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Zyczymy wyjgtkowych Swigt Bozego Narodzenia oraz wszelkiej pomyslnosci
i wielu sukcesow w nadchodzgcym Nowym Roku wraz z serdecznymi
podzigkowaniami za dotychczasowg wspétprace

Szanowni Panstwo,

Uprzejmie informujemy, ze firma Roche Diagnostics Roche wprowadzita do sprzedazy nowe
testy cobas HIV-1, HCV i genotypowanie HCV w krajach stosujacych oznakowanie CE.
Nowa generacja testéw do diagnostyki molekularnej wykorzystuje unikalne technologie
wykrywania dwdch regionéw HIV-1 oraz dwdch sond dla HCV. Wszystkie trzy testy

moga by¢ wykonane réwnoczes$nie w jednym przebiegu z uzyciem systemu cobas 4800,
umozliwiajgc wiekszg elastyczno$é w zarzadzaniu prébkami pacjentéw. W kolejnych
miesigcach zostanie wprowadzony test cobas HBV, ktéry uzupetni menu testéw do
monitorowania wiremii i genotypowania. t.gcznie z nowymi testami system cobas 4800
posiada 12 testéw IVD o udokumentowanej warto$ci medycznej, umozliwiajac laboratorium
dostarczanie wiarygodnych wynikéw do podjecia szybkich decyzji klinicznych.

Roche udostepnit takze druga wersje testu cobas® EGFR, ktory wykorzystuje

prébki osocza krwi lub tkanki do wykrywania 42 mutacji genu EGFR u pacjentéw

z niedrobnokomérkowym rakiem ptuca kwalifikowanych do leczenia inhibitorami kinazy
tyrozynowej. Walidacja testu do wykrywania mutacji w pozakomérkowym DNA nowotworu
krazacym w osoczu krwi obwodowej umozliwia badanie pacjentéw, u ktérych nie jest
mozliwe pobranie biopsji tkanki. Dodatkowo nowy test pozwala na pétiloSciowy pomiar
zmutowanego DNA w prébce osocza, umozliwiajac $ledzenie progresji nowotworu.

W biezacym numerze polecam lekturze Il cze$¢ rekomendac;ji dot. diagnostyki kobiet
w cigzy zakazonych parvowirusem B19, artykut na temat diagnostyki kity oraz oznaczen
wykonywanych poza laboratorium.

Zycze mitej lektury,
Z powazaniem

Tomas Petr

Spis tresci: wraz z zespotem RDP

Diagnostyka laboratoryjna zakazenia
parvowirusem B19 u kobiet w cigzy, cz. II 3

Sprostowanie:

Kila - powracajgcy problem 12 Redaktor naczelny LabForum, w zwigzku z publikacjg w numerze 63 artykutu pt ,,Zastosowanie testu
CINtec PLUS w wykrywaniu standw przednowotworowych raka szyjki macicy” autorstwa lek. Martyny
Trzeszcz informuje, iz wymieniony artykut zostat opublikowany bez ostatecznej korekty redakcyjnej

Oznaczenia wykonywane poza doktor Martyny Trzeszcz oraz w artykule zostaly umieszczone skréty i pogrubienia bez zgody autora
laboratorium (POCT) - rola diagnosty tekstu. Redaktor naczelny informuje takze, iz dr Maciej Mazurec petnit w odniesieniu do w/w artykutu
laboratoryjnego 18 role wylgcznie konsultanta ginekologicznego i nie jest wspétautorem tekstu.
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Diagnostyka laboratoryjna zakazenia
parvowirusem B19 u kobiet w ciazy, cz. I

1

Piotr Grabarczyk!, Aleksandra Kaliniska', Bogumita Litwiriska®, Marzena Debska’,
Zbigniew Celewicz*, Dorota Nowakowska®, Elzbieta Puacz®

Zespot autorow:
2. REKOMENDACJE DOTYCZACE PROWADZENIA DIAGNOSTYKI

LABORATORYJNEJ ZAKAZENIA PARVOWIRUSEM B19 U KOBIET W CIAZY I Instytut Hematologii

i Transfuzjologii w Warszawie
2.1. Zlecanie badania laboratoryjnego
2.1.1. Laboratorium diagnostyczne opracowuje, wdraza i stosuje procedure zlecania
badan laboratoryjnych oraz udostepnia formularz zlecenia badania laboratoryjnego
zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia o standardach jako$ci w medycznym

2 Narodowy Instytut Zdrowia
Publicznego - Panistwowy
Zaktad Higieny w Warszawie

laboratorium diagnostycznym. Laboratorium diagnostyczne wykonujace badania
dostarcza zleceniodawcy formularz zlecenia badania laboratoryjnego oraz przekazuje
informacje dotyczace sposobu pobierania materiatu do badan, jego przechowywania

i transportu, a nastepnie zleceniodawca potwierdza pisemnie zapoznanie si¢ z nimi.
2.1.2. Laboratorium diagnostyczne prowadzi dokumentacje medyczng (w tym zlecenia
badan laboratoryjnych), przechowuje i przetwarza zgodnie z przepisami dotyczacymi
dokumentacji medyczne;j.

2.2. Pobieranie i przygotowanie materiatu do badan laboratoryjnych

2.2.1. Nalezy $cisle przestrzega¢ zalecen producentéw odczynnikéw, probéwek
i systeméw pobran stosowanych do pozyskania materiatu do badan (stosowanych
antykoagulantéw) oraz parametréw wirowania. Systemy stuzace do pobierania prébek

3 II Klinika Potoznictwa
i Ginekologii Centrum
Medycznego Ksztatcenia
Podyplomowego, Pracownia
Diagnostyki Prenatalnej
Szpitala Bielariskiego
w Warszawie

4 Klinika Medycyny Matczyno-

pochodzace od réznych producentéw réznig sie miedzy soba, dlatego przestrzeganie
warunkéw postepowania z materiatem biologicznym moze mie¢ istotny wptyw na
uzyskane wyniki.

2.2.2. W przypadku badan serologicznych nalezy pobiera¢ krew na skrzep (najlepiej

do probdwki prézniowej z zelem separujacym, ktdrg trzeba odwirowac) i przesta¢ do
laboratorium wykonujacego badanie. Laboratorium diagnostyczne informuje, jaka
objetos$¢ probki jest wymagana, uwzgledniajac: 1/ wymagania producenta stosowanego
testu, 2/ potencjalne powtdrzenie badania w przypadku uzyskania niewaznego

wyniku badania oraz 3/ dostepno$¢ materiatu (objeto$¢ krwi pobranej od dziecka/
ptodu powinna byé mniejsza niz od osoby dorostej). W przypadku braku dostepu do
prébki surowicy dopuszcza sie wykonanie badania w osoczu (krew pobrana na EDTA
w systemie zamknietym).

2.2.3. Krew na badania molekularne nalezy pobieraé na skrzep wytgcznie do probéwek
prézniowych z zelem separujgcym w systemie zamknietym i przestaé¢ po odwirowaniu.
Otwarcie probéwek powinno nastapi¢ dopiero w laboratorium diagnostycznym
wykonujacym badanie z zachowaniem najwyzszych procedur chronigcych prébki

przed zanieczyszczeniem. Takie postepowanie zmniejsza ryzyko kontaminacji na

etapie przedanalitycznym i ogranicza prawdopodobieristwo otrzymania wynikéw
fatszywie dodatnich. Dopuszcza sig¢ wykonanie badania w osoczu, przy czym nalezy
stosowaé probéwki z antykoagulantem - EDTA. Nie wolno pobieraé krwi do probéwek
z antykoagulantami bedacymi inhibitorami PCR (np. z heparyng). Objeto$¢ pobranego
materiatu powinna uwzglednia¢ czynniki podane w pkt. 2.2.2.

W przypadku zlecenia na wykonanie badania serologicznego i molekularnego w jednej
prébce pacjenta nalezy wytacznie pobiera¢ krew (na skrzep lub EDTA) do probdwek
prézniowych.

2.2.4. Probéwka z pobranym materiatem powinna zawiera¢ nastepujace dane pacjenta:
1/ imie i nazwisko, 2/ PESEL, 3/ date pobrania lub 4/ kod paskowy.

Plodowej i Ginekologii
Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego w Szczecinie

5 Klinika Medycyny Matczyno-

Plodowej i Ginekologii
Instytutu Centrum Zdrowia
Matki Polki w Lodzi,

III Katedra Ginekologii

i Potoznictwa Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi
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2.3. Transport materiatu do badan
2.3.1. Informacje dotyczace pobierania materiatu do badan, jego przechowywania
i transportu.
Nalezy pamietad, iz rodzaj badanego materiatu (surowica lub osocze), system pobierania
i transport muszg by¢ zawsze zwalidowane ze stosowanym testem diagnostycznym
w celu unikniecia btedéw przedanalitycznych oraz zapewnienia wiarygodnych wynikéw
zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 23.03.2006 w sprawie standardéw
jakosci dla medycznych laboratoriéw diagnostycznych i mikrobiologicznych [Dz.U. nr 61
poz. 435 z p6zn. zm.]. Warunki i czas transportu pobranej krwi musza spetnia¢ zalecenia
laboratorium diagnostycznego wykonujacego badania, patrz pkt. 2.1.1.
2.3.2. Materiat do badan laboratoryjnych jest traktowany jako potencjalnie zakazny
i musi by¢ przestany do laboratorium zgodnie z zasadami transportu tego typu materiatu.
W skrécie - szczelny pojemnik z materiatem biologicznym powinien by¢ umieszczony
w wiekszym pojemniku zabezpieczajacym przed zgnieceniem i zawierajagcym absorbent
wchtaniajgcy materiat biologiczny w przypadku ewentualnego uszkodzenia probdéwki.
Ten pojemnik nalezy nastepnie umiesci¢ w opakowaniu oznakowanym , materiat
zakazny” z odpowiednimi wktadami chtodzgcymi umozliwiajgcymi zachowanie
wymaganej temperatury w czasie transportu.

