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ABSTRAKT 

Larvální toxokaróza je celosvětově rozšířená zoonóza vyskytující se v rozvinutých státech i 

zemích třetího světa. Původcem onemocnění jsou škrkavky rodu Toxocara, primárně střevní 

paraziti psů, koček a dalších šelem. Životaschopnými vajíčky, uvolněnými do prostředí se 

stolicí psa, se mohou nakazit nejen definitivní hostitelé, ale také hostitelé parateničtí, mezi 

které kromě mnoha obratlovců a některých bezobratlých patří i člověk. U člověka může 

migrace larev způsobit vážné a nenávratné poškození tkání, které je charakterizováno různými 

klinickými formami onemocnění. 

Pro účely rutinní diagnostiky larvální toxokarózy je dosud nejčastěji využívanou metodou 

ELISA a Western blot, které umožňují průkaz reakce specifických protilátek s larválním 

exkrečně-sekrečním produktem (TES). TES je pro účely diagnostiky získáván z larev 

kultivovaných larev v živném médiu. Příprava takové antigenní směsi je velmi pracná a 

v jednotlivých laboratořích se může lišit. Současný výzkum v oblasti diagnostiky larvální 

toxokarózy je proto zaměřen i na standardizaci sérodiagnostických postupů. Zásadní 

předpokladem je znalost detailního složení TES, zejména antigenních (proteinových) 

molekul. U Toxocara canis je však počet prací věnujících se charakterizaci TES produktů 

larev zatím stále velmi omezen.  

 

 

Klíčová slova: Toxocara canis, larvální toxokaróza, TES, rekombinantní proteiny, 

séroprevalence 

 

 



ABSTRACT 

Larval toxocarosis is a worldwide widespread zoonosis occurring in developed countries as 

well as developing countries. The disease is caused by roundworms of the genus Toxocara, 

primarily intestinal parasites of dogs, cats and other animals. Viable eggs released into the 

environment with the dog's faeces can infect not only definitive hosts, but also paratenic 

hosts, which include many vertebrates, some invertebrates, and also humans. In humans, 

larval migration can cause severe and irreversible tissue damage, which is characterized by 

various clinical forms of the disease. 

For the purposes of routine diagnosis of larval toxocarosis, the most frequently used method 

so far is ELISA and Western blot, which enable the reaction demonstration of specific 

antibodies with the larval excretory-secretory product (TES). TES is obtained for diagnostic 

purposes from larvae cultured in nutrient medium. The preparation of such an antigenic 

mixture is very laborious and may vary across the laboratories. Current research in the field of 

diagnosis of larval toxocarosis is therefore focused on the standardization of serodiagnostic 

procedures. A fundamental prerequisite is knowledge of the detailed composition of TES, 

especially antigenic (protein) molecules. However, the number of studies devoted to the 

characterization of larval TES products is still very limited. 

 

 

Key words: Toxocara canis, larval toxocarosis, toxocariasis, TES, recombinant proteins, 

seroprevalence 
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1. ÚVOD 

Toxocara canis (škrkavka psí) je primárně střevní parazit psů. Psi, jakožto definitivní 

hostitelé, jsou hlavním zdrojem infekce pro paratenické a náhodné hostitele, kdy vylučují do 

prostředí společně se stolicí vajíčka škrkavek. Člověk se nejčastěji nakazí pozřením vajíček 

s infekční larvou konzumací neomyté zeleniny, ovoce nebo vody obsahující kontaminované 

zbytky zeminy. Larvy se následně uvolňují z vajíčka ve střevech hostitele a migrují skrze 

krevní řečiště do různých tkání a orgánů, kde způsobují vážná a nenávratná poškození 

vnitřních orgánů. Toto onemocnění se u člověka nazývá larvální toxokaróza a celosvětově jí 

trpí cca 19 % populace (Rostami et al. 2019b).  

Pro účely rutinní diagnostiky larvální toxokarózy jsou nejčastěji využívanými metodami 

ELISA a Western blot pro průkaz reakce specifických protilátek třídy IgG s T. canis 

exkrečně-sekrečním antigenem, který je získáván kultivací larev v živném médiu a jeho 

sběrem. Příprava takové antigenní směsi je velmi pracná a je omezena především z hlediska 

standardizace; mnohé komerční laboratoře jsou závislé na neustálém přísunu samic dospělých 

škrkavek, následné kultivaci larev a produkci vlastních antigenů. Jako problematická se jeví 

také neznalost přesného proteinového složení směsi získaných antigenů, které se s ohledem na 

podmínky zpracování může značně lišit. Další velkou nevýhodou je nízká specificita v 

oblastech, kde jsou zaznamenávány infekce jinými parazity, a dochází zde ke zkříženým 

reakcím a tím i zaznamenání falešných výsledků. 

Současný výzkum související se zkvalitněním sérodiagnostických postupů by měl být 

orientován především na identifikaci jednotlivých specifických antigenů. Přestože mezi 

významnými antigeny byly charakterizovány i různé molekuly proteinů, tak komplexní 

zhodnocení proteinového složení exkrečně-sekrečních produktů s využitím hmotnostně-

spektrometrických metod je prozatím na počátku výzkumu.  
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Hlavní náplní této disertační práce je proto rozšířit dosavadní poznatky a přinést nové 

informace ohledně proteinového složení exkrečně-sekrečních produktů infekčních larev 

T. canis a jejich možné aplikace v sérodiagnostice larvální toxokarózy. Tato práce se dále 

zabývá aktuální séroprevalencí larvální toxokarózy v České republice, předkládá dlouho 

potřebná aktuální data, která mohou přispět ke zlepšování mechanismů prevence nákazy. 

Práce se také věnuje zhodnocení infekce larvami T. canis u myší s 

indukovanou experimentální autoimunitní encefalomyelitidou a možného vlivu infekce na 

neurodegenerativní onemocnění u člověka. Předkládaná disertační práce je výsledkem geneze 

výzkumu v rámci studia larvální toxokarózy a zároveň snahou o propojení různorodých témat; 

právě tímto přispívá ke komplexnímu pohledu na problematiku onemocnění larvální 

toxokarózy.  
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2. LITERÁRNÍ PŘEHLED 

2.1 Škrkavka Toxocara canis 

Parazitické škrkavky rodu Toxocara Stiles, 1905 jsou tradičně taxonomicky řazeny do čeledi 

Ascarididae Blanchard, 1849, třídy Secernentea a kmene Nematoda Rudolphi, 1808. Rod 

v současnosti zahrnuje celkem 19 druhů (Bowman, 2020).  

Toxocara canis Werner, 1782 (škrkavka psí) je gastrointestinální parazit psů a psovitých 

šelem. Dospělé hlístice jsou odděleného pohlaví, samice měří 6–18 cm a jsou delší než samci 

(4–10 cm). Tělo dospělců má kruhový průřez a je kryto několikavrstevnou kutikulou 

s cervikálními eliptickými křidélky (alae). Samci mají na kaudálním konci kutikulární 

prstovitý přívěsek (digitiform appendage) a ocasní křidélka (Schacher 1957; Glickman & 

Schantz 1981; Okulewicz et al. 2012).  

 

 

Obr. 1. Vývoj vajíčka T. canis do stadia infekční L3 larvy. A) jednobuněčné stadium, 

B) dvoubuněčné stadium, C) raná morula, D) vajíčko obsahující L3 larvu, E) vylíhnutí L3 

larvy, F) infekční L3 larva. Měřítko 20 μm. Převzato z Waindok et al. (2021). 
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Vývoj dospělců probíhá z nerozrýhovaného vajíčka přes 4 larvální stadia (L1–L4), která jsou 

oddělena svlékáním staré a tvorbou nové kutikuly. Stadium L3 je infekční.  

 

2.1.1 Životní cyklus 

Životní cyklus Toxocara canis je komplikovaný, může být monoxenní, přímý (nezahrnuje 

mezihostitele) nebo heteroxenní, nepřímý (zahrnuje paratenického hostitele) (Obr. 2).  

 

 

Obr. 2. Schéma životního cyklu T. canis. Nerozrýhovaná vajíčka se vylučují trusem 

definitivního hostitele (1). Vajíčka se během 1–4 týdnů rýhují v prostředí a stávají se 



17 

 

infekčními – obsahují larvu třetího stadia (L3) (2). Po požití vajíček definitivním hostitelem, 

se vylíhnou larvy, které proniknou stěnou střeva (3). U mladších psů larvy migrují plícemi, 

bronchiálním stromem a jícnem, kde jsou vykašlány a spolknuty – přenos do 

gastrointestinálního traktu; dospělí červi se vyvíjejí a produkují vajíčka v tenkém střevě (4). U 

starších psů se také může objevit infekce jako u mladších psů, ale larvy častěji migrují přes 

střevo do tkání, kde zůstanou v dormantním stadiu. U březích fen jsou tyto larvy reaktivovány 

a mohou infikovat mláďata transplacentární a transmammární cestou. U štěňat se následně 

vyvíjí dospělci s následnou produkcí vajíček (5). Larvy T. canis mohou být pozřeny 

náhodnými/paratenických hostiteli (6). Larvy pronikají stěnou střeva a migrují do různých 

tkání, kde zůstanou v dormantním stadiu (7). Životní cyklus je dokončen, když definitivní 

hostitel zkonzumuje larvy v hostitelské tkáni a z larev se v tenkém střevě vyvinou dospělí 

červi (9). Lidé se mohou nakazit požitím infekčních vajíček (6) nebo nedostatečně tepelně 

upraveným masem/vnitřnostmi infikovaných paratenických hostitelů (7). Po požití se larvy 

vylíhnou a larvy pronikají střevní stěnou. Oběhem jsou přenášeny do různých tkání (8). Larvy 

v těchto místech neprocházejí žádným dalším vývojem, mohou však způsobit lokální reakce a 

mechanické poškození, které způsobí larvální toxokarózu. Upraveno dle Waindok et 

al. (2021). 

 

Nerozrýhovaná vajíčka o velikosti 80–85 µm jsou vylučována do prostředí se stolicí 

definitivními hostiteli, především mladými psy. Ve vnějším prostředí probíhá rýhování 

vajíček, tvoří se larva, která se dvakrát svléká a vyvíjí se do stadia L3 – infekční larvy 

(Schnieder et al. 2011). Doba rýhování je závislá na teplotě a vlhkosti prostředí, v ideálním 

případě trvá 3–6 týdnů, může však trvat i několik měsíců až rok (Overgaauw & Nederland 

1997).  
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Po pozření vajíček hostitelem se larvy líhnou do 2–4 hodin v duodenu. Uvolněné L3 larvy 

pronikají sliznicí střeva a po proniknutí do střevní stěny vstupují, tzv. hepato-pulmonární 

migrací, do lymfatického systému a migrují do mezenterických lymfatických uzlin, kde 

vstupují do žilních kapilár. Přes portální oběh jsou zaneseny do jater, kde část larev zůstává 

v jaterních kapilárách. Zbylé larvy játra opouštějí a přesouvají se do plic. Z plic se larvy 

mohou vydat dvěma různými cestami v závislosti na infekční dávce, věku a imunitním stavu 

infikovaných psů (Schnieder et al. 2011) . 

U štěňat/mladých psů larvy vstupují do alveol, přes bronchioly jsou zaneseny do hltanu, kde 

jsou spolknuty a v malém střevě dokončují vývoj, resp. vyvíjí se dospělí jedinci. Pohlavní 

zralosti dosahují za 4–5 týdnů, kdy začínají produkovat vajíčka. Dospělé škrkavky žijí ve 

střevě cca 4 měsíce (Glickman & Schantz 1981; Bowman 2020). 

U starších nebo již dříve infikovaných psů, probíhá tzv. somatická migrace. V takovém 

případě se larvy vrací do oběhu a jsou roznášeny krví do tkání (svaly) a orgánů (ledviny, játra, 

plíce, srdce a tkáně CNS), kde zůstávají opouzdřeny v dormantním stadiu (Glickman & 

Schantz 1981; Schnieder et al. 2011). 

U březích fen může dojít k reaktivaci somatických larev a štěňata se mohou nakazit larvami in 

utero, resp. dochází k transplacentárnímu přenosu (intrauterinní infekce). Mechanismus 

reaktivace larev není plně pochopen, nicméně pravděpodobně se jedná o změnu hormonálního 

profilu feny. Dospělé hlístice poté nalézáme u 14denních štěňat. Štěňata mohou být nakažena 

i z mateřského mléka a kolostra (transmammární přenos, laktogenní infekce). Larvy škrkavek 

mohou být přítomny v mléku až 38 dní po vrhu (Overgaauw & Nederland 1997; Schnieder et 

al. 2011).  

Definitivní hostitelé se mohou nakazit i nepřímou cestou, a to přes paratenické hostitele, ve 

kterých se škrkavky nevyvíjí, ale slouží jako rezervoáry infekce. Paratenickými hostiteli 
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mohou být savci, ptáci, a dokonce i bezobratlí (Wu & Bowman 2020), kteří se nakazí 

náhodně z prostředí. U paratenických hostitelů probíhá somatická migrace, larvy L3 jsou 

životaschopné v dormantním stadiu přítomny ve tkáních a orgánech i několik let, pes/psovitá 

šelma se nakazí pozřením masa nakaženého zvířete (Strube et al. 2013).  

 

2.1.2 Larvální toxokaróza 

Lidská larvální toxokaróza je celosvětově rozšířená zoonotická tkáňová helmintóza 

vyskytující se v rozvojových i rozvinutých zemích světa. Podle CDC je v současné době 

infikováno téměř 2 miliardy lidí nematody rodu Ascaris sp., Trichuris sp. nebo 

Ancylostoma/Necator sp., tzv. STH – soil-transmitted helminths (Centers for Disease Control 

and Prevention, 2020). Z dalších zdrojů vyplývá, že do této skupiny nematodů STH jsou 

řazeni i zástupci rodu Toxocara sp. (Lynn et al. 2021). Ve světovém měřítku je však larvální 

toxokaróza většinou opomíjena i z důvodu často asymptomatického průběhu onemocnění či 

nedostatku statistických dat (Hotez 2020).  

Původcem onemocnění jsou škrkavky Toxocara spp. primárně gastrointestinální paraziti psů, 

koček a dalších savců. Člověk se nakazí alimentární cestou, tj. náhodnou konzumací vajíček 

obsahujících larvu L3. Zdrojem nákazy pro člověka je nejčastěji kontaminovaná půda a voda 

nebo neomytá syrová zelenina (Overgaauw & van Knapen 2013). Vzácně pak k nákaze 

dochází i pozřením nedostatečně tepelně upraveného masa nebo vnitřností paratenických 

hostitelů, např. krav nebo drůbeže (Choi et al. 2008; Su Park et al. 2010). Vzácně může dojít 

k infekci i ze srsti domácích mazlíčků (Maurelli et al. 2019). 

Člověk je náhodným hostitelem, nákaza u něj probíhá jako u paratenického hostitele, tzn. 

somatickou migrací larev. Larva L3 se v tenkém střevě uvolňuje z vajíčka a přes střevní stěnu 
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se dostává do krevního oběhu, migruje přes játra a plíce, odkud je dále zanášena do tkání a 

orgánů (Obr. 3).  

Larva poté může aktivně migrovat po těle a zapouzdřit se ve tkáních a orgánech, v dalším 

vývoji již dále nepokračuje. 

 

 

Obr. 3. Histopatologické změny ve vnitřních tkáních u paratenického hostitele 

(pískomil). Stav 15. den po infekci T. canis: a) mozek s intaktními larvami (šipky) bez 

zánětlivé reakce; b) ledvina s eozinofilními infiltráty mezi tubuly (*); c) játra s granulomy, 

eozinofily a makrofágy sousedícími s larvou (šipka) a d) 60. den po infekci, plicní tkáň s 

granulomy a velkým počtem eozinofilů. Barveno HE. Převzato z Flecher et al. (2016). 
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2.1.2.1 Klinické formy 

Široké spektrum klinických a patologických změn u larvální toxokarózy, stejně jako četnost 

asymptomatických infekcí způsobují potíže při identifikaci i klasifikaci klinických případů 

onemocnění. Závažnost a rozsah nákazy je multifaktoriální, závisí na typu napadené tkáně, 

počtu migrujících larev a v neposlední řadě na imunitě a celkovém stavu hostitele. 

Existují 4 syndromy larvální toxokarózy: visceral larva migrans (VLM), ocular larva 

migrans (OLM), neurotoxokaróza (NT) a skrytá („covert“) toxokaróza (CT) (Magnaval et al. 

2001; Fan et al. 2015) . Symptomy u každého z nich se liší (Obr. 4). 

 

Obr. 4. Klinické formy larvální toxokarózy. Přehled nejčastějších příznaků a laboratorních 

nálezů v séru. (↑) zvýšení parametru, (+) přítomnost parametru, (-) nepřítomnost parametru, 

(+/-) parametr může a nemusí být přítomen. Reference k tabulce v textu. Upraveno dle 

Rostami et al. (2019a). 
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VLM 

První případ VLM byl popsán u dvouletého chlapce s eozinofilií v roce 1947 (Perlingiero & 

Gyorgy 1947). Syndromem VLM častěji trpí děti ve věku 2–7 let s potvrzenou geofagií a 

kontaktem s rizikovými domácími mazlíčky (Glickman & Schantz 1981). Játra jsou nejčastěji 

postiženým orgánem a jsou spojována s tvorbou granulomatózních lézí obsahujících larvu 

v dormantním stavu. Dalšími napadenými orgány bývají ledviny, svaly, plíce a srdce (Obr. 3). 

Akutní příznaky VLM jsou obvykle spojené s hepato-pulmonární migrací larev. Symptomy 

často zahrnují bolest břicha, sníženou chuť k jídlu, neklid, horečku, respirační příznaky (kašel, 

sípání, dušnost, bronchospasmus, astma aj.), kožní příznaky (prurigo, urtikárie, ekzém aj.), 

hepatomegalii a únavu (Obr. 5). V laboratorní nálezu bývá přítomna leukocytóza, eozinofilie 

a hypergammaglobulinémie (Gavignet et al. 2008; Chen et al. 2018; Auer & 

Walochnik 2020).  

