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Ocena eozynofilii, stezenia immunoglobuliny E i eozynofilo-
wego bialka kationowego podczas leczenia toksokarozy
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lic cationic protein concentration during the treatment
of toxocariasis
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ABSTRACT. Toxocara canis and Toxocara cati do not transform in human organism into a mature form and they cir-
culate reaching various organs and tissues causing characteristic symptoms. Activated eosinophils, which play a signi-
ficant role in parasitic invasion, contain in their granules eosinophilic cationic protein (ECP) of strong pro-inflammato-
ry activity. The aim of the study was to estimate the concentration of immunoglobulin E, peripheral blood eosinophilia
and serum concentration of eosinophilic cationic protein in children treated for toxocariasis and the analysis of their va-
lue as the markers of active invasion and the therapy efficacy. The study included 45 children, aged from 3 to 18 years
with Toxocara canis infection diagnosed for the first time. The children were diagnosed and treated at the Department
of Gastroenterology, in the Outpatient Gastrointestinal and Allergologic Clinic, Institute Polish Mother Health Centre.
T. canis larva infection was diagnosed based on serological investigation using immunoenzymatic ELISA test (Bordier
Affinity Products, Switzerland). The tests (percentage of eosinophilia in peripheral blood, ECP, IgE) were performed
after diagnosis and every 3 months since the beginning of the therapy. In children with toxocariasis its covert form was
diagnosed and mebendazole was administered. Among the children with toxocariasis eosinophilia was found in 14
(31.1%) before therapy. Mean percentage of peripheral blood eosinophils was 5.58% in children with toxocariasis. The
concentration of IgE was elevated in these children and was significantly higher than in the control group (p=0.002).
Mean IgE concentration after 3-and 6-month therapy decreased IgE; vs IgEyyy (p=0.01), but it was still higher than nor-
mal value. In children with toxocariasis the ECP concentration was 30.19 ug/l before the therapy and was significantly
higher than in the control group (p<0.05); after 6 months of the therapy it decreased significantly (p<0.05). Eosinophi-
lic cationic protein and eosinophilia can be the markers of Toxocara canis infection activity. The determination of im-
munoglobulin E and eosinophilic cationic protein concentration may be useful for toxocariasis therapy monitoring.
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Wstep raja do réznych narzgdéw i tkanek cztowieka wywo-

tujac mato charakterystyczne objawy. Mogg one za-

Larwy glisty psiej i kociej (Toxocara canis et ca- leze¢ od ilosci spozytych larw, miejsca ulokowania

ti) w organizmie cztowieka nie majg zdolnosci trans- si¢ w organizmie, czasu trwania, stanu uktadu odpor-
formacji w posta¢ dojrzalg i kraza w ustroju i docie- nosciowego zywiciela i czgstosci reinfekcji [1].
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Zarazenia pasozytnicze charakteryzujg si¢ prze-
wlektym przebiegiem i udzialem nieco innych me-
chanizméw obrony niz obserwowane w przypadku
zakazen bakteryjnych i wirusowych. Szczegdlng ro-
le¢ w zakazeniach pasozytniczych odgrywajg eozy-
nofile. Aktywowane komoérki kwasochtonne posia-
dajag w swoich ziarnistosciach cztery podstawowe
biatka o silnym dziataniu prozapalnym, wsréd nich
eozynofilowe biatko kationowe (ECP) [2].

ECP byto po raz pierwszy uzyskane z ludzkich
komorek szpiku w 1971 roku i zidentyfikowane ja-
ko biatko ziarnistosci eozynofila w 1975 roku. ECP
jest heterogennym biatkiem o masie czgsteczkowe;j
16-24 kDa o silnym odczynie zasadowym (pH
10.8) [3]. Okreslanie stezenia ECP w surowicy jest
bardzo przydatne w diagnostyce alergologicznej,
szczegdlnie w monitorowaniu astmy [4-6] i efek-
tow immunoterapii swoistej (sIT) [5]. Oznaczanie
eozynofilowego biatka kationowego ma réwniez
znaczenie w chorobach nieatopowych; wysokie ste-
zenie ECP stwierdzano w poczatkowej fazie zawatu
serca z eozynopeniag. W zesztywniajacym zapaleniu
stawéw kregostupa surowicze ECP jest traktowane
jako marker zapalenia [5]. Stwierdzano takze obe-
cnos¢ ECP w poptuczynach jelit w chorobie Le-
sniowskiego-Crohna i wrzodziejagcym zapaleniu je-
lita grubego [5].

