WIADOMOSCI PARAZYTOLOGICZNE
T. 50 (2) 2004: 229-236

ZASTOSOWANIE AWIDNOSCI SWOISTYCH PRZECIWCIAL IgG
DLA ROZNICOWANIA AKTYWNEGO I PRZEWLEKELEGO OKRESU
ZARAZENIA TOXOCARA CANIS

WITOLD RYCHLICKI

Katedra 1 Klinika Chor6b Tropikalnych i Pasozytniczych, Akademia Medyczna,
ul. Przybyszewskiego 49, 60-355 Poznan

ABSTRACT. Use of specific immunoglobulin G antibody avidity in the differential diagnosis of
active and chronic Toxocara canis infections. To differentiate between acute and past Toxocara canis
infections, a modified enzyme-linked immunosorbent assay, based on the dissociation of antigen-anti-
body complex with 6 M urea solution was used to measure levels of avidity of specific immunoglo-
bulin G antibody against Toxocara canis excretory-secretory antigen. IgG avidity index was deter-
mined in the sera of 212 patients, divided into two groups with various stages of Toxocara infection.
Patients were classified according to time period, from the onset of clinical symptoms or first positive
serology result. Low IgG avidity index was found in the sera of 6.6% of patients in the acute phase,
and all samples from the chronic stage of infection were characterized by high avidity values above
0.5 (mean 0.74). It was documented, that the avidity test for specific IgG antibodies is a valuable diag-
nostic method that helps to distinguish the early from the later phase of Toxocara canis infection.
Indications for anti-parasitic treatment according to immunological activity of Toxocara infection
were discussed.
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WSTEP

Toksokaroza uwazana jest obecnie za jedng z najbardziej rozpowszechnionych
chor6b pasozytniczych w krajach uprzemystowionych. Wynika to z faktu stalego
wzrostu liczby zwierzgt domowych, wigkszej inwazyjnosci szczepéw pasozyta oraz
stabszych czynnik6w obronnych zywiciela. Ustalenie rozpoznania klinicznego jest
zwykle trudne z uwagi na brak charakterystycznych objawéw choroby. Dodatkowo,
ze wzgledu na mozliwos¢ wystapienia cigzkich powiktan narzagdowych w trakcie
przebiegu zarazenia pod postacig zespotu larwy wedrujacej trzewnej (VLM), jest
ona stosunkowo niebezpieczna. Wigkszos¢ rozpoznawanych przypadkéw VLM nie
wykazuje jednak pelnych kryteriow zespotu. Aktualnie obserwuje sie wyrazny
wzrost czgstosci wystgpowania infekcji Toxocara spp. w postaci skagpoobjawowej
badZ utajonej, nie tylko wsréd dzieci i mlodziezy, ale takze u dorostych (Pawlow-
sk1 2001). To niepokojace zjawisko potwierdza zwiekszona w ostatnich latach licz-
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ba pacjentéw hospitalizowanych w Klinice Choréb Tropikalnych 1 Pasozytniczych
Akademii Medycznej w Poznaniu z podejrzeniem aktywnej toksokarozy. W ostat-
nich latach, wsréd polskiej populacji zamieszkujacej zaréwno tereny miejskie jak
i obszary wiejskie, zarejestrowano istotny odsetek seropozytywnosci w kierunku
Toxocara spp. (Mizgajska i wsp. 2001). Diugotrwate utrzymywanie si¢ dodatnich
pozioméw swoistych przeciwcial po zarazeniu, przy braku peinej ekspresji klinicz-
nej (Taylor i wsp.1988), powoduje koniecznos¢ réznicowania wezesnego, aktywne-
00 procesu, wymagajacego zastosowania swoistego leczenia przeciwpasozytnicze-
00 z juz nieaktywnym procesem przewlektym. Dzigki zastosowaniu coraz dosko-
nalszych metod diagnostycznych, w tym rowniez testow immunoenzymatycznych
o wysokiej swoistosci, ta niebezpieczna antropozoonoza moze by¢ wczesnie rozpo-
znawana juz na etapie aktywnego zarazenia (Pawlowski i Mizgajska 2002).

