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Szanowni Paƒstwo,

Z okazji zbli˝ajàcych si´ Âwiàt Bo˝ego Narodzenia i Nowego Roku pragn´

z∏o˝yç Paƒstwu najserdeczniejsze ˝yczenia wszelkiej pomyÊlnoÊci i radoÊci

zarówno na polu zawodowym, jak i prywatnym. Pos∏ugujàc si´ cytatem

Konstantego Ildefonsa ...„aby Âwi´ta Bo˝ego Narodzenia by∏y BliskoÊcià

i Spokojem, a Nowy Rok – Dobrym Czasem”... tego ˝ycz´ Paƒstwu w imie-

niu w∏asnym i ca∏ego naszego zespo∏u.

Tradycyjnie wraz ze zbli˝ajàcym si´ koƒcem roku nadchodzi czas podsumowaƒ i reflek-
sji. Z wielkà przyjemnoÊcià i niek∏amanà dumà mog´ przyznaç, ˝e by∏ to bardzo udany
rok. Nasz zespó∏, wykona∏ ambitne zadania wyznaczone na rok 2004.

ZorganizowaliÊmy wiele spotkaƒ i szkoleƒ dla naszych klientów, wspomn´ tu tylko
konferencje na zamku w Rydzynie, Piechowicach k. Szklarskiej Por´by czy Kazimierzu
Dolnym. Tego typu bezpoÊrednie kontakty z klientami sà dla nas bardzo wa˝ne i zamie-
rzamy je nadal rozwijaç. W przysz∏ych latach planujemy wydatnie wzmocniç funkcj´
edukacyjnà naszej firmy.

W bie˝àcym roku odnotowaliÊmy wiele sukcesów. Komitet Organizacyjny XV Zjaz-
du PTDL uhonorowa∏ naszà firm´ nagrodà Sponsora G∏ównego POL MEDLAB 2004.
Jednym z wa˝niejszych osiàgni´ç by∏ udanie przeprowadzony projekt zaopatrywania
Banków Krwi. Testy Roche Diagnostics b´dà stosowane przez najbli˝sze dwa lata w ba-
daniach przesiewowych dla ponad 80% krwi pobranej w Centrach Krwiodawstwa na te-
renie ca∏ego kraju. Cieszy nas fakt, ˝e silnà stronà oferty diabetologicznej jest nowy glu-
kometr Accu-Chek Active, który uzyska∏ bardzo dobrà opini´ wÊród u˝ytkowników.
W trosce o podniesienie jakoÊci ˝ycia ludzi z cukrzycà wprowadziliÊmy tak˝e na rynek
Accu-Chek Smart Printer, drukark´ specjalnie zaprojektowanà dla u˝ytkowników glu-
kometrów. Dobiegajà równie˝ koƒca prace nad wprowadzeniem przystawki g∏oÊnomó-
wiàcej dla ludzi s∏abo- i niewidzàcych.

ZakoƒczyliÊmy etap konsolidacji naszego zespo∏u, w du˝ej mierze przyczyni∏a si´ do
tego faktu, wczeÊniej wspomniana, zmiana siedziby, która znaczàco podnios∏a efektyw-
noÊç pracy kolegów i kole˝anek, co ma bezpoÊredni wp∏yw na jakoÊç obs∏ugi klientów.

Liczymy na rych∏e spotkanie w przysz∏ym roku, ˝ycz´ Paƒstwu przyjemnej lektury.

Z powa˝aniem,

Andrzej Banaszkiewicz

Dyrektor Generalny 
Roche Diagnostics Polska Sp. z o.o.
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Zró˝nicowanie genetyczne HCV
Materia∏ genetyczny w postaci RNA, niska
wiernoÊç replikacji typowa dla wirusowej
polimerazy RNA oraz brak mechanizmów
naprawczych sà g∏ównymi przyczynami
zró˝nicowania i zmiennoÊci genetycznej
HCV. Wirus istnieje jako heterogenna po-
pulacja wariantów genetycznych. Wyod-
r´bniono co najmniej szeÊç g∏ównych ty-
pów genetycznych, dalej ró˝nicowanych
na 37–110 subtypów 4. Pojawi∏y si´ donie-
sienia o nast´pnych genotypach, oznacza-
nych od 7 do 11, identyfikowanych w kra-
jach Azji Po∏udniowo-Wschodniej. Ró˝-
nice w sekwencjach nukleotydów pomi´-
dzy poszczególnymi genotypami si´gajà

35%, a pomi´dzy subtypami dochodzà do
20%5. Genotypy ró˝nià si´ wyst´powa-
niem geograficznym6, sà tak˝e najwa˝niej-
szà cechà wirusa warunkujàcà podatnoÊç
na leczenie przeciwwirusowe. W organi-
zmach zaka˝onych HCV dodatkowo wy-
kazuje wysokà zmiennoÊç osobniczà, b´-
dàcà skutkiem kumulowania mutacji. Po-
wstajà one najcz´Êciej w odcinkach hi-
perzmiennych genomu, na granicy regio-
nu E2/NS17. Powstajàce mutanty sà pod-
dawane silnej presji mechanizmów od-
pornoÊciowych zaka˝onego organizmu,
doprowadzajàcej do selekcji wariantów
o najwy˝szej wydolnoÊci replikacyjnej.
Ostatecznym efektem jest powstawanie
tzw. szczepów rzekomych (quasispecies).
Kolejno izolowane warianty mogà ró˝niç
si´ nawet do 10%. W licznych badaniach
próbowano oceniç zale˝noÊç mi´dzy po-
jawianiem si´ quasispecies i ich z∏o˝ono-
Êcià a skutecznoÊcià leczenia. Uzyskiwane
wyniki sà niejednoznaczne, a metody oce-
ny nie zosta∏y wprowadzone do rutynowej
diagnostyki.

Podstawowe metody 
analizy genetycznej HCV
Podstawowà metodà oceny zmiennoÊci ge-
netycznej HCV jest sekwencjonowanie wy-
branych fragmentów genomu, namno˝o-
nych podczas reakcji ∏aƒcuchowej polime-
razy (PCR). W oznaczaniu genotypu HCV
najcz´Êciej sekwencjonuje si´ genotypowo
swoiste regiony – 5’UTR, E2/NS1 lub NS5.
Sekwencjonowanie jest metodà najbardziej
informatywnà, jednoczeÊnie kosztownà,
wymagajàcà skomplikowanego wyposa˝e-
nia i pracowników o du˝ym doÊwiadcze-
niu. Metodà prostszà i taƒszà jest, najcz´-
Êciej stosowana, hybrydyzacja produktów
PCR z genotypowo swoistymi sondami.

Typ genetyczny HCV mo˝e byç tak˝e
zidentyfikowany poÊrednio, poprzez wy-
krycie testem EIA przeciwcia∏ genotypowo
specyficznych – tzw. serotypowanie. Test

Diagnostyka zaka˝eƒ wirusem HCV

Micha∏ J. Majchrzak, Urszula Komorowska, Ewa Tobolewska, Grzegorz P. Staƒczak,

Katarzyna Przybylska-Stengiel, Janusz J. Staƒczak 

Murex HCV Serotyping 1–6 Assay (Murex)
zapewnia rozró˝nienie 6 g∏ównych typów
genetycznych. Oceniane sà przeciwcia∏a
przeciwko bia∏kom rdzenia i regionu NS4.
Umo˝liwia on ustalenie genotypu u ok.
85–90% pacjentów z przewlek∏ym wzw C,
natomiast nie jest mo˝liwa identyfikacja
subtypów 8. ZgodnoÊç z wynikami testów
genetycznych wynosi ok. 95%. Test nie za-
pewnia rozró˝niania zaka˝eƒ mieszanych,
mo˝e byç akceptowalnà alternatywà przy
niskich funduszach.

Diagnostyka serologiczna
Stosowane w diagnostyce zaka˝eƒ HCV te-
sty immunoenzymatyczne (EIA, ELISA)
wykrywajà przeciwcia∏a skierowane prze-
ciwko ró˝nym epitopom wirusa. Powsta∏y
trzy generacje testów przesiewowych wy-
krywajàcych przeciwcia∏a anty-HCV.
Pierwsza (1989 r.) zawiera∏a antygen re-
kombinacyjny, pochodny regionu NS4.
Druga generacja (1992 r.) zawiera antyge-
ny regionów rdzenia (core) i NS3, zapewnia
znacznie wi´kszà czu∏oÊç i swoistoÊç detek-
cji, skraca czas okienka serologicznego
o 4–10 tyg. Trzecia generacja (1994-95 r.)
zawiera zmodyfikowane antygeny core

i NS3 oraz antygen w∏aÊciwy regionowi
NS5. Wykazuje wi´kszà czu∏oÊç, natomiast
praktycy majà zastrze˝enia do swoistoÊci,
wskazujàc na stosunkowo cz´ste przypadki
uzyskiwania wyników fa∏szywie dodatnich.

