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Abstract

This paper combines the two parts of biotechnology; biology and chemistry.

The paper accounts for the endoparasite Toxoplasma gondii including a definition of the term
endoparasite. The paper will also account for the life cycle of the parasite including the terms
tachyzoit, bradyzoit/tissue cysts and oocysts and a detailed description of both the sexual and the
asexual reproduction.

Furthermore the paper accounts for the infection of the human body and the parts of the human
immune system that will be activated by infection with T. gondii.

Additionally there will be a description of the chemical structure of antibodies.

Furthermore the paper will describe the immunological method ELISA tests and how these tests
can be useful in diagnosing toxoplasmosis. In addition to that, the ELISA tests will be compared
to other kinds of immunological methods, and the conclusion will be that ELISA tests are useful
combined with other methods.

At last there will be a discussion on how many resources should be used for screening for and
preventing toxoplasmosis. This discussion is relevant since few people in Denmark become
severely infected by toxoplasmaosis, but when it happens it can be fatal. Besides from this

T. gondii is very useful for scientific researches because it is closely related to the parasite causing
malaria. T. gondii is much easier to handle in a laboratory though and is therefore useful for

testing new ways of treating malaria.

Kommentarer til leesning af opgaven

Denne opgave vil beskeaftige sig med endoparasitten Toxoplasma gondii. Fremover vil
denne blive betegnet som T. gondii.

Til beskrivelsen af T. gondii og isaer beskrivelsen af dennes levevis, findes meget lidt
materiale pa dansk, og derfor vil en reekke fagudtryk veere skrevet pa engelsk, da der er tvivl
om den danske oversattelse af disse termer. Ordene vil veere markeret med kursiv, her skal

ses bort fra T. gondii, der er organismens latinske navn, og derfor altid star i kursiv.
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Parasitisme

Ved parasitisme forstas samliv mellem to organismer, hvoraf kun den ene,
parasitten/snylteren, nyder godt af forholdet, mens den anden part, veerten, skades af eller i
bedste fald ingen effekt har af forholdet. Forhold der hverken er til skade eller gavn for
vearten betegnes ogsa som kommensalisme.

Parasitisme er en modsetning til symbiose, hvor to organismer praktiserer en samlivsform til
gavn for begge parter. Symbiose kan nemt forveksles med gensidig parasitisme.

Parasitter findes blandt bade dyr, planter, bakterier og mikroorganismer.

Der skelnes mellem ektoparasitter og endoparasitter. Ektoparasitter lever uden pa veerten,
som for eksempel hovedlus. Endoparasitter lever indeni vaerten, for eksempel baendelorm.
(Redaktionen, Endoparasit, 2010)

Som en undergruppe af endoparasitter findes intracelluleere parasitter, der inficerer vaertens
celler. Et eksempel pa en gruppe intracellulere parasitter er Plasmodium-arterne, der
forarsager malaria. Plasmodium kan trenge ind i blandt andet leverceller og rade

blodlegemer. (Jakobsen & Bygbjerg, Malariaparasittens biologi, 2012)

Toxoplasma gondii

T. gondii kan med rette kaldes en af de mest succesfulde
endoparasitter, der findes; den har spredt sig til hele verden og

verdens befolkning.

¢ SU4\

Det preecise antal af inficerede er svert at angive, da (TR~ \\
T. gondii er meget udbredt i bade industrilande og udviklings- \ 3 b A\
lande (Flegr, 2003). Der er dermed ikke et veludviklet \’ | &
sundhedssystem i alle omrader, hvor parasitten findes, og b% |
derfor kan der ikke alle steder foretages de ngdvendige |
undersggelser for at kunne give et precist resultat. Her ses T. gondiis karakteristiske

. . ] ] form, med en spids ende til at bore
Det er dog sandsynligt, at mindst omkring en tredjedel af sig ind i veertsceller.

jordens befolkning er inficeret med T. gondii, da bade Flegr, ~ Derudover ses vigtigste organeller.
Disser vil blive beskrevet senere i

Dubey og Beattie samt Jackson og Hutchinson angiver dette opgaven.

tal (Smith & Rebuck, 2000) (L.D.Sibley, 1996) (Flegr, 2003). K"d]f;rzggi‘:f:gzg‘kaﬁgﬂ”d"*
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T. gondii er en protozoisk (encellet) endoparasit, der ligesom Plasmodium lever
intracelluleert i veerten. T. gondii kan dog kun inficere celler, der indeholder en cellekerne.
Den kan dermed ikke inficere rgde blodlegemer, i modseatning til Plasmodium. (Sweeney,
Morrissette, LaChapelle, & Blader, 2010)

T. gondii tilhgrer raekken apicomplexa (ogsa kaldet sporozpoa), der omfatter mange
parasitter, blandt andet Plasmodium der forarsager malaria.

Typiske kendetegn for parasitter af reekken apicomplexa er, at de kan inficere varmblodede
dyr og at de har et specielt organelkompleks, apical komplekset.

Derudover producerer mange af parasitterne sporer og har en meget kompleks livscyklus.

Levevis

T. gondiis hovedveert er katte, og kun her kan den kennede formering forega.
Alle varmblodede organismer kan dog fungere som mellemveert for parasitten, herunder
mennesker. | mellemverterne kan T. gondii reproducere sig selv ukgnnet.

Bade ved kegnnet og ukennet reproduktion gennemgar T. gondii en fuldstendig forvandling.
Livscyklus i mellemveerter

Tachyzoitter

Kort tid efter at have inficeret en veert, vil parasitter af reekken apicomplexa komme i
merozoitstadiet. Specifikt for T. gondii bruges merozoit kun om parasitter der befinder sig i
den endelige veert, katten, og indgar i den kgnnede formering. Ved ukennet formering, og
derfor seerligt i midlertidige veerter, kaldes dette stadie tachyzoitter. Normalt omtales dette
stadie kun som tachyzoitter, da man ofte har fokus pa infektion af mennesker.

Nar en mellemveert inficeres med T. gondii, vil parasitten inficere vartens tarmepitelceller
og her differentiere til tachyzoitstadiet.

Tachyzoitter er det hurtigst delende stadie, og det er i dette stadie parasitten kan spredes til
hele veartsorganismen.

