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Streszczenie

Metody serologiczne, mimo niewatpliwych wad, sa podstawowy-
mi i rozpowszechnionymi metodami w diagnozowaniu choréb na-
rzadu ruchu o podejrzewanej etiologii bakteryjnej.

W pracy dokonano retrospektywnej analizy wynikéw badan
przeprowadzonych w latach 2004-2006 wykrywajgcych przeciw-
ciata przeciwko Yersinia enterocolitica O3 w surowicach pacjen-
téw hospitalizowanych i konsultowanych w Instytucie Reumato-
logii w Warszawie. Zastosowano metode immunoenzymatyczna
(ELISA), materiat stanowito prawie 3000 surowic. Oceniono row-
niez przydatnos$¢ serodiagnostyczng tych badan w aspekcie re-
akeji krzyzowych z innymi drobnoustrojami (Salmonella enteriti-
dis, Salmonella typhimurium, Borrelia burgdorferi i Chlamydia
trachomatis).

Uzyskane rezultaty wskazujg na stosunkowo matg wartos¢ dia-
gnostyczng przeprowadzonych badan, poniewaz wykrywana licz-
ba (%) wynikow dodatnich na obecnos¢ przeciwciat dla chorobo-
tworczego serotypu O3 Y. enterocolitica nie odbiegata ilosciowo
(rednio 5,5%) od stwierdzanych w zdrowe] populacji.

Znaczenie diagnostyczne dodatkowo obnizato jednoczesne wyste-
powanie przeciwciat dla ww. drobnoustrojow, réznigcych sie tak-
sonomicznie, formami klinicznymi i wektorami transmisji.
W 1/4 dodatnich surowic na obecnos¢ przeciwciat dla Y. enteroco-
litica O3 wykazano przeciwciata dla przynajmniej jednego z pozo-
statych drobnoustrojow.

Analiza badan sugeruje klinicystom reumatologom potrzebe wni-
kliwego analizowania kazdego przypadku chorobowego z dodat-
nim wynikiem serologicznym (w tym klasy Ig) w zestawieniu z ob-

Summary

Serological methods, despite their undoubted weakness, are still
basic and widely used methods in diagnosis of connective tissue
diseases with suspected infectious aetiology.

We present a retrospective analysis of the results, done in years
2004-2006, of a search for the presence of anti-Yersinia enterocoli-
tica serotype O3 autoantibodies in the sera of patients hospitalized
and/or diagnosed in the Institute of Rheumatology. In the anti-
Yersinia antibody assessment an immunoenzymatic method (ELISA)
was applied in a group of about 3000 patients. Also the usefulness
of these serological tests in the case of existing cross-reactivity
between microorganisms such as (Salmonella enteritidis, Salmonella
typhimurium, Borrelia burgdorferi and Chlamydia trachomatis) was
studied.

The results demonstrated the relatively low diagnostic value of
performed tests, because the difference in percentages of
seropositivity of anti-Yersinia enterocolitica O3 (considered as
pathogenic) in the group of tested patients and in the healthy
population (average 5.5%) was insignificant.

Diagnostic value of these tests was additionally lowered by the co-
appearance of antibodies directed at the above-mentioned
microorganisms — belonging to separate taxa, possessing different
transmission vectors and generating different clinical syndromes.
In about 25% of sera seropositive for anti-Yersinia enterocolitica
03 antibodies also antibodies against at last one of the above-
mentioned species was found. An in-depth analysis should be
done by clinicians/rheumatologists of each seropositive case in
relation to the clinical picture.
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razem klinicznym i retrospektywne podejscie do wywiadu. Pozwo-
litoby to na ograniczenie nadmiernego dtugotrwatego stosowania
antybiotykéw, ktére u wielu pacjentéw nie beda skuteczne,
a wrecz mogg implikowac objawy niepozadane.

Analiza badan na obecnos¢ przeciwciat
dla Yersinia enterocolitica O3

w surowicach pacjentéw diagnozowanych
w Instytucie Reumatologii w latach
2004-2006; ich przydatnosé
serodiagnostyczna w aspekcie reakc;ji
krzyzowych z innymi drobnoustrojami
istotnymi w wywotywaniu proceséw
zapalnych w chorobach narzadu ruchu

Diagnostyka choréb narzadu ruchu o etiologii bak-
teryjnej wymaga udowodnienia trwajacej lub niedaw-
no przebytej infekcji przy uzyciu metod mikrobiologicz-
nych, genetycznych badz serologicznych.

Mimo dynamicznego rozwoju metod umozliwiaja-
cych wykrycie zywych bakterii lub ich antygenéw, w tym
kwasow nukleinowych [1-6], metody serologiczne [4, 7, 8]
nadal sa powszechnie stosowane [7, 9]. Stanowig one
jednak posredni dowéd niedawno przebytej lub aktualnie
trwajacej infekcji; czesto moze byé tak, ze z chwilg znik-
niecia objawéw zakazenia, a takze negatywnych wyni-
kéw posiewdw, przeciwciata, zwtaszcza klasy 1gG, moga
utrzymywac sie latami w surowicach, utrudniajac precy-
zyjne okreslenie czasu uprzednio zaistniatej infekgji.

Pomijajac zalety wykrywania poszczegélnych eta-
pow zakazenia przez stwierdzenie przeciwciat odpo-
wiednich klas immunoglobulin osobno i/lub razem, na-
lezy nadmieni¢, iz przeciwciata klasy IgM czesto sa
niewykrywalne, np. u pacjentéw z reaktywnym zapale-
niem stawéw (ReZS), ktérego objawy pojawiaja sie
z op6znieniem (zwykle trwajacym kilka tygodni), w mo-
mencie zaistniatej serokonwersji klasy IgM do 1gG.

