardami
postgpowania. Wyniki nalezy interpretowaé¢ zawsze uwzgledniajac
stan kliniczny pacjenta. O ewentualnym powtarzaniu badan
serologicznych powinien decydowaé lekarz po przeanalizowaniu
dotychczasowych wynikow 1 postgpu choroby. W przypadku
utrzymywania si¢ wyraznych objawow klinicznych przy statej
seronegatywnosci nalezy przeprowadzi¢ narzadowa diagnostyke
r6znicowa w kierunku obecnosci innych schorzen o podobnym obrazie
klinicznym jak stwierdzany w boreliozie.
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Akredytacja laboratorium medycznego

Czy akredytacja laboratorium medycznego jest duzym
wyzwaniem ?
Opracowanie: Hanna Hausner, Iwona Szkop

W styczniu biezacego roku, Prezes Krajowej Izby Diagnostéw
Laboratoryjnych podpisal porozumienie o wspolpracy z Polskim
Centrum Akredytacji, podejmujac tym samym decyzj¢ o aktywnym
promowaniu polityki projakosciowej wsrdéd diagnostow
laboratoryjnych. Mamy nadziejg, ze inicjatywa ta, poparta
utworzeniem Grupy Roboczej ds. polityki projakosciowej w
medycznych laboratoriach diagnostycznych i mikrobiologicznych,
spotka si¢ z duzym odzewem naszego §rodowiska i zwigkszy wzrost
zainteresowania dziataniami prowadzacymi do uzyskiwania
certyfikatow potwierdzajacych kompetencje techniczne laboratoriéw
medycznych.
Uzyskanie certyfikatu akredytacji wymaga jednak duzego wysitku
wlozonego w przygotowanie personelu, zaplecza logistycznego i
wreszcie dokumentacji niezbgdnej dla uruchomienia procedury
akredytacyjnej. W ramach budowanego systemu jako$ci, pracownicy
musza podporzadkowaé si¢ okre§lonym wymaganiom oraz
skrupulatnie przestrzega¢ ustalonych procedur i instrukcji
postgpowania, za$ kierownictwo musi zapewni¢ i udowodni¢ swoje
zaangazowanie w tworzenie i wdrozenie systemu zarzadzania oraz
ciagte doskonalenie jego skutecznosci. W praktyce akredytacja
oznacza, ze laboratorium spelnia wszystkie wymagania normy
odniesienia, zapewniajac jednoczesnie, ze posiada m.in.:
L stale nadzorowana organizacjg oraz sprawnie
funkcjonujacy systemu zarzadzania,

[ ] personel o odpowiednich, udokumentowanych
kwalifikacjach i uprawnieniach, ktore sa na biezaco uzupehiane i
doskonalone,

® odpowiednie pomieszczenia i wyposazenie spetniajace
okreslone wymagania techniczne, stale monitorowane oraz
zapewniajace wykonywanie pomiarow w warunkach
kontrolowanych,

® ustalone procedury badawcze, udokumentowane i
zwalidowane w majacym zastosowanie zakresie, odpowiednim do
wymagan zleceniodawcy,

L zgodny z wymaganiami systemu zapewnienia jakosci,
zapewniajacy spojnos¢ pomiarowa wykonywanych badan z
metodami odniesienia, ktory jest ustalany, wdrazany i
nadzorowany przez kompetentnego petnomocnika ds. jakosci,

® system rozpatrywania skarg i reklamacji, ktory pozwala
na natychmiastowe podejmowanie dziatan korygujacych i
zapobiegawczych.

W naszym kraju jednostka upowazniona do akredytacji laboratoriow
badawczych, w tym laboratoriow diagnostyki medycznej, jest Polskie
Centrum Akredytacji. W przypadku ztozonego wniosku ocenie poddaje
si¢ kompetencje techniczne laboratorium, zapewniajace ustalona
jakos¢ badan zgtoszonych do akredytacji oraz organizacj¢ i system
zarzadzania, gwarantujacy klientom, ze $wiadczone ustugi maja
mozliwie najwyzsza i powtarzalng jako$¢ oraz sa ciaglte doskonalone.
Laboratorium samo wyznacza metody badawcze, na ktére zamierza
uzyskac¢ akredytacje. Jednostka musi spelnia¢ ogdlne wymagania
dotyczace laboratoriow badawczych i wzorcujacych wymienione w
normie PN-ISO/IEC 17025:2005 oraz te elementy normy PN-ISO/IEC
15189:2006, ktore maja zastosowanie w obszarze jej dzialania.

Ponizej przedstawiamy Panstwu fragmenty rozmowy z nasza
kolezanka - pania mgr Marig Hardt - wiascicielem i kierownikiem
jednego , ktore jako piate w kraju uzyskato w styczniu biezacego roku
akredytacjc PCA dla wigkszosci stosowanych w nim procedur
badawczych.

Co sklonilo Panstwa do podjecia tak skomplikowanego wyzwania?

Laboratorium jest szczegdlnym miejscem pracy. Krzyzuje si¢ w nim
wiele procesow. Tylko sprawne panowanie nad nimi, poprzez $cisle
okreslone procedury, daje dobrej jakos$ci produkt finalny, jakim jest w
tym przypadku wynik badania laboratoryjnego. Uwazam, ze poprzez

merytorycznej wiedzy personelu, dobrej aparatury, sprzgtu i
odczynnikow. System Zarzadzania Jako$cig umozliwia ,,panowanie”
nad wynikami kontroli wewnatrz i zewnatrzlaboratoryjnej, oraz
wlasciwe 1 pelne wykorzystanie tychze wynikéw, jako narzgdzia
stuzacego do ustawicznego monitorowania proceséw badawczych w
laboratorium.

Jak dlugo trwalo przygotowanie Panstwa laboratorium do
akredytacji? Jakizakres akredytacji udalo si¢ Panstwu uzyskaé?
Od poczatku istnienia laboratorium, to jest od 1983 roku, nadrzednym
celem naszego dzialania bylo wydawanie wynikéw najwyzszej
jakosci. W tym kierunku stale rozwijalismy i doskonalili§my nasze
zasoby. System Zarzadzania Jakoscia zgodny z wymaganiami normy
17025 oraz oparty na elementach normy 15189 wdrazamy od 2001
roku. Nasza dokumentacja byta wiclokrotnie udoskonalana i
poprawiana. Oczywiscie, w $lad za tym szty rowniez dziatania, ktore
doskonality kompetencje techniczne laboratorium. Do tej pory
uzyskali$my akredytacj¢ 21 metod badawczych z zakresu biochemii,
hematologii, koagulologii, immunochemii i analityki ogdlne;j.
Stanowig one wigkszos¢ podstawowych badan wykonywanych w
naszym laboratorium. W nastgpnym etapie planujemy poddaé
procesowi akredytacji kolejne metody badawcze.

Czy mozliwe jest samodzielne przygotowanie laboratorium do tak
skomplikowanego zadania ? Skad czerpali§cie Panstwo wzorce i
zdobywali$cie niezbe¢dne informacje ?

Podstawowa wiedzg o systemach zarzadzania jakoscia oraz
wymaganiach technicznych dla laboratoriow medycznych uzyskatam
poprzez szkolenia odbyte w Polskim Centrum Badan i Certyfikacji.
Uzyskatam tam réwniez tytul auditora wewngtrznego. Ale
szczegoblnie dla mnie waznym, bo praktycznym efektem szkolen w
PCBC bytlo stworzenie kolezenskiego ,,zespotu ds. jakosci” sposrod
0s0Db, ktore ukonczyly powyzsze szkolenia i podobnie jak ja wdrazaty
system jako$ci w swoich laboratoriach. Wzajemna wymiana
informacji i zdobytych do$wiadczen byta na tym pierwszym etapie
niezwykle cenna pomoca. Uwazam, ze zatrudnienie firmy
zewngtrznej pomaga, ale nie zwalnia pracownikéw laboratorium z
samodzielnego opisania systemu pracy i wdrozenia dokumentacji.
Powszechnie uwaza sig¢, Ze przygotowanie laboratorium do
akredytacji wymaga poniesienia duzych nakladéw na remont
pomieszczen, pozyskanie nowoczesnego sprzetu, dostosowanie
infrastruktury i ogélne zmodernizowanie laboratorium. Czy
koszty dostosowania laboratorium w istocie sa tak wysokie ?
Jestem w tej szczgs$liwej sytuacji, ze dziatamy w nowym lokalu,
niewymagajacym wigkszych modernizacji. Laboratorium zawsze
posiadato i posiada obecnie sprz¢t dobrej jakosci. Mimo tego, ze
mieliSmy dobra baz¢ wyjsciowa, to wprowadzenie ciaglego
monitoringu aparatury i odczynnikéow, a takze materialow
odniesienia, oraz stosowanie jeszcze wigkszej liczby kontroli, byto
duzym wyzwaniem finansowym. Inne dziatania, ktore podjelismy,
wiazaly si¢ z rozbudowaniem sieci informatycznej, ustawicznymi
szkoleniami i doskonaleniem personelu. To niewatpliwie koszty, ale
trzeba réwniez dodacd, ze ,,panowanie nad systemem” przynosi wiele
korzysci.

Czy spodziewacie si¢ Panstwo adekwatnego wzrostu zyskow, tak
aby poniesione wydatki mogly zosta¢ zrekompensowane
wplywami z biezacej dzialalnoSci ?

Nasz system jest jeszcze stosunkowo miody i nie potrafi¢ podaé
precyzyjnego rachunku ,,strat” i ,,zyskow”. Na pewno mozna liczy¢,
ze poprzez wprowadzenie systemu jakosci uzyskamy wigksze
zaufanie naszych klientow. Pragng podkresli¢, ze panowanie nad
systemem przynosi przede wszystkim wigksza satysfakcje z dobrej
jakosci wynikow. Akredytacja poswiadcza nasze kompetencje.
Serdecznie dzigkujemy za rozmowe

SZANOWNI PANSTWO
Miesigczne skladki OC diagnosty laboratoryjnego pozostaja bez
zmian, tj. 3,00 Zt.
Szczegoty zamieszczone sa na stronie internetowej www.kidl.org.pl
w zaktadce “Ubezpieczenia”

Kierownik Biura KIDL
Stanistaw Krezel
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WAZNA INFORMACJA
DOTYCZACA WYDAWANIA DOKUMENTU
“PRAWO WYKONYWANIA ZAWODU
DIAGNOSTY LABORATORYJNEGO"”

Biuro Krajowej Izby Diagnostow Laboratoryjnych uprzejmie informuje, ze dokument “Prawo Wykonywania Zawodu
Diagnosty Laboratoryjnego” jest nadal wydawany sukcesywnie wszystkim tym osobom, ktére posiadaja kompletne

dokumenty i uregulowane zobowigzania finansowe wobec Izby ( tj. skladki czlonkowskKie).

PRZYPOMNIENIE:

Chcac otrzymaé dokument “Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego”( PWZDL) nalezy:
- wystapi¢ z pisemnym wnioskiem o wydanie PWZDL
- wplaci¢ 100 z1. na konto KIDL zgodnie z uchwata nr 60/2004 KRDL z dnia 17 grudnia 2004 r.,
tytulem “Wptata na rzecz KIDL na dziatalno$¢ statutowa”,
- przesta¢ do biura KIDL kserokopie dowodu wplaty z dolaczong czytelng informacja zawierajaca w/w

tytul wplaty, imie¢ i nazwisko oraz numer wpisu na liste diagnostéw laboratoryjnych,
- przestaé takze zaswiadczenie lekarskie o stanie zdrowia stwierdzajace zdolnos¢ do wykonywania czynnos$ci

diagnosty laboratoryjnego zgodnie z art. 9 ust. 1 pkt. 4 ustawy o diagnostyce laboratoryjne;j.

PT Diagnosci Laboratoryjni nie posiadajacy do tej pory PWZDL proszeni sa o dokonanie w/w wplaty, przyslania
jej kserokopii oraz uzupelnienia ewentualnych brakéw w dokumentacji.

PT Diagnosta Laboratoryjny we wlasnym interesie - w trybie pilnym - jest zobowigzany skontaktowa¢ si¢ z
Dzialem Diagnostéw KIDL (022 741-21-57) w celu uzyskania informacji o ewentualnych brakach w dokumentach
i/lub zobowigzaniach finansowych wzgledem Izby.

UWAGA:

Dokument “Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego” jest wysylany, listem poleconym za
zwrotnym potwierdzeniem odbioru, na adres do korespondencji znajdujacy si¢ w dokumentacji KIDL. Posiadane
“Zaswiadczenia” o wpisie na liste diagnostéw laboratoryjnych sa wazne do konca 2006 roku.

PROSIMY O PILNE AKTUALIZOWANIE
ZMIENIONYCH ADRESOW DO KORESPONDENCJL.

W przypadku nieodebrania listu poleconego i zwrotu przesylki przez poczt¢ do biura KIDL - powtérne przestanie
dokumentu bedzie mozliwe na pisemng prosbe i za dodatkowa oplata poniesionych kosztéow ponownego wyslania

do tych z Panstwa, ktérych dotyczy¢ bedzie nie dorg¢czenie w/w przesylki.

Zwracamy réwniez uwage, ze dokument “Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego” nie zostanie

wystawiony i nie bedzie wystany tym diagnostom laboratoryjnym, ktorzy:

- posiadaja braki w dokumentacji,

- zalegaja z platnoscia obligatoryjnych sktadek cztonkowskich,

- dotad przestali swoje zdjgeia w innym formacie niz 3,5 cm x 4,5 cm, gdyz po zmniejszeniu tych zdjg¢ do
wymaganego formatu okazuje sig, ze twarz na zdjeciu jest nieczytelna.

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

WYDANIE NOWEGO DOKUMENTU (Z POWODU ZNISZCZENIA, ZGUBIENIA, NIEAKTUALNEGO
ZDJECIA) BEDZIE MOZLIWE NA PISEMNA PROSBE I DODATKOWY KOSZT OSOBY
ZAINTERESOWANEJ.
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Kryteria i zasady oceny jako$ci w diagnostyce cytogenetycznej
chorob genetycznych
Prof. dr hab. Ewa Bocian
Zaktad Genetyki Medycznej
Instytut Matki i Dziecka w Warszawie

Badania cytogenetyczne stanowia podstawe pre- i postnatalnej
diagnostyki specyficznych choréb i zespotow klinicznych
uwarunkowanych aberracjami chromosomowymi. Szczegolna rola tych
badan wynika z tego, ze ich wynik stanowi nie tylko podstawg dla
prawidlowego rozpoznania choroby, lecz takze umozliwia identyfikacje
rodzin ryzyka genetycznego. Badania te maja wigc zasadnicze znaczenie
dlaoceny ryzyka powtorzenia si¢ choroby w rodzinie, jak tez profilaktyki
chordb genetycznych. Wyjatkowa wage i znaczenie maja badania
cytogenetyczne w diagnostyce prenatalnej chordb genetycznych. Ich
wyniki niekiedy decyduja o dalszych losach ciazy. Szczegdlnie istotny
jestw tych badaniach czas oczekiwania na wynik diagnostyczny i co si¢ z
tym laczy, ograniczenie mozliwosci jego weryfikacji. Tylko te z
wymienionych zagadnien sprawiaja, ze istnieje uzasadniona
koniecznos$¢ zapewnienia, tak z klinicznego jak i prawnego wzgledu,
wysokiej skuteczno$ci i wiarygodnosci badan cytogenetycznych.
Spelnienie tego wymogu nie jest mozliwe bez opracowania a nastgpnie
wdrozenia do praktyki odpowiednich, uwzgledniajacych specyfikg tych
badan standardow metodycznych i organizacyjnych. W tym celu
konieczne jest okreslenie wymogdéw i zalecen dotyczacych zasad
procedury diagnostycznej, stosowanie ktorych zapewnitoby wysoki, w
petni profesjonalny standard badan. Zapewnienie takiego standardu
wymaga prowadzenia systematycznej kontroli jako$ci badan, zar6wno
wewnatrz laboratoryjnej jak tez zewngtrznej. Opracowanie systemu
kontroli jakosci wymaga natomiast ustalenia konkretnych zasad i
kryteriow oceny jakosci badan cytogenetycznych dostosowanych do
charakteru tych badan. Postgpujaca komercjalizacja ustug
diagnostycznych stanowi dodatkowe wyzwanie do podjgcia dziatan
stuzacych zapewnieniu wysokiej jakosci badan prowadzonych w
laboratoriach cytogenetycznych.

