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ABSTRACT. The aim of the study was to determine serological and cellular markers of the infection with T. gondii
potentially useful in diagnostics. Experiments were performed on two inbred mice strains differing in their natural su-
sceptibility to toxoplasmosis — BALB/c — more resistant and C57BL/6 — more susceptible. Most aspects of immu-
nological response were evaluated after infection with low virulent DX strain of 7. gondii. The study of primary humo-
ral response with the use of native and recombinant antigens led to the selection of two potential markers of the inva-
sion phase — early infection was characterized by a high response to secretory antigen GRA7, while during the chro-
nic phase of toxoplasmosis the level of antibodies against surface antigen SAG1 rose. Determination of humoral respon-
se of immunocompetent and immunosuppressed, by cyclophosphamide administration, mice reinfected with 7. gondii
strain of different genotype showed that reinfection can be detected with two combined serological methods — ELISA
and immunoblot, which show not only the rise of antibody level but also the appearance of immunoglobulins with new
specificity. Moreover, humoral response after reinfection was characterised by a high response to surface antigen SAG2,
which makes this protein potentially useful in diagnostics. The examination of cellular response showed a higher proli-
ferative response of BALB/c mice splenocytes stimulated with 7. gondii lysate while cells isolated from C57BL/6 mi-
ce produced higher amounts of IFN-y. The elevated level of IFN-y in serum was characteristic for early infection in both
mice strains and was considered as a potential marker of the phase of infection. The obtained results proved that mou-
se experimental model is very useful in monitoring immunological responses of an infected host and they revealed a few
markers of invasion which may be used to develop new diagnostic methods for the detection of 7. gondii infection.
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Streszczenie

Toksoplazmoza jest jedng z najbardziej rozpo-
wszechnionych choréb pasozytniczych na Swiecie.
Zagrozenie zdrowia i zycia, powodowane przez za-
razenie pierwotniakiem Toxoplasma gondii, dotyczy

0s6b z obnizong odpornoscig oraz ptodéw, w przy-
padku pierwotnej inwazji u kobiety cig¢zarnej. Sto-
sowane obecnie metody diagnostyczne bywaja za-
wodne, poniewaz nie zawsze pozwalajg na wczesne
wykrycie zarazenia czy precyzyjne rozréznienie fa-
zy inwazji szczeg6lnie w przypadku drastycznego
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obnizenia odpornosci zywiciela oraz nie uwzgle-
dniaja naturalnej osobniczej podatnosci na zaraze-
nie 7. gondii.

Z uwagi na niedoskonalos$¢ stosowanej diagno-
styki laboratoryjnej celem przedstawionych w pracy
badari bylo wytypowanie markeréw serologicznych
i komérkowych toksoplazmozy o potencjalnie naj-
wigkszej przydatnosci diagnostycznej. Do realizacji
zadan badawczych postuzono si¢ dobrze zdefinio-
wanym modelem mysim z uzyciem samcé6w dwéch
szczep6w wsobnych myszy o réznej naturalnej po-
datnosci na toksoplazmoz¢ — BALB/c (haplotyp
H-2d) — bardziej odpornych i C57BL/6 (haplotyp
H-2b) — bardziej wrazliwych. Zwierzgta zarazano
szczepami pierwotniaka o zréznicowanej zjadliwo-
sci — szczepem DX nalezacym do wewnatrzgatun-
kowej grupy Il T. gondii, o niskiej zjadliwosci oraz
wysoce zjadliwym szczepem BK z grupy II
w dwodch wariantach: atenuowanym in vitro (aBK)
oraz wirulentnym, pasazowanym in vivo (vBK). Na-
stepnie badano swoista odpowiedZ humoralng i ko-
morkowa myszy.

