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Znaczenie fazy przedanalitycznej
w diagnostyce laboratoryjnej choréb zakaznych

Dane prezentowane podczas seminarium ,,Postepy w badaniach
przegladowych dawcow krwi” (Warszawa, 5-6 pazdziernika 2015 r.)

The role of preanalytic phase in the laboratory diagnosis
of infectious diseases. Data presented at the seminar “Advances in blood
donor screening” (Warsaw, 5-6 October 2015)
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Podstawowym zadaniem nowoczesnej diag-
nostyki serologicznej zakazen jest szybkie wykry-
wanie infekcji. Z oczywistych powodéw wykrycie
zakazenia (i ostateczne postawienie rozpoznania)
powinno nastapi¢ w mozliwie najkrotszym czasie
od momentu jego dokonania (wnikniecia drobno-
ustroju do organizmu). Trzeba sobie jednak uswia-
domic¢ fakt, ze znaczna cze$¢ (o ile nie wiekszo$¢!)
badan jest wykonywana nie po to, zeby zakazenie
potwierdzi¢, lecz po to, zeby je wykluczyé! Wigze
sie to z konieczno$cig zapewnienia bezpieczenstwa
pacjentom podlegajacym inwazyjnej diagnosty-
ce, zabiegom chirurgicznym lub otrzymujacym
material biologiczny w obszarze szeroko pojetej
transfuzjologii i transplantologii.

Oczywiste jest, ze zar6wno pierwsze, jak
1 drugie z postawionych zadan wymaga uzyski-
wania wiarygodnych i jednoznacznych wynikoéw
oznaczen. Obserwowane wraz z kolejnymi gene-
racjami testow zwiekszenie czuloSci analitycznej
umozliwia wykrywanie bardzo niewielkich stezen
poszukiwanych markeréw. Powoduje jednak, ze
wsrod wynikow badan wskazujacych na zakazenie
pojawia sie pewna liczba wynikow fatszywie reak-
tywnych. Jest to cena za bardzo wysoka czulo§é
testu, pozostajaca zawsze w jakim$ stopniu w nie-
zgodno$ci z jego swoisto$ciag. Problemy w obszarze
swoisto$ci testow 1 pojawianie sie falszywie reak-
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tywnych wynikéw (np. na skutek wystepowania
reakcji krzyzowych) wymuszaja stosowanie testow
weryfikacyjnych, swoiScie potwierdzajacych wy-
stepowanie poszukiwanych markeréw zakazenia.
Zwiekszaja one jednak koszty calej diagnostyki oraz
wydluzaja niekiedy czas potrzebny do uzyskania
ostatecznego wyniku. Wskazane jest zatem orga-
nizowanie diagnostyki w taki sposob, aby w mak-
symalnym stopniu unika¢ wynikow watpliwych,
falszywie reaktywnych i wymagajacych dalszej
weryfikacji. Postep technologiczny ma znaczny
wplyw na jako$¢ uzyskiwanych wynikéw (np. ko-
lejne generacje testow bardziej odporne na wpltyw
czynnikoéw zaleznych od fazy przedanalityczne]
badania), jednak opracowanie skutecznego testu
przesiewowego dobrej jakoSci, wykrywajacego za-
kazenia drobnoustrojami tatwo mutujacymi i przez
to wystepujacymi w wielu odmianach, genotypach
i podtypach (jak np. HCV, HBV, HIV), jest zadaniem
bardzo trudnym. Obszar ten — zalezny od charak-
terystyki samych drobnoustrojow — jest trudny
do kontrolowania. Sa roOwniez inne czynniki, na
ktore nie mamy wplywu, takie jak wystepowanie
u 0s6b badanych zjawisk immunologicznych powo-
dujacych reakcje krzyzowe i falszywie reaktywne
wyniki oznaczen. Jednak za pomoca dostepnych
narzedzi mozemy w stosunkowo tatwy i tani spo-
sob wplynaé na ograniczenie liczby niepotrzebnie
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wykonywanych powtoérnych oznaczen (weryfikacja
probek wstepnie reaktywnych) oraz liczby zleca-
nych znacznie drozszych i czasochtonnych testow
potwierdzajacych. Z ekonomicznego i1 organizacyj-
nego punktu widzenia z pewnoS$cig warto sie nad
tym zagadnieniem glebiej zastanowic.