Staly postgp jaki dokonuje si¢ w zakresie dbalosci o jakosé
badan cytogenetycznych wyraza si¢ przede wszystkim coraz szerszym
wprowadzaniem systemow jako$ci i coraz mocniej artykulowanag
potrzeba dziatan dotyczacych wymogu akredytacji laboratoriow
cytogenetycznych w wigkszo$ci krajow europejskich. Wyrazem
ogromnej potrzeby wypracowania i ujednolicenia, a w przysztosci
wprowadzenia jako obowiazujacych w krajach europejskich standardow
tych badan bylo opracowanie i opublikowanie przez Europejskie
Towarzystwo Cytogenetyczne zalecen i standardow jakosci w
cytogenetyce klinicznej. Niestety, w Polsce nie ma jeszcze okreslonych
obowiazujacych standardow badan cytogenetycznych. Nie dziata tez,
mimo podejmowanych wczesniej prob wdrozenia systemu
opracowanego na bazie brytyjskiego NEQAS, zZaden  system
zewngtrznej kontroli jakosci tych badan diagnostycznych. Celem
niniejszego opracowania jest bardzo zwigzte z koniecznodci,
przedstawienie kryteriow 1 zasad oceny jakosci  badan
cytogenetycznych shuzacych diagnostyce choréb genetycznych.

Zasady analizy cytogenetycznej

Podstawowe kryteria skutecznej i wiarygodnej analizy oraz
zasad oceny kariotypu dotycza przede wszystkim wyboru i jakos$ci
badanej tkanki, stosowania odpowiednich do wskazan technik
badawczych uwzgledniajacych zaréwno metody cytogenetyki
konwencjonalnej jak i molekularnej oraz sposobu przedstawiania i
interpretacji wyniku badania. W zaleceniach dotyczacych standardéw
badan nalezy uwzgledni¢ zasady dotyczace:

®  pobierania, przechowywania i transportu materiatlu do badan
hodowli komorkowych

®  analizy chromosomowe;j

®  procedury diagnostycznej dla okreslonych aberracji i zespotow
chromosomowych

®  postgpowania w przypadku zaistnienia okreslonych problemow
diagnostycznych

®  postgpowania w przypadku powstania
problemow laboratoryjnych;

technicznych

®  prowadzenia dokumentacji badan;
sposobu i formy opisu wyniku diagnostycznego, a takze
wewngtrznej kontroli laboratoryjne;.
Szczegdtowe wskazowki 1 opracowania metodyczne dotyczace
powyzszych procedur powinny byé wypracowywane i dostgpne w
formie pisemnej w kazdym laboratorium.

Materiat do badan cytogenetycznych

Materiatem do badan cytogenetycznych sa zazwyczaj probki;
krwi zylnej, krwi pgpowinowej, skory, ptynu owodniowego, kosmowki i
innych tkanek. Jako$¢ probki, sposdb jej pobrania, warunki
przechowywania i transportu maja zasadnicze znaczenie dla mozliwosci
uzyskania wyniku badania. Zazwyczaj, ze wzgledu na konieczno$é
hodowli komorek konieczne jest pobieranie materiatu jalowo do
oznakowanych odpowiednio naczyn. Oznakowanie powinno zawiera¢
co najmniej dwie dane identyfikacyjne pacjenta. Czas przechowywania i
transportu nalezy ograniczy¢ do minimum. Szczegoélowe informacje na
ten temat powinny by¢ dostarczone wszystkim o$rodkom zlecajacym
badania.

Hodowle komorkowe

Podstawowa powinnoscia laboratorium jest dbatosé o to aby
stosowane metody hodowli komorek zapewnialy wysoka skutecznosé
badan (odsetek badan zakonczonych uzyskaniem wyniku) oraz
optymalny dla analizy indeks mitotyczny i morfologi¢ chromosomow.
Kazde laboratorium musi dysponowa¢ metoda hodowli umozliwiajaca
uzyskiwanie chromosomow charakteryzujacych si¢ po wybarwieniu
duza rozdzielczoscia prazkowa. Podstawowe zalecenia dotyczace
sposobu prowadzenia hodowli sa nast¢pujace;

®  konieczne jest zaktadanie zawsze co najmniej dwoch hodowli
komorek od pacjenta z zastosowaniem roznych serii i/lub podtoz
hodowlanych. Dotyczy to szczegdlnie badan prenatalnych

® hodowle komoérek pacjenta nalezy prowadzi¢ w dwoéch
cieplarkach, a wszystkie zabiegi zwiazane z ich prowadzeniem
powinny by¢ wykonywane oddzielnie. Postgpowanie takie
zmniejsza ryzyko infekcji hodowli.

®  Dlaprobek krwi pgpowinowej konieczne jest zawsze wykonanie
testu sprawdzajacego czy rzeczywiscie probka zawiera krew
ptodu anie matki

®  Jedlijestto mozliwe to hodowle powinny by¢ utrzymywane az do
czasu wydania wyniku diagnostycznego (nie dotyczy to hodowli
limfocytow)

Analiza chromosomowa

Kariotyp mozna okresli¢ jedynie po przeprowadzeniu peinej analizy
obrazu prazkowego catego zestawu chromosomow (nalezy pamigtaé, ze
zadna z metod cytogenetyki molekularnej umozliwiajacych analize
calego genomu takich jak M-FISH czy SKY, CGH, i aCGH nie
zapewniaja mozliwosci identyfikacji wszystkich aberracji
chromosomowych). W standardach analizy chromosomowej nalezy
uwzglednié;
®  Konieczno$¢ dysponowania przez laboratorium pelnym
zestawem standardowych technik barwienia chromosomow
umozliwiajacych charakterystyke stwierdzonych aberracji
®  Liczbe analizowanych ( z okresleniem liczby chromosomow i
chromosomoéw plci) komorek z odniesieniem jej do wskazan,
ktére zadecydowaty o wykonaniu badania, jakosci uzyskanych
preparatow chromosoméw 1 wstgpnego wyniku analizy
chromosomowej
®  Definicje klonu komérkowego i zasady okres$lania kariotypu
jako mozaikowego
®  Zasady wykluczania mozaikowosci, a w przypadku badan
prenatalnych zasady odrdzniania mozaikowosci prawdziwej od
pseudomozaikowosci
®  Zasady analizy obrazu prazkowego chromosomow obejmujace
liczbe komorek, w ktorej nalezy dokonaé takiej analizy,
okreslenie poziomu rozdzielczo$ci prazkowej w odniesieniu do
wskazania do badania oraz sposobu weryfikacji wyniku analizy
w celu zapewnienia odpowiedniej wiarygodno$ci uzyskanego
wyniku diagnostycznego
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W zaleceniach dotyczacych standardow badan nalezy takze
uwzglednic;
® Konieczno$¢ jak najpetniejszej charakterystyki stwierdzone;j
aberracji umozliwiajacej prawidlowa interpretacjeg
cytogenetyczna i kliniczng uzyskanego wyniku badania
® Bezwzgledna konieczno$¢ ustalenia pochodzenia
stwierdzonej aberracji umozliwiajaca prawidlowa oceng
ryzyka genetycznego w rodzinie pacjenta oraz
® Zasady sporzadzania dokumentacji analizy chromosomowej

Problemy diagnostyczne

Wigkszo§¢ problemdéw diagnostycznych w badaniach
cytogenetycznych jest rezultatem niedostatecznej czutosci i
rozdzielczo$ci klasycznych metod analizy obrazu prazkowego
chromosoméw. Nie zawsze tez zréznicowanie prazkowe malych
regiondw chromosomow jest dostateczne dla identyfikacji
przegrupowan migdzy nimi. Czasami takze z przyczyn natury
technicznej nie jest mozliwe pelne wykorzystanie informacji zawartej
w obrazie prazkowym. Kazdy cytogenetyk powinien miec
$wiadomos$¢ tych ograniczen mozliwosci diagnostycznych badan
cytogenetycznych. Standardy badan powinny zawieraé zalecenia
dotyczace sposobu postgpowania w przypadku zaistnienia
okreslonych problemow diagnostycznych. Dotycza one przede
wszystkim konieczno$ci weryfikacji uzyskanego wyniku przy
zastosowaniu zwigkszonej rozdzielczo$ci prazkowej lub powtdrnej
oceny kariotypu w innej tkance, zastosowania innych, szczeg6lnie
molekularnych metod analizy chromosoméw i/1ub calego genomu.

Techniczne problemy laboratoryjne

Swiadomos¢ potencjalnych probleméw jakie moga wystapic
w pracy laboratoryjnej naklada obowiazek na kierownika
laboratorium takiej organizacji pracy aby zmniejszy¢ do minimum
ryzyko ich powstania. W opracowaniu zasad organizacji pracy
diagnostycznej nalezy uwzgledni¢ procedury zapobiegajace
najczestszym przyczynom biednej oceny kariotypu do ktorych naleza;
zamiana badanych prébek pochodzacych od dwoch pacjentow,
zmieszanie komoérek od dwoch pacjentow, obecnos¢ komorek
matczynych w probkach materiatu ptodowego oraz blgdy biurowe
przy wypisywaniu wynikow badan. Przyczyna innych btedow, ktérych
prawdopodobienstwo zalezy nie tylko od wlasciwej organizacji pracy
(dziatania systemu kontroli wewnatrz laboratoryjnej) ale takze od
poziomu profesjonalizmu pracownikow laboratorium moga by¢;
nieprawidlowe przeprowadzenie badania oraz nieprawidlowa
interpretacja wyniku badania.

Dokumentacja badan

Dokumentacja badan powinna zawiera¢ podstawowe dane
identyfikacyjne pacjenta, wskazanie do badania, numer i datg badania,
szczegotowy opis wykonanego badania oraz uzyskany wynik badania.
Opis badania musi zawiera¢ opis probki badanej, hodowli komorek,
zastosowanej metodyki barwienia chromosoméw oraz zapis
przeprowadzonej analizy chromosomowej i jej dokumentacjg. W
badaniach metodami cytogenetyki molekularnej takze opis
zastosowanych sond i specyficznych warunkéw badania.
Dokumentacja badania musi umozliwia¢ przesledzenie catego procesu
diagnostycznego i powinna by¢ przechowywana zgodnie z
obowiazujacymi przepisami prawa.

Komunikat dla diagnostow Laboratoryjnych

Biuro KIDL negocjuje z Bankami, ktére zainteresowane bytyby udzielaniem
kredytow inwestycyjnych dla diagnostow laboratoryjnych wg uproszczonych
procedur i uprzywilejowanych regut zastosowanych wobec grup zawodow
stabilnych, oraz uczestniczacych w restrukturyzacji Zaktadéw Opieki
Zdrowotnej i bedacych przedmiotem restrukturyzacji. Celem jest
wynegocjowanie nie tylko niskiego oprocentowania udzielonego kredytu ale
réowniez korzystnych warunkoéw sptacania i udzielania gwarancji
kredytobiorcom. Wstegpnie zostaje zataczona do Gazety informacja o
warunkach udzielania kredytu konsumpcyjnego - w celu rozpoznania
ewentualnych wysoko$ci kredytu zainteresowanych podmiotow
gospodarczych lub 0sob.

Koszt wysylki informacji pokrywa Bank.

Wyniki badan

Wynik badania powinien mie¢ standardowy charakter, zawiera¢
jasny i zrozumialy dla nie specjalisty opis kariotypu. Szczegdtowe
zalecenia dotyczace sposobu opisu wyniku badania cytogenetycznego
powinny uwzglednia¢ dane pacjenta i wskazanie do badania, numer
laboratoryjny i datg¢ badania, sposob opisu stwierdzonego kariotypu
wzorem, interpretacjg cytogenetyczng i kliniczng, okreslenie dalszego
postgpowania diagnostycznego a dla badan nie spetniajacych
okreslonego standardu wyjasnienie przyczyn tego faktu. Wynik badania
powinien by¢ podpisany przez osobg¢ wykonujaca badanie i
autoryzowany przez uprawniona do tego osobg.

Wewnetrzna kontrola laboratoryjna

W kazdym laboratorium powinien dziata¢ system wewngtrzne;j
kontroli jako$ci wykonywanych w nim badan diagnostycznych. Jego
celem jest zapewnienie odpowiedniego standardu badan poprzez
monitorowanie procedury diagnostycznej, zakresu i metodyki badan,
sposobu prowadzenia dokumentacji i opisu wynikow oraz
poréownywanie ich z ustalonymi dla tych badan standardami.
Wykrywanie i rozwiazywanie technicznych problemow laboratoryjnych
oraz probleméw diagnostycznych jest takze jednym z elementow
systemu wewngtrznej kontroli jakosci. W systematycznym
monitorowaniu procedury diagnostycznej nalezy zwrédci¢ uwage na
nastegpujace elementy: dziatanie systemu identyfikacji i przechowywania
materialu do badan, sposéb prowadzenia dokumentacji badan, czas
trwania i skuteczno$¢ badan oraz sposob opisu wynikow badan. Istotnym
aspektem wewngtrznej kontroli jakosci badan jest weryfikacja
wszystkich wynikoéw analizy chromosomowej przez druga osobg. Raz w
roku powinna by¢ dokonywana weryfikacja protokotéw i procedur
stosowanych w laboratorium. Powinny one mie¢ formg pisemna.

Zasady oceny jakoSci badan cytogenetycznych

Kontrola jakosci badan diagnostycznych polega w zasadzie na
ocenie zdolnosci laboratorium do wykonania tych badan, poprawnosci
uzyskiwanych wynikow i ich interpretacji. Podstawe do ustalenia czy
laboratorium spelnia okreslone wymogi dotyczace jakosci badan
stanowi¢ moze zaréwno retrospektywna kontrola jakosci jak tez ocena
jakosci w testowych probkach referencyjnych rozsytanych do
laboratoriow. Probke referencyjna stanowi¢ moze preparat
chromosomowy lub zawiesina komorek w utrwalaczu.

Kryteria oceny jakosci badan cytogenetycznych powinny
uwzgledniag:

® Ogolna oceng zdolnosci laboratorium do wykonywania badan
diagnostycznych obejmujaca sposob organizacji 1 zarzadzania,
wyposazenie aparaturowe oraz stosowane techniki badawcze

® Skuteczno$¢ stosowanych metod badawczych (odsetek badan
zakonczonych uzyskaniem wyniku) oraz $redni czas trwania
badan diagnostycznych

® QOceng technicznej jako$ci preparatow chromosomowych z
losowo wybranych probek, a szczegdlnie uzyskiwanej
rozdzielczosci prazkowej i jej dostosowanie do wskazan
decydujacych o wykonaniu badan

® Oceng wyniku badania, jego formy i tresci merytoryczne;.

Ocenie powinny podlegaé: poprawno$¢ zastosowanej procedury

badania i uzyskanego wyniku, poprawno$¢ zapisu kariotypu

wzorem wg ISCN (2005), sposdb opisu oraz poprawnosc¢
interpretacji cytogenetycznej i klinicznej uzyskanego wyniku
badania.

Standardy jakoSci badan cytogenetycznych minimalny poziom
akceptowalnoSci

Standard badan stanowi wypadkowa oceny jakosci wielu
parametrow sktadajacych si¢ na cala, procedur¢ diagnostyczna.
Okre$lenie minimalnych, mozliwych jeszcze do zaakceptowania
standardow dla tych parametrow warunkuje mozliwos¢ dokonania
oceny, a zatem i kontroli jakosci badan. Mozliwo§¢ uzyskania
odpowiedniego standardu cytogenetycznych badan diagnostycznych
uwarunkowana jest w duzym stopniu spetnieniem przez laboratorium
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okreslonych wymogow dotyczacych zespotu badawczego, organizacji i
zarzadzania oraz wyposazenia laboratorium.