Gléwne cele przedstawianej pracy badawczej powstaty w zwigzku z potrzebg
wprowadzenia nowego parametru laboratoryjnego dla réznicowania odmiennych
stadiéw choroby i obejmuja one: (i) oceng klinicznej i immunologicznej aktywno-
$ci zarazenia Toxocara canis poprzez wykorzystanie pomiaru awidnosci swoistych
przeciwciat klasy IgG, (ii) okreslenie czgstosci wystgpowania przypadkow we
weczesnym, aktywnym stadium procesu chorobowego oraz (iii) ustalenie racjonal-
nych wskazan do prowadzenia swoistego leczenia przeciwpasozytniczego w zalez-
nosci od oceny profilu immunologicznego pacjenta.

MATERIAL | METODY

Badania epidemiologiczno-kliniczne i serologiczne przeprowadzono w latach
2002-2003 u wybranych 212 pacjentéw hospitalizowanych w Klinice Chorob Tro-
pikalnych i Pasozytniczych w Poznaniu z powodu toksokarozy. Wsrod badanych
byly 82 kobiety (38,7%) i 69 me¢zczyzn (32,5%) w wieku od 14 do 71 lat (srednio
45.2 lat) oraz 61 dzieci (28,8%) od 1 do 14 lat (Srednio 7,2 lat).

Badani pacjenci pochodzili z réznych srodowisk: (i) z miast wojewodztwa wiel-
kopolskiego — 45 0s6b (21,2%), (ii) z miasta Poznania i teren6w podmiejskich — 22
osoby (10,4%), (iii) z obszar6w wiejskich wojew6dztwa wielkopolskiego — 120
0s6b (56,7%), (iv) spoza regionu Wielkopolski — 25 0séb (11,7%). Pacjenci zostali
podzieleni na dwie grupy w oparciu o kryterium czasu, jaki uptynat od wystgpienia
pierwszych objaw6w toksokarozy i/lub od pierwszego oznaczenia miana swoistych
przeciwciat 1gG dla Toxocara canis w zwigzku z podejrzeniem o t¢ chorobe. Do
grupy A — z wezesnym okresem zarazenia — zakwalifikowano 182 pacjentow hospi-
talizowanych w okresie do 5 miesigcy od wystgpienia objawow klinicznych 1/lub
dodatnich odczynéw swoistych przeciwcial. W tej grupie badanych znalazty sig
rowniez 32 osoby (13 kobiet, 9 mezczyzn, 10 dzieci) z teren6w o0 udokumentowa-
nym, szczegblnie silnym skazeniem gleby jajami Toxocara spp. Grupg B —
w p6Znym etapie zarazenia — stanowito 30 chorych z (i) diugotrwale utrzymujacy-
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mi si¢ dodatnimi wartosciami swoistych przeciwciat IgG i z co najmniej rocznym
Czasem trwania zarazenia od momentu rozpoznania lub (ii) osoby wielokrotnie le-
czone z powodu toksokarozy (grupa kontrolna).

Wszyscy hospitalizowani poddani zostali przy przyjeciu rutynowym badaniom se-
rologicznym za pomoca testu immunoenzymatycznego ELISA (Bordier Affinity Pro-
ducts, Crissier, Szwajcaria) w celu wykrycia lub weryfikacji dodatnich odczynow
w kierunku Toxocara spp. Test wykrywal dodatnie poziomy swoistych immunoglo-
bulin klasy G (IgG), skierowanych przeciwko antygenom ekskrecyjno-sekrecyjnym
larw Toxocara canis. W dalszej diagnostyce seroimmunologicznej u badanych os6b
wykluczono mozliwos¢ wystepowania niespecyficznych reakcji krzyzowych z anty-
genami Trichinella spiralis, Echinococcus granulosus oraz Taenia solium.

