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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 moga by¢ wykryte posrednio metodami serologicznymi lub
bezposrednio przez stwierdzenie obecnosci samego pasozyta (histologia, 1zolacja)
lub jego DNA. Metody serologiczne, chociaz obcigzone wieloma wadami, sg nadal
podstawg rutynowe] diagnostyki toksoplazmozy. Wykrycie przeciwciat IgM, naj-
wczesniejszego produktu pierwotne) humoralnej odpowiedzi immunologicznej, jest
uznawane za wskaznik niedawnego zarazenia 1 serokonwersji. Testy do oznaczania
[gM cechuje zr6znicowana 1 zmienna wiarygodnos¢. Ich czutos¢ waha si¢ od 93,3
do 100%, a swoistos¢ — od 49,2 do 99,1% (Liesenfeld 1 wsp. 1997, Wilson 1 wsp.
1997). Przyczyng niedoskonatosci oznaczen IgM 1 interpretacji wynikow mogg by¢
przeciwciata antytoksoplazmowe naturalne, przeciwciata IgM typu czynnika reu-
matoidalnego (RF-IgM) oraz swoiste antytoksoplazmowe IgM, utrzymujace si¢
przez wiele miesiecy lub nawet lat po inwaz;ji.

Naturalne przeciwciata wystepujg u wszystkich dorostych 1 dzieci powyzej 3.
miesigca zycia, a ich repertuar jest dos¢ zr6znicowany osobniczo. Przeciwciala te
rozpoznajg najczesciej antygeny toksoplazmy o M. 30, 48-50, 105 1 115 kDa (Po-
tasman 1 wsp. 1986). Nie wiadomo dotychczas, jakie bodZce antygenowe (natural-
na flora jelitowa?, antygeny srodowiskowe?) wzbudzajg ich wytwarzanie.

Przeciwciata IgM pojawiajg si¢ zwykle po 1-2 tygodniach od zarazenia, osigga-
13 maksymalne stg¢zenie po 2 miesigcach 1 stopniowo zanikajga. Basiak 1 wsp. (2001)
zaobserwowali pierwsze przypadki ujemnych wynikéw po 5 miesigcach od inwa-
zji. U niektorych oséb IgM moga jednak utrzymywac si¢ bardzo dlugo, w skrajnych
przypadkach — nawet do 14 lat (Joynson 1 Guy 2001). Niskie miana tych przeciw-
cial, w parze z niskimi mianami IgG, mogg sugerowac wczesne stadium zarazenia,
a przez to mogg byC przyczyng decyzj o aborcji (Liesenfeld 1 wsp. 1997). Te dhu-
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go utrzymujace si¢ przeciwciata IgM, zwane clinically non-relevant, mogg byc¢ tez
przyczyng niepotrzebnego wdrozenia terapii przeciwpasozytniczej u Seropozytyw-
nych (IgG +, IgM +) pacjentow z objawami grypopodobnymi. Meek 1 wsp. (2003)
proponuja w takich przypadkach zr6znicowanie ,,ostrych” 1 ,,latentnych™ IgM me-
toda immunoblotingu przeprowadzonego w warunkach nieredukujgcych z antyge-
nami rekombinowanymi. Wczesne IgM rozpoznajg intensywnie dwa antygeny:
ROP1 (rhoptry antigen 1) 1 SAGI1 (surface antigen 1), a p6Zne — nie rozpoznajg
ROP1 1 wykazuja stabg reakcj¢ z SAG1. Komercyjne dostepne testy immunoenzy-
matyczne ELISA nie dajg mozliwosci takiego zr6znicowania (Meek 1 wsp. 2001).
Nie mozna tez zastosowal dodatkowego znaczenia na awidnos¢ wykrywanych
IgM, poniewaz w przeciwienstwie do IgG czy IgA, ktérych awidnos¢ rosnie wraz
z czasem trwania infekcji, przeciwciata IgM nie ,,dojrzewa)q”.

