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Gazete ,,Diagnosta Laboratoryjny”, ktérq
Panstwo otrzymaja, traktowac¢ chcemy
Jjako wydanie wakacyjne. Zawrzed w niej
chce, 1 kieruje, szczegdlny apel do
Panstwa.

Miesiqce, ktore beda nas zblizac do
korica 2006 roku, bedaq takze szczegolne,
z tytulu odpowiedzi, ktore bedziemy
musieli znalezé i dad, tak dla rozwigzan
dla naszego kraju, jak i dla naszego
zawodu.

Czekaja nas wybory do wladz samorza-
dowych - wspélnoty zawodowej.
Czekaja nas wybory do wtadz
samorzqdowych samorzqdu lokalnego,
samorzqdu terytorialnego. To sq te
wlasciwe powody, dla ktérych kieruje
apel do wszystkich diagnostow
laboratoryjnych.

Obok wyboréw do wladz samorza-
dowych czekaja nas réwniez wybory
delegatow na II Krajowy Zjazd
Diagnostow Laboratoryjnych. Mijaja
cztery lata, kiedy funkcjonujemy
w gronie zawodoéw zaufania publi-
cznego. Ten wyznacznik, jakim jest
zaufanie publiczne, tworzy uzasadnienie
do mego apelu, kierowanego, do Pan-
stwa. Nie spoczywaja na nas, na
diagnostach laboratoryjnych, pomowie-
nia i potrzeba dokonania lustracji
w naszych zespotach, poniewaz
stuzylismy i praco-waliSmy przez wiele
dziesiecioleci w malo eksponowanych
strukturach stuzby zdrowia; mimo, Ze od
naszej pracy zalezalo czesto, a wila-
Sciwie zawsze, rodzaj skutecznej terapii
podjetej wobec pacjenta.

A jednak niewielu byto w strukturach
stuzby zdrowia takich o0s6b, ktérzy
chcieli oddaé nalezny szacunek i naleznq
wage wykonywanej pracy, w stuzbie
zdrowia obywateli, przez diagnostow
laboratoryjnych. Obecnie kiedy mamy
Swiadomos$é znaczenia swojej pracy,
a szczegblnie gdy z ltaw poselskich
wybijane sa stowa, jak strofy, ze nie
sposob mysle¢ o rzetelnych medycznych
sSwiadczeniach bez uprzednich i wspot-
bieznych, z prowadzona terapiq
medyczna, badaniach laboratoryjnych
wykonywanych w medycznych labo-
ratoriach diagnostycznych.

Nie ciazy zarzut na diagnostach laborato-

ryjnych czerpanie korzysci finansowych ze
swojej pracy, i naduzywanie stanowiska lub
miejsca pracy dla swoich prywatnych celéw.
Dlatego tez w rozpoznanej, poprzez badania
sondazowe, wiarygodnoS$ci i prestizu oraz
zaufania, zawdéd nasz uzyskuje wysokie
notowania w grupie zawodoéw medycznych.
Dlatego tez apeluje.

Pojdzmy do wyboréw samorzadowych
z wlasnymi kandydatami, z naszego
S$rodowiska, na: radnych, wojtéw, starostéow
i marszalkéow sejmikéw wojewddzkich
i takze do innych zadan w strukturach
samorzqdu terytorialnego.

Zgtosmy naszych kandydatow. Twiérzmy
komitety wyborcze dla diagnostow
kkandydujacych do wladz samorzqdowych.
Wiarygodnosé i rzetelnosS¢ naszego zawodu
dowodzona przez wiele lat jest rekojmiq dla
nas i spoteczenstwa, ktére bedzie wybierac
radnych do samorzadu.

Ponadto, w tle wyborow samorzqdowych,
dokonywaé sie beda wybory sposréd nas,
delegatéw, na II Krajowy Zjazd Diagnostéw
Laboratoryjnych. A maja to by¢ osoby chcace
uczestniczyé¢ w samorzadzie zawodowym,
podnoszace range zawodu, poprzez
utrzymanie i podnoszenie ksztalcenia
zawodowego i tworzenie dostepnosci dla
chegcych rozpoczqé nowe rodzaje specja-
lizacji.

Dokonana w Sejmie nowelizacja ustawy
o diagnostyce laboratoryjnej, w wyniku
debaty poselskiej nie zachwiala prawem
naszym do posiadania odrebnego zawodu
medycznego, a wiecej nawet, ugruntowata
postawione wymogi i wymagania kompeten-
cyjne oraz dookreslita warunki dopuszcze-
nia do wykonywania czynnosci diagnostyki
laboratoryjnej i uprawnieni zawodowych
(w tym numerze zostaje zamieszczony tekst
repliki Prezesa KRDL =zaczerpniety
z diariusza prac Sejmowej Komisji Zdrowia
na wystagpienie Prezesa NRL - strona 5)

Ufam i jestem przekonany, zZe delegatami na
Nasz, II Krajowy Zjazd (Delegatéw)
Diagnostow Laboratoryjnych wybrani
zostanqg najlepsi z najlepszych, bo przeciez
diagnostami laboratoryjnymi zostali réwniez
najlepsi.

Prezes KRDL
Henryk Owczarek
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Krajowa Rada Diagno-
stow  Laboratoryjnych
zgodnie z art. 39 ustawy
o diagnostyce labo-
ratoryjnej z dnia 28
sierpnia 2003 r. prze-
syla sprawozdanie
z dzialalnosc Sameo-
rzadu diagnostow
laboratoryjnych za
trzeci rok dziatalnosel
Samorzadu diagnostow
laboratoryjnych tj. za rok 2005.

Ustawa o diagnostyce laboratoryjne] z dnia 27 lipca
2001 z pozn. zm. okreslita czym sq czynnosc
diagnostyki laboratoryine] oraz  doprecyzowala
kryteria regulujgce tytul uprawniajacy do
wykonywania zawodu diagnosty laboratoryjnego i
wskazala miejsce wykonywania czynnosei z zakresu
diagnostyki laboratoryjnej okreslajac je medycznym
laboratorium diagnostycznym.

L. W kolejnym roku dzialania samorzadu I Kadencii
KRDL, Biuro KIDL po nabyciu prawa wlasnosci
do lokalu, miedci si¢ przy ul. Konopackiej 4
w Warszawie, Budynek pod tym adresem jest
siedziby [rajowej Izby Diagnostow Labo-
ratoryjnych 1 lokalem Biura Krajowej Rady
Diagnostiw Laboratoryjnych,

2. Podobnie jak w poprzednich latach nie zmienita
si¢ struktura 1 podstawa  dzialalnosei KIDL
i KRDL. Jedynym zrodlem funkcjonowania
1 finansowania KRDIL sg skladki ezlonkiw
wpisanych na liste KIDL, diagnostow labo-
ratoryjnych. Korporacja diagnostow labo-
ratoryjnych dotad nie wystgpila z wnioskiem do
Ministerstwa Zdrowia 1 Sejmowej Komisji
Budzerowej o dofinansowywanic swojej
dzialalnogel w trybie znanym jak wobec NIL
i NIPiP. Dotacje ze $rodkow  publicznych,
z dyspozycji paistwa pozwolilyby na szerszy zakres
dzialalnosci  Korporacji, szezegolnie w zanie-
dbywanej przez lata pomocy dla diagnostow
laboratoryjnych w ich ustawowym  obowiazku
ustawicznego ksztalcenia 1 uzyskiwania
specjalizacil,

3. Diagnostami laboratoryjnymi w roku 2005
zostaly tylko te osoby, ktore zlozyly wnioski o wpis
na liste diagnostow laboratoryjnych, a ke
spelnialy wymogt okreslone ustawa. Aktualnic do
31 grudnia 2005 roku zostalo wpisanych na listg
diagnostdw laboratoryjnych 10580 0sob, Czynnych
diagnostow laboratoryjnych w zawodzie na konice
2005 roku bylo 10257, przy czym 93 pozostawalo

na uprawnieniach do swiadezen emerytalnych, Te
osoby nic zawieszaly prawa do  wykonywania
zawodu.

4. Do 31 grudnia 2005 roku KRDL wydala 446
dokumentdw - Prawo Wykonywania Zawodu
Diagnosty Laboratoryjnego, ktdre zastapi
wydawane wezesniej przed 2005 rokiem,
"Zaswiadezenic" o wpisic na listg diagnostow
laboratoryjnych potwierdzajace uprawnicnia do
wykonywania czynnosci diagnostyki laboratoryjne;.
Wydawanie nini¢jszego dokumentu nie moze nabrac
wlasciwego tempa i spetniajacego oczekiwanie
czlonkow Korporacji z przyczyny ograniczone]
mozliwoscl finansowania kosztow  zwigzanych
z opisywaniem i wysylka dokumentow.  Wsrod
wpisanych na liste w 2005 roku diagnostow
laboratoryjnych to przede wszystkim absolwenci
kierunku analityli medycznej 1 wykonujacy czynnie
zawdd absolwenci kierunku lekarskiego wylonujacy
czynnosci  diagnostyki  laboratoryjne] i majacy
specjalizacje w wymaganym z ustawy zakresie.

5. Biuro KIDL wlasciwie zamknelo rejestr
i ewidencje medycznych laboratoriow diagno-
stycznych w2005 roku. Aktualnie sa one
weryfikowane pod katem zgodnosci danych
zgloszonych we wnioskach 1 nastepuje aktualizacja
danych ulegajacych zmianie, a dotyczacych oséh
zatrudnionych, badz ich uprawnienia do wy-
konywania zawodu. Ewidencja jest aktualizowana.
Wedlug informacji dostepnych w KIDL istnicje
jeszeze pewien obszar dzialalnosel laboratoriow
analitycznych, ktore nie sa wpisanc w rejestr KRDL,
a ktore $wiadeza tak podmiotom medyeznym jak
i pacjentom swoje ustugi. Ten obszar wymaga ciagle
interweneji, i wspoldzialania z odpowiednimi
Urzedami na terenic wojewodztw, rejestrujacymi
dzialalnodé  gospodarcza. Wspdludzial w tym
zakresie z Wojewddzkimi Oddzialami Narodowego
Funduszu Zdrowia pozwala regulowac zakres
swiadczen laboratoryinych zgodnie z wymogami
rozporzadzenia Ministra Zdrowia  dotyczacymi
wymaganych standardéw 1 warunkdw $wiadczen
udziclanych w medycznym laboratorium
diagnostycznym.

6, W ewidengji KRDL na 31 grudzien 2005 roku
pozostaje 2321 medycznych laboratoriow
diagnostycznych, Funkcje kierownicze nic sa
spelniane we wszystkich laboratoriach przez osoby
posiadajace wymagane specjalizacje tak co do
stopnia jak 1 zakresu specjalizacji wlasciwych do
speeyfiki i rodzaju laboratorium. Te niczgodnosé
KRDL usilnic stara si¢ climinowa¢ poprzez
mobilizacj¢ srodowiska do podejmowaniu
ksztalcenia specjalizacyjnego. W wyniku tych
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dzialan w 2005 roku i biezacym specjalizacje
podjelo okolo 1200 oséb, w ustalonym
trybie w trakcie wspdldzialaf Ministerstwa
Zdrowia, CMKP, Uczelni Medycznych oraz
KRDLinawniosek KIDL.

7. Zostali powotani Pelnomocnicy Rektora
ds. Organizacji Szkolenia Specjalizacyjnego
Diagnostow Laboratorvinych w  Aka-
demiach Medycznych oraz Przedstawiciele
KRDL w Specjalizacyjnych Komisjach
Egzaminacyjnych 1 Komisjach Postg-
powania Kwalifikacyjnego dla diagnostow
laboratoryjnych rozpoczynajacych
odpowiednia specjalizacje. Takze zostal
powolany Zesp6!l Ekspertéw desy-
gnowanych przez KRDL dla okreslonych
rodzajow specjalizacji diagnostycznych.

8. KRDL w minionym roku zachowala
swoja strukturg centralna, a w poszcze-
golnych wojewddztwach RP nadal dziataja
wybrani Uchwala KRDL, jej Przed-
stawiciele spelniajgey  pilerwszy kontakt
diagnostow laboratoryjnych z KIDL. Oni
tez stanowia zrodlo informacji o fun-
kcjonowaniu  medycznych laboratoriow
diagnostycznych w terenie.

9. KRDL poprzez swoich przedstawicieli
uczestniczyla 1 wspolpracowala w two-
rzeniu 1 opracowaniu projektow  ustaw,
wnioskujae o zmiang, opiniujac doko-
nywane zmiany projektow ustaw, a takze
uczestniczyla w pracach Sejmowych
Podkomisjach i Komisjach debatujacych
nad programowymi projektami zgto-
szonymi do Sejmu.

Dziatania statutowe.

Zakres dzialan KRDL wynikal z ustawy
o diagnostyce laboratotyjnej 1 planu zadan
zalozony na rok 2005 dla samorzadu
diagnostow laboratoryjnych oraz z potrzeb
wynikajacych z dzialalnosei Samorzadu, jak
rownlez z wymogow sluzacych zapewnieniu
pelnego dostgpu pacjentom do swiadczen
diagnostyki laboratoryjne] na poziomie
standardéw  okreslanych procedurami
medyeznymi 1 rozporzadzeniami  Mini-
sterstwa Zdrowia:

a) Opracowany i uchwalony zostal Kodeks
Eryki Diagnosty Laboratoryjnego.

b) Opracowany zostal Regulamin zakresu
i zasad dziatania Wizytatoréw KRDL.,

c) Wydane przez KRDL , Prawo Wyko-
nywania Zawodu Diagnosty Laboratoryj-
nego” otrzymato 446 diagnostéow
laboratoryjnych.

d) KRDL miala udzial w prowadzeniu cyklu
kursow i szkolen okolospecjalizacyjnych
oraz wspolorganizowaniu z innymi
podmiotami ustawicznego ksztalcenia
zawodowego dla  diagnostow  laborato-
ryjnych.

¢) KRDL dokumentowata aktualizacje
danych osobowych czlonkéw Korporacji

KIDL zgodnie z zapisami ustawy.

f) KRDL prowadzila komunikacje 1 ko-
respondencje z podmiotami administracii
pafstwa, ustawodawstwa, administracja
terenowa oraz jednostkami stuzby zdrowia.
) KRDL prowadzila dla zainteresowanych
aktualizacje 1 informacje dotyczaca
diagnostyki laboratoryjnej, medycznych
laboratoriéw diagnostycznych, udzielanych
swiadezen medycznych, ksztalcenia
i wymogow oraz warunkow dotyczacych
specjalizacjii w komunikacji internctowej
udostepniane] dla  diagnostéw  laborato-
ryjnych w calym kraju.

h) KRDL prowadzila szeroki zakres porad
prawnych dla diagnostow 1 doradzewo
w zakresie restrukruryzacji podmiotow
swiadczacych uslugi medyczne oraz prawa
pracy i prowadzila porady ogélnoprawne,

i) KRDL umacniala strukture samo-
rzadows, dla sprawowania merytorycznego
nadzoru KIDL nad dzialalnoseis diagno-
styczna wykonywang przez diagnostow
laboratoryjnyeh,

i) KRDL przygotowala zasady realizacii
sposobu doskonalenia zawodowego przez
diagnostow laboratoryjnych. W poro-
zumicniu z osrodkami ksztaleenia uzgo-
dnione zostaly zasady przyznawania
punktéw edukacyjnych.

W roku 2005 dokonano i:

a)Odbylo si¢ piec posiedzen Krajowej Rady
Diagnostéw Laboratoryinych.

b)Przyjeto 23 uchwaly i 4 sranowiska
KRDL.

¢)Odbylo sic 10 posiedzen Prezydium
KRDL.

d)Zakoniczono pracg nad Kodeksem Eryki
Diagnosty Laboratoryjnego - Deontologia
Diagnosty Laboratoryjnego, poprzedzone
konsultacjami w  srodowisku, dyskusja
w zespotach roboczych 1 opiniami
profesjonalistow 2z zakresu etyki oraz
stylistow jezykowych.

¢)Dokonano akwualizacji w elektronicznej
bazie danych, krora zostala poréwnana
z danymi dokumentowanymi w teczkach
osobowych. Byla konieczna ze wzgledu na
zmiany zglaszane przez diagnostow labo-
ratoryjinych  dotyczace adresu, nazwiska,
migjsca pracy, osiagnictych specjalizacii,
przejscie na emeryturg lub rentg oraz
nickiedy dotyczace utraty zatrudnienia
w zawodzie.

HKRDL wykonywata w dalszym  ciggu
nalozone na KIDL, a przeniesione
z zadan administracji panstwowe] na
samorzad czynnosci administracyjnych
wynikajacych 2z ustawy dotyczacych
cwidencji medycznych laboratoridow
diagnostycznych oraz opracowala zasady
sprawowania merytorycznego nadzoru nad
wykonywaniem czynnosci diagnostyki

laboratoryjnej, uprawnieniami osob wyko-
nujacych te czynnosci oraz spelnianiem
wymaganych standarddw jakosei okreslo-
nych rozporzadzeniem MZ w medycznych
laboratoriach diagnostycznych.

) Rozpoznanie charakreru funkejonujacych
medycznych laboratoriéw diagnostycznych
wymagalo dalszej aktualizacji danych
samych podmiotow, jak rdwniez osdb
wykonujacych czynnosel w laboratoriach i
pelnigeych funkeje kierownikow w tych
laboratoriach. Aktualizacja danych tych
stanowi czesto podstawe przy zawieraniu
umoéw na $wiadczenia zdrowotne
finansowane ze srodkow publicznych
z podmiotami prowadzacymi leczenie
pacjentow.

h)KIDL wydala 448 "Zaswiadezen" o wpi-
sie do ewidenciji i zdjela 48 laboratoriow =
ewidengji, ktore ulegly likwidacji, badz tez
zmianie wwyniku ich restrukruryzacii.

