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1. Toxoplasma gondii

Naziv parazita Toxoplasma gondii je odreden pravilima binominalne nomenklature ko-
ja se primjenjuje u imenovanju svih parazita. Toxoplasma prema morfoloskim znacajkama
potjece od rijeci luk, Zivot, a gondii prema domacinu od africkog glodavca gonda. Otkriva-
nje ovog parazita koji je uzrocnik bolesti toksoplazmoze se vezuje uz pocetak 20. stoljeca
dok je sredina obiljezena prvim primjenama seroloskih ispitivanja ¢ime je olak$an put do
dijagnoze te bolesti (1).

Toxoplasma gondii je obvezni unutarstani¢ni humani patogen za sve stanice koje pos-
jeduju jezgru, uz veéu sklonost izazivanja bolesti u zivéanom i endotelnom tkivu. Morfolo-
ki se razlikuju: tahizoiti, bradizoiti i sporozoiti. Tahizoite karakterizira brzo umnazanje,
oni su proliferativan oblik morfoloski prepoznatljiv kao polumjesec i razaraju zahvacene
stanice u tijeku akutne infekcije. Takoder su obiljezje reaktivirane infekcije. Suprotno tome,
bradizoiti se sporo umnazaju. Sporozoiti nastaju u oocistama i izlu¢uju se macjim fecesom.
Neposredno izluene oociste nemaju sposobnost izazivanja infekcije, a stje¢u je sporulaci-
jom u okolidu. Cimbenici o kojima ovisi vrijeme sporulacije su temperatura i vlaznost zem-
lje. Ona mozZze trajati viSe tjedana. Uz vecu dostupnu koli¢inu vlage oocista dulje prezivlja-
va, $to je nekad 1 viSe od jedne godine. ViSestruki unos oocista u mackama uvelike poveca-
va ukupni broj oocista koje se mogu naci u prirodi. Promjer jedne oociste obi¢no iznosi
10 X 12um, trofozoita 3 X Sum. I oociste i ciste smjestene u tkivu domacina su infektivne
ukoliko dode do njihove ingestije (1).

Parazit se mozZe §iriti u ljudskom organizmu tako $to se unesena oocista ili tkivna cista
lizira u crijevu 1 u nastavku prodire u krvotok. Izvori cista su hrana, voda i termicki
nedovoljno obradeno meso zarazene Zivotinje. Put njihovog prijenosa je krvlju 1 limfom
odakle dospijevaju u udaljena tkiva i organe. Krv opcenito ispunjaju tahizoti, a organ u
nekom trenutku bradizoiti. Ingestija cista zaraZenim mesom predstavlja izvor samo tkivnih
cista. One nemaju porijeklo izravno od macke ve¢ neizravno posredstvom prijelaznog
domacina. Tkivne ciste ostaju u organizmu cijeli zivot, u latentnom obliku, ali imaju

sposobnost reaktivacije. Promjera su do 200 pm s tisu¢ama bradizoita. Transplantacija



solidnog organa u kojem postoje takve ciste moze ugroziti pacijenta kojemu se transplantira
organ zbog ozbiljne primarne reakcije infekcije ¢ija je incidencija sveukupno iznimno

rijetka.



1.1. MORFOLOGIJA PARAZITA

Razvojni oblici parazita Toxoplasma gondii se krecu od merozoitnog oblika bez bica
do oblika gamete s bi¢em. Kako parazit sazrijeva dogadaju se promjene vezane uz smjestaj
jezgre u stanici. Jezgra se premjesta iz sredisSta stanica tahizoita na straznji kraj stanica bra-
dizoita. Toksoplazma posjeduje apikalne specijalizirane sekretorne organele; mikroneme,
roptrije 1 guste granule koji se u razli¢itim razvojnim fazama preraspodjeljuju i prenose.
Djeluju kao adhezini, invazini i efektori u sklopu razli¢itih patogenih procesa koji moze biti
1 modulacija genske ekspresije domacina. Guste granule su u toksoplazmi uglavnom raspr-
Sene, dok su roptriji i mikroneme smjeSteni apikalno. Vrsta mikroneme MIC2 posebno je
vazna za pokretljivost koju ostvaruje Toxoplasma gondii. Vrsta roptrija ROP2 ostvaruje
vezu parazitovezikularne membrane s mitohondrijima domacina, a ROP18 u nekim genoti-
povima parazita uzrokuje kroni¢nu infekciju domaéina time Sto blokira fosforilaciju. Rop-
triji 1 guste granule utjecu na virulentnost razlic¢itih sojeva. Izlu€ivanje mikronema je reguli-
rano kalcijem, dok roptrija nije. Egzocitoza vezikule mikronema otpusta te proteine. Unutar
toksoplazme se nalaze i mitohondriji, unutraSnja membrana, endoplazmatski retikulum, i
Golgijevo tijelo (2, 7).

Nesporulirane oociste sporuliraju unutar 1 — 5 dana zbog osjetljivosti na okoliSnu 1
kemijsku deaktivaciju, dok sporulirane oociste mogu izdrzati teSke okoliSne uvjete dulje
vrijeme. Nastavak ciklusa rezultira razvojem 8 sporozoita visoke infektivnosti 1 zaSti¢enih
dvoslojnom stijenkom oociste. Kada se dogodi ingestija oocista iz kontaminanata (hrana,
voda) stijenku razgraduju Zucne soli 1 Zelu€ani enzimi domacina. Razgranati polimer glu-
koze, amilopektin, sluzZi kao izvor energije u diferencijaciji bradizoita i sporozoita u tahizoi-
te tako 1h ¢ineci stabilnima u okoliSu 1 domacinu. U prijelazu iz tahizoite u bradizoite uoca-
va se zamjena aerobnog disanja za uglavnom anaerobne metabolicke puteve. Drugim rije-
¢ima, domacin u aerobnoj glikolizi inhibira stvaranje bradizoita i poti¢e tahizoite. Cimbenik
za pospjeSenje stvaranja cisti je alkalni pH domacina (2).

Sporozoiti se oslanjaju na interakciju s domac¢inom, dok ¢e merozoiti/gamete ustrajati

u stvaranju genetski raznolikog potomstva za zivot neovisan o domacinu.



Kontrola genske ekspresije je najvecim dijelom epigenetska zbog manjka standardnih
transkripcijskih faktora u odnosu na veéinu eukariota.

Prodor parazita toksoplazme u domacina se moze podijeliti u viSe faza. Prvi korak je
kontakt za membranu stanice domac¢ina molekulama koje se zovu GPI sidra. Kontakt je
reverzibilan. Drugi je korak apikalno pri¢vr§éivanje adhezivnim proteinima apikalnih orga-
nela koji se luce kao odgovor na povecane razina kalcija. Treci je korak formiranje pokret-
nog spoja ulaskom roptrija u citoplazmu domacina §to oznacava ostvarenu invaziju parazi-
ta. Konac¢no, sustav adhezin/aktin/miozin je zasluzan za pokretljivost Toxoplasme gondii
unutar domacina (6).

Dakle, prodor parazita znai invaginaciju plazma membrane domacina, apikalno
pri¢vri¢ivanje 1 ulazak u stanicu brzinom brzom od fagocitoze. Bit procesa je formacija
vakuole koja se preko parazita navlaci aktinsko- miozinskim sustavom za vrijeme Cega je
stanica domacina potpuno pasivna (nema fosforilacije proteina, ne mijenja se akcijski po-
tencijal membrane). Postupno se zakiseljava antigenskom opsonizacijom, stapa s lizoso-
mima u makrofagima i po¢ne izrazavati Fc receptore. U nedostatku antigena i Fc receptora
odrzavat ¢e neutralni pH 1 odvojiti se od unutrasnjeg i vanjskog puta stanice domacina §to
je dovodi u opasnost da ne bude opskrbljena vaznim nutrijentima domacina, no tu je difuzi-
ja malih molekula kroz membranu kojima mozZe dobiti dio nutrijenata. U svojoj opskrbi
Toxoplasma gondii ima mehanizme spaSavanja kolesterola iz stanica domacina (3).

Po ulasku parazita u stanicu domacina slijedi dvojna dioba. Parazit izlazi i u potrazi je
za novim domacinom. Ovaj ciklus liziranja tipi¢no traje 24 — 48 sati i rezultira produkcijom

16 — 128 potomaka (3).
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Slika 1. Ulazak parazita Toxoplasma gondii u stanicu domacina
(Izvor:

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501319304719?via%3Dihub)



1.2. VIRULENTNOST

Mehanizam kojim Toxoplasma gondii ostvaruje patogenost je blokada apoptoze u sta-
nicama domacina. Inibira apoptozu tako $to otezava otpustanje citokroma c 1 ko¢i aktivnost
gramzina B. Inhibicija tripsina koju toksoplazma pokre¢e u domacinu je vazna kako bi se
parazit odrzao u crijevima i izbjegao za sebe Stetno djelovanje neutrofila. Nakon inhibicije
tripsina, parazit nema opasnosti u crijevima jer je otporan na fizioloske koncentracije svih
tvari s kojima se tamo susrece. Proteinskim analizama zaraZenih tjelesnih tekuc¢ina ustanov-
ljeno je da parazit na svom putu mijenja kljuéne metabolicke puteve domacina kao $to su
glikoliza, metabolizam lipida i sterola, mitoza, apoptoza i proteinska ekspresija. Kao prim-
jer za mitozu, odnosno stani¢ni ciklus parazit u tkivima progredira GO/G1 fazu u S fazu i
zaustavlja prema G2/M. Geni koji se podudaraju s G1 fazom su obogaceni tahizoitima, a
oni povezani sa S/M fazom bradizoitima. Tahizoiti prolaze kroz to¢ku u stanicnom ciklusu
u kojoj su spremni za razvoj u bradizoite. Prebacivanje u latentnu bradizoitnu fazu je obi-
ljezeno smanjenom snitezom proteina i reprogramirenjem genoma stoga transkripcijska
regulacija ima vaznu ulogu u prebacivanju stadija (9).

Tahizoiti kroz enterocite dospijevaju u submukozu, odakle se nastavljaju Siriti organi-
zmom, potencijalno 1 kroz krvno-moZzdanu i barijeru posteljice. Inficiranost stanica doma-
¢ina je drugi mehanizam Sirenja tahizoita djelujuci kao ¢imbenik koji utjeCe na njihovo
migracijsko ponaSanje. U skladu s recenim, infekcija makrofaga i dendriti¢nih stanica u
vecoj mjeri pojacava aktivnu migraciju tahizoita prema srediSnjem Zivcéanom tkivu inficira-
juci ga. Koliko ¢e pojedini soj toksoplazme koristiti pokretljivost stanica domacina za poja-
¢anu aktivnu migraciju ovisit ¢e o genotipu toksoplazme (8).

