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Laboratérna diagnostika toxoplazmoézy
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Suhrn

Toxoplazméza predstavuje v nasich klimatickych podmienkach jedno z najCastejsich parazitar-
nych ochoreni ¢loveka. Laboratéorna diagnostika toxoplazmézy v suiéasnosti disponuje Sirokym
spektrom metod priameho a nepriameho déokazu povodcu infekcie. Cielom tohto ¢lanku je podat
prehlad o historii objavenia pévodcu toxoplazmézy, o tom ako sa postupne vyvijali a zdokonalo-
vali laboratérne diagnostické metédy. Hlavny doraz je kladeny na stic¢asné moznosti diagnostiky
Toxoplasma gondii, predovsetkym na sérologicku diagnostiku, ako aj na nové progresivne trendy
s vyuzitim technik molekularnej biolégie.
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Summary
Strharsky J., Madarova L., Klement C.: Laboratory Diagnosis of Toxoplasmosis

Under Central European climatic conditions, toxoplasmosis is one of the most common human
parasitic diseases. A wide range of methods for both direct and indirect detection of the causati-
ve agent are currently available for the laboratory diagnosis of toxoplasmosis. The purpose of the
article is to review the history of the discovery of the causative agent of toxoplasmosis and how
laboratory diagnostic methods were developed and improved. The main emphasis is placed on
current options in the diagnosis of Toxoplasma gondii, more precisely on the serodiagnosis and

new trends in molecular biology-based techniques.
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Toxoplazméza je infekéné ochorenie zvierat
prenosné na ¢loveka (zoonédza). P6vodcom ochore-
nia je obligatny intracelularny paraziticky prvok,
Toxoplasma gondii. Parazit je rozsireny kozmopo-
litne a nakolko nie je druhovo Specificky, je schop-
ny infikovat vaésinu teplokrvnych stavovcov, vra-
tane ¢loveka. Sérologické prehlady o prevalencii
toxoplazmoézy v populécii svedéia o tom, Ze toxo-
plazméza patri k najéastej$im parazitarnym
ochoreniam na svete [23, 35, 68, 69].

Prave v tomto roku ubehlo od objavenia pévod-
cu toxoplazmézy rovnych 100 rokov. Za toto obdo-
bie sa stala toxoplazméza jednym z najsledova-
nejSich parazitarnych ochoreni a to nielen vo
vztahu k zvieratam, ale predov§etkym vo vztahu
k ¢loveku a jeho zdraviu. Po objaveni skutoénosti,
Ze aj ¢lovek moze byt jednym z mnohych medzi-
hostitelov parazita, sa postupne zacala venovat
toxoplazmoéze zvySend pozornost zo strany leka-
rov a vyskumnych pracovnikov.

Uspesne sa podarilo opisat tak kompletny
zivotny cyklus prvoka s jeho Specifikami, ako

aj cesty jeho prenosu, ¢o ulahéilo jeho taxonomic-
ké zaradenie. V oblasti mediciny a epidemiologie
boli opisané klinické priznaky toxoplazmove;j
infekcie a cesty prenosu infekcie na cloveka.
Postupne boli vyselektované rizikové skupiny
Tudi - tehotné Zeny a ich plod, novorodenci, osoby
s imunodeficienciou, onkologicki a transplantova-
ni pacienti. PredovSetkym u o0s6b s oslabenym
imunitnym systémom moéze déjst k reaktivacii uz
existujicej latentnej toxoplazmazy. Toxoplazmoza
bola identifikovana ako jedno z najéastejsich
oportunnych ochoreni u Iudi s AIDS.

Vyznamny pokrok bol zaznamenany aj v oblas-
ti diagnostiky toxoplazmazy. Velky rozvoj este aj
dnes zaznamenava sérologicka diagnostika.
V sucasnosti laboratéria disponuju Sirokym
spektrom diagnostickych testov, ktoré umoznuja
rozlisit akdatne Stadium toxoplazmézy od chronic-
kého, resp. latentného Stadia. Sérologicka dia-
gnostika sa postupne vyvijala od naroénych a zlo-
zitych pracovnych postupov smerom k rychlej
a plne automatizovanej diagnostike. Hlavne
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v poslednych rokoch sa do popredia dostavaju
metoédy molekularnej biolégie zamerané na pria-
my dokaz DNA parazita v biologickom materiali.
Tieto metoédy su vysoko Specifické a poskytuju
rychly vysledok [42].

Aj v sucasnej dobe toxoplazméza zaujima
popredné miesto vo vyskume medicinskych a bio-
logickych odborov. Napriek velkému pokroku
v poznani a diagnostike eSte ani dnes nie je pro-
blematika toxoplazmoézy definitivne vyrieSena.
Mnohé otazky uz boli zodpovedané, no stale
vyvstavaju nové, na ktoré sa odbornici pokasaju
najst presvedd¢iva odpoved.

Doposial nebola vyvinuta uc¢inna a bezpeéna
vakcina pre pouzitie v huméannej medicine. Brani
tomu zlozita Struktiura parazita, antigénna roézno-
rodost, zmena antigénnej skladby v zavislosti od
vyvinového Stadia, ako aj intracelularna lokaliza-
cia parazita [9, 33, 40, 55]. NedorieSena zostava
stale otazka reaktivacie latentnej infekcie u imu-
nodeficientnych pacientov a tehotnych Zien, séro-
logicky monitoring darcov a prijemcov transplan-
tovanych organov, ako aj vyvoj novych, rychlych
a spolahlivych diagnostickych metéd. V posled-
nom obdobi boli publikované ¢lanky o moznom
vplyve latentnej toxoplazmézy na telesnd hmot-
nost gravidnych zien, Tudské spravanie, charakte-
ristiku osobnosti, psychomotorické reakcie a iné
[15, 16, 34, 39, 65].

Histoéria objavenia a poéiatky diagnostiky

Histoéria toxoplazmoézy sa spaja s menami troch
vedcov, ktori sa podielali na objaveni p6vodcu
ochorenia. V roku 1908 Nicolle a Manceaux z Pas-
teurovho dstavu v Tunise objavili u severoafric-
kého hlodavca (Ctenodyctylus gondii) dovtedy
neznameho parazitického prvoka a pomenovali
ho Toxoplasma gondii [37, 69]. V tom istom roku
v Brazilii nezavisle od nich izoloval parazita
z mozgu kralika aj Splendore [66].

