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Informacje ogélne

Testy EliSpot to badania oceniajgce odpowiedz komdrkowa poprzez wykrywanie specyficznych
limfocytow T efektorowych, weryfikuja aktywnosc¢ zakazenia. W przeciwienstwie do badan
serologicznych, ktérych wyniki moga pozostawac dodatnie przez wiele miesiecy, a nawet lat po
wygaszeniu aktywnosci zakazenia (np. zjawisko przetrwatej produkcji specyficznych przeciwciat
lgM w boreliozie lub wieloletnie, dodatnie wyniki w klasie 1gG), testy EliSpot oceniajg aktualng
sytuacje immunologiczng organizmu, a wiec aktywno$¢ zakazenia.

W przypadkach defektéow odpowiedzi humoralnej (np. niedoboréow immunoglobulin) testy
komorkowe, w tym testy EliSpot, mogg dostarczac nieocenionych informacji diagnostycznych,
pozwalajac na postawienie wtasciwego rozpoznania i podjecie leczenia przyczynowego.

Metoda EliSpot pozwala wiec na ocene aktualnego statusu zakazenia (aktywne czy nieaktywne)
i umozliwia planowanie dalszych etapow leczenia lub jego zaniechanie.

W testach EliSpot wykonywanych w CMW wprowadzilismy dodatkowa kontrole prawidtowosci
wykonania badania - pozytywna kontrole z mitogenem szkartatki (PWM). PMW jest to
lektyna (glikoproteina pochodzenia roslinnego), ktora w sposdb niespecyficzny aktywuje
limfocyty T do proliferacji i produkcji cytokin, m.in. interferonu gamma. Wykonanie tej kontroli
pozwala ocenic stan funkcjonalny limfocytow T uzytych do badania, czyli czy sa to komorki zywe
i czy w ogdle sg zdolne do aktywacji. Ujemny wynik uzyskany dla kontroli dodatniej wskazuje
na ostabione lub martwe limfocyty uzyte w badaniu (np. nieprawidtowe warunki transportu,
zbyt dugi czas przechowywania krwi), jest wiec dodatkowym zabezpieczeniem prawidtowosci
wykonania badania i waznym elementem interpretacji ostatecznego wyniku.

Dojego prawidtowejinterpretacji indeks stymulacji dla mitogenu (kontroli pozytywnej) powinien
wynosi¢ powyzej 8. Wartosci nizsze wskazujg na zty stan funkcjonalny limfocytéw i nakazuja
daleko posunieta ostroznosé w interpretacji wynikow, zwtaszcza wynikow ujemnych.

Poniewaz w niektérych testach stosowane sg antygeny natywne (antygeny uzyskiwane
z hodowanych patogendw, czyli tzw. lizaty kretkow), istnieje realna mozliwos¢ uzyskiwania
dla tych antygenow reakcji fatszywie dodatnich. Ryzyko to zwigzane jest z obecnoscig
w stosowanych preparatach antygenowych (lizatach) niespecyficznych antygenow (np. biatek
szoku cieplnego - HSP). Zabezpieczeniem przed ryzykiem uzyskania wynikow fatszywie
dodatnich jest stosowanie do stymulacji limfocytow antygendw rekombinowanych,
peptydowych lub wysokooczyszczonych antygendw natywnych. Dlatego tez z duzg ostroznoscia
nalezy interpretowac wyniki badania w kierunku boreliozy uzyskane dla lizatu petnych bakterii
(np. kretkéw Borrelia s.s. B31), przy ujemnych wynikach dla pozostatych, rekombinowanych
antygenow.
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Dodatkowym Zrédtem wynikow fatszywie dodatnich zwigzanych ze stosowaniem antygendw
natywnych (izolowanych z zywych mikroorganizméw, w szczegdlnosci bakterii gram-ujemnych)
sg lipopolisacharydy (LPS). LPS-y sg ogdlnie znanymi czynnikami nieswoiscie aktywujgcymi
limfocyty. Aktywacja droga TLR4 zachodzi nawet, jesli LPS pochodzi od niepatogennego gatunku
bakterii (np. E. coli). Dla unikniecia tego zjawiska, wprowadzilismy dodatkowe zabezpieczenie
przed obecnoscig lipopolisacharyddw w preparatach antygenowych, poprzez dodatek do
medium hodowlanego zwigzku inaktywujgcego LPS-y. Obecnos¢ inaktywatora LPS powoduje,
ze wyniki testow EliSpot stajg sie bardziej specyficzne i nie sg obarczone ryzykiem wyniku
fatszywie dodatniego spowodowanego przypadkowa obecnoscig lipopolisacharydow
bakteryjnych.

Wskazania do wykonania testow EliSpot

v Rutynowa diagnostyka choroby z Lyme, koinfekcji lub innego zakazenia. Badanie metoda
EliSpot powinno by¢ wykonane réwnolegle z badaniami serologicznymi, a wyniki obu
testow interpretowane tacznie z obrazem klinicznym.

v Diagnostyka boreliozy lub innego zakazenia u pacjentéow seronegatywnych (tj. u takich,
u ktérych wyniki testéw serologicznych nie pozwalajg na rozpoznanie zakazenia
i pozostajg ujemne).

G/ Diagnostyka boreliozy lub innego zakazenia u pacjentéw z nierozstrzygajacymi
wynikami badan serologicznych (np. powtarzalnie granicznymi wynikami testow
immunoblot lub IgG-pozytywnymi i IgM-negatywnymi), u ktérych na podstawie obrazu
klinicznego podejrzewane jest aktywne zakazenie.

G/ Diagnostyka boreliozy lub innego zakazenia u pacjentéw z niedoborami immunoglobulin
(niedoborem IgG lub podklas IgG).

G/ Diagnostyka boreliozy lub innej infekcji u pacjentéw leczonych preparatami
immunoglobulin ludzkich (preparaty IVIG moga prowadzi¢ do uzyskiwania fatszywie

dodatnich wynikow testow serologicznych, szczegdlnie w klasie 1gG).

v Kontrole skutecznosci leczenia antybiotykowego lub naturalnego (badanie EliSpot
mozna wykonac po ok. 6 tygodniach od zakoniczenia antybiotykoterapii).
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Zalecane Srodki ostroznosci przy wykonywaniu testow EliSpot

G/ Obecnie prowadzona antybiotykoterapia;

Ze wzgledu na dynamicznie przebiegajace procesy immunologiczne towarzyszace
antybiotykoterapii (zwtaszcza jej poczatkowym etapom), zaleca sie wykonywanie badan metoda
EliSpot po co najmniej 6 tygodniach od zakonczenia leczenia. Czas ten pozwala na uzyskanie
,stabilizacji immunologicznej”, a uzyskany wynik w rzeczywistosci odzwierciedla aktualny stan
pacjenta. Same antybiotyki (w sensie biochemicznym i immunologicznym) nie przeszkadzaja
w wykonaniu testow EliSpot. Teoretycznie mozna wiec wykonac badania w trakcie leczenia.
Nalezy jednak pamietac, ze ze wzgledu na dynamiczne zmiany w uktadzie odpornosciowym
zachodzace podczas leczenia, uzyskany wynik moze nie odzwierciedla¢ statusu
immunologicznego, jaki uzyskamy po zakonczeniu leczenia.