Istotng wada metod serologicznych jest takze bardzo
czeste zjawisko krzyzowych reakcji i to czasami miedzy
drobnoustrojami odlegtymi taksonomicznie, np. miedzy
Chlamydia trachomatis a Salmonella enteritidlis [9-14]. Jed-
nak ze wzgledu na to, ze objawy stawowe sg réwniez cze-
sto op6znione w stosunku do mozliwosci wyhodowania
drobnoustroju, metody serologiczne nadal sg traktowane
jako podstawowe (po wyeliminowaniu wymienionych
watpliwosci) w diagnozowaniu np. spondyloartropatii
o ewentualnym podtozu infekcyjnym.

W Zaktadzie Mikrobiologii i Serologii Instytutu Reu-
matologii od ponad 20 lat stosuje sie diagnostyke serolo-
giczna, sukcesywnie jg rozszerzajac, poczawszy od pierw-
szego drobnoustroju, ktérym byta pateczka Gram-ujemna
z rodziny Enterobacteriaceae — Yersinia enterocolitica. Bak-
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Also an anamnestic interview seems necessary to the authors. It
allows us to avoid excessively prolonged antibiotic therapy, which
in many cases is unsuccessful and may be a cause of many side
effects.

teria ta, zwtaszcza serotyp O3 najczesciej (oprocz 09 i O5)
wystepujacy w krajowej populacji (jeden z ok. 60 seroty-
pdw), jest opisywana w pismiennictwie Swiatowym jako
patogen bytujacy w przewodzie pokarmowym, przeno-
szony przez zakontaminowang wode lub zywnos¢. Typo-
wymi objawami ostrej infekcji Yersinia sa: biegunka, bél
brzucha i gorgczka. Powiktaniami zakazenia tym drobno-
ustrojem sg najczesciej: reaktywne zapalenie stawéw, ru-
mief guzowaty i inne choroby reumatyczne, czesto
u 0séb z obecnoscig antygenu HLA-B27.

Sposréd wielu drobnoustrojéw, cytowanych w pis-
miennictwie [7, 15, 16], potencjalnie zwigzanych z etiolo-
gia niektorych choréb reumatycznych, w Zaktadzie Mikro-
biologii i Serologii Instytutu Reumatologii w kolejnych
latach wprowadzono stopniowo diagnostyke serologicz-
na: pateczek Salmonella enteritidis i Salmonella typhimu-
rium oraz odlegtych taksonomicznie — Chlamydia tra-
chomattis i Borrelia burgdorferi. O ile ww. dwa gatunki
Salmonella dominuja w krajowe]j populacji, o tyle pozo-
state dwa drobnoustroje sa opisywane jako odpowie-
dzialne za zespdt SARA (sexually aquired reactive arthritis)
oraz chorobe z Lyme.

Celem pracy byta analiza badan serologicznych wy-
konywanych u pacjentéw diagnozowanych w Instytucie
Reumatologii (nie tylko hospitalizowanych) w kierunku
obecnosci w surowicy przeciwciat przeciw Y. enterocoli-
tica O3 oraz — co wydaje sie niezwykle istotne diagno-
stycznie — okreslenie stopnia reakcji krzyzowych z pozo-
statymi ww. drobnoustrojami. Stanowi to podstawowy
problem w postawieniu wtasciwej diagnozy i w nastep-
stwie — zastosowaniu odpowiedniej terapii. Okres tej
analizy dotyczyt lat 2004-2006.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowito 2846 surowic uzyska-
nych od 2833 pacjentéw hospitalizowanych w IR, kon-
sultowanych w Przychodni Przyklinicznej Instytutu
Reumatologii, kierowanych przez lekarzy prywatnych
i skierowanych z innych placéwek medycznych — gtow-
nie Carolina Medical Center. Poszczegélne liczby bada-
nych surowic, pochodzacych z roznych klinik/oddziatow
IR oraz z innych zrodet, s3 przedstawione na rycinie 1.
Jest to interesujace w kontekscie liczby (%) uzyskanych
wynikéw dodatnich, w poréwnaniu z liczba zlecen, jak
rowniez np. hospitalizowanych oséb w poszczegblnych
klinikach IR.



Serodiagnostyka bakteriologiczna u chorych na niesklasyfikowane zapalenie stawdw 117

Poliklinika Dorostych

Poliklinika Dzieci

Carolina Medical Center

inne placéwki medyczne

badania prywatne i pracownikéw

EERONBRQO

razem

pochodzenie surowicy: B Klinika Reumatologii Wieku Rozwojowego
[%) B Klinika Reumatologii
70 O  Klinika Choréb Reumatycznych
B Klinika Chordb Tkanki tacznej
B pozostate kliniki/oddziaty Instytutu Reumatologii
60 1 (Klinika Reumoortopedii, Klinika Spondylo-Neurochirurgii
i Neurologii, Oddziat Jednego Dnia, Oddziat Rehabilitacji
Narzadu Ruchvy, Izba Przyjec) 51,2
50 1

45

40

30 7

rok badania: 2004 - 1.b. 784 2005 — I.b. 962

2006 - 1.b. 1100 lata 2004-2006 — I.b. 2846

Ryc. 1. Liczba (%) badan na obecnos¢ przeciwciat w surowicy dla Y. enterocolitica 03, zlecanych przez poszcze-
golne kliniki, oddziaty IR, placéwki medyczne oraz osoby prywatne w latach 2004-2006.

Fig. 1. Number (%) of sera tested for the presence of antibodies to Y. enterocolitica O3 ordered by particular
clinic, divisions and medical center and private orders in years 2004-2006.

Poziom przeciwciat surowiczych dla Y. enterocolitica
03 byt oznaczany metoda immunoenzymatyczna
(ELISA), rutynowo stosowang w Zaktadzie Mikrobiologii
i Serologii [17] z uzyciem komérek catych bakterii (pro-
szek acetonowy) jako antygenu optaszczajacego pta-
skodenne dotki ptytek polistyrenowych firmy Kartell
S.p.A. (dystrybutor MEDLAB).

