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A — przygotowanie projektu badania, B — zbieranie danych, C — analiza statystyczna, D — interpretacja danych,
E - przygotowanie maszynopisu, F — opracowanie pismiennictwa, G — pozyskanie funduszy

Wstep. Stezenie biatka C-reaktywnego (CRP) w populacji ludzi zdrowych wynosi okoto 2 mg/l i nie
przekracza 10 mg/l. W ostrej infekcji stezenie CRP wzrasta 100-, a nawet 1000-krotnie. Wartosci podwyzszone
CRP wystepuja m.in. w zakazeniach bakteryjnych. Pomiar CRP z zastosowaniem metod o niskiej czutosci pozwa-
lajacych wykry¢ stezenia w granicach 5-10 mg/l znalazt zastosowanie w rutynowej diagnostyce, szczegélnie
w pediatrii. Wysokie stezenie CRP upowaznia np. do wiaczenia antybiotykoterapii.

Cel pracy. Ocena przydatnosci aparatu NycoCard Reader Il do pomiaru CRP w materiale biologicznym pobiera-
nym od dzieci.

Materiat i metody. Do badania pobierano krew z zyty tokciowej, nie dodajac antykoagulantu. Po wytworzeniu
skrzepu krew wirowano w celu zebrania surowicy. Do badar stezenia CRP w petnej krwi i w osoczu uzywano
krwi pozostatej po oznaczeniu OB.

Pomiary stezenia byty wykonane dwiema metodami: metoda nefelometrii oraz stosujac test immunometryczny
NycoCard Reader .

Wyniki. Aparat NycoCard Reader Il daje wyniki powtarzalne i scisle poréwnywalne z metoda nefelometryczna.
Whioski. Zaletg aparatu jest prosta obstuga oraz bardzo prosta metoda wykonania badania. Zaletg jest réwniez
mata objetos¢ materiatu potrzebna do wykonania badania (5 pl). Ma to bardzo istotne znaczenie, gdy badanie na-
lezy wykonaé u noworodka lub niemowlecia. Aparat moze by¢ bardzo przydatny dla lekarza praktyka wykonu-
jacego badanie przy t6zku chorego, w matych poradniach, matych laboratoriach diagnostycznych, jak réwniez
w duzych laboratoriach.

Stowa kluczowe: biatko C-reaktywne (CRP), stezenie CRP we krwi, aparat NycoCard Reader II.

Background. Serum C-reactive protein (CRP) concentration is about 2 mg/l to 10 mg/l in normal po-
pulation. In acute infections CRP concentrations increase by 100- and even 1000-folds. Increased CRP concentra-
tions are observed, among other things, in bacterial infections. CRP concentration measurements using low sensi-
tivity methods enabling concentrations between 5 and 10 mg/| detection are performed in routine diagnostic test,
particularly in pediatrics. High CRP concentration in blood entitles, for example, to introduce antibiotic therapy.
Obijectives. Evaluation of NycoCard Reader Il usefulness in CRP concentration measurements in biological mate-
rials collected from children.

Material and methods. Blood from forearm vein (antecubital vein) was collected into the test tube with no antico-
agulant added. After a blood clot has formed the blood was centrifuged to obtain serum. Blood that remained after
ESR measurement was used to determine CRP concentrations in the whole blood and serum. CRP concentration
were determined using two evaluation methods: nephelometry and immunometric test with NycoCard Reader II.
Results. Results obtained with NycoCard Reader Il are reproductible and closely comparable to nephelometry.
Conclusions. NycoCard Reader Il is easy to operate and the test method is very easy to perform. Small amount of
biological material required for measurements (5 pl) is also an advantage of the method. It is very important when
the test has to be performed in newborns or infants. The instrument can be very useful for health professionals who
perform the test at the patient’s bed, in small clinics, and both in small and large diagnostic laboratories.

