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SOUHRN

Cil prace: Shrnout dosavadni vysledky ziskané v diagnostice toxoplazmézy pomoci metody polymerazova retézova
reakce na naSem pracovisti.

Material a metody: Byl vySetfovan rlzny biologicky material od pacientl. K izolaci DNA byly pouzity dva komeréni kity:
QlAamp DNA Mini kit a QlAamp DNA Blood Mini kit (QIAGEN, Némecko). Pro amplifikaci byla vybrana oblast genu
TGR1E. Konvencni polymerazova fetézova reakce byla provadéna na pristroji Peltier Thermal Cycler.

Vysledky:V obdobi od roku 2005 do bfezna 2008 bylo vySetfeno celkem 337 biologickych vzorkl od 222 pacientd. DNA
Toxoplasma gondii byla detekovana u péti pacientd.

Zaver: Polymerazova fetézova reakce je dulezitou metodou pro stanoveni diagnézy toxoplazmdza u rizikovych skupin
pacientl (gravidni Zeny a imunodeficitni pacienti).
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SUMMARY

Tomkova J., Novotny D., Bednarikova J., Rusinakova Z., Bartkova M., Schmiedova L., Spurna S.: Polymerase
Chain Reaction (PCR) for detection of Toxoplasma gondii

Objective: The aim of the work was to summarize results obtained in the diagnostics of toxoplasmosis by a method of
polymerase chain reaction in our workplace.

Material and methods: Various biological materials were examined. DNA was isolated by QlAamp DNA Mini kit and
QlAamp DNA Blood Mini kit. For amplification TGR1E was selected and conventional polymerase chain reaction was
performed on Peltier Thermal Cycler instrument.

Results: 337 biological samples from 222 patients were examined from 2005 to March 2008. Toxoplasma gondii DNA
was detected in five patients.

Conclusion: Polymerase chain reaction is important method for the diagnosis of toxoplasmosis in the risk group of the
patients (pregnant women and immunodeficiency patients).

Key words: toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, polymerase chain reaction.

Uvod

Toxoplazméza je infekéni onemocnéni zpisobené
prvokem Toxoplasma gondii a postihuje asi jednu
tfetinu svétové populace. V zivotnim cyklu tohoto
parazita se stfidaji tfi stadia: sporozoity, tachyzoity
a bradyzoity [1]. V Ceské republice se séropozitivita
(pfitomnost protilatek v krvi) vyskytuje u 34,1 % zen
a 26,3 % muzl. U HIV+ osob je vyskyt toxoplasmézy
v CR vy$8i neZ u ostatni populace — u Zen je prevalence
42,7% a u muzl 42,8% [2].

U pacientll s oslabenou imunitou (pacienti s AIDS
nebo pacienti po imunosupresivni &i cytostaticke
terapii) se vétSinou jedna o reaktivaci onemocnéni,
kdy se bradyzoity v tkaniovych cystach méni zpét na
rychle se mnozici tachyzoity. U téchto rizikovych skupin
reaktivace infekce postihuje hlavné CNS, coz vede
k toxoplazmové encefalitidé (TE). V€asné zahajeni
|éCby je dulezité, protoZe nelé¢ena mozkova toxoplaz-
méza kondi vzdy smrti a spravna diagndza je vétSinou
urena az post mortem [3].

DalSi rizikovou skupinou jsou gravidni zeny, kdy
infekce neni nebezpecna pro né samotné, ale pro
plod. K poskozeni plodu mGze dojit v kterémkoliv
stadiu vyvoje. Rozsah poSkozeni plodu je zavisly

na délce gravidity. V prvnim trimestru téhotenstvi je
riziko pfenosu infekce malé, ale pokud k pfenosu
kon¢i abortem.

Toxoplazmdza je obvykle diagnostikovana na zakla-
dé stanoveni protilatek [4]. Vyjimku tvofi imunodeficitni
pacienti, u kterych se vyuziva PCR. Existuji rizné séro-
logické testy na stanoveni jednotlivych protilatek, které
jsou schopny zachytit vzestup nebo pokles danych
protilatek v zavislosti na ¢asovém odstupu po infekci.

