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Streszczenie

Historia testow cigzowych sigga czasow starozytnych, w ktorych sposoby okreslania ciazy u kobiety bazowaly si¢ na wierzeniach
i przesadach. Metody te, opierajace si¢ m.in. na ocenie pigmentacji skory kobiety czy wiasnosciach fizycznych jej moczu, przekazy-
wane byly kolejnym pokoleniom i przez stulecia niewiele si¢ zmieniaty.

Przetom w dziedzinie wykrywania ciazy przyniost XX wiek, gdy opisano tzw. hormon ciazowy czyli gonadotroping kosmowkowa
(CG). CG obecna w moczu kobiet cigzarnych uzyto najpierw do opracowania testow biologicznych. Te jednak ze wzgledu na fakt, iz
wymagaty wykorzystania zwierzat w swoich procedurach szybko wyparte zostaty przez testy immunologicznie.

Obecnie oznaczanie CG za pomoca przeciwcial anty-CG jest najczg$ciej wykonywanym testem diagnostycznym pozwalajacym na
weczesne wykrycie ciazy. Cho¢ testy immunologiczne pojawily si¢ juz na poczatku lat szes¢dziesiatych XX wieku, dopiero lata sie-
demdziesiate pozwolity prawdziwie je skomercjalizowaé. Na rynek wprowadzono z czasem testy ptytkowe i paskowe, ktore po dzis
dzien stanowia najpowszechniejsza form¢ diagnostycznych testow do wykrywania ciazy.

Wspblczesne testy cigzowe charakteryzuja si¢ nie tylko wysoka czuloscia, ale rOwniez nowoczesnym wzornictwem i innowacyjnymi
systemami informowania o wyniku. To, co kiedys opierato si¢ na ludowych wierzeniach, stanowi obecnie nowoczesna i dynamicznie
rozwijajaca si¢ galaz przemystu, ktorej produkty powinny zadowoli¢ nawet najbardziej wymagajacych konsumentow.

SEOWA KLUCZOWE: ciaza, testy ciazowe, ludzka gonadotropina kosmowkowa.

Summary

The history of pregnancy tests dates back to the ancient times, when methods for determining pregnancy were rooted in beliefs and
superstitions. These methods, based on assessment of skin pigmentation or properties of a woman's urine, were passed to next gene-
rations and for centuries little changed.

A breakthrough in pregnancy detection methods came in XX century, when the pregnancy hormone — chorionic gonadotropin (CG)
was described. CG present in urine of pregnant women was used initially to develop biological tests. These, however required the use
of animals and due to this fact were quickly substituted by immunological tests.

Currently, detection of CG with anti-CG antibodies is the most common diagnostic test which allows early detection of pregnancy.
Although immunological tests appeared in the sixties, it was in the seventies that they were made commercially available. In time
pregnancy strip and plate tests were introduced, which today constitute the most common form of diagnostic tests to detect pregnan-
cy.

Modern pregnancy tests are not only of high sensitivity, but also have a modern design and innovative systems informing about the
outcome. What used to be based on beliefs, is now a modern and rapidly growing industry, where products should satisfy the most
demanding consumers.

KEY WORDS: pregnancy, pregnancy tests, human chorionic gonadotropin.

Testy ciqiowe na przelomie wiekow

Odpowiednia opicka potoznicza ma kluczowe znacze-
nie dla zdrowia kobiety ci¢zarnej i rozwijajacego si¢ ptodu.
Z tego wzgledu niezwykle wazne jest opracowanie sku-
tecznych metod wykrywania i monitorowania ciazy.

Historia testow cigzowych sigga starozytnego Egiptu,
w ktorym znano juz kilka sposobow okreslania, czy
kobieta spodziewa si¢ dziecka. Oceniano wowczas m.in.
pigmentacjg skory kobiety, kolor oczu lub samopoczucie
po spozyciu mleka kobiety karmiacej. Istnialy réwniez
metody oparte na analizie wlasciwosci moczu kobiety,
co do ktorej istnialo przypuszczenie, ze jest w ciazy.
Poranna uryna skrapiano ziarna pszenicy i jeczmienia
przez pig¢ kolejnych dni, a nastgpnie prowadzono ob-

serwacje kielkowania ro$lin. Zapoczatkowanie kietko-
wania miato $wiadczy¢ o zaptodnieniu. Wierzono tez, ze
na podstawie tempa kietkowania ziaren mozna okresli¢
pte¢ dziecka. Sadzono, ze jesli jako pierwszy wykietkuje
jeczmien, urodzi si¢ chlopiec, natomiast jesli bedzie to
pszenica — dziewczynka [1].

