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Toksoplazmoza je zoonoza, ki jo povzro¢a zajedavec Toxoplasma gondii.
Pomembna je predvsem kongenitalna toksoplazmoza, ki jo povzro¢i okuzba
nosecnice s tem parazitom. Prva toksoplazemska okuzba v nosecnosti lahko vodi
do nepopravljivih okvar na plodu ali pa do splava. Kongenitalno toksoplazmozo
lahko prepre¢imo z ukrepi, kot so neuzivanje surovega ali premalo kuhanega
oziroma prepecenega mesa, preprecevanje stika z mackami, osebna Cistoca in
presejalno testiranje na toksoplazmozo. V raziskavi nas je zanimalo, kako pogostna
je akutna toksoplazmoza nosecnic in Stevilo s toksoplazmami okuzenih
novorojenckov v osrednji Sloveniji. Iz racunalniske baze podatkov smo v obdobju
od leta 2000 do 2007 zbrali in analizirali toksoplazemske seroloSke rezultate 47048
nosecnic in Stevilo s toksoplazmami okuzenih novorojenckov. Nosecnice so bile
testirane na toksoplazemska protitelesa IgG in IgM. Pri tistih nose¢nicah, kjer smo
ugotovili prisotnost protiteles IgG in IgM, smo naredili Se test avidnosti protiteles
IgG. Novorojencki so bili testirani na toksoplazemska protitelesa IgM in IgA. Pri
pregledu 47048 serumov nosecnic smo ugotovili, da je 11674 (24,8 odstotka)
noseCnic na toksoplazmozo pozitivnih in 35374 (75,2 odstotka) nose¢nic
negativnih. Akutno toksoplazmozo v tem obdobju smo ugotovili pri 342 (0,97
odstotka) nose¢nicah. Okuzbo s toksoplazmo smo nasli pri 36 novorojenckih. V
primerjavi s prejSnjimi Studijami smo ugotovili, da se Stevilo oziroma odstotek
akutnih okuzb iz leta v leto povecuje. V primerjavi z obdobjem od leta 1996 do
1999 se je v letih od 2000 do 2007 odstotek akutnih toksoplazemskih okuzb v
nosec¢nosti v Sloveniji povecal za 0,03 odstotka. Menimo, da se zaradi
pravoCasnega odkritja akutne toksoplazmoze v nosecnosti in zaradi zdravljenja
akutno okuzenih nosecnic ter njihovih novorojenckov, v obdobju od leta 2000 do
2007 nobeni nose¢nici ni rodil zaradi toksoplazmoze poskodovan otrok. Te
ugotovitve kazejo, da je presejalno testiranje za akutno toksoplazmozo v nosecnosti
v Sloveniji u¢inkovito in smiselno.
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Toxoplasmosis is a zoonosis, which is caused by the parasite Toxoplasma gondii.
Most important is congenital toxoplasmosis, which causes infection of pregnant
women with this parasite. Initial infection with toxoplasmosis in pregnancy can
lead to irreparable damage to the embryo or even lead to miscarriage. We can
prevent congenital toxoplasmosis with such steps as not eating raw or under-cooked
or half-cooked meat, by preventing contact with cats, through personal hygiene and
with serological screening for toxoplasmosis. In our research we wanted to find out
the frequency of acute toxoplasmosis in pregnant women and the number of
infected newborns with toxoplasmosis in central Slovenia. From computer
databases of the period 2000 - 2007 we chose and analyzed the toxoplasmic
serological results from 47048 pregnant women and the number of newborns
infected with toxoplasmosis. Pregnant women were examined for the toxoplasmic
IgG and IgM antibodies. Those pregnant women who were positive for the IgG and
IgM antibodies were examined also for the IgG avidity test. Newborns were
examined for the toxoplasmic IgM and IgA antibodies. Out of 47048 sera from
pregnant women, 11674 (24,8 %) sera were positive for toxoplasmosis while 35374
(75,2 %) sera were negative. We found acute toxoplasmosis in 342 (0,97 %) of
pregnant women in this period. We found infection with toxoplasmosis in 36
newborns. In comparison with previous studies we found that the number and the
percentage of acute infections is rising each year. In comparison the period 1996 -
1999 to period 2000 - 2007 saw a rise of 0,03% in acute toxoplasmic infections
among pregnant women in Slovenia. It is suggested because of timely discovery of
acute toxoplasmosis in pregnant women and their newborns in 2000 - 2007, no
woman gave birth to a child who had been damaged by toxoplasmosis. These
results show that serological screening for toxoplasmosis in pregnancy in Slovenia
is effective and sensible.
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1 UVOD

Toksoplazmoza je po vsem svetu razSirjena zoonoza, ki jo povzro€a parazit Toxoplasma
gondii. Je ena od najpogostejsih parazitskih bolezni, ki jo parazit povzroca pri ¢loveku in

toplokrvnih Zivalih (ptice in sesalci).

T. gondii je razsirjena po vsem svetu. Povzroca lahko pridobljeno (akvirirano)
toksoplazmo; o tej obliki govorimo takrat, ko se ¢lovek okuzi po rojstvu. Ta oblika je
najpogostejSa in je najveCkrat brez bolezenskih znakov. OkuZba s toksoplazmami pa
povzroca tudi prirojeno (kongenitalno) toksoplazmozo, ki je manj pogosta, vendar hujsa
bolezen. O tej bolezni govorimo, ko se zenska prvi¢ okuzi med nosecnostjo in pride do
prenosa parazita preko posteljice in s tem do okuzbe ploda. Posledica so lahko resne

nevroloske poSkodbe, slepota ali celo smrt ploda.

Clovek se najpogosteje okuZi z zauZitjem mesa, ki je okuZeno s cistami parazita. Do
okuzbe lahko pride tudi pri zauzitju hrane ali vode, onesnazene z macjimi iztrebki, ki
vsebujejo oociste. Do prenosa lahko pride tudi pri transplantaciji okuzenih organov ali pri
transfuziji krvi. Ce se nose&nica okuZi s paraziti prvi¢ v nose¢nosti, se ti lahko prenesejo na

plod, ki ga okuzijo.

Na okuzenost populacije vplivajo predvsem prehrambene navade, higiena in podnebne
razmere. V nekaterih drzavah so za okuzbo ljudi pomembnejse ciste v mesu, drugod pa

oociste v macjih iztrebkih.

Za prepreCevanje okuzbe je pomembno, da skrbimo za osebno higieno (skrbno umivanje
rok pred jedjo) in da meso pred uZzivanjem dobro prekuhamo oziroma prepedemo. Se
posebno za nosecnice je pomembno, da ne uzivajo slabo predelanega mesa in da so ¢im
manj v stiku z mackami ali z zemljo oziroma vodo, onesnazeno z njihovimi iztrebki.

Kongenitalno toksoplazmozo lahko uspeSno preprecujemo s pregledovanjem serumov
nosecnic, s t.i. presejalnim testiranjem na prvo okuzbo v nose¢nosti in nato preventivnim

zdravljenjem.
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1.1 NAMEN DELA

V nalogi smo si zadali cilj, da za obdobje od leta 2000 do 2007 ugotovimo, koliko nosec¢nic
se vsako leto prvi¢ (akutno) okuzi s toksoplazmami oziroma kako pogostna je akutna

toksoplazmoza nosecnic v Sloveniji.

Z analizo rezultatov presejalnega testiranja na okuzbo s toksoplazmo nose¢nic v daljSem
obdobju smo poskusali ugotoviti tudi, ali je Stevilo akutnih okuzb iz leta v leto manjse,
vecje ali nespremenjeno. Ugotovljeno pogostnost akutne toksoplazmoze smo primerjali s
pogostnostjo akutne toksoplazmoze nose€nic v drugih drzavah in tako poskusali ugotoviti,
ali so nase nosecnice pred to okuzbo ogrozene bolj ali manj kot nosecnice drugje v Evropi.

Rezultate smo prikazali z intervalom zaupanja (confidence interval - CI).
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2 PREGLED OBJAV

2.1 POVZROCITELJ TOKSOPLAZMOZE

2.1.1 Splosne taksonomske znacilnosti in Zivljenjski krog povzrocitelja toksoplazmoze

T. gondii je obligaten znotrajcelien parazit, ki sodi v red Coccidia, razred trosovcev ali

Sporozoa in deblo Apicomplexa.

Deblo Apicomplexa vsebuje prazivali, ki imajo na sprednjem polu t.i. apikalni kompleks
znacilnih struktur: konoid s polarnim obroc¢em, mikronemami, roptriji, podpelikularnimi
tubuli in na povrsini telesca eno ali ve¢ mikropor. Te strukture jim sluzijo za oporo,
gibanje, vdor v gostiteljsko celico, mikropora pa za sprejemanje hrane, ko prazival
parazitira v gostiteljski celici. Imajo eno jedro in so brez bickov ter migetalk. Pri prazivalih
tega debla se v razvojnem krogu izmenjavata nespolno razmnozevanje (shizogonija) s

spolnim razmnozevanjem (gametogonija).

V razred trosovcev spadajo poleg T. gondii Se Sarcocystis, ki parazitirata v razlicnih
organih, rodova Plasmodium in Babesia, ki sta predvsem parazita Kkrvi, ter

Cryptosporidium, Isospora in Cyclospora, ki parazitirajo v prebavnem traktu.

Kokcidijski paraziti imajo zapleten zivljenjski krog, ki lahko poteka zunaj ali znotraj
kon¢nih gostiteljev. Predstavnike kokcidijskih parazitov uvr§¢ajo v posamezno vrsto glede
na strukturo sporulirane oociste. Oociste so zelo odporne proti vplivom okolja. 1zlo¢ajo se
z iztrebki gostitelja. Ve€ina se jih izlo¢i nesporuliranih; sporulirajo zunaj gostitelja in tako
postanejo kuzne. Pri nekaterih rodovih (npr. Cryptosporidium) oociste sporulirajo znotraj

gostitelja.

Zivljenjski krog kokcidijskih parazitov ima $est glavnih faz:
o ckscistacija: proces, pri katerem se iz sporulirane oociste sprostijo sporozoiti;

e merogonija: nespolno razmnoZzevanje znotraj gostiteljskih celic;
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o fertilizacija: zdruzitev mikrogamet in makrogamet;
e nastajanje oociste z debelo steno, ki se izloCa v fecesu gostiteljev in se s fecesom
prenasa na druge osebke;

e sporogonija: proces razvoja infektivnih sporozoitov znotraj oociste.
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2.1.2 Toxoplasma gondii

2.1.2.1 Odkritje parazita T. gondii

Leta 1908 sta Nicolle in Manceaux izolirala »nov« parazit iz severnoafriSkega glodavca
Ctenodactylus gondii in ga leto pozneje poimenovala T. gondii. Prvi primer kongenitalne
toksoplazmoze je leta 1923 opisal Ceh Janku, ko je parazita odkril v mreznici umrlega
otroka. Wolf, Cowen in Paige pa so leta 1939 prvi porocali o toksoplazemskem encefalitisu
kot posledici prirojene ali kongenitalne toksoplazmoze (Logar, 1999).

V Sloveniji so prvi primer toksoplazmoze pri otroku ugotovili leta 1953 (Stergar in sod.,

1953).

2.1.2.2 Mortfologija in biologija

T. gondii ima Sirok krog gostiteljev in veliko razli¢nih gostiteljskih celic. Vmesni gostitelji

so vse toplokrvne zivali, vklju¢no z ljudmi. Njeni kon¢ni gostitelji pa so macke.

Pojavlja se v treh razli¢nih oblikah: vegetativni ali trofozoitu, tkivni cisti in oocisti.
Trofozoit ima obliko polmeseca. Imenuje se tudi tahizoit, ki se hitro deli. Dolg je od 4 do 6
um, Sirok od 2 do 3 pum. Spredaj je konicast, zadaj zaobljen. Jedro se navadno nahaja v
sredini parazita.

V sprednjem delu ima splet fibril, za katere menijo, da imajo vlogo pri gibanju in pri
vstopu parazita v gostiteljsko celico. V vmesnem gostitelju, cloveku in razli¢nih Zivalih, se
v tkivih oziroma organih (najpogosteje v bezgavkah, mozganih, ocesu, skeletni
muskulaturi, srcu in pljucih) razmnozuje nespolno z endodiogenijo. Ko zajedane in
unic¢ene gostiteljske celice propadejo (nekateri jih imenujejo tudi psevdociste), se sprostijo

Stevilne nove toksoplazme. Te nato napadajo nove gostiteljske celice (Logar, 1999).