W diagnostyce toksokarozy poszukuje si¢ meto-
dy, ktéra pozwalataby odr6zni¢ sytuacje kliniczne,
gdy wykrywane przeciwciata przeciw Toxocara ca-
nis oznaczajg aktywne zarazenie od wykrywania
przeciwcial pozostalych po zarazeniu i bedacych
skutkiem poliklonalnej stymulacji limfocytéow B.
Ponadto brak jest skutecznej metody monitorowania
leczenia toksokarozy.

Celem pracy byla ocena st¢zenia immunoglobu-
liny E, eozynofilii krwi obwodowej i stezenia eozy-
nofilowego biatka kationowego w surowicy u dzie-
ci leczonych z powodu toksokarozy i analiza ich
wartosci jako markera skutecznej terapii.

Material i metody

Badaniami objeto 45 dzieci w wieku od 3 do 18
lat z po raz pierwszy rozpoznanym zarazeniem 7To-
xocara canis (14 dziewczynek, 31 chlopcéw), a gru-
pe poréwnawczg stanowito 41 dzieci nieatopowych,
wolnych od choréb pasozytniczych, w wieku od 2
do 18 lat, u ktérych nie stwierdzono przeciwciat
przeciwko nicieniom (23 dziewczynki, 18 chtop-
cow). Dzieci byty diagnozowane i leczone w Klini-
ce Gastroenterologii, w Poradni Gastroenterologicz-

nej 1 Alergologicznej ICZMP.

U dzieci, oprécz wywiadu podmiotowego
i przedmiotowego, wykonano badania dodatkowe:
morfologi¢ krwi obwodowej, czynniki ostrej fazy
(CRP i OB), badania biochemiczne (stezenie biliru-
biny catkowitej, aminotrasferaz alaninowej i aspar-
ginianowej), stezenie immunoglobuliny E oraz ste-
zenie eozynofilowego biatka kationowego. Badania
wykonano po wykryciu zarazenia oraz co 3 miesig-
ce od rozpoczecia leczenia. W leczeniu zastosowa-
no leki w dawkach zalecanych przez producentéw
przy innych zakazeniach narzagdowych obleficami
[7]. U dzieci z toksokaroza zastosowano mebenda-
zol (Vermox, Richter Gedeon, H), podawany
w dawce 15 mg/kg przez 7 dni w dawkach podzie-
lonych podczas positkéw. Leczenie powtarzano po
3 miesigcach, u tych dzieci, u ktérych utrzymato si¢
dodatnie miano przeciwcial.

Zarazenie larwa glisty psiej ustalono na podsta-
wie badania serologicznego, do ktérego zastosowa-
no test immunoenzymatyczny (ELISA) firmy Bor-
dier Affinity Products (Szwajcaria). W badaniu se-
rologicznym oznaczano stezenie przeciwcial prze-
ciwko antygenowi ekskrecyjno-sekrecyjnemu
TESAg larwy Toxocara canis w klasie 1gG.

Pomiaru absorbancji dokonywano przy uzyciu
spektrofotometru PR 2100 Sanofi firmy Pasteur
przy dlugosci fali 405 nm. Wyniki pomiaréw sg ne-
gatywne jesli absorbancja analizowanej surowicy
jest nizsza niz kontroli stabo pozytywnej. Wyniki
pomiaréw sa pozytywne, gdy absorbancja badane;j
surowicy jest wyzsza niz kontroli stabo pozytywne;j.
Dla uproszczenia wyniki badain podane s w pro-
centach. Wartosci od 0 do 28% odpowiadajg absor-
bancji kontroli negatywnej, od 28 do 32 % stabo po-
zytywnej, a od 32 do 100% kontroli pozytywnej. Za
wynik potwierdzajacy zarazenie Toxocara canis Uz-
naje si¢ wartosci od 32 do 100%.

