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Zyczymy Pavistwu spokojnych, pogodnych i rodzinnych $wigt

Bozego Narodzenia, aby Nowy Rok przynidst rados¢, mitosé, pomysinosé
i spelnienie wszystkich marzen, a gdy sie one juz spelniq,

aby dorzucit gars¢ nowych marzeni, bo one nadajq zyciu znaczenie.

Mito mi poinformowa¢, ze na poczatku listopada w Warszawie odbyla si¢ konferen-
¢ja prasowa firmy Roche. Jej celem bylo pokazanie Roche jako firmy wiodacej w rewo-
lucyjnych przemianach ekonomicznych i medycznych zachodzacych w Europie
Wschodniej. Organizatorzy wyjasniali mechanizmy rozwoju systemu opieki zdrowotnej
na tym obszarze w poréwnaniu ze standardami obowiazujacymi na Zachodzie, szcze-
g6lnie w aspekcie roli jaka odgrywaja takie firmy jak Roche. Podczas konferencji prezen-
towano takze zagadnienie postrzegania rynku wschodniego nie tylko w kategoriach
handlowych lecz réwniez w kategoriach istotnego wplywu, jaki wywiera, wnoszac swoj
wklad w badania naukowe i rozwdj. Na to spotkanie zaproszono kluczowych dziennika-
rzy prasy publicznej i biznesowej z calej Europy. Nasza firma zaprezentowala si¢ jako or-
ganizacja aktywnie dzialajaca na rzecz srodowiska, powazny inwestor i §wietny praco-
dawca.

W nastepnym numerze przedstawimy Paistwu echa prasowe tego wydarzenia.

W imieniu catego zespotu chcialbym podziekowaé za owocna wspélprace w bieza-
cym roku i poleci¢ nasze ustugi na rok nastepny.

Zycze milej lektury,

Andrzej Banaszkiewicz
wraz z zespotem

Nasz adres:

Roche Diagnostics Polska Sp. z o.0. serwis: tel. 0-22/481 54 55, 56

ul. Wybrzeze Gdynskie 6B faks 0-22/481 55 91

01-531 Warszawa obstuga klienta: tel. 0-22/481 54 00-05
faks 0-22/481 55 96

centrala: tel. 0-22/481 55 55, 56 e-mail: polska.diagnostics@roche.com

faks 0-22/481 55 99 dia.callcenter@roche.com
call center: tel. 0-22/481 54 54 internet: www.rochediagnostics.pl
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Cystatyna C — co wiemy w roku 2008

Piotr Rozentryt, III Katedra i Kliniczny Oddziat Kardiologii, Slaskie Centrum Choréb Serca, Zabrze

Struktura i wlasciwosci biologiczne

Cystatyna C jest matym eliptycznym bial-
kiem o masie okoto 13 kd sktadajacym si¢
ze 120 aminokwaséw i kodowanym przez
pojedynczy gen zlokalizowany na chro-
mosomie 20. Jest ona wydzielana réwno-
miernie do krwi przez wszystkie jadrzaste
komorki organizmu. Wszechobecnosé cy-
statyny w komoérkach ma zwiazek z pel-
nionymi przez to biatko licznymi funkcja-
mi biologicznymi. Cystatyna C nalezy do
grupy endogennych inhibitoréw protei-
naz cysteinowych i wigzana jest z proce-
sem powstawania przerzutéw nowotwo-
rowych, odgrywa role w regulacji resorp-
cji kosci przez osteoklasty, chemotaksji
neutrofili, regulacji zapalenia, miedzy in-
nymi poprzez udzial w procesie prezenta-
¢ji antygenu i odpowiedzi immunologicz-
nej na infekcje bakteryjne i wirusowe.™>?.
Wazna rola cystatyny C w wymienionych
wyzej procesach zwigzana jest najpewniej
z hamowaniem aktywnosci Kkatepsyn,
przede wszystkim katepsyny S®. Katepsy-
ny biora istotny udzial w metabolizmie
tkanki lacznej powodujac trawienie wi6-
kien elastycznych. Zjawisko takie ma
miejsce takze w obrebie blaszki miazdzy-
cowej 1 $ciany naczyniowej. Moze to pro-
wadzi¢ do destabilizacji blaszki miazdzy-
cowej, jej pekania i powiklan zakrzepo-
wych, a na terenie duzych naczyn przyczy-
niaé si¢ do powstania tetniakéw. Zagad-
nieniu temu po$wigcono duzo badan. Dla
przykladu, w eksperymentach u zwierzat
pozbawionych genu dla cystatyny C wy-
kazano zwiekszenie prawdopodobienistwa
rozwoju tetniaka aorty piersiowej®. Kilka
lat wezes$niej niedobér cystatyny C udo-
kumentowano takze w obrebie ognisk
miazdzycowych i tetniakéw aorty piersio-
wej u ludzi®. Niezaleznie od wplywu na
aktywno$¢ katepsyn, cystatyna C odgrywa
takze role w proliferacji komédrek”, co
moze sugerowacé jej zwiazek z patologicz-
ng przebudowa naczyn i innych narza-
déw. Do wzrostu zainteresowania cystaty-

na C jako potencjalnym mediatorem
w procesie przebudowy naczyn przyczyni-
ty si¢ réwniez badania genetyczne wska-
zujace, iz pewne polimorfizmy genu dla
cystatyny C wiaza si¢ ze zwigkszonym ry-
zykiem miazdzycy®.

Najwigksze zainteresowanie cystatyng C
nie jest jednak wcale zwiazane z jej funk-
cjami fizjologicznymi. Wigkszo§¢ badaczy
koncentruje si¢ na tym bialku jako na
uzytecznym wskazniku filtracji klebusz-
kowe;j.

Cystatyna C jako wskaznik czynnoS$ci
wydalniczej nerek
Zwiazek pomiedzy filtracja klebuszkowa
a stezeniem cystatyny C i mozliwo$¢ wy-
korzystania tego zwiazku do oszacowania
filtracji klebuszkowej udokumentowano
juz niemal przed ¢wieréwieczem®. Walo-
ry cystatyny C ujawniaja si¢ zwlaszcza
w konfrontacji z tradycyjnymi sposobami
oceny filtracji ktebuszkowej i wraz z coraz
szerszym docenianiem przez Kklinicystow
warto$ci precyzyjnego oszacowanie filtra-
¢ji ktebuszkowej w codziennej praktyce
klinicznej, zwlaszcza w profilaktyce.
Metody bezposredniego pomiaru fil-
tracji za pomoca podawanych z zewnatrz
znacznikéw takich jak inulina, EDTA czy
DTPA znakowanych radioaktywnymi izo-
topami odpowiednio chromu czy techne-

tu lub znacznikami nieizotopowymi (io-
talamate, iohexol) sa technikami praco-
chtonnymi i w codziennej praktyce maja
ograniczone zastosowania. Rozpowszech-
niony klinicznie pomiar czynnos$ci wydal-
niczej nerek oparty o oznaczenie st¢zenia
kreatyniny we krwi jest obcigzony powaz-
nymi niedogodnosciami. Stezenie tego
zwigzku we krwi zaczyna zwigkszaé sig
przy filtracjach 50-60 ml/min x 1,73 m’,
podczas gdy niekorzystne konsekwencje
uposledzonej filtracji ktebuszkowej sa za-
uwazalne juz przy filtracji ponizej 90
ml/min x 1,73 m*"”. Stezenie kreatyniny
nie jest czutym markerem uposledzonej
czynno$ci nerek. Stezenie kreatyniny we
krwi zalezy od licznych czynnikéw poza-
nerkowych. Czg$¢ z nich jest konsekwen-
cja stosowanej techniki pomiaru kreatyni-
ny, cze$¢ zalezy od cech metabolizmu kre-
atyniny i sposobu jej wydalania w réznych
sytuacjach fizjologicznych. Najwazniejsze
sposéréd nich wymieniono w tabeli 1.
Sposréd  czynnikéw wymienionych
w tabeli duze znaczenie ma indywidualne
zréznicowanie masy mig$niowej u ludzi.
Zalezy ono od plci, czynnikéw genetycz-
nych, ale co bardzo wazne jest u poszcze-
go6lnych oséb zmienne w czasie, co wyni-
ka z r6znego nasilenia aktywnosci fizycz-
nej i dzialania czynnikéw o charakterze
chorobowym. Im nizsza masa mig¢$niowa,

Tabela 1. Czynniki pozanerkowe wplywajace na stezenie kreatyniny we krwi®"

Czynniki zmniejszajace
stezenie kreatyniny
Ograniczenie bialka w diecie, anoreksja

