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Ocena rozprawy na stopien doktora nauk medycznych

lek. med. Anny Niezgody
pt.: ,, Ocena przydatnosci testu Westernblot IgM/IgG we wczesnej

diagnostyce toksoplazmozy wrodzonej”

Toksoplazmoza to choroba odzwierzeca wywolywana przez pierwotniaka
Toxoplasma gondii. Jest to jedna z najbardzie] rozpowszechnionych choréb
odzwierzecych u cztowieka. Szacuje sie, ze potowa kobiet ciezarnych w Polsce,
przechorowata tosksoplazmoze w przesztosci o czym swiadczy miano swoistych
przeciwcial. Wyréznia si¢ trzy gtéwne drogi zakazenia toksoplazmoza: droga
pokarmowa, droga przeztozyskowa oraz transfuzja krwi. Przebieg toksoplazmozy
u 0s6b z prawidtowo funkcjonujacym uktadem odpornosciowym jest w wiekszosci
skgpo albo bezobjawowy. Do groznych nastepstw zakazenia T.gondii moze dojsé
u 0s0b z uposledzong odpornoscig. Grupe pacjentéw, u ktorych zakazenie T.gondii
ma powazne konsekwencje stanowig noworodki z wrodzong postacig choroby. Do
zakazenia ptodu pierwotniakiem dochodzi droga krwiopochodna przeztozyskowa
wtedy gdy cigzarna choruje na pierwotna toksoplazmoze. Wrodzona
toksoplazmoza wiaze si¢ przede wszystkim z zajeciem osrodkowego uktadu
nerwowego: mozgu i siatkowki oka u ptodu. Bardzo wazna jest wczesna
diagnostyka, aby przeprowadzi¢ odpowiednie leczenie ciezarnej, a tym samym

ograniczy¢ niekorzystny wptyw zakazenia na rozwijajacy sie ptéd. W Polsce sg



prowadzone przesiewowe badania cigzarnych pod katem pierwotnego zakazenia
pierwotniakiem T. gondii. Takie postepowanie prowadzi do ograniczenia liczby
ciezkich przypadkéw wrodzonej toksoplazmozy oraz pozwala wyselekcjonowac
grupe noworodkéw, ktore powinny by¢ po urodzeniu przebadane w kierunku
zakazenia tym pierwotniakiem. Nalezy podkresli¢, ze tylko 10% noworodkow
z wrodzona toksoplazmoza prezentuje objawy choroby. A wiec bez skriningu
ciezarnych noworodki bezobjawowe, ale zakazone, nie sa leczone, co moze
powodowa¢ powazne konsekwencje zdrowotne. Diagnostyka noworodkow
z podejrzeniem wrodzonej toksoplazmozy opiera sie w praktyce na testach
serologicznych, ktérych czutos¢ i swoisto$¢ jest w tej grupie wiekowej do$¢ niska.
Dlatego trwajg poszukiwania dodatkowych metod wczesnej diagnostyki wrodzone]
toksoplazmozy u dzieci po urodzeniu, aby odpowiednio wczesnie zastosowac

leczenie i zapobiec powaznym konsekwencjom.

Dokladnie zapoznatam sie z przedstawiong mi do oceny rozprawg na tytut
doktora nauk medycznych lek. med. Anny Niezgody. Dotyczy ona oceny
przydatnosci testu Westernblot I[gM/IgG we wczesnej diagnostyce wrodzonej
toksoplazmozy. Temat ktorego realizacji podjeta si¢ Doktorantka uwazam za

niezwykle wazny pod wzgledem poznawczym, naukowym i klinicznym.

Rozprawa napisana jest przez doktorantke pod kierunkiem dr hab. n. med.
Dariusza Gruszfelda, profesora IPCZD Kliniki Neonatologii Patologii
i Intensywnej Terapii Noworodka Instytut ., Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka”.
Praca powstata w osrodku z wieloletnim do$wiadczeniem w diagnostyce i leczeniu

dzieci z wrodzong toksoplazmoza.

Rozprawa zostata logicznie zaplanowana i napisana. Jest zawarta na 135 stronach
wydruku komputerowego w formacie A 5. Uktad pracy jest typowy w ukladzie
i tredci dla rozpraw. Sktada si¢ ze spisu tresci, streszczenia w jezyku polskim
i angielskim, wykazu i objasnienia uzywanych w pracy skrotow, wstepu, rozdziatu

wprowadzajacego w zagadnienie, z celu pracy, przedstawienia materiatu i metod,
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czesci przedstawiajacej wyniki, dyskusji oraz wnioskow. W dalszej czgsci znajduje
si¢ spis diagramoéw, ilustracji, rycin, tabel i wykreséw oraz spis pi$miennictwa,
ktory obejmuje 200 pozycji. W wykazie pismiennictwa znalazly si¢ opracowania
istotne dla tematu rozprawy, w tym w przewadze publikacje z ostatnich lat.
Dominujg publikacje w jezyku angielskim, pojedyncze publikacje sa w jezyku
polskim, co wigze si¢ z faktem, ze w polskim pi$miennictwie prace podejmujace
ten niezwykle istotny problem sa nadal nieliczne. Jako punkt koncowy

umieszczono suplement.