Stosowane w badaniach koniugaty: peroksydaza
chrzanowa — immunoglobulina krélicza skierowana
przeciwko immunoglobulinie ludzkiej odpowiedniej
klasy (A, G, M) pochodzity z firmy DAKO (Dania); byty
one rozcienczane zgodnie z zaleceniami producenta.
Substratem dla enzymu byta o-fenyleno-dwuamina (fir-
my Sigma). W celu ustalenia norm dla poszczegélnych
klas Ig w ten sam sposéb przebadano 80 surowic po-
chodzgcych od zdrowych dawcéw krwi i arbitralnie
okreslano wyniki ,+” jako x + 2 SD, ,++” —x + 3 SD
i, +++"—x+4SD, gdzie x oznaczat srednig wartosé ge-
stosci optycznej (0.D.) uzyskang w badaniach surowic
dawcéw, a SD odchylenie standardowe.

Wyniki

Analiza ryciny 1. wyraznie wskazuje, ze zwieksza sie
zarébwno ogoblna liczba badah w kierunku wykrywania
przeciwciat przeciw Y. enterocolitica 03, jak i w poszcze-

golnych latach. Zdecydowanie najczesciej dotyczyto to
Kliniki Reumatologii Wieku Rozwojowego (KRWR), skad
pochodzita prawie potowa zlecer tych badan, a biorac
pod uwage wytacznie kliniki (oddziaty) IR — odsetek ba-
dan wynosit prawie 60%. Zwraca uwage fakt, ze odse-
tek tzw. badan pozainstytutowych wynosit ok. 20%
ogolnej liczby, z czego potowa dotyczyta zlecen Carolina
Medical Center.

Biorgc pod uwage te dane, Swiadczace o bardzo du-
zym zainteresowaniu klinicystéw wykrywaniem przeciw-
ciat przeciw Y. enterocolitica O3, niezwykle interesujace
byto przesledzenie odsetka wynikéw dodatnich (ryc. 2.).

Dane przedstawione na rycinie 2. wskazujg na ogol-
nie mata wykrywalnos¢ przeciwciat przeciw Y. enterocoli-
tica 03, niezaleznie od badanej klasy immunoglobulin
badz zrédta pochodzenia surowic. Zarébwno w poszcze-
golnych latach, jak i w catym okresie badawczym, poza
nielicznymi wyjatkami, odsetek wykrytych wynikéw do-
datnich ksztattowat sie na poziomie ponizej 10%. | tak,
w 2004 r. najrzadziej wykrywano dodatnie wyniki w su-
rowicach pochodzacych z grupy badan prywatnych i pra-
cownikéw IR (2,9%) oraz pacjentéw Kliniki Reumatologii
(KR = 3,1%), najczesciej zas w surowicach pacjentow
konsultowanych w Poliklinice Dzieciecej (12,9%) i hospi-
talizowanych w Klinice Choréb Tkanki tacznej (8,3%),
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Ryc. 2. Odsetek wynikéw dodatnich w surowicy na obecnos¢ przeciwciat (niezaleznie od klasy Ig) dla Y. en-
terocolitica O3, sposrdéd badan zlecanych przez poszczeg6lne kliniki, oddziaty IR i placowki medyczne oraz

osoby prywatne w latach 2004-2006.

Fig. 2. Percentage of positive result in the sera tested for the presence of antibodies (IgG class) to Y. entero-
colitica O3, between tested ordered by particular clinics, divisions, medical centers and private persons in

years 2004-2006.

a takze skierowywanych z pozainstytutowych placéwek
medycznych (8,3%). W kolejnym — 2005 r. — ponownie
mata wykrywalnos¢ (3%) dotyczyta KR, natomiast wiek-
sza — KChR i KChTt (8%) oraz pacjentéw konsultowa-
nych w Poliklinice Przyklinicznej (Dorostych) (9,1%).

Inng wykrywalnos¢ przeciwciat uzyskano w 2006 r.;
w surowicach pacjentéw Polikliniki Dorostych oraz in-
nych niz 4 reprezentatywne Kliniki IR (ryc. 2.) nie stwier-
dzono zadnego wyniku dodatniego, natomiast rekordo-
wo najwiekszy odsetek (15,4%) pozytywnych rezultatow
dotyczyt surowic pacjentéw innych placéwek medycz-
nych. W tej wtasnie grupie pacjentéw najczesciej w su-
rowicach wykryto wyniki dodatnie (11,3%) w catym
okresie badawczym, najrzadziej zas w surowicach pa-
cjentéw Kliniki Reumatologii (3,7%) i w badaniach oséb
kierowanych prywatnie (3,4%).

Dane dotyczace obecnosci i poziomu przeciwciat prze-
ciw Y. enterocolitica O3 odpowiednich klas immunoglobu-
lin (IgA, 1gG, I1gM) sa takze interesujace (tab. I) — daje to
obraz etapu spodziewanego zakazenia jersiniowego spo-
wodowanego serotypem Y. enterocolitica. W minionym
okresie badan, zgodnie z przypuszczeniem, zdecydowa-
nie najczesciej wykrywano przeciwciata klasy 1gG
(59,9%), nastepnie klasy IgM (26,1%), a najrzadziej klasy
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IgA (14%). Wskazywato to najczesciej na prawdopodo-
biefstwo odlegtej infekcji, ewentualnie na serokonwersje
klasy IgM — 1gG, a zaledwie w ok. 1/4 przypadkéw moz-
na byto bra¢ pod uwage niedawne zakazenie. Zgodnie
z przypuszczeniami ponad 2-krotnie dominowaty niewiel-
kie poziomy badanych klas przeciwciat, co zawsze stano-
wi trudnos¢ diagnostyczna i sugeruje potrzebe dokonania
po pewnym czasie kolejnych badan. Szczegétowe dane
dotyczace poszczegblnych lat przedstawiono w tabeli |.
Sktonity one autoréw do analizy wynikéw dodatnich
pod katem wspétwystepowania przeciwciat trzech bada-
nych klas immunoglobulin, co bardziej uwiarygodnitoby
etap infekcji. Wyniki zbiorcze przedstawiono na rycinie 3.

