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IZVESTAJ

A. Prikaz sadrzaja doktor ske disertacije
Doktorska disertacija ,,Klinicki znafaj molekularne dijagnostike toksoplazmoze kod
visokorizicnih bolesnika’ podeljena je uosam poglavlja:uvod (29 strana), ciljrada (dve
strane), materijal i metode (27 strana), rezultati (46 strana), diskusija (24 strane), zakljucci (4
strane), spisak koriséene literature (19 strana) i prilozi (dve strane). Disertacija ukljucuje
ukupno 15 dlika, 58 tabela, 21 grafikon, kao i 198citata iz naucnih Casopisa. Doktorska
disertacija sadrzi saZetak na srpskom i engleskom jeziku, biografiju kandidata i podatke o

komisiji.



U pocetnom delu UVODA prikazan je istorijat najvaznijih otkrica u pogledu morfoloskih i
funkcionalnih karakteristika Toxoplasma gondiiukljucujuci i klasifikaciju ovog parazita,kao i
patogenezu i kliniCke manifestacije toksoplazmoze. Dat je i osvrt na najznacajnije datume u
klinickoj dijagnostici toksoplazmoze. ZnaCajan deo uvoda posvecen je opisu pojmova
neophodnih za razumevanje znacaja toksoplazmoze u humanoj patologiji —Zivotnih oblika i
zivotnog ciklusaT. gondii, epidemioloskih pokazatelja toksoplazmoze i puteva zarazavanja
ljudi. Posebna paZnja posvecena je znaCaju, patofizioloSkim osobenostima i potencijalnim
posl edicama toksoplazmoze u visokorizi¢nim kategorijama populacije - kongenitalnoj(KT) i
toksoplazmozi kao komplikaciji transplantacije organa, odnosno maticnih Celija hematopoeze
(eng. Haematopoietic Stem Cell Transplantation — HSCT). Naglaseno je da je toksoplazmoza
u visokorizi¢nim kategorijama skopcana sa ozbiljnim klinickim posledicama koje se u slucaju
pravovremene laboratorijske dijagnoze mogu prevenirati ili otkloniti primenom specificne
terapije. Finalni deo uvoda prikazuje metode laboratorijske dijagnostike toksoplazmoze koje
su danas u Sirokoj upotrebi. Naglaseno je da, iako su indirektne metodetj. metode seroloske
dijagnostike neuporedivo rasprostranjenije, tek direktne parazitoloSke metode omogucavaju,
izolacijom vijabilnih parazita ili detekcijom parazitske DNK, definitivnhu potvrdu dijagnoze
toksoplazmoze.Istaknut je sve veCiznaCaj molekularne detekcije T. gondii u telesnim
teCnostima i tkivima, koju odlikuju visokaosetljivost, reproducibilnost i kratko¢a vremena
izvodenja.

CILJ RADAje jasno definisan i obuhvataevaluaciju klinickog znaCaja molekularne
dijagnostike kongenitalne (KT) i reaktivirane toksoplazmoze nakon transplantacije matic¢nih
¢elija hematopoeze (HSCT). Zadaci postavljeni u svrhu realizacije zadatog cilja odnose se na
uvodenje i optimizaciju gPCR protokola u cilju rane dijagnoze KT i reaktivirane
toksoplazmoze nakon HSCT i evaluaciju rezultata dobijenih primenom gPCR u odnosu na
rezultate dobijene konvencionalnim dijagnostickim metodama. Posebni zadaci usmereni su na
redefinisanje dijagnostickog algoritma za KT u Srbiji i dizajniranje dijagnostickog algoritma
za toksoplazmozu kod transplantovanih bolesnika u Srbiji, u skladu sa dobijenim rezultatima.

U poglaviju MATERIJAL | METODEprecizno su opisani koraci u prikupljanju materijala
za analizu kao i sve metode korisCene u razliCitim segmentima istraZzivanja u skladu sa
postavljenim ciljem.Navedeno je da je materija prikupljen i ispitivan u Nacionalnoj
referentnoj laboratoriji zatoksoplazmozu (NRLT) u periodu od 2008-2014. godine.

