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Tato bakalarska prace se zabyva problematikou onemocnéni zvaného
toxoplazmoza, které zplsobuje prvok Toxoplasma gondii. Prace je rozdélena
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obsahuje laboratorni postupy rutinné zavedenych metod, které se pouzivaji pro
detekci toxoplazmovych protilatek a dale jsou v této &asti pomoci grafl
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UvoD

Pro svoji bakalafskou praci, jsem si vybrala téma Diagnostika
Toxoplazmédzy, nejen protoze uz jsem se s touto nemoci ve svém okoli setkala
ale také pro velice zajimavé biologické vlastnosti, které puvodce onemocnéni
ma a pro rizné moznosti laboratorni diagnostiky. Pldvodcem tohoto
onemocnéni je prvok Toxoplasma gondii, zafezana mezi kokcidie do kmene
Apicomplexa neboli vytrusovci a patfi mezi nejrozSifenéjSi parazity savcu.
Toxoplazméza je kosmopolitné rozSifena protozoalni nemoc, ktera patfi mezi
nejéast&jsi zoondézy v CR. Toxoplazmdza je znaéné rozvinuté téma coz nam
potvrzuje nékolik tisic vydanych publikaci tykajicich se jak diagnostiky, [éCby,
epidemiologie €i vyvojového cyklu parazita.

| pfes vSechny informace zjisténé béhem nékolika let, kdy byla a stale je
tomuto tématu vénovana zvySena pozornost, se nachazeji pfipady umrti nebo
tézkého poskozeni plodu v pfipadé latentni infekce.

Cilem mé prace je seznamit ¢tenare s problematikou tykajici se tohoto
onemocnéni, zhodnoceni vyskytu nemoci vV plzenském kraji a souhrn

pouzivanych metod.



TEORETICKA CAST
1. HISTORIE

V Tunisku v roce 1908 poprvé popsali puvodce Charles Nicolle a Luis
Herbert Manceaux u hlodavce severoafrické pamysi hfebenoprsté
(Ctedodactylus gundi) a souasné zaroven nezavisle nalezl v Brazilii Splendor
u kralika pfiznaky paralyzy. Pozdéji byla toxoplazmé6za nachazena u ruznych
zivoCichl. V roce 1923 popsal Cesky oftalmolog Josef Jankl tkanové cysty
parazita v oku 11 mési¢niho chlapce, postizeného hydrocefalem, levostranym
mikroftalmem a degenerativnimi lozisky v oblasti Zluté skvrny. Do svétového
nozologického nazvoslovi se jméno Ceského |ékafe zapsalo pod nazvem
nemoc Jankd. Jako plvodce kongenitalni encefalitidy byl parazit izolovan

americkymi autory A.Wolfem, D.Cowenem a B.H.Paigem. (7)

A.B.Sabin a Harry A. Feldman zavedli prvni rutinné pouzitelny sérologicky
test na toxoplazmézu v roce 1948. V létech 1951 az 1957 se na poznani
uzlinové formy (lymphadenitis toxoplasmotica) zaslouzili J. Ch. Siim z Kodané a
vidensti badatelé Alexandra Piringerova-Kuchinkova a Otto Thalhammer. K
objasnéni biologického cyklu parazita doSlo az v roce 1970 skotskym

badatelem W. M. Hutchisonem diky objevu fekalnich forem. (9)

10



2. ZIVOTNi CYKLUS T. GONDII

Zivotni cyklus tohoto vicehostitelského parazita je charakterizovan
sménou definitivniho hostitele a mezihostitele. Definitivnim hostitelem je koCka
domaci a mezi hostitele mizeme Fadit rizné druhy ptakul, obratlovct a savcu
v€etné Clovéka. (5,6,24)

Toxoplazmova (vegetativni, nepohlavni) faze se odehrava ve tkanich
mezihostitell pfipadné definitivnich hostiteld. Tato faze je charakteristicka
nepohlavnim mnoZenim tzv. endodyogenesi coz je tvorba dvou dcefinych
bunék zjedné bunky matefské, ktera se nasledné rozpadne. V organismu
mezihostitell pfi fazi akutni i chronické dochazi k pomnozeni agamentnich
forem parazita a ke vzniku zoitocyst. V pfipadé, Ze se jedna o koCkovité Selmy
dochazi k diseminaci do extraintestinalnich tkani a tvorbé cyst ve tkani uz
nékolik hodin po nakaze. (4,7)

Izosporova (pohlavni, gameticka, kokcidiova) faze probiha ve stfevnim
epitelu definitivniho hostitele, zejména v ileu. Vysledkem této faze jsou oocysty
izosporoveho typu, které jsou vyluCované do prostfedi, kde dlouhodobé
prezivaji. Nakaza mezihostitele je zprostfedkovana fekalné-oralni cestou.
Béhem pocatecniho mnozeni schizogonii (merogonii) je typicka pfFitomnost
merozoitu a schizontdl a na tento proces navazuje gametogonie. Plazma
schizontl je granularni a bazofilni, jejich jadro je méchyrkovité a vytvafi se
v nich 4 az 36 merozoitu. (5, 9)