Zespot badawczy

Odpowiedni standard wysoko specjalistycznych badan, do ktorych
niewatpliwie naleza badania cytogenetyczne moze by¢ zapewniony jedynie
przez wyszkolony, o najwyzszych kwalifikacjach zawodowych zespot 0sob
wykonujacych badania. Powinny one legitymowac sig wyzszym lub
srednim wyksztatceniem biologicznym lub medycznym i by¢ przeszkolone
w zakresie cytogenetyki klinicznej. Kazda osoba ze $rednim
wyksztatceniem i / lub z niedostatecznym doswiadczeniem w pracy
diagnostycznej powinna mie¢ zapewnione doradztwo i opiekg (w tym
autoryzacjg¢ uzyskiwanych przez nia wynikow badan) osoby o wyzszych
kwalifikacjach zawodowych.

Kierownikiem laboratorium powinna by¢ osoba z wyzszym
wyksztalceniem medycznym, analitycznym medycznym lub biologicznym,
posiadajaca specjalizacj¢ w zakresie laboratoryjnej genetyki medycznej, w
miarg mozliwosci ze stopniem naukowym. Osoba ta powinna mie¢ nie tylko
odpowiednia wiedzg teoretyczng ale takze duze do$wiadczenie w zakresie
diagnostyki cytogenetycznej.

Kierownik laboratorium odpowiedzialny jest migdzy innym za
kierunki prowadzonych badan, podnoszenie kwalifikacji zawodowych
personelu oraz wprowadzanie nowoczesnych metod badawczych
umozliwiajacych state doskonalenie diagnostyki cytogenetycznej. Jego
zadaniem jest roOwniez taka organizacja pracy aby uzyskiwane w badaniach
diagnostycznych wyniki byly wydawane bez opo6znien. Warunkiem tego
jest przede wszystkim zachowanie wlasciwych proporcji pomigdzy liczba
badan i liczba osob je wykonujacych. W zaleceniach Europejskiego
Towarzystwa Cytogenetycznego (E.C.A.) dotyczacych standardow badan
cytogenetycznych podaje si¢ np., ze Srednie obciazenie praca na osobg w
ciagu roku powinno wynosi¢ 250 - 350 badan. Zalezy ono w pewnym
stopniu od stosowanej metodyki i wyposazenia laboratorium (np.
automatyzacji analizy kariotypu) a takze organizacji pracy
administracyjnej. Generalnie, zalecane jest aby w laboratorium
wykonywanych byto co najmniej 500 badan cytogenetycznych (wszystkich
badan tacznie) rocznie. Zapewnienie odpowiedniego standardu badan i
ciaglo$ci serwisu diagnostycznego natomiast wymaga zatrudnienia w
laboratorium co najmniej dwoch doswiadczonych cytogenetykow poza
kierownikiem laboratorium.

Nalezy pamigtaé, ze specyfika cytogenetycznych badan
diagnostycznych decyduje o koniecznosci statej wspotpracy cytogenetykow
z genetykami klinicznymi oraz lekarzami innych specjalnosci. W zwiazku z
tym pracownicy laboratorium powinni mie¢ zapewniona mozliwos¢
specjalistycznej konsultacji medycznej w wymagajacych tego sytuacjach
diagnostycznych.

Wyposazenie laboratorium

Podstawowe wyposazenie aparaturowe laboratorium
cytogenetycznego, poza sprzgtem typowym dla kazdego laboratorium
powinno zawierac:

® dobrej klasy mikroskopy z wyposazeniem do fluorescencji i
automatycznej fotografii lub do komputerowego systemu
rejestracji, analizy i dokumentacji kariotypu

® mikroskop odwrdcony (jesli prowadzone sa badania prenatalne)

® komor¢ z laminarnym przeptywem powietrza, najlepiej
typu'biohazard"

® odpowiednie inkubatory do hodowli komoérkowych (np. z
kontrolowanym stezeniem CO, i poziomem wilgotnos$ci)

® pojemnik do bankowania komoérek w ciektym azocie oraz

® wyciagchemiczny digestorium.

Bardzo istotne jest aby wigkszo$¢ sposrod wymienionych aparatow
byta w co najmniej dwoch egzemplarzach co taczy si¢ z konieczno$cia
spelienia podanych wczesniej wymogow dotyczacych hodowli komoérek
oraz zapewnienia ciaglosci pracy. Kazdy aparat powinien by¢ zaopatrzony
w instrukcjg obstugi i poddawany okresowej kontroli sprawnosci dziatania

Metodyka i procedury diagnostyczne

Stosowane w laboratorium techniki badan i procedury
diagnostyczne musza odpowiada¢ powszechnie przyjetym
standardom umozliwiajacym skuteczna i wiarygodna identyfikacjg
aberracji chromosomowych. W laboratorium powinien by¢
stosowany petny zakres standartowych technik barwienia (prazki G,
Q, C, Ag-NOR, DADAPI) umozliwiajacych identyfikacjg i
charakterystyke aberracji chromosomowych. W laboratoriach
referencyjnych powinna by¢ takze stosowana technika
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Powinny one
wykonywa¢ badania z zastosowaniem tej metody analizy
chromosoméw zaréwno dla potrzeb wlasnych, jak i mniejszych, nie
dysponujacych ta metoda laboratoriéw cytogenetycznych.

Drugim zasadniczym warunkiem zapewnienia
odpowiedniego standardu badan cytogenetycznych jest
prowadzenie analizy kariotypu przy adekwatnej do wskazania
rozdzielczosci prazkowej chromosoméw. Minimalny standard w
tym zakresie jest nastgpujacy:

® 400 prazkoéw w haploidalnym zestawie chromosomow dla
wykrywania aneuploidii

® 550 prazkow dla diagnostyki przypadkow uposledzenia
umystowego, wad rozwojowych i dysmorfii oraz
niepowodzen ciazy

Skutecznosé i czas trwania badania

Minimalne, mozliwe jeszcze do zaakceptowania standardy
dotyczace skuteczno$ci badan cytogenetycznych (odsetka badan, w
ktorych uzyskano wynik) dla réznego typu materiatu badanego,
zgodnie z zaleceniami E.C.A., powinny by¢ nastgpujace: dla probek
krwi, wod ptodowych i trofoblastu 98%, natomiast dla probek
skory iréznych tkanek ptodowych 60%.

Akceptowany jako minimalny standard czas badania
powinien natomiast wynosi¢ dla badan:

- krwi -28 dni

- pilnych badan krwi obwodowej, pgpowinowej i szpiku - 7 dni

- plynu owodniowego i trofoblastu -21 dni
- innych tkanek -28 dni
- prenatalnej diagnostyki aneuploidii metoda FISH/QF-PCR

-4 dni

Co najmniej 80% wykonanych w laboratorium badan powinno
odpowiada¢ wymienionym powyzej standardom aby uzna¢, ze
spetnione zostaly wymogi dotyczace jakosci tych badan.

Wynik badania

Ocenie podlega¢ powinno kazde z wymienionych wczesniej
kryteridow dotyczacych zawarto$ci merytorycznej i sposobu opisu
wyniku badania. Zastosowanie punktowej oceny btedow, brakow i
niescistosci w opisie wyniku moze umozliwi¢ obiektywna oceng
jego poprawnosci. Bledy mozna podzieli¢ zaleznie od ich znaczenia
na drobne, znaczne i powazne. Opis wyniku badania moze uzyskaé
pozytywna oceng tylko, wtedy gdy jego poprawnos¢ oceniona jest
na co najmniej 95%. Oznacza to, ze nie mozna popelni¢ w opisie
wyniku zadnego powaznego bledu a uzyskanie minimalnego
standardu taczy si¢ z popelnieniem kilku drobnych lub jednego
znacznego i jednego drobnego bledu. Ponizej przedstawiono
przyktady réznego rodzaju btedow dla poszczegdlnych kryteriow
oceny opisu wyniku diagnostycznego.
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®  Poprawnos¢ procedury badania

Drobnybtad: -  nie wykonano zgodnie z przyjetymi standardami
dostatecznej analizy lub odpowiednich testow.
Powaznyblad: - nie wykonano odpowiedniej do zalecanych

standardow analizy lub testow w wyniku
czego  interpretacja kliniczna wyniku moze
by¢ niejednoznaczna.

®  Poprawno$¢ uzyskanego wyniku

Drobnybtad - niepelna lub nieprecyzyjna charakterystyka
stwierdzonej aberracji, np. niedokltadnie
okreslone punkty ztaman chromosomow

Znaczny blad: - nie rozpoznanie aberracji lub rozpoznanie

aberracji, ktorej nie ma
® Interpretacja cytogenetyczna wyniku i zapis kariotypu wg
ISCN
Drobny btad:

interpretacja nieadekwatna do uzyskanej w
badaniu rozdzielczosci prazkowe;j
chromosomow
- niewielki btad w zapisie kariotypu wzorem
(np. brak kropki, $rednika itp.)
zaniechanie podania wszystkich
prawdopodobnych interpretacji wyniku
- duzy blad w zapisie kariotypu wzorem (tzn.
taki, ze wzor kariotypu jest zaprzeczeniem
jego opisu).
®  Opis kariotypu

Znaczny blad: -

Drobny btad: - pominigcie w opisie plci, istotnych okreslen
takich jak "zrownowazony",
"wzajemna" okre$lenia ramion chromosomow
zaangazowanych w aberracjg etc.

Znaczny blad: - opis niezrozumiaty (nieczytelny) lub

wprowadzajacy w btad

®  Interpretacjakliniczna
Drobnybtad: - brak odniesienia stwierdzonej aberracji do
wskazania bedacego podstawa oceny kariotypu
lub pominigcie w opisie nazwy zespotu, ktory
zostal stwierdzony.
niewtasciwa ocena lub brak informacji o
ryzyku genetycznym, oraz brak omowienia
mozliwych skutkéw klinicznych.
btad diagnostyczny, bitedna informacja
dotyczaca zespotu klinicznego, ktora moze by¢
przyczyna niewlasciwego postgpowania
medycznego lub udzielenie innej niewlasciwej
informacji mogacej prowadzi¢ do powaznych
skutkow dla badanych osob.

Znaczny blad: -

Powazny btad: -

Systemy oceny jakos$ci badan diagnostycznych

Na zakonczenie warto jeszcze przedstawi¢c mozliwosci i
ograniczenia systemu retrospektywnej kontroli jakosci oraz systemu
opartego na ocenie jakosci w testowych probkach referencyjnych
rozsytanych do laboratoriow. Ta druga forma (metoda) sprawdzianu
jakosci badan wymaga wigkszego wysitku organizacyjnego i
naktadéw finansowych zwiazanych z konieczno$cia sporzadzania
przez uprawnione do tego laboratorium wielu standardowych probek
testowych z okre$lonymi aberracjami chromosomowymi. Zaleta
sprawdzianu prowadzonego ta metoda jest natomiast prostsza sama
ocena jakosci badan jak i tatwiejsza ocena porownawcza
poszczegdlnych laboratoridw, zwlaszcza w zakresie sposobu opisu i
interpretacji uzyskanych wynikoéw. Wiaze si¢ to z tym, ze wszystkie
poddajace si¢ kontroli laboratoria otrzymuja ten sam
wystandaryzowany material do badan. Podstawowa wada
omawianego systemu kontroli jest to, ze uzyskany wynik (czas
badania, jako$¢ preparatu, sposdb przeprowadzania analizy
chromosomowej i opisu wyniku) nie musi odzwierciedla¢
rzeczywistej jakosci pracy laboratorium w odniesieniu do badan
rutynowych. Materiat testowy jest zazwyczaj traktowany inaczej
(lepiej) w celuuzyskania dobrej oceny jakosci.

W przypadku metody retrospektywnej, zewngtrznej kontroli jako$ci
badan ocenie podlega rzeczywista praca laboratorium. Poddawane sa jej
badania diagnostyczne losowo wybrane sposrod wykonanych juz
wcezesniej badan. Oceniany material nie moze by¢ wigc inaczej
traktowany niz zwykle rutynowe badania. Wada tego systemu kontroli
jest natomiast to, ze mate laboratoria wykonujace niewielka liczbg badan
moga mie¢ problem z dostarczeniem do oceny okreslonych
(wymaganych) przypadkow.

Zastosowanie techniki poré6wnawczej hybrydyzacji genomowej do
mikromacierzy (array CGH) w cytogenetyce klinicznej

Dr hab. med. Pawet Stankiewicz
Zaktad Genetyki Medycznej
Instytut Matki i Dziecka
Kasprzaka 17A
01-211 Warszawa

Wprowadzenie

Okreslenie prawidlowej liczby chromosoméw przez Tijo i
Levana w 1956 r. oraz opracowanie techniki uzyskiwania preparatow
chromosomowych umozliwity identyfikacje pierwszych aberracji
chromosomowych u czlowieka i stworzyly podstawy cytogenetyki
kliniczne;j. Jej dalszy rozwdj zwiazany byt z wprowadzeniem po koniec
lat 60-tych XX wieku metod prazkowego barwienia chromosomow.
Konwencjonalne metody oceny kariotypu umozliwiaja uzyskiwanie do
850-1000 prazkéw w haploidalnym zestawie chromosomow
prometafazowych, dzigki czemu mozliwe jest identyfikowanie aberracji
chromosomowych o wielkosci ok. 2-3 milionéw par zasad (mpz). Dalsze
zwigkszenie rozdzielczos$ci technik badawczych stalo si¢ mozliwe na
przetomie lat 80-tych i 90-tych dzigki zastosowaniu metod biologii
molekularnej w badaniach cytogenetycznych. Powstata wtedy nowa
galaz cytogenetyki klinicznej — cytogenetyka molekularna.
Opracowana pod koniec lat 80-tych ub. wieku technika fluorescencyjne;j
hybrydyzacji in situ (FISH) (fluorescence in situ hybridization) polegana
identyfikacji okreslonych sekwencji DNA chromosomowego
znajdujacego si¢ w preparacie cytologicznym za pomoca sond
molekularnych wyznakowanych lub wykrywanych z wykorzystaniem
zwiazkéw fluorescencyjnych tak, by mozliwe byto uwidocznienie ich
komplekséw z badanym DNA w mikroskopie fluorescencyjnym.
Metoda FISH stala si¢ podstawowym narzedziem badawczym
cytogenetyki klinicznej i jest wykorzystywana gtéwnie w diagnostyce
zespotow mikrodelecyjnych oraz w analizie regionow subtelomerowych
upacjentdow z niepetnosprawnoscia intelektualng i cechami dysmorfii.

Poréwnawcza hybrydyzacja genomowa (CGH)

Jedna z modyfikacji techniki FISH jest pordéwnawcza hybrydyzacja
genomowa (CGH) (comparative genomic hybridization). Polega ona na
hybrydyzacji dwoch genomowych DNA zmieszanych w proporcji 1:1,
badanego i referencyjnego do prawidtowych chromosomow
metafazowych na szkietku podstawowym. Zastosowanie roznych
fluorochromow do detekcji obu tych genomoéw umozliwia porownawcza
oceng iloSciowa intensywnos$ci sygnatow fluorescencyjnych na catej
dtugosci  kontrolnych chromosomoéw za pomoca odpowiedniego
programu komputerowego (Ryc. 1). Metoda ta mozna analizowac caty
genom w jednym badaniu z rozdzielczoscia ok. 5-10 mpz.
Konwencjonalna CGH wykorzystywana byla dotychczas przede
wszystkim w cytogenetyce nowotworow do identyfikacji
niezrownowazonych aberracji chromosomowych.

W cytogenetyce klinicznej CGH =znalazta szersze
zastosowanie w zmodyfikowanej wersji o zwigkszonej rozdzielczosci
tzw. HR-CGH (high-resolution CGH). Polepszenie rozdzielczosci do 2-3
mpz uzyskano w wyniku opracowania tzw. dynamicznych profili
referencyjnych, specyficznych dla poszczegdlnych chromosomow.
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HR-CGH wykorzystuje si¢ do identyfikacji matych, widocznych
niezréwnowazonych aberracji chromosomowych, ktére nie moga by¢
okreslone za pomoca metod prazkowych. HR-CGH umozliwia
réwniez identyfikowanie submikroskopowych rearanzacji
chromosomowych u ok. 10% pacjentow z prawidtowym kariotypem.