Niedozywienie, wyniszczenie,
niska masa mie$niowa

Hiperbilirubinemia#
Choroby watroby
Ple¢ zenska

Zaawansowany wiek

Czynniki zwigkszajace
stezenie kreatyniny

Hiperglikemia, ketoza#

Cefalosporyny
Fluorocytozyna*
Cymetydyna, trimetoprim
Nasilone ¢wiczenia fizyczne

Wysoko biatkowe positki

# — interferencja przy oznaczaniu kreatyniny metoda Jaffe
* — interferencja przy oznaczaniu kreatyniny metoda enzymatyczna
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tym stezenie kreatyniny dla danego po-
ziomu filtracji klebuszkowej moze by¢
nizsze. Im nizsza filtracja klebuszkowa,
tym takze wiecej kreatyniny wydalane jest
droga cewkowa. Przy rzeczywistej filtracji
ponizej 30 ml/min x 1,73 m’ nawet 50%
kreatyniny moze by¢ wydalanych ta droga
co prowadzi do zanizania st¢zenia kreaty-
niny w stosunku do rzeczywistej filtracji.
Zjawiska te powoduja, iz stezenie kreaty-
niny jest bardzo nieprecyzyjnym odzwier-
ciedleniem filtracji klebuszkowe;.

Préba zmniejszenia opisanych powyzej
niedogodnosci bylo opracowanie szeregu
empirycznych wzoréw, ktére pozwalaja
ograniczy¢ wplyw czynnikéw pozanerko-
wych na szacowang filtracje. Uzyskano je
droga analizy réwnan regresji, w ktorych
zmienna zalezna byla filtracja klebuszko-
wa zmierzona bezpos$rednio w duzej refe-
rencyjnej populacji, a zmiennymi nieza-
leznymi stezenie kreatyniny, wiek, ple¢
oraz w niektérych wzorach takze parame-
try antropometryczne. Do najbardziej
znanych wzoréw naleza wzory Cocrofta-
-Gaulta, MDRD i wzor Schwartza dla
dzieci””. Wzory te umozliwily znaczacy
postep w diagnostyce przewlektych cho-
réb nerek, a skréocony wzoér pochodzacy
z badania MDRD (Modification of Diet
in Renal Diseases) stal sie podstawg stwo-
rzenia systemu definiujacego zaawanso-
wanie przewleklej choroby nerek ™.

Szacowanie filtracji za pomoca wzo-
réw nie jest wolne od ograniczen. Wyni-
kaja one po czesci z ograniczen pomiaru
i czynnikéw wplywajacych na stezenie
kreatyniny, po czg¢sci z ograniczenn popu-
lacji, w ktérych wzory byty opracowane —
gléwnie chorych z przewlekla choroba ne-
rek. W wyniku, wzory te w réznych sytu-
acjach klinicznych przeszacowuja rzeczy-
wistg filtracje u chorych z obnizonymi jej
warto$ciami i niedoszacowuja w wysokich
wartoéciach"”. Technika ta nie pozwala
takze uniknaé bledéw szacowania zalez-
nych od zmian w czasie masy mig$niowe;j
u tego samego osobnika.

W tej sytuacji ciekawg alternatywa
okazala si¢ cystatyna C. Cystatyna C jest
wydzielana ze stala szybkoscia przez
wszystkie komorki posiadajace jadra.
Z racji swojej niskiej masy czasteczkowej
jest swobodnie filtrowana w klebuszkach

nerkowych, a w dalszych cze$ciach nefro-
nu nie jest wydzielana lub wydzielana jest
w minimalnych iloéciach do moczu pier-
wotnego. W malym stopniu cystatyna C
usuwana jest droga mechanizméw poza-
nerkowych "*. Jej stezenie we krwi nie za-
lezy od diety, stanu odzywienia czynni-
kéw zapalnych"®. Poznano dotad kilka
okolicznos§¢ ktore zmieniaja stezenie we
krwi niezaleznie od filtracji klebuszkowe;.
Do czynnikéw modyfikujacych jej steze-
nie zaliczy¢ nalezy niedoczynno$¢ tarczy-
cy"” 1 terapie glikokortykosteroidami®?.
Czynniki te odwracalnie zwigkszaja steze-
nie cystatyny C we krwi. Wbrew pierwot-
nym ustaleniom, duze badania udoku-
mentowaly, iz takze czynniki antropo-
morficzne takie jak ple¢ i rasa nie pozo-
staja bez wplywu na stezenia cystatyny C.
Zwiazki te sa jednak daleko slabsze niz
w przypadku kreatyniny. Dla przyktadu,
$rednie stezenie kreatyniny odpowiadaja-
ce zmierzonej bezposrednio filtracji
60 ml/min x 1,73 m’ u 60 letniej bialej ko-
biety w populacji amerykanskiej wynosi
0,95 mg/dL, podczas gdy u czarnego mez-
czyzny tej samej populacji 1,46 mg/dL.
Oznacza to rozrzut dla tej samej filtracji
az 50%. W przypadku cystatyny C warto-
§ci te wynosza odpowiednio 1,12 mg/dL
i 1,27 mg/dL, co daje rozrzut jedynie
13%"?. Pomimo tych ograniczen cystaty-
na C jest potencjalnie daleko lepszym
markerem filtracji niz kreatynina.

Jedna z zasadniczych korzystnych cech
cystatyny C jest wzrost jej stezenia juz
przy bardzo nieznacznej redukgji filtracji
ktebuszkowej w zakresie 70-90 ml/min x
1,73 m? co czyni z niej szczeg6lnie obie-
cujacy wskaznik umozliwiajacy bardzo
wczesne rozpoznanie upo$ledzenia filtra-
¢ji klebuszkowej®™. W wymienionych za-
kresach filtracji stezenie kreatyniny pozo-
staje prawidtowe. Takze estymowanie fil-
tracji za pomoca wzoru Cocrofta-Gaulta
czy MDRD nie zwigksza mozliwosci roz-
poznania wczesnych etapéw uposledzenia
filtracji. Przyczyna jest ponad 3-krotnie
wieksza wewnatrzosobnicza zmienno$é
pomiaréw estymowanej filtracji niz
pomiaréw cystatyny C (18,7% versus
5,4%) V.

Wzgledna niezalezno$¢ stezenia cysta-
tyny od masy mie$niowej czyni z niej do-

godny wskaznik filtracji u dzieci. Juz
w wieku 2 lat u zdrowych dzieci stezenie
cystatyny C jest takie samo jak u doro-
stych®. Z drugiej strony u ludzi starych
zauwazalna jest rosnaca z wiekiem cho-
rych rozbiezno$¢ miedzy estymacja czyn-
nosci wydalniczej nerek za pomocg steze-
nia kreatyniny i cystatyny C*. Prawdo-
podobnym powodem jest postepujacy
spadek masy mig$niowej w tej populacji,
ktoéry poprzez zmniejszona produkcje
kreatyniny maskuje ubytek filtracji kle-
buszkowej. Zastosowanie cystatyny C do
estymacji filtracji moze mie¢ tutaj szcze-
g6lne znaczenie, poniewaz ta populacja
charakteryzuje si¢ zwigkszona chorobo-
woscia co nasila ryzyko ostrej niewydol-
noéci nerek w nastepstwie na przyklad
nieadekwatnego do rzeczywistej filtracji
zastosowania lekéw czy kontrastu radio-
logicznego.

Uzyteczno$¢ oznaczenia cystatyny C
byla przedmiotem badann w bardzo ré6z-
nych populacjach, w ktérych zastosowa-
nie estymacji filtracji obciazone jest szcze-
g6élnymi niedogodnosciami lub daje nie-
zadowalajace wyniki. Nalezy wymieni¢ tu-
taj dzieci®, wczesne etapy nefropatii cu-
krzycowej®”, kobiety w ciazy zagrozone
rzucawka”, chorzy po przeszczepie ne-
rek ®, czy pacjenci z powaznymi choroba-
mi watroby®”. Generalnie wigkszo§¢ badan
wskazuje, iz oznaczenie cystatyny C
ma istotna przewage nad oznaczeniem
kreatyniny a nawet nad szacowaniem fil-
tracji za pomoca wzoréw. Znajduje to po-
twierdzenie w meta-analizie, w ktorej rze-
czywista filtracja koreluje cislej z odwrot-
noscia stezenia cystatyny C (1/cyst), niz
z odwrotno$cia stezenia kreatyniny
(1/krea)™®.