Délezitym medznikom vo vztahu parazita
k zdraviu ¢loveka bola praca ¢eského oftalmologa
Jankut, ktory v roku 1923 prvykrat pozoroval
parazitarne cystické utvary v histologickych
rezoch z tazko poskodenej sietnice 11-mesacéného
chlapca s hydrocefalom, Tavostrannym mikroftal-
mom a obojstrannymi degenerativnymi loziskami
v oblasti zltej Skvrny. Nalez uverejneny v odbor-
nom lekarskom ¢asopise v8ak zostal z neznamych
pri¢in nepovSimnuty a bez nalezitého ohlasu [31,
37]. Janku ukazal preparaty Francuzovi Levaditi-
mu, ktory spoznal prvoka T. gondii, dovtedy zna-
meho iba u zvierat, a v roku 1928 v odbornom
¢lanku uverejnil fotografiu histologického rezu
sietnice s typickou toxoplazmovou cystou. Na
pocest Dr. Jankt sa preto v starsej literatire pise
o toxoplazmoéze ako o chorobe Jankt (morbus Jan-
ki, Jankt disease) [37].
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Rodovy nazov Toxoplasma je odvodeny z gréc-
keho slova toxon (obluk, luk) pre typicky rozkovi-
ty tvar vegetativnej formy parazita. Rod Toxo-
plasma  taxonomicky patri do kmena
Apicomplexa, ktory zahitia intracelularne parazi-
tické prvoky s charakteristickou bunkovou $truk-
tarou a usporiadanim organel a cytoskeletového
komplexu na apikalnom konci bunky [3].

Zivotny cyklus T. gondii sa v§ak podarilo skom-
pletizovat pomerne neskoro, az v roku 1969, kedy
Hutchison et al. ako prvi objasnili zloZity biolo-
gicky cyklus parazita a poukézali na epidemiolo-
gicky vyznam macky ako definitivneho hostitela
[26, 27, 28].

Podla sposobu ziskania infekcie rozoznivame
dve zakladné formy toxoplazmézy — kongenitalnu
(vrodent) a akvirovanu (ziskant postnatalne),
ktoré sa lisia priebehom aj klinickymi priznakmi.
Kongenitalna toxoplazmoéza vznika ako nasledok
transplacentarneho prenosu infekcie z matky na
plod. Kongenitalna forma toxoplazmézy bola pre
jej typické symptéomy znama podstatne skor ako
ziskana toxoplazméza. Je charakterizovana tria-
dou priznakov — hydrocefalus, cerebralne kalcifi-
kacie, chorioretinitida [73], ku ktorym sa moézu
pridruzit aj kite a poruchy CNS - tzv. Sabinova
tetrada [62]. NajéastejSou a najtypickejSou for-
mou postnatalne akvirovanej toxoplazmoézy je
uzlinova forma. Siim ako prvy opisal v roku 1951
pripady uzlinovej formy ziskanej toxoplazmozy.
Podarilo sa mu izolovat niekolko kmerniov 7. gon-
dii z lymfatickych uzlin [63, 64].

Zaklady sérologickej diagnostiky toxoplazmadzy
polozili v roku 1948 Sabin a Feldman, ktori pou-
zili na dokaz protilatok neutralizaény test [61].
Sabin-Feldmanov test (SFT, dye test) je dodnes
povazovany za ,zlaty Standard“ v sérologickej dia-
gnostike toxoplazmézy a v mnohych krajinach sa
pouziva ako zakladny screeningovy test. Postup-
ne boli vyvijané a zdokonalované novsie sérolo-
gické metddy zaloZené na roznych principoch sta-
novenia protilatok. Komplement fixaénu reakciu
(KFR) do diagnostiky zaviedli Nicolau a Ravelo
(1937) a postupne ju zdokonalili Warren so Sabi-
nom (1942) ako aj Steen, Kaas a Westphal (1951).
Frenkel (1948) pouzil na zistenie prekonanej
toxoplazmovej infekcie intradermalny test (IDT),
v ktorom pouzil toxoplazmovy antigén - toxoplas-
min. Imunofluorescenény test zaviedol do dia-
gnostiky toxoplazmézy Goldman (1957), ktory zis-
til, Ze je moziné dokézat protilatky za pomoci
fluoresceinom znacenej protilatky - tzv. konjugatu
[19, 20, 21]. Postupne boli zavedené aj dalsie séro-
logické metédy, ako nepriama hemaglutinacia
(Jacobs a Lunde, 1957), mikroprecipitacia v aga-
rovom géli - MPA a aglutina¢na reakcia [37].

V stcasnej dobe maju v diagnostike toxoplaz-
moézy dominantné zastipenie metody enzymovej
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Zakladné vySetrenie Nadstavbové Mikroskopické a Izola¢né (pokus na h Molekularno-
vySetrenie histologické my§ach a bunkovych biologické (dokaz
kultarach) DNA) PCR
- J

KFR ELISA IgA, IgE
IFT IgG, IgM Avidita IgG
SET Western-blot IgG,

ELISA IgG, IgM IgM

Obr. 1. Laboratérna diagnostika toxoplazmézy — schéma vysSetrovacich postupov

Fig. 1. Laboratory diagnosis of toxoplasmosis — scheme of test procedures

imunoanalyzy a jej modifikacie (ELISA, ELISA
capture), metédy proteinovej analyzy (Western-
blot) a v neposlednom rade aj molekularno-biolo-
gické metody (PCR, real-time PCR).

V byvalom Ceskoslovensku zaviedol diagnostiku
toxoplazmoézy v roku 1948 Havlik [37]. Na Sloven-
sku polozil zaklady vyskumu toxoplazmézy Catér
[7, 8, 9]. V sicasnosti sa toxoplazméze na Sloven-
sku intenzivne venuje Ondriska [50, 51, 52, 53].

Laboratérna diagnostika

Laboratérna diagnostika toxoplazmézy (obr. 1)
je zaloZen& na sérologickom vySetreni, histologic-
kom vySetreni tkaniv, lymfatickych uzlin a pla-
centy, priamom dbékaze DNA metédami moleku-
larnej biolégie (PCR), alebo na izolacii T. gondii
pokusom na laboratérnych mysSiach [47, 57].

Diagnostika toxoplazmoézy je na zaklade klinic-
kych priznakov znaéne problematickd, pretoze
neexistuje zZiadny typicky symptom, ktory by jed-
noznaéne urcoval diagnézu. Klinické prejavy
mézu byt velmi rozmanité, od bezpriznakového
priebehu az po tazké klinické stavy. Vzhladom na
vysoku rozmanitost klinickych prejavov musi byt
vybrana vhodna vySetrovacia metéda. Casto je
limitujicim faktorom overenia klinickej diagnézy
iba diferencialne laboratérne vySetrenie. Rutinna
laboratérna diagnostika sa opiera predovsetkym
o nepriame diagnostické metédy na dékaz toxo-
plazmovych protilatok v sére [7, 51].

K uréeniu diagnézy napomahaju aj fyzikalne
diagnostické metody ako je sonografia, magnetic-
kéa rezonancia, poéitacova tomografia, oftalmolo-
gické a neurologické vySetrenie.

V sdéasnosti je diagnostika toxoplazmézy v Slo-
venskej republike legislativne upravena Odbor-
nym usmernenim MZ SR o diagnostike toxoplaz-
mozy [49].

