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Zblizajace sie Swieta Wielkanocne sklaniaja wszystkich do
zyczen, a Diagnostom Laboratoryjnym nalezg si¢ ze
szczegolnych wzgledow, gdyz jak wielu w naszym Kraju
Ojczyznianym, Diagnosci pracuja bez rozglosu i bez hucznej
zapowiedzi, czesto pomijani i nieuwzgledniani przez
udajacych sumienie obywatelskie i zaangazowanych
spotecznie autorow programow, artykulow, redaktorow pism
medycznych. Zyczy¢ wypada, aby najblizszy rok w mediach
i artykutach pism medycznych znalazly sie tresci o znaczacym
i poczesnym miejscu wsrod swiadczen medycznych badan
i wynikow diagnostyki laboratoryjnej, takze o diagnostach
laboratoryjnych. Aby badania te, staly sie autentycznie
zrodlem oszczednosci wydawanych kwot na leki, tak przez
pacjentow, jak i ze sSrodkow publicznych; aby pacjenci mieli
pelne prawo i dostep do badan i wynikow laboratoryjnych, aby
srodowiska wspoltworzace diagnoze 1 terapie mialy
zrozumienie dla troski o zdrowie pacjenta, Ze nie ma innej
drogi rozpoznania patofizjologii, jak tylko poprzez
profesjonalna diagnostyke laboratoryjna. Zycze
diagnostom wytrwatosci i skutecznosci w osigganiu tych
celow, aby nadzieja ktora sie wiaze z nadchodzaca wiosna byta
tworcza i wyzwalatla potencjal w kazdym z nas. Zyczymy
radosnych pogodnych dni S$wiatecznych. Zyczymy takze
sukcesu w zyciu zawodowym i stabilnosci w Zyciu rodzinnym i
osobistym. Zyczymy zmian, ktorych oczekujemy i ktore
przynies¢ moglyby spolecznosci diagnostow wydatna poprawe
bytu i warunkow pracy. Zyczymy staloSci pracy i godziwych
warunkow wynagrodzenia. Zyczymy szczegOlnej opatrznosci
Niebios i Zmartwychwstatego Pana.

Redakcja Gazety ,Diagnosta Laboratoryjny”



Od Izby do czlonk6éw Korporacji

Szanowni Panstwo;
Diagnosci
Laboratoryjni!

Od wielu miesigcy
Nosz¢ w sercu zamiar
zwrocenia sie  listem
do Was Diagnosci
Laboratoryjni, ktérzy
od lat wspieraliScie to

co jednym wydawalo
si¢. mrzonka, innym zamiarami nie do
zrealizowania, a jednak stajemy dzi§ majac za
soba opracowany i uchwalony kodeks etyki
diagnosty laboratoryjnego, obok wielu
znaczacych punktéw na mapie osiagnie¢ w
drodze do uznania naszego zawodu za partnera
$wiadczeti zdrowotnych.
Dzis, zdaje sobie sprawe z tego, ze bez Waszego
czynnego wsparcia i czestego nawet Waszego
wzburzenia i niezadowolenia, nie starczytoby mi
sit ani wytrwalosci, by wspdlnie osiagnaé prawa
dla Was, do specjalizacji w 12 kategoriach,
i mozliwosci przeprowadzania $wiadczen
w zakresie diagnostyki w oparciu o ustawe
i regulujace nimi rozporzadzenia. Nie mam
jeszcze na dzieni dzisiejszy poczucia, ze wszystko
zostalo wykonane, co stuzy¢ bedzie pacjentom
w trosce o ich zdrowie i ich zycie, a Wam
Diagnos$ci poprawiloby standard zycia
i psychiczny komfort. Dla wielu z Was otwarcie
mozliwosci ku specjalizacji ograniczone jest
materialnymi trudnosciami. To tez, w najbliz-
szym czasie obok programowego dzialania Izby
zmierzajacego do dalszej prawnej regulacii
ustawy o diagnostyce, nie spoczng i nie odetchne,
az nie beda Wam zabezpieczone do granic
mozliwo$ci utatwienia na drodze do specjalizacji.
Jest kilka pozytywnych faktéw, na ktore
chcialbym zwréci¢ uwage. Wsrdd tych, to Wasze
nadzieje, i oczekiwania, kierowane do Izby, ze
zostana podjete starania o wlasciwe wynagro-
dzenia dla diagnostéw laboratoryjnych; oraz
fakty kolejne, ze pomimo, iz diagnosci tworzac
samorzad mieszkaja w réznych miejscach na
calym terenie Polski, nie przezywajq ani nie
odczuwaja réznic regionalnych ani tez, ze nie

maja komplekséw wzgledem os$rodkéw
medycznych, i z tych, i z odleglych skupisk
wiejskich czy obstugujacych ludno§¢ miejska.
Tworzac rodzing Diagnostéw Laboratoryjnych
jesteSmy reprezentantami diagnostyki polskiej.
Nie dziela nas, ani réznicuja wojewddztwa czy
regiony Polski. Mamy wlasnag Krajows
Korporacje Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego,
mamy wlasng Izbe¢, wlasny Samorzad
Diagnostéw Laboratoryjnych.

Czuje si¢c dumny, ze przyszlo mi by¢ pierwszym
prezesem Naszej Korporacji, czuje si¢ dumny, ze
dzisiejsza diagnostyka ma do zaoferowania
w ramach $wiadczei zdrowotnych rzetelno$é
badan laboratoryjnych opartych na wysokiej
klasie jako$ci aparatury laboratoryjnej
i profesjonalizmie wykonawcow, przez co staja si¢
badanie te: diagnostyczne i prognostyczne. Czuje
si¢ 1 jestem zafascynowany Wami, Diagnosci
Laboratoryjni, ze nie wyglaszacie w mediach, ze
praca i stuzba Wasza ma wymiary, ktére decyduja
o czyim§ zyciu i zdrowiu, losie badanego
ikierunku leczenia; Ze nie skarzycie si¢ publicznie.
Nie jestesmy nosicielami i zarzewiem buntu, i nie
tworzymy koterii finansowej w stuzbie zdrowia,
Jestescie duma Stuzby Zdrowia, ze pracujecie jak
pszczotki, chociaz wielu innych glosniejszych jest
od Wias, brzeczac i buczac o swojej wielkosci
i doniostosci, i naleznych im apanazy. Nie
jesteScie pierwszymi do orderéw, ani do
zaszczytow. Nie rozglaszamy tego a jednak
pracujemy. Podejmujecie specjalizacje wbrew
finansowym niedoborom i braku ulatwien, ktére
dane sa innym. Ale nieréwnosci te: spoleczne,
prawne, obywatelskie niezgodne z Konstytucje
RP stang si¢ przedmiotem usilnych staraf waszej
Korporacji, by wstrzasnaé tymi co tworza prawo i
regulujg finansowaniem. Jestem po stokro¢
dumny i zaszczycony, ze moge czuc sie Prezesem,
tak znakomitego Towarzystwa, o tak wysokiej
kulturze 1 najwyzszym poziomie edukacji
zawodowe;.

Prezes
Krajowej Rady
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Zloty wick mikrobiologii obejmowat

koniec XIX wicku i poczatek XX, kiedy to
poznawano poszczegblne drobnoustroje
odpowiedzialne za swoiste choroby
zakazne. Rozwéj wiedzy mikrobiologicznej
inspirowal badania w zakresie immunologii
zakaznej, rozwoju diagnostyki mikrobio-
logicznej, profilaktyki swoistej obejmujacej
szczepienia 1 antybiotykoterapie. Koniec
XX wiekuipoczatek XXI jest okreslany jako
ztoty wiek mikrobiologii molekularnej,
genetyki i biologii komérki na poziomie
molekularnych interakcji patogen gospo-
darz (1).
Pierwszym genomem bakteryjnym, ktéry
zostal w pelni zsekwencjonowany, skatalo-
gowany i opublikowany przez Fleischmanna
w 1995 roku, byl genom Haemophilus
influenzae. Od tego okresu zostaly poznane
w pelni genomy okolo 100 szczepéw
réznych gatunkéw drobnoustrojow i okoto
150 jest na réznych etapach kompletowania.
Wsréd 35 zsekwencjonowanych gatunkow
bakterii chorobotwoérezych znajduja sie
rézne szczepy gatunkéw Chlamydia
pneumoniae, Chlamydia trachomatis,
Escherichia coli, Helicobacter pylori,
Neisseria meningitidis, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae
iStreptococcus pyogenes (2).

Gtéwnym bodzcem do poznania
sekwencji pelnego genomu organizméw
jest uzyskanie lepszego zrozumienia biologii
i ewolucji drobnoustrojéw, okreslenie
regionéw swoistych dla identyfikacji
drobnoustrojéw poprzez odpowiednie
sondy diagnostyczne, okreslenie gendw
wirulencji, nowych skutecznych genéw dla
szczepionek i miejsc docelowych dla
antybiotykéw.

Szerokie spektrum zastosowan osiagnieé
mikrobiologii molekularnej obejmuje zasto-
sowanie w diagnostyce mikrobiologicznej
(3), epidemiologii (4), inzynierii genetycznej
(5), do opracowania nowych skutecznych
szczepionek, w tym szczepionek DNA (6)
oraz badania na poziomie molekularnym
interakcji patogen-gospodarz.

Po krotkim przegladzie osiagnie¢ moleku-
larnych 1 zastosowann w wymienionych
obszarach mikrobiologii zostana przedsta-
wione, jako gléwny temat, zastosowania
technik molekularnych w diagnostyce
mikrobiologicznej, wskazania do stoso-
wania metod biologii molekularnej,
problemy zwiazane z interpretacja wynikow,
czulo$é i swoistos¢ metod oraz konieczno$é
walidacji diagnostycznych technik mole-
kularnych.

Poszczegdlne artykuly prezentowane w po-
staci niniejszego cyklu sa prezentacja
stosowanych metod w Katedrze i Zakladzie
Mikrobiologii Akademii Medycznej

w Lublinie i obejmuja gltéwny zakres
zastosowan metod biologii molekularnej
w réznych aspektach mikrobiologicznej
diagnostyki molekularnej. Miedzy innymi
zostanie omoéwione zastosowanie metod
biologii molekularnej do identyfikacji
drobnoustroju w bezposrednim materiale
kliniczaym lub identyfikacji izolatu po
hodowli w zakresie gatunku i szczepu,
okreslenie obecnosci genéw warunkujacych
opornos¢ na antybiotyki oraz identyfikacje
genéw warunkujacych synteze czynnikéw
wirulencji. Celowo$¢ stosowanych metod
zostanie omowiona w aspekcie podsta-
wowych probleméw/niedoskonatosci
w klasycznej diagnostyce mikrobiologiczne;.
W badaniach epidemiologicznych metody
molekularne obejmuja zaréwno metody
diagnostyczne sluzace do identyfikacji
gatunku, jak i typowania szczepéw. Badane
sa zrédla i drogi szerzenia si¢ drobno-
ustrojow oraz mozliwosci przekazywania
informacji genetycznych, wystgpowanie
pewnych genotypéw 1 skutki mutacji.
Podstawowe techniki obejmuja: podsta-
wowe metody PCR amplifikacja 16S tRNA,
hybrydyzacja, fragmentacja DNA restry-
keyjna endonukleaza i badanie polimor-
fizmu okreslonych fragmentéw DNA.
Dodatkowe techniki uzupetlniajace
obejmujg sekwencjonowanie i analize
genomu lub wybranych fragmentéw w tym:
badania obecnosci i sekwencji specyfi-
cznych gendw, zastosowanie sond wielo-
nukleotydowych, metody badajace pelny
genom, analiza plazmidéw, wielopunktowe
typowanie sekwencji. W przypadku badania
wirusow wykorzystane sa dodatkowo
techniki PCR z zastosowaniem odwrotnej
transkryptazy.
Inzynieria genetyczna - biotechnologie
rekombinowanych biatek
Stosujac metody transdukcji i rekombi-

nacji opracowano mozliwosci wprowa-
dzania fragmentu obcego DNA do bakterii.
Kontrolowane wprowadzenie okreslonego
nowego materialu genetycznego do bakterii,
przetamanie réznorodnych barier regula-
cyjnych, zmusza je do syntezy okreslonych
biatek. Najczestsze wykorzystanie technik
rekombinacji sluzy do produkeji ludzkich
hormondw, cytokin, interferonu, biatek
stuzacych jako antygeny w szczepionkach.
Gléwne produkty uzyskane poprzez biote-
chnologig¢ to insulina stosowana w leczeniu
cukrzycy, ludzki hormon wzrostu, erytro-
poetyna w leczeniu anemii, interleukiny,
interferon w leczeniu zaburzed immunolo-
gicznych oraz rekombinowane szczepionki
wirusowe i bakteryjne.