W badaniach doswiadczalnych wykorzystano test immunoenzymatyczny ELI-
SA (TEST-LINE Clinical Diagnostics, Brno, Republika Czeska) celem oznaczenia
wskaznika awidnosci (Al) z wykorzystaniem 6 M roztworu mocznika oraz wyzna-
czenia wspolczynnika pozytywnosci (PI). Test wykonywano zgodnie z zaleceniami
producenta. Do odpowiednich dotkéw polistyrenowych ptytki mikrotitracyjnej,
optaszczonych uprzednio antygenem pasozyta, zostaly dodane surowice kontrolne
— negatywna, wysoko dodatnia i graniczna (cut-off) oraz badane surowice pacjen-
tow rozcienczone w stosunku 1:200, po 100 ul na studzienke. Analizowane surowi-
ce byty testowane w dwdéch niezaleznych rzedach ptytki titracyjnej. Po pierwszym
etapie 60 min. inkubacji w temperaturze 37°C i zwigzaniu swoistych immunoglobu-
lin z antygenami 7. canis, pierwsza czgs¢ studzienek byta ptukana 4 razy w buforze
pluczacym 1 pozostawiana pusta. Do drugiej czesci ptytki dodawano po 200 ul roz-
tworu 6 M mocznika i poddawano inkubacji przez 20 minut w temp. 27 °C, dopro-
wadzajac do oddzielenia czgsci swoistych przeciwciat stabo zwigzanych z antyge-
nem. Po 4-krotnym plukaniu ptytek, jak poprzednio, swoiste przeciwciata IgG
zwigzane z antygenem zostaly uwidocznione przez zastosowanie enzymatycznego
substratu, w ilosci po 100 ul do kazdego dotka ptytki. Po 12 min. inkubacji w ciem-
nosci, w temperaturze pokojowej, reakcje zatrzymywano przez dodanie po 100 ul 1
M roztworu NaOH uzyskujac zélte zabarwienie zawartosci studzienek. Gestosé
optyczng barwnego produktu reakcji (OD) mierzono wzgledem pustego substratu,
za pomocqg automatycznego spektrofotometru Humareader Single (Human GmbH,
Wiesbaden, Niemcy) przy pojedynczej dtugosci fali 405 nm.

Pomiar gestosci optycznej obejmowat zar6wno studzienki inkubowane z dodat-
kiem mocznika jak i bez zawartosci czynnika ostabiajacego polgczenie przeciwcia-
ta z antygenem. Wyniki pomiaru byly przedstawiane jako stosunek gestoscl optycz-
nej (ODy(5) probki surowicy inkubowanej z 6M roztworem mocznika. w odniesie-
niu do probki ptukanej w standardowym buforze, pomnozony przez 100 i okreslo-
ny jako indeks awidnosci (Al). W interpretacji wynikow przyjeto 3 zakresy warto-
Sci indeksu awidnosci: (1) ponizej 0,40 — niska awidnosé, (2) od 0,40 do 0,50 — re-
zultat graniczny oraz (3) powyzej 0,50 — wysoki indeks awidnosci.
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Wielkos¢ absorbanciji kazdej probki byta dodatkowo poréwnywana z gestoscia
optyczna kontrolnych surowic — dodatniej i ujemnej, dotgczonych do zestawu. Sre-
dnie wartosci ODy(5 dla negatywnych probek kontrolnych, dostarczonych przez
producenta wynosity 0,218 + 0,014 (zakres 0,176-0,312), natomiast dla dodatnich
2.226 + 0,021 (zakres 1,750-2,640). Wartos¢ odcigcia (cut-off) badane;j seril testu,
jako $rednia arytmetyczna gestosci optycznej z 6 niezaleznych oznaczen kontrolne;j
surowicy granicznej wynosita 0,889 + 0,084. Dla pelnej interpretacji wynikow ba-
dai immunodiagnostycznych wyznaczono trzy zakresy pomiarow. Wyniki byty in-
terpretowane jako dodatnie, jezeli wartos¢ gestosci optyczne] analizowanej probki
byta wyzsza od sredniej wartosci OD kontrolnej surowicy stabo dodatniej (granicz-
nej) dotaczonej do zestawu i wynosita powyzej 0,889. Za wynik ujemny (cut-off —
2 SD) przyjeto wartosci absorbancji ponizej 0,721, natomiast za wynik graniczny
(od cut-off — 2SD do cut-off) wartosci OD od 0,721 do 0,889.