Neznani dejavniki (verjetno tudi imunski odziv gostitelja) povzrocijo, da kjerkoli v telesu
pride do tvorbe cist. Te so lahko velike okoli 100 um, navadno pa okoli 50 um in vsebujejo
veC sto t.i. bradizoitov (bradi = pocasen), ki so tanjsi, nekoliko manjsi in se v cisti

pocasneje delijo kot tahizoiti. V takih cistah so lahko paraziti vse zivljenje, ne da bi delali
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$kodo. Ce pa taka cista zaradi raznih dejavnikov (zmanj$ane odpornosti zaradi drugih
bolezni, obsevanja, zdravil itd.) poc€i, lahko spros¢ene toksoplazme povzrocijo ponoven
izbruh bolezni (Logar, 1999). Bradizoiti so bolj odporni na prebavne encime (npr. pepsin in

tripsin) kot tahizoiti (Dubey, 2004).

Sele v 70. letih sta Hutchison s sodelavci v Evropi in Frenkel s sodelavci v Ameriki
dokonéno pojasnila Zivljenjski krog tega parazita. Ugotovila sta, da toksoplazma za svoj
popoln razvoj potrebuje macko. Slednja se s toksoplazmo lahko okuzi od okuzenih malih
glodavcev (npr. misi), ptic ali z neprekuhanim oziroma neprepe¢enim mesom, ki vsebuje
ciste parazitov. Toksoplazme se v njenem crevesju razmnoZzujejo nespolno, in sicer z
endodiogenijo in shizogonijo, ter spolno z gametogonijo. Pri nespolnem razmnozevanju
nastajajo shizonti. Iz nekaterih shizontov nastanejo moske in Zenske gamete. Po zdruzitvi
gamet nastane oocista. Nezrelo, nesporulirano oocisto macka s fecesom izlo¢i na prosto.
Oocista v zunanjem okolju na primerni temperaturi in vlagi dozori oziroma sporulira
navadno v treh do petih dneh. Oocista je elipsata, dolga 11 do 14 pm in Siroka 9 do 11 pm.
Vsebuje dve sporociti, od katerih ima vsaka po §tiri sporozoite. Kljub temu, da macka
izlo¢a ogromno S$tevilo oocist, ponavadi ni videti bolna (Logar, 1999; Dubey in Beattie,

1988).

Slika 1: T. gondii, tahizoiti v eksudatu peritoneja misi (CDC, 2008 a).
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Slika 2: T. gondii; nesporulirana oocista (CDC, 2008 b).

Slika 3: T. gondii; sporulirana oocista (CDC, 2008 c).

Slika 4: T. gondii; cista v mozganskem tkivu (CDC, 2008 d).
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2.1.3.3 Patogeneza in klini¢na slika

Clovek se obi¢ajno okuZi z zauZitjem premalo kuhanega, prepetenega ali surovega mesa
(ve¢inoma svinjina in ov¢je meso), ki vsebuje tkivne ciste, ali z vodo ali pa s hrano
kontaminirano z oocistami okuzenih mack. V prebavnem traktu se iz cist sprostijo
bradizoiti, iz oocist pa sporozoiti. V Crevesnih epitelijskih celicah, kamor vdrejo, se
zacnejo paraziti razmnozevati. Ko zajedane celice pocijo, limfa in kri razneseta
toksoplazme v organe. Klini¢na slika je tako odvisna od poskodbe zajedanega organa.
Toksoplazma ne proizvaja toksina. Na potek okuzbe vplivajo starost gostitelja, vrsta
gostitelja, sev zajedavca T. gondii, Stevilo parazitov in nacin okuzbe. Okuzba pusca

verjetno dozivljenjsko imunost (Logar, 1999).

Do okuzbe s toksoplazmami pri ljudeh pride najpogosteje po rojstvu. V tem primeru
govorimo o pridobljeni ali akvirirani toksoplazmozi. Ta okuzba najveckrat ne povzroca
ocitne akutne bolezni in mine brez bolezenskih znakov. Le pri majhnem odstotku ljudi
lahko po inkubaciji v trajanju od enega do treh tednov povzroca infekcijski mononukleozi
podobno bolezen z vrocino, glavobolom, bole¢imi miSicami, poveCanimi bezgavkami in

moc¢no utrujenostjo.

Dalec¢ najbolj pogosta je limfadenopatija. Pogosto so prizadete globoke vratne bezgavke,
kar nakazuje, da zajedavec vstopa v ¢lovesko telo skozi usta. Bolezen traja razli¢no dolgo,
od 3 do 18 mesecev ali veé. Sele po ve¢ tednih otekline postopoma upadejo. Lahko pa
pride do ponovnih povec€anj. To obliko bolezni organizem sam omeji, posledic ni in zato
tudi zdravljenje navadno ni potrebno (Logar in Marin, 1987). Toksoplazmoza bezgavk se

.....

teh primerih prevladujejo bolezenski znaki, znacilni za prizadete organe.
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Slika 5: T. gondii; zivljenjski krog (Logar, 1999).

V dolocenih primerih se lahko tudi pri odraslih pojavi tezja oblika toksoplazmoze, in sicer
pri hudi laboratorijski okuzbi in pri bolnikih z oslabelo imunsko odzivnostjo zaradi
bolezni, kot so npr. Hodgkinova bolezen, levkemija, limfosarkom, aids, ali pri bolnikih, ki
so dobivali imunosupresivna zdravila. To se najveckrat zgodi zaradi reaktivacije latentne
kroni¢ne okuzbe. Bolezen se lahko konca tudi s smrtjo. Pri okoli polovici vseh teh obolelih
je prizadeto osrednje zivCevje. Mozganske poskodbe lahko spremljajo glavobol,
zmedenost, ataksija in kréi. Pojavijo se lahko tudi poskodbe na oceh (npr. horioretinitis), na
pljucih ali na srcu. Do hude toksoplazmoze lahko pride tudi pri osebi, ki pri transplantaciji

prejme s toksoplazmami okuZen organ ali pri transfuziji dobi s toksoplazmami okuZeno kri

(Logar, 1999).

Najvecja pozornost je namenjena prirojeni ali kongenitalni toksoplazmozi, o kateri
govorimo, kadar se Zenska prvi¢ okuzi med nosecnostjo in toksoplazme po njenem krvnem
obtoku dosezejo ter okuZzijo plod. Ta oblika bolezni je sicer manj pogosta, vendar pa hujsa
in lahko povzroci tudi splav. Menijo, da pri okoli 40 do 50 odstotkov vseh prvi¢ okuzenih
nosecnic pride do prenosa zajedavcev na plod, ¢e seveda nosecnice niso zdravljene.
Toksoplazme povzrocajo poskodbe predvsem na oceh in mozganih ploda. Pogostost
prenosa parazitov oziroma okuZzba ploda je v prvem trimese¢ju nose¢nosti majhna, okoli
17 odstotkov, v drugem trimese¢ju 24 odstotkov in veliko vecja v tretjem trimesecju

nosecnosti, ko je okoli 64-odstotna. Pri okuzbi nosecnice v zadnjih dveh tednih pred
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porodom menijo, da pride do prenosa toksoplazem na plod tudi v ve¢ kot 90 odstotkih.
Resnost bolezni se kaze v obratnem vrstnem redu. Veliko hujsa je namre¢ bolezen, ¢e pride
do okuzbe ploda v prvem trimese&ju noseénosti. Ce se je Zenska s tem parazitom okuZila
ze pred zanositvijo, to ne predstavlja nevarnosti za njen plod, saj je okuzba v njenem
organizmu Ze povzrocila nastanek zaSCitnih protiteles. Nevarnosti za plod prav tako ni, ¢e
je zenska pred tem zZe rodila otroka s kongenitalno toksoplazmozo. Izjemoma se
kongenitalna toksoplazmoza lahko pojavi pri otroku matere s kroni¢no oziroma latentno

toksoplazmozo (Logar, 1999).

Posledice kongenitalne toksoplazmoze so lahko horioretinitis, hidrocefalija ali
mikrocefalija, psthomotoricne zapoznelosti in mozganske zaapnitve. Pri novorojencku se
lahko pokazejo tudi hepatomegalija, splenomegalija, plju¢nica, izpus¢aji, anemija,
zlatenica in krci. Pri priblizno 70 odstotkih se predvsem Zenskam, ki se okuzijo v zadnjem
tromesec¢ju nosecnosti, rodijo na videz zdravi otroci (asimptomatska oziroma subklini¢na
toksoplazmoza). Pri taks$nih otrocih se bolezenski znaki — najveckrat horioretinitis —
pokazejo Sele pozneje. Za primere oCesne toksoplazmoze veina avtorjev misli, da so
vecinoma kongenitalnega izvora. Cisti¢ne oblike parazitov pri takSnih bolnikih lahko
mirujejo v mreznici ve¢ let, morda tudi vse Zivljenje, brez klini¢nih znakov, lahko pa pride

pri njih do ponavljanj ocesne toksoplazmoze.

2.1.3.4 Diagnoza

Za ugotavljanje okuzbe s tem parazitom poznamo ve¢ metod. Neposredno lahko parazita
ugotovimo z mikroskopskim pregledom razmazov, narejenih iz tkiv organov, za katere
sumimo, da so okuzeni (mozgani, kostni mozeg, koscki placente, bezgavk ipd.), ali pa iz
telesnih tekoc¢in (likvor, kri). Opravimo lahko tudi bioloski poskus — sumljiv material
homogeniziramo v tarilnici ter ga nato intraperitonealno vbrizgnemo laboratorijskim mis$im

(Logar, 1999).

Na voljo imamo tudi seroloske preiskave in kozni test. Sledn;ji je kvalitativni test, primeren
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predvsem za epidemioloske raziskave. Uporabljajo naslednje seroloske teste: Sabin-
Feldmanov test ali dye test oziroma barvni test (SFT ali DT), neposredni in posredni
imnunofluorescencni test (IFT), neposredni in posredni hemaglutinacijski test (IHA,
ISAGA) in encimsko-imunski test (ELISA). ELISA test uporabljajo za ugotavljanje
protiteles IgG, IgM, IgA, ELISA za dolocitev avidnosti protiteles IgG, cirkulirajocih ali
krozec¢ih toksoplazemskih antigenov in kroZecih kompleksov razreda IgG in IgM. Za
krozece antigene nekateri menijo, da so membranske narave, drugi, da so somatske narave,
in tretji, da so izlocki parazitov. Ker so za krozeCe antigene ali njihove komplekse
ugotovili, da so po okuzbi le malo ¢asa v krvi bolnika, njihovo dolo¢anje oziroma

ugotavljanje opuscajo.

Ce s seroloskimi testi ugotovimo prisotnost protiteles IgG to kaZze samo na to, da je bila
preiskana oseba okuzena s toksoplazmami, ne pa tudi, da je trenutna bolezen povezana s to
okuzbo. Zato je potrebno po dveh do treh tednih serum bolnika ponovno pregledati in Sele
na osnovi ponovnega pregleda lahko sklepamo o stanju okuzbe. Ce pri ponovnem pregledu
bolnikovega seruma ponovno ugotovimo nizke vrednosti protiteles iz prvega pregleda,
potem gre za staro, nenevarno okuzbo (vendar pri o€esni toksoplazmozi in bolnikih z
aidsom nizke vrednosti protiteles ne izkljuéujejo akutne toksoplazmoze). Ce ugotovimo, da
so vrednosti protiteles pri ponovni preiskavi spremenjene, iz denimo prvotne negativne
vrednosti v pozitivno (serokonverzija) ali pa so vrednosti protiteles IgG znacilno povecane
in da pri takem serumu ugotovimo tudi protitelesa IgM in/ali IgA, kaze to na svezo
oziroma akutno toksoplazmozo, ki jo je treba predvsem pri nosecnicah takoj zdraviti

(Knapen in Panggabean, 1982; Logar, 1985).