)Na biezaco przez KIDL prowadzona jest
dokumentacja i ksiggowanie skladek
czlonkow Korporacji wnoszonych na
poczet dzialalnosci statutowej, Doku-
mentacja ta jest dokonywana w wersji
elektroniczneji klasycznej ksiggowosci,
KIDL prowadzi takie ksicgowosc
ubezpieczern indywidualnych OC dla
poszczegblnych diagnostow  labora-
toryjnych wykonujacych swdj zawdd.
Ubezpieczenia te dokonywane sa na
podstawie zawartej umowy z ubezpie-
czycielem. W okresie do 31 grudnia 2005 r.
umowe z ubezpieczycielem zawarlo okolo
5000 czynnych zawodowo diagnostow
laboratoryjnych.

Dzialalnosé informacyjna 1 szkoleniowa
oraz ksztalceniowa.

1) KRDL prowadzilo edycjc gazety
o nakladzie 11 500 egz. Gazera jest
nieodplatna 1 kolportowana do kazdego
diagnosty laboratoryjnego na koszt KIDL.
W 2005 roku wydanych zostalo 3 numery.

2) Obok druku i edycji Gazety, sumptem
KIDL, zostaly wykonane 1 dotarly do
kazdego diagnosty teksty:
Rozporzadzenie Ministra Zdrowia
w sprawie specjalizacii i uzyskiwania tytutu
specjalisty przez diagnostow laborato-
ryjnych,

® Rozporzadzenie Ministra Zdrowia
wsprawie wymagad, jakim powinno
odpowiadaé¢ medyczne laboratorinm
diagnostyczne,

B teckst jednolity ustawy o diagnostyce
labaratoryinej,

B programy informujace o ksztalceniach
dostepnych dla diagnostow labora-
toryjnych.

3) KRDL wspolorganizowala i wspolttwo-
rzyla program ksztaleenia dla diagnostow
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laboratoryjnych. Zorganizowane zostaly
konferencie o zasiggach wojewddzkich
i krajowym, dajac mozliwos¢ uczestnikom
otrzymania certyfikatu za udzial w szko-
lenin. Zasady przyznawania punktacji za
udzial w szkolenin zostaly opracowane
przez KRDL wraz z organizatorami
i konsultowany ze specjalistami oraz
z osrodkami dydakeycznymi.

4) KRDL byla inicjatorem i postulatorem
rozszerzenia zakresu i dziedzin mozliwych
specjalizacji dostepnych dla diagnostow
laboratoryjnych.

Zadania wpisane w zakres dzialalnosci
statutowej KIDL i wynikajace z uchwal
KRDL wykonane byly w 2005 roku pray
udziale czlonkéw KIDL i zespolu
pracownikéw Biura KIDL. KRDL
w minionym troku poszerzyla zakres
mozliwosci realizacji zadan statutowych
tworzac korzystniejsze warunki lokalowo -
przestrzenne nie tylko pracownikom Biura
KIDL, ale przede wszystkim dla osob
uczestniczacych w programach ksztalcenia,
poprawiajac warunki okresowego pobytu
w czasic udzialu w kursach i szkoleniach.
W tym tez celu zostaly wykonane dalsze
prace adaptacyjne w budynku KIDL, keore
poprawily standard pomieszczen 1 stwo-
rzyly dogodniejsze warunki uczestnikom
ksztalcenia, czlonkom Korporacji. Istota
wszystkich zamierzen KRDL bylo
zagwarantowanie na wyzszym poziomie
warunkéw pracy w medycznych
laboratoriach diagnostycznych przez osoby
kompetentne, posiadajace prawo do

wykonywania zawodu, realizujace rtryb
kszralcenia specjalizacyjnego oraz
ksztalcenia ustawicznego dajac pacjentom,
swiadczeniobiorcom pelna wiarygodnosé,
tworzac poczucie zaufania do wykonawcow
zawodu diagnosty laboratoryjnego.
Utrzymywany ciagle rezim ekonomiczny na
wydatki pokrywane ze skladek czlonkéw
Korporacji, pomimo wypelnienia w coraz
szerszym stopnin  zadan ustawowych
1 statutowych w kolejnym roku dzialania
samorzadu zawodowego dal mozliwosé
modernizacji budynku przy réwnoczesnej
splacie czedci zaciagnietego kredytu
bankowego. Celem jest stworzenie
w siedzibie KIDL zaplecza edukacyjnego
1 specjalizacyjnego dla diagnostow
laboratoryjnych.

Zadaniem na rok kolejny - nastepny bedzie
dla Samorzadu diagnostéw laboratoryjnych:
a) Przygotowanie 1 dostarczenie pozostalym
czlonkom Korporacji, uprawnionym do
wykonywania zawodu, dokumentu ,,Prawo
Wykonywania Zawodu Diagnosty Labo-
ratoryjnego”.

b} Pomoc dla wszystkich czlonkéw nie tylko
w organizowanvch cyklach szkolend
okolospecjalizacyjnych dla diaghostow
laboratoryjnych i ksztalcenia ustawicznego,
ale przede wszystkim zapewnienie
materialow  szkoleniowych z poszcze-
golnych dziedzin objetych specjalizacjami
dostgpnymi dla diagnostow, ktdre
przygotowywane beda przez powolany
Zespol Redakcyjny Biblioteki Diagnosty
Laboratoryjnego.

zmiany ustawy o diagnostyce laboratoryjnej
z zachowaniem tresci orzeczen Trybunalu
Konstytucyjnego.

d) Wystapienie do Trybunalu Konsty-
tucyjnego o stwierdzenie niezgodnosci
z Konstytucja RP zasad funkcjonowania
i finansowania Korporacji Zawodéw
Medycznych ze $rodkéw publicznych,
odnoszac ja do istniejace] nierdwnosci
prawnej, tak w sposobach prawa do
specjalizacji na koszt budzetu pansrwa, jak
rowniez dziatalnosel Korporacji dofinan-
sowane] z pominigciem tego samego dla
KIDL.

e) dalsza integracja srodowiska diagnostow
laboratoryjnych.

f) tworzenie szerszej plaszczyzny ustawowej
pozwalajacej] medycznym laboratoriom
diagnostycznym uczestniczy¢ w  kontra-
ktowaniu swiadczen zdrowotnych bezpo-
$rednio z NFZ.

Nadrzednym dla samorzadu diagnostow
laboratoryjnych celem 1 zadaniem bedzie
udzielanie pacjentom $wiadczen zdro-
wotnych na najwyzszym poziomie dla
utrzymania, ratowania zdrowia i Zycia
zachowujac prawo, 1 reguly dobrego
wspolzycia spotecznego pomiedzy pacjen-
tami oraz wspolswiadczeniodawcami.

c) Wspoloworzenie nowelizacjli ustawy

7. powazaniem

Prezes Krajowej Rady
Diagnostow Laboratoryjnych
Hentyk Owezarek

Tekst repliki Prezesa KRDL zaczerpnigty
z diariusza prac Sejmowej Komisji
Zdrowia (nr 30) na wystapienie Prezesa
NRL.

Na poczatku cheialbym zwrdcié uwage, ze
w ustawic — matce doprecyzowane byly wszel-
kie sprawy, ktore potem zmieniono w wyniku
nowelizacji. Nowclizacje taka wymusila
w pewnym scnsie Owezesna Naczelna Tzba
Lekarska. Mysmy wyrazili zgode na te zmiany
po to, aby w ogdle mogla zaistnie¢ Krajowa
Izba Diagnostéw Laboratoryjnych 1 jej
ustawowe organy. Szybko jednak te zmienione
zapisy zostaly zakwestionowane przez
Naczelna Rade Lekarsky do Trybunatu
Konstytucyjnego. My nie bylismy wigc ani
tworcami tych zapiséw, ani tez nie od nas
wyszedl wniosek kwestionujacy ich
konstytucyjnosé. Trybunal natomiast wskazal,
aby okreslone zostaly zasady, na jakich lekarze
dopuszezeni beda do wykonywania czynnosci
diagnostyki laboratoryjnej. Wskazal rownicz,
iz nic ulega watpliwoscl, ze zc wizgledu na
roznice programowe w zakresie ksztalcenia
lekarzy 1 analitykéw medycznych (chodz tu o
kierunek magisterski analitykow medycznych,
ktory jest juz niemal na wszystkich uczelniach
medycznych), niezbedne jest okreslenie
dodatkowych warunkow, ktore spelniac musza
lekarze, aby méc wykonywaé wszystkic

czynnosci diagnostyki laboratoryjnej.
Trybunal wskazal takze, ze wada ustawy jest
nieprecyzyjnosé i niedookreslenie zawartych

w niej zapisdw: Mysle jednak, ze przedlozenie
rzadowe, o ktorym obecnie mowimy, szcze-
golnie w art. 6, nadal stosuje terminologic
nieprecyzyjna. Dalej mamy wice do czynienia
z nicdookreslonoscia, ktora przeciez zakwe-
stionowal Trybunal Konstytucyjny. Co prawda
mowi sig tuw odniesienin do lekarzy o, wiedzy
i umiejetnodci w zakresie wykonywania
czynnosci  diagnostyki laboratoryine)”, ale
powstaje zaraz pytanie, co daje t¢ wiedzg
i umicjetnodei, jakie kursy, szkolenia i spe-
cjalizacje, a ponadto kto bedzie to okreslal.
Dlaczego tez Izba Lekarska ma decydowac,
jakie czynnosci bedzie mogl wykonywac lekarz
—diagnosta laboratoryjny.

Powstaje taka sytuacja, Ze tworzg sig juz dwie
grupy zawodowe diagnostow laboratoryjnych:
lekarzy i nie lekarzy. Stawia to pod znakiem
zapytania cala przedlozona nowelizacje, ktorej
celem bylo uporzadkowanie i wprowadzenie
nadzoru nad czynnosciami diagnostyki
laboratoryjnej. Zardwno w ustawic — matce,
jak 1 w ustawic obecnic obowiazujace), a wige
po nowelizacii, zapisany jest jednolity nadzor
nad tymi czynnosciami. W przedlozeniu
rzadowym, zaproponowanym obecnie, tworzy
sig wyrazny dualizm w zakresic kompetencii,
nadzoruioceny etyczney.

Kodeks etyczny uchwalony przez Nadzwy-
czajny Krajowy Zjazd Diagnostow Labo-
ratoryjnych precyzuje bardzo szczegolowo,
jakie sa zasady etyczne w odniesieniu do
poszczegolnych czynnosei wykonywanych

przez diagnostow, podezas gdy w kodeksie
etyki lekarskiej nic wymienia sie nawet
czynnodcl z zakresu diagnostyki labora-
toryjnej.

Jedli chodzi natomiast o ewidencje labo-
ratoriow, to w rozumieniu ustawy o dia-
gnostyce laboratoryjne] kazdy podmiot
zobowiazany jest do zarcjestrowania  sig
w bazie Krajowej Izby Diagnostdw Labora-
toryjnych. Porzadkujemy t¢ bazg 1 poszu-
kujemy tzw. dzikich laboratoricw.

Kolejna sprawa dotyezy nadzoru sprawo-
wanego przez wizytatordw, ktorzy beda mieli
prawo, z mocy ustawy, oceniac, czy czynnoéé
wykonywana w laboratorium jest zgodna
z zasadami etyki zawodowej. W przypadku
jednak lckarza, ktory nie bedzie czlonkiem
lzby Diagnostow, wizytator nie bedzie mial
mozliwodci dokonania takiej oceny.
W przypadku jakichkolwick nicjasnosci czy
zarzutow pracownicy beda podlegali jury-
sdykeji dwoch odrebnych saddw zawodowych,
przy czym zasady dzialania przyjete przez
Krajowa Izb¢ Diagnostow sy jasnc
i doprecyzowane, podczas, gdy w Naczelnej
Izbie Lekarskiej sa one, w odniesieniu do
lekarzy-diagnostow enigmatyczne i niejasne,
Przedstawiony projckt zawarty w druku
sejmowym nr 477 wprowadza wiec pewna
niespéjnosé i dualizm w zakresie diagnostyld
laboratoryjnej. To tyle z mojej strony, jesh
chodzio ocene wstepng rzadowego projektu.
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Rozwd] medycyny, szerokie stosowanie
inwazyjnych metod diagnostycznych oraz
wztost czestofcl zabiegéw  transplanta-
cyjnych niosa za soba znaczne ryzyko
zakazerl roznymi patogenami, w tym takze
wirusami. W ostatnich latach obserwujemy
znaczny postep w diagnostyce wirusolo-
gicznej zakazenn wirusowych, co jest
wynikiem m.in. wprowadzenia nowo-
czesnych metod badawczych. Poznano
strukture wieln wirnsow, mozliwa jest takze
ocena ich replikacji na poziomie
molekularnym. Ponadto zwickszaja si¢
mozliwodel leczenia przeciwwirusowego
przy pomocy srodkéw farmakologicznych.
Szybki rozwd| biotechnologii 1 mozliwosé
wykrywania kwasow nukleinowych oraz ich
sekwencji zrewolucjonizowal diagnostyke
laboratoryjna  zakazern wirusowych. Po-
znanie struktury genomu wiruséw  daje
mozliwos¢ badan nad rozprzestrzenieniem
wirusow a wyniki tych badan sa niezwykle
istotne takze dla obserwacji epidemio-
logicznych.

1. Charakterystyka zakazed wirusowych.
Choroby o ectiologii wirasowej posiadaja
pewne wiasciwe ryvlko sobie cechy epide-
miczne, ktore w sposob szczegolny
wyrozniaja je z grupy drobnoustrojow oraz
w glowne] mierze warunkuja rozwdj,
przebieg i zanikanie choroby w populacji
ludzkiej. Odrebnoéé epidemiczna chorab
wirusowych uwarunkowana jest nastgpu-
jacymi cechami wirusaw:

- bezwarunkowe wewnatrzkomorkowe
pasozytnictwo. Poza komorka moga
przebywaé tylko w fazie zakainej.
Srodowisko zewnetrzne dziala na nie
inaktywujaco, dlatego poza organizmem
gospodarza moga przetrwac tvlko nieliczne
gatunki posiadajace wysoka opornosé na
dzialanie czynnikow srodowiskowych,
- zdolnos¢ do szybkiej mutacji antygenowej,
co umozliwia adapracje do zmienionych
warunkow, a w dalsze] kolejnosci zmiang
tropizmu wirusa,

- rozne gatunki wirusow (czesto z roznych
grup systematycznych) wywotuja podobne
lub nawet identyezne objawy chorobowe,

- ograniczona zdolnosé obronna organiz-
mu. Duza liczba typow serologicznych oraz
duza zmiennosc antygenowa sa prayczyna
czestych zachoroward o charakterze
epidemicznym,

- zjawisko latenciji (stan utajony). Polega na
zahamowaniu cyklu rozwojowego wirusa.
Wirus nie namnaza si¢, natomiast jego kwas
nukleinowy dzieli sie rownolegle z podzia-
lem zakazonej komorki. Latencja umozliwia
wirusom przetrwanie w populacii, przezycie
okresow migdzyepidemicznych oraz
warunkuje powstawanie chorob przewlekle
postepujacych oraz chorob nowotwo-

rowych.

Niejednakowa symptomatologia choréhb
wirusowych u poszczegalnych osob zalezna
jest od takich czynnikéw jak wirulencja
danego szezepu wirusa, odpornosc zakazo-
nego organizmu, kolejnosé zakazenia.

2. Materialy do badan wirnsologicznych

W diagnostyce wirusologiczne] wyrdzniamy
dwa kierunki badan, tj. izolacje z materialu
klinicznego 1 identyfikacje wirusa, oraz
wykazanie odpowiedzi immunologicznej, tj.
wykrywanie przeciwcial. Warunkiem
uzyskania miarodajnych wynikéw badan
laboratoryjnyeh jest dobor wlasciwego
materialu  diagnostycznego, odpowiednie
jego pobranie, wlasciwe przechowywanie
i transport, poslugiwanie si¢ metodami
i odeczynnikami wystandaryzowanymi
zapewniajacymi  wiarygodnosé wyniku,
awiec jego powtarzalnosc.

Do badan serologicznych i immunolo-
gicznych materialem moze by¢ surowica,
pelna krew lub plazma. Do izolacji wirnsow
moga byé przyslane bioptaty ze zmienio-
nego chorobowo miejsca, plyn mozgowo-
rdzeniowy, wymazy (z pochwy, gardla,
zmian skornych, odbytnicy), krew |, mocz ,
aspirat z drog oddechowych.

Prébka materialu klinicznego przeznaczona
do diagnostyki wirusologicznej powinna by¢
jak najszybciej dostarczona do labora-
torium, poniewaz przezywalnosé wirusa
zmniejsza sie wraz z uplywem czasu, Wazne
jest aby do probki byly dolaczone informa-
cje kliniczne dotyczace chorego, od ktdrego
ten material pochodzi, takie jak choroba
zasadnicza, przyczyna wyslania badanego
materialu w kierunku badan wirusologi-
cznych, wick i plteé. Moga one mied istotne
znaczenie dla prawidlowego doboru metod
diagnostycznych, zastosowania odpowie-
dniej linii komorek do izolacji wirusa,
a w konsckwencji moga mie¢ wplyw na
ostateczny wynik rozpoznania.

