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Szanowni Paƒstwo,

pragn´ poinformowaç, ˝e pod koniec czerwca w St. Petersburgu odby∏o si´ III Forum
Diagnostyki In Vitro. Rosnàca liczba uczestników potwierdza wysoki poziom zaintere-
sowania tego typu interdyscyplinarnà wymianà na arenie mi´dzynarodowej. Forum
zgromadzi∏o w pierwszym roku 120 uczestników, podczas gdy obecnie w St. Petersburgu
powitaliÊmy 170 goÊci z 15 krajów. Dziesi´ciu mówców z Grecji, Niemiec, Polski, Repu-
bliki Czeskiej, Rosji, USA i W´gier prezentowa∏o szeroki zakres tematów, od antykoagu-
lantów po wizj´ Roche Diagnostics, od markerów biochemicznych po przysz∏oÊç tech-
nologii PCR, od testów diagnostycznych i AIDS po zintegrowane sieci opieki zdrowot-
nej. Inne kraje uczestniczàce w Forum to Cypr, Estonia, Kazachstan, Litwa, Po∏udniowa
Afryka, Rumunia, S∏owacja i S∏owenia.

Podczas inauguracyjnego wystàpienia dr Jürgen Schwiezer, Przewodniczàcy Rady Wyko-
nawczej Roche Diagnostics GmbH Niemcy i Prezydent Regionu Europy, Bliskiego Wscho-
du i Afryki (EMEA) oraz Ameryki Po∏udniowej (LATAM) Dzia∏u Diagnostyki powiedzia∏
„Unia Europejska stale powi´ksza si´, jej polityczne granice rozszerzajà si´, a Europa wspól-
nie rozrasta si´. [...]Celem pierwszego Forum zorganizowanego dwa lata temu by∏a popra-
wa jakoÊci i wydajnoÊci systemu opieki zdrowotnej w Europie Centralnej i Wschodniej dzi´-
ki stworzeniu wspólnej platformy, co pozwoli ekspertom z ró˝nych krajów na wymian´ ich
doÊwiadczeƒ. Forum zosta∏o wysoko ocenione przez naszych goÊci, a pozytywny oddêwi´k,
z jakim spotkaliÊmy si´, zach´ci∏ nas do zorganizowania nast´pnego spotkania i oto zbiera-
my si´ ju˝ po raz trzeci z rz´du. JesteÊmy niezmiernie szcz´Êliwi, ˝e staliÊmy si´ inicjatorem
tego owocnego dialogu na temat przysz∏oÊci diagnostyki wÊród ekspertów, których doÊwiad-
czenia i punkty widzenia sà tak ró˝ne, jak kraje, z których pochodzà.”

˚ycz´ mi∏ej lektury bie˝àcego numeru LabForum, w którym znajdà Paƒstwo m.in. cie-
kawe informacje o mechanizmie dzia∏ania witaminy D oraz artyku∏ poÊwi´cony jednemu
z najbardziej popularnych parametrów diagnostycznych – szybkoÊci opadania erytrocytów.

Z powa˝aniem,

Andrzej Banaszkiewicz

wraz z zespo∏em RDP

Forum IVD 
Spotkanie ekspertów 
diagnostyki laboratoryjnej 
w St. Petersburgu 

Streszczenia wyk∏adów dost´pne na stronach interne-
towych www.rochediagnosics.pl
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SS∏∏oowwaa kklluucczzoowwee
Witamina D, 25(OH)D, absorpcja wap-
nia, z∏amania, upadki, nowotwory

KKeeyywwoorrddss

Vitamin D, 25(OH)D, calcium absorption,

fractures, falls, cancer

Wst´p
W Europie Centralnej wielkoÊç zaopa-
trzenia organizmu w witamin´ D dzieci,
m∏odzie˝y i osób starszych jest niewystar-
czajàca. Wymagana jest suplementacja
farmakologicznymi dawkami witami-
ny D3 w celu optymalizacji statusu kost-
no-mi´Êniowo-nerwowego, co obni˝a ry-
zyko upadków i ryzyko z∏amaƒ koÊci.
Protekcyjny efekt w∏aÊciwej poda˝y wita-
miny D wzgl´dem innych chorób cywili-
zacyjnych takich, jak nowotwory, cukrzy-
ca i schorzenia sercowo-naczyniowe, wy-
maga dalszych badaƒ.

Budowa czàsteczki witaminy D
Witamina D i jej metabolity nale˝à do
grupy 9,10-sekosterydów. Zwiàzki te
dzi´ki posiadaniu uk∏adu cis-trienowego
majà charakterystyczne widmo absorp-
cyjne w ultrafiolecie z maksimum przy
264–265 nm.

Witamina D2 (ergokalcyferol, m.cz.
396,7) wyst´pujà w organizmach roÊlin-
nych, natomiast witamina D3 (cholekalcy-
ferol, m.cz. 384,6) – w organizmach zwie-
rz´cych. Ró˝nià si´ one jedynie budowà
∏aƒcucha bocznego (Rys. 1.).

èród∏a witaminy D
Synteza skórna
Naturalnym i bezpiecznym êród∏em wi-
taminy D dla cz∏owieka jest synteza skór-

na, która zachodzi pod wp∏ywem pro-
mieniowania UVB (290–310 nm). W sze-
rokoÊci geograficznej Polski jest ona efek-
tywna przez 3 godziny w marcu i wrze-
Êniu i przez 9 godzin w czerwcu i lipcu.
Pod wp∏ywem jednej dawki rumieniowej
(ekspozycja 18% powierzchni cia∏a, do
powstania lekkiego zaczerwienienia) na-
st´puje w skórze synteza oko∏o 10 000
jednostek (IU) witaminy D. Dost´pne
w Polsce solaria nie posiadajà zazwyczaj
lamp emitujàcych promieniowania
290–310 nm i powodujà cz´sto katabo-
lizm witaminy D.

Witamina D w produktach ˝ywnoÊciowych
Ze wszystkich naturalnych êróde∏ witami-
ny D najbogatszym jest tran. W zale˝noÊci
od pochodzenia mo˝e on zawieraç od poni-
˝ej l IU witaminy D na l gram (sola szara) do
45 000 IU (tuƒczyk). Dost´pny w aptekach
tran zawiera oko∏o 1000 IU witaminy D
w obj´toÊci jednej ∏y˝ki sto∏owej. Znacznie
mniej witaminy D zawierajà produkty ˝yw-
noÊciowe zwyczajowo spo˝ywane w Polsce
(Tabela 1.). Niektóre Êrodki ˝ywnoÊciowe,
a w szczególnoÊci od˝ywki dla dzieci i nie-
mowlàt, mleko czy t∏uszcze jadalne, bywajà
dodatkowo wzbogacone w witamin´ D.

Witamina D – mechanizm dzia∏ania, 
badania epidemiologiczne, zasady suplementacji

El˝bieta Karczmarewicz1, Jacek ¸ukaszkiewicz2, Roman S. Lorenc1

Rysunek 1. Wzory witamin D2 i D3 oraz ich prekursorów.
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1 Zak∏ad Biochemii i Medycyny DoÊwiadczalnej, Instytut „Pomnik Centrum Zdrowia Dziecka”, Al. Dzieci Polskich 20, 04-730 Warszawa
2 Akademia Medyczna w Warszawie, Wydzia∏ Farmaceutyczny, Katedra Biochemii i Chemii Klinicznej, ul Banacha 1, 02-097 Warszawa
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znajduje si´ u cz∏owieka na chromoso-
mie 12q. Czàsteczka receptora sk∏ada si´
z 427 aminokwasów. Mechanizm recepto-
rowy umo˝liwia ekspresj´ funkcji regula-
cyjnej witaminy D ukierunkowanej za-
równo na dzia∏anie w zakresie „klasycz-
nym” (udzia∏ w regulacji homeostazy mi-
neralnej organizmu), jak i „nieklasycz-
nym” (poprzez receptory aktywnej formy
witaminy D odkryte i nadal odkrywane
w tkankach, narzàdach i komórkach nie
zwiàzanych z gospodarkà mineralnà)
(Rys. 2.). Gen kodujàcy bia∏ko receptora
witaminy D (VDR) posiada szereg wa-
riantów. Ich wyst´powanie wiàzane jest
z efektywnoÊcià dzia∏ania VDR. Aktualnie
poszukuje si´ zwiàzków danego wariantu
polimorficznego VDR z wyst´powaniem
takich schorzeƒ, jak osteoporoza czy ró˝-
nego rodzaju nowotwory.

Udzia∏ witaminy D w regulacji 
gospodarki mineralnej organizmu 
cz∏owieka – dzia∏anie klasyczne
Podstawowà rolà hormonalnej formy wi-
taminy D w utrzymaniu homeostazy mi-
neralnej jest podwy˝szanie efektywnoÊci

droksylazy. Zawiera ona równie˝ cyto-
chrom P450 i jest enzymem multikatali-
tycznym. Enzym ten jest wa˝nym czynni-
kiem kontrolujàcym wytwarzanie
1,25(OH)2D.

Dzia∏anie witaminy D
Witamina D dzia∏a za poÊrednictwem
specyficznych receptorów majàcych cha-
rakter typowych czynników transkrypcyj-
nych. Gen kodujàcy receptor witaminy D

Metabolizm witaminy D
Hydroksylacja w pozycji „25”
Pierwszym etapem aktywacji metabolicz-
nej witaminy D jest podstawienie grupy
hydroksylowej przy atomie w´gla numer
25. G∏ównym miejscem, w którym zacho-
dzi 25-hydroksylacja witaminy D, jest wà-
troba. AktywnoÊç 25-hydroksylazy stwier-
dzono we frakcji mikrosomalnej i mito-
chondrialnej hepatocytów. Oba enzymy
zawierajà cytochrom P450 i nale˝à do kla-
sy oksydaz o mieszanej funkcji.