Ker je okuzba pri nose¢nici najveckrat klini¢éno neopazna in ker je tudi vecina klini¢nih
znakov pri novorojenckih neopaznih, lahko problem prirojene toksoplazmoze reSimo samo
z ugotovitvijo ogroZzene nose¢nosti in z zdravljenjem pred rojstvom. Postopek za
pravoCasno ugotavljanje s toksoplazmami ogrozene nosec¢nosti in nato prenatalno

zdravljenje temeljita na dejstvih:

- da je samo prva okuzba med nose¢nostjo nevarna za plod;
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- da okuZba pred nosec¢nostjo zasciti plod oziroma novorojencka;

- da je samo ena nose¢nost ogrozena, ponovljenih splavov zaradi toksoplazmoze ne

pozZnamo,

- zaugotavljanje toksoplazemskih protiteles oziroma imunskega stanja poznamo $tevilne

teste;

- zaSCita temelji predvsem na celicni imunosti in ne toliko na humoralni imunosti,

dinamika vrednosti protiteles omogoca sklepanje o zacetku in poteku bolezni;
- okuzba nerojenega otroka v primeru materine prve okuzbe izhaja iz ZariS¢ na posteljici;

- pri nekaterih Zenskah s primarno okuzbo se imunost razvije pred diaplacentno okuzbo,
pri drugih (okoli 50 odstotkov vseh okuZzenih nose¢nic) pa se imunost razvije prepozno,

in se plod okuzi;

- zdravljenje nosecnic v kratkem Casu po okuzbi uni¢i trofozoite parazitov in tako

prepreci diaplacentno okuzbo;

- nevarnost primarne okuzbe pri nose€nici lahko znatno zmanjSamo s preprecevalnimi
ukrepi, kot so neuZivanje surovega oziroma premalo kuhanega ali pecenega mesa,

preprecitev stika z mackami in z osebno higieno.

V Franciji in Italiji je testiranje nosecnic na toksoplazmozo obvezno vsak mesec v
nose¢nosti. Samo v nekaterih predelih drzave pa testirajo nosecnice ponekod v Belgiji, na
Ceskem, Cipru, Finskem, Norveskem, v Nemciji, Gr¢iji, Portugalski in Svici. Na Danskem

sistemati¢no testirajo novorojencke. Slednje testirajo tudi ponekod na Poljskem in v Svici.

V Avstriji in Litvi sistematicno pregledujejo vse nosecnice na toksoplazmozo trikrat v

nosec¢nosti: v prvem, drugem in tretjem trimesecju nosec¢nosti.

Tudi pri nas nosecnice pregledajo trikrat v nosecnosti, in sicer z encimsko-imunskim
testom (ELISA IgG in IgM). V Sloveniji je bilo obvezno testiranje na toksoplazmozo
uvedeno konec leta 1995 (Zakon o nalezljivih boleznih, 1995).

Serume nosecnic je potrebno glede na toksoplazemska protitelesa pregledati ¢im prej v
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poteku nosecnosti oziroma najpozneje v 10. do 12. tednu nose¢nosti. Zgodnje odkrivanje je
pomembno, saj lahko s takoj$njim zdravljenjem odkrite prve okuzbe preprec¢imo prenos
parazitov na plod. Ce pri Zenski z imunofluorescenénim ali encimskim testom ugotovimo
protitelesa proti toksoplazmam Ze pred nosecnostjo, potem med samo nosecnostjo
preiskave niso potrebne. Ce pa je nose¢nica prvi¢ pregledana v noseénosti in z
imunofluorescencnim testom ugotovimo nizek titer protiteles (<1:256) oziroma z
encimskim testom ugotovimo nizke vrednosti protiteles (<300 I[U/ml), je potrebno serume
nosecnic ponovno pregledati s seroloskimi testi - najbolje po dveh do treh tednih po prvem
pregledu. Ce pri tem z imunofluorescenénim testom ugotovimo enake titre protiteles
oziroma z encimskim testom ugotovimo enake vrednosti protiteles IgG prve preiskave,
potem to kaze na staro, torej za noseénost oziroma plod nenevarno okuzbo. Ce pa se
nasprotno pokaze povecanje omenjenih vrednosti (titra protiteles za Stirikrat ali vec
oziroma [U/ml na ve¢ kot 300 enot), to kaze na svezo okuzbo. Pri Zenskah, ki pri prvi
preiskavi v drugem oziroma tretjem mesecu nosecnosti nimajo toksoplazemskih protiteles
in se med nadaljnjo noseCnostjo prvi¢ okuzijo, obstaja tveganje za kongenitalno
toksoplazmozo. Zato jih pregledujemo $e v drugem trimese¢ju in 4 do 6 tednov pred
rojstvom otroka. Ce kasneje (pri prvi ali drugi kontroli nose¢nic) ugotovimo prisotnost
protiteles (serokonverzija), to pomeni, da je do okuZbe priSlo v nose€nosti. Serume
nosecnic, pri katerih odkrijemo serokonverzijo, visoke titre ali porast titrov protiteles
imunofluorescencnega testa oziroma visoke vrednosti ali njihov porast encimsko-
imunskega testa, potrdimo Se z dodatnimi testi: ELISA IgM, ELISA IgA in ELISA test za
ugotavljanje avidnosti protiteles IgG. Pri testiranju z encimsko-imunskim testom, ko
pregledujemo serume nosecnic isto¢asno s testom ELISA IgG in IgM, potrdimo odkrito
prvo okuzbo Se z ELISA IgA in ELISA testom za ugotavljanje avidnosti protiteles IgG. Vse

nosecnice, pri katerih je ugotovljena prva okuzba v nose¢nosti, je treba zdraviti.

Toksoplazemska protitelesa IgG so z imunofluorescencnim testom zaznavna v okoli dveh
tednih po okuZzbi. Njihova koncentracija se hitro veca in doseze najvi§jo vrednost priblizno
v osmem tednu po okuzbi. Tako visok titer ostane povpre¢no osem mesecev, nato pa se
pocasi zmanjsuje. Nizke in srednje titre protiteles (1:4 do 1:256) lahko zaznamo po svezi
okuzbi samo nekaj dni, medtem ko jih pri stari, latentni okuzbi, zaznamo vec¢ let ali

navadno vse zivljenje (Logar, 1999).
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Po okuzbi se najprej (po okoli petih dneh) pojavijo protitelesa IgM. Pri nekaterih bolnikih
se pojavijo pozneje, medtem ko jih vcasih pri nekaterih okuzenih dojenckih sploh ne
dokazemo. Z encimsko-imunskim testom ugotovljena protitelesa IgM dosezejo
maksimalne vrednosti po okoli enem mesecu po okuzbi. Glede na to, kateri test
uporabljamo, jih lahko zaznamo v serumu razlicno dolgo. Od nekaj mesecev po okuzbi

(navadno okoli Sest mesecev), pri nekaterih pa tudi dalj ¢asa.

Z encimsko-imunskim testom ugotovljena toksoplazemska protitelesa IgA se po okuzbi
pojavijo navadno dva do tri tedne za protitelesi [gM. V serumu so zaznavna okoli tri do
§tiri mesece po okuZbi, izginejo pa dva do devet mesecev pred protitelesi IgM. Ce pri
pregledu ne ugotovimo protiteles IgA, to ne izkljuCuje sveze, akutne okuZzbe, saj je bil
serum osebe lahko pregledan ravno v ¢asu po okuzbi, ko se protitelesa IgA Se niso pojavila
ali pa so po nedavni okuzbi Ze povsem upadla oziroma izginila. Pri petih odstotkih ljudi

raziskovalci med okuzbo niso nikoli ugotovili protiteles IgA.

V prvem trimesecju nosecnosti veckrat kljub temu, da smo s seroloSkimi testi ugotovili
visoke vrednosti protiteles IgG, IgM in IgA ne vemo, ali je do prve okuzbe prislo pred
zanositvijo (nenevarna za plod) ali v nose¢nosti (nevarna za plod). V takih primerih
uporabimo Se ELISA test za ugotavljanje avidnosti specifi¢nih protiteles IgG. S tem testom,
ki ga je leta 1989 vpeljal Hedman s sodelavci, ugotavljamo mo¢ vezave protiteles IgG na
toksoplazemski antigen. Za specificno avidnost protiteles IgG (izrazamo jo v odstotkih) so
ugotovili, da je po prvi oziroma pri akutni okuzbi nizka, in da Sele cez Cas naraste. To
pomeni, da ugotovljena visoka avidnost protiteles IgG v prvi polovici nose¢nosti izkljucuje
prvo okuzbo v nosecnosti. Pri taki nose€nici nadaljnje preiskave in zdravljenje niso

potrebni (Logar, 1999).

Diagnoza okuzbe pri plodu temelji na neposredni ali posredni preiskavi kuznine. Kuznino
dobimo z amniocentezo ali kordocentezo. Pregledujemo lahko tudi tkivo posteljice in kri

novorojencka.

Ker protitelesa IgM in IgA ne prehajajo skozi posteljico, nam s seroloskimi testi
ugotovljena prisotnost omenjenih protiteles v novorojenckovi krvi kaze na prirojeno

okuzbo. Ko so raziskovalci ugotovili, da so protitelesa IgA pri seroloskih preiskavah
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okuzenih plodov ali novorojenckov, starih manj kot dva meseca, bolj pogosta (v okoli 95
odstotkih) kot protitelesa IgM (v okoli 50 odstotkih), je test ELISA IgA v kombinaciji s
testom ELISA IgM postal zelo pomemben za ugotavljanje kongenitalne toksoplazmoze
novorojenckov. Pri okuzenih novorojenckih so — nasprotno kot pri odraslih — ugotovili, da
so specificna protitelesa IgA prisotna dalj ¢asa kot protitelesa IgM. 1z matere na plod
prenesena protitelesa IgG po rojstvu otroka navadno po desetih mesecih izginejo. Ce je v
nosecnosti prislo do toksoplazemske okuzbe ploda, protitelesa IgG pri novorojencku ne
izginejo tudi po 12 do 18 mesecih po rojstvu. Okuzbo novorojencka je mozno ugotoviti
tudi z izraCunom razmerja med specifi¢nimi protitelesi IgG in skupnimi protitelesi IgG (t.1.
specific antibody load). Pri neokuzenem novorojencku to razmerje upade v drugem ali
tretjem mesecu, ko zacne novorojencek sam tvoriti protitelesa IgG, ki ne vsebujejo
toksoplazemskih protiteles. Ce je novorojenéek okuZen, se to razmerje v tem ¢asu ne

spremeni ali pa zacne naraScati (Logar, 1999).

Od neposrednih preiskav se uporablja preiskava amnijske teko€ine z verizno reakcijo
polimeraze (PCR). Ta reakcija je pomembna za ugotavljanje okuzbe ploda, saj je tako
obcutljiva in specifi¢na, da je izjemno malo lazno pozitivnih in laZzno negativnih rezultatov.
Z uvedbo te preiskave je mozno zdraviti samo tiste nosecnice, pri katerih je poleg

pozitivnih seroloskih testov pozitivna tudi ta reakcija (Logar, 1999).

Za pregledovanje ploda lahko uporabljamo tudi preiskavo z ultrazvokom. Z veckratnim
pregledovanjem v nose¢nosti ugotavljamo pri plodu povecanje mozganskih ventriklov ali

poapnitve v njih, ascites, morebitno povecanje jeter ali povecano odebelitev posteljice.

Pri  kongenitalni toksoplazmozi so lahko pomembne tudi nekatere nespecificne
laboratorijske ugotovitve v novorojenckovi krvi, npr. povecanje vseh protiteles IgM,
majhno Stevilo trombocitov, povecanje Stevila levkocitov in eozinofilcev in povecanje
jetrnih encimov, predvsem gamaglutamiltransferaze (y-GT) in lakti¢ne dehidrogenaze

(LDH) (Logar, 1999).

Kljub uporabi razlicnih testov se lahko zgodi, da ne odkrijemo kongenitalne
toksoplazmoze pri novorojencku matere, ki se je prvi¢ okuzila v nosecnosti. Zato je treba
novorojencka akutno okuzene matere kljub negativnim rezultatom (npr. negativna

preiskava posteljice, negativna protitelesa IgM, upad protiteles IgG prenesenih z matere)
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pregledovati Se najmanj do 12 oziroma 28 mesecev starosti, da izklju¢imo morebitno

kongentialno toksoplazmozo. (Cook in sod., 1990; Logar, 1998).

