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- Chciatbym poinformowaé, ze Roche zainicjowat program diagnozowania wirusa Zika
w amerykarnskich centrach krwiodawstwa. Projekt ten jest zaakceptowany przez FDA
| (Agencje ds. Zywnosci i Lekéw) w ramach protokotu badan klinicznych IND (/nvestigational

1 New Drug Application).

System cobas® 6800
Wytwarzany przez Roche, test cobas® Zika jest przeznaczony do uzytku z systemami
cobas® 6800/8800. Jest to jako$ciowy test przesiewowy in vitro do bezposredniego
wykrywania RNA wirusa Zika w prébkach osocza od pojedynczych dawcéw krwi.

Metoda oznaczania jest w petni zautomatyzowana od etapu przygotowania prébki
(ekstrakcja i oczyszczanie kwasu nukleinowego), poprzez amplifikacje PCR i detekcje.
Systemy cobas® 6800/8800 sktadajg si¢ z modutéw podawania prébki, transferu,
przetwarzania oraz modutu analitycznego. Zautomatyzowane zarzgdzanie danymi odbywa
sie przez specjalnie dedykowane oprogramowanie cobas® 6800/8800, ktdre przypisuje
wyniki badan dla wszystkich testéw jako niereaktywny, reaktywny lub nieprawidtowy.

W petni zautomatyzowane systemy wysokiej wydajno$ci gwarantujg stuzbom medycznym
rozwigzania umozliwiajagce wykrycie wirusa i zapewnienie, ze potencjalnie zakazone
jednostki krwi nie beda udostepniane do transfuzji. Roche jako lider w dziedzinie
diagnostyki laboratoryjnej angazuje sie w dostarczanie profesjonalnych rozwigzan

w sytuacjach kryzysowych dla stuzby zdrowia, dlatego bedziemy kontynuowac prace nad
bezpieczenstwem krwiodawstwa na $wiecie. Wiecej szczegétéw znajda Paristwo na naszej
é stronie internetowej www.roche.com/media/store/releases/med-cor-2016-03-31.htm

W biezacym numerze LF rozpoczynamy cykl artykutéw z dziedziny diagnostyki
wirusologicznej. Powstaty one na podstawie wyktadéw prezentowanych podczas
zesztorocznego seminarium ,,Postepy w badaniach przegladowych dawcéw krwi”,
organizowanego przez Roche Diagnostics Polska Sp. z 0.0. pod nadzorem merytorycznym
Instytutu Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie.
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Przydatnos¢ badan aktywnosci ptytek krwi
w hematologii

E’/

Aleksandra Nowaczyniska, Katedra i Klinika Hematoonkologii i Transplantacji Szpiku
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie

WSTEP
Ptytki, ktérych wielko$¢ szacuje sie na 2-5pm krwi sg najmniejszymi, pozbawionymi
jadra komdérkowego elementami morfotycznymi krwi. Ich powstawanie z fragmentéw
megakariocytéw szpiku kostnego regulowane jest przez cytokiny, gtéwnie trombopoetyne.
Czas przezycia trombocytéw szacuije sie na 8 do 12 dni, a produkowana liczba wynosi
okoto 40 tysiecy na dobe. Ptytki krwi sg usuwane z krazenia gtéwnie w $ledzionie
i watrobie przez ukfad fagocytarny (siateczkowo-$rédbtonkowy). Krwinki ptytkowe biorg
udziat w szeregu reakcji zwigzanych z procesami fizjologicznymi i patologicznymi: gojenia
sie ran, krzepnieciem krwi, w procesach zapalnych, w rozprzestrzenianiu si¢ procesu
nowotworowegdo i odpowiedzi uktadu immunologicznego.

w y @ Skupisko plytek krwi
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Ptytki krwi majg ksztatt dysku o bogatej strukturze wewnetrznej, ztozonej z nieregularnej

sieci kanalikéw i kilku rodzajéw ziarnisto$ci, magazynujgcych substancje biorgce udziat

w procesach hemostazy pierwotnej i wtdrnej. Do ziarnisto$ci ptytkowych naleza:

=  Ziarnisto$ci geste, zawierajgce: ADP (dwufosforan adenozyny), ATP (tréjfosforan
adenozyny), GTP (tréjfosforan guanozyny), serotoning, jony wapnia i magnezu;

= Ziarnisto$ci alfa, zawierajgce: biatka swoiste ptytek (czynnik ptytkowy-4, PF4 - ang.
platelet factor-4 i B-tromboglobuling), biatka adhezyjne (czynnik von Willebranda,
fibronektyne, trombospondyne, witronektyne), biatka uktadu hemostazy (fibrynogen,
czynniki Vi XI, biatko C i S), TFPI (ang. tissue factor pathway inhibitor) - ihibitor
zewnatrzpoochodnego szlaku krzepnigcia, PAI-1 - inhibitor tkankowego aktywatora
fibrynolizy i wysokoczgsteczkowy kininogen - HMWK (ang. high-molecular weight
kininogen), czynniki mitogenne (PDGF ang. platelet-derived growth factor, PDECGF ang.
platelet-derived endothelial cell growth factor);

= Lizosomy i peroksysomy, uwalniajace katalaze i kwasne hydrolazy.

Ptytki krwi w ukfadzie hemostazy petnig podwdjng funkcje - biorg udziat w procesie
tworzenia pierwotnego (ptytkowego) czopu hemostatycznego oraz poprzez wzmocnienie
czopu hemostatycznego (dzieki procesom biochemicznym kaskady krzepniecia nastepuje
wytworzenie stabilnego skrzepu hemostatycznego). Hemostaza pierwotna, polegajaca

na wytworzeniu czopu ptytkowego dotyczy podstawowych przejawdw fizjologicznej
aktywnos$ci ptytek, czyli ich adhezji i agregacji. Wytworzony czop ptytkowy jest zbyt staby
aby skutecznie powstrzyma¢ wyptyw krwi z uszkodzonych naczyn i za poSrednictwem Multiplate

substancji biologicznie czynnych, znajdujacych sie w ziarnistosciach, oraz za posrednictwem analizator funkcji plytek
struktur powierzchni btony lipidowej, ptytki krwi wptywajg na dziatanie pozostatych

elementéw hemostazy. Ujawnia sie tutaj regulacyjna funkcja trombocytéw. Zmiana sktadu
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btony komdrkowej oraz udostepnienie powierzchni prokoagulacyjnej umozliwia tworzenie
sie na powierzchni fosfolipidowej komplekséw aktywacyjnych uktadu krzepniecia, wiasciwe
funkcjonowanie kaskady krzepniecia i uktadu biatka C.

© Krew obwodowa. o o )
Aktywowana, duza ptytka krwi. Na
powierzchni, widoczne liczne wypustki -

i ziarnisto$ci wewnatrzptytkowe. 5 .
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ZASTOSOWANIE APARATU MULTIPLATE W DIAGNOSTYCE HEMATOLOGICZNE)J
Zaburzenia ukfadu krzepniecia u pacjentéw moga dotyczy¢ zaréwno hemostazy ptytkowej
jak i osoczowej. Objawami sg czesto powracajace krwawienia oraz stany nadmiernego
pobudzenia uktadu krzepnigcia prowadzace do zmian zakrzepowych. Przyczyny tych
nieprawidtowo$ci sg rézne. Zaburzenia hemostazy wystepuja w licznych chorobach:

w biataczkach ostrych i przewlektych, zespotach mielodysplastycznych, zespotach
mieloproliferacyjnych, zespotach limfoproliferacyjnych.

