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Diagnostyczne znaczenie potwierdzania obecnosci swoistych
przeciwciat przeciwko Yersinia spp. oraz Chlamydia trachomatis
i Chlamydophila pneumoniae w surowicach pacjentow

z podejrzeniem etiologii infekcyjnej zapalen stawow

Diagnostic significance of the confirmation of the prevalence of antibodies to
Yersinia spp., Chlamydia trachomatis and Chlamydophila pneumoniae in the sera
of patients with suspected infectious etiology of arthritis
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Streszczenie

Cel pracy: Praca jest kontynuacja badan nad swoistymi przeciw-
ciatami antybakteryjnymi przydatnymi diagnostycznie w rozpo-
znawaniu choréb uktadu ruchu o podejrzewanej etiologii infekcyj-
nej drobnoustrojami znacznie réznigcymi sie taksonomicznie.
Dotyczy ona pateczek Gram-ujemnych — Yersinia enterocoliti-
ca/pseudotuberculosis, Chlamydia trachomatis oraz Chlamydophi-
la pneumoniae.

Materiat i metody: Badaniami objeto 159 surowic dodatnich
w tescie skriningowym ELISA na obecnos$¢ przeciwciat klasy IgA
i/lub IgG przeciwko Yersinia spp. oraz 38 surowic dodatnich na
obecnos¢ przeciwciat klasy IgA i/lub IgG przeciwko Chlamydia tra-
chomatis. Byty one potwierdzane metoda Western Blot, w ktorej
zastosowano swoiste rekombinowane antygeny dla poszczegol-
nych drobnoustrojéw. Metoda Western Blot potwierdzono ok.
60% wynikéw dodatnich z badania ELISA w klasie IgA i 75% w kla-
sie 1gG dla Yersinia spp. oraz Chlamydia trachomatis i/lub Chlamy-
dophila pneumoniae (ryc. 11 2).

Wyniki: Szczegétowa analiza wykazata, Ze najczesciej wystepo-
waty przeciwciata przeciw rekombinowanym antygenom: YOP D
dla Yersinia spp. zarowno w klasie IgA (98,9%), jak i 1gG (95,3%)
(ryc. 3) oraz MOMP dla Chlamydia trachomatis (ryc. 6) i Chlamy-
dophila pneumoniae (ryc. 7) w klasie IgA i 1gG (85-100%). Zaska-
kujace byto uzyskanie w tescie potwierdzenia obecnosci swo-

Summary

Background: This paper presents the results of continued research
on specific antibacterial antibodies, which are useful in the diag-
nosis of musculoskeletal diseases of suspected Gram-negative
bacterial origin: VYersinia enterocolitica/pseudotuberculosis,
Chlamydia trachomatis and Chlamydophila pneumoniae.

Material and methods: The study included 159 positive sera in
ELISA screening test of anti-Yersinia spp. antibodies (IgA and/or
IgG class) and 38 positive sera of anti-Chlamydia trachomatis anti-
bodies (IgA and/or IgG class). They were confirmed by Western
blot, with specific recombinant antigens for these microorgan-
isms. The presence of specific antibodies against Yersinia spp. and
Chlamydia trachomatis and/or Chlamydophia pneumoniae (Fig. 1, 2)
was confirmed in about 60% of positive sera in ELISA for IgA class
and in 75% for I1gG class.

Results: Detailed analysis showed that the most common anti-
bodies to recombinant antigens were YOP D for Yersinia spp., for
both IgA (98.9%) and 1gG (95.3%) class (Fig. 3) and MOMP for
Chlamydia trachomatis (Fig. 6) and Chlamydophia pneumoniae
(Fig. 7) in the IgA and I1gG class (about 85-100%). Unexpected
results for anti-Chlamydia spp. antibodies confirmed by Western
blot were obtained. It was disclosed that in about 56% of sera
were confirmed anti-Chlamydia trachomatis and anti-Chlamy-
dophila pneumoniae antibodies at the same time. This may indi-
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istych przeciwciat przeciw Chlamydia spp., najczesciej (w 56%) prze-
ciwciat klasy IgG jednoczesnie przeciw Chlamydia trachomatis +
Chlamydophila pneumoniae, co moze Swiadczy¢ o przebytej
w przesztosci infekcji lub o kontakcie pacjenta z obydwoma gatun-
kami drobnoustrojow (ryc. 4a i 4b).

Oméwienie: Uzyskane wyniki wskazujg, jak wielkie znaczenie
w rozpoznaniu infekcji Yersinia i Chlamydia spp. moze miec
potwierdzanie metoda Western Blot dodatnich wynikéw na obec-
nos¢ przeciwciat réznych klas, dzieki wysokiej specyficznosci testu
Western Blot, przy zastosowaniu wysoce swoistych antygenéw dla
badanych drobnoustrojéow. Nalezy réwniez pamieta¢, ze diagnosty-
ka serologiczna reaktywnych i niesklasyfikowanych zapalen sta-
wow o podejrzewanej etiologii infekcyjnej musi zawsze przebiegac
w Scistej korelacji z obrazem klinicznym oraz doktadnie przeprowa-
dzonym wywiadem lekarskim.

