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ABSTRACT. Detection of congenital toxoplasmosis in utero with a polymerase chain reaction on
amniotic fluid. To establish a prenatal diagnosis of congenital toxoplasmosis the PCR test was
done on amniotic fluids from 47 women suspected of primary Toxoplasma infection during
pregnancy. Fragments of Toxoplasma Bl gene were found in 5 examined samples. Positive tests
were confirmed by mouse inoculation or by serologic testing of newborns. It was concluded that
the PCR performed on amniotic fluid should be recommended for the prenatal diagnosis of
congenital toxoplasmosis, however, negative results of the test can not rule out congenital infection.
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WSTEP

Toksoplazmoza jest jedna z najczgSciej wystgpujacych inwazji pasozyt-
niczych. Przebieg toksoplazmozy u os6b immunokompetentnych jest na ogot
bezobjawowy, jednak u plodéw (Foulon i wsp. 1999b) oraz u pacjentow
z niedoborami immunologicznymi (Ambroise-Thomas 2001) toksoplazmoza
stanowi przyczyng groznych nastgpstw. Inwazja pierwotna u kobiety we
wczesnym okresie ciazy rzadko prowadzi do zarazenmia plodu, powodujac
jednak powazne powiklania ze strony osrodkowego ukladu nerwowego
i narzadu wzroku oraz opoznienie rozwoju psychoruchowego. Zarazenie plodu
w ostatnim trymestrze ciazy jest natomiast w przewazajacej liczbie przypadkow
poczatkowo bezobjawowe, ale u okolo 80% zarazonych dzieci, w ciagu
pierwszych lat zycia rozwija si¢ zapalenie siatkowki i naczyniowki, prowadzace
niekiedy do Slepoty. Wczesne rozpoznanie zarazenia plodu jest bardzo istotne,
poniewaz leczenie cigzarnej zmniejsza ryzyko powiklan toksoplazmozy wro-
dzonej u dziecka (Foulon i wsp. 1999b). Izolacja pasozyta z plynu owod-
niowego pozwala na pewne rozpoznanie toksoplazmozy wrodzonej, procedura
izolacyjna wymaga jednak kilkutygodniowego okresu oczekiwania na wynik,
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dlatego proby biologiczne sa zastgpowane reakcja tancuchowa polimerazy
(PCR). PCR, oparta na zasadzie wielokrotnego powielania materiatu genetycz-
nego in vitro, pozwala na wykrywanie nawet pojedynczych fragmentow
genomu Toxoplasma gondii w czasie 24 godzin, z czuloscia wyzsza od
uzyskiwanej przy zastosowaniu metod izolacyjnych (Hohlfeld i wsp. 1994).

W ramach wspolpracy pomigdzy Zakladem Parazytologii Lekarskiej PZH
w Warszawie a Klinika Medycyny Matczyno-Plodowej ICZMP w Lodzi, od
roku 1999 prowadzone sa badania dotyczace wykrywania przypadkoéw tokso-
plazmozy wrodzonej in utero z wykorzystaniem metody PCR, prob biologicz-
nych oraz badan serologicznych i klinicznych.

MATERIAL 1 METODY

Material do badan stanowilo 47 probek plynu owodniowego uzyskanych
w trakcie zabiegu amniopunkcji pod kontrola ultrasonografii. W 32 przypad-
kach wskazaniem do zabiegu bylo stwierdzenie serologicznych markerow
pierwotnej inwazji toksoplazmowej, tj. obecnosci przeciwcial toksoplazmo-
wych klasy M i/lub A w surowicy krwi matki albo niskiej awidnosci
przeciwcial toksoplazmowych klasy G (Dzbenski 1999). U pozostalych 15
cigzarnych amniopunkcje wykonano z innych wskazan medycznych.

W probkach surowicy krwi wszystkich badanych pacjentek wykazano
obecnosc przeciwcial klasy G stosujac odczyn immunofluorescenciji posredniej
(OIF). Toksoplazmowe IgM wykryto w surowicy 32 sposrod 47 badanych
pacjentek (Abbott IMX), natomiast swoiste IgA wykryto w 22 z 39 przebada-
nych probek (Platelia Toxo IgA, Bio-Rad). Sposrod 22 zbadanych probek
surowicy krwi w 5 stwierdzono niski, a w 2 graniczny indeks awidnosci
toksoplazmowych IgG (Vidas Toxo IgG Avidity, bioMérieux).

