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Wystepowanie, swoistos¢ i krzyzowa reaktywnosé przeciwciat
antybakteryjnych (Yersinia spp., Salmonella Enteritidis,
Chlamydia trachomatis, Borrelia burgdorferi) oraz ich znaczenie
w diagnostyce niesklasyfikowanych zapalen stawow
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Streszczenie

Diagnostyka serologiczna niesklasyfikowanych zapalen stawoéw
o podejrzewanej etiologii infekcyjnej jest czesto uwazana za pod-
stawowg z uwagi na op6znione objawy kliniczne w stosunku do
wystapienia infekcji. W prezentowanej pracy przedstawiono wyni-
ki badan przeprowadzonych na 4830 surowicach pacjentow (w tym
ok. 53% dzieci i mtodziezy), hospitalizowanych w 2009 r. w 4 od-
dziatach klinicznych Instytutu Reumatologii w Warszawie.

W badaniach zastosowano metode immunoenzymatyczna (ELISA),
a w przypadku koniecznosci potwierdzenia obecnosci przeciwciat
dla Y. enterocolitica (u dzieci) i B. burgdorferi — metode immuno-
blotting (Western-blotting).

Analizujac uzyskane wyniki, stwierdzono podwyzszony poziom
przeciwciat dla Yersinia spp. — w 35,3% surowic, dla S. Enteritidis —
W 13%, Ch. trachomatis —w 10,6%, B. burgdorferi —w 14,7% (tab. I).
Przeanalizowano wystepowanie przeciwciat poszczegélnych klas
w aspekcie ich przydatnosci diagnostycznej w okreslaniu infekcji.
Szczegdlng uwage zwracano na czeste wspotwystepowanie w tej
samej surowicy przeciwciat dla kilku drobnoustrojow (w tych
samych klasach —w 56,8%, w réznych klasach — 20,7%) (tab. Ill, IV).
Potwierdzono obecnos¢ swoistych przeciwciat klasy IgA dla Yersi-
nia spp. w 60,8%, a klasy IgG — w 86,7%. Podobne badania nad
swoistoscig przeciwciat dla B. burgdorferi wykazaty ich potwier-
dzalnos¢ w 82,2% dla klasy 1gG oraz w 45,9% dla klasy IgM (tab. II).
Dodatkowo dokonano szczegétowe] analizy czgstosci wystepowa-

Summary

This paper presents the results of research conducted on sera of
4830 patients hospitalized in 2009 in 4 clinical departments of the
Institute of Rheumatology in Warsaw. The immunoenzymatic
method (ELISA) was used and for confirmation of the presence of
antibodies to Yersinia enterocolitica (only in children) and to Borre-
lia burgdorferi, the Western-blotting method was used.

An increased level of antibodies to Yersinia spp. was found in
35.3% of sera and for other microbes, it was: Salmonella Enteritidis
—in 13%, Chlamydia trachomatis — in 10.6% and B. burgdorferi —in
14.7% of sera (Table I).

The presence of antibodies of particular classes (IgG, IgA and IgM)
was analyzed considering their diagnostic usefulness in identifica-
tion of infection. Special attention was paid to a very high preva-
lence (in the same serum) of antibodies directed to plural bacteria
species (antibodies in the same class were detected in 56.8% and
antibodies in different classes were detected in 20.7% of sera)
(Table 111, IV) .

The presence of specific antibodies against Y. enterocolitica was
confirmed in 60.8% of sera for IgA class and in 86.7% for IgG class.
Analogically, the presence of specific antibodies against B. burgdor-
feriwas confirmed in 82.2% for IgG class and in 45.9% for IgM class
(Table I1). Additionally, a detailed analysis of the prevalence of anti-
bodies to specific antigens of Y. enterocolitica and B. burgdorferi
was done (Fig. 1, 2).
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nia przeciwciat dla swoistych antygenéw Y. enterocolitica i B. burg-

dorferi (ryc. 1, 2).

Diagnostyka serologiczna niesklasyfikowanych zapalen stawow

o podejrzewanej etiologii bakteryjnej: Yersinia spp., S. Enteritidis,

Ch. trachomatis, B. burgdorferi, jest przydatna z racji opdznionych

objawéw klinicznych, jednakze obarczona wieloma trudnosciami

interpretacyjnymi, wynikajacymi z:

« czestego wykrywania przeciwciat w jednej klasie, zwtaszcza 1gG,
ktére nie majg istotnego znaczenia w diagnostyce choréb infek-
cyjnych,

* jednoczesnego wspotwystepowania przeciwciat dla 2-3 drobno-
ustrojow, swiadczacego o krzyzowej reaktywnosci, nadkazeniu
i/lub odlegtym kontakcie z patogenem,

* koniecznosci w wielu przypadkach potwierdzenia wyniku meto-
dami swoistymi, co jednak znacznie zwieksza koszty diagnostyki.

