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Z przyjemnoscig pragniemy poinformowag, ze testy Elecsys PAPP-A oraz Elecsys free
B-HCG uzyskaty akredytacje Fetal Medicine Foundation (FMF) z siedzibg w Londynie do
zastosowania w diagnostyce prenatalnej w | trymestrze cigzy.

Dzieki tym testom mozliwe jest m.in. oszacowanie ryzyka wystgpienia trisomii 21
(zespotu Downa) u ptodu juz we wczesnym okresie (11-13 tydzien cigzy) poprzez
pomiar stezenia tych dwdch markeréw we krwi matki oraz uzupetniajacg ocene ryzyka
danymi biometrycznymi uzyskanymi z badania USG. Testy Elecsys PAPP-A i Elecsys

free B-HCG oznacza¢ mozna przy pomocy analizatoréw Elecsys 2010, Modular E oraz
cobas e 411 i cobas e 601. Lekarze, ktorzy ukonczyli kurs FMF moga juz dokonaé
uaktualnienia oprogramowania FMF i uzycia go do oceny ryzyka wad chromosomalnych
na podstawie wynikow uzyskanych z ww. analizatoréw.

Nalezy zaznaczyé¢, ze algorytm postepowania wg. FMF zalecany jest przez Polskie
Towarzystwo Ginekologiczne i ujgty zostat w aktualnych Rekomendacjach Polskiego
Towarzystwa Ginekologicznego dotyczacych postgpowania w zakresie diagnostyki
prenatalnej (2009 r.). Takze programy profilaktyki prenatalnej Narodowego Funduszu
Zdrowia zawierajg wymogi prowadzenia diagnostyki prenatalnej wg zalecen Fetal Medicine
Foundation, z wykorzystaniem analizatoréw i testéw posiadajgcych akredytacje FMF

Dodatkowg korzyscig dla laboratoriéw i lekarzy zajmujgcych sie opiekg nad kobietg

w cigzy jest mozliwo$é oznaczania markeréw preeklampsji przy pomocy testéw Elecsys
PLGF oraz Elecsys sFlt-1, czyli prowadzenie wczesnej i przedobjawowej diagnostyki stanu
przedrzucawkowego u cigzarnych.

W tym numerze polecamy réwniez lekture artykutow na temat interpretacji stezen wysoce
czutej sercowej troponiny T (hs-cTnT), metod zwigkszenia wydajnosci laboratorium
immunohistochemicznego oraz diagnostyce antykoagulanta tocznia.

Z powazaniem,

Andrzej Banaszkiewicz
wraz z zespofem RDP

Aktualizacja kart charakterystyk 2010 r.
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Interpretacja stezen wysoce czutej sercowej

troponiny T (hs-cTnT)

E’/

Wiestaw Piechota, Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej Wojskowego Instytutu Medycznego

w Warszawie

WSTEP

Mineto 10 lat od kiedy uznano obecnos¢ troponin we krwi jako nieodzowne kryterium
rozpoznania zawatu migs$nia serca w sytuacji ostrego jego niedokrwienia." Wazno$¢

tego kryterium potwierdzono w roku 2007 przedstawiajgc uniwersalng definicje zawatu
migsnia sercowego.? Wedtug tej definicji zawat serca rozpoznaje sig, gdy stezenie troponin
wzrasta powyzej 99-tego percentyla normalnej populaciji referencyjnej w sytuacji ostrego
niedokrwienia migsénia serca o czym $wiadczg objawy (ostry, przedtuzajacy sie bol w klatce
piersiowej) i/lub zmiany EKG $wiadczace o niedokrwieniu albo wykrycie w badaniach
obrazowych nowej utraty zywotnego miokardium lub nowego regionalnego zaburzenia
kurczliwosci. Dodatkowym wymogiem jest wysoka precyzja oznaczen niskich stezen troponin
odpowiadajgcych 99-temu percentylowi, okreslana wspotczynnikiem zmiennosci < 10%.

Do niedawna dostepne testy troponinowe nie spetniaty tych wymogéw, gtéwnie z powodu
dosé niskiej czutosci analitycznej. W ostatnim czasie opracowano kilka bardzo czutych

i precyzyjnych testow do oznaczania troponin, ktére catkowicie spetniajg wymogi powyzszej
definicji. Prég wykrywalnosci troponin za pomoca tych testow jest o rzad wielkosci nizszy

w poréwnaniu z poprzednig generacjg tych testéw. Testy te nazywa sie wysoce czutymi (high
sensitive). Czuto$é analityczna nowych testéw troponinowych moze by¢ wyrazana jako pg/
ml (obecnie raczej w ng/ml).2 Tak czufe testy pozwalajg na do$¢ doktadny pomiar stezenia
troponiny u wigkszos$ci zdrowych ludzi, co do niedawna nie byto mozliwe oraz wyznaczenie
gornej granicy wartosci referencyjnych pozwalajacej odrézniaé stezenia nieprawidfowe. Jako
przyczyne obecnosci troponin u oséb zdrowych podaje sig fizjologiczng odnowe migénia
serca.

W zwigzku z pojawieniem sig tych testow powstaje wiele pytan dotyczacych ich
diagnostycznej czutosci i swoistosci w odniesieniu do zawatu serca, wartosci prognostycznej
oraz przydatnosci w wyborze terapii. Pojawia sig takze obawa, ze wykrywanie miernie
podwyzszonych stezen troponin bedzie skutkowaé czestszym niz dotychczas i moze nie
zawsze poprawnym rozpoznawaniem zawatu serca. Trudnosci interpretacyjne wyniku
oznaczenia troponin mogg sie nasila¢ wobec spodziewanego zwigkszenia czgstosci ich
wykrywania w innych stanach niz ostre zespoty wiencowe. Najwczes$niej opracowanym

i najczulszym analitycznie z komercyjnych testow troponinowych jest wysoce czufa
troponina T (high sensitivity troponin T, hs-TnT). Dlatego gtéwnie na przyktadzie tego testu
najlepiej przedstawi¢ problematyke dotyczaca gtéwnego zastosowania wysoce czutych
testéw troponinowych, tj. w diagnostyce zawatu migénia sercowego, na podstawie
wiadomosci dostepnych w najnowszym pismiennictwie.

BIOCHEMICZNA DIAGNOSTYKA OSTRYCH ZESPOtOW WIENCOWYCH

Z WYKORZYSTANIEM WYSOCE CZUtYCH TESTOW TROPONINOWYCH

Jednym z niedostatkdw obecnie stosowanych standardowych testéw troponinowych jest
ich dos¢ niska czutos$¢ diagnostyczna w odniesieniu do zawafu mig$nia sercowego, nie
przekraczajaca 50-60% w chwili przyjecia do szpitala. Dlatego tez w bardzo duzym odsetku
przypadkow nalezy czeka¢ 6-12 godzin i niekiedy dfuzej do doktadnego biochemicznego
rozpoznania zawatu. Zaktadano, ze zwigkszeniu czutosci analitycznej towarzyszyé bedzie
wzrost wczesnej czufosci diagnostycznej testow troponinowych.

Wieloosrodkowe badanie przeprowadzone przez Reichlina i wsp.* dotyczace zastosowania
czutych testéw troponinowych do diagnostyki zawatu migénia sercowego potwierdzito to
przekonanie. Do badania wigczono 718 pacjentéw z objawami sugerujgcymi zawat serca,
trwajacymi ponizej 12 godzin. U chorych tych oznaczano troponiny w czasie przyjecia
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do szpitala wysoce czutym testem na troponine T (hs-TnT) oraz trzema czutymi testami
oznaczajgcymi troponing |. Definitywne rozpoznanie zawatu ustalono u 123 chorych.
Doktadno$¢ diagnostyczna pomiaréw stezen troponin za pomocg tych testéw (punkt
odcigcia 99. percentyl), wyrazona polem pod krzywa ROC (AUC) byta zblizona dla wszystkich
metod — wartosci $rednie od 0,95 do 0,98 i znaczaco wieksza niz metody standardowej

0,90 (Troponin T, IV generacja). Dla podgrupy pacjentow, ktoérzy trafili do szpitala w ciggu

3 godzin od poczatku bélu w klatce piersiowej doktadno$¢ diagnostyczna byta nieznacznie
tylko mniejsza w poréwnaniu z catg grupa i wynosita (jako AUC, wartosci $rednie dla

czutych testéw) od 0,92 do 0,94 a metody standardowej tylko 0,76. Wynika stad, iz
przewaga dokfadnosci diagnostycznej czutych testow troponinowych nad standardowymi
jest najbardziej widoczna w przypadku pacjentow ze Swiezym bolem w klatce piersiowe;.