Zastosowanie aparatu Multiplate ma na celu ocene funkgc;ji ptytek przy prawidtowej ich
liczbie. Daje mozliwo$¢ jednoczesnej oceny zdolnosci adhezyjnych i agregacyjnych ptytek.
Wykorzystanie réznych rodzajéw aktywatoréw pozwala na ocene dysfunkcji trombocytéw
w kilku szlakach aktywaciji.

W Katedrze i Klinice Hematoonkologii i Transplantacji Szpiku UM w Lublinie zostaty
zapoczatkowane réwnolegle dwa rodzaje badan z udziatem dwdch grup pacjentéw przy
pomocy aparatu Multiplate. Zastosowano cztery rodzaje testéw, w ktérych aktywatorami
ptytek krwi byty nastepujace substancje: ADPtest (adenozynodwufosforan), ASPItest (kwas
arachidonowy), COLtest (kolagen) oraz TRAPtest (biatko aktywujace receptor trombiny).
Pierwsza grupa badanych oséb skfadata sie z chorych na przewlekta biataczke limfocytowa
(PBL). U tych pacjentéw czesto wystepuja objawy skazy krwotocznej pojawiajace sie

jako wynik choroby lub tez wystepujace i nasilajace sie w trakcie leczenia. Zwigkszone

jest wiec u nich zapotrzebowanie na przetoczenia preparatéw krwiopochodnych.

Ryzyko chordb zakrzepowych w tej jednostce chorobowej jest niewielkie. Zaburzenia
czynnosci ptytek nie zostaty jeszcze w PBL poznane, wiec tym bardziej istotne staje sie
przeprowadzenie odpowiednich badan. Do grupy badanej zostato zakwalifikowanych

80 chorych na PBL, ktérych objeto leczeniem ibrutynibem, lekiem majacym na celu
zmniejszenie klonu patologicznych limfocytéw B, obecnych w tej chorobie. Ibrutynib jest
silnym, matoczgsteczkowym inhibitorem kinazy tyrozynowej Brutona (BTK). Kluczowa rola
BTK w przekazywaniu sygnatow przez receptory powierzchniowe limfocytéw B skutkuje
pobudzeniem szlakéw niezbednych do komunikacji chemotaks;ji i adhezji komdrek B. Badania
doswiadczalne wykazaty, ze ibrutynib skutecznie hamuje ich ztosliwg proliferacje, przezycie
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in vivo, oraz migracje komérek i adhezje do substratu in vitro. Na podstawie wynikéw badan
przeprowadzonych za pomoca dostepnych testéw Multiplate, zidentyfikowano grupe
chorych, u ktérych istnieje zwigkszone ryzyko wystapienia powikfan krwotocznych. U tych
chorych nalezy zastanowi¢ sie nad zredukowaniem dawki lub przygotowaniem sie do
ewentualnych transfuzji. Dla ostatecznych wnioskéw konieczne jest jednak przeprowadzenie

badan z udziatem wigkszej grupy pacjentéw.

Anli; & tyteh kmwmm -v-
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Wipihczyrik korelaci
V20437
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Analiza czynnoéci phytak krwi w eyetemie Multiplate™

1
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Start testu
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Docelowa: O0-00U
200 AU

ADPest (Hirudn blood), V2
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26 U (53 - 122)

RUQ: 53.6 AU (53.0 - 1220

HUD: 6.2 ALl/min.
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ASPhest {Hrudn blood), V2
+ U4, Mai 2015, 12:26 [Lzaa pomianu 5:U0 min]
: 46 U (74 - 136)
< AUO: 92.1 AU (75.0 - 136.0)
: RUO: 11.3 AU/mn,
0a7%
0898%
V20437
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Aninlir crymnndci phek ki w systemie Mibiplate®

1
Werlodt' iefesercya 455- 1166 1

Decelowo: U0 - LU L
200 AU

W0 AU

Heanal 3

COL test

Nazwa testu : COLtest (Hrudn blood), V2
Stort teatu : 04. Moy 2015, 12:28 (Czoa pomians 6:00 mn)
Ubszar pod krzywa © 22 U 46 - 117)
Agregecie . RUO. 801 AL 46,0 - 117.0)
Szybkoét : RUD: 11.0 ALL/min.
Odchyierss od wortode dredncy : 4.000 %
Wpdlcaynnik korelac : U399 %
Wessia oprogramowaria - V2 04 37

@ Poréwnanie wynikéw pacjenta

w czasie leczenia ibrutynibem. Wykresy
agregacji ptytek w czterech testach
obrazujg uposledzenie funkcji ptytek krwi
pogtebiajace sie w czasie leczenia.

Aninlir crymnndci phek ki w systemie Mibiplate®

1
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Acusliza crynoadel phytek knwi w systemie Mutiplnte®

1
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i
i 0 AL
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Arunlr crynnndc plytek ke w systemie Midticlnte®
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H Al

Heal 3

0L test

MNazwa teaty :

Shart teshs

Obszar pod krzyws -
farcgaca |

Sirybhonds ©

Ocdchylerie: od werloge dredi .
Wiepdlcnymnik karelacy ©

'Wersia corogramowania :

ADFiset {Hiudn biood), V2
19. May 2015, 12:36 (G239 pomiany 6:00 min)
26 U (53 - 122)

514 AL 5301220}

RUQ: 8.0 AUimin,

3018%

0398 %

V20437

- ASPRest (Hinudin biood). V2
Start testu

19, Maj 2015, 12:36 (Czas pomians 6:00 min)

t32U (74 - 136)

RUO: 61.7 AU (750 1360)
RUO: 8.5 AllLfmin,

COLteat (Hrudin blead). V2

19 Maj 15, 1296 (Crms pominas 500 min)
10 U (46 - 117)

RUC: 31.5AU (46.0 - 117.0)

HIK) 45 ALl/min

8718 %

0958 %

V21437
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Aninlir crymnndci phek ki w systemie Mibiplate®

1
Wenludi: iedraeseyiin

Decelowo: U0 - LU L

TRAP lwsl
S41-1563 1

Mazwa teetu : TRAPteet {Hnudin blood), V2

1200 AU

0 AL

Heanal 4

© Poréwnanie wynikéw pacjenta

w czasie leczenia bortezomibem. Wykresy
obrazujg zmiany agregacji ptytek krwi
zachodzace w czasie leczenia.

Annlira

3 plybeke lorwi w systemie Multilh

[==] i
Wartoéé referencyina - 53.4- 12200

Docelowo, 0.0-00U

ADF1est
Nazwa teaty

Hemial 1

Annlira

AL

Al

3 plybeke lorwi w systemie Multilh

=
Wartoéé referencyina - 74.5- 13510

Docelowo, 0.0-00U

AZP st

Nazwa teatu :
Start teshy -

|

=

AL

Dbezar pod kozywa ©
faregac
Sirybknds ©

Start tegtu : 04. Moy 2015, 12:28 (Czas pomians 6:00 man)

Ubszar pod krzywa :
Agregecia .

Saybleods :

Odchnderse od wartodcs drednicy : 0.282 %
Wipdlcnymnik kereleci :

Wessia oprogramowania - V2 04 37

71U (34 - 196)
RUO. 123.4 AU (34.0 - 156.0)
RUO: 16.6 ALL/min

1000 %

Angliza coynnodci phtek kwi w systemie Multipiate™

1 THAF 13t
Wartedé referencying : 841 1563 U
Hazwa testu -
Docelowo: 0.0-0.0U Al B i
Oscrew poel krryway
Agregecis .
Sryblonsé -
Eeheges Odchylania od wanodc! éradnig] ©
L - Wepdlczynnik karslacy :
o~ Warsa oprogramowania ;
i
o 04U
Kanal 4

TRAPtest {Hinudin bload). V2

19 Maj A5, 1237 (Crms poevions 00 min)
4911 (34 - 156)

RUO. 85.5 AL (34.0 - 156.0)

RUG: 12.3 Allmin.