Diagnoza odczynowych i reaktywnych zapalen sta-
wow (ReZS), oprécz typowego obrazu klinicznego, opar-
ta jest na wykrywaniu wspoétistniejacej infekcji. Jednakze
wyhodowanie drobnoustroju jest czesto niemozliwe
z uwagi na opéznione w stosunku do infekcji objawy kli-
niczne (Salmonella, Yersinia). Nierzadko powodem jest
rowniez skomplikowana diagnostyka mikrobiologiczna
(Chlamydia, Borrelia), czesto niemozliwa do wykonania
w niewyspecjalizowanych laboratoriach [1-3].

Diagnostyka laboratoryjna poinfekcyjnych zapalen
stawow polega gtéwnie na oznaczaniu swoistych prze-
ciwciat w surowicy niezwykle czutymi, ale charakteryzu-
jacymi sie r6zna swoistoscig metodami immunoenzyma-
tycznymi, takimi jak np. ELISA [2].

Metoda ELISA jest szeroko rozpowszechniona w dia-
gnostyce infekcji Yersinia, coraz czesciej takze Salmonel-
la [4-8], oraz Chlamydia spp. i Borrelia spp. [9], ktére
oprécz wywotywania typowych dla siebie objawow kli-
nicznych moga by¢ takze czynnikiem etiologicznym
zapalen stawow. Stad wtasnie wynika tak duze zaintere-
sowanie klinicystow reumatologéw diagnostyka serolo-
giczng ww. drobnoustrojow. Jak wskazuje wieloletnie
doswiadczenie [10], analiza otrzymanych wynikéw
badanh serologicznych moze sprawia¢ jednak pewne
trudnosci interpretacyjne. Analizujac otrzymany wynik,
nalezy mie¢ na uwadze dos¢ szeroko rozpowszechnione
zjawisko krzyzowej reaktywnosci przeciwciat antybakte-
ryjnych, wynikajace z podobiefstwa antygenow stoso-
wanych w testach immunoenzymatycznych (np. ECA —
Enterobacteriaceae common antigen u Enterobacteria-
ceae, czy MOMP — major outer membrane proteins
u Chlamydia spp.). Nalezy pamietac takze o mozliwosci
wystapienia wspdlnych epitopéw bakteryjnych, obecno-
Sci w surowicy pacjenta czynnika reumatoidalnego klasy
lgM (RF-M), a takze o czestym wystepowaniu przeciwciat
w zdrowej populacji danego kraju (np. ok. 10% dla Sal-
monella i nawet do 40% dla Yersinia spp.). Najwazniejsze
przy wtasciwej interpretacji jest jednak zwracanie uwagi

Serological diagnosis of undifferentiated arthritis of suspected

bacterial origin: Yersinia spp., S. Enteritidis, Ch. trachomatis,

B. burgdorferi is generally helpful, due to delayed onset of clinical

symptoms. Unfortunately, there are some troubles with interpreta-

tion like:

« very frequent detection of antibodies in one class (especially
IgG), which is not significant in the diagnosis of infective dis-
eases,

« simultaneous prevalence of antibodies for 2 or 3 bacteria, what
reflects the antibodies cross reactivity, additional infection or
a previous contact with a pathogen,

 in many cases, confirmation with the use of specific methods is
needed, what however considerably increases diagnostic costs.

na wykrycie wysokich pozioméw przeciwciat klasy IgG +
IlgA/IgM, a nie w pojedynczych klasach, a zwtaszcza
w klasie IgG. Taki wynik badania serologicznego ma naj-
wieksza wartosc.

Z tych powodow coraz czesciej staje sie konieczne
potwierdzanie swoistosci wykrywanych przeciwciat.
Obecnie dotyczy to m.in. przeciwciat dla Borrelia spp.,
Yersinia spp. oraz Chlamydia spp., gdzie stosuje sie meto-
dy immunoblotting oparte na wykrywaniu przeciwciat dla
swoistych antygendw. Sama metoda ELISA — 0 znaczeniu
skriningowym — coraz czesciej zyskuje na swoistosci.
Dzieki zastosowaniu antygenéw rekombinowanych lub
biatek syntetycznych, wykrywane przeciwciata sa swo-
iste gatunkowo, a nie tylko rodzajowo (np. w przypadku
Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae) [8, 11].

Celem pracy byta kolejna, aktualna analiza wystepo-
wania zjawiska krzyzowej reaktywnosci surowiczych
przeciwciat dla Yersinia spp., Salmonella Enteritidis, Chla-
mydia trachomatis oraz Borrelia burgdorferi. Opisywana
ponizej analiza zostata poszerzona o badania swoistosci
wykrywanych przeciwciat dla Yersinia enterocolitica oraz
Borrelia burgdorferi wsroéd pacjentéw klinik Instytutu
Reumatologii. W wielu przypadkach miato to na celu
potwierdzenie dodatnich wynikéw uzyskanych metoda
ELISA, co ma podstawowe znaczenie w diagnozowaniu
wielu standw zapalnych.

