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Obecnoœæ endotoksyny w p³ynach stawowych 

u pacjentów z chorobami narz¹du ruchu 
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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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S u m m a r y

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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S t r e s z c z e n i e

Celem pracy by³o wykazanie obecnoœci endotoksyny w p³ynach
stawowych pacjentów z zapalnymi chorobami uk³adu ruchu 
(w wiêkszoœci z reumatoidalnym zapaleniem stawów i z niezró¿-
nicowanym zapaleniem stawów). 
Zastosowano i wstêpnie oceniono u¿ytecznoœæ testu LAL (Limu-

lus Amebocyte Lysate) w wykrywaniu endotoksyny (LPS) jako
g³ównego i funkcjonalnie najwa¿niejszego sk³adnika œciany ko-
mórkowej bakterii Gram-ujemnych. 
W grupie 50 chorych, w tym 60% z reumatoidalnym zapaleniem
stawów, wykazano ogólny odsetek 42% chorych z p³ynami stawo-
wymi, w których stwierdza siê obecnoœæ endotoksyny. Jednocze-
œnie wœród p³ynów stawowych endotoksynoujemnych bardzo wy-
soki (66,6%) odsetek p³ynów z obecnoœci¹ substancji (czynników)
hamuj¹cych test LAL. Sugeruje to znaczn¹ liczbê p³ynów stawo-
wych z wynikami fa³szywie ujemnymi, szczególnie ¿e retrospek-
tywna analiza wykaza³a w tych p³ynach obecnoœæ przeciwcia³ dla
LPS i/lub jego wybranych subkomponentów siêgaj¹c¹ 80%. 
W dyskusji poruszono ewentualn¹ rolê endotoksyny (zw³aszcza
pa³eczek Salmonella enteritidis lub S. typhimurium) i jej sk³adni-
ka toksycznego (lipid A) w indukowaniu zaostrzonej fazy chorób
narz¹du ruchu (g³ównie reumatoidalnego zapalenia stawów
i niezró¿nicowanych zapaleñ stawów) na podstawie dotychcza-
sowych doœwiadczeñ w³asnych i piœmiennictwa œwiatowego. 
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Œciana komórkowa bakterii Gram-ujemnych zawie-
ra m.in. niezwykle istotny immunogennie (znaczenie
w serodiagnostyce) i o wielu ró¿norodnych w³aœciwo-
œciach biologicznych sk³adnik lipopolisacharydowy
(LPS), który jest bardzo toksyczny dla organizmu ludz-
kiego i zwierzêcego [1–4]. Zosta³ on nazwany endotok-
syn¹, poniewa¿ jest œciœle zwi¹zany z powierzchni¹ ko-
mórek bakteryjnych i uwalnia siê dopiero po ich lizie,
powoduj¹c reakcjê kaskadow¹ prowadz¹c¹ do
zaburzeñ o charakterze hematologiczno-immunolog-
icznym, doprowadzaj¹cych do toksycznych i zapalnych
objawów ogólnych oraz miejscowych. S¹ one wynikiem
g³ównie indukcji czynników prozapalnych (typu cyto-
kin, limfokin, kinin, prostaglandyn) [5–7]. 

LPS zawiera lipid A, do którego przy³¹czony jest po-
lisacharyd, z³o¿ony z rdzenia (polisacharydowego) i po-
wtarzaj¹cych siê podjednostek (np. mannoza – ramno-
za – galaktoza). Sam lipid A sk³ada siê z fosforylowa-
nych jednostek dwucukru – glikozaminy, do których s¹
przy³¹czone liczne d³ugo³añcuchowe kwasy t³uszczo-
we, z których kwas β-hydroksymirystynowy 
(14-wêglowy) zawsze wystêpuje w lipidzie A i jest jego
unikatowym sk³adnikiem, inne kwasy t³uszczowe s¹
ró¿ne u ró¿nych gatunków bakterii Gram-ujemnych.
Podobnie jednakowy u wszystkich bakterii Gram-uje-
mnych jest rdzeñ polisacharydu, jednak¿e ka¿dy z ga-
tunków ma swoist¹ powtarzaj¹c¹ siê jednostkê linio-
wego trójcukru lub rozga³êzionych cztero- albo piêcio-
cukrów (tzw. antygen O), które stanowi¹ o swoistoœci
antygenowej (np. wœród rodzaju Salmonella wykryto
ok. 2 000 typów antygenowych). 