Wszystkie analizowane surowice wykazywaty dodatni indeks seropozytywnoscl
(IP) obliczany jako stosunek gestosci optycznej badanej probki do sredniej warto-
$ci OD kontrolnej surowicy granicznej. IP wynosit srednio 1,881 + 0,576 (zakres
1.003-3.282). co korelowalo z obecnoscia dodatnich pozioméw swoistych przeciw-
cial we wszystkich analizowanych probkach, wykazang w rutynowym badaniu re-
ferencyjnym testem firmy Bordier Affinity Products.

Ocene statystyczng wynikow badar przeprowadzono w oparciu o test niezalezno-
$ci chi? oraz test T-Studenta postugujac si¢ komputerowg analiza danych przy uzyciu
programu Microsoft Excel 7.0, uznajac za statystycznie istotne wartosci p < 0,05.

WYNIKI I DYSKUSJA

Sposréd 182 pacjentéw we wczesnym etapie zarazenia, niski indeks awidnosci
[gG w zakresie od 0,18 do 0,39 (Srednio 0,32) stwierdzono tylko u 12 0séb (6,6%),
natomiast graniczne wartosci awidnosci (srednio 0,46) prezentowato 11 badanych
(6,0%). 159 pozostatych surowic pochodzacych z prawdopodobnie wezesnego sta-
dium inwazji (87,4%) oraz probki pobrane od wszystkich 30 0s6b w p6Znym okre-
sie zarazenia (100%) wykazywaty wysoki indeks awidnosci od 0,51 do 0,99 (Sre-
dnio 0,74). Procentowy rozktad wartosci awidnosci u badanych 0sob przedstawio-
no na Rys. 1.

Wartosci awidnosci IgG u chorych badanych we wczesnym okresie zarazenia
wykazywaly znamienng korelacj¢ z liczbg miesigcy, ktore uptynety od momentu
wystapienia pierwszych objawéw klinicznych i/lub wyktadnikéw laboratoryjnych
choroby (P < 0,001) (Rys. 2). Nie stwierdzono natomiast zaleznosci migdzy wyste-
powaniem niskich i granicznych wartosci indeksu awidnosci a poziomem swoistych
przeciwcial w grupie pacjentow we wczesnym okresie zarazenia (P = 0,653). Nie
wykazano znamiennej korelacji pomigdzy aktualnym poziomem swoistych prze-
ciwciat IgG a dlugoscig okresu, ktéry uptynagt od momentu stwierdzenia choroby
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Rys. 1. Rozkiad procentowy niskich, granicznych i wysokich wartosci indeksu awidnosci przeciwcial
IgG anty-Toxocara canis u badanych pacjentéw w zaleznosci od plci i wieku oraz w grupie kontrolnej

