SSN 1644-8448

LabForum

cobas’

Life needs answers



Aktualnosci

3/

Szanowni Panstwo,

Mito mi poinformowagé, ze Food and Drug Administration (amerykaniska Agencja Zywno$ci

N o I i Lekéw, w skrécie FDA) zatwierdzita pierwszy test wykrywajacy DNA wirusa brodawczaka
- ludzkiego do pierwotnej profilaktyki raka szyjki macicy. Oznaczanie DNA HPV testem cobas
| Y- i < o HPV moze by¢ wykonywane samodzielnie u kobiet po 25 roku zycia i pomdc lekarzom
> \‘\'ﬁ s oceni¢ konieczno$¢ wykonania dodatkowych badan diagnostycznych na obecno$é¢ raka
—_— — _ ' szyjki macicy. Test dostarcza takze informacji o ryzyku rozwoju tej choroby w przysztosci.

Weczesniej, w 2011 roku, FDA zatwierdzita test do stosowania w potgczeniu z lub jako
uzupetnienie do badania cytologicznego (PAP test) wykrywajacego zmiany w komérkach
szyjki macicy.

Korzystajac z prébki komérek pobranych z szyjki macicy, test cobas HPV wykrywa DNA

z 14 typoéw wiruséw HPV wysokiego ryzyka. Test specyficznie rozpoznaje HPV 16 i HPV 18,
rownoczesnie wykrywajac inne 12 typow HPV wysokiego ryzyka.

HPV to grupa ponad 40 powigzanych wiruséw, zgodnie z Centers for Disease Control and
Prevention, sa to najczestsze choroby przenoszone droga ptciowa. Okoto 14 typéw HPV
wysokiego ryzyka zwigzanych jest z rakiem szyjki macicy.

W wiekszosci przypadkéw zakazenie HPV wysokiego ryzyka nie powoduje zadnych
probleméw zdrowotnych. Jednak u okoto 10 procent zakazonych kobiet rozwija sie trwata
infekcja, ktéra moze narazi¢ je na ryzyko zachorowania na raka. Typy HPV 16 i HPV 18
odpowiedzialne sg za okoto 70 procent przypadkow raka szyjki macicy.

Badania kliniczne nad testem cobas HPV obejmowaty ponad 47 000 kobiet w wieku 25

lat i starszych poddanych rutynowym badaniom szyjki macicy oraz nastepne trzy lata
obserwaciji kobiet z pozytywnym wynikiem testu, ktdre przeszty kolposkopie. Badania
wykazaty, ze test jest bezpieczny i skuteczny wobec nowego wskazania.

Cobas HPV jest jedynym testem zaaprobowanym przez FDA, ktéry moze by¢ uzyty zamiast
cytologii w profilaktyce raka szyjki macicy u kobiet powyzej 25 roku zycia.

wiecej informacji na stronie:
www.hpvl6and18.com

Zachecam do lektury LabForum. W biezgcym numerze znajdg Paristwo m.in. artykuty

na temat zalet oznaczania parathormonu testami 3 gen. u chorych z przewlekta chorobg
nerek oraz rekomendacje czotowych opiniotwércéw Srodowiska medycznego odnos$nie
ujednolicenia warto$ci docelowych wynikéw badan lipidowych w polskich laboratoriach.
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Oznaczanie parathormonu testami trzeciej
generacji, PTH(1-84) 3 gen., u chorych
z przewlekia choroba nerek

E’/

Wiestaw Piechota, Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej
Wojskowy Instytut Medyczny w Warszawie

PATOFIZJOLOGIA WYDZIELANIA PARATHORMONU W PRZEWLEKLE)J
CHOROBIE NEREK

Przewlektfa choroba nerek upo$ledza wiele ich czynno$ci w tym synteze aktywnej
biologicznie formy witaminy D - kalcitriolu (1,25-dihydroksycholekalciferolu). Konsekwencjg
tego jest zmniejszenie wchtaniania wapnia w przewodzie pokarmowym i hipokalcemia.

Obnizenie stezenia wapnia w osoczu krwi stymuluje przytarczyce do zwiekszonej produkciji cobas e 601

parathormonu (PTH). Hormon ten uwalnia wapn z ko$ci w celu przywrécenia fizjologicznego - system

stezenia wapnia, co prowadzi do ztozonych zaburzen w obrebie kosci - osteodystrofii immunochemiczry
przeznaczony dla

nerkowej. Nadczynno$¢ przytarczyc w przewlektej chorobie nerek ma zatem charakter wtdérny. $rednich i duzych

Jej nasilenie okresla sie przez pomiar stezenia parathormonu w osoczu krwi. laboratoriow

Parathormon wydzielany do krazenia jest biologicznie aktywnym polipeptydem

zawierajgcym 84 aminokwasy. Biologiczne dziatanie PTH na uktad kostny i nerki odbywa

sie poprzez interakcje jego pierwszych 34 aminokwasow, tj. jego N-koncowe;j struktury,

z receptorem PTH/PTHrP aktywujacym kinazy A i C w komdrkach docelowych. Précz tej

postaci hormonu w krazeniu obecne sg fragmenty PTH zawierajace jego czesci C-koricowe

lub N-koricowe powstajgce wewnatrz przytarczyc lub wskutek katabolizmu obwodowego.

Fragment C-koricowy, zawierajacy ostatnie 50 aminokwasoéw, nie wykazuje bezpos$redniego

oddziatywania z wyzej wymienionym receptorem.' Inny fragment C-koncowy PTH (7-84),

okreslany skrétem CIP (cyclase inactive PTH) takze nie powoduje metabolicznych skutkéw

typowego dziatania PTH. = —

METODY POMIARU PARATHORMONU W SUROWICY T | ‘ | I

Powszechnie dostepne metody immunochemiczne (testy drugiej generac;ji) stuzg do

oznaczania PTH zawierajgcego 84 aminokwasy zwanego natywnym PTH, w jezyku cobas® 6000

angielskim intact PTH (iPTH). Metody te wykorzystuja przeciwciata wychwytujace przeciw  zintegrowany system

biochemiczno-

epitopom w obrebie PTH (39-84) oraz znakowane w rejonie 13-34. Wada testéw drugiej immunochemiczny

generacji jest pomiar fragmentu PTH (7-84) dodatkowo, oprécz stezenia catej czasteczki.?
U os6b z prawidtowa czynno$cig nerek fragmenty PTH nie wykazujace typowej aktywno$ci
(non-(1-84)PTH fragments) stanowig okoto 20% immunoreaktywnos$ci okreslonej testami
drugiej generacji. Odsetek ten zwieksza sie do okoto 45% u pacjentéw z przewlekta
chorobg nerek (wskutek uposledzenia usuwania C-koricowych fragmentéw przez nerki).

U tych pacjentéw oznaczanie PTH testami drugiej generacji skutkuje przeszacowaniem
biologicznie aktywnego hormonu i tym samym nasileniem wtérnej nadczynno$ci
przytarczyc. Moze miec¢ to istotne implikacje terapeutyczne, zaréwno w odniesieniu do
leczenia farmakologicznego jak i zabiegowego.