1325%

0599 %

V20437

Druga grupa skfadata sie z 20 chorych na szpiczaka mnogiego, obarczonych duzym
ryzykiem zakrzepicy zylnej i tetniczej spowodowanym chorobg, jak réwniez jej leczeniem.
W tej grupie gtéwnym lekiem w schemacie leczenia byt bortezomib, nalezacy do grupy
inhibitoréw proteasoméw. Proteasomy, sg to kompleksy enzymdéw regulujace procesy
apoptozy i migracji komérek. Bortezomib i inne leki z grupy inhibitoréw proteasoméw

sg wysoce aktywne w komdrkach szpiczaka mnogiego. Przedkliniczne dane sugeruja, iz
ryzyko wystepowania incydentow zakrzepicy zylnej badz tetniczej jest znikome w trakcie
leczenia tym lekiem. Dlatego tez rozpoczeto badania, ktorych celem byta analiza agregaciji
ptytek przy uzyciu wybranych testéw w aparacie Multiplate. U niektérych chorych z tej
grupy po wykonaniu dostepnych testéw Multiplate wyniki wskazujg mozliwo$¢ wystgpienia
zwigkszonego ryzyka zakrzepicy. U tych chorych nalezatoby rozwazy¢ mozliwos¢
modyfikacji dawki i zabezpieczenie chorego przed wystgpieniem epizodu zakrzepowego.

: ADPreat (Hrudin blood). V2
St tesh +

Obszar pod krzyws :
farcgaca |

Sirybkeodc: ©

Ocdchylerie: od werloge dredni .
Wiepdlcnymnik karelacy ©

Wersia corgramowania ©

16 Cre P15 1410 [Crms pominas 600 min)
79U (53-122)

RUC: 1266 AU (530 1220}

HIK): 201 B AlL/min

1515%

0958 %

V21437

ASPheat (Hiudn blood). V2
16 Cre P15, 1410 [Crns pominas 600 min)
101 U (74 - 136)

RUG: 1612 AU 75.0 - 136.00

HIK): 78 5 AlL/min

Mnaliza czynnodel phytek lnwi w avatemic Multiplate™

| ] ANF fest
Warlod' efemmypn 53412200

Docelowo: 0.0-0.0U

200 AU

ﬁ' L

L

Kanal |

Anishiza caynodcl phytek kiwi w systemie Motplste®

o ASPtest
Wartobé referencyina - 74.5- 13610

Decelowa 00 -001

200 AU

Marwa lesiu
Stal lesdus

Obszar pod krzywa :
Agregacia :
Srybhodé -
Ddehylenie od wantodol éradres) -
Wepdlczynnik korslacyl -

\Wersja opmgramowania

Nezwa testy

Obazar pod krzywa :

Agregacia
Srpbkodd |

ADPlest {Huxhin blood), V7
23 Cee 2015, 1300 (Craes promiens B O i)
28 U (53 - 122)

2747 %
0999 %
(V20437

HUO: 1536 AU (B3.0 - 122.0)
HUO: 24.8 AU/min.

. ASPhest (Hrudn blood), V2
Stat teshy ©

23 Cze. 2015, 1300 [Cras pomians 600 min)
105 U (74 - 136)

RUO: 165.8 AU (75.0- 136.0)

RUD: 27.3 Allimin.

2mIn

oy
Y

R

Al

Heal 7

i Ocdchylerie: od werloge dredvi .
Wiepdlcnymnik karelacy ©
Wersia corgramowania ©

13.069 %
1.000 %
prdi

Oddchylenia od wadadel Smdnie -

Wapdlenmnd konslacs :

Wersia oprogramawania

Kanal 2

0599 %
V2T
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Ansliza i plytek kv v systarmies N dtipd

i
Wonié rlemmncyra 1459 11650 Oo- st

MNazwa teaty :

Thart teshs

Obszar pod krzyws -
farcgaca |

Sirybkonds ©

Ocdchylerie: od werloge dredni .
Wiepdlcnymnik karelacy ©

'Wersia corogramowania :

Docelowo, 0.0-00U

AL

Al

Heal 3

Annlira

3 plybeke lorwi w systemie Multilh

. TRAF 131
Wartoéé referencyina - 54.1- 1563 U

MNazwa tegty :
Thart teshs
Obszar pod krzyws -
farcgaca |
Sirybkonds ©
Oclchyerie od weloses Sredie |
Wiepdlcnymnik karelacy ©
'Wersia corogramowania :

Docelowo, 0.0-00U

od I ALL

v

Al

Heial 4

PODSUMOWANIE

COLteat Hrudin blood). V2
16 Cre P15, 1411 (Crms pominn 5400 min)
B4 U (46-117)

RUG: 1528 AU #6.0- 11700

HIK) 76 6 All/min

0957%

1,000 %

V21437

TRAPreat (Hiudn biood). V2
16 Cre P15 1411 (Crms pominn 5400 min)
125 U (94 - 156)

RUO: 190.3 AU (84.0 - 156.0)

HIK): 36 B All/min

1.000%

1,000 %

V21437

Mnaliza czynnodel phytek lnwi w ayatemic Multiplate™

— OOl test
Wearlod ieferercyja 4559- 11661

Marw lesss COLbesst (Hindn blocd), V2
Docolows: 00001 200 A Sleut lestus 73 Cree 2015, 13 01 (G porsiens & 00 i)
P Obszar pod krzywa - 112 U (46 - 117)
il Agrepacia - HUO: 194.1 AU 46,0 117.0)
Z 2 Savbkodé : HUO: 31.4 Amin,
Ddchylerse od wartodo: dredrey - 3.710 %
y Wapbloaynnik korelac - 1.000
i Wersia oprogramowania - V2.04.37
uAU
Kanal 3
Ariskiza coprmic phylek kiw w spstemie Mubplste®
[ TRAP test
Wartobé referenicying - 94.1- 1563 U
Macwa testy . TRAPLest {Hiude blood), V2
Lol L 200 AL Start teshy - 23 Cre. 2015, 13:01 (Caas pomiany 500 min)
ﬁ" Obazar pod krzywa : 126 U (34 - 156)
Y Agregacia : RUO: 202.3 AU (34.0- 156.00
Saybkodd . RUD. 1.5 Allimin,
}, Odchylenie od wardadci Sredniej -4 178 %
7 Wanélenymnd korsiacs : 1000 %
Warzia oprogramowania : V2.04.37
DAY

Fanal 4

Wykorzystanie aparatu Multiplate u pacjentéw z chorobami krwi stworzyto nowe
perspektywy oceny hemostazy ptytkowej zaréwno w diagnostyce chordb, jak

i monitorowaniu leczenia. To jest poczatek badan, ktére nalezy rozszerzy¢ aby potwierdzi¢
wstepnie wysunigete wnioski. Nalezy oczywiscie zwiekszy¢ badang grupe chorych oraz
czas obserwacji. Prosta obstuga aparatu oraz réznorodno$¢ zastosowanych testéw daty

mozliwo$¢ wnikliwej analizy funkcji krwinek ptytkowych w réznych modelach aktywacji.
Wyniki pomoga w monitorowaniu terapii w sposéb bezpieczny dla pacjenta.

w redakcji

Pismiennictwo dostgpne

Multiplate
- analizator funkcji ptytek
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Znaczenie fazy przedanalitycznej
w diagnostyce chorob zakaznych

_———"/

Aleksander Mazur, Szpital Uniwersytecki w Krakowie

Podstawowym zadaniem nowoczesnej diagnostyki serologicznej zakazen jest szybkie
wykrywanie infekcji. Z oczywistych powodéw wykrycie zakazenia (i ostateczne postawienie
rozpoznania) powinno nastgpi¢ w mozliwie najkrétszym czasie od momentu jego dokonania
(wnikniecia drobnoustroju do organizmu). Trzeba sobie jednak uswiadomic fakt, ze

znaczna czes$c (jesli nie wiekszo$¢h) badan wykonywana jest nie po to zeby zakazenie
potwierdzi¢, lecz po to zeby je wykluczyé! Zwigzane jest to z konieczno$cig zapewnienia
bezpieczenstwa pacjentom podlegajacym inwazyjnej diagnostyce, zabiegom chirurgicznym,
lub otrzymujacym materiat biologiczny w obszarze szeroko pojetej transfuzjologii

i transplantologii.

