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Obecnos¢ endotoksyny w ptynach stawowych
u pacjentow z chorobami narzadu ruchu
jako marker podejrzewanej etiologii infekcyjnej

The presence of endotoxin in synovial fluids from connective tissue diseases
(Ctd-s) patients with as a suspected disease aethiological marker
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Streszczenie

Celem pracy byto wykazanie obecnosci endotoksyny w ptynach
stawowych pacjentéw z zapalnymi chorobami uktadu ruchu
(w wiekszosci z reumatoidalnym zapaleniem stawow i z niezréz-
nicowanym zapaleniem stawow).

Zastosowano i wstepnie oceniono uzytecznos¢ testu LAL (Limu-
lus Amebocyte Lysate) w wykrywaniu endotoksyny (LPS) jako
gtéwnego i funkcjonalnie najwazniejszego sktadnika Sciany ko-
morkowej bakterii Gram-ujemnych.

W grupie 50 chorych, w tym 60% z reumatoidalnym zapaleniem
stawoéw, wykazano ogoélny odsetek 42% chorych z ptynami stawo-
wymi, w ktérych stwierdza sie obecnos¢ endotoksyny. Jednocze-
Snie wsréd ptynéw stawowych endotoksynoujemnych bardzo wy-
soki (66,6%) odsetek ptyndw z obecnoscig substancji (czynnikow)
hamujacych test LAL Sugeruje to znaczng liczbe ptynéw stawo-
wych z wynikami fatszywie ujemnymi, szczegélnie ze retrospek-
tywna analiza wykazata w tych ptynach obecnos¢ przeciwciat dla
LPS i/lub jego wybranych subkomponentéw siegajaca 80%.

W dyskusji poruszono ewentualna role endotoksyny (zwtaszcza
pateczek Salmonella enteritidis lub S. typhimurium) i jej sktadni-
ka toksycznego (lipid A) w indukowaniu zaostrzonej fazy choréb
narzadu ruchu (gtéwnie reumatoidalnego zapalenia stawow
i niezréznicowanych zapalen stawow) na podstawie dotychcza-
sowych doswiadczen wtasnych i piSmiennictwa Swiatowego.

Summary

The aim of the study was to show the presence of endotoxin in
the synovial fluids from the patients suffering of Ctd-s (in preva-
lence RA and other undifferentiated joint arthritis).

The usefulness of the applied LAL-test (Limulus Amebocyte Lysa-
te) was evaluated (just in endotoxin /LPS/ assessment), as a ma-
in and functionally most important of the Gram-negative bacte-
rial cell wall component.

It was proved, that in the group of 50 synovial fluids from Ctd-s
patients 42% was LAL-positive (with presence of endotoxin) and
in 60% of RA patients LAL-test was also positive.
Simultaneously, in the total amount of LAL-negative synovial flu-
ids we found, that in 66.6% the inhibiting LAL-test substances
(including antibody) have been found. It suggest, that in tested
material we have obtained considerable amount of the fals-neg-
ative tests (results), because that a retrospective analysis sho-
wed in tested synovial fluids the presence of anti-LPS or antibo-
dies to selected LPS subcomponents up to 80%.

In discussion a possible influence of endotoxin, especially bacilli
from genus Salmonella enteritidis (or S. typhimurium) and their
toxic component (lipid A) on the induction acute phase Ctd-s
(especially in RA and undifferentiated inflammation of joints) —
basing on our own experiments and literature, was touched.
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Sciana komérkowa bakterii Gram-ujemnych zawie-
ra m.in. niezwykle istotny immunogennie (znaczenie
w serodiagnostyce) i o wielu réznorodnych wtasciwo-
Sciach biologicznych sktadnik lipopolisacharydowy
(LPS), ktéry jest bardzo toksyczny dla organizmu ludz-
kiego i zwierzecego [1-4]. Zostat on nazwany endotok-
syna, poniewaz jest scisle zwigzany z powierzchnia ko-
moérek bakteryjnych i uwalnia sie dopiero po ich lizie,
powodujac reakcje kaskadowa prowadzaca do
zaburzen o charakterze hematologiczno-immunolog-
icznym, doprowadzajacych do toksycznych i zapalnych
objaw6w ogbélnych oraz miejscowych. Sg one wynikiem
gtownie indukcji czynnikéw prozapalnych (typu cyto-
kin, limfokin, kinin, prostaglandyn) [5-7].

