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1.

Zkratky

Ab - protilatka

Ag - antigen

AIDS - Agiured ImmunoDeficienty Syndrom (syndrom ziskané
imunodeficience)

ALT - alaninaminotransferasa

AST - aspartatamonotransferasa

CD - Cluster of Diferenciation

CIP-WB - Comparative Imunological Profiles — Western Blot

CNS - centralni nervovy systém

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina

EIA - enzymoimunoanalyza

ELISA - enzyme-linked-immunosorbent-assay

lg - imunoglobulin

IP - index pozitivity

ISAGA - immunosorbent-agglutination-assay

19 - international unit (mezinarodni jednotka})

KFR - komplement-fixaéni reakce

MPA - imunoelektroforéza v agaru

MW - molecular weight (molekulova hmotnost)

NBT - nitrotetrazoliova modf

NIFT - nepiima imunofluorescence

PCR - polymerazova feté&zova reakce

PD - papilarni diametr

TGR1E - oblast genu T. gondii

Th-1 - T-lymfocyt helper

WHO - svétova zdravotnicka organizace




2. Uvod

Laboratorni diagnostika toxoplazmézy je zaloZzena na sérologickém
testovani protilatek pfitomnych v krevnim séru metodami jako jsou napfiklad
komplement-fixacni reakce (stanoveni celkovych protilatek) a EIA metody (pro
diagnostikovani specifickych tfid imunoglobulinG), dale na pfimém prikazu
T. gondii histologickym vy3etfenim lymfatickych uzlin a jinych tkani a na
detekci DNA prvoka metodou PCR. Pomoci vysledka sérologickych testl, které
poskytl Ustav klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice Hradec Krélové, byla
vybrana cilova skupina pacientd s markery akutni infekce (KFR 21:32, igM,
IgA, IgE >1, nizka avidita protilatek ve tfidé 1gG). Oseffujicim lékaiim téchto
pacientd byly zaslany dotazniky tykajici se moznych zpisobl pfenosu nakazy
a klinickych pfiznakl onemocnéni.

Cilem_predkladané prace bylc zpracovani udajl ziskanych dotaznikovou
metodou od pacientd a osetiujicich lékafl, jejich porovnavani s laboratornimi
vysledky a poté vyhodnoceni pravdépodobnych zdroju infekce, &etnosti

ruznych klinickych projevi a vyvoje sérotogickych ukazatel(.




3. Teoreticka cast

Infekce tkanovym prvokem Toxoplasma gondii je u lidi vSeobecné
rozéifena. Toxoplazméza je v Ceské republice jednim znejéastéji se
vyskytujicich parazitarnich onemocnéni. Sérologické studie ukazuji, Ze
priblizné 1/3 nadi populace tuto infekci prodélala.

Lidé jsou infikovani T.gondii hlavné poZitim nedostatetné tepelné
zpracovaného masa obsahujictho Zivé tkarfiové cysty, poZitim jidla ¢i vody
kontaminované oocystami zvykall infikovanych kodek, cestou ruka-usta
z pldy a pisku kontaminovanych vykaly koSek (geofagie), z matky na plod
transplacentarng, popf. velmi vzacné& kapénkovou infekci dychacim traktem a
spojivkovym vakem &i pfi pokousani kodkou vylu€ujici oocysty (raritni vyskyt)
(23).

Infekce zdravych dospélych lidi je vétSinou asymptomaticka, nékteré
projevy onemocnéni se vyskytuji u imunokompromitovanych jedincl a
novorozencli. Mezi zakladni klinické projevy toxoplazmézy patfi: horecka,
lymfadenitida, popf. v generalizované formé& jako tzv. uzlinovy syndrom, které
mohou perzistovat dny nebo tydny. Nékdy se onemocnéni klinicky podobd
mononukledze. Kongenitalni infekce se miiZze vyskytnout nasledné po infekci
matky béhem t&hotenstvi. ZavaZnost onemocnéni a jeho nasledkll pro plod
zavisi na stupni téhotenstvi a na dobé&, kdy 7. gondii pronikne do prostfedi
déiohy (8). Existuje &iroké spektrum klinickych projevi u kongenitainé
infikovanych déti. Uplna tetrada klinickych znakil pfedstavuje:retinochoroiditidu
(nasledkem &ehoZ miZe dojit k zmenseni visu), hydrocefalus, intracerebralni
kalcifikaci a kfeCe. Hydrocefalus je nejméné &astym, ale nejvice dramatickym
po$kozenim novorozence. Tento znak je jedineény pro kongenitalné ziskanou
toxoplazmézu u lidi. U zvirat nebyl nikdy zaznamenan.

Toxoplazmova infekce se v naprosté vétSiné pfipadl diagnostikuje
prilkazem specifickych protilatek v krevnim séru. Zakladnim vySetfenim se
zjistuje, zda je pacient nakaZen a je-li pravdépodobné, Ze se nachazi
v akutnim stadiu infekce. Jako zakladni metoda se pouZiva komplement-
fixaéni reakce (KFR, vazba komplementu), kterou se stanowvuji tzv. celkové
protilatky. Titr 1:32 a vy3s8i signalizuje moZnou akutni infekci. Dopliujici
vysetieni (imunoenzymové testy EIA, ISAGA), ktera roziiduji jednotlivé tfidy




specifickych protilatek, igG, IgM, IgA, IgE a aviditu ve tfidé IgG, zpresnuji
uréeni faze infekce. Pro akutni infekci sv&déi vysoké titry IgM, IgE a IgA.
Vyznamné je preventivni vySetfovani gravidnich Zen. Protilatky by mely byt
vysetfeny co nejdfive po potvrzeni téhotenstvi. Zakladnim vySetienim je kromé
stanoveni celkovych protilatek (KFR) i IgM. Je-li na zadatku téhotenstvi Zena
negativni nebo jsou-li pfitomny protilatky IgM, je nutné vysetfeni opakovat. Pfi
vzestupu IgM a IgA b&hem gravidity je nutné vySetfeni a sledovani na
specializovaném pracoviti {(gynekologicko-porodnickém, infektologickém). Po
prob&hlé akutni toxoplazméze (léCené i bez létby) celkové protilatky a
protilatky 1gG dlouhodobé (i doZivotné) v nizkych titrech pfetrvavaji.

Lékem volby je kombinace pyrimethaminu (Daraprim) a sufadiazinu
s leukovorinem, u oéni toxoplazmozy lze pouzit clindamycin, ktery dobfe
pronika do oka. U t&hotnych je lékem volby spiramycin (Rovamycin), ktery se
také podava pii alergii na sulfonamidy.

Prognéza je dobra, pokud nejde o vertikalni pfenos a septicky pribéh
infekce u novorozence a o akutni infekci u téZce imunokompromitovanych
pacientl (AIDS, trasplantace progenitorovych bunék kostni dfené a organl). U
mozkové toxoplazméozy je prognéza pfi véasné diagnostice a lécbé také
pomérné pfizniva.

Hlavnim bodem prevence je myti rukou (zvlasté po manipulaci s kotaty,
praci s hlinou a syrovym masem), dostateéna tepelna Gprava masitych
pokrmd, dikladné myti zeleniny a vy3etfeni protilatek proti T. gondii pred

planovanym téhotenstvim nebo v jeho raném obdobi (14).
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3.1. Historie

Organismus prvoka T. gondii poprvé popsali Nicolle a Manceaux roku
1908, po nalezu v jatrech a sleziné severoafrického hlodavce (Ctenodactilus
gondi} z ¢eledi severoafrickych pamys$i hiebenoprstych. Podezieni, ze tento
parazit je patogenni i pro Elovéka, se objevilo potom, kdyZ doktor Jankd roku
1923 pozoroval parazitické cysty v retiné ditéte s hydrocefalem a mikroftalmii.
Roku 1937 Wolf a Cowen demonstrovali vyznam vrozenée toxoplazmoézy a roku
1940 nasledoval objev (Pinkerton a Weidman , 1940) postnatalni infekce.
Hutchinson a spol. (1965) dekompletizovali biologicky cyklus T. gondii.
Meznikem v sérodiagnostice bylo zavedeni Sabinova- Feldmanova testu (6).

3.2. Klasifikace

Toxoplasma gondii je obligatni intracelularni protozoarni organismus,

ktery ize taxonomicky zaradit:

Kmen Apicomplexa

Tfida Sporozoa

Podtfida Coccidia

Réad Eucoccidiida
Podfad Eimeriina

Celed Sarcocystidae
Podéeled Toxoplasmatinae
Rod Toxoplasma

Druh Toxoplasma gondii

Taxonomické usporadani kmene Apicomplexa je v8ak vice méné véci
kompromisu a neustaie probiha upfesiiovani. Velké pozornosti taxonomu se
t&8i podtiida Coccidia. Pro zastupce kmene Apicomplexa je typicky:

- parazitizmus

- apikalni komplex obsahujici vysoce specializované organely

napomahajici parazitovi ve vstupu do buriky.




3.3. Epidemiologie

3.3.1.Pfenos

Lidé mohou byt infikovani 7. gondii pozZitim (popf. kontaminaci rukou)
nedostateéné tepeiné upraveného (napf. grilované maso, jatrova zavaika i
sekand) nebo syrového masa (hlavné vepfové, skopové, krali€i a maso z
nutrii) obsahujici tkariové cysty, vodou a jidlem (neomyta zelenina a ovoce)
obsahujici oocysty vyluéované ve fekaliich infikovanych koCek, pfi kontaktu
s fekaliemi infikovanych koéek pfi praci na zahradé &i pii cestovani mimo
Evropu do zemi s niz8im hygienickym standardem (25). Zda se, Ze rozdily
v séroprevalenci T. gondii koreluji se stravovacimi a hygienickymi navyky dané
populace. Tyto nalezené znaky ukazuji, Ze ordini pfenos je hlavni zdroj
infekce.

Oocysty 7. gondii jsou vyluGovany domestikovanymi kockami a jinymi
voln& Zijicimi zastupci zrodu Felidae (kockovité Selmy) odpovédnymi za
kontaminaci Zivotniho prostfedi. Domestikované kocky jsou hlavnim zdrojem
kontaminace a produkuji velké mnozZstvi oocyst (az 10 miliond denné& po dobu
1 a2 3 tydnu). Sporulujici oocysty v zemi pfeZivaji po dobu az né&kolika mésici
¢i rokl. Oocysty mohou byt pfenaseny mechanicky mouchami, 3vaby,
Zizalami apod. Oocysty jsou znamy tim, Ze pfeZivaji na ovoci a na zeleniné po
dlouhou dobu. Lidé mohou ziskat toxoplazmézu i pii mazleni se psy, ktefi se
vyvaleli v infikovanych kocgicich vykalech.

Zajimavé je, Ze pokud by vyluovalo ococysty 7. gondii jenom nékolik
desitek koéek, diky masivni produkci oocyst a jejich rezistenci k destrukci, je
zajisténo Sifeni prvoka v prostfedi a vnimavé populaci. Kongenitalné infikovana
kotata mohou také vyluCovat oocysty. Mira infekct u koéek je urGovana mirou
infekci u mistni populace ptak(i a hlodavcl, ktefi slouZi jako zdroj potravy.
Napfiklad: oocysty T. gondii byly nalezeny u 23.2% z 237 ko&ek na Costa Rice,
kde se nachazi vysoka incidence infekci i ptak a hiodaved. Pro
vysledky zkoumani vykall, protoZe kocky s pozitivnim nalezem protilatek
pravdépodobné vyluduji nebo wvyluCovaly oocysty a jsou indikatorem
kontaminace prostiedi (8).
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3.3.2.0rganové transplantace

Pienos T. gondii pfi transplantaci organli ze séropozitivniho darce na
séronegativniho pfilemce (darce D+ /piijemce P-) je dulezitad pficina
onemocnéni  srdce, srdce-plic, ledvin, jater, jater-pankreatu u
transplantovanych pacientd (pfijemct). Reaktivace latentni infekce u pfijemce
(D+/P- nebo D+/P+) je nejCastéji se vyskytujici mechanismus opétovného
vzplanuti akutni toxoplazmézy u pacientd po transplantaci kostni dfené,
v hematopoetickych kmenovych butkach a jatrech u transplantovanych
pacientl a u lidi s rozvinutym syndromem AIDS. Ackoli vzacné, T. gondii miize
byt taky pfenesena krevni cestou nebo leukocyty darcl. Infekce u
laboratornich pracovniki se vyskytuje po kontaktu s kontaminovanymi jehlami
a sklem nebo infikovanymi zvifaty.

3.3.3.Kongenitalni prenos

Po infekci matky T. gondii v raném obdobi t&hotenstvi, parazit prostupuje
do fetalni cirkulace pfes placentu. Prevalence kongenitalni toxoplazmoézy je
vrozmezi od 1 do 10 na 10 000 novorozenc(i. Infekce matky ziskana pfed
téhotenstvim zajistuje maly nebo Zadny risk pro plod, kromé& Zen, které byly
infikovany nékolik tydnd pred oté&hotné&nim. Cetnost kongenitalniho pfenosu se
znacéné lisi v zavislosti na obdobi téhotenstvi, v némz matka byla infikovana.

Nejzavaznéj$i je infekce ziskana béhem obdobi podeti a v prvnim
trimestru t&hotenstvi, kdy muze dojit k t€zkému poskozeni vyvijegjiciho se
plodu; ov8em prostup placentou je vtomto obdobi nejméné Eetny, zatimco
mira pienosu b&hem posledniho trimestru gravidity je vy33i nez 60%. Casna
maternalni infekce (prvni a druhy trimestr) milZe zpuUsobit zavaZnou
kongenitalni toxoplazmézu a miize zapfi€init smrt plodu v déloze a spontanni
potrat. V kontrastu je pozdni infekce matky (tfeti trimestr) nejmeéné zavazna,
k postizeni plodu nemusi dojit, ale relativng &asto jsou popisovana o&ni
postizeni a psychomotoricka retardace ditéte.

Celkova frekvence subklinickych infekci u novorozencl s kongenitalni
toxoplazmézou je vy$$i nez 85% (klinicky vyjadfenych je 15%). Zpo&étku
nepovdimnutd infekce se muZe ve druhé &i tfeti dekadé Zivota vyvinout
v chorioretinitidu nebo mliZze nastat opoZdéni rlstu.
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Lééba matky béhem téhotenstvi usiluje o sniZzeni frekvence a zavaznosti
fetalni infekce. Spiramicin redukuje incidenci vertikalniho pfenosu cca o 60%.
Vertikalni pfenos T. gondii v souvislosti s chronickou infekci je zaznamenam
pouze U imunokompromitovanych Zen, které maji AIDS nebo uZivaji
imunosupresivni légiva véetné kortikosteroidd.

3.3.4.Séroprevalence

U ¢lovéka séroprevalence infekce T. gondii stoupa s vékem, vice se
neli&i mezi pohlavimi a je niz8i v chladnéjdich oblastech nebo ve vétsich
nadmofskych vySkach. Incidence infekce se méni v zavislosti na skupiné
populace a geograficke lokaci.

Séroprevalence v USA 23,6%, Polsko 49,0% a Svédsko 29,4% (16).

3.4. Zivotni cyklus

T. gondii je kokcidialni parazit, u néhoZz je definitivnim hostitelem kocka a
ostatni teplokrevna zvifata a ¢lovék jsou mezihostitelé. U zvifat a patmé i u
¢lovéka je to nejvice rozsifeny parazit. Coccidia maji komplexni Zivotni cyklus.
Ackoli maji specifické hostitele, jsou vétsinou pifenaseny fekalné-oralni cestou,
T. gondii mUze byt pfenasena i transplacentarné a poZivanim masa.

Pro vSechny hostitele ma 7. gondii tfi infekéni stadia: tachyzoity
(individualn& a ve skupinach), bradyzoity (v tkanovych cystach) a sporozoity (v
oocystach).

3.4.1.Tachyzoiti

Tachyzoiti jsou vétSinou plUlmésicového tvaru a méfi 2 ym x 6 pm.
Vstupuji do hostitelské buiiky aktivnim proniknutim buné&éné membrany a
zacinaji se obklopovat parazitarni vakuolou, ktera je chrani pfed hostitelskymi
obrannymi mechanizmy. Tachyzoiti se rozmnoZuji asexuainé pomoci binarniho
déleni.

Po neznamém poétu déleni, T. gondii tachyzoity davaji vznik dalSimu
stadiu zvanému tkanové cysty.
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3.4.2.Bradyzoiti

Tkarové cysty rostou a zUstavaji uvnitf bunék (intracelularni parazit).
Velikostnd se méni z5 na 70 ym a obsahuji nékolik aZ mnoho stovek
bradyzoitl, ktefi pfedstavuiji klidové stadium prvoka. Tkafiové cysty se vyvijeji
v dobfe prokrvovanych organech jako jsou plice, jatra a ledviny. V nejvétSim
zastoupeni se nachazi ve svalovych a nervovych tkanich, zahrnujicich mozek,
o&i, kosterni svalstvo a srdedni sval. Intakini tkafove cysty jsou
pravdépodobné neskodné a mohou perzistovat po cely Zivot hostitele.

Membrana tkafovych cyst je elasticka, tenka (méné nez 0.5 pm) a muZe
obklopovat stovky piimésicovité zahnutych atlych bradyzoitl, ktefi méfi 7 um x
1.5 ym. Bradyzoiti se jenom nepatrné li$i od tachyzoitl, maji jadro situované
blizko zadniho konce, navzdory tomu tachyzoiti maji jadro uloZzené centrainé.
Bradyzoiti jsou vice Utli neZ tachyzoiti a méné citlivi ke znieni proteolytickymi
enzymy.

Po poZiti kotkou, je sténa tkanovych cyst natravena proteolytickymi
enzymy v Zaludku a tenkém stfevé a bradyzoiti jsou uvolnéni. Nékteri
proniknou lamina propria tenkého stfeva a mnozi se jiZ jako tachyzoiti. Po
nékolika hodinach se T. gondii 8ifi do extraintestindlnich tkani. Ostatni
bradyzoiti penetruji epiteliaini buiiky tenkého stieva a iniciuji vyvoj Zetnych
generaci asexuallt (typy A-E schizontd). Dali stadium jsou organismy
(merozoity) uvolnéné ze schizontnich forem saméich a sami€ich gamet. Samdi
gamety maji dva bi¢iky (organy pohybu) a aktivné vstupuji do samifich gamet.
Po fertilizaci sami¢i gamety, se okolo ni formuje st&na oocysty. Po dozrani
oocysty prasknou a vyprazdni sv(j obsah do lumen stfevnich epitelialnich
bunék. T. gondii pfetrvava ve stfevé a extraintestinalnich tkanich kodek po

nékolik mésich a mozna i po cely Zivot kocky.
3.4.3.00¢cysty

Qocysty T. gondii jsou formovany pouze u kocek, a to u domestikovanych
i divokych kocek. Kodky vyluéuji oocysty po poZiti tachyzoitli, bradyzoitd nebo
sporozoitl. A¢koliv méné nez 50% kocéek vyluéuje oocysty po poZiti tachyzoitl
&i oocyst, po poZiti tkafovych cyst vyluguji cocysty skoro viechny kocky.
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Oocysty v &erstvé wvylouCenych fekaliich jsou nevysporulované
(neinfek&ni, nezralé), maji kulovity tvar a polomé&r 10 pm x 12 pm. Sporulace
probihd mimo télo kot¢ky b&hem 1-5 dnl a je zavisla na kysliku v ovzdusi a
teploté prostfedi. Sporulované oocysty obsahuji dvé elipsoidni sporocysty.
Kazda sporocysta se sklada ze &tyf sporozoitll. Sporozoiti jsou velci 2 um x 6-8
pm.