Metody priameho dékazu — mikroskopia,
izolacia pokusom na mysiach

V zaciatkoch laboratérnej diagnostiky sa para-
zit v suspektnom biologickom materiali diagnos-
tikoval vyluéne priamym dokazom — mikroskopic-
ky. Vhodnym materidlom st zvédéSené uzliny,
likvor, plodova voda, placenta a pitevny material,
z ktorych sa pripravia histologické preparaty.
Preparaty sa farbia hematoxylin-eozinom alebo
podla Giemsu. Mikroskopickym vySetrenim je
mozné dokazat volné tachyzoity, pseudocysty
a tkanivové cysty.

Tachyzoity predstavuju rychlo sa deliace vege-
tativne §tadium parazita, meraju 2x6 um a maju
rozkovity tvar s jednym ostrym a jednym tupym
polom. Mimo bunky mézu dosahovat vaésie roz-
mery 4x10 um. Tachyzoity sa moézu v hostitel-
skych bunkach pomnozit a vytvarat toxoplazmo-
vé pseudocysty. Maju zlozitd vnuatrobunkova
Struktiru s typickym apikalnym komplexom.
Tachyzoity sa po urcitom case diferencuji na
pomaly sa deliace bradyzoity. V tkanivach medzi-
hostitela sa vytvaraju sférické tkanivové cysty,
ktoré obsahuju desiatky az stovky bradyzoitov.
Tkanivové cysty maju roznu velkost. Mladé tka-
nivové cysty su velké priblizne 5 um, kym starsie
meraju 70-100 um. Najcastejsie su lokalizované
v nervovom tkanive a svaloch, vratane mozgu,
oka a srdcového svalu [11]. Citlivost mikroskopic-
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kého vySetrenia je mozné zvysit pouzitim imunof-
luorescenc¢nej techniky [37, 47].

Mikroskopicky dokaz parazita neznamena vzdy
stopercentnii zaruku uspechu a je vhodny iba
v akitnom Stadiu ochorenia. V rutinnej diagnos-
tike toxoplazmézy sa dnes mikroskopia vyuZziva
malo. Nevyhodu v tomto smere méze predstavo-
vat poziadavka na vysoko Skoleny personal,
nakolko spravne zhodnotenie mikroskopického
nalezu si vyzaduje uréitu prax a erudiciu.

V ¢éase akutneho $tadia je mozné vykonat aj izo-
laciu parazita pokusom na laboratérnych my-
giach, tkanivovych kultirach alebo kuracich
embryach. Takato diagnostika priameho dokazu
parazita je velmi naro¢né a v podmienkach rutin-
nej diagnostiky bezne nedostupna. Pouzité mysi
musia pochadzat z kontrolovaného chovu a musia
byt pred pokusom sérologicky vySetrené na nepri-
tomnost toxoplazmovych protilatok. Sterilne
odobraty material sa inokuluje mysSiam intraperi-
tonealne. Ak je vo vySetrovanom materiali pri-
tomny virulentny kmen 7. gondii, mySi hynu
spravidla do 6-10 dni. V peritonealnom exudate,
mozgu a slezine je mozné najst volné tachyzoity
a neskoér aj tkanivové cysty. Pokial mysi prezi-
vaju, infekcia je dokazatelna az po niekolkych
tyzdnoch sérologicky. Izolacia na mySiach je vyso-
ko citliva, nevyhodou je ale skuto¢nost, Ze je ¢aso-
vo narocné a vysledky st dostupné az po 4-6 tyzd-
noch. Izolacia parazita na bunkovych kultarach je
menej citliva, ale vysledok je dostupny uz po 10
dnioch [7, 37, 47].

Pozitivny mikroskopicky alebo kultivaény
dokaz je potrebné hodnotit vZdy v spojeni so séro-
logickym vySetrenim.

Dokaz DNA Toxoplasma gondii (PCR)

Aj napriek Sirokym moznostiam nepriamej dia-
gnostiky méze byt interpretacia sérologickych
vysledkov v niektorych pripadoch problematicka,
a to hlavne u gravidnych Zien, novorodencov, imu-
nosuprimovanych a imunodeficientnych pacien-
tov, alebo pri oénej forme toxoplazmoézy. V takych-
to pripadoch je mozné pre jednoznaéné potvrdenie
diagnoézy vyuzit techniky molekularnej biolégie
a vykonat priamy dékaz parazita. Zavedenie poly-
merazovej retazovej reakcie (Polymerase Chain
Reaction, PCR) vyrazne prispelo k zdokonaleniu
prenatalnej diagnostiky kongenitalnej toxoplaz-
moézy a toxoplazmoézy u imunodeficientnych pa-
cientov [2].

Ako laboratérna technika bola PCR koncipova-
na v roku 1983 v laboratériach Cetus Corporation
Kary Mullisom, ktory dostal v roku 1993 za tento
objav Nobelovu cenu za chémiu [48].

PCR je dostatoéne citliva, rychla a vysoko Spe-
cifickd metéda na priamy dokaz DNA T. gondii.
Napriek nizgej senzitivite, ktora sa pohybuje od
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60 do 80 %, $pecifickost a pozitivna prediktivna
hodnota PCR je az 100 % [59]. Jej princip spociva
v oznaceni Specifického tiseku DNA pomocou pri-
merov a namnozeni velkého poétu kopii za uce-
lom jeho nasledovnej identifikacie. Cyklus ampli-
fikacie sa sklada z troch ¢iastkovych reakeii
(denaturacia, anelacia, elongacia), pricom kazda
si vyzaduje inu $pecificka teplotu. Po prebehnuti
dostatoéného poétu cyklov (20-60 cyklov) sa frag-
menty namnozenej DNA pomocou elektroforézy
v agardzovom géle rozdelia a vizualizuja sa za
pomoci etidium bromidu a UV svetla [41]. Celko-
vy ¢as potrebny na spracovanie vzorky, priebeh
samotnej PCR, elektroforézu a vyhodnotenie
reakcie si vyZaduje priblizne 5-6 hodin.

V sucasnosti sa do popredia dostava metdéda
real-time PCR, teda PCR prebiehajica v realnom
¢ase, ktora je kombinaciou klasickej PCR a meto6-
dy doékazu pomocou fluorescenéne znaéenych
sond. Kombinuje kroky amplifikacie a detekcie
produktov do jedného kroku a skracuje cas
potrebny na vySetrenie na pribliZzne 1,5-3 hodiny.
Cely proces samotnej reakcie je plne automatizo-
vany a jej priebeh sa zobrazuje na monitore poci-
taca vo forme grafu. Amplifikacia aj detekcia pre-
biehaji na rozdiel od klasickej PCR v uzavretej
sklenenej kapilare, ¢im sa znaéne zniZuje riziko
kontamin4cie analyzovanej vzorky. Je mozné ju
vykonavat tak kvalitativne ako i kvantitativne [5,
10, 41, 45].

