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Streszczenie

Wprowadzenie:

W ostatnich latach potwierdzono, ze wigkszos¢ substancji znajdujacych si¢ w surowicy krwi,
obecnych jest rowniez w $linie. Wykazano takze korelacj¢ pomigdzy poziomem substancji
wystepujacych w §linie, ze zmianami zachodzacymi w surowicy krwi. Coraz bardziej
podkresla si¢ liczne zalety §liny jako materiatu do badan diagnostycznych, w poréwnaniu z
innymi plynami ustrojowymi. W ostatnich dekadach wskazniki zachorowalnosci i
umieralno$ci z powodu chorob wirusowych ulegly znaczacej poprawie. Jednakze zbyt p6zna
wykrywalnos$¢ zakazen wirusowych jest nadal powaznym problemem.

Cel pracy:

Celem pracy jest przedstawienie mozliwosci wykorzystania $liny w screeningowych
badaniach choréb wirusowych.

Skrdécony opis stanu wiedzy:

W pracy przytoczono rezultaty badan, do ktorych wlaczono pacjentéw z wirusem RSV, HIV,
HAV, HBV, HCV. Potwierdzaja one obecnos¢ markeréw diagnostycznych poszczegdlnych
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zakazen w $linie, wskazujac tym samym na mozliwo$¢ wykorzystania sliny w diagnostyce
chorob wirusowych.

Podsumowanie:

Wysoka czuto$é, doktadno$¢, silna korelacja ze stopniem zaawansowania choroby, to bez
watpienia cechy, jakie wykazuja badania wykonywane w surowicy krwi. Wymagaja one
jednak zaawansowanej aparatury, sg kosztowne, do$¢ inwazyjne, trudne w przechowywaniu.
Wazne jest zatem, aby poszukiwa¢ nowych metod, mozliwych do wykorzystania w badaniach
screeningowych. Badania takie powinny taczy¢ technologie szybkiego wykrywania z
zastosowaniem tatwego do pobrania materiatu. Coraz cze$ciej podkresla si¢ potencjal §liny,
jako materialu diagnostycznego do tego rodzaju badan.

Stowa kluczowe: $lina, wirusy, diagnostyka, infekcje.

Summary

Introduction:

Results in recent years have confirmed that most of substances contained in the blood serum
also exist in the saliva. Significant correlations were found between salivary and serum levels.
Saliva as a diagnostic test material in compare to other body fluids has many advantages and
its importance is growing. During the last decades viral diseases morbidity and mortality rates
improved. However late detection of viral infections is still the most

Aim of the study:

The aim of the study is to present the possibilities of using saliva in the screening of viral
diseases.

Short description of state of knowledge:

The study presents results of studies which included patients with RSV, HIV, HAV, HBV,
HCV. These confirms the presence of the diagnostic markers in saliva, indicating the
possibility of using saliva in the diagnosis of viral diseases.

Summation:

Analysis made in the blood serum display characteristics such as high sensitivity, precision
and a strong correlation with stadium of disease. However, they require the advanced
apparatus, are expensive, very invasive, difficult to store. It is important to looking for a new
methods that can be used in screening test which should connect rapid detection technology
with using easy-to-sample collection. Increasingly, emphasizes potential of saliva as a
diagnostic material for this kind of research.

Key words: saliva, viruses, diagnostics, infection.
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Wprowadzenie

Niski koszt, trwato$¢ materialu, nieinwazyjne, bezbolesne, a takze bezproblemowe
pobranie, od dzieci, osOb starszych oraz niepelnosprawnych to niewatpliwe zalety
wykorzystania $liny, jako materiatu diagnostycznego. Wymienione zalety stanowig gtownag
determinant¢ decydujacg o wzrastajagcym zainteresowaniu diagnostow medycznych i lekarzy
wykorzystaniem $liny w badaniach nad licznymi jednostkami chorobowymi i
opracowywaniem nowych metod ich diagnozy oraz monitorowania terapii. Objgtosé
wydzielanej $liny, a takze jej sktad wykazuja zmiany ze wzglgdu na wiek, pte¢, stan zdrowia
czy rodzaj czynnika pobudzajacego [1,2]. Slina petni wiele funkcji, ktére wynikaja z jej cech i
sktadu. Sposrdd najistotniejszych wymieni¢ nalezy wstgpne trawienie weglowodandw,
ochrona jamy ustnej, dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwwirusowe, utatwienie przezuwania
1 potykania, czy tworzenie ptytki nazebnej. Poza licznymi funkcjami niezbednymi dla
utrzymania homeostazy organizmu, $lina moze réwniez petni¢ role materiatu
diagnostycznego [3,4,5].