Zastosowanie mikrobiologii

molekularnej w szczepieniach
Klonowanie genéw, zaréwno bakteryjnych

ZASTOSOWANIE TECHNIK BIOLOGII MOLEKULARNEJ
WDIAGNOSTYCE MIKROEBIOLOGICZNEJ

jak 1 wirusowych, pozwala na uzyskanie
bezpiecznych szczepionek o duzej
skutecznosci, ktére sa produktami
wybranych genéw lub wrecz okre§lonymi
fragmentami DNA. Szczepionki DNA, nad
ktérymi prowadzone sa intensywne badania,
wydaja si¢ nie§¢ rozwigzania dotychcza-
sowych probleméw. Sa one bakteryjnymi
plazmidami, ktére koduja biatkowe
antygeny. Po iniekcji do gospodarza,
plazmid powoduje ekspresje biatek
antygenowych bezposrednio w komérkach,
do ktérych zostal wlaczony na drodze
transdukcji, przez co odpowiedz immuno-
logiczna przeciwko temu antygenowi
nastgpuje  bezposrednio i jest konty-
nuowana. Szczepionki DNA dostarczaja
zatem raczej genu niz antygenu lub
patogenu, stosujac te same plazmidy
zaangazowane w produkcje rekombi-
nowanych bialek. Réwniez w przypadku
szczepionek wirusowych nukleotydowa
sekwencja (DNA lub RNA ) moze by¢
sklonowana, replikowana i wprowadzona
przez odpowiedni wektor do organizmu
cztowieka, aby kodowaé potencjalnie
nieograniczone ilosci odpowiednich biatek.
Takie szczepionki w badaniach na
zwierzetach sq podawane jako bezposrednia
zawiesina w soli poprzez iniekcje lub po
precypitacji z czastkami zlota podawane sa
bezposrednio do tkanek.

Nastepne mozliwosci kojarzone w przy-
szlo$ci z molekularnymi technikami wiaza
si¢ z zsekwencjonowaniem genomu
niektérych wiruséw oraz Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium lepre i paso-
zytem wywolujacym malari¢ Plazmodium
falciparum, przeciw ktérym ciagle brak jest
skutecznej szczepionki. Pozwoliloby to na
skatalogowanie genéw wirulencji i bialek
o najwyzszej immunogennosci. Nie ma
réwniez szczepionki przeciw powszechnie
wystepujacym  zakazeniom wywolanym
przez Staphylococcus aureus, Helicobacter
pylori, Streptococcus pyogenes, oczeki-
wania wiaza si¢ z odpowiednimi osiagnie-
ciami genomiki i proteomiki.

Zastosowanie osiagni¢¢ biologii molekula-
rnej zmierza réwniez do okreslenia najwla-
$ciwszych gendéw i ich wybranych sekwencji
ORF's (open reading frames). W przypadku
poszukiwan nowej skutecznej szczepionki
przeciwko N. meningitidis i S. pneumoniae
seckwencja pelnego genomu zostala
poddana analizie celem identyfikacji ORFs
kodujacych biatka réznych czynnikéw
zjadliwosci, jak i o wysokim stopniu
immunogennosci.

Interakcje patogen-gospodarz
Poznanie sekwencji zaréwno bakteryjnego,
jak 1 ludzkiego genomu moze byé
zastosowane w biotechnologii i rearanzacji



ZASTOSOWANIE TECHNIK BIOLOGII MOLEKULARNEJ
WDIAGNOSTYCE MIKROBIOLOGICZNEJ

genéw celem okreslenia catkowitego
wplywu ekspresji i transkrypcji genéw
patogenéw na komérki gospodarza.
Genetyczna determinacja reakcji obron-
nych czlowieka dotyczy zaréwno odpor-
nosci nieswoistej oraz swoistej humoralnej
(przeciwciala) oraz komoérkowej (uczulone
limfocyty, makrofagi i system cytokin oraz
chemokin).
Jednym z naturalnych pierwotnych mecha-
nizméw obronnych rozpoznajacych dro-
bnoustroje jest system Toll-like receptoréw.
Liczne genetyczne defekty wplywaja na
funkcje tych receptoréw i sa zwiazane
z nawracajacymi lub cigzko przebiegajacymi
infekcjami. Moga to by¢ defekty genéw
zwigzanych z przekazywaniem wewnatrz-
komérkowego sygnalu aktywacji NF-kappa
lub genéw syntezy TNE, w tym polimorfizm
genu TNE
Réznorodne zmiany i ekspresja genéw
decydujacych o powstawaniu przeciwcial,
poczawszy od réznicowania i dojrzewania
limfocytéw B, indukcji syntezy przeciwcial,
ich klas i swoistosci, decyduja o skutecznosci
odpowiedzi na szczepienia oraz infekcje.
Zastosowanie metod biologii
molekularnej w diagnostyce
mikrobiologicznej
Diagnostyka mikrobiologiczna obejmuje
nastepujace gléwne zadania-izolacja
i identyfikacja patogenu, okreslenie
czynnikéw wirulencji 1 lekowrazliwosci.
Rozwoj metod molekularnych traktujemy
jako alternatywne w nastepujacych
sytuacjach:
¢ Gdy wzrost na podlozach jest powolny
lub bakterie sa bardzo wymagajace, albo nie
daja si¢ hodowa¢ na pozywkach sztucznych
¢ drobnoustroje rosna wolno i sa mato
zrbznicowane
¢  hodowla drobnoustrojéw stanowi
zagrozenie dla personelu
¢ brak swoistych metod do ztdzni-
cowania drobnoustrojow
¢ istnicje potrzeba okreslenia rozprze-
strzeniania si¢ infekcji (np. wirusowej)
Najczgsciej stosowane metody molekularne
w diagnostyce mikrobiologicznej sa
modyfikacja podstawowych technik jak
hybrydyzacja, ktéra jest najstarszg technika
itechnika PCR.
Hybrydyzacja opiera si¢ na podstawowej
zaleznosci komplementarnosci zasad
kwaséw nukleinowych; cytozyna tworzy
podstawowa par¢ z guanina, a adenina
z tyming lub uracylem w RNA. Pojedyncza
ni¢ uzyskanego z probki klinicznej DNA
jest eksponowana do reakcji wiazania
z pojedyncza nicia znakowanego, odpo-
wiedniego fragmentu DNA sondy.
Modyfikacje metody obejmuja réznorodne
wiazanie sondy do fazy stalej jak blony

nitrocelulozowe, magnetyczne kulki lub
inne modyfikacje. Sondy moga by¢
znakowane w réznorodny sposéb jak
radioaktywne izotopy, substraty antyge-
nowe, enzymy lub skladniki reakcji
chemioluminescencji.

Diagnostyczne mozliwosci na bazie reakcji
PCR zostaly stworzone i opublikowane
przez Saiki w 1988 po zastosowaniu
termostabilnej polimerazy DNA (Tag DNA
polymerase) uzyskanej z Thermus
aquaticus, a nastgpnie dzigki zautomaty-
zowaniu syntezy oligonukleotydéw (7).
Podstawowe techniki PCR obejmuja
identyfikacje okreslonych fragmentéw
DNA kodujacych rRNA. Poniewaz jest to
fragment DNA wystepujacy we wszystkich
zywych organizmach jest uwazany za
uniwersalny. Wystepuje w postaci licznych
kopii, co sprawia, ze ich detekcja jest
stosunkowo latwa 1 skladaja si¢ z regionéw
konserwatywnych, zmiennych i wysoce
zmiennych, co pozwala na wysoki stopief
oznaczenia specyficznosci drobnoustroju.
Sa poza tym istotne dla przezycia i moga by¢
zastosowane jako molekularny zegar do
badan filogenetycznych.

PCR pozwala na selektywna amplifikacje
wybranych regionéw DNA i obejmuje
podstawowe powtarzane wielokrotnie
nastepujace etapy:

- izolacje DNA (material bezposredni lub
drobnoustroje z hodowli)

- denaturacj¢ DNA (temp.920 - 960 C)

- dofaczanie specyficznych starterdw, ktore
inicjuja reakcje przylaczania nukleotydow
i wystepuja tylko u wybranego patogenu;
moze to byé sekwencja okre§lajaca
unikatowa toksyne (37°-72°C) (startery-
krotka sekwencja oligonukleotydéw
komplementarna dla zdefiniowanych
sekwencji matrycowego DNA).

- wydtuzanie faicucha DNA przylaczonego
do startera przez termostabilna polimeraze.
Warunki musza by¢ odpowiednio dobrane
(72°C) przez dotaczanie kolejnych dezoksy-
rybonukleotydéow (dNTP), proces jest
katalizowany przez polimeraze Taq.
Amplifikacja obejmuje okolo 35-40 cykli
przeprowadzonych w termocyklerze.

- detekcja produktéw amplifikacji z
zastosowaniem réznorodnych metod:

¢ clektroforeza produktéw w zelu
agarozowym produkt PCR jest okreslonej
dtugosci w sensie liczby nukleotydéw, moze
by¢ latwo zdefiniowany w elektroforezie
jako prazek o okreslonejlokalizacji w Zelu.

4 hybrydyzacja wykorzystuje komplemen-
tarno$¢ zasad budujacych kwasy nukle-
inowe. Badane DNA denaturowane do
postaci jednoniciowej i jest wiazane przez
jednoniciowa sond¢ o homologicznej
sekwencji odpowiednio zwiazana z faza
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stala i znakowane izotopami, enzymami lub
chemioluminescencja.

Zastosowania technik PCR:

4 Najczesciej stosowane techniki PCR stuza
do stwierdzenia, czy interesujaca nas
sekwencja nukleotydowa poszukiwanego
patogenu jest obecna w badanej prébee lub
nie.

¢ PCR mozna stosowa¢ do skopiowania
okreslonego amplikonu w celu stwierdzenia
lub sprawdzenia jego sekwencji nukle-
otydowej.

¢ Moze mieé zastosowanic w badaniu
sekwencji nukleotydow technika ,,gene-
tyczny odcisk palca”

¢ Produkty PCR moga stuzy¢ jako sondy

¢ Technika PCR jest przydatna w badaniach
klasyfikacyjno-taksonomicznych

4 Techniki PCR z uzyciem sond o szerokim
zakresie wystgpowania sa stosowane do
badan przegladowych dotyczacych
réznorodnosci gatunkéw w  prébkach
srodowiskowych.

W poszukiwaniu i identyfikacji patogenu
metodami molekularnymi istnieje potrzeba
okredlenia odpowiednich postulatow
analogicznych do postulatéw Kocha (8).
Celem przypomnienia, przedstawiam
postulaty R. Kocha okreslajace warunki
pozwalajace na stwierdzenie zaleznosci
miedzy gatunkiem chorobotwérczego
drobnoustroju, a powstala choroba:

1. Mikroorganizm musi by¢ obecny we
wszystkich przypadkach choroby i nieo-
becny u zdrowych osobnikéw,

2. Poszukiwany drobnoustréj musi byé
izolowanyiwyhodowany w czystej hodowli,
3. Ta sama choroba musi powstaé, gdy
wyizolowany drobnoustréj zostanie podany
zdrowemu osobnikowi,

4. Ten sam drobnoustréj musi byc
izolowany ponownie od zakazonego czysta
hodowla osobnika.

W wigkszosci przypadkéw nastepujace
kryteria brane sa jako docelowe w okresleniu
patogenéw za pomoca badafi moleku-
larnych.

e sckwencje DNA zawierajace geny dla
rRNA, ktére dla danego gatunku sg swoiste 1
jednoznaczne

e sckwencje DNA zawierajace okreslony
gen dla toksycznosci lub innych czynnikéw
patogennych,,

e okreslone sekwencje DNA  swoistych
antygenow,

® specyficzne sekwencje plazmidowego
DNA,

e mate sckwencje niekodujace,

najbardziej specyficzne dla danego gatun-
ku.Pomimo istotnych zalet podkreslajacych,
ze metody molekularne pozwalaja na szybka
i czula detekcje czynnikéw infekeyjnych
oraz ilo$ciowe okreslenie patogenu, jak



Str. 6

w przypadku wirusa HIV-1 dla monito-

rowania leczenia lub przebiegu choroby,

wystepuja pewne ograniczenia 1 dezin-
formacje; dotycza one réznych aspektéw:

»W metodach ,in-house”, ktére sa
najtafisze i czesto stosowane do celow
diagnostycznych, wystepuja trudnosci w
poréwnywalnosci miedzy laboratoriami
co do stosowanych metod, wybranych
fragmentéw charakterystycznych dla
danego patogenu oraz czulosci i
swoisto§ci metody. Podkresla si¢
konieczno$é zewnetrznych kontroli.
Waznym jest do$wiadczenie personelu,
jednak dla stosowania testéw w rutynowej
diagnostyce istnieje potrzeba opracowania
warunkéw, ktére musza byé spetnione
zgodnie z wymo-gami systemu jakosci (9).