Znaczne zwigkszenie potencjalu diagnostycznego techniki
CGH osiagnigto poprzez zastapienie chromosomow metafazowych
uszeregowanymi i umocowanymi na szkietku podstawowym
fragmentami DNA takimi jak klony BAC (bacterial artificial
chromosome) lub PAC (PI-derived artificial chromosome), cDNA
(complementary DNA), produkty PCR lub zsyntetyzowane
oligonukleotydy. Analizowane DNA genomowe pacjenta oraz DNA
referencyjne znakuje si¢ 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 ilos¢ odpowiednich fragmentow
obu analizowanych DNA (proporcja 1:1). Ta metoda badawcza
umozliwia analizg calego genomu w pojedynczym teScie z
rozdzielczo$cia zalezna praktycznie jedynie od wielkosci 1 liczby
zastosowanych klonow.

Technikg array CGH stosowano z powodzeniem do analizy
wybranych regionow chromosomowych, catych chromosomoéow lub
catych genomoéw. Dotychczas najwigksze zastosowanie znalazty
mikromacierze BAC-owe zawierajace ok. 3 tysiace klondw, ktore
umozliwiaja analizg catego genomu z rozdzielczoscia ok. 1 mpz.
Znacznie rzadziej stosowano mikromacierze z ponad 30.000 klonow
BAC pokrywajacymi caly genom (tiling path arrays).

Wykorzystanie array CGH w diagnostyce klinicznej

W ostatnich 10-15 latach okazato sie, ze wiele chordob
powstaje w wyniku czgsto niewidocznych w mikroskopie $wietlnym
rearanzacji genomowych. Lupski (1998) okreslit te nieprawidtowosci
mianem chorob genomowych (genomic disorders). Fenotyp kliniczny
tych choréb jest konsekwencja nieprawidlowej ilosci biatka
kodowanego przez wrazliwy na dawke gen, zlokalizowany w regionie
genomu, ktory ulegl rearanzacji.

Ogromny postep w rozwoju technik biologii i cytogenetyki
molekularnej oraz zastosowanie komputerowej analizy porownawczej
sekwencji DNA poznanych dzigki zsekwencjonowania genomu
cztowieka umozliwity odkrycie specyficznych struktur DNA.
Struktury te okreslono jako segmentalne duplikacje lub kopie
sekwencji DNA o niskiej czgstosci powtorzen (low-copy repeats,
LCRs). Okazato sig, ze czynia one niektdre regiony naszego genomu
szczegoblnie podatnymi na rearanzacje genomowe. Przez wicle lat
pozostawaty one poza zakresem rozdzielczosci tradycyjnych metod
biologii molekularnej i cytogenetyki konwencjonalnej. Dopiero
zastosowanie technik FISH i array CGH umozliwilo analiz¢ oraz
identyfikacjg tego typu nieprawidtowosci.

Metoda array CGH w ciagu ostatnich kilku lat rewolucjonizuje
cytogenetyke kliniczna. Wykorzystywana byla ona gléwnie w
diagnostyce klinicznej pacjentow z niepeilnosprawnos$cia
intelektualna, cechami dysmorfii, wrodzonymi wadami lub
autyzmem. U tych pacjentow metody prazkowego barwienia
chromosoméw wykazuja aberracje chromosomowe stwierdza si¢ w
ok. 3-4% przypadkow. Analiza regiondw subtelomerowych umozliwia
identyfikacje nieprawidtlowosci chromosomowych w dalszych ok. 5-
6% przypadkow. Tak wigc, za pomoca obu tych metod aberracje
chromosomowe mozna wykry¢ w ok. 8-10% pacjentow z
niepetnosprawnoscia intelektualna. W zaleznosci od zastosowanych
kryteriow wtaczenia do badan, metoda CGH do mikromacierzy
umozliwita wykrycie rearanzacji chromosomowych u dalszych 5-17%
pacjentow (z prawidtowym kariotypem i testem subtelomerowym).

Produkcja mikromacierzy BAC-owych konstruowanych
glownie w os$rodkach akademickich jest kosztowna i czasochtonna.
Przysztos¢ metody array CGH wiaze si¢ z technologia
oligonukleotydowa, ktéra umozliwia drukowanie lub syntetyzowanie
na jednym szkietku podstawowym setek tysigcy oligonukleotydow
($rednio o dhugosci ok. 60 nukleotydow). Sondy oligonukleotydowe
mozna wybiera¢ z fragmentow genomu wolnych od sekwencji
powtarzajacych sig, co umozliwia znaczne zmniejszenie lub nawet

wyeliminowanie kosztownego Cot-1 DNA stosowanego w
macierzach BAC-owych do kompetycyjnego tlumienia
niespecyficznych sekwencji DNA powtarzajacych si¢ o duzej
czestosci.

Obecnie sa juz dostgpne komercyjnie mikromacierze z
kilkuset tysiacami oligonukleotydow, np. firm Agilent lub
NimbleGen. Innym rodzajem sa mikromacierze z oligonukleotydami
do identyfikacji SNPs np. firm Affymetrix lub Illumina. W
porownaniu do array CGH macierze SNP-owe umozliwiaja
dodatkowo wykrywanie disomii jednorodzicielskich, okreslanie
pochodzenia rodzicielskiego stwierdzanych nieprawidtowosci lub
wykrywanie zanieczyszczenia komorkami matczynymi w badaniu
prenatalnym. Duza liczba oligonukleotydow oraz zastosowanie
odpowiedniej analizy statystycznej sprawily, ze mikromacierze
oligonukleotydowe maja wigksza czulo$¢ i rozdzielczo$¢ niz
mikrochipy BAC-owe. Wydaje sig, ze w najblizszym czasie zastapia
one technologie BAC-owa.

Technika CGH do mikromacierzy okazata si¢ rowniez
przydatna do identyfikacji gendw patogennych. Vissers i wsp. (2004)
zastosowali catlogenomowa mikromacierz BAC-owa w grupie
pacjentéow z zespotem CHARGE. W jednym przypadku
zidentyfikowali mikrodelecj¢ w regionie 8ql2 zawierajaca gen
CHD7. U czg$ci pacjentéw znaleziono mutacje punktowe w tym genie
wykazujac, ze gen ten jest odpowiedzialny za zespol CHARGE.
Stosujac technikg array CGH trzy niezalezne zespoty zidentyfikowaty
nowa powtarzajaca si¢ submikroskopowa mikrodelecje w
chromosomie 17q21.31. Ocenia sig, ze mapujacy si¢ w niej gen MAPT
moze by¢ odpowiedzialny za 1% przypadkow niepetnosprawnosci
intelektualne;.

Jednym z waznych efektow zastosowania techniki CGH do
mikromacierzy byto odkrycie, ze genomy ludzi r6znia si¢ migdzy soba
fragmentami DNA o wielko$ci nawet kilkuset tysigcy par zasad.
Zmiany te okreslono jako zmienno$¢ liczby kopii fragmentow DNA
(CNV) (copy-number variation). Kopie CNV zidentyfikowano w
ponad 1.500 regionach genomu o tacznej dlugosci 360 mpz. Stanowia
one 12% naszego genomu czyli wigcej niz suma wszystkich znanych
polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw (tzw. SNPs). Ocenia sig,
ze rearanzacje DNA w wigkszym stopniu niz zmiany pojedynczych
nukleotydow moga by¢ odpowiedzialne za ewolucje gatunku
cztowieka, zmienno$¢ osobnicza, a moze rowniez za podatnos¢ i/lub
powstawanie chordb.

Interpretacja wynikéw uzyskanych metoda array CGH

Wysoka czgsto$¢ wystepowania kopii CNVs w genomie
czlowieka utrudnia interpretacje wynikow badan metoda array CGH.
Wigkszos¢ kopii CNV jest prawdopodobnie wariantami
polimorficznymi i nie manifestuje si¢ fenotypowo. Tylko niektore z
nich sa odpowiedzialne za powstawanie chorob o dziedziczeniu
mendlowskim, cech wielogenowych lub niechorobowych cech
fenotypowych, wlacznie z cechami zachowania (osobowosci). W
ocenie czy stwierdzona zmiana jest patogenna, bardzo przydane jest
okres$lenie jej pochodzenia (najczgsciej za pomoca FISH lub array
CGH). Z rzadkimi wyjatkami (np. w zespole mikrodelecji 22q11.2),
zmiany odziedziczone od rodzicow ocenia si¢ jako tagodne
polimorfizmy a zmiany de novo jako potencjalnie patogenne. Drugim
przydatnym kryterium jest wielko$¢ kopii CNV. Zmiany o wielkosci
powyzej 1-2 mpz oceniane sg jako prawdopodobnie patogenne a
zmiany ponizej 500 kpz sa raczej polimorfizmami. W interpretacji
kopii CNV korzysta si¢ rOwniez coraz czg¢sciej z internetowych baz
danych, w ktorych gromadzone sa identyfikowane warianty
polimorficzne.

W celu zminimalizowania wptywu kopii CNV na wynik
badania metoda array CGH skonstruowano tzw. mikromacierze
selektywne (fargeted arrays) z sondami swoistymi tylko do regionow
zwiazanych z okreslonymi znanymi chorobami genomowymi (Ryc.
2). Ocenia sig, ze mikromacierze selektywne umozliwiaja
wykrywanie nieprawidtowosci u ok. 6-10% pacjentow z idiopatyczna
niepetnosprawnoscia intelektualna a mikromacierze o rozdzielczos$ci
1 mpzlub pokrywajace caty genom w ok. 10-15% przypadkow.

Trudno$ci interpretacyjne wynikajace z obecnosci kopii
CNVs sa gldwna przyczyna ograniczonego zastosowania metody
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Wady i zalety metody array CGH

Glowna zaleta metody array CGH jest mozliwo$é
jednoczasowej analizy calego genomu rownowaznej z setkami lub
nawet tysigcami pojedynczych testow metoda FISH. Metoda array
CGH umozliwia wykrywanie praktycznie wszystkich widocznych
oraz submikroskopowych niezréwnowazonych aberracji
chromosomowych. Do badan nie sa wymagane dzielace si¢ komorki
dzigki czemu mozna analizowa¢ np. material po$miertny. W
przypadku matlej ilo$ci materialu do badan moze by¢ on namnazany.
Kierujac na badanie metoda array CGH lekarz nie musi by¢
doswiadczonym dysmorfologiem. Ponadto, analiza genomu ta metoda
nie jest tak czasochtonna jak np. niejednokrotnie w badaniu metoda
FISH.

Jedna z najwigkszych zalet metody array CGH okazata si¢
mozliwo$¢ wykrywania mozaikowosci nieidentyfikowalnych w
konwencjonalnych badaniach cytogenetycznych. W metodzie array
CGH genomowe DNA izolowane jest ze wszystkich jadrzastych
komoérek krwi podczas gdy w rutynowych badaniach metodami
prazkowymi analizuje si¢ chromosomy limfocytow T, ktore wezesniej
za pomocg stymulacji fitohemaglutyning zostaly pobudzone do
podzialow mitotycznych. W badaniach duzej grupy pacjentow z
zastosowaniem metody array CGH stwierdzono obecno$¢
mozaikowo$ci chromosomowej az w 8% przypadkoéw. Odsetek
nieprawidtowych komoérek zawierat si¢ w przedziale 3-77%. Wsrod
wykrytych nieprawidtowos$ci opisywano monosomie i trisomie catych
chromosomoéw, chromosomy markerowe oraz delecje interstycjalne i
terminalne (réwniez submikroskopowe).

Array CGH okazata si¢ rowniez bardzo przydatna do
identyfikacji miroduplikacji chromosomowych (np. regionow
zespotow DiGeorge, Pradera i Williego/Angelmana, Smith i Magentis,
regionu 1p36 oraz genu MECP2), ktore czasami nie byly wykrywane
w badaniu metoda FISH z powodu ograniczonej rozdzielczosci
chromosoméw metafazowych i/lub nieuwzglednienia w badaniu jader
interfazowych. Ponadto, w regionach subtelomerowych
identyfikowano niezrownowazenia interstycjalne, ktore nie mogty
by¢ wykryte za pomoca tradycyjnego testu subtelomerowego FISH.

Podstawowa wada metody array CGH jest niemoznos$¢
wykrywania zrownowazonych aberracji chromosomowych
(zrownowazone translokacje chromosomowe wystepuja z czgstoscia
1/500 zdrowych osob) oraz wigkszosci aneuploidii (z wyjatkiem
69,XXY lub 69,XYY). Dla wielu laboratoriow problemem jest wysoki
koszt badania (szczegdlnie niezbgdnego do badan ta metoda skanera),
jakkolwiek metoda podlega automatyzacji i wraz z jej
upowszechnieniem, badania powinny by¢ ono niedlugo tansze od
konwencjonalnej analizy kariotypu.

Podsumowanie

Najnowsza technika cytogenetyki molekularnej,
poréwnawcza hybrydyzacja genomowa (array CGH) od kilku lat
rewolucjonizuje badania diagnostyczne. Umozliwia ona analizg
catego genomu po katem identyfikacji niezréwnowazonych aberracji
chromosomowych w jednym badaniu z nieosiagalna dotychczas
rozdzielczos$cia. Wieloosrodkowe badania pacjentow z
niepetnosprawnoscia intelektualna i/lub cechami dysmorfii oraz
prawidlowym kariotypem z wykorzystaniem roznych wariantow
array CGH wykazaly obecno$§¢ submikroskopowych
niezréwnowazonych rearanzacji genomowych w 5-17% przypadkow.
Nieoczekiwanie, kilka identyfikowanych patogennych
nieprawidtowosci stanowia zmiany mozaikowe niemozliwe do
wykrycia za pomoca konwencjonalnych metod analizy kariotypu.
Dostegpne komercyjnie mikromacierze oligonukleotydowe z ponad
300.000 zsyntetyzowanych sond oligonukleotydowych cechuja si¢
wyzsza rozdzielczoscia 1 czuloscia niz stosowane dotychczas
mikromacierze BAC-owe i w najblizszej przysziosci beda je
zastgpowac.
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Rycina 1. Zasada techniki CGH i array CGH. W konwencjonalnej CGH jako
matrycg wykorzystuje si¢ chromosomy metafazowe. W technice CGH do
mikromacierzy zamiast chromosomow metafazowych stosowane sa fragmenty
DNA (np. klony genomowe BAC) przymocowane do szkietka podstawowego a
analizowane genomowe DNA badanego pacjenta i DNA referencyjne znakuje
si¢ odmiennie i ko-hybrydyzuje w odwrotnych kombinacjach. Nadmiar lub
brak fragmentu genomu widoczny jest jako odchylenie od oczekiwanego
koloru fluorescencyjnego, ktory wystepuje, uzyskiwane wtedy gdy jest taka
sama ilo$¢ odpowiednich fragmentéw obu analizowanych DNA (1:1).

Konwencjonalne CGH Array CGH

DNA pacjenta Kontrolne DNA DNA pacjenta_ Kontrolne DNA DNA pacjenta_ Kontrolne &
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Rycina 2. Przyklady wynikéw badan metoda array CGH z
wykorzystaniem technologii BAC-owej (wersja 5.0 macierzy selektywnej
Baylor College of Medicine). Po lewej stronie przedstawiono wynik
interstycjalnej delecji w regionie 1p36, ktora nie zostata wykryta za pomoca
subtelomerowego testu metoda FISH. Po prawej stronie pokazano wynik
wzajemnej mikroduplikacji regionu typowej mikrodelecji zespolu Williamsa i
Beurena. Mikroduplikacje czasami nie sa wykrywane w badaniu metoda FISH
z powodu ograniczonej rozdzielczosci chromosoméw metafazowych i/lub
nieuwzglednienia w badaniu jader interfazowych
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Wspélczesne mozliwosci cytogenetyki klinicznej w
diagnostyce chorob genetycznych
Prof. dr hab. Ewa Bocian
Zaktad Genetyki Medycznej
Instytut Matki i Dziecka w Warszawie

Cytogenetyka kliniczna stanowiac od wielu juz lat integralna
cze$¢ genetyki medycznej, zajmuje sig identyfikacja i charakterystyka
aberracji chromosomowych oraz badaniem ich roli w patologii
cztowieka. Podwaliny tej dziedziny genetyki powstaty w latach 70.
kiedy to opracowane zostaly metody prazkowego barwienia
chromosoméw umozliwiajace analizg kariotypu. Rozwdj tych metod
analizy chromosoméw zaowocowal bogata dokumentacja zwiazku
przyczynowo-skutkowego pomigdzy obecnoscia réznych, czgsto
niewielkich aberracji chromosomowych i specyficznymi zespotami
cech klinicznych stwierdzanych u pacjentéw. Od tego czasu badania
cytogenetyczne staly si¢ jednym z podstawowych elementoéw procesu
diagnostycznego chordb genetycznych. Stanowia podstawe
rozpoznania klinicznego choroby, umozliwiaja identyfikacj¢ rodzin
ryzyka genetycznego, a takze stuza poznawaniu patomechanizmu i
podtoza molekularnego tych chordb. Rozpoznawane w badaniu
kariotypu aberracje chromosomowe, naleza bowiem do tych zmian
genomu, ktore, jak miato to miejsce po raz pierwszy w przypadku
dystrofii mig$niowej Duchenne'a, umozliwiaja niejednokrotnie
mapowanie genéw warunkujacych chorobg.