Tachyzoitter trenger ind i vaertens celler og danner en vakuole omkring sig, hvori de kan
dele sig ukgnnet ved endodyogony®. Efter 4-5 delinger spraenger vertscellen, tachyzoitterne
slippes lgs i kroppen og kan inficere flere celler. Denne spredning fortseetter, til veertens

! Endodyogony er en proces der minder om binaer fission, hvor cellen vokser og deler sig i to datterceller.
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immunforsvar bekemper parasitten.

For at veere i stand til at treenge ind i veertsceller er alle apicomplexa udstyret med et apical
kompleks, der indeholder en raekke vigtige organeller, primert sekretionsorganeller, der
exocytoseres® ud af parasitten ved indtrengen i vartscellen.

Disse organeller har alle til opgave at hjelpe parasitten med at fa kontakt til veertscellen,
treenge ind i veertscellen og opbygge vakuolen til parasittens udvikling.

Organellerne omfatter blandt andet rhoptrier, som producerer proteiner, der hjelper med at
danne bevagelse og at opbygge vakuolen, dense granules der primart former vakuolen,
samt mikronemer, som udskiller proteiner, der kan binde sig til overfladereceptorer pa
vertscellen og pa den made facilitere transport ind i cellen. (Fergusson & Dubremetz, 2007)

Bradyzoitter

Nar vertsorganismens immunforsvar bekemper parasitten,
udseettes parasitten for stress og omdannes derfor til en
langsomtdelende form kaldet bradyzoitter. Bradyzoitter
lukker sig inde i veertsceller og omdanner dem til veevscyster.
Sadanne veevscyster kan indeholde langt flere parasitter end

veertsceller, der benyttes til celledeling af tachyzoitter.

Disse vaevscyster kan dannes i hele kroppen, men vil primert Vzvscyste med bradyzoitter.
findes i muskel- og hjernevav, hvor de kan blive resten af Kilde: (Fergusson D. )
vaertsorganismens liv, hvilket ggr infektionen kronisk. At veere
inficeret med veavscyster vil dog veare uden symptomer.

Svakkes veertens immunforsvar vil infektionen blusse op igen, ved at bradyzoitterne i

vavscysterne transformerer sig tilbage til tachyzoitter (Weiss & Kim, 2007).

Livscyklus i hovedveerten
T. gondii der inficerer hovedverten, katten, kan bade reproducere sig kennet og ukgnnet.

Den ukgnnede formering foregar pa samme made som i mellemveerter.

Kgnnet formering
Den kgnnede formering begynder med, at parasitten differentieres til merozoitter i

tarmepitelcellerne pa hovedvarten. Disse merozoitter gennemgar 5 omgange af ukgnnet

% fgres ud gennem cellemembranen af en vesikel af cellemembranmateriale.
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formering; forst to stadier der deler sig ved endodyogeny, efterfulgt af tre stadier der gennem
schizogony®deler sig ved endopolygeny®. Herefter kan merozoitterne udvikle sig til
mikrogametocytter (hangametocytter) eller makrogametocytter (hungametocytter). Det er
ukendt hvad der ligger til grund for, om en merozoit udvikles til en mikro- eller en
makrogametocyt, da man ikke kan se nogle ultrastrukturelle forskelle.

Gametocytter er forstadiet til gameter (kansceller), og gennem gametogony udvikler
gametocytterne sig til han- eller hungameter. Han- og hungameter smelter sammen og

danner en zygote®.

Oocyster

Zygoterne udskilles gennem feaces fra kattens tarme som en form for &g kaldet oocyster og
spredes pa den made til omgivelserne.

En kat kan udskille op til 10 millioner oocyster i lgbet af to uger, men vil almindeligvis kun

vaere i stand til at udskille oocyster en gang i livet (Toxoplasmose, 2012).

Efter udskillelse modnes oocysterne i omkring 1-5 dage for de bliver virulente. Under
modningen gennemgar oocysterne en enkelt omgang af meiose og danner saledes haploidt
afkom (Sibley & Howe, 1996). Oocysterne er meget hardfare og kan overleve frit i naturen i
op til et ar (Toxoplasmose, 2012).

Stofskifte

Da T. gondii kun kan formere sig i eukaryote celler, kan man forestille sig, at de er afhaengige af
veertens stofskifte.

T. gondii benytter sig af forskellige stofskifteveje. Naturligvis er mitokondrier ansvarlig for en del
af stofskiftet som i alle eukaryote celler. | mitokondriet foregar to dele af respirationsprocessen
citronsyrecyklussen og elektrontransportkeeden.

Derudover foregar en del af stofskifteprocesserne i et plastid kaldet apicoplast (Apicomplexa
pastid), der er specifikt for Apicomplexa.

Man har en teori om, at Apicomplexa parasitter har optaget apicoplast gennem endosymbiose.®

* Scizogony er en delingsproces, hvor parasittens cellekerne farst deles, efterfulgt af en opdeling af cellen i liges&
mange dele som kernen.

* Ukgnnet formering gennem knopskydning.

> En befrugtet kanscelle, en celle med fuldt antal kromosomer

® Symbiose, hvor den ene art lever i den anden art. Endosymbioseteorien er isar kendt fra mitokondrier, som man
mener, har veret en selvsteendig, encellet organisme en gang. Gennem evolution udvikles forholdet fra at veere
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Apicoplastet samarbejder i mange tilfeelde med mitokondriet og enzymer i cytosol, og er blandt
andet ansvarlig for biosyntesen af heem, fedtsyrer og jern-fosfor proteiner samt en reekke
energigivende redoxprocesser. (Feagin & Parsons, 2007)

En vigtig energikilde for T. gondii er krystallinsk amylopektin’ der ophobes i bradyzoitterne. Da
amylopektin ikke findes i tachyzoitter, formodes det at amylopektin forbruges til overgangen fra
de langsomtdelende bradyzoitter til de hurtigtdelende tachyzoitter, da dette er en meget
energikraevende proces.