Whioski: Wiarygodnos¢ uzyskanych wynikéw badan serologicz-
nych wymaga dodatkowego potwierdzenia obecnosci w surowicy
i/lub w krazacych kompleksach immunologicznych (circulating
immune complexes — CIC) swoistych antygenéw dla odpowiednie-
go drobnoustroju. Jest to wskazaniem do dalszych juz rozpo-
czetych badan w tym kierunku.

Wstep

Yersinia enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis
oraz Chlamydia trachomatis i Chlamydophila pneumoniae
naleza do zupetnie réznych jednostek taksonomicznych,
ale w pismiennictwie sg opisywane jako najczesciej odpo-
wiedzialne za m.in. r6znego rodzaju stany zapalne stawoéw
o ewentualnej etiologii zakaZnej i ich réznorodne powiktania
uktadowe [1-4].

Diagnostyka laboratoryjna tych zapalefi opiera sie na
trzech gtéwnych kryteriach: metodach hodowlanych,
metodzie reakcji tancuchowej polimerazy (polymerase
chain reaction — PCR) oraz badaniach serologicznych.
Kazde z nich ma swoje zalety i wady, wynikajace m.in. ze
specyfiki hodowlanych i postepowan genetycznych w przy-
padku drobnoustrojéw, ktére mozna podejrzewac
o wywotywanie stanu chorobowego. Niemniej metody sero-
logiczne moga utatwié rozpoznanie, gtéwnie z racji naj-
czestszego opdZnienia objawoéw klinicznych w stosunku
do ewentualnego zakazenia. Ich stosunkowo nieskom-
plikowana metodyka, ale przewaznie wysoka czutos¢
i r6zna swoistos¢ sprawiaja, ze firmy dynamicznie opra-
cowuja testy wykrywajace przeciwciata dla coraz szerszego
asortymentu drobnoustrojéw, ich czastkowych, rekombi-
nowanych i syntetycznych antygenoéw. Jednakze ta wyso-
ka czutos¢, zwtaszcza metod immunoenzymatycznych
ELISA, sprawia, ze w badaniach [5-9] stwierdza sie czesto
reakcje krzyzowe przeciwciat, ktérych swoistos¢ wymaga
— o ile to mozliwe — potwierdzenia, np. réznie modyfiko-
wang metoda immunoblotting.

Wynik potwierdzajacy swoistos¢ wykrywanych anty-
bakteryjnych przeciwciat w korelacji z obrazem klinicznym
utatwia lekarzowi postawienie diagnozy zapalenia stawdw
o mozliwej etiologii infekcyjnej, jak réwniez wspotist-

cate previous infection or contact with these two species of
microorganisms and the antibodies’ cross-reactivity (Fig. 4a, 4b).
Discussion: The obtained results indicate how important is the
confirmation by Western blot of Yersinia and Chlamydia spp. infec-
tion, due to the high specificity of the Western blot test. It should
also be remembered that the serological diagnosis of reactive and
undifferentiated arthritis of suspected bacterial origin has to be
always in close correlation with the clinical picture and carefully
conducted medical history.

Conclusions: The reliability of the serological findings requires
additional confirmation of the prevalence of specific antibodies to
particular microorganisms in serum and/or circulating immune
complexes (CIC). It points to the need for further research in this
field that has been already initiated.

niejacych objawdw uktadowych. W znacznym stopniu ukie-
runkowuje to postepowanie lecznicze i tak kontrowersyj-
ne co do celowosci stosowania antybiotykoterapii, czasu
jej trwania i wyboru odpowiedniego leku [10-12]. Znaczenie
diagnostyczne ma takze klasa wykrywanych przeciwciat,
ktéra czesto moze swiadczy¢ o etapie zaistniatej infekgji,
niejednokrotnie sugerujac zaréwno Swieze zakazenie
(klasa IgM), ciagta indukcje przeciwciat przez antygeny bak-
teryjne (klasa IgA), jak i odlegty kontakt z drobnoustrojem
(klasa 1gG) [5].

Celem pracy byty badania nad stopniem potwierdze-
nia obecnosci swoistych przeciwciat przeciw Yersinia spp.
oraz Chlamydia trachomatis i Chlamydophila pneumoniae,
ktére wykrywano skriningowa metoda ELISA u pacjentow
diagnozowanych w kierunku reaktywnych zapalen stawéw
i niesklasyfikowanych zapalenh stawéw o podejrzewanej etio-
logii infekcyjnej. Wazne byto takze okreslenie antygenow
czastkowych poszczegélnych drobnoustrojow, przeciwko
ktorym najczesciej produkowane sa przeciwciata istotne
diagnostycznie.

Materiat i metody

Materiatem wykorzystywanym do badan byty surowice
pacjentéw hospitalizowanych w Instytucie Reumatologii
w Warszawie od marca 2010 r. do maja 2011 r. Badano suro-
wice, w ktérych wczesniej za pomoca skriningowej meto-
dy immunoenzymatycznej (ELISA) oznaczono dodatni
poziom przeciwciat przeciw badanym drobnoustrojom.