PROBLEMY DIAGNOSTYCZNE ZWIAZANE Z CZULOSCIA | SWOISTOSCIA
TESTOW

Oczywiste jest, ze zaréwno pierwsze, jak i drugie z postawionych zadan wymaga
uzyskiwania wiarygodnych i jednoznacznych wynikéw oznaczen. Obserwowana wraz

z kolejnymi generacjami testéw wzrastajgca czuto$¢ analityczna daje mozliwo$¢ wykrywania
bardzo niewielkich stezer poszukiwanych markeréw. Powoduje jednak, ze w$réd wynikéw
badan wskazujacych na zakazenie pojawia sig¢ pewna ilo§¢ wynikéw fatszywie reaktywnych.
Jest to cena za bardzo wysokg czuto$¢ testu, pozostajacg zawsze w jakims$ stopniu

w niezgodnosci z jego swoistoscig. Problemy w obszarze swoistosci testéw i pojawianie

sie fatszywie reaktywnych wynikéw (np. na skutek wystepowania reakcji krzyzowych)
wymusza stosowanie weryfikacyjnych testéw, swoiécie potwierdzajacych wystepowanie
poszukiwanych markeréw zakazenia. Zwigkszajg one jednak koszty catej diagnostyki oraz
wydtuzajg niekiedy czas konieczny do uzyskania ostatecznego wyniku. Wskazane jest
wobec tego organizowanie diagnostyki tak, aby w maksymalnym stopniu unika¢ wynikéw
watpliwych, fatszywie reaktywnych i wymagajgcych dalszej weryfikaciji.

Postep technologiczny ma znaczny wptyw na jako$¢ uzyskiwanych wynikéw (np.

kolejne generacje testéw sg bardziej odporne na wptyw czynnikéw zaleznych od

fazy przedanalitycznej badania), jednak opracowanie dobrej jakosci, skutecznego

testu przesiewowego, wykrywajacego zakazenia drobnoustrojami tatwo mutujgcymi

i wystepujacymi przez to w wielu odmianach, genotypach i subtypach (jak np. HCV, HBV,
HIV) jest zadaniem bardzo trudnym. Obszar ten - zalezny od charakterystyki samych
drobnoustrojéw jest trudny do kontrolowania. Sg réwniez inne czynniki na ktére nie

mamy wptywu, takie jak wystepowanie u 0séb badanych zjawisk immunologicznych
powodujacych krzyzowe reakcje i fatszywie reaktywne wyniki oznaczen. Jednak przy
pomocy dostepnych nam narzedzi mozemy w stosunkowo tatwy i tani sposéb wptynaé na
ograniczenie ilo$ci niepotrzebnie wykonywanych powtdérnych oznaczen (weryfikacja prébek
wstepnie reaktywnych) oraz ilo$ci zlecanych znacznie drozszych i czasochtonnych testéw
potwierdzajacych. Z ekonomicznego i organizacyjnego punktu widzenia z pewnos$cig warto
sie nad tym zagadnieniem gtebiej zastanowié.

ZNACZENIE FAZY PRZEDANALITYCZNEJ

Jezeli projektujemy zasady funkcjonowania pracowni oznaczajacej serologiczne markery
zakazen, w ktdrej jednym z priorytetéw jest szybko$¢ uzyskiwania wynikéw i minimalizacja
btedéw majacych miejsce w trakcie fazy przedanalitycznej, kluczowym zagadnieniem
powinien by¢ wtasciwy wybdr materiatu do badania. W celu uproszczenia procedury
pobierania krwi, dla uniknigcia ewentualnych pomytek warto wprowadzi¢ jeden uniwersalny
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sposéb jej zabezpieczania. W polskiej praktyce laboratoryjnej materiatem najczesciej
wykorzystywanym do oznaczania serologicznych markeréw zakazen jest surowica krwi,
uzyskiwana poprzez oddzielenie jej od skrzepu w trakcie wirowania. Powszechnie wiadomo,
ze uzyskanie dobrej surowicy do badan moze niekiedy nastrecza¢ pewnych trudnosci.
Proces petnego wykrzepiania wynaczynionej krwi jest rozciggniety w czasie i przyjmuje

sie, ze aby mdc uzyskaé surowice do badan nalezy odczekac¢ z wirowaniem co najmniej 30
min. Jednak stosowanie leczenia antykoagulacyjnego przedtuza ten proces o czas trudny

do okreslenia, bo jest on indywidualnie zmienny. Leczenie antykoagulacyjne stosuje sie
zaréwno u wybranych pacjentéw hospitalizowanych, jak i ambulatoryjnych. Zbyt wczesne
oddzielenie surowicy takich pacjentéw i nastepujgce pdzniej dalsze wykrzepianie jest
zrodtem problemow takich jak zatykanie igty prébkujacej skrzepling, zanieczyszczanie
drendw i komdr analizatora ,lepkim” biatkowym filmem, czy uzyskiwanie fatszywie dodatnich
wynikéw oznaczen na skutek réznych interferenciji, wynikajacych z obecnosci w badanym
roztworze fragmentéw wtdéknika.

Niestety te potencjalne, ,specjalne” wtasciwosci krwi konkretnego pacjenta nie sg

w laboratorium znane, poniewaz tego typu danych dotyczacych leczenia nie udostepnia

sie rutynowo wraz ze skierowaniem na badania. Jest to wigc wazny czynnik fazy
przedanalitycznej nad ktérym nie mamy w praktyce zadnej kontroli. Mozna go jednak
wyeliminowac juz na wstepie poprzez zastgpienie surowicy osoczem, zabezpieczonym przy
pobraniu odpowiednim antykoagulantem. Z punktu widzenia metody ECLIA, ktérg postuguja
sie analizatory linii Elecsys i cobas®, optymalnym antykoagulantem jest K3EDTA, ktéry
spetnia postawione na wstepie zatozenia oraz - co bardzo wazne - zostat dopuszczony przez
producenta analizatora i zestawdw odczynnikowych do wszystkich oznaczen. Z oczywistych
wzgleddéw (réwniez prawnych - w przypadku ewentualnych watpliwo$ci w odniesieniu do
wartos$ci wynikéw) nie powinno sie wykonywac oznaczeri w materiale innym niz zezwala
specyfikacja producenta. Wybdr ten jest jednak korzystny réwniez z innych wzgleddéw.
Niewielka objeto$¢ dodawanego EDTA sprawia, ze osocze takie znakomicie nadaje sie do
oznaczen ilosciowych, poniewaz nie powoduje efektu rozcienczenia analitu.