Dzigki podrézujacym kupcom metody wywodzace
si¢ ze starozytnego Egiptu byly przekazywane innym
kulturom, a zapisy o nich odnalezé mozna na przyktad
w Corpus Hippocraticum — zbiorze pism lekarskich
przypisywanym nastgpcom Hipokratesa. Mimo rozwoju
nauk medycznych, przez wiele nastgpnych stuleci testy
cigzowe zmienialy si¢ niewiele. Zainteresowanie me-
dycznymi aspektami testéw porzucono na rzecz horo-
skopow 1 wiary w dziatania sit nadprzyrodzonych. Nadal
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wiele uwagi pos§wigcano wlasciwosciom moczu, jednak
w zaden sposob nie przyczynito si¢ to do rozwoju dia-
gnostyki cigzy. W pismach $redniowiecznych, oprocz
testu kietkujacych ziaren, odnalez¢ mozemy m.in. metody
oparte na analizie wlasnosci konserwujacych i utleniaja-
cych moczu. W czasach nowozytnych tzw. uroskopig
traktowano juz z wigkszym sceptycyzmem, ale z bra-
ku innych wiarygodnych metod okreslania ciazy, badanie
wiasnosci fizycznych moczu kobiet cigzarnych nadal
byto praktykowane [1].

Test kietkujacych ziaren zweryfikowany zostat co naj-
mniej dwukrotnie — w roku 1941 i 1963. Eksperymenty,
analogicznie jak wykonywano je w starozytnym Egipcie,
polegaly na skrapianiu ziarnem pszenicy i jgczmienia mo-
czem cig¢zarnych kobiet [2, 3]. Doswiadczenia dowiodty, ze
nie jest to miarodajny sposob diagnozowania. Metody
stosowane przez starozytnych w rzeczywistosci nie opieraty
si¢ na wykorzystaniu unikatowych witasciwosci moczu
kobiet cigzarnych, czyli na obecnosci gonadotropiny ko-
smowkowej, a dowodzily jedynie wysokiego poziomu
hormonéw estrogenowych. Ludzkie hormony, podobnie jak
fitoestrogeny, mogly wptywac na zapoczatkowanie kietko-
wania i rozwoj roslin.

Przetom w dziedzinie wykrywania ciazy przyniost XX
wiek — w 1920 roku na podstawie badan nad wtasciwo-
sciami biologicznymi substancji produkowanych przez
fozysko opisano gonadotroping kosmowkowa (CG) [4].
Dzisiaj wiadomo juz, ze ludzka gonadotropina kosméwko-
wa to hormon glikoproteinowy, ktérego produkcja rozpo-
czyna si¢ juz w pierwszych dniach od zaptodnienia. Naj-
wyzszy poziom hormonu odnotowuje sig¢ okoto 11-13
tygodnia ciazy, po czym zaczyna on spadac i utrzymuje si¢
na okreslonym poziomie do konca ciazy. Podstawowa rola
CG jest kontrolowanie przebiegu ciazy poprzez podtrzyma-
nie wydzielania progesteronu przez ciatko zolte, zanim jego
produkcja nie zostanie przejgta przez objete ta sama kontro-
la rozwijajace si¢ tozysko. Obecnie CG stanowi podstawo-
wy marker obecnosci ciazy, ktory wykorzystuje si¢ w popu-
larnych i powszechnie dostgpnych testach ciazowych [5].