W szczegdlnosci dotyczy to spelnienia

nastgpujacych warunkow:

» Brak uniwersalnych standardéw odnosnie:

4 walidacji metod

4 kontroli jakosci badan w aspekcie czutosci
iswoistos$ci

¢ mozliwosci weryfikacji co do okreslenia
klinicznej czulodci i specyficznosci badar i
pewnosci co do najczeiciej stosowanych
metod ,,in-house”

¢ interpretacja wynikow i przebieg badania
wymagajq ustalen

» W wiekszosci przypadkéw koszt badan
molekularnych jest wysoki i wymagaltoby
ustalenia, kto pokrywa koszt badania.

»Wybér metody w aspekcie okreslenia czy
identyfikujemy DNA ograniczeniem
wéwcezas jest brak mozliwosci stwier-
dzenia czy izolowane DNA pochodzi
z drobnoustroju Zywego czy martwego.
W przypadku badania RNA  ograni-
czeniem jest krotkotrwatos¢é RNA do
kilku minut.

»Komercyjne zestawy do molekularnych
technik manualnych detekcji i identyfikacji
patogenu zabezpieczaja odpowiednia
standaryzacje metody, sa tatwe w uzyciu,
postgpowanie jest proste. Przeznaczone sa
do identyfikacji izolatéw z hodowli lub
bezposredniej detekcji w materiale
klinicznym. Intensywnie wzrasta liczba
testow dla poszczegdlnych gatunkéw
bakterii i wiruséw.

» Automatyzacja i stosowanie nukleotydéw
o duzej gestosci, stuzacych jako sondy lub
chipy, zwicksza swoistos§¢ i wiarygodnosé
wynikéw. Negatywna cecha badan
prowadzonych w zestawach automa-
tycznych jest konieczno§¢ wyznaczenia
wysokiego poziomu linii odcinajacej
(border line) co wzmacnia swoisto$¢, ale
obniza czuto$é metody. Przyktadowe testy
w systemie automatycznym dopuszczone
przez FDA do rutynowej diagnostyki
obejmuja diagnostyke C. trachomatis,
Gardnerella-Trichomonas-Candida, My-
cobacterium tuberculosis, N. gonor-

rhoeae, Streptococcus oraz witrusowe:
HIV, HCV, CMV. Stosowane metody
obejmuja techniki PCR, LCR, hybrydy-
zacje i rozwijajace si¢ dynamicznie techniki
real-time RCR..

Zastosowanie metod biologii
molekularnej do wykrywania genow
opornosci na antybiotyki
Standardowe metody fenotypowe ozna-
czania wrazliwosci na antybiotyki, tj. metoda
dyfuzyjno-krazkowa i oznaczanie wartosci
MIC, nie zawsze umozliwiaja wykrycie
obecnosci genéw nadajacych opornosé.
Z drugiej strony, obecno$é genu opornosci
na dany antybiotyk nie zawsze wyklucza
zastosowanie tego leku w terapii. Gen moze
nie wykazywaé ekspresji lub poziom
ekspresji genu jest maty. W takich sytuacjach
konieczne jest réwnoczesne wykrycie
funkcjonalnego produktu gendéw odpo-
wiedzialnych za oporno§¢ na dany
antybiotyk. Pomimo dynamicznego
rozwoju metod molekularnych nie wydaje
si¢, aby genotypowanie zastapilo w naj-
blizszym czasie metody fenotypowe do
badania opornosci na antybiotyki. Techniki
molekularne stosuje si¢ zatem gléwnie na
potrzeby badan epidemiologicznych lub
naukowych; na potrzeby ustugowe

stosowane s3 czule metody fenotypowe.
Badania molekularne opornosci na anty-
biotyki wymagaja bardzo duzej wiedzy,
a Interpretacja wynikéw czesto nie jest
jednoznaczna. Oporno$é drobnoustrojéw
na poszczegolne antybiotyki jest kodowana
przez jeden lub kilka gendw, czesto
zgrupowanych w integronach, ktére sa
kontrolowane czgsto przez jeden promotor.
Utrata promotora lub jego sita ekspresji
decyduja dodatkowo o ilosci produktu
nadajacego oporno$¢ na antybiotyki (10).
Poszczegdlne typy opornosci na antybiotyki
wymagaja okreslonych metod moleku-
larnych, wlasciwych dla poszczegélnych
gatunkéw drobnoustrojow, co zostato
przedstawione w poszczegblnych arty-
kutach.

Pismiennictwo:

1. CA Holland, FEL Kiechle. Point-ofcare molecular
disggnostic systerns  past, present and future. Current
Opinion in Microbiology 2005.

2V.L.Chan. Bacterial genomes and infectious diseases.
Ped.res.2003.54:1-7

3. MA. Pfaller, Molecular approaches to diagnosing and
managing infectious disease: practicality and costs.
Emesrping Infect. Dis. 2001.7:1080-6040.

4 N.Zadi, K. Konstantinou, M Zervos. The role of
moleculat biology and nucleic acid technology in the study
of human infection and epidemiclogy Arch.Pathol
Lab Med 2003.127:1098-1105.

5FL. Kiechle, C.A. Holland Genornies, transeriptormies,
ptoteomics, and numbets. Arch Pathol Lab.
Med.2003.127:1089-1092.

G6.E.R Moxon. Applications of molecular microbiology to
vaccinology Lancet. 1997.350:1240-44.

7 Saiki R K, DH. Gelfand, S. Stoffel, ] Scherf R Higuchi,
GT Hom, K.B. Mullis, and HA. Ehdich. 1988. Primer
directed enzymatic amplification with athermostabile DNA
polymerase. Science 239:487-491.

8 D Harmsen, CSinger, [Rothganger et al Diagnostics of
Neisseriaceae and Mozraxellaceae by rbosomal DNA

ZASTOSOWANIE TECHNIK BIOLOGII MOLEKULARNEJ
WDIAGNOSTYCE MIKROEBIOLOGICZNEJ

sequencing: rbosomal differentiation of medical
microogzanisms. ] Clin Microb. 2001.39:936-942.

9.B.A. Fotbes. Introducing a molecular test into the clinical
mictobiology laboratory. Arch Pathol Lab.Med.
2003.127:1106-1111.

10. A.C. Fluit, M.R Visser, F-]. Schmitz. Molecular detection
of antimicrobial resistance. Clin Microb Rew2001.14:836-
871.

Maria Koziol-Montewka
Katedra i Zaklad Mikrobiologii 1 ekarskief
Akademia  Medyczna im.  Profesora  Feliksa
Skubiszewstkiego w Lublinie
\

Zastosowanie nowoczesnych technik
w diagnostyce laboratoryjnej gruzlicy.
Szybkie i trafne rozpoznanie zakazenia
wywolanego przez M. tuberculosis jest
podstawowym elementem strategii
zwalczania gruzlicy w Swiecie. Niezwykty
postep w rozwoju diagnostyki gruzlicy,
opracowanie i wprowadzenie nowych
metod o wysokiej czulosci i specyficznosci,
skracajacych czas uzyskania potwierdzenia
bakteriologicznego przynosi wymierne
korzysci w krajach rozwinietych. Jednakze
w wigkszosci regionéw Swiata, gdzie
gruzlica jest ogromnym problemem
zdrowotnym te nowoczesne aplikacje ciagle
nie znajduja zastosowania. Pomimo
prowadzenia walki z gruzlica w ramach
specjalnych programéw, niedostatek
skutecznych metod wykrywania obecnosci
pratkéw w materialach klinicznych, ich
identyfikacji oraz oznaczania wrazliwo$ci na
leki powoduje, Ze programy te nie przynosza
one pozadanych rezultatéw. Ten artykul
przedstawia nowoczesne metody mikro-
biologicznej diagnostyki gruzlicy w kon-
tekécie metod konwencjonalnych oraz
sugestie dotyczace ich wlasciwych
zastosowann w poszczegblnych etapach
pracy laboratoryjne;.
Wigkszos§¢ patogennych gatunkéw myko-
bakterii charakteryzuje si¢ dtugim okresem
wzrostu, co powoduje, ze diagnostyczne
procedury laboratoryjne gruzlicy trwaja do
12 tygodni. Badanie mikrobiologiczne
polegajace na stwier-dzeniu obecnosci
pratkéw gruzlicy w materiale diagno-
stycznym (1) jest najwazniejszym badaniem
w rozpoznaniu gruzlicy i ma na celu
stwierdzenie obecnoéci pratkéw kwaso-
odpornych (AFB), uzyskanie czystej
hodowli pratkéw na podlozach oraz
identyfikacje gatunku najszybciej jak to jest
mozliwe. Zalecane jest uzyskanie wyniku
hodowli oraz wyniku testu lekowrazliwosci
w czasie 30 dni.
Bakterioskopia  jest szybkim badaniem
wykorzystujacym ceche kwasoopornosci
pratkow, ktore zabarwione fuksyng karbo-
lowa nie ulegaja odbarwieniu kwasnym
alkoholem (metoda Ziehl-Neelsena; ZN).
Czas badania mikroskopowego jest krétszy
przy zastosowaniu metody fluorescencyjnej
z auraming, zalecanej do stosowania jako
metoda przesiewowa (2). Liczba AFB



mozliwa do wykrycia ta metoda wynosi od
5000 do 10 000 komoérek w 1 ml (3)
materiatu od chorego. Homogenizacja i za-
geszezenie materiatu klinicznego poprawia
czulos§¢ tej metody (4). Bakterioskopia jest
najszybsza metoda rozpoznawania choroby,
jest badaniem prostym i tanim. Wada
metody jest jej niska czulo$é¢ oraz brak
mozliwo$ci odréznienia w prébkach
klinicznych pomiedzy M. tuberculosis,
a pratkami niegruzliczymi (NTM).
Mozliwos$¢ takiego rozréznienia w trakcie
oceny preparatu daje metoda oparta na
zastosowaniu ,, peptydowych kwaséw
nukleinowych” (PANs). PANs sa to
czasteczki podobne do DNA, w ktérych
zastapiono szkielet cukrowo-fosforanowy
podobnym peptydowym. Polaczenie PAN
i DNA/RNA odbywa si¢ zgodnie ze
specyficznoscia sekwencji nukleotydowych,
powiazanie jest jednak mocniejsze niz
pomiedzy DNA-DNA. Hydrofobowy
charakter molekut PANs ulatwia im
tatwiejsze przechodzenie przez Sciang
komorkows i w odpowiednich warunkach
polaczenie si¢ ze specyficzng sekwencja
kwasu nukleinowego. PANs sa znakowane
barwnikami fluoroscencyjnymi umo-
zliwiajacymi wizualizacje reakcji w mikro-
skopie (5).

Bakterie z rodzaju Mycobacterium wyma-
gaja do wzrostu pozywek wzbogaconych
biatkiem zwierzecym. W latach 30 Lowe-
nstein i Jensen wprowadzili stala pozywke
wzbogacong jajami kurzymi, ktéra zostala
uznana za optymalng 1 jest uzywana
w laboratoriach na calym $wiecie. Hodowla
szczepu M. tubrculosis na pozywce
LowensteinaJensena (LJ]) stanowi ,zloty
standard” w potwierdzeniu procesu
chorobowego w gruzlicy.

Automatyczne i pélautomatyczne systemy
do hodowli pratkéw na pozywkach
plynnych umozliwiaja uzyskanie wezesniej-
szego potwierdzenia wzrostu bakterii.
Pierwszym tego typu systemem byl Bactec
460TB (Becton-Dickinson), w ktérym
hodowle pratkéw zaklada si¢ w plynnej
pozywce Middlebrooka 7H12 zawierajacej
jako substrat wzrostowy kwas palmitynowy
znakowany 14C. W czasie wzrostu pratki
zuzywajq radioaktywny substrat i wydalaja
go w postaci 14CO2. Radioaktywnosé
w aparacie Bactec mierzona jest w skali od
000 do 999. Przyrost ilosci wydalanego
14CO, w  czasie hodowli §$wiadczy
o namnazaniu si¢ pratkow i jest okreslany
jako indeks wzrostu (6). System MB/Bact
(Organon Technika) jest w pelni zautoma-
tyzowanym komputerowym systemem
kolorymetrycznym do wykrywania AFB.
Hodowle zaktada sie¢ w butelkach inkuba-
cyjnych zawierajacych 10ml plynnej
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pozywki Middlebrooka 7H9 z mieszanina
gazéow CO,, N, i O, Butelka opatrzona
kodem paskowym zostaje umieszczona
w cieplarce, w miejscu wyznaczonym przez
komputer. W czasie wzrostu pratkow,
zwigkszone stezenie dwutlenku wegla
powoduje zmiang zabarwienia umie-
szczonego na dnie butelki wskaznika
kolorymetrycznego. Pomiar zmiany
zabarwienia jest wykonywany i rejestrowany
automatycznie. Komputer stale monitoruje
system hodowli i graficznie prezentuje
intensywno$¢ wzrostu pratkéw w zalozo-
nych hodowlach (7). Uzyskanie pozyty-
wnego wyniku hodowli na pozywkach
plynnych w systemie Bactec lub MB/BacT
jestmozliwe w czasie od 7 dni do 4 tygodni.
Ze wzgledu na dlugi okres wzrostu
wigkszos$ci patogennych gatunkéw myko-
bakterii poszukiwano szybkich metod
molekularnych do bezposredniej identy-
fikacji AFB w materialach klinicznych.
Kryteria te spelniaja testy oparte na
amplifikacji kwasow nukleinowych (NAAs)
a zwlaszcza PCR. Lanicuchowsa reakcje
polimerazy zastosowano do detekcji M.
tuberculosis w rok po ukazaniu sie¢
pierwszych opiséw tej metody (8). Mimo ze
specyficzno$¢ pojedynczej reakcji amplifi-
kacji jest wysoka, czulo$¢ reakcji pozostaje
na poziomie hodowli na podtozach.
Wprowadzenie nested PCR, w ktoérym
produkt z pierwszej reakcji jest re-
amplifikowany w drugiej pozwala na
wykrycie jednego lub kliku organizméw w
badanej probie.

