PRZEGL EPIDEMIOL 2001;55:495-502

Zdzistaw Dziubek' , Hanna Zarnowska' , Wojciech Basiak' , Andrzej Gorski’,
Piotr Kajfast

NIEKTORE ASPEKTY ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNEJ
WTOKSOPLAZMOZIE

' Klinika Choréb Odzwierzecych i Tropikalnych
Instytutu Choréb Zakaznych i Pasozytniczych AM w Warszawie
Kierownik: Z. Dziubek
Zaktad Immunologii AM w  Warszawie
Kierownik: A. Gorski

Zbadano zachowanie niektorych parametrow odpowiedzi komdrkowej
i humoralnej u dorostych osob z weztowq lub ocznq postaciq toksoplaz-
mozy w powiqzaniu z przebiegiem klinicznym choroby.

WSTEP

Badania doswiadczalne na myszach wykazuja, ze obrona organizmu w przebiegu
inwazji Toxoplasma gondii jest zwiazana w gtéwnej mierze z odpornoscia komodrkowa.
Znalazto to potwierdzenie u ludzi z AIDS, nowotworami i leczonych immunosupresyj-
nie, u ktérych dochodzito do obnizenia odpornosci komoérkowej przy czgsto prawidto-
wej odpowiedzi humoralnej. Zapalenie moézgu wywotane przez T. gondii jest czgste
w przebiegu AIDS, a wystepuje na ogdét u oséb z obecnoscia swoistych przeciwciat
surowiczych. Stwierdzono takze, ze u chorych z AIDS 4-krotny wzrost miana przeciw-
ciat IgG przeciw T. gondii lub jednorazowe ich miano powyzej 1:2048 oznacza w 90%
prawdopodobienistwo uczynnienia postaci utajonej lub zachorowania na toksoplazmoze
(1). Swiadczy to o braku korelacji pomigdzy odpornoscia humoralna a jej dziataniem
obronnym.

Pomimo znaczenia zarazen 7. gondii w patologii cztowieka takze u oséb immuno-
kompetentnych, dane dotyczace odpornosci komérkowej u tych chorych sa skape.
Dlatego istnieje potrzeba dalszych badan nad rola tej odpowiedzi w zwalczaniu oma-
wianej inwazji. Podkre$la si¢ ze immunostymulacja obnizonej odpowiedzi komdorkowe;j
moze odegraé role w terapii toksoplazmozy (2). Celem prezentowanej pracy jest ocena
swoistej odpowiedzi komorkowej u 0séb z réznymi postaciami toksoplazmozy, na tle
ogllnej reakcji limfocytéw T oraz odpowiedzi humoralnej i w powiazaniu z przebie-
giem klinicznym choroby.

MATERIAL 1 METODY
Badaniami objeto dwie grupy pacjentdéw hospitalizowanych w Klinice lub przyjetych
w Poradni Choréb Odzwierzecych - grupa I: 38 osdb obu ptci w wieku 16-55 lat (w
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tym 18 os6b w wieku 16-26 lat i 20 os6b w wieku 28-55 lat) z weztowa postacia
toksoplazmozy, w okresie choroby od kilku dni do 24 miesiecy; grupa I1: 14 os6b obu
ptci w wieku 17-47 lat (w tym 6 oséb 17-27 lat i 8 osdb 32-47 lat) z oczna, postacia
toksoplazmozy, w okresie choroby od 6 miesigcy do 18 lat.

Okres choroby ustalono na podstawie wywiadu z pacjentem oraz okre$lenia awid-
no$ci swoistych przeciwciat IgG (Labsystems).

