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Streszczenie
Cel pracy: Celem podjetych badan byta analiza wystepowania i reaktywnosci przeciwciat przeciwplemnikowych
w surowicy u nieptodnych 0séb dorostych oraz chtopcow przed pokwitaniem z wadami w drogach rozrodczych
w celu okreslenia trafnosci doboru metody z wykorzystaniem cytometrii przeptywowey.
Materiat i metody: Materiat do badari stanowity probki surowic krwi obwodowej od nieptodnych kobiet i mezczyzn
oraz zdrowych ptodnych kobiet i mezczyzn, a takze chiopcow przed pokwitaniem z wnetrostwem oraz zdrowych
chtopcdw. Oznaczenia przeciwciat przeciwplemnikowych wykonywano przy pomocy IDIBT oraz testu posredniego
cytometrii przeptywowe.
Wyniki: Poréwnanie poziomoéw przeciwciat przeciwplemnikowych w probkach surowic u 0soéb dorostych,
oznaczonych technikg cytometrii przeptywowej nie wykazato istotnych statystycznie réznic pomiedzy populacja
ptodnych osob zdrowych i populacig osob nieptodnych we wszystkich badanych klasach immunoglobulin.
Poréwnanie poziomdw przeciwciat przeciwplemnikowych w probkach surowic od zdrowych chtopcdw i chtopcow
zZ wnetrostwem wykazato statystycznie znamienne roznice dla wszystkich badanych klas przeciwciat.
Uzyskano korelacje pomiedzy testami IDIBT oraz FCM jedynie w populacji nieptodnych osob dorostych dla
przeciwciat przeciwplemnikowych klasy 1gG (r=0,507 (p=0,012). Ocena wartosci diagnostycznej testu FCM
wykazata stabsze wartosci detekcyjne dla populacji 0sob dorostych w poréwnaniu z wartosciami uzyskanymi dla
populacji chtopcow przed pokwitaniem.
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Whioski: Metoda oznaczen przeciwciat przeciwplemnikowych z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej spetia
kryteria doboru trafnosci testu dla populacji chtopcow przed pokwitaniem, ale nie wydaje sie by¢ odpowiednia dla
populacji 0séb dorostych.

Stowa kluczowe: przeciwciala przeciwplemnikowe / cytometria przeptywowa
nieplodnos$é / chlopcy przed pokwitaniem

Abstract

Objectives: The aim of the following study was to assess antisperm antibodies in sera samples of infertile men and
women, as well as from prepubertal boys by means of flow cytometry.

Material and methods: We tested sera samples of infertile and fertile adult populations, prepubertal boys with
gonadal disorders and healthy prepubertal boys. The indirect immunobead test and flow cytometry were used to
detect antisperm antibodies.

Results: The comparison of antisperm antibody levels in sera samples of adult infertile versus healthy controls
(men and women) evaluated by means of flow cytometry did not reveal statistically significant differences. The only
significant correlation found were results obtained by IDIBT and FCM for IgG antisperm antibodies for infertile adult
group (r=0.507, p=0.012). The comparison of antisperm antibody levels in sera samples from prepubertal boys
revealed statistically significant differences for all tested antibody isotypes. Diagnostic values compared for both
assays showed markedly better discriminatory ability of flow cytometry for analyzed groups of prepubertal boys
than for adult populations.

Conclusions: Flow cytometry test may be used to verify antisperm antibody levels in prepubertal boys with

testicular failures.

Key words: antisperm antibodies / flow cytometry / infertility / prepubertal boys

Wstep

Przeciwciata przeciwplemnikowe sa jednym z gldwnych
czynnikéw odpowiedzialnych za wywotywanie nieptodnosci na
tle immunologicznym. Wywieraja one wplyw na proces sperma-
togenezy, transport plemnikow w drogach rozrodczych, wzmozo-
ng fagocytozg, blokowanie kapacytacji plemnikow i reakcji akro-
somalnej, interakcjg¢ plemnikow z komorka jajowa oraz przebieg
wczesnych etapow rozwoju zarodkowego [1].