Wsréd szerokiego panelu alternatywnych
technik amplifikacji kwaséw nukleinowych,
tylko niektore zostaly zatwierdzone przez
FDA (Food and Drug Administration), s to
Amplicor (Roche) i AMTD (Gen Probe) (9,
10). Amplicor stuzy do bezposredniej
detekcji M. tuberculosis na poziomie
molekularnym, PCR powiela fragment genu
16S rfRNA w ten sposob, ze pojedyncza
molekuta kwas nukleinowego moze byé
wykryta w obecnosci milionéw innych
molekul DNA. Wynikiem reakcji produktu
amplifikacji z sonda genetyczna jest barwny
precypitat a wynik odczytywany jest
fotometrycznie. Ochronie przed konta-
minacja stuzy system AmpErase (enzym N-
glikozylaza uracylu), ktory, jest czescia
procesu amplifikacji i nie wymaga zadnych
dodatkowych czynnosci. Zapobieganie
wynikom falszywie negatywnym umozliwia
internal control (IC). IC jest wprowadzana
do kazdej reakcji amplifikacji i amplifi-
kowana razem z badang prébka. Zapewnia
to indywidualne monitorowanie kazdego
pacjenta i daje pewno$¢, ze rezultat jest
negatywny, a nie falszywie ujemny z powodu
zahamowania reakcji amplifikacji. Czulosé
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testu dla materialéw z goérnych drég
oddechowych wynosi 79,4-91,1%, dla
materiatéw ujemnych w bakterioskopii
czulo$§é testu jest nizsza i wynosi 40,0-
73,1%. FDA zaleca stosowanie testu do
detekcji M. tuberculosis w AFB dodatnich
materiatach klinicznych pobranych od
chorych z podejrzeniem TB pluc (9).

W zestawie AMTD ( Amplified Myco-
bacterium Tuberculosis Direct Test)
mykobakteryjny RNA uwalniany jest
z komorek przez sonifikacje, nastepnie
wykonywana jest amplifikacja fragmentow
genomu badanych bakterii oparta na
technologii TMA (transcription mediated
amplification - amplifikacja przez odwrotng
transkrypcje). W szeregu reakeji zachodza-
cych w stalej temperaturze powstaja biliony
kopii fragmentu RNA pratka. W kolejnym
etapie wykrywane s3 namnozone wczesniej
fragmenty RNA. Do detekcji wykorzystana
jest hybrydyzacja zamplifikowanego RNA
z sondami wyznakowanymi barwnikiem -
esttem akrydyny. Gdy sonda nie hybry-
dyzuje barwnik ulega hydrolizie, co
powoduje eliminacje sygnalu tla. Pomiar
sygnalu $wietlnego emitowanego przez
wyznakowana sonde, po hybrydyzacji
z produktem amplifikacji odbywa si¢ w che-
miluminometrze. Test ten wyrdznia to, ze
cala procedura przeprowadzona jest w jed-
nej temperaturze i w jednej probéwcee co
redukuje ryzyko kontaminacji. AMTD jest
zaakceptowany przez FDA do detekeji M.
tuberculosis w materiatach klinicznych AFB
dodatnich iujemnych.

Identyfikacja gatunkéw pratkéw w labo-
ratoriach klinicznych nadal pozostaje
zajeciem trudnym i czasochtonnym. Feno-
typows identyfikacje gatunku wykonuje si¢
w oparciu o0 czas wzrostu kolonii, ich
morfologie i wytwarzanie barwnika, oraz na
podstawie wynikéw testow biochemi-
cznych. Istniejace techniki wykorzystuja do
identyfikacji komorki pratkéw uzyskane
w wyniku hodowli na podlozach.
Nowoczesng technika réznicowania
pratkéw jest chromatografia cieczowo-
wysokocisnieniowa; HPLC (11) oparta na
analizie skladu niewielkiej frakcji kwaséw
tluszczowych okreslanych jako alfa-alkilo-
beta-hydroksy kwasy (znanych pod nazwa
kwaséw mikolowych), stanowigcych gtowna
komponente $ciany komoérkowej pratkow.
Technika ta umozliwia zidentyfikowanie
okoto 60 gatunkéw z rodzaju  Myco-
bacterium, w tym pozwala odréznié M.
avium od M. intracellulare oraz M. bovis
BCG od pozostalych z kompleksu
tuberculosis.

Do okreslenia gatunkéw mykobakterii
dostepne sq sondy genetyczne, ktore
zastosowane do materialéw z hodowli
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w ciagu 2 godzin identyfikuja najwazniejsze
gatunki. Sondy AccuProbe wykorzystuja
naturalna wlasciwo$§é kwaséw nukle-
inowych do tworzenia hybryd pomiedzy
komplementarnymi tafncuchami. Dostepne
sq sondy dla M.tuberculosis complex, M.
avium, M. avium complex, M. intracellulare,
M. gordonae, M. kansasii. Metoda jest
wysoce specyficzna, lecz wymaga wyko-
nania oddzielnych testéw dla poszcz-
egblnych gatunkéw. Sondy genetyczne
znalazly szerokie zastosowanie w pola-
czeniu z innymi technikami np. z PCR co
radykalnie zwicksza ich czulosé. Przy-
kladem takiego zastosowania jest komer-
cyjny test INNO-LiPA Mycobacteria v2,
w ktérym po etapie multipleks PCR
(amplifikowanym fragmentem jest I'TS genu
16S rRNA) nastepuje hybrydyzacja
produktéw z 22 sondami na jednym pasku
nitrocelulozy (12). Test umozliwia identy-
fikacje kompleksu tuberculosis i 15
gatunkéw pratkéw z grupy NTM.
“Microarray” jest to technika opracowana
w polowie lat  90-tych przez Browna
i Schena. Na nosniku, ktérym moze byé
szklana, silikonowa plytka (chip) lub
nylonowa membrana, robot umieszcza
w mikronowych odst¢pach nanogramowe
ilosci DNA zawierajacego unikalne dla
poszczegdlnych genéw sekwencije. Podczas
inkubacji no$nika z badanym DNA
dochodzi do hybrydyzacji komplemen-
tarnych lafdcuchow. Jesli badane DNA
zostanie oznakowane barwnikiem fluore-
scencyjnym lub izotopem radioaktywnym
mozliwa jest ocena jako$ciowa i ilo$ciowa
przeprowadzonej hybrydyzacji. Metoda
"microarray" z powodzeniem jest wyko-
rzystywana do identyfikacji gatunkéw
mykobakterii na podstawie analizy 82
unikatowych sekwencji genu 16S rRNA.
Sekwencjonowanie DNA to technika
odczytywania kolejnosci zasad tworzacych
czasteczke DNA uznana za ,zloty
standard” przy rozréznianiu gatunkéw
mykobakterii (13, 14).

Identyfikacja polega na pordwnaniu
sekwencji badanego szczepu do sekwencji
referencyjnej. Najczesciej uzywang  sek-
wencja jest gen kodujacy 16S tRNA, ktéry
jest obecny u wszystkich gatunkéw bakterii
i zawiera konserwatywne i zmienne regiony.
Sekwencjonowanie wysoce zmiennego
obszaru tego genu pozwala na identyfikacje
najwazniejszych gatunkéw  mykobakterii.
Jednakze M. kansasii i M. gastri wykazuja
identyczna sekwencje tego regionu.
Fragmenty genu kodujacego biatko 32-kDa,
genu biatko szoku cieplnego 65-kDA oraz
ITS genu 16S-23S tRNA zwieraja
réznorodne sekwencje umozliwiajace
ztéznicowanie klinicznie waznych
gatunkéw mykobakterii z wyjatkiem
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kompleksu tuberculosis.

Pratki gruzlicy charakteryzuja si¢ naturalna
wrazliwoscia na wszystkie leki przeciw-
pratkowe z wyjatkiem M. bovis, ktéry jest
naturalnie oporny na pyrazynamid (PZA).
Pojawienie si¢ opornych szczepoéw M. tu-
berculosis stanowi powazne zagrozenie
skutecznej walki z gruZlica ze wzgledu na
niewielka liczbe lekéw stosowanych
w terapii gruzlicy. Oporno$é pratkéw na
jeden lub wigcej lekéw jest wynikiem
blednych dzialan w leczeniu chorych. Test
wrazliwosdci na leki wykonuje si¢ standar-
dowo po wyhodowaniu szczepu z rodzaju
Mycobacterium. Podstawowa lekowrazli-
wo$¢ oznacza si¢ na: izoniazyd (INH),
streptomycyne (SM), ryfampicyne (RMP)
ietambutol (EMB).

W Polsce stosowana jest metoda stezen
absolutnych w polaczeniu ze wskaznikiem
opornosci, w ktérej opornoscé jest wyrazona
stosunkiem najnizszego stezenia hamu-
jacego wzrost (MIC) szczepu od chorego,
do MIC szczepu wzorcowego H37Rw.
Wskaznik opornosci réwny 4 lub wigcej
wskazuje, ze szczep jest oporny naleki.
Molekularne mechanizmy opornosci sa
w przewazajacej cze$ci spowodowane
mutacjami punktowymi wywolujacych
substytucje aminokwasu  tzw. mutacje
zmiany sensu. Wykryto réwniez mutacje
ciche oraz rzadziej spotykane mutacje
strukturalne (niewielkie insercje lub delecje)
(15).

Genetyczny mechanizm opornosci pratkéw
na rifampicyne uznang za marker MDR, jest
uwarunkowany mutacjami w obrebie genu
rpoa kodujacego polimeraze RNA.
Praktycznie wszystkie (96%) RIF-oporne
szczepy posiadaja punktowe mutacje we
fragmencie diugosci 81pz tego genu.
Mutacje te sa nieobecne u szczepéw RIF
wrazliwych, dlatego ten fragment genu rpoa
uznano za idealny do badati nad nowymi
technikami detekcji opornosci na ten
podstawowy lek.

Izoniazyd jest lekiem stosowanym tylko
w gruzlicy ze wzgledu na naturalng
opornos¢ innych bakterii na ten lek. Mutacje
powodujace oporno$¢ pratkéw na INH
wystepuja glownie w obrebie genéw katG
iinhA, ich obecnos$¢ stwierdzono u 75-85%
INH-opornych szczepow.

Okoto 65-75% szczepéw M. tuberculosis
opornych na streptomycyne posiada muta-
cje genu 16S rRNA, lub genu rpsL, ktéry
koduje proteing S12.