Obecnos¢ swoistych przeciwciat przeciw Yersinia spp.
w klasie IgA potwierdzano w 107 surowicach dzieci
(pacjenci do 18. roku zycia) oraz w 52 surowicach oséb
dorostych. W klasie 1gG przebadano 35 surowic dzieci oraz
25 surowic dorostych pacjentow.
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Ryc. 1. Odsetek potwierdzonych metoda Western
Blot dodatnich surowic na obecnos¢ przeciwciat
klasy IgA i I1gG przeciw Yersinia spp. wykrytych
metodga ELISA w surowicach pacjentéw Instytutu
Reumatologii oraz zdrowych dawcéw krwi.

Fig. 1 The percentage of positive patients’ and
healthy donors’ sera (in IgA and IgG class) of
Yersinia spp. detected by ELISA and confirmed by
Western blot.

Obecnos¢ swoistych przeciwciat przeciw Chlamydia tra-
chomatis/Chlamydophila pneumoniae klasy IgA i 1gG
potwierdzano jedynie w surowicach pacjentéw dorostych,
odpowiednio dla klas, w 22 i 16 surowicach.

Grupa kontrolna dla badanych surowic byty surowice
zdrowych dawcow krwi, w ktérych potwierdzano obecnosé
swoistych przeciwciat przeciw badanym drobnoustro-
jom, oznaczonym wczesniej metodg ELISA. Krew pochodzita
z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
w Warszawie, byta pobrana od kobiet i mezczyzn w wie-
ku 18-65 lat. Dawcy wyrazili zgode na pobranie krwi do
badan. Obecnos¢ swoistych przeciwciat przeciw Yersinia
spp. w klasie IgA potwierdzano w 21 surowicach zdrowych
dawcow krwi, w klasie 1gG w 44 surowicach. Obecnos¢ swo-
istych przeciwciat przeciw Chlamydia trachomatis/Chla-
mydophila pneumoniae klasy IgA potwierdzano w 5 suro-
wicach, w klasie 1gG w jednej surowicy.

Metodyka skriningowych metod immunoenzyma-
tycznych dla Yersinia spp. i Chlamydia trachomatis zostata
juz uprzednio opisana [9].

W celu potwierdzenia swoistosci przeciwciat wykrytych
metodami immunoenzymatycznymi stosowano metode
immunoblotting, w ktérej btony (paski) nitrocelulozowe
zawieraty wysoce oczyszczone antygeny (biatka) rekom-
binowane.

Dla Yersinia spp. (recomLine Yersinia, Microgen Dia-
gnostic) wykrywano swoiste przeciwciata przeciw markerom
wirulencji (kodowanym plazmidowo), do ktérych nalezaty
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takze biatka YOPs (Yersinia outer membrane proteins)
Y. enterocolitica i Y. pseudotuberculosis o réznych ciezarach
czasteczkowych: YOP M (58 kDa), YOP H (46 kDa), V-AG
(38 kDa), YOP D (33 kDa) i YOP E (25 kDa). Kluczowa w dia-
gnostyce byta obecnos¢ antygenu YOP D.

RecomLine Chlamydia (Microgen Diagnostic) pozwa-
la na oznaczenie nie tylko swoistych przeciwciat przeciw
Chlamydia trachomatis, lecz takze przeciwko Chlamydo-
phila pneumoniae i Chlamydia psittaci. W tescie wyko-
rzystano antygeny rekombinowane: MOMP (Major Outer
Membrane Proteins), OMP2, HSP60, MIP, OMP4, OMP5,
TARP, CPAF.

Wyniki

Wykonano szczegbtowa analize potwierdzania obec-
nosci swoistych przeciwciat przeciw Yersinia spp. oraz Chla-
mydia trachomatis i Chlamydophila pneumoniae, ktére
wykrywano skriningowa metodg ELISA u pacjentéw dia-
gnozowanych w kierunku reaktywnych zapalen stawéw
i niesklasyfikowanych zapalen stawéw o podejrzewanej etio-
logii infekcyjnej.

Potwierdzalno$¢ metoda Western Blot dodatnich
wynikéw otrzymanych metoda ELISA dla Yersinia spp. w kla-
sie 1gG byta wieksza niz w klasie IgA. Wiece] wynikéw dodat-
nich potwierdzono u dzieci (60,7% dla klasy IgA i 77,1% dla
klasy 1gG) niz u dorostych (51,9% dla klasy IgA i 72% dla
klasy 1gG) (ryc. 1). tacznie (u dorostych i dzieci) réwniez
potwierdzalnosé przeciwciat w klasie 1gG (75%) byta
wieksza niz w klasie IgA (57,8%).

W grupie kontrolnej dodatnie wyniki uzyskane metoda
ELISA dla Yersinia spp. w klasie IgA potwierdzono w 95,2%,
aw klasie 1gG w 100% surowic (ryc. 1).