LPS zawiera lipid A, do ktérego przytaczony jest po-
lisacharyd, ztozony z rdzenia (polisacharydowego) i po-
wtarzajgcych sie podjednostek (np. mannoza — ramno-
za — galaktoza). Sam lipid A sktada sie z fosforylowa-
nych jednostek dwucukru — glikozaminy, do ktérych sg
przytaczone liczne dtugotancuchowe kwasy ttuszczo-
we, z ktérych kwas B-hydroksymirystynowy
(14-weglowy) zawsze wystepuje w lipidzie A i jest jego
unikatowym sktadnikiem, inne kwasy ttuszczowe s3
rézne u réznych gatunkéw bakterii Gram-ujemnych.
Podobnie jednakowy u wszystkich bakterii Gram-uje-
mnych jest rdzen polisacharydu, jednakze kazdy z ga-
tunkéw ma swoistg powtarzajacg sie jednostke linio-
wego tréjcukru lub rozgatezionych cztero- albo piecio-
cukréw (tzw. antygen O), ktére stanowig o swoistosci
antygenowej (np. wsrdd rodzaju Salmonella wykryto
ok. 2 000 typow antygenowych).

Rozktad LPS do lipidu A i polisacharydu wykazat, ze
o toksycznosci decyduje lipid A. Nalezy nadmieni¢, ze
LPS stanowi najbardziej powierzchniowa strukture
Sciany komoérkowej drobnoustrojow G(-) i $cisle taczy
sie z podstawowymi sktadnikami, tj. lipoproteing i biat-
kowg btong zewnetrzng (OMP). Ze wzgledu na to, ze
stosowane w diagnostyce choréb narzadu ruchu o po-
dejrzewanej etiologii bakteryjnej metody serologiczne
obarczone sg licznymi watpliwosciami (zwtaszcza doty-
czacymi reakcji krzyzowych nawet miedzy antygenami
odlegtych taksonomicznie drobnoustrojéw, np. Chlamy-
dia, Salmonella, Yersinia) [8-10], w przedstawianych
badaniach podjeto prébe stwierdzenia obecnosci endo-
toksyny w ptynach wysiekowych i wybranych surowi-
cach. Pozwolitoby to czesciowo ttumaczy¢ wewnatrz-
stawowa indukcje przeciwciat dla LPS i jego subkompo-
nentéw i przynajmniej w niektérych przypadkach
uwiarygodnic etiologie infekcyjna stanu zapalnego, wy-
razajacego sie powstaniem wysieku stawowego, co po-
zwala na zastosowanie odpowiedniej terapii, ewentu-
alnie jej modyfikacje.

Praca ma charakter wstepny i jej celem jest zorien-
towanie sie co do rozmiaru zjawiska wystepowania en-
dotoksyny w ptynach stawowych i/lub odpowiednich
surowicach, weryfikacja osiagnietych rezultatéw,
a w konsekwencji ewentualne ich wdrozenie do dia-
gnostyki rutynowej lub bardziej szczegétowych badan
o charakterze podstawowym.

Czesciowa weryfikacja mogtoby by¢ zastosowanie
polimyksyny B (antybiotyku polipeptydowego), ktéra —
jak wykazali Lopes i Innis [11] — reaguje z LPS i powodu-
je m.in. jego zmiany morfologiczne oraz utrate wtasci-
wosci toksycznych. Uzywana jest tez w postaci zwigza-
nej z nosnikiem (np. sefaroza) do oczyszczania ptynéw
z endotoksyny.

Materiat i metody

Materiatem do badan byty prébki 50 ptynéw stawo-
wych oraz 10 surowic, stanowigcych pary do 10 z ww.
ptynéw. Pochodzity one gtéwnie od chorych konsulto-
wanych w Przychodni Przyklinicznej IR (39 ptynéw) oraz
pojedynczo z klinik IR.

Sposrod badanych ptynéw stawowych potowa, tj.
25, pochodzita od chorych z reumatoidalnym zapale-
niem stawéw (RZS), od 3 chorych z tuszczycowym za-
paleniem stawéw (£ZS), od 2 z zesztywniajgcym zapa-
leniem stawow kregostupa (ZZSK) i chorobg zwyrod-
nieniowa. Pojedyncze rozpoznania dotyczyty: zapalenia
wielostawowego, mtodzieficzego idiopatycznego zapa-
lenia stawow (MIZS), zespotu suchosci i dny. Prawie
1/3, tj. 14, badanych ptynéw pochodzita od chorych
z niezréznicowanymi zapaleniami stawéw i/lub ukta-
dowymi chorobami tkanki tagcznej, wyrdézniajacymi sie
rowniez wysiekami stawow.