Ponad 70% szczepéw M. tuberculosis
opornych na pyrazynamid wykazuje obe-
cno$¢ mutacji w obrebie genu pncA kodu-
jacego pyrazynamidaze, enzym konwer-
tujacy pyrazynamid do formy aktywne;.
Etambutol hamuje wbudowywanie kwaséw
mikolowych do S$ciany komoérkowej

pratkéw. U 70% szczepow pratkéw
wystepuja mutacje genu embB bedace
przyczyna opornosci na ten lek, ktorej
nastgpstwem jest nieskuteczno$¢ etambu-
tolu w terapii. Molekularny test Line Probe
Assay (16) wykonuje si¢ w oparciu
o amplifikacj¢ fragmentu genu rpofp przy
zastosowaniu biotynylowanych = starteréw
i hybrydyzacj¢ produktu PCR z sondami
genetycznymi. Komercyjny test INNO-
LiPA Rif. TB (17) stosuje si¢ do szczepéw M.
tuberculosis, oraz do bezposredniej
identyfikacji i oznaczania opornosci na Rif
w materiatach klinicznych.
Na pasku znajduje si¢ 5 sond dla sekwencji
rpof niezawierajacych mutacji (wild-type),
4 sondy dla specyficznych mutacji w rejonie
rpoa, sonda dla M. tuberculosis complex,
oraz kontrola reakcji barwnej. Kodonami
w ktérych najczesciej wystepuja punktowe
mutacje sa 531 (TCG—>TTG), 516
(GAC>TAC, GAC—>GTG),526
(CAC—ACC, CAC—»GAC, CAC—-TACQ).
Test znajduje zastosowanie w rutynowej
diagnostyce, szczegélnie do prébek klini-
cznych pozytywnych w  bakterioskopii.
Wykonanie testu zajmuje okoto 48 godzin.
Technikq laczaca PCR z hybrydyzacja jest
DNA Microarry do jednoczesnej detekcji
opornosci M. tuberculosis na kilka lekéw,
przykltadowo do identyfikacji mutacji
w obtebie genéw: katG iinhA oraz rpofs.
Sekwencjonowanie produktéw PCR (18)
jest najbardziej bezposrednia i wiarygodng
metoda wykrywania mutacji znanych, jak
i nowopowstalych. Jest réwniez gltowna
technika uzywana do wyjasniania genety-
cznych mechanizméw opornosci na leki.
Z powodu zlozonosci mechanizméw
opornosci na niektore leki, przyktadowo na
INH, metoda ta nie znalazla rutynowego
zastosowania w diagnostyce gruzlicy.
Obecnie dostgpne molekularne metody
mogg by¢ pomocne w szybkiej detekeji
mutacji powodujacych opornos$¢ na leki
przeciwpratkowe, jednak wyniki testow
genetycznych powinny zostaé potwier-
dzenie metodami fenotypowymi.
Analiza transmisji gruzlicy i wykrywania
zrédet  zakazenia wymaga mozliwosci
poréwnywania szczepoéw M. tuberculosis.
Jest to szczegblnie wazne w zwiazku
z rozprzestrzenianiem si¢ szczepéw MDR.
W tym celu stosowanych jest kilka metod
molekularnych: RFLP/DNA ,, finget-
printing” metoda polega na detekeji
specyficznych fragmentéw restrykcyjnych
poprzez hybrydyzacje ,,Southern blot” ze
znakowanymi sondami DNA. Réznice
w wielko$ci fragmentéw restrykeyjnych sa
wynikiem mutacji punktowych, delecji lub
rearanzacji w obrebie chromosomu. Analiza
ta mozna typowal wszystkie izolaty M...



tuberculosis. Specyficzno$¢ otrzymanych
wzoréw jest zalezna od liczby kopii
w genomie analizowanej sekwencji
insercyjnej IS6110 (19, 20). Technika RFLP
jest stosowana do $ledzenia epidemii,
w badaniach taksonomicznych do ustalania
pokrewiefistwa migdzy gatunkami.

W przypadku duzego podobiedstwa IS6110
RLFP szczepéw z kompleksu tuberculosis
stosuje si¢ spoligotyping (21) - metode
ktérej podstawy jest wykrywanie sekwencji
przestrzeni pomiedzy krétkimi elementami
repetytywnymi (DR) obecnymi w chromo-
somalnym locus DNA wylacznie u M. tu-
berculosis complex.. Przy znanej, stalej
liczbie kopii DR u szczepéw wzorcowego
H37Rv i M. bovis mozliwe jest analiza
poréwnawcza wickszej liczby szczepow.
Metoda taczy technike¢ multipleks PCR
z hybrydyzacja, jest stosowana do §ledzenia
transmisji szczepéw MDR oraz odréznienia
M. bovis od pozostalych gatunkéw
kompleksu tuberculosis.

Nowoczesne metody biologii molekularnej
zrewolucjonizowaly w ostatnich latach
diagnostyke i badania epidemiologiczne
gruzlicy. Szczegdlnie cennym osiagnigciem
wydaje si¢ blyskawiczne przejscie od badan
doswiadczalnych do bezposredniej diagno-
styki mikrobiologicznej. Jednakze w diagno-
styce gruzlicy, ze wzgledu na specyficzny
charakter choroby nie mozna polegaé tylko
na jednym, okreslonym schemacie uzy-
skania potwierdzenia bakteriologicznego
procesu chorobowego. Powszechnie uzna-
nym algorytmem jest laczenie technik
tradycyjnych z nowoczesnymi w celu
szybkiego wykrycia M. tuberculosis w ma-
teriale klinicznym, wlaczenie skutecznej
terapii lekowej w celu odpratkowania
chorego, a na skutek tego przerwanie

taricucha transmisji zakazenia.
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Diagnostyka laboratoryjna zakazen
Chlamydia pneumoniae i Chlamydia
trachomatis
Wedlug obecnej klasyfikacji mikrobio-
logicznej wszystkie chlamydie naleza do
rzedu Chlamydiales, ktory zawiera jedna
rodzing Chlamydiaceae. Do niedawna
w obrebie rodziny Chlamydiaceae wyro-

zniano tylko jeden rodzaj Chlamydia
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i zaliczano do niego wszystkie cztery znane
gatunki chlamydii: C. trachomatis, C.
psittaci, C. pneumonia i C. pecorum.
W 1999 roku zaproponowano nows klasy-
fikacje rodziny Chlamydiaceae i wyrézniono
w niej drugi rodzaj Chlamydophila w sktad
ktérego wchodza obecnie Chlamydophila
psittaci, Chlamydophila pneumoniae oraz
inne gatunki nie majace istotnego znaczenia
w patogenezie zakazen u ludzi. C.
trachomatis pozostala w rodzaju Chla-
mydia. Nowa klasyfikacja nie zostala jednak
powszechnie zaakceptowana. W pismien-
nictwie $wiatowym uzywa si¢ obie formy
nazw gatunkowych.

Charakterystyka

Wszystkie drobnoustroje nalezace do rzedu
Chlamydiales sa bezwzglednymi pasozytami
wewnatrzkomoérkowymi. Ze wzgledu na
brak zdolnosci syntezy wlasnego ATP ich
rozwéj jest mozliwy tylko wewnatrz
komorki gospodarza. W zwiazku z tym sa
czgsto okreslane jako pasozyty energe-
tyczne. Drobnoustroje te sa Gram ujemne,
nie wykazuja ruchu, nie posiadaja mureiny
w strukturze Sciany komoérkowej. Gléwnym
sktadnikiem Sciany komérkowej jest lipopo-
lisacharyd. Charakterystyczna cecha
wszystkich chlamydii jest ich unikalny
dwuetapowy cykl rozwojowy. Komorki
bakterii wystepuja w dwodch formach,
w postaci ciatka podstawowego EB
(elementary body) lub cialka siateczko-
watego RB (reticulate body). EB spelnia
funkcje formy przetrwalej i czynnika
inicjujacego zakazenie. Jego zbita, zwarta
struktura zapewnia komoérce opornosé na
czynniki §rodowiska, umozliwia przetrwanie
po lizie komérki gospodarza, a jednoczesnie
forma ta jest zdolna do wnikania i zakazania
kolejnych komérek. RB posiada strukture
mniej zwarta niz EB, jest forma aktywna
metabolicznie, ma zdolno$¢ syntezy DNA,
RNA ibiatek.

Chorobotworczosé Chlamydia pneumoniae
Chlamydia pneumoniae zostala uznana
w $wiecie jako bardzo czesty patogen
w zakazeniach uktadu oddechowego uludzi.
Ocenia sie, ze wigkszos¢ populacji prze-
chodzi 2-3 infekcje Chlamydia pneumoniae
w ciagu zycia. Wystepowanie przeciwcial dla
Chlamydia pneumoniae wzrasta wraz
z wiekiem i u oséb dorostych przekracza
50%. Zakazenie przenoszone jest droga
kropelkowa a okres inkubacji wynosi od
2 do 4 tygodni. Najczesciej objawy kliniczne
manifestujg si¢ zapaleniem ptuc lub oskrzeli,
zapaleniem gardlaizatok.

Wigkszo$¢ zakazen zaréwno gérnych jak
i dolnych drég oddechowych wywolanych
przez ten drobnoustréj ma lagodny prze-
bieg z charakterystycznym podostrym
poczatkiem choroby, trudnym do
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Ponizsza odpowiedZ zamieszczamy jako
sprostowanie blednych analiz i osadéw
dotyczacych medycznych laboratoriéw
diagnostycznych i udzialu firmy Diagno-
styka sp. z 0.0. w porzadkowaniu §wiadczeni
laboratoryjnych. Dla jasnosci przedsta-
wionych argumentéw w zalaczeniu rowniez
aplikujemy artykul ktéry jest przedmiotem
repliki.

Redakgia.

Jestem lekarzem, diagnostg laboratoryjnym
i kierownikiem duzego laboratorium,
wchodzacego w sktad publicznej placéwki
ochrony zdrowia. Padstwa artykul
,»,Rozdrobnienie wplywa na jako$¢” w Med-
info z lutego 2006 wzbudzil we mnie
mieszane uczucia. Z jednej strony
zadowolenie, ze ktos interesuje si¢ tak wazna
dziedzing medycyny, jaka jest diagnostyka
laboratoryjna, z drugiej za§ uczucie
zazenowania liczba bledow i przeklaman
w tak krotkim tekscie.

Jak rozumiem, teza Patistwa artykulu bylto
udowodnienie przewagi ,jakosciowej”
duzych laboratoriéw i firm diagnostycznych
nad malymi, cz¢sto rodzinnymi praco-
whniami dzialajacymi w prywatnym sektorze
ustug medycznych, a takze promowanie
rozwigzan dazacych do konsolidacji catego
rynku diagnostyki laboratoryjnej, w tym
réwniez placowek publicznych, na drodze
outsourcingu. Jest to wazny 1 aktualny
problem, o ktérym mozna, a nawet trzeba
dyskutowaé. Ale powazna polemika jest
mozliwa tylko wowczas, gdy osoby, ktore
biora w niej udzial posiadaja odpowiednia
wiedze w danym obszarze. W tej sytuacji
skupi¢ si¢ wigc wylacznie na sprostowaniu
Panstwa najbardziej razacych btedow.

Po pierwsze: mylenie pojec¢ certyfikacja
i akredytacja. Wymienione -certyfikaty,
,»chociazby certyfikaty RIQUAS" (popra-
wna nazwa to RIQAS) i inne, sa wylacznie
certyfikatami uczestnictwa w danym
programie kontroli. Takie certyfikaty
otrzymuja Wszyscy uczestnicy programu,
niezaleznie od jakosci wykonywanych
badani. Natomiast certyfikat ISO, potwie-
rdzajacy spelnianie wymagani okreslonej
normy serii ISO 9001, réwniez nie $wiadczy
o jakosci badari, ale o wprowadzeniu
systemu zarzadzania jakoscia w danej
placéwce. Wedlug dokladnie tej samej
normy mozna certyfikowaé fabryke
gwozdzi, wytwoérnie pudelek, szpital jako
caloé¢lub laboratorium medyczne.
Dopiero akredytacja laboratorium
w Polskim Centrum Akredytacji wedlug
jednej z dwéch norm: PN-EN ISO 17025
(to jest norma miedzynarodowa, a nie
»badanie mi¢dzynarodowe”) lub PN-EN
ISO 15189 (w tej chwili projekt do
zatwierdzenia) $wiadczy o kompetencjach

Odpowiedz na artykul zamieszczony

w miesieczniku Med.-info.

technicznych laboratorium, czyli jakosci
wykonywanych badad. Innych, wymie-
nianych przez Panstwa ,licznych Sciezek
akredytacyjnych”, jak do tej pory, nie ma.
Nalezy dodaé, ze w Polsce tak rozumiang
akredytacje (wybranych procedur bada-
wezych) posiada tylko jedno z dziewigciu
wymienionych przez Pafstwa laboratoriow,
nalezace obecnie do firmy Synevo Labo-
ratoria Medicover.

Po drugie: firma Diagnostyka sp. z o.0. jest
na pewno liderem na rynku pod wieloma
wzgledami, jednak wymienione przez
Panstwa certyfikaty uczestnictwa, ktére
posiada firma oraz autorski system infor-
matyczny, nie sa osiagnieciami niedo-
stepnymi dla szerokiego ogétu laboratoriéw
(wbrew twierdzeniom p. dyr. A. Rysia). Jak
na lidera przystalo, zabraklo certyfikatéw
uczestnictwa w takich kontrolach
miedzynarodowych, jak np. kontrola
hematologiczna Sysmex International
Quality Assurance System /SIQAS/ czy
kontrola serologiczna organizowana przez
firm¢ Johnson & Johnson przy udziale
Instytutu Hematologii.

Po trzecie: przypisanie ,,wigkszosci z istnie-
jacych 2412 podmiotéw jedynie uczestni-
ctwa w programie Polmicro” jest nieprawda,
poniewaz program ten jest skierowany
wylacznie do laboratoriéw mikrobiolo-
gicznych, ktére stanowiq tylko niewielki
procent ogolnej liczby laboratoriéw medy-
cznych w Polsce.