2.4. Przyjmowanie materiatu do badan
2.4.1. Laboratorium opracowuje, wdraza i stosuje procedury przyjmowania,
rejestrowania i oznakowania materiatu do badan.
2.4.2. Laboratorium sprawdza zgodno$¢ danych ze zlecenia z oznakowaniem materiatu
oraz przydatno$¢ materiatu do badania.
2.4.3. W przypadku stwierdzenia przez laboratorium niezgodno$ci otrzymanego
materiatu z wymaganiami dotyczacymi pobierania, transportu lub innych
nieprawidtowos$ci powodujacych, ze materiat nie moze by¢ wykorzystany do badania
pracownik zgtasza ten fakt kierownikowi laboratorium lub osobie przez niego
upowaznionej, ktérzy w razie potwierdzenia niezgodno$ci moga zakwalifikowa¢ materiat
jako niezdatny do badania i odméwié wykonania badania. Odmowe wykonania badania
odnotowuje sie w dokumentac;ji. Dalsze postepowanie laboratorium uzgadnia ze
zleceniodawca.
2.4.4. | aboratorium prowadzi dokumentacje dotyczacg sposobu postepowania
z materiatem biologicznym przed i po wykonaniu badania. W przypadku archiwizacji
prébek uwzglednia sie miejsce, czas oraz temperature ich przechowywania.

2.5. Wymagania dotyczace stosowanej aparatury i testow diagnostycznych
2.5.1. Do diagnostyki medycznej in vitro nalezy stosowaé wyroby medyczne,
tj. aparature i testy diagnostyczne spetniajgce wymagania okre$lone w ustawie
o wyrobach medycznych. W zwigzku z powyzszym aparatura i odczynniki muszg
posiada¢ deklaracje zgodnosci z dyrektywa 98/79/EC. Tego rodzaju dokument,
jak réwniez inne certyfikaty renomowanych instytucji zajmujacych sie ochrong
zdrowia (np. FDA) stuza potwierdzeniu jako$ci produktu, w tym przeznaczonego do
laboratoryjnych badan markeréw zakazenia B19V.
2.5.2. Stosowane testy diagnostyczne powinny spetnia¢ wymagania zasadnicze
okreslone przez Ministra Zdrowia. Powyzsze musi by¢ potwierdzone wpisem do bazy
danych o wyrobach medycznych przeznaczonych do uzywania w Rzeczpospolitej
Polskiej prowadzonej przez Urzad Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wyrobdéw
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Medycznych i Produktéw Biobdjczych. Prezes tego urzedu udziela informacji
publicznej o zawartos$ci bazy na wniosek zainteresowanego podmiotu (np. wytwarcy,
dystrybutora czy laboratorium), stad zaleca sig weryfikacje czy ustugodawca spetnia
wymagania gwarantujgce jako$¢ oferowanego produktu.

2.5.3. Stosowanie testéw PCR wytworzonych przez laboratorium (typu home-made)
jest mozliwe wytgcznie po przeprowadzeniu petnej walidacji metody ze szczeg6lnym
uwzglednieniem czutosci i swoistosci.

cobas z 480
- system do wykrywania

2.5.4. Wyroby medyczne (aparaty i/lub odczynniki) powinny by¢ wtasciwie BISV metodg PCR
dostarczone, prawidfowo zainstalowane i utrzymywane oraz uzywane zgodnie w czasie rzeczywistym
(RT PCR)

z przewidzianym zastosowaniem, a uzytkownik jest obowigzany do przestrzegania

instrukcji uzytkowania. Badania nalezy wykonywac i interpretowac ich wyniki zgodnie

z instrukcja wytworcy testow diagnostycznych.

2.5.5. Wymagania dotyczace testéw wykrywajacych DNA parvowirusa B19

Badania metodami biologii molekularnej charakteryzujg si¢ bardzo wysoka czuto$cia

i wykorzystywane sa do wykrywania DNA parvowirusa B19 w surowicy lub osoczu.

Niektdre testy sa dopuszczone do wykonywania badan w petnej krwi oraz ptynie

owodniowym.

2.5.5.1. Do wykrywania DNA B19V zaleca si¢ stosowanie metody iloSciowej. Ten
rodzaj badania umozliwia odréznienie przewlektego zakazenia relatywnie
czestego w populacji, zazwyczaj charakteryzujacego sie niskg zawartoscig DNA
(<10* IU/ml), ktéremu nie towarzysza objawy kliniczne od zakazenia w ostrej fazie
z wysokim stezeniem DNA i wspoétwystepujacymi objawami chorobowymi.

2.5.5.2. Czuto$¢ analityczna testu oraz wynik badania powinny by¢ wyrazane
w jednostkach migdzynarodowych na mililitr (IU/ml). Taki sposéb
charakteryzowania testu oraz wyrazania wyniku umozliwia zaréwno poréwnywanie
testéw, jak i wynikéw uzyskiwanych réznymi testami w réznych laboratoriach.

2.5.5.3. Test stosowany do wykrywania DNA B19V musi wykrywaé wszystkie znane
genotypy wirusa (1-3) z takg samg czuto$cia. Czuto$¢ analityczna wykrywania form
polimorficznych wyrazona w 95% LOD (/imit of detection - granica wykrywalno$ci)
w IU/ml musi by¢ potwierdzona przez wytwdrcy testu odpowiednimi dokumentami.
Ocena czutosci analitycznej i okreslenie wykrywalno$ci genotypéw 1-3
parvowirusa B19 dokonywane sg poprzez badanie specjalnie zaprojektowanego
panelu rozcienczen standardu miedzynarodowego o $cisle okreslonym stezeniu
parvowirusa B19 wyrazonym w jednostkach miedzynarodowych.“4!

2.5.5.4. W przypadku monitorowania DNA-emii B19V konieczne jest analizowanie
tego samego rodzaju materiatu biologicznego (np. tylko surowicy lub tylko petnej
krwi) ze wzgledu na réznice stezenia B19V w réznych materiatach klinicznych.
Stezenie DNA B19V jest najwyzsze w petnej krwi, nizsze w surowicy i osoczu.*?
Poréwnanie wynikéw uzyskanych w prébkach jednocze$nie pobranych od
zakazonej matki i ptodu wykazuje wiekszg DNA-emie, o kilka rzedéw wielko$ci, we
krwi zakazonego ptodu anizeli we krwi matki.

2.5.5.5. Nalezy stosowac¢ wytacznie testy wyposazone w kontrole wewnetrzna
(IC - internal control). W przypadku uzyskania wyniku negatywnego IC konieczne
jest wdrozenie postepowania wskazanego przez producenta testu.
Analiza wynikéw kontroli wewnetrznej pozwala na ocene prawidtowos$ci wykonania
catego badania - od ekstrakcji kwaséw nukleinowych po uzyskanie wyniku