U mezezyzn powstawaniu przeciwcial przeciwplemniko-
wych sprzyja przerwanie bariery krew-jadro oraz niedobodr czyn-
nikéw immunosupresyjnych, odgrywajacych rolg w utrzymywa-
niu aktywnej tolerancji wobec mgskich komorek rozrodczych.
Innymi czynnikami sprzyjajacymi wytwarzaniu przeciwcial
przeciwplemnikowych u m¢zczyzn sa: przewleklte infekcje, zyla-
ki powrodzka, wngtrostwo (kryptorchizm), podwiazanie (przecig-
cie) nasieniowodow [2].

U chtopcow przed pokwitaniem brak jest dojrzatych plemni-
kow, czego konsekwencja jest brak w petni uformowanej bariery
anatomicznej oraz stan nieefektywnej immunosupresji.

Najczgstszymi patologiami uktadu rozrodczego u chtopcow
sa: skret jadra, ruchome gonady, wngtrostwo. Stwierdzono, ze
wady anatomiczne w mgskich drogach rozrodczych mogg indu-
kowaé powstawanie przeciwcial reagujacych z antygenami po-
wierzchniowymi plemnikéw. Przeciwciata moga by¢ wykrywane
w testach z utrwalonymi antygenami (test radioimmunologiczny
CB-RIA, ilo$ciowy test immunosorbentowy ELISA). Przeciw-
ciata przeciwplemnikowe oznacza si¢ takze przy pomocy posred-
niego testu IBT (ang. indirect immunobead binding test; IDIBT).
Przy pomocy IDIBT stwierdzono ich wystgpowanie u ok. 7% ba-
danych chtopcéw z patologia w drogach rozrodczych [3].

Czynnikiem sprzyjajacym rozwojowi reakcji autoimmuno-
logicznej u chtopcdéw przed pokwitaniem jest obnizony poziom
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testosteronu oraz wystgpowanie w niedojrzatej gonadzie meskiej
epitopow o reaktywnos$ci krzyzowej z drobnoustrojami (powo-
dujacych pierwotne powstawanie przeciwcial w odpowiedzi na
antygeny inne niz plemnikowe).

Problem wystgpowania przeciwciat przeciwplemnikowych
u chlopcow przed pokwitaniem pozostaje nadal kontrowersyjny.
Istnieja rowniez doniesienia o braku wystgpowania przeciwcial
skierowanych przeciw antygenom plemnikowym w tej grupie
wiekowej. W pracach tych przewaznie stosowano test IDIBT
z wykorzystaniem zywych plemnikéw [4].

Metody oparte na wykorzystaniu zywych plemnikéw naleza
do najbardziej informatywnych diagnostycznie metod oznacza-
nia przeciwciat przeciwplemnikowych.

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) rekomenduje do
oceny przeciwciat przeciwplemnikowych test IBT oraz test MAR
(mixed antiglobulin reaction) [5].

Test IBT uwazany za ,,ztoty standard” pozwala specyficznie
zidentyfikowa¢ immunoglobuliny zwiazane z powierzchnia plem-
nika. W tescie DIBT (direct immunobead binding test) oznaczane
sa przeciwciata zwigzane do powierzchni plemnikéw, natomiast
test IDIBT wykorzystywany jest do oznaczen przeciwcial prze-
ciwplemnikowych wystgpujacych w ptynach ustrojowych, takich
jak: surowica, $luz szyjkowy, plazma nasienna i innych o ile sa
dostgpne do badan. Pomiary wykorzystujace cytometrig przepty-
wowa (FCM — flow cytometry measurement) do oceny przeciw-
ciat utorowaty sobie szybki dostgp do aplikacji diagnostycznych.
Adaptacja cytometrii przeptywowej do oceny parametréw nasie-
nia miata miejsce ponad 20 lat temu i pierwotnie dotyczyta oceny
zawartosci DNA [6].

Obecnie cytometria przeptywowa znalazta zastosowanie
w ocenie zywotnosci plemnikéw, funkcji mitochondriow, inte-
gralno$ci akrosomu, statusu kapacytacji, ptynnosci btony itp. [7].
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Wykorzystanie cytometrii przeptywowej do oceny wystgpo-
wania przeciwcial przeciwplemnikowych pozwolito na zobiekty-
wizowanie metod immunofluorescencyjnych. Umozliwito oceng
duzo wigkszej liczby plemnikow (>10 000) w krotkim czasie
w pordwnaniu z testem IBT, w ktérym ocena dotyczy zwykle 200
komorek. Dodatkowym atutem wydaje si¢ by¢ wyeliminowanie
subiektywnej oceny obserwatora(6w) na korzy$¢ komputerowe;j
analizy danych. By¢ moze czynnik ten obok prawidtowego dobo-
ru surowic pacjentow do badan pozwoli na rozwiazanie kontro-
wersji wokot wystgpowania przeciwcial przeciwplemnikowych
u chlopcdw przed pokwitaniem.

