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19.1. Wprowadzenie

Klasyfikacja badan laboratoryjnych moze opierac sie
na ich znaczeniu dla opieki nad pacjentem. Niektdre
badania maja zasadnicze znaczenie dla diagnostyki
lub monitorowania, inne s uzyteczne z punktu wi-
dzenia klasyfikacji choréb lub zaburzen o réznych
powikianiach i wynikach leczenia, jeszcze inne sg
obecnie przedmiotem zainteresowan naukowych,
ale w przyszlosci mogg sta¢ sie zrodtem dodatko-
wych informagcji. Badania sg niestety bezuzyteczne,
gdy zleca si¢ je w niewlasciwych okolicznosciach.
Dotyczy to szczegdlnie bezkrytycznie wystawianych
zlecen na badania przesiewowe w kierunku obecno-
$ci autoprzeciwcial. Najlepiej opisal to ponad 50 lat
temu dr Richard Asher! (patrz ramka 19.1).
Badania/testy laboratoryjne rozniq sie czuto-
Sciq i swoistoscig (ryc. 19.1). Dla uzyskania opty-
malnych wynikoéw w kazdym badaniu ustalana jest
warto$¢ punktu odcigcia, tj. taka, powyzej ktorej
wyniki uwaza si¢ za dodatnie, przy ktorej zaden
chory nie ma wyniku ujemnego (wyniki falszywie
ujemne), a mozliwie najmniejsza liczba osob nie-
chorujacych ma wynik dodatni (fatszywie dodatni).
Czulo$é badania wyznacza odsetek osob chorych,
u ktorych uzyskano wynik dodatni. Wynik ujemny
wlasciwego badania o bardzo wysokiej czulosci

1 Dr Richard Asher jest autorem opisu zespotu Miinchhau-
sena (przyp. ttum.).
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mozna wykorzysta¢ do wykluczenia choroby. Wy-
niki badan powinny by¢ ujemne zaré6wno u 0sob
zdrowych, jak i u 0sob cierpiacych na inne, podob-
ne choroby. Swoisto$¢ badania wyznacza odsetek
0sOb niechorujacych na dana chorobg, u ktérych
wynik badania jest ujemny. Wynik badania jest do-
datni tylko u os6b chorujacych na dana chorobe,
a badania o wysokiej swoistosci — takie jak badania

Ramka 19.1. Dlaczego
klinicysta zleca badanie?

e Zlecam badanie, poniewaz bede wierzyt w wynik, jesli
bedzie on zgodny z moim pogladem, a nie bede wierzyt,
jesli nie bedzie zgodny

o Nie rozumiem tego badania i nie mam pewnosci, jakie s3
wartosci prawidtowe, ale zlecanie tego badania jest modne

o Gdy szef pyta, czy zrobitem to lub inne badanie, lubie odpo-
wiadac twierdzaco. Dlatego zlecam mozliwie duzo badan,
aby unikna¢, zagiecia”

o Nie mam jednoznacznego pomystu na poszukiwania, ale
jako niepoprawny optymista mam niejasne przeczucie,
ze cos sie uda znalez¢

e /lecam to badanie, poniewaz chce przekonac pacjenta,
ze nie dzieje sie nic ztego, a nie sadze, by mi uwierzyt bez
wyniku tego badania.

Asher R. Straight and crooked thinking in medicine. Br Med. J ii,
1954, 460-2.
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Liczba wynikéw prawdziwie dodatnich
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Przeciwciata przeciwjadrowe

AMA

i (SLE) i pierwotna marskosc¢ zétciowa watroby
Liczba przebadanych surowic 372 Liczba surowic przebadanych 177
Wyniki prawdziwie dodatnie 90 Wyniki prawdziwie dodatnie 90
Wyniki prawdziwie ujemne 220 Wyniki prawdziwie ujemne 80
Wyniki fatszywie dodatnie 60 Wyniki fatszywie dodatnie 1
Wyniki fatszywie ujemne 2 Wyniki fatszywie ujemne 6
Czutosé dla SLE Czutos¢ dla pierwotnej marskosci zétciowej
= % x 100 = 0 x 100
90 +2 90 +6
- =oM%
Swoistosc Swoistosc dla pierwotnej
dla tocznia uktadowego marskosci zétciowej Ryc. 19.1. Zalezno$¢ czulosci i swoistosci
220 80 testow na przykladzie badania przeciwcial
=~ o2+60 100 =01 * 100 przeciwjadrowych w toczniu rumieniowatym

99%

przeciwciat przeciwmitochondrialnych (AMA) — sa
wykorzystywane do potwierdzenia rozpoznania kli-
nicznego (ryc. 19.1).