Hostitelé véetné kotek mohou ziskat T. gondii pozitim tkani infikovanych
zvitat nebo jidla & wvody kontaminovanych zralymi oocystymi, popf.
transplacentarnim prenosem. Po poZiti bradyzoitd uvolnénych z tkafovych cyst
nebo sporozoitd z cocyst, prostupuji stfevni sténou, transformuji se do stadia
tachyzoitl, lokainé se mnoZi a $ifi se krevni cestou nebo lymfou do riznych
tkani a organ(. Po nékolika cyklech déleni, se tachyzoiti pfeméruji na
bradyzoity v riznych tkanich. Infekce T. gondii b&hem té&hotenstvi mize vydstit
v kongenitalni toxoplazmézu plodu.

Zivotni cyklus oocyst pfenasejicich infekci byl studovan na mysich. Po
poziti sporulujicich oocyst, sporozoiti excystuji, penetruji enterocyty a
poharkové buriky v intestinalnim epitelu a jsou pfeneseni do lamina propria
neznamym mechanismem. Né&které sporozoity mohou byt nalezeny v lamina
propria, kde se mnoZi v rdznych buikach véetné vaskularniho endotelu,
fibroblastl, mononuklearnich bunék a segmentovanych leukocytl, ale
nenachazi se v erytrocytech. Edémy, nekrdézy lamina propria a odlupovani
stfevni sliznice miiZe zpUsobit enteritidu. Infekce je pfipadné rozvledena do
dalSich organ (8).

3.4.4.Vztah hostitel versus parazit

T. gondii se miZe mnoZit v burikach vétsiny savcl. Jak poskozuje buriky
imunitniho systému neni zatim zcela znamo. V8echny extracelularni formy
parazita jsou piimo ovlivitovany protilatkami, ale intracelularni formy nikoliv.
faktory pfi imunitou zprostfedkované destrukci 7. gondii.

Imunita nedokaze eliminovat ji2 vzniklou infekci. Tkahové cysty T. gondii
perzistuji po akutni infekci minimaln& po dobu nékolika let. Koneény osud
tkarfiovych cyst neni plné znam. Nékteré mohou prasknout b&hem Zivota
v hostiteli a uvolnéné bradyzoity jsou znigeny imunitni odpovédi hostitele. U
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imunosuprimovanych jedinci muZe byt infekce reaktivovana diseminovanim
bradyzoit(i a opétnou pfemeénou v tachyzoity.

Patogenita 7. gondii je ovliviiovana mnoha faktory véetné vnimavosti
hostitelského druhu, virulenci parazita a infekéniho stadia. Oocysty
zprostfedkované infekce jsou klinicky nejzavaznéjsi u mezihostitele a nejsou
vétsinou zavislé na mnozstvi oocyst v infekéni davce.

T. gondii se také adaptovala do oocysto-oralniho cykiu u byloZravcd
(mezihostitelé) a do tkanove cysty-oralniho cyklu u masozravcl (bradyzoiti-
tachyzoiti- a opé&t bradyzoiti), specialné koek. Oocysty 7. gondii jsou méné
infekéni a méné patogenni pro ko¢ky nez pro krysy a mysi. Napfiklad: jedna
3iva oocysta je oralné infekéni pro mysi a prasata, navzdory tomu 100 a vice
oocyst mlze byt minimalné nutné ke vzniku infekce u koek. Opacné je to u
bradyzoitli, ktefi jsou méné infek&ni pro mysi nez pro kocky. Kocky mohou
vyluSovat miliony oocyst po poZiti nékolika malo bradyzoitl, navzdory tomu
100 bradyzoitl nemusi byt oralni cestou infekéni pro mysi. T. gondii miZe byt
oralné pfenasena pozitim tkafiovych cyst, epidemiologické studie potvrzuji, ze
kogky jsou nezbytné pro staly Zivoini cyklus T. gondii, ktera je vzacna nebo
chybi v oblastech, kde se kofky nenachazeji.

3.5. Patogeneze a patologie

3.5.1.Patogeneze

Velikost inokula, virulence organismu, geneticka vybava, pohlavi a
imunologicky stav ovliviiuji pribéh infekce u modell lidské a zvifeci
toxoplazmoézy. Jestlize je parazit pozien, aktivné osidluje epitelialni buriky
stfeva nebo je jimi fagocytovan. Intracelularné, 7. gondii indukuje tvorbu
parazitarni vakuoly, kterd obsahuje sekretované parazitarni proteiny a
vyluCované proteiny hostitele, které normalné podporuji fagozomalni
dozravani.

Molekularni charakteristiky a nékolik proteind z rlznych parazitarnich

organel zahrnujicich rovnéz denzni granula a imunodominantni povrchovy

vvvvvv

vyrobu vakciny.
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Infekce T. gondii zpUsobuje u siinych a perzistujicich T-pomocnych bunék
1 (T-helper cells, T-h1) odpovéd ve formé produkce protiinfekEnich cytokin(
zahrnujicich interleukin 12, interferon gama a tumor-nekrotizujici faktor alfa.
Kombinovana akce téchto cytokinl a ostatnich imunologickych mechanismu
chrani hostitele proti replikaci tachyzoitl a pfed pozdé&jSimi patologickymi
zménami. Po invazi enterocytl, 7. gondii infikuje antigen-prezentujici buriky
v intestinalni lamina propria a indukuje pfechodnou lokaini Th-1 odpovéd.

Dendritické bufiky s jejich schopnosti produkovat interleukin-12, jsou
hiavnim aktivatorem Th-1 imunitni odpovédi po infekci mySi T. gondii
Granulocyty mohou také piispé&t k brzké produkci interleukinu-12. Aktivované
makrofagy  inhibuji nebo zabijeji intracelularni T. gondii. Parazit muize
Gastedné plsobit proti tomuto obrannému mechanismu v asnych stadiich
infekce. T. gondii mQZe wvyuZit antigen-prezentujici buriky jako takzvané
Trojské koné ke sniZeni regulace povrchovych molekul bunék a k interferenci
s apoptotickymi déji. Senzibilizované CD4+ a CD8+ T-lymfocyty jsou
cytotoxické pro buiiku infikovanou T. gondii. Infekéni (interferon gama, tumor-
nekrotizujici faktor alfa) a deregulujici (interleukin 10, transformujici ristovy
faktor beta) cytokiny indukuji odpovéd na pfitomnost parazita. Pomér gama a
delta T-bunék se zvétSuje béhem akutni infekce. Protilatky 1gG, IgM, IgA, IgE
proti T. gondii proteinim mohou byt detekovany jiz béhem dvou tydn( po
infekci. Produkce IgA protilatek na mukéznim povrchu chrani hostitele proti
reinfekci. Reinfekce miize nastava zfidka u imunokompromitovanych jedinec,
kmen( s vy$$i virulenci atd. (15).

3.5.2.Patologie

Histopatologické zmény u toxoplazmové lymfadenitidy u
imunokompetentnich jedincl jsou zfetelné, nékdy diagnosticky smérodatné.
Nachazime folikularni hyperplasii, nepravidelné shluky epiteloidnich histiocytd,
které zasahuji a rozmazavaji okraje germinalnich center a fokalni rozpinani
sinustl s monocytoidnimi bufikami. Langhansovy obrovské burky, granulomy,
mikroabscesy, ohniska nekrézy s parazity (nebo jejich DNA) neize zfeteln&
vidét &i detekovat. Oéni infekce u imunokompetentnich pacientl vytvafi akutni
chorioretinitidu ~ charakterizovanou  vaznym zanétem a  nekrozou.
Granulomatozni zanét choroidy je sekundami infekci z nekrotizujici retiny.

16



Tachyzoiti a cysty mohou byt vzacné nalezeny vretiné. Patogeneze
opakujicich se choroidoretinitid je diskutabilni. Prasknuti cyst muze uvolnit Zivé
organismy, které indukuji nekrozu a zanét; stfidavé, chorioretinitis mize byt
nasledkem hypersensitivni reakce spousténé neznamou pficinou.

Biopticky prokazana toxoplazmova myokarditida a polymyositida byla
prokdzana u jinych imunokompetentnich jedinch a pacientll lé¢enych
kortikosteroidy.

Poskozeni CNS T. gondii je charakterizovanc jako mnoho ohnisek
zvétSujici se nekrdzy a mikrogliovych uzll (mozkova toxoplazméza). U déti
jsou zfeteiné vaskulitida a nekrdza. Nekrotické ¢asti mohou kalcifikovat a vést
k napadnym ultrazvukovym nalezdm naznaéujicim nemoc. Hydrocefalus je
vysledkem uzavieni Sylviova mokovodu nebo Monroova otvoru. Tachyzoity a
cysty vnich pfiléhaji blizko k nekrotickym ohniskim nebo jsou v gliovych
nodulych, perivaskularnich oblastech a cerebralni tkani neobsahujici zanétlivé
zmény. Pfitomnost mnoha mozkovych abscesll je nejcharakteristi¢t&jsi znak
toxoplazmové encefalitidy u nékterych imunodeficientnich pacientl a zviasté
charakteristické jsou u lidi s AIDS. Identifikace tachyzoitl je signifikantni u
aktivni infekce. U pitvy pacientl s AIDS a toxoplazmovou encefalitidou, je
vétdinou univerzalni poskozeni mozkovych hemisfér. U pfipadl kongenitalni
toxoplazmézy, mozkové nekrdzy jsou nejvice intenzivni v klfe, bazainich
gangliich a v oblasti komor. Plichi toxoplazméza u imunodeficientnich pacientt
mlze vyGstit v intersticialni pneumonitidu, nekrotickou pneumonii, zanét pleury.

Metodou PCR mulzZe byt DNA T. gondii nalezena v amnioticke tekuting, v
likvoru, bronchoalveolarni lavazi, oéni, pleuralni nebo vypotkové tekutiné a
v periferni krvi nebo vyjime&né moci (16).

3.6. Klinické projevy

Klinicky mluze byt infekce T. gondii inaparetni nebo se manifestuje
typickymi & méné typickymi symptomy, které zavisi na imunitnim stavu
pacienta. Zaméfime se na klinické pfiznaky: u imunokompetentnich jedincl, u
pacientd s oénim onemocnénim, u imunokompromitovanych pacientll nebo u
déti s kongenitalni toxoplazmézou.
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3.6.1.Klinické projevy u zvirat

U mnoha druhll zvifat zptisobuje T. gondii zavazné onemocnéni. Patii
sem napfiklad zavaZné poskozeni embrya, jeho odimrt a resorpce, smrt
plodu, zastaveni rlstu, potrat, neonatalni smrt u koz, ovci, dalSich
hospodarskych zvifat apod. Vypuknuti toxoplazmézy u prasat zpusobuje vy$Si
mortalitu mladych prasat nez u dospélych jedinch. Sporadicky a voIné se
vyskytuje vzplanuti toxoplazmézy u kralikli, norkli, ptakdi a jinych
domestikovanych a divokych zvifat. Toxoplazméza zplsobuje zavainé, ¢asto
fatalni onemocnéni u australskych vacnatcl, opic, vystavnich $lecht&nych
kotek a kanarl. Fatéalni toxoplazmézou mohou onemocnét psi, ktefi jsou
imunosuprimovani po pfedchozim virovém onemocnéni (napf. parvovirézou).

3.6.2.Imunokompetentni dospéli a déti

Primarni infekce T. gondii u déti a dospélych (véetné t&hotnych Zen) jsou
asymptomatické u vétsiny pacient. V 10% pfipadl Ize pozorovat limitované a
nespecifické onemocnéni, které zfidka potfebuje 1é&bu. Nejtypictejsim
klinickym pfiznakem je izolovana kréni a okcipitalni lymfadenopatie. Lymfatické
uzliny jsou drobné i vice zvétSené, netvoii hnis, obvykle jsou jednotlive a
ZUstavaji zvétSené po 4-6 tydnl. Forma nemoci charakterizovana chronickou
lymfadenopatii je typicka zvétSenymi lymfatickymi uzliky, které mohou po
mésice kolisat (16). V miznich uzlindch nastava zména proliferace
eozinofilnich epitelovych bunék retikula a hyperplazie folikull (10).

Nékdy se objevuje horetka, (nava, nevolnost, bolesti hlavy a svald,
bolesti v krku, splenomegalie a hepatomegalie, coZz pfipomina symptomy
infekéni mononukledzy. Méné Easto vznika u ostatnich zdravych jedinch:
myokarditida, polymyozitida, pneumonitida, hepatitida nebo encefalitida. Akutni
infekce toxoplazmézou b&hem t&hotenstvi je asyptomaticka u vétsiny Zzen (16).

3.6.3.0¢ni toxoplazméza

Toxoplasma gondii pronika do oka hematogennim pfenosem jako volné
tachyzoity nebo jako tachyzoity pfetrvavajici v cirkulujicich leukocytech
dodasné zastavenych v kapilarnim fecisti sitnice. Tachyzoity se uvolfiuji, kdyz
infikované buiky lyzuji a mohou potom invadovat pfiléhajici retinu.
Histopatologické vy$etfeni oka od pacienta, ktery mél vyvinutou
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toxoplazmovou retinochorociditidu béhem, které byl I€é&en vysokymi davkami
kortikosteroidl, prokazalo nekrézu i parazity lokalizované v pfiléhajicim
krevnim fedidti. O€ni postiZeni je astéj§i u novorozencl s kongenitaini
toxoplazmézou neZ u imunokompetentnich pacientl, ktefi ziskali infekci
pozdéji.

Studie 12 ploda potracenych béhem 18 az 32 tydne téhotenstvi pro
vaznou kongenitalni toxoplazmézu s hydrocefalem, odhaluje extenzivni ocni
poskozeni u 9 z téchto plodd. To naznaduje, Ze infekce T. gondii je pfenasena
do oka zmozku podél optického nervu. U menSiny pacientll s oéni
toxoplazmoézou byla nalezena o¢ni neuritida, a paraziti byli identifikovani vedle
optického nervu u pacientd s AIDS a pacientd s fulminantni kongenitaini
infekci.

Opticka neuritida miZe byt ziskana plodem, vyskytuje se u &asnych
pripad(i kongenitalni infekce. Ve studii 9 o&i od plod( z druhého trimestru, byly
identifikovany tfi pripady s optickou neuritidou a v jednom pfipadé bylo
nalezeno peripapilarni poskozeni (22).

Formovani tkanovych cyst v oku probiha tak jako v jinych &astech téla a
za urtitych okolnosti je mozna reaktivace, cozZ je dilezZity aspekt patogeneze
toxoplazmové retinochoroiditidy (22). Oéni forma toxoplazmézy se nejcastéji
projevuje fokalni nekrotizujici retinitidou (23). Toxoplazmova chorioretinitida se
vyskytuje jako kongenitaln€ nebo postnatalné ziskana nemoc, ktera je
vysledkem akutni infekce nebo reaktivace (16). Chorioretinitis u jedincu
s akutni ziskanou toxoplazmézou vznika sporadicky nebo vkontextu se
vzplanutim akutni nemoci.

Déti svrozenou kongenitalni toxoplazmédzou trpi  extenzivnim
onemocnénim retiny. Pii systematickém  serologickém  screeningu
v Masschusetts, USA, 20% asymptomatickych kongenitainé infikovanych déti
meélo pfi narozeni o&ni poskozeni. U déti nelééenych po porodu, se b&hem
dospélosti mira oéniho zasaZeni zvysuje na 82%.

Reaktivace chronické infekce T. gondii a nasledujici onemocnéni je
spoleéné pro kongenitalné infikované jedince, a&koli pfidina nebyla uréena.
Kromé& toho, reaktivace nemoci a poskozeni retiny se vyskytuje u lidi s non-
kongenitaing ziskanou infekci a u nékterych pfipadll asociovanych s redukct
imunity.  Akutni o&ni toxoplazméza sestdva zdefinovanych loZisek
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koagulované nekrozy retiny. Vedle toho se zde nachazi difazni zanét retiny a
choroidy. U pacientll s AIDS, je zde jednotlivé nebo multifokalni poSkozeni
nebo také difdzni nekroza retiny se zanétem a velkym poétem paraziti.

Poskozeni se hoji jizvami. Hranice jizev jsou velmi &asto
hyperpigmentované, jako vysledek roztrzeni epitelu sitnicového pigmentu.
Tkafiové cysty jsou prezentovany na okrajich jizev. PfileZitostné jsou cysty
identifikovany vzdalené od jizev, leZicl u neposkozené retiny bez asociace se
zanétem. Tkafiové cysty jsou nejéastéji nachazeny ve vnitfnich vrstvach retiny.
Charakteristické klinické a patologické nalezy retiny se vyskytuji u kongenitalni
infekce, u pacientl s AIDS a u akutné ziskané infekce (22).