W celu zniwelowania tego wptywu w ostatnich latach opracowano metody oznaczania

PTH, w ktérych mierzone jest stezenie wytgcznie catej czasteczki PTH tj. PTH(1-84). =

Przeciwciato wychwytujace pozostato takie samo jak w testach drugiej generacji, natomiast ;
[~ [ — |

przeciwciato znakowane skierowane jest przeciw epitopowi PTH zawierajacemu pierwsze 4
aminokwasy struktury N-koncowej (PTH(1-6)). Metody te eliminujg wptyw fragmentéw na

wynik oznaczania PTH i zatem uwaza sie je za zupetnie swoiste dla biologicznie aktywnej cobas e 411

catej czasteczki tego hormonu.®* W celu odréznienia tych testéw od poprzedniej (drugiej) - system

generacji nazywa sie niekiedy w pi$miennictwie mierzony analit catym PTH (whole PTH)* me””"d’em’sf”)’
rzeznaczon a

lub biointact PTH (1-84)°. Wydaje sie jednak stuszne zastosowanie do tych testéw nazwy fnalych Z-S/rej’nich

PTH(1-84) 3 generacji (aby nie powodowac¢ konfuzji zwigzanej z mnogim nazewnictwem). laboratoriéw

Maj 2014 LabForum 3



E’/

Wprowadzenie testéw PTH (1-84) 3 gen. stanowi niewatpliwy postep w analityce tego
hormonu - w koricu mierzymy okreslony polipeptyd o znanej biologicznej aktywnosci,
bez dodatkowego spektrum mniej zdefiniowanych jego fragmentéw pozbawionych tej
aktywnosci lub o innym, stabiej poznanym dziataniu. Innymi stowy, nastapito znaczne
zwiekszenie swoisto$ci a zatem i doktadno$ci tego testu. Utatwi to w przysztosci
standaryzacje testéw do oznaczania PTH w oparciu o migdzynarodowy wzorzec PTH
aprobowany przez WHO.® Obecnie brak standaryzacji testéw drugiej generacji do
oznaczania PTH znacznie utrudnia lub wrecz uniemozliwia poréwnywanie wynikéw
uzyskanych réznymi metodami w réznych laboratoriach (mimo stosowania réznych faktoréw
przeliczeniowych). Mierzone réznymi testami stezenia PTH moga sie znacznie réznié¢
(mimo zblizonych warto$ci referencyjnych deklarowanych przez producentéw).” Wynika
to w znacznym stopniu z réznic nasilenia reakcji przeciwciat z fragmentami PTH (gtéwnie
z PTH(7-84)) w testach réznych producentéw. Réznice te zdaja sie by¢ wyraznie wigeksze
gdy badane prébki pochodza od pacjentéw z przewlekta chorobg nerek (zwigkszona
zawarto$¢ fragmentéw C-koncowych).

ZASTOSOWANIE TESTOW TRZECIEJ GENERACJI

Wedtug polskich rekomendacji z 2007 r. oznaczenia PTH powinny by¢ wykonywane

u pacjentéw z przewlekta chorobg nerek w stopniu zaawansowania od 3 do 5-tego,

z czestos$cig najwieksza w stopniu 5 (w stopniu 3 raz w roku a w stopniach pézniejszych
nie rzadziej niz co 3-6 miesiecy).® Wartos$ci stezen PTH optymalne z punktu widzenia
gospodarki wapniowo-fosforanowe;j u tych chorych zalezg od stopnia niewydolnosci i tak
np. dla stopnia 5 mieszczg sie w przedziale 150 - 300 pg/ml. Warto$ci te wyznaczono
stosujac metody 2 generacji, w oparciu gtéwnie o test Allegro firmy Nichols, ktéry nie
jest juz produkowany. Ze wzgledu jednak na brak standaryzacji tych testéw ostatnio
zrezygnowano z podawania warto$ci optymalnych stezen i zaleca sie, aby poziomy PTH

u pacjentéw z 5 stopniem niewydolno$ci nerek leczonych dializami mie$city sie pomiedzy
2-9-krotno$cig gérnego zakresu wartos$ci referencyjnych stosowanego w laboratorium
testu.® Wartos$ci optymalnych stezern PTH u pacjentéw niedializowanych nie sg dobrze
zdefiniowane i nie sg podawane w ostatnich rekomendacjach KDIGO (Kidney Disease
Improving Global Outcomes). Stwierdzajg one jedynie, ze u pacjentéw z GFR < 45 ml/
min/1,73 m2 PTH powinien by¢ oznaczony przynajmniej jednokrotnie i w przypadku
uzyskania stezenia powyzej wartosci referencyjnej uzytego testu nalezy w pierwszej
kolejnosci oceni¢ mozliwg hiperfosfatemieg, hipokalcemie i niedobér witaminy D.'°

Jak wida¢ modyfikacje zalecen biorg pod uwage niedoskonato$ci testow PTH drugiej
generacji. Mimo to, ze wzgledu na rozpowszechnienie tych testéw oraz wykazang
korelacje ich stezen ze zmianami dokumentowanymi oceng histopatologiczng prébek
(bioptatéw) kosci, majg one jeszcze do spetnienia swa diagnostyczna role. Testy trzeciej
generacji do oznaczania PTH poréwnywane sg z testami drugiej generacji pod wzgledem
ich zdolno$ci do przewidywania ztozonych zmian kostnych o charakterze osteodystrofii
wykazanych w badaniu histomorfometrycznym. Badanie biopsyjne kosci nie jest jednak
rutynowe w przewlektej chorobie nerek i m.in. dlatego materiat naukowy uzyskiwany jest
powoli. Z badan Lehmana i wsp. ktérzy wykonali iloSciowe badania histomorfometryczne
oraz oznaczenia PTH testami 2 i 3 generacji u 130 pacjentéw z przewlekta chorobg nerek
(stadia 3-5) wynika ekwiwalentno$¢ tych testéw w identyfikowaniu pacjentéw z obnizonym
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obrotem kostnym oraz w odréznianiu ich od grupy pacjentéw z duzym obrotem kostnym."
W innym badaniu poréwnawczym testéw do oznaczania PTH 2 i 3 generacji z udziatem
pacjentéw ze zréznicowanym stopniem przewlektej choroby nerek wykazano, ze tylko
wyniki PTH 3 gen. (biointact PTH) byty skorelowane ze stezeniem wapnia, fosforanéw

i aktywnoscig kostnej frakcji fosfatazy zasadowej w surowicy krwi oraz z gestos$cia
mineralng kosci (BMD).® Badanie to zdaje sie wskazywac¢ na lepsze odzwierciedlanie
metabolizmu kostnego i BMD przez test 3 generacji (biointact PTH (1-84)) niz test

2 generacji (intact PTH). Stwierdzenie to jest zastanawiajace szczegdlnie, gdy weZmie sig
pod uwage fakt do$¢ duzej korelacji pomiaréw PTH uzyskiwanych obu rodzajami testu.
Mozliwe jest, iz pewng role odgrywa tu przypisywana fragmentowi PTH (7-84) aktywno$¢
fizjologiczna (przeciwstawna dziataniu catej czasteczki PTH). W badaniu CHOICE stezenie
PTH oznaczane testami 3 generac;ji, w przeciwienstwie do testéw 2 generacji, wykazato
statystycznie istotny zwigzek ze wzrostem ryzyka zgonu u pacjentéw ze schytkowa
niewydolno$cia nerek leczonych hemodializa.”? Wykazano takze przydatno$¢ testéw

PTH trzeciej generacji do monitorowania leczenia cinacalcetem pacjentéw ze schytkowg
niewydolno$ciag nerek i wtérng nadczynnoscia przytarczyc.'

Wyniki powyzszych i podobnych badan zachecajg do rozwaznego przechodzenia
z testéw PTH drugiej generacji do doktadniejszych testéw trzeciej generacji. U pacjentéw
z przewlekta choroba nerek testy trzeciej generacji pochodzace od réznych producentéw

(chociaz jest ich niewielu) dajg wyniki PTH zblizone," w przeciwienstwie do réznych testéw

drugiej generacji (znaczne réznice systematyczne, staba poréwnywalno$c¢).”

Najprostszym sposobem zastosowania testu PTH trzeciej generac;ji i interpretacji wynikéw

zgodnej z zaleceniami KDIGO'" jest wykorzystanie warto$ci referencyjnych podanych
przez producenta: wéwczas zakres warto$ci docelowych (optymalnych) dla pacjentéw ze

schytkowa niewydolno$cia nerek ustala sie przez pomnozenie gérnej granicy tych wartosci

przez odpowiednio 2 oraz 9. Sposéb ten mozna udoskonali¢ ustalajac takie zakresy we
wiasnym laboratorium dla zdrowych oséb bez niedoboru witaminy D.'® Wéwczas ocena
nasilenia nadczynno$ci przytarczyc i klasyfikacja pacjentéw do odpowiedniego leczenia
bedzie jeszcze dokfadniejsza.