Dokonania poznawcze i mozliwo$ci diagnostyczne
cytogenetyki klinicznej wynikaja z rozwoju metod biologii
molekularnej oraz postgpu technologicznego. Opracowanie 1
wdrozenie do badan nowych technik cytogenetycznych
wykorzystujacych ~ metody biologii molekularnej zaowocowato
powstaniem nowej, ciagle rozwijajacej si¢ dziedziny cytogenetyki
cytogenetyki molekularnej. Metody badawcze cytogenetyki
molekularnej stanowia obecnie niezbgdne uzupetienie prazkowych
metod oceny kariotypu okreslanych mianem klasycznych lub
konwencjonalnych. Umozliwiaja one identyfikacje i charakterystyke
tych wszystkich aberracji, ktore dotychczas sprawiaty problemy
diagnostyczno interpretacyjne w badaniach metodami klasycznymi.
Dzigki nim poznajemy takze coraz lepiej etiologig i patomechanizmy
chorob dziedzicznych.

Aspekty kliniczne aberracji chromosomowych

Aberracje chromosomowe, ktorych ekspresja kliniczna
dotyczy zazwyczaj zaburzen funkcji wielu narzadow i uktadow oraz
wyraza si¢ szerokim spektrum objawow, stanowia problem kliniczny
w kazdej niemal specjalnosci medycznej. Skutki kliniczne aberracji
chromosomowych wynikaja z braku rownowagi genetycznej, ktorej
przyczyna jest zwykle zmiana dawki genéw i zaburzenie ich funkcji
regulatorowych. W zwiazku z tym aberracje zrbwnowazone tzn. takie,
ktoérych powstawaniu nie towarzyszy utrata lub zwigkszenie ilosci
materialu chromosomowego, nie maja zazwyczaj wplywu na cechy
fenotypowe. Moga natomiast zmniejszaé zdolno$¢ do prokreacji
manifestujaca si¢ najczgsciej wystgpowaniem poronien samoistnych
we wczesnym okresie cigzy. U ~ 4-6% par malzenskich z takimi
problemami stwierdza si¢ aberracj¢ chromosomowa. W skrajnych
przypadkach aberracje te skutkuja bezptodnoscia. Ograniczenia
zdolnos$ci do prokreacji wynikaja z faktu, ze wigkszo$¢ aberracji jest
letalna, o czym $wiadczy ich obecno$¢ w ok. 60% poronien
samoistnych jak rowniez i to, ze stwierdza si¢ je w ok. 6% przypadkow
martwych urodzen i zgonéw okotoporodowych. Aberracje
chromosomowe stwierdzane sa takze u 5 20% dzieci urodzonych z
mnogimi wadami rozwojowymi. Ws$réd zywo urodzonych
noworodkdw wystepuja z czgstoscia 1/200. Obecnos¢ zréwnowazonej
aberracji chromosomowej moze takze zwigkszac ryzyko wystapienia
niezrownowazonej aberracji u potomstwa jej nosiciela. Polega ono
zazwyczaj na obecno$ci tzw. czg$ciowej trisomii i monosomii
fragmentéw chromosoméw objetych rearanzacja rodzicielska. Ryzyko
urodzenia chorego dziecka w rodzinach nosicieli zrownowazonych
aberracji chromosomowych zalezy od rodzaju aberracji, wielkosci
chromosomu lub fragmentu chromosomu objgtego aberracja, czasami
takze od plcijej nosiciela.

Niezrownowazone aberracje chromosomoéw objawiaja sig¢
zazwyczaj opdznieniem rozwoju somatycznego, cechami dysmorfii w

budowie ciata, mnogimi wadami rozwojowymi oraz
niepetnosprawnos$cia intelektualng. Zespot wymienionych cech
klinicznych stanowi wigc wskazanie do wykonania badania
cytogenetycznego (Tab.1). Nawet jednak wtedy, gdy specyficzna
konstelacja cech fenotypowych umozliwia rozpoznanie kliniczne
okreslonego zespotu chromosomowego (np. zespotéw Downa,
Turnera, Pradera-Williego czy cri du chat) bezwzglgdnie konieczne
jest potwierdzenie rozpoznania badaniem kariotypu pacjenta.
Natomiast wskazaniem do prenatalnej oceny kariotypu ptodu jest
wigksze od populacyjnego, ryzyko urodzenia dziecka z aberracja
chromosomowa. Ryzyko takie pojawia si¢ przede wszystkim wtedy
gdy matka ma wigcej anizeli 35 lat lub jedno ze wspotmatzonkow jest
nosicielem zréwnowazonej aberracji chromosomowej. Wskazaniem
do prenatalnej oceny kariotypu sa takze: aneuploidia u dziecka z
poprzedniej ciazy, wady rozwojowe stwierdzane u ptodu w badaniu
USG oraz nieprawidlowe wyniki badan przesiewowych w surowicy
matki.

Tabela 1. Wskazania do oznaczenia kariotypu

® (Cechy fenotypowe okreslonego zespotu chromosomowego
® Zespot wad rozwojowych i /lub cechy dysmorfii
oraz opo6znienie rozwoju psychoruchowego
® Zaburzenia rozwoju cielesno -piciowego
® Niepowodzenia rozrodu
® Wystepowanie strukturalnej aberracji
chromosomowej w rodzinie

Klasyczne metody oceny kariotypu mozliwoSci i ograniczenia
diagnostyczne

Specyfika badan cytogenetycznych polega przede
wszystkim na koniecznosci prowadzenia hodowli komoérkowych
umozliwiajacych uzyskanie dzielacych si¢ komorek w stadium
metafazy, oraz trudnej, wymagajacej duzego doswiadczenia,
mikroskopowej analizie specyficznie wybarwionych chromosomow.
W przypadku badan prenatalnych taczy si¢ takze z ograniczonymi
mozliwosciami pozyskiwania materialu do badan i weryfikacji
uzyskanego wyniku jak réwniez z koniecznoscia jak najszybszego
otrzymania wyniku diagnostycznego. Metody cytogenetyki
klasycznej polegaja na specyficznym, prazkowym barwieniu
chromosoméw lub specyficznych regiondéw i struktur
chromosomowych, umozliwiajacym identyfikacj¢ poszczegoélnych
chromosomoéw oraz rozpoznawanie i charakterystyke ich
nieprawidlowosci (Fot.1). Najczgsciej stosowana jest technika
uzyskiwania prazkow G okre$lana symbolem GTG ( prazki G
uzyskiwane przez trawienie chromosomow trypsyna i barwienie
odczynnikiem Giemsy). Obraz prazkowy chromosomow stanowi
odzwierciedlenie ich strukturalnego i funkcjonalnego zréznicowania.
Liczba uzyskanych w standardowym badaniu kariotypu prazkow
(zazwyczaj 450 550, a przy zastosowaniu okre§lonej metodyki 850 w
23 chromosomach) decyduje o czulosci metody badania i w efekcie o
wielko$ci rozpoznawanych aberracji. Im wigksza jest liczba prazkow
(tzw. rozdzielczos¢ prazkowa) tym mniejszy defekt chromosomowy
moze by¢ zidentyfikowany (Tabela 2).

Tabela 2 Czulo$¢ irozdzielczo$¢ metod cytogenetyki klasycznej

Rozdzielczo$¢ prazkowa Wielkos$¢ wykrywanej aberracji

w milionach par zasad (Mpz)

400 10
550 - 850 5-3

catego genomu czlowieka ~ 3000
przecigtnego chromosomu ~ 50
prazka chromosomowego ~ 3-7,5

Wielkosé
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Wynik badania cytogenetycznego i jego interpretacja

Nieprawidlowy wynik badania cytogenetycznego stwierdza
si¢ w ok.10  30% badan postnatalnych i w 3 5% przypadkow
prenatalnej oceny kariotypu. Interpretacja wyniku nie sprawia
trudnosci w przypadku stwierdzenia aberracji chromosomowej, ktora
odpowiada okreslonemu zespotowi klinicznemu Iub moze by¢
przyczyna obserwowanych u chorego objawow klinicznych. Trudnosci
interpretacji klinicznej powstaja natomiast wtedy, gdy mimo
nieprawidlowego fenotypu pacjenta, czasami nawet objawow
klinicznych okres§lonego zespotu chromosomowego, stwierdzony
zostanie prawidlowy kariotyp lub zrownowazona aberracja
chromosomowa. W obu tych przypadkach istnieje
prawdopodobienistwo obecnosci u chorego bardzo matej,
submikroskopowej aberracji, dla wykrycia ktorej czuto$¢ rutynowe;j
metody oceny kariotypu nie byla wystarczajaca. Problemy
diagnostyczno-interpretacyjne  wynikow badan cytogenetycznych
dotycza takze identyfikacji dodatkowego materiatu chromosomowego
oraz ztozonych translokacji chromosomowych. W tych przypadkach
aberracja zostaje wykryta, nie ma natomiast mozliwosci pelnej
charakterystyki nieprawidlowosci. Brak precyzyjnie zdefiniowanego
kariotypu uniemozliwia wowczas okreslenie zalezno$ci pomigdzy
stwierdzona aberracja a zespotem cech fenotypowych u chorego.
Niewykrycie natomiast obecnej u pacjenta submikroskopowej aberracji
chromosomowej uniemozliwia ustalenie pelnej i wiarygodne;j
diagnozy.

Ograniczenia diagnostyczne (dotyczace skuteczno$ci i
wiarygodno$ci) badan cytogenetycznych prowadzonych metodami
konwencjonalnymi wynikaja, ogdlnie rzecz ujmujac, z trzech przyczyn.
Pierwsza z nich to niedostateczna czuto$¢ i rozdzielczo$¢ tych metod do
wykrywania matych i/lub submikroskopowych aberracji. Kolejne
dotycza subiektywizmu oceny uzyskanego wzoru prazkowego
chromosoméw i nie zawsze wystarczajacego zrdznicowania tego
obrazu do rozpoznania lub peilnej charakterystyki aberracji
chromosomowych. Dobrym przyktadem tych ograniczen
diagnostycznych sa regiony telomerowe chromosomow. Barwia sig one
jasno metoda GTG i nie wykazuja, swoistego dla poszczegdlnych
chromosomoéw, zréznicowania prazkowego, co decyduje zazwyczaj o
braku mozliwosci rozpoznania matych rearanzacji w obrgbie tych
regionéw. Opracowanie w latach 80. metody hybrydyzacji in situ, a
nastgpnie wdrozenie tej techniki i wielu jej odmian do badan
cytogenetycznych, umozliwitlo  bardziej skuteczna i wiarygodna
diagnostyke aberracji chromosomowych. Metody te nie tylko
poszerzyly znacznie mozliwosci diagnostyczne i poznawcze badan
cytogenetycznych ale takze zaowocowaly rozstrzygnigciem wielu
problemow diagnostyki klinicznej chordb dziedzicznych.

Metody cytogenetyki molekularnej

Podstawowa metoda cytogenetyki molekularnej stosowang w
diagnostyce zespotéw chromosomowych jest fluorescencyjna
hybrydyzacja in situ (FISH od ang. fluorescence in situ hybridization).
Umozliwia ona wykrywanie specyficznych sekwencji DNA w
chromosomach , jadrach interfazowych lub skrawkach tkanek
znajdujacych si¢ w preparatach cytologicznych. W okreslonych
warunkach sonda molekularna (specyficzny fragment DNA) tworzy
kompleks (hybrydyzuje) z komplementarnym do niej fragmentem
chromosomu. Zaleznie od rodzaju zastosowanej sondy ,,rozpoznaje”
ona tylko okreslony, niewielki fragment chromosomu lub jego struktury
(np. centromer, telomer), lub tez caty chromosom. Kompleks sondy z
DNA chromosomowym wykrywany jest nastgpnie w mikroskopie
fluorescencyjnym. Mikroskopowa detekcja miejsca hybrydyzacji
sondy mozliwa jest dzigki wyznakowaniu jej bezposrednio barwnikiem
fluorochromowym lub poprzez modyfikacje chemiczne np. biotyna lub
digoksygeneing. Te ostatnie sondy wykrywane sa w reakcji
immunocytochemicznej z przeciwcialami sprzezonymi z
fluorochromem. Zastosowanie sond wyznakowanych ro6znymi
fluorochromami emitujacymi fluorescencj¢ w réznych kolorach (tzw.
wielobarwna FISH) umozliwia rownoczesna identyfikacje kilku

Sekwencji DNA w jednej komorce.

Analiza cytogenetyczna metoda FISH jest bardzo prosta i
polegana stwierdzaniu obecnosci (lub braku), ocenie wielkosci, liczby
oraz lokalizacji sygnatu fluorescencyjnego sondy w chromosomach.

W zwiazku z tym, ze stosowane w badaniu metoda FISH
sondy musza mie¢ okreslong specyficzno$é, metoda ta umozliwia
identyfikacj¢ tylko tych aberracji chromosomowych, ktorych
obecno$¢ lub lokalizacja w genomie zostata juz weze$niej stwierdzona
innymi metodami. A zatem jest to metoda uzupetniajaca klasyczna
analiz¢ prazkowa chromosomow i nie moze zastapi¢ jej w ocenie
kariotypu.

Wsrod licznych modyfikacji podstawowej techniki FISH
wykorzystywanych w diagnostyce cytogenetycznej wymienic¢ nalezy
przede wszystkim techniki M-FISH i SKY, (ang. multiplex FISH i
spectral karyotyping) oraz pordwnawcza hybrydyzacj¢ genomowa
(CGH, ang. comparative genomic hybridization). Metody te
umozliwiaja analiz¢ calego genomu w jednym badaniu. W tzw.
wielobarwnym kariotypowaniu chromosomy identyfikowane sa przy
pomocy sond molekularnych wyznakowanych mieszaning kilku
fluorochroméw stosowanych w roéznych kombinacjach lub
proporcjach ilosciowych. W wyniku analizy widmowe;j fluorescencji
poszczegdlnych chromosoméw (z wykorzystaniem zestawu
odpowiednich filtréw lub spektrofotometru), dokonywanej w
komputerze, nadawane sa im sztuczne barwy. Kazdy z 24
chromosoméw uwidoczniony jest w innym kolorze. Ocena kariotypu
ta metoda polega wigc na analizie barwnego, a nie prazkowego obrazu
chromosomow. Ta metoda wykorzystywana jest zarowno do
niezwykle trudnej technicznie diagnostyki licznych i zlozonych
aberracji wystgpujacych w komorkach nowotworowych jak tez do
rozpoznawania aberracji konstytucyjnych, szczegdlnie ztozonych
rearanzacji, chromosomoéw markerowych czy innych addycji
nieznanego pochodzenia. Podstawowym ograniczeniem tej metody
badawczej jest stosunkowo mata czulo$¢ oraz brak mozliwosci
identyfikacji, nie manifestujacych si¢ zmiana koloru, aberracji
powstajacych w obrebie jednego chromosomu.