Testy biologiczne

Pierwszy stosunkowo wiarygodny test ciazowy po-
wstat w roku 1929 w Niemczech. Opracowano go na
podstawie obserwacji przeprowadzonych na zwierze-
tach, ktorym wczepiono fragmenty przysadki. Efektem
implantacji tkanki byto przyspieszone dojrzewanie na-
rzadow plciowych myszy zaré6wno u osobnikow pflci
zenskiej, jak i meskiej. U samic zwierzat poddanych
badaniom odnotowano wyrazne powigkszenie jajnikéw
i macicy, a takze obecnos¢ ciatek zottych. Ascheim
i Zondek odkryli, ze zblizone efekty wywotuje podanie
zwierzetom moczu kobiet cigzarnych, gdyz najwyrazniej
zawiera on ten sam hormon, ktory wystepuje w przysad-
ce. Do testow wykorzystywano niedojrzate plciowo
3—4-tygodniowe myszy pici zenskiej wazace srednio 6—8
gramow. Do kazdej proby ciazowej uzywano pigciu my-

szy, ktorym wstrzykiwano podskornie tacznie 1,2-2,4 ml
moczu w maksymalnie 6 dawkach w przeciagu kolej-
nych czterdziestu osmiu godzin. Wynik odczytywano $red-
nio po stu godzinach, a o pozytywnym rezultacie §wiadczy-
fo przekrwienie jajnikow, obecnos¢ ciatek krwotocznych
i licznych corpora lutea. Zmiany oceniane byly mikrosko-
powo [6, 7]

W 1929 roku skutecznos¢ testu z uzyciem moczu kobiet
cigzarnych potwierdzono réwniez w badaniach przeprowa-
dzanych na krolikach. Friedman dowiodt, ze pojedyncza
dawka moczu kobiety cigzarnej jest w stanie wywotaé
owulacje u samic niedojrzalych ptciowo krélikéw. Podczas
wykonywania testu dozylnie aplikowano krélikom 10 ml
porannego przefiltrowanego i zbuforowanego moczu. Te¢
samg dawke podawano nastgpnego dnia, a wyniki spraw-
dzano poprzez otwarcie jamy brzusznej krolika pod znie-
czuleniem. Krolik mogt zosta¢ ponownie wykorzystany w
eksperymencie po 3 tygodniach w przypadku pozytywnego
wyniku lub wczesniej, w przypadku testu negatywnego.
Niewskazane bylo jednak, aby jedno zwierze poddawane
bylo badaniu wigcej niz trzy razy [8]. Test Friedmana
z powodzeniem stosowano przez wiele kolejnych lat jako
standardowa procedur¢ wykluczenia lub potwierdzenia
ciazy u kobiety.

Testem wyraznie zblizonym do tzw. testu A-Z wyna-
lezionego przez Ascheima i Zondeka, jest tzw. test Fran-
ka opublikowany w roku 1933 przez Reipricha. Reiprich
jako zwierzeta testowe wybral niedojrzale piciowo
szczury, ktorym podobnie jak Ascheim i Zondek poda-
wat podskornie catkowita dawke moczu w ilosci 11-14 ml
w czasie 6-9 godzin a nastgpnie ocenial zmiany w gona-
dach zwierzat [9].

Ze wzgledu na koniecznos¢ usmiercania zwierzat pod-
czas wykonywania testow cigzowym na myszach, szczurach
1 krolikach zaczeto poszukiwaé jednak alternatywnych me-
tod wykrywania ciazy o zblizonej czulosci. Rozwigzaniem
tego problemu wydawato si¢ by¢ uzycie do testow ptazow.
Wykorzystano fakt, ze samice zab podczas owulacji, a takze
samce zab podczas ejakulacji uwalniaja odpowiednio ja-
jeczka 1 plemniki poza ustrdj. Dzigki temu wypracowano
dwie metody stuzace do potwierdzania ciazy u kobiet.

Pierwsza z nich byt test Hogbena, w ktorym skoncen-
trowany mocz podawano samicom zab Xenopus laevis.
Jezeli po osiemnastu godzinach nastgpowata owulacja
wynik uznawano za pozytywny. W przypadku braku owu-
lacji po tym czasie skoncentrowany mocz podawano dru-
giej zabie, a odczyt nastgpowat po czterdziestu o$miu
godzinach. Brak owulacji $wiadczyl o nieobecnosci ciazy.
Testowanie na samcach zab wprowadzono w roku 1948
po publikacjach Galli-Mainini. Opierajac si¢ na wcze-
$niejszych do$wiadczeniach, dowodzacych, ze wprowa-
dzenie ekstraktow z przedniego ptata przysadki (zawiera-
jacych gonadoliberyng) do jader samcow zaby poludniowo-
amerykanskiej powoduje uwolnienie plemnikéw wraz
z moczem, wypracowano metodg, w ktorej ejakulacjg
wywolywano wstrzyknigciem moczu cigzarnej kobiety.
Po6zniej wykazano, ze wiele innych gatunkéw zab nadaje
si¢ do tego typu testow [10].
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Testy immunologiczne

