Karakteristike Toxoplasma gondii infekcije u trudnica
i novorodencadi

Ljubenkovi¢, Ana-Marija

Master's thesis / Diplomski rad
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:960428

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-14

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:960428
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mef:1907
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:1907
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:1907

SVEUCILISTE U ZAGREBU

MEDICINSKI FAKULTET

Ana-Marija Ljubenkovié

Karakteristike Toxoplasma gondii infekcije u

trudnica i novorodencadi

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, 2018.



Ovaj diplomski rad izraden je u Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo, Sluzba za
mikrobiologiju i parazitologiju, Rockefellerova 2/4 pod vodstvom doc. dr. sc.

Maria Svibena i predan je na ocjenu u akademskoj godini 2017./2018.

Mentor rada: doc. dr. sc. Mario Sviben



Popis kratica koristenih u pisanju rada:

AIDS sindrom stecene imunodeficijencije
SZS sredisnji Zivéani sustav

GABA gama-aminobutiricna kiselina
HLA ljudski leukocitni antigen

HIV virus humane imunodeficijencije
CMV citomegalovirus

PCR polimerazna lan€ana reakcija

DNA deoksiribonukleinska kiselina
ELISA imunoenzimski test

IFA metoda indirektne imunofluorescencije
IgG imunoglobulini klase G

IgM imunoglobulini klase M

ISAGA ,IgM-immunosorbent” aglutinacijski test
IgA imunoglobulini klase A

IgG imunoglobulini klase G

IgE imunoglobulini klase E

GGT gama-glutamiltransferaza

CT kompjuterizirana tomografija

IQ kvocijent inteligencije



SADRZAJ

1. SAZETAK ...ttt
2. SUMMARY ettt oottt e e e et e e e e e e nn e e e e e e e e e nnreeeaaeeaann
X U Y SRR SUPPRRRR 1
4. EPIDEMIOLOGIJA I PRIJENOS ... 2
5. ETIOLOGIJA ..ttt e e e e e e e e e e e neeeeeeeanns 4
6. PATOGENEZA | IMUNOLOGIJA ...t 6
7 GENET KA ettt e e e e e e e e e e e e nneneeeaeeeanns 8
8. PATOLOGIJA . ...ttt e e e e e e e eeeeeeeeanas 9
9. KLINICKA SLIKA ...t en e 10
9.1. Toksoplazmoza u trudnoCi...........oooeiiiiiiiiie e 10
9.2. Kongenitalna toksoplazmoza..............cccooiiiiiiiiiiiieeeee e 10
10. DIJAGNOSTIKA ..ttt e e e e e e e e e e e e e eeeas 13
10.1. Direktne Metode ...........uuuiiiiiiiiiiiiii e 14
10.2. Metode iZOIACIH ... ...uuuiiiiiiiiieeeee e 14
10.3. SEIOIOGIA. ... eeeiiiiee et a e 15
10.4. RadioloSka dijagnostiKa...........eeviiiiiiiiiiiiiiiiii e 17
10.5. Dijagnostika U trudniCa ............eeeiiiiiiiiiiiiiioii e 18
10.6. Dijagnostika u NOVOrodencCeta ............cooovriiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 19
11. DIFERENCIJALNA DIJAGNOSTIKA ... 20
12, LIJECENUE ...t n e, 21
12.1. SpecifiCnosti lijeCenja akutne infekcije u trudnica............cceeeeeevinn. 22
12.2. Terapija kongenitalne toksoplazmoze ... 22
13. PREVENCIJA. ..t 24
14. SEROLOSKI PROBIR.......cooiiuetieeeeeeeeeeee et n e, 25
15, ZAHVALE ... 26
16. LITERATURA ettt e e e e as 27

17. ZIVOTOPIS ..o, 28



1. SAZETAK

Karakteristike Toxoplasma gondii infekcije u trudnica i novorodenéadi

Ana-Marija Ljubenkovi¢

Toksoplazmoza se smatra jednom od najrasirenijih infekcija na svijetu. Do
kongenitalne toksoplazmoze dolazi u slucaju akutne infekcije majke tijekom
trudnoce, a njezine posljedice mogu biti oSteCenja srediSnjeg ziv€anog sustava,
oka i srca te razne anomalije. Serolosko testiranje treba biti dostupno svima pod
rizikom za akutnu Toxoplasma gondii infekciju tijekom trudnoce,
imunokompromitiranim pacijentima, HIV-pozitivnim osobama i pacijentima na
dugotrajnoj kortikosteroidnoj terapiji. Pirimetamin sa sulfadiazinom te folnom
kiselinom preporucuje se u slu€aju sumnje na fetalnu infekciju ili potvrdene
infekcije. Edukacijske mjere su vazne za prevenciju akutne toksoplazmoze u
trudnica, a ukljuCuju izbjegavanje kontakta s macjim fecesom, nekonzumiranje
sirovog ili nedovoljno termicki obradenog mesa i temeljito pranje svjezeg voca i

povrca prije konzumacije.

Kljué€ne rijec¢i: kongenitalna toksoplazmoza, trudnoca, prevencija



2. SUMMARY

Characteristics of Toxoplasma gondii infection in pregnancy and newborn

Ana-Marija Ljubenkovi¢

Toxoplasmosis is considered to be one of the most common infections in the
world. Congenital toxoplasmosis occurs if the mother acquires an acute infection
during pregnancy, and it can cause neurological disorder, ocular and heart
problems and different types of anomalies. Serologic screening must to be
proposed to those thought to be at risk for primary Toxoplasma gondii infection
during pregnancy as well as to those who are immunosuppressed, HIV-positive,
or on long-term corticosteroid therapy. Pyrimethamine with sulfadiazine and
folinic acid is recommended when fetal infection has been suspected or infection
has been confirmed. Prenatal care must include education about prevention of
toxoplasmosis, which includes avoiding cat feces as well as avoiding raw or

undercooked meat and washing raw fruit and vegetables well before eating.