Pri imunsko oslabljenih bolnikih s seroloskimi testi tezko postavimo diagnozo, saj v¢asih
tudi nizke vrednosti protiteles ne izkljucujejo akutne toksoplazmoze. Kljub temu je treba
bolnike z aidsom in sumom na toksoplazmozo ter dajalce in prejemnike organov pred
transplantacijo kontrolirati s seroloskimi testi, da take osebe preventivno zdravimo, ¢e je to
potrebno. Po presaditvi srca je vcasih treba zdraviti tudi na toksoplazmozo negativnega

prejemnika, ¢e le-ta dobi srce dajalca, pozitivnega na toksoplazmozo (Logar, 1999).

Diagnoza pri omenjeni skupini bolnikov temelji predvsem na neposrednem ugotavljanju
zajedavcev v kuznini (krvi, telesnih tekocinah ali razlicnem biopsijskem materialu).
Uporabljamo mikroskopski pregled neobarvanih ali obarvanih preparatov, gojenje ali PCR-
metode. Pri bolnikih z aidsom lahko pri sumu mozganske toksoplazmoze uporabimo
pregled z racunalni$ko tomografijo (CT) ali magnetno resonanco (MR) (Blanco in sod.,

1992; Logar, 1998).

2.1.3.5 Zdravljenje

Toksoplazmozo najuspesneje zdravijo s pirimetaminom (Daraprim), skupaj s sulfonamidi
(npr. sulfadiazinom). Ker pirimetamin lahko deluje na kostni mozeg, je treba med
zdravljenjem nadzorovati krvno sliko pacienta in mu dajati preparate s folno kislino, ki
preprec¢i Skodljivo delovanje pirimetamina. Slednjega ni priporo€ljivo dajati v prvem
trimese¢ju nosecnosti. Za zdravljenje priporocajo tudi antibiotik spiramicin ali rovamicin
(predvsem za zdravljenje toksoplazmoze v nosecnosti) in klindamicin, predvsem za
zdravljenje ocCesne toksoplazmoze. Ucinkovito naj bi deloval tudi artemeter, derivat
artemisinina. Vcasih predpisujejo tudi kortikosteroide zaradi njihovega protivnetnega

delovanja.

Omenjena zdravila delujejo samo na proste oblike parazitov, ne pa na tkivne ciste.
Vrednosti protiteles lahko pri zdravljenju ostanejo dalj Casa nespremenjene oziroma se ne

zmanjsajo takoj. Za uspeh zdravljenja je zato potrebno vedno upoStevati celotno klinicno
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sliko bolnika (Logar, 1999).

2.1.3.6 Epidemiologija in preprecevanje

Toksoplazmoza je razSirjena po vsem svetu med rastlinojedimi in mesojedimi Zivalmi ter
pri Cloveku. Z epidemioloskimi raziskavami v Srednji Evropi so pri populacijah ljudi,
starih od 30 do 40 let, nasli protitelesa v 50 do 60 odstotkih primerov. V Srednji Evropi so
v podobnih odstotkih prekuzene tudi Zenske v rodni dobi. Vecja je prekuzenost v Franciji,
manjsa v severnih drzavah, npr. na Norveskem, Finskem, v Svedski in Veliki Britaniji. S
preiskavami Zensk v rodni dobi na toksoplazmozo so pri nas odkrili, da je bila prekuzenost
zensk v 80. letih 52-odstotna, v 90. letih pa se je zmanjSala na 37 odstotkov. Do zmanjSanja
je verjetno prislo zaradi vecje osvescenosti zensk in boljsih higienskih razmer. S tem se je
povecalo Stevilo negativnih zensk »potencialno ogrozenih«, to je taksSnih, ki se lahko v
nosec¢nosti prvi¢ okuZijo s toksoplazmami. V navedenih letih se je povecalo tudi Stevilo
oziroma odstotek primarnih okuzb v nose¢nosti od 0,33 odstotka na 0,75 odstotka. Kot
kaze, se bo to Stevilo povecevalo tako dolgo, kot se bosta povecevala Stevilo oziroma

odstotek negativnih nosecnic (Feldman, 1982; Dubey in Beattie, 1988).

Clovek se najpogosteje okuZi z zauZitjem premalo kuhanega mesa, ki vsebuje ciste
parazita. Ciste so navadno v prasi¢jem, ov¢jem in kozjem mesu, redko pa v govejem in
perutnini. Okuzba z mlekom okuzenih zivali ali z jajci je malo verjetna. Do okuzbe lahko
pride tudi z zauzitjem hrane ali vode kontaminirane z oocistami iz macjih iztrebkov.
Prenasanje parazitov skozi poSkodbe na kozi je manj pomembno, razen pri laboratorijskem
delu in avtopsijah.

Do prenosa parazitov lahko pride tudi pri transplantaciji okuzenih organov ali pri
transfuziji krvi (Mayes in sod., 1995). Ce se nose¢nica okuZi s paraziti prvi¢ v nose&nosti,

se paraziti skozi posteljico s krvjo lahko prenesejo na plod.

Na prekuzenost ljudi vplivajo predvsem razline prehrambene in higienske navade ter

zemljepisni in podnebni dejavniki obmocja. V nekaterih okoljih so za okuzbo
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pomembnejSe ciste v mesu, drugod pa oociste v macjih iztrebkih. Na Kostariki, kjer ne
uzivajo surovega mesa, je pa veliko mack, so oociste tiste, ki so glavni vir okuzbe. V
nekaterih drzavah, npr. Franciji, Avstriji, Nem¢iji in tudi pri nas, kjer je manj mack,
oziroma so pod boljSo kontrolo, a ljudje uzivajo ve¢ surovega ali pa ne dovolj prekuhanega
mesa, so glavni vir okuzbe ciste v mesu. Okuzba je bolj pogosta v toplejSih krajih, v

nizinah in manj pogosta v suhih predelih (Logar, 1999).

Prekuzenost ljudi in zivali z zajedavcem T. gondii se spreminja v odvisnosti od
zemljepisnega podrocja, véasih tudi znotraj istega podro¢ja. Menijo, da do razlik pride
zaradi razli¢ne naseljenosti podro¢ja z mackami in posledicno razlicne gostote oocist na
dolocenem podrocju. Raziskave so pokazale, da so nosecnice v ZDA prekuzene z
zajedavcem v nizjem odstotku kot nosecnice v dezelah Srednje Evrope. Norveski avtorji
porocajo, da je prekuzenost nosecnic z zajedavcem v juznih (nizjih) predelih Norveske s
toplejSim podnebjem pogostejSa kot v severnih, vi§je leze¢ih in bolj mrzlih predelih
drzave. Za Slovenijo pa so ugotovili, da podrocje z nizko nadmorsko viSino in milim
podnebjem ni povezano z vecjo prekuzenostjo nosecnic z zajedavcem. Zdi se, da vecje
Stevilo letnih padavin, vlazna poletja, povpre¢no visja nadmorska visina in sneg vplivajo
na vi§ji odstotek prekuzenih nosecnic v celinskem predelu Slovenije. Na Finskem,
Svedskem, Norveskem in v Veliki Britaniji so ugotovili, da ve¢ina Zensk v rodni dobi ni
prekuzena s T. gondii in so zato dovzetne za okuzbo med nose¢nostjo (Logar in sod., 2006
a).

Podnebni pogoji v dveh zemljepisno razlicnih regijah Slovenije najbrz razli¢no vplivajo na
prezivetje oocist zajedavca T. gondii. Omenjeni pogoji na teh podroéjih verjetno vplivajo
na razli¢no prekuzenost zivali in posledi¢no ljudi, ki uzivajo neustrezno pripravljeno meso
okuzenih zivali (Logar in sod., 2006 a).

Vse tri oblike T. gondii (tahizoiti, ciste in oociste) lahko okuZijo tako vmesne kot tudi
koncne gostitelje na enega od naslednjih nac¢inov: (1) horizontalno z zauZitjem okuzenih
oocist iz okolja, (2) horizontalno z zauZzitjem tkivnih cist iz surovega ali premalo kuhanega
mesa ali (3) vertikalno s prenosom tahizoitov preko placente na plod. Pri vecini gostiteljev
se lahko tahizoiti prenesejo tudi z dojenjem.

T. gondii se torej lahko prenasa s kon¢nih na vmesne gostitelje in z vmesnih na konéne

gostitelje, ki Zivijo na istem obmocju.
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OkuZba s tahizoiti

Pri vertikalnem prenosu igrajo glavno vlogo tahizoiti. So zelo obcutljivi na razmere v
okolju ter izven gostitelja ne prezivijo dolgo. Zato na sploSno velja, da horizontalni prenosi
okuzb s T. gondii preko tahizoitov epidemiolosko niso pomembni oziroma pride do njih
zelo redko.

Do okuZbe lahko pride tudi pri transplantaciji organov (srce, ledvica, jetra, kostni mozeg).
V teh primerih lahko okuzbo povzro€ijo tahizoiti ali tkivne ciste. Do prenosa tahizoitov
lahko pride tudi s transfuzijo krvi. Ker pa so tahizoiti v krvi prisotni le krajsi Cas, je
tveganje za okuzbo s T. gondii s transfuzijo majhno.

Tahizoite so nasli v mleku Stevilnih vmesnih gostiteljev (vklju¢no z ovcami, kozami in
kravami), toda do prenosa na ¢loveka lahko pride le z uzivanjem nepasteriziranega kozjega
mleka. Zato priporocajo, da se mleko (predvsem kozje) pred zauzitjem pasterizira ali
prekuha. To je posebej pomembno v primeru otrok, ki imajo manjSo koncentracijo
proteoliticnih encimov v prebavnem traktu in so bolj dovzetni za okuzbo s toksoplazmo
kot odrasli (Tenter in sod., 2000).

V splosnem naj bi vecino okuzb s horizontalnim prenosom povzrocilo zauzitje tkivnih cist

v okuZzenem mesu in oocist v hrani ali vodi, kontaminirani z macjimi iztrebki.

Okuzba s tkivnimi cistami

Tkivne ciste T. gondii v mesu zivali predstavljajo pomemben vir okuzb za ¢loveka. Tkivne
ciste se lahko razvijejo ze v Sestih do sedmih dneh po okuzbi vmesnega gostitelja tako z
oocistami kot tudi z tkivnimi cistami. Te v gostitelju najverjetneje ostanejo dozivljenjsko.
Stevilo in lokacija tkivnih cist, ki se razvijejo v posameznem gostitelju, se razlikujeta glede
na vrsto gostitelja. Pri zivalih, katerih meso predstavlja vir hrane za ¢loveka, tkivne ciste T.
gondii najpogosteje najdemo v tkivih okuzenih prasicev, koz in ovc, redkeje pa v okuzeni
perutnini, pri zajcih, psih in konjih. Izjemno redko jih najdemo v mesu goveda, Ceprav
protitelesa najdemo pri ve¢ kot 92 odstotkih krav ter do 20 odstotkih bikov. V Evropi in
ZDA najvecji vir okuzbe Cloveka s T. gondii sicer predstavlja svinjina (Tenter in sod.,
2000).

V zadnjem desetletju se je pri prasicih na Nizozemskem, v Avstriji in Nemc¢iji prevalenca
okuzbe s T. gondii ob¢utno zmanjSala na manj kot odstotek (Van Knapen, 1995). V

Stevilnih drugih drzavah (npr. Braziliji, Kanadi, Finski, Nemciji, Italiji) pa se je zaradi
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sprememb pri reji prasi¢ev seroprevalenca zmanjsala na manj kot deset odstotkov (Tenter,
2000). Ti podatki kazejo, da je z intenzivnim upravljanjem farm ter ustreznimi higienskimi
ukrepi in higieno mozno ob¢utno zmanjsati tveganje za okuzbo zivali s T. gondii. Med
tovrstne ukrepe sodijo: (1) reja zivali v zaprtih prostorih, (2) prepreCevanje vstopa
glodavcem, pticam in insektom v hleve, (3) hranjenje zivali s toplotno obdelano hrano in
(4) preprecevanje vstopa domacih zivali v hlev (Tenter in sod., 2000).

Potencialni vir okuzbe ¢loveka s T. gondii predstavljajo tudi divje zivali, kot so divji zajci,
merjasci, kenguruji in medvedi. Pri tem so ogrozeni tudi lovci in njihove druzine, saj lahko

pride do prenosa med razkosavanjem Zzivali.