Undersggelser af T. gondiis genom har vist, at parasitten bade er i besiddelse af gener, der koder
for proteiner, der minder dyrs proteiner til glukogensyntese, og gener der koder for proteiner, der
minder om planters proteiner til stivelsessyntese. Dette tyder pa, at biosyntesen af amylopektin i

T. gondii bade kraever dyre- og plantelignende enzymer. (Asai & Tomavo, 2007)

Infektion med T. gondii

Inficering med T. gondii sker typisk ved
indtagelse af vaevscyster eller oocyster.
Vavscyster stammer oftest fra rat/ikke
gennemstegt ked. Oocyster kan som
tidligere beskrevet overleve lenge i
omgivelserne, og kan derfor spredes via
uvaskede frugter og grensager, ved
havearbejde og lignende. Oocyster kan

0gsa optages ved at tamme kattebakken

hos en inficeret kat, hvilket er grunden

FIGURE 1.1 Life cyele of 1 RO

til at gravide frarades at renggre

kattebakker, men da katten som regel kun Hvscyklus og smitteveje. Kilde: Toxoplasma gondl, side 2
kan udskille oocyster en gang i livet, er
omgang med katte ikke ner sa stor en smittekilde som kontakt med jord og vand.
| sjeldnere tilfelde kan inficering ske ved spredning af tachyzoitter. Optagelse af

tachyzoitter kan ikke ske gennem fgde, da disse @delaeegges af mavesyre i modsatning til

symbiose, til at den indre organisme bliver en fast del af den ydre organisme. Teorien understgttes af, at mitokondrier
og plastider har eget DNA og dobbeltmembran, i modsatning til andre organeller.

" et polysakkarid der bestér af staerkt forgrenede keeder glukoseenheder, og som udgar hovedparten af stivelse
(www.ordbogen.com)
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oocyster og veaevscyster. Smitte med tachyzoitter kan i stedet ske gennem for eksempel
blodtransfusion eller organtransplantation. (Toxoplasmose, 2012)

Sygdomme
Inficering med T. gondii er ufarlig for voksne, immunkompetente mennesker, hvilket

sandsynligvis er med til at gore den til en succesfuld parasit. Med mindre det er en
negdvendighed for at fuldfare sin livscyklus eller at blive overfart til sin endelige veert, vil
det sjeldent veare en fordel for en parasit at sla sin vert ihjel og gare sig selv hjemlgs
(Redaktionen, Parasitisme, 2009).

At veere smittet med T. gondii er som tidligere navnt en kronisk lidelse uden symptomer.
Akut toxoplasmose (fgrstegangssmitte med T. gondii) vil dog som regel ogsa veere
symptomfrit eller hgjest med influenzalignende symptomer som feber og havede
lymfeknuder.

Gravide skal til gengaeld passe pa, da ferstegangssmitte med T. gondii under graviditeten kan
skade fosteret. T. gondii kan trenge gennem moderkagen og overfares til fosteret, der kan
udvikle medfadt toxoplasmose. Konsekvenserne af medfgdt toxoplasmose varierer
afhaengigt af, hvornar i graviditeten fosteret smittes. Ved smitte tidligt i graviditeten er
risikoen for alvorlige fglger starst. Til gengaeld er risikoen for at smitten overfgres fra mor
til foster lav, hvis moren inficeres tidligt i graviditeten. Bgrn der lider af medfgdt
toxoplasmose vil ofte have skader pa gjnene i form af nethindebetendelse og ar pa nethinden
som falge af cellespraengning, og i serligt alvorlige tilfelde kan medfgdt toxoplasmose fare
til hydrocephalus (vand i hovedet), sveaere hjerneskader og spontan abort eller dgdfgdsel
(Toxoplasmose, 2012).

Gravide er dog ikke den eneste risikogruppe. Personer med nedsat immunforsvar kan, som
med andre normalt ufarlige infektionssygdomme, rammes hardt af akut toxoplasmose. Ved
livslang infektion kan faktorer, der pavirker immunforsvaret negativt, saisom AIDS,
organtransplantationer eller behandling af kreft, resultere i en reaktivering af infektionen,
hvilket kan have alvorlige konsekvenser for patienten.

Hos personer med svaekket immunforsvar kan en reaktivering af T. gondii fare til
gjenbetendelse, hjertebeteendelse og hjernebetendelse, og ubehandlet toxoplasmose kan for

denne gruppe vare dgdeligt (Toxoplasmose, 2012).
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Immunrespons pa T. gondii

Ydre forsvar
Da T. gondii er en ret modstandsdygtig parasit, iser som oocyster og bradyzoitter, er den i

stand til forholdsvis let at treenge gennem det ydre forsvar. Det ydre forsvar omfatter huden
som ydre barriere med ikke-patogene bakterier, der skaber lav pH, slimhinderne i luftvejene,
der transporterer mikroorganismer ud af kroppen, lav pH i mavesaekken og kvindens skede
samt tarevaeske med antibakterielle lysosym-enzymer i gjnene.

Det medfedte indre immunforsvar
Det er derfor som regel det indre immunforsvar der ma bekempe infektionen. Det indre

forsvar bestar af et medfadt, uspecifikt forsvar og et adaptivt, specifikt forsvar.

Farst mgdes parasitten af det medfagdte, uspecifikke immunforsvar. Det medfagdte
immunforsvar aktiveres hurtigt ved en infektion, men er ikke sa effektivt, da det arbejder
uspecifikt. Det medfegdte immunforsvar bestar af en masse celler, blandt andet makrofager
(store fagocytter/”aedeceller”), forskellige granulocytter og dendritceller. De primare
funktioner af cellerne i det medfgdte immunforsvar er at fagocytere fremmedorganismer i
stgrst muligt omfang og at igangsatte det adaptive immunforsvar.

Specifikt for bekeempelsen af parasitter er eosinofile® granulocytter, der indeholder kraftige
toksiske stoffer, der frigives ved kontakt til parasitterne. Derudover spiller blodplader en
vigtig rolle. Tidligere forbandt man primart blodplader med blodets koagulation, men de har
vist sig ogsa at kunne drabe mikrober, deriblandt parasitter (Jakobsen & Byghjerg,
Immunsystemet, 2012)

Derudover er inflammationsprocessen ogsa en vigtig del af det medfadte immunforsvar, og
er med til at holde vaevscyster i ro og dermed forhindre reaktivering hos immunkompetente
inficerede. Inflammationsprocessen sgrger for at koncentrere immunforsvarets arbejde
omkring infektionsstedet, ved at blodtilstramningen gges og kapillererne bliver utaette for at
muliggare transport af signalstoffer og hvide blodceller. (Jakobsen & Bygbjerg,
Immunsystemet, 2012)

Der vil til en hver tid vere en lille procentdel af vaevscysterne der spraenger under kronisk
infektion med T. gondii. Det farste tegn pa dette vil veere veartscellens ded. Dette vil

tiltreekke inflammatoriske celler, der vil gdelegge vaevscystens veeg. Nar dette lykkes, vil en

® Navnet eosinofil kommer af, at granulocytterne farves af farvestoffer eosin.
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rekke makrofager stremme til, treenge ind i den brudte cyste og fagocytere bradyzoitterne.
P& denne made bekempes bradyzoitterne, for de nar at udvikle sig til tachyzoitter.