Keywords: congenital toxoplasmosis, pregnancy, prevention



3. UvoD

Jedna od najCescih infekcija na svijetu prema seroloskim istrazivanjima je
toksoplazmoza koju uzrokuje parazit Toxoplasma gondii. U imunokompetentnih
osoba infekcija je najceSce asimptomatska dok se rjiede moze ocCitovati
korioretinitisom, limfadenitisom te miokarditisom i polimiozitisom. Simptomatska
toksoplazmoza se najCesce javlja u imunokompromitiranih osoba s poremecajem
staniCne imunosti, pacijenata koji primaju kortikosteroidnu terapiju ili terapiju
citotoksicnim lijekovima, hematoloskih bolesnika, pacijentima nakon
transplantacije organa te oboljelih od sindroma ste€ene imunodeficijencije
(AIDS). Ako se Zena zarazi s T. gondii tijekom trudno¢e moze doci do prijenosa
parazita na fetus i kongenitalne toksoplazmoze. Usprkos napretku u
razumijevanju ove bolesti joS uvijek su prisutna brojna pitanja i nedoumice
vezane uz prevenciju i lijeCenje toksoplazmoze u imunokompromitiranih, trudnica

i novorodencadi (1).



4. EPIDEMIOLOGIJA | PRIJENOS

Toksoplazmoza je jedna od najrasirenijih infekcija na svijetu prema podacima o
seroprevalenciji na T. gondii (2). Zemlje Juzne Amerike, istoCne i srediSnje
Europe, Srednjeg istoka, jugoistocne Azije i Afrike imaju najveéu prevalenciju
toksoplazmoze u svijetu (3).

Infekcija je uCestalija u dijelovima svijeta gdje prevladavaju topli klimatski uvjeti i
na nizim nadmorskim visinama zbog boljeg preZivljenja oocista. Varijacije
prevalencije ovise i o dobi tako da seropozitivitet raste s godinama Zivota (2).
Djeca izlozena mackama, za razliku od onih izlozenih mackama tek u odrasloj
dobi, ¢eS¢e imaju prisutna Toxoplasma specifiCnih protutijela. Oni prilikom igre u
pijesku ili na zemlji lako dodu u kontakt s ovim parazitom izmedu ostalog i zbog
uCestale defekacije maCaka u javne pjeSCanike (3).

Ljudi se mogu zaraziti ingestijom nedovoljno termicki obradenog mesa
kontaminiranog oocistama T. gondii, ingestijom oocisti preko ruku, hrane, tla ili
vode kontaminirane macjim fecesom, transplantacijom organa, transfuzijom krvi,
transplacentalnim prijenosom s majke na fetus te slu€ajnom inokulacijom
tahizoita. Najvazniji naCini prijenosa su oralni i kongenitalni.

Nakon ingestije tkivne ciste ili oociste, dolazi do rupture ciste i otpustanja
parazita koji se preko intestinalnog epitela prosire tijelom te umnozavaju
intracelularno. Stanice domacina unutar kojih dolazi do umnazanja parazita
pucaju Sto dovodi do otpustanja tahizoita koji invadiraju druge stanice i proces se

ponavlja. Imunoloski odgovor domacina dovede do prelaska tahizoita u



bradizoite i formacije tkivnih cista. One se najceSce formiraju u skeletnim

e



5. ETIOLOGIJA

Pocetkom 20. stoljeca Charles Nicolle i Louis Manceaux za vrijeme istrazivanja
na sjeveru Afrike i Alfonso Splendore iz Brazila u isto vrijeme otkrivaju ovog
parazita. Zbog centralno polozene srpaste jezgre (gr¢. toxon) i pogresno
prevedenog naziva glodavca u Cijem tkivu je otkriven (Ctenodactylus gundi),
Nicolle i Manceauxdaju mu ime vrste Toxoplasma gondii. Vrsta pripada redu
Eimeriida, razredu Coccidea i koljenu Sporozoa (3). RijeC je o obligatnom
unutarstanicnom parazitu koji uzrokuje infekciju u velikog broja toplokrvnih
organizama ukljucCujuci i u Covjeka. Rezervoar infekcije su pripadnici macje
obitelji Felidae kao jedini poznati definitivni domacini spolne faze zivotnog ciklusa
T. gondii. Zivotni ciklus ovog parazita ukljuduje tri faze. Tahizoita koji se brzo
umnozavaju i unistavaju inficirane stanicu tijekom akutne infekcije, bradizoita koji
se sporo umnaZzaju unutar tkivnih cista i sporozoita koji se nalaze u oocistama.
Tahizoite i bradizoite nalazimo u tkivima dok su oociste u macjem fecesu. Macka
se zarazi nakon ingestije tkivnih cista ili oocisti prehranom zarazenim mesom ili
kontaktom s tlom. Nakon ingestije dolazi do otpustanja parazita i invazije
epitelnih stanica tankog crijeva, gdje prolaze nespolnu, a potom i spolnu fazu
Zivotnog ciklusa te formiraju oociste koje se izlu€uju fecesom. Oociste postaju
infektivne nakon jednog do pet dana od ekskrecije Sto potvrduje vaznost
uCestalog €iS¢enja macjeg pijeska i fecesa. Macke fecesom izlu€uju oociste
tijekom jednog do dva tjedna u vrlo velikom broju, otprilike preko 100 000 oocista
po gramu fecesa. Oociste mogu preZivjeti u okoliSu i nekoliko mjeseci do vise od

godinu dana ovisno o uvjetima. Izrazito su otporne na dezinficijense, zagrijavanje