Jezeli projektujemy zasady funkcjonowania
pracowni oznaczajacej serologiczne markery zaka-
zen, w ktorej jednym z priorytetow jest szybko§¢
uzyskiwania wynik6w i minimalizacja btedow ma-
jacych miejsce w trakcie fazy przedanalitycznej,
kluczowym zagadnieniem powinien byé wlasSciwy
wybor materiatu do badania. W celu uproszcze-
nia procedury pobierania krwi, dla unikniecia
ewentualnych pomyltek warto wprowadzic¢ jeden
uniwersalny sposob jej zabezpieczania. W polskiej
praktyce laboratoryjnej materialem najczeScie;j
wykorzystywanym do oznaczania serologicznych
markerow zakazen jest surowica krwi, uzyskiwa-
na poprzez oddzielenie jej od skrzepu w trakcie
wirowania. Powszechnie wiadomo, ze uzyskanie
dobrej surowicy do badaf moze niekiedy nastreczac
pewnych trudnosci. Proces pelnego wykrzepiania
wynaczynionej krwi jest rozciggniety w czasie
1 przyjmuje sie, ze aby moc uzyskac surowice do
badan, nalezy odczekaé z wirowaniem co najmniej
30 minut. Jednak stosowanie leczenia przeciw-
krzepliwego przediuza ten proces o czas trudny
do okresSlenia, bo jest on indywidualnie zmienny.
Leczenie przeciwkrzepliwe stosuje sie zar6wno
u wybranych pacjentdéw hospitalizowanych, jak
1ambulatoryjnych. Zbyt wczesne oddzielenie suro-
wicy takich pacjentow i nastepujace pozniej dalsze
wykrzepianie jest Zrodlem problemow, takich jak
zatykanie igly probkujacej skrzepling, zanieczysz-
czanie dren6w 1 komor analizatora ,,lepkim” biatko-
wym filmem czy uzyskiwanie falszywie dodatnich
wynikoéw oznaczen na skutek roznych interferencii,
wynikajacych z obecno$ci w badanym roztworze
fragmentow wioknika. Niestety te potencjalne
,»specjalne” wlasciwosci krwi konkretnego pacjenta
nie sa w laboratorium znane, poniewaz tego typu
danych dotyczacych leczenia nie udostepnia sie
rutynowo wraz ze skierowaniem na badania. Zatem
jest to wazny czynnik fazy przedanalitycznej, nad
ktorym nie mamy w praktyce zadnej kontroli. Moz-
na go jednak wyeliminowac juz na poczatku poprzez
zastapienie surowicy osoczem, zabezpieczonym
przy pobraniu odpowiednim antykoagulantem.
Z punktu widzenia metody ECLIA, wykorzysty-
wanej w analizatorach linii Elecsys® i cobas®,
optymalnym antykoagulantem jest K3EDTA, ktéry
spelnia przyjete na wstepie zalozenia oraz — co
bardzo wazne — zostat dopuszczony do wszystkich