Wyniki testów przesiewowych sà wery-
fikowane testami potwierdzenia. Test
RIBA (recombinant immunoblott assay)
zawiera antygeny podobne do obecnych
w testach EIA II generacji i wykorzystuje
technologi´ immunoblottingu. Powsta∏y
trzy generacje tego testu; obecnie mo˝liwe
jest potwierdzenie zaka˝enia testem gene-
tycznym, najcz´Êciej – RT-PCR HCV.

Od 2002 r. jest te˝ dost´pny test Track-C
(Ortho-Clinical Diagnostics) wykrywajà-
cy antygen rdzeniowy HCV. Umo˝liwia
ocen´ iloÊciowà, skraca znaczàco czas

Wst´p

W 2003 r. liczba potwierdzonych wirusowych
zapaleƒ wàtroby typu C (wzw C) przekroczy∏a
w Polsce liczb´ wzw typu B1. Jest to wynik
wydajnej profilaktyki swoistej zaka˝eƒ HBV
oraz jej braku w przypadku HCV. Oko∏o
50–70% pacjentów z wzw C jest rozpoznawa-
nych w fazie przewlek∏ego zapalenia wàtroby;
równie˝ w wi´kszoÊci przypadków nie jest
mo˝liwe okreÊlenie momentu zaka˝enia ani
identyfikacja czynników ryzyka2. Âwiadczy to
zarówno o niskiej jakoÊci wywiadów epidemio-
logicznych, jak i „skrytoÊci” zaka˝enia HCV
oraz wykrywania go w sposób przypadkowy.

Leczenie wzw C staje si´ coraz skutecz-
niejsze. Najnowsze schematy leczenia skoja-
rzonego (interferon pegylowany oraz ribawi-
ryna) sà znacznie skuteczniejsze ni˝ mono-
terapia interferonami. Jednak w dalszym cià-
gu u 40–60% leczonych nie uzyskuje si´
eradykacji wirusa, g∏ównie z powodu domi-
nujàcych w Polsce genotypów HCV 3.

Zamiarem autorów jest przedstawienie
diagnostyki laboratoryjnej wykorzystujàcej
markery wirusa, obejmujàcej zarówno testy
genetyczne jak i serologiczne, z pomini´ciem
klasycznych markerów uszkodzenia wàtroby. 
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okienka serologicznego w porównaniu do
testów wykrywajàcych przeciwcia∏a. Jest
swoisty, natomiast jego czu∏oÊç znacznie
ró˝ni si´ od oferowanej przez testy gene-
tyczne – wykrywa antygenemi´ dopiero
przy 8–10 tys. IU HCV/mL (IU – Interna-

tional Unit – jednostka mi´dzynarodowa,
równa ok. 2,6 kopiom HCV)9.

Czas trwania okienka serologicznego
w zaka˝eniu HCV jest osobniczo specy-
ficzny. Przeci´tnie po 7–8 tygodniach od
zaka˝enia wykrywa si´ przeciwcia∏a, okres
ten mo˝e byç jednak znacznie d∏u˝szy. Po
samoistnej eliminacji zaka˝enia przeciw-
cia∏a mogà utrzymywaç si´ do˝ywotnio,
u niektórych pacjentów zanikajà stopnio-
wo10. Znacznie utrudniona jest diagnosty-
ka serologiczna pacjentów leczonych im-
munosupresyjnie, z upoÊledzonym wy-
twarzaniem przeciwcia∏; podobny pro-
blem istnieje wÊród pacjentów leczonych
hemodializami.

Testy serologiczne sà oferowane przez
w∏aÊciwie wszystkie du˝e firmy diagno-
styczne.

Najbardziej rozwojowà technologià sà
„chipy serologiczne”, które zawierajà p∏ytk´
silikonowà, na którà naniesione sà prze-
ciwcia∏a przeciwko wybranym wirusom.
Antygeny wirusów obecnych w badanej
próbce sà rozpoznawane i wiàzane. Kom-
puterowy system detekcji umo˝liwia wy-
krycie i identyfikacj´ rodzajów i odmian
wirusów. Pierwszy doÊwiadczalny chip –
ViriChip – zosta∏ skonstruowany przez
firm´ BioForce Nanosciences (USA)11.

Diagnostyka genetyczna
Materia∏em badanym w kierunku HCV
mo˝e byç surowica, osocze lub wycinek
biopsyjny.

Testy genetyczne umo˝liwiajà maksy-
malnie czu∏e i specyficzne wykrycie RNA
HCV oraz jego charakterystyk´. Wi´k-
szoÊç z nich wykorzystuje powielanie wy-
krytego fragmentu genomu wirusa. Naj-
cz´Êciej stosowana jest metoda PCR, po-
przedzona odwrotnà transkrypcjà (reverse

transcription) RNA HCV na cDNA. Inne
testy oparte na amplifikacji to metody
NASBA oraz TMA. W odró˝nieniu od
PCR przebiegajà bez cyklicznych zmian
temperatury, sà bardziej z∏o˝one bioche-
micznie, a ich produktem jest RNA.

Zadaniem testów jakoÊciowych jest
wykrycie RNA HCV. W praktyce mo˝na
jeszcze spotkaç warianty tworzone samo-
dzielnie w laboratoriach (tzw. in-house

PCR), nie spe∏niajà one jednak standar-
dów niezb´dnych dla certyfikacji testu.

Bardzo przydatne sà testy iloÊciowe,
oceniajàce poziom wiremii (ang. viral load)
HCV. Najcz´Êciej stosowane testy to Ampli-
cor HCV Monitor v. 2 (Roche Diagnostics);
znacznie rzadziej – LCx HCV RNA Quanti-
tative Assay (Abbott). Oferowane zakresy
czu∏oÊci umo˝liwiajà wykrycie ju˝ 23–50
IU/mL przy jednoczesnej liniowoÊci po-
miaru si´gajàcej 7,5 do 15 x105 IU/mL.

Inna technologia wykorzystuje zwi´k-
szanie intensywnoÊci sygna∏u po reakcji
hybrydyzacji – metod´ rozga∏´zionego
DNA (branched DNA – bDNA). Dost´pny
jest test Versant HCV RNA 3.0 Quantita-
tive Assay (Bayer). Ma on czu∏oÊç i zakres
pomiaru podobne do metod PCR. Jed-
nak˝e, wed∏ug przyj´tych porozumieƒ, to
technika PCR jest uznana za diagnostycz-
ny „z∏oty standard”.

Najnowsze testy diagnostyczne wykorzy-
stujà real-time PCR (PCR czasu rzeczywiste-
go). Jest to fluorescencyjna detekcja produk-
tu PCR po ka˝dym cyklu amplifikacji i okre-
Êlenie wyjÊciowej iloÊci poszukiwanego ma-
teria∏u genetycznego. Cennà zaletà jest bar-
dzo wysoka czu∏oÊç po∏àczona z liniowoÊcià
pomiaru w zakresie 20–108 IU/mL12. Tech-

nologia real-time PCR w wersji wielokrotnej
(multiplex) umo˝liwia równie˝ jednoczesne
wykrycie materia∏u genetycznego ró˝nych
drobnoustrojów13. Bardzo wa˝nà cechà jest
równie˝ hermetycznoÊç systemu – probów-
ka nie jest otwierana po reakcji, wi´c ryzyko
zanieczyszczenia produktami reakcji PCR
jest ca∏kowicie wyeliminowane.

W celu rozpoznania typu genetyczne-
go HCV w rutynowej diagnostyce najcz´-
Êciej stosuje si´ test hybrydyzacji HCV
INNO-LiPA II (Innogenetics, obecnie
Bayer). Najnowszy wariant umo˝liwia
rozró˝nienie 7 genotypów (1–6 i 10) oraz
16 subtypów. Metodà alternatywnà jest
sekwencjonowanie regionów genotypowo
swoistych; jej wadà jest z∏o˝onoÊç i cena.
Najcz´Êciej stosowany jest test TRUGENE
HCV Genotyping Kit (Visible Genetics).