Szersze wykorzystanie pomiaru steze-
nia cystatyny w estymacji rzeczywistej fil-
tracji zostalo ostatnio poszerzone o proby
tworzenia wzoréw na podobienstwo tych
wygenerowanych w oparciu o stezenie
kreatyniny. W odréznieniu od wzoru Co-
crofta-Gaulta i MDRD, ktére zawyzaja
warto$ci rzeczywistej filtracji, wzory
oparte o stezenie cystatyny pozbawione
sa tej niedogodnosci®**. Strategia ta wy-
daje si¢ bardzo interesujaca réwniez
z uwagi na mozliwosci integracji w jed-
nym wzorze informacji dostarczonych
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Tabela 2. Wzory do szacowania filtracji w oparciu o stezenie cystatyny C
Wz6r Sposéb pomiaru GFR Populacja Referencja

GFR=(80,35 / cystatyna C [mg/L])-4,32

125I-iothalamat

GFR=99,19 x cystatyna C [mg/L]-1,713 x 0,823

(kobiety)
GFR=(87,1 / cystatyna C [mg/L])-6,87

GFR=77,239 x cystatyna C [mg/L]-1,2623

GFR=(78 / cystatyna C [mg/L])+4

GFR=99,434 x cystatyna C [mg/L]-1,5837

GFR=87,62 x cystatyna C [mg/L]-1,693 x 0,94

(kobiety)

GFR=(86,7 / cystatyna C [mg/L])-4,2
GFR=66,8 x cystatyna C [mg/L]-1,30
GFR=76,6 x cystatyna C [mg/L]-1,16
GFR=(162/ cystatyna C [mg/L])-30

log GFR=1,962+[1,123 x log (1/cystatyna C [mg/L])]

GFR=87,62 x cystatyna C [mg/L]-1,693 x 1,376

(wiek <14 years) x 0,94 (kobiety)

GFR=75,94/ cystatyna C [mg/L]-1,17 x 1,2

(po przeszczepie nerki)

GFR (ml/min)=63,2 x [(SCr(uM)/96)-0,35] x

[(cysC (mg/1)/1,2)-0,56] x

Przewlekla choroba nerek (n=123) 29

Iohexol Dorosli (n=451) 30
Iohexol Doroéli (n=40; 29 cukrzyca) 31
Iohexol Doroéli (n=100) 32
51Cr-EDTA Chorzy po przeszczepie nerki (n=25) 33
Iohexol Doroéli (n=100) 32
Iohexol Doroéli (n=451) 34
99m-Tc-DTPA Chorzy z cukrzyca (n=251) 35
Iothalamat Przewlekla choroba nerek (n=357) 36
Iothalamat Renal transplant recipients (n=103) = 36
Inulina Przewlekla choroba nerek (n=184) 24
99m-Tc-DTPA Przewlekla choroba nerek (n=536) 37
Iohexol Dzieci (n=85) 34
Iothalamat Dzieci (n=103) 38

51Cr-(EDTA)

100 dzieci lub mtodych dorostych

(zakres wieku: 1,4-22,8 lat) 39

[(masa ciata (kg)/45)0,30] x [wiek (lata)/14)0,40]

przez pomiar stezenia zaréwno kreatyni-
ny jak i cystatyny C. Pierwsze analizy
wskazuja na wyzszo$¢ takiego postepowa-
nia nad wzorami generowanymi w opar-
ciu o jeden z tych marker6w. W tabeli 2
zestawiono najczgs$ciej wykorzystywane
wzory do estymacji filtracji w oparciu
o stezenie cystatyny C.

Wymienione powyzej zastosowania
cystatyny C w rozpoznawaniu uposledze-
nia filtracji ktebuszkowej dotyczyly sytu-
acji przewleklego procesu uszkadzajacego
nerki. Tymczasem istotnym problemem
klinicznym jest wczesne rozpoznawanie
ostrych zmian filtracji klebuszkowej
w nastepstwie urazu toksycznego czy he-
modynamicznego. Ze wzgledu na mala
czulo§¢ pomiar stezenia kreatyniny czy
zastosowanie wzoréw estymujacych fil-
tracj¢ ma tutaj ograniczone zastosowanie.
Pierwsze badania sugeruja, iz pomiar ste-
zenia cystatyny C moze by¢ pomocny we
wczesnym wykrywaniu spadku filtracji
po ekspozycji na kontrast jodowy“”, po
zastosowaniu krazenia pozaustrojowe-
go", czy w nastepstwie podawania ne-

frotoksycznych lekéw . Zastosowania te
wychodza naprzeciw bardzo istotnym
potrzebom klinicznym, poniewaz wcze-
sne wykrycie toksyczno$ci procedur czy
lekéw moze da¢ szans¢ na skuteczniejsza
interwencje.

Cystatyna C jako biomarker

Podstawowa funkcja biologiczna cystaty-
ny C, w tym szczegélnie jej potencjalny
udzial w patogenezie miazdzycy i jej po-
wiklan, daje podstawy do rozpatrywania
roli cystatyny C jako markera ryzyka ser-
cowo-naczyniowego. Pierwszym duzym
prospektywnym badaniem obejmujacym
726 chorych byta analiza pacjentéw z po-
dejrzeniem ostrego zespolu wiencowe-
go ™. Wykazano w nim, iz wyzszym steze-
niom cystatyny C towarzyszy zwigkszona
$miertelnos¢ z wszystkich przyczyn. Ryzy-
ko ponownego zawalu nie bylo zwiekszo-
ne. W oméwieniu wynikéw tego badania
ograniczono si¢ jedynie do intrepretacji
zwigkszonej $miertelnosci jako wyniku
gorszej funkcji nerek. Wiadomo bowiem,
iz gorsza funkcja wydalnicza nerek wigze

si¢ ze znacznie zwigkszonym ryzykiem
Sercowo-naczyniowym.

Kolejne badanie (Cardiovascular He-
alth Study) dotyczylo 4637 os6b starszych
wskazywalo jednak na pewna niezalez-
no$¢ ryzyka skojarzonego ze zwigkszo-
nym stezeniem cystatyny C i ryzyka zalez-
nego od gorszej funkcji nerek. Wykazalo
ono, iz zalezno$¢ pomiedzy stezeniem cy-
statyny C a $miertelno$cia oraz ryzykiem
udaru i zawaltu serca ma charakter linio-
wy. Wyzszym stezeniom cystatyny towa-
rzyszylo zwigkszone ryzyko. Tymczasem
analiza zwiazku pomiedzy ryzykiem
ze stezeniem kreatyniny miala charakter
krzywej J, to jest zwigkszone ryzyko skoja-
rzone bylo zaréwno z niskimi jak i wyso-
kimi stezeniami kreatyniny .

Do dnia dzisiejszego uzyskano juz
przekonujace dane wskazujace na progno-
styczna role cystatyny C w przewidywaniu
ryzyka rozwoju niewydolnoéci serca u os6b
starszych*?, przewleklej choroby nerek
i jej powiktan“”, choroby niedokrwiennej
serca”” ™, udaru mézgu® i prawdopo-
dobnie takze miazdzycy tetnic obwodo-

47, 48
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wych®. Co ciekawe podwyzszone stezenia
cystatyny C skojarzone byly takze ze
zwigckszona chorobowoscia z przyczyn
plucnych i infekcyjnych .

W wigkszosci cytowanych prac zwiazki
podwyzszonego stezenia cystatyny C
z chorobowoscia czy $miertelnoscia inter-
pretowane sa przez pryzmat uposledzone;j
funkgji wydalniczej nerek. To zmiany in-
dukowane przez pogarszajaca si¢ funkcje
nerek, ktérych cystatyna C jest dowodem,
maja by¢ przyczyna obserwowanych zja-
wisk. W wielu jednak pracach zwiazki

zwiekszonej $miertelnosci i chorobowosci
ze zwigkszonym stezeniem cystatyny C
pozostawaly niezalezne od czynnosci ne-
rek okreslanej filtracja®. Sugeruje to, iz
cystatyna C moze by¢ samodzielnym
markerem, a moze takze mediatorem pro-
cesu patologicznego w tkankach.

W ciagu ostatniego ¢wieréwiecza do-
konal si¢ ogromny postep w badaniach
nad cystatyna C. Znalazla ona szerokie za-
stosowania w diagnostyce przewleklej
choroby nerek, stala si¢ uzytecznym narze-
dziem badawczym wszedzie tam, gdzie ba-

daczom zalezy na biochemicznym moni-
torowaniu zmian czynnosci nerek pod
wplywem leku czy procedury. Stala sig tak-
ze cenionym markerem ryzyka sercowo-
-naczyniowego. Kontynuacja badan nad
jej rola jako mediatora procesu patologicz-
nego i jednocze$nie markera czynnosci
wydalniczej nerek pozwoli zapewne gle-
biej zrozumie¢ rol¢ zmian $rodowisko-
wych wywolywanych dysfunkcja wydalni-
cza nerek w patofizjologii uktadu krazenia.

