
GAZETABEZP£ATNA

Krajowa Izba Diagnostów Laboratoryjnych

Diagnosta
Laboratoryjny

GAZETA KRAJOWEJ IZBY
DIAGNOSTÓW LABORATORYJNYCH

Rok 5, numer 2 (14)

Lipiec 2007

GAZETABEZP£ATNA

1
1
0

0

1
1
0

0

Co uzdrowi polski system ochrony zdrowia?

Prawda czy Fa³sz

Rzetelna analiza i diagnoza
przyczyn zapaœci;
badanie rynku œwiadczeñ
zdrowotnych;
wy¿sze wynagrodzenia dla
etatowych niskoop³acanych
profesjonalistów medycznych
(komu i ile- diagnoœci,
pielêgniarki, technicy, lekarze
niefunkcyjni

Prywatyzacja;
uw³aszczenie lekarza;
outsourcing;

po raz który
odd³u¿enie?

Dofinansowanie
przez samorz¹d
lokalny

Dop³aty pacjenta
do œwiadczeñ

Wynagrodzenia 2-3 razy
wy¿sze ni¿ przeciêtne

Zwiêkszyæ wp³ywy z
bud¿etu 6 % PKB

Czy szpitalami i przychodniami  przestan¹ kierowaæ lekarze.
Wiêcej pracy i s³u¿by mniej megalomanii.
Uwolniæ lekarzy od funkcji administracyjnych i menad¿erskich.

Wysokospecjalistyczny
sprzêt medyczny dostêpny
od 6.00 do 22.00

Zmianowoœæ a nie dy¿ury

Wczeœniejsza profilaktyka i
diagnostyka laboratoryjna

Lekarz POZ dostêpny ca³¹ dobê
wynagradzany za pacjentów
leczonych a nie wirtualnych

“ŒLEPIEC MUSI ¯YÆ P£ACZ¥C NIE WIDZ¥C NAWET
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“UW£ASZCZENIA LEKARZY NA MAJ¥TKU PAÑSTWOWYM TO ANARCHIA”
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Krajowa Izba Diagnostów Laboratoryjnych
03-428 Warszawa; ul. Konopacka 4

tel. (022) 741-21-55; (022) 741-21-57 (022) 741-11-60;
faks: (022) 741-21-56

Nazwa Odbiorcy: Krajowa Izba Diagnostów Laboratoryjnych.
03-428 Warszawa; ul. Konopacka 4

Numer rachunku: 72102010420000880200105692
Bank PKO BP. IV Oddzia³ Warszawa

S p o ³ e c z e ñ s t w u
polskiemu i Polsce
potrzeba jest stworzyæ
nowoczesn¹ s³u¿bê
zdrowia daj¹c¹ ochronê
zdrowia Obywatelom.
Potrzebna jest Polsce
n o w o c z e s n o œ æ w
stosowaniu terapii i
metod rozpoznawania
zaburzeñ organizmu i
r o z p o z n a w a n i a
c h o r o b y . P o l s c e

potrzebne s¹ metody nowoczesnego leczenia. Te
zaœ nie sprowadzaj¹ siê do dostêpu pacjenta do
leku niekiedy bez recepty, które obni¿aj¹ lub
wygaszaj¹ objawy lecz nie usuwaj¹ przyczyn. W
Polsce potrzebna jest na miarê potrzeb
wspó³czesnych, medycyna nowoczesna. Ta zaœ
zaczyna siê od profilaktyki zdrowotnej.
Profilaktyk¹ nie jest wywiad lekarski czy
pielêgniarski, ani zg³aszane symptomy pacjenta i
nie one pozwalaj¹ na wczesne wykrycie choroby
lub zaburzenia zdrowia ani te¿ nie pozwalaj¹ na
monitorowanie niepomyœlnych nastêpstw
choroby. Cele te uzyskuje siê w drodze badañ
diagnostyki medycznej w tym laboratoryjnej.
Identyfikacjê niezdiagnozowanych chorób i
zaburzeñ prowadzi sie w szybkim trybie bardziej
przez techniki badañ objête diagnostyk¹
laboratoryjn¹ ni¿eli pragmatyk¹ dotychczas
stosowan¹. St¹d powszechnie mówi siê
o potrzebie reformy systemu ochrony zdrowia.

Potrzeba dokonania reformy s³u¿by
zdrowia zg³aszona by³a ju¿ przez pacjentów
i noœniki medialne od koñca lat 80-tych. S³u¿ba
zdrowia w minionym systemie politycznym i
g o s p o d a r c z y m n i e b y ³ a w o l n a o d
niedoskona³oœci. Czyniono jej zarzuty, ¿e by³a
elitarna, nakierowana na wybiórcze regiony, na
wybiórcze grupy spo³eczne. Finansowanie w
s³u¿bie zdrowia w poprzednim okresie nie
wykazywa³o znamion kalkulacji kosztów i
nak³adów oraz potrzeb wynikaj¹cych z
rozpoznania zdrowotnoœci spo³eczeñstwa
polskiego. Lata 90-te wymusi³y zmiany nie tylko
w przestrzeni gospodarczej kraju ale równie¿ w
zakres ie f inansowania dobrodz ie j s tw
konstytucyjnych jakimi s¹ ochrona zdrowia i
oœwiata. Podstawowym kryterium oceny
sprawnoœci powszechnego systemu ochrony
zdrowia obywateli sta³ siê stosunek nak³adu na
s³u¿bê zdrowia do PKB w przeliczeniu % udzia³u
na obywatela. Powszechnym przekonaniem by³o
i jest, ¿e dekompensacja systemu ochrony
zdrowia wynika³a ze szczup³oœci funduszy
przeznaczonych na œwiadczenia zdrowotne,
finansowane ze œrodków publicznych. Stwierdziæ

nale¿y, ¿e dot¹d nie zosta³ zmieniony system
dystrybucji tymi œrodkami. Has³o „Pieni¹dz za
pacjentem” ci¹gle jest czynnikiem wywo³uj¹cym
z a r z u t y d o P a ñ s t w a , n a d a l j a k o b y
nadopiekuñczego, co staje siê obecnie przyczyn¹
dysproporcji miedzy oczekiwaniami pacjentów
oraz pracowników s³u¿by zdrowia a systemem
finansowania i rozdzia³em œrodków publicznych.
Postawiæ nale¿y pytanie:

¹

unowoczeœnienie systemu ochrony
zdrowia i zarz¹dzania œrodkami finansowymi
pochodz¹cymi z bud¿etu

poprawa zdrowotnoœci spo³eczeñstwa
wczesne rozpoznanie zagro¿eñ dla

populacji polskiej lokalnie i indywidualnie
skrócenie trwania choroby i okresu

przywracania do sprawnoœci zawodowej
wyd³u¿enie okresu aktywnoœci

zawodowej dla populacji polskiej
oszczêdnoœæ postêpowania leczniczego

w ratowaniu ¿ycia i zdrowia
osi¹gniêcie stanu w postêpowaniu

medycznym, ¿e leki maj¹ce dzia³anie uboczne
nie bêd¹ zlecane i podane bez wczeœniejszego
badania laboratoryjno diagnostycznego (bo
badanie laboratoryjne pozwala rozpoznaæ w
indywidualnych przypadkach negatywne skutki
dzia³ania leku)

b y b a d a n i a l a b o r a t o r y j n o
diagnostyczne stawa³y siê dostêpne przed
podaniem np. antybiotyku w szczególnoœci w
w i e k u n i e m o w l ê c y m , d z i e c i ê c y m i
m³odzieñczym do lat 18

Diagnoœci laboratoryjni stosownie do
wykszta³cenia i zgodnie z dyspozycjami
wyniesionymi z toku kszta³cenia musz¹
uczestniczyæ w dzia³aniach pañstwowych
i lokalnych w³adz terenowych w rozpoznawaniu
stanu zdrowotnego spo³eczeñstwa.

Diagnoœci laboratoryjni staæ siê musz¹
partnerem i wspó³konsultuj¹cym cz³onem
programu sanacji spo³eczeñstwa polskiego.

Diagnoœci laboratoryjni musz¹ byæ
rozpoznawani jako œwiadczeniodawcy i wpisani
w ustawê o œwiadczeniach zdrowotnych.

Diagnoœci laboratoryjni z tytu³u swojej
wiedzy winni staæ siê tak¿e odpowiedzialni za
stan zdrowotnoœci populacji polskiej i braku
przeciwdzia³añ zagro¿eniom dla zdrowia i ¿ycia.

Z czego wynika potrzeba programu reformy
s³u¿by zdrowia?

¹

Jakie s¹ zadania œrodowiska diagnostów
laboratoryjnych w reformowanym systemie
ochrony zdrowia?

Jakie s cele i zadania obecnie reformowanego
systemu ochrony zdrowia?

Jakie s cele i zadania obecnie reformowanego
systemu ochrony zdrowia?
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Diagnoœci laboratoryjni zobowi¹zani s¹:
do pe³niejszej eksploracji poznawczej osi¹gniêæ

medycznych i wyników badañ naukowych mo¿liwych do
wykorzystania w postêpowaniu diagnostycznym, medycznym i
leczniczym

do prowadzenia badañ porównawczych na du¿ych
statystycznych próbkach materia³u biologicznego i ich analiz, które
pozwol¹ ró¿nicowaæ patologie stosownie do p³ci, wieku, grup
zawodowych, populacji lokalnych i przestrzenno klimatycznych
ró¿nic w geografii kraju oraz wynikaj¹cych z potrzeb migracyjnych
populacji ludzkiej

(te badania pozwol¹ na indywidualizowanie badañ
laboratoryjnych i indywidualizowanie zaleceñ i wskazañ
terapeutycznych)

do wnikliwej analizy materia³u badania laboratoryjnego
(który zawiera oko³o 60% informacji o pacjencie), szczególnie gdy
istnieje zalecenie inwazyjnej terapii medycznej i komunikowania
tych¿e wyników oraz interpretacjê lekarzowi

do opracowania raportu o stanie zdrowotnoœci
spo³eczeñstwa na podstawie materia³u dostêpnego z badañ
laboratoryjnych

do opracowania komunikatywnego jêzyka zaczerpniêtego i
stosowanego w naukach szczegó³owych jako sposobu przekazu
informacji o stanie zdrowia pacjenta dla lekarza i pielêgniarki

do opracowania systemu pozyskiwania informacji
s³u¿ebnych rozpoznaniu stanu zdrowia pacjenta dla diagnozy i terapii
lekarsko farmaceutycznej

St¹d stawiamy tezê, ¿e organizm ludzki i jego fizjologia
zawieraj¹ w sobie wiele pok³adów i poziomów, na których mo¿na
budowaæ nowe rozpoznanie zdrowia i choroby. One stanowiæ winny
przestrzeñ nowych penetracji, mo¿liwoœci pozyskania klucza do
przyczyn choroby i metod przywracania zdrowia.

Fizjologiczne czêsto pod³o¿e chorób nakazuje
poszukiwanie informacji na ich temat w dyscyplinach nauk, wokó³
których porusza siê diagnostyka laboratoryjna. Poœród nich
m.in. kluczowe i centralne miejsce zajmuje:

chemia kliniczna
hematologia laboratoryjna
cytomorfologia medyczna
immunologia kliniczna
genetyka medyczna
parazytologia medyczna
mikrobiologia
wirusologia
transfuzjologia serologiczna
toksykologia
epidemiologia
analityka kliniczna

Takie stanowisko wynika z centralnego usytuowania w/w nauk w
diagnostyce laboratoryjnej st¹d te¿ wynika³a potrzeba obudowania
specjalizacjami kszta³cenia diagnostów laboratoryjnych.
Obecnoœæ diagnostyki laboratoryjnej w procesie sta³ego
monitorowania zdrowia i zmian chorobowych a tak¿e procesie w
terapii farmakologicznej jest elementem nowoczesnym w medycynie.
Wysokie nak³ady, które ponosi jednostka i spo³eczny system ochrony
zdrowia, w tym tak¿e bud¿et pañstwa s¹ zwykle wynikiem
spóŸnionego reagowania na sygna³y organizmu. Brak osadzenia przez
wspó³czesne lecznictwo diagnozowania jednostek chorobowych i
ordynowania farmakoterapii w oparciu o diagnostykê powoduje, ¿e
znaczna czêœæ diagnoz i ordynowanej farmakoterapii konstruowana
jest na wywiadzie od pacjenta oraz metodzie prób i b³êdów w
poszukiwania panaceum i medykamentów na zg³aszane dolegliwoœci.
W ten sposób zwiêksza siê zu¿ycie leków i czêstotliwoœæ kontaktu
pacjent lekarz, pacjent specjalista, pacjent szpital z obopólnym
odczuciem, ¿e generuje siê w ten sposób coraz wiêksze koszty.
Œrodkiem skutecznym, szczególnie w polskiej s³u¿bie zdrowia, gdzie
brak jest mechanizmów jak i nawyków tak i po stronie pacjenta jak i
lekarza, ¿e jednym z filarów dobrejdiagnozy i terapii jest oparcie ich na

dobrej, wiarygodnej diagnostyce medycznej w tym laboratoryjnej.
Dlatego Krajowa Rada Diagnostów Laboratoryjnych wnosi³a

uwagi do projektów ustaw, by przynajmniej populacja dzieci i
m³odzie¿y objêta by³a sta³¹, powszechn¹ metod¹ budowania diagnozy i
terapii w oparciu o diagnostykê laboratoryjn¹. Œwiadomoœæ tego
diagnoœci laboratoryjni posiadaj¹.

Dlatego tak wa¿nym elementem dochodzenia do prawa
wykonywania zawodu jest edukacja na poziomie przeddyplomowym i
podyplomowym. W tym kierunku sz³y zamiary Krajowej Izby
Diagnostów Laboratoryjnych i Ministerstwa Zdrowia, oraz
Konsultantów Krajowych by stworzyæ profesjonalne podstawy
komunikacji zawodowej miêdzy specjalistami i œwiadczeniodawcami
w obrêbie s³u¿by zdrowia.
Uzyskiwanie przez diagnostów laboratoryjnych 12 specjalizacji w
obszarach diagnostyki laboratoryjnej stanowi fundament wspierania i
b u d o w a n i a o p t y m a l n e j w i e d z y o f i z j o l o g i i

i patologii dostarczanej lekarzowi i farmaceucie przez diagnostê
laboratoryjnego. Staje sie to konieczne tym bardziej, gdy rozpoznanie
postêpowania leczniczego w oparciu o metody werbalno obserwacyjne
staj¹ siê nie niezawodne. Zdolnoœæ wyra¿ania werbalnie tak po stronie
pacjenta i lekarza objawów chorobowych i ich obserwacja staje sie
coraz p³ytsza i zawodna.

Diagnostyka laboratoryjna tworzy poprzez badania materia³u
biologicznego pacjenta nie tyle suplement do wywiadu i obserwacji ale
podstawê leczenia i staje siê bardziej niezawodn¹ i jedyn¹ na ten czas
wiarygodn¹ metod¹ naukow¹, empiryczn¹ (EBM).

Badanie laboratoryjne stanie sie wiarygodne jak opisano
wczeœniej, gdy bêd¹ wykonane przez osoby profesjonalne, zgodnie z
procedur¹, któr¹ powinny okreœlaæ standardy postêpowania
medycznego na ka¿dym poziomie œwiadczeñ.
Wa¿noœæ tych uwag jest niepodwa¿alna. Opracowywane przez KIDL
standardy jakoœci we wszystkich typach medycznych laboratoriów
diagnostycznych wyprzedzaj¹ obecn¹ strategiê praktyk lekarskich.

Wysi³ek œrodowiska diagnostów laboratoryjnych w nowym,
reformowanym systemie ochrony zdrowia pozwalaæ bêdzie na
realizacjê za³o¿onych celów. Podjête przez oko³o 1,5 tys. diagnostów
laboratoryjnych kszta³cenie specjalizacyjne nowym trybem rokuje
pozytywnie dla przysz³oœci udzia³u badania laboratoryjnego w procesie
diagnozy i terapii, wykonywanego przez profesjonalnych diagnostów
laboratoryjnych, zaœ standardy jakoœci opracowane dla medycznych
laboratoriów diagnostycznych bêd¹ skuteczne poniewa¿ zapewni¹
pe³niejsz¹ ochronê zdrowia.
Stanie siê to realne gdy zostan¹ uwzglêdnione nasze postulaty w
reformowanym systemie zdrowia obywateli. Odejœcie w praktykach
leczniczych od dowolnoœci i uznaniowoœci w³¹czenia niezbêdnych do
diagnozowania i monitorowania terapii elementów uzyskiwania
danych o zdrowiu i chorobie na rzecz obowi¹zuj¹cej, okreœlonej œciœle
procedury postêpowania leczniczego przyniesie skutki nie tylko w
p³aszczyŸnie zdrowotnoœci spo³eczeñstwa ale nade wszystko tak¿e
oszczêdnoœci finansowanych dotychczasowych sposobów leczenia.
Zaoszczêdzone œrodki b³êdnych leków powtarzaj¹cych i
przed³u¿aj¹cych cykle lecznicze mog¹ byæ przesuniête na wysoko
specjalistyczne œwiadczenia, których spo³eczeñstwo równie¿ oczekuje.
Diagnozowanie zdrowia i choroby wraz z monitorowaniem procesu
terapeutycznego oparte na empirycznym badaniu laboratoryjnym
tworzyæ bêd¹ medycynê XXI wieku, natomiast wiarygodnoœæ wyniku
badañ bêdzie gwarantowana obowi¹zuj¹c¹ norm¹ przy udziale KIDL.
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INFORMACJA

Zg³aszaj¹cy, posiadaj¹cy uregulowane
sk³adki cz³onkowskie, kontaktuje siê telefonicznie z Panem
Jaros³awem Wrzoskiem (tel. kom.: 607 875 660).

Krajowa Izba Diagnostów Laboratoryjnych w siedzibie, ul. Konopacka
4 w Warszawie dysponuje aktualnie 15 miejscami noclegowymi ( bez
poœcieli) dla Diagnostów Laboratoryjnych na czas pobytu w Warszawie
z okazji udzia³u w szkoleniach specjalizacyjnych i kursach. Nocleg bez
zobowi¹zañ finansowych.

Kierownik Biura KIDL
Stanis³aw Krê¿el

Rola Œrodowiska Diagnostów Laboratoryjnych w
Reformowanym Systemie Ochrony Zdrowia.
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Borelioza z Lyme, laboratoryjne metody rozpoznania zaka¿enia

Antygeny Borrelia burgdorferi sensu lato w diagnostyce zaka¿enia

Tomasz Chmielewski,  Stanis³awa Tylewska-Wierzbanowska,
Samodzielna Pracownia Riketsji, Chlamydii i Krêtków Odzwierzêcych
Pañstwowy Zak³ad Higieny, Warszawa

Borelioza z Lyme jest najczêœciej wystêpuj¹c¹ na œwiecie chorob¹
zakaŸn¹, przenoszon¹ przez kleszcze. Zaka¿enie to ma charakter
wielouk³adowy, w którym mo¿na wyodrêbniæ kolejne stadia. W
pocz¹tkowym okresie, we wczesnej fazie (I stadium), po kilku dniach lub
tygodniach od chwili zaka¿enia, pojawia siê rumieñ wêdruj¹cy, któremu
mog¹ towarzyszyæ objawy grypopodobne.
Nastêpnie dochodzi do zaka¿enia wielu narz¹dów i uk³adów (II stadium);
pojawiaj¹ siê dolegliwoœci ze strony oœrodkowego lub obwodowego
uk³adu nerwowego, uk³adu kostno-stawowego lub uk³adu kr¹¿enia.
PóŸna borelioza z Lyme charakteryzuje siê nieodwracalnymi zmianami
stawowymi, uszkodzeniem uk³adu nerwowego w postaci encefalopatii
lub uszkodzeniem nerwów czaszkowych, obwodowych, a tak¿e
przewlek³ym zanikowym zapaleniem skóry. Wielopostaciowoœæ
choroby wymaga diagnostyki ró¿nicowej i czêsto sprawia trudnoœci w
prawid³owym rozpoznaniu.
Dla u³atwienia identyfikacji zaka¿eñ jak i dla celów epidemiologicznych
wprowadzono definicjê przypadku boreliozy z Lyme. Pierwsz¹ definicjê
sformu³owano w 1991 roku w USA. Obejmowa³a ona chorych z
rumieniem wêdruj¹cym oraz chorych z co najmniej jednym objawem
boreliozy póŸnej i potwierdzeniem rozpoznania klinicznego badaniem
laboratoryjnym [1]. Europejska definicja wprowadzona w 1996 roku jest
szersza ni¿ amerykañska ze wzglêdu na wystêpowanie w Europie, co
najmniej trzech chorobotwórczych dla cz³owieka genogatunków

sensu lato, tj. sensu stricto, oraz
i zwi¹zane z tym wiêksze zró¿nicowanie objawów choroby [18].

W Europie najczêœciej wystêpuj¹ i , podczas gdy
sensu stricto znacznie rzadziej i zwykle w Europie

wschodniej. Zró¿nicowanie szczepów wywo³uj¹cych zaka¿enia na
naszym kontynencie musz¹ byæ brane pod uwagê przy opracowywaniu
nowych testów diagnostycznych, jak PCR oraz antygenów
diagnostycznych do badañ serologicznych. Jest to bardzo wa¿ne
poniewa¿ w ostatnim czasie wykryto w Europie kolejne, nowe
chorobotwórcze genogatunki,

Swoiste dla B. burgdorferi bia³ka, które mog¹ byæ wykorzystane jako
antygeny diagnostyczne charakteryzuj¹ siê znaczn¹ heterogennoœci¹.
Wystêpuj¹ce w Europie trzy chorobotwórcze dla cz³owieka genogatunki
i jeden w Ameryce P³n mo¿na podzieliæ na przynajmniej siedem
serotypów, bior¹c pod uwagê jedynie zró¿nicowanie wystêpuj¹cych na
powierzchni komórki swoistych bia³ek OspA. Odpowiadaj¹ one
podzia³owi na genogatunki: sensu stricto - serotyp 1, B.
afzeli - serotyp 2, B. garini - serotypy od 3 do 7 [23].
W przypadku bia³ka OspC, na podstawie ró¿nic w sekwencji
aminokwasów, wyodrêbniono dotychczas 4 serotypy krêtków [24]. Jest
to bia³ko wysoce immunogenne, odpowiedzialne przede wszystkim za
wczesn¹ odpowiedŸ humoraln¹.
Jednym z najbardziej immunogennych bia³ek w komórce
jest flagelina, bia³ko wchodz¹ce w sk³ad wici. Wywo³uje ono siln¹ i
wczesn¹ odpowiedŸ humoraln¹. Bia³ko to w pocz¹tkowym i koñcowym
odcinku ³añcucha, wykazuje wysoki stopieñ homologii z sekwencj¹
aminokwasów flageliny (65%) i

(56%) [20]. Epitopy charakterystyczne dla gatunku
zlokalizowane s¹ tylko miêdzy 129 a 251 aminokwasem.

Koñcowa sekwencja tego polipeptydu wykazuje a¿ 80% homologii z
bia³kiem flageliny T. pallidum [5].
Obecnie w diagnostyce wykorzystywane s¹ tak¿e wysoce
konserwatywne, a jednoczeœnie immunogenne epitopy w heterogennych
bia³kach wytwarzanych in vivo, jak np. peptyd C6 w

B.
burgdorferi B. burgdorferi B. garini B.
afzeli

B. garini B. afzeli B.
burgdorferi

B. valaisiana i B. spielmanii.

B. burgdorferi

B. burgdorferi

Bacillus subtilis Salmonella
Typhimurium B.
burgdorferi

bia³ku VlsE czy
analog bia³ka DbpA(p17).
Podstaw¹ rozpoznania boreliozy z Lyme jest obecnoœæ okreœlonych
objawów klinicznych, potwierdzonych badaniem laboratoryjnym,
wykrywaj¹cym swoiste przeciwcia³a klasy IgM i/lub IgG dla antygenów
B. burgdorferi.

Metody diagnostyczne

W ka¿dym przypadku, powinny byæ oznaczone przeciwcia³a

http://www.dghm.org/red/index

Prawid³owe rozpoznanie boreliozy z Lyme zale¿y od odpowiednio
dobranych metod i antygenów diagnostycznych, nastêpnie od
prawid³owej interpretacji wyników.

Powszechnie stosowane testy ELISAs¹ czu³e, proste w wykonaniu,
gwarantuj¹ szybkie uzyskanie wyniku nie podlegaj¹cego subiektywnym
ocenom badacza. Niestety ich niska swoistoœæ, wynosz¹ca 29-71% w
zale¿noœci od zastosowanego antygenu [11], mo¿e prowadziæ do
b³êdnych rozpoznañ.

Stosowane testy diagnostyczne do wykrywania boreliozy z Lyme
ró¿ni¹ siê miêdzy sob¹ antygenem diagnostycznym. W testach pierwszej
generacji by³a to ca³a komórka bakteryjna, stosowana w metodach
immunoenzymatycznych w formie sonikatu lub ca³a, nienaruszona
komórka w odczynie immunofluorescencji. Ze wzglêdu na bardzo ma³¹
swoistoœæ, praktycznie testy tej grupy nie s¹ ju¿ stosowane.

Zestawy diagnostyczne ELISA stosowane w badaniach
przesiewowych powinny nale¿eæ przynajmniej do drugiej generacji,
poniewa¿ w grupie tej zosta³a udoskonalona swoistoœæ i w du¿ym stopniu
zosta³y ograniczone krzy¿owe reakcje. Do tej grupy nale¿¹ testy, w
których albo antygenem diagnostycznym s¹ izolowane frakcje bia³ek
albo stosowana jest wstêpna absorbcja krêtkami Reitera. Szczepy
u¿ywane do produkcji antygenu musz¹ wytwarzaæ bia³ko OspC
umo¿liwiaj¹ce wykrycie swoistej odpowiedzi w klasie IgM oraz DbpA
(decorin binding protein A, dawniej p17), bêd¹ce dominuj¹cym
antygenem w odpowiedzi IgG.

W najnowszej, trzeciej generacji testów, jako antygeny
diagnostyczne stosowane s¹ rekombinowane bia³ka. Dotychczas
otrzymano i sprawdzono pod wzglêdem przydatnoœci w diagnostyce
boreliozy z Lyme, bia³ka p83/100 (wskaŸnik póŸnej fazy choroby), p41
(flagelina, p41int (wewnêtrzna czêœæ cz¹steczki flageliny o masie 14 000,
nie reaguj¹ca krzy¿owo z flagelin¹ innych gatunków bakteryjnych),
bia³ka b³ony zewnêtrznej OspAi OspC i p39. Ostatnie badania wskazuj¹,
¿e dziêki uzupe³nieniu antygenu diagnostycznego o rekombinowane
bia³ka DbpA (p17) i p58, a tak¿e p14, p30, p43 mo¿na uzyskaæ wiêksz¹
czu³oœæ testu. Ostatnio z powodzeniem w Stanach Zjednoczonych
wprowadzono rekombinowany swoisty antygen VlsE i pochodz¹cy z
niego syntetyczny peptyd C6. Przydatnoœæ tych antygenów zdaj¹ siê
potwierdzaæ badania surowic pochodz¹cych od europejskich chorych z
rumieniem wêdruj¹cym, ACA i zapaleniem stawów. Jednoczeœnie
jednak zwraca siê uwagê na koniecznoœæ ostro¿nego przenoszenia
wyników badañ z USA do Europy ze wzglêdu na wystêpuj¹ce tu
zró¿nicowanie genogatunków i heterogennoœæ immunodominuj¹cych
epitopów antygenu VlsE [6].

obu klas. Uzyskanie ujemnego wyniku badania serologicznego we
wczesnej fazie zaka¿enia nie przes¹dza o rozpoznaniu. Zalecane jest
powtórzenie badania z now¹ próbk¹ surowicy po up³ywie 4 tygodni od
wyst¹pienia pierwszych objawów choroby.