Tkivo zaraZeno toksoplazmom ima inkorporiran dio genetskog materijala toksopla-
zme. Oslobada ga u vezikulama nalik egzosomima.

Za postizanje virulencije su nuzni glukoza ili glutamin. Zadnji korak glikolize katalizi-
ran piruvat kinazom je neophodan za prezivljenje parazita bez obzira na dostupnost ove
dvije tvari. Za preZivljenje ovi paraziti moraju 1 reciklirati organele 1 proteine. Dodatno se

parazit koristi laktatom i alaninom za druge metabolic¢ke potrebe.



1.3. PATOGENEZA

Toxoplasma gondii je jednostani¢ni parazit krvi i tkiva koji uzrokuje zoonozu naziva
toksoplazmoza. Infekcija se u ¢ovjeka prenosi oralnim putem ili transplacentarno. Postoje
tri genotipa; genotip II je ukljucen stecene infekcije ljudi i u reaktivaciju infekcije dok su
genotipovi I 1 III uzro¢nici kongenitalne toksoplazmoze. Genotip I se brze replicira, a geno-
tip II sporije Sto znaci da se radije diferencira u spororeplicirajuci oblik bradizoita. Infekcije
ovim krvno-tkivnim parazitom su ceste u populaciji i najveéi broj zahvacenih ima blazu
klinicku sliku. Teze simptome ove bolesti razvijaju imunokompromitirane osobe, tj. one
osobe koje su starije zivotne dobi, kroni¢ni bolesnici i trudnice. U planiranju i provodenju
testova kao dokaza prisutnosti infekcije parazitom Toxoplasma gondii najcesée se cilja na
trudnice. Toksoplazmoza u gestacijskom razdoblju moZe zavrsiti letalno za plod i zato je
vazna §to ranija dijagnostika. Problem predstavlja jos uvijek nepotpuna moguénost pracenja
1 lijecenja infekcije. U pocetku trudnoce rizik za prijenos infekcije je mali, ali ako se ona
dogodi nosi teze posljedice. Rizik prijenosa drasti¢no raste s drugim i tre¢im tromjese¢jem
kada se u slucaju kongenitalne infekcije ovim parazitom javljaju za dijete manje opasna
klini¢ka stanja. U slucaju ostvarenog prijenosa nastaju malformacije ploda: asimptomatski
korioretinitis te simptomatski mikrocefalus 1 zZutica. Organi koji su u kongenitalnoj infekciji
obi¢no pogodeni su mozak i oko.

Covijek je uz ptice, glodavce i domaée Zivotinje prijelazni domaéin, dok je macka po-
rodice Felidae kona¢ni domacin 1 glavni rezervoar parazita Toxoplasma gondii. Zaraza ima
izvor u probavnom sustavu macke odakle se infektivne ali jo§ nezrele oociste mogu naci u
okolisu 1 vanjskoj sredini koja za prijelazne domacine u slucaju kontakta, bilo fekoralno,
transplantacijom ili posteljicno, ima za rezultat bolest toksoplazmozu. Dakle, ovaj parazit
za svoju aktivnost ima uvjet spolnog i nespolnog ciklusa razmnoZavanja u crijevnom epite-
lu macke. Sporulacijom oociste u okoliSu za Covjeka 1 druge sisavce se javlja mogucnost
infekcije, buduc¢i da je takva oocista zrela 1 kontaminira vodu 1 zemlju. UneSena oocista u
prijelaznom domacinu ima oblik tahizoita koji monocitne stanice zatim ispunjava bradizoi-
tima. Rupturom bradizoita, oocista je ponovo prisutna. Za tahizoite je uobicajeno dodijeljen

naziv trofozoita, za bradizoite cista, a za sporozoite oocista. Tahizoiti se zbog brzine repli-



kacije nadu u akutnim infekcijama i daju naslutiti da je rije¢ o parazitemiji, diseminaciji ili
ostecenju tkiva. S druge strane, bradizoiti se nadu u kroni¢nim infekcijama kao dio imuno-
loskog odgovora. Jedino novorodencad i1 djeca mogu imati prirodenu toksoplazmozu, zbog
kongenitalne infekcije majke, dok odrasli ljudi imaju steCenu toksoplazmozu koja je samo u
10 % slucajeva simptomatska. Simptomatska je u imunokompromitiranih pacijenata. Kao
simptomi se javljaju cervikalna limfadenopatija i simptomi mononukleoze. U ostalih, 90 %
steCenih infekcija Toxoplasmom gondii, infekcija nema simptoma iako se moze dokazati

seroloski. Ozdravljenje je tada spontano.

A = Infective Stage
&: Diagnostic Stage

Slika 2. Zivotni ciklus T, gondii

(Izvor: https://www.cdc.gov/parasites/toxoplasmosis/biology.html)



1.4. EPIDEMIOLOGIJA

U svijetu je prema istrazivanjima toksoplazmom inficirano 33 % stanovniStva.
Seroprevalencija u Republici Hrvatskoj je 35 % od &ega 60 % ¢ini sjeverna Hrvatska. Cini
se kako infekciji pogoduje dob i vrijeme izloZenosti uzro¢niku. Ipak, u mjestima s
najve¢om stopom infekcije veca ucestalost je u dje¢joj dobi, a infekcije ne prevladavaju
gdje je klima vruca i suha. Najveca ispitana seroprevalencija se biljezi u Centralnoj
Americi, Brazilu 1 Turskoj 1 iznosi 90 %. U SAD-u i Europi primijecen je pad prevalencije
infekcije. Nema dokaza za prijenos toksoplazme s ¢ovjeka na ¢ovjeka klasi¢énim kontaktom
ve¢ postelji¢no s majke na dijete, transfuzijom krvi i granulocita, transplantacijom organa i
laboratorijskim nezgodama. Seroprevalencija Zena generativne dobi zapadne Europe je visa

od 50 % (1).



1.4.1. Kontalna infekcija

Rizik od konatalne infekcije (infekcije fetusa) raste s gestacijskom dobi i vremenu in-
fekcije. Razlozi za kasno prepoznavanje infekcije kod novorodenceta su nespecifi¢ni simp-
tomi djeteta starosti do mjesec dana kao i1 njegova pasivna imunost, koja je joS uvijek ona
od majke. Toksoplazmoza otkrivena kod novorodenceta zahtijeva hitnost djelovanja iz ra-
zloga §to ima fulminantan tijek. Utvrdeno je da majka uvijek prenese toksoplazmozu na
dijete ako je u stanju akutne infekcije, dok to ne mora biti sluc¢aj kada je u kroni¢noj infek-
ciji. U slu€aju majcine infekcije 6 ili viSe mjeseci prije zaceca ne dolazi do infekcije ploda.
Infekceija u vrijeme trudnoce (u rijetkim slucajevima do 3 mjeseca prije zaceca) dovest ¢e
do infekcije ploda jedne trecine Zena. Toksoplazmoza u prvom tromjesec¢ju ima nisku inci-
denciju od 15 % i najtezu klinicku sliku bolesti. U vrijeme zadnjeg tromjesecja kada je vje-
rojatnost infekcije velika, oko 65 %, zaraza je asimptomatska. Ukoliko je dijete pri poroda-
ju inficirano 1 zdravo poteSkoce s ucenjem 1 neuroloSka oSte¢enja nastaju u kasnijoj dobi
(1).

Prijenos toksoplazmoze na fetus je najvec¢im dijelom ostvaren zahvaljujuéi akutnoj in-
fekciji trudnice neovisno je li infekcija simptomatska ili asimptomatska. Druga moguénost
prijenosa je reaktivacijom latentne infekcije imunokompromitirane majke, Sto se dogada u
HIV bolesti, toksoplazmozi i sistemskom eritemskom lupusu tretiranim kortikosteroidima 1
imunosupresivima (1).

Moguca oste¢enja SZS-a ploda u konatalnoj infekeiji su vaskulitis, nekroza i mikrogli-
jalni ¢voriéi periakveduktalnog i periventrikularnog podru¢ja. Za kalcifikaciju koja kasnije
mozZe nastupiti je moguce zatraziti radiolosku potvrdu. Kalcificiraju se bazalni gangliji 1
parenhim lijevo temporalno, a u CT-u su vidljivi epiduralni i subduralni hematom. Ne-
lijeena toksoplazmoza iz prvog tromjesecja dovodi do spontanog pobacaja, prijevremenog
poroda ili generalizirane bolesti novorodenceta. Karakteristicni trijas lezija u dojencadi s
urodenim encefalitisom €ine hidrocefalus, obostrani korioretinitis 1 intrakranijalne difuzne
kalcifikacije. Likvor u konatalnoj infekciji pokazuje vec¢i udio proteina i antigena ili DNK

parazita Toxoplasma gondii (1).
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Preko polovice intrauterino inficiranih pri rodenju nema znakove bolesti. Znakovi
postaju vidljivi tek kasnije uz blazu ili tezu klinicku sliku. Nedonoscadi oboljeloj od
toksoplazmoze ostecen je SZS i oko sa znacima prisutnim u prva tri mjeseca Zivota, dok je
u donosSene djece rije¢ o hepatomegaliji 1 limfadenopatiji uocljivima u prva dva mjeseca
zivota s moguéno$éu za razvoj oteéenja oka i SZS-a i nakon nekoliko godina. Vise od 80
% kongenitalno zarazene asimptomatske djece tijekom godina razvija korioretinitis s
mogucim gubitkom vida ¢ija je prevencija rano lijeCenje. Problem predstavlja razlikovanje
konatalne toksoplazmoze od drugih konatalnih infekcija, a ¢iji su uzrocnici virusi rubeole,
herpesa simpleksa (HSV), citomegalovirusa (CMV), listerije, treponeme i1 drugi. Od
navedenih, korioretinitis mogu uzrokovati sifilis, virus rubeole, CMV 1 HSV. Hidrocefalus,
mikrocefaliju i cerebralne kalcifikacije osim toksoplazme mogu uzrokovati CMV 1 rubeola.
Za otkrivanje bolesti ovih uzro¢nika radi $to ranije detekcije 1 terapije koristi se seroloski

TORCH panel (1).
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1.4.2. Oralni prijenos