Po czwarte: brak w tekscie informacji
o programach kontroli jakosci badan
prowadzonych juz od ponad 25 lat przez
Centralny Osrodek Badan Jakosci w Dia-
gnostyce Laboratoryjnej w Lodzi. Pan prof.
A. Brzezinski wiele pracy i staran poswiecit
tworzeniu powszechnie dostepnych, bez-
platnych programéw badan pordwna-
wezych oraz promowaniu standardéw
jakosci w  polskich laboratoriach medy-
cznych. Takimi programami sa ,,Program
Powszechny” oraz ,,Program Centralny”
prowadzone wedlug podobnych zasad co
program ,,Polmicro” (bezplatny, uczestnik
otrzymuje co roku zaswiadczenie o jakosci
oznaczen).

Po piate: blednym jest twierdzenie, ze
»wydatki NFZ-u na badania diagnostyczne
wykazuja tendencje spadkows”. Do tej pory
nie udalo si¢ KJDL przeforsowaé bezpo-
sredniego kontraktowania badafi diagno-
stycznych, a tendencje spadkowa wykazuje
liczba badan zlecanych przez lekarzy POZ
i lekarzy rodzinnych (z przyczyn wiado-
mych). Wyjasniam, ze NFZ nie finansuje
bezposrednio badani diagnostyki labora-
toryjnej tylko procedury medyczne, ktérych
badania laboratoryjne sa czescia.

Po széste: twierdzenie, ze powstanie KIDL
(na mocy ustawy o diagnostyce labora-

toryjnej), mialo w zalozeniu wplynac
bezposrednio na poprawe jakosci badan,
jest duzym uproszczeniem. Korporacja
zawodowa czuwa nad realizacja podstaw
prawnych wykonywania zawodu ! tworzy
klimat sprzyjajacy poprawie jakosci badan,
m.in. poprzez uchwalenie Kodeksu Etyki
Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego.
W odpowiedzi na zarzut, ze KIDL ,,nic nie
robi” w kwestii jakosci i poprawy samo-
poczucia dyrektordéw szpitali i lekatrzy, to
informuje, ze:

- wdiagnostyce laboratoryjnej, jako jednej
z niewielu dziedzin medycyny, standardy
jakosci sa wprowadzane na drodze rozpo-
rzadzenia Ministra Zdrowia (uzywanie
sformutowanie ,,jednolite standardy” jest
bledem jezykowym i w jezyku polskim
nazywa si¢ pleonazm),

- powstal regulamin pracy wizytatoréw
KIDL, ktérzy beda mieli prawo do kontroli i
oceny wykonywania czynnosci diagnostyki
laboratoryjnej przez diagnoste labora-
toryjnego.

Po siédme: w medycznym laboratorium
diagnostycznym nie mozna zatrudnié
personelu bez odpowiednich kwalifikacji
(pattz: rozporzadzenie MZ z 3 marca 2004
w sprawie wymagan, jakim powinno
odpowiada¢ medyczne laboratorium dia-
gnostyczne).

Jestem ciekawy czy réwniez laczycie
Panstwo zwickszajaca si¢ ciagle liczbe
ujawnionych bledow lekarskich z dzia-
talnodcia lub jej brakiem NIL.

Tomasz, Sadowski

(“ “
Rozdrobnienie wptywa na jakos¢

Nie ma jednolitych standarddw oceny jakosei pracy
laboratoridw. Nie ma teg wymagan, by certyfikaty

jakosci posiadal. Ale ta sytuacja ma sie Zmieni.

Niewqtpliwie brak jednolitych standradiw
i wymogow stawianych laboratoriom pogwala na
rozwdj rynku prywatnych pracowni. Warto od razu
pryypommiel, Fe ich masowy rozwdj aczal byé
moglimy po 1989 roku. Wiedy wystarczyl wpis do
rejestru - dyialalnosci  gospodarczel.  Impulsu
dostarcgyl  rowdj  prywatnego  sektora  ustug
medyeznyeh  orag  prywatyzaga (w o wyniku
systemowef reformy 3 1999 roku) zaktadow opieki
zdrowotnej, Zwlasgeza jednostek ambulatoryinych.
Czesto byly to 1-2 osobowe firmy rodzinne,
dziatajace w napredee zaadaptowanych, nie Zawsze
spetniajacych odpowiednie  warnnki, pomie-
szezentach. Nic dziwnego, se wiele laboratoridw nie
gwarantowato wystarcgajqcef jakosci nstng. Dlatego
pojawity si¢ pierwsge proby uregnlowania tego
rynkat.



Bariery wejscia.

Poprawic sytuacje miata koniecinosé rejestrowania
laboratoridw jako NZOZ-dw, co pociqga 3a soba
wymdg ngyskania g0dy na dzialanie wydawane
przez sanepid. Wprowadzono takse przepisy
prawne, pogwalajace na kierowanie laboratorinm
Jedynie osobom  posiadajacym odpowiednie
kwalifikacgje (ale juz nie Zatrudnianemu prez te
osobe personelowi). Ostatniq, trzeciq barierq miato
byé¢  powstanie Krajowej Izby Diagnostiw
Laboratoryjnych. Miato, bo jednak sytuagi do
korica nie uzdrowito. Ciqgle dyrektorgy s3pitali nie
moga by¢ pewni jakosci badai. A na porzadkn
dziennym sq sytuagje, e lekary Zastanawia si¢, ¢y
powiadomi¢  laboratorium bad$  dyrektora
0 powstalym bledzie diagnostyeznym, ¢3y po prosin
lecié wykonanie badania jeszeze rag.

Obligatoryjna jakost.

— Dapiero terag prygotowywane sq prze3. 3espot
wdragania systemow jakosii standardy, nakla-
dajace  obligatoryjnie obowiqzek uczestnictwa
w polskim programie badania _jakos¢ lub innych
badaniach miedzynarodowych, jak np. ISO 17025
— mowi prof. Jan Kanty Kulpa, krajowy konsultant
w dziedginie diagnostyki laboratoryjne —
Ogromnym  sukcesem  bedzie, jeseli  wsgysthie
laboratoria beda podlegal programowi— dodaje. Ale
Jug dzis istnigje wiele certyfikatow i Scieek
akredytacyinych. Nalezq do  nich  chociazby
certyfikaty RIQUAS' (brytyjskiego laboratorinm
referencyjnego  Random), ~ certyfikaty  firiskiego
Labguality, Urinanalysys Proficiency Study firmy
Bayer. Istniejq tez uregulowania rodzine — Krajowy
Program  Kontroli  Jakosci  prowadzony przez
Centralny OSrodek Badari Jakosci 1w Diagnostyce
Laboratoryjnegj oraz Polmicro, prowadzone pr3y
wspotudziale Narodowego Instytutu Zdrowia.
Poputarny, tani.

Mimo tego zdecydowana wiekszo5¢ 3 istniejacych
2412 podmiotdw, bo tyle licgy sobie rejestr
prowadzony pryez Krajowq Rade Diagnostow
Laboratoryjnych, gdecydowata si¢  jedynie na
uczestnictwo w apocgatkowanym w 1994 rokn
Czyli Ogdlnopolskim
Zewnetrznym Sprawdzianie Wiarygodnose Badari

programie  Polmicro.

Mikrobiologicznych, jak brmi petna jego nazmwa.
Progran obejmuje zardwno sprawdzian praktyeny
Jak i teoretyezmy. Odbywa sig corocgnie i skilada sig
g 23 cxese. W sprawdzianie  praktycznym
laboratorium okresla wrazliwosé na antybiotyki,
analizuje mechanizmy lekoopornosci nadestanych
szezepow bakteryinych. Centralny Osrodek Badaii
Jakosci w  Diagnostyce Mikrobiologicznej
(COB]DM), ktéry jest organizatorem programm,
posiada s3ezepy referencyjne oraz, s3eepy kontrolne

Odpowiedz na artykul zamieszczony

w miesieczniku Med.-info.

bakterii. Sprawdzian teoretyezny polega na
odpowiedzi na nadestane pytania 3 akresu
mikrobiologiczne diagnostyki kliniciney. Wyniki
testdw sq poufine — otrgymujq jedynie ucestnicyace
w sprawdzianie laboratorium. Laboratorium po
pomySinym  zdanin  sprawdzianu  otrgymuje
specialne  pisemne aswiadezenie, e pracownia
ugyskata dobry wynik w Sprawdzenin
Wiarygodnosei Badari w Mikrobiologii. Takie
gaswiadezenie  podnosi  prestig laboratorium.
Laboratoria, ktire biorq ndzial w sprawdzianach,
nie tylko potwierdzajq w nich wiarygodnos¢
prowadzonych przez, nie badai orag, ugyskiwanych
wynikow, ale i wysokie kwalifikacgje pracownikd.
Ucgestnictwo w  Polmicro  ntatwia  uzyskanie
akredytagii, a w pryypadkn  uzyskania lych
wynikow — wykrycie i usunigcia nieprawidlowosci.
Jednak sufkces jego popularnosci thwi Zupetnie gdzie
indziel. Po pierwsze, jest to jedyny tego typu program
galecany przez Ministerstwo Zdrowia. Po drugie,
i znacgnie wagnigjsze, jako jedyna tego typu
procedura sprawdzajaca, jest absolutnie bezplatna.
Dla pordwnania w prowadzonym przez Koleginm
Medyeyny Laboratoryjnej (we wspélpracy 2 firiskim
Labguality) Powszechnym Programie Zewnetrine
Oceny Jakosci w Medycynie Laboratoryng —
PPZOJMED  sprawdgian badania moczu
(badanie ogdlne oraz osadn) kosztuje 255 totych
ga probke, posiew krwi — 520 zlotych. Program
dostepny jest dla kazdego laboratorium i obejmuje
swoim akresen: chemig Rliniczna, hematologie,
koagnlologie, serologie grup krwi, immunologie,
toksykologie, mikrobiologie, genetyke Rliniczng
orag histopatologie.

Duze stac.

Troche nie ma co sig dgiwié, e laboratoria wybierajq
tatisge rogwiqgania. Pry  stalym wgroscie
wydatkow na leki, wydatki NFZ na badania
diagnostyczne  wykazujq  tendencje  spadkowq.
A przeciez nie tylko certyfikaty i akredytacge
Swiadezq o jakosci. Wplywa na niq przede
wsgystkinm codgienna i pracochlonna kontrola nad
procesem analityeznym: kalibragja analizatordw
orag  wielopogiomowa kontrola doktadnosci
7 odtwargalnosc prowadzonych na nim badai. — To
najezestsze drddlo  oszezednosci w  malych
laboratoriach, bo sq to kosgtowne procedury — mowi
Whojciech Budacz, dyrektor zargadzajacy Synevo,
spitka-cirkq Medicovera. Dzis firma skupia
dziewieé laboratorion, ale je ambiciq jest stal sig
liderem na rynku. Laboratoria spotki posiadajq
certyfikaty jakosci 1SO 17025. — W duzych
sieciach mozna powolic sobie na rozlogenie tych

kosztdw na liczbe i zakres wykonywanych badar,
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dzieki  czemn  nadal mogemy Raoferowal
konkurencyjne stawki — dodaje Budacz. Jednak
liderem na rynku, nie tylko gresgtq pod wgledem
ilosci certyfikatow i akredytagi, jest Diagnostyka
sp. g 0.0. Wsgystkie 3 20 pracowni biorq ndgiat
w zewnqtrlaboratoryinych, Rrajowych i miedgyna-
rodowych  programach  kontroli  jakosci, jak
RIQUAS, Labgnality, Urinanalysys Proficiency
Study oraz w Krajowych Programach Kontroli
Jakosci i Polmicro. Oprdez tego majaq 15O 9001:
2000 — Tworgylismy teg Laboratoryny System
Informatyczny LIS-Tech, koordynujacy prace
analizatordw, pozwalajacy na dystrybuce wynikom,
garzqdzanie magagynami, tworgenie bagy danych
i pozwalajacy na ariqdzanmie nimi — mowi
Andrze Rys, dyrektor ds. rogwoju firmy. — Duge
laboratorium, wykonujace duse ilosci onaczen, jest
w stanie skutecznie dbaé o jakosé ognacgen. Jest tak
dlatego, %e jesteSmy w  stanie inwestowal
w informatycgne systemy wspomagajqce
dwustopniowq (antomatyczng i reczng) walidage
wynikdw. Typowe laboratorium szpitala
powiatowego (fest ich okoto 700), ktire wykonuje
rocznie 150-200  tysigey badan, moze jedynie
pomaryé o takich nargedziach. Podobnie 3 innymi
mniejszymi - pracowniami. Widal wige, %e
konsolidagia  rynku, mimo  sprzeciwn  Krajowej
Rady Diagnostyki Laboratoryjne, moge pomdc
takge w  podniesieniu  jakosci ustug. Dla
pordwnania w Niemezech, mimo i3 badai wykonuje
si¢ wigcej, liczba pracowni diagnostyeznych jest
o polowe mnigjsza. Tym lepiey widal, jak
roxdrobniona  jest polska diagnostyka. Dla
obnigenia kosztow na calym Swiecie tworgy sig duze
centra diagnostyczne, u kidrych outsourcinguje sie
wykonanie badai. Duge pracownie majq wigksze
moglimwosci negocjagi cen  odegynnikon, akupu
nowych maszyn.