Cel pracy

Celem podjetych badan byla analiza wystgpowania
i reaktywnoS$ci przeciwcial przeciwplemnikowych w surowicy
u nieptodnych 0so6b dorostych oraz chlopcow przed pokwitaniem
z wadami w drogach rozrodczych w celu okreslenia trafno$ci
doboru metody z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;.

Materiat i metody

Surowica

Material do badan stanowity probki surowic krwi obwodo-
wej pozyskane od nieptodnych kobiet (n=10) i mgzczyzn (n=22),
ptodnych kobiet (n=6) i mgzczyzn (n=4), chtopcow przed po-
kwitaniem z wngtrostwem (n=33), zdrowych chtopcow przed
pokwitaniem (n=10). Wiek badanych osob dorostych wynosit od
25-44 lat. Grupg nieptodnych kobiet i mgzczyzn stanowity osoby
dhugotrwale leczone (2-8 lat) z powodu nieplodnosci.

U kobiet przeprowadzono komplet szczegdétowych badan
ginekologicznych z uwzglednieniem laparoskopii i histeroskopii
(m.in. prawidlowa owulacja oraz profil hormonalny, drozne jajo-
wody), wykluczono endometriozg.

Wszyscy mezezyzni posiadali prawidlowe spermiogra-
my (normozoospermig). Z powodu braku zdefiniowanej przy-
czyny nieplodno$ci pacjentow zakwalifikowano do grupy
nieptodnosci matzenskiej z niewyjasnionych przyczyn, tzw.
nieptodnosci idiopatyczne;.

Plemniki

Plemniki stanowiace zrodto antygenow plemnikowych pozy-
skiwano z normozoospermicznych ejakulatow. Plemniki badano
bezposrednim testem z uzyciem paciorkow poliakryloamidowych
optaszczonych antyglobulinami (DIBT — direct immunobead bin-
ding test) w celu wykluczenia optaszczenia autoprzeciwciatami.
Oznaczenia poziomu przeciwcial przeciwplemnikowych wy-
konywano przy uzyciu testu posredniego z uzyciem paciorkéw
poliakryloamidowych optaszczonych antyglobulinami (IDIBT
— indirect immunobead binding test) [4] oraz posrednia metoda
oznaczania przeciwciat przeciwplemnikowych w surowicy z wy-
korzystaniem cytometru przeptywowego.

Badane na obecnos$¢ przeciwcial przeciwplemnikowych
probki surowicy inkubowano z frakcja plemnikéw o zachowa-
nym ruchu postgpowym, uzyskana od zdrowych ochotnikdw.

Nastepnie plemniki inkubowano z przeciwcialem poliwa-
lentnym skierowanym przeciw ludzkiej immunoglobulinie A,
G lub M sprzgzonym z fluorochromem np. FITC (fluorescein
isothiocyanate). Do badanej probki plemnikéw dodawano jodek
propidyny w celu eliminacji odczytu martwych komorek. Ocenie
poddawano co najmniej 25 000 komorek.
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Oznaczenia wykonano przy uzyciu cytometru przeptywowe-
go firmy Beckman Coulter Cell Lab Quanta™SC oraz przeciw-
ciat: Cell Lab Goat F(ab’)2: Anti-Human IgA; Anti-Human IgG;
Anti-Human IgM; Anti-Human Ig(A+G+M).

Obliczenia statystyczne

Obliczenia statystyczne wykonano przy pomocy programu
STATISTICA 7. Réznice statystyczne pomigdzy badanymi grupa-
mi oszacowano przy uzyciu dwoch testow nieparametrycznych:
dla zmiennych zaleznych — testu Wilcoxona oraz dla zmiennych
niezaleznych — testu U Manna-Whitneya. Korelacje migdzy bada-
nymi parametrami obliczano wyliczajac wspotczynnik korelacji
rang Spearmana. Oznaczen warto$ci progowych dokonano przy
pomocy wykresow krzywej ROC (receiver operating curve).