Det adaptive indre immunforsvar
Derefter mgdes parasitten af det adaptive immunforsvar, der nu aktiveres. Det adaptive

immunforsvar arbejder mere effektivt end det medfedte, da det arbejder specifikt, men tager

leengere tid at aktivere ved en farstegangsinfektion.

Det adaptive immunforsvar arbejder teet sammen med det medfedte, for eksempel ved at
fagocytter kan praesentere antigener fra fagocyterede celler, som det adaptive immunforsvar
kan genkende og bekeempe. Antigener har, som navnet ellers kunne antyde, intet med gener
at gare. Antigener er specifikke overfladestoffer fra fremmede mikroorganismer for
eksempel proteiner. Immunforsvaret genkender en lille del af antigenet, en raekke

aminosyrer, der kaldes epitoper.

Der er derfor, serligt gennem samarbejdet med det medfgdte immunforsvar, ogsa mange
celler involveret i det adaptive immunforsvar. To af de vigtigste celletyper er

B- og T-lymfocytter (begge er hvide blodceller), der udger en stor del af det adaptive
immunforsvar. Bade B- og T-lymfocytter dannes i knoglemarven, og B-lymfocytterne

feerdigmodnes ogsa her, mens T-lymfocytterne modnes i thymus (brisselen).

Der findes mange forskellige T-lymfocytter, men deres vasentligste opgaver er, at de via
deres T-cellereceptor sammen med MCH-peptider® kan binde sig til nedbrudt antigen
praesenteret pa overfladen af andre celler, og enten selv lysere cellen eller forsterke det
immunologiske forsvar ved udskillelse af signalproteiner kaldet cytokiner. (Jakobsen &

Bygbjerg, Immunsystemet, 2012)

B-lymfocytter er serligt vigtige i bekeempelsen af blandt andet parasitter, da de danner

antistoffer. Denne proces beskrives nermere herunder.

Antistoffer
Antistoffer kaldes ogsa immunglobuliner, deraf kommer forkortelsen Ig. De spiller en vigtig

rolle i det adaptive immunforsvar, hvor de genkender antigener.

® MCH star for major histocompatibility complex
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Antistoffer er bifunktionelle, hvilket betyder, at de i den ene ende kan binde sig specifikt til
antigener og i den anden ende kan binde sig til immunforsvarets celler. Det sidste er
ngdvendigt for at antigenet kan blive nedbrudt.

I nogle tilfeelde kan antistoffers binding til antigener have en direkte effekt, ved at blokere
antigenets skadelige virkning. | andre tilfeelde skal der suppleres med en eller flere af

immunforsvarets celler.

Produktion af antistoffer
Antistofferne dannes, som tidligere naevnt, af en type hvide blodceller kaldet B-lymfocytter.

B-lymfocytter har antistoffer pa overfladen, og hvis et antigen binder sig hertil, aktiveres B-
lymfocytten til at dele sig mange gange. Efter delingen vil B-lymfocytterne modnes til
plasmaceller og huskeceller. Plasmaceller producerer antistoffer i store mangder, der
udskilles til blodet og andre kropsvaesker. B-huskeceller beholder antigenspecifiteten fra den
oprindeligt aktiverede celle, og kan pa den made reagere hurtigt og danne antistoffer ved en

sekunder infektion.

Antistofklasser
Der findes forskellige slags antistoffer, der inddeles i fem klasser; IgM, 1gG, IgE, IgA og IgD.

IgM antistoffer findes i blod og veevsvaeske og er den farste klasse
af antistoffer, der frigives ved en infektion. IgM er sammensat af fem

antistofmolekyler, og er dermed en pentamer. IgM molekyler har

altsa 10 bindingssteder, og kan derfor hurtigt bindes til antigen. il

Affiniteten er dog ikke serligt hgj, s& IgM vil ikke binde serligt godt _ lgM antistof.

Kilde: Bioteknologibogen 2
til antigen. Starrelsen pa IgM molekyler har den fordel, at nar IgM
binder antigen, vil molekylkomplekset hurtigt blive tilstreekkeligt tungt

til at feelde ud, og er derfor nemmere genkendeligt for fagocytter.

Efter IgM antistofferne frigives IgG antistoffer. 1gG findes ligeledes i IgG antistof.

Kilde: Bioteknologibogen 2

blod og vaevsvasker og kan derudover overfgres fra mor til foster ide 169

gennem moderkagen. 1gG findes kun som monomer og har stor affinitet.
Ved en fgrstegangsinfektion vil 1gG antistoffer produceres relativt

langsomt, men vil til gengeeld ved hjalp af huskeceller kunne produceres

hurtigt og i stor maengde ved en sekundar infektion. IgE antistof.

. . . o . Kilde: Bioteknologibogen 2
IgE findes i blodplasmaet, serligt pa overfladen af basofile granulocytter side 169

og mastceller. Nar IgE antistoffer binder antigen aktiveres cellen, hvorpa
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de sidder, til at udskille histamin og heparin. IgE antistoffer har derfor
en betydelig rolle for allergi, og de findes i seerligt hgj koncentration i
blodet hos allergikere.

IgA antistoffer findes i slimhinder, sekreter og modermalk og kan
eksistere bade som monomer og dimer. IgA antistoffer forhindrer
mikroorganismer i at passere slimhinderne ved at binde dem sammen.
Barn far IgA antistoffer gennem modermalken.

IgD antistoffer findes primeert i cellemembranen pa umodne
B-lymfocytter og altid som monomer. Funktionen af denne antistof-

klasse er endnu ikke Kklarlagt.