W Polsce mamy trzy typy pracowni.

¥yri

Hematologia, koagnlologia, analityka ogdina,
biochemia

8-godzinna dostepnost prez 6 dni w tygodnin.
¥yr2

Hematologia, koagnlologia, analityka ogdina,
biochemia, jonogramy, gazometria, immunochenia
24-godzinna dostgpnosiprzez 7 dni w tygodnin.
RRBI' OWE

W aski okreslony profil badari spegjalistycznych (np.
hormony, fenotypizacja, markery onkologicne,
antoprzeciweiata) 8-godzinna dostgpnosé przez 6
dni w tygodnin.

Autor: Agniesgfea Katrynicg, Piotr Derentowicg,
Zrédto: Med.-Info 02.2006 “
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Zarzadzanie medycznym
laboratorium diagnostycznym
w aspekcie

ekonomiczno - finansowym
Zapoczatkowane w1999 r. przez
reforme opieki zdrowotnej zmiany zasad
funkcjonowania stuzby zdrowia spowo-
dowaly poczatek dzialania konkuren-
cyjnego rynku ustug medycznych,
a zmiany zasad finansowania zakladow
opicki zdrowotnej wplynely na wzrost
znaczenia jakosci $wiadczonych ustug
iracjonalizacji kosztéw.
Zaklad opieki zdrowotnej stal si¢ firma,
przedsigbiorstwem o humanitarnym
przestaniu, jednak ze wszystkimi
elementami dziatalnosci gospodarczej
wykonywanej w sposéb zorganizowany
z okreslonym miejscem i czasem
$wiadczenia wykonywanych ustug, oraz
dzialajacej w oparciu o rzetelne postawy
ekonomiczne.
Zasady efektywnego zarzadzania i skute-
cznej dzialalno$ci operacyjnej dotyczg
réwniez czynnika sukcesu firmy, ktérym
jest zrédlo finansowania i dyscyplina
finansowa.
Wyzej wymienione zmiany dotycza
réwniez medycznych laboratoriéw
diagnostycznych dzialajacych na rynku
ustug medycznych jako jednostki
organizacyjne publicznych zakladéw
opieki zdrowotnej, oraz jako samodzielnie
dzialajace niepubliczne zaklady opieki
zdrowotne;.
Art. 16 Ustawy z dnia 27 lipca 2001 r.
o diagnostyce laboratoryjnej - wyciag
“Czynnosci  diagnostyki laboratoryjnej
przeprowadzane przez diagnoste
laboratoryjnego wykonywane sa
w laboratorium,”
Art. 17 punkt 1 w/w Ustawy - wyciag
Laboratorium jest zakladem opieki
zdrowotnej w rozumieniu Ustawy z dnia
30 sierpnia 1991 r. o zakladach opieki
zdrowotnej,
Art.17 punkt 2 w/w Ustawy Labora-
torium moze byé takze jednostkg
organizacyjna zakladu opieki zdrowotne;j,
jednostki badawczo rozwojowej albo
wyzszej uczelni medycznej.
Wyzej przytoczone artykuly Ustawy
o diagnostyce laboratoryjnej nakazujg
postrzegaé laboratorium diagnostyki
medycznejjako jednostke gospodarcza.
Dla  skutecznego zarzadzania i pra-
widlowego funkcjonowania jednostki
gospodarczej konieczne jest dokonywanie

Zarzadzanie medycznym laboratorium

diagnostycznym w aspekcie
ekonomiczno - finansowym

analizy sytuacji ekonomiczno-finansowe;.
Informacje dostarczane przez rachunko-
wos¢ 1 wnikliwa obserwacja trendow
zmian pozwala na wyciaganie wnioskow o
sytuacji firmy w przyszlosci i w pore
reagowac na zmiany.

Gléwnym zadaniem rachunkowosci jest
stosowanie zasad, aby w sposéb
prawidlowy, rzetelny i jasny w sporza-
dzonych sprawozdaniach finansowych
przedstawic sytuacje:

o majatkowa,

o finansoway,

o wynik finansowy.

Wynik finansowy jest to wyrazony w mier-
niku pienigznym rezultat dziatalnosci
jednostki gospodarczej w danym okresie.

Moze on wystgpowal w postaci zysku
netto lub straty.

Laboratorium diagnostyki medycznej
dzialajace na rynku ustlug medycznych
jako Niepubliczny Zaktad Opieki Zdro-
wotnej podlega Rozporzadzeniu Ministra
Finanséw z dnia 26 sierpnia 2003 roku
w sprawie prowadzenia podatkowej ksicgi
przychodéw irozchoddw.

Ksigga przychodéw i rozchodéw jest
uproszczong forma prowadzenia rachu-
nkowosci, moze by¢ stosowane przez tych
podatnikéw, ktorzy osiagaja nie duze
dochody i nie musza prowadzi¢ pelnej
rachunkowosci w postaci ksiag poda-
tkowych.

W przypadku, gdy laboratorium diagno-
styki medycznej jest jednostka organiza-
cyjna publicznego zakladu opieki zdro-
wotnej zasady rachunku kosztéw reguluje:
- artykul 62 Ustawy z dnia 30 sierpnia
1991r. o zakladach opieki zdrowotnej-
wyciag-

“  Minister Zdrowia i Opicki Spote-
cznej okresla w drodze rozporzadzenia,
szczegolne zasady rachunku kosztéw
w publicznych zakladach opieki zdro-
wotnej.”

- Rozporzadzenie Ministra Zdrowia
1 Opieki Spotecznej

-z dnia 22 grudnia 1998 roku
w sprawie szczegolnych zasad rachunku
kosztéw w publicznych zakladach opieki
zdrowotnej zarzadza:

wyodrebnienie w  strukturze organiza-
cyjnej publicznego zakladu opieki
zdrowotnej komorek organizacyjnych,
ktére tworza miejsca powstawania
kosztéw, zwane ,, o§rodkami kosztow”.

- Osrodki kosztow dzieli sie na:

1.o$rodki kosztow dzialalnosci podsta-

wowej,

2. osrodki kosztow dziatalnosci pomo-
cniczej,

3. o$rodek kosztéw zwiazanych z za-
rzadzaniem zakladem jako caloscig
zwanym ,,osrodkiem kosztéw zarzadu”.

Z reguly laboratorium diagnostyki
medycznej przypisane jest osrodkowi
kosztow zwiazanym z wykonywaniem
dziatalnosci wspomagajacej dziatalno$é
podstawowa, zwanym dalej ,,0o$rodkiem
kosztow dziatalnosci pomocniczej”.
Nosénikami kosztéw w osrodku kosztow
dziatalnosci pomocniczej sa uslugi
$wiadczone przez ten osrodek.

W laboratorium diagnostyki medycznej
no$nikami kosztéw sa badania labora-
toryjne.

Dlatego wazny i konieczny jest wykaz:
ewszystkich
badan w laboratorium diagnostyki

rodzajéw wykonywanych

medycznej,

ecennik badan,

ecwidencja iloSciowo - rodzajowa
wykonanych badan.

W laboratorium diagnostyki medycznej
publicznego zakltadu opieki zdrowotnej
wyrézniamy dwie grupy kosztéw
dziatalnosci:

A) koszty bezposrednie,

B) koszty posrednie.

Rodzaje kosztéw bezposrednich:

1. materialy do badan diagnostycznych
(reagenty, materialy odniesienia),

2. sprzet jednorazowy do pobierania
prébek do badan,

3. pozostaly sprzet laboratoryjny
jednorazowy,

4. s$rodki opatrunkowe,

5. srodki dezynfekujace, czystosciowe,
odziez ochronna,

6.  zuzycie energii (elektryczna, cieplna,
gaz, woda),

7. ustugi ( konserwacja i naprawa
sprzetu, laczno$é, poczta, transport,
utrzymanie czystosci, wywoz nieczystosci
iutylizacja, pralnia),

8. wynagrodzenia osobowe,

9.  pochodne wynagrodzen ( sktadki
ZUS, Fundusz Pracy, odpisy na ZFSS),
10. amortyzacja.

Koszty posrednie rozliczane sa wg
ustalonych kryteriow przez Dyrekcje
Publicznego Zakladu Opieki Zdrowo-
tnej, moga by¢ ujmowane ze szczegdlo-
wosécia odpowiadajaca ukladowi
rodzajowemu kosztow.

dokoriczenie str. 15



Biuro Krajowej Izby Diagnostéw Laboratoryjnych uprzejmie informuje, Ze sukcesywnie wydawany jest dokument

“Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego”.

PRZYPOMNIENIE:
Chcac otrzymac dokument “Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego” nalezy:
€ wplaci¢ 100 zI. na konto KIDL zgodnie z uchwala nr 60/2004 KRDL z dnia 17 grudnia 2004 r.,

tytutem “Wplata na rzecz KIDL na dziatalno$¢ statutows”,
€ przesta¢ do biura KIDL kserokopi¢ dowodu wptaty z dotaczona czytelna informacija

zawierajaca w/w_tytud wplaty, imi¢ i nazwisko oraz numer wpisu na liste diagnostow

laboratoryjnych,
€ przestac takze zaswiadczenie lekarskie o stanie zdrowia stwierdzajace zdolno$é¢ do wykonywania

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

Do konica czerwca 2006 r. PT Diagnosci Laboratoryjni posiadajacy numer wpisu na list¢ diagnostéw od 04501 do 06000
proszeni sa o dokonanie w/w wplaty, przystania jej kserokopii oraz uzupelnienia ewentualnych brakéw

w dokumentacji.

PT Diagnosta Laboratoryjny we wlasnym interesie jest zobowigzany skontaktowac
si¢ z Dziatem Diagnostéw KIDL (022 741-21-57) w celu uzyskania informacji
o ewentualnych brakach w dokumentach i/lub zobowigzaniach finansowych

wzgledem Izby.

UWAGA:
Dokument “Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego” jest wysylany, listem poleconym za

zwrotnym potwierdzeniem odbioru, na adres do korespondencji znajdujacy si¢ w dokumentacji KIDL.

PROSIMY O PILNE AKTUALIZOWANIE
ZMIENIONYCH ADRESOW DO KORESPONDENC]I.

W przypadku nieodebrania listu poleconego i zwrotu przesytki przez poczte do biura KIDL - powtdrne przestanie

dokumentu bedzie mozliwe na pisemna prosbe i za dodatkowa optatg poniesionych kosztéw ponownego wystania do
tych z Panstwa, ktorych dotyczy¢ bedzie nie dor¢czenie w/w przesytki.

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

wystawiony i nie bedzie wystany tym diagnostom laboratoryjnym, ktérzy:

@ posiadaja braki w dokumentacij,

@ zalegajg z platnoscia obligatoryjnych sktadek cztonkowskich,

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

W przypadku dostarczenia przez diagnoste wraz z dokumentami nieaktualnych zdjeé (np. sprzed kilkunastu lat), KIDL nie bedzie

ponosi¢ odpowiedzialnosci za wynikle z tego powodu problemy lub konsekwencje.

WYDANIE NOWEGO DOKUMENTU Z NOWYM ZDJECIEM BEDZIE MOZLIWE NA PISEMNA PROSBE
IDODATKOWY KOSZT OSOBY ZAINTERESOWANE].
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ETIOLOGIA POWSTAWANIA

WYSIEKOW I PRZESIEKOW
Do surowiczych jam ciata zaliczamy: dwie
jamy oplucnowe, jame¢ otrzewna i jame
osierdziowa. Wszystkie jamy ciata wyscie-
lone s3 blong surowicza tzw. blaszka
trzewna i blaszka Scienna. Blone surowiczg
tworzy cienka warstwa tkanki lacznej,
pokryta jedna warstwa splaszczonych
komérek tzw. komoérek miedzybtonka.
W warunkach fizjologicznych obie blaszki
stykaja si¢ ze soba tworzac bardzo waska
szczeling, w ktoérej znajduje si¢ niewielka
ilos¢ plynu, Fizjologicznie plyn nisko-
biatkowy z niewielkg iloscia limfocytéw
i komérek miedzyblonka. Plyn jest
potrzebny do zwilzania obu blaszek.
Natomiast w warunkach patologicznych
miedzy blaszka trzewna i blaszka Scienna
gromadzi si¢ duza ilo§¢ plynu. W wyniku
nadmiaru plynu tworzy sie jama surowicza
w pelnym tego slowa znaczeniu. Plyn
wysickowy moze mie¢ charakter surowiczy,
lipemiczny, krwisty lub ropny. Plyny
przesickowe w zaleznosci od miejsca ich
gromadzenia nosza nazwe:
Hydrothorax - plyn surowiczy w jamie
oplucnowej,
Hydropericardium - plyn surowiczy
w worku osierdziowym,
Ascites - plyn surowiczy w jamie otrzewnej

(ptyn puchlinowy).