Badania uzyskaty zgode¢ Komisji Bioetycznej, a probki po-
chodzity z niewykorzystanego materiatu biologicznego pozyska-
nego po przeprowadzeniu diagnostyki.

Wyniki

Przy pomocy testu IDIBT oznaczono przeciwciala prze-
ciwplemnikowe w surowicy od 42 0séb dorostych. W probkach
surowic od ptodnych o0sob dorostych (n=10) nie stwierdzono
obecnosci przeciwciat przeciwplemnikowych. Wsrod surowic od
0s0b nieptodnych (n=32) przeciwciata przeciwplemnikowe prze-
kroczyly warto§¢ 20% zwiazanych plemnikéw w 11 probkach.
(Tabela I).

W préobkach surowic u zdrowych chlopcdéw nie stwierdzono
obecnosci przeciwciat przeciwplemnikowych. W probkach su-
rowic od chlopcow z wnetrostwem zanotowano trzy przypadki
pozytywne (powyzej 20%) oraz dwa powyzej 10% zwiazanych
przeciwciatami. (Tabela II).

Oznaczono przeciwciala przeciwplemnikowe w probkach
surowic u 0sob dorostych (n=42) posrednim testem cytometrii
przeptywowej. Porownanie pozioméw przeciwcial w badanych
klasach IgA, IgG, IgM oraz tacznie Ig(A+G+M) pomigdzy po-
pulacjami 0s6b zdrowych i ptodnych (n=10) wobec nieptodnych
(n=32) nie wykazalo istotnych statystycznie roéznic (Rycina 1),
(Tabela III).

%

12

niepfodni

zdrowi, ptodni
IgA IgG I1gM g lgA lgG IgM Ig

Rycina 1. Przeciwciata przeciwplemnikowe oznaczone w populacji os6b dorostych
testem z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Wyniki reprezentujg obliczone
wartosci mediany dla poszczegdlnych klas immunoglobulin.
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Tabela I. Przeciwciata przeciwplemnikowe klasy IgA, IgG, IgM oznaczone u 0séb dorostych, nieptodnych, testem IDIBT.

. . . . odchylenie punkt odciecia dla
izotyp n mediana minimum maksimum . e
przecietne wartosci pozytywnych
IgA 24 0,00 0,00 37,00 7,28 20,00
IgG 24 1,00 0,00 65,00 19,47 20,00
IgM 24 0,00 0,00 32,00 3,61 20,00
g 9 16,00 2,00 21,00 4,74 20,00

Tabela Il. Przeciwciata przeciwplemnikowe klasy IgA, IgG, IgM oznaczone u chtopcow z wnetrostwem, testem IDIBT.

. . o . odchylenie punkt odciecia dla
izotyp n mediana minimum maksimum . e
przecietne wartosci pozytywnych
IgA 0,00 0,00 34,00 8,38 10
IgG 9,00 0,00 15,00 3,10 10
IgM 0,00 0,00 3,00 2,15 10
Ig 27 10,00 0,00 24,00 6,25 10

Tabela lll. Przeciwciata przeciwplemnikowe klasy IgA, IgG, IgM oznaczone u 0séb dorostych, nieptodnych technikg cytometrii przeptywowe.

. . - . odchylenie punkt odciecia dla
izotyp n mediana minimum maksimum . L .
przecietne wartosci pozytywnych
IgA 32 0,98 0,28 33,99 7,14 1,29
IgG 32 9,66 0,11 69,72 13,63 6,17
IgM 32 2,76 0,62 50,23 6,15 6,52
Ig 32 3,83 0,63 37,03 7,60 3,90

Tabela IV. Przeciwciata przeciwplemnikowe klasy IgA, IgG, IgM oznaczone u chfopcow z wnetrostwem technikg cytometrii przeptywowe;.

. . i . odchylenie punkt odciecia dla
izotyp n mediana minimum maksimum . —
przecietne wartosci pozytywnych
IgA 33 4,66 0,26 72,75 8,67 2,38
IgG 33 3,85 0,10 55,97 11,17 1,19
IgM 33 6,32 0,20 59,72 8,71 3,50
Ig 33 5,36 0,36 52,88 9,72 2,42

Przeciwciata przeciwplemnikowe oznaczono w probkach
surowic od 43 chtopcow przed pokwitaniem, przy pomocy testu
cytometrii przeptywowej. Porownujac poziomy przeciwciat uzy-
skane dla chtopcéw zdrowych (n=10) i chtopcow z wngtrostwem
(n=33) uzyskano statystycznie znamienne réznice dla wszystkich
badanych klas przeciwciat. (Rycina 2), (Tabela IV).