Stezenie ECP oznaczono za pomocg testu Immu-
noCAP ECP firmy Pharmacia Diagnostics przy uzy-
ciu aparatu UniCAP 100. W badaniu przeciwciata
anty-ECP zwigzane z powierzchnig ImmunoCap-
Ow wigzg si¢ z biatkiem ECP z surowicy pacjentow.
Po przemyciu, dodawane sg mysie monoklonalne
przeciwciala przeciwko ECP. W badaniu metodg
fluorescencji oznaczane jest stezenie kompleksow
enzym-przeciwciato przeciw ECP-ECP. Z pomocg
krzywej kalibracyjnej wartosci fluorescencji odczy-
tywane sa w postaci stgzen. Wartosci podano
w pg/l (wartosci prawidtowe 0-13,3 ug/l) [8, 9]. Ste-
zenie immunoglobuliny E réwniez oznaczano meto-
da immunoenzymatyczng przy uzyciu aparatu Uni-
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CAP 100. Wartosci prawidiowe IgE uzaleznione sg
od wieku i wynoszg: do 3 roku zycia — 5,5-17
IU/ml, do 7 lat — do 45 IU/ml, 10-14 lat — do 100
IU/ml. Wszystkie pomiary przeprowadzono w ter-
minie 0, 3, 6 oraz 9 miesi¢gcy od rozpoczgcia lecze-
nia.

W analizie statystycznej zastosowano test kolej-
nosci par Wilcoxona oraz test U- Manna-Whitneya.

Wyniki

W grupie dzieci z rozpoznang po raz pierwszy
toksokarozg byto istotnie mniej — 14 (31,1%) dziew-
czynek niz chlopcéw — 31 (68,9%) (p<0,05).
U dzieci rozpoznano postaé ukrytg toksokarozy [1]).
U 35 dzieci (77,7%) obserwowano béle brzucha.
Wszystkie dzieci poddano badaniu okulistycznemu
i u zadnego z nich nie stwierdzono postaci ocznej
toksokarozy. W grupie dzieci zarazonych srednie
miano przeciwcial przeciwko Toxocara canis przed
rozpoczeciem leczenia wynosito 68,57% (od 38%
do 100%), po 3 miesigcach po leczeniu obnizyto si¢
do 56,42%, po nastgpnych 3 miesigcach do 39,67%.
U 19 dzieci powtarzano leczenie i wéwczas Srednie
miano przeciwciatl obnizyto si¢ do 33,05%, czyli
blisko wartosci prawidtowych.

Wsréd dzieci z toksokaroza przed rozpoczeciem
leczenia stwierdzono eozynofili¢ u 14 (31,1%) dzie-
ci. Sredni odsetek eozynofiléw we krwi obwodowej
u dzieci z toksokarozg wynidst 5,58%. W grupie po-
rownawczej stwierdzono eozynofili¢ u 4 (9,75%)
dzieci, srednio eozynofilia wyniosta w grupie po-
rownawczej 2,02% ( p <0,05) (Rys.1).