i suSenje (2). Genetskom analizom na podrucju Europe i Sjeverne Amerike
vecinu T. gondii izolata iz ljudi i Zivotinja mozemo svrstati u tri klonalna genotipa
(tip I-MII). Tip Il najceSce uzrokuje infekcije u Zivotinja, dok tip Il najcesce
uzrokuje infekcije u ljudi. Tip Il je najéeSce povezan s reaktivacijom kronic¢ne
toksoplazmoze i najCesce izoliran kod pacijenata koji boluju od AIDS-a. Tip li ll
su povezani s nastankom kongenitalne toksoplazmoze novorodenceta, a tipovi Il
i Ill do danas nisu povezani s teZzom ocnom toksoplazmozom u
imunokompetentnih pacijenata. Vazno je naglasiti postojanje atipicnih i
rekombiniranih genotipova T. gondii koje povezujemo s tezom klinickom u

imunokompetentnih pojedinaca (1).



6. PATOGENEZA | IMUNOLOGIJA

Nakon invazije i umnazanja parazita (naj¢es¢e u probavnom sustavu) dolazi do
njihova Sirenja u mezenterijalne limfne €vorove, a potom i u udaljene organe
putem limfe i krvi gdje T. gondii inficira praktiCki sve vrste stanica. Aktivacijom
staniCne i humoralne imunosti dolazi do smanjenja broja tahizoita u svim tkivima,
a prezivljavaju samo oni paraziti koji se nalaze unutar stanica ili unutar tkivnih
cista. U prvom tjednu infekcije dolazi do stvaranja tkivnih cisti u brojnim organima
i tkivima. lako se tkivne ciste mogu izolirati iz mozdanog tkiva kronic¢no oboljelih
veoma rijetko se mogu i prikazati u histoloSkim preparatima. Tkivne ciste su
odgovorne za nastanak kronicne ili latentne infekcije, a najceSce su lokalizirane u
prisutne u oko 25% svinjskog i janje¢eg mesa (3). U imunokompetentnih osoba
nakon pocetne infekcije nastupa latentna ili kroni¢na infekcija najCeSce bez
manifestne klinicke slike. U imunokompromitiranih osoba toksoplazmoza je
CesSce posljedica reaktivacije latentne infekcije kada dolazi do rupture tkivnih cista
u parenhimu organa ili na udaljenim mjestima te moze doci do oste¢enja mozga,
oCiju, srca, pluca, skeletnih miSica, gastrointestinalnog sustava i gusterace (1). U
sredidnjem zivéanom sustavu (SZS) T. gondii moZe poveéati razinu dopamina za
14% u kroni¢no zarazenih miSeva, uzrokuje promjene u funkcioniranju gama-
aminobutiricne kiseline (GABA), utjeCe nepovoljno na metabolizam triptofana te
posljedi€no i na sintezu serotonina i povezuje se s porastom koncentracije

testosterona u muskaraca.



Toksoplazmoza se danas sve viSe povezuje sa shizofrenijom, opsesivno-
kompulzivnim poremecajem, poremecajima raspolozenja, bipolarnim
poremecajem te depresivnim epizodama (3).

Infekcija T. gondii pokrece i humoralnu i stanicnu imunost, a njihova koordinacija
i odgovor zasluzni su za rani nestanak parazita iz periferne krvi, limitaciju
nakupljanja parazita u organima te dozivotnu imunost.

T stanice, makrofazi, citokini (posebno interleukin 12), dendritiCke stanice i

neutrofili vazni su u obrani organizma od T. gondii (1).



7. GENETIKA

Ljudski leukocitni antigeni DQ3 (HLA-DQ3) povezuje se s nastankom
hidrocefalusa u sklopu kongenitalne toksoplazmoze i nastankom encefalitisa u
bijelaca ameriCke populacije zarazenih virusom humane imunodeficijencije (HIV).

Za razliku od HLA-DQ3, HLA-DQ1 se smatra marginalno protektivnim (1).



8. PATOLOGIJA

PatohistoloSkom analizom limfnih ¢vorova nalazi se tipi€na trijada nepravilnih
nakupina epiteloidnih histiocita na marginama germinativnih centara, fokalna
distenzija sinusa s monocitima te reaktivna folikularna hiperplazija.

U SZS-u, nekroza je glavno histologko obiljezje infekcije T. gondii. U
kongenitalnoj toksoplazmozi nekroza mozga je najizrazenija u korteksu, bazalnim
ganglijima te ponekad u periventrikularnom podrucju. Kalcificirana podrucja
nekroze mogu ukazivati na toksoplazmozu, no ona nisu patognomonicna te je
stoga potrebna daljnja dijagnostika.

U izrazito imunodeficijentnih i pacijenata s AIDS-om karakteristiCan je nalaz
brojnih apscesa mozga s predilekcijom u bazalnim ganglijima. HistoloSki se
uoCava centralna avaskularna zona oko koje je hiperemi¢no podrucje ispunjeno
upalnim infiltratom te periferna zona koja sadrZi tkivne ciste T. gondii.
Pneumonitis s fibroznim ili fibropurulentnim eksudatom, tahizoitima u alveocitima
i alveolarnim makrofazima ukazuje na plucni oblik toksoplazmoze.

Okularna toksoplazmoza u imunokompetentnih osoba o ituje se akutnim
korioretinitisom karakteriziranim jakom upalom i nekrozom dok u pacijenata
oboljelih od AIDS-a nalazimo segmentalni panoftalmitis s koagulacijskom
nekrozom.

Miokarditis uzrokovan T. gondii karakterizira fokalna nekroza, edem, upalni
infiltrat te miSiCne stanice srca ispunjene tahizoitima i Cesti je nalaz pri obdukciji

osoba oboljelih od HIV-a (1).