Wstep  napisany nowoczesnie, dostarcza  czytelnikowi rzetelnej
i skoncentrowanej wiedzy na temat toksoplazmozy wrodzonej. We wstepie pracy
Autorka przedstawia rys historyczny badan nad T.gondi. Pokazuje tez jak na
przestrzeni lat zmienialy si¢ badania nad tym pierwotniakiem. Doktorantka zwraca
uwagg, ze do chwili obecnej nadal nie wyjasniono wszystkich mechanizméw
zakazenia, w szczegOlnosci dotyczacych immunologicznych koegzystencji
pierwotniaka i zywiciela. Natomiast krokiem milowym w badaniach nad
pierwotniakiem bylo skonstruowanie przez Sabina pierwszego  testu
wykrywajacego swoiste przeciwciata T. gondii. Fakt ten umozliwit wykonywanie
badan na szeroka skale z uzyciem testu w populacji ludzkiej i zwierzece;.
Z zakazenia o cechach choroby rzadkiej, o cigzkim przebiegu, toksoplazmoza
zostala przedefiniowana jako powszechne zakazenie pasozytnicze u ludzi
i zwierzat. W kolejnych punktach omawia epidemiologie, podkreslajac, ze
pierwotniak T. gondii jest rozpowszechniony na catym swiecie. Wedtug danych
WHO jest nim zakazona jedna trzecia ludnosci. Natomiast w kolejnym punkcie
stwierdza, ze T. gondii jest obligatoryjnym pasozytem wewnatrzkomorkowym.
Pierwotniak wystepuje w trzech formach i kazda z niech jest zakazna
w specyficznych dla siebie warunkach; najbardziej inwazyjng formga jest tachyzoit.
Doktadnie omawia cykl zyciowy T.gondi. Nastepnie przedstawia mechanizmy
obronne zywiciela. Autorka podkresla, ze w odpowiedzi na inwazje pierwotniaka

uruchamiana jest odpowiedz komérkowa i humoralna. Zwraca réwniez uwage na
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wystepowanie trzech drog zakazenia :pokarmowa, krwiopochodna i jatrogenna.
Nastepnie omawia postacie kliniczne choroby, a wiec toksoplazmoze nabyta
i wrodzona. Autorka podkresla, ze toksoplazmoza wrodzona to najbardziej istotna
klinicznie postaé w catej chorobotworczosci pierwotniaka. Zdefiniowana jest jako
krwiopochodne przezitozyskowe zakazenie ptodu, do ktérego dochodzi podczas
pierwotnej toksoplazmozy cigzarnej. Bardzo rzadkie s3 zakazenia plodu przy
reaktywacji toksoplazmozy przewleklej u matki. Bezobjawowy przebieg
pierwotnego zarazenia T. gondii u ciezarnych powoduje, ze jedynie regularna
kontrola serologiczna w czasie cigzy pozwala na wykrycie zagrozenia dla ptodu.
Nie w kazdym przypadku pierwotnej toksoplazmozy ciezarnej dochodzi do
zakazenia ptodu. Transmisja przeztozyskowa T. gondii zalezy od wielu
czynnikéw: wirulencji pierwotniaka, statusu immunologicznego matki, nasilenia
parazytemii u ciezarnej, przepuszczalnosci tozyska, oraz okresu w ktorym doszto

do zakazenia ci¢zarnej.

Cigzko$¢ objawow klinicznych wrodzonej toksoplazmozy $cisle koreluje
z wiekiem plodu w momencie zakazenia. W I trymestrze cigzy zakazenie moze
powodowaé poronienie lub cigzkie uszkodzenie ptodu. W II trymestrze prowadzi
do wielonarzadowego uszkodzenia ptodu; zakazenia ptodu, do ktorych dochodzi
w III trymestrze sg najczesciej bezobjawowe. Pierwotniak T. gondii wykazuje
szczegbdlne powinowactwo do osrodkowego uktadu nerwowego i siatkowki oka.
Problem  wrodzonej toksoplazmozy nie  dotyczy wylacznie  okresu
noworodkowego, poézne nastepstwa choroby dotycza przede wszystkim narzadu
wzroku i moga ujawniaé sie w dziecinstwie i w okresie dojrzewania. Doktorantka
przedstawia metody diagnostyczne toksoplazmozy wrodzonej. W odpowiedzi na
inwazje pierwotniaka uruchamiana jest odpowiedz komoérkowa i humoralna.
W odpowiedzi na inwazje pierwotniaka po 7-10 dniach pojawiaja si¢ swoiste
przeciwciata klasy IgAi IgM. Ich stezenie szybko narasta do 4. tygodnia po
zarazeniu, a nastepnie, po okoto miesigecznej fazie plateau, przeciwciala IgM

