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Jeszcze wcezoraj niektérzy powiadali,
Ze bedziemy w leczeniu niepotrzebni,
ale dzi§ okazujemy sie  jeszcze
bardziej w diagnostyce niezbedni.
Dobrze jest powroci¢ i przypomniec
znane juz Panstwu hasto z pierwszego
numeru Gazety KIDL "Diagnosta
Laboratoryjny": "Nie ma medyka bez
diagnostyka”. Dzis nalezy uaktualnic
to haslo zmodyfikowanym zapisem:
“Nie bedzie rzetelnych wiarygodnych
medykow bez rzetelnych i wiarygo-
dnych w swoim zawodzie diagnostéw
laboratoryjnych”. Potrzeba nam jest,
a przede wszystkim pacjentom,
Smialych i1 oddanych diagnostyce
laboratoryjnej, i absolwentow ana-
lityki, i biologii, i chemii, a nawet
i absolwentow lekarzy, jezeli ci poza
analitykami uzupelnia kierunkowe
podyplomowe ksztalcenie. Diagno-
styka laboratoryjna potrzebuje ludzi
zdeterminowanych, oséb chcacych
podja¢ ryzyko zmian zachodzacych
w shuzbie zdrowia, a takze zmian
w wyposazeniu laboratorium diagno-
stycznego.

Aparatura instalowana w labora-
toriach nie wyreczy nas, jak chcieliby
i widzieliby nas, w dos¢ ograniczonym
mys$leniu, zaslepieni technokra-
tycznymi wizjami. Miejsce wyksztal-
conego profesjonalisty, absolwenta po
kierunku analityki medycznej
i specjalistow zastapione byloby "beté
maschine". Te wizje roztaczali w iluzji,
tak dla chirurgii, jak i dla diagnostyki.
Wydawatla sie ona mozliwa w XVI-XVII
wieku i nadal swieci zludnie przez
wieki, cho¢ dzis wydaje si¢ oslepiac
tylko tych, ktorzy mniej czasu wlozyli
w studiowanie, a wigecej w marzy-
cielstwo na jawie.

Intelektualne podejscie do zdrowia to
nie moda na nowinkarskie sugestie,
ale zdolnos¢ polaczenia tradycji,
historii z wiedza nabyta, a mozliwa do
osiggniecia w trakcie kierunkowych
studiow. To inteligentne !aczenie
sprawdzajacych sie hipotez, odpo-
wiadajace badanym procesom
poznawczym i osiagnie¢ naukowych.

Nalezy oddac¢ szacunek 1 pamiec
pierwszym badaczom, analitykom
materiatu biologicznego, ze materiat taki
nie pojmowali tylko jako oderwang
probke, ale badali jego lacznie z objawami
chorobowymi =zglaszanymi przez
pacjenta. Poshuzylo im to za podstawe do
stawianych hipotez, gdyz =zachodzi
zaleznos¢ miedzy wlasciwosciami plynu
ustrojowego, badanej probki, a procesem
choroby. Tak rodzita sie nauka
i praktyczna wiedza medyczna
w powiazaniu z analityka laboratoryjna.
Posiadajac wiedze o zachodzacych
relacjach miedzy procesem chorobowym,
a wlasciwoscia plynu ustrojowego i bada-
nej probki diagnostyka laboratoryjna
stawala sie sposobem na budowanie
wczesnego rozpoznania zagrozenia nie
tylko dla jednostki, ale calej populacji
i rodzaju ludzkiego. W tym rozpoznaniu,
od drugiej polowy XX wieku upatrywano
sygnaly informujace, jako wyprzedzajace
skuteczne sposoby przeciw-dziatania
i poszukiwania  zaradczych srodkow
podejmowanych w okreslonym kierunku,
by w pore chroni¢ zdrowie jednostek
i calej populacji ludzkiej. Majac tak
powazne narzedzie jakim jest diagno-
styka laboratoryjna oraz jej metody
i material badany, diagnosci moga
wykorzystac swoja wiedze wnikajac w
etiologie procesu chorobowego, badajac,
obserwujac i dokonujac synteze, by
odpowiedzie¢ dlaczego jedne procesy
chorobowe sie aktywizuja, a inne
ustepuja. Zachecamy wlasnie do tego, by
kazdy stawat sie “po trosze”, badaczem
naukowym, gdy stal sie juz diagnosta
laboratoryjnym. Na materiale tym
i posiadanym wyksztalceniu mozna
dokonywac¢ synteze, stawia¢ hipotezy,
uzasadnia¢ je lub pozbawiaé¢ ich
zasadnosci gdy nie sa skuteczne
w praktyce terapeutycznej. Taka jest
przyszlosé¢ i miejsce dla diagnostow
i diagnostyki laboratoryjnej w strukturze
nauk medycznych, dla pozytku indywidu-
alnego pacjenta i profilaktyki zdrowia
publicznego.
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Szanowni Panstwo;
Szanowni Diagnosci
Laboratoryjni,
Dokonaly sie w diagno-
styce laboratoryjnej
zmiany nie tylko w wy-
posazeniu  laborator-
iow, strukeurze labora-
toridw 1 ich prawnego
przyporzadkowaniu,
ale rowniez dokonujg
si¢ tam, gdy spogla-
damy na wykonujacych
czynnosci diagno-
styczne w medycznym laboratorium  diagnosty-
cznym. Regulacje dokonance wedlug ustawy
w dostepie do zawodu diagnosty laboratoryjnego
spelnily oczekiwania zarowno Swiata medycznego,
jak rowniez systemu ksztalcenia do zawodow
medycznych. Izba Diagnostow podiela i realizuje
proces uszczelniania zawodu diagnosty
laboratoryjnego, nie tyle w trosce o dostep do tego
zawodu, ile w trosce o pacjenta, by pozostawaly w
tym zawodzie te osoby, ktore swoja droge do
zawodu wypelniali podgzaniem po sladach wiedzy
uzyskujac kwalifikacje w systemie uczelni wyzszych
i ta kwalifikacja nakicrowana na zawod.
Kawalifikacja ta nie mogla by¢, ani nadana, ani
zachowana z nabytego prawa do innego zawodu,
a tylko jak wyzej wspomniane kierunkowe
wyksztalcenic lub opisane jako wyksztalcenic
przydatne uzupelnione okreslonym trybem
uzgodnionym i przyjetym w porozumieniu Izby
Diagnostow 1 Lekarskie] oraz Ministerstwa
Zdrowia. Obok ksztalcenia podstawowego,
zasadniczego, przeddyplomowego od kilku
miesi¢ey diagnostom przvdane zostaly ksztalcenia
specjalizacyine i to w bardzo rozleglej przestrzeni
dyscyplin. Dostep do specjalizacyi 1 mozliwosé ich
podjecia w obecnych warunkach nie staje sig
automatycznym mechanizmem  wyzwalajgeym
aktywnodc srodowiska diagnostow  labora-
toryjnych. Musimy tworzy¢ wzajemng  pomoc,
wspierac kazdego, kto chee wstapic na Sciezkd
specializacyjne. Niech kazdy ma $wiadomodd, ze
w ten sposob nasz zawdd bedzie nie tylko
cenionym, lecz przede wszystkim niezawodnym
i wiarygodnym, Budowac bedziemy przckonanie
i wiedze wérdd wspolpartnerow  swiadezen
zdrowotnych, ze rdznorodnosé 1 wiclorakosé
specjalizacyjnych sposobdw podnoszenia
kwalifikacji zawodowych wypracowana przez
KIDL i dana w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia
dokumentowane beda potwicerdzong iloscig
podjetych i rozpoczetych eyllow specjalizacyjnych.

Jestem przekonany, ze mimo mni¢j korzystnych
warunkow danych diagnostom w sposobie si¢gania
po specjalizacie, to jednak rozwijajac sig w takie
roznorodnosd specjalizacyjne), wechodzac w zespo-
by udzielajgcych $wiadezed medyeznych nie
bedziemy wypierani przez cheacych wymienic nas na
paski i aparaty diagnostyczne. Przekonanie takie
iwypowiedzi nie sa odosobnione u medykadw, ktorzy
stracili kontakt nie tylko 2 zawodem, ale zostali
wyalienowali w leczeniu, | od pacjenta, 1 od
wspoldaweow swiadezen zdrowotnych, a od lat
zajmuja si¢ organizowaniem sluzby zdrowia.
Otwarta droga do specjalizacji, w ktorych kszralcié
si¢ moga diagnosci powicksza krag osob gotowych
sluzyc i pomagac pacjentowi. Natomiast zdrowic
publiczne jako specjalnodé nie bedzie tylko dla
lekarza, gdyz diagnosta laboratoryiny zechcac
cwiczy¢ ta specjalnosé, bedzie stac sie mogl
menadzerem przygotowanym do zadan
publicznych, Diagnodci laboratoryini moga
i powinni stawac si¢ menadzerami stuzby zdrowia.
Maja za soba wystarczajace studia, w ktorych
otrzymali podstawe do zarzadzania jednostkami
shuzby zdrowia, W minionym okresie dzialania Izby
zostalo przygotowanych i wydanych ok, 2200 Prawa
Wykonywania Zawodu po uprzednim udokumen-
towaniu wszystkich wymaganych punkeow
dopuszczajacych do wydania dokumentu. KIDL nie
jest obojetna na tendencie rysujace sie w strukturze
nicktorych jednostek shuzby zdrowia. Nie uwaza
Izba, Ze outsourcing jest lekarstwem 1 narzedziem
nowoczesnego zarzadzania i recepta na wysoka
jakosé 1 spegjalizacje uslug. Nawet jezeli istnicja
zabezpieczenia dla pracownikdw przy tej formie
restrukturyzacii, to nicpojeta staje si¢ argumentaca,
e to co korzystne jest dla przejmujacego
woutsourcingu od publicznej jednostki sluzby
zdrowia, jest nickorzystne dla niej samej.
Podobnym bledem jak wyprowadzanie aptek ze
szpitali i przychodni odbije si¢ echem
wyprowadzanie laboratorium 2z podmiotow
publicznych. Zbyt wicle pytan i watpliwosci nasuwa
sig tutaj, szczegolnie wowezas, gdy mysle o szerokim
dostepic do specjalizacji dla diagnostéw labora-
toryjnych. Nawet przy bardzo rozleglej formie
podjetych  staran przez Izbe o finansowanic
z publicznych srodkow specjalizacii 1 czesciowym
udziale w kosztach przez Uczelnie Medyezne
realizujace cykle ksztalcenia specjalizacyjnego, nie
moge pozbawic sic watpliwodci dotyczacej tej formy
szukania oszezednosel w sluzbic zdrowia.
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Ztoty wiek mikrobiologii obejmowal

koniec XIX wicku i poczatek XX, kiedy to
poznawano poszczegolne  drobnoustroje
odpowiedzialne za swoiste choroby
zakazne, Rozwoj wiedzy mikrobiologicznej
inspirowal badania w zakresie immunologii
zakaznej, rozwoju diagnostyki mikrobio-
logicznej, profilaktyki swoistej obejmujacej
szezeplenia 1 antybiotykoterapie. Koniec
XX wickuipoczatek XXI jest okreslany jako
zloty wiek mikrobiclogii  molekularney,
genetyki 1 biologit komdrki na poziomie
molekularnych interakeji patogen  gospo-
darz (1).
Pierwszym genomem bakteryjnym, ktory
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 szczepow
roznych gatunkow drobnoustrojow i okolo
150 jest na réznych etapach kompletowania.
Wsrod 35 zsekwencjonowanych gatunkow
bakterii choroborworczych znajduja sie
rozne szczepy gatunkéw Chlamydia
pneumoniae, Chlamydia trachomatis,
Escherichia coli, Helicobacter pylori,
Neisseria meningitidis, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae
i Streptococcus pyogenes (2).

Gléwnym bodicem do poznania
sekwencji petnego genomu organizmow
jest uzyskanie lepszego zrozumienia biologii
i ewolucji drobnoustrojéw, okreslenie
regiondw swoistych dla identyfikaciji
drobnoustrojow poprzez odpowiednie
sondy diagnostyczne, okreslenie gendw
wirulencji, nowych skutecznych genow dla
szczepionek 1 miejsc docelowych dla
antybiotykdw.

Szerokie spektrum zastosowan oslagnice
mikrobiologii molekularnej obejmuje zasto-
sowanic w diagnostyce mikrobiologicznej
(3), epidemiologii (4), inZynierii genetycznej
(5), do opracowania nowych skutecznych
szezepionek, w tym szczepionek DNA (6)
oraz badania na poziomie molekularnym
interakeji patogen-gospodarz.

Po krotkim przegladzie osiagnicé moleku-
larnych 1 zastosowan w wymienionych
obszarach mikrobiologii zostana przedsta-
wione, jako gléwny temat, zastosowania
technik molekularnych w  diagnostyce
mikrobiologiczne], wskazania do  stoso-
wania metod biologii molekularnej,
problemy zwigzane z interpretacja wynikow,
czulosé 1 swoistos¢ metod oraz koniecznosé
walidacji diagnostycznych technik mole-
kularnych.

Poszczegolne artykuly prezentowane w po-
staci niniejszego cyklu sa prezentacja
stosowanych metod w Katedrze 1 Zakladzie
Mikrobiologii Akademii Medycznej

ZASTOSOWANIE TECHNIK BIOLOGII MOLEKULARNE.J
W DIAGNOSTYCE MIKROBIOLOGICZNEJ

w Lublinie 1 obejmuja glowny =zakres
zastosowan metod biologii molekularne;
w roznych aspektach mikrobiologicznej
diagnostyki molekularnej. Migdzy innymi
zostanie omowione zastosowanie metod
biologii molekularnej do identyfikaciji
drobnoustroju w bezposrednim materiale
klinicznym lub identyfikacji izolatu po
hodowl w zakresie gatunku 1 szczepu,
okredlenie obecnosci gendw warankujacych
opornosc na antybiotyki oraz identyfikacje
gendw warunkujacych synteze czynnikow
wirnlencji. Celowosé stosowanych merod
zostanie omowiona w aspekele podsta-
wowych problemdéw/niedoskonalosci
w klasycznej diagnostyce mikrobiologiczne;.
W badaniach epidemiologicznych metody
molekularne obejmuja zardwno metody
diagnostyczne stuzace do identvfikacji
gatunku, jak i typowania szczepow. Badane
sq zrodla 1 drogi szerzenia si¢ drobno-
ustrojow oraz mozliwoscl przekazywania
informacji genetycznych, wystepowanie
pewnych genotypow 1 skutki mutacji.
Podstawowe techniki  obejmuja:  podsta-
wowe metody PCR amplifikacja 168 rRNA,
hybrydyzacja, fragmentacja DNA restry-
keyjng endonukleaza 1 badanie polimor-
fizmu okreslonych fragmentdow DNA.
Dodatkowe techniki uzupelniajace
obejmuja sekwencjonowanie 1 analize
genomu lub wybranych fragmentow w tym:
badania obecnosei 1 sekwencji specyfi-
cznych gendw, zastosowanie sond wiclo-
nukleotydowych, metody badajace pelny
genom, analiza plazmidow, wielopunktowe
typowanie sekwencji. W przypadku badania
wirusow  wykorzystane sa  dodatkowo
techniki PCR z zastosowaniem odwrotnej
transkryptazy.
InZynieria genetyczna - biotechnologie
rekombinowanych biatek
Stosujac metody transdukeji 1 rekombi-

nacji opracowano mozliwosci wprowa-
dzania fragmentu obcego DNA do bakterii.
Kontrolowane wprowadzenie okreslonego
nowego materiatu genetycznego do bakterii,
przelamanie roznorodnych barier regula-
cyjnych, zmusza je do syntezy okreslonych
biatek. Najezgstsze wykorzystanie technik
rekombinaciji stuzy do produkeji ludzkich
hormondw, cytokin, interferonu, biatek
sluzacych jako antygeny w szczepionkach.
Gléwne produkty uzyskane poprzez biote-
chnologie to insulina stosowana w leczeniu
cukrzycey, ludzki hormon wzrost, erviro-
poetyna w leczeniu anemii, interleukiny,
interferon w leczeniu zaburzed immunolo-
gicznych oraz rekombinowane szezepionki
wirusowe i bakteryjne.

Zastosowanie mikrobiologii

molekularnej w szczepieniach
Klonowanie gendw, zardwno bakteryinych

jak 1 wirusowych, pozwala na uzyskanie
bezpiccznych szczepionek o duzej
skutecznosci, ktore sa produktami
wybranych genéw lub wrecz okreslonymi
fragmentami DINA, Szczepionki DNA, nad
keérymi prowadzone sa intensywne badania,
wydaja si¢ nie§¢ rozwiazania dotycheza-
sowych probleméw. Sa one bakteryjnymi
plazmidami, ktore koduja bialkowe
antygeny. Po iniekeji do gospodarza,
plazmid powoduje ckspresje bialek
antygenowych bezposrednio w komorkach,
do ktérych zostal wlaczony na drodze
rransdukeji, przez co odpowiedZ immuno-
logiczna przeciwko temu antygenowi
nastgpuje  bezpostednio 1 jest konty-
nuowana, Szczepionki DNA  dostarczaja
zatem racze] genu niz antygenu lub
patogenu, stosujgc te same plazmidy
zaangazowane w produkcje rekombi-
nowanych bialek. Rowniez w przypadku
szczepionek wirusowych nukleotydowa
sekwencja (DNA lub RNA ) moze byc
sklonowana, replikowana i wprowadzona
przez odpowiedni wektor do organizmu
czlowieka, aby kodowaé potencjalnie
nieograniczone ilosci odpowiednich bialek.
Takie szczepionki w badaniach na
zwierzgtach sg podawane jako bezposrednia
zawiesina w soli poprzez iniekeje lub po
precypitacji z czastkami zlota podawane sa
bezposrednio do tkanek.

Nastgpne mozliwosei kojarzone w przy-
szlosci z molekularnymi technikami wiaza
sic z zsekwencjonowaniem genomu
niektorych wirusow oraz Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium lepre 1 paso-
zytem wywolujacym malari¢ Plazmodium
falciparum, przeciw ktérym ciggle brak jest
skutecznej szezepionki. Pozwolitoby to na
skatalogowanie gendw wirulencji i bialek
0 najwyzszej immunogennoscli. Nie ma
rownies szezepionki przeciw powszechnic
wystepujacym  zakazeniom wywolanym
przez Staphylococeus aureus, Helicobacter
pylori, Streptococcus pyogenes, oczeki-
wania wiazg si¢ z odpowiednimi osiggnie-
ciami genomiki i proteomiki.

Zastosowanie osiagnieé biologii molekula-
rnej zmierza rowniez do okreslenia najwla-
sciwszych genow 1 ich wybranych sekwencji
ORF's (open reading frames). W przypadku
poszukiwan nowej skutecznej szezepionki
przeciwko N. meningitidis i S. pneumoniae
sckwencja pelnego genomun zostala
poddana analizie celem identyfikacji ORFs
kodujacych biatka roznych czynnikow
ziadliwosci, jak i o wysokim stopniu
immunogennosci.