 

 

Obr. 5. Kožní příznaky spojené se syndromem VLM larvální toxokarózy. a) kopřivka, b) 

chronické prurigo, c) diseminovaný ekzém. Upraveno z Gavignet et al. (2008). 
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OLM 

Syndrom OLM se vyskytuje v 80 % u starších dětí mladších 16 let, ale je popisován také u 

dospělých. Bývá postiženo pouze jedno oko (Taylor 2001; Rubinsky-Elefant et al. 2010). 

Infekce OLM je spojována s nízkou infekční dávkou larev, tzv. larvální náloží (Glickman & 

Schantz 1981). Larva T. canis v oku nebo očním nervu zpočátku vyvolává eozinofilní 

odpověď – je obklopena eozinofily produkujícími eozinofilní absces/lézi (Obr. 6). Velikost 

zánětlivé reakce značně převyšuje velikost larvy, která ji obaluje. V dlouhodobých lézích 

nemusí být přítomny žádné zbytky larev, buď dojde ke zničení larvy, nebo larva migruje na 

jiné místo a v důsledku zbylých reziduí TES antigenu na původním místě dochází k dalšímu 

rozvoji zánětu (Taylor 2006). Nejčastějším příznakem je postupné zhoršování zraku s 

nástupem v dnů až týdnů, dalšími znaky může být strabismus, uveitida, leukokorie nebo 

zvláště u dětí retinoblastom (Taylor 2006; Rubinsky-Elefant et al. 2010). Oční infekce může 

být také subklinická a detekovaná pouze při rutinním očním vyšetření (Auer & 

Walochnik 2020). U infekce může být zvýšené celkové IgE, nicméně specifické anti-

Toxocara protilátky a eozinofily nebývají v séru zvýšeny, pravděpodobně z důvodu nízké 

larvální nálože při infekci, která nedokáže vyvolat dostatečnou imunitní reakci (Glickman & 

Schantz 1981; Fillaux & Magnaval 2013; Ahn et al. 2014).  
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Obr. 6. Fundoskopické a ultrasonografické nálezy spojené se syndromem OLM. 

a) periferní léze sítnice a sklivce s lokalizovanou masou bělavé tkáně zahrnující sítnici a 

periferní sklivec a fibrocelulární pás probíhající z periferie směrem k optickému nervu nebo 

zadní sítnici, b) sklivcový pás nebo membrána (šipka) táhnoucí se mezi zadním pólem a 

vysoce reflexní periferní hmotou. Převzato z Rubinsky-Elefant et al. (2010). 

 

NT 

Invaze larev L3 do CNS, případně do míchy a periferních nervů, se nazývá neurotoxokaróza. 

Onemocnění je u lidí poměrně vzácné, od roku 1950 až dodnes byly zaznamenány nižší 

stovky potvrzených případů, nicméně toto číslo může být značně podhodnocené, protože u 

experimentálních zvířat (např. u myší kmenů BALB/c and C57BL/6J) je afinita larev k CNS 

dobře zmapována (Fan et al. 2015; Auer & Walochnik 2020; Strube et al. 2020). Klinické 

příznaky NT u lidí jsou spojeny s encefalitidou, myelitidou, cerebrální vaskulitidou, 

eozinofilní meningoencefalitidou a dalšími neurologickými zánětlivými onemocněními 

(Obr. 7). Postižení pacienti mohou trpět bolestmi hlavy, přecitlivělostí na světlo, slabostí, ale 

také epilepsií nebo poruchami chování (Quattrocchi et al. 2012; Fan et al. 2015; Strube et 
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al. 2020). Diagnostika NT je založena na přítomnosti vysokého titru anti-Toxocara protilátek 

v séru nebo CSF, eozinofilie v séru nebo CSF a zobrazovacích technikách (Fan et al. 2015). 

 

 

Obr. 7. Encefalomyelitida spojená s NT zobrazena pomocí magnetické rezonance. a) T2-

vážený sagitální obraz páteře ukazující hyperintenzní lézi (šipka) s rozsáhlým perilezionálním 

edémem v horní části krční páteře, b) T1-vážený axiální postkontrastní snímek mozku ukazuje 

mnohočetné prstencové léze (šipka) v bilaterální frontoparietální bílé hmotě s nodulárním 

zesílením stěny pozorovaným v levé frontální lézi. Převzato z Sánchez et al. (2018). 

 

CT 

Skrytá toxokaróza je často doprovázena nespecifickými příznaky, např. bolest břicha a hlavy, 

nevolnost, zvýšená teplota, příznaky nachlazení, kožní obtíže apod. (Taylor et al. 1987; Fan et 

al. 2015). Tyto příznaky se liší u dětí i dospělých, proto tyto symptomy často nejsou 

přisuzovány parazitárnímu onemocnění. U pacientů jsou po několika týdnech přítomny titry 
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anti-Toxocara protilátek, může být přítomna eozinofilie a zvýšené hladiny celkového IgE 

(Chen et al. 2018; Ma et al. 2018). 

 

Klinické formy larvální toxokarózy slouží především k orientaci v rozdílných symptomech 

pacientů, nicméně je vhodné podotknout, že v mnoha případech nákaza probíhá inaparentně, 

asymptomaticky (Pawlowski 2001; Lee et al. 2015; Bass et al. 2016). 

 

2.1.2.2 Terapie 

Léky první volby pro léčbu larvální toxokarózy jsou benzimidazoly (albendazol, mebendazol, 

thiabendazol). Diethylkarbamazin lze také použít, ale tato léčba je vhodná pouze pro akutní 

fázi infekce nebo k zabránění vstupu larev do nervového systému nebo očí. Léčba by měla být 

doplněna kortikosteroidy (obvykle v případech oční toxokarózy), protože rozkládající se 

granulomy obsahující larvy mohou způsobit zánětlivou reakci imunitního systému. 

Asymptomatická toxokaróza se obvykle neléčí a nespecifické symptomy, pokud jsou 

přítomny, odezní bez nutnosti medikamentózní léčby (Stejskal 2005; Kolářová 2006). 

 

2.1.2.3 Séroprevalence larvální toxokarózy 

Riziko infekce Toxocara spp. je multifaktoriální. Mimo globální klimatické a ekologické 

faktory, souvisí riziko nákazy také se socioekonomickou strukturou populace, bydlištěm v 

rurálních oblastech, kontakt se zvířaty, hygienickou politikou států, zdravotním stavem 

jednotlivců apod. (Rubinsky-Elefant et al. 2010).  

V celosvětovém měřítku se séroprevalence larvální toxokarózy odhaduje na 19 % (Rostami et 

al. 2019b), nicméně séroprevalence larvální toxokarózy se mezi jednotlivými zeměmi značně 
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liší (Obr. 8). Nejvyšší průměrná séroprevalence byla pozorována v Africe (37,7 %) a Jižní 

Americe (34,1 %), na kontinentech s teplým a vlhkým klimatem a vysokou hustotou 

zalidnění, např. v Brazílii dosahuje séroprevalence 46,3 % (Dattoli et al. 2011; Rostami et al. 

2019b). Nicméně v zemích Jihovýchodní Asie dosahuje séroprevalence jedny z nejvyšších 

počtů nakažených, např. v Indonésii dosahuje séroprevalence až 84,6 % (Hayashi et al. 2005). 

Extrémním příkladem je ostrov Réunion se séroprevalencí 92,8 % (Magnaval et al. 1994).  

 

 

Obr. 8. Celosvětová séroprevalence larvální toxokarózy. Míra séroprevalence lidské 

toxokarózy byla odhadnuta pro všechny kontinenty – Afrika (38 %), jihovýchodní Asie 

(34 %), Jižní Amerika (28 %), Severní Amerika (13 %) a Evropa (11 %). Upraveno z Ma et 

al. (2020). 

 

Naopak nejnižší průměrná séroprevalence 10,5 % byla pozorována v Evropě (Rostami et al. 

2019b). V chladných oblastech Evropy, např. Dánsko 2,4 %, je séroprevalence nízká 

(Stensvold et al. 2009). Nízká séroprevalence byla pozorována i v Rakousku (1,4–3,7 %) nebo 

Švýcarku (2,7-6,5 %) (Deutz et al. 2005; Sager et al. 2006). Naopak v Rumunsku nebo 
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Španělsku dosahuje průměrná séroprevalence až 30 % (Gonzalez-Quintela et al. 2006; 

Neghina et al. 2011). Obecně lze shrnout, že nízká séroprevalence v evropských zemích 

souvisí spíše se socioekonomickými faktory, hygienickou a epidemiologickou osvětou a 

právně danými předpisy.  

V České republice larvální toxokaróza patří mezi autochtonní, ale i nezřídka importované 

nákazy a dle současných záznamů je nejčastěji diagnostikovanou tkáňovou helmintózou 

(Kolářová 2006). Séroprevalence larvální toxokarózy v české populaci byla relevantně 

zmonitorována v roce 1998 a to s výskytem anti-Toxocara IgG protilátek ve výši 18–20 % 

(Uhlíková & Hübner 1998). Poslední aktuální data však uvádějí séroprevalenci 3,6 % 

(Skulinová et al. 2020). 

V rámci sociologických faktorů je nejvyšší riziko nákazy u dětí (Ma et al. 2020). To potvrzuje 

i metaanalýza kolektivu Rostami et al. (2019b), kde nízký věk získal nejvyšší skóre rizika 

v rámci sociodemografických faktorů. To lze interpretovat tak, že děti mají častější kontakt s 

půdou a domácími zvířaty, a zároveň mají nižší míru osobní hygieny (Rostami et al. 2019b).  

Faktory, jako práce se zvířaty nebo častý kontakt s kontaminovanou půdou, byly několikrát 

potvrzeny jako významné faktory rizika infekce (Deutz et al. 2005; Won et al. 2008; Jarosz et 

al. 2010; Lassen et al. 2016). Ve studii Deutz et al. (2005) z Rakouska zaznamenali autoři 

nejvyšší séroprevalenci u farmářů (44 %), následně u veterinářů (27 %), pracovníků jatek 

(25 %) a lovců/myslivců (17 %). V kontrolní skupině byla séroprevalence pouhá 2 %. To 

může souviset i se zjištěním, že mužské pohlaví je asociováno s vyšším rizikem infekce 

(Rostami et al. 2019b).  

I přesto, že výzkumu séroprevalence larvální toxokarózy (T. canis) je věnována značná 

pozornost, tak stále existují mezi jednotlivými studiemi určité rozdíly, které je důležité brát na 

vědomí při srovnávání dostupných dat a informací. Získaná data pro odhady jednotlivých 
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séroprevalencí nikdy nejsou porovnatelná – mohou obsahovat různé věkové kohorty, 

konkrétní oblast/region s určitými specifiky ve srovnání se zbytkem země, zaměření na 

určitou sociodemografickou skupinu, počet vzorků ve studii, použité metody pro stanovení 

hladiny protilátek apod. (Ma et al. 2020). S posledním jmenovaným souvisí, že i přes 

veškerou snahu a současný stav poznání, nelze spolehlivě rozlišit akutní a chronickou infekci. 

Existuje mnoho studií, kde se autoři pokouší tuto situaci rozlišit na základě stanovení různých 

tříd imunoglobulinů, avidity, monitoringem biochemických a hematologických parametrů, 

použitím kombinace různých metod (Hübner et al. 2001; Fillaux & Magnaval 2013; Noordin 

et al. 2020). V návaznosti na tuto problematiku se stále nedaří spolehlivě rozlišit na základě 

detekce protilátek infekci larvami T. canis od ostatních druhů rodu Toxocara (T. cati, 

T. malayensis atd.) (Poulsen et al. 2015; Holland 2017). Výsledky jednotlivých 

séroepidemiologických studií mohou být zkreslené nejen nákazou různými druhy rodu 

Toxocara, ale také jinými druhy parazitů, které pozitivně/nespecificky reagují v užitých 

diagnostických metodách (Romasanta et al. 2003; Jin et al. 2015). Tyto zkřížené reaktivity 

nemusí být nutně způsobeny nákazou jinými organismy, ale také autoimunitními chorobami, 

jako je např. astma (Muñoz-Guzmán et al. 2010).  

 

2.1.2.4 Regulace imunitní odpovědi u člověka 

Interakce mezi larvami T. canis a imunitním systémem hostitele byly zkoumány v četných 

studiích především za použití hlodavců jako modelových organismů pro paratenické hostitele 

(Kusama et al. 1995; Pinelli et al. 2008; Resende et al. 2015). Larvy T. canis využívají četné 

strategie k regulaci imunitního systému hostitele a zajištění přežití larev v 

paratenickém hostiteli i po dobu několika let.  

Ve chvíli, kdy se larvy vylíhnou z vaječných obalů, aktivují vrozenou imunologickou 

odpověď charakterizovanou leukocytózou, zejména neutrofilů, lymfocytů, bazofilů a 
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monocytů v krvi (Glickman & Summers 1983; Alba-Hurtado et al. 2014). V současnosti není 

znám přesný mechanismus rozpoznání larev T. canis systémem vrozené imunity, pro hlístice 

bylo definováno jen málo patogenem asociovaných molekulárních struktur (PAMP), ale jejich 

existenci v lze předpokládat na základě silné adaptivní imunitní reakce, která se u infekce 

larvami T. canis vyskytuje (Maizels 2013). Vazba PAMP a exkrečně-sekrečních produktů 

larev T. canis (TES) na receptory rozpoznávající patogeny dendritických buněk a dalších 

buněk prezentujících antigen generují signály nezbytné pro iniciaci adaptivní imunitní 

odpovědi (Abou-El-Naga & Mogahed 2023). 

Hlavním rysem adaptivní imunitní odpovědi je imunitní reakce 2. typu, tzv. Th2 odpověď 

(Obr. 10) (Del Prete et al. 1991). Th2 odpověď je charakterizována tvorbou cytokinů IL-4,  

IL-5, IL-10 a IL-13 produkovanými Th2 lymfocyty (CD4+ T-lymfocyty) a řadou imunitních 

buněk včetně eozinofilů, bazofilů, mastocytů a přirozených lymfoidních buněk aj.  

(Allen & Maizels 2011; Maizels 2013). Následně dochází k aktivaci humorální imunity 

založené na protilátkách, IL-4 podporuje diferenciaci B-lymfocytů, dochází k jejich 

proliferaci a indukuje izotypový přesmyk třídy protilátek a jejich produkci (celkových IgE i 

specifických anti-Toxocara). Zatímco IL-5 je hlavním diferenciačním faktorem pro 

eozinofily, které indukují přesun z kostní dřeně do infikovaných tkání, což je typická vlastnost 

humánní infekce larvami T. canis (Beaver et al. 1952; Takamoto et al. 1997; Maizels 2013).  

I když je eozinofilie pro larvální toxokarózu typická, jsou larvy vůči napadení eozinofily 

odolné, jak ukázaly pokusy na myších nadměrně exprimujících IL-5 s následnou 

hypereozinofilií (Dent et al. 1999). To pravděpodobně souvisí s tím, že larvy jsou schopny 

odvrhnout svůj antigenní povrch – eozinofily rychle přilnou k povrchu parazita a zatímco je 

larva během 24 h schopna uniknout z postiženého místa, eozinofily zůstávají připojeny k 

materiálu, který se jasně oddělil od povrchu (Fattah et al. 1986; Badley et al. 1987). Tento jev 

byl pozorován taktéž u neutrofilů a makrofágů (Lombardi et al. 1990). 
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Důležitou roli hrají kromě eozinofilů také makrofágy. V závislosti na svém okolním prostředí 

se makrofágy aktivují klasickou nebo alternativní cestou. Alternativně aktivované makrofágy, 

které jsou charakteristickým rysem polarizované Th2 odpovědi, mají protizánětlivé funkce při 

helmintární infekci, a jsou zprostředkovány sekrecí IL-4, IL-10, IL-13, TGF-β (Jenkins & 

Allen 2010).  

 

 

Obr. 10. Schéma imunitní Th2 reakce paratenického hostitele proti larvám T. canis. 

Antigeny parazitů jsou rozpoznávány dendritickými buňkami, které působí jako buňky 

prezentující antigen pro T-lymfocyty. Uvolnění cytokinů IL-5, který spouští eozinofilii, a  

IL-4, IL-9, IL-13, vede k aktivaci bazofilů a mastocytů, které způsobují sekreci zánětlivých 

mediátorů. IL-4 a IL-13 zvyšují motilitu buněk hladkého svalstva, stimulují střevní 

propustnost a zvyšují sekreci hlenu pohárkovými buňkami. Tyto cytokiny dále podporují 
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diferenciaci alternativně aktivovaných makrofágů, které mohou inaktivovat produkci buněk 

Th1, Th2 nebo Th17 a v některých případech indukovat fibrózu ve tkáních. Upraveno z 

Montaner-Tarbes et al. (2014). 

 

Ve chvíli, kdy se infekce dostává do chronické fáze, dochází ke zmírnění výše uvedených 

procesů, tzn. dochází ke zmírnění poškození hostitele. Na tomto procesu se podílí i samotné 

larvy T. canis, které uvolňují TES. Ten zahrnuje bohatou směs různých molekul, které se 

podílí nejen na invazi a úniku imunitnímu systému hostitele, ale také na jeho modulaci ve 

všech fázích infekce. TES je zodpovědný za imunitní regulaci hostitele tím, že indukuje 

regulační T-lymfocyty (Treg) produkující regulační cytokiny, např. IL-10 (Maizels 2013; 

Nutman 2015).  

Pochopení molekulární podstaty interakce T. canis, či partikulárně TES, s imunitním 

systémem hostitele a hostitelskými proteiny, může významně rozšířit naše porozumění 

celému komplexnímu procesu infekce ve všech jejích fázích a tímto přispět i ke zpřesnění 

diagnostických metod.  

 

2.1.2.5 Laboratorní diagnostika 

Diagnóza larvální toxokarózy je založena na klinickém obrazu, anamnéze, laboratorních 

testech a diagnostických technikách.  

 

Biochemické, hematologické a imunologické parametry infekce 

Nejvýraznější odezvu imunitního systému pozorujeme u VLM a NT syndromů při akutní fázi 

infekce, kdy larva aktivně migruje tkáněmi. V krevním obraze je přítomna leukocytóza  

(30–60 x 109/l), v diferenciálním rozpočtu je pozorován výrazný nárůst eozinofilů. U VLM 
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byl zaznamenán počet eozinofilů až 10 x 109/l, u CT elevace dosahuje nižších hodnot 

(1,5 x 109/l), u OLM je eozinofilie raritní (Fillaux & Magnaval 2013; Mazur-Melewska et 

al. 2020). Typickým znakem helmintární infekce je zvýšení hladiny celkového IgE 

(Johansson et al. 1968; Hogarth-Scott et al. 1969). Nicméně mechanismus regulace není zcela 

objasněn, spekuluje se, že celkové IgE má protektivní charakter proti infekci nematody 

(Mazur-Melewska et al. 2020). Hladinu celkového IgE lze využít k hodnocení účinnosti 

léčby, protože koreluje s aktivitou infekce (Obwaller et al. 1998). 

