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ABSTRACT. Selected problems in laboratory diagnostics of Toxoplasma gondii infections. The 

article presents chosen problems concerning laboratory recognition of Toxoplasma gondii infections. 
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Inwazje T. gondii mogą być wykryte pośrednio metodami serologicznymi lub 

bezpośrednio przez stwierdzenie obecności samego pasożyta (histologia, izolacja) 

lub jego DNA. Metody serologiczne, chociaż obciążone wieloma wadami, są nadal 

podstawą rutynowej diagnostyki toksoplazmozy. Wykrycie przeciwciał IgM, naj- 

wcześniejszego produktu pierwotnej humoralnej odpowiedzi immunologicznej, jest 

uznawane za wskaźnik niedawnego zarażenia i serokonwersji. Testy do oznaczania 

IgM cechuje zróżnicowana i zmienna wiarygodność. Ich czułość waha się od 93,3 

do 100%, a swoistość — od 49,2 do 99,1% (Liesenfeld i wsp. 1997, Wilson i wsp. 

1997). Przyczyną niedoskonałości oznaczeń IgM i interpretacji wyników mogą być 

przeciwciała antytoksoplazmowe naturalne, przeciwciała IgM typu czynnika reu- 

matoidalnego (RF-IgM) oraz swoiste antytoksoplazmowe IgM, utrzymujące się 

przez wiele miesięcy lub nawet lat po inwazji. 

Naturalne przeciwciała występują u wszystkich dorosłych i dzieci powyżej 3. 

miesiąca życia, a ich repertuar jest dość zróżnicowany osobniczo. Przeciwciała te 

rozpoznają najczęściej antygeny toksoplazmy o M,: 30, 48-50, 105 i 115 kDa (Po- 

tasman i wsp. 1986). Nie wiadomo dotychczas, jakie bodźce antygenowe (natural- 

na flora jelitowa?, antygeny środowiskowe?) wzbudzają ich wytwarzanie. 

Przeciwciała IgM pojawiają się zwykle po 1-2 tygodniach od zarażenia, osiąga- 

ją maksymalne stężenie po 2 miesiącach i stopniowo zanikają. Basiak i wsp. (2001) 

zaobserwowali pierwsze przypadki ujemnych wyników po 5 miesiącach od inwa- 

zji. U niektórych osób IgM mogą jednak utrzymywać się bardzo długo, w skrajnych 

przypadkach — nawet do 14 lat (Joynson i Guy 2001). Niskie miana tych przeciw- 

ciał, w parze z niskimi mianami IgG, mogą sugerować wczesne stadium zarażenia, 

a przez to mogą być przyczyną decyzji o aborcji (Liesenfeld i wsp. 1997). Te dłu- 
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go utrzymujące się przeciwciała IgM, zwane clinically non-relevant, mogą być też 

przyczyną niepotrzebnego wdrożenia terapii przeciwpasożytniczej u seropozytyw- 

nych (IgG +, IgM +) pacjentów z objawami grypopodobnymi. Meek i wsp. (2003) 

proponują w takich przypadkach zróżnicowanie „ostrych” 1 „latentnych” IgM me- 

todą immunoblotingu przeprowadzonego w warunkach nieredukujących z antyge- 

nami rekombinowanymi. Wczesne IgM rozpoznają intensywnie dwa antygeny: 

ROPI1 (rhoptry antigen 1) i SAGI (surface antigen 1), a późne — nie rozpoznają 

ROPI1 i wykazują słabą reakcję z SAGI. Komercyjne dostępne testy immunoenzy- 

matyczne ELISA nie dają możliwości takiego zróżnicowania (Meek i wsp. 2001). 

Nie można też zastosować dodatkowego znaczenia na awidność wykrywanych 

IgM, ponieważ w przeciwieństwie do IgG czy IgA, których awidność rośnie wraz 

z czasem trwania infekcji, przeciwciała IgM nie „dojrzewają ”. 