Oznaczenia endotoksyny dokonywano przy uzyciu
biologicznego testu — zestawu LAL (Limulus Amebocyte
Lysate) firmy Cambrex, ktéry jest testem jakoSciowym,
ale mozna go takze traktowac jako pétilosciowy z uwa-
gi na mozliwos¢ przeliczania uzyskanych wynikéw na
jednostki enzymatyczne j.e./ml. Test ten jest oceniany
jako réwnoznaczny z testem na pirogennosé¢, badang
na skorze krolikow.

Zasade tego testu stanowig dwuetapowe reakcje
enzymatyczne:

endotoksyna
1. proenzym >

koagulaza

koagulaza
2. koagulogen =

koagulina

Okazato sie [12], ze endotoksyna bakterii Gram-uje-
mnych katalizuje aktywacje proenzymu lizatu, uzyska-
nego z amebocytéw krwi kraba (Limulus polyphemus).
Stopien tej aktywacji zalezy od stezenia endotoksyny.
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Zaktywowany enzym (koagulaza) swoiscie hydrolizuje
wigzania wewnatrz biatka (koagulogenu) obecnego
w lizacie (LAL). Wynikiem tej hydrolizy jest zelifikacja
powstatej koaguliny. Test jest niezwykle czuty; reaguje
na sladowe stezenia endotoksyny; zatem przed wtasci-
wym zastosowaniem powinien stuzy¢ do kontroli apiro-
gennosci wody, szklanych probéwek i koncowek plasti-
kowych uzywanych w badaniach, jak réwniez samych
analizowanych preparatéw na obecnos¢ tzw. substancji
hamujacych reakcje enzymatyczne. Nalezy podkresli¢
ogromne znaczenie pH badanych prébek, ktére powin-
no miesci¢ sie w granicach 6-8. Wrazliwos¢ lizatu na
zmiane temperatury, Swiatta i czas przechowywania

w stanie zamrozenia, ewentualnie w temperaturze lo-

dowki (2-8°C) kaza wykonywac badania szybko, w wa-

runkach sterylnych. Niezwykle wazne jest wstepne
szczegbtowe zapoznanie sie z warunkami wykonywa-
nia testu i rygorystyczne ich respektowanie.

W przeprowadzonych badaniach na 50 ptynach sta-
wowych i 10 surowicach zachowano procedure zgodnie
ze wskazéwkami producenta testu.

Wykonanie oznaczenia endotoksyny oraz kontrola
czutosci lizatu:

e standardy o okreslonym stezeniu endotoksyny uzy-
skanej ze szczepu bakteryjnego E. coli 055: B5, wyra-
zonym w jednostkach j.e./ml (0,06; 0,03; 0,015;
0,0075) oraz badane ptyny stawowe i/lub surowice
w ilosci 100 pl przenoszono do szklanych probéwek
(10x75 mm). Za ujemna kontrole stuzyta apirogenna
woda destylowana;

e do wszystkich probéwek reakcyjnych dodawano po
100 pl rozpuszczonego w H,O liofilizatu (LAL), na-

Tabela I. Obecnos¢ endotoksyny w ptynach
stawowych 3 grup pacjentéw z chorobami
narzadu ruchu

Table I. The presence of endotoxin in synovial
fluid from three group of patients with
connective tissue diseases

Liczba (%) ptynéw

Rozpoznanie choroby
stawowych ze stwierdzong

(n = liczba chorych)
obecnoscig endotoksyny

reumatoidalne zapalenie

stawdw; n=25 15 (60%)
spondyloartropatie + uktadowe

choroby narzadu ruchu; n=11 2 (18,2%)
niezréznicowane zapalenia

stawdw; n=14 4 (28,6%)
razem; n=50 21 (42%)
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tychmiast doktadnie mieszano i umieszczano (po za-
korkowaniu) w tazni wodnej o temperaturze
37°C+1°C. Nie mieszajac probéwek w trakcie inkuba-
cji, po 60 min (2 min), kazda z prébek obracano
0 180° (ostroznie, tagodnym ruchem) i natychmiast
oceniano zelifikacje (pozytywna, jesli nie sptywata po
brzegach probowki);