G/ Stosowanie glikokortykoidéw i innych lekéw immunosupresyjnych;

Ze wzgledu na immunosupresyjny wptyw tych lekéw nalezy liczy¢ sie z mozliwoscig uzyskania
wynikow fatszywie ujemnych. Jeslijest to krétki cykl leczenia, to warto odczekac ok. 6-8 tygodni
od zakonczenia leczenia. W przypadkach statej sterydoterapii i braku mozliwosci jej przerwania,
badania wykonujemy w jej trakcie, pamietajac jednak o zwiekszonym ryzyku uzyskania wyniku
fatszywie ujemnego.

(V Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ);

Dtugotrwate stosowanie NLPZ moze hamowac reakcje zapalne, w ktorych uczestniczg limfocyty
T oraz ich odpowiedZ na antygeny w testach EliSpot. Dotyczy to w szczegdlnosci reakcji
z antygenem LFA-1. Dlatego wskazane jest przerwanie leczenia i wykonanie badania
po 6 tygodniach. Uwaga ta nie dotyczy pojedynczych dawek NLPZ stosowanych sporadycznie
(doraznie).

EliSpot 2 Borrelia

Kluczowa sprawg w diagnostyce boreliozy z Lyme jest zapewnienie wysokie] specyficznosci
wyniku testu EliSpot. W tym celu modyfikacji ulegt dotychczas wykonywany test EliSpot.
Wprowadzilismy do niego dodatkowe i wysokospecyficzne antygeny kretkowe. Obecnie
oferowany test EliSpot 2 Borrelia ocenia reakcje dla nastepujacych antygenow kretka Borrelia
burgdorferi:
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Antygen Znaczenie kliniczne antygenu

Lizat
B. burgdorferi

Hodowlany szczep B31
B. burgdorferi sensu stricto

Lizat z zatozenia powinien zawiera¢ petne spektrum
antygenowe kretka B. burgdorferi. Opisywano jednak réznice w
sekwencji antygendw roéznych genogatunkéw i szczepdw,
a wiec rézng reaktywnos¢ immunologiczng. Ze wzgledu na
zawarto$¢ antygendw niespecyficznych (np. p41 i HSP)
wystepuje tu dos¢ wysokie ryzyko reakcji fatszywie dodatnich.
W przypadku uzyskania pozytywnej reakcji dla tego antygenu,
przy ujemnych reakcjach dla antygenéw specyficznych,
wskazana jest duza ostroznos$¢ w interpretacji ostatecznego
wyniku (duze prawdopodobienstwo uzyskania wyniku
fatszywie dodatniego). Ze wzgledu na mniejsza specyficznosé
reakcji z lizatem B31 wyzsza jest warto$¢ indeksu stymulacji
dla tego antygenu, przy ktérej oceniamy wynik jako dodatni
(wyniki dodatnie przy IS powyzej 4).

OspC mix

Mieszanina
rekombinowanych biatek
OspC 3 genogatunkéw
kretka: B. burgdorferi sensu
stricto, B. afzelii i B. garinii.

Antygeny OspC sa jednymi z najwazniejszych antygendéw
specyficznych dla kretka B. burgdorferi. W badaniach
serologicznych reakcja z OspC wystepuje najczesciej w klasie
IgM i odzwierciedla aktywnga faze infekcji. W tescie EliSpot
do stymulacji limfocytéw wykorzystano antygeny OspC
pochodzace z 3 najwazniejszych genogatunkéw kretka,
co pozwala wyeliminowac ryzyko reakcji fatszywie ujemnych
zwigzanych z réznicami w immunoreaktywnosci
i antygenowosci biatek pochodzacych od poszczegdlnych
genogatunkéw kretka (w przypadku zastosowania tylko
jednego z antygenéw do stymulacji limfocytéw).
Reakcja z OspC mix jest specyficzna dla boreliozy z Lyme.

VIsSE mix

Mieszanina
rekombinowanych biatek
VIsE 3 genogatunkéw
kretka: B. burgdorferi sensu
stricto, B. afzelii i B. garinii.

Antygen VISE jest wysokospecyficznym biatkiem kretkdw.
Jego ekspresja zachodzi tylko in vivo, tj. w organizmie ssaka
(w temp. ok. 37 st. C). Swoista odpowiedZ immunologiczna
wobec VISE moze pojawiac sie juz we wczesnych etapach
zakazenia, ale najczesciej obserwowana jest w boreliozie
pdznej. Pomimo, ze biatko VISE jest wysoce konserwatywne,
w tescie EliSpot do stymulacji limfocytéw wykorzystano
antygeny VIsE pochodzace z 3 najwazniejszych genogatunkéw
kretka, co pozwala wyeliminowa¢ ryzyko reakcji fatszywie
ujemnych zwigzanych z rdéznicami w immunoreaktywnosci
i antygenowosci biatek pochodzacych od poszczegdlnych
genogatunkéw kretka (w przypadku zastosowania tylko
jednego z antygendéw do stymulacji limfocytow). Reakcja
z VIsE mix jest wyjatkowo specyficzna dla boreliozy z Lyme.

OspA

W

VAN

OspA B. afzelii

il

OspA jest specyficznym antygenem kretka Borrelia
borgdorferi. Reakcja z biatkiem OspA charakterystyczna jest
dla pdéznych etapow zakazenia. Wigzana jest ona réwniez
z wystepowaniem objawdw stawowych (reaktywne zapalenia
stawdw, antybiotykooporna posta¢ stawowa boreliozy).
Woystapienie dodatnich wynikéw (IS>3) w tescie EliSpot
predysponuje pacjenta do przedtuzajacych sie i lekoopornych
reakcji stawowych.

NV

yaya

-



p41i Wewnetrzny fragment
flageliny (p41)

B. burgdorferi

Biatko p41i (w przeciwienstwie do petnej czasteczki antygenu
p41) uwazane jest za specyficzny antygen Borrelia burgdorferi.
Reakcja z p41i pojawia sie jako jedna z pierwszych w przebiegu
zakazenia (tacznie z reakcjg z antygenem OspC). Uwaga:
reakcja z biatkiem p41 (petna czasteczka antygenu) jest reakcja
niepecyficzng i nie powinna by¢ brana pod uwage przy
interpretacji wynikéw. Natomiast reakcja z antygenem p41i
jest bardzo swoista i moze stuzy¢ jako specyficzny wskaznik
zakazenia.