Podstawa diagnostyki wirnsologiczne) jest
wykrycie wirusa i/lub swoistych przeciweial
przeciwko antygenom wirusowym, co jest
waznym clementem takze z epidemiolo-
gicznego punkm widzenia. Wykrywanie
kwaséw nukleinowych moze by¢ cennym
uzupelnieniem klasycznych metod izolacji
WIrusOw.

3. Hodowla i izolacja wirnsow

Lzolacja 1 identyfikacja wiruséw 2z mater-
ialow klinicznych pobranych od pacjentow
jest wskazana do stwicrdzenia etiologii
choroby. Przed postawieniem ostatecznej
diagnozy wirusologiczne] nalezy odpo-
wiedzied na nastepujace pytania:

- Czy wyizolowany wirus jest rzeczywiscie
czynnikiem etiologicznym w  badanym
przypadku,

- Czy probki do badania zostaly pobrane we

wlasciwym czasie choroby,

- Gduzie 1 w jakich warunkach probki
przechowywano,

- Jakimi metodami wykonywano badania,

- Czy byla rowniez badana surowica
chorego z okresu ostrego i rekonwalescencji
celem wykazania 4-krotnego wzrostu miana
przeciweial lub  wykazanie obecnosci
przeciwcial w klasic IgM.

Do izolacji wiruséw mozemy wykorzy-
stywac trzy rozne systemy doswiadezalne, tj.
awierzeta laboratoryjne, zarodki ptasie oraz
hodowle komarek in vitra. Wybor odpo-
wiedniej metody do izolacji wirusa zalezy
przede wszystkim od wrazliwosci (gene-
tycznie uwarunkowanej) tych obicktéw na
badany wirus. Wazna jest rownicz droga
wprowadzenia wirusa do organizmu, co
zalezy od tropizmu badanego wirnsa do
okreslonej tkanki lub narzadu.

Zwierzeta laboratoryine sa uzywane do
badania tylko wdwezas, gdy nie moZna
zastosowac innych metod hodowli. Meroda
ta posiada réwniez pewne wady, tj. wysoki
koszt, dlugi okres oczekiwania na wynik,
cho¢ nicjednokrotnie jest to najlepszy
sposob izolacji wirusa. Nalezy rowniez
pamigtac 0 mozliwoscl  bezobjawowego
zakazenia uzywanych zwierzat wirnsami
postronnymi, co w konsekwencji moze
doprowadzi¢ do postawienia falszywego
rozpoznania.

Zarodki prasie, a zwlaszeza zarodek kurzy,
ze wegledu na niskie koszty 1 dosé prosta
metodvke zakazenia znalazly zastosowanie
do izolacji wirusdw. [ntensywny metabolizm
i szybkie podziaty komorek sa dogodnymi
warunkami dla rozwoju réznych wirusow.
Metoda ta jest uzywana takie obecnie
w diagnostyce wirusa grypy.

Wprowadzenie hodowli komarek do badan
nad wirusami bylo ogromnym przelomem
w wirusologli, pozwolilo na poznanie
motfologil, cyklu rozwojowego wewnatrz
zakazone] komérki, odkrycie nowych
wiruséw a takie znalazlo praktyczne
zastosowanie w produkejl szczepionck.
Poczatki tej metody przypadaja na lata
dwudzieste XX wicku, ich rozwéj nastapil w
latach czterdziestych, zwlaszeza w bada-
niach prowadzonych w 1949r.  przez
Endersa nad wirusem poliomyelitis.
Obecnie stosowane sa hodowle komorek in
vitro wyprowadzone z tkanek czlowieka
i zwierzat, t. pierwotne, polciagle i ciggle
linie komorek (zarowno komorki normalne
jak 1 noworworowe). W rutvnowej
diagnostyce laboratoryjnej uzywane sa
polciagle linie komdrek (diploidalne)
utrzyvmywane przez 20-50 pasazy lub ciagle
(heteroploidalne). Replikacje wirusa
w hodowli komérek mozna wykryé
obserwujac charakterystyczne zmiany
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w hodowli komoérek, czyli rzw  efekt
cytopatyczny (CPE - Cyttopathic effect);
metoda hemadsorbeji (zdolnosé niektdrych
wirusow  swinki, arbowirusow, niektore
picornawirusy do aglutynowania krwinek
czerwonych nicktorych gatunkow zwierzat -
$winka morska, koza, kurczera); metoda
interferencii, (tj. hamowanie replikacji
jednego wirusa przezinny wirus).

Efckt eytopatyczny (CPE) widoczny jest
w bezposredniej obserwacji lub po zabar-
wieniu. Wartos¢ tych badan jest bardzo
duza, zwlaszeza gdy badany material
normalnie jest jalowy-krew, plyn mozgowo-
rdzeniowy. Natomiast ich wartos¢ moze
budzié¢ watpliwosci w przypadku popluczyn
z gardla, wynik wowczas moze byé
przypadkowy. Wady tych metod to
dhugotrwaloi¢ oraz duzy koszt. Do najeze-
sciej uzywanvch linii komorek pasazowa-
nych naleza komorki linii FL. pochodzace
z amnionu cztowicka, diploidalne czlowieka
- linia Wistar, linii Hela - wyprowadzone
z raka szyjki macicy, Hep-2 =z raka krrani,
Detroit-6 z przerzutu raka do plue.

Typowe laboratorium wirusologiczne musi
uzywaé rozne linie komdrek do izolacji
roznych, klinicznie waznych wirusow. Na
przyklad wirus cytomegalii (CMV) moze
by¢ tylko hodowany w komorkach
diploidalnych, podczas gdy influenza virus
izoluje sic zwykle w heteroploidalnych, np.
MDCK - linni wyprowadzonej z nerki psa
(Madin-Darby canine kidney).

4. Serologiczna diagnostyka zakazen
wirusowych.

Odezyn serologiczny polega na swoistym
widzaniu antygenu z homologicznym
przeciwcialem. Mechanizm reakeji serolo-
giczne] polega badZz na powstawaniu
kompleksow immunologicznych wytraca-
jacych si¢ z rozeworu w postaci osadu, badz
na blokowanin aktywnosci biologicznej
badanego antygenu. Odczyny serologiczne
stosowane sq do wykrywania antygenow
obecnych w pobranym materiale klini-
CzNym, antygenow po namnozeniu wirusa
we wrazliwych komorkach (w hodowli
komorek, zarodkn kurzym, zwietzerach
laboratoryjnych) lub przeciwcial obeenych
w surowicy chorego (niekiedy réwniez
w plynic mézgowo-rdzeniowym lub wy-
dzielinach ustroju) bedacych nastepstwem
reakeji immunologiczne] na  zakazenie.
W przvpadku gdyv poszukujemy obecnosci
przeciweial postugujemy si¢ wzorcowymi
antygenami, natomiast gdy wykrywamy
obecnosé antygenu uzywamy surowic
wzorcowych o znanej specyficznosci.

Do klasycznych, a zarazem podstawowych
metod serologicznych naleza: odczyn
aglutynacji,  precypitacji, necutralizacji
{odezyn zobojetnienia Ont), wiazania

dopelniacza (OWD). Metody klasyczne,
aczkolwick stosowane w diagnostyce nie-
ktorych zakazen wirusowych, coraz czescie)
wypierane sa z rutynowe|j diagnostyki przez
nowoczesne metody szybkiej diagnostyki.
Obecnic najezgicie] stosowane sa w diagno-
styce choréb 1 zakazen wirusowych
metody immunomorfologiczne, ktérych
wspolng zasada jest zwigzanie jednego ze
skladnikéw reakeji antygen + przeciwceialo
odpowiednim znacznikiem. W zaleznosci
od uzytego znacznika (fluorochrom, izotop,
enzym) odrézniamy metody immunofluo-
rescencyj- ne (IFA), radioimmunologiczne
(RIA) badZ immunoenzymatyczne (ELA).
Metody immunoenzymatyczne, ktore
znalazly najwigksze zastosowanie, polegaja
na wykrywaniu aktywnosci enzymu
zwiazanego z przeciwciatem. W diagnostyce
zakazen wywolanych przez wirusy
stosowana jest powszechnie metoda
postednia (heterogenna) tzw. ELISA -
enzyme linked immunosorbent assay, Proba
ta wykonywana jest z reguly w fazie stalej.
Najczedcie] stosowanym enzymem  jest
peroksydaza chrzanowa (HRD, horseradish
peroxvdase) lub fosfataza zasadowa. Do
oceny antygenu sluzy tzw., metoda
kanapkowa (sandwich) o schemacie Ab FS -
Ag - Ab E | 2zaé do oceny przeciwcial
symetryczna Ag FS - Ab - Ag B badz
asymetryczna Ag FS - Abl - Ab2 E. Mctoda
ELISA stosowana jest w réznych
modyfikacjach, jako dwuetapowa technika
posrednia, dwuetapowa bezposrednia, lub
tzw. metoda kompetencyjna (sandwich
inhibition), kiedy oznakowane przeciwciala
wspolzawodnicza antygeny, z ktorych jeden
jestw fazie stalej.

Metoda ELISA stosowana jest zarowno do
oznaczenn jakosciowych (stwierdzenie
obeenosci antygenow i przeciwcial) jak i do
ilosciowych, tj. okreslania miana w danej
jednostce objetosci. Umozliwia ona
ponadto wykrywanie aktywnodci w okre-
slonych klasach immunoglobulin (Ig G lub
lg M) lub identyfikacj¢ przeciwcial dla
poszezegolnych jednostek  strukturalnych
wirusow. 7 uwagi na duze zalery tej
techniki, takie jak maly koszt, wysoka
czulosé oraz mozliwosé pelnej automaty-
zacjl znalazla zastosowanic w masowych
badaniach, zwlaszcza rutynowych. W po-
wszechnym uzycin sa testy produkowane
przez rozne firmy Testy roznych produ-
centGw oparte sa na tej samej zasadzie,
roznia si¢ jedynie procedura wykonania.
Badania serologiczne moga byé tzw.
badaniami przesiewowymi, ktore daja wynik
ujemny lub dodatni. Niekiedy zachodzi
koniecznosé wykonania tzw. testu potwier-
dzenia, ktory eliminuje mozliwosc wysta-
pienia reakeji niespecyficznych.

Metody serologiczne, pomimo stale wpro-
wadzanych ulepszen, obarczone sa wadami
typowymi dla reakeji serologicznych, 4.
rozna czulosé i swoistosc testow diagnosty-
cznych, brak reakrywnosci przed serokon-
wersja, badz trudnosci interpretacyjne
Zwiazane np. z¢ ZmMiennoscia wirusow.
Wprowadzenie szybkich testow serologi-
cznych mialo przelomowe znaczenie
wdiagnostyce laboratoryine] chordb
izakazen wirasowych. Dzigki tym metodom
mozliwe stalo sie dcisle etiologiczne
rozpoznanie wieln zakazen wirusowych (np.
wzw), okreslenie fazy zakazenia oraz jego
naturalnej ewolucji. Nalezy jednak pamierac,
ze odpowiedZ organizmu na zakazenie jest
bardzo zréinicowana, co powoduje, ze
etiologiczne rozpoznanie na podstawie
badan serologiczaych jest nieraz niemo-
zliwe. Naturalny przebieg zakaZenia
Zwiazany jest z wystepowaniem tzw. okna
serologicznego, co uniemozliwia posta-
wienie diagnozy etiologicznej. Nicktore
wreszcie wirusy, np. HBV, pod wplywem
presji immunologiczne] organizmu wytwa-
rzajg. mutanty, co dodatkowo zwigksza
trudnoscl rozpoznawcze.

Metody western-blotting,

Testy oparte na technice western blot
zawieraja wieksza liczbe antvgendw anizli
testy przesiewowe, co daje mozliwosé
wykrywania roznych przeciweial, takze tych,
ktérych obecnosel nie mozna wykazaé przy
zastosowaniu metody immunoenzyma-
tycznej. 5Sa one uizywane do porwierdzenia
wynikow dodatnich w tescie EIA jako testy
uzupelniajace lub tzw. testy potwierdzenia
(comfirmatory test). Znalazly one zastoso-
wanie w diagnostyce zakazen wywolanych
wirusem HCV, HIV.

Typowanie serologiczne (serotypia).

W oparciu o wystepowanie przeciwcial
wykrywanych metoda ELISA moZna
przeprowadzié typowanie serologiczne
(okreslenie przynaleinosci wirusa do
danego typu serologicznego), W metodzie
tej wykorzystuje si¢ syntetyczne peptydy
odpowiadajace produktom okreslonego
region genomu wirusa. Metoda ta ma
zastosowanie do okreglania typu serologi-
cznego wirusa zapalenia watroby typu C
(HCV).

5. Metody biologii molekularnej w diagno-
styce zakazen wirusowych

Tradyeyjne metody diagnostyczne nie sq juz
wystarczajace, glownie z uwagi na dosc
dlugi czas oczekiwania na wynik. Niejedno-
kromie mamy rez doczynienia z bardzo
mala iloscia badanego materialu. Bardzo
czesto w przvpadku zakazen wirnsowych,
konieczne jest okresdlenie fazy zakazenia, tj.
roznicowanie fazy latentnej od czynnego
procesu. 7 tego wzgledu coraz wickszego
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znaczenia w diagnostyce nabieraja metody
biologii molekularnej, ktorej poczatki datuja
si¢ od poznania struktury DNA. Nauka ta
posluguje sig tak precyzyjnymi technikami,
jaki izolacja gendw, klonowanie (biosynteza
genow), sckwencjonowanic (oznaczanie
kolejmosci nukleotydow), hybrydyzacja
oraz amplifikacia DNA  (otrzymywanie
olbrzymiej ilosci DNA).

Do rozwoju tych metod przyczynito sig
odkrycie w latach 70-tych enzymow
restrykeyjnych. Sa to nukleazy bakteryjne,
ktore rozpoznaja okreslone sekwencije
DNA niezaleznie od rodzaju organizmu
i przecinaja ja w odpowiednim miejscu.
Zwykle sa to krétkie odcinki zawierajace od
4do 6 zasad.

Metody biologii molekularnej mozna
podzielic na metody analizy kwasdw
nukleinowych oraz metody wykrywania
materialu genetyeznego

5.1. Metody analizy kwasdw nukleinowych
Glowne techniki stosowane w analizie
kwasdw nukleinowych to sekwencjo-
nowanie, hybrydyzacja i analiza restrykeyjna.
5.1.1. Sekwencjonowanie DNA (fragmento-
wanie DNA)-ustalanie sekwencji nukleo-
tyddw; przeprowadza si¢ wtedy, gdy
poszukujemy pojedynczego genu w geno-
mie. Obecnie najezescie] stosowane sa do
sckwencjonowania DNA  dwie metody:
Maxama i Gilberta oraz F Sangera i wsp.
Obydwie metody daja mozliwose
odezytania sekwencji 400-700 nukleotydow
w jednym doswiadczenin, Sekwencjo-
nowaniec DNA jest mozliwe tylko wtedy, gdy
dysponujemy wyodrebnionymi  fragmen-
tami DNA, tj. po ich uprzednim
sklonowaniu i ustaleniu mapy restrykeyjnej.
W ostatnich latach techniki sekwencjo-
nowania DNA zostaly udoskonalone
1 ezgsclowo zautomatyzowane, co stworzylo
mozliwosci podjecia prob  sekwencjo-
nowania catych gnomaow

5.1.2 Hybrydyzacja

W metodzie tej badany DNA lub RNA jest
rozpoznawany 1 przylaczany (na zasadzie
komplementarnoéci zasad guanina-
cytozyna, tyminaadenina) do sond
genetycznych. Proces hybrydyzacji
przebiega w sposob  nastepujacy. DNA
sktada si¢ z 2 tancuchéw polinukleotyddw,
w ktorych poszezegdlne nukleotydy lacza
si¢ na zasadzie komplementarnosci (guanina
z cytozyna, tymina z adening) wiazaniami
wodorowymi w podwoing prawoskretna
spirale (helix). Po denaturacji (peknigcin
wigzan wodorowych) powstaja dwa
pojedyneze lancuchy. Pojedyncze nici
pochodzace z roznych wirusow a zarazem
komplementarne do siebie, tacza sie tworzac
podwojna ni¢. Hybrydyzowac moga
zardwno 2 pojedyneze laricuchy DNA, jak
rowniez ni¢ DNATRNA.

Sonda genetyczna jest to krotki odcinek

jednoniciowego DNA (fragment uprzednio
wyizolowanego genomu lub syntetyczny
oligonukleotyd) lub RNA. Posiadaja one
znang sekwencje 1 sa komplementarne do
sekwencji badanego kwasu nukleinowego
wirusa. Najezgiciej maja dlugosé 20-40
nukleotydow. Identyfikacje umozliwiajg
whbudowane znaczniki izotopowe (P32, P33,
§35) lub nicizotopowe (biotyna, digoksy-
genina, fosfataza zasadowa), Reakcja
hybrydyzacji moze by¢ stosowana w naste-
pujacych wariantach:

- plamkowa (dot lub slot blot) - badany
material (surowica lub ekstrakt kwasow
nukleinowych z badanych tkanek) nakrapla
si¢ na blong nitrocelulozowa lub nylonowa,
- southern blot - wyizolowane DNA
rozdziela sig elektroforetveznie w zelu, trawi
restryktazamii przenosina nitrocelulozowa
lub nylonowa powierzchnie,

- northern blot - postgpowanie jak wyzej,
lecz dotyczace RN A,

- liquid hybridization - hybrydyzacja
w roztworze polegajaca na laczeniu sondy
z DNA badz RNA w érodowisku plynnym,
clektroforetycznym rozdzielenin, przenie-
sieniu na membraneg i identyfikacii,

- reverse hybridization - hybrydyzacja
odwrotna; odmiana, w ktore] do nosnika
przymocowane sg sondy, a w buforze
hybrydazacyjnym zawieszony jest material
generyczny.