Grudzien 2015 LabForum 5



“

reakcji RT PCR. Taka procedura umozliwia wykluczenie obecno$ci w badanej
prébce inhibitoréw reakcji enzymatycznych zachodzacych w trakcie procedury
diagnostycznej. Wykonanie badania rozcieniczonej prébki (eluatu otrzymanego
w procesie ekstrakcji kwasow nukleinowych) umozliwia identyfikacje zakazenia
i okre$lenie rzeczywistego poziomu DNA w przypadku otrzymania wyniku fatszywie
ujemnego B19V przy réwnoczes$nie uzyskanym wyniku ujemnym IC. Takie wyniki
spowodowane sg wysoka wiremig B19V.
2.5.5.6. W przypadku kazdego wyniku, a zwfaszcza ujemnego nalezy przeprowadza¢
analize krzywej fluorescencji. Takie dziatanie umozliwia identyfikacje wynikéw
fatszywie ujemnych bedgcych nastepstwem wiremii przekraczajacej gérny prog
liniowosci testu ilosciowego.®
2.5.5.7. Laboratorium jest zobowigzane do wykonywania minimum 100 badan
ilosciowych DNA B19V na rok w celu zapewnienia wymaganej jakosci
wykonywanych badan molekularnych.
2.5.5.8. Nalezy Scisle zachowa¢ procedury ograniczajgce kontaminacje. Zalecenie
to podyktowane jest specyfika metody PCR, ktdra z jednej strony polega na
namnazaniu fragmentéw genomu wirusa, z drugiej za$ na ich detekcji. Dodatkowo,
w przypadku B19V istnieje znaczace prawdopodobienstwo badania prébek ze
skrajnie wysoka wiremia.
W szczegdlnos$ci wskazane jest wykonywanie ekstrakeji kwaséw nukleinowych
i przygotowywanie reakcji RT PCR oraz jej przeprowadzanie w termocyklerze
w réznych pomieszczeniach (oddzielenie w czesci preamplifikacyjnej
i postamplifikacyjnej). Réwniez wazne jest stosowanie rekawiczek beztalkowych
(talk zwieksza ryzyko przeniesienia amplikonéw), a takze dekontaminacja
powierzchni przy pomocy roztworéw podchlorynu sodu (bielinki) lub preparatéw
typu DNA-away oraz naswietlanie pomieszczen lampami UV. Nalezy stosowa¢
wytacznie drobny sprzet jednorazowego uzytku (m.in. koncéwki z filtrem do pipet,
probowki, pipetki).
2.5.6. Wymagania dotyczace testéw wykrywajacych przeciwciata skierowane
przeciwko parvowirusowi B19
W przypadku badan serologicznych bardzo istotna jest jako$¢ stosowanych testéw
diagnostycznych. Polskie do$wiadczenia wykazaty, ze uzywanie nieodpowiednich testéw
prowadzi do otrzymywania wiekszej liczby wynikéw fatszywych/nieinformatywnych.
W doborze odpowiednich testéw pomocne jest $ledzenie aktualnego piSmiennictwa
naukowego, w ktérym na podstawie badan prowadzonych w niezaleznych o$rodkach
naukowych publikowane sg analizy dotyczace charakterystyki/poréwnania dostepnych
na rynku zestawdw do oznaczania przeciwciat anty-B19V.*®
2.5.6.1. Przy wyborze testu nalezy bra¢ pod uwage swoisto$¢, czuto$¢ oraz
powtarzalno$¢ i odtwarzalno$¢ uzyskiwanych wynikéw. Jest to bardzo istotne
w badaniu przeciwciat klasy IgVl, ktére sg markerem ostrego zakazenia.
2.5.6.2. W przypadku badania przeciwciat klasy IgG, wynik iloSciowy pomaga
w réznicowaniu zakazenia przewlektego i niedawno przebytego.
2.6. Zapewnienie jakosci badan laboratoryjnych
2.6.1. Laboratorium diagnostyczne prowadzi wewnetrzng kontrole jako$ci badan
i uczestniczy w zewnetrznej kontroli jakosci zgodnie z rozporzadzeniem Ministra
Zdrowia co najmniej raz w roku.
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2.6.2. Kierownik laboratorium lub wyznaczony przez niego pracownik odpowiada za
prowadzenie wewnetrznej kontroli jako$ci oraz uczestnictwo w programach zewnetrzne;j
oceny jako$ci laboratorium diagnostycznego.
2.6.3. Dokumentacja kontroli jakosci badan jest przechowywana przez okres 20 lat
zgodnie z przepisami dotyczacymi dokumentacji medyczne;.

2.7. Algorytm postepowania diagnostycznego oraz ogdlne zasady interpretacji

wynikow cobas z 480 .
. . . . S ) . - system do wykrywania
2.7.1. Diagnostyka zakazenia parvowirusem B19 u kobiet w cigzy winna taczy¢ badania: BI9V metodg PCR
swoistych przeciwciat, zaréwno klasy IgG jak i IgM, metodami immunoezymatycznymi w czasie rzeczywistym
(RT PCR)

oraz DNA B19V metodami biologii molekularne;.
2.7.2. Sposéb prowadzenia laboratoryjnej diagnostyki zakazenia B19V u kobiet w cigzy
zostat przedstawiony na Schemacie 1.

A A @ Algorytm postepowania
Etap. I. Badanie markerow serologicznych diagnostycznego u kobiet w ciazy

+ + + * z podejrzeniem zakazenia
parvowirusem B19

IgM () IgM (+) IgM (+) IgM ()
IgG () IgG () IgG (+) IgG (+)
brak zakazenia zakazenie

aktualne zakazenie lub

wynik fatszywie dodatni przewlekte

lub brak zakazenia

v v v

Etap I1. Badanie DNA B19V (RT PCR)

v v

lub okienko
serologiczne

DNA B19V (5) DNA B19V (+)
brak zakazenia zakazenie

v '

(w tym takze
w okienku
serologicznym)

przewlekte

2.7.2.1. W sytuacji, kiedy
przeciwciata anty-B19V nie sa wykrywane w surowicy kobiety ciezarnej jedynym
instrumentem diagnostycznym potwierdzajgcym infekcje jest badanie metoda
molekularng. Ma to szczegdlne znaczenie u kobiet krétko po ekspozycji na
zakazenie - w okienku serologicznym. Badanie przeciwciat anty-B19V nalezy
wykonywacé nie wczesniej niz 2 tygodnie po kontakcie z osobg zakazona, np.
z rumieniem zakaznym.

2.7.2.2. W przypadku wykrycia przeciwciat anty-B19V klasy IgM badz jednocze$nie IgM
i IgG badanie RT PCR pozwala potwierdzi¢ aktualng infekcje, a tym samym moze
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by¢ pomocne w podjeciu decyzji co do dalszego postepowania terapeutycznego.
Swoistos¢ pierwotnego wyniku dodatniego w klasie IgM musi by¢ potwierdzona
wykryciem DNA B19V lub/i udokumentowaniem serokonwersji.

2.7.2.3. Wobec wykrytych przeciwciat anty-B19V klasy IgG u kobiety cigzarnej aktualng
infekcje mozna wykluczy¢ wykonujgc badanie metodg molekularng. W przypadku
potwierdzenia obecnosci DNA B19V wynik badania ilo§ciowego pomaga
rozstrzygna¢ czy mamy do czynienia z zakazeniem, do ktérego doszto w ciggu
ostatnich kilku miesiecy czy tez z zakazeniem przewlektym.
W Tabeli | przedstawiono charakterystyke markeréw wirusologicznych B19V u kobiet
w cigzy zakazonych parvowirusem B19 (dane IHiT, 2014 r). WSrdd 30 cigzarnych
najwigkszy odsetek stanowity pacjentki z jednocze$nie wykrytymi przeciwciatami
klasy IgM i IgG, mniejszy ze specyficznymi przeciwciatami jednej lub drugiej klasy.
W przedstawionych przypadkach badanie metodg molekularng potwierdzito
zakazenie, a ilosciowy wynik byt pomocny w ocenie przebiegu/fazy infekcji. Dwa
przypadki (6,7%), gdzie jedynym markerem byto DNA wirusa ilustruja znaczenie
metod biologii molekularnej w diagnostyce zakazenia u kobiet cigzarnych bez
wykrywalnych przeciwciat.

Tabela I. Markery wirusologiczne u kobiet ciezarnych w momencie
zdiagnozowania zakazenia B19V (IHiT, 2014 r.)

Markery serologiczne N (%) Srednie stezenie DNA B19V [IU/ml]
IgM () 19G () 2(6,7) 7,2x10°
IgM (+) I9G () 1(33) 5,8x107
IgM (#) 1gG (+) 20 (66,7) 7,9x10°
IgM () I9G (+) 7(23,3) 9,6x10°

Zaréwno obserwacje dotyczace pacjentéw, jak i zdrowych dawcéw krwi wykazuja,
ze DNA B19V po okresie bardzo wysokiej wiremii moze utrzymywac sie na niskim,
jednak wcigz wykrywalnym poziomie we krwi przez wiele lat. Takiej przewlekfej
infekcji z niskim stezeniem DNA, ktdra jest w petni kontrolowana przez uktad
odpornosciowy zazwyczaj nie towarzyszg objawy kliniczne i nie wymaga ona
leczenia.'325:4445
2.7.3. Postepowanie diagnostyczne u ptodéw z podejrzeniem zakazenia parvowirusem
B19 powinno opiera¢ sig na badaniu RT PCR.
Wiremie u ptodu mozna okre$li¢ jedynie na podstawie badania krwi ptodu uzyskanej
droga kordocentezy (naktucie zyty pepowinowej pod kontrolg USG). Zabieg
kordocentezy jest dziataniem inwazyjnym i jest obarczony okoto 1% ryzykiem powiktan.
Wskazaniem do kordocentezy moze by¢ podejrzenie niedokrwisto$ci u ptodu, ale zabieg
ten jest réwniez wykonywany z innych wskazan, na przyktad w celu oceny kariotypu
ptodu. Po potwierdzeniu niedokrwisto$ci rozpoczyna sig leczenie transfuzjami
doptodowymi specjalnie do tego celu przygotowanych KKCZ (krwinki O Rh minus,
niereagujace z surowicg matki, filtrowane, napromieniane).
Ze wzgledu na niedojrzato$¢ uktadu immunologicznego ptodu, zwtaszcza w pierwszej
potowie cigzy, podstawg diagnostyki zakazenia u ptodu nie jest ocena przeciwciat, ale
bezposrednie wykrywanie wirusa. W przypadku wykrycia przeciwciat klasy IgG u ptodu
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nie ma mozliwo$ci potwierdzenia czy zostaty one wytworzone przez ptéd czy ich
obecnos$¢ jest wynikiem biernego przeniesienia przeciwciat matki przez bariere
tozyskowa. Obecne we krwi matki przeciwciata anty-B19V nie zawsze sg wykrywane we
krwi ptodu, co $wiadczy o wybidrczym transporcie przeciwciat neutralizujgcych przez
tozysko. W Tabeli Il przedstawiono trzy przypadki zdiagnozowania przeniesienia
zakazenia B19V od matki na ptéd za pomocg metody RT PCR. Poréwnano status
markerdéw serologicznych zakazenia B19V u kobiety ciezarnej i ptodu. We wszystkich

cobas z 480

- system do wykrywania

przypadkach u ptodu obserwowano wiremie wyzsza o przynajmniej dwa rzedy wielko$ci BI9V metodg PCR
w poréwnaniu do matki. w czasie rzeczywistym
(RT PCR)

Tabela Il. Potwierdzenie przeniesienia zakazenia B19V od matki na ptéd metoda
RT PCR oraz poréwnanie statusu serologicznych markeréw diagnostycznych
u kobiet ciezarnych i ptodéw (IHiT, 2014 r.)