Larvální toxokaróza indukuje Th2 imunitní odpověď, která spouští sekreci cytokinů IL-4,   

IL-5 a IL-13 (Mazur-Melewska et al. 2020). Ty se podílejí na aktivaci mastocytů, eozinofilů a 

makrofágů a na sekreci vysokých hladin IgE. U VLM syndromu byly reportovány zvýšené 

markery zánětu, zejména CRP a sedimentace erytrocytů. Je popisována i mírná anémie. U 

OLM a CT jsou extrémní hodnoty vzácné (Magnaval et al. 2001). Základní přehled 

nejčastějších parametrů je uveden u Obr. 4. 

 

Přímá diagnostika 

Potvrzení kterékoliv z klinických forem umožňuje jedině přímý průkaz larvy v místě 

postižení. V tělních tekutinách jako je likvor nebo nitrooční tekutina lze pozorovat motilní 

larvu (Watthanakulpanich 2010; Fillaux & Magnaval 2013). Ve tkáních lze identifikovat 

larvu mikroskopicky na histopatologickém řezu zkušeným patologem (Kirchner & 

Altmann 1987). Kromě toho mohou být k vizualizaci granulomů v různých tkáních užitečné 

zobrazovací techniky, jako je ultrasonografie, počítačová tomografie a magnetická rezonance 

(Waindok et al. 2021). V současnosti je možné identifikovat larvu ze vzorku biopsie pomocí 

metody PCR (Smith & Noordin 2006). Všechny typy přímé diagnostiky souvisí s mírou 

náhody při odběru vzorku, zda je larva přítomna či nikoliv, proto se přímá diagnostika pro 

svou invazivní povahu, náročnost a nespolehlivost u lidí nepoužívá (Mazur-Melewska et 
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al. 2020). Nicméně v potravinářství se PCR uplatňuje jako screeningová metoda tkáňových 

helmintóz u vzorků tkání zvířat určených ke konzumaci, a to zejména v asijských zemích, kde 

se maso a vnitřnosti tradičně konzumují syrové (Wang et al. 2018).  

 

Sérologická diagnostika 

Pro účely rutinní diagnostiky larvální toxokarózy se nejčastěji využívá nepřímých 

sérologických vyšetření, a to zejména metod ELISA a Western blot (WB).  

Zlatým standardem je nepřímá ELISA, kde se jako antigen používají exkrečně-sekreční 

produkty L3 larev T. canis (TES) a detekují se protilátky typu IgG. Tato ELISA se 

vyznačuje vysokou mírou senzitivity, proto se pro potvrzení používá WB k vyloučení falešně 

pozitivních výsledků a případných zkřížených reakcí.  

V zahraničí existuje několik výrobců komerčních diagnostických souprav (např. Cypress 

Diagnostics, Belgie; Abcam, Velká Británie), v tuzemsku existuje pouze jediná firma 

(TestLine Clinical Diagnostics, Česká republika), která vyrábí imunoenzymatické soupravy 

určené k diagnostice larvální toxokarózy v lidském séru a plazmě. Všechny jsou postaveny na 

principu detekce specifických protilátek zejména třídy IgG, kde jako antigen slouží nativní 

TES. 

Nativní exkrečně-sekreční produkty larev L3 T. canis určené pro sérodiagnostické aplikace 

jsou nejčastěji získávány kombinací in vivo/in vitro kultivace larev L3 v živném médiu  

(de Savigny et al. 1979). Příprava takové antigenní směsi je poměrně pracná a je omezena 

především z hlediska standardizace; mnohé komerční laboratoře jsou závislé na kultivaci 

vlastních škrkavek T. canis, produkci vlastních TES antigenů a vlastních kulturách larev 

škrkavek. Jako problematická se jeví také neznalost přesného proteinového složení směsi 

získaných TES, které se s ohledem na podmínky chovu a zpracování může značně lišit. Další 
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velkou nevýhodou využívání TES jako sérodiagnostického antigenu je nízká specificita v 

oblastech, kde jsou zaznamenávány časté infekce jinými nematody a kde může docházet ke 

zkříženým reakcím a tím i zaznamenání falešně pozitivních výsledků (Ishida et al. 2003; 

Romasanta et al. 2003). 

 

Budoucnost laboratorní diagnostiky 

V současnosti je výzkum zaměřen na optimalizaci těchto dvou metod – ELISA a WB, 

respektive na zvýšení senzitivity a specificity. Kromě nativního TES lze jako antigen použít 

homogenát L3 larev i dospělců, rekombinantní proteiny vyrobené in vitro v bakteriích či 

kvasinkách nebo dokonce samostatné sacharidové zbytky, glykany, synteticky oddělených od 

proteinů, na kterých byly navěšeny (Mohamad et al. 2009; Peixoto et al. 2011; Jin et al. 2013, 

2015; Elefant et al. 2016; Dos Santos et al. 2018, Dos Santos et al. 2019; Raulf et al. 2020). 

Kromě celkového specifického IgG, lze použít i jednotlivé podtřídy (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4) 

(Noordin et al. 2005; Boldiš et al. 2015; Novák et al. 2017), případně protilátky třídy IgM 

(Peixoto et al. 2011), IgA (Elefant-Rubinsky et al. 2006) a IgE (Magnaval et al. 1992). 

Všechny zmíněné možnosti je možné kombinovat, nicméně dalším stupněm je multiplexová 

analýza, kdy se na umělé mikropartikule navážou jednotlivé solubilní faktory, které jsou 

následně analyzovány (Anderson et al. 2015). Nejnovějším přístupem je užití nanoprotilátek, 

malých molekul složených pouze z variabilních domén těžkých řetězců protilátek se 

schopností vázání antigenů, objevených v krvi velbloudovitých. Mají vysokou afinitu i 

specificitu k antigenu, jsou stabilní a je možné je relativně jednoduše synteticky zkonstruovat 

a vzájemně propojovat (Muyldermans 2013). Nedávno proběhla studie o použití 

nanoprotilátek k detekci TES antigenu. Studie autorů Morales-Yanez (2019) prokázala použití 

tří nanoprotilátek, které byly specifické vůči TES složkám T. canis pomocí imunoblotů 

v sendvičové ELISE.  
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Zdokonalování diagnostiky larvální toxokarózy souvisí také se znalostí přesného složení TES, 

poznání antigenních, často proteinových, molekul a jejich standardizovanou produkcí, např. 

ve formě rekombinantních proteinů. Poznatky v oblasti proteinového složení TES jsou 

prozatím stále spíše limitované (Mohamad et al. 2009; Zahabiun et al. 2015; Yunus et al. 

2017).  

Využití rekombinantních antigenů by umožnilo standardizovanou neomezenou produkci 

diagnostického markeru, který by měl teoreticky zvýšit i senzitivitu a specificitu reakce. 

Rekombinantní antigeny nabízí také významný robustní diagnostický nástroj pro detekci 

protilátek proti larvální toxokaróze. 

 

2.2 Funkční molekuly exkrečně-sekrečních produktů larev T. canis 

Při migraci tělem hostitele infekční larva T. canis produkuje kutikulou a slinnými žlázami 

různé typy molekul do okolního prostředí. Soubor těchto různorodých molekul je nazýván 

Toxocara exkrečně-sekreční produkt (TES). Tyto biomolekuly jsou odpovědné za specifické 

biologické funkce a mohou mít odlišné role v signalizaci, zánětu, invazi do tkáně a potlačení 

imunity. Mimo degradační aktivitu při průniku tkání produkuje larva molekuly, které se 

účastní interakcí mezi parazitem a hostitelem, mohou modulovat nebo zcela vyřadit části 

imunitního systému hostitele (Maizels et al. 2006). Těchto vlastností využili de Savigny et al. 

(1979), který jako první použil nativní TES jako antigen v imunoenzymatické analýze, čímž 

položil základní kámen ve výzkumu diagnostiky larvální toxokarózy.  

Zatímco proteinové složky TES z infekčních larválních stadií, ale i dospělců T. canis, jsou 

primárním předmětem výzkumů, existuje zde zásadní nedostatek ve znalostech TES 

biomolekul neproteinové povahy. V tomto směru byla v TES larev potvrzena pouze 

přítomnost možných antigenních glykanů (Schabussova et al. 2007) a jediná další práce 
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zmiňuje kromě proteinů také další látky přítomné v ES, ale pouze u dospělců T. canis, např. 

kyseliny mléčná a jablečná nebo ribitol (Wangchuk et al. 2020). V současné době více prací 

na téma neproteinových biomolekul larválního TES neexistuje.  

 

2.2.1 Proteinové molekuly exkrečně-sekrečních produktů larev T. canis 

Současný výzkum je zaměřen především na proteom TES infekčních larev T. canis, ale 

znalosti o jeho komplexním složení jsou stále omezené. Analýza TES pomocí SDS-PAGE 

ukázala, že nejabudantnější proteiny migrují při 26, 32, 45, 55, 70, 120 a 400 kDa (Maizels et 

al. 1984; Gems & Maizels 1996). Dosud bylo pozorováno, že proteom larev obsahuje funkčně 

odlišné třídy molekul, které pocházejí buď z jícnové žlázy, z níž je uvolňován sekret ústním 

otvorem, žláznaté exkreční buňky, která ústí do kutikuly exkrečním pórem anebo z 

povrchového pláště, který je volně připojen ke kutikule larev (Page et al. 1992b; Abou-El-

Naga & Mogahed 2023). Vzhledem k migraci larev tkáněmi hostitelského organismu a jejich 

schopnosti tvořit dormantní stadia, která mohou přežívat ve tkáních po dlouhou dobu, je spíše 

pravděpodobné, že se některé z těchto molekul podílejí i na úniku před imunitním systémem 

hostitele (Zhu et al. 2015). Pomocí hmotnostně-spektrometrických metod Sperotto et al. 

(2017) a da Silva et al. (2018) poprvé nastínili komplexní proteinové složení TES včetně 

možných funkcích jednotlivých proteinů, které mohou být užitečné pro zlepšení diagnostiky 

čí vývoj vakcín (Tab. 1 a Tab. 2).  
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Tab. 1. Proteiny T. canis identifikované ve vzorcích TES pomocí LC-MS/MS. Upraveno z 

Sperotto et al. (2017). 

 

 

Tab. 2. Seznam nejabudantnějších proteinů identifikovaných v TES z T. canis pomocí LC-

MS/MS. Identifikované proteiny byly kategorizovány podle jejich molekulární funkce a 
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biologického procesu z informací získaných z databáze Gene Ontology (UniProt). Upraveno z 

da Silva et al. (2018). 

 

Kromě proteinů, které hrají důležitou roli v přežití parazitů v hostiteli, např. proteázy, nebo již 

známé a užívané antigeny, např. TES-26 – homolog podobný savčímu fosfatidyletanolamin 

vázajícímu proteinu, byly objeveny i proteiny bez doposud známé funkce, které by mohly 

sloužit jako potenciální antigeny (Sperotto et al. 2017; da Silva et al. 2018). Současný výzkum 

tedy souvisí s identifikací jednotlivých molekul TES a zkvalitněním sérodiagnostických 

postupů.  

 

2.2.1.1 Proteinové antigeny 

Tradiční názvosloví jednotlivých antigenních proteinů souvisí s jejich velikostí při 

elektroforetické separaci v polyakrylamidovém gelu – SDS-PAGE (velikost je udávána 

v kDa). U některých bylo následnými analýzami prokázáno, že mohou obsahovat i směs 

proteinů migrujících do stejné oblasti. Nejprobádanějšími jsou TES-120, TES-32 a TES-26. 

 

TES-120  

TES-120 je produkován kutikulou a patří mezi bohatě sekretované povrchové proteiny L3 

larev (Page et al. 1992b). Je syntetizován v jícnu a sekrečních žlázách (Page et al. 1992a). 

Skládá se ze skupiny silně glykosylovaných proteinů nazývaných muciny. Hlavní úlohou 

mucinů je tvorba povrchového pláště larvy. Tato vrstva je neustále obnovována, svlékána a 

navázáním protilátek a eozinofilů se larva chrání před imunitním systémem (Page et al. 

1992b). Muciny jsou glykoproteiny tvořené mnoha tandemovými repeticemi bohatými na 

serinové a threoninové zbytky, na kterých jsou O-vázané oligosacharidy. Neglykosylovanou 

část tvoří domény bohaté na cystein. Pro muciny i jiné proteiny toxokar je typická tzv. six-



40 

 

cysteine doména (SXC nebo NC6), která obsahuje 36 aminokyselin, z toho 6 cysteinových 

zbytků a opakuje se ve 2–4 repeticích v závislosti na typu mucinu. (Loukas et al. 2000b).  

 

 

Obr. 11. Schematické znázornění SXC domén vybraných proteinů T. canis. PEB-1 – 

protein vázající fosfatidyletanolamin (TES-26) a MUC-1–5 – muciny ze skupiny proteinů 

TES-120. Všechny proteiny obsahují signální sekvenci (černý box s velkým S), domény SXC 

jsou ve stínovaných boxech, mucinové domény jsou v bílých boxech. Upraveno z Maizels et 

al. (2000). 

 

Povrchové muciny L3 larev toxokar jsou při expozici imunitnímu systému pravidelně 

svlékány/odvrhovány, čímž larvy zabraňují adherenci protilátek a dalších součástí hostitelova 

imunitního systému. Tento mechanismus funguje jako účinný nástroj obrany (Badley et al. 

1987; Doedens et al. 2001). Zároveň existuje předpoklad, že muciny toxokar, resp. přítomné 

glykany, kompetují s hostitelskými sacharidy, aby zablokovaly infilitraci leukocytů do tkáně 

hostitele (Khoo et al. 1991; Doedens et al. 2001). 

TES-120 se skládá minimálně ze 4 těsně migrujících mucinů, který je každý kódován svou 

mRNA (Tc-muc-1–4). První objevenou složkou byl Tc-MUC-1 bohatý na serinové zbytky a 

obsahující 2 SXC repetice na C-terminálním konci glykoproteinu (Gems & Maizels 1996). 

Tc-MUC-1 obsahuje signální peptid, ale neobsahuje transmembránovou doménu, což 
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naznačuje, že je sekretován do prostředí. Povrchové značení monoklonálními protilátkami L3 

larev odhalilo, že Tc-MUC-1 je přítomen i na jejich povrchu (Page et al. 1992a; Page et al. 

1992b; Loukas et al. 2000b). Ovlivňuje přenos signálu v makrofázích a podílí se na úniku 

imunitní odpovědi prostřednictvím účinku na makrofágy (Zhou et al. 2022).  

Dalšími popsanými muciny v rámci TES-120 byly Tc-MUC-2–4 (Loukas et al. 2000b). U Tc-

MUC-3 se předpokládá participace na spuštění/aktivaci vrozené imunitní reakce a podílí se na 

úniku imunitní odpovědi hostitele prostřednictvím interference tvorby granulí v neutrofilech 

(Długosz et al. 2021). U Tc-MUC-4 se mimo nízké míry exprese v laboratorních podmínkách 

přepokládá proteolytická aktivita (Loukas et al. 2000b; González-Páez et al. 2014). 

Posledním identifikovaným mucinem je Tc-MUC-5, který je větší a má divergentnější 

sekvenci než ostatní muciny T. canis (Doedens et al. 2001). Aminokyselinové složení Tc-

MUC-5 se liší od Tc-MUC-1–4 v množství lysinů, resp. Tc-MUC-1–4 neobsahují žádný 

lysinový zbytek. Na základě této skutečnosti Doedens et al. (2001) naznačují, že tento protein 

nemusí být součástí povrchových mucinů, tj. TES-120. Autoři dále zmiňují, že mucin Tc-

MUC-5 nebyl dříve identifikován, protože může být pouze marginální součástí TES-120 nebo 

je sekretován pouze ve chvíli, kdy larva uniká imunitnímu systému.  

 

TES-32 

Poprvé popsán v roce 1984 metodou radiojodizace na povrchu larev a v TES (Maizels et al. 

1984). Je exprimován v kutikule parazita a je jedním z hlavních povrchových proteinů L3 

larev (Page et al. 1992a). Protein zahrnuje 219 aminokyselinových zbytků; jeho struktura je 

více podobná lektinům C-typu imunitního systému savců než homologu Caenorhabditis 

elegans (Loukas et al. 1999). Lektiny typu C (CTL) jsou skupinou proteinů, které se vážou na 

sacharidové epitopy v přítomnosti Ca2+.  
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Prvním popsaným lektinem ze skupiny TES-32 je Tc-CTL-1 který je zároveň prvním 

popsaným lektinem C-typu u parazitického organismu (Loukas et al. 1999; Tetteh et al. 

1999). Rozpoznávací doména sacharidu (CRD) Tc-CTL-1 obsahuje množství cysteinových 

aminokyselinových zbytků, která v prediktivních analýzách umožňuje širší rozsah ligandů než 

smyčky typické pro savčí lektiny, např. manózu-vázající receptor makrofágů nebo nízce 

afinitní receptor CD23 na povrchu eozinofilů, lymfocytů a monocytů (Loukas et al. 1999; 

Tetteh et al. 1999). CRD doména proteinu Tc-CTL-1 vykazuje afinitu ke dvěma 

monosacharidům (N-acetylgalaktosamin a D-manóza) a je pravděpodobně bispecifickým 

lektinem (Loukas et al. 1999). Analýzou cDNA byly popsány částečné sekvence Tc-CTL-2 a 

Tc-CTL-3, které jsou variantami Tc-CTL-1 (Tetteh et al. 1999; Zhan et al. 2015). Čtvrtým 

popsaným lektinem je Tc-CTL-4, který se vyznačuje strukturální podobností s Tc-CTL-1. 

Vyznačuje se dvěma doménami obsahujícími primárně cysteinové aminokyselinové zbytky na 

N-terminálním konci a migruje ve velikosti kolem 70 kDa, proto je také nazýván TES-70 

(Loukas et al. 2000a).  