Okuzba z oocistami

Oociste izlocajo domace in Stevilne divje macke. Pri domacdih mackah lahko protitelesa
proti T. gondii najdemo pri ve¢ kot 74 odstotkih mack v odvisnosti od nacina hranjenja in
tega, ali macke prebivajo v stanovanju ali zunaj. Seroprevalenca je ponavadi vecja pri
potepuskih mackah kot pri tistih, ki Zivijo v mestnih obmocjih (Tenter in sod., 2000).
Macke se lahko okuzijo z zauZzitjem oocist, ki se nahajajo v okolju, ali z zauzitjem tkivnih
cist v vimesnih gostiteljih.

Domaca macka je edina domaca zival, ki je kon¢ni gostitelj za T. gondii, zato predstavlja
kljuéno vlogo v epidemiologiji okuzbe s tem parazitom. Po primarni okuZzbi lahko hisne
macke izloc¢ijo veliko Stevilo oocist, kar predstavlja tveganje za okuzbo ljudi, ki si z macko
delijo zivljenjski prostor. Potepuske macke in tiste, ki zivijo na kmetijah, lahko izlo¢ijo
oociste v okolje, s katerimi se nato okuzijo domace zivali.

Macka po primarni okuzbi s tkivnimi cistami ali oocistami izlo¢i ve¢ kot 100 milijonov
oocist v okolje. V primernem okolju (dovolj kisika, vlaznost, temperatura) oociste
sporulirajo in v enem do pet dni postanejo kuzne (Tenter in sod., 2000).

Sporulirane oociste so zelo odporne na razmere v okolju. Prezivijo kratka obdobja mraza in
dehidracije ter ostanejo kuzne v vlazni zemlji ali pesku do 18 mesecev.

V okolju se prenaSajo z vetrom, dezjem ali povrSinskimi vodami. Z macjimi iztrebki
kontaminirana slama, seno in zito lahko predstavljajo vir okuzbe za Zivino. Oociste se
lahko Sirijo tudi z dezevniki, koprofagnimi nevretencarji ali kompostom (Tenter in sod.,
2000). Clovek se lahko okuzi s stikom s kontaminirano zemljo (na primer pri vrtnarjenju)

in tudi z bozanjem psa, ki se je valjal po okuzenem macjem iztrebku (Frenkel in sod.,
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1995).

Da ne pride do okuzbe, je treba meso za prehrano dobro predelati in paziti na osebno
higieno. Ze obi¢ajni gospodinjski postopki, kot so kuhanje, peéenje, soljenje, dimljenje
itd., parazite uni¢ijo. Ciste v mesu unici tridnevno zamrzovanje okuzenega mesa pri — 15
°C ali priblizno dvodnevno zamrzovanje pri -20 °C. Pri temperaturi 4 °C do 6 °C prezivijo
v mesu ve¢ tednov, tudi do dva meseca (Logar, 1999).

Zato je za nosecnice priporo¢ljivo, da ne uZzivajo slabo predelanega mesa. Cim manj naj
prihajajo v stik z mackami ali zemljo oziroma vodo, onesnazeno z njihovimi iztrebki.
Oociste, ki z macjim iztrebkom pridejo na prosto, so tako lahko v zemlji, vodi ali pa prahu.
Ker macka svoje iztrebke navadno zakoplje, lahko oociste na primerni vlagi in temperaturi
prezivijo ve¢ mesecev ali let. Odporne so tudi proti blagim kislinam in lugom ter proti
obicajnim laboratorijskim razkuzilom. Hitro, v priblizno 30 minutah, jih ubije susSenje in
temperatura 55 °C. Pri zamrzovanju na -21 °C oociste prezivijo okoli 28 dni. Do okuzbe
pride, ¢e ne pazimo na osebno higieno (skrbno umivanje rok pred jedjo) in si z umazanimi
rokami, s kontaminirano hrano ali vodo vnesemo oociste ali ciste v usta. Okuzba je mozna

tudi z vdihavanjem oocist (Logar, 1999).

Kongenitalno toksoplazmozo lahko wuspesno prepre¢imo s seroloskim presejalnim
testiranjem na prvo okuzbo v nosec¢nosti in nato preventivnim zdravljenjem teh nosecnic
(Logar, 1999). S taksnim nacinom pregledovanja in zdravljenja so v Avstriji in Franciji
obCutno zmanjSali pojavljanje kongenitalne toksoplazmoze. Pogostost kongenitalne
toksoplazmoze je pri novorojenckih v Avstriji padla z 0,7 odstotka na manj kot 0,1
odstotka. V Franciji porocajo, da so kongenitalno toksoplazmozo zmanjsali za ve¢ kot 60
odstotkov. Za Slovenijo je bilo ugotovljeno, da se prvi¢ v nosecnosti okuzi okoli Sest do
sedem na tiso¢ pregledanih nose¢nic. Prva okuzba v nosec¢nosti v okoli 40 do 50 odstotkih
vodi do okuZbe plodu oziroma do kongenitalne toksoplazmoze. Ce nosednic ne bi
pregledovali na kongenitalno toksoplazmozo in zdravili, bi se v Sloveniji rodili trije do
Stirje novorojencki s kongenitalno toksoplazmozo na tiso¢ rojstev. Zato je v Sloveniji od

leta 1995 pregledovanje nosecnic na toksoplazmozo z zakonom obvezno.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIAL

3.1.1 Serumi za dokazovanje protiteles proti T. gondii

Iz racunalniske baze podatkov smo za obdobje od 1. januarja 2000 do 31. decembra 2007
zbrali in analizirali rezultate 47048 serumov nosecnic, ki so bile v parazitoloSkem
laboratoriju InStituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani s
seroloskimi testi pregledane na toksoplazemska protitelesa IgG, IgM. Ugotavljali smo tudi

avidnost specifi¢nih protiteles IgG.

V raziskavo smo vklju€ili predvsem nosecnice iz osrednjega dela Slovenije. Dobljene
rezultate o prekuzenosti in o Stevilu akutnih okuzb pri nose¢nicah smo primerjali s

toksoplazemskimi rezultati nose¢nic v drugih evropskih drzavah.

Rezultate raziskave o pogostosti akutne toksoplazmoze pri nosecnicah smo statisticno

analizirali z intervalom zaupanja (confidence interval - CI).
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3.2 METODE

3.2.1 Dokazovanje T. gondii

V parazitoloSkem laboratoriju InStituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete v Ljubljani serume nosecnic s seroloskimi testi pregledujejo v prvem trimesec¢ju
nosecnosti (najkasneje v 8. - 12. tednu nosecnosti) istocasno na prisotnost protiteles IgG in
IgM proti T. gondii. Ce pri prvem pregledu ugotovijo samo protitelesa IgG brez protiteles
IgM, to pomeni, da se je nosecnica s paraziti okuzila Ze pred enim letom ali Se prej. Ta
rezultat kaze na staro, za nose¢nost oziroma za plod nenevarno okuzbo. Nosecnica, ki je v
prvem trimesecju negativna na protitelesa IgG in IgM, se lahko med nadaljnjo nose¢nostjo
prvi¢ okuzi in je torej potencialno ogrozena. Zato tako nose¢nico ponovno serolosko
pregledajo v drugem trimesecju (v 20. - 24. tednu) in v tretjem trimesecju (v 24. - 36.
tednu) nosecnosti, da odkrijejo morebitno prvo okuzbo (oziroma t.i. serokonverzijo) v
nosecnosti. Za pregledovanje so uporabljali encimsko-imunski test ELISA IgG, IgM Cobas
Core, od februarja 2007 pa smo uporabljali ECLIA IgG, IgM, Cobas ¢ 411 — Roche.

Po okuzbi so protitelesa IgM zaznavna oziroma se pojavijo po okoli petih dneh, dosezejo
svoj vrh po okoli enem mesecu in nato njihov nivo pade ter izgine po nekaj mesecih (v
nizkih vrednostih so protitelesa [gM navadno prisotna Sest mesecev, lahko pa tudi do dve
leti ali celo vec). Ce pri seroloskem pregledu poleg IgG ugotovijo tudi protitelesa IgM, le-
ta kaZzejo na moznost primarne sveze okuzbe ali pa na ve¢ tednov ali mesecev staro
okuzbo. Da potrdijo ali ovrzejo svezo okuzbo, tak serum testirajo Se s Toxo-IgG testom
avidnosti. Vrednosti Toxo-IgG testa avidnosti, manjSe od 15 odstotkov, kazejo na svezo
okuzbo (do katere je verjetno priSlo v zadnjih treh mesecih), vrednosti od 15 do 25
odstotkov kaZejo na okuzbo, do katere je prislo v zadnjih Sestih mesecih, vrednosti, vecje
od 25 odstotkov, pa izkljucujejo okuzbo v zadnjih treh mesecih oziroma kazejo na okuzbo,

do katere je prislo pred ve¢ meseci.
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Dokazovanje protiteles IgM z encimsko imunskim testom Toxo IgM EIA recomb (Cobas

Core, Roche)

Test uporabljamo za kvalitativno diagnostiko protiteles [gM proti toksoplazmi v ¢loveskem
serumu ali plazmi. Rezultat testa pomaga pri ugotavljanju nedavne (sveze) okuzbe s T.

gondii. Uporabljamo reagente COBAS CORE Roche Diagnostics.

Ta test skupaj z encimskim testom Toxo IgG EIA Cobas Core omogoca odkrivanje

serokonverzij, ki kazejo na »svezo« prvo okuzbo s toksoplazmami v nosecnosti.

V prvem delu reakcije vzorec (serum) inkubiramo s polistirenskimi kroglicami, ki so
prekrite z monoklonskimi antihumanimi protitelesi IgM. Ce so v vzorcu prisotna
protitelesa IgM, se le-ta vezejo na kroglice. Po spiranju, v drugem delu reakcije, protitelesa
IgM proti T. gondii v vzorcu dokazemo tako, da kroglice inkubiramo s t.i. rekombinantnim
antigenom Toxoplasma SAGI1 (p30), oznaCenim z encimom hrenovo peroksidaza
(konjugat). Po drugem spiranju, vezan encim konjugata reagira s COBAS CORE
substratom. Iz intenzitete barve aparat proporcionalno preracuna vsebnost protiteles IgM

proti T. gondii v vzorcu.

Priprava serumov nosec¢nic

Protitelesa dolo€amo v serumu ali plazmi. Za analizo zadoS¢a 500 pl seruma in plazme
oziroma en do dva ml krvi, ki je bila odvzeta brez sredstev proti strjevanju. Odvzeto kri je
treba pred testiranjem centrifugirati in za test uporabiti tekoc¢i del — serum ali plazmo.
Vzorce hranimo do pet dni pri 2 do 8 °C; ¢e test v navedenem ¢asu ni opravljen, jih je

treba zamrzniti pri -20 °C.

Postopek dokazovanja protiteles IgM z encimsko imunskim testom Toxo IgM EIA (Cobas

Core, Roche)

—~ Pol ure pred testom je treba diagnosticni komplet in serume postaviti na sobno

temperaturo (20 do 25 °C).
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- Nato vklju¢imo aparat (v racunalniski program na zacetku vnesemo zahtevane podatke
za diagnostiko toksoplazmoze — ugotavljanje protiteles IgG in IgM) in vklopimo
program za izpiranje vseh igel in poti oziroma cevk.

- Zgoraj omenjene reagente je treba vloziti v posebno stojalo. V posebno plasticno
kosarico v stojalu vlozijo kroglice prekrite z antthumanimi protitelesi IgM. Na posebno
mesto v aparatu vlozimo substrat v posodici. Na prostor za epruvete vlozimo stojalo s
15 epruvetami, ki vsebujejo serume preiskovancev.

- Na posebno mesto v aparatu vlozimo stojalo s COBAS CORE reakcijskimi epruvetami.

-V posebnih posodah, ki sta povezani z aparatom, pripravimo tudi izpiralec za izpiranje
nevezanega antigena ter destilirano vodo za izpiranje igel in cevk.

- PoZenemo aparat.

- Postopek traja okoli stiri ure.

- Po kon¢anem testu pozenemo Se program za izpiranje in ¢iS¢enje igel ter cevi.

