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Zbli¿aj¹ce siê Œwiêta Wielkanocne sk³aniaj¹ wszystkich do
¿yczeñ, a Diagnostom Laboratoryjnym nale¿¹ siê ze
szczególnych wzglêdów, gdy¿ jak wielu w naszym Kraju
OjczyŸnianym, Diagnoœci pracuj¹ bez rozg³osu i bez hucznej
zapowiedzi, czêsto pomijani i nieuwzglêdniani przez
udaj¹cych sumienie obywatelskie i zaanga¿owanych
spo³ecznie autorów programów, artyku³ów, redaktorów pism
medycznych. ¯yczyæ wypada, aby najbli¿szy rok w mediach
i artyku³ach pism medycznych znalaz³y siê treœci o znacz¹cym
i poczesnym miejscu wœród œwiadczeñ medycznych badañ
i wyników diagnostyki laboratoryjnej, tak¿e o diagnostach
laboratoryjnych. Aby badania te, sta³y siê autentycznie
Ÿród³em oszczêdnoœci wydawanych kwot na leki, tak przez
pacjentów, jak i ze œrodków publicznych; aby pacjenci mieli
pe³ne prawo i dostêp do badañ i wyników laboratoryjnych, aby
œrodowiska wspó³tworz¹ce diagnozê i terapiê mia³y
zrozumienie dla troski o zdrowie pacjenta, ¿e

¯yczê
diagnostom wytrwa³oœci i skutecznoœci w osi¹ganiu tych
celów, aby nadzieja która siê wi¹¿e z nadchodz¹c¹ wiosn¹ by³a
twórcza i wyzwala³a potencja³ w ka¿dym z nas. ¯yczymy
radosnych pogodnych dni œwi¹tecznych. ¯yczymy tak¿e
sukcesu w ¿yciu zawodowym i stabilnoœci w ¿yciu rodzinnym i
osobistym. ¯yczymy zmian, których oczekujemy i które
przynieœæ mog³yby spo³ecznoœci diagnostów wydatn¹ poprawê
bytu i warunków pracy. ¯yczymy sta³oœci pracy i godziwych
warunków wynagrodzenia. ¯yczymy szczególnej opatrznoœci
Niebios i Zmartwychwsta³ego Pana.

Redakcja Gazety „Diagnosta Laboratoryjny”

nie ma innej
drogi rozpoznania patofizjologii, jak tylko poprzez
profesjonaln¹ diagnostykê laboratoryjn¹.
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Od Izby do cz³onków Korporacji

Szanowni Pañstwo;
Diagnoœci

Laboratoryjni!

Od wielu miesiêcy
noszê w sercu zamiar
zwrócenia siê listem
do Was Diagnoœci
Laboratoryjni, którzy
od lat wspieraliœcie to
co jednym wydawa³o

siê mrzonk¹, innym zamiarami nie do
zrealizowania, a jednak stajemy dziœ maj¹c za
sob¹ opracowany i uchwalony kodeks etyki
diagnosty laboratoryjnego, obok wielu
znacz¹cych punktów na mapie osi¹gniêæ w
drodze do uznania naszego zawodu za partnera
œwiadczeñ zdrowotnych.
Dziœ, zdaje sobie sprawê z tego, ¿e bez Waszego
czynnego wsparcia i czêstego nawet Waszego
wzburzenia i niezadowolenia, nie starczy³oby mi
si³ ani wytrwa³oœci, by wspólnie osi¹gn¹æ prawa
dla Was, do specjalizacji w 12 kategoriach,
i mo¿liwoœci przeprowadzania œwiadczeñ
w zakresie diagnostyki w oparciu o ustawê
i reguluj¹ce nimi rozporz¹dzenia. Nie mam
jeszcze na dzieñ dzisiejszy poczucia, ¿e wszystko
zosta³o wykonane, co s³u¿yæ bêdzie pacjentom
w trosce o ich zdrowie i ich ¿ycie, a Wam
Diagnoœci poprawi³oby standard ¿ycia
i psychiczny komfort. Dla wielu z Was otwarcie
mo¿liwoœci ku specjalizacji ograniczone jest
materialnymi trudnoœciami. To te¿, w najbli¿-
szym czasie obok programowego dzia³ania Izby
zmierzaj¹cego do dalszej prawnej regulacji
ustawy o diagnostyce, nie spocznê i nie odetchnê,
a¿ nie bêd¹ Wam zabezpieczone do granic
mo¿liwoœci u³atwienia na drodze do specjalizacji.

Jest kilka pozytywnych faktów, na które
chcia³bym zwróciæ uwagê. Wœród tych, to Wasze
nadzieje, i oczekiwania, kierowane do Izby, ¿e
zostan¹ podjête starania o w³aœciwe wynagro-
dzenia dla diagnostów laboratoryjnych; oraz
fakty kolejne, ¿e pomimo, i¿ diagnoœci tworz¹c
samorz¹d mieszkaj¹ w ró¿nych miejscach na
ca³ym terenie Polski, nie prze¿ywaj¹ ani nie
odczuwaj¹ ró¿nic regionalnych ani te¿, ¿e nie

maj¹ kompleksów wzglêdem oœrodków
medycznych, i z tych, i z odleg³ych skupisk
wiejskich czy obs³uguj¹cych ludnoœæ miejsk¹.
Tworz¹c rodzinê Diagnostów Laboratoryjnych
jesteœmy reprezentantami diagnostyki polskiej.
Nie dziel¹ nas, ani ró¿nicuj¹ województwa czy
regiony Polski. Mamy w³asn¹ Krajow¹
Korporacjê Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego,
mamy w³asn¹ Izbê, w³asny Samorz¹d
Diagnostów Laboratoryjnych.
Czujê siê dumny, ¿e przysz³o mi byæ pierwszym
prezesem Naszej Korporacji, czuje siê dumny, ¿e
dzisiejsza diagnostyka ma do zaoferowania
w ramach œwiadczeñ zdrowotnych rzetelnoœæ
badañ laboratoryjnych opartych na wysokiej
klasie jakoœci aparatury laboratoryjnej
i profesjonalizmie wykonawców, przez co staj¹ siê
badanie te: diagnostyczne i prognostyczne. Czujê
siê i jestem zafascynowany Wami, Diagnoœci
Laboratoryjni, ¿e nie wyg³aszacie w mediach, ¿e
praca i s³u¿ba Wasza ma wymiary, które decyduj¹
o czyimœ ¿yciu i zdrowiu, losie badanego
i kierunku leczenia; ¿e nie skar¿ycie siê publicznie.
Nie jesteœmy nosicielami i zarzewiem buntu, i nie
tworzymy koterii finansowej w s³u¿bie zdrowia,
Jesteœcie dum¹ S³u¿by Zdrowia, ¿e pracujecie jak
pszczó³ki, chocia¿ wielu innych g³oœniejszych jest
od Was, brzêcz¹c i bucz¹c o swojej wielkoœci
i donios³oœci, i nale¿nych im apana¿y. Nie
jesteœcie pierwszymi do orderów, ani do
zaszczytów. Nie rozg³aszamy tego a jednak
pracujemy. Podejmujecie specjalizacje wbrew
finansowym niedoborom i braku u³atwieñ, które
dane s¹ innym. Ale nierównoœci te: spo³eczne,
prawne, obywatelskie niezgodne z Konstytucjê
RP stan¹ siê przedmiotem usilnych starañ waszej
Korporacji, by wstrz¹sn¹æ tymi co tworz¹ prawo i
reguluj¹ finansowaniem. Jestem po stokroæ
dumny i zaszczycony, ¿e mogê czuæ siê Prezesem,
tak znakomitego Towarzystwa, o tak wysokiej
kulturze i najwy¿szym poziomie edukacji
zawodowej.

Prezes
Krajowej Rady
Diagnostów Laboratoryjnych

Henryk Owczarek
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Z³oty wiek mikrobiologii obejmowa³
koniec XIX wieku i pocz¹tek XX, kiedy to
poznawano poszczególne drobnoustroje
odpowiedzialne za swoiste choroby
zakaŸne. Rozwój wiedzy mikrobiologicznej
inspirowa³ badania w zakresie immunologii
zakaŸnej, rozwoju diagnostyki mikrobio-
logicznej, profilaktyki swoistej obejmuj¹cej
szczepienia i antybiotykoterapiê. Koniec
XX wieku i pocz¹tek XXI jest okreœlany jako
z³oty wiek mikrobiologii molekularnej,
genetyki i biologii komórki na poziomie
molekularnych interakcji patogen gospo-
darz (1).
Pierwszym genomem bakteryjnym, który
zosta³ w pe³ni zsekwencjonowany, skatalo-
gowany i opublikowany przez Fleischmanna
w 1995 roku, by³ genom Haemophilus
influenzae. Od tego okresu zosta³y poznane
w pe³ni genomy oko³o 100 szczepów
ró¿nych gatunków drobnoustrojów i oko³o
150 jest na ró¿nych etapach kompletowania.
Wœród 35 zsekwencjonowanych gatunków
bakterii chorobotwórczych znajduj¹ siê
ró¿ne szczepy gatunków Chlamydia
pneumoniae, Chlamydia trachomatis,
Escherichia coli, Helicobacter pylori,
Neisseria meningitidis, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae
i Streptococcus pyogenes (2).

G³ównym bodŸcem do poznania
sekwencji pe³nego genomu organizmów
jest uzyskanie lepszego zrozumienia biologii
i ewolucji drobnoustrojów, okreœlenie
regionów swoistych dla identyfikacji
drobnoustrojów poprzez odpowiednie
sondy diagnostyczne, okreœlenie genów
wirulencji, nowych skutecznych genów dla
szczepionek i miejsc docelowych dla
antybiotyków.
Szerokie spektrum zastosowañ osi¹gniêæ
mikrobiologii molekularnej obejmuje zasto-
sowanie w diagnostyce mikrobiologicznej
(3), epidemiologii (4), in¿ynierii genetycznej
(5), do opracowania nowych skutecznych
szczepionek, w tym szczepionek DNA (6)
oraz badania na poziomie molekularnym
interakcji patogen-gospodarz.
Po krótkim przegl¹dzie osi¹gniêæ moleku-
larnych i zastosowañ w wymienionych
obszarach mikrobiologii zostan¹ przedsta-
wione, jako g³ówny temat, zastosowania
technik molekularnych w diagnostyce
mikrobiologicznej, wskazania do stoso-
wania metod biologii molekularnej,
problemy zwi¹zane z interpretacj¹ wyników,
czu³oœæ i swoistoœæ metod oraz koniecznoœæ
walidacji diagnostycznych technik mole-
kularnych.
Poszczególne artyku³y prezentowane w po-
staci niniejszego cyklu s¹ prezentacj¹
stosowanych metod w Katedrze i Zak³adzie
Mikrobiologii Akademii Medycznej

w Lublinie i obejmuj¹ g³ówny zakres
zastosowañ metod biologii molekularnej
w ró¿nych aspektach mikrobiologicznej
diagnostyki molekularnej. Miêdzy innymi
zostanie omówione zastosowanie metod
biologii molekularnej do identyfikacji
drobnoustroju w bezpoœrednim materiale
klinicznym lub identyfikacji izolatu po
hodowli w zakresie gatunku i szczepu,
okreœlenie obecnoœci genów warunkuj¹cych
opornoœæ na antybiotyki oraz identyfikacjê
genów warunkuj¹cych syntezê czynników
wirulencji. Celowoœæ stosowanych metod
zostanie omówiona w aspekcie podsta-
wowych problemów/niedoskona³oœci
w klasycznej diagnostyce mikrobiologicznej.
W badaniach epidemiologicznych metody
molekularne obejmuj¹ zarówno metody
diagnostyczne s³u¿¹ce do identyfikacji
gatunku, jak i typowania szczepów. Badane
s¹ Ÿród³a i drogi szerzenia siê drobno-
ustrojów oraz mo¿liwoœci przekazywania
informacji genetycznych, wystêpowanie
pewnych genotypów i skutki mutacji.
Podstawowe techniki obejmuj¹: podsta-
wowe metody PCR amplifikacja 16S rRNA,
hybrydyzacja, fragmentacja DNA restry-
kcyjn¹ endonukleaz¹ i badanie polimor-
fizmu okreœlonych fragmentów DNA.
Dodatkowe techniki uzupe³niaj¹ce
obejmuj¹ sekwencjonowanie i analizê
genomu lub wybranych fragmentów w tym:
badania obecnoœci i sekwencji specyfi-
cznych genów, zastosowanie sond wielo-
nukleotydowych, metody badaj¹ce pe³ny
genom, analiza plazmidów, wielopunktowe
typowanie sekwencji. W przypadku badania
wirusów wykorzystane s¹ dodatkowo
techniki PCR z zastosowaniem odwrotnej
transkryptazy.

Stosuj¹c metody transdukcji i rekombi-
nacji opracowano mo¿liwoœci wprowa-
dzania fragmentu obcego DNA do bakterii.
Kontrolowane wprowadzenie okreœlonego
nowego materia³u genetycznego do bakterii,
prze³amanie ró¿norodnych barier regula-
cyjnych, zmusza je do syntezy okreœlonych
bia³ek. Najczêstsze wykorzystanie technik
rekombinacji s³u¿y do produkcji ludzkich
hormonów, cytokin, interferonu, bia³ek
s³u¿¹cych jako antygeny w szczepionkach.
G³ówne produkty uzyskane poprzez biote-
chnologiê to insulina stosowana w leczeniu
cukrzycy, ludzki hormon wzrostu, erytro-
poetyna w leczeniu anemii, interleukiny,
interferon w leczeniu zaburzeñ immunolo-
gicznych oraz rekombinowane szczepionki
wirusowe i bakteryjne.

