Przeglad testow lahoratoryjnych
przydatnych w diagnostyce

pierwotnych niedohorow odpornosci

Review of lahoratory tests using in diagnosis of
primary inmunodeficiency diseases

STRESZCZENIE

Pierwotne niedobory odpornosci (PNO) obejmuja grupe okoto 150 chordb, ktérych pa-
tofizjologia dotyczyé moze kazdej sktadowej niespecyficznej i specyficznej odpowiedzi
immunologicznej. Przy podejrzeniu PNO nalezy podjacé szereg badan dazacych do ustale-
nia trafnej diagnozy, a badania laboratoryjne sa nieodzownym ich elementem. Wyrdznié
mozna testy podstawowe i specjalistyczne. Morfologia krwi z rozmazem mikroskopowym
jest badaniem pierwszego rzutu. Inne testy pozwalaja na ocene odpowiedzi humoralnej,
komorkowej, fagocytozy oraz uktadu dopetniacza. Rozwo6j nowoczesnych technik labora-
toryjnych utatwia postawienie trafnej diagnozy. Szczegdina role odgrywa cytometria prze-
ptywowa, ktéra umozliwia oceng ilosciowa i jakoSciowa ekspresji okreslonych antygenéw
powierzchniowych, istotnych dla PNO. Technika ta wyparta takze tradycyjne metody oceny
funkcji fagocytow. Nalezy podkresli¢ rowniez znaczenie immunogenetyki, jako dziedziny
dynamicznie rozwijajacej sie. Czgste nawracajace zakazenia u pacjentéw z PNO wymagaja
odpowiedniej diagnostyki mikrobiologiczne;j.
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ABSTRACT

Primary immunodeficiency diseases (PID) are heterogenous group of disorders including
about 150 their different forms. These systemic disorders with multifactorial etiology can
affect specific and nonspecific immune responses. The majority of PID arises from defects
of B-cells development and function. However, some disorders are associated with defects
in T cells, phagocytes or elements of complement system. Frequent recurrent infections
can suggest PID and require diagnostic procedures, both basic and specialistic. The full
blood count with microscopic smear is a first-line study. There are available numerous
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Tabela 1

Typ zaburzen

WYBRANE
PROBLEMY
KLINICZNE

cytometry, immune system testing

WSTEP

Pierwotne niedobory odpornosci (PNO) obej-
muja grupe choréb o zréznicowane;j etiologii
i obrazie klinicznym. Patogeneza zwiaza-
na jest z zaburzeniami genetycznymi, ktére
powoduja uposledzenie sktadowych uktadu
odpornoSciowego. W zaleznoSci od przewa-

gi dysfunkcji konkretnego typu odpowiedzi

Migdzynarodowa Unia Towarzystw Immu-

Nazwa choroby

Zaburzenia odpowiedzi nabytej

Z przewagg zaburzen
odporno$ci humoralnej

Z przewagg zaburzen
odpornosci komorkowej

Z uposledzeniem
odpowiedzi typu
komérkowego
i humoralnego

Izolowany niedob6r IgA

Agammaglobulinemia sprzgzona z chromosomem X
(choroba Brutona)

Pospolity zmienny niedobér odpornosci (CVID)
Zespot Di George’a

Zespot Nezelofa

Zespot Wiskotta-Aldricha
Ataksja-teleangiektazja

Ciezki ztozony niedob6r odpornosci (SCID)

Zaburzenia odpowiedzi wrodzonej

Zaburzenia komorek
fagocytujacych

Niedobory sktadnikéw

dopetniacza

Przewlekta choroba ziarniniakowa
Zespot Chediaka-Higashiego
Zaburzenia przylegania leukocytow

Niedobory wczesnych sktadowych dopetniacza
Ciq, Cir, C2, C4

Niedobory péznych sktadowych dopetniacza: C5-C9
Niedobér C3
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CVID (common variable immunodeficiency) — pospolity zmienny niedobér immunologiczny; SCID
(severe combined immunodeficiency) — cigzki ztozony niedobér odpornosci

28

tests which assess B-cell, T-cell or combined T- and B-cell immunological functions. Some
other basic mechanisms which play crucial role in pathomechanism of PID (phagocytosis,
complement or cytokines functions) need to be investigated. Develoment of new advanced
laboratory techniques helps to find accurate diagnosis. One of the most important method
is flow cytometry, which allows the characterization of abnormalities of immune cells. We
should underline growing role of immunogenetics in diagnosis and expanding our under-
standing of PID. There is also importance of early diagnosis and management of infectious
complications, which can also be intricate in primary immunodeficiencies.

key words: primary immunodeficiency diseases, immunodeficiencies, immunodiagnostics, flow

nologicznych (IUIS, International Union of

Immunological Society) w 2011 roku sklasyfi-

kowata PNO w 8 kategoriach [1]:

I.  Zlozone niedobory odpornosci.

II. Inne dobrze zdefiniowane niedobory
odpornosci.

III. Niedobory z przewaga produkcji prze-
ciwcial.

IV. Choroby z dysregulacja odpowiedzi im-
munologiczne;.

V. Wrodzone zaburzenia komdrek zer-
nych.

VI. Zaburzenia odporno$ci wrodzone;j.

VII.

VIII. Niedobory uktadu dopetniacza.

Zaburzenia odpowiedzi zapalne;j.