Nale¿y tak¿e pamiêtaæ, ¿e swoiste przeciwcia³a wykrywane s¹ tak¿e
u osób zdrowych, co mo¿e œwiadczyæ o bezobjawowym przebiegu
choroby. W zale¿noœci od stopnia nara¿enia na kontakt z kleszczami
odsetek osób z przeciwcia³ami wynosi od 12% w normalnej populacji
(krwiodawcy) do oko³o 40% w grupach ryzyka np. wœród leœników [3,4].
Obecnoœæ samych przeciwcia³, bez objawów zaka¿enia, nie mo¿e byæ
wskazaniem do leczenia.

W 2000 roku opublikowano, opracowane przez miêdzynarodow¹
grupê ekspertów, zalecenia dotycz¹ce prawid³owej diagnostyki
laboratoryjnej boreliozy z Lyme (angielska wersja „MiQ 12 Lyme
B o r r e l i o s e ” d o s t ê p n a w i n t e r n e c i e n a s t r o n i e :

).
Ze wzglêdu na liczne nieswoiste reakcje krzy¿owe i fa³szywie

dodatnie wyniki, których nie mo¿na by³o wyeliminowaæ w powszechnie
stosowanych testach ELISA, mimo wprowadzania ró¿nych antygenów
diagnostycznych (sonikat ca³ej komórki, izolowane bia³ka, antygeny
rekombinowane), zalecana jest obecnie dwustopniowa diagnostyka
serologiczna.

Borelioza z Lyme, laboratoryjne metody

rozpoznania zaka¿enia
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. Polega ona na oznaczeniu w pierwszym etapie poziomu
przeciwcia³ pó³iloœciowymi testami ELISA o wysokiej czu³oœci.
Nastêpnie, próbki surowic, z którymi uzyskano wynik dodatni lub
w¹tpliwie dodatni s¹ badane jakoœciow¹ metod¹ Western-blot o wysokiej
swoistoœci, w celu weryfikacji wczeœniejszych rezultatów. Interpretacja
wyników badañ ELISA i Western-blot odbywa siê wed³ug œciœle
ustalonych kryteriów.

Jako test potwierdzaj¹cy Western blot powinien charakteryzowaæ siê
wysok¹, nie mniejsz¹ ni¿ 95% swoistoœci¹.
Pierwsze kryteria oceny wyniku badania metod¹ Western-blot ustalone
zosta³y przez Center for Disease Control and Prevention (CDC) w
Atlancie, USA. Interpretacja uzyskanych wyników zgodnie z tymi
kryteriami jest czêsto zalecana przez producentów testów i nie rzadko
automatycznie stosowana na kontynencie europejskim. Mo¿e to
prowadziæ do b³êdów w rozpoznaniu.
Opracowanie kryteriów oceny wyników badañ metod¹ Western-blot
przeprowadzonych u chorych z terenu Europy jest bardziej z³o¿one ze
wzglêdu na wystêpowanie kilku genogatunków chorobotwórczych na
obszarze tego kontynentu.
Analiza wystêpowania przeciwcia³ przeprowadzona w ramach programu
EUCALB, wykaza³a przydatnoœæ nastêpuj¹cych 8 antygenów w
diagnostyce zaka¿eñ sensu lato: OspC i p41 dla IgM oraz
p83/100, p58, p41, p39, OspC, DbpA (p17) dla IgG, jakkolwiek
wykazano zró¿nicowane ich znaczenie. Stwierdzono, bowiem ¿e czu³oœæ
i swoistoœæ metody zale¿na jest od genogatunku szczepu u¿ytego jako
antygen diagnostyczny. Wa¿nym elementem jest zastosowanie kryteriów
uwzglêdniaj¹cych odpowiedŸ immunologiczn¹ na antygeny szczepów
najczêœciej wystêpuj¹cych na danym terenie. Ponadto, przyjêta
interpretacja wyników powinna byæ równie¿ powi¹zana z
charakterystyk¹ objawów klinicznych stwierdzanych na danym terenie
[13].
Aby poprawnie zinterpretowaæ wynik badania, potrzebna jest informacja
na temat czasu trwania choroby, z którym œciœle zwi¹zane jest pojawienie
siê przeciwcia³ dla okreœlonych antygenów. We wczesnej boreliozie
znaczenie ma intensywnoœæ przynajmniej dwóch frakcji bia³kowych
(p41 i OspC) i w zwi¹zku z tym konieczne jest stosowanie odpowiednich
kontroli wewnêtrznych, aby oceniæ badanie pó³iloœciowo.
Dostêpne s¹ testy, w których rozdzia³owi poddano albo lizat ca³ej
komórki albo wyselekcjonowane bia³ka produkowane
przez komórki E. coli w wyniku manipulacji genetycznych.
Zalet¹ lizatu ca³ej komórki jest mo¿liwoœæ wykrycia wiêkszej liczby
immunogennych frakcji. Wad¹ natomiast to, ¿e w niektórych
przypadkach trudno jest rozró¿niæ frakcje swoiste od krzy¿owo
reaguj¹cych. Zastosowanie jako antygen diagnostyczny w metodzie
immunoblot, szczepu, który wytwarza swoiste, immunogenne bia³ka
wymaga dok³adnej standaryzacji i bardzo precyzyjnej indentyfikacji
frakcji bia³kowych przy pomocy przeciwcia³ monoklonalnych.
Na terenie Europy zalecany jest w diagnostyce Western-blot z
antygenami B. afzelii (szczep PKo) poniewa¿ charakteryzuje siê
najwiêksz¹ czu³oœci¹.
Przyjmuje siê, ¿e je¿eli antygenem jest szczep to wynik
immunoblot jest dodatni je¿eli przeciwcia³a IgM reaguj¹ przynajmniej z
jedn¹ frakcj¹ z poœród: p41 (silna reakcja), p39, OspC, DbpA (Osp17).
Wraz ze zmian¹ antygenu diagnostycznego zmieniaj¹ siê równie¿
kryteria interpretacji (patrz Tabela I).
Zastosowanie antygenów rekombinowanych ma wiele zalet. U¿ycie ich
daje pewnoœæ, ¿e uzyskane reakcje dotycz¹ wy³¹cznie swoistych bia³ek.
Ponadto, mo¿liwe jest zastosowanie w jednym teœcie swoistych bia³ek
pochodz¹cych z ró¿nych genogatunków, np. DbpA OspC i BmpA, a
tak¿e swoistych peptydów bêd¹cych fragmentami bia³ek, które w ca³oœci
wywo³uj¹ reakcje krzy¿owe, jak np. bia³ko p41 i peptyd p41 int., a tak¿e
antygenów wytwarzanych przez bakterie tylko w warunkach in vivo, jak
DbpA i VlsE. Ponadto, testy z antygenami rekombinowanymi s¹ obecnie
lepiej wystandaryzowane ni¿ z lizatem komórkowym [15].
Dodanie do zestawu antygenów bia³ek DbpA i VlsE znacznie zwiêksza
czu³oœæ testu. We wczesnym stadium choroby, czêsto przeciwcia³a IgG
dla VlsE pojawiaj¹ siê przed przeciwcia³ami IgM dla innych
antygenów[21,22].

Western-blot

B. burgdorferi

B. burgdoferi

B. afzelii

Inne badania

PCR

Hodowla

Podstaw¹ rozpoznania laboratoryjnego boreliozy z Lyme s¹ badania
serologiczne. Opisywane s¹ jednak serologicznie ujemne przypadki
choroby. Przyczyna tego zjawiska nie jest wyjaœniona, miêdzy innymi
t³umaczy siê to mo¿liwoœci¹ powstawania kompleksów
immunologicznych [16]. W zwi¹zku z tym, je¿eli mimo ujemnego
wyniku nadal klinicznie podejrzewane jest zaawansowane stadium
boreliozy, mo¿na zastosowaæ inne dodatkowe metody diagnostyczne, jak
np. PCR lub hodowlê itp. Maj¹ one tak¿e zastosowanie u chorych z
nietypowym rumieniem wêdruj¹cym, przy podejrzeniu wczesnej
neuroboreliozy, w której nie zosta³y jeszcze wytworzone przeciwcia³a
oraz u chorych z obni¿on¹ odpornoœci¹.

£añcuchowa reakcja polimerazy umo¿liwia wielokrotne powielanie
okreœlonych, charakterystycznych dla danego drobnoustroju
fragmentów genomu. W przypadku B. burgdorferi sensu lato, najczêœciej
wykrywane s¹ sekwencje genów koduj¹cych flagelinê, bia³ka b³ony
zewnêtrznej (Osp), 16S-RNA i 5S-23S-RNA [14]. PCR jest metod¹
bardzo czu³¹, a dolna granica wykrywalnoœci wynosi oko³o 10-1000
komórek w badanej próbce. Pomimo swych niew¹tpliwych zalet posiada
jednak szereg ograniczeñ. Do najwa¿niejszych nale¿y rodzaj materia³u
do badania i stadium choroby, w którym zosta³ pobrany. Materia³
genetyczny krêtków czêœciej mo¿na wykryæ w ostrej fazie choroby ni¿ w
jej okresie przewlek³ym. DNA krêtków wykrywa siê w oko³o 60-70%
wycinków skóry pobranych z rumienia wêdruj¹cego i w oko³o 60%
wycinków ze zmian typu ACA [14,17,19]. U chorych z rumieniem
wêdruj¹cym DNA B. burgdorferi we krwi stwierdza siê nie czêœciej ni¿ u
oko³o 18% chorych, w p³ynie mózgowo-rdzeniowym DNA wykrywa siê
w 38% przypadków w neuroboreliozie wczesnej i w 25% w
neuroboreliozie póŸnej [8,9]. W zale¿noœci od stosowanych starterów
czu³oœæ metody PCR w p³ynie stawowym wynosi od 48% dla starterów
komplementarnych do sekwencji genu 16S rRNA do 96% dla starterów
dla OspA [10]. Na wynik badania mo¿e mieæ wp³yw obecnoœæ w
badanym materiale DNA pochodz¹cego z komórek gospodarza, jak i
hamuj¹cy wp³yw innych sk³adników tkankowych takich jak
hemoglobina, heparyna, porfiryny. Ograniczenia te mog¹ prowadziæ do
uzyskiwania wyników fa³szywie dodatnich jak i fa³szywie ujemnych.
Powa¿ny wp³yw na otrzymany wynik maj¹ te¿ metody ekstrakcji DNA,
gdy¿ ze wzglêdu na niewielk¹ liczbê bakterii w badanym materiale mo¿e
dochodziæ do strat prowadz¹cych do fa³szywie ujemnego wyniku [14].
Ponadto startery zastosowane do reakcji musz¹ umo¿liwiaæ amplifikacjê
f ragmentów DNA charakterys tycznych dla wszys tk ich
chorobotwórczych i potencjalnie chorobotwórczych genogatunków B.
burgdorferi sensu lato z t¹ sam¹ czu³oœci¹.

Klasyczne postêpowanie w diagnostyce mikrobiologicznej, hodowla i
izolacja czynnika etiologicznego nie spe³nia warunków wymaganych w
rutynowej diagnostyce. Aby wydaæ wynik hodowlê krêtków prowadzi
siê do 3 miesiêcy. Uzyskany po tym czasie ujemny wynik nie wyklucza
zaka¿enia. Krêtki mo¿na izolowaæ ze zmian skórnych
(bioptaty), p³ynu mózgowo-rdzeniowego, p³ynu stawowego i krwi.
Czu³oœæ tej metody w II stadium choroby waha siê od oko³o 10 do 30%.
Najczêœciej dodatnie posiewy uzyskuje siê z bioptatów skóry pobranych
z rumienia (ok. 50-85%), rzadziej z p³ynu mózgowo-rdzeniowego (ok.
10%), z chrz¹stki stawowej; najmniej izolacji uzyskuje siê z p³ynu
stawowego i krwi.

Do hodowli krêtków stosowane jest bardzo
bogate pod³o¿e BSK (Barbour'a, Stoenner'a, Kelly'ego) i jego ró¿ne
modyfikacje, najczêœciej pod³o¿e BSK w sk³ad którego wchodzi ponad
60 sk³adników, takich jak aminokwasy, witaminy, elektrolity; dodatkowo
jest wzbogacane surowic¹ królicz¹ (6%) [12]. Inokulum nie mo¿e byæ
mniejsze ni¿ 10 komórek bakteryjnych. Gêstoœæ zawiesiny bakteryjnej w
pod³o¿u BSK-H po inkubacji 14 dni nie przekracza 1010 komórek w 1
ml, a czas miêdzy podzia³ami komórkowymi wynosi oko³o 12 godzin. Na
pod³o¿ach sta³ych bakterie te rosn¹ jeszcze wolniej [7].

s¹ bakteriami powoli rosn¹cymi na dostêpnych
obecnie sztucznych pod³o¿ach bakteriologicznych. Optymalna
temperatura wzrostu krêtków przy obni¿onym poziomie tlenu wynosi
32-37oC.

B. burgdorferii

B. burgdorferii

B. burgdorferi
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Hodowla i PCR
W porównaniu z zaka¿eniami innymi drobnoustrojami, liczba krêtków w
dostêpnych do badania próbkach materia³u klinicznego jest bardzo ma³a,
na granicy wykrywalnoœci metod¹ PCR. Ocenia siê, ¿e w p³ynie
mózgowo-rdzeniowym liczba tych drobnoustrojów nie przekracza 50
komórek w 1 mL [8], i uzyskanie wystarczaj¹cej iloœci DNA krêtków do
amplifikacji metod¹ PCR jest czêsto niemo¿liwe. Mo¿na najpierw
wykonaæ posiew, a nastêpnie po hodowli przez 1-2 tygodnie, poszukiwaæ
DNA B. burgdorferi sensu lato metod¹ PCR. Ma to szczególnie
znaczenie w przypadkach klinicznego rozpoznania neuroboreliozy przy
s³abej odpowiedzi immunologicznej lub jej braku. Taki sposób
postêpowania z materia³em klinicznym, podnosi znacznie czu³oœæ
badania diagnostycznego w kierunku boreliozy [2].

Tabela. Interpretacja wyniku badania metod¹ Western-blot z antygenami
wystêpuj¹cych w Europie genogatunków
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Jaka jest przyczyna tak du¿ej ró¿norodnoœci cen za badania
laboratoryjne?

dr Ewa Œwi¹tkowska
ZDL ICZMP £ódŸ

Zaistnia³e w Polsce przemiany ustrojowe oraz reforma w
ochronie zdrowia wymusi³y stworzenie systemu wydatkowania
publicznych œrodków finansowych w oparciu o rzeczywiste koszty
poniesione przez zak³ady opieki zdrowotnej ( zoz) przy leczeniu
okreœlonych przypadków chorobowych
Reforma ta spowodowa³a wspó³istnienie na rynku us³ug medycznych
dwóch niezale¿nych podmiotów, w tym wypadku zoz- publicznych i
niepublicznych. Dodatkowo nast¹pi³o urynkowienie czêœci us³ug
medycznych. Powstanie wolnego rynku us³ug medycznych i
wprowadzi³o zasadê konkurencyjnoœci tak¿e w zakresie badañ
laboratoryjnych. Zasada ta powinna byæ oparta nie tylko na
konkurencyjnoœci oferowanych cen ale równie¿ i jakoœci us³ug, a ta z
kolei jest pochodn¹ spe³nienia okreœlonych standardów, zapewniaj¹cych
jakoœæ oraz umo¿liwiaj¹cych ich obiektywn¹ weryfikacjê, przy
jednoczesnej ochronie pacjenta i personelu. Nasz wysi³ek winien
byæ skierowany na jakoœæ wyniku jak równie¿ i ca³ej oferowanej us³ugi,
z uwzglêdnieniem równie¿ jej strony ekonomicznej.
Medyczne laboratorium diagnostyczne mo¿e funkcjonowaæ jako
niezale¿ny niepubliczny zoz lub byæ czêœci¹ publicznego lub
niepublicznego zoz-u. Ju¿ sam fakt formy w³asnoœci laboratorium mo¿e
rzutowaæ na charakter i rozk³ad kosztów maj¹cych wp³yw na cenê
jednostkow¹ badania laboratoryjnego.
Medyczne laboratorium diagnostyczne jest laboratorium badawczym
wykorzystuj¹cym iloœciowe i jakoœciowe metody analityczne i badania
w materiale biologicznym pobranym od pacjentów na zlecenie lekarskie
lub na ¿yczenie w³asne pacjenta. Badania te stanowi¹ czêœæ
postêpowania lekarskiego maj¹cego na celu rozpoznanie choroby,
monitorowanie jej przebiegu i leczenia oraz okreœlenie stanu zdrowia dla
celów profilaktycznych, epidemiologicznych i orzecznictwa
lekarskiego. Ka¿de laboratorium zobowi¹zane jest do prowadzenia
sta³ej, codziennej i w pe³ni udokumentowanej wewn¹trzlaboratoryjnej
kontroli jakoœci wszystkich wykonywanych badañ, jak równie¿ musi
poddawaæ siê sta³ej kontroli zewn¹trzlaboratoryjnej, przynajmniej w
jednym z istniej¹cych systemów krajowych lub miêdzynarodowych. Za
stworzenie systemu zapewnienia jakoœci i prowadzenia kontroli
odpowiedzialny jest kierownik laboratorium b¹dŸ osoba przez niego
upowa¿niona, o odpowiednich kwalifikacjach, która jest zobowi¹zana do
przeprowadzania wewnêtrznych kontroli oraz do prowadzenia i
przechowywania dokumentacji. Koszty materia³ów kontrolnych oraz
zu¿ywanych odczynników na wykonanie oznaczeñ kontrolnych oraz
koszty udzia³u w zewnêtrznych sprawdzianach musz¹ byæ uwzglêdnione
w kalkulacji kosztów badañ.

Warunki lokalowe laboratorium powinny spe³niaæ wymagania
niezbêdne dla w³aœciwej organizacji pracy oraz higieny i bezpieczeñstwa
pracy ¹dzeniem MZ. Ka¿dy materia³ biologiczny
podlegaj¹cy procesom analitycznym w laboratorium medycznym
traktujemy jako materia³ zakaŸny i dlatego personel laboratorium misi
mieæ zapewnion¹ odpowiedni¹ iloœæ odzie¿y ochronnej, rêkawiczek,
sprzêtu jednorazowego, œrodków czystoœciowych i dezynfekcyjnych.
Materia³ biologiczny po wykonaniu badañ musu byæ poddany w³aœciwej
utylizacji.
Wspó³czesne medyczne laboratoria s¹ nowoczesne, o du¿ym stopniu
automatyzacji, zapewniaj¹ce du¿¹ sprawnoœæ i niezawodnoœæ procesów
analitycznych oraz zatrudnia personel o odpowiednich kwalifikacjach do
typu i profilu prowadzonych badañ.. Czêsto laboratorium dla
zapewnienia ci¹g³oœci wykonywanych badañ musi posiadaæ aparaturê
zastêpcz¹ (np. szpitalne i du¿e laboratoria), urz¹dzenia
telekomunikacyjne i systemy informatyczne.
Nale¿y uznaæ, ¿e jakoœæ wykonywanych badañ w takich nowoczesnych
laboratoriach, dobrze zarz¹dzanych powinna byæ wysoka i
porównywalna. Równie¿ koszty poniesione na wykonywanie badañ na
takim samym sprzêcie analitycznym, podobnymi lub takimi samymi
metodami i odczynnikami powinny byæ porównywalne. Jednak¿e tak nie
jest.

.

zgodnie z rozporz

W Polsce obserwujemy doœæ du¿e rozdrobnienie jeœli chodzi o iloœæ
dzia³aj¹cych laboratoriów medycznych niewiele jest du¿ych
laboratoriów wykonuj¹cych powy¿ej 1 miliona badañ /rok. Dodatkowo
obserwujemy, ¿e od czasu wdro¿enia reformy w ochronie zdrowia
bardzo wiele laboratoriów wykonuje zdecydowanie mniejsz¹ iloœæ badañ
laboratoryjnych byæ mo¿e dlatego, ¿e czêœæ badañ wykonuj¹
nowopowsta³e laboratoria sektora niepublicznego a byæ mo¿e dlatego,
¿e zmniejszy³a siê iloœæ zleceñ lekarskich.
Laboratorium medyczne funkcjonuj¹ce w publicznym sektorze
ochrony zdrowia ma obowi¹zek prowadziæ swój rachunek kosztów wg
rozporz¹dzenia MZ z 22.12.1998 ( Dz U nr 164 poz.1194 ) a wszelkich
zakupów niezbêdnych materia³ów i zestawów odczynnikowych
dokonuje drog¹ zamówieñ publicznych. Bezpoœredni i g³ówny wp³yw na
cenê jednostkow¹ - ma iloœæ asortymentu zg³oszona do postêpowania
przetargowego jak równie¿ forma w³asnoœci sprzêtu analitycznego -
zakup na w³asnoœæ czy dzier¿awa.
Laboratoria niepubliczne dokonuj¹ zakupów negocjuj¹c ceny
bezpoœrednio z dostawcami.
W chwili obecnej dziêki automatyzacji procesów analitycznych
nastêpuje zmniejszenie iloœci zu¿ywanych odczynników. Zakupy
odczynników i sprzêtu medycznego drog¹ postêpowania przetargowego,
dziêki konkurencji pomiêdzy dostawcami umo¿liwia uzyskanie doœæ
niskich cen jednostkowych przy produkcie o porównywalnej jakoœci,
przy zachowaniu sta³oœci cen nawet na okres trzech lat. W ten sposób
istnieje mo¿liwoœæ obni¿ania bezpoœrednich kosztów wykonywania
badañ. Poprzez pozyskiwanie sprzêtu analitycznego o szerokich
mo¿liwoœciach analitycznych, szybkich, o wysokiej wydajnoœci, które
mog¹ byæ po³¹czone systemem komputerowym- mo¿emy równie¿
optymalizowaæ zatrudnienie jak równie¿ powierzchniê zajmowan¹ przez
laboratorium. Ograniczenie zajmowanej powierzchni zmniejsza koszty
eksploatacyjne ale równie¿ mo¿e wi¹zaæ siê z polepszeniem i
usprawnieniem organizacji pracy w laboratorium.
Dokonany w czwartym kwartale 2006 roku 30% wzrost wynagrodzeñ w
ochronie zdrowia, g³ównie w sektorze publicznym, ma doœæ istotny
wp³yw na wzrost cen jednostkowych badañ laboratoryjnych, szczególnie
w tych placówkach gdzie zatrudniony jest personel o wysokich
kwalifikacjach i gdzie pe³nione s¹ dy¿ury zak³adowe.
Laboratoria sektora niepublicznego s¹ ró¿nej wielkoœci ma³e, du¿e lub
sieciowe, wykonuj¹c ró¿ny zakres i ró¿ne iloœci badañ laboratoryjnych.
Wiêkszoœæ wykonuje tylko te badania, które mo¿na wykonaæ na ró¿nego
typu analizatorach. Natomiast czêœæ badañ manualnych, pracoch³onnych
lub specjalistycznych wol¹ zakupiæ w laboratoriach publicznych lub d¹¿¹
do zaniechania tego typu badañ diagnostycznych. Czêsto pracuj¹ w
pomieszczeniach o ma³ej powierzchni, przy optymalnie zredukowanym
stanie zatrudnienia personelu fachowego. St¹d rachunek kosztów
wynikaj¹cy z eksploatacji i wynagrodzeñ mo¿e byæ znacznie
korzystniejszy w porównaniu z laboratoriami sektora publicznego. Z
kolei czêœæ du¿ych i sieciowych laboratoriów niepublicznych ponosi
koszty posiadania i utrzymania œrodków transportu niezbêdnych do
przewo¿enia materia³u biologicznego pobranego od pacjentów, czêsto z
doœæ du¿ych odleg³oœci.
Wszystkie te czynniki mog¹ koñcowo wp³yn¹æ na cenê koñcow¹
badania.
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Ka¿dy kierownik laboratorium powinien w oparciu o szczegó³ow¹
statystykê wykonywanych badañ dokonywaæ analizy kosztów
wp³ywaj¹cych na cenê koñcow¹ badania i porównywaæ j¹ z cenami
badañ w innych laboratoriach, szczególnie o podobnym lub takim
samym wyposa¿eniu i zakresie wykonywanych badañ. Znajomoœæ
kosztów laboratorium jest bardzo wa¿na przy ustalaniu cen
jednostkowych badañ laboratoryjnych Kierownik laboratorium oprócz
tego ¿e jest osob¹ posiadaj¹c¹ wysokie kwalifikacje zawodowe musi byæ
równie¿ osob¹ odpowiedzialn¹ za ca³okszta³t dzia³alnoœci równie¿ w
zakresie konkurencyjnoœci laboratorium na rynku us³ug medycznych. W
oparciu o rachunek kosztów mo¿na oceniæ czy wykonywanie
okreœlonych badañ jest uzasadnione z ekonomicznego punktu widzenia,
czy nale¿y zrezygnowaæ z jego wykonywania i w uzasadnionych
przypadkach zakupiæ je w innym oœrodku.
Zastanawiaj¹ce jest wiêc dlaczego przy ustalonych zasadach
funkcjonowania a nawet wyposa¿enia medycznych laboratoriów
obserwujemy tak du¿e zró¿nicowanie cen jednostkowych badañ w
poszczególnych kategoriach w naszym kraju.
Czy¿by negocjacyjny charakter dokonywania zakupów pozwala³
laboratoriom sektora niepublicznego na uzyskiwanie tak niskich cen
zakupowych zestawów odczynnikowych od dostawców co w
nastêpstwie daje bardzo niskie ceny jednostkowe badañ laboratoryjnych
z jakimi siê spotykamy w laboratoriach niepublicznych.