Na detekciu T gondii pomocou PCR sa vyuziva
niekolko cielovych miest. Najc¢astejsie sa doka-
zuju 3 cielové miesta, medzi ktorymi neboli ziste-
né Statisticky vyznamné rozdiely.

e B1 gén, ktory sa v genéme 7. gondii nachad-
za v 35 kopiach

e sekvencia AF146527, v 200-300 képiach

e fragment ribozomalnej podjednotky 18S
rDNA, v 110 képiach.

Na dokaz je mozné pouzit aj dalSie zname cie-
Tové miesta DNA parazita, napr. gén kodujuci
hlavny povrchovy antigén P30, gény pre a-tubu-
lin a B-tubulin a nekédujicu repetitivhu sekven-
ciu TGR1, od ktorej pouZitia sa dnes uz upusta [2,
6, 14, 56].

PCR techniky je moZné s vyhodou aplikovat pri
dokaze T. gondii zo vzoriek plodovej vody, fetalnej
a pupoc¢nikovej krvi a placenty v pripade podozre-
nia na kongenitalnu toxoplazmoézu, likvoru v pri-
pade podozrenia na neurotoxoplazmézu, océnej
tekutiny v pripade podozrenia na o¢nu formu
toxoplazmézy, moéu a plnej krvi (leukocytarna
frakcia) v akutnej faze ochorenia [2, 5, 6, 17, 29].

Najvacsou nevyhodou PCR je skutoénost, Ze
neexistuje Standardizacia metody. Naopak, existu-
je vela tzv. ,home made” pracovnych postupov, kto-
ré vyuzivaju rézne primery a rozne cielové miesta,
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Tab. 1. Poziadavky na odber, transport a uchovavanie vzoriek uréenych na PCR vySetrenie
Upravené, zdroj: (http://www.pamf.org/serology/requirements.html)

Table 1. Sampling, transport and storage requirements applicable to specimens for PCR testing
Adapted, source: (http:/www.pamf.org/serology/requirements.html)

Druh vzorky Trvacnost vzorky Podmienky transportu Odg(ﬁ;‘:;eny

Plodova voda

(odobrata > 18 Do jedného tyzdna, ak je ulozena 2 - 8 °C; na lade; odoslat do druhého 10 ml

tyzdnov v chladnicke; neobmedzene ak je zmrazena | dia, mozné aj zmrazenie

po otehotneni)

Iné telové

tekutiny: . , Ly as . L

Asciticka Doﬁledéle.}}i’{ t.y zdns i aléje ulozena 2 - 8 °C; na lade; odoslat do druhého 10 ml

Peritonealna Vv chradnicke; neobmedzene dnia, mozné aj zmrazenie m

Pleuralna ak je zmrazena ’

Bronchialna lavaz

Likvor Do jedného tyzdna, ak je ulozena Odporicané zmrazenie (2 - 8 °C 1 ml
v chladnicke; neobmedzene ak je zmrazena | pripustné); odoslat do druhého dna

Otna tekutina Do jedného tyzdna, ak je ulozena Odporucané zmrazenie (2 - 8 °C 0.5 ml
v chladni¢ke; neobmedzene ak je zmrazena | pripustné); odoslat do druhého drna ’

Plna krv Do 2 dni Skumavka s EDTA alebo citratom; 5 ml

a kostna dren 20 - 25 °C; odoslat do druhého dna

Mot Do jedného tyzdna, ak je uloZena 2 - 8 °C; na lade; odoslat do 10 ml
v chladnicke; neobmedzene ak je zmrazena | druhého dia, mozné aj zmrazenie

vratane rozneho spracovania vzorky a extrakcie
DNA. Délezité je zabranit riziku kontaminéacie
vySetrovanej vzorky ,cudzou“ DNA, pripadne
neziaducim vplyvom réznych inhibitorov.
Podmienky transportu materialu, jeho trvac-
nost a minimalny pozadovany objem na PCR
vySetrenie toxoplazmézy st uvedené v tab. 1.

Metody nepriameho dékazu - sérologické
metody

Vyuzitie priamych metéd detekcie v beZnych
laboratoriach je znac¢ne limitované ich finanénou
nakladnostou a vysoko Skolenym personalom.
7 toho dovodu sa zakladna laboratérna diagnosti-
ka opiera predovSetkym o dékaz toxoplazmovych
protilatok v sére, plazme, likvore a o¢nej tekutine.

Zavedenie sérologickych metéd znamenalo
obrovsky prinos v diagnostike toxoplazmoézy. Dia-
gnostickym medznikom bolo zavedenie Sabin-
Feldmanovho neutralizacného testu a komple-
ment fixaénej reakcie. Postupne boli vyvinuté aj
dalsSie sérologické metdody. Niektoré sa uz dnes
nepouzivaju, ale stale sa objavujui nové progresiv-
nejsie metody s vysokou citlivostou a $pecifickos-
tou.

KedZe sa velka cast populacie pocas svojho
Zivota stretla s toxoplazmovou infekciou, a uréité
hladiny protilatok pretrvavaju po cely Zivot,
nestadi iba zistit, ¢i pacient ma alebo nema vytvo-
rené protilatky. Ulohou sérologickej diagnostiky
je rychle a spravne urcenie Stadia infekcie, pokial
mozno z jednej vzorky séra, ¢o je rozhodujicim
predpokladom pre zadatie adekvatnej terapie.
VySetrenia moézeme rozdelit do dvoch turovni —

zakladnej a nadstavbovej diagnostiky. Prvy krok
je nasmerovany na tzv. screeningovu detekciu pri-
tomnosti toxoplazmovej infekcie. V druhom kroku
je nutné pomocou vhodne zvolenych metéd urcit
o aké $tadium infekcie sa jedna. Kombinaciou
vhodnych testov umoznujicich stanovenie jedno-
tlivych tried imunoglobulinov a sledovanim dyna-
miky tvorby protilatok mozno odlisit akdtnu
infekciu od latentnej, neaktivnej infekcie [51].

V nasich podmienkach sa ako zakladné scree-
ningové vySetrenie celkovych protilatok pouziva
komplement fixaéna reakcia (KFR), pripadne
nepriamy imunofluorescenény test (IFT). V inych
statoch (USA, niektoré krajiny zapadnej Eurdpy)
sa ako screeningova metéda pouziva neutralizad-
ny test in vitro podla Sabin—Feldmana (SFT). Na
dokaz jednotlivych imunoglobulinovych tried sua
najvhodnejsie metody enzymovej imunoanalyzy
(ELISA) a jej modifikacie. Medzi novsie konfir-
macéné metody sa zaraduje proteinova analyza
protilatok Western-blot. Menej casté metody
detekcie su latexova aglutinacia, ISAGA (Immu-
nosorbent Agglutination Assay) a iné. V minulos-
ti sa tiez pouzivala imunoelektroforéza v agare
[25] a nepriama hemaglutinacia. Nedavno bola
publikovana neinvazivna screeningova metoda
dokazu Specifickych IgG protilatok v slinach [67].