- hybrydyzacja in situ - sonda hybrydyzuje
z DNA lub RNA obecnym w mikroskra-
wkach badanej tkanki.

Metoda hybrydyzacji daje szans¢ bardzo
wezesnego rozpoznania zakazenia, zanim
jeszcze powstana przeciwciata, a zastoso-
wanie odpowiednich sorterdow i kompute-
row umozliwia automatyzacje badan.
Dlatego coraz czesciej jest stosowana
w komercyjnie dostepnych testach diagno-
stycznych.

5.1.3. Analiza restrykcyjna.

W metodzie tej wykorzystano endonukleazy
restrykeyine, czyli enzymy rozpoznajace
swoiste sobie sekwencje nukleotydow
i przecinajace je, czego efektem jest powsta-
wanie tzw. fragmentow restrykeyjnych.
Polaczenie techniki hybrydyzacji z analiza
restrykeyjna dalo metode sluzaca do oceny
polimorfizmu dlugosci fragmentow restry-
keyjnych (RFLP Restriction Fragment
Length Polymorphism). Metoda ta pozwala
okreslic  charakterystyczny dla danego
wirusa wzor RFLP Stosowana jest do
identyfikacji typdw genetycznych, mutacii
czy wreszeie nowych szczepow.

5.2. Wykrywanie materialu genetycznego
Wirusow.

Do tego celu najezgscie] stosowane sg
nastepujace metody: PCR, LCR, zalezna od

sekwencji amplifikacja kwasow nukle-

mnowych, BDNA, SSCP.
5.2.1. Metoda tadcuchowa polimerazy

(PCR)

PCR (polymerase chain reaction) -
lancuchowa reakcja polimerazy opracowana
zostala przez Kary Mullisa w 1983 r
w Cetus Corporation w Emeryville
w Kalifornii. Zasada metody polega na
amplifikacji, czyli powieleniu przez
polimeraze wybranego fragmenma DNA
w nieograniczonej liczbie kopii a nastgpnie
okreslenin sekwencji kwasu nukleinowego
witusa, Amplifikacja polega na enzyma-
tveznej syntezie in vitro specyficznych
fragmentéw DNA. Proces ren obejmuje
powtarzajace sie cykle denaturacji, przy-
taczania prymerow (tzw. starteréow)
i odrwarzaniu wielu kopii DNA. Synteza
DNA nastgpuje przy uzyciu polimerazy
DNA. Stopien amplifikacji wynosi 2n | gdzie
n = liczba cykli. Stad po 20 cyklach mozemy
otrzymac ok. 1 miliona czastek DNA z 1
czasteczki wyjsciowej.. Dwuniciowy DNA
poddawany amplifikacji jest to tzw. target
DNA.

Odmiany metody PCR:

a/ RT-PCR - do wykrywania RNA
zastosowano termostabilny enzym o
whasciwosciach  odwrotnej transkryptazy
oraz polimeraze DNA, co znacznie
upraszcza procedure. RNA  poddawany
jest odwrotnej transkrypcji. Z materialu
pobranego od chorego izolowany jest
RNA, ktorego informacja genetyczna w
procesie odwrotnej transkrypeji zostaje
przepisana  na sekwencje cDNA, ktéry
stuzy jako matryea w reakeji PCR. Technika
ta coraz czeScie] jest stosowana do
roznicowania czynnego zakazenia od fazy
latentne).

b/ neested PCR - PCR typu gniazdowego -
produkty otrzymane w pierwszych cyklach
reakeji stosowane sa do przeprowadzania
nastepnych cykli.

Metoda PCR jest stale ulepszana pod
wzgledem szybkosci reakcii, oraz prostoty i
antomatyzacji. Reakcje PCR przeprowadza
sig w specjalnych aparatach z automatycznie
regulowang temperatura, tzw. cyklerach
cieplnych (thermal cycler).

Metoda PCR znalazta bardzo szerokie
zastosowanie dzieki mozliwosci badania
kwaséow nukleinowych pochodzacych
z bardzo malych ilogel materialu gene-
tycznego. W praktyce oznacza to wykry-
wanie materialu genetycznego wirusow nie
dajacych si¢ hodowac w ogdle lub trudnych
do hodowli, a takze w przypadku
zintegrowania jego genomu z genomem
komorki gospodarza. PCR  umozliwia
rozpoznanie dwdch sekwencji rozniacych
sig tylko jednym nukleotydem. Ponadto daje
mozliwosé wykrywania mutantow réznych
wirnsow, np. HCV. Coraz czesciej
wykorzystywang cecha PCR jest mozliwosé
ilosciowego  oznaczania poszczegolnych
sekwencji.
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522, Zalezna od sekwencji amplifikacja
kwasow nukleinowyeh NASBA (Nucleic
Acid Sequence Based Ampliphication).
Alternarywna metoda do PCR jest system
NASBA, W metodzie te] identyfikuje sig
poszukiwany material genetyczny i namnaza
go w postact RNA. Amplifikacja zachodzi
w roztworze zawierajacym T7 RNA poli-
meraze, RNA-z¢ H, odwrotna transkryp-
taz¢ 1 2 specvficzne primery (jeden zawic-
rajacy 45 nukleotyddw, drugi 20 nukleoty-
dow) oraz bufor. Metoda ta jest procesem
Izotermicznym, nie wymaga wiec cyklera
cieplnego. Daje amplifikacje RNA bilion
krotna w ciagu 2 godz.

5.2.3. Reakeja lardcuchowa ligazy - LCR
{(Ligase Chain Reaction)

W reakeji tej nie zachodzi namnozenie lecz
identyfikacja okreslonych sekwencji. Cztery
pary starterow zostaja przylaczone do
komplementarnych miejsc na matrycowym
DNA przy udziale enzymu ligazy. W ten
sposob w jednym cyklu powstaja dwa
produkty, ktére stuza jako matryca
w nastepnych etapach reakeji. Wystapienie
mutacji w miejscu ligacji moze byé
przyczyna zahamowania reakeji, a tym
samym brakiem produkmu reakejl. Z tego
wzgledu metoda LCR jest stosowana do
identyfikacji mutacji.

5.2.4. Metoda rozgalezionegn DNA
bDNA (branched DNA)

W reakcji biora udzial dwie sondy
wykrywajace, sonda chwytajaca oraz bDNA
zwany rowniez wzmacniaczem, ktorego
rozgaleziona struktura umozliwia przyla-
czenic duzej liczby znacznikéw, Sondy
wykrywajace maja sekwencje komplemen-
tarna do poszukiwanego DNA lub RNA,
a rtakze sekwencje komplementarne do
sondy chwytajacej lub do bDNA. Sonda
chwytajaca na stale polaczona z nosnikiem
rozpoznaje 1 laczy sie z jedna z sond
wykrywajacych poszukiwany DNA  lub
RNA oraz z bDNA. Obecnosé znacanikdw
wykrywana jest chemiluminescencyjnie,
Wynik pomiaru mierzony emisja swiatla jest
wprost proporcjonalny do ilosci DNA lub
RNA wbadanej probee.

Metoda bDNA nie wymaga odwrotne]
trnaskrypeji, amplifikacji ani  ekstrakcji
kwasu nukleinowego z materialu  klini-
cznego. Moze by¢ uzywana do okreslania
stopnia wiremii, wplywu leczenia przeiw-
wirnsowego na poziom wiremil oraz do
oceny zaleznosci migdzy  odpowiedzig
immunologiczng a poziomem wiremii.

5.2.5. SSCP (Strand-Specific Conformation
Polymorphism)

Metoda ta umozliwia wykeycie roznic
w sekwencjach DNA lub RNA. Material
genetyezay (namnozony lub wyizolowany
z materialu  klinicznego) poddaje  sig

denaturacji a nastepnie szybkiemu schlo-
dzenin. W wyniku tego procesu powstajg
pojedyncze nici, w ktorych odtwarzaja sig
miejscowo  odcinki dwuniciowe (zgodnie
z regula komplementarnosel zasad). Naste-
pnie nici rozdzicla sic w zelach niedena-
turujacych (chronia one regiony dwuni-
ciowe). Szybkosc rozdzialu zalezy od ilodci
i dlugosci odcinkow dwuniciowych, Im
wigeej jest fragmentéw dwuniciowych tym
migracja jest szybsza. Po wybarwieniu
bromkiem etydyny (EtBt) lub solami srebra
uwidacznia si¢ wzor trozdzielonyech
fragmentéw ukazujac rdznice w sekwen-
cjach nukleotyddw badanej probki. Sposob
ten stuzy np. do wykrywania mutacii.

5.3. Real-Time PCR

Jestto reakeja PCR z analiza prayrostu ilosci
produktu w czasie rzeczywistym stosowana
do ilosciowego pomiaru cDNA, DNA,
RNA. Redl-Time PCR pozwala na
wykrywanie produktow amplifikacji we
wezesne] fazie reakeji, tj. fazie ekspoten-
cjalnej i pelne monitorowanie kineryki
reakeji PCR. Teoretyczne zasady techniki
PCR  zakladaja, ze ilos¢ produktu po
zakoficzeniu reakeji powinna by¢ wyklad-
niczo proporcjonalna do poczatkowej puli
analizowane] sekwencji w badanej probee
przed reakcja. Opracowano kilka metod do
analizy przyrostu losci produktow w reakeji
PCR  wszystkic oparte sa na zwiazkach
fluorescencyjnych. Wymagaja one spec-
jalnie przystosowanego termocyklera, ktory
sprzgzony jest z fluorymetrem umozliwia-
jacym pomiar fluorescencji w trakcie
trwania reakcji PCR,  Zaleta metody real-
tme PCR jest, ze amplifikacja 1 detekeja
zachodzi w jednym zintegrowanym
systemie, niskie ryzyko kontaminacji i kroeki
czas cykli, Wazrost fluorescencji jest
proporcjonalny  do liczby wytwarzanych
amplikonow. Technika ta jest obecnie
szeroko stosowana do detekeji DNA 1 RNA
w polaczeniu z odwrotna transkrypcja. Jest
wykotzystywana jako metoda ilosciowa (do
badania catkowitej ilosci DNA lub RNA),
do genotypowania oraz wykrywania
wirnsowych kwaséw nukleinowych
w probkach klinicznych zawierajacych duzg
ilogé innego rodzaju DNA,

6. Interpretacja  wynikow  badan labora-
toryjnych

Wyniki otrzymane z laboratorinm wiruso-
logicznego nalezy oceniac krytycznie. Wiele
chorob wirusowych, np. choroby wieku
dzieciecego (odra, ospa wietrzna, rozyczka)
rozpoznaje si¢ jedynie na podstawie
objawow klinicznych. Jednak porwierdzenie
rozpoznania odgrywa obecnie wazna role ze
wzgledu na: mozliwose terapii przeciw-
witusowej; obowigzek zglaszania zacho-
rowan (ich rejestracja umozliwia kontrole

epidemiologiczna | wezesne rozpoznawanie
ewentualnych epidemii); Kontrole roz-
przestrzeniania si¢ zakazenn w populaciji
(badania przesiewowe w kierunku HIV
iwzw); Precyzyjne rozpoznanie niektorych
zakazen umozliwia rozpoczecie odpowie-
dniego leczenia i oceny rokowania na
przysziosc.

Wyniki wirusologicznych badai  labora-
toryjnych moga by¢ trudne do interpretacii
ze wzgledu na to, ze OB jest czesto
prawidlowy lub nieznacznie podwyzszony;
CRP tylko nieznacznie podwyzszone;
poczatkowo wystgpuje lekocytopenia
z limfocytopenia, pozniej limfocytoza
imonocytoza.

Rodzaj badan wirusologicznych zalezy od
tego czy rozpoznajemy ostre zakazenie
pierwotne, czy zakazenie nawracajace lub
okreslenie stanu immunologicznego  pa-
cienta. Wskazaniem do przeprowadzenia
diagnostyki w kierunku zakazenia wiruso-
wego moga byé objawy kliniczne wskazu-
jace na zakazenie wirusowe, ocena stanu
odpornosci, np. po szczepieniach ochron-
nych, badz ocena sytuacji epidemiolo-
gicznej, np. podczas epidemii grypy.

Rodzaj badania oraz rodzaj materialu
klinicznego w kierunkn wykazania
zakazenia zalezg od celu badania. Duze
znaczenie ma diagnostyka zakazen
wirusowyech wrodzonych lub nabytych
okotoporodowo (CMV, VZV, rdzyczka,
HIV, HCV, HIV).

Kiedy nalezy pobraé¢ material? W celu
bezposredniego  stwierdzenia obecnosci
wirusa nalezy pobra¢ tak wezesnie jak to
tylko mozliwe. Wiremia czgsto poprzedza
wystepowanie objawdw klinicznych.
Z drugie] za§ strony organizm moze
produkowa¢ przeciwciata neutralizujace,
ktore wigzg wriony, co zmnicjsza wowczas
wartosc diagnostyki;

W celu posredniego wykazania czynnika
etiologicznego poprzez badania serologi-
czne 2 probki surowicy w celu wykazania
roznic w mianic przeciwcial; W celu
okreslenia swoistych przeciweial w klasie
IgM  jedna prébka surowicy pobrana jak
najwezesniej na poczatku choroby. Wzrost
poziomu przeciweial w klasie lgG
potwierdza rozpoznanie.

Na jakos¢ wyniku ma takze wplyw sposdb
ptzechowywania i transport materialu
klinicznego. Dlatego powinien byé
dostarczony do laboratorium  wirusolo-
gicznego jak najszybcie] w pozywee plynnej
(podloze do hodowli komérek z dodatkiem
antybiotyku o szerokim spektrum w celu
zahamowania wzrostu bakeerii 1 grzybow)
wtemp. 2-6°C,

Probki materialow  w celu izolacji wirusa
powinny byé pobrane mozliwie jak
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najwczesniej, tj. na poczatkn choroby
Wwielu zakazeniach wirnsowych wirus daje
sic wykry¢ przed wystapieniem objawdw
klinicznych choroby, szezyt osiaga w okresic
ostrej fazy, za§ w okresie rekonwalescencii
mozliwoéé izolacji wirusa spada. Od tej
zasady sq oczywiscie wyjatki, np. adeno-
wirusy i enterowitusy moga byé obeene
w kale przez tygodnie a nawet miesiace, zas
CMV moze byé wykrywalny w moczu przez
dluzszy czas.

Wiele czynnikéw wplywa na fakt
wyizolowania wirusa z badanego marerialu,
tj. rodzaj wirusa, miejsce, z ktorego zostal
pobrany, metody stosowane w diagnostyce,
wick pacjenta (u malych dzieci na przyklad
przez diuzszy czas niz od oséb dorostych
daje sic wyizolowaé wirus grypy), stan
immunologiczny chorego (pacjenci
z obnizona odpornoscia dluzej eliminuja
HSV).

Surowica do badan serologicznych powinna
by¢ pobrana jak najwezesniej. W niektorych
zakazeniach wirusowych identyfikacja
przeciweial w klasie 1gM lub obecnose
wysokiego miana przeciwcial calkowitych
jest potwierdzeniem zakazenia. Z reguly
jednak jednorazowe badanie serologiczne
daje mozliwos¢ okreslenia stanu
immunologicznego chorego. Dlatego
regula powinno by¢ przysytanie w kierunku
badan serologicznych dwoch probek

surowicy, pierwszej z poczatkowego okresu
choroby, 1 drugiej pouplywie 10 - 14 dni.
Bedzie wowezas mozliwe stwierdzenie badz
czterokrotnego wzrostu miana przeciwcial
lub ocena tylko zmiany poziomn
przeciwceial.

Wynik dodatni dotyczacy przeciwcial
w klasie Ig(G nie pozwala na stwicrdzenic jak
dlugo umrzymuja sic one we krwi. Dlatego
tez nalezy badaé podwaine probki surowicy
pilerwsza pobrang na poczatku choroby
i druga po uplywie 14 dni. Stwicrdzenic
zakazenia wirnsowego jest mozliwe przy co
najmniej czterokrotnym wzrodcie miana
przeciweial w ciggu 14 dni; lub co najmniej
czterokrotnym spadku miana przeciwcial
w pozniejszym okresie choroby. Bardzo
cenna wskazowka jest badanie swoistych
przeciwcial w klasie IgM. Sg one
wykladnikiem wezesnego zakazenia. Z tego
wzgledu surowice nalezy pobra¢ na samym
poczatku choroby.

Badania serologiczne sg zawsze obarczone
mozliwosciq otrzymania wynikéw
falszywych. Wyniki falszywie dodatnie
otrzymujemy w przypadku reakcji
krzyzowych z antygenami innego czynnika
zakaénego nie bedacego przyczyng danego
zakazenia badi obecnoscl przeciwcial
w klasic 1gG po szezepieniu. Natomiast
wyniki falszywie ujemne mozemy otrzymac
gdy zbyt wezeénie pobrano surowice brak

przeciwcial lub zahamowania wyrwarzania
przeciwcial, np. w stanach immunosupresji.
Wykluczajac niedoktadnosci techniczne,
jest to zwiazane z nieswoistymi reakejami
zachodzacymi wowezas, gdy w badanym
materiale wystepuje np. czynnik
reumatoidalny, zhemolizowana krew,
kompleksy immunologiczne lub
autoprzeciwciala. Najezedciej wyniki
nieprawdziwe otrzymuje si¢ od pacjentéw
z chorobami autoimmunologicznymi,
nowotworami, zwlaszcza rozrostowymi
chorobami tkanki chlonnej lub ostrymi
zakazeniami wirusowymi. Dlatego tez
w niektorych  badaniach serologicznych
stosowane s4 testy potwierdzenia w celu
weryfikacji dodatnich wynikow otrzyma-
nych w badaniu przesiewowym.