Hydroksylacja w pozycji „1”
G∏ównà lokalizacjà 1-hydroksylazy wita-
miny D sà nerki, a dok∏adnie proksymal-
na i dystalna cz´Êç kanalika 1-hydroksyla-
za, podobnie jak 25-hydroksylaza, jest en-
zymem zawierajàcym cytochrom P450
i znajdujàcym si´ w mitochondriach. Jej
substratem jest witamina D hydroksylo-
wana w pozycji 25. AktywnoÊç 1-hydro-
ksylazy witaminy D wykryto równie˝
w jelicie, osteoblastach, makrofagach, ko-
mórkach uk∏adu immunologicznego, re-
produkcyjnego, prostaty oraz w wielu in-
nych miejscach. Sà to tak zwane hydroksy-
lazy obwodowe, którym przypisuje si´ co-
raz wi´kszà rol´ w oddzia∏ywaniu witami-
ny D na organizm.

Hydroksylacja w pozycji „24”
Najwi´kszà jej aktywnoÊç stwierdzono
w nerce (kanalik proksymalny), chocia˝
spotykana jest tak˝e w innych komórkach.
W nerce aktywnoÊç jej wzrasta wraz ze
wzrostem zawartoÊci 1,25(OH)2D przy
równoczesnym spadku aktywnoÊci 1-hy-

Rysunek 2. Schemat metabolizmu i aktywacji witaminy D. PodkreÊlono ró˝nice w dzia∏aniu witaminy D jako elementu
uk∏adu endokrynnego oraz para- i autokrynnego.

Tabela 1. ZawartoÊç witaminy D w niektórych surowych produktach ˝ywnoÊciowych

Nazwa produktu
ZawartoÊç witaminy D

µg/100 g IU/100 g

W´gorz 25,6 1024

Sandacz 24,6 984

Âledê 15,4 616

¸osoÊ 12,4 496

˚ó∏tko jajka 7,8 312

Tuƒczyk 7,2 288

Dorsz 7,0 280

Jajko ca∏e 2,8 112

Wàtróbka, wo∏owina 0,8 32

Mas∏o 0,3 12
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w komórkach sàsiadujàcych. Tego rodzaju
model dzia∏ania 1,25(OH)2D obejmuje
regulacj´ proliferacji i ró˝nicowania si´
komórek oraz apoptozy. Implikacjà tych
auto- i parakrynnych dzia∏aƒ witaminy D
jest przekonanie, ˝e regulacja wytwarzanej
przez hydroksylazy obwodowe 1,25(OH)2D
odbywa si´ na szczeblu lokalnym, w miej-
scu jej powstawania i dzia∏ania, niezale˝-
nie od ogólnoustrojowego uk∏adu zapew-
niajàcego homeostaz´ mineralnà. Równo-
czeÊnie dzia∏anie lokalne 1,25(OH)2D by-
∏oby ograniczone tylko do najbli˝szego
otoczenia komórki i nie mia∏oby wp∏ywu
na homeostaz´ wapniowà w skali ca∏ego
organizmu. Wyjàtkiem by∏yby tu choroby
takie, jak gruêlica, sarkoidoza przebiegajà-
ce ze znacznà aktywacjà limfocytów uk∏a-
du odpornoÊciowego, które wyproduko-
wany przez swoje 1α-hydroksylazy aktyw-
ny metabolit witaminy D, wydzielajà do
uk∏adu krà˝enia. Pojawiajàca si´ poza sys-
temem regulacyjnym pula 1,25(OH)2D
prowadzi do zaburzenia gospodarki
mineralnej i zagro˝enia hiperkalcemià
(Rys. 3.).

jelitowej absorpcji wapnia i fosforanów.
1,25(OH)2D zwi´ksza przenikanie wapnia
do wn´trza enterocyta, zwi´ksza szybkoÊç
przep∏ywu wapnia przez cytozol komórki
oraz jego transfer przez b∏on´ podstawnà
do uk∏adu krà˝enia. W podwy˝szaniu
transportu fosforanów bierze udzia∏ za-
le˝ny od witaminy D kotransporter sodo-
wo-fosforanowy.

W przypadku koÊci witamina D nie-
zb´dna jest dla zapewnienia jej prawid∏o-
wej mineralizacji, przy czym czyni to po-
przez zapewnianie w∏aÊciwego st´˝enia
wapnia i fosforanów w uk∏adzie krà˝enia.
1,25(OH)2D jest równie˝ jednym z czynni-
ków stymulujàcych wytwarzanie przez
osteoblasty kolagenu, na którym odk∏adajà
si´ nowe kryszta∏y hydroksyapatytu. Jed-
nak w obecnoÊci podwy˝szonych st´˝eƒ
parathormonu (PTH) aktywna forma wi-
taminy D stymuluje osteoblasty do wytwa-
rzania cytokin pobudzajàcych osteoklasty
do wzmo˝onej resorpcji koÊci. Inne z wy-
tworzonych przez osteoblasty cytokin po-
wodujà fuzj´ prekursorów osteoklastów
i tworzenie dojrza∏ych osteoklastów. Ten
kierunek dzia∏ania witaminy D zwi´ksza
st´˝enie wapnia i fosforanów w uk∏adzie
krà˝enia zwiàzany z resorpcjà koÊci.

Kolejnym narzàdem bioràcym udzia∏
w regulacji homeostazy mineralnej jest
nerka. Wyprodukowana w nerce pod wp∏y-
wem stymulacji PTH 1,25(OH)2D poprzez
receptory witaminy D znajdujàce si´ w ko-
mórkach kanalików nerkowych hamuje
swojà w∏asnà syntez´ uruchamiajàc rów-
noczeÊnie 24-hydroksylaz´, co prowadzi do
zwi´kszenia produkcji 24,25(OH)2D.

Kluczowà rol´ w utrzymaniu home-
ostazy mineralnej odgrywajà przytarczy-
ce. Poprzez zawarty w nich VDR aktywna
forma witaminy D hamuje syntez´ i wy-
dzielanie PTH, którego synteza wzrasta
w efekcie rozpoznawania przez w∏aÊciwy
receptor obni˝enia si´ st´˝enia wapnia
w uk∏adzie krà˝enia.

Dzia∏anie „nieklasyczne” witaminy D
Oprócz tkanek i narzàdów bioràcych
udzia∏ w utrzymaniu homeostazy mine-
ralnej, receptory witaminy D odkryto
w bardzo wielu innych lokalizacjach.
W niektórych z nich, jak np.: trzustka,
nadnercza, tarczyca, przysadka, witamina D

pe∏ni rol´ regulatora ich czynnoÊci wy-
dzielniczej. W pozosta∏ych, do których
nale˝à komórki uk∏adu odpornoÊciowe-
go, krwiotwórczego, skóry, mi´Êni, ko-
mórki ró˝nych nowotworów (czerniak,
nowotwory piersi, prostaty, jelita grubego
i inne), witamina D spe∏nia rol´ czynnika
indukujàcego ró˝nicowanie i antyprolife-
racyjnego. Jest to mi´dzy innymi wynik
zatrzymania cyklu odnoÊnych komórek
we wczesnej fazie podzia∏u – G1.

W ostatnich latach sta∏o si´ wiado-
mym, ˝e oprócz nerki, wytwarzanie
1,25(OH)2D z 25(OH)D zachodzi równie˝
w szeregu innych miejscach. Keratynocyty,
aktywowane makrofagi, komórki prostaty,
gruczo∏u sutkowego, nab∏onka jelitowego
i wiele innych mogà tak˝e przeprowadzaç
t´ reakcj´. Wiadomo te˝, ˝e przy braku
funkcji nerek poziom 1,25(OH)2D w uk∏a-
dzie krà˝enia spada do wartoÊci niewykry-
walnych. Tak wi´c, je˝eli inne tkanki pro-
dukujà hormonalnà form´ witaminy D, to
najwidoczniej nie jest ona uwalniana do
uk∏adu krà˝enia, ale dzia∏a lokalnie, we-
wnàtrz komórki, w której powsta∏a lub

Rysunek 3. Rozszerzajàce si´ znaczenie fizjologiczne receptora witaminy D i jego ligandu.
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Witamina D – badania epidemiologiczne,
implikacje kliniczne
Lata 2005/2007 przynios∏y podsumowa-
nie wielu badaƒ dotyczàcych:
1. metodologii oceny zaopatrzenia orga-

nizmu w witamin´ D,
2. biorównowa˝noÊci witaminy D2 i D3,
3. nowych zasad suplementacji,
4. epidemiologicznych konsekwencji nie-

doboru witaminy D.
G∏ównym parametrem oceny zaopa-

trzenia organizmu w witamin´ D jest po-
miar st´˝enia w surowicy jej metabolitu
syntetyzowanego w wàtrobie – 25-hydro-
ksywitaminy D (25(OH)D. Istotnym po-
st´pem w tej dziedzinie jest wprowadzenie
pierwszej w pe∏ni automatycznej metody
oznaczania poziomu 25(OH)D opartej na
technologii immunochemiluminescencyj-
nej, która rokuje du˝e nadzieje odnoÊnie
poprawy wiarygodnoÊci analitycznej tego
parametru klinicznego.

Pojawi∏y si´ jednoczeÊnie prace doku-
mentujàce zasadnicze ró˝nice w efektywno-
Êci biologicznej witaminy D2 i D3. Wykaza-
no, ˝e efektywnoÊç biologiczna witaminy D3

jest dwukrotnie wy˝sza od witaminy D2.
Zaistnia∏a tak˝e koniecznoÊç stosowania
metod oznaczeƒ, które pozwolà na odr´b-
nà ocen´ poziomu metabolitów witaminy
D2 i D3 w surowicy dla rzetelnej oceny za-
opatrzenia organizmu w witamin´ D.