Vzhledem k velké afinité toxoplazmy k nervové tkani zadinaji léze v
povrchovych vrstvach sitnice a az pozdé&ji postupuji na choroideu. Sitnice je
v postiZeném misté po <as akutniho stadia onemocnéni prosaknuta,
Zlutobé&lava, loZisko je bud' oddélené nebo jsou pfi starem atrofickém loZisku
piitomna mensi satelitni loZiska. MUZe byt doprovazena vyraznou exudativni
reakci ve sklivci zacdinajici nad zanétlivym loZiskem sitnice a onemocnéni
muzZe progredovat aZ k vzniku trak&nich pruhd, které mohou vést k odloupnuti
sitnice. Zarover, v men$im poétu pfipadl, se miZe vyskytovat i pfedni
uveitida.V8eobecna ofni symptomatologie pfi kongenitaini toxoplazméze tvofi:

- mikroftalmus

- katarakta

- chorioretinitida

- panuveitida

- atrofie zrakového nervu

3.6.3.1.  Oftalmologicky nalez

Na rdznych oénich strukturach mize byt nasledovny:
Pfedni oéni komora - bez pfiznak(
- negranulomatdzni nebo granulomatézni iridocyklitida
Sklivec - exudativni reakce zpuUsobujici pokles zrakové ostrosti aZz prekazku
vizualizace o&niho pozadi

Oc¢ni pozadi - fokalni nekrotizujici retinitida: solitarni nebo multifokalni léze od
1/10 PD do 5 PD (papilami diametr), biloZluté zbarveni léze, okolni reakce
sklivce a pigmentového listu
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- hluboka retinitida — Zlut$i a ohrani¢enéj$i bez reakce sklivce
- retinitis punctata — multifokalni Sedobélavé léze s malou anebo
Zadnou reakci sklivce
- masivni granulom — vétsi jak 6 PD, ostie ohrani¢eny, amorfni
centrum, vyrazna reakce sklivce
Papilitida — vyskytuje se zfidka a ma nasledujici obrazy:
- retinitida lokalizovana juxtapapilarné
- bitda hmota nasedajici na ter& zrakového nervu s reakci sklivce
- postihuje i makulopapilarni svazek
- relativné dobry visus
Komplikace po dobu prib&hu onemocnéni mohou byt zplsobené:
- virulenci parazita
- imunitnim systémem
- uZivanim atimikrobidlnich preparati
Proces hojeni u zdravych jedincl nastava po 1-4 mésicich ostfe ohraniéenou
atrofickou jizvou s hyperpigmentaci okoli, postupné se projasfiuje anebo
kondenzuje sklivec, odezni pfedni uveitida. U imunosuprimovanych pacient(
nebo pfi IéEbé pouze steroidy je prubéh onemocnéni fulminantni.
Pii recidivujici formé& onemocnéni dochazi mezi 10. az 35. rokem Zivota
k uvolnéni velkého mnoZstvi parazitd z cyst a k opakovanému zanétlivému
procesu a destrukci sitnice.
Pii¢iny poklesu zrakové ostrosti u pacientti mohou byt:
a) pfimé
- destrukce sitnice
- destrukce makulopapilarniho svazku
- atrofie zrakoveho nervu
b) neprimé
- cystoidni makularni edém
- subretinalni neovaskularizace
- retinalni neovaskularizace spojujici sekundarni hemoragii sklivce
- trakéni amécie (odchlipnuti) sitnice
-rhematogenni amécie sitnice (23)
Kiasicky vyskyt ,Zelniho svétla ve mize® je pfiditan pritomnosti aktivniho
poskozeni retiny se zavaznou zanétlivou reakci (16).
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Obr. 2. Jizveni chorioretiny.

3.6.4.Imunokompromitovani pacienti s nebo bez AIDS

V kontrastu s pfiznivym prubéhem toxoplazmézy u skoro vétSiny
imunokompetentnich jedincl, mize byt onemocnéni Zivot ohroZujici u
imunokompromitovanych pacient. U téchto osob, se toxoplazméza skoro vZdy
objevi jako vysledek reaktivace chronického stavu.

Infekci typicky zasahnutou tkani je CNS. Klinické projevy toxoplazmové
encefalitidy se rlzni od subakutniho stupiiujiciho se procesu, ktery se vyviji
tydny az po akutni stadium s nebo bez fokalnich neurologickych deficitd, které
se vyviji rychleji. Pro jedince simunitni dysfunkci je pfiznadna fokalni
encefalitida nebo mozkovy absces obvykle lokalizovany na hranici bilé hmoty a
kury, a v bazalnich gangliich, hypofyze nebo mozkovém kmeni (10). Klinické
manifestace se skladaji ze zmén mentainiho stavu, Gbytku motorickych funkei,
poruseni kraniainich nervu, senzorickych abnormalit, mozeékovych znakd,
poruseni chlize a z neuropsychiatrickych postizeni. Meningealni pfiznaky jsou
nalezeny zfidka. Mohou se objevit pfirozené symptomy jako horecka a
malatnost. Nejtypiétéjsi z loziskovych neurologickych nalezli jsou hemiparézy a
abnormality miluveni. Diferenciaini diagnostika pogkozeni u toxoplazmové
encefalitidy zahrnuje CNS lymfom, progresivni multifokalni leukoencefalopatii,
Cytomegalovirovou ventrikulitidu a encefalitidu, fokaini poskozeni zplsobené
jinymi  mikroorganismy jako Cryptococcus neoformans, Aspergilus spp,
Mycobacterium tuberculosis a Nocardia spp nebo bakterialni mozkové

abscesy. Toxoplazméza se u imunokompromitovanych pacientd muze
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prezentovat jako chorioretinitis, pneumonitis a jako multiorganové zasaZeni s
piiznaky akutniho respiraéniho selhani a hemodynamické abnormality

podobné septickému Soku. Toxoplazmova pneumonie je ¢astéjsi u piijemch
kostni dfené pfi transplantaci a u pacient(i s AIDS (16).

3.6.5.Kongenitalni toxoplazméza

Humanni infekce prvokem T. gondii jsou velmi €asté (infikovano je asi
50% svétové populace), ale obyéejné neskodné s vyjimkou lidského plodu,
ktery miZe byt silné podkozen nasledkem primoinfekce matky v gravidite.
Onemocnéni navic probihd asymptomaticky u 9 z 10 infikovanych, takZe
klinické symptomy jsou slabym indikatorem probihajici infekce. Proto je
nezbytné organizovat pravidelné vySetfeni u asymtomatickych gravidnich Zen
v ramci vSeobecné prevence v téhotenstvi. Akutni toxoplazméza v t€hotenstvi
se vyskytuje od 0.2 do 1%. Poget déti narozenych kaZdoro&né s kongenitalni
toxoplazmovou infekci pfevySuje obecné kombinovany podet déti s vrozenou
rubeolou, syfiisem a infekci Herpes simplex. Incidence kongenitalni
toxoplazmové infekce v Evropé je uvadéna od 0,1 do 7 na 1000 Zivych porodu.
Toto &islo jenom podtrhuje vyznam této nadkazy a odpovédnost Iékafi majicich
na starosti Zeny v reprodukénim véku. Interhumanni pfenos (vrozena nakaza)
z gravidni Zeny na jeji nenarozeny plod se uskutecriuje béhem akutniho stadia
infekce matky. Vzacné mize dojit ke kongenitalnimu pfenosu i pfi reaktivaci
latentniho  (chronického) onemocnéni, pokud byla matka vyrazné
imunosuprimovana nebo lééena béhem ziskané nakazy T. gondii. Rozhodujici
pro stanoveni incidence kongenitalni toxoplazmoézy je zjisténi prevalence
antitoxoplazmickych protilatek u normalni, déti rodici populace. Ty Zeny, které
jsou seropozitivni pfed otéhotnénim, jsou v podstaté imunologicky chranény
pied primarni infekci a moznym pienosem infekce na jejich nenarozené déti.
Naopak Zeny seronegativni jsou v riziku infekce b&hem téhotenstvi. Objem
tohoto rizika se méni s expozici Zen rizikovym faktoriim a jejich geografickému
usidleni.

Frekvence, se kterou prochazi kongenitalni infekce placentarni barierou,
Zavisi na fadé dalSich faktor(l, jako je virulence kmenl parazita, velikost
infekéniho inokula, imunitni odezva infikované Zeny a doba, kdy byla matka
v pribéhu gravidity infikovana. Fetalni infekce se nevyskytuje jen tehdy, kdyz
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za&atek infekce matky pfedchazi v dostate¢né dlouhém intervalu koncepci. U
infikovanych Zen, které nebyly v prib&hu gravidity I&é¢eny, kondilo 6% gravidit
potratem a 55% skongilo porodem infikovaného ditéte. Cim je infekce matky
v téhotenstvi &asné;j§i, tim se sniZuje pravd&podobnost infekce ditéte. U Zen
infikovanych v prvnim trimestru, které nebyly IéZeny, je riziko fetalni infekce
25%, ve druhém trimestru 54% a ve tfetim trimestru 65%. Infikované deti
narozené matkam, které ziskaly infekci v 1. trimestru, jsou nejCastéji tézce
poskozeny a mnohé umiraji v prvnim tydnu, nebo mesici Zivota.

Déti, které se narodily matkdm po nakaze ziskané ve 3. trimestru jsou
gasto u porodu normalni, ale po nékolika mé&sicich nebo letech se u 75-95%
z nich vyvine jeden nebo vice pozdnich nasledkl kongenitaini infekce, jako je
chorioretinitida, strabismus, mentaini nebo psychomotorické retardace a dalsi.
U vétSiny imunokompetentnich téhotnych Zen, které pfisly do styku s T. gondii,
probihaji infekce inaparentn& a nejéastéji rozpoznanym klinickym nalezem je
lymfadenopatie, kterd se manifestuje prumé&mé u 10-20% infikovanych
t&hotnych pacientek. Proto u v3ech gravidnich s lymfadenitidou by mélo byt
okamZité provedeno pfislusné sérologické vySetifeni na vylouceni akuini formy
toxoplazmové nakazy. Obecné se uvadi, Ze aktualné byva infikovan pouze
jeden na deset abortovanych plodd (18).

Obr. 3. Intrakranialni kalcifikace.

Organové zmény pfi kongenitaini toxoplazméze jsou nejzieteln&ji patrné
v mozku a mide. Tkanova reakce je charakterizovana perivaskularnimi infiltraty
a dilataci cév. V centru postizené zony se nachazi nekréza s &etnymi parazity
v okoli. Nekrézy jsou vesmés mikroskopické, ale mohou dosahovat priméru 2-
3 mm a nékdy splyvaji. V mozkové tkani vznikaji encefalomalaticka loZiska,
Vnichz se vytvareji miliarni granulomy s amorfni nekrdézou v centru. Starsi
loZiska podiéhaji zvapenaténi (10).
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vySetreni ultrazvukem. Jestlize jsou pfitomny ultrasonografické znaky

Piody s kongenitalni toxoplazmézou obvykle maji normalni prenatalni

naznadujici kongenitaini onemocnéni nalézame: intrakranialni kalcifikaci,
ventrikularni dilataci, zvétSeni jater, ascites a zvétSujici se placentarni tloustku.
Klinické manifestace kongenitaini toxoplazmézy u novorozench maji hodné
variant: hydrocefalus, mikroftalmus, intrakraniaini kalcifikace, chorioretinitis,
strabismus, slepota, epilepsie, psychomotorické a mentalni retardace, petechie
zplsobené trombocytopenii a anémie. Klasicka Sabinova triada chorioretinitis,
hydrocefalus a cerebralni kalcifikace, (spolu s kieCemi tetrada). Zadny
z popisovanych znakd u novorozencll s kongenitalnim onemocnénim neni
patognomicky pro toxoplazmézu a mize byt napodoben kongenitalni infekci
zpusobenou jinym patogenem jako je cytomegalovirus, herpes simplex virus,
rubeola, syfilis (16).

s & ===

Obr. 4. Hydrocefalus a mikroftalmie u kongenitalni toxoplazmozy.
3.7. Laboratorni diagnostika

Diagnostika toxoplazmézy je zalozena na serologickém vySetieni,
histologickém vySetfeni lymfatickych uzlin, placenty a pFimém prikazu
trofozoitll ve tkanich nebo izolaci 7. gondii. Nejéastéji se pouZivaji nepfimé
diagnostické metody na prikaz antitoxoplazmovych protildtek v séru. Mezi
zakladni serologické reakce patfi komplement-fixaéni reakce (KFR), nepiima
imunofluorescence (NIFT). Pro pfesnéjsi uréeni faze onemocnéni se uZiva
doplfiujici vySetfeni imunoenzymatickymi metodami (EIA). V minulosti se
PouZivala také imunoelektroforéza v agaru (MPA), nepfima hemaglutinace a
Neutralizaéni test in vitro (Sabin-Feldmanova reakce — prace se Zivymi kmeny
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T. gondii ). V poslednim desetileti je intenzivné vyvijena a zavadéna do rutinni
diagnostiky metoda PCR k prikazu DNA T. gondii , kterd ma v optimalnim
pfipadé citlivost méné nez 1-10 tachyzoith v1 ml krve nebo jiné télesné
tekuting &i tkani. DalSi metodou je pokus na vnimavém zvifeti, ktery se pro

svou ¢asovou haro&nost vyuZiva jiz pouze pro experimentalni ucely.

3.7.1.Sérologické metody

3.7.1.1. Komplement-fixaéni reakce

Timto zakladnim vySetfenim se zjiStuje, zda je pacient infikovan
Toxoplasma gondii a je-li pravdépodobné, Ze se nachazi vakutnim stadiu
infekce. V Ceské republice je pro stanoveni celkovych protilatek
nejpouzivanéj§i metodou komplement-fixaéni reakce (KFR), pfipadné nepfima
imunofluorescence (NIFR). Antigen pro KFR, dodavany firmou SEVAFARMA
(dfive SEVAC), je pfipravovan tweenetherovou extrakci tachyzoith 7. gondii.
Vysledky KFR a NIFR jsou dobfe reprodukovatelné a nejsou zatizeny vykyvy.
Negativni KFR nam pomuze vyloudit nespecifické pozitivity, které se obcas
objevuji pfi imunoenzymatickém stanoveni IgM ¢&i IgA. Pfi opakovaném
vy$etfovani pacientll KFR je dobfe zfetelna dynamika protilatek. Zmény titrQs
KFR béhem onemocnéni jsou charakteristické a jsou ve shodé s dynamikou
IgM a IgG pii toxoplazmdéze. Vysledek jediného vySetieni nam tak poskytuje
pomérné dobrou predstavu, je-li pacient toxoplazmou vibec infikovan a
v jakém stadiu nakazy se pravdé&podobn& nachazi. KFR i NIFR jsou v Ceské
republice provéfeny dlouholetym uzivanim. Tylo metody také umozZiuji
porovnani starsich vysledkd s novymi.

Princip metody: specificka protilatka v séru vytvaii s antigenem komplex
(antigen-protilatka), na né&jz se navaZe komplement. Komplement je
indikatorem vzniku komplexu a je to systém plazmatickych bilkovin, které se
aktivuji komplexem antigen-protilatka. Aktivace probiha kaskadovité, tzn. Ze
prvni slozka se po kontaktu s komplexem antigen-protilatka méni
v enzymaticky aktivni bilkovinu, ta méni slozku druhou opét v aktivni enzym
atd., az posledni slozky kaskady ziskaji schopnost (kromé jiného) lyzovat
vhodné bufky, napf. bakterie nebo erytrocyty. Pro zviditelnéni reakce se
pfidava hemolyticky systém, coZ jsou ovéi erytrocyty potaZené protilatkou,
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kterou proti nim vytvorfil kralik (starSi dosud uZivany nazev této protilatky je
amboceptor).

V piipadé, Ze je cely komplement vyvazan na hledanou protilatku (v
komplexu s antigenem), nedojde k hemolyze hemolytickeho systému (zabrana
hemolyzy). NezUstal volny komplement, ktery by lyzoval hemolyticky systém,
ten zlstal neovlivnén: test je pozitivni.

V pfipadé, Ze ve vySetfovaném séru specifické protilatky nejsou,
komplement se navaZe na hemolyticky systém a dojde k viditelné hemolyze.
Hemolyza se projevi projasnénim erytrocytl: test je negativni.

Metoda je citliva, ale narocna na praci — pfed vlastnim vySetfenim se
titruje komplement i hemolyticky systém, testovaci sérum musi byt zbaveno
vlastniho komplementu (inaktivace séra = zahfati na 56 °C po dobu 30 minut).

Reakce vazby komplementu byla v prvni polovind minulého stoleti
nejcitlivéjSi serologickou metodou diky tomu, Ze komplement a hemolyticky
systém piedstavuji citlivy indikator vzniku komplexu antigen-protilatka (5).

3.7.1.2. Stanoveni titru protilatek

Tato doplfiujici, velmi vyznamna vySetieni pro uréeni specifickych
protilatek, se provadi zpravidla imunoenzymatickymi metodami, které jsou
nezbytné pro piesnéjsi uréeni faze infekce.

Protilatky IgM jsou markerem akutni infekce, nebot zpravidla vymizi do 9
az 12 mésich po nakaze; u nékterych pacientll v8ak mohou v nizkych
hladinach pfetrvavat mnohem déle.

Pfitomnost protilatek IgA je dllezitym potvrzenim akutni infekce, nebot
IgA zpravidla vymizi dfive neZ IgM (za 6-9 mésicl). Sérum, které obsahuje
IgA, nikoli v8ak IgM, by mélo byt spiSe vyjimkou, pokud ovéem nejsou
pouZivané testy na IgA méné citlivé. Stanoveni IgA je naprosto nezbytné ve
spornych pfipadech, kdy IgM neposkytuje jednoznaénou informaci, u
gravidnich Zen se zvySenymi hladinami protilatek a u novorozenci.

Pozitivita specifickych protilatek IgE nepietrvava déle nez 6 mésicu.

Antitoxoplazmové protilatky tfid IgM, IgA a IgE stanovujeme nejcastéji
metodami double-sandwich (capture) EIA, automatizovanymi postupy (rizné
modifikace EIA metod) zaloZenymi na obdobném principu, nebo metodou
ISAGA.
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Protilatky izotypu IgG, jsou-li pfitomny ve vysokych hladinach, svédgi
spise pro odeznivajici neZ akutni infekci. | nizké hladiny 1gG znamenaji, Ze
vySetfovand osoba ma patrné vytvofenou nesterilni imunitu a Ze je ve vétSiné
pfipadll chranéna proti dal$i infekci 7. gondii. Protilatky tfidy 1gG muZeme
stanovit pfimou metodou FEIA nebo obdobnymi automatizovanymi
modifikacemi, metodou ISAGA (immunosorbent aglutination assay) nebo
nepfimou fluorescenci IgG.

V poslednich letech se stale <ast&ji vyuZiva ke stanoveni faze
toxoplazmézy i stanoveni avidity protilatek 1gG. Protilatky, které se vytvofi
v prvnich tydnech infekce, se kantigenu vazou méné& pevné. V pribéhu
onemocnéni avidita narsta. Aviditu stanovujeme modifikovanou technikou
ElA, pfi které zjistujeme, do jaké miry narudi vazbu antigenu a protilatky &inidlo
denaturujici proteiny (11).

Principem imunoenzymatickych metod je znadeni antigenii nebo &astgji
protilatek enzymem. Pokud vznikne komplex antigen-protilatka, stava se jeho
souéasti i enzym. Zatimco identifikace nepatrnych kvant komplexdi antigen-
protilatka je obtiZna, identifikace enzymu je snadna. VyuZivaji se totiz dostupné
a odolné enzymy (kfenova peroxidaza), které katalyzuji vhodnou barevnou
reakci, zpravidla méni bezbarvy substrat na vyrazné& barevny produkt. Pfitom
jedna molekula enzymu mlzZe zménit nescetné mnozstvi molekul substratu,
takze detekce komplexu je velmi citlivd. Lze stanovit latky v nano- i
pikogramovych mnozstvich.

ELISA {Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) je vicestupfiova
imunoenzymova metoda. Pri téchto reakcich je jedna ze sloZek reakce
fixovana na nosi¢, tj. dno zkumavky nebo jamky mikrotitratni desticky.
Adsorpci protilatky nebo antigenu na reakéni nadobu vznika tzv. imunosorbent,
coZ je systém umoziujici zachytit velmi specificky antigen pomoci protilatky a
naopak a tim jej izolovat od ostatnich slozek vzorku (5).