W tym wczesnym okresie dokfadnosé diagnostyczna czutych troponin byta takze wyzsza od
doktadnosci CK-MB i mioglobiny. Dodanie tych dwéch markeréw do testu troponinowego
nie zwigkszato doktadnosci diagnostycznej w poréwnaniu z sama troponing. Czute testy
troponinowe cechuje wczesna wysoka negatywna warto$¢ predykcyjna (97-99%) w chwili
przyjecia do szpitala, co stwarza mozliwo$¢ wczesniejszego wykluczenia zawatu migénia
sercowego w poréwnaniu z testami stosowanymi dotychczas. Omawiana praca wykazafa po
raz pierwszy w duzej grupie chorych, ze czute testy troponinowe istotnie poprawiajg wczesng
diagnostyke zawatu mig$nia serowego, szczegdlnie u pacjentdw z niedawnym (do 3 godzin)
poczatkiem bolu w klatce piersiowej.

Dzigki wysoce czutym testom troponinowym mozliwe jest skrécenie definitywnej
biochemicznej diagnostyki zawatu dla praktycznie wszystkich pacjentéw z bélem w klatce
piersiowej o ponad potowe w stosunku do testéw standardowych. Giannitsis i wsp.®
oszacowali doktadnie $redni czas do postawienia diagnozy zawatu bez uniesienia odcinka ST
przy wykorzystaniu wysoce czutego testu dla troponiny T (71,5 minut) oraz standardowego
testu dla troponiny T (246,9 minut) — roznica byta zatem ponad trzykrotna.

Zwiekszenie wczesnej czutfosci diagnostycznej nowych testéw (o okoto 30-40%) odbyto

sig kosztem nieduzego obnizenia wczesnej swoistosci diagnostycznej dla zawatu migénia
sercowego. Miernie lub umiarkowanie podwyzszone stezenia troponin wystepujg bowiem
w przebiegu innych niz ostre niedokrwienie stanach i chorobach dotyczacych bezposrednio
lub posrednio migsénia sercowego.

Jedng z konsekwencji stosowania wysoce czutych testow troponinowych i diagnostycznego
punktu odciecia dla zawatu odpowiadajgcego 99. percentylowi jest wzrost czgstosci
wystepowania miernie lub umiarkowanie podwyzszonych stezen troponin u pacjentéw

z objawami ostrych zespotéw wiencowych (0OZW), co wymaga analizy (dalszego
wyjasniania) przyczyn tego zjawiska.t Wzrost liczby wynikéw dodatnich nowych testow
troponinowych u pacjentéw z objawami OZW mozna w cze$ci ttumaczy¢ wykrywaniem
mierzalnych stezen troponiny u pewnego odsetka chorych z niestabilng chorobg wiehcowa.
Do niedawna u chorych tych nie mozna byto wykaza¢ obecnosci troponin standardowymi
testami. Stezenie troponin oznaczanych w momencie przyjecia wysoce czutymi metodami
jest znacznie nizsze u pacjentéw z ostatecznym rozpoznaniem niestabilnej choroby
wiencowej niz u pacjentéw z zawatem miegs$nia serca.® Nie jest jednak wykluczone, iz pewna
liczba przypadkéw dotychczas rozpoznawanych jako niestabilna choroba wiencowa bedzie
reklasyfikowana jako zawat migsnia sercowego bez uniesienia odcinka ST gdy stezenie
troponiny przekroczy 99. percentyl i zaobserwuje sie odpowiednig dynamike jej stezenia

w ciggu kilku godzin. Brakuje w tej chwili wyczerpujacych badan dotyczacych mozliwej

skali takiej reklasyfikacji. Giannitsis i wsp.t badajgc niewielkg grupe pacjentéw z OZW

bez uniesienia ST (n=77) wykazali, ze stosujac standardowy test troponinowy (cTnT)
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ostatecznym rozpoznaniem byfo w 46 przypadkach zawat (NSTEMI) i w 31 przypadkach =
niestabilna choroba wiencowa (UAP); gdy zastosowano test o wysokiej czutosci (hs-cTnT) I ‘
liczby te wynosity odpowiednio 53 (NSTEMI) i 22 (UAP). Innymi stowy - liczba rozpoznan

niestabilnej choroby wiencowej zmniejszyta sig 0 9 z takim samym zwigkszeniem rozpoznan

zawatu bez uniesienia odcinka ST (okoto 11% badanych). Odsetek ten moze by¢ zalezny od Analizator cobas e 601
rodzaju stosowanych testéw troponinowych i populacji badanych pacjentow. - system
W interpretacii stezenia wysoce czutych testéw dla troponin wazng rolg przypisuje sig immunochemiczny
dynamice zmian ich stezenia, szczegélnie gdy ich wyj$ciowe stezenia sg miernie lub praeznaczony

Y ) ) _e ! _g g _y 'YJ oo & a . dla srednich i duzych
umiarkowanie podwyzszone.” Stwierdzenie istotnej dynamiki jest dodatkowym wymogiem laboratoriéw

uniwersalnej definicji zawatu migsnia sercowego. Seryjne pomiary nie wydajg sie jednak
konieczne jesli juz pierwszy wynik jest wysoki (np. 10-krotnie przewyzszajgcy punkt odcigcia
dla zawatu). Nie ma jednak powszechnie przyjgtej wartosci dla istotnych zmian stezenia
troponin w czasie ewolucji zawatu migsnia sercowego. Narodowa Akademia Chemii Klinicznej
w USA (NACB) za istotng zmiane $wiadczacg o martwicy migsnia serca w przebiegu ostrego
niedokrwienia przyjeta réznice 20% w seryjnych oznaczeniach (w ciggu 6-9 godzin od
przyjecia)®, przy zatozeniu, ze btad przypadkowy oznaczenia moze nawet 3-krotnie przekraczaé
warto$é srednia. Byto to jednak przed pojawieniem sie wysoce czutych testéw troponinowych.
Wu i wsp.® okreslajgc zmienno$¢ analityczng i wewnatrzosobniczg zmiennos$é biologiczng
stezenia tropiony | u zdrowych ludzi za pomoca wysoce czutych testow wykazali, iz réznica ta
powinna by¢ co najmniej 1,5-2 razy wieksza niz zalecana przez NACB. Vasile i wsp.'® okreslili
ostatnio krotkookresowg zmiennos¢ stezenia wysoce czutej troponiny T u zdrowych ludzi

Algorytm interpretacji wynikéw hs-TnT
w praktyce klinicznej; zrédio: Current

na 85%. Giannitis i Katus ' uwazajg, iz do wczesnego rozpoznania zawatu serca (NSTEMI) recommendations for the highly sensitive
na podstawie stezenia hs-TnT niezbedne jest zaréwno przekroczenie poziomu 99.percentyla Troponin T assay for diagnostic, therapeutic
wartosci referencyjnych (14 ng/L) jak i stwierdzenie 100% dynamiki stezenia w ciggu 3 godzin a'f:’hpla‘;?r'l';l’\::'c p‘:rp°ses n pat'e:ts
wir acute corona syndrome;
od przyjecia pacjenta z objawami OZW do szpitala. Stosujgc taki algorytm (patrz rycina) Giannitsis E. & Katus H. Eu:gpe‘;n
uzyskuije sie pozytywng wartos¢ predykcyjng 100% oraz negatywng warto$é predykcyjna Cardiology, 2009, 5: 44-48
hsTnT wyjsciowe Obserwacja - probka po 3 godzinach Interpretacja
(przy przyjeciu) 50 na/|
>30ng _Zawat serca, zty prognostyk
A=100% " Rozwazyé leczenie inwazyjne
214 ng/I i Stan
mozliwy zawat serca il ostry Zawat serca, zty prognostyk,
ry ——— > ocenié ryzyko, ponowne oznaczenie
>14-50 ng/l | o 6 (12-24) godz.
0,
A <100% Stan ostry/ Zawal serca? ponowne oznaczenie
D przewlekty? » po 6 (12-24) godz., zty prognostyk, szukaé
innych przyczyn niz zawat
Podejrzenie OZW >50 ng/I

Zawat serca, rozwazy¢ leczenie inwazyjne

A =100% e
— >14ng/l ——— m , Zawat serca, zly prognostyk, oceni¢ ryzyko,

>14-50 ng/| Ponowne oznaczenie po 6 (12-24) godz.