badane prébki ptynéw stawowych i/lub surowic na-
stawiano w 2-krotnych powtérzeniach, a w bada-
niach pétilosciowych wykonywano ich rozcienczenia
w H,0 (2-krotne), oznaczajac konicowe rozciefczenie,
w ktérym nastepowata Zzelifikacja;

skryning na obecnos¢ w badanych probkach sub-
stancji hamujacych test LAL wykonywano, dodajac
do kazdego z rozcieficzen tej probki (100 pl) po 10 ul
standardu endotoksyny o 10 x wiekszym stezeniu niz
wynosi czutos¢ lizatu (w tym przypadku byt to stan-
dard o stezeniu 0,6 j.e./ml). Zelifikacja, przy
okreslonym rozcieficzeniu, wskazywata na brak sub-
stancji hamujacych test LAL | odwrotnie, brak zelifi-
kacji oznaczat ich obecnosé. Taki skryning wykony-
wano z prébkami ujemnymi w tescie zasadniczym na
obecnos¢ endotoksyny;

czeSciowa weryfikacje obecnosci endotoksyny nie-
zwigzanej wykonywano nastepujaco: gesta, jedno-
rodng zawiesine nosnika — sefaroza (zaktywowanego
wg zalecen producenta — firma Bio-Rad), ze zwigzang
polimyksyna B w soli buforowanej (PBS) o objetosci
1 ml, mieszano w stosunku 1:1 z ptynem stawowym
rozcieficzonym 1: 5 i inkubowano w temperaturze po-
kojowej przez godzine w probéwkach plastikowych
(w objetosci 5 ml) z korkiem, mieszajac na kotysce la-
boratoryjnej typu KL-942 przy liczbie 30 cykli/min. Po
dokonanej absorpcji ewentualnie wystepujacej en-
dotoksyny i po odwirowaniu (13 000 obr./min przez
10 min) uzyskany supernatant oceniano testem LAL
(w sposéb opisany wyzej).

Wyniki

W badaniach 50 ptynéw stawowych wykazano
obecnos¢ endotoksyny u 21 chorych, co stanowito 42%.
Analiza rozpoznan klinicznych, wsréd ktérych wytonity
sie 3 grupy, z wyrazng dominacjg reumatoidalnego za-
palenia stawoéw (n=25), wykazata interesujace spo-
strzezenia, ze w stanach wysiekowych towarzyszgcych
RZS az w 60% przypadkéw stwierdzono obecnos¢ en-
dotoksyny (tabela I). Zdecydowanie nizsze odsetki wy-
kazano wsrdd chorych z niezréznicowanym zapaleniem
stawow (28,6%) oraz w nielicznej grupie (n=11) ze spon-
dyloartropatiami i/lub uktadowymi chorobami narzadu
ruchu (18,2% wynikéw dodatnich).
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Na wybranych 11 ptynach stawowych z dodatnim
wynikiem na obecnos¢ endotoksyny dokonano préby
ilosciowego oznaczania jej stezenia, droga 2-krotnych
rozciehczen, powtornych badanh testem LAL i przeliczeh
wg wskazéwek producenta. Okazato sie, ze o ile sred-
nie stezenie endotoksyny wyniosto 3,3 j.e./ml, o tyle
4 ptyny stawowe wykazywaty jej obecnosé powyzej te-
go poziomu, tj. 4-8,1 j.e./ml (po 2 ptyny od chorych
z RZS i niezréznicowanym zapaleniem stawdw). Pozo-
state 7 ptynéw stawowych zawierato poziomy nizsze
(cho¢ wielokrotnie przekraczajace czutosé testu =0,03
j.e./ml), tj. 1-2 j.e./ml, w tym 4 od chorych na RZSi 1 od
chorego z wielostawowym zapaleniem zawieraty steze-
nie endotoksyny réwne 2 j.e./ml, natomiast 2 ptyny (od
chorych na tZS i z niezréznicowanym zapaleniem sta-
wow) — 1 j.e./ml.