Kontrolni postopki in njihova pogostnost:

Kontrolo postopka predstavljajo v vsak test vklju¢eni negativni in pozitivni kalibratorji.
Pozitivno kontrolo predstavlja ¢loveski serum z dokazanimi protitelesi proti T. gondii,
razredCen v razmerju 1:2 (pozitivni kalibrator).

Negativno kontrolo predstavlja ¢loveski serum brez protiteles proti T. gondii (negativni
kalibrator).

Kalibracijo izvedemo enkrat na teden ob vsaki zamenjavi lota oziroma kadar vrednosti

kontrol niso ustrezne.

Razlaga rezultatov

Rezultati so izraZeni z absorbcijskimi enotami. S pomocjo kalibratorjev aparat samodejno
izrac¢una mejno vrednost — cut off, in glede na to doloci sivo obmoc¢je »gray zone« (ta je
med 90 — 100 % mejne vrednosti). Vse vrednosti, ki so ve¢je od mejne vrednosti, kazejo na
pozitiven rezultat; vrednosti, ki so nizje od 90 odstotkov mejne vrednosti, kazejo na

negativen rezultat.



Brdnik J. Pogostost akutne toksoplazmoze pri nose¢nicah v Sloveniji. 26
Dipl. delo. Ljubljana, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008

Negativna vrednost < 90 odstotkov mejne vrednosti
90 odstotkov mejne vrednosti < Sivo obmoc¢je > mejna vrednost

Pozitivna vrednost > mejna vrednost

Prisotnost specificnih protiteles IgM kaze na nedavno okuzbo s toksoplazmo, na

reaktivacijo latentne kroni¢ne okuZzbe ali pa na prisotnost perzistentnih protiteles [gM. Ker

prisotnost protiteles I[gM ne pomeni vedno nedavne okuzbe, je treba za potrditev akutne

toksoplazmoze pri nosecnicah poleg ugotavljanja prisotnosti protiteles IgM izvesti Se

dodatne teste:

- ugotavljanje porasta nivoja specificnih protiteles IgG v serijskih vzorcih istega
preiskovanca, odvzetih v razmiku vsaj treh tednov,

- doloc¢anje avidnosti specifi¢nih protiteles IgG..

Dokazovanje protiteles IgG z encimsko-imunskim testom Toxo IgG EIA (Cobas Core,

Roche)

S tem testom v serumih nosecnic ugotavljamo specificna protitelesa IgG proti antigenom
parazita T. gondii. Metoda je kvalitativna in kvantitativna. Rezultat je pozitiven ali
negativen. Pri pozitivnem rezultatu vpiSemo Se Stevilo internacionalnih enot na mililiter

(IU/ml).

Diagnozo aktivne ali nedavne okuzbe s toksoplazmo lahko potrdimo z dolocitvijo porasta
protiteles IgG proti T. gondii po dveh do treh tednih. Takrat socasno izvedemo Se Toxo
IgM-specifi¢ni test.

V prvem delu reakcije vzorce (serume) v aparatu inkubiramo s polistirenskimi kroglicami
(nosilci), ki so prekrite s toksoplazemskim antigenom (antigen je pridobljen na celi¢ni
kulturi). Ce so v preiskovanem serumu protitelesa proti toksoplazmam, se ta veZejo na
kroglice (nosilce). Nevezan material se s spiranjem odstrani. Vezanim protitelesom pa v
drugem delu reakcije aparat doda konjugat; to so z encimom (peroksidazo) oznacena t.i.
monoklonska antihumana protitelesa IgG (mi$ja). Po drugem spiranju vezani encim reagira

z dodanim substratom za encim. Iz koli¢ine porabljenega substrata (odraza se v intenziteti
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barve) aparat odcita koli¢ino specifi¢nih protiteles v serumu preiskovanca.

Priprava serumov

Protitelesa dolo¢amo v serumu ali plazmi. Za analizo zado$¢a 500 ul seruma in plazme
oziroma en do dva ml krvi, ki je bila odvzeta brez sredstev proti strjevanju. Odvzeto kri je
treba pred testiranjem centrifugirati in za test uporabiti teko¢i del — serum ali plazmo.
Vzorce hranimo do pet dni pri 2 — 8 °C; Ce test v navedenem ¢asu ni opravljen, jih je treba

zamrzniti pri -20 °C.

Postopek dokazovanja protiteles IgG z encimsko imunskim testom Toxo IgG EIA (Cobas

Core, Roche)

~ Pol ure pred testom postavimo diagnosticni komplet in serume, ki jih Zelimo testirati,
na sobno temperaturo (20 do 25 °C).

- Vklju€imo aparat (v racunalniski program na zacetku vnesemo zahtevane podatke za
diagnostiko toksoplazmoze) in vklopimo program za izpiranje vseh igel in poti oziroma
cevk.

- Reagente — kontrola 1, kontrola 2, kalibrator, konjugat, pufer in razredcilo III vloZimo
v za to namenjeno stojalo. V posebno plasticno kosarico v stojalu vlozimo kroglice z
antigenom. Na posebno mesto v aparatu vlozimo substrat v posodici. Na mesto za
epruvete vlozimo stojalo s 15 epruvetami, ki vsebujejo serume nosecnic.

- Na posebno mesto v aparatu vlozimo stojalo s COBAS CORE reakcijskimi epruvetami.

-V posebni posodi, ki sta povezani z aparatom, pripravimo tudi izpiralec za izpiranje
nevezanega antigena ter destilirano vodo za izpiranje igel in cevk.

- Vzorce oziroma serume vnesemo po zaporednih Stevilkah v racunalnisSki program.

- Pozenemo aparat.

- Postopek traja okoli Stiri ure.

- Po koncanem testu poZenemo Se program za izpiranje in ¢iS¢enje igel ter cevi.
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Kontrolni postopki in njihova pogostnost

Kontrolo postopka predstavljajo v vsak test vkljuceni kalibrator z znanim Stevilom IU/ml,
kontroli 1 in 2 ter serum predhodnega testa z znano vrednostjo IU/ml. Kalibracijo izvajamo
vsakih 14 dni, kontrolo 1 in kontrolo 2 po vsaki zamenjavi novega lota, serum

predhodnega testa pa kontroliramo pri vsakem novem testiranju.

Razlaga rezultatov

Rezultati so izraZzeni v mednarodnih enotah na mililiter (IU/ml). Vrednost toksoplazemskih
protiteles IgG pod 6 IU/ml pomeni negativni test, nad ali enaka 6 IU/ml pa pozitivni test.
Pri isto¢asnem pregledu seruma z IgG in I[gM testom se uposteva mejna vrednost (+/- 1 od

6 1U/ml).

V kolikor sumimo, da je preiskovanec izpostavljen parazitu T. gondii, moramo ze vrednosti
protiteles IgG proti toksoplazmi med 2 in 6 IU/ml upostevati kot znak mozne zgodnje
serokonverzije. V tem primeru je treba preiskovancu odvzeti drugi serumski vzorec dva do

tri tedne po prvem odvzemu in ga moramo testirati skupaj s prvim serumskim vzorcem.

Dokazovanje protiteles IgM proti T. gondii z elektrokemiluminescenénim imunskim testom

Elecsys Toxo IgG (ECLIA), Cobas e 411 - Roche

Princip testa

- 1. inkubacija: 10 pL vzorca se avtomatsko razred¢i v razmerju 1:20 z Elecsys
univerzalnim razred¢ilom. Doda se rekombinantni antigen specifi¢en za T. gondii,
oznaden z rutenijevim kompleksom. Ce so v vzorcu prisotna protitelesa IgM proti T.
gondii, reagirajo z rekombinantnim antigenom, ozna¢enim z rutenijem.

- 2. inkubacija: dodana so biotinilirana monoklonska specificna protitelesa IgM in s
streptavidinom prekriti mikrodelci. Kompleks se veze na trdno fazo preko interakcije
biotina in streptavidina.

- Reakcijska meSanica se vnese v merilno celico, kjer se mikrodelci magnetno ujamejo
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na povrSino elektrode. Nevezane snovi se nato s spiranjem odstranijo. Napetost na
elektrodi nato inducira kemiluminescentno sevanje, ki se izmeri s fotomultiplikatorjem.
- Rezultati se dolocijo avtomatsko s programsko opremo Elecsys, in sicer tako, da se
primerja elektrokemiluminescentni signal pridobljen iz reakcijskega produkta vzorca

ter signal mejne vrednosti (cut off), prej pridobljene s Toxo IgM kalibracijo.

Kontrolni postopki in njihova pogostost

Kontrolo postopka predstavljajo v vsak test vklju¢en negativen in pozitiven kalibrator.
Pozitivno kontrolo predstavlja ¢loveski serum z dokazanimi protitelesi I[gM proti T. gondii
(pozitiven kalibrator).

Negativno kontrolo predstavlja ¢loveski serum brez protiteles IgM proti T. gondii
(negativen kalibrator).

Kalibracijo izvedemo vsaj enkrat na 24 ur, ob vsaki zamenjavi lota oziroma kadar

vrednosti kontrol niso ustrezne.

Razlaga rezultatov

Aparat avtomati¢no izracuna mejno vrednost - cut off na podlagi meritev pozitivne in
negativne kontrole ter glede na to dolo¢i sivo obmocje »gray zone« (ta je med 80 - 100
odstotki mejne vrednosti). Rezultat je podan bodisi kot pozitiven bodisi kot negativen kot
tudi v obliki indeksa mejne vrednosti (signal sample/cut off). Vse vrednosti, ki so vecje od
mejne, kazejo na pozitiven rezultat; vrednosti, ki so nizje kot 80 odstotkov mejne
vrednosti, kaZejo na negativen rezultat. Ce so rezultati nahajajo v sivi coni, je treba vzorec
znova analizirati, in v primeru, da je rezultat Se vedno v sivi coni, testiranje ponoviti ¢ez

dva do tri tedne.
Negativen rezultat: < 80 % mejne vrednosti
80 % mejne vrednosti < sivo obmocje > mejna vrednost

Pozitiven rezultat: > mejna vrednost

Negativen rezultat Toxo IgM testa — tudi v kombinaciji s pozitivnim rezultatom Toxo IgG



Brdnik J. Pogostost akutne toksoplazmoze pri nose¢nicah v Sloveniji. 30
Dipl. delo. Ljubljana, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008

testa — ne izkljuCuje nujno moznosti akutne okuzbe s T. gondii.

Pri posameznikih v zgodnji fazi akutne okuzbe je koli¢ina toksoplazemskih protiteles [gM
morda premajhna, da bi jih lahko zaznali.

Pri nekaterih od njih je rezultat Toxo IgG testa v sivi coni ali nizko pozitiven in kaze na
zgodnjo akutno okuzbo. Potrebno je ponovno testiranje v roku dveh tednov. Ce ugotovimo
prisotnost toksoplazemskih protiteles IgM in/ali obcutno povecanje titra toksoplazemskih
protiteles IgG v drugem vzorcu to potrdi diagnozo akutne okuzbe s T. gondii.

Pri nekaterih posameznikih lahko toksoplazemska protitelesa IgM upadejo pod mejo

detekcije v nekaj tednih po okuzbi s T. gondii.

Dokazovanje protiteles IgG proti T. gondii z elektrokemiluminescenénim imunskim testom

Elecsys Toxo IgG (ECLIA), Cobas e 411 - Roche

Princip testa

Sendvi¢ princip:

1. inkubacija: 10 puL vzorca, T. gondii - specifi¢ni biotiniliran rekombinantni antigen in
T. gondii - specifiéni rekombinantni antigen oznaCen z rutenijevim kompleksom,
tvorijo sendvi¢ kompleks.

- 2. inkubacija: po dodatku s streptavidinom prekritih mikrodelcev se preko interakcije
biotina in streptavidina kompleks veze na trdno fazo.

- Reakcijska meSanica se vnese v merilno celico, kjer se mikrodelci magnetno pritrdijo
na povrsino elektrode. Nevezane snovi se nato s spiranjem odstranijo. Napetost na
elektrodi nato inducira kemiluminescentno sevanje, ki ga izmeri fotomultiplikator.