U cilju evaluacije metoda za dijagnostiku kongenitalne toksoplazmoze, ovim istrazivanjem
obuhvaceni su uzorci periferne krvi 80 trudnica, 60 uzoraka plodove vode (PV), 5 uzoraka

fetalne krvi (FK), uzorci periferne krvi 55 novorodencadi (NK) kao i uzorci periferne krvi 16



porodilja. Rizik od posttransplantacionereaktivacije toksoplazmoze procenjivan je
pretransplantacionim seroloskim ispitivanjem 25 potencijalnih primalaca i 18 davalaca HSC
dok je posttransplantaciona dijagnostikatoksoplazmoze izvrSena kod 18 primalaca. U sklopu
istraZzivanja predstavljen je i agoritam za dijagnostiku i KTi reaktivirane toksoplazmoze.
Detaljno su opisani primenjeniseroloskitestovi za dijagnostiku infekcije T. gondii. Od
kvantitativnih, primenjeni su testovi za detekciju IgG antitela specificnih za T. gondiii
tovisoko osetljivi test direktne aglutinacije (HSDA), enzimski imunotest za odredivanje 1gG
antitela specificnih za T. gondii u humanom serumu ili plazmi, VIDAS® Toxo IgG Il
(TXG),kao i enzimski imunotest za odredivanje aviditeta IgG antitela specificnih za T. gondii
u humanom serumu ili plazmi, VIDAS® Toxo 1gG avidity (TXGA). Od testova za detekciju
IgM antitela specificnin za T. gondiiprimenjeni su imunosorbentni aglutinacioni test za
odredivanje specificnih IgM antitela (IgM-1SAgA) i enzimski imunotest za odredivanje IgM
antitela specificnih za T. gondii u humanom serumu ili plazmi, VIDAS® Toxo IgM (TXM).
Za detekciju IgA antitela specificnih zaT. gondiikoris¢en je imunosorbentni aglutinacioni test
za odredivanje specificnih IgA antitela (IgA-1SAgA). Svi komercijalni kvantitativni testovi
bili su proizvodaCa bioMérieux, Charbonnieres-les-Bains, Francuska. Od kvalitativnih
seroloskih testova u dijagnostici KT koris¢en je komercijalni Western blot (WB) test (LD-Bio
Diagnostics, Lion, Francuska) koji omogucava komparativnu analizu IgG i IgM imunoloskih
profila majke i novorodenCeta. Bioloski ogled, koji predstavlja konvencionalnu metodu
direktne parazitoloSke dijagnostike,postavljan je iz materijala prikupljenog u cilju prenatalne i
rane postnatalne dijagnostike KT (PV, FK, NK). Detekcija parazitske DNK, kao savremena
metoda direktne dijagnostike,obuhvatala je inicijalnu izolaciju (ekstrakciju) DNK iz
ispitivanog materijalai dedstvenu detekciju i kvantifikaciju DNK T. gondii koris¢enjem real-
time PCR (gPCR) tehnike. Molekularna dijagnostika toksoplazmoze sprovedena u ovom
istraZzivanju zasnovana je na detekciji i umnoZavanju dela sekvence (amplikona)
nekodirajuceg fragmenta u okviru 529 bp repetitivhog elementa koji se u genomu T. gondii
ponavlja 200-300 puta (GenBank accession number AF146527). Uspostavljanje protokola za
molekularnu dijagnostiku toksoplazmoze kod visokorizi¢nih bolesnika obuhvatilo je odabir
forward (f) (HOL) i reverse (r) (HO2) prajmera tj. odgovarajucih oligonukleotidnih sekvenci
Cije specifitno vezivanje za komplementarne sekvence u okviru amplikona predstavlja
preduslov za uspeSno umnozavanje Zzeljenog regiona duzine 81 bp u okviru 529 bp
repetitivnog elementa, kao i visokospecificne TagMan probe (HOFT). Optimizacija qPCR
protokola obuhvatila je odredivanje optimalne koncentacije prajmera i probe, kao i

annealing(eng.) temperature (temperature vezivanja prajmera za komplementarne sekvence u



okviru amplikona). Kljucni korak u procesu standardizacije qPCR protokola za dijagnostiku
toksoplazmoze sastojao seu utvrdivanju praga i raspona detekcije genetskog materijala
parazita kako bi se omogucila kvantifikacija T. gondiina ml ispitivanog materijala. U tu svrhu
konstruisana je standardna kriva, Ciji su nagib linearne krive od-2,927, i odseCak na Y osi od
37,73, pokazatelj visokog stepena efikasnosti reakcije (99,7%).