Kolejne badanie skryningowe, wykonane na 21 pty-
nach stawowych ujemnych w tescie LAL na obecnos¢ en-
dotoksyny, miato na celu zorientowanie sie co do roz-
miaru zjawiska wystepowania substancji hamujacych
test LAL, bez szczegdtowego wnikania w charakter, np.
chemiczny, tych substancji czy tez stwierdzenia wptywu
(czesto podkreslanego) pH $rodowiska. Stosujac takze
metode 2-krotnych rozciefczeh wykazano, ze w przy-
padku az 10 ptyndw (47,6%) rozciehiczonych
1:8 i z dodang do nich endotoksyna (0,6 j.e./ml) uzyska-

no wynik ujemny w tescie LAL Odpowiednio w 3 (14,3%)
ptynach w rozcienczeniu 1:4 oraz w 1 (4,7%) w rozcien-
czeniu 1:2 réwniez uzyskano wyniki ujemne, Swiadczace
o wystepowaniu zjawiska hamowania reakcji enzyma-
tycznej w tescie LAL przez nieznany czynnik (substancja
i/lub pH Srodowiska). Brak negatywnego oddziatywania
na odpowied? w tescie LAL stwierdzano zaledwie w 1/3
(33,3%) grupy badanych ptynéw stawowych.

Kohcowa, doswiadczalna czes¢ pracy dotyczyta
zbadania na 22 ptynach stawowych dodatnich w tescie
LAL mozliwosci absorpcji endotoksyny z tego materia-
tu biologicznego, co mogtoby Swiadczy¢ z jednej strony
0 jej obecnosci w stanie wolnym czy np. zwigzanym
w swoistych kompleksach immunologicznych, a z dru-
giej — jednoczesnie sugerowac wiele zjawisk wartych
dalszego wyjasnienia, np. krzyzowych reakcji przeciw-
ciatowych z mniej czy bardziej ztozonymi antygenami,
czasami z natury i funkcji odlegtymi (kardiolipiny, lipo-
proteidy, fosfolipidy itp.). Okazato sie — cho¢ na matym
materiale — ze w 4 (36,4%) na 11 ptyndw uzyskano ab-
sorpcje endotoksyny przez zwigzana na fazie statej
(nosniku) polimyksyne B. W przypadku 1 ptynu (9,1%)
uzyskano niewyjasnione zjawisko wzmocnienia testu
LAL, po absorpcji polimyksyna B, cho¢ byt to wynik dos¢
subiektywny (jakosciowy), aczkolwiek wymagajacy wy-
jasnienia.

Tabela Il. Jednoczesne wystepowanie endotoksyny i przeciwciat (niezaleznie od klasy immunoglobulin)
w ptynach stawowych wobec wybranych LPS i ich subkomponentow (liczba ptynéw n=21)

Table Il. Contemporaneous appearrance of endotoxin and antibodies to selected LPS-s
and their subcomponents (independenthy of Ig-s class) in the synovial fluids (number of fluids n=21)
Obecnoéé Obecnoé¢ przeciwciat wobec wybranych antygenéw Liczba ptynéw
endotoksyny LPS Lipid A KDO stawowych
S. enteritidis S. typhimurium K. pneumoniae
+ 4
+ + + 5
+ + 4
+ + 2
+ + + 1
+ + 1
+ + + 1
+ + + + + 1
+ + + + 1
+ + + 1
23,8% 23,8% 9,5% 28,5%
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Poddane badaniom ptyny stawowe na obecnos¢ en-
dotoksyny uprzednio zostaty zbadane na obecnosé
przeciwciat dla m.in. niektérych LPS pateczek Gram-
ujemnych (S. enteritidis, S. typhimurium, K. pneumo-
niae) i ich subkomponentéw (lipid A i KDO — kwas de-
oksyoktulonowy) [9]. Obecnie dokonano analizy wyste-
powania tych przeciwciat zarébwno w grupie ptynéw ze
stwierdzona endotoksyna, jak i w grupie bez jej obec-
nosci. Wyniki przedstawiono w tabelach Il i lll, z kt6-
rych wynika kilka spostrzezen.

W grupie ptyndw stawowych, w ktérych wykazano
obecnos¢ endotoksyny, stwierdzono nieco wyzsze od-
setki ptynéw z podwyzszonym poziomem przeciwciat
dla badanych homologicznych (oprécz lipidu A) antyge-
néw w poréwnaniu z grupa ptynéw endotoksyno-uje-
mnych. Dotyczyto to szczegblnie antygenu KDO.

W obu grupach ptynéw podwyzszone poziomy prze-
ciwciat czesciej wystepowaty dla LPS gatunkéw Salmo-
nella, opisywanych jako infekcyjny czynnik wigzany
z zapaleniem stawo6w niz dla LPS K. pneumoniae. Row-
niez w obu grupach ptynéw wytonity sie pewne wzory
ptynéw ze stwierdzonymi przeciwciatami, ktére domi-
nowaty liczebnie, a zwtaszcza z przeciwciatami wytacz-
nie dla ztozonych antygenéw LPS S. enteritidis i/lub
S. typhimurium i zwtaszcza w grupie ptynéw z nieobec-
na endotoksyna.