Aby oceni¢ odpowiedz komérkowa u pacjentéw wykonano test proliferacyjny lim-
focytow T w odpowiedzi na bodziec mitogenny OKT3 (mysie monoklonalne przeciw-
ciato przeciw CD3+) oraz na swoisty antygen toksoplazmowy (otrzymany metoda
sonifikacji) w réoznych stezeniach. Limfocyty T pochodzace z krwi obwodowej hodowa-
no w petnym $rodowisku hodowlanym na bazie ptynu Parkera i rozlewano na ptytki
z polistyrenu (Nunc) po 100 000 limfocytéw T na dotek. Ptytki uprzednio optaszczono
OKT3 w stezeniu 1 ug/ml lub antygenem toksoplazmowym w stezeniu 1 ug/ml lub
5,10, 50 ug/ml Hodowle prowadzono przez 3 dni. Wyniki wyrazono jako poziom
wbudowanej 'H-tymidyny i odczytywano za pomoca licznika scyntylacyjnego (1450
Micro Beta Liquid Scintillation Counter, Wallac LKB). 'H-tymidyne dodano trzeciego
dnia w ilodci 1 ug/ml. U tych oséb okre$lano takze odsetek populacji limfocytéw
CD3+, awsérédd nich CD4+ i CD8+ metoda cytometrii przeptywowej w aparacie FAC
Sort. Grupe kontrolna dla badania swoistej odpowiedzi tworzyto 10 oséb zdrowych
, u ktorych nie stwierdzono przeciwciat przeciw 71 gondii. Grupe kontrolna dla badania
ogdlnej odpowiedzi limfocytéw T stanowito 100 zdrowych dawcéw krwi, ktérych wyniki
okres$lono jako norme.

Odpowiedz humoralna oceniano na podstawie stwierdzanego w surowicy krwi ba-
danych os6b poziomu swoistych przeciwciat anty - T. gondii oraz poziomu catkowitych
immunoglobulin. Dla okreSlenia swoistych IgG zastosowano metode immunofluores-
cencji posredniej. Swoiste przeciwciata IgM oznaczano dwiema metodami: ELISA
(Sanofi-Pasteur) i ISAGA (bioMerieux). Swoiste przeciwciata IgA wykrywano testem
ELISA (Sanofi-Pasteur). W obu testach ELISA uzyto jako antygen biatko p30 (po-
wierzchniowe biatko tachyzoitéw 7. gondii). Poziom catkowitych immunoglobulin IgG,
IgM i IgA mierzono w aparacie Turbitimer firmy Behring.

WYNIKI

U badanych os6b nie zaobserwowano znaczacych zaburzen nieswoistej odpowiedzi
komorkowej na bodziec mitogenny OKT3. U wigkszosci chorych stwierdzono aktywnosé
proliferacyjna ich limfocytéw na antygen toksoplazmowy, jednakze tylko u pacjentow
Z postacia weztowa pomigdzy 2 a 4 miesiacem choroby byla ona istotnie statystycznie
wyzsza (test t Studenta) w poréwnaniu z grupa kontrolna.

Grupa I (pacjenci z postaciqg weztowq)

Objawy Kkliniczne. Powickszenie weztéw chtonnych zaobserwowano u wszystkich
chorych - w tym weztéw szyjnych lub karkowych u wszystkich badanych do 12 miesiaca
od wystapienia objawdéw. Po tym okresie u wigkszo$ci pacjentéw byly powigkszone
wezly pachowe. Wielko$¢ weztéw chtonnych: od 0,5 cm do 3 cm. O$mioro pacjentéw
zghaszato zte samopoczucie.

Odpowiedz komérkowa. Odsetek subpopulacji limfocytéw CD4+ byt nizszy w sto-
sunku do normy u wszystkich pacjentéw zbadanych w okresic do 2 miesiecy choroby
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iu 71% pozostatych (ryc. 1). Odsetek CD8+ w pierwszym miesiacu choroby byt wyzszy
w stosunku do normy u 5 na 7 badanych oséb - $rednia 46,2%; SD 3,44 (ryc. 2). Wéréd
0s6b badanych w pdzniejszym okresie tylko u 1 osoby (w 12 miesiacu choroby) odsetek
CD8+ byt wyzszy od normy i wynosit 44%; réwnocze$nie stwierdzono bardzo wysoki
poziom swoistych IgG (18 900 IU) oraz obecno$¢ swoistych IgM i IgA.
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Ryc. 1. Limfocyty CD4+ u pacjentéw z weztowa, toksoplazmoza,
Fig. 1. CD4+ lymphocytes in patients with nodular toxoplasmosis