\

<14 ng/I
ponowne oznaczenie _| | Stan ostry{’ » Zawat serca? ponowne oznaczenie
po 3-6 godz. = o T przewlekly? po 6 (12-24) godz., zty prognostyk, szukaé
(]

innych przyczyn niz zawat

.

<14ng/l Ponowne oznaczenie po 6 (12-24) godz.,
jezeli <14 ng/I: niestabilna dusznica bolesna
lub stabilna choroba wienncowa

L—» <14 ng/I

\J
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* National Institute for Health and
Clinical Excellence, Wielka Brytania
** Algorytm ten nie stanowi
formalnego zalecenia Zadnego
towarzystwa naukowego ani firmy

88%."2 Oznacza to, iz diagnoza NSTEMI jest mozliwa praktycznie w 100% przypadkow

w czasie do 3 godzin i wydaje sig, ze kolejne oznaczenia hs-TnT nie przynoszg dodatkowych
korzysci jesli u pacjenta nie wystepuja nawracajace epizody niedokrwienne, dynamiczne
zmiany EKG itp. W przypadku pacjentow z wyjsciowym (w czasie przyjecia) stezeniem hs-TnT
ponizej 99.percentyla, u ktérych ostatecznie rozpoznano NSTEMI, przekroczenie krytycznych
wartosci moze wystgpi¢ nieco pdézniej — w czasie 3-6 godzin od przyjecia do szpitala. Pewne
wykluczenie NSTEMI wymaga jednak dtuzszego czasu. Wedtug ostatnich zalecen NICE*
okienko wykluczajace zawat serca wynosi dla troponin 12 godzin.™ Zalecenia te przyznajg,

iz wysoce czute testy troponinowe mogg skréci¢ wymagany czas lecz wymaga to badan.
Poniewaz ogromna wiekszo$¢ przypadkdéw zawatu serca bedzie rozpoznawana wczesnie to
tym samym liczba oczekujgcych dtuzej na wykluczenie zmniejszy sie.

Algorytm przedstawiony powyzej wymaga dodatkowego komentarza. Po pierwsze jest to
propozycja wynikajgca z catoksztattu doswiadczen jego autorow oraz badan wstepnych

z udziatem ograniczone;j liczby pacjentéw. Algorytm ten nie przeszedt walidyzacji tj. nie zostat
potwierdzony przez obszerne badania prospektywne (ze wzgledu na to, iz hs-TnT jest nowym
testem).** Wydaje sie jednak, ze obecnie jest to jedyna cato$Sciowa i racjonalna propozycja
wykorzystania hs-TnT, gtéwnie jako pomoc w diagnostyce zawatu serca bez uniesienia
odcinka ST (NSTEMI). W okresleniu przedziatu > 14-50 ng/L wkradta sie ze strony autoréw
pewna niescistos¢, gdyz 100% zmiana od wartosci wyjSciowej przekracza podwdjnie
poczatek tego przedziatu. Po wymianie korespondenc;ji z pierwszym autorem uznat on, ze
ryzyko wyraznie rosnie od 0,03 ug/L, czyli 30 ng/L (potwierdzone obszernymi badaniami

z poprzednim testem troponinowym IV generacji); zatem wzmiankowany przedziat powinien
zaczynacé sie od tej wartosci. Algorytm ten moze by¢ stosowany rozwaznie z uwzglednieniem
aspektow wymienionych ponizej. Stanowié on moze takze punkt wyj$cia do gromadzenia
wtasnych doswiadczen w celu jego ewentualnej weryfikacji i/lub doprecyzowania.

Dynamika zmian troponin w krétkim czasie odgrywa szczegolnie wazng bardzo wazna rolg,
gdy stezenia wyjsciowe oscylujg w poblizu diagnostycznego punktu odcigcia dla zawatu
serca. Okreslanie dynamiki jest wtasciwie obligatoryjne i zgodne z uniwersalng definicjg
zawatu serca. Zalecana jest jednak pewna ostrozno$¢ w przywigzywaniu decydujgcej wagi
do dynamiki stezen troponin w diagnostyce zawatu mig$nia serca poniewaz istniejg inne
mozliwosci znaczacej dynamiki jak ostre uszkodzenie migsnia sercowego w wyniku tepego
urazu serca lub krwotocznego udaru mézgowego.' Seryjne pomiary stezenia troponin
powinny byé¢ interpretowane w potgczeniu z objawami klinicznymi i innymi badaniami
pracownianymi. Stwierdzenie odosobnionego zwigkszenia stezenia troponiny nie wystarcza
do postawienia rozpoznania ostrego zawatu serca, gdyz wymagana jest pogtebiona ocena
objawow klinicznych w celu ustalenia przyczyny i ciezkosci uszkodzenia miokardium.

INNE NIZ OSTRE ZESPOLY WIENCOWE PRZYCZYNY ZWIEKSZENIA STEZENIA
TROPONIN

Skoro mozna wysoce czutym testem wykazaé obecno$¢ troponin u ludzi zdrowych nie budzi
zdziwienia fakt, iz wykrywa sig je we krwi, w dodatku dos¢ czesto w zwigkszonym (cho¢ na
0got miernie) stezeniu, u oséb z przewlektymi chorobami dotyczacymi bezposrednio lub
posrednio uktadu sercowo-naczyniowego. ' Odnosi sie to do zaréwno do choréb o podfozu
miazdzycowym jak i o innych etiologiach (tabela). Nie ma jeszcze petnego obrazu tego
zagadnienia po wprowadzeniu wysoce czutych testow. Ze wstgpnych danych mozna jednak
zasadnie wnioskowac, iz czesto$¢ wystepowania podwyzszonych stezen troponin w tych
stanach wzro$nie. Ma to istotne znaczenie, gdyz nawet nieznaczne podwyzszenie stezenia
troponin oznacza¢ moze gorsze rokowanie.
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Przewlekta niewydolno$¢ serca Tabela. Inne niz ostre zespoty wieficowe
choroby i stany, w ktérych moga
wystepowaé zwiekszone stezenia troponin

Ostra niewydolno$é serca lub zaostrzenie przewlekiej niewydolnosci serca

Zatorowosé ptucna

Przewlekte nadcisnienie pfucne

Zapalenie mie$nia sercowego

Zapalenie osierdzia z ptaszczowym uszkodzeniem warstwy ponadwsierdziowej serca

Przetom nadci$nieniowy

Elektryczne uszkodzenie mig$nia sercowego

porazenie pragdem kardiowersja kardiowersja wewnetrzna
zewnetrzna * np. wytadowania ICD

Mechaniczne uszkodzenie migsnia sercowego

resuscytacja tepy uraz np. przedniej ablacja, operacje
krazeniowo-oddechowa Sciany klatki piersiowej biopsja endokardialna kardiochirurgiczne

Znaczny przerost migsnia lewej komory

Chemioterapia (np. stosowanie adriamycyny)

Przewlekta niewydolno$¢ nerek (szczegdlnie w schytkowym stadium)

Ostre choroby neurologiczne (np. udar mézgowy, krwotok podpajgczynédwkowy)

Posocznica

Cukrzyca (szczegdlnie ostre powiktania cukrzycy)

Chorzy w stanie krytycznym, chorzy z hipotonig, niewydolnoscig oddechowa, masywnym krwawieniem
z przewodu pokarmowego

Rozlegte oparzenia (ponad 30% powierzchni ciafa)

* Dane z pismiennictwa niejednoznaczne (niewielki wzrost lub brak wzrostu stezenia troponiny).

Wartos$¢ predykcyjng wysoce czufego testu dla troponiny T wérod 3593 pacjentéw ze
stabilng chorobg wiencowa wykazat Omland i wsp.'® w ciggu okofo 5 lat obserwacji

w odniesieniu do czestosci zgondéw z powoddw sercowo-naczyniowych oraz czgstosci
wystepowania niewydolnosci serca (iloraz ryzyka (HR) powyzej 2,0).