Protilatky IgM su markerom akutnej infek-
cie. Daju sa zistit uz 2-4 tyzdne po objaveni sa kli-
nickych priznakov a vymizna do 9 mesiacov po
nakaze. U niektorych pacientov v§ak mozu pretr-
vavat v nizkych hladinach ovela dlhsiu dobu (viac
ako 12 mesiacov od infekcie) a podstatne tak
komplikovat interpretaciu vySetrenia.
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Pritomnost IgA protilatok je délezitym potvr-
denim akutnej infekcie, pretoze IgA spravidla
vymiznu skér ako IgM (do 6-9 mesiacov). Proti-
latky triedy IgA maju diagnosticky vyznam pre
detekciu kongenitalnej toxoplazmoézy, reaktivacie
infekcie, uréenie recentnej infekcie u tehotnych
Zien. Stanovenie IgA je nevyhnutné v spornych
pripadoch, kedy IgM neposkytuje jednoznaénu
informaciu. V niektorych pripadoch sa pozoruje,
podobne ako pri IgM, ich dlhodoba nespecificka
perzistencia po dobu viac ako 12 mesiacov.

V poslednom ¢ase nasli svoje miesto v diagnos-
tike aj IgE protilatky, ktoré podla niektorych
autorov dobre koreluju s pociatkom infekcie
a rovnako ako IgA a IgM st markerom akutnej
infekcie. NavySe maju rychlu kinetiku, vdaka
¢omu ich hladina v sére klesa pod detekény limit
uz do 4 mesiacov od infekcie. Ich stanovenie sa
pouziva ako komplementarny test pri diagnostike
véasnej akutnej infekcie, reaktivacii latentnej
toxoplazmézy, kongenitalnej toxoplazmoézy
a toxoplazmovej chorioretinitidy a encefalitidy.
Nedokazali sa u udi s chronickou toxoplazmézou
[22, 47, 54, 71]. Naopak, iné publikované prace
nepotvrdili tvrdenia o rychlom poklese IgE proti-
latok, pricom poukéazali na individualne rozdiely
v imunitnej odpovedi a na ich moznu nespecific-
ku perzistenciu spolu s IgM a IgA protilatkami
[52, 74].

Vyznamnym zistenim je skutocnost, Ze marke-
ry akutnej infekcie (IgM, IgA, IgE) neprechadzaju
cez placentarnu bariéru z matky na dieta, ¢o ma
velky vyznam pri diagnostike akutnej toxoplaz-
mozy novorodenca [47, 58].

Protilatky IgG sa v sére objavuju neskor,
vrchol dosahuja po 6 mesiacoch a len pozvolne
klesaju. V nizkych titroch potom pretrvavaja nie-
kolko rokov, ¢asto aj po cely Zivot. Pritomnost IgG
protilatok u imunokompetentnych os6b sved¢i
skoér pre odznievajucu ako akutnu infekciu.
Materské IgG protilatky klesaju po narodeni
a vymiznu za 6-12 mesiacov.

Na presné urcéenie fazy ochorenia sa s uspe-
chom vyuziva stanovenie avidity IgG protila-
tok, ktoré vyznamne napomaha odliSeniu prave
prebiehajicej infekcie od starej chronickej, pri-
padne latentnej infekcie. Avidita vyjadruje pev-
nost vazby medzi antigénom a protilatkou. Pro-
tilatky, ktoré sa tvoria v prvych fazach infekcie
sa neviazu k antigénu prili§ pevne, ich avidita
je nizka — tzv. nizkoavidné protilatky (index avi-
dity < 30 %). V priebehu infekcie postupne imu-
nitna odpoved vyzrieva a avidita protilatok
narasta [38, 57, 75]. U menej ako 5 % pacientov,
ktori prekonali toxoplazmézu, sa ani po 4 mesi-
acoch od infekcie avidita nezvySuje napriek
tomu, Ze sa zjavne nejedna o akiutnu toxoplaz-
moézu. Dokonca boli zaznamenané pripady pro-
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dukcie nizko avidnych protilatok aj 11 mesiacov
po infekeii [1, 57].

Porovnanim hladin jednotlivych imunoglobuli-
novych tried mozno vo vacSine pripadov odlisit
akutnu a chronicktu infekciu. Pri akutnej toxo-
plazmoéze hladiny protilatok stapaju (IgM a IgA
strmo, IgG pozvolne), takze v sére je mozné zistit
vysoky titer Specifickych protilatok typu IgM
a IgA pripadne IgE, zatial ¢o hladiny IgG st spo-
¢iatku nizke. Vzostup titra protilatok svedci
o aktivnej infekcii, stabilne vysoké titre o nedav-
nej odznievajucej infekcii a stabilne nizke titre
o chronickej, latentnej infekcii. Po dozneni akut-
nej fazy sa titre celkovych protilatok stabilné ale-
bo klesaju, hladiny IgM a IgA postupne klesaja az
na hranicu citlivosti stanovenia, zatial ¢o IgG sa
dlhodobo udrzuji na vysokych hodnotach a kle-
saju len pomaly. U 0s6b s latentnou toxoplazmo-
zou su titre celkovych protilatok nizke, trvalo sa
udrzuja nizke hladiny IgG, kym IgA a IgM nie su
v sére vobec pritomné [36].

Napriek hore uvedenym skutocnostiam je ¢as-
tokrat tazké urobit jednoznaény zaver na zaklade
jedného vySetrenia. V pripade akychkolvek nejas-
nosti sa odporuca vySetrenie opakovat s odstu-
pom 2-3 tyzdnov a sledovat dynamiku tvorby pro-
tilatok (pokles alebo vzostup titra), jednak
celkovych, ako aj jednotlivych imunoglobulino-
vych tried.

Komplement fixaéna reakcia (KFR)

Komplement fixaénui reakciu do diagnostiky
zaviedli Nicolau a Ravelo uz v roku 1937
a postupne bola zdokonalovani a modifiko-
vana. KFR predstavuje spolahlivii screeningovi
metédu v zakladnej diagnostike toxoplazmozy.
V byvalom Ceskoslovensku zaviedol KFR do po-
uzivania Jira et al. v roku 1957 [32]. Na reakciu
sa pouziva kvalitny purifikovany antigén, ktory
sa ziskava tween-éterovou extrakciou 7. gondii
[56]. Metoda presla postupne viacerymi zmenami
a v sucasnosti sa pouziva jej mikromodifikacia
podla Zastéru et al. [77]. Metdéda je dobre Stan-
dardizovana, ma dlhoro¢nu tradiciu a je prevere-
na dlhodobym pouzivanim.