Wykonano 20 préb biologicznych. Procedura proby polegala na in-
okulowaniu 1 ml plynu owodniowego do jamy otrzewnowej niezarazonych
myszy. Zwierzeta przetrzymywano przez 6 tygodni, po czym pobierano im
krew z serca dla oznaczenia poziomu przeciwcial toksoplazmowych (test
Toxo-ScreenDA, bioMérieux). We wszystkich przypadkach do inokulacji
wykorzystywano po 2 myszy szczepu CFW/Pzh. Kazdy przypadek serokon-
wersji u myszy przyjmowano za dodatnia probe biologiczna.

Plyny owodniowe badano metoda PCR dla wykrycia fragmentu genu Bl
T. gondii o wielkosci 461 par zasad, wykorzystujac startery T15 T15-5-ACC
TAG TAT CGT GCG GCA ATG TGC C-3'1 T16-5-TGG TGC GAC GGG
AGT GAA GTC ATC C-3.

DNA, niezbedne do reakcji PCR, izolowano z osadu ptynu owodniowego
uzyskanego po wirowaniu probek o objetosci 3ml przez 15 min przy 1750 x g.
Osad zawieszano w 1 ml PBS i dzielono na 200 ul porcje, ktore trawiono
proteinaza K w stezeniu 20 mg/ml buforu o skiadzie: 10 mM Tris-HCI (pH 8,3),
1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 0,1 mg/ml zelatyna, 0,5% Tween 20, w temp.



ROZPOZNAWANIE TOKSOPLAZMOZY WRODZNEJ 313

55°C przez 1 godz. Po inaktywacji proteinazy K przez ogrzewanie w temp.
95°C w czasie 15 min, probk¢ wirowano przy 10000 x g przez 10 min,
a powstaly supernatant wykorzystywano do reakcji PCR (Golab i Waloch
2002).

Amplifikacja DNA przebiegala, po wstepnej aktywacji polimerazy (HotS-
tarTaq DNA Polymerase, Qiagen), w czasie 15 min przy 95°C, w 35 kolejnych
cyklach, wedtug schematu: 1 min/94°C, 1 min/55°C, 2 min/72°C z koncowym
etapem wydluzania lancucha przeprowadzanym w 72°C przez 5 min. Mieszani-
na reakcyjna o objetosci 50 pl zawierata: 1 x PCR Buffer (Qiagen), 1 x Q-
Solution (Qiagen), 0,2 mM kazdego z dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,5
HM kazdego ze starterow, 2,5U Taq DNA Polymerase i 10 ul DNA prébki.
Wyniki reakcji PCR odczytywano w swietle UV, po wykonaniu elektro-
foretycznego rozdziatu produktu reakcji w 1% zelu agarozowym z dodatkiem
bromku etydyny.

WYNIKI

DNA Toxoplasma gondii wykryto w 5 ptynach owodniowych. W 3 przypa-
dkach wynik PCR potwierdzono pozytywnym rezultatem préby biologiczne;.
W pozostatych dwoch przypadkach zarazenie potwierdzono po urodzeniu,
wykrywajac w surowicy krwi dzieci swoiste przeciwciala klasy M lub
M i A (Tabela 1).

Tabela 1. Zestawienie wynikow badan w kierunku toksoplazmozy w przypadkach obecnosci DNA
T. gondii w plynie owodniowym

Amniopunkcja  Wynik préby Wynik’ badang
Nr prabki Wynik badania serologicznego matki i Ry ~(brmeh] ashalis serologicznego
(tydzien cigzy) biologicznej heiiorodis
1/99 IgG+(409jm (IU) OIF), IgM +, IgA+ 38 nie wykonywano IgM+

23/99 IgG +(1638jm (IU) — OIF), IgM +, IgA + 34 nie wykonywano IgM+
wysoka awidnos¢ IgG (0,372)

18/00 IgG +(128jm (IU) — OIF), IgM + ,IgA +, 33 -+ IgM —
wysoka awidno$é IgG (0,327)

64/01 IgG+(25jm (IU) — OIF), 1gM +, IgA+ 26 - IgM —, IgA—
niska awidno§¢ IgG (0,058)

60/01 IgG +(1638jm (IU) — OIF), IgM +, IgA + 29 - IgM +, IgA +

wysoka awidnos¢ IgG (0353)

We wszystkich obserwowanych przypadkach, pomimo ujemnych wynikow
badania ptynu owodniowego, przeprowadzano postnatalne badania serologi-
czne, stwierdzajac u jednego z noworodkéw przeciwciata toksoplazmowe klasy
A w surowicy krwi pgpowinowej. W probce krwi pobranej od tego dziecka
w trzeciej dobie zycia wynik dla toksoplazmowych IgA byl watpliwie dodatni.
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DYSKUSJA