Najprawdopodobniej metodà rewolu-
cjonizujàcà diagnostyk´ genetycznà b´-
dzie technologia DNA chipów (mikroma-
cierzy). Na noÊnik nanoszone sà krótkie
∏aƒcuchy jednoniciowego DNA. Podczas
hybrydyzacji funkcjonujà one jako sondy,
wykrywajàc w badanej próbce fragmenty
komplementarnego DNA lub RNA. Mo˝-
liwe jest skonstruowanie chipa wykrywa-
jàcego np. RNA HCV i jednoczeÊnie okre-
Êlajàcego jego iloÊç oraz identyfikujàcego
wszystkie znane warianty genetyczne.

Nowym trendem w diagnostyce gene-
tycznej jest wprowadzanie automatycz-

Tabela 1. Testy stosowane w ró˝nych fazach wzw C

Badanie Potwierdzenie Strategia Odpowiedê Rokowanie 
Metoda przesiewowe zaka˝enia leczenia na leczenie trwa∏ej

odpowiedzi

AktywnoÊç 
ALT/AST X X

EIA 
anty-HCV X

Test 
potwierdzenia Xa

(RIBA)

RT PCR 
HCV RNA X X
jakoÊciowy

RT PCR 
HCV X X X
iloÊciowy

Genotypowanie 
HCV X X

a – test ju˝ niezalecany
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schematu i czasu leczenia oraz ocen´ jego
skutecznoÊci. Istotne – wykazano, ˝e po-
ziom wiremii nie jest skorelowany ani
z zaawansowaniem zaka˝enia ani stop-
niem uszkodzenia wàtroby.

Schemat aktualnie zalecanego algoryt-
mu decyzyjnego, zaakceptowanego tak˝e
w Polsce, przedstawiono na Rycinie I.
Ocena iloÊciowa wiremii w 12 tygodniu
terapii u pacjentów zaka˝onych genoty-
pem innym ni˝ 2 lub 3 umo˝liwia identy-
fikacj´ pacjentów z ma∏ym prawdopodo-
bieƒstwem trwa∏ego wyleczenia. Warto-
Êcià po˝àdanà jest spadek wiremii o co
najmniej 2log10. Wyniki licznych badaƒ
klinicznych dowodzà, ˝e eliminacja wiru-
sa nast´puje jedynie u 3% pacjentów,
u których spadek wiremii jest mniejszy.
Tak niski odsetek nie uzasadnia kontynu-
acji leczenia zarówno ze wzgl´dów me-
dycznych (objawy niepo˝àdane), jak i eko-
nomicznych. Zgodnie z przyj´tymi ustale-
niami przerywa si´ leczenie tej grupy pa-
cjentów i proponuje terapi´ alternatyw-
nà15. W przypadku pacjentów zaka˝onych
genotypem 2 lub 3 zalecane jest wykona-
nie jedynie jakoÊciowego testu RT PCR
w 24 tygodniu, po zakoƒczeniu leczenia.
Wynik ujemny oznacza eradykacj´ HCV.

Zakoƒczenie
Biologia molekularna umo˝liwi∏a szybkà
identyfikacj´ i charakterystyk´ HCV oraz

opracowanie wiarygodnych testów serolo-
gicznych. Jednak dopiero metody genetycz-
ne zapewniajà pe∏ne opisanie wariantów
genetycznych zaka˝ajàcych pacjenta, ich
ewolucj´, rokowanie szans wyleczenia oraz
monitorowanie terapii. Udoskonalenie te-
stów genetycznych umo˝liwi∏o zastosowa-
nie ich jako testów potwierdzenia.

Upowszechnienie przedstawionych
metod znacznie zwi´ksza mo˝liwoÊci dia-
gnozowania zaka˝eƒ HCV oraz racjonali-
zacji leczenia. Powszechnie uznaje si´ typ
genetyczny HCV oraz wyjÊciowy poziom
wiremii za podstawowe, niezale˝ne czyn-
niki okreÊlajàce wyniki leczenia16, 17. Aktu-
alne dane sugerujà, ˝e najwi´ksze szanse
wyleczenia majà pacjenci zaka˝eni geno-
typem innym ni˝ 1a/1b, z niskim pozio-
mem wiremii (<104 IU/mL), przed 50 ro-
kiem ˝ycia18. Niestety, ani rozwój technik
badawczo-diagnostycznych, ani coraz pe∏-
niejsze poznanie biologii HCV nie umo˝-
liwi∏y dotychczas poznania tych cech
HCV, które jednoznacznie u∏atwi∏yby
kwalifikowanie pacjentów do skutecznego
leczenia.

Przedstawione techniki diagnostyki
genetycznej sà szybkie, czu∏e i swoiste. Ra-
cjonalnie stosowane, choç znacznie dro˝-
sze od testów klasycznych, powinny
w efekcie koƒcowym obni˝yç ca∏kowite
koszty leczenia.

PiÊmiennictwo dost´pne w redakcji.

nych systemów izolacji kwasów nukleino-
wych. Zapewniajà one powtarzalnoÊç
procesu, unikanie b∏´dów ludzkich oraz
chronià izolaty przed nadka˝eniem. Ich
wadà jest wysoka cena, uzasadniajàca in-
stalacj´ jedynie w laboratoriach wykonu-
jàcych du˝e iloÊci oznaczeƒ14.

Przedstawione metody genetyczne
umo˝liwiajà najwczeÊniejsze wykrycie za-
ka˝enia. Cz´sto uzyskuje si´ wynik dodatni
testu PCR, bez wykrywanych przeciwcia∏.
Sugeruje to faz´ ostrà zaka˝enia, najcz´Êciej
póêniej potwierdzanà serokonwersjà.

Pierwsze wersje testów, optymalizowa-
ne wobec sekwencji genotypów 1a i 1b,
wykazywa∏y ni˝szà czu∏oÊç i swoistoÊç wo-
bec innych genotypów. Najnowsze, zawie-
rajàce zmodyfikowane primery i sondy,
pozbawione sà tej wady.

Diagnostyka HCV w praktyce klinicznej 
W Tabeli 1. przedstawiliÊmy zastosowanie
poszczególnych testów w ró˝nych fazach
diagnostyki HCV oraz ich przydatnoÊç
w planowaniu i monitorowaniu leczenia
wzw C. Zgodnie z zaleceniami po wykry-
ciu zaka˝enia HCV, przed rozpocz´ciem
terapii, nale˝y zidentyfikowaç typ gene-
tyczny wirusa oraz oceniç wyjÊciowy po-
ziom wiremii. Te dwa czynniki sà nieza-
le˝nymi wskaênikami prawdopodobieƒ-
stwa eliminacji HCV; umo˝liwiajà roko-
wanie wyników leczenia, optymalizacj´

Ryc. I Zalecany schemat diagnozowania w przebiegu wzw C

OkreÊlenie genotypu i wyjÊciowej wiremii

Genotyp 1.

Ocena wiremii

Zmniejszenie > 2 log

Leczenie ukoƒczone
Przerwanie leczenia

Zmniejszenie < 2 log

Powtórzyç RT PCR

RT PCR– RT PCR+ Przerwanie leczenia

Genotyp 2. lub 3.

Ocena zb´dna

Leczenie ukoƒczone

Tydz. 12

– +

Tydz. 24

Tydz. 48
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Charakterystyka PINP
Wed∏ug ustaleƒ na Âwiatowym Kongresie
Osteoporoza 2000 do nowoczesnych mar-
kerów koÊciotworzenia zaliczony zosta∏
N-koƒcowy propeptyd prokolagenu typu I
(PINP), (ang. Procollagen I Aminoterminal

Propeptide).
PINP jest peptydem uwalnianym

w czasie syntezy kolagenu z czàsteczki
prokolagenu typu I od koƒca N (amino-
wego) (rys. 1.), zanim czàsteczka kolagenu
zostanie ostatecznie uformowana i wbu-
dowana we w∏ókna kolagenowe. Obecny

w krà˝eniu PINP wskazuje wi´c bezpo-
Êrednio na liczb´ nowoutworzonych czà-
steczek kolagenu wbudowanych w tkank´.