Sposrod badan opisanych w niniejszym rozdzia-
le niektore maja charakter iloSciowy, a inne — ja-
kosciowy. Testy ilosciowe zazwyczaj daja doktadny
wynik. Badania te mozna najczesciej zautomatyzo-
wac, a dostgpne w skali miedzynarodowej preparaty
wzorcowe umozliwiaja standaryzacj¢ wynikow. Te-
sty jakoSciowe dostarczaja odpowiedzi typu wynik
prawidtowy/nieprawidtowy albo dodatni/ujemny.
Do wykonania takich badan moze by¢ konieczne
znaczne doswiadczenie techniczne, a interpretacja
wynikoéw bywa subiektywna.

Wszystkie laboratoria daza do zapewnienia ja-
kosci 1 doktadnosci wynikow. Kontrole jakosci
mozna osiagna¢ poprzez udziat w wewngtrznych
oraz zewngtrznych programach kontroli, organizo-
wanych na poziomie regionalnym, krajowym lub
migdzynarodowym.

19.2. Surowice poliklonalne

i przeciwciata monoklonalne
wykorzystywane w laboratoriach
immunologii klinicznej

Surowice wykorzystywane w badaniach laboratoryj-
nych zazwyczaj s3 wytwarzane przez zwierzeta, kto-
rym wstrzyknieto odpowiedni antygen, na co od-
powiadaja produkcja przeciwcial poliklonalnych.
Oznacza to, ze powstala surowica zawiera miesza-
nine przeciwcial wytwarzanych przez rézne klony
limfocytow B. Wszystkie przeciwciala reaguja z od-

ukladowym (SLE) i przeciwcial przeciwmito-
chondrialnych (AMA) w pierwotnej marsko-
$ci zolciowe;.

powiednim antygenem, ale poszczegolne czasteczki
maja roézny region zmienny.

Inaczej jest w przypadku przeciwcial monoklo-
nalnych, ktére sg produktem pojedynczej komorki
oraz jej komdrek potomnych i ktére majg identycz-
ny zaréwno region zmienny, jak i staly. Reaguja one
tylko z jedng determinantg (epitopem) danego anty-
genu. Zawiesiny komorek izolowanych ze $ledziony
immunizowanych myszy zawieraja liczne limfocyty
B zdolne do sekrecji, pochodzace z réznych klonow

Komorki
@ sledziony
a Linia
N l szpiczaka
A Fuzja
Wstrzykniety
onosen (ol bl bl el b
Wybranie hybrydy z wyko-

rzystaniem podtoza, w ktorym
przezywaja tylko one
Komorki przezywajace

l Badanie supernatantéw, w ktérych znajduja sie przeciwciata I

Supernatanty, w ktérych wykryto obecnos¢ przeciwciat

Ponowne badanie supernatantéw
l pod katem obecnosci przeciwciat
Klony

produkujace
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< |
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Ryc. 19.2. Zasada produkgji przeciwcial monoklonalnych.
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i rozpoznajacych odmienne epitopy. Takie limfocy-
ty B sa poddawane fuzji z niezdolnymi do sekrecji
komorkami linii szpiczaka, wskutek czego powstaja
hybrydy posiadajace zdolnos¢ produkeji przeciw-
cial wlasciwg dla macierzystej komoérki B i ceche
nie$miertelnosci wlasciwa dla nowotworowo zmie-
nionej komorki plazmatycznej. Komorki hybrydy sa
poddawane selekcji i klonowaniu (ryc. 19.2). Ho-
dowle na wielkg skale moga dostarczy¢ znacznych
ilosci czystych przeciwcial, o $cidle okreslonej reak-
tywnosci.

19.3. Pomiarimmunoglobulin
i innych swoistych biatek

Pomiary stezenia immunoglobulin w surowicy
maja zasadnicze znaczenie dla diagnostyki pacjen-
tow z nawracajacymi lub cigzkimi zakazeniami oraz
pacjentow ze szpiczakiem i niektérymi innymi za-
burzeniami limfoproliferacyjnymi. Badania te s3
czasem uzyteczne w diagnostyce rdéznicowej sta-
néw przebiegajacych z hipergammaglobulinemia
(tab. 19.1).