Dos¢ interesujacym spostrzezeniem byto to, ze
w grupie ptynéw endotoksynododatnich w 19% nie
stwierdzono badanych przeciwciat, natomiast w grupie
endotoksynoujemnych odsetek byt zblizony, choé wyz-
szy — 24,1%.

Dyskusja

Niewatpliwie najcenniejszym wynikiem badan byto
wykazanie obecnosci endotoksyny az w 60% ptynow
wysiekowych towarzyszacych reumatoidalnemu zapa-
leniu stawéw. Nie jest to catkowicie zaskakujace, od
wielu bowiem lat badania serologiczne oraz dotyczace
odpowiedzi komérkowej [13] w licznych przypadkach
RZS sugeruja zwiekszong odpowiedz humoralng
[14-18] wobec drobnoustrojow Gram-ujemnych (i ich
antygenéw sciany komoérkowej, np. ECA i zwigzanym
z nim LPS). Majac na uwadze wysoka aktywnos¢ biolo-
giczng endotoksyny, jej zdolnosci indukowania wielu
czynnikéw prozapalnych z komérek uktadu immunolo-
gicznego, zaréwno krazacych we krwi obwodowej, jak
i przebywajacych miejscowo (w zapalnym ptynie sta-
wowym), nasuwa sie pytanie dotyczace roli LPS w wy-
wotywaniu stanéw wysiekowych w RZS, a takze w tzw.
UA (undifferentiated arthritis). Takich niezréznicowa-
nych zapalefh stawéw w obecnych badaniach byto nie-

Tabela Ill. Wystepowanie przeciwciat (niezaleznie od klasy immunoglobulin) w ptynach stawowych
z niestwierdzong w tescie LAL endotoksyna (liczba ptynéw n=29)

Table Ill. Appearrance of antibodies (independenthy of Ig-s class) in the synovial fluids with nonconfirmed
by LAL test presence of endotoxin (number of fluids n=29)

Obecnogé Obecnos¢ przeciwciat wobec wybranych antygenéw Liczba ptynéw
endotoksyny LPS Lipid A KDO stawowych
S. enteritidis S. typhimurium K. pneumoniae
- 7
- + 6
_ . n 6
- + + 4
- + 1
- + + + 1
- + 1
- + + 1
- + + + + 1
- + + + 1
17,2% 20,1% 6,9% 6,9% 13,8%
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mal 1/3 przypadkéw chorobowych, a RZS z jednocze-
snymi stanami wysiekowymi stanowito az 50%.

Wyrywkowo zbadano tez wystepowanie endotok-
syny w surowicach chorych, u ktérych uprzednio wy-
krywano ja w ptynach stawowych. Okazato sie, ze na 10
badanych surowic w 3 uzyskano wyniki dodatnie na
obecnosé endotoksyny, w tym w 2 przypadkach byto to
niezroznicowane zapalenie stawéw, a w 1 — RZS. Jak
wskazuja dane z piSmiennictwa, test LAL jest bardzo
kontrowersyjny, zwtaszcza w zastosowaniu diagno-
stycznym dotyczacym ewentualnej endotoksemii. Wy-
daje sie, ze gtéwnie surowicze o-globuliny wigza endo-
toksyne [19], i zaleca sie wrecz wykonywanie tego ba-
dania na heparynizowanym osoczu, a nie na surowicy.
Rzadko test ten koreluje z bakteriemia, a jezeli juz ko-
reluje, to liczba bakterii Gram-ujemnych zawierajacych
w Scianie komérkowej LPS powinna wynosi¢ co naj-
mniej 100 komérek/ml krwi. Istniejg jednak liczne inne
substancje, ktére moga powodowac fatszywie dodat-
nie wyniki w tescie LAL Naleza do nich surowicze biat-
ka i enzymy, nukleoproteidy, peptydoglikany i inne bak-
teryjne toksyny [20], a wiec czynniki, ktére moga by¢
obecne w ptynie stawowym i/lub do niego przenikac.