Uniwersalno$¢ osocza praktycznie eliminuje btedy zwigzane z nieprawidtowym dobraniem
antykoagulantu przy pobieraniu krwi, pozwala réwniez na tgczne wykonywanie wszystkich
oznaczen z jednej prébki. Dodatkowa, lecz istotng korzyscig wynikajacg z zastosowania
EDTA jest mozliwo$¢ wykonywania w tak zabezpieczonym materiale badar molekularnych.
W przypadku watpliwosci, w celu weryfikacji i poszerzenia diagnostyki ten sam uniwersalny
materiat moze by¢ wiec uzyty do dalszych badan. Poréwnujac miedzy sobg probéwki

o podobnej objeto$ci nominalnej fatwo zauwazyé, ze odzysk osocza jest znacznie lepszy znad
réwno odwirowanych krwinek niz znad nieréwnej i siegajacej znacznie wyzej powierzchni
skrzepliny w przypadku surowicy. Wyzszy nad krwinkami stup cieczy (osocza!) pozwala na
bezpieczne i ,czyste” prébkowanie przez analizator z probdéwki pierwotnej. W przypadku
probéwek z krwig pobrang ,na skrzep” skrzeplina czesto - pomimo wirowania - siega

tak wysoko, iz analizator prébkujac trafia igta w skrzep (co powoduje jej zatkanie i strate
odczynnikéw przy braku wynikéw), lub prébkuje surowice tuz znad jego powierzchni

wraz z fragmentami skrzepliny i uwigzionymi w niej krwinkami (ktére moga powodowacé
zafatszowanie wyniku). Oba zjawiska pociagaja w konsekwencji konieczno$¢ wykonywania
generujacych dodatkowe koszty powtdrnych badan weryfikacyjnych. Nie bez znaczenia

jest réwniez rodzaj probéwki pierwotnej do ktdrej pobierana jest krew i z ktdérej pzniej
prébkowane jest przez analizator osocze. Szersza probéwka utatwia pobieranie materiatu
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Praca powstata na podstawie
wyktadu wygloszonego
podczas seminarium ,,Postepy
w badaniach przeglgdowych
dawcéw krwi” (Warszawa,
5-6 pazdziernika 2015 r.),
organizowanego przez Roche
Diagnostics Polska Sp. z o.o0.
pod nadzorem merytorycznym
Instytutu Hematologii

i Transfuzjologii w Warszawie

przez koncéwke prébkujaca bez ryzyka kontaktu z brzegiem pojemnika, lecz obniza stup
cieczy. Wezsza, przy tej samej objeto$ci materiatu podwyzsza stup cieczy nad krwinkami,
pozwalajac na swobodniejsze zagtebianie sie igty prébkujacej bez ryzyka aspiracji krwinek.
Kolejnym bardzo waznym zagadnieniem majacym praktyczny wptyw na jako$¢ uzyskiwanych
wynikéw i czesto$¢ wystepowania fatszywych reaktywnosci jest odpowiednie wirowanie
materiatu do badan. Powszechnie wiadomo, ze Zle odwirowane osocze, czy w jeszcze
wiekszym stopniu surowica, moga by¢ przyczyna nieprawidtowych wynikéw badan oraz
kumulujacego sie w czasie zanieczyszczania analizatora. Zgodnie ze wskazaniami instrukcji
i zalecen wytwoércéw zestawdéw odczynnikowych po uzyskaniu dodatniego wyniku
oznaczenia nalezy prébke ponownie odwirowaé i ponownie oznaczyé, aby unikngé skutkéw
ewentualnego przypadkowego btedu. Po takiej weryfikacji mozna dla prébki materiatu
uzyska¢ wynik powtarzalnie reaktywny (po drugim oznaczeniu dodatnim) lub powtarzalnie
niereaktywny (dopiero po trzecim oznaczeniu - pierwotne i dwa weryfikacyjne!). Poniewaz
jednak powtarzanie badan kazdorazowo generuje dodatkowe koszty, w zdrowo pojetym
interesie wykonujacego badania jest zapewnienie wiasciwych warunkéw wirowania juz

w fazie wstepnej badania pierwotnego! Do$wiadczenia wiasne wskazujg ze stosowane

w trakcie wirowania cigzenie na poziomie ok. 3700-4000 g, w ciggu 8-10 minut pozwala

na uzyskanie dobrej jakosci osocza do badan. Zabieg ten, w potgczeniu z zastosowaniem
bardzo dobrej jako$ci wody zuzywanej przez analizator, pozwala utrzymac czysto$¢ toru
pomiarowego i sprzyja uzyskiwaniu prawidtowych wynikéw juz przy pierwszym oznaczeniu.

WNIOSKI

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze stosowanie nawet prostych, lecz przemyslanych
rozwigzan moze w sposob praktycznie bezkosztowy wptywac na skrécenie czasu
diagnostyki, zmniejszac¢ ilo$¢ btednych rozpoznan oraz pomaga redukowac¢ koszty
funkcjonowania laboratorium.
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Wirus zapalenia watroby typu E jako
wytaniajacy sie czynnik chorobotwdrczy
w krwiodawstwie i krwiolecznictwie

Ryszard Pogtéd, Instytut Hematologii i Transfuzjologii, Warszawa

Wirusowe zapalenie watroby typu E wywotuje bezotoczkowy wirus HEV (hepatitis E virus)

z rodzaju Hepevirus. Jest to wirus RNA wystepujacy w 4 genotypach. Do zakazenia genotypami
HEV-1 i HEV-2 dochodzi u ludzi najczesciej drogg pokarmowg w wyniku picia zanieczyszczone;j
fekaliami wody na obszarach endemicznego wystepowania choroby (Chiny, Nepal, Indie,

Afryka Pétnocna). Na obszarach nieendemicznych wirus (genotypy HEV-3, HEV-4) zakaza
réwniez zwierzeta. Do ustroju ludzkiego przedostaje sie drogg pokarmowa w wyniku spozycia
zakazonego migsa. HEV moze by¢ tez przeniesiony parenteralnie na drodze przetoczenia
zakazonych sktadnikéw krwi lub przeszczepienia narzaddéw, a takze z matki na dziecko.
Zachorowania wystepuja zaréwno w postaci epidemicznej, jak i indywidualnej."?345

Wedtug szacunkéw WHO zakazenie HEV co roku dotyka ok. 20 mIn oséb na $wiecie. Ocenia
sig, ze u ok. 3,4 min 0s6b zakazonych infekcja przebiega jako objawowe ostre wzw, a u 56-70
tys. zakazonych choroba koriczy sie zgonem [1,3,4]. W wiekszo$ci przypadkéw zakazenia u oséb
z prawidtowo funkcjonujacym ukfadem odporno$ciowym sg bezobjawowe.?® Stosunek zakazen
objawowych do bezobjawowych w krajach rozwijajacych sig waha sie od 1:2 do 1:13.3

DIAGNOSTYKA | PRZEBIEG KLINICZNY ZAKAZENIA HEV

Pod wzgledem klinicznym wzw typu E wykazuje wiele podobienstw z wzw typu A. Nalezy do
nich dwufazowy przebieg i samoograniczenie infekcji. Odsetek $miertelno$ci siega 4 %, ale
istniejg grupy szczegdlnego ryzyka, gdzie jest on znaczaco wiekszy. Nalezg do nich kobiety

w cigzy, u ktérych zakazenie, gtéwnie HEV-1, moze mie¢ piorunujacy przebieg (§miertelno$é

do 20 %) oraz pacjenci z istniejacg wczes$niej choroba watroby badz biorcy przeszczepu
watroby."2345