9. KLINICKA SLIKA

Toksoplazmozu najCesce klasificiramo u pet kategorija: toksoplazmoza u
imunokompetentnih pacijenata, u imunodeficijentnih, okularna, u trudnoci te
kongenitalna toksoplazmoza. U ovom radu opisana je klinicka slika
toksoplazmoze u trudnoci te kongenitalna toksoplazmoza. Vazno je naglasiti da
niti u jednoj kategoriji kliniCka slika nije specificna za toksoplazmozu te je

potrebno uzeti u obzir Siroku diferencijalnu dijagnozu (1).

9.1. Toksoplazmoza u trudnodi

Akutna infekcija T. gondii u trudnodi najCesce je asimptomatska ili mogu biti
prisutni regionalni limfadenitis, opca slabost, mialgije, glavobolja, subfebrilitet te
rjede hepatosplenomegalija, osip i ostali simptomi (3). MajCina kliniCka slike
akutne infekcije u trudnoci ne utjeCe na povecanje ili smanjenje rizika prijenosa
na fetus. U zdravih Zena koje su akutnu toksoplazmozu preboljele prije trudnoée
nece doci do prijenosa na fetus iako su opisani rijetki sluajevi gdje je doslo do
transmisije toksoplazmoze na fetus kada je akutna infekcija nastupila tri mjeseca
prije zaCec€a. Do prijenosa na fetus rijetko dolazi i kod imunokompromitiranih
Zena s kroni¢nom tj. reaktiviranom toksoplazmozom te oboljelih od sistemskog

lupusa eritematozusa na terapiji kortikosteroidima (1).

9.2.Kongenitalna toksoplazmoza

T. gondii je vazan bioloski teratogen i dio akronima TORCH koji uklju€uje
toksoplazmozu, ostale uzro€nike, rubelu, citomegalovirus (CMV) i herpes
simpleks virus (4).

10



Kongenitalna toksoplazmoza je posljedica prijenosa T. gondii na fetus od strane
majke s akutnom infekcijom toksoplazmom tijekom trudnoce. Prezentira se u pet
osnovnih oblika: neonatalna bolest, kao blazi ili tezi oblik bolesti koja se oCituje u
prvim mjesecima zivota, relapsi prethodno nedijagnosticirane toksoplazmoze u
novorodenackoj dobi, djetinjstvu ili adolescenciji, u obliku supklinicke infekcije te
kao ultrazvu€ne abnormalnosti konzistentne s toksoplazmozom ili pozitivni nalaz
lan€ane reakcije polimerazom (PCR) u uzorku amnionske tekucine.

Incidencija i tezina kliniCke slike kongenitalne toksoplazmoze ovisi o tromjesecju
trudnoce u kojemu je nastupila akutna infekcija trudnice. Klinicka slike
novorodencadi kod kojih je maj€ina akutna infekcija nastupila u prvom i drugom
tromjesecju trudnoce CeSce je teza kongenitalna toksoplazmoza za razliku od
novorodencadi kod Cijih majki je do infekcije doslo u trecem tromjesecju trudnoce
i kod kojih je uCestaliji supklinicki oblik bolesti. Osim gestacijske dobi u vrijeme
akutne infekcije trudnice te soja parazita na ishod za fetus i kliniCku sliku utjeCe i
pravovremeno lijeCenje spiramicinom ili pirimetaminom-sulfadiazinom. Akutna
infekcija majke u vrijeme zacCeca i prva dva tjedna gestacije ukoliko je tretirana
spiramicinom smanjuje prijenos T. gondii na fetus te stoga smanjuje i moguénost
nastanka kongenitalne toksoplazmoze. Zbog velike vjerojatnosti prijenosa u
drugom i tre¢em tromjesecju trudnoce svim trudnicama kod kojih se sumnjaili je
potvrdena akutna toksoplazmoza preporucuje se terapija pirimetamin-
sulfadiazinom.

Klinicka slika i simptomi kongenitalne toksoplazmoze su raznoliki, a ukljucuju

korioretinitis, strabizam, sljepocu, epilepsiju, psihomotornu ili mentalnu

11



retardaciju, anemiju, zuticu, petehije kao posljedica trombocitopenije, encefalitis,
pneumonitis, mikrocefaliju, hidrocefalus, intrakranijske kalcifikacije, hipotermiju te
ostale nespecificne simptome. Zbog nespecificnosti simptoma diferencijalna
dijagnoza kongenitalne toksoplazmoze treba biti opSirna i ukljuCivati herpes
simpleks virus, CMV i virus rubele. U novorodencadi rodene u terminu javlja se
nesto blazi oblik bolesti sa hepatosplenomegalijom i limfadenopatijom unutar
prva dva mjeseca zivota, simptomi oSteCenja CNS-a se javljaju nesto kasnije dok
se oftalmolosSka prezentacija toksoplazmoze javlja mjesecima ili godinama
kasnije. KliniCka slika kongenitalne toksoplazmoze ¢e se razviti u vecine
novorodencadi rodene u terminu sa supkliniCkom infekcijom pri porodu. Za
razliku od novorodencadi rodene u terminu infekcija u prematurusa se prezentira
simptomima od strane SZS-a te oénim simptomima unutar prva tri mjeseca
Zivota.

U rijetkim slucajevima HIV-pozitivnih trudnica latentna infekcija T. gondii moze se
reaktivirati i dovesti do prijenosa parazita na fetus. Vazno je naglasiti da se
kliniCka slike kongenitalne toksoplazmoze u HIV-pozitivhe novorodencadi razvija
mnogo brze i izrazenija je od kliniCke slike kongenitalne toksoplazmoze u HIV-
negativne novorodencadi. Karakteriziraju je multiorganska zahvacenost koja
ukljuduje SZS, srce i pluéa te zaostatak u rastu, vrucicu, hepatosplenomegaliju,
korioretinitis te ostale simptome kongenitalne toksoplazmoze.