Zarébwno w poszczegblnych latach, jak i w catym
okresie badawczym zdecydowanie najczesciej
(ok. 60%) w surowicach stwierdzano wytacznie prze-
ciwciata klasy IgG. Swiadczytoby to o infekcji Y. ente-
rocolitica O3 przebytej co najmniej 6 mies. wczesniej,
a byé moze nawet wiele lat wczesniej, ewentualnie
o serokonwersji IgM — 1gG. Z kolei éredni odsetek
(16,1%) surowic z wynikami dodatnimi, tzn. przeciw-
ciatami wytacznie klasy IgM, sugerowat wybitnie
Swieze (niedawne) zakazenie sprzed kilku tygodni
(miesiecy). Inne warianty wspoétwystepowania prze-
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Tabela I. Obecnos¢ przeciwciat dla Y. enterocolitica 03 odpowiedniej klasy immunoglobuliny oraz ich pozio-
mu wyrazony jako: ,+” (x + 2 SD), ,++” (x + 3 SD) i > ,+++” (x + 4 SD)
Table I. Presence of antibodies anti Y. enterocolitica O3 respective Ig class and their level — expressed as: po-
sitive results “x” (x + 2 SD), medium positive “++” (x + 3 SD) and strong positive “+++” (x + 4 SD)

Poziom przeciwciat Rok badania
2004 2005 2006 2004-2006
klasa Ig (%) klasa Ig (%) klasa Ig (%) klasa Ig (%)
A G M A G M A G M A G M
+ 25 58,8 63,6 83,3 77,4 333 22,2 48,6 28,6 48,3 63,7 37
++ 25 265 O 0 20,7 20 22,2 29,7 28,6 13,8 25 20,4
> +++ 50 14,7 364 16,7 19 46,6 55,6 21,7 42,8 379 11,3 426
razem 15,1 64,1 20,8 15 66,3 18,7 12,2 50 37,8 14 599 26,1
(%]
807 obecnos¢ przeciwciat klasy:  m  1gAQ), 1gG(H#), IgM(©) razem
B IgA(), IgG(+), IgM(+)
O IgA(), I8G(), 1sME)
707 656 B IgAQ), 1gG0), 1gM()
625 . B IgA®), IgG(+), IgM(+)
' O IgA®), 1gGE), IgME)
60 B IgAG), 18GE), IgM(+)
50
40
307
20
10
o
rok badania: 2004 2005 2006 lata 20042006

Ryc. 3. Wspotwystepowanie przeciwciat klas 1gA, 1gG, IgM dla Y. enterocolitica O3 w surowicach pacjentéw

badanych w latach 2004-2006.

Fig. 3. Co-appearance of antibodies IgA, IgG and IgM class anti Y. enterocolitica O3 in the sera of patients te-

sted in years 2004-2006.

ciwciat réznych klas byty stwierdzane stosunkowo
rzadko, a sposrod nich najbardziej charakterystyczna
dla reaktywnego zapalenia staw6éw jednoczesna
obecnosé¢ przeciwciat klas: 1gG + IgA wykazana
w ok. 6% surowic. Pozostate warianty wspotwystepo-
wania przeciwciat réznych klas byty wykrywane w na-
stepujacych odsetkach:

* IgA (-), 1gG (+), IgM (+): Srednio 7,7% — prawdopodob-
nie Swieza infekcja,

¢ IgA (+), 18G (+), IgM (+): $rednio 7,1% — prawdopodob-
nie swieza infekcja,

e IgA (+), 18G (=), IgM (-): Srednio 3,2% — Swieza infek-
cja lub indukcja przeciwciat przez stale przebywajacy
drobnoustréj/strukture antygenowa.

Reumatologia 2008; 46/3
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Kolejnym, retrospektywnym etapem pracy byto
przesledzenie jednoczesnej obecnosci przeciwciat,
roznych klas, dla Y. enterocolitica O3 oraz przeciwciat
dla innych drobnoustrojéw bakteryjnych w surowicy
zlecanej do badan pochodzacej od tego samego pa-
cjenta. Dotyczyto to drobnoustrojéw odgrywajacych
czesto kluczowa role w wywotywaniu stanéw zapal-
nych narzadu ruchu, tj. dwéch gatunkéw Salmonella
(S. enteritidis i S. typhimurium), Chlamydia trachoma-
tis oraz Borrelia burgdorferi. Uczyniono to na podsta-
wie obserwacji i danych z pismiennictwa Swiadcza-
cych o czestych reakcjach krzyzowych, nawet miedzy
tak odlegtymi taksonomicznie bakteriami. Wyniki

zgrupowano zgodnie ze zleceniami badah dokonywa-
nych przez klinicystéw, co czasami moze Swiadczy¢
0 niesprecyzowanym wywiadzie i prognozowaniu dia-
gnostycznym (tab. II).

Szczegbtowa analiza wynikéw przedstawionych
w tabeli Il zwraca uwage na duzy odsetek (ok. 25%) su-
rowic dodatnich na obecnos¢ przeciwciat przeciw
Y. enterocolitica O3, w ktérych wykrywano jednoczeénie
przeciwciata dla innych drobnoustrojéw — zaréwno zbli-
zonych taksonomicznie (S. enteritidis, S. typhimurium),
jak i odlegtych (Ch. trachomatis i B. burgdorferi).
Og6tem na analizowane 102 surowice ze stwierdzony-
mi przeciwciatami dla serotypu Y. enterocolitica O3

Tabela Il. Obecnos¢ wspdtwystepujacych przeciwciat (réznych klas) dla Y. enterocolitica O3 oraz innych
drobnoustrojéw w grupach surowic zlecanych do badan serologicznych w latach 2004-2006

Table Il. Presence of co-appearing autoantibodies (different class) anti Y. enterocolitica O3 and anti other bac-
teria in the sera ordered to be tested in years 2004-2006

Zlecony kierunek Liczba Rodzaj wykrytych przeciwciat (klasa) Liczba

badan serologicznych surowic surowic

Y. enterocolitica O3 12 Y. enterocolitica G (+), S. enteritidis M (+), S. typhimurium A (+) 1

+ S. enteritidis/S. typhimurium Y. enterocolitica G (+), Ch. trachomatis G (+) 4

+ Ch. trachomatis Y. enterocolitica A (+), M (+) B. burgdorferi M (+)