N Matka Plod
;
st DNA B19V DNA B19V
e g el [U/mi] lgG gV [U/mi]
1 (+) Q)] 2,1x107 Q)] ) 2,3x10°
2 © @ 4,3x10* O O 1,7x108
3 “@ @ 8,6x10° O O 3,9x108

2.7.4. W sytuacji wystgpienia powiktan u ptodu monitorowanie DNA-emii B19V moze
by¢ pomocne w podjeciu decyzji o postepowaniu leczniczym, np. podaniu transfuzji
doptodowej czy immunoglobulin.*
2.8. Formutowanie, interpretacja i wydawanie wynikéw
2.8.1. Formularz sprawozdania z badan parvowirusa B19 musi by¢ zgodny
z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 21 grudnia 2010 r. w sprawie dokumentac;ji
medyczne;j.
2.8.2. Wyniki badania markeréw zakazenia B19V musza by¢ autoryzowane przez
diagnoste laboratoryjnego posiadajacego odpowiednia specjalizacje lub/i co najmnie;j
dwuletnie do$wiadczenie w tej dziedzinie diagnostyki lub lekarza bedacego jednoczesnie
diagnosta laboratoryjnym czy tez posiadajacego wiedze i umiejetnosci w zakresie
wykonywania czynnos$ci diagnostyki laboratoryjnej uzyskanych w ramach specjalizacji
zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 11.12.2012 roku w sprawie wykazu
specjalizacji uprawniajacych lekarza do samodzielnego wykonywania czynno$ci
diagnostyki laboratoryjnej w medycznym laboratorium diagnostycznym [Dz.U. 2012 poz.
1420] i posiadajacego co najmniej dwuletnie do$wiadczenie w tej dziedzinie diagnostyki.
W przypadku badan DNA B19V osoba autoryzujgca wynik powinna legitymowac sie
dos$wiadczeniem w diagnostyce molekularnej wiruséw.
2.8.3. Interpretacja uzyskanych wynikéw badan przeciwciat anty-B19V klasy IgM i IgG
oraz formutowanie wyniku na sprawozdaniu muszg by¢ zgodne z zaleceniami producenta
dostepnymi w ulotce zatgczonej do testu. Wyniki majg format jako$ciowy lub ilo$ciowy
(wyrazane sg w jednostkach na mililitr [U/ml]) i interpretowane sg w nastepujacy sposéb:
* dodatni (+) (odpowiednio w klasie IgM lub 1gG) - co oznacza: stwierdzono obecno$¢
przeciwciat (odpowiednio w klasie IgM lub 1gG),
* ujemny (-) - nie stwierdzono obecnosci przeciwciat (odpowiednio w klasie IgM lub
IgG),
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* watpliwy (+/-) (odpowiednio w klasie IgM lub IgG) - przeciwciata na granicy
warto$ci wyniku dodatniego i ujemnego (odpowiednio w klasie IgM lub IgG).
Wynik ilo$ciowy najlepiej wyraza¢ w jednostkach miedzynarodowych, gdyz wéwczas
mozliwe jest poréwnanie rezultatow badan réznymi testami oraz interpretowanie
ich w oparciu o pis§miennictwo $wiatowe postugujace sie tymi samymi jednostkami.
W przypadkach stosowania innych jednostek te same warto$ci moga by¢
nieporéwnywalne.

2.8.4. Wyniki badan ilosciowych DNA B19V muszg zawiera¢ informacje o rodzaju

badanego materiatu, a takze musza by¢ podawane w jednostkach migdzynarodowych

[IU/ml]. Sg one interpretowane w nastepujacy sposéb:

* wykryto DNA B19V - obecny parvowirus B19 we krwi kobiety cigzarnej - warto$¢
stezenia podana w IU/ml (aktualne zakazenie B19V - poziom DNA pomaga
w rozstrzygnieciu czy mamy do czynienia z zakazeniem toczacym sie od niedawna
czy ma ono charakter przewlekty),

* nie wykryto DNA B19V - brak parvowirusa B19 we krwi kobiety cigzarnej (brak
aktualnego zakazenia B19V).

2.8.5. Formularz sprawozdania z badania laboratoryjnego moze by¢ przekazany

w formie elektronicznej z zachowaniem wymagan prawnych.

2.8.6. Medyczne laboratorium diagnostyczne archiwizuje wyniki przez czas okreslony

w przepisach dotyczacych dokumentaciji medycznej [rozporzadzenie Ministra Zdrowia

z dnia 21 grudnia 2010 r. w sprawie dokumentacji medycznej].

W Tabeli Il dodatkowo przedstawiono postepowanie diagnostyczne w sytuacji

szczegolnej - gdy badanie DNA B19V nie jest dostepne.

2.9. Postepowanie w przypadku stwierdzenia zakazenia B19V u kobiety w ciazy
2.9.1. W przypadku stwierdzenia zakazenia (patrz Schemat 1, Tabela IIl) na sprawozdaniu
z badania nalezy umies$ci¢ komentarz "Pacjentka w cigzy, u ktérej potwierdzono zakazenie
powinna zostac¢ skierowana do osrodka potozniczego na lll poziomie referencyjnosci w celu
przeprowadzenia dalszej specjalistycznej diagnostyki oraz monitorowania dobrostanu
ptodu”. W o$rodku potozniczym na lll poziomie referencyjnos$ci ptéd bedzie monitorowany
w kierunku objawéw niedokrwisto$ci poprzez wykonanie badania ultrasonograficznego,
w tym MCA-PSV (zazwyczaj 1 raz w tygodniu az do 20 tygodnia po ekspozycji).

2.9.2. Prenatalne podejrzenie niedokrwistosci u ptodu postawione na podstawie

nieprawidtowych przeptywdw w tetnicy srodkowej mézgu ptodu (MCA PSV - wzrost MCA

PSV > 1,5 krotno$ci mediany - MoM) z towarzyszacym lub nie obrzekiem pfodu) jest

wskazaniem do pobrania krwi ptodu. U ptodéw monitorowanych z powodu podejrzenia

zakazenia/infekcji B19V pobiera sie prébke krwi w celu oznaczenia parametréw
morfologicznych (stezenie hemoglobiny, liczba ptytek krwi oraz retikulocytéw) oraz
wykonania badania DNA B19V i potwierdzenia przeniesienia zakazenia B19V od matki

do ptodu. Dalsze postepowanie uzaleznione jest od stanu ptodu i wynikéw badan

laboratoryjnych. Najczesciej, w przypadku niedokrwisto$ci spowodowanej zakazeniem

B19V wystarczajacym postepowaniem jest jedna - dwie transfuzje doptodowe. Istotnym

czynnikiem rokowniczym wydaje sie by¢ liczba erytroblastéw we krwi obwodowej,

poniewaz wysoka erytroblastoza wskazuje na mozliwo$¢ samoistnej regeneracji ukfadu
czerwonokrwinkowego. U ptoddw z ciezkim obrzekiem uogdlnionym, kardiomegalig oraz

z objawami niewydolnos$ci serca mozna dodatkowo rozwazy¢ leczenie wspomagajgce

digoksyna.
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Tabela lll. Zasady interpretacji wynikéw badania markerow serologicznych
zakazenia B19V u kobiet w ciazy oraz dalsze postepowanie diagnostyczne w przy-
padku braku dostepu do badania DNA B19V

IgM IgG Wstepna interpretacja Dalsze postepowanie diagnostyczne w przy-
wyniku padku braku dostepu do badania DNA B19V

(sytuacja szczegdlna)

Brak zakazenia, pacjentka  Wykluczenie/potwierdzenie zakazenia -
nie przechodzita zakazenia powtdrzenie za 2 tygodnie badania
lub wczesny etap zakazenia swoistych IgM i IgG
(okienko serologiczne)
Wczesny etap zakazenia Potwierdzenie zakazenia - powtdrzenie za
+ - miesiac badania swoistych IgM i IgG
(powinny pojawi¢ sie IgG)

Woczesny etap zakazenia Potwierdzenie zakazenia - powtdrzenie za
miesigc badania swoistych IgM i IgG w celu

* * obserwacji serokonwersji (zanik IgM przy
wzroscie stezenia IgG)
Aktualne zakazenie lub Brak mozliwosci wykluczenia/potwierdzenia
o +  zakazenie przebyte w prze- zakazenia bez wykonania badania DNA
sztosci B19V

2.9.3. Kobiety ciezarne leczone z powodu powaznych nastepstw parwowirozy u ptodu
powinny znajdowac sie pod $cistym nadzorem lekarskim, poniewaz obrzek uogdlniony
ptodu moze stanowi¢ zagrozenie dla kobiety w cigzy w mechanizmie rozwoju tzw.
zespotu lustrzanego (,mirror syndrome”).”” Wystgpienie objawdéw tego zespotu u kobiety
cigezarnej przy utrzymywaniu sie objawéw u ptodu (obrzeki uogdlnione, w kraicowym
stadium niewydolno$¢ oddechowo-krazeniowa) stanowi zagrozenie zycia i jest uwazane
za wskazanie do zakoriczenia cigzy niezaleznie od okresu cigzy.