Akutna infekcija T. gondii u trudnica povezuje se sa spontanim pobacajem i

prijevremenim porodajem (1).

12



10. DIJAGNOSTIKA

Laboratorijska dijagnostika toksoplazmoze dijeli se na direktne i indirektne
metode. Direktne metode uklju€uju kultivaciju, detekciju antigena, mikroskopiju te
detekciju nukleinskih kiselina. Indirektne metode se temelje na specificnim
protutijelima.

Za razliku od cerebrospinalnog likvora, o€ne vodice i amnionske tekucine uzorak
krvi treba se prikupiti s antikoagulansom za testiranje metodama otkrivanja
parazitske DNA, a uzorak cuvamo na 4°C do testiranja.

Krv za serolosko testiranje prikuplja se bez antikoagulansa te nakon Sto se
zgrusa, uzorak je potrebno centrifugirati i serum poslati u mikrobioloski
laboratorij. Serum i cerebrospinalni likvor mogu se pohraniti do nekoliko dana na
4°C ili zamrznuti radi dulje pohrane. Uzorci malih volumena kao S$to su uzorci
oCne vodice zamrzavaju se zbog izbjegavanja moguceg isparavanja. Ukoliko se
Zeli provjeriti imunolo$ki status dovoljan je jedan uzorak seruma, no ako nam je
potreban vremenski okvir unutar kojeg je do infekcije doSlo jedan uzorak nam
nije dovoljan. U vecini sluCajeva detekcija porasta IgG ili IgM nije moguca jer oni
veC dosegnu svoj plato u vrijeme uzimanja uzorka. Ako testiramo dva uzorka
takvo testiranje mora biti obavljeno istodobno i u istim uvjetima. Rezultate
testiranja u razli€ito vrijeme, u razliCitim laboratorijima ili razliCitim metodama ne

smijemo medusobno usporedivati kvantitativno vec iskljuCivo kvalitativno (2).
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10.1. Direktne metode

Direktne metode otkrivanja T. gondii u uzorcima uklju€uju mikroskopiju, detekciju
antigena, tehnike detekcije nukleinskih kiselina te detekciju odgovora stani¢ne
imunosti.

Vrlo rijetko se tekuci uzorci poput heparinizirane krvi ili cerebrospinalnog likvora
centrifugiraju te se potom promatraju mikroskopom na predmetnom stakalcu.
Uzorak se prethodno osuSi na zraku, fiksira metanolom i oboja Giemsa bojanjem.
U tako pripremljenom preparatu tahizoite mozemo uociti kao slobodne ili unutar
stanica domacina kao Sto su leukociti.

Detekcija antigena T. gondii u tkivu ili tkivnim kulturama je moguc¢a pomocu
imunoglobulina oznacenih fluorescein-izotiocijanatom ili peroksidazom.

PCR tehnologija detekcije nukleinske kiseline T. gondii znaCajna je za prenatalnu
dijagnostiku kongenitalne toksoplazmoze u uzorku amnionske tekucine.
Najznacajniji markeri za PCR su 18S ribosomska DNA te B1 i AF146257 geni.
Metode odgovora stani¢ne imunosti ukljuCuju test otpustanja interferona-gama u

kongenitalno zarazene novorodencadi (2).

10.2. Metode izolacije

Nakon obrade tkivo ili uzorak inokuliramo intraperitonealno u misa ili direktno u
stani¢nu kulturu. Ukoliko je parazit virulentan za miSa prisutnost parazita se
moze dokazati u peritonealnoj tekucini pet do deset dana od inokulacije, a miSa
je potrebno monitorirati Cetiri do Sest tjiedana od inokulacije. NajCesc¢e parazit nije

virulentan za miSa stoga se nakon Sest tjedana prikuplja uzorak krvi misa za
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serolosko testiranje. U slu€aju pozitivhe serologije na T. gondii mozak miSa se
uzorkuje i pregleda na prisustvo cista T. gondii.

Izolacija T. gondii inokulacijom u stani¢nu kulturu brza je metoda od inokulacije u
miSa jer se citopatski u€inak parazita uo€ava direktnim metodama vec nakon 24-
96 sati od inokulacije. Giemsa bojanje mozZe pokazati strukturu parazita, no
stanice s parazitima se teSko uo€avaju zbog €ega koristimo metode
imunofluorescencije.

Obje metode izolacije T. gondil u miSu i u stani€noj kulturi su korisne za

dijagnostiku kongenitalne toksoplazmoze (2).

10.3. Serologija

Seroloske metode smatraju se primarnom dijagnostike toksoplazmoze. Da bismo
mogli ustanoviti je li infekcija akutna ili kroniCna potrebno je najcesce koristiti viSe
razliCitin seroloskih testova, a sam odabir testova ovisi o karakteristikama
pacijenta (imunokompetentni ili imunodeficijentni, sumnja na okularnu
toksoplazmozu, trudnice i novorodencad) te o vremenskom periodu od kontakta
s uzro€nikom.

Titar imunoglobulina klase G (IgG) pojavljuje se unutar prva dva tjedna od
infekcije s vrhuncem izmedu prvog i drugoga mjeseca od pocetka infekcije.
Nakon navedenog perioda titar opada i u vecini slucajeva ostaje dozivotno u
niskim koncentracijama. Naj¢esSc¢e koriSteni testovi za detekciju IgG su Sabin-
Feldman ,dye test’, imunoenzimni test (engl. ,Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay”; ELISA), metoda indirektne imunofluorescencije (engl. Indirect

Immunofluorescence; IFA) i test modificirane indirektne aglutinacije.
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Sabin-Feldman ,dye test’osjetljiv je i specifiCan test neutralizacije koja mjeri
primarna IgG protutijela koja se pojavljuju unutar prva dva tjedna od infekcije s
vrhuncem izmedu Sestog i osmog tjedna. Negativni nalazi ovog testa prakticki
iskljuCuju kontakt s T. gondii osim u pacijenata koji su se zarazili nedavno (unutar
tiedan dana) i izrazito imunokompromitiranima.