Mimo ze tzw. czynnik antygonadotropinowy wykry-
ty zostal juz w roku 1942, znaczacy post¢p w testach
ciazowych dokonat si¢ dopiero okoto 20 lat p6zniej, gdy
nastapit rozkwit immunologii. Przeciwciata skierowane
przeciwko CG, ktére stanowitly owy czynnik antygona-
dotropinowy, wyizolowano w latach 60-tych z surowicy
zwierzat immunizowanych ludzka gonadotroping ko-
smoéwkowa [11, 12].

Znamiennym wydarzeniem, ktére doprowadzito do
opracowania pierwszych testow z wykorzystaniem prze-
ciwcial bylo odkrycie, ze erytrocyty traktowane kwasem
taninowym zdolne sa do adsorpcji bialek na swojej po-
wierzchni. Dowiedziono réwniez, iz inkubacja optasz-
czonych danym antygenem erytrocytdow z surowicg za-
wierajaca przeciwciata skierowane przeciwko temu
antygenowi, wywotuje ich aglutynacje [13]. Wiedze te
z powodzeniem wykorzystano do opracowania testow,
ktore umozliwialty wykrywanie obecno$ci CG w probach
moczu i surowicy.

Jednym z nich byt test odczynu wiazania dopetnia-
cza. W metodzie tej do surowicy osoby badanej dodawa-
no okreslona ilos¢ inaktywowanej (pozbawionej dopel-
niacza) surowicy zwierzgcej zawierajacej przeciwciata
skierowane przeciwko CG. Nastgpnie dodawano surowi-
c¢ z aktywnym dopeliaczem, nie zawierajaca przeciw-
cial anty-CG, ktéra pochodzila od innego zwierzgcia.
Ostatnim krokiem bylo podanie erytrocytow baranich
w celu sprawdzenia czy utworzone zostaly kompleksy
antygen-przeciwciato. Jesli kompleksy obecne byly w
mieszaninie wowczas podany dopetniacz zostat byt zu-
zyty przed podaniem erytrocytow. Jesli jednak brak byto
komplekséw w probie wowczas dochodzito do lizy czer-
wonych krwinek dzigki aktywnym elementom dopetniacza.
Brak hemolizy $wiadczyt zatem o pozytywnym wyniku
testu 1 obecnosci cigzy u badanej kobiety. Zachodzacy pro-
ces hemolizy byt z kolei potwierdzeniem, ze w probie ba-
danej nie wystepowal badany antygen CG i $wiadczylo to
o braku zaplodnienia [14].

Kolejng metoda detekcji ciazy opracowana z zastoso-
waniem przeciwciat anty-CG byly testy typu inhibicji aglu-
tynacji. Test inhibicji aglutynacji opierat si¢ na zatozeniu, ze
obecno$¢ gonadotropiny kosmowkowej w probie badanej
surowicy lub moczu bgdzie hamowac aglutynacjg czastek
optaszczonych tym samym antygenem w obecnosci suro-
wicy anty-CG. O wyniku negatywnym testu, a zatem o bra-
ku ciazy $wiadczy¢ miato zlepianie si¢ czastek. Pierwsze
takie testy wykonywano z wykorzystaniem erytrocytow
zwierzgeych pozniej jednak opracowano technike optasz-
czania antygenami czastek lateksowych i zastapiono nimi
czerwone krwinki [15].

Metoda pokrewna byl test aglutynacji, w ktéorym
przeciwciala anty-CG byly zwiazane bezposrednio z cza-
stkami lateksowymi, a aglutynacja byla z kolei wyni-
kiem pozytywnym tzn. potwierdzeniem obecno$ci gona-
dotropiny kosmoéwkowej w moczu kobiety, a tym samym
ciazy [16].

