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POTWIERDZENIE PRZYPADKOW TOKSOPLAZMOZY PLODU ORAZ
TOKSOPLAZMOZY CENTRALNEGO UKLADU NERWOWEGO ZA POMOCA
METODY PCR W BADANIACH WYKONANYCH W NIZP-PZH
W LATACH 2009-2010

CASES OF TOXOPLASMA GONDII INFECTION IN FOETUS’S AND TOXOPLASMIC
ENCEPHALITIS IN IMMUNOSUPRESSED PATIENTS CONFIRMED BY PCR
METHOD IN NIPH — NIH, 2009-2010

Zaktad Parazytologii Lekarskiej Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego- Panstwowego Zaktadu
Higieny w Warszawie

STRESZCZENIE

W artykule przedstawiono wyniki badan molekular-
nych na obecno$¢ zarazenia Toxoplasma gondii, wyko-
nanych w NIZP-PZH, w swietle wspotczesnych danych
dotyczacych diagnostyki i epidemiologii toksoplazmo-
zy. Od stycznia 2009 r. do grudnia 2010 r. potwierdzono
cztery przypadki aktywnej toksoplazmozy stosujac
metode PCR. Fragment DNA 7. gondii wielkosci 529
par zasad wykryto w plynie owodniowym trzech sposrod
180 zbadanych kobiet (1,7%) oraz w ptynie mézgowo-
-rdzeniowym jednego pacjenta sposrod 20 zbadanych
0sOb ze zmianami zapalnymi w o$rodkowym uktadzie
nerwowym (oun) - byt to pacjent po przeszczepieniu
watroby. Przypadki toksoplazmozy wewnatrzmacicznej
zdiagnozowane w okresie 2009-2010 stanowity 57,1%
wszystkich przypadkow zdiagnozowanych w ostatniej
dekadzie. W latach 2001-2010 zarazenie oun wykryto
u dwoch pacjentow sposrod 45 zbadanych. Wybor metod
oraz interpretacja wynikow wykonanych badan sa istot-
nymi elementami procesu diagnostyki toksoplazmozy
i wymagaja wspotpracy klinicystow ze specjalistami
w zakresie laboratoryjnej diagnostyki chordb pasozyt-
niczych. Powstanie w Polsce osrodka referencyjnego do
spraw toksoplazmozy pozwolitoby podnies¢ standardy
rozpoznawania i leczenia inwazji wrodzonych oraz
inwazji u 0sob z niedoborami odpornosci.

Stowa kluczowe: Toxoplasma gondii, inwazja we-
wngtrzmaciczna, zapalenie oun, diagnostyka moleku-
larna

ABSTRACT

The results of molecular tests for Toxoplasma gondii
infection carried out in NIPH-NIH were presented in
the light of current data on diagnostics and epidemi-
ology of toxoplasmosis. Between January 2009 and
December 2010 four cases of active toxoplasmosis
were confirmed using PCR targeting the 529-bp repeat
element of Toxoplasma gondii. Intrauterine infection
was found in 3 out of 180 (1.7%) examined women.
Toxoplasmic encephalitis was confirmed in one patient
who was a liver transplant recipient. 7. gondii was not
detected in cerebrospinal fluid of 19 out of 20 examined
patients with encephalitis. The cases of intrauterine
toxoplasmosis diagnosed in 2009-2010 make 57.1%
of all cases diagnosed in the last decade. In 2001-2010
toxoplasmic encephalitis was detected in two patients
out of 45 examined. The choice of tests and interpreta-
tion of the results are important elements of 7 gondii
infection diagnosis and require cooperation between
clinicians and laboratory diagnosticians. Establishing
reference center for toxoplasmosis in Poland would
contribute towards the improvement of standards of
diagnostics and treatment of cases of congenital infec-
tions and the infection in immunosuppresed patients.