W nowoczesnej diagnostyce toksoplazmozy wrodzonej, wykrywanie frag-
mentow DNA T. gondii w probkach ptynu owodniowego wykorzystuje si¢
w celu wezesnego stwierdzenia i terapii zarazenia in utero. Gratzl i wsp. (1998)
wykazywali 100% czutoé¢ metody PCR przy badaniu plynu owodniowego,
natomiast Romand i wsp. (2001), badajac grupe 270 cigzarnych z pierwotna
inwazja T. gondii, okreslili czutos¢ PCR dla analogicznego materiatu na 64%.
Foulon i wsp. (1999a) w przeprowadzonych badaniach wieloosrodkowych
wykazali 81% czulo§¢ i 96% swoistos¢ proby biologicznej. Autorzy stwierdzili
ponadto, ze skojarzenie PCR do wykrywania 7. gondii w plynie owodniowym
z metoda inokulacji myszy, zwigksza do 91% czulos¢ obu metod w wy-
krywaniu zarazenia plodowego.

Wedtug Romand i wsp. (2001), czutos¢ badania PCR jest najwyzsza, gdy do
zarazenia dochodzi w drugim trymestrze ciazy. Wniosek ten wyciagni¢to na
podstawie obserwacji, ze wigckszo$¢ wynikow falszywie ujemnych uzyskuje sig
podczas badania probek pobieranych od pacjentek zarazonych przed 17 albo
po 21 tygodniu ciazy. W omawianym przez nas przypadku podejrzenia
toksoplazmozy wrodzonej u noworodka, u ktorego uzyskano negatywny
wynik badania metoda PCR plynu owodniowego oraz stwierdzono po
urodzeniu swoiste IgA, probke plynu owodniowego pobrano w warunkach
aseptycznych w trakcie porodu. Wyniki badan serologiczych matki, wykazuja-
ce obecnosé swoistych przeciwcial IgA, IgM i IgG o niskim indeksie awidnosci
(0,075) wskazywaly, ze do zarazenia moglo dojs¢ w ostatnim trymestrze ciazy,
kiedy prawdopodobienstwo uzyskania wyniku falszywie ujemnego przy bada-
niu plynu owodniowego bylo wysokie. Nalezy ponadto nadmieni¢, ze badanie
serologiczne noworodka wykonywano przed uplywem 10 doby zycia za
pomoca testu Platelia Toxo IgA, ktory nie pozwala na réznicowanie przeciw-
cial matki i dziecka, nie mozna wigc wykluczyé, ze wykryte IgA byly
pochodzenia matczynego (Pinon i wsp. 2001). W omawianym przypadku nie
ustalono rozpoznania toksoplazmozy wrodzonej, poniewaz w czasie skladania
pracy do druku nie zebrano kompletu badan monitorujacych.

Badania kontrolne beda rowniez przeprowadzone u pozostatych noworod-
kow, u ktorych nie potwierdzono podejrzenia toksoplazmozy wrodzonej
badaniem plynu owodniowego lub badaniem serologicznym w okresie poporo-
dowym. We krwi badanych noworodkoéw nie stwierdzono wprawdzie serologi-
cznych markeréw inwazji, jednak ich matki otrzymywaly w czasie ciazy leki
przeciwtoksoplazmozowe, ktore mogly wplyna¢ na obraz swoistej odpowiedzi
immunologicznej dzieci (Remington i Desmonts 1990). Wedtug Foulon i wsp.
(1999a) wartos¢ prognostyczna ujemnego wyniku badania w kierunku swois-
tych IgM i IgA u noworodka zarazonego in utero wynosi odpowiednio 84%
i 83%, a badania przesiewowe noworodkow wykrywaja od 70% do 80%
przypadkow toksoplazmozy wrodzonej (Remington i wsp. 2001). Uwaza si¢, ze
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im wez:Siniej doszlo do zarazenia w okresie ciazy, tym rzadziej mozna wykryé

swoisteIgM i IgA u noworodka (Foulon i wsp. 1999a). Ostateczne rozpoznanie

lub wyklluczenie zarazenia jest mozliwe po przeprowadzeniu kontrolnych
badan serrologicznych podejmowanych do ukoriczenia pierwszego roku zycia.
Poswmowujac uzyskane dotychczas wyniki mozna stwierdzié¢ ze:

— metda PCR wykorzystana do amplifikacji DNA T. gondii w plynach
owcdmiowych pozwala na rozpoznanie wigkszosci przypadkéw toksoplaz-
mozy wrodzonej i powinna by¢ polecana jako badanie prenatalne u kobiet
cigarnych z podejrzeniem pierwotnej inwazji toksoplazmowej;

— negitywny wynik PCR z plynu owodniowego nie wyklucza toksplazmozy
wrodzonej u dziecka.
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