powoli znikaja z krazenia: s3 wykrywalne $rednio przez 6 miesigcy do zarazenia,
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mogg jednak utrzymywaé sie duzo dhuzej, nawet przez lata. W klasie przeciwciat
IgA stwierdza si¢ ich obecno$é nawet 9 miesi¢cy od zarazenia. W zwigzku z tym
ani przeciwciata klasy IgM, ani IgA nie mogg by¢ uwazane za jednoznaczny
wyktadnik ostrej fazy zarazenia pierwotniakiem. Ma to niezwykle wazne znaczenie
w diagnostyce cigzarnych podejrzanych o pierwotng toksoplazmoze. Swoiste
przeciwciata klasy IgG obecne sa od 3. tygodnia po zakazeniu i ich stezenie narasta
w ciagu kolejnych 2-3 miesiecy, a nastepnie osigga plateau i w wyzszym lub
nizszym mianie, swoiste IgG s obecne w surowicy przez cate zycie zakazonego
osobnika. U cigzarnych narastajace miano przeciwciat IgG w kolejno wykonanych
testach serologicznych wskazuje posrednio na infekcje nabyta mniej niz
2 miesigce wstecz pod warunkiem, Ze nie stosowano chemioprofilaktyki
spiramycyng. Swoiste przeciwciata klasy IgE nie majg rutynowego zastosowania w
diagnostyce: pojawiajg si¢ bardzo szybko po zarazeniu i szybko znikajg z krazenia.
W diagnostyce zakazenia T.gondii stosujemy metody posrednie i bezposrednie.
Posrednie metody laboratoryjne polegaja na wykrywaniu swoistych przeciwciat
klasy IgA, IgM, IgE oraz IgG, sa to zaréwno testy ilosciowe jak i iloSciowe.
Pierwszym w historii badan nad toksoplazmoza byl immunofluoroscencyjny test
Sabina-Feldmana. Test wykrywa przeciwciata IgG i IgM i pozostaje ztotym
standardem w odniesieniu do czutosci i swoistosci innych testow; stanowi
ostateczny test potwierdzenia. Do metod posrednich w diagnostyce toksoplazmozy
wrodzonej nalezy test Westernblot (WB), ktory pozwala na jakosciowg analize
przeciwcial. Ma to podstawowe znaczenie w odniesieniu do biernie przekazanych
przez fozysko przeciwciat w klasie IgG —wykazanie w surowicy dziecka obecnosci
przeciwciat IgG o innej specyfice antygenowej niz u matki stanowi podstawe do
rozpoznania zakazenia u dziecka. Czulo$é i swoistosé metody WB jest generalnie
wysoka, w ostatnich latach zastosowano w testach mieszanke antygenow
rekombinowanych zwiekszajac ich czulo$é i swoistosé. WB jest stosowany we
wezesne] diagnostyce toksoplazmozy wrodzonej jako test komplementarny do

testow serologicznych. Z ograniczen metody nalezy wymienié reakcje antygenow
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z przeciwciatami naturalnymi, ktore z czasem pojawiaja si¢ w surowicy. Moze to
prowadzi¢ do wynikéw fatszywie dodatnich, dotyczy to zaréwno przeciwciat klasy
IgM jaki i IgG. Z tego powodu przyjmuje sie, ze WB w diagnostyce
toksoplazmozy wrodzonej jest metoda majacg zastosowanie do 3. miesiagca zycia.
Do jakosciowej analizy przeciwciat nalezy zaliczyé test awidnosci IgG (Avidity
test). Bezposrednie metody konwencjonalne polegaja na identyfikacji pasozyta
w tkankach i ptynach ustrojowych: badanie histopatologiczne, hodowla tkankowa,
inokulacja zwierzat laboratoryjnych. Podstawa bezposredniej identyfikacji
pasozyta jest metoda molekularna PCR. W ostatnich latach duze nadzieje wiaze sig
z nowymi testami opartymi na oznaczaniu stezenia INFy. Doktorantka podkresla,
ze nieprawidtowosci w podstawowych badaniach laboratoryjnych nie maja
charakteru patognomonicznego. U wszystkich noworodkéw ze zmianami
w oérodkowym uktadzie nerwowym oraz na dnie oka, a takze z serokonwersja
w III trymestrze cigzy powinno by¢ wykonane naktucie ledzwiowe oraz badanie
plynu mézgowo-rdzeniowego. Natomiast badanie okulistyczne jest obligatoryjnym
badaniem u wszystkich noworodkéw diagnozowanych w kierunku wrodzonej
toksoplazmowy. Istotna czescig diagnostyki sa badania obrazowe. W diagnostyce
toksoplazmozy wykonuje si¢ badanie ultrasonograficzne i rezonans magnetyczny.
Nastepnie Autorka przedstawia wytyczne pomocne w rozpoznaniu toksoplazmozy
wrodzonej. Kolejny punkty to leczenie toksoplazmozy wrodzonej : prenatalnie
i postnatalnie, opieka dtugofalowa dzieci z wrodzona toksoplazmozg oraz

profilaktyka pierwszo i drugorzgdowa.

Lektura wstepu pozwala zrozumie¢ przestanki do podjgcia tematu, ktory jest
uzasadniony i dotyczy oceny przydatnoéci testu Westernblot IgM/IgG we wczesnej

diagnostyce wrodzonej toksoplazmozy.