Key words: Toxoplasma gondii, infection in utero,
toxoplasmic encephalitis, molecular diagnostics
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WSTEP

Toksoplazmoza jest jedna z najczgstszych chorob
pasozytniczych cztowieka: wedlug danych szacunko-
wych zarazenie Toxoplasma gondii wystgpuje u 1/3
swiatowe] populacji ludzi. Jednak czgsto$¢ zarazenia
znacznie si¢ waha. Badania seroepidemiologiczne,
ktore przeprowadzono w ostatnich trzech dekadach
wsrod ludzi wykazywaly odsetek zarazen w granicach
od 0 do 100% (1, 2). W Europie, w krajach lezacych
na potudniu odsetek osob posiadajacych przeciwciala
przeciwko Toxoplasma dochodzi do 54%, podczas gdy
w krajach lezacych na pdtocy jest znaczaco nizszy
i waha si¢ w granicach 5-10% (3, 4).

Wyniki badan serologicznych przeprowadzonych
w Polsce wykazaty wysoka czegsto$¢ wystepowania
zarazen T. gondii. Przeciwciata przeciwko Toxopla-
sma wykryto u 58,5% zbadanych w wojewodztwie
lubelskim oséb dorostych o $redniej wieku 40 lat
(5). Wyzsza, wynoszaca okoto 82%, seroprewalencje
stwierdzono wsrod kobiet w wieku 40-45 lat zamiesz-
kujacych Poznan i jego okolice (6).

U o0s6b z prawidtowo funkcjonujgcym uktadem
odpornosciowym zarazenie 7. gondii przebiega na og6t
bezobjawowo, czasem z towarzyszeniem objawow rze-
komogrypowych; moze wystgpi¢ powickszenie weztow
chtonnych szyjnych lub karkowych. Ostry okres cho-
roby trwa od 1 do 3 tygodni. Inwazja wchodzi w faze
latentng gdy organizm wytworzy swoista odpornosc,
ktora skutecznie ogranicza liczebnos$¢ populacji paso-
zyta. T. gondii pozostaje zywotna w komodrkach osoby
zarazonej do konca jej zycia i przy znacznym obnizeniu
czynnosci uktadu immunologicznego inwazja moze si¢
uaktywnié¢. W takich przypadkach najczesciej docho-
dzi do rozwoju zmian chorobowych w o$rodkowym
uktadzie nerwowym (OUN). Brak swoistej odporno$ci
u kobiety bywa przyczyna toksoplazmozy wrodzonej
u dziecka jesli inwazja pierwotna nastagpi w czasie cia-
zy. Dochodzi woéwczas do niekontrolowanego rozwoju
pasozyta u ptodu, ktory nie posiada petnej kompetencji
immunologicznej. Konsekwencjg inwazji wrodzonych
sg czgsto powazne uszkodzenia OUN i narzadu wzroku.

Rozpoznanie aktywnej toksoplazmozy wymaga
przeprowadzenia badan laboratoryjnych. W badaniach
przesiewowych wykorzystywane sa testy serologicz-
ne umozliwiajagce wykrycie swoistych przeciwciat
przeciwko T. gondii. Dla potwierdzenia przypadku
zarazenia wewnatrzmacicznego i toksoplazmozy oun
u 0s6b z immunosupresja wykonywane sg badania
molekularne, ktoére umozliwiaja wykrycie DNA paso-
zyta, odpowiednio, w probkach ptynu owodniowego
1 mézgowo-rdzeniowego.

W celu okreslenia czesto$ci wystepowania przy-
padkoéw zarazen wewnatrzmacicznych i neurotoksopla-

zmozy u pacjentow z klinicznym podejrzeniem inwazji
Toxoplasma gondii w latach 2009-2010 dokonano ana-
lizy wynikow badan molekularnych przeprowadzonych
w Zaktadzie Parazytologii Lekarskiej NIZP-PZH.