Statisticka obrada podataka je obavljena u SPSS programu verzija 11.5 (PSS Inc., Cikago, IL,
SAD). Dijagnosticke metode su medusobno poredene pomocu standardnih mera slaganja
izmedu testova, i to pomocCu tablica kontingencije 2 x 2 na zbirnom nivou. Granicom
statisticke znaCajnosti smatrana je verovatnota od 5% (P<0,05). Kao standardne mere
slaganja testova izraCunavani su osetljivost, specificnost, pozitivna i negativna prediktivna
vrednost (PPV i NPV), kao i realno statistiCko slaganje rezultata (kappa statistika).

U poglavlju REZULTATI su u zasebnimodeljcima sistematicno i detaljno predstavljeni
rezultati istraZzivanja koji se odnose na dijagnostiku KTi reaktivirane toksoplazmoze. Dobijeni
rezultati prikazani su na2lgrafikonu, 58 tabelai 15 sika

U poglavlju DISKUSIJA kandidatkinja jena sveobuhvatan nacin, jasno i detaljno povezala
rezultate svog istraZivanja sa rezultatima slicnih istraZzivanja objavljenih u medunarodnim
naucnim Casopisima.Rezultati istraZivanja o kojima ne postoje dostupni podaci u naucnoj
literaturi, objaSnjeni su na odgovarajuci naCin. Na osnovu svih ovih razmatranja,
kandidatkinja jeizvelasvoje zakljucke i izlozila smernice za dalji rad.

U poglavlju ZAKLJUCCI navedeni su najznaGajniji nalaziproistekli iz rezultata rada a u
skladu sa postavljenim ciljem istrazivanja.

U poglavlju LITERATURA navedenojel98bibliografskih jedinica, ukljucujuci i publikacije
kandidata.

B. Kratak opispostignutih rezultata
Jedan od najznacCajnijih rezultata ovog istraZzivanja predstavlja uspeSna optimizacija qPCR
protokola za dijagnostiku toksoplazmoze kod visokorizi¢nih bolesnika.Osetljivost metodeu
granicama detekcije 1 parazita na ml bioloskog materijala verifikovana jerezultatima uceSca
NRLT u medunarodnom programu kontrole kvaliteta molekularne dijagnostike (QCMD).
Optimizovanim gPCR protokolom dijagnoza KT postavljena je prenatalno u 85% slucajeva.
Molekularna dijagnostika pokazala se uspesnijom od konvencionalne u ispitivanju uzoraka
plodove vode sa niskom koncentracijom parazita. Pomocu qPCR uspe$no je postavljena
dijagnoza KT ploda u 87,5% dokazane i 40% sluCajeva suspektne perikonceptualne infekcije

majke. Plodova voda je i rezultatima ovog istraZzivanja potvrdena kao optimalan materijal za



molekularnu dijagnostiku a pokazano je i da terapija spiramicinom ne utiCe na efikasnost
molekularne dijagnostike u prenatalnom periodu. Molekularna dijagnostika u ranom
postnatalnom periodu doprinela je potvrdi KT u 71,4% ispitivane novorodencadi. Uspesnost
detekcije bila je neSto niza u odnosu na prenatalnu dijagnostikuali su koncentracije parazita u
NK bile ¢ak niZe od onih u ispitivanim uzorcima PV.Dobijena osetljivost gPCR od 80%, uz
100% specificnost i PPV potvrdilisu nadmoé¢ molekularne u odnosu na konvencionalnu
direktnu dijagnostiku KT (osetljivost bioloskog ogleda od 41,7%). Visoka NPV (91,1%), je
vazna karakteristika qPCR protokola primenjenog u ovom istraZivanju za razliku od
bioloSkog ogleda (NPV od 57,6%). Mada je u najveem broju slucajeva biolodki ogled
doprineo potvrdi dijagnoze postavljene pomocu qPCR, u 11,8% prenatalno (u 50% materijal
je bila fetalna krv) i 12,5% postnatalno (neonatalna krv) dijagnostikovanih KT bioloski ogled
bio je pozitivan uprkos negativnom nalazu molekularne dijagnostike. Ovi rezultati pokazuju
daje, ukoliko se kao materijal za dijagnostiku KT koristi krv (FK ili NK), potrebno primeniti
i bioloski ogled.

