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Diagnostic methods in toxoplasmosis

Summary

The paper describes examination methods used in diagnosing toxoplasmosis in humans and animals with
special attention paid to serology techniques: Sabin-Feldman test, indirect fluorescent antibody test, Enzyme-
-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Enzyme-Linked Fluorescent Assay (ELFA), direct agglutination
test. New trends in research on toxoplasmosis using molecular biology methods are also presented.
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U zwierzat gospodarskich inwazja Toxoplasma gon-
dii ma zwykle przebieg bezobjawowy, chociaz noto-
wano przypadki z wyraznym przebiegiem klinicznym,
m.in. u owiec, koz, pséw oraz zwierzat futerkowych
(18, 19). Zwierzgta rzezne w znacznym stopniu reaguja
seropozytywnie z antygenem 7. gondii. Wykazano, ze
glownym Zrédlem zarazenia dla ludzi jest surowe lub
poddane niedostatecznej obrobce termicznej migso,
zawierajace cysty pierwotniaka (3, 15, 19). Zarazenie
T’ gondii u ludzi jest szczegdlnie grozne w przypad-
kach obnizonej odporno$ci oraz dla kobiet w ciazy, ze
wzgledu na ryzyko wystapienia powaznych zmian na-
rzadowych oraz wad wrodzonych u ptodu. Podstawo-
wym badaniem w kierunku toksoplazmozy jest bada-
nie serologiczne, pozwalajace na ujawnienie obecnos-
ci swoistych przeciwcial. Wykazano powszechnos$¢
wystgpowania dodatnich odczyndéw serologicznych
zarowno u ludzi, jak i u zwierzat, co znacznie utrud-
nia diagnostyke Swiezych przypadkow zarazen (3, 19).
Takze w przypadkach oslabienia odpornosci lub nie-
dostatecznego jej wyksztalcenia ten rodzaj badan jest
niewystarczajacy i musi by¢ uzupetniony o metody
pozwalajace na bezposrednie lub posrednie stwierdze-
nie obecnosci samego pasozyta, jego materialu gene-
tycznego lub antygenow w okreslonych materiatach
biologicznych. W zwiazku z tym istotne znaczenie ma
state doskonalenie metod diagnostycznych, pozwala-
jacych wykry¢ inwazj¢ oraz okresli¢ jej fazg.

Metody posrednie

W diagnostyce toksoplazmozy metody posrednie
odgrywaja podstawowa role. Najczesciej wykorzysty-
wanym materiatem jest surowica krwi. Bada sig row-
niez plyn mézgowo-rdzeniowy, ptyn z przedniej ko-
mory oka oraz wody ptodowe. Podstawowym bada-

niem jest badanie serologiczne pozwalajace zr6znico-
wac ostra lub przewlekta fazg choroby. Duze znacze-
nie przy doborze testu do badan ma jego czutos¢
1 swoistos¢, a takze powtarzalno$¢ uzyskanych wyni-
kéw oraz prostota wykonania. Wprowadzony na po-
trzeby diagnostyki toksoplazmozy system jednostek
migdzynarodowych (IU/ml) ufatwit porownywanie
wynikow uzyskiwanych réznymi technikami.

Testem referencyjnym wykonywanym tylko przez
wyspecjalizowane laboratoria jest test barwny Sabi-
na-Feldmana (OSF), nazywany ,,zlotym standardem”
w diagnostyce serologicznej toksoplazmozy u ludzi.
Zasada badania opiera si¢ na cytolitycznym dziataniu
na pasozyta swoistych przeciwcial w obecnosci akty-
watora, w wyniku czego nie dochodzi do wybarwie-
nia cytoplazmy komorki dodanym barwnikiem. Mia-
no surowicy dodatniej okresla jej rozcienczenie, przy
ktérym stosunek pasozytow zabarwionych do nieza-
barwionych wynosi 1 : 1 (13). Test jest rowniez wyko-
rzystywany w badaniu zwierzat, jednak w przypadku
niektorych gatunkow (m.in. bydta) wyniki okazaty si¢
mato specyficzne (3).