MATERIAL | METODY

Przeprowadzono analiz¢ wynikéw 200 badan PCR
potwierdzajacych aktywne zarazenie 7. gondii, wykona-
nych w Zaktadzie Parazytologii Lekarskiej Narodowego
Instytutu Zdrowia Publicznego — Panstwowego Zaktadu
Higieny od poczatku stycznia 2009 r. do konca grudnia
2010 r. Material do badan stanowity probki ptynu owo-
dniowego (90%) oraz plynu moézgowo-rdzeniowego
(10%), ktore przesytano z roznych regiondéw Polski.

Probki ptynu owodniowego pochodzity od kobiet
cigzarnych w wieku od 17 do 42 lat ($rednia: 29,2 lat),
u ktorych stwierdzono wystgpowanie markeréw sero-
logicznych aktywnej toksoplazmozy.

Probki ptynu mézgowo-rdzeniowego przeznaczone
do badan uzyskano od 20 os6b w tym 10 kobiet i 10
mezczyzn w wieku do 67 lat, u ktorych wykryto zmiany
chorobowe w oun. Dodatkowe informacje o pacjencie
dotaczono do 5 probek. Trzy probki pochodzity od
0s6b dorostych z niedoborem odpornosci, z ktérych
dwie byly nosicielami wirusa HIV, jedng pozyskano
od pacjenta w trakcie leczenia immunosupresyjnego po
operacji transplantacji watroby. Dwie zbadane probki
ptynu mozgowo-rdzeniowego pochodzity od noworod-
kow, u ktorych podejrzewano toksoplazmoze wrodzong.

Probki badano stosujac klasyczng metode PCR,
zgodnie z procedura wiasng. W DNA, ktore wyizo-
lowano z probek za pomocg zestawu Qamp Mini Kit
(Qiagen) poszukiwano niekodujacego fragmentu DNA
Toxoplasma gondii o wielko$ci 529 par zasad (pz) (7-9).

WYNIKI

Od stycznia 2009 do grudnia 2010 roku za pomoca
metody PCR potwierdzono cztery przypadki aktywnej
toksoplazmozy. Fragment DNA 7. gondii wielko$ci
529 par zasad wykryto w probkach plynu owodnio-
wego trzech sposrod 180 zbadanych kobiet (1,7%)
oraz w probce plynu mézgowo-rdzeniowego jednego
pacjenta sposrod 20 zbadanych os6b ze zmianami
zapalnymi w o$rodkowym uktadzie nerwowym (oun)
— byl to pacjent po przeszczepie watroby. Przypadki
toksoplazmozy wewnatrzmacicznej zdiagnozowane
w okresie 2009-2010 stanowia 57,1% wszystkich
przypadkow zdiagnozowanych w ostatniej dekadzie.
W latach 2001-2010 zarazenie OUN wykryto tacznie
u dwéch pacjentow sposrod 45 zbadanych.
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DYSKUSJA

Ztotym standardem w rozpoznawaniu przypadkow
toksoplazmozy wrodzonej jest obecnie metoda PCR,
ktora wykorzystuje si¢ do wykrywania DNA pasozyta
w plynie owodniowym. W badaniach kohortowych
okreslono catkowitg czutosé¢ 1 ujemng warto$¢ predyk-
tywng PCR w wersji real-time w wykrywaniu DNA
T. gondii w ptynie owodniowym odpowiednio na 92,2%
198,1%, a wartosci te byly niezalezne od trymestru cia-
zy, w ktorym doszto do zarazenia. Swoistos$¢ i dodatnia
warto$¢ predykcyjna we wszystkich trymestrach cigzy
wynosita 100% (10). W wyniku wieloosrodkowych
badan przeprowadzonych we Francji zwrocono jednak
uwage na problem znaczacego zrdéznicowania czuto$ci
stosowanych procedur PCR. Problem ten wystepo-
watl przy niskiej koncentracji pasozyta w probie (<2
genomy 7. gondii). Potwierdzono natomiast wigksza
uzyteczno$¢ badan PCR, w ktorych jako matrycy do
amplifikacji stosowano niekodujacy fragment genomu
Toxoplasma wielkosci 529 pz, anizeli badan z czgsto
jeszcze wykorzystywanym jako matryca fragmentem
genu Bl (11). W Zaktadzie Parazytologii Lekarskiej
NIZP-PZH dokonano zmiany matrycy do PCR w proce-
durze badawczej w roku 2006 wprowadzajac w miejsce
genu B1 fragment niekodujacy wielkosci 529 pz. Miato
to na celu podniesienie czuto$ci wykonywanych badan.
PCR dla fragmentu 529 pz umozliwia wykrycie w ply-
nie owodniowym 4 tachyzoitow Toxoplasma podczas
gdy limit detekcji genu B1 to 40 tachyzoitow (9).