Klonowanie genów, zarówno bakteryjnych

jak i wirusowych, pozwala na uzyskanie
bezpiecznych szczepionek o du¿ej
skutecznoœci, które s¹ produktami
wybranych genów lub wrêcz okreœlonymi
fragmentami DNA. Szczepionki DNA, nad
którymi prowadzone s¹ intensywne badania,
wydaj¹ siê nieœæ rozwi¹zania dotychcza-
sowych problemów. S¹ one bakteryjnymi
plazmidami, które koduj¹ bia³kowe
antygeny. Po iniekcji do gospodarza,
plazmid powoduje ekspresjê bia³ek
antygenowych bezpoœrednio w komórkach,
do których zosta³ w³¹czony na drodze
transdukcji, przez co odpowiedŸ immuno-
logiczna przeciwko temu antygenowi
nastêpuje bezpoœrednio i jest konty-
nuowana. Szczepionki DNA dostarczaj¹
zatem raczej genu ni¿ antygenu lub
patogenu, stosuj¹c te same plazmidy
zaanga¿owane w produkcjê rekombi-
nowanych bia³ek. Równie¿ w przypadku
szczepionek wirusowych nukleotydowa
sekwencja (DNA lub RNA ) mo¿e byæ
sklonowana, replikowana i wprowadzona
przez odpowiedni wektor do organizmu
cz³owieka, aby kodowaæ potencjalnie
nieograniczone iloœci odpowiednich bia³ek.
Takie szczepionki w badaniach na
zwierzêtach s¹ podawane jako bezpoœrednia
zawiesina w soli poprzez iniekcjê lub po
precypitacji z cz¹stkami z³ota podawane s¹
bezpoœrednio do tkanek.
Nastêpne mo¿liwoœci kojarzone w przy-
sz³oœci z molekularnymi technikami wi¹¿¹
siê z zsekwencjonowaniem genomu
niektórych wirusów oraz Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium lepre i paso-
¿ytem wywo³uj¹cym malariê Plazmodium
falciparum, przeciw którym ci¹gle brak jest
skutecznej szczepionki. Pozwoli³oby to na
skatalogowanie genów wirulencji i bia³ek
o najwy¿szej immunogennoœci. Nie ma
równie¿ szczepionki przeciw powszechnie
wystêpuj¹cym zaka¿eniom wywo³anym
przez Staphylococcus aureus, Helicobacter
pylori, Streptococcus pyogenes, oczeki-
wania wi¹¿¹ siê z odpowiednimi osi¹gniê-
ciami genomiki i proteomiki.
Zastosowanie osi¹gniêæ biologii molekula-
rnej zmierza równie¿ do okreœlenia najw³a-
œciwszych genów i ich wybranych sekwencji
ORFs (open reading frames). W przypadku
poszukiwañ nowej skutecznej szczepionki
przeciwko N. meningitidis i S. pneumoniae
sekwencja pe³nego genomu zosta³a
poddana analizie celem identyfikacji ORFs
koduj¹cych bia³ka ró¿nych czynników
zjadliwoœci, jak i o wysokim stopniu
immunogennoœci.

Poznanie sekwencji zarówno bakteryjnego,
jak i ludzkiego genomu mo¿e byæ
zastosowane w biotechnologii i rearan¿acji

In¿ynieria genetyczna - biotechnologie
rekombinowanych bia³ek

Zastosowanie mikrobiologii
molekularnej w szczepieniach

Interakcje patogen-gospodarz
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genów celem okreœlenia ca³kowitego
wp³ywu ekspresji i transkrypcji genów
patogenów na komórki gospodarza.
Genetyczna determinacja reakcji obron-
nych cz³owieka dotyczy zarówno odpor-
noœci nieswoistej oraz swoistej humoralnej
(przeciwcia³a) oraz komórkowej (uczulone
limfocyty, makrofagi i system cytokin oraz
chemokin).
Jednym z naturalnych pierwotnych mecha-
nizmów obronnych rozpoznaj¹cych dro-
bnoustroje jest system Toll-like receptorów.
Liczne genetyczne defekty wp³ywaj¹ na
funkcjê tych receptorów i s¹ zwi¹zane
z nawracaj¹cymi lub ciê¿ko przebiegaj¹cymi
infekcjami. Mog¹ to byæ defekty genów
zwi¹zanych z przekazywaniem wewn¹trz-
komórkowego sygna³u aktywacji NF-kappa
lub genów syntezy TNF, w tym polimorfizm
genu TNF.
Ró¿norodne zmiany i ekspresja genów
decyduj¹cych o powstawaniu przeciwcia³,
pocz¹wszy od ró¿nicowania i dojrzewania
limfocytów B, indukcji syntezy przeciwcia³,
ich klas i swoistoœci, decyduj¹ o skutecznoœci
odpowiedzi na szczepienia oraz infekcje.

Diagnostyka mikrobiologiczna obejmuje
nastêpuj¹ce g³ówne zadania-izolacja
i identyfikacja patogenu, okreœlenie
czynników wirulencji i lekowra¿liwoœci.
Rozwój metod molekularnych traktujemy
jako alternatywne w nastêpuj¹cych
sytuacjach:

Gdy wzrost na pod³o¿ach jest powolny
lub bakterie s¹ bardzo wymagaj¹ce, albo nie
daj¹ siê hodowaæ na po¿ywkach sztucznych

drobnoustroje rosn¹ wolno i s¹ ma³o
zró¿nicowane

hodowla drobnoustrojów stanowi
zagro¿enie dla personelu

brak swoistych metod do zró¿ni-
cowania drobnoustrojów

istnieje potrzeba okreœlenia rozprze-
strzeniania siê infekcji (np. wirusowej)
Najczêœciej stosowane metody molekularne
w diagnostyce mikrobiologicznej s¹
modyfikacj¹ podstawowych technik jak
hybrydyzacja, która jest najstarsz¹ technik¹
i technika PCR.
Hybrydyzacja opiera siê na podstawowej
zale¿noœci komplementarnoœci zasad
kwasów nukleinowych; cytozyna tworzy
podstawow¹ parê z guanin¹, a adenina
z tymin¹ lub uracylem w RNA. Pojedyncza
niæ uzyskanego z próbki klinicznej DNA
jest eksponowana do reakcji wi¹zania
z pojedyncz¹ nici¹ znakowanego, odpo-
wiedniego fragmentu DNA sondy.
Modyfikacje metody obejmuj¹ ró¿norodne
wi¹zanie sondy do fazy sta³ej jak b³ony

nitrocelulozowe, magnetyczne kulki lub
inne modyfikacje. Sondy mog¹ byæ
znakowane w ró¿norodny sposób jak
radioaktywne izotopy, substraty antyge-
nowe, enzymy lub sk³adniki reakcji
chemioluminescencji.
Diagnostyczne mo¿liwoœci na bazie reakcji
PCR zosta³y stworzone i opublikowane
przez Saiki w 1988 po zastosowaniu
termostabilnej polimerazy DNA (Taq DNA
polymerase) uzyskanej z Thermus
aquaticus, a nastêpnie dziêki zautomaty-
zowaniu syntezy oligonukleotydów (7).
Podstawowe techniki PCR obejmuj¹
identyfikacjê okreœlonych fragmentów
DNA koduj¹cych rRNA. Poniewa¿ jest to
fragment DNA wystêpuj¹cy we wszystkich
¿ywych organizmach jest uwa¿any za
uniwersalny. Wystêpuje w postaci licznych
kopii, co sprawia, ¿e ich detekcja jest
stosunkowo ³atwa i sk³adaj¹ siê z regionów
konserwatywnych, zmiennych i wysoce
zmiennych, co pozwala na wysoki stopieñ
oznaczenia specyficznoœci drobnoustroju.
S¹ poza tym istotne dla prze¿ycia i mog¹ byæ
zastosowane jako molekularny zegar do
badañ filogenetycznych.
PCR pozwala na selektywn¹ amplifikacjê
wybranych regionów DNA i obejmuje
podstawowe powtarzane wielokrotnie
nastêpuj¹ce etapy:
- izolacjê DNA (materia³ bezpoœredni lub
drobnoustroje z hodowli)
- denaturacjê DNA (temp.92o - 96o C)
- do³¹czanie specyficznych starterów, które
inicjuj¹ reakcjê przy³¹czania nukleotydów
i wystêpuj¹ tylko u wybranego patogenu;
mo¿e to byæ sekwencja okreœlaj¹ca
unikatow¹ toksynê (37 -72 C) (startery-
krótka sekwencja oligonukleotydów
komplementarna dla zdefiniowanych
sekwencji matrycowego DNA).
- wyd³u¿anie ³añcucha DNA przy³¹czonego
do startera przez termostabiln¹ polimerazê.
Warunki musz¹ byæ odpowiednio dobrane
(72 C) przez do³¹czanie kolejnych dezoksy-
rybonukleotydów (dNTP), proces jest
katalizowany przez polimerazê Taq.
Amplifikacja obejmuje oko³o 35-40 cykli
przeprowadzonych w termocyklerze.
- detekcja produktów amplifikacji z
zastosowaniem ró¿norodnych metod:

elektroforeza produktów w ¿elu
agarozowym produkt PCR jest okreœlonej
d³ugoœci w sensie liczby nukleotydów, mo¿e
byæ ³atwo zdefiniowany w elektroforezie
jako pr¹¿ek o okreœlonej lokalizacji w ¿elu.

hybrydyzacja wykorzystuje komplemen-
tarnoœæ zasad buduj¹cych kwasy nukle-
inowe. Badane DNA denaturowane do
postaci jednoniciowej i jest wi¹zane przez
jednoniciow¹ sondê o homologicznej
sekwencji odpowiednio zwi¹zan¹ z faz¹

sta³¹ i znakowane izotopami, enzymami lub
chemioluminescencj¹.

Najczêœciej stosowane techniki PCR s³u¿¹
do stwierdzenia, czy interesuj¹ca nas
sekwencja nukleotydowa poszukiwanego
patogenu jest obecna w badanej próbce lub
nie.

PCR mo¿na stosowaæ do skopiowania
okreœlonego amplikonu w celu stwierdzenia
lub sprawdzenia jego sekwencji nukle-
otydowej.

Mo¿e mieæ zastosowanie w badaniu
sekwencji nukleotydów technik¹ „gene-
tyczny odcisk palca”

Produkty PCR mog¹ s³u¿yæ jako sondy
Technika PCR jest przydatna w badaniach

klasyfikacyjno-taksonomicznych
Techniki PCR z u¿yciem sond o szerokim

zakresie wystêpowania s¹ stosowane do
badañ przegl¹dowych dotycz¹cych
ró¿norodnoœci gatunków w próbkach
œrodowiskowych.
W poszukiwaniu i identyfikacji patogenu
metodami molekularnymi istnieje potrzeba
okreœlenia odpowiednich postulatów
analogicznych do postulatów Kocha (8).
Celem przypomnienia, przedstawiam
postulaty R. Kocha okreœlaj¹ce warunki
pozwalaj¹ce na stwierdzenie zale¿noœci
miêdzy gatunkiem chorobotwórczego
drobnoustroju, a powsta³¹ chorob¹:
1. Mikroorganizm musi byæ obecny we

wszystkich przypadkach choroby i nieo-
becny u zdrowych osobników,
2. Poszukiwany drobnoustrój musi byæ
izolowany i wyhodowany w czystej hodowli,
3. Ta sama choroba musi powstaæ, gdy
wyizolowany drobnoustrój zostanie podany
zdrowemu osobnikowi,
4. Ten sam drobnoustrój musi byæ
izolowany ponownie od zaka¿onego czyst¹
hodowl¹ osobnika.
W wiêkszoœci przypadków nastêpuj¹ce
kryteria brane s¹ jako docelowe w okreœleniu
patogenów za pomoc¹ badañ moleku-
larnych.

sekwencje DNA zawieraj¹ce geny dla
rRNA, które dla danego gatunku s¹ swoiste i
jednoznaczne

sekwencje DNA zawieraj¹ce okreœlony
gen dla toksycznoœci lub innych czynników
patogennych,,

okreœlone sekwencje DNA swoistych
antygenów,

specyficzne sekwencje plazmidowego
DNA,

ma³e sekwencje niekodujace,
najbardziej specyficzne dla danego gatun-
ku.Pomimo istotnych zalet podkreœlaj¹cych,
¿e metody molekularne pozwalaj¹ na szybk¹
i czu³¹ detekcjê czynników infekcyjnych
oraz iloœciowe okreœlenie patogenu, jak
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w przypadku wirusa HIV-1 dla monito-
rowania leczenia lub przebiegu choroby,
wystêpuj¹ pewne ograniczenia i dezin-
formacje; dotycz¹ one ró¿nych aspektów:

W metodach „in-house”, które s¹
najtañsze i czêsto stosowane do celów
diagnostycznych, wystêpuj¹ trudnoœci w
porównywalnoœci miêdzy laboratoriami
co do stosowanych metod, wybranych
fragmentów charakterystycznych dla
danego patogenu oraz czu³oœci i
swoistoœci metody. Podkreœla siê
koniecznoœæ zewnêtrznych kontroli.
Wa¿nym jest doœwiadczenie personelu,
jednak dla stosowania testów w rutynowej
diagnostyce istnieje potrzeba opracowania
warunków, które musz¹ byæ spe³nione
zgodnie z wymo-gami systemu jakoœci (9).