Dokazivanje specificnih IgA antitela u plodovoj vodi pokazalo se korisnim u cilju detekcije
fetalnog imunskog odgovora na infekciju, posebno u sluCajevima infekcijemake u
perikonceptualnom periodu. S druge strane, detekcija IgM antitela pokazala se nedovoljno
osetljivom. Takode, mada su specificna IgA antitela (za razliku od specificnih IgM) ispitivana
kod svega 2/3 novorodencadi suspektne na KT, detektovana su kod 56,25% inficiranih
(osetljivost 56,3%, specificnost 80,0%), dok su specificna IgM antitela nadena kod 37,5%
(osetljivost 37,5%, specificnost 97,4%). Komparativna WB analiza uporednih 1gG/IgM
profila majke i novorodenceta, kao i sukcesivnih neonatalnih uzoraka u odnosu na uzorak
seruma na rodenju, pokazala se uspesnijom od kvantitativnih seroloskih metoda u dijagnostici
KT na rodenju, odnosno u prva tri meseca Zivota. WB se pokazao jednako uspesnim u potvrdi
prenatalne (9,1%) kao i postnatalne dijagnoze KT (9,1%), di je korist od WB testa bila
posebno evidentna u slucaju nedektabilnih specificnih IgM i IgA antitela. Rezultati statistiCke
analize su pokazali da je osetljivost WB testa od 64,3% visa od osetljivosti IgM- ali i IgA-
ISAQA testa, dok je specificnost jednaka onoj kod direktnih dijagnostickih metoda (100%).
Kod vecine trudnica ispitivanih u ovom istrazivanju u cilju procene rizika po plod, vreme
infekcije je odredeno na perikonceptualni period (70%). Perikonceptualna infekcija majke
rezultirala je KT ploda u gotovo trecinislucajeva (29%).

Seroloskim ispitivanjem trudnica otkrivena su odstupanja u uobicajenoj dinamici specificnih
antitela kod viSe od Cetvrtine sluCajeva (27%). Najucestalija je bila pojava rezidualnih

specificnih IgM antitela (14,3%) i, u manjoj meri, usporenog sazrevanja aviditeta specificnih



IgG antitela (6,3%). Detektovane neobicnosti, u kontekstu podatka da je vecina trudnica zbog
odsustva organizovanog skrininga u Srbiji upucena na inicijalno ispitivanje u NRLT u
poodmakloj trudnoéi (61,25% u Il i 16,25% u Il trimestru), potenciraju vaznost primene
preciznih kriterijuma za odredivanje vremena infekcije u odnosu na zacece. Takvi kriterijumi,
na osnovu kojih se procenjuje potreba za prenatalnom dijagnostikom KT u konkretnom
sluCaju, precizno su predstavljeni u ovom radu.

ZnaCajni rezultati proistekli su i iz dela istrazivanja u kojem je procenjivan doprinos
molekularne detekcije T. gondii u sklopu dijagnostike reaktivacije latentne infekcije.
Reaktivacija toksoplazmoze je detektovana kod ukupno 17,6% seropozitivnih primalaca HSC
(tacnije kod 20% seropozitivnihbolesnika podvrgnutih alogenoj HSCT, od kojih je kod 33,3%
uradena HSCT od identi¢nog/podudarnog srodnog davaoca). Rezultati su potvrdili da je
seronegativni status davaoca bio doprinoseCi faktor u nastanku reaktivacije u svim
dijagnostikovanim sluajevima. Ispitivanje seroloSkog statusa infekcije T. gondii
potencijalnih davalaca i primalaca HSC u pretransplantacionom periodu omogucilo je
procenu rizika od posttransplantacione reaktivacije toksoplazmoze. S druge strane, ispitivanje
dinamike specificnih IgM, IgA i IgG antitela kod primalaca nakon transplantacije nije
doprinelo dijagnostici reaktivacije.

Primena molekularne dijagnostike pokazala se superiornom u ranoj detekciji reaktivacije
toksoplazmoze, posebno u slu¢aju malog broja parazita u krvi (6 parazitanaml krvi u jednom
sluCaju). Pokazana je i korelacija broja parazita u ispitivanom bioloSkom materijalu sa
tezinom klinickih simptoma reaktivacije. Primena optimizovanog qPCR protokola u ovom
delu istrazivanja omogucila je i pracenje terapijskog efekta. Povoljan efekat (ilustrovan
smanjenjem broja ili iS¢ezavanjem parazita u uzorku periferne krvi) primeéen je kod svih

bolesnika sa reaktivacijom nekoliko dana po zapocinjanju antitoksoplazmatske terapije.