 

 

Obr. 12. Schematické znázornění srovnávající lektiny Tc-CTL-1 a Tc-CTL-4.  

CRD – doména rozpoznávající sacharid bohatá na cystein, T – doména bohatá na threonin, 

lektinová doména C-typu v bílém boxu. Upraveno z (Maizels et al. 2001). 

 

Funkce TES-32 a TES-70 jsou díky své podobnosti s receptory imunitních buněk hostitele 

pravděpodobně spojeny s únikem rozpoznávacího mechanismu imunitního systému hostitele, 
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tzn. plní významnou roli pro dlouhodobé přežití parazitů v hostitelské tkáni (Loukas et al. 

1999; Maizels et al. 2000). Specificky Tc-CTL-1 interaguje s regulačními mechanismy 

imunitní reakce, konkrétně pomocí stimulace produkce cytokinu Il-10. Také se účastní 

inhibice prozánětlivých cytokinů (Długosz et al. 2021; Shahbakhsh et al. 2022). 

 

TES-26 

Poprvé popsán v roce 1995 a je homologem savčího fosfatidyletanolamin vázajícího proteinu 

(PEBP – phosphatidylethanolamin binding-like protein) s N-terminální párovou doménou 

SXC (Gems et al. 1995; Maizels et al. 2000).  

Jedná se protein, který se vyskytuje pouze u L3 larev T. canis, u dospělých červů nebyla 

mRNA pro tento protein nalezena (Gems et al. 1995). Navzdory podobnostem v rámci PEBP 

skupiny proteinů s jinými organismy má TES-26 četné odlišnosti. TES-26 má párovou 

doménu SXC, což naznačuje, že jde o hybridní gen složený z domén různého původu (Gems 

et al. 1995). Protein má dále hydrofobní doménu s 20 aminokyselinovými zbytky, která 

odděluje párové SXC domény od oblasti homologie PEBP. To by mohlo naznačit, že se jedná 

o membránový protein, nicméně přítomnost signálního peptidu dále naznačuje, že může 

sloužit k nasměrování PEBP na povrch larev, a tak možnosti jeho sekrece do vnějšího 

prostředí parazita, kde může mít imunomodulační funkci (Gems et al. 1995). 

Funkce TES-26 jsou stále předmětem výzkumu. Jednou z funkcí by mohla být participace na 

přijmu lipidů, protože parazitičtí helminti obecně mají omezenou schopnost syntetizovat 

mastné kyseliny s dlouhým řetězcem a cholesterol de novo (Gems et al. 1995). Dále by mohl 

být protein asociován s transportem/vazbou lipidů do různých kompartmentů; tuto teorii 

podporuje fakt, že povrch larev T. canis je tvořen nedifuzními, nespojitými lipidovými 

doménami (Gems et al. 1995). Mohl by pomoci při imunitním úniku svým účinkem na 

adaptivní imunitní odpověď snížením přenosu lytických granulí v cytotoxických T-
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lymfocytech (Długosz et al. 2021). TES-26 má podobnou konformaci jako serinová proteáza 

a byla u něj popsána proteolytická aktivita proti lamininu (González-Páez et al. 2014).  

 

2.2.1.2 Další potenciální proteinové antigeny  

Jak již bylo řečeno, antigenní komponenty TES jsou zkoumány omezeným způsobem a 

znalosti složení TES T. canis jsou stále limitované. Mezi molekuly, které mají zásadní 

význam v biologických procesech parazita, z nichž mnohé se mohou vyznačovat svou 

antigenicitou, jsou řazeny také proteázy, o jejichž významu pro T. canis toho není doposud 

mnoho známo. Kromě aktivní role proteolytických enzymů při líhnutí larev z vajíček jsou 

proteázy považovány za rozhodující faktor pro tkáňovou invazi, extracelulární trávení 

hostitelských proteinů při migraci larev orgány a pravděpodobně i modulaci imunitního 

systému hostitele. Z dosavadních zjištění vyplývá, že i některé antigenní proteiny mohou mít 

proteolytickou aktivitu (González-Páez et al. 2014).  

 

Serinové proteázy 

Bylo zjištěno, že v TES larev T. canis jsou zastoupeny především serinové proteázy (Abou-

El-Naga et al. 2022). Kolektiv Robertson et al. (1989) na základě in vitro inkubace L3 larev s 

extracelulární matrix buněčné linie hladkého svalstva potkana objevili dvě serinové proteázy, 

které proteolyticky štěpí elastiny, kolageny a fibronektin. Na tento výzkum navázali 

González-Páez et al. (2014), kteří po gelové elektroforéze TES popsali proteolytickou aktivitu 

ve velikostech 400, 120 a 32 kDa vůči albuminu a IgG, které reprezentovaly složky krve, a 

fibronektinu a lamininu, reprezentujících extracelulární matrix, čímž rozšířili předchozí 

pozorování. Ze zjištění obou studií vyplývá, že maximální aktivita proteáz v TES je při 
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alkalickém pH a je v souladu se schopností larev migrovat krví a různými tkáněmi jejich 

hostitelů (Abou-El-Naga et al. 2022).  

 

Cysteinové proteázy 

Ze skupiny cysteinových proteáz byla poprvé identifikována Tc-CPL-1, proteáza se sekvenční 

podobností ke katepsinu L filárie Brugia pahangi. Homolog katepsinu L T. canis je 

neobvyklý v tom, že má substrátovou specificitu více připomínající aktivitu katepsinu B, 

ačkoli jeho sekvence mimo aktivní místo je mnohem příbuznější podskupině katepsinů L 

(Loukas et al. 1998). Druhá popsaná cysteinová proteáza – Tc-CPZ-1 – má vysokou úroveň 

podobnosti s lidským katepsinem Z. Podskupina katepsinů Z představuje relativně novou 

skupinu v rámci C1 cysteinových proteáz (Falcone et al. 2000). Funkce nejsou zatím zcela 

známé a tyto katepsiny byly prokázány u jiných hlístic, kde byla popsána jejich klíčová role v 

modulaci imunitní odpovědi hostitele, včetně proteolytické degradace invariantního řetězce 

MHC-II a regulace intracelulárního přenosu této molekuly (Williamson et al. 2003).  

Analýzou genomu larev T. canis byl objeven také gen pro asparaginovou endopeptidázu (Tc-

aep-1), nicméně samotný protein identifikován v TES prozatím nebyl (Maizels 2013).  
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3 CÍLE PRÁCE 

Cílem předložené disertační práce je rozšířit dosavadní poznatky a přinést nové informace 

ohledně proteinového složení exkrečně-sekrečních produktů infekčních larev T. canis a jejich 

možné aplikace v sérodiagnostice larvální toxokarózy.  

 

Hlavní cíle: 

• Bude vypracována rešerše související s problematikou sérodiagnostiky T. canis. 

• S využitím extraktů T. canis bude prověřena protilátková odpověď infikovaných 

hostitelů (ELISA a Western blot). 

• Budou identifikovány dominantní proteinové antigeny v extraktech T. canis 

(hmotnostní spektrometrie). 

• Některé z proteinových antigenů budou připraveny v rekombinantní formě a testovány 

jako potenciální sérodiagnostické markery. 
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4 MATERIÁL A METODIKA 

Tato kapitola podává obecný přehled o základní aplikované experimentální metodice, 

vybavení a použitém materiálu. 

Škrkavky T. canis z infikovaných psů byly získány ve spolupráci s útulky z okolí Prahy a 

Ostravy.  

Všechny postupy provedené v předkládaných studiích byly v souladu s Helsinskou deklarací 

WMA – Etické zásady pro lékařský výzkum zahrnující lidské subjekty (World Medical 

Association Declaration of Helsinki, 2013). Experimenty byly provedeny v přísném souladu s 

institucionálními směrnicemi a národními/EU zákony a směrnicemi o kvalitních životních 

podmínkách zvířat. 

Všechny analýzy v předkládané práci byly zpracovány v laboratořích Ústavu imunologie a 

mikrobiologie 1. LF UK (Praha), Národní referenční laboratoře pro tkáňové helmintózy VFN 

a 1. LF UK (Praha), Katedry parazitologie PřF UK (Praha) a Ústavu organické chemie a 

biochemie Akademie věd ČR (Praha). Hmotnostně-spektrometrické analýzy byly zpracovány 

laboratoří CEITEC Proteomics Core Facility (Brno). 

 

4.1 Publikace č. 1 – Séroprevalence larvální toxokarózy v České republice  

4.1.1 Kultivace larev T. canis a příprava TES 

Dospělé škrkavky byly izolovány z výkalů přirozeně infikovaných psů pomocí antiparazitika 

Drontal. Z omytých samic škrkavek byla vyextrahována vajíčka, která byla následně 

přefiltrována přes sítko a monofil do roztoku 2M H2SO4. Vajíčka takto zrála při laboratorní 

teplotě cca 4–6 týdnů v erlenách s vatovým uzávěrem. Rozrýhovaná vajíčka s larvou byla 
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zcentrifugována (500 g, 8 min) a supernatant odstraněn. Do sedimentu s vajíčky byl přidán 

5% roztok NaClO·5H2O (inkubace 5 min) z důvodu odstranění vnější membrány a nečistot. 

Směs byla promyta 2x PBS (pH 7,3). Po posledním promytí byla vajíčka přenesena do 

kultivačního media RPMI 1640 s 100 IU/ml penicilinu a 250 µg/ml streptomycinu. Do směsi 

byly přidány sterilní skleněné kuličky, erleny byly umístěny na třepačku 2–5 minut, aby došlo 

k rozrušení obalů vajíček a vylíhnutí larev. Larvální suspenze byla přes noc umístěna do 

Baermannova aparátu se sítkem pro tkáňové kultury (Corning, VWR). Larvy aktivně 

migrovaly přes sítko do sběrné hadice, zatímco mrtvé larvy a vajíčka zůstaly na sítku. Druhý 

den byly larvy vypuštěny z hadice a nechaly se cca 60 min přirozeně sedimentovat. 

Supernatant byl odsán a nahrazen RPMI 1640 s antibiotiky. Larvy byly takto inkubovány 

v 37 °C v 5% CO2 po dobu týdnů až měsíců. Počínaje dnem, kdy byly larvy extrahovány do 

média, byl TES sbírán denně po dobu následujících 14 dnů a poté jednou týdně po dobu 

několika měsíců. Po každém odběru byly produkty okamžitě koncentrovány (3 kDa Amicon 

Ultra-15 Centrifugal Filter Unit, Merck) a purifikovány do PBS (pH 7,3). V každém vzorku 

byla měřena koncentrace proteinu (Quant-iT Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific). 

Poté byly vzorky TES skladovány při -80 °C. Schéma pracovního postupu viz Obr. 13. 

 

 

Obr. 13. Schéma přípravy TES. Upraveno dle Moreira et al. 2014. 
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4.1.2 Lidská séra 

Celkem bylo analyzováno 4 428 vzorků sér pacientů získaných v průběhu let 2012–2016. 

Vzorky sér byly přijaty k rutinnímu vyšetření do NRL pro tkáňové helmintózy s podezřením 

na přítomnost tkáňových helmintóz od lékařů různých specializací z celé ČR.  

 

4.1.3 Imunologické metody 

Sérologické vyšetření bylo provedeno in-house metodou IgG ELISA s použitím TES antigenu 

larev T. canis dle protokolu NRL pro tkáňové helmintózy. Nunc Maxisorp 96jamkové 

mikrodestičky (Thermo Fisher Scientific) byly potaženy 100 µl antigenu zředěného v 

bikarbonátovém pufru (pH 9,6) a inkubovány přes noc při 4 °C. Destičky byly 3x promyty 

PBS (pH 7,2) s 0,05 % Tween 20 (PBST) a bylo přidáno 100 µl vzorků séra zředěných 1:200 

(v PBST). Po 1 hodině inkubace při 37 °C byly destičky 3x promyty PBST, přidány 

sekundární kozí protilátky anti-lidského IgG značeného křenovou peroxidázou (Calbiochem) 

zředěného v poměru 1:60 000 (100 µl/jamka). Po 1 hodině inkubace při 37 °C byly destičky 

3x promyty PBST. Reakce byla vizualizována přidáním 100 µl substrátu (O-fenylendiamin) s 

0,05 % H2O2 v citrátovém pufru (pH 5,0). Reakce byla zastavena po 15 minutách inkubace ve 

tmě při laboratorní teplotě přidáním 50 μl 2M H2SO4 a optická denzita byla měřena 

spektrofotometricky při 490 nm (MR5000, Dynatech). 

Vzorky identifikované jako Toxocara sp. pozitivní byly znovu testovány pomocí komerční 

soupravy ELISA a WB (TestLine Clinical Diagnostics) podle pokynů výrobce.  
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4.1.4 Statistická analýza 

Do následných statistických analýz byly jako séropozitivní osoby zařazeny pouze vzorky 

pacientů pozitivních ve všech testech. 

Pro získání anamnestických údajů pacientů, tj. jejich pohlaví, věku, bydliště, výsledků 

laboratorních nálezů a klinického stavu v době podezření na diagnózu larvální toxokarózy, byl 

do této studie zařazen dotazník, zaprotokolován a analyzován (Excel, MS Office 2010, 

Microsoft).  

Pro analýzu rozdílů mezi muži a ženami na základě věku analyzován pomocí oboustranného 

Mann-Whitneyho neparametrického testu. Chí-kvadrát/Fisherův test byl použit k posouzení 

statistických rozdílů mezi muži a ženami v jednotlivých věkových skupinách. Hladina 

statistické významnosti pro testy byla stanovena na P <0,05. 

Všechny testy byly provedeny pomocí GraphPad Prism verze 9.3.1 (GraphPad Software, San 

Diego, Kalifornie, USA). 

 

4.2 Publikace č. 2 – Antigenní proteiny exkrečně-sekrečních produktů larev 

Toxocara canis a hodnocení jejich potenciálu pro imunodiagnostiku larvální 

toxokarózy 

Kultivace larev T. canis, příprava TES a měření koncentrace proteinů ve směsi byla 

provedena totožným způsobem jako v kapitole 3.1.1. Pro experimenty k předkládané 

publikaci byly použity TES, které byly sbírány denně od vylíhnutí po dobu následujících 

14 dnů. 
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4.2.1 Myší a lidská séra 

Myší séra 

Celkem 10 myší (BALB/cAnNCrw) bylo experimentálně infikováno různými infekčními 

dávkami larev L3 T. canis. Od myší bylo získáno 10 individuálních sér a 3 vzorky 

poolovaných sér. 

Vzorky zahrnovaly 3 negativní/kontrolní séra myší, které nebyly infikovány (skupina L0), 3 

pozitivní séra od jedinců infikovaných denně (po dobu 22 týdnů kromě víkendů) deseti 

larvami (skupina L10), 3 pozitivní séra od jedinců infikovaných týdně (po dobu 22 týdnů 

kromě víkendů) 100 larvami (skupina L100) a 1 pozitivní sérum od myši infikované dvakrát 

(primoinfekce v den 1 a reinfekce v den 14) 1000 larvami (skupina L1000). Poolovaná séra 

reprezentovala skupinu negativních myší, skupinu L10 a L100. Séra byla odebrána 86. den po 

první infekci. 

Poolovaná séra byla použita pro primární screeningové analýzy k testování reaktivity 

antigenů.  

Všechna myší séra byla získána z Ústavu imunologie a mikrobiologie (1. LF UK). S 

pokusnými zvířaty bylo nakládáno v souladu s příslušnou evropskou a českou legislativou. 

 

Lidská séra 

Pro analýzy bylo vybráno 10 vzorků vyšetřených na přítomnost protilátek IgG proti TES 

antigenu NRL pro tkáňové helmintózy. Tyto vzorky byly testovány pomocí in-house ELISA 

s následnou konfirmací ELISA a WB pomocí komerčních IVD validovaných souprav. 

Celkem byla použita tři negativní a sedm pozitivních sér.  

Všechna lidská séra byla získána z NRL pro tkáňové helmintózy 1 LF UK a VFN. 
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4.2.2 Separace proteinů  

Elektroforetická separace 

TES produkty byly separovány pomocí SDS-PAGE (10% gel) a přeneseny metodou WB na 

PVDF membránu (Bio-Rad). Gely byly obarveny Commassie Brilliant Blue a Silver Stain 

Plus (Bio-Rad). Jako marker byl použit Precision Plus All Blue Protein Standard (Bio-Rad). 

Gel SDS-PAGE se separovanými vzorky TES (odebranými v den 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9 a 14 od 

vylíhnutí larev) a proužky WB inkubované s poolovanými myšími negativními a pozitivními 

séry byly dokumentovány s využitím skeneru s vysokým rozlišením GS-800 Calibrated 

Densitometer (Bio-Rad). Gely byly porovnány s výsledným WB za účelem identifikace 

imunogenní reakce proteinů distribuovaných v každém vzorku/dni. Na základě imunitní 

odpovědi na WB byly pro další analýzy vybrány proteinové pruhy s reakcí. 

 

Kapalinová chromatografie kombinovaná s tandemovou hmotnostní spektrometrií 

Cílové proteiny s definovanou velikostí na gelu byly ručně vyříznuty, odbarveny, promyty a 

každý byl inkubován se 125 ng trypsinu (Promega) po dobu 2 hodin při 40 °C. Tryptické 

peptidové štěpy byly extrahovány z gelů 2,5% kyselinou mravenčí (FA) v 50% acetonitrilu 

(ACN) a následně zakoncentrovány ve vakuovém koncentrátoru SpeedVac (Thermo Fisher). 

Kapalinová chromatografie kombinovaná s tandemovou hmotnostní spektrometrií (LC-

MS/MS) byla použita k analýze směsi peptidů pomocí systému RSLCnano (Thermo Fisher 

Scientific) online připojeného k hmotnostnímu spektrometru Impact II Ultra-High Resolution 

Qq-Time-Of-Flight s CaptiveSpray nanoBooster iontový zdroj (Bruker). Prohledávání iontů 

MS/MS bylo provedeno proti interním databázím: T. canis (Uniprot, 18 499 sekvencí, verze z 

27. 11. 2017) a kontaminanty cRAP (na základě http://www.thegpm.org/crap). 
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Vytipované proteiny vybrané pro následné analýzy 

Navazující analýzy probíhaly se 4 vybranými proteiny – Tc-TES-26 (UniProt, acc. No. 