Obliczone na podstawie krzywej ROC punkty odcigcia dla
wartosci pozytywnych (test cytometrii przeplywowej), w popu-
lacji nieptodnych osob dorostych, byly generalnie wyzsze niz dla
populacji chtopcow i wynosity: dla przeciwcial klasy IgA>1,29,
dla przeciwcial klasy IgG>6,17, dla przeciwciat klasy IgM>6,52
oraz dla przeciwciat Ig (A+G+M)>3,9. (Tabela III).

Obliczone na podstawie krzywej ROC punkty odcigcia dla
warto$ci pozytywnych, w populacji chtopcow przed pokwita-
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niem, wynosily: dla przeciwcial klasy IgA>2,38, dla przeciwciat
klasy IgG>1,19, dla przeciwciat klasy IgM>3,50 oraz dla prze-
ciwciat Ig(A+G+M)>2,42. (Tabela IV).

Poréwnanie wynikéw uzyskanych przy pomocy testu IBT
oraz FCM wykazalo istnienie tylko jednej korelacji pomigdzy
zastosowanymi testami tj. dla przeciwciat przeciwplemnikowych
klasy IgG w populacji 0sob dorostych, gdzie wspotczynnik kore-
lacji rang Spearmana wynosit r=0,507 (p=0,012). (Rycina 3).

Ocena wartosci diagnostycznej testu wykrywania przeciw-
cial przeciwplemnikowych w populacji chtopcow przed pokwi-
taniem oraz populacji osob dorostych wykazata generalnie nizsze
wartosci dla populacji 0s6b dorostych poza wartosciami dla prze-
ciwciat przeciwplemnikowych klasy IgG w probkach surowic od
0s0b dorostych. (Tabela V, tabela VI).
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Tabela V. Ocena wartosci diagnostycznych testu z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej dla wykrywania AsA w populacji chtopcow przed pokwitaniem.

IgA IgG IgM lg

Czutosé 78 78 78 72
Swoistos¢ 90 50 90 80
PPV 96 83 96 92
NPV 56 42 54 47

Tabela VI. Ocena wartosci diagnostycznych testu dla wykrywania AsA w populacii
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Rycina 2. Przeciwciata przeciwplemnikowe oznaczone w populacji chtopcow przed
pokwitaniem przy pomocy cytometrii przeptywowej. Wyniki reprezentujg obliczone
warto$ci mediany dla poszczegdinych klas immunoglobulin.

IBT-lg6

FACS-lgG

oo

0s6b dorostych.
IgA IgG IgM Ig
Czutos¢ 59 56 63 50
Swoistos¢ | 100 90 50 60
PPV 100 95 80 80
NPV 43 39 29 27
Dyskusja

Wystgpowanie przeciwciatl przeciwplemnikowych u chtop-
cow z wadami anatomicznymi w ukladzie rozrodczym (np.
z wngtrostwem) jest przedmiotem licznych doniesien.

We wczesniej opublikowanych pracach wskazywalismy, ze
przeciwciata przeciwplemnikowe wystepuja w populacji chtop-
cow przed pokwitaniem z wadami w uktadzie rozrodczym [3, 8].
Obecnos$¢ takich przeciwciat stwierdzaliSmy za pomoca wielu
testow detekcyjnych. Poczatkowo przeciwciata oznaczano przy
pomocy technik ELISA i radioimmunologicznego z utrwalanymi
antygenami plemnikowymi [8].

W dalszej kolejnosci przeciwciata przeciwplemnikowe wy-
krywano testami z uzyciem zywych plemnikow (IDIBT i FCM)
[3]. Jednoczesénie w literaturze przedmiotu ukazywaly si¢ publi-
kacje negujace wystgpowanie przeciwciat przeciwplemnikowych
u chlopcdw przed pokwitaniem [4].