Zgodnie z przyjetymi zatozeniami Autorka wyznaczyta gtéwny cel pracy
oraz cele dodatkowe. Gtéwnym celem jest ocena przydatnosci testu Westernblot

IgM/IgG we wczesnej diagnostyce wrodzonej toksoplazmozy. Natomiast cele
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dodatkowe to: 1. Ocena realizacji i efektow programu badan przesiewowych
ciezarnych, prowadzonych zgodnie z obowigzujgcymi w Polsce rekomendacjami.
2. Zaproponowanie optymalnego schematu postgpowania w diagnostyce
pierwotnej  toksoplazmozy cigzarnych oraz toksoplazmozy  wrodzone;
u noworodkow.

Badanie miato charakter obserwacyjny prospektywny i bylo przeprowadzone
w Klinice Neonatologii Patologii i Intensywnej Terapii Noworodka IPCZD
w latach 2016-2019. Do badania zostato zakwalifikowanych tacznie 96 pacjentow.
Byty to noworodki urodzone z ciaz z potwierdzong pierwotng toksoplazmoza
ciezarnych oraz noworodki z cigz z wysokim prawdopodobienstwem pierwotnej
toksoplazmozy cigzarnych. Pacjenci zakwalifikowani do grupy badanej w 2017
i 2018 roku — fgcznie 41 - realizowali program badania w ramach udziatu
W badaniu statutowym nr 242/16 (zgoda Komisji Bioetycznej na badanie
48/KBE/2016) prowadzonym w Klinice Neonatologii Patologii i Intensywnej
Terapii Noworodka IPCZD. Pozostate 55 noworodkow byto badanych w ramach
planowej diagnostyki prowadzonej w Klinice. Nie zalgczono oryginatu zgody
Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie badan. Wedtug zamieszczonej informacji
zgoda Komisji Bioetycznej byta tylko na przeprowadzenie badan u 41
noworodk6w (w ramach badan statutowych).

W kazdym przypadku przeprowadzono szczegOtowy wywiad ciazowy, polegajacy
na analizie oryginalnych, dostarczonych przez matke, wynikéw testow
serologicznych T. gondii, testu awidnosci (wykonywane w certyfikowanych
laboratoriach na terenie wojewddztwa mazowieckiego). Na tej podstawie, zgodnie
z kryteriami The European Research Nework of Congenital Toxoplasmosis do
badania kwalifikowano noworodki podejrzane o wrodzong toksoplazmoze: e z ciaz
z pierwotng toksoplazmozg cigzarnych — udokumentowana serokonwersjg
odczynéw T. gondii e z cigz z prawdopodobng pierwotng toksoplazmoza
cigzarnych- dodatnie odczyny w klasie IgM i narastajagce miano przeciwciat

w klasie IgG (2-3 krotnie) w kolejnych oznaczeniach lub e dodatnie odczyny
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w klasie IgM i wysokie odczyny w klasie IgG (>300 IU/ml) z obecnoscia
limfadenopatii lub stwierdzone III trymestrze ciazy. Dodatkowe informacje
o przebiegu diagnostyki prenatalne; i leczenia uzyskiwano z dostgpnej
dokumentacji medycznej ciezarnej. Pacjenci zakwalifikowani do badania
pozostawali pod opiekg Kliniki Neonatologii Patologii i Intensywnej Terapii
Noworodka Instytutu ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” do ukonczenia 12.
miesiaca zycia. W trakcie tej obserwacji wizyty kontrolne odbywaty si¢ co
3 miesigce. Na pierwszej wizycie oznaczano: morfologie krwi z rozmazem, AST,
ALT, mocznik, kreatynine, bilirubing catkowitg i zwiazang. Badania miaty na celu
poszukiwanie nieswoistych objawow biochemicznych zarazenia T. gondii
(niedokrwisto$¢  wrodzona, —matoptytkowosc, podwyzszone transaminazy,
hiperbilirubinemia czy cholestaza wewnatrzwatrobowa). Parametry mocznika
i kreatyniny oznaczano w celu okreslenia wydolnosci nerek, co miato istotne
snaczenie u dzieci ze wskazaniami do leczenia. Na kolejnych wizytach w 3, 6, 9
i 12 miesiacu zycia wykonano: morfologie krwi z rozmazem, AST, ALT, mocznik,
kreatyning, w celu monitorowania ewentualnych dziatan niepozadanych leczenia
oraz oceny ogblnego stanu u pacjentow. Wszystkie oznaczenia wykonano
w Zaktadzie Biochemii IPCZD.

Test serologiczny Architect Toxo IgG wykonano z surowicy krwi obwodowe;j
pacjentéw w 1, 3, 6, 9 i 12 miesigcu zycia. Test wykonany w 12. miesigcu zycia
byt punktem koficowym obserwacji i ostatecznym potwierdzeniem rozpoznania
toksoplazmozy wrodzone;.

W 1. miesiacu wykonano réwniez badanie serologiczne z krwi obwodowej matki,
celem poréwnania odczyndéw matczynych i dziecka.