W trakcie zaawansowane] odpowiedzi immunologiczne) indukowane jest wy-
twarzanie autoprzeciwcial skierowanych przeciw fragmentow1 Fc przeciwciatl IgG,
sg to zwykle przeciwciala 1zotypu IgM, okreslane mianem czynnika reumatoidalne-
go. Czynnik ten moze by¢ usuni¢ty z badanych surowic metodg adsorpc)i na 1nak-
tywowanych termicznie przeciwciatach klasy IgG (Lindenschmidt 1986). Niektore
firmy oferujg gotowe zestawy stuzace do tego witasnie celu (Avelino 1 wsp. 2003).
Przeciwciata IgM, charakterystyczne dla wczesnej fazy toksoplazmozy, sg skiero-
wane gléwnie przeciw glikoinozytolofosfolipidom, podczas gdy wczesne 1gG —
przeciwko biatkom o masie 30-40 kDa. Stanow1 to pewng przeszkod¢ w przygoto-
wywaniu nowych testow diagnostycznych do wykrywania swoistych przeciwcial
[gM anty-T. gondii, ze wzgledu na trudnosci w laboratoryjnej syntezie komplekso-
wych glikolipidéw jako antygenéw diagnostycznych (Giraldo 1 wsp. 2000). Mozna
natomiast rozr6zni¢ ,,wczesne’ 1,,p0Zne” przeciwciata IgG wykorzystujac test mi-
kroaglutynacji z zawiesinami acetonowymi lub formalinowymi (Dannemann 1 wsp.
1990).

W serodiagnostyce toksoplazmozy stale powraca problem wtornych IgM, poja-
wiajacych sie ponownie po dtuzszej przerwie u seropozytywnych 1gG,,+" /IgM,,-”
pacjentow. Nie wiadomo, czy jest to skutek stymulacji pamig¢ciowych limfocytow
pod wplywem ponownego kontaktu z antygenami toksoplazmy (np. wskutek kolej-
nego egzogennego zarazenia lub reaktywacj latentnego endogennego zarazenia)
czy tez stymulacji dziewiczych limfocytow (pierwotna odpowiedZ immunologicz-
na) rozpoznajacych jakis nowy antygen wnoszony z komorkami kolejnego zaraza-
J3cego szczepu pasozyta.

Powszechnie akceptowany jest poglad, ze pod wplywem reakcji odpornoscio-
wych pierwotne zarazenie T. gondii przeksztalca si¢ z formy ostrej) w przewlekls.
Ta przemiana wigze si¢ z wytworzeniem silnej odpornosci ochronnej, zabezpiecza-
jacej zywiciela przed reinwazjg. W 1997 roku Araujo 1 wsp. zakwestionowali ten
poglad wykazujac, ze zarazenie myszy z przewlekla toksoplazmozg szczepem pa-
sozyta innego genotypu prowadzi do rozwoju ostrej toksoplazmozy, oznaczajacej
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si¢ wysokg smiertelnoscig. Cztery lata p6Zniej Dao i wsp. (2001) potwierdzili moz-
liwos¢ reinwazji u myszy, przy uzyciu toksoplazm transfekowanych B-galaktozyda-
z3, umozliwiajgcych odréznienie metodg cytochemiczng cyst powstatych po pier-
wotnym 1 wtérnym zarazeniu. Obserwacje te maja duze znaczenie z punktu widze-
nia medycyny ludzkiej i weterynaryjnej oraz diagnostyki, wskazuja bowiem, ze wy-
tworzona po pierwotnej inwazji odpornos¢ moze by¢ przetamana. Mogg na to row-
niez wskazywac opisane ostatnio bardzo liczne przypadki mieszanych zarazen u lu-
dzi 1 zwierzgt, wywolanych przez toksoplazmy nalezgce do réznych genotypow.
Aspinall 1 wsp. (2003) uzywajac metody analizy restrykcyjnej produktéw PCR ge-
nu kodujgcego antygen powierzchniowy SAG2, ampflikowanych bezposrednio
z probek klinicznych, wykazali rownoczesng obecnos¢ pasozytéw typu SAG2 1 i ty-
pu SAG2Z Il az w 31% przebadanych materialéw. Villena i wsp. (2004) zwracaja
uwage, ze nigdy wczesniej nie udato si¢ wykry¢ mieszanej inwazji przy stosowaniu
w diagnostyce etapu wstepnego namnozenia pasozyta metodg inokulacji myszy lub
hodowli tkankowych in vitro, co wskazuje na mozliwosé selekcji szczepéw jeszcze
przed ich genotypowaniem, np. wskutek preferencji jakiego$ zywiciela lub ko-
morek zywicielskich in vitro. Sprawe komplikuje jeszcze fakt, ze zarazenie nie-
Ktorymi szczepami toksoplazmy tzw. niekompletnymi (niezdolnymi do twaorzenia
cyst tkankowych) prowadzi do sterylnej ochronnej odpornosci, ale tylko w stosun-
ku do niektorych szczepéw toksoplazmy okreslonego genotypu (Freyre i wsp.
2004).

