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Szanowni Panstwo,

e R Oddaje w Wasze rece pierwsze tegoroczne wydanie LabForum. Pozwole sobie tg droga
przekaza¢ moje najserdeczniejsze pozdrowienia i zyczenia wielu sukceséw w nowym,
M e petnym wyzwan roku .

cotesproResional DD Jest to poczatek juz trzeciego roku mojej misji w Polsce. Jestem bardzo zadowolony

z pobytu, w ostatnim roku nawigzatem wiele cennych kontaktdw i licze na dalsze otwarte
rozmowy z Panstwem w tym roku.

Dzieki doskonatej wspétpracy z Wami, naszymi cennymi klientami, w ostatnim roku
osiggneli$my bardzo dobre wyniki i udato sie nam wprowadzi¢ wiele nowych produktéw
na polski rynek. W obszarze badan diagnostyczncyh dla laboratoriéw centralnych byty to,
m.in. oznaczenia kalcytoniny do wykrywania niektérych rodzajéw raka tarczycy i pro - GRP
stosowany w diagnostyce raka ptuc. W segmencie diagnostyki poziomu terapeutycznego
lekéw immunosupresyjnych po przeszczepie powigkszyliSmy istniejgce portfolio

o cyklosporyne i takrolimus. Réwnolegle powiekszamy oferte testéw dla profilaktyki

raka szyjki macicy. Oprdcz istniejgcego juz testu na wykrycie wirusa HPV wysokiego
ryzyka (z réwnolegtym genotypowaniem podtypdw 16 i 18), wprowadziliémy na rynek test
histologiczny CINtec Plus, ktéry pozwala nam wstepnie wykrywac¢ rakotwdrcze etapy na
nabtonku szyjki macicy.

Kolejnym waznym wydarzeniem byta przebudowa i ponowne uruchomienie strony
internetowej cobas . Wigcej mozna znalez¢ pod linkiem http://www.cobas.com. W czesci
dotyczacej produktu odnajdg Parnstwo setki informacji, uzyskacie szersza wiedze na
temat konsolidacji badan (serum work area), automatyki i informatyki, analizy moczu,
diagnostyki molekularnej. Poza tym proponuje zajrze¢ do zaktadki aktualnosci i sprawdzié,
najwazniejsze biezace informacje. Zainspirujcie si¢ Panstwo réwniez wizyta w czesci
poswigconej Innowacjom, gdzie mozna zapoznac¢ sig z przysztoscig opieki zdrowotnej

z naszego punktu widzenia. Wierze, ze nowa, od$wiezona strona internetowa cobas.com
upewni Panistwa, ze Roche jest niezawodnym i stabilnym partnerem.

Zycze Panistwu wszystkiego najlepszego, owocnego surfowania w internecie i polecam
lekture LabForum. W tym numerze artykut o diagnostyce toksoplazmozy, nowych
rozwigzaniach w monitorowaniu glikemii na oddziatach szpitalnych przy t6zku pacjenta

Spis tresci: i serum indices. Dodatkowo zwracam uwage na najnowsze rekomendacje dotyczace
Europejskie wytyczne rozpoznawania witaminy D opracowane przez zesp6t ekspertéw krajowych i opublikowane w ostatnim
pierwotnego zarazenia wydaniu periodyku STANDARDY MEDYCZNE/PEDIATRIA 2013, T.10 573-578.
Toxoplasma gondii 3

Z powazaniem,
Przydatnosc glukometréw POC

do Scistej kontroli glikemii 10

S
Wskazniki surowicze SERUM INDICES/ ¥ Uy % /‘{L
w analizatorach cobas ¢ Tomas Petr
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Europejskie wytyczne rozpoznawania
pierwotnego zarazenia Toxoplasma gondii

E——/

Dr hab. n. med. Matgorzata Paul, Katedra i Klinika Chorob Tropikalnych i Pasozytniczych

Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

CZYNNIKI RYZYKA ZARAZENIA PIERWOTNIAKIEM TOXOPLASMA GONDII

1 DROGI INWAZJI

Toxoplasma gondii jest obligatoryjnym pierwotniakiem wewnatrzkomdrkowym,

wystepujacym u cztowieka oraz u wielu gatunkéw zwierzat statocieplnych. Cztowiek zaraza

sie pierwotniakiem T. gondii poprzez:

1. pozywienie (gtéwnie niemyte warzywa i owoce), wode i rece zanieczyszczone
oocystami obecnymi w wydalinach zarazonego kota,

2. spozycie surowego lub niedogotowanego miesa zarazonych zwierzat, zawierajgcego
cysty pierwotniaka (gtéwnie wieprzowina i baranina),

3. przekazanie tachyzoitéw od matki do ptodu poprzez tozysko (zarazenie wertykalne),

4. przypadkowy kontakt z tachyzoitami poprzez transfuzje krwi i preparatéw
krwiopochodnych (zwtaszcza masy granulocytarnej), transplantacje narzadéw
(szpiku kostnego, serca, nerek), zarazenie laboratoryjne u 0oséb pracujgcych z zywym
pierwotniakami (préby biologiczne na zwierzetach doswiadczalnych, hodowle
komdrkowe).

U os6b z przebyta w przesztosci, utajong postaciag toksoplazmozy i gteboka

immunosupresja (liczba limfocytéw CD4+ ponizej 100/ul) moze wystgpié reaktywacja

zarazenia na skutek rozpadu cyst tkankowych pasozyta i przeksztatcenia zawartych w nich,

licznych, ,,uspionych” bradyzoitéw w aktywnie namnazajace sig¢ w tkankach tachyzoity.

U oséb immunokompetentnych, zarazenie T. gondii przebiega zazwyczaj catkowicie

bezobjawowo lub subklinicznie. Rozpoznanie toksoplazmozy jest woéwczas stawiane

przewaznie przypadkowo na podstawie wykazania obecnosci swoistych przeciwciat we

krwi obwodowej w badaniach immunodiagnostycznych. Stad tez badania serologiczne

odgrywaja najistotniejsza role w diagnostyce tej inwazji pasozytniczej. Ciezki,

petnoobjawowy przebieg kliniczny toksoplazmozy obserwuje sie wylacznie u pacjentéw ze

znacznie ostabiong funkcjg uktadu immunologicznego lub jego niedojrzatoscia u ptodéw

i noworodkéw, zwtaszcza wezesniakdw z niskg urodzeniowg masg ciata, a takze u oséb

z wrodzonym lub nabytym uposledzeniem odpornosci.

ROZPRZESTRZENIENIE GEOGRAFICZNE ZARAZENIA T. GONDII W POLSCE | NA
SWIECIE

Zarazenie T. gondii jest jedng z najbardziej rozpowszechnionych inwazji pasozytniczych

i choréb odzwierzecych na $wiecie. Wedtug danych Swiatowej Organizaciji Zdrowia

szacuje sig, iz nabyte zarazenie T. gondii obejmuje okoto 1/3 ludno$ci $wiata. Ryzyko
zarazenia waha sie jednak w do$¢ szerokich granicach w zalezno$ci od charakteru strefy
klimatycznej, wysoko$ci nad poziomem morza, zwyczajéw sanitarno-zywieniowych

i warunkéw socjoekonomicznych poszczegdlnych populacji. Czesto$é wystepowania
dodatnich odczynéw serologicznych z antygenem toksoplazmowym wzrasta wraz

z wiekiem, $wiadczac o przebytej wczesdniej, najczesciej bezobjawowej inwazji. Kobiety

w cigzy stanowig grupe szczegdlnego ryzyka zarazenia T. gondii, ze wzgledu na potencjalng
mozliwo$¢ przekazania toksoplazm przez tozysko do ptodu, stad tez jest ona najliczniej
reprezentowana w badaniach seroepidemiologicznych. Odsetek seropozytywnych

kobiet w wieku prokreacyjnym, a wigc odpornych na pierwotne zarazenie w czasie cigzy

w réznych regionach $wiata waha sie w do$c¢ szerokich granicach od 3 do 81%.

Doniesienia epidemiologiczne z ré6znych regionéw kraju wskazujg na do$¢ wysoka czestosé
wystepowania zarazenia 7. gondii w polskiej populacji, w poréwnaniu do mieszkancéw

Toksoplazmoza jest szeroko
rozpowszechniong na

Swiecie pasozytniczg chorobg
odzwierzecg, wywolywang

przez wewngtrzkomorkowego
pierwotniaka Toxoplasma gondii.
U cztowieka jest ona przyktadem
inwazji oportunistycznej,
przebiegajgcej zazwyczaj
bezobjawowo lub skgpoobjawowo
pod postacig tagodnych i mato
charakterystycznych objawow
ogolnych, ktore majg sktonnosé
do samoistnego ustgpowania bez
powiktan i nastepstw klinicznych.
Jednakze w przypadku
znacznego ostabienia funkcji
uktadu odpornosciowego

lub jego fizjologicznej
niedojrzatosci u ptodow,
noworodkéw i niemowlgt,

ta powszechnie wystepujgca
inwazja pasozytnicza moze
przybierac obraz bardzo cigzkiej,
ogolnoustrojowej inwazji
pasozytniczej o niekorzystnym
rokowaniu klinicznym. Choroba
stwarza istotne ryzyko groznych
powiktan ze strony osrodkowego
uktadu nerwowego i narzgdu
wzroku dla potomstwa

kobiet ciezarnych, ktére
pozbawione swoistej odpornosci
przeciwtoksoplazmowej, zarazajg
sig pierwotniakiem po raz
pierwszy w czasie cigzy

(tzw. zarazZenie pierwotne).
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innych krajéw europejskich i réznig sie one stosunkowo nieznacznie w poszczegdlnych
wojewddztwach (od 36% do 58,9%).