Test Westernblot IgM i IgG wykonano w 1. miesigcu zycia u 91 noworodkow,
au 5. powyzej 30. doby zycia.

U kazdego pacjenta przeprowadzano nastgpujace badania specjalistyczne:

1. Badanie okulistyczne : Oceng przedniego odcinka i dna oka przeprowadzono

o —
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2. USG przezciemigczkowe w 1, 3 i 6 miesigcu zycia. W przypadku
stwierdzenia zmian patologicznych wykonywano rezonans magnetyczny.

Wrodzong toksoplazmoze rozpoznano, gdy spetniony byt przynajmniej jeden
z warunkow wytycznych opracowanych przez The European Research Network of
Congenital Toxoplasmosis. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej,
stosujac odpowiednio dobrane metody statystyczne.
Uzyskane wyniki Autorka przedstawita szczegétowo w 20 tabelach i na 11
wykresach.
Doktorantka  przedstawita  charakterystyke badanej grupy. Kryterium
udowodnionej serokonwersji odczynow serologicznych w kierunku T. gondii
W ciazy spelilo 58 pacjentéw, prawdopodobna pierwotng toksoplazmoze
ciezarnych rozpoznano u 38 pacjentéw. Wszystkie zakwalifikowane do badania
noworodki podzielono na 3 grupy, w zaleznosci od okresu, w ktérym doszto do
serokonwersji u matki (I, II i Il trymestr). Lacznie w grupie serokonwersji
w I trymestrze znalazto si¢ 36 noworodkéw, w II trymestrze 41 noworodkow,
w III trymestrze 19. W tabeli nr 10 i 11 Autorka podaje charakterystyke grupy
badanej. W tabeli nr 10 podany wiek cigzowy badanych noworodkéw to </=36 tc
+ 6 dni oraz >/= 37 tc. Noworodek donoszony, to noworodek, ktory urodzit sie
w skoficzonym 37. tygodniu cigzy. Moim zdaniem zasadny byl podziat
noworodk6w na dwie grupy, w zaleznoéci od dhugosci trwania cigzy (donoszone
1 wezesniaki).
Nastepnie przedstawia czestosé wrodzonej toksoplazmozy i ryzyko matczyno-
ptodowej transmisji T. gondii w populacji badanej. Stwierdza, ze wrodzong
toksoplazmoze rozpoznano na podstawie ,ztotego standardu” tzn. przetrwania
swoistych przeciwciat IgG w 12 miesigcu zycia dziecka, tacznie u 45 pacjentow:
3 z grupy serokonwersji I trymestru, 26 z grupy serokonwersji II trymestru i 16
z grupy serokonwersji III trymestru. Ryzyko matczyno-ptodowej transmisji
pierwotniaka wyniosto dla calej populacji badane;j 46,9%,

a W poszczegolnych trymestrach: 8,3% w I trymestrze, 63,4% w II trymestrze
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i 84,2% w III trymestrze. Nastgpnie charakteryzuje grupy z potwierdzona
i wykluczong toksoplazmoza wrodzona. Omawia takze objawy kliniczne
wrodzonej toksoplazmozy u badanych noworodkow w zestawieniu z trymestrem
serokonwersji i zastosowanym leczeniem prenatalnym. Objawy narzadowe
wrodzonej toksoplazmozy stwierdzono po urodzeniu u 22 pacjentow (48.9).
Czestsze byty zmiany w osrodkowym ukfadzie nerwowym niz na dnie oka. U 11
noworodkow objawy miaty charakter izolowany: zmiany wylgcznie na dnie oka
u 4 pacjentéw, zmiany wylacznie w OUN u 7 pacjentow. U pozostatych 11
noworodkéw objawy wystepowaly jednocze$nie w narzadzie wzroku i w OUN.
W dalszej czesci Doktorantka ocenia czuto$¢ i swoistos¢ testu serologicznego
w klasie IgM. Uzyskano tgcznie 16 wynikéw dodatnich testu serologicznego
w klasie IgM, a u 80 noworodkéw wynik testu w klasie IgM byl ujemny. U 30
z nich (37,5%) rozpoznano wrodzong toksoplazmoz¢ na podstawie ,,zlotego
standardu” — zatem wynik testu serologicznego byt fatszywie ujemny. W tej grupie
u cze$ci z nich stosowano leczenie prenatalnie. W kolejnym rozdziale
Doktorantka ocenia czulosci i swoistosci testu Westernblot IgM/IgG Test
Toxoplasma WB IgG/IgM (LDBIO) wykonano u wszystkich 96 pacjentow
zakwalifikowanych do badania. 41 oznaczen wykonano Pracowni Serologii
Zaktadu Immunologii Doswiadczalnej Instytutu ,,Pomnik- Centrum Zdrowia
Dziecka”, a 55 oznaczeh w Zaktadzie Parazytologii i Choréb Przenoszonych przez
Wektory Panstwowego Zakladu Higieny w Warszawie. W wyniku
przeprowadzonej analizy statystycznej Autorka nie wykazata istotnych réznic
w liczebnosci grup badanych w kazdej Pracowni ani wptywu miejsca wykonania
testu na ostateczny wynik testu WB. Otrzymano 33 wyniki dodatnie, 11 wynikow
watpliwych oraz 52 wyniki ujemne testu WB. Dodatni wynik WB otrzymano
u 33 pacjentow: u 16 byt dodatni wytacznie w klasie IgM (IgM+ iIgG-),ul7 byt
dodatni w IgM i IgG (IgM+ i IgG+). Ostatecznie wrodzona toksoplazmoze¢ na
podstawie ,,ztotego standardu” potwierdzono u 30 pacjentow (90,9%).Wynik

