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The diagnostic procedures in toxoplasmosis
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Postupy v laboratérnej diagnostike toxoplazmoézy
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Toxoplasmosis is a world-wide spread parasitosis. The disea-
se potentially highly affects two groups of patients: foetus
and immunosuppressed patients. The determination of dia-
gnosis and therapy on the basis of a single serum examina-
tion is very important; possible on the basis of a single se-
rum sample. In most cases, it is possible to differentiate
between recent and latent infections using a combination of
suitable methods, which permit us to confirm particular an-
tibody classes. In the presented paper the authors suggest
diagnostic procedures for 4 groups of patients: pregnant, ne-
onates with suspected congenital toxoplasmosis, immunode-
ficient patients and immunocompetent patients. The dia-
gnostic methods consist of a combination of basic and
supplemented diagnostic methods. Each patient’s serum
should be tested by basic tests which include the detection of
total antibodies with CFT or IFT and specific classes of IgM
and IgG antibodies by ELISA. The potential activity of to-
xoplasma infection can be determined by supplementary
methods of e.g. IgG avidity antibodies, establishment of IgA
antibodies, western blotting method and monitoring of anti-
bodies production.

For each situation the authors present interpretations of sus-
pected cases including proposals for clinicians. These proce-
dures are suggested for practical use in laboratories of vario-
us diagnostic levels in order to help to the diagnostic
procedures in a particular situation as well as for clinical
evaluatiom of established results. (Fig. 4, Ref. 65).

Key words: avidity IgG, diagnosis, ELISA, IFA, CFT, Toxop-
lasma gondii, diagnostic methods.

Toxoplazmoza je jedno z najrozsirenejsich parazitarnych ocho-
reni [udi, ktorych pévodcom je protozodrny parazit Toxoplasma
gondii. Vyskytuje sa prakticky na celom svete a pretoZe nie je
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Toxoplazmodza je parazitoza rozSirena na celom svete a poten-
cidlne vysoko ohrozuje predovsetkym dve skupiny osob: plod
a imunosuprimovanych pacientov. Z diagnostického a terapeu-
tického hladiska je velmi ddlezité urCenie §tadia toxoplazmove;j
infekcie pokial mozno z vysetrenia jednej vzorky séra. Vo vacsi-
ne pripadov kombindciou vhodnych testov umoziujtcich doka-
zat jednotlivé triedy protilatok mozno odlisit Cerstvu infekciu od
neaktivnej (latentnej). V predkladanej praci autori navrhuju po-
stupy vySetrovania pre 4 skupiny pacientov: tehotné Zeny, novo-
rodencov s podozrenim na kongenitalnu toxoplazmézu, pacien-
tov s poruchami imunity a imunokompetentnych pacientov.
Vysetrovacie postupy spocivaju v kombinacii zakladnych a do-
pliujucich (nadstavbovych) vysetrovacich metdd. Kazdy pacient
musi byt vySetreny zakladnymi testmi, ktoré pozostavaju v do-
kaze celkovych protilatok metddou RVK, alebo IFT a Specific-
kych tried protilatok IgM a IgG testom ELISA. Potenciondlnu
aktivitu toxoplazmového infektu determinovant dékazom proti-
latok v zakladnom vySetreni identifikujeme dopliujicimi metd-
dami dokazu avidity IgG protilatok, stanovenim triedy IgA pro-
tilatok, metodami Western-blotu a sledovanim dynamiky
protilatkovej tvorby. Pre jednotlivé situacie autori uvadzaju in-
terpretaciu nalezu s odportcanim pre klinického pracovnika.
Vypracované postupy su uréené pre rutinné pracoviskd s réznou
uroviiou diagnostiky ako pomdcka pri volbe diagnostického po-
stupu v konkrétnej situdcii, ako aj pre orientaciu klinickych pra-
covnikov vo vysledkoch laboratérnych vySetreni. (Obr: 4, lit.
65.)

KIucové slova: avidita IgG, diagnostika, ELISA, IFT, RVK, To-
xoplasma gondii, toxoplazmdza, vySetrovacie metddy.

druhovo $pecificky, postihuje okrem ¢loveka Siroké spektrum
domédcich i divozijucich zvierat. V naSich podmienkach prislo do
kontaktu s toxoplazmézou priblizne 40 % dospelych osob (Catar
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a spol., 1998; Jalili a spol., 1998). Vyskyt akuttnej toxoplazmozy
v SR je 250—350 pripadov ro¢ne. Roku 1991 bolo na Slovensku
hlasenych 317 ochoreni. Je to najvyssi hlaseny pocet ochoreni
v obdobi od roku 1982, v ktorom bol vyskyt od 158 roku 1982
do 307 roku 1986 (Surveillance, 1987).