Makrogametocyty obsahuji méchyrkovité jadro s jadérkem, maji ovoidni
tvar a dosahuji velikosti 7-8 x 4-7 ym. Mikrogametocyty jsou spiSe kulovitého
tvaru a vytvafi se v nich 10-32 mikrogamet se tfemi biCiky pfiCemz jeden z nich
je zakrnély. K oplozeni makrogamety tzn. gametogamii dochazi jesté pred tim,
nez se vytvofi sténa oocysty v hostitelské bunce. Mikrogamety se dostavaji do
lumen stfeva, kde vyhledaji hostitelské bunky obsahujici makrogamety a poté je
oplodni. Sporulace je exogenni, nastava mimo stfevo ko¢ky a trva 1-5 dna.
Vysporulovana izosporova oocysta je velka 14 x 11 um, obsahuje 2 sporocysty
a kazda z nich obsahuje 4 sporozoity. Oocysty mohou pfezivat az 18 mésicl za
pfirodnich podminek, ve vodovodni vodé i déle nez rok, v mofské vodé
sporuluji a prezivaji nékolik mésicu, také bylo prokazano, Zze pfezivaji i na
malinach a bortGvkach. Jsou tedy velmi odolné. (4, 6, 7)
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3. MORFOLOGIE PARAZITA

Podrobnosti o vnitfni struktufe parazita byly objasnény diky elektronové
mikroskopii. Bunécny obal je tvofen tfemi vrstvami povrchové membrany.
Ztlustéla vrstva pelikuly tvofi na pfednim poélu buriky polarni (apikalni) prstenec,
ktery obkruzuje tzv. konoid, slozeny z mikrotubull stoCenych do spiraly. Do
konoidu usti 4-10 valcovitych utvarl nazyvanych rhoptrie (toxonemy) majici
sekretickou funkci a také je to sidlo lysosomalnich enzym(. Z polarniho
prstence vychazi 22 subpelikularnich tubulG. Uprostied burnky se nachazi
mikroporus, jehoz funkci je pfijimani makromolekularni potravy. Kulovité jadro
s velkym obsahem DNA je ve stfedu buriky. V blizkosti jadra je
Endoplasmatické retikulum sribosomy. V cytoplazmé& jsou pfitomny
mitochondrie a denzni téliska, ktera jsou pfitomna jen u tachyzoitld. Golgiho
aparat je na pfedni strané jadra. Apikoplast je plastidova organela s Ctyfvrstvou
membranou. Cytoskelet umoziuje parazitovi se pohybovat. Struktura
bradyzoitl se od tachyzoitl liSi pouze pfitomnosti amylopektinovych granuli a

uloZenim jadra. (7,9)

3.1 Tachyzoit (trofozoit, endozoit)

Tachyzoti jsou vegatitvni formou toxoplazmédzy jenz ma konkavokonvexni
(bananovity) obrys. Dosahuiji velikosti je 4-7 x 1,5-4 uym. Jejich jadro kulovitého
tvaru obsahujici jadérko je ulozeno centralné popfipadé u posteriorniho pdlu.
Mnozeni tachyzoitu je relativné rychlé a probiha procesem endodyogonie.
Bézné se vykytuji v mitochondriemi €i endoplasmatickym retikulem obklopené
parazitoforni vakuole, ktera je membranou spojena s pelikulou zoitu
intravaskularnimi tubuly. V organismu hostitele mohou byt pfitomny volné i
intracelularné. Tachyzoiti se mohou vyskytovat i ve skupinové formé zvané
pseudocysta. Pseudoysta je proliferacni stadium trvajici maximalné nékolik
hodin protoZe je rozruSovana travici tekutinou a obsahujici menSi pocet
paraziti. Tvofi se zejména pfi akutnim pribéhu nemoci, ménécasto pfi

chronickém. Okolni tkan je zanétlivé zménéna. (9, 13)
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3.2 Bradyzoiti (cystozoiti)

Bradyzoiti své jméno dostali podle pomalého mnozeni (bradys =
zdlouhavy) a jsou charakteristické pro chronickou infekci. Méfi 5-6,5 x 1-1,5 pym.
V poCtu az nékolik set tisic jsou pfitomny uvnitf tkanoveé cysty nazyvané
zoitocysta. Zoitocysta je klidova forma kulovitého tvaru, o velikosti az 300 um.
Je pokryta elastickou membranou zajistujici ochranou funkci. Obrys zoitocysty
je hladky a v jejim okoli nejsou patrné Zadné zmény. Maji také schopnost
pomérné dlouho prezivat mimo Zivého hostitele, ve svalech Ci organech jsou
schopné prezit 14 dnu pfi +8 az +10°C a 24 dnu pfi +4 az +6°C. K usmrceni
dochazi pfi zahfati na +67°C. Po zmrazeni na -14°C jsou schopné pfezit jen par
hodin. (6, 7, 19)

3.3 Sporozoiti

Intracelularni sporozoiti jsou izosporova faze, po 4 se vyskytuji ve
sporocysté a jiz se dale nedéli. Velikost se udava 5-6,5 x 1,5 ym. Obsahuje
konoid, rhoptrie, vFfadach uspofadané mikronemy, mitochondrie, denzni
granula, lipidova a amylopektinova zrna a apikoplast dfive oznaCovan jako
multimembranova vakuola nebo Golgiho adjunkt. Sporozoiti stejné jako

tachyzoiti a bradyzoiti jsou haploidni. (3, 7, 9, 14)
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4. EPIDEMIOLOGIE A PREVALENCE