W zaleceniach oceny stanu zaopatrze-
nia organizmu w witamin´ D postuluje
si´ u˝ywanie nie tylko parametru statycz-
nego, jakim jest poziom 25(OH)D w su-
rowicy, ale równie˝ parametrów dyna-

micznych, które umo˝liwià ocen´ efek-
tywnoÊci biologicznej witaminy D na po-
ziomie homeostazy wapniowo-fosforano-
wej oraz lokalnych efektów na poziomie
tkankowym. Do g∏ównych parametrów
dynamicznych oceny zaopatrzenia orga-
nizmu w witamin´ D zalicza si´ poziom
PTH, poziomy markerów obrotu kostne-
go, optymalizacj´ masy kostnej, optymali-
zacj´ si∏y mi´Êniowej. Nowoczesnà termi-
nologi´ oceny zaopatrzenia organizmu
w witamin´ D przedstawia Tabela 2. W∏a-
Êciwy poziom 25(OH)D w surowicy musi
zapewniaç nie tylko odpowiednià syntez´
1,25(OH)2D w nerkach (istotna w regula-
cji homeostazy Ca-P), ale równie˝ syntez´
tego metabolitu w innych tkankach wyka-
zujàcych aktywnoÊç 1α-hydroksylazy wi-
taminy D. Wykazano, ˝e poziom
25(OH)D w zakresie 40–100 ng/ml opty-
malizuje g´stoÊç mineralnà koÊci, funkcje
koƒczyn dolnych, zdrowie z´bów, obni˝a
ryzyko upadków, z∏amaƒ koÊci oraz wy-
stàpienia raka prostaty.

W przypadku niedoborów witaminy D
(poziom 25(OH)D poni˝ej 20 ng/ml)
mamy do czynienia z wyczerpaniem zaso-
bów ustrojowych witaminy D. Mo˝e on
zostaç uzupe∏niony jedynie farmakolo-
gicznymi dawkami witaminy D. Zaleca si´
podawanie minimum 1000 IU dziennie
przez 12 tygodni lub 15 000 IU raz na ty-
dzieƒ przez 8 tygodni. Preparaty multiwi-
taminowe nie sà zalecane, gdy˝ zawierajà
wysokie dawki witaminy A.

U dzieci i m∏odzie˝y suplementacja
w przypadku niedoborów witaminy D

powinna opieraç si´ o farmakologiczne
dawki na poziomie 400–1000 IU na dzieƒ,
w celu osiàgni´cia optymalnego st´˝enia
30 ng/ml 25(OH)D w surowicy.

Dzia∏ania profilaktyczne w populacji
polskiej obejmujà:
● u osób aktywnych fizycznie podawanie

minimum 800 IU witaminy D3 w okre-
sie od paêdziernika do kwietnia oraz
ekspozycj´ 15% powierzchni cia∏a na
s∏oƒce (bez stosowania filtrów ochron-
nych) minimum 20 minut dziennie
w okresie od maja do wrzeÊnia,

● u osób nieaktywnych fizycznie podawa-
nie minimum 800 IU witaminy D3

przez ca∏y rok.
Celem post´powania jest osiàgni´cie

optymalnego poziomu 30–40 ng/ml
25(OH)D w surowicy. Badania popula-
cyjne wykaza∏y bowiem, ˝e takie zaopa-
trzenia w witamin´ D optymalizuje g´-
stoÊç mineralnà koÊci, funkcje koƒczyn
dolnych, obni˝a ryzyko upadków i z∏a-
maƒ koÊci zmniejsza cz´stoÊç zapalenia
przyz´bia, redukuje o 30–50% ryzyko
wystàpienia raka prostaty, jelita grube-
go, piersi i jajników. Niedobory witami-
ny D zwiàzane sà równie˝ z 2,4 wi´k-
szym ryzykiem wystàpienia cukrzycy ty-
pu 1. W zastoinowej niewydolnoÊci ser-
ca witamina D normalizuje poziom cy-
tokin o dzia∏aniu przeciwzapalnym
(IL-10), a hamuje wydzielanie TNF-alfa.
Niedobory witaminy D wykazano rów-
nie˝ u pacjentów z nadciÊnieniem, kar-
diomiopatià przerostowà oraz schizo-
frenià.

Tabela 2. Sugerowana terminologia umo˝liwiajàca okreÊlenie stanu zaopatrzenia organizmu w witamin´ D na podstawie 
st´˝enia 25(OH)D w surowicy.

St´˝enie 25(OH)D w surowicy
Symptomy biochemiczne/kliniczne

nmol/l ng/ml

Deficyt 0–25 0–10 Ostry hiperparatyroidyzm, upoÊledzone wch∏anianie wapnia, krzywica,

osteomalacja, miopatia

Niedobór >25–50 >10–20 Podwy˝szone st´˝enie PTH, obni˝one wch∏anianie jelitowe wapnia,

obni˝ona g´stoÊç minera∏u kostnego, subkliniczna miopatia

Hipowitaminoza D >50–70 >20–28 Niskie zasoby witaminy D w organizmie, nieznacznie podwy˝szony PTH

Poziom zalecany 70–100 28–40 Nie obserwuje si´ zaburzeƒ zwiàzanych z funkcjà witaminy D w organizmie

Poziom toksyczny >250 >100 Wzmo˝one wch∏anianie wapnia w jelitach, hiperkalcemia
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Wirus zapalenia wàtroby typu B: 
wartoÊç HBV DNA a odpowiedê na leczenie

Wprowadzenie iloÊciowych testów mole-

kularnych bazujàcych na technice PCR

pozwoli∏o na wykrywanie HBV DNA

z wi´kszà czu∏oÊcià, nieosiàgalnà w po-

przednio wykorzystywanych tradycyjnych

testach hybrydyzacyjnych. Doprowadzi∏o

to do zmiany poziomów wiremii HBV

wykorzystywanych diagnostycznie jako

marker prognostyczny dla okreÊlenia sta-

nu choroby, jak równie˝ monitorowania

terapii i przewidywania odpowiedzi na le-

czenie.

Przed leczeniem
Obecne wytyczne wskazujà, ˝e poziom

wiremii 105 kopii/ml mo˝e odzwierciedlaç

reaktywacj´ wirusa w przewlek∏ym zaka-

˝eniu nosicieli HBsAg.(1–2) Obserwacja ta

jest spójna z ostatnimi danymi sugerujà-

cymi, powiàzanie pomi´dzy iloÊcià kopii

wirusa, post´pem choroby i odpowiedzià

na jej leczenie(3–4), co zosta∏o potwierdzone

przez du˝e badania(5). Czy 105 kopii/ml jest

klinicznie znaczàcym punktem odci´cia

pozostaje do zbadania, ale wydaje si´ byç

u˝ytecznym jako kryterium w∏àczenia do

terapii antywirusowej lub jako najlepszy

moment na rozpocz´cie leczenia.

To podejÊcie mo˝e byç równie˝ u˝y-

teczne do badania utajonych infekcji HBV

(bez innych markerów serologicznych),

cz´sto pojawiajàcych si´ u pacjentów ju˝

zara˝onych HCV lub HIV(6–8). W tych

przypadkach pomocne mo˝e byç badanie

dodatkowych markerów serologicznych

anty-HBc w rozró˝nieniu pomi´dzy in-

fekcjà latentnà, a zaka˝eniem klinicznie

znaczàcym oraz w walidacji progu 105 ko-

pii/ml.

Podczas terapii
Badania przeprowadzone na pacjentach

z HBeAg (+) i anti-HBe (+) z przewle-

k∏ym zapaleniem wàtroby otrzymujàcych

klasyczny IFN (interferon) analizowa∏y

zachowanie w czasie markerów bioche-

micznych, serologicznych, immunolo-

gicznych i molekularnych. Raporty wyni-

ków wskazujà, ˝e wystàpi∏a pe∏na zgod-

noÊç pomi´dzy aktywnoÊcià ALT, statu-

sem HBsAg, poziomem IgM anty-core

i HBV DNA. Poziom wiremii HBV ozna-

czany testem iloÊciowym PCR pozwala

wyodr´bniç ró˝ne schematy reakcji pa-

cjentów na leczenie. Pacjenci z bioche-

micznà odpowiedzià, serokonwersjà

w HBeAg, normalizacjà IgM anty-HBcAg

i ujemnym wynikiem HBV DNA testem

hybrydyzacyjnym posiadali wykrywalnà

wartoÊç testem PCR. Tylko kilku pacjen-

tów, którzy wyeliminowali póêniej HBsAg

mia∏o ujemny wynik PCR 2–4 miesi´cy

wczeÊniej(9).

Wyniki te sugerujà, ˝e eradykacja wi-

rusa mo˝e byç osiàgni´ta wy∏àcznie u pa-

cjentów, których replikacja HBV DNA jest

hamowana do bardzo niskiego poziomu

102 kopii/ml lub poni˝ej, co jest granicà

czu∏oÊci testów PCR. Ta granica wykry-

walnoÊci korelowa∏a ze znikni´ciem

HBsAg równie˝ w badaniach kohorto-

wych dzieci HBeAg-pozytwnych leczo-

nych interferonem.