Key words: C-reactive protein (CRP), serum CRP concentration, NycoCard Reader II.
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Wprowadzenie

Biatko C-reaktywne (CRP) nalezy do nie-
swoistych biatek ostrej fazy. Masa czasteczkowa
biatka CRP wynosi 120 kDa. Jest to pentamer pie-
ciu pozornie identycznych polipeptydowych
podjednostek o znanej sekwencji, potaczonych
wigzaniami niekowalencyjnymi. Biatko to wiaze
specyficznie fosfocholing w obecnosci jonéw
wapnia. Miejscem jego syntezy sa hepatocyty wa-
troby [5].

Synteze CRP w watrobie indukuja: IL-6, IL-1
i TNF-a.. Cytokiny te nasilajg ekspresje genéw od-
powiedzialnych za synteze bialek ostrej fazy.
Krotki okres pottrwania (5-7 godz.) powoduje, ze
stezenie tego biatka zalezy wylacznie od jego
syntezy de novo i nie zalezy od szybkosci usuwa-
nia [4]. Po ustaniu dziatania czynnika zapalnego
indukujacego synteze cytokin prozapalnych ste-
zenie CRP szybko wraca do wartosci prawidto-
wych. W zwiazku z tym uwaza sie, ze jest to bar-
dzo czuty wskaznik stanu zapalnego [4, 5].

Przyjmuje sig, ze stezenie biatka CRP w popu-
lacji ludzi zdrowych wynosi okoto 2 mg/l i nie
przekracza na ogét stezenia 10 mg/l. W ostrej in-
fekcji stezenie CRP wzrasta 100-, a nawet 1000-
-krotnie. Przyjeto, ze wartosci ponizej 10 mg/l nie
maja znaczenia klinicznego.

Podwyzszone wartosci biatka C-reaktywnego
wystepuja gtéwnie w zakazeniach bakteryjnych,
powiktaniach pooperacyjnych, chorobie reuma-
tycznej, toczniu rumieniowatym trzewnym,
przewlektych chorobach zapalnych jelit, w zto-
sliwych nowotworach, odrzuceniu przeszczepu
nerki oraz ostrym zawale miesnia sercowego [2].
CRP ma zdolnos¢ aktywacji dopetniacza droga
klasyczna, przez co utatwia opsonizacje i fago-
cytoze. Poniewaz jego stezenie nie zawsze kore-
luje z odczynem opadania krwinek, jego pomiar
moze dostarczy¢ dodatkowych waznych infor-
macji [1].

Pomiar CRP z zastosowaniem metod o niskiej
czutosci pozwalajacych wykry¢ stezenia w grani-
cach 5-10 mg/l znalazt zastosowanie w rutyno-
wej diagnostyce, szczegélnie w pediatrii. Wyso-
kie stezenie CRP upowaznia do wiaczenia anty-
biotykoterapii. Podobnie jak we wszystkich
badaniach laboratoryjnych, tak i w przypadku
stezenia CRP, tylko nieznacznie przekraczajace-
go 10 mg/l, napotyka sie trudnosci interpretacyj-
ne, ktére pomaga czasami rozwikta¢ znajomos¢
wspotczynnika zmiennosci dla danej metody
i materiatu.

Cel pracy

Celem pracy byta ocena przydatnosci aparatu
NycoCard Reader Il do pomiaru biatka C-reak-

tywnego w materiale biologicznym pobieranym
od dzieci i poréwnanie uzyskanych wynikéw
z wynikami oznaczeri metoda nefelometryczng
w aparacie Array 360. Postanowiono réwniez po-
rowna¢ wspétczynniki zmiennosci dla oznaczen
uzyskiwanych w tych dwéch aparatach z uwzgle-
dnieniem rodzaju materiatu (surowica, osocze
i krew) oraz oceni¢ zmiane wartosci wyniku
w zaleznosci od czasu, jaki uptynat miedzy wy-
wotaniem reakcji a odczytem proébki.