PTH 1gen. (RIA)

N-PTH RIA Mid/C-PTH RIA

PTH intact 2 gen.

PTH (1-84) 3 gen.

Podsumowanie

Dostepnosc testow trzeciej
generacji do oznaczania PTH
(tym razem faktycznie catej,
nienaruszonej czgsteczki)
umozliwi precyzyjniejsze
ustalenie punktow odcigcia
pomocnych w diagnostyce

i leczeniu zaburzen w uktadzie
kostnym i prognozowaniu
zdarzen sercowo-naczyniowych
zwigzanych z nadczynnoscig
przytarczyc u chorych

z przewleklg chorobg nerek.

Pismiennictwo
dostepne
w redakcji

Generacje testow PTH
Punkty uchwytu dla przeciwciat stosowanych
w reakcji oznaczania.
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Koniecznos¢ ujednolicenia wartosci
docelowych wynikow badan lipidowych

E’/

Janina Stepiniska, Bogdan Solnica, Jan Kulpa, Piotr Jankowski, Zbigniew Kalarus,
Grzegorz Opolski, Dariusz Sitkiewicz

Stanowisko Polskiego Dyslipidemie nalezg do najwazniejszych modyfikowalnych czynnikéw ryzyka sercowo-
Towarzystwa Kardiologicznego, naczyniowego."? Ich rozpowszechnienie w populacji jest znaczne. Szacuje sie, ze czesto$¢
pierwotnej poligenowe;j hipercholesterolemii moze siega¢ 10% populacji, a dyslipidemii
aterogennej - 20 do 30%. W badaniu NATPOL 2011 stwierdzono, ze hipercholesterolemia,
definiowana jako stezenie cholesterolu catkowitego w osoczu 25,0 mmol/L (2190 mg/dl)
wystepuje w Polsce u 61% (ok. 18 min) oséb w wieku 18-79 lat [Zdrojewski T, Bandosz P.

Polskiego Towarzystwa
Diagnostyki Laboratoryjnej,
Konsultanta Krajowego

w dziedzinie Kardiologii NATPOL 2011; unpublished data). Wyniki badan epidemiologicznych oceniajgcych miedzy
i Konsultanta ijowego innymi wystepowanie czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego w populacji generalnej
w dziedzinie Diagnostyki oraz u 0s6b z choroba niedokrwienng serca wskazujg, ze niedostateczne wykrywanie
Labomtoryjnej i nieskuteczne leczenie hipercholesterolemii jest jednym z najwigekszych zagrozen

dla zdrowia Polakéw.®” W badaniu NATPOL 2011 stwierdzono, ze 65% przypadkéw
hipercholesterolemii w Polsce pozostaje nierozpoznanych, u 22% oséb jest ona rozpoznana,
ale nieleczona, w 6% przypadkow jest ona leczona nieskutecznie, a jedynie u 8% Polakéw

z hipercholesterolemia choroba ta jest skutecznie leczona.

Jedna z przyczyn tej ztej sytuacji epidemiologicznej jest btedna interpretacja wynikéw
badan lipidowych na skutek zamieszczania na formularzach wynikéw badar laboratoryjnych
niewtasciwych wartos$ci odniesienia - docelowych stezen cholesterolu catkowitego oraz
we frakcjach LDL i HDL. Dyslipidemie definiuje sie jako stan, w ktérym stezenia lipidow

i lipoprotein w osoczu przekraczajg wartosci uznane za pozadane (docelowe).? WartoSci
docelowe s3 ustalane na podstawie wynikéw badan epidemiologicznych i klinicznych
oceniajgcych zwigzek stezen lipidéw i lipoprotein z ryzykiem sercowo-naczyniowym. Sa
one publikowane m. in. w zaleceniach praktyki klinicznej i, z postepem wiedzy, ulegaja
zmianom. Eksperci towarzystw naukowych (European Society of Cardiology, European
Society of General Practice/Family Medicine, European Association for the Study of
Diabetes, European Atherosclerosis Society i in.) sq zgodni, ze docelowym stezeniem
cholesterolu frakcji LDL u oséb o bardzo duzym ryzyku sercowo-naczyniowym jest warto$é
<1,8 mmol/L (<70 mg/dl), u oséb o duzym ryzyku - <2,5 mmol/L (<100 mg/ dl), a u oséb

0 mniejszym ryzyku - <3,0 mmol/L (<115 mg/dl).! Tymczasem w wielu laboratoriach

w Polsce jako warto$¢ docelowa lub gérng granice ,,normy” stezenia cholesterolu frakcji
LDL na formularzach wynikéw badar zamieszcza sie wartosci od 2,5 mmol/L (100 mg/dl)
do 4,0 mmol/L (150 mg/dl). Taka btedna informacja na wyniku badania moze powodowaé
samowolne odstawianie przez pacjentéw lekéw hipolipemizujacych lub zmniejszanie ich
dawek oraz zmniejszaé zaufanie pacjenta do wiedzy i profesjonalizmu lekarza. W niektérych
przypadkach moze tez wprowadzac w btad lekarzy sugerujgc znaczaca réznice miedzy
~normalnym”, a docelowym stezeniem cholesterolu.

W celu poprawy skuteczno$ci rozpoznawania i leczenia dyslipidemii konieczne jest
ujednolicenie warto$ci docelowych wynikéw badan lipidowych w polskich laboratoriach
- zamieszczanie na formularzach wynikéw wytgcznie podanych ponizej wartosci
rekomendowanych przez europejskie towarzystwa naukowe.

Poniewaz przedstawiony powyzej opis potrzebny do poprawne;j interpretacji wynikéw
oznaczen cholesterolu LDL jest zbyt obszerny do zamieszczania go na formularzach
wynikéw badan, proponujemy nastepujaca jednolitg forme i tre$¢ czesci formularza
zawierajacej wyniki badan lipidowych:
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Tabela 1. Uniwersalna

. = T
Cholesterol catkowity <5,0 mmol/L <190 mg/dl w
-

Cholesterol LDL <1,8 mmol/L <70 mg/dl
choroba wiencowa, miazdzyca innych tetnic, stan po udarze

mozgu, cukrzyca z powiktaniami narzagdowymi, przewlekta

choroba nerek 24 stadium lub ryzyko >10% wg skali SCORE

Bardzo znacznie nasilony pojedynczy czynnik ryzyka, cukrzyca <2,5 mmol/L <100 mg/dl 1]
nerok i yeyko 5 10% wo okl SCORE Anaizator cobas o 51
Mniejsze ryzyko sercowo-naczyniowe (ryzyko <5% wg skali <3,0 mmol/L <115 mg/dl przeznaczony
SCORE) dla laboratoriow
Cholesterol HDL M: 21,0 mml/L  M: 240 mg/dl Srednich i duzych
K: 21,2 mml/L K: 245 mg/dl
Triglicerydy <1,7 mmol/L <150 mg/dl
Ujednolicenie warto$ci docelowych wpisywanych na formularzach wynikéw badan
lipidéw w polskich laboratoriach zmniejszy niepokéj pacjentéw, zwigkszy ich zaufanie do
lekarzy i przestrzeganie zalecen, a takze zaoszczedzi czas lekarzy poswigcany obecnie na
wyjasnienia - w efekcie przyczyni sie do poprawy wykrywalnosci i skuteczno$ci leczenia
hipercholesterolemii w Polsce.
Tabela 2. Uszkodzenia
Oznaczenie Wartosci referencyjne/docelowe g o
Cholesterol catkowity 3,0 - 5,0 mmol/L (115 - 190 mg/dl) "_ | ‘ ‘ I
Cholesterol LDL < 1,8 mmol/L (<70 mg/dl) - u 0séb z bardzo duzym ryzykiem, po

zawale serca i udarze mézgu, 210% wg skali SCORE

< 2,5 mmol/L (<100 mg/dl) u 0séb z duzym ryzykiem, w tym z ryzy-
kiem 5-10% wg skali SCORE