Pro diagn6zu toxoplazmdzy bylo vyvinuto i néko-
lik PCR technik: konvenéni PCR, nested PCR nebo
real-time PCR pro rlzny klinicky material — krev, plo-
dova voda, cerebrospinalni tekutina, biopsie tkani [5],
bronchoalveolarni vyplach a komorova voda [6]. Mezi
vyhody PCR patfi rychlost, citlivost (5—10 kopii/ml),
specificita, pfimy prikaz a jednoznacny vysledek bud
pozitivni, nebo negativni. Mezi nevyhody PCR by se
dala zaradit rozdilna citlivost, u které zalezi na typu
odebraného materidlu. Pokud je biologickym materi-
alem likvor, je citlivost PCR metody nizka. Vzhledem
ke skute€nosti, Zze Toxoplasma gondii je intracelularni
parazit a nachazi se v likvoru jen velmi vzacné. Dalsi
nevyhodou jsou faleSné negativni vysledky po nasa-
zeni ATB (antibiotikové) terapie.



Material a metody

K prikazu DNA Toxoplasma gondii byly vySetfo-
vany nasledujici typy biologického materiélu: plazma,
likvor, plodova voda, bronchoalveolarni lavaz (BAL)
a nesrazliva krev. Nesrazliva krev byla odebirana do
zkumavky Greiner. Jednalo se o fialovou zkumavku
pro hematologii s pfidavkem etylendiamintetraoctové
kyseliny. U dospélého ¢lovéka se odebiralo minimalné
5 ml krve a u déti 3 ml. Likvor byl odebiran do ste-
rilni odbérové zkumavky pro likvor, a to v mnozstvi
minimalné 0,5 ml. Plodova voda byla odebirana do
injekéni stfikaCky v mnozstvi minimalné 2 ml. BAL byla
odebirana do sterilni odbérové zkumavky bez upravy
nebo do injekéni stfikacky, a to v mnozstvi minimainé
0,5 ml. Odebrany biologicky materiél byl do jedné hodi-
ny transportovan pfi teploté 2—8 °C na na8e pracovisté.
Vyjimkou byla nesrazliva krev, kdy teplota pro transport
mohla byt az 25 °C. Biologicky material byl uchovavan
pfi -20 °C. Biologicky material pochézel pfedevsim od
pacientl z Hemato-onkologické kliniky a od pacientek
z Ustavu lékafské genetiky a fetalni mediciny Fakultni
nemocnice Olomouc.

Suspenzi tachyzoitl v mySim exsudatu nam poskytl
Statni zdravotni ustav Praha, Referenéni laboratof pro
toxoplazmozu. Suspenze tachyzoitd byla tfikrat promy-
ta pomoci fyziologického roztoku fosfatového pufru. Po
poslednim promyti byl k sedimentu pfidan fyziologicky
roztok. Promyté tachyzoity byly skladovany pfi -20 °C,
v pfipadé dlouhodobého uchovavani pfi -70 °C.

Nesrazliva krev a plazma nevyzadovaly zadnou
specialni pfipravu pfed vlastni izolaci DNA. V pfipadé
likvoru, plodové vody a BAL bylo nutné pfed vlast-
ni izolaci vzorek centrifugovat (5 minut pfi 3000 g)
a sediment byl pouzit k izolaci DNA.

Izolace DNA (pro v8echny vySetfované materialy
kromé nesrazlivé krve) byla provedena podle instrukci
vyrobce pomoci QlAamp DNA Mini kitu (QIAGEN,
Némecko). I1zolace z nesrazlivé krve byla provedena
pomoci QlAamp DNA Blood Mini kitu.

Jako metoda volby byla pouzita jednokrokova kva-
litativni PCR v konvenénim formatu adaptovana podle
literatury [7], ktera byla verifikovana pomoci suspenze
tachyzoitll ziskanych z referenéni laboratore.