W
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LFA-1

Peptyd LFA-1

Biatko LFA-1 jest autoantygenem wiazacym reakcje
zantygenem OspA z przetrwata i lekooporng postacig stawowa
boreliozy z Lyme. Predyspozycja do tych reakcji wynika
rowniez z obecnosci mutacji MHC Il (obecny allel HLA
DRB1*0401). Pozytywna reakcja z LFA-1 w tescie EliSpot 2
Borrelia powinna sktania¢ do poszerzenia diagnostyki

Przyktady interpretacji wynikéw testu EliSpot 2 Borrelia

Przyktad nr 1
Borrelia B31 lizat 1,5
OspC mix 1,0
VIsE mix 11
OspA 1,5
p41i 18
LFA-1 10
Kontrola pozytywna 120,0
(PWM)
Interpretacja:

Wynik ujemny - brak pozytywnych reakcji
dla antygendéw kretkowych; obecna reakcja
z PWM (kontrola pozytywna).

w  kierunku choréb autoimmunologicznych (RF, ANA,
anty-CCP, ANCA, itp.).
Przyktad nr 2
Indeks
Antygen stymulacji (SI)
Borrelia B31 lizat 1,5
OspC mix 1,0
VIsE mix 1,1
OspA 1,5
p41li 1,8
LFA-1 1,0
Kontrola pozytywna 3,0
(PWM)
Interpretacja:

Wynik niediagnostyczny - pomimo uzyskania
ujemnych reakcji dla antygenéw kretkowych,
uzyskano niskie wartosci kontroli pozytywnej
(PWM), co dowodzi ztego stanu
funkcjonalnego limfocytéw uzytych do
badania. Konieczne powtdrzenie badania
z nowej prébki.
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Przyktad nr 3

Antygen Indeks
stymulacji (SI)

Borrelia B31 lizat 14,2

OspC mix 5,9

VIsE mix 10,2

OspA 2,1

p41i 6,0

LFA-1 10

Kontrola pozytywna 69,0
(PWM)

Interpretacja:

Wynik dodatni - stwierdzono obecnosc
pozytywnych reakcji dla lizatu B31 oraz
wigkszosci antygendw  specyficznych
(dla  oceny wyniku jako dodatniego
wystarczajaca jest reakcja z co najmniej
jednym antygenem specyficznym:
OspC mix, VISE mix, OspA lub p41i).
Brak reakcji z antygenami OspA i LFA-1
wskazuje na wzglednie niskie ryzyko
przewlektej reakcji autoimmunologicznej
zapoczatkowanej przez kretki. Pozytywny
wynik dla PWM (kontrola pozytywna)
dowodzi dobrego stanu funkcjonalnego
limfocytow.

Przyktad nr 5

Borrelia B31 lizat 11,5

OspC mix 5,9

VIsE mix 11

OspA 8,5

p41i 6,0

LFA-1 7.8
Kontrola pozytywna 185,0

(PWM)

Przyktad nr 4
Borrelia B31 lizat 25,4
OspC mix 1,2
VIsSE mix 1,0
OspA 1,5
p4li 10
LFA-1 10
Kontrola pozytywna 200,0
(PWM)
Interpretacja:

Wynik prawdopodobnie fatszywie dodatni
- pozytywna odpowiedZ uzyskano tylko
dla lizatu kretkéw B31. Dla antygenéw
specyficznych OspC mix, VISE mix, OspA
i p41li uzyskano niskie indeksy stymulacji,
co praktycznie zaprzecza  aktywnej
boreliozie z Lyme. Ze wzgledu na obecnosc
antygendéw niespecyficznych w lizacie B31
nalezy reakcje z nim interpretowaé bardzo
ostroznie.

Interpretacja:

Wynik dodatni - poza wystepowanie dodatnich reakcji
dla lizatu B31 i antygendw specyficznych (poza VISE mix)
stwierdzono pozytywne wartosci IS dla antygendéw OspA
LFA-1, co predysponuje pacjenta do wystapienia
przewlektej, lekoopornej reakcji stawowej w boreliozie.
Wskazane poszerzenie diagnostyki o wskazniki reakcji
autoimmunologicznych (RF, ANA, ANCA, anty-CCP, itp.).
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EliSpot Bartonella henselae, Babesia microti, Anaplasma/Ehrlichia

W powyzszych testach EliSpot wykorzystano antygeny rekombinowane patogendw
przenoszonych przez kleszcze. Pozwala to, podobnie jak w tescie EliSpot 2 Borrelia,
na wyeliminowanie ryzyka reakgji fatszywie dodatnich zwigzanych z obecnoscig w preparatach
antygenowych biatek (antygendw) nieswoiscie aktywujacych limfocyty (np. biatek szoku
cieplnego czy lipopolisacharydow bakteryjnych).

Antygeny stosowane w testach EliSpot do diagnostyki i oceny aktywnosci zakazen
wywotywanych przez Bartonella hensellae, Babesia microti i Anaplasma phagocytophilum (Ehrlichia
phagocytophila):

Test EliSpot Antygeny stosowane do stymulacji limfocytéw

Mieszanka trzech rekombinowanych antygenéw biatkowych

Bartonella henselae Bartonella henselae

Mieszanka trzech rekombinowanych antygendéw biatkowych

Babesia microti L
Babesia microti

Mieszanka trzech rekombinowanych antygenéw biatkowych

Anaplasma/Ehrlichia Anaplasma phagocytophilum

Za wynik dodatni uwazana jest wartosc indeksu stymulacji (SI) powyzej 3 (aktywne zakazenie).
Indeksy stymulacji w zakresie od 2 do 3 wskazujg na mozliwos¢ aktywnego zakazenia (wynik

graniczny).
o . Wartosci indekséw
Woyniki testu EliSpot stymulacji (SI)
Ujemny Ponizej 2
Graniczny (watpliwy) Od2do3
Dodatni Powyzej 3
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W celu weryfikacji stanu funkcjonalnego (zywotnosci i zdolnosci do aktywacji) limfocytow
pacjenta dla kazdego testu EliSpot wykonywane jest badanie z mitogenem, tzw. kontrola
dodatnia. Jako mitogen stosowana jest lektyna ze szkartatki (PWM - Pokeweed mitogen)
- zwiazek, ktéry nieswoiscie pobudza limfocyty do proliferacji i wydzielania cytokin, m.in.
interferonu gamma.

Dla prawidtowe] interpretacji kazdego testu EliSpot konieczne jest uzyskanie dodatnich
wynikéw w kontroli z mitogenem. Stanowi to dowadd na to, ze w tescie uzyto zywych limfocytow,
ktore charakteryzowaty sie petng zdolnosciag do reakcji z antygenami.