PINP to czàsteczka o kszta∏cie wyd∏u-
˝onym, ufosforylowana, o masie czàstecz-
kowej 35 000 daltonów. Metabolizowana
jest w komórkach wàtroby. Czas pó∏trwa-
nia PINP we krwi wynosi kilka minut.
ZmiennoÊç oko∏odobowa nie przekracza
25%, najwi´ksze st´˝enie wyst´puje w dru-
giej po∏owie nocy. Nie jest to marker wy-
soce swoisty, gdy˝ mo˝e pochodziç tak˝e
ze skóry, mi´Êni i innych tkanek.

Wysoce specyficzna metoda automa-
tyczna, z wykorzystaniem analizatorów
ELECSYS, pozwala na oznaczenie czà-
steczki PINP przy pomocy metody elek-
trochemiluminescencyjnej u pojedyn-
czego pacjenta w ciàgu 18 minut. W me-
todzie tej, analityczny wspó∏czynnik
zmiennoÊci (CV a), dla próbek pobra-
nych na czczo, mi´dzy godzinà 8 a 10 ra-
no, wynosi 1,7%. Wewnàtrzosobniczy
biologiczny wspó∏czynnik zmiennoÊci
(CV i) wyznaczony dla PINP wynosi
10,6%, a najmniejsza znaczàca klinicznie
zmiana (LSC – ang. least significant chan-

ge) 25%.

Interpretacja kliniczna badaƒ z wyko-
rzystaniem PINP
11.. IIddeennttyyffiikkaaccjjaa rryyzzyykkaa sszzyybbkkiieejj uuttrraattyy mmaa--
ssyy kkoossttnneejj
Zwi´kszenie iloÊci miejsc przebudowy
tkanki kostnej, zwiàzane z wy∏àczeniem
wp∏ywu estrogenów, jest g∏ównym czyn-
nikiem podwy˝szonego ryzyka z∏amaƒ
u kobiet po menopauzie. Dochodzi wów-
czas nie tylko do przyspieszonej utraty
masy kostnej mierzonej metodami densy-
tometrycznymi (BMD), ale równie˝ do
zmian mikroarchitektury koÊci beleczko-
wej i korowej.

Zwiàzek mi´dzy st´˝eniem PINP
a wartoÊcià BMD wykazano u kobiet po
60 roku ˝ycia. Podwy˝szone st´˝enie
PINP powy˝ej 95 percentyla normy dla
kobiet premenopauzalnych (> 58 µg/L
surowicy) wskazuje na patologicznie
przyspieszony metaboliczny obrót kost-
ny u kobiet po menopauzie. Kobiety te
sà zagro˝one 4–6 krotnie szybszà utratà
masy koÊci przedramienia. Wskazaniami
do badaƒ diagnostycznych w kierunku
przyspieszonego metabolicznego obrotu
kostnego z u˝yciem PINP u kobiet po
menopauzie sà przebyte nieurazowe z∏a-

Nowoczesny marker koÊciotworzenia
WartoÊç diagnostyczna N-koƒcowego propeptydu
prokolagenu typu I (PINP)

El˝bieta Karczmarewicz, Roman Lorenc, Zak∏ad Biochemii i Medycyny DoÊwiadczalnej,

Instytut „Pomnik Centrum Zdrowia Dziecka”, Warszawa

Wst´p

BBiioocchheemmiicczznnee mmaarrkkeerryy oobbrroottuu kkoossttnneeggoo 
ssàà ffrraaggmmeennttaammii bbiiaa∏∏eekk ssttrruukkttuurraallnnyycchh kkooÊÊccii
((lluubb pprroodduukkttaammii iicchh ddeeggrraaddaaccjjii)) oorraazz 
eennzzyymmaammii ii bbiiaa∏∏kkaammii uuwwaallnniiaannyymmii ddoo 
kkrràà˝̋eenniiaa ww cczzaassiiee aakkttyywwnnooÊÊccii mmeettaabboolliicczznneejj
kkoommóórreekk kkooÊÊcciioottwwoorrzzeenniiaa –– oosstteeoobbllaassttóóww
oorraazz kkoommóórreekk rreessoorrppccjjii kkooÊÊccii –– oosstteeookkllaassttóóww..
Kolagen typu I stanowi 90% organicznej 
cz´Êci tkanki kostnej. Dlatego te˝ czàsteczki
uwalniane podczas jego syntezy (propeptydy
prokolagenu typu I) to wa˝ne markery 
koÊciotworzenia. Nale˝à do nich PINP 
(N-koƒcowy propeptyd prokolagenu typu I)
i PICP (C-koƒcowy propeptyd prokolagenu
typu I). Zmiany st´˝enia tych markerów
w surowicy krwi mogà Êwiadczyç o trzech
sk∏adowych metabolizmu koÊci: zwi´kszeniu
iloÊci miejsc przebudowy (ang. BRU – bone
remodeling unit), wyd∏u˝eniu fazy 
koÊciotworzenia w jednostkach przebudowy,
uruchomieniu procesów koÊciotworzenia
niezale˝nie od miejsc przebudowy 
(na powierzchni beleczek kostnych, 
powierzchni podokostnowej koÊci korowej,
powierzchni koÊci korowej od strony jamy
szpikowej).

Rysunek 1. Czàsteczka prokolagenu typu I to potrójna helisa sk∏adajàca si´ z 2 ∏aƒcuchów polipeptydowych
alfa1(I) i jednego ∏aƒcucha alfa 2(I). Specyficzne proteazy odcinajà N-koƒcowy propeptyd (PINP) i C-koƒcowy
propeptyd (PICP), pozostawiajàc domen´ z potrójnà helisà, która utworzy czàsteczk´ kolagenu typu I.

N-KO¡COWY
PROPEPTYD

(150 Å)

CZÑSTECZKA 
KOLAGENU

(3000 Å)

C-KO¡COWY 
PROPETYD

(100 Å)
(Man)n

(GlcNac)2

(20 Å)

(1
00

 Å
)

Domena
globularna

Domena helikalna

Domena 
z potrójnà helisà

Domena helikalna Domena helikalna

Domena z potrójnà helisà
(nsÅ)

Glc
Gal                       Gal
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Êci prawid∏owego, pozytywnego, dia-
gnozowania pacjentów „chorych”, skla-
syfikowanych przy pomocy testu referen-
cyjnego. SpecyficznoÊç testu odzwier-
ciedla jego zdolnoÊç diagnozowania
(negatywnego) przypadków, u których
zgodnie z testem referencyjnym stan pa-
tologiczny nie wyst´puje. WartoÊç dia-
gnostyczna PINP w identyfikacji pa-
cjentów z przerzutami i bez przerzutów,
w przypadku pacjentów z nowotworem
prostaty okaza∏a si´ najwy˝sza spoÊród
wielu innych badanych parametrów
(100% czu∏oÊci i 100% specyficznoÊci).
Wykazano, ˝e st´˝enie PINP w surowicy
w zakresie od 10,8 do 76 µg/L ze 100%
pewnoÊcià identyfikuje pacjentów bez
przerzutów nowotworu prostaty do ko-
Êci. SSttwwiieerrddzzeenniiee uu ppaaccjjeennttaa sstt´́˝̋eenniiee
PPIINNPP ww zzaakkrreessiiee oodd 112288 ddoo 11999922 µµgg//LL
ppoozzwwaallaa zzee 110000%% ppeewwnnooÊÊcciiàà ssttwwiieerrddzziiçç,,
˝̋ee wwyyssttààppii∏∏yy uu nniieeggoo pprrzzeerrzzuuttyy nnoowwoo--
ttwwoorruu pprroossttaattyy ddoo kkooÊÊccii.

Badania przeprowadzone u 373 kobiet
z nowotworem sutka wykaza∏y wysokà
korelacj´ mi´dzy st´˝eniem PINP w suro-
wicy a szansami prze˝ycia, wielkoÊcià gu-
za oraz jego aktywnoÊcià nowotworowà.

Podsumowanie

PINP jest czu∏ym i specyficznym markerem
procesów koÊciotworzenia w metabolizmie
kostnym. Mo˝e byç wykorzystywany zarówno
do identyfikacji czynników ryzyka zagro˝enia
z∏amaniami, monitorowania leczenia 
preparatami antyresorpcyjnymi 
i anabolicznymi, jak równie˝ w diagnostyce
przerzutów nowotworowych do koÊci.