Antistoffers kemiske opbygning

IgA antistof.
Kilde: Bioteknologibogen
side 169

IgD antistof.
Kilde: Bioteknologibogen 2
side 169

Antistoffer er molekyler, og bestar altsa af ikke-metaller bundet sammen af kovalente

bindinger (elektronparbindinger). Mere pracist er antistoffer en gruppe proteiner med

ensartet struktur. Antistoffer er, som alle proteiner, opbygget af aminosyrer.

Aminosyrers grundskabelon er bygget op om et centralt carbonatom, hvortil der bundet et

hydrogenatom, en aminogruppe (-NH>), en syregruppe (-COOH) samt et radikal, der varierer

fra aminosyre til aminosyre. Radikalerne bestar hovedsageligt af carbon-, hydrogen-, og

oxygenatomer, og nogle fa indeholder ogsa svovl- og fosoratomer.

Hydrogen H O

Oy —— Denne grundskabelon gar alle aminosyrer,

Aminogruppe — HN c—g—on undtagen glycin der har et hydrogenatom som

|
A

— Radikal radikal, optisk aktive, da de alle indeholder

mindst et asymmetrisk carbonatom.

Aminosyrers grundskabelon. Kilde: Biokemibogen side 71

Aminosyrerne bindes sammen af peptidbindinger og danner polypeptidkaeder.

Peptidbindinger dannes mellem aminogruppen pa en aminosyre og syregruppen pa den naste aminosyre

ved fraspaltning af vand.
Aminosyre 1 Aminosyre 2 Aminasyre 1 Aminosyre 2
5 188 i
'H;N—?%—O + 'H—h’:—?—c»o- —> HN—C—C—N—C—C—0
i HoOA R

Peptidoinding

Peptidbinding mellem to aminosyrer. Kilde: Biokemibogen side 73
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Sekvensen af aminosyrer pa polypeptidkaden kaldes proteinets primeere struktur. Aminosyresekvensen
er unik for hvert protein og bestemmes gennem det centrale dogme af generne.
Mere pracist bestemmes aminosyresekvensen af baserekkefolgen i mRNA der “oversattes” til protein

af ribosomer ved translation. Hver aminosyre bestemmes af en triplet af baser.

Efter translationen sendes antistofferne ud af B-cellen, og befinder sig derfra i et polaert
miljg (blodet, der indeholder store mangder vand). Det er derfor ngdvendigt, at
aminosyrekaderne foldes pa en made, sa dette kan lade sig gere. Det indebarer at hydrofobe
aminosyrer skal vende indad, sa de ikke kommer i kontakt med de vandige omgivelser.
Hvordan aminosyrekaderne foldes, kaldes den sekundeare struktur. Antistoffers sekundare
struktur bestér primart af B-foldeblade samt en reekke loops (lgkke) pa
antigenbindingsstederne. (Torp, 2012)

——
LR

! A R .
3 3-foldeblad

”Sandwiches” af B-foldebladsstruktur.
B-foldeblade kan bade angives ved
zig-zag og flade band.

Kilde: Biokemibogen side 75

Kilde: Biokemibogen side 75
Disse B-foldeblade leegger sig som ”sandwiches” i to lag. Denne made at arrangere de

forskellige dele af den sekundare struktur i forhold til hinanden kaldes den tertieere struktur.

Den kvarternare struktur af proteiner forteeller hvordan proteinets undergrupper er placeret i
forhold til hinanden. Den kvarternare struktur er derfor ikke at finde hos alle proteiner, da
det kreever, at de bestar af mere end en aminosyrekade.

Alle antistoffer har dog en kvaterner struktur, og det er denne de har til falles.

Antistoffer er opbygget af fire aminosyrekader, der er parvis ens. To af kaederne er korte og
lette, de to andre er lange og tunge. Disse kader bindes sammen af disulfidbindinger (en
meget steerk kovalent binding mellem to svovlatomer), ogsa kaldet svovlbroer, og danner en
Y-form.

De to tunge kader bestar af fire afsnit, tre konstante og et variabelt. De lette keeder bestar af
to afsnit, et variabelt og et konstant. De konstante omrader af antistoffet er mere eller mindre
ens pa alle antistoffer og udger ”stammen” pa Y’et.

De yderste ”grene” pa Y’et udgares af de variable dele, og det er her antistof kan binde

Side 15 af 29



Amalie Avnborg 3.y SRP 21-12-2012

antigen. Antigenbindingsstederne kan variere meget, da antistoffer skal kunne genkende
mange forskellige fremmedlegemer. Bindingsstedet p& begge “grene” pa samme antistof er

identiske.

ELISA

Der findes flere forskellige immunologiske metoder til diagnosticering af diverse infektioner
og mange af disse gar brug af antistoffers evne til at binde specifikt til antigen.

En meget brugt metode er ELISA-testen (Enzym Linked Immunosorbent Assay).

Det kan ELISA bruges til

ELISA-testen bruges til at pavise proteiner i en prgve og kan varieres afhengigt af, om man
gnsker at pavise antistof eller antigen, og afhangigt af om man blot gnsker at pavise
tilstedeverelsen eller ogsa mangden af et protein. Da ELISA-testen kan pavise mange
forskellige proteiner, kan den, ud over at pavise infektioner, ogsa bruges til blandt andet
drug-tests og graviditetstest. (Bruun, Geertsen, & Helmig, 2011).

At teste for antigen kraever, at antigenerne findes frit i den intercellulere vaeske. Da

T. gondii er en intracelluleer parasit, vil dette sjeldent veere tilfeldet. For at undersgge for
infektion med T. gondii vil det derfor veere optimalt at teste for antistoffer. Derudover kan
man teste for forskellige typer antistoffer og pa den made bestemme, hvor i
infektionsforlgbet patienten befinder sig. Findes der mange IgM-molekyler, er patienten
smittet for nylig, mens et hgjt antal af IgG-molekyler betyder at patienten er inficeret for
lenge siden. En version af ELISA-testen der egner sig til at teste for antistoffer er sandwich-
ELISA.

At teste for antigen vil i stedet veere brugbart i for eksempel drug tests, hvor stoffet vil vaere

i blodet, hvis personen har indtaget det.

Materialer til ELISA

Til at udfare en ELISA-test anvendes en mikrotiterplade med brgnde i. Mikrotiterplader er
som regel lavet af polystyren, produktet af en radikalpolymerisation af phenylethen, da
polystyren er klart (REK, 2001). Gennemsigtigheden er ngdvendig for at kunne udfare
spektrofotometriske undersggelser af prgven.