Glownym sktadnikiem $liny jest woda. Wsrdd sktadnikéw czesci statej wymienic
nalezy substancje bialkowe (m.in. enzymy, mucyny), elektrolity, substancje antybakteryjne,
hormony, cytokiny, witaminy, ale takze immunoglobuliny [6]. Ich obecno$¢ w §linie daje
mozliwo$¢ wykorzystywania tego materialu w diagnostyce m.in. choréb wirusowych.
Element staly §liny, stanowigcy w warunkach podstawowych do 6%, jest czgscig ktora
zmienia si¢ pod wptywem licznych czynnikow. W ostatnich latach prowadzi si¢ badania nad
coraz szersza gama jednostek chorobowych w kontek$cie wykorzystania biatek zawartych w
tym materiale w diagnostyce lub prognozowaniu stanu pacjentow. Jednym z najwazniejszych
kryteriow podzialu uzytecznosci diagnostycznej zwigzkow zawartych w $linie jest lokalizacja
ich wytwarzania. Zwiazki produkowane w gruczotach s$linowych (wewnatrzgruczotowo)
uwaza si¢ za posiadajace mniejszy potencjal diagnostyczny (wyjatkiem jest sekrecyjna
immunoglobulina A). Pozostatle syntetyzowane s3a zewnatrzgruczotowo, a nastepnie
wewnatrz- lub zewnatrzkomérkowo transportowane z osocza do S$liny. Uwaza sig, ze
substancje drugiej grupy wykazuja wigkszy potencjal diagnostyczny, poniewaz
odzwierciedlajg stan fizjologiczny organizmu [2].

Rutynowo stosowane testy diagnostyczne opieraja si¢ najczgsciej o analize
sktadnikow krwi lub moczu. Wraz z postgpem nauki, poszerza si¢ krag mozliwych do
wykorzystania materialdw biologicznych o nowe, przede wszystkim latwiejsze w
pozyskiwaniu, trwalsze, tansze w oznaczaniu oraz dajagce mozliwo$¢ wielokrotnego

pobierania w krotkim odstepie czasu. Dopiero okreslenie zakresu wartosci referencyjnych dla
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substancji wystepujacych w $linie dato mozliwos$¢, aby w tych kategoriach rozpatrywac takze
ten ptyn biologiczny [7]. Badania z zastosowaniem $liny wykonywano juz wiele lat temu.
Jednak dopiero niedawno, gdy wykazano, ze zmiany poziomu wielu substancji obecnych w
Slinie korelujg ze zmianami w surowicy krwi, a takze wyr6zniono jej zalety w poréwnaniu do
surowicy, ponownic i na wickszg skale zainteresowano si¢ $ling, jako potencjalnym

materialem diagnostycznym [6,7].

Cel pracy
Niniejsza praca ma na celu zaprezentowa¢ mozliwosci wykorzystania $liny w badaniach

screeningowych chordb wirusowych.

