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Rola Srodowiska Diagnostéw Laboratoryjnych w
Reformowanym Systemie Ochrony Zdrowia.

Spoteczenstwu
polskiemu i Polsce
potrzeba jest stworzy¢
nowoczesna stuzbe
zdrowia dajaca ochrong
zdrowia Obywatelom.
Potrzebna jest Polsce
nowoczesnos$¢ w
stosowaniu terapii i
metod rozpoznawania
zaburzen organizmu i
rozpoznawania
choroby. Polsce
potrzebne sa metody nowoczesnego leczenia. Te
za$ nie sprowadzaja si¢ do dostgpu pacjenta do
leku niekiedy bez recepty, ktére obnizaja lub
wygaszaja objawy lecz nie usuwaja przyczyn. W
Polsce potrzebna jest na miarg¢ potrzeb
wspotczesnych, medycyna nowoczesna. Ta za$
zaczyna si¢ od profilaktyki zdrowotnej.
Profilaktyka nie jest wywiad lekarski czy
pielegniarski, ani zglaszane symptomy pacjenta i
nie one pozwalaja na wczesne wykrycie choroby
lub zaburzenia zdrowia ani tez nie pozwalaja na
monitorowanie niepomys$lnych nastepstw
choroby. Cele te uzyskuje si¢ w drodze badan
diagnostyki medycznej w tym laboratoryjnej.
Identyfikacje niezdiagnozowanych chorob i
zaburzen prowadzi sie w szybkim trybie bardziej
przez techniki badan objgte diagnostyka
laboratoryjna nizeli pragmatyka dotychczas
stosowana. Stad powszechnie mowi si¢
o potrzebie reformy systemu ochrony zdrowia.

Z czego wynika potrzeba programu reformy
stuzby zdrowia?

Potrzeba dokonania reformy stuzby
zdrowia zglaszona byla juz przez pacjentow
i no$niki medialne od konca lat 80-tych. Stuzba
zdrowia w minionym systemie politycznym i
gospodarczym nie byta wolna od
niedoskonatosci. Czyniono jej zarzuty, ze byta
elitarna, nakierowana na wybiorcze regiony, na
wybidrcze grupy spoteczne. Finansowanie w
stuzbie zdrowia w poprzednim okresie nie
wykazywato znamion kalkulacji kosztow i
naktadéw oraz potrzeb wynikajacych z
rozpoznania zdrowotno$ci spoteczenstwa
polskiego. Lata 90-te wymusity zmiany nie tylko
w przestrzeni gospodarczej kraju ale rowniez w
zakresie finansowania dobrodziejstw
konstytucyjnych jakimi sa ochrona zdrowia i
o$wiata. Podstawowym kryterium oceny
sprawnosci powszechnego systemu ochrony
zdrowia obywateli stat si¢ stosunek naktadu na
stuzbg zdrowia do PKB w przeliczeniu % udzialu
na obywatela. Powszechnym przekonaniem byto
i jest, ze dekompensacja systemu ochrony
zdrowia wynikata ze szczuptosci funduszy
przeznaczonych na $wiadczenia zdrowotne,
finansowane ze srodkoéw publicznych. Stwierdzi¢

nalezy, ze dotad nie zostal zmieniony system
dystrybucji tymi $rodkami. Haslo ,,Pieniadz za
pacjentem” ciagle jest czynnikiem wywotujacym
zarzuty do Panstwa, nadal jakoby
nadopiekunczego, co staje sig¢ obecnie przyczyna
dysproporcji miedzy oczekiwaniami pacjentow
oraz pracownikéw stuzby zdrowia a systemem
finansowania i rozdziatem §rodkow publicznych.
Postawi¢ nalezy pytanie:

Jakie sa cele i zadania obecnie reformowanego
systemu ochrony zdrowia?

Jakie s cele i zadania obecnie reformowanego
systemu ochrony zdrowia?

° unowoczesnienie systemu ochrony
zdrowia i zarzadzania $rodkami finansowymi
pochodzacymi z budzetu

° poprawa zdrowotnosci spoteczefstwa

wcezesne rozpoznanie zagrozen dla
populacji polskiej lokalnie i indywidualnie

° skrocenie trwania choroby i okresu
przywracania do sprawno$ci zawodowe;j

° wydluzenie okresu aktywnosci
zawodowej dla populacji polskiej

° oszczednos¢ postgpowania leczniczego
w ratowaniu zycia i zdrowia

° osiagnigcie stanu w postgpowaniu

medycznym, ze leki majace dziatanie uboczne
nie beda zlecane i podane bez wczesniejszego
badania laboratoryjno  diagnostycznego (bo
badanie laboratoryjne pozwala rozpoznaé w
indywidualnych przypadkach negatywne skutki
dziatania leku)

° by badania laboratoryjno
diagnostyczne stawaly si¢ dostgpne przed
podaniem np. antybiotyku w szczegdlnosci w
wieku niemowlgcym, dziecigcym i
mlodzienczym do lat 18

Jakie sa zadania S$rodowiska diagnostow
laboratoryjnych w reformowanym systemie
ochrony zdrowia?

° Diagnosci laboratoryjni stosownie do
wyksztatcenia i zgodnie z dyspozycjami
wyniesionymi z toku ksztatlcenia musza
uczestniczy¢ w dziataniach panstwowych
i lokalnych wtadz terenowych w rozpoznawaniu
stanu zdrowotnego spoleczenstwa.

° Diagnosci laboratoryjni sta¢ si¢ musza
partnerem 1 wspotkonsultujacym cztonem
programu sanacji spoteczenstwa polskiego.

° Diagnosci laboratoryjni musza by¢
rozpoznawani jako $wiadczeniodawcy i wpisani
w ustawg o $wiadczeniach zdrowotnych.

° Diagnosci laboratoryjni z tytulu swojej
wiedzy winni sta¢ si¢ takze odpowiedzialni za
stan zdrowotno$ci populacji polskiej i braku
przeciwdziatan zagrozeniom dla zdrowiai zycia.
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Diagnosci laboratoryjni zobowiazani sa:
do pelniejszej eksploracji poznawczej osiagnigé
medycznych i wynikéw badan naukowych mozliwych do

wykorzystania w postgpowaniu diagnostycznym, medycznym i

leczniczym

° do prowadzenia badan poréwnawczych na duzych
statystycznych probkach materiatu biologicznego i ich analiz, ktore
pozwola réznicowaé patologie stosownie do plci, wieku, grup
zawodowych, populacji lokalnych i przestrzenno klimatycznych
réznic w geografii kraju oraz wynikajacych z potrzeb migracyjnych
populacji ludzkiej

® (te badania pozwola na indywidualizowanie badan
laboratoryjnych i indywidualizowanie zalecen i wskazan
terapeutycznych)

° do wnikliwej analizy materiatu badania laboratoryjnego
(ktory zawiera okoto 60% informacji o pacjencie), szczegdlnie gdy
istnieje zalecenie inwazyjnej terapii medycznej i komunikowania
tychze wynikow oraz interpretacje lekarzowi

° do opracowania raportu o stanie zdrowotnosci
spoleczenstwa na podstawie materialu dostgpnego z badan
laboratoryjnych

° do opracowania komunikatywnego jezyka zaczerpnigtego i
stosowanego w naukach szczegoétowych jako sposobu przekazu
informacji o stanie zdrowia pacjenta dla lekarza i pielgegniarki

° do opracowania systemu pozyskiwania informacji
stuzebnych rozpoznaniu stanu zdrowia pacjenta dla diagnozy i terapii
lekarsko farmaceutycznej

Stad stawiamy tezg, ze organizm ludzki i jego fizjologia
zawieraja w sobie wiele poktadow i poziomoéw, na ktérych mozna
budowa¢ nowe rozpoznanie zdrowia i choroby. One stanowi¢ winny
przestrzen nowych penetracji, mozliwosci pozyskania klucza do
przyczyn choroby i metod przywracania zdrowia.

Fizjologiczne czgsto podioze chorob nakazuje
poszukiwanie informacji na ich temat w dyscyplinach nauk, wokot
ktorych porusza si¢ diagnostyka laboratoryjna. Posrdéd nich
m.in. kluczowe i centralne miejsce zajmuje:

. chemiakliniczna

. hematologia laboratoryjna
. cytomorfologia medyczna
. immunologiakliniczna

. genetyka medyczna

. parazytologia medyczna

. mikrobiologia

. wirusologia

. transfuzjologia serologiczna
. toksykologia

. epidemiologia

. analityka kliniczna

Takie stanowisko wynika z centralnego usytuowania w/w nauk w
diagnostyce laboratoryjnej stad tez wynikata potrzeba obudowania
specjalizacjami ksztalcenia diagnostow laboratoryjnych.

Obecnos$¢ diagnostyki laboratoryjnej w procesie statego
monitorowania zdrowia i zmian chorobowych a takze procesie w
terapii farmakologicznej jest elementem nowoczesnym w medycynie.
Wysokie naklady, ktore ponosi jednostka i spolteczny system ochrony
zdrowia, w tym takze budzet panstwa sa zwykle wynikiem
spoznionego reagowania na sygnaly organizmu. Brak osadzenia przez
wspotczesne lecznictwo diagnozowania jednostek chorobowych i
ordynowania farmakoterapii w oparciu o diagnostyke powoduje, ze
znaczna czgs¢ diagnoz i ordynowanej farmakoterapii konstruowana
jest na wywiadzie od pacjenta oraz metodzie prob i bledow w
poszukiwania panaceum i medykamentow na zgtaszane dolegliwosci.
W ten sposob zwigksza si¢ zuzycie lekow i czgstotliwos¢ kontaktu
pacjent lekarz, pacjent specjalista, pacjent szpital z obopolnym
odczuciem, ze generuje si¢ w ten sposob coraz wigksze koszty.
Srodkiem skutecznym, szczegolnie w polskiej stuzbie zdrowia, gdzie
brak jest mechanizmow jak i nawykow tak i po stronie pacjenta jak i
lekarza, ze jednym z filarow dobrejdiagnozy i terapii jest oparcie ich na

Rola Srodowiska Diagnostow Laboratoryjnych w
Reformowanym Systemie Ochrony Zdrowia.

dobrej, wiarygodnej diagnostyce medycznej w tym laboratoryjne;.

Dlatego Krajowa Rada Diagnostow Laboratoryjnych wnosita
uwagi do projektow ustaw, by przynajmniej populacja dzieci i
mtodziezy obj¢ta byla stata, powszechna metoda budowania diagnozy i
terapii w oparciu o diagnostyke laboratoryjna. Swiadomo$é tego
diagnosci laboratoryjni posiadaja.

Dlatego tak waznym elementem dochodzenia do prawa
wykonywania zawodu jest edukacja na poziomie przeddyplomowym i
podyplomowym. W tym kierunku szly zamiary Krajowej Izby
Diagnostow Laboratoryjnych i Ministerstwa Zdrowia, oraz
Konsultantow Krajowych by stworzy¢ profesjonalne podstawy
komunikacji zawodowej migdzy specjalistami i §wiadczeniodawcami
w obrgbie stuzby zdrowia.

Uzyskiwanie przez diagnostow laboratoryjnych 12 specjalizacji w
obszarach diagnostyki laboratoryjnej stanowi fundament wspierania i
budowania optymalnej wiedzy o fizjologii

i patologii dostarczanej lekarzowi i farmaceucie przez diagnostg
laboratoryjnego. Staje sie to konieczne tym bardziej, gdy rozpoznanie
postgpowania leczniczego w oparciu o metody werbalno obserwacyjne
staja si¢ nie niezawodne. Zdolno$¢ wyrazania werbalnie tak po stronie
pacjenta i lekarza objawoéw chorobowych i ich obserwacja staje sie
corazptytszai zawodna.

Diagnostyka laboratoryjna tworzy poprzez badania materiatu
biologicznego pacjenta nie tyle suplement do wywiadu i obserwacji ale
podstawg leczenia i staje si¢ bardziej niezawodna i jedyna na ten czas
wiarygodna metoda naukowa, empiryczna (EBM).

Badanie laboratoryjne stanie sie wiarygodne jak opisano
wezesniej, gdy beda wykonane przez osoby profesjonalne, zgodnie z
procedura, ktéra powinny okresla¢ standardy postgpowania
medycznego na kazdym poziomie §wiadczen.

Waznos¢ tych uwag jest niepodwazalna. Opracowywane przez KIDL
standardy jakos$ci we wszystkich typach medycznych laboratoriéw
diagnostycznych wyprzedzaja obecna strategig praktyk lekarskich.

Wysitek srodowiska diagnostow laboratoryjnych w nowym,

reformowanym systemie ochrony zdrowia pozwala¢ bedzie na
realizacjg zatozonych celow. Podjgte przez okoto 1,5 tys. diagnostow
laboratoryjnych ksztalcenie specjalizacyjne nowym trybem rokuje
pozytywnie dla przysztosci udziatu badania laboratoryjnego w procesie
diagnozy i terapii, wykonywanego przez profesjonalnych diagnostow
laboratoryjnych, za$ standardy jako$ci opracowane dla medycznych
laboratoridow diagnostycznych beda skuteczne poniewaz zapewnia
petniejsza ochrong zdrowia.
Stanie si¢ to realne gdy zostana uwzglednione nasze postulaty w
reformowanym systemie zdrowia obywateli. Odejscie w praktykach
leczniczych od dowolnosci i uznaniowosci wiaczenia niezbgdnych do
diagnozowania i monitorowania terapii elementéw uzyskiwania
danych o zdrowiu i chorobie na rzecz obowiazujacej, okreslonej $cisle
procedury postgpowania leczniczego przyniesie skutki nie tylko w
plaszczyznie zdrowotno$ci spoteczenstwa ale nade wszystko takze
oszczednosci finansowanych dotychczasowych sposobdéw leczenia.
Zaoszczgdzone $rodki biednych lekéw powtarzajacych i
przedtuzajacych cykle lecznicze moga by¢ przesunigte na wysoko
specjalistyczne §wiadczenia, ktorych spoleczenstwo rowniez oczekuje.
Diagnozowanie zdrowia i choroby wraz z monitorowaniem procesu
terapeutycznego oparte na empirycznym badaniu laboratoryjnym
tworzy¢ beda medycyng XXI wieku, natomiast wiarygodno$¢ wyniku
badan bedzie gwarantowana obowiazujaca norma przy udziale KIDL.

INFORMACJA
Krajowa Izba Diagnostéw Laboratoryjnych w siedzibie, ul. Konopacka
4 w Warszawie dysponuje aktualnie 15 miejscami noclegowymi ( bez
poscieli) dla Diagnostow Laboratoryjnych na czas pobytu w Warszawie
z okazjiudzialu w szkoleniach specjalizacyjnych i kursach. Nocleg bez
zobowiazan finansowych.Zglaszajacy, posiadajacy uregulowane
skladki czlonkowskie, kontaktuje si¢ telefonicznie z Panem
Jarostawem Wrzoskiem (tel. kom.: 607 875 660).
Kierownik Biura KIDL
Stanistaw Krezel
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rozpoznania zakazenia

Borelioza z Lyme, laboratoryjne metody rozpoznania zakazenia
Tomasz Chmielewski, Stanistawa Tylewska-Wierzbanowska,
Samodzielna Pracownia Riketsji, Chlamydii i Krgtkow Odzwierzgcych
Panstwowy Zaktad Higieny, Warszawa

Borelioza z Lyme jest najczgsciej wystgpujaca na $wiecie choroba
zakazna, przenoszona przez kleszcze. Zakazenie to ma charakter
wielouktadowy, w ktorym mozna wyodrebni¢ kolejne stadia. W
poczatkowym okresie, we wczesnej fazie (I stadium), po kilku dniach lub
tygodniach od chwili zakazenia, pojawia si¢ rumien wedrujacy, ktoremu
moga towarzyszy¢ objawy grypopodobne.

Nastepnie dochodzi do zakazenia wielu narzadow i uktadow (11 stadium);
pojawiaja si¢ dolegliwosci ze strony osrodkowego lub obwodowego
uktadu nerwowego, ukladu kostno-stawowego lub uktadu krazenia.
Po6Zna borelioza z Lyme charakteryzuje si¢ nieodwracalnymi zmianami
stawowymi, uszkodzeniem uktadu nerwowego w postaci encefalopatii
lub uszkodzeniem nerwow czaszkowych, obwodowych, a takze
przewleklym zanikowym zapaleniem skory. Wielopostaciowosé
choroby wymaga diagnostyki réoznicowej i czgsto sprawia trudnosci w
prawidtowym rozpoznaniu.

Dla utatwienia identyfikacji zakazen jak i dla celéw epidemiologicznych
wprowadzono definicj¢ przypadku boreliozy z Lyme. Pierwsza definicj¢
sformutowano w 1991 roku w USA. Obejmowata ona chorych z
rumieniem wedrujacym oraz chorych z co najmniej jednym objawem
boreliozy pdznej i potwierdzeniem rozpoznania klinicznego badaniem
laboratoryjnym [1]. Europejska definicja wprowadzona w 1996 roku jest
szersza niz amerykanska ze wzgledu na wystgpowanie w Europie, co
najmniej trzech chorobotworczych dla cztowieka genogatunkéow B.
burgdorferi sensu lato, tj. B. burgdorferi sensu stricto, B. garini oraz B.
afzeliizwiazane z tym wigksze zr6znicowanie objawow choroby [18].

W Europie najczgsciej wystepuja B. garini i B. afzeli, podczas gdy B.
burgdorferi sensu stricto znacznie rzadziej i zwykle w Europie
wschodniej. Zroznicowanie szczepdéw wywolujacych zakazenia na
naszym kontynencie musza by¢ brane pod uwagg przy opracowywaniu
nowych testow diagnostycznych, jak PCR oraz antygenow
diagnostycznych do badan serologicznych.  Jest to bardzo wazne
poniewaz w ostatnim czasie wykryto w Europie kolejne, nowe
chorobotworcze genogatunki, B. valaisiana i B. spielmanii.

Antygeny Borrelia burgdorferisensulato w diagnostyce zakazenia
Swoiste dla B. burgdorferi biatka, ktore moga by¢ wykorzystane jako
antygeny diagnostyczne charakteryzuja si¢ znaczng heterogennoscia.
Wystepujace w Europie trzy chorobotworcze dla cztowieka genogatunki
i jeden w Ameryce Piln mozna podzieli¢c na przynajmniej siedem
serotypow, biorac pod uwage jedynie zroznicowanie wystgpujacych na
powierzchni komorki swoistych biatek OspA. Odpowiadaja one
podziatowi na genogatunki: B. burgdorferi sensu stricto - serotyp 1, B.
afzeli - serotyp 2, B. garini - serotypy od 3 do 7 [23].

W przypadku biatka OspC, na podstawie roznic w sekwencji
aminokwasow, wyodrebniono dotychczas 4 serotypy kretkow [24]. Jest
to biatko wysoce immunogenne, odpowiedzialne przede wszystkim za
wezesng odpowiedz humoralna.

Jednym z najbardziej immunogennych biatek w komorce B. burgdorferi
jest flagelina, biatko wchodzace w sktad wici. Wywotuje ono silng i
wezesng odpowiedz humoralna. Biatko to w poczatkowym i koncowym
odcinku tancucha, wykazuje wysoki stopien homologii z sekwencja
aminokwasow flageliny Bacillus subtilis (65%) 1 Salmonella
Byphimurium (56%) [20]. Epitopy charakterystyczne dla gatunku B.
burgdorferi zlokalizowane sa tylko migdzy 129 a 251 aminokwasem.
Koncowa sekwencja tego polipeptydu wykazuje az 80% homologii z
biatkiem flageliny T. pallidum [5].

Obecnie w diagnostyce wykorzystywane sa takze  wysoce
konserwatywne, a jednoczesnie immunogenne epitopy w heterogennych
biatkach wytwarzanych in vivo, jak np. peptyd C6 w biatku VISE czy
analog biatka DbpA (p17).

Podstawa rozpoznania boreliozy z Lyme jest obecnos¢ okreslonych
objawéw klinicznych, potwierdzonych badaniem laboratoryjnym,
wykrywajacym swoiste przeciwciata klasy IgM i/lub IgG dla antygenow
B. burgdorferi.

Metody diagnostyczne

Prawidlowe rozpoznanie boreliozy z Lyme zalezy od odpowiednio
dobranych metod i antygendéw diagnostycznych, nastgpnie od
prawidtowej interpretacji wynikow.

Powszechnie stosowane testy ELISA sa czute, proste w wykonaniu,
gwarantujq szybkie uzyskanie wyniku nie podlegajacego subiektywnym
ocenom badacza. Niestety ich niska swoisto$¢, wynoszaca 29-71% w
zalezno$ci od zastosowanego antygenu [11], moze prowadzi¢ do
btednych rozpoznan.

Stosowane testy diagnostyczne do wykrywania boreliozy z Lyme
ro6znig si¢ migdzy soba antygenem diagnostycznym. W testach pierwszej
generacji byla to cata komorka bakteryjna, stosowana w metodach
immunoenzymatycznych w formie sonikatu lub cata, nienaruszona
komorka w odczynie immunofluorescencji. Ze wzgledu na bardzo mata
swoistos¢, praktycznie testy tej grupy nie sa juz stosowane.

Zestawy diagnostyczne ELISA stosowane w badaniach
przesiewowych powinny naleze¢ przynajmniej do drugiej generacji,
poniewaz w grupie tej zostala udoskonalona swoisto$¢ i w duzym stopniu
zostaly ograniczone krzyzowe reakcje. Do tej grupy naleza testy, w
ktorych albo antygenem diagnostycznym sa izolowane frakcje biatek
albo stosowana jest wstgpna absorbcja krgtkami Reitera. Szczepy
uzywane do produkcji antygenu musza wytwarza¢ biatko OspC
umozliwiajace wykrycie swoistej odpowiedzi w klasie IgM oraz DbpA
(decorin binding protein A, dawniej pl7), bedace dominujacym
antygenem w odpowiedzi IgG.

W najnowszej, trzeciej generacji testow, jako antygeny
diagnostyczne stosowane sa rekombinowane biatka. Dotychczas
otrzymano i sprawdzono pod wzgledem przydatnosci w diagnostyce
boreliozy z Lyme, biatka p83/100 (wskaznik poznej fazy choroby), p41
(flagelina, p41int (wewngtrzna czg$¢ czasteczki flageliny o masie 14 000,
nie reagujaca krzyzowo z flageling innych gatunkow bakteryjnych),
biatka btony zewngtrznej OspA i OspCip39. Ostatnie badania wskazuja,
ze dzigki uzupehieniu antygenu diagnostycznego o rekombinowane
biatka DbpA (p17) i p58, a takze p14, p30, p43 mozna uzyskac wigksza
czutos¢ testu. Ostatnio z powodzeniem w Stanach Zjednoczonych
wprowadzono rekombinowany swoisty antygen VISE i pochodzacy z
niego syntetyczny peptyd C6. Przydatnos$¢ tych antygendéw zdaja si¢
potwierdza¢ badania surowic pochodzacych od europejskich chorych z
rumieniem wedrujacym, ACA i zapaleniem stawoéw. Jednoczesnie
jednak zwraca si¢ uwagg na konieczno$¢ ostroznego przenoszenia
wynikow badan z USA do Europy ze wzgledu na wystepujace tu
zroznicowanie genogatunkow i heterogenno$¢ immunodominujacych
epitopoéw antygenu VISE [6].

W kazdym przypadku, powinny by¢ oznaczone przeciwciala
obu klas. Uzyskanie ujemnego wyniku badania serologicznego we
wczesnej fazie zakazenia nie przesadza o rozpoznaniu. Zalecane jest
powtorzenie badania z nowa probka surowicy po uptywie 4 tygodni od
wystapienia pierwszych objawow choroby.

Nalezy takze pamigtaé, ze swoiste przeciwciala wykrywane sa takze
u 0s6b zdrowych, co moze $wiadczy¢ o bezobjawowym przebiegu
choroby. W zaleznos$ci od stopnia narazenia na kontakt z kleszczami
odsetek 0sob z przeciwciatami wynosi od 12% w normalnej populacji
(krwiodawcy) do okoto 40% w grupach ryzyka np. wérdd lesnikow [3,4].
Obecnos¢ samych przeciwcial, bez objawow zakazenia, nie moze by¢
wskazaniem do leczenia.

W 2000 roku opublikowano, opracowane przez migdzynarodowa
grupe ekspertow, zalecenia dotyczace prawidtowej diagnostyki
laboratoryjnej boreliozy z Lyme (angielska wersja ,,MiQ 12 Lyme
Borreliose” dostgpna w internecie na stronie:
http://www.dghm.org/red/index).

Ze wzgledu na liczne nieswoiste reakcje krzyzowe i falszywie
dodatnie wyniki, ktorych nie mozna byto wyeliminowa¢ w powszechnie
stosowanych testach ELISA, mimo wprowadzania réoznych antygenow
diagnostycznych (sonikat catej komorki, izolowane biatka, antygeny
rekombinowane), zalecana jest obecnie dwustopniowa diagnostyka
serologiczna.
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. Polega ona na oznaczeniu w pierwszym etapie poziomu
przeciwciat potilosciowymi testami ELISA o wysokiej czutosci.
Nastepnie, probki surowic, z ktorymi uzyskano wynik dodatni lub
watpliwie dodatni sa badane jako$ciowa metoda Western-blot o wysokiej
swoistosci, w celu weryfikacji wezesniejszych rezultatow. Interpretacja
wynikow badan ELISA i Western-blot odbywa si¢ wedlug Scisle
ustalonych kryteriow.