Wiedza dotyczaca profilu seropozytywno$ci na danym obszarze geograficznym jest istotna
dla prawidtowej interpretacji wynikéw badan immunodiagnostycznych. Wyzszy odsetek
seropozytywno$ci w badanej populacji wigze sie bowiem z istotnym ryzykiem nadmiernego
rozpoznawania pierwotnych inwazji Toxoplasma w czasie cigzy i jest on nierzadko Zrédtem
trudnosci diagnostycznych. Z drugiej strony, na przestrzeni ostatnich lat, zaobserwowano
znaczacy spadek seropozytywnos$ci wsréd kobiet w wieku rozrodczym, co proporcjonalnie
wptywa na niepokojace zwigkszenie odsetka pacjentek pozbawionych immunizacji

w kierunku toksoplazmozy, czyli seronegatywnych i narazonych na pierwotng inwazje

T. gondii w czasie kolejnej ciazy.

AKTUALNE ZASADY ROZPOZNAWANIA PIERWOTNEGO ZARAZENIA T. GONDII

U KOBIET CIEZARNYCH

Zarazenie T. gondii nabyte w okresie pourodzeniowym przez osoby z prawidtowg

czynnos$cig uktadu immunologicznego przebiega przewaznie niezauwazalnie. Réwniez

w czasie cigzy, objawy kliniczne choroby u kobiet obserwuje sie sporadycznie, a jedynym

pewnym wyktadnikiem inwazji pasozytniczej jest serokonwersja w kierunku swoistych

przeciwciat przeciwtoksoplazmowych we krwi obwodowej. Na $wiecie, czesto$¢

wystepowania pierwotnej toksoplazmozy podczas cigzy waha sie od 0,1 do 1%. We

Francji wykrywa sie $rednio 6,6 przypadkdw serokonwersji na 1.000 cigz, co stanowi 14,8

przypadkéw na 1.000 podatnych na zarazenie, nie immunizowanych przed cigzg kobiet,

przy wysokiej seroprewalencji w populacji wynoszacej 54%. Wedtug danych Instytutu Matki

i Dziecka w Warszawie, serokonwersje w kierunku 7. gondii potwierdzono tylko u 0,39%

polskich kobiet nie posiadajacych przeciwciat przed cigza. Czgstos$¢ pierwotnych zarazen

okazata sig istotnie wieksza u pacjentek pochodzacych z terenéw wiejskich (1,1%), niz

u kobiet mieszkajacych w miastach o liczbie mieszkancéw powyzej 10 tysiecy (0,27%).

Tylko w nielicznych przypadkach, toksoplazmoza nabywana w czasie cigzy przebiega

pod postacig tagodnej limfadenopatii, gtéwnie z zajeciem weztéw szyjnych, karkowych

i potylicznych, rzadziej uogdélnionego powigkszenia weztéw chtonnych. Czasami moze jej

towarzyszy¢ niewielka gorgczka lub stany podgoraczkowe, znacznego stopnia ostabienie,

meczliwos$é, béle gtowy i miesni.

Objawy kliniczne ostrej toksoplazmozy sg zazwyczaj mato charakterystyczne i nie stanowia

one podstaw do rozpoznania pierwotnego zarazenia T. gondii w czasie cigzy. Wg aktualnie

obowiazujacego, miedzynarodowego systemu definicji i klasyfikacji toksoplazmozy

u immunokompetentnych kobiet ciezarnych i ich potomstwa, opracowanego przez

Europejska Sie¢ Naukowa ds. Wrodzonej Toksoplazmozy, pierwotne zarazenie T. gondii

u ciezarnych uznaje sie za pewne wytgcznie na podstawie udokumentowania serokonwers;ji

w zakresie swoistych przeciwciat IgG, przy badaniu dwdch, kolejnych prébek surowicy krwi

pobranych podczas cigzy.

Pierwotne zarazenie T. gondii mozna uzna¢ za wysoce prawdopodobne w przypadku:

1. stwierdzenia serokonwers;ji dla immunoglobuliny klasy G, gdy pierwsze z dwéch
wymaganych badan przeprowadzane jest tuz przed cigza,

2. wykazania znaczgcego wzrostu stezenia immunoglobuliny klasy G (co najmniej 2-krotny
wzrost) i réwnoczesnej obecnosci przeciwtoksoplazmowych przeciwciat IgM i/lub IgA,

3. wysokich warto$ci miana przeciwciat IgG przy obecno$ci swoistych przeciwciat IgM
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i/lub IgA oraz pojawienia sie limfadenopatii w czasie cigzy,

4. wysokich stezen przeciwciat IgG przy obecnosci IgM i/lub IgA w drugiej potowie ciazy
bez objawdw limfadenopatii,

5. wyhodowania toksoplazm z krwi obwodowej kobiety cigzarnej, fragmentéw tozyska,
prébek ptynu owodniowego lub tkanek ptodu albo dodatniego wyniku badania
histopatologicznego tkanek ptodu, a takze

6. stwierdzenia obecnos$ci DNA lub antygendw pierwotniaka we krwi obwodowej,

w tozysku, ptynie owodniowym lub w tkankach ptodu.

Z drugiej strony, wykrycie stabilnych, niskich stezen przeciwtoksoplazmowych

przeciwciat IgG przy wspdtistnieniu lub braku swoistych immunoglobulin klasy M, albo

tez wykazanie wysokich warto$ci miana przeciwciat IgG przy nieobecno$ci IgM, wyklucza
mozliwo$¢ pierwotnego zarazenia w czasie cigzy. W diagnostyce réznicowej ostrego

i przewlektego okresu toksoplazmozy nabytej, niezwykle przydatne okazato sie oznaczanie

awidnosci, czyli sity wigzania z antygenem swoistych przeciwciat IgG. Wysoka awidno$é

przeciwtoksoplazmowych przeciwciat klasy G pozwala na jednoznaczne wykluczenie
ostrej toksoplazmozy, nabytej w ciggu ostatnich 20 tygodni. Natomiast niska awidno$¢
swoistych przeciwciat IgG, chociaz jest ona zwykle charakterystyczna dla wczesnego
okresu choroby, moze nierzadko utrzymywac sie réwniez w przewlektym okresie

inwazji, stwarzajac istotne trudnos$ci w okreslaniu czasu trwania zarazenia. Podobnie,

dodatkowego wyjasnienia wymaga fakt udokumentowanego, dtugotrwatego utrzymywania

sie przeciwtoksoplazmowych przeciwciat IgM we krwi obwodowej, ktére mozna czgsto
wykry¢ po okresie nie tylko kilku-kilkunastu miesigcy, ale nawet wielu lat od momentu
udokumentowanej serokonwersji. Stad tez przeciwciata IgM dawno juz utracity swoja

role wyznacznika ostrego okresu toksoplazmozy nabytej. Nalezy zwréci¢ szczegdlng

uwage na ten do$¢é czesto powtarzany w rutynowej praktyce btad diagnostyczny,

w celu uniknigcia niewfasciwego, nadmiernego rozpoznawania ostrej toksoplazmozy

w czasie ciazy i nieuzasadnionego leczenia przeciwtoksoplazmowego kobiet cigzarnych,

obarczonego wysokim ryzykiem istotnych objawéw ubocznych. Oznaczenie swoistych

przeciwciat IgA we krwi obwodowej kobiet ciezarnych, podejrzanych o pierwotne
zarazenie T. gondii, moze stuzy¢ jako pomocnicze badanie uzupetniajace, nalezy jednak
pamietag, iz do$¢ rzadko pozwala ono na ostateczne rozstrzygniecie rozpoznania, gdyz

Tabela 1. Przykiady okreslania czasu trwania nabytego zarazenia 7. gondii na
podstawie wynikéw badan immunodiagnostycznych.

lgG lgG Awidnosé IgM ELISA IgM Whiosek/
ELISA IF IgG IF czas trwania zarazenia
1U/ml 1U/ml indeks indeks rozc.
2 8 - 2,46 1/80 1-2 tygodnie
1 0 - 0,97 0 przeciwciata ,naturalne”
48 8 0,860 1,42 0 ~przetrwate” IgM
23 80 0,017 3,44 1/80 3 tygodnie
232 640 0,032 6,26 1/160 4-6 tygodni
247 1280 0,187 4,39 1/160 2 miesiace
726 1280 0,260 2,62 0 3-4 miesigce
479 80 0,650 1,14 0 zarazenie przewlekte
326 8 0,832 0,55 0 zarazenie przewlekte
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swoiste IgA anty - 7. gondii moga sie utrzymywac przez okres 7-9 miesiecy. W wiekszosci
przypadkdw, przy zastosowaniu réznych technik serologicznych dla poszczegdlnych klas
swoistych przeciwciat przeciwtoksoplazmowych i oznaczeniu awidno$ci IgG, istnieje
mozliwo$¢ bardzo precyzyjnej oceny czasu trwania inwazji 7. gondii (Tabela 1). Dlatego
tez, interpretacje odczynu serologicznego u kobiet ciezarnych i decyzje o rozpoznaniu
lub wykluczeniu aktywnego zarazenia powinno sie powierza¢ wybranym osrodkom
referencyjnym, posiadajacym duze do$wiadczenie praktyczne w zakresie diagnostyki

i prowadzenia nadzoru klinicznego nad cigza przebiegajaca z ryzykiem urodzenia dziecka
z toksoplazmozg wrodzona.