< 3,0 mmol/L (<115 mg/dl) - u 0séb z umiarkowanym lub matym
ryzykiem (ryzyko <5% wg skali SCORE)

Cholesterol HDL M: 21,0 mml/L (240 mg/dl)
K: 21,2 mml/L (245 mg/dl)

Triglicerydy <1,7 mmol/L (<150 mg/dl)

cobas” 6000

- zintegrowany system
biochemiczno-
immunochemiczny
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Znaczenie kontroli negatywnych
w laboratorium histopatologicznym

E’/

Eric Walk & Peter Banks, College of American Pathologists

Czesto decyzje o postgpowaniu z chorym w znacznym stopniu zalezg od wynikéw

badan immunohistochemicznych (IHC). Nowoczesne oznaczenia IHC wykonane na
odpowiednio przygotowanych wycinkach tkanek, przy pomocy sprawdzonych przeciwciat
i systemdéw detekcji, pozwalajg szybko wykry¢ i oceni¢ ekspresje biomarkeréw zwigzanych
z wystepowaniem choroby i odpowiedzig na leczenie. W ostatnich 20 latach badania te
staty sie szczegdlnie istotne dla rozpoznawania i prognozowania przebiegu nowotworéw.'
Jakkolwiek zasady oznaczen IHC sg oczywiste, to jednak sam proces opiera si¢ na
ztozonych reakcjach fizycznych z udziatem wielu wspétdziatajacych sktadnikéw.2
Przydatno$é¢ oznaczen IHC niezwykle zalezy od ,absolutnej” swoisto$ci wspoétdziatania
tych elementdw i od precyzyjnej detekcji/wizualizacji produktéw reakgciji. Efekty tych badan
sq czasem niwelowane przez wybarwianie tta (barwienie niebedace rezultatem reakcji
biomarkera i pierwotnego przeciwciata) albo/i przez barwienie sig innych niz poszukiwane
sktadniki tkanki."? W najlepszym razie, nieoptymalne wyniki oznaczen IHC spowalniaja
prace interpretujgcego je patologa, w najgorszym razie - powodujg uzyskanie btednie
pozytywnego lub btednie negatywnego wyniku, co prowadzi do powaznych btedéw

w prowadzeniu pacjentéw.

TYPY KONTROLI NEGATYWNYCH STOSOWANYCH W OZNACZENIACH IHC

Do monitorowania niespecyficznych rezultatéw barwien IHC uzywa sie dwéch typow
kontroli negatywnych: negatywne kontrole odczynnikéw i negatywne kontrole materiatu
(tkanki) - Tabela 1. Negatywne kontrole odczynnikéw (negative reagent control-NRC)

dla oznaczen IHC dla danego przypadku (pacjenta) typowo przeprowadza sie stosujac
réwnolegle skrawki pochodzace z tego samego bloczka tkankowego (idealnie -
sgsiadujace ze sobg skrawki). Procedury stosowane dla par skrawkdéw sg identyczne poza
jedna: niektdre istotne elementy procedury zastapione sg przez nieaktywne substancje.
W wiekszosci przypadkéw pierwotne (specyficzne dla danego biomarkera) przeciwciato
zastepowane jest przez nieswoiste przeciwciato, przeciwciato w znacznym rozcienczeniu
(mniej polecane) albo bufor (rozwigzanie najmniej optymalne).®*

Skrawek tkanki pacjenta przeprowadzany w procedurze NRC powinien daé¢ ujemny wynik
barwienia (brak barwienia).

Negatywny rezultat stanowi kliniczny dowdd, ze zabarwienia obserwowane w réwnolegtym
skrawku na ktérym przeprowadzamy oznaczenie IHC jest prawdziwe (to znaczy powstate

w wyniku reakgji z pierwotnym przeciwciatem a nie w wyniku dziatania innego sktadnika
czy procesu). Jezeli w rezultacie procedury NRC obserwujemy specyficzne barwienie
preparatu uwaza sig je za falszywie dodatnie. Oznacza to, Ze inny niz pierwotne przeciwciato
element stosowany w procedurze badania IHC, jak odczynniki uzywane w systemie detekcji,
spowodowat zabarwienie tkanki. W takim przypadku wynik badania konkretnego materiatu
nie moze by¢ uznany z pewnosciag za identyfikujacy poszukiwany biomarker poniewaz mégt
powstac nie w wyniku interakcji biomarkera z przeciwciatem (Fot.1i 2).

Uwaga techniczna:

Kazde zastgpienie substancji czynnej przez nieczynng w oznaczeniu moze by¢ uznane za
negatywna kontrole, jednak najwigksze znaczenie ma zastgpienie swoistego przeciwciata
przeciwciatem nieswoistym takiego samego pochodzenia gatunkowego i w podobnym
rozcienczeniu."*® Taki typ kontroli identyfikuje barwienie niezwigzane z reakcja
pierwotnego przeciwciata z biomarkerem.
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Uwaga techniczna:

Jezeli uzywamy poliklonalnego przeciwciata pierwotnego mozliwg do uzycia negatywna
kontrolg odczynnikéw moze by¢ frakcja immunoglobulin osocza, mieszanina oczyszczonych
izotypéw immunoglobulin albo ptyn wysiekowy, pochodzace od nieimmunizowanych
zwierzat tego samego gatunku. Przeciwciato kontrolne nalezy rozciericzy¢ do takiego
samego stezenia jak pierwotne przeciwciato uzywajac do rozcienczenia identycznego

podtoza.

Ponadto, poniewaz procedury przedanalityczne - z ktérych wiele nie podlega standaryzacji,
moga powodowac nieswoiste barwienie tkanki chorego'’ dlatego nie mozna uwazac za
taki sam materiatu tkankowego pochodzacego od réznych pacjentéw. W zwigzku z tym
kazdemu oznaczeniu IHC musi towarzyszy¢ procedura NRC na duplikacie tkanki z tego
samego bloczka.'?-683

Innym typem negatywnej kontroli oznaczen IHC jest badanie IHC przeprowadzone na tkance
(negatywna kontrola tkankowa), o ktérej wiadomo, ze nie wystepuje w niej poszukiwany
biomarker.-3-¢813 \WWspomniany typ kontroli nie zastepuje procedury NRC, stosuije sie go do
monitorowania swoisto$ci pierwotnego przeciwciata. Co istotne, z samej definicji, tkanka
uzywana jako negatywna kontrola pochodzi z innej niz badany materiat, wobec tego jej
wiasciwosci moga by¢ inne niz tkanki badanej co moze wptywaé na efekt barwienia.
Fatszywie dodatni wynik uzyskany na negatywnej kontroli tkankowej wskazuje na
niespecyficzno$¢ pierwotnego przeciwciata. Tego typu kontroli uzywa sie raczej

w procedurach walidacyjnych niz w codziennych kontrolach jakos$ci. (Wyniki fatszywie
ujemne mozna wykaza¢ w systemie pozytywnej kontroli tkankowej).