W badaniach przeprowadzonych metodg PCR
w Zaktadzie Parazytologii Lekarskiej w okresie 2009-
2010 rozpoznano dwa przypadki zarazenia in utero
wykrywajac materiat genetyczny 7. gondii w probce
ptynu owodniowego, co stanowi ponad 57% wszystkich
przypadkow rozpoznanych w latach 2001-2010.

Istotny wptyw na liczbe zarazen wewnatrzmacicz-
nych ma populacja kobiet w wieku rozrodczym nie
posiadajacych przeciwcial przeciwko Toxoplasma.
Z opublikowanych wynikow badan przeprowadzo-
nych w wojewodztwie t6dzkim wynika, ze ponad 56%
sposrod zbadanych kobiet cigzarnych bylo seronega-
tywnych (12). W populacji kobiet badanych w okresie
rozrodczym we Wloctawku odsetek ten wynosit ponizej
41% natomiast w grupie ci¢gzarnych byt bardzo zblizo-
ny do wynikow badan z regionu t6dzkiego, poniewaz
oszacowano go na 56,6% (13).

,Ustawa o zapobieganiu oraz zwalczaniu zakazen
i chordb zakaznych u ludzi” z dnia 5 grudnia 2008 r.
wymienia toksoplazmoze wrodzong wérod chordb pa-
sozytniczych, ktore podlegaja obowiazkowi zglaszania
i rejestracji. W roku 2009 1 2010 zgloszono odpowied-
nio: 3 1 6 przypadkow toksoplazmozy wrodzonej wobec
czego zapadalnos¢ na 100 000 mieszkancow wyniosta
0,75—-w 2009 .1 1,45 w 2010 r. (14).

Na podstawie wynikow badan serologicznych prze-
prowadzonych w wojewo6dztwie wielkopolskim wsrod
noworodkdw, Paul i wsp. oszacowali, ze ryzyko urodze-
nia dziecka z toksoplazmozg wrodzong moze wynosic¢
okoto 2 na 1000 zywych urodzen (15). Liczba urodzen
w Polsce w 2009 r. wynosita 418 tys. a w 2010 r. 419
tysiecy, wiec wedtug powyzszych szacunkow, w tych
latach liczba dzieci zarazonych wewnatrzmacicznie 7.
gondii powinna wynosi¢ odpowiednio 836 1 838. Skad
wiec moze wynikac¢ tak duza rozbieznos¢ danych sza-
cunkowych i zebranych zgloszen zachorowan? Jedna
z przyczyn moze by¢ brak skryningu serologicznego
u kobiet ciezarnych. Zakres profilaktycznych §wiadczen
opieki zdrowotnej u kobiet w okresie cigzy przewiduje
wprawdzie wykonywanie badan w kierunku tokso-
plazmozy, nie sg jednak znane dane pokazujace, jaka
jest ich wykonalno$¢. Obecnie zaleca si¢ dwukrotne
wykonanie badan serologicznych: do 10 tygodnia
i pomiedzy 21-26 tygodniem u kobiet z ujemnym wy-
nikiem w I trymestrze. Takie zalecenia uniemozliwiaja
wykrywanie zarazen, do ktorych dochodzi w ostatnim
trymestrze cigzy, a wigc w okresie kiedy prawdopo-
dobienstwo przeniesienia inwazji z matki na ptod jest
najwigksze i moze wynosi¢ powyzej 70%. Przypadki te
nie sa wykrywane takze w okresie okolourodzeniowym
poniewaz wowczas, na 0got sa bezobjawowe.