Western-blot
Jako test potwierdzajacy Western blot powinien charakteryzowac si¢
wysoka, nie mniejsza niz 95% swoistoscia.
Pierwsze kryteria oceny wyniku badania metoda Western-blot ustalone
zostaty przez Center for Disease Control and Prevention (CDC) w
Atlancie, USA. Interpretacja uzyskanych wynikow zgodnie z tymi
kryteriami jest czgsto zalecana przez producentow testow i nie rzadko
automatycznie stosowana na kontynencie europejskim. Moze to
prowadzi¢ do blgdow w rozpoznaniu.
Opracowanie kryteriow oceny wynikow badan metoda Western-blot
przeprowadzonych u chorych z terenu Europy jest bardziej zlozone ze
wzgledu na wystgpowanie kilku genogatunkow chorobotworczych na
obszarze tego kontynentu.
Analiza wystgpowania przeciwciat przeprowadzona w ramach programu
EUCALB, wykazata przydatno$¢ nastgpujacych 8 antygenéow w
diagnostyce zakazen B. burgdorferi sensu lato: OspC i p41 dla IgM oraz
p83/100, p58, p4l, p39, OspC, DbpA (pl7) dla IgG, jakkolwiek
wykazano zr6znicowane ich znaczenie. Stwierdzono, bowiem ze czuto$é
i swoisto$¢ metody zalezna jest od genogatunku szczepu uzytego jako
antygen diagnostyczny. Waznym elementem jest zastosowanie kryteriow
uwzgledniajacych odpowiedz immunologiczna na antygeny szczepow
najczg$ciej wystgpujacych na danym terenie. Ponadto, przyjgta
interpretacja wynikéw powinna by¢ réwniez powiazana z
charakterystyka objawow klinicznych stwierdzanych na danym terenie
[13].
Aby poprawnie zinterpretowa¢ wynik badania, potrzebna jest informacja
na temat czasu trwania choroby, z ktorym $cisle zwiazane jest pojawienie
si¢ przeciwciat dla okreslonych antygenow. We wczesnej boreliozie
znaczenie ma intensywno$¢ przynajmniej dwoch frakcji biatkowych
(p4110spC) i w zwiazku z tym konieczne jest stosowanie odpowiednich
kontroli wewngtrznych, aby oceni¢ badanie potilosciowo.
Dostgpne sa testy, w ktorych rozdziatlowi poddano albo lizat calej
komorki albo wyselekcjonowane biatka B. burgdoferi produkowane
przez komorki E. coli w wyniku manipulacji genetycznych.
Zaleta lizatu catej komorki jest mozliwos¢ wykrycia wigkszej liczby
immunogennych frakcji. Wada natomiast to, ze w niektorych
przypadkach trudno jest rozrozni¢ frakcje swoiste od krzyzowo
reagujacych. Zastosowanie jako antygen diagnostyczny w metodzie
immunoblot, szczepu, ktéry wytwarza swoiste, immunogenne biatka
wymaga doktadnej standaryzacji i bardzo precyzyjnej indentyfikacji
frakcji biatkowych przy pomocy przeciwcial monoklonalnych.
Na terenie Europy zalecany jest w diagnostyce Western-blot z
antygenami B. afzelii (szczep PKo) poniewaz charakteryzuje sig
najwigksza czutoscia.
Przyjmuje sig, ze jezeli antygenem jest szczep B. afzelii to wynik
immunoblot jest dodatni jezeli przeciwciata IgM reaguja przynajmniej z
jedna frakcja z posrod: p41 (silna reakcja), p39, OspC, DbpA (Ospl7).
Wraz ze zmiana antygenu diagnostycznego zmieniaja si¢ réwniez
kryteria interpretacji (patrz Tabela I).
Zastosowanie antygenow rekombinowanych ma wiele zalet. Uzycie ich
daje pewnos¢, ze uzyskane reakcje dotycza wytacznie swoistych biatek.
Ponadto, mozliwe jest zastosowanie w jednym tescie swoistych biatek
pochodzacych z roznych genogatunkéw, np. DbpA OspC i BmpA, a
takze swoistych peptydow bedacych fragmentami bialek, ktore w catosci
wywoluja reakcje krzyzowe, jak np. biatko p41 i peptyd p41 int., a takze
antygenow wytwarzanych przez bakterie tylko w warunkach in vivo, jak
DbpA i VISE. Ponadto, testy z antygenami rekombinowanymi sa obecnie
lepiej wystandaryzowane niz z lizatem komorkowym [15].
Dodanie do zestawu antygenow biatek DbpA i VISE znacznie zwigksza
czuto$¢ testu. We wezesnym stadium choroby, czgsto przeciwciata IgG
dla VISE pojawiaja si¢ przed przeciwciatami IgM dla innych
antygenow(21,22].

Inne badania

Podstawa rozpoznania laboratoryjnego boreliozy z Lyme sa badania
serologiczne. Opisywane sa jednak serologicznie ujemne przypadki
choroby. Przyczyna tego zjawiska nie jest wyjasniona, mi¢dzy innymi
tlumaczy si¢ to mozliwoscia powstawania kompleksow
immunologicznych [16]. W zwiazku z tym, jezeli mimo ujemnego
wyniku nadal klinicznie podejrzewane jest zaawansowane stadium
boreliozy, mozna zastosowac inne dodatkowe metody diagnostyczne, jak
np. PCR lub hodowlg itp. Maja one takze zastosowanie u chorych z
nietypowym rumieniem wedrujacym, przy podejrzeniu wczesnej
neuroboreliozy, w ktdrej nie zostaly jeszcze wytworzone przeciwciala
oraz u chorych z obnizona odpornoscia.

PCR

Lancuchowa reakcja polimerazy umozliwia wielokrotne powielanie
okreslonych, charakterystycznych dla danego drobnoustroju
fragmentéw genomu. W przypadku B. burgdorferi sensu lato, najczgsciej
wykrywane sa sekwencje genéw kodujacych flageling, biatka btony
zewngtrznej (Osp), 16S-RNA i 5S-23S-RNA [14]. PCR jest metoda
bardzo czula, a dolna granica wykrywalnosci wynosi okoto 10-1000
komorek w badanej probee. Pomimo swych niewatpliwych zalet posiada
jednak szereg ograniczen. Do najwazniejszych nalezy rodzaj materialu
do badania i stadium choroby, w ktéorym zostal pobrany. Materiat
genetyczny kretkdw czgéciej mozna wykry¢ w ostrej fazie choroby nizw
jej okresie przewlektym. DNA kretkow wykrywa si¢ w okoto 60-70%
wycinkow skory pobranych z rumienia wedrujacego i w okoto 60%
wycinkéw ze zmian typu ACA [14,17,19]. U chorych z rumieniem
wedrujacym DNA B. burgdorferi we krwi stwierdza sig nie czg$ciej niz u
okoto 18% chorych, w ptynie mézgowo-rdzeniowym DNA wykrywa si¢
w 38% przypadkow w neuroboreliozie wczesnej i w 25% w
neuroboreliozie poznej [8,9]. W zaleznosci od stosowanych starteréw
czuto$¢ metody PCR w plynie stawowym wynosi od 48% dla starteréw
komplementarnych do sekwencji genu 16S rRNA do 96% dla starterow
dla OspA [10]. Na wynik badania moze mie¢ wplyw obecno$¢ w
badanym materiale DNA pochodzacego z komodrek gospodarza, jaki
hamujacy wptyw innych  skladnikow  tkankowych takich jak
hemoglobina, heparyna, porfiryny. Ograniczenia te moga prowadzi¢ do
uzyskiwania wynikéw fatszywie dodatnich jak i falszywie ujemnych.
Powazny wplyw na otrzymany wynik maja tez metody ekstrakcji DNA,
gdyz ze wzgledu na niewielka liczbg bakterii w badanym materiale moze
dochodzi¢ do strat prowadzacych do fatszywie ujemnego wyniku [14].
Ponadto startery zastosowane do reakcji musza umozliwia¢ amplifikacje
fragmentow DNA charakterystycznych dla wszystkich
chorobotworczych i potencjalnie chorobotworczych genogatunkow B.
burgdorferi sensu lato z ta sama czutoscia.

Hodowla

Klasyczne postgpowanie w diagnostyce mikrobiologicznej, hodowla i
izolacja czynnika etiologicznego nie spetnia warunkoéw wymaganych w
rutynowej diagnostyce. Aby wyda¢ wynik hodowle kretkow prowadzi
si¢ do 3 miesigcy. Uzyskany po tym czasie ujemny wynik nie wyklucza
zakazenia. Kretki B. burgdorferii mozna izolowa¢ ze zmian skornych
(bioptaty), pltynu moézgowo-rdzeniowego, ptynu stawowego i krwi.
Czuto$¢ tej metody w II stadium choroby waha sig¢ od okoto 10 do 30%.
Najczesciej dodatnie posiewy uzyskuje si¢ z bioptatow skory pobranych
z rumienia (ok. 50-85%), rzadziej z ptynu moézgowo-rdzeniowego (ok.
10%), z chrzastki stawowej; najmniej izolacji uzyskuje si¢ z plynu
stawowego 1 krwi.

Do hodowli kretkow B. burgdorferii  stosowane jest bardzo
bogate podtoze BSK (Barbour'a, Stoenner'a, Kelly'ego) i jego rézne
modyfikacje, najczesciej podtoze BSK w sktad ktorego wchodzi ponad
60 sktadnikow, takich jak aminokwasy, witaminy, elektrolity; dodatkowo
jest wzbogacane surowica krolicza (6%) [12]. Inokulum nie moze by¢
mniejsze niz 10 komorek bakteryjnych. Gesto$¢ zawiesiny bakteryjnej w
podtozu BSK-H po inkubacji 14 dni nie przekracza 1010 komorek w 1
ml, a czas migdzy podziatami komérkowymi wynosi okoto 12 godzin. Na
podtozach statych bakterie te rosna jeszcze wolniej [ 7].

B.  burgdorferi sa bakteriami powoli rosnacymi na dost¢pnych
obecnie sztucznych podtozach bakteriologicznych. Optymalna
temperatura wzrostu krgtkow przy obnizonym poziomie tlenu wynosi
32-370C.
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W poréwnaniu z zakazeniami innymi drobnoustrojami, liczba krgtkéw w
dostepnych do badania probkach materiatu klinicznego jest bardzo mata,
na granicy wykrywalnosci metoda PCR. Ocenia sig, ze w ptynie
moézgowo-rdzeniowym liczba tych drobnoustrojéow nie przekracza 50
komorek w 1 mL [8], i uzyskanie wystarczajacej iloSci DNA kretkow do
amplifikacji metoda PCR jest czgsto niemozliwe. Mozna najpierw
wykonac posiew, a nastgpnie po hodowli przez 1-2 tygodnie, poszukiwaé
DNA B. burgdorferi sensu lato metoda PCR. Ma to szczegdlnie
znaczenie w przypadkach klinicznego rozpoznania neuroboreliozy przy
stabej odpowiedzi immunologicznej lub jej braku. Taki sposob
postepowania z materialem klinicznym, podnosi znacznie czulos$é
badania diagnostycznego w kierunku boreliozy [2].

Tabela. Interpretacja wyniku badania metoda Western-blot z antygenami
wystegpujacych w Europie genogatunkow

Genogatunek™ Frakeje przez pl Kasy:
ight 196

B.afzelii Co najmnie) jedng frakoja 2 Co najmnie] dwie frakoje 2.
P38, OspC, p17 Wb silna reakcja z|p83/100, p58. pa3, p3%, p30, OspC, p21, DbpA
antygenem pdt {pAT), P&

B. garini Co riafrmie] jedng frakeia 2. Co najmnie] fedna frakeje 7
p38, OspC fub silpa reskcia z]p8I100, p39, p30, Ospl, p21. DbpA 17
antygenem pd1

B. burgdorteri Co najmnigl jedna frakeis 20 Co naimbie] jedna frakca 2/

sensy stricto P3¢, CspC, p17 b sifng reakcja 2| p8I100, p58, p46; spC, P21, Dbpk (17}
antygensm pél

Antygeny Conajminie; dwie frakeje 2 Co namniej dwie frakoe 2

rekombinowane 38 QspC, pd1 int, p17 lub silna]pB3H100, 058, plY, OspC, pdl int, DbpA (p17}
reakeia 2 antygenem Ospl
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Jaka jest przyczyna tak duzej ré6znorodnoSci

cen za badania laboratoryjne?

Jaka jest przyczyna tak duzej réznorodnosci cen za badania
laboratoryjne?

dr Ewa Swiatkowska
ZDL ICZMP Lodz

Zaistniale w Polsce przemiany ustrojowe oraz reforma w
ochronie zdrowia wymusily stworzenie systemu wydatkowania
publicznych $rodkow finansowych w oparciu o rzeczywiste koszty
poniesione przez zaklady opieki zdrowotnej ( zoz) przy leczeniu
okreslonych przypadkéw chorobowych.

Reforma ta spowodowata wspétistnienie na rynku ustug medycznych
dwoch niezaleznych podmiotéw, w tym wypadku zoz- publicznych i
niepublicznych. Dodatkowo nastapito urynkowienie czgsci ushug
medycznych. Powstanie wolnego rynku ustug medycznych i
wprowadzito zasad¢ konkurencyjnosci  takze w zakresie badan
laboratoryjnych. Zasada ta powinna  by¢ oparta nie tylko na
konkurencyjnosci oferowanych cen ale rowniez i jakosci ushug, a ta z
kolei jest pochodna spetnienia okreslonych standardéw, zapewniajacych
jako$¢ oraz umozliwiajacych ich obiektywna weryfikacje, przy
jednoczesnej ochronie pacjentai personelu. Nasz wysilek winien
by¢ skierowany najako$¢ wyniku jak rowniez i catej oferowanej ustugi,
zuwzglednieniem rowniez jej strony ekonomicznej.

Medyczne laboratorium diagnostyczne moze funkcjonowaé jako
niezalezny niepubliczny zoz lub by¢ czgécia publicznego lub
niepublicznego zoz-u. Juz sam fakt formy wlasnosci laboratorium moze
rzutowa¢ na charakter i rozklad kosztéw majacych wptyw na ceng
jednostkowa badania laboratoryjnego.

Medyczne laboratorium diagnostyczne jest laboratorium badawczym
wykorzystujacym ilosciowe i jakoSciowe metody analityczne i badania
w materiale biologicznym pobranym od pacjentoéw na zlecenie lekarskie
lub na zyczenie wilasne pacjenta. Badania te stanowia czgs¢
postgpowania lekarskiego majacego na celu rozpoznanie choroby,
monitorowanie jej przebiegu i leczenia oraz okreslenie stanu zdrowia dla
celow profilaktycznych, epidemiologicznych i orzecznictwa
lekarskiego. Kazde laboratorium zobowiazane jest do prowadzenia
statej, codziennej i w petlni udokumentowanej wewnatrzlaboratoryjnej
kontroli jakosci wszystkich wykonywanych badan, jak rowniez musi
poddawac¢ sig statej kontroli zewnatrzlaboratoryjnej, przynajmniej w
jednym z istniejacych systemow krajowych lub miedzynarodowych. Za
stworzenie systemu zapewnienia jakoSci i prowadzenia kontroli
odpowiedzialny jest kierownik laboratorium badZ osoba przez niego
upowazniona, o odpowiednich kwalifikacjach, ktora jest zobowiazana do
przeprowadzania wewngtrznych kontroli oraz do prowadzenia i
przechowywania dokumentacji. Koszty materiatow kontrolnych oraz
zuzywanych odczynnikow na wykonanie oznaczen kontrolnych oraz
koszty udziatu w zewngtrznych sprawdzianach musza by¢ uwzglednione
w kalkulacji kosztow badan.

Warunki lokalowe laboratorium powinny spelnia¢ wymagania
niezbedne dla wlasciwej organizacji pracy oraz higieny i bezpieczenstwa
pracy zgodnie z rozporzadzeniem MZ. Kazdy materiat biologiczny
podlegajacy procesom analitycznym w laboratorium medycznym
traktujemy jako material zakazny i dlatego personel laboratorium misi
mie¢ zapewniong odpowiedniag ilo§¢ odziezy ochronnej, rgkawiczek,
sprzetu jednorazowego, srodkow czystosciowych i dezynfekcyjnych.
Materiat biologiczny po wykonaniu badan musu by¢ poddany wlasciwej
utylizacji.

Wspotczesne medyczne laboratoria sa nowoczesne, o duzym stopniu
automatyzacji, zapewniajace duza sprawnosc¢ i niezawodno$¢ procesow
analitycznych oraz zatrudnia personel o odpowiednich kwalifikacjach do
typu i profilu prowadzonych badan.. Czgsto laboratorium dla
zapewnienia ciaglosci wykonywanych badan musi posiada¢ aparaturg
zastgpcza (np. szpitalne i duze laboratoria), urzadzenia
telekomunikacyjne i systemy informatyczne.

Nalezy uzna¢, ze jakos¢ wykonywanych badan w takich nowoczesnych
laboratoriach, dobrze zarzadzanych  powinna by¢ wysoka i
poréwnywalna. Rowniez koszty poniesione na wykonywanie badan na
takim samym sprzgcie analitycznym, podobnymi lub takimi samymi
metodami i odczynnikami powinny by¢ porownywalne. Jednakze tak nie
jest.

W Polsce obserwujemy do$¢ duze rozdrobnienie jesli chodzi o ilos¢
dziatajacych laboratoriow medycznych  niewiele jest duzych
laboratoridow wykonujacych powyzej 1 miliona badan /rok. Dodatkowo
obserwujemy, ze od czasu wdrozenia reformy w ochronie zdrowia
bardzo wiele laboratoriow wykonuje zdecydowanie mniejsza ilos¢ badan
laboratoryjnych ~ by¢ moze dlatego, ze czg$¢ badan wykonuja
nowopowstate laboratoria sektora niepublicznego a by¢ moze dlatego,
ze zmniejszyla sig ilo$¢ zlecen lekarskich.

Laboratorium medyczne funkcjonujace w  publicznym sektorze
ochrony zdrowia ma obowiazek prowadzi¢ swoj rachunek kosztow wg
rozporzadzenia MZ z 22.12.1998 ( Dz U nr 164 poz.1194 ) a wszelkich
zakupow niezbednych materiatéw i zestawdow odczynnikowych
dokonuje droga zamowien publicznych. Bezposredni i gltowny wptyw na
ceng jednostkowa - ma ilos¢ asortymentu zgloszona do postgpowania
przetargowego jak rowniez forma wiasnosci sprzgtu analitycznego -
zakup na wlasnosc¢ czy dzierzawa.

Laboratoria niepubliczne dokonuja zakupow negocjujac ceny
bezposrednio z dostawcami.

W chwili obecnej dzigki automatyzacji proceséw analitycznych
nastgpuje zmniejszenie ilo§ci zuzywanych odczynnikéw. Zakupy
odczynnikéw i sprz¢tu medycznego droga postgpowania przetargowego,
dzigki konkurencji pomigdzy dostawcami umozliwia uzyskanie do$¢
niskich cen jednostkowych przy produkcie o poréwnywalnej jakosci,
przy zachowaniu statosci cen nawet na okres trzech lat. W ten sposob
istnieje mozliwo$¢ obnizania bezposrednich kosztow wykonywania
badan. Poprzez pozyskiwanie sprzgtu analitycznego o szerokich
mozliwos$ciach analitycznych, szybkich, o wysokiej wydajnosci, ktore
moga by¢ potaczone systemem komputerowym- mozemy roéwniez
optymalizowac¢ zatrudnienie jak rowniez powierzchni¢ zajmowana przez
laboratorium. Ograniczenie zajmowanej powierzchni zmniejsza koszty
cksploatacyjne ale rowniez moze wiaza¢ si¢ z polepszeniem i
usprawnieniem organizacji pracy w laboratorium.

Dokonany w czwartym kwartale 2006 roku 30% wzrost wynagrodzen w
ochronie zdrowia, gtéwnie w sektorze publicznym, ma do$¢ istotny
wplyw na wzrost cen jednostkowych badan laboratoryjnych, szczegélnie
w tych placéwkach gdzie zatrudniony jest personel o wysokich
kwalifikacjach i gdzie petnione sa dyzury zaktadowe.

Laboratoria sektora niepublicznego sa roznej wielkosci mate, duze lub
sieciowe, wykonujac rdzny zakres i rozne ilosci badan laboratoryjnych.
Wigkszos¢ wykonuje tylko te badania, ktére mozna wykonaé na réznego
typu analizatorach. Natomiast cz¢$¢ badan manualnych, pracochtonnych
lub specjalistycznych wola zakupi¢ w laboratoriach publicznych lub daza
do zaniechania tego typu badan diagnostycznych. Czgsto pracuja w
pomieszczeniach o matej powierzchni, przy optymalnie zredukowanym
stanie zatrudnienia personelu fachowego. Stad rachunek kosztow
wynikajacy z eksploatacji i wynagrodzen moze by¢ znacznie
korzystniejszy w poréwnaniu z laboratoriami sektora publicznego. Z
kolei czgs¢ duzych i sieciowych laboratoriow niepublicznych ponosi
koszty posiadania i utrzymania $rodkéw transportu niezbednych do
przewozenia materiatu biologicznego pobranego od pacjentow, czgsto z
dos$¢ duzych odlegtosci.

Wszystkie te czynniki moga koncowo wplyna¢ na ceng koncowa
badania.

SKLADKA CZLONKOWSKA W KIDL WYNOSI
15,00 Zt (PIETNASCIE ZtLOTYCH)
MIESIECZNIE(podstawa prawna paragraf 1
uchwaty nr2/2003 KRDL z 13 stycznia2003r)
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a zdrowie

Kazdy kierownik laboratorium powinien w oparciu o szczegdlowa
statystyke wykonywanych badan dokonywaé analizy kosztow
wplywajacych na ceng¢ koncowa badania i porownywaé ja z cenami
badan w innych laboratoriach, szczegdlnie o podobnym lub takim
samym wyposazeniu i zakresic wykonywanych badan. Znajomos¢
kosztow laboratorium jest bardzo wazna przy ustalaniu cen
jednostkowych badan laboratoryjnych Kierownik laboratorium oprocz
tego ze jest osoba posiadajaca wysokie kwalifikacje zawodowe musi by¢
rowniez osoba odpowiedzialng za catoksztatt dziatalnosci rowniez w
zakresie konkurencyjnosci laboratorium na rynku ustug medycznych. W
oparciu o rachunek kosztow mozna oceni¢ czy wykonywanie
okreslonych badan jest uzasadnione z ekonomicznego punktu widzenia,
czy nalezy zrezygnowa¢ z jego wykonywania i w uzasadnionych
przypadkach zakupié¢ je w innym osrodku.

Zastanawiajace jest wigc dlaczego przy ustalonych zasadach
funkcjonowania a nawet wyposazenia medycznych laboratoriow
obserwujemy tak duze zréznicowanie cen jednostkowych badan w
poszczegdlnych kategoriach w naszym kraju.

Czyzby negocjacyjny charakter dokonywania zakupow pozwalat
laboratoriom sektora niepublicznego na uzyskiwanie tak niskich cen
zakupowych zestawow odczynnikowych od dostawcow co w
nastepstwie daje bardzo niskie ceny jednostkowe badan laboratoryjnych
zjakimi si¢ spotykamy w laboratoriach niepublicznych.

Jako$¢ wynikow badan laboratoryjnych
a zdrowie

HANNA HAUSNER

Cztowiek jest sita napgdowa w rozwoju wielu dziedzin nauki - co rzutuje
najakos$¢ zycia.

U zarania dziejow ludzie otrzymali przestanie - " czyncie sobie ziemig
\poddana"- tak tez si¢ dzieje, cho¢ nie zawsze z dobrym skutkiem.

Cecha naszych czasow jest wzrost znaczenia jakosci we wszystkich
dziedzinach zycia. Wtasciwa jakos¢ jest szczegolnie istotna w obszarach,
gdzie od niej zalezy nie tylko zadowolenie i satysfakcja klienta, ale
przede wszystkim zdrowie i1 zycie czlowieka. Takim obszarem
niewatpliwie jest opieka zdrowotna.

Zgodnie z dokumentami Swiatowej Organizacji Zdrowia /WHO/ jakos¢
w opiece zdrowotnej jest jednym z najwyzszych priorytetow.

W dokumencie ,,Zdrowie 21" zawarte jest 21 celow opieki zdrowotne; .
Cel 16 mowi ,,do 2010r nalezy zapewni¢ zarzadzanie w opiece
zdrowotnej w kierunku przejscia na programy zorientowane na
populacje oraz na opick¢ medyczna ukierunkowana na wynik
zdrowotny" /1/ Wynika z tego, ze placowki stuzby zdrowia musza dazy¢
do zadowolenia pacjenta, uwzgledniajac jego potrzeby oraz
poprawi¢ jakos¢ swiadczonych ustug.

Zdrowie jest specyficzna warto$cia o szczegdlnym wymiarze etycznym.
Zdrowie nie jest towarem - nie ma ceny - jest bezcenne.

WHO uznaje fakt, ze pojgcie zdrowia jest pojgciem bardzo ztozonym.
Jest kilka definicji zdrowia - m.in. * zdrowie to stan dobrego
samopoczucia fizycznego, psychicznego i spolecznego, a nie tylko
nieobecno$¢ choroby lub niepetnosprawnosci /2/-definicja z 1947 r
*zdrowie jest warunkiem wstgpnym dobrostanu fizycznego i
psychicznego oraz dobrej jakoS$ci zycia; jest miara postgpu w dziedzinie
zmniejszenia ubdstwa, zacie$nienia wigzi spotecznych i eliminowania
dyskryminacji"/3/

Zdrowie wreszcie jest stanem subiektywnym, a wigc ocenia je osoba,
ktora ta kwestia dotyczy, ale w sensie obiektywnym o zdrowiu moze
orzekac tylko lekarz.

Lekarz zbierajac wywiad dotyczacy stanu zdrowia pacjenta - stawia
hipotezg. W wielu przypadkach tu wtasnie zaczyna sig¢ rola diagnosty
laboratoryjnego, bowiem ta hipoteza musi ( powinna by¢)
zweryfikowana.

Wyniki badan laboratoryjnych
lekarza wzglgdem pacjenta.

rzutuja na dalsze postgpowanie

Wielce istotng sprawa jest, aby wynik badania diagnostycznego byt
wiarygodny. Wynik ( raport z badania) jest koncowym efektem
naszej pracy.Wiarygodny wynik mozna uzyskaé tylko w laboratoriach
spelniajacych wymagane standardy ze szczeg6élnym uwzglednieniem
kompetentnego personelu (wyksztatcenie, do§wiadczenie )Czy
czlowiek nie zashuguje na wiarygodny wynik ? ? - jest to pytanie
retoryczne a jednak . . .