Rozk³ad LPS do lipidu A i polisacharydu wykaza³, ¿e
o toksycznoœci decyduje lipid A. Nale¿y nadmieniæ, ¿e
LPS stanowi najbardziej powierzchniow¹ strukturê
œciany komórkowej drobnoustrojów G(-) i œciœle ³¹czy
siê z podstawowymi sk³adnikami, tj. lipoprotein¹ i bia³-
kow¹ b³on¹ zewnêtrzn¹ (OMP). Ze wzglêdu na to, ¿e
stosowane w diagnostyce chorób narz¹du ruchu o po-
dejrzewanej etiologii bakteryjnej metody serologiczne
obarczone s¹ licznymi w¹tpliwoœciami (zw³aszcza doty-
cz¹cymi reakcji krzy¿owych nawet miêdzy antygenami
odleg³ych taksonomicznie drobnoustrojów, np. Chlamy-

dia, Salmonella, Yersinia) [8–10], w przedstawianych
badaniach podjêto próbê stwierdzenia obecnoœci endo-
toksyny w p³ynach wysiêkowych i wybranych surowi-
cach. Pozwoli³oby to czêœciowo t³umaczyæ wewn¹trz-
stawow¹ indukcjê przeciwcia³ dla LPS i jego subkompo-
nentów i przynajmniej w niektórych przypadkach
uwiarygodniæ etiologiê infekcyjn¹ stanu zapalnego, wy-
ra¿aj¹cego siê powstaniem wysiêku stawowego, co po-
zwala na zastosowanie odpowiedniej terapii, ewentu-
alnie jej modyfikacjê. 

Praca ma charakter wstêpny i jej celem jest zorien-
towanie siê co do rozmiaru zjawiska wystêpowania en-
dotoksyny w p³ynach stawowych i/lub odpowiednich
surowicach, weryfikacja osi¹gniêtych rezultatów,
a w konsekwencji ewentualne ich wdro¿enie do dia-
gnostyki rutynowej lub bardziej szczegó³owych badañ
o charakterze podstawowym. 

Czêœciow¹ weryfikacj¹ mog³oby byæ zastosowanie
polimyksyny B (antybiotyku polipeptydowego), która –
jak wykazali Lopes i Innis [11] – reaguje z LPS i powodu-
je m.in. jego zmiany morfologiczne oraz utratê w³aœci-
woœci toksycznych. U¿ywana jest te¿ w postaci zwi¹za-
nej z noœnikiem (np. sefaroz¹) do oczyszczania p³ynów
z endotoksyny. 

Materia³ i metody

Materia³em do badañ by³y próbki 50 p³ynów stawo-
wych oraz 10 surowic, stanowi¹cych pary do 10 z ww.
p³ynów. Pochodzi³y one g³ównie od chorych konsulto-
wanych w Przychodni Przyklinicznej IR (39 p³ynów) oraz
pojedynczo z klinik IR. 

Spoœród badanych p³ynów stawowych po³owa, tj.
25, pochodzi³a od chorych z reumatoidalnym zapale-
niem stawów (RZS), od 3 chorych z ³uszczycowym za-
paleniem stawów (£ZS), od 2 z zesztywniaj¹cym zapa-
leniem stawów krêgos³upa (ZZSK) i chorob¹ zwyrod-
nieniow¹. Pojedyncze rozpoznania dotyczy³y: zapalenia
wielostawowego, m³odzieñczego idiopatycznego zapa-
lenia stawów (MIZS), zespo³u suchoœci i dny. Prawie
1/3, tj. 14, badanych p³ynów pochodzi³a od chorych
z niezró¿nicowanymi zapaleniami stawów i/lub uk³a-
dowymi chorobami tkanki ³¹cznej, wyró¿niaj¹cymi siê
równie¿ wysiêkami stawów. 

Oznaczenia endotoksyny dokonywano przy u¿yciu
biologicznego testu – zestawu LAL (Limulus Amebocyte
Lysate) firmy Cambrex, który jest testem jakoœciowym,
ale mo¿na go tak¿e traktowaæ jako pó³iloœciowy z uwa-
gi na mo¿liwoœæ przeliczania uzyskanych wyników na
jednostki enzymatyczne j.e./ml. Test ten jest oceniany
jako równoznaczny z testem na pirogennoœæ, badan¹
na skórze królików. 

Zasadê tego testu stanowi¹ dwuetapowe reakcje
enzymatyczne: 

endotoksyna
1. proenzym koagulaza

koagulaza
2. koagulogen koagulina

Okaza³o siê [12], ¿e endotoksyna bakterii Gram-uje-
mnych katalizuje aktywacjê proenzymu lizatu, uzyska-
nego z amebocytów krwi kraba (Limulus polyphemus).
Stopieñ tej aktywacji zale¿y od stê¿enia endotoksyny.