Pismiennictwo dostepne w redakcji.

Wartosc¢ diagnostyczna zautomatyzowanego
i bardzo szybkiego testu STA Liatest D-dimer
przeprowadzanego w analizatorze STA-R

Gregor Waser, Silvio Kathriner, Walter A. Wuillemin, Division of Hematology

and Central Hematology Laboratory, Kantonsspital Luzerna, Szwajcaria

StOWA KLUCZOWE
oznaczanie dimeru D,
zakrzepica zyt glebokich,
strategia diagnostyczna,
STA Liatest

STRESZCZENIE

Cel: Celem niniejszego badania byla oce-
na dokladnoéci wskazan nowego zauto-
matyzowanego i bardzo szybkiego testu
lateksowego do oznaczenn dimeru D, STA
Liatest D-Di wykonywanego w analizato-
rze STA-R i poréwnanie jej z uznanymi
testami do oznaczen dimeru D.

Metody: Oznaczenia dimeru D przeprowa-
dzono u 103 kolejnych pacjentéw ambula-
toryjnych z podejrzeniem zakrzepicy zyt
glebokich (ZZG). Diagnoze ZZG stawiano
na podstawie badania flebograficznego lub
ultrasonografii dopplerowskiej. Stezenia
dimeru D w osoczu mierzono z zastosowa-
niem testu STA Liatest D-Diw analizatorze
krzepnigcia STA-R. Wyniki poréwnywano

z referencyjna metoda do oznaczen dimeru
D ELISA (Asserachrom®), zautomatyzowa-
nym ilo$ciowym lateksowym testem im-
munoturbidymetrycznym (Tinaquant®)
oraz testem VIDAS®.

Winiki: Do niniejszego badania zakwalifi-
kowano calkowita liczbe 103 pacjentéw
ambulatoryjnych. ZZG wykryto u 46 pa-
cjentéw (44,6%). Dwa podwdjne pomiary
dimeru D w STA Liatest D-Di ujawnily od-
powiednio doskonalg korelacje (r;=0,996)
i niemal jednakowa czuloé¢ (kazde 98%),
swoisto$¢ (49% i 50%), negatywna war-
to$¢ predykceyjna (NPV; kazdy 97%), po-
zytywna warto$¢ predykcyjna (PPV; 61%
i 62%) oraz wskaznik wykluczenia (27%
i 28%). Por6éwnanie STA Liatest D-Di
z pozostalymi testami do oznaczen dime-
ru D wykazalo wysoce znamienne korela-
gje (rs=0,951-0,979), wysoce poréwnywal-
na regresj¢ i doskonala zgodnos$¢ w kli-
nicznej interpretacji wynikéw testow
(wspotczynniki kappa 0,812-0,856). Po-

nadto, swoisto$¢, NPV, PPV i wskaznik
wykluczenia przy poziomie odcigcia 500
ng/ml znajdowaly si¢ w tym samym zakre-
sie dla STA Liatest D-Di, co parametry po-
zostalych testow do oznaczen dimeru D.

Whiosek: Por6wnanie z testami do oznaczen
dimeru D VIDAS®, Tinaquant® i Assera-
chrom® wskazuje na przewage testu Liatest
D-Di wykonywanego w analizatorze krzep-
nigcia STA-R. Moze on stuzy¢ do bezpiecz-
nego wykluczania ZZG u objawowych pa-
cjentéw ambulatoryjnych i zosta¢ wlaczony
do diagnostycznego algorytmu ZZG obej-
mujacego inne narzedzia diagnostyczne.

Skréty: ZZG, zakrzepica zyl glebokich;
PPV, pozytywna warto$¢ predykcyjna;
NPV, negatywna warto$¢ predykcyjna;
ER, wskaznik wykluczenia; CI, przedzial
ufnosci; ROC, krzywa zalezna od operato-
ra; AUC, pole pod krzywa ROC.

© 2004 Elsevier Ltd. Wszelkie prawa za-
strzezone.
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WSTEP
Zakrzepica zyt glebokich (ZZG) jest czgsto
wystepujaca choroba, ktéra nieleczona nie-
sie znaczne ryzyko chorobowosci i umieral-
nosci. Jej rozpoznanie stanowi trudne wy-
zwanie dla Klinicysty. Obiektywne testy, ta-
kie jak flebografia czy ultrasonografia sa
Kluczowe dla postawienia ostatecznego roz-
poznania u pacjentéw z okreslonymi dole-
gliwo$ciami i objawami klinicznymi. Stosu-
jac obiektywne metody diagnostyczne spo-
$rod wszystkich pacjentéw z podejrzeniem
ZZG jedynie okolo jedna trzecia, lub nawet
mniej, okazuje si¢ mie¢ chorobe. W diagno-
styce pacjentéw podejrzanych o ZZG lata
temu wprowadzono oznaczenie dimeru D,
specyficznych produktéw degradacji usie-
ciowanej fibryny" celem ograniczenia dal-
szych badan. Retrospektywne badania wy-
kazaty wysoka negatywna warto$¢ predyk-
cyjna wynikéw oznaczenl dimeru D ponizej
pewnego punktu odcigcia w wykluczaniu
77G"?. Ponadto, badania kliniczne dowio-
dly bezpieczenstwa zaniechania podawania
lekéw  przeciwkrzepliwych —pacjentom
z ujemnym wynikiem oznaczenia dimeru
D i prawidlowym ultrasonografii®'. Do
oznaczen dimeru D dostepnych jest wiele
testow, jednakze ich przydatno$¢ zalezy od
ich niezawodnosci i wartosci diagnostycz-
nej. Ztotym standardem dla oznaczen di-
meru D sa klasyczne testy immunoenzy-
matyczne. Jednak sa one czasochlonne oraz
nie odpowiednie do jednokrotnego uzytku,
czy tez zastosowania w przypadkach na-
glych. Wykazano, ze kilka nowszych testow
opartych na czasteczkach lateksu charakte-
ryzuje si¢ akceptowalnie wysoka czuloscia
i negatywna wartoscia predykcyjna*"’.
Celem niniejszego badania byla ocena
doktadnosci nowego zautomatyzowanego
i bardzo szybkiego testu lateksowego do
oznaczen dimeru D w analizatorze STA-R
oraz poréwnanie jej z uznanymi referen-
cyjnymi testami do oznaczen dimeru D,
takimi jak bardzo szybki test immunoen-
zymatyczny VIDAS®, klasyczny test im-
munoenzymatyczny Asserachrom® oraz
bardzo szybki test lateksowy Tinaquant®.

PACJENCI | METODY

Pacjenci

Do badania, po wyrazeniu $wiadomej
zgody, wlaczono kolejnych pacjentéw

ambulatoryjnych z podejrzeniem ZZG
konczyn dolnych kierowanych na diagno-
styke pomiedzy grudniem 1996 a stycz-
niem 1998 roku do trzech centréw biora-
cych w nim udzial (dwie kliniki akade-
mickie i jeden szpital uniwersytecki).
Rozpoznanie potwierdzano lub wyklu-
czano w ciggu 1 dnia od skierowania
przez lekarza ogdlnego w oparciu o pro-
cedury diagnostyczne opisane ponizej.
Pacjentéw wykluczano z badania z powo-
du jakiejkolwiek z nastepujacych przy-
czyn: przyjmowania terapeutycznie lub
profilaktycznie lekéw przeciwkrzepli-
wych przez ponad 24 godziny przed wla-
czeniem do badania, ciazy czy hospitali-
zacji w ciagu poprzednich 3 dni. Protokét
badawczy zostal zatwierdzony przez in-
stytucjonalna komisje¢ etyczna.

Rozpoznanie zakrzepicy zyt giebokich
U kazdego pacjenta do§wiadczony ultra-
sonografista wykonywat badanie flebo-
graficzne lub badanie USG z zastosowa-
niem opcji dopplerowskich (power-ba-
sed color-coded duplex ultrasonogra-
phy) . Uznawano, ze u pacjentéw nie
wystepowala ZZG, kiedy wyniki wstep-
nych badan diagnostycznych byly prawi-
dlowe, a kliniczny 3 miesigczny okres
obserwacji byl niepowiklany. ZZG klasy-
fikowano jako proksymalna, jesli byla
zlokalizowana w zylach podkolanowych
i/lub biodrowo-udowych i jako dystalna,
jesli byla zlokalizowana wylacznie w zy-
tach tydki.