C. Uporednaanaliza doktorske disertacije sarezultatimaizliterature
Evaluacija kliniCkog znacCaja molekularne dijagnostike KT i reaktivirane toksoplazmoze
izvrSena je na reprezentativnom uzorku koji je obuhvatio sve visokorizi¢ne bolesnike ispitane
u NRLT tokom poslednjih Sest godina.

Kod sumnje na primoinfekciju trudnice, prioritet je utvrdivanje potencijalnog rizika za
nastanak infekcije fetusa. Ovo se postiZze primenom seroloskihtestova pomocu kojih se utvrdi
status infekcije trudnice, koji se potom vremenski odredi u odnosu na vreme zac¢eéa. Da ovo,
medutim, nije uvek lako pokazuje i podatak da je u ovom istrazivanju 27% seroloski pracenih

trudnica ispoljilo neuobiCajen obrazac dinamike specificnih antitela.Prolongirana



detekcijanisko-avidnih specificnih IgG antitela zabeleZena je kod 6,3% trudnica, $to je nize
nego u istrazivanju Bobica i sar. u kome je usporeno sazrevanje aviditeta registrovano u
15,4% pacijenata (Bobic i sar., 2009). Rezidualna specificna IgM antitela detektovana su kod
14,3% trudnica, $to odgovara rezultatimaGras i sar. koji su ih detektovali kod 9-27% (u
zavisnosti od osetljivosti koris¢enog testa) (Grasi sar., 2004).

Kada je re€ o datiranju infekcije u odnosu na zaceée,u ovom radu je vreme infekcije kod ¢ak
70% ispitivanih trudnica procenjeno na perikonceptuani period. KT je potvrdena kao ishod u
10 sluCajeva dokazane i u osam sluCajeva suspektne perikonceptualne infekcije majke
(ukupno u 29%). Kandidat istiCe da su ovi nalaziu suprotnosti sa uverenjem da je vertikalha
transmisija kod infekcija u prvim nedeljama trudnoce veoma retka (Desmonts i Couvreur,
1984; Hohlfeld i sar., 1994; Dunn i sar., 1999) i podseca namoguénostodloZzene migracije
parazita iz posteljice na plod, nedeljama i mesecima nakon infekcije majke (Hezard i sar.,
1997; Villena i sar., 2003), fenomena koji je pre viSe decenija prepoznat kao ,,prenatalni
inkubacioni period” (Thalhammer i sar., 1955; Thalhammer i sar., 1975).

Kombinovanom primenom metoda konvencionalne i molekularne dijagnostike, prenatalna
dijagnoza KT postavljena je u ovom istraZzivanjuu 26% sluCajeva. Kandidat istiCe da je
uspesnost detekcije genetskog materijala parazita u ¢ak 85% prenatalno dijagnostikovanih
sluCajeva KT rezultat sadejstva viSe Cinilaca. Prvo, navodi da sama primena real-time PCR
tehnologije predstavlja napredak u odnosu na konvencionalni PCR, posebno u uzorcima sa
nizom koncentracijom ciljne DNK, Sto je u saglasnosti podacima iz literature (Costa i sar.,
2000). Drugo, istice da je unapredenju molekularne identifikacije uzroCnika toksoplazmoze
doprinela i promena PCR targeta, jer su brojne studije pokazale prednosti detekcije 529 bp
repetitivnog elementa nad ranije koris¢enimB1 genom (Homan i sar., 2000; Bastien i sar.,
2007; Sterkersi sar., 2010). Medutim, kandidat sesaglasavai sa autorima koji istiCu da se ne
sme zanemariti doprinos bioloskog ogleda prenatalnoj dijagnostici KT iz amnionske tecnosti
(Robert-Gangneux i sar., 1999), odnosno na rodenju iz umbilikalne ili periferne neonatalne
krvi (Bessieres i sar., 2001; Naessens i sar., 1999; Zivkovié i sar., 2011), posebno u
sluCajevima kada je PCR negativan zbog prisustva inhibitora Taq polimeraze.