Prawdziwe zmiany w immunologicznych testach cia-
zowych rozpoczely sig, gdy wynaleziono metody znakowa-
nia biatek. Pierwsze doniesienia na ten temat pojawily si¢
juz w latach pigcdziesiatych XX wieku, gdy opracowano
technike znakowania radioaktywnymi izotopami pierwiast-
kow (RIA, ang. radioimmunoassay) [17]. Kluczowym dla
rozwoju technik immunochemicznych wydaje si¢ by¢ fakt,
iz autorzy wspomnianej pracy mimo spektakularnego suk-
cesu nie opatentowali swojej metody, dzigki czemu bardzo
szybko zaczgto stosowac ja w laboratoriach na calym $wie-
cie. Znalazla ona zastosowanie rowniez w detekcji gonado-
tropiny kosmowkowe;.

W latach siedemdziesiatych istnialy dwie odmiany
testow, w ktorych wykorzystywano znaczniki promienio-
tworcze. Jedna z nich byta procedura, w ktorej badano
wiazanie si¢ danej substancji z odpowiednim receptorem
(ang. radioreceptor assay). W przypadku gonadotropiny
kosméwkowej uzywano bton corpus luteum, ktére po-
siadaja na swojej powierzchni receptor wspélny dla
hormonu luteinizujacego i gonadotropiny kosmorkowe;j
(LH/CGR). Btony te pochodzily od cigzarnych krow.
Probe badana mieszano z roztworem o znanym st¢zeniu
gonadotropiny kosmowkowej wyznakowanej radioak-
tywnie i podawano na btong. Natywne i wyznakowane
czastki hormonu wspo6tzawodniczyly o wiazanie z recep-
torem. Wigksza zawarto$¢ hormonu w probie badanej
oznaczala wigksze prawdopodobienstwo przylaczenia go
do receptora niz dla czastek znakowanych, a wigc i nis-
kie warto$ci odczytanego promieniowania. Analiza mia-
fa charakter jako$ciowy, a intensywno$¢ promieniowania
poréwnywano z proba kontrolna [18].

Inna metoda, w ktorej rowniez stosowano gonadotropi-
n¢ kosmowkowa znakowana radioaktywnym izotopem
jodu byla analiza radioimmunologiczna, gdzie zamiast
wigzania z receptorem wykorzystywano kompetycyjne
wigzanie z przeciwcialem anty-CG. Zasada przeprowadza-
nia analizy i odczytywania wyniku byta jednak ta sama, co
w analizie radioreceptora. Istotny jest jednak fakt, ze w
1972 roku za pomoca testu radioimmunologicznego po raz
pierwszy wprowadzono analizg, w ktorej CG odrézni¢
mozna bylo od bardzo podobnego do niej i zawyzajacego
wyniki hormonu luteinizujacego [19].

Testy z zastosowaniem radioaktywnych znacznikow sa
bardzo czule, ale ze wzgledu na bezpieczenstwo uzytkow-
nikéw 1 wysokie wymagania sprzgtowe wprowadzenie ich
na rynek komercyjny nie bylo mozliwe. Przelomem bylo
wprowadzenie alternatywnych metod znakowania przeciw-
cial, dzigki czemu zwigkszyt si¢ zakres stosowania technik
immunochemicznych. Pierwsze testy cigzowe oparte na
przeciwcialach znakowanych enzymatycznie pojawily si¢
na rynku w latach siedemdziesiatych XX wieku.

Obecnie najprostszym i fatwo dostgpnym sposobem
wczesnego wykrywania ciazy sa testy ptytkowe, z ktorych
korzysta¢ mozna w warunkach domowych. Testy te oparte
sa na metodzie immuenzymatycznej typu ELISA (ang.
enzyme-linked immunosorbent assay). Plytki zawieraja
wszystkie elementy i odczynniki niezbgdne do przeprowa-
dzenie reakcji. Najwazniejszy element stanowia jednak
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monoklonalne przeciwciala anty-CG sprzezone z enzy-
mem, ktory zdolny jest przeprowadza¢ okreslone substancje
do barwnych produktow.