Kazda z choréb w klasyfikacji IUIS zostata
szczegotowo scharakteryzowana z uwzgled-
nieniem miedzy innymi sposobu dziedzicze-
nia i czestodci zachorowania. Pierwotne nie-
dobory odpornosci dotyczy¢ moga zaréwno
mechanizméw odpowiedzi swoistej (nabytej)
jak i nieswoistej (wrodzonej). Na tej podsta-
wie mozna dokonac uproszczonego podziatu
PNO (tab. 1).

Podstawowymi komérkami odpowiedzi
swoistej sa limfocyty T, zwiazane z odpowie-
dzia komdrkowa i limfocyty B, warunkujace
odpornos$¢ humoralng. Nieprawidtowosci na
ktéryms$ z etapéw réznicowania i dojrzewa-
nia tych komérek powoduja powstawanie

niedoboréw odpornosci. Prawidtowa funkcja

www.fmr.viamedica.pl



limfocytéw B uwarunkowana jest przez lim-
focyty T, totez wigkszos$¢ defektow w obrebie
populacji limfocytéw T powoduje zlozone
niedobory odpornosci.

W odpowiedZ wrodzona zaangazowane
sa migdzy innymi neutrofile, makrofagi, ko-
morki dendrytyczne oraz biatka uktadu do-
petniacza. Ich zaburzenia jakoSciowe czy tez
ilo§ciowe powodowac moga choroby objawia-
jace si¢ gtéwnie niebezpiecznymi zakazeniami
bakteryjnymi i grzybiczymi [2].

Pacjenciz PNO podatni sa na nawracajace
zakazenia, z tendencja do przewlekania si¢
i zaostrzen. Szczegdtowe zebranie wywiadu
i badanie przedmiotowe to pierwsze kroki
w rozpoznaniu choroby. Kolejnym obligato-
ryjnym etapem diagnostyki, pozwalajacym na
polaczenie objawow klinicznych ze swoistym
zaburzeniem odpornosci, sa stopniowe, coraz
bardziej szczeg6towe badania laboratoryjne.
W pierwszej kolejnosci powinny by¢ przepro-
wadzane badania przesiewowe, a nastepnie
badania specjalistyczne, ktore sa duzo trud-
niej dostepne i kosztowne (ryc. 1) [3, 4].

Celem tego artykulu jest przedstawienie
dostepnych badan laboratoryjnych przydat-
nych w diagnostyce pierwotnych niedoboréw
immunologicznych. Badania podzielono ze
wzgledu na ukierunkowanie na rozpoznanie
okreslonych dysfunkcji uktadu odpornoscio-
wego, uwzgledniajac testy przesiewowe i spe-
cjalistyczne (tab. 2).

Zawarto takze krotki opis badan mikro-
biologicznych przydatnych przy ocenie powi-
ktah infekcyjnych. Ze wzgledu na bardzo duza
réznorodno$¢ dostepnych specjalistycznych
testow diagnostycznych, skupiono si¢ na tych

najprzydatniejszych i najszerzej dostepnych.

ZNACZENIE MORFOLOGII KRWI

Badaniem przeprowadzanym w pierwszej
kolejnosci przy podejrzeniu PNO jest petna
morfologia krwi z mikroskopowa oceng roz-
mazu. Prawidlowy wynik pozwala w wigkszo-
$ci przypadkéw na wykluczenie niedoboréw

immunologicznych, wynikajacych z zaburzen
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Przeglad testow lahoratoryjnych
przydatnych w diagnostyce pierwotnych
niedohoréw odpornosci

* nawracajace infekcje
« zakazenia drobnoustrojami oportunistycznymi

Podejrzenie PNO spowodowane wystapieniem jednego lub kilku z objawdw:

* nieskuteczno$¢ terapii antybiotykowej w leczeniu infekcji

v

w wywiadzie rodzinnym?

Pierwotne niedobory odpornosci

TAK

NIE

Rozwazy¢ inne przyczyny czestych infekcii, jak astma,
alergie, infekcja wirusem HIV, mukowiscydoza

v

TAK

NIE

A 4

Odpowiednie postepowanie
terapeutyczne i monitorowanie
choroby

Badania skriningowe w kierunku PNO:
morfologia krwi z rozmazem mikroskopowym,
poziom IgG, IgM, IgA w surowicy

'

’ Nieprawidiowe wyniki ‘

[rome

v

« W oparciu o objawy kliniczne
rozwazy¢ inne testy: testy skorne,
oceng poziomu przeciwciat po
szczepieniu, oceng podklas 1gG,
testy oceniajace
fagocytoze, CH50

* rozwazy¢ skierowanie do lekarza
Specjalisty

Specjalistyczne testy diagnostyczne w kierunku PNO

« (Obnizona liczba limfocytow T przy prawidtowej lub
obnizonej liczbie limfocytow B — zaburzenia
odpowiedzi komorkowej

« Qbnizona liczba limfocytow B przy prawidfowym
lub obnizonym poziomie IgG — zaburzenia
odpowiedzi humoralnej

» Trombocytopenia — zespot Wiskotta-Aldricha —
skierowanie do lekarza specjalisty

Rycina 1. Schemat postepowania przy podejrzeniu niedoboru odpornosci

ilo§ciowych leukocytéw obecnych we krwi
obwodowej. Szczegdlna ostroznos¢ nalezy
zachowac przy ocenie morfologii krwi nowo-
rodkéw. Przy wyraznych objawach niedoboru
odpornosci nalezy skierowa¢ dziecko na dal-
sze konsultacje [5].