Interakcje patogen-gospodarz
Poznanie seckwencji zardwno bakteryjnego,
jak i ludzkiego genomu moze byd
zastosowane w biotechnologii i rearanzacji



ZASTOSOWANIE TECHNIK BIOLOGII MOLEKULARNEJ
W DIAGNOSTYCE MIKROBIOLOGICZNEJ

genow  celem  okreslenia  calkowitego
wplywu ekspresji 1 transkeypcji  genow
patogendw na komorki gospodarza.
Genetyczna determinacja reakeji obron-
nych czlowicka dotyczy zardwno odpor-
nosci nieswolstej oraz swoistej humoralnej
(przeciwciata) oraz komérkowej (uczulone
limfocyty, makrofagi i system cytokin oraz
chemokin).
Jednym z naturalnych pierwotnych mecha-
nizmow obronnych rozpoznajacych dro-
bnoustroje jest system Toll-like receptordw.
Liczne genetyezne defekty wplywaja na
funkeje tych receptorow 1 sa zwiazane
z nawracajgeymi lub ciezko przebiegajacymi
infekcjami. Moga to by¢ defekty genow
zwigzanych z przekazywaniem wewnatrz-
komarkowego sygnata akrywacji NF-kappa
lub gendw syntezy TNF w tym polimorfizm
genu TNE
Réznorodne zmiany 1 ekspresja gendow
decydujacych o powstawaniu przeciwcial,
poczawszy od roznicowania i dojrzewania
limfocytow B, indukeji syntezy przeciweial,
ich klas i swoistosci, decyduja o skutecznosel
odpowiedzi na szezepienia oraz infekeje.
Zastosowanie metod biologii
molekularnej w diagnostyce
mikrobiologicznej
Diagnostyka mikrobiologiczna obejmuje
nastepujace glowne zadania-izolacja
i idenryfikacja patogenu, okreslenie
czynnikow  wirulencji 1 lekowrazliwosc.
Rozwo] metod molekularnych traktujemy
jako alternatywne w nastgpujacych
sytuacjach:
¢ Gdy wzrost na podlozach jest powolny
lub bakterie sq bardzo wymagajace, albo nie
daja si¢ hodowac na pozvwkach sztucznych
¢ drobnoustroje rosna wolno 1 sa malo
zroznicowane
¢  hodowla drobnoustrojow  stanowi
zagrozenie dla personelu
¢ brak swoistych metod do zrézni-
cowania drobnoustrojow
¢ istnicje potrzeba okreslenia rozprze-
strzeniania si¢ infekeji (np. wirusowej)
Najczesciej stosowane metody molekularne
w diagnostyce mikrobiologiczne] sa
modyfikacja podstawowych technik jak
hybrydyzacja, ktéra jest najstarsza technika
i technika PCR.
Hybrydyzacja opiera sie na podstawowej
zaleznosci komplementarnosci zasad
kwaséw nukleinowych; cytozyna twotzy
podstawows  parg 2 guaning, a adenina
z tyming lub uracylem w RNA. Pojedyncza
ni¢ uzyskanego z prébki klinicznej DNA
jest eksponowana do reakeji wigzania
z pojedynczq nicia znakowanego, odpo-
wiedniego fragmentu DNA sondy.
Modyfikacje metody obejmuja roznorodne
wigzanie sondy do fazy stalej jak blony

nitrocelulozowe, magnetyezne kulki  lub
inne modyfikacje. Sondy moga byé
znakowane w roznorodny sposob  jak
radioaktywne izotopy, substraty antyge-
nowe, enzymy lub skladniki reakeji
chemioluminescencii.

Diagnostyczne mozliwosci na bazie reakeji
PCR zostaly stworzone 1 opublikowane
ptzez Satki w1988 po zastosowaniu
termostabilnej polimerazy DNA (Tag DNA
polymerase) uzyskane] z Thermus
aquaticus, a nastepnie dzieki zautomaty-
zowaniu syntezy oligonukleotyddow (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
kopil, co sprawia, ze ich detekcja jest
stosunkowo tatwa i skladaja si¢ z regiondw
konserwatywnych, zmiennych i wysoce
zmiennych, co pozwala na wysoki stopien
oznaczenia specyficznosel drobnoustroju.
Sa poza tym istotne dla przezycia 1 moga by¢
zastosowane jako molekularny zegar do
badan filogenetycznych.

PCR pozwala na selektywna amplifikacje
wybranych regiondw DNA 1 obejmuje
podstawowe powtarzane wielokrotnie
nastgpujace etapy:

- izolacje DNA (material bezposredni lub
drobnoustroje z hodowli)

- denaturacj¢ DNA (temp.920 - 960 C)

- dolaczanie specyficznych starterow, ktore
inicjuja reakeje przylaczania nuldeotydow
1 wystepuja tylko u wybranego patogenu;
moze to byé sekwencja okreslajaca
unikatows toksyng (3?:"-72“(“.} (startery-
krotka sckwencja oligonukleotydow
komplementarna dla zdefiniowanych
sekwencji matrycowego DNA).
-wydluzanie laneucha DNA przylaczonego
do startera przez termostabilng polimeraze.
Warunki musza by¢ odpowiednio dobrane
(72'C) przez dolaczanie kolejnych dezoksy-
rybonukleotydéw (ANTP), proces jest
katalizowany przez polimeraze Taq.
Amplifikacja obejmuje okolo 35-40 cykli
przeprowadzonych w termocyklerze.

- detekeja produktdéw  amplifikacji z
zastosowaniem roznorodnych metod:

¢ clekrtroforeza produktow w zelu
agarozowym produkt PCR jest okreslonej
dlugosei w sensie liczby nukleotyddéw, moze
by¢ latwo zdefiniowany w elektroforezie
jako prazek o okreslonej lokalizacji w zelu.

¢ hybrydyzacja wykorzystuje komplemen-
tarnos¢ zasad budujacych kwasy nukle-
inowe. Badane DNA denaturowane do
postaci jednoniciowej 1 jest wigzane przez
jednoniciows sondge o homologicznej
sekwencji odpowiednio zwiazang z faza

stalq 1 znakowane izotopami, enzymami lub
chemioluminescencja.

Zastosowania technik PCR:

¢ Najezesciej stosowane techniki PCR shuza
do stwierdzenia, czy interesujaca nas
sekwencja nukleotydowa poszukiwanego
patogenu jest obecna w badanej probee lub
nie.

¢ PCR mozna stosowaé do skopiowania
okreslonego amplikonu w celu stwierdzenia
lub  sprawdzenia jego sekwencji nukle-
otydowe;.

¢ Moze mie¢ zastosowanic w badaniu
sekwencji nukleotydéw technika ,.gene-
tyczny odeisk palea™

# Produkty PCR moga sluzy¢ jako sondy

# Technika PCR jest przydatna w badaniach
klasyfikacyjno-raksonomicznych

# Techniki PCR 2 uzyciem sond o szerokim
zakresie wystgpowania s3 stosowane do
badan przegladowych dotyczacych
roznorodnoscl  gatunkéw w probkach
srodowiskowych.

W poszukiwaniu 1 identyfikacji patogenu
metodami molekularnymi istnieje potrzeba
okredlenia  odpowiednich  postulatow
analogicznych do postulatow Kocha (8).
Celem przypomnienia, przedstawiam
postulaty R, Kocha okreslajace warunki
pozwalajace na  stwierdzenie zaleznosel
migdzy gatunkiem chorobotwdrczego
drobnoustroju, a powstata choroba:

1. Mikroorganizm musi byé obecny we
wszystkich przypadkach choroby 1 nieo-
becny u zdrowych osobnikéow,

2. Poszukiwany drobnoustrdj musi by¢
izolowany iwyhodowany w czystej hodowli,
3. Ta sama choroba musi powstac, gdy
wyizolowany drobnoustrd] zostanie podany
zdrowemu osobnikowi,

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

W wigkszosel przypadkow nastepujace
kryteria brane sa jako docelowe w okredlenin
patogenow  za pomoca  badan moleku-
larnych.

® sckwencje DNA zawierajace geny dla
rRNA, ktére dla danego gatunku sa swoiste i
jednoznaczne

® sckwencje DNA zawierajace okreslony
gen dla toksycznosci lub innych czynnikow
patogennych,,

e okredlone sekwencje DNA  swoistych
antygenow,

® specyficzne sekwencje plazmidowego
DNA,

e male sckwencje nickodujace,

najbardziej specyficzne dla danego gatun-
ku.Pomimo istotnych zalet podkreslajacych,
ze metody molekularne pozwalaja na szybka
i czuly detekeje czynnikow infekeyjnych
oraz ilosciowe okreslenie patogenu, jak
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w przypadku wirusa HIV-1 dla monito-

rowania leczenia lnb przebiegu choroby,

wystepuja pewne ograniczenia 1 dezin-
formacje; dotycza one roznych aspektow:

»W mectodach in-house”, ktore sa
najtanisze 1 czesto stosowane do celow
diagnostycznych, wystepuja trudnosci w
porownywalnosei miedzy laboratoriami
co do stosowanych metod, wybranych
fragmentéw charakterystycznych dla
danego patogenu oraz czulosci i
swolstosci metody. Podkresla sie
koniecznosé zewnetrznych kontroli
Waznym jest dos$wiadczenie personeln,
jednak dla stosowania testow w rutynowe;
diagnostyce istnieje potrzeba opracowania
warunkow, ktore musza byc spelnione
zgodnie z wymo-gami systemnu jakosci (9).

W szezegolnodci dotyezy to  spelnienia

nastepujacych warunkow:

» Brak uniwersalnych standardéw odnosnie:

4 walidacji metod

4 kontroli jakosci badari w aspekeie czulosci
i swoistosci

* mozliwoscl weryfikacji co do okreslenia
klinicznej czulodei 1 specyficznosci badan i
pewnoscl co do najezescie] stosowanych
metod ,,in-house™

* interpretacja wynikow i przebieg badania
wymagaja ustalen

» W wickszosel przypadkow koszt badan
molekularnych jest wysoki 1 wymagaloby
ustalenia, kto pokrywa koszt badania.

»Wybor metody w aspekcie okreslenia czy
identyfikujemy DNA ograniczeniem
wowezas jest brak mozliwosel srwier-
dzenia czy izolowane DNA pochodzi
z drobnoustroju zywego czy martwego.
W przypadku badania RNA  ograni-
czeniem jest krotkorrwalosé RNA do
kilku minut.

»Komercyjne zestawy do molekularnych
technik manualnych detekejiiidentyfikacji
patogenu zabezpicczaja odpowiednia
standaryzacje metody, sa latwe w uzycin,
postgpowanie jest proste. Przeznaczone sa
do identyfikaci izolatéw z hodowli lub
bezposredniej detekeji w materiale
klinicznym. Intensywnie wzrasta liczba
testow dla poszezegolnych gatunkow
bakterii i wirusow.

» Automatyzacja i stosowanie nukleotydow
o duzej gestoscl, stuzgeych jako sondy lub
chipy, zwigksza swolstos¢ 1 wiarygodnosé
wynikow, Negatywna cecha badan
prowadzonych w  zestawach automa-
wveznych jest konieczno$¢ wyznaczenia
wysokiego poziomu linii odcinajacej
(border line) co wzmacnia swoistosé, ale
obniza czulosc metody. Przykladowe testy
w systemic automatycznym dopuszczone
przez FDA do rutynowe) diagnostyki
obejmuja  diagnostyke C. trachomatis,
Gardnerella-Trichomonas-Candida, My-
cobacterinm  tuberculosis, N. gonor-

rhoeae, Streptococcus oraz  wirusowe:
HIV, HCV, CMV. Stosowane metody
obejmujg 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 1 oznaczanie wartosci
MIC, nie zawsze umozliwiaja wykrycie
obecnodci gendw nadajacych  opornosé.
7 drugiej strony, obecnosé genu opornosci
na dany antybiotyk nie zawsze wyklucza
zastosowanic tego leku w terapii. Gen moze
nie wykazywa¢ ckspresjii lub poziom
ekspresji genu jestmaly. W rakich symacjach
konieczne jest rownoczesne wykrycie
funkcjonalnego  produkm genéw  odpo-
wiedzialnych za opornoié¢ na dany
antybiotyk. Pomimo dynamicznego
rozwoju metod molekularnych nie wydaje
sig, aby genotypowanie zastapilo w naj-
blizszym czasie metody fenotypowe do
badania opornodci na antybiotyki. Techniki
molekularne stosuje sig zatem gléwnie na
potrzeby badan epidemiologicznych lub
navkowych; na potrzeby uslugowe

stosowane sa czule metody fenotypowe.
Badania molekularne opornosci na anty-
biotyki wymagaja bardzo duzej wiedzy,
a interpretacja wynikdw czgsto nie jest
jednoznaczna, Opornoscé drobnoustrojdw
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 sila ekspresji
decvduja  dodatkowo o iloscl produktu
nadajacego opornosé na antybiotyki (10).
Poszczegolne typy opornosc na antybiotyki
wymagaja okreslonyeh metod moleku-
larnych, wilasciwych dla poszczegolnych
gatunkow  drobnoustrojdw, co zostualo
ptzedstawione w poszczegolayeh arty-
kutach.
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Zastosowanie nowoczesnych technik
w diagnostyce laboratoryjnej gruzlicy.
Szybkic 1 trafne rozpoznanic zakazenia
wywolanego przez M. wberculosis jest
podstawowym elementem strategii
zwalczania gruzlicy w Swiecie. Niezwykly
postep w rozwoju diagnostyki gruzlicy,
opracowanie 1 wprowadzenie nowych
metod o wysokiej czulosci i specyficznosci,
skracajacych czas uzyskania potwierdzenia
bakterinlogicznego przynosi wymierne
kotzysci w krajach rozwinigtych. Jednakze
w wickszodel regiondw Swiata, gdzie
gruzlica jest ogromnym problemem
zdrowotnym te nowoczesne aplikacje ciagle
nie znajduja zastosowania, Pomimo
prowadzenia walki z gruzlica w ramach
specjalnych prngramﬁw, niedostatek
skutecznych metod wykrywania obecnoscl
pratkéw w materiatach klinicznych, ich
identytikacji oraz oznaczania wrazliwosci na
leki powoduje, ze programy te nie przynosza
one pozadanych rezultatdw. Ten artykul
przedstawia nowoczesne metody mikro-
biologicznej diagnostyki gruzlicy w kon-
tekscie metod konwencjonalnych oraz
sugestic dotyezace ich wlasciwych
zastosowan w poszezegolnych erapach
pracy laboratoryjnej.
Wigkszasé patogennych gatunkow myko-
bakterii charaktervzuje sie dlugim okresem
wzrostn, co powoduje, ze diagnostyczne
procedury laboratoryjne gruzlicy trwaja do
12 tygodni. Badanie mikrobiologiczne
polegajace na stwier-dzeniu obecnosci
pratkéw  gruglicy w materiale diagno-
stycznym (1) jest najwazniejszym badaniem
w rozpoznanin gruzlicy 1 ma na celu
stwicrdzenie obecnoscl pratkow  kwaso-
odpornych (AFB), uzyskanie czystej
hodowl pratkdéw na podlozach oraz
identyfikacje gatunku najszybeiej jak to jest
mozliwe, Zalecane jest uzyskanie wyniku
hodowli oraz wyniku testu lekowrazliwosci
wczasie 30 dni.
Bakterioskopia  jest szybkim badaniem
wykorzystujacym  ceche  kwasoopornosdci
pratkow, keore zabarwione fuksyna karbo-
lowa nie ulegaja odbarwieniu kwasnym
alkoholem (metoda Zichl-Neelsena; ZN).
Czas badania mikroskopowego jest krotszy
przy zastosowaniu metody fluorescencyjnej
z auraming, zalecanej do stosowania jako
metoda  przesiewowa (2). Liczba AFB
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w diagnostyce laboratoryjnej gruzlicy.

mozliwa do wykrycia ta metoda wynosi od
50000 do 10 000 komorck w 1 ml (3)
materiatu od chorego. Homogenizacja i za-
geszezenie materiatu klinicznego poprawia
czulosc tej metody (4). Bakterioskopia jest
najszybsza metoda rozpoznawania choroby,
jest badaniem prostym 1 tanim. Wada
metody jest jej niska czulo$c oraz brak
mozliwosel odroznienia w  probkach
klinicznych pomiedzy M. tuberculosis,
a pratkami niegruzliczymi (NTM).
Mozliwosé takiego rozroznienia w trakcie
oceny preparatu daje metoda oparta na
zastosowaniu ,, peptydowych kwasow
nukleinowych™ (PANs). PANs sa to
czasteczki podobne do DNA, w ktérych
zastapiono szkielet cukrowo-fosforanowy
podobnym peptydowym. Polaczenie PAN
i DNA/RNA odbywa sic zgodnic zc
speeyficznoscia sekwenciji nukleotydowych,
powigzanie  jest jednak mocniejsze niz
pomigdzy DNA-DNA. Hydrofobowy
charakter molekul PANs uwlatwia im
tarwiejsze przechodzenie przez sciang
komorkowsa 1 w odpowiednich warunkach
polaczenie si¢ ze specyficzna sekwencja
kwasu nukleinowego. PANs sa znakowane
barwnikami fluoroscencyjnymi umo-
zliwiajacymi wizualizacje reakeji w mikro-
skopie (5).

Bakterie z rodzaju Mycobacterium wyma-
gaja do wzrostu pozywek wzbogaconych
bialkiem zwierzecym, W latach 30 Lowe-
nstein i Jensen wprowadzili staly pozywke
wzbogacong jajami kurzymi, ktéra zostala
uznana za optymalng 1 jest uZywana
w laboratoriach na calym $wiecie. Hodowla
szczepu M. rtubrculosis na pozywce
Lowensteinalensena (L]) stanowi | zloty
standard” w potwierdzeniu ptrocesu
chorobowego w gruzlicy,

Automatyczne | polautomatyczne systemy
do hodowli pratkow na pozywkach
plynnych umozliwiaja uzyskanie wezesniej-
szego potwierdzenia wzrostu  bakterii.
Pierwszym tego typu systemem byl Bactec
460TB  (Becton-Dickinson), w  ktorym
hodowle pratkéow zaklada si¢ w plynnej
pozywce Middlebrooka TH12 zawierajace;
jako substrat wzrostowy kwas palmitynowy
znakowany 14C. W czasie wzrostu pratki
zuzywajaq radioaktywny substrat 1 wydalaja
go w postaci 14CO2. Radioaktywnosé
w aparacie Bactec mietzona jest w skali od
000 do 999. Przyrost ilosci wydalanego
14C0O, w czasie hodowli swiadezy
o namnazaniu si¢ pratkow i jest okreslany
jako indeks wzrostu (6). System MB/Bact
(Organon Technika) jest w pelni zautoma-
tyzowanym komputerowym systemem
kolorymetryeznym do wykrywania  AFB.
Hodowle zaklada sic w butelkach inkuba-
cyjnych zawierajacych 10ml plynnej

pozywki Middlebrooka 7THY 2z mieszaning
gazow CO, N, 1 O, Butelka opatrzona
kodem paskowym zostaje umieszczona
w cieplarce, w miejscu wyznaczonym przez
komputer. W czasie wzrostu  pratkdw,
zwickszone 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
intensywnos¢ wzrostu pratkow w zalozo-
nych hodowlach (7). Uzyskanie pozyty-
wnego wyniku hodowli na pozywkach
plynnych w systemie Bactec lub MB/BacT
jest mozliwe w czasie od 7 dnido 4 tygodni.
Ze wzglegdu na dlugi okres wzrostu
wickszoscl 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 zwlaszeza PCR. Lancuchows reakcje
polimerazy zastosowano do detekeji M.
tuberculosis w rok po ukazaniu sic
pierwszych opiséw tej metody (8). Mimo ze
speecyticznosc pojedyncze) reakejl amplifi-
kacji jest wysoka, czulos¢ reakeji pozostaje
na poziomic hodowli na podlozach.
Wprowadzenie nested PCR, w ktorym
produkt 2z pierwszej reakeji jest re-
amplifikowany w drugie] pozwala na
wyktycie jednego lub kliku organizmdéw w
badanej probie.