Materiat i metody

Badaniami metoda ELISA na obecnos¢ w surowicy
przeciwciat dla Yersinia spp., Salmonella Enteritidis, Chla-
mydia trachomatis, Borrelia burgdorferi objeto pacjentow
hospitalizowanych w 4 klinikach/oddziale Instytutu Reu-
matologii w Warszawie w 2009 r. Dotyczyto to 4830 suro-
wic pochodzacych z Kliniki i Polikliniki Reumatologii Wieku
Rozwojowego (KPRWR), Kliniki i Polikliniki Reumatologii
(KPR), Kliniki i Polikliniki Uktadowych Choréb Tkanki tacz-
nej (KPUChTt) oraz od lipca 2009 r. takze Oddziatu Wczes-
nej Diagnostyki Zapalen Stawéw (OWDZS).
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Przeciwciata klasy IgA i 1gG dla Yersinia spp. oznacza-
no przy zastosowaniu testu recomWell Yersinia (Mikro-
gen Diagnostik), w ktorym dotki ptytek optaszczone byty
biatkami rekombinowanymi, tzw. Yop (Yersinia outer
membrane proteins), swoistymi dla rodzaju Yersinia
(Y. enterocolitica i Y. pseudotuberculosis).

Przeciwciata klasy 1gG i IgM dla Borrelia spp. wykry-
wane byty przy uzyciu testu Borrelia IgG/IgM ELISA (Bio-
medica), w ktérym dla poprawy swoistosci diagnostycz-
nej dotki mikroptytki optaszczone byty antygenami
rekombinowanymi: p21 (zewnetrzne biatko powierzch-
niowe C — B. afzelii, stem PKo), p21 (zewnetrzne biatko
powierzchniowe C — B. garinii, stem 20047), p41/1
(wewnetrzny fragment flageliny B. garinii, stem PBi) oraz
VISE (biatko fuzyjne r6znych genogatunkow).

Przeciwciata klasy IgA i 1gG dla Ch. trachomatis ozna-
czano testem firmy DRG z zastosowaniem MOMP jako
antygenoéw optaszczajacych ptytki.

Metoda ELISA do wykrywania przeciwciat klasy IgA,
lgG, IgM dla S. Enteritidis zostata uprzednio opisana [12].
Antygenem optaszczajacym dotki ptytek byt lipopolisa-
charyd (LPS) (Sigma).

Badania nad wystepowaniem przeciwciat swoistych
dla Y. enterocolitica dotyczyty jedynie surowic pacjentow
z KPRWR. Obecnos¢ przeciwciat potwierdzano w klasie

lgA —w 51 surowicach, a w klasie 1gG —w 45 surowicach.
Zastosowano metode Western-blotting (Euroimmun),
wykrywajacg przeciwciata dla czynnikéw wirulencji
patogennego szczepu Y. enterocolitica O3, o okreslonym
ciezarze czasteczkowym (kDa), tj.: 46 kDa (p46), 44 kDa
(p44), 38 kDa (p38), 36 kDa (p36), 34 kDa (p34), 30 kDa
(p30), 25 kDa (p25).

Z kolei potwierdzenie swoistosci dodatnich wynikéw
uzyskanych metoda ELISA na obecnos¢ przeciwciat
w klasie 1gG dla Borrelia burgdorferi wykonano w przy-
padku 73 surowic, a w klasie IgM w 159. Stosowano
metode Western-blotting (recomLine firmy MIKROGEN),
ktéra pozwalata na wykrywanie przeciwciat dla 7 swo-
istych biatek (p100, VISE, p58, p39, OspA, OspC, p18) oraz
jednego, mniej swoistego (biatko flageliny — p41).
Rekombinowane, wysoce oczyszczone biatka umiesz-
czone byty na paskach nitrocelulozowych.

Wyniki

Dokonano szczegétowej analizy badan wykonanych
w oddziatach klinicznych Instytutu Reumatologii,
w aspekcie wykrywania przeciwciat (r6znych klas) dla

Yersinia spp., Salmonella Enteritidis, Chlamydia tracho-
matis, Borrelia burgdorferi (tab. I).

Tabela I. Wyniki dodatnie na obecnos¢ przeciwciat dla Yersinia spp., Salmonella Enteritidis, Chlamydia tra-
chomatis, Borrelia burgdorferi w surowicach pacjentéw hospitalizowanych w wybranych klinikach IR

w 2009 r. (n = 4830)

Table |. Positive results of prevalence of anti-Yersinia spp., Salmonella Enteritidis, Chlamydia trachomatis,
Borrelia burgdorferi antibodies in sera of patients from clinical departments of the Institute of Rheumatology

in 2009 (n = 4830)

Liczba badan na obecnosc Liczba (%) wynikow

Przeciwciata klasy Liczba (%) wynikéw

przeciwciat dla: dodatnich dodatnich
Yersinia spp. 526 (35,3) IgA IgG
1489 - + 287 (54,5)
+ + 204 (38,8)
+ - 35 (6,6)
S. Enteritidis 148 (13) IgA 1gG lgM
1136 - + - 127 (85,6)
- - + 7 (4,8)
- + + 7 (4,8)
+ + + 5(3,4)
+ + - 2(13)
B. burgdorferi 243 (14,7) 18G IgM
1649 - + 166 (68,3)
+ - 57 (23,5)
+ + 20 (8,2)
Ch. trachomatis 59 (10,6) IgA IgG
556 + - 35 (59,4)
+ + 11 (18,6)
- + 13 (22)
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Oznaczenia przeciwciat dla Yersinia spp. dotyczyty klas
IgA i 1gG, a ich wykrywalnos¢ wynosita 35,3%. Najczesciej
wykrywano przeciwciata jedynie klasy 1gG (54,5%).
Wykrywalnos¢ obu klas przeciwciat IgA i 1gG siegneta
38,8%. Obecnos¢ przeciwciat jedynie w klasie IgA zaob-
serwowano tylko w 6,6% przebadanych surowic.