Probki krwi

Krew pobierano przez naktucie zyly zgie-
cia lokciowego igla motylkowa w rozmia-
rze 19. Po odrzuceniu pierwszych 5 ml,
pobierano 9 ml krwi do 10 ml plastiko-
wych probéwek (Monovette®; Sarstedt,
Nuembrecht, Niemcy) zawierajacych 1 ml
0,106 M cytrynian trisodowy. Po dwu-
krotnym wirowaniu przy 1500 x g po 10
min w 15-18°C, rozpipetowane do poli-
propylenowych probéwek osocze w ciagu
jednej godziny od pobrania krwi przeno-
szono do -70°C i przechowywano.

Oznaczenia dimeru D
Osoby wykonujace oznaczenia dimeru D
nie posiadaly wiedzy odnosnie stanu pa-

cjentéw. STA Liatest® D-Di (Diagnostica
Stago, Asnieres, Francja) jest nowym
zautomatyzowanym i bardzo szybkim te-
stem do oznaczenn dimeru D. Specjalne
czastki lateksu oplaszczone przeciwciala-
mi w obecno$ci D-dimerowych produk-
tow degradacji fibryny wywotuja agluty-
nacje.

Test STA Liatest® D-Di wykonywano
w analizatorze krzepnigcia STA-R®. Aglu-
tynacja powoduje wigksze rozpraszanie
$wiatla, co jest rejestrowane jako wzrost
gestosci optycznej.

Test VIDAS D-dimer (VIDAS D-di-
mer®, bio-Mérieux, Lyon, Francja) to
zautomatyzowany ilosciowy test immu-
noenzymatyczny wykonywany w immu-
noanalizatorze VIDAS, ktéry umozliwia
jednokrotne oznaczenia z gotowymi do
uzytku odczynnikami.

Tinaquant® D-dimer (Roche Diagno-
stic AG, Rotkreuz, Szwajcaria) jest zauto-
matyzowanym ilo§ciowym lateksowym
testem immunoturbidymetrycznym wy-
konywanym w aparacie do klinicznych
analiz biochemicznych Hitachi (Roche
Diagnostics).

Test Asserachrom® D-dimer ELISA
(Diagnostica Stago, Asnieres, Francja)
uzyto do poréwnania. Wyniki przedsta-
wiono w ng/ml (wyrazone w FEU — ekwi-
walent fibrynogenu).

Analiza statystyczna

Dokladnos§¢ wskazan takich jak czulos¢,
swoistos$¢, pozytywna warto$¢ predykeyj-
na (PPV), negatywna warto$¢ predykcyjna
(NPV) oraz wskaznik wykluczenia (ER)
danych testéw do oznaczen dimeru D wy-
liczono stosujac punkt odciecia 500 ng/ml.
Znamienne roznice dla tych wartosci do-
ktadnosci analizowano z zastosowaniem
doktadnego test Fishera przy wartosci
p= 0,05. 95% przedzialy ufnosci (CI) wy-
liczono zgodnie z rozkladem dwumiano-
wym. Korelacje wyliczano na podstawie
testu korelacji Spearmana, a analize meto-
da regresji wykonano przy uzyciu metody
Passing-Bablok . Analize przeprowadzo-
na metoda ROC (krzywej zaleznej od
operatora) i pola pod krzywa ROC (AUC)
utworzonej poprzez sporzadzenie wykre-
su czutosci wobec 1-swoistoéci wykonano
z zastosowaniem MedCalc®. Zgodnosé
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pomiedzy dwoma testami w klasyfikowa-
niu pacjentdéw jako majacych wynik ujem-
ny lub dodatni szacowano poprzez wyli-
czenie wspolczynnika kappa'™!. Warto$¢
> 0,81 odzwierciedla doskonala, 0,80-0,61
dobra, 0,6-0,41 umiarkowana, 0,4—0,21
mierng, a 0,2 niska zgodnos¢ .

Wyniki

Do badania wlaczono 106 z calkowitej
liczby 123 kolejnych pacjentéw ambulato-
ryjnych z klinicznym podejrzeniem ZZG.
Siedemnastu pacjentéw nalezalo wyklu-
czy¢ z powodu leczniczego lub profilak-
tycznego przyjmowania antykoagulantow
przez ponad 24 godziny przed wlaczeniem
do badania. Trzech pacjentéw wykluczono
z koncowej analizy, poniewaz nie bylo wy-
starczajacej objetosci osocza cytryniano-
wego do wszystkich testéw laboratoryj-
nych. Zatem badana populacja sktadala si¢
ze 103 pacjentéw (51 mezczyzn i 52 ko-
biet). Sredni wiek wynosit 56,3 lata (zakres
od 21,6 do 87,9). Calkowita chorobowos¢
na ZZG wyniosta 44,7% (46/103 pacjen-
téow). ZZG dystalna stwierdzono u 14
(13,6%), a proksymalna u 32 (31,1%) pa-
cjentéw. Stezenia dimeru D réznily sie
znamiennie (p<0,001, test U Manna-
-Whitney’a) pomiedzy pacjentami z ZZG
dystalng a z ZZG proksymalna: mediana
(i zakres) wynikéw oznaczen STA Liatest
wyniosla odpowiednio 1085 ng/ml
(470-18780) i 4163 ng/ml (525-32100).
Czterech (3,9%) pacjentéw z potwierdze-
niem ZZG wykazywalo kliniczne oznaki

zatorowosci plucnej. W trakcie 3 miesigcz-
nego okresu obserwacji u zadnego z pa-
cjentéw nie rozwinely sie oznaki ani obja-
wy ZZG czy zatorowosci ptucnej. Szesna-
stu pacjentéw otrzymywato drobnocza-
steczkowa heparyne w trakcie 24 godzin
przed pobraniem krwi. Jednakze u zadne-
go z tych pacjentdéw nie pojawily si¢ falszy-
wie ujemne wyniki w zadnym z testéw do
oznaczen dimeru D.

Po pierwsze ocenialiémy warto$¢ dia-
gnostyczng nowego zautomatyzowanego
i szybkiego testu lateksowego do oznaczen
dimeru D w analizatorze STA-R (STA Lia-
test). Analiza dwoch podwdjnych pomia-
réw ze STA Liatest ujawnita doskonata ko-
relacje i regresje: wspolczynnik korelacji
wynidst 1,=0,996 (95% CI: 0,995-0,997;
P<0,0001), a prosta regresji przecinata o$ y
w punkcie 5 ng/ml (95% CI: od -4 do 15),
przy nachyleniu 0,98 (95% CI: 0,97-0,99).
Ponadto doktadno$¢ wskazan byla catko-
wicie poréwnywalna pomiedzy dwoma
pomiarami, odpowiednio przy czulosci
na poziomie 98%, swoistosci 49% 1 50%,
NPV kazde na poziomie 97%, PPV — 61%
i 62% oraz wskazniku wykluczenia 27%
1 28%. Zgodnos¢ wyrazona przy pomocy
wspoélczynnika kappa wyniosta 0,929,
z rézniacymi si¢ parami przy 480/520,
530/430 i 550/480 ng/ml, odpowiednio
dla podwdjnych oznaczen STA Liatest. Do
dalszej analizy wykorzystano $rednia war-
to$¢ obu pomiaréw STA Liatest.

Nastepnie stwierdzono, ze pordéwna-
nie rzetelnos$ci STA Liatest z uznanymi

testami do oznaczen dimeru D wypada
na korzy$¢ tego pierwszego. Tabela 1
przedstawia czulo$¢, swoistosé, NPV,
PPV oraz wskazniki wykluczenia przy
poziomie odciecia 500 ng/ml dla STA
Liatest i odno$nych testéw do oznaczen
dimeru D. Punkt odciecia dla czulosci
réwnej 100% wyniost 460 ng/ml dla STA
Liatest, 370 ng/ml dla Asserachrom, 540
ng/ml dla Vidas i 330 ng/ml dla Tinaqu-
ant. Z zastosowaniem STA Liatest jeden
pacjent mial warto$¢ dimeru D ponizej
odcigcia 500 ng/ml (460 ng/ml). U tego
pacjenta wystepowata ZZG dystalna
i jeszcze nie przyjmowal lekéw przeciw-
krzepliwych.