Wsrdd szerokiego panelu alternatywnych
technik amplifikacji kwasdw nukleinowych,
tylko niektore zostaly zatwierdzone przez
FDA (Food and Drug Administration), sq to
Amplicor (Roche) i AMTD (Gen Probe) (9,
10). Amplicor stuzy do bezposredniej
detekeji M. tuberculosis na poziomie
molekularnym, PCR powiela fragment genu
165 rRNA w ten sposob, ze pojedyncza
molekuta kwas nukleinowego moze byé
wykryta w obecnosci milionéw  innych
molekul DNA. Wynikiem reakeji produkm
amplifikacji 2z sonda genetyezna jest barwny
precypitat a wynik odezytywany jest
fotometrycznie. Ochronic przed konta-
minacja stuzy system AmpErase (enzym N-
glikozylaza uracylu), ktory, jest czesciq
procesu amplifikacji 1 nie wymaga zadnych
dodatkowych czynnosdei. Zapobieganie
wynikom falszywic negatywnym umozliwia
internal control (1C). IC jest wprowadzana
do kazdej reakcji amplifikacii 1 amplifi-
kowana razem z badana probka. Zapewnia
to indywidualne monitorowanie kazdego
pacjenta i daje pewnosc, ze rezultat jest
negatywny, a nie falszywie njemny z powodu
zahamowania reakejl amplifikaciji. Czulosé

testu dla materialow 2z gérnych drog
oddechowych wynosi 79,4-91,1%, dla
materialow  ujemnych w  bakterioskopii
czulodé testu jest nizsza i wynosi 40,0-
73,1%. FDA zaleca stosowanie testu do
detekeji M. tubereulosis w AFB dodatnich
materialach 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, nastgpnie
wykonywana jest amplifikacja fragmentow
genomu badanych bakterii oparta na
technologii TMA (transcription mediated
amplification - amplifikacja przez odwrotng
transkrypeje). W szeregu reakejl zachodza-
cych w stalej temperaturze powstaja biliony
kopii fragmentu RNA pratka. W kolejnym
etapie wykrywane sq namnozone wezesnie
fragmenty RNA. Do detekeji wykorzystana
jest hybrydyzacja zamplifikowanego RNA
z sondami wyznakowanymi barwnikiem -
estrem akrydyny. Gdy sonda nie hybry-
dyzuje barwnik ulega hydrolizie, co
powoduje eliminacje sygnalu tla. Pomiar
sypnalu  swictlnego 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 tempetaturze 1w jednej probowee co
redukuje ryzyko kontaminacji. AMTD jest
zaakceptowany przez FDA do detekeji M.
tuberculosis w materiatach klinicznych AFB
dodatnich i ujemnych,

Identyfikacja gatunkow pratkéw w labo-
ratoriach klinicznych nadal pozostaje
zajeciem trudnym i ezasochlonnym. Feno-
typowa identyfikacje gatunkn wykonuje si¢
w oparciu 0 czas wzrostu kolonii, ich
morfologic i wytwarzanie barwnika, oraz na
podstawie wynikow testow  biochemi-
cznych. Istniejace techniki wykorzystuja do
identyfikacji  komarki pratkow uzvskane
w wyniku hodowli na podlozach.
Nowoczesng technika roznicowania
pratkow jest chromatografia cieczowo-
wysokocisnieniowa; HPLC (11) oparta na
analizie skladu niewielkiej frakejl kwasdw
thuszezowych okreslanych jako alfa-alkilo-
beta-hydroksy kwasy (znanych pod nazwa
kwaséw mikolowych), stanowiacych glowna
komponente $ciany komdrkowej pratkdw.
Technika ta umozliwia zidentyfikowanie
okolo 60 garunkéw 2z rodzaju  Myco-
bacterium, w tym pozwala odréznic M.
avium od M. intracellulare oraz M. bovis
BCG od pozostalych 2z kompleksu
tuberculosis.

Do okreslenia gatunkow  mykobakrerii
dostegpne sa sondy genetyczne, ktore
zastosowane do materialow z  hodowli



Zastosowanie nowoczesnych technik

w diagnostyce laboratoryjnej gruzlicy.

w ciagu 2 godzin identyfikuja najwazniejsze
gatunki. Sondy AccuProbe wykorzystuja
naturalng whasciwosé kwasow nukle-
inowych do tworzenia hybryd pomiedzy
komplementarnymi lanicuchami. Dostepne
sq sondy dla M.tuberculosis complex, M.
avium, M. avium complex, M. intracellulare,
M. gordonae, M. kansasi. Metoda jest
wysoce specyficzna, lecz wymaga wyko-
nania oddzielnych testéw dla poszez-
egolnych  gamnkow. Sondy  genetyczne
znalazly szerokic zastosowanie w pola-
czeniu z innymi technikami np. z PCR co
radykalnie zwicksza ich czutosc. Przy-
kladem takiego zastosowania jest komer-
cyjny test INNO-LIPA Mycobactetia v2,
w ktorym po ctapic multipleks PCR
(amplifikowanym fragmentem jest ITS genu
165 rRNA) nastgpuje hybrydyzacja
produktow z 22 sondami na jednym pasku
nitrocelulozy (12). Test umozliwia identy-
fikacje kompleksu tuberculosis i 15
gatunkoéw pratkow 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) b
nylonowa membrana, robot umieszcza
w mikronowych odstepach nanogramowe
flosci DNA zawierajacego unikalne dla
poszczegdlnych genow sekwencje. Podczas
inkubacji nosnika 2z badanym DNA
dochodzi do  hybrydyzacji  komplemen-
tarnych lafcuchow. Jesli badane DNA
zostanie oznakowane barwnikiem fluore-
scencyjnym lub izotopem radioaktywnym
mozliwa jest ocena jakosciowa 1 ilosciowa
przeprowadzonej hybrydyzacji. Metoda
"microarray” z powodzeniem jest wyko-
rzystywana do identyfikacji gatunkdéw
mykobakterii na podstawie analizy 82
unikatowych sekwenciji genu 165 rRNA.
Sekwencjonowanie DNA to technika
odezytywania kolejnosci zasad tworzacych
czasteczke DNA uznana za zloty
standard” przy rozréznianiu  gatunkow
mykobakterii (13, 14).

ldentyfikacja polega na pordwnanin
sekwencji badanego szezepu do sekwencii
referencyjnej. Najczescie] uzywana sek-
wencjg jest gen kodujaey 165 rtRNA, ktory
jest obeeny u wszystkich gatunkow bakterii
i zawiera konserwatywne i zmienne teglony.
Sekwencjonowanie wysoce zmiennego
obszaru tego genu pozwala na identyfikacje
najwazniejszych gatunkow mykobakrerii.
Jednakze M. kansasii i M. gastti wykazuja
identyczng sekwencje tego regionu.
Fragmenty genu kodujacego biatko 32-kDa,
genu bialko szoku cieplnego 65-kDA oraz
ITS genu 168-238 rRNA zwieraja
roznorodne sekwencje umozliwiajace
zroznicowanie klinicznie waznych
gatunkéw mykobakterii z wyjatkiem

kompleksu tuberculosis.
Pratki gruzlicy charaktervzuja si¢ naturalng

pratkdw. U 70% szczepow pratkdw
wystgpuja  mutacje genu embB  bedace

wrazliwoscia na wszystkie leki przeciw-
pratkowe z wyjatkiem M. bovis, ktory jest
naturalnie oporny na pyrazynamid (PZA).
Pojawienie si¢ opornych szezepow M. m-
berculosis stanowi powazne zagrozenie
skutecznej walki z gruzlica ze wzgledu na
niewielka liczbe lekow stosowanych
woterapil gruzlicy. Opornosc pratkow na
jeden lub wigce] lekdw jest wynikiem
blednych dzialan w leczeniu chorych, Test
wrazliwosci na leki wykonuje sic standar-
dowo po wyhodowaniu szezepu z rodzaju
Mycobacterium. Podstawows  lekowrazli-
wos¢ oznacza si¢ na: izoniazyd (INH),
streptomycyne (SM), ryfampicyne (RMP)
ierambutol (EMB).

W Polsce stosowana jest meroda stezen
absolutnych w polaczeniu ze wskaznikiem
opornosci, w ktore] opornosé jest wyrazona
stosunkiem najnizszego stgzenia  hamu-
jacego wzrost (MIC) szczepu od chorego,
do MIC szczepu wzorcowego H37Rw.
Wskaznik opornosc rowny 4 lub wigeej
wskazuje , ze szczep jest oporny na leki.
Molekularne mechanizmy opornosel sq
w przewazajacej czegsci spowodowane
mutacjami punktowymi wywolujacych
substytucje aminokwasu  tzw.  mutacje
zmiany sensu. Wykryto réwniez mutacje
ciche oraz rzadziej spotykane mutacje
strukturalne (niewielkie insercje lub delecje)
(5).

Genetyczny mechanizm opornosci pratkow
na rifampicyne uznana za marker MDR, jest
uwarunkowany mutacjami w obrgbie genu
rpoa kodujacego polimeraze RNA.L
Prakeycznie wszystkie (96%) RIF-oporne
szezepy posiadaja punktowe mutacje we
tragmencie dlugosci 8lpz tego genu.
Mutacje te sa nicobecne u szezepow RIF
wrazliwych, dlatego ten fragment genu rpoi
uznano za idealny do badan nad nowymi
technikami detekcji opornosci na ten
podstawowy lek.

lzoniazyd jest lekiem stosowanym rtylko
w gruzlicy ze wzgledu na naturalng
opornosc innych bakterii na ten lek. Mutacje
powodujace opornos¢ pratkéw na INH
wystepuja glownie w obrebie genow katG
1inhA, ich obecnosé stwierdzono u 75-85%
INH-opornych szezepaw.

Okolo 65-75% szczepdw M. tuberculosis
opornych na streptomycyng posiada muta-
cie genu 168 tRNA, lub genu rpsL, ktory
koduje proteine S12.

Ponad 70% szezepow M. tuberculosis
opornych na pyrazynamid wykazuje obe-
cnosé mutacji w obrebie genu pncA kodu-
jacego pyrazynamidaze, enzym konwer-
tujacy pyrazynamid do formy aktywnej.
Etambutol hamuje whudowywanie kwasdw
mikolowych do s§ciany komodrkowej

przyczyna opornosci na ten lek, ktorej
nastgpstwem jest nieskutecznosé etambu-
tolu w terapii. Molekularny test Line Probe
Assay (16) wykonuje sie w oparciu
o amplifikacjc fragmentu genu tpof prey
zastosowaniu  biotynylowanych starterow
i hybrydyzacje produkru PCR 2 sondami
genetycznymi. Kometeyjny test INNO-
LiPA Rif. TB (17) stosuje si¢ do szczepow M.
tuberculosis, oraz do bezposredniej
identyfikacji i oznaczania opornosci na Rif
w materialach klinicznych.
Na pasku znajduje si¢ 5 sond dla sekwencji
rpof niezawierajacych mutacji (wild-type),
4 sondy dla specyficznych mutacji w rejonie
rpod, sonda dla M. mberculosis complex,
oraz kontrola reakcji barwnej. Kodonami
w ktérych najezesdceie] wystepuja punktowe
mutacje sa 531 (TCG—=TTG), 516
(GAC->TAC, GAC-GTG),526
(CAC—ACC, CACHGAC, CACHSTAC).
Test znajduje zastosowanie W rutynowe;
diagnostyce, szczegolnie do probek klini-
cznych pozytywnych w  bakterioskopii.
Wykonanic testu zajmuje okoto 48 godzin.
Technika laczaca PCR z hybrydyzacja jest
DNA Microarry do jednoczesnej detekeji
opornosci M. mberculosis na kilka lekdw,
przykladowo do identyfikacji muracji
w obrebie gendw: katG iinhA orazrpof.
Sekwencjonowanie produktéw PCR (18)
jest najbardziej bezposrednia 1 wiarygodng
metoda wykrywania mutacji znanych, jak
i nowopowstalych. Jest réwniez gldwng
technikq uizywana do wyjasniania genety-
cznych mechanizmow opornoscl na leki
Z powodu zlozonosci mechanizmow
opornosci na nickeore leki, przykladowo na
INH, metoda ta nie znalazla rutynowego
zastosowania w diagnostyce gruzlicy.
Obecnie  dostgpne molekularne metody
moga by¢ pomocne w szybkie] detekeji
mutacji powodujacych opornosc¢ na leki
przeciwpratkowe, jednak wyniki testow
genetycznych powinny zosta¢  potwier-
dzenie metodami fenotypowymi.
Analiza transmisji gruzlicy 1 wykrywania
zrodel  zakazenia wymaga mozliwoscl
poréwnywania szezepow M. tuberculosis,
Jest to szezegolnie wazne w zwigzku
z rozprzestrzenianiem sig szczepow MDR.
W tym celu stosowanych jest kilka metod
molekularnych: RFLP/DNA ,, finger-
printing” metoda polega na detckeji
specyficznych fragmentow restrykeyjnych
poprzez hybrydvzacje ,,Southern blot” ze
znakowanymi sondami DNA. Roznice
w wiclkoscel fragmentow restrykeyjnych sa
wynikiem mutacji punktowych, delecji lub
rearanzacji w obrebie chromosomu. Analiza
ta mozna typowaé wszystkie izolaty M.,



tuberculosis. Specyficznosé  otrzymanych
wzorow jest zalezna od liczby kopii
w genomie analizowanej sekwencji
insercyjnej 156110 (19, 20). Technika RFLP
jest stosowana do sledzenia epidemii,
w badaniach taksonomicznych do ustalania
pokrewienstwa miedzy gatunkami,

W przypadku duzego podobienstwa 1S6110
RLFP szczepow z kompleksu tuberculosis
stosuje sie spoligotyping (21) - metode
ktére) podstawa jest wykrywanie sekwencji
przestrzeni pomicdzy keotkimi elementami
repetytywnymi (DR) obecnymi w chromo-
somalnym locus DNA wytacznie u M. -
berculosis complex.. Przy znanej, stale
liczbie kopii DR u szczepdw wzorcowego
H37Rv i M. bovis mozliwe jest analiza
poréownaweza wickszej liczby  szczepow
Metoda laczy technike multipleks PCR
z hybrydyzacja, jest stosowana do sledzenia
transmisi szezepow MDR oraz odrdznienia
M. bovis od pozostalych gatunkow
kompleksu tuberculosis.

Nowoczesne metody biologii molekularnej
zrewolucjonizowaly w  ostatnich larach
diagnostyke 1 badania epidemiologiczne
gruzlicy. Szczegolnie cennym osiggnigciem
wydaje si¢ blyskawiczne przejscie od badan
doswiadezalnych do bezposredniej diagno-
styki mikrobiologicznej. Jednakze w diagno-
styce gruzlicy, ze wzgledu na specyficzny
charakter choroby nie mozna polega¢ tylko
na jednym, okreslonym schemacie uzy-
skania potwierdzenia  bakteriologicznego
procesu chotobowego. Powszechnie nzna-
nym algorytmem jest laczenie technik
tradycyjnych z nowoczesnymi w celu
szybkiego wykrycia M. tuberculosis w ma-
teriale klinicznym, wlaczenie skutecznej
terapii lekowe] w celu odpratkowania
chorego, a na skutek tego przerwanie
fancucha 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 jedng
rodzing Chlamydiaceae. Do niedawna
w obrebie rodziny Chlamydiaceae wyro-

zniano tylko jeden rodzaj Chlamydia

w diagnostyce laboratoryjnej gruzlicy.

i zaliczano do niego wszystkie cztery znane
gatunki chlamydii: €. trachomatis, C.
psittaci, C. pneumonia i C. pecorum.
W 1999 roku zaproponowano nowa klasy-
fikacje rodziny Chlamydiaceae i wytézniono
w niej drugi rodza) Chlamydophila w skiad
ktorego wechodza obecnie Chlamydophila
psittaci, Chlamydophila pneumoniac 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 swiatowym uzywa sie obie formy
nazw gatunkowych.

Charakterystyka

Wszystkie drobnoustroje nalezace do rzedu
Chlamydiales sa bezwzglednymi pasozyrami
wewnatrzkomorkowymi. Ze wzgledu na
brak zdolnoscl syntezy wlasnego ATP ich
rozwo6] jest mozliwy tylko wewnatrz
komarki gospodarza, W zwiazku z tym sq
czesto okredlane jako pasozyty energe-
tyezne. Drobnoustroje te sa Gram ujemne,
nie wykazuja ruchu, nie posiadaja mureiny
w strukrurze sciany komorkowej. Glownym
skladnikiem éciany komaorkowej jest lipopo-
lisacharyd. Charakterystyczna cecha
wszystkich chlamydii jest ich unikalny
dwuetapowy cykl rozwojowy. Komorki
bakterii wystgpuja w dwdch formach,
w postaci cialka podstawowego EB
(elementary body) lub ciatka siateczko-
watego RB (reticulate body). EB spelnia
tunkcje formy przetrwalej 1 czynnika
inicjujacego zakazenie. Jego zbita, zwarta
struktura zapewnia komorce opornosc na
czynniki srodowiska, umozliwia przetrwanie
po lizie komdrki gospodarza, a jednoczesnie
forma ta jest zdolna do wnikania i zakazania
kolejnych komarek. RB posiada strukture
mniej zwartg niz EB, jest forma aktywng
metabolicznie, ma zdolnosé syntezy DNA,
RNAibialek.

Chotobotworczoscé Chlamydia pneumoniae
Chlamydia pneumoniae zostala uznana
w Swiecie jako bardzo czesty patogen
w zakazeniach ukladu oddechowego uludzi.
Ocenia sig, ze wickszo$¢ populacji prze-
chodzi 2-3 infekcje Chlamydia pneumoniae
w ciggu zycia. Wystepowanie przeciwcial dla
Chlamydia pneumoniae wzrasta wraz
z wickiem 1 u o0séb dorostych przekracza
50%. Zakazenie przenoszone jest droga
kropelkowa a okres inkubacji wynosi od
2 do 4 tygodni. Najezesciej objawy kliniczne
manifestuja si¢ zapaleniem pluc lub oskrzeli,
zapaleniem gardtai zatok.

Wigkszosc zakazen zardwno gornyeh jak
i dolnych drog oddechowych wywolanych
przez ten drobnoustrdj ma tagodny prze-
bieg 2z charakterystycznym podostrym
poczatkiem choroby, trudnym do



Diagnostyka laboratoryjna zakazen Chlamydia
pneumoniae i Chlamydia trachomatis

rozpoznania w plerwsze] fazie. Plerwszymi
objawami sa bol gardla i chrypka. Kaszel
pojawia si¢ z kilkudniowym opdéznieniem.
Podwyzszona temperatura ciala wystepuje
na poezatku choroby. W badanin  kewi
stwierdza si¢ podwyzszone OB, poziom
bialych krwinek pozostaje niezmieniony.
Cigzki praebieg zakazenia zdarza si¢ rzadko 1
dotyezy gldwnie ludzi w podeszlym wicku
oraz przypadkéw infekeji mieszanych
najczescie] ze Streptococcus pneumoniie.
Pierwotna infekcja Chlamydia pnenmoniae
indukuje produkecje przeciweial w klasie
IgM i lgGG. Po powtornym kontakeie
2 antygenem poziom przeciweial 1gG i IgA
wazrasta szybko bez odpowiedzi w klasie
1gM. Po przebyeiu ostrej infekeji wywolanej
przez Chlamydia pneumoniae przeciwciala
klasy lgGG mozna wykry¢ w surowicy przez
trzy do piceiu lat. Przeciweiala klasy IgA
znikaja szybko, ich czas péltrwania wynost
5-6 dni. Rola przeciwcial w ochronie przed
reinfekeja nie jestznana.
Najistotniejsza cechy zakazern wywoly-
wanych przez Chlamydia pneumoniae jest
mozliwos¢ przechodzenia w infekcje
przewlekle, pomimo lagodnego lub nawet
bezobjawowego przebiegu. Podwyzszone,
stabilne miana IgA sa uwazane za wskaznik
przewlekltych infekeji Chlamydia pneumo-
niae. Wieloosrodkowe badania wykazaly
zwiazek przewleklych zakazend Chlamydia
pneumoniae z chorobg wieficowa, miaz-
dzyea, tetniakiem aorty brzusznej, sarko-
idoza, astma oskrzelows, przewlekla obtur-
acyjna chorobg pluc.

Diagnostyka zakazen Chlamydia

pneumoniae

Hodowla
Chlamydia pneumoniae jako bezwzgledny
pasozyt wewnatrzkomorkowy ma bardzo
duze wymagania odzyweze 1 w zwiazku z
tym jest drobnoustrojem trudnym do
hodowli in virro. Hoduje sie go na liniach
komorkowych 1 w woreczku zoltkowym
zarodkow kurzych., Wykazano, Ze najwra-
zliwsze na zakazenie Chlamydia pneu-
moniae sa linie komorkowe HL 1 HEp2.
Wytworzone w hodowli komorkowe] werety
Chlamydia pneumoniac wykrywa sig
i identyfikuje przy uzyciu swoistych gatun-
kowo 1 rodzajowo przeciweial monoklo-
nalnych, stosujac metody immunofla-
orescencii posredniej lub bezposredniej.
Linie Hela 229 i McCoya uzywane do
hodowli pozostalych gatankéw chlamydii
wykazuja bardzo niskg wrazliwosé na
zakazenie Chlamydia pneumoniae.
Rozpoznanie zakazenia Chlamydia pneu-
moniac w oparciu 0 hodowle jest bardzo
trudne. Wplywaja na to takie czynniki jak:
powolny, trwajacy dni, tygodnie wzrost
w warunkach in vitro, nicokreslona
wrazliwose stosowanych linii komérkowych
na zakazenie Chlamydia pneumoniae, a tym
samym nieznana czutos¢ metody. Ponadto
brak jest wyraznie okteslonego micjsca,

z ktorego nalezy pobiera¢ material do
badari. Najczedciej izolowano Chlamydia
pneumoniae z wymazow z gardla.
Zastosowanie  hodowli  komérkowej do
rutynowej diagnostyki zakazen Chlamydia
preumoniae jest W znacznym  stopniu
ograniczone.