W przeciwienstwie do Yersinia spp. Sredni odsetek
wykrywalnosci przeciwciat dla Salmonella Enteritidis byt
zdecydowanie nizszy i wynosit 13%. Sposréd surowic
otrzymanych ze wszystkich klinik najczesciej wykrywano
przeciwciata jedynie w klasie IgG (Srednio ok. 80%).
Pozostate kombinacje wykrywanych przeciwciat obser-
wowano na poziomie kilku procent (1,3-4,8%).

Nieco wyzszy odsetek (14,7%) wynikdéw dodatnich
stwierdzono, badajac obecnos¢ przeciwciat surowiczych
dla Borrelia burgdorferi. Sposréd 243 surowic, az w ok.
70% wykryto przeciwciata jedynie klasy IgM, a w 23,5% —
jedynie klasy 1gG. Tylko w 8,2% surowic dodatnich wykry-
to obecnos¢ jednoczesnie przeciwciat klasy I1gG i IgM.

Obecnos¢ przeciwciat klas dla Chlamydia trachoma-
tis analizowano wytacznie w surowicach oséb dorostych.
Analiza wykazata, Ze to wtasnie przeciwciata dla Ch. tra-
chomatis stanowity najrzadsza grupe wykrywanych
przeciwciat (10,6%). Sposréd wynikéw dodatnich najcze-
Sciej stwierdzano przeciwciata jedynie w klasie IgA
(59,4%) oraz jedynie w klasie 1gG (22%), natomiast
wykrywalnos¢ obu klas przeciwciat (IgA, 1gG) zaobserwo-
wano tylko w 18,6% surowic.

Przy zastosowaniu metody Western-blotting potwier-
dzano wyniki dodatnie uzyskane metodg ELISA. Analiza
dotyczyta potwierdzania wybranych surowic dodatnich
(51 surowic w klasie IgA i 45 w klasie 1gG) na obecnos¢
przeciwciat dla Yersinia spp. u pacjentéw wytacznie z Kli-
niki i Polikliniki Reumatologii Wieku Rozwojowego. Uzy-
skane wyniki wykazaty potwierdzalnos¢ przeciwciat kla-
sy IgA dla Yersinia spp. w 60,8%, natomiast klasy 1gG
w 86,7%.

Podobne badania potwierdzajace obecnosé przeciw-
ciat klasy 1gG i/lub IgM wykonano w przypadku Borrelia
burgdorferi. Do analizy przeznaczono dodatnie surowice
(73 w klasie 1gG, 159 w klasie IgM) ze wszystkich 4 od-
dziatéw klinicznych. Zaobserwowano, ze potwierdzal-
nos¢ wynikéw dodatnich zdecydowanie czesciej doty-
czyta przeciwciat klasy 1gG (82,2%), w poréwnaniu
7 przeciwciatami klasy IgM (45,9%) i réznita sie w zalez-
nosci od pochodzenia surowicy. | tak, przeciwciata klasy
IgG najczesciej (w 95,2%) potwierdzano w surowicach
pacjentéw pochodzacych z KPUChTY, a rzadziej z KPR
(68,7%). Z kolei przeciwciata klasy IgM najczesciej
potwierdzano u pacjentow z KPR (64,7%), a najrzadziej
u pacjentéw z KPRWR (41%) i OWDZS (41,2%) (tab. I).

Dodatkowo jakosciowo oznaczano in vitro surowicze
przeciwciata dla czynnikéw wirulencji patogennego szcze-

Tabela Il. Wyniki dodatnie uzyskane metoda
Western-blotting na obecno$¢ przeciwciat dla
Borrelia burgdorferi, potwierdzajace wyniki
uzyskane w badaniu metodg ELISA

Table Il. Positive results of anti-Borrelia burgdor-
feri antibodies by Western-blotting confirming
the positive results by ELISA

Klinika/Oddziat Wyniki dodatnie (%)
potwierdzone metoda
Western-blotting
1gG IgM
KPRWR 27 (81,5) 95 (41)
KPR 16 (68,7) 17 (64,7)
KPUChTE 21(95,2) 30 (53,3)
OWDZS 9 (77,8) 17 (41,2)
Razem 73 (82,2) 159 (45,9)
KPRWR  — Klinika i Poliklinika Reumatologii Wieku Rozwojowego