Inne badania mozna werytikowac pray
pomocy testu western-blot. Duza trudnosc
interpretacyjna stwarzaja te proby,
w ktdrych w tescie WB otrzymuje si¢ wynik
watpliwy  (nierozstrzyeniety). W takich
przypadkach powinno si¢ badanie powtd-
rzy¢ po uplywie ok. 3 miesicey lub
zastosowad metody biologii molekularnej
celem stwierdzenia obecnoscr materialu
ZeNEtyczZnego wirusa,

Prof. s dr hab. n. med.
Malgorgata Poly-Dacewics;
Kieronnife Zaktadn Wirnsologii
Abkadenii Medyezne w Lablinie
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Do prawidlowego utlenowania  tkanek
niezbedna jest dostepnosé tlenu
atmosferycznego, prawidlowa wymiana
gazéw pomiedzy plucami a krwig tetnicza,
whudowanie tlenu do hemoglobiny oraz
transport i uwalnianie tlenu w tkankach,
Slabe utlenowanie thkanck moze byc
wynikiem nieprawidtowego dzialania
ktéregokolwiek 2 tych procesow. Do pelnej
oceny gospodarki tlenem we krwi potrzebny
jest pomiar cisnienia parcjalnego  tlenu
(PO,), oznaczenie stezenia hemoglobiny
oraz okreslenie wysycenia hemoglobiny
tlenem. Chociaz do prawidlowego
utlenowania tkanck konicczne jest
odpowiednio wysokie ci$nienie parcjalne
tlenu  (PO,), nalezy wziac pod uwage
rownicz to, ze ilosé tlenu dostarczanego do
tkanek zalezy od zawartosci tlemu w krwi
tetniczej a to z kolei zalezy  od stezenia
hemoglobiny ijej wysycenia tlenem.
Hemoglobina
Hemoglobina jest bialkiem globularnym,
ktérego funkcja polega na przenoszeniu
tlenu z ptuc do innych tkanek organizmu.
Ponad 90% hemoglobiny stanowi hemo-
globina A, prawidlowa hemoglobina

dorostych jest tetramerem zbudowanym
z dwdch roznych ladcuchow polipepty-
dowych: lancucha  zloZonego ze 141
aminokwasow 1 lancucha zawierajacego
146 reszt aminokwasowych (HbA, «.f,,
m.czast. 64500 Da). Druga forme stanowi
hemoglobina A2 (HbA., a.8.), ktorej ilosé
waha si¢ migdzy 2-25%. Ponadto we krwi
wystepuja pochodne hemoglobiny powstale
na skutek procesu glikacji, glownie
hemoglobina HbA,. W zaleznoscl od wicku
we krwi wystepuja tez zmienne ilosci innych
hemoglobin. Hemoglobina embrionalna,
produkowana przez cialko zélte pomiedzy 3
a 8 tygodniem ciazy, sklada si¢ z réznych
kombinagcji taficuchdw e, g,y 1 e. Trzy glowne
formy tej hemoglobiny to Gower 1 (£z.),
Gower 2 (we) i Portland (Ey,. Hemoglo-
bina plodowa (HbF) sklada sic z dwdch
taficuchdw alfa i dwoch lancuchdw gamma
(oy.). Wigkszose klinicznie istotnych
mutacji genowych redukuje ilose
syntetyzowanego lancucha alfa lub beta
(talasemie), co powoduje zmiany
rozpuszezalnosci hemoglobiny (HBS Iub
HbC). Niekiedy, chociaz rzadko, mutacje
genowe zmieniaja powinowactwo
hemoglobiny do tlenu. Hemoglobiny moga

by¢ podzielone na dwie klasy: zdolne do
wigzania tlenu (prawidtowe Hb) i pochodne
Hb niezdolne do wigzania tlenu (dyshemo-
globiny). Do prawidtowych hemoglobin
zalicza sle oksyhemoglobine (O.Hb)
i deoksyhemoglobing (HHb). Oksyhemo-
globina jest definiowana jako hemoglobina
erytrocytow zawierajaca tlen przylaczony do
zelaza (Fe'™ grupy hemu w sposob
odwracalny. Deoksyhemoglobina jest to
hemoglobina zdolna do wigzania tlenu, ale
w momencie pomiatu jest odddenowana.
Do nieprawidlowych hemoglobin zalicza sig
hemoglobine tlenkoweglows (karboksyhe-
moglobing, HbCO), methemoglobine
(HbMet) 1 sulthemoglobine (HbS).

Hemoglobina jest bialkiem allosterycznym,
co oznacza, ze wigzanie tlenu z jedng
z podjednostek jest uzaleznione od jej
oddzialywania z innymi podjednostkami.
Ujmujac scislej, wiazanie denu do jednej
z podjednostek  hemoglobiny indukuje
zmiany konformacyjne, ktére przekazywane
na sasiednie podjednostki zwigkszaja ich
powinowactwo do tlenu. Taki proces
ulatwia wiazanie tlenu do kolejnych
podjednostek. Dlatego tez wigzanie tlenu
z hemoglobing okresla sie jako
kooperatywne, w przeciwienstwie do
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wigzania tlemu z pojedynczym lafncuchem
polipeptydowym  mioglobiny, ktore jest
nickooperatywne. Do biologicznych
czynnikéw  majacych najbardziej istotny
wplyw na wigzanie tlenu do hemoglobiny
nalezy stezenie jonow wodorowych,
cisnienie parcjalne dwutlenku wegla, tempe-
ratura i stezenie 2,3-bis-fosfoglicerynianu
(BPG, dawna nazwa 2,3-difosfoglicerynian,
DPG) czgsto nazywanymi regulatorami
allosterycznymi, poniewaz stabilizuja one
konformacje hemoglobiny nicutlenowanej
(HHD) i w ten sposob ulatwiaja uwalnianie
tlenu. Poniewaz czynniki te oddziatywuja na
rézne miejsca w czasteczee hemoglobiny,
skutki ich dziatania podlegaja sumowaniu.
Calkowita zawartos¢ tlenu we krwi jest suma
stezenia tlenu zwigzanego z hemoglobing
i tlenu fizycznie rozpuszczonego we krwi.
Calkowite stgzenic tlenu we krwi wynosi
9 mmol/], z czego stgzenie tlenu rozpu-
szezonego fizycznie wynosi 0,14 mmol/1
a resztg stanowi tlen polaczony z hemo-
globing (O,Hb), Wychwyt tlenu przez krew
w plucach zalezy przede wszystkim od
cisnienia parcjalnego tlenu w pecherzykach
pltucnych i od zdolnosci tlenu do
swobodnego dyfundowania przez blong
pecherzvka do krwi. Przy normalnym
cisnieniu parcjalnym tlenu w pecherzykach
plucnych, ktére wynosi okolo 102 mmHg
i prawidlowym stezeniun  hemoglobiny,
ponad 959, a przy cisnieniun 110 mmHg
ponad 98% hemoglobiny jest zwigzana
z tlenem. Gdy cala hemoglobina jest
nasycona tlenem, dalszy wzrost ci§nienia
parcjalnego w pecherzykach pluenych po
prostu zwicksza stezenie fizycznie rozpu-
szczonego tlenu we krwi tetniczej.
Dostarczanie tlenu 2 krwi do tkanek jest
uzaleznione od gradientu cisnienia
parcjalnego pomiedzy krwia ternicza
i komorkami tkanek, a takze od stopnia
dysocjacji oksyhemoglobiny werytrocytach.
Pomiar stezenia hemoglobin

Pomiar stezenia hemoglobin, ze wzgledu na
inna strukrure czasteczki hemu w réznych
pochodnych  hemoglobiny, jest mozliwy
spektrofotometrycznie.  Unikalne widmo
absotbeyjne  poszezegdlnych hemoglobin
powoduje larwosc ich pomiaru w miesza-
ninic. Absorbancja jest wlasnoscia
addytywna, dlatego tez konieczny jest jej
pomiar przy wiclu dlugosciach fali Swiatta,
Najprostsze spektrofotomerry mierza
hemoglobiny tylko przy dwoch dlugosciach
fali, zatem mozliwy jest pomiar tylko O,Hb
i HHb.  We wspolczesnych oksymetrach
mozliwy jest pomiar absorbancji przy 128
dlugosciach fali, co umozliwia bardzo
dokladne pomiary wielu pochodnych
hemoglobin. Pomiary przy réznych
dlugosciach fali nie tylko polepszaja
doktadnosé, ale takie minimalizujaz lub

eliminuja wplyw substancji interferujgeych.
We wspolezesnych oksymetrach mozliwy
jest pomiar hemoglobin prawidlowych
(O.Hb 1 HHb) oraz dyshemoglobin
(gtéwnie MetHb 1 COHb). Wyniki
oznaczen poszczegolnych frakeji
hemoglobin sa zwykle podawane jako
procent hemoglobiny calkowite].

Pomiar i wysycenie hemoglobiny tlenem
Wysycenie hemoglobiny tlenem oznacza
stosunck funkcjonalnej hemoglobiny
wysyconej tlenem do calkowitej zdolnosci
hemoglobiny do wiazania tlenu. Posrednio
pozwala na oszacowanie PO, Chociaz
kazdy sposob wyrazania wysycenia
hemoglobiny tlenem powszechnie jest
okreglany jako indeks saturacyjny,
stosowane pojecia nie wyrazaja tego samego
i maja rozne definicje

I. Wysycenie (saturacja) hemoglobiny
tlenem (SO,

Saturacja hemoglobiny tlenem (8O)  jest
okreslana jako stosunek stgienia
oksyhemoglobiny (hemoglobiny
utlenowanej O.Hb) do sumy stgzen

oksyhemoglobiny 1 deoksyhemoglobiny
(hemoglobiny oddenowanej, HHb):
; [O,Hb]

SO: = [02Hb| + [HHb]
Pomiar stezenia hemoglobin przepro-
wadzany jest spektrofotometrycznie, a 8O,
wyrazane jest w procentach. Wyznaczone
w ten sposob wysycenie hemoglobiny
tlenem nie uwzglednia obecnosel innych
hemoglobin, np. hemoglobiny tenko-
weglowe], methemoglobiny lub sulthemo-
globiny. Rownanie to moze by¢ stosowane
tvlko u oséb, ktore nie maja dyshemoglobin.
SO, powszechnie jest mietzone przy
pomocy pulsoksymetrow. Zasada tych
urzadzen opiera si¢ na pomiarze wysycenia
tlenem w tgtnicy poprzez pomiar stosunku
pulsujacego swiatla, ktére przechodz przez
tozysko naczyniowe podskorne przy dwoch
dlugosciach fali: 660 i 940 nm. Zaréwno
O.Hb jak i HHb absorbuja swiatlo przy tych
dwach diugosciach fali, a pomiaru dokonuje
si¢ w warunkach statycznych i warunkach
pulsacji. Stosunek sygnalu przy 660 nm
i bliskiej podezerwieni odnoszony jest do
krzywej kalibracyjnej saturacji tlenem, kedra
jest wyznaczona 1 zaprogramowana dla
danego urzadzenia. Chociaz pulsoksymetry
sq bardzo czesto stosowane, to pamigtac
nalezy, ze wszelkie nieprawidlowosci
wiazania tlenu ptzez hemoglobing lub tez
obecnosc dyshemoglobin daja wyniki
obarczone bledem.
2. Udzial procentowy frakeji oksyhemo-
globiny (FO,Hb),
Najbardziej wlasciwa mectoda okreslania
wysycenia hemoglobiny tlenem jest
oznaczenie tzeczvwistej frakeji hemoglo-

biny utlenowanej (FO,Hb), k[i‘)rzl oblicza sig
jako stosunck stezenia oksyhemoglobiny do
sumy stezedl wszystkich hemoglobin
obecnych w danym momencie w orga-
nizmie:

FOHb, = [O2Hb]

[tHb]
tHI=0.Hb+HHb+ OHb +MetHb+ S ulfHb
Stosujac oznaczenie FO,Hb nie ma
niebezpieczeristwa blednego pomiaru
wysycenia hemoglobiny  tlenem nawet
w obecnoscl dyshemoglobin. Obnizenie
FO2ZHb we krwi tetnicze] wskazuje albo na
niskie cisnienie parcjalne denu albo na
nieprawidlowe powinowactwo hemo-
globiny do tlenu. Illo$é tlenu, ktora jest
przenoszona przez krew, okreslana jest
przez  trzy czynniki: cisnienic parcjalne
tlenu  (ktore odzwierciedla ilos¢  tdenu
rozpuszezonego we krwi), ilos¢ hemo-
globiny dostepnej w erytrocytach
i powinowactwo tej hemoglobiny do denu.
Obnizone cisnienie parcjalne tlenu oznacza
obnizong zdolnosé tenu do dyfundowania
z pecherzykow plucnych do krwi. Taka
sytuacja moze mieé miejsce np. przy
hipowentylacji. Obnizenie stezenia
catkowitej hemoglobiny moze wynikac¢
z malej liczby ervtrocytow, ktore zawieraja
prawidlowe stezenie hemoglobiny  (jak
w przypadkn anemii normochromicznej)
albo z obnizonego $redniego stgzenia
hemoglobiny w etytrocytach, jak to ma
micjsce w przypadku anemii  hipochro-
micznej. Obnizenie FO.Hb moze sig
pojawic jako efekt zatrucia tenkiem wegla,
azotynami lub cyjankami, a zatem przy
obecnoscl dyshemoglobin, ktore nie s
w stanie prawidlowo wiazaé lub wymieniaé
tlen. Klinicznie istotne jest rozroznienie
pomiedzy tetniczg hipoksemiy (obnizone
tetnicze cisnienie parcjalne tlenu i obnizone
SO, lub FOHb z powodu niewystarcza-
jacej dostepnosdci tlenu) i cyjanoza bedaca
skutkiem nieprawidlowego wysokiego
stezenia zredukowanej hemoglobiny  lub
obecnosci chemicznie zmienionych
hemoglobin niezdolnych do przenoszenia
tlenu. Jest oczywiste, ze ani SO, ani FO,Hb
nie sq miara calkowitej ilodci hemoglobiny
polaczone] z tlenem, bowiem losé ta zaleiy
od PO, i calkowitego stezenia hemoglobiny.
Podczas wstepnej oceny stanu klinicznego
pacjenta nie powinno si¢ polegac wylacznie
na pomiarach wykonywanych przy uzyein
pulsoksymetrow. SO, mierzone ta metodg
znacznic rézni sic od wattoset FO,Hb
mierzonej przy uzyein CO-oksymetru,
szczegilnie w sytuacji zwickszonej ilodci
COHb lub MetHb. Udzial procentowy
O,Hb zmniejsza si¢ liniowo wraz ze
wzrostem stezenia COHDb (denek wegla
zastepuje tlen przy atomie zelaza w hemie),
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natomiast wartosc saturacji SO, pozostaje

powyzej 90%. W przypadka brakun
ckspozycji na tlenek wegla réznice
pomigdzy saturacja SO, mierzona pray
pomocy pulsoksymetru i FO,Hb mierzona
przez CO-oksymetr nie wynosza z reguly
wiceejniz 3 do 5% u 0sob zdrowych.

3. Oszacowane wysycenie tlenem lub
saturacia O, (Ons ).

Innym sposobem okreélenia wysycenia
hemoglobiny tlenem  jest korzystanie
z obliczanej przez program komputerowy
oksymetru wartosei O, Wartosc ta jest
obliczana na podstawie oznaczen pH, PO,
1 stezenia hemoglobiny przy zastosowaniu
empirycznego rownania, ktore opiera sie na
zalozeniu, ze powinowactwo hemoglobiny
do tlenu jest prawidlowe, nie ma
dyshemoglobin oraz stgzenie BPG  jest
prawidtowe.

Aspekty analityczne pomiaréow oksymetry-
cznych

Aby pomiary oksymetryczne byly
miarodajne, musza by¢ spelnione okreslone
warunki. Krew pelna tetnicza powinna by¢
pobrana anaerobowo do kapilar lub
strzykawek heparynizowanych (ok. 0.05 mg
heparyny/ml krwi). Krew arterializowana
nie jest preferowana gdy cisnienie
skurczowe wynosi mniej niz 95 mmHg
Krew powinna by¢ dokladnie wymieszana
z heparyna, transportowana do labora-
torium w lodzie, a oznaczenie wykonane
natychmiast. Calkowity blad oznaczed
oksymetrycznych zalezy w duzej mierze od
bledow przedanalityeznych, 2 ktorych
najwaznicjsze to palenie papierosow przed
pobraniem  krwi, obecnosé pecherzykdw
powietrza w probee, rozcieficzenie krwi
antykoagulantem oraz nieprawidlowa
temperatura  transportu  probki.  Istotne
znaczenie ma obecnosé substancji
interferujacych, ktére moga zmieniaé
widmo absorbeyjne hemoglobin, a takze
pobranie krwi w stanie nierdwnowagi
tlenowej.  Oznaczajac pO, u pacjentow
biataczkowych z WBC > 40x103 mm3
nalezy zwracaé uwage na to, czy nie ma
spadku pO, w trakcie analizy. Spadek raki
jest bowiem efektem bardzo szybkiego
zuzycia tlenu przez WBC.