WSPOLCZESNE ZASADY ROZPOZNAWANIA WRODZONEGO ZARAZENIA

T. GONDII

Toksoplazmoza wrodzona jest nastepstwem pierwotnego zarazenia T. gondii, nabytego
przez matke dziecka po raz pierwszy w czasie cigzy lub w okresie okotokoncepcyjnym
(maksymalnie do 3 miesiecy przed zaptodnieniem). Jest to niezwykle wazna informacja,
ktérg powinien wykorzysta¢ diagnosta laboratoryjny podczas interpretacji wynikéw badan
serologicznych i oceny ewentualnego ryzyka dla matki i ptodu. Podkreslenia wymaga fakt,
iz zarazenie T. gondii nie jest nigdy przyczyna poronien nawykowych, a toksoplazmoza
wrodzona moze wystgpic¢ tylko podczas jednej z cigz. W przypadku cigzy mnogiej, ryzyko
zarazenia potomstwa i obraz kliniczny toksoplazmozy wrodzonej sg prawie identyczne

u bliznigt jednokosméwkowych (jednotozyskowych), co podkresla znaczaca role tozyska
w patogenezie inwazji, natomiast réznig sie one znacznie u ptodéw dwukosmoéwkowych,
niezaleznie czy sg to ptody jedno- czy dwuzygotyczne. Kobiete posiadajgca juz dziecko

z toksoplazmoza wrodzong nalezy zapewnic, iz w przeciwienstwie do innych, genetycznie
uwarunkowanych zespotéw chorobowych, btedéw metabolicznych lub zaburzen
endokrynologicznych, podobna sytuacja w przysztosci juz nigdy sie nie powtdrzy. Jest

to istotna, praktyczna informacja pozwalajaca na unikniecie niepotrzebnego obcigzenia
stresem i nieuzasadnionego powtarzania badan serologicznych podczas kazdej nastepnej
cigzy, pozbawionej juz przeciez ryzyka urodzenia kolejnego dziecka z toksoplazmoza
wrodzona.

W przypadku udokumentowania pierwotnego zarazenia T. gondii, ryzyko przeniknigcia
toksoplazm do ptodu podczas catej cigzy wynosi u kobiet europejskich nie wiecej niz 29%
i wzrasta ono liniowo wraz z wiekiem cigzowym, osiggajac 6% w 13 tygodniu cigzy, 40%
w 26 tygodniu i az 72% na 4 tygodnie przed porodem. U kobiet z przebytg w przesztosci
inwazjg, znane sg wyjatkowo rzadkie przypadki transmisji zarazenia na ptéd w stanach
zmniejszonej odpornosci w wyniku leczenia immunosupresyjnego stosowanego w czasie
cigzy (ziarnica ztosliwa, toczen uktadowy, niedokrwisto$¢ aplastyczna), wykonanej
uprzednio splenektomii lub wspétistniejacego nabytego zespotu upo$ledzenia odpornosci.
Wykazano, iz ryzyko reaktywacji przewlektej toksoplazmozy i transmisji przeztozyskowej
pierwotniaka u pacjentek zakazonych wirusem HIV nie jest wyzsze od ryzyka pierwotnego
zarazenia T. gondii w czasie cigzy u tych kobiet.

Czestos$¢ wystepowania wrodzonej toksoplazmozy na $wiecie waha sie od 1 do 20
przypadkoéw na 10.000 zywo urodzonych dzieci, natomiast liczba udokumentowanych
niepowodzen cigzowych z powodu toksoplazmozy wynosi nie wigcej niz 2% wszystkich
prenatalnych zarazen wywotywanych przez T. gondii. W duzym materiale Instytutu
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Matki i Dziecka w Warszawie, zanotowano 3 przypadki wrodzonej toksoplazmozy na

2000 porodéw. Na podstawie przeprowadzonych w Wielkopolsce, unikalnych badan

immunodiagnostycznych 45.169 noworodkdw, czesto$é wrodzonego zarazenia T. gondii

wynosita 1 na 883 zywych urodzen (1,13 na 1000), czyli 1 na 497 porodéw przebiegajacych

z ryzykiem urodzenia dziecka z toksoplazmozg wrodzong (2,0 na 1000), w odniesieniu do

liczby seronegatywnych przed cigza kobiet, podatnych na pierwotne zarazenie 7. gondii

W czasie cigzy.

Klasyczna triada objawdw klinicznych Sabina - Pinkertona (zapalenie siatkéwkowo-

naczyniéwkowe, zwapnienia wewnatrzczaszkowe, poszerzenie uktadu komorowego)

posiada znaczenie historyczne w rozpoznawaniu wewnatrzmacicznych inwazji 7. gondii.

Wedtug wieloosrodkowego opracowania Europejskiej Sieci Naukowej ds. Wrodzonej

Toksoplazmozy, kryteria ostatecznego potwierdzenia wrodzonego zarazenia 1. gondii

u ptodéw, noworodkdw i niemowlat sg nastepujace:

1. stwierdzenie obecnos$ci toksoplazm lub kwaséw nukleinowych pasozyta w ptynie
owodniowym, we krwi obwodowe;j lub w tkankach ptodu,

2. wyhodowanie toksoplazm z krwi pepowinowe;j lub tkanek noworodka i niemowlecia
w ciggu pierwszych 6 miesiecy zycia,

3. wykazanie obecnosci toksoplazm w badaniu histopatologicznym tkanek ptodu,
noworodka lub niemowlecia do 6 miesigca zycia,

4. utrzymywanie sie dodatniego miana swoistych przeciwciat klasy IgG przez 12 miesiecy
zycia przy obecno$ci lub nie triady objawdw klinicznych oraz

5. wykazanie nie przechodzacych przez tozysko, swoistych przeciwciat IgM i/lub IgA
we krwi ptodu lub we krwi obwodowej noworodka i niemowlecia w ciggu pierwszych
6 miesiecy zycia.

Nalezy tutaj zdecydowanie podkresli¢, iz analiza swoistych przeciwciat IgG po ukonczeniu

przez dziecko 12 miesigca zycia jest rozstrzygajacym badaniem weryfikujacym,

decydujgcym o ostatecznym rozpoznaniu, niezaleznie od uzyskiwanych wcze$niej wynikéw

badan immunodiagnostycznych, czy molekularnych (,,ztoty standard”). W o$rodkach

referencyjnych, ostateczne potwierdzenie wrodzonego zarazenia 7. gondii jest mozliwe

przed ukonczeniem 1 roku zycia, w oparciu o wykrycie noworodkowych przeciwciat klasy

IgG i/lub IgM o innej swoisto$ci antygenowej lub syntetyzowanych w wyzszym stezeniu

niz przeciwciata matki z zastosowaniem poréwnawczej analizy profilu immunologicznego

referencyjng technika immunoblottingu (Rycina 1).

Wykrywanie przeciwtoksoplazmowych przeciwciat IgA i/lub IgM we krwi pepowinowe;j
pobranej przy porodzie, chociaz jest niewatpliwie badaniem najmniej inwazyjnym, wigze sie
ze znacznym ryzykiem uzyskania wynikéw fatszywie dodatnich. Konieczne jest zwrécenie
uwagi na fakt, iz w ciggu pierwszych dni po porodzie stezenie przeciwtoksoplazmowych
przeciwciat IgG u kazdego noworodka jest poréwnywalne z ich warto$cia u seropozytywne;j
matki. Dlatego tez wysokie warto$ci IgG anty - T. gondii wykrywane u dziecka po urodzeniu
nie sg podstawa do rozpoznania wrodzonej toksoplazmozy. Podobnie w porodach
operacyjnych oraz w przypadku patologii fozyska, niewielkie iloSci przeciwciat IgM i/lub
IgA, przedostajacych sie z krgzenia matczynego, moga by¢ obecne we krwi noworodka

w pierwszym tygodniu zycia, bedac Zzrédtem niewtasciwego rozpoznania toksoplazmozy
wrodzone;j.

“’
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O Analiza poréwnawcza

profilu immunologicznego swoistych
przeciwciat IgM i IgG we krwi obwodowe;j
matki (M) i dziecka (D) zarazonych T. gondii
przy zastosowaniu referencyjnej techniki
immunoblottingu (IgM-1gG Western blot).
Strzatki wskazujg na obecno$é we krwi
obwodowej noworodka licznych prazkéw
przeciwciat IgG o innej swoistosci
antygenowej lub syntetyzowanych w wyzszym
stezeniu niz immunoglobuliny matki, bedacych
jednoznacznym wyktadnikiem wrodzonego
zarazenia T. gondii.