KPR — Klinika i Poliklinika Reumatologii
KPUChTt — Klinika i Poliklinika Uktadowych Choréb Tkanki tqcznej
OWDZS - Oddziat Wezesnej Diagnostyki Zapalen Stawéw

pu Y. enterocolitica 03. Oceniajac odsetki wykrywanych
przeciwciat klasy IgA i 1gG dla biatek zewnetrznej btony
Sciany komorkowej (outer membrane proteins — OMP)
Y. enterocolitica o danym ciezarze czasteczkowym (kDa),
zaobserwowano, ze w klasie IgA wykrywano przeciwciata
w odsetkach zmniejszajacych sie, kolejno dla biatek: p36
(33,3%), p46 (24,7%), p44 (21%), p38 (16%) oraz p34
(4,9%). Nie wykryto natomiast przeciwciat dla biatka p25.
W przypadku klasy 1gG, kolejnos¢ wykrywanych przeciw-
ciat dla analogicznych biatek Y. enterocolitica przedstawia-
ta sie nieco inaczej, a mianowicie: p36 (23,4%), p44 (19%),
p46 (16,5%), p25 (13,3%) i p34 (11,4%) (ryc. 1).
Szczegdtowa analiza obecnosci przeciwciat klasy 1gG
i IgM dla rekombinowanych antygenéw genogatunkéw
Borrelia pozwolita stwierdzi¢, ze w obu klasach IgG i IgM
przeciwciata wystepuja najczesciej (1gG — 22,7%, IgM —
34%) dla biatka flageliny o ciezarze czasteczkowym
41 kDa (p41). Poza tym w klasie IgG czesto wykrywano
przeciwciata dla antygenow: VIsE (17,4%), OspC (14,5%),
p58 (13%), p100 (12,1%), p39 (9,6%) i p18 (9,2%). Zdecy-
dowanie rzadziej (1,5%) wykrywano przeciwciata dla
antygenu OspA. Z kolei odpowiedZ w klasie IgM, poza
antygenem p41, najczesciej dotyczyta OspC (32,8%), rza-
dziej p39 (11,8%) i p100 (9,8%), a dla pozostatych biatek
ksztattowata sie na bardzo niskim poziomie, tj.: p58
(3,2%), p18 (3,2%), VISE oraz OspA (2,6%) (ryc. 2).
Kolejnym etapem pracy byta analiza wspdtwystepo-
wania przeciwciat dla badanych drobnoustrojéw. Zaob-
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Ryc. 1. Odsetek przeciwciat dla swoistych anty-
genow biatkowych Yersinia enterocolitica wykry-
tych metoda Western-blotting. Badania doty-
czyty pacjentéw Kliniki i Polikliniki Reumatologii
Wieku Rozwojowego IR.

Fig. 1. Percentage of antibodies to specific anti-
gens of Yersinia enterocolitica by Western-blotting
test. The research was done in children and
teenage patients.

Tabela llI. Wspotwystepowanie przeciwciat (nieza-
leznie od klasy Ig) dla Yersinia spp., Salmonella
Enteritidis, Borrelia burgdorferi i Chlamydia tra-
chomatis w 772 surowicach pacjentéw hospitali-
zowanych w wybranych klinikach IR w 2009 r.
Table Ill. Coexisting antibodies (independently of
the Ig class) for Yersinia spp., Salmonella Enteritidis,
Borrelia burgdorferi and Chlamydia trachomatis in
772 sera of patients from clinical departments of
the Institute of Rheumatology in 2009

Wsp6twystepowanie przeciwciat dla: Liczba (%)

Yersinia spp. + S. Enteritidis + B. burgdorferi 8 (1)
Yersinia spp. + B. burgdorferi + Ch. trachomatis 1 (0,1)
Yersinia spp. + S. Enteritidis + Ch. trachomatis 3 (0,4)
B. burgdorferi + S. Enteritidis 1(0,1)
+ Ch. trachomatis

Yersinia spp. + B. burgdorferi 65 (8,4)
Yersinia spp. + S. Enteritidis 39 (5,1)
Yersinia spp. + Ch. trachomatis 30 (3,9)
B. burgdorferi + S. Enteritidis 9 (1,2)
B. burgdorferi + Ch. trachomatis 3(0,4)
S. Enteritidis + Ch. trachomatis 1(0,1)
Suma (%) reakcji krzyzowych 160 (20,7)
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Ryc. 2. Odsetek przeciwciat dla swoistych anty-
gendéw biatkowych Borrelia burgdorferi wykry-
tych metoda Western-blotting. Badania doty-
czyty pacjentéw 4 oddziatow klinicznych
Instytutu Reumatologii.

Fig. 2. Percentage of antibodies to specific antigens
of Borrelia burgdorferi by Western-blotting test.
The research was done in patients from 4 clinical
departments of the Institute of Rheumatology.

serwowano, ze niezaleznie od klasy immunoglobulin,
w 20,7% surowic dochodzito do wspdtwystepowania
przeciwciat dla badanych drobnoustrojow. W 1,6% suro-
wic dodatnich wspdtwystepowaty przeciwciata dla
trzech badanych drobnoustrojow, w tym najczesciej dla
Yersinia spp. + S. Enteritidis + B. burgdorferi (1%). Spo-
srod surowic wykazujacych krzyzowe reakcje przeciw-
ciat dla dwoch drobnoustrojow najczesciej obserwowa-
no jednoczesng obecnosc¢ przeciwciat dla: Yersinia spp. +
B. burgdorferi (8,4%), Yersinia spp. + S. Enteritidis (5,1%)
oraz Yersinia spp. + Ch. trachomatis (3,9%) (tab. Il).