Amplifikace izolované DNA byla provadéna z jedné
oblasti genomu T. gondii. Jednalo se o oblast genu
TGR1E, ktery se v genomu T. gondii opakuje 35krat,
s nasledujicimi primery T1: 5-ATG GTC CGG CCG
GTG TAT GAT ATG CGAT-3 aT2:5-TCC CTA CGT
GGT GCC GCATTG CCT-3 (Generi Biotech, Ceska
republika).

Kontrola izolace a inhibice PCR reakce byla pro-
vadéna pomoci koamplifikace ¢asti lidského genu pro
beta-globin s primery 1C291: 5-ACA GAA CTG TGT
TCA CTA GC-3 alC292:5 -CAT CAG TGG ACA GAT
CC-3' (Generi Biotech, Ceska republika).

Celkovy objem pro jednu PCR byl 25 pl, z toho
5 pl izolované DNA. Pro PCR reakce byl pouzit
LightCycler-FastStart DNA Master Hybridization Pro-
bes kit (Roche, Némecko), ktery obsahoval LightCycler
FastStart Enzyme, LightCycler FastStart Reaction Mix,

25 mmol/l roztok MgCl, a sterilni vodu. Koncentrace
vS§ech pouzitych primerl byla 10 pmol/pl. K reakéni
smési byl pfidavan i enzym uracyl-N-glukosylaza
(UNG) k zabranéni kontaminace vzorku. Kazdy vzorek
byl analyzovan v dubletu a kazda série obsahovala
pozitivni a negativni kontrolu. Negativni kontrola byl
vzorek neobsahujici DNA Toxoplasma gondii. Jako
pozitivni kontrola byly pouzity zfedéné tachyzoity.

Konvenéni PCR byla provadéna na pfistroji Peltier
Thermal Cycler (PTC 200, Biotech, Ceska republika)
za nasledujicich podminek: inkubace s UNG 20 °C
10 min, uvodni denaturace 94 °C 3 min, denaturace
94 °C 30 s, annealing 60 °C 30 s, extenze 72 °C 30 s,
40 cykll, zavérecna extenze 72 °C 7 min. Vysledkem
PCR reakce byl produkt o velikosti191 bp. Produkty
byly detekovany pomoci gelové elektroforézy (2%
agardzovy gel) po obarveni ethidiumbromidem pod
UV lampou (obr. 1).

NIK vz4 vza vzs5 vz5 vzé vz4

VZ 1 VZ1 VzZ2 vz2 vz3 vz3 PK

Fig. 1. Amplified products analyzed by electrophoresis in 2 %
agarose gel

MXIII — weight marker, IC —internal control, * — 191 bp amplification
fragment with T1/T2 primers, PK — positive control, Nk — negative
control and vz1-vz6 are patient negative samples.

Vysledky a diskuse

Pfi verifikaci metody bylo opakované dosazeno
meze detekce 10 tachyzoitdl na mililitr biologického
materialu (méfeno pomoci vzorku plazmy). PCR meto-
da prochazi pravidelné a uspésné mezilaboratornim
porovnanim — externim hodnocenim kvality, a to uc¢asti
v cyklu PARASITOLOGY (MALARIA): toxoplasm-
genom (M.11) (INSTAND e. V., Némecko).

Soubézné s konve¢ni PCR metodou byla vyvijena
i real-time PCR metoda. Z tohoto divodu byl u obou
metod pouzit LightCycler-FastStart DNA Master
Hybridization Probes kit, aby se zabranilo pfipadné
kontaminaci vzorku. Real-time PCR nam poskytovala
fale$né pozitivni vysledky, a proto se od této metody
upustilo.

V obdobi od roku 2005 do bfezna 2008 bylo celkem
vysSetfeno 337 biologickych vzorkd od 222 pacientd,
mezi nimiz bylo 309 vzork{ plazmy, 20 vzork( likvoru,
5 vzork(l plodové vody, 2 vzorky BAL a 1 vzorek
nesrazlivé krve. 254 vzork( pochazelo z Hemato-
-onkologické kliniky, 81 vzorkt z Ustavu lékafské gene-
tiky a fetalni mediciny Fakultni nemocnice Olomouc
a 2 vzorky z jinych oddéleni nemocnice. Nej¢astéjSim
vySetfovanym vstupnim materialem byla plazma, ktera
nam poskytla dostate¢nou citlivost pro zachyt tachy-
zoitll, a to i presto, Ze citlivéjsim vstupnim materidlem

Klinicka biochemie a metabolismus 4/2008

237



pro izolaci DNA Toxoplasma gondii je nesrazliva krev
nebo leukocyty.