Zatem przed nami - diagnostami - jest wiele pracy., aby laboratoria
spetniaty standardy jakosci - w szerokim tego stowa znaczeniu.

Jest absolutnie wlasciwe, aby sondazowo przeprowadzi¢ ankietg celem
oceny aktualnego stanu diagnostyki laboratoryjnej w Polsce.

Wymagania jako$ci obejmuja zaré6wno mate laboratoria w terenie,
laboratoria w szpitalach , sanepidach, stacjach krwiodastwa, laboratoria
naukowe jak i duze sieci laboratoriow.

Pomocne w tej ocenie sag Normy : PN-EN ISO/IEC 17025:2005 , PN-EN
15189:2006r oraz wytyczne zawarte w rozporzadzeniach Ministra
Zdrowia. Bez wzgledu na rodzaj wdrazanego systemu zarzadzania
jakoscia trzeba uwzgledni¢ dwa podstawowe pojgcia - procesy i
klientéw. Proces opisuje sposob , w jaki wykonywana jest praca w
organizacji /laboratorium/. Aby jako$¢ koncowej ustugi byta wlasciwa,
wazny jest prawidtowy / udokumentowany / przebieg procesu. Drugim
pojeciem systemu jakosci jest klient. Od klienta / pacjenta wszystko si¢
zaczyna.To ON jest naszym pracodawca, od NIEGO pochodza
pieniadze. Istotne w systemie jakos$ci jest to, aby zechcial ON nadal
korzysta¢ z ustug wtasnie naszego laboratorium. Zmiana zasad
funkcjonowania opieki zdrowotnej sprawita, ze tak jak w innych
branzach - bardzo istotna stala si¢ rywalizacja o klienta / pacjenta.
Jednym ze sposobdw zwigkszajacych konkurencyjnos$é jest wiasnie
jakosé, a w szezegdlnosci zarzadzanie przez jakos¢. Budowanie jakos$ci
ma na celu uporzadkowanie, a nastgpnie doskonalenie calej organizacji/
laboratorium. Jest to bardzo wazny instrument budowania zaufania
migdzy organizacja a aktualnymi i przysztymi klientami.

Jakos$¢ to takze mozliwo$¢ eliminowania niepewno$ci i szansa na
budowanie trwatego zaufania.

Zmiana zasad finansowania zaktadow opieki zdrowotnej wplyngla na
wzrost znaczenia takich poje¢ jak : jakos¢, efektywno$¢ dziatania,
racjonalizacja kosztow.

Celem pracy laboratorium stato si¢ nie tylko samo wykonanie badania,
ale dazenie by $wiadczona ustuga byta wihasciwej jakosci, spetniata
wymagania klienta / pacjenta i platnika. Jakos$¢ staje si¢ podstawa
skutecznego funkcjonowania, wyznacznikiem kultury organizacji,
czynnikiem sukcesu rynkowego a nawet utrzymania si¢ na rynku. W
takich wtasnie dobrze dzialajacych laboratoriach chcemy pracowac i
osiagac satysfakcje z pracy, poprzez mozliwos¢ rozwoju zawodowego.
Diagnosci laboratoryjni pracuja w wielu dziedzinach / branzach :
analityka, mikrobiologia, immunologia, cytodiagnostyka, patologia,
genetyka , parazytologia, epidemiologia, stuzba krwi itd.

Wszystkich nas taczy wspolne zadanie -- dobrze wykona¢ swoja prace,
aby uzyskany wynik byt przydatny w dalszych postgpowaniach -
medycznych, wywiadu epidemiologicznego, w analizie zakazen
szpitalnych, wlasciwym doborze antybiotyku, w badaniach
genetycznych , przetaczaniu krwi analizie stanu zdrowia spoteczenstwa
itd, itd. Jest to szerokie pojecie medycyny laboratoryjnej, medycyny
opartej na faktach -takim celom stuzy nasza praca.

1 - J.B.Karski ,,Zdrowie 21 - zdrowie dla wszystkich w XXI wieku"
Centrum organizacji i Ekonomiki Ochrony Zdrowia . Warszawa 1999
s.34

2 -J.B.Karski ,, Teoria organizacjiizarzadzania w promocji zdrowia
"COiEOZ “Warszawa 1997rs.7

3 -J.B.Karski, A.Koronkiewicz ,, Zdrowie 21 - zdrowie dla wszystkich w
XXI wieku .Podstawowe zalozenia polityki zdrowia dla wszystkich w
Regionie Europejskim WHO" Biuro Regionu Europejskiego
Kopenhaga-Warszawa 2000r.s13
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Wspolczesne cytometry i ich

zastosowanie

Nowa epoka cytometrii przeplywowej- wspolczesne cytometry i ich
zastosowanie
Dr Jarostaw Baran
Zaktad Immunologii klinicznej PAIP Colegium Medicum UJ

Cytometria jest metoda pomiaru wlasciwosci fizycznych i/lub
chemicznych pojedynczych komorek lub innych ,czastek"
biologicznych (izolowane jadra komorkowe, kwasy nukleinowe,
mitochondria, chloroplasty itp.). W cytometrii przeptywowej pomiary te
dokonywane sa w urzadzeniach zwanych cytometrami przeptywowymi
w trakcie przeptywu komorek lub czastek w strumieniu cieczy. Definicja
ta obejmuje wiec rowniez liczniki hematologiczne, jednak dla celow tego
opracowania zostanie ona ograniczona tylko do aparatow zdolnych do
pomiaru wtasciwosci fizycznych 1 fluorescencji komorek/czastek
przeptywajacych w strumieniu cieczy (zwanych rowniez
cytofluorymetrami). Dzigki postgpowi jaki si¢ dokonal w ostatnich
latach w optyce, elektronice, inzynierii laseréw, dzigki rozwojowi
informatyki dzisiejsze cytometry przeptywowe sa urzadzeniami o
znacznie wigkszych mozliwosciach pomiarowych ale i tatwiejszymi w
obstudze. Réwniez postgp w produkcji coraz to nowych barwnikéw
fluorescencyjnych sprawil, ze wspolczesne cytometry potrafia
analizowa¢ jednoczasowo nawet do kilkunastu parametrow
pochodzacych z pojedynczej komorki. Zasadniczo wyrdznia si¢ dwa
rodzaje cytometréw przeplywowych - analizatory i sortery komorkowe.
Sortery posiadaja zdolno$é nie tylko zbierania danych o przeptywajacych
komorkach (ich analizy) ale réwniez izolacji (sortowania) w wysokim
stopniu czystosci (>99%) komoérek spehiajacych okreslone przez
operatora kryteria.

Ostatnie lata dzigki wprowadzeniu technologii cyfrowej zapoczatkowaly
nowa epoke w rozwoju cytometrii przeptywowej jako techniki naukowo-
badawczej. Opracowanie to stanowi form¢ kompendium wiedzy o
dostepnych obecnie komercyjnych cytometrach przeptywowych i ich
zastosowaniu zaréwno w diagnostyce medycznej jak i badaniach
podstawowych. Z zatozenia wigc informacje dotyczace opisu cytometrii
przeplywowej jako metody diagnostyczno-badawczej nie begda
przedstawione. Czytenika zainteresowanego podstawami cytometrii
przeptywowej odsytam do artykutu ,,Cytometria przeplywowa - istota
metody ijej wykorzystanie" (1).

Rozwdj cytometrii przeplywowej

Poczatki cytometrii przeptywowej siggaja roku 1934, kiedy to Moldavan
opublikowat na famach Science artykul o metodzie liczenia komorek
ptynacych w kapilarze za pomoca czujnika fotoelektrycznego (2). Byt to
jednak tylko pomyst i sam autor nigdy nie wprowadzil go w zycie.
Pierwsze urzadzenia powstaly natomiast w potowie lat 40-tych i
anlizowaly one komorki bakteryjne ,ptynace" w powietrzu a nie w
strumieniu cieczy. W 1947 r. Gucker opublikowatpierwsze doniesienie o
cytofluorymetrycznej detekcji bakterii w aerozolach (3). Badania te
rozpoczete jeszcze w trakcie trwania IT Wojny Swiatowej, sponsorowane
prze armig¢ amerykanska miaty na celu szybka identyfikacj¢ w powietrzu
bakterii i/lub ich zarodnikéw na wypadek uzycia broni biologicznej. Z
oczywistych wzgledéw badania te nie mogly by¢ ujawnione przed
zakonczeniem wojny, stad opublikowane zostaty dopiero w 1947 r. W
urzadzeniu tym probki powietrza analizowane byly w ,komorze
przeptywu" w ciemnym polu (podobnie jak w mikroskopii ciemnego
pola) po o$wietleniu $wiattem widzialnym z najmocniejszej znanej
wowczas lampy jaka byt reflektor samochodu marki Ford. Urzadzenie to
pozwalato na detekcjg z 60% prawdopodobienstwem czastek o srednicy
0.6 um. Paradoksalnie historia zatoczyta koto, gdyz w ostatnich latach po
atakach terrorystycznych armia amerykanska ponownie interesuje sig
cytofluorymetryczna metoda wykrywania bakterii w powietrzu (4). Do
roku 1970 na rynku cytometrycznym istniaty tylko dwie firmy:
amerykanska Bio/Physics Systems, zatozona przez Lou Kamentsky'ego,
produkujaca Cytograf i Cyto fluorograf oraz niemiecka Phywe AG
dystrybuujaca Impulscytophotometer (ICP), komercyjna wersja aparatu
Dittricha i Gohde firmy Partec. Wkrotce potem Technicon wprowadzit na
rynek Hemalog D, pierwszy z serii przeptywowych licznikow
hematologicznych réznicujacych populacje leukocytow, a w 1974 r.
Becton-Dickinson wprowadzit sorter komérkowy FACS,
zapoczatkowujacy technologi¢ FACS (Fluorescence Activated Cells

Sorters). Rok p6zniej Coulter wszedt na rynek z TPS-1, zastgpujac go
pozniej serig EPICS. W roku 1976, po potaczeniu Johnson & Johnson z
Bio/Physics Systems powstat Ortho Diagnostics Systems, ktory w 1978 1.
nabyt prawa réwniez do ICP od Phywe AG, oferujac zard6wno analizatory
(Cytofluorograf), jak i sortery (ICP). Tak wigc na poczatku lat 80-tych,
trzy duze firmy B-D, Coulter i Ortho oferowaly laserowe cytometry
przeplywowe z mozliwo$cia sortowania Po roku 1985 zaré6wno B-D jak i
Coulter wprowadzity niesortujace cytometry przeplywowe (FACScan i
EPICS Profile) wykorzystujace chtodzone powietrzem lasery argonowe
o niskiej mocy. Urzadzenia te przeznaczone byty zaréwno do diagnostyki
klinicznej jak i badan naukowych. W potowie roku 1987 Ortho
zaprzestalo produkcji cytometrow i sprzedato zobowiazania servisowe
B-D. Powtérnie Ortho pojawito si¢ na rynku w 1992 r. z modelem
Cytoron Absolute budowanym w Japonii przez firm¢ Omron, by
stopniowo znowu wycofa¢ si¢ pod koniec dekady. W 1988 r. na rynku
cytometrycznym pojawila si¢ firma Cytomation, poczatkowo oferujaca
tylko systemy CICERO do udoskonalania przetwarzania danych i
przyspieszania sortowania dla dostgpnych wowczas urzadzen
sortujacych, aby w 1994 r. rozpocza¢ sprzedaz modutowych sorterow
MoFlo (,,modular high speed celi sorter") stworzonych przez zespot Gera
van den Engha w Lawrence Livermore National Laboratory (5). Od tego
czasu datuje si¢ obecno$¢ trzech wielkich firm cytometrycznych, ktore
dominuja na rynku do chwili obecnej: BD Biosciences, Beckman Coulter
(potaczone w 1997 r.) i DakoCytomation (potaczone w 2001 r.). Oprocz
tych trzech wielkich, na rynku obecne sa i inne firmy oferujace swoje
cytometry.

Analizatory cytofluorymetryczne
l. BD Biosciences

FACScan firmy Becton Dickinson byl pierwszym nowoczesnym
analizatorem dostgpnym komercyjnie od 1985 r. Poczatkowo bylo to
urzadzenie ,.trzykolorowe" wspotpracujace z komputerem Hewlett-
Packard serii 300 w programie Consort 30 lub Consort 32. W potowie lat
90-tych seria systemow analizy Consort zostala zastapiona przez
FACStation wspotpracujaca z komputerami Apple Macintosh. Wraz ze
zmiana systemu komputerowego na Apple'a rosnacym
zapotrzebowaniem na analizg¢ czterokolorowa Becton-Dickinson
zmodernizowal model do dwulaserowego (laser argonowy 488 nm i
diodowy 635 nm) analizatora czterokolorowego nazywajac go
FACSCalibur. Urzadzenie to rejestruje w opcji jednolaserowej 7
parametrow, w tym 3 fluorescencje: zielona (515-545 nm, ,,FL1"), z6tto-
pomaranczowa (564-606 nm, ,,FL2") i czerwona (> 670 nm, ,,FL3"); w
opcji dwulaserowej - 8 (4 fluorescencja - czerwona 653-669 nm, ,,FL4" -
wzbudzana jest przez laser diodowy 635 nm). Dla wybranego rodzaju
fluorescencji mozliwa jest analiza, ,,szerokosci" sygnatu (,,pulse width")
wykorzystywana do eliminacji dubletéw i agregatow komorkowych.
Dodatkowym parametrem jest czas. System akwizycji danych moze
rejestrowa¢ komorki lub ,czastki biologiczne" przeptywajace z
czgstoscia > 30 000/s. Mozliwa jest regulacja predkosci przeptywu
probki: niska (12 u,l/min), $rednia (35 pl/min) i wysoka (60 pl/min).
Dodatkowo, FACSCalibur moze by¢ wyposazony w opcje sortowania
dzialajaca na zasadzie mechanicznego wychwytu wybranej (jednej)
populacji przez kapilar¢ poruszajaca si¢ ruchem wahadlowym w
strumieniu cieczy (,,catcher tube sorting"). Ze wzgledu na mata
wydajnos¢ tego typu sortowania (ok. 300 komorek/s) i fakt, ze sortowana
populacja jest bardzo rozcienczona (kapilara aspiruje relatywnie duze
objetosci plynu), rozwiazanie to nie cieszy si¢ duza popularnoscia.
Zbieranie i analiza danych (zapisanych w systemie FCS 2.0) odbywa sig
w programie CellQuest lub CellQuest Pro na komputerach Apple'a
wyposazonych w procesor PowerPC G4.

FACSCount jest matym analizatorem przeznaczonym do
przeprowadzania analizy subpopulacji limfocytow CD4 i CD8 u
pacjentow zakazonych wirusem HIV. Wyposazony w helowo-neonowy
zielony laser (543 nm) rejestruje 2 rodzaje fluorescencji emitowane;j
przez fykoerytryng i koniugat fykoerytryny z barwnikiem cyjaninowym.
FACSCount desygnowany jest glownie do laboratoriow klinicznych w
krajach o wysokiej zachorowalno$cina AIDS.
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LSRII zapoczatkowal nowa linig analizatoréw BD. Jest to w pelni
cyfrowy analizator mogacy wspolpracowac z 4 kserami i analizujacy do
15 fluorescencji! Zastapit on analogowy aparat LSR I, ktory mogt by¢
skonfigurowany jako trojlaserowy, z mozliwo$cia analizy 6
fluorescencji. LSR II w optymalnej konfiguracji moze posiadaé
niegazowy (,,solid state") kser Sapphire 488 nm (Coherent), laser YAG
355 nm do emisji UV (Lightwave), 25 mW fioletowy diodowy laser
YioFlame 405 nm (Coherent) i czerwony laser diodowy 638 nm.
Catkowita nowos$cia technicza jest wprowadzenie optyki
swiattowodowej i1 rozdzial sygnatow biegnacych do poszczegdlnych
detektorow rozmieszczonych po okrggu za pomoca zwierciadetl o bardzo
wysokiej wydajnosci. Rozwiazanie to sprawia, ze straty $wiatla sg
zminimalizowane poniewaz po odbiciu, kazdy sygnat przechodzi tylko
przezjeden filtr optyczny umieszczony bezposrednio przed detektorem.

LSR II wykorzystuje do zbierania danych w pehi cyfrowy system
FACSDiVa i nowy oparty o komputery typu IBM program pracujacy w
srodowisku Windows XP. System cyfrowy umozliwia m.in.
zastosowanie dowolnego parametru lub logicznej kombinacji (i/lub)
dwu i wigcej parametrow do rejestracji sygnatow (,.triggering").
Wszystkie sygnaly podlegaja cyfrowej obrdbce réwnoczesnie z
czgstoseia 10 milionéw razy na sekunde (10 MHz) wykorzystujac 14-
bitowe przetworniki sygnatéw analogowych na cyfrowe (,,analog to
digital converters"). Elektroniczny ,,czas martwy" jest wyeliminowany,
co pozwala na zwigkszenie liczby analizowanych komoérek (ponad
20000/s). Dzigki wyeliminowaniu wzmacniaczy logarytmicznych
mozliwy stat si¢ bardziej doktadny pomiar fluorescencji, poprawiajac
liniowo$¢, kompensacje i oceng ilosciowa. Kompensacja moze by¢
dokonana dla wszystkich par fluorescencji zaréwno przed jak i po
zebraniu danych przy uzyciu ,software'n". Sygnaly liniowe sa
zamieniane na skalg logarytmiczna (5 dekad) rowniez ,,software'owo"
przy uzyciu 18-tobitowej elektroniki. Maksymalnie urzadzenie moze
rejestrowac 16, a w analizie mozna uzywac 36 parametrow, w tym pole
powierzchni (,,area") i standardowa wysokos$¢ piku (,,height") dla
wszystkich 16 parametrow, plus dodatkowo dwa ,,ratio", szerokosc¢ piku
(,,width")iczas.

FACSCanto I i FACSCanto II to najnowsze, w pelni cyfrowe
analizatory. Pierwszy z nich, dwulaserowy zostat wprowadzony na rynek
w koncu 2003 r. Wyposazony w 20 mW laser 488 nm typu ,,solid state" i
17 mW He-Ne laser diodowy 633 nm, jest 6-ciokolorowym (FITC, PE,
PerCP lub PerCP-CyS5.5, PE-Cy7 i APC, APC-Cy7) analizatorem. W
analizie mozna uzywa¢ 27 parametréow, w tym pole powierzchni,
wysokos¢ i szerokosé piku dla wszystkich 8 parametréw (fluorescencje +
scattery"), 2 ,ratio" i czas. FACSCanto II wprowadzony w 2006 r. jest
rozbudowang o 3 laser (fioletowy diodowy 405 nm) wersja Canto |
umozliwiajaca w pelnej konfiguracji analiz¢ 8 parametrow
fluorescencyjnych (dodatkowo PacificBlue i AmCyan, wzbudzane
trzecim laserem). W obu urzadzeniach, zbieranie i analiza danych
odbywa si¢ podobnie jak w przypadku LSR II w systemie FACSDiVa w
programie pracujacym w S$rodowisku Windows XP. Wszystkie
parametry sa rejestrowane w/skali liniowej (262 141 kanatéw) i cyfrowo
zamieniane na 5-ciodekadowa skale logarytmiczna przy uzyciu
18-tobitowej elektroniki, co znacznie poprawia liniowo$¢ i precyzje
pomiarow.

2. Beckman Coulter

EPICS XL byt pierwszym i przez wiele lat jedynym komercyjnym
niesortujacym cytometrem wykorzystujacym cyfrowa obrobke sygnatu,
co dawato unikalna przewage nad pozostalymi cytometrami
wyposazonymi w elektronik¢ analogowa. W przypadku analizy
logarytmicznej eliminuje to konieczno$¢ stosowania wzmacniaczy
logarytmicznych - wszystkie dane sa zbierane w skali linearne;j i cyfrowo
przeksztatcane na logarytmiczne. Cyfrowa elektronika umozliwia

réwniez kompensacj¢ wszystkich par fluorescencji Dzigki
wprowadzeniu nowych barwnikéw fluorescencyjnych EPICS XL byt
jedynym analizatorem mogacym analizowac 4 fluorescencje wzbudzane
$wiatlem lasera argonowego o dtugosci fali 488 nm. Analiza danych
odbywa si¢ w programie XL SYSTEM II v.3.0 lub EXPO32 ADC. XL
SYSTEM 1I pracuje w srodowisku DOS w systemie Windows 98SE i
wykorzystuje do zapisu danych format FCS 2.0. System jest wstanie
zbiera¢ 12 parametrow, z czasem, stosunkiem fluorescencji (,,ratio") i
parametrem PRISM, wlacznie - identyfikuje populacje komoérkowe w
oparciu o ,,pozytywnos¢" lub ,negatywnos¢" dla maximum 6-ciu
wybranych markeréw. Program EXPO 32 ADC (,,Advanced Digital
Compensation") dodatkowo umozliwia automatyczna kompensacje do 4
fluorescencji i analiz¢ do 16 parametréw. Model EPICS XL-MCL
dodatkowo wyposazony jest w automatyczny podajnik probek
(,,multicarousel loader").

Cytomics FC 500 jest cyfrowym analizatorem, mogacym
przeprowadza¢ detekcje 5-ciu fluorescencji (FITC, PE, PE-Texas red,
PE-CyS5 lub APC i PE-Cy7) wzbudzanych przez jeden lub dwa lasery (20
mW laser argonowy 488 nm i 20 mW laser He-Ne 633 nm Iub 5 mW laser
diodowy 635 nm), z cyfrowa kompensacja i skala logarytmiczna po
przeksztatceniu danych zbieranych w 20 bitowej skali linearnej. FC 500
analizuje dane w programie CXP lub MXP (przystosowany do zbierania
probek z ptytek titracyjnych) w systemie Windows 2000, uzywajac do
zapisu formatu FCS 3.0. Urzadzenie zapisuje do 16 parametrow
uwzgledniajac czas, stosunek fluorescencjii PRISM. W analizie mozliwe
jest uzycie 24 parametrow. Mozliwa jest réwniez kompensacja
»software'owa", a prezentowane dane w formie wykresow punktowych
(,,dot-plot") lub histograméw moga by¢ tatwo przenoszone do innych
aplikacji Microsoft lub konwertowane do formatu PDF. Cytomics FC
500 moze wchodzi¢ w sktad zautomatyzowanej stacji cytometrycznej
(,,Integrated Cytometry Solution"), przygotowujacej i podajacej probki
do analizy.

Cell Lab Quanta jest najnowszym analizatorem firmy Beckman-
Coulter wyposazonym w laser 488 nm oraz lampg rtgciowa
umozliwiajaca wzbudzenie barwnikow $wiattem o dtugosci 366 nm, 405
nm lub 435 nm. Urzadzenie rejestruje 3 kolory fluorescencji oraz
objetos¢ komorek (,,Coulter volume"; rozwiazanie stosowane w
licznikach hematologicznych) i1 ich ziarnistos¢ (,,side scatter"), co
umozliwia dokladniejsze niz w innych systemach zréznicowanie
morfologiczne badanych populacji oraz podanie wielkosci komorek
(nm) lub ich $redniej objgtosci (femtolitry). Dodatkowa zaleta aparatu
jest wyposazenie w pompy-strzykawki, precyzyjnie dozujace objgtosé
badanej zawiesiny komodrkowej, umozliwiajac podanie warto$ci
bezwzglednych analizowanych populacji komérkowych. Mate rozmiary
aparatu oraz mozliwo$¢ wspolpracy z uniwersalnym podajnikiem probek
(,,Mufti-Platform Loader") sa kolejnym atutem tego cytometru.