W obecnej pracy przedstawiono badania wykonane przy
pomocy cytometrii przeptywowej walidujac je wobec rekomen-
dowanego przez WHO testu IBT dla oceny przeciwcial przeciw-
plemnikowych u 0s6b dorostych.

Uzyskane wyniki oznaczania przeciwcial przeciwplemniko-
wych w tescie rekomendowanym przez WHO sugeruja wiary-
godne oznaczanie przeciwcial przeciwplemnikowych technika
IBT w populacji 0sob dorostych i brak zdolnosci dyskryminacyj-
nych tego testu dla populacji chtopcow przed pokwitaniem [4].

Uzyskane przez nas wyniki sugeruja, ze posrednia metoda
z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej dobrze rozrdznia
poziomy przeciwciat przeciwplemnikowych w grupie chlopcow
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Rycina 3. Korelacja pomiedzy testem IDIBT i testem posrednim cytometrii
przeptywowej dla oznaczania przeciwciat przeciwplemnikowych klasy IgG
w surowicy nieptodnych os6b dorostych (r=0,507; p=0,012).

przed pokwitaniem z wadami anatomicznymi w drogach roz-
rodczych wobec populacji zdrowej. Nie jest za to wiarygodna
w grupie nieplodnych osob dorostych (brak statystycznie zna-
miennych réznic pomigdzy grupa badang a grupa kontrolna).
Karimi i wsp. [9] takze podjeli probg oceny poziomow przeciw-
ciat przeciwplemnikowych w surowicy przy pomocy cytometrii
przeptywowej. Podobnie jak i w naszych badaniach nie uzyskali
oni korelacji pomigdzy poziomami przeciwciat klasy IgA, G, M
a nieptodnoscia. Wskazali zatem, ze posrednia metoda FCM nie
jest uzyteczna w rozroéznieniu pomigdzy populacja dorostych
0s60b ptodnych wobec nieptodnych.

Warto zauwazy¢, ze FCM do tej pory nie uzyskata
rekomendacji Swiatowej Organizacji Zdrowia jako metoda
oznaczenprzeciwcialprzeciwplemnikowych.Jednazprzyczynjest
fakt, Ze nie wszystkie rodzaje przeciwcial przeciwplemnikowych
sa odpowiedzialne za wywolywanie nieptodnosci. Niektore
moga na przyktad wystgpowaé zarowno w populacji zdrowych
(ptodnych) jak i nieptodnych osob [10].
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Rozpatrujac dynamiczny rozwdj metod diagnostycznych
zwigzanych z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej, opubli-
kowano stosunkowo niewiele doniesiefi dotyczacych zastosowa-
nia tej techniki do oceny przeciwcial przeciwplemnikowych [11,
12,13, 14, 15, 16]. Jedna z niewatpliwych korzysci wynikajacych
z zastosowania FCM jest mozliwos¢ zwigkszenia liczby komorek
poddawanych ocenie. W tescie IDIBT zwykle wykonywana jest
ocena 200 komorek, natomiast w tescie z wykorzystaniem cyto-
metrii przeptywowej najmniejsza liczba poddawang ocenie jest
15 000. Sam pomiar dokonywany jest w stosunkowo krotkim
czasie. Komputerowa ocena pozwala na pozbycie si¢ subiekty-
wizmu oceny mikroskopowej. FCM daje tez mozliwos¢ wigkszej
powtarzalnoséci badan. Podobnie jak test IBT, cytometria opiera
si¢ na detekcji przeciwcial reagujacych z antygenami powierzch-
niowymi zywych plemnikéw. Klasyfikacja izotypow przeciwciat
mozliwa jest w tescie IBT jak i w tescie z wykorzystaniem cyto-
metrii przeptywowej (dotyczy przeciwciat klasy IgA, IgG, IgM).
Jednak jedynie w tescie IBT mozna okre$la¢ topografi¢ wiazania
przeciwcial do powierzchni plemnikéw.

Przedmiotem dyskusji pozostaje pytanie, czy przeciwcia-
ta zwigzane do koncowego odcinka witki sa wykrywane mniej
precyzyjnie w FCM od tych zwiazanych z powierzchnig gltowki.
Przeciwciata przeciwplemnikowe w surowicy chtopcow przed
pokwitaniem, w tesScie IDIBT, sa wykrywane glownie w konco-
wym odcinku witki [3]. Z kolei ggsto$¢ antygenow na powierzch-
ni glowki moze by¢ wigksza w pordwnaniu z witka i przez to po-
tencjalnie wigcej przeciwcial moze wiazac si¢ do gtowki plemni-
ka w tescie posrednim FCM. Haas [11] wskazywat, ze test IDIBT
jest bardziej czuty od posredniej metody FCM dla wykrywania
niskich poziomow przeciwcial przeciwplemnikowych.