Diagnostyczne znaczenie obecnoœci endotoksyny w p³ynach stawowych
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Zaktywowany enzym (koagulaza) swoiœcie hydrolizuje
wi¹zania wewn¹trz bia³ka (koagulogenu) obecnego
w lizacie (LAL). Wynikiem tej hydrolizy jest ¿elifikacja
powsta³ej koaguliny. Test jest niezwykle czu³y; reaguje
na œladowe stê¿enia endotoksyny; zatem przed w³aœci-
wym zastosowaniem powinien s³u¿yæ do kontroli apiro-
gennoœci wody, szklanych probówek i koñcówek plasti-
kowych u¿ywanych w badaniach, jak równie¿ samych
analizowanych preparatów na obecnoœæ tzw. substancji
hamuj¹cych reakcje enzymatyczne. Nale¿y podkreœliæ
ogromne znaczenie pH badanych próbek, które powin-
no mieœciæ siê w granicach 6–8. Wra¿liwoœæ lizatu na
zmianê temperatury, œwiat³a i czas przechowywania
w stanie zamro¿enia, ewentualnie w temperaturze lo-
dówki (2–8oC) ka¿¹ wykonywaæ badania szybko, w wa-
runkach sterylnych. Niezwykle wa¿ne jest wstêpne
szczegó³owe zapoznanie siê z warunkami wykonywa-
nia testu i rygorystyczne ich respektowanie. 

W przeprowadzonych badaniach na 50 p³ynach sta-
wowych i 10 surowicach zachowano procedurê zgodnie
ze wskazówkami producenta testu. 

Wykonanie oznaczenia endotoksyny oraz kontrola
czu³oœci lizatu: 

• standardy o okreœlonym stê¿eniu endotoksyny uzy-
skanej ze szczepu bakteryjnego E. coli 055: B5, wyra-
¿onym w jednostkach j.e./ml (0,06; 0,03; 0,015;
0,0075) oraz badane p³yny stawowe i/lub surowice
w iloœci 100 µl przenoszono do szklanych probówek
(10x75 mm). Za ujemn¹ kontrolê s³u¿y³a apirogenna
woda destylowana; 

• do wszystkich probówek reakcyjnych dodawano po
100 µl rozpuszczonego w H2O liofilizatu (LAL), na-

tychmiast dok³adnie mieszano i umieszczano (po za-
korkowaniu) w ³aŸni wodnej o temperaturze
37oC±1oC. Nie mieszaj¹c probówek w trakcie inkuba-
cji, po 60 min (±2 min), ka¿d¹ z próbek obracano
o 180o (ostro¿nie, ³agodnym ruchem) i natychmiast
oceniano ¿elifikacjê (pozytywn¹, jeœli nie sp³ywa³a po
brzegach probówki); 

• badane próbki p³ynów stawowych i/lub surowic na-
stawiano w 2-krotnych powtórzeniach, a w bada-
niach pó³iloœciowych wykonywano ich rozcieñczenia
w H2O (2-krotne), oznaczaj¹c koñcowe rozcieñczenie,
w którym nastêpowa³a ¿elifikacja; 

• skryning na obecnoœæ w badanych próbkach sub-
stancji hamuj¹cych test LAL wykonywano, dodaj¹c
do ka¿dego z rozcieñczeñ tej próbki (100 µl) po 10 µl
standardu endotoksyny o 10 x wiêkszym stê¿eniu ni¿
wynosi czu³oœæ lizatu (w tym przypadku by³ to stan-
dard o stê¿eniu 0,6 j.e./ml). ¯elifikacja, przy
okreœlonym rozcieñczeniu, wskazywa³a na brak sub-
stancji hamuj¹cych test LAL. I odwrotnie, brak ¿elifi-
kacji oznacza³ ich obecnoœæ. Taki skryning wykony-
wano z próbkami ujemnymi w teœcie zasadniczym na
obecnoœæ endotoksyny; 

• czêœciow¹ weryfikacjê obecnoœci endotoksyny nie-
zwi¹zanej wykonywano nastêpuj¹co: gêst¹, jedno-
rodn¹ zawiesinê noœnika – sefaroza (zaktywowanego
wg zaleceñ producenta – firma Bio-Rad), ze zwi¹zan¹
polimyksyn¹ B w soli buforowanej (PBS) o objêtoœci
1 ml, mieszano w stosunku 1:1 z p³ynem stawowym
rozcieñczonym 1: 5 i inkubowano w temperaturze po-
kojowej przez godzinê w probówkach plastikowych
(w objêtoœci 5 ml) z korkiem, mieszaj¹c na ko³ysce la-
boratoryjnej typu KL-942 przy liczbie 30 cykli/min. Po
dokonanej absorpcji ewentualnie wystêpuj¹cej en-
dotoksyny i po odwirowaniu (13 000 obr./min przez
10 min) uzyskany supernatant oceniano testem LAL
(w sposób opisany wy¿ej). 