J

HANNA HAUSNER

Cz³owiek jest si³¹ napêdow¹ w rozwoju wielu dziedzin nauki - co rzutuje
na jakoœæ ¿ycia.
U zarania dziejów ludzie otrzymali przes³anie - " czyñcie sobie ziemiê
\poddan¹"- tak te¿ siê dzieje, choæ nie zawsze z dobrym skutkiem.
Cech¹ naszych czasów jest wzrost znaczenia jakoœci we wszystkich
dziedzinach ¿ycia. W³aœciwa jakoœæ jest szczególnie istotna w obszarach,
gdzie od niej zale¿y nie tylko zadowolenie i satysfakcja klienta, ale
przede wszystkim zdrowie i ¿ycie cz³owieka. Takim obszarem
niew¹tpliwie jest opieka zdrowotna.
Zgodnie z dokumentami Œwiatowej Organizacji Zdrowia /WHO/ jakoœæ
w opiece zdrowotnej jest jednym z najwy¿szych priorytetów.
W dokumencie ,,Zdrowie 21" zawarte jest 21 celów opieki zdrowotnej .
Cel 16 mówi ,,do 2010r nale¿y zapewniæ zarz¹dzanie w opiece
zdrowotnej w kierunku przejœcia na programy zorientowane na
populacje oraz na opiekê medyczn¹ ukierunkowan¹ na wynik
zdrowotny" /1/ Wynika z tego, ¿e placówki s³u¿by zdrowia musz¹ d¹¿yæ
do zadowolenia pacjenta, uwzglêdniaj¹c jego p o t r z e b y o r a z
poprawiæ jakoœæ œwiadczonych us³ug.
Zdrowie jest specyficzn¹ wartoœci¹ o szczególnym wymiarze etycznym.
Zdrowie nie jest towarem - nie ma ceny - jest bezcenne.
WHO uznaje fakt, ¿e pojêcie zdrowia jest pojêciem bardzo z³o¿onym.
Jest kilka definicji zdrowia - m.in. * zdrowie to stan dobrego
samopoczucia fizycznego, psychicznego i spo³ecznego, a nie tylko
nieobecnoœæ choroby lub niepe³nosprawnoœci /2/-definicja z 1947 r
*zdrowie jest warunkiem wstêpnym dobrostanu fizycznego i
psychicznego oraz dobrej jakoœci ¿ycia; jest miar¹ postêpu w dziedzinie
zmniejszenia ubóstwa, zacieœnienia wiêzi spo³ecznych i eliminowania
dyskryminacji" /3/
Zdrowie wreszcie jest stanem subiektywnym, a wiêc ocenia je osoba,
któr¹ ta kwestia dotyczy, ale w sensie obiektywnym o zdrowiu mo¿e
orzekaæ tylko lekarz.

akoœæ wyników badañ laboratoryjnych
a zdrowie

Lekarz zbieraj¹c wywiad dotycz¹cy stanu zdrowia pacjenta - stawia
hipotezê. W wielu przypadkach tu w³aœnie zaczyna siê rola diagnosty
laboratoryjnego, bowiem ta hipoteza musi ( powinna byæ)
zweryfikowana.
Wyniki badañ laboratoryjnych rzutuj¹ na dalsze postêpowanie
lekarza wzglêdem pacjenta.

Wielce  istotn¹ spraw¹ jest, aby  wynik  badania  diagnostycznego  by³
wiarygodny.Wynik ( raport  z  badania)  jest  koñcowym  efektem
naszej  pracy.Wiarygodny wynik mo¿na uzyskaæ tylko w laboratoriach
spe³niaj¹cych wymagane standardy ze szczególnym  uwzglêdnieniem
kompetentnego personelu (wykszta³cenie, doœwiadczenie )Czy
cz³owiek nie zas³uguje na wiarygodny wynik ? ? - jest to pytanie
retoryczne a jednak . . .
Zatem przed nami - diagnostami - jest wiele pracy., aby laboratoria
spe³nia³y standardy jakoœci - w szerokim tego s³owa znaczeniu.
Jest absolutnie w³aœciwe, aby sonda¿owo przeprowadziæ ankietê celem
oceny aktualnego stanu diagnostyki laboratoryjnej w Polsce.
Wymagania jakoœci obejmuj¹ zarówno ma³e laboratoria w terenie,
laboratoria w szpitalach , sanepidach, stacjach krwiodastwa, laboratoria
naukowe jak i du¿e sieci laboratoriów.
Pomocne w tej ocenie s¹ Normy : PN-EN ISO/IEC 17025:2005 , PN-EN
15189:2006r oraz wytyczne zawarte w rozporz¹dzeniach Ministra
Zdrowia. Bez wzglêdu na rodzaj wdra¿anego systemu zarz¹dzania
jakoœcia trzeba uwzglêdniæ dwa podstawowe pojêcia - procesy i
klientów. Proces opisuje sposób , w jaki wykonywana jest praca w
organizacji /laboratorium/. Aby jakoœæ koñcowej us³ugi by³a w³aœciwa,
wa¿ny jest prawid³owy / udokumentowany / przebieg procesu. Drugim
pojêciem systemu jakoœci jest klient. Od klienta / pacjenta wszystko siê
zaczyna.To ON jest naszym pracodawc¹, od NIEGO pochod¿¹
pieni¹dze. Istotne w systemie jakoœci jest to, aby zechcia³ ON nadal
korzystaæ z us³ug w³aœnie naszego laboratorium. Zmiana zasad
funkcjonowania opieki zdrowotnej sprawi³a, ¿e tak jak w innych
bran¿ach - bardzo istotna sta³a siê rywalizacja o klienta / pacjenta.
Jednym ze sposobów zwiêkszaj¹cych konkurencyjnoœæ jest w³aœnie
jakoœæ, a w szczególnoœci zarz¹dzanie przez jakoœæ. Budowanie jakoœci
ma na celu uporz¹dkowanie, a nastêpnie doskonalenie ca³ej organizacji /
laboratorium. Jest to bardzo wa¿ny instrument budowania zaufania
miêdzy organizacj¹ a aktualnymi i przysz³ymi klientami.
Jakoœæ to tak¿e mo¿liwoœæ eliminowania niepewnoœci i szansa na
budowanie trwa³ego zaufania.
Zmiana zasad finansowania zak³adów opieki zdrowotnej wp³ynê³a na
wzrost znaczenia takich pojêæ jak : jakoœæ, efektywnoœæ dzia³ania,
racjonalizacja kosztów.
Celem pracy laboratorium sta³o siê nie tylko samo wykonanie badania,
ale d¹¿enie by œwiadczona us³uga by³a w³aœciwej jakoœci, spe³nia³a
wymagania klienta / pacjenta i p³atnika. Jakoœæ staje siê podstaw¹
skutecznego funkcjonowania, wyznacznikiem kultury organizacji,
czynnikiem sukcesu rynkowego a nawet utrzymania siê na rynku. W
takich w³aœnie dobrze dzia³aj¹cych laboratoriach chcemy pracowaæ i
osi¹gaæ satysfakcjê z pracy, poprzez mo¿liwoœæ rozwoju zawodowego.
Diagnoœci laboratoryjni pracuj¹ w wielu dziedzinach / bran¿ach :
analityka, mikrobiologia, immunologia, cytodiagnostyka, patologia,
genetyka , parazytologia, epidemiologia, s³u¿ba krwi itd.
Wszystkich nas ³¹czy wspólne zadanie -- dobrze wykonaæ swoj¹ pracê,
aby uzyskany wynik by³ przydatny w dalszych postêpowaniach -
medycznych, wywiadu epidemiologicznego, w analizie zaka¿eñ
szpitalnych, w³aœciwym doborze antybiotyku, w badaniach
genetycznych , przetaczaniu krwi analizie stanu zdrowia spo³eczeñstwa
itd, itd. Jest to szerokie pojêcie medycyny laboratoryjnej, medycyny
opartej na faktach -takim celom s³u¿y nasza praca.

¹dzania

za³o¿enia

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 organizacji i zarz w promocji zdrowia
" CO i EOZ “ Warszawa 1997r s.7
3 - J.B.Karski ,A.Koronkiewicz ,, Zdrowie 21 - zdrowie dla wszystkich w
XXI wieku .Podstawowe polityki zdrowia dla wszystkich w
Regionie Europejskim WHO" Biuro Regionu Europejskiego
Kopenhaga-Warszawa 2000r.s13

Jakoœæ wyników  badañ laboratoryjnych
a  zdrowie
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Nowa epoka cytometrii przep³ywowej- wspó³czesne cytometry i ich
zastosowanie

Rozwój cytometrii przep³ywowej

Dr Jaros³aw Baran
Zak³ad Immunologii klinicznej PAIP Colegium Medicum UJ

Cytometria jest metod¹ pomiaru w³aœciwoœci fizycznych i/lub
chemicznych pojedynczych komórek lub innych „cz¹stek"
biologicznych (izolowane j¹dra komórkowe, kwasy nukleinowe,
mitochondria, chloroplasty itp.). W cytometrii przep³ywowej pomiary te
dokonywane s¹ w urz¹dzeniach zwanych cytometrami przep³ywowymi
w trakcie przep³ywu komórek lub cz¹stek w strumieniu cieczy. Definicja
ta obejmuje wiec równie¿ liczniki hematologiczne, jednak dla celów tego
opracowania zostanie ona ograniczona tylko do aparatów zdolnych do
pomiaru w³aœciwoœci fizycznych i fluorescencji komórek/cz¹stek
przep³ywaj¹cych w strumieniu cieczy (zwanych równie¿
cytofluorymetrami). Dziêki postêpowi jaki siê dokona³ w ostatnich
latach w optyce, elektronice, in¿ynierii laserów, dziêki rozwojowi
informatyki dzisiejsze cytometry przep³ywowe s¹ urz¹dzeniami o
znacznie wiêkszych mo¿liwoœciach pomiarowych ale i ³atwiejszymi w
obs³udze. Równie¿ postêp w produkcji coraz to nowych barwników
fluorescencyjnych sprawi³, ¿e wspó³czesne cytometry potrafi¹
analizowaæ jednoczasowo nawet do kilkunastu parametrów
pochodz¹cych z pojedynczej komórki. Zasadniczo wyró¿nia siê dwa
rodzaje cytometrów przep³ywowych - analizatory i sortery komórkowe.
Sortery posiadaj¹ zdolnoœæ nie tylko zbierania danych o przep³ywaj¹cych
komórkach (ich analizy) ale równie¿ izolacji (sortowania) w wysokim
stopniu czystoœci (>99%) komórek spe³niaj¹cych okreœlone przez
operatora kryteria.
Ostatnie lata dziêki wprowadzeniu technologii cyfrowej zapocz¹tkowa³y
now¹ epokê w rozwoju cytometrii przep³ywowej jako techniki naukowo-
badawczej. Opracowanie to stanowi formê kompendium wiedzy o
dostêpnych obecnie komercyjnych cytometrach przep³ywowych i ich
zastosowaniu zarówno w diagnostyce medycznej jak i badaniach
podstawowych. Z za³o¿enia wiêc informacje dotycz¹ce opisu cytometrii
przep³ywowej jako metody diagnostyczno-badawczej nie bêd¹
przedstawione. Czytenika zainteresowanego podstawami cytometrii
przep³ywowej odsy³am do artyku³u „Cytometria przep³ywowa - istota
metody i jej wykorzystanie" (1).

Pocz¹tki cytometrii przep³ywowej siêgaj¹ roku 1934, kiedy to Moldavan
opublikowa³ na ³amach Science artyku³ o metodzie liczenia komórek
p³yn¹cych w kapilarze za pomoc¹ czujnika fotoelektrycznego (2). By³ to
jednak tylko pomys³ i sam autor nigdy nie wprowadzi³ go w ¿ycie.
Pierwsze urz¹dzenia powsta³y natomiast w po³owie lat 40-tych i
anlizowa³y one komórki bakteryjne „p³yn¹ce" w powietrzu a nie w
strumieniu cieczy. W 1947 r. Gucker opublikowa³pierwsze doniesienie o
cytofluorymetrycznej detekcji bakterii w aerozolach (3). Badania te
rozpoczête jeszcze w trakcie trwania II Wojny Œwiatowej, sponsorowane
prze armiê amerykañsk¹ mia³y na celu szybk¹ identyfikacjê w powietrzu
bakterii i/lub ich zarodników na wypadek u¿ycia broni biologicznej. Z
oczywistych wzglêdów badania te nie mog³y byæ ujawnione przed
zakoñczeniem wojny, st¹d opublikowane zosta³y dopiero w 1947 r. W
urz¹dzeniu tym próbki powietrza analizowane by³y w „komorze
przep³ywu" w ciemnym polu (podobnie jak w mikroskopii ciemnego
pola) po oœwietleniu œwiat³em widzialnym z najmocniejszej znanej
wówczas lampy jak¹ by³ reflektor samochodu marki Ford. Urz¹dzenie to
pozwala³o na detekcjê z 60% prawdopodobieñstwem cz¹stek o œrednicy
0.6 um. Paradoksalnie historia zatoczy³a ko³o, gdy¿ w ostatnich latach po
atakach terrorystycznych armia amerykañska ponownie interesuje siê
cytofluorymetryczn¹ metod¹ wykrywania bakterii w powietrzu (4). Do
roku 1970 na rynku cytometrycznym istnia³y tylko dwie firmy:
amerykañska Bio/Physics Systems, za³o¿ona przez Lou Kamentsky'ego,
produkuj¹ca Cytograf i Cyto fluorograf oraz niemiecka Phywe AG
dystrybuuj¹ca Impulscytophotometer (ICP), komercyjn¹ wersj¹ aparatu
Dittricha i Gohde firmy Partec. Wkrótce potem Technicon wprowadzi³ na
rynek Hemalog D, pierwszy z serii przep³ywowych liczników
hematologicznych ró¿nicuj¹cych populacje leukocytów, a w 1974 r.
Becton-Dickinson wprowadzi³ sorter komórkowy FACS,
zapocz¹tkowuj¹cy technologiê FACS (Fluorescence Activated Cells

Sorters). Rok póŸniej Coulter wszed³ na rynek z TPS-1, zastêpuj¹c go
póŸniej seri¹ EPICS. W roku 1976, po po³¹czeniu Johnson & Johnson z
Bio/Physics Systems powsta³ Ortho Diagnostics Systems, który w 1978 r.
naby³ prawa równie¿ do ICP od PhyweAG, oferuj¹c zarówno analizatory
(Cytofluorograf), jak i sortery (ICP). Tak wiêc na pocz¹tku lat 80-tych,
trzy du¿e firmy B-D, Cou³ter i Ortho oferowa³y laserowe cytometry
przep³ywowe z mo¿liwoœci¹ sortowania Po roku 1985 zarówno B-D jak i
Coulter wprowadzi³y niesortuj¹ce cytometry przep³ywowe (FACScan i
EPICS Profile) wykorzystuj¹ce ch³odzone powietrzem lasery argonowe
o niskiej mocy. Urz¹dzenia te przeznaczone by³y zarówno do diagnostyki
klinicznej jak i badañ naukowych. W po³owie roku 1987 Ortho
zaprzesta³o produkcji cytometrów i sprzeda³o zobowi¹zania servisowe
B-D. Powtórnie Ortho pojawi³o siê na rynku w 1992 r. z modelem
Cytoron Absolute budowanym w Japonii przez firmê Omron, by
stopniowo znowu wycofaæ siê pod koniec dekady. W 1988 r. na rynku
cytometrycznym pojawi³a siê firma Cytomation, pocz¹tkowo oferuj¹ca
tylko systemy CICERO do udoskonalania przetwarzania danych i
przyspieszania sortowania dla dostêpnych wówczas urz¹dzeñ
sortuj¹cych, aby w 1994 r. rozpocz¹æ sprzeda¿ modu³owych sorterów
MoFlo („modular high speed celi sorter") stworzonych przez zespó³ Gera
van den Engha w Lawrence Livermore National Laboratory (5). Od tego
czasu datuje siê obecnoœæ trzech wielkich firm cytometrycznych, które
dominuj¹ na rynku do chwili obecnej: BD Biosciences, Beckman Coulter
(po³¹czone w 1997 r.) i DakoCytomation (po³¹czone w 2001 r.). Oprócz
tych trzech wielkich, na rynku obecne s¹ i inne firmy oferuj¹ce swoje
cytometry.

firmy Becton Dickinson by³ pierwszym nowoczesnym
analizatorem dostêpnym komercyjnie od 1985 r. Pocz¹tkowo by³o to
urz¹dzenie „trzykolorowe" wspó³pracuj¹ce z komputerem Hewlett-
Packard serii 300 w programie Consort 30 lub Consort 32. W po³owie lat
90-tych seria systemów analizy Consort zosta³a zast¹piona przez
FACStation wspó³pracuj¹c¹ z komputerami Apple Macintosh. Wraz ze
zmian¹ systemu komputerowego na Apple 'a rosn¹cym
zapotrzebowaniem na analizê czterokolorow¹ Becton-Dickinson
zmodernizowa³ model do dwulaserowego (laser argonowy 488 nm i
diodowy 635 nm) analizatora czterokolorowego nazywaj¹c go

. Urz¹dzenie to rejestruje w opcji jednolaserowej 7
parametrów, w tym 3 fluorescencje: zielon¹ (515-545 nm, „FL1"), ¿ó³to-
pomarañczow¹ (564-606 nm, „FL2") i czerwon¹ (> 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 mo¿liwa jest analiza, „szerokoœci" sygna³u („pulse width")
wykorzystywana do eliminacji dubletów i agregatów komórkowych.
Dodatkowym parametrem jest czas. System akwizycji danych mo¿e
rejestrowaæ komórki lub „cz¹stki biologiczne" przep³ywaj¹ce z
czêstoœci¹ > 30 000/s. Mo¿liwa jest regulacja prêdkoœci przep³ywu
próbki: niska (12 u,l/min), œrednia (35 /min) i wysoka (60 l/min).
Dodatkowo, FACSCalibur mo¿e byæ wyposa¿ony w opcjê sortowania
dzia³aj¹c¹ na zasadzie mechanicznego wychwytu wybranej (jednej)
populacji przez kapilarê poruszaj¹c¹ siê ruchem wahad³owym w
strumieniu cieczy („catcher tube sorting"). Ze wzglêdu na ma³¹
wydajnoœæ tego typu sortowania (ok. 300 komórek/s) i fakt, ze sortowana
populacja jest bardzo rozcieñczona (kapilara aspiruje relatywnie du¿e
objêtoœci p³ynu), rozwi¹zanie to nie cieszy siê du¿¹ popularnoœci¹.
Zbieranie i analiza danych (zapisanych w systemie FCS 2.0) odbywa siê
w programie CellQuest lub CellQuest Pro na komputerach Apple'a
wyposa¿onych w procesor PowerPC G4.

jest ma³ym analizatorem przeznaczonym do
przeprowadzania analizy subpopulacji limfocytów CD4 i CD8 u
pacjentów zaka¿onych wirusem HIV. Wyposa¿ony w helowo-neonowy
zielony laser (543 nm) rejestruje 2 rodzaje fluorescencji emitowanej
przez fykoerytrynê i koniugat fykoerytryny z barwnikiem cyjaninowym.
FACSCount desygnowany jest g³ównie do laboratoriów klinicznych w
krajach o wysokiej zachorowalnoœci naAIDS.

Analizatory cytofluorymetryczne

FACSCalibur

FACSCount

l. BD Biosciences

FACScan

µl µ
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LSR II

LSR I

FACSCanto I FACSCanto II

EPICS XL

zapocz¹tkowa³ now¹ liniê analizatorów BD. Jest to w pe³ni
cyfrowy analizator mog¹cy wspó³pracowaæ z 4 kserami i analizuj¹cy do
15 fluorescencji! Zast¹pi³ on analogowy aparat , który móg³ byæ
skonfigurowany jako trójlaserowy, z mo¿liwoœci¹ analizy 6
fluorescencji. LSR II w optymalnej konfiguracji mo¿e posiadaæ
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.
Ca³kowit¹ nowoœci¹ technicz¹ jest wprowadzenie optyki
œwiat³owodowej i rozdzia³ sygna³ów biegn¹cych do poszczególnych
detektorów rozmieszczonych po okrêgu za pomoc¹ zwierciade³ o bardzo
wysokiej wydajnoœci. Rozwi¹zanie to sprawia, ¿e straty œwiat³a s¹
zminimalizowane poniewa¿ po odbiciu, ka¿dy sygna³ przechodzi tylko
przez jeden filtr optyczny umieszczony bezpoœrednio przed detektorem.

LSR II wykorzystuje do zbierania danych w pe³ni cyfrowy system
FACSDiVa i nowy oparty o komputery typu IBM program pracuj¹cy w
œrodowisku Windows XP. System cyfrowy umo¿liwia m.in.
zastosowanie dowolnego parametru lub logicznej kombinacji (i/lub)
dwu i wiêcej parametrów do rejestracji sygna³ów („triggering").
Wszystkie sygna³y podlegaj¹ cyfrowej obróbce równoczeœnie z
czêstoœci¹ 10 milionów razy na sekundê (10 MHz) wykorzystuj¹c 14-
bitowe przetworniki sygna³ów analogowych na cyfrowe („analog to
digital converters"). Elektroniczny „czas martwy" jest wyeliminowany,
co pozwala na zwiêkszenie liczby analizowanych komórek (ponad
20000/s). Dziêki wyeliminowaniu wzmacniaczy logarytmicznych
mo¿liwy sta³ siê bardziej dok³adny pomiar fluorescencji, poprawiaj¹c
liniowoœæ, kompensacjê i ocenê iloœciow¹. Kompensacja mo¿e byæ
dokonana dla wszystkich par fluorescencji zarówno przed jak i po
zebraniu danych przy u¿yciu „software'u". Sygna³y liniowe s¹
zamieniane na skalê logarytmiczn¹ (5 dekad) równie¿ „software'owo"
przy u¿yciu 18-tobitowej elektroniki. Maksymalnie urz¹dzenie mo¿e
rejestrowaæ 16, a w analizie mo¿na u¿ywaæ 36 parametrów, w tym pole
powierzchni („area") i standardow¹ wysokoœæ piku („height") dla
wszystkich 16 parametrów, plus dodatkowo dwa „ratio", szerokoœæ piku
(„width") i czas.

i to najnowsze, w pe³ni cyfrowe
analizatory. Pierwszy z nich, dwulaserowy zosta³ wprowadzony na rynek
w koñcu 2003 r. Wyposa¿ony 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-Cy5.5, PE-Cy7 i APC, APC-Cy7) analizatorem. W
analizie mo¿na u¿ywaæ 27 parametrów, w tym pole powierzchni,
wysokoœæ i szerokoœæ piku dla wszystkich 8 parametrów (fluorescencje +
„scattery"), 2 „ratio" i czas. FACSCanto II wprowadzony w 2006 r. jest
rozbudowan¹ o 3 laser (fioletowy diodowy 405 nm) wersj¹ Canto I
umo¿liwiaj¹c¹ w pe³nej konfiguracji analizê 8 parametrów
fluorescencyjnych (dodatkowo PacificBlue i AmCyan, wzbudzane
trzecim laserem). W obu urz¹dzeniach, zbieranie i analiza danych
odbywa siê podobnie jak w przypadku LSR II w systemie FACSDiVa w
programie pracuj¹cym w œrodowisku Windows XP. Wszystkie
parametry s¹ rejestrowane w/skali liniowej (262 141 kana³ów) i cyfrowo
zamieniane na 5-ciodekadow¹ skalê logarytmiczn¹ przy u¿yciu
18-tobitowej elektroniki, co znacznie poprawia liniowoœæ i precyzjê
pomiarów.

by³ pierwszym i przez wiele lat jedynym komercyjnym
niesortuj¹cym cytometrem wykorzystuj¹cym cyfrow¹ obróbkê sygna³u,
co dawa³o unikaln¹ przewagê nad pozosta³ymi cytometrami
wyposa¿onymi w elektronikê analogow¹. W przypadku analizy
logarytmicznej eliminuje to koniecznoœæ stosowania wzmacniaczy
logarytmicznych - wszystkie dane s¹ zbierane w skali linearnej i cyfrowo
przekszta³cane na logarytmiczne. Cyfrowa elektronika umo¿liwia

2. Beckman Coulter

równie¿ kompensacjê wszystkich par fluorescencji Dziêki
wprowadzeniu nowych barwników fluorescencyjnych EPICS XL by³
jedynym analizatorem mog¹cym analizowaæ 4 fluorescencje wzbudzane
œwiat³em lasera argonowego o d³ugoœci fali 488 nm. Analiza danych
odbywa siê w programie XL SYSTEM II v.3.0 lub EXPO32 ADC. XL
SYSTEM II pracuje w œrodowisku DOS w systemie Windows 98SE i
wykorzystuje do zapisu danych format FCS 2.0. System jest ws

Cytomics FC 500

Cell Lab Quanta

3.

tanie
zbieraæ 12 parametrów, z czasem, stosunkiem fluorescencji („ratio") i
parametrem PRISM, w³¹cznie - identyfikuje populacje komórkowe w
oparciu o „pozytywnoœæ" lub „negatywnoœæ" dla maximum 6-ciu
wybranych markerów. Program EXPO 32 ADC („Advanced Digital
Compensation") dodatkowo umo¿liwia automatyczn¹ kompensacjê do 4
fluorescencji i analizê do 16 parametrów. Model EPICS XL-MCL
dodatkowo wyposa¿ony jest w automatyczny podajnik próbek
(„multicarousel loader").

jest cyfrowym analizatorem, mog¹cym
przeprowadzaæ detekcjê 5-ciu fluorescencji (FITC, PE, PE-Texas red,
PE-Cy5 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 lub 5 mW laser
diodowy 635 nm), z cyfrow¹ kompensacj¹ i skal¹ logarytmiczn¹ po
przekszta³ceniu danych zbieranych w 20 bitowej skali linearnej. FC 500
analizuje dane w programie CXP lub MXP (przystosowany do zbierania
próbek z p³ytek titracyjnych) w systemie Windows 2000, u¿ywaj¹c do
zapisu formatu FCS 3.0. Urz¹dzenie zapisuje do 16 parametrów
uwzglêdniaj¹c czas, stosunek fluorescencji i PRISM. W analizie mo¿liwe
jest u¿ycie 24 parametrów. Mo¿liwa jest równie¿ kompensacja
„software'owa", a prezentowane dane w formie wykresów punktowych
(„dot-plot") lub histogramów mog¹ byæ ³atwo przenoszone do innych
aplikacji Microsoft lub konwertowane do formatu PDF. Cytomics FC
500 mo¿e wchodziæ w sk³ad zautomatyzowanej stacji cytometrycznej
(„Integrated Cytometry Solution"), przygotowuj¹cej i podaj¹cej próbki
do analizy.

jest najnowszym analizatorem firmy Beckman-
Coulter wyposa¿onym w laser 488 nm oraz lampê rtêciow¹
umo¿liwiaj¹c¹ wzbudzenie barwników œwiat³em o d³ugoœci 366 nm, 405
nm lub 435 nm. Urz¹dzenie rejestruje 3 kolory fluorescencji oraz
objêtoœæ komórek („Coulter volume"; rozwi¹zanie stosowane w
licznikach hematologicznych) i ich ziarnistoœæ („side scatter"), co
umo¿liwia dok³adniejsze ni¿ w innych systemach zró¿nicowanie
morfologiczne badanych populacji oraz podanie wielkoœci komórek
(nm) lub ich œredniej objêtoœci (femtolitry). Dodatkow¹ zalet¹ aparatu
jest wyposa¿enie w pompy-strzykawki, precyzyjnie dozuj¹ce objêtoœæ
badanej zawiesiny komórkowej, umo¿liwiaj¹c podanie wartoœci
bezwzglêdnych analizowanych populacji komórkowych. Ma³e rozmiary
aparatu oraz mo¿liwoœæ wspó³pracy z uniwersalnym podajnikiem próbek
(„Mufti-Platform Loader") s¹ kolejnym atutem tego cytometru.