W prowadzonych obecnie eksperymentach na pty-
nach stawowych pozostaje nierozwigzanym proble-
mem, czy obserwowano tez wyniki fatszywe w tescie
LAL. Niewatpliwie stezenie endotoksyny, ktére wynosi-
to 0,03 j.e./ml, wielokrotnie przewyZzszato czutos¢ te-
stu/lizatu, natomiast na wybranych 11 ptynach stawo-
wych z wynikiem dodatnim stezenie to zostato wyliczo-
ne (wg procedury producenta) na poziomie 1-8,1 j.e./ml
(patrz: Wyniki). Cytowane wg Jorgensena [19] dane
wskazuja na bardzo wysoka czutos¢ testu LAL, siegaja-
c3 0,05 ng/ml czystej endotoksyny.

Odwrotnym problemem, wykazanym w 21 ptynach
stawowych, w ktérych nie wykrywano endotoksyny, byto
stwierdzenie az w 66,6% obecnosci substancji hamuja-
cych. By¢ moze wptynety one (niekorzystnie) bardzo wy-
raznie na odsetek ptynéw, w ktérych wykrywano endo-
toksyne, a ktéry mogt wynosi¢ znacznie wiecej niz 42%.

Istnieje wiele modyfikacji metod eliminujacych
czynniki hamujace test LAL, takich jak np. stosowanie
ekstrakcji chloroformowej w celu denaturowania inhi-
bitoréw, modyfikowanie pH kwasem octowym (precy-
pitujgcym inhibitory), a nastepnie zobojetnianie $rodo-
wiska buforem fosforanowym, co optymalizuje warun-
ki wykonania testu LAL [wg 19].

Chociaz praca nie miata scisle charakteru metodycz-
nego, niemniej za danymi z pisSmiennictwa nalezy pod-
kresli¢ [wg 19], ze rézne ptyny ustrojowe badano przy
uzyciu testu LAL, w tym krew, ptyn mozgowo-rdzeniowy,
ptyn z ropni, a takze ptyn stawowy. Wiele préb byto do-
datnich, ale w bardzo zréznicowanym stopniu. Dotyczy-

to to zwtaszcza krwi i ptynu z ropni (np. okotonerko-
wych), a w przypadku krwi sugerowano przede wszyst-
kim mozliwos¢, ze LPS translokowany jest z przewodu
pokarmowego i absorbowany przez uktad krwionosny.
Istnieja tez doniesienia [wg 20] o wykrywaniu w r6znym
stopniu — przy uzyciu testu LAL — endotoksyny nawet
u zdrowych wolontariuszy (do 32%) [21].

Wyzej wymienione kwestie dotyczace wystepowa-
nia czynnikbw wptywajacych na stwierdzanie — w wy-
sokim stopniu — wynikéw zaréwno fatszywie dodat-
nich, jak i fatszywie ujemnych obnizajg range stosowa-
nia testu LAL w wykrywaniu endotoksyny w ptynach
ustrojowych, w tym réwniez w ptynach stawowych.

Niemniej niezwykta czutos¢ tej metody biologicznej
i tatwos¢ wykonania, zwtaszcza przy stworzeniu wa-
runkéw wykluczajacych wptyw substancji (czynnikéw)
hamujacych, sugeruja préby poszukiwania endotoksy-
ny rowniez w rzadko badanych ptynach stawowych.

W tym aspekcie zapoczatkowane badania absorbo-
wania potencjalnie obecnej endotoksyny przez poli-
myksyne B, zwigzang na fazie statej, zmierzaty do po-
znania charakteru wystepowania tej toksyny, tj. w sta-
nie wolnym lub zwigzanym. Wykazujac zaledwie
w 36,4% (w 4 ptynach na 11 badanych ptynéw stawo-
wych) endotoksyne w stanie wolnym, mozna domnie-
mywac réwniez jej obecnos¢ w stanie zwigzanym, np.
w immunokompleksach, w ktérych obecne przeciwcia-
ta moga maskowac niektére epitopy LPS, a zwtaszcza
decydujacy o toksycznosci lipid A. Ma on witasciwosci
aktywowania reakcji enzymatycznych w lizacie z ame-
bocytéw Limulus polyphemus (o tym, ze lipid A daje do-
datnie reakcje w tescie LAL, przekonano sie réwniez
w tych badaniach). Zagadnienie wystepowania LPS
swoistego dla jakiego$ gatunku pateczek Gram-uje-
mnych i/lub endotoksyny w kompleksach immunolo-
gicznych i w stanie wolnym jest wazne zaréwno dia-
gnostycznie, jak i klinicznie, i wymaga szczegbtowych
badan, ktére rozpoczeto.