MD MD

W okresie prenatalnym, rozpoznawanie wrodzonego zarazenia 7. gondii opiera si¢ na
metodach bezposredniej identyfikacji pierwotniaka (hodowle komdérkowe in vitro, préba
biologiczna na zwierzetach do$wiadczalnych), poszukiwaniu fragmentéw jego kwaséw
nukleinowych lub swoistych antygenéw w ptynie owodniowym, uzyskanym drogg
amniopunkgji (pobranie ptynu przez powtoki brzuszne pod kontrolg USG). Badanie

w kierunku obecnosci DNA pasozyta w ptynie owodniowym technikg polimerazowej
reakcji tancuchowej (PCR) uznawane jest aktualnie za metode referencyjng we wczesnej
diagnostyce toksoplazmozy wrodzonej u ptodu. Nalezy jednak pamietaé, iz szanse wykrycia
DNA T. gondii zaleza od wieku cigzowego, w ktérym doszto do zarazenia matki oraz ptodu
w odniesieniu do okresu, w ktérym wykonywana jest amniopunkcja, a takze od rodzaju

i dtugosci stosowanego leczenia przeciwpasozytniczego. W badaniach wieloo$rodkowych,
skupiajacych wiodace w Europie o$rodki parazytologiczne wykazano, ze czuto$¢
wykrywania DNA T. gondii w prébkach ptynu owodniowego dla techniki PCR wynosita
$rednio nie wiecej niz 72% dla catej cigzy, wahajac sie od 25% dla zarazen dokonanych

w | trymestrze do 75% w Il trymestrze cigzy. Stad tez decyzja o terminie wykonania
amniopunkgji przy podejrzeniu toksoplazmozy wrodzonej powinna doktadnie uwzglednia¢
czas wystapienia serokonwersji u matki dziecka. Skojarzenie techniki PCR z izolacja
toksoplazm metodg hodowli komdrkowe;j lub inokulacji dootrzewnowej myszy pozwolito na
zwiekszenie czuto$ci diagnostycznej badania ptynu owodniowego odpowiednio do 93 i 91%.
Ujemny wynik pojedynczego badania ptynu owodniowego nie jest w zadnym wypadku
podstawg do wykluczenia wrodzonej toksoplazmozy i zaprzestania prewencyjnego
podawania antybiotyku makrolidowego (rowamycyna, azytromycyna) az do dnia porodu,
ani tez regularnych badan serologicznych przeprowadzanych u noworodka i niemowlecia
w pierwszym roku zycia. Wykluczenie wrodzonego zarazenia jest w takich przypadkach
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mozliwe dopiero w okresie pourodzeniowym, na podstawie uzyskania dwdéch kolejnych,

catkowicie ujemnych wynikéw badan immunodiagnostycznych na obecno$c¢ przeciwciat P
IgG, wykonanych w odstepie 2 miesiecy. ' ' I
W diagnostyce prenatalnej przypadkéw podejrzanych o wrodzone zarazenie 7. gondii, nie

zaleca sie juz obecnie wykonywania kordocentezy (pobranie krwi z zyty pepowinowe;j

pod kontrolg ultrasonograficzng), ze wzgledu na niezadowalajaca czuto$¢ diagnostyczna

technik badawczych wykrywajgcych krétkotrwatg parazytemig we krwi obwodowej ptodu; cobas e 601
miejsce kordocentezy wyparta niemal catkowicie amniopunkcja w kierunku poszukiwania - system omi
kwaséw nukleinowych pasozyta metodg PCR. W ostatnich latach wprowadzono do pmURoCRemticany
przeznaczony dla
diagnostyki wrodzonego zarazenia T. gondii metode immunoenzymatycznego wykrywania Srednich i duzych
krazacych antygendéw pasozyta w ptynie owodniowym. Technika ta, z zastosowaniem laboratoriow

prébek ptynu pobranych nie tylko drogg amniocentezy, ale tez w sposéb catkowicie

nieinwazyjny podczas porodu, zostata z powodzeniem zastosowana w O$rodku Poznanskim

w uzasadnionych przypadkach podejrzanych o serokonwersje w czasie cigzy, jako metoda Pismiennictwo dOSt?Pne
konkurencyjna w stosunku do wykrywania fragmentéw DNA pasozyta. w redakcji

Tabela 2. Przykiady wlasciwej interpretacji wynikéw badan immunodiagnostycznych w kierunku toksoplazmozy u kobiet

ciezarnych
Badanie IgM IgG Kontrolne IgM IgG Whiosek
serologiczne indeks (1U/ml) badanie indeks (IU/ml)
wykonane po serologiczne
raz 1
Przyktad |
w 14 tygodniu 1,14 1 w 17 tygodniu 1,20 0 Obecnos¢ heterofilnych przeciwciat IgM. Nie stwierdza sie wykfadnikéw
cigzy: cigzy immunologicznych zarazenia T. gondii. Wskazane przestrzeganie zalecen

sanitarno-zywieniowych dotyczacych toksoplazmozy oraz wykonywanie
serologicznych badan przesiewowych co najmniej jednorazowo w kazdym
Z trymestréw ciazy.

Przykiad Il

w 6 tygodniu 1,26 871 Zarazenie T. gondii przebyte przed cigza. Nie stwierdza sie ryzyka wrodzone;j
cigzy toksoplazmozy.

Przyktad 11l

w 10 tygodniu 0,98 15 w 14 tygodniu 4,26 279 Ostre zarazenie T. gondii nabyte w | trymestrze cigzy. Wskazane
cigzy ciazy chemioprofilaktyczne podawanie antybiotyku makrolidowego przez caty
czas trwania cigzy, regularna kontrola ultrasonograficzna ptodu oraz badania
serologiczne w kierunku toksoplazmozy u noworodka.

Przyktad IV

w 26 tygodniu 5,39 128 w 30 tygodniu 4,61 358 Ostre zarazenie T. gondii nabyte w Il trymestrze cigzy. Zalecane pilne podanie
ciazy ciazy antybiotyku makrolidowego oraz badanie ptynu owodniowego w kierunku
obecnosci DNA T. gondii. Wskazania do rozwazenia intensywnego leczenia
matczyno-ptodowego preparatami pierwotniakobdjczymi.
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Przydatnos¢ glukometrow POC
do Scistej kontroli glikemii

B/

Na podstawie artykutu K. Gijzen i wsp. opublikowanego w CCLM 2012; 50 (11): 1985-2012

s Scista kontrola glikemii wymaga czestych oznaczen glukozy. W praktyce oddziatéw
intensywnej opieki medycznej laboratoryjne oznaczenia glukozy czesto sa nieprzydatne
do prowadzenia pacjentéw w rezimie $cistej kontroli glikemii z powodu zbyt dtugiego
czasu oczekiwania na wynik. W tej sytuacji metodg z wyboru dla pacjentéw w stanach
krytycznych jest oznaczanie glukozy w miejscu opieki przy uzyciu glukometréw. Nalezy
podkresli¢, ze glukometry przewidziane do samokontroli (SMBG) nie sa tozsame

z glukometrami przeznaczonymi do uzytku szpitalnego w miejscu opieki (POC; point-of-
care). Niemniej jedne i drugie moga mie¢ podobne ograniczenia. Czesto wskazywanymi
wadami glukometréw jest ich niska doktadno$¢ oraz podatno$é¢ na interferencje - wptyw
hematokrytu i nawodnienia pacjenta, lipemii lub interferencje zwigzane z podawanymi
lekami.

Accu-Chek Inform I

- kompaktowy aparat do Badania oceny przydatnoéci glukometréw POC do prowadzenia $cistej kontroli glikemii
monitorowania glikemii o o S ) N )
przy 16zku chorego u ciezko chorych pacjentéw oddziatu intensywnej terapii wykonano w Meander Medical

Center, Holandia. W ciggu 11 miesiecy oznaczono stezenie glukozy w 390 prébkach
heparynizowanej krwi pobranych z linii tetniczych 80 pacjentéw wymagajacych $cistej
kontroli glikemii. W ramach badania kazdy pacjent miat wykonanych od 3 do 6 oznaczen
glukozy. Zatozono, ze glikemia tych pacjentéw powinna byé utrzymywana w zakresie od
6,1 do 7,5 mmol/I (110-135 mg/dl). Analizy wykonywano réwnolegle przy uzyciu jednego
glukometru przeznaczonego do samokontroli (Menarini GlucoCard Memory PC) i czterech
glukometréw przeznaczonych do uzytku szpitalnego (Roche Accu-check Inform Il System,
HemoCue Glu201DM, Nova StarStrip i Abbot Precision Xceed Pro). Wszystkie oznaczenia
byty wykonywane w laboratorium przez przeszkolonych technikéw, nie pézniej niz 30

min. od pobrania krwi. W celu unikniecia potencjalnego btedu systematycznego, za
kazdym razem zmieniano kolejno$é glukometréw, na ktérych wykonywano oznaczenia.
Wyniki oznaczen uzyskanych przy uzyciu glukometréw odnoszono do pomiaréw
wykonywanych metodg z oksydazg glukozy w osoczu krwi z tego samego pobrania przy
uzyciu analizatora laboratoryjnego DxC-800 (Beckman Coulter) (Tabela). Druga badana
grupg byto 15 noworodkéw monitorowanych z powodu podejrzenia hipoglikemii. U dzieci
pobierano jedynie 200 mikrolitréw krwi wto$niczkowej. Oznaczenia wykonywano tylko

na glukometrach POC i odnoszono je do oznaczen wykonywanych na laboratoryjnym
glukometrze Biosen Glucometer C_line Clinic (EKF Diagnostics).