Materiat i metody

Do badania pobierano krew z zyty tokciowej,
nie dodajac antykoagulantu. Po wytworzeniu
skrzepu krew wirowano w celu zebrania surowi-
cy. W ten sposéb otrzymano 96 probek surowic
pochodzacych od dzieci, ktérym lekarz zlecit wy-
konanie badania CRP. Do badar stezenia CRP
w petnej krwi i w osoczu uzywano krwi pozosta-
tej po oznaczeniu OB, ktére byto zlecone przez
lekarza jako badanie diagnostyczne. Aby uzyskac
osocze, krew cytrynianowa wirowano i odcigga-
no osocze.

Pomiary stezenia byty wykonane dwiema na-
stepujagcymi metodami: metoda nefelometrii,
ktéra jest rutynowo stosowana w Zaktadzie Dia-
gnostyki Laboratoryjnej i Immunologii Klinicznej
Wieku Rozwojowego Akademii Medycznej
w Warszawie, oraz stosujac test immunometrycz-
ny NycoCard Reader Il CRP, Axix-Shield (MED-
MESS). Do odczytéw pomiaru stezenia z zastoso-
waniem metody nefelometrycznej uzyto aparatu
Array 360, firmy Beckman Instruments Internatio-
nal S.A. Obie metody stosowano zgodnie z in-
strukcja producentéw aparatéw.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycz-
nej, wykorzystujac test t-Studenta dla par wyni-
kéw do poréwnania réznic miedzy wynikami
uzyskanymi dwiema metodami i test korelacji
wedtug Pearsona. Wyliczono réwniez wspét-
czynniki zmiennosci dla wynikéw otrzymanych
z surowic, krwi i osocza. Analizujac zgodnosé
wynikéw w zakresie niskich stezeri CRP, uwzgle-
dniono wspodtczynniki zmiennosci, odejmujac
warto$¢ odpowiadajaca procentowi wartosci
wspétczynnika zmiennosci od wartosci stezenia
CRP przekraczajacg 10 mg/l w jednym z ozna-
czen i dodajac odpowiednig wartos¢ do wynikéw
ponizej 10 mg/l.

Wyniki

Srednie stezenie CRP oznaczone aparatem
Array 360 w 96 prébkach surowic (tab. 1) wyno-
sito 33,8+36,78 mg/l (SD), natomiast aparatem
NycoCard Reader Il — 34,3+37,46 mg/l. Otrzyma-
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ne wyniki analizowane testem t-Studenta dla par
wynikéw (wartos¢ t = 0,9913) nie réznig sie istot-
nie statystycznie.

Uzyskane wyniki wykazaty wysoce istotng ko-
relacje r=0,9832, p > 0,001 (ryc. 1).

Z 96 wynikéw wybrano 29, ktére przynaj-
mniej w jednym aparacie wykazaty stezenie po-
nizej lub réwne 10 mg/l. Stanowity one 30%
wszystkich wynikéw.

Srednie stezenie CRP w tej grupie wynikéw
wynosito 8,112,591 7,9£2,31 uzyskane odpowie-
dnio z aparatu Array i NycoCard. Wyniki te w te-
cie t-Studenta dla par wynikéw nie réznity sie
istotnie statystycznie (t = 0,8643). Wspotczynnik
korelacji miedzy tymi wynikami wynosit r = 0,44
(ryc. 2).

W obu aparatach uzyskano 21 wynikéw zgod-
nych w obu metodach. Stanowi to 74% niskich
wynikéw. Brak zgodnosci wykazato 8 wynikéw,
w tym 5 wynikéw powyzej wartosci 10 mg/l byto
tylko z aparatu Array i tylko 3 z NycoCard.
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Ryc. 1. Korelacja miedzy wynikami stezenia CRP
oznaczonego aparatem Array i NycoCard, r= 0,98
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Ryc. 2. Korelacja miedzy wynikami niskich stezeri CRP
uzyskanymi w aparacie Array i NycoCard, r= 0,44

Rycina 3 ilustruje réznice w grupie wynikéw
niskich stezeri CRP uzyskanych z obu poréwny-
wanych aparatéw. Srednia wynikéw ponizej 10
mg/l z obu aparatéw jest poréwnywalna, podob-
nie jak srednia wynikéw przekraczajacych 10
mg/l. Przekroczenie gérnego zakresu wartosci
prawidtowych jest mate i Srednio nie przekracza
2 mg/l (wyniki indywidualne wynosza: 12, 12
i 13, odpowiednio w prébkach: 23, 24 i 60, por.
tab. 1).