+ B. burgdorferi

Y. enterocolitica O3 22 Y. enterocolitica G (+), S. enteritidis G (+), Ch. trachomatis G (+) 1

+ S. enteritidis/S. typhimurium Y. enterocolitica G (+), S. enteritidis G (+) 1

+ Ch. trachomatis Y. enterocolitica M (+), S. enteritidis M (+) 1
Y. enterocolitica M (+), S. enteritidis G (+) 1
Y. enterocolitica A (+), S. enteritidis G (+) 1
Y. enterocolitica G (+), S. typhimurium A (+) 1
Y. enterocolitica G (+), Ch. trachomatis G (+) 3

Y. enterocolitica O3 27 Y. enterocolitica G (+), S. enteritidis G (+) 1

+ S. enteritidis/S. typhimurium Y. enterocolitica A (+), S. enteritidis G (+) 1
Y. enterocolitica A (+) G (+) M (+), S. typhimurium M (+) 1

Y. enterocolitica O3 27 Y. enterocolitica G (+), B. burgdorferi G (+) 1

+ S. enteritidis/S. typhimurium

+ B. burgdorferi

Y. enterocolitica O3 1 Y. enterocolitica G (+), B. burgdorferi M (+) 1

+ Ch. trachomatis

+ B. burgdorferi

Y. enterocolitica O3 7 Y. enterocolitica G (+) M (+), B. burgdorferi M (+) 1

+ B. burgdorferi Y. enterocolitica G (+), B. burgdorferi M (+) 2
Y. enterocolitica M (+), B. burgdorferi M (+) 1

Y. enterocolitica O3 6 - 0

+ Ch. trachomatis
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az 25 (24,5%) wykazywato dodatkowo obecnos¢ prze-
ciwciat dla co najmniej 1 sposroéd 4 pozostatych gatun-
kéw drobnoustrojéw. Poniewaz analiza dotyczyta suro-
wicy tego samego pacjenta, badane surowice celowo
pogrupowano wg zlecen lekarzy, stwierdzajac niepoko-
jace zjawisko czestego wspotwystepowania przeciwciat
(réznych klas), co ogdtem w 1/4 przypadkdéw obnizato
wartosé diagnostyczng uzyskanych wynikéw.

Analizujgc poszczegblne grupy zlecen badan (tab. I1)
i wyniki wspotwystepowania przeciwciat przeciw Y. en-
terocolitica O3 wraz z przeciwciatami dla pozostatych
badanych drobnoustrojéw, trudno w wielu przypad-
kach znalezé logiczne wyttumaczenie. Na przyktad
w 12 surowicach badanych na obecnos¢ przeciwciat
dla wszystkich 5 drobnoustrojéw, wykazano obec-
nos¢ 7 surowic (58,3%) z reakcjami krzyzowymi, w tym
,wariant”: Y. enterocolitica O3 + Ch. trachomatis
stwierdzono az w 4 surowicach. W 22 surowicach,
w ktérych zlecano badania przeciwciat dla 4 drobno-
ustrojow, wykazano duzy (40,9%) odsetek reakcji krzy-
zowych (z przewaga Y. enterocolitica O3 + Ch. tracho-
matis i Y. enterocolitica O3 + S. enteritidis). Chociaz
tylko w 7 surowicach badano wystepowanie przeciw-
ciat jedynie przeciw Y. enterocolitica O3 + B. burgdorfe-
ri, to az w 4 przypadkach (57,1%) stwierdzono wspét-
wystepowanie przeciwciat dla obu bakterii.

Ogo6lnie obecnosé przeciwciat dla Y. enterocolitica
03 wigzata sie kolejno z obecnoscig jednoczesnie prze-
ciwciat dla: Ch. trachomatis — 19,5%, surowic, B. burg-
dorferi — 10,6%, S. enteritidis — 5,7% a S. typhimurium
- 1,1%. Odsetki te dotyczyty surowic (25%) z co naj-
mniej jedna stwierdzona reakcja krzyzowa.

Nie stwierdzono r6znic miedzy klasami wykrywanych
przeciwciat dla wspétwystepujacych drobnoustrojow.
Najczesciej byty to — po réwno — klasa IgG i IgM (tab. I1).
W niektoérych przypadkach mozna podejrzewac serokon-
wersje 1gM — 1gG, co mogtoby sugerowaé podejrzenie
zakazenia odpowiednim drobnoustrojem na etapie
wczesniejszym (odpowiedz w klasie IgM).

Omoéwienie wynikow

Zlecanie badan serologicznych Y. enterocolitica O3
przez klinicystow zaréwno Instytutu Reumatologii
w Warszawie, jak i innych warszawskich i pozawarszaw-
skich placowek medycznych byto bardzo zréznicowane
w omawianym okresie. Przedstawiono to na rycinie 1,
na podstawie ktérej mozna wysnu¢ zastanawiajacy
whiosek, ze populacja dzieci (KRWR) stanowita ok. 50%
wszystkich badanych pacjentéw. Nasuwa sie pytanie, czy
chore dzieci powinny tak czesto by¢ badane w kierunku
obecnosci przeciwciat przeciw Y. enterocolitica O3, czy
objawy chorobowe i wywiad lekarski dobitnie wskazy-

waty na takg koniecznosé, poniewaz w badaniach auto-
row [18] w grupie zdrowych dawcdw krwi wykryto obec-
nos¢ tych przeciwciat w odsetkach 3-5%, w zaleznosci
od stosowanego antygenu w metodzie ELISA (cate bak-
terie, LPS, OMP). W poszczegdlnych grupach chorych
z réznych miejsc (ryc. 2.) wykazano za$ obecnos¢ prze-
ciwciat w surowicy Srednio ponizej 10%, a w KRWR,
na ktéra szczegblnie zwracano uwage, odsetek ten wy-
nosit 5,9%. Interesujace, ze wsréd pacjentéw pozainsty-
tutowych odsetek ten byt najwyzszy, tzn. 11,3%, a w gru-
pie badan prywatnych — najnizszy — 3,4%. Czy na taki
obraz (szczegéty na ryc. 2.) wykrywalnosci przeciwciat
nie wptywaty czynniki subiektywne, m.in. wnikliwos¢
wywiadu, doswiadczenie zlecajacego itp.?