Cytomation wystartowa³o w koñcu lat 80-tych z systemami CI CERO do
ówczesnych cytometrów sortuj¹cych, poprawiaj¹c ich szybkoœæ
sortowania i mo¿liwoœci analizy danych. Po sukcesie odniesionym z
sorterami MoFlo, ju¿ jako DakoCytomation, w 2001 r. firma
wprowadzi³a na rynek analizator CyAn. Jest to maksymalnie 11-
parametrowy (9 fluorescencji), trójlaserowy instrument, który w
optymalnej konfiguracji posiada 150 mW wi¹zkê 488 nm i 50 mW
wi¹zkê 351 nm (UV), obie z ch³odzonego wod¹ lasera argonowego
Enterprise II (Coherent) i 12,5 mW czerwony laser diodowy 635 nm.
Alternatywnie, urz¹dzenie mo¿na wyposa¿yæ w 20 mW laser Sapphire
488 nm (Coherent) i 25 mW fioletowy laser diodowy VioFlame 405 nm
(Coherent). Akwizycja i analiza danych odbywa siê w programie
Summit pracuj¹cym w systemie Windows NT, z mo¿liwoœci¹
kompensacji wszystkich par fluorescencji w czasie rzeczywistym
podczas akwizycji, jak i póŸniej podczas analizy. Analiza mo¿e siê
odbywaæ równie¿ „off line” na innych komputerach PC. Maksymalna
prêdkoœæ akwizycji to 50 000/s. Niew¹tpliw¹ zalet¹ tego urz¹dzenia jest
³atwoœæ rozbudowy i

DakoCytomation
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zmiany konfiguracji w zale¿noœci od potrzeb (³atwo wymienne filtry).

4.

CyFIow
CyFIow ML

PAS

Guava Personal Cell Analysis (PCA) System

Partec GMBH

Guava Technologies, Inc.

Powsta³a w 1960 r. firma Partec produkuje cytometry najd³u¿ej spoœród
wszystkich firm cytometrycznych. Obecnie firma oferuje urz¹dzenia
wyposa¿one zarówno w lampy rtêciowe i/lub lasery jako Ÿród³a œwiat³a, z
mo¿liwoœci¹ sortowania, jak i elektronicznego pomiaru objêtoœci
komórek, umo¿liwiaj¹cego zró¿nicowanie morfologiczne leukocytów.
Dodatkowo, dziêki zastosowaniu precyzyjnych strzykawek dozuj¹cych
okreœlon¹ objêtoœæ próbki do analizy, mo¿liwe jest uzyskanie
bezwzglêdnej liczby badanych populacji komórkowych. Nowa linia
cytometrów obejmuje zarówno pros te , jednolaserowe,
jednoparametrowe urz¹dzenia, które mog¹ byæ zasilane z baterii -

, jak i wielolaserowe instrumenty, z cyfrow¹ obróbk¹ danych,
zdolne do pomiaru 14 parametrów fluorescencyjnych .
Seria CyFIow mo¿e byæ wyposa¿ona w nastêpuj¹ce Ÿród³a œwiat³a: 100
W lampê rtêciow¹ (Ÿród³o 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). Szybkoœæ przep³ywu próbki jest regulowana „software'owo" w
przedziale od 0-3 ml/min z wykorzystaniem precyzyjnych pomp-
strzykawek. Model CyFlow ML mo¿e byæ wyposa¿ony w dwa detektory
dla parametru FSC („forward scatter"). Pierwszy, rejestruje natê¿enie
œwiat³a ugiêtego w osi biegu promienia pod k¹tem 2-6°, drugi, pod k¹tem
6-14°. Sygna³y dla parametru SSC („side scatter") i fluorescencji s¹
zbierane przez obiektywy mikroskopowe o wysokim wspó³czynnikiem
transmitancji dla œwiat³a UV (opracowane przez Partec) i przesy³ane do
odpowiednich fotopowielaczy. Wysokoœæ piku, szerokoœæ i integral
(„area") s¹ zamieniane z analogowych na cyfrowe przy u¿yciu szybkich
16-bitowych konwerterów, a zmiana skali logarytmicznej na liniow¹ i
odwrotnie odbywa siê przy u¿yciu programu FloMax, w œrodowisku
Windows. Dane s¹ zapisywane w formacie FCS 2.0 i mo¿liwy jest zapis
danych z >10 000000 komórek. W sumie mo¿liwa jest akwizycja 16
podstawowych parametrów, w analizie mo¿na wykorzystaæ dalszych 16
pochodnych. Maksymalna prêdkoœæ akwizycji wynosi >10 000
komórek/s.
Jak wiêkszoœæ cytometrów firmy Partec, seria CyFlow mo¿e byæ
wyposa¿ona w zamkniêty system sortowania oparty o prze³¹czanie
przep³ywu („fluid switch sorters"). W systemie tym kana³ przep³ywu w
punkcie detekcji rozwidla siê na kszta³t litery Y. Jedno ramiê jest
ramieniem zlewkowym, drugie sor tu j¹cym. Sterowany
piezoelektrycznie t³oczek kieruje wybran¹ komórkê do ramienia
sortuj¹cego, a komórki niepo¿¹dane do ramienia zlewkowego.
Rozwi¹zanie to umo¿liwia sortowanie komórek znacznie wiêkszych ni¿
przy u¿yciu standardowych sorterów kroplowych (komórki roœlinne,
komórki wysp Langerhansa).
Pierwsz¹ lini¹ cytometrów Partec by³a seria , jedyna ³¹cz¹ca w
komercyjnych cytometrach jako Ÿród³a œwiat³a lampê rtêciow¹ i laser.
Podobnie jak seria CyFlow, seria PAS obejmuje proste i skomplikowane
analizatory mog¹ce mieæ opcjê sortowania. Generalnie, w porównaniu z
seri¹ CyFlow urz¹dzenia tego typu s¹ wiêksze i mog¹ byæ wyposa¿one w
wiêksze lasery (np. ch³odzony powietrzem laser argonowy 488 nm).
Dodatkowo, mog¹ wspó³dzia³aæ ze stacj¹ przygotowania i podawania
próbek - ROBBY. Stacja ta jest w stanie dozowaæ przeciwcia³a i/lub
fluorochromy, dodawaæ odczynniki lizuj¹ce erytrocyty i utrwalaj¹ce
próbki, ³¹cznie 16 ró¿nych odczynników z kontrolowanym czasem
inkubacji.

5.

jest bardzo ma³ym
(niewiele wiêkszym od laptopa, z którym wspó³pracuje), przenoœnym
cytometrem, niewymagaj¹cym do analizy próbek buforu! Komora
przep³ywu jest na tyle szeroka, ¿e umo¿liwia analizê przep³ywaj¹cych
komórek bez ryzyka czêstego zatykania i wymaga zaledwie kilku ul
próbki! Urz¹dzenie wyposa¿one jest w zielony laser YAG 532 nm i
rejestruje 3 parametry: FSC i dwie fluorescencje przy d³ugoœci fali 575
nm i 675 nm. Program CytoSoft umo¿liwia akwizycjê i analizê danych w
systemie Windows. Trzy osobne modu³y programu: Guava

ViaCount, Guava Express i Guava Nexin umo¿liwiaj¹ odpowiednio
podanie bezwzglêdnej liczby ¿ywych komórek, badanie ekspresji
markerów powierzchniowych oraz analizê apoptozy. Ekspresjê
markerów powierzchniowych ocenia siê z u¿yciem przeciwcia³
sprzê¿onych z fykoerytryn¹ (PE) lub barwnikiem cyjaninowym Cy3 ,
¿ywotnoœæ - z u¿yciem 7-aminoaktynomycyny D, apoptozê - z
u¿yciem aneksyny V sprzê¿onej z PE. Ze wzglêdu na brak p³ynu
okrywowego, gwarantuj¹cego przep³yw komórek jedna za drug¹, a
tym samym gwarantuj¹cego precyzjê pomiaru, urz¹dzenie to nie
nadaje siê do analizy cyklu komórkowego.

Sortery kroplowe wykorzystuj¹ wysokiej czêstotliwoœci (15-200 kHz)
drgania kryszta³u piezoelektrycznego powoduj¹ce rozerwanie
strumienia cieczy wyp³ywaj¹cego z komory przep³ywu na pojedyncze
krople. Ze wzglêdu na du¿¹ efektywnoœæ, tego typu sortery s¹
najpopularniejsze i takie zostan¹ przedstawione w niniejszym
opracowaniu. Zasada dzia³ania tych urz¹dzeñ zosta³a szczegó³owo
opisana w artykule „Cytometria przep³ywowa - istota metody i jej
wykorzystanie" (1).
Wœród sorterów kroplowych wyró¿nia siê dwa podtypy: sortery o
niskiej szybkoœci sortowania („Low speed sorters") - do 10 000-15 000
komórek/s oraz sortery o du¿ej szybkoœci („high speed sorters")
powy¿ej 20 000 komórek/s. W celu osi¹gniêcia du¿ych szybkoœci
sortowania konieczne jest wysokie ciœnienie (20-100 psi) p³ynu w
którym p³yn¹ komórki (p³yn okrywowy), co dla niektórych typów
komórek mo¿e byæ szkodliwe.

Pierwsze komercyjne sortery komórkowe firmy B-D nie bardzo
odbiega³y od prototypu zbudowanego przez zespól Leonarda
Herzenberga na uniwersytecie Stanforda (6). Obecne sortery kroplowe
firmy B-D obejmuj¹ zarówno liniê urz¹dzeñ wyposa¿onych w
elektronikê analogowo-cyfrow¹, jak i w pe³ni cyfrow¹.

jest nastêpc¹ urz¹dzeñ z lat 90-tych typu FACStar, FACStar Plus i
FACSVantage. Ten analogowo-cyfrowy instrument typu „stream in air"
(analiza odbywa siê w powietrzu w strumieniu cieczy wyp³ywaj¹cym z
dyszy o okreœlonej œrednicy), .mo¿e wspó³dzia³aæ z trzema laserami i
rejestrowaæ do 12 fluorescencji. Ciœnienie p³ynu mo¿e byæ regulowane w
zakresie od 2.0 psi (przy dyszy o œrednicy 400 ) do 60 psi z u¿yciem
dyszy 70 m i opcji TurboSort umo¿liwiaj¹cej sortowanie z prêdkoœci¹
do 25 000 komórek/s. U¿ycie opcji MacroSort pozwala na sortowanie
komórek o wielkoœci ok. 100 m, z prêdkoœci¹ do 500 komórek/s. Do
zbierania i obróbki danych urz¹dzenie mo¿e byæ wyposa¿one w dwa
zasadniczo ró¿ni¹ce siê systemy: analogowy lub cyfrowy -
W wersji analogowej ka¿dy z parametrów wzbudzanych œwiat³em lasera
488 nm mo¿e byæ u¿yty jako „trigger", a maksymalnie 8 parametrów
mo¿e byæ analizowanych. Sygna³y ze skali liniowej s¹ zamieniane na
skalê logarytmiczn¹ przy u¿yciu analogowych wzmacniaczy o zakresie 4
dekad. Kompensacja fluorescencji odbywa siê tylko „hardware'owo".
Parametry wysokoœci, integralu i szerokoœci piku s¹ zamieniane z
analogowych na cyfrowe przy u¿yciu 10-ciobitowych konwerterów. W
wersji analogowej, analiza danych (maksimum 16 parametrów) odbywa
siê z u¿yciem programu CellQuest Pro na bazie komputerów Apple
Macintosh wyposa¿onych w procesor G4 Power PC. Opcja cyfrowa
obróbki sygna³u (FACSDiVa) pozwala na u¿ycie dowolnego parametru
lub logicznej kombinacji dowolnych parametrów jako „trigger".
Wszystkie parametry (maksimum 16) s¹ rejestrowane w skali liniowej
(262 141 kana³ów) i cyfrowo zamieniane na 5-cio dekadow¹ skalê
logarytmiczn¹ przy u¿yciu 18-tobitowej elektroniki. Kompensacja mo¿e
byæ dokonywana zarówno „hardware'wo", jak i „software'owo" po
zebraniu danych. Analiza 36 parametrów odbywa siê w programie
FACSDiVa na komputerach Hewlett-Packard X4000 w systemie
Windows. Dziêki wyeliminowaniu „czasu martwego" szybkoœæ analizy
zwiêkszy³a siê do 100 000 komórek/s. Zarówno w wersji analogowej jak i
cyfrowej mo¿liwe jest sortowanie 4 wybranych populacji komórkowych,
a ustawianie punktu tworzenia kropli („drop delay") odbywa siê bardzo
szybko i precyzyjnie dziêki opcji AccuDrop. W opcji tej, w trakcie
bezpoœredniej obserwacji sortowania mikrokuleczek, „drop delay"
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dostosowuje siê tak aby wszystkie mikrokuleczki fluoryzuj¹ce w œwietle
dodatkowej diody laserowej (umieszczonej powy¿ej probówek
zbieraj¹cych sortowane populacje) kierowane by³y do probówki.
W przypadku, gdy czêœæ mikrokuleczek jest kierowana do probówki
a czêœæ do zlewek, „drop delay" nale¿y skorygowaæ, tak aby wszystkie
mikrokuleczki by³y kierowane do probówki. Dodatkowo, system
usuwania aerozolu (Aerosol Menagement Option) zabezpiecza
operatora przed ewentualn¹ kontaminacj¹ materia³em zakaŸnym.

, najnowszy cyfrowy cytometr sortuj¹cy firmy BD
wprowadzony na rynek w grudniu 2002 r., jest dwu- lub trójlaserowym
sorterem o du¿ej szybkoœci sortowania, posiadaj¹cym unikalne
rozwi¹zania techniczne eliminuj¹ce m.in. koniecznoœæ adjustacji optyki
przez operatora (jak to ma miejsce w innych sorterach kroplowych). Jest
to pierwszy i jak na razie jedyny sorter w którym analiza komórek
odbywa siê w kiuwecie (a nie w powietrzu!), co zwiêksza czu³oœæ
pomiaru. 20 mW laser Saphire 488 nm („solid state") i 17 mW laser He-
Ne 633 nm s¹ na wyposa¿eniu w wersji podstawowej, a 20 mW diodowy
laser fioletowy 407 nm jest opcjonalny. Mo¿e on byæ wykorzystany do
wzbudzania m.in. barwnika Hoechsta. Podobnie jak w LSRII, FACSAria
wyposa¿ona jest w optykê œwiat³owodow¹, a sygna³y biegn¹ do
poszczególnych detektorów rozmieszczonych po okrêgu w uk³adzie
nanogonalnym, co umo¿liwia rejestracjê 8-iu parametrów (7
fluorescencji i „side scatter") z lasera 488 nm, i po 3 parametry
z pozosta³ych dwóch laserów. FACSAria wykorzystuje zmodyfikowany
program FACSDiYa wspó³pracuj¹cy z komputerami PC w systemie
WindowsXP. Wszystkie dane s¹ zbierane w skali linearnej (262 141
kana³ów) i cyfrowo zamieniane na 5-ciodekadow¹ skalê logarytmiczn¹
(analogicznie jak w FACSDiYa). Komórki do analizy mo¿na podawaæ w
kilku rodzajach probówek, a ig³a transportuj¹ca komórki jest omywana
przez p³yn zarówno wewn¹trz jak i na zewn¹trz, ograniczaj¹c ryzyko
przeniesienia komórek z poprzedniej próbki. W trakcie zbierania
komórki s¹ ci¹gle mieszane zapobiegaj¹c ich sedymentacji. Ca³kowit¹
nowoœci¹ techniczn¹ jest proces sortowania, który zachodzi po
wyp³yniêciu komórek z kiuwety analizuj¹cej. Jest to jakby po³¹czenie
typowego analizatora o nieadjustowalnej optyce z sorterem kroplowym.
Równie¿ wymiarami FACSAria przypomina bardziej analizatory, ni¿
du¿e urz¹dzenia sortuj¹ce. W porównaniu z typowymi sorterami tego
typu ca³kowicie zmieniono ideê tworzenia kropli. W zastosowanym
w FACSArii rozwi¹zaniu krople nie s¹ tworzone przez drgaj¹c¹ z wysok¹
czêstotliwoœci¹ g³owicê ale przez drgaj¹cy strumieñ cieczy. Rzeczywisty
punkt tworzenia kropli jest ustawiany przy u¿yciu systemu AccuDrop
(analogicznie jak w FACSDiYa). Proces sortowania (na dwie lub cztery
populacje) odbywa siê pod ujemnym ciœnieniem, zabezpieczaj¹c
operatora przed aerozolem i jest nadzorowany (opcja SortWatch), tak aby
w przypadku np. zatkania dyszy zabezpieczyæ probówki z sortowanymi
komórkami przez odciêcie p³ynu i zas³oniêcia próbówek.

90-100 kHz.

FACSAria

Maksymalna
szybkoœæ sortowania to 60 000 komórek/s przy ciœnieniu p³ynu 75 psi.
Ze wzglêdu na brak koniecznoœci adjustacji optyki, FACSAria mo¿e byæ
obs³ugiwana przez ma³o doœwiadczonych adeptów cytometrii.

to dwulaserowy instrument analogowy umo¿liwiaj¹cy
detekcjê do 8-miu parametrów: FSC, SSC i 6-ciu. fluorescencji dla
wybranych barwników: FITC, PE, ECD (PE-Texas Red), PC5 (PE-Cy5),
PC7 (PE-Cy7),APC iAPC-Cy7. Detektor ka¿dej fluorescencji mo¿e byæ
u¿yty do rejestracji sygna³ów pochodz¹cych z 2 ró¿nych laserów.
Oznacza to, ¿e pojedynczy fotopowielacz mo¿e „zbieraæ" fluorescencje
wzbudzane przez ró¿ne lasery a pochodz¹ce z barwników maj¹cych
bardzo podobne spektra emisyjne (np. PE-Cy5 i APC). Wszystkie filtry
s¹ ³atwo wymienialne, bez koniecznoœci ponownej adjustacji optyki.
Dodatkowymi parametrami mo¿e byæ czas, stosunek dwóch
fluorescencji („ratio") oraz pomiar czasu przep³ywu („time of flight")
umo¿liwiaj¹cy rozró¿nienie pojedynczych komórek od ich agregatów.
Do inicjacji zbierania danych („triggering") mo¿liwe jest zastosowanie
dowolnego parametru lub dwu i wiêcej parametrów. Ciœnienie p³ynu
okrywowego mo¿e byæ regulowane w zakresie od 0-15 psi w
standardowym trybie pracy lub do 100 psi w opcji sortowania o du¿ej
szybkoœci („high speed sorting"). Czêstoœæ generowania kropli w opcji
„high speed" wynosi

2.

EPICS ALTRA

Beckman Coulter

W opcji tej wysoka czystoœæ i du¿y odzysk sortowanych komórek
uzyskuje siê przy prêdkoœci sortowania nie przekraczaj¹cej 20 000
komórek/s. Opcja SortLOCK monitoruje i utrzymuje „drop delay" na
sta³ym poziomie. Do zbierania i analizy danych zapisanych w formacie
FCS 2.0Altra wykorzystuje oparty o system Windows program EXPO32
(szczegó³owiej opisany przy analizatorze EPICS). Kompensacja
fluorescencji w uk³adzie „ka¿da z ka¿d¹" odbywa siê „software'owo".
Dane liniowe z max 1024 kana³ów s¹ konwertowane do logarytmicznych
przy u¿yciu analogowych wzmacniaczy. Do pomiarów bezwzglêdnej
liczby receptorów wyra¿onych jako „wi¹zanie przeciwcia³ przez
komórkê" (Antibody Bound per Cell - ABC) lub „cz¹steczek
ekwiwalentów rozpuszczonego fluorochromu" (Molecules of Equivalent
Soluble Fluorophore -MESF) istnieje mo¿liwoœæ przekonwertowania
skali po analizie mikrokuleczek standaryzuj¹cych.

by³ pierwszym komercyjnie
dostêpnym sorterem typu "high speed" wyposa¿onym w cyfrowo-
analogow¹ elektronikê. Pierwotnie, jeszcze w wersji prototypowej
zbudowany w Lawrence Livermore National Laboratory przeznaczony
do szybkiej izolacji chromosomów, po modernizacji sta³ siê urz¹dzeniem
o wszechstronnym zastosowaniu. MoFIo to otwarty, maksymalnie
trójlaserowy systemem rozbudowywany w zale¿noœci od potrzeb
operatora do 14 parametrów. Do wzbudzenia rejestracji sygna³ów
(„trigger") mo¿liwe jest u¿ycie logicznej kombinacji (i/lub) do 4
parametrów. Parametry wysokoœci piku s¹ zamieniane z analogowych na
cyfrowe przy u¿yciu 16-tobitowych konwerterów obejmuj¹cych 4096
kana³ów fluorescencji (typowo w urz¹dzeniach analogowych 1024).
Cyfrowe przetworniki sygna³u (DSP) pozwalaj¹ na „software'ow¹"
kompensacjê ka¿dej pary z 8 fluorescencji koryguj¹c b³¹d konwersji
sygna³u przez analogowe wzmacniacze logarytmiczne o zakresie 4
dekad. Czêstoœæ generowania kropli mo¿e dochodziæ do 200 kHz, co daje
mo¿liwoœæ sortowania z maksymaln¹ prêdkoœci¹ 70 000 komórek/s.
Proces sortowania na 2 lub 4 populacje jest nadzorowany przez system
SortMaster, który dodatkowo automatycznie dostosowuje „drop delay"
do optymalnej wartoœci w trakcie sortowania. W sytuacji kiedy system
nie jest w stanie skorygowaæ zmian, ³adowanie kropli zostaje wy³¹czone
a sygna³ dŸwiêkowy informuje operatora o koniecznoœci interwencji.
Podobnie jak w analizatorach CyAn akwizycja i analiza danych odbywa
siê w programie Summit pracuj¹cym w systemie Windows NT, z
mo¿liwoœci¹ kompensacji wszystkich par fluorescencji w czasie
rzeczywistym podczas akwizycji, jak i póŸniej podczas analizy. Analiza
mo¿e siê odbywaæ równie¿ „off-line" na innych komputerach PC.

Za³o¿ona na pocz¹tku nowego stulecia nowa kompania oferuje
modu³owe sortery InFlux z mo¿liwoœci¹ rozbudowy do 28 fluorescencji i
szybkoœci¹ sortowania do 100.000 komórek/s na 6 ró¿nych populacji.
Oparty o system Windows NT program przeznaczony jest do kontroli
sortowania i ma raczej ograniczone mo¿liwoœci analizy. Logiczna
kombinacja bramek dopuszcza u¿ycie 32 parametrów. Dobór Ÿróde³
œwiat³a oraz fotopowielaczy odbywa siê na ¿yczenie.

Komercyjne analizatory s³u¿¹ g³ównie do celów diagnostyki klinicznej,
ze szczególnym uwzglêdnieniem diagnostyki onkohematologicznej
(fenotypowanie komórek bia³aczkowych i chloniakowych, analiza
profilu DNA komórek nowotworowych, wykrywanie choroby
resztkowej), oceny subpopulacji limfocytów w ró¿nego typu
niedoborach immunologicznych (wrodzonych i nabytych - w tym
monitorowania poziomu limfocytów CD4 u pacjentów zaka¿onych
wirusem HIV). Oprócz badañ fenotypowych cytometria przep³ywowa
jest wykorzystywana w diagnostyce immunologicznej do oceny funkcji
komórek ¿ernych umo¿liwiaj¹c diagnostykê zabu¿eñ chemotaksji,
fagocytozy czy produkcji rodników tlenowych (deficyt
mieloperoksydazy, przewlek³a choroba ziarniniakowa). Dziêki
cytometrii przep³ywowej mo¿liwa jest równie¿ diagnostyka niektórych
schorzeñ autoimmunizacyjnych, np. badanie obecnoœci autoprzeciwcia³
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przeciwp³ytkowych w ma³op³ytkowoœciach, badanie ekspresji antygenu
CD95 i apoptozy komórek w diagnostyce autoimmunologicznego
zespo³u proliferacji limfocytów (ALPS) (7), a badanie obecnoœci
antygenu HLA B27 mo¿e ujawniæ predyspozycje do okreœlonych
schorzeñ autoimmunizacyjnych. W transplantologii cytometria
przep³ywowa znalaz³a zastosowanie do oznaczania antygenów HLA na
powierzchni komórek dawcy i biorcy, do oceny obecnoœci w surowicy
biorcy przeciwcia³ cytotoksycznych dla komórek dawcy („crossmatch").
Kontrolne badania subpopulacji limfocytów u pacjentów po
przeszczepie daj¹ informacjê o stanie uk³adu immunologicznego
i skutecznoœci terapii immunosupresyjnej. W alergologii
cytofluorymetryczna ocena stopnia degranulacji bazofilów czy analiza
poziomów limfocytów pomocniczych o fenotypie Thl i Th2 pozwala
oceniæ skutecznoœæ terapii odczulaj¹cej. Równie¿ w cytogenetyce dziêki
wykorzystaniu cytometrii przep³ywowej i techniki hybrydyzacji in situ
(FISH) mo¿liwe sta³o siê identyfikowanie mutacji chromosomalnych,
jak np. mikrodelecji 22ql l w zespole DiGeorge'a (8) czy chromosomu
Filadelfia, wystêpuj¹cego u ok. 95% chorych na przewlek³¹ bia³aczkê
szpikow¹ (9).
Coraz wiêkszego znaczenia diagnostycznego nabiera informacja nie
tylko o obecnoœci lub braku okreœlonego markera komórkowego, ale
o jego gêstoœci na powierzchni komórek. Analiza taka jest mo¿liwa po
porównaniu intensywnoœci fluorescencji badanych komórek
z intensywnoœci¹ œwiecenia mikrokuleczek („beads") sprzê¿onych ze
znan¹ ale ró¿n¹ iloœci¹ fluorochromu. Dziêki wprowadzeniu technologii
cyfrowej pomiar gêstoœci markerów komórkowych sta³ siê o wiele
dok³adniejszy. Postêp ten bez w¹tpienia przyczyni siê do
upowszechnienia badania gêstoœci antygenów powierzchniowych
w diagnostyce klinicznej.
Analiza cytofluorymetryczna wykorzystuj¹ca fluorescencjê
mikrokuleczek op³aszczonych przeciwcia³ami monoklonalnymi dla
okreœlonych cytokin lub chemokin, umo¿liwiaj¹c pomiar stê¿enia od
kilku do kilkunastu rozpuszczalnych produktów komórkowych
w pojedynczej próbce materia³u (50 ul) sprawia, i¿ w tego typu badaniach
cytometria wypiera testy immunoenzymatyczne (ELISA).
Niektóre z komercyjnych cytometrów zosta³y zaprojektowane do œciœle
okreœlonych zastosowañ, jak np. cytometry firm: Optoflow
(MICROCYTE) i Fluid Imaging Technologies, Inc. (FlowCAM) s³u¿¹ce
do detekcji, charakterystyki i zliczania mikroorganizmów w wodzie;
cytometry firm: Bentley Instruments (Somacount i Bactocount), Delta
Instruments b. v. (SomaScope i BactoScope) i FOSS Electric A/S
(Fossomatic i BactoScan) s³u¿¹ce do detekcji komórek somatycznych
lub bakterii w mleku; czy cytometr firmy Luminex pozwalaj¹cy na
iloœciow¹ ocenê do 100 ró¿nych antygenów, przeciwcia³ lub
oligonukleotydów w pojedynczej próbce w oparciu o ró¿nice
w intensywnoœci fluorescencji polistyrenowych mikrokuleczek. Równie
szeroko cytometry analizuj¹ce s¹ wykorzystywane w laboratoriach
badawczych, gdzie s³u¿¹ g³ównie do oceny ekspresji antygenów
powierzchniowych i wewn¹trzkomórkowych (cytokiny, hormony),
oceny aktywnoœci wielu enzymów (kinazy, kaspazy), oceny ekspresji
genów lub mRNA dla ró¿nych produktów komórkowych (technika
FISH).
Sortery, dziêki du¿ej wydajnoœci s¹ wykorzystywane do izolacji bardzo
rzadkich komórek, wystêpuj¹cych z czêstoœci¹ l0 -10 , np. erytrocytów
p³odowych w kr¹¿eniu matki, komórek nowotworowych kr¹¿¹cych we
krwi czy komórek modyfikowanych genetycznie. Cytofluorymetryczna
separacjê gamet mêskich z chromosomem X od gamet z chromosomemY
wykorzystuje siê do zap³odnieñ pozaustrojowych, a sortowane komórki
wysp Langerhansa i komórki macierzyste s¹ wykorzystywane do
przeszczepów.