Technika CGH (ang. comparative genome hybridization)
umozliwia wykrywanie zmian w chromosomach o charakterze
delecji, duplikacji oraz  amplifikacji. Polega na hybrydyzacji
mieszaniny, wyznakowanego (w réznych kolorach) DNA komorki
badanej i komorki referencyjnej do prawidtowych chromosoméow w
preparacie cytologicznym. Komputerowa, ilosciowa analiza
fluorescencji  DNA komorki badanej i referencyjnej wzdhuz
poszczegodlnych chromosoméw umozliwia uzyskanie profili
wzglednej intensywnosci fluorescencji dla kazdego chromosomu.
Jesli w badanym DNA pacjenta nie ma nieprawidtowos$ci to mieszcza
si¢ one w okreslonym zakresie tzw. wartosci progowych (0.75 1.25).
Delecje lub amplifikacje okreslonych sekwencji DNA
chromosomowego skutkuja zmniejszeniem lub zwigkszeniem
uzyskanych dla nich wartoéci wzglednej fluorescencji w stosunku do
wartosci referencyjnych. Nastgpuje wowczas przesunigeie profilu
intensywnosci fluorescencji tych regiondéw chromosomowych poza
warto$ci progowe. W udoskonalonej wersji tej techniki badawczej
(okreslanej jako HR-CGH od ang. high resolution-CGH) dzigki
zastapieniu sztywnych progéw referencyjnych, identycznych dla
kazdego chromosomu, tzw. profilami dynamicznymi, specyficznymi
dla kazdego z chromosomow, uzyskano zwigkszenie czutosci metody
z ~ 10 Mpz do ~ 3 Mpz. Nowa, rozwijana obecnie modyfikacja
techniki CGH jest CGH do mikromacierzy (ang. array CGH - aCGH).
Roézni ja od klasycznej metody CGH tyko to, ze mieszanina DNA
badanego i referencyjnego hybrydyzowana jest nie do chromosomow
metafazowych, lecz do zmapowanych wczesniej i umieszczonych na
plytce klonéw genomowych  (okre$lonych sekwencji DNA).
Mikromacierze moga by¢ konstruowane dla pojedynczych
chromosomoéw, specyficznych regionéw chromosomowych lub tez
dla catego genomu komorki. Zastosowany w mikromacierzy zestaw
klonow, ich wielko$¢ oraz odleglos¢ migedzy nimi w  genomie
decyduja o mozliwosciach diagnostycznych, czutosci i rozdzielczosci
metody. Stosowane obecnie mikromacierze maja rozdzielczo$¢ w
zakresie od 1 Mpz -100 Kpz, a nawet do 10 Kpz. Tak wigc metoda ta
umozliwia analizg¢ kariotypu z precyzja nicosiagalna dotychczas
innymi metodami.
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Dostgpne komercyjnie tzw. mikromacierze kliniczne
umozliwiaja identyfikacje w jednym te$cie diagnostycznym
mikrodelecji odpowiedzialnych za wszystkie znane zespoty
mikrodelecyjne, rozpoznanie aberracji subtelomerowych oraz innych,
znanych defektow genomu warunkujacych choroby genetyczne.

Technika CGH znalazta wykorzystanie zaréwno w
cytogenetyce onkologicznej jak tez do analizy kariotypu
konstytucyjnego. Podstawowa zaleta metody CGH jest mozliwos¢
analizy kariotypu bez potrzeby hodowli komorek i sporzadzania z nich
preparatow chromosomowych. Jest to szczego6lnie istotne dla badan
komorek nowotworowych o matej aktywnosci proliferacyjnej. Wada
tej metody badawczej jest brak mozliwosci identyfikacji aberracji
zrownowazonych, np. charakterystycznego dla przewlektej biataczki
szpikowej chromosomu Philadelfia [t(9;22)].

Przyktady wykorzystania mozliwosci diagnostycznych techniki
FISH w praktyce klinicznej

Jak juz wspomniano wczesniej wprowadzenie do badan
cytogenetycznych techniki FISH znacznie poszerzyto mozliwosci
diagnostyczne tych badan. Ta metoda analizy chromosomowej stanowi
niezb¢dne uzupetnienie prazkowych metod oceny kariotypu
konstytucyjnego jak tez komodrek nowotworowych (Tab.3). W
zespotach mikrodelecji / mikroduplikacji FISH stosowana jest od
wielu juz lat jako metoda z wyboru (tabela 4, Fot.2a).

Tabela 3. Zakres wykorzystania techniki FISH w diagnostyce
chorob dziedzicznych

®  Wykrywanie submikroskopowych aberracji
chromosomowych

® Identyfikacja dodatkowego materialu chromosomowego

L] Precyzyjna charakterystyka ztozonych aberracji
chromosomowych

®  Szybka diagnostyka najczgstszych aneuploidii
chromosomoéw 13, 18,21 oraz X 1Y

Tabela 4. Wybrane zespoly mikrodelecji / mikroduplikacji
chromosomowych

Zespot Delecja /duplikacja
®  Monosomii 1p36 1p36.3
®  Wolfa-Hirschhorna 4pl16.3
®  Criduchat 5pl15.3
® Williamsa 7ql1.23
®  Beckwitha Wiedemanna dupllpl5.5
®  Pradera i Williego/Angelmana 15q11ql3
®  Rubinstein Taybi 16p13.3
® Millera i Dieckera 17p13.3
[ Smitha i Magenis 17p11.2
®  Charcot Marie Tooth 1A dup 17p11.2
®  DiGeorgea/VCFS 22ql1.2
[ Monosomii 22q13 22q13.3
® Kallmanna Xp22.3

Diagnostyka cytogenetyczna tych zespoldw ma szczegodlne znaczenie
dla weryfikacji, nie zawsze jednoznacznego, rozpoznania klinicznego.
Charakterystyczne dla zespotow mikrodelecji szerokie spektrum
zmienno$ci objawow jest podstawowa przyczyna trudno$ci w ich
diagnostyce. Zarowno w réznych zespotach jak i poszczegdlnych
przypadkach okreslonego zespotu, delecje moga si¢ r6zni¢ wielko$cia
od submikroskopowych do duzych, widocznych w badaniu kariotypu
metodami klasycznymi.. Skuteczno$¢ i wiarygodnos¢ wyniku
prazkowej oceny kariotypu zalezy w tych sytuacjach diagnostycznych
od wielkosci delecji wystgpujacej w danym przypadku czy zespole.
Dlatego tylko badanie metoda FISH z zastosowaniem specyficznej
sondy molekularnej (rozpoznajacej krytyczny dla zespolu region
chromosomu) zapewnia skuteczna identyfikacj¢ delecjia tym samym

.petna diagnostyke choroby

Dzigki technice FISH odkrytych zostato wiele nowych zespotow
mikrodelecyjnych, dla wielu takze ustalono minimalng wielko$¢
defektu chromosomowego warunkujacego okreslony zespot
kliniczny. Analiza zréznicowanego obrazu klinicznego pacjentow z
tym samym zespotem i rézna wielkoscia stwierdzonego defektu
chromosomowego umozliwita przypisanie poszczegoélnych cech
zespotu okreslonym miejscom w chromosomie. Wyjasniona zostata w
ten sposdb zmienno$¢ fenotypowa takich zespotéw mikrodelecyjnych
jak: Pradera -Williego i Angelmana, Cri du chat, monosomii 1p36, czy
tez zespolow uwarunkowanych rearanzacjami chromosomu 17p.
Poznane zostato takze podloze zmiennosci fenotypowej zespotu
Wolfa-Hirschhorna uwarunkowanego delecja chromosomu 4p.
Okazalo si¢ bowiem, ze w wielu przypadkach nieprawidtowy
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 przyktad korzysci
diagnostycznych i poznawczych  jakie przyniosty metody
cytogenetyki molekularnej stanowi identyfikacja
submikroskopowych aberracji w regionach subtelomerowych
chromosomow (Fot.2b). Aberracje te rozpoznawane sa w okoto 5%
przypadkow niespecyficznej (o nieznanej etiologii)
niepetnosprawnosci intelektualnej (NI). Jest to mozliwe dzigki
opracowaniu testu diagnostycznego zawierajacego zestaw sond
specyficznych dla regionow subtelomerowych 41 chromosomow.
Umozliwia on analizg tych regiondw i rozpoznawanie ich rearanzacji
w jednym badaniu. Badania przeprowadzone w okreslonych klinicznie
grupach pacjentow (tabela 5) wykazaty, ze aberracje te w okoto 30%
przypadkow maja charakter rodzinny. Mozliwos$¢ ich wykrywania ma
wige nie tylko znaczenie diagnostyczne i poznawcze lecz takze
stanowi podstawg dla profilaktyki choroby w rodzinie.

Tabela 5. Kryteria wlaczenia do badania regionéw
subtelomerowych

Niepetnosprawnos¢ intelektualna (przypadki NI w
rodzinie)

Cechy dysmorfii i/lub drobne wady rozwojowe
Prawidtowy kariotyp rutynowy

Wykluczony zespot FraX

Prawidlowy wynik podstawowego testu metabolicznego

Znakomita ilustracja postgpu jaki dokonat si¢ w zakresie diagnostyki
cytogenetycznej moze by¢ przypadek jednej z rodzin
zarejestrowanych ponad 20 lat temu w Poradni Genetycznej naszego
Zaktadu. Powodem zgloszenia byt fakt urodzenia trojga dzieci z
cechami glebokiego uposledzenia psychoruchowego i wadami
rozwojowymi. Dopiero niedawno, dzigki zastosowaniu testu
telomerowego opartego na technice FISH, u ojca tych dzieci
stwierdzona zostata zroéwnowazona aberracja subtelomerowa.
Nosicielem tej aberracji okazat si¢ takze dziadek chorych, zmarlych
juz dzieci i jak nalezy sadzi¢ z analizy rodowodu wykazujacego liczne
przypadki NI w rodzinie takze jego siostra.

Uzyskanie wyniku diagnostycznego umozliwilo wigc udzielenie
pelnej porady genetycznej tej rodzinie. Wsrod niezaprzeczalnych
korzy$ci jakie przyniosta mozliwo$¢ analizy regiondéw
subtelomewrowych wymieni¢ trzeba nie tylko wyjasnienie przyczyn
uposledzenia umystowego w licznych przypadkach klinicznych ale
takze poznanie i/ lub charakterystyke nowych zespolow
mikrodelecyjnych, ktérych defekt zlokalizowany jest w tych
regionach chromosomowych. Przyktadem moga tu by¢ zespoty
monosomii 1p36, 16p13.3 czy 22q13.Wsréd wielu innych korzysci
diagnostycznych jakie przyniosto zastosowanie FISH w badaniach
cytogenetycznych trzeba wymieni¢ mozliwo$¢ identyfikacji
dodatkowego materialu chromosomowego oraz bardziej skuteczna i



Str. 26

Wspélczesne mozliwosci cytogenetyki
klinicznej w diagnostyce chordéb genetycznych

wiarygodna identyfikacje ztozonych rearanzacji chromosomowych
(Fot.3)). Z Kklinicznego punktu widzenia szczegoélnie wazna jest
mozliwo$¢ identyfikacji niektérych regionéw chromosoméw plei
(zwlaszcza chromosomu Y) w przypadkach zaburzen réznicowania
plciowego, obojnactwa i rd6znych postaci dysgenezji gonad. U 0séb z
cechami fenotypowymi zespotu Turnera i mozaikowym kariotypem
wykazujacych obecno$¢ chromosomoéw markerowych (wystgpujacych
zamiast jednego chromosomu plci) wilasciwa identyfikacja tych
chromosoméw ma istotne znaczenie dla oceny ryzyka rozwoju procesu
nowotworowego w gonadach (Fot.3a). Jest ono rzgdu 30% jesli u osoby
z dysgenetycznymi gonadami w chromosomie markerowym obecny
jestmateriat chromosomu Y. Wynik badania metoda FISH stanowi wigc
podstawe do podjgcia okreslonego postgpowania terapeutycznego
zapobiegajacego rozwojowi nowotworu. Dzigki tej metodzie analizy
chromosoméw mozna w niektorych przypadkach wyjasni¢ przyczyng
niezgodnosci ptci fenotypowej z plcia chromosomalna. Mozna np.
wykaza¢, ze u chtopcow z prawidlowym kariotypem zenskim obecny
jest (niewidoczny w badaniu klasycznym kariotypu) fragment krétkich
ramion chromosomu Y.

Na zakonczenie nie dajacej si¢ wyczerpa¢ w tym migjscu
dhugiej listy zastosowan techniki FISH w badaniach cytogenetycznych
wymieni¢ jeszcze nalezy mozliwo$¢ szybkiej (w ciagu 1-2 dni)
diagnostyki najczgstszych aneuploidii chromosomow 13, 18, 21 oraz X
i Y. Chromosomy te moga by¢ identyfikowane metoda FISH w nie
dzielacych si¢ komoérkach interfazowych. Nie ma wigc potrzeby
hodowli komorek co skraca znacznie czas badania. Podkresli¢ jednak
trzeba, ze badanie to jest przydatne tylko w specyficznych sytuacjach
klinicznych (np. w badaniach prenatalnych) wymagajacych szybkiego
potwierdzenia obecnosci jednej z wymienionych aberracji.

Wsrod nowych metod diagnostycznych, coraz szerzej
stosowanych w ostatnich latach do identyfikacji niezréwnowazenia
genomowego 1 wykorzystywanych takze do szybkiej diagnostyki
cytogenetycznej aneuploidii, aberracji regionow subtelomerowych czy
innych aberracji submikroskopowych znalazty si¢ niektére 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 sa znacznie
prostsze, tansze a takze mniej pracochtonne anizeli badania
wykorzystujace technikg FISH.

Trudno przeceni¢ dzisiaj znaczenie omdwionych tutaj metod
cytogenetyki molekularnej zaréwno w diagnostyce klinicznej zespolow
chromosomowych jak tez niezwykle trudnej technicznie diagnostyce
aberracji komoérek nowotworowych. Na zakonczenie warto moze
przytoczy¢ jeszcze wyniki badan przeprowadzonych metodami HR-
CGH i a CGH w wymienionych wczesniej grupach pacjentow, u
ktorych standardowe badania cytogenetyczne nie rozstrzygnely
problemu diagnostycznego. Dotyczy to tych przypadkow, w ktorych
obraz kliniczny pacjenta sugeruje aberracj¢ chromosomowa, a badanie
cytogenetyczne wykazuje obecno$é zroOwnowazonej rearanzacji
chromosomowej lub tez prawidtowy kariotyp. Dzigki zastosowaniu
tych nowych metod badawczych stwierdzono, ze za znaczng czgs$¢ tych
przypadkow klinicznych, odpowiedzialne jest, zazwyczaj
submikroskopowe, niezréwnowazenie genomu nie rozpoznane w
standardowym badaniu cytogenetycznym (Fot.4). Odsetek takich
przypadkow (10  38% pacjentdw ze zrownowazona rearanzacja
chromosomowa i ~12% pacjentow z prawidlowym kariotypem)
$wiadczy zaréwno o skali problemoéw diagnostycznych jak tez o
wartosci i przydatno$ci nowoczesnych metod cytogenetyki i biologii
molekularnej dla diagnostyki choréb dziedzicznych.

Podsumowanie

Chociaz w ostatnich latach jesteSmy $wiadkami kolejnego juz
przetomu  technologicznego w zakresie diagnostyki klinicznej
aberracji chromosomowych, to konwencjonalne metody analizy
kariotypu maja nadal wazna rolg w procesie diagnostycznym.

Ani powstanie cytogenetyki molekularnej ani rozwijajaca si¢ obecnie
technika porownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy,
umozliwiajaca analiz¢ genomu z nicosiagalng dotychczas
rozdzielczoscia, nie eliminuja z procesu diagnostycznego

tradycyjnych metod cytogenetycznych. Wynika to z faktu, ze zadna ze

stosowanych dotychczas metod analizy chromosomoéw nie jest
uniwersalna i wystarczajaca do pelnej oceny kariotypu, tzn. do
precyzyjnej identyfikacji wszystkich aberracji chromosomowych.
State doskonalenie metod cytogenetyki molekularnej sprawia, ze
coraz cze$ciej rozpoznajemy aberracje chromosomowe w
przypadkach, w ktorych dotychczas nie bylo to mozliwe. Coraz
czesciej jednak petna diagnostyka aberracji wymaga zastosowania
kilku, wzajemnie uzupetniajacych si¢ metod badawczych, a aberracje
identyfikowane dzigki najnowszym osiagnigciom metodycznym
musza by¢ weryfikowane innymi, sprawdzonymi juz, metodami. Tak
wigc spektakularny wzrost, w ostatnich latach, skuteczno$ci i
wiarygodnos$ci cytogenetycznej diagnostyki klinicznej wiaze sig, o
czym nie mozna nie wspomnie¢, ze znacznym wzrostem jej kosztow.
Wielkie nadzieje na ich obnizenie w niedalekiej przyszto$ci wiazaé
mozna z wprowadzeniem do rutynowej diagnostyki doskonalszych
wersji roznego typu mikromacierzy i automatyzacji samego procesu
diagnostycznego.