3. DakoCytomation

Cytomation wystartowato w koncu lat 80-tych z systemami CI CERO do
owczesnych cytometréw sortujacych, poprawiajac ich szybkos$c
sortowania i mozliwo$ci analizy danych. Po sukcesie odniesionym z
sorterami MoFlo, juz jako DakoCytomation, w 2001 r. firma
wprowadzita na rynek analizator CyAn. Jest to maksymalnie 11-
parametrowy (9 fluorescencji), trdjlaserowy instrument, ktory w
optymalnej konfiguracji posiada 150 mW wiazke 488 nm i 50 mW
wiazke 351 nm (UV), obie z chtodzonego woda lasera argonowego
Enterprise II (Coherent) i 12,5 mW czerwony laser diodowy 635 nm.
Alternatywnie, urzadzenie mozna wyposazy¢ w 20 mW laser Sapphire
488 nm (Coherent) i 25 mW fioletowy laser diodowy VioFlame 405 nm
(Coherent). Akwizycja i analiza danych odbywa si¢ w programie
Summit pracujacym w systemie Windows NT, z mozliwoscia
kompensacji wszystkich par fluorescencji w czasie rzeczywistym
podczas akwizycji, jak 1 pdzniej podczas analizy. Analiza moze si¢
odbywac¢ réwniez ,,off line” na innych komputerach PC. Maksymalna
predkosé akwizycji to 50 000/s. Niewatpliwa zaleta tego urzadzenia jest
tatwo$¢ rozbudowy i
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zmiany konfiguracji w zaleznosci od potrzeb (fatwo wymienne filtry).
4. Partec GMBH

Powstata w 1960 r. firma Partec produkuje cytometry najdhuzej sposrod
wszystkich firm cytometrycznych. Obecnie firma oferuje urzadzenia
wyposazone zarowno w lampy rteciowe i/lub lasery jako zrodta $wiatla, z
mozliwo$cia sortowania, jak i elektronicznego pomiaru objgtosci
komorek, umozliwiajacego zréznicowanie morfologiczne leukocytow.
Dodatkowo, dzigki zastosowaniu precyzyjnych strzykawek dozujacych
okreslona objgtos¢ probki do analizy, mozliwe jest uzyskanie
bezwzglednej liczby badanych populacji komérkowych. Nowa linia
cytometrow obejmuje zaré6wno proste, jednolaserowe,
jednoparametrowe urzadzenia, ktore moga by¢ zasilane z baterii -
CyFlow, jak i wiclolaserowe instrumenty, z cyfrowa obrobka danych,
zdolne do pomiaru 14 parametréw fluorescencyjnych CyFlow ML.
Seria CyFlow moze by¢ wyposazona w nastgpujace zrodta §wiatta: 100
W lampeg rtgciowa (zrédlo UV), fioletowy laser diodowy 407 nm,
niegazowy laser niebieski 488 nm (20 lub 200 mW), zielony Nd-YAG
laser 532 nm (do 100 mW) lub czerwony laser diodowy 635 nm (15 lub 25
mW). Szybko$¢ przeptywu probki jest regulowana ,,software'owo" w
przedziale od 0-3 ml/min z wykorzystaniem precyzyjnych pomp-
strzykawek. Model CyFlow ML moze by¢ wyposazony w dwa detektory
dla parametru FSC (,,forward scatter"). Pierwszy, rejestruje natgzenie
$wiatla ugigtego w osi biegu promienia pod katem 2-6°, drugi, pod katem
6-14°. Sygnaly dla parametru SSC (,,side scatter") i fluorescencji sa
zbierane przez obiektywy mikroskopowe o wysokim wspotczynnikiem
transmitancji dla $wiatta UV (opracowane przez Partec) i przesylane do
odpowiednich fotopowielaczy. Wysokos¢ piku, szerokos¢ i integral
»area'") sa zamieniane z analogowych na cyfrowe przy uzyciu szybkich
16-bitowych konwerterow, a zmiana skali logarytmicznej na liniowa 1
odwrotnie odbywa si¢ przy uzyciu programu FloMax, w $rodowisku
Windows. Dane sa zapisywane w formacie FCS 2.0 i mozliwy jest zapis
danych z >10 000000 komoérek. W sumie mozliwa jest akwizycja 16
podstawowych parametrow, w analizie mozna wykorzysta¢ dalszych 16
pochodnych. Maksymalna predkos¢ akwizycji wynosi >10 000
komorek/s.
Jak wigkszo$¢ cytometrow firmy Partec, seria CyFlow moze by¢
wyposazona w zamknigty system sortowania oparty o przetaczanie
przeptywu (,,fluid switch sorters"). W systemie tym kanat przeptywu w
punkcie detekcji rozwidla si¢ na ksztalt litery Y. Jedno ramig jest
ramieniem zlewkowym, drugie sortujacym. Sterowany
piezoelektrycznie tloczek kieruje wybrana komoérke do ramienia
sortujacego, a komorki niepozadane do ramienia zlewkowego.
Rozwiazanie to umozliwia sortowanie komorek znacznie wigkszych niz
przy uzyciu standardowych sorterow kroplowych (komoérki roslinne,
komorki wysp Langerhansa).
Pierwsza linia cytometrow Partec byla seria PAS, jedyna taczaca w
komercyjnych cytometrach jako zrédta $wiatla lampe rtgciowa i laser.
Podobnie jak seria CyFlow, seria PAS obejmuje proste i skomplikowane
analizatory mogace mie¢ opcj¢ sortowania. Generalnie, w poréwnaniu z
serig CyFlow urzadzenia tego typu sa wigksze i moga by¢ wyposazone w
wigksze lasery (np. chtodzony powietrzem laser argonowy 488 nm).
Dodatkowo, moga wspoétdziata¢ ze stacja przygotowania i podawania
probek - ROBBY. Stacja ta jest w stanie dozowac przeciwciata i/lub
fluorochromy, dodawa¢ odczynniki lizujace erytrocyty i utrwalajace
probki, tacznie 16 roéznych odczynnikow z kontrolowanym czasem
inkubacji.

5. Guava Technologies, Inc.

Guava Personal Cell Analysis (PCA) System jest bardzo matym
(niewiele wigkszym od laptopa, z ktérym wspdtpracuje), przenosnym
cytometrem, niewymagajacym do analizy probek buforu! Komora
przeplywu jest na tyle szeroka, ze umozliwia analiz¢ przeplywajacych
komorek bez ryzyka czgstego zatykania i wymaga zaledwie kilku ul
probki! Urzadzenie wyposazone jest w zielony laser YAG 532 nm i
rejestruje 3 parametry: FSC i dwie fluorescencje przy dtugosci fali 575
nmi675 nm. Program CytoSoft umozliwia akwizycjg i analizg danych w
systemie Windows. Trzy osobne modutly programu: Guava

ViaCount, Guava Express i Guava Nexin umozliwiaja odpowiednio
podanie bezwzglednej liczby zywych komorek, badanie ekspresji
markeré6w powierzchniowych oraz analizg apoptozy. Ekspresj¢
markeréw powierzchniowych ocenia si¢ z uzyciem przeciwciat
sprzgzonych z fykoerytryna (PE) lub barwnikiem cyjaninowym Cy3 ,
zywotnos¢ - z uzyciem 7-aminoaktynomycyny D, apoptozg - z
uzyciem aneksyny V sprzgzonej z PE. Ze wzgledu na brak ptynu
okrywowego, gwarantujacego przeptyw komorek jedna za druga, a
tym samym gwarantujacego precyzj¢ pomiaru, urzadzenie to nie
nadaje si¢ do analizy cyklu komorkowego.

Komercyjne kroplowe sortery komdrkowe

Sortery kroplowe wykorzystuja wysokiej czgstotliwosci (15-200 kHz)
drgania krysztatu piezoelektrycznego powodujace rozerwanie
strumienia cieczy wyplywajacego z komory przeptywu na pojedyncze
krople. Ze wzgledu na duza efektywnos$¢, tego typu sortery sa
najpopularniejsze i takie zostana przedstawione w niniejszym
opracowaniu. Zasada dziatania tych urzadzen zostata szczegdtowo
opisana w artykule ,,Cytometria przeplywowa - istota metody i jej
wykorzystanie" (1).

Wsrdd sorterow kroplowych wyrdznia si¢ dwa podtypy: sortery o
niskiej szybkosci sortowania (,,Low speed sorters") - do 10 000-15 000
komorek/s oraz sortery o duzej szybkosci (,,high speed sorters")
powyzej 20 000 komorek/s. W celu osiagnigcia duzych szybkosci
sortowania konieczne jest wysokie ci$nienie (20-100 psi) ptynu w
ktorym ptyna komorki (ptyn okrywowy), co dla niektorych typow
komorek moze by¢ szkodliwe.

L. BD Biosciences

Pierwsze komercyjne sortery komoérkowe firmy B-D nie bardzo
odbiegaly od prototypu zbudowanego przez zespdl Leonarda
Herzenberga na uniwersytecie Stanforda (6). Obecne sortery kroplowe
firmy B-D obejmuja zaréwno linig urzadzen wyposazonych w
elektronikg analogowo-cyfrowa, jak i w pelni cyfrowa. FACSVantage
SE jest nastgpca urzadzen z lat 90-tych typu FACStar, FACStar Plus i
FACSVantage. Ten analogowo-cyfrowy instrument typu ,,stream in air"
(analiza odbywa si¢ w powietrzu w strumieniu cieczy wyplywajacym z
dyszy o okreslonej $rednicy), .moze wspotdziataé z trzema laserami i
rejestrowac do 12 fluorescencji. Cisnienie ptynu moze by¢ regulowane w
zakresie od 2.0 psi (przy dyszy o $rednicy 400 um) do 60 psi z uzyciem
dyszy 70 um i opcji TurboSort umozliwiajacej sortowanie z predkoscia
do 25 000 komorek/s. Uzycie opcji MacroSort pozwala na sortowanie
komorek o wielkosci ok. 100 pm, z predkoscia do 500 komodrek/s. Do
zbierania i obrobki danych urzadzenie moze by¢ wyposazone w dwa
zasadniczo rdznigce si¢ systemy: analogowy lub cyfrowy -FACSDiVa.
W wersji analogowej kazdy z parametrow wzbudzanych $§wiatlem lasera
488 nm moze by¢ uzyty jako ,trigger", a maksymalnie 8 parametrow
moze by¢ analizowanych. Sygnaly ze skali liniowej sa zamieniane na
skalg logarytmiczna przy uzyciu analogowych wzmacniaczy o zakresie 4
dekad. Kompensacja fluorescencji odbywa si¢ tylko ,,hardware'owo".
Parametry wysokos$ci, integralu i szerokosci piku sa zamieniane z
analogowych na cyfrowe przy uzyciu 10-ciobitowych konwerterow. W
wersji analogowej, analiza danych (maksimum 16 parametréw) odbywa
si¢ z uzyciem programu CellQuest Pro na bazie komputerow Apple
Macintosh wyposazonych w procesor G4 Power PC. Opcja cyfrowa
obrobki sygnalu (FACSDiVa) pozwala na uzycie dowolnego parametru
Iub logicznej kombinacji dowolnych parametréw jako ,.trigger".
Wszystkie parametry (maksimum 16) sa rejestrowane w skali liniowej
(262 141 kanatoéw) i cyfrowo zamieniane na 5-cio dekadowa skalg
logarytmiczna przy uzyciu 18-tobitowej elektroniki. Kompensacja moze
by¢ dokonywana zaré6wno ,hardware'wo", jak i ,software'owo" po
zebraniu danych. Analiza 36 parametrow odbywa si¢ w programie
FACSDiVa na komputerach Hewlett-Packard X4000 w systemie
Windows. Dzigki wyeliminowaniu ,,czasu martwego" szybko$¢ analizy
zwigkszyta sig do 100 000 komorek/s. Zarowno w wersji analogowej jak i
cyfrowej mozliwe jest sortowanie 4 wybranych populacji komoérkowych,
a ustawianie punktu tworzenia kropli (,,drop delay") odbywa sig bardzo
szybko i precyzyjnie dzigki opcji AccuDrop. W opcji tej, w trakcie
bezposredniej obserwacji sortowania mikrokuleczek, ,,drop delay"
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zastosowanie

dostosowuje sig tak aby wszystkie mikrokuleczki fluoryzujace w swietle
dodatkowej diody laserowej (umieszczonej powyzej probowek
zbierajacych sortowane populacje) kierowane byly do probowki.
W przypadku, gdy cze$¢ mikrokuleczek jest kierowana do probowki
a czg$¢ do zlewek, ,,drop delay" nalezy skorygowac, tak aby wszystkie
mikrokuleczki byty kierowane do probowki. Dodatkowo, system
usuwania aerozolu (Aerosol Menagement Option) zabezpiecza
operatora przed ewentualng kontaminacja materiatem zakaznym.

FACSAria, najnowszy cyfrowy cytometr sortujacy firmy BD
wprowadzony na rynek w grudniu 2002 r., jest dwu- lub tréjlaserowym
sorterem o duzej szybko$ci sortowania, posiadajacym unikalne
rozwiazania techniczne eliminujace m.in. konieczno$¢ adjustacji optyki
przez operatora (jak to ma miejsce w innych sorterach kroplowych). Jest
to pierwszy i jak na razie jedyny sorter w ktorym analiza komoérek
odbywa si¢ w kiuwecie (a nie w powietrzu!), co zwigksza czutosc¢
pomiaru. 20 mW laser Saphire 488 nm (,,solid state") 1 17 mW laser He-
Ne 633 nm sa na wyposazeniu w wersji podstawowej, a 20 mW diodowy
laser fioletowy 407 nm jest opcjonalny. Moze on by¢ wykorzystany do
wzbudzania m.in. barwnika Hoechsta. Podobnie jak w LSRII, FACSAria
wyposazona jest w optyke $wiattowodowa, a sygnaly biegna do
poszczegdlnych detektorow rozmieszczonych po okregu w uktadzie
nanogonalnym, co umozliwia rejestracj¢ 8-iu parametrow (7
fluorescencji i ,,side scatter") z lasera 488 nm, i po 3 parametry
z pozostatych dwoch laserow. FACSAria wykorzystuje zmodyfikowany
program FACSDiYa wspotpracujacy z komputerami PC w systemie
WindowsXP. Wszystkie dane sa zbierane w skali linearnej (262 141
kanatdéw) i cyfrowo zamieniane na 5-ciodekadowa skalg logarytmiczna
(analogicznie jak w FACSDiYa). Komorki do analizy mozna podawaé w
kilku rodzajach probowek, a igta transportujaca komoérki jest omywana
przez ptyn zarowno wewnatrz jak i na zewnatrz, ograniczajac ryzyko
przeniesienia komoérek z poprzedniej probki. W trakcie zbierania
komorki sa ciagle mieszane zapobiegajac ich sedymentacji. Catkowita
nowoscia techniczng jest proces sortowania, ktoéry zachodzi po
wyplynigciu komorek z kiuwety analizujacej. Jest to jakby potaczenie
typowego analizatora o nieadjustowalnej optyce z sorterem kroplowym.
Rowniez wymiarami FACSAria przypomina bardziej analizatory, niz
duze urzadzenia sortujace. W poréwnaniu z typowymi sorterami tego
typu catkowicie zmieniono ideg tworzenia kropli. W zastosowanym
w FACSArii rozwiazaniu krople nie sa tworzone przez drgajaca z wysoka
czestotliwoscia glowicg ale przez drgajacy strumien cieczy. Rzeczywisty
punkt tworzenia kropli jest ustawiany przy uzyciu systemu AccuDrop
(analogicznie jak w FACSDiYa). Proces sortowania (na dwie lub cztery
populacje) odbywa si¢ pod ujemnym ciSnieniem, zabezpieczajac
operatora przed aerozolem i jest nadzorowany (opcja SortWatch), tak aby
w przypadku np. zatkania dyszy zabezpieczy¢ proboéwki z sortowanymi
komorkami przez odcigcie plynu i zastonigeia probowek. Maksymalna
szybkos¢ sortowania to 60 000 komorek/s przy cisnieniu ptynu 75 psi.
Ze wzgledu na brak konieczno$ci adjustacji optyki, FACSAria moze by¢
obstugiwana przez mato doswiadczonych adeptow cytometrii.

2. Beckman Coulter

EPICS ALTRA to dwulaserowy instrument analogowy umozliwiajacy
detekcje do 8-miu parametrow: FSC, SSC i 6-ciu. fluorescencji dla
wybranych barwnikéw: FITC, PE, ECD (PE-Texas Red), PC5 (PE-Cy5),
PC7 (PE-Cy7), APCiAPC-Cy7. Detektor kazdej fluorescencji moze by¢
uzyty do rejestracji sygnatdéw pochodzacych z 2 roznych laserow.
Oznacza to, ze pojedynczy fotopowielacz moze ,,zbiera¢" fluorescencje
wzbudzane przez rézne lasery a pochodzace z barwnikéw majacych
bardzo podobne spektra emisyjne (np. PE-CyS5 i APC). Wszystkie filtry
sa fatwo wymienialne, bez konieczno$ci ponownej adjustacji optyki.
Dodatkowymi parametrami moze by¢ czas, stosunek dwodch
fluorescencji (,,ratio") oraz pomiar czasu przeptywu (,,time of flight")
umozliwiajacy rozréznienie pojedynczych komorek od ich agregatow.
Do inicjacji zbierania danych (,.triggering") mozliwe jest zastosowanie
dowolnego parametru lub dwu i wigcej parametrow. Ci$nienie ptynu
okrywowego moze by¢ regulowane w zakresie od 0-15 psi w
standardowym trybie pracy lub do 100 psi w opcji sortowania o duzej
szybkosci (,,high speed sorting"). Czgsto$¢ generowania kropli w opcji
,high speed" wynosi 90-100 kHz.

W opcji tej wysoka czystos¢ i duzy odzysk sortowanych komorek
uzyskuje si¢ przy predkosci sortowania nie przekraczajacej 20 000
komorek/s. Opcja SortLOCK monitoruje i utrzymuje ,,drop delay" na
statym poziomie. Do zbierania i analizy danych zapisanych w formacie
FCS 2.0 Altra wykorzystuje oparty o system Windows program EXPO32
(szczegblowiej opisany przy analizatorze EPICS). Kompensacja
fluorescencji w uktadzie ,.kazda z kazda" odbywa sig ,,software'owo".
Dane liniowe z max 1024 kanatow sa konwertowane do logarytmicznych
przy uzyciu analogowych wzmacniaczy. Do pomiarow bezwzglednej
liczby receptorow wyrazonych jako ,wiazanie przeciwcial przez
komorke" (Antibody Bound per Cell - ABC) lub ,czasteczek
ekwiwalentow rozpuszczonego fluorochromu" (Molecules of Equivalent
Soluble Fluorophore -MESF) istnieje mozliwo$¢ przekonwertowania
skali po analizie mikrokuleczek standaryzujacych.

3. DakoCytomation

MoFlo (Modular Flow Cytometer) byt pierwszym komercyjnie
dostepnym sorterem typu "high speed" wyposazonym w cyfrowo-
analogowa elektronikg. Pierwotnie, jeszcze w wersji prototypowej
zbudowany w Lawrence Livermore National Laboratory przeznaczony
do szybkiej izolacji chromosomoéw, po modernizacji stat si¢ urzadzeniem
o wszechstronnym zastosowaniu. MoFlo to otwarty, maksymalnie
trojlaserowy systemem rozbudowywany w zaleznosci od potrzeb
operatora do 14 parametrow. Do wzbudzenia rejestracji sygnatow
(,trigger") mozliwe jest uzycie logicznej kombinacji (i/lub) do 4
parametrow. Parametry wysokosci piku sa zamieniane z analogowych na
cyfrowe przy uzyciu 16-tobitowych konwerterow obejmujacych 4096
kanatow fluorescencji (typowo w urzadzeniach analogowych 1024).
Cyfrowe przetworniki sygnatu (DSP) pozwalaja na ,,software'owa"
kompensacj¢ kazdej pary z 8 fluorescencji korygujac btad konwersji
sygnatu przez analogowe wzmacniacze logarytmiczne o zakresie 4
dekad. Czgsto$¢ generowania kropli moze dochodzi¢ do 200 kHz, co daje
mozliwo$¢ sortowania z maksymalng predkoscia 70 000 komorek/s.
Proces sortowania na 2 lub 4 populacje jest nadzorowany przez system
SortMaster, ktory dodatkowo automatycznie dostosowuje ,,drop delay"
do optymalnej wartoéci w trakcie sortowania. W sytuacji kiedy system
nie jest w stanie skorygowa¢ zmian, tadowanie kropli zostaje wylaczone
a sygnal dzwigkowy informuje operatora o koniecznoS$ci interwencji.
Podobnie jak w analizatorach CyAn akwizycja i analiza danych odbywa
si¢ w programie Summit pracujacym w systemie Windows NT, z
mozliwoscia kompensacji wszystkich par fluorescencji w czasie
rzeczywistym podczas akwizycji, jak i pdzniej podczas analizy. Analiza
moze si¢ odbywac rowniez ,,off-line" na innych komputerach PC.

4. Cytopeia

Zatozona na poczatku nowego stulecia nowa kompania oferuje
modutowe sortery InFlux z mozliwoscia rozbudowy do 28 fluorescencji i
szybkos$cia sortowania do 100.000 komorek/s na 6 réoznych populacji.
Oparty o system Windows NT program przeznaczony jest do kontroli
sortowania i ma raczej ograniczone mozliwosci analizy. Logiczna
kombinacja bramek dopuszcza uzycie 32 parametréw. Dobor zrodet
$wiatla oraz fotopowielaczy odbywa si¢ na zyczenie.

Wykorzystanie cytometrii przeplywowej

Komercyjne analizatory stuza gtéwnie do celow diagnostyki klinicznej,
ze szczegdlnym uwzglednieniem diagnostyki onkohematologicznej
(fenotypowanie komorek biataczkowych i chloniakowych, analiza
profilu DNA komoérek nowotworowych, wykrywanie choroby
resztkowej), oceny subpopulacji limfocytow w rdéznego typu
niedoborach immunologicznych (wrodzonych i nabytych - w tym
monitorowania poziomu limfocytow CD4 u pacjentow zakazonych
wirusem HIV). Oprécz badan fenotypowych cytometria przeptywowa
jest wykorzystywana w diagnostyce immunologicznej do oceny funkcji
komorek zernych umozliwiajac diagnostyke zabuzen chemotaksji,
fagocytozy czy produkcji rodnikow tlenowych (deficyt
mieloperoksydazy, przewlekta choroba ziarniniakowa). Dzigki
cytometrii przeptywowej mozliwa jest rowniez diagnostyka niektorych
schorzen autoimmunizacyjnych, np. badanie obecnos$ci autoprzeciwciat
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przeciwptytkowych w matoptytkowosciach, badanie ekspresji antygenu
CD95 1 apoptozy komoérek w diagnostyce autoimmunologicznego
zespotu proliferacji limfocytow (ALPS) (7), a badanie obecnosci
antygenu HLA B27 moze ujawni¢ predyspozycje do okreslonych
schorzen autoimmunizacyjnych. W transplantologii cytometria
przeptywowa znalazla zastosowanie do oznaczania antygenéw HLA na
powierzchni komoérek dawcy i biorcy, do oceny obecnosci w surowicy
biorcy przeciwcial cytotoksycznych dla komorek dawcy (,,crossmatch™).
Kontrolne badania subpopulacji limfocytow u pacjentow po
przeszczepie daja informacje o stanie ukladu immunologicznego
i skutecznos$ci terapii immunosupresyjnej. W alergologii
cytofluorymetryczna ocena stopnia degranulacji bazofilow czy analiza
pozioméw limfocytow pomocniczych o fenotypie Thl i Th2 pozwala
ocenic skuteczno$¢ terapii odczulajacej. Rowniez w cytogenetyce dzigki
wykorzystaniu cytometrii przeplywowej i techniki hybrydyzacji in situ
(FISH) mozliwe stato si¢ identyfikowanie mutacji chromosomalnych,
jak np. mikrodelecji 22ql I w zespole DiGeorge'a (8) czy chromosomu
Filadelfia, wystepujacego u ok. 95% chorych na przewlekla biataczke
szpikowa (9).

Coraz wigkszego znaczenia diagnostycznego nabiera informacja nie
tylko o obecnosci lub braku okreslonego markera komoérkowego, ale
0 jego gestosci na powierzchni komorek. Analiza taka jest mozliwa po
poréownaniu intensywnos$ci fluorescencji badanych komorek
z intensywnoscia $wiecenia mikrokuleczek (,,beads") sprzezonych ze
znang ale r6zna iloécig fluorochromu. Dzigki wprowadzeniu technologii
cyfrowej pomiar ggstosci markeréw komorkowych stat si¢ o wiele
doktadniejszy. Postgp ten bez watpienia przyczyni si¢ do
upowszechnienia badania ggstos$ci antygendow powierzchniowych
w diagnostyce kliniczne;.

Analiza cytofluorymetryczna wykorzystujaca fluorescencjg
mikrokuleczek optaszczonych przeciwcialami monoklonalnymi dla
okreslonych cytokin lub chemokin, umozliwiajac pomiar st¢zenia od
kilku do kilkunastu rozpuszczalnych produktéw komoérkowych
w pojedynczej probce materiatu (50 ul) sprawia, iz w tego typu badaniach
cytometria wypiera testy immunoenzymatyczne (ELISA).

Niektore z komercyjnych cytometréw zostaty zaprojektowane do $cisle
okreslonych zastosowan, jak np. cytometry firm: Optoflow
(MICROCYTE) i Fluid Imaging Technologies, Inc. (FlowCAM) stuzace
do detekeji, charakterystyki i zliczania mikroorganizméw w wodzie;
cytometry firm: Bentley Instruments (Somacount i Bactocount), Delta
Instruments b. v. (SomaScope i BactoScope) i FOSS Electric A/S
(Fossomatic i BactoScan) stuzace do detekcji komorek somatycznych
lub bakterii w mleku; czy cytometr firmy Luminex pozwalajacy na
ilosciowa oceng do 100 roéznych antygendéw, przeciwcial lub
oligonukleotydow w pojedynczej probce w oparciu o rdznice
w intensywnosci fluorescencji polistyrenowych mikrokuleczek. Rownie
szeroko cytometry analizujace sa wykorzystywane w laboratoriach
badawczych, gdzie stuza gtownie do oceny ekspresji antygenow
powierzchniowych i1 wewnatrzkomorkowych (cytokiny, hormony),
oceny aktywnosci wielu enzymow (kinazy, kaspazy), oceny ekspresji
genow lub mRNA dla réznych produktéw komoérkowych (technika
FISH).

Sortery, dzigki duzej wydajnosci sa wykorzystywane do izolacji bardzo
rzadkich komorek, wystepujacych z czestoscia 10°-107, np. erytrocytow
ptodowych w krazeniu matki, komorek nowotworowych krazacych we
krwi czy komodrek modyfikowanych genetycznie. Cytofluorymetryczna
separacj¢ gamet mgskich z chromosomem X od gamet z chromosomem Y
wykorzystuje si¢ do zaptodnien pozaustrojowych, a sortowane komorki
wysp Langerhansa i komorki macierzyste sa wykorzystywane do
przeszczepow.

Podsumowanie

Wspoétczesna cytometria przeptywowa dzigki mozliwosciom
wieloparametrowej analizy i cyfrowej obrobki sygnalow jest w stanie
dostarczy¢ pelniejsza charakterystyke badanych populacji
komodrkowych. Dzigki wykorzystaniu zjawiska przeniesienia energii
rezonansu (FRET - Fluorescence Resonanse Energy Transfer)
i stworzeniu catej gamy tandemow barwnikow (gldwnie koniugatéw
barwnikoéw cyjaninowych (Cy) z fykoerytryna (PE) lub allofykocyjanina
(APC)np. PE-Cy5, APC-Cy7), znacznie poszerzyta sig¢ lista

fluorochroméw wzbudzanych $wiatlem lasera niebieskiego (488 nm).
Ten ogromny postgp na pewno przyczyni si¢ do jeszcze szerszego
wykorzystania cytometrii przeptywowej zaréwno w badaniach
diagnostycznych jak i naukowych.