Wyniki

W badaniach 50 p³ynów stawowych wykazano
obecnoœæ endotoksyny u 21 chorych, co stanowi³o 42%.
Analiza rozpoznañ klinicznych, wœród których wy³oni³y
siê 3 grupy, z wyraŸn¹ dominacj¹ reumatoidalnego za-
palenia stawów (n=25), wykaza³a interesuj¹ce spo-
strze¿enia, ¿e w stanach wysiêkowych towarzysz¹cych
RZS a¿ w 60% przypadków stwierdzono obecnoœæ en-
dotoksyny (tabela I). Zdecydowanie ni¿sze odsetki wy-
kazano wœród chorych z niezró¿nicowanym zapaleniem
stawów (28,6%) oraz w nielicznej grupie (n=11) ze spon-
dyloartropatiami i/lub uk³adowymi chorobami narz¹du
ruchu (18,2% wyników dodatnich). 

RRoozzppoozznnaanniiee  cchhoorroobbyy
LLiicczzbbaa  ((%%))  pp³³yynnóóww  

((nn  ==  lliicczzbbaa  cchhoorryycchh)) ssttaawwoowwyycchh  zzee  ssttwwiieerrddzzoonn¹¹  

oobbeeccnnooœœccii¹¹  eennddoottookkssyynnyy

reumatoidalne zapalenie 

stawów; n=25 15 (60%)

spondyloartropatie + uk³adowe 

choroby narz¹du ruchu; n=11 2 (18,2%)

niezró¿nicowane zapalenia 

stawów; n=14 4 (28,6%)

razem; n=50 21 (42%)

TTaabbeellaa  II.. Obecnoœæ endotoksyny w p³ynach
stawowych 3 grup pacjentów z chorobami
narz¹du ruchu
TTaabbllee  II..  The presence of endotoxin in synovial

fluid from three group of patients with

connective tissue diseases

Jacek Noworyta, Jakub Z¹bek, Maria Brasse-Rumin, Jolanta Gago, Maria Rell-Bakalarska
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Na wybranych 11 p³ynach stawowych z dodatnim
wynikiem na obecnoœæ endotoksyny dokonano próby
iloœciowego oznaczania jej stê¿enia, drog¹ 2-krotnych
rozcieñczeñ, powtórnych badañ testem LAL i przeliczeñ
wg wskazówek producenta. Okaza³o siê, ¿e o ile œred-
nie stê¿enie endotoksyny wynios³o 3,3 j.e./ml, o tyle
4 p³yny stawowe wykazywa³y jej obecnoœæ powy¿ej te-
go poziomu, tj. 4–8,1 j.e./ml (po 2 p³yny od chorych
z RZS i niezró¿nicowanym zapaleniem stawów). Pozo-
sta³e 7 p³ynów stawowych zawiera³o poziomy ni¿sze
(choæ wielokrotnie przekraczaj¹ce czu³oœæ testu =0,03
j.e./ml), tj. 1–2 j.e./ml, w tym 4 od chorych na RZS i 1 od
chorego z wielostawowym zapaleniem zawiera³y stê¿e-
nie endotoksyny równe 2 j.e./ml, natomiast 2 p³yny (od
chorych na £ZS i z niezró¿nicowanym zapaleniem sta-
wów) – 1 j.e./ml. 

Kolejne badanie skryningowe, wykonane na 21 p³y-
nach stawowych ujemnych w teœcie LAL na obecnoœæ en-
dotoksyny, mia³o na celu zorientowanie siê co do roz-
miaru zjawiska wystêpowania substancji hamuj¹cych
test LAL, bez szczegó³owego wnikania w charakter, np.
chemiczny, tych substancji czy te¿ stwierdzenia wp³ywu
(czêsto podkreœlanego) pH œrodowiska. Stosuj¹c tak¿e
metodê 2-krotnych rozcieñczeñ wykazano, ¿e w przy-
padku a¿ 10 p³ynów (47,6%) rozcieñczonych 
1:8 i z dodan¹ do nich endotoksyn¹ (0,6 j.e./ml) uzyska-

no wynik ujemny w teœcie LAL. Odpowiednio w 3 (14,3%)
p³ynach w rozcieñczeniu 1:4 oraz w 1 (4,7%) w rozcieñ-
czeniu 1:2 równie¿ uzyskano wyniki ujemne, œwiadcz¹ce
o wystêpowaniu zjawiska hamowania reakcji enzyma-
tycznej w teœcie LAL przez nieznany czynnik (substancja
i/lub pH œrodowiska). Brak negatywnego oddzia³ywania
na odpowiedŸ w teœcie LAL stwierdzano zaledwie w 1/3
(33,3%) grupy badanych p³ynów stawowych. 