Biorgc pod uwage reakcje krzyzowe przeciwciat
w tych samych klasach immunoglobulin stwierdzono, ze
zdecydowanie najczesciej dotyczyto to klasy IgG prze-
ciwciat dla Yersinia spp. + S. Enteritidis (23,1%) oraz Yer-
sinia spp. + B. burgdorferi (12,5%). Réwnie czesto wyka-
zywano wspotwystepowanie przeciwciat dla Yersinia
spp. + Ch. trachomatis (14,4%), wsrdd ktorych najwiecej
byto reakcji krzyzowych w klasie IgA (7,5%), nastepnie
w 1gG (5%), a nawet w obu klasach (1,9%). tacznie spo-
srod 160 surowic, w ktorych stwierdzono obecnos¢ prze-
ciwciat dla badanych drobnoustrojow, az w 56,8%
wystepowaty reakcje krzyzowe w tych samych klasach
immunoglobulin (tab. IV).

Dyskusja

Celem przedstawionych w pracy badan serologicz-
nych byto potwierdzenie przydatnosci diagnostyki sero-
logicznej niesklasyfikowanych zapalen stawow o podej-
rzewanej etiologii bakteryjnej: Yersinia spp. Salmonella
Enteritidis, Chlamydia trachomatis oraz Borrelia burgdor-
feri [2-5, 7, 9, 13]. Analiza przedstawionych wynikéw
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Tabela IV. Wspétwystepowanie przeciwciat w tych samych klasach Ig dla Yersinia spp., Salmonella Ente-
ritidis, Borrelia burgdorferi i Chlamydia trachomatis w 160 surowicach pacjentéw hospitalizowanych

w wybranych klinikach IR w 2009 r.

Table IV. Coexisting antibodies in the same class of Ig for Yersinia spp., Salmonella Enteritidis, Borrelia
burgdorferi and Chlamydia trachomatis in 160 sera of patients from clinical departments of the Institute

of Rheumatology in 2009

Wspbtwystepowanie przeciwciat dla: Klasa Ig Liczba surowic dodatnich (%)
Yersinia spp.+ B. burgdorferi + Ch. trachomatis IgG 1(0,6)
Yersinia spp. + B. burgdorferi + S. Enteritidis IgG 3(1,9)
Yersinia spp. + S. Enteritidis + Ch. trachomatis IgA 2(1,2)
Yersinia spp. + B. burgdorferi IgG 20 (12,5)
Yersinia spp. + S. Enteritidis IgG 37 (23,1)
IgA 1(0,6)
Yersinia spp. + Ch. trachomatis IgA 12 (7,5)
IgG 8 (5)
IgA + IgG 3(19)
B. burgdorferi + S. Enteritidis IgG 2(12)
IgM 1(0,6)
S. Enteritidis + Ch. trachomatis IgG 1(0,6)
Suma (%) reakgji krzyzowych 91 (56,8)

pokazuje klinicystom reumatologom, iz diagnostyka ta
jest obarczona wieloma trudnosciami. Kazdy z wymie-
nionych drobnoustrojéw wywotuje réznorakie swoiste
objawy chorobowe, ale zapalenie stawéw moze zaréwno
towarzyszy¢ wszystkim tym infekcjom, jak i by¢ przyczy-
ng ReZs.

Podstawowa zasada interpretacji oznaczen serolo-
gicznych przeciwciat surowiczych [3] jest Swiadomos,
ze jedynie obecnos¢ przeciwciat klasy IgG + IgA/IgM ma
znaczenie diagnostyczne w ww. chorobach. Stwierdzenie
obecnosci jedynie przeciwciat klasy IgM ma natomiast
bardzo ograniczona wartos¢ w rozpoznawaniu ReZS.
W takim przypadku zalecane jest badanie kontrolne po
4-6 tygodniach, gdyz najczesciej po tym wtasnie czasie
poziom tych przeciwciat obniza sie lub nastepuje sero-
konwersja do klasy 1gG. Z kolei przeciwciata na wysokim
poziomie, jedynie klasy IgG, moga utrzymywac sie przez
kilka miesiecy, lat, a nawet przez cate zycie, co moze
Swiadczy¢ o dawnej infekcji lub kontakcie z tym drobno-
ustrojem. Obecnos¢ jedynie przeciwciat klasy IgA doty-
czy gtéwnie infekcji bton Sluzowych i wskazuje na
aktywny, niedawny, ale i przewlekty proces infekcji —
z uwagi na krotki, kilkudniowy okres péttrwania przeciw-
ciat tej klasy.