Jedna z najczestszych, poza OZW, sercowych przyczyn wystepowania podwyzszonych
stezen troponin jest przewlekta niewydolno$é serca. Zastosowanie testow troponinowych
o wysokiej czutosci sprawito wyrazny wzrost czestosci wykrywania podwyzszonych stezen.
Latini i wsp."” badajgc zbiorowos$¢ 4053 pacjentéw ze stabilng przewlekig niewydolnoscia
serca wykryli troponing T standardowym testem u 10,4% badanych oraz testem o wysokiej
czutosci (hs-TnT) u 92%. Pacjenci ze stezeniami hs-TnT powyzej mediany (12 ng/L) czesciej
odznaczali sie wigkszym zaawansowaniem niewydolnosci (klasa NYHA Il i IV). Stezenia
hs-TnT wykazywaty silny zwigzek z umieralnoscig ogdlng — wynosita ona 7,8% w najnizszym
kwartylu i 35,6% w najwyzszym (p<0.001) w ciggu 24 miesiecy obserwacii.

Do jednej z czestszych poza sercowych przyczyn wzrostu stezenia troponin nalezy
niewydolnos$¢ nerek. Jacobs i wsp. '® oznaczajg wielokrotnie stezenie troponiny T wysoce
czutym testem (hs-TnT) u pacjentdw ze schytkowa niewydolnoscig nerek bez objawow
chordb serca wykazali jej podwyzszenie u wszystkich badanych. Troponina mierzona

tym testem byfa o 20% cze$ciej wykrywana niz za pomoca testu standardowego.

Wyzsze stezenia wykazano w podgrupie pacjentéw z przebytymi zdarzeniami sercowo-
naczyniowymi. Okresowe monitorowanie stezenia hs-TnT moze przyczynié¢ sie do wczesnej
identyfikacji pacjentéw z wysokim ryzykiem takich zdarzen. W innym badaniu wykazano,

iz oznaczanie wysoko czutym testem stezenia troponiny T lepiej okresla ryzyko sercowo-
naczyniowe u chorych na przewlekta niewydolnos$é nerek niz podobny test dla troponiny 1."
Ostatnio McGill i wsp. udowodnili, iz wysoce czuty test dla troponiny T jest najsilniejszym
dtugookresowym predykatorem umieralnosci ogdlnej wéréd pacjentéw z przewlekig
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niewydolnos$cig nerek poddawanych dializoterapii (w ciggu 3,5 letniej obserwacii).? Po
wprowadzeniu czutych testow na troponing | okazato sig, ze marker ten jest takze czgsto
podwyzszony w niewydolnosci nerek (50% pacjentéw) co dawniej uwazano za unikalng
ceche troponiny T.”

PODSUMOWANIE
Stworzenie testow troponinowych o wysokiej czuto$ci analitycznej spefnito wszystkie
wymagania uniwersalnej i jednoznacznej definicji zawatu migs$nia sercowego dotyczace
biomarkerow sercowych. Zastosowanie testow troponiowych o wysokiej czutosci
umozliwia znaczace przyspieszenie diagnostyki zawatu serca, gdyz ich wczesna czuto$é
diagnostyczna wynosi okofo 90% w chwili przyjecia do szpitala. W ciggu nastepnych 3-6
godzin czuto$¢ wzrasta praktycznie do 100%. Oznacza to skrocenie czasu definitywnej
biochemicznej diagnostyki zawatu serca u wigkszosci chorych z OZW o co najmniej potowe.
W wymienionym przedziale czasu istnieje takze mozliwo$¢ wykluczenia zawatu serca
u ogromnej wiegkszosci pacjentéw (ujemna warto$¢ predykcyjna 88-99%, w zaleznosci od
testu). Obecne zalecenia i przezorno$¢ wskazujg jednak na razie na potrzebe nieco dtuzszego
czasu do petnego wykluczenia (do 12 godzin) nielicznych przypadkéw. Wyrazny wzrost
wczesnej czufosci diagnostycznej nowych testéw troponinowych okupiono nieduzym
zmniejszeniem swoistos$ci w odniesieniu do zawatu migsnia sercowego. Wynika to
z wystepowania podwyzszonych (zwykle miernie) stezen troponin w innych chorobach serca
lub z powodu innych choréb nie dotyczacych bezposrednio migénia serca. Wysoce czute
testy troponinowe czesciej niz dotychczas stosowane wykrywajg takze obecnos$¢ troponiny
w innych stanach niz ostre zespoty wiencowe. W celu réznicowania tych stanéw z zawatem
serca zaleca sie seryjne pomiary troponin i oceng dynamiki zmian ich stezenia. Wydaje sieg,
ze podwojenie stezenia troponiny T mierzonej wysoce czutym testem w czasie do 3 godzin
jest rozsgdnym réwnowazeniem czutosci i swoistosci. Jedng z konsekwencji wprowadzenia
wysoce czutych troponin i stosowania niskiego punktu odciecia (99. percentyl) bedzie wzrost
czestosci rozpoznawania zawatu serca. Na wzrost ten w pewnej mierze sktadaé sig bedzie
reklasyfikacja czesci przypadkéw niestabilnej choroby wiericowej do zawatu (NSTEMI).
Podwyzszenie stezenia troponin, niezaleznie od mechanizmu, oznacza zwigkszone ryzyko
zdarzen sercowo-naczyniowych i zgonu. Dla wysoce czutych testow troponinowych
wykazano ten zwigzek w ostrych zespotach wiencowych, stabilnej chorobie wiencowe;j,
zastoinowej niewydolno$ci serca i przewlektej niewydolnosci nerek. Wysoce czute testy
troponinowe sa przede wszystkim udoskonalonym narzedziem w diagnostyce zawatu
migsnia sercowego. Wtasciwa interpretacja ich seryjnych wynikéw powinna odbywac sie
z uwzglednieniem objawéw klinicznych, badan elektrokardiograficznych i innych. Wéwczas
Pismiennictwo dostepne w redakcji. prawdopodobieristwo postawienia niewtasciwej diagnozy jest znikome.

Elecsys hs Troponin T

® Sprawdzony i wiarygodny biomarker uszkodzenia kardiomiocytéw

Bardzo wysoka czuto$¢ analityczna: 0,003 ng/ml

Znakomita precyzja oznaczen: CV <10% dla 99 percentyla wartosci u oséb zdrowych
Ultrakrotki czas uzyskania wyniku: 9 minut

(
{
{
@ Test spetnia zalecenia i wymogi PTK, ESC, ACC, AHA, WHF, IFCC i NACB
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Aktualizacja wytycznych dotyczacych
wykrywania antykoagulantu tocznia

E’/

V. Pengo, A. Tripodi, G. Reber, ].H. Rand, T.L. Ortel, M. Galli, PG. De Groot

NAJWAZNIEJSZE KWESTIE Stowa kluczowe: antykoagulanty,
Jednym z wnioskéw ze spotkania podkomisji ds. antykoagulantu tocznia / przeciwciat Zespo'f antyfos]%lzpidowy rozpoznanie,
zaleznych od fosfolipidow, ktére odbyto sie w Genewie w 2007 r. byta potrzeba uaktualnienia
wytycznych dotyczacych wykrywania antykoagulantu tocznia (LA'). Szczegdlny nacisk
pofozono na kwestie, ktére omdéwiono w niniejszym artykule. Dodano akapit o selekcji
pacjentow, ktéra ma na celu zminimalizowanie liczby niepotrzebnych zlecen oznaczen

w kierunku obecnosci LA. Szczegétowo omdwiono sposoby pobierania krwi, a stosowane
testy ograniczono do dRVVT? i czutego aPTT?. Klarownie wyjasniono sposdb obliczania
wartosci odciecia na kazdym etapie diagnostyki. W ostatnim akapicie oméwiono sposéb
interpretaciji wynikow w sytuacjach ogdlnych i w szczegdlnych przypadkach.