Oralni put prijenosa toksoplazme je onaj koji se dogada unosom sporuliranih oocista s
kontaminiranog tla ili tkivnih cista s bradizoitima iz kontaminiranog mesa i rezultira steCe-
nom toksoplazmozom. (1)

Macka u akutnoj infekciji ima sposobnost izlu€ivanja i do 100 milijuna parazita
dnevno. U prijenosu infekcije do prijelaznog domacina znacajno sudjeluju vektori zato Sto
samo 1 % macaka oociste izlucuje fecesom. Vektori koji imaju moguénost prijenosa oocista
od macke do ¢ovjeka ili Zivotinje su Zohari, muhe, gliste 1 puZevi. U ingestiji tkivnih cista
dovoljna je samo jedna da bi izazvala infekciju. Kontaminacija mesa se prevenira
zamrzavanjem na — 20°C u vremenu od 24 sata kao i zagrijavanjem na + 67 °C ili
smrzavanjem na —7 °C tijekom cetiri dana. To se najviSe odnosi na svinjsko i janjec¢e meso.
Istrazivanjem je utvrdeno da je u Republici Hrvatskoj oko 20 % svinja zaraZeno

toksoplazmom $to je nezanemariv izvor infekcija (6).
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1.4.3. Infekcije imunokompromitiranih osoba

U najvecem su broju slucajeva AIDS ili reaktivacija latentne infekcije zbog imunosu-
presivnog lijeCenja zlo¢udnih limfoma i presatka koStane srzi te solidnih organa razlog da u
imunodeficijentne osobe nastane toksoplazmoza. Presadivanje solidnih organa rezultira
toksoplazmozom kad seronegativni primatelj prima organ seropozitivnog davatelja, ali 1
reaktivacijom primateljeve latentne infekcije. Toksoplazmoza imunodeficijente osobe se
prikazuje kao encefalitis, pneumonija, miokarditis ili korioretinitis. Difuzna disfunkcija
korteksa prelazi u zariSnu neurolosku bolest. Takav se poremecaj dovodi u vezu s nekrotizi-
raju¢im encefalitisom uzrokovanim izravnom invazijom parazita, ali i sa sekundarnim u-
¢incima kao §to su edem, krvarenje i vaskulitis (1).

Infekcije toksoplazmom u imunokompromitiranih su sa ili bez oste¢enja SZS-a. Kada
su ostecenja uslijed infekcije prisutna zahvacena su mjesta mozdanog debla, bazalnih gan-
glija, hipofize i1 kortikomedularnog spoja. Na mjestu mozdanog debla toksoplazma ¢e uzro-
kovati pareze kranijalnih zivaca, dismetriju i ataksiju. U nalazu likvora koncentracija glu-
koze je sniZzena. Potrebno je razlikovati cerebralnu toksoplazmozu od encefalitisa uzroko-
vanog HSV-om, kriptokoknog meningitisa i primarnog limfoma SZS-a. U tome moZe po-
moc¢i biopsija mozga kako bi se potvrdila dijagnoza (1).

Infekcijom opcenito mogu biti obuhvaceni pluca, srce, o¢i, probavni sustav, gusteraca,
koza 1 jetra. Od navedenog u imunokompromitiranih se znacajnije javlja pneumonija
uzrokovana toksoplazmozom, asimptomatski miokarditis ili korioretinitis sa ili bez
encefalitisa (u razlikovanju pomaze Cinjenica da je citomegalovirusni korioretinitis ¢esto

hemoragi¢ni dok toksoplazmozni nije) (1).
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1.4.3.1.  Ostale infekcije

Do toksoplazmoze moze do¢i i neopreznim radom u laboratoriju. Parazit se moze pre-

nijeti inokulacijom ili preko otvorene sluznice.
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1.5. KLINICKI TIJEK INFEKCIJE PARAZITOM Toxoplasma gondii

Parazitu je linolna kiselina u enterocitima macke glavni signal da se spolni stadij dife-
rencira. U crijevnom epitelu prijelaznog domacina iz cista se oslobadaju invazivni oblici
sporozoiti iz kojih nastaju tahizoiti. Stani¢ni mehanizam koji se na tom mjestu uocava je
Ca?* efluks u tahizoite preko TRP ionskog kanala. Bradizoiti su neosjetljivi na pepticke
proteaze, dok tahizoiti nemaju tu otpornost §to je razlog da se akutnom toksoplazmozom
prenosi koli¢inski manje parazita. Imunokompetentni ¢e se lako rijeSiti veéine parazita u
tijeku akutne infekcije. Ostatak parazita koji ¢e nastaviti zivjeti u organizmu prezivljava
kao spororastuci bradizoiti ispunjavajuci tkiva ogranicenog imunoloskog nadzora kao §to su
mozak, oko, miSi¢i srca i1 skeleta. Upravo se in vivo u tim tkivima najce$¢e opazaju ciste.
Takav tip infekcije je latentan 1 kronican, a ciste su inaktivne. Moguca je reaktivacija infek-
cije ¢iji ¢e odgovor ovisiti isklju¢ivo o imunoloSkom statusu organizma. U stanju organi-
zma gdje je imunoloski sustav narusen uslijed kemoterapije, transplantacije organa ili
AIDS-a Toxoplasma gondii se vraca stadiju umnozavanja tahizoita. Taj se proces naziva
rekrudescencija i1 zahtijeva antiparazitsku terapiju ¢iji je moguci problem osjetljivost na
sastojke lijeka 1 njegovo slabo podnosenje. Najteze kliniCke slike su toksoplazmozni hidro-
cefalus novorodenceta i encefalitis imunokompromitiranih bolesnika (4).

Tre¢i tjedan po zavrSetku infekcije se zaustavlja humoralna i1 stani¢na imunost, a tkivne
ciste su ispunjene bradizoitima. Bradizoiti daju ogromnu prilagodljivost parazitu da se nas-
tavi $iriti mimo spolne faze. Stvaraju se ve¢ jedan dan poslije infekcije i sazrijevanjem ciste
postaju veci zbog replikacije. Ciste u mozgu su sferi¢ne, a u miSi¢u izduzene. Formiranje
stijenke ciste predstavlja fizicku barijeru imunoloskim ¢imbenicima domacina. Molekular-
no, metilacija i acetilacija histona su znacajni epigenetski regulatori diferencijacije bradizo-
ita. Diferencijacija bradizoita je in vivo potaknuta manjkom arginina i lipoproteina, a in
vitro alkalnim pH 1 natrij nitroprusidom. U kroni¢noj infekciji srediSnjeg zZiv€anog sustava
CD8 + T stanice infiltriraju mozak te posredno upravljaju brojem cista luc¢enjem IFN-y i
ubijanjem zaraZenih stanica u ovisnosti o perforinu. IFN-y odmah po inficiranju inducira

stvaranje metabolita reaktivnog kisika 1 duSikovog oksida u makrofagima, mikroglija stani-

cama i astrocitima (4, 10).
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Sve moguce klinicke pojavnosti toksoplazmoze u pacijenata su: toksoplazmoza u trud-
no¢i, konatalna (znacajke epilepsije, encefalitisa, mikrocefalije, intrakranijalnih kalcifikaci-
ja, hidrocefalusa, sljepoc¢e, hepatosplenomegalije 1 Zutice), oCna, steCena/ reaktivirana u
imunokompromitiranih i steCena u imunokompetentnih.

Tokosplazmoza u trudnodi nije opasna za plod ako to nije primarna akutna infekcija
majke. Takva infekcija je kroni¢na ili infekcija nastala prije zace¢a i ve¢inom prolazi asim-
ptomatski, a u slucaju simptoma se manifestira klasicnim simptomima imunokompetentne
osobe (limfadenitis). Dakle, ako je trudnica ve¢ ranije bila zarazena tj. seropozitivna je, ne
postoji opasnost da ugrozi svoje dijete toksoplazmom jer je zastiCena antitijelima. Infekcija
majke stecena u trudno¢i rezultira konatalnom tokosplazmozom djeteta. To je jedini oblik
prirodene infekcije parazitom Zoxoplasma gondii. Incidencija i tezina klinicke slike ¢e ovi-
siti o postelji¢énom prelasku parazita jer parazit ne prelazi uvijek posteljicu, pretpostavka je
da je u prvom tromjesecju prelazi u 18% slucajeva, u drugom 25%, a u treCem najvise i s
najblazom klini¢kom slikom- preko 60%.

U imunokompetentnih je prisutna reaktivna folikularna hiperplazija, meningoecenfa-
litis s nekrozom stanica, mikroglijalni ¢voriéi, perivaskularna infiltracija mononuklearima.

U imunokompromitiranih je prisutan encefalitis sa ili bez apscesa.

Encefalitis koji ne stvara apsces je rjedi i loSije se lijeci.

Pluéni oblik toksoplazmoze se ocituje u rijetkih imunodeficijentnih osoba s klinickom
prezentacijom pneumonitisa (intersticijski ili nekrotiziraju¢i), pluéne konsolidacije i pleu-
ralnog izljeva. Uzorak tkiva 1 pleuralnog eksudata moZze biti izvor tahizoita 1 nukleinske
kiseline parazita.

U o¢noj toksoplazmozi korioretinitis je kombinacija upale korioideje i nekroze retine.
Iznimno rijetko se u eksudatu mogu dokazati tahizoiti koji su dospjeli u staklasto tijelo.
Oc¢na toksoplazmoza u imunokompetentnih osoba je teZi oblik te bolesti, s viSestrukim obo-
stranim makularnim lezijama koje se prikazuju degeneracijom tkiva i opseZznom fibrozom.
Bolest korioretinitis nastupa u 2. i 3. desetljecu. Toksoplazmoza oka u imunokompromitira-
nih osoba je akutna s jednostranim lezijama. U klini¢koj slici je bol, fotofobija i nejasan
vid. Sa zahva¢enom makulom gubi se sredi$nji vid, a sa zahva¢enim ekstraokularnim mi-

Si¢ima nastupa poremecaj konvergencije. Upala se smiruje 1 vid poboljSava uz epizodi¢na
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pogorsanja koja razaraju tkivo mreznice i stvara se glaukom. Starenjem lezija formiraju se
bijeli plakovi i crne mrlje koje ispunjavaju retinalni pigment. U imunodeficijentnih koriore-
tinitis nastupa u 4. 1 6. desetljecu (1).