Analiza iloÊciowa HBV DNA pokaza∏a

równie˝, ˝e profil wiremii ró˝ni si´ zna-

czàco pomi´dzy pacjentami dopowiadajà-

cymi i nie odpowiadajàcymi na lecze-

nie(10). Ró˝nica w nachyleniu krzywej

spadku wiremii HBV DNA rozpoczyna si´

pomi´dzy 6–8 tygodniem po rozpocz´ciu

leczenia, co daje mo˝liwoÊç identyfikacji

pacjentów nie odpowiadajàcych na lecze-

nie na poczàtku terapii kiedy jej modyfi-

kacja mo˝e wp∏ynàç na ostatecznà pro-

gnoz´ wyleczenia. Obserwacje te zosta∏y

potwierdzone w kolejnych badaniach

obejmujàcych du˝à populacj´ pacjentów

HBsAg negatywnych gdzie zaobserwowa-

no znaczàcy statystycznie spadek HBV

DNA poni˝ej 104 kopii/ml i 103 kopii/ml

tylko w po∏àczeniu z serokonwersjà

w HBeAg i HBsAg na zakoƒczenie lecze-

nia(11).

Powy˝sze dane sugerujà, ˝e wiremia

HBV podobnie jak dla wirusa zapalenia

wàtroby typu C, mo˝e staç si´ markerem

wyboru do monitorowania leczenia anty-

wirusowego i dostosowywania terapii

przed i podczas leczenia. Badania wskazu-

jà, ˝e monitorowanie czu∏ym testem PCR

pacjentów leczonych analogami nukle-

ozytodytowymi pomaga w identyfikacji

momentu zwrotnego, przed pojawieniem

si´ wzrostu ALT i wykryciem mutacji

opornoÊci na lek. Zaobserwowano, ˝e pa-

cjent, który utrzymuje wartoÊç HBV DNA

wy˝szà ni˝ 105 kopii/ml posiada znaczàco

wi´ksze ryzyko nawrotu w ciàgu nast´p-

nych 3 miesi´cy leczenia.(12–16)

St´˝enie wirusa pomi´dzy 104–105 ko-

pii/ml wydaje si´ reprezentowaç uzasad-

niony poziom odci´cia w dostosowywa-

niu leczenia i opracowywaniu bardziej

efektywnych schematów post´powania.

Ostatnie badania wykazujà, ˝e zmniejsze-

nie liczby DNA HBV (< 300 kopii/ml)

w 24 tygodniu leczenia prognozuje trwa∏à

odpowiedê wirusologicznà u pacjentów

leczonych telbiwudynà, podczas gdy wire-

mia ni˝sza ni˝ 104 kopii/ml w 4 tygodniu

leczenia i ni˝sza ni˝ 103 kopii/ml w 16 ty-

godniu leczenia sà silnie skorelowane

z trwa∏à odpowiedzià u pacjentów leczo-

nych lamiwudynà(17–18).

Poniewa˝ coraz wi´cej antywiruso-

wych leków staje si´ dost´pnych, wydaj´

si´ warta zbadania mo˝liwoÊç optymali-

zacji leczenia poprzez zmian´ z monote-

rapii do terapii kombinowanej jeÊli doce-

lowa wielkoÊç wiremii nie zosta∏a osià-

gni´ta we wczesnej fazie leczenia. W takim

przypadku wydaje si´ to równie˝ kluczo-

we w ocenie i monitorowaniu opornoÊci

na wirus.

Przeszczepienie wàtroby
Cz´stoÊç reinfekcji nast´pujàcych po prze-

szczepieniu wàtroby mo˝e byç zmniejszo-

na poprzez profilaktyk´ immunoglobuli-

nami lub lamiwudynà. Ostatnie badania

pokazujà, ˝e reinfekcje mogà zostaç

zmniejszone o 50% jeÊli lamiwudyna spo-

woduje spadek wiremii do wartoÊci 104

kopii/ml(19–20).
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Rak wàtrobowokomórkowy
Badania wykaza∏y równie˝ korelacj´ po-

mi´dzy Êrednim st´˝eniem HBV DNA

i ryzykiem raka pierwotnego wàtroby

(HCC) u przewlek∏ych nosicieli HBsAg(21, 22).

Pacjenci z wiremià wi´kszà ni˝ 104–5 majà

2 do 7 krotnie wi´ksze ryzyko HCC w po-

równaniu do pacjentów, u których st´˝e-

nie wirusa nie przekracza 103 z uwzgl´d-

nieniem ryzyka wzrostu w przysz∏oÊci

w przypadku genotypu B(2).

Powy˝sze dane podkreÊlajà kliniczne

znaczenie monitorowania wiremii w wiru-

sowym zapaleniu wàtroby typu C i B oraz

jej rol´ w ocenie skutecznoÊci terapii anty-

wirusowej.

Prognostyczna wartoÊç profilu wiremii

pozwala na wczeÊniejszy wybór schematu

leczenia, dostosowywanie leczenia w trak-

cie trwania terapii, racjonalizacj´ wydat-

ków oraz motywacj´ i wytrwa∏oÊç pacjen-

tów. Trwajàce badania kliniczne uwzgl´d-

niajàce zmiany wartoÊci HBV DNA praw-

dopodobnie pozwolà w przysz∏oÊci na po-

twierdzenie powy˝szego podejÊcia i opty-

malizacj´ obecnych standardów leczenia.

Obecne standardy leczenia przewlek∏ego

wirusowego zapalenia wàtroby typu B

opracowane przez polskà grup´ ekspertów

HBV zawierajà zalecenie wykonywania ilo-

Êciowych badaƒ HBV DNA najczulszymi ko-

mercyjnie dost´pnymi metodami(23).Zgodnie

z opracowanymi zasadami kwalifikacja do le-

czenia odbywa si´ na podstawie wartoÊci

HBV DNA (1 IU ml to 5,6 kopii/ml) równe-

go lub wy˝szego od 20,000 IU/mL (112,000

kopii/ml czyli w przybli˝eniu 100,000 ko-

pii/ml) u pacjentów HBeAg(+) oraz równe-

go lub wi´kszego od 2,000 IU/mL (11,200

kopii/ml czyli w przybli˝eniu 10,000 ko-

pii/ml) u pacjentów HBeAg(–). Wszyscy le-

czeni chorzy powinni mieç oznaczane HBV

DNA po raz pierwszy po 3 miesiàcach tera-

pii, a nast´pnie, co pó∏ roku. Wystàpienie

opornoÊci na lek okreÊla si´ jako 10-krotny

wzrost w stosunku do najni˝szego wyniku

HBV DNA osiàgni´tego w trakcie leczenia.

Leczenie nale˝y prowadziç do wyeliminowa-

nia HBV DNA zgodnie z kryteriami najczul-

szej, komercyjnie dost´pnej, metody ozna-

czania HBV DNA, kierujàc si´ dwukrotnym

oznaczeniem ww. parametru w ciàgu 3 mies.,

a nast´pnie – dodatkowo – po 6 mies.

PiÊmiennictwo dost´pne w redakcji.

Etapy leczenia Klasyfikacja Kontrola OpornoÊç SkutecznoÊç 
przeciwwirusowego na lek

Oznaczenie DNA HBV ≥ 20.000 IU/ml po raz pierwszy 10-krotny ujemny wynik

dla HBeAg(+) po 3 mies., wzrost dwukrotnie

lub nast´pnie od minimalnego w ciàgu 3 mies.,

≥ 2.000 IU/ml co 6 mies. st´˝enia a nast´pnie

dla HBeAg(-) po 6 mies.

Tabela 1. Zastosowanie testu iloÊciowego HBV DNA w monitorowaniu leczenia 
przewlek∏ego wirusowego zaka˝enia wàtroby typu B.

COBAS TaqMan 48
Testy PCR w czasie rzeczywistym dla laboratoriów klinicznych

Analizator COBAS TaqMan 48 pozwala na automatycznà amplifikacj´ PCR i detekcj´

w czasie rzeczywistym (real time PCR) dwóch testów równoczeÊnie. Mo˝e byç u˝yty ∏àcznie

z aparatem COBAS AmpliPrep dla zwi´kszenia automatyzacji.

● Wyró˝niajàce si´ testy diagnostyczne HBV, HCV i HIV-1
Wysoka czu∏oÊç i swoistoÊç, szeroki zakres liniowoÊci minimalizujàcy koniecznoÊç po-

wtarzania testu lub rozcieƒczeƒ

● Szybka procedura, szybie wyniki
PCR w czasie rzeczywistym pozwala na amplifikacj´ i detekcj´ RNA lub DNA w 2 do 3 godzin

● Zminimalizowane ryzyko kontaminacji
Zamykane probówki i wykorzystanie enzymu AmpErase zapewnia najwy˝szà mo˝liwà

kontrol´ kontaminacji

Test COBAS TaqMan HBV
MMaatteerriiaa∏∏:: 0,5 ml, osocze-EDTA lub surowica

CCzzuu∏∏ooÊÊçç aannaalliittyycczznnaa:: 4,8 IU/ml w osoczu-EDTA

6,7 IU/ml w surowicy

LLiinniioowwooÊÊçç:: 29-110 000 000 IU/mL

WWyykkrryywwaannee ggeennoottyyppyy:: A-G, mutant pre-core

CCzzaass bbaaddaanniiaa:: ~5 godz.
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Streszczenie

SzybkoÊç opadania erytrocytów (OB) pozo-

staje najcz´Êciej stosowanym testem labora-

toryjnym do monitorowania przebiegu in-

fekcji, chorób zapalnych oraz pewnych ro-

dzajów nowotworów. W ostatnim czasie

opracowano kilka metod testu, dzi´ki cze-

mu poprawi∏o si´ bezpieczeƒstwo i nieza-

wodnoÊç procedur oznaczania OB. Metoda

pomiaru OB zalecana przez International

Council for Standardization in Haematolo-

gy oraz National Committee for Clinical

Laboratory Standards oparta jest na trady-

cyjnej metodzie Westergrena z u˝yciem nie-

rozcieƒczonych próbek antykoagulowanych

EDTA. W laboratoriach klinicznych wyma-

gane sà rzetelne metody kalibracji oraz sto-

sowanie w∏aÊciwego materia∏u kontroli do

sprawdzania dok∏adnoÊci i precyzji metody

rutynowej. W tym miejscu opisujemy i do-

konujemy oceny procedury otrzymywania

dziennej kontroli jakoÊci OB oraz ustalania

granic zgodnoÊci pomi´dzy metodà stoso-

wanà a referencyjnà. Do obliczenia ∏àcznej

dziennej Êredniej i do monitorowania jej

odtwarzalnoÊci w czasie u˝yto danych z ru-

tynowych próbek pacjentów. Na koniec, aby

sprawdziç jakoÊç pomiarów analitycznych,

przeprowadzono porównanie wyników po-

miaru OB w próbkach przechowywanych

24 godziny w 4°C z wynikami otrzymanymi

dla Êwie˝ych próbek.