W szczególnoœci dotyczy to spe³nienia
nastêpuj¹cych warunków:

Brak uniwersalnych standardów odnoœnie:
walidacji metod
kontroli jakoœci badañ w aspekcie czu³oœci
i swoistoœci
mo¿liwoœci weryfikacji co do okreœlenia

klinicznej czu³oœci i specyficznoœci badañ i
pewnoœci co do najczêœciej stosowanych
metod „in-house”
interpretacja wyników i przebieg badania

wymagaj¹ ustaleñ
W wiêkszoœci przypadków koszt badañ

molekularnych jest wysoki i wymaga³oby
ustalenia, kto pokrywa koszt badania.
Wybór metody w aspekcie okreœlenia czy
identyfikujemy DNA ograniczeniem
wówczas jest brak mo¿liwoœci stwier-
dzenia czy izolowane DNA pochodzi
z drobnoustroju ¿ywego czy martwego.
W przypadku badania RNA ograni-
czeniem jest krótkotrwa³oœæ RNA do
kilku minut.
Komercyjne zestawy do molekularnych
technik manualnych detekcji i identyfikacji
patogenu zabezpieczaj¹ odpowiedni¹
standaryzacjê metody, s¹ ³atwe w u¿yciu,
postêpowanie jest proste. Przeznaczone s¹
do identyfikacji izolatów z hodowli lub
bezpoœredniej detekcji w materiale
klinicznym. Intensywnie wzrasta liczba
testów dla poszczególnych gatunków
bakterii i wirusów.
Automatyzacja i stosowanie nukleotydów
o du¿ej gêstoœci, s³u¿¹cych jako sondy lub
chipy, zwiêksza swoistoœæ i wiarygodnoœæ
wyników. Negatywn¹ cech¹ badañ
prowadzonych w zestawach automa-
tycznych jest koniecznoœæ wyznaczenia
wysokiego poziomu linii odcinaj¹cej
(border line) co wzmacnia swoistoœæ, ale
obni¿a czu³oœæ metody. Przyk³adowe testy
w systemie automatycznym dopuszczone
przez FDA do rutynowej diagnostyki
obejmuj¹ diagnostykê C. trachomatis,
Gardnerella-Trichomonas-Candida, My-
cobacterium tuberculosis, N. gonor-

rhoeae, Streptococcus oraz wirusowe:
HIV, HCV, CMV. Stosowane metody
obejmuj¹ techniki PCR, LCR, hybrydy-
zacjê i rozwijaj¹ce siê dynamicznie techniki
real-time RCR .

Standardowe metody fenotypowe ozna-
czania wra¿liwoœci na antybiotyki, tj. metoda
dyfuzyjno-kr¹¿kowa i oznaczanie wartoœci
MIC, nie zawsze umo¿liwiaj¹ wykrycie
obecnoœci genów nadaj¹cych opornoœæ.
Z drugiej strony, obecnoœæ genu opornoœci
na dany antybiotyk nie zawsze wyklucza
zastosowanie tego leku w terapii. Gen mo¿e
nie wykazywaæ ekspresji lub poziom
ekspresji genu jest ma³y. W takich sytuacjach
konieczne jest równoczesne wykrycie
funkcjonalnego produktu genów odpo-
wiedzialnych za opornoœæ na dany
antybiotyk. Pomimo dynamicznego
rozwoju metod molekularnych nie wydaje
siê, aby genotypowanie zast¹pi³o w naj-
bli¿szym czasie metody fenotypowe do
badania opornoœci na antybiotyki. Techniki
molekularne stosuje siê zatem g³ównie na
potrzeby badañ epidemiologicznych lub
naukowych; na potrzeby us³ugowe
stosowane s¹ czu³e metody fenotypowe.
Badania molekularne opornoœci na anty-
biotyki wymagaj¹ bardzo du¿ej wiedzy,
a interpretacja wyników czêsto nie jest
jednoznaczna. Opornoœæ drobnoustrojów
na poszczególne antybiotyki jest kodowana
przez jeden lub kilka genów, czêsto
zgrupowanych w integronach, które s¹
kontrolowane czêsto przez jeden promotor.
Utrata promotora lub jego si³a ekspresji
decyduj¹ dodatkowo o iloœci produktu
nadaj¹cego opornoœæ na antybiotyki (10).
Poszczególne typy opornoœci na antybiotyki
wymagaj¹ okreœlonych metod moleku-
larnych, w³aœciwych dla poszczególnych
gatunków drobnoustrojów, co zosta³o
przedstawione w poszczególnych arty-
ku³ach.

>

>

8

8

8

8

>

>

>

>

Zastosowanie metod biologii
molekularnej do wykrywania genów

opornoœci na antybiotyki
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Zastosowanie nowoczesnych technik
w diagnostyce laboratoryjnej gruŸlicy.

Szybkie i trafne rozpoznanie zaka¿enia
wywo³anego przez M. tuberculosis jest
podstawowym elementem strategi i
zwalczania gruŸlicy w Œwiecie. Niezwyk³y
postêp w rozwoju diagnostyki gruŸlicy,
opracowanie i wprowadzenie nowych
metod o wysokiej czu³oœci i specyficznoœci,
skracaj¹cych czas uzyskania potwierdzenia
bakteriologicznego przynosi wymierne
korzyœci w krajach rozwiniêtych. Jednak¿e
w wiêkszoœci regionów Œwiata, gdzie
gruŸlica jest ogromnym problemem
zdrowotnym te nowoczesne aplikacje ci¹gle
nie znajduj¹ zastosowania. Pomimo
prowadzenia walki z gruŸlic¹ w ramach
specjalnych programów, niedostatek
skutecznych metod wykrywania obecnoœci
pr¹tków w materia³ach klinicznych, ich
identyfikacji oraz oznaczania wra¿liwoœci na
leki powoduje, ¿e programy te nie przynosz¹
one po¿¹danych rezultatów. Ten artyku³
przedstawia nowoczesne metody mikro-
biologicznej diagnostyki gruŸlicy w kon-
tekœcie metod konwencjonalnych oraz
sugestie dotycz¹ce ich w³aœciwych
zastosowañ w poszczególnych etapach
pracy laboratoryjnej.
Wiêkszoœæ patogennych gatunków myko-
bakterii charakteryzuje siê d³ugim okresem
wzrostu, co powoduje, ¿e diagnostyczne
procedury laboratoryjne gruŸlicy trwaj¹ do
12 tygodni. Badanie mikrobiologiczne
polegaj¹ce na stwier-dzeniu obecnoœci
pr¹tków gruŸlicy w materiale diagno-
stycznym (1) jest najwa¿niejszym badaniem
w rozpoznaniu gruŸlicy i ma na celu
stwierdzenie obecnoœci pr¹tków kwaso-
odpornych (AFB), uzyskanie czystej
hodowli pr¹tków na pod³o¿ach oraz
identyfikacjê gatunku najszybciej jak to jest
mo¿liwe. Zalecane jest uzyskanie wyniku
hodowli oraz wyniku testu lekowra¿liwoœci
w czasie 30 dni.
Bakterioskopia jest szybkim badaniem
wykorzystuj¹cym cechê kwasoopornoœci
pr¹tków, które zabarwione fuksyn¹ karbo-
low¹ nie ulegaj¹ odbarwieniu kwaœnym
alkoholem (metoda Ziehl-Neelsena; ZN).
Czas badania mikroskopowego jest krótszy
przy zastosowaniu metody fluorescencyjnej
z auramin¹, zalecanej do stosowania jako
metoda przesiewowa (2). Liczba AFB
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mo¿liwa do wykrycia t¹ metod¹ wynosi od
5000 do 10 000 komórek w 1 ml (3)
materia³u od chorego. Homogenizacja i za-
gêszczenie materia³u klinicznego poprawia
czu³oœæ tej metody (4). Bakterioskopia jest
najszybsz¹ metod¹ rozpoznawania choroby,
jest badaniem prostym i tanim. Wad¹
metody jest jej niska czu³oœæ oraz brak
mo¿liwoœci odró¿nienia w próbkach
klinicznych pomiêdzy M. tuberculosis,
a pr¹tkami niegruŸliczymi (NTM).
Mo¿liwoœæ takiego rozró¿nienia w trakcie
oceny preparatu daje metoda oparta na
zastosowaniu „ peptydowych kwasów
nukleinowych” (PANs). PANs s¹ to
cz¹steczki podobne do DNA, w których
zast¹piono szkielet cukrowo-fosforanowy
podobnym peptydowym. Po³¹czenie PAN
i DNA/RNA odbywa siê zgodnie ze
specyficznoœci¹ sekwencji nukleotydowych,
powi¹zanie jest jednak mocniejsze ni¿
pomiêdzy DNA-DNA. Hydrofobowy
charakter moleku³ PANs u³atwia im
³atwiejsze przechodzenie przez œcianê
komórkow¹ i w odpowiednich warunkach
po³¹czenie siê ze specyficzn¹ sekwencj¹
kwasu nukleinowego. PANs s¹ znakowane
barwnikami fluoroscencyjnymi umo-
¿liwiaj¹cymi wizualizacjê reakcji w mikro-
skopie (5).
Bakterie z rodzaju Mycobacterium wyma-
gaj¹ do wzrostu po¿ywek wzbogaconych
bia³kiem zwierzêcym. W latach 30 Lowe-
nstein i Jensen wprowadzili sta³¹ po¿ywkê
wzbogacon¹ jajami kurzymi, która zosta³a
uznana za optymaln¹ i jest u¿ywana
w laboratoriach na ca³ym œwiecie. Hodowla
szczepu M. tubrculosis na po¿ywce
LowensteinaJensena (LJ) stanowi „z³oty
standard” w potwierdzeniu procesu
chorobowego w gruŸlicy.
Automatyczne i pó³automatyczne systemy
do hodowli pr¹tków na po¿ywkach
p³ynnych umo¿liwiaj¹ uzyskanie wczeœniej-
szego potwierdzenia wzrostu bakterii.
Pierwszym tego typu systemem by³ Bactec
460TB (Becton-Dickinson), w którym
hodowlê pr¹tków zak³ada siê w p³ynnej
po¿ywce Middlebrooka 7H12 zawieraj¹cej
jako substrat wzrostowy kwas palmitynowy
znakowany 14C. W czasie wzrostu pr¹tki
zu¿ywaj¹ radioaktywny substrat i wydalaj¹
go w postaci 14CO2. Radioaktywnoœæ
w aparacie Bactec mierzona jest w skali od
000 do 999. Przyrost iloœci wydalanego
14CO w czasie hodowli œwiadczy
o namna¿aniu siê pr¹tków i jest okreœlany
jako indeks wzrostu (6). System MB/Bact
(Organon Technika) jest w pe³ni zautoma-
tyzowanym komputerowym systemem
kolorymetrycznym do wykrywania AFB.
Hodowlê zak³ada siê w butelkach inkuba-
cyjnych zawieraj¹cych 10ml p³ynnej

po¿ywki Middlebrooka 7H9 z mieszanin¹
gazów CO , N i O . Butelka opatrzona
kodem paskowym zostaje umieszczona
w cieplarce, w miejscu wyznaczonym przez
komputer. W czasie wzrostu pr¹tków,
zwiêkszone stê¿enie dwutlenku wêgla
powoduje zmianê zabarwienia umie-
szczonego na dnie butelki wskaŸnika
kolorymetrycznego. Pomiar zmiany
zabarwienia jest wykonywany i rejestrowany
automatycznie. Komputer stale monitoruje
system hodowli i graficznie prezentuje
intensywnoœæ wzrostu pr¹tków w za³o¿o-
nych hodowlach (7). Uzyskanie pozyty-
wnego wyniku hodowli na po¿ywkach
p³ynnych w systemie Bactec lub MB/BacT
jest mo¿liwe w czasie od 7 dni do 4 tygodni.
Ze wzglêdu na d³ugi okres wzrostu
wiêkszoœci patogennych gatunków myko-
bakterii poszukiwano szybkich metod
molekularnych do bezpoœredniej identy-
fikacji AFB w materia³ach klinicznych.
Kryteria te spe³niaj¹ testy oparte na
amplifikacji kwasów nukleinowych (NAAs)
a zw³aszcza PCR. £añcuchow¹ reakcjê
polimerazy zastosowano do detekcji M.
tuberculosis w rok po ukazaniu siê
pierwszych opisów tej metody (8). Mimo ¿e
specyficznoœæ pojedynczej reakcji amplifi-
kacji jest wysoka, czu³oœæ reakcji pozostaje
na poziomie hodowli na pod³o¿ach.
Wprowadzenie nested PCR, w którym
produkt z pierwszej reakcji jest re-
amplifikowany w drugiej pozwala na
wykrycie jednego lub kliku organizmów w
badanej próbie.
Wœród szerokiego panelu alternatywnych
technik amplifikacji kwasów nukleinowych,
tylko niektóre zosta³y zatwierdzone przez
FDA (Food and Drug Administration), s¹ to
Amplicor (Roche) i AMTD (Gen Probe) (9,
10). Amplicor s³u¿y do bezpoœredniej
detekcji M. tuberculosis na poziomie
molekularnym, PCR powiela fragment genu
16S rRNA w ten sposób, ¿e pojedyncza
moleku³a kwas nukleinowego mo¿e byæ
wykryta w obecnoœci milionów innych
moleku³ DNA. Wynikiem reakcji produktu
amplifikacji z sond¹ genetyczn¹ jest barwny
precypitat a wynik odczytywany jest
fotometrycznie. Ochronie przed konta-
minacj¹ s³u¿y system AmpErase (enzym N-
glikozylaza uracylu), który, jest czêœci¹
procesu amplifikacji i nie wymaga ¿adnych
dodatkowych czynnoœci. Zapobieganie
wynikom fa³szywie negatywnym umo¿liwia
internal control (IC). IC jest wprowadzana
do ka¿dej reakcji amplifikacji i amplifi-
kowana razem z badan¹ próbk¹. Zapewnia
to indywidualne monitorowanie ka¿dego
pacjenta i daje pewnoœæ, ¿e rezultat jest
negatywny, a nie fa³szywie ujemny z powodu
zahamowania reakcji amplifikacji. Czu³oœæ