W tabeli 2 umieszczono wspdtczynniki
zmiennosci dla badar surowicy w aparacie Array
i surowicy, osocza i krwi w aparacie NycoCard.
Wspdtczynniki zmiennosci dla wynikow stezenia
CRP w surowicy byty podobne i nie przekraczaty
5%, natomiast wspétczynniki dla oznaczeri CRP
w osoczu i we krwi przekraczaty 5%. Najwyz-
szy wspétczynnik zmiennosci stwierdzono dla
badari wykonanych w krwi petnej aparatem
NycoCard.

Uwzgledniajac wspotczynnik zmiennosci wy-
liczony dla pomiaréw jednej prébki surowicy

mg/l
12

10+

B seria 1 wyniki ponizej 10 mg/I (z Array lub NycoCard)
B seria 2 wyniki powyzej 10 mg/l (z Array lub NycoCard)

Ryc. 3. Poréwnanie niskich wynikéw stezenia CRP
uzyskanych z aparatu Array i NycoCard
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Ryc. 4. Poréwnanie wynikéw stezenia CRP w petnej
krwi i osoczu uzyskanych z aparatu NycoCard
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Tabela 1. Wyniki oznaczen stezeri CRP w 96 prébkach surowic wykonanych na aparacie Array i NycoCard Rea-

der Il. Uwzglednione sa tylko wyniki w zakresie czutosci aparatu NycoCard powyzej 5 mg/l i ponizej 150 mg/l)

Lp. Array | Nyco Lp. Array Nyco Lp. Array | Nyco Lp. Array | Nyco
1. 2,7 9 26. 21,6 19 51. 13,5 9 76. 6,8 5
2. 71 59 27. 7,3 6 52. 15,9 16 77. 6,3 5
3. 6,2 10 28. 106 126 53. 14,9 11 78. 16,3 15
4. 10,2 13 29. 162 140 54. 17,5 16 79. 79,9 85
5. 133 143 30. 73,9 85 55. 14,1 15 80. 61,8 56
6. 3 5 31. 20,8 22 56. 8,9 6 81. 34,5 30
7. 174 146 32. 19,5 30 57. 25,5 25 82. 17,5 15
8. 14,1 17 33. 83,3 102 58. 48,1 44 83. 7,7 8
9. 104 99 34. 12,3 14 59. 16,1 13 84. 11,2 11

10. 102 110 35. 60 79 60. 9,9 13 85. 20,4 20

11. 40 44 36. 140 148 61. 40,6 42 86. 41,7 40

12. 9,5 10 37. 46,6 50 62. 19,4 21 87. 14,4 12

13. 31,5 28 38. 6,6 9 63. 18,7 18 88. 6 5

14. 339 34 39. 12,6 15 64. 88,1 90 89. 28,3 24

15. 10,9 11 40. 5,6 8 65. 12,2 12 90. 98,3 127

16. 37,6 40 41. 10,3 11 66. 10,9 9 91. 61 64

17. 57,8 58 42. 6,5 6 67. 11,3 12 92. 30 27

18. 7,3 6 43. 10,8 10 68. 8 8 93. 11 11

19. 10,4 8 44. 44,4 43 69. 6,6 5 94. 18 15

20. 12,2 13 45. 37,1 32 70. 18,4 16 95. 63 70

21. 5,8 6 46. 16,9 16 71. 8,3 9 96. 46 47

22. 10,7 16 47. 8,9 6 72. 14 13

23. 8,9 12 48. 97,3 99 73. 29,5 28

24, 8,9 12 49. 72,8 67 74. 72,7 70

25. 12 9 50. 13,5 9 75. 7,4 6

Tabela 2. Poréwnanie wspétczynnikéw zmiennosci

wynikéw stezenia CRP otrzymanych z aparatu
Array i NycoCard

Wynik Array NycoCard
surowica| surowica | osocze | krew
n=11 n=11 n==6 n==6
Srednia 55,9 27,9 12,2 8,33
SD 1,91 1,22 0,75 0,812
Wspétcz.
zmiennosci 3,41 4,26 6,15 9,79