Uwaga konicowa.

Kazdy analityk wykonujacy oznaczenia
rownowagi  kwasowo-zasadowej na auto-
matach, ktore podaja rowniez wysycenie
hemoglobiny tlenem powinien zwracaé
szezegolna uwage na uzyskiwane wartosci
1 nie interpretowac mylnie prawidlowych
wartoscl Oug. Jezell nie ma mozliwosci
dokonania pomiaru stezenia dyshemoglo-
bin, wyliczona wartosé O, praktycznie
nie ma wartosci diagnostycznej. Znajomosé
ograniczen roznych sposobow okreslenia
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wysycenia hemoglobiny tlenem moze
w wielu sytuacjach przyezynié sie do
poprawy procesu diagnostycznego.
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IMMUNODIAGNOSTYKI
Wstep
Immunodiagnostyka, wyodrebniona czgsc
diagnostyki laboratoryjnej, jest obecnie
dobrze okreslona dziedzina, zardwno pod
wzgledem teoretycznym, jak i praktyczoym.
Swoja odrebnodé zawdzigeza zlozonodcl
ukladu odpornosciowego i stale rosnace]
wiedzy o tajnikach tego ukladu. Wypra-
cowane przez immunologdw techniki
badaweze znalazly zastosowanie nie tylko
w innych obszarach nauki, jak: biclogia,
biochemia, ale takze w innych dzialach
diagnostyki laboratoryjnej, jak patomor-
fologia, mikrobiologia, czy parazytologia.
Immunodiagnostyka stanowi wazny trzon
dwoch nowopowstalych nadspecjalnosct:
lekarskiej  immunologii klinicznej, oraz
niclekarskiej immunologii medycznej.
Zanim jednak zajmiemy si¢ immuno-
diagnostyka sensu stricto, musimy dokona¢
krotkie) charakterystyki ukladu odporno-
sciowego dla zrozumienia zasad 1 regul
warunkujacych jego ocene. Uklad odporno-
sciowy lub immunologiczny wywodzi sig
z ukladu krwiotwdrczego 1 jego morfolo-
gicznym substratem jest szpik kostny 1 ukltad
limfatyezny. Odpornosé generowana przez
uklad immunologiczny dzieli sig¢ na
nieswolsts, inaczej wrodzona lub naturalna
i na swoista, czyli nabyra. Odpornosc
nieswoista, starsza pod wzgledem filogene-
tyeznym ma niski stopien rozpoznawania
obeych substancii i rozréznia je na zasadzie
Lswoj lub obey”. Do skladnikéw  tej
odpornosci zalicza si¢ uklad dopelniacza,
bialka ostrej fazy, pochodne lektyn, jak
fikoliny, kolektyny, liczne komaorki krwi, jak:
granulocyty, monocyty, komoarki NIK
(naturalni zabdjey) 1 wiele innych.
Odpornosc ta dominuje w §wiecie zwierzat
na niskim etapie rozwoju 1 jest wylaczna
forma u bezkregowedw. Pomimo prostoty
dziatania odpornosé ta okazala sic bardzo
skuteczna, o czym swiadczy bogactwo
i liczebnosé gatunkéw fauny. Czynniki
i mechanizmy odpornosci wrodzonej
przetrwaly okres ewolucji 1 zaréwno
u naczelnych, jak i u cztowieka sa one licznie
reprezentowane. Co  wiecej, odpornosé
nabyta wykorzystuje mechanizmy
odpornosci wrodzonej w swoich reakcjach
wykonawczych, Przykltadem moze byé liza

krwinek czerwonych oplaszezonych
przeciwcialamiw obecnosci dopelniacza.

Odpornosé swoista (nabyta), powstala
znacznie pozniej w procesie ewolucji. Jej
mechanizmy pojawialy si¢ stopniowo
iulegaly doskonalenin w miarg powstawania
gatunkéw na coraz wyzszym  szczeblu
rozwoju. Obecnie u czlowicka odpornosé
swoistg tworza dwic subpopulacje
limfoeyrow: T 1 B. Produktem limfocytow B
sq przeciwciala nalezace do 5 klas immuno-
globulin: 1gG, IgA, IgM, lgD 1 IghE.
Swoistos¢ wyraza si¢ w zdolnosc rozpozna-
wania zarowno przez w/w komorki, jak
i przez przeciweiala, subtelnych rdznic
w strukrurze substancji, drobnoustrojow
pozwalajacych rozrézni¢ zmiany nawet |
aminokwasu w budowie peptydu, czy
kierunek roracji optycznej oligosacharydu.

Wazna cecha odpornosel swoiste] jest tzw.
pamieé immunologiczna pozwalajaca na
szybka mobilizacje komdrek lub przeciweial
po wniknicciu do ustroju tego samego
patogenu, z ktorym organizm poprzednio
si¢ zetknal. Polega na rozplemie klonu
komorek, ktéry posiada receptor dla danego
antygenu  drobnoustroju. Jest to  tzw
ckspansja klonalna. Tym sie tlumaczy
nasza odpornosé na kontakt z chorobami
zakaznymi, na ktére chorowalismy
w dziecinstwie. Pomimo wielu zalet
odpornosci swolstej, ma ona takze wicle
wad, jak chocby sklonnosé do indukowania
odpowiedzi przeciwko wilasnym antygenom
ustroju, co prowadzi do autoimmunizacji
i choréb autoimmunizacyjnych (autoim-
munologicznych). Nadmierna reaktywnosc
tej odpornosci zwigzana jest natomiast
z duza grupa choréb z nadwrazliwosci,
2z chorobami alergicznymi. Mutacje
w obrebie komarek ukladu odpornoscio-
wego, glownie z zakresu odpornosci
swolste] prowadzg do nowotwordw tzw.
chloniakéw (lymphoma). Tak, wicc,
wracajac do pojecia immunodiagnostyki
nalezy przyja¢ po pierwsze, ze musi
obejmowac oceng nie tylko odpornosei
swoiste] (nabytej), ale takze odpornosel
wrodzonej, gdyz obie uczestnicza
w patogenezie wicln chorob. Po drugie, ze
ocena sine que non winna byc szeroka
i dotyczyé mozliwie jak najwiece]
parametrow, gdyz jak si¢ przekonamy
pozniej, nawet niedobdr jednego, pozornie
malo istotnego skladnika ukladu immuno-
logicznego moze warunkowac nie tylko
cigzka chorobg, ale nawet zagrozenie zycia,

Materiat badawezy immunodiagnostyki
Material biologiczny nadajacy si¢ do badania
immunologicznego jest bardzo szeroki
i obejmuje niemal wszystkie plyny i tkanki
ustroju  (zestawiono je w Tabeli 1),
Zaznaczy¢ jednak nalezy, ze zdecydowana
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wigkszos¢ testow immunologicznych
wymaga materialu $wiczego, najlepiej nie
poddanego dziataniu utrwalaczy, wysokicj
temperatury i innych drodkéw  fizyko-
chemicznych. Po wykonaniu testu pozostaly
material moze by¢ przechowywany jedynie
w o ostanie  zamrozonym. W przypadku
zywych komorek wymaga to odpowiednie]
aparatury do kontrolowanego zamrazania
i przechowywania w cicklym azocie,
Mozliwosci badawcze imuunodiagno-
styki ocena plynow ustrojowych.
Wachlarz dostepnych metod jest bogaty
i wykorzystywany nie tylko przez
immunologow. Zestawiono je w Tabeli 2.
Warto zwrocic uwagg, ze dziela si¢ one na
jakosciowe 1 Hosciowe. Z jakosciowvch
immunoelektroforeza, a wigc immunody-
fuzja biatek po rozdziale elekrroforety-
cznym wobec przeciweial pozostaje weiaz
"ztotym standardem” dla wykrywania brakua
lub nadmiaru immunoglobulin i innych
bialek w surowicy i plynach jam ciala.
Inne immunologiczne merody jakosciowe
okazaly sie szczegolnie przydatne
w wykrywanin szerokiego spektrum
autoprzeciwcial, zwlaszcza w  surowicy
chorych. W wielu chorobach autoimmu-
nizacyjnych dochodzi do powstawania
rozaych autoprzeciwceial, korych wykrycie
ma istotne znaczenie kliniczne, Dostgpne
handlowo testy w ktdrych na nosniku
umieszczono szereg antygenow rekombi-
nowanych pozwalajs w wynikn jedno-
razowe] inkubacji z badang surowica
stwierdzi¢ obecnosé odpowiednich auto-
przeciwcial. Metoda ,,Western blotting” jest
rozwinigciem tego podejscia, jednak dzieki
rozdzialowi elektroforetycznemu miesza-
niny antygenéow uzyskuje si¢ m wiecej
danych, jak masa czgsteczkowa danego
autoantygenu, jego ruchliwos¢ elektrofo-
retyczna i inne. W przypadku antygendw lub
nosnikéw  korpuskularnych manifestacja
odczynu dodatniego jest reakeja aghatynacji
lub zmetnienia roztworu.

Reakeje aglutynacji czynnej stosowane sa
glownie w  hematologiit W ten sposob
oznacza si¢ autoprzeciwciata przeciwko
krwinkom czerwonym, leukocytom czy
plytkom krwi. Natomiast aglutynacja bierna
polega na oplaszezeniu nosnika, np. kulek
lateksu badanym antygenem. W ten sposob
wykrywa si¢ np. przeciwciala przeciwko
- globulinie ludzkiej, czyli czynnik reuma-
toidalny, y-globulina jest tu oplaszczona na
kulkach lateksu i aglutynacja kulek jest
wykladnikiem reakeji dodartniej.

Testy ilodciowe wykorzystuja liczne techniki
badaweze, ale najbardzie] papularng stala sie
ostatnio metoda immunoenzymatyczna
ELISA. Wprowadzona w 1971 r. stala si¢
podstawa zdecvdowane] wickszosel  goto-

wych zestawéw do oznaczedt ilogciowych
antygenow 1 przeciwelal, zwlaszcza
w chorobach auteimmunizacyjnych
i zakaznych. Zalera metody jest prostota
wykonania, odczynniki bezpieczne dla
wykonawey, stosunkowo niedrogi sprzet
i aparatura potrzebne do realizacji. Zasada
testu polega na zwigzaniu dwdch
reaktantow (antygenu 1 przeciwciala),
z ktorych jeden jest oplaszczony na
immunosorbencie, zwykle plytce lub
probdwee plastykowej (nosnik). Nastepnie
nosnik poddaje si¢ reakeji z przeciwcialem
ptzeciwko dglobulinie przeciwciala
plerwotnego, znakowanym enzymem,
najczesciej peroksydaza chrzanowa. Enzym
wykrywa si¢ przy pomocy odpowiedniego
substratu dajacego reakeje barwna oceniang
kolorymetryeznie.

Czulosé reakeji w zaleznosci od warunkow
testuwahasic od 1 do 10 ng/ml

Oprécz testu ELISA istnieje jednak wiele
innych ilosciowych technik badawczych,
ktore zapewniaja badanie wielkiej liczby
probek w sposob zautomatyzowany
i powtarzalny. Niektore z nich cechujq si¢
bardzo wysoka czuloscia. Naleza tu przede
wszystkim metody radioimmunologiczne
(RIA, IRMA), nefelometryczne, marbidyme-
tryczne czy luminiscencyjne. Nie beda one
tutaj omawiane, bo dobrze znane sa
pracownikom laboratoriow analitycznych
i wykorzystywane zwykle w duzych
Lkombajnach™ laboratoryjnych. Warto m
jednak wspomnieé, ze dla oznaczen
hormonéw 1 ich przeciweial metody
radioimmunologiczne stanowlg wcligz
wzloty standard” ze wegledu na czulosce
i powtatzalnosc wynikéw.( Tabela 3).
Metody odpornosci komérkowej
Daostepne metody mozna podzielic na dwie
grupy: pierwsza, ktora umozliwia okreslic
cechy fenotypowe komodrek 1 wtornie
wyroznic ich subpopulacje oraz druga
pozwalajaca na badanie funkeji komérek.
W odniesieniu do pierwszej grupy, istniejace
metody pozwalaja ocenic szeroki wachlarz
makromolekul, nie tylko powierz-
chniowych, ale takze cvtoplazmatycznych.
W przypadka limfocytow, a takze innych
komérek krwi, sa to tzw. antygeny
roznicowania wedlug klasyfikacii CD
(cluster determinants). Zostaly one
okre§lone na podstawie reaktywnosci
przeciweial monoklonalnych  wytworzo-
nych w roéznych laboratoriach, ale
wykrywajacych ta sama czasteczke,
a wlasciwie determinante antygenowsa
(epitop). Przeciwciala te tworza tzw. gniazdo
(cluster) dla danego epitopu, stad nazwa.
Poszczegdlne determinanty okresla  sig
skrotem CD 1 liczba, np. typowy marker
limfoecytow T to CD3, a limfocytow B

CD20. Liczba wykrywanych determinant
przy pomocy nowo wytworzonych
przeciwcial stale rosnie i obecnie przekracza
juz 360. Weryfikacje swoistodci tych
przeciwcial przeprowadza si¢ réznymi
metodami, jak: cytometria przeplywowa,
immuno blotting (Western blotting),
immunoprecypitacja, a takie techniki
molekularne. Szezegdlna rola praypada
cytometrii przeplywowej, ze wzgledu na
szybkos¢ pomiaru, mozliwosé oceny
ilosciowej a takze wykonywanie badania na
zywych  nieuszkodzonych  komérkach.,
Dodatkowa zaletg cytomerrii przeplywowej
jest moznosc oceny sredniej intensywnosci
fluorescenciji na badanych koméarkach (tzw.
ang, Mean Fluorescence Intensity MFI)
pozwalajaca okreslié gestosé danych
receptordw na powierzchni komarki,
Druga grupa metod oceny odpornosci
komorkowe] obejmuje testy na Zywych
komorkach, zwykle w warunkach krotko-
trwalej hodowli in vitro, okreslajacych
zdolnosé¢ do rdznych funkeji, jak
proliferacja, aktywnosé cytotoksyczna,
fagocytoza, migracjaiinne.
Do najezescie] stosowanych nalezy test
transformacji  blastycznej limfocytdw.
Polega on na stymulacjt komarek pray
pomaocy substancji znanych 2z tego, ze
aktywuja komorki do przemiany blasty-
cznej, syntezy kwasow nukleinowych
i nastepowej proliferacji. Sa to tzw. lektyny -
zwigzki organiczne reagujace z cukrami
-w sposob nieenzymatyczny, jak fitohema-
glutynina (PHA), konkanawalina (ConA)
i inne. Transformowane komorki mozna
liczy¢ pod mikroskopem, ale zwykle ocenia
si¢ stopienn syntezy DNA przy pomocy
. ; s ;
pomiaru izotopu (H- tymidyny) wbudo-
wanego w DNA. W wiclu chorobach
dochodzi do istotnego spadku zdolnosci
limfoeytow do transformacii blastycznej.
Testy oceny cytotoksycznosci limfoeytow
oparte s rOwniez 0 zastosowania izotopow.
Komdrki majace byé przedmiotem ataku
cytotoksycznego (komadrki docelowe)
znakuje sie izotopem chromu 'Cr.
Interakcja pomiedzy komorkami efektoro-
wymi i docelowymi prowadzi do uwolnienia
czasteczek izotopu, ktorego pomiar
w supernatancie jest wykladnikiem akeyw-
nosci cytotoksyecznej. Test ten jest
stosunkowo rzadko stosowany woruty-
nowych laboratoriach analitycznych.
Istnieja rowniez testy oceny cytoto-
ksycznosci komorek bez wymogn uzycia
izotopow oparte na pomiarze kolory-
metrycznym.
Inna droga oceny funkeji limfocytow jest
pomiar wytwarzanych przez nie cytokin,
Cyvtokiny sa bialkami o roznych funkejach
biologicznych. Spadek produkeji danej
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cytokiny jest zwykle odbiciem uposledzenia
funkcji komorki. Produkeje cytokin mozna
bada¢ w hodowli komorek in vitro, oceniajac
stezenie bialka w supernatancie, lub
oceniajac wydzielanie danej cytokiny przez
poszczegolne komdrki w tescie ELISPOT.
Niekiedy mozliwa jest takze ocena stezenia
cytokin w surowicy 1 innych plynach
ustrojowych, ale ze wzgledu na bardzo
krotki czas poltrwania i labilnosc tych biatek
metoda ta ma watpliwa wartosé.

Funkcje komorek - zernych granulo-
cytow i monocytow.

Mozliwa jest ocena co najmnie] czterech
czynnikdw. Komorki poddaje sic interakeji
z bakteriami, np. Escherichia coli i liczy sie
komaorki, ktére sfagocytowaly bakterie. Te
ostatnie, jezeli sg wyznakowane barwnikiem
fluorescencyjnym umozliwiajg pomiar
liczby komorek w cytometrze przeply-
wowym a wigc fagocytozy, Aktywowane
granulocyty, a takze monocyty wytwarzaja
toksyezne pochodne tenu, ktore pozwalaja
na zabicie sfagocytowanych bakrerii,
w wyniku tzw., wybuchu tlenowego.
O zywotnoscl komorek zernveh swiadczy
ich zdolnos¢ do swobodnej migracji, do
migracji ukierunkowanej, wywolanej jakas
substancjg organiczng, np. LPS, czy
chemiczng (chemotaksja) a takze
hamowania migracji. Sluza do tego
specjalne urzadzenia, vzw. komory Boydena,
w krorych umieszeza sig badane komorki 1
dang substancje hamujaca lub indukujaca
ruch komorek. Komdrki i substancija sa
rozdzielone filtrem, w ktorym odbywa sie
migracja. Zakres migracji okresla sie
w powigkszeniu lupowym lub mikrosko-
powym (Tabela 2).