Interesujace byto zbadanie zaleznosci potwierdzania
swoistosci przeciwciat przeciw Yersinia spp. z ich poziomem
oznaczonym w badaniu metoda ELISA. Poziom przeciwciat
okreslano w przedziatach: stabo dodatni (24-48 j./ml), Sred-
ni (>49-72j./ml) oraz wysoki (= 73 j./ml). tacznie we wszyst-
kich przebadanych surowicach (dzieci i dorosli) wyniki stabo
dodatnie w ELISA potwierdzano testem Western Blot w kla-
sie IgAw 52,5%, srednie w 72%, a wysokie w 75% surowic.
W klasie 1gG wyniki stabo dodatnie w ELISA potwierdza-
no testem Western Blot w 65,6%, S$rednie w 82,3%,
a wysokie w 91% surowic (ryc. 2). Nastepnie dokonano ana-
lizy wystepowania przeciwciat klasy I1gA i 1gG dla poszcze-
golnych antygendw YOP, ktére wchodzity w sktad testu
potwierdzajacego obecnosé przeciwciat wykrywanych
metoda ELISA (ryc. 3). W klasie IgA w 98,9% potwierdzo-
no obecnos¢ swoistych przeciwciat dla antygenu YOP D,
a tylko w 1,1% dla antygenu V-AG. W klasie IgG zdecydo-
wanie najczesciej swoiste przeciwciata potwierdzono dla
antygenu YOP D (95,3%). Potwierdzano —w réznym stop-
niu — réwniez obecnosé przeciwciat przeciw pozostatym
antygenom: YOP H (32,5%), YOP M (27,3%), V-AG (20,9%)
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Ryc. 2. Odsetek potwierdzonych metodg West-
ern Blot swoistych przeciwciat klasy IgA i IgG
przeciw Yersinia spp. w surowicach dodatnich
metoda ELISA (dane przedstawione tgcznie dla
dzieci i dorostych z uwzglednieniem poziomu
przeciwciat oznaczonego metoda ELISA).

Fig. 2. The percentage of specific antibodies (IgA
and IgG class) of Yersinia spp. detected by ELISA
and confirmed by Western blot (data presented
in total for both children and adults with the lev-
el of antibodies marked by ELISA).

oraz YOP E (2,3%). W surowicach kontrolnych zdrowych daw-
coéw krwi obecnos¢ przeciwciat dla antygenu YOP D
potwierdzano w 100% surowic.

Analiza potwierdzalnosci dodatnich wynikéw badan
surowic na obecnos¢ przeciwciat przeciw Chlamydia tra-
chomatis uzyskanych metoda ELISA wykazata, ze w 59%
potwierdzono testem Western Blot obecnos¢ tych prze-
ciwciat w klasie IgA (ryc. 4a). W jednakowym odsetku
(22,7%) potwierdzono obecnosd¢ przeciwciat zaréwno
przeciw Chlamydia trachomatis, jak i Chlamydophila
pneumoniae. W 13,6% surowic wystepowaty jednoczesnie
przeciwciata przeciw obu tym drobnoustrojom. W klasie
IgG (ryc. 4b) dodatnie wyniki z testu ELISA potwierdzono
W 75%, w tym az w 56,2% wystepowanie jednoczesnie prze-
ciwciat przeciw Chlamydia trachomatis i Chlamydophila
pneumoniae. Nie potwierdzono obecnosci wytacznie prze-
ciwciat przeciw Chlamydia trachomatis i tylko w 18,7%
potwierdzono obecnos¢ przeciwciat przeciw Chlamydophila
pneumoniae.

W grupie kontrolnej badanych surowic zdrowych daw-
cow krwi testem Western Blot potwierdzono obecnosé prze-
ciwciat przeciw Chlamydia trachomatis w 80% surowic
w klasie IgA (ryc. 4a), z czego w 40% surowic potwierdzono
obecnos¢ wytgcznie przeciwciat przeciw Chlamydia tra-
chomatis. W jednakowym odsetku (20%) potwierdzono

Ryc. 3. Odsetek swoistych przeciwciat klasy IgA
i 1gG przeciw poszczegblnym antygenom YOP
Yersinia spp. wykrytych metodg Western Blot.
Fig. 3. The percentage of specific antibodies (IgA
and 1gG class) of Yersinia outer proteins (YOP)
detected by Western blot.

obecnos¢ przeciwciat przeciw Chlamydophila pneumoniae
oraz jednoczesnie dla obu tych drobnoustrojéw. W klasie
lgG w badanej surowicy potwierdzono obecnos¢ tylko prze-
ciwciat przeciw Chlamydophila pneumoniae (ryc. 4b).

W przypadku tych drobnoustrojéw przeanalizowano réw-
niez wyniki potwierdzonych przeciwciat (w klasach IgA i 1gG),
w zaleznosci od poziomu przeciwciat wykrytych wczesniej
metoda ELISA: niski (11-15 j./ml), $redni (1620 j./ml)
iwysoki (> 21j./ml). W przypadku przeciwciat klasy IgA (ryc.
5a) przeciw Chlamydia trachomatis odsetek potwierdzonych
przeciwciat zwiekszat sie wraz z poziomem przeciwciat ozna-
czonych metoda ELISA (odpowiednio dla pozioméw: 12,5%,
25% i30%). W tej samej klasie przeciwciata przeciw Chla-
mydophila pneumoniae najczesciej (37,5%) potwierdzano
w surowicach o niskim poziomie przeciwciat. Nie potwier-
dzono zadnego wyniku z testu ELISA z przedziatu 16-20 j./m,
natomiast przeciwciata z przedziatu wysokiego potwierdzono
w 20% surowic. Z kolei jednoczesna obecnos¢ przeciwciat
przeciw Chlamydia trachomatis i Chlamydophila pneumo-
niae w 12,5% surowic potwierdzano wyniki z przedziatu
niskiego, a w 20% z przedziatu wysokiego; nie potwierdzono
zadnego wyniku z przedziatu sredniego.

