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Na podstawie badan 92 chorych dokonano oceny czutosci i swoistosci
odczynow serologicznych tradycyjnych oraz ostatnio wprowadzonych do
diagnostyki w roZnicowaniu wczesnej i poznej fazy zarazenia Toxoplasma
gondii.

WSTEP

Rozpowszechnienie zarazenia Toxoplasma gondii wsréd ludzi jest w réznych popu-
lacjach szacowane na kilkanascie do kilkudziesieciu procent (1, 2). U wickszosci osdb
ze sprawnym uktadem immunologicznym inwazja przebiega bezobjawowo; jedynie
u 5-20% obserwuje si¢ limfadenopatig, niekiedy wraz z tagodnymi objawami ogélnymi.
Zaréwno zarazenia objawowe jak i bezobjawowe powoduja swoista odpowiedZ humo-
ralna i komoérkowa.

Inwazja toksoplazmozowa moze mie¢ powazne nastgpstwa u 0sOb z niewydolnym
uktadem immunologicznym oraz po zarazeniu w czasie rozwoju prodowego. Ryzyko
zarazenia ptodu wystepuje gdy matka zarazi si¢ toksoplazmoza w czasie ciazy lub na
krétko przed zajéciem w ciaze. Wykrycie swoistych przeciwciat przed ciaza lub w pier-
wszych tygodniach ciazy przemawia za niskim ryzykiem zarazenia ptodu, natomiast
serologicznie ujemne kobiety powinny by¢ regularnie badane w celu wykrycia ewentu-
alnej serokonwers;ji.

Istnieje grupa cigzarnych, u ktérych przeciwciata przeciw antygenom 7. gondii wyk-
rywa si¢ po raz pierwszy w dalszych tygodniach ciazy. W zwiazku z powszechnym
wystepowaniem tej inwazji, kluczowe w tych przypadkach jest oszacowanie czasu zara-
Zenia na podstawie aktualnych parametrow odpowiedzi humoralnej. Tradycyjny poglad,
7ze wystepowanie swoistych przeciwcial w klasie IgM $wiadczy o $wiezym zarazeniu,
zostat w ciagu ostatniej dekady poddany w watpliwo$¢ przez szereg publikacji wyka-
zujacych przedtuzajace utrzymywanie sie swoistych IgM. W ostatnich latach w piSmien-
nictwie ukazato si¢ wiele doniesien o przydatnosci wykrywania swoistych przeciwciat
klasy IgA i IgE, a takze oznaczania awidnoS$ci przeciwciat IgG. Jednak wiekszos¢ tych
badan przeprowadzono u matych grup pacjentéw, a wyniki uzyskiwane przez réznych
autoréw byly czesciowo sprzeczne.
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Na podstawie materiatu wtasnego podjeto prébe

1) oceny zachowania si¢ swoistych przeciwcial poszczegdlnych klas w réznych ok-
resach zarazenia;

2) oceny i poréwnania warto$ci diagnostycznej, trafnosci i przydatnosci odczynéw
serologicznych klasycznych (IgG i IgM) i nowo wprowadzonych do diagnostyki
(IgA, awidno$¢ IgG) w réznicowaniu wczesnej i pdznej fazy zarazenia.

MATERIAL. I METODY

Badaniami objgto 92 pacjentow hospitalizowanych w Klinice Choréb Odzwierzgcych
i Tropikalnych lub objetych opieka Poradni Choréb Odzwierzecych w latach 1995 -
1998. Do badan zakwalifikowano nastgpujace grupy pacjentow:
I. Chorzy z toksoplazmoza weztowa, u ktérych mozliwe byto doktadne okreslenie
poczatku choroby na podstawie wywiadu. Grupa ta liczyta 58 chorych - 39 kobiet
i 19 mezczyzn w wieku 16-56 lat ($rednia 31,5 lat, najliczniej reprezentowane
grupy wiekowe: 21-30 lat - 20 oséb i 31-40 lat - 17 osdb). Rozpoznanie
toksoplazmozy ustalano na podstawie obrazu klinicznego oraz dodatnich od-
czyndéw serologicznych. Jesli chodzi o czas, ktéry uptynat od zarazenia, grupe
I podzielono arbitralnie na dwie podgrupy: do 3 miesiecy (podgrupa I A, n=21)
i powyzej 3 miesiecy (podgrupa I B, n=37).