ZASTOSOWANIE NEGATYWNYCH ODCZYNNIKOW KONTROLNYCH W OCENIE
JAKOSCI OZNACZEN IHC

Zwazywszy, ze procedura NRC wykrywa fatszywie dodatnie wyniki barwienia, ktére
moga wptynaé na btedng interpretacje badania IHC, uwaza sie jg za niezbedny element
kontroli jako$ci w pracy laboratorium klinicznego." 3¢ 81° Organizacje patologéw, biorgce
udziat w akredytacji laboratoriéw jak Collage of American Pathologists (CAP) i Canadian
Association of Pathologists zawsze rekomendowaty stosowanie procedur NRC w badaniu
materiatu od kazdego chorego.*813

@ Negatywna kontrola odczynnikow

dla oznaczen naciekéw okotonaczyniowych
ukazujgca niespecyficzne barwienie komdrek
plazmatycznych (kolor brazowy)

© Negatywna kontrola odczynnikow
przy barwieniu migdatkéw ukazujaca
niejednolite, niespecyficzne barwienie
komérek limfatycznych (kolor czerwony)

Aparat BenchMark GX

- system do
automatycznego
barwienia metodg IHC/
ISH

Podobnie zalecenia dotyczace oznaczen IHC, jak zawarte Clinical Laboratory Improvement Aparat BenchMark XT
Amendments Act z roku 1988%'° czy opracowane w Clinical and Laboratory Standards - system do

Institute® uwzgledniajg stosowanie procedur NRC w kazdym badanym przypadku. Z:;‘ZZ?; CZ:ﬁ)Od P
Podobnie, stosowanie ich w kazdym przypadku zalecajg tez producenci diagnostycznych IHC/ISH

zestawdéw IHC.

Maj 2014 LabForum 9



E’/

Pomimo znacznej warto$ci procedur NRC w potwierdzaniu swoisto$ci oznaczen i ocenie
niespecyficznego barwienia sie ta, ostatnio obserwuje si¢ tendencje do zaniechania

tych procedur w niektérych oznaczeniach IHC.® Na szczegdlng uwage zastuguje rewizja
stanowiska CAP w odniesieniu do wymagan akredytacyjnych dla laboratoriéw, tagodzaca
wymogi dotyczace stosowania procedur NRC w kontroli jakosci.* W przeszto$ci zalecenia
CAP obejmowaty stosowanie kontroli negatywnej przy kazdym oznaczeniu IHC, procedury
te pozwalaty patologom na ocene barwienia sie tfa i innych nieswoistych efektéw barwienia
i utatwiaty identyfikacje prawdziwego, efektu barwienia przy uzyciu specyficznego
przeciwciata.®™ W przeciwienstwie do opisanego stanowiska dokument z 2012 roku
stwierdza: ,0znaczenia immunohistochemiczne, w ktdrych stosuje sie polimerowe

systemy detekcji (nie zawierajgce biotyny) nie wigzg sie z wystepowaniem istotnej reakcji
tta i decyzje co do potrzeby stosowania procedur NRC mozna pozostawi¢ kierownikowi
laboratorium”."* W $wietle naciskéw na obnizanie kosztéw opieki zdrowotnej, przyspieszanie
wykonywania oznaczen i zwiekszanie wydajno$ci, takie stanowisko moze prowadzi¢ do
tatwego podejmowania decyzji o niemal catkowitym zaniechaniu stosowania procedur
NRC. Wspétczesnie, zmiane stanowisk wobec NRC uzasadnia sie gtéwnie udoskonaleniem
strony technicznej oznaczen IHC. W przesztosci, wiekszo$¢ nieswoistych wynikéw badan
IHC wynikata z niedoskonato$ci stosowanych systeméw detekeji. W szczegélnosci jedna

z najpopularniejszych metod oparta na biotynie-streptawidynie byta podatna na zaktécenia
wynikajace z obecnos$ci endogennej biotyny?® czesto znajdujacej sie w badanych

tkankach pacjentéw. W tych oznaczeniach stosowanie negatywnej kontroli dla oceny
nieswoistych efektéw barwienia byto niezbedne. Wiele nowoczesnych zestawéw do
oznaczen IHC nie wykorzystuje reakcji biotyna-awidyna, w zamian stosuje sie polimery
dajace bardziej selektywne efekty barwienia.>®'*1 Wspomniane nowoczesne zestawy wraz
z automatycznymi systemami barwienia obejmujgacymi caty proces od odparafinowania
tkanki do zaklejenia preparatu znacznie zmniejszyty mozliwo$¢é powstawania btednie
pozytywnych efektéw barwienia.

Szerokie stosowanie nowoczesnych urzadzen do oznaczen IHC a takze udoskonalonych
systemdw detekcji poprawito jako$¢ oznaczen w laboratoriach klinicznych, zmniejszajac
réznice oznaczen uzyskiwanych w réznych laboratoriach i niwelujgc nieswoiste barwienia."®
Jednak szereg czynnikéw moze wptywaé na poszczegdlne etapy oznaczenia dajac

w efekcie nieswoiste barwienie tta. Powyzsze czynniki moga rézni¢ sie w poszczegdlnych
laboratoriach.?67'? Niektdre z tych czynnikéw opisuje Tabela 2. Obejmujg one procedury

i odczynniki uzywane do przeprowadzania tkanki, jej utrwalenia i przechowywania,
poszczegdlne przeciwciata i substancje uzywane w barwieniach (takze rodzaje

przeciwciat i odczynnikéw konkretnych producentéw), wybdr metody barwienia (reczna,
poétautomatyczna, catkowicie zaautomatyzowana) a takze szczegdlne wtasno$ci biologicznie
badanych tkanek.

Zmienno$¢ wynikéw barwienia wywotana dziataniem omawianych czynnikéw moze
niekorzystnie wptynaé na rozpoznanie. Szczesliwie, nieswoiste reakcje barwne przez nie
wywotane mozna wykryé stosujac procedury kontroli negatywnych. Wtacznie negatywnej
kontroli odczynnikéw do kazdego badania pozwala na wykrycie wynikéw fatszywie
dodatnich spowodowanych niewtasciwym przechowywaniem i przeprowadzaniem tkanki,
stosowang metodg detekcji czy niesprawnos$cig aparatury.

W zwigzku z narastajaca presja na redukcje kosztéw opieki zdrowotnej i obcigzenia praca
laboratoriéw bez pogorszenia bezpieczenstwa pacjentéw, osoby kierujace laboratoriami
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zostaty dodatkowo obarczone odpowiedzialno$cia za decyzje stosowania lub nie procedur
NRC. Kazda taka osoba musi liczy¢ sie z konieczno$cia uzasadnienia swoich decyz;ji.

Przy ich podejmowaniu nalezy uwzglednic szereg istotnych czynnikdéw.

Przede wszystkim powodem stosowania procedur NCR jest potrzeba uniknigcia

uznania fatszywie dodatnich wynikéw za , prawdziwe”. Btednie pozytywne barwienie

moze powstaé w wyniku dziatania réznych czynnikéw zwigzanych z przechowywaniem

i przeprowadzaniem tkanki, jak réwniez w wyniku btedéw w samej procedurze oznaczenia,
wiaczajac w to wiasciwos$ci badanego materiatu, warunki jego przechowywania i rézne inne
niestandaryzowane i wymykajace sie kontroli okoliczno$ci powstate w pracy laboratorium
klinicznego."”

Ponadto, proporcjonalne znaczenie procedur NRC w oznaczeniach IHC moze zaleze¢

od specyficznej charakterystyki technicznej poszczegdlnych testéw i implikacji

klinicznych wynikajacych z tych oznaczen. W niektdrych, czesto stosowanych testach,
niecharakterystyczne barwienie sig innych niz poszukiwane struktur, jest tatwo
rozpoznawane przez do$wiadczonego patologa.® Przeciwnie, jezeli za dodatnie uznaje

sie tylko niewielkie i nieliczne ogniska widocznego zabarwienia, albo jezeli zastosowanie
konkretnego sposobu leczenia chorego zalezy od wyniku oznaczenia IHC, nalezy oceniaé
uzyskany wynik z wiekszg uwaga. Do takich sytuacji nalezg badania poszukiwania
patogendw bakteryjnych czy wirusowych', albo pojedynczych komérek nowotworowych
przy stosowaniu takich markeréw jak cytokeratyna, CD30 czy S100. We wspomnianych
sytuacjach niespecyficzne barwienie sig nielicznych komérek czy ,czastek” prowadzi do
btednej interpretac;ji i niewtasciwych rozpoznan.? Dodatkowo, niespecyficzne wigzanie
immunoglobulin czy odczynnikéw stosowanych w systemach detekcji obserwuje sie

w komdrkach ulegajgcych apoptozie, komdérkach tucznych, a takze w innych normalnych
strukturach jak komérki chromochtonne jelit.?