Wyniki ze wszystkich aparatow wykazywaty wysokie wspétczynniki korelacji z oznaczeniami
glukozy wykonanymi na DXC-800 (Tabela). Jednak glukometry Menarini GlucoCard
Memory PC i Nova StatStrip wykazywaty tendencje do zanizania wynikéw. W zakresie
nizszych stezen - u noworodkéw - oznaczenia wykonywane na wszystkich glukometrach
POC byty zblizone do wynikéw otrzymywanych przy uzyciu glukometru Biosen. Uzyskane
dane analizowano wzgledem btedu dopuszczalnego dla oznaczen glukometrycznych wg
wytycznych:

1. I1SO 15197, ktdre przy stezeniach glukozy réwnych i ponizej 4,2 mmol/L dopuszczajg
btad nie przekraczajacy 0,83 mmol/LIl, natomiast przy stezeniach glukozy powyzej
4,2 mmol/L, btad pomiaru nie powinien przekracza¢ 20%,

2. Holenderskiej Organizacji ds. Stosowanych Badan Naukowych (TNO, guideline PT/
TG/2001.045) wedtug ktérych przy stezeniach glukozy ponizej 6,5 mmol/L, btad pomiaru
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nie powinien by¢ wigkszy niz 1 mmol/L a przy stezeniach glukozy powyzej 6,5 mmol/L, Komentarz: Jak wynika z meta-
btad pomiaru nie powinien przekroczy¢ 15%, analizy Wienera i wsp. (JAMA,

3. Narodowej Akademii Biochemii Klinicznej/Amerykanskiego Towarzystwa 2008;300:933-944), scista kon-
Diabetologicznego (NACB/ADA) ktére dla stezenia glukozy ponizej 5,6 mmol/L trola glikemii nie na wptywu na
dopuszczajg btad pomiaru nie wiekszy niz 0,8 mmol/L, a przy stezeniach powyzej umiemlnos’c’pacjentéw oddziatow
5,6 mmol/L, nie powinien przekroczyé 15%. intensywnej opieki medycznej,

natomiast wigze sig z wigkszym

Glukometr przeznaczony do samokontroli (Menarini Gluco-Card memory PC) przekroczyt ryzykiem hipoglikemii. Wykonana

wszystkie ww. kryteria. Natomiast sposréd czterech analizowanych glukometréw POC w opisywanej powyz'ej pracy ocena

jedynie oznaczenia wykonywane przy uzyciu Accu-Check Inform Il System firmy Roche doktadnoéci glukometréw wza-
spetniaty kryteria wszystkich przedstawionych powyzej wytycznych. kresie niskich st(;Zeri glukozy na

Analiza statystyczna nie wykazata znaczacego wptywu potencjalnych czynnikéw stosunkowo nieduz'ej liczbieprébek

interferujgcych (endogennych jak hematokryt, stezenie sodu, potasu, kwasu moczowego, od pacjentow podejrzewanych

mocznika, albuminy, biatka catkowitego, triglicerydéw i bilirubiny oraz czynnikéw 0 hipoglikemig niejest (jak sami
egzogennych takich jak: paracetamol, dopamina czy mannitol) na wyniki oznaczen glukozy autorzy zauwaz'ajq) miarodajna.
przy uzyciu analizowanych glukometréw POC, przy czym nie stwierdzono w prébkach Stosowane obecnie kryteria bff;du
znaczacej hemolizy, lipemii czy bilirubinemii, a takze patologicznie wysokich lub niskich dopuszczalnegoglukometréw sq

wartosci hematokrytu. dosé liberalne wiasnie w zakresie

niskich stgzen glukozy (ISO 15197
dla 99% pomiaréw przy stezeniach
glukozy ponizej 4,2 mmol/L, blgd
nie powinien by¢ wigkszy niz 0,83
mmol/L, w przypadku wytycznych

Tabela. Wyniki pomiaréw glukozy u 80 pacjentéw ze Scista kontrola glikemii
oraz u 15 noworodkéw. % ISO, TNO i NACB/ADA obrazuje odsetek wynikow
spelniajacych kryteria tych wytycznych

Glukometry POC Glukometr  Odniesie-
do samo- nie TNO, blgd dopuszczalny przy ni-
kontroli sk.ich stezeniach glukozy jest jeszcze
Abbot HemoCue Nova Roche Menarini  DxC-800 M{u;ks.zy - 1 mmol/. L) Jest to poten-
Liczba prébek 379 391 391 389 391 390 cjalnie d/l{zy blgd ( lzczon)./ procen-
Srednie stezenie 82 +21 83+20 73+19 83+21 69+21 81£20 towo rosnie wraz ze zmniejszaniem

sig oznaczanego stezenia glukozy),

glukozy [mmol/L] h ; . /
ktory nie utatwia rozpoznawania

Zakres [mmol/L] 3,7-17,6  3,8-19,1 3,3-15,0 3,1-17,7  2,7-16,2 3,6-17,1

Korelacja Pear- 0,940 0,929 0,964 0,964 0,936 i prowadzenia hipoglikemii przy
sona uzyciu glukometréow. Ponadto,

% 1SO 96,6 95.1 91,0 99,5 633 wspomniana norma 1SO 15197

% TNO 94,2 91.0 818 96,1 477 dotyczy glukometrow przeznaczo-
% NACB/ADA 93,4 89,2 77,9 95,6 45,4 nych do samokontroli pacjentow
Prébki noworodkowe z niskimi stezeniami glukozy (n=15) Biosen z cukrzycg, w przypadku urzgdzen
Srednie stezenie 34 +12 34+13 28+10 28+12 3,0 £1,0 przeznaczonych do uzytku szpi-
glukozy [mmol/L] talnego nalezy oczekiwac wigkszej
Zakres [nmol/L] 3,4-1,2  14-68  12-48  13-62 16-5,7 doktadnosci. Wydaje sig, Ze dla glu-
Korelacja Pear- 0,965 0,951 0,939 0,959 kometréw POC, celem powinny by¢
sona nieco zapomniane rekomendacje

% ISO 93 93 100 100 ADA, wedtug ktorych nalezy dgzy¢
% TNO 93 86 100 100 do tego, aby blgd oznaczen przy

% NACB/ADA 87 86 93 100 uzyciu glukometréw nie przekra-

czat 10% w zakresie od 1,6 do 22,2
mmol/L (1987) a nawet 5% (1996).
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Wskazniki surowicze SERUM INDICES
w analizatorach cobas c i COBAS INTEGRA

B/

Testy wykonywane w laboratoriach moga by¢ obarczone btedami z powoddéw zawartosci
réznych substancji endo- i egzogennych w prébkach badanych. Zautomatyzowana,
obiektywna ocena wystepowania substancji interferujgcych pozwala na zwiekszenie
efektywnosci w procesie wykonywania badan w laboratorium w poréwnaniu z subiektywna,
wizualng interpretacja.

Zadaniem laboratorium jest dostarczanie prawdziwych warto$ci dla wynikéw badan

w oparciu o pomiar stezenia lub aktywnosci.

Niestety, wynik oznaczenia czesto obarczony jest wptywem substancji wptywajacych

na pomiar. Przyczyng wptywajaca na zafatszowany pomiar kolorymetryczny lub
turbidymetryczny moze by¢ znaczne stezenie hemoglobiny, bilirubiny lub lipemii
(triglicerydéw) w oznaczanej prébce.

Przyczyna podwyzszenia stezenia hemoglobiny, bilirubiny oraz triglicerydéw moga

by¢ rézne procesy chorobowe, ale takze w przypadku oznaczania triglicerydéw zbyt

krétka karencja pokarmowa (standardowo 12 godzin). Nie bez znaczenia jest wiasciwe
postepowanie w fazie przedanalitycznej oraz umiejetne pobieranie materiatu w celu
unikniecia np. hemolizy.

Hemoliza w surowicy krwi widoczna nieuzbrojonym okiem wystepuje przy stezeniu wolnej
hemoglobiny przekraczajacym 300 mg/L (18,8 mmol/L)".

Zéttaczka jest stanem, gdy stezenie bilirubiny w surowicy krwi przekroczy 2 mg/dl.
Lipemia jest definiowana jako zmetnienie prébki widoczne nieuzbrojonym okiem. Zwykle
wystepuje przy stezeniu triglicerydéw przekraczajagcym 300 mg/dL (>3,4 mmol/L), zalezy
ona takze od wielko$ci czastek lipidowych wystepujacych w prébce'.

W przypadku istniejacych watpliwosci czy dana prébka nadaje sie do dalszych analiz mozna
skorzysta¢ z narzedzia jakim sg wskazniki (indeksy) surowicze - Serum Indices.

Serum Indices (SI) stuza do ilo$ciowej oceny czynnikéw wptywajacych na ostateczny wynik
analizy. Dzigki instalacji funkcji Serum Indices w analizatorach z rodziny Roche/Hitachi
cobas ¢ oraz COBAS INTEGRA mozna oceni¢ hemolize (H), zéttaczke (1) oraz lipemie (L)
poprzez pomiar absorbancji z wykorzystaniem prébki badanej oraz 9% roztworu NaCl na
analizatorach Roche/Hitachi cobas c i na analizatorach COBAS INTEGRA. Do wyliczania
indekséw hemolizy H, zéttaczki | oraz lipemii L stuzg odpowiednie wzory. Oznaczenia
wskaznikéw surowiczych moga by¢ wykonane w jednostkach konwencjonalnych lub Sl.
Dla zautomatyzowania tego procesu, 9% roztwoér NaCl uzywany jest w postaci kasety
Serum Index Gen. 2, SI2 stojacej na pokfadzie analizatoréw.