3. PODSUMOWANIE

Parvowirus B19 jest patogenem, ktéry u os6b immunokompetentnych rzadko wywotuje

grozne powikfania poinfekcyjne. Kobiety w cigzy sg narazone na ryzyko wystgpienia

powiktan, ktére stanowig istotne zagrozenie dla ptodu. Prawidtowa diagnostyka

zakazenia parvowirusem B19V (metodami serologicznymi i molekularnymi) polega na

badaniu swoistych przeciwciat oraz na ilo$ciowej ocenie DNA wirusa we krwi. W sytuac;ji

braku dostepu do metod biologii molekularnej potwierdzenie ostrego zakazenia

w przypadku wyniku dodatniego w klasie IgM wymaga kolejnego oznaczenia metodami
immunoenzymatycznymi oraz udokumentowania serokonwersji. Potwierdzenie przeniesienia

zakazenia u ptodu winno by¢ oparte na badaniu DNA parvowirusa B19. Réwniez wazne jest

monitorowanie zakazenia B19V metodg RT PCR przy wskazaniach do kontrolowania obrazu

klinicznego czy skuteczno$ci leczenia ptodu.

Ze wzgledu na ryzyko powaznych powiktan, wtacznie z zagrozeniem dla zycia ptodu,

ostateczny wynik potwierdzajacy zakazenie zawsze powinien zawiera¢ komentarz

wskazujacy na konieczno$é wykonania dalszej specjalistycznej diagnostyki i objecia kobiety Pismiennictwo dostgpne
w cigzy odpowiednia opiekg medyczna. w redakcji
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Kita — powracajacy problem
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WSTEP

Kita to choroba przenoszona gtéwnie droga ptciowa, ktérag wywotuje kretek blady
(Treponema pallidum) wykryty w 1905 r. przez Schaudinna i Hoffmanna. Treponema
pallidum jest Gram-ujemna spiralng bakterig o niezwykle ubogim metabolizmie i czasie
replikacji wynoszacym od 23 do 33 godzin. Patogen jest wrazliwy na wysoka
temperature, wysuszenie oraz srodki antyseptyczne np. mydto. Tym samym poza
organizmem gospodarza szybko ginie. Diagnostyke zakazenia komplikuje fakt, ze
dotychczas nie opracowano metody hodowli Treponema pallidum, a jedynym naturalnym
gospodarzem bakterii jest cztowiek.!

Do zakazenia dochodzi prawie wytacznie przez kontakt seksualny z osobg chorg na kite.
Rzadziej zakazenie moze nastgpi¢ wewnatrzmacicznie (zakazenie dziecka przez chorg
matke) lub poprzez kontakt z zakazonym materiatem biologicznym w czasie transfuzji, przy
przeszczepieniu organéw. Znane sg tez przypadki zakazenia w czasie kontaktu powtok
ciata z zakazonym materiatem biologicznym, np. oséb pracujacych w laboratorium, lekarzy
badajacych chorych ze zmianami.?

Zakazenie kretkiem bladym dzieli sie na wczesne (do 2 lat od zakazenia), gtéwnie
manifestujgce sie zmianami skérnymi i $luzéwkowymi oraz pézne (powyzej 2 lat od
zakazenia), na obraz ktérego, obok zmian skérnych sktadajg si¢ miedzy innymi objawy

ze strony uktadu nerwowego i krazenia. W kile wczesnej wyrdznia sie kite | okresu,
kiedy mozna stwierdzi¢ tzw. objaw pierwotny, czyli owrzodzenie bedgce miejscem
whnikniecia kretkéw do organizmu, wystepujacy najczesciej na narzadach ptciowych i kite
Il okresu objawiajaca sie osutkami na skérze, stanowigcymi przejaw obecnosci kretkéw

w krwioobiegu. Warto podkresli¢, ze w przebiegu zakazenia miedzy okresami, w ktérych
pacjent prezentuje objawy wystepujg okresy bezobjawowe (nawrotowo$é przebiegu), co
oznacza, ze chory moze miec kite p6zng i nie manifestowac objawdw klinicznych (tzw. kita
utajona pézna). Co najbardziej interesujace, choroba nieleczona moze ulec samowyleczeniu
bez konsekwenc;ji dla pacjenta, ale moze tez postepowacé skrycie lub skapoobjawowo
prowadzac do powaznych i zwykle nieodwracalnych zmian narzadowych.?

EPIDEMIOLOGIA

Kita nadal stanowi istotny problem epidemiologiczny. Swiatowa Organizacja Zdrowia
szacuje, ze rocznie na $wiecie dochodzi do okoto 11 milionéw nowych zachorowan.
0d2000 roku odnotowano istotny wzrost zachorowar na kite zaréwno w krajach
europejskich jak i Ameryce Pétnocnej, gdzie choroba ta szerzy sie gtéwnie w $rodowiskach
homoseksualnych oraz wérdéd oséb zakazonych ludzkim wirusem niedoboru odpornosci
(HIV).2

Pod koniec lat 60-tych wspétczynnik zapadalnos$ci na kite w Polsce wynosit 52
zachorowania na 100 tys. ludnosci, co uznano za epidemie choroby. W latach 90-

tych wspétczynnik ten zmniejszyt sie niemal 15-krotnie. W Polsce od 2006 roku
wspoétczynnik zapadalno$ci na kite utrzymuje sie na wzglednie statym poziomie i wynosi
ok. 2-3 przypadki na 100 tys. ludno$ci. Biorgc jednak pod uwage, ze wzrasta liczba
przypadkéw kity wrodzonej (w 2012 roku az 36 osdb), liczba chorych z kitg nabyta moze
by¢ niedoszacowana.?

POLSKA SYFILIDOLOGIA
W dzisiejszych czasach badania diagnostyczne w kierunku kity mozna wykonaé¢ w Polsce
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w kazdym wojewddztwie, a leczeniem zajmuja sie zwykle o$rodki dermatologiczne.
Najwazniejszy jednak wktad w obecng organizacje diagnostyki i leczenia choréb
przenoszonych drogg pfciowa, w tym kity, ma Parnistwowy Instytut Wenerologiczny

w Warszawie (obecnie Katedra Dermatologii i Wenerologii Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego). Instytut zostat powotany w 1949 r. i petnit role krajowego osrodka
referencyjnego w dziedzinie wenerologii. Zadaniem tej jednostki byto miedzy innymi
opracowywanie metod zwalczania choréb wenerycznych, ze szczegélnym uwzglednieniem
dziatan edukacyjnych.*

Duze zastugi na polu diagnostyki przyniosta dziatalno§¢ Os$rodka Diagnostyczno-
Badawczego Choréb Przenoszonych Drogg Piciowa w Biatymstoku zatozonego w 1959
roku, gdzie prowadzono badania naukowe nad patogenezg, diagnostyka i leczeniem
zakazenia kretkiem bladym, oparte takze na modelu kity doswiadczalnej. W latach
sze$C€dziesiatych powstata w tym os$rodku pierwsza w Polsce pracownia odczynu
immobilizacji kretkéw bladych , czyli tzw. odczyn Nelsona-Mayera (TPl - Treponema
pallidum immobilization), ktéra istnieje do chwili obecnej. W o$rodku opracowano
takze technologie produkcji odczynnikéw do odczynu FTA i FTA-ABS: antygen kretkowy
(Treponema pallidum szczep Nicholsa), ultrasonat kretkow niepatogennych (Treponema
phagedenis szczep Reitera) oraz surowica przeciw ludzkim gamma-globulinom znakowana
fluoresceina. W 1977 roku Ministerstwo Zdrowia i Opieki Spotecznej wydato pozwolenie na
produkcje odczynnikéw na potrzeby placéwek diagnostycznych w catym kraju. Wytwarzane
do chwili obecnej odczynniki posiadaja deklaracje zgodno$ci i oznakowane sg znakiem

CE. Produkcja ich jest zgodna z Dyrektywa 98/79/WE w sprawie wyrobéw medycznych
uzywanych do diagnozy in vitro. ®

DIAGNOSTYKA KILY

Jak wspomniano, dotychczas nie opracowano metod hodowli kretka bladego.