Sposréd ogoélnej liczby wynikéw dodatnich na obec-
nos¢ przeciwciat dla Yersinia spp. w 38,8% mozna byto

podejrzewac istotne, z punktu widzenia klinicysty, zna-
czenie diagnostyczne, w takim odsetku wykrywano
bowiem jednoczesnie przeciwciata w klasie IgA i 1gG
(tab. I). Niewielki odsetek przeciwciat dla Yersinia spp.
jedynie w klasie IgA (6,6%), dowodzit raczej infekcji bton
Sluzowych, ale mogt wskazywac réwniez na aktywny,
niedawny, jak i przewlekty proces infekcyjny. Nalezy
pamieta¢, ze bardzo wysoki poziom przeciwciat IgA
(utrzymujacy sie nawet latami) moze pojawic sie, jesli
w przebiegu infekcji wystepuja powiktania ReZS, rumie-
nia guzowatego itp. Co wiecej, stwierdzony wysoki odse-
tek przeciwciat jedynie w klasie 1IgG ma mate znaczenie
diagnostyczne. Jednakze specyfika przeciwciat dla tego
drobnoustroju jest to, ze w klasie 1gG przeciwciata te
moga utrzymywac sie latami i wykrywane sg u 30-50%
zdrowe] populacji. Z kolei przeciwciata klasy IgA wg pro-
ducenta testu wystepowaty w ok. 25% badanych suro-
wic (badania wykonane u ponad 2 tys. 0séb).

Dokonujgc badan metoda ELISA na obecnos¢ prze-
ciwciat dla Yersinia spp., trzeba mie¢ swiadomos¢ wyso-
kiego stopnia krzyzowej reaktywnosci czynnikéw wiru-
lencji, dlatego zastosowanie metody potwierdzajacej
uzyskany wynik dodatni, np. metody Western-blotting,
jest szczegdlnie wskazane.

W tym aspekcie analiza wynikéw badania potwier-
dzajacego Western-blotting (ryc. 1) wskazuje, ze zaréwno
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w klasie IgA, jak i 1gG najczesciej wykrywano przeciwciata
swoiste dla czynnika wirulencji, Yop D (36 kDa). Otrzyma-
ne wyniki potwierdzaty wyniki badan wykonanych przez
producenta testu. Nalezy pamieta¢, ze zawsze podczas
wykonywanego badania mozna spodziewac sie wielu
reakcji nieswoistych, chociazby z uwagi na wspélny anty-
gen ECA i obecnos¢ w ich scianie komérkowej antygenow
OMPs zblizonych budowa do YOPs.

Analizujac wyniki badah dotyczacych wykrywania
przeciwciat dla najczesciej wystepujacego w krajowej
populacji serotypu Salmonella Enteritidis, trzeba mie¢ na
uwadze ich klase, ktora, jak podkreslono wczesniej, przy-
datna jest do interpretacji etapu ewentualnego zakaze-
nia u pacjentéw z niesklasyfikowanym i reaktywnym
zapaleniem stawow. Najbardziej istotne diagnostycznie
kombinacje klas przeciwciat, czyli obecnos¢ klasy IgA +
IgG + IgM, 1gG + IgM lub IgA + I1gG, stanowity tylko 10%
wynikéw dodatnich.

Odmienne wyniki badan serologicznych otrzymano
przy wykrywaniu przeciwciat 1gA/IgG dla Chlamydia tra-
chomatis. Z racji specyfiki infekcji tym drobnoustrojem
[14], badano prawie wytgcznie surowice 0séb dorostych.
Pierwotnym miejscem infekcji jest zwykle btona Sluzowa
oka lub uktadu moczowo-ptciowego, czym mozna ttu-
maczy¢ wysoki odsetek wynikéw dodatnich jedynie
w klasie 1gA (59,4%), ktéra to klasa przeciwciat induko-
wana jest gtéwnie w infekcjach bton sluzowych. Jednak-
ze Chlamydia trachomatis opisywana jest réwniez
w chorobach narzadu ruchu jako odpowiedzialna za
wywotywanie tzw. CT-Arthritis (Ch. trachomatis-arthritis)
lub SARA (sexually aquired reactive arthritis). Z kolei cze-
sto istnieje mozliwos¢ krzyzowych reakcji z Ch. pneumo-
niae, ktéra gtéwnie atakuje btone $luzowa uktadu odde-
chowego.

Z uwagi na specyfike zakazenia kretkami Borrelia
burgdorferi diagnostyka serologiczna oparta jest na
oznaczaniu przeciwciat klasy 1gG i IgM. Opisujac odpo-
wiedZ immunologiczna na zakazenia B. burgdorferi, trze-
ba pamietag, ze jest ona ztozona z uwagi na uruchomio-
ne liczne reakcje swoiste i nieswoiste [15, 16]. Podobnie
jak w wiekszosci zakazen, jako pierwsze pojawiaja sie
przeciwciata klasy IgM, nastepnie przeciwciata klasy 1gG,
ktére stanowig gtéwne immunoglobuliny w walce
z patogenami. Jednakze w odréznieniu od odpowiedzi
immunologicznej na wiekszos¢ innych drobnoustrojéw,
w przypadku zakazenia B. burgdorferi, przeciwciata klasy
lgM (zwitaszcza anty-OspC), mimo skuteczne] terapii,
moga utrzymywac sie u niektérych pacjentéw przez lata.
Nie mogg wiec one stanowi¢ jedynego kryterium dia-
gnostycznego potwierdzajacego aktualna infekcje.
OdpowiedZ immunologiczna w klasie 1gG moze takze
utrzymywac sie dtugo i dlatego nie stuzy np. monitoro-
waniu leczenia, gdyz obecnos¢ przeciwciat IgG stwierdza
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sie niekiedy nawet po 20 latach, nie moze by¢ ona zatem
wskaznikiem aktywnego zakazenia.