Ste€ena toksoplazmoza imunokompetentne osobe sa svojim uobicajenim simptomima
cervikalne limfadenopatije, klinicki moze dati sliku i uvecanih limfnih ¢vorova trbusne
regije uz bolove u trbuhu koji su diferencijalnodijagnosticka smetnja. Uvecani vratni limfni
¢vorovi su palpatorno bezbolni 1 uglavnom promjera do 3 c¢cm. Manji broj simptoma u-
kljucuje mialgiju, vruéicu, hepatomegaliju i makulopapularni osip s rijetkim komplikacija-
ma. Povlacenje simptoma je za nekoliko tjedana dok limfadenopatiju u oboljelih nalazimo i
mjesecima. Laboratorijski nalaz krvi karakterizira umjerena limfocitoza, lagano ubrzana
sedimentacija 1 poviSenje koncentracije jetrenih enzima, a likvor s meningoencefalitisom
obiljezava proteinorahija i mononuklearna pleocitoza (do 50 stanica/ mL). Diferencijalna
dijagnoza ukljucuje mononukleozu, bolest macjeg ogreba, sarkoidozu, tuberkulozu, Hod-

gkinovu bolest, zlocudni limfom i metastatski karcinom (1).

Slika 3. Oziljak na mreZnici uzrokovan toksoplazmozom

(Izvor: https://www.msdmanuals.com/professional/infectious-diseases/extraintestinal-

protozoa/toxoplasmosis)
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Slika 4. Encefalitis u toksoplazmozi
(Izvor: https://ann-clinmicrob.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12941-018-0298-
1/figures/1)

Slika 5. Hidrocefalus novorodenceta zaraZzenog toksoplazmom

(Izvor: https://www.uchicagomedicine.org/forefront/pediatrics-articles/babies-with-

hydrocephalus-caused-by-toxoplasmosis-have-good-outcomes-with-prompt-treatment)
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1.6. DIJAGNOSTIKA PARAZITA Toxoplasma gondii

Dijagnosticke metode odredivanja parazita Toxoplasma gondii mogu biti izravne i nei-
zravne. Izravne ukljuuju mikroskopiju, molekularne metode, histolosku dijagnostiku i izo-
laciju parazita. Neizravna je seroloska metoda.

Uzorak za slanje ovisi o klinickoj prezentaciji. Dijagnostic¢ki postupci ukljucuju uzorak
krvi (serum) ili tjelesnih tekuc¢ina (BAL, bioptat limfnog ¢vora, amnionska tekucina, o¢na
vodica). Serologija se izvodi u inace zdravih pacijenata zbog toga Sto njihovi serumi daju
mjerljive koncentracije antitijela koje se mogu diferencirati od infekcija drugih infektivnih
uzroc¢nika kao §to su CMV, EBV i1 HIV ili od neinfektivnih stanja. Ona se izbjegava u
imunosuprimiranih jer su rezultati antitijela nepouzdani i mogu dovesti do lazne

negativnosti pa se u njih poseze za molekularnim metodama i/ ili mikroskopijom.
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1.6.1. Izravne metode odredivanja

Temelje se na izolaciji toksoplazme iz krvi ili tkivnih tekuéina pacijenta tehnikom
inokulacije ljudskog materijala na stani¢noj kulturi odnosno u laboratorijsku Zivotinju. Ces-
¢e se izvodi, premda uz manju osjetljivost izolacija na kulturi stanica. Rast tahizoita je vid-
ljiv za 3 do 6 dana. Klizanje parazita in vitro na podlozi je ekvivalent klizanju kao ograni-
cavaju¢em Cimbeniku i jedinom mehanizmu za pokretanje in vivo u invaziji tkiva. Nakon
provedene izolacije, tahizoit se dokazuje mikroskopom. Bojanje preparata kao korak prije
mikroskopiranja se vrsi jednako kao kod svih parazita, a to je Giemsa Romanovski boja-
njem. Pod mikroskopom su vidljivi paraziti oblika bradizoita 1 tahizoita, a izgleda . .krisSke
naranc¢e”. Dodatna dijagnostika u istrazivacke i druge svrhe je izolacija iz miSa. Izolacija
sluzi za dijagnosticiranje akutne toksoplazmoze.

Osim izolacije, izravno dokazivanje tahizoita moze biti histodijagnostikom s imuno-
peroksidazom ili sa izravnom imunoflorescencijom obiljeZenim monoklonalnim antitije-
lima. Sve navedeno se izvodi samo u referentnim laboratorijima buduci da nije dio rutinske
dijagnostike.

Izolat u tkivu novorodenceta je siguran znak konatalne toksoplazmoze. Referentni la-
boratorij se u tocnijem dijagnosticiranju kongenitalne infekcije moZze koristiti analizom i
majc¢inog 1 neonatalnog uzorka testom imunosorbentne aglutinacije.

Molekularna dijagnostika je najznacajnija u dijagnostici intrauterine infekcije 1 ence-
falitisa. PCR molekularna metoda predstavlja stopostotnu specificnost odredivanja parazit-
ske DNK u tkivu kao i u tjelesnoj tekucini. Osjetljivost ovisi o kvaliteti uzorka tj. o mjestu s
kojeg je uzet 1 parazitemiji u tom trenutku. U molekularnoj metodi negativan nalaz ne moze
iskljuciti toksoplazmozu. Nalaz cisti u tkivu moze znaciti latentnu infekciju ali ne mora biti
stvarni uzrok akutnog stanja pacijenta posebno kada u pacijenta ne dolazi do promjene pri-
mjenom terapijskog lijeCenja toksoplazme.

Za konatalnu toksoplazmozu PCR uzorak je amnionska teku¢ina, fetalna krv i krv iz
pupkovine ili placente. Potvrdan rezultat ispitivanja govori o prisutnosti infekcije.

U oc¢noj toksoplazmozi molekularna izolacija uzro¢nika je moguca iz o¢ne vodice, a u

toksoplazmozi imunodeficijentnih iz krvi, koStane srzi, cerebralnog likvora, bronhoalveo-
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larnog lavata i bioptata mozga. NAAT molekularno testiranje je ve¢inom in house laborato-
rijska metoda budué¢i da nema odobrenih standardiziranih testova od FDA organizacija
premda neki imaju CE oznaku. (1).

Moguce metode ali nedovoljno dobre za rutinsko postavljanje dijagnoze toksoplazmo-
ze bi bile svjetlosna mikroskopija uzoraka fekalije i vode te elektronska mikroskopija tkiv-
nih cista mi§jeg mozga i oocista u tankom crijevu zarazenih macaka.

Mikrosatelitska analiza otkriva izvor infekcije u izbijanju, laboratorijskoj kontaminaci-
ji 1 mijeSanim infekcijama. Test diferencira genotipove 7. gondii i rezultat su pikovi. Ogra-
nicenje ove molekularne metode je potreba za automatskim sekvencerom.

Za PCR detekciju 7. gondii u bioloskim uzorcima kako bi se postigla veca osjetljivost
koristi se nekoliko gena s viSe kopija. PCR krvi rijetko moZe detektirati parazitemiju. PCR
u stvarnom vremenu se uspjesno koristi za otkrivanje DNK 7. gondii u ljudskoj krvi, likvo-
ru, o¢noj vodici i amnionskoj tekudini. Pogodan je i za procjenu progresije toksoplazmoze i
terapijsko pracenje zato S$to procjenjuje intenzitet infekcije. Ova metoda izvodena s B1 ge-
nom pokazuje se najboljom tehnikom za dijagnozu kongenitalne toksoplazmoze. Naprav-
ljen kao brzi sustav zatvorene cijevi, uklanja moguénost kontaminacije i daje ponovljive
kvantitativne rezultate $to ga Cini dobrim za standardizaciju. U analiziranju uzoraka mesa
dobre rezultate daje PCR u stvarnom vremenu u kombinaciji s metodom magnetskog hva-
tanja koja moze prevladati heterogenu distribuciju tkivnih cista 7. gondii. LAMP je vrsta
PCR metode koja amplificira DNK u izotermnim uvjetima koriste¢i Cetiri pocetnice za pre-
poznavanje Sest regija na ciljnoj DNK. Koristi se za veterinarske, medicinske i uzorke vo-
de. Osjetljiva je na kontaminaciju. RAPD- PCR je koriSten za identifikaciju genotipa sojeva
T. gondii, za otkrivanje genetske diferencijacije blisko srodnih organizama. Potrebna je
samo mala koli¢ina DNK, no ona treba biti vrlo Cista zbog ¢ega se ova metoda ne moze
izravno koristiti za klinicke uzorke. Danas je za genotipiziranje dovoljna vrlo mala koli¢ina
DNK iz uzorka 1 postoje baze genskih podataka za 7. gondii. HRM je post-PCR metoda
svojstva homogenosti 1 zatvorene epruvete. Sluzi za analizu genetskih varijacija 1 ima spo-
sobnost opisati polimorfizme na temelju njihovih temperatura taljenja povezanih s njihovim

sekvencama, duljinama i GC sadrzajem. Ovom metodom je moguéa analiza izravnog geno-
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tipa infekcije 7 gondii iz bioloskih uzoraka s ve¢im kapacitetom genotipizacije korisStenjem
gena s viSe kopija nego s jednom kopijom ¢ime se izbjegava kultura stanica ili bioloski test.

Metoda serotipizacije temeljena na polimorfnim polipeptidima sluzi za serotipiziranje
dnih ELISA. Ima potencijal postati izborom za tipizaciju u ljudi i zivotinja zbog brzine,
manje cijene, relativne neinvazivnosti i izostanka potrebe za izolacijom parazita. Jedina
mana je niska osjetljivost 1 unakrsna reaktivnost odabranih peptida u otkrivanju rekombi-
nantnih sojeva. Takoder ¢e imunosuprimirani pacijenti moZda proizvesti nedovoljno speci-
ficnih antitijela da dosegnu prag detekcije. Infekcija rijetkim genotipovima moze uzrokova-
ti potpuno razli¢ite humoralne odgovore koji se mozda ne¢e moci otkriti pomoc¢u polimor-

fnih polipeptida.