RODZAJE PEYNOW Z JAM CIALA
Plyny gromadzace si¢ w surowiczych
jamach ciala moga mie¢ charakter przesicku
lub wysigku (Rycina 1.)

Rycina 1.
Algorytm podziatu plynéw zjam ciala.
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stawanie si¢ plynnych, niebiatkowych
sktadnikéw krwi z tozyska naczyniowego.
Wewnatrznaczyniowy plyn pozako-
morkowy tzw. osocze przesiaka przez $ciane
naczyn bez ich uszkodzenia, gromadzac si¢
W surowiczej jamie jako przesick.

Przesigki to plyny niezapalne, przejrzyste
o barwie bursztynowej. Ich cecha charakte-
rystyczng jest niski ci¢zar wlasciwy <1,015
g/dl oraz niskie stg¢zenie biatka nie
przekraczajace 3,0 g/dl. W badaniu
mikroskopowym stwierdza sie:

1. nieliczne, ztuszczone komorki miedzy-
blonka

2. histiocyty tzw. makrofagi

3. pojedyncze limfocyty

4. sporadyczne granulocyty obojetno-
chlonne.

Najczestsza przyczynag powstawania
przesigku jest

1.hipoproteinemia

2.hipoalbuminemia

3.niewydolnos$¢ krazenia

4.niektore wady serca

5.marsko$¢ watroby

6.zespol nerczycowy.

Wysigki zapalne nienowotworowe
Wysicki gromadza si¢ w surowiczych jamach
ciala na skutek uszkodzenia naczyn
krwionosnych przez czynnik chorobo-
tworczy, uraz mechaniczny lub miazdzyce
naczyn. Wysicki sa to plyny zapalne o barwie
ciemnozdbltej, krwistej, mlecznej lub
brunatne, przewaznie nieprzejrzyste, metne
z domieszka fibrynogenu i czesto krzepna-
cych nici fibryny (widknika). W poréwnaniu
do przesickéw charakteryzuja sie wysokim
cigzarem wlasciwym >1,016 g/dl i steze-
niem biatka >3,5¢/dl.

W badaniu mikroskopowym stwierdza sig:

| PLYNY Z JAM CIALA |
| PRZESIEKI | | WYSIEKI | | MIESZANE |
PLYNY PLYNY PLYNY
NIEZAPALNE ZAPALNE NOWOTWOROWE

» BAKTLRYJNE

» WIRUSOWE

» GRUZLICZE

» PASOZYTNICZE

Charakterystyka plynéw z jam ciata

Przesieki

Obnizone ci$nienie onkotyczne lub wysokie
ci$nienie hydrostatyczne powoduje wydo-

komorki miedzyblonka, granulocyty, mono-
cyty, makrofagi, limfocyty, plazmocyty,
komorki LE.

W zaleznosci od czynnika etiologicznego

plyny wysickowe charakteryzuja tzw.
odczyny komérkowe:

oEtiologia bakteryjna plyn zapalny, cecha
charakterystyczng jest odczyn granulo-
cytowy, neutrofile pokrywaja cale pole
widzenia

octiologia gruzlicza charakterystyczne mate
limfocyty T

dctiologia wirusowa dominuja gléwnie
limfocyty B i plazmocyty

octiologia alergiczna i pasozytnicza -
granulocyty kwasochlonne stanowia
powyzej 10% wszystkich komérek
dctiologia autoimmunologiczna w obrazie
cytologicznym plynu dominuja monocyty
imakrofagi

octiologia miazdzycowa duza przewaga
makrofagbw i komoérek piankowatych
odlugo zalegajacy wysick lub zejSciowa
forma wysicku pod wplywem leczenia
farmakologicznego makrofagi, przybiera-
jace forme komorek sygnetowatych

owysigk krwisty —makrofagi oraz obecna
w nich hemosyderyna jako pozostato$¢ po
strawionych erytrocytach (komorki zerne)
owysick z mieszanym skladem komor-
kowym - odczyn nieswoistego podraznienia.
Plyny nowotworowe

Nowotworowe plyny zapalne powstaja
najczesciej na skutek embolizacji naczyn
krwiono$nych. Niezaleznie od sposobu
inwazji komoérek nowotworowych do blon
surowiczych, komérki nowotworowe
naciekaja i wrastaja do naczyn krwiono$nych
i limfatycznych. Rozrost nowotworowy
prowadzi do zarastania naczyn i zwigkszonej
ich przepuszczalnosci, co poteguje groma-
dzenie si¢ plynu w jamach surowiczych.
Plyn moze mie¢ charakter przesicku,
wysicku lub plynu mieszanego, moze by¢
bogato lub ubogokomoérkowy z obecnoscia
lub bez komérek nowotworowych.
Obecnos¢ komérek nowotworowych
w plynie wysickowym w duzym stopniu
zalezy od szybkosci tworzenia i resorpcji
plynu. Komérki te pojawiaja si¢ w plynie
dopiero w wyniku ich zluszczania
z nacieczonych blon surowiczych od strony
jam ciala. Natomiast wczesny proces
nowotworowy stymuluje transformacje
komérek miedzybtonka powodujac
nadmierne ich ztuszczanie.

DIAGNOSTYKA LABORATORYJNA
PLYNOW Z JAM CIALA
Bezposrednim  wskazaniem do naklucia
jamy ciala jest obecno$¢ w niej plynu
o niejasnej etiologii.

Celem badania plynu jest okreslenie jego
rodzaju, czynnika etiologicznego na
podstawie cech fizycznych, parametréw
biochemicznych, hematologicznych i badan
mikrobiologicznych. Wynik badania ptynu
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moze stuzy¢ do monitorowania leczenia i
rokowania.

Pobieranie materiatu do badan

Plyn niezaleznie od jego rodzaju (wysick,
przesick czy plyn mieszany) pobiera sie
przez naklucie jamy ciala igla punkcyjna.
Pltyn pobiera lekarz w godzinach
przedpoludniowych, co zapewnia
wykonanie badania w dniu pobrania
materiatu.

Plyn nalezy pobrac do trzech pojemnikow:
1. 50-100 ml ptynu na skrzep - do badania
cech fizycznych 1 parametréw  bioche-
micznych

2. 10-20 ml plynu na antykoagulant do
badan cytologicznych

3. do sterylnej probéwki lub bezposrednio
ma podioze transportowo - do badan
mikrobiologicznych.

Zawsze, rownoczesnie z pobraniem plynu
nalezy pobra¢ pacjentowi 5 ml krwi na
skrzep. Ma to na celu poréwnanie stezenia
badanych skladnikéw w plynie i surowicy
oraz wyliczenie wspolczynnika. Wspol-
czynnik (Q) dla danej substancji X oblicza
si¢ wedlug wzoru:

Qx = stezenie substancji X w plynie /
stezenie substancji X w surowicy.
Roéwnolegla ocena badanych parametréw
w plynie i surowicy w tym samym
laboratorium, ta sama metoda, na tym
samym aparacie i podczas tego samego
cyklu analitycznego dostarcza pelnej
i niezbednej informacji przydatnej do
interpretacji wyniku.

Algorytm badania ptynu

1. Okreslenie cech fizycznych

2. Oznaczenie liczby komérek w 1ul plynu
3.Wykonanie kilku preparatéw cytologi-
cznych w cytowirowce

4. Wykonanie badan mikrobiologicznych

5. Odwirowanie plynu i krwi pobranej na
skrzep

6. Wykonanie badad biochemicznych
w plynie i krwi pacjenta oraz wyliczenie Q
dla oznaczanych parametréw

7. Badanie mikroskopowe komoérek

8. Interpretacja wynikdéw z uwzglednieniem
wszystkich wykonanych badan.

Badanie cech fizycznych

Przy ocenie cech fizycznych nalezy bra¢ pod
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uwage: barwe plynu (przed i po odwiro-
waniu), przejrzysto$¢ (przed i po odwiro-
waniu), ci¢zar wlasciwy, osmolalno$¢, pH,
tendencje do wyktzepiania oraz prébe
Rivalty.
Badania biochemiczne
Do podstawowych badaf biochemicznych
wykonywanych jednoczesnie w plynie i
surowicy krwi nalezy stezenie biatka
catkowitego 1 aktywnos¢ LDH. Natomiast
do badad ze wskazan nalezy: stezenie
glukozy, albumin, cholesterolu catkowitego i
LDL, fibrynogenu, bilirubiny, CRP,
aktywno$¢ d-amylazy, lateks R, ASO,
cytokiny pozapalne 1 nowotworowe,
markery nowotworowe (w szczegdlnosci
CEA i AFP), przeciwciala swoiste z klasy
IgG i IgM w kierunku Mycobacterium
tuberculosis.
Cytodiagnostyka ptynu
Badanie mikroskopowe komorek obejmuje
badanie:
dilosciowe (cytoza) ogdlna liczba komorek
w 1ul ptynu ( plyn + oczynnik Samsona
w stosunku 1:10)
dilosciowe (granulocytoza) - liczba
granulocytéw w 11 plynu (plyn + odczynnik
Ttirka w stosunku 1:10)
djakosciowe réznicowanie komérekiocena
ich morfologii.
Badania mikrobiologiczne
Diagnostyka mikrobiologiczna polega na
wykonaniu i ocenie preparatu bezpo-
$redniego z osadu odwirowanego plynu,
posiewie na rutynowy zestaw podtéz w kie-
runku bakterii tlenowych, beztlenowych,
grzybéw 1 pratkow gruzlicy (jezeli lekatz nie
zaleciinaczej).
Rutynowy zestaw podléz Mikrobiolo-
gicznych:
Oagar krwawy lub czekoladowy
opodloze z cetrynidem dla pateczek
Pseudo-monas
opodloze Saboroud'a przeznaczone do
hodowli grzybow
¢ podtoze Chapmana dla gronkowcéw
opodtoze Mac Concey'a do hodowli
iidentyfikacji pateczek Enterobacteriaceae
W przypadku etiologii gruzliczej hodowla
plynu oparta jest na metodzie konwencjo-
nalnej lub metodzie

CECHA FIZYCZNA PRZESIEK WYSIEK automatycznej, ktora
Przejrzystosc Klarowny Metny nf‘lezy do ‘metOd szyb-
Cizar wlasciwy <1,016 >1,018 | kich- Kolgjaym ctapem
Proba Rivalty ) ) dlagnosty.l?l jest ocena

. morfologii wyrostych

Tendenc!a d.o G ) kolonii oraz okreélenie
wyktzepiania lekowrazliwosci wyho-

Tabela 1. Poréwnanie przesicku i wysicku na podstawie cech

fizycznych

dowanych szczepéw
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antybiogram.

Podsumowanie

Przy wspélczesnym rozwoju medycyny
badanie plynéw z jam ciata tylko w kierunku
okreslenia czy jest to wysigk czy przesigk
posiada niska warto§¢ diagnostyczna.
Lekarz powinien otrzymaé kompleksowy
wynik badania, ktéry wskazuje czynnik
etiologiczny oraz okresla stopief zaawan-
sowania procesu chorobowego. Badanie
plynéw jest wielokierunkowe i praco-
chlonne, wymaga od diagnosty labora-
toryjnego nabytej wiedzy i doswiadczenia.
Do prawidlowej interpretacji wyniku
niezbedna jest Scista wspolpraca diagnosty
laboratoryjnego z Kklinicysta leczacym
pacjenta.

Dr hab. n. med. Maria Mantur,

Magdalena Borowiec

Zaktad Laboratoryjnej Diagnostyki Klini-
cznej, Akademia Medyczna w Bialymstoku.

dokoriczenie 2e str. 12

Calkowity koszt wykonania statystycznie
pojedynczego badania laboratoryjnego
wylicza si¢ przez podzielenie sumy kosztéw
bezposrednich 1 posrednich przez ilosé
wykonanych badant laboratoryjnych
w danym okresie rozliczeniowym.
Znajomos$¢ udzialu kosztéw rodzajowych
w wyliczonym koszcie statystycznie
pojedynczego badania laboratoryjnego jest
bardzo wazna i konieczna informacja dla
kierownika laboratorium diagnostyki
medycznej stuzaca do:

® wyliczenia i monitorowania prawidlowej
ceny poszczegdlnych rodzajéw badan
laboratoryjnych,

e dla monitorowania zmian zwigzanych z
obnizeniem wzglednie z podwyzszeniem
ilo$ci badan,

e dokladnego analizowania kosztéw
zmiennych.,

e do analizowania wskaznikow
ekonomiczno-finansowych.

Analiza wskaznikowa progu rentownosci
i wskaznika zyskownos$ci, pozwala na
prognozowanie rozwoju i mozliwych
zagrozefl sytuacji finansowej laboratorium

diagnostyki medyczne;.

mgr Elzbieta Adamska - Krang,
Kierownik Zaktadn Diagnostyki Laboratoryjnei
Wojewidzkiego S 3pitala Zespolonego

w Koninie
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