Fot.1. Obraz prazkowy chromosomoéw. (a) osoby z prawidlowym
kariotypem zenskim. Chromosomy widoczne pod mikroskopem (po
lewej stronie) oraz utozony, zgodnie z obowiazujacymi zasadami
kariogram (po prawej stronie), ( b) kariogram pacjenta, u ktérego
stwierdzono translokacyjna trisomi¢ chromosomu 13 pary.
Nieprawidlowy chromosom zaznaczono strzatka.
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Prosimy uprzejmie, tych wszystkich
Laboratoryjnych, ktorzy ostatnio:

PT Diagnostow

- uzyskali specjalizacje,

- zmienili adres zamieszkania,
- zmienili dowod osobisty,

- zmienili zaklad pracy,

- zmienili nazwisko,

aby w trybie pilnym przestali do biura KIDL kserokopi¢
(potwierdzong za zgodnos$¢ odpisu z oryginalem), w/w
dokumentow, zgodnie z art. 8 ust. 3 ustawy z dnia 27 lipca
2001 r. o diagnostyce laboratoryjnej (tekst jednolity: Dz.
U. 2004.144.1529 z pozn. zm.).

Sekretarz KRDL
Czeslaw Glowniak
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Fot.2 Submikroskopowe aberracje chromosomowe zidentyfikowane
metoda FISH. (a) mikrodelecja chromosomu 7q11.23 typowa dla
zespotu Williama. Nieprawidtowy chromosom zaznaczono strzatka
(b) trisomia regionu subtelomerowego chromosomu 4p
[der(13)t(4;13)] stwierdzona u pacjenta z cechami niepetnosprawnosci
intelektualne;..

Fot3 Dwa przyktady identyfikacji aberracji chromosomowych
metoda FISH (a) chromosom markerowy pochodzacy z chromosomu
X stwierdzony u pacjentki z zespotem Turnera. Nieprawidtowy
chromosom zaznaczono strzatka. (b) Obraz zlozonej translokacji
pomigdzy chromosomami 1, 5 i 7 uzyskany metoda FISH z sondami
malujacymi (chromosomy 1 i 7 odpowiednio w kolorze zielonym i
czerwonym).

wcep1/

Fot.4 Przyklad identyfikacji delecji chromosomu 1 metoda HR-CGH.
(a) obraz prazkowy tego chromosomu (b) Nieprawidtowy profil
intensywnos$ci fluorescencji chromosomu 1 wykazujacy obecno$é
delecji (zaznaczonej na wzorcu prazkowym tego chromosomu w
kolorze czerwonym) (c) weryfikacja wyniku diagnostycznego metoda
FISH z odpowiednimi sondami molekularnymi. Chromosom z delecja
zaznaczono strzatka.

] |
\ O
% 1 o
'v\ - L |
W =
5§ 0
'~ h
P oy |
a b c

Choroba Huntingtona zasady i metody
diagnostyki molekularnej.
dr n. biol. Dorota Hoffman-Zacharskal, dr n. biol. Anna Sulek-
Piatkowska2
1 Zaktad Genetyki Medycznej; Instytut Matki i Dziecka w Warszawie
2 Zaktad Genetyki; Instytut Psychiatrii i Neurologii w Warszawie

Choroba Huntingtona [MIM +143100] (ang. Huntington Disease, HD)
nalezy do grupy postgpujacych chorob neurodegeneracyjnych. Jest to
najczeséciej wystepujaca (1:10 000 oséb w populacjach kaukaskich
pochodzenia europejskiego) genetycznie uwarunkowana choroba
uktadu nerwowego. Nazwa choroby wywodzi si¢ od nazwiska lekarza
G. Huntingtona, ktory w 1872 w artykule poswigconym réznym
formom plasawicy (On Chorea) opisat ta jednostke jako postepujaca i
dziedziczna formge plasawicy. Stad tez pozniejsza jej nazwa plasawica
Huntingtona (Huntington chorea). Plasawica to jednak tylko jeden z
objawow zaburzen ruchowych charakterystycznych dla tej choroby,
ktorym towarzysza ponadto zaburzenia poznawcze i emocjonalne.
Dlatego w chwili obecnej za prawidtowa nazwe jednostki uwaza sig
choroba Huntingtona, chociaz w pi§miennictwie medycznym jak i w
praktyce codziennej czgsto wciaz spotyka si¢ okreslenie plasawica
Huntingtona.

Ogolna charakterystyka choroby Huntingtona

Choroba nalezy do grupy chordb neurodegeneracyjnych o péznym
poczatku. Wiek zachorowania u wigkszosci pacjentdow to
czwarta/piata dekada zycia. Jednakze choroba moze rozpoczynac si¢
w kazdym wieku i dlatego wyrdznia sig jej trzy postacie:

- posta¢ mtodziencza 10% chorych; wiek zachorowania ponizej 20 r.Z.
(2% posta¢ dziecigca o - wieku zachorowania ponizej 10 r.z.); jest to
najostrzejsza postac choroby zazwyczaj - dziedziczona po chorym ojcu
- posta¢ wieku sredniego 80% pacjentow (formaklasyczna HD)

- posta¢ wieku podesztego 10% chorych, wiek zachorowania powyzej
60r.z.

Choroba Huntingtona jest choroba postepujaca prowadzaca do
inwalidztwa chorego a nastgpnie jego $mierci, w przeciagu 15-20 lat
od momentu wystapienia objawow.
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Choroba Huntingtona zasady i metody diagnostyki
molekularnej.

Genetyka, podloze molekularne choroby Huntingtona

Choroba Huntingtona przekazywana jest jako cecha autosomalna
dominujaca o penetracji zaleznej od wieku. W dziedziczeniu obserwuje
si¢ zjawisko antycypacji, czyli wczesniejszego wystgpowania objawow
1 ostrzejszego przebiegu choroby w kolejnych pokoleniach. Efektem
fenotypowym zjawiska antycypacji jest pojawianie si¢ w rodzinach
mtodzienczej/dziecigcej postaci HD, obserwowane glownie w
odojcowskim dziedziczeniu choroby (90%). Forma wczesna HD w
moze wystegpowaé w dziedziczeniu odmatczynym, jednakze w tych
przypadkach objawy choroby rozwijaja si¢ u matki juz w wieku 20-26
lat. Takie przypadki sa niezwykle rzadkie.

Podtoze molekularne choroby Huntingtona stanowi muatcja
dynamiczna mikrosatelitarnej sekwencji trojnujkleotydowej (CAG)n
potozonej w obrgbie 1-szego eksonu genu IT15 [locus 4pl16.3].
Sekwencja ta jest wysokopolimorficzna; u osoéb zdrowych liczba
powtorzen wystepuje w zakresie do 35 u 0sob chorych przekracza 36, z
tym, ze allele w zakresie 36-39 powtdrzen wykazuja niepeina
penetracje. Liczba powtorzen w zakresie chorobotwdrczym (obecnie
oznaczonym jako od 36 do ponad 200) koreluje z wickiem
zachorowania pacjentow  im wigksza liczba powtdrzen tym
wczesniejszy wiek zachorowania. Szczegodlnie widoczne jest to w
mlodzienczej/dziecigcej postaci HD, gdzie liczba powtdrzen zawsze
przekracza 50/55 a w przypadkach zachorowania w pierwszej dekadzie
zycia wystepuje w granicach 80-100 powtorzen a niekiedy przekracza
200 (najwyzsza opisane liczba powtdrzen to 265 i 250 przy
zachorowaniu, odpowiednio w 3,512,5r.z.). Jak juz wspomniano forma
wczesna HD wystepuje zazwyczaj w dziedziczeniu choroby od ojca, co
jest wynikiem wyzszej niestabilnosci sekwencji w spermatogenezie niz
oogenezie. Jezeli nieprawidlowy gen przekazywany jest przez kobietg,
zmiana liczby powtorzen waha si¢ w granicach +/-3 przy podobnej
czestosci ekspans;ji i kontrakcji. Jezeli natomiast allel chorobotworczy
przekazywany jest przez mezczyzng to dominuje zjawisko ekspansji,
ktoérej stopnia trudno przewidzie¢, chociaz mozna spodziewaé si¢
zalezno$ci migdzy stopniem mutacji a zakresem chorobotworczym
(CAG)n. Niestabilnos¢ powtdrzen w spermatogenezie tlumaczy nie
tylko odojcowska antycypacje w dziedziczeniu HD, ale takze
wystepowanie sporadycznych przypadkow HD. Mutacja de novo jest
wynikiem ekspansji liczby powtorzen bliskiej gornej granicy zakresu
prawidlowego. Opisywane do tej pory przypadki dotycza liczby
powtdrzen z zakresu 32-35 w dziedziczeniu odojcowskim.

Schemat genu IT15 i lokalizacji polimorficznej sekwencji (CAG)n
przedstawionona Ryc.1

Diagnostyka molekularna choroby Huntingtona

Od roku 1993 diagnostyka molekularna HD opiera si¢ na tescie
bezposrednim obejmujacym analizg liczby powtorzen (CAG)n w genie
IT15 i ustaleniu czy u badanego miesci si¢ ona w zakresie patogennym
czy prawidtowym (badanie obejmuje oba allele genu).

W tym celu wykonuje si¢ analiz¢ obszaru powtorzen (CAG)n
uzupeliang niekiedy analiza obszaru powtdrzen (CAG)n wraz z
przylegtym niskopolimorficznym obszarem powtorzen (CCG)n.
Metodyka badania opiera si¢ na przeprowadzeniu reakcji PCR (DNA
izolowany jest z leukocytéw krwi obwodowej) i analizie produktow
amplifikacji przy zastosowaniu wysokorozdzielczej elektroforezy w
warunkach denaturujacych.

Schemat analizowanego obszaru oraz metody badania przedstawiono
naRyc.2.

W rodzinach, ktorych podejrzewa si¢ wystgpowanie lub wystepuje
choroba Huntingtona mozna wykona¢ trzy rodzaje badan
molekularnych:

- badanie diagnostyczne; wykonywane u 0s6b z rozpoznaniem choroby
(jest to badanie potwierdzajace/wykluczajace diagnozg¢ kliniczna).
Badanie to wykonuje si¢ niezaleznie od wieku
pacjenta. Jako Ze czgsto§¢ mutacji de novo moze by¢ wigksza niz
obecnie szacowana (nawet -do 10% zachorowan), badanie tego typu
powinno by¢ przeprowadzone w kazdym przypadku, gdy obraz
kliniczny wskazuje na chorobg, nawet pomimo braku wywiadu

rodzinnego. Podobnie w przypadkach lekoopornej padaczki wraz z
objawami postgpujacej encefalopatii u dzieci, gdzie powinno by¢
elementem diagnostyki réznicowej. Dotyczy to szczegdlnie bardzo
wczesnej (dziecigcej) postaci HD, charakteryzujacej si¢
niespecyficznym obrazem klinicznym oraz mozliwoscia wystapienia
objawow wczesniej niz u rodzica-nosiciela (przypadki bardzo
rzadkie).

Jako ze fenokopie HD obejmuja okoto 3% przypadkow chorych z
klinicznym rozpoznaniem HD kierowanych na badanie molekularne,
w przypadku braku mutacji genie /715 mozliwe jest rozwazenie
badania innych locijak SCA17, DRPLA, HDL11HDL?2

-badanie przedobjawowe (przedkliniczne); wykonywane jest tylko
u o0séb petoletnich pochodzacych z rodzin obciazonych HD
(zarowno z 50% jak 1 25% ryzykiem zachorowania)

Badania tego typu wykonywane moga by¢ tylko na wlasne zyczenie
osoby zainteresowanej 1 zawsze zwiazane z poradnictwem
genetycznym (praktycznie skierowanie na badania powinno
pochodzi¢ z Poradni Genetycznej). Tego typu badania nie wykonuje
si¢ u dzieci 0 50% ryzyku zachorowania niewykazujacych objawow
choroby (nawet na zyczenie rodzicow).

- badanie prenatalne; obejmuje analiz¢ DNA ptodu, jezeli jedno z
rodzicow jest chore, (jezeli to mozliwe rozpoznanie kliniczne
powinno zosta¢ potwierdzone badaniem molekularnym) lub jest
nosicielem mutacji w okresie przedobjawowym choroby (rodzic, u
ktorego wystepuje ryzyko zachorowania musi najpierw poddaé sig
badaniu przedobjawowemu). W przypadku tego badania istotna jest
mozliwo$¢ wykonania réwnoczesnej analizy DNA ptodu i obojga
rodzicow.

W przypadku choroby Huntingtona, podobnie jak i innych chorob
monogenowych o pdéznym wieku zachorowania, najwigcej
kontrowersji budzi wykonywanie testow przedobjawowych (badanie
prenatalne mozna traktowaé jako szczegdlny przypadek takiego
badania), dlatego juz w 1994 roku przedstawiciele World Federation
of Neurology Research Group on Huntington Disease oraz
International Huntington Association opracowali wskazania do
wykonywania tego typu badan/testow Guidelines for the molecular
predictive test in Huntington's disease. Zasady te nie maja mocy
prawnej, lecz stanowia wytyczne dla ustalenia jednolitych procedur w
osrodkach z roznych krajow o réoznym podejsciu i doswiadczeniu w
postgpowaniu z rodzinami dotknigtymi ta choroba. Wytyczne te staly
si¢ ponadto wzorem do opracowania zasad poradnictwa i diagnostyki
innych dziedzicznych chor6b neurodegeneracyjnych o p6znym wieku
zachorowania jak ataksje rdzeniowo-moézdzkowe i choroba
Parkinsona. Od 2001 roku przygotowywane sa przez IHA wytyczne
do przeprowadzania testow diagnostycznych Guidelines for
diagnostic genetic testing for Huntington's disease as an addition to
the predictive test guidelines.

Wieloletnie doswiadczenia zwiazane z przeprowadzaniem
molekularnych testow diagnostycznych pozwolity réwniez na
opracowanie wytycznych dotyczacych stosowanej metodyki badan
jak 1 interpretacji uzyskiwanych wynikow, ktore zostaty
przedstawione w Tab.nr 1.

