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ABSTRACT. The evaluation of concentrations il-5 and il-6 in toxoplasmosis. The immune system,
its cellular and humoral response, is engaged by the host organism to fight against parasitic invasions.
The group examined consisted of 38 women aged 19-39 years infected with Toxoplasma gondii. The
diagnosis was established basing on serologic examination. Blood for analysis was collected before
antiparasitic treatment. Control group consisted of 40 healthy women aged 18-46 years. The concen-
trations of IgM, IgG and IgE were assayed using a set of VIDAS (bioMerieux) according to the ELFA
method. The concentrations of IL-5, IL-6 were assayed using a set of Quantikine human (R&D
Systems) according to the immunoenzymatic methods with labeled antibodies. The present study

revealed that in toxoplasmosis the concentration of IgE, I1L-5 and IL-6 contents in blood serum was 2-
times higher, than in healthy controls.
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WSTEP

loxoplasma gondii jest pasozytem kosmopolitycznym. Wedtug danych Swiato-
wej Organizacji Zdrowia okoto 1/3 ludnosci swiata jest zarazona tym pierwotnia-
Kiem (Hill 1 Dubey 2002). Ocenia sig¢, ze 50-70% populacji 0s6b dorostych w Pol-
sce miata kontakt z pasozytem, dlatego ze wystepujg u nich przeciwciala przeciw-
Ko temu pasozytowi (Bielawska i wsp. 1999). Natomiast toksoplazmoza wrodzona
wystepuje w proporcji 1:1000 porodéw (Rydzewski 1995, Nickdel i wsp.2001). Na
podstawie badan przeprowadzonych w latach 1990-2000 w regionie Poznania
stwierdzono, ze 43,7% kobiet w cigzy byto zarazonych 7. gondii (Pawtowski 2002).

Cechg charakterystyczng inwazji pasozytniczych jest zwiekszona produkcja im-
munoglobuliny klasy IgE. Defekt ten wynika z zaburzenia regulacji produkcji prze-
ciwciat przez limfocyty T pomocnicze. Zwigkszenie produkcji IgE poprzez uwal-
nianie mediatoréw z komérek tucznych utatwia powstawanie miejscowego odczy-
nu zapalnego oraz uczestniczy w reakcji cytotoksycznosci komorkowej zaleznej od

przeciwciat (ADCC) (Dessaint i Capron 1989, Ishikawa i wsp. 1998, Kasakura
1998, Souza-Atta 1 wsp. 1999).
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Cytotoksycznos¢ komérkowa zalezna od przeciwcial jest glownym mechani-
zmem obronnym skierowanym przeciwko pasozytom, a komoérkami efektorowymi
sg eozynofile. Zwiekszenie produkcji eozynofilow jest spowodowane dziataniem
cytokin, m. in. IL-5 i IL-3 (Lorentz i wsp.1999). Eozynotile posiadaja na swojej po-
wierzchni receptory FcR wigzace IgE 1 1gG, oraz uczestniczg w zabijaniu pasozy-
tow oplaszczonych tymi przeciwciatami. Aktywnos¢ cytotoksyczna eozynofilow
ulega zwiekszeniu pod wptywem cytokin (TNF-o, IL-5) uwalnianych przez komor-
ki tuczne, limfocyty i makrofagi (Kinet 1999). W przebiegu parazytoz nie dochodzi
do ekspresji antygenéw pasozyta na powierzchni komorek zywiciela, ale wyjatek
stanowi Toxoplasma gondii. W przebiegu zarazenia T. gondii antygeny pasozyta po-
jawiaja si¢ na powierzchni komérek zywiciela. Wowczas komorki cytotoksyczne
niszcza zarazone komorki, ale nie zabijajg bezposrednio pasozyta, poniewaz na po-
wierzchni komorek zywiciela nie ma odpowiednich dla niego antygenow MHC.

[L-6 bierze udzial w odpowiedzi immunologicznej, w reakcji zapalne]
i w krwiotworzeniu. Jest jednym z czynnikOw regulujgcych mechanizmy obronne
ustroju.