Srednie stezenie immunoglobuliny E (IgE)
u dzieci z rozpoznang toksokarozg przed rozpocze-
ciem leczenia wynosito (x;=385,48 1U/ml) i bylo
istotnie wyzsze niz w grupie porOéwnawczej
(x=137,951U/ml; p=0,002). Srednie stezenie IgE po
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Rys. 1. Eozynofilia w czasie leczenia toksokarozy
Fig. 1 Eosinophilia during the treatment of toxocariasis
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szylo sie odpowiednio xp=264,33 1U/ml
1 x;;=233,34 IU/ml, przy czym wartos¢ wyjsciowa
i po 6 miesigcach od rozpoczgcia leczenia byty istot-
nie r6zne (p=0,01), ale nadal znajdowatlo si¢ wsréd
wartosci wyzszych niz prawidlowe (Rys. 2).
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Rys. 2. IgE w czasie leczenia toksokarozy
Fig. 2. IgE during the treatment of toxocariasis

Srednie stezenie ECP u dzieci z toksokaroza
przed leczeniem wyniosto 30,19 pg/l i byto istotnie
wyzsze niz w grupie poréwnawczej p<0,05; po 6
miesigcach po rozpoczeciu leczenia u dzieci z to-
ksokarozg stgzenie ECP istotnie zmniejszylo si¢
(17,59ug/1, p<0,05) w stosunku do wartosci wyj-
sciowej (Rys. 3).

Dyskusja

Diagnostyka toksokarozy opiera si¢ gléwnie na
badaniu serologicznym ELISA przeciw antygenowi
ES glisty psiej, co nie daje mozliwosci potwierdze-
nia aktywnos$ci zarazenia. Stad rodzi si¢ pytanie,
kiedy obecnos¢ przeciwcial przeciw Toxocara wo-
bec malo swoistych dla zarazenia objawéw oznacza
zarazenie czynne. Zarazenie Toxocara indukuje zto-
zong odpowiedZ immunologiczng, humoralng i ko-
moérkowsq. Wsréd najczestszych nieswoistych zmian
w badaniach laboratoryjnych stwierdzano eozynofi-
li¢ [8], i podwyzszone stezenie IgE [9].

W grupie pacjentéw z obecnoscig przeciwcial
w klasie IgG przeciw Toxocara canis oznaczono ich
miano po 31 6, a u czesci po 9 miesigcach po rozpo-
czeciu leczenia. U 30 dzieci (66,6%) stwierdzono
istotnie obnizenie Sredniego miana przeciwcial po
tym okresie. U czesci dzieci (11 dzieci, 24,5%) mia-
no przeciwcial pozostato na poziomie sprzed lecze-
nia, a u 4 dzieci (8,8%) wzrosto w stosunku do war-
tosci wyjsciowych. Jednak miano przeciwciat
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Fig. 3. Concentration of ECP during the treatment of toxocariasis

w klasie IgG nie wydaje si¢ dobrym markerem wy-
leczenia zarazenia. Podobnie oznaczenie przeciw-
cial w klasie IgE i IgG4 nie wydaje si¢ spetniad tej
roli. W badaniach Magnavala i wsp. [10, 11] miano
swoistych przeciwcial w klasie IgE korelowato ze
stezeniem catkowitego IgE. Yahiro i wsp. [12] wy-
kazali zwigzek miana swoistych przeciwcial IgE
z atopig i objawami alergii skérnej, co miato prze-
mawia¢ za hipotezg zjawiska nadwrazliwosci
IgE zaleznej na antygen sekrecyjno-ekskrecyjny
TES-Ag. Przeciwciata w klasie IgG4 istotnie kore-
lowaly z odsetkiem eozynofilii krwi obwodowe;j
i stezenia ECP. Przeciwciata w tej klasie majg by¢
czestsze 1 0 wyzszym mianie u tych pacjentow,
ktérzy majg wigksze ryzyko zarazenia (mieszkajq
na wsi, gdzie jest wigksza szansa na powtarzajace
si¢ lub/i masywniejsze zarazenie) [11].