Podzi¢kowanie

Powstanie tego opracowania nie bytoby mozliwe bez monumentalnej
monografii autorstwa dr Howarda Shapiro ,,Practical Flow Cytometry"
wyd.4. Wiley-Liss, 2003.
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Zarzadzanie jakoScia w Medycznych Laboratoriach
Diagnostycznych
Iwona Szkop

Zmiany, jakie zachodza w sektorze ochrony zdrowia powoli
uswiadamiaja nam fakt, ze ustugi medyczne, w tym ustugi laboratoryjne,
staja si¢ produktami ,,na sprzedaz”, ktére z jednej strony powinny
spetnia¢ oczekiwania §wiadczeniobiorcow, a z drugiej przyczyniac si¢ do
osiagania zamierzonego w organizacji efektu ekonomicznego (1).
Przektadajac t¢ opini¢ na jezyk medycznego laboratorium
diagnostycznego mozemy stwierdzi¢, ze system pracy w dobrze
zarzadzanym laboratorium powinien by¢ tak zorganizowany, aby
zapewnial jak najszybsze wydanie zleceniodawcy wiarygodnego i
odtwarzalnego wyniku badania, przy relatywnie zminimalizowanych
kosztach jego wykonania. Stad tez coraz istotniejsze znaczenie maja
dziatania podejmowane przez pracujaca w nowoczesnym,
menedzerskim stylu kadrg kierownicza wielu laboratoriow medycznych,
zmierzajace do podniesienia jako$ci organizacji pracy, lepszego
wykorzystania posiadanych zasobéw materialnych, a w perspektywie
zwigkszenia udziatu laboratorium w rynku ustug medycznych. Niemniej
wszelkie mechanizmy poprawy jakos$ci powinny byé wprowadzane
stopniowo tak, aby da¢ szansg i czas na przygotowanie si¢ personelu do
stawianych wymagan.

EWOLUCJA ZARZADZANIA JAKOSCIA W PRAKTYCE
DZIALANIA MEDYCZNYCH LABORATORIOW
DIAGNOSTYCZNYCH

Od lat 50 tych ubiegtego wieku podstawowym standardem pracy w
kazdym liczacym sig laboratorium jest spojny system kontroli jakosci
(QC Quality Control). Nalezy przyjac, ze w odniesieniu do medycznego
laboratorium diagnostycznego wdrozenie systemu kontroli jakos$ci
badan powinno oznaczaé co najmnie;j:

prowadzenie systematycznej wewnatrzlaboratoryjnej kontroli jakosci
(IQC Internal Quality Control) poprzez codzienne oznaczanie probek
kontrolnych o znanych wartosciach rownolegle do probek pacjenta oraz
statystycznej ocenie uzyskanych wynikow,

udzial w migdzylaboratoryjnych badaniach poréwnawczych (EQC
External Quality Assesment) polegajacy na oznaczaniu nadestanych
przez wybrane ,laboratorium centralne” materiatow kontrolnych
i statystycznej analizie poréwnawczej wynikow uzyskanych
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w okreslonej grupie laboratoriow medycznych.

Stosowane systemy jakosci

Od lat 50-tych ubieglego wieku podstawowym standardem pracy w
kazdym liczacym si¢ laboratorium jest spojny system kontroli jakoSci
(ang. Quality Control). Nalezy przyjac, ze w odniesieniu do medycznego
laboratorium diagnostycznego wdrozenie systemu kontroli jako$ci
badan powinno oznaczac¢ co najmniej:

1. prowadzenie systematycznej wewngqtrzlaboratoryjnej kontroli
Jakosci dla wszystkich metod ilosciowych - poprzez codzienne
oznaczanie probek kontrolnych o znanych warto$ciach
rownolegle do probek pacjenta oraz statystyczng analizg
uzyskanych wynikow,

2. udziat w miedzylaboratoryjnych badaniach porownawczych
prowadzonych dla metod stosowanych w laboratorium -
polegajacy na oznaczaniu nadestanych przez wybrane
,laboratorium centralne” materiatow kontrolnych oraz
analizie porownawczej wynikow uzyskanych w okreslonej
grupie laboratoriéw medycznych.

W potowie lat 80-tych w wielu placowkach medycznych $wiata
zaczgto wdrazac system zapewnienia jakoSci (ang. Quality Assurance),
ktory zaktada, ze wszystkie wykonywane w organizacji dziatania musza
by¢ ustalone okreslonymi procedurami i instrukcjami, a nastgpnie
udokumentowane zapisami, tak aby realizowany produkt/ustuga spetniat
okreslone/przyjete wymagania. W medycznych laboratoriach
diagnostycznych system zapewnienia jako$ci moze by¢ budowany m.in.
w oparciu o normy ISO (gt. Europa), rekomendacje NCCLS (USA) lub
zasady GLP (Good Laboratory Practice). Budowanie sprawnego
systemu zapewnienia jakos$ci oznacza przede wszystkim niwelowanie
roznic pomigdzy jako$cia pozadana przez zleceniodawce, mozliwa do
realizacji a stanem faktycznym. W odniesieniu do laboratorium
medycznego wdrozenie systemu zapewnienia jako$ci powinno
oznaczac:

e dazenie do poprawy jakosci wynikow kontroli wewnatrz-

izewnatrzlaboratoryjnej,

e  zrozumienie, ze dzialania wlasne oraz wspotpracownikow
moga by¢ niedoskonale,

e rosnace uwrazliwienie na potrzeby klientow
/zleceniodawcow,

e dazenie do lepszego wykorzystania istniejacych zasobow,
czyli obnizania kosztow,

e stala kontrolg, czy obnizanie kosztéw nie wptyngto
negatywnie na jakos¢.

Od potowy lat 90-tych w placéwkach medycznych, glownie Europy
Zachodniej, wprowadzany jest system zarzadzania jakos$cia (OMS -
Quality Management System), oparty o wymagania norm ISO oraz
techniki statystycznego sterowania jakoscia (2). Termin zarzadzanie
jakoscia oznacza taki sposob zarzadzania organizacja, ktory w efekcie
koncowym przynosi korzystne wyniki ekonomiczne, potaczone z
mierzalna satysfakcja klientéw. W odniesieniu do laboratorium
medycznego wdrozenie systemu zarzadzania jako$cia powinno
oznacza¢ m.in:

e mozliwie wszechstronng i doglebnag analiz¢ obszaru dziatania
laboratorium, uwzglgdniajaca stosowane i planowane metody
badawcze, mozliwosci techniczne i lokalowe, zasoby ludzkie i
finansowe, wymagania i potrzeby rzeczywistych oraz
potencjalnych zleceniodawcow,

e umieszczenie w centrum uwagi potrzeb klienta
/zleceniodawcy,

e wprowadzenie wyrazistego przywoddztwa, usprawnienie
obiegu informacji,

e obciazenie kierownictwa odpowiedzialnoscia za state
doskonalenie systemu skalkulowane z rachunkiem kosztow,

e  pelne zaangazowanie pracownikow, przetamywanie barier i
konfliktow interpersonalnych oraz efektywne ich
motywowanie i szkolenie,

e ulozenie korzystnej wspolpracy z podmiotami zewngtrznymi
(gtownie dostawcami).

Pierwsza, przyjeta w krajach Unii Europejskiej norma ISO majaca

zastosowanie w laboratoriach medycznych byta norma EN ISO/IEC
17025:1999 dotyczaca kompetencji laboratoriow badawczych i
wzorcujacych, ktora zostata zatwierdzona jako norma polska w 2001
roku (obecnie obowiazuje jej drugie, znowelizowane wydanie z roku
2005). W roku 2003 w krajach Unii opracowano i przyjgto do stosowania
norm¢ EN ISO/IEC 15189 okreslajaca szczegdlne wymagania dla
laboratoriéw medycznych, ktora zostata wydana przez PKN w 2006 r.
Zgodnie z zasadami przyjetego w Polsce systemu oceny zgodnosci,
proces akredytacji laboratorium medycznego polega na formalnym
uznaniu przez uprawniona, niezalezng organizacj¢ zewngtrzna (w Polsce
wymogi te spelnia Polskie Centrum Akredytacji), ze laboratorium
posiada kompetencje do wykonywania okreslonych badan i jest w stanie
zapewni¢ im nalezyta jako§¢. Warto podkresli¢, ze droga wiodaca do
akredytacji wykonywanych w laboratorium procedur badawczych
nie jest latwa, ale dajac gwarancje wysokiej jakosci pracy zdobywa w
naszym kraju coraz wigksza popularnos¢.

Najnowsza koncepcja zarzadzania organizacja, opisana
szczegblowo w normie ISO 9004, jest kompleksowy system
zarzadzania przez jako$¢ (ang. Total Quality Management). Filozofia
TQM, polegajaca na ciaglym doskonaleniu i optymalizacji
poszczegdlnych zadan organizacji, opiera si¢ przede wszystkim na
$wiadomos$ci 1 zaangazowaniu catego personelu w osiaganiu
zaplanowanego przez kierownictwo, czgsto dlugofalowego celu. Idea
TQM dotyczy pewnej kultury przedsigbiorstwa, a nie konkretnych
rozwigzan technicznych. Czg$¢ autoréw dostrzega mozliwosé
skutecznego wdrazania tej koncepcji w placowkach ochrony zdrowia,
rowniez w naszym kraju (3).

NOWE TRENDY W ORGANIZACJI SYSTEMOW PRACY
MEDYCZNYCH LABORATORIOW DIAGNOSTYCZNYCH

Harmonizacja wynikow badan

Koncepcja harmonizacji wynikéw badan laboratoryjnych, ktéra
pojawita si¢ pod koniec ubieglego wieku, miala na celu m.in.
zredukowanie wielkosci bledu systematycznego i ujednolicenie
wynikow badan w okreslonej grupie laboratoriow, gtdéwnie w odniesieniu
do problemu roznic w wynikach migdzylaboratoryjnych badan
poréwnawczych. Autorzy wyr6zniaja trzy podstawowe etapy procesu
harmonizacji wynikow badan (4):

e tworzenie w wybranej grupie laboratoriow stabilnych
systemow analitycznych spetniajacych okreslone kryteria
jakosciowe,

e wykonanie serii badan poréwnawczych w oparciu o wspdlne
kalibratory i materialy kontrolne, prowadzace do wyliczenia
wspolczynnikéw korelacji wyrdéwnujacych roéznice
systematyczne,

e uzgodnienie na probkach rzeczywistych zakresu wartosci
referencyjnych, krytycznych i ostrzegawczych (zwykle w tzw.
laboratorium centralnym).

Dotychczasowe proby harmonizacji na skalg miedzynarodowa, podjgte
m.in. przez IFCC, spotkaly si¢ z wieloma trudno$ciami, przede
wszystkim ze wzgledu na brak komutabilno$ci materiatow kontrolnych i
kalibracyjnych z rzeczywistymi probkami pacjentéw (4). W ostatnich
latach ciekawy i stosunkowo prosty projekt harmonizacji wynikéw
badan zrealizowano w 11 laboratoriach medycznych pdtnocno-
wschodniej Rosji (5). Projekt polegat na synchronizacji rekalibracji
stosowanych w laboratoriach aparatow, bazujacej na materiale
pochodzacym od pacjentow (jako punkt odniesienia stosowano
usredniony wynik uzyskiwany w kilku oznaczanych probkach). Wedhug
autorow przed harmonizacja rozbiezno$ci wynikow pomigdzy
laboratoriami wynosily 8-13%, natomiast wprowadzenie harmonizacji w
calym regionie pozwolito na zmniejszenie zmiennosci wynikéw srednio
do4%.

Konsolidacja badaniintegracjalaboratorium

Konsolidacja badan to skupienie maksymalnej ilo$ci oznaczen na 1
jednostce analitycznej pracujacej przy uzyciu roznych technik
badawczych. Integracja laboratorium oznacza kompleksowe
potaczenie wszystkich dziatan prowadzonych w laboratorium w jeden
ciagly proces, rozpoczynajacy si¢ najczgsciej przyjgciem materiatu,
akonczacy wydaniem wyniku. Tak rozumiana konsolidacja i integracja
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pracy laboratorium mana celu:

e zmniejszenie ryzyka kontaktu personelu laboratorium
z materialem potencjalnie zakaznym,

e zminimalizowanie ilosci blgdow popetianych w fazie
przedanalitycznej,

e ograniczenie do minimum czynnosci wykonywanych
manualnie,

e znaczne skrocenie TAT,

e  obnizenie kosztow obstugi laboratorium.

Jednym ze sposoboéw na konsolidacjg i integracje pracy w
laboratorium medycznym staty si¢ w ostatnich latach
platformy/moduly analityczne, ktéore umozliwiaja pelna
automatyzacj¢ etapu przedanalitycznego. Udowodniono, ze
konsolidujac i integrujac pracg w jedno skomputeryzowane i wysoce
zautomatyzowane laboratorium (w tym wykonywanie wszystkich
zlecen z 1 probki), mozna istotnie skrdéci¢ czas potrzebny do
wykonywania czynno$ci manualnych przez pracownikow fachowych,
znacznie zwigkszy¢ wydajnos¢ pracy bez zwigkszenia zatrudnienia, a
ponadto skroci¢ TAT dla niektorych parametréow o blisko 50% oraz
znacznie obnizy¢ koszty badan (6, 7).

Centralizacjaioutsourcing

Wykonywanie duzych ilosci badan w jednym laboratorium
centralnym (ang. core laboratories) jest jednym z kierunkéw rozwoju
nowoczesnej diagnostyki laboratoryjnej, niemniej wystepuja tu pewne
zagrozenia dla jakosci badan, z ktérych najwazniejsze dotycza
problemoéw etapu przedanalitycznego, zwiazanych gtéwnie
z wydluzonym transportem probki z miejsca pobrania do
miejscawykonania.
Centralizacja badan ma jednak niewatpliwe zalety w postaci znaczne;j
redukcji kosztow jednostkowych (tj. kosztow jednego oznaczenia),
poziomu ktérych nie moga ,,wypracowac” laboratoria obstugujace
znacznie mniejsza ilo$¢ zleceniodawcow. Z tendencja do centralizacji
ustug laboratoryjnych wiaze sig pojgcie outsourcingu zewnetrznego,
ktére oznacza przekazywanie wszystkich lub wybranych proceséw
pomocniczych przebiegajacych w szpitalu w regce
wyspecjalizowanych zewngtrznych podmiotéw (8). W Polsce
glownym powodem wyboru takiej formy korzystania z ustug
diagnostyki laboratoryjnej jest dazenie dyrektorow szpitali do
zmniejszania nakladow kapitatlowych na badania laboratoryjne oraz
che¢ uwolnienia si¢ od czgsci obowiazkéw zwiazanych z
reorganizacja i zarzadzaniem laboratorium medycznym (9).

Wykonywanie badan laboratoryjnych w systemie rozproszonym
W obszarze dziatania laboratoriow diagnostyki medycznej
mozliwe sa dwa systemy badan rozproszonych.
1. System laboratoriow satelitarnych, ktéry moze obejmowac kilka
matych laboratoriow wykonujacych badania z zakresu odpowiedniego
do miejsca ich dziatania oraz potrzeb zleceniodawcow, np.
laboratorium na zapleczu sali operacyjnej lub OIOM-u, w oddziale
kardiochirurgii, w izbie przyjec.
2. System POCT (ang. Point of Care Testing), ktory obejmuje badania
wykonywane poza laboratorium, w czasie i miejscu dogodnym dla
pacjenta (ang. bed-side testing). Badania wykonuje lekarz lub sam
pacjent tylko do wlasnego uzytku. Pierwsze badania typu POCT, jako
tzw. testy paskowe, wprowadzono do powszechnego stosowania w
latach 70-tych ubieglego wieku. Obecnie czgsto stosowane sa
specjalne, proste w obstudze analizatory typu POCT, dziatajace
glownie w oddziatach OIOM-u, ktore pozwalaja na podejmowanie
szybkich decyzji w stanach naglych, np.: glukometry, gazometry,
aparaty do oznaczania markeréw sercowych. Z punktu widzenia
jakosci wynikéw badan laboratoryjnych system POCT ma pewne
wady, z ktorych najwazniejsze to:
e  brakudokumentowanej wiarygodnos$ci wyniku badania,
e  brakujednoliconego sposobu interpretacji wyniku,
e  Dbrak formalnej odpowiedzialno$ci za wynik badania.

Standaryzacja systemow zarzadzania w medycznych
laboratoriach diagnostycznych
W wielu laboratoriach medycznych, gtownie USA, Australii i

Nowej Zelandii, standaryzacja metod pracy oparta jest o rodzime
systemy zarzadzania, ktore formutuja $cisle okreslone wymagania dla
laboratoriéw dziatajacych na danym terenie, obejmujace m.in. metody i
procedury dokumentacji badan, nadzorowania urzadzen oraz
ujednolicone zasady komunikacji, przeptywu informacji i wymiany
danych. Przykladem tak rozumianej standaryzacji jest doniesienie
dotyczace wynikéw wspotpracy 60 laboratoriow z USA (10), z ktérych
70% ma te same, wystandaryzowane metody badan. Wedlug autorow
doniesienia standaryzacja systeméw zarzadzania spowodowala
istotne oszczednos$ci w laboratoriach dziatajacych w systemie, siggajace
ok. 2,5 mIn. USD na przestrzeni 4 lat.

Doskonalenie jako$ci wedlug zasad TQM

Koncepcja zarzadzania organizacja realizowana poprzez wdrazanie
zasad ciaglego doskonalenia, przedstawiona w pierwszej czgéci pracy,
zostala w ostatnich latach skutecznie urzeczywistniona w kilku
laboratoriach medycznych na $wiecie, m.in. Hiszpanii i Brazylii (11, 12).
Relacje autorow doniesien wskazuja wyraznie, ze wprowadzanie zasad
TQM ma sens tylko w przypadku dobrze dzialajacego systemu
zarzadzania jako$cia wedhug ISO 9001 w calej placowce medycznej, w
sktad ktorej wchodzi laboratorium. Podkresla si¢ rowniez fakt, ze
doskonalenie SZJ jest waznym i przydatnym narz¢dziem do
odnajdywania stabych punktéw pracy laboratorium medycznego, co w
efekcie zwigksza bezpieczenstwo pacjenta. Natomiast wprowadzenie
zasad TQM nie zwigkszylo stopnia zadowolenia
klientow/zleceniodawcoéw, ani nie poprawito istotnych wskaznikow
ekonomicznych w omawianych laboratoriach.
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Informujemy osoby ubiegajace si¢ o wpis na liste diagnostéw
laboratoryjnych, ze do wniosku w tej sprawie (do pobrania z naszej strony
www.kidl.org.pl) nalezy dolaczyé:

- kserokopi¢ pierwszej i drugiej strony dowodu osobistego (potwierdzona za
zgodno$¢ z oryginaiem;,

-kserokopi¢ dyplomu ukonczenia uczelni wyzszej (potwierdzona za zgodnos¢ z
oryginalem),

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

- zaswiadczenie z zaktadu pracy o zatrudnieniu, a takze dokumenty
potwierdzajace staz pracy w diagnostyce lab.(Swiadectwo pracy)

- rot¢ Slubowania,

- o$wiadczenie o niekaralnosci,

- 2zdjgciazlewym profilem o wymiarach 3,5 cmx 4,5 cm,
-ZasSwiadczenie o stanie zdrowia pozwalajace na
wykonywanie zawodu diagnosty laboratoryjnego (art. 9 ustawy z dnia 27 lipca
2001 r. o diagnostyce laboratoryjnej(tekst jednolity) - Dz.U.04.144.1529)
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Przewlekle zespoly mieloproliferacyjne ( chronic myeloproliferative
diseases- CMPD)- charakterystyka, klasyfikacja i cechy
diagnostyczne.

Dr hab.n.med. Jadwiga Nowicka

Katedra i Zaklad Analityki Medycznej,
d. Klinika Hematologii, Nowotworéw Krwi i Transplantacji Szpiku
Akademia Medyczna we Wroclawiu.

CMPD sa chorobami komorki pnia charakteryzujacymi sig rozrostem jedne;j
lub wigcej linii mieloidalnej np. erytroidalnej, granulocytowej,
megakariocytowej z zachowanym dojrzewaniem komorek, co sprawia, ze
wzrasta liczba granulocytow, erytrocytow i ptytek krwi zardwno w szpiku
jak we krwi obwodowej. Wystepuja u 6-9 oséb na 100000/rok, w
przewazajacej liczbie u 0séb dorostych, najczesciej migdzy 50-70 rokiem
zycia. Jedna z cech charakterystycznych dla CMPD jest roznego stopnia
widknienie szpiku, ktéore moze postgpowac. Megakariocyty i monocyty
produkujace i uwalniajace liczne czynniki wzrostu jak transformujacy
czynnik wzrostu- § (TGF-p), ptytkowo pochodny czynnik wzrostu ( PDGF),
czynnik wzrostu fibroblastow (FGF) stymuluja nie nowotworowy rozrost
fibroblastow a te produkuja wiokna retikulinowe i kolagenowe odktadane w
podscielisku szpiku. CMPD wykazuja ewolucje przebiegu klinicznego, co
jest wazna cecha charakteryzujaca nie tylko przebieg kliniczny ale thumacza
zmiany w badaniach laboratoryjnych. Juz w r.1951 badacz chordb
mieloproliferacyjnych - Wiliam Damesheck dowiodt, Zze sa to choroby
komorki pnia oraz zwrdcit uwage na mozliwo$¢ przejséciajednej choroby w
druga oraz przej$cia przewlektego w ostry zespot mieloproliferacyjny.
Warunkuje to koniecznos$¢ $ledzenia objawow chorobowych oraz wynikow
badan laboratoryjnych, ktore te zmiany wyprzedzaja.

CMPD dawniej dzielono na 1. czerwienic¢ prawdziwa, 2. przewlekla
biataczke szpikowa, 3. nadplytkowo$¢ samoistna, 4. zwltdknienie szpiku.
Aktualny podzial przewleklych zespolow mieloproliferacyjnych wg
WHO obejmuje szersza grupg schorzen o okreslonych kryteriach
diagnostycznych jak:
® Przewlekla bialaczka szpikowa (chronic myelogenous leukemia -
CML)

° Przéwlekla bialaczka granulocytowa=neutrofilowa ! (chronic
neutrophilic leukemia -CNL)

ePrzewlekla bialaczka eozynofilowa (chronic eosinophilic leukemia -
CEL)/ izespdt hipereozynofilowy (hypereosinophilic syndrome-HES)
e(Czerwienica prawdziwa (polycythemia vera-PV)

ePrzewlekla samoistna mielofibroza (chronic idiopathic myelofibrosis -
CIM)

eNadplytkowos$¢ samoistna (essential thrombocythemia- ET)
ePrzewlekla choroba mieloproliferacyjna niesklasyfikowana (chronic
myeloproliferative disease, unclassifiable- CMPD U)

Przewlekla bialaczka szpikowa- CML stanowi ok. 20% wszystkich
biataczek. Jest to choroba komorki pnia- przewlekly zespot
mieloproliferacyjny dotyczacy w przewadze linii granulocytowej. W 95%
przypadkow jest obecny chromosom Philadelfia translokacja diugich
ramion chromosoméw 9 i 22 -t(9;22)(q34:;qll) i/ lub fuzja genu
BCR/ABL. W wyniku tej translokacji z chromosomu 9 zostaje
przeniesiony gen ABL w miejsce ztaman na chromosomie 22 i powstaje
gen- hybryda BCR/ABL. Miejsce ztamania genu BCR dotyczy najczesciej
obszaru okre$lanego jako major breakpoint claster region (M-bcr). U 98%
chorych na CML egzon genu BCR b2 lub b3 taczy si¢ z egzonem a2 genu
ABL 1 powstajace transkrypty b2/a2 i b3/a2 sa odpowiedzialne za
kodowanie biatka o masie 210 kDa zwanego p210 o aktywno$ci kinazy
tyrozynowej. W ostrej biataczce limfoblastycznej (ALL)u 50% dorostych i
80% dzieci z obecnoscia dodatniego chromosomu Ph miejsce ztamania
znajduje si¢ w miejscu zwanym minor- breakpoint claster-region, a
powstajacy transkrypt ela2 koduje biatko 190p.W trzeciej izoformie genu
BCR/ABL miejsce ztamania genu BCR jest zlokalizowane migdzy
egzonem e19 1 e20 w uBCR, a produktem transkryptu jest biatko p 230. W
czgsci przypadkow z Ph- chromosomem mozna wykryé wylacznie fuzje
genu BCR/ABL metoda molekularna. Wykrycie moze nastapi¢ droga
hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ (FISCH) jader komorkowych w
interfazie, rearanzacji genu BCR metoda Southern blotting, typ transkryptu
genu BCR/ABL metoda RT-PCR orazilo$é¢ metoda RQ-PCR.

Przypadki Ph (-) i BCR/ABL (-) maja atypowe cechy kliniczne,

szybciej ulegaja progresji i gorzej odpowiadaja na leczenie.

W etiologii CML bierze si¢ pod uwageg promieniowanie

jonizujace, ze wzgledu na czgstsze wystgpowanie u 0sob ktore

przezyty wybuch bomby w Hiroshimie i Nagasaki, czgstsza

zachorowalno$¢ radiologéw i 0sdb po Rtg-terapii. Stwierdzono

tez czgstsze wystgpowanie u 0s6b narazonych na przewlekle

dziatanie benzenu.

CML wystepuje u  1-1,5 przyp./100000 populacji/rok,

nieznacznie czg$ciej u mezczyzn. Dotyczy chorych w kazdym

wieku, szczegodlnie miedzy 40-60 1. zycia.

W naturalnym przebiegu CML wyrdznia sig 3 fazy choroby: 1.faza
przewlekta 2.faza przyspieszenia 3.faza przelomu blastycznego.
Choroba moze zostaé rozpoznana w kazdej fazie,
czgsto bez objawow klinicznych- w czasie badan
laboratoryjnych morfologii krwi.
W fazie przewleklej stwierdza si¢ klinicznie powigkszenie
$ledziony. W badaniach laboratoryjnych morfologia krwi wykazuje
rézne stezenie Hb: prawidlowe, zmniejszone lub zwigkszone,
podobnie moze zachowywac sig liczba plytek krwi. Liczba krwinek
bialych jest zazwyczaj zwigkszona > 50 G/l nawet do 500G/1. W
rozmazie krwi obwodowej wystepuja wszystkie formy uktadu
granulocytowego z przewaga mielocytow, z obecnoscia eozynofilii
i bazofilii. Dawniej chorobg nazywano biataczka mielocytowa, z
uwagina przewage mielocytow w obrazie krwi.