Koñcowa, doœwiadczalna czêœæ pracy dotyczy³a
zbadania na 22 p³ynach stawowych dodatnich w teœcie
LAL mo¿liwoœci absorpcji endotoksyny z tego materia-
³u biologicznego, co mog³oby œwiadczyæ z jednej strony
o jej obecnoœci w stanie wolnym czy np. zwi¹zanym
w swoistych kompleksach immunologicznych, a z dru-
giej – jednoczeœnie sugerowaæ wiele zjawisk wartych
dalszego wyjaœnienia, np. krzy¿owych reakcji przeciw-
cia³owych z mniej czy bardziej z³o¿onymi antygenami,
czasami z natury i funkcji odleg³ymi (kardiolipiny, lipo-
proteidy, fosfolipidy itp.). Okaza³o siê – choæ na ma³ym
materiale – ¿e w 4 (36,4%) na 11 p³ynów uzyskano ab-
sorpcjê endotoksyny przez zwi¹zan¹ na fazie sta³ej
(noœniku) polimyksynê B. W przypadku 1 p³ynu (9,1%)
uzyskano niewyjaœnione zjawisko wzmocnienia testu
LAL, po absorpcji polimyksyn¹ B, choæ by³ to wynik doœæ
subiektywny (jakoœciowy), aczkolwiek wymagaj¹cy wy-
jaœnienia. 

OObbeeccnnooœœææ  OObbeeccnnooœœææ  pprrzzeecciiwwcciiaa³³  wwoobbeecc  wwyybbrraannyycchh  aannttyyggeennóóww LLiicczzbbaa  pp³³yynnóóww  

eennddoottookkssyynnyy LLPPSS
LLiippiidd  AA KKDDOO

ssttaawwoowwyycchh

SS..  eenntteerriittiiddiiss SS..  ttyypphhiimmuurriiuumm KK..  ppnneeuummoonniiaaee

+ 4

+ + + 5

+ + 4

+ + 2

+ + + 1

+ + 1

+ + + 1

+ + + + + 1

+ + + + 1

+ + + 1

23,8% 23,8% 9,5% 28,5%

TTaabbeellaa  IIII..  Jednoczesne wystêpowanie endotoksyny i przeciwcia³ (niezale¿nie od klasy immunoglobulin) 
w p³ynach stawowych wobec wybranych LPS i ich subkomponentów (liczba p³ynów n=21)
TTaabbllee  IIII..  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)
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Poddane badaniom p³yny stawowe na obecnoœæ en-
dotoksyny uprzednio zosta³y zbadane na obecnoœæ
przeciwcia³ dla m.in. niektórych LPS pa³eczek Gram-
ujemnych (S. enteritidis, S. typhimurium, K. pneumo-

niae) i ich subkomponentów (lipid A i KDO – kwas de-
oksyoktulonowy) [9]. Obecnie dokonano analizy wystê-
powania tych przeciwcia³ zarówno w grupie p³ynów ze
stwierdzon¹ endotoksyn¹, jak i w grupie bez jej obec-
noœci. Wyniki przedstawiono w tabelach II i III, z któ-
rych wynika kilka spostrze¿eñ. 

W grupie p³ynów stawowych, w których wykazano
obecnoœæ endotoksyny, stwierdzono nieco wy¿sze od-
setki p³ynów z podwy¿szonym poziomem przeciwcia³
dla badanych homologicznych (oprócz lipidu A) antyge-
nów w porównaniu z grup¹ p³ynów endotoksyno-uje-
mnych. Dotyczy³o to szczególnie antygenu KDO. 

W obu grupach p³ynów podwy¿szone poziomy prze-
ciwcia³ czêœciej wystêpowa³y dla LPS gatunków Salmo-

nella, opisywanych jako infekcyjny czynnik wi¹zany
z zapaleniem stawów ni¿ dla LPS K. pneumoniae. Rów-
nie¿ w obu grupach p³ynów wy³oni³y siê pewne wzory
p³ynów ze stwierdzonymi przeciwcia³ami, które domi-
nowa³y liczebnie, a zw³aszcza z przeciwcia³ami wy³¹cz-
nie dla z³o¿onych antygenów LPS S. enteritidis i/lub 
S. typhimurium i zw³aszcza w grupie p³ynów z nieobec-
n¹ endotoksyn¹. 

Doœæ interesuj¹cym spostrze¿eniem by³o to, ¿e
w grupie p³ynów endotoksynododatnich w 19% nie
stwierdzono badanych przeciwcia³, natomiast w grupie
endotoksynoujemnych odsetek by³ zbli¿ony, choæ wy¿-
szy – 24,1%. 