Odpowiedz humoralna. Poziom swoistych przeciwcial IgG byt wysoki albo bardzo
wysoki (1200-9600 1U) gtéwnie u pacjentéw badanych do 12 miesiaca choroby. Swoiste
przeciwciata IgM obserwowano dtugo takze u osdb badanych w okresie od 12 do 24
miesiaca choroby (ryc 3). Nie zaobserwowano réznic wynikéw testow ELISA i ISAGA.
Swoiste przeciwciata IgA obserwowano gléwnie do 7 miesiaca choroby (ryc. 4).
W 2 przypadkach przeciwciata te wykryto w 12 i 21 miesiacu choroby u pacjentow
z wysokim poziomem swoistych IgG (odpowiednio 2400 IU oraz 18 900 IU).
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Ryc. 2. Limfocyty CD8+ u pacjentéw z weztowa, toksoplazmoza,
Fig. 2. CD8+ lymphocytes in patients with nodular toxoplasmosis

Grupa 11 (pacjenci z postaciq oczng)
Objawy kliniczne. U 11 o0s6b zaobserwowano stare zmiany na dnie oka, w tym

zmiany.

Odpowiedz komoérkowa. Odsetek limfocytow CD4+ i CDS8+ byl obnizony
u 6 pacjentéw. U 5 0séb byt obnizony odsetek CD4+ lub CD8+. Nie zaobserwowano
aby korelowato to z aktywnoscia procesu chorobowego na dnie oka.

Odpowiedz humoralna. Poziom swoistych IgG: od 9-150 TU (11 oséb) oraz 600 TU
(2 osoby) i 1200 IU (1 osoba). Swoiste IgM wykryto tylko (na niskim poziomie) testem
ISAGA u 3 pacjentéw ze $wiezymi zmianami ocznymi, u ktérych poziom swoistych
IgG wynosit 150-300 IU. U zadnego pacjenta nie wykryto swoistych przeciwciat IgA.
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Ryc. 3. Poziom swoistych przeciwcial IgM w przebiegu weztowej toksoplazmozy
Fig. 3. Level of specific IgM antibodies in course of nodular toxoplasmosis
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Ryc. 4. Poziom swoistych przeciwcial IgA w przebiegu weztowej toksoplazmozy
Fig. 4. Level of specific IgA antibodies in course of nodular toxoplasmosis
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DYSKUSJA

Badania doswiadczalne wykazaty, ze zaréwno limfocyty CD4+ jak i CD8+ odgry-
waja wazna role w zapobieganiu aktywnej toksoplazmozie (3, 4). Jednak odpornosé
przeciw zarazeniu 7. gondii wydaje si¢ zaleze¢ gléwnie od komodrek CD8+ (5).
Wyréznia si¢ dwa mechanizmy dzieki, ktérym limfocyty CD8+ ograniczaja inwazje
pasozyta. Pierwszy - to produkcja interferonu gamma (IFN-gamma) po stymulacji
antygenem (6-8), drugi - to efekt cytolityczny zarazonych komoérek zywiciela oraz
tachyzoitéw pierwotniaka (9-11). Natomiast znaczenie CD4+ polega na wydzielaniu
interleukiny 2 (IL 2) stymulujacej limfocyty CD8+, chociaz komérki CD4+ takze
produkuja IFN-gamma (8, 12).

Wyniki prezentowanych badan dotycza os6b immunokompetentnych, co wykazano
oceniajac ich odpowiedz komdrkowa na bodziec mitogenny OKT3 , a takze odpowiedz
humoralna mierzona poziomem catkowitych immunoglobulin poszczegdlnych Klas.
W grupie os6b z limfadenopatia wyrazna reakcje limfocytéw CD8+ zanotowano tylko
w pierwszym miesiacu choroby, chociaz u wszystkich pacjentéw niezaleznie od okresu
inwazji zaobserwowano powigkszenie weztéw chtonnych.