Pri vdcésine postnatalnych infekcii u zdravych imunokompe-
tentnych osob prebieha toxoplazmova infekcia asymptomaticky,
a to napriek tomu, Ze parazit preziva v hostitelskom organizme
po cely jeho Zivot. Ako patogén ma pre ¢loveka vyznam pri trans-
placentarnom prenose, ku ktorému dochadza pri primoinfekcii
v gravidite zvycajne zdravej Zeny. Pokial je plod infikovany v pr-
vom trimestri, dochadza k jeho vaZnemu poskodeniu, ktoré sa moze
skoncit abortom, alebo sa ochorenie méze u narodenych deti ma-
nifestovat najcastejsie vo forme poskodenia CNS (hydrocefalus,
encefalomyelitida, mikrocefélia, cerebralne kalcifikacie) a oka
(mikroftalmia, chorioretinitida a iné poskodenia) (Bednat a spol.,
1996; Nusselblat a Belfort, 1994; Casenave a spol., 1992; Cvet-
kovi¢ a spol., 1998; Dannemann a spol., 1991; Dubey, 1994; Fel-
dner, 1991; Kouba a spol., 1974; Schnider, 1995). Dal$ou ohroz-
enou skupinou st imunosuprimovani pacienti (onkologicki pacien-
ti, pacienti HIV-pozitivni, pacienti s transplantaciamia pod.), kto-
rych potencialne ohrozuje reaktivacia latentnej alebo chronicke;j
toxoplazmozy (Feldner, 1991; Fachado a spol., 1997; Lufta spol.,
1983).

Diagnostika toxoplazmoézy je na zaklade klinickych prizna-
kov problematicka, pretoZe nie je typicky ziaden klinicky priznak,
ktory by jednoznac¢ne umoznil ur¢it diagndzu. Preto je asto limi-
tujicim faktorom overenia klinickej diagndzy iba laboratdrne vy-
Setrenie. Z hladiska terapie je vyznamna predovsetkym vcasnost
diagnostiky a urcenie Stadia ochorenia. Mozno ho dosiahnut kom-
bindciou rozli¢nych testov umoznujucich porovnat dynamiku tvor-
by protilatok jednotlivych tried.

Pretoze metody priameho dokazu toxoplaziem su velmi na-
ro¢né a bezne u nas zatial nie su dostupné, laboratérna diagnosti-
ka toxoplazmoézy sa opiera predovsetkym o nepriamy dokaz, kto-
ry spociva v sérodokaze toxoplazmovych protilatok v sére sus-
pektnych osob.

V nasich podmienkach sa rutinna diagnostika toxoplazmdzy
robi prevazne v mikrobiologickych laboratoriach. Zasluhou me-
todickej nekoordinovanosti (chyba funkéné referen¢né pracovisko)
sa robi na roznej odbornej Grovni, rozli¢nou $kalou diagnostic-
kych testov roznej proveniencie. Navyse sa vplyvom stale rastice;j
automatizacie laboratdrnej diagnostiky a v nemalej miere aj ,,eko-
nomicky motivujucim* bodovym ohodnotenim dostava do vyset-
rovacieho sortimentu napr. biochemickych laboratdrii. V kazdom
pripade je nevyhnutné, aby sa laboratérna diagnostika toxoplaz-
mdzy, vratane interpretacie vysledkov, bola zverila do ruk vyso-
koerudovaného odbornika, najlepsie parazitoldga.

KedZze sérodiagnostika toxoplazmdzy je komplikovana prob-
lematika, vzhladom na uvedené skuto¢nosti sme si v predklada-
nej praci dali za ciel vypracovat algoritmy vySetrovania toxoplaz-
mozy v roznych situaciach v réznych skupinach pacientov s vy-
berom diagnostickych testov a interpretaciou nalezov.

Metody vySetrovania

1. Zakadna skriningova metdda pre vysetrovanie toxoplazmo-
zy je reakcia viazuca komplement (RVK), ktorou sa vySetruje kaz-

dé sérum (Kodym a Tolarova, 1996; Kol. autorov, 1979; Standardni
metodiky, 1979, 1987; Sykora a spol., 1992). Protilatky sa zaci-
naju objavovat o 1—3 tyzdne po ndkaze s maximom asi o 5—6
mesiacov. Potom postupne klesaji a pretrvavaji v strednych, resp.
nizkych titroch ¢asto cely zivot. Napriek nevyhode tejto reakcie,
ktora spociva v nemoznosti odliSenia protilatok triedy IgG, IgM,
IgA, su vysledky ziskané RVK dobre reprodukovatelné, Standard-
né, reakcia ma dlhoro¢nu tradiciu, opakované vySetrenie umoznu-
je dobre sledovat dynamiku tvorby protilatok. V indikovanych
pripadoch méze byt reakcia vizby komplementu doplnena alebo
nahradena.