Celem przeprowadzonych badan byta ocena st¢zenia IgE, IL-5 oraz IL-6 u ko-
biet zarazonych T. gondii. Wykonane badania umozliwiajg ocen¢ stopnia immuni-
zacji 1 odpowiedzi zapalnej organizmu zywiciela po zarazeniu 7. gondii.

MATERIAL I METODY

Badania wykonano u 38 kobiet (w wieku od 19 do 39 lat) zarazonych 7. gondii
przed leczeniem przeciwpasozytniczym. U wszystkich pacjentek (T) oznaczano
metoda ELFA stezenia swoistych przeciwcial w klasach IgM 1 IgG, skierowanych
przeciwko 7. gondii. Do badan kwalifikowano chore, u ktorych index IgM prze-
kraczat 0,7 a stezenie IgG przekraczato 100 KIU/I (Dave 1 wsp.1994). Grupg kon-
trolna (K) stanowito 40 zdrowych kobiet w wieku od 18 do 46 lat. W grupie bada-
nej (T) i grupie kontrolnej (K) wykonano oznaczenia st¢zenia IgE, IL-5 oraz IL-6.

Oznaczanie stezenia calkowitej Igk

Oznaczanie stezenia IgE metodg ELFA wykonywano na analizatorze immuno-
serologicznym VIDAS. W zestawie odczynnikowym znajduje si¢ koniugat (mono-
klonalne mysie przeciwcialo anty-IgE zwigzane z fosfatazg alkaliczng), bufor ptu-
czacy 1 substrat. Zaréwno probg kontrolng jak 1 kalibratorem jest ludzka IgE polg-
czona z koniska surowicg i metakrezolem. Prog czutosci metody wynosi 0,5 KIU/L.

Oznaczanie stezenia interleukiny 5 (IL-5)

Stezenie IL-5 oznaczano metodg ELISA w surowicy krwi za pomocg zestawu
Quantikine human IL-5 firmy R&D. Zasada testu — specyficzne przeciwciata anty-
IL-5, ktore oplaszczajg Sciang studzienki w mikroptytce sa wigzane przez IL-5 znaj-
dujaca si¢ w badanej surowicy. W reakcji zachodzacej pomigdzy przeciwcialami
a IL-5 otrzymuje si¢ kompleksy immunologiczne typu ,,sandwich”. 1los¢ zwigza-
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nych kompleksow jest miarg st¢zenia IL-5 w surowicy. Nastgpnym etapem jest 13-
czenie si¢ kompleksow IL-5 z peroksydazg (POD). Aktywnos¢ zwigzanej peroksy-
dazy jest oznaczana fotometrycznie po dodaniu wody utlenionej 1 chromogenu. Od-
czytu absorbancji dokonywano przy dlugosciach fali 450 nm 1 540 nm. Z otrzyma-
nej krzywej kalibracyjnej odczytywano wartosci st¢zenia prob badanych. Prog czu-
tosc1 metody wynosi ponizej 3,0 pg/ml.

Oznaczanie stezenia interleukiny 6 (IL-6)

Stezenie 1L-6 oznaczano metodg ELISA w surowicy krwi za pomocg zestawu
Quantikine High Sensitivity human IL-6 firmy R&D. Zasada testu — specyficzne
przeciwciata anty-1L.-6, ktore oplaszczajg scian¢ studzienki w mikroptytce sg wig-
zane przez 1L-6 znajdujacg si¢ w badanej surowicy. W reakcji zachodzace) pomig-
dzy przeciwciatami a 1L-6 otrzymuje si¢ kompleksy immunologiczne typu ,,san-
dwich”. Ilos¢ zwigzanych kompleksOw jest miarg st¢zenia 1L-6 w surowicy. Na-
stepnym etapem jest taczenie si¢ kompleksow IL-6 z fosfatazg alkaliczng. Aktyw-
nosC¢ zwigzane) fosfatazy alkalicznej jest oznaczana fotometrycznie po dodaniu
NADPH 1 mieszaniny diaforazy z solg tetrazolowg. Odczytu absorbancji dokony-
wano przy dlugosciach tali 490 nm 1 650 nm. Z otrzymanej krzywej kalibracyjne;
odczytywano wartosci stezenia prob badanych. Prog czulosci metody wynosi poni-
ze) 0,094 pg/ml.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej stosujgc test t-Studenta dla
zmiennych niepowigzanych. Za roznice 1stotne statystycznie uznano wartos¢ funk-
CJ1 testowe) na poziomie istotnosci p < 0,05.