W klasie 1gG (ryc. 5b) testem Western Blot nie potwier-
dzono zadnego wyniku dodatniego na obecnos¢ przeciwciat
przeciw Chlamydia trachomatis otrzymanego wczesniej
metoda ELISA. Dla Chlamydophila pneumoniae potwier-
dzono wyniki z przedziatu niskiego (w 25%) oraz wysokiego
(w 25%). Jednoczesna obecnos¢ przeciwciat przeciw Chla-
mydia trachomatis i Chlamydophila pneumoniae potwier-

Reumatologia 2012; 50/3
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pacjenci dawcy
B Chlamydia trachomatis + Chlamydophila pneumoniae
O Chlamydophila pneumoniae

H Chlamydia trachomatis

Ryc. 4a. Odsetek surowic dodatnich badanych
metoda ELISA na obecnos¢ przeciwciat przeciw
Chlamydia trachomattis, w ktérych potwierdzono
metoda Western Blot wystepowanie swoistych
przeciwciat klasy IgA dla Chlamydia spp.
w surowicach pacjentéw Instytutu Reumatologii
oraz zdrowych dawcéw krwi.

Fig. 4a. The percentage of patients’ and healthy
donors’ positive sera (in IgA class) of Chlamydia
trachomatis detected by ELISA and confirmed by
Western blot used for detection of specific anti-
bodies to Chlamydia spp.

dzono odpowiednio dla przedziatdw wartosci w 50%, 100%
i 50% surowic.

Przeprowadzono réwniez analize wystepowania swoistych
przeciwciat surowiczych przeciw poszczegélnym antygenom
Chlamydia trachomattis i Chlamydophila pneumoniae w tescie
potwierdzenia metoda Western Blot (ryc. 6 7).

Dla Chlamydia trachomatis najczesciej, zarowno w kla-
sie IgA (85,7%), jak i 1gG (100%), stwierdzano przeciwciata
przeciw antygenowi MOMP (ryc. 6). Pozostate swoiste prze-
ciwciata przeciw poszczegélnym antygenom stwierdzano
w dos¢ wysokim odsetku. W klasie IgA dla antygenu: OMP2
— 57,1%, HSP60 — 42,8%, MIP — 28,6%, a dla TARP oraz
CPAF —14,3%. W klasie 1gG rowniez przeciwciata przeciw
antygenom: OMP2 (90,9%), HSP60 (81,8%) oraz MIP
(54,5%), potwierdzano w wysokim odsetku. Dla pozostatych
antygenow: TARP i CPAF, przeciwciata potwierdzano
W 9,1% surowic.

Dla Chlamydophila pneumoniae w klasie IgA potwier-
dzono jedynie obecnos¢ przeciwciat przeciw antygenom:
MOMP (100%), OMP4 (66,6%) oraz OMPS5 (66,6%) (ryc. 7).
W klasie 1gG wykrywano przeciwciata przeciw wielu
rekombinowanym antygenom: MOMP (92,8%), OMP2
(57,1%), OMP5 (50%), OMP4 (42,8%) i zaledwie w 7,1% dla
pozostatych (TARP, CPAF, YWBM).
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Ryc. 4b. Odsetek surowic dodatnich badanych
metoda ELISA na obecnosé przeciwciat przeciw
Chlamydia trachomatis, w ktérych potwierdzono
metoda Western Blot wystepowanie swoistych
przeciwciat klasy 1gG przeciw Chlamydia spp.
w surowicach pacjentéw Instytutu Reumatologii
oraz zdrowych dawcéw krwi.

Fig. 4b. The percentage of patients’ and healthy
donors’ positive sera (in IgG class) of Chlamydia
trachomatis detected by ELISA and confirmed by
Western blot used for detection of specific anti-
bodies to Chlamydia spp.

Dyskusja

Przewlekta jersinioza w odrdznieniu od postaci ostre]
(mniej wiecej tygodniowej) charakteryzuje sie innymi
objawami klinicznymi, takimi jak: reaktywne zapalenie sta-
wow, rumien guzowaty, ieitis, limfadenopatia, odmied-
niczkowe zapalenie nerek, zapalenie miesnia sercowego,
oraz wystepowaniem odpowiedzi humoralnej, ktéra moze
trwac latami z utrzymujaca sie obecnosciag przeciwciat kla-
sy IgA i 1gG [5, 13]. W serologicznej diagnostyce przeciw-
ciata tych klas, a zwtaszcza IgA, stanowia podstawe
w diagnozowaniu m.in. stanéw zapalnych narzgdu ruchu
o0 podejrzewanej etiologii Yersinia spp. (Y. enterocolitica, Y.
pseudotuberculosis). W obecnie stosowanych metodach
immunoenzymatycznych (ELISA, Western Blot) jako anty-
genoéw uzywa sie rekombinowanych biatek, wobec ktérych
indukowane sg przeciwciata. Biatka te, z racji uwalniania
sie ze sciany komorkowej drobnoustrojow, zostaty nazwa-
ne YOPs (Yersinia outer membrane proteins) [14, 15].
Uwazane sg one za czynniki wirulencji, zaréwno Y. ente-
rocolitica, jak i Y. pseudotuberculosis (w tym wszystkich ich
serotypow). O ile test ELISA jest szczegblnie czuty, o tyle
metody Western Blot sa bardziej swoiste, a w przypadku
Yersinia bezposrednio wskazujg na wirulencje patogenu,
wobec ktérego stwierdza sie przeciwciata. Jak podkresla pro-
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Ryc. 5a. Odsetek potwierdzonych metodg Western
Blot swoistych przeciwciat klasy IgA przeciw
Chlamydia trachomattis i/lub Chlamydophila pneu-
moniae. Poziom przeciwciat przeciw Chlamydia
trachomatis oznaczono testem ELISA.