Jedynie uzycie szczepu DX T. gondii, nalezace-
go do grupy szczepéw bedacych najczesciej czynni-
kiem etiologicznym toksoplazmozy u ludzi, umozli-
wito szczegbétowq analize reakcji odpornosciowych
w czasie i wyraZnie uwidocznito wpltyw genotypu
zwierzat na rozwdj zarazenia. Myszy BALB/c prze-
zywaly pierwotng inwazj¢ pasozytnicza, natomiast
myszy C57BL/6 padaly w fazie przewleklej tokso-
plazmozy.

Zastosowanie réznych antygenéw natywnych
i rekombinowanych 7. gondii do badania pierwotne;j
odpowiedzi humoralnej pozwolitlo na wytypowanie
dwéch antygenéw o potencjalnie duzej przydatnosci
diagnostycznej przy réznicowaniu fazy zarazenia.
Stwierdzono, ze wczesna faza inwazji pasozytniczej
charakteryzuje si¢ wysokim poziomem przeciwciat
rozpoznajacych antygen wydzielniczy pierwotniaka
GRA7, natomiast przewleklg toksoplazmozg¢ cechu-
je silna produkcja przeciwcial reagujacych z po-
wierzchniowym antygenem SAGI.

Okreslano réwniez reakcj¢ humoralng myszy
o prawidlowe;j i obnizonej podawaniem cyklofosfa-

midu odpornosci po reinwazji szczepem homolo-
gicznym i heterologicznym. Zaobserwowano, ze
cho¢ pierwotna inwazja 7. gondii DX wzbudza sil-
ng odpornos¢ chronigca przed inwazja tym samym
szczepem, to mozliwe jest jej przetamanie i rozwoj
zarazenia przez szczep pasozyta odmienny genoty-
powo (T. gondii BK). Wykazano, ze taczne zastoso-
wanie testu ELISA i techniki immunoblotu umozli-
wia nie tylko wykrycie reinwazji na podstawie
wzrostu miana przeciwcial, nawet w przypadku bar-
dzo znacznego ostabienia odpornosci, ale takze po-
zwala na wykazanie obecnosci przeciwcial o nowe;j
swoistosci. Ponadto analiza wytwarzanych w czasie
reinwazji przeciwcial z uzyciem antygenéw rekom-
binowanych ujawnita preferencyjnie wysoka odpo-
wiedZ humoralng na antygen powierzchniowy
SAG2, co moze stanowi¢ o jego potencjalnym za-
stosowaniu w diagnostyce toksoplazmozy.

Badania nad swoistg reaktywnosciag komérkowa
podczas pierwotnej inwazji ujawnity réznice pomie-
dzy szczepami wsobnymi myszy. Stwierdzono, ze
naturalna wigeksza odpornos¢ na zarazenie wyraza
si¢ wyzszg aktywnoscig proliferacyjng splenocytéw
stymulowanych lizatem tachyzoitéw 7. gondii, na-
tomiast wigksza naturalna podatnos¢ na toksopla-
zmoz¢ wigze si¢ z nasilong produkcja IFN-y, ktére-
go wysoki poziom stwierdzono zar6wno w surowi-
cach zwierzat, jak i w supernatantach hodowli ko-
mérek sledziony. Poniewaz podwyzszony poziom
surowiczego IFN-y obserwowano juz we wczesnej
fazie ostrej inwazji T. gondii, okreslanie st¢zenia tej
cytokiny w prébce surowicy moze by¢ wykorzysty-
wane jako test pomocniczy przy réznicowaniu faz
zarazenia T. gondii.

Uzyskane w pracy wyniki potwierdzily szcze-
g6Ing przydatnos¢ modelu mysiego do monitorowa-
nia przebiegu reakcji odpornosciowych zywiciela
w odpowiedzi na inwazj¢ T. gondii oraz ujawnity
kilka marker6w zarazenia, zar6wno humoralnych,
jak 1 komoérkowych, potencjalnie przydatnych
w opracowaniu nowych bardziej swoistych metod
diagnostycznych toksoplazmozy.

Wptyneto 19 czerwca 2006
Zaakceptowano 4 sierpnia 2006