w aparacie NycoCard i Array, stwierdzono, ze z 8
niezgodnych wynikéw niezgodnos¢ 4 byta w gra-
nicach wspdétczynnika zmiennosci. Zgodnosé
wynikéw po uwzglednieniu wspétczynnikéw
zmiennosci wynosita 86,2% (25/29).

Rycina 4 ilustruje poréwnanie wynikéw uzy-
skanych z aparatu NycoCard z badan 6 probek
krwi i osocza pochodzacych od tych samych pa-
cjentow. U wszystkich 6 pacjentéw wynik bada-
nia stezenia CRP w krwi petnej byt okoto 4 mg/I
wyzszy od wyniku otrzymanego w badaniu.

W tabeli 3 umieszczono oceng poréwnawcza
wynikéw ponizej 5 mg/l i 150 mg/l, tzn. progu
czutosci aparatu NycoCard z wynikami uzyskany-

Tabela 3. Por6wnanie wynikéw stezenia CRP w suro-

wicy ponizej i powyzej progu czutosci aparatu Nyco-
Card z wynikami uzyskanymi z aparatu Array

Numer | Wynik z aparatu | Wynik z aparatu
surowicy | Array (mg/l) NycoCard (mg/l)
1. 1,7 <5
2. 1,8 <5
3. 4,0 <5
4. 3,6 <5
5. 2,7 <5
6. 210 >150
7. 153 >150

mi z aparatu Array. We wszystkich pieciu bada-
nych surowicach ze stezeniem w granicach
1,7-4,0 mg/l uzyskano wynik < 5 mg/l z aparatu
NycoCard i w dwdch przypadkach wysokiego ste-
zenia CRP oznaczonego w aparacie Array wynik
z NycoCard informowat o stezeniu > 150 mg/I.

Srednia warto$¢ stezenia CRP we krwi wyno-
sita 12,240,75 SD i byta wysoce istotna staty-
stycznie (p < 0,00005) wyzsza od sredniego ste-
zenia w osoczu (8,3+81SD).

Wykonujac w odstepach co 1 minute odczyty
w aparacie NycoCard jednej prébki krwi i osocza
pochodzacych od réznych pacjentéw stwierdzo-
no, ze po uptywie 5 minut od zakoriczenia reak-
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cji komory reakcyjnej odczyty powoli wzrastaja
(ryc. 5). W przypadku krwi wzrost wynosit 4 mg/I,
a w osoczu 3 mg/l.
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Ryc. 5. Zmiana odczytywanego wyniku w czasie

Dyskusja

Niepodwazalng zaletg aparatu NycoCard Re-
ader |l jest jego prosta obstuga oraz bardzo prosta
metoda wykonania badania. Uzyskane obserwa-
cje zmiany wyniku w zaleznosci od czasu, ktéry
uptywa miedzy dodaniem odczynnikéw a odczy-
tem, sg zbiezne z wczesniej opisang informacja
zawartg w instrukcji dostarczanej przez produ-
centa aparatu i odczynnikéw. Do wykonania ba-
dania wystarcza 5 pl materiatu. Fakt ten ma bar-
dzo istotne znaczenie, gdy badanie nalezy wyko-
na¢ u noworodka lub niemowlecia.