Tato parazitarni zoondéza se muze Sifit nékolika cestami diky velkému
mnozstvi hostiteld jako zdroje nakazy. Nékdy se uvadi az 300 druhd savcu a
ptaku, u kterych byla pfirozena nakaza potvrzena. U v8ech druht ptakd a savcu
muze tedy prepokladat vnimavost k nakaze. Fekalné-oralni a alimentarni
nakaza byvaji nejCastéjSi, ale nahodné se nakaza muze S§ifit i kapénkovou
infekci, spojivkou nebo menSimi ranami na kazi pfi kontaktu s infekénim
materialem. Nakazu mohou Sifit vSechny tfi infek¢ni formy parazita. (9,14)

Trofozoiti/tachyzoiti vzhledem ke své vnimavosti k vlivim vnéjSiho
prostfedi a travicim tekutinam jsou nejméné nakaZzlivi. Vstupni branou byva
sliznice hltanu. Pranik do cirkulace probiha prostfednictvim lymfatickych cév. Je
zde i potencionalni moznost nakazy pfimim kontaktem sliznice dutiny ustni pfi
libani u lidi a u zvifat pfi olizovani.(7)

Cystozoiti/bradyzoiti pfitomny ve tkanovych cystach u mezihostitelu slozi
jako zdroj nakazy alimentarni cestou. V pfirodnich podminkach tak umoznuji
parazitdm cirkulovat u predatorl béhem lovu. U Clovéka se Sifi diky pozivani
syroveho masa.(7)

Sporozoiti jsou zdrojem nakazy fekalné-oralni cestou u byloZzravclu a
vSezravcu (hlavné ovce, kralici, zajici, prasata, ¢lovék) tak ze kontaminuji okolni
prostfedi v oocystach. (7)

V koci¢ich vykalech jsou oocysty pfitomny 3-5 dnu po pozfeni zoitocyst, 8-
10 dnU po nakaze tachyzoity a 21-24 dnu po pozfeni infekéni suspenze
z kocicich vykall. Jedna koCka je schopna do okoli vyloucit az 100 milionu
oocyst. Prepatentni doba je dle nalezi 3-5 dnl. Doba vylu€ovani je 7-18 dni.
Riziko nakazy zvySuje napfiklad piti nefiltrované vody. (9)

T. gondii je geopolitni parazit vyskytujici se bez mala na celé planeté. U
lidi je prevalence ovlivnéna Iokalitou, environmentalnimi podminkami a
socialnimi zvyky. Ve vihkych a teplych lokalitdch je vyskyt vysSi. Nakaza
v prirodé cirkuluje ve feralni sféfe mezi divokymi savci. Domaci zvifata se radi
do sféry domestikalni a interhumanni sféra zahrnuje kongenitalni formu
toxoplazmézy a ziskané nakazy u pacientl s transplantaci organu.

Parazit ma rozvinuté adaptacni schopnosti, a proto se Casto jedna o latentni

nakazu prokazatelnou nepfimo pomoci imunodiagnézy. V ramci CR ma
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protilatky proti toxoplazmoéze asi 20% lidi. Z toho 34,1 % Zen a 26,3 % muzl. U
HIV pozitivnich lidi je vyskyt vySSi, prevalence u muzl je 42,8 % a u Zzen 42,7%.
(2,11,16)

Preventivni opatfeni maji smysl hlavné u téhotnych zZzen a dosud
neinfikovanych imunokompromitovanych pacientu. K nakaze C&lovéka dochazi
pfimo oocystami vyluCovanymi do prostfedi domacimi zvifaty, nedostatecné
tepelné upravenym masem obsahujici tkanové cysty, také je mozny pFenos
infekce na plod pfi primoinfekci Zeny v téhotenstvi. Ojedinéle byly zaznamenany
i pfipady pfenosu transfuzi krve nebo transplantaci organd od séropozitivniho
darce séronegativnimu pfijemci. (12)

Dulezitym opatfenim je hlavné hygiena zahrnujici dostatecnou tepelnou
upravu masa zejmeéna krali¢iho, skopového a vepfoveho, fadné omyta zelenina
a ovoce i kuchynského nacini. Je tfeba davat pozor na zavadnou pithou vodu.
Chovatelé koCek by méli dbat na rychlé odstranéni kocicich vykall a dostate¢né
hygiené. ZvySené hygienické opatrnosti je tfeba dbat po kontaktu s pudou,
manipulaci se syrovym masem, nebo kontaktu s koCkou. Pfed zacatkem
gravidity by se Zeny mély nechat vySetfit na pfitomnost protilatek, pokud

protilatky nemaiji, mély by pfisné dodrzovat hygienické zasady.(4,13, 14)

15



5. PATOBIOLOGIE

Pro tkané je typicka reakce s perivaskularnimi infiltraty a rozSifeni cév.
V infikované zoné je pfitomna nekréza a parazité jsou pfitomny v jejim okoli.
Nekrozy byvaji mikroskopické, ale mohou mit v priméru az 3 mm a mohou
splyvat.

V pripadé kongenitalni formy se organové léze vyskytuji hlavné v miSe a
mozku. V mozkoveé tkani vznikaji mikroglialni uzliky, které jsou slozené
z eozinofild, plazmocytd, mikroglii, astrocytl a adventicialnich bunék. U starSiho
loZiska maze dojit ke kalcifikaci a to se nejCastéji déje v mozkové kufe a kolem
komor. U dospélych nemocnych s AIDS (Acquired Immune Deficiency
Syndrome = syndrom ziskaného selhani imunity) a poruchou centralniho
nervového systému (dale jen CNS) se objevuji léze s infiltratem sloZzenym
z abnormalnich lymfocytld, monocytl, neutrofill a plazmocytd. V mozku jsou
difuzni l1éze, abscesy a krvaceni do komor. Okolo nekrotickych Iézi v zanétlivé
z6né jsou pfitomni volni tachyzoiti a tkafiové cysty T.gondii.