Wspotczesne testy ptytkowe dziataja na zasadzie po-
dwojnego wiazania (ang. sandwich ELISA). W badaniu
tym plytka, na ktoéra nakrapia si¢ mocz, pokryta jest
specjalna membrang z przeciwciatami. W miejscu poda-
wania moczu obecne s3 sprzgzone ze znacznikiem en-
zymatycznym mysie przeciwciata, ktore wiaza sig
z gonadotroping kosmoéwkowa. Badana proba sitami
kapilarnymi przedostaje si¢ do kolejnych czgsci plytki,
gdzie znajduja si¢ zimmobilizowane, ale nie wyznako-
wane przeciwciala wykrywajace (anty-CG, pierwszy
pasek) i skierowane przeciwko mysim immunoglobuli-
nom przeciwciala pochodzace od innego zwierzgcia
(drugi pasek). W sytuacji, gdy proba badana zawiera
gonadotroping kosmoéwkowa w miejscu podania moczu
zostanie utworzony kompleks przeciwciato-CG, ktory
przeniknie do dalszych partii ptytki i zwiaze si¢ zarowno
z przeciwciatami anty-CG, jak i anty-mysimi. W tej
czgsci plytki obecny jest rowniez substrat dla skoniugo-
wanego z przeciwciatem anty-CG enzymu, ktory prze-
mieniany jest w barwny produkt. Dzigki temu obserwo-
waé mozna pojawienie si¢ dwoch kolorowych paskdéw,
oznaczajacych pozytywny wynik testu. Nieobecnos¢
gonadotropiny kosmowkowej w probie badanej unie-
mozliwi utworzenie odpowiednich komplekséw i do
dalszych czegsci ptytki migrowac beda same przeciwciata
anty-CG. Reakcja barwna zajdzie tylko w miejscu, gdzie
obecne sa przeciwciala anty-mysie. Na te$cie widoczny
bedzie tylko jeden kolorowy pasek.

Sukces testow plytkowych nie zatrzymat jednak po-
szukiwan alternatywnych metod diagnozowania ciazy.
W 1987 roku pojawit si¢ test, w ktorym mocz kobiety
przepuszczano przez specjalng kolumng¢ wypehiong
perelkami sefarozy optaszczonymi przeciwciatami anty-
CG. Jezeli w moczu obecna jest gonadotropina kosmow-
kowa zostawata ona zimmobilizowana na kolumnie.
Nastepnym krokiem bylo przesaczenie przez kolumng
niebieskiego roztworu zawierajacego usmiercone bakte-
rie szczepu Staphylococcus aureus, ktdre na swojej po-
wierzchni rowniez posiadaty zwigzane immunoglobuliny
anty-CG. Roztwor zawdzigezal swoja barwg hematoksy-
linie, ktora wybarwione byty bakterie. Kolumng prze-
mywalo si¢ nastgpnie buforem, aby odmy¢ niezwiazane
czastki. Zatrzymanie barwnika w kolumnie oznaczato, ze
nastapito zwigzanie czastek bakteryjnych do CG na
sefarozie 1 $wiadczylo o pozytywnym wyniku testu.
Jezeli caly barwnik zostal wymyty oznaczalo to, ze w
moczu kobiety nieobecna byla gonadotropina kosmow-
kowa, a wigc nie byla ona w cigzy. Test tego typu trwat
ok. 10 min, byt stosunkowo tatwy do wykonania i inter-
pretacji, a wiarygodne wyniki otrzymaé¢ mozna bylo juz
w piatym dniu po spodziewanej miesiaczce. Mimo to
testy tego typu nie zdobyly duzej popularnosci [20].

Obecnie nadal najczesciej stosowane sa testy, ktore
do detekcji gonadotropiny kosmoéwkowej w moczu wy-
korzystuja reakcje typu ELISA, co nie oznacza, ze po-

step w tej dziedzinie si¢ nie dokonuje. W 2003 roku na
rynku amerykanskim pojawit si¢ test, ktory wyposazony
zostatl w elektroniczny wys$wietlacz informujacy o wyni-
ku analizy. Wystarczy zamoczy¢ koncowke testu w ba-
danej probce moczu i odczeka¢ 3 minuty. Po tym czasie
na wys$wietlaczu pojawia si¢ napis ‘cigza’ lub ‘brak cia-
zy’. Hiszpanska wersja testu pozwala sprawdzi¢ nawet,
w ktorym miesiacu cigzy znajduje si¢ obecnie kobieta.
Ze wzgledu na wysoka czulo$¢ stosowanych metod,
wstgpne zdiagnozowanie cigzy przy uzyciu tego testu
mozliwe jest nawet do 4 dni przed spodziewana mie-
siaczka [21]. Wykrywanie cigzy nigdy nie bylo tak pro-
ste jak dzis!
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