dla grupy os6b we wczesnym i péZnym etapie zarazenia (P = 0,831). Sposréd 32
0sOb po silniejszej od pozostatych ekspozyciji na zarazenie Toxocara canis, niski
1 graniczny indeks awidnosci, Swiadczgcy o aktywnym procesie, stwierdzono u 4
0s0b (12,5%), a pozostali badani demonstrowali wysokg awidnos¢, co wskazuje na
poZny etap zarazenia. Wykazano graniczng zaleznos$¢ pomiedzy wysokoscig pozio-
mu swoistych przeciwcial IgG w podgrupie pacjentéw zamieszkujacych tereny sil-
nie skazone jajami Toxocara canis, a zwigkszong ekspozycja na antygeny pasozyta
(P =0,49). Wyniki pomiaru stgzen przeciwcial, zastosowanym w eksperymencie te-
stem TEST-LINE, wykazywaly dobrg korelacj¢ z wynikami badari uzyskanymi
standardowg technikg ELISA firmy Bordier Affinity Products (r = 0,913). Udoku-
mentowano znaczgcy zwigzek wystgpowania toksokarozy u 32 badanych dzieci
(52,5 %) z miejscem ich zamieszkania na obszarach wiejskich, gdzie istotne zna-
czenie odgrywajg rowniez dodatkowe czynniki, m.in. rodzaj wyksztatcenia rodzi-
cow, oswiata medyczna, promocja zdrowia oraz poziom socjo-ekonomiczny.
Serologiczna ocena czasu trwania zarazenia Toxocara canis ma zasadnicze zna-
czenie u 0sob, dla ktérych ryzyko rozwoju cigzkich powiktan choroby jest wysokie,
a w nastgpstwie braku wiasciwego postgpowania terapeutycznego moze doprowa-
dzi¢ do nieodwracalnych zmian w narzagdach wewnetrznych, szczegélnie w narza-
dzie wzroku 1 osrodkowym ukladzie nerwowym. Istnieje zatem potrzeba prowadze-
nia intensywnego i racjonalnego leczenia w tym groZznym dla pacjenta okresie,
w ktoérym mogg jeszcze nie wystepowac charakterystyczne objawy choroby, a uktad
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Rys. 2. Korelacja niskich i granicznych wartosci indeksu awidnosci IgG z czasem trwania zarazenia

immunologiczny tworzy juz poczatkowg, stabg odpowiedZ organizmu na obecnosc
wedrujgce] larwy trzewne;.

Dotychczas, w celu wezesnej diagnostyki inwazji Toxocara spp. probowano wy-
korzysta¢ rézne parametry immunodiagnostyczne (Nunes i wsp. 1999, Loukas
i wsp. 2000, Magnaval i wsp. 2001). Dane literaturowe dotyczgce korelacji warto-
Sci rutynowych testow serologicznych w odniesieniu do intensywnosci inwazji 1 je]
ekspresji klinicznej sg fragmentaryczne (Brunello i wsp. 1986, Dubinsky 1 wsp.
2000). Wykrywanie immunoglobulin klas IgA i IgM nie zawsze pozwala na wiary-
godna identyfikacje aktualnego, wczesnego stadium zarazenia. Obecnosc krgza-
cych, swoistych przeciwcial klasy 1gM i IgA pojawiajgcych si¢ w poczgtkowey,
wczesnej fazie zarazenia, nierzadko utrzymuje si¢ przez stosunkowo diugi okres
czasu (Fenoy i wsp. 1992, Reiterovd i wsp. 2003). W innych przypadkach, np.:
rézyczki i cytomegalii, swoiste przeciwciata klasy IgM mogg by¢ rowniez wykry-
wane w zarazeniach wtornych (reinfekcjach) lub reaktywacjach przebytego w prze-
szlosci zarazenia (Thomas i wsp. 1992, Lazzarotto 2000). Zdaniem wielu autorow,
za najbardziej wartosciowg metode¢ rozrézniania tych stadiow choroby, uznaje sig
test oparty na pomiarze awidnosci specyficznej immunoglobuliny IgG (Korhonen
i wsp. 1999, Hubner i wsp. 2001). Obecnie w literaturze nie wspomina si¢, Oprocz
awidnosci, o innych markerach immunologicznych, ktére mogtyby bardzo dokia-
dnie odzwierciedla¢ przemiang¢ procesu aktywnego w przewlekly.