A0A0B2UIK8), Tc-ASA (UniProt, acc. No. A0A0B2VYF0), Tc-PDP (UniProt, acc. No. 

A0A0B2UUN4) a Tc-ASP (UniProt, acc. No. A0A0B2VNW7). Tyto proteiny byly vybrány 

na základě silné reaktivity s pozitivními myšími séry, nízké molekulové hmotnosti (24–

32 kDa), zvýšení abundance během období sběru a dostatečného množství v nativním TES 

produktu. Varianta Tc-TES-26 (A0A0B2UIK8) byla testována ve studii Mohamad et al. 

(2009). 

 

4.2.3 Bioinformatické analýzy 

Pomocí bioinformatických postupů byla získaná data 4 proteinů porovnána s genomem 

T. canis ve světových databázích UniProt a National Library of Medicine (BLAST). Získané 

nukleotidové a aminokyselinové sekvence funkčních molekul byly analyzovány pomocí 

datových nástrojů, mj. Clustal Omega Multiple Sequence Alignment (Chojnacki, Cowley, 

Lee, Foix, & Lopez, 2017). Přítomnost signálního peptidu v aminokyselinových sekvencích 

byla předpovězena pomocí programu Signal IP 4.1 (Petersen, Brunak, Von Heijne, & Nielsen, 

2011). Molekulová hmotnost a teoretický pI (izoelektrický bod) odvozených proteinů byly 

stanoveny softwarem Compute pI/Mw dostupným na webovém portálu ExPASy (Artimo et 

al., 2012). Následně byly navrženy primery pro nukleotidové sekvence vybraných proteinů 

bez části kódující signální peptid pomocí webového nástroje OligoAnalyzer™ Tool.  

Funkce a význam jednotlivých proteinů byl predikován pomocí databáze UniProt a GO (gene 

ontology).  
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4.2.4 Molekulárně-biochemické analýzy 

Izolace RNA z larev T. canis 

Larvy byly zcentrifugovány (50 g, 3 min, 25 °C) a 2x promyty PBS (pH 7,3). Následně byl 

přidán stabilizační roztok RNA – TRIzol (Thermo Scientific) a provedena mechanická 

homogenizace pomocí pístu, inkubace (5 min) při laboratorní teplotě, aby došlo k rozpuštění 

nukleoproteinových komplexů. Homogenát byl zcentrifugován (12,000 g, 10 min, 4 °C) a k 

supernatantu obsahujícímu larvální RNA byl přidán chloroform (20 µl chloroformu na 100 µl 

trizolu), směs byla intenzivně protřepána (20 s) a inkubována (3 min). Po zcentrifugování byla 

směs rozdělena na spodní červenou fenol-chloroformovou fázi, mezifázi a bezbarvou horní 

vodnou fázi, ve které se nacházela RNA. RNA byla precipitována pomocí izopropanolu 

(50 µl na 100 µl trizolu), inkubována a zcentrifugována (12,000 g, 10 min, 4 °C). Aby došlo 

k promytí RNA, byl přidán k peletu 75% etanol (100 µl na 100 µl trizolu), pelet byl 

zvortexován (10 s) a zcentrifugován (7,500 g 5 min, 4 °C). Supernatant byl odsán a zbytek 

etanolu byl samovolně odpařen z peletu ve sterilním prostředí. Následně byla RNA 

rozpuštěna v RNase-Free vodě (Qiagen). Čistota RNA byla zkontrolována na přístroji 

NanoDrop (Thermo Scientific). Vzorky byly následně přečištěny pomocí Turbo DNA-free kit 

(Thermo Scientific) a uchovány k dalšímu použití v –80 °C.  

 

4.2.4.1 Schéma experimentu č. 1  

Syntéza cDNA, PCR a navržení primerů 

Komplementární DNA (cDNA) byla z celkové RNA získána reverzní transkripcí (použití 

RNA-dependentní DNA polymerázy) pomocí Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kitu 

(Roche) dle pokynů výrobce. cDNA byla v dalších analýzách využívána jako templát. 
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Pomocí navržených primárních primerů (Tab. 3) pro jednotlivé protein-kódující geny 

vyrobených firmou GeneScript a templátové cDNA byla provedena klasická PCR (primární 

denaturace 95 °C 5 min, 35 cyklů – 94 °C denaturace 60 s, 55 °C anealling 60 s, 72 °C 

extenze 60 s, finální extenze 72 °C 10 min) k potvrzení přítomnosti sekvencí vybraných 

molekul.  

 

Tab. 3. Sekvence primerů pro 4 vybrané proteiny ke konfirmaci přítomnosti sekvencí 

v cDNA izolované z larev T. canis. 

 

Klonování inzertu a transformace plazmidu  

Následně byly k již navrženým primerům (Tab. 3) navrženy sekundární „klonovací“ primery, 

které obsahovaly sekvence restrikčních endonukleáz NcoI a XhoI komplementární ke koncům 

bakteriálního plazmidu pET28b (Obr. 14). Tyto extenze byly použity pro klonování inzertu do 

expresního vektorového plazmidu pomocí soupravy In-Fusion Cloning Kit (Clontech).  

Název proteinu Název primeru Sekvence BP (párů bazí) Teplota annealingu (°C)

TES26F 5´ - ATGTCAGTTGTACACAAAGCTTGC 24 56,2

TES26R 3´ - TTAGGCCTGCGATCGATAGAAATT 24 56,2

UP3VYF0F 5´ - ATGAGCCAAATCGCCATC 18 53,1

UP3VYF0R 3´ - TTATATCTGAGGAACCATACAGCCT 25 55,1

UP4UUN4F 5´ - ATGGATCAAAAGACGGTGACG 22 55,2

UP4UUN4R 3´ - CTAATTACACAGTTTCGGGCCTT 23 55,2

ASPVNW7F 5´ - ATGAAGAGAATTGTATCGGTTGTAC 25 52,9

ASPVNW7R 3´ - TTACGGTGTCAGGCAAAG 18 52,5

Tc-TES-26

Tc-ASA

Tc-PDP

Tc-ASP
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Obr. 14. Technologie In-Fusion. Schéma vložení inzertu do plazmidu pomocí technologie 

In-Fusion. Upraveno dle výrobce.  

 

Sekvence konstruktu byla ověřena pomocí DNA Sangerova sekvenování. Výsledné plazmidy 

byly poté transformovány do expresních kompetentních bakteriálních buněk E. coli BL21 

(Thermo Fisher) a očkovány na plotny s LB agarem (1 % trypton, 0,5 % kvasnicový extrakt, 1 

% NaCl, 1,5 % agar, dH2O) obsahujícím selektivní antibiotikum kanamycin zamezující růstu 

buněk neobsahující vektor s inzertem (koncentrace 50 µg/ml).  

 

Kultivace bakterií E. coli a indukce exprese 

Odběry z kolonií bakterií E. coli BL21 obsahující expresní vektor s vybranými protein-

kódujícími inserty byly očkovány do tekutého LB média opět s 50 µg/ml kanamycinem. 

Buňky byly třepány při 37 °C, 180 rpm do získání požadované optické denzity (OD600), 

měřeno pomocí přístroje Biochrom WPA S800+ Visible Spectrophotometer (Biochrom). Do 

LB bylo přidáno 0,5 mM IPTG (izopropyl β-D-1-tiogalaktopyranozid) k indukci exprese. 

Bakteriální kultura byla třepána přes noc (22 °C, 180 rpm) do druhého dne. Bakterie byly 
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zcentrifugovány (3000 rpm, 22 °C, 15 min) a výsledný pelet byl smíchán s lyzačním pufrem 

(10 mM Trise-Base, 200 mM NaCl, pH 8), pelet byl 20 minut v –80 °C, sonikován za 

nepřetržitého chlazení ledem po dobu 1 min (Vibra-CellTM 72405) pro rozrušení bakteriálních 

buněk a centrifugován 1 h při 11 000 g. Pro ověření přítomnosti proteinu v supernatantu nebo 

peletu bylo provedeno SDS-PAGE.  

 

Purifikace rekombinantních proteinů 

Rekombinantní proteiny obsahující His-Tag byly následně přečištěny na purifikační koloně 

obsahující Ni2+ ionty (GE Healthcare Life Sciences). Rekombinanty byly purifikovány 

pomocí afinitní chromatografie na koloně, která byla ekvilibrována v 50 mM 8 M urea, 

fosfátový pufr, 300 mM NaCl, pH 8,0. Eluce byla provedena pufrem 8 M urea, 50 mM fosfát, 

300 mM NaCl, 500 mM imidazol, pH 8,0. Eluované rekombinatní proteiny byly 

zakoncentrovány, převedeny do fosfátového pufru, pH 7,6 na koncentrátoru Amicon Ultracel-

10K (Millipore) a skladovány při –80 °C. Pro ověření přítomnosti rekombinantních proteinů 

ve vzorcích bylo provedeno SDS-PAGE a výsledné proteinové pruhy byly analyzovány 

pomocí LC-MS/MS.  

Vzhledem k nízké koncentraci získaných proteinů byl navržen také alternativní postup celého 

experimentu, viz následující kapitola.  

 

4.2.4.2 Schéma experimentu č. 2 

Za účelem získání optimálního množství rekombinantních proteinů jsme přikročili ke 

spolupráci s komerční laboratoří EZBiolab a antigenní rTc-TES-26, rTc-ASA, rTc-PDP, rTc-

ASP byly připraveny níže uvedeným způsobem. 
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Klonování inzertu, transformace plazmidu a exprese proteinů 

Nukleotidové sekvence byly inzertovány do vektoru pET22b+ za použití restrikčních 

endonukleáz Ndel-Xhol, 6x His-tag byl inkorporován na C-konec každého proteinu. 

Konstrukty byly transformovány do E. coli BL21 (DE3) (General Biol). Přítomnost inzertů 

byla ověřena pomocí DNA Sangerova sekvenování. Exprese proteinu byla poté indukována 

přidáním 0,5 mM IPTG (VWR) a následnou inkubací při 37 °C po dobu 4 hodin. 

 

Purifikace rekombinantních proteinů 

Bakterie byly resuspendovány v pufru Tris-NaCl-8M Urea (pH 8,0). Roztok byl sonikován na 

ledu (Φ3, 3 s zapnuto/6 s vypnuto, 5 min), centrifugován při 10 000 g po dobu 10 min při 

4 °C a přefiltrován přes 0,22 um filtr. Rekombinantní proteiny byly purifikovány pomocí 

afinitní chromatografie na Ni-NTA matrici (Bio-Rad), promyty pufrem PBS-8M Urea 

(pH 7,4) se zvyšujícími se koncentracemi imidazolu (20 mM–60 mM) a eluovány z kolony 

pomocí PBS – 8M močovinový pufr, 500mM imidazol (pH 7,4). Koncentrace proteinu byla 

stanovena pomocí Enhanced BCA Protein Assay Kit (Beyotime). Odhadovaná čistota 

byla >80 %.  

Všechny proteinové antigeny (rTc-TES-26, rTc-ASA, rTc-PDP, rTc-ASP). Byly připraveny 

v dostatečném množství a čistotě. 
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 4.2.5 Imunologické metody 

Nepřímá ELISA 

Byl proveden šachovnicový test za účelem stanovení optimálních koncentrací pro potažení 

jamek rekombinantními proteinovými antigeny a TES, ředění myšího/lidského séra a 

sekundárních protilátek pomocí metody ELISA. Každý vzorek byl analyzován v duplikátech.  

TES (byl použit jako kontrola) a rekombinantní proteiny (rTc-TES-26, rTc-ASA, rTc-PDP a 

rTc-ASP) byly použity v koncentraci 0,5 µg/jamku. Jako primární protilátky byla použita 

myší a lidská pozitivní/negativní séra. 

Dna 96jamkové mikrotitrační destičky MaxiSorp Nunc (Thermo Fisher Scientific) byly 

potaženy vybranými rekombinantními proteiny a TES rozpuštěným v 0,2M 

hydrogenuhličitanovém pufru (pH 9,6) a inkubovány přes noc při 4 °C. Jamky byly v každém 

kroku 3x promyty PBST. Následovala blokace 1% BSA (1 h při 37 °C). Byla přidána myší 

(ředění 1:800 v PBST) nebo lidská (ředění 1:100 v PBST) séra (100 µl/jamku) a destičky byly 

inkubovány po dobu 1 hodiny při 37 °C. Po 3x promytí byly do jamek přidány sekundární 

protilátky – monoklonální anti-myší IgG značené křenovou peroxidázou zředěné 1:10 000 

(Thermo Fisher Scientific) nebo anti-lidská IgG značené křenovou peroxidázou zředěné 

1:5 000 (Thermo Fisher Scientific). Následovala inkubace po dobu 1 hodiny při 37˚ C. 

Substrát byl použit TMB Slow Kinetic Form (Sigma-Aldrich). Reakce byla zastavena 

přidáním 50 µl 1M HCl. Optická denzita byla odečtena při 450 nm proti 630 nm jako 

referenční. Následně byla vypočítána průměrná absorbance každého páru duplicitních sér. 

Mezní hodnoty (cut-off) pro každý antigen byly vypočteny z kontrolního/negativního myšího 

a lidského séra (Frey et al. 1998). 
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SDS-PAGE a Western blot 

Pomocí metody SDS-PAGE následované WB byly analyzovány dva typy primárních 

protilátek:  

1) TES odebraný denně po dobu 14 dnů – identifikace imunitní reakce separovaných proteinů 

přítomných v TES s poolovaným myším sérem. Koncentrace každého sběru TES byla 

3 µg/proužek.  

2) rekombinantní antigeny – analýza antigenicity vybraných proteinů s individuálními myšími 

a lidskými séry. Koncentrace každého rekombinantního antigenu byla 200 ng/proužek. 

TES a rekombinantní proteiny byly separovány pomocí SDS-PAGE (10% gel) a přeneseny na 

PVDF membránu (Bio-Rad). Gely byly obarveny sadou Commassie Brilliant Blue a Silver 

Stain Plus (Bio-Rad). Jako velikostní standard byl použit Precision Plus All Blue Protein 

Standard (Bio-Rad). 

Membrána byla nařezána na proužky a blokována 5% BSA (Sigma-Aldrich) přes noc na 

třepačce v laboratorní teplotě. Proužky byly inkubovány s myším sérem zředěným 1:500 nebo 

lidským sérem zředěným 1:100 v PBST po dobu 90 minut. V každém kroku byly membrány 

3x promyty PBST po dobu 15 minut. Sekundární protilátky (byly použity stejné jako u 

metody ELISA uvedeny v této kapitole) zředěné 1:5 000 a inkubovány 1 hodinu v laboratorní 

teplotě. Vyvolání membrán bylo provedeno pomocí Opti-4CN (Bio-Rad), reakce byla 

zastavena ddH2O. 
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4.3 Publikace č. 3 – Infekce Toxocara canis zhoršuje průběh experimentální 

autoimunitní encefalomyelitidy u myší 

4.3.1 Experimentální infekce myších hostitelů 

Samice myší C57BL/6J (Charles River) staré 5 týdnů byly umístěny ve 12hodinovém cyklu 

světlo/tma ve zvířetníku ÚIM 1. LF UK. Před experimentem byly myši aklimatizovány 

2 týdny. Myši byly rozděleny do 4 skupin, každá po 12 zvířatech (4 myši/klec).  

První skupinu tvořily kontrolní neinfikované myši (kontrolní), druhou skupinu (Tc) tvořila 

zvířata, která byla orálně infikována 2×100 larvami T. canis L3 ve dnech 0 a 7 po první 

infekci, ve třetí skupině (EAE) byla indukována pouze EAE a ve čtvrté skupině (Tc+EAE) 

byly myši infikovány stejně jako ve skupině Tc a EAE byla indukována jako ve skupině EAE. 

Myši byly pozorovány 50 dní po indukci EAE. 

 

4.3.2 Kultivace a infekce larvami T. canis 

Sběr dospělých škrkavek a kultivace L3 larev proběhla totožným způsobem jako v kapitole 

ʺ3.1.1 Kultivace larev T. canis a příprava TESʺ viz výše.  

Před infekcí byly larvy L3 centrifugovány při 600 g při 20 °C po dobu 5 minut, promyty 3x 

sterilním PBS (pH 7,6) a počítány v 10 alikvotech po 50 µl. Suspenze larev byla poté zředěna 

PBS na koncentraci 200 larev/ml a myši byly infikovány orálně - 100 larev resuspendovaných 

v 0,5 ml PBS; reinfekce byla provedena po 7 dnech. Životaschopnost larev byla kontrolována 

vizuálně pod mikroskopem. 

Úspěšnost infekce byla potvrzena stanovením specifických sérových IgG protilátek proti 

T. canis (TES) metodou ELISA. Popsáno v kapitole ʺ4.2.5 Imunologické metodyʺ viz výše. 
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4.3.3 Indukce experimentální autoimunitní encefalomyelitidy 

EAE byla indukována podle Bittner et al. (2014) 35. den po první infekci T. canis za použití 

myelinového oligodendrocytového glykoproteinu (MOG), Freundovo adjuvans 

s Mycobacterium tubercolosis a pertusovým toxinem.  

Měření skóre klinických symptomů a ztráty hmotnosti začalo dnem indukce EAE (d.e.i.). 

Myši byly denně váženy a byly hodnoceny klinické příznaky EAE podle Radovic et al. 

(2015): 0 = žádné klinické příznaky; 1 = ochablý ocas; 2 = paréza zadních končetin; 3 = úplná 

bilaterální paralýza zadních končetin často spojená s inkontinencí; 4 = umírající stav nebo 

smrt. Klinická skóre a normalizované procentuální změny hmotnosti byly porovnány pro 

všechny skupiny. Tato data byla shromážděna ze 2 nezávislých experimentů. 

 

4.3.4 Odběr séra a izolace leukocytů z vybraných orgánů 

Sérum a leukocyty ze sleziny, mezenterických lymfatických uzlin (MLN), mozku a míchy 

(CNS) byly odebírány od 14. do 50. d.e.i. v týdenních intervalech od 2 zvířat z každé skupiny. 