POMIAR SI
Surowica lub osocze jest rozciericzane 0,9% NaCl (automatyczne przygotowanie),
a nastepnie dokonywany jest pomiar absorbancji w uktadzie 3 par dtugosci fal:

SI COBAS INTEGRA cobas ¢

Hemoliza (H) A1/A2= 629/583 nm A1/A2= 570/600 nm
Z6ttaczka (1) A/A2= 512/480 nm A1/A2= 480/505 nm
Lipemia (L) A1/A2 = 800/659 nm A1/A2= 660/700 nm

Analizator automatycznie wylicza z odpowiednich wzoréw wyniki H, I, L na podstawie
zmierzonej absorbanc;ji (rycina na nastepnej stronie).

12 LabForum Luty 2014



-- - NADH
Lipemia
Zottaczka/lkteria

Hemoliza

Absorbancja

’ ‘\ ~\
4
\

340 480 505 546 570 6(|)0 6(|50 7?0

zakr'es 2 zakr'es 3

Dtugosé fali sakres 1
JAK DOKLADNE SA WYNIKI INDEKSOW?
Oznaczenie hemolizy i z6ttaczki dobrze koreluje z jej stezeniem w prébce badanej. Indeks
lipemii (IL) jest mierzony w jednostkach lipemii i opiera sie na optycznym zachowaniu
substytutu ttuszczowego, jakim jest Intralipid® (liniowo$¢ do 2000 mg/dL). Indeks lipemii
w prébce wynika ze zmetnienia prébki, a nie ze stezenia triglicerydéw. Zwigzane jest to

z faktem, ze IL jest mierzony jako rozszczepienie $wiatta, ktére zalezy od rozmiaru czastek.

INTERPRETACJA WYNIKOW

Do oceny uzyskanych wynikéw Sl nalezy skorzystaé z rozdziatu ,,Ograniczenia - substancje
interferujgce” zawartego w kazdej ulotce metodycznej dla danego testu. Znajdujg sie tu
informacje o wptywie hemolizy, zéttaczki czy lipemii na wynik okre$lonego parametru.

W celu utatwienia interpretacji powyzsze dane sg dostepne takze w formie zbiorczej tabeli.

POSTEPOWANIE W PRZYPADKU PRZEKROCZENIA SI

Przekroczenie wartosci SI powinno wykluczyé prébke z analizy. W takiej sytuacji materiat
powinien by¢ ponownie pobrany. Sposéb postepowania indywidualnie ustala kazde
laboratorium. Nalezy uwzgledniaé takze wiek pacjenta, w przypadku prébek pochodzacych
np. od noworodkéw czy dzieci.

STOSOWANIE SI DO INNYCH NIZ SUROWICA | 0SOCZE PLYNOW
BIOLOGICZNYCH

W moczu, ptynie mézgowo - rdzeniowym i innych materiatach biologicznych nie zaleca sie
stosowania Sl, ze wzgledu na odmienno$¢ warunkéw spektrofotometrycznych.

Instalacja tej funkcji jest dostepna na zyczenie na analizatorach z rodziny Roche/Hitachi
cobas ¢ i COBAS INTEGRA.

Podsumowanie

Lipemia, Zéttaczka i hemoliza
stanowig powazny problem
analityczny, ktory dotyczy
zwlaszcza testow tzw. ,mokrej
chemii”. Wprowadzenie Indeksow
surowiczych pozwala na
oszacowanie ilosciowe substancji
interferujgcej i odrzucenie lub
zakwalifikowanie prébki do
dalszych pomiaréw. Tym samym
ograniczone zostang bledy
laboratoryjne, wynikajqgce z fazy
przedanalitycznej.

Pismiennictwo:

1. The Haemolytic, Icteric and
lipemic Sample ecommendations
Regarding their Recognition and
Prevention of Clinically Relevant
Interferences.Recomendations of
working group on preanaalitycal
variables of the German Society
of Clinical Chemistry and the
German Society for laboratory
Medicine. Lab Med vol.24 8/2000

Artykut przygotowany
na podstawie materiatow
wlasnych Roche Diagnostics.
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Witamina D: wytyczne
dla Europy srodkowej 2013 r.

B/

Pawet Ptudowski', Elzbieta Karczmarewicz', Danuta Chlebna-Soké¥, Justyna Czech-Kowalska’,
Romuald Debski*, Anna Dobrzaviska®, Edward Franek®, Piotr Gluszko®’, Jerzy Konstantynowicz®’,
Janusz B. Ksigzyk'™, Krystyna Ksiezopolska-Ortowska", Andrzej Lewinski'?, Mieczystaw Litwin®,
Roman S. Lorenc!, Jacek Lukaszkiewicz", Ewa Marcinowska-Suchowierska®, Andrzej Milewicz",
Waldemar Misiorowski", Michat Nowicki'®, Piotr Rozentryt"”, Piotr Socha®’, Bogdan Solnica?,
Mieczystaw Szalecki*?, Marek Talataj”, Michat A. Zmijewski**

1. Zaktad Biochemii, Radioimmunologii i Medycyny Do$wiadczalnej. Instytut ,Pomnik -
Centrum Zdrowia Dziecka”, Warszawa

2. Klinika Propedeutyki Pediatrii i Choréb Metabolicznych Kosci. Uniwersytet Medyczny
w todzi, tédz

3. Kilinika Neonatologii, Patologii i Intensywnej Terapii Noworodka. Instytut ,,Pomnik -
Centrum Zdrowia Dziecka”, Warszawa

4. |l Klinika Potoznictwa i Ginekologii. Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego,
Warszawa

5. Klinika Choréb Wewnetrznych, Endokrynologii i Diabetologii. Centralny Szpital
Kliniczny MSW, Zesp6t Kliniczno-Badawczy Epigenetyki Cztowieka, Instytut Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej, Polska Akademia Nauk, Warszawa

6. Klinika Reumatologii. Instytut Reumatologii, Warszawa

7. Krakowska Akademia im. Andrzeja Frycza Modrzewskiego, Krakéw

8. Klinika Pediatrii i Zaburzen Rozwoju Dzieci i Mtodziezy. Uniwersytecki Dziecigcy Szpital
Kliniczny, UMB, Biatystok

9. Instytut Ochrony Zdrowia, Paristwowa Wyzsza Szkota Zawodowa, Suwatki

10. Klinika Pediatrii i Zywienia. Instytut ,Pomnik - Centrum Zdrowia Dziecka”, Warszawa

11. Klinika Rehabilitacji Reumatologicznej. Instytut Reumatologii, Warszawa

12. Klinika Endokrynologii i Choréb Metabolicznych. Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki,
Uniwersytet Medyczny w todzi, £ 6dz

13. Klinika Nefrologii, Transplantacji Nerek i Nadci$nienia Tetniczego. Instytut ,,Pomnik -
Centrum Zdrowia Dziecka”, Warszawa

14. Zaktad Biochemii i Chemii Klinicznej. Warszawski Uniwersytet Medyczny, Warszawa

15. Klinika Medycyny Rodzinnej, Choréb Wewnetrznych i Choréb Metabolicznych Kosci.
Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, Warszawa

16. Katedra i Klinika Endokrynologii, Diabetologii i Leczenia Izotopami. Uniwersytet
Medyczny we Wroctawiu, Wroctaw

17. Klinika Endokrynologii. Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, Warszawa

18. Klinika Nefrologii, Hipertensjologii i Transplantologii Nerek. Uniwersytet Medyczny
w todzi, L6dz

19. Il Katedra i Oddziat Kliniczny Kardiologii. Slaskie Centrum Choréb Serca Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego, Zabrze

20. Klinika Gastroenterologii, Hepatologii i Zaburzen Odzywiania. Instytut ,Pomnik -
Centrum Zdrowia Dziecka”, Warszawa

21. Zaktad Diagnostyki. Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego, Krakéw

22. Klinika Endokrynologii i Diabetologii. Instytut ,Pomnik - Centrum Zdrowia Dziecka”,
Warszawa

23. Wydziat Nauk o Zdrowiu. Uniwersytet Jana Kochanowskiego, Kielce

24. Katedra i Zaktad Histologii. Gdanski Uniwersytet Medyczny, Gdansk
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WSTEP

Badania ostatnich lat wykazaty, ze deficyt witaminy D towarzyszy i jest coraz

cze$ciej postrzegany jako czynnik ryzyka takich choréb jak nowotwory', choroba
sercowo-naczyniowa“®, cukrzyca obydwu typéw’, nadci$nienie tetnicze'*'?, choroby
autoimmunologiczne™'®, choroby metaboliczne'®", infekcje zwigzane z niedoborami
odpornos$ci', oraz niektére choroby neurologiczne i schorzenia psychiatryczne™.
Badania epidemiologiczne dowodzg, ze deficyt witaminy D jest powszechny zaréwno

w Polsce, jak i wéréd mieszkancéw krajéw Europy Srodkowej?*-22. Mimo wytycznych na
temat suplementacji witaming D opracowanych w Polsce (rok 2009), na Wegrzech (rok
2012), w Niemczech, Austrii i Szwajcarii (rok 2012)?*%, w Stanach Zjednoczonych (przez
IOM - rok 2010 oraz przez Endocrine Society - rok 2011)?%, a takze przez International
Osteoporosis Foundation (rok 2010)? i wiele innych towarzystw naukowych, deficyt
witaminy D pozostaje wcigz powszechny we wszystkich przedziatach wiekowych,
stanowigc globalny problem zdrowia publicznego. Naturalng konsekwencja tej sytuac;ji
jest konieczno$¢ ciggtego uswiadamiania spoteczenstwu oraz Srodowisku medycznemu,
jaka role odgrywa witamina D i jak istotne jest wyréwnanie jej deficytu?®. W roku 2013
Zespot Ekspertéw, na podstawie systematycznego przegladu piSmiennictwa i krytycznej
dyskusji, opracowat i opublikowat w Endokrynologii Polskiej - czasopi$mie Polskiego
Towarzystwa Endokrynologicznego ,Wytyczne suplementacji witaming D dla Europy
Srodkowej - rekomendowane dawki witaminy D dla populacji zdrowej oraz dla grup ryzyka
deficytu witaminy D™°. Wytyczne suplementacji witaming D opracowano dla wszystkich
grup wiekowych populacji Europy Srodkowej. Okreslono réwniez kryteria diagnostyczne
charakteryzujace stan zaopatrzenia organizmu w witamine D oraz zalecenia dotyczace
maksymalnych bezpiecznych dawek (Tolerable Upper Intake Levels; upper limits [ULs])
dla populacji 0séb zdrowych.