2. Nepriama imunofluorescencnd reakcia (IFT) sa pouziva
jednak na urcenie hladiny celkovych protilatok (Ig) a na urcenie
Specifickych IgM-protilatok (Tuma a spol., 1994). Obe metody
(RVK a IFT) dobre koreluju. Protilatky triedy IgG, IgA, IgM (IgE)
sa urcuji metddami:

3. Sabin a Feldmanov test (Dye test) (Sabin a Feldman, 1948),
ktory je zalozeny na principe farbitelnosti a zmeny morfoldgie
zivych virulentnych trofozoitov alkalickym roztokom metyléno-
vej modrej vplyvom protilatok za pritomnosti aktivatora. Je to
metoda velmi citliva a Specifickd. Deteguje protilatky 1—2 tyzd-
ne po expozicii, vrchol dosahuji o 8 tyzdiov. Nizke hladiny m6zu
perzistovat po cely zivot (Barker a Holliman, 1992). U nas sa vzhla-
dom na metodicku naro¢nost a predovsetkym pracu so zivymi
kmenmi v diagnostike toxoplazmdzy nepouziva.

4. Imunoenzymového stanovenia EIA testy — ELISA. Jednot-
livé triedy protilatok maju odlisnu kinetiku tvorby a su markermi
jednotlivych §tadii ochorenia (Dannemann a spol., 1991; Feldner,
1991; Holkova a spol., 1988; Naser a spol., 1995; Nemec a spol.,
1986; Tuma a spol., 1994). Protilatky triedy IgG dosahuji vrchol
po pol roku od zaciatku akutneho ochorenia, pretrvavaji vo vyso-
kych hladinach niekolko mesiacov, v nizkych pocas celé¢ho zivo-
ta. Protilatky triedy IgM vymizna do 9 mesiacov. Protilatky triedy
IgA maju diagnosticky vyznam pre detekciu kongenitalnej toxop-
lazmdzy, reaktivacie infekcie, urcenie recentnej infekcie u tehot-
nych Zien (Naser a spol., 1995). Vymiznu obycajne do 3 mesia-
cov od zaciatku akutnej fazy infekcie. Porovnanim hladin jednot-
livych kategorii protilatok mozno vo vécsine pripadov odlisit akut-
ne a chronické nakazy.

5. Test avidity protildtok IgG. Dokaz protilatok tried IgA, IgM,
resp. IgE nie je vZdy absulutne spolahlivym kritériom urcenia $ta-
dia toxoplazmového ochorenia najmé pri primoinfekciach. Dia-
gnostické rozpaky spdsobuje dlhodobé pretrvavanie protilatok [gM
a IgA (priblizne u 10 % pripadov prekonanej toxoplazmdzy po-
¢as viac ako 3 rokov) (Bobic a spol., 1991). Test avidity pontka
dalSiu moznost odliSenia $tadia infekcie. Je zaloZzeny na principe
merania pevnosti vizby protilatky k antigénu, ktora je na zaciatku
infekcie slabsia (diagnostikujeme nizko — avidné protilatky),
v priebehu tvorby imunitnej odpovede avidita protilatok narasta
(Hedman a spol., 1989; Holliman a spol., 1994; Lappalainen
a spol., 1993; Ondriska a spol., 1998; Vinhal a spol., 1998).

6. PCR techniky mozno vyhodne pouzif pri vySetrovani kon-
genitalnych nakaz vo vzorkach krvi, likvoru, BAL, s diagndzou
cerebralna toxoplazmoza, akttna lymfadenopatia, diseminovana
toxoplazmdza u imunosuprimovanych pacientov (Angel a spol.,
1997; Blanco a spol., 1992; Bottone, 1991; Bretagne a spol., 1995;
Casenave a spol., 1992; Dupouy-Camet a spol., 1993; Robert
a spol., 1996).
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BASIC DIAGNOSIS
CFT, (IFT),ELISA IgG, IgM

CFT 1:128 AND MORE CFT 1:64 AND MORE CFT 1:8-32 CFT NEGATIVE
(IFT 1:256 AND MORE) (IFT 1: 128 AND MORE) (IFT TO 64) (IFT) NEGATIVE
ELISA IgG +, IgM + ELISA IgG +, IgM - ELISA IgG +/-, IgM + ELISA IgG -, IgM -
COMPLEMENTARY DIAGNOSIS COMPLEMENTARY DIAGNOSIS COMPLEMENTARY DIAGNOSIS NON IMMUNE
AVIDITY IgG AVIDITY IgG ELISA IgA PACIENT
ELISA IgA, WB P30 ELISA IgA, WB P30
HIGH AVIDITY LOW AVIDITY HIGH AVIDITY HIGH AVIDITY ELISA IgA + ELISA IgA - A SEROLOGICAL CON-
ELISA IgA +, P30 +/- ELISA IgA +, P30 + ELISA IgA -, P30 - ELISA IgA+, P30 - TROL AFTER 1 MONTH

POSTINFECT. STATUS
END OFTHE INFECTION
BEFOR > THAN 4 MON.