Stad diagnostyka kity opiera sie przede wszystkim na wykrywaniu przeciwciat
produkowanych w przebiegu zakazenia. Dotychczas w diagnostyce zakazenia kretkiem
bladym nie dowiedziono przewagi innych metod diagnostycznych (tj. gtéwnie metod
biologii molekularnej) nad badaniami serologicznymi. W kile pierwszego okresu, zwigzanej
z wystepowaniem objawu pierwotnego (owrzodzenia) wyniki badan serologicznych

moga by¢ ujemne. Rekomendowang metoda diagnostyczng sg wéwczas tzw. badania
bezposrednie (patrz nizej).5

W DIAGNOSTYCE KILY WYKORZYSTUJE SIE NASTEPUJACE BADANIA:

Badania bezposrednie (wykrywanie obecnosci kretkdw bladych):

1. Metoda ciemnego pola widzenia- poszukiwanie kretkéw bladych w zmianach skérnych
i $luzowych (metoda zasadniczo majgca zastosowanie w kile | okresu)

2. Metoda immunofluorescencji bezposredniej - barwienie rozmazu ze zmian skérnych na
szkietku przeciwciatami przeciwkretkowymi z fluoresceing

3. Preparaty histologiczne wycinkéw zmienionych chorobowo tkanek- impregnacja
kretkéw srebrem, immunofluorescencyjnie lub immunohistochemicznie.

4. RIT (rabbit infectivity testing) - badanie zakaZzno$ci materiatu pobranego od chorego na
krélikach doswiadczalnych

5. PCR (polymerase chain reaction) - amplifikacja kretkowego DNA, w prébkach
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pochodzacych ze zmian skdrnych, §luzéwkowych, krwi, ptynu mézgowo- rdzeniowego,
ptynu owodniowego oraz narzadéw (metoda o wysokiej czuto$ci w przypadku kity

| okresu i niewystarczajgcej diagnostycznie czuto$ci w przypadku pézniejszych
okresow Kity i materiatu innego niz wymaz ze zmian skérnych lub Sluzéwkowych)

Badania posrednie -serologiczne ( wykrywanie przeciwciat przeciwkretkowych):
1. Odczyny niekretkowe (klasyczne, nieswoiste, kardiolipinowe)
*  RPR (rapid plasma reagin)
= VDRL (Veneral Disease Resarch Laboratory)
. USR (unheated serum reagin)
2. Odczyny kretkowe (swoiste)
= FTA (fluorescent treponemal antibody test)
= FTA-ABS (fluorescent treponemal antibody absorption test)
(IgM FTA-ABS, 19S-IgM FTA-ABS)
= TPHA (Treponema pallidum haemagglutination assay)
= TPl (Treponema pallidum immobilization test), odczyn Nelsona i Mayera
= TPPA (Treponema pallidum particle agglutination test)
= EIA (enzyme immunoassay)
. CIA (chemiluminescence Immunoassay)
. Immunobloting (Western-blott lub Immunoblot)

Aktualnie postepowanie diagnostyczne (ale tez lecznicze) reguluja wytyczne przygotowane
przez europejska IUSTI (International Union Against Sexually Transmitted Infections)

i amerykariskg CDC (Center for Disease Control and Prevention) - organizacje zajmujace
sie problematyka choréb przenoszonych droga ptciowa.

Zgodnie z wytycznymi IUSTI i CDC standardem diagnostycznym w kile sg obok obrazu
klinicznego badania serologiczne krwi. Do rozpoznania kity niezbedne jest stwierdzenie
pozytywnego wyniku co najmniej jednego odczynu niekretkowego i pozytywnego wyniku co
najmniej jednego odczynu kretkowego w surowicy krwi chorego.®

Jako odczyny niekretkowe zaleca sie testy: RPR lub VDRL, ktérych wyniki nalezy
podac iloSciowo, tzn. w postaci miana stwierdzanych przeciwciat, np. 1:16, 1:32 itd. Testéw
RPR i VDRL, ze wzgledu na odmienng metodyke nie nalezy poréwnywa¢ pomiedzy
soba. Miano odczynu RPR lub VDRL sprzed rozpoczecia leczenia jest szczegblnie waznym
wynikiem diagnostycznym, poniewaz skuteczno$¢ zastosowanej terapii ocenia sie

w oparciu o obnizenie miana odczynu RPR lub VDRL w poréwnaniu do warto$ci sprzed
rozpoczecia leczenia. Rekomenduje sie, aby badania RPR i VDRL w procesie diagnostycznym
i monitorowaniu efektéw leczenia wykonywac w tym samym laboratorium.

Jako odczyny kretkowe zaleca sie testy: TPHA, FTA-ABS oraz testy EIA i inne
immunochemiczne, ktére wykrywaja zaréwno przeciwciata klasy IgM jak i IgG,
skierowane przeciwko Treponema pallidum. Co istotne, zaréwno IUSTI i CDC nie
rekomenduja juz testu FTA w diagnostyce kity. Odczyny kretkowe wykrywajace przeciwciata
w klasie IgM sg szczegdlnie zalecane do diagnostyki kity wrodzonej (ij. kity u dziecka
z matek chorych na kite) i bardzo wczesnych zakazen, w przypadku ktérych pozostate
odczyny moga by¢ jeszcze ujemne.’

Obecne standardy zalecajg aby do badan przesiewowych uzy¢ testéw kretkowych, co
umozliwi identyfikacje zaréwno oséb chorych, jak i tych wczesniej leczonych z powodu kity
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lub leczonych niewystarczajgco. Nalezy pamigta¢, ze odczyny kretkowe moga by¢ dodatnie
przez wiele lat, po skutecznym leczeniu.®

Na rycinie ponizej przedstawiono schemat postepowaniadiagnostycznego:

SCHEMAT POSTEPOWANIA DIAGNOSTYCZNEGO - NOWE WYTYCZNE

Przypadek pierwszy: Przypadek drugi:
Odczyn kretkowy Odczyn kretkowy
(test przesiewowy) dodatni (test przesiewowy) dodatni
Odczyn niekretkowy Odczyn niekretkowy
(potwierdzenie) dodatni (potwierdzenie) ujemny

l l

Rozpoznanie kity

drugi test kretkowy, inny
niz zastosowany w badaniu
przesiewowym

l l

ujemny
dodatni 1) Nie wymaga interwencji (CDC)
Czy pacjent byt wczesniej leczony 2) Zaleca sie wykonanie testu
z powodu Kity ? potwierdzenia np. FTA-ABS,
Immunoblot (IUSTD).

I

TAK NIE
Nie wymaga leczenia Nalezy leczy¢

DIAGNOSTYKA KILY W SZPITALU UNIWERSYTECKIM W KRAKOWIE

Pracownia Serologii Kity Szpitala Uniwersyteckiego (SU) w Krakowie rozpoczeta
dziatalno$¢ w 1999 r. Obecnie badania z zakresu serologii kity sa wykonywane

w Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Inmunodiagnostyki Zaktadu Mikrobiologii Szpitala
Uniwersyteckiego w Krakowie.

Panel wykonywanych testéw diagnostycznych w kierunku kity zostat na przestrzeni lat
znacznie poszerzony. Aktualnie w pracowni sg wykonywane odczyny RPR, VDRL (w ptynie
maézgowo-rdzeniowym), oraz odczyn ELISA wykrywajacy przeciwciata klasy IgM i IgG anty-
Treponema pallidum. W najblizszym czasie planowane jest wprowadzenie badania technika
Immunoblottu. Testy diagnostyczne wykonywane sg na zlecenie lekarzy zoddziatéw
klinicznych szpitala, w tym gtéwnie dermatologii, choréb zakaznych, potoznictwa

Grudzien 2015 LabForum 15



E/

i neonatologii. Systematycznie zwigksza sig tez liczba badan odptatnych.
Takze w ostatnich latach znaczaco wzrosta liczba badan diagnostycznych w kierunku kity

wykonywanych w Zaktadzie Mikrobiologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie (ryc. 2).

Stwierdzono np. czterokrotny wzrost liczby wykonanych w 2015 roku odczynéw TPHA
@ Wykaz badan . iU do roku 2012

w Pracowni Biologii Molekularnej W porownaniu do roku ’

i Immunodiagnostyki za okres

marzec 2012 do czerwiec 2015r.

Przedstawiono ilo§¢ wykonanych
. . 250 TPHA
badan w kierunku Treponema
pallidum przy zastosowaniu
odczynu kretkowego (swoistego) 200
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PRZYPADKI KLINICZNE

Przyktad nr 1.

W styczniu 2014 roku do Zaktadu Mikrobiologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie
zgtosit sie 22-letni pacjent, ktéry badania w kierunku kity wykonat odptatnie (wyniki
jak w tabeli 1). Nastepnie pacjent zgtosit sie pod koniec lutego 2014 roku do poradni
przyklinicznej Oddziatu Klinicznego Dermatologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie

w zwigzku z owrzodzeniem w rowku zazotednym. Wywiad ujawnit przygodny, bez
zabezpieczenia kontakt seksualny w grudniu 2013 roku. Wyniki badan serologicznych
przedstawiono w tabeli 1. U chorego rozpoznano kite | okresu i rozpoczeto leczenie

penicyling prokainowa. Pacjenta poddano nastepnie kontroli klinicznej i serologicznej
(wyniki kolejnych badan w tabeli 1).