Fosfataza alkaliczna granulocytéw (FAG) jest O lub niska ( np. 5

j.score, przy normie 35-135j. score)

Szpik jest bogatokomorkowy, ze zwigkszeniem odsetka komorek

uktadu granulocytowego z zachowaniem  wszystkich form

rozwojowych, odsetkiem mieloblastow <10%, zwigkszeniem

megakariocytow natomiast obnizeniem odsetka uktadu

czerwonokrwinkowego i limfo-retikularnego.

Wg WHO leukocytoza jest zwigkszona, srednio wynosi ~ 170G/1,

komorki uktadu granulocytowego sa w roznych fazach

dojrzewania, z pikami wzrostu w miejscu mielocytow i form

podzielonych. Blasty stanowia zwykle 2% komorek, moze by¢

obecna bazofilia oraz eozynofilia, odsetek monocytow jest zwykle

<3%, aich bezwzgledna liczba nie przekracza normy (<0,950 G/1),

plytki krwi sa prawidtowe lub zwigkszone do 1000G/1, wystgpuje

tagodna niedokrwistos¢.

Szpik jest bogatokomorkowy, blasty w szpiku sa <10% , zwykle

stanowig mniej niz 5% komorek. Megakariocyty sa mniejsze niz

prawidlowe, o mniejszej liczbie jader komorkowych. Ich odsetek

w szpiku jest prawidlowy lub obniZzony, natomiast u 40-50%

chorych wystgpuje umiarkowana proliferacja megakariocytow

Uktad erytroblastyczny jest zredukowany. U 40% chorych jest

zwigkszona ilos¢ wiokien retikulinowych przy rozpoznaniu,

koreluje z liczba megakariocytow, wielkoscia $ledziony i

stopniem niedokrwistosci. U niektérych chorych wzrasta liczba

granulocytow kwasochtonnych. U 30% chorych moga

wystgpowaé komorki pseudo- Gaucher'a (foamy cells) i barwiace

si¢ na niebiesko histiocyty (see-blu), pochodzace z

nowotworowego klonu.

Przewlekla bialaczka szpikowa faza przyspieszenia=

akceleracji

Poprzednie kryteria diagnostyczne wyro6zniaty faze

przyspieszenia gdy we krwi lub w szpiku: blasty >10% lub blasty i

promielocyty >20% lub bazofile >20% lub eozynofile >20% lub

erytroblasty we krwi >15%, ptytki krwi <100G/1 lub >1000 G/1,

lub Hb <10g%, wystgpowato widknienie kolagenowe szpiku,

pojawily si¢ nowe anomalie cytogenetyczne, powigkszyla sig

$ledziona mimo wczesniejszej normalizacji lub czas podwojenia

krwinek biatych <5 dni. Do rozpoznania fazy akceleracji

wystarczyto spelnienie jednego z wymienionych cech

diagnostycznych.
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Wg WHO kryterium fazy akceleracji jest nastgpujace
(dorozpoznania wystarczy jedna cecha):

eblasty 10-19% we krwi obwodowej i/lub szpiku,

ebazofile we krwi obwodowej >=20%,

eutrzymujaca si¢ matoptytkowos¢ <100G/1) niezalezna od leczenia
lub utrzymujaca si¢ nadptytkowos¢ (>1000G/1) nie odpowiadajaca na
leczenie,

ewzrastajaca wielkos¢ §ledziony i wzrastajaca liczba krwinek biatych
mimo leczenia,

ecytogenetyczne dowody wzrostu klonalnego tj pojawienie sig
dodatkowych aberacji, ktorych nie stwierdzano przy rozpoznaniu.

W fazie akceleracji sa widoczne cechy dysplazji, szczegdlnie
wystepuja dysplastyczne megakariocyty, moga by¢ cechy dysplazji
linii granulocytowe;j i erytroblastyczne;.

Proliferacja dysplastycznych megakariocytow w postaci skupisk z
towarzyszacym wildknieniem retikulinowym i kolagenowym moze
sugerowac fazg akceleracji.

Przewlekla biatlaczka szpikowa faza przelomu
blastycznego=kryzy blastycznej wg wczesniejszych kryteriow
rozpoznawano gdy:

Blasty we krwi obwodowej lub w szpiku >30%, lub blasty +
promielocyty we krwi >30%,

lub blasty + promielocyty w szpiku >50%, lub wystepowato
nacieczenie blastyczne narzadow pozaszpikowych ( przetom
pozaszpikowy).

Transformacja blastyczna jest w 2/3 mieloidalna ( szpikowa), w1/3
limfoblastyczna.

Wg WHO przelom blastyczny nalezy rozpoznac gdy:

blasty >=20% we krwi obwodowe;j lub szpiku lub wystepuje
epozaszpikowa proliferacja blastow lub sg obecne

®duze ogniska blastow w szpiku.

W 70% kryza jest mieloidalna, moze prezentowac blasty podobne do
wystepujacych w réznych typach ostrych bialaczek wg FAB z
obecnoscia mieloblastow w réznym stadium dojrzewania,
monoblastéw, erytroblastow , megakarioblastow ze zwigkszeniem
Iub bez zwigkszenia odsetka form kwaso- i zasadochtonnych. U 20-
30% chorych wystgpuje przetom limfoblastyczny o morfologii L1 lub
L2. Rzadko moze wystapi¢ naprzemiennie przetom mielo- i
limfoblastyczny. W niektérych przypadkach komorki blastyczne sa
bardzo mlode lub heterogenne stad do ich wlasciwego
zakwalifikowania konieczne jest immunofenotypowanie.
Pozaszpikowa lokalizacja przetomu blastycznego czgsto dotyczy
skory, weztow chtonnych, $ledziony i centralnego uktadu nerwowego
(CNS), moze by¢ mieloidalna lub limfoidalna. Moze ona dotyczy¢
réwniez niektorych miejsc w kosciach w postaci guzow, podczas gdy
pozostaty szpik wskazuje na fazg przewlekla. Blasty nalezy odrozni¢
od miejsc dominacji promielocytow i mielocytow wokot beleczek
kostnychiwokotnaczyn w fazie przewlektej.

Jak wida¢ klasyfikacja faz CML ulegla znacznej zmianie.
W cytochemii aktywno$¢ FAG jest niska w fazie przewleklej, moze
by¢ nadal niska lub podwyzszy¢ si¢ do granic prawidlowych w fazie
przetomu blastycznego. Pozostale reakcje cytochemiczne zaleza od
rodzaju przetomu blastycznego i zachowuja si¢ analogicznie do
reakcji w ostrych biataczkach.

Badanie cytogenetyczne: u 80% chorych pojawiaja si¢ (oprocz Ph+)
dodatkowe aberacje cytogenetyczne.

Immunofenotypowanie. Staba expresja antygenow wystepujacych
w prawidlowych granulocytach jak CD15, HLA DR. W fazie
balstycznej w mieloblastach jest brak lub staba aktywnos¢
mieloperoxydazy (MPO), w przypadku przetomu mielo-
monoblastycznego- CD13,CD14,CD15, CD33, w megakariocytach-
CD41, CD61, w przypadku rozrostu erytroblastow -obecnos¢
glikoforyny,reakcji PAS na glikogen i hemoglobiny A. Komorki
blastyczne moga wykazywaé obecno$¢ jednego lub wigcej
antygenow limfoidalnych. W przypadkach kryzy blastycznej B
komorkowej wystepuja dodatnie CD10, CD19, CD34, obecnos¢ TdT.
Przy obecno$¢i antygendow limfoblastycznych moze wystgpowaé
koekspresja jednego lub wigcej antygenow mieloidalnych. Rzadko
immunofenotyp moze si¢ zmienia¢ w kolejnej kryzie z
mieloblastycznego na limfoblastyczny i odwrotnie.

Ocena remisji w CML

W wyniku leczenia doj$¢ moze do catkowitej remisji hematologiczne;j,
charakteryzujacej si¢ prawidlowym rozmazem krwi obwodowej i
szpiku.

Catkowita remisja cytogenetyczna polega na catkowitym braku
obecnego przed leczenie chromosomu Ph, natomiast calkowita remisja
molekularna polega na catkowitym braku fuzji genu BCR/ABL,
obecnego przed leczeniem na podstawie analizy co najmniej 20 metafaz.
Przewlekla bialaczka granulocytowa=neutrofilowa (CNL) wg
WHO

Cechuje si¢ klonalng proliferacja dojrzatych granulocytow. Jest rzadka
choroba wystgpujaca >60 roku zycia. Charakteryzuje si¢ klinicznie
znacznym powigkszeniem watroby i $ledziony, w badaniach
laboratoryjnych zmianami we krwi obwodowe;j i szpiku.

Cechy diagnostyczne:

oW krwi obwodowej: leukocytoza >=25G/l, granulocyty z jadrem
pateczkowanym 1 podzielonym stanowia >80% biatych krwinek,
niedojrzate granulocyty <10%, mieloblasty <1%, monocyty <1G/L.
Neutrofile czgsto zawieraja toksyczne ziarnisto$ci, nie ma cech
dysplazji uktadu granulocytowego.

oSzpik: bogatokomodrkowy, mieloblasty <5%, krwinki biate i ptytki
krwimorfologicznie zwykle sa prawidlowe,

® Ph(-), BCR/ABL(-),

® nalezy wykluczy¢ inne zespoty mieloproliferacyjne oraz
mielodysplastyczny i MDS/MPS.

Aktywno$¢ FAG jest podwyzszona, podobnie jak w odczynach
biataczkowych, brak innych anomalii cytochemicznych.

Cytogenetyka : u 90% kariotyp prawidlowy, u pozostalych moze
wystepowac: +8,+9, del(20q), del (11q).

W czasie choroby nie stwierdza si¢ wzrostu odsetka mieloblastow i
promielocytow, lecz wzrasta odsetek mielocytow 1 dojrzatych
granulocytow szpiku. Stosunek uktadu erytroblastycznego do
granulocytowego moze wynosi¢ jak 1: 20. Rzadko wystepuje
wloknienie retikulinowe w szpiku.

Przewlekla bialaczka eozynofilowa(CEL)/ zespél
hipereozynofilowy (HES) wg WHO
Warunkiem rozpoznania zespotu hipereozynofilowego jest
utrzymywanie si¢ eozynofilii

1,5G/1 przez 6 miesigcy, natomiast przewlekla biataczke eozynofilowa
rozpoznaje si¢ gdy eozynofilii >1,5G/1 towarzysza mieloblasty we krwi
obwodowej 2%-<20%, w szpiku >5-19%. W obrazie krwi i szpiku
istnieje przewaga dojrzatych granulocytow kwasochtonnych, ktore
moga wykazywac hipersegmentacj¢ lub hiposegmentacje jader, w
cytoplazmie ziarnistosci kwasochtonne moga by¢ ubogie z obecnoscia
jasnych, pozbawionych ziarnisto$ci pol. Eozynofile moga by¢ wigksze,
niekiedy z obecno$cia w cytoplazmie wodniczek. Réznicowanie form
kwasochtonnych jest juz widoczne w promielocytach, jakkolwiek
promielocyty kwasochtonne i mielocyty kwasochtonne moga nie by¢
liczne. Eozynofilii moze towarzyszy¢ neutrofilia, w niektorych
przypadkach moze wystgpowa¢ monocytozaibazofia. Czynnikiem ztej
prognozy jest obecno$¢ cech dysplazji w zakresie innych linii
komorkowych.

Badania cytogenetyczne i molekularne: W CEL chromosom Ph (-),
brak fuzji genu BCR/ABL. W przypadku obecnosci Ph+ i /lub
BCR/ABL+ nalezy zakwalifikowa¢ jako CML z eozynofilia. W CEL
wystepuja anomalie cytogenetyczne dotyczace chromosomu § jak : +8,
1(8;13),1(8;9),t(6;8) oraz chromosomu 5 jak: t(5;11),(2;5), t(5;12).

W 15% przypadkow wystepuje gen FIP1L1/PDGFRA.

FAG w gornej granicy normy(>100j.score)

Nalezy wykluczyé wiele schorzen w przebiegu ktorych wystepuje
eozynofilia.

1.Wykluczy¢ przyczyny reakcji eozynofilowych wtornych do:

alergii

chordb pasozytniczych

chorob infekeyjnych

chorob ptuc (zespdt Loeflera,” hypersensitiv pneumonitis™)

zespol
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2. Wykluczy¢ odczynowa eozynofilie w przebiegu:

chtoniakowT komodrkowych, mycosis fungoides, zespotu
Sezary'ego, ostrej biataczki limfoblastycznej/chtoniaka
limfoblastycznego, mastocytozy.
3. Wykluczy¢ choroby nowotworowe z eozynofilia:
przewlekta biataczke szpikowa (MLC),ostra biataczke szpikowa (
MLA), typ M4eo, typ M2eo , inne choroby jak: czerwienica
prawdziwa ( PV), nadplytkowo$¢ samoistna (TE), przewlekta
idiopatyczna mielofibroza (CIMF), zespol mielodysplastyczny (
MDS).
4. Wykluczy¢ rozrost populacji limfocytow T i klonalny rozrost z
nieprawidtowym fenotypem CD3+/CD4-/CD8- lub
CD3+/CD4+/CDS-.

Czerwienica  prawdziwa (PV) jest zespolem
mieloproliferacyjnym wywolanym klonalnym rozrostem
hematopoetycznej komorki pnia, cechujacym si¢ wzrostem produkeji
krwinek czerwonych niezaleznym od mechanizméw regulujacych
erytropoeze.

Zapadalno$¢ roczna wynosi 2,5/100000 ludzi/rok, migedzy 40 i 80
rokiem zycia, z nieznaczna przewaga u kobiet.
Wg WHO rozroznia si¢ 2 fazy choroby. 1. policytemiczna faza w
ktorej krwinki czerwone sa normocytowe, normochromiczne, w
przypadku krwotokéw np.z przewodu pokarmowego ( z powodu
sktonnosci do choroby wrzodowej ) moga by¢ hipochromiczne i
mikrocytowe. Czasami sa obecne mtode granulocyty, lecz komorki
blastyczne nie wystgpuja.. U >50% chorych wystepuje zwigkszona
liczba ptytek krwi. Szpik jest bogato komorkowy w ktérym bogaty jest
uktad czerwonokrwinkowy, granulocytowy, megakariocytowy( co
okreslane jest jako panmyelosis),stad nie ma przesuniec w odsetku
poszczegdlnych uktadoéw. Szczegodlnie rzuca si¢ w oczy zwiekszenie
megakariocytow, ktore tworza male i duze zgrupowania komoérek
wokot zatok szpikowych. Megakariocyty maja podzielone jadra, nie
wykazuja cech dysplazji. U 30% chorych sa obecne w szpiku réznego
stopnia cechy zwtdknienia. U 95% chorych w szpiku jest ujemna
reakcja na Fe. 2.faza zejsciowa (,,spent”) okreslana tez jako po
policytemiczna mielofibroza i ,, post polycytemic myeloid metaplasia
(PPMM)”. W fazie tej liczba krwinek czerwonych normalizuje sig i
zmniejsza, wystgpuje poikilocytoza, krwinki w ksztalcie tez. W szpiku
obecne sa wlokna retikulinowe i kolagenowe. Komorkowos$¢ szpiku
jestrozna, czgsto obnizona, erytropoeza i garnulopoeza zmniejszona.
Wystepuja grupy dysmorficznych megakariocytow. Funkcje
krwiotworcza przejmuje powigkszajaca si¢ w wyniku pozaszpikowe;j
hematopoezy $ledziona, w ktorej wystepuje linia erytroblastyczna,
granulocytowa 1 megakariocytowa. Megakariocyty sa obecne w
zatokach $ledziony. Wzrasta liczba niedojrzalych komorek,
mieloblasty zarowno we krwi obwodowej jak szpiku stanowia <10%
komorek.
Cytogenetyka: nie stwierdza si¢ obecnosci Ph ani fuzji genu
BCR/ABL.U 10-20% chorych wystepuje +8, +9.
Badania molekularne wykazaty, ze u >80% chorych wystepuje na
poziomie komoérki hematopoetycznej obecnos¢ mutacji genu kinazy
tyrozynowej -JAK 2 V617F w wyniku czego powstaje nieprawidlowy
enzym z fenyloalaning zamiast waliny w poz.617, ten laczy si¢ z
wewnatrzkomorkowa domeng receptora EPO  tworzac kompleks
EPO-R JAK2. Ulega on autofosforyzacji oraz wptywa na inne kinazy
tyrozynowe powodujac ich fosforyzacj¢ z nastgpowa aktywacja drog
przekazywania sygnatu wewnatrzkomérkowego, co jest przyczyna
nadwrazliwosci na dziatanie cytokin ( SCF, IL-3,GM-CSF, EPO) i
skutkuje mieloproliferacja. Mutacj¢ genu JAK 2 V617F wykazano
rowniez u ok. 50% chorych na mielofibrozg i u 25-50% chorych na
nadptytkowo$¢ samoistna.
Kryteria rozpoznania wg WHO obejmuja kryteria wigksze (A) i
kryteria mniejsze (B)
Rozpoznanie czerwienicy stawia si¢ w przypadku gdy obecne sa
A1+A2 +ktorykolwiek 1 zA
lub A1+A2+ 2 ktorekolwiek z B.

® A1l zwigkszenie masy krwinek czerwonych >25% ponad $rednig lub

Hb>18,5g% umezczyzni Hb>16,5g% u kobiet

® A2 wykluczenie przypadkow czerwienicy wtornej w tym: rodzinng
oraz wtorna do zwigkszenia erytropoetyny (EPO)

® A3 powigkszenie §ledziony

® A4 obecno$¢ klonalnych genetycznych nieprawidtowos$ci innych
niz chromosom Ph lub fuzja genu BCR/ABL

® A5 Wzrost endogenny kolonii erytroidalnych in vitro

*B1 Nadptytkowos¢ >400G/1

®B2 liczba krwinek biatych>12G/1

®B3 trepanobiopsja wykazuje wzrost wszystkich elementow
komoérkowych szpiku z przewaga ukladu erytroblastycznego i
megakariocytow

®B4 niskie stgzenie EPO w surowicy.

Nadkrwistosé

— L. T
/\w elanie EPO

prawiditowe lub obnizone \

zwickszone
saturagia Oy "

plerwotna wtdrna

A prawidiowa
1. guzy nerki, watroby, mézdzka,
Jjajnika, nadnerczy
2. inne preyczyny: wodonercze,
kortykoterapia
B nieprawidiowa
1. zmniejszenie saturacji w wadach
serca, z przeciekiem z prawa na
lewo, niewydolnosé oddechowa,
otylogé, zespot Pickwicka,
przewlekli palacze
2. Nieprawidlowy transport lub
uvwalnianie tleny,
methemoglobinemia,
sulthemoglobinemia

Polycythemia vera
Polycytemia towarzyszace
innym zespotom mieloprolif.

Erytropoetyna (EPO)- dane podstawowe.

oGlikoproteid o masie czasteczkowej 36kD,

®Gen kodujacy EPO w chromosomie 7ql1-q22, zlozony z 5

eksonowi5 intronow

oW zyciu ptodowym EPO jest wytwarzana w watrobie, w poza

ptodowym gtéwnie w nerkach -90%, w watrobie-10%. Stopien

produkcji EPO jest regulowany stopniem utlenowania krwi.

o Stezenie EPO u zdrowych wynosil5-30j/1

®W ciagu doby zmoczem wydala si¢ 2j EPO

®Receptory dla EPO na komorkach szeregu erytroidalnego gtownie

na BFU-E, CFU-E, proerytroblastach i erytroblastach.

W nadkrwisto$ci wtornej jest nadmiar EPO!

Najnowsza klasyfikacja Polycythemia Vera Study Group z r.2005

uwzglednia w kryteriach diagnostycznych mutacjg genu JAK 2

V617F a takze uwzglednia Ht jako ceche¢ diagnostyczna, ogranicza

do 4. kryteria grupy A. Zamiast liczby krwinek biatych bierze sig pod

uwage wylacznie granulocyty i ich wzrost u palaczy tytoniu. Nie

bierze si¢ pod uwagg trepanobiopsji, a W jej miejsce ponownie

uwzglednia si¢ splenomegali¢ tym razem w badaniu obrazowym.

Warunki rozpoznania  czerwienicy prawdziwej ( Al+A2 +

ktérykolwiek 1 z A lub A1+A2+ 2 ktorekolwiek z B) nie ulegly

zmianie.

® A1 zwigkszenie masy krwinek czerwonych >25% ponad $rednig lub
HT>=56% ukobiet

® i HT>=60% umegzczyzn,

® A2 wykluczenie przypadkow czerwienicy wtornej ( prawidlowa
saturacja O,krwi tgtniczej, brak wzrostu endogennej EPO.

® A3 powigkszenie $ledziony obecne w badaniu palpacyjnym

®A4 obecnos¢ mutacji genu JAK 2 V617F w komorkach
hematopoetycznych

*B1 nadplytkowos¢ >400G/1

®B2 liczba granulocytow> 10G/1, u palaczy tytoniu>12,5G/1

*B3 splenomegalia w badaniu obrazowym

*B4 niskie stgzenie endogennej EPO lub wzrost samoistny kolonii
erytoidalnych.
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klasyfikacja i cechy

Przewlekla samoistna mielofibroza- CIM:

rozrostowi klonu macierzystych komorek hematopoetycznych
towarzyszy wzrost cytokin (glownie IL-8) ktore wplywaja na
zwigkszenie odsetka nieprawidlowych megakariocytow 1 wraz z
monocytami produkuja transformujacy czynnik wzrostu 8 (TGF B),
ptytkopochodny czynnik wrostu (PDGF), czynnik wzrostu
fibroblastow (FGF), stymuluja proliferacje fibroblastow, a te wiokna
retikulinowe i kolagenowe odktadane w podscielisku w miejscu
prawidtowego krwiotworzenia. Doprowadza to do ognisk
krwiotworzenia w miejscach poza szpikiem jak §ledziona i watroba-
ktore sprawowaty tg funkcje w zyciu ptodowym.
Cechy diagnostyczne zaleza od fazy choroby; charakterystyczny jest
leukoerytroblastyczny obraz krwi obwodowej z poikilocytoza
krwinek czerwonych, charakterystycznymi krwinkami w ksztalcie tez
(dakrocyty,lakrimocyty) ipowigkszenie $ledziony.

Leukocytoza najczesciej 20-50G/1 z odmtodzeniem do mieloblasta.
Liczba plytek prawidtowa, obnizona lub zwigkszona, moga by¢
obecne plytki olbrzymie
Szpik trudny do uzyskania poprzez aspiracjg, czgsto tzw. sucha
punkcja.

Trepanobiopsja- jest podstawa rozpoznania. Wcze$niejsza
klasyfikacja mielofibrozy wyrdzniata:

faz¢ poczatkowa ze zwigkszeniem komodrek uktadu
erytroblastycznego, granulocytowego i megakariocytowego,
zwigkszeniem fibroblastow i widkien retikulinowych; faz¢ druga ze
zmniejszeniem komorkowos$ci szpiku, matymi  koloniami
erytroblastycznymi i granulocytowymi, dystroficznymi
megakariocytami, gestymi wioknami retikulinowymi, obecnoscia
zwloknienia koagenowego, pojawienie si¢ nowych ognisk kostnienia;
faze koncowa: ze zredukowaniem tkanki szpikowej, nielicznymi
dystroficznymi megakariocytami, zajeciem miejsc zwtoknienia przez
kostnienie. W badaniach radiologicznych odpowiada tej fazie
zwezenie szpar szpikowych.

Inne badania: aktywnos$¢ FAG :
hiperurikemia.

Wg WHO Przewlekta idiopatyczna  mielofibroza
(CIMF) dzieli si¢ na 2 fazy choroby.
Faza przedzwitdknieniowa charakteryzuje si¢ brakiem Ilub
nieznacznym powigkszeniem $ledziony i/ lub watroby.
Hematologiczne parametry sarozne, lecz czgsto we krwi obwodowej
wystepuje nieznaczna niedokrwistos¢ z poikilocytoza i z nielicznymi
lub brakiem krwinek w ksztalcie tez, sa obecne erytroblasty.
Leukocytoza jest nieznacznie podwyzszona z obecnoscig
metamielocytow, granulocytow z jadrem pateczkowatym i
podzielonym, mieloblastami ktore stanowia <10% komorek.

Szpik: Poczatkowo bogatokomoérkowy . Uktad erytroblastyczny jest
zredukowany. Bogaty uklad grnulocytowy i megakariocytowy.
Nieprawidlowe megakariocyty, przylegaja do beleczek i zatok
szpikowych. Megakariocyty w CIM wykazuja najwigksze zmiany
sposrod innych choréb mieloproliferacyjnych; moga tworzy¢
skupiska, sa duze i mate, z jadrami w ksztalcie ,,chmur” lub
,balonow”. Widknienie retikulinowe jest minimalne lub nieobecne.
Wystepuje proliferacja naczyn w szpiku i guzki limfoidalne widoczne
w Yabadanych trepanobiopsji.

Faza zwtoknienia w tej fazie diagnozowanych jest 70-80% z CIM.

Hematologicznie wystgpuje niedokrwisto$¢, leukoerytroblastyczny
obraz krwi, liczne krwinki w ksztalcie tez .Liczba krwinek biatych
moze by¢ prawidtowa , obnizona lub podwyzszona, nawet znaczaco.
Cechy dysgranulopoezy wystepuja rzadko, lecz $wiadcza o
transformacji w fazg bardziej agresywna. Odsetek mieloblastow jest
niewielki, lecz gdy wynosi 10-19% $wiadczy o przyspieszeniu , gdy
20% 1 wigcej o fazie blastycznej. Liczba ptytek moze by¢ niska lub
wysoka, moga wystgpowac skupiska ptytek i moga by¢ obecne
krazace jadra megakariocytow, fragmenty megakariocytow lub mikro
megakariocyty. Szpik: punkcja- najczesciej tzw. ,,sucha”, bez
materiatu

W trepanobiopsji wystgpuja miejsca niedojrzatych komorek,
jednakze odsetek mieloblastow <10%. Charakterystyczna jest

prawidlowa lub zwigkszona,

zwigkszona liczba poszerzonych zatok szpikowych w ktérych
obecna jest hematopoeza. Nietypowe megakariocyty sa czgsto
znaczacym elementrm szpiku. Czasami szpik traci hematopoetyczne
elementy i sklada si¢ z wtokien retikulinowych i kolagenowych z
matymi wyspami prekursoréw hematopoezy usytuowanymi
wewnatrz zatok. Wystepuja ogniska nowotworzenia kosci w postaci
nieregularnych, pogrubiatych beleczek, ktére moga stanowi¢ ponad
50% objgtosci szpiku.