W trakcie zaawansowanej odpowiedzi immunologicznej indukowane jest wy- 

twarzanie autoprzeciwciał skierowanych przeciw fragmentowi Fc przeciwciał IgG, 

są to zwykle przeciwciała izotypu IgM, określane mianem czynnika reumatoidalne- 

go. Czynnik ten może być usunięty z badanych surowic metodą adsorpcji na inak- 

tywowanych termicznie przeciwciałach klasy IgG (Lindenschmidt 1986). Niektóre 

firmy oferują gotowe zestawy służące do tego właśnie celu (Avelino i wsp. 2003). 

Przeciwciała IgM, charakterystyczne dla wczesnej fazy toksoplazmozy, są skiero- 

wane głównie przeciw glikoinozytolofosfolipidom, podczas gdy wczesne IgG — 

przeciwko białkom o masie 30-40 kDa. Stanowi to pewną przeszkodę w przygoto- 

wywaniu nowych testów diagnostycznych do wykrywania swoistych przeciwciał 

IgM anty-7. gondii, ze względu na trudności w laboratoryjnej syntezie komplekso- 

wych glikolipidów jako antygenów diagnostycznych (Giraldo i wsp. 2000). Można 

natomiast rozróżnić „wczesne” i „późne” przeciwciała IgG wykorzystując test mi- 

kroaglutynacji z zawiesinami acetonowymi lub formalinowymi (Dannemann i wsp. 

1990). 

W serodiagnostyce toksoplazmozy stale powraca problem wtórnych IgM, poja- 

wiających się ponownie po dłuższej przerwie u seropozytywnych IgG,+" /1gM,,-” 

pacjentów. Nie wiadomo, czy jest to skutek stymulacji pamięciowych limfocytów 

pod wpływem ponownego kontaktu z antygenami toksoplazmy (np. wskutek kolej- 

nego egzogennego zarażenia lub reaktywacji latentnego endogennego zarażenia) 

czy też stymulacji dziewiczych limfocytów (pierwotna odpowiedź immunologicz- 

na) rozpoznających jakiś nowy antygen wnoszony z komórkami kolejnego zaraża- 

jącego szczepu pasożyta. 

Powszechnie akceptowany jest pogląd, że pod wpływem reakcji odpornościo- 

wych pierwotne zarażenie 7. gondii przekształca się z formy ostrej w przewlekłą. 

Ta przemiana wiąże się z wytworzeniem silnej odporności ochronnej, zabezpiecza- 

jącej żywiciela przed reinwazją. W 1997 roku Araujo 1 wsp. zakwestionowali ten 

pogląd wykazując, że zarażenie myszy z przewlekłą toksoplazmozą szczepem pa- 

sożyta innego genotypu prowadzi do rozwoju ostrej toksoplazmozy, oznaczającej 
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się wysoką śmiertelnością. Cztery lata później Dao i wsp. (2001) potwierdzili moż- 
liwość reinwazji u myszy, przy użyciu toksoplazm transfekowanych P-galaktozyda- 
zą, umożliwiających odróżnienie metodą cytochemiczną cyst powstałych po pier- 
wotnym i wtórnym zarażeniu. Obserwacje te mają duże znaczenie z punktu widze- 
nia medycyny ludzkiej i weterynaryjnej oraz diagnostyki, wskazują bowiem, że wy- 
tworzona po pierwotnej inwazji odporność może być przełamana. Mogą na to rów- 
nież wskazywać opisane ostatnio bardzo liczne przypadki mieszanych zarażeń u lu- 
dzi i zwierząt, wywołanych przez toksoplazmy należące do różnych genotypów. 
Aspinall i wsp. (2003) używając metody analizy restrykcyjnej produktów PCR ge- 
nu kodującego antygen powierzchniowy SAG2, ampflikowanych bezpośrednio 
z próbek klinicznych, wykazali równoczesną obecność pasożytów typu SAG2 I i ty- 
pu SAG2 II aż w 31% przebadanych materiałów. Villena i wsp. (2004) zwracają 
uwagę, że nigdy wcześniej nie udało się wykryć mieszanej inwazji przy stosowaniu 
w diagnostyce etapu wstępnego namnożenia pasożyta metodą inokulacji myszy lub 
hodowli tkankowych in vitro, co wskazuje na możliwość selekcji szczepów jeszcze 
przed ich genotypowaniem, np. wskutek preferencji jakiegoś żywiciela lub ko- 
mórek żywicielskich in vitro. Sprawę komplikuje jeszcze fakt, że zarażenie nie- 
którymi szczepami toksoplazmy tzw. niekompletnymi (niezdolnymi do twarzenia 
cyst tkankowych) prowadzi do sterylnej ochronnej odporności, ale tylko w stosun- 
ku do niektórych szczepów toksoplazmy określonego genotypu (Freyre i wsp. 
2004). 