Ze wzgledu na bliskie pokrewienstwo innych gatunkdw bartonelli z Bartonella henselae

nie mozna wykluczy¢, ze uzyte w tescie antygeny beda reagowac krzyzowo z pozostatymi
gatunkami nalezacymi do rodzaju Bartonella. Stad praktycznie mozna przyjac, ze test EliSpot
Bartonella wykrywa aktywne zakazenia Bartonella henselae, jak réwniez pozostatymi
gatunkami bartonelli.

Podobnie, ze wzgledu na bliskie pokrewienstwo innych gatunkéw babesii z Babesia microti
nie mozna wykluczy¢, ze antygeny uzyte w tescie beda reagowac krzyzowo z pozostatymi
gatunkami nalezacymi do rodzajow Babesia i Theileria. Stad praktycznie mozna przyjac,
ze test EliSpot Babesia wykrywa aktywne zakazenia Babesia microti, jak réwniez pozostatymi
gatunkami babesii.

Rowniez pokrewienstwo genetyczne, a co za tym idzie antygenowe, pomiedzy Anaplasma

phagocytophilum i Ehrilchia chaffeensis powoduje, ze nalezy oczekiwac wystepowania reakdji
krzyzowych pomiedzy tymi gatunkami.

EliSpot Borrelia miyamotoi

Borrelia miyamotoi jest patogenem przenoszonym przez kleszcze na terenie potkuli pdtnocnej
i opisanym stosunkowo niedawno (1995). Zaliczana jest do grupy kretkéw powodujacych
goraczki powrotne, przenoszonych przez kleszcze (podobnie jak gatunki B. hermsii, B, parkerii
i B. duttonii). W latach 2005-2011 opisano liczne przypadki wystepowania u ludzi zakazen
i wspotzakazen tym patogenem. B. miyamotoi izolowano m.in. z krwi, tkanek i ptynu
mozgowo-rdzeniowego 0sob z objawami neuroboreliozy, gdzie wystepowata sama lub tacznie
z B. burgdorferi. W 2016 opisano pierwszy przypadek tego zakazenia u pacjenta w Polsce.
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Odsetek zakazonych kleszczy w Polsce i sasiadujacych krajach wynosi kilka procent. Zakazenie
przenoszone jest transowarialnie i transstadialnie, a rezerwuarem jest mata i duza zwierzyna
lesna (gryzonie, borsuki, jenoty, zajagcowate, ptaki i zwierzyna ptowa). Odsetki serokonwersji
wsrod mieszkancdw Europy (Holandia) wynosity od 2% (dawcy krwi) do ok. 15% (lesnicy i osoby
z boreliozg i/lub anaplazmoza granulocytarng), co dowodzi znacznego ryzyka zakazenia przy
kontakcie z kleszczem.

Zakazenie Borrelia miyamotoi taczone jest wiec z wystepowaniem objawdw neurologicznych
sugerujacych borelioze, w tym objawdw zapalenia mozgu, opon mdzgowo-rdzeniowych
i zajecia nerwow czaszkowych. Opisywano jednak réowniez wystepowanie innych objawow
spoza QOUN, jak goraczka, dreszcze, zmeczenie, nudnosci i wymioty oraz bodle
miesniowo-stawowe. W obrazie badan laboratoryjnych moze wystepowac leukopenia,
trombocytopenia oraz wzrost aktywnosci transaminaz.

Ze wzgledu na znaczna réznice filogenetyczng pomiedzy kretkami boreliozy (Borrelia burgdorferi
sensu lato) i Borrelia miyamotoi, istnieja duze trudnosci w diagnostyce zakazen tym ostatnim
patogenem. Jest ono niewykrywalne przy zastosowaniu standardowych metod serologicznych
stosowanych ~w  boreliozie  (ELISA i immunoblot). Dotychczas  zastosowanie
w diagnostyce zakazen B. miyamotoi znalazty metody molekularne (np. PCR i rtPCR)
i serologiczne, a takze testy EliSpot. Podkresli¢ jednak nalezy, ze jak dotad nie opracowano
komercyjnie dostepnych serologicznych testow diagnostycznych wykrywajacych te zakazenie.

Wychodzac naprzeciw potrzebom diagnostycznym CMW oferuje test EliSpot wykrywajacy
zakazenia kretkiem Borrelia miyamotoi. Badanie moze by¢ szczegdélnie przydatne u pacjentow
z objawami boreliozy i powtarzalnie ujemnymi wynikami testéw serologicznych w kierunku
zakazenia kretkiem Borrelia burgdorferi s.I. Jak podkresla sie w pismiennictwie, z zakazeniem
lub  wspodtzakazeniem (koinfekcja) kretkami z grupy gorgczek powrotnych (w tym
w szczegolnosci Borrelia miyamotoi) nalezy liczy¢ sie w przypadkach seronegatywnych
neuroinfekgji (objawy sugerujace neuroborelioze, przy ujemnych wynikach badan w kierunku
zakazenia Borrelia burgdorferis.|.).

Antygenem wykorzystanym do stymulacji limfocytow w tescie EliSpot w kierunku zakazenia
Borrelia miyamotoi jest swoista dla tego gatunku fosfodiesteraza glicerofosfodiestrowa (antygen
GlpQ). Jest to biatko niewystepujace u kretkdéw nalezacych do genogrupy Borrelia burgdorferi
sensu lato. Stad wyjatkowa specyficznosc testu w wykrywaniu zakazen powodowanych przez
kretki z grupy goraczek powrotnych, w tym zakazenia Borrelia miyamotoi.

SN/



Wynik testu Wartosci indekséw Za wynik dodatni uwazana jest wartosc
EliSpot stymulacji (SI) indeksu stymulacji (SI) powyzej 3

Ujemny Ponizej 2 (aktywne zakazenie).
Graniczny (watpliwy) 0d2do3 Indeksy stymulacji w zakresie od 2 do 3
wskazuja na  mozliwos¢  aktywnego
Dodatni PowyzZej 3 zakazenia (wynik graniczny).

W celu weryfikacji stanu funkcjonalnego (zywotnosci i zdolnosci do aktywacji) limfocytéw
pacjenta dla kazdego testu EliSpot wykonywane jest badanie z mitogenem, tzw. kontrola
dodatnia. Jako mitogen stosowana jest lektyna ze szkartatki (PWM - Pokeweed mitogen)
- zwigzek, ktéry nieswoiscie pobudza limfocyty do proliferacji i wydzielania cytokin, m.in.
interferonu gamma.

Dla prawidtowe] interpretacji kazdego testu EliSpot konieczne jest uzyskanie dodatnich
wynikow w kontroli z mitogenem. Stanowi to dowdd na to, ze w tescie uzyto zywych limfocytow,
ktore charakteryzowaty sie petng zdolnoscig do reakcji z antygenami.

EliSpot Yersinia

Test EliSpot Yersinia dedykowany jest wykrywaniu aktywnego zakazenia pateczkami Yersinia
eneterocolitica i Yersinia pseudotuberculosis.