Przesunigcia w liczbie poszczeg6lnych ro-
dzajow komorek krwi nasuwaja podejrzenie
danego rodzaju PNO. Limfopenia sugerowaé
moze PNO zwiazane z dysfunkcja odpowie-
dzi komérkowej, neutropenia— uposledzenie
komorek fagocytujacych. Istotna jest szcze-
gbétowa ocena preparatu mikroskopowego.
Dla przyktadu w zespole Wiskotta-Aldricha
obserwujemy limfopeni¢ z trombocytopenia
inieprawidlowym wygladem plytek krwi. Inne
zmiany morfologii krwi, takie jak eozynofilia

Pierwotne niedobory

odpornosciowego

odpornosci moga dotyczyé
kazdego elementu uktadu
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W diagnostyce
PNO stosuje sig
testy skriningowe
i specjalistyczne
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Tabela 2

Podziat testéw stosowanych w diagnostyce pierwotnych niedoboréw
odpornosciowych

Testy stosowane w diagnostyce pierwotnych niedoboréw odpornosci

Testy skriningowe

Testy specijalistyczne

Testy oceniajace
odpowiedz
humoralng

Poziom przeciwciat IgG,
IgM, IgA w surowicy
Miano specyficznych
przeciwciat w surowicy

Testy oceniajgce
odpowiedz
komérkowg

Liczba limfocytow
Badanie nadwrazliwos$ci
typu p6znego — odczyn
tuberkulinowy

Ocena rozmazu krwi
obwodowej

Testy oceniajace
fagocytoze

Catkowita aktywnos$¢
hemolityczna dopetniacza:
CH50

Testy oceniajgce
niedobory
sktadnikow
dopetniacza

Miano podklas IgG

Miano swoistych przeciwciat po aktywnej
immunizacji antygenowej

Miano izohemaglutynin
Ocena limfocytow B — cytometria przeptywowa

Produkcja przeciwciat in vitro w odpowiedzi
na stymulacje mitogenowa, cytokinowg lub
anty-CD40

Ocena limfocytéow T i NK — cytometria
przeptywowa

Poziom ADA i PNP

Test transformaciji blastycznej
Cytotoksyczno$¢ komaorek NK

Ocena JAK3 i ZAP70 FISH — del 22q11, 10p11
Wytwarzanie rodnikéw tlenowych — NBT

Ekspresja czgstek adhezyjnych — cytometria
przeptywowa

Ocena chemotaksji
Ocena pochtaniania i fagocytozy

Alternatywna aktywnos$¢ hemolityczna
dopetniacza: AH50

Niedobor inhibitora C1 esterazy

Poziomy okre$lonych sktadowych uktadu
dopetniacza

CH50 (total serum hemolytic complement assay) — badanie catkowitej aktywnosci hemolitycznej dopetniacza; ADA

— dezaminaza adenozyny; PNP — fosforylaza nukleozydéw purynowych; JAK3(Janus kinase 3) — kinaza tyrozynowa 3;
ZAP70 (zeta-chain associated protein kinase 70) — niereceptorowa biatkowa kinaza tyrozynowa; FISH (fluorescent in situ
hybridisation) — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ; NBT — bigkit nitrotetrazolowy; AH50 (alternative serum hemolytic
assay) — badanie alternatywnej aktywnosci hemolitycznej dopetniacza

w zespole Omenna — forma cigzkiego zlo-
zonego niedoboru odpornosci (SCID, severe
combined immunodeficiency) — czy obecnosé
duzych ziarnistoSci w leukocytach w zespole
Chediaka-Higashiego sa kluczowe przy roz-
poznaniu tych choréb [6, 7].

OCENA ODPOWIEDZI HUMORALNEJ
. 0Oznaczenie poziomow przeciwciat lgG,
g, lgA

Jest ono niezbedne w diagnostyce PNO. Pozio-
my immunoglobulin pozwalaja na po§rednia
oceng kilku sktadowych uktadu immunolo-
gicznego, co zwigzane jest zuwarunkowaniem
produkc;ji przeciwciat $cista wspotpraca lim-
focytéw B, limfocytéow T i komérek prezen-

tujacych antygen. Wskazana jest iloSciowa
ocena immunoglobulin, co umozliwia migdzy
innymi metoda nefelometryczna. Metoda im-
munoelektroforetyczna dostarcza wynikow
potilosciowych [8]. Nieprawidtowe miana
przeciwciat wykazuje ponad 80% pacjentéw
z pierwotnymi niedoborami immunologiczny-
mi [6]. Naniedobdr przeciwciat wskazuje wynik
calkowitego stezenia Ig < 400 mg/dl lub IgG
< 200 mg/dl [5]. Przy obnizonych wartosciach
mian przeciwciat wazne jest, by uwzglednié
mozliwo$¢ ich utraty z organizmu przez prze-
wod pokarmowy lub moczowy [9]. Nalezy za-
wsze interpretowa¢ wyniki w odniesieniu do
norm dla danej grupy wiekowej. Poziom prze-

ciwciatu noworodka nie odzwierciedla wtasnej
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zdolno$ci do produkcji, poniewaz utrzymuja
si¢ u niego IgG przekazane przez tozysko.