Slika 6. Tahizoiti pod mikroskopom; lijevo- neobojani, desno- obojani Giemsom

(Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Microscopic-images-of-T-gondii-

tachyzoites-A-Unstained-x40-B-Stained-with-Giemsa_fig5 316058074)
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Slika 7. Oocista iz izolata toksoplazme pod mikroskopom
(Izvor: https://www.dreamstime.com/toxoplasma-gondii-oocyst-under-microscope-

isolated-toxoplasma-gondii-oocyst-under-microscope-isolated-image153030520# )
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Slika 8. Histoloska dijagnostika ciste toksoplazme (X 40); gore- dokazana na hemato-
ksilin-eozin boji, dolje- potvrdena imunocitokemijom
(Izvor: https://www.researchgate.net/figure/a-Toxoplasma-cyst-demonstrated-on-H-

and-E-stain-40-b-Toxoplasma-cyst-confirmed-on_figd 322294197)
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Slika 9. Imunohistokemija-plavo obojane su jezgre, zlatnosmede su tahizoiti

(Izvor: https://www.newcomersupply.com/product/toxoplasma-control-slides/)

Slika 10. PCR metoda

(Izvor: https://www.igenels.com/uses-of-the-pcr-machine/)
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1.6.2. Neizravne metode

Neizravna dijagnostika je seroloska dijagnostika i ona se najces¢e provodi u dijagnos-
ticiranju toksoplazmoze. Odreduju se imunoglobulini IgG i IgM iz seruma pacijenta. Rjede
se dodatno postavljaju zahtjevi za IgA i IgE. Najranija klini¢ka pojavnost je [gM imunoglo-
bulina. Ova antitijela su serumski uocljiva za vrijeme 10 dana od pocetka infekcije, svojs-
tva su da se ne prenose transplacentno osim u oste¢enju placente. Njihovo vrijeme poluras-
pada od 3 do 5 dana zahtijeva 2 uzorka seruma novorodenceta u razmaku od nekoliko dana
za iskljucenje pozitivnosti. S druge strane, zahvaljuju¢i mogu¢em prijenosu putem postelji-
ce dijete do 3. mjeseca Zivota ima majc¢ina IgG antitijela dok svoja stvara tek iza 3. mjeseca
Zivota. Antitijela IgG razreda se u klinickoj slici toksoplazmoze 1 inace kasnije pojavljuju, a
najvisu vrijednost imaju od 2 do 3 mjeseca nakon $to infekcija zapoc¢ne. Titar se takoder
odreduje u 2 serumska uzorka izvadena u razmaku od par tjedana uz testiranje koje se pro-
vodi istovremeno. Nemoguénost pravovremenog pracenja infekcije je mana seroloske dija-
gnostike u toksoplazmozi zbog duge pozitivnosti IgM (18 — 24 mjeseca) 1 duZzeg vremena
stvaranja IgG (30 — 60 dana) antitijela. U ispitivanju aviditeta (ELISA seroloskom meto-
dom) visok IgG upucuje na staru infekciju, a nizak na mladu, svjeZu infekciju.

PrijaSnja metoda izbora u dijagnostici je bila takoder seroloSka, intravitalno bojanje Zi-
vih toksoplazmi za ukupni IgG 1 IgM, gdje su se Zive toksoplazme bojile metilenom uz do-
datak seruma. Serum u kojem su prisutna antitijela je pozitivan test i nema boje u sebi, dok
serum bez antitijela prima boju. Za ovu metodu je bio nuzan njihov uzgoj unutar laboratori-
ja 1 to je razlog napustanja te metode u zamjenu za serotestove s obiljezenim antitijelima,
ELISA i IFA. Interpretacija vrijednosti antitijela treba biti oprezna zbog toga Sto prisutna
IgM antitijela ne govore o to¢nom pocetku trenutne infekcije, ve¢ samo da je nastupila unu-
tar zadnjih 10 dana kada su najranije prisutna ili 6 do 9 mjeseci kada su antitijela najdalje
prisutna u serumu. Ono §to se sigurno moze ustvrditi je da su negativna IgM antitijela odraz
nepostojanja akutne infekcije, dok je pozitivnost presiroka tj. dugog vremenskog tijeka za
potvrditi akutnu infekciju. Kada se u serumu nadu samo IgG antitijela infekciju se opiSe

kao proslu. IgG u nalazu nekada upucuje na reaktivaciju latentne infekcije.
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Ispituje se sljedeca generacija seromarkera za toksoplazmozu s ve¢om specifi¢noscu i
osjetljivos¢u koriStenjem gustog granuliranog proteina Toxoplasma gondii-5 (GRAS5) na

uzorcima ljudskog seruma.
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1.6.2.1.

Tipovi seroloske dijagnostike

Dostupne seroloske metode razlikuju se po tipu antigena 1 antitijela koje se koristi i

testira.

Tablica 1. Seroloske metode

(Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4451882/?report=reader)

Testirano antitijelo/antigen

Seroloska metoda Koristen antigen/antitijelo

Test bojanja (DT) Zivi tahizoiti IgG, IgM, IgA
Modificirani test aglutinacije | Tahizoiti fiksirani u formali- | [gG
(MAT) nu
Indirektni fluorescentni test | Umrtvljeni cijeli tahizoiti IgG, IgM
antitijela (IFAT)
Indirektni test hemaglutina- | Pojac¢ano obojani eritrociti IgG
cije (IHA) senzibilirani topivim antige-
nima
Enzimski imunosorbentni Antigen tahizoitnog lizata, IgG, IgM, IgA, antigeni
test (ELISA) rekombinirani antigeni, spe-
cifi¢na antitijela
Imunosorbentni test agluti- Anti-humana IgM antitijela IgM
nacije (ISAGA)
Test lateks aglutinacije Topljive Cestice lateksa oblo- | IgG, IgM
(LAT) Zene antitigenom
Piezoelektricni imunoagluti- | Zlatne nanocestice oblozene | IgG
nacijski test (PIA) antigenom
Western blotting (WB) Antigen tahizoitnog lizata, IgG, IgM
rekombinantni antigeni
Imunokromatografski test Antigeni ili antitijela obilje- | IgG, ESA
(ICT) zeni koloidnim zlatom
Test avidnosti Antigen tahizoitnog lizata, IgG, IgA, IgE
rekombinantni antigeni
Kemiluminiscentni imuno- Specifi¢ni antigen IgG, IgM
kemijski test (CLIA)

Za MAT (modificirani test aglutinacije) test koriste se mikrotitarske plocice na koje

se nakon fiksacije tahizoita dodaju razrijedeni serumi pacijenata. Pozitivitet je vidljiv kao

aglutinacija, a negativni uzorci seruma ¢e formirati kompaktnu kuglicu istalozenih tahizoita

28



na dnu jazice. IgG antitijela u akutnoj infekciji mogu biti otkrivena koriStenjem acetona kao

fiksativa umjesto formalina (11).

Negative Positive
control  control

—d—

1:50

1:100

1:200

MAT titers

Slika 11. MAT test
(Izvor: https://volweb.utk.edu/~csul/TgMAT-Modified Agglutination Test.html)

U LAT (test lateks aglutinacije) testu pozitivan serum aglutinira. Test je brz i jed-
nostavan za IgG antitijela dok se IgM dokazuju na temelju pasivne lateks aglutinacije. Rea-
kcija s IgM se dogada samo kada su Cestice lateksa senzibilirane s manje ili jednako od 100
mg specificnog antigena/mg Cestica. Dodatno su Cestice obloZene proteinazom K u ljudi s
prednoséu da nema znacajnih interferencija s IgG antitijelima, reumatoidnim faktorom ili

antinuklearnim antitijelima. Test se viSe koristi u epidemioloskim studijama (11).
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Slika 12. LAT test

(Izvor: https://www.fortressdiagnostics.com/media/1389/ dsc0106-copy.jpg)

IHA (indirektni test hemaglutinacije) test detektira IgG antitijela sporije od testa bo-
janja pa ¢e akutne i kongenitalne infekcije vjerojatno biti propustene ovim testom. Osim §to
ovaj test otkriva samo IgG antitijela, postoji modificirani IHA test za IgM rezred antitijela
koji ¢e onda biti korisniji za dijagnozu akutne infekcije. Izvodi se sa stabiliziranim ljudskim

eritrocitima obloZenim toplinski stabilnim alkalno topivim ekstraktom 7. gondii (11).
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Slika 13. IHA test za toksoplazmu

(Izvor: https://www.researchgate.net/figure/ Abb-6-Toxoplasma-gondii-IHA-Test-
indirekter-Haemagglutinationstest-1-Spalte-ist fig2 256732611)

U IFAT (indirektni fluorescentni test antitijela) testu tahizoite se inkubira s ispitnim
serumom, dodaju se komercijalno dostupna florescentna antitijela protiv vrste, a rezultat se
oc¢itava pod florescentnim mikroskopom. Postoje individualne varijacije u interpretaciji

rezultata i rizik od krizne reakcije (11).
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Slika 14. IFAT test za toksoplazmu

(Izvor: https://www.labmedica.com/microbiology/articles/294768973/new-

immunoassay-evaluated-for-toxoplasmosis.html)

Tri su tipa ELISA (enzimski imunosorbentni test) metode. Indirektna ELISA uglav-
nom detektira antitijela 7. gondii, ukljuCuje specifi¢ni antigen oblozen na ¢vrstu fazu, en-
zimom konjugirano sekundarno antitijelo i supstrat. Sandwich ELISA otkriva antigene T
gondii, ukljucuje specificno antitijelo oblozeno na ¢vrstu fazu, enzimsko konjugirano antiti-
jelo 1 supstrat. Modificirana ELISA, dot-ELISA, reakciju antigen-antitijelo provodi na nit-
rocelulozi umjesto na polistirenskim plo¢ama. Kombinacije rekombiniranih antigena su

osjetljivije 1 specificnije od upotrebe jednog antigena (11).
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Slika 15. ELISA test
(Izvor: https://cdn.gentaur.co.uk/wp-content/uploads/2016/03/ELISA-reader-
washer-LAST.jpg)

U ISAGA (imunosorbentni test aglutinacije) testu serum se dodaje u jazice mikroti-
tarskih plocica tijekom 2 sata na 37 °C kako bi se omogucilo vezanje IgM iz seruma na an-
tihumana IgM iz plocica. Slijedi ispiranje ploca i dodatak suspenzije fiksiranih tahizoita u
jazice koji se inkubiraju preko no¢i na 37 °C u vlaznoj komori. Sluzi za dijagnozu akutne
stecene i kongenitalne toksoplazmoze (11).

Imunokromatografskim testom se mogu dokazati IgG antitijela ve¢ 2 — 4 dana na-
kon infekcije. Cvrsti nosac je celulozna membrana, detekcijska antitijela ili antigeni su pod

kapilarnim djelovanjem (11).
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Slika 16. ICT test za toksoplazmu
(Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Toxoplasma-point-of-care-POC-kits-

for-detection-of-Toxoplasma-immunoglobulin-IgG-and _figl 328757245)

U PIA (piezoelektricni imunoaglutinacijski test) testu detekcija aglutinacije se pro-
vodi piezoelektriénim uredajem. Nije potrebna imobilizacija antitijela ili antigena na piezo-
elektricnom kristalu za razliku od konvencionalnih piezoelektri¢nih testova (11).