Princip testu: na wvnitini povrch jamek mikrotitradni destiCky jsou
navazany zvifeci protilatky proti lidskému imunoglobulinu (IgA, IgM, IgE). Po
aplikaci vzorkl a kontrol dochazi k vazbé Ig protilatek, véetné specifickych anti-
toxoplazmovych (pokud jsou pfitomny). Navazané zbytky vzorkl se vymyji. Pri
druhé inkubaci s tracerem (antigen T. gondii + monoklonalni protilatka proti
povrchovému proteinu p30 7. gondii, znatena kfenovou peroxidazou) se na
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specifické Ig protilatky (ze vzorku) navaze antigen spolu s anti-toxoplazmovou
protilatkou znatenou kfenovou peroxidazou (konjugat). Po odstranéni
nenavazaného traceru odsatim a promytim se detekuje peroxidazova aktivita
aplikaci subsratu. Pozitivita se projevuje modrym zabarvenim, které se
zastavovacim roztokem zméni na Zluté, jehoZ intenzita se méii na fotometru
pii vinové delce 450 nm.

Pii testovani IgG se na vnitini povrch jamek mikrotitraéni desticky navaze
antigen 7. gondii. Po aplikaci vzork(l a kontrol dochazi k vazbé specifickych
IgG protiladtek na antigen. Nenavazané zbytky vzorkd se vymyiji. Pfi druhé
inkubaci se na specifické I1gG protilatky (ze vzorku) navaze znalena zvifect
protilatka proti lidskému 1gG konjugovana kienovou peroxidazou (konjugat). Po
odstranéni nenavazaného konjugatu odsatim promytim se detekuje
peroxidazova aktivita aplikaci substratu. Dale je postup stejny jako u
predchazejicich Ig.

Obsah anti-toxoplazmovych protilatek, pfitomnych ve vzorku, Ize stanovit
v mezinarodnich jednotkach 1U/ml odeétenim hodnot z kalibraéni kfivky.

3.7.1.3. Western Blot

TOXOPLASMA WB IgG/igM je kvalitativni Immunoblot Assay (WB) pro
véasnou diagnostiku kongenitalni toxoplazmézy pomoci srovnavacich
imunologickych profili (CIP — Comparative Immunological Profile):

- pfi narozeni, mezi umbilikaini pupeénikovou krvi a sérem matky

- postnatalné, mezi sérem novorozence a krvi matky.

Tento test neni uréeny pro screening nebo prikazni testovani na izolovaném
séru.

Toxoplazméza je jedna z nejastéjSich kongenitalnich infekci. Jeji
incidence (1 aZ 4 %o ve Francii, 0.1 aZ 1 %o v USA) se rlzni dle regionl a zemi.
Toxoplazmova nakaza neni klinicky rozpoznatelna infekce pfi narozeni, vétsina
infikovanych novorozencll je nedetekovatelnych rutinnimi  klinickymi
vySetfenimi a zlstavaji neléceni. V détstvi a ¢asné dospélosti se tak mohou
vyvinout vazné klinické manifestace jako je chorioretinitida.

Ve Francii, existuje béhem t&hotenstvi systematicky serologicky dozor,
prenatalni diagnostika, systematicky serologicky plan pro zasaZené
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‘ novorozence béhem prvniho roku Zivota a chemoprofylaxe redukujici cetnost a
zavaznost klinickych forem kongenitalni toxoplazmézy.

Vedle tohoto programu pouZivaji ve Francii, kde je incidence infekce
T.gondii zvlaté vysokd, i jiné pfistupy jako je neonatalni screening. Infikované
déti nevykazujici Zadné klinické symptomy musi byt identifikovany a l&€eny co
nejdfive je mozno.

Pfi narozeni, diagnéza kongenitalni toxoplazmoézy zavisi vétSinou pouze
na biologickych informacich, interpretace je nesnadna.

- negativni vysledek prenatalniho testovani nevylu€uje moznost infekce

- detekce anti-toxoplazmovych IgG v pupeénikové krvi neni znakem
neonataini infekce, ale dokazuje pasivni pfenos matefskych protilatek

- detekce anti- toxoplazmovych IgM/IgA muzZe vést k fale$n& negativnim
vysledkum v 30 az 40% pfipadech.

- pfitomnost anti-toxoplazmovych IgM/IgA v pupeénikové krvi neni
specifické a vyZaduje prokazani protilatek v détské periferni krvi o 10
dni pozdéji, mlze to byt zplsobeno pfenosem mateiskych protilatek.

Vysoce specificky a sensitivni TOXOPLASMA CIP-WB IgG/IgM viditelné
zlepSuje interpretaci neonatalni sérologické diagnostiky kongenitalni
toxoplazmoézy.

Princip testu: na stripech jsou antigeny Toxoplasmy gondii
elektroforeticky rozpusténé do prouzkl a pfeneseny elekiro blotem na
nitrocelulésovou membranu. Membrana nesouci antigen je rozfezana na
prouzky (tzv. stripy). KaZdy strip je na vrchu u modré &ary odislovany a
oznadeny. Pfi srovnavani pouZijeme sousedni strip. Pruhy antigenu na stejné
urovni poskytuji snadnou interpretaci testu.

Oba postupy - testovani IgG a IgM probihaji paralelng, CIP-WB IgG/IgM
se musi provadét v paru séra S1 a S2 (pupeénikova krev versus materske
sérum, sérum ditéte versus pupeénikova krev pfi sérologickém sledovani, po
narozeni ditéte porovnavame sérum ditéte a sérum matky).

IgG WB — obé& séra jsou oddélené inkubovany s 2 sousedicimi stripy
membrany. Jsou-li pfitomné v séru specifické anti-toxoplazmové protilatky,
navazou se na antigeny stripu. Prvni promyti oddéli nevazané sérové
komponenty.
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konjugat).
Nasleduje druhé promyti, cely komplex je poté detekovan pfidanim

Stripy jsou poté inkubovany s alkalickou fosfatdzou (anti-human igG

substratu  (NBT-nitrotetrazoliovd modf), ktery precipituje jako tmavé
modrofialova barva. Vyvoj barvy je zastaven promytim stripl destilovanou
vodou.

Jestilize jsou pfitomné ve vzorcich séra S1 a/nebo 52 specifické 19G anti -
toxoplazmové protilatky, objevi se na stripu jako fialové zabarvené pruhy. Pfi
skladovani mimo piimé svétlo zlstava na usuSenych stripech barva prouZku
permanentni po dobu n&kolika let.

IgM WB — princip testu je stejny, ale je pouZit jiny konjugat. Stripy jsou
inkubovany s alkalickou fosfatdzou (anti-human IgM konjugat). Jestlize jsou
piitomné ve vzorcich séra specifické IgM anti-toxoplazmoveé protilatky, objevi
se na diagnostickych stripech fialové zbarvene pruhy.

Odeditanl: po usu$eni, S1 a S2 IgG stripy jsou pfeneseny na arch
filtradniho papiru a pfesné srovnany s pomoci modré ¢ary na jednom konci
stripu (stejné se postupuje s 81 a S2 IgM stripy). Srovnanim blotu matky a
ditéte v obou tfidach protilatek S1/82 IgG a S1/82 IgM, a kontrolou s WB
predlohou, miizeme rozeznat protilatky ziskané novorozencem pasivné z krve

matky a nové aktivné syntetizované vlastni protilatky novorozence.

3.7.2.Molekularné biologické metody

3.7.2.1. Polymerazova fetézova reakce

PCR je vysoce uginna technika, kterou se in vitro aplifikuji vybrané
sekvence nukleovych kyselin a pomoci DNA-polymerazy se kopiruje DNA, tak
Ze se produkt (DNA) hromadi geometrickou fadou. Podminkou pro aplikaci teto
metody je znalost nukleotidové sekvence hledané nukleové kyseliny, na jejimz
zakladé se pfiipravi komplementarni oligodeoxyribonukleotidy, které se vazou
pfed a za hledanou oblast a slouZi jako primery polymeraéni reakce. Primery
se pfipravuji automatickou chemickou syntézou a lze je ziskat na zakazku od
fady vyrobc(.

DNA-polymeraza je schopna syntetizovat komplementarni viakno podle
templatu jednovidknové DNA tak, Ze piidava k existujicimu useku vlakna nove
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nukleotidy ve sméru 5>3". Dale je zapotfebi, kromeé templatoveho viakna a
nukleotidtrifosfatil, kratky existujici Usek druhého vlakna, tzv. primer, ktery se
muze syntetizovat uméle jako oligonukleotid. Pokud zname sekvenci
templatového vlakna, mGzeme si pfipravit primer, ktery bude za vhodnych
teplotnich podminek tvofit vodikové mistky a komplementarni sekvenci
v templatovém viakné, tedy hybridizovat. V pfipadé primeru ale nehovofime o
hybridizaci, ale o tzv. nasedani primeru. Takto jsme schopni urCit DNA-
polymeraze, od kterého mista a kterym smérem (od 3'-konce primeru) ma
zadit syntetizovat komplementarni vlakno. Jedna se o tzv. extenzi primeru
(prodluZovani primeru pfidavanim daldich nukleotidi na 3’-konci). Podie
jednoho templatového vidkna ale timto zplsobem vznikne jen jedna kopie,
tak?e nedojde k Zadnému fetézovému hromadéni produktu. To je vPCR
zajisténo piidanim dvou primer(, které nasedaji na komplementarni sekvence
ve dvou templatovych vlaknech. Templatova vlakna vznikaji denaturaci
plvodné dvouvlaknové DNA. Primery na tato vlakna nasedaji v protismérne
orientaci, takze po opakovanych cyklech denaturace, nasedani primeru a
extenze primeru DNA-polymerdzou vznikaji produkty, které slouZi jako
templaty pro novy reakéni cyklus. Mame-li teoreticky na zacatku k dispozici dvé
templatova vilakna (jednu dvojvlaknovou molekulu), pak vzniknou v prvnim
cyklu dvé kopie. Pro dal$i cyklus mame k dispozici uz &tyfi vlakna, podle
kterych vzniknou 4 kopie. Celkem 8 templatovych viaken slouZi v dalSim cyklu
k syntéze dalSich 8 vlaken, takze se produkt hromadi geometrickou Fadou. Ze
2 vlaken ziskame po 30 cyklech teoreticky celkem 107 370 000 kopii.

ProtoZe na zacatku kazdého cyklu musime denaturovat templatovou DNA
vysokou feplotou, ktera ni&i normaini DNA-polymerazy, musime pii PCR
pouzivat tzv. termostabilni polymerazy. Tyto enzymy pochazeji z bakterii,
Zijicich v extrémnich podminkach, napf. vhloubce mofi pobliz asti
podmorskych sopek. Jejich proteinova struktura je evoluci uzplsobena tak, Ze
odolava po uréitou dobu extrémnim teplotdm kolem 95 °C. NejCastéji se
pouziva tzv. Tag-polymeraza, nazvana podle bakterie Thermus aquaticus.

Pro kazdou PCR, ktera ma za cil amplifikovat konkrétni Usek templatové
DNA, je potieba navrhnout vhodny par primerd. Pfi navrhu musime zajistit, aby
oba primery nasedly pfi stejné teploté na pfesné komplementarni sekvenci
vtemplatové DNA — podobné jako sonda musi nasedat pouze na pfesné
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komplementarni sekvenci ve vySetfované DNA. Kdyby nasedaly nejen na
pfesné komplementarni sekvence, tedy i jinde v templatove DNA, nedoslo by
k efektivnt amplifikaci zvoleného Useku. Proto museji mit oba primery shodnou,
nebo témeér shodnou teplotu tani. Ta zavisi na délce molekuly (del$i molekula =
vice vodikovych mustk(l = vétsi energie nutna k denaturaci) a na jeji sekvenci,
presnéji feteno na poméru G-C pard a A-T parl v sekvenci (mezi G-C jsou fii
vodikové mustky, mezi A-T jen dva, proto ¢im vice G-T parQ, tim vys§i teplota
tani). Teplotu tani konkrétni sekvence uréité sondy ize uréit bud vypoétem
nebo exponencialné. Vlastni teplota nasedani primerld musi pak byt o néco
niz8i, nez teplota tani. Pokud bychom pouZili pfimo teplotu tani, bylo by
nasednuti pfili$ nestabilni.

Provedeni: cyklické zmény teplot reakéni smési Ize fidit automatizované
pomoci tzv. termocykleru. Reakéni smés je sestavena v tenkosténné
mikrozkumavce.

Vysledek PCR amplifikace Ize tzv. detekovat na gelu, tzn. Ze se vzorek
reakéni smési na start agarézoveho nebo polyakrylamidového gelu a podrobi
se elektroforéze. Pokud primery nasedly jen na vybrana protismérné umisténa
mista, vznikly jako produkt reakce, molekuly stejné sekvence a délky, dané
vzdalenosti mist, na které nasedaly primery. Pfi déleni v gelu budou v$echny
tyto molekuly putovat stejnou rychlosti a po obarveni a zobrazeni uvidime jen
jeden pruh, jehoz molekulova hmotnost odpovida pfi srovnani se standardem
pfedpokladané délce molekuly. Pokud neni zobrazen Zadny pruh, PCR
neprobéhla, pokud je zobrazeno vice pruhil, tak sice PCR probéhla, ale
primery nasedly na vice mistech, které byly shodou okolnosti také orientovany
protismérn&, takze doSlo k amlifikaci vice produktl. V takovém piipadé je
nutné optimalizovat podminky reakce.

MnoZstvi produktu, vytvofeného amplifikaci, zavisi na mnoZstvi
templatové DNA, ktera je pfidana do reakce. Reakce probiha tzv. kvantitativné.
Hrubé uréeni mnozstvi produktu je mozné posouzenim intenzity pruhu, ktery
se objevi po rozdéleni vysledku PCR na gelu. Pfesné uréeni tohoto mnoZstvi je
mozné pomoci sondy oznadené fluorescenénim barvivem. Tato sonda musi
byt navrzena tak, aby hybridizovala s templatovou DNA za stejnych podminek
jako primery, a to tak, e nasedne na templatovou DNA v misté mezi misty
nasednuti obou protismémé orientovanych primerti. DNA-polymeraza, ktera
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provadi extenzi jednoho ze dvou primer(, narazi pfi syntéze komplementarniho
viakna na nasedlou sondu. ProtoZze DNA-polymeraza ma kromé své
schopnosti syntetizovat komplementarni vlakno také tzv. exonukleazovou
aktivitu, odboura nasedlou sondu. Pfi odbourani uvelni jednotlive nukleotidy
sondy, z nichZ nékteré jsou oznadeny fluorescenénim barvivem. Pro tento typ
sond se piitom pouziva fluorescenéni barvivo, které neni schopné
fluorescence, dokud je vazano ve struktufe sondy. Jakmile se ale uvolni do
roztoku, tak schopnost fluorescence ziska.

V pribéhu PCR tak dochazi k uvolfiovani daiSich a dalSich molekul
fluorescenéniho barviva, takZe roste fluorescence reakéni smési. Tento narist
je pfimo dmérny mnoZstvi produktu, ktery vreakci vznika. Specialni
termocyklery, uréené pro kvantitativni PCR v realném ¢&ase, jsou schopny
v prabéhu PCR ozafovat vzorek excitaénim zafenim, ktere vybudi fluocrescenci
uvoinéného barviva. Tuto fluorescenci pfistroj pfi kazdém cyklu zméfi a
vysledek pfeda fidicimu softwaru, ktery zobrazuje priibéZzné — v redlném Case
— mnoZstvi uvolnéné fluorescence, které odpovida mnozZstvi vzniklého
produktu. Vysledek reakce tak zname casto dfive, neZ prob&hnou vsechny
cykly. Kromé& tohoto urychleni a vypu$téni zdlouhavé detekce produktu na
gelu, je tato technika hlavné vhodna tam, kde potfebujeme znat pfesné
mnoZstvi vstupni templatové DNA -~ zejména u sledovani exprese genl
pomoci tzv. reverzni transkripce- polymerazové fetézové reakce (RT-PCR) (2).

3.7.2.2. Histologicka diagnéza

Pritomnost tachyzoitll v tkafovych fezech nebo vzorcich téinich tekutin
(cerebrospindlni tekutina, plodova voda, bronchoalveolarni lavaz) potvrzuje
diagn6zu akutni infekce. Je velice obtizné prokazat tachyzoity v obarvenych
tkarovych Fezech. Imunoperoxidazova technika, ktera uziva antiséra 7. gondii,
se ukazala byt senzitivni a specificka: byla usp&Sné uiZita k prokazani
pfitomnosti parazita v CNS u pacientl s AIDS. Imunoperoxidazova metoda je
pouzitelna pro nefixované nebo formalinem fixované tkanové fezy zapusténé
do parafinu. Rychla a technicky jednoducha je metoda pouzivajici vzduchem
suseny, Wright-Giemsou obarveny preparat centrifugovaného sedimentu
(cytocentrifugy) mozkomiSniho moku nebo znaéené bioptické tkans. Tkanové
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cysty v blizkosti zanétlivych nekrotickych poskozeni pravdépodobné potvrzuji
diagn6zu akutni infekce.

3.7.2.3. lzolace Toxoplasma gondii

lzolace prvokd T. gondii z krve nebo télnich tekutin, potvrzuje akutni
infekci. Pokusy o izolaci parazita mohou byt provadény inokulaci mysi &i
inokulaci bunéénych kultur lidské nebo zvifeci tkané (17).

3.8. Terapie

3.8.1.Infekce imunokompetentniho hostitele

Imunokompetentni dospéli a déti s toxoplazmovou lymfadenitidu nejsou
ve vét§iné piipad( légeni pokud nejsou symptomy zavazné nebo trvalé. Leky
jsou podavany po dobu 2-4 tydnt po pfedchozim zvaZeni stavu pacienta.
Kombinace pyrimethaminu, sulfadiazinu a kyseliny listové po 4-6 tydnd je
nejtypict&jsi iékovou kombinaci. Infekce ziskana pfii podani krevnich produkti a
transplantaci organl je velice zavazna a tito pacienti by méli byt vZdy lé&eni.

3.8.2.Materska a fetalni infekce

V piipadé potvrzené nebo suspekini toxoplazmézy v téhotenstvi se
napfiklad ve Francii zagina s léSbou spiramicinem (Rovamycin), 9 mil. U
denn&. Pokud se potvrdi, Ze plod je skutedné infikovan, musi terapie
pokradovat bez preruSeni az do porodu. Cilem této l&Cby je minimalizovat
moznost pfenosu infekce na plod, ne v8ak plod vylédit. Vysoka koncentrace
I€ku v placenté (aZ 5 x vy$$i nez v matefském séru) podporuje hypotézu, Ze
spiramicin by mohl sniZit moznost infikovani plodu tim, Ze omezuje
prostupovani 7. gondii placentou.

Hlavni vyhodou spiramicinu je naprosta neskodnost pro t&hotnou matku a
jeji plod, spiramiycin neni teratogenni a je obecncé velmi dobfe tolerovan. Pi
prenatalné diagnostikované fetalni toxoplazméze 1&€ba spodiva v synergickem
, antiparazitarnim pusobeni pyrimethaminu a sulfadiazinu.