Histologickym nalezem v mizni uzliné je proliferace eosinofilnich
epitheloidnicch bunék retikula. V plicnich alveolech je fibrindzni exsudat s intra-
a extracelularnimi zoity.

Trofozoiti vytvareji okolo sebe cysty nejprve vCNS a voku a bylo
prokazano, Ze pfiléhaji prednostné kretindlnimu endotelu. V retinalnim
endotelu probihd mnoZeni parazita 2,8-krat rychleji nez v prepucialnich
fibroblastech. U plodu nebo ditéte s vrozenou oc¢ni toxoplazmézou jsou bézné
znamky roztrzeni pigmentového epitelu sitnice, nekrdézy a zanétu sitnice,
kongesce a zanét cévnatky, zanét ocniho nervu, odchlipeni sitnice a exsudat
subretinalni.

Vrozené léze oka, jejichz vétSina vznika uz in utero, jsou nevratné a
objevuji se na periferii sitnice, zadnim p6lu oka a peripapilarni oblasti. PFiCinou
je pravdépodobneé ruptura tkanové cysty dlouhodobé prezivajici v sitnici.

Léze v placenté, které obsahuji polymorfonuklearni burfky, plazmocyty a
lymfocyty, jsou pfitomny v pupecniku, choriové desce, placentarni membrané a
choriovych kicich. Jak je zanét v placenté a u plodu vyvolan neni dosud znamo.

Znakem pro urCité bunky po nakaze virulentnim kmenem je parazitoforni
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vakuola s obsahem 2-20 parazitl. 30% jader trofoblastu podléha apoptdze a az
35% jader zmizi po 2 dnech od nakazy.

V pfipadé chronické toxoplazmozy se na patogenezi ucastni precitlivélost
na toxoplazmovy antigen, pfipadné dalSi latky uvolnéné z cyst ve tkanich, které
prezivaji pfedevsim v CNS. Mohou se vyskytovat mistni nebo celkové reakce
po provedeni kozniho diagnostického testu. V nékterych pfipadech byl
zaznamenan pfiznivy ucinek pfi podavani stoupajicich davek toxoplazmoveého

antigenu do podkozi. (3,7,9)
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6. IMUNOLOGIE

T. gondii je intracelularni parazit, ktery postihuje jinak zdravého jedince a
jinak imunosuprimované osoby. Soucasti strategie pro pfenos a preziti tohoto
parazita je, Z2e vyvolava asymptomatickou chronickou infekci u
imunokompetentniho hostitele, zatimco u oslabeného jedince mize byt infekce
letalni. (8)

6.1 Prirozena imunita

Béhem pocateCniho stadia infekce, je dulezita, na IL-12 (interleukinu)
zavisla produkce IFN-y (interferon) pochazejici z NK-bunék (pfirozeni zabijeci)
¢i urCitych subpopulaci T-lymfocytl. Za Castou aktivaci téchto bunék je
zodpovédna hydrofobni molekula indukujici syntézu IL-12, TNF-a (faktor
nadorové nekrozy a) a IL-1B v makrofazich a také superantigen, jenz vyvolava
produkci IFN-yCD8+ T-lymfocytu. y&T-lymfocyty se také ucastni €asné imunitni
odpovédi a jejich schopnost spodiva v lyze infikovanych makrofagl a podpory
exprese endogenniho proteinu teplotniho Soku (HSP 65). HSP 65 u
napadenych makrofagl zabranuje apoptéze. NK-buriky se uc€astni této reakce

po stimulaci IL-12, tim, Ze produkuji IFN-y. (8,23)

6.2 Specificka imunita

Pro orientaci ve vyvoji specifické imunity je dulezité vzajemné plsobeni
parazita s obrannymi mechanizmy hostitele. Buné€na imunita indukci IL-12 a
IFN-y stimuluje vyvoj Th1 (pomocnych T-lymfocytll) subpopulace lymfocyta.
Humoralni imunita nema tak veliky vyznam v protektivni imunité proti T.gondii.
Kli€ovou slozkou jsou T-lymfocyty. U Th (pomocné s CD4+) a Tc (cytotoxické T-
lymfocyty s CD8+) lymfocytl bylo zjisténo, Ze plsobi synergicky. T-lymfocyty
prispivaji protektivni imunité produkci IL-2 a IFN-y. Efektorové buriky, které
zabranuji vytvareni cyst a udrzuji protektivni imunitu, jsou Tc-lymfocyty. CD8+ i
CD4+ T-lymfocyty vykazuji cytotoxickou aktivitu proti timto parazitem

napadenym bunkam. Autokrinni ucinek IFN-y zvySuje cytotoxickou aktivitu.
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Makrofagy, které jsou aktivovany IFN-y, jsou efektorové burky, ve kterych
dochazi ke zni€eni parazitd. Uvnitf aktivovaného makrofagu se spojuji lysozomy

a vakuoly obsahujici zivé tachyzoity, ¢imz dochazi k usmrceni parazitu. (8,23)
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7. KLINICKY OBRAZ

RozliSujeme dvé zakladni klinické formy podle zplsobu nakazy, které se
od sebe [iSi klinickymi symptomy a prabéhem. Je to toxoplazméza prenatalné

ziskana (vrozena, kongenitalni) a postnatalné ziskana (akvirovana). (4,5)