I1. 34 kobiety z bezobjawowym zarazeniem 7. gondii, u ktérych: dodatnie odczyny
serologiczne wykryto w zwiazku z poronieniem samoistnym - 4 osoby, w zwiazku
z urodzeniem dziecka z objawami wrodzonej toksoplazmozy - 6 0séb, lub w toku
skriningowych badan w czasie ciazy - 24 osoby. Wiek badanych z tej grupy
zawierat si¢ w przedziale 19 -36 lat ($§rednia 26,5 lat). Doktadny czas od zarazenia
nie byt u tych kobiet mozliwy do okreslenia, ale na podstawie wczes$niej (poza
naszym osrodkiem) wykonanych badan serologicznych lub na podstawie wykrycia
toksoplazmozy wrodzonej u dziecka, u 23 kobiet mozna byto oszacowa¢ minimal-
ny okres od zarazenia do przeprowadzenia badania. Grupe 1l réwniez podzielono
na 2 podgrupy (IIA - czas od zarazenia nieznany, brak dowodéw na zarazenie
wczesniej niz 3 miesiace przed badaniem, n=11; IIB - czas od zarazenia do
badania na pewno dtuzszy od 3 miesiecy, n=23).

Odczyn immunofluorescencji posredniej wykonywano w sposob klasyczny (3). Jako
antygenu uzywano liofilizowanej zawiesiny toksoplazm utrwalanych formalina, otrzy-
manych z wysieku otrzewnowego myszy (Antigene Toxo-1F, bioMerieux, Francja).
Uzywano koniugatu tréjwalentnego (FITC-Conjugated Rabbit Anti-Human IgA, IgG,
1gM, Kappa, Lambda, DAKO, Dania).

Odczyn aglutynacji immunoadsorbcyjnej wykrywajacy swoiste przeciwciata klasy IgM
wykonano uzywajac komercyjnego zestawu Toxo-ISAGA (bioMerieux, Francja). Zgod-
nie z powszechnie przyjetymi zasadami uznano wynik 0-5 punktéw jako ujemny, 6-8
punktow jako graniczny i 9-12 punktéw jako dodatni.

Odczyn ELISA IgM wykonano u 50 oséb (54,4%), z tego u 37 chorych z 1 grupy
(63,8%) i 13 oséb z 11 grupy (38,2%). Uzyto komercyjnego zestawu Platelia TOXO
IgM (Sanofi Diagnostic Pasteur, Francja).

Odczyn ELISA IgA wykonano uzywajac komercyjnego zestawu Platelia TOXO IgA
(Sanofi Diagnostic Pasteur, Francja).
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Awidnoé¢ przeciwciat IgG oznaczono u 48 o0séb (52,2% ), z tego u 24 0séb z I grupy
(41,4% ) i u 24 osoéb z II grupy (70,6%). Uzyto komercyjnego zestawu ,, TOXOPLAS-
MA GONDII 1gG AVIDITY EIA" (Labsystems, Finlandia).

W analizie statystycznej do poréwnania rozkladéw poszczegdlnych parametrow po-
stugiwano si¢ testem niezaleznosci chi-kwadrat, a jezeli liczebnosci poszczegdlnych
kategorii byly zbyt mate, stosowano test chi-kwadrat z poprawka Yatesa lub doktadny
test Fischera. Oceng powiazania ze soba poszczegdlnych parametrow przeprowadzano
W oparciu o test istotnosci wspdtczynnika korelacji Pearsona. Obliczenia statystyczne
wykonywano w programie STATISTICA 5,0 dla Windows. Czuto$¢ odczynéw jako
wskaznikow $wiezego zarazenia okre$lano jako stosunek liczby przypadkow $wiezego
zarazenia potwierdzonego danym testem do wszystkich przypadkéw swiezego zarazenia
badanych tym testem, natomiast swoisto$¢ obliczano jako stosunek liczby przypadkow
trafnego wykluczenia $wiezego zarazenia 7. gondii do wszystkich oséb zarazonych
wczesniej niz 3 miesiace przed badaniem.