W reakcji amplifikacji toksoplazmowego DNA wykorzystywane sg najczesciej
sekwencje genow: Bl, SAGI1 i 18S rDNA. Niewatpliwie metody molekularne
znacznie polepszyty diagnozowanie toksoplazmozy wrodzonej, szczeg6lnie in ute-
ro, toksoplazmozy u pacjentow z uposledzong odpornoscig oraz toksoplazmozy
ocznej. Czutos¢ metod biologii molekularnej jest bardzo wysoka i w przypadku re-
al-time PCR osigga wartos¢ < 0,75 pasozyta na prébke (Costa i wsp. 2000), ale wy-
daje si¢, ze ze wzgledow technicznych jest ona w wielu przypadkach nieosiagalna,
o czym Swiadczg wyniki wieloosrodkowych badari wykonanych w ramach progra-
mu European Research Network on Congenital Toxoplasmosis (Pelloux i wsp.
1998). Potwierdzajg to rowniez wyniki polskich badan, w ktérych stwierdzono, ze
negatywny wynik PCR (gen B1) nie wyklucza toksoplazmozy wrodzonej u dziec-
ka (Golab 1 wsp. 2002). Zdarzaja si¢ tez badania wskazujace na wyjatkowo niska
sprawnos¢ metod molekularnych. Na przyklad, przy uzyciu PCR-B1 wraz hybrydy-
zacjg Kompalic-Cristo 1 wsp. (2004) uzyskali dodatnie wyniki tylko u 50% pacjen-
tow IgM-dodatnich i 12,5% pacjentéw IgG-dodatnich i IgM-ujemnych. Przy uzy-
ctu PCR nie mozna takze zr6znicowac aktywnej (tachyzoity) i latentnej (bradyzoi-
ty) toksoplazmozy, zywych i martwych oraz zjadliwych i atenuowanych pasozytow.
Biorac te mankamenty pod uwage, podkresla sie koniecznos¢ udoskonalenia i stan-
daryzacji uzywanych metod molekularnych oraz wykonywanie ich wylacznie
w wybranych specjalistycznych laboratoriach, poniewaz czynniki techniczne zna-
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czaco wplywaja na prawidtowos¢ otrzymywanych wynikéw (Bastien 2002).
Reasumujac, zadna z metod diagnostycznych toksoplazmozy nie gwarantuje

100% swoistosci i czutosci, konieczne jest wigc stosowanie tgczne 2-3 metod, za-
leznie od formy inwazji, wieku i stanu odpornosciowego pacjenta oraz biezgcego
celu badan (Joynson i Guy 2001, Robert-Gangneux 2001, Montoya i Liesenfeld
2004). Wydaje si¢ takze, ze pewnym uzupelnieniem diagnozy i rokowania mogty-
by by¢, niechetnie wykonywane w laboratoriach diagnostycznych, testy komorko-
we wraz z okresleniem profilu cytokinowego odpowiedzi immunologicznej pacjen-
ta. Yamamoto i wsp. (2000) wykazali, ze osoby z bezobjawowa toksoplazmozg cha-
rakteryzuje wysoki poziom odpowiedzi limfocytéw T na antygeny pasozyta (inten-
sywna proliferacja i wytwarzanie IL-12 i interferonu 7y oraz silna reakcja nadwraz-
liwosci péZnej), podczas gdy w toksoplazmozie ocznej obserwowany jest brak re-
akcji skornej, staba proliferacja limfocytéw oraz intensywne wytwarzanie 1L-1
1 TNF-o.
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