Prezentowane w niniejszej pracy badania dotyczyty
obecnosci przeciwciat tylko dla jednego sposréd ok.
60 serotypdw Y. enterocolitica O3, a wiec sitg rzeczy
mozna byto spodziewac sie tak matej czestotliwosci wy-
krywanych przeciwciat. Osoba zlecajaca takie badania
powinna mie¢ swiadomos¢, iz w pismiennictwie Swiato-
wym i krajowym [9, 13] podkreslany jest udziat w indu-
kowaniu stanéw zapalnych narzadu ruchu innych sero-
typéw, sposrdéd ktérych Y. enterocolitica 09 i 08 s3
najczesciej wymieniane. By¢é moze w przysztosci dota-
cza do nich inne serotypy o cechach ,artritogennych”,
ale obecnie sitg rzeczy badania Swiatowe dotyczace
choréb reumatycznych skupiaja sie na tych kilku seroty-
pach. Nie mozna wykluczyé w niedalekiej przysztosci
rowniez czestszych badan nad znaczeniem innego ga-
tunku — Y. pseudotuberculosis. Tego typu eksperymenty
rozpoczeto réwniez w 2007 r. w Zaktadzie Mikrobiologii
i Serologii IR, ale wymagaja one potwierdzenia swoisto-
ci przeciwciat metoda Western-Blot, a przede wszyst-
kim korelacji z obrazem klinicznym.

Autorzy pracy obawiaja sie, ze w wielu przypadkach
klinicznych lekarze nie biorg pod uwage, iz ukierunko-
wuja badanie na wykrycie bardzo konkretnych przeciw-
ciat dla jednego serotypu, ktéry w populacji krajowej
wystepuje stosunkowo rzadko, stad wyptywa potencjal-
nie mata diagnostycznie przydatnosé otrzymanego wy-
niku, siegajaca w naszych badaniach (wszystkich zleco-
nych w ciggu 3 lat) Srednio 5,5%; na 2846 badan
stwierdzono 156 wynikéw dodatnich, niezaleznie od wy-
krywanej klasy immunoglobulin.

Hasto na zleceniu ,,Yersinia” ma zatem bardzo ogra-
niczong wartosé, nie méwiagc o ekonomicznej stronie ba-
dan i ewentualnej terapii antybiotykami, przewaznie kry-
tycznie ocenianej w pismiennictwie Swiatowym [19-21].

Z leczeniem antybiotykami wigze sie potrzeba iden-
tyfikacji zakazenia wywotanego m.in. przez Yersinia sp.,
prawdopodobnie indukujacego reaktywne zapalenie
stawdw. Wedtug Fendlera i wsp. [13] oprécz obecnosci
asymetrycznego zapalenia stawow i/lub dodatniego
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posiewu z katu wymagane sg pewne serologiczne kry-

teria, takie jak:

e poziom przeciwciat dla Yersinia w klasie IgG >3 SD +
obecne przeciwciata IgA lub IgM,

e poziom przeciwciat IgG >2 SD + obecne przeciwciata
IgA lub IgM + objawy enterocoli.

Komentarzem do tych kryteridw moga by¢ wnioski
wysuniete z obecnych badan nad wystepowaniem po-
ziomoéw przeciwciat poszczegdlnych klas i ich wspotwy-
stepowanie (ryc. 3., tab. I). Biorgc pod uwage najczestsze
wystepowanie przeciwciat przeciwko Yersinia jedynie
klasy IgG, az w ok. 60% przypadkéw mozna byto wg su-
gestii przedstawionych w pracy Rihl i wsp. [4] domnie-
mywac o dos¢ odlegte] infekcji, czyli o ograniczonej dia-
gnostycznej wartosci. taczy sie z tym zjawiskiem
zastosowanie terapii antybiotykami, ktére jest sugero-
wane na etapie aktywnej lub niedawnej infekcji [8],
a ktéremu towarzyszy jednoczesne wystepowanie prze-
ciwciat klas IgG + IgM (w badaniach przedstawionych
w niniejszej pracy stwierdzone zaledwie $rednio w 7,7%)
oraz 1gG + IgA (zaledwie $rednio w 5,8%). Zwtaszcza wa-
riant 1gG + IgA jest opisywany jako najbardziej charak-
terystyczny u chorych, u ktérych rozpoczyna sie zapale-
nie stawoéw, z mozliwoscia wystepowania zywych
drobnoustrojow Yersinia lub ich struktur antygenowych,
gtownie na btonach sluzowych i w weztach chtonnych
krezki. Dlatego w wysoko wyspecjalizowanych osrod-
kach badawczych [22, 23] oznacza sie podklasy IgA;, A,
dla Y enterocolitica i komponent wydzielniczy s-I1gA,
w przypadkach podejrzenia zakazenia ta bakterig z to-
warzyszacymi objawami stawowymi. W warunkach in-
stytutowych, ze wzgledéw ekonomicznych oraz z powo-
du niezbyt do konca pewnej wartosci diagnostycznej,
takie drogie badania nie moga by¢ brane pod uwage po-
za aspektem naukowym. Trzeba nadmieni¢, ze przeciw-
ciata klasy IgA maja kilkudniowy okres poéttrwania,
a wiec ich obecnosé moze Swiadczy€ zarbwno o niedaw-
nej infekcji, jak i o stanie przewlektym z ciagta indukcja
tych przeciwciat przez zasiedlajgcy drobnoustrdj.