7.1 Kongenitalni forma

Postizeni, které je zplsobené nasledkem intrauterinniho infektu pfi
prichodu paraziti pfes placentu. ZpoCatku byva generalizovana.
K transplacentarni nakaze mulze dojit jen pfi primoinfekci Zeny béhem
téhotenstvi (Zena infikovana pfed otéhotnénim je tzv. chranéna). V gravidité ma
pak nakaza vétSinou prabéh inaperentni nebo s mirnymi chfipkovymi pfiznaky.
(1)

Riziko placentarni nakazy je zavislé na fazi t€hotenstvi a to je nejvyssi
(60%) po 30. tydnu. Cim dfive je plod v t&hotenstvi infikovan, tim se zvysuje
zavaznost prabéhu i mira poskozeni plodu. V prvnim trimestru mize dojit
k téZkému poskozeni plodu nebo az k jeho odumfeni. V poslednim trimestru
naopak pfi nakaze prevliadaji subklinické projevy. Podle udaju je 85%
nakazenych déti v béhem porodu bez pfiznakl, ¢asto se stava, ze subklinicka
nakaza nemusi byt odhalena. O rok pozdéji v8ak u téchto déti dochazi
k zavaznym komplikacim. Chorioretinitida se muze vyvinout dokonce az béhem
détstvi nebo adolescence. Pokud ma matka protilatky uz pfed téhotenstvim tak
neporodi infikované dité.

V zavislosti na zemépisné lokalizaci populace je prenatalni nakazou
postizeno 1 az 120 novorozencl na 10 000 zivé narozenych déti. V Evropé se
vyskytuje kongenitalni toxoplazmova nakaza od 0,1 do 7 na 1000 porodu.
V USA se odhaduje na 400 az 4000 pfipadl s kongenitalni toxoplazmdzou
ro¢né.

Ve Francii vice nez 20 let existuje program povinné prevence kongenitalni
toxoplazmozy. | pfes pokroCilé metody nejsou nékteré pfipady kongenitalni
toxoplazmézy rozpoznany v€as, a proto je dulezité sledovat rizikové
novorozence. Kongenitalni toxoplazmézou je v Ceské Republice (dale jen CR)
roéné ohrozeno 116 déti (odhadovano na zakladé pfepoCtu na pocet

narozenych déti). (7,9)
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7.1.1 Cerebralni (mozkova) forma

Mozkova forma ma subakutni prabéh infekéniho procesu, kdy je vyskyt
paraziti omezen na mozek a zrak. NejvyraznéjSi v klinickém obrazu je
encefalitida s hydrocefalem. Lebka novorozence se zvétSuju uz pfed porodem
nebo nékolik dnd po porodu. Jedna se o okluzivni hydrocefalus vznikly diky
uzavéru postrannich komor nebo Sylviova akvaduktu proliferujici
granulomato6zni ependymitidou.

Priznak zachazejiciho slunce je typickym pfiznakem, vyvolany stlacenim
ocniho bulbu dolt a dopfedu, dolni okraj duhovky poté mizi pod dolnim vickem.
Mezi klinické pfiznaky dale patfi opistotonus, kfeCe a obrny. Intrakranialni
kalcifikace jsou prokazatelné v 50 az 90% pfipadu, byvaji umistény v jakékoliv
¢asti mozku nebo bazalnich ganglii. Rozvinutda mozkova forma, pro kterou je
typicka Sabinova tetrada (chorioretinitida, hydrocefalus, kfeCe, intrakranialni
kalcifikace) ma zpravidla maligni pribéh letalné koncici béhem nékolik dnl az

mésicu i pfes komplexni Ié€ebnou pédi. (1,7,9)

7.1.2 Forma vrozenych poruch

Je charakterizovana subakutnim nebo chronickym prab&éhem mozkové
formy s niz§im infekénim procesem. Takto postizené dité preziva s patrnymi
celkovymi nebo neurologickymi abnormalitami, se znamkami kognitivniho a
motorického deficitu, se sklony k zachvatim, kfe¢im a s defektem sluchu.
Velmi Casté u déti s oCnim postizenim jsou psychické a neurologické zmény,
hlavné zmény v chovani jako je nesoustiedénost, zfidka oligofrenie nebo

epilepsie. LéEba ma pfiznivy ucinek na neurologické a vyvojové poruchy. (3,7)

7.1.3 Vrozena o€ni toxoplazméza

NejcastéjSim priznakem této formy je chorioretinitida (retinochoroiditida).
Jednostranna léze muze byt izolovana nebo ve spojeni s jinou poruchou. Stava
se, ze diagnostikovana je az v prvnim ¢i druhém roce zivota. Ve vétSiné pripadu
se jedna o tézky nekrotizujici zanét, ktery narusuje sitnici a postihuje pfilehlou
cévnatku. Stfed sitnice je postizen primarné, zatimco cévnatka
(retinochorioiditis centralis) druhotné.

Vysledkem tohoto procesu je atroficka jizva vypadajici jako

pseudokolobom Zluté skvrny, pfetrvava bez zmén nékolik let az celozivotné.
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LoZisko toxoplazmy ma tvar horizontalné ovalny, nékdy muzZe byt i
kruhovy, okrouhly a nepravidelny a vzdy je ohrani¢ené. Destrukce cévnatky a
atrofie ma za nasledek zabarveni loZisek do bélava, s Cetnymi pigmentovymi
skvrnami a to pfevazné na okrajich, ale i v centru. Témér odhalené ocni bélmo,
zpusobuje pfi hluboké atrofii sitnice a cévnatky svétlou barvu loziska. V tomto
loZisku byva nékdy ulozena prominujici hmota Sedobélavé barvy proliferujiciho
vaziva. Nad postizenou oblasti mohou prochazet cévy sitnice. Foyer
choriorétinienne en rosace popsal J.Francois (1963) jako charakteristickou a
specifickou formu loziskové chorioretinitidy.