testu dla materia³ów z górnych dróg
oddechowych wynosi 79,4-91,1%, dla
materia³ów ujemnych w bakterioskopii
czu³oœæ testu jest ni¿sza i wynosi 40,0-
73,1%. FDA zaleca stosowanie testu do
detekcji M. tuberculosis w AFB dodatnich
materia³ach klinicznych pobranych od
chorych z podejrzeniem TB p³uc (9).
W zestawie AMTD ( Amplified Myco-
bacterium Tuberculosis Direct Test)
mykobakteryjny RNA uwalniany jest
z komórek przez sonifikacjê, nastêpnie
wykonywana jest amplifikacja fragmentów
genomu badanych bakterii oparta na
technologii TMA (transcription mediated
amplification - amplifikacja przez odwrotn¹
transkrypcjê). W szeregu reakcji zachodz¹-
cych w sta³ej temperaturze powstaj¹ biliony
kopii fragmentu RNA pr¹tka. W kolejnym
etapie wykrywane s¹ namno¿one wczeœniej
fragmenty RNA. Do detekcji wykorzystana
jest hybrydyzacja zamplifikowanego RNA
z sondami wyznakowanymi barwnikiem -
estrem akrydyny. Gdy sonda nie hybry-
dyzuje barwnik ulega hydrolizie, co
powoduje eliminacjê sygna³u t³a. Pomiar
sygna³u œwietlnego emitowanego przez
wyznakowan¹ sondê, po hybrydyzacji
z produktem amplifikacji odbywa siê w che-
miluminometrze. Test ten wyró¿nia to, ¿e
ca³a procedura przeprowadzona jest w jed-
nej temperaturze i w jednej probówce co
redukuje ryzyko kontaminacji. AMTD jest
zaakceptowany przez FDA do detekcji M.
tuberculosis w materia³ach klinicznych AFB
dodatnich i ujemnych.
Identyfikacja gatunków pr¹tków w labo-
ratoriach klinicznych nadal pozostaje
zajêciem trudnym i czasoch³onnym. Feno-
typow¹ identyfikacjê gatunku wykonuje siê
w oparciu o czas wzrostu kolonii, ich
morfologiê i wytwarzanie barwnika, oraz na
podstawie wyników testów biochemi-
cznych. Istniej¹ce techniki wykorzystuj¹ do
identyfikacji komórki pr¹tków uzyskane
w wyniku hodowli na pod³o¿ach.
Nowoczesn¹ technik¹ ró¿nicowania
pr¹tków jest chromatografia cieczowo-
wysokocisnieniowa; HPLC (11) oparta na
analizie sk³adu niewielkiej frakcji kwasów
t³uszczowych okreœlanych jako alfa-alkilo-
beta-hydroksy kwasy (znanych pod nazw¹
kwasów mikolowych), stanowi¹cych g³ówn¹
komponentê œciany komórkowej pr¹tków.
Technika ta umo¿liwia zidentyfikowanie
oko³o 60 gatunków z rodzaju Myco-
bacterium, w tym pozwala odró¿niæ M.
avium od M. intracellulare oraz M. bovis
BCG od pozosta³ych z kompleksu
tuberculosis.
Do okreœlenia gatunków mykobakterii
dostêpne s¹ sondy genetyczne, które
zastosowane do materia³ów z hodowli
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w ci¹gu 2 godzin identyfikuj¹ najwa¿niejsze
gatunki. Sondy AccuProbe wykorzystuj¹
naturaln¹ w³aœciwoœæ kwasów nukle-
inowych do tworzenia hybryd pomiêdzy
komplementarnymi ³añcuchami. Dostêpne
s¹ sondy dla M.tuberculosis complex, M.
avium, M. avium complex, M. intracellulare,
M. gordonae, M. kansasii. Metoda jest
wysoce specyficzna, lecz wymaga wyko-
nania oddzielnych testów dla poszcz-
ególnych gatunków. Sondy genetyczne
znalaz³y szerokie zastosowanie w po³¹-
czeniu z innymi technikami np. z PCR co
radykalnie zwiêksza ich czu³oœæ. Przy-
k³adem takiego zastosowania jest komer-
cyjny test INNO-LiPA Mycobacteria v2,
w którym po etapie multipleks PCR
(amplifikowanym fragmentem jest ITS genu
16S rRNA) nastêpuje hybrydyzacja
produktów z 22 sondami na jednym pasku
nitrocelulozy (12). Test umo¿liwia identy-
fikacjê kompleksu tuberculosis i 15
gatunków pr¹tków z grupy NTM.
“Microarray” jest to technika opracowana
w po³owie lat 90-tych przez Browna
i Schena. Na noœniku, którym mo¿e byæ
szklana, silikonowa p³ytka (chip) lub
nylonowa membrana, robot umieszcza
w mikronowych odstêpach nanogramowe
iloœci DNA zawieraj¹cego unikalne dla
poszczególnych genów sekwencje. Podczas
inkubacji noœnika z badanym DNA
dochodzi do hybrydyzacji komplemen-
tarnych ³añcuchów. Jeœli badane DNA
zostanie oznakowane barwnikiem fluore-
scencyjnym lub izotopem radioaktywnym
mo¿liwa jest ocena jakoœciowa i iloœciowa
przeprowadzonej hybrydyzacji. Metoda
"microarray" z powodzeniem jest wyko-
rzystywana do identyfikacji gatunków
mykobakterii na podstawie analizy 82
unikatowych sekwencji genu 16S rRNA.
Sekwencjonowanie DNA to technika
odczytywania kolejnoœci zasad tworz¹cych
cz¹steczkê DNA uznana za „z³oty
standard” przy rozró¿nianiu gatunków
mykobakterii (13, 14).
Identyfikacja polega na porównaniu
sekwencji badanego szczepu do sekwencji
referencyjnej. Najczêœciej u¿ywan¹ sek-
wencj¹ jest gen koduj¹cy 16S rRNA, który
jest obecny u wszystkich gatunków bakterii
i zawiera konserwatywne i zmienne regiony.
Sekwencjonowanie wysoce zmiennego
obszaru tego genu pozwala na identyfikacjê
najwa¿niejszych gatunków mykobakterii.
Jednak¿e M. kansasii i M. gastri wykazuj¹
identyczn¹ sekwencjê tego regionu.
Fragmenty genu koduj¹cego bia³ko 32-kDa,
genu bia³ko szoku cieplnego 65-kDA oraz
ITS genu 16S-23S rRNA zwieraj¹
ró¿norodne sekwencje umo¿liwiaj¹ce
zró¿nicowanie kl inicznie wa¿nych
gatunków mykobakterii z wyj¹tkiem

kompleksu tuberculosis.
Pr¹tki gruŸlicy charakteryzuj¹ siê naturaln¹
wra¿liwoœci¹ na wszystkie leki przeciw-
pr¹tkowe z wyj¹tkiem M. bovis, który jest
naturalnie oporny na pyrazynamid (PZA).
Pojawienie siê opornych szczepów M. tu-
berculosis stanowi powa¿ne zagro¿enie
skutecznej walki z gruŸlic¹ ze wzglêdu na
niewielk¹ liczbê leków stosowanych
w terapii gruŸlicy. Opornoœæ pr¹tków na
jeden lub wiêcej leków jest wynikiem
b³êdnych dzia³añ w leczeniu chorych. Test
wra¿liwoœci na leki wykonuje siê standar-
dowo po wyhodowaniu szczepu z rodzaju
Mycobacterium. Podstawow¹ lekowra¿li-
woœæ oznacza siê na: izoniazyd (INH),
streptomycynê (SM), ryfampicynê (RMP)
i etambutol (EMB).
W Polsce stosowana jest metoda stê¿eñ
absolutnych w po³¹czeniu ze wskaŸnikiem
opornoœci, w której opornoœæ jest wyra¿ona
stosunkiem najni¿szego stê¿enia hamu-
j¹cego wzrost (MIC) szczepu od chorego,
do MIC szczepu wzorcowego H37Rv.
WskaŸnik opornoœci równy 4 lub wiêcej
wskazuje , ¿e szczep jest oporny na leki.
Molekularne mechanizmy opornoœci s¹
w przewa¿aj¹cej czêœci spowodowane
mutacjami punktowymi wywo³uj¹cych
substytucjê aminokwasu tzw. mutacje
zmiany sensu. Wykryto równie¿ mutacje
ciche oraz rzadziej spotykane mutacje
strukturalne (niewielkie insercje lub delecje)
(15).
Genetyczny mechanizm opornoœci pr¹tków
na rifampicynê uznan¹ za marker MDR, jest
uwarunkowany mutacjami w obrêbie genu
rpoâ kodujacego polimerazê RNA.
Praktycznie wszystkie (96%) RIF-oporne
szczepy posiadaj¹ punktowe mutacje we
fragmencie d³ugoœci 81pz tego genu.
Mutacje te s¹ nieobecne u szczepów RIF
wra¿liwych, dlatego ten fragment genu rpoâ
uznano za idealny do badañ nad nowymi
technikami detekcji opornoœci na ten
podstawowy lek.
Izoniazyd jest lekiem stosowanym tylko
w gruŸlicy ze wzglêdu na naturaln¹
opornoœæ innych bakterii na ten lek. Mutacje
powoduj¹ce opornoœæ pr¹tków na INH
wystêpuj¹ g³ównie w obrêbie genów katG
i inhA, ich obecnoœæ stwierdzono u 75-85%
INH-opornych szczepów.
Oko³o 65-75% szczepów M. tuberculosis
opornych na streptomycynê posiada muta-
cje genu 16S rRNA, lub genu rpsL, który
koduje proteinê S12.
Ponad 70% szczepów M. tuberculosis
opornych na pyrazynamid wykazuje obe-
cnoœæ mutacji w obrêbie genu pncA kodu-
j¹cego pyrazynamidazê, enzym konwer-
tuj¹cy pyrazynamid do formy aktywnej.
Etambutol hamuje wbudowywanie kwasów
mikolowych do œciany komórkowej

pr¹tków. U 70% szczepów pr¹tków
wystêpuj¹ mutacje genu embB bêd¹ce
przyczyn¹ opornoœci na ten lek, której
nastêpstwem jest nieskutecznoœæ etambu-
tolu w terapii. Molekularny test Line Probe
Assay (16) wykonuje siê w oparciu
o amplifikacjê fragmentu genu rpo przy
zastosowaniu biotynylowanych starterów
i hybrydyzacjê produktu PCR z sondami
genetycznymi. Komercyjny test INNO-
LiPA Rif.TB (17) stosuje siê do szczepów M.
tuberculosis, oraz do bezpoœredniej
identyfikacji i oznaczania opornoœci na Rif
w materia³ach klinicznych.
Na pasku znajduje siê 5 sond dla sekwencji
rpo niezawieraj¹cych mutacji (wild-type),
4 sondy dla specyficznych mutacji w rejonie
rpoâ, sonda dla M. tuberculosis complex,
oraz kontrola reakcji barwnej. Kodonami
w których najczêœciej wystêpuj¹ punktowe
mutacje s¹ 531 (TCG TTG), 516
( G A C T A C , G A C G T G ) , 5 2 6
(CAC ACC, CAC GAC, CAC TAC).
Test znajduje zastosowanie w rutynowej
diagnostyce, szczególnie do próbek klini-
cznych pozytywnych w bakterioskopii.
Wykonanie testu zajmuje oko³o 48 godzin.
Technik¹ ³¹cz¹c¹ PCR z hybrydyzacj¹ jest
DNA Microarry do jednoczesnej detekcji
opornoœci M. tuberculosis na kilka leków,
przyk³adowo do identyfikacji mutacji
w obrêbie genów: katG i inhA oraz rpo .