SS∏∏oowwaa kklluucczzoowwee:: SzybkoÊç opadania ery-
trocytów, metoda Westergrena, metoda za-
lecania przez ICSH, standard zatwierdzony
przez NCCLS, zautomatyzowane systemy
pomiaru OB, gwarancja jakoÊci OB 

Oznaczenie szybkoÊci opadania ery-
trocytów (OB), bardziej prawid∏owo na-
zywane „d∏ugoÊcià reakcji sedymentacji

we krwi” ma d∏ugotrwa∏à histori´ i trady-
cj´ w laboratoriach klinicznych.1 OB, naj-
powszechniej stosowany pomiar labora-
toryjny zaawansowania choroby w medy-
cynie klinicznej, nadal uznany jest za
przydatny do monitorowania chorób za-
palnych, w szczególnoÊci reumatoidalne-
go zapalenia stawów.2 Ostatnie prace
przeglàdowe i wyszukiwanie z wykorzy-
staniem MEDLINE wskazujà, ˝e test ten
jest powszechnie stosowany zarówno do
diagnozowania, jak i obserwacji pacjen-
tów z tymi chorobami.3–6

W ostatnich dziesi´cioleciach opraco-
wano i wprowadzono do laboratoriów
klinicznych kilka nowych technik pomia-
ru OB, aby uwzgl´dniç nast´pujàce po-
trzeby:
1. Zagwarantowanie bezpieczeƒstwa ob-

s∏ugi przez zastosowanie zautomatyzo-
wanych i zamkni´tych systemów,

2. Zautomatyzowanie samego pomiaru
oraz optymalizacja organizacji pracy
i wykorzystania zasobów ludzkich,

3. Stworzenie wyjàtkowej stacji roboczej
do pomiaru wartoÊci OB, a tak˝e wyko-
nywanie w jednej próbce innych testów
hematologicznych (np. pomiaru liczby
erytrocytów, leukocytów i retikulocy-
tów). Wedle wytycznych International

Council for Standardization in Haema-

tology (ICSH) oraz National Committee

for Clinical Laboratory Standards (NC-
CLS) powinno byç to wykonywane przy
u˝yciu zalecanej próbki – nierozcieƒ-
czonej krwi z K3EDTA (wersenian trój-
potasowy), który jest bardziej nieza-
wodny ni˝ tradycyjny cytrynian sodu.7, 8

Ostatnio ocenialiÊmy i walidowaliÊmy
nowà procedur´ pomiaru, tak zwany
TEST1EC (SIRE Analytical System, Udine,
W∏ochy), który umo˝liwia zautomatyzo-
wany, bezpieczny, precyzyjny i dok∏adny

SzybkoÊç opadania erytrocytów 
Stosowanie Êwie˝ej krwi do kontroli jakoÊci 

dr n. med. Mario Plebani  i dr n. med. Elisa Piva, Department of Laboratory Medicine,

University-Hospital of Padua, Padwa, W∏ochy.

Od redakcji
Mimo, ˝e od opisu odczynu opadania krwi-
nek przez Edmunda Faustyna Biernackiego
min´∏o ju˝ 110 lat zjawisko to jest nadal po-
wszechnie wykorzystywane w diagnostyce
szeregu chorób zapalnych czy nowotworów.
Dlatego automatyczna metoda pomiaru OB,
którà pos∏ugiwali si´ Autorzy artyku∏u po-
winna znaleêç zastosowanie w wielu du˝ych
laboratoriach. Zasada pomiaru sprowadza
si´ do umieszczenia próbki antykoagulowa-
nej krwi w pionowej cienkiej kapilarze,
w której rozpoczyna si´ proces sedymentacji
erytrocytów. Nast´pnie, uk∏ad oznacza za-
wartoÊç krwinek na poszczególnych pozio-
mach kapilary i porównujàc uzyskane war-
toÊci wylicza szybkoÊç opadania wyra˝onà
w„milimetrach Westergrena”. Zaletà metody
jest mo˝liwoÊç badania 180 próbek na go-
dzin´, ma∏a pracoch∏onnoÊç oraz ogranicze-
nie kontaktu pracowników laboratorium
z potencjalnie zakaênym materia∏em.

Problemem zwiàzanym z pomiarem se-
dymentacji erytrocytów jest brak odpowied-
nich materia∏ów referencyjnych, które mogà
byç u˝yte dla kontroli jakoÊci wyników me-
tody automatycznej. Zgodnie z zaleceniami
ICSH materia∏ przed badaniem mo˝e czekaç
w temperaturze pokojowej przez 2 godziny
lub 12 godzin w 4ºC. Autorzy pracy podajà
metody kontroli jakoÊci automatycznego
pomiaru OB. w oparciu o analiz´ kolejnych
Êrednich dziennych oraz jednà z zasad West-
garda. Wskazujà tak˝e na przydatnoÊç po-
równania wyniku uzyskanego z krwi Êwie˝ej
i przechowywanej przez 24 godziny. W tabe-
li 4 podajà dopuszczalny zakres ró˝nicy po-
mi´dzy kolejnymi oznaczeniami w prób-
kach o ró˝nych wyjÊciowych wartoÊciach
OB. Proponowane metody kontroli jakoÊci
nale˝y uzupe∏niç, raz w tygodniu, równocze-
snym badaniem tych samych próbek meto-
dà automatyczna i klasycznà.
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pomiar OB w próbkach pobieranych za-
równo na cytrynian sodu, jak i K3EDTA.9

W erze gwarancji jakoÊci i akredytacji
laboratoriów medycznych, znaczna uwa-
ga powinna byç zwrócona na kwesti´
kontroli jakoÊci i gwarancj´ jakoÊci dla
pomiaru OB. Poniewa˝ opadanie ludz-
kich erytrocytów dotyczy Êwie˝ej krwi
i ma zmienny charakter, to referencyjne
lub kontrolne materia∏y zwyk∏ego rodza-
ju nie sà dost´pne. Stabilizowane próbki
od ludzi czy zwierzàt nie mogà byç uzna-
ne za dopuszczalne zamiast ludzkiej
Êwie˝ej krwi, ani te˝ odpowiednie do
u˝ycia w metodach takich jak TEST1EC,
które mierzà kinetyk´ sedymentacji czer-
wonych krwinek, a nie zwyczajne opada-
nie czerwonych krwinek po ustalonym
czasie.

Celem niniejszego badania by∏ opis
i ocena procedury opartej na u˝yciu Êwie-
˝ej ludzkiej pe∏nej krwi do dziennej kon-
troli jakoÊci oznaczania wartoÊci OB w la-
boratoriach klinicznych.

MATERIA Y̧ I METODY
Pacjenci
Do niniejszego badania dobrano losowo
osoby z ca∏ej populacji pacjentów zarów-
no hospitalizowanych, jak i ambulatoryj-
nych. Próbki krwi otrzymano i przetwa-
rzano do analizy podczas rutynowej pra-
cy. Do oceny u˝yto nierozcieƒczone prób-
ki krwi antykoagulowane K3EDTA (Bec-
ton Dickinson System Europe, Meylan
Cedex-Francja). Próbki otrzymano
w standaryzowanych warunkach (pobra-
nie rano na czczo) i badano w ciàgu 4 go-
dzin od nak∏ucia ˝y∏y, zgodnie z wytycz-
nymi ICSH. Nastepnie w ka˝dej próbce
mierzono liczb´ erytrocytów, leukocytów
i st´˝enie hemoglobiny i obj´toÊç frakcji
erytrocytów przy u˝yciu systemu Coulter
GenS System (Coulter, Miami, FL).

Analizator TEST1EC

TEST1EC, zamkni´ty zautomatyzowany
analizator oznacza OB w szczelnych pro-
bówkach pró˝niowych standardowego
rozmiaru z perforowanà zatyczkà. Pro-
bówki umieszczano w odpowiednich sta-
tywach, a ich zawartoÊç mieszano powoli
na mieszadle przez oko∏o 3 minuty. W po-
dajniku próbek umieszczano jednocze-

Ênie 4 statywy po 15 probówek. Próbka
krwi pobierana bezpoÊrednio z probówki
do pobraƒ przy pomocy zamkni´tej ig∏y
aspiracyjnej przenoszona by∏a do kapila-
ry, gdzie by∏a przyspieszana przez uk∏ad
„zatrzymanego przep∏ywu”, który powo-
duje sedymentacj´ erytrocytów. Obszar
odczytu utrzymywany by∏ w temperaturze
37°C. System stosuje mikrofotometr na
podczerwieƒ o d∏ugoÊci fali Êwiat∏a 650 nm.
Impulsy elektryczne zbierane przez detek-
tor fotodiody sà bezpoÊrednio korelowane
z liczbà erytrocytów obecnych na ka˝dym
poziomie kapilary. Mierzone na jednostk´
czasu impulsy sà nast´pnie u˝ywane do
wykreÊlenia krzywej sedymentacji dla
ka˝dej próbki przy pomocy algorytmu
matematycznego. Âredni spadek sygna∏u
na jednostk´ czasu zwany Êrednim sygna-
∏em i pierwiastek kwadratowy z sygna∏u
ca∏kowitego by∏y przekszta∏cane na po-
równywalne wartoÊci Westergrena przy
pomocy modelu regresji liniowej.