PiÊmiennictwo dost´pne w redakcji.

manie, zniekszta∏cenia kr´gów kr´gos∏u-
pa (bezobjawowe z∏amania kr´gów), ba-
dania densytometryczne wskazujàce na
osteopeni´ wed∏ug kryteriów WHO.

22.. MMoonniittoorroowwaanniiee lleecczzeenniiaa pprreeppaarraattaammii
aannttyyrreessoorrppccyyjjnnyymmii 
Do leczenia osteoporozy powszechnie
stosowane sà preparaty antyresorpcyjne,
takie jak: bisfosfoniany, estrogeny (hor-
monalna terapia zast´pcza), oraz ra-
loksyfen (selektywny modulator recep-
tora estrogenowego – SERM). Ich efek-
tywnoÊç terapeutycznà mierzy si´ obni-
˝eniem cz´stoÊci wyst´powania z∏amaƒ
kr´gos∏upa, biodra lub cz´Êci obwodo-
wych szkieletu. Analiza du˝ych badaƒ
klinicznych wykaza∏a, ˝e ju˝ po 1 roku
leczenia alendronianem i raloksyfenem
ryzyko z∏amania kr´gos∏upa spada od-
powiednio o 45% i 40%. Udowodniono,
˝e obni˝enie metabolicznego obrotu
kostnego, mierzone zmniejszeniem
st´˝enia PINP w surowicy ju˝ po 6 mie-
siàcach leczenia, koreluje z efektem prze-
ciwz∏amaniowym manifestujàcym si´ po
roku terapii. Po leczeniu raloksyfenem
obserwowano Êredni spadek st´˝enia
PINP o 41% w stosunku do wartoÊci
przed leczeniem, a w przypadku alen-
dronianu Êrednio o 51%. U poszczegól-
nych pacjentów obni˝enie st´˝enia PINP
musi byç wi´ksze od LSC, to znaczy
przekraczaç znaczàco 25% po 6 miesià-
cach terapii. Uznaje si´ obecnie, ˝e
w przypadku terapii antyresorpcyjnych,
monitorowanie efektu leczenia przy po-
mocy markerów obrotu kostnego jest
szybszym i tak samo wa˝nym parame-
trem klinicznym jak pomiar g´stoÊci mi-
nera∏u kostnego (BMD).

33.. MMoonniittoorroowwaanniiee lleecczzeenniiaa aannaabboolliicczznneeggoo
Parathormon (PTH) jest zarejestrowa-
nym w Polsce lekiem anabolicznym w le-
czeniu osteoporozy. Obni˝a on ryzyko
z∏amania kr´gów o 90%, a w innych loka-
lizacjach o 50%. WartoÊç BMD dla kr´go-
s∏upa roÊnie o 9,7%, a dla biodra o 2,6%.
W koÊci beleczkowej na skutek stymulacji
koÊciotworzenia zwi´ksza si´ gruboÊç be-
leczek oraz poprawia ich usieciowanie.
W koÊci korowej stymulacja koÊciotwo-
rzenia podokostnowego i resorpcja od

strony jamy szpikowej korzystnie zmienia
geometri´ koÊci d∏ugich poprzez zwi´k-
szenie ich promienia, bez zmiany gruboÊci
– w ten sposób poprawia si´ wytrzyma∏oÊç
mechanicznà. Zmiany st´˝enia markera
koÊciotworzenia PINP obserwujemy ju˝
po 1–3 miesiàcach od rozpocz´cia terapii.
Sà to zmiany przekraczajàce 100% warto-
Êci przed leczeniem, które u wszystkich
badanych przewy˝sza∏y LSC dla tego mar-
kera, czyli 25%. Wzrost st´˝enia PINP wy-
przedza w czasie stymulacj´ procesów re-
sorpcji. Wydaje si´, ˝e wzrost st´˝enia
PINP wià˝e si´ z efektem przeciwz∏ama-
niowym PTH, dzi´ki czemu, wydaje si´
bardzo obiecujàcym parametrem wcze-
snego monitorowania efektu anaboliczne-
go tego hormonu.

44.. RRoollaa PPIINNPP ww oocceenniiee pprrzzeerrzzuuttóóww nnoowwoo--
ttwwoorroowwyycchh ddoo kkooÊÊccii
KoÊç jest cz´stym miejscem przerzutów
nowotworowych. Przerzuty powodujà
destrukcj´ koÊci lub nowe ogniska two-
rzenia koÊci. Proces niszczenia koÊci od-
bywa si´ za poÊrednictwem czynników
produkowanych lub indukowanych przez
komórki guza, z kolei substancje te akty-
wujà osteoklasty (przerzuty osteolitycz-
ne) bàdê osteoblasty i osteoklasty (prze-
rzuty osteosklerotyczne). W przypadku
nowotworów najcz´Êciej wyst´pujàcych
w populacji doros∏ych (rak sutka, prostaty
i p∏uc), przerzuty do koÊci majà miejsce
u 30–75% pacjentów. Przerzuty do koÊci
sà powa˝nym powik∏aniem zwiàzanym
z bólem i zwi´kszonà ÊmiertelnoÊcià.

W ocenie wartoÊci diagnostycznej
danego testu iloÊciowego spotykamy si´
z poj´ciem czu∏oÊci i specyficznoÊci.
Czu∏oÊç testu odnosi si´ do jego zdolno-

Elecsys total PINP, Nr kat. 3 141 071

materia∏ surowica lub osocze (20 µl)

czas oznaczania 18 min

zakres pomiarowy 5,0–1200,0 µg/L

oznaczanie na analizatorach Elecsys 1010, Elecsys 2010, Modular E

wartoÊci prawid∏owe mediana (5–95 percentyl)

kobiety przed menopauzà 27,8 (15,1–58,6) µg/L

kobiety po menopauzie, bez HTR 42,9 (20,2–76,3) µg/L

kobiety po menopauzie, z HTR 28,4 (14,3–58,9) µg/L

HTR – hormonalna terapia zast´pcza

TTeesstt jjuu˝̋ ddoosstt´́ppnnyy ww sspprrzzeeddaa˝̋yy !!!!!!
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Przyczynà podwy˝szenia st´˝enia bilirubiny,
hemoglobiny oraz triglicerydów mogà byç
ró˝ne procesy chorobowe, ale tak˝e w przy-
padku oznaczania triglicerydów zbyt krótki
okres poprzedzajàcej g∏odówki (standardo-
wo 12 godzin). Nie bez znaczenia jest w∏a-
Êciwe post´powanie w fazie przedanalitycz-
nej oraz umiej´tne pobieranie materia∏u
w celu unikni´cia np. hemolizy.

LLiippeemmiiaa jest definiowana jako zm´t-
nienie próbki widoczne nieuzbrojonym
okiem. Zwykle wyst´puje przy st´˝eniu
triglicerydów przekraczajàcym 300 mg/dL
(>3,4 mmol/L), zale˝y ona tak˝e od wiel-
koÊci czàstek lipidowych wyst´pujàcych
w próbce. (Ryc. 1.)

HHeemmoolliizzaa widoczna nieuzbrojonym
okiem wyst´puje przy st´˝eniu Hb prze-
kraczajàcym 300 mg/dL (18,8 mmol/L).

˚̊óó∏∏ttaacczzkkaa jest stanem, gdy st´˝enie bi-
lirubiny w surowicy krwi przekroczy
2 mg/dL.

W przypadku istniejàcych wàtpliwo-
Êci, czy dana próbka nadaje si´ do dal-
szych analiz mo˝na skorzystaç z narz´dzia
jakim sà wskaêniki (Indeksy) surowicze –
Serum Indices.

Serum Indices (SI) s∏u˝à do iloÊciowej
oceny czynników wp∏ywajàcych na osta-
teczny wynik analizy. Dzi´ki instalacji
Serum Indices na analizatorach z rodziny
Cobas INTEGRA i Roche/Hitachi mo˝-
na oceniç lipemi´ (L), ˝ó∏taczk´ (I) oraz
hemoliz´ (H) poprzez pomiar absorban-
cji z wykorzystaniem próbki badanej
oraz 9% roztworu chlorku sodu na ana-
lizatorach Cobas INTEGRA lub 0,9%
roztworu NaCl na analizatorach Ro-
che/Hitachi. Do wyliczania indeksów li-
pemii LL, ˝ó∏taczki II oraz hemolizy HH s∏u-
˝à odpowiednie wzory. Oznaczenia
wskaêników surowiczych mogà byç wy-
konane w jednostkach konwencjonal-
nych lub SI.