Ten bardzo ogolny przeglad technik
odpornosel komorkowe) nie  dotyezyl
jednak oceny reaktywnosci swoistej
pomigdzy swoiscie uczulonym limfocytem
T i ligandem na powierzchni komorki
docelowej. Dla wykrycia takich komérek
konieczna jest zgodnosé alleli kodujacych
antygeny MHC pomigdzy komdrka
efektorowa i docelowa. Nowym rozwia-
zaniem tegn wymogu sg tzw. tetrametry
bedace rekombinowang czasteczkg
zawierajaca antygeny MHC, recepror dla
antygenu i fluorochrom. Terramery
umozliwiaja okredlenie swoiscie reagujacych
komorek w cytometrze przeplywowym.
Okazalo sig, ze ich odsetek w nacickach
zapalnych, np. wirusowym zapaleniu
watroby jest bardzo niski i wynosi 1-2%.
Technika tetrametrow, choé bardzo
obiecujaca, jest jednak obecnic jedynie
w stadium badan naukowych 1 wymaga
dalszego udoskonalenia i obnizenia kosztdw
realizacji.

Zastosowania immunodiagnostyki
w medycynie klinicznej.

Wymienic m tylko najwazniejsze zasto-
sowania a racze] ich przyklady, gdyi zakres
immunodiagnostyki  znacznie przekracza
objetosc tego artykulu.

Choroby autoimmunizacyjne

Toczen ukladowy (lupus erythematosus)
Jest to choroba o bogate] symptomatologii
klinicznej ale takze immunologicznej.
Cechuje sie obecnoscia licznych auto-
przeciwcial, komplekséw immunolo-
gicznych w surowicy i ich odkladaniem
w narzadach i tkankach. Pod wzgledem
diagnostycznym do najwazniejszych nalezy
wykrycie przeciwcial przeciw jadrom
komdrkowym (P-la przeciw-jadrowe ang.
ANA). Jest to szerokie pojecie, gdyz
obejmuje przeciwciala przeciwko kilkunasm
roznym  antygenom jadrowym. Do naj-
czestszych naleza p-ta p-ko nukleoproteinie
oraz przeciwko DNA o podwdine spirali
(dsDNA). Obecnoic¢ tych ostatnich
przemawia za zajeciem nerek przez proces
chorobowy.

Rewmatoidalue zapalenie stawew - rzs (pobyarthritis
rhenmatoidea)

Potoczng nazwa jest gosciec Stawowy. fest to
choroba bedaca przewleklym procesem
zapalnym toczacym sie w blonie maziowej
stawow | prowadzacym do znicksztalcen,
usztywnien 1 znacznych uposledzen funkeji
stawow. Od dawna jednym 2z najezestszych
markerow choroby jest tzw. czynnik
reumatoidalny (ang. rheumatoid factor RE),
bedacy przeciwcialem klasy IgM przeciwko
immunoglobulinie G. Znaczenie diagno-
styczne RF jest jednak ograniczone, gdyz
istnicja postacic rzs RF ujemne. Nowym
testem cechujacym sic wysoka swolstoscia
dla rzs (ponad 90%) jest oznaczanie
przeciweial p-ko bialtkom bogatym w reszty
cytruliny  (anty-CCP). Przeciwciala te
pojawiaja si¢ juz we wezesnej fazie choroby i
ich miano wykazuje zwiazek ze stopniem
zniszezenia blony maziowe) 1 chrzastk
stawowe].

Wole Hashimoto (struma lymphaomatosa)

Jest to niedoczynnosé tarczycy zwiazana
z obecnoscia kilku autoprzeciwcial
I zniszczeniem migzszu gruczolu przez
proces autoimmunologiczny. Najczesciej
stwierdza sie przeciweciala przeciwko
petoksydazie tarczycowej (mikrosomalne)
i p-ko tyreoglobulinie, wykrywane metoda
ELISA lub radioimmunologiczna.

Piersotna marskosc dlciowa (cirrhosis hepatis
bilzaris primaria)

Proces autoimmunizacyjny niszczy tu
utkanie watroby i doprowadza do rozplemu
tkanki tacznej i w konsekwencji do
marskosci z zastojem 26lct. U 95% chorych
stwicrdza si¢ obecnosé przeciweial przeciw-
mitochondrialnveh (ang. AMA). Sa one

kluczowe dla rozpoznania tej choroby.
Niedobory odpornosci
Stany te dziela si¢ na pierwotne, bedace
wynikiem wrodzonego braku jakiegod
skladnika ukladu lub funkeji, wystepujace
glownie u malych dzieci oraz na wtorne
spowodowane inna choroba zasadnicza np.
procesem nowotworowym, spotykane
zwykle u dorostych. Te ostatnie sq znacznie
czestsze, ale w wickszosal podrecznikaw
immunologii o wiele wigce] miejsca
poswieca si¢ niedoborom plerwotnym.
Wynika to z faktu, ze ich patogeneza jest
znacznie bardziej zlozona, a takze dlatego,
ze ich wykrycie pozwolilo wyjasnic wiele
mechanizmow dzialania ukladu odporno-
sciowego. Immunodiagnostyka pelni i role
kluczows w ustaleniu rozpoznania, ale
w przypadku niedobordw pierwotnych co-
raz cz¢scie] wymaga powlgzania z genetyka.
Ich przyczyng jest bowiem najczescie]
defektna poziomie molekularnym.
Stosunkowo najezestszymi  niedoborami
pierwotnymi odpornosci sg niedobory
humoralne gléownie dotyczace klas lub
podklas immunoglobulin ale takze
skladnikow dopelniacza. Przy pomocy
immunoelektroforezy i technik ilosciowych
mozna tu dokladnie okresli¢ rodzaj 1 zakres
danego deficytu a takze monitorowad
w przebiegu leczenia substytujacego..
Jednym z najgrozniejszych niedobordw
pierwotnych jest grupa tzw ciezkiego
zlozonego niedoboru odpornosci (SCID-
ang, severe combined immunodeficiency
syndrome). Wystepuja tu braki poszcze-
golnych subpopulaci limfocytow lub ich
skladnikow komorkowych jak ekspresja
antygenow zgodnosci tkankowej, enzymow
jak np. rekombinaz DNA itp. Wazna role
w diagnostyce tych standw pelni cytometria
przeplywowa, pozwalajaca okreéli¢ nie tylko
typ zmiany alei jego zakres ilosciowy.
Diagnostyka niedobordw  wrtornych  jest
zwykle duzo prostsza.  Sprowadza si¢
najezescie] do stwierdzenia deficytow
immunoglobulin lub poszczegdlnych sub-
populacji leukoeytow w krwi obwodowej.
Szezegolne miejsce przypada tu wrornemu
nabytemu niedoborowi odpornosci (AIDS),
bedacemu wihasciwie choroba zakazna, ale
prowadzaca do zniszczenia limfoeytow T
CD4+ warunkujacych dzialanie niemal
calego ukladu odpornosci. Oznaczenie we
krwi poszezegolnyeh rodzajow przeciweial
przeciw skladnikom wirusa HIV, wiremii
oraz liczby limfocytow T CD4+ ma
zasadnicze znaczenie we postgpowaniu
leczniczym chorych,
Zapalenia
Choroby zakazne
Diagnostyka chordb zakaznych oparta jest
W znacznym stopnin na metodach antygen
dofeoticzenie sir 16



WAZNA INFORMACJA
DOTYCZACA
PRAWA WYKONYWANIA ZAWODU
DIAGNOSTY LABORATORYJNEGO

Biuro Krajowej Izby Diagnostéw Laboratoryjnych uprzejmie informuje, ze dokument “Prawo Wykonywania Zawodu

Diagnosty Laboratoryjnego” jest wydawany sukcesywnic wszystkim tym osobom, ktére posiadaja kompletne dokumenty

iuregulowane zobowigzania finansowe wobec Izby.

PRZYPOMNIENIE:

Chegc otrzymac dokument “Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego” nalezy:

€ wptaci¢ 100 zt. na konto KIDL zgodnie z uchwala nr 60/2004 KRDL 2 dnia 17 grudnia 2004 t.,
tytulem “Wplata na rzecz KIDI. na dzialalnosé statutows”,

L 4 przestac do biura KIDL kserokopie dowodu wplaty z dotaczong czytelng informacijg

zawierajaca w/w tytul wplaty, imie i nazwisko oraz numer wpisu na liste diagnostow

laboratoryjnych,
® przestaé takze zaswiadczenie lekarskie o stanie zdrowia stwierdzajace zdolnosé do wykonywania

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

PT Diagnosci Laboratoryjni posiadajacy numer wpisu na liste diagnostéw powyzej 08001
proszeni sa o dokonanie w/w wptaty, przystania jej kserokopii oraz uzupetnienia

ewentualnych brakoww dokumentacji.

PT Diagnosta Laboratoryjny we wlasnym 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

zobowiazaniach finansowych wzgledem Izby.

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

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

“Zaswiadczenia” o wpisie naliste diagnostow laboratoryinych sa wazne do korica 2006 roku.

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

dokumentu bgdzie mozliwe na pisemna prosbe i za dodatkowa oplatg poniesionych kosztow ponownego wystania do

tych z Pafistwa, ktérych 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, ktorzy:

4 posiadaja braki w dokumentacji,

@ zalegaja z platnoscia obligatoryjnych skladek czlonkowskich,

4 dotad przeslali swoje zdjecia w innym formacie niz 3,5 em x 4,5 em, gdyz po zmniejszeniu tych zdjeé do wymaganego formatu
okazuje sig, ze twarz na zdjeciu jest nieczytelna.

W przypadku dostarczenia wraz z dokumentami nicaktualnych zdjeé (np. sprzed kilkunastu lat), KIDL nic bedzie ponosié

odpowiedzialnosdci za wynikle z tego powodu problemy lub konsekwencje.

WYDANIE NOWEGO DOKUMENTU (Z POWODU ZNISZCZENIA, ZGUBIENIA, NIEAKTUALNEGO
ZDIECTAY REDNZTE MOZTIWE NA PISEMNA PROSBE T DODATKOWY KOS7ZT OSORY ZAINTERESOWANEI]
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patogenu lub przeciwciata. W wirusowych
zapaleniach watroby typu B 1 € istnieja
szczegolowe schematy oznaczed poszcze-
golnych antygenéw wiruséw 1 ich prze-
ciweial w przebiegu choroby, pozwalajace
okreslic stopien jej
Roéwnolegle oznacza sig liczbe kopii kwasow
nukleinowych wirnséw (DNA w typie B
i RNA w typie C zapalenia watroby) pray
pomocy technik molekularnych (PCR).
ZLapalenia neref

W zapalenin  klebuszkéw nerkowych,
oprocz oznaczen immunoglobulin, akey-
wnoscl dopelniacza 1 obecnoscl komple-
ksow immunologicznych w surowicy, wazng
rolg odgrywa badanie immunofluo-
rescencyjne bioptatu nerki. Pozwala ono
wykry¢ swoiste zlogi wwym. bialek
a niekiedy takze antygeny w okreslonych
migjscach klgbuszka nerkowego 1 pomoc
w ustaleniu $cislego rozpoznania. Badanie
wykonuje si¢ najczescie] na skrawkach
mrozonych (kriostatowych) dla zachowania
labilnych czasteczek biatka.

Zapalenia naczyi

Jest to  grupa okolo 20 choréb o nie-
ustalonej etiologii, o mieszanej patogenezice,
czgsciowo  zakazne], czesciowo autoim-
munizacyjnej. W chorobach tych czesto
wystepujg  przeciwciala przeciwko eyto-
plazmie granulocytéw rzw. ANCA, Jest ich
kilka rodzajow ale do najwazniejszych
zalicza sig¢ cANCA  (przeciwko prote-
inazie-3) 1 pANCA ) p-ko mielopero-
ksydazie). W ziarniniaku Wegenera cANCA
wystepuja u ponad 90% chorych i ich miano
jestodbiciem aktywnosci choroby.
Nowotwory

Metody immunodiagnostyczne sluzg
gléwnie do wykrywania antygendw
nowotworowych a zwlaszcza tzw,
antygenow plodowo-nowotworowych, jak
antygen karcino-embrionalny (CEA) czy
alfa-fetoproteina  (AFP). Ten plerwszy
wystepuje  w wielu rakach (nowotworach
ztosliwych  pochodzenia  nablonkowego)
i ma znaczenie nie tyle diagnostyczne, co
monitorujace wznowe po  chirurgicznym
usuniecin guza. AFP pojawia si¢ w surowicy

Za awansnwania.

Tabela 1

Material badawezy immunodiagnostyki

Plyny ustrojowe Komorki i tkanki

Surowica Krew

Plyny z jam ciala Szpik kostny

Mocz Skrawki narzadowe

Plyn mézgowo-rdzeniowy Rozmazy i osady komérkowe
Popluczyny oskrzelowo-plucne Biopsje cienkoiglowe

Tabela 2

Mozliwosci techniczne immunodiagnostyki

Plyny Komorki i tkanki

Techniki zelowe Immunofluorescencja
Immunoelektroforeza i jej odmiany Immunocyto(histo)chemia

ELISA Cytofluorometria przeptywowa
RIA. IRMA ELISPOT

Nefelometria Tlosciowa analiza obrazu
Luminiscencia Test transformacji blastycznej
Turbidymetria Ocena cytotoksycznosci limfocytow
Immunoblotting (., Western blotting™) Ocena fagocytozy ("Phagotest™)
Immunoprecypitacja Ocena wybuchu tlenowego {,,Phagoburst”)

Aglutynacja czynna i bierna

Migracja swobodna i ukierunkowana
{chemotaksja)

Tabela 3
Surowica — obiekty badawcze

Immunoglobuliny (klasy i typy)

Skiadowe dopelniacza (obecnodé, funkeja)

Autoprzeciwciala

Czasteczki adhezyine

Antygeny (tkankowe, narzadowe, infekeyjne,
nowotwerowe, hormony

Cytokiny, chemokiny i ich rozpuszezalne
receptory

Kompleksy immunologiczne

Ziuszczone biatka kom. (Fas, CTLA- itp.)

Bialka ostrej fazy

Antygeny plodowo-nowotworowe

Biatka szoku cieplnego

Enzymy i ich inhibitory

u chorych z rakiem pierwotmym watroby
u pacjentéow z niedojrzalymi
potworniakami jadra 1 ma tu pewne

oraz

znaczenie diagnostyczne. Ponadto jej
wykryecie w plynie owodniowym
w przebiegu ciazy jest posrednia wskazowka
wady rozwojowe] osrodkowego ukladu
nerwowego plodu,

Podsumowanie

Ten krotki 1 pobiezny przeglad mozliwoscl
immunodiagnostyki ma jedynie wskazac
czytelnikowi kierunki zastosowan metod
immunologicznych w  codziennej pracy
laboratorium  diagnostyeznego. Bardziej
szezegolowe dane moina znalezé w po-
danych ponizej pozycjach pismiennictwa,

a takie na stronach www, jak np.
www.mcl.diag pl
Jan Zeromski

Katedra Lnsmunologii Klinicznei

Abkademii Medyeznef

i, Karola Marcinkowskicgo w Pognaniu
Pismiennicowo

Clinical Immunology. Robert R Rich i wsp. Ed. Mosby,
London, N.Y. 2001

Immunologia.  Red. 1. Roiet, . Brostoft, D Male. Thum,
polskie pod red. ] Zeromskiegn, PZWL i Wyd Med.
Slotvinski Verlag, Warszawa, Bremen 2000

Autoantibodies. Red. |B Perer, Y Shoenfeld, Elsevier,
Amaterdam 1996

Zarys immunologil Kiniczne]. Red. M Zembala, A. Gorski,
PZWL, Warszawa 2(0H .

Zaburzenia odpornodei v deiech Red. K Zeman. PZWL,
Warszawa, 20012

Immunopatologia prakeyezna. Red. 1 Zeromski, PZWL,
Warszawa 2000,

INFORMACJA.

W zwigzku z wypisywaniem dokumentu "Prawo Wykonywania Zawodu Diagnosty

Laboratoryjnego", po raz kolejny apelujemy do wszystkich Panstwa posiadajacych:

v'stopnie naukowe (doktora, doktora habilitowanego, profesora nadzwyczajnego, profesora

ZWyCzajnego),

v stopnie specjalizacji w danej dziedzinie i zakresie (I stopnia, 11 stopnia),

aby w trybie bardzo pilnym przesylali do biura KIDL brakujace kserokopie wymienionych

dokumentdw potwierdzonych za zgodnosc odpisu z oryginatem.