Wykrywanie antygenu Chlamydia
pneumoniae

Mimo zastosowania przeciweial mono-
klonalnych do detekeji antygenu Chlamydia
pncumoniae  bezposrednio w  materiale,
metoda ta wykazuje niskg czulosé 1 ma
watpliwa wartosé diagnostyezna. Wrykorzy-
stywana jest glownie do stwierdzania
obecnosci Chlamydia pneumoniae
wwymazach z gardla, jednak niewielka ilogé
drobnoustroju w nablonku gérnych drog
oddechowych moze byc przyczyna
falszywie ujemnych wynikow.
Polimerazowa reakcja tancuchowa
(PCR)

Metoda PCR polegajaca na wykrywanin
DNA w badanym materiale znalazta
szerokie zastosowanie w diagnostyce
zakazenn Chlamydia pneumoniae. Zidenty-
fikowano kilka obszaréw geno-mowego
DNA Chlamydia pneumoniae, ktore
uznano za swoiste dla roznicujace)
i identyfikujacej amplifikacji. Najczedciej
stosowane sa startery dla odcinka Pstl
{(437bp) genomu o nieustalonej dotychezas
funkcii, dla podjednostki 165 rRNA lub dla
genu  kodujacego glowne bialtko  blony
zewnetrzne], Metody PCR  dotychezas
stosowano do wykrywania DNA Chlamydia
pneumoniae w materiale pobieranym =z
gardla, nosa, pecherzykow plucnych,
plwociny a takze w monocytach krwi
obwodowejiblaszce miazdzycowej.

Mimo doswiadczalnie stwierdzonej wyzszej
czulosci PCR nad metodami hodowlanymi
test ten ma rowniez pewne ograniczenia,
Istotna sprawa jest wybdr materialu do
badan, czas i sposdb jego pobrania oraz
transport do laboratorium. Ponadto w
materiale mogg znajdowac si¢ inhibitory Taq
DNA polimerazy, fatszujace wynik reakeji.
Innym  problemem jest dobor sposobu
oczyszezania DNA i kontaminacii.

Badania serologiczne w diagnostyce
Chlamydia pneumoniae

Dotychezas podstawowym badaniem
w kierunku zakazen Chlamydia pneumoniae
jest wykrywanie swoistych gatunkowo
przeciwecial w surowicy krwi pacjentow.
Metoda referencyjng jest mikroimmuno-
fluorescencja (MIF), w ktorej jako antygen
wykorzystuje si¢ formalizowane cialka
clementarne Chlamydia pneumoniac
pozbawione rodzajowo swoistego lipopo-
lisacharydu.

Do badan serologicznych w  kierunku
Chlamydia pneumoniae wykorzystuje sig
rowniez test ELISA, w ktdrym jako antygen
stosuje sig bialka zewnatrzblonowe

wyekstrahowane 2z cialtek elementarnych.
Bialka te posiadaja epitopy swoiste dla
Chlamydia pneumoniae, ktére nie daja
reakeji krzyzowych z Chlamydia trachomaris
i Chlamydia psirtaci.

W przypadku pierwszej ostre] infekeji
Chlamydia pneumoniae, po okolo 3
tygodniach od zakazenia pojawiaja sic
przeciwciala w klasie IgM, zas 1gG po 6-8
tvgodniach. W przypadku kolejnego
zakazenia poziom lgG werasta bardzo
szybko osiagajac w ciggu 1-2 tygodni miana
powyzej 1:512.

Chorobotworczoéc Chlamydia
trachomatis

Ze wzgledu na wystgpujace w zewngtrznej
warstwic Sciany komodrkowej bialko
wyodrebniono 18 serotypow  Chlamydia
trachomatis. W 1991r. odkryto 3 nowe
serotypy Da, la, L2a. Serotypy A-C
wywoluja jaglice prowadzaca do sleporty,
serotypy D-K odpowiadaja za zakazenia
narzadéw plciowych oraz wrretowe
zapalenia spojowek u noworodkoéw
i dorostych, zas serotypy L1-L3 wywoluja
ziarniniaka wenerycznego (lympho-
granuloma venereum -LGV). Jaglica, zwana
egipskim zapaleniem spojowek, to choroba
zakazna obejmujaca spojowki 1 rogowke.
Przenoszona jest przez kontakt bezpo-
sredni, okres inkubacji wynosi ok. 5-12 dni.
Najwezesniejszymi objawami jaglicy sa:
lzawienie, wydzielina sluzoworopna,
przekrwienie spojowki 1 pojawianie sig
zmian grudkowatych. Badanie rogdéwki
wykazuje zapalenie warstwy nablonkowej,
nacieki podnablonkowe oraz wrastanie
naczyn brzeznych do rogowlki (luszczka).
W miar¢ rozwoju choroby pojawiaja sic
zbliznowacenia spojdwek, znicksztalcenia
powiek. Utrata wzroku moze nastapic
wclagn kilku lat.

Serotypy D K to szczepy okulogenitalne,
wywolujace bezobjawowe lub  skapo-
objawowe zakazenia glownie u ludzi
mlodych. Przenoszone sa droga kontaktow
scksualnych. Odpowiedzialne sa takic za
zapalenie spojowek (bez zapalenia rogowki
i bliznowacenia) do ktorych dochodzi na
drodze autoinfekeji. U mezezyzn powoduja:
zapalenie cewki moczowej, zapalenie
pecherza, zapalenie najadrzy 1 zapalenie
prostaty.

U kobiet wywoluja: zapalenie cewki
z czegstomoczem, ropomoczem (bezbakte-
ryjnym), zapalenie pecherza moczowego,
zapalenie szyjki macicy, zapalenie macicy
ijajowodow.

U kobiet cigzarnych moga powodowaé:
poronienia i porody przedwezesne,
opisywane sa takze przypadki zakazen
wewnatrzmacicznych. Serotypy D K
Chlamydia trachomatis sa przyczyna
zakazen okoloporodowych - podezas
porodu drogami natury w ok. 70%
przypadkow dochoadzi do zakazenia



pneumoniae i Chlamydia trachomatis

Diagnostyka laboratoryjna zakazeni Chlamydia

noworodka, U 1/3 noworodkow rozwija
si¢ zapalenie spojowek. Moze doji¢ do
kolonizacji nosogardzieli noworodka, co
w konsekwencji prowadzi po ok. 3 16 tyg
do zapalenie dolnych drég oddechowych,
Chlamydia trachomatis jest czynnikiem,
ktéry musi byé brany pod uwage
w diagnostyce przewleklych zapalen
miednicy mnicjszej. Formujacy sic w zatoce
Douglasa galaretowaty wysick prowadzi do
wytworzenia zrostow okolojajowodowych
oraz zamknigcia jajowodow. Proces ten jest
istotng przyczyna nieplodnosci. Rozprze-
strzenianie si¢ infekejl moze doprowadzic
do powstania zapalenia okolowatrobowego.
Niektorzy badacze wskazujg na Chlamydia
trachomats, jako na jeden z czynnikow
etiologicznych powstawania raka szyjki
macicy. Inng znang patologia o etiologii
chlamydiowej jest zespol Reitera laczacy
w sobie zapalenie cewki moczowej, stawdw
oraz spojowek. Jego powstanie zwiazane
jest z podobienstwem antygenowym
pomiedzy antygenami chlamydii, a antyge-
namiukladu HLA.

Diagnostyka zakazen Chlamydia
trachomatis

Materialem do badan w kicrunku zakazen
Chlamydia trachomatis s wymazy lub
zeskrobiny 2z cewki moczowej, z szyjki
macicy, gardla, spojowek, sperma i mocz.
Ten ostatni wykorzystywany jest gldwnic do
metody PCR.

Material z cewki moczowej nalezy pobierac
z glebokosel 1,52 em w sposob
umozliwiajacy zebranie komérek nablonko-
wych, material z kanalu szyjki macicy
pobieramy po wczesniejszym  usunieciu
Sluzu 1 wydzicling ropnej. Wymazowke
(bawelniana /celulozowa) lub eze nalezy
wsunac do kanalu szyjki 1 przyciskajac
ruchem obrotowym pobra¢ komorki
nablonkowe. W zakazeniach drog
oddechowych pobieramy wymazy spod
naglosni lub tylnej sciany gardta. Wymaz ze
spojowek lub zeskrobiny z worka
spojowkowego pobieramy eza platynowa
po 24h bez kropli 1 masci. Material do
hodowli transportujemy w podlozu 2SP
(surowica cielgea + antybiotvki) 24h w 40C
lub zamrazamy do -20 oC. Material do IF
nanosimy natychmiast na szkielko
podstawowe, suszymy i utrwalamy etanolem
lub metanolem.

Uwidocznienie obecnosci drobnoustroju
w materiale klinicznym za pomoca
barwienia

Bezposrednie uwidocznienie obecnosci
bakterii po zabarwieniu metoda Giemsy
bylo podstawowa technika diagnostyczna,
jednak z powodu niewielkiej czutosci nie jest
juz stosowane w ocenie probek klinicznych.

Hodowla

W 1965 rokn wprowadzono metodg
hodowli Chlamydia trachomatis na
komorkach MeCoya. Techniki hodowli
wymagaja dobrej jakosci bioptatow blony
sluzowe] kanatu szyjki maciey 1 cewki
moczowej oraz niskiej temperatury w czasie
ich transportu do laboratorium. Technika ta
jest praco i czasochlonna. Czulosé hodowli
okreslana jest na 55-85% w przypadkach
zakazeni szyjki macicy u kobier, natomiast
w zakazeniach cewki moczowej u mezezyzn
jestnizsza. Do hodowli stosuje si¢ obecnie
linie HelLa 229, McCova, BHK 211 zarodki
kurze. Inkubacja trwa 72h do barwienia
jodynai48h do IE W rutynowych badaniach
klinicznych hodowle sa generalnie zaste-
powane przez podobnie lub nawet bardziej
czule testy identyfikacji antygenow.
Wykrywanie specyficznych antygenow
W latach osiemdziesiatych pojawily sic dwa
typy testow identyfikujacych antygeny
Chlamydia trachomatis. W' tescie immuno-
fluorescencji bezposredniej (DIF) stosuje
sic monoklonalne przeciweiala znakowane
fluoresceing, skierowane przeciwko bial-
kom komoérkowym, ktore pozwalaja
bezposrednio wykazac obecnosc  cialek
elementarnych w rozmazach pobranych
z narzadéw pleiowych lub zeskrobinach
z worka spojowkowego. Testy te sg
wzglednic swoiste, ale wymagaja duzego
doswiadczenia. Testy immunoenzymaty-
czne (EIA) sg oparte na przeciwciatach
skierowanych przeciwko powierzchniowym
lipopolisacharydom. 8a one powszechnie
stosowane w badaniach probek klinicznych.
Swoistosé testow ELA jest wysoka. Czulosé
testaow DIF 1 EIA nie jest wy:
dla prébek z szyjki macicy 1 prawdopo-
dobnie nizsza dla materialow z cewki
moczowe] mezczyzn i moczu. Testy DIF
i BIA wymagaja co najmniej 105
drobnoustrojow, aby uzyskaé wynik
dodatni, tak wige ich przydatnose jest
mniejsza w rozpoznawaniu infekcji
bezobjawowej, w przypadku ktorej
wystepuje mniejsza liczba drobnoustrojow.
Hybrydyzacja DNA

Testy oparte o hybrydyzacje DNA polegaja
na uwidoeznieniu kompleksu pomiedzy
sondg molekularna, a obecna w materiale
biologicznym czasteczka kwasu nukleino-
wego drobnoustroju.  Podstawa  procesu
hybrydyzaciji jest zdolnosé kwasow nukle-
inowych do tworzenia strukrury dwuni-

za niz T0%

ciowej pomiedzy komplementarnymi,
jednoniciowymi fragmentami DNA.
W przypadku zakazen chlamydiami, sonda
jest fragment genu omp 1 kodujacy gléwne
biatko blony zewnetrznej lub fragment
plazmidowego DNA. Wykrycie kompleksu

sonda-kwas nukleinowy patogenu jest
mozliwe dzigki wyznakowaniu sondy
izotopem promieniotworczym, biotyna,
fluoresceing lub enzymem katalizujacym
realicje barwna,

Hybrydyzacja typu ,,dot-blot”- w metodzie
tej uzyskany z materiatu biologicznego kwas
nukleinowy nanosi si¢ na filtr nitrocelu-
lozowy lub nylonowy, poddaje sig
denaturacji a nastepnie hybrydyzuje z wy-
znakowang sonda. Detekeja powstalego
kompleksu zalezy od zastosowanej metody
znakowania.

Hybrydyzacja in situ polega na wykrywaniu
kwaséw nukleinowych patogenu bezpo-
srednio w thankach gospodarza, Uzyskane
fragmenty tkanek utrwala si¢ na szkietkn
mikroskopowym, poddaje denaturacji
i hybrydyzacji ze znakowana sonda
molekularna.

PCR,LCR

Obeenie dostepne sa na rynku testy oparte
na polimerazowe] reakejl ltancuchowej
(PCR) 1 ligazowej reakeji lancuchowe;
(LCR}. Testy te oparte sa na amplifikaciji
grupowo lub gatunkowo swoistych
sekwencji DNA kodujacych glowne biatka
btony zewnetrznej MOMP lub fragment
plazmidowego DNA. Owrzymane produkty
amplifikacji wizualizuje si¢ w zelu
agarozowym barwionym bromkiem etydyny
lub z zastosowaniem techniki hybrydyzacii
(Southern -blot), W metodzie LCR detekcja
jest oparta na mikroczasteczkowej metodzie
MEIA. Czuloéé tych metod przewyisza
90%. Testy te wykeywaja o 20% wigeej
infekeji niz metoda hodowli lub EIA. Za
wickszosc przypadkow falszywie ujemnych
odpowiedzialna jest obecnosc inhibitordw
reakeji.

Badania scrologiczne w diagnostyce
Chlamydia trachomatis

W diagnostyce serologicznej C. trachomatis
wykrywa sig swoiste przeciwciata klasy lgG i
IgA w surowicy metoda ELISA z ugyciem
oczyszezonego LPS z blony zewnetrznej C.
trachomatis jako antygenu lub metoda
mikroimmunofluorescencji (MIF). Metody
te majg jednak istotne ograniczenia. Uwaza
sig, ze ocena poziomu przeciwcial,
w zakazeniach ukladu moczowo-piciowego
wywolywanych przez C. trachomatis, nie
pozwala na wiarygodna oceng aktywnosci
procesu chorobowego. Powodem moze byé
zbyt mala produkcja przeciwcial lub
falszywie dodamie wyniki spowodowane
reakejami krzyzowymi z antygenami innych
drobnoustrojow.

Literatura dostepna w Redakeji.

Justyna Niedzwiadek



PLYNY Z JAM CIALA.
Badanie 1 interpretacja (cz.11).
Dr hab.n.med. Maria Mantur, Mgr anal.

med. Magdalena Borowiec
Zaklad Laboratoryjnej Diagnostyki
Klinicznej AMB

Plyn w jamie oplucnowej - u okoto 90%
chorych jest wysigkiem. Glowna przyczyna
powstawania przesickdw nienowotwo-
rowych jest niewydolnoi¢ oddechowa,
niewydolnosé krazenia lub marskosé
watroby. Natomiast przesicki nowotworowe
powstaja pod wplywem rozwoju nowo-
tworow  zlosliwych pluc lub  oplucnej.
ePlyn w jamie osierdziowe] fizjologicznie
u zdrowych dorostych osob  znajduje si¢
w bardzo niewielkich ilosciach (ok. 20-25
ml) 1 jest niezbedny do prawidlowego
funkcjonowania serca. Fizjologiczny plyn
osierdziowy nie rdzni sig skladem od osocza
krwi. Glowna przyezyna gromadzenia sig
plynow wysickowych w jamie osierdzia jest:
ezapalenie wysickowe osierdzia w prze-
biegu zawalu migsnia sercowego

swirusowe, bakteryine i grzybicze zapalenie
osierdzia

szapalenie wysickowe osierdzia w prze-
biegu chordb reumatycznych thanki taczne;
ezapalenie wysigkowe jako powiklanie
ZaaWwansowanej mocznicy

snowotwory pierwotne ptuc i/lub przerzuty
ekrew w worku osierdziowym na skutek
mechanicznego uszkodzenia naczyn
wiedcowych lub naruszenia ciaglodei sciany
komor serca.

Naklucie worka osierdziowego wykonuje
sie ze wskazan zyciowych, kiedy nagro-
madzony plyn moze grozié tamponada
serca.

Plyn w jamie otrzewnowe] - najczestsza
przyczyna gromadzenia si¢ plynow w jamie
otrzewnowe] jest marskosé watroby oraz
nowotwory narzadow wewnetrznych
w obrebie jamy brzusznej. Wysieki
nowotworowe stanowizg okolo 50%
wszystkich patologicznych plynow w jamie
otrzewnowej. Pozostala czedé plynow to
przesicki 1 wysigki zapalne nienowo-
TWOrowe.

Ptyn przesickowy zwany tez plynem
puchlinowym pojawia si¢ w jamie

otrzewnowej najczescie] z powodu
niewydolnosci krazenta, zespolu

nerczycowego oraz marskosci watroby. Jest
to plyn klarowny, jasnozélty, o charakterze
niezapalnym, niskobiatkowy 1 2z niska
leukocytoza.

DIAGNOSTYKA LABORATORYJNA
PLYNOW Z JAM CIALA
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PLYNY Z JAM CIALA.

W monitorowaniu leczenia i rokowaniu.
Cytodiagnostyka plynow 2z jam ciala
Badanie cytologiczne plynéw obejmuje:
sbadanie ilodciowe komorek: tzw. cytoza
ogolna liczba komérek w 1yl plynu oraz
granulocytoza - liczba granulocytéw w1 1
plynu

sbadanie jakosciowe roznicowanie komo-
rek na podstawie ich morfologii

Tabela 1. Pordwnanie przesieku | wysieku
na podstawie badania cytologicznego

Mikroskopowa Frzesigk | Wysiek
ocena ilosciowa

Cytoza <800 gl | = 1000 pi
Leukocytoza <100 pl | = 1000 pl
Granulocyloza <50 % > 50 %
Monanukleary <50 % > 50 %
{komarki

jednojgdrzaste)

Tabela 2. Pardwnanie przesieku i wysigku

na podstawie badan biochemicznych

plynuz jam ciala, wymieszaci
2.0dstawic na okolo 30 minut w celu

zhemolizowania efytrocytow oraz wybat-
wienia komorek jadrzastych

3. Wezesdniej przygotowana komore Fuchsa-
Rosenthala napetnié rozciedczonym ply-
nem i pozostawi¢ w komorze wilgotnej na
30 min. w celu opadnigcia komdrek na dno
komory

4.Policzy¢ komorki na powierzchni calej
siatki co odpowiada obj. 3,2 mm3 komory
Fuchsa-Rosenthala a nastgpnie  wyliczyc
liczbe komarek w i pl plynuwgwzoru:
Liczba komorek w1 ul = liczba komorek
wcalej komorze : 3

Badanie cytologiczne jakosciowe tzn, rozni-
cowanie komorek

Badanie cytologiczne ma na celu okreslenie
rodzaju komad-
rek 1 opisanie
ich morfologii.
Preparat cyto-

BADAMNIE PRZESIEK WYSIEK - .
BIOCHEMICZNE ligiray slleyy
Q biatkowy <05 =05 wykonaé w cy-
IO =05 SUE t_olwiré\x-'c-f:, kto-
rej zaleta jest to,
Rodz aj biatka w ptynie Przewaga albumin | Przewaga globulin S
Obecnosc  fibrynogenu | Nie wystepujg Wystepuje fibrynogen spreparat cyto-
i monomerow fibryny ilub monomery fibryny logiczny  uzy-
2 alburninowey =08 <03 skuje sie z nie-
Q o — amylazy <04 =05 wielkiej obje-
Glukoza Jak w surowicy MiZSZE NiZ W Surowicy tosciplynu
¢+ komorki
Bilirubina <06 mg/dl =06 mg/dl oy 8 :
W CZasie wWiro-
LDL Nie stwierdza sie YWystepuje wania osadzaja
Chylomikrany Mie stwierdza sie | Chionka  w  jamie | si¢ bezposre-
otrzewnowe| (barwa dnio na szkie-
_ mleczna) tku podstawo-
Cytokiny prozapalne (-] (+) wym
Markery nowotworowe (+-) (+] ¢ preparat jest
Przeciwciata przeciwko | (-) (+-) o _fﬁ“’nom_ief-
MPO ANCA nej grubosm na
.(p_. ) i niewielkiej
Er;;c(r;ﬁ?m przeciwko | -) c-ANCA +- p 0}‘,i SEaehRl
szkietka

Plyn do badan cytologicznych nalezy
pobra¢ na heparyne w stezeniu 50j/ml lub
na EDTA-K2 (do probowki morfolo-
gicznej).