Pomiar awidnosci swoistych przeciwcial IgG moze by¢ uzupeiniajacg, pomoc-
nicza procedurg diagnostyczna, szczegllnie w skgpoobjawowych, seropozytyw-
nych przypadkach toksokarozy, lecz niezwykle trudnych klinicznie dla r6znicowa-
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nia pod wzgledem aktywnosci toczgcego si¢ procesu chorobowego. W rutynowej
diagnostyce metodag ELISA mozna wykry¢ przeciwciala przeciwtoksokarozowe
obecne w surowicy krwi zarowno od kilku miesiecy jak i od wielu lat od momentu
zarazenia (Camargo i wsp. 1992, Hubner i wsp. 2001). Ich wysokos¢ zwykle nie ko-
reluje ze stanem klinicznym pacjenta, ani intensywnoscig inwazji, sktaniajac leka-
rza do rozpoznawania najczesciej przewleklej postaci toksokarozy i nierzadko za-
niechania dalszego leczenia. Jednakze wsréd tej grupy chorych, moga znajdowad
si¢ osoby prezentujgce aktywng postac toksokarozy, ktéra nie zawsze w petni be-
dzie manifestowata si¢ klinicznie, ale moze si¢ wyrazac¢ tylko w postaci niskich
wartosci indeksu awidnosci. W takich wiasnie przypadkach, pomiar awidnosci IgG
moze mie¢ decydujgce znaczenie dla ustalenia wlasciwego rozpoznania oraz sposo-
bu leczenia, co pozwoli na uniknigcie niebezpiecznych powiklan narzgdowych
w przebiegu toksokarozy. U wigkszosci badanych, u ktérych wykazano p6zny etap
zarazenia, nie powinno zaleca¢ si¢ farmakoterapii, mimo dhugotrwale utrzymuja-
cych si¢ dodatnich pozioméw swoistych przeciwciat I1gG.

W przedstawianej pracy, indeks awidnosci swoistych przeciwciat IgG, oznacza-
ny technikg ELISA, wykazuje porownywalng wartos¢ diagnostyczng z poprzedni-
mi doniesieniami innych autoréw, dotyczacymi czestosci wystepowania przeciw-
ciat IgG charakteryzujacych si¢ niskq awidnoscig (Korhonen i wsp. 1999, Hubner
1 wsp. 2001).

Ostatnie wzmianki w literaturze dotycza propozycji zastosowania pomiaru
awidnosci swoistych przeciwcial IgG dla odréznienia reaktywacji od infekcji pier-
wotnej w szeregu cigzkich schorzen, takich jak np.: gruZlica, zapalenie ozebnej i in-
fekcje wirusowe (Gutierrez i Maroto. 1996).

Korzysci pacjenta wynikajgce z szybkiego rozpoznania wezesnego stanu zaraze-
nia to przede wszystkim: przyspieszone rozpoczgcie swoistej terapii przeciwpaso-
zytniczej w ramach hospitalizacji, z doborem odpowiedniej dawki leku, szansa na
wyzszg skutecznos¢ podjetego leczenia mimo braku jednoznacznych wyktadnikéw
klinicznych choroby oraz zmniejszenie liczby wedrujacych larw trzewnych i szan-
sy dotarcia do narzgdow, gdzie ich obecnos¢ jest obarczona szczeg6lnym ryzykiem.

Ocena awidnosci swoistych przeciwcial 1gG wydaje si¢ by¢ w chwili obecnej
niezwykle wartosciowym wskaznikiem laboratoryjnym, pozwalajacym na réznico-
wanie aktywnego 1 przewlekajacego si¢ okresu inwazji, przy uzyciu pojedynczej
probki surowicy. Zastosowana metoda diagnostyczna jest jednoczesnie bardzo
praktyczna, ekonomicznie dostgpna i tatwa w wykonaniu.

Reasumujgc, na podstawie przeprowadzonych badan (1) mozna wnioskowaé, ze
wysokosc sity wigzania (awidnosci) swoistych przeciwciat IgG z antygenem 7. ca-
nis jest cennym wyktadnikiem diagnostycznym dtugosci trwania inwazji pasozytni-
czej 1oceny stopnia ryzyka groZznych powiktan narzadowych; (2) niskie wartosci in-
deksu awidnosci okazaty si¢ pomocne dla potwierdzenia wezesnego etapu zaraze-
nia 7. canis 1 uzasadnienia celowosci wigczenia leczenia przeciwpasozytniczego:
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(3) uzyskanie wysokich wartosci awidnosci pozwolito na eliminacj¢ wielokrotnego
leczenia przypadkéw przebytej ekspozycji lub przewleklej immunizacji z diugo-
trwale utrzymujacymi si¢ dodatnimi odczynami serologicznymi.
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