Wspó³czesna cytometria przep³ywowa dziêki mo¿liwoœciom
wieloparametrowej analizy i cyfrowej obróbki sygna³ów jest w stanie
dostarczyæ pe³niejsz¹ charakterystykê badanych populacji
komórkowych. Dziêki wykorzystaniu zjawiska przeniesienia energii
rezonansu (FRET - Fluorescence Resonanse Energy Transfer)
i stworzeniu ca³ej gamy tandemów barwników (g³ównie koniugatów
barwników cyjaninowych (Cy) z fykoerytryn¹ (PE) lub allofykocyjanin¹
(APC) np. PE-Cy5, APC-Cy7), znacznie poszerzy³a siê lista
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Podsumowanie

fluorochromów wzbudzanych œwiat³em lasera niebieskiego (488 nm).
Ten ogromny postêp na pewno przyczyni siê do jeszcze szerszego
wykorzystania cytometrii przep³ywowej zarówno w badaniach
diagnostycznych jak i naukowych.

Powstanie tego opracowania nie by³oby mo¿liwe bez monumentalnej
monografii autorstwa dr Howarda Shapiro „Practical Flow Cytometry"
wyd.4. Wiley-Liss, 2003.

Podziêkowanie
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Zarz¹dzanie  jakoœci¹ w Medycznych Laboratoriach
Diagnostycznych

Iwona Szkop

Zmiany, jakie zachodz¹ w sektorze ochrony zdrowia powoli
uœwiadamiaj¹ nam fakt, ¿e us³ugi medyczne, w tym us³ugi laboratoryjne,
staj¹ siê produktami „na sprzeda¿”, które z jednej strony powinny
spe³niaæ oczekiwania œwiadczeniobiorców, a z drugiej przyczyniaæ siê do
osi¹gania zamierzonego w organizacji efektu ekonomicznego (1).
Przek³adaj¹c tê opiniê na jêzyk medycznego laboratorium
diagnostycznego mo¿emy stwierdziæ, ¿e system pracy w dobrze
zarz¹dzanym laboratorium powinien byæ tak zorganizowany, aby
zapewnia³ jak najszybsze wydanie zleceniodawcy wiarygodnego i
odtwarzalnego wyniku badania, przy relatywnie zminimalizowanych
kosztach jego wykonania. St¹d te¿ coraz istotniejsze znaczenie maj¹
dzia³ania podejmowane przez pracuj¹c¹ w nowoczesnym,
mened¿erskim stylu kadrê kierownicz¹ wielu laboratoriów medycznych,
zmierzaj¹ce do podniesienia jakoœci organizacji pracy, lepszego
wykorzystania posiadanych zasobów materialnych, a w perspektywie
zwiêkszenia udzia³u laboratorium w rynku us³ug medycznych. Niemniej
wszelkie mechanizmy poprawy jakoœci powinny byæ wprowadzane
stopniowo tak, aby daæ szansê i czas na przygotowanie siê personelu do
stawianych wymagañ.

Od lat 50 tych ubieg³ego wieku podstawowym standardem pracy w
ka¿dym licz¹cym siê laboratorium jest spójny system kontroli jakoœci
(QC Quality Control). Nale¿y przyj¹æ, ¿e w odniesieniu do medycznego
laboratorium diagnostycznego wdro¿enie systemu kontroli jakoœci
badañ powinno oznaczaæ co najmniej:
· prowadzenie systematycznej wewn¹trzlaboratoryjnej kontroli jakoœci
(IQC Internal Quality Control) poprzez codzienne oznaczanie próbek
kontrolnych o znanych wartoœciach równolegle do próbek pacjenta oraz
statystycznej ocenie uzyskanych wyników,
· udzia³ w miêdzylaboratoryjnych badaniach porównawczych (EQC
External Quality Assesment) polegaj¹cy na oznaczaniu nades³anych
przez wybrane „laboratorium centralne” materia³ów kontrolnych
i statystycznej analizie porównawczej wyników uzyskanych

EWOLUCJA ZARZ¥DZANIA JAKOŒCI¥ W PRAKTYCE
D Z I A £ A N I A M E D Y C Z N Y C H L A B O R AT O R I Ó W
DIAGNOSTYCZNYCH
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w okreœlonej grupie laboratoriów medycznych.

Stosowane systemy jakoœci
Od lat 50-tych ubieg³ego wieku podstawowym standardem pracy w
ka¿dym licz¹cym siê laboratorium jest spójny

Nale¿y przyj¹æ, ¿e w odniesieniu do medycznego
laboratorium diagnostycznego wdro¿enie systemu kontroli jakoœci
badañ powinno oznaczaæ co najmniej:

- poprzez codzienne
oznaczanie próbek kontrolnych o znanych wartoœciach
równolegle do próbek pacjenta oraz statystyczn¹ analizê
uzyskanych wyników,

-
polegaj¹cy na oznaczaniu nades³anych przez wybrane
„laboratorium centralne” materia³ów kontrolnych oraz
analizie porównawczej wyników uzyskanych w okreœlonej
grupie laboratoriów medycznych.

W po³owie lat 80-tych w wielu placówkach medycznych œwiata
zaczêto wdra¿aæ
który zak³ada, ¿e wszystkie wykonywane w organizacji dzia³ania musz¹
byæ ustalone okreœlonymi procedurami i instrukcjami, a nastêpnie
udokumentowane zapisami, tak aby realizowany produkt/us³uga spe³nia³
okreœlone/przyjête wymagania. W medycznych laboratoriach
diagnostycznych system zapewnienia jakoœci mo¿e byæ budowany m.in.
w oparciu o normy ISO (g³. Europa), rekomendacje NCCLS (USA) lub
zasady GLP (Good Laboratory Practice). Budowanie sprawnego
systemu zapewnienia jakoœci oznacza przede wszystkim niwelowanie
ró¿nic pomiêdzy jakoœci¹ po¿¹dan¹ przez zleceniodawcê, mo¿liw¹ do
realizacji a stanem faktycznym. W odniesieniu do laboratorium
medycznego wdro¿enie systemu zapewnienia jakoœci powinno
oznaczaæ:

d¹¿enie do poprawy jakoœci wyników kontroli wewn¹trz-
i zewn¹trzlaboratoryjnej,
zrozumienie, ¿e dzia³ania w³asne oraz wspó³pracowników
mog¹ byæ niedoskona³e,
r o s n ¹ c e u w r a ¿ l i w i e n i e n a p o t r z e b y k l i e n t ó w
/zleceniodawców,
d¹¿enie do lepszego wykorzystania istniej¹cych zasobów,
czyli obni¿ania kosztów,
sta³¹ kontrolê, czy obni¿anie kosztów nie wp³ynê³o
negatywnie na jakoœæ.

Od po³owy lat 90-tych w placówkach medycznych, g³ównie Europy
Zachodniej, wprowadzany jest

oparty o wymagania norm ISO oraz
techniki statystycznego sterowania jakoœci¹ (2). Termin zarz¹dzanie
jakoœci¹ oznacza taki sposób zarz¹dzania organizacj¹, który w efekcie
koñcowym przynosi korzystne wyniki ekonomiczne, po³¹czone z
mierzaln¹ satysfakcj¹ klientów. W odniesieniu do laboratorium
medycznego wdro¿enie systemu zarz¹dzania jakoœci¹ powinno
oznaczaæ m.in:

mo¿liwie wszechstronn¹ i dog³êbn¹ analizê obszaru dzia³ania
laboratorium, uwzglêdniaj¹c¹ stosowane i planowane metody
badawcze, mo¿liwoœci techniczne i lokalowe, zasoby ludzkie i
finansowe, wymagania i potrzeby rzeczywistych oraz
potencjalnych zleceniodawców,
umieszczenie w centrum uwagi potrzeb klienta
/zleceniodawcy,
wprowadzenie wyrazistego przywództwa, usprawnienie
obiegu informacji,
obci¹¿enie kierownictwa odpowiedzialnoœci¹ za sta³e
doskonalenie systemu skalkulowane z rachunkiem kosztów,
pe³ne zaanga¿owanie pracowników, prze³amywanie barier i
konfliktów interpersonalnych oraz efektywne ich
motywowanie i szkolenie,
u³o¿enie korzystnej wspó³pracy z podmiotami zewnêtrznymi
(g³ównie dostawcami).

Pierwsz¹, przyjêt¹ w krajach Unii Europejskiej norm¹ ISO maj¹c¹

system kontroli jakoœci

system zapewnienia jakoœci

system zarz¹dzania jakoœci¹

(ang. Quality Control).

1. prowadzenie systematycznej wewn¹trzlaboratoryjnej kontroli
jakoœci dla wszystkich metod iloœciowych

2. udzia³ w miêdzylaboratoryjnych badaniach porównawczych
prowadzonych dla metod stosowanych w laboratorium

(ang. Quality Assurance),

(QMS -
Quality Management System),

·

·

·

·

·

·

·

·

·

·

·

zastosowanie w laboratoriach medycznych by³a norma EN ISO/IEC
17025:1999 dotycz¹ca kompetencji laboratoriów badawczych i
wzorcuj¹cych, która zosta³a zatwierdzona jako norma polska w 2001
roku (obecnie obowi¹zuje jej drugie, znowelizowane wydanie z roku
2005). W roku 2003 w krajach Unii opracowano i przyjêto do stosowania
normê EN ISO/IEC 15189 okreœlaj¹c¹ szczególne wymagania dla
laboratoriów medycznych, która zosta³a wydana przez PKN w 2006 r.
Zgodnie z zasadami przyjêtego w Polsce systemu oceny zgodnoœci,
proces akredytacji laboratorium medycznego polega na formalnym
uznaniu przez uprawnion¹, organizacjê zewnêtrzn¹ (w Polsce
wymogi te spe³nia Polskie Centrum Akredytacji), ¿e laboratorium
posiada kompetencje do wykonywania okreœlonych badañ i jest w stanie
zapewniæ im nale¿yt¹ jakoœæ. Warto podkreœliæ, ¿e droga wiod¹ca do
a

daj¹c gwarancje wysokiej jakoœci pracy zdobywa w
naszym kraju coraz wiêksz¹ popularnoœæ.

Najnowsz¹ koncepcj¹ zarz¹dzania organizacj¹, opisan¹
szczegó³owo w normie ISO 9004, jest kompleksowy

Filozofia
TQM, polegaj¹ca na ci¹g³ym doskonaleniu i optymalizacji
poszczególnych zadañ organizacji, opiera siê przede wszystkim na
œwiadomoœci i zaanga¿owaniu ca³ego personelu w osi¹ganiu
zaplanowanego przez kierownictwo, czêsto d³ugofalowego celu. Idea
TQM dotyczy pewnej kultury przedsiêbiorstwa, a nie konkretnych
rozwi¹zañ technicznych. Czêœæ autorów dostrzega mo¿liwoœæ
skutecznego wdra¿ania tej koncepcji w placówkach ochrony zdrowia,
równie¿ w naszym kraju (3).

Koncepcja harmonizacji wyników badañ laboratoryjnych, która
pojawi³a siê pod koniec ubieg³ego wieku, mia³a na celu m.in.
zredukowanie wielkoœci b³êdu systematycznego i ujednolicenie
wyników badañ w okreœlonej grupie laboratoriów, g³ównie w odniesieniu
do problemu ró¿nic w wynikach miêdzylaboratoryjnych badañ
porównawczych. Autorzy wyró¿niaj¹

tworzenie w wybranej grupie laboratoriów stabilnych
systemów analitycznych spe³niaj¹cych okreœlone kryteria
jakoœciowe,
wykonanie serii badañ porównawczych w oparciu o wspólne
kalibratory i materia³y kontrolne, prowadz¹ce do wyliczenia
wspó³czynników korelacji wyrównuj¹cych ró¿nice
systematyczne,
uzgodnienie na próbkach rzeczywistych zakresu wartoœci
referencyjnych, krytycznych i ostrzegawczych (zwykle w tzw.
laboratorium centralnym).

Dotychczasowe próby harmonizacji na skalê miêdzynarodow¹, podjête
m.in. przez IFCC, spotka³y siê z wieloma trudnoœciami, przede
wszystkim ze wzglêdu na brak komutabilnoœci materia³ów kontrolnych i
kalibracyjnych z rzeczywistymi próbkami pacjentów (4). W ostatnich
latach ciekawy i stosunkowo prosty projekt

w 11 laboratoriach medycznych pó³nocno-
wschodniej Rosji (5). Projekt polega³ na synchronizacji rekalibracji
stosowanych w laboratoriach aparatów, bazuj¹cej na materiale
pochodz¹cym od pacjentów (jako punkt odniesienia stosowano
uœredniony wynik uzyskiwany w kilku oznaczanych próbkach). Wed³ug
autorów harmonizacj¹ rozbie¿noœci wyników pomiêdzy
laboratoriami wynosi³y 8-13%, natomiast wprowadzenie harmonizacji w
ca³ym regionie pozwoli³o na zmniejszenie zmiennoœci wyników œrednio
do 4%.

to skupienie maksymalnej iloœci oznaczeñ na 1
jednostce analitycznej pracuj¹cej przy u¿yciu ró¿nych technik
badawczych. oznacza kompleksowe
po³¹czenie wszystkich dzia³añ prowadzonych w laboratorium w jeden
ci¹g³y proces, rozpoczynaj¹cy siê najczêœciej przyjêciem materia³u,
a koñcz¹cy wydaniem wyniku. Tak rozumiana konsolidacja i integracja

niezale¿n¹

kredytacji wykonywanych w laboratorium procedur badawczych
nie jest ³atwa, ale

system
zarz¹dzania przez jakoœæ

NOWE TRENDY W ORGANIZACJI SYSTEMÓW PRACY
MEDYCZNYCH LABORATORIÓW DIAGNOSTYCZNYCH

Harmonizacja wyników badañ

trzy podstawowe etapy procesu
harmonizacji wyników badañ (4):

harmonizacji wyników
badañ zrealizowano

przed

Konsolidacja badañ i integracja laboratorium
Konsolidacja badañ

Integracja laboratorium

(ang. Total Quality Management).

·

·

·
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pracy laboratorium ma na celu:
zmniejszenie ryzyka kontaktu personelu laboratorium
z materia³em potencjalnie zakaŸnym,
zminimalizowanie iloœci b³êdów pope³nianych w fazie
przedanalitycznej,
ograniczenie do minimum czynnoœci wykonywanych
manualnie,
znaczne skrócenie TAT,
obni¿enie kosztów obs³ugi laboratorium.

Jednym ze sposobów na konsolidacjê i integracjê pracy w
laboratorium medycznym sta³y siê w ostatnich latach

które umo¿liwiaj¹ pe³n¹
automatyzacjê etapu przedanalitycznego. Udowodniono, ¿e
konsoliduj¹c i integruj¹c pracê w jedno skomputeryzowane i wysoce
zautomatyzowane laboratorium (w tym wykonywanie wszystkich
zleceñ z 1 próbki), mo¿na istotnie skróciæ czas potrzebny do
wykonywania czynnoœci manualnych przez pracowników fachowych,
znacznie zwiêkszyæ wydajnoœæ pracy bez zwiêkszenia zatrudnienia, a
ponadto skróciæ TAT dla niektórych parametrów o blisko 50% oraz
znacznie obni¿yæ koszty badañ (6, 7).

Wykonywanie du¿ych iloœci badañ w jednym laboratorium
centralnym jest jednym z kierunków rozwoju
nowoczesnej diagnostyki laboratoryjnej, niemniej wystêpuj¹ tu pewne
zagro¿enia dla jakoœci badañ, z których najwa¿niejsze dotycz¹
problemów etapu przedanalitycznego, zwi¹zanych g³ównie
z wyd³u¿onym transportem próbki z miejsca pobrania do
miejscawykonania.
Centralizacja badañ ma jednak niew¹tpliwe zalety w postaci znacznej
redukcji kosztów jednostkowych (tj. kosztów jednego oznaczenia),
poziomu których nie mog¹ „wypracowaæ” laboratoria obs³uguj¹ce
znacznie mniejsz¹ iloœæ zleceniodawców. Z tendencj¹ do centralizacji
us³ug laboratoryjnych wi¹¿e siê pojêcie ,
które oznacza przekazywanie wszystkich lub wybranych procesów
p o m o c n i c z y c h p r z e b i e g a j ¹ c y c h w s z p i t a l u w r ê c e
wyspecjalizowanych zewnêtrznych podmiotów (8). W Polsce
g³ównym powodem wyboru takiej formy korzystania z us³ug
diagnostyki laboratoryjnej jest d¹¿enie dyrektorów szpitali do
zmniejszania nak³adów kapita³owych na badania laboratoryjne oraz
chêæ uwolnienia siê od czêœci obowi¹zków zwi¹zanych z
reorganizacj¹ i zarz¹dzaniem laboratorium medycznym (9).

W obszarze dzia³ania laboratoriów diagnostyki medycznej

, który mo¿e obejmowaæ kilka
ma³ych laboratoriów wykonuj¹cych badania z zakresu odpowiedniego
do miejsca ich dzia³ania oraz potrzeb zleceniodawców, np.
laboratorium na zapleczu sali operacyjnej lub OIOM-u, w oddziale
kardiochirurgii, w izbie przyjêæ.

, który obejmuje badania
wykonywane poza laboratorium, w czasie i miejscu dogodnym dla
pacjenta Badania wykonuje lekarz lub sam
pacjent tylko do w³asnego u¿ytku. Pierwsze badania typu POCT, jako
tzw. testy paskowe, wprowadzono do powszechnego stosowania w
latach 70-tych ubieg³ego wieku. Obecnie czêsto stosowane s¹
specjalne, proste w obs³udze analizatory typu POCT, dzia³aj¹ce
g³ównie w oddzia³ach OIOM-u, które pozwalaj¹ na podejmowanie
szybkich decyzji w stanach nag³ych, np.: glukometry, gazometry,
aparaty do oznaczania markerów sercowych. Z punktu widzenia
jakoœci wyników badañ laboratoryjnych

brak udokumentowanej wiarygodnoœci wyniku badania,
brak ujednoliconego sposobu interpretacji wyniku,
brak formalnej odpowiedzialnoœci za wynik badania.

W wielu laboratoriach medycznych, g³ównie USA,Australii i

·

·

·

·

·

·

·

·

platformy/modu³y analityczne,

Centralizacja i outsourcing

outsourcingu zewnêtrznego

Wykonywanie badañ laboratoryjnych w systemie rozproszonym

mo¿liwe s¹ dwa systemy badañ rozproszonych.

system POCT ma pewne
wady, z których najwa¿niejsze to:

Standaryzacja systemów zarz¹dzania w medycznych
laboratoriach diagnostycznych

(ang. core laboratories)

1. System laboratoriów satelitarnych

2. System POCT (ang. Point of Care Testing)

(ang. bed-side testing).

Nowej Zelandii, standaryzacja metod pracy oparta jest o rodzime
systemy zarz¹dzania, które formu³uj¹ œciœle okreœlone wymagania dla
laboratoriów dzia³aj¹cych na danym terenie, obejmuj¹ce m.in. metody i
procedury dokumentacji badañ, nadzorowania urz¹dzeñ oraz
ujednolicone zasady komunikacji, przep³ywu informacji i wymiany
danych. Przyk³adem tak rozumianej standaryzacji jest doniesienie
dotycz¹ce wyników wspó³pracy 60 laboratoriów z USA (10), z których
70% ma te same, wystandaryzowane metody badañ. Wed³ug autorów
doniesienia

w laboratoriach dzia³aj¹cych w systemie, siêgaj¹ce
ok. 2,5 mln. USD na przestrzeni 4 lat.

Koncepcja zarz¹dzania organizacj¹ realizowana poprzez wdra¿anie
zasad ci¹g³ego doskonalenia, przedstawiona w pierwszej czêœci pracy,
zosta³a w ostatnich latach skutecznie urzeczywistniona w kilku
laboratoriach medycznych na œwiecie, m.in. Hiszpanii i Brazylii (11, 12).
Relacje autorów doniesieñ wskazuj¹ wyraŸnie, ¿e wprowadzanie zasad
TQM ma sens tylko w przypadku dobrze dzia³aj¹cego systemu
zarz¹dzania jakoœci¹ wed³ug ISO 9001 w ca³ej placówce medycznej, w
sk³ad której wchodzi laboratorium. Podkreœla siê równie¿ fakt, ¿e
doskonalenie SZJ jest wa¿nym i przydatnym narzêdziem do
odnajdywania s³abych punktów pracy laboratorium medycznego, co w
efekcie zwiêksza bezpieczeñstwo pacjenta. Natomiast wprowadzenie
z a s a d T Q M n i e z w i ê k s z y ³ o s t o p n i a z a d o w o l e n i a
klientów/zleceniodawców, ani nie poprawi³o istotnych wskaŸników
ekonomicznych w omawianych laboratoriach.

standaryzacja systemów zarz¹dzania spowodowa³a
istotne oszczêdnoœci

Doskonalenie jakoœci wed³ug zasad TQM
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Informujemy osoby ubiegaj¹ce siê o wpis na listê diagnostów
laboratoryjnych, ¿e do wniosku w tej sprawie (do pobrania z naszej strony
www.kidl.org.pl) nale¿y do³¹czyæ:

- kserokopiê pierwszej i drugiej strony dowodu osobistego (potwierdzon¹ za
zgodnoœæ z orygina³em),
-kserokopiê dyplomu ukoñczenia uczelni wy¿szej (potwierdzon¹ za zgodnoœæ z
orygina³em),
- ew. kserokopiê dyplomu specjalizacji lub stopni naukowych (potwierdzone za
zgodnoœæ z orygina³em)
- zaœwiadczenie z zak³adu pracy o zatrudnieniu, a tak¿e dokumenty
potwierdzaj¹ce sta¿ pracy w diagnostyce lab.(œwiadectwo pracy)
- rotê œlubowania,
- oœwiadczenie o niekaralnoœci,
- 2 zdjêcia z lewym profilem o wymiarach 3,5 cm x 4,5 cm,
- Z a œ w i a d c z e n i e o s t a n i e z d r o w i a p o z w a l a j ¹ c e n a
wykonywanie zawodu diagnosty laboratoryjnego (art. 9 ustawy z dnia 27 lipca
2001 r. o diagnostyce laboratoryjnej(tekst jednolity) - Dz.U.04.144.1529)

Zarz¹dzanie  jakoœci¹ w Medycznych
Laboratoriach diagnostycznych



Przypadki Ph (-) i BCR/ABL (-) maj¹ atypowe cechy kliniczne,
szybciej ulegaj¹ progresji i gorzej odpowiadaj¹ na leczenie.
W etiologii CML bierze siê pod uwagê promieniowanie
jonizuj¹ce, ze wzglêdu na czêstsze wystêpowanie u osób które
prze¿y³y wybuch bomby w Hiroshimie i Nagasaki, czêstsz¹
zachorowalnoœæ radiologów i osób po Rtg-terapii. Stwierdzono
te¿ czêstsze wystêpowanie u osób nara¿onych na przewlek³e
dzia³anie benzenu.
CML wystêpuje u 1-1,5 przyp./100000 populacji/rok,
nieznacznie czêœciej u me¿czyzn. Dotyczy chorych w ka¿dym
wieku, szczególnie miedzy 40-60 r. ¿ycia.
W naturalnym przebiegu CML wyró¿nia siê 3 fazy choroby: 1.faza
przewlek³a 2.faza przyspieszenia 3.faza prze³omu blastycznego.
Choroba mo¿e zostaæ rozpoznana w ka¿dej fazie,
czêsto bez objawów klinicznych- w czasie badañ
l a b o r a t o r y j n y c h m o r f o l o g i i k r w i .

stwierdza siê klinicznie powiêkszenie
œledziony. W badaniach laboratoryjnych morfologia krwi wykazuje
ró¿ne stê¿enie Hb: prawid³owe, zmniejszone lub zwiêkszone,
podobnie mo¿e zachowywaæ siê liczba p³ytek krwi. Liczba krwinek
bia³ych jest zazwyczaj zwiêkszona > 50 G/l nawet do 500G/l. W
rozmazie krwi obwodowej wystêpuj¹ wszystkie formy uk³adu
granulocytowego z przewag¹ mielocytów, z obecnoœci¹ eozynofilii
i bazofilii. Dawniej chorobê nazywano bia³aczk¹ mielocytow¹, z
uwagi na przewagê mielocytów w obrazie krwi.
Fosfataza alkaliczna granulocytów (FAG) jest 0 lub niska ( np. 5
j.score, przy normie 35-135 j. score)
Szpik jest bogatokomórkowy, ze zwiêkszeniem odsetka komórek
uk³adu granulocytowego z zachowaniem wszystkich form
rozwojowych, odsetkiem mieloblastów <10%, zwiêkszeniem
megakariocytów natomiast obni¿eniem odsetka uk³adu
czerwonokrwinkowego i limfo-retikularnego.

leukocytoza jest zwiêkszona, œrednio wynosi ~ 170G/l,
komórki uk³adu granulocytowego s¹ w ró¿nych fazach
dojrzewania, z pikami wzrostu w miejscu mielocytów i form
podzielonych. Blasty stanowi¹ zwykle 2% komórek, mo¿e byæ
obecna bazofilia oraz eozynofilia, odsetek monocytów jest zwykle
<3%, a ich bezwzgledna liczba nie przekracza normy (<0,950 G/l),
p³ytki krwi s¹ prawid³owe lub zwiêkszone do 1000G/l, wystêpuje
³agodna niedokrwistoœæ.
Szpik jest bogatokomórkowy, blasty w szpiku s¹ <10% , zwykle
stanowi¹ mniej ni¿ 5% komórek. Megakariocyty s¹ mniejsze ni¿
prawid³owe, o mniejszej liczbie j¹der komórkowych. Ich odsetek
w szpiku jest prawid³owy lub obni¿ony, natomiast u 40-50%
chorych wystêpuje umiarkowana proliferacja megakariocytów
Uk³ad erytroblastyczny jest zredukowany. U 40% chorych jest
zwiêkszona iloœæ w³ókien retikulinowych przy rozpoznaniu,
koreluje z liczb¹ megakariocytów, wielkoœci¹ œledziony i
stopniem niedokrwistoœci. U niektórych chorych wzrasta liczba
granulocytów kwasoch³onnych. U 30% chorych mog¹
wystêpowaæ komórki pseudo- Gaucher'a (foamy cells) i barwi¹ce
siê na niebiesko histiocyty (see-blu), pochodz¹ce z
nowotworowego klonu.

=
akceleracji
Poprzednie kryteria diagnostyczne wyró¿nia³y fazê
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%, p³ytki krwi <100G/l lub >1000 G/l,
lub Hb <10g%, wystêpowa³o w³óknienie kolagenowe szpiku,
pojawi³y siê nowe anomalie cytogenetyczne, powiêkszy³a siê
œledziona mimo wczeœniejszej normalizacji lub czas podwojenia
krwinek bia³ych <5 dni. Do rozpoznania fazy akceleracji
wystarczy³o spe³nienie jednego z wymienionych cech
diagnostycznych.