Sekwencjonowanie produktów PCR (18)
jest najbardziej bezpoœredni¹ i wiarygodn¹
metod¹ wykrywania mutacji znanych, jak
i nowopowsta³ych. Jest równie¿ g³ówn¹
technik¹ u¿ywan¹ do wyjaœniania genety-
cznych mechanizmów opornoœci na leki.
Z powodu z³o¿onoœci mechanizmów
opornoœci na niektóre leki, przyk³adowo na
INH, metoda ta nie znalaz³a rutynowego
zastosowania w diagnostyce gruŸlicy.
Obecnie dostêpne molekularne metody
mog¹ byæ pomocne w szybkiej detekcji
mutacji powoduj¹cych opornoœæ na leki
przeciwpr¹tkowe, jednak wyniki testów
genetycznych powinny zostaæ potwier-
dzenie metodami fenotypowymi.
Analiza transmisji gruŸlicy i wykrywania
Ÿróde³ zaka¿enia wymaga mo¿liwoœci
porównywania szczepów M. tuberculosis.
Jest to szczególnie wa¿ne w zwi¹zku
z rozprzestrzenianiem siê szczepów MDR.
W tym celu stosowanych jest kilka metod
molekularnych: RFLP/DNA „ finger-
printing” metoda polega na detekcji
specyficznych fragmentów restrykcyjnych
poprzez hybrydyzacjê „Southern blot” ze
znakowanymi sondami DNA. Ró¿nice
w wielkoœci fragmentów restrykcyjnych s¹
wynikiem mutacji punktowych, delecji lub
rearan¿acji w obrêbie chromosomu. Analiz¹
t¹ mo¿na typowaæ wszystkie izolaty M...
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tuberculosis. Specyficznoœæ otrzymanych
wzorów jest zale¿na od liczby kopii
w genomie analizowanej sekwencji
insercyjnej IS6110 (19, 20). Technika RFLP
jest stosowana do œledzenia epidemii,
w badaniach taksonomicznych do ustalania
pokrewieñstwa miêdzy gatunkami.
W przypadku du¿ego podobieñstwa IS6110
RLFP szczepów z kompleksu tuberculosis
stosuje siê spoligotyping (21) - metodê
której podstaw¹ jest wykrywanie sekwencji
przestrzeni pomiêdzy krótkimi elementami
repetytywnymi (DR) obecnymi w chromo-
somalnym locus DNA wy³¹cznie u M. tu-
berculosis complex.. Przy znanej, sta³ej
liczbie kopii DR u szczepów wzorcowego
H37Rv i M. bovis mo¿liwe jest analiza
porównawcza wiêkszej liczby szczepów.
Metoda ³¹czy technikê multipleks PCR
z hybrydyzacj¹, jest stosowana do œledzenia
transmisji szczepów MDR oraz odró¿nienia
M. bovis od pozosta³ych gatunków
kompleksu tuberculosis.
Nowoczesne metody biologii molekularnej
zrewolucjonizowa³y w ostatnich latach
diagnostykê i badania epidemiologiczne
gruŸlicy. Szczególnie cennym osi¹gniêciem
wydaje siê b³yskawiczne przejœcie od badañ
doœwiadczalnych do bezpoœredniej diagno-
styki mikrobiologicznej. Jednak¿e w diagno-
styce gruŸlicy, ze wzglêdu na specyficzny
charakter choroby nie mo¿na polegaæ tylko
na jednym, okreœlonym schemacie uzy-
skania potwierdzenia bakteriologicznego
procesu chorobowego. Powszechnie uzna-
nym algorytmem jest ³¹czenie technik
tradycyjnych z nowoczesnymi w celu
szybkiego wykrycia M. tuberculosis w ma-
teriale klinicznym, w³¹czenie skutecznej
terapii lekowej w celu odpr¹tkowania
chorego, a na skutek tego przerwanie
³añcucha transmisji zaka¿enia.

Wed³ug obecnej klasyfikacji mikrobio-
logicznej wszystkie chlamydie nale¿¹ do
rzêdu Chlamydiales, który zawiera jedn¹
rodzinê Chlamydiaceae. Do niedawna
w obrêbie rodziny Chlamydiaceae wyró-
¿niano tylko jeden rodzaj Chlamydia

i zaliczano do niego wszystkie cztery znane
gatunki chlamydii: C. trachomatis, C.
psittaci, C. pneumonia i C. pecorum.
W 1999 roku zaproponowano now¹ klasy-
fikacjê rodziny Chlamydiaceae i wyró¿niono
w niej drugi rodzaj Chlamydophila w sk³ad
którego wchodz¹ obecnie Chlamydophila
psittaci, Chlamydophila pneumoniae oraz
inne gatunki nie maj¹ce istotnego znaczenia
w patogenezie zaka¿eñ u ludzi. C.
trachomatis pozosta³a w rodzaju Chla-
mydia. Nowa klasyfikacja nie zosta³a jednak
powszechnie zaakceptowana. W piœmien-
nictwie œwiatowym u¿ywa siê obie formy
nazw gatunkowych.

Wszystkie drobnoustroje nale¿¹ce do rzêdu
Chlamydiales s¹ bezwzglêdnymi paso¿ytami
wewn¹trzkomórkowymi. Ze wzglêdu na
brak zdolnoœci syntezy w³asnego ATP ich
rozwój jest mo¿liwy tylko wewn¹trz
komórki gospodarza. W zwi¹zku z tym s¹
czêsto okreœlane jako paso¿yty energe-
tyczne. Drobnoustroje te s¹ Gram ujemne,
nie wykazuj¹ ruchu, nie posiadaj¹ mureiny
w strukturze œciany komórkowej. G³ównym
sk³adnikiem œciany komórkowej jest lipopo-
lisacharyd. Charakterystyczn¹ cech¹
wszystkich chlamydii jest ich unikalny
dwuetapowy cykl rozwojowy. Komórki
bakterii wystêpuj¹ w dwóch formach,
w postaci cia³ka podstawowego EB
(elementary body) lub cia³ka siateczko-
watego RB (reticulate body). EB spe³nia
funkcjê formy przetrwa³ej i czynnika
inicjuj¹cego zaka¿enie. Jego zbita, zwarta
struktura zapewnia komórce opornoœæ na
czynniki œrodowiska, umo¿liwia przetrwanie
po lizie komórki gospodarza, a jednoczeœnie
forma ta jest zdolna do wnikania i zaka¿ania
kolejnych komórek. RB posiada strukturê
mniej zwart¹ ni¿ EB, jest form¹ aktywn¹
metabolicznie, ma zdolnoœæ syntezy DNA,
RNA i bia³ek.
Chorobotwórczoœæ Chlamydia pneumoniae
Chlamydia pneumoniae zosta³a uznana
w œwiecie jako bardzo czêsty patogen
w zaka¿eniach uk³adu oddechowego u ludzi.
Ocenia siê, ¿e wiêkszoœæ populacji prze-
chodzi 2-3 infekcje Chlamydia pneumoniae
w ci¹gu ¿ycia. Wystêpowanie przeciwcia³ dla
Chlamydia pneumoniae wzrasta wraz
z wiekiem i u osób doros³ych przekracza
50%. Zaka¿enie przenoszone jest drog¹
kropelkow¹ a okres inkubacji wynosi od
2 do 4 tygodni. Najczêœciej objawy kliniczne
manifestuj¹ siê zapaleniem p³uc lub oskrzeli,
zapaleniem gard³a i zatok.
Wiêkszoœæ zaka¿eñ zarówno górnych jak
i dolnych dróg oddechowych wywo³anych
przez ten drobnoustrój ma ³agodny prze-
bieg z charakterystycznym podostrym
pocz¹tkiem choroby, trudnym do
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Diagnostyka laboratoryjna zaka¿eñ
Chlamydia pneumoniae i Chlamydia

trachomatis

Charakterystyka
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Poni¿sz¹ odpowiedŸ zamieszczamy jako
sprostowanie b³êdnych analiz i os¹dów
dotycz¹cych medycznych laboratoriów
diagnostycznych i udzia³u firmy Diagno-
styka sp. z o.o. w porz¹dkowaniu œwiadczeñ
laboratoryjnych. Dla jasnoœci przedsta-
wionych argumentów w za³¹czeniu równie¿
aplikujemy artyku³ który jest przedmiotem
repliki.

Jestem lekarzem, diagnost¹ laboratoryjnym
i kierownikiem du¿ego laboratorium,
wchodz¹cego w sk³ad publicznej placówki
ochrony zdrowia. Pañstwa artyku³
„Rozdrobnienie wp³ywa na jakoœæ” w Med-
info z lutego 2006 wzbudzi³ we mnie
mieszane uczucia. Z jednej strony
zadowolenie, ¿e ktoœ interesuje siê tak wa¿n¹
dziedzin¹ medycyny, jak¹ jest diagnostyka
laboratoryjna, z drugiej zaœ uczucie
za¿enowania liczb¹ b³êdów i przek³amañ
w tak krótkim tekœcie.
Jak rozumiem, tez¹ Pañstwa artyku³u by³o
udowodnienie przewagi „jakoœciowej”
du¿ych laboratoriów i firm diagnostycznych
nad ma³ymi, czêsto rodzinnymi praco-
wniami dzia³aj¹cymi w prywatnym sektorze
us³ug medycznych, a tak¿e promowanie
rozwi¹zañ d¹¿¹cych do konsolidacji ca³ego
rynku diagnostyki laboratoryjnej, w tym
równie¿ placówek publicznych, na drodze
outsourcingu. Jest to wa¿ny i aktualny
problem, o którym mo¿na, a nawet trzeba
dyskutowaæ. Ale powa¿na polemika jest
mo¿liwa tylko wówczas, gdy osoby, które
bior¹ w niej udzia³ posiadaj¹ odpowiedni¹
wiedzê w danym obszarze. W tej sytuacji
skupiê siê wiêc wy³¹cznie na sprostowaniu
Pañstwa najbardziej ra¿¹cych b³êdów.

mylenie pojêæ certyfikacja
i akredytacja. Wymienione certyfikaty,
„chocia¿by certyfikaty RIQUAS" (popra-
wna nazwa to RIQAS) i inne, s¹ wy³¹cznie
certyfikatami uczestnictwa w danym
programie kontroli. Takie certyfikaty
otrzymuj¹ wszyscy uczestnicy programu,
niezale¿nie od jakoœci wykonywanych
badañ. Natomiast certyfikat ISO, potwie-
rdzaj¹cy spe³nianie wymagañ okreœlonej
normy serii ISO 9001, równie¿ nie œwiadczy
o jakoœci badañ, ale o wprowadzeniu
systemu zarz¹dzania jakoœci¹ w danej
placówce. Wed³ug dok³adnie tej samej
normy mo¿na certyfikowaæ fabrykê
gwoŸdzi, wytwórniê pude³ek, szpital jako
ca³oœæ lub laboratorium medyczne.
Dopiero akredytacja laboratorium
w Polskim Centrum Akredytacji wed³ug
jednej z dwóch norm: PN-EN ISO 17025
(to jest norma miêdzynarodowa, a nie
„badanie miêdzynarodowe”) lub PN-EN
ISO 15189 (w tej chwili projekt do
zatwierdzenia) œwiadczy o kompetencjach

technicznych laboratorium, czyli jakoœci
wykonywanych badañ. Innych, wymie-
nianych przez Pañstwa „licznych œcie¿ek
akredytacyjnych”, jak do tej pory, nie ma.
Nale¿y dodaæ, ¿e w Polsce tak rozumian¹
akredytacjê (wybranych procedur bada-
wczych) posiada tylko jedno z dziewiêciu
wymienionych przez Pañstwa laboratoriów,
nale¿¹ce obecnie do firmy Synevo Labo-
ratoria Medicover.

firma Diagnostyka sp. z o.o. jest
na pewno liderem na rynku pod wieloma
wzglêdami, jednak wymienione przez
Pañstwa certyfikaty uczestnictwa, które
posiada firma oraz autorski system infor-
matyczny, nie s¹ osi¹gniêciami niedo-
stêpnymi dla szerokiego ogó³u laboratoriów
(wbrew twierdzeniom p. dyr. A. Rysia). Jak
na lidera przysta³o, zabrak³o certyfikatów
uczestnictwa w takich kontrolach
miêdzynarodowych, jak np. kontrola
hematologiczna Sysmex International
Quality Assurance System /SIQAS/ czy
kontrola serologiczna organizowana przez
firmê Johnson & Johnson przy udziale
Instytutu Hematologii.

przypisanie „wiêkszoœci z istnie-
j¹cych 2412 podmiotów jedynie uczestni-
ctwa w programie Polmicro” jest nieprawd¹,
poniewa¿ program ten jest skierowany
wy³¹cznie do laboratoriów mikrobiolo-
gicznych, które stanowi¹ tylko niewielki
procent ogólnej liczby laboratoriów medy-
cznych w Polsce.

brak w tekœcie informacji
o programach kontroli jakoœci badañ
prowadzonych ju¿ od ponad 25 lat przez
Centralny Oœrodek Badañ Jakoœci w Dia-
gnostyce Laboratoryjnej w £odzi. Pan prof.
A. Brzeziñski wiele pracy i starañ poœwiêci³
tworzeniu powszechnie dostêpnych, bez-
p³atnych programów badañ porówna-
wczych oraz promowaniu standardów
jakoœci w polskich laboratoriach medy-
cznych. Takimi programami s¹ „Program
Powszechny” oraz „Program Centralny”
prowadzone wed³ug podobnych zasad co
program „Polmicro” (bezp³atny, uczestnik
otrzymuje co roku zaœwiadczenie o jakoœci
oznaczeñ).