ZALECENIA SUPLEMENTACJI WITAMINA D DLA POPULACJI 0SOB ZDROWYCH
1. Noworodki i niemowleta (0-12 miesiecy)
® Suplementacja witaming D powinna rozpocza¢ sie od pierwszych dni zycia, niezaleznie
od sposobu zywienia noworodka (pier$/mleko modyfikowane).
Suplementacja w dawce 400 1U/dobe (10,0 pg/dobe) do 6 miesigca zycia.
® 0Od 6 miesigca do 12 miesigca zycia suplementacja w dawce 400-600 IU/dobe (10,0-15,0
pg/dobe) zaleznie od podazy witaminy D w diecie.
. Dzieci i mlodziez (1-18 lat)
Suplementacja w dawce 600-1000 IU/dobe (15,0-25,0 ug/dobe), zaleznie od masy ciata,
w miesigcach wrzesien - kwiecien.
Suplementacja w dawce 600-1000 IU/dobe (15,0-25,0 pg/dobe), zaleznie od masy
ciata, przez caty rok, jesli nie jest zapewniona efektywna synteza skérna witaminy D
w miesigcach letnich.
. Dorosli (>18 lat) i seniorzy
® Suplementacja w dawce 800-2000 IU/dobe (20,0-50,0 pg/dobe), zaleznie od masy ciata,
w miesigcach wrzesien-kwiecien.
® Suplementacja w dawce 800-2000 IU/dobe (20,0-50,0 pg/dobe), zaleznie od masy
ciata, przez caty rok, jesli nie jest zapewniona efektywna synteza skérna witaminy D
w miesigcach letnich.
® Seniorzy (65+ lat) powinni otrzymywaé suplementacje w dawce 800-2000 |U/dobe

N
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“

(20,0-50,0 pg/dobe), zaleznie od masy ciata, przez caty rok, ze wzgledu na obnizong
efektywnos$¢ skérnej syntezy witaminy D.
4. Kobiety ciezarne i karmiace piersia

osteoporoza i gospodarka
wapniowo - fosforanowa:

Parametry oznaczane na analizatorach

® Kobiety, ktére planuja cigze, powinny rozpocza¢/utrzymaé suplementacje witaming

:—OCCrhoi-sLaps (CTx) D zgodr?ie z Wytyczn_ymi dla dorostych. Wiasciwa podaz witaminy D powinna byé
zapewniona przed cigza.

Osteokalcyna ® Suplementacja w dawce 1500-2000 IU/dobe (37,5-50,0 pg/dobe) powinna rozpoczaé sie

L nie pézniej niz od drugiego trymestru cigzy. Ginekolodzy/potoznicy powinni rozwazyé

PTH intact

PTH (1-84) 3gen.

Witamina 25(0OH)D

Kalcytonina

Wap# (Ca)

Fosforany (P)

Fosfataza zasadowa (ALP)

Kreatynina (Cr)

wigczenie suplementacji witaming D wkrétce po potwierdzeniu cigzy.

® Jedli to mozliwe, okresowe monitorowanie stezenia 25(0OH)D powinno by¢
wykonywane w celu doboru optymalnej dawki witaminy D i weryfikacji skutecznosci jej
suplementacji. Celem suplementacji witaming D jest uzyskanie i podtrzymanie stezenia
25(0OH)D wynoszacego 30-50 ng/ml (75-125 nmol/L).

ZALECENIA SUPLEMENTACJI WITAMINA D DLA GRUP RYZYKA DEFICYTU
WITAMINY D
1. Noworodki urodzone przedwczesnie
® Suplementacja witaming D powinna by¢ wigczona od pierwszych dni zycia (tak
wczesnie jak mozliwe jest zywienie enteralne).
Suplementacja w dawce 400-800 IU/dobe (10,0-20,0 pg/dobe) powinna byé¢ zapewniona
do momentu uzyskania wieku skorygowanego 40 tygodni; nastepnie: suplementacja
w dawce rekomendowanej noworodkom urodzonym o czasie.
. Otyle dzieci i otyla mlodziez
Suplementacja w dawce 1200-2000 1U/dobe (30,0-50,0 pg/dobe), zaleznie od stopnia
otyto$ci, w miesigcach wrzesien-kwiecien.
Suplementacja w dawce 1200-2000 1U/dobe (30,0-50,0 pg/dobe), zaleznie od stopnia
otytosci, przez caty rok, jesli nie jest zapewniona efektywna synteza skérna witaminy D
w miesigcach letnich.
. Otyli dorosli i otyli seniorzy
Suplementacja w dawce 1600-4000 IU/dobe (40,0-100,0 pg/dobe), zaleznie od stopnia
otytosci, przez caty rok.
Racjonalna ekspozycja skory na promieniowanie stfoneczne jest bezpieczna i poprzez
synteze skdrng stanowi dodatkowe zZrédto witaminy D.
4. Pracownicy nocnych zmian oraz ciemnoskére osoby doroste
® Suplementacja w dawce 1000-2000 IU/dobe (25,0-50,0 pg/dobe), zaleznie od masy
ciata, przez caty rok dla oséb dorostych o ciemnej skorze.
® Suplementacja w dawce 1000-2000 IU/dobe (25,0-50,0 pg/dobe), zaleznie od masy ciata,
przez caty rok dla oséb pracujacych na nocnych zmianach, z wyraZnie ograniczong
aktywno$cig dzienng (tj. zmniejszong szansg ekspozycji na promieniowanie UVB).

N

w

MAKSYMALNE DOPUSZCZALNE DOBOWE DAWKI WITAMINY D DLA
POPULACJI 0SOB ZDROWYCH

Panel Ekspertéw zdecydowat o przyjeciu maksymalnych dobowych dawek witaminy D
rekomendowanych przez European Food Safety Authority w dokumencie , Scientific opinion
on the Tolerable Upper Intake Levels of vitamin D for all relevant population groups™',

z wytgczeniem otytych dorostych i otytych senioréw.
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® Noworodki i niemowleta, 1000 IU/d (25,0 pg/d)

® Dzieci w wieku 1-10 lat, 2000 1U/d (50,0 pg/d)

® Dzieci i mtodziez w wieku 11-18 lat, 4000 IU/d (100,0 pg/d)

® Dorosli i seniorzy z prawidtowa masag ciata, 4000 1U/d (100,0 pg/d)
® Otyli doro$li oraz otyli seniorzy, 10 000 IU/d (250,0 pg/d)

® Kobiety cigezarne i karmigce piersig, 4000 1U/d (100,0 pg/d)

ZASADY LECZENIA PACJENTOW ZE ZDIAGNOZOWANYM DEFICYTEM
WITAMINY D

25(0H)D jako wskaznik zaopatrzenia organizmu w witamine D

Badania epidemiologiczne ujawnity istnienie korelacji miedzy stezeniem 25(0OH)D

w surowicy krwi a istotnymi parametrami klinicznymi. Zjawisko to ttumaczy sie szeroko
udokumentowanym wystepowaniem 25(0OH)D-1a.-hydroksylazy (CYP27B1) w wielu
tkankach i narzadach. Wtasciwe stezenie 25(0OH)D w surowicy zapewnia odpowiednia
podaz tego substratu nie tylko dla syntezy formy aktywnej hormonalnie - 1,25(0H),D

w nerkach, ale takze w wielu innych tkankach. Na stezenie 25(0OH)D jako metabolitu

o dtugim okresie péttrwania, ma wptyw efektywno$é drég suplementacji - syntezy skérnej
i absorpcji jelitowej witaminy D oraz proceséw katabolicznych. Stezenie 25(0H)D jest
uznawane za najlepszy wyktadnik zaopatrzenia organizmu w te witamine i informuje

o dostepnosci substratu do lokalnej syntezy aktywnego biologicznie 1,25(0H),D*. Stezenie
25(0OH)D w surowicy krwi wyraza sie w nanogramach na mililitr lub w nanomolach

na litr (1 ng/ml = 2,5 nmol/L). Standardem diagnostycznym sg metody umozliwiajgce
réwnoczesne oznaczenia 25(0H)D, i 25(0H)D, (25(0H)D CALKOWITA - TOTAL), z btedem
wewnatrzseryjnym <5% i migdzyseryjnym <10003233,

WSKAZANIA DO OZNACZANIA WITAMINY D

Przeprowadzone w Polsce badania wykazaty, ze deficyt witaminy D (stezenie

25(0H)D ponizej 20 ng/ml) wystepuje u 70% populacji?®?'. Przyczynami niedoboréw
witaminy D w zdrowej populacji sa: obnizenie syntezy skdrnej zwigzane z szerokos$cig
geograficzna, stylem zycia, uzywaniem filtréw UVB i procesami starzenia oraz
niedostateczna podaz witaminy D w diecie i suplementach zywnos$ciowych. Deficyt
witaminy D towarzyszy dysfunkcji watroby i nerek, zespotom uposledzonego trawienia
i/lub wchtaniania, otyto$ci, a takze bywajg konsekwencjg przewlektego leczenia
farmakologicznego (glikokortykosteroidy, leki przeciwpadaczkowe), a nieleczony znacznie
ogranicza efektywno$¢ terapii podstawowej?'. Wskazania do przynajmniej jednorazowego
oznaczenia 25(0H)D w surowicy krwi przedstawiono w Tabeli 1.