Oméwione w niniejszym artykule zalecenia uaktualniajg kryteria dotyczace oznaczen

w kierunku obecnosci antykoagulantu tocznia (LA) zaproponowane w 1995 r. przez Brandta

i wsp. [1]. Podkomisja ds. antykoagulantu tocznia / przeciwciat zaleznych od fosfolipidéw
przyznaje, ze wytyczne te byly niezwykle przydatne przez ostatnie 13 lat, lecz obecnie
wydaje sie zasadne podanie dodatkowych danych i okresten, ktére uwzgledniajg wiedze

i do$wiadczenie, jakie zgromadzono od czasu ich opublikowania.

antykoagulant tocznia, zakrzepica.

SELEKCJA PACJENTOW

Oznaczenia w kierunku obecno$ci antykoagulantu tocznia nalezy ograniczy¢ do pacjentow,

u ktorych istnieje znaczne prawdopodobienstwo wystepowania zespotu antyfosfolipidowego
(APS?) lub u ktérych stwierdzono wydtuzony czas aPTT (czgéciowej tromboplastyny po

aktywaciji) o nieustalonej przyczynie. Wskazania do wykonania oznaczenia w kierunku STA Compact
obecnosci LA podzielono wedtug kryteridéw klinicznych na ryzyko mate, umiarkowane - automatyczny analizator
i duze. Ryzyko mafe to: zylna choroba zakrzepowo-zatorowa (ZChZZ) lub zakrzepica do badart rutynowych

i specjalistycznych

tetnicza o nieustalonej przyczynie u pacjentéw w podesztym wieku; ryzyko umiarkowane:
przypadkowo stwierdzone wydtuzenie czasu aPTT u pacjentdw bez objawoéw, nawykowe,
samoistne utraty cigzy u kobiet we wczesnym jej okresie, u pacjentow w mtodym wieku
wywotana czynnikami zewnetrznymi zylna choroba zakrzepowo-zatorowa (ZChZZ);

ryzyko duze to: idiopatyczna zylna choroba zakrzepowo-zatorowa (ZChZZ) i zakrzepica
tetnicza (o nieustalonej przyczynie) u pacjentow w mtodym wieku (ponizej 50. r.z.),
zakrzepica o nietypowej lokalizacji, u kobiet utrata cigzy w péznym jej okresie, zakrzepica
wszelkiego rodzaju lub powikfania potoznicze u kobiet z chorobami autoimmunologicznymi
(uktadowym toczniem rumieniowatym (SLE®), reumatoidalnym zapaleniem stawow (RZS),
matoptytkowoscig autoimmunologiczna, niedokrwistosécig autoimmunohemolityczna) [2].
Zdecydowanie odradza sie wykonywania oznaczen w probkach krwi pobranych od osob,

u ktérych objawy nie wystepujg lub w grupach pacjentéw innych niz tu wyszczegdlnione,
aby zapobiec uzyskaniu wynikow fatszywie dodatnich, ktére otrzymuje sig stosunkowo 'LA-z ang. lapas anticoagulant.
czesto wskutek matej swoistosci testow. Jesli w jednokrotnym oznaczeniu probki uzyska sie 2dRVVT - z ang. diluted Russel’s viper
dodatni wynik LA, badanie nalezy powto6rzy¢ po uptywie ponad 12 tygodni po pierwszym
oznaczeniu. Zaleca sig pobieranie prébek przed wtaczeniem terapii przeciwkrzepliwej lub
w okresie jej niestosowania, poniewaz przyjmowane antykoagulanty moga wptywaé na

venom time.
>aPTT - z ang. activated partial

wynik oznaczenia. Zalecenia podkomisji podsumowano w Tabeli 1. Sposéb obliczania thromboplastin time.
i interpretowania wartosci odcigcia opisano w Tabeli 2. * APS - z ang. antiphospholipid
syndrome.

OMOWIENIE | OBJASNIENIE ZALECEN PODANYCH W TABELI 1
Na wynik testéw wykrywajacych antykoagulant tocznia (LA) wptywa wiele zmiennych, m.in.
zawarto$é i rodzaj fosfolipidéw w mieszaninie reakcyjnej, aktywator, sposéb przygotowania erythematosus.

> SLE - z ang. systemic lupus
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osocza, sposéb wyrazenia wynikéw i warto$ci odcigcia. Ponadto, zwazywszy na znaczne
réznice miedzy typami przeciwciat i swoistoscia ich epitopdw, duzy problem stanowi materiat
referencyjny. Z podanych powodéw w ostatnim czasie zgfaszano przypadki duzej zmiennosci
w zakresie czutosci i swoistosci testow do wykrywania LA uzywanych w laboratoriach
klinicznych [3-7]. Wspotczynnik wynikow fatszywie dodatnich i fatszywie ujemnych pozostaje
stosunkowo wysoki. Problem stanowig zwfaszcza wyniki fatszywie dodatnie, poniewaz na

ich podstawie pacjent kwalifikowany jest do dtugotrwatej i niepotrzebnej doustnej terapii
przeciwkrzepliwej [7].

(A) Pobieranie krwi

A3: Probke nalezy dwukrotnie odwirowaé, aby uzyska¢ mozliwie najmniejszg liczbe ptytek
krwi. Mozna to zrobié¢, przenoszac osocze po pierwszym odwirowaniu (2000 g, 1 min.,

w temperaturze pokojowej) do plastikowej proboéwki wirowniczej przy uzyciu plastikowe;j
pipety, a nastepnie ponownie odwirowujac osocze przez 10 min. przy wiekszej predkosci
(> 2500 g). Podczas przenoszenia do probowki wtérnej nalezy uwazaé, aby nie przenie$é
pozostatych ptytek, ktére mogty zgromadzi¢ sie na dnie probdwki [8]. Filtrowania osocza
nie zaleca sig, poniewaz wigze sie ono z wprowadzeniem kolejnych zmiennych (rodzaj filtra,
objetos¢ osocza, jakie ma by¢ filtrowane, spadek zawartosci czynnika von Willebranda)
oraz wigze sig z dodatkowymi kosztami [9]. Ponadto nalezy wzigé pod uwage problem
dostepnosci filtréw oraz wielko$¢ dodatkowych kosztéw.

Ad: Probki nalezy zamraza¢ mozliwie najszybciej po pobraniu krwi z zyty, aby zapobiec
spadkowi poziomu czynnikéw krzepnigcia. Dobrym rozwigzaniem jest zamrozenie osocza
w temperaturze -70 °C lub nizszej.

Ab: Przed wykonaniem oznaczenia zamrozone osocze nalezy rozmrozi¢ poprzez catkowite
zanurzenie probki w tazni wodnej o temperaturze 37 °C na 5 minut, aby zapobiec tworzeniu
sie krioprecypitatu, a nastepnie doktadnie wymiesza¢ przed oznaczeniem.

(B) Wyhor testu przesiewowego

B1: Ryzyko otrzymania wynikoéw fatszywie dodatnich wzrasta nadmiernie, jesli wykonuije sie

wigcej niz 2 testy przesiewowe.

B2: Dowody wskazujg, ze zaden test nie jest czuty wobec wszystkich typéw LA. Zaleca

sie wykonywanie 2 réznych testéw, z ktoérych kazdy oparty jest na innej zasadzie. Czas

reptilazowy (dRVVT) wykonywany jest w laboratoriach powszechnie i uwazany jest za

swoisty w oznaczaniu LA u pacjentéw, u ktérych wystepuje wysokie ryzyko zakrzepicy [10].

W Migdzynarodowym Programie Zewnatrzlaboratoryjnej Oceny Jakosci w laboratoriach

wykonujgcych oznaczenia stosowane w diagnostyce zakrzepicy wykazano, ze test dARVVT

wykrywa LA najlepiej.

B3: Test aPTT o niskim stezeniu fosfolipidow i z krzemionkg jako aktywatorem

wykonuje sig jako drugi ze wzgledu na jego czuto$¢ na obecnos$é LA [3, 6]. Odradza sie

stosowanie kaolinu jako aktywatora ze wzgledu na jego nie do konca poznane dziatanie

w automatycznych koagulometrach. Jako aktywatora nie zaleca sie kwasu elagowego,

poniewaz jest on nieczuty na obecno$¢ LA. Nie zaleca sie wykonywania nastepujacych
$dPT - z ang. dilute pmthmmbm time.  testow: dPT® (czas protrombinowy ze znacznym rozcieniczeniem tromboplastyny) — ze
wzgledu na zmienno$¢ pomiedzy odczynnikami tromboplastynowymi; testéw opartych
na jadzie wezy, takich jak czas ekarynowy (ECT’) czy tekstarynowy?® — ze wzgledu na brak
wystandaryzowanych metod opartych na tej zasadzie dostgpnych na rynku, a takze
87 ang. Textarin time. testu czasu kaolinowego (KCT®) — ze wzgledu na jego mata powtarzalno$é¢ w poréwnaniu
? KCT - z ang. kaolin clotting time. z innymi dostepnymi testami [11].