Diagnostyke boreliozy utrudnia wiec interpretacja
wynikéw, tj. niemoznos¢ odroznienia aktywnego zaka-
zenia od zakazenia przebytego w przesztosci, nawet
w sytuacji, gdy wykrywane przeciwciata sg catkowicie
swoiste. Ponadto poziom wykrywanych przeciwciat
moze nie korelowac ze stanem klinicznym pacjenta. Dia-
gnostyke boreliozy utrudnia takze wystepowanie fatszy-
wie dodatnich i fatszywie ujemnych wynikéow badan
serologicznych [15].

Dane dotyczace zwtaszcza wynikéw dodatnich
w tescie skriningowym ELISA wskazujg na znaczenie
wykonywania testéw Western-blotting, ktére dzieki zasto-
sowaniu antygenéw rekombinowanych zwiekszajg pew-
nos¢, ze uzyskane wyniki dotycza wytacznie swoistych
biatek, a rozpoznanie boreliozy jest prawidtowe. Co wiecej,
w wielu przypadkach wykryte biatka moga wskazywac na
etap zakazenia oraz w konsekwencji wyeliminowa¢ sto-
sowanie niepotrzebnej, dtugotrwatej (3—4-tygodniowej)
antybiotykoterapii.

Analizujac surowice pacjentéw pobrane na réznych
etapach choroby z Lyme, okazato sie, ze OspC wykazuje
szczeg6lnie dobra reaktywnos¢ z surowicami wczesnej
fazy infekcji (rumien wedrujacy i neuroborelioza) i wspdl-
nie z antygenem p41 jest biatkiem immunodominujacym
w odpowiedzi IgM. Inaczej jest w przypadku antygenow
pl00 i pl18, ktére sa markerami pézniejszej odpowiedzi
przeciwciat w klasie IgG. Produkcja przeciwciat dla VISE
rowniez dotyczy w gtéwnym stopniu przeciwciat klasy
IgG [16].

Niestety negatywny wynik testu Westem-blotting dla
Borrelia burgdorferi 1gG i/lub 1gM nie wyklucza infekji
tym drobnoustrojem. Mozemy mie¢ tutaj do czynienia
z nieoznaczalnym poziomem przeciwciat lub zastosowa-
niem terapii antybiotykowej we wczesnej fazie zakazenia,
obnizajacej odpowiedZz immunologiczng. Dlatego jesli
obraz kliniczny wskazuje na podtoze infekcyjne zapalenia
stawdw zaleca sie powtdrzy¢ badanie po 3—4 tygodniach.

Interpretujac wyniki badan serologicznych w kierunku
ew. boreliozy, zawsze nalezy uwzgledni¢ stan kliniczny
pacjenta [15, 16]. W przypadku utrzymywania sie wyraz-
nych objawéw klinicznych przy statej seropozytywnosci
istnieje koniecznos¢ przeprowadzania narzadowej dia-
gnostyki réznicowej w kierunku innych schorzen o podob-
nym obrazie klinicznym do stwierdzanego w boreliozie.

W drugiej czesci pracy analizowano wspotwystepo-
wanie badanych przeciwciat (tab. lll i IV). Celem byto
przedstawienie skali wystepowania zjawiska reakcji
krzyzowych, Swiadczacych negatywnie o zastosowanych
niezwykle czutych metodach ELISA. Nie ulega watpliwo-
sci, ze wystepowanie reakcji krzyzowych stwarza klinicy-
stom wiele ktopotéw interpretacyjnych. Czesto unie-
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mozliwiaja one ustalenie doktadnej diagnozy zapalenia
stawéw o etiologii infekcyjnej. Tym bardziej potrzebna
jest korelacja obrazu klinicznego z uzyskanymi wynikami
badan serologicznych.

Whioski

1. Diagnostyka serologiczna niesklasyfikowanych zapa-
lerr stawdw o podejrzewanej etiologii bakteryjnej: Yer-
sinia spp., Salmonella Enteritidis, Chlamydia trachoma-
tis, Borrelia burgdorferi jest przydatna z racji
opdznionych objawéw klinicznych, ale jednoczesnie
obarczona wieloma trudnosciami interpretacyjnymi.
Wynikaja one z:

e czestego wykrywania przeciwciat w jednej klasie,
zwtaszcza 1gG, ktére nie maja istotnego znaczenia
w diagnostyce choréb infekcyjnych,

* jednoczesnego wspotwystepowania przeciwciat dla
2-3 drobnoustrojéw, $wiadczacego o krzyzowej reak-
tywnosci, nadkazeniu i/lub odlegtym kontakcie z pato-
genem, co m.in. nie upowaznia do zastosowania tera-
pii, np. antybiotykowej,

e koniecznosci w licznych przypadkach potwierdzenia
wyniku metodami swoistymi, co jednak znacznie
zwieksza koszty diagnostyki.

2. Diagnostyka serologiczna niesklasyfikowanych zapa-
len stawdw wymaga Scistej korelacji z obrazem kli-
nicznym oraz doktadanie przeprowadzonym wywia-
dem lekarskim.
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