W badaniach doswiadczalnych toksokarozy
u naczelnych wykazano mozliwos¢ przetrwania ak-
tywnej larwy w tkankach ponad 10 lat mimo obni-
Zenia si¢ miana przeciwciat [13]. Ponadto larwa To-
Xxocara canis wykazuje mechanizmy obronne prze-
ciwko uktadowi immunologicznemu gospodarza
pod postacig tzw. ,,przebierania si¢”, polegajace na
produkcji 1 wiaczaniu glikolipidéw antygenéw gru-
powych krwi czlowieka w skiad swojego oskorka,
co powoduje zanik produkcji przeciwcial przeciw
antygenowi pasozyta [14, 15]. Stad samo obnizanie
si¢ przeciwcial przeciwko Toxocara canis nie moze

by¢ oznaka eliminacji larwy glisty psiej z organi-
zmu gospodarza.

Eozynofilia jest obserwowana we krwi i tkan-
kach zarazonych larwg glisty psiej od czasu opisa-
nia toksokarozy w latach pigcdziesiatych ubieglego
wieku. Stwierdzono réwniez, ze zaledwie 5 jaj gli-
sty psiej wymaganych jest do wywotania hypereo-
zynofilii w doswiadczalnej toksokarozie u myszy.
Jednak wraz z czasem trwania zarazenia odsetek ko-
moérek kwasochtonnych zmniejsza si¢ [16]. W gru-
pie dzieci ze stwierdzonymi przeciwcialami prze-
ciwko Toxocara canis stwierdzono istotne réznice
odsetka komoérek kwasochtonnych w stosunku do
grupy poréwnawczej. Po 6 miesigcach po leczeniu
obserwowano istotne obnizenie si¢ eozynofilii
w stosunku do okresu przed leczeniem, co moze
wskazywacé na mniejszg stymulacje produkcji ko-
moérek kwasochtonnych wraz z obnizaniem si¢ mia-
na przeciwciat przeciw T. canis.

Podwyzszony poziom IgE stwierdza si¢ w cho-
robach atopowych, a takze u pacjentéw z alergiczng
aspergiloza ptucng, w szpiczaku produkujacym IgE,
w niektérych niedoborach immunologicznych i cho-
robach pasozytniczych [17]. O ile w alergii atopo-
wej IgE stanowi ogniwo procesu chorobowego to
w zakazeniach pasozytniczych IgE peini funkcje
protekcyjne biorgc udzial w zwalczaniu przez orga-
nizm pasozytéw [18]. Indukowane przez obecnos¢
pasozyta podwyzszone stezenie catkowitej immu-
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noglobuliny E jest skutkiem poliklonalnej stymula-
cji limfocytéw B, a w konsekwencji duza czes¢
frakcji nowo produkowanej IgE jest nieswoista dla
pasozyta [18]. Jednak w grupie badanych dzieci
z obecnymi przeciwciatami przeciwko Toxocara ca-
nis stwierdzono istotnie wyzsze stgzenie IgE w sto-
sunku do grupy poréwnawczej. Zmniejszenie steze-
nia tej immunoglobuliny obserwowano po 6 miesig-
cach po leczeniu (p=0,01), co mogtoby by¢ jednym
ze wskaznikéw wyleczenia.

Stezenie surowiczego ECP bylo badane w nie-
ktérych chorobach pasozytniczych. Jego podwyz-
szenie stwierdzono w filariozie i schistosomatozie
[19], ale rowniez u pacjentéw z toksokaroza [10].
Podobne zjawisko obnizania si¢ ECP wraz ze
zmniejszaniem si¢ liczby i aktywnosci eozynofilow
obserwowane jest w alergicznej reakcji zapalnej
[20, 21].

W naszych badaniach stwierdzono w grupie
dzieci z przeciwcialami przeciw Toxocara canis
znamiennie podwyzszone stezenie ECP w stosunku
do grupy poréwnawczej. Po 6 miesigcach po lecze-
niu obserwowano istotne obnizenie st¢zenia ECP
w stosunku do okresu przed rozpoczeciem leczenia.

Eozynofilowe biatko kationowe i eozynofilia
mogg by¢ markerami aktywnosci zarazenia Toxoca-
ra canis. Oznaczenie stgzenia immunoglobuliny
E i eozynofilowego biatka kationowego moze by¢
przydatne podczas monitorowania leczenia toksoka-
10Zy.
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