Z kolei wystepowanie wytacznie przeciwciat klasy
IgM, cho¢ dos¢ czeste (16,1%), z jednej strony Swiadczy
o niedawnej infekcji (sprzed kilku tygodni), z drugiej
strony zgodnie z obserwacjami ich poziom obniza sie
najczesciej w okresie 3-6 tyg. (serokonwersja do klasy
IgG), kiedy czesto jeszcze nie w petni rozwijajg sie ob-
jawy kliniczne zapalenia stawéw. Trzeba tez bra¢
pod uwage ewentualne fatszywie dodatnie wyniki spo-
wodowane obecnoscig RF.

Wielce niepokojacym zjawiskiem, z punktu widze-
nia wiarygodnosci diagnostyki serologicznej w kierun-
ku Y. enterocolitica O3, okazaty sie w 1/4 surowic tzw.
dodatnich reakcje krzyzowe z innymi drobnoustroja-
mi, istotnymi w wywotywaniu reaktywnych zapalen
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stawoéw: S. enteritidis, S. typhimurium, Ch. trachomatis
i B. burgdorferi.

Bardzo doktadne wyniki uzyskane po analizie 102
surowic pobranych od pojedynczych pacjentéw przed-
stawiono w tabeli II, grupujac je wg zlecen lekarskich.
Podstawa grupowania byt dodatni wynik badania
na obecnosé przeciwciat przeciw Y. enterocolitica,
a w dalszej kolejnosci uzyskany wynik serologicznego
badania dla innych ww. drobnoustrojow. Wnikliwa ana-
liza rezultatow poszczegélnych grup zleconych badah
w 24,5% wykazata reakcje krzyzowe i na tym etapie nie
pozwalata klinicyscie na jednoznaczne sprecyzowanie,
z jakim faktycznie drobnoustrojem mozna wigzaé¢ po-
dejrzewane zakazenie bakteryjne z jego powiktaniami
stawowymi. Nie mozna byto wykluczyé rowniez bardzo
odlegtych infekcji badz Swiezych nadkazen, do czego
stuzyta analiza wspotwystepujacych przeciwciat roznych
klas immunoglobulin.

Mimo Ze praca ma charakter praktyczny, to nalezy od-
nies¢ sie rowniez do danych z pismiennictwa i powodow
wystepowania tak powszechnego zjawiska reakgcji krzy-
zowych. Wynikaja one z budowy antygenowej Sciany ko-
morkowej poszczegélnych drobnoustrojow, ktore w réz-
nym stopniu zostaty ocenione w metodzie ELISA. Nie byty
zaskoczeniem krzyzowe reakcje serologiczne miedzy
Y. enterocolitica O3 a S. enteritidis i S. typhimurium. Juz
w 1988 r. Paerregard i wsp. [11] przy uzyciu metody iloscio-
wej immunoelektroforezy udowodnili obecnos¢ antyge-
néw tego serotypu w znacznym stopniu krzyzowo reagu-
jacych z innymi Gram-ujemnymi pateczkami z rodziny
Enterobacteriaceae, do ktérych zalicza sie Salmorella.
Wykazano tez w niewielkim stopniu krzyzowa reaktyw-
nosc takze z Pseudomonas, Neisseria meningitidis.

W LPS Y. enterocolitica O3 stwierdzano obecnos¢ anty-
genu (nr 71), ktéry stanowi znaczng jego czes¢, odpowia-
dajaca za krzyzowe reakcje z innymi Gram-ujemnymi
bakteriami. Badania innych autoréw skupiaty sie na po-
szukiwaniu sktadnikéw antygenowych Sciany komérko-
wej Y. enterocolitica, ktére odpowiadatyby za krzyzowa
reaktywnos¢. Stwierdzono je m.in. w biatkach OMP [24],
cieptostatej enterotoksynie [25], antygenie ECA [26] oraz
pewnych antygenach krzyzowo reagujacych z antyge-
nem HLA-B27 [27]. Juz dawno zatem wykazano poten-
cjalng mozliwos¢ wystepowania czestego zjawiska krzy-
zowych reakcji miedzy VYersinia a pateczkami
Gram-ujemnymi. Wydaje sie, ze gtownym anty-
genem za to odpowiedzialnym jest wysoce immunogen-
ny LPS, z jego O-polisacharydowym tahcuchem. Wyzej
wymienione badane sktadniki antygenowe s3 integral-
na czescig sciany komérkowej pateczek Gram-ujem-
nych, w tym Enterobacteriaceae. Nie dziwi wiec fakt, ze
uzyty w metodzie ELISA antygen catych bakterii Y. ente-
rocolitica O3 mégt wykrywac przeciwciata dla innych
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drobnoustrojow, w tym S. enteritidis i S. typhimurium,
dla tych ktoérych przeciwciata stwierdzano przy zastoso-
waniu swoistego antygenu LPS. Antygen LPS mogt jed-
nakze zawiera¢ sktadniki O-polisacharydu krzyzowo re-
agujace z przeciwciatami dla Y. enterocolitica O3.
Reaktywnos¢ ta byta jednak nieznaczna, tj. w przypad-
ku S. enteritidis wyniosta 5,7%, a S. typhimurium — zale-
dwie 1,1%.

Zdecydowanie czesciej (10,6%) wykazywano jedno-
czesne wystepowanie przeciwciat przeciw Y. enterocoli-
tica O3 i B. burgdorferi, tak odlegtych taksonomicznie
i zupetnie niezwigzanych ani formami klinicznymi, ani
wektorami transmisji. W obu drobnoustrojach wystepu-
je w Scianie komérkowej btona zewnetrzna (OMP) o wy-
bitnie biatkowym charakterze (u B. burgdorferi >100 po-
lipeptydow) i LPS (lub LPS-like u Borrelia). Wydaje sie, ze
zwtaszcza immunogenne biatka OMP obu drobnoustro-
jow moga by¢ gtéwna przyczyna reakcji krzyzowych ob-
jawiajacych sie produkcja przeciwciat klasy IgM i/lub
IgG (tab. ). Sktaniaja do takiego przypuszczenia uzyte
w metodzie ELISA wykrywajacej przeciwciata przeciw
B. burgdorferi rekombinowane biatkowe antygeny,
gtownie pochodzenia OMP. Na fazie statej optaszczone
byty nastepujace biatka: OspC (powierzchniowe biatko,
wysoce swoiste, dajace odpowiedZ humoralng wczesna,
zwtaszcza w klasie IgM), p100 i p18 (wysoce swoiste dla
fazy Il zakazenia, szczegblnie zwigzane z indukowa-
niem przeciwciat IgG) i p41 (biatko strukturalne endofla-
gelliny, nieswoiste, charakterystyczne dla | fazy zakaze-
nia) [28]. Bogata ,,mozaika” antygenowa uzytych catych
bakterii Y. enterocoloitica 03, a wiec majaca zarébwno
LPS, jak i OMP Sciany komérkowej, mogta zawierac bar-
dzo zblizone epitopy, wobec ktérych stwierdzono obec-
nos¢ przeciwciat.