b³êdnym jest twierdzenie, ¿e
„wydatki NFZ-u na badania diagnostyczne
wykazuj¹ tendencjê spadkow¹”. Do tej pory
nie uda³o siê KJDL przeforsowaæ bezpo-
œredniego kontraktowania badañ diagno-
stycznych, a tendencjê spadkow¹ wykazuje
liczba badañ zlecanych przez lekarzy POZ
i lekarzy rodzinnych (z przyczyn wiado-
mych). Wyjaœniam, ze NFZ nie finansuje
bezpoœrednio badañ diagnostyki labora-
toryjnej tylko procedury medyczne, których
badania laboratoryjne s¹ czêœci¹.

twierdzenie, ¿e powstanie KIDL
(na mocy ustawy o diagnostyce labora-

toryjnej), mia³o w za³o¿eniu wp³yn¹æ
bezpoœrednio na poprawê jakoœci badañ,
jest du¿ym uproszczeniem. Korporacja
zawodowa czuwa nad realizacj¹ podstaw
prawnych wykonywania zawodu ³ tworzy
klimat sprzyjaj¹cy poprawie jakoœci badañ,
m.in. poprzez uchwalenie Kodeksu Etyki
Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego.
W odpowiedzi na zarzut, ¿e KIDL „nic nie
robi” w kwestii jakoœci i poprawy samo-
poczucia dyrektorów szpitali i lekarzy, to
informujê, ¿e:
- w diagnostyce laboratoryjnej, jako jednej
z niewielu dziedzin medycyny, standardy
jakoœci s¹ wprowadzane na drodze rozpo-
rz¹dzenia Ministra Zdrowia (u¿ywanie
sformu³owanie „jednolite standardy” jest
b³êdem jêzykowym i w jêzyku polskim
nazywa siê pleonazm),
- powsta³ regulamin pracy wizytatorów
KIDL, którzy bêd¹ mieli prawo do kontroli i
oceny wykonywania czynnoœci diagnostyki
laboratoryjnej przez diagnostê labora-
toryjnego.

w medycznym laboratorium
diagnostycznym nie mo¿na zatrudniæ
personelu bez odpowiednich kwalifikacji
(patrz: rozporz¹dzenie MZ z 3 marca 2004
w sprawie wymagañ, jakim powinno
odpowiadaæ medyczne laboratorium dia-
gnostyczne).
Jestem ciekawy czy równie¿ ³¹czycie
Pañstwo zwiêkszaj¹c¹ siê ci¹gle liczbê
ujawnionych b³êdów lekarskich z dzia-
³alnoœci¹ lub jej brakiem NIL.
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Nie ma jednolitych standardów oceny jakoœci pracy
laboratoriów. Nie ma te¿ wymagañ, by certyfikaty
jakoœci posiadaæ. Ale ta sytuacja ma siê zmieniæ.

Niew¹tpliwie brak jednolitych standradów
i wymogów stawianych laboratoriom pozwala na
rozwój rynku prywatnych pracowni. Warto od razu
przypomnieæ, ¿e ich masowy rozwój zacz¹³ byæ
mo¿liwy po 1989 roku. Wtedy wystarczy³ wpis do
rejestru dzia³alnoœci gospodarczej. Impulsu
dostarczy³ rozwój prywatnego sektora us³ug
medycznych oraz prywatyzacja (w wyniku
systemowej reformy z 1999 roku) zak³adów opieki
zdrowotnej, zw³aszcza jednostek ambulatoryjnych.
Czêsto by³y to 1-2 osobowe firmy rodzinne,
dzia³aj¹ce w naprêdce zaadaptowanych, nie zawsze
spe³niaj¹cych odpowiednie warunki, pomie-
szczeniach. Nic dziwnego, ¿e wiele laboratoriów nie
gwarantowa³o wystarczaj¹cej jakoœci us³ug. Dlatego
pojawi³y siê pierwsze próby uregulowania tego
rynku.

Rozdrobnienie wp³ywa na jakoœæ
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Bariery wejœcia.
Poprawiæ sytuacjê mia³a koniecznoœæ rejestrowania
laboratoriów jako NZOZ-ów, co poci¹ga za sob¹
wymóg uzyskania zgody na dzia³anie wydawanej
przez sanepid. Wprowadzono tak¿e przepisy
prawne, pozwalaj¹ce na kierowanie laboratorium
jedynie osobom posiadaj¹cym odpowiednie
kwalifikacje (ale ju¿ nie zatrudnianemu przez tê
osobê personelowi). Ostatni¹, trzeci¹ barier¹ mia³o
byæ powstanie Krajowej Izby Diagnostów
Laboratoryjnych. Mia³o, bo jednak sytuacji do
koñca nie uzdrowi³o. Ci¹gle dyrektorzy szpitali nie
mog¹ byæ pewni jakoœci badañ. A na porz¹dku
dziennym s¹ sytuacje, ¿e lekarz zastanawia siê, czy
powiadomiæ laboratorium b¹dŸ dyrektora
o powsta³ym b³êdzie diagnostycznym, czy po prostu
zleciæ wykonanie badania jeszcze raz.
Obligatoryjna jakoœæ.
– Dopiero teraz przygotowywane s¹ przez zespó³
wdra¿ania systemów jakoœci standardy, nak³a-
daj¹ce obligatoryjnie obowi¹zek uczestnictwa
w polskim programie badania jakoœæ lub innych
badaniach miêdzynarodowych, jak np. ISO 17025
– mówi prof. Jan Kanty Kulpa, krajowy konsultant
w dziedzinie diagnostyki laboratoryjnej –
Ogromnym sukcesem bêdzie, je¿eli wszystkie
laboratoria bêd¹ podlegaæ programowi – dodaje. Ale
ju¿ dziœ istnieje wiele certyfikatów i œcie¿ek
akredytacyjnych. Nale¿¹ do nich chocia¿by
certyfikaty RIQUAS (brytyjskiego laboratorium
referencyjnego Random), certyfikaty fiñskiego
Labquality, Urinanalysys Proficiency Study firmy
Bayer. Istniej¹ te¿ uregulowania rodzime – Krajowy
Program Kontroli Jakoœci prowadzony przez
Centralny Oœrodek Badañ Jakoœci w Diagnostyce
Laboratoryjnej oraz Polmicro, prowadzone przy
wspó³udziale Narodowego Instytutu Zdrowia.
Popularny, tani.
Mimo tego zdecydowana wiêkszoœæ z istniej¹cych
2412 podmiotów, bo tyle liczy sobie rejestr
prowadzony przez Krajow¹ Radê Diagnostów
Laboratoryjnych, zdecydowa³a siê jedynie na
uczestnictwo w zapocz¹tkowanym w 1994 roku
programie Polmicro. Czyli Ogólnopolskim
Zewnêtrznym Sprawdzianie Wiarygodnoœci Badañ
Mikrobiologicznych, jak brzmi pe³na jego nazwa.
Program obejmuje zarówno sprawdzian praktyczny
jak i teoretyczny. Odbywa siê corocznie i sk³ada siê
z 2,3 czêœci. W sprawdzianie praktycznym
laboratorium okreœla wra¿liwoœæ na antybiotyki,
analizuje mechanizmy lekoopornoœci nades³anych
szczepów bakteryjnych. Centralny Oœrodek Badañ
Jakoœci w Diagnostyce Mikrobiologicznej
(COBJDM), który jest organizatorem programu,
posiada szczepy referencyjne oraz szczepy kontrolne

bakterii. Sprawdzian teoretyczny polega na
odpowiedzi na nades³ane pytania z zakresu
mikrobiologicznej diagnostyki klinicznej. Wyniki
testów s¹ poufne – otrzymuj¹ jedynie uczestnicz¹ce
w sprawdzianie laboratorium. Laboratorium po
pomyœlnym zdaniu sprawdzianu otrzymuje
specjalne pisemne zaœwiadczenie, ¿e pracownia
uzyska³a dobr y wynik w Sprawdzeniu
Wiarygodnoœci Badañ w Mikrobiologii. Takie
zaœwiadczenie podnosi presti¿ laboratorium.
Laboratoria, które bior¹ udzia³ w sprawdzianach,
nie tylko potwierdzaj¹ w nich wiarygodnoœæ
prowadzonych przez nie badañ oraz uzyskiwanych
wyników, ale i wysokie kwalifikacje pracowników.
Uczestnictwo w Polmicro u³atwia uzyskanie
akredytacji, a w przypadku uzyskania z³ych
wyników – wykrycie i usuniêcia nieprawid³owoœci.
Jednak sukces jego popularnoœci tkwi zupe³nie gdzie
indziej. Po pierwsze, jest to jedyny tego typu program
zalecany przez Ministerstwo Zdrowia. Po drugie,
i znacznie wa¿niejsze, jako jedyna tego typu
procedura sprawdzaj¹ca, jest absolutnie bezp³atna.
Dla porównania w prowadzonym przez Kolegium
Medycyny Laboratoryjnej (we wspó³pracy z fiñskim
Labquality) Powszechnym Programie Zewnêtrznej
Oceny Jakoœci w Medycynie Laboratoryjnej –
PPZOJMED sprawdzian badania moczu
(badanie ogólne oraz osadu) kosztuje 255 z³otych
za próbkê, posiew krwi – 520 z³otych. Program
dostêpny jest dla ka¿dego laboratorium i obejmuje
swoim zakresem: chemiê kliniczn¹, hematologiê,
koagulologiê, serologiê grup krwi, immunologiê,
toksykologiê, mikrobiologiê, genetykê kliniczn¹
oraz histopatologiê.
Du¿e staæ.
Trochê nie ma co siê dziwiæ, ¿e laboratoria wybieraj¹
tañsze rozwi¹zania. Przy sta³ym wzroœcie
wydatków na leki, wydatki NFZ na badania
diagnostyczne wykazuj¹ tendencjê spadkow¹.
A przecie¿ nie tylko certyfikaty i akredytacje
œwiadcz¹ o jakoœci. Wp³ywa na ni¹ przede
wszystkim codzienna i pracoch³onna kontrola nad
procesem analitycznym: kalibracja analizatorów
oraz wielopoziomowa kontrola dok³adnoœci
i odtwarzalnoœci prowadzonych na nim badañ. – To
najczêstsze Ÿród³o oszczêdnoœci w ma³ych
laboratoriach, bo s¹ to kosztowne procedury – mówi
Wojciech Budacz, dyrektor zarz¹dzaj¹cy Synevo,
spó³k¹-córk¹ Medicovera. Dziœ firma skupia
dziewiêæ laboratoriów, ale jej ambicj¹ jest staæ siê
liderem na rynku. Laboratoria spó³ki posiadaj¹
certyfikaty jakoœci ISO 17025. – W du¿ych
sieciach mo¿na pozwoliæ sobie na roz³o¿enie tych
kosztów na liczbê i zakres wykonywanych badañ,

dziêki czemu nadal mo¿emy zaoferowaæ
konkurencyjne stawki – dodaje Budacz. Jednak
liderem na rynku, nie tylko zreszt¹ pod wzglêdem
iloœci certyfikatów i akredytacji, jest Diagnostyka
sp. z o.o. Wszystkie z 20 pracowni bior¹ udzia³
w zewn¹trzlaboratoryjnych, krajowych i miêdzyna-
rodowych programach kontroli jakoœci, jak
RIQUAS, Labquality, Urinanalysys Proficiency
Study oraz w Krajowych Programach Kontroli
Jakoœci i Polmicro. Oprócz tego maj¹ ISO 9001:
2000 – Tworzyliœmy te¿ Laboratoryjny System
Informatyczny LIS-Tech, koordynuj¹cy pracê
analizatorów, pozwalaj¹cy na dystrybucjê wyników,
zarz¹dzanie magazynami, tworzenie bazy danych
i pozwalaj¹cy na zarz¹dzanie nimi – mówi
Andrzej Ryœ, dyrektor ds. rozwoju firmy. – Du¿e
laboratorium, wykonuj¹ce du¿e iloœci oznaczeñ, jest
w stanie skutecznie dbaæ o jakoœæ oznaczeñ. Jest tak
dlatego, ¿e jesteœmy w stanie inwestowaæ
w informatyczne systemy wspomagaj¹ce
dwustopniow¹ (automatyczn¹ i rêczn¹) walidacjê
wyników. Typowe laboratorium szpitala
powiatowego (jest ich oko³o 700), które wykonuje
rocznie 150-200 tysiêcy badañ, mo¿e jedynie
pomarzyæ o takich narzêdziach. Podobnie z innymi
mniejszymi pracowniami. Widaæ wiêc, ¿e
konsolidacja rynku, mimo sprzeciwu Krajowej
Rady Diagnostyki Laboratoryjnej, mo¿e pomóc
tak¿e w podniesieniu jakoœci us³ug. Dla
porównania w Niemczech, mimo i¿ badañ wykonuje
siê wiêcej, liczba pracowni diagnostycznych jest
o po³owê mniejsza. Tym lepiej widaæ, jak
rozdrobniona jest polska diagnostyka. Dla
obni¿enia kosztów na ca³ym œwiecie tworzy siê du¿e
centra diagnostyczne, u których outsourcinguje siê
wykonanie badañ. Du¿e pracownie maj¹ wiêksze
mo¿liwoœci negocjacji cen odczynników, zakupu
nowych maszyn.
W Polsce mamy trzy typy pracowni.