Jako antygen wykorzystano w nim oczyszczone, natywne biatka wydzielnicze YOP (Yersinia
Outer Proteins), bedace produktem genu wirulencji pYV pateczek Yersinia. Oznacza to, ze biatka
YOP wytwarzane sg jedynie przez patogenne dla ludzi szczepy Yersinia (czyli takie, ktore
posiadajg plazmid pYV). Biatka YOP syntetyzowane sg w organizmie zywiciela zaréwno przez
szczepy nalezace do gatunku Y. eneterocolitica, jak i Y. pseudotuberculosis, stad przy pomocy testu
EliSpot Yersnia nie mozna roznicowac tych zakazen (mozliwe jest réznicowanie serologiczne
dedykowanym do tego celu testem immunoblot, bedgcym w ofercie CMW).

Poprzez zastosowanie jako antygenow biatek YOP, zapewniono wykrywanie zakazen
powodowanych jedynie przez patogenne szczepy Yersinia (nie wykrywa sie tu przypadkowych
kontaktéw ze ,Srodowiskowymi” szczepami Yersinia, wystepujgcymi np. u  zwierzat
hodowlanych).
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Pateczki Yersinia, podobnie jak pozostate Enterobacteriaceae, bogate sg w lipopolisacharydy
(LPS), a wiec zwigzki mogace w sposdb nieswoisty aktywowac limfocyty T. Aby zminimalizowac
te zjawisko i unikna¢ ryzyka uzyskania wyniku fatszywie dodatniego, wprowadzilismy do
medium hodowlanego czynnik inaktywujacy LPS, co dodatkowo zapewnia wysoka specyficznosc
badania.

Wynik testu Wartosci indekséw Za wynik dodatni uwazana jest wartosc
EliSpot stymulacji (SI) indeksu stymulacji (SI) powyzej 3

Ujemny Ponizej 2 (aktywne zakazenie).
Graniczny (watpliwy) Od2do3 Indeksy stymulacji w zakresie od 2 do 3
wskazujag na  mozliwos¢  aktywnego
Dodatni Powyzej 3 zakazenia (wynik graniczny).

W celu weryfikacji stanu funkcjonalnego (zywotnosci i zdolnosci do aktywacji) limfocytow
pacjenta dla kazdego testu EliSpot wykonywane jest badanie z mitogenem, tzw. kontrola
dodatnia. Jako mitogen stosowana jest lektyna ze szkartatki (PWM - Pokeweed mitogen)
- zwiazek, ktory nieswoiscie pobudza limfocyty do proliferacji i wydzielania cytokin, m.in.
interferonu gamma.

Dla prawidtowe] interpretacji kazdego testu EliSpot konieczne jest uzyskanie dodatnich
wynikéw w kontroli z mitogenem. Stanowi to dowdd na to, ze w tescie uzyto zywych limfocytow,
ktore charakteryzowaty sie petng zdolnoscia do reakcji z antygenami.

EliSpot Chlamydia pneumoniae i Chlamydia trachomatis

Testy EliSpot Chlamydia pneumoniae i Chlamydia trachomatis dedykowane sg wykrywaniu
aktywnych zakazen bakteriami nalezacych do gatunkéw Chlamydia pneumoniae i Chlamydia
trachomatis.

Jako antygeny wykorzystano w nich wysokooczyszczone, natywne biatka tych patogenow:

G/ dla Ch. pneumoniae (serotyp TWAR, szczep TW-183) - kompleks biatek btony
zewnetrznej (Chlamydial outer membrane complexes - COMCs) uzyskany przez
ekstrakcje detergentem oczyszczonych ciatek retikularnych i podstawowych
wyizolowanych z zakazonej linii komérkowej BGM,
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G/ dla Ch. trachomatis (serotyp LGV Il, szczep 434) - preparat ciatek retikularnych
i elementarnych uzyskany z hodowli na komoérkach Vero i oczyszczony droga
ultrawirowania w gradiencie gestosci.

Uzycie wysokooczyszczonych preparatéw antygenowych do stymulacji limfocytéw zapewnia
duza specyficznos¢ badania EliSpot i minimalizuje ryzyko uzyskania wynikéw fatszywie

dodatnich.
Wynik testu Wartoéci indeksw Za wynik dodatni uwazana jest wartosc
EliSpot stymulacji (SI) indeksu stymulacji (SI) powyzej 3 (aktywne
Ujemny Ponizej 2 zakazenie).
Graniczny (watpliwy) 0d2do3 Indeksy stymulacji w zakresie od 2 do 3
wskazuja  na  mozliwos¢  aktywnego
Dodatni Powyzej 3 zakazenia (wynik graniczny).

W celu weryfikacji stanu funkcjonalnego (zywotnosci i zdolnosci do aktywacji) limfocytow
pacjenta, dla kazdego testu EliSpot wykonywane jest badanie z mitogenem, tzw. kontrola
dodatnia. Jako mitogen stosowana jest lektyna ze szkartatki (PWM - Pokeweed mitogen)
- zwigzek, ktéry nieswoiscie pobudza limfocyty do proliferacji i wydzielania cytokin, m.in.
interferonu gamma.

Dla prawidtowe] interpretacji kazdego testu EliSpot konieczne jest uzyskanie dodatnich
wynikéw w kontroli z mitogenem. Stanowi to dowdd na to, ze w tescie uzyto zywych limfocytow,
ktore charakteryzowaty sie petng zdolnosciag do reakcji z antygenami.

Elispot Mycoplasma pneumoniae

Test przeznaczony do diagnostyki i oceny aktywnosci zakazern powodowanych przez
Mycoplasma pneumoniae.

Jako antygeny wykorzystywane sg wysokooczyszczone biatka natywne uzyskane zhodowanego
w pozywce ptynnej szczepu FH Mycoplasma pneumoniae. Proces produkcji antygenu prowadzi

do jego wzbogacenia w adhezyne P1 - jedno z najwazniejszych biatek antygenowych
mikoplazm.
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Wynik testu Wartoéci indekséw Za wynik dodatni uwazana jest wartosc
EliSpot stymulacji (SI) indeksu stymulacji (SI) powyzej 3 (aktywne

Ujemny Ponizej 2 zakazenie).
Graniczny (watpliwy) 0d2do3 Indeksy stymulacji w zakresie od 2 do 3
wskazuja na  mozliwos¢  aktywnego
Dodatni PowyzZej 3 zakazenia (wynik graniczny).

W celu weryfikacji stanu funkcjonalnego (zywotnosci i zdolnosci do aktywacji) limfocytow
pacjenta dla kazdego testu EliSpot wykonywane jest badanie z mitogenem, tzw. kontrola
dodatnia. Jako mitogen stosowana jest lektyna ze szkartatki (PWM - Pokeweed mitogen)
- zwigzek, ktéry nieswoiscie pobudza limfocyty do proliferacji i wydzielania cytokin, m.in.
interferonu gamma.