Nevyhodou KFR je nemozZnost odliSenia proti-
latok triedy IgG, IgM a IgA, ¢asova narocnost
a naroc¢nost na presnost prace a erudiciu. Na dru-
hej strane, ziskané vysledky st Standardné, dob-
re reprodukovatelné a vyborne koreluju s ostat-
nymi metédami. Opakované vySetrenie vzoriek
umoznuje sledovat dynamiku tvorby protilatok.
Pre akudtnu infekciu svedéi aspon $tvornésobny
vzostup titra. Uz jedno vySetrenie vSak poskytne
zakladnu predstavu o tom, ¢i je pacient vébec infi-
kovany a v akom §tadiu ochorenia sa pravdepo-
dobne nachadza [36]. Pouzivanie KFR (IFT) v dia-
gnostike toxoplazmézy ma vyznam aj v tom, Ze

56

—



Epidemiologie 2-09

14.4.2009 11:17 str. 57

sluzi ako paralelna metéda k prevereniu a porov-
naniu vysledkov ziskanych metédou ELISA,
nakolko m4 tplne odli§ny princip a umoziuje tak
odhalif pripadné nespecifické alebo faloSne nega-
tivne/pozitivne vysledky ziskané imunoanalytic-
kymi testami. KFR predstavuje optimalnu scree-
ningovi metédu pre vySetrovanie toxoplazmoézy
a je vhodna aj na epidemiologické studie [37].

Protilatky dokazované KFR sa zaéinaja objavo-
vat 2-3 tyzdne po ndkaze s maximom o 5-6 mesia-
cov. Potom postupne klesaji a pretrvavaju v niz-
kych titroch po cely Zivot. U imunokompetentnych
0s0b je mozné konstatovat, Ze nizke titre KFR (1:8,
1:16, 1:32) svedcia o latentnej toxoplazmoze, kym
vysoké titre (>1:256) svedé¢ia o akutnej infekeii.
KFR sa vyuziva ako zakladny screeningovy test,
ktorym by malo byt vySetrené kazdé sérum. V pri-
pade pozitivnhych vysledkov je potrebné doplnitf
vySetrenie o dalSie metddy stanovenia [50].

V poslednom obdobi sa vsak aj na Slovensku
prejavuje vplyv zavadzania rychlych, menej prac-
nych a ¢asovo nenaro¢nych metéd (ELISA IgG)
a KFR sa dostava postupne do tzadia.

Neutralizaény ,dye test“ podla
Sabin-Feldmana

Je zalozeny na principe zmeny morfolégie a far-
bitelnosti Zivych trofozoitov alkalickym roztokom
metylénovej modrej vplyvom protilatok iminne-
ho séra. Je to velmi citliva a $pecificka metdda
a protilatky deteguje uz velmi kratko po infekcii
[61]. SFT sa v naSich podmienkach nepouZiva,
pretoZe jeho praktické prevedenie je komplikova-
né a navyse sa pracuje zo zZivymi kmenmi 7. gon-
dii, takze hrozi riziko nédkazy laboratérnych pra-
covnikov [51]. Rovnako je potrebné udrziavat
pasazovanim na laboratérnych mysiach zZivy
kmen T. gondii. V §tatoch zapadnej Eurépy a USA
v8ak predstavuje zakladny screeningovy test
a dodnes je povazovany za ,zlaty Standard“
v sérologickej diagnostike toxoplazmézy [47].

Metody enzymovej imunoanalyzy (ELISA)
ELISA testy (Enzyme linked immunosorbent
assay) su dnes najpouZivanej$imi metdédami
v sérologickej diagnostike toxoplazmoézy. Umoz-
nuju ako kvalitativne, tak aj kvantitativne sta-
novenie protilatok. Ich vyhodou je, Ze umoznuju
odlisit jednotlivé typy imunoglobulinovych tried —
IgA, IgM, IgG a IgE, maja vysoku citlivost a $pe-
cifickost. Pracujd s mikro objemami, nakolko
reakcia prebieha v jamke mikroplatni¢ky. ELISA
metddy st nenaroéné na éas a vysledky su k dis-
pozicii uz za par hodin. Cely proces, od riedenia
sér az po vyhodnotenie vysledkov je mozné plne
automatizovat a vyznamne tak minimalizovat
pracnost, ¢i moznost vzniku chyb pri nepresnom
pipetovani. Vhodnou kombinaciou ELISA testov
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je mozné vo vacSine pripadov odlisit akudtnu
infekciu od latentnej. Na trhu existuje cely rad
roznych variant a modifikacii ELISA testov od
roznych vyrobcov, ale ich citlivost a Specifickost
v zavislosti od vyrobcu znaéne variruje.

Na stanovenie IgG protilatok sa pouziva jedno-
ducha (sandwich) ELISA metoda, kedy je na
povrch jamky naviazany solubilny antigén. Do
jamky sa aplikuje vySetrované sérum. Ak su
v sére pritomné protilatky, tieto sa viazu na anti-
gén.V druhom kroku sa do reakcie prida protilat-
ka (konjugat) proti ludskému IgG znacena vhod-
nym enzymom. Vytvorené komplexy antigén -
protilatka sa potom vizualizuju tak, Ze enzym
katalyzuje premenu pridavaného bezfarebného
substratu na farebny produkt. MnoZstvo vytvore-
ného produktu je priamo imerné mnozstvu doka-
zovanej protilatky. Medzi najc¢astejSie pouZivané
znackovacie enzymy patri chrenova peroxidaza
a alkalicka fosfataza. Intenzita reakcie sa odcita
vizuélne alebo sa zmeria absorbancia na spektro-
fotometri.

Na stanovenie protilatok typu IgA, IgM, pri-
padne IgE sa poziva tzv. ,ELISA capture” (double
sandwich), kedy je enzymom znacena sekundarna
protilatka. Povrch jamky je potiahnuty mySacou
monoklonalnou IgG protilatkou proti fudskému
IgA, IgM ¢i IgE, ktora vyviaze dokazovanu proti-
latku z vySetrovanej vzorky. V prvom kroku
dochadza k viazbe vsSetkych protilatok prislusnej
triedy, vratane Specifickych toxoplazmovych,
a v nasledujucom kroku sa aplikuje ,,enzyme tra-
cer — t.j. komplex antigénu a sekundarnej
monoklonalnej IgG protilatky znacenej enzymom.
Pomocou ,,ELISA capture” je mozné vylacit pri-
padnu falo$nua pozitivitu IgM protilatok a elimi-
novat tak vplyv reumatoidného faktora, resp.
falosni negativitu pri vysokych hladinach IgG
protilatok [47].

Proteinova analyza Western-blot

Proteinova analyza Western-blot (imunoblot) je
zaloZena na pouziti purifikovanych rekombinant-
nych antigénov tachyzoitov a bradyzoitov parazi-
ta. NajcastejSie sa pouzivaju povrchovy antigén
SAG1, roptriovy antigén ROP1, granularne anti-
gény GRA7 a GRA8 a matrixovy antigén MAG1.