watpliwy WB (IgM watpliwy/ IgG-) otrzymano u 11 pacjentow. Wszystkie wyniki
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testu WB z tym opisem dotyczyly odpowiedzi IgM, w zadnym przypadku z nie
stwierdzono dodatniej odpowiedzi w klasie IgG.  Nastepnie Doktorantka
przedstawia zalezno$¢ miedzy wynikiem testu WB a czynnikami prenatalnymi
i objawami klinicznymi wrodzonej toksoplazmozy. Stwierdza, ze dodatni wynik
testu WB w klasie [gM wystepowat czesciej w grupie pacjentow z serokonwersja
w III trymestrze, natomiast WB dodatni w klasie IgG u pacjentéw z serokonwersja
w II trymestrze. Dodatnie wyniki testu WB koreluja z objawowym przebiegiem
zakazenia i dotyczy to zardwno zmian aktywnych, jak i przewlektych pozapalnych.
Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka stwierdza, ze:

1. Test WB IgM/IgG wykonany w 1. miesigcu zycia charakteryzuje sie wyzsza
czutoscig i swoisto$cig w poréwnaniu z zastosowanym testem serologicznym.
Swoisto$¢ obu metod jest poréwnywalna.

2. Dodatni wynik testu WB w klasie IgG zwicksza swoistosé do 100%.

3. Ujemny wynik WB IgM/IgG pozwala z wysokim prawdopodobienstwem
wykluczy¢ zakazenie T. gondii juz w pierwszym miesigcu zycia. Wigczenie testu
WB do diagnostyki wrodzonej toksoplazmozy ogranicza liczbe pacjentéw
leczonych niepotrzebnie.

4. Interpretujgc ujemny wynik WB IgM/IgG nalezy braé pod uwage prenatalne
leczenie P/S. Stlumienie odpowiedzi serologicznej u ptodu moze powodowaé
fatszywie ujemne wyniki testu u noworodka. W opinii Doktorantki uzasadnieniem
dla wprowadzenia testu WB do rutynowej diagnostyki noworodka z podejrzeniem
toksoplazmozy wrodzonej byta potrzeba wczesniejszego rozpoznania choroby
1 wlaczenia leczenia u dzieci zakazonych oraz ograniczenia liczby dzieci leczonych
niezasadnie, tylko na podstawie przestanek z wywiadu. Na podstawie
przeprowadzonych  badan  Autorka  przedstawia korzysci  wynikajace
z wprowadzenia do diagnostyki testu WB, a mianowicie: 1. Dodatni wynik WB
dobrze koreluje ze ,ztotym standardem” i pozwala na wczesne rozpoznanie
wrodzonej toksoplazmozy. 2. Zastosowanie testu WB w diagnostyce WT

u noworodka ogranicza liczbe dzieci leczonych na podstawie obcigzajacego
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wywiadu ciazowego. 3. Wysoka czuloéé i swoistosci testu WB nie powinna

zwalniaé z 12. miesiecznej obserwacja pacjentow.

Kolejnym rozdziatem rozprawy jest Dyskusja, w ktorej szeroko omowiono
i przedyskutowano zagadnienie bedace przedmiotem rozprawy doktorskiej.
Dyskusja jest prowadzona bardzo dobrze i w uporzadkowany sposob, pokazujac
wiedze Autorki dotyczgcg opracowanego zagadnienia i znajomos$¢ polskiego
i zagranicznego pismiennictwa. Doktorantka poréwnata wyniki prowadzonych
badaf z wynikami i spostrzezeniami innych autor6w, dajac dowdd umiejetnosci
prowadzenia polemiki naukowej. Doktorantka oceniata przydatno$¢ testu WB
IgM/IgG we wezesnej diagnostyce wrodzonej toksoplazmozy. Podkresla,
ze metode diagnostyki wrodzonej toksoplazmozy oparta na rdéznicowaniu
przeciwciat matczynych i syntetyzowanych przez dziecko w odpowiedzi na
zakazenie pierwotniakiem zastosowano w 1985 roku. Przez kolejne lata zmieniata
sie technika wyodrebniania i doboru specyficznych antygenéw T. gondii oraz
metody wykrywania reakcji przeciwciat w surowicy matki i dziecka z antygenami.
Uwieficzeniem  tych badah  bylo  opracowanie testow komercyjnych
i standaryzowanych jak badany test Toxoplasma Westernblot LDBio (Lyon,
France).