Brojni autori naglaSavaju da je primena qPCR u cilju dijagnoze KT kod novorodencadi
posebno vazna kod infekcija majki u Il trimestru, kada se, zbog moguceg rizika od
prevremenog porodaja, retko pristupa amniocentezi (Robert-Gangneux i sar., 1999; Bessieres
I sar., 2001; Walon i sar., 2010), kao i u zemljama u kojima se seroloski skrining trudnica i
prenatalna dijagnostika KT ne sprovode rutinski (Sterkersi sar., 2011).S tim u vezi, kandidat

istiCe znaCajmolekularne detekcijeT. gondii i u neonatalnoj krvi. lako se pokazalamanje



uspeSnomnego u plodovoj vodi (71,4% u odnosu na 85%), primena gPCR omogucila je
potvrdu dijagnoze KT kod dva novorodencCeta kod kojih je bioloski ogled bio negativan.
Disocijacijau detekciji specificnih IgM i IgA antitela zapazena u ovom istrazivanju potvrduje
nalaze ranijihstudija u kojima je u cilju dijagnostike KT koris¢ena FK (Bessieresi sar., 1992),
odnosno NK (Bessieres i sar., 2001), i koje su pokazale Cesto prisustvo specificnih IgA
antitela u uzorcima fetalnih ali i neonatalnih seruma u slucaju infekcije majki u prvoj polovini
trudnoCe. ISAgA test je u istraZzivanju kandidata ispoljio nizu osetljivost (37,5% za IgM i
56,3% za detekciju specificnih IgA antitela) u odnosu na slicne studije sprovedene u
francuskim referentnim centrima —75,2% u istrazivanju Wallon i sar., 73% u studiji Bessieres
i sar., i 80% kod Robert-Gangneux i sar. (Wallon i sar., 2010; Bessieresi sar., 2009; Robert-
Gangneux i sar., 1999). Bessieres i sar. medutim dokazuju da se specificna IgM i IgA antitela
najceSce detektuju kod novorodencadi Cije su majke inficirane u Il trimestru trudnoce, Sto
dovode u vezu sa kratkotraginom i prolaznom sintezom fetalnih IgM odnosno IgA i njihovim
iSCezavanjem pre rodenja kada se infekcija majke dogodi u ranoj trudnoci (Bessieres i sar.,
2009). S obzirom na karakteristike ispitivane populacije u istrazivanju kandidata,u kome je
postnatalnom dijagnostikom obuhvacena novorodencad 37 Zena od kojih je 73% inficirano u
perikonceptualnom periodu a svega 2,7% u Il trimestru, kao i novorodencad 16 porodilja od
kojih je samo 18,7% inficirano u Il trimestru, kandidat zakljuCuje da odsustvo detekcije pre
svega specificnog IgM imunskog odgovora novorodencadi nije iznenadujuce.

Kandidatkinja navodi da su njeni rezultati saglasni sa istraZzivanjima koja ukazuju na poseban
znaCaj komparativne Western blot (WB) analize serolodkih IgG i IgM profila majke i
novorodenceta za dijagnozu intrauterusne infekcije u odsustvu detektabilnih specificnih IgM i
IgA u serumu novorodenceta Cak iosetljivim ISAgA testom (Remington i sar., 1985;
Remington i sar., 2004).Osetljivost WB testa primenjenog u ovom istraZzivanju odredena je na
64,3%, specificnost i PPV na 100% a NPV na 83,9%. Ovi rezultati saglasni su sa podacima
studije Tissot-Dupont i sar. koji su takode pokazali viSu osetljivost i specificnost WB analize
u odnosu nalgM-ISAgA test primenjen u neonatal nom periodu (osetljivost od 86,9% naspram
69,6% i specificnost od 96,1% naspram 92,2%) (Tissot Dupont i sar., 2003).

Druga kategorija visokorizi¢nih bolesnika kod kojih je u ovom radu ispitivan znacaj primene
molekularne dijagnostike toksoplazmoze obuhvata primaoce mati¢nih Celija hematopoeze.
Dijagnoza reaktivacije latentne toksoplazmoze nakon HSCT postavljena je u ovom
istrazivanju primenom gPCR kod 17,6% seropozitivnih primalaca. Ova ucestalost reaktivacije
slicna je onoj zabelezenoj u multicentricnoj prospektivnoj studiji tokom koje je reaktivacija

detektovana molekularnim metodama u 16% od ukupno 106 seropozitivnih primalaca, dok je