Skrécony opis stanu wiedzy
1. Mozliwos$ci wykorzystania $liny w diagnostyce chorob wirusowych

Istotnym zatozeniem wigkszosci badan nad potencjalnym zastosowaniem $liny, jako
materialu diagnostycznego jest fakt, ze wigkszo$¢ zwigzkow obecnych we krwi obecnych jest
rowniez w $linie [3]. Wykryto w niej szereg markerow stanu zapalnego, jak interleukina-1p, -
6, -8 (IL-1pB, -6, -8), czy czynnik martwicy nowotworu a (TNF-a), obecnych w schorzeniach
jamy ustnej, jak i w chorobach ogdlnoustrojowych [4,8,9,10,11]. W poczatkowej fazie badan
nad potencjalem diagnostycznym $liny sadzono, ze cho¢ zawiera ona liczne substancje,
oznaczane dotychczas w surowicy, to ich wystgpowanie w niskim st¢zeniu, w poréwnaniu do
poziomoéw obserwowanych we krwi, uniemozliwia jej kliniczne zastosowanie. Wraz z
rozwojem nowych, bardzo czutych metod, udowodniono, ze niskie stezenie analitow w §linie
nie jest ograniczeniem [8]. Aktualnie podkresla si¢ uzyteczno$¢ $liny w diagnozowaniu
chorob infekcyjnych, nowotworéw, chordb endokrynologicznych, kardiologicznych oraz z
autoagresji. Slina pozwala rowniez na analize poziomu lekoéw oraz obecnosci narkotykow w
organizmie [12].

Analiza §liny w diagnostyce chordob wirusowych opiera si¢ glownie na wykrywaniu
obecnos$ci immunoglobulin klasy IgA, IgM 1 IgG. W diagnozowaniu niektérych chorob
wirusowych, §lina wykorzystywana jest od dawna 1 istniejg gotowe testy do wykonywania
takich oznaczef (na przyklad Saliva Diagnostics System, Vancouver, Wash). Przyktadowo,
juz wiele lat temu wykazano, ze specyficzna odpowiedz humoralna wystepujaca u
noworodkow zakazonych okotoporodowo rotawirusami utrzymuje si¢ w $linie nie krocej niz
3 miesigce [11,13]. Ze wzgledu na wspomniane juz liczne zalety omawianego materialu

biologicznego, zainteresowanie tym plynem ponownie wzrasta i przeprowadzane sg liczne
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badania nad jego potencjalem diagnostycznym w r6znych jednostkach chorobowych, takze w
tych o etiologii wirusowej. Wsrod najczesciej wykrywanych w §linie przeciwciat wskazuje si¢
przeciwciala przeciwko HAV, HBV, wirusowi §winki, odry, rézyczki, EBV, HPV. Tego typu
badania moga wiec odgrywac istotng rol¢ w monitorowaniu i1 kontroli choréb zakaznych, by¢
podstawg testow przesiewowych, shluzy¢ potwierdzaniu skutecznosci szczepionek, czy
wskazywac na konieczno$¢ podawania dawek przypominajacych [12,14].

Okiro 1 wsp. przeprowadzili badania weryfikujace mozliwo$¢ wykorzystania $liny w
diagnostyce zakazenia wirusem RSV wsrod dzieci. Badano poziom przeciwcial z klasy IgG i
IgA. Autorzy zauwazyli istotny statystycznie wzrost poziomu—przeciwcial IgG u dzieci
zainfekowanych wirusem RSV w poréwnaniu z grupa kontrolna, a takze wykazali korelacje
pomiegdzy stezeniem przeciwcial w $linie 1 surowicy krwi. Badacze wskazali tym samym na
potencjalng uzyteczno$¢-materiatu w diagnostyce tego wirusa [15,16].