Rozpoznanie wzw typu E oparte jest na kryteriach klinicznych i laboratoryjnych. Wedtug zalecen
Instytutu Kocha konieczne jest stwierdzenie obecno$ci co najmniej jednego z nastepujacych
objawdw: goragczka, zéttaczka, znaczny wzrost aktywnosci transaminaz i bél brzucha. Zakazenie
potwierdza sie na drodze wykrycia materiatu genetycznego wirusa (NAT) w kale, surowicy

i osoczu lub posrednio przez wykrycie przeciwciat IgM lub znaczacego wzrostu miana IgG

w dwdch kolejnych prébkach surowicy [2]. Decydujace znaczenie diagnostyczne w przypadku
HEV maja badania NAT, gdyz czuto$¢ i swoisto$¢ testéw serologicznych nie sg optymalne i sg
one czesto zawodne."?3

Okres inkubacji wynosi 15-60 dni. Przebieg choroby jest dwufazowy i obejmuje okres
zwiastunowy i z6ttaczkowy.?? Pierwszy trwa krétko i charakteryzuje sie m.in. bélami migsni

i stawdw, ztym samopoczuciem, niewysoka gorgczka, nudno$ciami, wymiotami i bélami
brzucha. Okres z6ttaczkowy trwa od kilku dni do kilku tygodni. Zakazeniu moga towarzyszy¢
zapalenia stawdw, trzustki, nerek oraz rézne zaburzenia neurologiczne. Stezenie bilirubiny
wzrasta zwykle do 5-20 mg/dl, a aktywno$¢ aminotransferaz do 10- 20 krotno$ci wartosci
prawidtowych, ale po 1-2 miesigcach dochodzi do normalizacji warto$ci ALT i AST. Czasami
wystepuje niedokrwisto$é aplastyczna, matoptytkowos¢ i leukopenia."?® Zakazenie HEV moze
réwniez wywotac ostrg niewydolno$¢ watroby.®

U oséb zakazonych HEV-1 i HEV-2 z prawidtowo funkcjonujgcym uktadem odporno$ciowym nie
obserwowano przewlektego wzw. Przewlekte zakazenie, najczesciej genotypem HEV-3, niekiedy
wiktane wtéknieniem i marskos$cia watroby, stwierdzano u oséb ze zmniejszong odpornoscia

tj. biorcéw przeszczepdéw narzgdowych i komdrek krwiotwdrczych w przebiegu leczenia
immunosupresyjnego, osob zakazonych HIV oraz otrzymujacych chemioterapie pacjentow

z chorobami nowotworowymi uktadu krwiotwdérczego'2®

Juz po ekspozyciji, a jeszcze przed wystapieniem objawéw klinicznych, we krwi i prébkach

Streszczenie

Wirusowe zapalenie wgtroby
(wzw) typu E nalezy do nowo
pojawiajgcych sie zakazen.
Najczestszg drogg transmisji
wirusa jest droga pokarmowa,
ale moze on byc¢ takze
przenoszony z przetaczanymi
sktadnikami krwi. W pracy
przedstawiono podstawowe dane
epidemiologiczne i kliniczne
dotyczgce zakazenia HEV ze
szczegblnym uwzglednieniem
znaczenia zakazenia dla
krwiolecznictwa.

Stowa kluczowe: wirusowe
zapalenie wgtroby typu E,
czynniki zakaZne przenoszone
z krwig
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katu zakazonych oséb mozna wykry¢ wirusowe RNA. Nie jest faktem zaskakujacym, ze u oséb
z upo$ledzong odpornoscia serokonwersja moze by¢ opdzniona, co moze mie¢ niekorzystne
implikacje diagnostyczne.? Wiremia u oséb zakazonych HEV trwa zwykle krétko, z krétkim
okresem inkubacji, po ktérym nastepuje okres objawowy. Bezobjawowa wiremia u dawcéw
krwi jest w wiekszosci przypadkéw réwnoznaczna z przewlektym subklinicznym zakazeniem, co
stwarza mozliwo$¢ przeniesienia HEV poprzez transfuzje sktadnikéw krwi. Przeciwciata anty-
HEV wykazuja ograniczone dziatanie ochronne przeciw reinfekcji HEV.2®

LECZENIE

Leczenie ostrego wzw typu E u pacjentéw z prawidtowa odporno$cig jest wytgcznie objawowe.
Prawie wszyscy chorzy sg w stanie samodzielnie usuna¢ wirusa. W ciezkim ostrym zakazeniu
poprawe osiggano po leczeniu m.in. rybawiryna."?® W leczeniu przewlekfego zakazenia, np.

u biorcéw przeszczepdéw z przewlektym zakazeniem HEV nalezy dazy¢ do usunigcia wirusa.
Mozna to osiggnaé na drodze zmniejszenia intensywno$ci leczenia immunosupresyjnego albo
wdrozenia leczenia przeciwwirusowego w przypadku, gdy immunosupresja nie moze byé
zmniejszona i u chorych, ktérzy nie usuneli wirusa po jej zmniejszeniu.?®

HEV JAKO CZYNNIK ZAKAZNY PRZENOSZONY Z KRWIA.

Bezobjawowy przebieg zakazenia HEV u krwiodawcéw oraz zwykle ciezki jego przebieg

u biorcéw krwi z grup wzmozonego ryzyka uzasadniajg postrzeganie HEV, jako czynnika ryzyka
bezpieczenstwa transfuzji. Jedna z pierwszych analiz wystepowania przeciwciat anty-HEV

u krwiodawcéw z 11 krajéw $wiata z réznych lat okresu 1993 -2010 wskazuje na znaczne, {j.
wahajace sie od 0,2 % (Grecja) do 32,6 % (Chiny), zréznicowanie seroprewalencji.® Szczegdlnie
wysoka jest seroprewalencja na obszarach wiejskich Egiptu (80 %).! Zaskakujaco wysokie
okazaty sie odsetki serododatnich dawcéw w krajach rozwinietych tj. w USA (18,3 %), Danii
(20,6 %), a zwtaszcza Holandii (27 %)."*” U 3,5 % holenderskich dawcéw oddajacych krew

w okresie 2011-2012 wykryto IgM anty-HEV, a w trakcie badania osocza z 45 415 donacji

(w pulach) wykryto HEV RNA u 17 krwiodawcéw. Skale zakazen wéréd dawcéw krwi w Holandii
na podstawie przytoczonych wynikéw badan najbardziej uzmystawia stwierdzenie,

ze w kraju tym S$rednio raz dziennie pobiera sie donacje zakazona HEV.” Prawie

u wszystkich tych dawcéw stwierdzono genotyp HEV-3, tozsamy z genotypem zakazajacym
Swinie, co wskazuje na odzwierzece pochodzenie zakazenia, najprawdopodobniej w wyniku
spozycia niedogotowanej wieprzowiny."2*? Z kolei w Niemczech seroprewalencja w ogéinej
populacji wynosita 17 %, w$réd krwiodawcéw w 2011 r.- 6,8 %, natomiast HEV RNA wykryto

w 0,08 % donac;ji.>® Wirus HEV byt takze wykrywany w pulach osocza przeznaczonego do
frakcjonowania w Europie, Ameryce Pétnocnej i Azji, natomiast nie wykryto jego obecnosci

w badanych 51 075 donacjach z USA.2%° Wykazano, ze czesto$¢ wystepowania RNA HEV
wyniosta 1: 7198 donacji wérdd szwedzkich i 1: 4525 wérdd niemieckich dawcéw osocza.
Obecno$¢ RNA HEV stwierdza sie w ok. 10 % duzych pul osocza.®™ W pulach osocza z Europy
i Ameryki Pétnocnej wykrywa sie genotyp 3, a w pulach pochodzacych z Azji - genotyp 4.1°
Pierwszy opisany przypadek przeniesienia zakazenia HEV droga transfuzji krwi miat miejsce