Kolejnym testem referencyjnym jest odczyn immu-
nofluorescencji posredniej (OIF). Antygenem w tym
tescie sa tachyzoity poddane dziataniu formahny Obec-
ne w badanej surowicy swoiste przeciwciata wiaza si¢
z antygenem utrwalonym na szkietku, a nastepnie sa
wykrywane za pomoca przeciwciat antyglobulinowych
znakowanych fluorogenami, np. izotiocyjanianem fluo-
resceiny. Oceng preparatéw dokonuje si¢ w mikrosko-
pie fluorescencyjnym. W przypadku reakcji dodatniej
wystqpuje intensywna ﬂuorescenqa btony komorko-
wej tachyzoitow, cytoplazma za$ wybarwia si¢ na czer-
wono pod wptywem bigkitu Evansa. Surowice reagu-
jace ujemnie nie wykazuja fluorescencji, obserwuje si¢
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jedynie czerwone zabarwienie toksoplazm. Wysoka
zgodnos¢ wynikéw (90-96,8%) OIF oraz OSF wyka-
zato wielu autorow (5, 12, 20). OIF charakteryzuje si¢
duza swoisto$cia, jednak jego wada jest mozliwo$¢
wystgpowania reakcji krzyzowych z czynnikiem reu-
matoidalnym oraz przeciwciatami przeciwjadrowymi
9).

Jednym z pierwszych testow stosowanych w diag-
nostyce toksoplazmozy u ludzi byl odczyn wigzania
dopetniacza (OWD). Czutos$¢ tego testu zalezy od do-
boru antygenu, dopetniacza wolnego od przeciwcial,
jak rowniez od zastosowania odpowiedniej techniki
odczynu. Wykazano, ze ponad 9% surowic badanych
w OWD wykazuje wlasciwosci antykomplementarne,
co jest zwigzane z duza zawartoscia lipoprotein w su-
rowicy krwi (20) Przeciwciala wiazace dopetniacz
pOJ awiaja si¢ pozniej niz wykrywane w IFA, stqd OWD
nie spetnia warunkow testu przeglqdowego 1 nie po-
winien by¢ stosowany jako jedyny odczyn w diagno-
styce toksoplazmozy (5, 20).

Testem dostgpnym w wielu komercyjnych odmia-
nach jest odczyn hemaglutynacji biernej (OHB),
w ktorym krwinki czerwone oplaszczone antygenem
somatycznym pierwotniaka aglutynuja pod wptywem
surowicy zawierajacej przeciwciata anty 7. gondii.
Odczyn hemaglutynacji wykazuje jednak pewne ce-
chy nieswoistosci (5). Test wykrywa przeciwciata p6z-
niej niz OSF i w przypadkach toksoplazmozy wrodzo-
nej wynik badania czasami byt ne gatywny. U zwierzat
wynik pozytywny o mianie nizszym niz 128 uznawa-
ny jest za niespecyficzny (3).

Testem czg¢sto wykorzystywanym do badan przegla-
dowych jest odczyn aglutynacji bezposredniej (OA),
wykrywajacy przeciwciata klasy IgG. Powszechnos¢
uzycia wynika z jego wysokiej czutosci i swoistosci,
fatwosci wykonania, niskiego kosztu, a takze mozli-
wosci zastosowania w badaniu krwi lud21 1 zwierzat
(22). W odczynie tym zawiesina utrwalonych forma-
ling pasozytow aglutynuje po dodaniu surowicy za-
wierajacej przeciwciata antytoksoplazmowe, tworzac
charakterystyczny osad. Modyfikacja testu przeprowa-
dzona przez Desmondsa i Remingtona, polegajaca
m.in. na dodaniu 2-merkaptoetanolu wiazacego swo-
iste 1 naturalne przeciwciala klasy IgM znacznie zwigk-
szyla jego czulo$¢ 1 swoistosé (2).

Kolejnym odczynem jest test aglutynacji lateksowej,
ktory ze wzgledu na prostote wykonania czgsto wyko-
rzystywany jest w lecznicach weterynaryjnych oraz
badaniach skriningowych. Wykrywane przeciwciata
antytoksoplazmowe nie sa roznicowane na poszcze-
golne klasy.

Do bardziej czutych metod nalezy aglutynacja im-
munoabsorpcyjna (ISAGA) umozliwiajaca wykrycie
swoistych przeciwcial klasy IgA, IgM lub IgE za po-
mocg aglutynacji z odpowiednio przygotowanym anty-
genem (10).