Badanie cytologiczne losciowe
Badanie cytologiczne ilosciowe ma na celu
okreslenie liczby komérek jadrzastychw 1 pl
plynu. Elementy motfotyczne liczy sie w ko-
morze Fuchsa-Rosenthala o pojemnodci
3,2 ul. W metodzie tej wykorzystuje si¢ plyn
Samsona, ktory  lizuje krwinki czerwone,
utrwala komarki jadrzaste oraz wybarwia ich
jadrana kolor ciemnoczerwony.

Wykonanie:

¢ komorki
w preparacie sq niezniszczone i niezdefor-
mowane
+ krotki czas od wykonania do zabarwienia
preparatu
+ niski koszt badania
¢+ ze wzgledn na wkladki CYTOSET
jednorazowego uzytku zachowane jest
bezpieczenstwo pracy
Technika wykonania preparatow
+plyn dokladnie wymieszaé i rozcienczyc
swykonaé kilka preparatéw z plynu
nierozcieficzonego oraz rozcienczonego 3-1
5- krotnie (Tab.3)

¢ jezeli plyn jest bardzo metny, plyn

o s LAY Va3 FTLE AN



WAZNA INFORMACJA
DOTYCZACA

PRAWA WYKONYWANIA ZAWODU
DIAGNOSTY LABORATORYJNEGO

Biuro Krajowej Izby Diagnostéw Laboratoryinych uprzejmie informuje, ze dokument “Prawo Wykonywania Zawodu
Diagnosty Laboratoryjnego” jest wydawany sukcesywnie wszystkim tym osobom, ktore posiadaja kompletne dokumenty oraz
majg uregulowane zobowigzania finansowe wobec Izby.

PRZYPOMNIENIE:

Chcac otrzymaé dokument “Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego” nalezy:

€ wplaci€ 100 z1. na konto KIDL zgodnie z uchwala nr 60/2004 KRDL z dnia 17 grudnia 2004 r.,
tytulem “Wplata na rzecz KIDL na dzialalnoéé statutowsa”,

@ przestaé do biura KIDL kserokopie dowodu aty z dolaczon elng inform:

zawiera w/w aty, imie i n isko oraz numer isu na list i 0StOwW

laboratoryjnych,
@ przestaé takie za§wiadczenie lekatskie o stanie zdrowia stwierdzajace zdolnoéé¢ do wykonywania

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

Do korica sierpnia 2006 r. PT Diagnosci Laboratoryjni posiadajacy numer wpisu na list¢ diagnostow od 06001 do 08000
proszeni sa o dokonanie w/w wplaty, przystania jej kserokopii oraz uzupetnienia ewentualnych brakéw

w dokumentacji.

PT Diagnosta Laboratoryjny we wiasnym interesie - w trybie pilnym - 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 korespondenciji znajdujacy si¢ w dokumentacji KIDL.

W przypadku nieodebrania listu poleconego i zwrotu przesylki przez poczte do biura KIDL - powtérne przestanie

dokumentu bedzie mozliwe na pisemng prosbe i za dodatkows optatg poniesionych kosztow ponownego wystania do

tych z Panistwa, ktorych dotyczy¢ bedzie nie dorgczenie w/w przesytki.

Zwracamy réwniez uwage, ze dokument “Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego” nie zostanie
wystawiony i nie bedzie wystany tym diagnostom laboratoryjnym, ktdrzy:

® posiadajg braki w dokumentacii,

@ zalegaja z platnoscia obligatoryjnych skladek cztonkowskich,

¢ doryd przestali swoje zdjecia w innym formacie niz 3,5 em x 4,5 em, gdyz po zmnicjszeniu tych zdjeé do wymaganego formaru
okazuje sie, ze twarz na zdjeciu jest nieczytelna.

W przypadku dostarczenia wraz z dokumentami nieaktualnych zdjec (np. sprzed kilkunastu lat), KIDL nie bedzie ponosié

odpowiedzialnosci za wynikle z tego powodu problemy lub konsekwencje.

WYDANIE NOWEGO DOKUMENTU (Z POWODU ZNISZCZENIA, ZGUBIENIA, NIEAKTUALNEGO
ZDJECIA) BEDZIE MOZLIWE NA PISEMNA PROSBE I DODATKOWY KOSZT OSOBY ZAINTERESOWANE].
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Tabela 3. Rozcienczenie ptynu

Rozcienczenie | Plyn | 0,9% NaCl
3 -krotne 05 1ml

5- krotne 05 2ml

10 - krotne 05 4.5 ml

Merody barwienia

Metody barwienia preparatow mikro-
skopowych dziela si¢ na trzy grupy

1. Mectody polegajace na utrwalaniu
wilgomych preparatéw a nastepnie ich
barwieniu:

1.1.Metoda Papanicolau

1.2.Barwicnie hematoksylina i eozyna
2.Metodv polegajace na wysuszeniu
preparatow przed barwieniem

2.1.Metoda May - Grunwalda i Giemsy

3. Barwienia roznicujace

3.1.Barwienie przyzyciowe czerwienia
obojetna i zielenig janusowa.

4. Barwienia cytochemiczne

Wykrywanie 1 oznaczanie aktywnoséi
poszczegolnych enzymow stuzy do diagno-
styki roznicowej komdrek nienowo-
tworowych 1 nowotworowych oraz do
okreslenia stopniaich zlogliwosci.

Metoda May-Grunwalda Giemsy

Metoda May-Grunwalda Giemsy (MGG)
stosowana jest w rutynowej laboratoryjng]
diagnostyce hematologeznej do barwienia
rozmazow krwi obwodowej 1 szpiku. Po
wprowadzeniu niewielkiej modyfikacji
przystosowano metode MGG do barwienia
prepatatow cytologicznych z plynéw z jam
ciala..

Odczynniki:

Odczynnik May-Grunwalda - nierozcien-
czony

Odczynnik  Giemsy; rozcieficzony — tuz
przed uzyciem 1:20 H,O dest.

Wykonanie barwienia:

#Preparat po wyjeciu z cytowirdwki utrwalié
Cytofixem lub suszyé na powietrzu przez
ok. 30 - 60 minut

+Odczynnik May-Grunwalda (nierozc.)
- 3minuty

+H,O destylowana 2 minuty

+Odczynnik Giemsy (rocz, 20x) - 7 minut
¢Preparat spluka¢ woda 1 wysuszy¢
W temperaturze pokojowe;j.

Uwaga!

Jezeli preparat nie moze byé zabarwiony w
ciagu 30-600 minut od jego wykonania,
nalezy obowiazkowo pokryé utrwalaczem
CYTOFIX w aerozolu, ktéry utrwala oraz
zabezpiccza komorki przed nadmiernym
wysychaniem i deformacja. Tak zabez-
pleczony preparat maoze byc przecho-
wywany ok. 2-3 lat.

Barwienie przyzyciowe czerwienia obojetna
izielenia janusowa.

Metoda pozwala na odrdznienie histio-
cytow od komorek miedzyblonka 1 ko-
morek nowotworowych, ktére pozostaja
niezabarwione.

Metoda desorpcji barwnikdw.

W metodzie tej najpierw barwi sie komarki
barwnikiem podstawowym np. fioletem
krezolu, a nastgpnie poddaje komorki
dzialaniu czynnikow odbarwiajacych
op.H.O.. Jadra komorek miedzyblonka
ulegaja znacznemu odbarwieniu (desorpcii),
natomiast jadra komorek nowotworowych
odbarwiaja si¢ slabo lub nie odbarwiaja sig
weale.

Barwienia eytochemiczne

Aktywnoscl fosfatazy alkalicznej 1 amino-
peptydazy. Metoda ma szezegolne znaczenie
w roznicowaniun - komorek gruczolakow
irdznych typdw gruczolakorakow.

Reakcja PAS shluzy do réznicowania
komdrek. Dodatnia reakcja komarki
migdzyblonka, reakcja ujemna komorki
NOWOIWOTOWE.

Barwienie mucykarminem do rdznicowania
komoarek pruczolakorakéw., Reakcja
dodatnia - obecnosé sluzuw komorkach.
Barwienie oranzem akrydyny do wykry-
wania komorek nowotworowych w mikro-
skopie fluorescencyjnym. Reakcja dodatnia -
obecnosé w cvtoplazmie resztkowych
kwasow nukleinowych jadra.

Mikroskopia elektronowa - ocena struktur
submikroskopowych w celu ustalenia
odmiany histopatologicznej oraz stopnia
ZaaWwaAnsowania noworworu.

Ocena komadrek w mikroskopie fazowo-
kontrastowym - dokladna analiza cytolo-
giczna nieutrwalonych 1 nie barwionych
TOZIMIAZOW.

Metody dodatkowe maja pomocnicze
znaczenie w diagnostyce roznicowej
komérek nowotworowych, Niekiedy moga
okazac¢ si¢ uzvteczne tylko w wybranych
przypadkach. Najbardziej niezawodne
wyniki daje okreslenie liczby, morfologii
oraz fenotypu komdrek metoda cytometrii
przeplywowe;.

W chwili obecnej badanie plynéw 2z jam
ciala tylko w aspekcie okreslenia czy plyn
jest wysickiem czy przesickiem nie posiada
wartosci diagnostycznej. Lekarz chee
otrzymac  kompleksowy wynik badania
plynu lacznie z opisem (diagnoza
laboratoryjna) uwzgledniajaca cechy
fizveznne, biochemiczne oraz jakosciowa
1 ilosciows oceng mikroskopowa komadrek.
Wynik badania powinien wskazywac na
czynnik etiologiczny oraz okreslic stopien
zaawansowania choroby. Podczas labora-

toryjnej interpretacji
uwzglednic:

¢jaki jest preparat, ubogo czyv bogato-
komorkowy

¢jak sa roztozone komorki - réwnomiernie
czy tworza skupiska

¢czy komorki migdzyblonka posiadaja
jedno, dwa czy kilka jader

¢czy wystepuija figury podzialowe komarek
¢podaé procentowy udzial komdrek
poszezegolnych linii komorkowych
ezaznaczy¢, czy wystgpuja komorki
o cechach atypii, a jeshi tak to czego ona
dotyczy

¢przeanalizowaé wyniki oznaczen
biochemicznych nie tylko w plynie lecz
takze i surowicy krwi (wsp. (3 )

#po konsulracji z lekarzem w uzasadnionych
przypadkach mozna wykonaé¢ dodatkowe
badania szczegolowe, np. oznaczy¢ markery
nowotworowe, interleukiny prozapalne irp.
Najczesciej popelniany blad  przedlabo-
ratoryjny

eniewladciwa technika pobrania plynu,
¢brak pobrania plynu naantykoagulant,
¢nicwlasciwy antykoagulant,
#nicodpowiednia proporcja antykoagulantu
do ptynu,

¢brak jednoczesnego pobrania probki krwi,
¢zbyt dlugl czas przechowywania plynu
przed dostarczeniem do laboratorium,
¢plyn wykezepiony  komorki uwigzione
w wytworzonym skrzepie z krzepnacych
wlokien fibryny (plyn krzepngcy nie nadaje
sig do badan eytologicznych)

Blad laboratoryjny

eniewlasciwa technika wykonania i bar-
wienia preparatu

¢nicdokladna ocena eytologiczna
¢enicwlasciwie dobrany panel badan
biochemicznych

Blad interpreracji wyniku
enickompleksowa ocena wszystkich
badanych parametrow

¢brak wspolpracy laboratorinum z lekarzem
zlecajacym badanie

wynikdw nalezy

PODSUMOWANIE

Aby wynik badania plynu z jamy ciala byl
diagnostycznie wiarygodny, powinien byc
pozbawiony bledu przedlaboratoryjnego,
laboratoryjnego oraz bledu interpretacii.
Plyn powinien byé pobrany na skrzep, na
antykoagulant oraz na podioge transpor-
towe i wraz z probka krwi pacjenta szybko
dostarczony do laboratorium. Badanie
laboratoryjne plynéw z jam ciala jest
wicloparametryczne 1 pracochlonne,
wymaga od osoby wykonujacej badanie
duzej wiedzy 1 doswiadczenia. Do
prawidlowej interpretacji wyniku niezbgdna
jest scisla wspolpraca diagnosty labora-
toryjnego z lekarzem leczacym pacjenta.
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STANDARDY JAKOSCI
W MEDYCZNYM LABORATORIUM
DIAGNOSTYCZNYM

Zyegmunt Kopczynski

Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej Katedry
Onkologi Akademii Medycznej

im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Od wspolezesnego medycznego labora-
torium  diagnostycznego oprocz: nowych
technologii, wickszej dostepnoéci do badar,
szerokiej oferty, kompleksowej 1 pro-
fesjonalnej obslugi pacjenta, dobrej
wspolpracy 2z otoczeniem medycznym,
ustugi doradezej /pomocy w doborze
odpowiednicgo badania lub panelu badan
do danej sytuacji klinicznej/, wickszego
udzialu diagnosty laboratoryjnego w inter-
pretacji wynikow badan laboratoryjnych,
wicksze] odpowiedzialnosci, wigkszego
bezpieczenstwa dla pacjentow 1 personelu
medyeznego oczekuje si¢ przede wszystkim
wiatygodnego wyniku badania laborato-
ryjnego.

Wiarygodny wynik badania laboratoryjnego
cechujacy sie wysoka jakoscia, jest
zapewnieniem, ze zawiera on w granicach
prayjetego zakresu niepewnoscei, informacje
na temat cech biologicznych pacjenta, ktére
potrzebne sg lekarzowi w okreslonym czasie
do postawienia diagnozy lub do oceny
prowadzonego leczenia,

Wiarygodny wynik badania laboraro-
ryjnego:

— wspomaga proces okreslania stanu
zdrowia

—skraca czas pobytu chorego w szpitalu
—skraca czas rehabilitacji chorego

—szybciej doprowadza chorego do normy
Niewiarygodny wynik badania laborato-
ryjnego

—opozniawykrycie schorzenia

—prowadzi¢ moze do wykrycia nicwta-
sciwego schorzenia

— prowadzi¢ moze do niewlasciwego
wyboruleczenia

Wykonanie badania laboratoryjnego jest
procesem  zloZonym, polegajacym na
przechodzeniu elementow wejscia , poprazez
czynnodci przedanalityczne, analityczne
i poanalityezne, do elementu wyjscia jakim
jest wynik badania laboratoryjnego.
Wymagania wejSciowe zwigzane sa
z nakladem niezbednym do rozpoczecia
procesu wykonania badania. Stanowia one
miedzy innymi: materialy, metody,
procedury, wiedze, informacje, doswiad-
czenie, srodki badawcze.

Istotna role w okreslaniu wymagan
wejsciowych pelnia strony zainteresowane,
z ktorych kazda ma swoje potrzeby
i oczekiwania. Kierownictwo laboratorium
jako strona zainteresowana powinno
okresli¢:

— sekweneje czynnosci procesu wykonania
badania laboratoryjnego i ich wzajemne
oddzialywanic

— kryteria | metody potrzebne do zape-
wnienia skutecznosel zarowno przebiegu
jakinadzorowania tych czynnosci

— sposdb moenitorowania, pomiaru i analizy
czynnosci skladajacych sie¢ na proces
wykonania badania laboratoryjnego

— dzialania niezbedne do osiagniceia
wysokiej jakodei zaplanowanych badan
laboratoryjnych

— dziatania zmierzajace do ciaglego
doskonalenia badania laboratoryjnego
Proces badania laboratoryinego obejmuje
czynnosci:

a) przedanalityczne (przvgotowanie pacjen-
ta do badan, przygotowanie zlecenia,
pobieranie materiatu do badan, transport
materialu do badan, przechowywanie
materiatu do badan)

b} analityczne (dobor metod badawcezych,
dobér aparatury  pomiarowo-badawezej,
kontrola jakosci wynikow badan)

c) poanalitvezne (opracowanic wynikow
badan, konsultacja wynikéw badan,
przedstawienie i wydawanie wynikow
badan, zabezpieczenie probek po zakori-
czeniu badania).

Czynnosci przedanalityczne zajmuja okolo
56% czasu przeznaczonego na badanie,
wykonuje si¢ je manualnie i ten etap
postgpowania jest najezestszym  zrodlem
bledow. Czynnosct analityczne zajmuja
okolo 35% czasu. Z kolei czynnosci
poanalityczne, krore zajmuja okolo 9%
czasu przeznaczonego na badanie moga byé
zrodlem okoto 18%) bleddw.

Przedstawione czynnoscl procesu badania
laboratoryjnego nalezy analizowac 1 uspra-
wniaé tak, aby zapewni¢ medycznemu
laboratorium diagnostycznemu najwyzsza
cfektywnosc 1 plynnos¢ toku pracy. Bledy,
ktére moga pojawic sic w trakcie badania
laboratoryjnego wynikaja miedzy innymi z:
— nieprawidlowego przygotowania pacjenta
do badania/ badan

— niestarannego wypisania zlecenia

— nieprawidlowego pobrania materialu do
badan

—niewlasciwego oznakowania probek
—niewlasciwego transportu materialu
—zaniedban na etapie przyjmowania
materiatu do badan

— nieprawidlowego przechowywania ma-
teriatu do badan

— wadliwej obrabki wstepnej materiatu do
badan

—niewlasciwie dobranej metody badaweze|
—niewlasciwie dobranej technologii apara-
tury badawczo- pomiarowej

— nieprawidlowej oceny wynikéw kontroli
badan laboratoryjnych

— wadliwie przygotowanego sprawozdania
zbadari

Proces ustugl laboratoryjnej mozna opisac
procedurami i instrukejami dzialania, ktdre
szczegolowo przedstawiaja czynnosci bada-
nia laboratoryjnego. Skuteczne wdrozenie
procedur i instrukeji jest pwarantem
zmniejszenia bledéw przedanalityeznych,
analityczaych i poanalitycznych. Wickszosé
tych czynnosei, ktore skladajg sie na proces
ustugi laboratoryjnej mozna wystanda-
ryzowac,

Standardy jakosci zawarre w rozporzadzeniu
Ministra Zdrowia z dnia 3 marca 2004 roku
w sprawie wymagan, jakim powinno
odpowiada¢ medyczne laboratorium
diagnostyczne i w rozporzadzeniu Ministra
Zdrowia z dnia 23 marca 2006 roku
w sprawic standardow jakodci dla
medycznych laboratoriéw diagnostycznych
i mikrobiologicznych sa wypelnieniem
delegaciji ustawowej art. 17 ust. 3 i 4 ustawy
z dnia 27 lipca 2001 o diagnostyce
laboratoryjnei.

W sposob uogolniony rozporzadzenie
zdnia 3 marca 2004 roku okresla:

1. Wymagania, jakie powinny spetniaé
pomieszezenia 1 urzadzenia medyeznego
laboratorium diagnostycznego ze szcze-
gdlnym uwzglednieniem warunkow sanitar-
nych pomieszezen i urzadzen.

2. Wymagania fachowe wobec personelu
i kierownicrwa laboratorium, Zgodnie z za-
pisami zawartymiw tym rozporzadzeniu:

a) pomieszczenia laboratorium powinny byc
dostosowane do rodzaju prac, jakie s w nich
wykonywane, w sposob  zapewniajacy
poprawna jakosé pomiarow i wiarygodnosé
wynikdw

b) pomieszeczenia i urzadzenia labo-
ratorium musza gwarantowac bezpieczne
ihigieniczne warunki pracy

c) wlaboratorium wyodrebnia sie:

- pomieszezenia glowne

- pomicszczenia specjalne

- pomieszezenia socjalne

- pomieszezenia sluzace do obslugi
pacjentow, w przypadku gdy na terenie
laboratorium jest rowniez pobierany
material do badar,

d) w pomieszczeniach do wykenywania
czynnosci diagnostyki laboratoryjnej,
biezaco kontroluje sie warunki mogace miec
wplyw na wyniki badan

) laboratorium wyposaza si¢ w aparaturg
pomiarowo-badaweza dostosowana do
rodzaju wykonywanych badan, umozli-
wiajaca stosowanie metod badawezych
zgodnych z aktualnym stanem wiedzy.

W rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z dnia
21 marca 20006 roku zmieniajacym
rozporzadzenie w sprawie wymagan, jakim
powinno odpowiadaé¢ medyczne labo-
ratorium  diagnostyezne § 5.4 otrzymal
brzmienie:

Laboratorium prowadzi dokumentacjg
dotyczaea aparatury pomiarowo-badawcze
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oraz sprzetu, stanowiacych wyposazenie
laboratotium zawierajaca:

1) karty gwarancyjne;

2) specyfikacie techniczne;

3) datg rozpoczecia eksploatacji;

4) wykaz pracownikow przeszkolonych
i upowaznionych do obslugi oraz osdb
bezposrednio odpowiedzialnych za dana
aparature lub sprzet;

5) instrukcje uzytkowania;

6) zapisy kalibracji;

7) instrukcje postepowania przy dziataniach
naptrawczych i korvgujacych;

8) oswiadezenie o dopuszczeniu do uzytko-
wania po usunieciu awarii;

9) dane o bieiacej obstudze 1 kontroli;

10) dane o konserwacii biezacej 1 okresowej
prowadzonej przez uzytkownikow zgodnie
ze wskazaniami wytworcow lub podmioty
autoryzowane przez dystrybutorow lub
WYtWOrcow.

Wymagania fachowe wobec personelu
i kierownictwa laboratorium okreslaja:

a) kierownikiem laboratorium jest osoba,
ktora posiada tytul specjalisty zgodnie
zprofilem laboratorium

b) osoby zatrudnione na stanowisku kiero-
wiika laboratorium nie krocej niz rok przed
dniem wejicia w zycie rozporzadzenia | nie
posiadaja  tvtulu specjalisty, moga byé
zatrudnione na tym stanowisku, jednak nie
dluzej niz 4 lata od dnia wejscia w zycie
rozporzadzenia

¢) w laboratorium zatrudnia si¢ osoby, ktére
posiadaja  kwalifikacje zawodowe odpo-
wiadajace zakresowi zadan na danym
stanowisku pracy.

Drugie rozporzadzenie Ministra Zdrowia
z dnia 23 marca 2006 roka w sprawie
standardow jakoscl dla medycznych
laboratoriow diagnostycznych i mikrobiolo-
gicznych dotvezy:

a) zlecenia badania laboratotryjnego

b) pobierania materialu do badan laborato-
ryjoych

¢) transportu materiatu do badan laborato-
ryjnych

d) przyjmowania materialu do badan labora-
toryjnych

e) przechowywania materiatu do badan la-
boratoryjnych

f) metod badawczych

) kontroli jakosci wynikow badan laborato-
ryjnych

h) przedstawienia i wydawania wynikéw ba-
dan laboratoryjnych

W sposob uogolniony standardy te okreslaja
wymogi nast¢pujacych czynnosct:

Zlecenie badania laboratoryjnego

1. Laboratorium opracuje w porozumieniu
z podmiotem, dla ktérego w sposdb ciagly
realizuje lub bedzie realizowac zlecenia
badan laboratoryjnych oraz wdrozy i stosuje

procedure zlecenia badania laboratoryjnego.
2. Procedura zlecenia okresla w szcze-
golnosci formularz zlecenia badania labora-
toryjnego, ktéry zawiera w szczegdlnosci:

- dane pacjenta

- dane lekarza zlecajacego badania

- miejsce przeslania wyniku lub dane osoby
upowaznionej do odbioru wynikdw badan

- rodzaj materiatu i jego pochodzenic

- zlecone badania

- tryb wykonywania badania

- dartg i godzing pobrania materiatu do ba-
dania

- dane osoby pobierajacej material do ba-
dania

- dat¢ i godzing przyjecia materialu do
laboratorium

-istotne dane kliniczne pacjenta

Pobieranie materialu do badad laborato-
ryjnych

1. Laboratorium opracuje, wdrozy i stosuje
procedurg pobierania materialu do badan
oraz udostepni je stalemu zleceniodawcy,
ktory potwierdza zapoznanie sig z tymi
procedurami. Sposob pobierania materialu
do badan nie moze wplywaé na wlasciwosct
probki.

2. Procedury te uwzgledniaja w szcze-
golnosci wymagania:

a) krew do badan wykonywanych rutynowo
jest pobierana:

- po wypoczyrku nocnym

- NA CZCZO

- przy zachowaniu dotychezasowej diety

- przed leczeniem lub po ewentualnym
odstawieniu lekow mogacyeh wplywaé na
poziom mierzonego skladnika, o ile nie
zaburza to procesu terapeutycznego

¢) mocz do badania ogdlnego wykony-
Wanego rutynowo jest pozyskiwany:

-z plerwszej porannej mikcji

- powypoczynku noenym

-naczczo

- przy zachowaniu dotychezasowej diety

- przed leczeniem lub po ewentualnym
odstawieniu lekdow mogacych wplywac na
poziom mierzonego skladnika, o ile nie
zaburza to procesu terapeutycznego

3. Procedury pobrania materiatu zawieraja
w szezegolnosci informacje dotyczace:

- godzin pobierania materialu

- sposobu pobierania materiatu

- rodzajuiobjetosci pobierancgo matetialu

- kolejnosci pobierania probek materiatu

- pojemnikéw na material i ich oznakowania
- postepowania ze sprzetem 1 materialami
medycznymi stosowanymi przy pobieraniu
4. Osoba pobicrajaca:

- przy kazdym pacjencie stosuje nowa parg
rekawiczek jednorazowego uzytku
-weryfikuje tozsamosc pacjenta

- oznakowuje zgodnie ze zleceniem pojem-
nik z materialem

- sprawdza zgodnos¢ oznakowania ze
zleceniem

- sklada na zleceniu podpis potwierdzajacy
pobranie materialu zgodnie z podstawo-
wymi wymaganiami oraz z procedurg
pobrania materialu

Transport materialu do badan laborato-
ryjnych

1. Material do badan laboratoryjinych jest
dostarczany do laboratorium przez upowa-
znione osoby w zamknietych probéwkach
lub pojemnikach, w zamknietym opakowa-
niu zbiorczym oznaczonym , MATERIAL
ZAKAZNY”.

2) Dostarczenie pobranych probek do
laboratorium nastepuje w warunkach
i w czasie scisle odpowiadajacym
procedurom, ktére laboratorium opracuje,
wdrozy 1 stosuje oraz udostepni zlecenio-
dawcom 2z uzyskaniem potwierdzenia
zapoznania si¢ z tymi procedurami.

3) Procedury transportu materialu zawieraja
w szezegolnosc informacje dotyczgee:
zabezpieczenia materialu przed uszko-
dzentem

-bezpicczenstwo osoby transportujace]
materiat

- minimalizacje skutkow skazenia w wypad-
ku uszkodzenia transportowanego mater-
iatn

- opisu pojemnikdw i opakowan zbiorczych
- przeznaczonych do transportu
-dopuszczalnego czasu transportu
-dopuszczalnego zakresu temperatury
transportu

- sposobu dekontaminacji w praypadku ska-
zenia z uwzglednieniem rodzajow materialu
Przyjmowanie materialu do badan labora-
toryjnych

1)Laboratorium opracuje, wdrozy i stosuje
procedury:

-przyjmowania

-rejestrowania

-wewnetrznego oznakowania materialu do
badan.

2)Laboratorium udostepnia  zleceniodaw-
com procedury przyjmowania materiatu do
badan z uzyskaniem potwierdzenia
zapoznania si¢ oraz sprawdza zgodnosc
zlecenia z oznakowaniem materialu oraz
przydatnosé materialu do badania.

3)W przypadku stwierdzenia przez labora-
torium niezgodnodcl otrzymanego mater-
iatu do badan z wymaganiami dotyczacymi
pobierania i transportu, pracownik zglasza
to kierownikowi lub osobie przez niego
upowaznionej, ktérzy w razie potwierdzenia
niczgodnodci moga odmdwi¢ wykonania
badania. Odmowg wykonania badania
odnotowuje si¢ w dokumentaciji i zawiada-
mia zleceniodaweg. Dalsze postgpowanie
z materialem laboratorium uzgadnia ze
zleceniodawca,
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Przechowywanie materialu do  badan
laboratoryjnych

1. Laboratorium opracuje, wdrozy i stosuje
procedury przechowywania materialu do
badania laboratoryjnego dla  wszystkich
wykonywanych badan, okreslajac warunki
i maksymalny czas przechowywania,
zuwzglednieniem w szczegolnodei aktualne)
wiedzy medyczne] 1 zalecen wytworcow
wyrobow medycznych stosowanych do
diagnostyki in vitro.

Maksymalne czasy od pozyskania materialu
do wykonania badania, pochodzace z do-
kumentu naukowego Swiatowej Organizacii
Zdrowia ,Use of anticoagulants in
diagnostic laboratory investigations &
stability of blood, plasma and serum
samples” (WHO/DIL/LAB/99.1 Rev. 2),
opracowanego przez migdzynarodowa
grupe ckspertow pod przewodnictwem
prof. W.G. Guder (Monachinm, Niemcy)
zawarto w zalaczniku nr 3 rozporzadzenia
zdnia 23 marca 2006 1.

2. W przypadku gdy badanie jest
wykonywane po uplywie maksymalnego
czasu i pozyskania materialu do wykonania
badania, to w dokumentacji odnotowuje sig
przyczyny oraz zaznacza sic na formularzu
wynikéw fake wykonania badania po tym
czasie.

3. Laboratorium prowadzi dokumentacje
dotyczaca przechowywania materialu przed
i po wykonaniu badania z uwzglednieniem

- miejsca

- czasu

- temperatury

- sposobow postgpowania

-osob odpowiedzialnych za przechowywa-
nie materiatu

Metody badawcze

I. Laboratorium stosuje metody badawcze,
ktore odpowiadaja aktualnej wiedzy
medycznejisa:

- opublikowane w pismiennictwie migdzy-
narodowym lub krajowym lub

- opracowane i opisane dla potrzeb danego
laboratorium z uwzglednieniem udokumen-
towanego przez laboratorium procesu
walidacii.

2. Labortatorinm usrala liste wykonywanych
badan 1 udostepnia ja zleceniodawcom
z uzyskaniem potwicrdzenia zapoznania sig.
3. Laboratorium opracuje, wdrozy 1 stosuje
procedury stosowanych metod, krore
zawieraja

- celi zasade wykonywania badania

- wykaz wyrobdw medycznych stosowanych
do diagnostyki in vitro, w tym odczynnikdw,
kalibratoréw i materialow kontrolnych wraz
zwarunkami ich przechowywania

- instrukcje przygotowania materialu do
badan

- opis postgpowania analitycznego

-opis charakterystyki parametréw anality-

cznych metody zwalidowanej przez labora-
torium

- wykaz czynnikow interferujacych

- zakres biologicznych wartosci referencyij-
nych uzyskiwanych przy stosowaniu danej
metody z podaniem zrodia informacii
Kontrola jakoseci wynikéw badan
laboratoryjnych.

1. Kazdy rodzaj oznaczenia wykonywanego
przez laboratorium podlega stalej
wewnatrz- 1 zewnatrz-laboratoryjnej
kontroli jakosci wynikow badan.

2. Laboratorium opracuje zgodnie z akru-
alng wiedza medyczna, wdrozy i stosuje
procedury wewnatrzlaboratoryjnej kontroli
jakosci wynikow dla wszystkich rodzajow
wykonywanych badad, w ktérych okreslone
54

- rodzaje materialu kontrolnego

- czestotliwosc 1 forma tej kontroli

- metody oceny bleddéw przypadkowych
1 bledow systematycznych

- kryteria akceptacii 1 zasady postgpowania
w przypadku dyskwalifikacji wynikow
kontrolnych 2z uwzglednieniem zalecen
Centralnego Osrodka Badan Jakosci
w Diagnostyce Laboratoryjnej

3. Za prowadzenie programow kontroli
jakosci wynikow badan odpowiada
kierownik laboratorium lub wyznaczony
przez niego pracownik.

4. Laboratorium stosuje materialy kontrolne
o roznych peoziomach ocenianego
skladnika.

5. Kazdy niemianowany material kontrolny
podlega wyznaczeniu wartosci umownie
naleznych oraz rozproszenia uzyskanych
wyntkow. Jezell wyniki kontrolne spelniajg
wymagania jakosciowe, okreslone
w procedurze kontroli jakosci, to sa
podstawy zalozenia kart kontroli,

6. W przypadku gdy nie wyst¢puja materialy
kontrolne lub nie sa dostgpne, co jest
poswiadczone przez wytworce tych
materialow lub jego upowainionego lub
autoryzowanego przedstawiciela, mini-
malna forma kontroli jakosel wynikow jest
kontrola powtarzalnosci wynikow badan
pacjentow.

7. Laboratorium kontroluje wielkosé bledu
systematycznego nie rzadzie] niz raz
w miesigeu oraz przy kazdej mozliwoscl jego
wystapienia, a w szczegolnosci przy:

- zimianie serii odezynnika

- zmianie kalibracji

- pojawieniu si¢ sygnalu ostrzegawczego
{np. ukierunkowane odchylenia w kontroli
odtwarzalnosci lub zmiana srednich
dziennych).

8. W przypadku stwierdzenia niezgodnosci
lub bledéw laboratorium wprowadza
dzialania kotygujace i naprawcze w swoim
zakresie kompetencji.

9. Laboratorium prowadzi dokumentacje

kontroli wewnatrzlaboratoryjnej, w ktore;
odnotowuje:

-wyniki oznaczen

- stwierdzone przekroczenia dopuszezal-
nych zakresow bledow

podigte dzialania korygujace, naprawcze
izapobiegawcze.

10. Laboratorium bierze staly udzial
w podstawowych programach migdzy-
laboratoryjne] kontroli jakodci organizo-
wanych przez COB|] w Diagnostyce
Laboratoryjnej. Dla badan nieobjetych
podstawowymi programami bierze udzial
w innych programach krajowych i migdzy-
narodowych.

11. Laboratorium poddaje kontroli miedzy-
labotratoryjnej wylacznie wyniki uzyskane
przy wykorzystaniu aparatury pomiarowo-
badawcze] stanowiacej jego wyposazenic
oraz wymienionych w procedurze metody
badawczej wyrobow medycznych stoso-
wanych do diagnostyki in vitro.
12.Poswiadczeniu przez kierownika labora-
torium podlegaja:

— wyniki uzyskane w programach miedzy-
laboratoryjnej kontroli jakosci badan

— analiza wynikéw kontroli jakosci badan
zwyjasnieniem wykazanych niezgodnosci

— podejmowane dziatania naprawcze
izapobiegawcze.

13. Dokumentacja kontroli jakosci wynikow
badan jest przechowywana co najmnicj
przez 10 lat.

Przedstawienie i wydawanie wynikéw badan
laboratoryjnych.

1.Laboratorium opracuje, wdrozy i stosuje
procedury wydawania wynikéw badan labo-
ratoryjnych ze szezegolnym uwzglednie-
niem informacji o wynikach znajdujacych
si¢ w zakresie wartosei kryrycznych.
2.Formularz wynikéw badania laboratoryj-
nego jest ustalany przez laboratorium
w porozumicniu ze zleceniodawea, ktory
zawiera w szczegolnosci pola:

- data wydruku / wykonania badania

-rodzaj badania

- dane pacjenta

- miejsce przestania wyniku badania lub
dane osoby upowaznionej do odbioru

- dane laboratotium wykonujacego badania
- dataigodzina przyjecia materialu do badan
~wyniki w formie liczbowej lub opisowej
-zakres biologicznych wartosci referencyj-
nych

-laboratoryjna interpretacia wynikow

- dane osoby autoryzujacej badanie

- informacje dotyczace widocznych zmian
wiasciwoscl probki, ktore moga mieé wplyw
nawynik badania.

3. Wynik badania laboratoryjnego zawiera
podpis 1 odeisk pieczec osoby autoryzujgce;
wynik badania z wlaczeniem wydawania
wyniku w postaci elektroniczne;j.
4.Formularz wynikow badania laboratoryj-
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nego wypelnia si¢ w sposob czytelny.

5. Wyniki badan laboratoryjnych przecho-
wuje sig co najmniej 10 lat,

Niniejsze standardy zostaly opracowane
w celu zapewnienia wlasciwego poziomu
I jakosci ezynnosci diagnostyki laborato-
ryjnej, w kedrych sklad wechodzg réwnicz
czynnoscl polegajace na wykonywaniu
oceny jakoscl 1 wartoscl diapnostycznej
badann oraz laboratoryjnej interpretacji
I antoryzacji wyniku badan. Stanowia one
opis wykonywania czynnodci diagnostyki
laboratoryjnej od zlecenia badania do
wydania wyniku badania laboratoryjnego.
Standardy jakosci zawarte w obydwu
rozpotrzadzeniach zostaly opracowane
przez Zespol ds. Organizacji 1 Wdrazania
Systemu Jakosci w Medycznych Labora-
toriach Diagnostycznych 1 Mikrobiolo-
gicznych powolany zarzadzeniem Ministra
Zdrowia przy wsparcin merytorycznym
Biura Akredytacji w Ministerstwie Zdrowia
oraz przy wspoludziale:

- konsultantow krajowych 1 wojewadzkich
w dziedzinie diagnostykilaboratorynej

- Centrum Monitorowania Jakogci w Ochro-
nic Zdrowia w Krakowie

- Centralnego Osrodka Badan Jakosc
w Diagnostyce Laboratoryjnej wLodzi

- przedstawicieli Krajowe] Rady Diagno-
stéw Laboratoryjnych

- przedstawicieli Zarzadu Gléwnego Pol-
skiego Towarzystwa Diagnostyki Laborato-
tyin

- przedstawicieli Kolegium Medycyny
Laboratoryinej

Przy opracowaniu standardéw jakosci
Zespol brat pod uwage norme PN EN
1SO/IEC 17025 : 2005 (U) "Ogolne wyma-
gania dotyczace kompetencji laboratoriow
badawezych 1 wzorcujacych™ oraz norme
PN EN IS0 15189, Laboratoria medyczne-
szczegolne wymagania dotyczace jakosc
ikompetencji”.

Medyczne laboratoria diagnostyczne
w ciagu 3 lat majg obowigzek dostosowaé
dzialalnos¢ do wymagan okreslonych
w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z 23
marca 2006 roku w sprawie standardéw
jakosci dla medycznych laboratoriéw
diagnostycznych i mikrobiologicznych.
Wdrozenie przedstawionych  standardow
jakosci w medycznych laboratoriach
diagnostycznych w Polsce w ciagu trzech lat
bedzie ogromnym wysiltkiem dla diagno-
stow laboratoryjnych, Konieczne bedzie
opracowanic odpowiednich procedur,
instrukeji 1 zapisow. Ogromna liczba
diagnostéw laboratoryjnych zostala juz
przeszkolona w  zakresie tworzenia
dokumentacji systemu jakosc, dla wielu
szkolenia takie beda konieczne. Do realizacji
tych zadan Srodowisko diagnostow

laboratoryjnych jest dobrze przygotowane,
posiada liczna kadre wykladowcaw,
specjalistow  ds. jakosct w laboratoriach
medycznych i auditordw. Posiada rez
doskonaly bazg lokalows w budynku
stanowigcym  wlasnosé  Krajowej lzby
Diagnostéw Laboratoryjnych w Warszawie
przy ul. Konopackiej 4.

Przygotuje 1 przedstawie propozycie
programu  szkolen, ktory powinnismy
tozpoczac w IV kwartale tego roku
kalendarzowego.

W podsumowaniu pragng wyrazi¢ swoje
przekonanie, ze srodowisko diagnostow
laboratoryjnych wdrozy standardy jakosci w
obowiazujacym terminie. Wdrozenie
standardéow  jakosci w medycznych
laboratoriach diagnostycznych i mikrobio-
logicznych  korzystnie wplynic na caly
system ochrony zdrowia w Polsce, zardwno
w kontekscie bezpieczenstwa pacjentow, jak
i w kontekscie korzysci dla laboratoriéw
i podmiotéw, ktore te laboratoria utworzyly.
-
UWAGA!!