oznaczen przez producenta analizatora i zesta-
woOw odczynnikowych. Z oczywistych wzgledow
(réwniez prawnych — w przypadku ewentualnych
watpliwo$ci w odniesieniu do warto$ci wynikow)
nie powinno sie wykonywac oznaczen w materiale
innym niz zezwala specyfikacja producenta. Wy-
bor ten jest jednak korzystny rowniez z innych
wzgledow. Niewielka objeto$¢ dodawanego EDTA
sprawia, ze takie osocze znakomicie nadaje sie
do oznaczen ilo§ciowych, poniewaz nie powodu-
je efektu rozcienczenia analitu. Uniwersalno§¢
osocza praktycznie eliminuje bledy zwigzane
z nieprawidiowym dobraniem antykoagulantu przy
pobieraniu krwi, pozwala rowniez na laczne wy-
konywanie wszystkich oznaczen z jednej probki.
Dodatkowa, lecz istotng korzyScig wynikajaca z za-
stosowania EDTA jest mozliwo§¢ wykonywania
w tak zabezpieczonym materiale badan molekular-
nych. W przypadku watpliwosci, w celu weryfikacji
1 poszerzenia diagnostyki ten sam uniwersalny
material moze by¢ zatem uzyty do dalszych badan.
Poréwnujac probéwki o podobnej objeto$§ci nomi-
nalnej, tatwo zauwazy¢, ze odzysk osocza znad
rowno odwirowanych krwinek jest znacznie lepszy
niz znad nieréwnej i siegajacej znacznie wyzej
powierzchni skrzepliny w przypadku surowicy.
Wyzszy nad krwinkami stup cieczy (osocza!) po-
zwala na bezpieczne 1 ,,czyste” probkowanie przez
analizator z probowki pierwotnej. W przypadku
probowek z krwia pobrana ,,na skrzep” skrzeplina
czesto — pomimo wirowania — siega tak wysoko,
ze analizator probkujac trafia iglta w skrzep (po-
wodujac jej zatkanie 1 strate odczynnikow przy
braku wynikow), lub probkuje surowice tuz znad
jego powierzchni wraz z fragmentami skrzepliny
1 uwiezionymi w niej krwinkami (mogacymi po-
wodowac zafalszowanie wyniku). W konsekwencji
oba zjawiska powodujg konieczno$¢ wykonywania
powtornych badan weryfikacyjnych, co generuje
dodatkowe koszty. Nie bez znaczenia jest rowniez
rodzaj probowki pierwotnej, do ktorej pobierana
jest krew 1 z ktorej nastepnie probkowane jest
przez analizator osocze. Szersza probowka utatwia
pobieranie materiatu przez koncowke probkujaca
bez ryzyka kontaktu z brzegiem pojemnika, lecz
obniza stup cieczy. Wezsza probowka, przy tej
samej objeto$ci materialu, podwyzsza stup cieczy
nad krwinkami, pozwalajac na swobodniejsze za-
glebianie sie igly probkujacej bez ryzyka aspiracji
krwinek.

Kolejnym bardzo waznym zagadnieniem ma-
jacym praktyczny wplyw na jako$§¢ uzyskiwanych
wynikow 1 czesto§¢ wystepowania falszywych reak-
tywnosci jest odpowiednie wirowanie materiatu do
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badan. Powszechnie wiadomo, ze Zle odwirowane
osocze czy w jeszcze wiekszym stopniu surowica
moga by¢é przyczyna nieprawidiowych wynikow
badan oraz kumulujacego sie w czasie zanie-
czyszczania analizatora. Zgodnie ze wskazaniami
instrukcji i zaleceniami producentow zestawow
odczynnikowych po uzyskaniu dodatniego wyni-
ku oznaczenia probke nalezy ponownie odwiro-
waé 1 ponownie oznaczy¢, aby uniknaé skutkow
ewentualnego przypadkowego btedu. Po takiej
weryfikacji mozna dla probki materiatu uzyskac
wynik powtarzalnie reaktywny (po drugim ozna-
czeniu dodatnim) lub powtarzalnie niereaktywny
(dopiero po trzecim oznaczeniu — pierwotnym
12 weryfikacyjnych!). Poniewaz powtarzanie badan
kazdorazowo generuje dodatkowe koszty, w do-
brze pojetym interesie wykonujacego badania jest
zapewnienie wlasciwych warunkow wirowania juz
w fazie wstepnej badania pierwotnego. Doswiad-
czenia wlasne wskazuja, ze stosowane w trakcie
wirowania cigzenie na poziomie okoto 3700-4000 g

w ciggu 8-10 minut pozwala na uzyskanie dobre;j
jakosci osocza do badan. Zabieg ten w polgczeniu
z zastosowaniem przez analizator wody o bardzo
dobrej jako§ci pozwala utrzymac czysto§¢ toru
pomiarowego 1 sprzyja uzyskiwaniu prawidtowych
wynikOw juz przy pierwszym oznaczeniu.
Podsumowujac, nalezy stwierdzic, ze stosowa-
nie nawet prostych, lecz przemyslanych rozwigzan
moze W sposOb niemal bezkosztowy wplywac na
skrocenie czasu diagnostyki, zmniejszaé liczbe
blednych rozpoznan oraz przyczynié sie do zre-
dukowania kosztow funkcjonowania laboratorium.
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gladowych dawcow krwi” (Warszawa, 5—6 pazdzierni-
ka 2015 r.), organizowanego przez Roche Diagnostics
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