Na szczegdlng uwage zastuguje zastosowanie badan IHC w kwalifikowaniu pacjentéw

do leczenia szczegdlnymi typami lekéw. W tych przypadkach doktadno$¢ oznaczenia ma
wyjatkowa wartos$¢. W sytuacjach takich jak poszukiwanie ekspresji HER 2 w raku zotadka,
gdzie liczy sie nawet znalezienie tylko niewielkich, pojedynczych ognisk ,dodatnich”
komérek' procedury NRC nalezy uzna¢ za niezbedne.

Zasady dobrej praktyki laboratoryjnej idg w parze z bezpieczeristwem chorego. Rozwazenie
odpowiedniego stosowania kontroli jest istotne w dobrej praktyce laboratorium
patologicznego tak samo jak w laboratoriach chemii klinicznej czy mikrobiologicznych.
Decyzje o modyfikacji lub zaniechaniu stosowania procedur NRC dla oznaczen IHC
wymagaja restrykcyjnego sprawdzania ich uzasadnienia aby by¢ pewnym braku zagrozen
dla pacjenta.’

Przy braku pewnych danych o mozliwosci niestosowania procedur NRC Roche Tissue
Diagnostics nadal rekomenduje postugiwanie sie nimi w badanich IHC.

WNIOSKI

Oznaczenia IHC sg obecnie integralng czesScig histopatologicznej diagnostyki w onkologii."™
Dlatego btedna interpretacja ich wynikéw potencjalnie moze wptyna¢ niekorzystnie na
rezultaty leczenia chorych z nowotworami. Technologiczne doskonalenie oznaczen IHC,

jak automatyzacja barwienia, stosowanie systemdéw bez streptawidyny/biotyny znacznie
poprawito przydatno$¢ i wiarygodno$¢ wynikéw, jednak nadal trzeba pamietaé o wielu
zmiennych mogacych wptynaé niekorzystnie na efekty barwienia. Jakkolwiek wyraznie

E’/

Aparat BenchMark

ULTRA

- system kolejnej generacji
do automatycznego
barwienia metodg IHC/
ISH

e

<
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Aparat BenchMark GX

- system do
automatycznego
barwienia metodg IHC/
ISH

o
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Aparat BenchMark XT

- system do
automatycznego
barwienia metodg
IHC/ISH
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»Jest godnym uwagi cho¢

mato uswiadomionym fakt,

ze dawno juz wprowadzone
standardy kontroli jakosci
pracy laboratoridw szpitalnych
tradycyjnie nie miaty
zastosowania w praktycznej
diagnostyce patomorfologicznej.
Kiedy miarg poprawnosci

w tej dziedzinie byta jakos¢
obrazu preparatu, podobne
wymagania nie byty konieczne.
Jednak rosngca liczba ,testow”
o0 zasadniczym znaczeniu
prognostycznym i predykcyjnym
wprowadzana w anatomii
patologicznej wymusza
postep... Jezeli w badaniach
takich jak IHC wprowadzimy
kryteria stosowane na przyktad
w oznaczeniach ELISA

mozemy osiggngc podobng
doktadnos¢ i powtarzalnosc. Dla
wynikéw badan o znaczeniu
prognostycznym potrzebne jest
wprowadzenie i stosowanie
rygorystycznej kontroli jakosci”

E/

rysuje sig¢ perspektywa mozliwo$ci rezygnacji z procedur NRC i tym samym zmniejszenia
kosztéw oznaczen i obcigzenia pracg laboratoridw, nalezy jednak mie¢ na uwadze
potencjalny niekorzystny wptyw takiego postepowania na jako$¢ wynikéw.

Decyzje o zaniechaniu stosowania procedur NRC w konkretnych sytuacjach za kazdym
razem nalezy krytycznie rozwazaé, szczegdlnie jezeli modyfikujemy parametry oznaczen
IHC takie jak sama procedura, rodzaj przeciwciata, zrédfo odczynnika, typ badanej tkanki
czy laboratorium. Kierownicy laboratoriéw zobowigzani sq do szczeg6towej wiedzy na
temat réznych aspektéw przygotowania tkanek i samego procesu barwienia i musza
mie¢ $wiadomo$¢ klinicznego znaczenia konkretnego badania. Muszg by¢ pewni,

ze uzyskuja powtarzalne rezultaty w warunkach zmienno$ci czynnikéw zwigzanych

z przechowywaniem, utrwalaniem i przeprowadzaniem tkanek i w samej procedurze.
Wiarygodno$¢ badan IHC musi by¢ poddana wewnetrznej walidacji, udokumentowane;j
odpowiednig liczba préb. Biorac pod uwage ztozony charakter badan IHC i brak jego
standaryzacji nie wydaje sig, zeby same laboratoria kliniczne byty w stanie spetni¢
wszystkie wymogi kontroli jako$ci dla wiekszo$ci badan IHC o znaczeniu diagnostycznym
i prognostycznym. Jak dtugo bezpieczenstwo pacjenta zalezy od wysokiej jakosci pracy
laboratorium, procedury NRC pozostang istotnym elementem kontroli jako$ci laboratorium

klinicznego.

Uwaga techniczna:
Negatywne kontrole odczynnikowe stuzg nie tylko wykryciu fatszywie dodatnich wynikéw
ale takze okreslajg barwienia sie tta. Dla doktadnego okre$lenia intensywnosci barwienia

w reakcji IHC, patolog musi mie¢ mozliwo$é oceny preparatu z negatywnej kontroli
odczynnikowej. Niedoszacowanie intensywno$ci barwienia sie tta moze prowadzi¢ do
~nadmiernych” rozpoznan i terapii chorego, przeszacowanie za$ powoduje efekty odwrotne.
Ponadto nieznajomo$¢ intensywno$ci barwienia sig tta oznacza mniejsza przydatno$é
uzyskanych danych do badan poréwnawczych czy retrospektywnych w warunkach
stosowania przez rézne laboratoria ré6znych metod, odczynnikéw czy sprzetu.

C.R. Taylor w Diagnostic
Immunohistochemistry,
wydanie 3 (2011)"

Tabela 1. Rodzaje i zastosowania negatywnych kontroli w badaniach IHC

Tkanka Odczynniki Rola Mozliwe znaleziska/postepowanie
Preparat Fragment tkankowy Wszystkie odczynniki Wizualizacja poszuki-
testowy pacjenta uzywane do oznaczen wanego biomarkera
IHC
Negatywna Fragment tkankowy Pierwotne przeciw- Ocena stopnia zabar- Intensywne zabarwienie tta moze utrudnia¢ wizualizacje
kontrola od pacjenta, ,,zdupli- ciato zastapione wienia tta zwigzanego ,prawdziwego” dodatniego barwienia. Ocen krytycznie
odczynnika kowany” przeciwciatem niespe-  z badaniem IHC nieza- uzywane w badaniu odczynniki i warunki badania tak
cyficznym leznego od poszuki- aby zmniejszy¢ intensywnos$c¢ zabarwienia tta.
wanego biomarkera.
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Wykrycie elementéw

tkanki barwigcych sie
niezaleznie od reakcji
pierwotnego przeciw-
ciata z poszukiwanym
biomarkerem.

Fatszywie dodatnie barwienie prowadzi do nieprawidto-
wej identyfikacji biomarkera albo utrudnia ocene do-
datnio barwigcych sie istotnych elementéw preparatu.
Rozwiaz problem z odczynnikami i warunkami badania
tak aby unikna¢ niespecyficznej reakcji z elementami
innymi niz poszukiwane, wez pod uwage mozliwos¢
fatszywie dodatniego barwienia przy ocenie preparatu.