U oséb tej grupy wykryto swoiste IgM skierowane przeciw antygenowi p30, ktéry
jest biatkiem powierzchniowym tachyzoitow (13, 14). Swoiste przeciwciata IgA przeciw
temu antygenowi wykrywano do 7 miesiaca choroby, a tylko u 2 oséb takze do 12 i 21
miesiaca. Powigkszenie weztéw karkowych i szyjnych obserwowano do 12 miesiaca.
Mozna wiec sadzi¢, ze aktywna inwazja utrzymywalta si¢ u tych pacjentow diuzej niz
reakcja limfocytéw CD8+. Na uwage zastuguje odsetek CD4+ ponizej normy u wszyst-
kich osdb tej grupy w pierwszych dwédch miesiacach choroby i u wigkszo$ci takze
W poOzniejszym okresie. Mogto to by¢ przyczyna stabej stymulacji komérek CD8+,
a wyrazem tego - diugie utrzymywanie si¢ procesu chorobowego. Derouin i wsp. (15)
zaobserwowali u pacjentéw z weztowa toksoplazmoza wyzsza liczbe limfocytéw CD8+
przez caty czas ostrej fazy, przy normalnym poziomie komérek CD4+. Wyniki prezen-
towanej pracy sa zgodne z opinia niektérych autoréw, ze obecno$¢ swoistych IgA jest
charakterystyczna dla ostrej toksoplazmozy (16, 17) oraz wykazuja, ze u pacjentéw
z diugo utrzymujaca si¢ limfadenopatia przeciwciata te moga by¢ diugo wykrywane.

W grupie pacjentéw z oczna postacia toksoplazmozy wigkszo$¢ z nich miata zmiany
stare lub stare i §wieze ogniska zapalne. U 3 oséb zaobserwowano tylko §wieze ogniska
zapalne w siatkowce i u tych oséb wykryto takze swoiste IgM, ale tylko testem ISAGA.
Pacjenci ci mieli obnizony poziom CD4+ przy braku reakcji ze strony limfocytow
CD8+. Potwierdza to wczesniejsze spostrzezenie dotyczace pacjentéw z postacia
weztowa.

WNIOSKI

Zmniejszona populacja limfocytéow CD4+ moze stabo stymulowa¢ komoérki CD8+
i W ten sposdb przyczyniaé¢ sie do wydtuzenia okresu choroby. Obnizenie poziomu
komorek CD4+ moze by¢ wynikiem supresyjnego dziatania pasozyta.
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Z Dziubek, H Zarnowska, W Basiak, A Gdrski, P Kajfasz
SOME ASPECTS OF IMMUNE RESPONSE IN TOXOPLASMOSIS

SUMMARY

Objective: The study was performed to determine cell-mediated and humoral responses
related to the clinical course of disease in adults with different forms of toxoplasmosis.

Methods: The cellular response was estimated by blastogenic transformation of T-lymphocytes
induced by OKT3 mitogenic stimulus, as well as by a specific soluble toxoplasmic antigen. The
phenotype analysis of T-lymphocytes was performed using monoclonal antibody on FACS flow
cytometer. The humoral response was examined by determining the levels of toxoplasma-specific
IgA, IgM and IgG antibodies and total serum immunoglobulins.

Results: Significant disruption of the cell-mediated response was not observed (T-lymphocyte
proliferation test). In the group of patients with lymphadenopathy, an increased proportion of
CDS8+ lymphocytes was only noted in the first month of the disease, although enlargement of
the cervical lymph nodes was observed for up to a year. The individuals in question were found
to have IgA antibodies against the p30 antigen of 7. gondii, mainly in the period of disease up
to 7 months. The proportion of CD4+ lymphocytes was sub-normal in all patients of this group
who were studied in the first two months of the disease, and in most of those studied later.
Three out of 14 patients with the ocular form of toxoplasmosis only had recent foci of
inflammation in the retina, and were also found to have specific IgM. These patients had
depressed CD4+ levels, and showed no reaction from CD8+ lymphocytes.

Conclusions: Sub-normal CD4+ population could have been the cause of the weak stimu-
lation of CD8+ cells and an expression of this is the long course of disease. Sub-normal CD4+
cells may be also result the supressing effect of the parasite.
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