Antigény Toxoplasma gondii su elektroforetic-
ky separované a imobilizované na nitrocelulézo-
vej membrane. Jednotlivé prazky sa inkubuji
s vySetrovanou vzorkou, pricom dochadza k véazbe
Specifickych protilatok pritomnych vo vySetrova-
nej vzorke na prislusné antigény. Znacenie je,
podobne ako u ELISA metddy, enzymatické. Viz-
ba je vizualizovana za pomoci substratového roz-
toku. Je to vysoko citliva a vysoko Specificka kva-
litativna metéda na doékaz IgM, IgA a IgG
Specifickych protilatok, ktora sa poziva ako kon-
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firmaény test pre odliSenie akitnej a chronickej
fazy infekcie. Modifikovany Western-blot je moz-
né pouzit aj na stanovenie avidity IgG protilatok
[75].

Ondriska et al. [53] poukazali na fakt, Ze proti-
latky IgA a IgM detegované imunoblotom kopi-
ruju protilatky dokazované ELISA testom aj
v pripade ich neSpecifickej perzistencie. Stanove-
nie IgG protilatok metédou Western-blot ma vsak
velky vyznam v diagnostike kongenitalnej toxo-
plazmoézy. Proteinova analyza umoZiuje porovnat
sérologicky profil matky a novorodenca, a tym
diferencovat prenesené materské IgG protilatky
od novo syntetizovanych protilatok novorodenca
v prvych mesiacoch Zivota [58, 76].

Interpretacia vysledkov u rizikovych
skupin

Nakolko je sérologicka diagnostika toxoplaz-
moézy komplikovani, v mnohych Statoch boli
odbornikmi vypracované algoritmy vySetrova-
cich postupov pre jednotlivé rizikové skupiny
pacientov, spolu s interpreticiou vysledkov
a odporucanim pre klinického pracovnika [36,
47,49, 51].

Délezitou sucastou sérologickej diagnostiky je
vySetrovanie gravidnych Zien. Nebezpeéna je
hlavne primoinfekcia, kedy sa Zena prvykrat
infikuje az v priebehu tehotenstva alebo kratko
pred otehotnenim. Pravdepodobnost prenosu
infekcie rastie so Stadiom gravidity, kym zavaz-
nost poskodenia plodu a klinickej manifestacie
infekcie klesa [12, 51]. V praxi sa osvedcuje
screening vychadzajaci zo schémy, kedy sa bu-
dice matky prvykrat vySetrené ¢o najskoér po
potvrdeni tehotenstva (celkové protilatky, IgG,
IgM). Zeny, ktorych nélez zodpoveda prekonanej
toxoplazméze sa uz dalej nesleduju, pretoze
nakaza prekonané pred tehotenstvom ma pro-
tektivny uéinok na plod. Naopak, Zeny tuplne
negativne by mali byt vySetrené minimalne raz
v kazdom trimestri, nakolko nie je vyldcené, Ze
sa v priebehu gravidity toxoplazmézou nakazia.
Délezité je aj overenie anamnestickych udajov
ako je kontakt s mackou, pédou, konzumacia
nedostatoéne tepelne upraveného alebo surové-
ho mésa. Ak sa zistia vysoké titre celkovych pro-
tilatok a pozitivne IgM, je potrebné urobit nad-
stavbové vySetrenie na ddokaz IgA, IgE
protilatok a avidity IgG metédou ELISA, pri-
padne Western-blot. Pre akdtnu toxoplazmézu
je charakteristicky prudky vzostup titra celko-
vych protilatok, pozitivny nalez markerov akut-
nej infekcie — IgM, IgA, IgE a nizkoavidné IgG
protilatky. Nakolko hrozi nebezpeéenstvo infek-
cie plodu, je potrebné vykonat prenatalne vyset-
renie a zahajitf terapiu [8, 47]. Diagnostickym
problémom komplikujicim spravnu interpreta-
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ciu je pomaly pokles vysokych titrov protilatok
a nespecificka perzistencia markerov akutnej
infekcie, ktora vedie ¢asto k mylnej interpreta-
cii vysledkov. V pripade podozrenia na kongeni-
talnu infekciu a pri nejednoznaénych vysled-
koch sérologického vySetrenia sa odporaca
priamy dékaz DNA parazita v plodovej vode ale-
bo fetalnej krvi pomocou vysoko Specifickej
a rychlej PCR metédy. Pocas prvého trimestra je
intenzita transplacentarneho prenosu parazita
nizka. Z toho dovodu je zaznamenavana aj niz-
Sia senzitivita PCR v tomto Stadiu, ¢o ma za
nasledok vysoku negativnu prediktivnu hodno-
tu. Preto sa amniocentéza a PCR vySetrenie plo-
dovej vody odporuca az v druhom trimestri gra-
vidity, po 18. tyZzdni gravidity a miniméalne 4
tyzdne po odhadovanej infekcii. [24, 60]. Nega-
tivny vysledok metédou PCR vSak nevylucuje
moznost kongenitilnej infekcie a musi byt
posudzovany vzdy v spojeni s inymi diagnostic-
kymi metédami [10, 18, 24, 57, 59, 60].
Postnatalna sérodiagnostika kongenitalnej
toxoplazmoézy je komplikovani tym, Ze u novo-
rodencov eSte nie je dostatoéne vyvinuty imu-
nitny systém. IgA, IgM a IgE protilatky, na roz-
diel od IgG, neprechadzaju cez placentu. Preto
uz aj velmi nizke hladiny tychto Specifickych
protilatok v krvi novorodenca mézu signalizovat
infekciu. Pritomnost IgA a IgM v pupoénikove;j
krvi a neonatalnom sére je diagnosticky
vyznamnd, nakolko méze indikovat fetalnu syn-
tézu protilatok. Avsak u 30-40 % kongenitalne
infikovanych novorodencov nemusia byt IgM
a IgA protilatky vobec pritomné, preto negativ-
ny nalez IgA a IgM eSte nevylucuje kongenitél-
nu infekciu [51, 58]. S uréitou obozretnostou je
potrebné pristupovat aj k interpretécii pozitiv-
neho nalezu IgA a IgM v pupoénikovej krvi, pre-
toze mohlo djst iba k prenosu matkinych proti-
latok na novorodenca pocéas porodu [57].
V literatiure sa uvadza, ze az 12-22 % vzoriek
pupocénikovej krvi novorodencov méze byt ,kon-
taminovanych® krvou matky. Pozitivny nalez
IgM je potrebné znovu potvrdif s odstupom 2-4
dni a v pripade IgA s odstupom 10 dni od prvé-
ho vySetrenia [47, 58]. Dokaz IgG protilatok
v krvi novorodenca e$te nemusi sved¢it o konge-
nitalnej infekcii, nakolko IgG protilatky méoze
novorodenec ziskat pasivne od matky. V takom-
to pripade je potrebné vylucit transplacentarny
prenos protilatok paralelnym vySetrenim krvi
matky aj novorodenca [8]. Ako vhodna metoda
sa javi proteinova analyza IgG protilatok meto-
dou Western-blot, ktora umoziiuje porovnaft
sérologicky profil matky a novorodenca. Identic-
ky sérologicky profil svedéi len o pasivnom pre-
nose protilatok. Rovnako sa odporiéa vySetre-
nie avidity IgG protilatok [4]. Pasivne
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prenesené protilatky vymiznt z krvi novoroden-
ca do 6-12 mesiacov Zivota. Negativny vysledok
IgG protilatok po roku Zivota v zasade vylucuje
kongenitalnu toxoplazmoézu [47, 57].