na Hokkaido w Japonii w 2004 r. Wirusa wykryto u chorego z ostrym zapaleniem watroby po
przetoczeniach krwi od 23 dawcéw podczas operacji na otwartym sercu.® Jak wynika z jednej

z pierwszych analiz przeprowadzonych w réznych krajach wigkszo$¢ zgtoszonych przypadkéw
stanowili chorzy, ktérym przetaczano liczne sktadniki krwi w przebiegu choréb nowotworowych
uktadu krwiotwdrczego i chtonnego, otrzymujacy chemioterapie z powodu nowotwordéw litych
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lub poddawani hemodializom.? Zdecydowana wiekszo$¢ dawcéw pozostawata bezobjawowa.
W Anglii pierwsze przeniesienie HEV po podaniu osocza zostato opisane w 2006 r." W szerszej,
przeprowadzonej w tym kraju analizie przypadk6w przeniesienia zakazenia wraz ze sktadnikami
krwi otrzymanymi od 79 zakazonych dawcéw seronegatywnych w czasie donacji stwierdzono,
ze 43 chorym przetoczono 62 skfadniki krwi przed identyfikacjg zakazonej donacji. Zakazonych
zostato 18 (42 %) z nich.” Chociaz u wszystkich biorcéw doszto do wzrostu aktywnosci
aminotransferaz, to chorobowo$¢ byta niewielka, gdyz tylko u jednej osoby wystgpito tagodne
potransfuzjne wzw. W 2007 r. we Francji opisano przeniesienie HEV u dziecka przez transfuzje
KKCz i KKP®, a w 2013 r. w Niemczech zostat udokumentowany przypadek przeniesienia HEV
w wyniku przetoczenia KKP z aferezy.® Warto podkresli¢, ze fadunek wirusa w tym preparacie
byt niewielki, ale otrzymat go pacjent leczony immunosupresyjnie.® HEV moze by¢ przeniesiony
z kazdym skfadnikiem krwi. Najczesciej z KKCz, ale takze z KKP zlewanym i otrzymanym

z aferezy, koncentratem granulocytarnym, FFP i krioprecypitatem.212" Nie obserwowano
przeniesienia HEV z produktami krwiopochodnymi, ale wyrazane s niekiedy przypuszczenia,
Ze stezenie wirusa w tych produktach moze by¢ ponizej progu jego wykrywalnosci.”
Przeniesieniu zakazenia HEV sprzyja niski poziom przeciwciat anty-HEV i wigksze stezenie
wirusa w donacjach.?81012

PROFILAKTYKA ZAKAZEN HEV

Ogédlna profilaktyka zakazen HEV oparta jest na zasadach postepowania z chorobami
zakaznymi przenoszonymi drogg pokarmowa tj. piciu niezanieczyszczonej wody, zapewnieniu
dobrych warunkéw sanitarnych i wtasciwej higieny osobistej.">* W 2011 r. w Chinach
dopuszczono do stosowania rekombinowang szczepionke przeciwko HEV. Szczepionka okazata
sie skuteczna i dobrze tolerowana, nie jest jednak jeszcze zalecana do rutynowego podawania,
zwtaszcza na obszarach, gdzie dominujg inne niz w Chinach genotypy HEV.24'®

Profilaktyka przeniesienia zakazenia z krwig jest trudna. Z uwagi na bezobjawowy w wigkszo$ci
przypadkéw przebieg zakazenia nie ma klinicznych podstaw do dyskwalifikacji zakazonych
dawcéw. W przypadku dawcéw powracajacych z obszaréw tropikalnych, przeniesieniu
zakazenia HEV z pobrang krwig moze zapobiec automatyczna dyskwalifikacja tych dawcéw

z powodu obecnej na tych terenach malarii.? Inaktywacja czynnikéw zakaznych w skfadnikach
krwi w przypadku HEV jest zawodna z uwagi na brak otoczki wirusa. Nieskuteczne okazato

sie poddawanie osocza procedurze solvent-detergent, réwniez inaktywacja przy uzyciu
amotosalenu nie zapobiegta przeniesieniu HEV z przetoczonym KKP.2'¢ Ponadto wykazano,

ze nawet niewielki tadunek wirusa moze spowodowac zakazenie u pacjenta poddanego
immunosupresji.®

Wyrazana jest opinia, ze dane epidemiologiczne odnoszace sie do zakazen HEV moga by¢
niedoszacowane.3* Istotng trudnoscig w ocenie znaczenia zakazen HEV jest niewielka
dostepno$¢ metod diagnostycznych. Jednoczes$nie wzrasta $wiadomo$¢ zagrozenia jakie
zakazenie HEV moze stanowi¢ dla znacznej populacji biorcéw krwi z zaburzeniami uktadu
odporno$ciowego, ktérym w krajach rozwinietych przetacza sie 30-40 % sktadnikéw krwi.®
Czes$¢ autoréw przedstawionych tu publikacji rozwaza mozliwo$¢ wprowadzenia badan NAT

u krwiodawcéw, zwtaszcza w krajach o duzym rozpowszechnieniu nosicielstwa®''“16, jednak
jednolite podej$cie w tej kwestii jest jeszcze dalekie od wypracowania.
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Kita — nowa diagnostyka starej choroby

“

Ewa Sulkowska, Zaktad Wirusologii, Instytut Hematologii i Transfuzjologii

Kita (fac. Syphilis) to choroba zakazna, przenoszona najczesciej podczas kontaktéw
seksualnych, wywotywana przez bakterie Treponema pallidum (TP) nalezaca do rodziny
Spirochaetaceae. Jedynym zywicielem tej bakterii jest cztowiek. Okres wylegania choroby
wynosi 9-90 dni. Kite cechuje wieloletni przebieg z nastepujgcymi po sobie okresami
objawowymi i bezobjawowymi, moze przebiega¢ w sposdéb utajony, ulega¢ samowyleczeniu
lub wywotywac¢ powazne zmiany narzgdowe. Zakazno$¢ Treponema pallidum jest Scisle
zwigzana z okresem choroby, najwieksza jest w dwdch pierwszych latach. Zwigzane jest

to z obecno$cig u chorych zmian skérnych, ktérym towarzyszy wydzielina ze znaczna
zawarto$cia bakterii. Chorobe dzielimy na nabytg i wrodzona.' Krwiodawca znajdujacy sie
w kazdym ze stadidw choroby moze przenie$¢ zakazenie na biorce.

DIAGNOSTYKA

Potwierdzenie choroby oparte jest na obrazie klinicznym, wywiadzie epidemiologicznym oraz
wynikach badan laboratoryjnych.?

Diagnostyka bezposrednia polega na identyfikacji zywych drobnoustrojéw na podstawie
ich morfologii. 7. pallidum to spiralne bakterie Gram-ujemne o $rednicy 0,1-0,4 um i dtugo$ci
5-20 pm, dobrze widoczne w ciemnym polu mikroskopu $wietlnego. Czuto$¢ tej metody
wynosi 70-80 %.®

Testem referencyjnym zapewniajacym najwyzszg czuto$¢ jest préba biologiczna - test
zakaznosci krélika (ang. rabbit infectivity test - RIT). Jest to dojadrowe zakazanie krélikéw —
jedyny skuteczny spos6b namnazania kretka bladego.?