Dyskusja

Niew¹tpliwie najcenniejszym wynikiem badañ by³o
wykazanie obecnoœci endotoksyny a¿ w 60% p³ynów
wysiêkowych towarzysz¹cych reumatoidalnemu zapa-
leniu stawów. Nie jest to ca³kowicie zaskakuj¹ce, od
wielu bowiem lat badania serologiczne oraz dotycz¹ce
odpowiedzi komórkowej [13] w licznych przypadkach
RZS sugeruj¹ zwiêkszon¹ odpowiedŸ humoraln¹
[14–18] wobec drobnoustrojów Gram-ujemnych (i ich
antygenów œciany komórkowej, np. ECA i zwi¹zanym
z nim LPS). Maj¹c na uwadze wysok¹ aktywnoœæ biolo-
giczn¹ endotoksyny, jej zdolnoœci indukowania wielu
czynników prozapalnych z komórek uk³adu immunolo-
gicznego, zarówno kr¹¿¹cych we krwi obwodowej, jak
i przebywaj¹cych miejscowo (w zapalnym p³ynie sta-
wowym), nasuwa siê pytanie dotycz¹ce roli LPS w wy-
wo³ywaniu stanów wysiêkowych w RZS, a tak¿e w tzw.
UA (undifferentiated arthritis). Takich niezró¿nicowa-
nych zapaleñ stawów w obecnych badaniach by³o nie-

OObbeeccnnooœœææ  OObbeeccnnooœœææ  pprrzzeecciiwwcciiaa³³  wwoobbeecc  wwyybbrraannyycchh  aannttyyggeennóóww LLiicczzbbaa  pp³³yynnóóww  

eennddoottookkssyynnyy LLPPSS
LLiippiidd  AA KKDDOO

ssttaawwoowwyycchh

SS..  eenntteerriittiiddiiss SS..  ttyypphhiimmuurriiuumm KK..  ppnneeuummoonniiaaee

– 7

– + 6

– + + 6

– + + 4

– + 1

– + + + 1

– + 1

– + + 1

– + + + + 1

– + + + 1

17,2% 20,1% 6,9% 6,9% 13,8%

TTaabbeellaa  IIIIII..  Wystêpowanie przeciwcia³ (niezale¿nie od klasy immunoglobulin) w p³ynach stawowych 
z niestwierdzon¹ w teœcie LAL endotoksyn¹ (liczba p³ynów n=29)
TTaabbllee  IIIIII..  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)
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mal 1/3 przypadków chorobowych, a RZS z jednocze-
snymi stanami wysiêkowymi stanowi³o a¿ 50%. 

Wyrywkowo zbadano te¿ wystêpowanie endotok-
syny w surowicach chorych, u których uprzednio wy-
krywano j¹ w p³ynach stawowych. Okaza³o siê, ¿e na 10
badanych surowic w 3 uzyskano wyniki dodatnie na
obecnoœæ endotoksyny, w tym w 2 przypadkach by³o to
niezró¿nicowane zapalenie stawów, a w 1 – RZS. Jak
wskazuj¹ dane z piœmiennictwa, test LAL jest bardzo
kontrowersyjny, zw³aszcza w zastosowaniu diagno-
stycznym dotycz¹cym ewentualnej endotoksemii. Wy-
daje siê, ¿e g³ównie surowicze α-globuliny wi¹¿¹ endo-
toksynê [19], i zaleca siê wrêcz wykonywanie tego ba-
dania na heparynizowanym osoczu, a nie na surowicy.
Rzadko test ten koreluje z bakteriemi¹, a je¿eli ju¿ ko-
reluje, to liczba bakterii Gram-ujemnych zawieraj¹cych
w œcianie komórkowej LPS powinna wynosiæ co naj-
mniej 100 komórek/ml krwi. Istniej¹ jednak liczne inne
substancje, które mog¹ powodowaæ fa³szywie dodat-
nie wyniki w teœcie LAL. Nale¿¹ do nich surowicze bia³-
ka i enzymy, nukleoproteidy, peptydoglikany i inne bak-
teryjne toksyny [20], a wiêc czynniki, które mog¹ byæ
obecne w p³ynie stawowym i/lub do niego przenikaæ. 

W prowadzonych obecnie eksperymentach na p³y-
nach stawowych pozostaje nierozwi¹zanym proble-
mem, czy obserwowano te¿ wyniki fa³szywe w teœcie
LAL. Niew¹tpliwie stê¿enie endotoksyny, które wynosi-
³o 0,03 j.e./ml, wielokrotnie przewy¿sza³o czu³oœæ te-
stu/lizatu, natomiast na wybranych 11 p³ynach stawo-
wych z wynikiem dodatnim stê¿enie to zosta³o wyliczo-
ne (wg procedury producenta) na poziomie 1–8,1 j.e./ml
(patrz: Wyniki). Cytowane wg Jorgensena [19] dane
wskazuj¹ na bardzo wysok¹ czu³oœæ testu LAL, siêgaj¹-
c¹ 0,05 ng/ml czystej endotoksyny. 