U Western blot testu serumi reagiraju s antigenima koji su s poliakrilamidnog gela
prebaceni na membranu. Dobivene trake uzoraka se usporeduju s poznatom molekularnom

tezinom (11).
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Slika 17. WB test za toksoplazmu
(Izvor: https://www.intechopen.com/chapters/55057)
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Test avidnosti se izvodi sa serumima tretiranim ureom odnosno drugim agensima za
denaturaciju proteina ili netretiranim serumima. Razlika u titrima se koristi za odredivanje
nedavne infekcije. Test se temelji na disocijaciji veze IgG antitijela 1 antigena na takav na-
¢in da su u nedavnoj infekciji IgG antitijela skoro potpuno odvojena od kompleksa antigen-
antitijelo (nizak aviditet), dok visoki aviditet (IgG antitijela su vezana za antigene 7. gondii)
ukazuje na staru infekciju. Problemi na koje se nailazi izvodenjem ovog testa su postojanost
antitijela IgG niske avidnosti specifi¢na za 7. gondii u trudnica mjesecima i odgoda sazrije-
vanja avidnosti tijekom trudnoc¢e ako se toksoplazmoza lijeci. Visoka koncentracija antitije-
la u uzorku seruma moze utjecati na rezultate testa avidnosti zbog ¢ega je potrebno pobolj-
Sati metode detekcije avidnosti antitijela (11).

CLIA (kemiluminiscentni imunokemijski test) je indirektna metoda kvalitativnog
dokazivanja antigena 1/ili antitijela u humanom serumu ili plazmi. Zavr$na faza reakcije je

emisija fotona tj. kemiluminiscencija.
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1.6.3. Dijagnostika tokosoplazmoze razlicite etiologije

Pocetak trudnoc¢e s nalazom negativnih IgM antitijela i niskim titrom IgG antitijela u-
pucuje na infekciju nastalu u vremenu prije trudnode.

Akutna infekcija u trudnoéi se dijagnosticira ukoliko postoji serokonverzija ili porast
titra antitijela u parnim serumima. Za akutnu infekciju su uvijek potrebni potvrdni testovi.
Potvrdni testovi u primjeni su ELISA (barem dvostruki porast titra za potvrdu akutne infek-
cije) i IFA (najmanje Cetverostruki porast titra za dijagnozu akutne toksoplazmoze). Osjet-
Nedavnu toksoplazmozu se uocava dvostrukim porastom titra IgG antitijela uz prisutnost
IgM iz parnih uzoraka odredivanih ELISA metodom. LaZzna pozitivnost IgM se moze izbje-
¢i ispitivanjem avidnosti IgG.

Avidnost je jakost vezanja antitijela za antigen. Antitijela niske avidnosti su slabo ve-
zana 1 nalaze se u akutnoj infekciji. Perzistiraju od 3 do 5 mjeseci §to onemogucava potvrdu
nedavne infekcije. Promjena niske avidnosti u visoku se prosjecno dogodi nakon 6 mjeseci
od infekcije 1 tada se govori o prosloj odnosno preboljenoj infekceiji. Indikacija za odrediva-
nje avidnosti je nalaz stabilnog titra antitijela u trudnica uz pozitivan nalaz IgM. Samo je
rano u konatalnoj infekciji smisleno odrediti IgE antitijela (ELISA testom) zbog njihove
kratkotrajne produkcije u toksoplazmozi 1 njthovo odredivanje ima ograni¢enu dijagnostic-
ku upotrebljivost (1).

Prenatalna dijagnostika se provodi amniocentezom u 18. tjednu trudnoce i ultrazvu-
kom trudnice. PCR dijagnostika amnionske tekuc¢ine otkriva DNK 7. gondii 1 IgM antitije-
la. Inficirani fetus ne stvara IgM antitijela do 19. tjedna trudnoce. Pozitivan nalaz IgG anti-
tijela moze nastati zbog transplacentarnog prijenosa $to znaci svjezu infekciju ili prosle
infekcije majke. Kada se u nalazu nadu IgM i IgA to znaci akutnu infekciju, no IgM moze
biti 1 bez IgA. Pojavnost IgA je naj¢eS¢e oko 5 dana kasnija od pojave IgM i nestaju nakon
6 do 12 mjeseci. Oni su specifi¢niji u akutnoj infekciji. Dakle, moguéi su nalazi samo IgG
antitijela, IgG s IgM, samo IgM 1 IgM s IgA. Osim serologije, u dijagnostici novorodenceta
preporuka je oftalmoloski pregled, MR (umjesto CT-a da se izbjegne zracenje novoroden-

¢eta) i UZ mozga te molekularna dijagnostika likvora, krvi 1 urina. U uzorkovanju krvi no-
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vorodenceta uzorkuje se periferna krv jer umbilikalna moze biti kontaminirana maj¢inom
krvlju uslijed ljustenja posteljice.

Za dijagnosticke postupke o¢ne toksoplazmoze nuzan je oftalmoloski pregled nakon
Cega se parazit dokazuje izolacijom, histoloskim pregledom i PCR-om ocne tekucine i stak-
lastog tijela. Oc¢na toksoplazmoza se manifestira jednostranim korioretinitisom u steenoj
infekciji, a obostranim u nasljednoj. Mogucée je ispitati i indeks antitijela koji usporeduje
stvaranje antitijela u o¢noj vodici i serumu. Indeks ve¢i od 3 oznacava lokalnu proizvodnju
antitijela.

U imunodeficijentnih osoba dijagnosticki postupci uklju¢uju imunoenzimatske testo-
ve za dokaz porasta titra IgG 1 IgM na osnovu Cega se zakljucuje o reaktiviranoj toksopla-
zmozi. Reaktivaciju infekcije prati negativan seroloSki odgovor tj. slaba proizvodnja antiti-
jela zbog oslabljenog imuniteta pa slijedi molekularna dijagnostika primarno sterilnih uzo-
raka te CT i MR kada se sumnja na o$teéenja SZS-a.

U imunokompetentnih osoba je dostatno testirati serum na antitijela za toksoplazmu.
Prvi slucaj moze dati negativna antitijela koja oznacavaju da osoba nije imala kontakt s
parazitom i ponavlja se test za 3 tjedna ako se sumnja na infekciju.

Drugi slu¢aj moze biti kad su pozitivna IgG uz negativna IgM S§to je oznaka ostvare-
nog kontakta s parazitom u proSlosti odnosno infekcije starije od 6 mjeseci.

Treci slucaj su pozitivna oba antitijela 1 predstavljaju infekciju u zadnje dvije godine ili
lazni pozitivitet. Tu se za potvrdu radi aviditet IgG-a koji ako se pokaze visokim znaci in-
fekciju prije vise od 12 tjedana, dok je nizak obiljezje nedavne infekcije. Slijedi ponovno
testiranje za 3 tjedna iz novog uzorka nakon ¢ega se oba Salju u referentni laboratorij. Anti-
tijjela 1z samo jednog seruma nisu dokaz akutne infekcije. Veliku vaznost ima 1 citodijagno-
stika punktiranog limfnog ¢vora za simptomatske pacijente koja daje nalaz hiperplazije s

rubnim prodorom histiocita u germinativna sredista.
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1.7. LIJECENJE I PREVENCIJA TOKSOPLAZMOZA

Covjek se zarazi izravno oocistama s tahizoitima iz macke ili posredno tkivnim cista-
ma s bradizoitima iz zarazenog mesa. Stoga je najopcenitija prevencija higijena ruku, pra-
nje voca i povréa kao i pravilna termicka obrada mesa, mlijeka i jaja. U¢inkovita prevencija
bi bila svakodnevno mijenjanje kutija s pijeskom koje sadrze otpad od macaka, a koje se
drze kao ku¢ni ljubimci 1 dezinfekcija kipu¢om vodom (4).

Kao profilaksa osobama u pripremi za transplantaciju i HIV inficiranima se daje trime-
toprim sulfametoksazol. Daje se iz opreza da se latentna infekcija ukoliko je osoba ima ne
reaktivira, a njezino postojanje mogu otkriti IgG antitijela. Nuzno je pratiti titar antitijela
kako bi se u slucaju porasta uvela profilaksa. Prekid profilakse za AIDS bolesnike je mogué
kada je HIV pod kontrolom najmanje pola godine i kada je broj CD4+ stanica barem
200/uL (4).

Seronegativne trudnice bi bilo pozeljno testirati jedanput mjesecno no taj program u
RH nije praksa, ve¢ ih se testira samo na pocetku trudnoce. Testira se one trudnice koje su
suspektne, dakle to nije dio obaveznog seroloskog probira. Ako se toksoplazmoza rano pre-
pozna, oko zaeca i do 2. gestacijskog tjedna, lijeCenje trudnica spiramicinom inhibira ver-
tikalni prijenos (4).

Za ucinkovitu kontrolu infekcija u bolnickom radu potrebno je seroloski testirati krv,
krvne pripravke i organe za transplantaciju.