Negatywna Fragment tkankowy Aktywny odczynnik Usuwa problemy
kontrola od- od pacjenta, ,,zdupli- stosowany w ozna- zwigzane z bawieniem
czynnikowa kowany” czeniu IHC zasta- sie tta lub elementami

piony odczynnikiem innymi niz poszuki-

nieaktywnym innym wane

niz pierwotne prze-

ciwciato
Negatywna Fragment tkanki Odczynnik stosowane Identyfikacja innych Barwienie moze rzeczywiscie by¢ zwiazane z reakcja
kontrola o ktérym wiadomo, ze w oznaczeniu IHC niz poszukiwane poszukiwanego markera z pierwotnym przeciwciatem
tkankowa nie zawiera poszuki- elementy barwigcych ale takze wynikiem nieistotnych reakcji z pewnymi

wanego biomarkera

sie dodatnio w reakcji
z pierwotnym prze-
ciwciatem

sktadnikami tkanki (komérki czy ich sktadniki), ktére
moga zawiera¢ dany biomarker lecz bez znaczenia dla
ostatecznego rozpoznania.

Te fatszywie dodatnie elementy moga by¢ btednie
rozpoznane jako poszukiwane biomarkery, moga tez za-
krywac¢ prawdziwe sktadniki. Dodatnie barwienie moze
zachodzi¢ niezaleznie od reakcji pierwotnego przeciw-
ciata z poszukiwanym elementem, wskazuje to na brak
specyficznosci pierwotnego przeciwciata.

Tabela 2. Niektdre czynniki sprzyjajace barwieniu sie tla i dodatnie barwienia sie elementéw innych niz poszukiwane w badanich IHC

opartych na polimerach. (1,2,5,6,10,12).

Przyczyna Czynnik Mozliwy wptyw na barwienie/interpretacje
Biologiczna Witasciwosci Barwniki tkankowe:
tkanki Barwniki tkankowe jak hemosyderyna czy melanina moga maskowac ,prawdziwe” zabarwienie i wptyna¢ na

ocene preparatu, szczegolnie jezeli ich zabarwienie podobne jest do uzytego chromogenu.

Unaczynienie tkanki:

Dyfuzja pseudoperoksydazowej aktywno$ci krwi z silnie unaczynionych tkanek zwieksza barwienie sig tta

w systemach detekcji opartych na peroksydazie.

Typ tkanki:

Endogenna aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej wystepuje w wielu tkankach jak jelito, nerki, tkanka limfoidalna,
$rédbtonki. W tych przypadkach moze wystepowac silniejsze barwienie sie tta w systemach detekgji opartych
na fosfatazie zasadowe;.

Pobieranie tkanki Opdznione utrwalenie:

Niedotlenienie tkanki sprzyja uwalnianiu si¢ elementéw komarek, ktére wigza odczynniki uzywane w de-
tekcji. Wysuszenie powierzchni sprzyja niespecyficznemu barwieniu powstajacemu w wyniku oddziatywar
elektrostatycznych.

Dyfuzja antygendéw z poszukiwanych struktur w sasiednie tkanki zwigksza nasilenie niespecyficznego bar-
wienia.

Uszkodzenie mechaniczne;

Uszkodzenie mechaniczne tkanek, takie jak ich miazdzenie moze sprzyja¢ powstaniu rozlanej reakgiji.

Przedanalityczna

Krojenie
wycinkow

Zanieczyszczenia mikrobiologiczne:

Bakterie i wirusy znajdujace sie w tazniach wodnych moga spowodowac fatszywie dodatnie reakcje.
Substancje biatkowe:

Substancje biatkowe obecne w tazniach wodnych moga powodowac rozlane barwienie sie tta, szczegdlnie
w procedurach o duzej czutosci.
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Przyczyna Czynnik Mozliwy wpltyw na barwienie/interpretacje
Utrwalanie tanki Typ utrwalacza:
Rézne typy utrwalaczy znacznie réznig sie wptywem na konfiguracje i zdolno$¢ do przylegania biatek.
Czas utrwalania:
Przedtuzone utrwalanie w utrwalaczach aldehydowych zwieksza interakcje hydrofobowe nasilajac mozliwo$¢
wystagpienia niespecyficznych i btednie dodatnich reakcji.
Utrwalanie moze modyfikowaé konfiguracje lub elektryczny tadunek antygenu zmieniajac jego reakcje z od-
czynnikami stosowanymi w detekciji.
Odwapnianie Intensywne odwapnianie tkanki moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanki i nieswoistego barwienia sie réznych
tkanki jej elementéw.
Stosowanie silnych kwaséw moze skutkowaé powstaniem silnych, btednie pozytywnych artefaktéw w bar-
wieniu sie jader komérkowych."
Przeprowadzanie Stosowanie nadmiernie wysokiej temperatury przeprowadzania tkanki lub inne niewtasciwe przeprowadzanie
tkanki tkanki sprzyja niewtasciwemu wigzaniu sie odczynnikéw stosowanych w detekcji.
»Analityczny” Odparafinowanie Niecatkowite odparafinowanie moze zwieksza¢ nieswoiste barwienie sie tta."”

Odkrywanie
antygenu

Dziatanie proteolityczne moze rozlegle strawi¢ tkanke co prowadzi do powstania nowych powierzchni wigza-
cych pierwotne przeciwciata lub odczynniki stosowane w detekcji.

Podgrzewanie:

Podgrzewanie moze uszkodzi¢ tkanke co sprzyja powstawaniu nieswoistego barwienia sie réznych elemen-
tow tkanki.

Wysokie stezenia EDTA lub wysokie pH moze wywota¢ fatszywe wybarwienie jader komérkowych w niekto-
rych tkankach.

Pierwotne prze-
ciwciato

Wiazanie sig en-
zymu z polimerem

Uzyty chromogen/
substrat

Wadliwy sprzet

Krzyzowa reaktywnos$¢ przeciwciata:

Epitop poszukiwanego biamarkera moze by¢ podobny do epitopu innych niz poszukiwany antygenéw powo-
dujac zabarwienie tfa.

Receptory Fc moga taczy¢ sie zimmunoglobulinami, komdérkami zawierajacymi przeciwciata jak komdrki
plazmatyczne oraz z grupami zasadowymi wiékien kolagenowych w skrawkach parafinowych nieutrwalonych
lub niedostatecznie utrwalonych tkanek.

Niezwigzane z poszukiwanym biomarkerem reakcje miedzy biatkami:

taczenie sie pierwotnego przeciwciata z biatkami inne niz poszukiwany biomarker o podobnych
witasciwosciach strukturalnych czy elektrostatycznych.

Przeciwciata poliklonalne:

Przeciwciata polioklonalne sg bardziej czute niz przeciwciata monoklinalne ale ich stosowaniu czesciej towa-
rzyszy powstawanie nieswoistego barwienia. Duza liczba i réznorodno$¢ klonéw zawartych w stosowanym
przeciwciale sprzyja potencjalnemu wiazaniu sie z wigeksza liczba miejsc antygenowych.

Pierwotne przeciwciata przygotowane w oparciu o surowice lub wysiek otrzewnowy, ktére nie sg dostatecz-
nie oczyszczone moga zawierac inne przeciwciata co prowadzi do nieswoistego barwienia.

Elementy tkanki moga nieswoiscie wigzac sie ze sktadnikami uzywanymi w detekcji w zalezno$ci od tadunku
jonowego polimeru.'® Niedostateczne ptukanie po zastosowaniu koniugatéw polimerowych sprzyja przylega-
niu ich do tkanek.