Obecnie w diagnostyce szeroko stosowane sa tech-
niki immunoenzymatyczne (EIA), a wsrod nich meto-
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da posrednia ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay), ktéra pozwala na jakoSciowe i iloSciowe ozna-
czenie przeciwciat oraz antygenow w materiale biolo-
gicznym. Test ten cechuje si¢ wysoka czuto$cia, wy-
korzystywany jest do wykrywania swoistych przeciw-
cial klas IgA, IgM, IgE oraz IgG. Odczyn wykonywa-
ny jest na ptytkach polistyrenowych, w ktorych dotki
optaszczone sa antygenem toksoplazmowym. Po zwia-
zaniu sig antygenu z przeciwciatami obecnymi w ba-
danej surowicy, kompleksy antygen—przeciwciato wy-
krywane sa przy pomocy przeciwcial antyglobulino-
wych dla klas IgM, IgA, IgG lub IgE znakowanych
enzymem (fosfataza zasadowa lub peroksydaza chrza-
nowa). Rozktad substratu pod wptywem enzymu pro-
wadzi do powstania barwnego produktu reakcji, kto-
rego intensywnos$¢ zabarwienia (bedaca pochodna ste-
zenia przeciwcial w badanej surowicy) jest mierzona
przy uzyciu spektrofotometru.

Inng metoda serologiczna pozwalajaca na wykry-
wanie inwazji 7. gondii jest immunoblott, w ktorej
antygen toksoplazmowy poddawany jest rozdziatlowi
elektroforetycznemu w zelu poliakryloamidowym.
Naniesiony na paski nitrocelulozowe rozfrakcjonowa-
ny antygen inkubowany jest z surowica badang. Obecne
w surowicy poszczegolne klasy immunoglobin przy-
taczaja si¢ do odpowiednich frakcji antygenowych. Po
przylaczeniu si¢ koniugatu znakowanego enzymem do
utworzonych kompleksow 1 dodaniu substratu, nastg-
puje reakcja barwna. Wynik reakcji odczytywany jest
makroskopowo 1 okre$lany jest w kilodaltonach.

W diagnostyce toksoplazmozy znajduja zastosowa-
nie testy wykorzystujace technik¢ immunoenzymatycz-
no-fluorescencyjna (ELFA), umozhwwgqce wykryc1e
wszystkich klas przeciwciat (1). Po naniesieniu suro-
wicy na pasek testowy wszystkie etapy badania sq
przeprowadzane w sposob automatyczny w aparacie
VIDAS. W tescie ELFA IgG fazg stata stanowi anty-
gen toksoplazmowy optaszczony wewnatrz pipetki
SPR. Immunoglobuliny anty 7. gondii obecne w bada-
nej surowicy wykrywane sa przez przeciwciata mono-
klonalne przeciwko ludzkim IgG, polaczone z fosfa-
taza alkaliczna. Odczyt odbywa si¢ na zasadzie po-
miaru fluorescencji koncowego produktu reakcji. Wy-
niki testu podawane sa w jednostkach mi¢dzynarodo-
wych na mililitr (IU/ml). Wyniki powyzej 10 IU/ml
okreslane sa jako dodatnie, za§ 8-10 IU/ml jako wat-
pliwe.

W tescie ELFA IgM wykrywanie przeciwciat odby-
wa si¢ na zasadzie metody ,,immunocapture”, w kto-
rej poliklonalne przeciwciala kozie skierowane prze-
ciw ludzkim tancuchom p, optaszczaja wnetrze pipet-
ki, tworzac fazg stata. Przeciwciata [gM obecne w su-
rowicy po potaczeniu z faza stala tacza si¢ z inakty-
wowanym antygenem toksoplazm, ktory jest z kolei
identyfikowany przez monoklonalne przeciwciata
anty-toksoplazma, znakowane fosfataza alkaliczna.
Wynik koncowy odczytywany jest na podobnej zasa-
dzie, jak w przypadku przeciwcial IgG. Prog wynikow
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dodatnich ustalony w formie indeksu (stosunku fluo-
rescencji surowicy badanej do sygnatu kalibratora)
wynosi 0,65. Wyniki watpliwe mieszcza si¢ w zakre-
sie 0,55-0,65.

Parametrem diagnostycznym pozwalajacym na po-
znanie przyblizonego okresu zarazenia jest tzw. awid-
nos$¢ przeciwciat, czyli sita wigzania przeciwciat anty
I" gondii z antygenem. Awidno$¢ przeciwciat wzrasta
w miar¢ dojrzewania odpowiedzi immunologiczne;.
W przewlektej toksoplazmozie awidno$¢ przeciwciat
jest wysoka i sigga > 30%, natomiast w aktywnej fazie
zarazenia przeciwciata stabo wiaza si¢ z antygenem
(wykazuja niska awidnos¢ < 15%). Do badania awid-
nos$ci wykorzystuje si¢ techniki ELISA oraz testy ELFA
(14).