Brgndene i mikrotiterpladen bekledes med en film, hvortil (dele af) antigener og antistoffer
kan bindes uspecifikt.
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Derudover bruges en raekke buffere til fortyndinger og vask af prgver. Det er vigtigt at disse
buffere holder pH konstant for at undga denaturering af antigener og antistoffer, og for at
holde betingelserne, hvorved antigener og antistoffer bindes, stabile. For eksempel vil
bindinger der holdes sammen af elektriske kraefter forstyrres af fritsveevende oxoniumioner i

omgivelserne.

Sandwich ELISA

Navnet sandwich ELISA kommer af, at testen er lagdelt. Det kan
enten betyde, at den bestar af et lag antigen, et lag antistof og et
andet lag antistof, eller at den bestar af et lag antistof, et lag antigen
og et til lag antistof.

ELISA-testen udferes i trin. Hvis formalet med testen er at pavise

tilstedeveerelsen af et antistof i en prgve, laver man en ”sandwich”

med antigen-antistof-antistof. | det tilfeelde er farste trin at tilsette -

oprenset antigen, til brandene i en mikrotiterplade. Saledes beklades "Amigen_amistof_

antistofsandwich
Kilde: Bioteknologibogen 2,

vk fra praven med vaskebuffer. side 157

vaeggene i brgndene med antigener. Rester af ubundet antigen skylles

Derefter tilsettes en prave, for eksempel en blodprave, til brendene
0g preven inkuberes, for at give eventuelle antistoffer i praven tid til
at binde sig specifikt til antigener i bregndene. Derefter vaskes igen
med vaskebuffer for at fjerne ubundet antistof.

For at undersgge om der er bundet antistof i brendene, og dermed om
patienten er inficeret og har produceret antistof, tilsettes nu et
anti-antistof. Dette anti-antistof fas ved at sprgjte humant antistof mod

antigenerne ind i en anden organisme, for eksempel en forsggskanin.

Organismen vil se det humane antistof som noget fremmed, antistoffet  antistof-antigen-
antistofsandwich
Kilde:

derfor antistoffer mod det humane antistof. Dette anti-antistof kaldes B‘Otek”_‘;'oggge” 2,
slae

vil altsa fungere som antigen i organismen. Organismen producerer

ogsa sekundert antistof, hvor det humane antistof er det primeare
antistof. Det sekundare antistof er enzymkonjugeret, altsa er der bundet et enzym til det
sekundere antistof. (Bruun, Geertsen, & Helmig, 2011).

Enzym-antistofkomplekset kaldes konjugat. Konjugatet vil bindes specifikt til primeert
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antistof i brgndene, hvis brgndene indeholder primeert antistof.

Til sidst pavises tilstedeveerelsen af konjugat ved at tilsette farvelgst substrat, der omdannes
af enzymet til et farvet produkt. Hvis prgven farves, betyder det at prgven indeholder
antistof. Mangden af antistof i preven, kan bestemmes ved at bestemme intensiteten af

produktets farve spektrofotometrisk, ved at male absorbansen.

En antigen-antistof-antistof sandwich-ELISA test kan ogsa bruges til at pavise antigen.
Princippet for at teste for antigen er meget lig det for at teste for antistof. Man skal blot
tilfgre en pragve med eventuelle antigener til brgndene som det farste, og i stedet for at bruge
en prgve fra patienten som antistofkilde bruge oprenset primart antistof. Da vil eventuelt
primart antigen i prgven bindes til brgndene, oprenset primeert antistof vil bindes, hvis
prgven indeholder antigener, hertil kan sekundart konjugeret antistof binde sig og der vil

ske en farvereaktion, hvis prgven indeholder antigen.

ELISA-testens relevans

ELISA-testen bruges i vidt omfang til diagnosticering af toxoplasmose, men kan sjeldent sta
alene som eneste testmetode. Derudover skal man ved brug af ELISA (og andre test der
bruger antistoffer) vaere opmarksom pa, at man kan fa falsk-positive resultater, hvis
antistoffet ikke er helt specifikt for netop et antigen, og dermed krydsreagerer med andre

antigener.

IgM ELISA er sa&rligt brugbart til at diagnosticere medfgdt toxoplasmose hos nyfgdte, da
IgM antistoffer ikke kan krydse moderkagen som IgG antistoffer kan. Derfor kan man, ved
at lave en ELISA-test for IgM antistoffer, se om den nyfgdte selv har dannet IgM antistoffer
og altsa lider af medfadt toxoplasmose. (Dubey, 2007)

Til gengeeld frarader man at bruge IgM analyser til at diagnosticere akut toxoplasmose hos
voksne. Dette skyldes, at rester af IgM antistoffer kan blive i kroppen i flere ar efter en akut
infektion, og resultaterne af en IgM ELISA kan derfor veere misvisende. Det samme gelder
for 1gA analyser.

ELISA-test for IgE er derimod velegnet til at konstatere om patienten er smittet for nyligt,
da denne gruppe antistoffer findes i kroppen i en endnu kortere periode (Willis, Southern, &
Latimer, 2002).
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Da ELISA-testen har forskellige svagheder afhangigt af hvilke antistoffer der testes for,
benytter man ogsa en reekke andre serologiske metoder kombineret med ELISA.

Eksempler pa disse tests er Sabin-Feldmans farvetest og forskellige agglutineringstests.
Sabin-Feldmans farvetest anses som ’den gyldne standard test”, da den er meget fglsom og
specifik, og ikke kan give falske resultater. Farvetesten kraever dog brug af levende,
virulente T. gondii organismer, og foretages derfor nu primert som referencetest i fa
laboratorier.

Agglutineringstest er nemme at foretage, da de ikke kraever noget sarligt udstyr eller
konjugat, som ELISA ggr. (Dubey, 2007)

Diskussion

Nu er der gennemgaet en reekke immunologiske testmetoder, der kan diagnosticere toxoplasmose.
Desverre er sadanne tests jo ikke gratis at udfare, og derfor vil der altid vaere sygdomme der
prioriteres hgjere end andre med hensyn til undersggelser og forebyggelse.