Pomiar Serum Indices
Surowica lub osocze jest rozcieƒczane
0.9% NaCl, a nast´pnie dokonywany jest
pomiar absorbancji w uk∏adzie 3 par d∏u-
goÊci fal:

Wskaêniki surowicze (SERUM INDICES)

Mo˝liwoÊci identyfikacji hemolizy, lipemii oraz ˝ó∏taczki na analizatorach biochemicznych 

z rodziny Cobas INTEGRA oraz Roche/Hitachi

SI Cobas INTEGRA Roche/Hitachi

Lipemia (L) λ1/λ2 = 800/659 nm λ1/λ2= 660/700 nm

Hemoliza (H) λ1/λ2 = 629/583 nm λ1/λ2 = 570/600 nm

˚ó∏taczka (I) λ1/λ2 = 512/480 nm λ1/λ2 = 480/505 nm

Analizator automatycznie wylicza
z odpowiednich wzorów wyniki I, L, H na
podstawie zmierzonej absorbancji.

Jak dok∏adne sà wyniki Serum Indices?
Oznaczenie hemolizy i ˝ó∏taczki dobrze
koreluje z jej st´˝eniem w próbce badanej.

Indeks lipemii (IL) jest mierzony
w jednostkach lipemii i opiera si´ na
optycznym zachowaniu substytutu lipi-
dowego, jakim jest Intralipid® (liniowoÊç
do 2000 mg/dL). Indeks lipemii w próbce
wynika ze zm´tnienia próbki, a nie ze st´-
˝enia triglicerydów. Zwiàzane jest to z fak-
tem, ˝e IL jest mierzony jako rozszczepie-
nie Êwiat∏a, które zale˝y od rozmiaru czà-
steczki.

Interpretacja wyników
Do oceny uzyskanych wyników SI nale˝y
skorzystaç z rozdzia∏u „Ograniczenia –
substancje interferujàce” zawartego
w ka˝dej ulotce metodycznej. Znajdujà si´
tu informacje o wp∏ywie hemolizy, ˝ó∏-
taczki czy lipemii na wynik okreÊlonego
parametru.

W celu u∏atwienia interpretacji powy˝-
sze dane sà dost´pne tak˝e w formie
zbiorczej tabeli.

Post´powanie w przypadku przekrocze-
nia Serum Indices
Przekroczenie wartoÊci SI powinno wyklu-
czyç próbk´ z analizy. W takiej sytuacji ma-
teria∏ powinien byç ponownie pobrany. Spo-

sób post´powania indywidualnie ustala ka˝-
de laboratorium. Nale˝y uwzgl´dniaç tak˝e
wiek pacjenta, w przypadku próbek pocho-
dzàcych np. od noworodków czy dzieci.

Stosowanie SI do innych ni˝ surowica
i osocze p∏ynów biologicznych 
W moczu, p∏ynie mózgowo-rdzeniowym
i innych materia∏ach biologicznych nie zale-
ca si´ stosowania SI, ze wzgl´du na odmien-
noÊç warunków spektrofotometrycznych.

Instalacja tej funkcji jest dost´pna na
˝yczenie na analizatorach z rodziny
Cobas INTEGRA i Roche/Hitachi.

Podsumowanie

Lipemia, ˝ó∏taczka i hemoliza stanowià 
powa˝ny problem analityczny, który dotyczy
zw∏aszcza testów tzw. „mokrej chemii”.
Wprowadzenie Indeksów surowiczych 
pozwala na oszacowanie iloÊciowe 
substancji interferujàcej i odrzucenie 
lub zakwalifikowanie próbki do dalszych 
pomiarów. Tym samym ograniczone zostanà
b∏´dy laboratoryjne, wynikajàce z fazy
przedanalitycznej.

PiÊmiennictwo dost´pne w redakcji.
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Kasety odczynnikowe Cobas INTEGRARyc. 1. Mierzony wskaênik surowicy (SI)

NADH

stwowej Komisji ds. Klinicznych Standar-

dów Laboratoryjnych (NCCLS).

Wspó∏czynniki korelacji ca∏kowitej licz-

by krwinek (CBC) i ró˝nicowania automa-

tycznego uzyskane poprzez porównanie

z XE-2100 by∏y dobre za wyjàtkiem popula-

cji retykulocytów. Czu∏oÊç, specyficznoÊç

i efektywnoÊç ró˝nego rodzaju oflagowaƒ

by∏y porównywalne z ró˝nicowaniami mi-

kroskopowymi.

(Sysmex J Int 12:71-75, 2002)

KKlluucczzoowwee ss∏∏oowwaa:: Automatyczny analiza-
tor hematologiczny, XT-2000i, morfologia
krwi pe∏nej (CBC), p∏ytki krwi

Wst´p

Automatyczne analizatory hematologiczne
coraz cz´Êciej sà w stanie wykonywaç
znaczne iloÊci oozznnaacczzeeƒƒ morfologii krwi,
w tym automatycznie ró˝nicowaç krwinki
bia∏e (WBC). Producenci sprz´tu inwestujà

na ogó∏ w rozwój nowych technologii lub
udoskonalanie ju˝ istniejàcych rozwiàzaƒ.
Sysmex XT-2000i jest nowo opracowanym
analizatorem hematologicznym opartym na
takiej samej technologii co Sysmex XE-2100,
lecz bez mo˝liwoÊci liczenia jàdrzastych
krwinek czerwonych (NRBC) i bez kana∏u
IMI1). Hemoglobina (HGB) mierzona jest ko-
lorymetrycznà metodà z u˝yciem laurylosiar-
czanu sodowego (SLS). Leukocyty liczone sà
za pomocà pomiarów rozproszonego Êwiat∏a
lasera z detektorów ustawionych pod ró˝ny-
mi kàtami; a ró˝nicowanie WBC oparte jest
na po∏àczeniu sygna∏ów z tych poszczegól-
nych detektorów i sygna∏u polimetynowego
barwnika fluorescencyjnego. P∏ytki krwi (PLT)
i erytrocyty (RBC) sà zazwyczaj liczone
technologià impedancji (PLT-I, RBC-I), ale
mogà byç równie˝ liczone jak retykulocyty
przy u˝yciu metody optycznej (sygna∏y z po-
szczególnych detektorów i sygna∏ fluore-
scencyjny; PLT-O, RBC-O). Retykulocyty
(RET) liczone sà poprzez pomiar rozproszo-

XT 2000i jest niedawno wprowadzonym na

rynek zautomatyzowanym analizatorem

hematologicznym, którego oceny dokonano

w okresie trzech miesi´cy. Do pomiaru st´-

˝enia hemoglobiny (HGB) wykorzystuje

metod´ laurylosiarczanu sodowego (SLS),

natomiast krwinki czerwone (RBC, RBC-I)

oraz p∏ytki krwi (PLT, PLT-I) liczone sà me-

todà impedancji (konduktometria). Leuko-

cyty (WBC), retykulocyty (RET), p∏ytki krwi

(PLT, pomiar optyczny; PLT-O) i krwinki

czerwone (RBC, pomiar optyczny; RBC-O)

liczone sà metodà cytometrii przep∏ywowej

z u˝yciem polimetynowego barwnika flu-

orescencyjnego.

Przeanalizowano powtarzalnoÊç, zjawi-

sko przenoszenia (carryover) i liniowoÊç.

Przeprowadzono porównanie z analizato-

rem Sysmex XE-2100 i przedstawiono

porównanie przyk∏adowego oflagowania.