Ostatnio dokonano ulepszeƒ wyjÊcio-
wej techniki. Przede wszystkim podwy˝-
szono pr´dkoÊç wirowania z 16 na 60
obr./min., aby osiàgnàç lepsze, bardziej do-
k∏adne wymieszanie krwi. System pracuje
z szybkoÊcià 180 próbek na godzin´ przy
nieprzerwanym ∏adowaniu, dajàc wynik co
20 sekund i wymaga na ka˝dà próbk´ 150 µl
krwi. TEST1EC podaje dzienne i ∏àczne
Êrednie wartoÊci OB dla 30 dni wstecz. Wy-
niki wyra˝ane sà w milimetrach.

Porównanie pomi´dzy metodà rutynowà
a Westergrena
Do badania porównawczego wybrano
próbki z wartoÊciami OB oznaczanymi
w TEST1EC w zakresie od 2 do 120 mm.
Do tego celu u˝ywano metod´ Westergre-
na, którà wykonywano zgodnie z zalece-
niem ICSH.7 W skrócie, u˝ywano plasti-
kowe probówki o d∏ugoÊci 250 mm ze
Êrednicà obwodu 2,55 mm; wszystkie
próbki wybrane z rutynowych pobraƒ by-
∏y antykoagulowane EDTA. Test wykony-
wano w ciàgu 4 godzin od nak∏ucia ˝y∏y,
a krew by∏a dok∏adnie wymieszana przed
mechanicznà aspiracjà. Nast´pnie okre-
ÊlaliÊmy odchylenie, granice zgodnoÊci
oraz 95% przedzia∏ ufnoÊci (CI) metody
rutynowej (TEST1EC) w porównaniu
z metodà ICSH (Westergrena). Dla 10 re-

prezentatywnych grup wartoÊci OB wyli-
czano 95% CI Êredniego odchylenia.
Równie˝ porównywaliÊmy 2 metody u˝y-
wajàc próbek jako „materia∏ów referen-
cyjnych”. Próbki przygotowywano zgod-
nie z wytycznymi odnoÊnie ICSH standa-
ryzacji (metoda referencyjna), u˝ywajàc
próbek krwi pacjentów z wartoÊciami he-
matokrytu pomi´dzy 33% (0,33) a 35%
(0,35).

Porównanie pomi´dzy Êwie˝ymi 
a przechowywanymi próbkami 
(kontrola mi´dzy jednym dniem 
a drugim)
Przez ca∏y okres badania mierzono OB
w ka˝dej próbce w ciàgu 4 godzin po po-
braniu krwi i 24 godziny po przechowywa-
niu w 4°C. W 10 ró˝nych reprezentatyw-
nych grupach wartoÊci OB ocenialiÊmy od-
chylenie, granice zgodnoÊci i ich 95% CI.

Ârednie wartoÊci ∏àczne 
Codziennie przez 20 dni obliczaliÊmy
Êrednie wartoÊci Êrednich danych od 100
pacjentów, po czym obliczano Êrednià,
odchylenie standardowe i wspó∏czynnik
wariancji ∏àcznej Êredniej.

Analiza statystyczna
Statystycznà analiz´ danych przeprowa-
dzono przy u˝yciu programu MS Excel’98
(Microsoft, Seattle, WA), aby wyznaczyç
wspó∏czynnik korelacji, regresj´ liniowà
oraz korelacj´ pomi´dzy TEST1EC a meto-
dà Westergrena. Porównanie metod i ró˝-
nic pomi´dzy wartoÊciami OB mi´dzy
jednym dniem a drugim wykonano przy

Rycina 1. Zale˝noÊç pomi´dzy metodà referencyjnà
(Westergrena, zgodnie z wytycznymi International Co-
uncil for Standardization in Haematoiogy) i rutynowà
(TEST1EC) pomiaru szybkoÊci opadania erytrocytów.
Próbki (n = 509) pobierano na K3EDTA z ró˝nym zakre-
sem wartoÊci hematokrytu (y = 3,54 + 0,92x; r = 0,93).
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pomocy analizy BIanda-Ahmana z pakie-
tem Astute (Diagnostic Development
Unit, University of Leeds, Leeds, Anglia).
Analiza statystyczna przedzia∏u ufnoÊci
(CI) danych zosta∏a przeprowadzona przy
u˝yciu programu CIA (Confidence Inte-
rval Analysis), jak opisano przez Gardner
i wsp.10

WYNIKI 
Ryciny 1. i 2. przedstawiajà porównanie
pomi´dzy wynikami otrzymanymi meto-
dà referencyjnà (Westergrena) a TEST1EC

sierpieƒ 2007 LabForum

Rycina 2. Zale˝noÊç pomi´dzy metodà referencyjnà
(Westergrena) i rutynowà (TEST1EC) pomiaru szybkoÊci
opadania erytrocytów. Próbki (n = 75) pobierano na
K3EDTA z wartoÊciami hematokrytu pomi´dzy 33%
(0,33) a 35% (0,35) zgodnie z zalecanà przez Internatio-
nal Council for Standardization in Haematotogy proce-
durà przygotowywania „materia∏u referencyjnego”
(y = –3,38 + 1,094x; r = 0,92).

WartoÊci OB Odchylenie Górne i dolne granice 95% przedzia∏
(zakres, mm) odchylenia ufnoÊci odchylenia

2–10 1,77 –6,10 do 9,65 0,90 do 2,64

11–20 –0,94 –15,94 do 14,05 –2,56 do 0,67

21–30 –1,43 –14,96 do 12,10 –3,24 do 0,38

31–40 –1,35 –15,63 do 12,92 –3,54 do 0,83

41–50 3,42 –17,76 do 24,61 –0,03 do 6,88

51–60 2,29 –26,46 do 31,05 –2,59 do 7,18

61–70 1,7 –28,32 do 31,72 –3,19 do 6,59

71–80 4,4 –21,32 do 30,12 –0,50 do 9,30

81–90 4,41 –31,18 do 40 –4,92 do 13,75

91–100 –1,7 –46,63 do 43,23 –18,09 do 14,69

OB. szybkoÊç opadania erytrocytów 

* Szczegó∏owe informacje – patrz tekst

Tabela 1. Odchylenie, granice górne i dolne oraz 95% przedzia∏ ufnoÊci odchylenia dla
ró˝nych wartoÊci OB wyników otrzymanych metodami TEST1EC i Westergrena (n = 509)*

WartoÊç OB Ârednia wartoÊç OB ± SD 2,5-ty i 97,5-ty
(metoda Westergrena, mm) (metoda TEST1EC, mm) percentyl

20 20,5 ± 4,3 10–33

30 25,3 ± 11,4 10–42

40 37,8 ± 5,9 30–50

50 57,5 ± 13,4 41–83

60 68 ± 20,9 50–98

710 69 ± 14,4 51–93

80 75,12 ± 24,8 52–117

90 80,25 ± 23,2 53–115

100 100,18 ± 13,0 72–117

110 95,26 ± 16,1 73–120

120 103 ± 19,4 75–120

OB. szybkoÊç opadania erytrocytów 

* Szczegó∏owe informacje – patrz tekst

Tabela 2. Granice dopuszczalnoÊci (2,5-ty i 97,5-ty percentyl) wyników OB 
otrzymanych w TEST1EC*

OB. szybkoÊç opadania erytrocytów 

* Przechowywane 24 godziny.

Tabela 3. Odchylenie, górne i dolne granice i 95% przedzia∏ ufnoÊci odchylenia 
dla ró˝nych wartoÊci OB w porównaniu próbek Êwie˝ych z przechowywanymi*

WartoÊci OB Odchylenie Górne i dolne 95% przedzia∏
(zakres, mm) granice odchylenia ufnoÊci odchylenia

2–10 0,32 –3,18 do 3,82 –0,13 do 0,50

11–20 1,05 –5,74 do 7,85 0,60 do 1,51

21–30 1,92 –13,29 do 17,14 0,56 do 3,3

31–40 4,32 –5,85 do 14,5 3,23 do 5,42

41–50 4,18 –8,83 do 17,2 2,37 do 6,0

51–60 4,14 –12,84 do 21,13 1,16 do 7,12

61–70 5,83 –13,67 do 25,33 2,04 do 9,61

71–80 9,38 –15,28 do 34,04 4,59 do 14,16

81–90 10,17 –12,35 do 32,70 4,26 do 16,08

>90 9,55 –6,32 do 25,43 6,81 do 12,96

w wybranych losowo próbkach otrzyma-
nych podczas rutynowego klinicznego po-
bierania i przy u˝yciu materia∏ów referen-
cyjnych (próbki Êwie˝ej ludzkiej krwi
z hematokrytem pomi´dzy 33% [0,33]
a 35% [0,35]). Stwierdzono znaczàcà ró˝-
nic´ pomi´dzy wartoÊcià przeci´cia z osià
wspó∏rz´dnych 2 grup (3,54; 95% CI, od
1,85 do 5,23; P=0,0001; i –3,38; 95% CI,
od –8,87 do 2,09; P = 0,22).