Oczywiscie w przypadku serologicznych reakcji
krzyzowych ww. drobnoustrojéw nie mozna wykluczy¢
nadkazenia jednym z nich, ale tym bardziej wymaga to
skrupulatnej analizy klinicznej i potwierdzenia dodat-
niego serologicznego wyniku swoistag metodg Western-
-Blot. Czyni sie to obecnie w odniesieniu do B. burgdor-
feri, a planuje dla Y. enterocolitica i Ch. trachomatis, co
jednak wyraznie podraza diagnostyke, lecz w wielu
ujemnych serologicznie przypadkach powinno elimino-
wac terapie antybiotykami.

Zdecydowanie najczesciej w analizowanym materia-
le wystepowaty jednoczesdnie przeciwciata przeciw Y. en-
terocolitica O3 i Ch. trachomatis. Dotyczyto to az 19,5%
surowic (tab. II), w ktérych wykryto te przeciwciata i to
wytacznie w klasie 1gG. Wskazuje to na uprzednio zaist-
niatg infekcje, ma zatem dodatkowo ograniczong war-
tos¢ diagnostyczna.

By¢ moze pacjenci ze stwierdzong taka krzyzowa
odpowiedzig humoralng przeszli zakazenie tymi gatun-

kami drobnoustrojéw, ktére w tamtym momencie mo-
gty indukowac stany zapalne narzadu ruchu.
Wykrywana krzyzowa reaktywnos$¢ moze wynikac
z budowy antygenowej zastosowanych w metodzie
ELISA, optaszczajacych faze stata, ciatek elementarnych
(EB) Ch. trachomatis. Zawierajg one grupowo swoiste
(dla wszystkich Chlamydia) cieptostate kompleksy lipo-
proteinowo-weglowodanowe z kwasem 2-keto-3-deo-
ksyoktonowym (KDO) jako dominujacym komponentem
immunogennym. Sg one sktadnikiem LPS. Niektére anty-
geny swoiste gatunkowo i immunotypowo (Ch. tracho-
matis ma 15 immunotypdéw) majg charakter biatkowy,
tworzac zewnetrzna czes¢ Sciany komérkowej MOMP
(major outer membrane proteins) [29]. Ch. trachomatis,
tak jak Y. enterocolitica, ma 2 podstawowe sktadniki scia-
ny komérkowej, tj. LPS osadzony wewngtrz OMP. Oba za-
tem drobnoustroje moga miec zblizone epitopy antyge-
nowe, wobec ktérych produkowane sg przeciwciata.

Whnioski

Wszystkie badania, ich rezultaty oraz dane z pis-
miennictwa pozwalaja na wysuniecie kilku wnioskéw
o charakterze ogélnym. Powinny one zwrdci¢ uwage
klinicystow reumatologéw na praktyczny aspekt zleca-
nych badan w kierunku wystepowania przeciwciat dla
Y. enterocolitica O3 i/lub innych drobnoustrojow, ktére
moga mieé zwigzek z chorobami narzadu ruchu:

e wykrywana liczba (%) wynikéw dodatnich na obec-
nos¢ przeciwciat dla jednego z nielicznych serotypéw
chorobotwérczych Yersinia O3 nie odbiegata iloscio-
wo od stwierdzanych w zdrowej populacji i w znacz-
nym stopniu obnizata wartos¢ diagnostyczna zbada-
nych w latach 2004-2006 ok. 3000 surowic
uzyskanych od chorych, z ktérych ok. 50% stanowity
dzieci i mtodziez; wykrywalnos¢ przeciwciat Srednio
w 5,5% (3-11% w zaleznosci od analizowanej grupy)
kaze zastanowi¢ sie nad aspektem ekonomicznym
badan,
wartos¢ diagnostyczng uzyskanych wynikéw dodat-
nich na obecnosé przeciwciat przeciw Y. enterocolitica
03 dodatkowo zdecydowanie obnizato jednoczesne
wystepowanie przeciwciat dla innych drobnoustrojéw
S. enteritidis, S. typhimurium, B. burgdorferi, a zwtasz-
cza Ch. trachomatis, tak odlegtych taksonomicznie,
réznigcych sie formami klinicznymi i wektorami trans-
misji; w 1/4 dodatnich surowic badanych na obecnos¢
przeciwciat dla Y. enterocolitica O3 wykazano przeciw-
ciata przeciwko przynajmniej jednemu z ww. drobno-
ustrojow,
e uzyskane wyniki sugeruja klinicystom reumatolo-
gom niezwykle wnikliwe analizowanie kazdego
przypadku chorobowego z dodatnim wynikiem sero-
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logicznym (réwniez w aspekcie stwierdzanych klas
przeciwciat) i retrospektywne podejicie do wywia-
du; ,odwazna” diagnoza na podstawie wymienio-
nych zastrzezeh moze implikowaé niewtasciwa tera-
pie, w tym antybiotykami, zwtaszcza zdecydowana
dominacja przeciwciat klasy 1gG dla Y. enterocolitica
03 bez wyraznych korelacji z aktualnym i uprzednim
obrazem klinicznym w wielu przypadkach moze wy-
nika¢ jedynie z kontaktu pacjenta z tym drobno-
ustrojem.
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