IFA mjeri ista protutijela kao i prethodno spomenuti test.

Test aglutinacije sadrzi cijele tahizoite u formalinu, a mjeri titar IgG protutijela i
imunoglobuline klase M (IgM). Metoda je precizna, jeftina i jednostavna za
koriStenje Sto je Cini pogodnom i prakticnom za probirno testiranje osoba pod
rizikom.

NajcesSce koristena metoda je IgG-ELISA, a vazno je naglasiti da na temelju
jednog titra ne mozZemo odgovoriti na pitanje kada je infekcija nastupila.

Metoda aviditeta IgG protutijela se temelji na Cinjenici da se tijekom akutne
infekcije specificna IgG protutijela veZu slabije za antigen za razliku od kroni¢nih
infekcija pri kojima je ta veza protutijelo-antigen puno ¢vrséa. Vremensko
razdoblje u kojemu je doSlo do promjene jacine vezanja je individualno, no kada
su detektirana protutijela visokog aviditeta smatramo da je do infekcije doSlo
najmanje tri do pet mjeseci ranije. Ovaj test se koristi kao dodatna potvrda i samo
na temelju njega nikada se ne bi trebale donositi odluke.

Veoma korisna u dijagnostici akutne infekcije trudnica su IgM protutijela koja se
pojavljuju ranije od IgG protutijela i brze opadaju od titra istog.
,Double-sandwich” IgM-ELISA jedna je od najcesc¢e koriStenih metoda u detekciji

Toxoplasma IgM specifi€nih protutijela u fetusa, novorodenc¢adi i odraslih.
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Problematika vezana uz postojanje pozitivhog titra ¢ak i godinama nakon akutne
infekcije smatra se glavnom preprekom u interpretaciji rezultata testiranja ovom
metodom.

,IgM-immunosorbent” aglutinacijski test (ISAGA) je izrazito osjetljivi test u kojemu
se IgM protutijela iz seruma veZu za ¢vrstu podlogu na mrtve tahizoite te na taj
nacin dolazi do detekcije specifiCna protutijela. Ova metoda se smatra
najosjetljivijom i najpouzdanijom za dijagnostiku kongenitalne toksoplazmoze u
novorodencadi stare Sest mjeseci ili mlade. Pozitivni test unutar prvih deset dana
Zivota treba ponoviti nakon sljedecih deset dana da bi se izbjegla moguca lazna
dijagnoza zbog detekcije majcinih protutijela.

Imunoglobulini klase A (IgA) korisni su u dijagnostici kongenitalne
toksoplazmoze, a mogu se detektirati ELISA ili ISAGA metodama. U slucaju
pozitivhog testa unutar prvih deset dana Zivota testiranje moramo ponoviti nakon
sljedecih deset dana da bismo mogli iskljuciti moguc¢a majcina protutijela.

Za razliku od IgM i IgA imunoglobulini klase E (IgE) su krace prisutni u serumu i
stoga su korisniji i pouzdaniji u detekciji akutne infekcije. Pozitivna su u akutno
inficiranih odraslih osoba i u kongenitalno zarazene novorodencadi. Za

dijagnostiku kongenitalne toksoplazmoze titar IgE je manje osjetljiv od titrova IgM

i 1gA (1).

10.4. Radioloska dijagnostika

Radiologke metode neizostavan su dio dijagnostike toksoplazmoze SZS-a.

Prisustvo kalcifikacija u mozgu novorodenceta uz unilateralno ili CeSc¢e bilateralno
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i simetriCno prosirenje mozdanih komora ukazuje nam na mogucu kongenitalnu

toksoplazmozu (1).

10.5.Dijagnostika u trudnica

Zene kod kojih su prije zadeéa bila prisutna Toxoplasma specifi¢na IgG
protutijela i uz to su imunokompetentne smatramo imunima. U toj populaciji
postoji veoma mali rizik prijenosa infekcije na fetus iako postoje slu€ajevi
infekcije drugim genotipom i posljedicno kongenitalne toksoplazmoze. U zena
koje testiramo nakon zaceca s prisustvom IgG specificnih protutijela potrebno je
uciniti jos i test aviditeta IgM i IgG da bismo mogli utvrditi kada je do infekcije
doslo. Visoki aviditet unutar prvih dvanaest tjiedana trudnoce prakticki iskljucuje
mogucnost akutne infekcije tijekom gestacije. Rezultat niskog aviditeta ne
pomaze nam u dijagnostici zbog toga Sto niski aviditet moze postojati i
mjesecima nakon infekcije. Ako s viSe razlicitih testova potvrdimo da je do akutne
infekcije doslo tijekom trudnoce indiciran je spiramicin, a preporucuje se uzeti
uzorke amnionske tekucine i fetalne krvi izmedu dvadesetog i dvadesetSestog
tiedna trudnoce. PCR T. gondii iz amnionske tekucine je test izbora od
osamnaestog tjedna trudnoce ili kasnije. Fetalni ultrazvuk je indiciran svakih dva
do Cetiri tiedna do porodaja da bi se na vrijeme uoCili znakovi kongenitalne
toksoplazmoze kao $to su mozdane ili hepati¢ne kalcifikacije, hidrocefalus,
hepatomegalija ili ascites. Ako nam je dostupna fetalna krv testiramo ju na
Toxoplasma specifiCna 1gG, IgM i IgA protutijela, a zgruSanu krv mozemo
inokulirati u misa ili stani€nu kulturu da bismo parazite dokazali direktnim

metodama. Laboratorijska analiza fetalne krvi ukljuCuje leukocite, eozinofile,
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trombocite, ukupni IgM, gama-glutamiltransferazu (GGT) i laktat dehidrogenazu
kao nespecificne parametre upale. Vecina fetusa ¢e imati povecani ukupni IgM ili
poviSene vrijednosti GGT, a kona¢nu dijagnozu fetalne infekcije donosimo na

temelju nalaza Toxoplasma specificnih IgM ili IgA protutijela iz seruma fetusa (2).