PROBABLY
A RECENT
INFECTION

IMMUNE PATIENT
ANAMNESTICS
ANTIBODIES

SEROLOGICAL
CONTROL
AFTER 2-3 WEEKS

SEROLOGICAL
CONTROL
AFTER 2-3 WEEKS

SEROLOGICAL
CONTROL
AFTER 2-3 WEEKS

Fig. 1. Serological monitoring during pregnancy.
Obr. 1. Sérologické monitorovanie v tehotnosti.

7. Proteinovd analyza 1gG a IgM protildtok metédami imu-
noblotu. Ukazuje sa vyhodnd pre rozliSenie akutnej a chronicke;j
fazy toxoplazmovej infekcie. Zaklada sa na poznatku, Ze tachyzo-
ity exprimuju hlavny povrchovy antigén znaceny P30, ktory na-
vodzuje imunoreaktivitu [gM-protilatok v skorych stadiach toxop-
lazmovej infekcie. Pre chronické §tadium je charakteristicka pri-
tomnost 12 kDa proteinu detegovatelného imunoglobulinmi trie-
dy IgG (Galvan-Ramiréz a spol., 1998; Gross a spol., 1992).

8. Priamy dékaz parazita vo vySetrovanom biologickom mate-
ridli (krv, exstirpovana uzlina, placenta, plodova voda, likvor, atd.).
Vykonava sa predovsetkym izolacnym pokusom na bielych my-
Siach (Garcia a Bruckner, 1997).

Diagnostické postupy toxoplazmozy a interpretacia vysledkov

Pretoze ochorenie toxoplazmézou méze prebiehat pod roz-
nym klinickym obrazom, je vo vdcsine pripadov problematické
urcit diagnozu iba na zaklade klinického obrazu. Preto je potrebné
kazdy suspektny pripad overit sérodiagnostickym testom (Kodym
a Tolarova, 1996; Kouba a spol., 1974). Z diagnostického hladis-
ka mozno pacientov rozdelit do niekolkych kategdrii:

1. toxoplazmové primoinfekcie v tehotnosti — prenatélne infekcie,

2. infekcie novorodencov — neonatélne infekcie,

3. imunosuprimovani pacienti (pacienti s HIV, pacienti s onkolo-
gickym ochorenim, pacienti v transplanta¢nom programe a pod.),

4. toxoplazmdza (akvirovand) u imunokompetentnych pacientov.

Primoinfekcie v gravidite

Jednou z najrizikovejsich skupin, ktoré toxoplazmova infek-
cia obzvlast ohrozuje, st tehotné Zeny (obr. 1), predovsetkym po-
kial su bez imunity. Ked je Zena v gravidite prvykrat infikovana,

REACTIVATION
OF THE INFECTION

A SEROLOGICAL
CONTROL
AFTER 2-3 WEEKS

IMMUNE PATIENT
NONSPESIFIC
PERSISTENCE OF IgM

CFT (IFT) SEROCON.
IgG +, IgM +,IgA +
AVIDITY IgG:LOW

WB, P30 +

CFT (IFT) STABILE
IgM -, IgA -

A RECENT
PRIMARY
INFECTION

NON-IMUNNE PAT.
NONSPECIFIC

PERSISTENCE IgM

moze v priebehu akutnej infekcie dojst k intrauterinnému preno-
su tachyzoitov na plod. Kongenitalne prenesena toxoplazmoézova
infekcia moze sposobit zdvazné poskodenie plodu, Casto s celozi-
votnymi dosledkami. Riziko prenosu je nizSie skor na zaciatku
tehotnosti a stipa az do konca III. trimestra. Zavaznost klinickej
manifestacie kongenitalnych nakaz je najvacésia na zaciatku gravi-
dity. V 1. trimestri a na zaciatku II. trimestra hrozi riziko abortu,
alebo infekcia ma tazké nésledky (najznamejsia je tridda prizna-
kov u novorodenca — hydrocefalus, chorioretinitida, kalcifikacia
mozgu). Ked je plod infikovany v III. trimestri, riziko abortu uz
nehrozi, infekcia plodu méze mat mierne priznaky, alebo vo vac-
Sine pripadov prebehne bez klinickych priznakov (Kouba a spol.,
1974; Raymond a spol., 1990; Janitschke, 1998).