Za vySe uvedené obdobi jsme zjistili pozitivitu u péti
pacientd. U dvou pacientd se jednalo o pozitivni likvor
a plazmu a u dalSich tfi pacientl byly pozitivni vzorky
plazmy. Ostatni vySetfované biologické materialy byly
negativni.

Vsichni pozitivni pacienti byli Ié¢eni na Hemato-
-onkologické klinice. U téchto pacientl byla diagnéza
toxoplazmdzy stanovena na zékladé klinického obrazu,
CT (pocitaCova tomografie) nebo MR (magneticka rezo-
nance) nalezu a PCR pozitivity. Pfi lé¢bé toxoplazmébzy
neexistuje standardni postup. Prvni pacient byl po alo-
genni pfibuzenskeé transplantaci a po 195 dnech po ni
zemfel na nasledky toxoplazmové encefalitidy. U druhé
pacientky byla diagnostikovana Hodgkinova choroba,
nékolik let poté byla provedena alogenni pfibuzenska
transplantace. V potransplanta¢nim obdobi byly na MR
mozku objeveny drobné léze v oblasti levé postranni
komory a DNA Toxoplasma gondii byla zachycena
v likvoru a v plazmé. Na zakladé téchto vysetreni byla
diagnostikovana neurotoxoplazmdéza. Treti pacientka
byla po alogenni nepfibuzenské transplantaci. Kvuli
neurologickym potizim byl vySetfen vzorek plazmy
a likvoru pomoci metody PCR, kde byla zachycena
DNA Toxoplasma gondii v obou vzorcich. MR mozku
byla bez patologickych zmén. U pacientky byla zaha-
jena kombinovana terapie daraprimem a dalacinem.
Postupné doslo k vymizeni neurologickych obtizi,
nicméné kvuli opakovanym transplantacim a lymfopenii
v meziobdobi se vimunosupresivni 1éCbé pokracovalo
dale. U ¢tvrtého pacienta byla na zakladé pozitivniho
nalezu DNA Toxoplasma gondii v plazmé, cytologii
a neurologického nalezu diagnostikovana toxoplazmo-
va meningoencefalitida a pneumonie. Jelikoz pozitivita
patého pacienta byla zjisténa v nedavné dobég, nema-
me u néj kazuistiku k dispozici.

Profylaktické podavani biseptolu véem pacientiim
po transplantaci snizuje riziko vzniku infekce. Pacien-
tlim s toxoplazmédzou ve Fakultni nemocnici Olomouc
je podavana kombinace Iék( daraprim (U¢inna slozka
je pyrimetamin) a dalacin (uc¢inna slozka je klindamy-
cin).V zahrani¢i se misto dalacinu pouziva sulfadiazin.
V Ceské republice neni tento lék registrovany, proto
nemuze byt pacientdim ordinovan.V pfipadé vysokych
davek daraprimu se musi navic podavat leukovorin
pro zmirnéni myelotoxicity tohoto I1éku. Dalsim Iékem
je biseptol, ktery je podavan minimalné po dobu trvani
lymfopenie.

Zavér

VySe uvedend metoda byla dostate¢né citliva pro
v8echny vySetfované biologické materialy. Tato meto-
da je dulezita pfi stanoveni diagnézy toxoplazmoézy
u rizikovych skupin pacientd, jako jsou gravidni zeny
a imunodeficitni pacienti. U gravidnich zen by méla
byt vySetfovanym materialem nejen plodova voda, ale
i krev matky, aby se zjistilo, zda je jeSté riziko prestupu
tachyzoiti do prostredi plodu.
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