WYNIKI

Stezenie IgE w grupie chorych zarazonych 7. gondii (T) wynosito 71,12 + 98,40
KIU/1 1 bylo istotnie statystycznie wyzsze w porOwnaniu do wartosci uzyskanej
w grupie kontrolnej (K) p < 0,05 (Rys.1). Stezenie 1L-5 w grupie badanej (T) byto
okoto dwukrotnie wyzsze niz w grupie kontrolnej (X=3,19 = 1,82 pg/ml) 1 wynosi-
to 7,31 £ 2,84 pg/ml. Ro6znica uzyskana pomigdzy tymi wartoSciami byta i1stotna
statystycznie, p < 0,001 (Rys. 2). Natomiast stezenie 1L-6 w grupie badanej (T) wy-
nosito 6,85 ( 3,10 pg/ml 1 bylo okoto 2,5-krotnie wyzsze w poroéwnaniu do warto-
sc1 w grupie kontrolnej (X= 2,65 + 1,14 pg/ml). R6znica uzyskana pomig¢dzy tymi
wartosciami byta istotna statystycznie, p < 0,001.

DYSKUSJA

Toxoplasma gondii po wniknieciu do organizmu czlowieka namnaza si¢ we-
wngtrzkomorkowo, przede wszystkim w komorkach uktadu siateczkowo-srodbton-
kowego. W ostrej fazie inwazji nastepuje bardzo szybkie namnazanie si¢ pasozyta
(tachyzoitow) 1 powstajg pseudocysty. Wiekszos¢ przypadkoéw toksoplazmozy na-
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Rys.1. Stezenie IgE u chorych zarazonych T.gondii (T)iw
grupie kontroinej (K) .

Rys. 2. Stezenie IL-5 i IL-6 u chorych zarazonych T.gondii (T) i
u 0s6b zdrowych (K)

- IL-5 - IL-5 - IL-6 oy |
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bytej u 0osob immunokompetentnych przebiega bezobjawowo. Postaé¢ objawowa
manifestuje si¢ miejscowym powiekszeniem weztéw chtonnych, gtéwnie w obrebie
glowy 1 szy1. Powigkszeniu weztow chtonnych towarzysza bole migsniowe, tatwe
meczenie si¢, ostabienie, nawracajace bole glowy oraz czasami béle gardta (Dubey
1998).

W drugim tygodniu od zarazenia 7. gondii pojawiaja si¢ we krwi przeciwcialta
[gM skierowane przeciwko pasozytowi. Miano przeciwcial osigga maksimum po-
migdzy 4 a 12 tygodniem od zarazenia, a czasami utrzymuje si¢ przez okres kilku
miesi¢cy. Przeciwciala IgE pojawiajg si¢ we krwi w tym samym czasie co IgM
I nieznacznie wyprzedzaja specyficzne przeciwciata IgA, ale nie wystepuja w okre-
sie powyze] 4 miesigca od zarazenia (Paul 1997). Swoiste IgG pojawiaja sie po 2-4
tygodniach od zarazenia, a poziom ich narasta do 8 miesiaca inwazji 7. gondii (Zar-
nowska-Prymek 1993, Sobieszczanska 2002).