Lijekovi za lijecenje toksoplazmoze imaju uc¢inak na tahizoite. Doze lijekova su u pra-
vilu vece za imunokompromitirane osobe. Terapija ukljuCuje osnovni lijek pirimetamin 1
dodatne lijekove sulfadiazin ili klindamicin. Najdjelotvorniji je primetamin uz mogucu nu-
spojavu reverzibilne supresije koStane srzi zbog cega je preporucena tjedna kontrola krvne
slike za svakodnevnu primjenu lijeka, odnosno mjesecna za rjedu primjenu. On je blokator
folne kiseline pa se za njezinu nadoknadu da se ne ponisti djelovanje lijeka daje folini¢na
kiselina. Spiramicin je lijek izbora za trudnic¢ku infekciju smanjujuci postelji¢nu transmisiju
parazita. Time frekvencija fetalnih infekcija opada za 60 %. Daje se (potencijalno) inficira-
nim trudnicama prije 18. gestacijskog tjedna u dozi od 1g na svakih 8 sati do zavrSetka tru-

dnoce. Spiramicin se vise ne upotrebljava ako se fetus zarazi zbog nesigurnosti u transpla-

38



centarni prijenos premda nema dokaza o teratogenosti. Tada je u primjeni sulfadiazin (u
prvih 12 — 14 gestacijskih tjedana samostalno), pirimetamin (moguca teratogenost) i folini-
¢na kiselina do kraja trudnoc¢e u akutnoj steCenoj toksoplazmozi trudnice ili barem godinu
dana u konatalnoj toksoplazmozi. Ova kombinacija lijekova se jo$ koristi u lijeCenju ocne
toksoplazmoze, u toksoplazmozi imunokompetentne osobe kada ona zahtijeva lijeenje i
empirijski za odbacivanje diferencijalnih dijagnoza (negativan terapijski odgovor slijedi
ponovnu dijagnosti¢ku obradu). U ovisnosti o klinickoj slici o¢ne toksoplazmoze terapija se
alternativno provodi klindamicinom, kortikosteroidima (zahva¢ena makula 1 papila ocnog
zivea) ili fotokoagulacijom (lijeCenje lezija). Pracenje terapijskog odgovora na lijecenje
ukljucuje pregled oka, likvora i neuroradioloSku obradu. Iznimno je vazno lijeciti toksopla-
zmozu imunodeficijentnih zbog rizika od fatalnog ishoda. Provodi se akutna (indukcijska)
terapija do povlacenja simptoma i za osobe sa slabim terapijskim odgovorom te doZivotna
supresivna terapija. Povlacenje simptoma u akutnoj terapiji moze biti postignuto unutar 6 ili
za 6 1 vise tjedana u tezoj bolesti. Supresivna terapija se izvodi pirimetaminom i sulfadiazi-
nom/klindamicinom i petina bolesnih ima relaps zbog neredovitosti uzimanja terapije.
Lijecenje toksoplazmoznog encefalitisa u AIDS oboljelih pirimetaminom i sulfadiazinom
smanjuje broj parazita. Posljedica je velika pojavnost toksicnih incidenata: osip, hematolo-
Ski poremecaji, hematurija, anorganski bubrezni kamenci. Prognoza je op¢enito losa 1 ucin-
kovitiji su oralni primetamin s intravenskim klindamicinom. Klinicko poboljSanje se posti-
gne unutar prvog tjedna lijeCenja, a poboljSanje CT nalaza tek za 2 — 4 tjedna. Moguce op-
cije lijecenja edema mozga u imunodeficijentnih su glukokortikoidi uz $to kra¢u mogucu
primjenu zbog dodatne imunosupresije. Toksoplazmoza akutnog oblika imunokompetentne
osobe ne zahtijeva lijeCenje. Lijeci se samo u slucaju visceralnog ili teSkog oboljenja, labo-
ratorijske inokulacije parazita ili posttransfuzijske reakcije. LijeCenje je u trajanju od 2 do 4
mjeseca (1).

Cjepiva protiv 7. gondii prije ulaska u primjenu trebaju pro¢i klinicka ispitivanja, a ko-

ja tek trebaju zapoceti (5).
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2. CILJ RADA

Cilj ovog rada je opisati izvodenje seroloske dijagnostike parazita Toxoplasma gondii u
laboratoriju za serologiju Nastavnog zavoda za javno zdravstvo Splitsko- dalmatinske Zu-
panije (NZJZ) .

Odabir uredaja, metode 1 testa treba biti u skladu sa zahtjevima za analizom uzoraka
koji pristizu u Zavod. Vazno je da su zadovoljeni uvjeti vremenski optimalnog pocetka ana-
lize do izdavanja nalaza. Analiza mora dati reproducibilne rezultate. Metoda mora pokazi-
vati to¢nost, preciznost, osjetljivost i specifi¢nost.

Cilj rada je:

e Prikazati postupak s uzorcima
e Prikazati seroloSku metodu dijagnostike parazita Toxoplasma gondii
e Interpretirati rezultate dobivene kao vrijednosti antitijela na parazit Toxoplasma

gondii
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3. METODE

Serolosko testiranje pacijentova uzorka krvi ispituje prisutnost 1 koli¢inu antitijela na
toksoplazmu. Metoda koja se koristi u NZJZ je kemiluminiscentna s mikrocesticama
(CMIA).

Prilikom uzorkovanja, uzorak seruma se uzima iz venske krvi u epruvetu s crvenim
¢epom bez antikoagulansa prema standardima u Republici Hrvatskoj. Uzima se volumen od
5 mL i u obradi se dalje moze koristiti supernatant ili puna krv bez zamrzavanja. Postupak
uzorkovanja se sastoji od nekoliko koraka. Nakon pravilnog oznacavanja spremnika tj. ep-
ruvete slijedi stavljanje podveze 7 cm iznad mjesta uboda. Stavlja se igla odgovarajuceg
promjera u drzac, bolesnikova Saka je usmjerena prema dolje kako bi se sprijecio refluks iz
spremnika u venu, palcem se uc¢vrsti vena 2.5 do 3 cm ispod ubodnog mjesta, uvede se igla
u venu pod kutom od 30° ili manje, stavlja se prvi spremnik na iglu, kad krv potece otpusta
se podveza, puni spremnik do oznake i mijenja s drugim. Standard je upotreba spremnika s
podtlakom. Prije uboda obavezna je dezinfekcija, a nakon uzorkovanja mjesto se zastiti
¢istom pamuc¢nom vatom. Po zavrSetku vadenja epruveta se okrece naizmjence 8 — 10 puta

za 180° da se ubrza zgruSavanje.

Slika 18. Venepunkcija
(Izvor: https://hr.izzi.digital/DOS/112269/115288.html)
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Slika 19. Epruvete za vadenje krvi bez antikoagulansa

(Izvor: https://halomedicals.com/)

U NZJZ se uzorak na stalku dostavlja u laboratorij za serologiju i ima svoju identifika-
cijsku oznaku. Pretrage na antitijela toksoplazme se izvode s punom krvi s oprezom da se
ne zamrzava kako ne bi doslo do hemolize tj. serum se prvo izdvoji iz pune krvi, a onda
serum moze na zamrzavanje. Serum se izdvaja iz pune krvi centrifugiranjem 10 minuta na
3000 okretaja. Recentrifugiranje je nuzno ako uzorak sadrzi fibrin, eritrocite ili druge Cesti-
ce i ako postoji zahtjev za ponovnim testiranjem uzorka. Cep s epruvete se baci u infektivni
otpad. Antitijela su obrana, zaStita ali 1 vazan marker infekcije. Imunosni odgovor koji u-
kljucuje IgG antitijela je sekundarni odgovor na antigene uzrocnika i dogada se pri sekun-
darnoj ekspoziciji istom antigenu.

Aparat za izvodenje ove pretrage je Abbot Alinity marke proizvodac¢a. Namijenjen je
za seroloSka testiranja na razliite patogene (CMYV, EBV, HSV, rubela, treponema palli-
dum). Za testiranje na toksoplazmu se primjenjuje IgM kvalitativna (4, —, grani¢no) 1 IgG
kvantitativna (mIU/mL) metoda. SrediSnju reakciju kemiluminiscencije pospjesuje kom-
pleks biotin-avidin. Testiranje daje rezultate samo na (Zivim) ljudskim uzorcima. Maksi-

malno vrijeme pohrane uzoraka za serum kao i za plazmu iznosi 3 dana na temperaturi 15 —
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30 °C i 14 dana na temperaturi 2 — 8 °C. Aparat sadrzi unutarnje pipetore, spremista za rea-
gense, hladnjak, mjesto za otpad, plasticne kivete, ulaznu jedinicu za stavljanje uzorka i
racunalni dio koji na zaslonu ekrana pokazuje rezultate, ima opciju odabira pretraga i izvje-
Stava o analizi i mogucéem kvaru.

Uzorak se stavlja na nosac¢ u za to odgovarajuci utor aparata pri ¢emu zauzima poziciju
na nosacu oznacenu brojem, ima ime i prezime pacijenta, i na ekranu odabrane pretrage. Sa
sustavom je povezan barkodom. Na jednak nacin se stavljaju reagensi tj. na nosacu s kojeg
je obavezno skinuti crnu navlaku pri stavljanju u aparat. Reagensi na nosacu su antigen,
konjugat i diluent. Nosac je istog proizvodaca kao i1 aparat i jedan ima kapacitet izvodenja
do 100 testova. Rezultati ove seroloske pretrage za toksoplazmu su dostupni za 35 minuta.

U testu se IgM antitijela s anti-Toxo IgM antitijelima iz uzorka vezu na antihumana
IgM misja monoklonalna antitijela s vezanim mikrocesticama formiraju¢i kompleks antiti-
jelo-antitijelo. Dodaje se konjugat koji se sastoji od monoklonalnog F2 fragmenta obiljeze-
nog anti-Toxo p30 antigena i nativnog Toxoplasma gondii lizata koji sadrzi p30 antigen.
Formira se kompleks antitijelo-antitijelo-konjugat. Koli¢ina anti-Toxo IgM u uzorku je
proporcionalna mjeri kemiluminiscentne reakcije. Prisutnost ili odsutnost anti-Toxo IgM u
uzorku se odreduje usporedbom izmjerene kemiluminiscentne reakcije s cutoff vrijednosti-
ma utvrdenima iz aktivne kalibracije.

Sli¢no se za IgG ispitivanje u testu antitijela iz uzroka vezu na rekombinantni 7oxopla-
sma gondii antigen s vezanim mikroc¢esticama. Dodaje se oznaceni antithumani IgG konju-
gat. Koli¢ina anti-Toxo IgG u uzorku je proporcionalna mjeri kemiluminiscentne reakcije.

IgG 1 IgM pozitivni uzorci se testiraju za IgG aviditet da se diferencira nedavna stece-
na od proSle infekcije. U postupku testa jedan alikvot uzorka se tretira sa sredstvom za blo-
kiranje, a drugi s puferom. U svaki se dodaju mikrocestice obloZene antigenom 7. gondii.
Nakon ispiranja doda se oznaceni anti humani misji IgG konjugat, ispire, dodaju se otopine
u reakcijsku smjesu i razvija se reakcija kemiluminiscencije. Potrebna je resuspenzija mik-
rocestica 1 test koristi rekombinantne antigene. Rezultati se izraZzavaju kao mjera kemilumi-
niscentne reakcije ili kao postotak avidnosti (mjera blokiranog 1 neblokiranog uzorka). Vri-
jednosti su visoka avidnost, niska ili grani¢na (ponavljanje testa za 2 tjedna). Nakon inici-

jalne izloZenosti antigenu, IgG antitijela proizvedena u akutnoj fazi se slabo vezu za antige-
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ne- niska avidnost. S napredovanjem imunoloskog odgovora sazrijeva odgovor IgG antitije-
la i jaCa antigen- antitijelo veza tijekom mjeseci- visoka avidnost. Visok aviditet za IgG
govori u prilog infekcije starije od 4 mjeseca, dok nizak aviditet predstavlja serokonverziju
unutar 4 mjeseca ali ga nije moguce samostalno koristiti da se proglasi akutna toksopla-
zmoza. Ovim testom se otkriva faza toksoplazmoze sigurno i efektivno pa je velika korist
od njegove primjene buduéi da olaksava gestacijsko razdoblje trudnici sprjecavajuéi dodat-
na nepotrebna testiranja i prevenira ozbiljna ostecenja kod ploda. Najvecu primjenu ovaj
test nalazi u IgM pozitivnih trudnica jer IgM dugo perzistira u serumu i potrebno je razluci-
ti radi 1i se o akutnoj ili nedavnoj infekciji.