Dla prawidtowe] interpretacji kazdego testu EliSpot konieczne jest uzyskanie dodatnich
wynikéw w kontroli z mitogenem. Stanowi to dowdd na to, ze w tescie uzyto zywych limfocytow,
ktore charakteryzowaty sie petng zdolnoscig do reakcji z antygenami.

EliSpot Aspergillus

Test przeznaczony do diagnostyki i oceny aktywnosci zakazen powodowanych przez grzyby
plesniowe z rodzaju Aspergillus.

Jako antygeny wykorzystywane sa mieszanki peptydow reprezentujgcych immunodominujace
fragmenty antygendw somatycznych i metabolicznych grzybdw z rodzaju Aspergillus.

Ze wzgledu na zblizong sekwencje antygendw test wykrywa aktywne zakazenia spowodowane

wszystkimi  gatunkami grzybow plesniowych z rodzaju Aspergillus. Uzycie antygenow
peptydowych zapewnia wysoka swoistos¢ uzyskanych wynikow.

Wynik testu Wartoéci indekséw Za wynik dodatni uwazana jest wartos¢
EliSpot stymulacji (SI) indeksu stymulacji (SI) powyzej 3 (aktywne

Ujemny Ponizej 2 zakazenie).
Graniczny (watpliwy) 0d2do3 Indeksy stymulacji w zakresie od 2 do 3
wskazuja na  mozliwos¢  aktywnego
Dodatni Powyzej 3 zakazenia (wynik graniczny).
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W celu weryfikacji stanu funkcjonalnego (zywotnosci i zdolnosci do aktywacji) limfocytow
pacjenta dla kazdego testu EliSpot wykonywane jest badanie z mitogenem, tzw. kontrola
dodatnia. Jako mitogen stosowana jest lektyna ze szkartatki (PWM - Pokeweed mitogen)
- zwiazek, ktory nieswoiscie pobudza limfocyty do proliferacji i wydzielania cytokin, m.in.
interferonu gamma.

Dla prawidtowe] interpretacji kazdego testu EliSpot konieczne jest uzyskanie dodatnich
wynikéw w kontroli z mitogenem. Stanowi to dowdd na to, ze w tescie uzyto zywych limfocytow,
ktore charakteryzowaty sie petng zdolnoscig do reakcji z antygenami.

EliSpot Candida

Test przeznaczony do diagnostyki i oceny aktywnosci zakazen powodowanych przez grzyby
drozdzopodobne z rodzaju Candida.

Jako antygeny wykorzystywane sg natywne antygeny somatyczne Candida albicans i natywne
antygeny somatyczne innych gatunkow Candida (antygen Candida non-albicans). W sktad
antygenu ,non-albicans” wchodza antygeny wyizolowane z C. glabrata, C. parapsilosis, C. rugosa,
C. kefyr, C. sake, C. lusitaniae i C. tropicalis. Antygeny somatyczne zawierajg w swoim sktadzie m.in.
biatka cytoplazmatyczne grzyba i antygeny mannanowe jego sciany komorkowe;.

Ze wzgledu na wykorzystanie w tescie antygendw wielu gatunkéw drozdzakéw badanie
wykrywa aktywne zakazenia spowodowane wiekszoscia klinicznie istotnych gatunkéw z rodzaju
Candida.

W celu potwierdzenia uktadowego charakteru zakazenia konieczne jest uzyskanie pozytywnego
wyniku badania mikologicznego (hodowla), wykrycie jego materiatu genetycznego lub antygenu
mannanowego.

Wynik testu Wartosci indekséw Zawynik dodatni w tescie EliSpot uwazana
EliSpot stymulacji (SI) jest wartos¢ indeksu stymulacji  (SI)

Ujemny Ponizej 2 powyzej 3 (aktywne zakazenie).
Graniczny (watpliwy) 0d2do3 Indeksy stymulacji w zakresie od 2 do 3
wskazujg na  mozliwos¢  aktywnego
Dodatni Powyzej 3 zakazenia (wynik graniczny).
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W celu weryfikacji stanu funkcjonalnego (zywotnosci i zdolnosdci do aktywacji) limfocytow
pacjenta dla kazdego testu EliSpot wykonywane jest badanie z mitogenem, tzw. kontrola
dodatnia.

Jako mitogen stosowana jest lektyna ze szkartatki (PWM - Pokeweed mitogen) - zwigzek, ktory
nieswoiscie pobudza limfocyty do proliferacji i wydzielania cytokin, m.in. interferonu gamma.

Dla prawidtowe] interpretacji kazdego testu EliSpot konieczne jest uzyskanie dodatnich
wynikéw w kontroli zmitogenem. Stanowi to dowdd na to, ze w tescie uzyto zywych limfocytow,
ktore charakteryzowaty sie petng zdolnoscia do reakcji z antygenami.

EliSpot CMV

Ludzki cytomegalowirus (CMV, HCMV) jest wirusem nalezagcym do rodziny Herpesviridae.
Po pierwotnym zakazeniu CMV, podobnie jak inne herpeswirusy, cechuje sie zdolnoscig
do dtugotrwatego przebywania w stanie latencji. Infekcja CMV moze jednak reaktywowac sie,
adlaosob zimmunosupresja CMV moze stac sie znaczacym patogenem i by¢ przyczyna ciezkich
patologii. Nie mozna wykluczy¢ rowniez udziatu wirusa w rozwoju innych patologii,
jak miazdzyca i ostre incydenty naczyniowe oraz nowotwory.

W okresie zakazenia latentnego nie zachodzi replikacja wirusa, jakkolwiek DNA wirusa,
wbudowane w DNA komdrek gospodarza, podlega ekspresji. Komérkami, w ktérych dochodzi
do uspienia wirusa, sg monocyty i hematopoetyczne komaorki pnia. Wirus moze natomiast
zakazac rézne komorki uktadu odpornosciowego, np. komorki dendrytyczne, co moze zaburzac
ich fizjologiczne funkcje.

Najwieksze ryzyko zdrowotne stwarza pierwotne, wrodzone zakazenie u noworodkdéw
oraz reaktywacja latentnych zakazen u pacjentow z immunosupresja.

Zakazenie CMV prowadzi do powstania zaréwno odpowiedzi humoralnej, jak i komorkowej,
a liczne badania dowodza, ze specyficzne dla CMV limfocyty T cytotoksyczne petnig wazna
role w kontroli zakazenia.

Po zakazeniu komorek docelowych wirusem CMV w pierwszym etapie dochodzi przy udziale
wirusowego biatka ppé5 do aktywacji transkrypcji tzw. sredniowczesnych gendéw (1E-1, |E-2).
W péznych fazach infekcji ekspresji podlegaja gtdwnie biatka strukturalne wirusa, np. pp65.
Antygeny IE-1 i pp65 sa najbardziej immunodominujacymi biatkami wirusa CMV. Ponadto
ocena odpowiedzi komodrkowej na te antygeny pozwala na rdznicowanie pomiedzy ostrg
lub aktywnga faza zakazenia, a fazg latentna.
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Wykorzystane w tescie EliSpot CMV antygeny to mieszanina peptydéw (9-11 reszt
aminokwasowych) reprezentujgcych sekwencje antygendw ppé5 (biatko ptaszcza wirionu)
i IE-1 (immediate early protein 1).