Stwierdzono dobra zgodno$¢ pomiedzy
STA Liatest, a odno$nymi pozostatymi te-
stami do oznaczen dimeru D z wysoce zna-
mienng korelacja pomiedzy STA Liatest
a pozostalymi testami (rs=0,951-0,979,
p<0,0001). Ponadto proste regresji byly
wysoce poréwnywalne. Co wiecej, analiza
krzywych ROC, jak przedstawiono na
Ryc. 1, wykazala poréwnywalne AUC dla
oznaczen dimeru D w STA Liatest (0,884,
95% CI: 0,806-0,939), Asserachrom
(0,908, 95% CI: 0,835-0,956), Vidas
(0,910, 95% CI: 0,837-0,957) i Tinaquant
(0,901, 95% CI: 0,826-0,951). Tabela 2
ilustruje zgodnos§¢ pomiedzy réznymi te-
stami do oznaczen dimeru D. Wspoélczyn-
niki kappa dla STA Liatest z pozostalymi
wykonywanymi testami byly nastgpujace:
0,856 z Vidas, 0,812 z Tinaquant i 0,819
z Asserachrom.

Tabela 1. Kliniczna warto$é diagnostyczna r6znych testéw do oznaczen dimeru D przy punkcie odcigcia rownym 500 ng/ml

Czutos$é (%)

Liatest 97,8
95% CI 93,6—100
Asserachrom 95,7
95% CI 89,8-100
VIDAS 100

95% CI 94-100
Tinaquant 97,8
95% CI 93,6—100

Swoisto$é (%) PPV (%) NPV (%) Wskaznik
wykluczenia (%)

50,9 61.6 96,7 28,2

37,9-63,9 50,5-72,8 90,2—-100 19,4-36,8

61,4 66,7 94,6 34

48,8-74 55,3-78 87,3-100 24,8-43.1

52,6 63 100 29,1

39,7-65,6 51,9-74,1 90-100 20,4-37,9

56,1 64,3 97 31,1

43,3—-69 53,1-75,6 91,1-100 22,1,40

Wartosci przedstawiono jako odsetki i ich 95% przedzialy ufnosci (95% CI). PPV, pozytywna warto$¢ predykcyjna; NPV, negatywna wartos$¢ predykeyjna.
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Rycina 1. Analiza dokladnosci wskazan czterech testow do oznaczen dimeru D ce-
lem stwierdzenia obecnosci zakrzepicy zyt gtgebokich. Metoda krzywej zaleznej od
operatora (ROC). *wskazuje wartos¢ odciecia rowng 500 ng/ml

A) Liatest

B) Tmaquant
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Tabela 2. Wspétczynniki kappa pomiedzy czterema testami do oznaczen dimeru D

Liatest Vidas

Vidas 0,856

Asserachrom 0,819

Tinaquant 0,812
DYSKUSJA

Celem niniejszego badania byla ocena
wartoéci diagnostycznej nowego zauto-
matyzowanego i bardzo szybkiego testu
lateksowego do oznaczenn dimeru D
w analizatorze STA-R oraz por6wnanie jej
z uznanymi testami referencyjnymi. Wy-
niki wskazuja, ze pojedynczy pomiar STA
Liatest® D-Di w analizatorze STA-R wy-
klucza rozpoznanie ZZG u do 30% pa-
cjentéw ambulatoryjnych z klinicznymi
oznakami i objawami ZZG oraz ze ten no-
wy test do oznaczenn dimeru D wykazuje
przewage nad uznanymi testami.

W wigkszo$ci pracowni koagulologicz-
nych rutynowo przeprowadza si¢ podwoj-
ne oznaczenia pewnych parametréw,

Asserachrom

0,816
0,815 0,825

a nastepnie podaje $rednia warto$¢ z obu
wynikéw. W niniejszym badaniu wykaza-
no, ze pojedynczy pomiar Liatest® D-Di
daje takie same parametry dokladnosci,
jak strategia podwdjnych oznaczen. Zgod-
nie z wiedza autor6éw, niniejsze doniesie-
nie jest pierwszym analizujacym, mozli-
wos¢ uniknigcia podwdjnych oznaczen.
Jest to szczegblnie wazne z ekonomiczne-
go punktu widzenia.

Na poczatku poréwnano nowy STA
Liatest® D-Di z kilkoma uznanymi testa-
mi do oznaczen dimeru D. Korelacja
1 parametry regresji, pomimo Zze nie
identyczne, znajdowaly si¢ w jednako-
wym przedziale, nie wykazujac znacza-
cych réznic. Zasadniczo rézne testy do

oznaczen dimeru D moga nie dawac jed-
nakowych wynikéw z powodu obserwo-
wanych réznic w swoistoéci przeciwcial,
preferencji wobec produktéw degradacji
fibryny o malej lub duzej masie czastecz-
kowej i/lub usieciowanych i nieusiecio-
wanych pochodnych fibryny". Ponadto
r6znice pomigdzy testami moze réwniez
spowodowaé zalezna od czasu ekspresja
neoepitopu podczas tworzenia i degrada-
¢ji fibryny"®. Jedynie sporadycznie zda-
rza si¢, aby wyniki uzyskane przy uzyciu
réznych testéw do oznaczen dimeru
D wykazywaly ogromne réznice'’!.
Ostatnio ponownie polozono nacisk na
fakt, ze nawet doskonala korelacja i re-
gresja niekoniecznie musi oznaczaé do-
brej zgodnosci pomiedzy dwiema meto-
dami"™. Dlatego w niniejszej pracy do-
datkowo oceniano zgodnoé¢ w odniesie-
niu doktadnosci klinicznej poprzez wyli-
czenie wspo6lczynnikéw kappa pomiedzy
kazda para testow do oznaczen dimeru
D. Rezultaty wykazuja doskonala zgod-
no$¢ w klinicznej interpretacji wynikow
testow (Tabela 2).

Nastepnie oceniano warto$¢ diagno-
styczng wyrazona poprzez czulo$é, swo-
isto$¢, NPV, PPV oraz ER nowego bardzo
szybkiego STA Liatest® D-Di w analizato-
rze STA-R. Okazala si¢ ona znajdowaé
w zakresie trzech innych testéw do ozna-
czen dimeru D — Vidas, Tinaquant i Asse-
rachrom (Tabela 1). Ponadto niniejsze wy-
niki odnoénie czuloéci i NPV testu STA
Liatest® D-Di sa zgodne z publikowanymi
wynikami dla pacjentéw z podejrzeniem
77G"* oraz w badaniach nad wyklucza-
niem podejrzenia zatorowosci plucnej
u objawowych pacjentéw ambulatoryj-
nych [21,22]
badaniu™ test wykonywano w analizato-
rze STA-R — tak, jak w niniejszym badaniu
— podczas gdy w innych pracach stosowa-
no analizator albo STA albo STA Compact
(oba z Diagnostica Stago).

Poniewaz wskazania odnosnie do-
kladnosci, takie jak wskaznik wyklucze-
nia, NPV i PPV zaleza od czestosci wyste-
powania choroby, to uogélnienia wnio-
skow wyplywajacych z niniejszego bada-
nia nalezy dokonywa¢ ostroznie. Choro-
bowos¢ na ZZG w niniejszym doniesie-
niu wyniosta 44,7%, co jest wysokim od-

, pomimo ze jedynie w jednym



LabForum

grudzieri 2008

setkiem w poréwaniu do danych innych
autorow'***? Jednakze stosowanie STA
Liatest® D-Di w analizatorze STA-R,
z przedstawiong czuloécia i swoistoscia,
w grupie pacjentoéw z niska czestoscia wy-
stepowania choroby spowodowaloby
wyzsza NPV i wyzszy wskaznik wyklucze-
nia. Wtedy PPV obnizy sig, co jednak nie

jest wada dla testu stuzacego do wyklucza-
nia rozpoznania, a nie jego potwierdzania.

Podsumowujac, pojedyncze oznacze-
nie nowego zautomatyzowanego i bardzo
szybkiego testu lateksowego do oznaczen
dimeru D, STA Liatest® D-Di w analizato-
rze STA-R okazuje sie bezpiecznie wyklu-
cza¢ diagnoze ZZG u do 30% pacjentéw

ambulatoryjnych z klinicznymi oznakami
i objawami ZZG. W niniejszym badaniu
poréwnanie wartosci diagnostycznej tego
nowego testu do oznaczen dimeru D z te-
stami Vidas D-dimer, Tinaquant i Assera-
chrom D-dimer wypada na korzys$¢ tego
pierwszego.
Pismiennictwo dostgpne w redakcji.