Odwrotnym problemem, wykazanym w 21 p³ynach
stawowych, w których nie wykrywano endotoksyny, by³o
stwierdzenie a¿ w 66,6% obecnoœci substancji hamuj¹-
cych. Byæ mo¿e wp³ynê³y one (niekorzystnie) bardzo wy-
raŸnie na odsetek p³ynów, w których wykrywano endo-
toksynê, a który móg³ wynosiæ znacznie wiêcej ni¿ 42%. 

Istnieje wiele modyfikacji metod eliminuj¹cych
czynniki hamuj¹ce test LAL, takich jak np. stosowanie
ekstrakcji chloroformowej w celu denaturowania inhi-
bitorów, modyfikowanie pH kwasem octowym (precy-
pituj¹cym inhibitory), a nastêpnie zobojêtnianie œrodo-
wiska buforem fosforanowym, co optymalizuje warun-
ki wykonania testu LAL [wg 19]. 

Chocia¿ praca nie mia³a œciœle charakteru metodycz-
nego, niemniej za danymi z piœmiennictwa nale¿y pod-
kreœliæ [wg 19], ¿e ró¿ne p³yny ustrojowe badano przy
u¿yciu testu LAL, w tym krew, p³yn mózgowo-rdzeniowy,
p³yn z ropni, a tak¿e p³yn stawowy. Wiele prób by³o do-
datnich, ale w bardzo zró¿nicowanym stopniu. Dotyczy-

³o to zw³aszcza krwi i p³ynu z ropni (np. oko³onerko-
wych), a w przypadku krwi sugerowano przede wszyst-
kim mo¿liwoœæ, ¿e LPS translokowany jest z przewodu
pokarmowego i absorbowany przez uk³ad krwionoœny.
Istniej¹ te¿ doniesienia [wg 20] o wykrywaniu w ró¿nym
stopniu – przy u¿yciu testu LAL – endotoksyny nawet
u zdrowych wolontariuszy (do 32%) [21]. 

Wy¿ej wymienione kwestie dotycz¹ce wystêpowa-
nia czynników wp³ywaj¹cych na stwierdzanie – w wy-
sokim stopniu – wyników zarówno fa³szywie dodat-
nich, jak i fa³szywie ujemnych obni¿aj¹ rangê stosowa-
nia testu LAL w wykrywaniu endotoksyny w p³ynach
ustrojowych, w tym równie¿ w p³ynach stawowych. 

Niemniej niezwyk³a czu³oœæ tej metody biologicznej
i ³atwoœæ wykonania, zw³aszcza przy stworzeniu wa-
runków wykluczaj¹cych wp³yw substancji (czynników)
hamuj¹cych, sugeruj¹ próby poszukiwania endotoksy-
ny równie¿ w rzadko badanych p³ynach stawowych. 

W tym aspekcie zapocz¹tkowane badania absorbo-
wania potencjalnie obecnej endotoksyny przez poli-
myksynê B, zwi¹zan¹ na fazie sta³ej, zmierza³y do po-
znania charakteru wystêpowania tej toksyny, tj. w sta-
nie wolnym lub zwi¹zanym. Wykazuj¹c zaledwie
w 36,4% (w 4 p³ynach na 11 badanych p³ynów stawo-
wych) endotoksynê w stanie wolnym, mo¿na domnie-
mywaæ równie¿ jej obecnoœæ w stanie zwi¹zanym, np.
w immunokompleksach, w których obecne przeciwcia-
³a mog¹ maskowaæ niektóre epitopy LPS, a zw³aszcza
decyduj¹cy o toksycznoœci lipid A. Ma on w³aœciwoœci
aktywowania reakcji enzymatycznych w lizacie z ame-
bocytów Limulus polyphemus (o tym, ¿e lipid A daje do-
datnie reakcje w teœcie LAL, przekonano siê równie¿
w tych badaniach). Zagadnienie wystêpowania LPS
swoistego dla jakiegoœ gatunku pa³eczek Gram-uje-
mnych i/lub endotoksyny w kompleksach immunolo-
gicznych i w stanie wolnym jest wa¿ne zarówno dia-
gnostycznie, jak i klinicznie, i wymaga szczegó³owych
badañ, które rozpoczêto. 