. Pyrimethamin mlzZe zplsobit pomaly reverzibilni Gtlum kostni difeng, proto
je nutné kazdy tyden monitorovat krevni obraz a musi byt podavana kyselina
listova (peroralné 50 mg kazdy tyden). Pokusy na zvifatech prokazaly
teratogenni G¢inek pyrimethaminu v davkach 20-30 x vy88ich, nez je
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terapeuticka davka. AvSak celosvétové uZivani pyrimethaminu proti malarii
témé&f po dobu 50 let opraviiuje prohlasit, Ze lidsky zarodek neni ohroZen
teratogennim Géinkem pii uZivani terapeutické davky.

Sulfadiazin miZe vyvolat projevy hypersenzitivity (kozni nebo
hematologické). V pfipadé, Ze dojde k této ojedinélé reakci, musi byt podavani
sulfadiazinu ckamzité a definitivné ukonéeno.

Vzhledem k témto nepfiznivym uéinkim je kombinace pyrimethaminu a
sulfadiazinu podavana pouze v pfipadé fetalni infekce potvrzené prenatalni
diagnostikou.

Lécba spiramicinem by méla byt zahajena okamiité jakmile je
diagnostikovana akutni toxoplazméza matky. Odbornici doporu€uji podani
spiramicinu  (pro prvni a zadatek druhého  trimestru) nebo
pyrimethaminu/sulfadiazinu (pro konec druhého trimestru a tfeti trimestr) pro
Zeny s podezienim nebo potvrzenim akutni 7. gondii infekce ziskané béhem
téhotenstvi (zaloZzeno na ultrazvukovém vySetfeni plodu, serologii nebo
prenatalni diagnostice plodové vody metodou PCR). V piipadé negativniho
vysledku PCR, téhotna Zena uZiva profylakticky spiramicin po dobu 17 tydnd
téhotenstvi a mésicné se podrobi ultrazvukovému vysetreni plodu aZ do konce
téhotenstvi.

V USA a ve Francii l1é¢eni spiramicinem pokraduje po celé téhotenstvi.
V Rakousku a Némecku je spiramicin podavan profylakticky spolu
s pyrimethaminem plus sulfadiazinem po dobu 4 tydnl b&hem 17 tydni
gestace; to umoZiuje snizeni miry Klinickych nasledkdl u plodu. V pfipadé
pozitivniho PCR vysledku nebo vysoké pravdépodobnosti infekce plodu
(ziskani mateiské infekce na konci druhého nebo ve tfetim trimestru), se lé¢ba
sklada z pyrimethaminu/sulfadiazinu — v nékterych zemich je tento reZim
alternovan spiramicinem. Prenatalni lécba pyrimethaminem/sulfadiazinem u
Zen podezielych nebo s potvrzenou fetalni infekci redukuje nasledky
onemocnéni u novorozencl. Antitoxoplazmova terapie pokraduje ceié
téhotenstvim.
| Pokud se neobjevi abnormality je ultrazvuk provadén mésicné aZz do
porodu; piitomnost hydrocefalu je uZita jako indikace k potratu.
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Ve vétsiné zemi, lécbou plodu nasleduje lé&ba novorozence po dobu
jednoho roku Zivota. AvSak doba trvani leCby se v evropskych zemich velice
ruzni.
3.8.3.Chorioretinitis

Rozhodnuti 1&¢it aktivni toxoplazmovou chorioretinitidu je zaloZzeno na
vysledcich od oftalmologa. Nizké titry IgG protilatek jsou obvyklé u pacientl
s aktivni chorioretinitidou zplsobené reaktivaci kongenitalni 7. gondii infekce;
IgM protilatky nejsou detekovany. Pacienti s chorioretinitidou zplsobenou
postnatalné ziskanou infekci maji obvykle serologické znaky shodné s infekci
ziskanou v nedavné minulosti. Mnoho oftalmologl zahajuje Ié¢bu po nalezu
zanétlivé reakce, retindlni poskozeni v blizkosti jamky makuly sitnice &i
optického disku, nebo oboji.

U typickych pfipadd opakované toxoplazmové chorioretinitidy je
kombinace pyrimethaminu, sulfadiazinu a prednisonu nejéastéji vyuZivany
rezim lé¢by. Clindamicin nebo trimetoprim/sulfometoxazol jsou také uZivany po
minimalné 3 tydny dle klinickych vysledk(. Nasledky opakovane toxoplazmove
chorioretinitidy mohou byt redukovany dlouhotrvajicim  podavanim
trimetoprimu/sulfametoxazolu. V nékterych pfipadech je detekce abnormalnich
titrll T.gondii specifickych protilatek odezvou napadeni ogich tekutin (Goldman-
Witmerlv koeficient) a dlkaz parazita pomoci PCR metody se pouZiva
k usp&snému stanoveni diagndzy.

3.8.4.Infekce imunokompromitovanych hostitell

3.8.4.1. Toxoplazmova encefalitis, generalizovana infekce

Transplantaéni pfijemce ziskdva T. gondii infekci cestou transplantatu
(srdce, plice, srdce-plice, ledviny) a je tfeba ho testovat stejné jako darce na
toxoplazmové IgG protilatky. Séropozitivni darce (D+) a séronegativni pfijemce
(P-) vykazuje nejvy8si rizko onemocnéni u t&chto pacienty;
trimetoprim/sulfometoxazol profylaxe u tohoto uspofadani je vysoce efektivni.
U pfijemce zD-/P-, D-/P+ nebo D+/P+ péaru se zfidka kdy vyvine
toxoplazméza. Serologické vysledky indikujici zjevnou reaktivaci (vzrist 1gG a
IgM titr(l) pii absenci klinicky zjevné infekce, a vysledky chronické infekce u
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prokdzané toxoplazmézy mohou byt pfitomny nebo se jedna o omyl. Pro
imunokompromitované pacienty, u kterych se vyskyt toxoplazmézy oéekavana,
jsou doporucovany daldi diagnostické metody véetné PCR amplifikace T.
gondii DNA nebo izolace parazita z kive nebo télnich tekutin a histologicke
zkoumani tkani, které mohou parazity obsahovat.

Antiparazitarni lé¢ba zahrnuje vSechny symptomatické séropozitivni
imunokompromitované pacienty, u kterych se toxoplazméza odéekava. Pri
poskozeni mozku, prodlouZené michy nebo obou, je vyuZivano neurologickeho
vySetieni v podobé& CT. Empirické anti-T. gondii terapie se vyuZiva u pacient(
s getnym zvétSujicim se poskozenim mozku, s IgG titry protilatek proti T. gondii
a u pacientl s pokroé&ilou imunodeficienci.

V 16&b& toxoplazmézy u imunokompromitovanych pacientd nema
monoterapie Zadnou roli. Nejvyuzivangjsi a nejuspésngjsi je lé¢ba kombinaci
pyrimethaminu/sulfadiazinu a kyseliny listové. Klindamycin je uZivan u pacienti
nesnasejicich sulfonamidy. Terapie po zhodnoceni véech znakl a symptomu
je doporu¢ovana po dobu 4-6 tydn(l (nékdy po nékolik mésict & déle). U
| pacientl s AIDS je trimetoprim/sulfometoxazol ekvivalentni
k pyrimethaminu/sulfadiazinu.

Atovaquone v kombinaci s pyrimethaminem nebo sulfodiazinem ma
dostateénou aktivitu, aby byl bran v dvahu pro 1&6bu akutni toxoplazmové
' encefalitidy.

' Lé&ba toxoplazmozy u imunokompromitovanych pacienttl ostatnimi I&6ivy
jako jsou klaritromycin, azitromycin a dapson nebyla Uspésné zavedena, ale
mohou byt podany v kombinaci s pyrimethaminem.

! U imunckompromitovanych pacient(i po l1é¢bé akutni faze nasleduje dalsi
terapie (sekundarni profylaxe) stejnym reZimem, ale s polovi¢nim davkovanim.
Tato lé¢ba mlZe pokradovat po cely Zivot pacienta nebo do skonéeni
imunosuprese. U pacientll s AIDS, primarni nebo sekundarni profylaxe je
obvykle ukonéena v dobé, kdy se podet CD4 vrati na hodnotu vy$8i nez 200
bunék na uL. Virova naloZ v periferni krvi je kontrolovana PCR HIV nejméné po
6 mésich.
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4. Material a metody

4.1. Laboratorni metody

4.1.1.Komplement-fixaéni reakce

Biologicky material: nativni srazliva krev-krevni sérum, plodova voda.
Laboratorni vybaveni: plastové destiCky s U jamkami o objemu 0,3 mli,
mikropipety o objemu 0,025 ml, osmikanalova automaticka mikropipeta o
objemu 0,025 - 0,05 ml, vlhkd komlrka na inkubaci destitek, laboratorni
tfepacka, spektrofotometr, stolni centrifuga, sklenéné zkumavky.

Reagencie (potfebné k provedeni testu): veronalovy pufr, berani krvinky
konzervované v Alseverové roztoku, Sevatest Toxoplasma negativni kontrolni
sérum, Sevatest Toxoplasma pozitivni kontrolni sérum, Sevatest Toxoplasma
antigen KFR, Sevatest Toxoplasma komplement, amboceptor hemolyticky
(hemolyzin).

Slozeni:

Toxoplazminovy antigen pro komplement fixaéni reakci — purifikovany
lyofilizovany extrakt z prvoki Toxoplasma gondii, ktery neobsahuje Zivé
parazity.

Toxoplazminové pozitivni kontrolni sérum — jedna se o lyofilizované lidské
serum, které obsahuje protilatky proti prvoku Toxoplasma gondii. Jako
protimikrobni konzervaéni latku obsahuje azid sodny v maximalni koncentraci
0,15 %.

Toxoplazminové negativni kontrolni sérum — jedna se o lidské lyofilizované
sérum, které neobsahuje protilatky proti prvoku Toxoplasma gondii Téz
obsahuje jako protimikrobni konzervacni latku azid sodny v max. koncentraci
0,15 %.

Toxoplasma komplement — jedna se o lyofilizované moréeci aktivni sérum bez
protilatek proti Toxoplasma gondii. Protimikrobni konzervagni latkou je azid
sodny v max. koncentraci 0,15 %.

ar

Priprava reagencii:
Priprava hemolyzinu: do kadinky se pipetuje sklenénou pipetou 99 ml

veronalového pufru, rozpusti se AMBOCEPTOR (ampule v1 ml aqua pro
injectione) a po rozpusténi se odsaje a pfenese do kadinky s veronalovym
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pufrem. Pfipravime 2 malé stojany s Cistymi, popsanymi a zazatkovanymi
zkumavkami, do kterych sklenénou pipetou hemolyzin po 2 ml nadavkujeme.
Skladujeme pfi-20 ° C.

Pfiprava morceciho séra: ampuli lyofilizovaného moréeciho séra (ALEXIN})
rozpustime v1 ml aqua pro injectione, do sterilni tlustosténné zkumavky
pipetujeme sklenénou pipetou 14 ml fyziologického roztoku, do né&j pfeneseme
obsah rozpusténé ampule. Tato zkumavka se inaktivuje 30 minut pfi 56° C.
Necha se vychladnout pfi laboratorni teploté a uloZi pfi chladni€kové teploté.
Titrace komplementu:nafedime pozitivni sérum (+ 200 ul aqua pro injectione)
a inaktivujeme 30 minut piii 56° C. Do stojanku dame 9 zkumavek s popsanymi
titry: 1.8, 1:16, 1:32,....... 1:2048. Do zkumavky ¢&.1 pipetujeme 1,4 ml
veronalového pufru a do zkumavek 2-9 vZzdy 1 ml veronalového pufru. Do
prvni zkumavky pridame 0,2 ml pozitivniho séra a pfeneseme vZdy po 1 ml do
dalSich zkumavek (titrace). V posledni vée nechame.

Pfipravime si stojanek na fedéni komplementu. Nejdfive pipetujeme dané
mnozstvi veronalového pufru. Potom pridame automatickou pipetou pouze do
prvni zkumavky 0,1 ml nafedéného komplementu ( ml aqua pro injectione),
promichame a do dalSich zkumavek pifeneseme po 1 ml (vodorovné).
V dal8ich dvou fadach postupujeme stejné. Zkumavky obloZzime ledem.

Tab. 1. Schéma stojanku s ledem na fedéni komplementu.

Ko VP | Ko VP | Ko VP | Ko VP
01 + 2,9 1 + 1 1 + 1 1 + 1

1 : 32 1 X 60 |1 : 120 |1 . 240
Ko VP | Ko VP | Ko VP | Ko VP
01 + 365 |1 + 1 1 + 1 1 + 1
1 : 37,5 |1 X 75 1 X 150 |1 . 300
Ko VP | Ko VP | Ko VP Ko VP
01 + 465 | 1 + 1 1 + 1 | 1 + 1

1 . 451 e |1 . 190 |1 . 380
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Desticka ¢&. 1:
- do 1. a 2. fady davkujeme do kazdé jamky 25 ul veronalového pufru
- do 3. fady davkujeme do kazdé jamky 50 pl veronalového pufru
- do celé 1. fady davkujeme po 1 kapce (25 pl) mordeciho séra
- o celé 2. fady davkujeme po 1 kapce (25 ul} antigenu
- do 3. fady nic

Tab. 2. Mikrotitra¢ni desticka ¢. 1

30 37 47 60 75 95 120 150 190 240 300 380

1 \) + MS + Ko + Ko
. 2 Vv + A + Ko + Ko + 2. den HS
3 \' + Y + Ko + Ko
Destic¢ka ¢. 2:

- antigen davkujeme po 25 pl do celé &asti A a do fady KA z ¢asti B
- pufr pipetujeme do €asti B: A - 25 pl
KA - 25 pl
KO - 50 i
- komplement pipetujeme po 50 pl odzadu (od nejmensi koncentrace po
nejvétsi — bez proplachu)
- od fedéni 380-190 pipetujeme pouze do desticky €. 1
- od fedéni 150 pipetujeme svisle do destiéky &. 1, ale i vodorovné do
desti€ky €. 2, aZ upIné do konce (véetné kontrol) — ast A i B
Davkovani nafedéné pozitivni kontroly: davkujeme od nejmensi koncentrace
(1:2048) az po nejvétsi (1:8), u koncentrace 1:8 davkujeme i do &asti B sloupce
A
Obé desticky protfepeme a druhy den piiddme do vdech jamek hemolyticky
systém HS (25 ul} a dale je postup stejny.
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Tab. 3. Mikrotitraéni desti¢ka ¢ . 2

18 1116 1:32 164 1:128  1:266 _1:518 1024 2048 A KA Ko

I: 30 A v v Vv
37 + + + +
47 Ko Ko A v
60 + + + +
75 Ko Ko Ko Ko
95 + + + +

|| 120 poz.sérum sérum | Ko Ko
150 A B

Hodnoceni:

- destitka €. 1. odedita se prvni jamka, kde je Gplna hemolyza, vétSinou to
byvéa fada ¢&. 1, ale mlzZe byt i 2, 3, v ivahu se bere nejdelsi fada.
- destiCka &. 2: v &asti A, KA, KO musi byt uplna hemolyza, pokud neni,
reakce neni validni a test nelze hodnotit
DEN PRVNI
Priprava roztoku:
A. pozitivni kontrola — 200 pl aqua pro injectione pipetujeme opatrné po sténé
lahviéky s lyofilizovanym sérem
B. negativni kontrola - 200 pl aqua pro injectione opatrné po sténé lahvicky
s lyofilizovanym sérem
- obé kontroly se pfenesou do zkumavek a daji se séry
do vodni lazné pfi teploté 56 °C
Veronalovy pufr - Veronal (200 ml) + destilovana voda (800 mi)
pripravit kadinky He, Ko, Ag, Kr
He — hemolyzin — Veronalovy pufr pipetujeme dle navodu do cisté malé
erlenmeyerovy banky (24 ml), smichame 1 ml hemolyzinu z mrazniCky +
24 mil veronalového pufru — dame do chladni¢kove teploty do druhého
dne
Ko — komplement — pipetujeme 59,5 ml veronalového pufru, fedéni dle boxové
titrace
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Ag - antigen — mnoZstvi pufru se odvodi od mnoZstvi pouZitych Krabidek
antigen
Kr — krvinky — nejdfive proplachneme veronalovym pufrem

29 ml veronalového pufru + 1 ml propranych beranich krvinek

méfeni na Specolu - 1 mi nefedénych krvinek + 9 ml destilované vody
Die naméiené hodnoty se vtabulkach najde pfisiusné meéreni krvinky +
Veronalovy pufr
Krvinky se nafedi a ulozi do lednice na druhy den (budou se michat
s hemolyzinem 1:1 = 25+25 ml)
Pracovni postup:

Tab. 4. Mikrotitragni desticka

A A Ko Ko Hs Hs _

Kapani do desti¢ek:

1. inaktivace sér a kontroly +, - v {azni 56 °C po dobu 30 minut

2. béhem inaktivovani sér se pipetuje do v8ech jamek 25 ul veronalového
pufru osmikanalovou pipetou {do kontrol Ag 25 pl, Ko 25 pl, Hs 50 ul)

3. do prvnich jamek pipetujeme 25 pl sér

4. nafedime promyvacim hfebenem (fadek Ko fedime 2x)

5. Ko — komplement naredime 1 ml aqua pro injectione

6. Ag — antigen nafedime 1 ml veronalu (pouZiji se 2 lahvi¢ky pokavad je vice
jak 10 desticek)

7. pfipravime led na komplement, vyndame moréeci sérum z lednice

8. nafedime antigen 1 ml + 15 ml nebo 2 m{ + 30 ml

9. nafedime komplement 59 mi+ 0,5 ml

10. antigen kapeme do v8ech jamek od 3. fady po 25 pl, kontroly dle tabulky

11. komplement davkujeme do vSech jamek od 2. fady po 50 pl, kontroly dle
tabulky
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12. protfepeme 0,5 minuty na tfepaéce a dame do lednice na nejméné 18
hodin (pfes noc)
DEN DRUHY
1. rano smichame krvinky (25 ul)+ hemolyzin (25 pl) 1:1 = hemolyticky systém -
inaktivujeme na vodni lazni po 30 minut pifi 37 °C
2. hemolyticky systém (Hs) pipetujeme do v8ech jamek po 25 pl i do kontrol
3. protfepeme na tiepaéce 0,5 minuty
4. dame na 30 minut do termostatu
5. protfepeme na trepadéce 0,5 minuty
6. dame na 30 minut do termostatu
7. dame na 2 hodiny do lednice
8. Interpretace vysledku:
Jestlize je cely komplement vyvazan na hledanou protilatku (v komplexu
s antigenem), nedojde k hemolyze hemolytického systému (zabrana
hemolyzy). NezUstal volny komplement, ktery by lyzoval hemolyticky systém,
ten zlstal neovlivnén — test je pozitivni.
V pfipadé, Ze ve vySetfovaném séru specifické protilatky nejsou,
komplement se navaZze na hemolyticky systém a dojde k viditelné hemolyze.
Hemolyza se projevi projasnénim erytrocytl — test je negativni.