7 ECT - z ang. Ecarin clotting time,
ekarynowy czas krzepnigcia.
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(C) Test mieszania osocza pacjenta z osoczem prawidfowym

C1: Pule osocza prawidfowego nalezy przygotowacé ad hoc poprzez dwukrotne
odwirowanie osocza w celu uzyskania mozliwie najmniejszej liczby ptytek krwi

(<10” mL™") oraz zapewnienia ok. 100% aktywnosci wszystkich czynnikéw krzepniecia.

Tak przygotowany materiat nalezy rozdzieli¢ na prébki o mniejszej objetosci

i przechowywacé w postaci zamrozonej w temperaturze —70 °C. Dozwolone jest stosowanie
dostepnych na rynku osoczy liofilizowanych lub prawidtowego osocza mrozonego, jesli
osocza te spetniajg powyzsze warunki lub jesli zostaty poddane walidacji w odniesieniu do
LA. Przy wykonywaniu oznaczen w kierunku obecnosci LA u kobiet w cigzy nalezy wzigé¢
pod uwage zakresy prawidtowe dla czasu krzepnigcia ustalone dla zdrowych kobiet w cigzy
(czas aPTT jest na ogot krétszy wskutek podwyzszonej zawartosci czynnika VIl w czasie
cigzy; z niewyjasnionych przyczyn zmieni¢ si¢ moze takze wynik czasu reptilazowego
(dRVVT). Brak jest dostepnego osocza referencyjnego. Z tego wzgledu jako kontroli do
walidacji testu nalezy uzy¢ mianowanych osoczy dodatnich i ujemnych.

C3: Czas krzepnigcia oznaczony w tescie mieszania moze takze by¢ wydtuzony wskutek
obecnosci heparyny lub inhibitoréw czynnikéw krzepniecia. W przypadku stwierdzenia
obecnosci heparyny pomocne jest wykonanie pomiaru czasu trombinowego badanego
osocza; do stwierdzenia obecnosci inhibitorow pomocny jest z kolei dodatni wywiad kliniczny
(krwawienia) oraz pomiar aktywnosci czynnikow krzepnigcia. Badanie przesiewowe w kierunku
obecnosci LA nie jest mozliwe, jesli badane osocze nie krzepnie lub jesli zawarto$¢ heparyny
w badanym osoczu przekracza zdolno$¢ odczynnika do jej neutralizacji. Na rynku dostepne

sg testy dRVVT i aPTT ze $rodkami neutralizujgcymi heparyne w stezeniu nieprzekraczajgcym
0,8 U mL™". Cho¢ wiedza o dziataniu heparyny drobnoczasteczkowej (HDCz, LMWH') jest
ograniczona, stosowanie preparatow HDCz nie jest przeciwwskazaniem do wykonania
badania przesiewowego w kierunku obecnosci LA. Nalezy jednak zauwazy¢, ze wptyw na
testy do oznaczen LA moze sig roznié¢ w zaleznos$ci od stosunku migdzy aktywnoscig czynnika
Xa a aktywnoscig czynnika lla kazdego preparatu HDCz. Wptyw bezposrednich inhibitoréw
trombiny oraz inhibitoréw czynnika Xa na testy do wykrywania LA nie jest znany. Podczas gdy
hydroksychlorokina moze w niewielkim stopniu zaburza¢ oznaczenia w kierunku obecnosci LA,
bezposrednio wptywajac na tworzenie sie komplekséw IgG-p2GPI na fosfolipidach w postaci
dwuwarstwowej [12], aspiryna i klopidogrel nie wywotujg interferencii.

(D) Test potwierdzajacy
D2: Jako zrédta fosfolipidow do testu potwierdzajgcego nie zaleca sie uzywania mrozonych /
rozmrozonych ptytek krwi ze wzgledu na duzg zmienno$¢ migdzy seriami pomiarowymi.

(F) Przekazywanie wynikow

F1: Wynik oznaczenia LA nalezy przedstawié¢ jako wynik ilosciowy wraz z komentarzem
stownym informujgcym czy stwierdzono obecno$c¢ czy brak LA. Jest to istotne, poniewaz
wielu klinicystow moze nie mie¢ wiedzy o wszystkich ztozonych procedurach oznaczen
wykonywanych w laboratorium. Zdecydowanie odradza sie stosowanie komentarzy typu
~wynik graniczny” czy ,wynik watpliwy”; w takich przypadkach komentarz powinno sig
ograniczy¢ do stwierdzenia ,,0znaczenie nalezy powtorzyé po uptywie tygodnia”.

INTERPRETACJA WYNIKOW

Badania zintegrowane

badania zintegrowane obejmuja wykonanie testu przesiewowego i potwierdzajagcego

w ramach jednej procedury. Na testy takie skfada sie dwukrotne, réwnolegte oznaczenie
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10 LMWH - z ang. low molecular
weight heparin.
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"SCT - z ang. silica clotting time.

Pismiennictwo dostgpne w redakcji.
Thumaczenie artykutu publikowanego
na tamach: Journal of Thrombosis and
Haemostasis, 2009; 7: 1737-1740.
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badanych osoczy za pomoca czasu reptialzowego (dRVVT) [13] lub aPTT [13, 14] przy niskim
(testy przesiewowe) i wysokim (testy potwierdzajace) stezeniu fosfolipidow. W zasadzie
testy te nie wymagajg wykonania testu mieszania, a ich wyniki mozna interpretowa¢ wedtug
okreslonych wartosci odciecia, ktére ustala sie albo obliczajgc procent korekcji [(wynik

testu przesiewowego — wynik testu potwierdzajgcego)] / wynik testu przesiewowego x

100] [13], albo podajac tzw. wspdtczynnik LA (LA ratio) (wynik testu przesiewowego /

wynik testu potwierdzajacego) [15]. Zaréwno dla procentu korekcji, jak i dla wspdtczynnika
LA korzystne moze by¢ znormalizowanie wynikéw wobec puli osocza prawidtowego
oznaczonej réwnolegle z osoczami badanymi [(wynik testu przesiewowego / wynik testu
potwierdzajgcego) pacjenta podzielony przez (wynik testu przesiewowego / wynik testu
potwierdzajgcego) dla puli osocza prawidtowego]. Niektore sposrdd powyzszych testow stuzg
do pomiaru czasu krzepnigcia mieszaniny osocza pacjenta i puli osocza prawidfowego [14].

Wykrywanie LA w czasie ostrego epizodu zakrzepowo-zatorowego

Nalezy zachowa¢ ostrozno$é przy interpretacji wynikdéw oznaczen LA wykonywanych

u pacjentéw w okresie epizodu zakrzepowo-zatorowego, poniewaz pacjenci ci moga by¢
leczeni petnymi dawkami heparyny niefrakcjonowane;j i / lub antagonistami witaminy K. Co
wigcej, w fazie ostrej stezenie biafek ostrej fazy, w tym czynnika VIIl, moze by¢ zwiekszone.

Wykrywanie LA u pacjentéow poddawanych dtugoterminowemu leczeniu antagoni-

stami witaminy K

1. Interpretacja wynikéw jest trudna z powodu wydfuzenia czasu krzepnigcia. Aby unikngé
btednej interpretaciji wynikow, oznaczenie zaleca sie wykonaé na 1 tydzien — 2 tygodnie
po odstawieniu doustnej terapii przeciwkrzepliwej lub wtedy, gdy wspdtczynnik INR
wyniesie ponizej 1,5. W czasie odstawienia leczenia antagonistami witaminy K zaleca sie
przyjmowanie heparyny drobnoczasteczkowej (HDCz), przy czym ostatnig jej dawke nalezy
przyja¢ na ponad 12 godzin przed pobraniem krwi do oznaczenia LA.