WYNIKI

W grupie pacjentéw z toksoplazmoza weztowa okres od poczatku objawéw do
przeprowadzenia badan wahat sie od 1 do 36 miesiecy. Sredni czas od zarazenia wynosit
7.4 miesiaca, mediana - 5 miesiecy.

Odczyn immunofluorescencji posredniej byt dodatni u wszystkich badanych. W
grupie I jego wynik wahat sig od 37,5 do 18900 j.m. W grupie II stezenie przeciwciat
wahato si¢ od 37,5 j.m. do 9600 j.m. Rdéznica rozktadu wynikéw odczynu OIF migdzy
grupa I i II, miedzy grupa IA i IB, a takze migedzy grupa IIA i IIB nie jest istotna
statystycznie. Takze rozktad wynikéw odczynu ISAGA IgM oraz ELISA IgA w powyz-
szych grupach nie réznit si¢ w sposob istotny statystycznie. Doktadny rozktad wynikow
tych testéw przedstawia tab. 1.

W grupie 1 stwierdzono natomiast istotna statystycznie korelacje migdzy czasem
trwania zarazenia a wartoscia indeksu odczynu ISAGA IgM (r=-0,31, p<0,02) oraz
miedzy czasem trwania zarazenia a wartodcia indeksu odczynu ELISA IgA ( r= -0,33,
p<0,02). Rozktad wynikéw odczynu ELISA IgM oraz wyniki badania awidno$ci prze-
ciwciat IgG przedstawia tab. 11.

Réznica rozktadu wynikéw odczynu ELISA IgM miedzy grupa IA i IB jest istotna
statystycznie (p<0,05). Takze rozktad wynikéw awidnosci wykazuje istotne statystycznie
réznice (p<0,05). Zaobserwowano istotne statystycznie korelacje pomiedzy czasem od
poczatku objawow a indeksem odczynu ELISA IgM (r=-0,31 , p<0,02) oraz wartoscia
awidno$ci przeciwciat IgG (r=0,66, p<0,001).

Poniewaz wyniki uzyskane dla podgrupy IB i 1IB nie wykazywaly réznic istotnych
statystycznie dla zadnego z badanych parametrow, do dalszych rozwazan podgrupy te
potaczono. W tabeli III przedstawiono charakterystyke trafnosci réznych odczyndéw
W rozpoznawaniu $wiezego zarazenia, okreslonej na podstawie wynikéw grupy IA
i Yacznie IB i IIB.



478 W Basiak, H Zarnowska, Z Dziubek, P Kajfasz Nr 4

Tabela I. Rozklad wynikéw odczynu immunofluorescencji posredniej (OIF), odczynu
aglutynacji immunoadsorbeyjnej IgM (ISAGA IgM) oraz odczynu immunoen-
zymatycznego IgA (ELISA IgA) w badanych grupach pacjentéw

Table 1. Distribution of indirect immunufluorescent assay(IFA), IgM immunosorbent
aglutination assay (ISAGA IgM) and IgA enzyme linked immunosorbent assay
results in investigated groups

OIF ISAGA IgM ELISA IgA
Grupa |01 <300 | > 300 | ujemny | EMEY| Godatni | ujemny SN godani
j.m. j.m.
IA a1 5 16 0 0 21 3 2 16
(23,8%) | (762%) | (0%) | (0%) | (100%) | (14,3%) | (9,5%) | (76,2%)
IB 37 12 25 5 1 31 10 4 23
(32,4%) | (67,6%) | (13,5%) | (2,7%) | (83,8%) | (27,0%) | (10,8%) | (62,2)
na |1l 1 10 2 1 8 2 3 6
9,1%) | (0,9%) | (182%) | (9,1%) | (72,7%) | (18,2%) | (27,3%) | (54,5%)
B 23] 7 16 2 2 19 5 2 16
(30,4%) | (69.6) | (8,7%) | (8,7%) | (82,6%) | 21,1%) | (8,7%) | (69,6%)
Razem |92| 25 67 9 4 79 20 11 61
1 (27,2%) | (32,8%) | (9,8%) | (4,3%) | (85,9%) | (21,7%) | (12,0%) | (66,3%)