Nadwrazliwo$¢ na witamine D, czyli patologiczna odpowiedz na dawke bezpieczng ma
miejsce w niektdérych schorzeniach, w ktérych dochodzi do aktywacji 1o-hydroksylazy
(CYP27B1) i wzmozonej syntezy 1,25(0H),D, przetamujgcej bariere lokalng i powodujgcej
w konsekwencji znaczny wzrost stezenia kalcytriolu®. S to takie schorzenia jak:
sarkoidoza, ziarniniaki, pierwotna nadczynno$¢ przytarczyc oraz niektére nowotwory.

W schorzeniu wynikajagcym z defektu enzymu katabolizujgcego 1,25(0H),D (CYP24A1) czyli
Idiopathic Infantile Hypercalcemia czgsto przebiegajacym bezobjawowo, dochodzi w wieku
dojrzatym do wapnicy nerek®. Suplementacja witaming D w tych przypadkach powinna
by¢ szczegdlnie ostrozna i odbywac sie pod kontrolg stezenia 1,25(0OH),D w surowicy krwi.
W przypadku pacjentéw z zaburzeniami gospodarki wapniowo-fosforanowej suplementacje
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E/

witaming D nalezy prowadzi¢ kontrolujgc co 3 miesigce stezenia 25(0OH)D i podstawowych
parametréow gospodarki wapniowo-fosforanowe;.

Tabela 1. Wskazania do oznaczania stezenia 25(0H)D w surowicy

Krzywica, osteomalacja, bdle stawowo-miesniowe, idiopatyczna lub wtérna osteoporoza,
zlamania niskoenergetyczne

Zaburzenia gospodarki wapniowo-fosforanowej, niezaleznie od etiologii

Niedoczynno$¢ przytarczyc

Przewlekfa steroidoterapia (dawka prednizonu = 7 mg/dobe)

Test Terapia ketokonazolem
imunodiagnostyczny
- oznaczenie witaminy D

na paltformie cobas Terapia lekami antyretrowirusowymi

Terapia lekami przeciwdrgawkowymi

Zespoty uposledzonego trawienia i/lub wchtfaniania, w tym mukowiscydoza

Dtugotrwata dieta eliminacyjna, zaburzenia odzywiania, zywienie pozajelitowe

Przewlekta choroba nerek (stadium 3-5), stan po przeszczepieniu nerki

Przewlekta niewydolno$¢ watroby, cholestaza

Choroba ziarniniakowa

Choroby nowotworowe

Choroby uktadu krazenia, szczegdlnie nadcisnienie tetnicze

Choroby autoimmunizacyjne

Niektére infekcje, m.in. wirusowe zapalenie watroby typu C, nawracajace ostre infekcje
drég oddechowych

Choroby alergiczne (m.in. astma, atopowe zapalenie skéry)

Leczenie pacjentéw z potwierdzonym laboratoryjnie deficytem witaminy D
Pacjenci ze zdiagnozowanym deficytem witaminy D (Total 25(OH)D <20 ng/ml) powinni
otrzymywac lecznicze dawki witaminy D az do uzyskania stezenia optymalnego

30-50 ng/ml (Tabela 2).

Tabela 2. Ocena stanu zaopatrzenia organizmu w witamine D na podstawie
stezenia 25(0H)D w surowicy dla wszystkich grup wiekowych.

STEZENIE 25(0H)D

W SUROWICY DZIALANIE DO ROZWAZENIA
nmol/L ng/ml
Deficyt 0-50 0-20 Terapia deficytu
Stezenie >50-75 >20-30 Zwigkszenie/utrzymanie suplementacji
suboptymalne witaming D

Stezenie optymalne >75-125  >30-50 Utrzymanie suplementacji witaming D

Stezenie wysokie >125-250 >50-100 Utrzymanie/obnizenie dawek witaminy D

Stezenie >250 >100 Powstrzymanie sie od przyjmowania

potencjalnie witaminy D do momentu uzyskania

toksyczne stezenia 25(0OH)D w zakresie optymalnym

Poziom toksyczny >500 >200 Leczenie potencjalnych efektéw
toksycznych
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Terapia ciezkich i umiarkowanych deficytéw witaminy D ma na celu wysycenie wszystkich
kompartymentéw ciata substratem - 25(0OH)D do osiagniecia stezenia >30 ng/ml. Terapia
powinna trwac¢ nie krdcej niz 1 miesigc (optymalnie 1-3 miesigce). Uzyskanie stezenia
25(0OH)D >30 ng/ml po 3-6 miesigcach informuje o osiagnieciu pozadanego zaopatrzenia
organizmu w substrat niezbedny dla plejotropowego dziatania witaminy D.

PODSUMOWANIE

Suplementacja witaming D opiera sie na przyjeciu jednorodnych definicji oraz akceptaciji
wiasciwej terminologii w tej dziedzinie. Terminem ,witamina D” okre$lamy 2 zwigzki
nalezgce do grupy 9,10-sekosterydow, czyli ergokalcyferol (witamina D,) i cholekalcyferol
(witamina D,). Termin ,witamina D" nie dotyczy jednakze jej metabolitéw. Najczgstszym
btedem w rozwazaniach dotyczacych leczenia deficytu witaminy D jest mylne postrzeganie
kalcytriolu jako witaminy D. W leczeniu i profilaktyce deficytu witaminy D stosuje sie
ergokalcyferol (witaming D,), cholekalcyferol (witamine D) lub kalcyfediol [25(OH)D,], przy
czym kalcyfediol znajduje zastosowanie w leczeniu deficytu towarzyszacego schorzeniom
watroby oraz powiktan leczenia przeciwpadaczkowego i glikokortykosteroidoterapii.
Podawanie metabolitéw lub analogéw witaminy D, w tym alfakalcydiolu [1a.-(OH)D,],
kalcytriolu [10,25(0H),D,], parakalcytolu [19-nor-Ta. 25(0H),D, ], doksekalcyferolu [1o-(OH)
D,], oksakalcytriolu [22-oxa-10,,25(0H),D,] lub maksakalcytriolu [22-oxa-1a,25(0H),D,]
jest uznawane za leczenie hormonalne i nie ma wptywu na zaopatrzenie organizmu

w witamine D okres$lane stezeniem 25(0H)D w surowicy krwi. Deficyt witaminy D jest
powszechny w populacji Europy Srodkowej, a postepujaca zmiana trybu zycia (unikanie
stonica) oraz niska podaz tej witaminy w diecie dodatkowo pogtebiajg ten problem.
Szczegdlnej troski w aspekcie wyréwnania powszechnego u nich deficytu witaminy D
wymagaja osoby w okresie intensywnego wzrostu i rozwoju biologicznego, a wiec dzieci

i mtodziez w wieku 1-18 lat. Badania kliniczne z randomizacjg i kontrolowane placebo (RCT)
oraz metaanalizy dostarczajg wysokiej jako$ci dowoddw korzystnego dziatania witaminy

D gdy stezenie 25(0H)D w surowicy wynosi 30-50 ng/ml, a wiec zapewnia warunki dla
efektywnej syntezy hormonu 1,25(0H),D we wszystkich kompartymentach organizmu. Jest
to warunek konieczny do ujawnienia sie korzystnych efektéw klinicznych. Przy zalecanych
dawkach witaminy D nie odnotowano istotnego zagrozenia dziataniami ubocznymi,
natomiast coraz wiecej badan dokumentuje korzystne zmiany kliniczne prowadzace do
wzrostu odporno$ci organizmu oraz zmniejszenia ryzyka choréb sercowo-naczyniowych,
autoimmunologicznych, nowotworowych i mie$niowo-szkieletowych?®¢. Zesp6t Ekspertéw
rekomenduje regularng suplementacje witaming D poczawszy od pierwszych dni zycia az
do pdéznej starosci®® .

Deficyt witaminy D 25(0H)D <20ng/ml (<50 nmol/L)

Dawki zalecane w terapii (przez 1-3 miesigce):

® Noworodki: 1000 IU/dobe

® Niemowleta w wieku 1-12 miesiecy: 1000-3000 U/dobe

® Dzieci i mtodziez w wieku 1-19 lat: 3000-5000 1U/dobe

® Doroéli: 7000-10000 IU/dobe (zaleznie od wagi ciata) lub 50000 |U/tydzien

Badanie kontrolne 25(0OH)D powinno zostaé¢ wykonane po 3-4 miesigcach terapii,
a nastepnie w odstepach pétrocznych

Do rozwazania badania ALP, P, Ca oraz kalcuria (Ca/Cr) co 1-3 miesigce
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