W grupie kobiet zarazonych 7. gondii st¢zenie przeciwcial IgE bylo znamiennie
wyzsze niz u 0sob zdrowych oraz towarzyszyt temu rowniez wzrost stezenia prze-
ciwcial IgM, dlatego nalezy sadzi¢, ze mamy do czynienia z ostrg postacig inwazji.
Poniewaz uzyskane wartosci IgE sg dwukrotnie wyzsze niz te uzyskane w grupie
zdrowych kobiet, wydaje si¢, ze T. gondii stymuluje produkcje IgE. Stezenie prze-
ciwciat IgE koreluje z wezesnym ostrym stanem lub reaktywna toksoplazmoza.
Jednak, jak wykazaly badania Grossa i wsp. (1997), negatywny wynik IgE nie wy-
klucza mozliwosci ostrej toksoplazmozy. Dziubek i wsp. (2001) oznaczali specy-
ficzne przeciwciala skierowane przeciwko 7. gondii (IgM, IgG, IgA) oraz subpopu-
lacj¢ mfocytow CD4+ 1 CD8+ uzywajac przeciwcial monoklonalnych. Stwierdzi-
li, ze wzrasta odsetek CD8+, a zmniejsza si¢ odsetek limfocytéow CD4+, co moze
by¢ wynikiem supresyjnego dzialania pasozyta. Swiadczy to réwniez o zwieksze-
niu cytotoksycznosci limfocytow w stosunku do pasozyta.

IL-5 przediuza przezycie dojrzatych eozynofiléw, stymuluje ich degranulacije,
dziata chemotaktycznie na te komorki a takze zwigksza wytwarzanie reaktywnych
zw13zkow tlenowych (Faccioli 1 wsp.1997, Rutkowski i Moniuszko 2001). Poglady
roznych autoréw na udziat IL-5 w zarazeniu 7. gondii nie sa jednorodne. Wyniki
badan Nickdela 1 wsp. (2001) wskazujg na negatywny wplyw IL-5 na wczesne sta-
dium doustnego zarazenia przez T. gondii. Wedlug tych autorow zwiekszone steze-
nie IL-5 nasila zmiany zapalne jelita cienkiego, eozynofili¢ i powoduje zmniejsze-
nie stgzenia IL-12 1 IFN-y. Natomiast Zhang i Denkers (1999) w badaniach przepro-
wadzonych u myszy wykazali, ze IL-5 peilni funkcje ochronng, zabezpieczajaca
przed inwazjg T. gondii. Sugerujg oni, ze IL-5 odgrywa duza role w produkcji IL-
2 w przebiegu przewleklej toksoplazmozy. W naszych badaniach wykazaliSmy
dwukrotny wzrost stgzenia IL-5 u 0s6b zarazonych T. gondii w porownaniu do 0s6b

zdrowych. Wyniki tych badan mogg sugerowac wzrost cytotoksycznosci eozynofi-
1 w stosunku do pasozyta.
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[L-6 charakteryzuje si¢ wielokierunkowoscig oddziatywan 1 jest uznawana za je-
den z centralnych czynnikow regulujagcych mechanizmy obronne (Rigano 1 wsp.
1996). IL-6 w swym oddzialywaniu na limfocyty B jest przede wszystkim czynni-
kiem stymulujacym réznicowanie ich w kierunku komorek uwalniajgcych immuno-
globuliny, a szczegdlnie wrazliwe na jej dziatanie sg limfocyty B, ktére zostaly
wczesnie] pobudzone przez IL-5. Wyniki naszych badan wskazujg na 2,5-krotny
wzrost stezenia IL-6 w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Zwi¢kszone stezenie 1L.-6
u chorych zarazonych 7. gondii moze wskazywac na indukcj¢ reakcji zapalne;,
a takze wzmozong odpowiedZ immunologiczng, czego wyrazem jest rowniez
wzrost stezenia IgE. W badaniach naszych wykazaliSmy, ze wzrost st¢zenia 1L.-6
koreluje ze wzrostem stezenia IgE. Wzrost st¢zenia specyficznych przeciwcial IgM
1 IgG skierowanych przeciwko T. gondii, a takze zwigkszone stezenia IgE, 1L.-5
1 IL-6 wskazuja na immunizacj¢ organizmu zywiciela 1 wystgpowanie stanu zapal-
nego. Swiadczy to o wyraznym oddzialtywaniu pasozyta na organizm zywiciela.

WNIOSKI

(1) U chorych zarazonych Toxoplasma gondii, wzrost st¢zenia I1L-5 1 IL-6, a tak-
ze IgE wskazuje na ich udziat w odpowiedzi immunologicznej organizmu zywicie-
la.
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