W fazie przewlek³ej

Wg WHO

Przewlek³a bia³aczka szpikowa faza przyspieszenia
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Przewlek³e zespo³y mieloproliferacyjne ( chronic myeloproliferative
diseases- CMPD)-  charakterystyka, klasyfikacja i cechy

diagnostyczne.

Dr hab.n.med. Jadwiga Nowicka

Katedra i Zak³ad Analityki Medycznej,
d. Klinika Hematologii, Nowotworów Krwi i Transplantacji Szpiku

Akademia Medyczna we Wroc³awiu.

CMPD s¹ chorobami komórki pnia charakteryzuj¹cymi siê rozrostem jednej
lub wiêcej linii mieloidalnej np. erytroidalnej, granulocytowej,
megakariocytowej z zachowanym dojrzewaniem komórek, co sprawia, ¿e
wzrasta liczba granulocytów, erytrocytów i p³ytek krwi zarówno w szpiku
jak we krwi obwodowej. Wystêpuj¹ u 6-9 osób na 100000/rok, w
przewa¿aj¹cej liczbie u osób doros³ych, najczêœciej miêdzy 50-70 rokiem
¿ycia. Jedn¹ z cech charakterystycznych dla CMPD jest ró¿nego stopnia
w³óknienie szpiku, które mo¿e postêpowaæ. Megakariocyty i monocyty
produkuj¹ce i uwalniaj¹ce liczne czynniki wzrostu jak transformuj¹cy
czynnik wzrostu- (TGF- ), p³ytkowo pochodny czynnik wzrostu ( PDGF),
czynnik wzrostu fibroblastów (FGF) stymuluj¹ nie nowotworowy rozrost
fibroblastów a te produkuj¹ w³ókna retikulinowe i kolagenowe odk³adane w
podœcielisku szpiku. CMPD wykazuj¹ ewolucjê przebiegu klinicznego, co
jest wa¿n¹ cech¹ charakteryzuj¹c¹ nie tylko przebieg kliniczny ale t³umacz¹
zmiany w badaniach laboratoryjnych. Ju¿ w r.1951 badacz chorób
mieloproliferacyjnych - Wiliam Damesheck dowiód³, ¿e s¹ to choroby
komórki pnia oraz zwróci³ uwagê na mo¿liwoœæ przejœcia jednej choroby w
drug¹ oraz przejœcia przewlek³ego w ostry zespó³ mieloproliferacyjny.
Warunkuje to koniecznoœæ œledzenia objawów chorobowych oraz wyników
badañ laboratoryjnych, które te zmiany wyprzedzaj¹.
CMPD dawniej dzielono na 1. czerwienicê prawdziw¹, 2. przewlek³¹

bia³aczkê szpikow¹, 3. nadp³ytkowoœæ samoistn¹, 4. zw³óknienie szpiku.

â â

Aktualny
obejmuje szersz¹ grupê schorzeñ o okreœlonych kryteriach

diagnostycznych jak:
(chronic myelogenous leukemia -

)
(chronic

neutrophilic leukemia - )
(chronic eosinophilic leukemia -

) i zespó³ hipereozynofilowy (hypereosinophilic syndrome-HES)
(polycythemia vera- )

(chronic idiopathic myelofibrosis -
)

(essential thrombocythemia- )
(chronic

myeloproliferative disease, unclassifiable- )
stanowi ok. 20% wszystkich

bia³aczek. Jest to choroba komórki pnia- przewlek³y zespó³
mieloproliferacyjny dotycz¹cy w przewadze linii granulocytowej. W 95%
przypadków jest obecny chromosom Philadelfia translokacja d³ugich
ramion chromosomów 9 i 22 -t(9;22)(q34;q11) i/ lub fuzja genu
BCR/ABL. W wyniku tej translokacji z chromosomu 9 zostaje
przeniesiony gen ABL w miejsce z³amañ na chromosomie 22 i powstaje
gen- hybryda BCR/ABL. Miejsce z³amania genu BCR dotyczy najczêœciej
obszaru okreœlanego jako major breakpoint claster region (M-bcr). U 98%
chorych na CML egzon genu BCR b2 lub b3 ³¹czy siê z egzonem a2 genu
ABL i powstaj¹ce transkrypty b2/a2 i b3/a2 s¹ odpowiedzialne za
kodowanie bia³ka o masie 210 kDa zwanego p210 o aktywnoœci kinazy
tyrozynowej. W ostrej bia³aczce limfoblastycznej (ALL) u 50% doros³ych i
80% dzieci z obecnoœci¹ dodatniego chromosomu Ph miejsce z³amania
znajduje siê w miejscu zwanym minor- breakpoint claster-region, a
powstaj¹cy transkrypt e1a2 koduje bia³ko 190p.W trzeciej izoformie genu
BCR/ABL miejsce z³amania genu BCR jest zlokalizowane miêdzy
egzonem e19 i e20 w BCR, a produktem transkryptu jest bia³ko p 230. W
czêœci przypadków z Ph- chromosomem mo¿na wykryæ wy³¹cznie fuzje
genu BCR/ABL metod¹ molekularn¹. Wykrycie mo¿e nast¹piæ drog¹

podzia³ przewlek³ych zespo³ów mieloproliferacyjnych wg
WHO

Przewlek³a bia³aczka szpikowa
CML

Przewlek³a bia³aczka granulocytowa=neutrofilowa
CNL

Przewlek³a bia³aczka eozynofilowa
CEL /

Czerwienica prawdziwa PV
Przewlek³a samoistna mielofibroza

CIM
Nadp³ytkowoœæ samoistna ET
Przewlek³a choroba mieloproliferacyjna niesklasyfikowana

CMPD U
Przewlek³a bia³aczka szpikowa- CML
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hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ (FISCH) j¹der komórkowych w
interfazie, rearan¿acji genu BCR metod¹ Southern blotting, typ transkryptu
genu BCR/ABLmetod¹ RT-PCR oraz iloœæ metod¹ RQ-PCR.
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Wg WHO kryterium fazy akceleracji

P r z e w l e k ³ a b i a ³ a c z k a s z p i k o w a f a z a p r z e ³ o m u
blastycznego=kryzy blastycznej

Wg WHO prze³om blastyczny

W cytochemii

Badanie cytogenetyczne:

Immunofenotypowanie

jest nastêpuj¹ce
(do rozpoznania wystarczy jedna cecha):

blasty 10-19% we krwi obwodowej i/lub szpiku,
bazofile we krwi obwodowej >=20%,
utrzymuj¹ca siê ma³op³ytkowoœæ <100G/l) niezale¿na od leczenia

lub utrzymuj¹ca siê nadp³ytkowoœæ (>1000G/l) nie odpowiadaj¹ca na
leczenie,

wzrastaj¹ca wielkoœæ œledziony i wzrastaj¹ca liczba krwinek bia³ych
mimo leczenia,

cytogenetyczne dowody wzrostu klonalnego tj pojawienie siê
dodatkowych aberacji, których nie stwierdzano przy rozpoznaniu.
W fazie akceleracji s¹ widoczne cechy dysplazji, szczególnie
wystêpuj¹ dysplastyczne megakariocyty, mog¹ byæ cechy dysplazji
linii granulocytowej i erytroblastycznej.
Proliferacja dysplastycznych megakariocytów w postaci skupisk z
towarzysz¹cym w³óknieniem retikulinowym i kolagenowym mo¿e
sugerowaæ fazê akceleracji.

wg wczeœniejszych kryteriów
rozpoznawano gdy:
Blasty we krwi obwodowej lub w szpiku >30%, lub blasty +
promielocyty we krwi >30%,
lub blasty + promielocyty w szpiku >50%, lub wystêpowa³o
nacieczenie blastyczne narz¹dów pozaszpikowych ( prze³om
pozaszpikowy).
Transformacja blastyczna jest w 2/3 mieloidalna ( szpikowa), w 1/3
limfoblastyczna.

nale¿y rozpoznaæ gdy:
blasty >= 20% we krwi obwodowej lub szpiku lub wystêpuje

pozaszpikowa proliferacja blastów lub s¹ obecne
du¿e ogniska blastów w szpiku.

W 70% kryza jest mieloidalna, mo¿e prezentowaæ blasty podobne do
wystêpuj¹cych w ró¿nych typach ostrych bia³aczek wg FAB z
obecnoœci¹ mieloblastów w ró¿nym stadium dojrzewania,
monoblastów, erytroblastów , megakarioblastów ze zwiêkszeniem
lub bez zwiêkszenia odsetka form kwaso- i zasadoch³onnych. U 20-
30% chorych wystêpuje prze³om limfoblastyczny o morfologii L1 lub
L2. Rzadko mo¿e wyst¹piæ naprzemiennie prze³om mielo- i
limfoblastyczny. W niektórych przypadkach komórki blastyczne s¹
bardzo m³ode lub heterogenne st¹d do ich w³aœciwego
zakwalifikowania konieczne jest immunofenotypowanie.
Pozaszpikowa lokalizacja prze³omu blastycznego czêsto dotyczy
skóry, wêz³ów ch³onnych, œledziony i centralnego uk³adu nerwowego
(CNS), mo¿e byæ mieloidalna lub limfoidalna. Mo¿e ona dotyczyæ
równie¿ niektórych miejsc w koœciach w postaci guzów, podczas gdy
pozosta³y szpik wskazuje na fazê przewlek³¹. Blasty nale¿y odró¿niæ
od miejsc dominacji promielocytów i mielocytów wokó³ beleczek
kostnych i wokó³ naczyñ w fazie przewlek³ej.
Jak widaæ klasyfikacja faz CML uleg³a znacznej zmianie.

aktywnoœæ FAG jest niska w fazie przewlek³ej, mo¿e
byæ nadal niska lub podwy¿szyæ siê do granic prawid³owych w fazie
prze³omu blastycznego. Pozosta³e reakcje cytochemiczne zale¿¹ od
rodzaju prze³omu blastycznego i zachowuj¹ siê analogicznie do
reakcji w ostrych bia³aczkach.

u 80% chorych pojawiaj¹ siê ( oprócz Ph+)
dodatkowe aberacje cytogenetyczne.

. S³aba expresja antygenów wystêpuj¹cych
w prawid³owych granulocytach jak CD15, HLA DR. W fazie
balstycznej w mieloblastach jest brak lub s³aba aktywnoœæ
mieloperoxydazy (MPO), w przypadku prze³omu mielo-
monoblastycznego- CD13, CD14, CD15, CD33, w megakariocytach-
CD41, CD61, w przypadku rozrostu erytroblastów -obecnoœæ
glikoforyny,reakcji PAS na glikogen i hemoglobiny A. Komórki
blastyczne mog¹ wykazywaæ obecnoœæ jednego lub wiêcej
antygenów limfoidalnych. W przypadkach kryzy blastycznej B
komórkowej wystepuj¹ dodatnie CD10, CD19, CD34, obecnoœæ TdT.
Przy obecnoœæi antygenów limfoblastycznych mo¿e wystêpowaæ
koekspresja jednego lub wiêcej antygenów mieloidalnych. Rzadko
immunofenotyp mo¿e siê zmieniaæ w kolejnej kryzie z
mieloblastycznego na limfoblastyczny i odwrotnie.
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W wyniku leczenia dojœæ mo¿e do ca³kowitej remisji hematologicznej,
charakteryzuj¹cej siê prawid³owym rozmazem krwi obwodowej i
szpiku.
Ca³kowita remisja cytogenetyczna polega na ca³kowitym braku
obecnego przed leczenie chromosomu Ph, natomiast ca³kowita remisja
molekularna polega na ca³kowitym braku fuzji genu BCR/ABL,
obecnego przed leczeniem na podstawie analizy co najmniej 20 metafaz.

Cechuje siê klonaln¹ proliferacj¹ dojrza³ych granulocytów. Jest rzadk¹
chorob¹ wystêpuj¹c¹ >60 roku ¿ycia. Charakteryzuje siê klinicznie
znacznym powiêkszeniem w¹troby i œledziony, w badaniach
laboratoryjnych zmianami we krwi obwodowej i szpiku.
Cechy diagnostyczne:

W krwi obwodowej: leukocytoza >=25G/l, granulocyty z j¹drem
pa³eczkowanym i podzielonym stanowi¹ >80% bia³ych krwinek,
niedojrza³e granulocyty <10%, mieloblasty <1%, monocyty <1G/l.
Neutrofile czêsto zawieraj¹ toksyczne ziarnistoœci, nie ma cech
dysplazji uk³adu granulocytowego.

Szpik: bogatokomórkowy, mieloblasty <5%, krwinki bia³e i p³ytki
krwi morfologicznie zwykle s¹ prawid³owe,

Ph(-), BCR/ABL(-),
nale¿y wykluczyæ inne zespo³y mieloproliferacyjne oraz zespól

mielodysplastyczny i MDS/MPS.
jest podwy¿szona, podobnie jak w odczynach

bia³aczkowych, brak innych anomalii cytochemicznych.
u 90% kariotyp prawid³owy, u pozosta³ych mo¿e

wystêpowaæ: + 8, +9, del(20q), del (11q).
W czasie choroby nie stwierdza siê wzrostu odsetka mieloblastów i
promielocytów, lecz wzrasta odsetek mielocytów i dojrza³ych
granulocytów szpiku. Stosunek uk³adu erytroblastycznego do
granulocytowego mo¿e wynosiæ jak 1: 20. Rzadko wystêpuje
w³óknienie retikulinowe w szpiku.

arunkiem rozpoznania espo³u hipereozynofilowego jest
utrzymywanie siê eozynofilii
1,5G/l przez 6 miesiêcy, natomiast przewlek³¹ bia³aczkê eozynofilow¹
rozpoznaje siê gdy eozynofilii >1,5G/l towarzysz¹ mieloblasty we krwi
obwodowej 2%-<20%, w szpiku >5-19%. W obrazie krwi i szpiku
istnieje przewaga dojrza³ych granulocytów kwasoch³onnych, które
mog¹ wykazywaæ hipersegmentacjê lub hiposegmentacje j¹der, w
cytoplaŸmie ziarnistoœci kwasoch³onne mog¹ byæ ubogie z obecnoœci¹
jasnych, pozbawionych ziarnistoœci pól. Eozynofile mog¹ byæ wiêksze,
niekiedy z obecnoœci¹ w cytoplaŸmie wodniczek. Ró¿nicowanie form
kwasoch³onnych jest ju¿ widoczne w promielocytach, jakkolwiek
promielocyty kwasoch³onne i mielocyty kwasoch³onne mog¹ nie byæ
liczne. Eozynofilii mo¿e towarzyszyæ neutrofilia, w niektórych
przypadkach mo¿e wystêpowaæ monocytoza i bazofia. Czynnikiem z³ej
prognozy jest obecnoœæ cech dysplazji w zakresie innych linii
komórkowych.

: W CEL chromosom Ph (-),
brak fuzji genu BCR/ABL. W przypadku obecnoœci Ph+ i /lub
BCR/ABL+ nale¿y zakwalifikowaæ jako CML z eozynofili¹.W CEL
wystepuj¹ anomalie cytogenetyczne dotycz¹ce chromosomu 8 jak : +8,
t(8;13), t(8;9),t(6;8) oraz chromosomu 5 jak: t(5;11), t(2;5), t(5;12).
W 15% przypadków wystêpuje gen FIP1L1/PDGFRA.

w górnej granicy normy(>100j.score)
wiele schorzeñ w przebiegu których wystêpuje

eozynofilia.
1.Wykluczyæ przyczyny reakcji eozynofilowych wtórnych do:
alergii
chorób paso¿ytniczych
chorób infekcyjnych
chorób p³uc ( zespó³ Loeflera,” hypersensitiv pneumonitis”)

Ocena remisji w CML

Przewlek³a bia³aczka granulocytowa=neutrofilowa (CNL) wg
WHO

Aktywnoœæ FAG

Cytogenetyka :

P r z e w l e k ³ a b i a ³ a c z k a e o z y n o f i l o w a ( C E L ) / z e s p ó ³
h i p e r e o z y n o f i l o w y ( H E S ) w g W H O
W z

Badania cytogenetyczne i molekularne

FAG
Nale¿y wykluczyæ
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2. Wykluczyæ odczynow¹ eozynofiliê w przebiegu:
ch³oniakówT komórkowych, mycosis fungoides, zespo³u

Sezary'ego, ostrej bia³aczki limfoblastycznej/ch³oniaka
limfoblastycznego, mastocytozy.
3. Wykluczyæ choroby nowotworowe z eozynofili¹:
przewlek³¹ bia³aczkê szpikow¹ (MLC),ostr¹ bia³aczke szpikow¹ (

MLA), typ M4eo, typ M2eo , inne choroby jak: czerwienica
prawdziwa ( PV), nadp³ytkowoœæ samoistna (TE), przewlek³a
idiopatyczna mielofibroza (CIMF), zespó³ mielodysplastyczny (
MDS).
4.Wykluczyæ rozrost populacji limfocytów T i klonalny rozrost z
n i e p r a w i d ³ o w y m f e n o t y p e m C D 3 + / C D 4 - / C D 8 - l u b
CD3+/CD4+/CD8-.

jest zespo³em
mieloproliferacyjnym wywo³anym klonalnym rozrostem
hematopoetycznej komórki pnia, cechuj¹cym siê wzrostem produkcji
krwinek czerwonych niezale¿nym od mechanizmów reguluj¹cych
erytropoezê.
Zapadalnoœæ roczna wynosi 2,5/100000 ludzi/rok, miêdzy 40 i 80
rokiem ¿ycia, z nieznaczn¹ przewag¹ u kobiet.

rozró¿nia siê 2 fazy choroby. 1. policytemiczna faza w
której krwinki czerwone s¹ normocytowe, normochromiczne, w
przypadku krwotoków np.z przewodu pokarmowego ( z powodu
sk³onnoœci do choroby wrzodowej ) mog¹ byæ hipochromiczne i
mikrocytowe. Czasami s¹ obecne m³ode granulocyty, lecz komórki
blastyczne nie wystêpuj¹.. U >50% chorych wystêpuje zwiêkszona
liczba p³ytek krwi. Szpik jest bogato komórkowy w którym bogaty jest
uk³ad czerwonokrwinkowy, granulocytowy, megakariocytowy( co
okreœlane jest jako panmyelosis),st¹d nie ma przesuniec w odsetku
poszczególnych uk³adów. Szczególnie rzuca siê w oczy zwiekszenie
megakariocytów, które tworz¹ ma³e i du¿e zgrupowania komórek
wokó³ zatok szpikowych. Megakariocyty maj¹ podzielone j¹dra, nie
wykazuj¹ cech dysplazji. U 30% chorych s¹ obecne w szpiku ró¿nego
stopnia cechy zw³óknienia. U 95% chorych w szpiku jest ujemna
reakcja na Fe. 2.faza zejœciowa („spent”) okreœlana te¿ jako po
policytemiczna mielofibroza i „ post polycytemic myeloid metaplasia
(PPMM)”. W fazie tej liczba krwinek czerwonych normalizuje siê i
zmniejsza, wystêpuje poikilocytoza, krwinki w kszta³cie ³ez. W szpiku
obecne s¹ w³ókna retikulinowe i kolagenowe. Komórkowoœæ szpiku
jest ró¿na, czêsto obni¿ona, erytropoeza i garnulopoeza zmniejszona.
Wystêpuj¹ grupy dysmorficznych megakariocytów. Funkcjê
krwiotwórcz¹ przejmuje powiêkszaj¹ca siê w wyniku pozaszpikowej
hematopoezy œledziona, w której wystêpuje linia erytroblastyczna,
granulocytowa i megakariocytowa. Megakariocyty s¹ obecne w
zatokach œledziony. Wzrasta liczba niedojrza³ych komórek,
mieloblasty zarówno we krwi obwodowej jak szpiku stanowi¹ <10%
komórek.

: nie stwierdza siê obecnoœci Ph ani fuzji genu
BCR/ABL.U 10-20% chorych wystepuje +8, +9.

wykaza³y, ¿e u >80% chorych wystêpuje na
poziomie komórki hematopoetycznej obecnoœæ mutacji genu kinazy
tyrozynowej -JAK 2 V617F w wyniku czego powstaje nieprawidlowy
enzym z fenyloalanin¹ zamiast waliny w poz.617, ten ³¹czy siê z
wewn¹trzkomórkow¹ domen¹ receptora EPO tworz¹c kompleks
EPO-R JAK2. Ulega on autofosforyzacji oraz wp³ywa na inne kinazy
tyrozynowe powoduj¹c ich fosforyzacjê z nastêpow¹ aktywacja dróg
przekazywania sygna³u wewn¹trzkomórkowego, co jest przyczyn¹
nadwra¿liwoœci na dzia³anie cytokin ( SCF, IL-3,GM-CSF, EPO) i
skutkuje mieloproliferacj¹. Mutacjê genu JAK 2 V617F wykazano
równie¿ u ok. 50% chorych na mielofibrozê i u 25-50% chorych na
nadp³ytkowoœæ samoistn¹.

obejmuj¹ kryteria wiêksze (A) i
kryteria mniejsze (B)
Rozpoznanie czerwienicy stawia siê w przypadku gdy obecne s¹
A1+A2 + którykolwiek 1 zA

lubA1+A2+ 2 którekolwiek z B.
A1 zwiêkszenie masy krwinek czerwonych >25% ponad œredni¹ lub
Hb > 18,5g% u mê¿czyzn i Hb >16,5g% u kobiet

Czerwienica prawdziwa (PV)

Wg WHO

Cytogenetyka

Badania molekularne

Kryteria rozpoznania wg WHO
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A2 wykluczenie przypadków czerwienicy wtórnej w tym: rodzinn¹
oraz wtórn¹ do zwiêkszenia erytropoetyny (EPO)

A3 powiêkszenie œledziony
A4 obecnoœæ klonalnych genetycznych nieprawid³owoœci innych

ni¿ chromosom Ph lub fuzja genu BCR/ABL
A5 Wzrost endogenny kolonii erytroidalnych in vitro
B1 Nadp³ytkowoœæ > 400G/l
B2 liczba krwinek bia³ych >12G/l
B3 trepanobiopsja wykazuje wzrost wszystkich elementów

komórkowych szpiku z przewag¹ uk³adu erytroblastycznego i
megakariocytów

B4 niskie stê¿enie EPO w surowicy.

Erytropoetyna ( )- dane podstawowe.
Glikoproteid o masie cz¹steczkowej 36kD,
Gen koduj¹cy EPO w chromosomie 7q11-q22, z³o¿ony z 5

eksonów i 5 intronów
W ¿yciu p³odowym EPO jest wytwarzana w w¹trobie, w poza

p³odowym g³ównie w nerkach -90%, w w¹trobie-10%. Stopieñ
produkcji EPO jest regulowany stopniem utlenowania krwi.

Stê¿enie EPO u zdrowych wynosi15-30 j/l
W ci¹gu doby z moczem wydala siê 2j EPO
Receptory dla EPO na komórkach szeregu erytroidalnego g³ównie

na BFU-E, CFU-E, proerytroblastach i erytroblastach.
W nadkrwistoœci wtórnej jest nadmiar EPO!

Polycythemia Vera Study Group z r.2005
uwzglêdnia w kryteriach diagnostycznych mutacjê genu JAK 2
V617F a tak¿e uwzglednia Ht jako cechê diagnostyczn¹, ogranicza
do 4. kryteria grupy A. Zamiast liczby krwinek bia³ych bierze siê pod
uwagê wy³¹cznie granulocyty i ich wzrost u palaczy tytoniu. Nie
bierze siê pod uwagê trepanobiopsji, a w jej miejsce ponownie
uwzglêdnia siê splenomegaliê tym razem w badaniu obrazowym.
Warunki rozpoznania czerwienicy prawdziwej ( A1+A2 +
którykolwiek 1 z A lub A1+A2+ 2 którekolwiek z B) nie uleg³y
zmianie.

A1 zwiêkszenie masy krwinek czerwonych >25% ponad œredni¹ lub
HT >=56% u kobiet
i HT >=60% u mê¿czyzn,
A2 wykluczenie przypadków czerwienicy wtórnej ( prawid³owa
saturacja O krwi têtniczej, brak wzrostu endogennej EPO.
A3 powiêkszenie œledziony obecne w badaniu palpacyjnym
A4 obecnoœæ mutacji genu JAK 2 V617F w komórkach
hematopoetycznych
B1 nadp³ytkowoœæ > 400G/l
B2 liczba granulocytów> 10G/l, u palaczy tytoniu >12,5G/l
B3 splenomegalia w badaniu obrazowym
B4 niskie stê¿enie endogennej EPO lub wzrost samoistny kolonii
erytoidalnych.

A2 wykluczenie czerwienicy wtórnej

EPO

Najnowsza klasyfikacja

2
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Przewlek³a samoistna mielofibroza- CIM

Cechy diagnostyczne

Wg WHO

:
rozrostowi klonu macierzystych komórek hematopoetycznych

towarzyszy wzrost cytokin (g³ównie IL-8) które wp³ywaj¹ na
zwiêkszenie odsetka nieprawid³owych megakariocytów i wraz z
monocytami produkuj¹ transformuj¹cy czynnik wzrostu

³ytkopochodny czynnik wrostu (PDGF), czynnik wzrostu
fibroblastów (FGF), stymuluj¹ proliferacjê fibroblastów, a te w³ókna
retikulinowe i kolagenowe odk³adane w podœcielisku w miejscu
prawid³owego krwiotworzenia. Doprowadza to do ognisk
krwiotworzenia w miejscach poza szpikiem jak œledziona i w¹troba-
które sprawowa³y tê funkcjê w ¿yciu p³odowym.

zale¿¹ od fazy choroby; charakterystyczny jest
leukoerytroblastyczny obraz krwi obwodowej z poikilocytoz¹
krwinek czerwonych, charakterystycznymi krwinkami w kszta³cie ³ez
(dakrocyty,lakrimocyty) i powiêkszenie œledziony.
Leukocytoza najczêœciej 20-50G/l z odm³odzeniem do mieloblasta.

Liczba p³ytek prawid³owa, obni¿ona lub zwiêkszona, mog¹ byæ
obecne p³ytki olbrzymie
Szpik trudny do uzyskania poprzez aspiracjê, czêsto tzw. sucha
punkcja.
Trepanobiopsja- jest podstaw¹ rozpoznania. Wczeœniejsza
klasyfikacja mielofibrozy wyró¿nia³a:
fazê pocz¹tkow¹ ze zwiêkszeniem komórek uk³adu
erytroblastycznego, granulocytowego i megakariocytowego,
zwiêkszeniem fibroblastów i w³ókien retikulinowych; fazê drug¹ ze
zmniejszeniem komórkowoœci szpiku, ma³ymi koloniami
erytroblastycznymi i granulocytowymi, dystroficznymi
megakariocytami, gêstymi w³óknami retikulinowymi, obecnoœci¹
zw³óknienia koagenowego, pojawienie siê nowych ognisk kostnienia;
fazê koñcow¹: ze zredukowaniem tkanki szpikowej, nielicznymi
dystroficznymi megakariocytami, zajeciem miejsc zw³óknienia przez
kostnienie. W badaniach radiologicznych odpowiada tej fazie
zwê¿enie szpar szpikowych.
Inne badania: aktywnoœæ FAG : prawid³owa lub zwiêkszona,
hiperurikemia.