Sérovysetrenie treba urobit na zac¢iatku gravidity, ked je riziko
poskodenia plodu toxoplazmovou infekciou najvicsie, zakladny-
mi testmi RVK, (IFT), ELISA IgG a IgM (Howe a Sibley, 1995).
V pripade negativneho nalezu, pretoze nie je vylucené, Ze v prie-
behu tehotnosti sa Zena nenakazi toxoplazmozou, je potrebné vy-
Setrenie opakovat o 1 mesiac, resp. pri dal$ej navsteve v poradni
(Palicka, 1984). Pri podozreni na primnoinfekciu v gravidite je
potrebné okrem sérovySetrenia preverit zakladné anamnestické
udaje, ako su: kontakt s mackou, konzumacia tepelne nedostatoc-
ne upraveného, alebo surového mésa, kontakt s podnymi substratmi
a pod. (Janitschke, 1998).

Pokial vykazuje vySetrenie gravidnych zien v testoch RVK
(IFT) pozitivitu a vysetrenie Specifickych protilitok IgM, IgA je
negativne, konfirmujeme nalez dopliujicim uréenim avidity IgG
protilatok. Vysokoavidné IgG-protilatky potvrdzuju diagnosticky
predpoklad, Ze tieto Zeny su imunologicky chranené bez rizika
infekcie (Kodym a Tolarova, 1996). Velmi obozretne treba postu-
povat v pripade pozitivneho urcenia IgA-protilatok. Takyto nélez
méze signalizovat nespecificku perzistenciu IgA-protilatok, ale aj
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SUSPECTED TOXOPLASMOSIS
NEONATAL ILLNESS WITH

ENCEPHALITIS, RETINOCHOROIDITIS
HEPATOMEGALY, SPLENOMEGALY, ANAEMIA

1gG ELISA, CFT (IFT)

[ 1 1
HIGH TITER(1 :1000) + INTERMEDIATE NEGATIVE
OR LOW TITER FINDING

DIAGNOSIS POSSIBLE
IgM, IgA-ELISA OR IFT

| |
POSITIVE NEGATIVE TEST
AFTER 1- 2 WEEKS OF AGE
COMPLEMENTARY TEST: WB | PASSIVELY TRANSFERRED
AVIDITY IgG: LOW MATERNAL IgG
IF DIAGNOSIS STRONGLY

SUSPECTED
PCR, ISOLATION ATTEMPT

DIAGNOSIS UNLIKELY

TREATMENT

[ |
POSITIVE TEST NEGATIVE TEST

DIAGNOSIS PROBABLE j§ DIAGNOSIS UNLIKELY

Fig. 2. Neonatal toxoplasmosis (a modified according to Garcia and Bruckner, 1997).
Obr. 2. Neonatilna toxoplazméza (modifikované podla Garciu a Brucknera, 1997).

reaktivaciu infekcie (Naser a spol., 1995). Pri tomto séroobraze
sa indikuje opakované vySetrenie o 2—3 tyzdne.

Vyskyt vrodenej toxoplazmézy v Eurdpe sa uvadza od 0,1 do
7 pripadov na 10 000 pérodov. Vo Francuzsku, Nemecku a Ra-
kasku a inych krajinach bol uvedeny do praxe program, ktory
monitoruje tehotné Zeny formou opakovaného sérovysetrenia na
toxoplazmézu. V Rakusku tento systém velmi uspesne funguje
vyse 20 rokov. Pred rokom 1975 bol vyskyt prenatalnej toxoplaz-
moézy v Rakusku asi 50 pripadov na 10 000 pérodov, v sti¢asnosti
je to asi 1 pripad na 10 000 pdrodov. Percento séropozitivnych
zien v plodnom veku kleslo z takmer 50 % na konci 70. rokov na
terajSich asi 35 % (Aspock a Pollak, 1992).

V pripade pozitivneho nalezu RVK (IFT), protilatok IgG a IgM
vo vysokych hladinach (1:1024 a viac) je nevyhnutné séra vyset-
rif nadstavbovym testom ELISA IgA, testom avidity [gG-protila-
tok, resp. metddou imunoblotu. Vysoké hladiny IgA-protilatok
spolu s nizkymi hodnotami avidity IgG s najvéac¢sou pravdepodob-
nostou indikuju akatnu toxoplazmdzu s rizikom poskodenia plo-
du. V tomto pripade, aj v pripade nalezu IgM a IgA-protilatok
v nizsich hladinach je potrebné vysetrenia opakovat o 2—3 tyzd-
ne. Okrem pozitivity vySetrovanych markerov v opakovanom vy-
Setreni o akutnej toxoplazmdze sved¢i sérokonverzia IgG-protila-
tok, ako aj celkovych protilatok v teste RVK (IFT).