Diagnostyka zakazen chlamydia trachomatis

Agata Jozefiak, Pracownia Patofizjologii Szyjki Macicy, Szpital Ginekologiczno-Polozniczy

Akademii Medycznej w Poznaniu

Witold Kedzia, Klinika Onkologii Ginekologicznej Akademii Medycznej w Poznaniu

Chlamydia sa Gram-ujemnymi bakteria-
mi wewnatrzkomdrkowymi o podobnej
morfologii i wspdélnym z riketsjami poli-
sacharydowym antygenie grupowym. Do
tej pory zidentyfikowano trzy ich gatunki
patogenne dla ludzi: C. trachomatis,
C. pneumonie i C. psitaci. Ich komédrka
ma wielkoé¢ okolo 300 nm, zawiera nu-
kleoid i stanowi czasteczke zakazna tzw.
cialko elementarne (EB — elementary bo-
dies). W wyniku fagocytozy EB wnika do
wrazliwych komorek gospodarza. Zwykle
sa to komorki nablonka walcowatego
spojowki oka i narzadéw plciowych. Fa-
gosomy zawierajace EB lacza si¢ z lizoso-
mami komérek gospodarza i przemiesz-
czaja si¢ w poblize jadra komérkowego.
Nastepnie dochodzi do powstania ciatka
pierwotnego (RB — reticulate body, ciatko
siateczkowe, retikulocytarne). Wodniczka
sie powieksza, a zawarte w niej ciatka RB
ulegaja wielokrotnym podzialom. Poja-
wiaja si¢ charakterystyczne male cza-
steczki opisywane jako ciatka wtretowe.
Niekiedy obok ciatek RB moga by¢ wi-
doczne ciatka posrednie (IB — intermedia-
te body). Pod koniec cyklu replikacji cial-
ka retikulocytarne ponownie przeksztal-
caja si¢ w formy podstawowe, ktére z ko-
morek gospodarza sa uwalniane na dro-
dze egzocytozy lub w wyniku lizy komé-
rek gospodarza.
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Gatunek Chlamydia trachomatis na
podstawie antygenéw typowo swoistych
zostal podzielony na 15 setypéw: serotypy
A, B, Ba i C wywoluja jaglice (trachoma)
zwang takze wtretowym zapaleniem spo-
jowek, serotypy D, E, F, G, H, I, ] i K odpo-
wiedzialne sg za zakazenie drég moczo-
wo-plciowych natomiast serotypy L1, L2
i L3 powoduja ziarnic¢ weneryczna (LGV
— lymphogranuloma venereum).

Jaglica jest jedna z gtéwnych przyczyn
§lepoty na $wiecie i zajmuje trzecie miej-
sce zaraz po za¢mie (cataract) oraz jaskrze
(glaukoma). Wedtug Swiatowej Organiza-
¢ji Zdrowia (WHO — World Health Orga-
nisation), kazdego roku na chorobe t¢ za-
pada 150 milionéw o0séb, z czego 6 milio-
néw traci wzrok. Choroba ta rozpo-
wszechniona jest w krajach poélnocnej
Afryki, Indiach, Azji
-Wschodniej i na Srodkowym Wschodzie.
W Europie zostala praktycznie wyelimi-
nowana na poczatku 20 wieku, gléwnie
poprzez poprawe higieny osobistej. WHO
zaklada calkowite jej wyeliminowanie do

Poludniowo-

konca 2020 roku. Jaglica szerzy si¢ wsku-
tek bezposredniego kontaktu z zakazona
wydzieling spojoéwek, uzywania brudnych
recznikéw i odziezy osoby zakazonej.
Choroba ta prowadzi do powstania blizn
powodujacych §lepote. Uwaza sig, ze neo-
natalne zakazenie oka noworodka C. tra-

chomatis oraz chlamydiowe zakazenie oka
osoby doroslej poprzez inokulacj¢ patoge-
nu z narzadéw rozrodczych nie moze pro-
wadzi¢ do rozwoju jaglicy.

Najwyzsze wskazniki rozpowszechnie-
nia zakazen drég moczowo-plciowych
przez C. trachomatis odnotowywane sa
w Afryce Sub-Saharyjskiej, a najnizsze we
wschodniej Azji i Pacyfiku. Wedlug WHO
kazdego roku notowanych jest okoto 89
milionéw nowych przypadkéw genitalnej
infekcji C. trachomatis. Nalezy pamigtac,
ze powyzsze dane epidemiologiczne cze-
sto obejmuja tylko pacjentéw hospitalizo-
wanych pochodzacych z grup wysokiego
ryzyka infekcji przenoszonych droga
plciowa (STD — sexual transmitted infec-
tions). Szerzenie si¢ tych zakazen w popu-
lacji jest podtrzymywane przez nierozpo-
znawalne i nie leczone przypadki infekgji
bezobjawowych zaré6wno u mezczyzn do
50% jak i kobiet do 70% wszystkich infek-
gi C. trachomatis narzadéw plciowych.
Podaje si¢, ze 2—-30% mieszkancoéw krajow
rozwinietych jest zakazonych tym patoge-
nem. Koszty zwigzane z powiklaniami C.
trachomatis w samej tylko Wielkiej Bryta-
nii wynosza co najmniej 50 milionéw
funtéw rocznie.

LGV jest natomiast choroba ende-
miczna, ktérej wystepowanie ogranicza
si¢ do Afryki, Azji oraz Poludniowej Ame-
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Ciatka wtretowe C. trachomatis oraz wakualizacja jader komérkowych. Obraz cytologiczny materiatu z szyjki maci-
cy. Zdjecie z mikroskopu $wietlnego. Autorzy: prof. Helena Kedzia i mgr Andrzej Gajewski

ryki i Karaibéw. W Europie ostatnie przy-
padki zachorowan na LGV odnotowano
w latach 2003/2004. Moze przyjmowac
forme wezlowa i uogdlniona znana tez ja-
ko Nicolas-Favre.

Jednostki chorobowe zwigzane
z infekcja C. trachomatis
Blisko 40% nierzezaczkowych zapalen
cewki moczowej (NGU — non gonoccocal
urethritis) wywotywanych jest przez C. tra-
chomatis. Na drodze wstepujacej z pochwy
i szyjki macicy moze dotrze¢ do jamy ma-
cicy oraz jajowodow i otaczajacych je tka-
nek. U okolo 50% kobiet z chlamydiowym
zakazeniem szyjki macicy wystepuje
wspolistniejace zakazenie cewki moczo-
wej. Cewka, natomiast jest jedynym miej-
scem infekgji C. trachomatis u 20% kobiet.
Zakazenie tym patogenem jest rozpa-
trywane gléwnie w aspekcie probleméw
rozrodczych, poniewaz nie leczone moze
prowadzi¢ do ostrego zapalenia: przydat-
kéw, miednicy mniejszej (PID — pelvic in-
flamatory disease), a w konsekwencji do
zrostow okolojajowodowych, zamknigcia
jajowodow oraz ciazy pozamacicznej i bez-
plodnosci. Uszkodzenie jajowodéw moze
prowadzi¢ takze do ciazy pozamaciczne;j.

PID moze by¢ wywolywany réwniez
przez mykoplazmy takie jak mycoplasma
genitaliom, endogenng mikrobiologiczna
flore pochwy (bakterie anaerobowe i ae-
robowe), streptococci aerobowe i STI ta-
kie jak C. trachomatis i Neisseria gonorr-
hoeae. Jednak najczestsza przyczyne roz-
woju tej choroby jest zakazenie C. tracho-
matis (10-40%). Zapalenie miednicy
mniejszej w 94% przypadkéw spowodo-
wane jest infekcjami przenoszonymi
przez kontakt plciowy. Badania przepro-
wadzone w Anglii i Walii wykazaly, ze
PID dotyka ok. 1,7% kobiet w wieku re-
produkcyjnym, a w grupie ryzyka sa
gléwnie osoby mlode w wieku 16-24 lat.
Okoto 30% pacjentek zakazonych ta bak-
teria uskarza si¢ na uplawy majace postaé
ropnej i (lub) krwawej wydzieliny z szyjki
macicy oraz béle podbrzusza i krwawie-
nia kontaktowe.

U mezczyzn zakazonych C. trachoma-
tis wystepuje wyciek z cewki moczowej
oraz bolesne oddawanie moczu, jednak
czesto nasilenie objawow jest niewielkie
lub pozostaja one catkowicie w ukryciu.
Zakazenie to moze obejmowacé takze od-
bytnice i wywolywaé wyciek oraz dyskom-
fort w obrebie odbytnicy i odbytu.