Myši byly narkotizovány, vzorky krve byly odebrány punkcí obličejové žíly, sérum bylo 

odebráno a zmraženo při -80 °C. Myši byly perfundovány přes levou srdeční komoru 

sterilním ledově vychlazeným PBS a byla extrahována slezina, MLN, mozek a mícha. Slezina 

byla homogenizována a scezena přes buněčné síto (Sigma), erytrocyty byly lyžovány 

lyzačním pufrem (BD Pharm Lyse) a vzorky byly dvakrát promyty PBS s následnou 

centrifugací při 200 g při 4 °C po dobu 10 minut, a nakonec promyty pomocí barvícího pufru 

(eBioscience Flow Cytometry Sifying Buffer). MLN lymfocyty byly ošetřeny stejným 

způsobem s výjimkou lýzy erytrocytů. 

Mozek a mícha byly promyty sterilním PBS a dále zpracovány podle (Pino & Cardona 2011). 

Populace buněk Treg byla označena specifickými protilátkami proti markerům Treg buněk 
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(CD4+, CD25+, FoxP3+, Helios+) a stanovena pomocí systému průtokové cytometrie BD 

FACS Canto II (BD). 

 

4.3.5 Stanovení cytokinů 

Sérové koncentrace cytokinů IL-4, IL-10, IL-6, TNF-α, IFN-γ, IL-2 a IL-17 byly měřeny 

pomocí multiplexové analýzy Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine 

Kit (BD). IL-1α byl měřen pomocí CBA Mouse IL-1α Flex Set (BD) s drobnou úpravou.  

Před měřením byly kuličky pro detekci IL-1α testovány spolu s kuličkami pro jiné cytokiny v 

soupravě Th1/Th2/Th17 a bylo stanoveno optimální ředění séra na základě protokolu 

výrobce, předchozích experimentů a konzultace s aplikačním specialistou BD. Kalibrační 

křivka byla vytvořena pro každý cytokin pomocí standardů soupravy. 

Fluorescence byla měřena pomocí systému BD FACS Canto II (BD) a koncentrace cytokinů 

byly stanoveny srovnáním s kalibrační křivkou pro každý cytokin pomocí softwarového 

balíku BD CBA (BD). 

 

4.3.6 Statistická analýza 

Klinická skóre a normalizované tělesné hmotnosti byly zkoumány dvoufaktorovou analýzou 

rozptylu (ANOVA) pro opakovaná měření a následně Šidákův test. Hladiny protilátek a 

cytokinů byly hodnoceny Kruskal-Wallisovým testem následovaným Dunnovým testem. Data 

z průtokové cytometrie byla vyhodnocena jednofaktorovým ANOVA testem a následně 

Šídákovým testem. Normalita reziduí byla kontrolována pomocí Q-Q grafů. Srovnávací testy 

(Šidákův nebo Dunnův test) byly použity k analýze následujících skupin: kontrolní x Tc, 

kontrolní x EAE, Tc x EAE, Tc x Tc+EAE a EAE x Tc+EAE. 
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Všechny testy byly provedeny pomocí GraphPad Prism verze 9.3.1 (GraphPad Software, San 

Diego, Kalifornie, USA). 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 

Pro lepší přehlednost a orientaci v disertační práci byly propojeny kapitoly Výsledky 

a Diskuze.  

 

5.1  Publikace č. 1 – Séroprevalence larvální toxokarózy v České republice 

Skulinová, K., Novák, J., Kašný, M., & Kolářová, L. (2020). Seroprevalence of larval 

toxocarosis in the Czech Republic. Acta Parasitologica, 65(1), 68-76. IF2020 = 1,44. 

 

5.1.1 Vyšetření pacienti 

V rámci zjišťování aktuální séroprevalence larvální toxokarózy v České republice bylo NRL 

pro tkáňové helmintózy shromážděno a vyšetřeno celkem 4 428 vzorků v období let 2012–

2016. Podobně jako v jiných studiích (Hogarth-Scott et al. 1969; Dattoli et al. 2011; Boldiš et 

al. 2015) byla většina pacientů vyšetřena kvůli podezření na tkáňovou helmintózu, ale často i 

z důvodu přítomnosti eozinofilie, zvýšené hladiny celkového IgE, horečky nebo jaterních 

obtíží. Co se týče pohlaví vyšetřených, mírně převažovaly ženy nad muži s 52,4 % 

vyšetřených žen. Vyšetření pacienti z řad dětí a teenagerů (0–19 let) zaujímali ve vzorku 

9,3 %. 

 

5.1.2 Celková séroprevalence a srovnání ženy vs. muži 

Specifické protilátky IgG byly detekovány u 3,6 % vyšetřovaných vzorků, tzn. 160 pacientů. 

Ve srovnání s údaji z let 2006 (Kolářová 2006) a 1998 (Uhlíková & Hübner 1998), kdy se 

celková séroprevalence larvální toxokarózy v ČR pohybovala mezi 18–20 %, zjištěné údaje 
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ukazují razantní pokles na 3,6 %. Ve srovnání se zmíněnými studiemi, předkládaná práce je 

založena na vyšetření lidí, převážně odeslanými specializovanými lékařskými pracovišti, tedy 

pacientů se symptomy či elevovanými laboratorními nálezy. Je třeba poznamenat, že 

séropozitivita celé české populace by se pravděpodobně lišila. 

Mezi pozitivními případy bylo 74 žen (3,4 %) a 86 mužů (3,8 %). Podobně jako v jiných 

studiích (Jimenez et al. 1997; Stensvold et al. 2009) jsme nenašli žádné statisticky významné 

rozdíly v séropozitivitě mezi dětmi/teenagery a dospělými (P = 0,781), nebo mezi muži a 

ženami (P = 0,126), ačkoli muži ve všech věkových skupinách byli vždy séropozitivnější než 

ženy, což je v souladu s metaanalýzou kolektivu Rostami et al. (2019b). Viditelné rozdíly v 

procentech mezi pohlavími byly nalezeny ve věkových kategoriích 10–19 let (5,3 % mužů a 

1,5 % žen) a 70–79 let (8,5 % mužů a 4,9 % žen). Nicméně ani u jedné kategorie rozdíly mezi 

muži a ženami nebyly statisticky významné (P = 0,15 a P = 0,29).  

 

Obr. 15. Graf s přehledem séroprevalencí pro různé věkové kategorie s rozdělením na muže, 

ženy a bez zohlednění pohlaví. 
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5.1.3 Séroprevalence podle věkových kategorií 

Ve věkové kategorii 0–19 let byly protilátky zjištěny u 16 dětí a teenagerů (3,9 %), u 

dospělých u 144 osob (3,6 %). Bez ohledu na pohlaví byla nejnižší séropozitivita 

zaznamenána ve věkové kategorii 20–29 let, tj. 1,7 %, která v porovnání s ostatními 

kategoriemi s výjimkou (10–19 let a 30–39 let) vyšel rozdíl vždy statisticky významný (20–29 

a 0–9 let, P = 0,037; 20–29 a 40–49 let, P = 0,016; 20–29 a 50–59 let, P = 0,005; 20–29 a 60–

69 let, P < 0,0001; 20–29 a 70–79 let, P = 0,0008). Nejvyšší zastoupení séropozitivních 

pacientů bylo zjištěno ve věkové kategorii 70–79 let, tj. 6,6 %, kde statisticky významný 

rozdíl byl zaznamenán u kategorií 20–29 let (P = 0,0008) a 30–39 let (P = 0,0004). 

Nejmladšímu pacientovi byly 4 roky, nejstaršímu 75 let. Medián na základě věku bez ohledu 

na pohlaví byl 51 (muži medián 49, ženy medián 51). To může naznačovat, že riziko infekce 

je vyšší u starších lidí, kteří jsou delší dobu exponováni zdroji infekce více než mladší ročníky 

(Mughini-Gras et al. 2016). Výsledky mohou odrážet skutečnost, že současná generace 

seniorů vyrůstala častěji na venkově, kde bylo riziko kontaktu se zdroji infekce vyšší nebo 

naopak tím, že mezi koníčky seniorů může patřit i např. zahradničení, při kterém přijdou do 

úzkého kontaktu s kontaminovanou půdou, což je hlavní zdroj infekce u lidí (Holland 2017).  

Ve srovnání se séropozitivitou u dětí ve věku 1–14 let, která v ČR v roce 1998 dosahovala 

13,8 %, je nově zjištěná séropozitivita nižší – v kategorii 0–9 let 4,7 % a v kategorii 10–19 let 

3,3 % bez zohlednění pohlaví (Uhlíková & Hübner 1998). Nižší hodnoty mohou odrážet 

plošné rušení dětských pískovišť nesplňujících požadavky EU v souvislosti se vstupem ČR do 

EU a následná přísnější pravidla pro provoz dětských hřišť (zakrývání pískovišť, oplocení 

dětských hřišť, zákaz vstupu psů apod.), což bylo vyhodnoceno jako efektivní nástroj 

prevence před nákazou (Avcioglu & Balkaya 2011).  
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5.1.4 Séroprevalence v krajích ČR 

Na základě zjištění předkládané práce, dosáhla séroprevalence larvální toxokarózy v letech 

2012–2016 v ČR 3,6 %, ale mezi jednotlivými regiony se séroprevalence lišila, pohybovala se 

v rozmezí 1,4–7,5 % (Obr. 16). Co se týče nejbližších sousedících zemí s ČR, takto nízké 

hodnoty séroprevalence byly pozorovány v Rakousku, kde se hodnoty pohybovaly od  

1,4–3,7 % v běžné populaci (Deutz et al. 2005). Na Slovensku se séroprevalence odhaduje na 

5,5–15,3 % (Pavlinová et al. 2011; Boldiš et al. 2015). V Polsku se séroprevalence odhaduje 

na 6,1–29,6 % (Rudzińska et al. 2017), ale tento odhad je založen na analýzách údajů ze čtyř 

geograficky vzdálených částí země a různých věkových skupin, proto je data obtížné 

srovnávat. Podobně jako v jiných evropských zemích i česká data potvrzují, že zvýšené riziko 

infekce Toxocara spp. je spojena s řadou faktorů spojených s vlivem podnebí, strukturou 

populace, bydlištěm ve venkovských oblastech apod. (Rubinsky-Elefant et al. 2010). 

V předkládané práci byla nejvyšší séroprevalence zaznamenána v Ústeckém (7,5 %) a 

Libereckém kraji (7,1 %), tedy v oblastech s vyšším výskytem sociálně vyloučeného 

obyvatelstva a vyšší mírou nezaměstnanosti. Relativně vysoká míra séroprevalence na jižní 

Moravě (7,0 %) může být způsobena klimatickými a sociodemografickými faktory tohoto 

regionu; má nejvyšší průměrnou roční teplotu v ČR a zároveň se zde rozkládá úrodná 

venkovská nížina, kde se relativně mnoho lidí zabývá zemědělstvím, což může souviset s 

vyšší pravděpodobností nákazy (Deutz et al. 2005).  
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Obr. 16. Mapa séroprevalencí pro jednotlivé kraje ČR. Tečkou (●) jsou označena 

zdravotní zařízení, která vyšetření do NRL indikovala. 

 

Nejnižší séroprevalence (1,4 %) byla zaznamenána ve Zlínském kraji a třetí nejnižší 

séroprevalence v kraji Olomouckém. Pacienti z Moravy a Slezska jsou na přítomnost 

protilátek proti larvální toxokaróze tradičně vyšetřování v nemocnicích krajských měst, tedy v 

Ostravě, Olomouci a Zlíně, což by mohlo mít za následek zkreslení celorepublikových dat. 

V návaznosti na tento fakt je nutno podotknout, že počet vyšetřených vzorků z ČR se v rámci 

krajů diametrálně lišily (např. 2059 vzorků z Prahy versus 42 vzorků z Karlovarského kraje), 

tzn. že získaná data je nutné brát s vědomím možného zkreslení.  

 

5.1.5 Závěry publikace č. 1  

• Séroprevalence larvální toxokarózy v České republice dosahovala v letech 2012–2016 

3,6 %.  
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• Získaná data naznačují výrazný pokles séroprevalence larvální toxokarózy ve srovnání 

s předchozími lety (Uhlíková & Hübner 1998; Kolářová 2006).  

• Nebyly zaznamenány statistiky významné rozdíly mezi pohlavími či seniory a dětmi.  

• V porovnání s údaji ze sousedních zemí séroprevalence relativně nízká a srovnatelná se 

situací v Rakousku.  

• Zaznamenaný pokles rizika infekce larvální toxokarózy může souviset se zvyšující se 

morálkou majitelů psů a koček – odčervování a sběr exkrementů, ale také se zpřísněním 

městských vyhlášek stran hygieny veřejných dětských hřišť.  
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5.2 Publikace č. 2 – Antigenní proteiny exkrečně-sekrečních produktů larev 

Toxocara canis a hodnocení jejich potenciálu pro imunodiagnostiku 

larvální toxokarózy 

Skulinová, K., Novák, J., Kolářová, L., & Kašný, M. (2022). Antigenic Proteins from the 

Excretory–Secretory Products of Toxocara canis Larvae and Evaluation of Their Potential for 

Immunodiagnostics of Larval Toxocarosis. Acta Parasitologica, 67(2), 705-713. IF2021 = 1,53. 

 

5.2.1 Výsledky hmotnostně-spektrometrické analýzy 

Z TES produktů, které byly sbírány po dobu 14 dnů, bylo pomocí hmotnostně-

spektrometrických postupů analyzováno celkem 9 vzorků reprezentujících konkrétní dny 

sběru (1.–7., 9. a 14. den od vylíhnutí larev) (Obr. 17). V těchto vzorcích bylo nalezeno 718 

proteinů a jejich fragmentů v 653 proteinových skupinách. Proteinové složení a relativní 

abundance se v jednotlivých dnech lišila (Tab. 4). 

Dříve publikované proteomické studie identifikovaly celkem 19 a 64 proteinů v TES 

(Sperotto et al. 2017; da Silva et al. 2018). Výsledek předkládaný v naší studii – 

718 identifikovaných proteinů – může být ovlivněn množstvím variant analyzovaných 

vzorků/dní (n = 9), kdy byl např. „uncharacterized protein“ (A0A0B2VYF0) přítomen ve 

všech dnech sběru kromě prvního dne (Tab. 4). Pokud by byly proteiny selektovány na 

základě parametru, že protein musí být přítomen zároveň ve všech devíti vzorcích, činila by 

celková suma 52 proteinů – počet srovnatelný se studií autorů da Silva et al. (2018), kteří 

nalezli v TES 64 proteinů. Spektrum identifikovaných proteinů je ve všech studiích odlišné, 

nicméně např. antigenní protein TES-26 (A0A0B2UWT5) byl přítomný v této i srovnávaných 

studiích. 
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Tab. 4. Zastoupení nejvíce abundantních proteinů z devíti vzorků TES reprezentujících 

dny sběru. Pro přehlednost uvedeno pouze prvních nejpočetnějších 30 proteinů. Abundance 

proteinů je vyjádřena pomocí LFQ kvantifikace, data jsou zlogaritmována (log10). Zelená 

část spektra – abundance vysoká, červená část spektra – abundance nízká, (-) – nepřítomnost 

proteinu ve vzorku/dni.  

 

5.2.2 Vybrané identifikované proteiny a proteinové skupiny 

Vzorky TES z 9 sběrů byly následně separovány (SDS-PAGE) a pečlivě hodnoceny za 

účelem předvýběru unikátních kandidátních proteinů pro následné analýzy. Výsledkem byly 

různé proteinové profily v jednotlivých dnech (Obr. 17).  

 

Pořadí Acc. No. Název proteinu 1. den 2. den 3. den 4. den 5. den 6. den 7. den 9. den 14 dnů

1 A0A0B2W6C1 Vitellogenin-6 (Fragment) 

2 A0A0B2UUN4 Uncharacterized protein 

3 A0A0B2UP29 Ancylostoma secreted protein 

4 A0A0B2VZX5 Endochitinase 1 

5 A0A0B2VNW7 Ancylostoma secreted protein 

6 A0A0B2VLX9 Uncharacterized protein 

7 A0A0B2UWH6 Metalloendopeptidase 

8 A0A0B2VMP2 Collectin-12 (Fragment) 

9 A0A0B2VEA6 Enolase

10 A0A0B2V7F9 Aspartyl protease inhibitor 

11 A0A0B2VT33 Uncharacterized protein

12 A0A0B2V6I9 Fructose-bisphosphate aldolase

13 A0A0B2V5Y2 Heat shock 70 kDa protein A 

14 A0A0B2UPS1 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 

15 A0A0B2V9D8 Uncharacterized protein 

16 A0A0B2UIK8 26 kDa secreted antigen 

17 A0A0B2UWT5 26 kDa secreted antigen 

18 A0A0B2VZ15 26 kDa secreted antigen (Fragment)

19 A0A0B2UR82 Polyprotein ABA-1 (Fragment) 

20 A0A0B2VYF0 Uncharacterized protein 

21 A0A0B2VFZ0 Triosephosphate isomerase 

22 A0A0B2UYV4 Glutathione S-transferase 1 

23 A0A0B2VC49 Protein disulfide-isomerase 

24 A0A0B2W097 Uncharacterized protein 

25 A0A0B2UVS3 26 kDa secreted antigen 

26 A0A0B2W2R7 14-3-3-like protein 2 

27 A0A0B2V2R3 Uncharacterized protein F32A5.4 

28 A0A0B2VGU3 Uncharacterized protein 

29 A0A0B2UZW6 Fatty acid-binding-like protein 

30 A0A0B2W3P6 Nucleoside diphosphate kinase

7,54 8,34 7,74 7,33 7,11 6,69 6,35 6,38 6,76

5,88 6,46 6,96 7,51 7,70 7,56 7,65 8,01 8,09

5,74 6,42 5,93 6,01 6,55 6,25 6,10 7,45 8,33

7,85 7,58 6,98 5,87 4,69 4,15 4,06 4,11 3,95

5,76 6,58 6,40 6,37 6,81 6,40 6,50 7,73 8,16

6,46 7,16 7,60 7,79 7,74 7,61 7,47 7,64 7,55

7,51 7,80 7,32 6,32 4,55 4,11 4,19 4,20 3,48

6,18 7,09 7,33 7,46 7,52 7,58 7,46 7,39 7,42

7,72 7,38 6,72 6,39 6,32 6,28 6,33 6,55 6,97

6,34 6,94 7,65 7,74 7,62 7,50 7,44 7,52 7,33

5,84 7,12 7,52 7,65 7,57 7,51 7,49 7,61 7,49

7,57 7,39 6,83 6,20 5,71 5,29 5,54 6,09 6,95

7,75 6,81 5,89 4,70 4,58 3,70 4,20 4,76 5,08

5,84 7,52 7,27 7,23 6,95 6,83 6,57 7,26 7,60

6,08 6,88 7,34 7,50 7,45 7,58 7,60 7,46 7,09

5,60 7,22 7,07 7,12 6,95 6,79 6,59 7,30 7,59

4,69 6,53 6,10 5,93 6,23 6,06 5,95 7,27 7,86

5,64 5,95 6,86 6,85 7,24 7,15 7,18 7,80 7,22

7,28 7,25 7,04 6,97 6,53 6,60 6,38 6,52 6,88

- 5,47 4,29 4,06 5,88 5,46 5,35 6,52 7,93

7,54 6,85 6,42 5,21 5,42 4,88 4,82 5,56 6,28

7,50 6,97 5,03 - 4,23 3,73 4,10 4,75 3,54

7,35 7,35 6,51 5,29 4,21 3,74 3,56 4,29 5,14

5,98 6,80 7,18 7,24 7,23 7,22 7,19 7,29 7,13

5,57 - 6,57 6,65 7,08 6,95 6,98 7,65 7,24

7,36 7,05 5,94 4,96 5,32 4,59 4,63 6,21 6,89

- 5,32 5,72 6,41 6,48 6,49 6,62 7,06 7,72

5,39 - 6,27 6,90 7,11 7,17 6,79 7,17 7,37

7,30 7,02 5,96 5,28 5,25 4,78 - 5,27 6,04

7,17 7,25 6,15 5,85 5,52 5,43 4,54 5,82 6,29
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Obr. 17. Proteinové profily v jednotlivých dnech sběru. Vizualizováno pomocí SDS-

PAGE ELFO s následným stříbřením. Žlutě zvýrazněné obdélníky ohraničují oblasti s 

proteiny, které byly podrobeny MS analýze. Informace ke konkrétním pruhům jsou uvedeny 

v textu.  