- Rezultati se dolocijo s kalibracijsko krivuljo. Ta je generirana z dvoto¢kovno

kalibracijo in glavno krivuljo, ki jo doloc¢a ¢rtna koda reagenta.
Kontrolni postopki in njihova pogostost
Kontrolo postopka predstavljajo v vsak test vklju¢en negativen in pozitiven kalibrator.

Pozitivno kontrolo predstavlja ¢loveski serum z dokazanimi protitelesi IgG proti T. gondii

(pozitiven kalibrator).



Brdnik J. Pogostost akutne toksoplazmoze pri nose¢nicah v Sloveniji. 31
Dipl. delo. Ljubljana, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008

Negativno kontrolo predstavlja ¢loveski serum brez protiteles IgG proti T. gondii
(negativen kalibrator).
Kalibracijo opravimo vsaj enkrat na 24 ur, ob vsaki zamenjavi lota oziroma kadar

vrednosti kontrol niso ustrezne.

Vrednotenje rezultatov

Aparat avtomati¢no izracuna koncentracijo vsakega vzorca v IU/ml. Vzorci s koncentracijo
<1 IU/ml so negativni, vzorci s koncentracijo med 1 IU/ml in < 3 TU/ml pa so v sivi coni.
Ce se rezultati nahajajo v sivem obmodju, je treba vzorec znova analizirati, in v primeru,
da je rezultat Se vedno v sivem obmocju, testiranje ponoviti ¢ez dva do tri tedne. Vzorci s
koncentracijo > 3 IU/ml so pozitivni na protitelesa IgG proti T. gondii in kazejo na akutno
ali latentno okuzbo. Akutna okuzba se kaze z visokimi vrednostmi toksoplazemskih

protiteles IgG in s prisotnostjo toksoplazemskih specifi¢nih protiteles IgM.

Negativen rezultat: < 1 IU/ml
1 TU/ml < sivo obmocje < 3 1TU/ml

Pozitiven rezultat: > 3 IU/ml

Ob negativnem rezultatu testa ne moremo popolnoma izklju¢iti moznosti okuzbe s T.
gondii. Nekateri posamezniki namre¢ v zacetni fazi okuzbe ne kaZzejo zaznavnih protiteles

IgG.

Ce v posameznem vzorcu ugotovimo prisotnost toksoplazemskih protiteles IgG to kaZe na
izpostavitev T. gondii, vendar to ni dovolj za razlikovanje med akutno in latentno okuzbo

(ne glede na vrednosti protiteles IgG).

Dokazovanje avidnosti protiteles IgG z encimsko imunskim testom Beia Toxo-IgG avidity

(Bouty)

Ker s prej navedenimi testi ne moremo natan¢no dolociti, kdaj je prislo do okuzbe s T.

gondii, je za potrditev ali izkljucitev primarne okuzbe v zacetku nosecnosti posebno
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uporaben test avidnosti, saj oceni Cas okuzbe s T. gondii. Protitelesa nastala v zgodnji fazi
okuzbe imajo niZjo avidnost, medtem ko visoka avidnost kaze, da gre za okuzbo v
preteklosti.

Za doloc¢anje avidnosti IgG uporabljamo encimsko imunski test (EIA) Beia Toxo-IgG
avidity (Bouty). V vdolbinici (vdolbinica ,,a* in vdolbinica ,,b*) mikrotitrske ploscice
nanesemo razred¢ine testnih serumov in kontrolne vzorce. Na dnu vsake jamice so pritrjeni
toksoplazemski antigeni, na katere se vezejo specifi¢na protitelesa IgG proti toksoplazmam
preiskovanega seruma. Druga protitelesa in serumske proteine z izpiranjem odstranimo.
Nato v vdolbinici ,,a* inkubiramo PBS raztopino (pufer), v vdolbinici ,,b* pa t.i. ,,avidity
solution (pufer in barvilo), ki odstrani protitelesa z nizko avidnostjo. Po izpiranju v obe
vdolbinici dodamo Se HRP-konjugat (hrenova peroksidaza konjugirana z misjimi
protitelesi proti humanimi IgG in rdece barvilo), da se vezejo vsi IgG v vdolbinici ,,a* in
preostanek IgG v vdolbinici ,,b*“. Zato je encimska aktivnost sorazmerna s koncentracijo
protiteles IgG proti toksoplazmam v vzorcu. Nato dodamo S$e substrat in raztopino
kromogena, s ¢imer izzovemo barvno reakcijo (obarvanje v modro). Encimsko reakcijo
zaustavimo z dodatkom zveplene kisline ki spremeni modro barvo v rumeno. S
spektrometrom pri valovni dolzini 450 nm od¢itamo opti¢no gostoto vzorca. S pomocjo
umeritvene krivulje pretvorimo opticne gostote posameznih vzorcev iz vdolbinice ,,a“ in

13

b v mU/ml. Razmerje med koli¢ino IgG v vdolbinici ,,a* in vdolbinici ,,b*“ odraza

avidnost vzorca, ki ga analiziramo.

Priprava serumov

Za analizo lahko uporabimo plazmo ali serum. Vzorec ne sme biti hemoliziran. Ce vzorcev
ne testiramo v 24 urah, jih za dan ali dva shranimo pri 2 °C - 8 °C. Za daljse shranjevanje
je potrebno vzorce zamrzniti. Pred analizo moramo vzorce razred¢iti, kot je prikazano v

spodnji tabeli.



Brdnik J. Pogostost akutne toksoplazmoze pri nose¢nicah v Sloveniji. 33
Dipl. delo. Ljubljana, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008

Preglednica 1: Red¢enje vzorca za dolocanje avidnosti protiteles IgG

anti-Toxoplasma IgG (IU/ml) Razredceni vzorci
<50 1:50

50-100 1:100

100 - 250 1:200

>250 1:500 in 1:2000
Kontrola

Kontrola H (high) vsebuje cloveSki serum z visoko avidnimi protitelesi IgG na
toksoplazmo, razredéen s pufrom. Kontrola L (low) vsebuje ¢loveski serum z nizko

avidnimi protitelesi IgG na toksoplazmo, razredc¢en s pufrom.

[zracun rezultatov

- Treba je narisati umeritveno krivuljo. Na y os nanesemo opti¢no gostoto, na X os pa
standardno koncentracijo.

- Z interpolacijo grafa dolo¢imo IgG koncentracijo vzorcev ali kontrol.

— Avidnost vzorcev in kontrol dolo¢imo po naslednji formuli:

Avidnost % = (ostanek IgGydolbinica “b+)/ skupen 1gGdolbinica ,a+)) X 100

Razlaga rezultatov

Preglednica 2: Razlaga rezultatov avidnosti protiteles IgG

Avidnost % Razlaga
<15 NIZKA AVIDNOST

Primarna okuzba, do katere je prislo v zadnjih 3 mesecih
15-25 SREDNJA AVIDNOST

Primarna okuZzba, do katere je prislo v zadnjih 6 mesecih
>25 VISOKA AVIDNOST

Izkljucuje primarno okuzbo v zadnjih 3 mesecih — kaze na okuzbo, do
katere je prislo pred ve¢ meseci
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4 REZULTATI

V parazitoloskem laboratoriju InStituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete v Ljubljani smo v racunalniski bazi podatkov od leta 2000 do 2007 na
toksoplazmozo pregledali 47048 rezultatov serumov nosecnic. Od teh smo pri 11674
nosecnicah (24,8 odstotka) s seroloSkimi testi ugotovili prisotnost protiteles proti
toksoplazmi. Pri 35374 (75,2 odstotka) noseCnicah nismo ugotovili protiteles proti
toksoplazmi. S testom avidnosti specificnih protiteles IgG smo od leta 2000 do vklju¢no
2007 akutno okuZzbo ugotovili pri 342 (0,97 odstotka) nosecnicah (95 % CI 0,87 — 1,07 %).
Na leto smo odkrili od 32 do 57 nosecnic z akutno toksoplazmozo (z nizko avidnostjo, <
15 %), povprecno pri 42,8 noseCnic na leto. V letih od 2000 do 2007 se je akutno
okuzenim noseCnicam rodilo 36 okuzenih otrok; povpre¢no 4,5 otroka na leto. Pri
novorojenckih smo ugotovili protitelesa IgM in/ali protitelesa IgA proti toksoplazmi.

(preglednice 3, 4, 5).

Preglednica 3: Stevilo pozitivnih in negativnih noseénic na toksoplazmozo po posameznih letih

leto Stevilo pregledanih nosecnic Stevilo pozitivnih nosecnic Stevilo negativnih nose¢nic
2000 5224 1473 (28,2 %) 3751 (71,8 %)
2001 5718 1609 (28,1 %) 4109 (71,9 %)
2002 5708 1602 (28,1 %) 4106 (71,9 %)
2003 5518 1400 (25,4 %) 4118 (74,6 %)
2004 6082 1455 (23,9 %) 4627 (76,1 %)
2005 6240 1494 (23,9 %) 4746 (76,1 %)
2006 6070 1302 (21,4 %) 4768 (78,6 %)
2007 6488 1339 (20,6 %) 5149 (79,4 %)
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Preglednica 4: Stevilo akutno s toksoplazmami okuZenih noseénic in 3tevilo okuzenih otrok po letih

leto Stevilo akutno okuzenih Stevilo okuzenih
nosecnic novorojenckov
2000 59 4
2001 40 3
2002 43 5
2003 35 1
2004 37 3
2005 57 6
2006 39 10
2007 32 4
skupaj 342 36

Preglednica 5: Celokupni rezultati preiskav nose¢nic na akutno toksoplazmozo v osrednji Sloveniji v letih

2000 - 2007

$t. pregledanih §t. prekuzenih §t. negativnih §t. akutnih delez akutne St.

. . . N okuzenih
nosecnic nosecnic nosecnic okuzb toksoplazmoze otrok
47048 11674 (24,8 %) 35374 (75,2 %) 342 0,97 % 36
2007
2006
2005
o 2004
3
2003
2002
2001
2000
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
odstotek nosecnic -
@ negativen
W pozitiven

Slika 6: Razmerje pozitivnih in negativnih nosecnic na toksoplazemska protitelesa IgG po posameznih letih
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5 RAZPRAVA

Z raziskavo, ki so jo opravili na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete v Ljubljani, so ugotovili, da je odstotek prekuzenih nose¢nic v obdobju od leta
1996 do 1999 znasal 34 odstotkov (Logar in sod., 2002). V na$i raziskavi, ko smo
pregledali in analizirali serume nose¢nic od leta 2000 do 2007, pa smo ugotovili, da se je

odstotek prekuzenih nosecnic v tem obdobju znizal na 24,8 odstotka.

Tudi v Evropi porocajo o razli¢ni prekuzenosti nosecnic na toksoplazmozo. V zacetku 90-
ih je bila v Nemciji prekuzenost nosecnic 41,6-odstotna, v Italiji na podro¢ju Parme 46,8-
odstotna, niZja pa v Angliji 22-33-odstotna in na Skotskem 13-17-odstotna, v Avstriji 47-

odstotna ter v Franciji na podroc¢ju Pariza 84-odstotna (Tonki¢ in sod., 2002).

V Franciji testirajo nosecnice na toksoplazmozo vsak mesec od leta 1978. Ugotovili so, da
je prekuzenost podobno kot pri nas padla iz 54 odstotkov (leta 1995) na 34 odstotkov (leta
2003) (Villena in sod., 2008). Na Finskem, Svedskem, Norveskem in v Angliji so
ugotovili, da vecina Zensk v rodni dobi ni prekuzena s T. gondii in so zato dovzetne
oziroma v nevarnosti, da se prvi¢ okuZzijo v nosecnosti.

Na prekuzenost ljudi vplivajo predvsem razli¢ne prehrambene navade, razli¢ne higienske
navade ter zemljepisni in podnebni dejavniki obmocja.

Najpogosteje pride do okuzbe z zauzitjem premalo kuhanega oziroma prepecenega mesa,
ki vsebuje tkivne ciste, ali z zauzitjem hrane ali pitjem vode, kontaminirane s
toksoplazemskimi oocistami okuzenih mack. V mnogih raziskavah so potrdili uzivanje
surovega ali premalo kuhanega mesa kot visok dejavnik tveganja za okuzbo s
toksoplazmo. Ena od takih raziskav je evropska Studija, ki je vkljucevala Sest evropskih
mest — Neapelj, Lusana, Kopenhagen, Oslo, Bruselj in Milano (Cook in sod., 2000).
Uzivanje surove svinjine in pokusanje surovega mesa med pripravo hrane so glavni faktorji
tveganja na Poljskem (Tenter in sod., 2000). O teh faktorjih tveganja okuzbe porocajo tudi
v Franciji, v ZdruZenih drZzavah Amerike, Jugoslaviji (Baril in sod., 1999; Tenter in sod.,

2000).