Przy braku rzetelnych danych epidemiologicznych
w naszym kraju nie podejmuje si¢ dziatan na rzecz
zapobiegania tokspolazmozie wrodzonej. W krajach
europejskich, ktére okreslity rozmiar problemu i podjety
dzialania zapobiegawcze, liczba zarazeh wrodzonych
spadta. Przyktadem tego moze by¢ Austria, w ktorej
w latach sze$c¢dziesiatych okoto 6% dzieci cierpiato
z powodu zarazenia wrodzonego. Skutkiem wprowa-
dzenia w 1975 roku obowigzkowych badan przesiewo-
wych kobiet ciezarnych byl spadek liczby przypadkéw
toksoplazmozy wrodzonej do poziomu 1 na 10 000
urodzen (16).

Narodowe dziatania prewencyjne prowadzone
sg od 1978 r. takze we Francji. W tym kraju czestos¢
zarazenia Toxoplasma wsrdd oséb dorostych ksztaltu-
je si¢ na poziomie okoto 44%, liczba zarazen kobiet
w trakcie cigzy szacowana jest na 6 do 7 na 1000,
a odsetek toksoplazmozy wrodzonej wsréd noworod-
kow wynosi okoto 0,1%. Program zapobiegawczy dla
kobiet cigzarnych obejmuje: seri¢ testow serologicz-
nych przeprowadzanych po zaj$ciu w cigze tak szybko
jak tylko jest to mozliwe; szkolenia z zakresu o§wiaty
zdrowotnej; szybkie wykrywanie przypadkdéw ostrej
toksoplazmozy i antybiotykoterapia dla ograniczenia
transmisji pasozyta do ptodu; w przypadku serokonwer-
sji —badania ptynu owodniowego i comiesi¢czne bada-
nie USG ptodu; leczenie sulfadiazynag z pyrimetaming
podczas cigzy w przypadkach potwierdzonych zarazen
wewnatrzmacicznych oraz kliniczny, radiologiczny
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i serologiczny skryning wszystkich noworodkow, u kto-
rych wystapito ryzyko zarazenia w zyciu ptodowym.
Ostatnio wzmozono dziatania programu powotujac na-
rodowe centrum referencyjne dla toksoplazmozy (17).
W Polsce niestety nie ma tego typu jednostki, brakuje
jednolitego schematu postepowania diagnostycznego
oraz walidacji i standaryzacji metod wykorzystywanych
przez laboratoria, co znaczaco zmniejsza mozliwosé
prawidlowej i szybkiej diagnostyki, opdzniajac wpro-
wadzenie leczenia.

Metoda PCR umozliwiajgca wykrycie DNA T
gondii w ptynach ustrojowych nalezy do metod referen-
cyjnych nie tylko w rozpoznawaniu zarazenia in utero,
ale tez w rozpoznawaniu toksoplazmozy OUN u oséb
z niewydolnym uktadem immunologicznym. Wykrycie
materiatu genetycznego Toxoplasma w ptynie médzgo-
wo-rdzeniowym u 0s6b ze zmianami w obrgbie OUN
potwierdza ich pasozytnicza etiologi¢. Toxoplasma
gondii jest jedng z najczestszych przyczyn ogniskowych
zmian w mdzgu u chorych z niedoborami odpornosci,
a wigkszos¢ z tych przypadkow jest wynikiem reakty-
wacji inwazji latentnych.