diseminovana forma bolesti registrovana kod 38% reaktiviranih bolesnika (Martino i sar.,
2005).Diseminacija infekcije sa klinickim manifestacijama pluéne toksoplazmoze 14 dana
posle HSCT sa fulminantnim tokom zabelezena je kod jednog od tri bolesnika kod kojih je
dosSlo do reaktivacije. Kandidat smatra ovg] nalaz interesantnim, jer se po podacima iz
literature simptomi klinicki manifestne reaktivacije najceSCe zapaZaju u prva 2-4 meseca
nakon transplantacije (Derouin i sar., 2008), u proseku tokom prva 64 dana (Martino i sar.,
2000), dok se u manje od 10% sluCajeva ispoljavaju u prvih mesec dana (Derouin i sar.,
2008). Rezultati kandidata su u skladu sa nalazima drugih autora po kojima, ukoliko se plucna
toksoplazmoza razvije unutar 30 dana od HSCT, u odsustvu brze dijagnostike (i sledstvene
terapije) postoji velika opasnost od diseminacije i fatalnog ishoda (Chandrasekar i sar., 1997,
Mulanovich i sar., 2011). U ovom istrazivanju, u sva tri sluCaja detektovane reaktivacije
nakon alogene HSCT u pitanju je bilo neslaganje u seroloSkom statusu recipijenta
(seropozitivan) i donora (seronegativan) (seroloski R+/D- mismatch (eng.)). Ovo odgovara i
literaturnim podacima, koji pokazujuda je u Cak 80% zabelezenih sluCajeva reaktivacije
toksoplazmoze posle HSCT u pitanju bio seroloski mismatch (Derouin i sar., 1992; Martino i
sar., 2005).

Mada je seroloski skrining znaCajan za pretransplantacionu procenu rizika reaktivacije, korist
od seroloskog ispitivanja u posttransplantacionom periodu je, zbog supresije humoranog
odgovora tokom primene imunosupresivne terapije, upitna i uglavnom skromna. Prema
podacima iz literature, pravovremena primena PCR tehnike omogucava detekciju i veoma
malog broja parazita u krvi, kada je Sansa za uspeh specificne terapije najveca (Bretagne i
sar., 2000; Martino i sar., 2005, Meersi sar., 2010). Ova je direktno potvrdeno u istrazivanju
kandidata kod pacijenata sa asimptomatskom reaktivacijom infekcije, na osnovu detekcije
svega 6 parazita naml Krvi i potpunim odsustvom T. gondii u tri sukcesivna uzorka periferne
krvi kod jednog od tri bolesnika, kao i na osnovu rastuce parazitemije do primene specificne
terapije kod drugog bolesnika. S druge strane, broj parazita detektovan u krvi i BAL-u treceg
bolesnika kod kojeg se reaktivacija manifestovala progresivnom toksoplazmozom pluéa bio je
daleko visi od parazitemije dokumentovane u drugim sli¢nim studijama (Martino i sar., 2005;
Patrat-Delon i sar., 2010). Kandidat nalazi da jevisoka koncentracija parazita u telesnim
teCnostima korelirala sa tezinom klinickih manifestacija u trenutku dijagnoze, dok je znacajno
smanjenje broja parazita u sukcesivnom uzorku krvi (nakon devet dana) reflektovalo efekat
primene specificne terapije (trimetoprim-sulfametoksazol i klindamicin), kako je opisano i u
literaturi (Martino i sar., 2005; Patrat-Delon i sar., 2010). Kandidat sledstveno zakljucuje da

primena qPCR omogucava i detekciju niskih koncentracijai kvantifikaciju parazitske DNK u



krvi i telesnim teCnostima, Sto ima ne samo prognosticki znacaj vec¢ predstavlja i vrlo efikasan
vid monitoringa efekta specifi¢ne terapije.