Ak su hladiny IgM, IgA nizke, blizke hraniécnym hodnotam
a test avidity IgG preukazuje vysoké hodnoty, ide pravdepodobne
o pretrvavajuce protilatky po infekcii pred otehotnenim, ktoré za-
chytil vysokocitlivy diagnosticky test. Tu sa treba opierat o vy-
sledky predchadzajucich vysetreni (Nagy a spol., 1997).

Neonatilna toxoplazméza

Ak sa v prvom vysetreni novorodenca zistia protilatky RVK
(IFT), resp. IgG-protilatky v strednych a vysokych hladinach, je
potrebné odlisit tieto transplacentarne prenesené protilatky matky
od protilatok novorodenca, ¢o mozno dokazom Specifickych pro-
tilatok triedy IgM a IgA (obr. 2). Protilatky IgM a IgA neprecha-
dzaju placentou a ich pritomnost méze indikovat toxoplazmovu
infekciu. Aktualna situacia vSak moze byt komplikovana tym, ze
IgM-protilatky sa netvoria u kazdého infikovaného novorodenca,
preto negativny nalez nevylucuje kongenitalnu infekciu (Cvetko-
vi¢ a spol., 1998). Diagnosticky vyznam ma vysetrenie [gA-pro-
tilatok, ktoré byvaju pozitivne u vic¢siny infikovanych novoroden-
cov, vySetrenie avidity [gG-protilatok a Western-blotova analyza.
Pozitivne nalezy tried IgA, IgM a nizko-avidnych IgG-protilatok
znamenaju, Ze novorodenec je pravdepodobne infikovany. VySet-
renie treba opakovat o 2—3 tyZdne vzdy s vySetrenim matky.

Do reakcie na dokaz IgM a IgA-protilatok sa sérum riedi 1:20.
Diagnosticky vyznamnym testom je priamy dokaz toxoplaziem
z placenty, plodovej vody, alebo likvoru novorodenca. V tychto
pripadoch sa vysetrenie dopliuje o metddu priameho dékazu ino-
kulaénym pokusom na bielej mysi a PCR metédou (Tuma a spol.,
1994).

Pokial su diagnostické nejasnosti, predovsetkym pri susp. pos-
tihnuti CNS, indikuje sa vysSetrenie likvoru RVK, (IFT), IgG, IgM,
IgA. Dokaz toxoplazmovych protilatok v likvore a urcenie ich
povodu (urCenie intratekdlnej produkcie) je diagnosticky vyznamné
za predpokladu ich preukazne vyssej koncentracie v porovnani s
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CFT, (IFT),
ELISA IgG, IgM, IgA

POSITIVE
AND LOW LEVEL

SYMPTOMS:
ENCEPHALOMYELITIS
HEADACHE
FEVER, CONFUSION

TREATMENT

NEGATIVE

PREVENTION

EAT WELL-COOKED MEALS

HAND WASHING BEFORE EATING

CHANGE PET CAT'S LITTERBOX DAILY

REPEAT SEROLOGY

POSITIVE

NEGATIVE

TREATMENT | PREVENTION

Fig. 3. Inmunosuppressed patients (AIDS, oncological patients, posttransplantation patients).
Obr. 3. Imunosuprimovani pacienti (AIDS, onkologicki pacienti, pacienti po transplantaciach).

koncentraciou v periférnej krvi (Reiber, 1994; Reiber, 1995; Tho-
mas, 1998). Paralelne sa zistuje pritomnost parazita opisanymi
metddami priameho dokazu.

Imunosuprimovani pacienti (pacienti s AIDS, pacienti s imu-
nosupresivnou terapiou, pacienti v transplanta¢nom programe)