2. Jesli wspotczynnik INR miesci sie w przedziale od 1,5 do 3,0, mozna rozwazy¢
rozcienczenie osocza pacjenta i puli osocza prawidtowego w stosunku 1 do 1. Nalezy
jednak pamietaé, ze ze wzgledu na rozcienczenie badanego osocza oznaczone miano LA
bedzie dwukrotnie nizsze i ze interpretacja wyniku moze by¢ trudna.

3. Odradza sie wykonywanie oznaczen czasu tekstarynowego i ekarynowego (ECT) [17,

18] oraz testow zintegrowanych (tzn. % korekc;ji dla aPTT, SCT" i dRVVT przy niskim
i wysokim stezeniu fosfolipidow) [13], poniewaz konieczna jest ich dalsza ocena.

Profile przeciwciat antyfosfolipidowych

Wyniki oznaczen w kierunku obecnosci LA nalezy zawsze interpretowac tacznie z wynikami
oznaczen pozostatych przeciwciat antyfosfolipidowych (antykardiolipina (aCL) i anty-p-
glikoproteina-l (anty-,-GPl)) wykonywanych metodami immunoenzymatycznymi. Obecnos¢
przeciwciat aCL i anty-p,-GPl w mianie $rednim lub wysokim nalezacych do tego samego
izotopu (najczesciej klasy 1gG) koreluje z obecnoscig LA i wskazuje na duze ryzyko zakrzepicy.
Na temat zwigzku z utratg ptodu istnieje mniej danych. Pojedyncze przypadki dodatnich
wynikow oznaczen LA spotyka sie czesciej u pacjentow bez objawow klinicznych [19];
wyniki te moga by¢ fatszywie dodatnie, zwiaszcza gdy objawy obecnosci LA sg tagodne,

u pacjentow w starszym wieku lub jesli LA wykryty zostat po raz pierwszy [7].
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Maksymalizacja wydajnosci laboratorium
immunohistochemicznego - cz. 1
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STRESZCZENIE

Stale rosngce znaczenie barwien immunohistochemicznych (IHC) w diagnostyce
patomorfologicznej stwarza laboratoriom klinicznym coraz wieksze wyzwania. Personel
laboratorium ma do czynienia z powiekszajgca sie liczbg nowych markeréw IHC w czasie,
gdy jednoczesnie narastajg zadania redukcji kosztow ponoszonych przy ich zastosowaniu
i réwnoczesnie ktadziony jest nacisk na wigkszg doktadnos¢, jakos¢ i skrocenie czasu
wykonania barwienia. Petna automatyzacja procesu barwienia sprzyja uzyskaniu celow

takich jak: lepsza skuteczno$¢, wydajnosé i jakosé. W czerwcu 2002 r. laboratorium Aparat BenchMark
IHC Cleveland Clinic Foundation otrzymato w petni zautomatyzowane wyposazenie do ULTRA
przeprowadzania wszystkich rutynowych barwien diagnostycznych oraz prac badawczych. - system kolejnej

Poprzednio posiadali$my pétautomatyczne urzadzenie do barwienia preparatéw. Po roku generacyi
do automatycznego

pracy przeprowadzili$my analize, jaki wptyw na nasze laboratorium wywarta automatyzacja. barwienia metodq
Mozliwo$é w petni zautomatyzowanej pracy polegajgca na nieprzerwanym procesie [HC/ISH
przygotowywania probek, deparafinizacji i odstaniania antygenu, doprowadzita do skrécenia

czasu przygotowania preparatéw we wszystkich testach IHC, co spowodowato zwiekszenie

wydajnosci laboratorium. Przecietny czas barwienia preparatu w aparacie pofautomatycznym

wynosit od 8 do 24 godzin, podczas gdy za pomoca urzadzenia w petni zautomatyzowanego

mozna byto osiggna¢ $redni czas 2-6 godzin. Przecietna liczba barwiehn powtarzanych

spadfa z 242 do 74, czyli prawie o 70%. Laboratorium histopatologiczne z wprowadzenia

takiego oprzyrzadowania zyskato wigc wymierne korzysci. Poprzez zastosowanie nowego

systemu uzyskano wyniki barwien o lepszej jakosci i poprawiono organizacje pracy

laboratorium. Znalazto to odbicie w zmnijeszeniu liczby testow powtarzanych, za ktére nie

pobiera sie optaty, jak i w skréceniu czasu barwienia IHC. Dzieki wyzszemu poziomowi

zautomatyzowania wstepne opracowanie testow z nowymi przeciwciatami stato sig réwniez

fatwiejsze i skuteczniejsze. Zmiany te pomogty w pracy i produktywnosci laboratorium,

ale réwniez dzieki skroceniu czasu barwienia preparatu przyczynity sie do nadrzednej

korzysci, jaka jest polepszenie opieki nad pacjentem.

WSTEP
Na tradycyjng ocene diagnostyczng przeprowadzang przez patomorfologa sktada sie
whikliwa ocena struktury morfologicznej w rutynowo przygotowanych preparatach

histopatologicznych barwionych hematoksyling i eozyng. Niemniej wyglad komorek “_;‘ —
i morfologia tkanki w obrebie wycinka przedstawia zaledwie cze$¢ informacji zawartej e
w preparacie histologicznym. Rozwéj immunohistochemii (IHC) dat patomorfologom nowe, e

potezne narzgdzie, ktére pozwolito na zlokalizowanie antygendéw biatkowych w wycinku
tkanki, jednoczes$nie nie uszkadzajac jej struktury morfologicznej, dostarczajgc w ten sposéb
mozliwosci gtebszego poznania zmian manifestujgcych sie podczas choroby. Takie narzedzia
pozwolity lekarzom na zaobserwowanie niezwykle waznych réznic diagnostycznych
pomigdzy komadrkami i rodzajami nowotwordéw, pomogty potwierdzi¢ ich morfologig oraz
umozliwity przeprowadzanie testéw za pomocg nowych biomarkeréw posiadajgcych duzg
warto$¢ rokowniczg i diagnostyczng w niektérych chorobach nowotworowych. Rozszerzona
rola IHC w diagnostyce patomorfologicznej stanowi znaczace wyzwanie dla laboratoriéw
klinicznych catego $wiata. Nowe odkrycia dotyczace biologii nowotworédw doprowadzity do
dalszego wzrostu liczby nowych markeréw IHC, ktérych oznaczanie pomaga w diagnostyce
nowotwordw, dostarcza doktadniejszej oceny rokowania oraz pozwala przewidzie¢

i X i i i i i - system do automatycznego
odpowiedz pacjenta na terapie. W nastepstwie, znaczaco poprawita sig opieka nad barwienia metodg
pacjentem, ale jednocze$nie zwiekszyto sig zapotrzebowanie na przeprowadzanie badan THC/ISH

Aparat BenchMark GX
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immunohistochemicznych. Niezwykle wazna rola, jakg IHC petni w opiece nad pacjentem
ujawnita koniecznos¢ kontroli jakosci laboratoriow, ich standaryzacje, analize powtarzalnosci,
doktadnosci i szybko$ci czasu przygotowania preparatu.

Aby zaspokoi¢ potrzebe wykonywania wigkszej liczby testow, laboratoria kliniczne musiaty
zatrudni¢ dodatkowy personel techniczny. Dodanie nowych testéw wymagato zapewnienia
doktadnosci ich wykonywania. Nastagpito to w warunkach niedoboru wykwalifikowanego,
doswiadczonego personelu laboratoryjnego. Aby sprosta¢ potrzebom i pozwoli¢ na wzrost
obcigzenia iloscig przeprowadzanych badan, w wielu przypadkach nowy i niedo$wiadczony
personel musi przechodzi¢ szkolenie dopiero w trakcie swojej pracy. Dodatkowo,
kierownicy laboratoriow muszg stawi¢ czota coraz wigekszym wyzwaniom natury finansowej
i podejmowac dziatania redukujgce koszty, ktére wymagajg by wszystkie aspekty pracy
laboratorium byty na tyle efektywne w zakresie ponoszonych kosztéw, na ile to jest mozliwe.

Maksymalizacja wydajnosci w laboratorium immunohistochemicznym uzyskana

poprzez petng automatyzacje.

Fundacja Kliniki w Cleveland jest jednym z najwiekszych na $wiecie centréw medycznych

integrujacych opieke kliniczng i szpitalng z badaniami naukowymi oraz szkoleniem lekarzy.