Izolowany selektywny niedobdr IgM jest
bardzo rzadki. O czynnosci przeciwciat klasy
IgM mé6wi miano izohemaglutynin, czyli prze-
ciwcial klasy IgM wystepujacych naturalnie
w surowicy krwi cztowieka, reagujacych krzy-
zowo z antygenami grup krwi [4].

Izolowany niedobdr IgA jest najczestszym
pierwotnym niedoborem immunologicznym
i wystepuje z czesto$cig 1/500 [5]. Inne ze-
spoly sa duzo rzadsze i szacuje si¢ je na okoto
1/10 000 do 1/1000 000 os6b [10].

Pod wzgledem klinicznym PNO moga
bardzo przypominaé wtérne upoS§ledzenia
odporno$ci powstate miedzy innymi podczas
niektorych infekcji wirusowych, na przyktad
HIV, po leczeniu immunosupresyjnym, tera-
pii chordb autoimmunologicznych czy che-
mioterapii nOWOtworow.

Manifestacja choroby moze by¢ na tyle
subtelna, ze diagnostyka pozbawiona specja-
listycznych badan immunologicznych moze
nie pozwoli¢ na rozpoznanie. Jednocze$nie
wczesne wykrycie choroby i wlaczenie odpo-
wiedniego leczenia zapobiega nieodwracal-

nym zmianom narzaddéw i uktadéw [2].

. 0znaczenia podklas lg9G

Oznaczenia te powinny by¢ przeprowadzane
wraz z oceng produkcji specyficznych przeciw-
cial. W kontakcie z antygenem biatkowym za-
chodzi produkcja przeciwcial IgG1, natomiast
po kontakcie z antygenem polisacharydowym
wzrasta gtownie poziom IgG2. Przy upoSle-
dzonej produkcji danej podklasy IgG wzrasta
tendencja do zakazefi okre§lonymi patogena-
mi. Dla przyktadu u chorych z niedoborem
IgG2 obserwujemy czgste zapalenia pluc wy-
wotane bakteriami Haemophilus influenzae,
ktére posiadaja otoczke polisacharydowa.
Badanie podklas IgG nalezy zawsze wykonaé
u 0séb z podejrzeniem izolowanego niedobo-
ruIgA, poniewaz u chorych tych czgsto obser-
wuje sie takze obnizenie poziomu IgG2. Przy-

datne jest ono takze u pacjentéw z niskim
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catkowitym poziomem IgE, u ktérych czgste
jest obnizenie poziomu IgG4 [11]. Istotno$¢
oceny podklas IgG jest jednak sporna. Bada-
nie to ma ograniczona warto$¢ diagnostyczna

i stosunkowo wysoki koszt wykonania [6, 9].

. Miano specyficznych przeciwciat
W surowicy

Pozwala ono na okreslenie wydolnos$ci od-
powiedzi humoralnej. Testami szacujacymi
zdolno$¢ do odpowiedzi immunologicznej na
antygeny bialkowe sa oznaczenia poziomoéw
przeciwciat przeciwko anatoksynom tezca
i btonicy po wezesniejszych szczepieniach Di-
-Te. Oznaczenia te wskazuja na odpowiedZ
immunologiczna zalezna od limfocytéw T. Na-
tomiast odpowiedZ immunologiczna niezalez-
ng od limfocytéw T szacujemy poprzez ocene
przeciwcial przeciwko bakteriom otoczkowym
Haemopfilus influenzae badz Streptococcus
pneumoniae. Przy ocenie miana specyficznych
przeciwcial musi by¢ uwzgledniony wiek cho-
rego oraz jego historia szczepiefi i przebytych
chorob. Ze wzgledu na brak szczeg6towych,
dopasowanych do wieku chorego norm po-
zioméw specyficznych przeciwcial prakty-
kuje si¢ ocene wzrostu miana przeciwcial po
szczepieniu przypominajacym. W tym celu
nalezy pobraé krew przed szczepieniem przy-
pominajacym w celu wyjSciowego oznaczenia
miana danych przeciwcial, a nast¢gpnie dru-
gi raz po okre§lonym dla danej szczepionki
odstepie czasu. Najczeséciej do laboratorium
dostarcza si¢ razem obie probki w formie za-
mrozonych surowic [5]. Szczepionki polisa-
charydowe przeciwko pneumokokom stosuje
si¢ po 2 roku zycia. Nalezy zauwazy¢, ze brak
odpowiedzi na szczepionke¢ nie zawsze jest
jednoznaczny z niedoborem odpornosci. Dla
przyktadu u 5-15% pacjentow nie obserwuje
si¢ zmiany poziomu specyficznych przeciwciat
po podaniu pelnej serii szczepien przeciwko
wirusowi zapalenia watroby typu B. Moze
miec to zwiazek ze specyficznym haplotypem
HLA, warunkujacym osobnicza konfiguracje
immunogenetyczna [12]. HBV charakteryzuje
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Nieprawidiowe miana
przeciwciaf wystepuja
u ponad 80% pacjentow
zPNO
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Immunofenotypizacja
jest bardzo przydatna
w diagnostyce cigzkich
ztozonych niedoborow
odpornosci (SCID)
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si¢ takze mozliwoscia mutacji, zmieniajacych
specyficznos$¢ antygenu Hbs i powodujacych
unikniecie immunizacji. Dlatego nieprawidto-
we miano specyficznych przeciwciat po szcze-
pieniu nalezy sprawdzi¢ przez szczepionke

alternatywna.