Rodzaj oflagowania zosta∏ równie˝ spraw-

dzony w konfrontacji z ró˝nicowaniem mi-

kroskopowym zgodnie z zaleceniami Paƒ-

Ocena nowego automatycznego analizatora 
hematologicznego Sysmex XT-2000i

Wim van der Meer, Jacqueline MB Dinnissen i Marinus H de Keijzer, Departament Chemii

Klinicznej, Uniwersyteckie Centrum Medyczne Nijmegen, Holandia
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prawdziwie dodatnie
Czu∏oÊç: x 100

prawdziwie dodatnie + fa∏szywie ujemne

prawdziwie ujemne
SwoistoÊç: x 100

fa∏szywie dodatnie + prawdziwie ujemne

prawdziwie dodatnie + prawdziwie ujemne
EfektywnoÊç: x 100

prawdziwie + prawdziwie + fa∏szywie + fa∏szywie
dodatnie         ujemne       dodatnie      ujemne

Tabela 1. PowtarzalnoÊç analizatora XT-2000i

Parametr Jednostka WartoÊç SD CV%
przeci´tna

WBC x 109/L 1,78 0,03 1,90
WBC x 109/L 6,29 0,09 1,44
WBC x 109/L 17,14 0,36 2,10

RBC x 1012/L 2,44 0,01 0,29
RBC x 1012/L 3,78 0,03 0,75
RBC x 1012/L 5,84 0,03 0,57

PLT-1 x 109/L 19,4 0,70 3,64
PLT-1 x 109/L 164,6 5,66 3,44
PLT-1 x 109/L 1109,7 14,83 1,34

PLT-O x 109/L 21,2 0,83 3,90
PLT-O x 109/L 189,2 5,66 2,99
PLT-O x 109/L 1247,9 20,51 1,64

RET % 0,16 0,08 53,03
RET % 1,01 0,01 0,30
RET % 3,97 0,16 3,92

nego Êwiat∏a fluorescencyjnego, na zawartym
w komórkach DNA/RNA, wybarwionym flu-
orescencyjnym barwnikiem polimetynowym.
Analizator ma maksymalnà wydajnoÊç 80 pró-
bek na godzin´ i zu˝ywa 150 µL krwi w opcji
wykorzystujàcej system zamkni´ty pobierania
krwi, 85 µL z zastosowaniem systemu otwar-
tego i 40 µL je˝eli badamy próbk´ pobranà
do kapilary. Analizator mo˝e pracowaç wyko-
rzystujàc nast´pujàce konfiguracje wybranych
wczeÊniej parametrów: morfologia krwi pe∏nej
(CBC), CBC +ró˝nicowanie (5 diff), CBC +
RET i CBC + ró˝nicowanie (5 diff) + RET.

Wspó∏zale˝noÊç wartoÊci morfologii CBC,
automatycznego ró˝nicowania WBC i danych
RET zosta∏a przedstawiona w stosunku do
ich wartoÊci z analizatora Sysmex XE-2100.
Oflagowania sygnalizowane przez analizator
przy ró˝nicowaniu WBC zosta∏y sprawdzone
pod mikroskopem optycznym.

Materia∏y i metody
Testowany XT-2000i by∏ analizatorem fa-
brycznie nowym, wczeÊniej sprawdzonym
i dostrojonym przez producenta. W czasie
oceny analizatora, w ramach codziennej
kontroli jakoÊci umieszczano te same
próbki w XT-2000i jak i w XE-2100.
Wszystkie próbki u˝yte do analiz by∏y po-
brane na antykoagulant K3EDTA i ozna-
czane równolegle na obydwu analizato-
rach. PowtarzalnoÊç badano analizujàc
wyniki 10 kolejnych oznaczeƒ pojedyn-
czej próbki w trybie manualnym pracy
analizatora. Oznaczenia wykonano dla
nast´pujàcych próbek: (a) wwaarrttooÊÊccii WBC,
RBC, PLT, RET ppoonnii˝̋eejj nnoorrmmyy, (b) mmiieesszz--
cczzààccee ssii´́ w normie WBC, RBC, PLT, RET,
i (c) wwaarrttooÊÊccii WBC, RBC, PLT, RET ppoowwyy--
˝̋eejj nnoorrmmyy.

LiniowoÊç wyznaczono poprzez roz-
cieƒczenie próbki z dduu˝̋àà liczbà krwinek
(100%, 80%, 60%, 40%, 20%, 10%, 5%)
w autologicznym osoczu osiàgajàc nast´-
pujàce rozpi´toÊci poszczególnych war-
toÊci:
RBC 0,38–8,27 x 1012/L
WBC 9,2–21,2 x 109/L, i 0,75–8,72
x 109/L
PLT 62–1287 x 109/L, i 19–102 x 109/L
RET 16–200 x 109/L

Analiza zjawiska przenoszenia (carry-

over) zosta∏a przeprowadzona zgodnie
z protoko∏em Mi´dzynarodowej Rady ds.

Standardyzacji w Hematologii (ICSH)
przy u˝yciu 3 próbek o mmaa∏∏yycchh i dduu˝̋yycchh
wartoÊciach WBC, RBC i PLT2). Dla ka˝dej
próbki przenoszenie mo˝e byç obliczone
za pomocà wzoru:

l3 – l3
Przenoszenie (%) =                  x 100

h3 – l3
gdzie l1, l2 i l3, to pierwsza, druga i trzecia
analiza próbki z mmaa∏∏àà liczbà krwinek,
a h1, h2 i h3, to pierwsza, druga i trzecia
analiza próbki z dduu˝̋àà liczbà krwinek.

Aby porównaç analizator przebadano
100 prawid∏owych i 100 nieprawid∏owych
próbek z mieszaninà nieprawid∏owych
typów komórek, takich jak niedojrza∏e
bia∏e krwinki i blasty, gdzie analizator
wykona∏ pe∏ne ró˝nicowanie WBC na 5
subpopulacji. Dane zosta∏y opracowane
za pomocà podwójnego testu t i równaƒ

regresji wg Passing-Babloka3) i Bland-Alt-
mana4).

Porównanie flagowania generowanego
przez XT-2000i i metod manualnych (ró˝-
nicowanie 400 komórek przez dwóch
techników, z których ka˝dy dokonywa∏
oceny 200 komórek) zosta∏o dokonane
poprzez wykonanie rozdzia∏ów 100 prawi-
d∏owych i 100 nieprawid∏owych próbek.

Wszystkie próbki zosta∏y przetworzo-
ne w ciàgu 6 godzin, wliczajàc w to przy-
gotowanie rozmazu krwi. Rozmazy by∏y
barwione za pomocà metody May-
-Grünwalda-Giemsy. Mikroskopowa oce-
na wzoru odsetkowego 400 komórek by∏a
wykonana zgodnie z protoko∏em NCCLS
H20-A5).

Czu∏oÊç, swoistoÊç i efektywnoÊç ofla-
gowania zosta∏y obliczone za pomocà na-
st´pujàcych wzorów:
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Tabela 2. Porównanie analizatorów XE-2100 i XT-2000i dla rozpoznania 
ró˝nicowego CBC, RET i WBC

Parametr Jednostka Punkt Nachylenie Wspó∏czynnik
przeci´tna korelacji

WBC x 109/L –0,0216 0,983 0,998
PLT-r* x 109/L –4,38 1,020 0,992
PLT-1 x 109/L –1,79 1,013 0,992
PLT-O x 109/L 1,36 0,888 0,996
RBC x 1012/L –0,1515 1,035 0,998
HGB mmol/L –0,100 1,000 0,998
HCT L/L –0,0022 0,979 0,995
MCV fL –2,400 1,000 0,991
MCH fmol/L 0.0102 1,015 0,987
MCHC mmol/L 0,0400 1,000 0,914
RET x 109/L –0,0014 1,315 0,976
RET-LFR % –17,047 1,176 0,899
RET-MFR % –0,859 1,206 0,846
RET-HFR % 0,00 1,016 0,829
NEUT x 109/L 5,19 0,994 0,998
LYMPH x 109/L 0,62 0,962 0,995
MONO x 109/L –0,99 0,776 0,957
EO x 109/L 0,0000 1,000 0,855
BASO x 109/L 0,0000 1,000 0,855

W przypadku granulocytów pa∏eczko-
watych u˝yliÊmy w tej analizie kryteriów
Holenderskiego Towarzystwa ds. Hema-
tologii Laboratoryjnej, jak zosta∏o to opi-
sane wczeÊniej przez Lee et al.6): propo-
nowane jest zmniejszenie proporcji z jed-
nej drugiej do jednej trzeciej szerokoÊci
jàdra, jako p∏atowatoÊci granicznej, cha-
rakterystycznej dla granulocytu oboj´tno-
ch∏onnego podzielonego. WartoÊç refe-
rencyjna dla granulocytów pa∏eczkowa-
tych w krwi ludzkiej wynosi poni˝ej 7%.
Ponad 6% granulocytów pa∏eczkowatych
lub ponad 1% metamielocytów lub in-
nych niedojrza∏ych granulocytów (IG)
jest uwa˝ane za potwierdzenie przesuni´-
cia w lewo.