 

Ve vzorku TES extrahovaném 1. den od vylíhnutí byl dominantním proteinem (1A) 

endochitináza-1 (A0A0B2VZX5), dále fragment vitellogeninu-6 (1B) (A0A0B2W6C1), 

metaloendopeptidáza (A0A0B2UWH6).  

 

Endochitináza-1 

Vaječné obaly vajíček T. canis se skládají z pěti vrstev, z nichž nejsilnější je prostřední vrstva 

složená převážně z chitinu (Bouchet et al. 1986). Degradační protein endochitináza je 

pravděpodobně přítomen z důvodu umělé indukce líhnutí larev T. canis ze svých vaječných 

obalů vlivem extrémní změny vnějšího prostředí (změna pH prostředí po přidání bělidla), na 
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které larvy reagují zvýšenou expresí tohoto proteinu. Tuto teorii podporuje i klesající 

abundance proteinu v čase pravděpodobně jak vlivem aktivity produkce, tak postupným 

promýváním larvální kultury (Tab. 4).  

 

Vitellogenin-6 

Vitellogenin je zdroj aminokyselin a lipidů ve vajíčcích, má důležitou roli ve vývoji embryí 

celé řady organismů napříč různými živočišnými druhy. U hlístice C. elegans byly popsány 

geny vit-1–6, u parazitických hlístic (H. contortus nebo O. dentatum) byly popsány geny 

pouze pro vit-5 a 6 (Nakamura et al. 1999; Zhu et al. 2017). V genomu T. canis byly popsány 

zatím dva geny pro expresi vitellogeninu (Zhu et al. 2015), exprese jednoho z nich byla 

potvrzena i v předkládané práci. V proteomu T. canis byl potvrzen vitellogenin-6 u samců, 

samic i larev. Exprese u samců i samic probíhá ve střevě, u samic navíc v reprodukční 

soustavě (Zhu et al. 2017; da Silva et al. 2018). Vzhledem k přítomnosti vitellogeninu-6 po 

monitorovanou dobu sběru (Tab. 4) je zřejmé, že vitellogenin hraje roli nejen v reprodukci 

červů, ale také participuje v dalších, dosud nepopsaných biologických procesech larev 

T. canis. 

 

Metaloproteázy 

Při interpretaci výsledků ze sběru z prvního, případně druhého dne, je důležité podotknout, že 

při manipulaci s TES může docházet také k destrukci určitého počtu larev, který (i při 

zachování co nejšetrnější extrakce TES) není možné ovlivnit. Tím mohou být zkresleny i 

výsledky, tj. přítomnost somatických proteinů. Jedním z těchto příkladů by hypoteticky mohla 

být např. přítomnost právě metaloendopeptidázy (A0A0B2UWH6). Přítomnost různých 

metaloproteáz byla již dříve potvrzena u extraktů larev T. canis, nicméně v TES žádná 

potvrzena nebyla. Funkcí metaloendopeptidázy (A0A0B2UWH6) by mohlo být pravidelné 
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odvrhování části nebo celé kutikuly na bázi kolagenu a kutikulinu larev, která je pak 

nahrazena novou kutikulou. Je tudíž sporné tento protein zařadit mezi proteiny přítomné 

v TES. Vzhledem ke klesající abundanci tohoto proteinu, jeho hypotetické funkci a faktu, že 

larvy již po extrakci z vaječných obalů neprodělávají in vitro žádný další vývoj (přechod z L3 

stadia do L4) se přikláním k variantě, že tento protein není larvami do TES aktivně 

exprimován. 

  

Enoláza 

V prvním dni sběru TES byla potvrzena i přítomnost proteinů, které jsou kruciální pro 

základní biochemické pochody v živých organismech, např. proteiny participující 

v metabolismu sacharidů jako je enoláza (A0A0B2VEA6) nebo aldoláza (A0A0B2V6I9), 

které byly přítomny ve vysokých koncentracích po monitorovanou dobu sběru (Tab. 4). 

Enolázy jsou vysoce konzervované proteiny u různých skupin nematodů; mohou být přítomny 

v povrchovém plášti kutikuly, proto mohou být potenciálními cíli vývoje vakcín, jak bylo již 

experimentálně potvrzeno u Ascaris suum (Liu et al. 2012; Chen et al. 2012). 

 

Heat-shock proteiny (HSP) 

 V předkládané studii byly identifikovány celkem tři HSP – heat shock protein 70 kDa, heat 

shock protein HSP 90-alpha a heat shock protein Hsp-12.2. V první proteomické studii byl 

z této skupiny identifikován pouze heat shock protein 70 kDa (Sperotto et al. 2017), zatímco 

da Silva et al. (2018) identifikovali pět HSP. HSP u parazitů mohou fungovat jako 

imunomodulační molekuly, ale také jako chaperony, usnadňující skládání a zabraňující 

agregaci proteinů (Pérez-Morales & Espinoza 2015). U schistosom HSP mohou indukovat 

regulační CD4+CD25+ Tregs a produkci cytokinů (IL-10 a TGF) (Wang et al. 2009). 
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Další proteiny TES 

Od třetího dne se již proteinový profil začal měnit a poprvé se objevily proteiny (3A) 

collectin-12 (A0A0B2UYX7) a phosphatidylethanolamine-binding-like protein (3B, 5B, 9D) 

(A0A0B2UIK8), resp. TES-32 a TES-26, významné antigeny, které byly nadále v TES 

přítomny po zbytek doby sběru  (Obr. 17).  

Devátý den proteinový profil obsahoval největší spektrum proteinů; výrazným abundantním 

proteinem (9A) byl ancylostoma secreted protein (A0A0B2VNW7), jehož štěpy byly 

nalezeny i v oblastech s nižší molekulovou hmotností (9B, 9C) – tento protein byl 

pravděpodobně fragmentován. Jedná se homolog, který byl poprvé popsán u L3 larev 

škrkavek rodu Ancylostoma. Jedná se o sekretované proteiny bohaté na cystein a patří do 

skupiny proteinů souvisejících s patogenezí či přežitím v hostitelském organismu, jejich 

konkrétní funkce jsou však neznámé (Zhan et al. 2003). V této práci uvedený protein je dle 

dostupných dat specifický pouze pro T. canis.  

V posledním vzorku, 14. dnů od vylíhnutí, již bylo náročné jednotlivé proteinové pruhy 

rozeznat, protože se jednalo o naakumulované proteiny a jejich degradované části. Výskyt 

nových proteinů v tomto profilu nemusí nutně znamenat, že se některý protein začal 

exprimovat až 14. den, ale také mohlo dojít k jejich akumulaci ve vzorku, tzn. že byly již 

natolik koncentrované, aby byly viditelné při elektroforetické separaci s následnou 

vizualizací. Hmotnostně-spektrometrickou analýzou nejvýraznějších proteinů byla potvrzena 

přítomnost již výše popsaných proteinů, ale vyskytl se zde i výrazný pruh (14A), který byl 

MS analýzou označen jako necharakterizovaný protein (A0A0B2VYF0) obsahující SXC 

neboli NC6 doménu. Druhým nově vyskytujícím se proteinem byl další necharakterizovaný 

protein obsahující pepsin-I3 doménu (A0A0B2UUN4). Homolog tohoto proteinu byl popsán 

v sekretomu larev Anisakis simplex, jeho funkce nebyla popsána (Kochanowski et al. 2022). 
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5.2.3 Výběr potenciálních antigenních proteinů 

Na základě předchozích výsledků byly separované TES přenesené na membránu z 9 sběrů 

inkubovány s pozitivními a negativními poolovanými myšími séry, čímž byly vizualizovány 

protilátkové reakce s proteiny TES (Obr. 18). Antigenní proteiny byly pozorovány v rozmezí 

20–100 kDa; intenzita reakce se lišila čase.  

 

Obr. 18. Porovnání TES produktů odebraných během 14 dnů kultivace. (I) SDS-PAGE 

gel a (II) WB, kde je vizualizována reaktivita separovaných TES a poolovanými séry myší 

infikovanými různým množstvím larev T. canis a) L10, b) L100, c) L1000 d) negativní séra. 

M – marker; 1d–14d – den odběru; vybrané antigenní proteiny pro přípravu v rekombinantní 

formě (I) a jejich reaktivitu na WB (II) označeno černými šipkami s písmeny: A – Tc-TES-

26; B – Tc-ASA; C – Tc- PDP; D – Tc-ASP. E – Tc-TES-32. (Tc-TES-32 nebyl pro další 

testování v rekombinantní podobě vybrán).  

 

Celkem byly vybrány čtyři proteiny pro přípravu v rekombinantní formě – Tc-TES-26,  

Tc-ASA, Tc-PDP a Tc-ASP (Tab. 5). Ty byly vybrány na základě výsledků screeningového 

testování sběrů za 1–14 dnů s pozitivními myšími séry (Obr. 18), abundance proteinů v čase 

(Tab. 4), sekvenční unikátnosti proteinů pro T. canis po srovnání se světovými databázemi, 
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ale také na základě jejich nízké molekulové hmotnosti, která zřejmě souvisí s vyšší 

specificitou (Smith et al., 2009). Protein Tc-TES-26 (A0A0B2UIK8) byl vybrán jako 

zástupce již dříve publikovaného a zároveň úspěšně testovaného rekombinantního proteinu 

sloužícího k rozpoznání infekce larvami toxokar (Mohamad et al. 2009). Zároveň Tc-TES-26 

v předkládaném výzkumu slouží i jako pomocný/srovnávací parametr k nově testovaným 

antigenům. Další 3 proteiny – Tc-ASA (A0A0B2VYF0), Tc-PDP (A0A0B2UUN4) a  

Tc-ASP (A0A0B2VNW7) byly vybrány jako možné nové potenciální antigeny (Tab. 5).  

 

 

Tab. 5. Vybrané proteiny pro přípravu v rekombinantní formě a jejich charakteristika. 

UniProt Acc. No. – přístupové číslo v databázi UniProt, AMK – aminokyseliny, Mw – 

molekulární hmotnost, kDa – kilodalton. 

 

5.2.4 Sérologické testování vybraných rekombinantních antigenů 

Testování rekombinantních proteinů pomocí metody ELISA odhalilo specifickou reaktivitu s 

testovanými poolovanými myšími a lidskými séry pouze u tří (rTc-TES-26, rTc-PDP a  

rTc-ASP) ze čtyř vybraných rekombinantních proteinů. U rTc-ASA byla pozorována 

nespecifická reakce s lidskými séry (Tab. 6). Zatímco u myších poolovaných sér byla 

reaktivita antigen-protilátka v korelaci s ostatními testovanými antigeny i TES, u lidských sér 

byla pozorována nespecifická reakce. Molekulová hmotnost rekombinantní formy tohoto 

proteinu je vyšší než u ostatních testovaných (45–50 kDa). Primární výběr imunoreaktivních 

proteinů (Tab. 6) proběhl pouze za použití myších sér, což by mohlo vysvětlovat 

nespecifickou reakci se séry lidskými, tzn. rTc-ASA je sice vhodným antigenem pro 

Název UniProt Acc. No. Popis Počet AMK Vypočítaná Mw Reálná Mw

Tc-TES-26 A0A0B2UIK8 protein podobný fosfatidyletanolamin vázajícímu proteinu 262 28.2 kDa 25–30 kDa

Tc-ASA A0A0B2VYF0 Anisakis simplex  alergen 414 45.4 kDa 45–50 kDa

Tc-PDP A0A0B2UUN4 protein obsahující pepsin-I3 doménu 207 23.5 kDa 25–30 kDa

Tc-ASP A0A0B2VNW7 protein vylučovaný hlísticí Ancylostoma  sp. 247 27.8 kDa 25–30 kDa
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rozpoznání infekce u myší, u lidských vzorků však tento antigen není specifickými 

protilátkami IgG rozpoznáván. Na základě těchto předběžných/prvotních výsledků byl pro 

další analýzy rTc-ASA vyřazen z dalších experimentů.  

 

 

Tab. 6. Souhrnné výsledky ELISA pilotních experimentů s poolovanými myšími séry a 

lidskými séry. Testovaná myší séra vykazovala vzájemnou korelaci, zároveň výsledky 

korelovaly i s reálnou nákazou u myší. U lidských sér je pozorována diskrepance v 

rekombinantu rTc-ASA; při testech s tímto antigenem nebylo možné oddělit séronegativní 

pacienty od séropozitivních. 

 

Následná ELISA analýza tří rekombinantních antigenů – rTc-TES-26, rTc-PDP a rTc-ASP – a 

TES s individuálními/nepoolovanými myšími séry a lidskými séry je zobrazena v Tab. 7. Do 

tabulky jsou zahrnuty i následná testování pomocí metody WB.  

počet vzorků klasifikace rTc-TES-26 rTc-ASA rTc-PDP rTc-ASP TES

pozitivní 7 7 7 7 7

negativní 3 3 3 3 3

seropozitivní 7 5 7 7 7

seronegativní 3 5 3 3 3

Myší séra 10

Lidská séra 10
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Tab. 7. Reaktivita rTc-TES-26, rTc-PDP a rTc-ASP s myšími a lidskými séry v ELISA a 

WB. Výsledky každého rekombinantního antigenu s konkrétním vzorkem séra jsou označeny 

„+“ (pozitivní reakce) nebo „-“ (negativní reakce).  

 

Zatímco u experimentů s jednotlivými myšími séry lze pozorovat stoprocentní korelaci mezi 

testovanými rekombinantními antigeny s TES a reálnou pozitivitou/negativitou myší v obou 

metodách (ELISA i WB), u lidských sér je interpretace výsledků komplikovanější. U lidských 

sér je pomocí metody ELISA testovanými rekombinanty rozpoznána 

séropozitivita/séronegativita u všech subjektů, pomocí metody WB byla potvrzena reakce u 

vzorků č. 8 a 9, a to pouze u antigenů rTc-TES-26 a rTc-ASP (Tab. 7).  

rTc-TES-26 rTc-PDP rTc-ASP TES

(ELISA/WB) (ELISA/WB) (ELISA/WB) (ELISA)

1 -/- -/- -/- -

2 -/- -/- -/- -

3 -/- -/- -/- -

4 +/+ +/+ +/+ +

5 +/+ +/+ +/+ +

6 +/+ +/+ +/+ +

7 +/+ +/+ +/+ +

8 +/+ +/+ +/+ +

9 +/+ +/+ +/+ +

pozitivní         

(skupina L1000)
10 +/+ +/+ +/+ +

1 -/- -/- -/- -

2 -/- -/- -/- -

3 -/- -/- -/- -

4 +/- +/- +/- +

5 +/- +/- +/- +

6 +/- +/- +/- +

7 +/- +/- +/- +

8 +/+ +/- +/+ +

9 +/+ +/- +/+ +

10 +/- +/- +/- +

Lidská séra

séronegativní

séropozitivní

sérum č. 

Myší séra

negativní 

(skupina L0)

pozitivní         

(skupina L10)

pozitivní        

(skupina L100)
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Obr. 19. Reaktivita myších (I) a lidských (II) sér s rekombinantními antigeny (rTc-TES-

26, rTc-PDP a rTc-ASP) pomocí metody WB. Myší séra jsou označena písmeny a–d podle 

skupiny, resp. počtu larev, kterými myši byly infikovány: a) negativní, b) L10, c) L100 nebo 

d) L1000. Lidská séra jsou označena písmeny následovně: e) negativní sérum č. 1, f) pozitivní 

sérum č. 8 s potvrzenou reakcí v ELISA a g) pozitivní sérum č. 9. s potvrzenou reakcí 

v ELISA.  

 

Srovnání výsledků WB u myší infikovaných v několikrát předem definovaných intervalech 

ukázalo, že reakce séra z myši infikované pouze dvakrát 1000 larvami (L1000) se 3 

rekombinanty měla nižší intenzitu než séra ze skupin L10 a L100 (Obr. 19). Ačkoli bylo 

testováno pouze jedno myší sérum ze skupiny L1000, lze spekulovat, že u zvířat, která jsou 

infikována sice nižší infekční dávkou, avšak v pravidelných intervalech (skupiny L10 a 

L100), je imunitní systém subjektu postupně stimulován a následná imunitní odezva je 

v reakci na antigen intenzivnější; jde o vývoj podobný tomu, který popisují  

Novák et al. (2017). Výsledky testování myších sér přesně korelovaly s reálnou nákazou, u 
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kontrolní skupiny sér se nevyskytla žádná nespecifická reakce, všechna pozitivní séra 

reagovala se 3 testovanými rekombinantními antigeny (rTc-TES-26, rTc-PDP a rTc-ASP). 