Sprawa kontrowersyjna i zalezna od lokalnych ustalen jest podawanie
na wyniku badan laboratoryjnych liczby powtdrzen (CAG),. Po
pierwsze, dlatego, ze liczba powtdrzen nie pozwala przewidywac¢ w
konkretnym przypadku ani wieku zachorowania ani klinicznego
przebiegu choroby Po drugie oznaczenie liczby powtorzen zawsze
obarczone jest pewnym bledem, co wynika ze stosowanej metodyki
[EMQN dopuszcza réznice +/- 3 powtdrzenia w zakresie patogennymi
i +/- 1 powtdrzenie w zakresie prawidtowym], tak wiec poréwnanie
wynikéw uzyskanych z rdéznych laboratoridw przez osobg
niekompetentna (np. pacjenta) mogloby podwazac ich wiarygodnos¢.
Nalezy wzia¢ pod uwage fakt, ze w niektorych laboratoriach nie
oznacza si¢ dokladnie liczby powtdrzen, lecz jedynie okresla czy
allele znajduja si¢ w zakresie alleli prawidlowych, nieprawidtowych
czy tzw. alleli posrednich.
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Szczegotowe dane dotyczace zasad testow diagnostycznych w
chorobie Huntingtona znajduja si¢ w  publikacjach
wyszczegolnionych ponizej:

Levin B, Richie KL, Jakupciak JP (2006) Advances in Huntington's
disease diagnostics: development of a standard reference material.;
Expert Rev Mol Diagn 6(4)587-596

Potter NT, Spector EB, Prior TW (2004) Technical standards and
Guidelines for Huntington Disease Testing.; Genet Med. 6(1): 61-65
American College of Medical Genetics, American Society of Human
Genetics (ACMG/ASHG) Genetic Testing Working Group.
Laboratory guidelines for Huntington disease genetic testing. (1998)
AmJ Hum Genet 62, 1243-1247

Guidelines for the molecular genetics predictive test in Huntington's
disease. International Huntington Association (IHA) and the World
Federation of Neurology (WFN) Research Group on Huntington's
Chorea. (1994). Neurology44. 1533-1536

Tab. nr 1 Tabela przedstawia zakresy liczby powtorzen (CAG)n w
genie IT15, wyodrgbnione ze wzgledu na interpretacje wynikow
(pacjent- osoba z objawami HD, badany osoba zdrowa)

| Liczba powtorzen CAG | Zakres Tallel Imerpretacia
powtdreed

|
pacientbadany nie jest choryinie sachoruje ia |

| niepatogenny | prawidlowy (PR}
$-26 HD
(u badanego nie ma podwyzszonego rvavka
o wystapienia HD) |
niepalogenny | posredni {INT} | pacjent/badany nie jest chory/ nie schomje na
27-33 HD |

(u badanego wystgpuje allel o podwyiszone
| nicstabilnoda, klory mode ulec mutacgi do I

| zakresu ch CEO Prey i

| 20 potomstwu®)

| * powivnn wwrzlgduié sig informey, b opisim ki
provpadl jok na razie ke w dziedricrenin odaj i
patogenny nicprawidlowy (NP) | u pacjenta 2 rozpoznanicm HE jest to

36-39 porwierdzcnic diagnosy Klinicanej ‘

{n badanepo wystepuje podwyzszone rvivko
wystgpienia HD, moie snchorowsd lub nie)

p ; p v (NF) [ p ¥ jest chory/zachomje ma HD
|J[iipcvw_\'7cj |

Ryc. 1 Schemat genu IT15 z zaznaczona w eksonie 1 lokalizacja
polimorficznych powtérzen (CAG)n. Zaznaczono zakresy powtdrzen
istotne dla badan diagnostycznych.

allele nieprawidiowe o obniZonej penetracji (36 - 39)

362?\ / podatne na mutacje allele prawidtowe (27 - 35)
allele prawidiowe (< 26 )
i eksan genIT-15

ATG

SKLADKA CZLONKOWSKA W KIDL WYNQOSI
15,00 Zt (PIETNASCIE ZtOTYCH)
MIESIECZNIE(podstawa prawna paragraf 1
uchwaty nr2/2003 KRDL z 13 stycznia 2003 r)

iyc. 2 A. Schematrejonu polimorficznych sekwencji (CAG)ni(CCG)n
w pierwszym eksonie genu IT15, z zaznaczonym potozeniem
starterow wykorzystywanych w diagnostyce molekularne oraz
schemat oznaczania liczby powtorzen (CAG)n. B. Rozdziat
elektroforetyczny produktow reakcji PCR z zastosowaniem starterow
HD1/HD3; B1 6% poloakryloamidowy zel deneturujacy (mocznik),
fragmenty DNA znakowane przez wbudowanie podczas reakcji PCR
a32PdCTP, B2 5,5% zel pliakryloamidowy denaturujacy (mocznik)
rozdziat elektroforetyczny i analiza w systemie ABI Prism 377,
fragmenty znakowane fluorescencyjnie (starter HD1).

HD1

—

[CAG] n =1 [CCG] 717 |
e e

HD3 Hu3

Schemat diagnostyki molekularnej HD:

1. PCR obszaru 1 eksonu genu przy zastosowaniu starterdw faczacych sig z sekwencjami
przyieghymi do rejonu powtorzen HDUHD3 (warunki reakeji wo. ¥Wraner | wsp. 1993 Mol Cell Probes 7, 235-239),
wi przypadiu stwierdzenia homozygotycznodel dia powtdrzen (CAGIN, mozliwe jest rozdzielenie aleliw oparciu
o analizg polimorfizmu rejonu powtdrzer (CCG)n z zastosowaniem zestawu starterdw HD1/HU3 (warunkd reaktji wg
Rubinsztein iwsp. 1994 Nat Genet 7, 525-530

2. Rozizial elektroforetyczny produktiw PCR (wysokoroz dzielcza elektroforeza poliakryloamid owa
w warunkach denaturujgcych

3. Okreslenie liczby powtdrzen { CAG)n wg wzoru:

wielko$¢ produktu PCR (bp) - diugosé starterdw HD1HD3 {47 bp)
n=

b |

B.A P2 aEE T s e B2
ﬁm-oo’ﬁnthem amd s rospees
G e e PR s T e e
bk & 7T
3
-
3 L e e e
i ]
e 5120
- 4 L
= - g b
= - H om [(mas
& AT 140
= 3 ) . . |
@ 3 ! Al
-~ = i) (i)
= 8 741
- ST R
* iz ixi ]
uar
- - - P —_—
o fos E
. 1714
: ' # s I
y i
- N 3 f e
b -. ¥ = 5 22438
- b L
o= B8 - (T [ ) (S—
= | 2 fites) ey
£ | B2 A
" - — - . | sllele prawidhomwe sllde nispravidiowe

NOWE METODY W DIAGNOSTYCE CHOROB
DZIEDZICZNYCH

Magdalena Nawara

Zaktad Genetyki Medycznej
Instytut Matki i Dziecka
01-211 Warszawa
Kasprzaka 17a

Diagnostyka molekularna choréb dziedzicznych wciaz pozostaje
mloda dziedzina analizy genetycznej chociaz ,,stukngto” jej juz ponad
¢wier¢ wieku. Identyfikacj¢ zmian w DNA, w badaniu rutynowym,
umozliwito po raz pierwszy specyficzne wzgledem sekwencji
nukleotydéw fragmentowanie DNA enzymami restrykcyjnymi.
Najlepsza i niekwestionowana metoda identyfikacji bledow w
informacji genetycznej jest sekwencjononowanie DNA. Technika ta
jest obecnie dostgpna w kazdym laboratorium, a ustugi tego typu za
stosunkowo niska optata oferowane sa przez dziesiatki
wyspecjalizowanych firm. Mimo tego okazuje si¢, ze w praktyce
laboratoryjnej nie rezygnuje si¢ z gotowych zestawow
diagnostycznych szczegdlnie, gdy oferuja one szybka i wiarygodna
metodg analizy calego, niekiedy bardzo duzego genu czlowieka. Tym
bardziej, ze niektore metody umozliwiaja identyfikacj¢ defektow,
ktorych nie wykrywa sekwencjonowanie. Jedna z takich metod,
znajdujaca coraz szersze uznanie jest MLPA (ang. multiplex ligation-
dependent probe amplification).
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MLPA jest nowa metoda umozliwiajaca wykrywanie zmian liczby
kopii okreslonej sekwencji DNA.W genomie diploidalnym delecja lub
duplikacja jednej z kopii genu nie zostanie zidentyfikowana w reakcji
sekwencjonowania, gdyz uzyskamy prawidtowa sekwencj¢ z drugiej
kopii. W jednej reakcji MLPA mozna analizowa¢ do 45 réznych loci.
Od czasu opracowania w 2002 roku (Schouten i wsp.) znajduje coraz
wigcej zastosowan (Tabela 1).

MLPA umozliwia jednoczesne powielanie w reakcji PCR
kilkudziesigciu roéznych  fragmentow DNA. W klasycznej
multipleksowej reakcji PCR stosuje si¢ dla kazdej powielanej
sekwencji specyficzna parg starteréw. Nadmiar starteréw i roznice w
wydajnosci amplifikacji poszczegdlnych matryc utrudniaja z reguly
pozniejsza wzgledna oceng ilosciowa. Dlatego tez w metodzie MLPA
matryca do PCR nie jest genomowy DNA, a sondy hybrydyzujace do
DNA.

Sondy MLPA sktadaja si¢ z dwoch oligonukleotydéw, a kazdy z nich
zawiera jedna sekwencj¢ komplementarna do sekwencji startera (ryc.
1A). Reakcja PCR zachodzi tylko w wypadku, gdy obie sondy po
hybrydyzacji zostang poddane reakcji ligacji i w ten sposob utworza
matrycg do PCR (ryc. 1B, C). Dla wszystkich matryc stosowana jest
jedna para uniwersalnych starterow. Rozréznienie poszczegoélnych loci
jest mozliwe dzigki temu, ze odpowiednie dla nich produkty PCR
r6znia si¢ wielkos$cia (ryc. 1D). Produkty PCR sa nastgpnie poddawane
rozdziatowi elektroforetycznemu w sekwenatorze. Porownywane sa
wzgledne réznice wysokosci (lub powierzchni) — pikow, migdzy
probkami badanego pacjenta i osoby zdrowej (ryc. 2A). Roéznice
przekraczajace warto$ci graniczne interpretowane sa jako zmiany
liczby kopii matrycy (ryc. 2B).

Z zasady dzialania tej metody wynikaja liczne jej zalety, ale rowniez
ograniczenia (Tabela 2, 3). MLPA na pewno nie jest technika
uniwersalng i nie moze by¢ stosowana do wykrywania wszystkich
typodw mutacji. Natomiast moze zastapi¢ w niektorych obszarach inne
techniki, znacznie kosztowniejsze i bardziej pracochlonne. A to
umozliwia rozszerzenie spektrum oferty diagnostycznej. W chwili
obecnej MLPA wykorzystywana jest w ponad 500 laboratoriach
biologii molekularnej na $wiecie.

Pi$miennictwo:

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.

Tabela 1.
Przyktady zastosowan metody MLPA.

wykrywanie matych rearanzacji w genach, ktorych mutacje
warunkuja choroby

(np. BRCA1, APC, DMD, MECP2, CFTR i wiele innych)
wykrywanie duzych rearanzacji chromosomowych
(zespoty Williamsa, Pradera-Williego/Angelmana,
DiGeorge'a i inne)

zmiany liczby kopii regionéw subtelomerowych

wykrywanie aneuploidii chromosomoéw 13, 18,21, X, Y
(réwniez w ptynie owodniowym)

wykrywanie metylacji wysp CpG (inaktywacja genow
supresorow nowotworowych, zespot PWS/AS, zespot

diagnostyka nowotwordéw - zmiana liczby kopii DNA

analiza mRNA gendéw zaangazowanych w procesy zapalne
i apoptoze

Tabela 2.
Zalety MLPA.

wykrywa zmiany liczby kopii ponad 40 sekwencji w jednej
reakcji

odrdoznia sekwencje rozniace si¢ jednym nukleotydem

wykorzystuje identyczny protokoét dla wielu aplikacji

charakteryzuje si¢ szybkoscia uzyskania wynikow okoto 24
godziny

wszystkie odczynniki dostarczane sa w zestawie przez
producenta

wymaga aparatury dostgpnej w wigkszosci laboratoriow
zajmujacych si¢ genetyka molekularna (termocykler i
sekwenator)

koszt jednej reakcji < 15 €

Tabela 3.
Wady MLPA.

jest wrazliwsza na zanieczyszczenia i inhibitory reakcji (np.
fenol) niz klasyczny PCR

nie moze by¢ stosowana do analizy pojedynczych komoérek
(w przeciwienstwie do FISH)

nie wykrywa zrownowazonych translokacji

nie wykrywa nieznanych mutacji innych niz duze delecje i
insercje (np. mutacji punktowych; mozliwe jest natomiast
takie zaprojektowanie sond, aby miejsce ligacji byto
doktadnie w miejscu znanej mutacji i aby reakcja nie
zachodzita w wypadku wystapienia mutacji)

ustawianie nowej aplikacji jest czaso- i pracochtonne

zestawy MLPA nie posiadaja na razie certyfikatu CE do
diagnostyki

Informujemy osoby ubiegajace si¢ o wpis na liste diagnostow
laboratoryjnych, ze do wniosku w tej sprawie (do pobrania z
naszej strony www.kidl.org.pl) nalezy dolaczy¢:

- kserokopi¢ pierwszej i drugiej strony dowodu osobistego
(potwierdzona za zgodnos¢ z oryginatem),

- kserokopi¢ dyplomu ukonczenia uczelni wyzszej
(potwierdzona za zgodno$¢ z oryginatem),

- ew. kserokopig dyplomu specjalizacji lub stopni naukowych
(potwierdzone za zgodno$c z oryginatem)

- zadwiadczenie z zakladu pracy o zatrudnieniu, a takze
dokument potwierdzajace staz pracy w diagnostyce
lab.($wiadectwo pracy)

- rote Slubowania,
- o$wiadczenie o niekaralno$ci,

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

- Zaswiadczenie o stanie zdrowia pozwalajace na
wykonywanie zawodu diagnosty laboratoryjnego (art. 9
ustawy z dnia 27 lipca 2001 r. o diagnostyce laboratoryjnej
(tekstjednolity) - Dz.U.04.144.1529)
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Nowe metody w diagnostyce choréb dziedzicznych

Rycina 1. Opis reakcji MLPA (na podstawie Schouten i WSp. )
A. Sondy komplementarne do kazdego locus rdznia si¢ dlugoscia dotaczonej specyficznej sekwencji (tzw. stuffer sequence).

B. Obie sondy hybrydyzuja do specyficznej matrycy w genomowym DNA.
C. Ligacja obu sond zachodzi z udzialem termostabilnej ligazy. Produkty ligacji sond sa amplifikowane w reakcji PCR z zastosowaniem
uniwersalnej pary starterow.
D. Powstate produkty maja r6zna wielko$¢ (130-480 par zasad) i moga zosta¢ poddane rozdziatowi elektroforetycznemu
A sekwencja startera Y / sekwencja startera X
; sekwencja ,stuffer”
sekwencja hybrydyzujaca do matrycy inna dla kazdej sondy
matryca A matryca B
C a5 ligacja / ~_ ligacja /
matryca A
pr matryca B
D
Rycina 2.
A. Wyniki analizy MLPA pordéwnanie wyniku pacjenta (niebieskie piki) i osoby zdrowej (czerwone piki). [lo§¢ uzyskanego produktu PCR
namatrycy niektorych sond z zestawu jest znacznie wyzsza u chorego.
B. Wyniki po przeanalizowaniu: sondy hybrydyzujace w regionach, ktore ulegly duplikacji przedstawione sa jako punkty ponad linia

graniczng. Sondy kontrolne przedstawione sa jako zielone punkty, a sondy z badanych regionéw na niebiesko.
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Diagnostyka boreliozy
Zgodnie ze standardami

TESTY SKRYNINGOWE
IMMUNOFLUORESCENCJA POSREDNIA

VIsE - -
N - -

e Wygodna wielkos¢: ptytki na 3, 5 lub 10 badan

® Technologia BIOCHIP: Borrelia afzelii, B. burgdorferi PLUS VISE i OspC na jednym polu
® Mozliwos¢ oceny obu klas (IgG i IgM) na dwéch polach reakcyjnych jednego szkietka

ELISA e e e

R hhhbhh
® Najwyzsza czutos¢: peten ekstrakt Borrelia E'Z ﬁ

PLUS rekombinowany antygen VIsE
® llosciowa ocena przeciwciat w klasie IgG i IgM

® Optymalizacja oceny IgM: bufor zawiera absorbent czynnika reumatoidalnego i IgG
® Testy do oceny przeciwciat w ptynie mézgowo-rdzeniowym

B. afzelii

B. burgdorferi

TESTY POTWIERDZAJACE

IgM Szybka ocena —— = |gG

1 1 1 11 1 1

p17 p19 p21  p25 p30 p31 p39 p41 p83 VIsE
OspC OspA BmpA  Flag.

® Testy Western Blot: r6znicowanie zakazen Borrelia burgdorferi, afzelii, garinii
© Testy EUROLINE-WB: uniwersalne testy o najwyzszej czutosci

® Rozdzielony elektroforetycznie peten ekstrakt Borrelia PLUS rekombinanowane biatko VIsE

PROGRAM EUROLINESCAN

e Elektroniczny odczyt pasm antygenowych -t Ao} M:n_( =

® Archiwizacja i wyszukiwanie wynikow —-! f' '““ o S S 5 -

® Przejrzysty wydruk wyniku Ty '- o e :

® Do odczytu wszystkich testéow Western Blot e e T
EUROLINE-WB i EUROLINE , M” n‘-._l k A JULL I JJ'L,
(serologia infekcji, autoagresja, alergie)  [===0 — e ——

Szkolenia pracownikow laboratoriow
Program Kontroli Jakosci 2x do roku GRATIS!

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