Det kan diskuteres, hvor hgjt undersggelse for og forebyggelse af toxoplasmose skal prioriteres,
da det, som tidligere beskrevet, sjeeldent er en infektion med alvorlige falger.

Dette er umiddelbart grund nok til, at der ikke bar bruges mange ressourcer pa denne sygdom
sammenlignet med mere alvorlige sygdomme. Dog bgr man hefte sig ved det faktum, at

toxoplasmose kan have alvorlige konsekvenser for patienter med sveekket immunforsvar.

% positive for toxoplasma in 2007

80 Som det ses pa denne oversigt over
60 resultaterne fra en undersggelse foretaget
40 af Statens Serum Insitut i 2007, stiger
20 nn D i Tﬂ_ﬂ_ﬂ_ﬂ_ﬂ_w H antallet af T. gondii inficerede danskere
’ mggggggg@gggggﬁg; med alderen. Kilde: (Nielsen, 2007)
A D SRR gsengagre”

Dette er veerd at tage med i betragtningen, nar man overvejer, hvor mange ressourcer der skal
bruges pa at undersgge for og forebygge mod toxoplasmose. Jo &ldre man bliver, jo stagrre er
risikoen for at man i lgbet af sit liv rammes af en alvorlig sygdom, eller pa grund af alderdom far
nedsat immunforsvar. Derfor kan man forestille sig, at det kan blive en farlig kombination,
efterhanden som flere bliver inficeret med T. gondii og flere bliver ramt af kreeft eller andre

alvorlige sygdomme.
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Stigningen, der ses pa oversigten, skyldes sandsynligvis indtag af ikke-gennemstegt kad,

og derefter dannelser af veaevscyster, der bliver i kroppen resten af livet, men der er ikke foretaget
serligt ngje undersggelser af de veaesentligste smittekilder i Danmark.

Dette er et omrade, man kunne overveje at bruge flere ressourcer pa. Hvis man kender de primare
smitteveje, er det nemmere at satte effektivt ind med forebyggelsesvarktgjer.

At forebygge er iser vigtigt for at bekeempe en sygdom som toxoplasmose, da den er meget svar
at behandle. Man kan symptombehandle i alvorlige tilfeelde, men da selv ikke vores eget
immunforsvar ved fuld styrke kan udrydde veevscyster, har det endnu ikke veeret muligt at finde en

effektiv behandlingsform, der helt kan fjerne sygdommen.

Derudover kan det diskuteres, om der skal vaere gget fokus pa undersggelse af seerligt udsatte
grupper. Man er i starre grad begyndt at undersgge blandt andet organdonorer og —modtagere,
kreeftramte, der skal have knoglemarvstransplantation, og patienter med AIDS i udbrud, men der
sker sandsynligvis en stigning i antallet af tilfelde, hvor undersggelser for toxoplasmose vil veere

relevant.

En anden seerligt udsat gruppe er som tidligere naevnt gravide, der ikke har veeret smittet for.

Da medfadt toxoplasmose kan have alvorlige konsekvenser, burde man maske undersgge nermere
for dette. Men fra 1999-2007 foretog man rutinemaessige undersggelser af nyfgdte, og fandt, pa
trods af et omfang pa 65.000 undersggte arligt, kun 10-15 inficerede arligt. Det viste sig alts3, at
det ikke kan betale sig at undersgge alle nyfagdte, uden at have en mistanke for infektion. Derfor
foretages der ikke laengere rutinemaessigt screeninger af nyfgdte for toxoplasmose. Derudover har
man ikke kunne pavise en sammenhzang mellem tidlig behandling og @ndrede fremtidsudsigter for
immunkompetente inficerede bgrn. (Sundhedsstyrelsen, 2007).

Arsagerne til, at der ikke findes flere inficerede fostre, er sandsynligvis en blanding af, at mange
danske kvinder allerede vil veere inficeret fgr graviditeten, og derfor ikke kan overfgre smitten til
fosteret, og at der oplyses meget om forholdsregler, gravide bar tage mod T. gondii.

Der vil selvfglgelig stadig settes ind med undersggelse og eventuel behandling, hos nyfgdte med

symptomer pa alvorlig medfadt toxoplasmose.

En helt anden grund til, at T. gondii maske er vaerd at bruge ressourcer pa, er, at den er sa tat

beslaegtet med Plasmodium (der forarsager malaria) og samtidig er nem at opformere in vitro i
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modsetning til Plasmodium. At de er sa neert beslegtede, betyder, at man i nogle tilfeelde kan
overfgre resultater fra forsgg med den ene parasit direkte til den anden.

T. gondii kan altsa bruges som forsggsmodel, nar man undersgger blandt andet behandling af og
vaccination med malaria. Hvor toxoplasmose ikke draeber mange mennesker pa verdensplan, er

malaria en helt anden snak. Iser i Afrika syd for Sahara er malaria et meget stort problem.

Sammenfatning og konklusion

T. gondii er en intracelluleer protozoisk parasit, der findes i stort set hele verden og har inficeret en
stor del af verdens befolkning. Infektion med T. gondii kaldes toxoplasmose, og er sjeldent farligt
for immunkompetente patienter. Ud over at inficere mennesker, kan parasitten inficere alle

varmblodede vertebrater som mellemverter, og katten som hovedveert.

Parasitten har en kompleks livscyklus, der primeert karakteriseres af de tre stadier tachyzoitter
(hurtigtdelende, skyld i akut toxoplasmose), bradyzoitter (langsomtdelende, findes i vaevscyster,
skyld i kronisk toxoplasmose) og oocyster (aeg). Af disse er oocyster og bradyzoitter den
vaesentligste smittekilde og optages primert gennem utilberedt ked og gransager, urent

drikkevand og havearbejde eller anden omgang med kontamineret jord/vand.

Parasitten bekampes til en vis grad af det humane immunforsvar, hvor iser proteingruppen
antistoffer spiller en vigtig rolle. Antistoffer bruges ogsa i en reekke immunologiske metoder,
heriblandt ELISA. En kombination af forskellige immunologiske test er ngdvendigt for at
diagnosticere toxoplasmose korrekt, men den rette kombination vil til gengeeld vare serdeles
effektiv.

Dog kan det diskuteres, hvor mange ressourcer der skal bruges pa at diagnosticere toxoplasmose,
da den sjeeldent er farlig.