U analýzy WB s lidskými séry byly (i přes pozitivitu v ELISA u všech pozitivních sér 

s testovanými rekombinanty) specifické protilátky potvrzeny pouze u 2 sér ze 7 

séropozitivních pacientů, a to u antigenů rTc-TES-26 a rTc-ASP. Antigen rTc-PDP nevázal 

žádné specifické protilátky u žádného z testovaných sér. Obě metody byly u lidských sér 

optimalizovány se vždy stejnými výsledky.  

V rutinní diagnostice larvální toxokarózy slouží metoda ELISA k zachycení pozitivních 

pacientů s případnou konfirmací pomocí WB. I s použitím různých variant těchto metod a 

s použitím různých typů antigenů tyto nepřímé testy však nezaručují stoprocentní senzitivitu a 

specificitu (Noordin et al. 2020). Nesoulad mezi výsledky ELISA a WB byl očekáván, 

protože ELISA je senzitivní test, který je cílen na záchyt pozitivního vzorku na základě 

arbitrárního čísla (cut-off), zatímco test WB spoléhá na specifickou reakci s konkrétním 

antigenem na membráně. ELISA je dle současného stavu poznání stále metodou první volby, 

protože je relativně levná, ale jako konfirmační metoda by měl být použit test WB (Maraghi 

et al. 2012; Dos Santos et al. 2018). Konfirmace pomocí metody WB je taktéž spjato 

s vyloučením jiných infekčních i neinfekčních příčin falešné ELISA pozitivity, mj. i pacientů 

s oslabenou imunitou anebo oportunními infekcemi (Zibaei et al. 2013; Noormahomed et al. 

2014; Dos Santos et al. 2018). 

Na rozdíl od myší, které byly pravidelně infikovány vysokým počtem larev v jedné nebo 

několika dávkách, u dospělých lidí, kteří jsou náhodnými hostiteli, může být reálná infekční 

dávka a následná larvální nálož výrazně nižší, čímž může být ovlivněna výsledná sérologická 

analýza (Glickman & Schantz 1981; Smith & Noordin 2006; Smith et al. 2009). U uměle 

indukované infekce je zřejmé, že u hostitele aktivně probíhá infekce, tzn. larva aktivně 

migruje tkáněmi a imunitní systém na to reaguje. U lidí v době testování nelze jednoznačně 
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zjistit v jaké fázi se subjekt nachází a testovaná osoba je ve většině případů v tzv. chronické 

fázi infekce, kdy jsou v séru přítomny protilátky bez aktivní migrace larev. Interpretace 

výsledku sérologických metod musí být tedy vždy posuzována na základě anamnézy, 

klinického obrazu a dalších laboratorních nálezů, které v předkládané práci nejsou známy 

(Noordin et al. 2020).  

 

5.2.5 Závěry publikace č. 2 

• Jedná se o první studii, kdy byla sledována geneze změny proteinového složení TES po 

dobu dvou týdnů kultivace larev a zároveň změna spektra imunoreaktivních proteinů 

s využitím pozitivních/negativních sér  

• Studie ukazuje, že aplikace separačních a imunochemických metod v kombinaci 

s hmotnostně-spektrometrickými analýzami, jsou účinným nástrojem při efektivní 

identifikaci nových proteinových antigenů Toxocara sp. 

• Nově objevené rekombinantní antigeny rTc-TES-26 a rTc-ASP mohou být vhodnými 

kandidáty v rozvoji diagnostiky larvální toxokarózy.  

• Použití rekombinantních antigenů, ideálně v multiplexové diagnostice larvální 

toxokarózy by mělo výrazně redukovat případnou zkříženou reaktivitu s ostatními 

parazitárními infekcemi. 
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5.3 Publikace č. 3 – Infekce Toxocara canis zhoršuje průběh experimentální 

autoimunitní encefalomyelitidy u myší 

Novák, J., Macháček, T., Majer, M., Kostelanská, M., Skulinová, K., Černý, V., Kolářová, L., 

Hrdý, J. & Horák, P. (2022). Toxocara canis infection worsens the course of experimental 

autoimmune encephalomyelitis in mice. Parasitology, 149(13), 1720-1728. IF2021 = 3,24. 

 

V předkládané práci byl zkoumán vliv infekce T. canis na průběh experimentální autoimunitní 

encefalomyelitidy (EAE) u myší, zvířecího modelu roztroušené sklerózy.  

 

5.3.1 Infekce T. canis a klinické příznaky EAE  

V obou infikovaných skupinách (Tc a Tc+EAE) vyvolala infekce larvami L3 T. canis 

významnou TES-specifickou IgG protilátkovou odpověď ve srovnání s oběma 

neinfikovanými skupinami (kontrolní a EAE). Ukázalo se, že infekce T. canis 5 týdnů před 

indukcí EAE vedla ke zhoršení skóre klinických příznaků a významnému úbytku váhy ve 

srovnání s EAE myšmi bez infekce (Obr. 20). Toto pozorování není v souladu s mnoha 

studiemi provedenými s různými druhy helmintů uvedených v review Charabati et al. (2020), 

kdy předchozí helmintární infekce měla pozitivní efekt (remisi) na indukovanou nákazu. 

Naopak podobné výsledky s předkládanými daty publikovali Bing et al. (2015) na 

experimentech Toxascaris leonina s rekombinantním galektinem (rTl-gal). Podávání 

galektinu vedlo ke zhoršení symptomů EAE, větší demyelinizaci a zvýšené zánětlivé 

infiltraci.  
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Obr. 20. Infekce larvami T. canis. Klinické skóre EAE (A) a následné snížení tělesné 

hmotnosti (B) infikovaných myší s EAE (Tc+EAE) ve srovnání se skupinou s pouze 

indukovanou EAE (EAE). Rozdíly mezi těmito skupinami (označeno šedou oblastí) byly 

významné od 27. dne (klinické skóre) a od 26. dne (normalizovaná procenta tělesné 

hmotnosti) po indukci EAE. Data jsou prezentována jako průměry ± standardní odchylky 

(absence v kontrolní skupině a EAE) ze 2 nezávislých experimentů (12 myší na skupinu v 

každém experimentu, tj. zobrazena data pro 24 zvířat v experimentu na skupinu). Údaje pro 

klinické skóre EAE (A) pro skupinu Tc nejsou zobrazeny, tato skupina neměla žádné 

příznaky. 
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5.3.2 Výsledky měření sérových cytokinů 

K pochopení mechanismů zhoršujících se symptomů EAE a ztráty hmotnosti byly změřeny 

koncentrace cytokinů v séru – koncentrace všech měřených cytokinů (IL-4, IL-10, IL-1α, IL-

6, TNF-α, IFN-γ, IL-2 a IL-17) byly významně zvýšeny u Tc+EAE myší ve srovnání s EAE 

myšmi (Obr. 21). Pro cytokiny spojené s Th2 (IL-4) a s Treg (IL-10) byly naměřené hodnoty 

sérové koncentrace u myší Tc+EAE ve srovnání s myšmi EAE statisticky významné, což je v 

souladu s předchozími studiemi (Sewell et al. 2003; Peón et al. 2017). Pozitivní 

imunomodulační účinek IL-4 a IL-10 u infekcí T. canis je však pravděpodobně potlačen 

působením Th1 (TNF-α, IFN-γ) a Th17 (IL-17, IL- 6) cytokiny, které byly produkovány také 

ve zvýšeném množství (Reyes et al. 2011). Zhoršení klinických příznaků a ztráta hmotnosti 

by mohly být důsledkem infekce T. canis a její neuroinvaze spolu s přítomností 

antimyelinových patogenních autoprotilátek a zvýšenými koncentracemi cytokinů spojených s 

Th1 a Th17.  

Současně byly zjištěny vyšší hladiny všech cytokinů u myší s infekcí T. canis ve srovnání 

s kontrolní skupinou, ale ve srovnání Tc myší s EAE myšmi byl zjištěn významný nárůst 

pouze u IL-10, IL-1α, IL-6, IFN-γ a IL-17 (Obr. 21). Detekované koncentrace cytokinů u 

myší s infekcí T. canis byly nižší než u Tc+EAE myší, ale tento rozdíl nebyl statisticky 

významný. To může naznačovat, že infekce T. canis s následnou EAE vede k dalšímu zvýšení 

hladin cytokinů, což odpovídá zhoršení symptomů a ztrátám hmotnosti u Tc+EAE myší. 
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Obr. 21. Sérové koncentrace cytokinů. A) IL-1α, B) IL-6, C) TNF-α, D) IFN-γ, E) IL-2, 

F) IL-17, G) IL-4 a H) IL-10. Jednotlivá data jsou zobrazena spolu s mediánem skupiny, 

Kruskalův–Wallisův test následovaný Dunnovým testem byly použity k vyhodnocení rozdílů 

mezi předem vybranými skupinami (kontrola vs. Tc, kontrola vs. EAE, Tc vs. EAE, Tc vs. 

Tc+EAE a EAE vs. Tc+ EAE). Skupina kontrolní a Tc: n = 12, skupina EAE: n = 9, skupina 

Tc+EAE: n = 6. Statisticky významné rozdíly jsou označeny hvězdičkami (* P < 0,05; ** P < 

0,01; *** P < 0,001) nebo jsou uvedeny hodnoty P. 

 

5.3.3 Výsledky měření CD4+ T-lymfocytů a Tregs 

Měření populací CD4+ T-lymfocytů a CD4+FoxP3+Helios+ Tregs ve slezině, MLN a CNS 

sloužilo ke zjištění dalších informací souvisejících se zhoršující se symptomatologií u 

Tc+EAE myší a jejich roli v rozvoji onemocnění. V CNS byl nalezen vyšší počet CD4+ 

buněk u Tc+EAE myší ve srovnání s EAE myšmi a také ve srovnání s Tc myšmi, což by 

naznačovalo, že neuroinvaze T. canis a následná EAE vedly k infiltraci CD4+ buněk do CNS. 
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Zatímco počet Tregs byl podobný jako u EAE myší, jejich frekvence byla významně nižší 

(Obr. 22).  

 

 

Obr. 22. CD4+ T-lymfocyty a Treg (CD4+FoxP3+Helios+) byly analyzovány průtokovou 

cytometrií. A) slezina, B) mezenterická lymfatická uzlina (MLN) a C) centrální nervový 

systém (CNS). Jednotlivá data jsou zobrazena spolu s mediánem skupiny, Kruskalův–

Wallisův test následovaný Dunnovým testem byly použity k vyhodnocení rozdílů mezi 

předem vybranými skupinami (kontrola vs. Tc, kontrola vs. EAE, Tc vs. EAE, Tc 
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vs. Tc+EAE a EAE vs. Tc+ EAE). Skupina kontrolní: n = 6, skupina Tc: n = 7, skupina 

EAE: n = 8, skupina Tc+EAE: n = 7. Statisticky významné rozdíly jsou označeny 

hvězdičkami (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001). 

 

To naznačuje přítomnost non-Treg CD4+ buněčných populací u Tc+EAE myší, jako jsou Th1 

a Th17, jejichž prozánětlivé účinky mohou přispívat k poškození CNS a následnému zhoršení 

průběhu EAE, což je v souladu se zhoršeným klinickým skóre (Obr. 23).  

 

 

Obr. 23. Schematický přehled výstupů experimentů.  

 

Mírnější symptomatologie u EAE myší může být způsobena vyšším podílem Tregs v populaci 

CD4+ T-lymfocytů v CNS, což lze vysvětlit proliferací Tregs v reakci na přítomnost MOG, to 

může následně snížit probíhající autoimunitní procesy. 

Vyšší množství CD4+ T-lymfocytů a Tregs nalezených ve vzorcích sleziny a MLN u 

kontrolních a Tc myší ve srovnání s EAE a Tc+EAE myšmi lze vysvětlit downregulací CD4+ 
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T-lymfocytů a Tregs v důsledku podávání pertusového toxinu během indukce EAE. To by 

mohlo znamenat, že potenciální imunomodulační kapacita T. canis u myší Tc+EAE je 

pravděpodobně snížena a přemožena důsledky neuroinvaze larev L3 a během následné 

indukce EAE tato kombinace způsobuje zhoršení symptomatologie se zvýšenými hladinami 

cytokinů a infiltrací prozánětlivých CD4+ T-lymfocytů. Tuto hypotézu je však potřeba 

experimentálně ověřit. 

 

5.3.4 Závěry publikace č. 3 

• Předkládaná data prokazují negativní vliv infekce T. canis na průběh EAE.  

• Bylo pozorováno zhoršení klinického skóre a ztráty hmotnosti testovaných myší.  

• Byly pozorovány nápadně zvýšené sérové hladiny různých cytokinů, což naznačuje 

dysfunkci imunitní regulace u Tc+EAE myší.  

• Výsledky studie mohou přispět k poznání hypotetického vlivu infekce larvami T. canis 

na neurodegenerativní onemocnění (např. roztroušenou sklerózu) u člověka. 
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6 ZÁVĚR 

Dizertační práce byla zaměřena na rozšíření dosavadních znalostí týkajících se proteinového 

složení exkrečně-sekrečních produktů infekčních larev T. canis a jejich možné aplikace v 

sérodiagnostice larvální toxokarózy.  

V rámci práce byla zmapována aktuální séroprevalence larvální toxokarózy v České republice 

– 3,6 %, přičemž situace se lišila mezi jednotlivými kraji, ale také v kontextu evropských 

zemí, kde Česká republika patří k těm s nízkou séroprevalencí onemocnění (Publikace č. 1).  

Hlavním výstupem práce je identifikace proteinového spektra exkrečně-sekrečních produktů 

infekčních larev T. canis zasazeném do časového rámce 14 dnů. Odebrané vzorky TES byly 

analyzovány za účelem odhalení imunoreaktivního potenciálu jednotlivých proteinů. Vybrané 

kandidátní proteinové antigeny byly připraveny v rekombinantní formě a testovány s myšími 

a lidskými séry. Konkrétně rTc-TES-26 a rTc-ASP byly definovány jako možné vhodné 

markery larvální toxokarózy (Publikace č. 2).  

V neposlední řadě bylo nad rámec cílů práce zahrnuto zhodnocení infekce larvami T. canis u 

myší s indukovanou experimentální autoimunitní encefalomyelitidou s předpokládaným 

příznivým vlivem infekce na toto neurodegenerativní onemocnění. U nakažených myší 

larvami T. canis došlo oproti předešlým výzkumům k celkovému zhoršení klinických 

příznaků onemocnění (Publikace č. 3).  

Předkládaná disertační práce přispívá ke komplexnímu pohledu na problematiku onemocnění 

larvální toxokarózy a může být použita k dalšímu vývoji efektivnějších a přesnějších 

sérodiagnostických aplikací.  
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7 SEZNAM ZKRATEK 

1. LF UK 1. lékařská fakulta Univerzity Karlovy 

AMK aminokyselina 

BSA  hovězí sérový albumin 

CBA  cytometric bead array  

multiplexová detekce solubilních mediátorů vazbou na částice s následnou 

analýzou průtokovou cytometrií 

CD4+  skupina povrchových proteinů na pomocných T-lymfocytech 

CDC  Centers for Disease Control and Prevention 

cDNA  komplementární DNA 

CNS  centrální nervová soustava 

CRD  carbohydrate recognition domain 

rozpoznávací doména sacharidu, sacharid-vázající doména 

CRP  C-reaktivní protein, reaktant akutní fáze 

CSF  cerebrospinální tekutina, likvor 

CT  covert toxocarosis – skrytá toxokaróza 

CTL  lektin typu C 

d.e.i.  ode dne indukce 

EAE   experimentální autoimunitní encefalomyelitida 

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay 

ES  exkrečně-sekreční produkty 

HE   hematoxylin-eosin 

His-Tag 6 histidinových aminokyselinových zbytků, sloužících ke značení 

rekombinantního proteinu a vychytávání na purifikační koloně s Ni2+ ionty 
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HSP  heat-shock protein 

IFN  interferon 

IgG  imunoglobulin třídy G, další imunoglobuliny dle stejného klíče – A, M, E 

IL  interleukin 

kDa  kilodalton 

L1–L4  larvy 1.–4. stadia vývoje oddělená svlékáním kutikuly 

L3  larva třetího stadia, infekční larva 

LC-MS  kapalinová chromatografie s hmotnostní spektrometrií 

LC-MS/MS kapalinová chromatografie kombinovaná s tandemovou hmotnostní detekcí 

LFQ  label-free quantification, kvantifikace proteinů pomocí MS analýz 

MLN  mezenterické lymfatické uzliny 

MOG  myelin oligodendrocyte glycoprotein 

MS  hmotnostní spektrometrie 

MUC  mucin 

Mw  molekulární hmotnost 

Ni-NTA  nitriloctová kyselina saturovaná Ni2+ ionty 

  součást kolony, která slouží k purifikaci rekombinantních proteinů 

NC6  six-cysteine domain 

NRL  národní referenční laboratoř 

NT   neurotoxokaróza  

OLM   ocular larva migrans 

PAMP   patogen asociovaný molekulární vzor 

vysoce konzervativní struktury přítomné na povrchu patogenů rozpoznávané 

vrozenou imunitou 

PBS   fosfátem pufrovaný fyziologický roztok 
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PCR  polymerázová řetězová reakce 

PEBP  fosfatidyletanolamin vázající protein 

PřF UK  Přírodovědecká fakulta Univerzity Karlovy 

PVDF   polyvinylidenfluorid 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis 

STH   soil-transmitted helminth infections 

SXC   six-cystein domain 

Tc  Toxocara canis 

TES   Toxocara excretory-secretory antigen, Toxocara exkrečně-sekreční produkty 

TGF-β  transforming growth factor-beta 

Th2   imunitní odpověď založená na Th2 pomocných lymfocytech 

TNF  tumor necrosis factor 

Tregs  regulační T-lymfocyty 

ÚIM   Ústav imunologie a mikrobiologie 

VFN  Všeobecná fakultní nemocnice v Praze 

VLM   visceral larva migrans 

WB   western blot 

WMA  Světová zdravotnická asociace 
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