W naszych badaniach ta zalezno$¢ jest odwrotna. Pacjenci,
u ktorych nie stwierdzono obecnosci przeciwciat posrednim te-
stem IBT wykazywali pewne poziomy przeciwciat przeciwplem-
nikowych metoda FCM. Do oznaczen metoda FCM stosowalismy
fragmenty F(ab’)2 poliklonalnych przeciwcial, wykluczylismy
przez to problem odczynow fatszywie dodatnich mediowanych
przez receptory Fc obecne na plemnikach.

Roéznice zwiazane z topografia wykrywania przeciwciat
w tescie IDIBT oraz posrednim tescie FCM moga by¢ gtdéwna
przyczyna braku korelacji wynikow oznaczen przeciwciat prze-
ciwplemnikowych uzyskanych przy pomocy tych dwoch testow.
Résénen i wsp. [17] zaobserwowali pozytywna korelacj¢ migdzy
posrednim testem cytometrii przeptywowe;j i IDIBT dla przeciw-
ciat klasy IgG w plazmie nasiennej. W naszych badaniach réw-
niez wykazali$my pozytywna korelacj¢ pomigdzy tymi testami
dla przeciwciat klasy IgG w surowicy, jednak tylko w populacji
0s6b dorostych. (Rycina 3).

Nie uzyskano korelacji dla przeciwcial przeciwplemniko-
wych pozostatych klas zar6wno w populacji osob dorostych jak
i zadnych korelacji dla przeciwciat przeciwplemnikowych, ozna-
czonych w populacji chlopcow przed pokwitaniem pomigdzy
stosowanymi testami.

Parametry wskazujace na traftno$¢ doboru testu detekcyjne-
go wskazywaty jednoznacznie na wyzszo$¢ testu FCM dla ozna-
czania przeciwciat przeciwplemnikowych w populacji chtopcow
przed pokwitaniem w poréwnaniu z IDIBT.

Diagnostyka immunologiczna pomijana jest w algorytmach
diagnostyczno-terapeutycznych nieptodnosci w kraju, pomimo
pojawiania si¢ wciaz nowych faktow naukowych [18]. Wiaze sig
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to z brakiem osrodkow diagnostycznych, ktore chciatyby wyko-
nywa¢ procedury zgodne z rekomendacjami WHO.

Badania metoda cytometrii przeplywowej moglyby jed-
nak doprowadzi¢ do upowszechnienia diagnostyki przeciwciat
przeciwplemnikowych, ze wzgledu na obiektywizm i prostotg
pomiaru. Wiaze sig to jednak z zakupem stosunkowo kosztowne-
go instrumentu i stosownym przeszkoleniem personelu. Dalsza
walidacja pomiardw przeprowadzonych przy uzyciu cytometrii
przeplywowej wobec testow rekomendowanych przez WHO lezy
w sferze pilnych zadan badawczych autoréw niniejszej pracy.

Whnioski

Metoda oznaczen przeciwciat przeciwplemnikowych z wy-
korzystaniem cytometrii przeplywowej spetnia kryteria doboru
trafnodci testu dla populacji chlopcow przed pokwitaniem. Dla
populacji osob dorostych kluczowym bedzie zdiagnozowanie
wigkszej grupy nieptodnych osob, poniewaz dla badanej grupy
kryteria doboru trafnosci testu nie zostaty spetnione.

Jednakze przeprowadzone badania daja przestanke, ze nie
wszystkie parametry statystyczne uda si¢ poprawi¢ poprzez pro-
ste zwigkszenie liczebnosci grupy, tak wigc wnioski wyprowa-
dzone z toku przedstawionych badan w aspekcie detekcji prze-
ciwciat przeciwplemnikowych u chlopcow przed pokwitaniem
nalezy uwazac za uzasadnione.

Prace przygotowano w ramach realizacji grantu KBN nr
N406 078 31/3016 oraz NR13 0066 06.
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