Grupa IA - toksoplazmoza weztowa, czas od poczatku objawdw 3 miesiace lub mnigj

Grupa IB - toksoplazmoza weztowa, czas od poczatku objawéw powyzej 3 miesigcy

Grupa IIA - bezobjawowa toksoplazmoza wykryta w zwiazku z ciaza, czas od zarazenia nieznany
Iub krétszy niz 3 miesiace

Grupa IIB - bezobjawowa toksoplazmoza wykryta w zwiazku z ciaza, czas od zarazenia dluzszy
niz 3 miesiace

DYSKUSJA

Roéznicowanie $wiezego zarazenia i przewleklej inwazji ma kluczowe znaczenie
zwlaszcza wowczas, gdy reaktywnos$¢ swoistych przeciwciat stwierdzamy w czasie ciazy.
Klasyczne metody serologicznego rozpoznawania wczesnej toksoplazmozy obejmuja
stwierdzenie rosnacego albo juz wysokiego poziomu przeciwciat IgG, lub stwierdzenie
przeciwciat IgM. W doé¢ zgodnej opinii wielu badaczy metody te maja jedynie ogra-
niczona warto$¢ w réznicowaniu migdzy $wiezym zarazeniem a przewlekta, diugo
trwajaca inwazja, z powodu zmiennej i zaleznej od wielu czynnikéw wielkosci odpo-
wiedzi swoistych IgG oraz z powodu czgstego wystgpowania przedtuzajacej sie odpo-
wiedzi w klasie IgM (4, 5, 6). Wyniki otrzymane u badanych potwierdzaja ten poglad.
Przeciwciata IgM wykrywano u chorych z przebyta toksoplazmoza weztowa nawet po
36 miesiacach od poczatku objawéw. Niemniej jednak odczyny IgM odgrywaja wazna
role w szacowaniu fazy inwazji ze wzgledu na swoja duza czuto$é. W badanym mate-
riale zaréwno odczyn ISAGA IgM jak i odczyn ELISA IgM pozwolity wykry¢ wszystkie
przypadki zarazenia przed mniej niz 3 miesiacami. W naszym materiale pierwsze
przypadki ujemnych odczynéw serologicznych w klasie IgM pojawiaty si¢ najwcze$niej
po 5 miesiacach od poczatku objawéw. Ponad 24% oséb ze $wieza inwazja miato wynik
OIF ponizej 300 j.m. Jest to zgodne z obserwacjami innych autoréw (5, 7, 8).
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Rozktad wynikéw odczynu immunoenzymatycznego IgM (ELISA IgM) oraz
awidnosci przeciwcial IgG w badanych grupach pacjentow
Tab 1 e II. Distribution of IgM enzyme linked immunosorbent assay( ELISA IgM) and IgG
avidity results in investigated groups

ELISA IgM Awidnoé¢ IgG

Grupa | n ujemny graniczny dodatni | n niska $rednia wysoka
<15% 15-30% > 30%

1A 14 0 0 14 15 15 0 0
(0,0%) (0,0%) (100%) (100%) 0,0%) (0,0%)

IB 23 5 1 17 9 6 3 0
(21,7%) (4,3%) (74,0%) (66,7%) (33,3%) (0,0%)

1A 6 0 1 5 9 6 2 1
(0,0%) (16,7%) (83,3%) (66,7%) (22,2%) (11,1%)

11B 7 0 1 6 15 8 4 3
(0,0%) (14,3%) (85,7%) (53,3%) (26,7%) (20,0%)

Razem| 50 5 3 42 48 35 9 4
9,8%) (4,3%) (85,9%) (72,9%) (18,8%) (8,3%)

Grupa IA - toksoplazmoza weztowa, czas od poczatku objawéw 3 miesiace lub mniej

Grupa IB - toksoplazmoza weztowa, czas od poczatku objawéw powyzej 3 miesiecy

Grupa IIA - bezobjawowa toksoplazmoza wykryta w zwiazku z ciaza, czas od zarazenia nieznany
Iub krétszy niz 3 miesiace
Grupa 1IB - bezobjawowa toksoplazmoza wykryta w zwiazku z ciaza, czas od zarazenia diuzszy

niz 3 miesiace

Tabela III. Czutosé i swoisto$¢ badanych odczynéw jako wskaznikéw $wiezego zarazenia
Sensitivity and specificity of investigated assays as an indicator of recent invasion

Table III.