Hodowla kretka bladego jest bardzo trudna, sg one wrazliwe na wysychanie i inne czynniki
Srodowiska. Mozna utrzymac je przy zyciu na podfozu zwanym jako system hodowlany
Fieldsteela. Podwojenie liczby bakterii nastepuje po 30-50 godzinach, po tym czasie tempo
wzrostu spada i nalezy T. pallidum przenie$é na kolejne podtoze.®

W ostatnich latach trwajg badania nad metodami biologii molekularnej, polegajacymi na
amplifikacji materiatu genetycznego kretka bladego. Na poczatku lat 90 XX w. opracowano
pierwsze testy wykorzystujace polimerazowa reakcje tanncuchowa (PCR), w ktérych
amplifikowano fragmenty genéw kodujacych biatka btonowe kretka bladego.*® Czuto$¢
metody byta bardzo wysoka i wynosita od 1-10 kretkéw w badanej prébce. Obecnie
stosowane testy biologii molekularnej wykorzystujace metode PCR amplifikuja fragment
genu kodujacego DNA | (polA). Sekwencja nukleotydowa tego genu charakteryzuje

sie najwiekszg konserwatywno$cia. Tego typu testy majg bardzo wysoka czuto$¢

i swoisto$¢ poréwnywalng z préba biologiczng. Znalazty one zastosowanie w badaniach
diagnostycznych krwi, ptynu mézgowo-rdzeniowego i owodniowego.®

Rutynowa diagnostyka wcigz najczes$ciej oparta jest jednak na metodach posrednich,
wykrywajgcych przeciwciata skierowane przeciwko antygenom kretka bladego.

Wyrézniamy dwie grupy testéw serologicznych:

- klasyczne - antygenem stosowanym w tych odczynach do wykrycia przeciwciat
sg antygeny lipidowe. Do testéw klasycznych zalicza sie tzw. testy ktaczkujgce : test
Wassermana, VDRL-Veneral Disease Research Laboratory, USR - Unheated Serum
Reagin. Stosuje sie w nich antygen zastepczy - kardiolipine.” Wykrywaja przeciwciata
przeciwlipidowe klasy IgG i IgM, wytwarzane réwniez w przebiegu zakazer innymi
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kretkami (np. brucelozie, boreliozie) oraz chorobach o podtozu autoimmunologicznym
(choroby reumatyczne, kolagenozy).?® Czuto$¢ réznych testéw niekretkowych jest podobna,
aczkolwiek ulega zmianie w poszczegdlnych okresach choroby. Uwaza sie, ze dla kity

| okresu wynosi 80 %, dla kity Il okresu i utajonej wczesnej - 100 %, dla kity utajonej

i objawowej pdznej - 71 % a dla kity utajonej pznej - 40 %.”8

- kretkowe - w ktérych do wykrywania swoistych przeciwciat anty-TP wykorzystuje

sie antygeny kretkdéw kity. Do tego typu testéw zalicza sie np. testy: TPl - ang. T.pallidum
immobilization test, FTA - ang. Fluorescent Treponemal Antibody, FTA-ABS - ang. Fluorescent
Treponemal Antibody Absorbtion Test, TPHA - ang. Treponema Pallidum Haemagglutination
Assay, EIA - ang. enzyme-linked immunosorbent assay, testy immunochemiczne WB -

ang. Western blot.” Testy kretkowe charakteryzujg sie wigkszg swoisto$cia i czutoscig

w poréwnaniu z testami klasycznymi. Wyniki dodatnie, u wiekszo$ci zakazonych oséb,
utrzymujg sie przez 2-3 tyg. od chwili zakazenia w przypadku kity pierwszorzedowej (kita
pierwszorzedowa moze trwac od 6 do 9 tygodni od momentu zakazenia) oraz u 100 %
chorych w kile drugorzedowej (kita drugorzedowa moze trwaé od 9 do 15 tygodni od
momentu zakazenia).”

Na podstawie oceny czuto$ci i swoisto$ci testéw serologicznych wykrywajgcych
przeciwciata przeciwko 7. pallidum Miedzynarodowa Organizacja ds. Choréb Przenoszonych
Droga Ptciowa (/nternational Union Against Sexually Transmitted Infections - IUSTI) zaleca
stosowanie w badaniach przegladowych testéw swoistych - kretkowych np. testéw
immunoenzymatycznych (EIA) czy immunochemicznych.®

Zgodnie z rekomendacjami IUSTI badania potwierdzajace zakazenia T. pallidum nalezy
wykonywacé innym testem niz badanie przeglagdowe. Zaleca sig, aby do potwierdzenia
wynikéw powtarzalnie reaktywnych wykorzystywaé¢ dwa rodzaje testéw. Jesli na przyktad
powtarzalnie reaktywny wynik testu przeglagdowego uzyskano w tescie EIA, badania
weryfikacyjne powinny by¢ wykonane dwoma spo$réd testéw typu TPHA, FTA, FTA-ABS, WB.

W Polsce od 2012 r. do badan przegladowych w kierunku 7. pallidum u krwiodawcéw
wykorzystywane sg testy swoiste CMIA, EIA, TPHA."® Stata dyskwalifikacja dawcy nastepuje
po uzyskaniu wyniku dodatniego w przynajmniej 2 testach potwierdzenia. W przypadku
uzyskania innych wynikéw naktadana jest dyskwalifikacja czasowa. Dawca z dyskwalifikacja
czasowg moze by¢ przywrécony do oddawania krwi po uzyskaniu wynikéw ujemnych

w tescie przegladowym oraz testach potwierdzenia. Po potwierdzeniu zakazenia w kierunku
T. pallidum dawce nalezy na state skreéli¢ z rejestru dawcow krwi, skierowa¢ do poradni
wenerologicznej, zgtosi¢ na odpowiednim formularzu do SANEPIDu. Jezeli w testach
potwierdzenia uzyskamy rozbiezne wyniki (jeden dodatni, drugi ujemny/nieokreslony) moze
to $wiadczy¢ o wczesnym etapie zakazenia lub nieswoistych reakcjach. Nalezy natozy¢
dyskwalifikacje czasowa na okres 3 miesiecy (dtugos¢ tego okresu jest $cisle zwigzana

z czasem wylegania choroby siggajagcym nawet 90 dni), nastepnie wykona¢ ponownie
badania przegladowe i weryfikacyjne. W kolejnych badaniach kontrolnych oczekujemy
ustapienia wynikéw nieswoistych lub potwierdzenia zakazenia (wyniki zgodnie reaktywne
obu testéw potwierdzenia). W trakcie procedury weryfikacji wynikéw reaktywnych badania
przegladowego nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage na wszelkie informacje o potencjalnie
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“—/

ryzykownych zachowaniach/sytuacjach. Niekiedy konieczne jest skierowanie krwiodawcy
do do poradni skérno-wenerologicznej na dalsze badania, juz po uzyskaniu jednego wyniku
dodatniego w tescie potwierdzenia.

Diagnostyka zakazen w kierunku 7. pallidum jest istotna ze wzgledu na zwiekszong liczbe
zachorowan. Wspétczynnik zapadalnosci (liczba przypadkéw zachorowan na 100 000
mieszkancow) na kite w Polsce w ostatnich latach wynosi: 2010 r. - 2,14", 2011 r. - 2,22, 2012
r.-2,6%,2013r. - 3,5, 2014 r. - 3,2. Dane te towarzysza wyraZnie zmniejszajace;j sie liczbie
badan w kierunku diagnostyki 7. pallidum w pionie wenerologicznym. Przed reforma stuzby
zdrowia w Polsce wykonywanych byto okoto 8 milionéw badarn w kierunku TP, natomiast

w 2011 r. byto ich ponizej 100 tysiecy.”” Réwniez sytuacja epidemiologiczna w krajach
sasiadujgcych z Polskg moze budzi¢ niepokéj, poniewaz wspétczynnik zapadalno$ci jest
wyzszy, czesto wielokrotnie. W Czechach wynosi 7,7; w Stowaciji 4,2; na Wegrzech 5,5; na
totwie 10,3; na Litwie 9,7; na Ukrainie 27,5; w Rosji 59,3."
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