4.1.2.Enzymo-Imuno-Analyza EIA

Biologicky material: nativni srazliva krev-krevni sérum, plodova voda

Laboratorni vybaveni: jedno a vicekanalové pipety na 10, 100 a 1000 pl a

$piCky pro jednorazové pouZiti, promyvaci zafizeni ROTATITER, stopky,

termostat na 37 °C s vlhkou komdlrkou, fotometr pro mikrotitraéni desticky.

SloZeni imunoenzymatické soupravy:

1. PotaZena destitka s navazanym antigenem, 12 x 8 jamek

2. Negativni kontrola — lidské sérum bez protilatek proti T. gondii

3. CUT-OFF 6 Ul/ml — lidské sérum obsahujici protilatky proti 7. gondii
v hraniéni koncentraci

4. Pozitivni kontrola 60 Ul/ml — lidské sérum obsahujici protilatky proti T. gondii

5. Pozitivni kontrola 240 Ul/ml — lidské sérum obsahujici protilatky proti T.
gondii

6. Konjugat —zvifeci protilatka proti lidskému 19G, zna¢ena peroxidazou
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7. Redici roztok vzorki — pufr se stabilizatory bilkovin

8. Promyvaci roztok (20x konc.) — koncentrovany pufr

9. TMB - Complete - jednoslozkovy chromogenni substratovy roztok

obsahujici TMB a peroxid vodi

10. zastavovaci roztok — obsahuje kyselinu sirovou 1 mol/l. Pozor Ziravina

11. aviditni roztok ( souprava pro stanoveni IgG)

12. tracer —lyofilizat obsahujici antigen T.gondii a konjugat (igM, IgA, IgE)

13. fedici roztok traceru — (IgM, IgA, IgE)

P¥iprava pracovnich roztoku:

1. Promyvaci roztok — koncentrovany promyvaci roztok fedime 1+19. Napf. 75
ml promyvaciho roztoku + 1425 ml destilovaneé vody. V lahvicce
s promyvacim roztokem se mohou tvofit krystaly soli. Tyto krystaly je tfeba
pfed pouZitim rozpustit zahfatim na vodni lazni pfi 40 °C. Roztok po
nafedéni je stabilni 1 tyden pfii +2 az +8 °C.

2. Konjugat je jiz v pracovni koncentraci, dale se nefedi.

3. TMB - Complete — je jednosioZzkovy chromogenni substratovy roztok
v pracovni koncentraci, dale se nefedi.

4. Tracer — rekonstituci lyofilizatu provadime po ukonéeni pipetovani vzorkd, tj.
pfiblizné hodinu pred pouzitim. Do lahvi€ky Iyofilizovaného traceru pridame
4 ml fediciho roztoku traceru. Po rozpusténi lyofilizatu dobfe promichame
krouZivym pohybem lahvicky. Pouzijeme-li pro jednu sérii vySetfeni vice
nez jednu lahvicku traceru, smichame pfed pipetovanim obsah vSech
lahvi¢ek. Nespotiebovany rekonstituovany tracer skladujeme pii -20 °C.
Nezmrazujeme opakované vice nez dvakrat.

Redéni vzork: fedici roztok je v soupravach Toxoplasma EIA 1gG, IgM, 1gA,

IgE identicky a umoziuje stanoveni IgG, IgM, IgA, IgE protilatek z jednoho

fedéni vzorku. Dlkladné promichané vzorky fedime 1+100 fedicim roztokem

vzork{: 10 pl vzorku + 1 ml fediciho roztoku vzorkl. Fetaini a novorozenecka

séra fedime 1+20 fedicim roztokem vzorkl; 50 pl + 1 ml fediciho roztoku

vzorku.

Pracovni postup:

1. do panelu kapeme 10 ul séra + 1 ml fediciho roztoku, u novorozenci 50 pl
séra + 1 ml fediciho roztoku.
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2. do destitky nakapeme kontroly v8ech 3 tfid protilatek (B - blank, N —
negativni kontrola, C — cut off, P — pozitivni kontrola)

3. nafedéna séra kapeme do desti¢ky dle vyznaceného schématu po 100 pl

4. desti¢ku dame na 60 minut do vihké komarky do termostatu pfi 37 °C

5. nafedime si tracer

6. desticku promyjeme promyvacim roztokem

7. kromé jamky A1 (BLANK) davkujeme do vSech jamek IgM a IgA tracer a do
jamek 1gG konjugat po 100 pi

8. destiéku pfikryjeme vickem a dame inkubovat 60 minut do vihké komurky do
termostatu pfi 37 °C.

9. promyjeme promyvacim roztokem

10. do vSech jamek davkujeme roztok substratu (TMB — Complete), pro
viechny 3 skupiny stejny

11. IgG — inkubujeme 15 minut v termostatu pfi 37 °C; IgM,IgA,IgE inkubace 20

minut v termostatu pfi 37 °C

12. reakci zastavime zastavovacim roztokem

13. bezprostfedné po zastaveni reakce zméfime intenzitu zbarveni roztoki
v jednotlivych jamkach na fotometru pffi vinove délce 450 nm proti blanku
(jamka A1)

Interpretace vysledku:

1. pro vypocet indexu pozitivity délime absorbanci testovaného vzorku
absorbanci CUT-OFF namérenou v téZe sérii vySetreni.
IP = absorbance vzorku / primérna absorbance CUT-OFF
Tab. 5. Interpretace vysledk( indexu pozitivity

INDEX POZITIVITY (IP) HODNOCENI
nizsi nez 0,8 negativni
0,8az1,0 hraniéni
vys8i nez 1,0 pozitivni




2. kvantitativni interpretace v mezinarodnich jednotkach
Tab. 6. Kvantitativni interpretace vysledk( v IU/ml

HLADINA PROTILATEK IU/ml : HODNOCENI
Niz8i nez 4,8 negativni
48az6,0 hraniéni
Vys8inez 6,0 pozitivni

Kalibracni graf:

1. Na osu X vyneseme hodnoty koncentrace protilatek v negativni kontrole,
CUT-OFF 6 1U/ml a pozitivnich kontrolach 60 a 240 IU/ml a na osu Y
odpovidajici absorbance. Hladinu protilatek ve vzorcich stanovime
odeétenim téchto hodnot z kalibraéni kivky.

2. JestliZe je hladina protilatek ve vzorku vy38i nez 240 1U/mi, fedime vzorek
ve dvou krocich a test opakuijte.

Krok 1. fedime vzorek 1+100 fedicim roztokem vzorkl: 10 pl + 1 ml
fediciho roztoku vzorku.

Krok 2. 100 ul vzorku nafedéného v kroku 1 ziedime 900 pl fediciho
roztoku vzorku.

3. Koncentrace protilatek odeétené z kalibraéniho grafu je pak tfeba nasobit
10x.

4. Hrani¢ni vysledky je nutno vySetiit znovu z nového odbé&ru s Casovym
odstupem 2-3 tydnd.

Stanoveni avidity ve tridé protilatek IgG

Princip: avidita protilatek je veliina vyjadfujici pevnost vazby mezi antigenem
a protilatkou. V poéateéni fazi infekénich onemocnéni se protilatky k antigenim
infek&niho agens nevazi pfili§ pevné, jejich avidita je nizka. V prib&hu infekce
v8ak imunitni odpovéd vyzrava a avidita protilatek narlista. Stanoveni avidity
protilatek se proto osvédcilo pifi uréovani faze riznych onemocnéni, zejména
toxoplazmoézy.

Metody stanoveni avidity protilatek jsou zpravidia zaloZeny na naruseni
vazby antigenu s protilatkou eluénim d&inidlem (aviditnim roztokem) a
naslednym stanovenim volnych protilatek. Uginkem aviditniho roztoku se &ast
protildtek navazanych na antigen uvolni. Je-li avidita protilatek nizka, zistane
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po inkubaci v aviditnim roztoku navazana jen jejich mensi &ast, zatimco
vysokoaviditni protilatky zistanou i po inkubaci z vétsi Casti navazany.
Pfiprava aviditnich roztoki: - obsah Iahvicky dlkladné promichejte.
Funkénost aviditniho roztoku je indikovana Zlutym zabarvenim. Roztok je
termolabilni a v pfipadé zmény jeho barvy ze Zluté na &ervenou doslo k jeho
znehodnoceni. Cervené zbarveny aviditni roztok jiz nelze pouzit!

- promyvaci roztok, konjugat a TMB — Complete se pfipravuji jako pfi
obvyklém stanoveni protilatek IgG proti Toxoplasma gondit.
Pracovni postup:

1. jamky A1 a A2 ponechame prazdné (blank)

2. pipetuieme 100 pl negativni kontroly do 1 jamky stripu N (bez

mocoviny)

3. pipetueme 100 pl CUT-OFF 6 |U/ml do 1 jamky stripu N

4. pipetujeme 100 pl pozitivni kontroly 240 IU/ml do 1 jamky stripu N

5. pipetujeme 100 pl fedénych testovanych sér do dvou sousednich

jamek stripu N a Av (s mo&ovinou).

Hodnoceni vysledki: vypocet indexu avidity:
Av 1gG = absorbance vzorku na stripu Av / absorbance vzorku na stripu N x
100
Interpretace vysledki:
Tab. 7. Interpretace vysledkd indexu avidity

HODNOTA HODNOCENI INTERPRETACE
Indexu Av AVIDITY VYSLEDKU
<30 nizka Akutni

toxoplazmébza < 4

mésice po infekci

31-35 hraniéni Opakovat vysetieni
po 3-4tydnech
B 36 -100 vysoka > 4 mésice po
infekci




Poznamky k interpretaci vysledku:

1. u méné nez 5% pacient, ktefi prodélali toxoplazmézu, se ani po 4 mésicich
po infekci avidita nezvySuje a index avidity zGstava mensi nebo roven 30;
aékoliv se zjevné nejedna o akutni toxoplazmoézu. To je charakteristické
zejména pro séra s nizkym obsahem antitoxoplazmovych IgG, obzvlasté
byla-li jesté nafedéna.

2. vyjde-li index avidity hraniéni, je tfeba zopakovat odbér po 3-4 tydnech.

3. u nékterych pacientli, v dobé, kdy index avidity jiz stoupl do vysokych
hodnot, mohou stale pretrvavat niz$i nebo i vy$8i hladiny specifickych IgM a
IgA.

4. vysledky stanoveni avidity IgG je tfeba interpretovat v kontextu vysledk{
ostatnich vysetfeni, zejména titr KFR &i NIFR a hladin igG, IgM, IgA a IgE
protilatek.

4.1.3.Srovnavaci Western-Blot pro porovnani protilatek matky
a novorozence ve tfidach IgG a IgM
imunoglobulinll (CIP-WB = Comparative
Immunological Profiles)

Biologicky material: nativni srazliva krev-krevni sérum, pupeénikova krev
Laboratorni vybaveni: latexové rukavice, pinzety, skalpel, erlenmayerova
barika, pravitko, filtraéni papir, alobal, destilovana a deionizovana voda,
automatické pipety, mikropipety, jednorazové 3picky, lepici paska

Reagencie:

R1: obsahuje testovaci stripy nesouci elektroforeticky separovany Toxoplasma
gondii antigen.

R2: lahvitka obsahuje 30 ml (16 nebo 120 ml) vzorkového pufru — pufr,
detergent, azid sodny (méné nez 0,1%), Cervené barvivo. RlZovy roztok —
pracovni fedéni.

R3: obsahuje 60 (30 nebo 240) ml 10x koncentrovaného promyvaciho roztoku,
detergent, azid sodny (méné& nez 0,1%). Bezbarvi roztok — fedi se 1 + 9 dild
(1:10)
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R4: lahvitka obsahuje 16 (8 nebo 60) ml anti — IgG konjugatu. Pufr,
polyklonalni kozi anti-humanni IgG protilatky, alkalicka fosfataza, konjugat,
stabilizator, azid sodny, modré barvivo. Modry roztok — pracovni fedéni.
RS5: lahvicka obsahuje 16 (8 nebo 60) ml anti-igM konjugatu. Pufr, polyklonalni
kozi anti-humanni IgM protilatky, alkalicka fosfataza, konjugat, stabilizator, azid
sodny, 6luté barvivo. Zluty roztok — pracovni fedéni.
R6: Lahvicka obsahuje 30 (16 nebo 120) ml substratu, pufr, NBT
(nitrotetrazoliova modi), stabilizator. Hnédy roztok — pracovni fedéni.
Pracovni postup:
1. pro jedno vysetieni matka-novorozenec potiebujeme 4 stripy, 2 pro IgM a 2
pro IgG tridu protilatek.
2. pfipravime si potfebny pocet vanicek pro jednotlive stripy.
3. popiseme vanicky Eisly vzorki slouZicimi k identifikaci pacientt.
4. davkujeme 1,2 ml vzorkového pufru — lahvicka R2 do kazdé oznacené
vanicky.
5 pouzijeme gumové rukavice a nedotykame se stripl prsty, pouZivame
pinzetu.
6. pfitlaCime ociténé a suché pravitko na okraj stripu, tak aby byla vidét modra
linie a &islo.
7. pouzijeme skalpel nebo &isté nliZzky a rozifezeme od kraje potfebny podet
strip R1. Zkontrolujeme zda ma strip éislo a modrou linku.
8. pomoci pinzety vioZime kazdy strip ¢islem nahoru do vaniCky oznacené IgM
nebo IgG a gislem vzorku.
9. nepouzité stripy vratime do obalu a ulozime.
10. jemné kyvame vani¢kou (Ize pouzit tfepadku na nizké otacky), 5-10 minut,
tak aby byl kazdy strip fadn& namoden pufrem R2.
11. ke kazdému vzorku davkujeme 10 pl do 1gG vaniCky a 25 pl do IgM
vanicky.
12. jemné kyvame vanic¢kou a inkubujeme na tiepaéce pfi 10 cyklech/min po
dobu 90 minut +/- 5 minut, pfi laboratorni teploté 18-25 °C.
13. promyvani (koncentrat 10x fedény R3): odsajeme roztok z kazdé vanicky
pomoci pipety, davkujeme do kazdé vani¢ky 2 ml promyvaciho pufru
v pracovnim Fedéni, odsajeme, opét davkujeme 2 ml promyvaciho pufru
v pracovnim fedéni, inkubujeme 3-5 minut na tfepaéce, odsajeme roztok
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z vanicky. Davkujeme opét 2 ml promyvaciho pufru pii témzZe fedéni do
vani¢ky, inkubujeme 3-5 minut na tfepacce, odsajeme roztok.

14, davkujeme 1,2 ml IgG konjugatu R4 do kazdé vani¢ky oznadené IgG.
Davkujeme 1,2 ml IgM konjugatu RS do kazdé IgM vanicky.

15. inkubujeme 60 minut na tfepacce pfi teploté 18-25 °C.

16. opakujeme krok ¢islo 13. promyvani.

17. davkujeme 1,2 mi NBT substratu R6 do vanicek.

18. jemné trepejte a inkubujte na tfepaCce zakryté alobalem — ochrana
pfed svétlem.

19. vybarveni prouzkl na stripech: nechte dostateéné vybarvit, prouzky na
stripech novorozence mohou byt vyrazneé svétlej§i nez materské, po
zaschnuti véechny prouzky zesvétlaji. Orientujeme se predevsim podle
zabarveni strip( ditéte.

20. je nezbytné zastavit reakci matefského novorozeneckeho stripu soucasné.
vyzralou reakci zastavime odsatim roztoku substratu a davkovanim 2 ml

21. destilované vody do vanicky.

22. znovu odsajeme destilovanou vodu a davkujeme 2 mi &isté destilované
vody.

23. ususime a odecitame vysledky porovnavanim matefskych a
novorozeneckych protilatek na stripech 1gG a IgM.

Interpretace vysledkil:
1.-pfi narozeni (pupeénikova krev versus mateiské sérum) - prouzek o

velikosti <120 kDa, ktery se nachazi vyskytujici se pupeénikove Krvi, ale ktery

chybi v matefském séru, je signifikantni pro specifické anti-T.gondii neo-
protilatky syntetizované plodem.

2.-b&hem sérologického sledovani novorozence (novorozenecké sérum
versus krev matky) - prouzek o velikosti <120 kDa pfitomny

v novorozeneckém séru, ale ktery chybi v matefské krvi, je signifikantni pro

specifické anti-T.gondii protilatky syntetizované ditétem.
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(A) NEGATIVE CIP-WB (B) POSITIVE CIP-WB ]
(non-infected infant) (infected infant) prestained
p— MW standards

l

—— 200
-— 120
-+— 80

- 40

-+— 30

-— 20

Obr. 5. Interpretace vysledkll CIP-WB (M-matefské sérum, C-
pupeénikova krev)

Limity testu:

1. vysledky CIP-WB (Comparative-Imunological-Profiles) 1gG/IgM by mély byt
posuzovany s ohledem na v8echna dostupna klinicka, epidemiologicka a
laboratorni data, jesté pred diagnostikovanim kongenitaini toxoplazmézy.

2. prouzky na stripech mohou mit variabilni vzhled - jsou slabé, silné, méné &i
vice zabarvené.

3. u novorozence je nutno obezfetné posuzovat zesileni vybarveni nebo Sifku
pruhll u pupeénikové krve. Nelze povaZovat za pozitivni vysiedek. Je
nezbytné pokradovat v sérologickém dohledu nad novorozencem.

4. antigeny o vysoké molekulové hmotnosti (MW) antigenni frakce jsou méné
rozpusténé na vrcholu stripu. Nasledovné mohou byt antigenni epitopy vice
¢i méné maskovany. Vyskyt t&chto antigenll je podminén vyrobou stripl
nebo piitomnosti bilkovin v séru. Prouzky o MW >120 kDa nemohou byt
bezpetné pouzity pro interpretaci CIP-WB.

52

e aEEaaeee—




5. negativni vysledek CIP-WB nevyluéuje moznost infekce. Serologicky dohled
nad détmi by mél pokracovat aZ do potvrzeni nebo vylougeni kongenitaini
infekce.

6. piirozené protilatky — immuno-blotting je velice senzitivhi metoda. Literatura
uvadi spoleénou pfitomnost IgG a IgM anti-T.gondii v séru jedinci dfive
neinfikovanych parazitem. Plvod antigennich stimull, které pfispivaji
k produkci pfirozenych protilatek, je neznamy. Tyto pfirozené protilatky jsou
pfitomny u vétsiny dospélych osob. Nachazeji se take u déti starSich nez 3
mésice. Proto je CIP-WB IgG/IgM uZivan pro sledovani déti do 3 mésicli po
narozeni.

7. Heat Shock Protein — nespecifické, tzké, obvykle velmi bledé prouzky o MW
37 kDa na obou vysetfovanych pruzich IgM (matka+dité). Tento artefakt je
zpUsoben procesem vyroby antigenu. Tyto prouzky nehodnotime.