Przewlek³a idiopatyczna mielof ibroza
( C I M F ) d z i e l i s i ê n a 2 f a z y c h o r o b y .
Faza przedzw³óknieniowa charakteryzuje siê brakiem lub
nieznacznym powiêkszeniem œledziony i/ lub w¹troby.
Hematologiczne parametry s¹ ró¿ne, lecz czêsto we krwi obwodowej
wystêpuje nieznaczna niedokrwistoœæ z poikilocytoz¹ i z nielicznymi
lub brakiem krwinek w kszta³cie ³ez, s¹ obecne erytroblasty.
Leukocytoza jest nieznacznie podwy¿szona z obecnoœci¹
metamielocytów, granulocytów z j¹drem pa³eczkowatym i
podzielonym, mieloblastami które stanowi¹ <10% komórek.
Szpik: Pocz¹tkowo bogatokomórkowy . Uk³ad erytroblastyczny jest
zredukowany. Bogaty uk³ad grnulocytowy i megakariocytowy.
Nieprawid³owe megakariocyty, przylegaj¹ do beleczek i zatok
szpikowych. Megakariocyty w CIM wykazuj¹ najwiêksze zmiany
spoœród innych chorób mieloproliferacyjnych; mog¹ tworzyæ
skupiska, s¹ du¿e i ma³e, z j¹drami w kszta³cie „chmur” lub
„balonów”. W³óknienie retikulinowe jest minimalne lub nieobecne.
Wystêpuje proliferacja naczyñ w szpiku i guzki limfoidalne widoczne
w
Faza zw³óknienia w tej fazie diagnozowanych jest 70-80% z CIM.
Hematologicznie wystêpuje niedokrwistoœæ, leukoerytroblastyczny
obraz krwi, liczne krwinki w kszta³cie ³ez .Liczba krwinek bia³ych
mo¿e byæ prawid³owa , obni¿ona lub podwy¿szona, nawet znacz¹co.
Cechy dysgranulopoezy wystêpuj¹ rzadko, lecz œwiadcz¹ o
transformacji w fazê bardziej agresywn¹. Odsetek mieloblastów jest
niewielki, lecz gdy wynosi 10-19% œwiadczy o przyspieszeniu , gdy
20% i wiêcej o fazie blastycznej. Liczba p³ytek mo¿e byæ niska lub
wysoka, mog¹ wystêpowaæ skupiska p³ytek i mog¹ byæ obecne
kr¹¿¹ce j¹dra megakariocytów, fragmenty megakariocytów lub mikro
megakariocyty. Szpik: punkcja- najczêœciej tzw. „sucha”, bez
materia³u

W trepanobiopsji wystêpuj¹ miejsca niedojrza³ych komórek,
jednak¿e odsetek mieloblastów <10%. Charakterystyczna jest

â (TGF â),
p

¼ badanych trepanobiopsji.
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zwiêkszona liczba poszerzonych zatok szpikowych w których
obecna jest hematopoeza. Nietypowe megakariocyty s¹ czêsto
znacz¹cym elementrm szpiku. Czasami szpik traci hematopoetyczne
elementy i sk³ada siê z w³okien retikulinowych i kolagenowych z
ma³ymi wyspami prekursorów hematopoezy usytuowanymi
wewn¹trz zatok. Wystêpuj¹ ogniska nowotworzenia koœci w postaci
nieregularnych, pogrubia³ych beleczek, które mog¹ stanowiæ ponad
50% objêtoœci szpiku.
Pozaszpikowa hematopoeza wystêpuje w zatokach œledziony i
w¹troby, z przewag¹ megakariocytów, czerwona miazga wykazuje
zw³óknienie, w w¹trobie zw³óknienie i marskoœæ

- nie stwierdza siê nieprawid³owoœci.
Chromosom Ph (-), BCR/ABL(-). Zaburzenia

chromosomalne wystêpuj¹ u ok. 60% chorych, czêsto powtarza siê
delecja del(13q),del (20q).

u 35-50% chorych wykazuj¹ mutacjê genu
JAK2 V617F oraz u niektórych chorych zwiêkszenie ekspresji genu
PRV-1.

Charakterystyka- klonalny zespó³ mieloproliferacyjny z zajêciem
linii megakariocytów. Po³owa chorych przy rozpoznaniu (
laboratoryjnym) nie wykazuje zmian klinicznych. U po³owy chorych
wystêpuje powiêkszenie œledziony i u 15-20% w¹troby. U 20-50%
chorych mog¹ wyst¹piæ epizody zakrzepowe i/lub krwotoczne.
Roczna zapadalnoœæ wynosi 2/100000/rok, g³ównie miêdzy 50-60
rokiem ¿ycia, podobna u obu p³ci. W m³odszym wieku przewa¿aj¹
kobiety. Okres prze¿ycia wynosi 10-15 lat, dramatyczny wzrost
liczby p³ytek rokuje Ÿle. Etiologia jest nieznana. Rzadko opisywane
jest rodzinne wystêpowanie. Sporadycznie ma miejsce tranformacja
w ostr¹ bia³aczkê lub zespó³ mielodysplastyczny.

W krwi obwodowej utrzymuj¹ca siê
nadp³ytkowoœæ >=600G/l, anizocytoza p³ytek, wystêpuj¹ p³ytki
olbrzymie i mog¹ byæ obecne p³ytki bezziarniste. Wystêpuj¹ skupiska
p³ytek, rzadko pojedyncze megakariocyty. Krwinki czerwone s¹
normocytowe, normochromiczne, w przypadku niedoboru ¿elaza
mog¹ byæ mikrocytowe i hipochromiczne. Mo¿e wyst¹piæ nieznaczna
leukocytoza, ró¿nicowanie krwinek bia³ych jest na ogó³ prawid³owe,
bazofilia nie wystepuje lub jest niewielka.
Badanie funkcji p³ytek: zaburzenia adhezji oraz agregacji pod
wp³ywem adrenaliny, rzadziej pod wp³ywem kolagenu i ADP,
prowadz¹ce do stanów zakrzepowo- zatorowych.
Szpik kostny jest bogato komórkowy, wykazuje proliferacjê g³ównie
linii megakariocytowej; liczne megakariocyty zw³aszcza dojrza³e,
czêsto w skupiskach, olbrzymich lub ma³ych, otoczone p³ytkami.
Uk³ad czerwonokrwinkowy i granulocytowy s¹ prawid³owe, czasem
ze zwiêkszonym, rzadziej obni¿onym odsetkiem dojrza³ych
granulocytów. Zjawisko obecnoœci innych komórek uk³adu
krwiotwórczego wewn¹trz megakariocytów np. krwinek czerwonych
lub bia³ych nosi nazwê empelipolezy i mo¿e wystêpowaæ w ET.
Morfologicznie sprawia to wra¿enie jakby „fagocytowanych” przez
megakariocyty krwinek, lecz zadaniem megakariocytów jest ich
ochrona np. w przebiegu eksperymentalnego wstrz¹su u zwierz¹t.
Trepanobiopsja- szpik jest prawid³owo komórkowy lub
umiarkowanie hiperkomórkowy, bywa opisywana równie¿
zmniejszona komórkowoœæ szpiku. Znacz¹c¹ cech¹ jest obecnoœæ
du¿ych lub gigantycznych megakariocytów, o obfitej dojrza³ej
cytoplazmie i z dobrze wykszta³conymi, g³adkimi p³atami j¹der, które
s¹ na ogó³ liczne. Megakariocyty wystêpuj¹ w formie skupisk oraz
pojedynczych komórek rozproszonych w szpiku. W odró¿nieniu od
PV nie obserwuje siê mikromegakariocytów. Charakterystyczne jest
wype³nienie megakariocytami przestrzeni szpikowych. Iloœæ w³ókien
retikulinowych jest prawid³owa, wzrost w³óknienia kolagenowego
przemawia przeciwko rozpoznaniu ET.

- jest podwy¿szona.
: nie ma znacz¹cych zmian cytogenetycznych,

nieprawid³owy kariotyp wystêpuje u 5-10% chorych. Opisywana jest
+8,+9, del(5q), t(3;3) i inv(3) lecz mimo i¿ s¹ kojarzone z

Immunofenotypowo
Cytogenetyka

Badania molekularne

Nadp³ytkowoœæ samoistna (ET) wg WHO

Kryteria diagnostyczne.

Aktywnoœæ FAG
Cytogenetyka



nadp³ytkowoœci¹ s¹ charakterystyczne dla ostrych bia³aczek lub
zespo³u mielodysplastycznego.
Dotychczas nie jest znany ani biologiczny ani genetyczny marker
charakterystyczny dla ET, dlatego dla rozpoznania konieczne jest
wykluczenie stanów chorobowych mog¹cych byæ przyczyn¹
nadp³ytkowoœci jak inne choroby mieloproliferacyjne, guzy lite przed
diagnoz¹, stany zapalne wœród których najczêstsza przyczyn¹
nadp³ytkowoœci jest reumatoidalne zapalenie stawów.

Nale¿y wykluczyæ:
Prawid³owa masa krwinek czerwonych, Hb <18,5g% u

mê¿czyzn i <16,5g% u kobiet, prawid³owe ¿elazo w szpiku,
prawidlowa ferrytyna w surowicy, prawid³owe MCV

brak chromosomu Ph i fuzji genu BCR/ABL
brak w³óknienia kolagenowego, minimalne lub brak

w³óknienia retikulinowego
brak del (5q), t(3;3)(q21;26), inv(3)(q21q26), brak cech

dysplazji uk³adu granulocytowego, nieliczne lub brak
mikromegakariocytów.

przewlek³ych stanów
zapalnych, nowotworów, wczeœniejszej splenektomii, odczynu
pokrwotocznego, u dawców krwi, w niedokrwistoœciach
hemolitycznych, polekowa

Nale¿¹ tu. chorzy z kliniczn¹ i laboratoryjn¹ cech¹ przewlek³ego
zespo³u mieloproliferacyjnego nie odpowiadaj¹cy wszystkim
kryteriom diagnostycznym lub zawieraj¹cy kryteria diagnostyczne 2
lub wiêcej zespo³ów.

Najwiêcej przypadków U-CMPD to wczesne stadia PV, CIMF, ET
w których charakterystyczne cechy nie s¹ jeszcze w pe³ni rozwiniête
w okresie pierwszej prezentacji lub póŸne stadia tych chorób,
zw³aszcza CIMF. W przypadkach wczesnych stadiów pacjenci winni
byæ obserwowani co 4-6 miesiêcy.

Cechy kliniczne: powiêkszenie w¹troby i œledziony
Zaznaczona mielofibroza w szpiku, leukocytoza i nadp³ytkowoœæ z

lub bez niedokrwistoœci do ciê¿kiej cytopenii wtórnej do
niewydolnoœci szpiku

Wprowadzenie klasyfikacji WHO porz¹dkuje wiele
problematycznych zagadnieñ zwi¹zanych z rozpoznaniem,
odpowiednim zakwalifikowaniem i ró¿nicowaniem zespo³ów
mieloproliferacyjnych, które jako rozrosty klonalne s¹ potwierdzane
przez wyniki badañ genetycznych i molekularnych. Jednak nadal
pierwsz¹ i podstawow¹ jest diagnostyka cytomorfologiczna
pozwalaj¹c¹ na powziêcie podejrzenia nowotworowego rozrostu na
podstawie jakoœciowych i iloœciowych kryteriów diagnostycznych, w
du¿ej mierze opartych siê na wiedzy diagnosty dostrzegaj¹cego
szczegó³y budowy komórek i ich wzajemnych zale¿noœci oraz i ich
wzajemnychzqale¿noœci oraz umiejêtnoœci podporz¹dkowania ich
wypracowanym w klasyfikacjach standardom.
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Wspó³czesne wymagania dotycz¹ce u¿ytkowania
pomieszczeñ, aparatury pomiarowo-badawczej oraz

sprzêtu stanowi¹cych wyposa¿enie medycznych
laboratoriów diagnostycznych i mikrobiologicznych

Mgr Bogus³aw ¯egleñ
Certyfikowany Pe³nomocnik ds. Systemów jakoœci

NZOZ Laboratorium Analiz Lekarskich S.C.

Wstêp
W dobie ogromnego postêpu technicznego obserwowanego w

ostatnich latach, skutecznoœæ prowadzenia dobrej diagnostyki
laboratoryjnej i mikrobiologicznej zale¿y w du¿ej mierze od rodzaju
u¿ywanych urz¹dzeñ. Obecnie na rynku dostêpny jest szeroki
asortyment ró¿nego rodzaju sprzêtu, u¿ywanego w laboratoriach
diagnostyki medycznej. Jednak mimo tak ogromnych mo¿liwoœci
wyboru, je¿eli chodzi o rodzaj stosowanych metod pomiarowo-
badawczych, nale¿y pamiêtaæ, ¿e wszystkie te urz¹dzenia podlegaj¹
pewnym wymaganiom w postaci wytycznych z ramienia Unii
europejskiej jak i pewnym zaleceniom krajowym. W ci¹gu ostatnich 10
lat pojawi³o siê wiele wytycznych normatywno-prawnych
dotycz¹cych funkcjonowania medycznych laboratoriów
diagnostycznych i mikrobiologicznych. Te wytyczne dotycz¹ m.in
tematów zwi¹zanych z eksploatacj¹ i wymaganiami co do
pomieszczeñ jak równie¿ informacje zwi¹zane z wyposa¿eniem, co wg
normy PN-EN ISO 15189 obejmuje przyrz¹dy, materia³y odniesienia,
materia³y zu¿ywalne, odczynniki i systemy analityczne.
Dla celów niniejszej publikacji zagadnienia zwi¹zane z wymaganiami

co do pomieszczeñ i wyposa¿enia laboratorium medycznego zosta³y
podzielone na nastêpuj¹ce grupy:
1. Pomieszczenia.
2. Aparatura pomiarowo-badawcza
3. Aparatura pomocnicza okreœlana równie¿ jako wyposa¿enie
podstawowe.
4. Materia³y zu¿ywalne (drobny sprzêt, odczynniki,
kalibratory, kontrole i inne)
5. Laboratoryjne systemy informatyczne.
Przedstawione aspekty dzia³ania laboratorium diagnostyki medycznej
i mikrobiologicznej stanowi¹ wa¿ne czynniki wp³ywaj¹ce na
prawid³owoœæ i wiarygodnoœæ wykonywanych badañ. Dlatego na
koñcu ka¿dego rozdzia³u dokonano podsumowania w postaci
praktycznych uwag postêpowania w danym temacie.

Oprócz wytycznych normatywnych zawartych w
du¿o informacji zosta³o

przedstawionych w „

W rozdziale IV
dotycz¹cym pomieszczeñ laboratorium medycznego s¹ informacje o
wyodrêbnieniu pomieszczeñ s³u¿¹cych do obs³ugi pacjentów,
pomieszczeñ g³ównych, specjalnych i socjalnych wraz z opisem co
nale¿y uwzglêdniæ w ramach tych poszczególnych rodzajów
pomieszczeñ. Równie¿ zwraca siê uwagê na odpowiednie
oznakowanie pomieszczeñ i wyjœæ ewakuacyjnych. Kierownictwo
laboratorium powinno okreœliæ warunki œrodowiskowe oraz sposób ich
monitorowania w tych pomieszczeniach, w których stanowi¹ one
istotny czynnik wp³ywaj¹cy na wyniki badañ lub bezpieczeñstwo.

Je¿eli chodzi o laboratoria mikrobiologiczne to w omawianych
powy¿ej wytycznych mo¿na znaleŸæ bardzo szczegó³owe informacje
co powinno byæ uwzglêdniane w ramach poszczególnych pomieszczeñ
podzielonych na te 4 grupy - cytowane wczeœniej. Zakres
wyodrêbniania poszczególnych pracowni zale¿y od typu laboratorium
– typy od A do D.

1. Pomieszczenia.
Wytyczne dotycz¹ce pomieszczeñ laboratoryjnych s¹ zawarte w wielu
ró¿nych dokumentach.

Podobne informacje dotycz¹ce pomieszczeñ mo¿na
znaleŸæ w

normach PN-EN
ISO 17025 i PN-EN ISO 15189

Wytycznych dla medycznych laboratoriów
diagnostycznych i mikrobiologicznych obowi¹zuj¹cych przy
ubieganiu siê o akredytacjê” (Wyd. Ministerstwa Zdrowia z listopada
2001), zwanej popularnie „niebiesk¹ ksi¹¿eczk¹”.

rozporz¹dzeniu Ministerstwa Zdrowia z dnia 3 marca 2004
w sprawie wymagañ, jakim powinno odpowiadaæ medyczne
laboratorium diagnostyczne (Dz. U. 2004, nr 43, poz. 408).
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W paragrafie 2 i 3 s¹ informacje mówi¹ce o tym, ¿e pomieszczenia
laboratorium powinny byæ dostosowane do rodzaju prac, jakie s¹ w
nich wykonywane, w sposób zapewniaj¹cy poprawn¹ jakoœæ
pomiarów i wiarygodnoœæ wyników oraz ¿e pomieszczenia i
urz¹dzenia laboratorium musz¹ gwarantowaæ bezpieczne i higieniczne
warunki pracy. W dalszej czêœci jest przedstawiony cytowany
wczeœniej z „niebieskiej ksi¹¿eczki” podzia³ pomieszczeñ z opisem
sk³adu poszczególnych pomieszczeñ. Wa¿ne s¹ równie¿ informacje
dotycz¹ce znakowania tych pomieszczeñ w sposób umo¿liwiaj¹cy ich
identyfikacjê oraz zgodnie z wymogami dotycz¹cymi bezpieczeñstwa.
W pomieszczeniach do wykonywania czynnoœci diagnostyki
laboratoryjnej na bie¿¹co kontroluje siê warunki mog¹ce mieæ wp³yw
na wyniki badañ.
Dodatkowe informacje w postaci pewnych wytycznych (zaleceñ) w
kwestii dotycz¹cych urz¹dzania i planowania pomieszczeñ
laboratoryjnych mo¿na znaleŸæ w punkcie

Opracowaæ wykaz pomieszczeñ wraz z podzia³em ich
na 4 wymienione grupy.

Zidentyfikowaæ i nazwaæ te pomieszczenia wraz z
umieszczeniem informacji na drzwiach.

Zaleca siê stworzyæ krótkie wykazy informacyjne dla
ka¿dego pomieszczenia, dotycz¹ce rodzaju wykonywanych dzia³añ,
wykazu sprzêtu, istotne warunki œrodowiskowe je¿eli maj¹
zastosowane – np. monitorowanie temperatury, wilgotnoœci, itp. lub
inne dzia³ania typu procesy sanitarno-dezynfekcyjne.

Opracowaæ zasady dotycz¹ce organizacji pracy i
bezpieczeñstwa na poszczególnych stanowiskach znajduj¹cych siê
w tych pomieszczeniach

.

Do aparatury pomiarowo-badawczej zaliczamy te urz¹dzenia, które
jak sama nazwa mówi wykonuj¹ samodzielne pomiary. Dla potrzeb
niniejszego opracowania dokonano rozdzia³u urz¹dzeñ na pomiarowo-
badawcze i urz¹dzenia pomocnicze. Wynika to m.in. z wymagañ
dotycz¹cych dokumentowania pracy i wykorzystania tego sprzêtu. Dla
wszystkich urz¹dzeñ maj¹cych zastosowanie w laboratoriach
medycznych i mikrobiologicznych obowi¹zuj¹ te same regulacje
prawne europejskie i krajowe.

5.2 Warunki lokalowe i
œrodowiskowe normy PN-EN ISO 15189.

Z uwagi na fakt, i¿ medyczne laboratorium diagnostyczne jest
zak³adem opieki zdrowotnej – co wynika z ustawy o zak³adach opieki
zdrowotnej (Dz. U. 1991, nr 91, poz. 408 z póŸniejszymi zmianami)
oraz ustawy o diagnostyce laboratoryjnej (Tekst jednolity: Dz. U.
2004, Nr 144, poz. 1529) nie sposób zapomnieæ o

Na uwagê zas³uguje fakt, i¿ program dostosowania
zoz do warunków przedstawionych w tym rozporz¹dzeniu powinien
byæ z³o¿ony przez Kierownika zak³adu do organu prowadz¹cego
rejestr zoz w terminie do 30 czerwca 2007 roku. Jest to wa¿na
informacja szczególnie dla tych laboratoriów, które funkcjonuj¹ jako
niezale¿ne zak³ady opieki zdrowotnej - nie wchodz¹ce w struktury
organizacyjne przychodni, szpitala czy innej placówki, poniewa¿
obowi¹zek przed³o¿enia programów dostosowawczych,
zaopiniowanych przez Pañstwow¹ Inspekcjê Sanitarn¹ spoczywa na
barkach Kierownika laboratorium. W rozporz¹dzeniu tym - w
przeciwieñstwie do wczeœniej obowi¹zuj¹cego rozporz¹dzenia z dnia
22 czerwca 2005 roku – nie ma specjalnych wytycznych dla
laboratoriów medycznych i mikrobiologicznych. Jest natomiast wiele
wa¿nych kwestii – g³ównie budowlanych zwi¹zanych z
funkcjonowaniem zak³adu wraz z dzia³em jako jednostk¹
organizacyjn¹, któr¹ mo¿e byæ medyczne laboratorium diagnostyczne.

rozporz¹dzeniu
Ministra Zdrowia w sprawie wymagañ, jakim powinny odpowiadaæ
pod wzglêdem fachowym i sanitarnym pomieszczenia i urz¹dzenia
zak³adu opieki zdrowotnej z dnia 10 listopada 2006 roku (Dz. U. 2006,
Nr 213, poz. 1568).

Podsumowanie dla rozdzia³u 1:
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2. Aparatura pomiarowo-badawcza.
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W przypadku medycznych laboratoriów diagnostycznych i
mikrobiologicznych znajduj¹ zastosowanie tzw. „wyroby u¿ywane do
diagnozy ”, króre zgodnie z definicj¹ zaczerpniêt¹ z Dyrektywy
93/42/EEC oznaczaj¹ dowolny wyrób, który jest odczynnikiem,
produktem odczynnika, zestawem, przyrz¹dem, sprzêtem lub
systemem, stosowanym samodzielnie lub w po³¹czeniu,
przewidzianym przez producenta do stosowania in vitro w celu
badania próbek pobranych z organizmu ludzkiego oraz w celu
dostarczenia informacji o stanie fizjologicznym, stanie zdrowia,
choroby lub wady wrodzonej. Mo¿na obecnie przyj¹æ, i¿ wszystkie
urz¹dzenia medyczne trafiaj¹ce na polski rynek spe³niaj¹ unijne
wymagania, okreœlone m.in. w dyrektywach.
A jak przedstawiaj¹ siê nasze krajowe wytyczne w zakresie urz¹dzeñ i
wszelkiego sprzêtu stosowanego w medycznej diagnostyce
laboratoryjnej i mikrobiologicznej?

Aspekty zwi¹zane z wyposa¿eniem aparaturowym laboratorium w
najwiêkszym zakresie opisuj¹ 2 rozporz¹dzenia: pierwsze cytowane
ju¿ wczeœniej

W myœl rozporz¹dzenia
z 3 marca 2004 roku dokonano podzia³u wyposa¿enia na: podstawowe,
pomiarowo-badawcze, umo¿liwiaj¹ce pobieranie materia³u,
zapewniaj¹ce bezpieczeñstwo i higienê pracy oraz na urz¹dzenia
telekomunikacyjne i systemy informatyczne. Aparaturê pomiarowo-
badawcz¹ poddaje siê badaniom kontroli z czêstotliwoœci¹ wynikaj¹c¹
z rodzaju aparatury i wskazañ wytwórców.

Jak widaæ s¹ to informacje, które powinny byæ ju¿ dawno
wykorzystane i wdro¿one w ka¿dym laboratorium (ostatnie z
rozporz¹dzeñ wesz³o w ¿ycie w kwietniu 2006 roku).

Te przedstawione wytyczne powinny stanowiæ minimum
dokumentacyjne urz¹dzeñ laboratoryjnych. Jako uzupe³nienie i
rozszerzenie pewnych informacji na temat wyposa¿enia laboratorium
stanowi punkt 5.3 normy PN-EN ISO 15189 oraz wytyczne z
„niebieskiej ksi¹¿eczki” – zw³aszcza je¿eli chodzi o rodzaje
wyposa¿enie laboratorium mikrobiologicznego.

in vitro

z dnia 3 marca 2004 w sprawie wymagañ, jakim powinno
odpowiadaæ medyczne laboratorium diagnostyczne, a drugie, które
stanowi uzupe³nienie do pkt. 5.4 pierwszego – rozporz¹dzenie MZ z
dnia 21 marca 2006 roku zmieniaj¹ce rozporz¹dzenie w sprawie
wymagañ, jakim powinno odpowiadaæ medyczne laboratorium
diagnostyczne (Dz. U. 2006, Nr 59, poz. 422).

W ramach dokumentacji aparatury pomiarowo-badawczej oraz sprzêtu
– zgodnie z rozporz¹dzeniem z 21 marca 2006 wyró¿nia siê:
- karty gwarancyjne
- specyfikacje techniczne
- datê rozpoczêcia eksploatacji
- wykaz pracowników przeszkolonych i upowa¿nionych do obs³ugi
oraz osób bezpoœrednio odpowiedzialnych za dan¹ aparaturê lub sprzêt
- instrukcje u¿ytkowania
- zapisy kalibracji
- instrukcje postêpowania przy dzia³aniach naprawczych i
koryguj¹cych
- oœwiadczenie o dopuszczeniu do u¿ytkowania po usuniêciu awarii
- dane o bie¿¹cej obs³udze i kontroli
- dane o konserwacji bie¿¹cej i okresowej prowadzonej zgodnie ze
wskazaniami wytwórców.

Nale¿y opracowaæ szczegó³ow¹ listê aparatury pomiarowo-
badawczej wraz ze skompletowaniem wszelkiej dotychczasowej
dokumentacji danego urz¹dzenia

Okreœliæ zawartoœæ dokumentacyjn¹ wyposa¿enia
pomiarowego wraz z ustaleniem identyfikacji urz¹dzeñ i
dokumentów oraz wyznaczeniem osób opiekuj¹cych siê danymi
urz¹dzeniami i nadzoruj¹cymi dokumentacjê

Zazwyczaj zawartoœæ dokumentacyjna tych urz¹dzeñ
sk³ada siê z 2 czêœci:

1). tzw. czêœci sta³ej w postaci instrukcji (okreœlanej czêsto jako SOP)
postêpowania w zakresie: czynnoœci konserwacyjnych codziennych i
okresowych, skróconej stanowiskowej instrukcji obs³ugi wynikaj¹cej
ze specyfiki pracy, wytycznych dotycz¹cych prowadzenia czynnoœci
kalibracyjnych, kontrolnych, postêpowania w przypadkach
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wystêpowania niezgodnoœci wyników kontrolnych z wartoœciami
oczekiwanymi oraz postêpowania w przypadku wyst¹pienia awarii,
2). tzw. czêœci zmiennej (nazywanej czêsto Ksiêg¹ LOG), która
zawiera informacje o u¿ytkownikach upowa¿nionych do pracy na
urz¹dzeniu i potwierdzaj¹cych zapoznanie siê z zasadami zawartymi w
dokumentacji, informacje dotycz¹ce specyfikacji technicznych,
zakupu, instalacji, gwarancji, przeznaczenia z wykazem badañ,
wykazy odczynników, akcesoriów, dokumentacji firmowej oraz zapisy
z dzia³añ konserwacyjnych (np. paszporty techniczne), kontrolnych,
kalibracyjnych, zapisy z awarii, napraw i wszelkich innych dzia³añ w
obrêbie danego urz¹dzenia

Wa¿ne aby personel po nale¿ytym przeszkoleniu
wdra¿a³ w codzienn¹ praktykê te przyjête ustalenia opisane w
dokumentacji urz¹dzenia.