Liczba osob spet-
niajacych kryterium/

Kryterium $wiezego zarazenia liczba wszystkich Czuto$¢ | Swoistosé
badanych w grupach
1A IB+IIB
OIF - wynik powyzej 300 j.m. 16/21 41/60 76,19% 31,67%
ISAGA IgM - wynik dodatni (9-12 pkt) 21/21 50/60 100,00% 16,67%
ELISA IgM - wynik dodatni 14/14 23/30 100,00% | 23,33%
ELISA IgA - wynik dodatni 16/21 39/60 76,19% 35,00%
ELISA IgA - wynik dodatni lub graniczny 18/21 45/60 85,71% 25,00%
Awidno$¢ IgG - wynik ponizej 15% 15/15 14/24 100,00% | 41,67%
Awidnos¢ IgG - wynik ponizej 30% 15/15 224 | 100,00% | 12,50%

Oznaczanie swoistych przeciwciat klasy IgA zostato w ostatnich latach uznane za
cenne uzupetnienie rutynowej diagnostyki (9, 10, 11, 12, 13, 14, 15). Czg$¢ autoréw
podkre§la wylaczne wystepowanie przeciwcial IgA wylacznie we wczesnej fazie
zarazenia (9, 10, 11), inni obserwuja utrzymywanie si¢ przeciwcial IgA wiele miesigcy
po zarazeniu (13, 15). W badanej grupie przeciwciata IgA wykryto u 18 z 21 oséb
w pierwszych 3 miesiacach inwazji, w tym u dwu z nich wynik zakwalifikowano jako
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graniczny. Z 3 os6b z ujemnymi wynikami IgA 2 byly badane pod koniec 3 miesiaca
od poczatku limfadenopatii, a jedna w 2 miesiacu od poczatku choroby. Takze u 2
oséb z granicznym wynikiem oznaczenia IgA badanie przeprowadzono w 3 miesiacu
od poczatku objawéw. Biorac pod uwage, ze okres choroby wyznaczano na podstawie
wywiadéw mozna uznaé, ze wystgpowanie swoistych IgA jest §ciSle powiazane z wczes-
nym okresem choroby, a wystepowanie wynikéw ujemnych w grupie IA mozna ttuma-
czy¢ dtuzszym niz pacjenci zgtaszali czasem trwania zarazenia, lub - zgodnie z poglada-
mi niektérych autoréw (10, 11, 16, 17) - zanikaniem odpowiedzi w klasie IgA u czeéci
chorych juz po 2 miesiacach. Jednakze w badaniach Jenum i Stray-Pedersen (8) wsrod
27 kobiet zarazonych T. gondii w czasie ciazy u 4 nie wykryto przeciwciat IgA pomimo
kilkakrotnego badania w pierwszych tygodniach i miesiacach po serokonwersji. Jest to
zgodne z uzyskana w grupie badanej niska czutoscia oznaczenia IgA jako wyktadnika
$wiezej inwazji.

Najdtuzszy okres utrzymywania sie przeciwcial IgA w badanej grupie wynosit 36
miesigcy. Wérdd 16 os6b z zarazeniem trwajacym dtuzej niz 18 miesiecy 10 oséb
(62,5%) wykazywato dodatnie wyniki odczynu ELISA IgA, w tym jedna wartosci
graniczne. Tak wysoki odsetek oséb wykazujacych obecno$¢ przeciwcial IgA
w przewlektym zarazeniu T.gondi nie byt do tej pory opisywany w pracach przedsta-
wiajacych duze grupy pacjentow. Paul stwierdzita wystgpowanie swoistych IgA bada-
nych odczynem ISAGA u nieco ponad 39% o0s6b z przewlekltym zarazeniem 7. gondii
(18). Ashburn i wsp. opisuja wystepowanie przeciwciat IgA w dwodch kolejnych ciazach
u 2 kobiet i w trzech kolejnych ciazach u jednej kobiety (19). Wydaje si¢ ze zjawisko
wystgpowania przetrwatych przeciwciat klasy IgA ma podobny zasieg jak wystgpowanie
przetrwatych przeciwciat IgM.