Metody bezposrednie

Materiatem do badan moze by¢ krew, szpik kostny,
osad ptynu mézgowo-rdzeniowego, poptuczyny
oskrzelikowo-pgcherzykowe, bioptaty tkanki mézgo-
wej (przypadki toksoplazmozy nabytej), jak rowniez
ptyn owodniowy, krew ptodu, tozysko, krew pepowi-
nowa (toksoplazmoza wrodzona).

Obecnos¢ pierwotniaka 7. gondii mozna wykry¢, sto-
sujac badanie mikroskopowe preparatow barwionych
metoda May-Grunwalda lub Giemsy. Ze wzgledu na
niewielka liczebnos$¢ pasozytow, ktdre mozna zaob-
serwowac w preparatach mikroskopowych, ten rodzaj
postgpowania ma niewielkie znaczenie diagnostycz-
ne. Lepsze wyniki ujawnienia bezposredniej obecnos-
ci pasozyta uzyskuje si¢ przy wykorzystaniu metody
immunofluorescencji z zastosowaniem przeciwciat
monoklonalnych oraz metod immunohistochemicz-
nych — reakcji peroksydaza-antyperoksydaza (PAP)
oraz reakcji fosfatazy alkalicznej-antyalkalicznej fos-
fatazy (APAAP) (21).

Czula metoda pozwalajaca wykry¢ T. gondii nawet
w niewielkiej liczebnosci jest proba biologiczna, po-
legajaca na inokulacji myszy podejrzanym materialem
biologicznym. W pozytywnych przypadkach, w zalez-
nosci od zjadliwosci szczepu, pasozyta identyfikuje si¢
po uptywie 3-60 dni z wysigku otrzewnowego, narza-
dow wewngtrznych lub mozgu zarazanych myszy.

Do bezposredniej identyfikacji pierwotniaka wyko-
rzystuje si¢ hodowle tkankowe — ludzkie fibroblasty
ptodowe MRCS5 lub linie monocytow (THP), ktore sa
rowniez wykorzystywane w produkcji antygenow do
testow serologicznych.

W celu bezposredniego wykazania obecnosci pier-
wotniaka w organizmie zywiciela wykonuje si¢ bada-
nie na obecnos$¢ antygenu krazacego 7. gondii, ktéry
Wystqpuje w krwi w ostrej fazie plerwotnego zaraze-
nia, jak rdwniez moze pojawia¢ si¢ w przypadkach
wznowy zarazenia. Jego istnienie jest niezalezne od
obecnosci i klasy swoistych przeciwciat. W organizmie
czlowieka antygen moze krazy¢ przez okres 2-3 ty-
godni. Do badan majacych na celu wykrycie antygenu
krazacego wykorzystuje si¢ metody immunoenzyma-
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tyczne, techniki immunoelektroforezy, podwojnej dy-
fuzji w zelu 1 metody western blot (8).

W diagnostyce ludzkiej pomocne sa takze badania
obrazowe: USG, RTG, tomografia komputerowa, an-
giografia fluoresceinowa, ktére moga ujawni¢ ognis-
ka zwapnien oraz inne zmiany patologiczne w narza-
dach wewngtrznych 1 mézgu. W limfadenopatiach
o rozpoznaniu moze decydowac biopsja wezla.