U literaturi je istaknuto da se zbog moguéeg negativnog uticaja na prihvatanje kalema kao i
zbog potencijalne mijelotoksicnosti, profilaksa kod HSCT neretko odlaze do dokaza o
uspostavljanju loze neutrofila i trombocita (Chandrasekar i sar., 1997; Meers i sar., 2010), Sto
je praksa i u transplantacionom centru u kojem su le€eni bolesnici obuhvaéeni ovi
istrazivanjem. Prema podacimaiz literature, u ngjveéem broju slucajeva prihvatanje kalema se
odvija u prvih 30 dana posle HSCT, atoksoplazmoza se u preko 90% slucajeva reaktivira po
isteku ovog perioda (Derouin i sar., 2008). Medutim, kandidat zakljuCuje da odluka o
odlaganju profilakse do prihvatanja kalema zahteva nedeljnopracenje uzoraka periferne krvi
primalaca gPCR analizom c&ime se omogucava, u slucaju detekcije DNK parazita,
pravovremena primena specifiCne terapije kojom se, prema podacima iz literature, u 80%
sluCajeva prevenira fatalni ishod izazvan toksoplazmozom (Bretagne i sar., 2000; Martino i
sar., 2005; Meersi sar., 2010).
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causing fatal reactivation after haematopoietic stem cell transplantation in a patient with an
underlying immunological deficiency. J Clin Microbiol 51, 8: 2686-2690. (Microbiology
23/119, IF = 4,232)
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E. Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa disertacije)
Doktorska disertacija pod nazivom ,Klinicki znaCaj molekularne dijagnostike
toksoplazmoze kod visokorizi¢nih bolesnika’> dr Tijane Stajnerpredstavljaznacajan

originalni  nau¢ni doprinos razumevanju uloge molekularnin metoda u savremenoj i



sveobuhvatnoj dijagnostici toksoplazmoze a posebno znaCaja pravovremene primene
molekularne dijagnostike u prevenciji klinickih posledica toksoplazmoze kod fetusa, odnosno
novorodencadi i bolesnika koji se leCe transplantacijom maticnih Celija hematopoeze.Svi
segmenti ove doktorske disertacije odlicno su uskladeni sa postavljenim ciljevima
istrazivanja, koji su precizno definisani i aktuelni iz aspekta savremenih pravaca razvoja
medicinske nauke.

Ovo istrazivanje rezultiralo je znaCajnim inovativnim naucnim saznanjima. Naime, u ovom
radu prikazani suprvi rezultati organizovane primene savremenih molekularnih metoda u
postojeCem algoritmu dijagnostike KT u Srbiji koji se do uvodenja i optimizacije gPCR
metode bazirao na metodama konvencionalne dijagnostike. Osim Sto je viSe nego ijedna
dosadasnja metoda doprinela brzoj i preciznoj dijagnozi infekcije T. gondii i pre rodenja
deteta, primena gPCR u dijagnostici KT rezultirala je pravovremenim leCenjem u slucaju
pozitivnog nalaza a smanjenjem broja nepotrebno lecenih trudnica odnosno novorodencadi u
sluCaju negativnog gPCR nalaza. Takode, ovo istrazivanje predstavlja i prvu organizovanu
primenu gPCR u cilju dijagnostike reaktivacije latentne toksoplazmoze nakon HSCT kao i
pracenja efekta specifiCne terapije reaktivirane toksoplazmoze u Srbiji. Rezultati koji
nedvosmisleno pokazuju daredovnopracenje primalaca HSC pomo¢u gPCR metode doprinosi
kako sniZzenju stope reaktivacije infekcije T. gondii (omoguéavanjem pravovremene primene
profilakse, shodno gPCR nalazu) tako i pracenjuefekta primene specificne terapije (jasnim
pokazivanjem sniZenja parazitemije), predstavljaju smernicu za pravovremeno otkrivanje ove
oportunisticke infekcije koja moZe da ugrozi Zivot, atime i doprinos unapredenju zdravstvene

zaStite bolesnika nakon uspesnih transplantacija maticnih éelija hematopoeze.

F. Predlog Komisije za ocenu zavrsene doktorske disertacije

Doktorska disertacija pod nazivom ,Klinicki znaCaj molekularne dijagnostike
toksoplazmoze kod visokoriziénih bolesnika’’ kandidatadr Tijane Stajner, po svom sadrZaju
i formi, razloznom uvodnom delu, precizno formulisanim i aktuelnim ciljevima istrazivanja,
savremenoj metodologiji, sistematiCno prikazanim rezultatima, smislenoj 1 naucnim
Cinjenicama potkrepljenoj diskusiji, kao i jezgrovitim i konkretnim zaklju¢cima ispunjava sve
kriterijume odli¢no napisanog nauc¢nog rada.

Stoga, Komisija sa zadovoljstvom predlaze Naucnom vecCu Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu da prihvati doktorsku disertaciju pod naslovom ,,Klinicki znacaj
molekularne dijagnostike toksoplazmoze kod visokorizicnih bolesnika’ kandidatadr



Tijane Stajner, i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja akademske titule doktora

medicinskih nauka.
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