Wynik testu Wartoéci indekséw Zawynik dodatni w tescie EliSpot uwazana
EliSpot stymulacji (SI) jest wartosc indeksu stymulacji (S1) powyzej

Ujemny Ponizej 2 3 (aktywne zakazenie).
Graniczny (watpliwy) Od2do3 Indeksy stymulacji w zakresie od 2 do 3
wskazuja na mozliwosc aktywnego
Dodatni Powyzej 3 zakazenia (wynik graniczny).

Zasady réznicowania pomiedzy aktywnym a latentnym zakazeniem CMV przedstawiono w tabeli:

Obecnosc¢ pozytywnej reakcji .
z antygenem/antygenami CMV Interpretacja

pp65ilEl Aktywne zakazenie CMV.
pp65 (i negatywna reakcja z IE1) Latentne (u$pione) zakazenie CMV lub péZna faza zakazenia CMV.
IE1 (i negatywna reakcja z pp65) Nietypowa reakcja. Moze wskazywac na aktywne zakazenia CMV.

W celu weryfikacji stanu funkcjonalnego (zywotnosci i zdolnosci do aktywacji) limfocytow
pacjenta dla kazdego testu EliSpot wykonywane jest badanie z mitogenem, tzw. kontrola
dodatnia. Jako mitogen stosowana jest lektyna ze szkartatki (PWM - Pokeweed mitogen)
- zwiagzek, ktory nieswoiscie pobudza limfocyty do proliferacji i wydzielania cytokin,
m.in. interferonu gamma.

Dla prawidtowe] interpretacji kazdego testu EliSpot konieczne jest uzyskanie dodatnich
wynikéw w kontroli z mitogenem. Stanowi to dowdd na to, ze w tescie uzyto zywych limfocytow,
ktore charakteryzowaty sie petng zdolnoscig do reakcji z antygenami.

EliSpot EBV

Wirus Ebsteina-Barr (EBV) zaliczany jest do herpeswirusow (Human Herpesvirus 4) i jest
jednym z najbardziej rozpowszechnionych wirusow w populacji ludzkiej. Do transmisji wirusa

dochodzi drogg kontaktow ze $ling lub wydzieling dréog oddechowych osoby zakazonej (choroba
pocatunkéw).
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Mozliwa jest tez transmisja jatrogenna, poprzez przeszczepienia narzadow lub przetoczenie
krwi i produktow krwiopochodnych. Po przechorowaniu fazy ostrej (mononukleoza zakazna),
zakazenie przechodzi w faze latentng (uspiona). Okresowo jednak zakazenie moze ulegac
aktywacji. Dzieje sie tak najczesciej u pacjentow z immunosupresja, jednak réwniez u osob
immunokompetentnych moze dochodzi¢ do okresowej aktywacji zakazenia.

Wirus EBV jest wirusem B-limfotropowym. Zakazone, nieaktywne limfocyty B pamieci zyja
wiele lat nie wykazujac ekspresji biatek wirusa. Cykl replikacji wirusa warunkuje ekspresje
okreslonych biatek wirusa, co z kolei wywotuje swoistg odpowiedZ immunologiczng, zardwno
typu komorkowego, jak i humoralnego.

W  okresie aktywnej, litycznej fazy replikacji EBV (w przebiegu ostrej, pierwotnej
lub przewlektej, aktywnej infekgcji) ekspresji ulegaja przede wszystkim antygeny wczesne
i Sredniowczesne. W okresie przejscia zakazenia w faze latentng ekspresja tych antygenow
ulega wygaszeniu, a w ich miejsce syntetyzowane sg biatka reprezntujace antygeny latentne
(gtéwnie EBNA-3A,-3Bi-3C).

Antygeny EBV wykorzystane w tescie EBV EliSpot sg to krétkie peptydy zdolne do aktywacji
gtownie limfocytow CD8+ i reprezentujace dwa typy antygenow:

v Antygen lityczny - bedacy mieszaning produktow gendéw BZLF1, BRLF1 i BMRF1
(antygeny wczesne i Sredniowczesne),

G/ Antygen latentny - zawierajacy peptydy reprezentujgce antygeny of EBNA-3A,-3Bi-3C,
a takze LMP. Antygen LMP (Latent Membrane Protein) jest funkcjonalnym homologiem
antygenu CD40 na limfocytach B.

Wynik testu Wartosci indekséw Za wynik dodatni w tescie EliSpot uwazana
EliSpot stymulacji (SI) jest wartosc indeksu stymulacji (SI) powyzej

Ujemny Ponizej 2 3 (aktywne zakazenie).
Graniczny (watpliwy) 0Od2do3 Indeksy stymulacji w zakresie od 2 do 3
wskazuja na  mozliwos¢  aktywnego
Dodatni Powyzej 3 zakazenia (wynik graniczny).
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Zasady roznicowania pomiedzy aktywnym a latentnym zakazeniem EBV przedstawiono w tabeli:

Obecnosc¢ pozytywnej reakcji Int taci
z antygenem/antygenami EBV nterpretacja

Antygen lityczny + antygen latentny Aktywne zakazenie EBV.
Antygen latentny Latentne (uspione) zakazenie EBV lub pézna faza zakazenia EBV.
Antygen lityczny Moze wskazywac na aktywne zakazenia EBV.

W celu weryfikacji stanu funkcjonalnego (zywotnosci i zdolnosci do aktywacji) limfocytéw
pacjenta dla kazdego testu EliSpot wykonywane jest badanie z mitogenem, tzw. kontrola
dodatnia. Jako mitogen stosowana jest lektyna ze szkartatki (PWM - Pokeweed mitogen)
- zwiazek, ktéry nieswoiscie pobudza limfocyty do proliferacji i wydzielania cytokin, m.in.
interferonu gamma.

Dla prawidtowej interpretacji kazdego testu EliSpot konieczne jest uzyskanie dodatnich
wynikéw w kontroli z mitogenem. Stanowi to dowdd na to, ze w tescie uzyto zywych limfocytéw,
ktore charakteryzowaty sie petng zdolnoscig do reakcji z antygenami.