Tabela 1. przedstawia wyniki porówna-
nia pomi´dzy danymi otrzymanymi me-
todami Westergrena i TEST1EC w 509
próbkach zgrupowanych w 10 klas na
podstawie wartoÊci OB. Przedstawiono
wzgl´dny estymator odchylenia, granice
zgodnoÊci i 95% CI. Nie stwierdzono zna-
czàcego odchylenia dla ˝adnej z grup
z klinicznie istotnymi wartoÊciami OB
(Tabela 2.).

Rycina 3 obrazuje dane otrzymane
przez wyliczenie Êredniej dziennej warto-
Êci dla rutynowo pobieranych próbek
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w czasie i odpowiadajàcych odchyleƒ
standardowych przez przedstawienie tych
danych na tradycyjnym wykresie kontroli
jakoÊci. Pojedyncze dzienne Êrednie znaj-
dowa∏y si´ wokó∏ przeci´tnej Êredniej
(26,57 ± 3,81) i by∏y zawsze w zakresie
± 2 odchylenia standardowego.

Przechowywanie 1140 próbek pe∏nej
krwi 24 godziny w 4°C spowodowa∏o
spadek wartoÊci OB otrzymanych przez
2 ró˝ne analizatory TEST1EC w odniesie-
niu do wartoÊci poczàtkowej: Êrednie

ró˝nice wynosi∏y odpowiednio 2,86
(95% CI, od 2,41 do 331) i 2,28 (95% CI,
od 1,90 do 2,65). To mo˝e byç odpo-
wiednio prze∏o˝one na Êrednie spadki
procentowe 9% i 11% od jednego dnia
do nast´pnego. Przez analiz´ tych da-
nych zidentyfikowaliÊmy 10 grup próbek
z ró˝nymi wartoÊciami OB i dla ka˝dej
podgrupy otrzymaliÊmy odchylenie,
granice zgodnoÊci i 95% CI (Tabela 3.).
Ponadto obliczyliÊmy granice dopusz-
czalnoÊci dla próbek przechowywanych
(Tabela 4.), w ten sposób pozwalajàc la-
boratorium na ∏atwe monitorowanie
rzetelnoÊci systemu testów od dnia do
dnia.

DYSKUSJA
Odczyn opadania krwinek, od nazwiska
odkrywcy – Edmunda Biernackiego, któ-
ry opisa∏ go w 1987 roku, zwany w na-
szym kraju odczynem Biernackiego
(OB.) jest nadal powszechnie stosowany
w praktyce medycznej jako wskaênik sta-
nów zapalnych, infekcji, urazów czy cho-
rób nowotworowych i codziennie w labo-

ratoriach klinicznych na Êwiecie wykonu-
je si´ kilka miliardów testów. W 1918 ro-
ku szwedzki patolog RRoobbeerrtt SSaannnnoo
FFaaºº hhrraauuss opisa∏ podobne zjawisko i razem
z internistà AAllffeemm VViillhheellmmeemm AAllbbeerrttssssoo--
nneemm WWeesstteerrggrreenneemm opracowali metod´
oznaczania OB (na Êwiecie okreÊlana jako
ESR, erythrocyte sedimentation test lub
metoda Westergrena), która przez lata
utrzyma∏a swój status. Obecna metoda
referencyjna wykorzystuje szklane lub
plastikowe probówki rodzaju Westergre-
na oraz nierozcieƒczone i wolne od he-
molizy próbki krwi pobierane z antyko-
agulantem K3EDTA. Ostatnio oceniali-
Êmy i walidowaliÊmy nowà zautomatyzo-
wanà procedur´ pomiaru, tak zwany
TEST1EC, który umo˝liwia zautomatyzo-
wany, bezpieczny, precyzyjny i dok∏adny
pomiar OB w praktyce klinicznej. Zalety
stosowania tej techniki w laboratoriach
klinicznych obejmujà bezpieczeƒstwo
obs∏ugi, pe∏nà automatyzacj´, obni˝enie
czasu przetwarzania i ograniczenie nie-
Êcis∏oÊci w analityce. Jednak w naszej opi-
nii g∏ównà korzyÊcià jest stosowanie nie-
rozcieƒczonych próbek antykoagulowa-
nych K3EDTA. Wiadomo, ˝e na OB g∏ów-
nie wp∏ywa agregacja i rulonizacja ery-
trocytów. Pobieranie próbek na K3EDTA
zwi´ksza stabilnoÊç komórek krwi, w ten
sposób sprzyjajàc tworzeniu rulonów, za-
chowujàc w∏aÊciwoÊci morfologiczne i za-
pobiegajàc niefizjologicznym wp∏ywom
na komórki, a ma to kluczowe znaczenie
w reakcji OB. Jak wykaza∏y nasze wyniki,
ten rodzaj antykoagulanta i procedury
przed mieszaniem stosowane przez
TEST1EC poprawiajà stabilnoÊç próbki,
a zatem umo˝liwiajàc pomiar OB po cza-
sie 4 godzin zalecanych przez NCCLS.
i upraszczajàc obs∏ug´ i przenoszenie
próbek. Poniewa˝ próbka z EDTA stoso-
wana jest w wi´kszoÊci oznaczeƒ hemato-
logicznych, to analiza OB z tej samej
próbki oznacza dalsze usprawnienie: wy-
magana jest mniejsza obj´toÊç próbki
(szczególnie przydatne u noworodków,
dzieci i pacjentów onkologicznych), zre-
dukowane sà koszty pobierania oraz ob-
róbki próbek, a tak˝e oznaczenia hemato-
logiczne z OB mog∏yby byç analizowane
w wyjàtkowej stacji roboczej, w ten spo-
sób przyczyniajàc si´ do optymalizacji cy-

* OB – szybkoÊç opadania erytrocytów 

Tabela 4. Granice dopuszczalnoÊci (2,5-ty i 97,5-ty percentyl) w praktyce kontroli 
jakoÊci dla próbek przechowywanych przez 24 godziny

WartoÊç OB* Ârednia wartoÊç OB ± SD 2,5-ty i 97,5-ty 
(Êwie˝e próbki, mm) po 24 h w 4°C percentyl

10 9±2,8 5–19

15 14±2,48 11–21

20 19±3,73 15–32

25 22±4,62 16–34

30 28±4,12 23–40

35 31±2,77 26–40

40 38±4,74 33–46

45 42±3,19 38–48

50 43±2,69 40–51

55 52±6,13 45–63

60 57±4,6 51–64

65 64±16,7 51–97

70 64±5,5 52–80

75 72±11,3 65–80

80 76±7,3 60–90

90 82±10,1 61–106

100 93±5,5 85–101

115 96±2,5 93–115

120 115±4,5 107–120

Rycina 3. Wykres Levey-Jenningsa dziennej ∏àcznej Êred-
niej dla szybkoÊci opadania erytrocytów (OB) danych pa-
cjentów. ¸àczna Êrednia wartoÊç ± SD, obliczona z ruty-
nowych danych wynios∏a 26,57 ± 3,81 mm (n = 20).
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klu pracy w laboratoriach klinicznych.
I wreszcie nierozcieƒczone próbki anty-
koagulowane EDTA obni˝ajà ryzyko b∏´-
dów przed analizà spowodowanych cz´-
Êciowym skrzepni´ciem próbki lub ma∏y-
mi skrzepami, zmienionà proporcjà
krew–cytrynian sodu i problemami zwià-
zanymi z obj´toÊcià koƒcowà, nieod∏àcz-
nych g∏ównie w technikach z wykorzysta-
niem specjalnych probówek zarówno dla
pobierania próbek i pomiaru OB.11, 12

Podczas gdy w podr´cznikach stwier-
dza si´, i˝ „jest bardziej prawdopodobne,
˝e procedura pomiaru OB zostanie wy-
konana bez kontroli jakoÊci ni˝ jakikol-
wiek inny powszechny test hematolo-
giczny,”13 a NCCLS oznajmia: „pomimo
˝e procedura pomiaru OB nie mo˝e byç
kalibrowana, to jest ona z natury ca∏kiem
stabilna”, to w erze gwarancji jakoÊci, cer-
tyfikacji i akredytacji laboratoria klinicz-
ne muszà dokumentowaç jakoÊç pomia-
rów OB. Jednak˝e z powodu istoty reak-
cji sedymentacji ludzkich erytrocytów,
materia∏y referencyjne czy kontrolne
zwyk∏ego rodzaju nie sà dost´pne do te-
stu OB, reakcja sedymentacji przejÊciowa
i ograniczona do Êwie˝ej krwi. Mimo ˝e
kilka stabilizowanych próbek pochodze-
nia ludzkiego dost´pnych na rynku zo-
sta∏o wprowadzonych do laboratoriów
klinicznych, ich w∏aÊciwoÊci kinetyczne,
które sà ró˝ne od w∏asnoÊci erytrocytów
Êwie˝ej krwi, wykluczajà ich zastosowa-
nie do oznaczania OB przy u˝yciu takich
technik jak TEST1EC, która raczej ocenia
szybkoÊç sedymentacji ni˝ zwyczajnie
mierzy koƒcowy opad erytrocytów po 60
minutach. Dokument NCCLS zaleca we-
ryfikacj´ roboczej rutynowej metody wo-
bec metody referencyjnej z cz´stoÊcià
okreÊlonà przez standardowà procedur´
roboczà laboratorium szczególnie wtedy,
kiedy wprowadzane sà jakiekolwiek
zmiany w pipetach, personelu lub inne
takie zmienne. Dodatkowo stwierdza on,
˝e obecnie jedynie wykonalnym sposo-
bem zapewnienia materia∏u kontrolnego
jest okreÊlenie metody produkcji takiego
materia∏u w laboratorium, gdzie ma on
byç u˝ywany.8 Dlatego te˝ ocenialiÊmy
procedur´ kontroli jakoÊci, która wyko-
rzystuje próbki Êwie˝ej pe∏nej krwi. Jest
ona niedroga i ∏atwa do wykonania w la-

boratoriach klinicznych. Z powodu ob-
serwowanej podobnej zale˝noÊci pomi´-
dzy metodà referencyjnà (Westergrena),
a technikà roboczà (TEST1EC) w wybra-
nych losowo próbkach i próbkach refe-
rencyjnych (próbki z hematokrytem
<35% [<0,35]), nie ma potrzeby wcze-
Êniejszej selekcji próbek na podstawie
wartoÊci hematokrytu. Przeci´tna dzien-
na Êrednia, która jest stosunkowo sta∏a
w naszych warunkach pracy, powinna
byç stosowana w procedurze kontroli ja-
koÊci. Przechowywanie próbek 24 godzi-
ny w 4°C pozwala na u˝ycie tych próbek
do oceny nieÊcis∏oÊci analitycznej, ponie-
wa˝ granice zgodnoÊci dla grup próbek
z ró˝nymi wartoÊciami OB zosta∏y teraz
zdefiniowane. I wreszcie porównanie po-
mi´dzy metodà referencyjnà a wynikami
TEST1EC gwarantuje monitorowanie do-
k∏adnoÊci w czasie.