Toxoplazmovd infekcia u pacientov s AIDS, pacienti s imunosup-
resivnou terapiou

Infekcia u imunosuprimovanych pacientov méze sposobo-
vat vazne komplikacie aZ ohrozenie ich Zivota (Catér, 1995; Gar-
cia a Bruckner, 1997; Janitschke, 1994). V prevaznej miere st
vystaveni riziku reaktivacie latentnej (chronickej) toxoplazmo-
zy, ktord sa u imunosuprimovanych pacientov (obr. 3) manifes-
tuje predominantne v CNS, kde spdsobuje encefalopatiu, me-
ningoencefalitidu a iné mozgové 1ézie (Wanke a spol., 1987).
V tychto pripadoch toxoplazmoézy nema tvorba a dynamika pro-
tilatok typicky priebeh. Priblizne 97—99 % pacientov s AIDS
a toxoplazmovou encefalitidou ma protilatky IgG proti Toxop-
lasma gondii v sére, IgM-protilatky nebyvaju vzdy pritomné.
Zakladné sérovysetrenie je v dokaze celkovych i $pecifickych
protilatok v sére a likvore metédami RVK (IFT), ELISA IgG,
IgM, IgA a urcenim intratekalnej produkcie protilatok (Reiber,
1994, 1995; Thomas, 1998). Za pozitivny vysledok treba pova-
zovat nalez aj nizkych hladin protilatok. Ako dopliiujice vyset-
renie mozno vyuzit detekciu antigénu v moci (Fachado a spol.,
1997) a techniky PCR (Dupouy-Camet a spol., 1993; Eggers
a spol., 1995; Franzen a spol., 1997; Johns a Gill, 1998; Robert
a spol., 1996).

Toxoplazmoza u pacientov s transplantdciami

Pacienti su pri transplantaciach ohrozeni podobne ako ostatni
imunosuprimovani pacienti, ked po operacnom vykone méze dojst
k aktivacii toxoplazmozy prostrednictvom prenesenych cyst trans-
plantatom, resp. krvnou transfuziou. NajcastejSie sa zaznamenava
prenos toxoplazmozy po transplantaciach srdca, pecene a obli¢iek
(Luft a spol., 1983; Mayes a spol., 1995; Sluiters a spol., 1989).
Pri imunosupresivnej liecbe hrozi u prijemcu aj reaktivéacia laten-
tnej toxoplazmazy.

Pre zistenie imunitného stavu, alebo na zaciatku terapie musia
byt uréené IgG-protilatky metddou ELISA alebo inymi technika-
mi (ISAGA — immunosorbent agglutination assay) (Wreightt
a Balfour, 1990). Podla moznosti v predtransplantaénom vyset-
reni zistujeme toxoplazmové protilatky u darcov i prijemcov do-
kazom celkovych protilatok metddou RVK (IFT), ako aj Specific-
kych protilatok tried IgG, IgM. Pri pozitivnom zakladnom vyset-
reni postupujeme ako pri diagnostike akutnej toxoplazmdzy. Pa-
cienta treba sérologicky vysetrit o 1—2 tyzdne po transplantacii
podobne ako inych imunosuprimovanych pacientov.

Ziskana toxoplazmo6za u imunokompetentnych pacientov

Infekcia u tychto pacientov sa najéastejSie manifestuje pod
obrazom lymfadenopatie (Garcia a Bruckner, 1997; Kouba
a spol., 1974; Janitschke, 1998). Casto sa pozoruju teploty, ina-
vovy syndrom, bolesti svalstva. V. 80—90 % pripadov vSak pre-
bieha bez zjavnych klinickych priznakov ochorenia — latentne,
asymptomaticky, ked o recentnej infekcii sved¢i iba sérologicky
nalez (obr. 4).
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LYMPHADENOPATHY
FEVER
RETINOCHOROIDITIS
ENCEPHALOPATHY

ANAMNESIS
NEGATIVE

DIAGNOSIS LESS
LIKELY

POSITIVE

SEROLOGY:

BASIC DIAGNOSIS:
CFT, (IFT), ELISA IgG, IgM

NEGATIVE

IgM: NEGATIVE

DIAGNOSIS
UNLIKELY

POSITIVE: CFT 8 - 32
(IFT16 - 64)

ANAMNESTICS LEVEL
LATENT, CHRONIC
INFECTION

ASYMPT. INFECTION

IF IgM NOT PRESENT

OF THE INFECTION

POSITIVE: CFT 1: 64+
(IFT 1:128) +
IgM: POSITIVE

COMPLEMENTARY COMPLEMENTARY
DIAGN.: IgA: POSITIVE § DIAG.. IgA: POSITIVE
AVIDITY: HIGH AVIDITY: LOW

WB: P30 NEGAT. WB: P30 POSITIVE.

POSSIBLE
RECENT
INFECTION

NON-SPECIFIC

PERSIST. IgM,IgA
ASYMPTOMATIC B PROGRESSIVE
REACTIVATION

NO TREATMENT TREATMENT

Fig. 4. Acquired toxoplasmosis — immunocompetent patients (a modified according to Garcia and Bruckner, 1997).
Obr. 4. Ziskana toxoplazméza — imunokompetentni pacienti (modifikované podla Garciu a Brucknera, 1997).