U rukovanju s reagensima slijedi se pravilo da se oni prvo promijesaju i 1 sat prije u-
porabe ih se stavi u uspravan polozaj kako bi nestali mjehuri¢i koji su se mozda formirali.
Svaka kontrola prati kalibraciju testa. Jednom prihvacéena kalibracija omogucava svim sli-
jedeé¢im uzorcima testiranje bez potrebe za daljnjom kalibracijom osim kada se koristi o-
prema reagensa s novim lot brojem i kada su rezultati dnevne kontrole kvalitete izvan sta-
tisticki utemeljenih granica. U interferencije ovog testa mogu sudjelovati bilirubin, triglice-

ridi, proteini 1 hemoglobin.
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Slika 20. Aparat Alinity (Izvor: NZJZ, Split)
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Slika 21. Sucelje na ekranu uredaja Alinity (Izvor: NZJZ, Split)
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Slika 22. Reagens za ispitivanje IgG antitijela (Izvor: NZJZ, Split)

Slika 23. Reagens za ispitivanje IgM antitijela (Izvor: NZJZ, Split)
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Slika 24. Reagensi za ispitivanje avidnosti (Izvor: NZJZ, Split)
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4. REZULTATI

Rezultati testiranja uzorka na toksoplazmu daju kvantitativne vrijednosti IgG antitijela,
a kvalitativne u obliku indeksa vrijednosti za [gM antitijela.

Pozitivan nalaz IgM-a ukazuje na akutnu infekciju, ali kod toksoplazme je moguca po-
zitivnosti do 18 mjeseci pa treba potvrditi takav nalaz testom avidnosti.

Pozitivan nalaz IgG-a ukazuje na proslu infekciju, odnosno na stari kontakt s 7oxopla-
smom gondii.

Godi$nji broj testova u NZJZ na Toxoplasmu gondii iznosi 1300 — 1500.

Na slici 25 prikazan je rezultat testa na toksoplazmu za jednog pacijenta u NZJZ-u.
Analizirani uzorak pacijenta je negativan na IgM antitijela i pozitivan na IgG antitijela $to

znaci da je pacijent bio inficiran toksoplazmom ranije u proslosti tj. prebolio je infekciju.

Slika 25. Ispis rezultata testa za toksoplazmu iz aparata (Izvor: NZJZ, Split)
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5. ZAKLJUCAK

Parazit Toxoplasma gondii je infektivan za ¢ovjeka i zivotinje. Detekcija ovog parazita
je najvaznija za trudnice koje su u neposrednom kontaktu s mackama i za imunosuprimira-
ne. Infekcija u inficiranih osoba se moze pojaviti u rasponu od asimptomatskih infekcija pa
sve do encefalitisa u odraslih, hidrocefalusa u djece i korioretinitisa u obe starosne skupine.
Izbori za dijagnostiku su izolacija, mikroskopija, histodijagnostika, imunohistokemija, mo-
lekularna dijagnostika, serologija.

U Nastavni zavod za javno zdravstvo Splitsko-dalmatinske zupanije svakodnevno pri-
stizu uzorci za detekciju ovog patogena. Metoda detekcije je seroloska, kemiluminiscentna
s mikroCesticama (CMIA). Test koji se izvodi je imunoesej u dva koraka koji kvantitativno
odreduje IgG, a kvalitativno IgM antitijela iz ljudskog seruma i plazme. Test daje pozitivan
rezultat kada je u uzorku prisutna odredena koli¢ina antitijela, a koja je uz pomo¢ optickog
dijela aparata dala neki intenzitet svjetlosti. Takva detekcija antitijela omogucava istovre-
meno ispitivanje viSe uzoraka uz dovoljan volumen reagenasa i rezultati vremenski ispu-
njavaju zahtjeve Zavoda. Aparat sam pipetira uzorak i reagense pri cemu se ne prelazi gra-
nica koja odvaja serum od pune krvi. S pretragama na avidnost se procjenjuje starost infek-
cije za Sto je potrebno u uzorku dokazati 1 IgG 1 IgM antitijela.

Opravdanost izvodenja ove pretrage je veca nego kod npr. citomegalovirusne infekcije
zato §to se trudnicama na osnovi detekcije toksoplazme ipak moze ponuditi neka vrsta
lijecenja pa je moguce sprjeCavanje zaraze ploda. Od velikog znacaja je edukacija trudnica

zato S§to se prevencijom infekcije trudnice prevenira i kongenitalna toksoplazmoza.
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6. SAZETAK

Toxoplasma gondii je sporozoon koji u mackama i njima srodnim Zivotinjama spolno
sazrijeva u oocistu. U okoliSu za 1 — 5 dana u oocisti nastaju 2 sporociste s po 4 sporozoita.
Prijelazni domacin unese sporozoit koji preko crijevnog epitela i zatim krvlju dospijeva u
fagocite. 1z tog stadija prelazi u stadij brzog razmnozavanja, oblik naziva tahizoiti koji pos-
redstvom imuniteta nakon prodora u tkiva ulazi u sporo razmnozavanje, oblik pod nazivom
bradizoiti. Oko bradizoita se stvara ugljikohidratna ovojnica i nastaje tkivna cista, oblik koji
je za 4 do 94 pm veci od bradizoita. Prijelazni domacin pa tako i covjek osim oocista u svoj
organizam moze unijeti i tkivne ciste iz mesa domacih zivotinja odakle se otpustaju bradi-
zoiti, a iz njih pretvorbom nastaju tahizoiti i ciklus se ponavlja. Tahizoiti se rasporeduju po
cijelom krvotoku, dok je specijalizacija u stanice karakteristi¢nija za bradizoite. Klinicki
simptomi toksoplazmoze su uglavnom nespecifi¢ni i nisu pouzdani za ispravno postavljanje
dijagnoze. Infekcija steCena u odrasloj dobi kod imunokompetentnih ljudi vjerojatno rezul-
tira dozivotnim imunitetom i zasStitom. Medutim, kongenitalne infekcije imaju tendenciju
recidiva 1 mogu dovesti do progresivnog oStecenja, najc¢eS¢e mreznice djeteta. Stoga je vaz-
no pratiti trudnice koje su u opasnosti od prijenosa kongenitalne infekcije i nastanka kona-
talne infekcije djeteta ¢iji simptomi mogu biti vidljivi odmah po rodenju ili tijekom godina
zivota. Osobe oslabljenog imunoloskog odgovora su podloZzne tezem obolijevanju od tok-
soplazmoze 1 stanje mozZe varirati od korioretinitisa do encefalitisa. Vazno je reagirati tera-
pijom u cilju sprijecavanja komplikacija. Postoji prevencija higijenom i lijeCenje antipara-
zitskim lijjekovima.

Dokaz toksoplazme u krvi ili drugim tjelesnim teku¢inama mogu¢ je izravnom ili neiz-
ravnom dijagnostikom. Iako su izravne metode (mikrosopska, histoloska, molekularna,
izolacija) osjetljivije, rutinski se provodi neizravna seroloska dijagnostika, zbog jednostav-
nosti i pouzdanosti. Molekularne metode su obi¢no dodatak seroloskim. U serologiji su
dijagnosticki parametri IgG 1 IgM antitijela. IgM antitijela se javljaju rano (prvi odgovor na

infekciju, no predugo su pozitivna da se utvrdi akutnost), a IgG kasnije (preboljena infekci-
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ja). Kada su u serumu prisutna oba antitijela, potrebno je napraviti aviditet antitijela da se

diferencira primarna infekcija od ponovljene.
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7. ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a sporozoon that sexually matures into an oocyst in cats and re-
lated animals. In the environment, in 1 — 5 days, 2 sporocysts with 4 sporozoites are formed
in the oocyst. The transitional host introduces the sporozoite, which reaches the phagocytes
through the intestinal epithelium and then through the blood. From this stage, it passes into
a stage of rapid reproduction, a form called tachyzoites, which through immunity, after
penetrating the tissues, enters a slow reproduction, a form called bradyzoites. A carbohy-
drate envelope is formed around the bradyzoite and a tissue cyst is formed, a form that is 4
to 94 um larger than the bradyzoit. In addition to oocysts, the transitional host, including
humans, can also introduce tissue cysts from the meat of domestic animals, from which
bradyzoites are released, and from which, by transformation, tachyzoites are formed and
the cycle repeats itself. Tachyzoites are distributed throughout the bloodstream, while cell
specialization is more characteristic of bradyzoites. Clinical symptoms of toxoplasmosis are
mostly non-specific and are not reliable for correct diagnosis. Adult- acquired infection in
immunocompetent people probably results in lifelong immunity and protection. However,
congenital infections tend to recur and can lead to progressive damage, most often to the
retina. Pregnant woman are at risk of transmission of congenital infection thus forming co-
natal infection of the child whose symptoms may be visible immediately or during years of
life. Immunocompromised are susceptible to more severe disease from toxoplasmosis and
the condition can vary from chorioretinitis to encephalitis. It is important to react to prevent
complications. There is prevention through hygiene and treatment with antiparasitic drugs.

Proof of toxoplasma in blood or other body fluids is possible through direct or indirect
diagnostics. Although direct methods (microscopic, histological, molecular, isolation) are
more sensitive, indirect, serological, is routine due to its simplicity and reliability. Molecu-
lar methods are an addition to serological. In serology, the diagnostic parameters are 1gG
and IgM antibodies. IgM appear early (first response to infection, but their positivity is too
long to determine acuteness), and IgG later (overcome infection). When both are present in

the serum, antibody avidity is done to differentiate primary infection from recurrent.
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