10.6.Dijagnostika u novorodenceta

Dijagnostika u novorodenceta se temelji na kombinaciji seroloskih metoda,
izolacije parazita i ostalih nespecifi¢nih nalaza koji upucuju na kongenitalnu
toksoplazmozu. Serum novorodenceta testiramo na ukupna IgG i IgM protutijela
te na Toxoplasma specificna 1gG, IgM i IgA protutijela. U analizi
cerebrospinalnog likvora potrebne su nam informacije o prisustvu stanica,
glukoze, proteina, ukupni IgG i Toxoplasma specificna IgM i IgG protutijela te
prisustvo T. gondii tahizoita (2).

Majcina IgG protutijela u krvi novorodenceta mogu biti posljedica prosle ili
nedavne infekcije majke stoga se u dijagnostici ¢eS¢e sluzimo nalazima IgM
IgG specificnih protutijela i negativhog nalaza IgM i IgA specifi€nih protutijela i
neuspjesne izolacije T. gondii moramo ponovno seroloski testirati novorodence.
Kombinacija ,Western blot” tehnike s konvencionalnim seroloskim testiranjem
smatra se najosjetljivijom za dijagnostiku kongenitalne toksoplazmoze unutar
prvih tri mjeseca Zivota (1). Novorodence kod kojeg se sumnja na kongenitalnu
toksoplazmozu potrebno je uputiti na pregled oftalmologu i neurologu te na

kompjutersku tomografiju (CT) mozga (2).
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11. DIFERENCIJALNA DIJAGNOSTIKA

Diferencijalna dijagnoza kongenitalne toksoplazmoze mora ukljuCivati infekciju
virusom rubele, CMV, herpes simpleks virusom, humanim herpesvirusom 6,
parvovirusom B19, sifilis, listeriozu, ostale infektivhe encefalopatije, sepsu i
fetalnu eritroblastozu. CMV i virus rubele povezani su s pojavom mikrocefalije,
hidrocefalusa i cerebralnih kalcifikacija. Vazno je osvrnuti se na herpes simplex
virus, CMV, virus rubele i sifilis koji takoder uzrokuju korioretinitis u

novorodenceta (1).
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12. LIJECENJE

Terapija toksoplazmoze zasniva se na pirimetaminu sa sulfadiazinom ili
klindamicinom, a primarno djeluje na tahizooite T. gondii. Pirimetamin je
antagonist folne kiseline i smatra se trenutno najucinkovitijom terapijom
toksoplazmoze (1). On je selektivan inhibitor dihidrofolat reduktaze (5). Zbog
mehanizma djelovanja potrebna je nadoknada folne kiseline 5-10 mg oralno ili u
HIV-pozitivnih pacijenata do 50 mg/dan oralno da bi se izbjegla supresija koStane
srzi. HematoloSki parametri moraju se redovno kontrolirati u svih pacijenata na
pirimetaminu u po€etku dva puta tjedno, a kasnije svaka dva do Cetiri tiedna. Ako
je moguce monoterapija pirimetaminomse izbjegavate mu se dodaju ili sulfdiazin
ili klindamicin. Sulfadiazin djeluje sinergistiCki s pirimetaminom, no vazno je
pravovremeno uociti novonastale osipe na kozi i kontrolirati bubreznu funkciju
zbog njegove nefrotoksi€nosti. Pogorsanje encefalopatije, halucinacije ili
novonastali psihijatrijski simptomi u pacijenata s AIDS-om mogu biti povezani s
terapijom sulfadiazina (1).

Klindamicin je alternativan dodatak pirimetaminu u pacijenata koji ne podnose
terapiju sulfadiazinom (2). Ovaj derivat linkomicina interferira sa stvaranjem
inicijalnog kompleksa sprjecavajuéi sintezu proteina. Stetni uginci ukljuguju
proljev, mucninu i kozne osipe (5).

Vazan lijek u prevenciji kongenitalne toksoplazmoze je spiramicin koji smanjuje

rizik prijenosa na fetus te samim time i nastanak kongenitalne toksoplazmoze (1).
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12.1. Specifi€nosti lije€enja akutne infekcije u trudnica

Potpuna eliminacija rizika transmisije T. gondii s akutno zaraZzene majke na fetus
trenutno nije moguca no spiramicin u dozi od 1 grama svakih 8 sati smanjuje rizik
prijenosa za otprilike 60%. Sumnja ili potvrdena akutna infekcija trudnice prije
osamnaestog tjedna trudnoce je indikacija za spiramicin, a najbolji rezultati se
ostvaruju ako se s njime zapocne unutar prvih osam tjedana od serokonverzije.
Terapija spiramicinom se nastavlja sve do porodaja. Sumnja ili potvrdena akutna
infekcija trudnice u osamnaestom tjednu trudnoce ili kasnije indikacija je za
kombiniranu terapiju sulfadiazinom (po€etna doza 75 mg/kg, pratiti s 50 mg/kg
svakih 12 sati, pirimetaminom (50 mg svakih 12 sati prva dva dana, a kasnije 50
mg/dan) i folnom kiselinom (10-20 mg/dan tijekom i jedan tjedan nakon terapije
pirimetaminom). Terapija pirimetaminom se izbjegava unutar prvih dvanaest ili

Cetrnaest tjedana trudnoce zbog moguceg teratorgenog ucinka (1).