N Testy oceniajace zdolnos¢ limfocytow B
o produkeji przeciwcial po pohudzeniu
mitogenowym

Jako mitogeny stosuje si¢ wirus Epsteina-

-Barr (EBV), Staphylococcus aureus Cowan I,

anty-IgM lub komorki gronkowca. Mozna

stosowac takze stymulacje¢ cytokinowa lub

anty-CD40 [5].

Bl ocena cytometryczna limfocytow B
Opiera si¢ ona na zasadzie swoistego przy-
laczania znakowanych przeciwcial mono-
klonalnych do specyficznych receptoréw na
powierzchni komoérek B.

Limfocyty B rozpoznawane sa sposSrod
innych limfocytéw jako komorki posiadaja-
ce antygeny powierzchniowe (CD, cluster of
differentiation) CD191 CD20. Prekursory lim-
focytéw B, czyli komorki pre-B rozrdzniane
sa w oparciu o detekcj¢ ciezkich taficuchéw
ww cytoplazmie limfocytéw CD19+ [13, 14].

OCENA ODPOWIEDZI KOMORKOWEJ

B Testy skorne

Odpornos¢ typu komdrkowego okreslana jest
mig¢dzy innymi przy zastosowaniu testéw skor-
nych. Oceniaja one reakcj¢ nadwrazliwosci
typu péznego, zalezng od limfocytéw T. Testy
te polegaja na podaniu §rédskérnym w ob-
rebie wewnetrznej czgsci przedramienia po
0,1 ml zawiesiny antygenéw. Wynik jest prawi-
dlowy, gdy $rednica powstatej po 2 i3 dniach
zmiany przekracza 5 cm. Najszersze zastoso-
wanie ma odczyn tuberkulinowy. W innych
testach jako antygeny stosowane sa: Candida,
Proteus, Trichophyton, kompleks streptokina-
za-streptodornaza czy paciorkowce [7]. Oce-
niajac nadwrazliwos¢ typu pdZnego, nalezy

sprawdzi¢ reakcj¢ na kilka antygendw. Wynik

dodatni jest bardzo pomocny w post¢powaniu
diagnostycznym, natomiast nalezy ostroznie
podchodzi¢ do wynikéw ujemnych. Ma to
zwiazek z faktem, ze na ostabienie reakcji
nadwrazliwoSci typu p6Znego wplywa wiele
czynnikéw, takich jak wiek, terapia sterydowa
czy przebyte choroby [9].

B Cytometria przeplywowa

Ze wzgledu na wysoka czuto$¢, wiarygod-
no$¢ i powtarzalno$¢ wyparta ona oznacze-
nia histochemiczne. W ocenie subpopulacji
limfocytéw T stosuje si¢ przeciwciata mono-
klonalne przeciwko antygenom powierzch-
niowym: CD2, CD3 — dla catkowitej liczby
limfocytéw T, CD4 — dla limfocytéw Th,
CD8 — dla limfocytéw Tc. Przydatne moze
by¢ wyznaczenie stosunku komérek CD4+/
/CD8+ [15]. Zmniejszona warto$¢ tego in-
deksu moze nasuwaé podejrzenie wtdrnego
niedoboru odpornosci wywotanego infekcja
HIV [4], obserwowana jest takze w cigzkich
postaciach pospolitego zmiennego niedoboru
immunologicznego (CVID, common variable
immunodeficiency) oraz idiopatycznej limfo-
penii komérek T CD4.

W diagnostyce PNO stosuje si¢ takze prze-
ciwciala przeciwko CD45RA, CD62L (komor-
ki T naiwne), CD45RO (komorki T pamigci),
CD16, CD56 (komorki NK), CD40L [13, 14].

Okreslona ekspresja tych antygenow su-
gerowaé moze dane jednostki chorobowe, jak
na przyktad obnizona ekspresja CD45RA na
limfocytach T— CVID, przewaga limfocytéw
CD45RA+ przy braku limfocytéw CD19+
— agammaglobulinemia sprz¢zona z chro-
mosomem X [13]. Immunofenotypizacja jest
bardzo przydatna w diagnostyce cigzkich zto-
zonych niedoboréw odpornosci (SCID, severe
combined immunodeficiency). Dla przyktadu
podano ponizej kilka form SCID z charakte-
rystycznym immunofenotypem.

— Th—Tc—B+NK- SCID — ciezki ztozony
niedobdr odpornosci sprz¢zony z chromo-
somem X jest najczgéciej wystepujaca for-

ma SCID, zwigzana z mutacja taficucha y
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(CD132). Lancuch ten wspéttworzy recep-
tory interleukinowe niezbedne dla prawi-
dtowego roznicowania limfocytéw TiB oraz
komoérek NK. W zespole tym obserwuje sie
catkowity brak limfocytéw T i komorek NK
oraz nieprawidtowy immunofenotyp limfo-
cytow B (ekspresja na ich powierzchni IgM).
Podobny immunofenotyp ( T-B+NK-) wy-
stepuje w SCID z mutacja kinazy tyrozyno-
wej 3 (JAK3, Janus kinase 3)

T—-B+NK+ SCID — niedob6r receptora
a IL-7 — w tej formie ciezkiego ztozo-
nego niedoboru odpornoéci nie wykrywa
si¢ komorek CD3+, CD4+ CDS8+ lub
y0 TCR+ (T-cell receptor). Ekspresja
IL-7aR (CD127) jest obnizona lub nie
obserwuje si¢ jej.