W ciaggu ostatnich trzech lat w laboratorium histopatologicznym doszto do 25% wzrostu

liczby rutynowo przeprowadzanych testéw IHC (Rysunek 1). Réwnolegle, w tym samym

czasie doszto do jeszcze wigkszego zapotrzebowania na przeprowadzanie testéw IHC,

co byto zwigzane z projektami badawczymi przeprowadzanymi w Klinice. Dodatkowo,

ilos¢ dostepnych przeciwciat — zaréwno do oznaczen standardowych, jak i badawczych —

wzrosta o ponad 50%. Laboratorium musiato zaadoptowa¢ sie do warunkéw narastajgcego

obcigzenia i wzrostu skomplikowania pracy, bez zatrudnienia dodatkowego personelu

technicznego.

Laboratorium Histopatologiczne Fundacji Kliniki w Cleveland zapewnito aktywny udziat

personelu medycznego w wyborze, walidacji i dodawaniu nowych markeréw IHC do ciggle

rozszerzajgcedo sig zestawu testéw, stworzyto program jednoczesnej edukacji pracownikéw

technicznych i wdrozyto innowacyjne techniki prowadzace do petnej automatyzacji

barwien. Dziatania te zostaty podjete w celu zmaksymalizowania wydajno$ci laboratorium,

poprawienia skutecznosci, spojnosci i jakosci pracy.

W czerwcu 2002 r. laboratorium IHC przeksztatcito sie w petni zautomatyzowang jednostke

w zakresie przeprowadzania wszystkich procedur barwien, zaréwno rutynowych, jak

i badawczych. Zanim to nastgpito, w laboratorium uzywano pétautomatycznego urzadzenia do

barwienia preparatéw IHC. Nowe, w petni zautomatyzowane urzadzenie wykonuje wstepna

obroébke termiczng materiatu, deparafinizacje, odstanianie antygendw, barwienie wtasciwe;
pracuje w oparciu o zoptymalizowane

Rysunek 1: Badania rutynowe IHC, 18000 i . . protokoty barwien, z ktérymi fatwo
Laboratorium Histopatologiczne Kliniki 16000 . . sig zapoznaé oraz odczynniki
w Cleveland @ 14000 o wystandaryzowanym stezeniu. Szkietka
g 1(2)822 z tkanka do barwienia IHC sg opatrzone
‘;’ 8000 etykietg z kodem kreskowym okreslajgcym,
;c: 6000 ktéry protokét ma byé przeprowadzony,
4000 a preparaty sg tadowane do urzadzenia

2000 bez zadnych dodatkowych przygotowan.

2003 Starali$my sie przeanalizowaé, jaki wptyw
' : majg wprowadzone zmiany na jako$¢ pracy

laboratorium IHC.

2001 1 2002
M IHC tests
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Rysunek 2: Cykl pracy pétautomatycznego
r r aparatu IHC.
| - - - - Skrojenie preparatow > - - - - Skrojenie preparatéw
\ \ Rysunek 3: Cykl pracy catkowicie
Suszenie Suszenie automatycznego aparatu IHC
Deparafinizacja
Drukowanie etykiet
Umieszczenie w buforze
Podgrzewanie Naktadanie trwatych
etykiet
Umieszczenie etykiety
z kodem kreskowym . i
f ; Umieszczenie
Umieszczenie w statywach w statywach
Zatadowanie do aparatu
Zatadowanie do aparatu
Barwienie
Ptukanie/odwadnianie Barwienie
Szkietko nakrywkowe
' Ptukanie/odwadnianie
Usuwanie kodu
kreskowego
Ponowne naklejenie Szkietko s
etykiety nakrywkowe
Catkowity czas Catkowity czas, v m
barwienia w aparacie v ktory uptynat
potautomatycznym w aparacie w pefni -
= 7.5 godz. zautomatyzowanym
r = 2-5 godz.* r
Dostarczenie Dostarczenie
preparatéw do oceny preparatéw do oceny
mikroskopowej mikroskopowej
* Czas barwienia zalezy od rodzaju przeciwciata Aparat BenchMark
ULTRA
- system kolejnej
WYNIKI generacji
Wydajnos¢ i bezpieczenstwo pracy do automatycznego
Lo . L . barwienia metodg
Przy uzyciu péfautomatycznego systemu procesy: deparafinizacji, odwadniania THC/ISH
i odsfaniania antygenu, niezbedne dla wykonania barwienia metodg IHC, przeprowadzano
recznie i zazwyczaj nie w tym samym czasie. Podczas wykonywania wymienionych
czynnosci dodatkowo personel byt narazony na ekspozycje na ksylen. Przy systemie -.I- —
. . . . 7 L :
w petni zautomatyzowanym przygotowane do barwienia preparaty mozna zatadowaé T
bezposrednio do urzadzenia, eliminujgc koniecznosé ekspozyciji personelu technicznego na B |
. . . - - . -y U4 - . - L]
dziafanie ksylenu i eliminujgc mozliwo$¢ poparzenia przy wyjmowaniu bardzo gorgcego, T,
napetfnionego buforem do deparafinizacji pojemnika na preparaty z kuchenki mikrofalowe;.
Do przeprowadzenia procesu barwienia w petni zautomatyzowany aparat potrzebuje 2 do 5
godzin, w poréwnaniu z czasem do 7 godzin przy uzyciu poprzedniego aparatu — powoduje T —
to zaoszczedzenie od 2 do 5 godzin w trakcie cyklu pracy. _4 V'

Cykl barwienia preparatow IHC 7 A tl

Jedna z najwczesniej uzyskanych korzysci byto udoskonalenie pracy polegajace na skréceniu
czasu procedury barwienia. Petna automatyzacja umozliwiajgca wykonanie na pokfadzie
aparatu czynnoséci od deparafinizacji do barwienia hematoksyling znacznie skrécita czas

niezbedny do ukonczenia barwienia IHC i uczynita preparaty dostepnymi do interpretacji Aparat BenchMark GX
. P . L . - system do automatycznego

przez patomorfologa o wiele wczes$niej, niz byto to poprzednio mozliwe. Przecigtny czas barwienia metodg

cyklu pracy w odniesieniu do poprzednich aparatéw obstugiwanych rgcznie wynosit ok. 24 IHC/ISH
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godz., podczas gdy aparat w petni zautomatyzowany przeprowadzit procedure w ciggu 2-6
godzin, umozliwiajac przeprowadzenie tego samego dnia barwien IHC, ktére w wiekszosci
wypadkow zlecane sa przed pofudniem.

Wydajnos¢ i mozliwosci laboratorium

Poprzednio laboratorium pracowato z dwoma pétautomatycznymi aparatami o wydajnosci
do 40 preparatéw kazdy. Maksymalna wydajno$¢ dzienna oznaczata wykonanie dwéch cykli
czyli zabarwienie 160 preparatéw; dwa cykle w ciggu dnia pod warunkiem, ze preparaty do
barwienia przygotowano w dniu poprzednim lub podzielono prace na cykl pracy w ciggu
dnia i cykl pracy w ciggu nocy. Obecnie dysponujemy czterema w petni zautomatyzowanymi
aparatami o wydajnosci 20 preparatow kazdy. Z powodu skrécenia czasu przygotowania

i czasu cyklu pracy laboratorium rutynowo jest w stanie przeprowadzi¢ w ciggu dnia 3 cykle
pracy i czwarty cykl w ciggu nocy, z dzienng maksymalng wydajnos$ci 320 preparatéw.

Eliminowanie ryzyka btedéw

W poprzednim systemie barwienia dopiero po procesie barwienia nastepowato drukowanie
koncowych etykiet, z zawartym na nich numerem pacjenta, a szczegoéty dotyczace barwienia
nalezato wpisaé na etykiecie recznie. W nowym systemie etykiety przyklejone na poczatku
cyklu juz zawierajg dane identyfikujgce pacjenta i dane dotyczace barwienia. Eliminacja

tego manualnego etapu w stosunku do poprzedniego procesu przedstawia dodatkowe
oszczednosci czasu personelu technicznego oraz réwniez eliminuje potencjalne zrédto btedu
spowodowanego niewtasciwym umieszczeniem etykiety.

Nasz adres: obstuga klienta: tel. 0-22/481 54 00-05
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