4.1.4.Polymerazova-retézova reakce PCR

Biologicky material: material vhodny pro prikaz DNA T. gondii metodou PCR
odebirame dle pfedpokladaného stadia onemocnéni a kategorie pacienta
(gravidni zena, oéni toxoplazméza, jaterni léze atd.).
- krev (nesrazlivd) — s pfidavkem ethylendiaminetetraacetic acid EDTA
popf. citratu sodného, alespon 5 ml krve
- fetaini krev — EDTA, citrat, v mnozstvi, které |ze odebrat
- plodova voda — v mnozZstvi alespori 10 ml, bez konzervaénich pfisad
- likvor — 1-2 ml i vice
- pupednikova krev — EDTA, citrat, v mnozZstvi, které Ize ziskat
- kostni dfefi, kmenové buriky k transplantaci, biopsie (jatra, lymfaticke
uzliny)
- oéni tekutina
- dai$i druhy télesnych tkani a biologickych vzork(
Material odebirame v doporuceném mnoZstvi (krev, plodova voda) nebo
alespofl v takovém mnozstvi, které Ize bez komplikaci odebrat (likvor, ogni
tekutina, biopsie a dal§i materialy). Pro potvrzeni diagnézy lze vySetfit i
materia! z plod( po abortu, popf. sekéni materialy.
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Vzorky pro vySetifeni metodou PCR nezmrazujeme ani nekonzervujeme,
uchovavame v ledni¢ce, a pokud mozno neprodlené (do 24 hodin) doru¢ime do
laboratofe.

Pracovni postup:
1. 1zolace DNA T. gondii z tekutych materidll komerénim kitem firmy QIAGEN
(QlAampDNA Mini Kit).
- izolace DNA z tkané: fenol-chloroformova extrakce.

N

. amplifikace izolované DNA je provadéna paralelné ze dvou oblasti geonomu
T. gondii.

(3]

. oblast genu B1: opakuje se v genomu T. gondii 35x, metoda amplifikace je
postavena jako nested PCR a dosahuje analytické citlivosti, tzv. meze
detekce 5 -10 organismu v 1 ml tekutého biologického materialu. Produkt o
velikosti 362 bp je detekovan vizualizaci v 2% agarézovém gelu barveném
ethidium bromidem.

4. oblast genu TGR1E: opakuje se vgenomu T. gondii 30-35x, metoda je
standardni PCR s mezi detekce 1-10 organismua v 1 ml. Produkt o velikosti
191 bp je detekovan v 3% agardozovém gelu pii barveni ethidium bromidem.

5. Negativni konfrola = prevence fale$né& pozitivnich vysledkll, zkumavky
s destilovanou vodou, které se zpracovavaji paralelné se vzorky izolované
DNA.

6. Pozitivni kontrola = DNA pfipravena izolaci z asi 100 tachyzoitl) (vegetativni
forma T. gondii).

7. Kontrola meze detekce (citlivosti) metody = DNA pfipravena izolaci z 1-10

tachyzoit(.

o

Inhibi¢ni zkouska (kontrola nepfitomnosti inhibitort PCR reakce) =
koamplifikace ¢asti humanniho genu pro beta globin (7).

4.2. Material

4.2.1.Popis souboru

Retrospektivni studie pacientl s akutni toxoplazmézou probéhla na
oddéleni parazitologie Ustavu klinické mikrobiologie ve Fakultni Nemocnici
v Hradci Kralové. Vybérova skupina pacientlt s akutni toxoplazmézou &ini 73
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pacientl z toho 32 Zen, 11 mu2{, 17 gravidnich Zen a 13 déti (8 chlapci a 5
dévcat).

V tabulce &islo 8. je uveden primérny vék (F-zeny, GZ-gravidni Zeny, M-
muzi, D-dé&ti); podet pacientll v odpovidajicich vékovych kategoriich, ve kterych
byla prokazana akutni toxoplazméza a vék nejmladsiho a nejstarsiho jedince
ve skupiné Zen, gravidnich Zen, muzl a déti.

Tab. 8. Vékové rozloZzeni pacientd.

vek | Flez[m| b
0-15 - - - 13
16 - 20 7 1 4 -
21-30 14 12 |5 -
31-40 7 4 - .
41 -50 3 - |2 -
51 - vice 1 - - -
Vék nejmladsiho pacienta 16 16 (16| 4
Vék nejstarsdiho pacienta 51 36 |48| 15
Pramérny vék 28,1 | 26,3 (27| 9,8

Udaje od pacientd byly shromazdény od kvétna 2002 do kvétna 2005.

U téchto pacientl byly sledovany laboratorni hodnoty celkovych protilatek
provedenych metodou KFR a titry specifickych protilatek ve tfidach I1gG, igM,
IgA, IgE imunoglobulinG a hodnoty avidity IgG provedenych metodou EIA.
Metoda Western Blotu byla pouZita pro screening novorozencu jejichz matky
ziskaly infekci 7. gondii b€hem gravidity a u nichZ hrozi moznost kongenitalni
toxoplazmézy u novorozence.

Druhou &asti studie bylo zaslani dotaznikl osetfujicim lékafim souboru
pacient s akutni toxoplazmézou, které se zabyvaji mozZnosti ziskani nakazy
pfi:

kontaktu s toxoplazmézou pfii kontaktu s ko€kami, pfi praci na zahradé, pfi
praci s hlinou, piskem a jinymi pfirodnimi materialy.

konzumaci syrového masa, ochutnavani syrového masa pfi vafeni
(sekana, jatrova zavaika....), konzumace masa z kralika a nutrie.

konzumaci zeleniny ze zahrady, mrkve se slupkou, fedkvifek a okurek.
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V dotazniku se dale zaméiujeme na klinické pfiznaky onemocnéni jako
jsou uzlinové projevy (uzlinovy syndrom nebo jednotlive uzliny), které jsou
nejéastéjSi nebo na vedlejSi pfiznaky jako je zvySena teplota, bolest hlavy,
Unava atd.

Vée je doplnéno o hodnoty celkové hladiny leukocytll, diferencialniho
rozpoétu leukocytl a hladiny jaternich testll (AST, ALT).




5. Vysledky

Vybérova skupina pacientd s akutni toxoplazmézou, ktera ¢ini 73 osob,
byla rozdélena do 4 skupin a to na Zeny (32 osob), gravidni Zzeny (17), muze
(11) a déti (13).

5.1. Prehled stanovenych titrii KFR, specifickych
protilatek ve tridach IgG, IgM, IgA, IgE a avidity
IgG u vysetrovanych skupin pacientu s akutni
toxoplazmézou.

Stanovovali jsme celkové protilatky metodou KFR, ktera byla jednim
z dlllezitych kritérii pfi vybirani pacientl s akutni toxoplazmézou. Hraniéni je titr
1:32, vys§i titry jsou brany jako pozitivni titry akutni infekce. U stanoveni titr(i
specifickych tfid protilatek IgG, IgM, IgA a IgE metodou EIA byl brana jako
pozitivni vysledek hodnota indexu pozitivity vy$si nebo rovna 1. Pozitivni
hodnota indexu avidity u protilatek tfidy igG je < 35 (nizka avidita). U pacient(
s vice provedenymi testy b&éhem obdobi studie, jsou do tabulky zafazeny
nejvy§si naméfené hodnoty titru protilatek a u avidity IgG hodnoty nejnizsi
(pozitivni), které jsou brany jako markery akutni infekce.

Tab. 9. Prehled stanovenych titra protilatek u muzu.

1M [>1:1024] 5,059 9,1 3,602 - 2,313

2M  |>1:1024| 4,841 | 359 | 6,279 [ 11,454 -
3M |>1:1024| 5,026 | 14,3 | 1,909 ) 1,301
\ 4M |>1:1024] 6,341 - 4,054 S 2,475
] 5M |>1:1024 5 ) 2,423 | 1,817 -
6M 1:512 | 6685 | 81,7 | 1,519 | 9,235 | 1,273
7M™ 1:512 | 1,508 - 4496 | 2426 | 1,439
8M 1:512 | 6,51 5 5,067 | 2,325 | 1,571
9M |>1:1024| 3,535 35 10,591 | 3,5 | 2,499
10M [>1:1024 = 5 5,163 | 3,129 | 2,826
11M | 1:256 - - 0,558 | 1,194 .
, primér | 4938 | 352 | 4151 | 4,385 | 1,962
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Tab.10. Prehled stanovenych titr( protilatek u zen.

CiSLO| KFR | IgG |AVIDITA| IgM | IgA | IgE
1F_ | 1:1024 | 4.4 11,7 | 0,945 | 0,978 | 0,518
2F | 1:256 - - 3,554 | 1,113 | 0,544
3F 1:64 | 5,705 - 1,264 | 0,485 | 0,522
4F | 1:128 | 5,601 - 1,386 | - -
5F _[>1:1024] 6,273 - 2,123 | 4,396 | 1,395
6F [>1:1024| - - 4,567 | 3,039 | 2,215
7F  |>1:1024| 7,772 | 124 | 3,242 | 2,428 | 1,305
8F | 1:1024 | 3,202 - 4415 | 2,983 | -
OF |>1:1024| 3,917 | 224 | 2,446 | 1,408 | 1,482
10F _|>1:1024| 6,147 | 14,7 | 6,788 | 3,828 | 2,241
11F_|>1:1024| 2,886 | 27,9 | 3,528 | 2,416 | 1,017
12F _[>1:1024| 4,222 | 16,9 | 7,307 | 6,979 | 2,709
13F | 1:512 | 6,95 - 3,086 | 1,031 | 0,606
14F | 1:512 [ 2543 | 21,3 | 2,245 | 1,217 | 0,926
15F | 1:256 - - 3,074 | 2,441 -
16F | 1:256 | 2987 | 42,7 | 573 | 2,871 | 0,994
17F_| 1:512 | 3,892 - 4,454 | 1,199 | 1,28
18F _[>1:1024| 4,644 - 6,984 | 1,322 | 1,231
19F | 1:256 | 3,257 - 2,744 | 1,119 | 1,002
20F | 1:256 | 2,842 - 6,764 | 1,339 [ -
21F_| 1:512 - - 4,006 | 1,665 -
22F |>1:1024) 5,141 | 335 | 2,404 | 3,564 | 1,34
23F | 1:256 - - 2,097 | 0,729 | 0,781
24F | 1:1024 | - - 5,744 | 1,484 -
25F | 1:512 - - 3427 - 1,23
26F | 1:256 | 4,109 - 1,047 | 1,871 -
27F | 1:256 | 3,582 - 1,294 | 1,33 | 0,538
28F | 1:256 - - 1,077 | 0,98 -
29F | 1:256 | 2,042 - 4,025 | 2,298 | -
30F | 1:512 - - 1,228 | 0,866 -
31F_| 1:256 - - 1,026 | 1,177 -
32F | 1:128 - - 1,331 | 0,611 -
prumér | 4,386 22,6 3,292 | 1,972 | 1,194
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Tab. 11. Prehled stanovenych titrQ protilatek u gravidnich zen.

1G 1:64 | 2,868 17,8 0,526 | 0,418 | 0,231
2G 1:256 - - 0,734 | 1,039 | 0,505
3G 1:128 | 6,402 53,8 2,314 | 1,227 | 0,367
4G 1:1024 | 8,131 20,1 468 | 1,759 | 1,069
5G |>1:1024| 8,243 758 7,474 | 2,638 | 2,099
6G 1:256 | 5,463 48,2 2,07 | 1,142 | 0,762
7G 1:128 | 5,192 65,4 1,743 | 0,751 | 0,339
8G 1:512 | 3,384 12,7 1,985 | 3,228 | 0,951
9G 1:512 | 3,481 15,3 3,182 | 1,114 | 0,937
10G 1:128 | 5,954 62,4 0,658 | 1,464 | 0,402
11G 1:512 | 2,766 62,8 2,387 | 1,107 | 0,842
12G 1:16 - - 1,152 - -

13G 1:256 | 5,991 30,8 1,868 | 0,554 | 0,466
14G | 1:1024 | 6,676 24,7 1,972 | 0,816 | 0,651
165G 1:32 | 2,432 51,6 1,425 | 0,265 | 0,223
16G 1:266 | 2,772 49,2 4083 | 1,816 | 1,08
17G 1:32 | 3,702 48,7 0,833 | 1,354 | 0,511
prumér| 4,897 42,5 2,293 | 1,735 | 0,715

. Tab. 12. Piehled stanovenych titrli protilatek u déti.

CisLo| KFR | 1gG |AVIDITA| igM | IgA | IgE
1D [>1:1024| 6,849 | 14,2 | 4,627 | 3,786 | 2,98
2D | 1:1024| 6,653 | 90,1 | 0,709 | 1,869 [ 1,174
3D |>1:1024| 7,036 | 226 | 3,434 | 2,818 | 2,044
4D | 1:128 | 2,492 8 2,125 | 0,476 | 0,442
5D |>1:1024| 5604 | 252 | 516 | 4142 | 2.1
6D | 1:256 - - 1,117 - -
7D | 1:1024 | 2,966 - 3,362 | 3,017 | 1,313
8D | 1:1024| 5093 | 40,8 | 3,801 | 429 | 1,164
9D |>1:1024| 6,393 | 59,2 | 1,384 | 1,457 | 2,242
10D | 1:512 | 4,363 | 67,2 | 1,173 | 2,505 | 0,939

11D 1:128 - - 1,193 | 0,602 | 0,556
12D 1:256 - - 1,672 | 0,689 -
13D 1:512 - - 0,924 | 0,933 -

pramér | 5,272 40,8 2,352 | 2,215 | 1,495
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Celkové statistické shrnuti popisovaného souboru v tabulce &islo 13.

obsahuje prehled podtu provedenych vySetieni na celkové protilatky metodou

KFR, na specifické protilatky tidy 1gG, IgM, IgA, IgE a avidity |gG provedené

metodou ELISA. Zahmuje vysledky jednotlivych vySetfovanych skupin (Zeny,

gravidni Zeny, muzi, déti) a celkového poétu pacientl s akutni toxoplasmézou.

Tab.13. Statisticky pfehled sérologickych vysledku.

Potet Zadanek

Pocet vySetieni KFR | 57 - 72 - - 29 . 186 -
KFR pozitivni 57 100% | 71 986% | 28 100% | 29 100% {185 99.5%
KFR negativni - - 1 1,4% - - - - 1 0.5%
1gG podet ] '
vySetfenych pac. 20 - 16 - 8 - ) - | 53 -
1gG celkovy podet |

testl 32 - | 45 - 11 - 18 - 106 -
ijG{ pozitivnl testy 32 100% |45 100% | 11  100% | 18 100% |106 100%
AVIDITA potet

wySetfenych pac. 9 - 16 - 6 - 8 - 40 -
Avidita celkovy po&et

testl 14 - 38 - 7 - 14 - 73 -
Avidita nizka 9 B833% |17 447% 1 4 571% | 5 357% | 35 479%
Avidita hraniéni 1 71% | O 0 1 143% | 2 143% | 4 55%
Avidita vysoka 4 286% | 21 553% | 2 286% | 7 50% | 34 466%
IgM podet

vysetienych pac. 32 - 17 - 1 - 13 - 73 -
IgM celkovy potet

testl 57 - 72 - 28 - 29 - 186 -
[ IgM pozitivni testy 49 86% | 53 736% |25 893% | 19 655% [146 785%
[ IgM hraniéni 7 123% | 3 42% | 2 71% | 3 103% | 15 81%
[ IgM negativni 1 1.7% | 16 222% | 1 36% | 7 242% | 25 13,4%
IgA pocet

vySetfenych pac. 30 - 16 - 8 - 12 - 66 -
IgA celkovy pocet

testl 52 - 66 - 19 - 25 - 162 -
| IgA pozitivni testy 36 692% 129 44% |18 947% | 16 64% | 99 61,1%
| IgA hraniéni 11 212% | 9 136% | 1 53% | 4 16% | 25 15,4%
| IgA negativni 5 96% |28 424% | 0 0 5 20% | 38 236%
IgE podet

vySetienych pac. 20 - 16 - 8 - 10 - 54 -
IgE celkovy pocet

testl 36 - 45 - 15 - 20 - 116 -
| IgE pozitivni testy 16 444% | 3 67% |11 733% | 11 55% | 41 353%
[ IgE hranini 7 194% | 4 89% 1 6,7% 5 25% | 17 14,7%
| IgE negativni 13 326% | 38 844% | 3 20% 4 20% | 58 50%




5.2. Dotaznikové Setreni

5.2.1.Vyhodnoceni dotaznik( zaslanych osetfujicim lékafim

pacientu s akutni toxoplazmézou.

Vybérova skupina pacient s akutni toxoplazmézou, ktera &ini 73 osob,
byla rozdélena do 4 skupin a to na Zeny (32 osob), gravidni Zeny {17 osob),
muze (11 osob) a déti (13 osob).

Kontakt s Toxoplasma gondii

Vtabulce ¢&islo 14. je popsan mozny kontakt a nakaZeni pacientl
oocystami Toxoplasma gondii pfi kontaktu s kofkou domaci (pfi hrani si
s kockami, pii Uklidu fekalii, o$etfovani koéek), pii praci na zahradé a praci
s piskem, hlinou &i jinymi pfirodnimi materialy. Kontakt s domacimi ko&kami
vykazovaly nejvice déti (84,6%) a Zeny (81,5%). Zahradnieni nejvice
vykonavaji gravidni zeny (70,6%). Nejvice si hraji s piskem a hlinou déti

(92,3%).

: ! % |62 % |M % |D oo |
Kocky 26 81,3%|11 64,7%| 6 54,5%|11 84.6%
Prace na zahradé 13 40,6%(|12 70,6%|5 45,5%|0 0%
Prace s piskem a hlinou 28 87,5%|15 88,2%| 6 54,5%|12 92,3%
Bez kontaktu 2 6,25%| 0 0% |3 27,3%|0 0%

Konzumace masa

Tabulka &islo 15. popisuje moznost nakazeni pacientl alimentarni cestou
pfi konzumaci masnych vyrobk(l. Jedna se pfedev$im o konzumaci syrového
nebo nedostateéné tepelné upraveného masa (tatarsky biftek, grilované maso),
ochutnavani masa pii vafeni (sekana, jatrova zavarka), konzumace masa
z kralikd a nutrii vykazujicich mozny kontakt s Toxoplasma gondii (s oocystami
pii spasani travy).
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Tab. 15. Konzumace masa.

Konzumace masa F % |GZ % M % |D %
Syrové maso 7 219%| 0 0% |3 273% |0 0%
Ochutnavani masa 19 59,4%|13 76,5%|3 27,3%|0 0%
Krali¢i maso 17 53,1%| 13 76,5%| 3 27,3%| 6 46%
Nutrie 4 12,5%| 3 176%|0 0% |2 15,4%
Bez konzumace masa 4 12,5%| 2 11,8%| 5 45,5%| 6 46%

Konzumace zeleniny

Tabulka &islo 16. nam ukazuje dal$i mozZnost nakazy pfi konzumaci

nedostateéné umyté zeleniny ze zahrady, na které se mohou vyskytovat

oocysty pochazejici z fekalii infikovanych kogek. Jedna pfedevsim o kofenovou

zeleninu jako je mrkev, petrZel, celer a fedkvi¢ky, které jsou konzumovany i se

slupkou.