Wszystkim osobom przesylajacym do Biura
KIDL kserokopie dokumentow zwracamy
uprzejmie uwage, aby kserokopie te byly
potwierdzone za zgodnosé z oryginalem,
przy czym kopie dokumentow mozna
potwierdza¢ np.: w kadrach zakladu pracy
lub u Przedstawiciela KRDL
wojewodztwo, wzglednie - odplatnie - u no-
tariusza. Potwierdzenie zgodnosci danego
dokumentu z oryginalem musi by¢ zaopa-
trzone w piecze¢ instytucyi, datg i nazwisko
osoby aprobujacej.

na dane

Sekretarz KRDL
Czestaw Glowniak

KOMUNIKAT

Zgodnie z art. 17 ustawy z 27 lipca 2001
roku o diagnostyce laboratoryjnej (DZ.U.
z 2001 roku, Nr 100, poz. 1083 z pdin. zm.)
laboratorium jest zakladem opicki zdro-
wotngj. Laboratorium moze byc takze
jednostka organizacyjna zakladu opieki
zdrowotnej, jednostki badawczo-rozwojo-
wej albo wyzszej uczelni medyeznej.

Status zaktadu opieki zdrowotnej laborator-
ium uzyskuje z chwila wpisu do rejestru
zakladow opicki zdrowotnej prowadzonego
przez Wojewoddw (ustawa z 30 sierpnia
1991 roku o zakladach opieki zdrowotnej -
Dz.U. Nr 91, poz. 408 z pdin, zm.). Tym
samym laboratorium, musi uzyskac wpis do
rejestru wojewody. W obeenym  stanie
prawnym nie jest dopuszezalne funkcjono-
wanie medycznego laboratorium diagnosty-
cznego tylko twylacznie na podstawie wpisu
do ewidencji dzialalnosci gospodarcze.
Dodatkowo, zgodnie z art. 19 ust. 2 w/w
ustawy o diagnostyce laboratoryjnej

podmiot, ktory prowadzi laboratorium, jest
obowiazany wystapi¢ z wnioskiem o wpis
laboratorium réwniez do ewidencji Krajo-
wej Rady Diagnostow  Laboratoryjnych;
ul. Konopacka 4; 03-428 Warszawa,
(tel. 022741-21-57)
Jednoczesnie uprzejmic informuje, e
podmiot ktory udziela $wiadezed zdrowo-
tnych bez wymaganego prawem wpisu
podlega karze aresztu, ograniczenia
wolnosci albo grzywny (art. 147a kodeksu
wykroczer).

Z powazaniem Prezes KRDL

(-) Henryk Owezarek

INFORMACJA.

W zwiazku 2z wypisywaniem dokumentu
"Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty
Laboratoryjnego", po raz kolejny apelujemy
dowszystkich Padistwa posiadajacych:

- stopnie naukowe (doktora, doktora
habilitowanego, profesora nadzwyczajnego,
profesora zwyczajnego),

- stopnie specjalizacji w danej dziedzinie
iuzakresie (1 stopnia, 11 stopnia), aby w trybie
bardzo pilnym przesylali do biura KIDL
brakujace kserokopie wymienionych
dokumentow potwierdzonych za zgodnosc
odpisu z oryginalem.

W przypadku niedopelnienia przez
Szanownych PT Diagnostéw Laborato-
ryjnych powinnosc okreslonych w uchwale
nr 14/2003 KRDL z dnia 13 marca 2003 1. -
ewentualne zmiany w dokumencie "Prawo
Wykonywania Zawodu .." zwiazane beda
z dodatkowymi kosztami, ktére poniosa

osob ;-' Zﬂjrlff resowanc,

Prosimy uprzejmie, tych wszystkich PT
Diagnostéw  Laboratoryjnych, ktorzy
W ostatnim czasie:
-uzyskali specjalizacje,
- zmienili adres zamieszkania,
- zmienili dowéd osobisty,
- zmienili zaktad pracy,
- zmienili stan cywilny,
aby w trybie pilnym przestali do biura KIDL
kserokopie (potwierdzona za zgodnosé
odpisu z oryginalem), w/w dokumentdw,
zgodnie z arr, 8 ust. 3 ustawy 2z dnia 27 lipca
2001 1. o diagnostyce laboratoryjnej (tekst
jednolity: Dz: U, 2004.144.1529).
Sekretarz KRDL
Czestaw Glowniak

APELUJEMY O SYSTEMATYCZNE
OPLACANIE SKEADEK
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Charakterystyka szczepow Staphylococcus
aureus z zastosowaniem metod fenotypo-
wych.

Jacek Migdzobrodzki®, Natalia Malachowa®,
Tomasz Markiewski*, Anna Bialecka**,
Andrze) Kasprowicz™*,

*) Zaklad Mikrobiologii, Wydzial Biotechno-
logii, Uniwersytet Jagicllonski, ul. Grono-
stajowa 7, 30-387 Krakow,

*#%) Centrum Badan Mikrobiologicznych
i Auto szezepionek im. Dr o Jana Bobra,
ul. Stawkowska 17, 31-016 Krakdw:
Wprowadzenie.

Bakterie z gatunku Staphylococcus aureus
(gronkowiec zlocisty) sa wszechobecne
w biosferze. Kolonizujg rozne srodowiska,
ale poczatek zawsze biora od ludai
1 zwicrzat, gdyz rozmnazaja sic tvlko
wwyzszyeh organizmach. U zdrowych ladzi
stanowig one glowny skladnik mikroflory
prawidlowej skory 1 blon sluzowych, ale
moga takze by¢ przyczyna zakazen
endogennych lub egzogennych u oso-
bnikow z predyspozycja do zakazenia. Jest
to podstaws zaliczenia tych bakterii do tzw.
mikroflory oportu n i stycznej lub wzglednie
komensalnej. Gatunek b aureus stanowi
obecnie takze jeden z glownych czynnikéw
ctiologicznych  zakazen szpitalnych, Na
poczatku lat szesédziesiatych dwudziestego
wieku po raz pierwszy w Europie
odnotowano epidemie powodowane przez
meticilinooporne szczepy tego gatunku
(ang. Methicillin Resistant Staphyvlococcus
Aureus - MRSA) aby wkrotce rozprze-
strzenic si¢ na caly swiat i urosnac do rangi
globalnego problemu epidemiologicznego.
Opornosé szczepow MRSA na wiele
roznych lekow, ale przede wszystkim ich
opornosé na dzialanie antybiotykéw bera-
laktamowych (penicylinowych) uczynily
zakazenia powodowane przez te szczepy
niebywale trudne i kosztowne w leczeniu
[Hacek | wsp., 1999; Rubin i wsp,, 1999;
Dzierzanowska, 2000]. Z tego wzgledu rak
duzg wage przywigzuje si¢ obecnie do
lokalizacji Zrodel zakazen i kontroli
rozprzestrzeniania sig szczepGw  MRSA.
Czynnik etiologiczny powodujac epidemig
infekeji wywodzi sie od pojedyncze
komarki, ktore] potomstwo jest genetycznie
identyczne lub blisko spokrewnione
z organizmem zrodtowym (tzw. charakter
klonalny czynnika etologicznego). Mikro-
otganizmy, ktore sa klonalnie pokrewne
maja te same czynniki wirulencii, cechy
biochemiczne oraz wlasciwosci genomowe,
Jednakze w obrebie gatunku S, aureits
wystepuje znaczna roznorodnosé wsrad
wystepujacych  organizmaow, ktore izolo-
wane z roznych zrodel w réznym czasie oraz
zroznych obszardw geograficznych mozna
zakwalifikowac do wielu roznych typow lub

SZCZEPOW.

Typowanie bakteryjnych izolatdw lub
podgatunkow  (subspeciation) jest nie-
zbednym narzedziem w kontroli transmisji
nosicielstwa szezepow S.
epidetnt. Ze wzgledu na klonalny charakrer
gatunku S. aitrem niezmiernie istotne jest
okreslenie na podstawie markerdw
epidemiologicznych stopnia pokrewierstwa
analizowanych izolatéw klinicznych.
Whasciwie dobrana metoda typowanie
pozwala na uzyskanie obrazn transmisji
zakazei na badanym obszarze oraz
umozliwia znalezienie Zrodla pochodzenia
danego ustroju i tym samym prowadzi do
jego skutecznej eradykacji. W trakeie dlugo
trwajacej rywalizacji czlowieka z gron-
kowcem zlocistym opracowany zostal
szereg metod rypowania okreslajacych
korelacje epidemiologiczne szczepow S
aureus i identyfikacji szczepow nalezacych
do tego gatunku. Historyeznie pierwsze
zostaly opracowane metody fenotypowe
oparte na prezentowanych przez bakeerie
cechach bedacych wynikiem  ekspresii
genow oraz ponickad oddzialywania
stodowiska zewnetrznego. W niniejszej
pracy =zostana przedstawione metody
fenotypowania szczepow S. aureus, ktore
byly, a nicktére z nich sa nadal stosowane
w dochodzeniach epidemiologicznych oraz
korelacji wéréd szczepow gronkowea
zlocistego.

1. Biotypowanie.

W badaniach epidemiologicznych lub
ckologicznych w celu precyzvinego
okreslenia Zrodla szezepu 1 drogl jego
rozprzestrzeniania sig, moze zaistniec
potrzeba podania dokladniejszej chara-
keerystyki analizowanych szczepdw i po-
dzielenia ich na jeszcze mniejsze jednostki
systematyczne. System blotypowania
pozwala na roznicowanie szczepdw S.
aurcus ludzkich 1 zwierzeeych w poszez-
egolne biotypy 1 warianty ckologiczne
(ecovars). Biotypowanie opiera si¢ na
czterech podstawowych reakcjach,
mianowicie reakeji produkeji stafylokinazy,
p-hemolizyny, koagulacji osocza bydlecego
oraz typ wzrostu na agarze z fioletem
krystalicznym [Devriese, 1984]. Inny system
zaproponowany przez Brytyjezykow
sugerowal podzial na szesé biotypow
oznaczonych literami od A do E Jego
podstawg sa roznice w produkecji
metabolitow  takich jak stafylokinaza
{fibrynolizyna), barwnik, hemolizyny alfa
i beta, clumbing factor, zdolhosé wykrze-
piania osocza ludzkiego lub wolowego,
wzrost na agarze 2 floletem krystalicznym,
mozliwosé typowania zestawem fagoéw a
takze pochodzenie |[|eljaszewicz 1 wsp,,

1978].

aureus oraz

2. Serotypowanie.

Immunologiczna analiza antygenow
powierzchniowych komérki, czyli metoda
serotypowania  szczepow S, aureus jest
najpowszechnie] wykorzystywana do okre-
slania typu serologicznego otoczki oraz typu
koagulazy, [Schlichting 1 wsp.,, 1993].
Pomimo ze zostalo zidentyfikowanych 11
typéw otoczkowych dla gatunku S. aureus,
az 85-90 % klinicznych izolatow MRSA
nalezy do 5 lub 8 serotypu otoczkowego
[Watts i wsp., 2005]. Tak wigc metoda ta ma
niska silg rdznicujaca 1 stosowana jest tylko
w Japonii [Lopaciuk 1 Dezierzanowska,
2002]. Pomimo to typowanie serologiczne
moze byé metoda uzupelniajaca do innych
metod typowania szczepow S, aureus.
U bakterii tych znanych jest obecnie ponad
trzydziesci aglutynogendw (wystepujacych
na powierzchni komorki roznych deter-
minant antygenowych wielocu-krowych
i biatkowych). W oparciu o te aglutynogeny
stosuje sig dwie metody typowania
serologicznego: metode Oedinga
i Haukenesa oraz metode Pilleta [Jelja-
szewicz 1 wsp., 1978]. W obu tych metodach
bada sig aglutynacje szczepéw z surowicami
typowymi lub wzorcowymi. W pierwszej
metodzie zastosowanie znajduje czternascie
surowic wzorcowych., Wychodzac z zalo-
zenia, ze kazdy szczep ma na swej
powierzchni kilka aglutynogendw, ma
miejsce fakt, ze moze by¢ aglutynowany
przez kilka surowic. W ten sposob uzyskuje
sic wzor scrologiczny dla pojedynczego
szezepu. Drugametoda - Pilleta, opiera sig
tez na ok, czternastu surowicach typowych,
z ktorych kaida aglutynuje szezep tylko
jednego typu. Niewatpliwa zaleta typowania
serologicznego tymi metodami jest
stabilnosé aglutynogendw | mozliwosc
typowania szczepow dajacych sig typowac
fagami. Wada tej metody to brak standardéw
typowania kontrolowanych przez jeden
osrodek referencyjny.

3. Typowanie bakteriofagowe.

Koncepcja typowania gronkowcedw pray
pomocy bakteriofagdw zostala opracowana
w latach czterdziestych XX wicku. Fagi
wyroznia okreslona swoistodc  (lytic
spectrum), a bakterie posiadajg okreslony
wzor fagowy (phage pattern), gdyz lizowane
sq przez okreslone fagi. Jest to podstawa do
wyroznienia fagowych grup, a takze
odpowiadajacych im grup bakrterii,
typujacych sig tymi fagami. Do typowania
ludzkich szezepow gatunku S. aureus stosuje
si¢ micdzynarodowy zestaw fagow
rworzacych cztery podstawowe grupy, od 1
do IV, oraz dodatkowa grupe mieszang
|Jeljaszewicz iwsp,, 1978].

System typowania fagami zostal
wystandaryzowany przez International
Subcommittee on Phage Typing of



Charakterystyka szczepow Staphylococcus aureus

7 zastosowaniem metod fenotypuwyl:h.

Staphylococci [Parker, 1972]. Od tego czasu
stosuje  si¢ miedzynarodowy zestaw 23
bakteriofagdw. Czestokroé dodatkowo
uzywa si¢ dwoch miegjscowo wrysele-
kejonowanych fagow, keore staja si¢ bardzo
pomocne w typowaniu szczepow, ktore nie
reaguja na miedzynarodowy zestaw fagowy.
Liza komorek bakteryjnych powodowana
przez bakteriofagi prowadzi do powstawa-
nia tzw. lysinek. Rozrdznia sie dwa typy
reakejl typowania bakteriofagami, reakeje
silna i slaba. O reakeji silnej mowi sig wtedy,
edy liczba powstalych lysinek na szalce
przekracza pigédziesiat. Podcezas typowania
uzyskuje si¢ niekiedy wynik reakcji slabej,
jednak do okreslania pokrewiedstwa
badanych szczepow wykorzystuje sie
jedynie wynik uzyskany w reakcji silnej.
Tylko taki jest wynikiem branym pod uwage
istatystycznie istotnym. Jesli u gronkoweow
nie nl)‘serwu;e sig h,:\' komorek w trakcie
zastosowania smndﬂrdowqjo rozcienczenia
(RTD - Routine Test Dilurion) wowezas
stosuje sig stu krotnic wyzsze stezenie fagow
(100 xRTD).
Przez wiele lat metoda typowania
bakteriofagami byla powszechnie
stosowang metoda dla typowania szezepow
gatunku 8.
cpidemiologii szczepow MRSA. Kilka
epidemii zostalo zidentyfikowanych wiasnie
dzigki tej metodzie, ktdra ma zdecydowanie
lepszg silg dyskryminujaca niz inne metody
fenotypowe, np. zymotypowanic czy
okreslenie typu otoczkowego. [Kerr 1 wsp.,
1990; Richardson i Reith, 1993; Cox i wsp.,
1995; Piechowicz 1 Galiniski, 2003].
Wartos¢ tej metody w odniesieniu do
szczepow MRSA obniza wysoki odsetck
szczepow nietypujacych sie podstawowym
zestawem fagow. Niektore zrodia donosza,
ze okolo 20-30 % szczepéow MRSA nie
poddaje si¢ typowaniu bakteriofagami
[Bannerman i wsp., 1995; Schlichting i wsp.,,
1993], ale wyniki uzyskane przez Khalifa
i wsp. wskazuja, ze populacja szczepow
MRSA nie dajacych si¢ typowaé fagami
moze stanowi¢ nawet 75% wszystkich
wyizolowanych szezepow [Khalifa i wsp.,
1989]. W zwiazku z tak wysokim odsetkiem
szczepOw nietypujacych sie wartosc
uzyskiwanych informacji o pokrewienstwie
szczepOw jest znaczaco zanizona ze
wzgledu na niemoznosé okreslenia stopnia
pokrewienstwa szczepow nie typowanych.
Wartos¢ tej metody jest takze znacznie
ograniczona poprzez brak powtarzalnosci
uzyskiwanych wynikéw. Te same szczepy
moga dawaé rozne wyniki kiedy sq typowane
na przestrzeni czasu. Problem ten narasta
wowcezas, gdy przeprowadza sie dlugo
terminowe badania nad kolekeja szczepow.
Ograniczona powtarzalnosé testu, olbrzymi

aureus I do kontroli

naklad pracy powiazany z utrzymaniem
fagéw 1 jakoéel kontroli oraz wystepowanie
szczepow niedajacych si¢ typowaé fagami,
obnizyly znaczenic tej mectody w ciagu
ostatniego dziesigciolecia,

4. Antybiogram - ocena profilu
lekowrazliwosci.

Typowanie na podstawie profilu lekowrazli-
wosci/lekoopornosci stanowi obok
fagotypowania podstawowa metode
roznicowania szczepow S. aureus wirod
kilku metod fenotypowych [Blanc i wsp.,
1994], Metoda ta zyskala szerokic uznanie w
placowkach diagnostycznych dzicki swojej
wzglednej latwosci wykonania, a co
wazniejsze jako jedna z nielicznych metod
jest metoda wystandarvzowana. Polskic
laboratoria, podobnie jak wicle innych na
swiecie, postuguja si¢ standardami NCCLS
(National Committee ftor Clinical
Laboratory Standards (Approved Standards
- Fifth Edition NCCLS document M7-A5,
2000), co umozliwia pordwnywanie
wynikow  pomigdzy roznymi  osrodkami
diagnostycznymi na swiecie. Na podstawie
obecnosel lub  braku cech opornosc,
szczepy moga byé réznicowane lub
grupowane do tego samego klonu [Blanc,
1996]. Wzdr opornosci bakterii na
antybiotyki w pewne] mierze zalezy od
srodowiska w jakim  znajduja si¢ dane
szezepy, W ewiazku 2z rym identyczne
antybiogramy moga charakteryzowac
szezepy  niespokrewnione jako  wynik
podobnej selektywne] presji otoczenia.
Réwnorzednie moze zachodzi¢ sytuacja
odwrotna, w ktorej izolaty tego samego
klonu moga przejawia¢ rdine wzory
lekowrazliwosci w zwiazku z nabyciem lub
utratg plazmiddéw niosacych geny opornosel
[Blane i wsp., 1996; Gillespie i wsp,, 1990;
Tenover 1 wsp, 1994]. W wickszosci
przypadkow, antybiogram nie meoze byc

uzvty  jako podstawowa  metoda
typowania  szczepow  MRSA.  Jednak
czasami  wzor wrazliwosel endemicznego

lub epidemicznego klonu moze byé tak
roznigey sic w obrebie badanej populacii, ze
antybiogram bedzie wystarczajacg metoda
do wyselekejonowania takiego szczepu.

W badaniach rutynowych znajduje
zastosowanie dyfuzyjno-krazkowa metoda
oznaczania wrazliwosci szczepow na
antybiotyki, zwana od nazwisk jej autoréw
metodg Kirby-Bauera. Rodzaj i stgzenie
antybiotyku w krazku, ktory stosuje si¢ przy
badaniu wrazliwosci gronkowcow, zalezy od
pochodzenia szczepu.

5. Elektroforeza biatek,

5. 1. Analiza profilu biatek komoérko-
wych - proteomu.

Rozwdj technik elektroforetycznych
pozwala pordwnywac szczepy w oparciu

o roznice biatek komoérkowych powierzch-
niowych i wydzielniczych lub wszystkich
bialek po uprzednim zlizowaniu komdrek.
Analiza wszystkich bialek komérkowych
otrzymanych po degradacji komorek
poddanych dzialaniu lizostafyny moze byé
wykonana technika elektroforezy w zelu
13011akr)lmmd0wvm (PAGE), \Xymk}em
takicgo rozdziatu elektroforetycznego jest
powtarzalny charakterystyczny wzor
zlozony z okolo pigcdziesigeiu prazkow
[Thomson-Carter i Pennington, 1989
Gaston i wsp,, 1988; Costas i wsp., 1989].
Uzyskiwane ra metoda réznice pomigdzy
niespokrewnionymi szczepami MRSA sa
nieznaczne, co 2 kolei powoduje, iz sila
roznicujaca takiej metody jest nicwielka.
Niska niekiedy powtarzalnosé¢ takich
rozdzialow elektroforetyeznych a tym
samym niemoznosé porownania probek
szezepow z roznych zeli otrzymanych po
analizie elektroforetycznej oraz niska
korelacja wynikow z innymi metodami, ap.
typowaniem przy pomocy bakteriofagdw,
stawia te metode w rzedzie technik
0 niewysokiej przydatnosci do typowania
szczepow S. aurcus, a zupelnie niskiej do
MRSA na szersza skale [Weller, 2000].