Fig. 5a. The percentage of specific antibodies (IgA
class) to Chlamydia trachomatis and/or Chlamy-
dophila pneumoniae confirmed by Western blot.
The level of antibodies detected by ELISA for
Chlamydia trachomatis.

ducent testu, recomLine Yersinia nie wykazuje krzyzowej
reakcji z drobnoustrojami z rodzaju Brucella ani z innymi
patogenami, a jego wysoka swoistos¢ uzyskano wtasnie
poprzez zastosowanie jasno zdefiniowanych, rekombi-
nowanych i wysoce oczyszczonych antygendéw, ktérych opty-
malny poziom zwieksza réwniez czutos¢ testu. Mogto to
stuzy¢ za test potwierdzenia wynikéw dodatnich na obec-
nos¢ przeciwciat ,,wirulentnych” wykrytych wczesniej
skriningowa metoda ELISA.

W przedstawianych badaniach czesciej (75%) potwier-
dzano przeciwciata przeciw Yersinia w klasie 1gG niz
w klasie IgA (57,8%) (ryc. 1). Szukajac wyttumaczenia, war-
to pamieta¢, ze w zdrowej populacji az w 50% w przypadku
klasy 1gG i do 30% w klasie IgA wykrywano przeciwciata
przeciw Yersinia spp. Jednym z wyttumaczen tak wysokiego
poziomu potwierdzalnosci przeciwciat u badanych pacjen-
téw moze by¢ state wystepowanie przeciwciat przeciw Yer-
sinia po przebytej infekcji wiele lat wczesniej i niebedacej
czynnikiem etiologicznym dla diagnozowanej obecnie
choroby reumatycznej. Nieco nizsza potwierdzalnosé
przeciwciat obu klas dla Yersinia w grupie dorostych (IgA
—51,9%, 1gG — 72%) niz w grupie dzieci (IgA - 60,7%, 1gG
—77,1%) moze jednak sugerowac, ze dzieki uprzednio za-
stosowanej skriningowej, bardzo czutej metodzie ELISA
mozna byto wykry¢ przeciwciata nie tylko przeciw Yersinia,
lecz takze przeciwko innym Gram-ujemnym drobno-
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Ryc. 5b. Odsetek potwierdzonych metodg West-
ern Blot swoistych przeciwciat klasy 1gG przeciw
Chlamydia trachomattis i/lub Chlamydophila pneu-
moniae. Poziom przeciwciat przeciw Chlamydia
trachomatis oznaczono testem ELISA.

Fig. 5b. The percentage of specific antibodies (IgG
class) to Chlamydia trachomatis and/or Chlamy-
dophila pneumoniae confirmed by Western blot.
The level of antibodies detected by ELISA for
Chlamydia trachomatis.

ustrojom zblizonym antygenowo. Wiadomo, ze z wiekiem
osoby starsze mogty mieé kontakt z wieksza liczba
réznorodnych drobnoustrojéw. Dlatego tak wazna jest oce-
na zaleznosci wynikéw badan potwierdzania przeciwciat
przeciw Yersinia spp. z obrazem klinicznym.

W badaniach dotyczacych korelacji odsetka przeciw-
ciat przeciw Yersinia klasy IgA i IgG, potwierdzonych
metodg Western Blot, z ich poziomem okre$lonym metodg
ELISA (ryc. 2) zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem ich
poziomu zwiekszaty sie odsetki surowic z potwierdzony-
mi wynikami badan. W zwigzku z tym mozna przypuszczac,
ze wysoki poziom przeciwciat otrzymanych metoda ELISA
moze swiadczy¢ o istniejacej infekcji, co sugeruje bardzo
wysoki odsetek (IgA —75%, 18G — 91%) potwierdzonych wyni-
kéw dodatnich metoda Western Blot.

Szczegbtowe badania dotyczace wystepowania prze-
ciwciat klasy IgAi1gG przeciw poszczegblnym antygenom
YOP wykazaty zdecydowana dominacje przeciwciat w kla-
sie IgA (98,9%) i 1gG (95,3%) dla wirulentnego antygenu
YOP D (ciezar czgsteczkowy 33 kDa) — antygenu, ktory przez
producentdw testu jest okreslany jako podstawowy dla
potwierdzenia swoistosci przeciwciat przeciw Yersinia spp.
wykrywanych metoda ELISA (ryc. 3). Przeciwciata przeciwko
temu antygenowi wystepowaty w kazdej badanej surowi-
cy, mimo obecnosci takze roéznych innych antygenéw
tworzacych rozmaite kombinacje. Wczesne badania przy

Reumatologia 2012; 50/3
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Ryc. 6. Odsetek swoistych przeciwciat klasy IgA
i 1gG przeciw rekombinowanym antygenom Chla-
mydia trachomatis wykrytym metoda Western
Blot.