Zdkladné vysetrenie sa robi testmi RVK, alebo IFT. Negativny
vysledok znamend, Ze pacient nie je infikovany. Hladiny protila-
tok v titroch RVK 8—16, IFT 16—32 st anamnestické — akutna
infekcia odznela pravdepodobne pred niekolkymi rokmi.

Dopliiujiice vysetrenie: Ak dosahuju celkové protilatky v RVK
hladiny vyssie ako 1:32 (v IFT 64 a viac) treba pacienta vysetrit
na pritomnost protilatok triedy IgM a IgA. K sérologickému roz-
liSeniu aktivnej a chronickej infekcie mozno vyuzit test avidity
IgG-protilatok a Western blot. VySetrenie je potrebné opakovat
0 2—3 tyzdne.

Akutnu infekciu charakterizuje:

a) sérokonverzia, t.j. prechod titrov v RVK, (IFT), ELISA IgG
z negativity do vyraznej séropozitivity, alebo signifikantny
vzostup titrov protilatok najmenej o 3 riedenia (napr. z 1:16
na 1:128),

b) dokaz Specifickych IgM, IgA protildatok. Pri akutnej toxoplaz-
moze dosahuji hodnoty IgM, IgA vysoké hodnoty. V nizkych
hladinach mé6zu pretrvavat niekolko rokov,

¢) nizke hodnoty avidity IgG-protildtok (<15 %),

d) dokaz IgM-protildtok proti 30 kDa proteinu (Western blot).
O chronickej (latentnej) nakaze sved¢i:

a) pretrvavanie titrov RVK, (IFT, ELISA IgG) v strednych a vy-
sokych hodnotach bez ich vyrazného pohybu, pri sucasnej
negativite IgM, IgA-protilatok,

b) yvsoké hodnoty testu avidity IgG (> 30 %),

¢) detekcia 12 kDa proteinu IgG-protildtkami (Western blot).
Pretrvéavanie titrov RVK v nizkych hodnotach je beznym ja-

vom u priblizne 40 % populacie a nie je dévodom na zacatie

terapie.

O¢na toxoplazmoza

Toxoplazméza u imunokompetentnych dospelych Iudi méze
spdsobovat uveitidu a potencidlne poskodenie zraku. O¢na forma
toxoplazmozy sa v§eobecne povazuje za manifestaciu kongenital-
ne ziskanej infekcie (Nusselblat a Belfort, 1994; Couvreur a Thu-
liez, 1996; Schnider, 1995; Wanke a spol., 1987). Diagndza o¢nej
formy toxoplazmdzy je zalozena predovsetkym na klinickom na-
leze, i ked sérovySetrenia protilatok mo6zu nalez potvrdit. Vzostup
sérovych protilatok, ale nemusi byt viazany na progres oéného
postihnutia. Hladina protilatok mo6ze byt nizka, si opisané i his-
tologicky dokazané pripady toxoplazmovej infekcie oka u séro-
negativnych pacientov (Couvreur a Thuliez, 1996).

Zdkladné vysetrenie: RVK, (IFT) a urcenia IgG-citlivou me-
todou (ELISA). V pripade zvysenych titrov RVK je postup ako
pri akutnej toxoplazmoéze. Porovnanie pomeru titrov protilatok
v komorovej tekutine k titru v sére: Ak je pomer titrov >1, je to
signifikantny nélez svedc¢iaci o tom, Ze v oku su produkované
SpecifickejSie protilatky, ako st protilatky kolujuce v krvnom
obehu a v oku dochadza k lokélnej stimulacii tvorby protilatok
toxoplazmovou infekciou (Desmonts, 1996; Nussenblatt a Belfort,
1994).

Dopliiujiice vySetrenie: Western blot, PCR.

Zaver

V nasich podmienkach je laboratdrna diagnostika toxoplaz-
mdzy zalozZena na tradi¢ne pouzivanych metddach: Reakcii viazu-
cej komplement (RVK), resp. nepriamej imunofluorescencii (IFT)
s vhodne volenym dékazom tried $pecifickych protilatok prevaz-
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ne metodou imunoenzymového dokazu (ELISA) potrebnym pre
urcenie Stadia toxoplazmovej infekcie. Kazdy laboratdrny nélez
by mal interpretovat odbornik s dostatoénym rozhladom v prob-
lematike. Vzhladom na potrebu metodického vedenia, koordina-
cie a kontroly laboratdrnej diagnostiky, vykonavania nadstavbo-
vej diagnostiky (metddy priameho dokazu PCR, izolaénych po-
kusov a pod.) treba zriadit referencné pracovisko pre problemati-
ku toxoplazmozy.
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