Enzymy endogenne: Endogenne izoenzymy moga katalizowac reakcje chromogen-substrat. Endogenna
aktywno$¢ fosfatazy zasadowej pozostaje w niedostatecznie podgrzanej tkance, endogenna aktywno$¢
peroksydazy moze pozosta¢ w niedostatecznie blokowanej tkance.

Pseudo-peroksydazy: Hemoproteidy (jak hemoglobina, mioglobina, cytochromy, katalazy moga dziatac¢ jak
peroksydazy.

Rozpuszczenie chromogenu:

Ziarna nierozpuszczonego chromogenu moga powodowaé powstanie barwnych artefaktéw.

Wysuszenie badanych preparatéw na skutek odparowania pomiedzy poszczegélnymi etapami naktadania
odczynnikéw czy niedostateczne ptukanie zastosowane pomiedzy tymi etapami sprzyja niespecyficznemu
wigzaniu sie komponentéw stosowanych w detekcji.

Pismiennictwo dostepne

w redakcji
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Zakazenie uktadu moczowego (ZUM)

E’

ZROZUMIEC ZNACZENIE ZUM Artykut przygotowany
Ostre zakazenie uktadu moczowego jest jedng z najczestszych przyczyn, dla ktérych ludzie na podstawie

szukajg pomocy lekarskiej. Wedtug statystyk ZUM wystepuje co najmniej raz w zyciu u okoto 20%
kobiet.! Optymalizacja procesu diagnostycznego moze zmniejszy¢ zachorowalno$¢ i poprawic
wyniki oraz satysfakcje pacjenta.

materiatow wilasnych
Roche Diagnostics

PROSTE | BEZPIECZNE POSTEPOWANIE

Nalezy docenia¢ praktyczng warto$¢ analizy moczu. tatwe w uzyciu i czute paski testowe sg
standardem diagnostycznym i moga wykry¢ okoto 90% ZUM.® Szybkie rozpoznanie pozwala na
odpowiednie leczenie, a tym samym zapobiega powaznym komplikacjom.

ZARZADZANIE CZASEM

Korzystanie z szybkiej i tatwej analizy moczu, tj. oznaczanie leukocytéw, azotyndw i erytrocytéw

przy uzyciu paskéw testowych do rozpoznawania ZUM, oszczedza czas.? Mozliwe jest badanie

na miejscu a nawet samokontrola pacjentow w domu, dzigki czemu mozna natychmiast wykry¢

bakteriomocz, ropomocz i krwawienie. “
L

WSPARCIE ROZPOZNANIA KLINICZNEGO ]

Nie nalezy polegac¢ jedynie na rozpoznaniu klinicznym. Trzeba réwniez potwierdzi¢ obecno$é :

uropatogendw za pomocg paskoéw testowych.? Wykrywaja one esterazy leukocytéw

o specyficznosci do 98 % i czutos$ci do 96 %.> Oznaczenia azotynéw majg swoisto$¢ 95% i czutosé

do 85%.*

0SZCZEDNOSC PIENIEDZY

Tylko w Stanach Zjednoczonych koszty opieki zdrowotnej zwigzane z zakazeniem uktadu
moczowedo przekraczajg miliard dolaréw rocznie. Postepy w diagnostyce mogq mie¢ znaczacy Combur 10 Test M
wptyw na gospodarke.® Paski testowe do moczu Combur zapewniajg opfacalng metode - paski testowe do

wykrywania ZUM. badania wlasciwosci
fizyko-chemicznych
moczu

UNIKNAC NIEPOTRZEBNEGO LECZENIA ANTYBIOTYKAMI

Optymalizacja proceséw diagnostycznych uzywajgc paskéw testowych do moczu Combur
pozwala uzyska¢ wiarygodne rozpoznanie. Nalezy unikaé zbednej antybiotykoterapii wynikajacej
z fatszywie dodatnich wynikéw, co zmniejsza ryzyko dziatan niepozadanych i powiktan, w tym
rozwoju oporno$ci na antybiotyki.

CECHY
Definicja: Zakazenie mikroorganizmami patogennymi jakiejkolwiek cze$ci drég moczowych.
Epidemiologia: Drugi najczestszy rodzaj infekcji po zakazeniach drég oddechowych.®

ZUM wystepuje co najmniej raz w zyciu u co pigtej kobiety. U mezczyzn nie jest tak
czeste jak u kobiet, ale w razie wystapie nia moze mie¢ cigzki przebieg. ZUM bez
powiktfan, wystepuje najczesciej u mtodych, aktywnych seksualnie kobiet. W ciggu roku
moze dotyczy¢ do 15 % kobiet. Ponad 25 % kobiet, ktére przebyty ZUM dos$wiadcza
nawrotu choroby.' Najczes$ciej czynnikiem sprawczym niepowiktanego ZUM (75-95%)
jest Escherichia coli®” i inne bakterie: Proteus, Klebsiella.
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Czynniki ryzyka:

Anatomiczne lub czynno$ciowe zaburzenia uktadu moczowego, immunosupresja lub
niedobdr odpornosci, cukrzyca, cigza, zapalenie pecherza moczowego, wystepowania
torbieli uktadu moczowego, czesta lub niedawna aktywno$¢ seksualna, zabiegi
urologiczne, np. cewnikowanie, itp.

Objawy:

Bolesne oddawanie moczu, wielomocz, czeste oddawanie moczu, nagte parcie na
pecherz moczowy, bdl nadtonowy, krwiomocz. Goraczka, bdél w okolicy ledZzwiowej,
nudno$ci i wymioty mogg wskazywacé na zakazenia gérnych drég moczowych
(odmiedniczkowe zapalenie nerek).”8

Rozpoznanie:

Paski testowe do moczu, liczba bakterii (znaczna bakteriuria : 2105 organizméw/ml
zazwyczaj wskazuje na obecnos$¢ infekcji), posiew moczu (z badaniem wrazliwosci),
badanie mikroskopowe moczu. Rozpoznanie zakazenia dr6g moczowych jest
potwierdzana wykryciem pojedynczego szczepu organizmdéw uropatogennych

w potaczeniu z leukocyturig. Wystepowanie mniej niz 105 organizméw/ml nie wyklucza
obecnosci ZUM.

Algorytm diagnostyczny

23 objawy ZUM:

trudnos$ci w oddawaniu moczu,
parcie na mocz, czestosé,
wielomocz, krwiomocz, itp.

Brak uptawéw lub podraznien Posiew dodatni w 90% Empiryczne leczenie
antybiotykami, test paskowy

niekonieczny

Przebieg tagodny lub >2 objawy
ZUM

Prébka moczu Badanie Mocz przejrzysty, 91% posiewéw
ujemnych, bez leczenia

Wykona¢ oznaczenie azotynéw

w

Azotyny +, leukocyty + / -,

Azotyny -, leukocyty -, biatko Azotyny -, leukocyty + Azotyny -, leukocyty -, krew lub

biatko + / - -, krew -, ujemna warto$¢ biatko +
predykcyjna 95%
w7 w7 w7 w7
Prawdopodobne ZUM ZUM bardzo mato Dtugi czas od pobrania prébki,
prawdopodobne, ZUM lub zesp6t cewki moczowe;j
prawdopodobny zespét cewki
moczowej
v v v Rozwazy¢ inne rozpoznanie
Leczenie $Srodkami pierwszego Uspokoi¢ pacjenta, leczenie Leczenie w przypadku ciezkich
rzutu objawowe objawoéw, wysta¢ mocz na

posiew

Leczenie:

Trzydniowa podwdjna dawka kotrimoksazolu (TPM-SMX (trimetoprim-sulfametoksazol)) w terapii
empirycznej.

Fluorochinolony nie sg zalecane jako leki pierwszego rzutu (mozliwo$¢ wystgpienia opornosci).
Leczenie alternatywne: tygodniowa dawka nitrofurantoiny lub pojedyncza dawka fosfomycyny.
Beta-laktamy nie sg zalecane.

Pismiennictwo dostgpne w redakcji
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