Test WB ma zastosowanie w diagnostyce toksoplazmozy wrodzonej w pierwszych
3. miesiacach zycia. Metoda ta jest diagnostyczna do 1. miesigca zycia dla oceny
przeciwciat klasy IgM oraz do 3. miesigca dla przeciwciat klasy 1gG. W literaturze
podnosi sie dodatkowo warto$¢ powtarzanego badania WB i wskazuje na rosngca
z czasem czuto$¢ metody w odniesieniu do wykrywania przeciwciat IgG.
Doktorantka poréwnujac czutos¢ i swoistos¢ testu WB w swoich badaniach
7z badaniami autoréw niemieckich, francuskich czy brazylijskich stwierdza duza
zgodnos¢ wynikow.

Idea wprowadzenia testu WB do diagnostyki wrodzonej toksoplazmozy

u noworodka byto réznicowanie przeciwciat matczynych, biernie przeniesionych
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przez tozysko, od przeciwciat produkowanych przez dziecko. Zasadniczo metoda
byta tworzona w celu réznicowania przeciwcial w klasie IgG, ktdérych bierny
transfer przez tozysko wyklucza uzyteczno$é oznaczenia IgG w tescie
serologicznym u noworodka.

Doktorantka stwierdza, ze o przydatnosci testu WB w diagnostyce wrodzonej
toksoplazmozy  $wiadczy poréwnanie czulosci i swoistosci metody
w odniesieniu do czutosci i swoistosci testow serologicznych T. gondii. Czutosé
testow serologicznych w kierunku toksoplazmozy jest w grupie noworodkow
1 niemowlat zasadniczo niska. Moze to wynikaé z faktu, ze wytwarzanie
przeciwciat swoistych przez ptdd i noworodka jest hamowane lub maskowane
przez przeciwciala matczyne oraz prenatalne lub postnatalne leczenie P/S.
Wykrycie przeciwciat produkowanych przez ptéd czy noworodka w duzej mierze
pozostaje poza czutoscia metod serologicznych — czuto$é testu referencyjnego
ISAGA dla przeciwcial IgM nie przekracza 60%.

W badaniach réznych autoréw oraz w badaniu wilasnym wykazano znaczaco
wyzszg czuto$¢ metody WB w pordéwnaniu z testem serologicznym.

Przedstawione wyniki jeszcze raz potwierdzaja zasade, ze czulo$é testdw
serologicznych w diagnostyce wrodzonej toksoplazmozy u noworodka jest zbyt
niska, aby mogty one stanowi¢ podstawe do wykluczenia choroby oraz uzasadniaja
wprowadzenie metody WB do rutynowej diagnostyki.

Nastepnie Doktorantka analizuje przyczyne uzyskania wynikéw watpliwych.
W przedstawionej pracy uzyskano 11 wynikéw watpliwych testu WB — w kazdym
przypadku byla to obecnos¢ u dziecka prazkéw IgM o tej samej specyfice
antygenowej co u matki, jednoczasowo wynik w klasie IgG byt ujemny.
Ostatecznie u 6. (54,5%) noworodkéw potwierdzono WT. Wg niektoérych badaczy
1 ich kryteriéw rozpoznania WT obecno$é¢ IgM w badaniu WB w surowicy dziecka
jest podstawa do rozpoznania wrodzonej toksoplazmozy. Autorzy innych prac
podkreslaja, ze pacjenci z watpliwym wynikiem testu powinni podlegaé dalszej

obserwacji. W swoich badaniach Autorka nie obserwowata wynikéw watpliwych
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WB w klasie IgG. Nastepnie przeanalizowata czynniki mogace wplywac na
watpliwy wynik testu WB IgM u badanych pacjentow. Tutaj wymienia czas
wykonania testu, leczenie prenatalne P/S. W praktyce oznacza to, Ze u pacjentow
z watpliwym wynikiem WB nalezy powférzyé test w 2. i 3. miesigcu zycia, aby
rozstrzygna¢ watpliwosci diagnostyczne. Dzieci te powinny pozostawa¢ w Scistej
obserwacji. Autorka podkresla, ze wielu badaczy zwraca uwagg na fatszywie
ujemne wyniki WB oraz testow serologicznych u pacjentow leczonych prenatalnie
P/S. Dotyczy to nie tylko odpowiedzi w klasie przeciwcial IgM, ale réwniez
w klasie IgG. Obserwacje te sa zgodne z wynikami badania prowadzonego przez
Doktorantke: w grupie noworodkéw leczonych prenatalnie P/S 30% miato
fatszywie ujemny wynik WB.