Z praktycznego punktu widzenia pro-
cedura kontroli jakoÊci oparta jest na na-
st´pujàcych kwestiach: (1) obliczeniu
i monitorowaniu dziennej ∏àcznej Êred-
niej, która jest wartoÊcià stosunkowo sta-
∏à, kiedy analizuje si´ co najmniej 100
próbek w sta∏ym ustawieniu klinicznym;
przeci´tna wartoÊç tej znaczàcej liczby
próbek waha si´ w dopuszczalnych grani-
cach ze wspó∏czynnikiem zmiennoÊci ni˝-
szym ni˝ 15% i wydaje si´ adekwatnym
wskaênikiem do monitorowania pracy
aparatu; (2) porównaniu próbek Êwie˝ych
z przechowywanymi, mianowicie pomiar
trzech próbek z ró˝nymi wartoÊciami OB
przechowywanych 24 godziny w 4°C, do-
puszczalne granice odchylenia definiowa-
ne dla grup próbek z ró˝nymi Êrednimi
wartoÊciami OB; oraz (3) porównanie po-
mi´dzy wynikami z metody roboczej
(TEST1EC) a wynikami metody referencyj-
nej. Ponownie, równie˝ okreÊliliÊmy do-
puszczalne granice odchylenia dla grup
próbek z ró˝nymi wartoÊciami OB.

Podczas gdy dzienna ∏àczna Êrednia
danych pacjentów powinna byç monito-
rowana i 3 próbki przechowywane 24 go-
dzinny powinny byç mierzone codzien-
nie, metoda rutynowa TEST1EC i referen-
cyjna powinny byç porównywane raz na
tydzieƒ w sta∏ych warunkach lub w krót-
szych odst´pach, jeÊli pojawià si´ jakie-
kolwiek problemy z aparatem lub z po-

wodów technicznych zostanie zmodyfi-
kowane ustawienie aparatu. Laboratoria
kliniczne z obcià˝eniem ni˝szym ni˝ 100
próbek na dzieƒ mog∏yby wziàç pod uwa-
g´ ∏àcznà Êrednià z 200 do 300 wartoÊci
OB mierzonych przez kilka dni. To jest
informacja wynikajàca bezpoÊrednio
z aparatu.

Aby zidentyfikowaç sytuacje „niekon-
trolowane”, ustaliliÊmy nast´pujàce proce-
dury referencyjne:
1. Granice dopuszczalnego dzia∏ania dla

∏àcznej dziennej Êredniej ustawione sà
na 3 ± standardowe odchylenie Êred-
niej.

2. Co najmniej 3 przechowywane próbki
muszà znajdowaç si´ w zaproponowa-
nych granicach dopuszczalnoÊci.

3. OdnoÊnie porównywalnoÊci pomi´dzy
metodà referencyjnà a rutynowà, ta
druga musi byç uznana za „pod kontro-
là”, jeÊli 95% wyników znajduje si´
w granicach dopuszczalnoÊci.

4. Przyjmujàc cz´Êciowo zasad´ Westgar-
da, uznaliÊmy aparat za „niekontrolo-
wany”, kiedy wartoÊci dziennych ∏àcz-
nych Êrednich przez 10 kolejnych dni
wypada∏y na t´ samà stron´ Êredniej.14,15

Jakkolwiek kontrola jakoÊci by∏a kie-
dyÊ uwa˝ana za niewa˝nà dla OB i in-
nych testów hematologicznych, teraz po-
winny byç podj´te wysi∏ki majàce na ce-
lu zapewnienie adekwatnych materia∏ów
kontroli i procedury. Nasze wyniki uzy-
skane dla próbek Êwie˝ej krwi wskazujà,
˝e z TEST1EC kontrola jakoÊci dla pomia-
ru OB jest wykonalna, niedroga i nieza-
wodna.

T∏umaczenie artyku∏u zamieszczonego

w Chlinical Chemistry International Journal

of Laboratory Medicine and Molecular Dia-

gnostics, CLCHAU 46 1725-1882 (2000) 

AM J Clin Pathol 2002; 117:621-626 
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W dniach 3–7 czerwca 2007 odby∏ si´
XVII Europejski Kongres Chemii Klinicz-
nej i Medycyny Laboratoryjnej w Amster-
damie.

Firma Roche Diagnostics nale˝a∏a do
g∏ównych sponsorów zjazdu razem z:
Menarini Diagnostics; Abbot Diagnostics;
Beckman Coulter; Dade Behring; Ortho-
Clinical Diagnostics; Randox i Siemens
Medical Solutions Diagnostics.

Zarejestrowano 3357 uczestników
z ca∏ego Êwiata. 632 wystawców prezen-
towa∏o swoje produkty na wystawie, któ-
rà obejrza∏o 1529 osób. Stoisko Roche
Diagnostics, w barwach marki cobas,
mieÊci∏o si´ tu˝ przy wejÊciu, co powodo-
wa∏o, ˝e ka˝dy je odwiedza∏, a królowa
Beatrix by∏a pierwszym goÊciem po
otwarciu wystawy.

Wystawiono 1117 plakatów (w tym 54
z Polski), odby∏y si´ 34 prezentacje prac
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i Medycyny Laboratoryjnej w Amsterdamie
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1994;21:1177-1178.
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w∏asnych. Aktywnym wyk∏adowcà z na-
szego kraju by∏a Pani profesor Gra˝yna
Odrowà˝-Sypniewska z Collegium Medi-
cum w Bydgoszczy, która w sesji doniesieƒ
oryginalnych przedstawi∏a interesujàcy

wyk∏ad pt. „Website conception and infor-

mation design.”
Codziennie równolegle odbywa∏y si´ 3

sesje tematyczne przedpo∏udniowe i 3 po-
po∏udniowe oraz firmowe warsztaty.



sierpieƒ 2007 LabForum

15

Tematy prezentowane przez Roche Dia-
gnostics w trakcie spotkaƒ firmowych, to:
1. Modularny system preanalityczny MPA

– mo˝liwoÊci i zalety
2. ccoobbaass 6000 – nowa generacja systemów

zintegrowanych
3. NT pro BNP – nowoczesny marker ser-

cowy, wspólnie z firmà z Dade Behring.
Trudno by∏o wyró˝niç temat wiodàcy

Zjazdu. Sesje tematyczne dotyczy∏y
wszystkich dziedzin diagnostyki laborato-
ryjnej ze szczególnym uwzgl´dnieniem
genetyki. Wydaje si´, ˝e dano szanse auto-
rom artyku∏ów naukowych z ostatnich
2 lat na prezentacj´ swoich osiàgni´ç.

Bardzo ciekawie przedstawia∏ si´ pro-
gram imprez towarzyszàcych zjazdowi:
1. Ceremonia otwarcia, którà uÊwietni∏y

wyst´py Mi´dzynarodowego Teatru
Taƒca z pokazami taƒca nowoczesnego,
jak i stylizowanego na ludowy taniec
holenderski. Podczas ceremonii otwar-
cia wr´czona zosta∏a nagroda ufundo-
wana przez firm´ Roche dla Prof. Ma-
thiasa M. Muellera z Wiednia za pro-
mowanie chemii klinicznej na rynku
europejskim i jego zas∏ugi nie tylko ja-
ko klinicysty, ale tak˝e jako nauczyciela
i naukowca.

2. Wyk∏ad inauguracyjny i otwarcie wy-
stawy, które swojà obecnoÊcià zaszczy-
ci∏a Jej WysokoÊç Królowa Holandii Be-
atrix i dokona∏a uroczystego otwarcia
wystawy.

3. Koncert muzyki klasycznej w wykona-
niu Holenderskiej Orkiestry Kameral-
nej.

4. Gala Dinner – Congress Party, w stylu
holenderskim. Na rozpocz´cie w takt
werbli wkroczyli na sal´ statyÊci w stro-
jach z epoki Rembrandta i odtworzyli
na scenie obraz „Stra˝ nocna”. Na rozle-
g∏ym terenie przyj´cia kongresowego
przygotowano stoisko wyrobu holen-
derskich chodaków, pocz´stunek-degu-
stacja serów holenderskich oraz sal´ ki-
nowà z prezentacjà filmów i kronik po-
Êwi´conych Holandii.

5. Ceremonia zamkni´cia Kongresu obej-
mowa∏a jego podsumowanie, zaprosze-
nie za rok do Brazylii na kongres mi´-
dzynarodowy i do Insbruku za 2 lata na
18 Kongres IFCC. Atrakcjà by∏y pokazy
akrobatyczne na rowerach.
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