Tab.1. Wyniki badan laboratoryjnych pacjenta nr 1

Odczyn Styczen 2014 Luty 2014 Maj 2014 Maj 2015
RPR Ujemny Dodatni 1/32 Dodatni 1/4 Ujemny
VDRL Stabo dodatni (+) - - -
TPHA Ujemny Dodatni Dodatni Dodatni
Ujemny Dodatni 106,25 . Dodatni 60,24
ELISA IgG 14,70 U/ml uw/mi Dodatni 53,41 U/ml RU/ml
ELISA IgM Stabo Dodatni Dodatni Ujemny Ujemny
16 LabForum

Grudzien 2015



E/

Komentarz do przypadku nr 1: W styczniu 2014 roku pacjent wykonat badania bez
konsultacji lekarskiej, przypuszczalnie w zwigzku z przygodnym kontaktem seksualnym

w grudniu 2013 roku. W bardzo wczesnych stadiach zakazenia w pierwszej kolejnosci
wykrywa sie przeciwciata anty-T.pallidum w klasie IgM. W petnoobjawowych przypadkach
pozytywne sg juz zwykle wszystkie odczyny, tj. zaréwno niekretkowe jak i kretkowe.
Po skutecznym leczeniu miano odczynu niekretkowego powinno ulec obnizeniu, a po
odpowiednio dtugim okresie czasu odczyn ten ulega negatywizacji. Odczyny kretkowe,
za wyjatkiem przeciwciat anty-T.pallidum w klasie IgM po leczeniu kity pozostajg dodatnie
do konca zycia.

Przyktad nr 2.

W marcu 2014 roku do poradni przyklinicznej Oddziatu Klinicznego Dermatologii Szpitala
Uniwersyteckiego w Krakowie zgtosit sie 28-letni pacjent z powodu osutki wystepujacej
od 2 tygodni na ciele, wyrazniej zaznaczonej na bocznych powierzchniach tutowia. Obraz
kliniczny budzit podejrzenie kity, co potwierdzity wykonane badania diagnostyczne (tabela
2). U pacjenta rozpoczeto leczenie penicyling, a nastepnie chorego poddano badaniom
kontrolnym. W grudniu pacjent ponownie zgtosit si¢ do poradni bez terminu, podajac
ponowny przygodny, bez zabezpieczenia kontakt seksualny. W wykonanych badaniach
stwierdzono wzrost miana odczynu RPR z wartos$ci Vs (wrzesiefi 2014) do wartoSci
1/16 (grudzien 2014) i 1/64 (styczen 2015). U pacjenta rozpoznano reinfekcje (ponowne
zakazenia) i ponownie wtgczono leczenie penicyling, a nastepnie poddano okresowym
kontrolom.

Tab.2. Wyniki badan laboratoryjnych pacjenta nr 2.

Czerwiec Wrzesien Grudzien ’ Kwiecien
Odczyn Marzec 2014 2014 2014 2014 Styczen 2015 2015
RPR Dodatni 1/32 Dodatni 1/8  Dodatni 1/4 Dodatni 1/16 Dodatni 1/64 Dodatni 1/4
TPHA  Stabo dodatni (+) Dodatni Dodatni Dodatni Dodatni Dodatni
ELISA Dodatni Dodatni Dodatni Dodatni Dodatni Dodatni
IgG >200RU/ml >200RU/ml 143.80RU/ml 60,24RU/ml  >200RU/ml  >200RU/ml
EIIS';&A Dodatni Dodatni Ujemny Ujemny Ujemny Ujemny

Komentarz do przypadku nr 2: W przypadku reinfekcji wiekszo$¢ pacjentéw nie
rozwija objawéw klinicznych. Wzrasta natomiast miano odczynéw niekretkowych. Odczyny
kretkowe nie majg znaczenia w diagnozowaniu reinfekcji.

PODSUMOWANIE

Kita stanowi nadal istotny problem epidemiologiczny. Mimo ogromnego postepu wiedzy

medycznej, diagnostyka tej choroby nieustannie opiera sie na badaniach serologicznych.

Laboratoria oferujgce takie badania powinny dysponowaé¢ mozliwo$cig wykonania co

najmniej jednego odczynu niekretkowego i co najmniej dwdch odczynéw kretkowych.

W wielu przypadkach diagnostyka kity jest duzym wyzwaniem, stad niezmiernie wazna jest Pismiennictwo dostgpne
wspotpraca miedzy laboratorium, a lekarzem zlecajgcym badania diagnostyczne. w redakcji
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Oznaczenia wykonywane poza laboratorium
(POCT) - rola diagnosty laboratoryjnego

“

Krystyna Sztefko Prof. dr hab. n.med. Zaktad Biochemii Klinicznej Instytutu Pediatrii Uniwersytet
Jagielloniski Collegium Medicum, Krakow

W opiece medycznej nad pacjentem wykorzystuje sie oznaczenia laboratoryjne wykonywane

w laboratoriach dziatajgcych wedtug obowiazujacych przepiséw. W ostatnich latach obserwuje
sie ogromny wzrost liczby wykonywanych badarn i zwigzanych z nimi wydatkéw. Wzrost kosztéw
dotyczy nie tylko podstawowych badar biochemicznych czy hematologicznych, ale réwniez stale
wprowadzanych do algorytmdw klinicznych nowych biomarkerdw i badan z zakresu biologii
molekularnej czy genetyki. Zapotrzebowanie rynku ustug medycznych na badania laboratoryjne
to nie tylko zapotrzebowanie na réznorodne oznaczenia. Coraz cze$ciej czas oczekiwania na
wyniki nie satysfakcjonuje odbiorcéw wynikéw - lekarzy i pacjentéw. Dla lekarza opiekujacego
sie pacjentem krytycznie chorym podejmowanie decyzji klinicznych w oparciu o wyniki
laboratoryjne wykonywane w czasie rzeczywistym to jeden z wazniejszych elementdw opieki.

Z kolei dla pacjentéw mozliwo$¢ uzyskania wyniku w trakcie wizyty u lekarza lub mozliwo$¢
oznaczenia danego parametru w domu i konsultacja tego wyniku z lekarzem drogag elektroniczng
czy telefoniczna to nie tylko ogromny komfort ale takze poczucie lepszej opieki medycznej

i bezpieczenstwa. Trudno sie dziwi¢, ze wraz z postepem technologii coraz wigcej badan
laboratoryjnych wykonuije sie poza laboratorium, ktére okreslane sg jako badania wykonywane
w miejscu opieki nad pacjentem (POCT, point of care testing).

W miejscu opieki nad pacjentem (POC, point of care) oznaczane sg réznorodne parametry
biochemiczne w oparciu o proste metody laboratoryjnej (np. wizualny odczyt paska przy analizie
ogdlnej moczu), testy kasetkowe (np. test ciazowy) czy proste urzadzenia (np. oznaczanie
stezenia glukozy na glukometrach). Wykorzystywane sg takze catkowicie zautomatyzowane
analizatory np. do oznaczania parametréw réwnowagi kwasowo-zasadowe;j, elektrolitéw czy
oksymetrii. Urzadzenia dla POCT sg coraz fatwiejsze w obstudze lub wrecz bezobstugowe, maja
coraz mniejsze rozmiary i sg odporne na prace w réznych warunkach. Postep technologiczny
POCT jest tak ogromny, Ze parametry niemozliwe do oznaczenia dzi§ nawet w specjalistycznych
laboratoriach jutro moga by¢ mierzone przy t6zku pacjenta i bedg torowac¢ droge dla nowych
opcji terapeutycznych lub nowych modeli opieki nad pacjentem. Perspektywy POCT wzbudzajg
entuzjazm lekarzy i pacjentéw. Prostota wykonania analizy powoduje, Ze pojawia sie pokusa
swobodnego zamieniania oznaczer laboratoryjnych wykonywanych w centralnych laboratoriach
na POCT. Podejmowanie takich dziatarn w sposéb bezkrytyczny nie powinno mie¢ miejsca,
bowiem coraz czesciej w literaturze fachowej pojawiajg sie pytania o jako$¢ oznaczen POCT.
Zadawane sg pytania o poréwnywalno$¢ wynikéw badar POCT z wynikami uzyskiwanymi

w laboratorium o uznanej wiarygodno$ci. W pi$miennictwie podkre$la sig brak nadzoru
merytorycznego ze strony laboratorium w zakresie kalibracji urzadzen POC, wykonywanie badan
bez kontroli jakosci i niezbednych procedur koniecznych do utrzymania aparatury w ciggtej
gotowosci do pracy. Brakuje tez odpowiednich procedur dla POCT. W Polsce nie ma w tym
zakresie uregulowan prawnych. Nie ma procedur dotyczacych postepowania przedanalitycznego,
analitycznego i poanalitycznego w systemie POCT. Z powodu nieprecyzyjnych regulacji prawnych
duze zastrzezenia budzi takze prowadzenie dokumentacji oznaczen wykonywanych w miejscu
opieki nad pacjentem i praktycznie brak archiwizacji wynikéw. Brakuje réwniez odpowiednich
szkolen dla personelu wykonujacego oznaczenia POCT.