T-B-NK+ SCID — niedobér RAG1
i RAG?2 (recombination activating genes)
— brak lub obnizona liczba limfocytéw T
i B przy prawidtowej liczbie komérek NK.
Nietypowy fenotyp jest efektem mutacji
kilku genéw odpowiedzialnych za tworze-
nie receptor6w na komoérkach BiT.
T—-B—-NK- SCID — niedobdr dezami-
nazy adenozyny. Niedobér tego enzymu
prowadzi do akumulacji w komorce tok-
sycznych metabolitéw hamujacych synteze
DNA. U chorych wystepuje silna limfope-
nia < 500 komorek/ul.

T+B+NK- SCID — ekspresja IL-2R
I IL-15RB wynosi ponizej 10% normy.
T+B+ NK+ — brak czasteczki MHC
I1, catkowita liczba limfocytéow B i T jest
w normie, populacja limfocytéw T CD4 +
silnie zmniejszona, obnizona jest takze
ekspresja CD45RA. Brak ekspresji biatek
MHC II na limfocytach B.

ztozony niedobdr odpornosci z nadpro-
dukcja IgM (hyper IgM syndrome) — jest
rzadkim zespotem charakteryzujacym sie
wysokim poziomem poliklonalnych IgM
iIgD oraz obnizonym poziomem IgG, IgE
oraz IgA. U tych chorych obserwuje si¢
obnizong ekspresje CD40L (CD154) na
aktywowanych limfocytach [13, 14].

Forum Medycyny Rodzinnej 2014, tom 8, nr 1, 27-36

OCENA FAGOCYTOZY

B cCytometria przepiywowa

Metoda cytometrii przeptywowej mozna zbadaé
ilo§¢ receptoréw CD11biCD18 na powierzchni
leukocytow. Ich obnizenie $wiadczy o zmniej-
szeniu adhezji leukocytow. Prawidtowa ekspre-
sja tych receptoréw warunkuje adhezje granu-
locytow do Srodbtonkdw i migracje przez Sciang
naczynia do ogniska zapalnego, co jest wstepem
do procesu fagocytozy. Brak czasteczek adhe-
zyjnych wystepuje w zespole zaburzonego przy-
legania leukocytéw (LAD-1, leukocyte adhesion
deficiency-1) [17].

. Testy z wykorzystaniem gradientu
czynnika chemotaktycznego

Testy te okreSlaja chemotaksje leukocytow.
Mierzy si¢ spontaniczng migracj¢ niespola-
ryzowanych leukocytow na zelu agarozowym
w kierunku czynnika chemotaktycznego
(fMLP — formylo-metionylo-leucylo-feny-
loalanina, C5a — sktadowa dopeiacza, cy-
tokina — IL-8) [7]. Takze w tym przypadku
analiza cytometryczna wypiera tradycyjne me-
tody. Test cytometryczny, tak zwany Migra-
Test, okresla procent komoérek zdolnych do
przeprowadzenia efektywnej migracji w gra-
diencie czynnika chemotaktycznego.

B o0cena fagocytozy

Fagocytoze, czyli zdolnosci neutrofiléw do
pochtaniania bakterii, ocenia si¢ tradycyjnie
na podstawie §redniej liczby czastek sfagocy-
towanych przez jeden leukocyt w warunkach
in vitro. Po sporzadzeniu zawiesiny granulo-
cytarnej i znakowanych bakterii, drozdzy czy
lateksu metoda mikroskopowa odczytuje si¢
pochtonigte czasteczki w 50 lub 100 fagocy-
tach [7].

Obecnie coraz czesciej bada si¢ zdolnos¢
komorek do fagocytozy przy pomocy testu cy-
tometrycznego PhagoTest. Badanie to okre§la
zdolno§¢ komdrek do przeprowadzenia fago-
cytozy opsonizowanych bakterii Escherichia
coli, znakowanych barwnikiem fluorescencyj-

nym. Wynik stanowi odsetek granulocytow

Edyta Brzustewicz, Ewa Bryl

Przeglad testow lahoratoryjnych
przydatnych w diagnostyce pierwotnych
niedohoréw odpornosci

W diagnostyce PNO
dotyczacych komorek
fagocytujacych bardzo
wazna role odgrywaja
testy czynno$ciowe

33



WYBRANE
PROBLEMY
KLINICZNE

= 100 1
= 90 -
S 80
w70
S 60 -
ﬂg" 50
T 40
S 30
S 201
2 10
o 0 T T T T T T T T T

4 5 6 7 8 9
Intensywno$¢ fluorescencii [j.]