Powiklania infekcji C. trachomatis mo-
ga prowadzi¢ takze do rozwoju wielu in-
nych powaznych schorzen, takich jak: za-
palenie okolowatrobowe (zesp6t Fitz-Hu-
gha i Curtisa — perihepatitis), czy zespotu
Reitera, ktory taczy w sobie zapalenie cew-
ki moczowej, stawéw oraz spojowek i do-
tyka znacznie cze$ciej mezczyzn niz ko-
biety. U mezczyzn moze takze dojs¢ do za-
palenia jader i najadrzy.

Infekcja ta jest takze bardzo niebez-
pieczna dla noworodkéw urodzonych dro-
gami natury przez kobiety z chlamydioza.
Dochodzi wowczas do rozwoju wtretowe-
go zapalenia spojowek i drég oddecho-
wych (pneumonia), ktére moga by¢ przy-
czyng $miertelnego zejécia. Tylko prawi-
dlowa i wczesna diagnostyka matek oraz
noworodkéw moze pozwoli¢ na wdroze-
nie odpowiedniego leczenia i uniknigcia
rozwoju wielu powaznych powiktan.

Laboratoryjna diagnostyka zakazen
C. trachomatis
Diagnostyka C. trachomatis powinna
uwzgledniaé specyficzne cechy morfolo-
giczne i biologie tych bakterii. Patogen ten
jest bezwzglednym pasozytem wewnatrz-
komérkowym, dlatego hodowla na pod-
tozach mikrobiologicznych nie znajduje
tutaj zastosowania. Stosowane metody
diagnostyczne opieraja si¢ na nastepuja-
cych zasadach:
@ wizualizacji drobnoustroju w obrazie
mikroskopowym,
® hodowli komérkowej,
® wykrywaniu specyficznych antygenéw
chlamydiowych,
@ testach serologicznych,
@ badaniach molekularnych.
Wstepnej identyfikacji C. trachomatis
w materiale klinicznym mozna dokona¢
analizujac obraz w mikroskopie $wietl-
nym. Wyktadnikami infekeji sa charakte-
rystyczne ciala wtretowe oraz wakuoliza-
gja jader komédrkowych (fot. 1). Lepszej
wizualizacji infekcji mozna dokona¢ po-
przez zastosowanie dodatkowego barwie-
nia Giemza. Technika ta ma niewielka czu-
to$¢ i nie stanowi metody diagnostyczne;j.
Niemniej jednak podejrzenie infekcji
C. trachomatis powinno zawsze zosta¢ od-
notowane w wyniku badania cytologicz-
nego.
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Technikg ktéra odznacza si¢ zdecydo-
wanie wyzszg czulo$cia 55-85% w odnie-
sieniu do materiatu z szyjki macicy jest
hodowla komoérkowa. Najczesciej stoso-
wanymi linia komérkowymi sa komoérki
McCoy’a (fibroblasty mysie). Technika ta
wymaga jednak materiatu o bardzo do-
brej jakosci, zastosowania wyspecjalizo-
wanej aparatury oraz duzego doswiadcze-
nia personelu. Ponadto jest bardzo praco-
chlonna. Nadal jest stosowana przez nie-
ktore laboratoria badawcze i rekomendo-
wana do weryfikacji wynikéw innych te-
stow, jednak nie jest powszechnie stoso-
wana przez laboratoria diagnostyczne.
Metoda bardzo droga.

Innym badaniem umozliwiajacym
identyfikacje C. trachomatis jest test im-
munofluorescencji bezposredniej (DFA —
Direct Immunofluorescent Antibody).
W metodzie tej wykorzystuje si¢ mono-
klonalne przeciwciata skierowane prze-
ciwko biatlkom komérkowym, ktére tacza
si¢ z cialkiem elementarnym chlamydii.
Testy te sa bardzo pracochlonne i odzna-
czaja si¢ niska czutoscia do 70% dla mate-
riatu z szyjki macicy. Nadaje si¢ do anali-
zy kazdego materialu.

Znacznie prostsze w wykonaniu sg testy
immunoenzymatyczne (EIA) oparte na
przeciwcialach skierowanych przeciwko
powierzchniowym polisacharydom chla-
mydii. Metoda ta pozwala si¢ zautomatyzo-
wac (pluczka i czytnik plytek Eliza). Nieste-
ty obarczona jest duzym ryzykiem wyni-
koéw falszywie dodatnich. Czutoé¢ do 70%.

Wiréd najnowszych metod odznacza-
jacych si¢ jak do tej pory najwyzsza czulo-
$cig (do 100%) nalezy wymieni¢ reakcje
taricuchowej polimerazy (PCR — polime-
rase chain reaction) oraz reakcje lancu-
chowej ligazy (LCR — ligase chain reac-
tion). Techniki amplifikacji kwaséw nu-
kleinowych (NAAT — nucleic acid amplifi-
cation techniques) wymagaja duzego do-

$wiadczenia personelu. Niektére dostgpne
podtoza transportowe pozwalaja przecho-
wywa¢ material po pobraniu w temp. po-
kojowej nawet do 10 h. Ta metoda poza
wymazami z szyjki macicy i cewki moczo-
wej mozna takze bada¢ prébki moczu.
Prébka materiatu musi bezwzglednie za-
wiera¢ material komoérkowy. Z uwagi na
trudnosci zwigzane z pobraniem wymazu
z cewki moczowej, u mezczyzn jako mate-
riat do badan rekomenduje si¢ probki po-
rannego moczu (pierwsza cze§¢ poranne-
go strumienia lub pacjent powinien si¢
wstrzyma¢ od oddania moczu ostatnie
2 godziny przed badaniem), natomiast
u kobiet wymazy z kanalu szyjki macicy
lub prébki moczu (procedura pobrania
jak u mezczyzn). Problem diagnostyczny
moga stanowi¢ tutaj czynniki obecne
w materiale diagnostycznym (inhibitory
amplifikacji) hamujace reakcj¢. Powodem
hamowania reakcji PCR moze by¢ niepra-
widlowo pobrany materiat np. zawieraja-
cy $luz lub leki. Koszty tej metody sa do§é
wysokie, jednak mozna je obnizy¢ zbiera-
jac material i wykonujac badania w se-
riach. Metoda ta posiada bardzo duza
czulo$cia do 100% i swoistoscia ok. 99%.

Idealna czulo§¢ badania wynosi >90%
przy swoisto$ci >99%. Charakterystyke
najbardziej zblizong do tych wartosci maja
metody NAAT. Watpliwe wyniki ujemne
w EIA nalezy potwierdzi¢ metoda DFA lub
NAAT. Dla zakazen genitalnych C. tracho-
matis oznaczania przeciwcial w krwi nie ma
warto$ci diagnostyczne;j.

Z uwagi na mozliwo$¢ wystapienia
wielu powaznych powiklan diagnostyka
C. trachomatis powinna zosta¢ wykonana
w przypadku nawet najmniejszego podej-
rzenia zakazenia ta bakteria. Niekt6rzy ba-
dacze sugeruja wykonywanie testow dia-
gnostycznych u oséb aktywnych seksual-
nie co najmniej raz w roku. Chodzi tutaj
gléwnie o osoby mtode ponizej 25 roku

zycia. Badanie takie bezwzglednie powin-
ny wykona¢ pary, ktére dotyka problem
bezplodnosci. Ponadto u wszystkich oséb,
u ktérych stwierdzono zakazenie C. tra-
chomatis nalezy przeprowadzi¢ badania
w kierunku innych infekeji przenoszonych
przez kontakt plciowy. Takie badanie wy-
daje sie takze celowym wykonaé u nowo-
rodkéw kobiet z podejrzeniem infekgji
C. trachomatis oraz zapaleniem pluc.
Woéwczas jako material do badan moze
postuzy¢ material z nosogardzieli. Oczy-
wiécie procedure pobrania materialu do
badan i transport nalezy ustali¢ uprzednio
z danym laboratorium diagnostycznym.

Infekcja C. trachomatis stanowi bar-
dzo powazny problem rozpatrywany
gléwnie w aspekcie patologii rozrodu.
Mimo iz ta cz¢$¢ badan naukowych roz-
wija si¢ bardzo intensywnie, informacje
pochodzace z wielu krajéw nadal nie po-
zwalaja na utworzenie pelnych danych
epidemiologicznych dotyczacych czesto-
$ci wystepowania i rozprzestrzeniania sig
genitalnych zakazen C. trachomatis mig-
dzy innymi z uwagi na cze¢sto stosowane
metody diagnostyczne nie wystarczajaco
czule.
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