Fig. 6. Percentage of specific antibodies (IgA and
1gG class) to recombinant antigens of Chlamydia
trachomatis detected by Western blot.

uzyciu immunoblottingu [16] wyraznie wskazywaty na
najczestsza obecnos¢ przeciwciat surowiczych w przy-
padku reaktywnego zapalenia stawow dla antygenu
o ciezarze czasteczkowym 36 kDa, uznanego nawet za anty-
gen wirulencji. By¢ moze stanowit on woéwczas ztozony anty-
gen, obecnie zréznicowany na V-AG (38 kDa) i YOP D (33 kDa).

Serodiagnostyka infekcji wywotanych przez drobnoustroje
z rodzaju Chlamydia odgrywa decydujaca role z uwagi na
czesto niecharakterystyczny i utajony przebieg choroby. Tak
jak i w przypadku Yersinia spp., jest ona wazna gtéwnie
w przewlektych stanach, w ktérych bezposrednia identyfi-
kacja drobnoustroju jest niemozliwa, a ponadto skompli-
kowana i kosztowna w wiekszosci laboratoriow. Obecnosé
przeciwciat poszczegolnych klas zalezy od etapu infekgji [17].
Przeciwciata klasy IgM zwykle sg wykrywane w ciggu 2—4
tygodni od zakazenia, nastepnie najczesciej mniej wiecej po
4 tygodniach pojawiaja sie przeciwciata klasy IgA i klasy IgG.
Przeciwciata klasy IgM zanikaja po 2—6 miesigcach, prze-
ciwciata klasy IgA po 6 miesigcach od wykrycia, natomiast
przeciwciata klasy 1IgG moga sie utrzymywac latami.

W reinfekcjach poziom przeciwciat klasy IgA i 1gG zwy-
kle zwieksza sie ponownie w czasie pierwszych 2 tygodni.
Z uwagi na asymptomatycznos¢ przebiegu infekcji Chla-
mydia, wskazuje to na istotna role odpowiedzi w klasie
IgA/1gG. Stanowig one swego rodzaju markery: przeciw-
ciata klasy IgA dla infekcji pierwotnych, przewlektych
i wtérnych, a przeciwciata klasy IgG, a zwtaszcza ich wyso-
ki poziom, dla ostrej i przewlektej fazy choroby.

Nalezy jednak pamieta¢, ze samo wykrycie przeciw-
ciat jest czasami nie w petni miarodajne diagnostycznie
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Ryc. 7. Odsetek swoistych przeciwciat klasy IgA
i 1gG przeciw rekombinowanym antygenom
Chlamydophila pneumoniae wykrytym metoda
Western Blot.

Fig. 7. Percentage of specific antibodies (IgA and
IgG class) to recombinant antigens of Chlamy-
dophila pneumoniae detected by Western blot.

i powinno by¢ uzupetnione badaniem dynamiki ich
wystepowania. Co wiecej, indukowane przeciwciata prze-
ciwko jednemu gatunkowi Chlamydia moga dawac reak-
cje krzyzowe z pozostatymi gatunkami w badaniach
metoda ELISA. Tym wiekszego znaczenia nabiera potwier-
dzenie swoistosci wykrywanych przeciwciat réznych klas
metodg immunoblotting, wykrywajaca przeciwciata prze-
ciw rekombinowanym antygenom poszczegdlnych gatun-
kéw Chlamydia [18, 19].

Analiza przedstawianych badan wykazata potwierdzanie
wynikéw dodatnich w 59% surowic w przypadku przeciwciat
klasy IgA i 75% w klasie 1gG (ryc. 4a, b). Szczegdlnie
wyrdzniata sie odpowiedz w klasie IgG, gdzie nie potwier-
dzono w ogoéle przeciwciat wytgcznie przeciw Chlamydia
trachomatis, a az w 56,2% surowic zostaty potwierdzone
przeciwciata jednocze$nie przeciw Chlamydia trachoma-
tis + Chlamydophila pneumoniae. Moze to Swiadczyé
0 przebytej w przesztosci infekcji spowodowanej przez jeden
i/lub oba te drobnoustroje, ale nadal pozostaje nieokreslone,
ktéry z badanych drobnoustrojow moze by¢ czynnikiem etio-
logicznym zapalenia stawdw oraz ewentualnych objawdw
pozastawowych. Warto mie¢ réwniez na uwadze, iz sami
producenci testu nie wykluczaja mozliwosci wystepowa-
nia reakcji krzyzowych pomiedzy Chlamydia trachomatis
i Chlamydophila pneumoniae, co moze dawac fatszywie
dodatnie wyniki.