5.2, Immunoblotting.

Jednym ze sposobdéw udoskonalenia analizy
biatek jest wykonanie reakeji Western Blorz
uzyciem znakowanych przeciwcial
antygronkowcowych 2z rozdzielonymi w
ttakecie elektroforezy antygenami tego
szczepu. Zrodlem takich przeciweial moze
by¢ zardowno surowica krolicza po
wezesniejsze] ekspozycji zwierzgcia na 8.
aurens jak | mieszana surowica ludzka, pray
zalozeniu, Zze wystarczajaca liczba dawcow
miata kontakt 2z patogenem. Tmmuno-
blotting jest mnie] niz poprzednio
omowiona analiza bialek komérkowych
podatny na zmiany warunkow podczas
clektroforezy, 1 daje nizsza liczbe prazkdw,
przez co interpfetacja wynikow staje sig
latwiejsza 1 jednoznaczna. Wszystkie
szczepy S, alireus sa typowalne ta metoda,
chociaz podezas epidemii metoda moze nie
dawaé wystarczajacego zroznicowania, aby
prawidlowo wykluczyé niespokrewnione
izolaty [Burnie i wsp., 1989; Mulligan i wsp,,
1988; Gaston 1 wsp., 1988; Tenover i wsp,,
1994].

5. 3. MLEE (ang. Multilocus Enzyme
Electrophoresis).

Metoda MLEE pozwala na wykeycie
allelicznego zroznicowania wérad zardwno
ludzkich jak i zwierzecych patogendw, w tym
takze szczepow gronkowea zlocistego.
Typowanie metoda MLEE oparte jest na
polimorfizmie badanych enzymow
komérkowych. Stopieri migracji poszcze-
golnych bialek zalezy bezposrednio od ich
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skladu aminokwasowego, w zwigzku
z czym, ponad 80% jednostkowych zmian
w skladzie aminokwasowym jest wykrywane
poprzez zmiany wilasnosci elektro-
thretycznych badanych bialek. Zmiennosc
cnzymatyczna jest odzwierciedleniem
roznic genetycznych powstalych w toci tych
enzymow. Szezepy bakteryine moga zostaé
zaklasyfikowane do poszczegdlnych typow
clektroforetyeznych (ET) na podstawic
otrzymanych wzorow elektroforetycznych.
Natomiast stopiefi pokrewienstwa izolatow
jest okreslany na podstawie podobiensow
1 roznic wystepujacych w profilu
clekrroforetycznym tych izolatow

W przypadku diagnostyki szczepow MRSA
wszystkie izolaty sa typowalne,
a powtarzalnos$é metody jest zadawalajaca.
Sila réznicujaca tej metody zalezy jednak
w pewnej mierze od tego, ktore enzymy
zostaly wybrane do analizy, gdyz nicktore z
nich moga okaza¢ sic monomorficzne nawet
w obrebie znacznej kolekeji przebadanych
szezepow. Calkowita liczba analizowanych
enzymow waha sigw granicach od dwunastu
do dwudziestu, ale wzgledna sita rdznicujaca
kazdego 2 nich nie zostala do tej pory
oceniona |Tenover 1 wsp.,, 1994; Musser
1 Kapur, 1992; Opal i wsp., 1990]. Tak wigc

nie jest mozliwe stwierdzenie, jaka bedzie

optymalna kombinacja enzymow
pozwalajgea na prawidlowe zréznicowanie
szCzepOW.

5.4, Zymotypowanie.

Jako jedna z odmian MLEE, zymo-
typowanie opiera si¢ na polimorfizmie
enzymow gronkowcowych nalezacych do
grupy lipaz, esteraz. Branger i wsp.
zidentyfikowall trzy typy esteraz A, B i C.
Polimorfizm enzymow jest okreslany na
podstawie roznic w ruchliwosci
elektroforetycznej w zelu poliakrylamidowo
-agarozowym powodowanych roznym
zakresem aktywnosci wobec pigcin
synterycznych substratéw: et- 1 p-octanu
naftylu, octanu indoksylu oraz a- i p-
maslanu naftyly, a takZe opornoséci na dwu-
izopropylo fluorofosforan [Branger
1 Goullet, 1987], Podobnie jak w metodzie
MLEE szczepy sa typowane na podstawie
obserwowanych réznic w  ruchliwosci
elektroforetycznej esteraz wyizolowanych
z badanych szczepdw 8. mirem. Wickszosé
doniesien na temat przeprowadzonych
badai z uzyciem tej metody pochodzi od
pojedynezego zespolu badawezego, ktory
stosowal t¢ metode do typowania kolekej
szczepow S. cmreus zarowno wrazliwych
jak 1 opornych na mertciline. Zostalo
wowczas wyodrebnionych dwadziescia
szesd zymotypow, z ktorych czternascie
nalezalo do szezepéow MRSA. Jak do te
pory wszystkie szczepy sa typowalne,
a otrzymywany wzor jest powtarzalny

i niezmienny. Trudno jest jednak
jednoznacznie stwierdzic czy podobienstwa
wsrod esteraz sa odzwierciedleniem
pokrewienstw genetycznych pomigedzy tymi
szczepami [Branger 1 Goullet, 1987; Branger
1 Goullet, 1989; Schlichtingiwsp., 1993].

6. Identyfikacja gatunkowa .V- aurcus
wlaboratorium diagnostycznym.
Materialy kliniczne diagnozowane pod
katem obecnosci S. aureus mozna posiewac
na podloze agarowe z 5% krwia barania, lub
podloza wybidreze np. podloze Chapmana
lub Baird Parkera. Charakterystyczne
kolonie gronkowcow izolowane z odpo-
wiednich podlozy poddaje sie dalszej
szezegolowej analizie. W rutynowej
diagnostyce laboratoryjnej, w identyfikacji
gronkowcéw do  gatunku, stosuje  sic
metody biochemiczne, pozwalajace na
wykryeie:

- biatka CF (dumpingfactor) - test
szkietkowy z plazma krolicza;

- koagulazy wolnej - test probowkowy z
rozcienczong plazmg  krélicza; DNA-zy
termostabilne;;

- wykrycie jednoczesne CE, bialka A,
a niekiedy anrygendw otoczki polisacha-
rydowej, przy zastosowaniu lateksowych
testow komercyjnych; cech biochemicznych
z zastosowaniem komercyjnych testow
diagnostycznych Tak zidentyfikowane
szczepy w rutynowe] diagnostyce
mikrobiologicznej moga by¢ poddane
dalszym metodom analizy genetycznej
stosowanym w dochodzeniach epidemio-
logicznych (Hryniewicz, 1999; Szewczyk,
2005).

Podsumowanie

Konwencjonalna  identyfikacja gatunkow
gronkowcdw oparta jest na charakterystyce
morfologicznej, wlasciwosciach
fizjologicznych oraz chemicznym skladzie
sciany komorkowej [Bannerman i wsp,
1995; Brun i wsp., 1990; leven 1 wsp., 1995;
Kloosiwsp., 1991; Renneberg i wsp., 1995],
Ogdlna doktadnoéé konwencjonalnych
testéw jest niska i miegci sie w przedziale od
50 do 70% [Gram 1wsp,, 1994; leven i wsp.,
1995; Petl i wsp., 1994; Renncberg i wsp,,
1995]. Ze wzgledu na ro, ze fenotyp
charakteryzujacy dany szczep powstaje
dzigki wspoloddzialywaniu  genotypu
bakterii oraz czynnikdw srodowiskowych,
dochodzi¢ moze do sytuacji kiedy szezepy
niespokrewnione, pod wplywem dzialania
selekeyjnej presji srodowiska zewnetrznego,
bedq charakteryzowaly si¢ identycznymi
profilami, co z kolei bedzie prowadzilo do
blednego okreélenia korelacji
epidemiologicznych zachodzacych
pomigdzymi tymi szczepami, Zatem
opracowanie metod szybkiej i dokladnej
identyfikacji gronkowcow stalo sig
niezmiernie wazne, gdyz umozliwia wezesne

wykrywanie ich potencjalne) zdolnosel do
powodowania okreslonego
chorobowego, ustalenic wrazliwosci na
antybiotyki oraz moze byé pomocne
w wyjasnieniu klinicznego znaczenia
kazdego gatunku,

Obeenie czolowa role w typowaniu bakterii,
aw tym takze 1 gatunku S, cmreus przejely
metody molekularne oparte na analizie
genomu bakteryjnego [Malachowa 1 wsp.,
2005; Sabat i wsp.,, 2006]. Natomiast
diagnostyczne metody fenotypowe
odgrywaja istotng role w okresleniu rodzaju
i gatunku analizowanych szczepow oraz
petnia funkcje metod pomocniczych
w typowaniu epidemiologicznym.
Najwigksze wyzwanie stanowi przepro-
wadzenic analizy, ktéra miarodajnie
i rzetelnie bedzie grupowaé szezepy
epidemiologicznie spokrewnione oraz
wyrozniac je od szczepow niespokrewni-
onych. Zwyczajowo systemy typowania
stosuje sie do analizy epidemii szpitalnych,
ale sa one rakze pomocne w leczeniu
pacjentow 1 pozwalajac okreslic, czy dana
infekcja jest infekcja plerwotna czy tez
nawracajaca. Metody typowania przede
wszystkim  jednak umozliwiajy poznanie
i zrozumienie epidemiologii zakazen.
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OPINIE PRAWNE RADCY
PRAWNEGO KIDL
Grazyna Filipowska-Kejna WA 1376

Opinia w sprawie zatrudnienia na
stanowisku kierownika laboratorium
osoby nie posiadajgcej wymaganych

kwalifikacji.

Zgodniec z § 0 rozporzadzenia Ministra
Zdrowia z dnia 3.03.2004r, w sprawic
wymagan jakim powinno odpowiadaé
medyczne laboratorium diagnostyczne /Dz.U
nr 43 poz 408/ kierownik Iaboratorium musi
posiadac¢  specjalizacie  zgodng = profilem
laboratorium. Dopiero w § 8 okreslono, ze
musi to byé specjalizacja Il stopnia.
Specjalizacja nie jest natomiast wymagana do
wykonywania zawodu diagnosty, wystarczy
ukonczenie, np. studiow  magisterskich na
kierunku analityka medyczna. Osoba, ktora
stara si¢ dopicro o specjalizacje nic moze
podjac pracy na takim stanowisku. Pracodawca
ma jednak obowigzek zgodnie z art, 17.
Kodeksu pracy ulatwic diagnoscie uzupel-
nienie kwalifikacji poprzez specjalizacie.
03.02.2006

Opinia w sprawie zatrudnienia na
stanowisku miodszego asystenta osoby
po licencjacie.

Zgodnie z pkt. 3a i 3b zaljcznika do
rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia
3.03.2004r. w sprawie wymagan jakim
powinno odpowiadac¢ medyczne laboratorium
diagnostyczne /Dzl] nr 43 poz 408/
mlodszym asystentem moze by¢ osoba
posiadajaca ukonczone studia wyzsze majace

zastosowanic w diagnostyce.

Przepis nic wymaga aby byly to studia wyzsze
magisterskie jak w przypadku stwierdzenia
prawa wykonywania zawodu diagnosty.
Dlatego tez licencjat na kierunku biologii
moze zostad zatrudniony na  stanowisku
miodszego  asystenta jednak bez  studiow
magisterskich na tym kierunku oraz
ksztalcenia podyplomowego w zakresie
analityld medycznej nie bedzie mogl uzyska¢
tytutu diagnosty laboratoryjnego.

21.04.2006

Opinia w sprawie dyzurow tzw. ,,pod
telefonem.” w zaktadach opieki
zdrowotne;j.

Zgodnic z art 32k ustawy o zoz osoby
wykonujace zawdd medyezny 1 posiadajacy
wyzszewyksztalcenic mogy byé zobowigzani
do pozostawania poza zakladem pracy
w gotowosci do wykonania §wiadczen

zdrowotnych /dyzur pod telefonem/.

Za kazda godzing pozostawania w gotowosci
do udzielania swiadezen pracownik otrzymuje
wynagrodzenie w wysokosei 50%  swojej
stawki godzinowe] za kazda godzine. Jezeli
zostaniewezwany do zakladu do wykonania
§wiadezenia wynagrodzenic wynosi juz 130%
stawki godzinowej.

21.04.2000
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INFORMACJA
DLA PT DIAGNOSTOW
LABORATORYJNYCH POSIADAJA-
CYCH UPRAWNIENIA DO
ZMNIEJSZENIA LUB
ZAWIESZENIA PLATNOSCI
SKEADEK CZEONKOWSKICH.
Uprzejmie informuje, ze w dniu 17 grudnia
2004 r. na X Posiedzeniu KRDL, zostala
podjeta znowelizowana i ujednolicona
w jednym dokumencie oraz odpowiadajaca
potrzebom PT Diagnostdw, uchwala nr
62/2004 KRDL w sprawic zawicszenia
obowiazku platnosci sktadki czlonkowskie
na rzecz Korporacji lub zmniejszenia jej
wysokoscl.
ZAWIESZENIE platnosci skladek w mysl
w/w Uchwaly dotyczy tych 2z Panstwa,
ktorzy:
-utracili prace (paragraf 1 ust. 1),
- pozostaja na urlopie wychowawezym nie
wykonujae czynnoscl na podstawic umowy
o prace lub umowy cywilnoprawnej
{paragraf 1 ust. 2),
- wykonujg, czynnosci diagnostyki laborato-
ryjnej w ramach wolontariatu bez pobietania
wynagrodzenia (paragraf 1 ust. 3),
ZMNIEJSZENIE wysokosci skladek
czlonkowskich o 50% dotyczy natomiast
0s0b, ktérzy na mocy decyzji ZUS uzyskali
prawo do emerytury, Swiadczend przedeme-
rytalnveh lub renty (w tym inwalidzkiej) -
(paragraf 2).
Decyzje w sprawach wymienionyeh w pa-
ragrafie 1, ust. 1, 21 3 oraz w paragrafie 2
przedmiotowej uchwaly KRDL podejmuje
Krajowa lzba Diagnostéw Laboratoryjnych
na pisemny wniosek zainteresowanych
diagnostow.
Dotychezasowe Uchwaly nr 21/2003,
28/2003132/2003 traca swojamoc prawna.
Zainteresowane osoby powinny przesytac
do Biura KIDL pisemne wnioski wraz z
wiasciwymi  dokumentami (np.: decyzja
PUP, zaswiadczenie o utlopie wycho-
wawezym, umowa wolontariatu, decyzja
ZUS w sprawach emerytalno - rentowych).

Sekretarz KRDL
Czestaw Glowniak
=
Diagnoéci laboratoryjni od kilku miesiecy
moga nabywac uprawnienia specjalizacyjne.
Wsrad pierwszych laureatek z laborato-
ryjnej transfuzjologli medycznej 6 diagno-
stek zlozyly panstwowy egzamin specja-
lizacyjny 1 uzyskaly tytul specjalisty dnia 30
maja 2006 1.

To picrwsze tytuly specjalizacyjne z tej
dziedziny diagnostyki laboratoryjnej
w Polsce.
Wsrad rych pionierek sa:
- z Rzeszowa PT Panie mgr Wanda Zimny i
mgr Urszula Kulpa;
- z Wroclawia PT Pani dr n. med. Elzbieta
Klauza, zas PT Pani mgr Malgorzata
Watman-Danielkiewicz jest ze Stupska,
a takze lekarki medyeyny PT Panic Anna
Lipiriska ze Szezecina i Monika Fabisz-
Koltodzinska z Zielonej Gory.
Wszystkim skladamy szczegolne gratulacje i
cieszy nas, ze diagnosci laboratoryjni
osiagaja kolejne dostepne specjalizacje
medyczne,
Prezes KRDL
Henryk Owczarek.
|

KOMUNIKAT RZECZNIKA
DYSCYPLINARNEGO KIDL
KOMUNIKAT RZECZNIKA
DYSCYPLINARNEGO KIDL
Rzecznik Dyseyplinarny KIDL nie
odpowiada na telefony i anonimowe pisma.
Uprzejmie informuje, ze zainteresowane
osoby 1 strony kierujace do Rzecznika
Dyscvplinarnego KIDL (ul. Konopacka 4,
03-428 Warszawa) skargi i pisma powinny
przesylaé je pisemnie (!!I) z podaniem adresu
do korespondenciji, zas w praypadku PT
Diagnostow Laboratoryjnych, oprécz
adresu, nalezy podaé numer wpisu na listg
diagnostow  laboratoryjnych. DANE TE
POZOSTAJA WYLACZNIE W DYSPO-
ZYC]1 1 DO INFORMAC|I RZE-
CZNIKADYSCYPLINARNEGO KIDL.

Rzecznik Dyscyplinarny KIDL

Ewa Tuszewska

|
KOMUNIKATI!

Krajowa lzba Diagnostow Laboratoryjnych
przypomina wszystkim Kolezankom
i Kolegom diagnostom laboratoryjnym, ze
wszelkie oficjalne informacje dotyczace
diagnostéw laboratoryjnych 1 diagnostyki
laboratoryjne] (miedzy innymi wszystkie
uchwaty KRDL, wazne opinic Radey
Prawnego KIDL, waine akty prawne,
wazne dla kazdego informacje, takze
dotyczace skiadek czlonkowskich, itp.) sa
opublikowane w poszczegolnych numerach
Gazety KIDL "Diagnosta Laboratoryjny".

Gazeta jest bezplatnie rozsylana na adresy
domowe do wszystkich PT Diagnostow

Laboratoryjnych.

=
Zwracamy sig z prosba o wnikliwe
zapoznawanie oraz postugiwanie sig
podanymi w gazecle informacjami.
Z bezposrednich rozmow telefonicznych,
a takze z korespondencji przesylanej do
biura KIDL droga pocztowa i elektroniczng
wynika, ze nie wykorzystujecie Patistwo
materialdw tam zawartych, Rodzi to
naszym zdaniem - niepotrzebne dlugie
telefoniczne 1 pisemne wyjasnianic spraw,
ktdre nurtujg PT Diagnostdw, 4 sa one juz
powszechnie dostepne oraz opublikowane
na tamach gazety, biuletynn, czy tez na
naszych stronach internetowych. Sytuacja
taka powoduje rowniez i to, ze ponosicie
Panstwo niepotrzebne koszty zwizzane z
rozmowami telefonicznymi 1 innymi
formami kontakru.

KIDL jest zawsze do dyspozycji Patistwa i
zawsze shuzymy wszelka pomoea, rowniei
w sprawach innych niz juz opublikowane
i podane do publicznej wiadomaosci
w roznych formach medialnych.

Przesylajac korespondencie do biura KIDL
prosimy zawsze o postugiwanie sig
numerem wpisu na liste diagnostow
laboratoryjnych oraz podawanie aktualnego
adresu do korespondenciji, a takze co jest

oczywiste - swoich danych osobowych.

Sekrerarz KRDL
Czeslaw Glowniak

e
INFORMACJA DLA PT
DIAGNOSTOW
LABORATORYJNYCH

Krajowa Izba Diagnostow Laboratoryjnych
w siedzibie, ul. Konopacka 4 w Warszawie
dysponuje aktualnie 15 miejscami
noclegowymi dla Diagnostow Laborato-
ryjnych na czas pobytu w Warszawle z okazji
udzialu w szkoleniach specjalizacyjnych
i kursach. KIDL ma przygotowane pokoje,
w ktorych sa wygodne warunki do noclegdw
(bez poscieli) i ewentualnego dziennego
pobytudla  zamicjscowych  diagnostow
laboratoryjnych na czas szkolenia. Nocleg
bez zobowiazan finansowvch.

Zgtaszajacy, posiada]'q-cy uregulowane
skfadki cztonkowskie, kontaktuje sig
telefonicznie z Panem Jarostawem

Wrzoskiem (tel. kom.: 607 875 660).

Kierownik Biura KIDL
Stanistaw IKrezel