Interesuj¹ce by³o retrospektywne porównanie (ko-
relacja) wystêpowania przeciwcia³ dla LPS niektórych
gatunków pa³eczek Gram-ujemnych i ich subkompo-
nentów (lipid A i KDO) w grupach p³ynów stawowych
ze stwierdzon¹ i niestwierdzon¹ obecnoœci¹ endotok-
syny. Mog³oby to – jak siê wydaje – sugerowaæ, przy-
najmniej w niektórych przypadkach, wewn¹trzstawo-
w¹ indukcjê przeciwcia³ przez obecne albo ca³e antyge-
ny LPS, albo czêœciowo roz³o¿one w trakcie translokacji
bakterii, g³ównie za poœrednictwem monocytów krwi
obwodowej [22, 23]. 

Chocia¿ ani za³o¿eniem, ani celem pracy nie by³a
korelacja retrospektywnych wyników badañ serolo-
gicznych z obecnoœci¹ endotoksyny w p³ynach stawo-
wych, to jednak mo¿na by³o podejrzewaæ, przynaj-
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mniej w nielicznych przypadkach, wewn¹trzstawow¹
indukcjê przeciwcia³ dla ca³ych z³o¿onych LPS i/lub ich
subkomponentów (lipid A i KDO). Jest zastanawiaj¹ce,
¿e w obu analizowanych grupach p³ynów, tj. w grupie
z obecnoœci¹ i bez obecnoœci endotoksyny, wykrywano
bardzo wysokie odsetki p³ynów z podwy¿szonym po-
ziomem przeciwcia³ dla ww. antygenów (odpowiednio
80,1 i 75,8%). Wystêpowa³y one g³ównie w klasach IgA
i IgM, dowodz¹c ostrej fazy procesu zapalnego, który
œwiadczy³by raczej o nadwa¿eniu, zw³aszcza w przy-
padkach z udokumentowanym, d³ugoletnim RZS.
Uwzglêdniaj¹c mo¿liwoœæ niewykrycia endotoksyny,
z uwagi na wykazane prawdopodobieñstwo szerokie-
go udzia³u substancji hamuj¹cych test LAL, nie mo¿na
by³o wykluczyæ podobnych odsetków p³ynów z jedno-
czesn¹ obecnoœci¹ endotoksyny i przeciwcia³. Czyni³o-
by to bardziej wiarygodnym podejrzenie infekcyjnego
pod³o¿a stanu zapalnego i jego zaostrzenia siê. 

Na podstawie zarówno piœmiennictwa [24–27], jak
i aktualnych – choæ ograniczonych – badañ nasuwa siê
pytanie, czy i w jakim stopniu oraz czy w ogóle infekcje
wywo³ane pa³eczkami Gram-ujemnymi, których istot-
nym sk³adnikiem œciany komórkowej (zarówno struk-
turalnym, jak i funkcjonalnym) jest LPS (endotoksyna),
bior¹ udzia³ w patogenezie RZS i wielu tzw. niezró¿ni-
cowanych zapaleñ stawów oraz czy reaktywne zapale-
nie stawów (ReZS) nie jest pierwszym etapem prze-
kszta³cania siê w przewlek³¹ jednostkê chorobow¹, ja-
k¹ jest m.in. RZS z jego ró¿nymi okresami remisji i za-
ostrzeñ. Byæ mo¿e w przypadku przedstawianych ba-
dañ mamy do czynienia z takimi zaostrzeniami, wyra-
¿aj¹cymi siê wysiêkami stawów, a wynikaj¹cymi z nad-
ka¿enia i/lub uaktywnienia siê bakterii Gram-uje-
mnych, przebywaj¹cych nawet w odleg³ym od ich natu-
ralnego œrodowiska bytowania – jakim jest przewód
pokarmowy, miejscu organizmu. 

Trzeba pamiêtaæ, ¿e bêd¹ce obiektem zaintereso-
wania pa³eczki Salmonella (i ich LPS), w odró¿nieniu
do Shigella, s¹ drobnoustrojami, mog¹cymi rozprze-
strzeniaæ siê po ca³ym organizmie drog¹ translokacji
z przewodu pokarmowego poprzez uk³ad krwionoœny
i limfatyczny. Obecnoœæ endotoksyny (LPS) oraz prze-
ciwcia³ przeciwko niej skierowanych w p³ynach sta-
wowych nie jest zaskakuj¹ca. Zatem udzia³ niektó-
rych pa³eczek Gram-ujemnych (w tym Salmonella)
w patogenezie RZS i niezró¿nicowanych zapaleñ sta-
wów nie jest wykluczony, a autorzy pracy coraz czê-
œciej w³¹czaj¹ siê w nurt badañ wyjaœniaj¹cych ten
frapuj¹cy pogl¹d, reprezentowany przez wiele oœrod-
ków [24, 25] zajmuj¹cych siê badaniami klinicznymi
i podstawowymi w reumatologii. 
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