Pozaszpikowa hematopoeza wystgpuje w zatokach $ledziony i
watroby, z przewaga megakariocytow, czerwona miazga wykazuje
zwloknienie, w watrobie zwloknienie i marsko$é
Immunofenotypowo- nie stwierdza sig nieprawidtowosci.
Cytogenetyka  Chromosom Ph (-), BCR/ABL(-). Zaburzenia
chromosomalne wystgpuja u ok. 60% chorych, czgsto powtarza sig
delecja del(13q),del (20q).

Badania molekularne u 35-50% chorych wykazujq mutacj¢ genu
JAK?2 V617F oraz u niektorych chorych zwigkszenie ekspresji genu
PRV-1.

Nadplytkowos¢ samoistna (ET) wg WHO
Charakterystyka- klonalny zespét mieloproliferacyjny z zajeciem
linii megakariocytoéw. Polowa chorych przy rozpoznaniu (
laboratoryjnym) nie wykazuje zmian klinicznych. U potowy chorych
wystepuje powigkszenie $ledziony i u 15-20% watroby. U 20-50%
chorych moga wystapi¢ epizody zakrzepowe i/lub krwotoczne.
Roczna zapadalno$¢ wynosi 2/100000/rok, gtéwnie migdzy 50-60
rokiem zycia, podobna u obu ptci. W mlodszym wieku przewazaja
kobiety. Okres przezycia wynosi 10-15 lat, dramatyczny wzrost
liczby plytek rokuje Zle. Etiologia jest nieznana. Rzadko opisywane
jest rodzinne wystgpowanie. Sporadycznie ma miejsce tranformacja
w ostra biataczke lub zespot mielodysplastyczny.

Kryteria diagnostyczne.W krwi obwodowej utrzymujaca si¢
nadptytkowos¢ >=600G/1, anizocytoza plytek, wystepuja plytki
olbrzymie i moga by¢ obecne plytki bezziarniste. Wystepuja skupiska
plytek, rzadko pojedyncze megakariocyty. Krwinki czerwone sa
normocytowe, normochromiczne, w przypadku niedoboru zelaza
moga by¢ mikrocytowe i hipochromiczne. Moze wystapic nieznaczna
leukocytoza, roznicowanie krwinek biatych jest na ogot prawidtowe,
bazofilianie wystepuje lub jest niewielka.

Badanie funkcji plytek: zaburzenia adhezji oraz agregacji pod
wplywem adrenaliny, rzadziej pod wplywem kolagenu i ADP,
prowadzace do stanéw zakrzepowo- zatorowych.

Szpik kostny jest bogato komorkowy, wykazuje proliferacjg glownie
linii megakariocytowej; liczne megakariocyty zwlaszcza dojrzate,
czgsto w skupiskach, olbrzymich lub matych, otoczone plytkami.
Uktad czerwonokrwinkowy i granulocytowy sa prawidlowe, czasem
ze zwigkszonym, rzadziej obnizonym odsetkiem dojrzatych
granulocytéw. Zjawisko obecno$ci innych komorek uktadu
krwiotworczego wewnatrz megakariocytow np. krwinek czerwonych
lub bialych nosi nazwe empelipolezy i moze wystgpowaé w ET.
Morfologicznie sprawia to wrazenie jakby ,,fagocytowanych” przez
megakariocyty krwinek, lecz zadaniem megakariocytéw jest ich
ochronanp. w przebiegu eksperymentalnego wstrzasu u zwierzat.
Trepanobiopsja- szpik jest prawidlowo komodrkowy lub
umiarkowanie hiperkomérkowy, bywa  opisywana  roéwniez
zmniejszona komorkowos¢ szpiku. Znaczaca cecha jest obecno$é
duzych lub gigantycznych megakariocytéw, o obfitej dojrzatej
cytoplazmie i z dobrze wyksztatconymi, gtadkimi ptatami jader, ktére
sa na ogot liczne. Megakariocyty wystepuja w formie skupisk oraz
pojedynczych komorek rozproszonych w szpiku. W odréznieniu od
PV nie obserwuje si¢ mikromegakariocytow. Charakterystyczne jest
wypelnienie megakariocytami przestrzeni szpikowych. [los¢ wiokien
retikulinowych jest prawidlowa, wzrost wtdknienia kolagenowego
przemawia przeciwko rozpoznaniu ET.

Aktywno$¢é FAG- jest podwyzszona.

Cytogenetyka: nie ma znaczacych zmian cytogenetycznych,
nieprawidtowy kariotyp wystgpuje u 5-10% chorych. Opisywana jest
+8,+9, del(5q), t(3;3) 1inv(3) lecz mimo iz sa kojarzone z
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myeloproliferative diseases- CMPD)- charakterystyka,
klasyfikacja i cechy

nadptytkowoscia sa charakterystyczne dla ostrych biataczek lub
zespotu mielodysplastycznego.

Dotychczas nie jest znany ani biologiczny ani genetyczny marker
charakterystyczny dla ET, dlatego dla rozpoznania konieczne jest
wykluczenie stanéow chorobowych mogacych by¢ przyczyna
nadplytkowosci jak inne choroby mieloproliferacyjne, guzy lite przed
diagnoza, stany zapalne ws$rdd ktorych najczgstsza przyczyna
nadplytkowosci jest reumatoidalne zapalenie stawow.

Diagnostyka réznicowa ET

Nalezy wykluczy¢:

ZPV :Prawidlowa masa krwinek czerwonych, Hb <18,5¢% u
mezezyzn 1 <16,5g% u kobiet, prawidlowe zelazo w szpiku,
prawidlowa ferrytyna w surowicy, prawidtowe MCV

#CML: brak chromosomu Ph i fuzji genu BCR/ABL

ZCIM: brak wioknienia kolagenowego, minimalne lub brak
wiodknienia retikulinowego

ZMDS: brak del (5q), t(3;3)(q21;26), inv(3)(q21@26), brak cech
dysplazji uktadu granulocytowego, nieliczne lub brak
mikromegakariocytow.

Wtérna nadplytkowos¢ w przebiegu: przewlektych stanow
zapalnych, nowotwordéw, wczesniejszej splenektomii, odczynu
pokrwotocznego, u dawcow krwi, w niedokrwistosciach
hemolitycznych, polekowa

Przewlekla choroba mieloproliferacyjna niesklasyfikowana-
U-CMPD

~ Naleza tu. chorzy z kliniczna i laboratoryjna cecha przewlektego
zespotu mieloproliferacyjnego nie odpowiadajacy wszystkim
kryteriom diagnostycznym lub zawierajacy kryteria diagnostyczne 2
lub wigcej zespotow.

#Najwiegcej przypadkow U-CMPD to wezesne stadia PV, CIMF, ET
w ktorych charakterystyczne cechy nie sa jeszcze w pelni rozwinigte
w okresie pierwszej prezentacji lub poézne stadia tych chorob,
zwhaszcza CIMF. W przypadkach wezesnych stadiow pacjenci winni
by¢ obserwowani co 4-6 miesigcy.

#’Cechy kliniczne: powigkszenie watroby i §ledziony

#Zaznaczona mielofibroza w szpiku, leukocytoza i nadptytkowos¢ z
lub bez niedokrwistosci do cigzkiej cytopenii wtdérnej do
niewydolnosci szpiku

Podsumowanie. Wprowadzenie klasyfikacji WHO porzadkuje wiele
problematycznych zagadnien zwiazanych z rozpoznaniem,
odpowiednim  zakwalifikowaniem i réznicowaniem zespotow
mieloproliferacyjnych, ktore jako rozrosty klonalne sa potwierdzane
przez wyniki badan genetycznych i molekularnych. Jednak nadal
pierwsza i podstawowa jest diagnostyka cytomorfologiczna
pozwalajaca na powzigcie podejrzenia nowotworowego rozrostu na
podstawie jakosciowych i ilosciowych kryteriow diagnostycznych, w
duzej mierze opartych si¢ na wiedzy diagnosty dostrzegajacego
szczegoty budowy komorek i ich wzajemnych zaleznosci oraz i ich
wzajemnychzqaleznosci oraz umiejgtnos$ci podporzadkowania ich
wypracowanym w klasyfikacjach standardom.
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sprzetu stanowiacych wyposazenie MLD i M

Wspolezesne wymagania dotyczace uzytkowania
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sprzetu stanowigcych wyposazenie medycznych
laboratoriow diagnostycznych i mikrobiologicznych
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Certyfikowany Pelnomocnik ds. Systemow jakosci
NZOZ Laboratorium Analiz Lekarskich S.C.

Wstep

W dobie ogromnego postepu technicznego obserwowanego w
ostatnich latach, skuteczno$¢ prowadzenia dobrej diagnostyki
laboratoryjnej i mikrobiologicznej zalezy w duzej mierze od rodzaju
uzywanych urzadzen. Obecnie na rynku dostgpny jest szeroki
asortyment roznego rodzaju sprzetu, uzywanego w laboratoriach
diagnostyki medycznej. Jednak mimo tak ogromnych mozliwosci
wyboru, jezeli chodzi o rodzaj stosowanych metod pomiarowo-
badawczych, nalezy pamigtac, ze wszystkie te urzadzenia podlegaja
pewnym wymaganiom w postaci wytycznych z ramienia Unii
europejskiej jak i pewnym zaleceniom krajowym. W ciagu ostatnich 10
lat pojawilo si¢ wiele wytycznych normatywno-prawnych
dotyczacych funkcjonowania medycznych laboratoriow
diagnostycznych i mikrobiologicznych. Te wytyczne dotycza m.in
tematow zwiazanych z eksploatacja i wymaganiami co do
pomieszczen jak rowniez informacje zwigzane z wyposazeniem, co wg
normy PN-EN ISO 15189 obejmuje przyrzady, materiaty odniesienia,
materialy zuzywalne, odczynniki i systemy analityczne.
Dla celéw niniejszej publikacji zagadnienia zwiazane z wymaganiami
co do pomieszczen i wyposazenia laboratorium medycznego zostaty
podzielone na nastgpujace grupy:

1. Pomieszczenia.

2. Aparatura pomiarowo-badawcza

3. Aparatura pomocnicza okre§lana réwniez jako wyposazenie
podstawowe.

4. Materialy zuzywalne (drobny sprzgt, odczynniki,
kalibratory, kontrole i inne)

5. Laboratoryjne systemy informatyczne.

Przedstawione aspekty dzialania laboratorium diagnostyki medyczne;j
i mikrobiologicznej stanowia wazne czynniki wplywajace na
prawidlowos¢ i wiarygodno$¢ wykonywanych badan. Dlatego na
koncu kazdego rozdzialu dokonano podsumowania w postaci
praktycznych uwag post¢gpowania w danym temacie.

1. Pomieszczenia.
Wytyczne dotyczace pomieszczen laboratoryjnych sa zawarte w wielu
r6znych dokumentach.

Oprocz wytycznych normatywnych zawartych w normach PN-EN
ISO 17025 i PN-EN ISO 15189 duzo informacji zostato
przedstawionych w ,,Wytycznych dla medycznych laboratoriéw
diagnostycznych i mikrobiologicznych obowiazujacych przy
ubieganiu si¢ o akredytacje” (Wyd. Ministerstwa Zdrowia z listopada
2001), zwanej popularnie ,.nicbieska ksiazeczka”. W rozdziale IV
dotyczacym pomieszczen laboratorium medycznego sa informacje o
wyodregbnieniu  pomieszczen stuzacych do obshugi pacjentow,
pomieszczen gtownych, specjalnych i socjalnych wraz z opisem co
nalezy uwzgledni¢ w ramach tych poszczegélnych rodzajow
pomieszczen. RoOwniez zwraca si¢ uwage na odpowiednie
oznakowanie pomieszczen i wyj$¢ ewakuacyjnych. Kierownictwo
laboratorium powinno okre$li¢ warunki srodowiskowe oraz sposob ich
monitorowania w tych pomieszczeniach, w ktorych stanowia one
istotny czynnik wptywajacy na wyniki badan lub bezpieczenstwo.

Jezeli chodzi o laboratoria mikrobiologiczne to w omawianych
powyzej wytycznych mozna znalez¢ bardzo szczegdtowe informacje
co powinno by¢ uwzgledniane w ramach poszczegolnych pomieszczen
podzielonych na te 4 grupy - cytowane wcze$niej. Zakres
wyodrebniania poszczegolnych pracowni zalezy od typu laboratorium
—typy od A do D.Podobne informacje dotyczace pomieszczen mozna
znalez¢ w rozporzadzeniu Ministerstwa Zdrowia z dnia 3 marca 2004
w_sprawie wymagan, jakim powinno odpowiada¢ medyczne
laboratorium diagnostyczne (Dz. U. 2004, nr43. poz. 408).

W paragrafie 2 1 3 sa informacje mowiace o tym, ze pomieszczenia
laboratorium powinny by¢ dostosowane do rodzaju prac, jakie sa w
nich wykonywane, w sposob zapewniajacy poprawna jakos$¢
pomiaréw 1 wiarygodno$¢ wynikow oraz ze pomieszczenia i
urzadzenia laboratorium muszg gwarantowaé bezpieczne i higieniczne
warunki pracy. W dalszej czg$ci jest przedstawiony cytowany
wczesniej z ,,niebieskiej ksiazeczki” podzial pomieszczen z opisem
sktadu poszczegdlnych pomieszczen. Wazne sa rowniez informacje
dotyczace znakowania tych pomieszczen w sposob umozliwiajacy ich
identyfikacjg oraz zgodnie z wymogami dotyczacymi bezpieczenstwa.
W pomieszczeniach do wykonywania czynnosci diagnostyki
laboratoryjnej na biezaco kontroluje si¢ warunki mogace mie¢ wplyw
na wyniki badan.

Dodatkowe informacje w postaci pewnych wytycznych (zalecen) w
kwestii dotyczacych urzadzania i planowania pomieszczen
laboratoryjnych mozna znalez¢ w punkcie 5.2 Warunki lokalowe i
srodowiskowe normy PN-EN [SO 15189.

Z uwagi na fakt, iz medyczne laboratorium diagnostyczne jest
zaktadem opieki zdrowotnej — co wynika z ustawy o zaktadach opieki
zdrowotnej (Dz. U. 1991, nr 91, poz. 408 z pdzniejszymi zmianami)
oraz ustawy o diagnostyce laboratoryjnej (Tekst jednolity: Dz. U.
2004, Nr 144, poz. 1529) nie sposoéb zapomnie¢ o rozporzadzeniu
Ministra Zdrowia w sprawie wymagan, jakim powinny odpowiadac
pod wzgledem fachowym i sanitarnym pomieszczenia i urzadzenia
zakladu opieki zdrowotnej z dnia 10 listopada 2006 roku (Dz. U. 2006,
Nr213. poz. 1568). Nauwagg zashuguje fakt, iz program dostosowania
zoz do warunkow przedstawionych w tym rozporzadzeniu powinien
by¢ zlozony przez Kierownika zaktadu do organu prowadzacego
rejestr zoz w terminie do 30 czerwca 2007 roku. Jest to wazna
informacja szczegolnie dla tych laboratoriow, ktore funkcjonuja jako
niezalezne zaktady opieki zdrowotnej - nie wchodzace w struktury
organizacyjne przychodni, szpitala czy innej placowki, poniewaz
obowiazek przedlozenia programdéw dostosowawczych,
zaopiniowanych przez Panstwowa Inspekcje Sanitarng spoczywa na
barkach Kierownika laboratorium. W rozporzadzeniu tym - w
przeciwienstwie do wczesniej obowiazujacego rozporzadzenia z dnia
22 czerwca 2005 roku — nie ma specjalnych wytycznych dla
laboratoriow medycznych i mikrobiologicznych. Jest natomiast wiele
waznych kwestii — gléwnie budowlanych zwiazanych z
funkcjonowaniem zakladu wraz z dzialem jako jednostka
organizacyjna, ktéra moze by¢ medyczne laboratorium diagnostyczne.

Podsumowanie dla rozdzialu 1:
4 Opracowac wykaz pomieszczen wraz z podziatem ich
na4 wymienione grupy.
L Zidentyfikowa¢ i nazwaé te pomieszczenia wraz z
umieszczeniem informacji na drzwiach.

L Zaleca sig stworzy¢ krotkie wykazy informacyjne dla
kazdego pomieszczenia, dotyczace rodzaju wykonywanych dziatan,
wykazu sprzgtu, istotne warunki $rodowiskowe jezeli maja
zastosowane —np. monitorowanie temperatury, wilgotnosci, itp. lub
inne dziatania typu procesy sanitarno-dezynfekcyjne.

L Opracowaé zasady dotyczace organizacji pracy i
bezpieczenstwa na poszczegolnych stanowiskach znajdujacych sig
w tych pomieszczeniach

2. Aparatura pomiarowo-badawcza.

Do aparatury pomiarowo-badawczej zaliczamy te urzadzenia, ktore
jak sama nazwa mowi wykonuja samodzielne pomiary. Dla potrzeb
niniejszego opracowania dokonano rozdziatu urzadzen na pomiarowo-
badawcze i1 urzadzenia pomocnicze. Wynika to m.in. z wymagan
dotyczacych dokumentowania pracy i wykorzystania tego sprzetu. Dla
wszystkich urzadzen majacych zastosowanie w laboratoriach
medycznych i mikrobiologicznych obowiazuja te same regulacje
prawne europejskiei krajowe.

UPRZEJMIE INFORMUJEMY, ZE WSZYSTKIE UCHWALY
KRAJOWEJ RADY DIAGNOSTOW LABORATORYJNYCH SA
OGOLNIE DOSTEPNE NA NASZEJ STRONIE www.kidl.org.pl
w zakladce: ,PRAWO -> UCHWALY I KADECJI KRDL; UCHWALY II
KADENCJI KRDL”.
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pomieszczen, aparatury pomiarowo-badawczej oraz
sprzetu stanowiacych wyposazenie MLD i M

W przypadku medycznych laboratoriow diagnostycznych i
mikrobiologicznych znajduja zastosowanie tzw. ,,wyroby uzywane do
diagnozy in vitro”, krore zgodnie z definicja zaczerpnigta z Dyrektywy
93/42/EEC oznaczaja dowolny wyrdb, ktory jest odczynnikiem,
produktem odczynnika, zestawem, przyrzadem, sprzgtem lub
systemem, stosowanym samodzielnie lub w potaczeniu,
przewidzianym przez producenta do stosowania in vitro w celu
badania probek pobranych z organizmu ludzkiego oraz w celu
dostarczenia informacji o stanie fizjologicznym, stanie zdrowia,
choroby lub wady wrodzonej. Mozna obecnie przyjaé, iz wszystkie
urzadzenia medyczne trafiajace na polski rynek spelniaja unijne
wymagania, okreslone m.in. w dyrektywach.

A jak przedstawiaja si¢ nasze krajowe wytyczne w zakresie urzadzen i
wszelkiego sprzetu stosowanego w medycznej diagnostyce
laboratoryjnej i mikrobiologiczne;j?

Aspekty zwigzane z wyposazeniem aparaturowym laboratorium w
najwigkszym zakresie opisuja 2 rozporzadzenia: pierwsze cytowane
juz wezesniej z dnia 3 marca 2004 w sprawie wymagan, jakim powinno
odpowiada¢ medyczne laboratorium diagnostyczne, a drugie, ktore

stanowi uzupetnienie do pkt. 5.4 pierwszego — rozporzadzenie MZ z
dnia 21 marca 2006 roku zmieniajace rozporzadzenic w sprawie
wymagan, jakim powinno odpowiada¢ medyczne laboratorium
diagnostyczne (Dz. U. 2006, Nr 59, poz. 422). W mysl rozporzadzenia

z 3 marca 2004 roku dokonano podziatu wyposazenia na: podstawowe,
pomiarowo-badawcze, umozliwiajace pobieranie materiatu,
zapewniajace bezpieczenstwo i higieng pracy oraz na urzadzenia
telekomunikacyjne 1 systemy informatyczne. Aparatur¢ pomiarowo-
badawcza poddaje si¢ badaniom kontroli z czgstotliwoscia wynikajaca
zrodzaju aparatury i wskazan wytworcow.

W ramach dokumentacji aparatury pomiarowo-badawczej oraz sprzgtu
—zgodnie zrozporzadzeniem z 21 marca 2006 wyroznia sig:

- karty gwarancyjne

- specyfikacje techniczne

- dateg rozpoczecia eksploatacji

- wykaz pracownikéw przeszkolonych i upowaznionych do obstugi
oraz 0sOb bezposrednio odpowiedzialnych za dang aparaturg lub sprz¢t
- instrukcje uzytkowania

- zapisy kalibracji

- instrukcje postgpowania przy dzialaniach naprawczych i
korygujacych

- oswiadczenie o dopuszczeniu do uzytkowania po usunigeiu awarii

- dane o biezacej obstudze i kontroli

- dane o konserwacji biezacej i okresowej prowadzonej zgodnie ze
wskazaniami wytworcow.

Jak wida¢ sa to informacje, ktore powinny by¢ juz dawno
wykorzystane i wdrozone w kazdym laboratorium (ostatnie z
rozporzadzen weszto w zycie w kwietniu 2006 roku).

Te przedstawione wytyczne powinny stanowi¢ minimum
dokumentacyjne urzadzen laboratoryjnych. Jako uzupehienie i
rozszerzenie pewnych informacji na temat wyposazenia laboratorium
stanowi punkt 5.3 normy PN-EN ISO 15189 oraz wytyczne z
,hniebieskiej ksiazeczki” — zwlaszcza jezeli chodzi o rodzaje
wyposazenie laboratorium mikrobiologicznego.

*Podsumowanie do rozdziatu 2:
° Nalezy opracowac szczegotowa listg aparatury pomiarowo-
badawczej wraz ze skompletowaniem wszelkiej dotychczasowej
dokumentacji danego urzadzenia
° Okresli¢c zawartos¢ dokumentacyjna wyposazenia
pomiarowego wraz z ustaleniem identyfikacji urzadzen i
dokumentéw oraz wyznaczeniem oséb opiekujacych si¢ danymi
urzadzeniami i nadzorujacymi dokumentacjg
° Zazwyczaj zawarto$¢ dokumentacyjna tych urzadzen
sktada si¢ z 2 czescei:

1). tzw. czgSci statej w postaci instrukeji (okreslanej czgsto jako SOP)
postgpowania w zakresie: czynnosci konserwacyjnych codziennych i
okresowych, skroconej stanowiskowe;j instrukcji obstugi wynikajace;j
ze specyfiki pracy, wytycznych dotyczacych prowadzenia czynnosci
kalibracyjnych, kontrolnych, postgpowania w przypadkach

wystgpowania niezgodnosci wynikow kontrolnych z warto$ciami
oczekiwanymi oraz postgpowania w przypadku wystapienia awarii,
2). tzw. czgSci zmiennej (nazywanej czgsto Ksigga LOG), ktora
zawiera informacje o uzytkownikach upowaznionych do pracy na
urzadzeniu i potwierdzajacych zapoznanie si¢ z zasadami zawartymi w
dokumentacji, informacje dotyczace specyfikacji technicznych,
zakupu, instalacji, gwarancji, przeznaczenia z wykazem badan,
wykazy odczynnikow, akcesoriow, dokumentacji firmowej oraz zapisy
z dziatan konserwacyjnych (np. paszporty techniczne), kontrolnych,
kalibracyjnych, zapisy z awarii, napraw i wszelkich innych dziatan w
obrebie danego urzadzenia

° Wazne aby personel po nalezytym przeszkoleniu
wdrazal w codzienna praktyke te przyjete ustalenia opisane w
dokumentacjiurzadzenia.

1. Aparatura pomocnicza (wyposazZenie
podstawowe).

W sktad aparatury pomocniczej inaczej klasyfikowanej (w
niebieskiej ksiazeczce) jako wyposazenie podstawowe wchodza
wszystkie pozostate urzadzenia laboratoryjne, jak: wirdwki, cieplarki,
lodéwki, mieszadta, myjki, mikroskopy, komory laminarne, sprzgt
dozujacy. Sprzgt ten rowniez powinien posiada¢ stosowng
dokumentacj¢ oparta na wymienianych wcze$niej rozporzadzeniach
(zwlaszczaz 21 marca 2006 roku).

Z dotychczasowej praktyki wiadomo, iz zgodnie z ustawa o
zakladach opieki zdrowotnej powinna by¢ na biezaco prowadzona
dokumentacja urzadzenia, ktéra najczesciej miata posta¢ paszportu
technicznego. Patrzac na omawiane wcze$niej rozporzadzenia oraz na
wytyczne normatywne kazde laboratorium powinno dodatkowo
opracowa¢ pozostale elementy dokumentacji poszczegodlnych
rodzajow sprzgtu, jak choc¢by krotkie instrukcje stanowiskowe w
oparciu o wytyczne producenta lub dostarczone przez niego,
wszelkiego rodzaju zapisy (np. z wzorcowania), instrukcje
postgpowania na wypadek dziatan niepozadanych lub awarii, wykazy
0s0b przeszkolonych, upowaznionych i odpowiedzialnych.