Z przedstawionych wynikéw badan w tym
opracowaniu wynika, ze badanie najlepiej wyko-
nywac w surowicy krwi, mimo ze mozna go wyko-
nac zaréwno w petnej krwi, jak i w osoczu. Bada-
nie wykonane w osoczu, jak i we krwi charaktery-
zuje wiekszy wspotczynnik zmiennosci, a wiec
nalezy sie spodziewac, ze liczba wynikéw prze-
kraczajacych 10 mg/l, przyjeta za gérna granice
wartosci prawidtowej stezenia CRP, bedzie wigk-
sza niz obserwowana w badaniu surowicy.
W przedstawionych badaniach tylko 8 z 29 wyni-
kéw z niskim stezeniem CRP przekraczata wartos¢
10 mg/l w jednym z dwdch badari wykonanych
dwiema r6znymi metodami. Z 8 wynikéw niezgod-
nych réznice w 4 byly w zakresie, ktére niwelowa-
to uwzglednienie wspétczynnikéw zmiennosci.

Te niskie wartosci, nieznacznie przekraczaja-
ce granice zakresu prawidtowego, sg szczegdlnie
wazne dla lekarza, ktéry musi podjac¢ decyzje

o wiaczeniu lub nie antybiotykoterapii. Jesli jed-
nak nie ma mozliwosci wykonania badania z su-
rowicy lub osocza (np. badanie przytézkowe),
wydaje sie stuszng sugestia, ze do monitorowania
tego pacjenta badanie powinno by¢ powtarzane
we krwi z zastosowaniem tego samego aparatu,
szczegblnie gdy u pacjenta nie wystepuje silny
wzrost stezenia CRP.

Jezeli badanie jest wykonane w surowicy, to
bez wzgledu na zastosowana metode (nefelome-
tryczna — Array 360 lub NycoCard Reader II)
zgodnos¢ uzyskiwanych wynikéw jest bardzo
duza, nawet w zakresie niskich stezen. Pozwoli
to na wymienne stosowanie tych dwéch metod
w zaleznosci od sytuacji w laboratorium.

Aparat NycoCard Reader Il moze by¢ bardzo
przydatny dla lekarza praktyka wykonujacego ba-
danie przy tézku chorego, w matych poradniach,
matych laboratoriach diagnostycznych, jak réow-
niez w duzych laboratoriach do wykonywania
pomiaréw stezenia CRP na dyzurach.

Whioski

Wyniki przedstawione w tym opracowaniu sg
w wielu punktach zgodne z wczesniej publiko-
wanymi [3]. Potwierdzit sie wysoki wspétczynnik
korelacji miedzy dwiema stosowanymi przez nas
metodami. Potwierdzit sie réwniez zakres czuto-
$ci aparatu NycoCard Reader Il. Wszystkie bar-
dzo niskie stezenia CRP uzyskane z aparatu Array
byty oznaczone jako wartosci < 5 mg/l metoda
NycoCard. Podobnie, stezenia bardzo wysokie
byty oznaczone jako > 150 mg/l. Obie te obser-
wacje s3 zgodne z informacjg zawarta w przepi-
sach dostarczonych przez producenta NycoCard
Reader II.

Dwumiesieczne stosowanie aparatu Nyco-
Card Reader Il w naszym Zaktadzie upowaznia
do sugestii, ze proste wykonanie kalibracji przed
kazda serig i pojedynczym pomiarem zmniejsza
ryzyko jakichkolwiek nieprawidtowosci. W cza-
sie dwumiesiecznego testowania aparatu nie wy-
stapita zadna awaria. Odczynniki sa gotowe do
uzycia i brak jest mozliwosci ich zanieczyszcze-
nia. Duze znaczenie ma réwniez fakt, ze odpady
medyczne po wykonaniu pomiaréw moga byc
spalone.

Stwierdzamy, ze aparat NycoCard Reader Il
jest aparatem przydatnym w kazdym laborato-
rium, daje wyniki powtarzalne i $cisle poréwny-
walne z metoda nefelometryczng. Dodatkowa
zaletg jest mata objetos¢ materiatu potrzebna do
wykonania badania i tatwos$¢ jego przeprowa-
dzenia.
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