W badaniach PCR przeprowadzonych w okresie
2009-2010 nie stwierdzono zarazenia u chorych zara-
zonych wirusem HIV. Jednak nawet w erze zaawanso-
wanej terapii przeciwwirusowej toksoplazmowe zapa-
lenie mdzgu nadal pozostaje jednym z najczgstszych
schorzen OUN u chorych z AIDS. Analiza wloskich
danych z rejestru NeuroAIDS z lat 2000-2002 wykazata
211 (26,2%) przypadkow toksoplazmowego zapalenia
mozgu w grupie 805 oséb z chorobami OUN (18).
W Polsce dokonano analizy danych 1477 zachorowan
na AIDS zdiagnozowanych w latach 1993-2004 i zgto-
szonych do konca 2005 r. Dane te zebrano w ramach
rutynowego nadzoru epidemiologicznego nad AIDS.
W analizowanym okresie rozpoznano 90 (6,1%) przy-
padkow toksoplazmozy OUN. Nie stwierdzono istot-
nych statystycznie réznic w czgstosci wystgpowania
w grupie 0s6b poddawanych (6,17%) i niepoddawanych
(9,82%) terapii HAART. Toksoplazmoze OUN roz-
poznano metodami definitywnymi lub przyblizonymi
obejmujacymi stwierdzenie: (i) $wiezych, ogniskowych
zaburzen neurologicznych, wskazujacych na zmiany
w obrebie mozgu lub (ii) uposledzenia §wiadomosci
oraz dowodu istnienia zmiany w mozgu, wywierajacej
efekt masy (tomografia komputerowa / magnetyczny
rezonans jadrowy) lub (iii) stwierdzonej na podstawie
obrazu radiologicznego, po podaniu srodka kontrastu-
jacego oraz obecnos$ci przeciwcial toksoplazmowych
lub (iv) korzystnego wyniku leczenia typowego dla
toksoplazmozy (19).

Pacjent u ktorego wykryto DNA 7. gondii w ptynie
mozgowo-rdzeniowym byt po zabiegu przeszczepu wa-
troby. Odsetek przypadkow reaktywacji toksoplazmozy
u pacjentdw po przeszczepie organdéw jest zalezny od

prewalencji toksoplazmozy w danym kraju. Ryzyko
wystagpienia toksoplazmowego zapalenia mozgu jest
powigzane ze stopniem i czasem trwania immunosu-
presji, dlatego jest rozne w zaleznosci od typu trans-
plantacji. Po przeszczepieniu narzadow wewnetrznych
reaktywacja latentnej toksoplazmozy wystepuje rzadziej
i ma przebieg mniej ostry niz po przeszczepieniu szpiku
kostnego (20). Ze znacznym ryzykiem rozwoju tokso-
plazmozy wiazat si¢ przeszczep serca. Ryzyko $mierci
biorcy organu ze wzgledu na status serologiczny wobec
T. gondii przed rozpoczeciem chemioterapii przy braku
przeciwcial wigzat si¢ z istotnie wigkszym ryzykiem
ogolnej smiertelnosci (p = 0,0213); w podgrupie oséb
seronegatywnych wystepowala tez wigksza liczba
zgonow zwigzanych z zarazeniem (p = 0,13) (21).
Opisano tylko trzy przypadki toksoplzamozy w wyniku
reaktywacji inwazji latentnej u 0s6b po przeszczepieniu
watroby. O wiele czesciej moga wystepowac przypadki
asymptomatycznych reaktywacji serologicznych: zaob-
serwowano je u osmiu z 25 biorcéw watroby w dwoch
francuskich os$rodkach transplantologii (22).

Badania molekularne znaczaco usprawnity proces
rozpoznawania aktywnych zarazen Toxoplasma gondii.
Jednak limit ich czuto$ci nadal moze by¢ niewystarcza-
jacy dla rozpoznania przypadkdéw o niskiej parazytemii.
Wyboér metod diagnostycznych i interpretacja wynikow
badan sg istotnymi elementami procesu diagnostyki
toksoplazmozy, wymagajacego wspotpracy klinicystow
ze specjalistami w zakresie laboratoryjnej diagnostyki
choréb pasozytniczych. Powstanie referencyjnych
osrodkéw do spraw toksoplazmozy pozwoliloby pod-
nies¢ standardy rozpoznawania wrodzonych inwazji 7.
gondii oraz inwazji u 0séb z niedoborami odpornosci.
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