W przypadku laboratoriow mikrobiologicznych doskonale zrodto
informacji na ten temat stanowi dokument o nazwie EA-04/10
opracowany przez wspolna grupg robocza EA/EURACHEM,
tlumaczony w_Polskim Centrum Akredytacji we wspotpracy z
Komitetem Technicznym PKN nr 3 ds. Mikrobiologii Zywnosci.
Dokument ten dotyczy .Akredytacji Laboratoriéw
Mikrobiologicznych” i zostal opublikowany na stronach
internetowych PCA w 2006 roku.

ePodsumowanie do rozdziahlu 3:

° Sporzadzi¢ doktadny wykaz wszelkiego sprzgtu
pomocniczego

° Skompletowa¢ wszelka dotychczasowa dokumentacjg
kazdego urzadzenia

° Okresli¢ przeznaczenie urzadzenia i osoby
odpowiedzialne

° Kazde urzadzenie - o ile producent inaczej nie

wymaga, powinno by¢ przynajmniej raz na rok poddawane
czynnosciom konserwacyjnym (przeglad techniczny)
wykonywanym przez wskazany uprawniony serwis
° Okresli¢c wymagania dokumentacyjne tego sprzgtu
wraz z identyfikacja w postaci takich rozwiazan jak:
- na bazie paszportu technicznego uzupeti¢ dodatkowo wymagane
informacje w rozporzadzeniu z 21 marca 2006 roku
- stworzy¢ pelna dokumentacje w postaci przykladowej
kilkustronicowej teczki urzadzenia zawierajacej kartg informacyjna,
wytyczne dotyczace obstugi (instrukcje obshugi, postgpowanie przy
awariach), karty konserwacji, przegladow, wzorcowania, karty awarii
i przestojow z zalaczonymi raportami serwisowymi oraz inne
dokumenty jak karty monitorowania temperatury, wykazy czgsci
zamiennychiinne.
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Doskonalenie Systemu Jako$ci w akredytowanym
laboratorium.

4. Materialy zuzywalne — odczynniki.

Materiaty zuzywalne jak drobny sprzet, odezynniki, kalibratory,
materialy kontrolne i inne elementy z tego zakresu wykorzystania,
stanowia rowniez wazny element wyposazenia, ktory nie nalezy
pomija¢ w dziataniach majacych na celu ewidencjonowanie i
dokumentowanie proceséw laboratoryjnych. Z wytycznych
normatywno-prawnych w sprawie odczynnikow sa tylko informacje
przedstawione w ,,niebieskiej ksiazeczce”, ktore moéwia o stworzeniu
tzw. kart Srodkow badawczych zawierajacych takie zapisy jak:

- informacje dotyczace zakupu (czas dostarczenia, ilo$¢)

- data waznosci (wraz nr lot serii odczynnika)

- data/godzina otwarcia kazdego nowego opakowania (inaczej data
wprowadzenia do uzycia wraz z data zakonczenia zuzycia kazdego
opakowania)

- stan aktualny otwartego opakowania (czas przebywania w gotowosci
reakcyjnej)

- sposob przechowywania

- sposob utylizacji po zakonczeniu badania.

UWAGA: Informacje podawane w nawiasach w powyzszych punktach
stanowia przypiski autora.

Wiele laboratoriéw prowadzi powyzsze zapisy w formie ewidencji
magazynowej prowadzonej w formie papierowej lub elektronicznej
jako modut laboratoryjnego systemu informatycznego. Wazne jest aby
w kazdym laboratorium prowadzona byla réwniez dokumentacja,
dotyczaca zasad wspotpracy w firmami dostarczajacymi wszelkie
materialy zuzywalne, formy zamawiania, reklamacji, karty
charakterystyki substancji niebezpiecznych, sposoby utylizacji
odczynnikdw i opakowan oraz informacje o przechowywaniu.

® Podsumowanie do rozdzialu 4:

L4 Najlepszym rozwiazaniem jest stworzenie tzw. karty
zuzycia odczynnika, kalibratora, kontroli nazywanej inaczej karta
srodka badawczego, ktora zawiera:
-nazwa laboratorium/pracowni
-nazwa odczynnika wraz z numerem identyfikacyjnym karty
- informacje o odczynniku: nr katalogowy, nazwa firmowa, wielko$¢
opakowania, firma dostarczajaca, warunki przechowywania, srodki
ostroznosci, sposoby utylizacji
- data dostawy kolejnego opakowania wraz z lotem i datag waznosci
- data wprowadzenia do uzyciai data zakonczenia uzycia
- inne informacje jak: cena poszczegodlnych opakowan, ilosc
wykonanych badan, itp.
® Vszystkie te informacje najlepiej opracowaé w formie
tabelarycznej jako formularz dla kazdego uzywanego w
laboratorium odczynnika.
b4 W przypadku uzytkowania materiatéw kontrolnych,
kalibracyjnych i innego sprzgtu nalezy  postgpowaé wedhug
wczesniej ustalonych schematdéw, najczesciej wynikajacych z
zalecen producenta urzadzenia.

5. Laboratoryjne Systemu Informatyczne.

Szacuje sig, ze we wspolczesnym laboratorium diagnostyki
laboratoryjnej i mikrobiologicznej sprawnie funkcjonujacy system
informatyczny usprawnia i ogranicza tzw. dodatkowa pracg
dokumentacyjna w okoto 30 — 40 %. Dlatego kazde laboratorium
powinno dazy¢ do petnej informatyzacji §wiadczonych ustug.
Wytyczne na temat systeméw informatycznych sa zawarte glownie
w:

- Zataczniku B normy PN-EN ISO 15189

- Rozporzadzeniu MZ z dnia 21 grudnia 2006 roku w sprawie rodzajow
i zakresu dokumentacji medycznej w zaktadach opieki zdrowotne;j
oraz sposobu jej przetwarzania (Dz.U. 2006, Nr 247, poz. 1819).

Podsumowanie do rozdzialu 5:

Glownym zadaniem informatyzacji w laboratorium jest sprawne i
tatwo dostgpne gromadzenie danych dotyczacych pacjentow,
wykonywanych badan, rozliczen ze zleceniodawcami, kontroli jako$ci
iinnych. Dlatego oby system

informatyczny jak najbardzie sprawnie funcjonowat nalezy:

- okresli¢ wewngtrzne potrzeby informatyczne laboratorium, tak aby
potem mogly one by¢ wilasciwie zdefiniowane przez firmy
dostarczajace oprogramowanie

- zaprojektowac stanowiska

- ustali¢ zabezpieczenia, osoby odpowiedzialne

- przeszkolié personel

- opracowac caty system dokumentacji obstugi i zabezpieczenia LIS z
uwzglednieniem podrgeznych instrukeji z wykazami badan,
zakresow referencyjnych, ptatnikow, lekarzy zlecajacychiinnych.

Uwagi koncowe:

W przedstawionym opracowaniu przytoczono tylko skrot
pewnych informacji na temat pomieszczen i wyposazenia
laboratoriow medycznych z odnos$nikami do dokumentoéw
uzupehiajacychirozwijajacych te informacje.

Aby laboratorium umiejgtnie radzito sobie z przedstawionymi
wytycznymi w obszarze pomieszczen i wyposazenia, powinno opierac
swe dziatania o System Zarzadzania Jakoscia, ktory stanowi doskonate
narzgdzie do definiowania i dokumentowania wszelkich proceséw
zachodzacych w postgpowaniu diagnostycznym.

Wazne aby przy obecnie podejmowanych dziataniach
organizacyjnych w laboratorium uwzglednia¢ wytyczne prawne a
w szczego6lnosci nie wolno pomijaé wytycznych zawartych w
rozporzadzeniu MZ z dnia 23 marca 2006 roku w sprawie
standardow jako$ci dla medycznych laboratoriéow
diagnostycznych i mikrobiologicznych (Dz.U. 2006, nr 61, poz.
435), ktére maja obwiazywacé w terminie do konca marca 2009
roku.

Literatura:

L Norma PN-EN ISO/IEC 17025 -,,0gblne wymagania
dotyczace kompetencji laboratoridéw badawczych i wzorcujacych” —
Wyd. PKN luty 2001

° Norma PN-EN ISO 15189 — ,,Laboratoria medyczne.
Szczegodlne wymagania dotyczace jakosci i kompetencji” — Wyd.
PKN luty 2006

4 Dyrektywa Rady Wspdlnot Europejskich 93/42/EWG
w sprawie wyrobow medycznych

Doskonalenie Systemu Jako$ci w akredytowanym
laboratorium.

Bogumila Hajdrowska

Szanowny Czytelniku!

Zastanawiasz si¢, czy zbudowaé System Jako$ci w swoim
laboratorium. Zapewniam Cig, ze jest to doskonata inwestycja w
rozwoj firmy. Wystarczy zdoby¢ $rodki na jego wdrozenie i znalez¢
zrozumienie wsréd pracownikow. Po cigzkiej pracy dostajesz
najwigksza nagrodg- upragniony Certyfikat Akredytacyjny.
Przyjmujesz gratulacje, bo dzigki Tobie, Twojemu uporowi i
pomystom laboratorium potwierdzitlo swoje kompetencje. Ale nie
mozesz spocza¢ na laurach. System Jakos$ci to nieustajace
doskonalenie. Sam Certyfikat przeciez nie daje gwarancji, ze
funkcjonuje on bez zarzutu. Zawsze mozesz zrobi¢ co$ prosciej,
szybciej i sprawniej. Dasz dowod na to, ze System ,,wszedl w zycie” a
nie lezy na potce w gabinecie szefa. Sam system doskonalenia odbywa
si¢ wedlug nastepujacego schematu:

planuj  wykonaj to co zaplanowale§ —> sprawdz to co wykonates—>
doskonal to co wykonates. W tym celu masz do wyboru wiele narzedzi,
takichggk: Przeglady Systemu Zasgadzania Jako$cia, Audity
wewnetrzne 1 zewngtrzne oraz wszelkie oceny, np. zadowolenie
klientow.

Szczegotowy tryb planowania, przeprowadzania, dokumentowania oraz
realizacji ustalen podejmowanych w wyniku przegladow zarzadzania
opisuje Procedura Ogoélna.
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laboratorium.

Zgodnie z nig Przeglad Systemu Zarzadzania Jako$cia dokonywany jest
minimum [ raz w roku zgodnie z wcze$niej ustalonym harmonogramem
w celu upewnienia sig, ze ustanowiony System Jakosci spehia
postawione mu zadania. Pelnomocnik ds. jakosci 1 kierownictwo
laboratorium przygotowuje dane wejsciowe wg normy PN EN ISO

Przyktadowe dane potrzebne do przegladu Systemu
Zarzadzania JakoS$cia to

® wyniki auditow wewnetrznych

® sprawozdania personelu kierowniczego

® stosownos¢ polityki jakosci i procedur ogélnych

® oceny dokonane przez organizacje zewngtrzne

® przeprowadzone dzialania korygujace i zapobiegawcze

® dzialania podjgte w wyniku wczesniejszych przegladow

® wyniki pordwnan migdzylaboratoryjnych lub badan bieglosci

® zmiany w zakresie i rodzaju wykonywanych badan

® sygnaly zgtaszane przez klientow

® reklamacje 1 skargi

® zapisy dotyczace odstgpstw

® potrzeby w zakresie szkolen pracownikow

® propozycje zmian w dokumentacji systemu jakosci w celu

uaktualnienia dokumentow
®posiadane zasoby oraz nadzoér nad wyposazeniem pomiarowym i
badawczym

W przegladach systemu jakos$ci uczestnicza: Dyrektor, Kierownik
Laboratorium, Pelnomocnik ds. Systemu Jakos$ci, Glowny Ksiggowy
i inne zaproszone osoby, ktorych przeglad moze dotyczy¢. Dyrektor
zatwierdza porzadek dzienny przegladu zarzadzania na co najmniej
14 dni przed planowanym terminem.
Porzadek dzienny zawiera co najmnie;j:

e date przegladu,

e listg 0sOb uczestniczacych,

e omawiane tematy ze wskazaniem osob referujacych.

W trakcie przegladu Pelnomocnik ds. jakosci sporzadza notatki
zapisujac wszelkie uwagi i spostrzezenia. Wnioski z przegladu wraz z
dzialaniami doskonalacymi dokumentowane sa w Raporcie z
przegladu Systemu Zarzadzania Jakos$cia

Wykonany przez .........  ...... dnia............

I Opis danych wejsciowych potrzebnych do przeprowadzenia
przegladu w tym
Stosownos$¢ polityki i procedur SZJ
Sprawozdanie personelu nadzorujacego i kierowniczego za
rok poprzedni
Raporty z auditu wewngtrznego
Dziatania korygujace i zapobiegawcze
Ocena przez organizacje zewngtrzne
Poréwnania bieglosci
Zmiany w zakresie i rodzaju wykonywanych badan
Informacje zwrotne od klientow
Inne istotne czynniki(sterowanie jako$cia zasoby szkolenia
itp )
II Zal eenia dotyczace doskonal nia

Data podpis

Wszystkie zalecenia z przegladu dotyczace doskonalenia
dokumentowane sa na kartach ustalen z przegladu.

Karta ustalen nr ...........
z Przegladu Systemu Zarzadzania JakoScig nr.........

1. Opis ustalenia

2. Osoba odpowiedzialna za realizacje ustalenia
3. Termin realizacji
Data i podpis osoby odpowiedzialnej

Akceptacja Dyrektora data i podpis

4. Potwierdzenie wykonania dziatan

Data i podpis Pelnomocnika ds. jakosci

Pelnomocnik ds. jakosci przechowuje wszystkie dokumenty
zwiazane z przegladem Systemu Zarzadzania Jakoscia, tj.: porzadek
dzienny, Raport z Przegladu Systemu Zarzadzania Jakoscia oraz
Kartg ustalen z Przegladu Systemu Zarzadzania Jakos$cia. Wszelkie
stwierdzone w trakcie przegladu niezgodnosci prowadza do
uruchomienia dziatan korygujacych i zapobiegawczych.

Wdrozony i utrzymany Systemu Zarzadzania JakoS$cia da
Ci przewage nad innymi firmami z branzy na konkurencyjnym
rynku. Wzros$nie prestiz firmy zaréwno w oczach obecnych, jak i
potencjalnych klientow. Wyraznie ograniczysz liczb¢ reklamacji
przez co wzro$nie zadowolenie klienta. Niewatpliwa Kkorzyscia
jest uporzadkowanie dokumentacji laboratoryjnej oraz
podniesienie jakoSci pracy. Poprzez doskonalenie Systemu
Zarzadzania JakoS$cia przez udokumentowanie dzialan calego
personelu posiadasz mocny atut w sprawach sadowych.

Konkurs ,,Dowody naukowe? Tak, korzystam”
Edycja Pierwsza 2007

Zasady konkursu

Agencja Oceny Technologii Medycznych we wspdlpracy z Naczelna
Izba Lekarska, Kolegium Lekarzy Rodzinnych w Polsce, Naczelna
Izba Pielegniarek i Poloznych, Krajowa Izbe Diagnostow
Laboratoryjnych, Konferencje Rektoréw Akademickich Uczelni
Medycznych, Departamentem Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
Ministerstwa Zdrowia oraz Cochrane Collaboration w Polsce, oglasza
pierwsza edycje dorocznego konkursu

»Dowody naukowe? Tak, korzystam”
dla wszystkich, ktérzy najcickawiej opisz_ wykorzystanie dowodow
naukowych z zasobow Cochrane Library lub innych zrédel dla
poprawy jakosci opieki zdrowotnej w Polsce.
Wiecej na stronie internetowej KIDL - www.kidl.org.pl
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Rozwazania o cenach i zasadno$¢ prowadzenia kontroli nad
jakoscia $wiadczonych ustug diagnostyki laboratoryjnej.

Teresa KURZAWA

Zyjemy w czasach ogromnego postepu wiedzy i mozliwosci.
Cieszymy si¢ z faktu, ze mozemy zaoferowa¢ naszym pacjentom
najnowoczesniejsze badania. Uzywamy wysokospecjalistycznych
urzadzen, takich samych jak nasi koledzy w $wiecie. Stosujemy
najlepsze, a wigc i drogie odczynniki. Podnosimy stale poziom
wiarygodno$ci naszych oznaczen, certyfikujemy nasze procedury
badawcze. Trudno spotkaé¢ doktorat czy habilitacjg, ktorej udziatem
nie sg diagnostyczne badania laboratoryjne. Prezentujemy wysoki
poziom wiedzy, mamy kwalifikacjeiwciazje rozwijamy.

A jednak do naszego srodowiska, do naszego zawodu (i jestem o tym
przekonana) wdarly si¢ prawa dzikiej konkurencji, gdzie
podstawowym kryterium popytu na $wiadczenie pozostaje cena, przy
zupelnym ignorowaniu wiarygodno$ci dokonywanych pomiarow.
Jakie sa i moga by¢ reperkusje tych praktyk nietrudno sobie
wyobrazi¢. Jako osoba od lat zwigzana z zawodem diagnosty
laboratoryjnego zaczynam odczuwaé pierwsze skutki takich
nieuczciwych praktyk.

Tak wigc, przemozna wola opanowania rynku ustug
diagnostycznych prowadzita dotad do wymuszonej obnizki cen na te
ustugi. Stymulowato to dziatania zmierzajace do unowocze$niania
metod badawczych jak rowniez implikowato zmiany w strukturze
organizacyjnej laboratoriow.

Glegboka analiza kosztow wykonania badan w naszych
laboratoriach sktania mnie ku prze§wiadczeniu, ze przy wymaganym
poziomie jako$ci nie da si¢ zej$¢ ponizej pewnego poziomu Kosztow.
Wysoka jakos¢ pozwala trafnie ocenia¢ trudne diagnostycznie
jednostki chorobowe. Zatem dziwi fakt pojawienia si¢ na rynku
laboratoriéw (prywatnych) oferujacych wykonanie badan w wielu
przypadkach ponizej kosztow dobrych jakosciowo materiatow i
odczynnikéw dostgpnych na rynku nie méwiac juz o kosztach
wykonania i innych sktadowych na podstawie ktorych kalkuluje sig
ceng jednostkowa badania.

Przyczyn takiego stanu rzeczy mozna szuka¢ na przyktad w
stosowaniu metod wskaznikowych niedopuszczalnych w
$wiadczeniu ustug medycznych czy tez dumpingu celem zdobycia
rynku i wyeliminowania wiarygodnych laboratoriow.
Dumping jest wykroczeniem przeciwko art. 8 ust.1 i ust. 2 pkt. 1) i 3)
ustawy z dnia 15 grudnia 200 r o ochronie konkurencji i
konsumentow(Dz.U. z dnia 15 grudzien 2005r. Nr 244 poz. 2080 z
pézniejszymi zmianami) i jest karalny.  Stosowanie metod
wskaznikowych w diagnozowaniu pacjentdw jest nieetyczne,
stanowi naruszenie ustawy o czynnos$ciach diagnostyki
laboratoryjnej przez diagnost¢ laboratoryjnego oraz podwaza
zaufanie do calej branzy $wiadczacej ushugi zdrowotne, a zwlaszcza
do grupy (korporacji zawodowej) diagnostow laboratoryjnych.
Niewlasciwa diagnoza postawiona na podstawie wyniku badania o
niepewnej i niepotwierdzonej wiarygodnosci pociaga za soba skutki
zdrowotne i ekonomiczne.
I tak :
pacjent niewlasciwie leczony wymaga znacznych naktadéw na
jego dodatkowe leczenie spowodowane powiklaniami
wynikajacymi zniewlasciwej terapii,
2 niewlaéciwe leczenie moze doprowadzi¢ do powiktan i zgonu
chorego,
srodki przeznaczone przez NFZ, na finansowanie procedur
medycznych przy niewykonaniu badan diagnostycznych sa
zrédtem nieuprawnionego dochodu.

Laboratoria ponoszace koszty w sposob kwalifikowany, a wigc
ponoszace koszty osiaganej wiarygodnosci sa eliminowane z rynku.
I co nam zostanie ?

Rozwazanie o cenach

Zostang laboratoria nastawione na zysk, wykonujace oznaczenia
watpliwej jakosci za to po wygdérowanej cenie, bo pozbawione
rzetelnej i uczeiwej konkurencji.

Jakie jest wyj$cie z tej sytuacji ?

Przede wszystkim trzeba wrdci¢ do przestrzegania norm moralnych,
o ktorych méwia szeroko pojgte zasady etyki w tym i nasz Kodeks
Etyki. Ustali¢ zasady priorytetu nadrzednosci dobra pacjenta i
kontroli przestrzegania tych zasad. Doprowadzi¢ do powszechnej
certyfikacji procedur i akredytacji laboratoriow.

Umiesci¢ wykaz laboratoryjnych badan diagnostycznych w
koszyku §wiadczen gwarantowanych” dla zapewnienia celowosci
postgpowania w diagnozowaniu chorego.

Whiostoby to dlugo oczekiwana przez nasze srodowisko pozytywna
odmiang.

Moim zdaniem 1 wielu diagnostow laboratoryjnych nalezy
doprowadzi¢ do ujednolicenia kryteriow ekonomicznych dziatania
laboratoriéw. Optymalne finansowanie wiarygodnych,
certyfikowanych laboratoridw, wydaje si¢ by¢ zwiazane z ustaleniem
optymalnych cen badan diagnostycznych.

Kontrola stosowania optymalnych cen, realizacji czgsci
diagnostycznej ,.koszyka §wiadczen” w kontraktach NFZ powinna
zapewni¢ pacjentom wysoki poziom tych §wiadczen.

Kontrola realizacji kontraktow w zakresie diagnostycznych badan
laboratoryjnych powinna odbywac¢ si¢ z udziatem naszej korporacji.
Stosowanie za$ przez NFZ sankcji za naruszenie umow
kontraktowych, to jeden ze sposobéw na rozwiazanie nurtujacych
nas problemow dotyczacych walki z nieuczciwa konkurencja na
rynku diagnostycznym.

Mam nadziejg, ze moje przemyslenia zainicjuja szersza dyskusj¢ na
temat normalizacji rynku diagnostyki laboratoryjnej w naszym kraju
i w efekcie zaowocuja stworzeniem skutecznych mechanizmow
walki z nieuczciwa konkurencja w imi¢ dobra naszych pacjentow i
$rodowiska diagnostdw laboratoryjnych.

INFORMACJA
DLA PT DIAGNOSTOW LABORATORYJNYCH

POSIADAJACYCH UPRAWNIENIA DO ZMNIEJSZENIA LUB

ZAWIESZENIA PLATNOSCI SKEADEK CZELONKOWSKICH.
Uprzejmie informujg, ze uchwata nr 62/2004 KRDL z dnia 17 grudnia 2004
1. (opublikowana w Gazecie KIDL "DIAGNOSTA LABORATORYJNY"nr
1(6) z kwietnia 2005 r. oraz dostgpna w Internecie w zaktadce "PRAWO-
Uchwaly KRDL- X Posiedzenie KRDL) umozliwia PT Diagnostom
Laboratoryjnym ubieganie si¢ o zawieszenie obowiazku platnosci sktadki
cztonkowskiej na rzecz Korporacji lub zmniejszenia jej wysokosci.
W mysl w/w Uchwaty:
1. o ZAWIESZENIE pfatnosci sktadek moga wystgpowac
Diagnosci, ktorzy:
a) utracili pracg (paragraf [ ust. 1),
b) pozostaja na urlopie wychowawczym nie wykonujac czynnosci na
podstawie umowy o pracg lub umowy cywilnoprawnej (paragraf | ust. 2),
¢) wykonuja czynnosci diagnostyki laboratoryjnej w ramach
wolontariatu bez pobierania wynagrodzenia i nie posiadaja zatrudnienia w
innym zawodzie (paragraf | ust. 3),
2. 0 ZMNIEJSZENIE wysokosci sktadek cztonkowskich o 50%
moga wystgpowac Diagnosci, ktorzy na mocy decyzji ZUS
uzyskali prawo do emerytury, §wiadczen przedemerytalnych lub
renty, w tym inwalidzkiej - (paragraf 2).
Decyzje w sprawach wymienionych w paragrafie 1 ust. 1,2 1 3 oraz w
paragrafie 2 przedmiotowej uchwaty KRDL podejmuje Krajowa Izba
Diagnostow Laboratoryjnych na pisemny wniosek diagnostow.
Zainteresowane osoby powinny przesyta¢ do Biura KIDL pisemne wnioski
wraz z wlasciwymi dokumentami (np.: decyzja PUP, zaswiadczenie
o urlopie wychowawczym, umowa wolontariatu, decyzje ZUS w
sprawach emerytalno - rentowych, itp.).
Zwracamy jednocze$nie uwage Sz. Panstwa, Ze jedynie rozpatrywane
sa wnioski tych PT Diagnostéw Laboratoryjnych, ktorzy
posiadaja uregulowane zobowiazania finansowe wzgledem Izby.
KIDL podejmuje odpowiednia decyzje, ktéra obowiazuje od
miesigca zlozenia wniosku w danej sprawie.

Sekretarz KRDL
Czestaw Glowniak



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 zobowiazania finansowe wobec Izby ( tj. skladki czlonkowskie).

PRZYPOMNIENIE:

Chcac otrzymaé dokument “Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego”( PWZDL) nalezy:
- wystapi¢ z pisemnym wnioskiem o wydanie PWZDL
- wplaci¢ 100 zl. na konto KIDL zgodnie z uchwatg 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 czynno$ci

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

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 KORESPONDENCJI.

W przypadku nieodebrania listu poleconego i zwrotu przesylki przez poczte do biura KIDL - powtérne przestanie
dokumentu bedzie mozliwe na pisemng prosbe i za dodatkowa oplata poniesionych kosztow 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 wyslany 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 si¢, ze twarz na zdjgciu 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.



Ukazata sie kolejna ksigzka z serii

Biblioteka Diagnosty Laboratoryjnego
“Immunogenetyczne podstawy doboru dawcow
oraz przeszczepiania

komoérek krwiotworczych i narzadow”

pod redakcja Jadwigi Fabijanskiej-Mitek i Jacka
Nowaka

BIBLIOTEKA
DIAGNOSTY LABORATORYJNEGO

Immunogenetyczne podstawy
doboru dawcoéw oraz przeszczepiania
komoérek krwiotwoérczych i narzadow

pod redakcja
Jadwigi Fabijanskiej-Mitek
i Jacka Nowaka

Zamowienia nalezy kierowac :
OINPHARMA Sp. z 0.0. ul. Prosta 69, 00-838 Warszawa tel:
(022) 578 00 01, 578 00 12 fax: (022) 632 25 82
biuro@oinpharma.pl, www.oinpharma.pl