Klasyczne techniki badania obejmuja wytwarza-
nie kompleksu immunologicznego. W niskich ste-
zeniach kompleksy te pozostajg w zawiesinie w po-
staci drobnych czasteczek zdolnych do rozproszenia
wigzki $wiatla, ktére mozna mierzy¢ za pomocy ta-
kich urzadzen, jak analizator odsrodkowy, w ktérym
ultrawirowanie przyspiesza tworzenie kompleksow.
W stalych stezeniach przeciwcial rozproszenie swia-
tla jest proporcjonalne do stezenia antygenu. Meto-
da ta jest szybka i nadaje si¢ do automatyzacji, a pre-
cyzyjne wyniki mozna uzyska¢ w ciagu 1-2 godzin
od pobrania krwi.

Do badania niektérych biatek moga by¢ niedo-
stepne odczynniki nadajace si¢ do wykorzystania
w metodach zautomatyzowanych. W takiej sytuacji
laboratorium moze wykorzysta¢ technike immu-

Tabela 19.1. Przyktady poliklonalnego wzrostu
stezenn immunoglobulin*

Immunoglobulina  Przyktad

IgM Pierwotna marskos¢ zotciowa

IgA Alkoholowa choroba watroby

lgG Pierwotny zespét Sjogrena
Zakazenie HIV

Toczen rumieniowaty uktadowy

Gruzlica

Marskos¢ watroby

Przewlekte zakazenia bakteryjne/ropnie
utajone

Mieszane izotypy

*Lecz niewystarczajaco swoiste do osiggniecia wartosci diagnostycznej
u poszczegélnych pacjentéw.

nodyfuzji radialnej (RID) opisang przez Mancinie-
go. Zaréwno RID, jak i analiza od$rodkowa, moga
zosta¢ wykorzystane do pomiaru stezen réznych
bialek obecnych w surowicy, ptynie owodniowym,
plynie mézgowo-rdzeniowym, §linie i soku zolad-
kowym. Do bialek tych nalezg rézne sktadniki od-
powiedzi immunologicznej, biatka ostrej fazy, biatka
transportowe, biatka uktadu krzepniecia oraz tzw.
»markery nowotworowe”. Wykorzystuje si¢ standar-
dowe preparaty wzorcowane wobec migdzynarodo-
wych standardéw Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO). Kazde laboratorium szpitalne dla kazdego
biatka okresla wlasne zakresy wartosci referencyj-
nych, rézniace si¢ miedzy soba w zaleznosci od me-
tody i wykorzystanej surowicy oraz pochodzenia et-
nicznego badanych pacjentéw. Wigkszo$¢ bialek ma
réwniez zakresy wartosci referencyjnych rézne dla
poszczegdlnych grup wiekowych, szczegdlnie dla
dzieci, ale zazwyczaj 95% populacji oséb zdrowych
ma wyniki mieszczace si¢ w tym zakresie.

19.4. Jakosciowe badanie
immunoglobulin

19.4.1. Surowica

W iloéciowym oznaczaniu immunoglobulin w su-
rowicach doroslych pacjentéw zasadnicze znacze-
nie ma wykonanie przesiewowych badan elektro-
foretycznych w kierunku obecnosci paraprotein
(prazkéw monoklonalnych). W zbiorniku aparatu
do elektroforezy rozkladana jest mokra membrana
lub zel, a faz¢ ciagla stanowia paski bibuly filtracyj-
nej. Probki surowicy sg nanoszone na powierzchnie
membrany lub blony od strony katody, a nastgpnie
poddawane dzialaniu pradu przez 45 minut (elek-
troforeza). Po zakonczeniu elektroforezy prazki
biatka sg uwidaczniane za pomoca odpowiedniego
barwnika (ryc. 19.3). Dla poréwnania i kontroli ja-
kosci zawsze wykonywane réwnolegle jest badanie
z surowicg prawidlows.

Dyskretne prazki monoklonalne (M), ktére moga
pojawi¢ sie w dowolnym miejscu paska, musza zo-
sta¢ poddane dalszym badaniom. Przyczyna poja-
wienia si¢ prazkow falszywie dodatnich, niespowo-
dowanych obecnosciag immunoglobulin, moze by¢
hemoglobina (w prébce zhemolizowanej), fibryno-
gen (w probce pochodzacej z osocza lub niedoktad-
nie skrzepnietej) albo zagregowana IgG (w probce
przechowywanej przez jakis czas). Dlatego wazne
jest przesylanie na to badanie $wiezo skrzepnigtej
probki krwi.

Charakter znalezionego w elektroforezie prazka
M nalezy okresli¢ za pomocg immunofiksacji. Sze-
reg probek badanej surowicy poddawanych jest naj-
pierw elektroforezie w zelu agarowym (ryc. 19.4).
Nastepnie antysurowice swoiste dla IgG, IgA, IgM,
tancuchow « lub A sg nakladane na prébki po elek-