W przypadku niedopelnienia przez Szanownych PT Diagnostéw Laboratoryjnych powinnosei
okreslonych w uchwale nr 14/2003 KRDL z dnia 13 marca 2003 r. - ewentualne zmiany
w dokumencie "Prawo Wykonywania Zawodu ..." zwigzane beda z dodatkowymi kosztami, ktore

poniosa osoby zainteresowane,

APELUJEMY O SYSTEMATYCZNE
OPLACANIE SKEADEK




USTAWA o zmianie ustawy

Str. 17

o diagnostyce laboratoryjnej oraz ustawy
o zawodach lekarza i lekarza dentysty

USTAWA
z dnia 23 czerwca 2006 r.

o0 zmianie ustawy o diagnostyce laboratoryjnej oraz ustawy
o zawodach lekarza i lekarza dentysty. (Dz.U.06.117.790)
Are. 1. W ustawie z dnia 27 lipca 2001 r. o diagnostyce laboratoryjnej
(Dz. U. 2 2004 £, Nr 144, poz. 1529 oraz 2 2005 1. Nr 119, poz, 1015)

wprowadza si¢ nastgpujgce zmiany:
1) art. 6 otrzymuje brzmienie:
"Art. 6. Osoba uprawniona do samodzielnego wykonywania
czynnosci diagnostyki laboratoryjnej w laboratorium jest:
1) diagnosta laboratoryjny;
2) osoba posiadajaca tytul zawodowy lekarza i prawo
wykonywania zawodu lekarza oraz wiedze 1 umiejetnoéci w
zakresie wykonywania czynnodci diagnostyki
laboratorynej, o ktorych mowa w art. 2, uzyskane w ramach
specjalizacii, o ktorej mowa w art. 16 ust. 1 ustawy z dnia 5
grudnia 1996 1. o zawodach lekarzailekarza dentysty (Dz. Ll
z 2005 r. Nr 226, poz. 1943 i Nr 253, poz. 2131) lub
posiadajaca umicjctnosci z zakresu wezszych dziedzin
medyeyny, o ktorych mowa wart. 17 ust. 1 tejustawy.";
2) art. 6a otrzymuje brzmienie:
"Art. 6a. 1. Osoba uprawniong do wykonywania czynnosci
diagnostyki laboratoryjnej w laboratorium jest rowniez osoba,
ktora posiada:
1) tytul zawodowy technika analityki medycznej;
2) tytul zawodowy licencjata uzyskany na kieranku
analityka medyczna
3) tytul zawodowy, o ktdrym mowa wart, 7 ust. 1 pkt 2,
2. Osoby, o ktérych mowa w ust. 1 pke 1 1 2, wykonujg
samodzielnie czynnosci diagnostyki laboratotyjnej, o ktarych
mowa w art, 2 pkr 1-3, a czynnosci, o ktérych mowa w art. 2 pkt
4, pod nadzorem diagnosty laboratoryjnego.
3. Osoby, o ktorych mowa w art. 7 ust. 1 pkt 2, wykonuja
wszystkie czynnosel diagnostyki laboratoryinej pod nadzorem
diagnosty laboratoryjnego.
4. Osoba posiadajaca tytul zawodowy lekarza 1 prawo
wykonywania zawodu lekarza, w czasie realizacji programu
specjalizacji i innych form ksztalcenia podyplomowego,
odbywanych na podstawie ustawy z dnia 5 grudnia 1996 r. o
zawodach lekarza 1 lekarza dentysty, wykonuje czynnosc
diagnostyki laboratoryinej w laboratorium pod nadzorem osab,
o ktorych mowa wart. 6.
3) art. 7 otrzymuje brzmienie:
"Are 7.
1. Diagnosta laboratoryjnym jest osoba, ktara:
1) ukonczyta studia wyzsze na kierunku analityka medyczna i
uzyskala tytul zawodowy magistra lub
2) ukonczyla studia wyzsze na kierunkach:
a) biologia lub farmacja i uzyskala tyul zawodowy magistra,
b) chemia lub biotechnologia i uzyskala tyml zawodowy
magistra lub magistra inzyniera,
) weterynaria i uzyskala tytul zawodowy lekarza weterynari
- oraz odbyla ksztalcenie podyplomowe, o ktorym mowa w
art. 7a, potwierdzone egzaminem, albo uzyskala
specjalizacje 1 lub II stopnia lub tytul specjalisty w
dziedzinie analityki klinicznej, diagnostyki laboratoryjnej,
mikrobiologii lub toksykologii, lub
3) ukonezyla studia wyzsze na kierunku lekarskim i uzyskala
tytul zawodowy lekarza oraz odbyla ksztalcenie podyplomowe,
o ktérym mowa w art. 7a, lub
4) posiada dyplom wydany w padstwie Innym niz pafdstwo
czlonkowskie Unii Europejskiej lub pafstwo czlonkowskie
Luropejskiego Porozumienia o Wolnym Handlu (EFTA) -
strona umowy o BEuropejskim Obszarze Gospodarczym lub

Konfederacja Szwajcarska uznany w Rzeczypospolitej Polskiej za
rownowazny 2z dyplomem uzyskiwanym w Rzeczypospolite]
Polskiej, potwierdzajacym tytul zawodowy magistra na kierunku
analitvka medyezna, lub
5) posiada kwalifikacje do wykonywania zawodu diagnosty
laboratoryjnego nabyte w panstwie czlonkowskim Unii
Europejskicj lub panstwie czlonkowskim Europejskiego
Porozumienia o Wolnym Handlu (EFTA) - stronie umowy o
Europejskim Obszarze Gospodarczym innym niz Rzeczpospolita
Polska lub w Konfederacji Szwajcarskiej, uznane w
Rzeczypospolitej Polskicj zgodnie z ustawa z dnia 26 kwietnia
2001 r. o zasadach uznawania nabytych w padstwach
czlonkowskich Unii Buropejskiej kwalifikacji do wykonywania
zawodow regulowanych (Dz. U, Nt 87, poz. 954, z pdin. zm.1));
6) posiada petna zdolnosc do czynnosci prawnych;
7) posiada stan zdrowia pozwalajacy na wykonywanie zawodu
diagnosty laboratoryjnego;
8) zostala wpisana na list¢ diagnostow laboratoryinych,
2. Diagnosta laboratoryjnym moze byé rowniez osoba posiadajaca
prawo wykonywania zawodu lekarza i specjalizacie I lub 11 stopnia
lub tytul specjalisty w dziedzinie analityka kliniczna, analityka
lekarska, diagnostyka laboratoryjna lub mikrobiologia,
mikrobiologia i serologia, mikrobiologia lckarska, jezeli zostala
wpisana na list¢ diagnostow laboratoryjnych.";
4) wart. Taust. 1-4 otrzymuja brzmienie:
"1. Ksztalcenie podyplomowe os6b, o ktérych mowa w art. 7 ust. 1
pkt 21 3, przeprowadzaja szkoly wyzsze, ktore prowadza studia na
kierunku analityka medyczna, zwane dalej "jednostkami
szkolaeymi".
2. Ksztalcenie podyplomowe moze byc prowadzone w trybie:
dziennym, wieczorowym, zaoczaym lub eksternistycznym, na
podstawic programow nauczania opracowanych przez zespol
ckspertow powolany przez ministra whasciwego do spraw zdrowia.
3. Programy nauczania, opracowane na podstawie standardow
nanczania dla kierunkn analityka medyczna, powinny uwzgledniac
réznice migdzy tresciami programowymi okreslonymi w
standardach ksztalcenia dla kierunkéw: farmacja, lekarski,
weterynaria oraz biologia, biotechnologia, chemia, zakonczonego
uzyskaniem tvtulu zawodowego magistra albo tymitu zawodowego
magistra inZyniera.
4. Egzamin, o ktorym mowa w art, 7 ust. 1 pkt 2, organizuje
jednostka szkolaca, a przeprowadza komisja egzaminacyjna
powolana przez kicrownika jednostki szkolace).";
5ywart. 9:
a) ust. 1 pkt 2 otrzymuje brzmienie: "2) dokument stwierdzajacy
spetnienie jednego z wymagan, o ktorych mowa wart. 7 ust, 1 pkt
1-5;",
b) po ust. 1 dodaje sig ust. 1la wbrzmieniw: "1a. Osoba posiadajaca
prawo wykonywania zawodu lekarza do wniosku, o ktérym mowa
woust. 1 pkt 1, dolacza dokument "Prawo wykonywania zawodu
lekarza", poswiadezajacy spelnienie przez lekarza warunkow,
o ktorych mowa wust, 2 pke 2, w odniesieniu do osoby niebedace]
obywatelem polskim orazwart. 7ust. 1 pkt 617 oraz ust. 2.";
6) art. 10a otrzymuje brzmienie: "Art. 10a. W przypadku podjecia
uchwaly, o ktére) mowa w art. 10 ust. 1, w stosunku do osoby,
posiadajace] prawo wykonywania zawodu lekarza, Krajowa Rada
Diagnostdw Laboratoryjnych, w terminie 3 miesigcy od dnia podjecia
uchwaly, powiadamia o tym wlasciwa, ze wzgledu na miejsce
wykonywania zawodu diagnosty laboratoryjnego, okregowa rade
lekarska.";
7) woart. 14 ust. 4 otrzymuje brzmienie: "4, Przepisow ust. 1-3 nie
stosuje sie do osob, ktore nabyly prawo do wykonywania zawodu
diagnosty laboratoryjnego w innych niz Rzeczpospolita Polska
paistwach cztonkowskich Unii Europejskiej lub panstwach



USTAWA o zmianie ustawy
o diagnostyce laboratoryjnej oraz ustawy

o zawodach lekarza i lekarza dentysty

cztonkowskich Europejskiego Porozumienia o Wolnym Handla

(EFTA) - stronach umowy o FEuropejskim Obszarze

Gospodarezym lub w Konfederacji Szwajcarskie].";

8) art. 16 otrzymuje brzmienie: "Art, 16. Wykonywanie zawodu

diagnosty laboratoryjnego polega na wykonywaniu czynnosci,

0 ktorych mowa wart. 2, wlaboratorium.";

9y uchyla sig art. 18.

Art. 2,
W ustawie z dnia 5 grudnia 1996 r. 0 zawodach lekarza i lekarza
dentysty (Dz. U. z 2005 1. Nr 226, poz. 19431 Nr 233, poz. 2131)
wprowadza si¢ nastepujace zmiany:
) wart. 16 po ust. 2 dodaje si¢ ust. 2a w brzmieniu: "2a. Minister
wlhasciwy do spraw zdrowia po zasiggnigeiu opinii Naczelnej
Rady Lekarskiej oraz Krajowej Rady Diagnostow
Laboratoryjnych okresla, w drodze rozporzadzenia, wykaz
specjalizacji uprawniajacych do samodzielnego wykonywania
czynnosci diagnostyki laboratoryjnej w laboratorium
uwzgledniajac odpowiedni poziom wiedzy 1 umiejemosci
wzakresie wykonywania czynnosci diagnostyki laboratoryjnej.";
2y wart. 17 po ust. 2 dodaje sie ust. 3 w brzmienia: "3. Minister
wiasciwy do spraw zdrowia po zasiggnicciu opinii Naczelnej
Rady Lekarskiej oraz Krajowej Rady Diagnostow
Laboratoryjnych okresla, w drodze rozporzadzenia, wykaz
umiejetnosci uprawniajacych do samodzielnego wykonywania
czynnosci diagnostyki laboratoryinej w laboratorium
uwzgledniajac odpowiedni poziom wiedzy 1 umicjetnosci
w zakresie wykonywania czynnosci diagnostyki laboratoryjnej.".

Art. 3.

Osoby posiadajace prawo wykonywania zawodu diagnosty

laboratoryjnego w dniu wejécia w Zycie ustawy zachowuja to prawo,

Art. 4.

Osoby, kwre rozpoczely przed dniem wejscia w Zycie ustawy

ksztalcenie podyplomowe, o ktorym mowa w art. 7a ustawy

zmieniane] w art. 1, korieza to ksztalcenie na dotychezasowych

zasadach.

Art. 5.

Ustawa wchodzi w zycie z dniem ogloszenia,
—
OPINIE PRAWNE RADCY PRAWNEGO KIDL
Grazyna Filipowska-Kejna WA 1376
Opinia w sprawie kompetencji samorzadu diagnostow
laboratoryjnych w zakresie mozliwosci negocjowania
warunkow pracy i placy oraz czynnego uczestniczenia
w sporach zbiorowych z pracodawca.

Art. 35 ustawy z dnia 27.07.2001 r. o diagnostyce laboratoryjnej
/DzU nr 141 2 2004 r. poz 1529 ze. 2m./ okresla zadania
samorzadu diagnostéw nadajac mu m.in. kompetencije
reprezentowania diagnostow  oraz ochrong ich interesow
zawodowych.

Zapis ten nie jest jednak tak sprecyzowany, jak wart. 4 ust 2 pkt. 2
ustawy z dnia 17.05.1989 t. o izbach lekarskich /Dz. U. nr 30 poz
158/ i w art. 4 ust 2 pkt. 2 ustawy z dnia 19.04.1991 1.
o samorzadzie pielegniarek i potoznych /Dez. U. nr 41 poz 178 ze
zm/, ktore to zapisy wyraznie wskazuja na uprawnienia samorzadu
zawodowego do negocjowania warunkow pracy i placy. Regulacja
art.35 ustawy o diagnostyee lab. w praktyce sprowadza si¢ do
udzialu przedstawicicla KRDL w postepowaniu konkursowym na
swiadezenia zdrowotne okreslone wart. 352 ustawy 0 ZOZ /Dz. UL
ot 91 poz 408 ostatnia zmiana Dz U nr 75 z 2006 1. poz 518/
i w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej 2z dnia
13.07.1998 t. /Dz. U, nr 93 poz 592/ Rola negocjatora w sprawach
warunkow pracy 1 placy przypada zasadniczo organizacjom
zwigzkow zawodowych dzialajacym w zakladzie pracy. Ustawa

# dnia 3.05.1991 r. 0 zwiazkach zawodowych/Dz. U. nr 79 z 2001 r
poz 854/ wskazuje w art. 7 ust 3, ze zwigzek zawodowy reprezentuje
wszystkich pracownikéw danego zakladu niezaleinie od
praynaleznosci zwiazkowe]. Intereséw pracownikow w zaktadach,
w ktorych nie dziala zwiazek zawodowy moze broni¢ na mocey art. 3
ust 4 ustawy z dnia 23.05.1991 r. o rozwiazywaniu sporow zbiorowych
/Dz. U nt 55 poz. 236/ organizacja zwigzkowa, do ktore] zwrocili sig
pracownicy o ich reprezentowanie w sporze z pracodawea. Ponadto
uprawnienia do negocjowania warunkdw pracy i placy posiada
Komisja Trojstronna do spraw Spoleczno Gospodarczych dzialajaca
na podstawie ustawy z dnia 16.12.1994r /Dz. U nrlz 1992 . poz 2/,
skladajaca si¢ 2z przedstawicieli naczelnych organdéw administracji
panstwowej, zwiazkdw zawodowych i organizacji pracodaweow.
Wskazane organizacje zwiazkowe i Komisja posiadaja niezbgdne
przygotowanie w zakresie znajomoscei przepisow prawa pracy i prawa
gospodarczego tak aby negocjacje prowadzone byly na wlasciwym
poziomie, zgodnie 2 zasadami ekonomiki | praw pracowniczych, a nic
odbywaly sic w formic szantazu, naruszajacego czasami prawa
pacjenta. KRDL nie majac ustawowej delegacji do wystepowania
w sprawach plac diagnostow powinna wspoldzialac ze zwigzkami
zawodowymi, ktére w danym zakladzie negocjuja nowe warunki ale
sama nie moze organizowac zadnych strajkdw pracownikdw zoz,
Warszawa dnia 30.06.2000 t.
r——————————
Opinia w sprawie obowigzku przekazywania KRDL
informacji o wszelkich zmianach dot. danych obje¢tych
wpisem w ewidencji diagnostdw laboratoryjnych prowadzonej
przez KRDL.
Zgodnie z art. 8 ust 3 ustawy o diagnostyce laboratoryjnej diagnosta
obowiazany jest zawiadomi¢ KRDL o wszelkich zmianach
dotyczacych danych wpisanych do ewidencji diagnostow
laboratoryjnych a w szczegolnosci zmiany imienia, nazwiska, ar
PESEL, nr dowodu osobistego lub innego dokumentu
potwierdzajacego  tozsamosé, adresu zamieszkania. KRDL po
uzyskaniu informacji dokonuje zmian w ewidencji a w uzasadnionych
przypadkach wydaje nowy dokument stwicrdzajgey prawo
wykonywania zawodu diagnosty z akmualnymi danymi. Poprzednio
wydany dokument podlega zwrotowi do KRDL w dniu wydania
nowego dowodu. KRDL na podstawie art. 47 pkt 11 ustawy
o diagnostyce laboratoryjnej pobiera od diagnosty oplaty okreslone
wijej uchwale dot. dokonania zmian w ewidencji i prawie wykonywania
zawodu. Diagnosta, ktdry samowolnie dokonuje w prawie
wykonywania zawodu zmian danych objetych wpisem do ewidencji
podlega odpowiedzialnodei karnej na podstawie art. 270 Kk.
Warszawa dnia 29.06.2006 t.
" ———
Prosimy uptzejmie, tvch wszystkich PT Diagnostow
Laboratoryjnych, ktérzy ostatnio:
¥ uzyskali specjalizacje,
v zmienili adres zamieszkania,
v zmienili dowdd osobisty,
¥ zmienili zaktad pracy,
v zmienili stan cywilny,
aby w trybie pilnym przestali do biura KIDL kserokopie
(potwierdzong za zgodnod¢ odpisu z oryginalem), w/w
dokumentow, zgodnie z art. 8 ust. 3 ustawy z dnia 27 lipca 2001 1.
o diagnostyce laboratoryingj (tekst jednolity: Dz. U, 2004.144.1529
Z POZN. Zim.).

Sekretarz KRDL
Czestaw Glowniak