W reakcji amplifikacji toksoplazmowego DNA wykorzystywane są najczęściej 
sekwencje genów: BI, SAGI i 18S rDNA. Niewątpliwie metody molekularne 
znacznie polepszyły diagnozowanie toksoplazmozy wrodzonej, szczególnie in ute- 
ro, toksoplazmozy u pacjentów z upośledzoną odpornością oraz toksoplazmozy 
ocznej. Czułość metod biologii molekularnej jest bardzo wysoka i w przypadku re- 
al-time PCR osiąga wartość < (0,75 pasożyta na próbkę (Costa i wsp. 2000), ale wy- 
daje się, że ze względów technicznych jest ona w wielu przypadkach nieosiągalna, 
o czym świadczą wyniki wieloośrodkowych badań wykonanych w ramach progra- 
mu European Research Network on Congenital Toxoplasmosis (Pelloux i wsp. 
1998). Potwierdzają to również wyniki polskich badań, w których stwierdzono, że 
negatywny wynik PCR (gen Bl) nie wyklucza toksoplazmozy wrodzonej u dziec- 
ka (Gołąb i wsp. 2002). Zdarzają się też badania wskazujące na wyjątkowo niską 
sprawność metod molekularnych. Na przykład, przy użyciu PCR-B1 wraz hybrydy- 
zacją Kompalic-Cristo i wsp. (2004) uzyskali dodatnie wyniki tylko u 50% pacjen- 
tów IgM-dodatnich i 12,5% pacjentów IgG-dodatnich i IgM-ujemnych. Przy uzy- 
ciu PCR nie można także zróżnicować aktywnej (tachyzoity) i latentnej (bradyzoi- 
ty) toksoplazmozy, żywych i martwych oraz zjadliwych i atenuowanych pasożytów. 
Biorąc te mankamenty pod uwagę, podkreśla się konieczność udoskonalenia i stan- 
daryzacji używanych metod molekularnych oraz wykonywanie ich wyłącznie 
w wybranych specjalistycznych laboratoriach, ponieważ czynniki techniczne zna- 
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cząco wpływają na prawidłowość otrzymywanych wyników (Bastien 2002). 
Reasumując, żadna z metod diagnostycznych toksoplazmozy nie gwarantuje 

100% swoistości i czułości, konieczne jest więc stosowanie łączne 2-3 metod, za- 

leżnie od formy inwazji, wieku i stanu odpornościowego pacjenta oraz bieżącego 

celu badań (Joynson i Guy 2001, Robert-Gangneux 2001, Montoya i Liesenfeld 

2004). Wydaje się także, że pewnym uzupełnieniem diagnozy i rokowania mogły- 

by być, niechętnie wykonywane w laboratoriach diagnostycznych, testy komórko- 

we wraz z określeniem profilu cytokinowego odpowiedzi immunologicznej pacjen- 

ta. Yamamoto i wsp. (2000) wykazali, że osoby z bezobjawową toksoplazmozą cha- 

rakteryzuje wysoki poziom odpowiedzi limfocytów T na antygeny pasożyta (inten- 

sywna proliferacja i wytwarzanie IL-12 i interferonu Yy oraz silna reakcja nadwraż- 

liwości późnej), podczas gdy w toksoplazmozie ocznej obserwowany jest brak re- 

akcji skórnej, słaba proliferacja limfocytów oraz intensywne wytwarzanie IL-1 

i TNF-a. 
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