12.2. Terapija kongenitalne toksoplazmoze

Terapijski pristup u kongenitalnoj toksoplazmozi traje minimalno dvanaest
mjeseci, a ukljuCuje kontinuirano sulfadiazin (50 mg/kg svakih 12 sati),
pirimetamin (1 mg/kg svakih 12 sati prva dva dana, zatim od tre¢eg dana 1
mg/kg/danu sljedecih dva do Sest mjeseci, te potom ista doza tri puta tjedno) i
folnu kiselinu (10 mg tri puta tjedno tijekom terapije i tiedan dana nakon ukidanja
pirimetamina. Ishod lijeCenja je povoljniji u vecine pacijenata lijeCenih dvanaest

mjeseci od neonatalnog razdoblja i ukljuCuje poboljSanje intelektualnih
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sposobnosti, regresiju lezija retine, smanjuje potrebu za antikonvulzivhom

terapijom te dovodi do smanjenja ili nestanka cerebralnih kalcifikacija (1).
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13. PREVENCIJA

Svaku trudnicu trebalo bi educirati o mjerama prevencije toksoplazmoze kao prvi
korak u sprjeCavanju kongenitalne toksoplazmoze.

Prevencija infekcije T. gondii ukljuCuje izbjegavanje sirove ili nedovoljno pecene
svinjetine, janjetine, govedine, mljevenog mesa, kamenica, dagniji, divljaci,
CiS¢enja macjeg pijeska i kontakta s fecesom macaka i macica, rada u vrtu i
ostalog kontakta sa zemljom te izbjegavanje konzumacije sirovog ili neopranog
voca i povrca.

Daske za rezanje, noZeve, pribor za jelo, ruke i sve $to je bilo u kontaktu sa
sirovim mesom, peradi, morskim plodovima te neopranim vo¢em i povréem
potrebno je oprati sapunicom i toplom vodom. U slu€aju kontakta sa zemljom
prilikom vrtlarenja ili neke druge aktivnosti uporaba gumenih rukavica i naknadno
pranje ruku smatra se vaznom mjerom prevencije. Trudnice bi trebale izbjegavati
CiS¢enje macjeg pijeska ako je moguce, a ako nije trebaju nositi rukavice i
naknadno detaljno oprati ruke. Potrebno je naglasiti da oociste T. gondii postaju
infektivne nakon jednog dana stoga je svakodnevno €iS¢enje macjeg pijeska od
fecesa vazna mjera prevencije toksoplazmoze. Macke bi trebale boraviti u kuci
da bi se izbjegao lov na glodavce i jesti konzerviranu ili suhu macju hranu.
Trudnicama se ne preporucuje kontakt s novim mackama za vrijeme trudnoce.
Voda za pice treba biti sanitarno ispravna da bi se izbjegla kontaminacija
oocistama T. gondii. Zamrzavanje mesa nekoliko dana na temperature ispod

nule uvelike smanjuje rizik od infekcije (2).
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14. SEROLOSKI PROBIR

Prenatalni probir i seroloSka dijagnostika uvelike smanjuju incidenciju teze
klinicke slike kongenitalne toksoplazmoze. Seroloski bi trebalo testirati IgM
specificna protutijela svim trudnicama s pozitivnim 1gG antitijelima. U slu€aju
pozitivhog nalaza IgM protutijela uzorak treba poslati u referentni laboratorij. U
slu€aju negativnog IgM protutijela u prvom tromjesecju trudnoce daljnje testiranje
nije potrebno zbog male vjerojatnosti akutne infekcije trudnice. U slu€aju
negativnog nalaza IgM protutijela u drugom tromjesecju trudnoce takoder

isklju€ujemo mogucnost akutne infekcije trudnice (1).

25



15. ZAHVALE
Posebnu zahvalnost dugujem mentoru doc. dr. sc. Mariu Svibenu na savjetima,

pomoci i ukazanom povjerenju.

Hvala mojoj obitelji i prijateljima na podrSci koju mi pruzaju cijeli Zivot.

26



16. LITERATURA

1. Mandell G,Bennett J, Dolin R. Mandell, Douglas, and Bennett's Principles
and Practice of Infectious Diseases. 7. izd. Philadelphia: Churchill
Livingstone; 2009.

2. Jorgensen JH, Pfaller MA, Carroll KC, Funke G, Landry ML, Richter SS,
Warnock DV, ur. Manual of Clinical Microbiology. 11. izd. Washington,
DC: ASM Press; 2015.

3. Sandrk E, Sagud M, Vlatkovi¢ S, Sviben M. Toxoplasma gondii u
psihijatrijskim poremecajima. Soc. psihijat. 2016;44:152-172

4. Damjanov I, Seiwerth S, Juki¢ S, Nola M, ur. Patologija. 4. izd. Zagreb:
Medicinska naklada; 2014.

5. Katzung BG, Masters SB, Trevor AJ. Temeljna i kliniCka farmakologija. 11.

izd. Zagreb: Medicinska naklada; 2012.

27



17. ZIVOTOPIS

Ana-Marija Ljubenkovi¢

Datum i mjesto rodenja: 1. travanj 1993. god., Sisak

Obrazovanje:

2000.-2008.: Osnovna Skola Viktorovac

2008.-2012.: Prirodoslovno-matematiCka gimnazija Sisak

2012.-2018.: Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet

Tecajevi:

Hrvatsko drustvo za reanimatologiju HLZ — BLS i ILS

Profesionalni interesi: mikrobiologija, patologija, radiologija, onkologija

28