Ceprav so v mnogih raziskavah uZivanje surovega in premalo kuhanega mesa potrdili kot
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visok dejavnik tveganja okuzbe, se njegova pomembnost razlikuje med razlicnimi
drzavami. To je verjetno zaradi razlik v prehrambenih navadah ali razli¢nih prevalencah
okuzbe pri zivalih, ki jih vzrejajo za hrano (Tenter in sod., 2000). Vendar pa uzivanje mesa
ne pojasnjuje povsod visoke prekuzenosti ljudi, saj so na primer pri vegetarijancih prav
tako odkrili protitelesa proti toksoplazmam kar pri 42 - 47 odstotkih pregledanih (Tenter in
sod., 2000).

V nekaterih drzavah je uZzivanje surovega ali premalo kuhanega mesa manj pomemben
dejavnik tveganja za okuZzbo s toksoplazmo in so oociste tiste, ki predstavljajo glavni vir
okuzbe. Tako je na primer v Srednji in Juzni Ameriki, kjer obifajno uzivajo dobro
prekuhano meso in je zauzitje oocist iz okolja pomembnejsi dejavnik (Meireles in sod.,
2004).

V Mehiki in Braziliji predstavljajo visok dejavnik tveganja za okuzbo macke, hranjenje le-
teh s surovo drobovino ali surovim mesom (Tenter in sod., 2000).

Do okuzbe lahko pride Se s pitjem kontaminirane vode, z uzivanjem surove in neoprane
zelenjave, sadja in zaradi stika oziroma zauZitja kontaminirane zemlje (Tenter in sod.,
2000).

Zato je za nosecnice priporoéljivo, da ne uZivajo slabo predelanega mesa. Cim manj naj
prihajajo v stik z mackami ali zemljo oziroma vodo, onesnaZzeno z njihovimi iztrebki.
Pomembno je Se, da si umivajo roke, pribor in kuhinjske povrSine pri pripravi surovega
mesa ter da sadje in zelenjavo dobro operejo ali skuhajo, saj je ta lahko kontaminirana z

oocistami toksoplazem. Priporocljivo je tudi, da pri delu na vrtu nosijo rokavice.

Na prekuzenost vplivajo tudi zemljepisni in podnebni dejavniki okolja. Infekcija je
pogostejSa v toplejSih krajih in niZinah ter manj pogosta v suhih predelih (Logar, 1999).
Prekuzenost ljudi in zivali z zajedavcem T. gondii se spreminja v odvisnosti od
zemljepisnega obmocja, v€asih tudi znotraj istega podroc¢ja. Menijo, da do razlik pride
zaradi razli¢ne naseljenosti obmocja z mackami in posledi¢no razliéne gostote oocist na
dolocenem predelu. Kot smo ze omenili, so raziskave pokazale, da so nosecnice v
skandinavskih drzavah, Angliji in v ZDA prekuzene z zajedavcem v nizjem odstotku kot
nosecnice v dezelah Srednje Evrope. Norveski avtorji porocajo, da je prekuzenost nosecnic

z zajedavcem v juznih (nizjih) predelih Norveske s toplejSim podnebjem pogostejsa kot v
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severnih, vi§je lezeCih in bolj mrzlih predelih drzave. Za Slovenijo pa so ugotovili, da
podroc¢je z nizko nadmorsko visino in milim podnebjem ni povezano z ve¢jo prekuzenostjo
nosecnic z zajedaveem. Zdi se, da vecje Stevilo letnih padavin, vlazna poletja, povprecno
vi§ja nadmorska viSina in sneg vplivajo na visji odstotek prekuzenih nose¢nic v celinskem
predelu Slovenije. Podnebni pogoji v dveh zemljepisno razli¢nih regijah Slovenije najbrz
razlicno vplivajo na prezivetje oocist zajedavca T. gondii. Omenjeni pogoji na teh
obmocjih verjetno vplivajo na razlicno prekuzenost Zivali in posledi¢no ljudi, ki uzivajo

neustrezno pripravljeno meso okuzenih zivali (Logar, 2006 a).

Akutno okuzbo s toksoplazmozo smo pri nosecnicah v Sloveniji v obdobju od leta 2000 do
2007 ugotovili pri 342 (0, 97 odstotka) nosecnicah. V letih od 1996 do 1999 je akutno
toksoplazmozo pri noseCnicah Logar s sod. ugotovil pri 0,94 odstotka nose¢nic, kar
pomeni da se je v ¢asu nase raziskave odstotek akutnih okuzb v nosecnosti zvisal za 0,03
odstotka.

Nasa raziskava kaze, da se kljub boljSim higienskim razmeram in vecji osveScenosti
nosecnic o parazitu T. gondii in vedenju o nacinih okuzbe z njim, Stevilo akutnih okuzb v
nosecnosti iz leta v leto povecuje. Ta ugotovitev in Stevilo s toksoplazmami okuzenih otrok
— vendar brez bolezenskih znakov — kaze, da je testiranje noseCnic na kongenitalno

toksoplazmozo v Sloveniji u¢inkovito in smiselno.
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5.1 SKLEPI

e Pri ugotavljanju pogostosti akutne toksoplazmoze v Sloveniji smo na toksoplazmozo iz
racunalniske baze podatkov pregledali 47048 serumov nosecnic. Od teh je bilo 11674
(24,8 odstotka) serumov pozitvnih na toksoplazmozo, 35374 (75,2 odstotka) serumov
pa negativnih. Akutno okuzbo s toksoplazmo smo ugotovili pri 342 nosecnicah (0,97
odstotka).

e Ugotovili smo, da je v obdobju od leta 2000 do 2007 incidenca akutne toksoplazmoze
pri nosecnicah iz osrednjega dela Slovenije 0,97 odstotka oziroma da je interval
zaupanja pri nosecnicah z akutno toksoplazmozo 0,0087 — 0,0107.

e Prekuzenost nosecnic je razli¢na v razli¢nih drzavah. V zacetku 90-ih je bila v Nemdiji
prekuzenost nosecnic 41,6-odstotna, v Italiji na podro¢ju Parme 46,8-odstotna, nizja pa
v Angliji 22 do 33-odstotna in na Skotskem 13 do 17-odstotna, v Avstriji 47-odstotna ter
v Franciji na podrocju Pariza 84-odstotna. V Sloveniji je bilo v 80. letih 52 odstotkov
prekuzenih zensk, v 90. letih 37 odstotkov, v nasi raziskavi pa smo ugotovili, da je
prekuzenost nosec¢nic v Sloveniji v letih od 2000 do 2007 padla na 24,8 odstotka.

e Menimo, da je do zmanjSanja toksoplazemske prekuzenosti nose¢nic v Sloveniji prislo
zaradi boljSe osvescenosti zensk v rodni dobi in verjetno boljsih higienskih razmer.

e 7 analizo rezultatov presejalnega testiranja na okuzbo s toksoplazmozo nosecnic v
Sloveniji smo ugotovili, da se incidenca akutne toksoplazmoze pri nosecnicah stalno
povecuje: iz 0,75 odstotka v obdobju od leta 1991 do 1994 se je povecala na 0,94
odstotka v obdobju od 1996 — 1999 in na 0,97 odstotka v obdobju od leta 2000 do 2007.

e Raziskava kaZe, da se noseCnicam, pri katerih je akutna toksoplazmoza s presejalnim
testiranjem pravocasno odkrita in so nato zdravljene, rodijo okuzeni (z IgM in/ali IgA
protitelesi) novorojencki, vendar brez bolezenskih znakov.

e Te ugotovitve nakazujejo, da je presejalno testiranje na akutno toksoplazmozo v

nosecnosti v Sloveniji u¢inkovito in smiselno.
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6 POVZETEK

V raziskavi nas je zanimalo, kako pogosta je akutna toksoplazmoza nosecnic in kolik$no je
Stevilo s toksoplazmami okuzenih novorojenckov v osrednji Sloveniji. Iz raCunalniske baze
podatkov smo za obdobje od leta 2000 do 2007 zbrali in analizirali toksoplazemske
seroloske rezultate 47048 nosecnic in Stevilo s toksoplazmami okuzenih novorojenckov.
Nosecnice so bile pregledane na toksoplazemska protitelesa IgG in IgM. Pri nose¢nicah, ki
so bile pozitivne na protitelesa IgG in IgM, je bil narejen Se test avidnosti protiteles IgG.

Novorojencki so bili pregledani na toksoplazemska protitelesa IgM in IgA.

Pri pregledu 47048 serumov nosecnic smo ugotovili, da je 11674 (24,8 odstotka) nosecnic
na toksoplazmozo pozitivnih in 35374 (75,2 odstotka) nosecnic negativnih. Akutno
toksoplazmozo v tem obdobju smo ugotovili pri 342 (0,97 odstotka) nose¢nicah. Okuzbo s

toksoplazmo smo nasli pri 36 novorojenckih.

Najpogosteje pride do okuzbe zaradi zauzitja surovega ali premalo kuhanega mesa, ki
vsebuje tkivne ciste, ali zaradi zauzitja hrane ali pitja vode, kontaminirane z oocistami
okuzenih mack (Tenter in sod., 2000). Uzivanje surovega ali premalo kuhanega mesa
predstavlja velik dejavnik tveganja v razli¢nih drzavah, vendar pa se njegova pomembnost
in vrsta mesa, pri katerem je tveganje najvecje, od drzave do drzave razlikuje. V Franciji je
vecji dejavnik tveganja uzivanje premalo kuhane govedine, v manjS$i meri pa tveganje
predstavlja uZivanje premalo kuhanega ov¢jega mesa. Na Norveskem pa je premalo
kuhano ov¢je meso vecji dejavnik tveganja kot premalo kuhana svinjina. To je verjetno
zaradi razlik v prehrambenih navadah in razli¢nih prevalenc okuZzbe pri zivalih, ki se jih

vzreja za hrano (Tenter in sod., 2000).

Na prekuZenost vplivajo tudi zemljepisni in podnebni dejavniki okolja. Okuzba je
pogostejSa v toplejsih krajih in nizinah ter manj pogosta v suhih predelih (Logar in sod.,
1999). Na Norveskem so ugotovili, da je prekuzenost nosecnic z zajedavcem v juznih
(nizjih) predelih s toplejsim podnebjem pogostejSa kot v severnih, vi§je lezeCih in bolj
mrzlih predelih. V Sloveniji pa so ugotovili, da podro¢je z nizko nadmorsko visino in
milim podnebjem ni povezano z vec¢jo prekuzenostjo nosecnic z zajedavcem. Zdi se, da

vecje Stevilo letnih padavin, vlazna poletja, povpre¢no visja nadmorska viSina in sneg
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vplivajo na vi§ji odstotek prekuzenih nosecnic v celinskem predelu Slovenije. Podnebni
pogoji verjetno razli¢no vplivajo na prezivetje oocist T. gondii. Ti pogoji verjetno vplivajo
na razli¢no prekuzenost zivali in posledi¢no ljudi, ki uzivajo neustrezno pripravljeno meso
okuzenih zivali (Logar in sod., 2006).

V primerjavi s prejSnjimi Studijami smo ugotovili, da se Stevilo oziroma odstotek akutnih
okuzb iz leta v leto povec€uje. V primerjavi z obdobjem od leta 1996 do 1999 se je v letih
od 2000 do 2007 odstotek akutnih toksoplazemskih okuzb v nose¢nosti v Sloveniji povecal
za 0,03 odstotka. Zaradi pravocasnega odkritja akutne toksoplazmoze v nose¢nosti in
zdravljenja akutno okuzenih nosec¢nic ter njihovih novorojenckov se v obdobju od leta
2000 do 2007 nobeni nosecnici ni rodil zaradi toksoplazmoze poskodovan otrok. Te
ugotovitve kazejo, da je presejalno testiranje na akutno oziroma kongenitalno

toksoplazmozo v Sloveniji u¢inkovito in smiselno.
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