MiZzeme zde rozli$it zénu centralni a periferni. Seda & namodrala,
bezpigmentova, homogenni, avaskularni pseudotumor6zni masa charakterizuje
centralni zénu. Mize se jednat také o pigmentovany Sedy ostravek, atroficky
okrsek nebo nakupeni tmavého pigmentu. Pseudotumorozni masa je slozena
z fibrézni tkané nebo proliferaci glie a mize byt uloZzena excentricky. Centralni
masa je Casto obklopena kruhem ovalnych terCd atrofie ohrani€enych
pigmentem.

Periferni zona je charakterizovana jako prstenec ¢i pasek (collier)
choroidalni atrofie. Jeji barva je narGzovéla az c&ira s naznacenou buné&cnou
nebo alveolarni strukturou. Periferni zona nemusi byt na vSech mistech patrna
a lozisko tak pfimo prechazi do nedotCené sitnice.

Mezi zonami je pfitomna vrstva pigmentu. Periferni nahromadéni
pigmentu ma tvar kruhu, je souvislé a na nékterych mistech muize byt
preruSované, mize mit rGznou hustotu a mize zménit tvar na srpek &i rohli¢ek
v okamziku excentrického posunu centralni zony. Na okraji léze je Casto
pritomna hyperpigmentace zplUsobena porusenim retinalniho pigmentového
epitelu.

Tkanové cysty mizeme najit pfevazné na okrajich léze, ale i na mistech
vzdalengjSich napf. v intaktni sitnici bez projevu zanétu. Proliferacni pruhy
mohou z okraje pseudokolobomu dosahovat az ke zrakovému nervu.

Vedle typickych chorioretinalnich 1ézi mizeme objevit i chorioretinitidu banalni
s necharakteristickym vzhledem. Toxoplazmova chorioretinitida mize zpulsobit
klinicky obraz pseudogliomu, sekundarni odchlipnuti sitnice (napf. typ plica
falciformis, obrazy podobajici se retrolentikularni fibroplazii, Coatsovu

retinopatii), dale mizeme pozorovat postizeni o¢niho nervu, mikfroflatmus i
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anoftalmus, nystagmus, strabismus, ne tak Casto se objevuji zakaly sklivce,
perzistujici arteria hyaloidea, katarakta a dalSi odchylky. U déti muzeme
pozorovat, jak si mnou oblast postizeného oka coz nazyvame Digitookularni
fenomén. Makularni léze zpusobuji nevratné poskozeni zraku, dale kiece,
epilepsii, psychomotorickou retardaci a mohou byt spojovany s dlouhodobymi
neurologickymi problémy. Opakované onemocnéni o¢niho aparatu se vyskytuji
kolem makularni jizvy jako Cerstva satelitni loziska. Zdanlivé neaktivni vrozena
oCni toxoplazmb6za se muze aktivovat a dale se zhorSovat. Tuto exacerbaci

pozorujeme u Ctvrtiny postizenych déti. (7,9,10)

7.1.4 Visceralni forma

Patfi mezi vzacné formy a je povazovana za generalizovanou infekci.
Odpovida akutnimu procesu s parazity rozsetymi ve vnitfnich organech
v dusledku intrauterinné prodélané parazitémie. Déti postizené visceralni
formou toxoplazmézy jsou ve vétSiné pfipadech nedono$ené, mohou mit
Zloutenku, poruchu dychani, otoky, jsou cyanotické a krvaci. Ve vnitfnich
organech se mulze objevovat pneumonie ¢ myokarditis. Pozdéji se objevuiji i

pfriznaky poruchy CNS. (9)

7.2 Ziskana (akvirovana) forma

Ktomuto onemocnéni dochazi postnatalné, ve véku détském,
adolescentnim ¢i dospélém a vétSinou probiha asymptomaticky. K nej¢astéjSim
pfiznakim akutni formy, které ale Casto sami vymizi, patfi zdufeni miznich
uzlin, unava, bolest hlavy a svalu ¢i malatnost. Komplikovany prabéh muze

nastat u imunodeficitnich pacientd. (16)

7.2.1 Uzlinova (lymfoglandularni) forma

V tomto pfipadé se mizni uzliny v akutnim stadiu zvétSuji do velikosti
hrasku az liskového ofechu, jsou mékké, pevné a hladké, rovhomérné hutné a
ohranic¢ené, bez otoku a bez bolesti nebo jen mirné citlivé pfi dotyku. Uzliny
nepfilinaji ke kazi ani podkladu, jsou pohyblivé a nesplyvaji. Kize v oblasti uzlin
neni nijak pozménéna, neni horka, zaCervenala, nehnisa ani se netvofi pistéle.

NejCastéjSim mistem kde dochazi ke zdureni uzlin je pfedevsim krk,
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Sije, podcelistni oblast, za uSnim boltcem a na kraji kyvacl. Méné Casto jsou
postizeny uzliny ve tfislech a v podpazi. Nejcastéji jsou mnohocetné, ale mohou
se objevovat i solitarni (polyadenie). ZvétSeni uzlin pfetrvava nékolik tydnu az

mésicu.