EliSpot HSV-1i HSV-2

Wirusy HSV-1 1 HSV-2 sa kolejnymi wirusami z rodziny Herpesviridae. HSV-1 odpowiada

za okresowo wystepujgce zmiany opryszczkowe okolicy warg i jamy ustnej, zas HSV-2

- za opryszczke narzadow ptciowych. U oséb z immunosupresja oba typy wirusa moga
odpowiadac za uogdlnione i ciezko przebiegajace zakazenia, w tym opryszczkowe zapalenia
mozgu. Po pierwotnym zakazeniu, majacym miejsce najczesciej w okresie wczesnego
dziecinstwa, wirusy HSV-1 1 HSV-2 przechodza w faze latentna. W okresach spadku odpornosci
oraz U 0sob z immunosupresjg ulegajg one aktywacji, prowadzac do pojawienia sie zmian
miejscowych charakterystycznych dla wirusa danego typu lub objawdw ogdlnoustrojowych.

W tescie EliSpot HSV-1 i HSV-2 wykorzystywane sg natywne i rekombinowane antygeny

wirusow HSV-1 1 HSV-2. Zapobiega to przypadkowym, zwigzanym z duzym podobienstwem
antygenow obu wirusow, rekcjom krzyzowym pomiedzy HSV-1 i HSV-2.
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Wynik testu Wartoéci indekséw Za wynik dodatni w tescie EliSpot uwazana
EliSpot stymulacji (SI) jest wartos¢ indeksu stymulacji (SI) powyzej

Ujemny Ponizej 2 3 (aktywne zakazenie).
Graniczny (watpliwy) 0Od2do3 Indeksy stymulacji w zakresie od 2 do 3
wskazujg na mozliwosc¢ aktywnego zakazenia
Dodatni Powyzej 3 (wynik graniczny).

W celu weryfikacji stanu funkcjonalnego (zywotnosci i zdolnosci do aktywacji) limfocytéw
pacjentadla kazdego testu EliSpot wykonywane jest badanie z mitogenem, tzw. kontrola dodatnia.
Jako mitogen stosowana jest lektyna ze szkartatki (PWM - Pokeweed mitogen) - zwigzek, ktory
nieswoiscie pobudza limfocyty do proliferacji i wydzielania cytokin, m.in. interferonu gamma.

Dla prawidtowe] interpretacji kazdego testu EliSpot konieczne jest uzyskanie dodatnich wynikow
w kontroli z mitogenem. Stanowi to dowdd na to, ze w tescie uzyto zywych limfocytow, ktore
charakteryzowaty sie petng zdolnoscig do reakcji z antygenami.

EliSpot VZV

Wirus ospy wietrznej i pétpasca jest kolejnym wirusem z rodziny Herpesviridae.

Podobnie jak pozostate wirusy tej grupy, po okresie ostrej, pierwotnej infekgji (klinicznie: ospa
wietrzna), przechodzi w faze zakazenia latentnego, ktore w sprzyjajacych warunkach, moze ulec
reaktywacji i uczynnieniu (klinicznie jako potpasiec).

Test EliSpot VZV wykorzystuje natywny, wysokooczyszczony antygen wirusa VZV, co warunkuje
oczekiwang specyficznose wyniku.

Wynik testu Wartoéci indekséw Za wynik dodatni w tescie EliSpot uwazana
EliSpot stymulacji (SI) jest wartos¢ indeksu stymulacji (SI) powyzej

Ujemny Ponizej 2 3 (aktywne zakazenie).
Graniczny (watpliwy) 0Od2do3 Indeksy stymulacji w zakresie od 2 do 3
wskazujg na mozliwosc¢ aktywnego zakazenia
Dodatni Powyzej 3 (wynik graniczny).
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Wynik testu Wartoéci indekséw Za wynik dodatni w tescie EliSpot uwazana
EliSpot stymulacji (SI) jest wartos¢ indeksu stymulacji (SI) powyzej

Ujemny Ponizej 2 3 (aktywne zakazenie).
Graniczny (watpliwy) 0d2do3 Indeksy stymulacji w zakresie od 2 do 3
wskazujg na mozliwosc¢ aktywnego zakazenia
Dodatni Powyzej 3 (wynik graniczny).

W celu weryfikacji stanu funkcjonalnego (zywotnosci i zdolnosci do aktywacji) limfocytow
pacjenta dla kazdego testu EliSpot wykonywane jest badanie z mitogenem, tzw. kontrola
dodatnia. Jako mitogen stosowana jest lektyna ze szkartatki (PWM - Pokeweed mitogen)
- zwiazek, ktory nieswoiscie pobudza limfocyty do proliferacji i wydzielania cytokin, m.in.
interferonu gamma.

Dla prawidtowe] interpretacji kazdego testu EliSpot konieczne jest uzyskanie dodatnich
wynikéw w kontroli z mitogenem. Stanowi to dowdd na to, ze w tescie uzyto zywych limfocytow,
ktore charakteryzowaty sie petng zdolnosciag do reakcji z antygenami.

EliSpot Streptococcus pyogenes

Zakazenia paciorkowcami grupy A, a w szczegolnosci paciorkowcem ropotworczym
(Steptococcus pyogenes) sg przyczyna wielu schorzen, poczawszy od tagodnych infekgji gdrnych

drog oddechowych (anginy paciorkowcowe), po rozlegte i wielouktadowe reakcje
autoimmunologiczne, jak goraczka reumatyczna, ktebuszkowe zapalenia nerek czy zespodt
PANDAS.

W diagnostyce zakazen paciorkowcowych wykorzystujemy zaréwno wskazniki odpowiedzi
humoralnej (ASO, antystreptodornaza i inne przeciwciata), jak i wskazniki odpowiedzi
komorkowe].

Jako antygen w tescie EliSpot Streptococcus wykorzystywana jest natywna streptokinaza
- swoisty dla paciorkowcow enzym o silnych wtasciwosciach antygenowych.

Za wynik dodatni w tescie EliSpot uwazana jest wartos¢ indeksu stymulacji (SI) powyzej 3

(aktywne zakazenie). Indeksy stymulacjiw zakresie od 2 do 3 wskazujg na mozliwos¢ aktywnego
zakazenia (wynik graniczny).
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Wynik testu Wartosci indeksow
EliSpot stymulacji (SI)

Ujemny Ponizej 2
Graniczny (watpliwy) Od2do3
Dodatni Powyzej 3

W celu weryfikacji stanu funkcjonalnego (zywotnosci i zdolnosci do aktywacji) limfocytéw pacjenta
dla kazdego testu EliSpot wykonywane jest badanie z mitogenem, tzw. kontrola dodatnia. Jako
mitogen stosowana jest lektyna ze szkartatki (PWM - Pokeweed mitogen) - zwigzek, ktéry
nieswoiscie pobudza limfocyty do proliferacji i wydzielania cytokin, m.in. interferonu gamma.

Dla prawidtowej interpretacji kazdego testu EliSpot konieczne jest uzyskanie dodatnich wynikow
w kontroli z mitogenem. Stanowi to dowdd na to, ze w tescie uzyto zywych limfocytéw, ktore
charakteryzowaty sie petna zdolnoscig do reakcji z antygenami.
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