Sporz¹dziæ dok³adny wykaz wszelkiego sprzêtu
pomocniczego

Skompletowaæ wszelk¹ dotychczasow¹ dokumentacjê
ka¿dego urz¹dzenia

Okresliæ przeznaczenie urz¹dzenia i osoby
odpowiedzialne

Ka¿de urz¹dzenie - o ile producent inaczej nie
wymaga, powinno byæ przynajmniej raz na rok poddawane
czynnoœciom konserwacyjnym (przegl¹d techniczny)
wykonywanym przez wskazany uprawniony serwis

Okreœliæ wymagania dokumentacyjne tego sprzêtu
wraz z identyfikacj¹ w postaci takich rozwi¹zañ jak:

- na bazie paszportu technicznego uzupe³niæ dodatkowo wymagane
informacje w rozporz¹dzeniu z 21 marca 2006 roku
- stworzyæ pe³n¹ dokumentacjê w postaci przyk³adowej
kilkustronicowej teczki urz¹dzenia zawieraj¹cej kartê informacyjn¹,
wytyczne dotycz¹ce obs³ugi (instrukcje obs³ugi, postêpowanie przy
awariach), karty konserwacji, przegl¹dów, wzorcowania, karty awarii
i przestojów z za³¹czonymi raportami serwisowymi oraz inne
dokumenty jak karty monitorowania temperatury, wykazy czêœci
zamiennych i inne.
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1. A p a r a t u r a p o m o c n i c z a ( w y p o s a ¿ e n i e
podstawowe).

W sk³ad aparatury pomocniczej inaczej klasyfikowanej (w
niebieskiej ksi¹¿eczce) jako wyposa¿enie podstawowe wchodz¹
wszystkie pozosta³e urz¹dzenia laboratoryjne, jak: wirówki, cieplarki,
lodówki, mieszad³a, myjki, mikroskopy, komory laminarne, sprzêt
dozuj¹cy. Sprzêt ten równie¿ powinien posiadaæ stosown¹
dokumentacjê opart¹ na wymienianych wczeœniej rozporz¹dzeniach
(zw³aszcza z 21 marca 2006 roku).

Z dotychczasowej praktyki wiadomo, i¿ zgodnie z ustaw¹ o
zak³adach opieki zdrowotnej powinna byæ na bie¿¹co prowadzona
dokumentacja urz¹dzenia, która najczêœciej mia³a postaæ paszportu
technicznego. Patrz¹c na omawiane wczeœniej rozporz¹dzenia oraz na
wytyczne normatywne ka¿de laboratorium powinno dodatkowo
opracowaæ pozosta³e elementy dokumentacji poszczególnych
rodzajów sprzêtu, jak choæby krótkie instrukcje stanowiskowe w
oparciu o wytyczne producenta lub dostarczone przez niego,
wszelkiego rodzaju zapisy (np. z wzorcowania), instrukcje
postêpowania na wypadek dzia³añ niepo¿¹danych lub awarii, wykazy
osób przeszkolonych, upowa¿nionych i odpowiedzialnych.

W przypadku laboratoriów mikrobiologicznych doskona³e ¿ród³o
informacji na ten temat stanowi dokument o nazwie EA-04/10
opracowany przez wspóln¹ grupê robocz¹ EA/EURACHEM,
t³umaczony w Polskim Centrum Akredytacji we wspó³pracy z
Komitetem Technicznym PKN nr 3 ds. Mikrobiologii ¯ywnoœci.
D o k u m e n t t e n d o t y c z y „ A k r e d y t a c j i L a b o r a t o r i ó w
Mikrobiologicznych” i zosta³ opublikowany na stronach
internetowych PCAw 2006 roku.

Podsumowanie do rozdzia³u 3:



4. Materia³y zu¿ywalne – odczynniki.

5. Laboratoryjne Systemu Informatyczne.

Materia³y zu¿ywalne jak drobny sprzêt, odczynniki, kalibratory,
materia³y kontrolne i inne elementy z tego zakresu wykorzystania,
stanowi¹ równie¿ wa¿ny element wyposa¿enia, który nie nale¿y
pomijaæ w dzia³aniach maj¹cych na celu ewidencjonowanie i
dokumentowanie procesów laboratoryjnych. Z wytycznych
normatywno-prawnych w sprawie odczynników s¹ tylko informacje
przedstawione w „niebieskiej ksi¹¿eczce”, które mówi¹ o stworzeniu
tzw. kart œrodków badawczych zawieraj¹cych takie zapisy jak:
- informacje dotycz¹ce zakupu (czas dostarczenia, iloœæ)
- data wa¿noœci (wraz nr lot serii odczynnika)
- data/godzina otwarcia ka¿dego nowego opakowania (inaczej data
wprowadzenia do u¿ycia wraz z dat¹ zakoñczenia zu¿ycia ka¿dego
opakowania)
- stan aktualny otwartego opakowania (czas przebywania w gotowoœci
reakcyjnej)
- sposób przechowywania
- sposób utylizacji po zakoñczeniu badania.
UWAGA: Informacje podawane w nawiasach w powy¿szych punktach
stanowi¹ przypiski autora.

Wiele laboratoriów prowadzi powy¿sze zapisy w formie ewidencji
magazynowej prowadzonej w formie papierowej lub elektronicznej
jako modu³ laboratoryjnego systemu informatycznego. Wa¿ne jest aby
w ka¿dym laboratorium prowadzona by³a równie¿ dokumentacja,
dotycz¹ca zasad wspó³pracy w firmami dostarczaj¹cymi wszelkie
materia³y zu¿ywalne, formy zamawiania, reklamacji, karty
charakterystyki substancji niebezpiecznych, sposoby utylizacji
odczynników i opakowañ oraz informacje o przechowywaniu.

Szacuje siê, ¿e we wspó³czesnym laboratorium diagnostyki
laboratoryjnej i mikrobiologicznej sprawnie funkcjonuj¹cy system
informatyczny usprawnia i ogranicza tzw. dodatkow¹ pracê
dokumentacyjn¹ w oko³o 30 – 40 %. Dlatego ka¿de laboratorium
powinno d¹¿yæ do pe³nej informatyzacji œwiadczonych us³ug.
Wytyczne na temat systemów informatycznych s¹ zawarte g³ównie
w:
- Za³¹czniku B normy PN-EN ISO 15189
- Rozporz¹dzeniu MZ z dnia 21 grudnia 2006 roku w sprawie rodzajów

i zakresu dokumentacji medycznej w zak³adac
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Podsumowanie do rozdzia³u 4:

Podsumowanie do rozdzia³u 5:

Najlepszym rozwi¹zaniem jest stworzenie tzw. karty
zu¿ycia odczynnika, kalibratora, kontroli nazywanej inaczej kart¹
œrodka badawczego, która zawiera:
- nazwa laboratorium/pracowni
- nazwa odczynnika wraz z numerem identyfikacyjnym karty
- informacje o odczynniku: nr katalogowy, nazwa firmowa, wielkoœæ
opakowania, firma dostarczaj¹ca, warunki przechowywania, œrodki
ostro¿noœci, sposoby utylizacji
- data dostawy kolejnego opakowania wraz z lotem i dat¹ wa¿noœci
- data wprowadzenia do u¿ycia i data zakoñczenia u¿ycia
- inne informacje jak: cena poszczególnych opakowañ, iloœc
wykonanych badañ, itp.

W przypadku u¿ytkowania materia³ów kontrolnych,
kalibracyjnych i innego sprzêtu nale¿y postêpowaæ wed³ug
wczeœniej ustalonych schematów, najczêœciej wynikaj¹cych z
zaleceñ producenta urz¹dzenia.

h opieki zdrowotnej
oraz sposobu jej przetwarzania (Dz.U. 2006, Nr 247, poz. 1819).

G³ównym zadaniem informatyzacji w laboratorium jest sprawne i
³atwo dostêpne gromadzenie danych dotycz¹cych pacjentów,
wykonywanych badañ, rozliczeñ ze zleceniodawcami, kontroli jakoœci
i innych. Dlatego oby system

Wszystkie te informacje najlepiej opracowaæ w formie

tabelarycznej jako formularz dla ka¿dego u¿ywanego w
laboratorium odczynnika.
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informatyczny jak najbardzie sprawnie funcjonowa³ nale¿y:
- okreœliæ wewnêtrzne potrzeby informatyczne laboratorium, tak aby

potem mog³y one byæ w³aœciwie zdefiniowane przez firmy
dostarczaj¹ce oprogramowanie

- zaprojektowaæ stanowiska
- ustaliæ zabezpieczenia, osoby odpowiedzialne
- przeszkoliæ personel
- opracowaæ ca³y system dokumentacji obs³ugi i zabezpieczenia LIS z

uwzglêdnieniem podrêcznych instrukcji z wykazami badañ,
zakresów referencyjnych, p³atników, lekarzy zlecaj¹cych i innych.

W przedstawionym opracowaniu przytoczono tylko skrót
pewnych informacji na temat pomieszczeñ i wyposa¿enia
laboratoriów medycznych z odnoœnikami do dokumentów
uzupe³niaj¹cych i rozwijaj¹cych te informacje.

Aby laboratorium umiejêtnie radzi³o sobie z przedstawionymi
wytycznymi w obszarze pomieszczeñ i wyposa¿enia, powinno opieraæ
swe dzia³ania o System Zarz¹dzania Jakoœci¹, który stanowi doskona³e
narzêdzie do definiowania i dokumentowania wszelkich procesów
zachodz¹cych w postêpowaniu diagnostycznym.

Literatura:
Norma PN-EN ISO/IEC 17025 - „Ogólne wymagania

dotycz¹ce kompetencji laboratoriów badawczych i wzorcuj¹cych” –
Wyd. PKN luty 2001

Norma PN-EN ISO 15189 – „Laboratoria medyczne.
Szczególne wymagania dotycz¹ce jakoœci i kompetencji” – Wyd.
PKN luty 2006

Dyrektywa Rady Wspólnot Europejskich 93/42/EWG
w sprawie wyrobów medycznych

Szanowny Czytelniku!

Uwagi koñcowe:

Wa¿ne aby przy obecnie podejmowanych dzia³aniach
organizacyjnych w laboratorium uwzglêdniaæ wytyczne prawne a
w szczególnoœci nie wolno pomijaæ wytycznych zawartych w
rozporz¹dzeniu MZ z dnia 23 marca 2006 roku w sprawie
standardów jakoœci dla medycznych laboratoriów
diagnostycznych i mikrobiologicznych (Dz.U. 2006, nr 61, poz.
435), które maj¹ obwi¹zywaæ w terminie do koñca marca 2009
roku.

Zastanawiasz siê, czy zbudowaæ System Jakoœci w swoim
laboratorium. Zapewniam Ciê, ¿e jest to doskona³a inwestycja w
rozwój firmy. Wystarczy zdobyæ œrodki na jego wdro¿enie i znaleŸæ
zrozumienie wœród pracowników. Po ciê¿kiej pracy dostajesz
najwiêksz¹ nagrodê- upragniony Certyfikat Akredytacyjny.
Przyjmujesz gratulacje, bo dziêki Tobie, Twojemu uporowi i
pomys³om laboratorium potwierdzi³o swoje kompetencje. Ale nie
mo¿esz spocz¹æ na laurach. System Jakoœci to nieustaj¹ce
doskonalenie. Sam Certyfikat przecie¿ nie daje gwarancji, ¿e
funkcjonuje on bez zarzutu. Zawsze mo¿esz zrobiæ coœ proœciej,
szybciej i sprawniej. Dasz dowód na to, ¿e System „wszed³ w ¿ycie” a
nie le¿y na pó³ce w gabinecie szefa. Sam system doskonalenia odbywa
siê wed³ug nastêpuj¹cego schematu:
planuj wykonaj to co zaplanowa³eœ sprawdŸ to co wykona³eœ
doskonal to co wykona³eœ. W tym celu masz do wyboru wiele narzêdzi,
takich jak: Przegl¹dy Systemu Zarz¹dzania Jakoœci¹, Audity
wewnêtrzne i zewnêtrzne oraz wszelkie oceny, np. zadowolenie
klientów.
Szczegó³owy tryb planowania, przeprowadzania, dokumentowania oraz
realizacji ustaleñ podejmowanych w wyniku przegl¹dów zarz¹dzania
opisuje Procedura Ogólna.
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Doskonalenie Systemu Jakoœci w akredytowanym
laboratorium.
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Wszystkie zalecenia z przegl¹du dotycz¹ce doskonalenia
dokumentowane s¹ na kartach ustaleñ z przegl¹du.

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 dzia³añ

Data i podpis Pe³nomocnika ds. jakoœci

Pe³nomocnik ds. jakoœci przechowuje wszystkie dokumenty
zwi¹zane z przegl¹dem Systemu Zarz¹dzania Jakoœci¹, tj.: porz¹dek
dzienny, Raport z Przegl¹du Systemu Zarz¹dzania Jakoœci¹ oraz
Kartê ustaleñ z Przegl¹du Systemu Zarz¹dzania Jakoœci¹. Wszelkie
stwierdzone w trakcie przegl¹du niezgodnoœci prowadz¹ do
uruchomienia dzia³añ koryguj¹cych i zapobiegawczych.

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

dla wszystkich, którzy najciekawiej opisz_ wykorzystanie dowodów
naukowych z zasobów Cochrane Library lub innych zródel dla
poprawy jakosci opieki zdrowotnej w Polsce.
Wiecej na stronie internetowej KIDL -

Karta ustaleñ nr ………..
z ¹ ¹ œ ¹

Wdro¿ony i utrzymany Systemu Zarz¹dzania Jakoœci¹ da
Ci przewagê nad innymi firmami z bran¿y na konkurencyjnym
rynku. Wzroœnie presti¿ firmy zarówno w oczach obecnych, jak i
potencjalnych klientów. WyraŸnie ograniczysz liczbê reklamacji
przez co wzroœnie zadowolenie klienta. Niew¹tpliw¹ korzyœci¹
jest uporz¹dkowanie dokumentacji laboratoryjnej oraz
podniesienie jakoœci pracy. Poprzez doskonalenie Systemu
Zarz¹dzania Jakoœci¹ przez udokumentowanie dzia³añ ca³ego
personelu posiadasz mocny atut w sprawach s¹dowych.

Zasady konkursu

„Dowody naukowe? Tak, korzystam”

3U]HJOGX6\ VWHP X=DU] G]DQLD- DNR FL QU« « «

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

www.kidl.org.pl

UWAGA !!!

Zgodnie z ni¹ Przegl¹d Systemu Zarz¹dzania Jakoœci¹ dokonywany jest
minimum 1 raz w roku zgodnie z wczeœniej ustalonym harmonogramem
w celu upewnienia siê, ¿e ustanowiony System Jakoœci spe³nia
postawione mu zadania. Pe³nomocnik ds. jakoœci i
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potrzeby w zakresie szkoleñ pracowników
propozycje zmian w dokumentacji systemu jakoœci w celu

uaktualnienia dokumentów
posiadane zasoby oraz nadzór nad wyposa¿eniem pomiarowym i

badawczym
W przegl¹dach systemu jakoœci uczestnicz¹: Dyrektor, Kierownik
Laboratorium, Pe³nomocnik ds. Systemu Jakoœci, G³ówny Ksiêgowy
i inne zaproszone osoby, których przegl¹d mo¿e dotyczyæ. Dyrektor
zatwierdza porz¹dek dzienny przegl¹du zarz¹dzania na co najmniej
14 dni przed planowanym terminem.
Porz¹dek dzienny zawiera co najmniej:

datê przegl¹du,
listê osób uczestnicz¹cych,
omawiane tematy ze wskazaniem osób referuj¹cych.

W trakcie przegl¹du Pe³nomocnik ds. jakoœci sporz¹dza notatki
zapisuj¹c wszelkie uwagi i spostrze¿enia. ¹
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Rozwa¿ania o cenach i zasadnoœæ prowadzenia kontroli nad
jakoœci¹ œwiadczonych us³ug diagnostyki laboratoryjnej.

Teresa KURZAWA

¯yjemy w czasach ogromnego postêpu wiedzy i mo¿liwoœci.
Cieszymy siê z faktu, ¿e mo¿emy zaoferowaæ naszym pacjentom
najnowoczeœniejsze badania. U¿ywamy wysokospecjalistycznych
urz¹dzeñ, takich samych jak nasi koledzy w œwiecie. Stosujemy
najlepsze, a wiêc i drogie odczynniki. Podnosimy stale poziom
wiarygodnoœci naszych oznaczeñ, certyfikujemy nasze procedury
badawcze. Trudno spotkaæ doktorat czy habilitacjê, której udzia³em
nie s¹ diagnostyczne badania laboratoryjne. Prezentujemy wysoki
poziom wiedzy, mamy kwalifikacje i wci¹¿ je rozwijamy.
Ajednak do naszego œrodowiska, do naszego zawodu (i jestem o tym
przekonana) wdar³y siê prawa dzikiej konkurencji, gdzie
podstawowym kryterium popytu na œwiadczenie pozostaje cena, przy
zupe³nym ignorowaniu wiarygodnoœci dokonywanych pomiarów.
Jakie s¹ i mog¹ byæ reperkusje tych praktyk nietrudno sobie
wyobraziæ. Jako osoba od lat zwi¹zana z zawodem diagnosty
laboratoryjnego zaczynam odczuwaæ pierwsze skutki takich
nieuczciwych praktyk.
Tak wiêc, przemo¿na wola opanowania rynku us³ug
diagnostycznych prowadzi³a dot¹d do wymuszonej obni¿ki cen na te
us³ugi. Stymulowa³o to dzia³ania zmierzaj¹ce do unowoczeœniania
metod badawczych jak równie¿ implikowa³o zmiany w strukturze
organizacyjnej laboratoriów.

G³êboka analiza kosztów wykonania badañ w naszych
laboratoriach sk³ania mnie ku przeœwiadczeniu, ¿e przy wymaganym
poziomie jakoœci nie da siê zejœæ poni¿ej pewnego poziomu kosztów.
Wysoka jakoœæ pozwala trafnie oceniaæ trudne diagnostycznie
jednostki chorobowe. Zatem dziwi fakt pojawienia siê na rynku
laboratoriów (prywatnych) oferuj¹cych wykonanie badañ w wielu
przypadkach poni¿ej kosztów dobrych jakoœciowo materia³ów i
odczynników dostêpnych na rynku nie mówi¹c ju¿ o kosztach
wykonania i innych sk³adowych na podstawie których kalkuluje siê
cenê jednostkow¹ badania.
Przyczyn takiego stanu rzeczy mo¿na szukaæ na przyk³ad w
stosowaniu metod wskaŸnikowych niedopuszczalnych w
œwiadczeniu us³ug medycznych czy te¿ dumpingu celem zdobycia
rynku i wyeliminowania wiarygodnych laboratoriów.
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
konsumentów(Dz.U. z dnia 15 grudzieñ 2005r. Nr 244 poz. 2080 z
póŸniejszymi zmianami) i jest karalny. Stosowanie metod
wskaŸnikowych w diagnozowaniu pacjentów jest nieetyczne,
stanowi naruszenie ustawy o czynnoœciach diagnostyki
laboratoryjnej przez diagnostê laboratoryjnego oraz podwa¿a
zaufanie do ca³ej bran¿y œwiadcz¹cej us³ugi zdrowotne, a zw³aszcza
do grupy (korporacji zawodowej) diagnostów laboratoryjnych.
Niew³aœciwa diagnoza postawiona na podstawie wyniku badania o
niepewnej i niepotwierdzonej wiarygodnoœci poci¹ga za sob¹ skutki
zdrowotne i ekonomiczne.

akie jest wyjœcie z tej sytuacji ?
Przede wszystkim trzeba wróciæ do przestrzegania norm moralnych,
o których mówi¹ szeroko pojête zasady etyki w tym i nasz Kodeks
Etyki. Ustaliæ zasady priorytetu nadrzêdnoœci dobra pacjenta i
kontroli przestrzegania tych zasad. Doprowadziæ do powszechnej
certyfikacji procedur i akredytacji laboratoriów.
Umieœciæ wykaz laboratoryjnych badañ diagnostycznych w
„koszyku œwiadczeñ gwarantowanych” dla zapewnienia celowoœci
postêpowania w diagnozowaniu chorego.
Wnios³oby to d³ugo oczekiwan¹ przez nasze œrodowisko pozytywn¹
odmianê.
Moim zdaniem i wielu diagnostów laboratoryjnych nale¿y
doprowadziæ do ujednolicenia kryteriów ekonomicznych dzia³ania
laboratoriów. Optymalne finansowanie wiarygodnych,
certyfikowanych laboratoriów, wydaje siê byæ zwi¹zane z ustaleniem
optymalnych cen badañ diagnostycznych.
Kontrola stosowania optymalnych cen, realizacji czêœci
diagnostycznej „koszyka œwiadczeñ” w kontraktach NFZ powinna
zapewniæ pacjentom wysoki poziom tych œwiadczeñ.
Kontrola realizacji kontraktów w zakresie diagnostycznych badañ
laboratoryjnych powinna odbywaæ siê z udzia³em naszej korporacji.
Stosowanie zaœ przez NFZ sankcji za naruszenie umów
kontraktowych, to jeden ze sposobów na rozwi¹zanie nurtuj¹cych
nas problemów dotycz¹cych walki z nieuczciw¹ konkurencj¹ na
rynku diagnostycznym.
Mam nadziejê, ¿e moje przemyœlenia zainicjuj¹ szersz¹ dyskusjê na
temat normalizacji rynku diagnostyki laboratoryjnej w naszym kraju
i w efekcie zaowocuj¹ stworzeniem skutecznych mechanizmów
walki z nieuczciw¹ konkurencj¹ w imiê dobra naszych pacjentów i
œrodowiska diagnostów laboratoryjnych.

I tak :
pacjent niew³aœciwie leczony wymaga znacznych nak³adów na
jego dodatkowe leczenie spowodowane powik³aniami
wynikaj¹cymi z niew³aœciwej terapii,
niew³aœciwe leczenie mo¿e doprowadziæ do powik³añ i zgonu
chorego,
œrodki przeznaczone przez NFZ, na finansowanie procedur
medycznych przy niewykonaniu badañ diagnostycznych s¹
Ÿród³em nieuprawnionego dochodu.

Laboratoria ponosz¹ce koszty w sposób kwalifikowany, a wiêc
ponosz¹ce koszty osi¹ganej wiarygodnoœci s¹ eliminowane z rynku.
I co nam zostanie ?

Zostan¹ laboratoria nastawione na zysk, wykonuj¹ce oznaczenia
w¹tpliwej jakoœci za to po wygórowanej cenie, bo pozbawione
rzetelnej i uczciwej konkurencji.

!

!

!
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INFORMACJA
DLA PT DIAGNOSTÓW LABORATORYJNYCH

POSIADAJ¥CYCH UPRAWNIENIA DO ZMNIEJSZENIA LUB
ZAWIESZENIA P£ATNOŒCI SK£ADEK CZ£ONKOWSKICH

ZAWIESZENIE

ZMNIEJSZENIE

Zwracamy jednoczeœnie uwagê Sz.  Pañstwa,  ¿e jedynie rozpatrywane
s¹   wnioski    tych    PT Diagnostów Laboratoryjnych,    którzy
posiadaj¹   uregulowane zobowi¹zania finansowe wzglêdem Izby.
KIDL podejmuje odpowiedni¹ decyzjê, która obowi¹zuje od
miesi¹ca z³o¿enia wniosku w danej sprawie.

Sekretarz KRDL
Czes³aw G³owniak

Uprzejmie informujê, ¿e uchwa³a nr 62/2004 KRDL z dnia 17 grudnia 2004
r. (opublikowana w Gazecie KIDL "DIAGNOSTA LABORATORYJNY"nr
1(6) z kwietnia 2005 r. oraz dostêpna w Internecie w zak³adce "PRAWO-
Uchwa³y KRDL- X Posiedzenie KRDL) umo¿liwia PT Diagnostom
Laboratoryjnym ubieganie siê o zawieszenie obowi¹zku p³atnoœci sk³adki
cz³onkowskiej na rzecz Korporacji lub zmniejszenia jej wysokoœci.
W myœl w/w Uchwa³y:
1.   o p³atnoœci   sk³adek   mog¹   wystêpowaæ
Diagnoœci, którzy:
a) utracili pracê (paragraf l ust. 1),
b) pozostaj¹ na urlopie wychowawczym nie wykonuj¹c czynnoœci na
podstawie umowy o pracê lub umowy cywilnoprawnej (paragraf l ust. 2),
c)   wykonuj¹   czynnoœci   diagnostyki   laboratoryjnej   w   ramach
wolontariatu bez pobierania wynagrodzenia i nie posiadaj¹ zatrudnienia w
innym zawodzie (paragraf l ust. 3),
2. o wysokoœci sk³adek cz³onkowskich o 50%
mog¹ wystêpowaæ Diagnoœci, którzy na mocy decyzji ZUS
uzyskali prawo do emerytury, œwiadczeñ przedemerytalnych lub
renty, w tym inwalidzkiej - (paragraf 2).
Decyzje w sprawach wymienionych w paragrafie l ust. l, 2 i 3 oraz w
paragrafie 2 przedmiotowej uchwa³y KRDL podejmuje Krajowa Izba
Diagnostów   Laboratoryjnych   na   pisemny   wniosek diagnostów.
Zainteresowane osoby powinny przesy³aæ do Biura KIDL pisemne wnioski
wraz   z   w³aœciwymi   dokumentami   (np.:   decyzja   PUP, zaœwiadczenie
o  urlopie  wychowawczym,   umowa  wolontariatu, decyzje ZUS w
sprawach emerytalno - rentowych, itp.).

.
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W A ¯ N A I N F O R M A C J A
DOTYCZ¥CA WYDAWANIA DOKUMENTU

“PRAWO  WYKONYWANIA ZAWODU
DIAGNOSTY LABORATORYJNEGO”

Biuro Krajowej Izby Diagnostów Laboratoryjnych uprzejmie informuje, ¿e dokument

jest nadal wydawany sukcesywnie wszystkim tym osobom,

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

tytu³em “Wp³ata na rzecz KIDL na dzia³alnoœæ statutow¹”,

o stanie zdrowia stwierdzaj¹ce zdolnoœæ do wykonywania czynnoœci

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

“Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego”

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

“Prawo Wykonywania Zawodu
Diagnosty Laboratoryjnego”

- wp³aciæ 100 z³.

- przes³aæ do biura KIDL

- przes³aæ tak¿e zaœwiadczenie lekarskie

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

-
-

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

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

i za dodatkow¹ op³at¹ poniesionych kosztów ponownego wys³ania

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

U W A G A :

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

Chc¹c otrzymaæ dokument nale¿y:
-

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

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

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

PROSIMY O PILNE AKTUALIZOWANIE
ZMIENIONYCH ADRESÓW DO KORESPONDENCJI.

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

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

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

tym diagnostom laboratoryjnym, którzy:

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

ponosiæ odpowiedzialnoœci za wynik³e z tego powodu problemy lub konsekwencje.

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



Ukaza a si kolejna ksi ka z serii
Biblioteka Diagnosty Laboratoryjnego
“Immunogenetyczne podstawy doboru dawców
oraz przeszczepiania
komórek krwiotwórczych i narz dów”
pod redakcj Jadwigi Fabija skiej-Mitek i Jacka
Nowaka
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Zamówienia nale¿y kierowaæ :
OINPHARMA Sp. z o.o. 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