Z punktu widzenia klinicznego réwnie wazna jest wartos¢ diagnostyczna ujemnego
wyniku testu WB. Ujemny wynik WB moze by¢ podstawa do odstgpienia od
leczenia P/S, co pozwala unikngé dziatan niepozadanych lekow. Wprowadzenie
testu WB do rutynowej diagnostyki WT w pierwszych 3 miesigcach, pozwala wiec
nie tylko wczesnie postawi¢ rozpoznanie, ale réwniez uniknac nadczynnych
decyzji terapeutycznych. Doktorantka stwierdza w podsumowaniu tej czesci
dyskusji, ze wyniki przeprowadzonego badania sa zgodne z danymi z literatury.
Potwierdzono wyzsza czulo$é testu WB w porownaniu z metodg serologiczna,
co pozwala na wczesne rozpoznanie wrodzonej toksoplazmozy. Ma to szczegoOlne
znaczenie w przypadku zakazen o przebiegu bezobjawowym. Dodatkowo ujemny
wynik testu WB pozwala ograniczy¢ liczbe dzieci leczonych P/S jedynie na
podstawie obcigzajacych danych z wywiadu. Metoda Westernblot powinna by¢
wlaczona do rutynowej diagnostyki wrodzonej toksoplazmozy u dzieci do 3.
miesigca zycia. Nastepnie Doktorantka ocenia skutecznos¢ badan przesiewowych
ciezarnych, prowadzonych zgodnie z obowigzujacymi w Polsce rekomendacjami.
Stwierdza, ze prowadzony w Polsce system badan przesiewowych u ciezarnych
w kierunku zakazenia T. gondii jest daleki od optymalnego i wymaga ponownej

weryfikacji zaréwno jesli chodzi o zaplanowanie badan u ciezarnych, okreslenie



kompetencji lekarzy specjalistow, jaki i stworzenie skutecznego systemu
sprawozdawczosci. Pozwoli to poprawié diagnostyke i leczenie dzieci oraz
rzetelnie oszacowac czestos¢ choroby w Polsce. Kolejnym punktem dyskusji jest
ocena prowadzonej diagnostyki prenatalnej wrodzonej toksoplazmozy w grupie
badanych pacjentow.
Na podstawie danych z dokumentacji ciezarnych, nalezy uznaé, ze diagnostyka
prenatalna wrodzonej toksoplazmozy jest prowadzona w sposob dos$¢ dowolny.
Zbyt rzadko wykonywane jest badanie PCR T. gondii z ptynu owodniowego.
Dodatkowo interpretacja wynikéw jest utrudniona z uwagi na nieoptymalnie
zaplanowane badania ciezarnych. Doktorantka przedstawia  propozycje
optymalnego schematu postepowania w rozpoznawaniu toksoplazmozy pierwotnej
u cigzarnych oraz toksoplazmozy wrodzonej u noworodkéw.
Omawia znaczenie i nowatorski charakter badania, a takze wyjasnia ograniczenia
przeprowadzonego badania.

Jako efekt przeprowadzonych badaf Doktorantka przedstawia 4. wnioski,

ktére odpowiadajg celom pracy.

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji praca jest napisana poprawnie, ale
z obowigzku recenzenta musze jednak wnies¢ pewne uwagi:

1. Brak oryginatu zgody Komisji Bioetycznej.

2. Za zgoda Komisji bioetycznej przeprowadzono badania u 41 noworodkéw
w ramach badan statutowych, a czy byta zgoda na badania u pozostatych 55
noworodkow?

3. Nie znam okreslenia ,,opiekun prawy”. Wilasciwe okreslenie to — opiekun
prawny.

4. W rozdziale: ,,Charakterystyka i liczebno$é grupy badanej” podano, ze
badania przeprowadzono u dzieci donoszonych., natomiast w tabeli nr 10
podany wiek cigzowy to </=36 tc + 6 dni oraz >/= 37 tc. Noworodek
donoszony, to noworodek, ktory urodzit sie w skonczonym 37. tygodniu
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ciazy. Moim zdaniem zasadny byl podzial noworodkow na dwie grupy
w zaleznosci od dtugosci trwania ciazy (donoszone i wczesniaki).

5. W rozdziale metody badan powinno byC sprecyzowane i czytelnie
przedstawione jakie badania byly wykonywane podczas kolejnych wizyt
badanych pacjentéw, a wiec w 3, 6, 9,12 miesigcu.

6. Korekta literowek, ktorych nie ustrzegta si¢ Autorka.

Sa to oczywiscie niedociggniecia nie fnajqce cech obnizajgcych wartos¢ pracy,
a wiec nie moga mie¢ wp&wu na moja koncowa pozytywna ocene.
Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska lek. med. Anny Niezgody pt.: ,, Ocena przydatnosci testu Westernblot
IgM/IgG we wczesnej diagnostyce toksoplazmozy wrodzonej” jest pracg
nowatorska wnoszacg nowe wartosci poznawcze. Doktorantka ocenita zasadnos¢
wprowadzenia testu WB do diagnostyki wrodzonej toksoplazmozy i podjeta probe
opracowania optymalnego schematu postgpowania W diagnostyce pierwotne]
toksoplazmozy  ciezarnych oraz wrodzonej toksoplazmozy u noworodkow.
Stwierdzam, ze praca w pelni 6dpowiada wymaganiom stawianym rozprawom na

stopien doktora nauk medycznych.

W zwiazku z powyzszym zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu ,,Pomnik-
Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie o dopuszczenie lek. med. Anny

Niezgody do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. n. med. Elzbieta Pac-Kozuchowska
Kierownik I1I Katedry Pediatrii
i Kliniki Pediatrii i Gastroenterologii UM w Lublinie
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