Rysunek 2. Zasada dziatania testu cytometrycznego do oceny zjawiska fagocytozy;
l. Préba kontrolna, fagocytoza zatrzymana poprzez inkubacje w temperaturze

0°C, bardzo niska intensywno$¢ emitowanej fluorescenciji; Il, Il — préby badane,
inkubacja w 37°C, (ll) pomiar u pacjenta z dysfunkcjg procesu fagocytozy,
zarejestrowano obnizony poziom fluorescencji, (Ill) pomiar u pacjenta zdrowego,
emisja fluorescencji w zakresie normy (70-99% — w zaleznos$ci od uzytego zestawu

normy réznig sig)

Niedobory dopefniacza
moga dotyczy¢ elementow
drogi klasycznej,
alternatywnej i lektynowe;j
aktywacji dopetniacza
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i monocytoéw pelnej krwi heparynizowanej,

zdolnej do aktywnej fagocytozy [rys. 2].

Il Ocena zdolnosci neutrofilow do
wytwarzania rodnikow tlenowych

Zdolno$¢ zabijania sfagocytowanych bakterii
oceniana jest poprzez ocen¢ zdolnosci neu-
trofiléw do wytwarzania rodnikéw tlenowych.
Tradycyjnie stuzyt do tego test z biekitem
nitrotertrazolowym (NBT) lub z cytochro-
mem c. Test polega na spektrofotometrycznym
pomiarze zmiany absorpcji §wiatta spowodo-
wanej redukcja barwnika przez uwalniane rod-
niki tlenowe. Test przydatny jest szczeg6lnie
w diagnostyce przewleklej choroby ziarninia-
kowejizespole Chediaka-Higashiego. U os6b
dotknietych tymi jednostkami chorobowymi
produkcja nadtlenkéw jest znacznie uposle-
dzona, w efekcie czego nie powstaje produkt
reakcji redukcji barwnika [5].

Obecnie test czynnoSciowy oceniajacy

wybuch tlenowy wykonywany jako analiza

cytometryczna, tak zwany BurstTest, w duzej
mierze wypart testy z NBT [4]. Wyniki cyto-
fluorymetrii okreslaja procent granulocytow
zdolnych do produkcji rodnikéw tlenowych
po stymulacji (Escherichia coli, fIMLP — for-
mylo-metionylo-leucylo-fenyloalanina, PMA

— octan mirystynianu forbolu.

OCENA UKLADU DOPELNIAGZA

Dopeniacz stanowi uktad kilkudziesigciu bia-
tek spetniajacych istotng role gtéwnie w nie-
swoistej humoralnej odpowiedzi immunolo-
gicznej. Jego gléwne funkcje to miedzy innymi
udzial w opsonizacji i usuwaniu patogenow
oraz aktywacja reakcji zapalne;.

Niedobory dopetniacza dotyczy¢ moga
kazdego elementu tego uktadu: drogi klasycz-
nej (C1, C2, C4), alternatywnej (C3) czy lek-
tynowej. Mozliwy jest takze defekt regulatora
dopetniacza — inhibitora C1 esterazy [10].

Il Badanie catkowitej aktywnosci
hemolitycznej dopetniacza (CH50, fofal
serum hemolytic complement assay)

Pozwala ono na detekcje wigkszosci przypad-

kow PNO zwigzanych z niedoborami dopetnia-

cza. Badanie polega na inkubacji optaszczo-
nych przeciwciatami krwinek baranich z su-
rowica pacjenta i spektrofotometrycznym po-
miarze ich rozpadu. Dodana do testu objetosé¢

surowicy powinna spowodowac lize okoto 50%

krwinek zwierzecych (stad CHS50). Nieprawi-

dtowy wynik nalezy zweryfikowac doktadniej-
szymi specjalistycznymi testami oceniajacymi

kazda ze sktadowych dopetniacza [5].

| Oceny poszczegolnych skiadnikow

Metodami oceny poszczegdlnych sktadni-
kéw sa nefelometria, turbidymetria badz
test immunoenzymatyczny (ELISA, enzy-
me-linked immunosorbent assay) [7]. Ob-
nizone poziomy C3 i C4 wskazuja na stale
zuzycie dopelniacza, co charakterystyczne
jest w przypadku powstawania komplekséw

immunologicznych [4].
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Bl Badanie alternatywnej aktywnos$ci
hemolitycznej dopeiniacza (AH50,
alternative serum hemolylic assay)

Niedobory sktadowych alternatywnej drogi

aktywacji dopetniacza sa niezmiernie rzad-

kie [6]. Do ich oceny wykorzystuje si¢ bada-
nie alternatywnej aktywnosci hemolityczne;j
dopetniacza (AHSO0, alternative serum hemo-

Iytic assay). Test ten wykorzystuje technike

immunodyfuzji radialnej. Surowicg pacjenta

naktada si¢ na zel agarozowy zawierajacy ku-
rze krwinki czerwone. Nastepuje aktywacja
alternatywnej drogi dopetniacza, ktérej ak-
tywnos¢ jest proporcjonalna do obszaru zli-

zowanych krwinek [16].

Sttumienie obu indekséw CH50 i AH50
wskazuje na defekty koncowych sktadowych
dopetniacza (C5, C6,C7, C8), tworzacych ze-
spot atakujacy blone komorki [4].

DIAGNOSTYKA POWIKLAN INFEKCYJNYCH W PNO
Istota diagnostyki mikrobiologicznej wynika
nie tylko z konieczno$ci zapobiegania ilecze-
nia powiktan infekcyjnych, ale moze dostar-
czy¢ takze informacji o rodzaju niedoboru
odpornosci.

Zaburzenia okre$lonego elementu uktadu
immunologicznego zwigkszaja podatnos¢ na
okreslone patogeny (tab. 3).