O¢na forma toxoplazmézy u imunokompetent-
nych o0s6b zvycajne suvisi s kongenitalnou
infekciou. Vaésina pripadov oénej toxoplazmézy
je vysledkom periodickej reaktivacie infekcie
z prenatalneho obdobia [30]. Prace publikované
v poslednom obdobi v§ak naznacuju, Ze océna
toxoplazméza nemusi mat vZdy priéinu v konge-
nitalnej infekcii, ako sa pévodne predpokladalo.
Boli popisané pripady oénej toxoplazmoézy
v suvislosti s akvirovanou akutnou infekciou.
[46]. Diagnostika ofnej toxoplazmoézy sa opiera
predovSetkym o klinicky oftalmologicky nalez
[70]. Pri toxoplazmovej infekcii oka je produkcia
systémovych protilatok minimélna a zazname-
navané su iba nizke titre sérovych protilatok.
Sérologické vySetrenie ma v tomto pripade iba
druhorady vyznam, aj ked méze diagn6zu potvr-
dit. VyznamnejSie je stanovenie lokalnej pro-
dukcie toxoplazmovych IgG protilatok v oénej
tekutine a PCR vySetrenie, ktoré da jednoznac-
ny dokaz o prebiehajucej aktivnej infekeii v oku.
Intraokularnu produkciu $pecifickych IgG pro-
tilatok je mozné potvrdit porovnanim titra Spe-
cifickych IgG v o¢nej tekutine s titrom Specific-
kych IgG v sére, priom pomer by mal byt
vztiahnuty k hladine celkovych IgG (Goldmann-
Witmer koeficient). Ak je pomer > 2, je to signi-
fikantny nalez svedcéiaci o tom, Ze v oku dochad-
za k lokalnej produkcii protilatok [13].
Nevyhnutné je vSak vylucit moznost pasivneho
prenikania sérovych protilatok do oéného moku
cez porusSenu hemato-retinalnu bariéru transu-
daciou [51, 70]. V pripade zistenia protilatok
v ofnom moku, je povaZovany za pozitivny
vysledok aj nalez nizkych hladin protilatok
akejkolvek triedy, vratane nizkych hladin IgG
a nizkych titrov KFR. IgM protilatky zvycajne
nie su pritomné [36, 47, 70].

Zvlastnu pozornost je potrebné venovat oso-
bam so zniZenou imunitou (onkologicki a trans-
plantovani pacienti) a HIV pozitivhym pacien-
tom, u ktorych toxoplazmoéza predstavuje Zivot
ohrozujice ochorenie. U tychto rizikovych sku-
pin je predmetom zaujmu latentna (chronicka)
toxoplazméza, ktora sa méze v dosledku oslabe-
nia imunity reaktivovat [7, 43]. Pri interpretacii
sérologickych vysledkov u tejto rizikovej skupi-
ny osb6b je na mieste uréitd obozretnost. Je
potrebné brat do uvahy alteridciu imunitnej
odpovede v dosledku imunosupresivnej lieéby, ¢i
postupujiacej HIV infekcie [43]. NajéastejSie sa
dokazuju IgG protilatky, IgM nemusia byt pri-
tomné. Rovnako vySetrenie avidity IgG protila-
tok je v takychto pripadoch nespolahlivé [44].

> o

O reaktivacii infekcie svedéi aj dokaz IgA, prip.
IgE protilatok. Ako dopliiujuce vySetrenie je
mozné pouzit metodu Western-blot. V takychto
pripadoch nema tvorba a dynamika protilatok
typicky priebeh a za pozitivny vysledok sa pova-
zuje uz aj nalez nizkych hladin protilatok, vra-
tane nizkych hladin IgG a titrov KFR [36].
V pripade neurotoxoplazmozy, je pre potvrdenie
intratekalnej produkcie protilatok vhodné
vySetrif paralelne sérum aj likvor pacienta [51].
Pre jednoznaénu konfirméaciu infekcie sa odpo-
raca vySetrenie likvoru, plnej krvi, prip. mocu
metédou PCR. Diagnostike méze napomoct aj
stanovenie celkového poc¢tu CD4+ lymfocytov,
ktorych pokles pod 200 v ml krvi sa objavuje
s reaktivaciou infekcie [47, 72].

Zaver

Toxoplazmoéza je stale aktualna a nadalej si
vyzaduje naSu pozornost. Napriek velkému
pokroku v poznani a diagnostike eSte ani dnes nie
je problematika toxoplazmézy tplne vyrieSena.
V sucasnosti je hlavné usilie zamerané na zdoko-
nalenie laboratérnej diagnostiky toxoplazmézy,
ako aj na vyvoj novych, rychlych a presnych dia-
gnostickych metod, ktoré by umoznovali lahsie
a spolahlivejsie odliSenie Stadia infekcie.

Zavedenie progresivnych diagnostickych
metod, zaloZenych na principoch molekularnej
biolégie vyznamne prispelo k ulahéeniu diagnos-
tiky pri nejednoznaénych sérologickych vysled-
koch. Vyuzitie poznatkov molekularnej biolbgie
a genetiky uZ nie je v sucasnosti novinkou
a doménou vyskumnych a vyvojovych pracovisk,
ale Coraz CastejSie sa aplikuju aj do diagnosticke;j
praxe v laboratoériach klinickej mikrobiolédgie. Tie-
to vysoko S$pecifické metody poskytuju rychly
vysledok, ¢o je dolezité hlavne z hladiska skorého
zacatia terapie.

Vzhladom na zéavazZnost toxoplazmézy je nevy-
hnutné, aby tieto naro¢né vysSetrenia vykonavali
iba pracovisk4, ktoré st nielen nélezite technicky
vybavené, ale predovSetkym pouzivaji overené
standardné pracovné postupy, ich ¢innost je pra-
videlne kontrolovana zapajanim sa do medzilabo-
ratérnych porovnavacich testov, a maju erudova-
ny personal, schopny vysledky spravne
interpretovat. Nemenej délezita je aj vzajomna
uzka spolupraca laboratéorneho pracovnika -
parazitoléga s klinickymi lekarmi. Zaverom je
potrebné zdoéraznit, Ze iba kvalifikovana interpre-
tacia sérologickych vysledkov méze poméct sprav-
nemu rozhodnutiu oSetrujiceho lekara a predist
tak pripadnym nedorozumeniam a zbytoénému
stresovaniu pacienta.
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