Hematologia, koagulologia, analityka ogólna,
biochemia
8-godzinna dostêpnoœæ przez 6 dni w tygodniu.

Hematologia, koagulologia, analityka ogólna,
biochemia, jonogramy, gazometria, immunochemia
24-godzinna dostêpnoœæ przez 7 dni w tygodniu.

W¹ski okreœlony profil badañ specjalistycznych (np.
hormony, fenotypizacja, markery onkologiczne,
autoprzeciwcia³a) 8-godzinna dostêpnoœæ przez 6
dni w tygodniu.

Autor: Agnieszka Katrynicz, Piotr Derentowicz
�ród³o: Med.-Info 02.2006 “
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Zarz¹dzanie medycznym
laboratorium diagnostycznym

w aspekcie
ekonomiczno - finansowym

Zapocz¹tkowane w 1999 r. przez
reformê opieki zdrowotnej zmiany zasad
funkcjonowania s³u¿by zdrowia spowo-
dowa³y pocz¹tek dzia³ania konkuren-
cyjnego rynku us³ug medycznych,
a zmiany zasad finansowania zak³adów
opieki zdrowotnej wp³ynê³y na wzrost
znaczenia jakoœci œwiadczonych us³ug
i racjonalizacji kosztów.
Zak³ad opieki zdrowotnej sta³ siê firm¹,
przedsiêbiorstwem o humanitarnym
przes³aniu, jednak ze wszystkimi
elementami dzia³alnoœci gospodarczej
wykonywanej w sposób zorganizowany
z okreœlonym miejscem i czasem
œwiadczenia wykonywanych us³ug, oraz
dzia³aj¹cej w oparciu o rzetelne postawy
ekonomiczne.
Zasady efektywnego zarz¹dzania i skute-
cznej dzia³alnoœci operacyjnej dotycz¹
równie¿ czynnika sukcesu firmy, którym
jest Ÿród³o finansowania i dyscyplina
finansowa.
Wy¿ej wymienione zmiany dotycz¹
równie¿ medycznych laboratoriów
diagnostycznych dzia³aj¹cych na rynku
us³ug medycznych jako jednostki
organizacyjne publicznych zak³adów
opieki zdrowotnej, oraz jako samodzielnie
dzia³aj¹ce niepubliczne zak³ady opieki
zdrowotnej.
Art. 16 Ustawy z dnia 27 lipca 2001 r.
o diagnostyce laboratoryjnej - wyci¹g
“Czynnoœci diagnostyki laboratoryjnej
przeprowadzane przez diagnostê
laborator y jnego wykonywane s¹
w laboratorium,”
Art. 17 punkt 1 w/w Ustawy - wyci¹g
Laboratorium jest zak³adem opieki
zdrowotnej w rozumieniu Ustawy z dnia
30 sierpnia 1991 r. o zak³adach opieki
zdrowotnej ,
Art.17 punkt 2 w/w Ustawy Labora-
torium mo¿e byæ tak¿e jednostk¹
organizacyjn¹ zak³adu opieki zdrowotnej,
jednostki badawczo rozwojowej albo
wy¿szej uczelni medycznej.
Wy¿ej przytoczone artyku³y Ustawy
o diagnostyce laboratoryjnej nakazuj¹
postrzegaæ laboratorium diagnostyki
medycznej jako jednostkê gospodarcz¹.
Dla skutecznego zarz¹dzania i pra-
wid³owego funkcjonowania jednostki
gospodarczej konieczne jest dokonywanie

analizy sytuacji ekonomiczno-finansowej.
Informacje dostarczane przez rachunko-
woœæ i wnikliwa obserwacja trendów
zmian pozwala na wyci¹ganie wniosków o
sytuacji firmy w przysz³oœci i w porê
reagowaæ na zmiany.
G³ównym zadaniem rachunkowoœci jest
stosowanie zasad, aby w sposób
prawid³owy, rzetelny i jasny w sporz¹-
dzonych sprawozdaniach finansowych
przedstawiæ sytuacjê:

maj¹tkow¹,
finansow¹,
wynik finansowy.

Wynik finansowy jest to wyra¿ony w mier-
niku pieniê¿nym rezultat dzia³alnoœci
jednostki gospodarczej w danym okresie.
Mo¿e on wystêpowaæ w postaci zysku
netto lub straty.
Laboratorium diagnostyki medycznej
dzia³aj¹ce na rynku us³ug medycznych
jako Niepubliczny Zak³ad Opieki Zdro-
wotnej podlega Rozporz¹dzeniu Ministra
Finansów z dnia 26 sierpnia 2003 roku
w sprawie prowadzenia podatkowej ksiêgi
przychodów i rozchodów.
Ksiêga przychodów i rozchodów jest
uproszczon¹ forma prowadzenia rachu-
nkowoœci, mo¿e byæ stosowane przez tych
podatników, którzy osi¹gaj¹ nie du¿e
dochody i nie musz¹ prowadziæ pe³nej
rachunkowoœci w postaci ksi¹g poda-
tkowych.
W przypadku, gdy laboratorium diagno-
styki medycznej jest jednostk¹ organiza-
cyjn¹ publicznego zak³adu opieki zdro-
wotnej zasady rachunku kosztów reguluje:
- artyku³ 62 Ustawy z dnia 30 sierpnia
1991r. o zak³adach opieki zdrowotnej-
wyci¹g-
“ Minister Zdrowia i Opieki Spo³e-
cznej okreœla w drodze rozporz¹dzenia,
szczególne zasady rachunku kosztów
w publicznych zak³adach opieki zdro-
wotnej.”
- Rozporz¹dzenie Ministra Zdrowia
i Opieki Spo³ecznej
- z dnia 22 grudnia 1998 roku
w sprawie szczególnych zasad rachunku
kosztów w publicznych zak³adach opieki
zdrowotnej zarz¹dza:
wyodrêbnienie w strukturze organiza-
cyjnej publicznego zak³adu opieki
zdrowotnej komórek organizacyjnych,
które tworz¹ miejsca powstawania
kosztów, zwane „ oœrodkami kosztów”.
- Oœrodki kosztów dzieli siê na:
1.oœrodki kosztów dzia³alnoœci podsta-

wowej,
2. oœrodki kosztów dzia³alnoœci pomo-
cniczej,
3. oœrodek kosztów zwi¹zanych z za-
rz¹dzaniem zak³adem jako ca³oœci¹
zwanym „oœrodkiem kosztów zarz¹du”.
Z regu³y laboratorium diagnostyki
medycznej przypisane jest oœrodkowi
kosztów zwi¹zanym z wykonywaniem
dzia³alnoœci wspomagaj¹cej dzia³alnoœæ
podstawow¹, zwanym dalej „oœrodkiem
kosztów dzia³alnoœci pomocniczej”.
Noœnikami kosztów w oœrodku kosztów
dzia³alnoœci pomocniczej s¹ us³ugi
œwiadczone przez ten oœrodek.
W laboratorium diagnostyki medycznej
noœnikami kosztów s¹ badania labora-
toryjne.
Dlatego wa¿ny i konieczny jest wykaz:
wszystkich rodzajów wykonywanych

badañ w laboratorium diagnostyki
medycznej,
cennik badañ,
ewidencja iloœciowo - rodzajowa

wykonanych badañ.
W laboratorium diagnostyki medycznej
publicznego zak³adu opieki zdrowotnej
wyró¿niamy dwie grupy kosztów
dzia³alnoœci:
A ) koszty bezpoœrednie,
B ) koszty poœrednie.
Rodzaje kosztów bezpoœrednich:
1. materia³y do badañ diagnostycznych
( reagenty, materia³y odniesienia ),
2. sprzêt jednorazowy do pobierania
próbek do badañ,
3. pozosta³y sprzêt laboratoryjny
jednorazowy,
4. œrodki opatrunkowe,
5. œrodki dezynfekuj¹ce, czystoœciowe,
odzie¿ ochronna,
6. zu¿ycie energii ( elektryczna, cieplna,
gaz, woda ),
7. us³ugi ( konserwacja i naprawa
sprzêtu, ³¹cznoœæ, poczta, transport,
utrzymanie czystoœci, wywóz nieczystoœci
i utylizacja, pralnia ),
8. wynagrodzenia osobowe,
9. pochodne wynagrodzeñ ( sk³adki
ZUS, Fundusz Pracy, odpisy na ZFŒS ),
10. amortyzacja.
Koszty poœrednie rozliczane s¹ wg
ustalonych kryteriów przez Dyrekcjê
Publicznego Zak³adu Opieki Zdrowo-
tnej, mog¹ byæ ujmowane ze szczegó³o-
woœci¹ odpowiadaj¹c¹ uk³adowi
rodzajowemu kosztów.
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PRAWA WYKONYWANIA ZAWODU
DIAGNOSTY LABORATORYJNEGO

DOTYCZ¥CA

Biuro Krajowej Izby Diagnostów Laboratoryjnych uprzejmie informuje, ¿e sukcesywnie wydawany jest dokument

Do koñca czerwca 2006 r. PT Diagnoœci Laboratoryjni posiadaj¹cy numer wpisu na listê diagnostów

“Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego”

tym diagnostom laboratoryjnym, którzy:
posiadaj¹ braki w dokumentacji,
zalegaj¹ z p³atnoœci¹ obligatoryjnych sk³adek cz³onkowskich,
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.

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

ponosiæ odpowiedzialnoœci za wynik³e z tego powodu problemy lub konsekwencje.

“Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego”.

od 04501 do 06000

proszeni s¹ o dokonanie w/w wp³aty, przys³ania jej kserokopii oraz uzupe³nienia ewentualnych braków

w dokumentacji.

Dokument “Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego” jest wysy³any, listem poleconym za

zwrotnym potwierdzeniem odbioru, na adres do korespondencji znajduj¹cy siê w dokumentacji KIDL.

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.

Zwracamy równie¿ uwagê, ¿e dokument nie zostanie

wystawiony i nie bêdzie wys³any

WYDANIE NOWEGO DOKUMENTU Z NOWYM ZDJÊCIEM BÊDZIE MO¯LIWE NA PISEMN¥ PROŒBÊ

I DODATKOWY KOSZT OSOBY ZAINTERESOWANEJ.

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

kserokopiê dowodu wp³aty z do³¹czon¹ czyteln¹ informacj¹

zawieraj¹c¹ w/w tytu³ wp³aty, imiê i nazwisko oraz numer wpisu na listê diagnostów

laboratoryjnych,

Chc¹c otrzymaæ dokument nale¿y:
wp³aciæ 100 z³.

przes³aæ do biura KIDL

przes³aæ tak¿e zaœwiadczenie lekarskie

“Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego”
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.

�

�

�

PT Diagnosta Laboratoryjny we w³asnym interesie 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.

PROSIMY O PILNE AKTUALIZOWANIE

ZMIENIONYCH ADRESÓW DO KORESPONDENCJI.

U W A G A :

i za dodatkow¹ op³at¹ poniesionych kosztów ponownego wys³ania

�
�
�
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RODZAJE P£YNÓW Z JAM CIA£A

Charakterystyka p³ynów z jam cia³a
Przesiêki

Wysiêki zapalne nienowotworowe
P³yny nowotworowe

DIAGNOSTYKA LABORATORYJNA
P£YNÓW Z JAM CIA£A

Do surowiczych jam cia³a zaliczamy: dwie
jamy op³ucnowe, jamê otrzewn¹ i jamê
osierdziow¹. Wszystkie jamy cia³a wyœcie-
lone s¹ b³on¹ surowicz¹ tzw. blaszk¹
trzewn¹ i blaszk¹ œcienn¹. B³onê surowicz¹
tworzy cienka warstwa tkanki ³¹cznej,
pokryta jedn¹ warstw¹ sp³aszczonych
komórek tzw. komórek miêdzyb³onka.
W warunkach fizjologicznych obie blaszki
stykaj¹ siê ze sob¹ tworz¹c bardzo w¹sk¹
szczelinê, w której znajduje siê niewielka
iloœæ p³ynu, Fizjologicznie p³yn nisko-
bia³kowy z niewielk¹ iloœci¹ limfocytów
i komórek miêdzyb³onka. P³yn jest
potrzebny do zwil¿ania obu blaszek.
Natomiast w warunkach patologicznych
miêdzy blaszk¹ trzewn¹ i blaszk¹ œcienn¹
gromadzi siê du¿a iloœæ p³ynu. W wyniku
nadmiaru p³ynu tworzy siê jama surowicza
w pe³nym tego s³owa znaczeniu. P³yn
wysiêkowy mo¿e mieæ charakter surowiczy,
lipemiczny, krwisty lub ropny. P³yny
przesiêkowe w zale¿noœci od miejsca ich
gromadzenia nosz¹ nazwê:
Hydrothorax - p³yn surowiczy w jamie
op³ucnowej,
Hydropericardium - p³yn surowiczy
w worku osierdziowym,
Ascites - p³yn surowiczy w jamie otrzewnej
(p³yn puchlinowy).

P³yny gromadz¹ce siê w surowiczych
jamach cia³a mog¹ mieæ charakter przesiêku
lub wysiêku (Rycina 1.)