Amado i wsp. wykazali mozliwo$¢ rutynowego wykrywania obecno$ci antygenow i/lub
przeciwcial stanowigcych nastepstwo infekcji wirusem wywotujacym zapalenie watroby typu
A, B i C w §linie 0osob zakazonych [17]. Podobnie, Sosa-Jurado i wsp. przeprowadzili
badanie, do ktérego wilaczono 45 pacjentow z czynnym zapaleniem watroby typu C.
Przedmiotem badan byla weryfikacja metoda real-time PCR, obecnosci HCV RNA w §linie
osob, u ktérych potwierdzono w surowicy krwi nieprawidtowy poziom aminotransferazy
alaninowej (ALT), pozytywny wynik testu na obecno$¢ przeciwciat anty-HCV oraz HCV
RNA. U 64,4% przebadanych wykryto obecnos¢ HCV RNA w §linie. Badania te mialy na
celu ocen¢ mozliwosci wykorzystania §liny w diagnostyce WZW typu C, a takze wyjasnienie
kontrowersyjnej kwestii, jakg jest mozliwo$¢ zakazenia wirusem przez sling. Badacze
odnotowali, ze obecnos¢ HCV RNA w Slinie jest skorelowana ze stopniem wiremii HCV w
surowicy. Podobne rezultaty opublikowali takze w odrgbnych badaniach Suzuki i wsp. oraz
Wang i wsp. [18,19,20]. Badania wykonane przez Santos i wsp., rowniez obejmujace
pacjentow z WZW typu C dotyczyly juz nie tylko samego potwierdzania obecnosci HCV
RNA w $linie, ale takze oznaczania w niej miana wiremii. W tym celu zbadano 70 pacjentow
z przewlekla infekcja WZW typu C. Obecnos¢ HCV RNA potwierdzono w $linie 56 z 70
przebadanych (80%), natomiast w surowicy u 65 (92,85%). Wykazano $rednio wyzsza
wiremi¢ w surowicy krwi (4.879 logip) w poréwnaniu ze §ling (3.32 logig). U czescei
przebadanych wykazano wyzsza wiremi¢ w $linie niz w surowicy krwi [21]. Powstaje coraz
wigce] badan wskazujacych na istnienie istotnych zalezno$ci pomiedzy poziomem wiremii we
krwi oraz §linie osob zainfekowanych oraz mozliwosci detekcji materialu genetycznego

wirusa HBV i HCV w tym materiale [22,23,24].
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Shirke oraz Umarji przeprowadzili badanie, w ktorym oceniono skuteczno$¢ zestawu do
szybkiego wykrywania infekcji wirusem HIV w §linie. Do analizy wlaczono 206 osob (131
seropozytywnych i 75 seronegatywnych). W tak niebezpiecznych zakazeniach, jak to
powodowane wirusem HIV, szczegdlnie istotne jest, aby minimalizowaé liczb¢ o0séb
majacych kontakt z krwig osoby zakazonej. Wykonywanie badan za pomoca szybkich testow
z uzyciem $liny calkowicie redukuje ryzyko zawodowe personelu medycznego zwigzane z
zakluciem igla podczas pobierania materialu. Prawdopodobienstwo zakazenia wirusem HIV
przez $line jest pomijalne [25]. Sposrdéd 131 seropozytywnych pacjentow wiaczonych do
badania, szybki test prawidlowo zidentyfikowal przeciwciata anty-HIV w materiale
pochodzacym od 125 z nich (6 wynikéw uznano jako ,,nierozstrzygajace”). Test wskazal
takze wynik ujemny u 68 sposrod 75 seronegatywnych pacjentow (6 wynikéw uznano jako
,»hierozstrzygajace”). Polaczenie technologii szybkiego wykrywania z zastosowaniem latwego
do pobrania 1 dostgpnego materiatu zapewnia, jak potwierdzono, skuteczng i do$¢ doktadng
alternatywe dla tradycyjnych metod diagnostycznych [26]. W ostatnich latach Federalna
Komisja Lekow i Zywnosci (FDA) w USA uznata test wykrywajacy przeciwciata HIV1/2
(OraQuick ADVANCER), jako metod¢ przesiewowa do wykonywania w warunkach
domowych. W rekomendacji okreslono warunek, iz wynik dodatni musi zosta¢ potwierdzony
specjalistycznym badaniem laboratoryjnym [27]. Pojawiajg si¢ juz takze na rynku komercyjne
testy stuzace wykrywaniu materialu genetycznego wirusa HPV, czy przeciwciat anty-HCV w
§linie. Nie zostaty one jednak zatwierdzone przez FDA [27].