W badaniach dotyczacych poréwnania odsetka potwier-
dzeh metoda Western Blot z poziomem przeciwciat przeciw
Chlamydia spp. klasy IgA i 1gG okreslonym metoda ELISA
(ryc. 5a, b) spodziewano sie, ze im wyzszy poziom przeciw-
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ciat otrzymany w badaniu metoda ELISA, tym wiekszy bedzie
odsetek potwierdzanych wynikéw dodatnich metoda
Western Blot. Otrzymane wyniki wskazuja jednak na taka
zaleznos¢ tylko w przypadku Chlamydia trachomatis w kla-
sie IgA (ryc. 5a). Dla Chlamydophila pneumoniae oraz
w wynikach potwierdzajacych jednoczesne wystepowanie
przeciwciat przeciw Chlamydia trachomatis i Chlamydophila
pneumoniae nie uzyskano spodziewanych wynikéw. Otrzy-
mane wyniki wskazuja na istnienie realnej potrzeby potwier-
dzania metodg Western Blot wyniku dodatniego z badania
metoda ELISA na obecnosé przeciwciat przeciw Chlamydia
spp., niezaleznie od wykrytego poziomu tych przeciwciat.
Wyniki te zawsze powinny by¢ analizowane razem, nalezy
réwniez pamietac o czestym braku mozliwosci wykrycia prze-
ciwciat na bardzo wczesnym etapie zakazenia.

Wyniki dodatnie potwierdzano poprzez oznaczanie
przeciwciat klasy I1gA i1gG dla charakterystycznych, rekom-
binowanych antygendw wszystkich trzech gatunkéw Chla-
mydlia. Wsréd nich wystepowaty antygeny charakterystyczne
dla trzech gatunkéw Chlamydia, takie jak: MOMP — naj-
wazniejszy immunodominant biatkowy zewnetrznej btony
Sciany komorkowej, TARP (translocated actin-recruitin
protein), wiazacy aktyne i czynnik wirulencji CPAF (chla-
mydlial protease-like activity factor). Inne antygeny byty spe-
cyficzne tylko dla konkretnego gatunku, np. HSP60 — biatko
szoku termicznego, gtéwny marker przewlektych zapalen
drég moczowo-ptciowych i reaktywnego zapalenia stawow
po infekcji Chlamydia trachomatis, i swoisty gatunkowo dla
Chlamydia trachomatis antygen MIP (macrophage infec-
tivity potentiator), wzmacniajacy infekcyjnos¢ makrofagow.
Dla Chlamydophila pneumoniae identyfikowano prze-
ciwciata przeciw swoistym gatunkowo biatkom OMP4
i OMPS5, zlokalizowanym na powierzchni Chlamydophila
pneumoniae. Waznym antygenem byto takze biatko
o duzym stezeniu cysteiny — OMP2, bedace uniwersalnym
markerem infekcji Chlamydia trachomatis i Chlamydophila
pneumoniae.

W kontekscie uzyskanych wynikéw i majac na uwadze
znaczenie poszczegolnych antygenéw w diagnostyce sero-
logicznej Chlamydia spp., nalezy pamieta¢ o mozliwosci
zaréwno nadkazenia, jak i reinfekcji powtdrnej. Czesto nie
mozna okresli¢ kolejnosci infekcji poszczegdlnych gatun-
kéw Chlamydlia. Poniewaz podejrzewa sie, ze Chlamydia tra-
chomatis i Chlamydophila pneumoniae moga by¢ czynni-
kami etiologicznymi choréb uktadu moczowo-ptciowego
i oddechowego z powiktaniami stawowymi, wykrycie prze-
ciwciat przeciwko nim i potwierdzenie ich swoistosci jest
przydatne w diagnozowaniu choréb narzadu ruchu. Wyma-
ga to zatem Scistej korelacji obrazu klinicznego z wynika-
mi badan serologicznych. Dla klinicysty niezwykle istotna
staje sie decyzja dotyczaca zastosowania odpowiedniej tera-
pii antybiotykowej. Powinna by¢ ona uzalezniona m.in. od
potwierdzenia swoistych przeciwciat dla jednego i/lub

obu drobnoustrojéw, a nastepnie obserwowana gtéwnie jej
skutecznos¢ i w mniejszym stopniu obecnos¢ swoistych prze-
ciwciat, ktére mogg sie utrzymywac przez bardzo dtugi czas.

Whioski

1. Wyniki badan wskazuja na koniecznos¢ wykonywania
testéw potwierdzenia obecnosci swoistych przeciwciat
antybakteryjnych wynikajaca z:

* wystepowania reakgji krzyzowych i mniejszej swoistosci
badania metoda ELISA,

* wysokiej specyficznosci testu Western Blot, dzieki
zastosowaniu wysoce swoistych antygendw dla bada-
nych drobnoustrojéw.

2. Uzyskane metoda ELISA wyniki dodatnie potwierdzano
w 60-70% w zaleznosci od badanej klasy przeciwciata
i/lub drobnoustroju.

3. Stosunkowo wysokie odsetki surowic z niepotwier-
dzong obecnoscia swoistych przeciwciat nakazuja zwré-
ci¢ szczegblna uwage na ich zwigzek z objawami kli-
nicznymi ze strony narzadu ruchu i innych uktadéw. Trzeba
rowniez uwzgledni¢ mozliwosé wystepowania zaréwno
wynikéw fatszywie dodatnich, jak i fatszywie ujemnych.
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