Histologickou zménou je proliferace eosinofilnich epiteloidnich bunék
retikula vyskytujicich se v trsech, ale i samostatné. Tato forma byva Casto
spojovana se syndromem chronické unavy, jenz pokracuje v lymfadenopatii.
Inkubaéni doba u laboratornich pfipadu je asi 3-9 dni a u pfirozené nakazy ji
nelze pfesné urdit. Vyskyt akvirované formy je nejasny. V CR bylo nahlaseno

3618 pfipadl uzlinové toxoplazmozy v letech 1997-2003. (7,12)

7.2.2 Neurotoxoplazmoéza

NejcastéjSi vyskyt je u pacientd s poruchou imunity a jako komplikace pfi
nakaze pacienta virem HIV (Human Immunodeficiency Virus = virus lidské
imunitni nedostatecnosti) je poSkozeni CNS. Toxoplazmova encefalitida se
podle odhadu vyvine u 10-47% nemocnych s AIDS a dale u takto nemocnych
(nejméné 30%) byl zjistén vyssi titr protilatek proti toxoplazmdze a to znamena,
Ze se Casto jedna o reaktivaci latentni formy toxoplazmozy.

Rozvoj nemoci probiha pozvolna béhem nékolika tydnl a maze pfi ném
pozorovat pfiznaky jako napf. horecCky, kieCe, nauzea, bolest hlavy, poruchy
hybnosti kon&etin, retardace (uvadi se az u 60% pacientut), hemiparéza ¢&i obrna
mozkovych nervl. Dale se u pacienta mize objevit zmatenost, dezorientace,
apatie, letargie az koma, afazie, ataxie, dysmetrie.

Pomoci vySetfeni pocCitatové tomografie (dale jen CT) zjistime
mnohocetné, oboustranné hypodenzni 1éze, které postihuji bazalni ganglia a
kortikomedularni spojeni hemisfér. Kromé& mozku mohou byt asi u 20%
nemocnych postizeny i jiné organy, nejCastéji se jedna o plice a srdce. Nahly
zaCatek nemoci je vzacny, vétSinou zacina pomalu béhem nékolika tydnu.
Subjektivni pfiznaky nemoci jsou hlavné bolest hlavy, ktera muize byt i
lokalizovana, neschopnost pohybu koncetin, slabost, dezorientace, kdéma,
porucha kognitivnich funkci, kfeCovy zachvat (nejCastéji Jacksonova typu).
Fokalni neurologicky nalez ma objektivni vyznam. Na tom zda se u pacienta

objevi hemiparéza, paréza mozkovych nervu, hemisenzitivni vypadek, inten¢ni
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tremor Ci ataxie zavisi umisténi léze. Projevy meningitidy jsou jen vzacné
pozitivni.

Diagnéza je urCena podle klinického obrazu, vysledku vySetfeni CT nebo
magnetické rezonance (dale jen MRI). Osoby se schizofrenii maji vyznamné
zvySené toxoplazmové protilatky. Podle experimentalni ovéfenych studii
muzeme fFict, Zze latentni toxoplazmédza se podili na zménach tykajicich se

chovani, ovliviiuje psychiku a snizuje psychomotoricky vykon. (7,9,10)

7.2.3 Ziskana oc¢ni toxoplazméza

Projevuje se jako nitroo¢ni zanétlivé onemocnéni, nejCastéji se setkavame
se zadni loziskovou uveitidou centralni, paracentralni a juxtapapilarni souc¢asné
se Spatnym vidénim, fotofobii a bolestivosti. VétSinou jde o chorioretinitidu
loZiskovou s méné pfitomnymi lozisky v makulopapilarni oblasti zadniho pdlu
oka jako je: chorioretinitis juxtapapillaris Jensen, chorioretinitis centralis et
paracentralis a loZiskova chorioretinitida podél sitnicovych cév, hlavné tepének.
Loziska mohou prominovat a mohou pfispivat ve vyjimecnych pfipadech ke
vzniku sekundarniho odchlipeni sitnice. Diseminovana chorioretinitida s mnoha
loZisky patfi k obrazu ziskané ocni toxoplazmdzy, ktery neni pfrilis Casty. Ke
klinickému obrazu toxoplazmdzy nepatfi difuzni a periferni chorioretinitida.
Naopak mezi charakteristické znaky patfi velky sklon k recidivam, opétované
objevujici se vedlejSi (satelitni) loZiska, exudativni zanét a tendence zacelovat
se pigmentovou, atrofickou jizvou. Pacienti s chorioretinitidou a ti, u kterych
muzeme vyskyt toxoplazmoézy predpokladat, ¢asto vznika ovalnég, laloCnaté Ci
okrouhlé izolované lozisko v oblasti macula lutea nebo u tere zrakového nervu.
Exsudace a prominentace loziska neni vyjimkou. Sklivec je zakaleny pomérné
mirné a do urcité miry i prechodné. Na okraji loZiska se Casto objevuje retinalni,
subretinalni, mensi srpkovité, Ci vetSi ploSné krvaceni. Pokud je lozisko
ohrani¢ené, mize se uprostfed loziska vytvofit pigment nazelenalé barvy. U
nékterych pacientd se mize jednat o pozdni exacerbaci kongenitalni
toxoplazmozy. V pfipadé Casné faze nakazy muizou byt retinalni vaskulitida a
souvisejici zanét jedinym océnim defektem. Béhem postnatalné ziskané
toxoplazmoézy je opakované onemocnéni ocniho aparatu pomérné casté.