W ostatnich latach coraz wigkszego znaczenia na-
bieraja metody diagnostyczne z zakresu biologii mo-
lekularnej, wsrod ktorych najczesciej stosowane sa
rézne odmiany reakcji fancuchowej polimerazy (PCR),
m.in. RAPD, RFLP, Nested, Real-time. Statej ewolu-
cji podlegaja rowniez techniki do analizy produktow
amplifikacji, takie jak hybrydyzacja (Southern-blot,
dot-blot) z uzyciem swoistej sondy biotynylowej (17).
W procesie amplifikacji sekwencji DNA wykorzystu-
je si¢ gldwnie powielanie genu B1 (majqcego 35 po-
wtorzen w genomie) oraz innych, m.in. P30, ryboso-
malnego 18S rDNA (7, 11). Gatunek Toxoplasma gon-
dii jest polimorficzny 1 posiada struktur¢ klonalna.
Zastosowanie technik molekularnych (PCR-RFLP,
microsatellite typing, analizy izoenzymow) umozliwito
genetyczna analize roznych szczepow 7. gondii i po-
twierdzitlo wczesniejszy podziat na 3 linie klonalne,
mogace warunkowac zjadliwos¢. 7. gondii jest gatun-
kiem wysoce konserwatywnym pod wzgledem gene-
tycznym, a r6znice w sekwencji DNA trzech linii klo-
nalnych wynosza zaledwie 1-2% (4, 16). Okreslenie
przynaleznosci klonalnej wydaje si¢ miec istotne zna-
czenie w przypadkach chorobowych przebiegajacych
subklinicznie, przy toksoplazmozie wrodzonej, jak
réwniez w badaniach nad potencjalnymi zrodtami za-
razenia 7. gondii w Srodowisku. Wysoka czuto§¢ PCR
pozwala teoretycznie na wykrycie nawet kilku paso-
zytow w badanej probcee, jednak przypadkowa obec-
no$¢ inhibitorow reakcji moze ograniczy¢ warto$¢
badania. Metody PCR nie pozwalaja jednak na jedno-
znaczng oceng, Czy wystepujacy proces jest procesem
czynnym. Analiza produktow reakcji PCR powinna
by¢ szczegdlnie wnikliwa z powodu wystgpowania
nieswoiScie dodatnich wynikéw w rozdziale elektro-
foretycznym; powmna by¢ uzupetniona metoda hybry-
dyzaCJl przy uzycm swoistej sondy. Dobrym rozwia-
zaniem wydaje sig skojarzenie technik PCR z techni-
kami immunoenzymatycznymi w celu identyfikacji
produktu amplifikacji (6).

Podsumowanie

Toksoplazmoza u zwierzat rozpatrywana jest gtow-
nie w aspekcie zagrozenia zdrowia cztowieka. Wigk-
szo$¢ komercyjnych testow serologicznych przezna-
czona jest do badania ludzi. Uniwersalnymi testami
(brak specyficznosci gatunkowej) sa: odczyn agluty-
nacji bezpos$redniej, aglutynacja lateksowa oraz, z pew-
nymi ograniczeniami, test Sabina-Feldmana. Wykorzy-
stanie testow IFA 1 ELISA wymaga zastosowania anty
surowicy swoistej gatunkowo. Jednorazowe badanie
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serologiczne u zwierzat ma warto$¢ ograniczona i po-
winno by¢ stosowane gtownie w celach przeglado-
wych. Gatunkiem bedacym przedmiotem bardziej
szczegbtowych badan (serologlcznych 1 koproskopo-
wych) jest najczesciej kot, co wiaze si¢ z przyplsywa-
na mu rolq ,,51ewcy oocyst”. Nalezy jednak zauwazy¢,

Ze pojawienie si¢ swoistych przeciwciat Wykrywalnych
testami serologicznymi wystgpuje przewaznie juz po
okresie wydalania oocyst, stad pozytywny wynik ba-
dania serologicznego nie moze by¢ powodem do eli-
minacji kota z hodowli. Wskazaniem do leczenia zwie-
rzat powinno by¢ wystapienie objawow klinicznych
sugerujacych zarazenie toksoplazmowe (zaburzenia
rozrodu, objawy ze strony uktadu nerwowego, pokar-
mowego, oddechowego, zmiany w narzadzie wzroku,
limfadenopatia) z towarzyszacymi objawami ogolny-
mi (anemia, brak apetytu, ostabienie, goraczka), po-
twierdzone pozytywnym wynikiem badania serologicz-
nego. Wczesna faza zarazenia 7. gondii moze by¢
wykryta przez stwierdzenie serokonwersji przeciwciat
klasy IgG lub/i obecnosci przeciwcial klasy IgM, IgA
lub IgE. Jednak brak patognomonicznych objawdw
przy toksoplazmozie oraz wystgpujaca czasami staba
odpowiedz humoralna organizmu na zarazenie moze
znacznie utrudni¢ rozpoznanie. W takich przypadkach
w celu potwierdzenia diagnozy nalezaloby stosowaé
metody bezposrednlo wykrywaJ ace pasozyta w tkan-
kach, co Jednak moze wiazac si¢ z trudno$ciami ze
wzgledu na inwazyjno$¢ badania. Ze wzgledu na wazna
rolg, jaka pelnia zwierzgta w epidemiologii toksoplaz-
mozy, ocena stopnia zarazenia 7. gondii poszczego6l-
nych gatunkow realizowana przy pomocy badan sero-
logicznych wydaje si¢ wazna i powinna by¢ stale ak-
tualizowana.
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