Wg wielu autorow oznaczanie awidno$ci przeciwciat IgG jest kolejna metoda przy-
datna w okreslaniu czasu zarazenia. Wczesne przeciwciata IgG charakteryzuja si¢ staba
sita, wiazania antygenow pasozyta (niskim powinowactwem do antygenu) czyli niska
awidnoscia. W miare trwania zarazenia odpowiedZ humoralna dojrzewa, co migdzy
innymi wyraza si¢ w powstawaniu przeciwciat IgG chciwie taczacych si¢ z antygenem,
czyli przeciwcial o duzym powinowactwie i duzej awidnosci. W badanej grupie wszyst-
kie osoby ze $wieza inwazja miaty awidno$é ponizej 15%, ale okoto 66% pozostatych
pacjentéw takze cechowata si¢ niska awidnoscia. Wigkszo$¢ prac dotyczaca awidnosci
przeciwciat IgG w toksoplazmozie przedstawia podobne wyniki (20, 21). Zwracaja
jednak uwage duze réznice w okres$laniu granicznej awidnosci, powyzej ktdrej mozemy
z cata pewnos$cia wykluczy¢ $wieza inwazje. Warto$¢ ta waha sie od 20% do 50% (22,
23, 24, 25). Wyjasnienie tego faktu moze opiera¢ si¢ na mozliwych niewielkich rézni-
cach metodyki wykonaniu testu - sposéb plukania, czas pozostawienia roztworu roz-
bijajacego wiazania antygen-przeciwciato w dotkach itp. Fakt wystgpowania niskiej
awidnosci dtugo po zarazeniu ogranicza warto$¢ tej metody w okres$laniu czasu inwazji.
Sensini i wsp. sugeruja, ze przetrwanie niskiej awidnosci moze by¢ zwiazane ze stoso-
waniem lekéw przeciwpierwotniakowych we wczesnej fazie zarazenia (26). Niska awid-
no$¢ jako wskaznik ostrej toksoplazmozy przewyzsza jednak w badanym materiale
oznaczenie IgM pod wzgledem swoistosci, doréwnujac mu pod wzgledem czutodci.
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WNIOSKI

1. Zbyt mata czuto$¢ odczynu immunofluorescencji posredniej oraz zbyt mata
swoisto$¢ odczynow wykrywajacych przeciwciata IgM ogranicza ich przydatno$é
w okre$laniu fazy zarazenia T. gondii.

2. Odczyny wykrywajace przeciwciata IgA nie przewyzszaja klasycznych metod
diagnostycznych pod wzgledem czuto$ci i swoisto$ci.

3. Oznaczanie awidnodci przeciwciat IgG wykazuje wigksza swoisto$¢ przy zacho-
waniu bardzo wysokiej czutosci w okre§laniu fazy zarazenia T. gondii.

W Basiak, H Zarnowska, Z Dziubek, P Kajfasz

USEFULLNESS OF SEROLOGICAL ASSAYS IN DIAGNOSIS OF EARLY PHASE
OF TOXOPLASMA GONDII INFECTION

SUMMARY

Objective: The aim of the study was to evaluate value of certain serological assays in
differential diagnosis between early and late phase of 7. gondii infection. Methods: 92 patients
(58 with nodular toxoplasmosis and 34 asymptomatic women with 7. gondii infection diagnosed
during or after pregnancy) with different time from onset of infection were tested for 7. gondii
antibodies with IFA, ISAGA IgM, ELISA IgM, ELISA IgA and IgG avidity assays. Sensitivity
and specificity of certain assays was evaluated. Results: IFA had sensitivity 76.19% with
specificity 31.67%, ISAGA IgM and ELISA IgM had sensitivity 100% with specificity 16.67%
and 23.33% respectively. ELISA IgA had sensitivity 76.19% or 85.71% depending on counting
borderline results to positive or negative, with specificity 35% and 25% respectively. IgG avidity
had sensitivity 100% with specificity 41.67%. Conclusions: AU evaluated assays have only limited
value in differentiation between early and late toxoplasmosis. IgA assay is not superior to IgG
and IgM assays. IgG avidity is the most specific and sensitive method of such differentiation.
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