Pewne znaczenie w badaniach nad chorobami wirusowymi moze mie¢ takze mozliwos$¢
oznaczania w §linie B2-mikroglobuliny oraz rozpuszczalnego receptora czynnika martwicy
nowotworu o w celu pomiaru aktywnosci procesu zapalnego [2,28].

W ostatnich latach mozliwosci diagnozowania z wykorzystaniem $liny sa przedmiotem
badan w szczegdlnosci w przypadkach patogenéw wysoce zakaznych, réwniez tych
wystepujacych gtownie na obszarach endemicznych. Wirus Denga, Ebola, opryszczki (HSV),
Epsteina-Barra (EBV), czy wirus cytomegalii (CMV), to tylko niektore z bardzo licznej grupy

wirusow stanowigcych obecnie przedmiot szczegolnych zainteresowan badaczy [27,29,30].

2. Mozliwo$ci zastosowania §liny w screeningu chorob wirusowych.

Sytuacja epidemiologiczna w zakresie chorob wirusowych powszechnie uwazana jest za
jeden z najwigkszych sukcesow wspolczesnej medycyny. Szczepienia, zaawansowania
diagnostyka, wzrost higieny i wiele innych aspektow przyczynito si¢ do znacznej poprawy

wskaznikow zachorowalno$ci 1 $miertelnosci z powodu chorob wirusowych. Jednak P6zna
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wykrywalno$¢, wigzaca si¢ w sposob oczywisty z trudniejsza terapig i ograniczong jej
skutecznoscia, to nadal jeden z gtownych probleméw zwigzanych z zakazeniami wirusowymi.
Przyktadowo, obecnie okoto 25% wszystkich zakazonych wirusem HIV nie wie o zakazeniu.
Niezwykle istotnym jest zatem, aby wdraza¢ metody screeningowe, umozliwiajgce
wczesniejsze wykrywanie zakazen wirusowych oraz zwigkszajacych szanse na skuteczno$¢
terapii 1 na calkowite wyleczenie. Metody takie, aby spelniaty swoja funkcje, powinny by¢
przede wszystkim tatwo dostgpne, nie wymaga¢ zaawansowanej infrastruktury i
skomplikowanej aparatury medycznej, dawac¢ szybki wynik oraz by¢ jak najmniej inwazyjne i
bolesne, co z calg pewnoscig zwicksza odsetek osob, ktore decydujg si¢ na wykonanie
badania. Koszt badania niewatpliwie oddziatuje na ogdlnodostepno$¢ badan screeningowych,
ktére, aby spelniaty swoja role, powinny by¢é powszechne i wykonywane na duza skalg.
Wszystkie wymienione cechy spetniajg badania taczace technologie szybkiego wykrywania z
zastosowaniem latwego do pobrania i przechowywania materiatlu, jakim bez watpienia jest
§lina. Istotny jest rowniez fakt uzyskania odpowiedniej jako$ci probki, co jest znacznie
trudniejsze w przypadku krwi (zrosty zyl, wielokrotne pobieranie, brak odpowiednich

systemOw do pobierania i przechowywania probek).

Podsumowanie

W wigkszos$ci zakazen badania wykonywane w surowicy krwi sa bardziej czute i silnigj
korelujg z poziomem zaawansowania choroby. Niestety, urzadzenia do wykonywania tych
oznaczeh nie sg ogolnodostepne, a badania s3 w pewnym zakresie inwazyjne 1 zazwyczaj
kosztowne [27,28,31]. Istnieje zatem pilna potrzeba tworzenia metod, ktdre pozwola
poprawi¢ wskazniki wczesne] wykrywalnosci, dotrze¢ do jak najwigkszej liczby osob
zakazonych 1 kierowac¢ je na bardziej specjalistyczne badania mogace potwierdzi¢ diagnozg i
oceni¢ stan zaawansowania choroby. Opracowanie testow szybkiego wykrywania z
zastosowaniem S$liny, dla najczegsciej wystepujacych chordob wirusowych, wydaje si¢ by¢

najlepszym krokiem do poprawy sytuacji epidemiologicznej w zakresie choréb wirusowych.
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