Wyniki
PowtarzalnoÊç
Wspó∏czynniki zmiennoÊci (CV) dla
wszystkich parametrów prezentowa∏y do-
bre wyniki, a ich lista znajduje si´ w TTaabbee--
llii 11.. dla WBC, RBC, PLT-1, PLT-O i RET.

Przenoszenie
Dla WBC wartoÊç przenoszenia wynios∏a
0,12%, dla RBC 0%, a dla PLT-1 i PLT-O
odpowiednio 0% i 0,75%.

Porównanie XE-2100 i XT-2000i
Oceny dokonano poprzez wykonanie po-
miaru 100 prawid∏owych i 100 nieprawi-
d∏owych próbek morfologii z kombinacjà
oflagowania.

Wyniki przedstawione sà w TTaabbeellii 22.
Ponadto, w celu dokonania porównania
obydwu analizatorów sporzàdzono wy-
kresy Bland-Altmana (Ryc. 1).

LiniowoÊç
Dane liniowoÊci dla próbek badanych na
XT-2000i ukaza∏y dobrà wspó∏zale˝noÊç
dla wszystkich komórek i sà one przedsta-
wione w TTaabbeellii 33.

Porównanie zdolnoÊci flagowania pato-
logii XE-2100 i XT-2000i
Porównanie informacji wynikajàcych
z flagowania obydwu analizatorów podsu-
mowane jest w TTaabbeellii 44. Ustawienia zakre-
su flagowania dla przekroczenia progów
czu∏oÊci przez populacje komórek, któ-
rych obecnoÊç jest sygnalizowana (Q-fla-

*PLT-r jest odnotowanà wartoÊcià liczbowà. PLT-r oznacza wartoÊç liczbowà odnotowanà dla ka˝dej próbki

przez ka˝dy analizator.

Mo˝e byç to albo wartoÊç PLT-I albo PLT-O, w zale˝noÊci od tego która wartoÊç uwa˝ana by∏a za bardziej wia-

rygodnà w ka˝dym przypadku przez „prze∏àczajàcy si´ algorytm” w XE-2100 i XT-2000i.

Ârednia dla metody WBC Ârednia dla metody RBC

Ârednia dla metody HGB

Ârednia dla metody PLT-I

Ryc. 1. Wykresy Bland-Altmana ró˝nych parametrów do porównania XE-2100 i XT-2000i

Ârednia dla metody PLT-O

Ârednia dla metody RET
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gi) XT-2000i zosta∏y zdefiniowane przez
producenta, natomiast ustawienia dla XE-
-2100 zosta∏y wykonane przez laborato-
rium oceniajàce.

SpecyficznoÊç i czu∏oÊç oflagowania XT
Porównanie flagowania analizatora z mi-
kroskopowym ró˝nicowaniem 400 komó-
rek podsumowane jest w TTaabbeellii 55.

Dyskusja

W analizie tej oceniliÊmy analizator Sysmex
XT-2000i. Z prawie 500 przebadanych pró-
bek reprezentatywnych dla rutynowej hema-
tologii laboratoryjnej, oceniona zosta∏a linio-
woÊç, powtarzalnoÊç i przenoszenie (zarów-
no w otwartym jak i kapilarnym systemie po-
bierania krwi). Wszystkie te cechy mogà byç
opisane w skali od satysfakcjonujàcych do
doskona∏ych.

Co wi´cej, poszczególne parametry
zmierzone przez XT-2000i by∏y porównywane
z pomiarami wykonanymi przez Sysmex XE-
-2100. Statystyczna analiza ujawni∏a, ˝e ko-
relacja by∏a bardzo dobra, lecz zosta∏y zaob-
serwowane ró˝nice dla liczby RET i liczby
optycznych p∏ytek (PLT-O). Obydwa parame-
try otrzymywane sà z tego samego kana∏u
pomiarowego, a interesujàcà rzeczà jest fakt,
˝e ró˝nice narastajà w sposób liniowy, wraz
z wzrastajàcym st´˝eniem. Sugeruje to, ˝e te
ró˝nice mogà byç spowodowane niew∏aÊci-
wà kalibracjà. JeÊli chodzi o wykonywanie
flagowania, stwierdzono, ˝e w zasadzie oby-
dwa analizatory dzia∏ajà identycznie.

Mo˝liwoÊci flagowania sà jednakowe dla
XT-2000i i XE-2100.

Sysmex XT-2000i mo˝e byç bardzo u˝y-
tecznym analizatorem w laboratoriach o ró˝-
nej wielkoÊci.

PiÊmiennictwo

1) Briggs C. et al.: Performance evaluation of
the Sysmex XE-2100 automated haematology
analyser. Sysmex J Int, 9: 113–119, 1999
2) International Council for Standardization
in Haematology (ICSH): Guidelines for 
evaluation of automated blood cell analyser
including those used differential leukocytes
and reticulocyte counting and cell marker
applications. Clin Lab Haematol, 16:
157–174,1994

Tabela 3. LiniowoÊç analizatora XT-2000i

Parametr Jednostka Zasi´g r2

SSyysstteemm oottwwaarrttyy

RBC-I x 1012/L 8,27–0,38 0,9987
RBC-O x 1012/L 8,12–0,37 0,9995
HGB mmol/L 15,0–0,7 0,9995
PLT-I x 109/L 1287–62 0,9954
PLT-I x 109/L 102–19 0,9929
PLT-O x 109/L 1669–82 0,9954
PLT-O x 109/L 101–13 0.9822
WBC x 109/L 219,2–9,2 0,9993
WBC x 109/L 8,72–0,75 0,9986
RET x 109/L 200,0–15,8 0,9552

Parametr Jednostka Zasi´g r2

KKaappiillaarraa

RBC-I x 1012/L 6,94–0,36 0,9937
RBC-O x 1012/L 6,86–0,35 0,9931
HGB mmol/L 12,8–0.7 0,9939
PLT-I x 109/L 1287–62 0,9946
PLT-I x 109/L 101–13 0,9822
PLT-O x 109/L 1870–89 0,9975
PLT-O x 109/L 87–13 0,9591
WBC x 109/L 244,1–12,1 0,9948
WBC x 109/L 7,76–0,82 0,9960
RET x 109/L 170,7–20,4 0,9485

Tabela 4. Porównanie flagowania analizatorów XE-2100 i XT-2000i

XE XE XE XE XE XE
AL./ALB*1 Blasty IG*2

– + – + – +

XT – 207 4 XT – 208 6 XT – 151 3
XT + 9 1 XT + 8 8 XT + 3 43

XE XE XE XE XE XE
LS*3 NRBC*4 PC*5

– + – + – +

XT – 205 1 XT – 195 5 XT – 196 9
XT + 5 11 XT + 17 13 XT + 7 18

*1 AL./ALB = Atypowe limfocyty /Blasty; Flagi Q dla XE-2100 i XT-2000i = 160

*2 IG = Niedojrza∏e Granulocyty Flagi Q dla XE-2100 i XT-2000i = 160

*3 LS = Lewe Przesuni´cie Flagi Q dla XE-2100 i XT-2000i = 160

*4 NRBC = Jàdrzaste krwinki czerwone. Wynikiem pozytywnym dla XT-2000i jest informacja wynikajàca

z flagowania; dla XE-2100 liczba NRBC ponad 0,5 % uwa˝ana jest za pozytywnà

*5 PC = Agregaty P∏ytek Krwi

Tabela 5. SpecyficznoÊç i czu∏oÊç flagowania analizatora XT-2000i

Flaga SpecyficznoÊç Wra˝liwoÊç WydajnoÊç
(%) (%) (%)

Atypowe limfocyty /Blasty/ 71,0 92,0 89,9

Blasty 96,6 100,0 96,0

Niedojrza∏e granulocyty 79,7 100,0 81,3

Przesuni´cie w lewo 95,6 70,4 92,6

NRBC 92,5 81,3 91,7

Podejrzewane flagi erytrocytów* 98,1 53,3* 95,2

Agregaty p∏ytek 90,3 66,7 95,2

*Mikroskopowe kryteria dotyczàce erytrocytów nie rozpoznawane przez analizator, w tym: sferocyty, eliptocy-

ty, schistocyty, erytrocyty tarczowate, nakrapianie zasadoch∏onne erytrocytów.
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