Ogromny postep w zakresie mozliwo$ci wykonywania analiz w miejscu opieki nad pacjentem,
zwiekszenie efektywnosci klinicznej i polepszenie opieki nad pacjentem musi przebiega¢
réwnolegle z zapewnieniem odpowiedniej jakosci i wiarygodnos$ci wynikéw oznaczen. Kazda
metoda analityczna, bez wzgledu na rodzaj urzadzenia, w ktérym jest wykorzystywana,

powinna by¢ we wtasciwy sposdb kalibrowana i powinna mie¢ zapewniony system kontroli
jakosci. Wiekszo$¢ urzadzen dziatajgcych obecnie w systemie POC ma wbudowany system
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wewnetrznej kalibracji lub tez wykorzystywane sg réznorodne paski kalibracyjne. We
wspétczesnym elektronicznym $wiecie prawie wszyscy zdaja sobie sprawe, ze kazde urzadzenie
pomiarowe wymaga kalibracji, wymaga punktu ,,odniesienia”. Nie wszyscy jednak sg $wiadomi,
ze jednorazowo ustawione urzadzenie czy metoda nie daje gwarancji wiarygodnos$ci pomiaru

i zawsze niezbedna jest kontrola jako$ci, bowiem btedy moga pojawiac sie w kazdej fazie procesu
diagnostycznego, réwniez w przypadku POCT. W ostatnich dwdch dekadach swiadomosé lekarzy
i pielegniarek dotyczaca znaczenia POCT wzrasta i na podstawie wiasnych do$wiadczen widza
potrzebe prowadzenia kontroli jako$ci. Obserwuije sie nawet coraz wieksze zaangazowanie

w zapaobieganie btedom przedanalitycznym.

Prowadzenie kontroli urzadzen pracujgcych w systemie POC wedtug rygorystycznych wytycznych
obowigzujacych dla laboratoriéw jest praktycznie niemozliwe. Podstawowg trudnoscig jest
rozproszenie urzgdzen i ogromna liczba operatoréw wykonujgcych oznaczenia, ktdrzy najczesciej
nie majg zadnego do$wiadczenia w prowadzeniu kontroli jako$ci i nie rozumiejg potrzeby jej
prowadzenia. Personel medyczny skoncentrowany jest na pacjencie a nie na utrzymywaniu
urzadzen w nalezytej gotowosci do pracy. Wiekszo$¢ oznaczert POC wykonywanych jest przy
uzyciu jednorazowych kaset czy paskéw lub urzadzen z wymiennymi pojemnikami zawierajgcymi
odczynniki, czyli de facto stale uzytkownik ma do czynienia z nowymi seriami odczynnikéw.

W takim uktadzie klasyczna kontrola jako$ci, taka jaka jest wykonywana w laboratorium dla serii
odczynnikéw, nie moze by¢ zastosowana. Poza tym, w przypadku wykonywania niewielkiej liczby
oznaczen np. ré(wnowagi kwasowo-zasadowej, wigkszo$¢ odczynnika w pojemniku bytaby zuzyta
na prébki kontrolne co drastycznie zwiekszatoby koszty pojedynczego oznaczenia. W przypadku
testow wykonywanych przy uzyciu paskéw lub kasetek stosowane sg kontrole wewnetrzne (np.
kontrolny kolor na pasku) lub kontrole potwierdzajace (np. linia kontrolna w kasetkach gdzie
wykorzystuje sie reakcje antygen-przeciwciato). Ta ostatnia kontrola ma na celu sprawdzenie

czy na kasetke natozono wystarczajaca objeto$¢ probki i czy przemieszczanie sie probki

w kasetce jest prawidtowe. Chociaz producenci aparatéw dla POCT ciggle rozwijajg i stosuja
nowe procedury kontroli jako$ci zgodnie z rekomendacjami National Committee for Clinical

And Laboratory Standards (NCCLS) dodajac do urzadzen wewnetrzne odczynniki kontrolne

i automatyczne monitorowanie (np. sprawdzanie funkcjonowania aparatury lub sprawdzanie
przedlaboratoryjnych warunkéw przechowywania odczynnikéw) to jednak nie rozwigzuje
rzeczywistego problemu kontroli jako$ci uzyskiwanych wynikéw. Elektroniczne sprawdzanie
urzadzenia jest bardzo uzyteczng sktadowa kontroli jako$ci dla aparatéw POCT poniewaz nie
zuzywa pojemnikéw odczynnikowych czy kaset, jest szybkie i tatwe do wykonania, ale nie
wystarcza do oceny catego procesu analitycznego i nie zastepuje kontroli wewnatrzlaboratoryjnej
i zewnatrzlaboratoryjnej. Niestety nie ma jednej procedury kontroli jako$ci, ktéra mogtaby by¢
wykorzystana dla wszystkich metod POCT, poniewaz technologia, funkcja i potencjalne ich
zastosowania mogg by¢ catkowicie odmienne.

Jak zatem rozwigzaé problem kontroli jako$ci metod wykorzystywanych w urzadzeniach POC?
Rekomenduije sie, aby kontrola jako$ci byta nie tylko zgodna ze standardowymi procedurami

ale takze byta prowadzona przez diagnostéw laboratoryjnych. Kazda nowa decyzja czy kazda
zmiana wywotuje gorgce dyskusje i wéréd diagnostéw laboratoryjnych zdania sg podzielone.
Diagnosci pracujacy w duzych szpitalach czy o$rodkach akademickich systematycznie

przejmuja kontrole nad urzadzeniami dziatajacymi w trybie POCT. Osoby pracujace w matych
osrodkach obawiajg sie, ze wprowadzanie POCT bedzie wigzato sie z likwidacja laboratoriéw

i utratg pracy, ale réwnoczesnie nie chca sie wigczy¢ do zespotu odpowiadajgcego za badania
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wykonywane w trybie POCT. Generalnie diagnosci laboratoryjni obawiajg sie, ze wykonywanie
POCT przez personel nielaboratoryjny wigze sie z wiekszym prawdopodobieristwo pojawienia
sie btedéw, pomimo odpowiedniej kontroli jako$ci, w poréwnaniu do bfedéw pojawiajacych

sie w laboratorium. Ryzyko btedu jest tym wieksze im wiecej operacji manualnych wymaga
oznaczenie lub gdy ocena wyniku jest wizualna.

Urzadzenia stosowane w systemie POC moga oczywiscie ulec awarii lub nie dziata¢ poprawnie
nawet w prawidtowych warunkach bo zaden test czy urzadzenie nie sg catkowicie odporne na
nieprzewidywalne dziatania uzytkownika. Nie oznacza to jednak, ze nie nalezy podejmowac
wyzwania i nie podja¢ kontroli nad oznaczeniami wykonywanymi poza laboratorium. Nie

ma idealnego testu POCT - gdyby byt wszyscy by z niego z pewnoscig korzystali. Diagnosci
laboratoryjni moga przyczyni¢ sie do uzyskiwania bardziej wiarygodnych wynikéw POCT.
Szkoda, ze wielu diagnostéw nie wyczuwa znakomitej okazji aby dotgczy¢ do zespotu
medycznego, by¢ blizej pacjenta i stuzy¢ swojg wiedzg laboratoryjng. To mozliwo$¢ poznania
sposobu myslenia lekarza, jego klinicznego podejscia do pacjenta i oczekiwan od laboratorium.
Ale wiaczenie sig do zespotu to nie tylko nadzér nad aparatura, jej kalibracja i prowadzenie
kontroli jakosci. To takze opracowywanie i napisanie odpowiednich procedur postepowania
przedanalitycznego i poanalitycznego oraz wielokrotne prowadzenie szkolen dla operatoréw
aparatéw. Szkolenia nie tylko w zakresie dziatania i obstugi aparatury stosowanej w miejscu
opieki, ale takze pobierania materiatu biologicznego, postepowania z prébka i odczynnikami,
wykonywania poszczegdéinych oznaczen jak réwniez prowadzenia kontroli jako$ci i walidacji
wynikéw oraz ich archiwizacji. Pierwszy krok majacy na celu uporzadkowanie POCT w Polsce
zostat juz zrobiony. Wydane zostaty ,Wytyczne dotyczace organizacji i zarzadzania badaniami
w miejscu opieki nad pacjentem (POCT)” rekomendowane przez grupe robocza w skiad ktdrej
wechodzili przedstawiciele KIDL, PTDL, Polskiego Towarzystwa Medycyny Ratunkowej i Krajowy
Konsultant ds. Medycyny Ratunkowej. Teraz nalezy oczekiwa¢ opracowania przez o$rodki
akademickie odpowiednich programéw edukacyjnych dla diagnostéw, ktérzy beda kierowac
zespotami ds. POCT

Ogromne zapotrzebowanie na tanig diagnostyke laboratoryjna, na szybkie uzyskanie ,,surowej
informacji” powoduije, ze POCT to bardzo dynamicznie rozwijajaca sie dziedzina diagnostyki
laboratoryjnej. POCT ma na celu przyspieszenie procesu diagnostycznego i polepszenie opieki
nad pacjentem. Nie jest ono zagrozeniem, a raczej mozliwoscig dla diagnostéw laboratoryjnych,
dzieki ktérym wyniki POCT bedg bardziej wiarygodne. A szczegétowa diagnostyka laboratoryjna
pacjenta nadal bedzie wykonywana w laboratorium, gdzie wiedza i umiejetno$ci diagnostéw sa
bezcenne.
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