Interesujace byto retrospektywne poréwnanie (ko-
relacja) wystepowania przeciwciat dla LPS niektérych
gatunkéw pateczek Gram-ujemnych i ich subkompo-
nentéw (lipid A i KDO) w grupach ptynéw stawowych
ze stwierdzong i niestwierdzong obecnosciag endotok-
syny. Mogtoby to — jak sie wydaje — sugerowac, przy-
najmniej w niektérych przypadkach, wewnatrzstawo-
wa indukcje przeciwciat przez obecne albo cate antyge-
ny LPS, albo czesciowo roztozone w trakcie translokacji
bakterii, gtéwnie za posrednictwem monocytéw krwi
obwodowej [22, 23].

Chociaz ani zatozeniem, ani celem pracy nie byta
korelacja retrospektywnych wynikéw badan serolo-
gicznych z obecnoécig endotoksyny w ptynach stawo-
wych, to jednak mozna byto podejrzewa¢, przynaj-
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mniej w nielicznych przypadkach, wewnatrzstawowa
indukcje przeciwciat dla catych ztozonych LPS i/lub ich
subkomponentéw (lipid A i KDO). Jest zastanawiajace,
ze w obu analizowanych grupach ptynéw, tj. w grupie
z obecnoscia i bez obecnosci endotoksyny, wykrywano
bardzo wysokie odsetki ptynéw z podwyzszonym po-
ziomem przeciwciat dla ww. antygenéw (odpowiednio
80,11 75,8%). Wystepowaty one gtéwnie w klasach IgA
i 1IgM, dowodzac ostrej fazy procesu zapalnego, ktéry
Swiadczytby raczej o nadwazeniu, zwtaszcza w przy-
padkach z udokumentowanym, dtugoletnim RZS.
Uwzgledniajac mozliwos¢ niewykrycia endotoksyny,
z uwagi na wykazane prawdopodobiefstwo szerokie-
go udziatu substancji hamujacych test LAL, nie mozna
byto wykluczy¢ podobnych odsetkéw ptynéw z jedno-
czesng obecnoscig endotoksyny i przeciwciat. Czynito-
by to bardziej wiarygodnym podejrzenie infekcyjnego
podtoza stanu zapalnego i jego zaostrzenia sie.

Na podstawie zaréwno pismiennictwa [24-27], jak
i aktualnych — cho¢ ograniczonych — badah nasuwa sie
pytanie, czy i w jakim stopniu oraz czy w ogble infekcje
wywotane pateczkami Gram-ujemnymi, ktérych istot-
nym sktadnikiem Sciany komérkowej (zaréwno struk-
turalnym, jak i funkcjonalnym) jest LPS (endotoksyna),
biora udziat w patogenezie RZS i wielu tzw. niezrézni-
cowanych zapalen stawdw oraz czy reaktywne zapale-
nie stawoéw (ReZS) nie jest pierwszym etapem prze-
ksztatcania sie w przewlekta jednostke chorobowa, ja-
ka jest m.in. RZS z jego réznymi okresami remisji i za-
ostrzef. By¢ moze w przypadku przedstawianych ba-
dan mamy do czynienia z takimi zaostrzeniami, wyra-
zajacymi sie wysiekami stawéw, a wynikajgcymi z nad-
kazenia i/lub uaktywnienia sie bakterii Gram-uje-
mnych, przebywajacych nawet w odlegtym od ich natu-
ralnego Srodowiska bytowania — jakim jest przewod
pokarmowy, miejscu organizmu.

Trzeba pamietaé, ze bedace obiektem zaintereso-
wania pateczki Salmonella (i ich LPS), w odréznieniu
do Shigella, s3 drobnoustrojami, mogacymi rozprze-
strzenia¢ sie po catym organizmie droga translokacji
z przewodu pokarmowego poprzez uktad krwionosny
i limfatyczny. Obecnos¢ endotoksyny (LPS) oraz prze-
ciwciat przeciwko niej skierowanych w ptynach sta-
wowych nie jest zaskakujaca. Zatem udziat niekt6-
rych pateczek Gram-ujemnych (w tym Salmonella)
w patogenezie RZS i niezroznicowanych zapalen sta-
wow nie jest wykluczony, a autorzy pracy coraz cze-
Sciej wtaczaja sie w nurt badan wyjasniajacych ten
frapujacy poglad, reprezentowany przez wiele osrod-
kéw [24, 25] zajmujacych sie badaniami klinicznymi
i podstawowymi w reumatologii.
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