Zakazenia u chorych z PNO maja charak-
ter przewlekly i czgsto nawracajacy. Najcze-
$ciej dotycza uktadu oddechowego, rzadziej
uktadu pokarmowego i skéry. U takich cho-
rych mozliwe s zakazenia nie tylko drobno-
ustrojami patogennymi, ale takze oportuni-
stycznymi, migdzy innymi Cryptosporidium,
Candida, Staphylococcus aureus, Mycobacte-
rium czy wirusem cytomegalii.

W diagnostyce mikrobiologicznej pacjen-
téw z PNO istnieje wiele problematycznych
kwestii. Ze wzgledu na Zle dobrany materiat
do badan czy na wlaczenie antybiotykoterapii
u chorych posiewy mikrobiologiczne czesto
daja wyniki ujemne. Podobnie badania serolo-
giczne moga dawacd wyniki falszywie ujemne.

Ma to zwiazek z zaburzeniami odpowiedzi hu-
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Tabela 3

Typ zaburzenia
odpornosci

Typowe patogeny

Edyta Brzustewicz, Ewa Bryl

Przeglad testow lahoratoryjnych
przydatnych w diagnostyce pierwotnych
niedohoréw odpornosci

Zaburzenia odpornosci
humoralnej

Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae,
Campylobacter, Yersinia, Giargia intestinalis,

Mycoplasma, enterowirusy

Zaburzenia odpornosci
komorkowej i ztozone
niedobory odpornosci

Zaburzenia fagocytozy

Haemophilus influenza, Streptococcus pneumonia,
pratki gruzlicy, Candida, Aspergillus, Cryptosporidium,
HSV, CMV, EBV, RSV, adenowirusy

Staphylococcus aureus, jelitowe pateczki G(-), Serratia

marcescens, Mycobacterium bovis, Aspergillus

Zaburzenia uktadu

dopetniacza Neisseria

Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumonia,

HSV (Herpes simplex virus) — wirus opryszczki pospolitej; CMV (Cytomegalovirus) — wirus cytomegalii;

EBV — wirus Epsteina-Barr; RSV — respiratory syncytial virus

moralnej. Dla przyktadu u pacjenta ze ztozo-
nym niedoborem odpornoéci wyniki IgG, IgM
moga by¢ ujemne mimo zakazenia wirusem.
Lekarz powinien przy interpretacji wynikow
uwzglednié takze terapi¢ dozylna czy podskor-
na immunoglobulinami.

Popetniane btedy moga by¢ dla chorych
bardzo powazne w skutkach. Nalezy podkre-
§li¢ znaczenie techniki reakcji taficuchowej
polimerazy (PCR, polymerase chain reaction)

w diagnostyce infekcji u chorych z PNO [17].

ZNACZENIE BADAN GENETYCZNYCH
Pierwotne niedobory odporno$ci sa chorobami
o podtozu genetycznym. Maja r6zny charakter,
moga by¢ sprzezone z chromosomem X badz
sa autosomalne dominujace lub recesywne.
Obecnie szybko rozwijajaca si¢ gatezia
diagnostyki jest immunogenetyka. Znamy
szereg metod, takich jak fluorescencyjna hy-
brydyzacja in situ (FISH, fluorescent in situ hy-
bridization), hybrydyzacja metoda Southerna
(SB, Southern blotting), hybrydyzacja northern
(NB, northern blotting), rekombinowanie
i klonowanie DNA, przydatnych w ustaleniu
czynnika odpowiadajacego za chorobg [10].
Analiza molekularna nie pozwala jednak na
jasne przyporzadkowanie wadliwego genu do
okre§lonej jednostki chorobowej. Ma to zwia-
zek z tym, Ze mutacja tych samych genéw moze

powodowac rézne objawy kliniczne.

Zahurzenia okreS$lonego
elementu uktadu
immunologicznego
zwickszajq podatnosé
na okreslone patogeny.
Zakazenia w PNO maja
charakter przewlekty

i czgsto nawracajacy
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Pierwotny niedob6r odpornosci byl pierw-
sza choroba wrodzona, w ktérej zastosowano
terapi¢ genowa. Zanotowano sukces w tera-
pii genowej SCID z niedoborem deaminazy
adenozynowej oraz w kilku innych zespotach.
Dalsze badania sg obiecujace. Dodatkowo ba-
dania genetyczne maja znaczenie w diagno-

styce prenatalnej.

ZAKONCZENIE
Prawidtowa i szybka diagnoza pacjentéw
z PNO pozwala na wprowadzanie skutecznej

terapii i zapobieganie niebezpiecznym powi-

ktaniom. Niestety wciaz duza cz¢$¢ pacjen-
tow zostaje zdiagnozowana zbyt p6zno mimo
czestych hospitalizacji, spowodowanych ty-
powymi dla PNO infekcjami. Szybki rozwdj
nowoczesnych technik diagnostyki laborato-
ryjnej wymaga od lekarza ciaglej aktualizacji
wiedzy w tej dziedzinie. Lekarz pierwszego
kontaktu powinien skierowac pacjenta z cha-
rakterystycznymi symptomami na konsultacje
specjalistyczne. Dalsza szczegdtowa diagnoza,
obejmujaca opisane w niniejszym artykule ba-
dania laboratoryjne, pozwoli na trafne posta-

wienie diagnozy.
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