Rycina 1.
Algorytm podzia³u p³ynów z jam cia³a.

Obni¿one ciœnienie onkotyczne lub wysokie
ciœnienie hydrostatyczne powoduje wydo-

stawanie siê p³ynnych, niebia³kowych
sk³adników krwi z ³o¿yska naczyniowego.
Wewn¹trznaczyniowy p³yn pozako-
mórkowy tzw. osocze przesi¹ka przez œcianê
naczyñ bez ich uszkodzenia, gromadz¹c siê
w surowiczej jamie jako przesiêk.
Przesiêki to p³yny niezapalne, przejrzyste
o barwie bursztynowej. Ich cech¹ charakte-
rystyczn¹ jest niski ciê¿ar w³aœciwy <1,015
g/dl oraz niskie stê¿enie bia³ka nie
przekraczaj¹ce 3,0 g/dl. W badaniu
mikroskopowym stwierdza siê:
1. nieliczne, z³uszczone komórki miêdzy-
b³onka
2. histiocyty tzw. makrofagi
3. pojedyncze limfocyty
4. sporadyczne granulocyty obojêtno-
ch³onne.
Najczêstsz¹ przyczyn¹ powstawania
przesiêku jest
1.hipoproteinemia
2.hipoalbuminemia
3.niewydolnoœæ kr¹¿enia
4.niektóre wady serca
5.marskoœæ w¹troby
6.zespó³ nerczycowy.

Wysiêki gromadz¹ siê w surowiczych jamach
cia³a na skutek uszkodzenia naczyñ
krwionoœnych przez czynnik chorobo-
twórczy, uraz mechaniczny lub mia¿dzycê
naczyñ. Wysiêki s¹ to p³yny zapalne o barwie
ciemno¿ó³tej, krwistej, mlecznej lub
brunatne, przewa¿nie nieprzejrzyste, mêtne
z domieszk¹ fibrynogenu i czêsto krzepn¹-
cych nici fibryny (w³óknika). W porównaniu
do przesiêków charakteryzuj¹ siê wysokim
ciê¿arem w³aœciwym >1,016 g/dl i stê¿e-
niem bia³ka > 3,5 g/dl.
W badaniu mikroskopowym stwierdza siê:

komórki miêdzyb³onka, granulocyty, mono-
cyty, makrofagi, limfocyty, plazmocyty,
komórki LE.
W zale¿noœci od czynnika etiologicznego

p³yny wysiêkowe charakteryzuj¹ tzw.
odczyny komórkowe:
Etiologia bakteryjna p³yn zapalny, cech¹

charakterystyczn¹ jest odczyn granulo-
cytowy, neutrofile pokrywaj¹ ca³e pole
widzenia
etiologia gruŸlicza charakterystyczne ma³e

limfocyty T
etiologia wirusowa dominuj¹ g³ównie

limfocyty B i plazmocyty
etiologia alergiczna i paso¿ytnicza -

granulocyty kwasoch³onne stanowi¹
powy¿ej 10% wszystkich komórek
etiologia autoimmunologiczna w obrazie

cytologicznym p³ynu dominuj¹ monocyty
i makrofagi
etiologia mia¿dzycowa du¿a przewaga

makrofagów i komórek piankowatych
d³ugo zalegaj¹cy wysiêk lub zejœciowa

forma wysiêku pod wp³ywem leczenia
farmakologicznego makrofagi, przybiera-
j¹ce formê komórek sygnetowatych
wysiêk krwisty makrofagi oraz obecna

w nich hemosyderyna jako pozosta³oœæ po
strawionych erytrocytach (komórki ¿erne)
wysiêk z mieszanym sk³adem komór-

kowym - odczyn nieswoistego podra¿nienia.

Nowotworowe p³yny zapalne powstaj¹
najczêœciej na skutek embolizacji naczyñ
krwionoœnych. Niezale¿nie od sposobu
inwazji komórek nowotworowych do b³on
surowiczych, komórki nowotworowe
naciekaj¹ i wrastaj¹ do naczyñ krwionoœnych
i limfatycznych. Rozrost nowotworowy
prowadzi do zarastania naczyñ i zwiêkszonej
ich przepuszczalnoœci, co potêguje groma-
dzenie siê p³ynu w jamach surowiczych.
P³yn mo¿e mieæ charakter przesiêku,
wysiêku lub p³ynu mieszanego, mo¿e byæ
bogato lub ubogokomórkowy z obecnoœci¹
lub bez komórek nowotworowych.
Obecnoœæ komórek nowotworowych
w p³ynie wysiêkowym w du¿ym stopniu
zale¿y od szybkoœci tworzenia i resorpcji
p³ynu. Komórki te pojawiaj¹ siê w p³ynie
dopiero w wyniku ich z³uszczania
z nacieczonych b³on surowiczych od strony
jam cia³a. Natomiast wczesny proces
nowotworowy stymuluje transformacjê
komórek miêdzyb³onka powoduj¹c
nadmierne ich z³uszczanie.

Bezpoœrednim wskazaniem do nak³ucia
jamy cia³a jest obecnoœæ w niej p³ynu
o niejasnej etiologii.
Celem badania p³ynu jest okreœlenie jego
rodzaju, czynnika etiologicznego na
podstawie cech fizycznych, parametrów
biochemicznych, hematologicznych i badañ
mikrobiologicznych. Wynik badania p³ynu
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P£YNY Z JAM CIA£A

PRZESIÊKI WYSIÊKI MIESZANE

P£YNY
NIEZAPALNE

P£YNY
NOWOTWOROWE

P£YNY
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mo¿e s³u¿yæ do monitorowania leczenia i
rokowania.

P³yn niezale¿nie od jego rodzaju (wysiêk,
przesiêk czy p³yn mieszany) pobiera siê
przez nak³ucie jamy cia³a ig³¹ punkcyjn¹.
P³yn pobiera lekarz w godzinach
przedpo³udniowych, co zapewnia
wykonanie badania w dniu pobrania
materia³u.
P³yn nale¿y pobraæ do trzech pojemników:
1. 50-100 ml p³ynu na skrzep - do badania
cech fizycznych i parametrów bioche-
micznych
2. 10-20 ml p³ynu na antykoagulant do
badañ cytologicznych
3. do sterylnej probówki lub bezpoœrednio
ma pod³o¿e transportowo - do badañ
mikrobiologicznych.
Zawsze, równoczeœnie z pobraniem p³ynu
nale¿y pobraæ pacjentowi 5 ml krwi na
skrzep. Ma to na celu porównanie stê¿enia
badanych sk³adników w p³ynie i surowicy
oraz wyliczenie wspó³czynnika. Wspó³-
czynnik (Q) dla danej substancji X oblicza
siê wed³ug wzoru:
Qx = stê¿enie substancji X w p³ynie /
stê¿enie substancji X w surowicy.
Równoleg³a ocena badanych parametrów
w p³ynie i surowicy w tym samym
laboratorium, t¹ sam¹ metod¹, na tym
samym aparacie i podczas tego samego
cyklu analitycznego dostarcza pe³nej
i niezbêdnej informacji przydatnej do
interpretacji wyniku.
Algorytm badania p³ynu
1. Okreœlenie cech fizycznych
2. Oznaczenie liczby komórek w 1µl p³ynu
3.Wykonanie kilku preparatów cytologi-
cznych w cytowirówce
4. Wykonanie badañ mikrobiologicznych
5. Odwirowanie p³ynu i krwi pobranej na
skrzep
6. Wykonanie badañ biochemicznych
w p³ynie i krwi pacjenta oraz wyliczenie Q
dla oznaczanych parametrów
7. Badanie mikroskopowe komórek
8. Interpretacja wyników z uwzglêdnieniem
wszystkich wykonanych badañ.

Przy ocenie cech fizycznych nale¿y braæ pod

uwagê: barwê p³ynu (przed i po odwiro-
waniu), przejrzystoœæ (przed i po odwiro-
waniu), ciê¿ar w³aœciwy, osmolalnoœæ, pH,
tendencjê do wykrzepiania oraz próbê
Rivalty.

Do podstawowych badañ biochemicznych
wykonywanych jednoczeœnie w p³ynie i
surowicy krwi nale¿y stê¿enie bia³ka
ca³kowitego i aktywnoœæ LDH. Natomiast
do badañ ze wskazañ nale¿y: stê¿enie
glukozy, albumin, cholesterolu ca³kowitego i
LDL, fibrynogenu, bilirubiny, CRP,
aktywnoœæ á-amylazy, lateks R, ASO,
cytokiny pozapalne i nowotworowe,
markery nowotworowe (w szczególnoœci
CEA i AFP), przeciwcia³a swoiste z klasy
IgG i IgM w kierunku Mycobacterium
tuberculosis.

Badanie mikroskopowe komórek obejmuje
badanie:
iloœciowe (cytoza) ogólna liczba komórek

w 1µl p³ynu ( p³yn + oczynnik Samsona
w stosunku 1:10)
iloœciowe (granulocytoza) - liczba

granulocytów w 1 l p³ynu (p³yn + odczynnik
Türka w stosunku 1:10)
jakoœciowe ró¿nicowanie komórek i ocena

ich morfologii.

Diagnostyka mikrobiologiczna polega na
wykonaniu i ocenie preparatu bezpo-
œredniego z osadu odwirowanego p³ynu,
posiewie na rutynowy zestaw pod³ó¿ w kie-
runku bakterii tlenowych, beztlenowych,
grzybów i pr¹tków gruŸlicy (je¿eli lekarz nie
zaleci inaczej).
Rutynowy zestaw pod³ó¿ Mikrobiolo-
gicznych:
agar krwawy lub czekoladowy
pod³o¿e z cetrynidem dla pa³eczek

Pseudo-monas
pod³o¿e Saboroud'a przeznaczone do

hodowli grzybów
·pod³o¿e Chapmana dla gronkowców
pod³o¿e Mac Concey'a do hodowli

i identyfikacji pa³eczek Enterobacteriaceae
W przypadku etiologii gruŸliczej hodowla
p³ynu oparta jest na metodzie konwencjo-

nalnej lub metodzie
automatycznej, która
nale¿y do metod szyb-
kich. Kolejnym etapem
diagnostyki jest ocena
morfologii wyros³ych
kolonii oraz okreœlenie
lekowra¿liwoœci wyho-
dowanych szczepów

antybiogram.

Przy wspó³czesnym rozwoju medycyny
badanie p³ynów z jam cia³a tylko w kierunku
okreœlenia czy jest to wysiêk czy przesiêk
posiada nisk¹ wartoœæ diagnostyczn¹.
Lekarz powinien otrzymaæ kompleksowy
wynik badania, który wskazuje czynnik
etiologiczny oraz okreœla stopieñ zaawan-
sowania procesu chorobowego. Badanie
p³ynów jest wielokierunkowe i praco-
ch³onne, wymaga od diagnosty labora-
toryjnego nabytej wiedzy i doœwiadczenia.
Do prawid³owej interpretacji wyniku
niezbêdna jest œcis³a wspó³praca diagnosty
laboratoryjnego z klinicyst¹ lecz¹cym
pacjenta.

Dr hab. n. med. Maria Mantur,
Magdalena Borowiec
Zak³ad Laboratoryjnej Diagnostyki Klini-
cznej, Akademia Medyczna w Bia³ymstoku.

Ca³kowity koszt wykonania statystycznie
pojedynczego badania laboratoryjnego
wylicza siê przez podzielenie sumy kosztów
bezpoœrednich i poœrednich przez iloœæ
wykonanych badañ laboratoryjnych
w danym okresie rozliczeniowym.
Znajomoœæ udzia³u kosztów rodzajowych
w wyliczonym koszcie statystycznie
pojedynczego badania laboratoryjnego jest
bardzo wa¿n¹ i konieczn¹ informacj¹ dla
kierownika laboratorium diagnostyki
medycznej s³u¿¹c¹ do:

wyliczenia i monitorowania prawid³owej
ceny poszczególnych rodzajów badañ
laboratoryjnych,

dla monitorowania zmian zwi¹zanych z
obni¿eniem wzglêdnie z podwy¿szeniem
iloœci badañ,

dok³adnego analizowania kosztów
zmiennych.,

d o a n a l i z o w a n i a w s k a Ÿ n i k ó w
ekonomiczno-finansowych.

Analiza wskaŸnikowa progu rentownoœci
i wskaŸnika zyskownoœci, pozwala na
prognozowanie rozwoju i mo¿liwych
zagro¿eñ sytuacji finansowej laboratorium
diagnostyki medycznej.

Pobieranie materia³u do badañ

Badanie cech fizycznych

Badania biochemiczne

Cytodiagnostyka p³ynu

Badania mikrobiologiczne

Podsumowanie
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mgr El¿bieta Adamska - Kranz
Kierownik Zak³adu Diagnostyki Laboratoryjnej
Wojewódzkiego Szpitala Zespolonego
w Koninie
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CECHA FIZYCZNA PRZESIÊK WYSIÊK
Przejrzystoœæ Klarowny Mêtny

Ciê¿ar w³aœciwy <1,016 >1,018
Próba Rivalty (-) (+)
Tendencja do
wykrzepiania

(-) (+)

Tabela 1. Porównanie przesiêku i wysiêku  na podstawie cech
fizycznych