Tab. 16. Konzumace zeleniny

Konzumace zeleniny F % |GZ % |M % |D %

Zelenina ze zahrady 8 25% | 4 23,5%|4 36,4%! 2 15.4%
Mrkev se slupkou 12 37,5%| 8 47,1%1 3 27,3%| 5 38,5%
Redkviéky a okurky 28 87,5%|15 88,2%| 9 81,8%[11 84,6%
Bez konzumace zeleniny 3 94% | 2 11,8%|2 18,2%| 2 15,4%

Uzlinovy nalez

Tabulka &islo 17. ukazuje kolik pacientd klinicky vykazovalo lymfadenitidu

a u kolika z nich se jednalo o uzlinovy syndrom (cervikalni, okcipitalni, axiaini a

inguinalnf uzliny) nebo se zvétdené uzliny vyskytovaly jednotlivé pfevazné jako

cervikalni &i okcipitalni. Také je zde popsano kolik pacientlh bylo takto klinicky

negativnich (bez uzlinového nalezu).

Tab.17. Uzlinovy nalez

Uzlinovy nélez F % |62 % |M % |D %
Uzlinovy nalez celkem 30 93,75%| 8 47,1%| 9 81,8%/[13 100%
Uzlinovy syndrom 18 56,3% | 4 23,5%| 6 54,5%| 9 69,2%
Jednotlivé uzliny 12 37,5% | 4 23,5%| 3 27,3%| 4 30,8%
Bez uzlinového nalezu 2 625% |9 529%]2 18,2%|0 0%
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Ostatni klinické pFiznaky
Tabulka d&islo 18. popisuje dalsi mozZné (méné specifické) klinické
pfiznaky u zkoumané skupiny pacientll s akutni toxoplazmézou. Jedna se

pfedevdim o bolest hlavy, zvySenou teplotu, kratkodobou a dlouhodobou
unavu, vyraZku, nevolnost, vomitus, zaZivaci obtiZze, prijem. Né&ktefi pacienti
(pfevainé gravidni Zeny) nevykazovali Zadné z vyS3e uvedenych klinickych

pfiznaka.

Tab. 18. Pfehled ostatnich klinickych projevd.

Ostatni klinické pfiznaky [F % [6Z % M % |D %
Zvysena teplota 8 25% | 2 11,8%|3 27,3%| 7 53,8%
Unava kratkodoba 16 50% | 0 0% |6 54,5%|5 38,5%
Unava dlouhodoba 9 281%| 0 0% |2 18,2%|3 23,1%
Vyrazka 2 62% |1 59% |1 91% |3 23,1%
Bolest hlavy 12 37,5%| 1 59% [5 455%|3 23,1%
Zazivaci obtize 2 625%|(0 0% |1 91% |0 0%
Prijem 1 31% [0 0% (0 0% |1 7,6%
Zvraceni 6 0% |0 0% |1 91% /0 0%
Nevolnost 3 94% |0 0% |0 0% |0 0%
Nechutenstvi 2 625%|0 0% [0 0% [0 0%
Bez kiinickych pfiznaku 5 15,6% |13 76,5%|1 91% |2 154%

Doplriujici laboratorni vysetreni

Mezi doplnujici laboratorni vySetfeni hematologicka patfi krevni obraz,
kde nas nejvice zajima celkovy podet leukocytll, diferenciaini rozpodet
leukocytl a mezi biochemicka vySetfeni patfi jaterni testy, pfi kterych se méfi
enzymova aktivita AST (aspartataminotransferasa), ALT

(alaninaminotransferasa).




Tab. 19. Hodnoty laboratornich vysetieni.

Hodnoty laboratornich

vysetreni F % |62 % |[M % [D %
Leukocyty prumér 8 - 8 - |9 - (10 -
Diferencialni rozpocet

leukocytu

- normalni 15 45,5%( 5 294%| 4 36,4%| 4 30,8%
- posun doleva 3 94% | - - 1 91% |1 7,.7%
Jaterni testy

- normalni 13 39,4%| 6 35,3%(5 45,5%|5 38,5%
- elevace 5 15,6%] 2 118%| 3 27,3%}{1 7.7%
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Celkové shrnuti vysledkl dotazniki
Vtabulce &islo 20. je vycislen celkovy piehled vysledk( v8ech 73
infikovanych z nasi vybérové skupiny pacientll s akutni toxoplazmézou.

Tab. 20. Shrnuti vysledil z dotaznikd.

Kocky 54 74%

Prace na zahradé 30 [(41,1%
Prace s hlinou a piskem 61 |83,6%
Bez kontaktu 5 6,8%

Konzumace syrového masa 10 |13,7%
Ochutnavani masa pfi vareni| 35 |47,9%
Konzumace krali¢iho masa 39 |53,4%
Konzumace masa z nutrii 9 12,3%
Bez konzumace masa 17 123,3%
Konzumace zeleniny 18 [24,7%
Mrkev se slupkou 28 |38,4%
Redkviéky a okurky 63 |86,3%
Bez konzumace zeleniny 9 12,3%
Uzlinovy nalez 60 [82,2%
- Z toho uzlinovy syndrom 37 150,7%
- z toho jednotlivé uzliny 23 131,5%
Bez uzlinového nalezu 13 |17.8%
Zvysena teplota 20 |27,4%
Unava kratkodoba 29 [39,7%
Unava dlouhodoba 14 [19,2%
Vyrazka 7 9,6%

Bolest hlavy 21 |28,8%
Zazivaci obtize 3 4,1%

Nechutenstvi 2 2,7%
Prijem 2 2,7%
Zvraceni 1 1,4%

Nevolnost 3 4,1%

Bez klinickych pfFiznaku 21 |28,8%




5.3. Kazuistika

Muz (46 let) po transplantaci progenitorovych buné&k kostni dfené
v imunosupresivni terapii. 6 tydnl od provedeni transplantace se objevily
klinické pfiznaky susp. pro mozkovou toxoplazmézu. Byl odebran vzorek
krevniho séra k sérologickému vySetfeni (vyrobce KFR testl: Sevapharma,
Praha; EIA testl: Test — Line, Clinical Diagnostic, Brno); KFR 1:512, I1gG
2,216 (pozitivni), IgM 4,816 (poazitivni), IgA 1,555 (pozitivni.), IgE 1,220
(pozitivi), avidita lgG 35 (hraniéni).

Vzhledem ke skuteénosti, Ze pacient mél pfed pfipravou k transplantaci
pozitivni vysledek testu na pfitomnost IgG protilatek (IgG 2,256) a negativni
vysledek ve tfidé IgM (IgM 0,498), byla provedena biopsie mozku a
histologické vySetieni k odli§eni akutniho toxoplazmového procesu v mozku od
pfipadnych proliferaénich loZisek.

Histologickym vySetfenim byla diagnostikovdna Toxoplasma gondii
v materialu z biopsie mozku a mozkova toxoplazméza byla potvrzena
pozitivnim prikazem DNA T. gondii metodou PCR. Po vizualizaci
v agardzovém gelu byla patrna silna pozitivita v oblasti TGR1E genu.

Infekcionistou byla indikovana ucinna terapie proti 7. gondii. Pacient se
klinicky po nékolika dnech znadéné =zlepSil a je nadale hospitalizovan
v intermediarnim oddéleni integrovaného onkologického centra Fakultni
nemocnice V Hradci Kralové. Klinicky stav je aktualné komplikovan

bronchopneumonii s nalezem DNA Pneumocystis jiroveci metodou PCR.




. 6. Diskuze

Zakladem laboratorni diagnostiky toxoplazmézy v uvedené studii je
detekce antitoxoplazmovych protilatek ve vzorcich biologického materialu
metodou KFR (Sevapharma, Praha) a metodou EIA (Test — Line Clinical
Diagnostic, Brno) pro prikaz jednotlivych tiid imunoglobulunl 1gG, IgM, IgA,
IgE a avidity 19G.

V nami sledované skupiné pacientl s akutni toxoplazmézou byly hodnoty
KFR testll vy&$i neZ hraniéni titr 1:32 a vysoké hodnoty titrl specifickych
protilaiek ve tfidé IgM, IgA, IGE a nizka IgG avidita, které jsou brany jako
markery akutni infekce (4,11,13,17).

V souladu s literaturou {1,11,12,17,21,24) je metoda ELISA IgM citliva, ale
jeji nevyhodou je diouhodobé pietrvavani pozitivity; k poklesu hodnot dochazi
9 — 12 mésicl od nakazy. IgA protilatky pretrvavaji 6 — 9 mésicl od nakazy.
Stanoveni tfidy protilatek IgE je velmi specifickou metodou uréeni akutni
toxoplazmozy, pozitivita u vétSiny pacientl nepfetrvava déle nez 6 mésicl (9).

V nasi studii 73 pacientl bylo oSetfujicimi lékali predepsano 186
vySetieni KFR, ztoho bylo pozitivnich 185 (99,5%). VSichni pacienti méli
pozitivhi 1gG protilatky. Nizkou aviditu IgG vykazovalo 47,9%; pozitivni
protilatky IgM mélo 78,5%; IgA 61,1% a IgE 35,3% pacientu.

Montoya a spol. (17) doporucuji z davodu obtiznosti klinické interpretace
sérologickych nalezi u nemocnych pfi podezieni, pfi probihajicim
onemocnéni a eventualné latentni toxoplazméze, prilkaz akutni parazitémie
v infikovaném organizmu metodou PCR na pfitomnost DNA Toxoplasma
gondii.

Multicentricka studie WHO (Svétova zdravotnicka organizace) rizikovych
faktorl pro ziskani akutni toxoplazmézy probéhla v 6 evropskych centrech.
Rizikové faktory predikujici nejcastéji akutni infekci byly poZivani syrového a
nedostateéné tepelné upraveného masa. Druh rizikového masa byl v8ak rizny.
V norské studii bylo zji§téno jako rizikové polosyrové jehnédi a vepiové,
zatimco ve Francii bylo rizikové hovézi nebo jehné&cli, ale ne vepiové (25).
Z nasi studie vyplyva, Ze vysoka moznost nakazy je také alimentarni cestou pfi
konzumaci syrového masa (13,7%) a ochutnavani nedostatecné tepelné
zpracovanych masitych pokrml (47,9%). Nejvice bylo konzumovano kralici
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maso (53,4%), zajimava je konzumace masa z nutrii vdomacich chovech
(12,3%).
Dle WHO byl kontakt s hlinou, piskem a zeleninou (kontaminovanymi

trusem kodek s oocystami) také potvrzen jako rizikovy faktor ziskani
toxoplazmézy. V nasi studii konzumovali pacienti zeleninu ze zahrady v 86,3%.
Praci na zahradé vykazovalo 41,1% a kontakt s hlinou a piskem 83,6%
pacientl (3).

V nasi studii byla nejéastéj§im klinickym pfiznakem lymfadenitida u 82,2%
pacientd, ztoho 50,7% jako uzlinovy syndrom a 31,7% jednotlivé zvetsene
mizni uzliny. Bez uzlinového nalezu bylo 17,8% infikovanych a to pfevaine
gravidni Zeny. U déti byla prokazana lymfadenitida ve 100% a nejméné Cetny
uzlinovy nalez vykazovaly gravidni Zeny 47,1%. U 76,5% gravidnich Zen
nebyly nalezeny jiné klinické pfiznaky.

Studie Paliéky a spol.(18) uvadi, Ze onemocnéni probiha asymptomaticky
u 9 z10 (90%) gravidnich Zen. Klinické symptomy jsou tedy slabym
indikatorem probihajici infekce.

V nadi studii bylo 17 gravidnich Zen a jejich t&hotenstvi bylo zakon&eno
17 spontannimi porody. Narodilo se 18 déti (jedna dvojéata), z toho 11 chlapcl
a 7 dévéat. VSichni novorozenci vykazovali negativni sérologickeé testy a
negativni ultrazvukové vysetieni mozku. V této studii nebyl zaznamenan zadny
abortus ani pfipad kongenitéalni toxoplazmézy a to patmné z divodu malého
podtu vySetfovanych gravidnich Zen. V Ceské republice neexistuje
organizovany sérologicky screening toxoplazmézy u t&hotnych Zen jako je to
napfiklad ve Francii a Rakousku (13,17).

Studie Palitky a spol.(18,20) vyhodnocuje screening 50 023 gravidit na
Karvinsku, z nich 4 128 (8,3%) skonéilo abortem a 45 860 (91,7%) porodem.
Sérologicky pozitivnich bylo 40,2% abortd a 40,0% porodd, vétSinou v nizkych
titrech protilatek. Celkové v dusledku nakazy Toxoplasma gondii v gravidité
bylo poskozeno 2,25 %e t&hotenstvi a vyskyt kongenitalni toxoplazmozy Cinil
1,23 %o.

Zkugenost z francouzské praxe, kterou popisuje Lécolier a spol. (13), je
zaméfena na dvé Urovn& prevence. Primarni prevence ma uchranit téhotnou
Jenu pfed primami infekci 7. gondii . Prostfedky primarni prevence zahrnuji
Zjisténi, zda Zena prfed otéhotnénim & na zalatku t&hotenstvi nebyla
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infikovana; informovat Zeny o hygienickych a dietickych zasadach. Sekundarni
prevence ma zabranit infekci plodu, a nebo pokud je jiz infikovan, zamezit jeho
zavaznému poskozeni. Prostfedky sekundarni prevence jsou: pravidelna
mésicni sérologicka vysetfeni; Ié€ba Zeny spiramicinem; prenatalni diagnostika

a prenatalni lé¢ba plodu.




7. Zaver

Prvok Toxoplasma gondii je celosvétové nejrozSifendjsi parazit. V Ceské
republice je prevalence toxoplazmoézy okolo 30 — 50%. Ve Francii, kde je
monitoring vyskytu toxoplazmézy nejpropracovangjsi se uvadi prevalence
okolo 70%.

Nase vybérova skupina pacientl s akutni toxoplazmézou vykazovala
v8echny markery akutni infekce a to KFR vy$Si neZ hrani&ni titr 1:32, hodnoty
IgG, IgM, 1gA a IgE vy38i neZ hodnota 1 u indexu pozitivity. Avidita 1gG jako
marker akutni infekce musi byt niz8i neZ hodnota indexu avidity 35.

Pozitivni KFR mélo 99,5% pacientll, 1 gravidni Zena vykazovala KFR
1:16. V8ech 73 pacientl mélo pozitivni hodnoty titrl IgG imunoglobulind.
Pozitivni IgM bylo v 78,5%, IgA v 61,1% a IgE v 47,9%.

V této retrospektivni studii jsme vyhodnocovali mozné rizikové faktory
ziskani infekce prvokem Toxoplasma gondii. Jednim z moZnych rizikovych
faktor(l je chov a pravidelny kontakt s ko¢kami, ktery vykazovalo 74% pacientu
(nejvice déti 84,6%), praci na zahradé provadélo pravidelné 41,1%
dotazovanych (nejvice gravidni Zeny 70,6%) a kontakt s hlinou a piskem
uvedlo 83,6% pacientl (nejvice déti 92,3%). Kontakt s koCkami nevykazovalo
6,8% dotazanych.

DlleZitou cestou nakazy je konzumace infikovaného nedostateéné
tepelné upraveného masa. Syrové maso (napiiklad tatarsky biftek, krvavé
steaky) konzumovalo 13,7% dotazanych (nejvice muzi 27,3%), ochutnavani
masitych pokrmil pfi vafeni potvrdilo 47,9% osob (nejvice gravidni Zeny
76,5%). Nejvice bylo konzumovano krali¢i maso 53,4% (nejastéji gravidni
Zeny 76,5%). MozZnym rizikovym faktorem je i maso z nutrie, které konzumuje
12,3% dotazanych (gravidni Zeny 17,6%). Osiatni druhy masa nebyly
pfedmétem nadi studie. Maso syrové a uvedené vybrané druhy nekonzumuje
23,3% pacientu.

Pfenos nakazy alimentarni cestou pfi konzumaci zeleniny ze zahrady je
dal§im rizikovym faktorem vzniku infekce. Konzumaci zeleniny ze zahrady
uvedlo 24,7% infikovanych (nejvy$si muzi 36,4%), mrkev se slupkou pojidalo
38,4% pacientll (nejvice gravidni Zeny 47,1%), konzumaci fedkvi¢ek a okurek

70




uvedlo 86,9% osob (nejCastéji gravidni Zeny 88,6%). Bez syrové zeleniny
v jidelni¢ku se obeslo 12,3% dotazanych.

Pacienti s akutni toxoplazmézou v nadi vyb&rové skupiné Kklinicky
vykazovali v 82,2% pfipadd uzlinovy nalez (nejvice dé&ti 100%, nejméné
gravidni Zeny 47,1%), z toho byl uzlinovy syndrom v 50,7% pfipadi(nejCastéji
déti 69,2%) a jednotiivé uzliny v 31,5% pfipadi (nejvice Zeny 37,5%). Bez
uzlinového nalezu bylo 17,8% osob.

Mezi jiné klinické pfiznaky patfily nejCastéji zvy3ena teplota 27,4% osob
(nejvice déti 53,8%), kratkodoba unava 37% (nejvice muzi 54,5%), dlouhodoba
Gnava 19,2% (nejvice Zeny 28,1%) a bolest hlavy 28,8% (nejcastéji muzi
45,5%).

Doporuéeni WHO k Géinné ochrané pred toxoplazmézou jsou
konzumace pouze dobfe tepelné upraveného masa (hovézi, skopové, vepiové
a v CR hlavné krali¢i maso). Nezbytné je, aby se maso i uvnitf prohfalo na
teplotu minimalné& 65 °C po dobu alespori 20 minut. Vyhybani se uzenému a
grilovanému masu. Pfi vafeni je dllezité dikladné omyti zeleniny,
kuchyfiského nagini a stolu a po manipulaci s masem omyti rukou. Jite-li mimo
domov, nejezte syrovou zeleninu a z masa si vybirejte radéji ryby a dribez.

Vyhybejte se kontaktu s ko¢iéim trusem a se v8im, co by mohlo byt
kodi¢im trusem kontaminovano. Pfi uklidu po kockach je vhodné pouZivat
rukavice a po uklidu si omyt ruce. Pouzivat rukavice i pfi praci na zahradé,
vyhybat se kontaktu s hlinou a ruce si po praci peclivé umyt a to i v pfipadé, Ze
jste pracovali v rukavicich.

Vzhledem ke skuteénosti, Ze u imunokompetentnich jedinch probiha
toxoplazméza zpravidla s lehkymi klinickymi pfiznaky a bez pfiznakd, plati vyse
uvedena doporudeni pfedevs§im u gravidnich Zen jako prevence kongenitalni
toxoplazmoézy a u specialnich kategorii pacientll simunosupresi (léfba
onkologickych onemocnéni, pacienti vprocesu transplantace organd,
progenitorovych bunék kostni dfené apod).
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PROHLASENI

Prohladuji, 2e jsem diplomovou praci na téma ,Laboratorni diagnostika
toxoplazmézy“ vypracovala samostatné s konzultaéni pomoci mého skolitele.

Pouzité prameny jsou uvedeny v literarnich odkazech.

V Hradci Kralové
Dne 2. kvétna 2006
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