Det kan ud fra denne opgave konkluderes, at det muligvis vil vaere fordelagtigt at undersgge de
primere smitteveje i Danmark, da dette vil veere et stort skridt indenfor forebyggelse.
Forebyggelse af toxoplasmose er sandsynligvis den mest effektive metode til at bekeempe
sygdommen, og det kan vise sig at veere ngdvendigt, da toxoplasmose kombineret med andre
sygdomme kan have fatale konsekvenser.

Derimod ser det ikke ud til at kunne betale sig at undersgge alle gravide og nyfadte, pa trods af at
dette er en serlig risikogruppe i tilfelde af infektion, da meget fa nyfadte er inficerede og endnu

feerre har brug for behandling.
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Bilag 1 — Opgavens omfang

Opgaven er skrevet med fond Times New Roman, skriftsterrelse 12 og 1,5 linjeafstand.
Uden illustrationer, men med brgdtekst, billedtekster og fodnoter har opgaven fglgende omfang:
Sidetal: 18

Anslag: 37.973
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Bilag 2 — Mailkorrespondance med Henrik Vedel Nielsen, ansat ved Statens
Serum Institut

Mail fra mig til Henrik:

Hej Henrik

Jeg skal i min SRP-opgave om Toxoplasma gondii diskutere, hvor mange ressourcer man bgr bruge pa at
undersage for og forebygge toxoplasmose.

Jeg teenkte pad, om du kunne hjeelpe mig med dette spargsmal?

Hvor meget fokus er der pa toxoplasmose, og er det nok?

Hvor stort et problem er toxoplasmose, og kan det forvaerres af f.eks. stigende antal af kreeftramte hvis
immunforsvar svaekkes under behandlingen?

Hvilke argumenter findes der for og imod at bruge mange ressourcer pa at undersagge for toxoplasmose?
Pa forhand tak

Hilsen Amalie

Svar fra Henrik:
Hej Amalie

Jeg havde lige lidt travlt sa jeg havde ikke faet svaret dig.
Det er jo flere og store spgrgsmal der ikke lige kan svares nej eller ja til.

Min mening er at man kunne overveje om der skulle bruges flere resurser pa at undersgge hvorledes vi
egentligt bliver smittet i DK og andre lande (jeg vedlaegger lige en powepoint slide der viser % positive i
forhold til alder, pa de prgver vi modtog pa SSl i 2007). Her ses jo tydligt at jo laengere vi lever jo stgrre er
risikoen for at blive smittet — jo sikkert igennem ikke gennemstegt kgd, men dette er f.eks. ikke undersggt
seerligt ngje og slet ikke i Danmark.

Udover problematikken med de gravide, undesgger vi jo i dag ofte organ donorer (og modtagere), kraeft
ramte der skal have knoglemarvstransplantation og AIDS i udbrud m.m. for toxoplasmose. Og da vi jo kan
se af figuren at omkring 50% af befolkningen over 50 ar er smittet og vi har flere og flere i de ovennaevnte
sygdomsgrupper er det jo meget relevant at huske at undersgge for toxoplasma. Jeg har ingen tal pa hvor
mange undersggelser der bliver foretaget pa dette omrade eller data pa om der kan vaere problemer
omkring hvorvidt det bliver “glemt”, men jeg tror at der ma vaere en stigning i antal tilfelde hvor det er
relevant.

Hvis det kunne vaere muligt at reducerer antallet af mennesker der bliver smittet med denne parasit,
kunne det jo vaere en god made at mindske problemet pa. Maske mere forskning i udvikling af bedre
behandling eller udvikling af en vaccine.

Bare skriv igen hvis du har flere spgrgsmal

Mvh
Henrik

Mailkorrespondancen danner grundlag for store dele af diskussionen.
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Bilag 3 — Diagram over antallet af toxoplasmoseramte danskere

% positive for toxoplasma in 2007
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Nielsen, H. V. (2007). Andelen af smittede i forhold til alder. Danmark: Statens Serum Institut.
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Bilag 4 — Abstract fra artiklen “Decreased level of psychobiological factor
novelty seeking and lower intelligence in men latently infected with the
protozoan parasite Toxoplasma gondii Dopamine, a missing link between
schizophrenia and toxoplasmosis?” af JaroslavFlegr

Abstract

Toxoplasma gondii, a parasitic protozoan, infects about 30-60% of people worldwide. The
latent toxoplasmosis, i.e. life-long presence of cysts in the brain and muscular tissues, has no
effect on human health. However, infected subjects score worse in psychomotor performance
tests and have different personality profiles than Toxoplasma-negative subjects. The
mechanism of this effect is unknown; however, it is supposed that presence of parasites’ cysts
in the brain induces an increase of the concentration of dopamine. Here we search for the
existence of differences in personality profile between Toxoplasma-positive and Toxoplasma-
negative subjects by testing 857 military conscripts using a modern psychobiological
questionnaire, namely with Cloninger’s Temperament and Character Inventory (TCI).
ANCOVA showed that Toxoplasma-positive subjects had lower Novelty secking (NS) scores

(P =0.035) and lower scores for three of its four subscales, namely Impulsiveness (P = 0.049),
Extravagance (P =0.056) and Disorderliness (P =0.006) than the Toxoplasma-negative
subjects. Differences between Toxoplasma-negative and positive subjects in NS was inversely
correlated with duration of toxoplasmosis estimated on the basis of concentration anti-
Toxoplasma antibodies (P =0.031). Unexpectedly, the infected subjects had also lower 1Q
(P> =10.003) and lower probability of achieving a higher education (#, <0.0000). Decrease of
NS suggests that the increase of dopamine in brain of infected subjects can represent a missing
link between toxoplasmosis and schizophrenia.

«© 2003 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Toxoplasmosis; Schizophrenia; Dopamine; Manipulation hypothesis; TCI 1Q: Parasite;
Behavior
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Bilag 5 — Figur over T. gondiis livscyklus
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FIGURE 1.1 Life cycle of T2 gondii.

Dubey, J. P. (2007). The History and Life Cycle of Toxoplasma gondii. | L. M. Weiss, & K. Kim, Toxoplasma
gondii - THE MODEL APICOMPLEXAN: PERSPECTIVES AND METHQDS (s. 6-7). London: Elsevier.
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