Vyskyt protilatek typu IgG (imunoglobulinu) je ¢astéjSi u pacientl s opakovanou
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oCni toxoplazmdzou nez u pacientl s primarni o¢ni toxoplazmézou, nicméné u
takto nemocnych se Castéji prokazuje pfitomnost T.gondii v intraokularnich
tekutinach. MnoholozZiskové oboustranné a difuzni poSkozeni sitnice je
charakteristické pro HIV pozitivni pacienty. Té€zSi poSkozeni oka se vyskytuje u
imunosuprimovanych osob. U starSich osob s nyné&jSi nakazou se vyskytuje
pfevaha o¢niho poskozeni v dusledku zmény imunitniho stavu. Parazité maji tfi
klonové linie a genotyp 1 je spojovan s tézSim onemocnénim u zvifat a lidi.

Toxoplazméza zapficifiuje 7 az 15 ze vSech uveitid. (7,12, 16)

7.2.4 Septikemicka ¢€i exantemicka forma

Vyskytuje se vzacné a progndza je prfizniva. V tomto pfipadé muize byt
postizeno vice vnitfnich organd najednou. Zacatek tohoto akutniho hore¢natého
onemocnéni se projevuje horeCkou, unavou, tfesavkou, nauzeou, bolestmi
svalll a kloubll. Vyrazka se nenachazi ve vlasech, na chodidlech, dlanich a

podoba se skvrnivce. MUzZe se objevovat adenopatie a splenomegalie. (7, 9)

7.2.5 Postizeni vnitinich organ

Toto postizeni je také vzacnéjSi a projevuje se jako myozitida,
myokarditida, pneumonie, uropatie (poSkozeni mocového méchyre) Ci postizeni
jater a traviciho traktu (dale jen GIT). Sou€asny vyskyt myokarditidy a myozitidy
je prokazan. U pacientl s AIDS je Casté posSkozeni plic a dale se u pacientd
s AIDS muze objevovat multiorganové postizeni doprovazené horeckami,
dezorientaci a apatii, septickym Sokem, DIC (disseminovana intravaskularni
koaguace) a kardiopulmonalni dekompenzaci. Je mozna kombinace

s pneumocystézou. (3, 7, 19)

7.2.6 Manipulace hostitele prvokem

Pro koCku je snadnéjsi kofisti my$, ktera je toxoplasma pozitivni nez my$
nenakazena. Timto parazit zajiStuje snadnéjSi pfenos k definitivnimu hostiteli.
V mozku mysSi totiz dochazi k produkci neurotransmiterl shodnymi s pfenaseci

vyskytujicimi se bézné napf. serotoninu.
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Lidé s toxoplazmézou maji delSi reakéni dobu, a proto také zpusobuiji vice
dopravnich nehod. Co se Zen tyCe, jsou vice spoleCenské a vielé, muzi jsou
naopak méné spolecensti, méné se obavaji trestl za poruseni spole¢enskych
pravidel a jsou méné duavéfivi kokoli. U muzl i Zen je snizen strach
z nebezpedi.

Antipsychotika jako je kyselina valproova, haloperidol, kromé toho, Ze jsou
silnymi inhibitory mnoZeni tohoto parazita, také u hlodavcu obnovuji strach
ze zapachu kociCi moci, o ktery pfisli po nakaze. Diky nizké hladiné serotoninu,
ktery je stryptofanem v mozku nakazenych odbouravan rychleji, bylo
prokazano vyssi riziko sebevrazd. Uvazuje se i o moznosti, Zze toxoplazma

ovliviiuje vznik migrény. (2,13)
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8. LABORANTNI DIAGNOSTIKA

V pfipadé tohoto onemocnéni jsou moznosti laboratorni diagnostiky
celkem rozsahlé, nicméné Zadna z metod neni idealni, a proto musime pouZivat
jejich riizné kombinace a eliminovat tak nedostatky. U imunokompromitovanych
pacientl zvlasté pak u HIV pozitivnich, neni urCeni diagnézy jednoduché a je
nutné zhodnoceni vSech Kklinickych pfiznaku, laboratornich nalezu, faktoru
podilejicich se na vyskytu toxoplazmoézy a epidemiologickych souvislosti.
Hlavnim cilem diagnostiky je potvrzeni o tom, jestli pacient je nebo neni
nakazen a také v jaké fazi infekce se nachazi. (10,12,16)

Toxoplazmézu muizeme stanovit nékolika metodami a to pFfimym i
nepfimym prikazem zahrnujicim sérologické metody, které jsou v bézné praxi u

imunokompetentnich pacientt zakladem pro diagnostiku toxoplazmozy. (7)

8.1 Primy priikaz

T.gondii muizeme stanovit pfimym prikazem a to mikroskopicky
z histologickych  preparatd, izolaCnim pokusem na zvifeti a pomoci
Polymerazové fetézové reakce (dale jen PCR), pficemz stanovujeme pfimo
infekCni agens v biologickém materialu. Vyuziti pfimého prukazu je vSak

omezené z duvodu komplikovaného odbéru tkani. (6,7,11,12)

8.1.1 Pfimy mikroskopicky prikaz

Metoda, ktera je vyuzivana jak in vivo tak post mortem. Vyuzivaji se
histologické preparaty barvené Giemsou, hematoxylinem-eosinem nebo
imunoperoxidazovym barvenim, které jsou vyhotovené z miznich uzlin, tonzil,
kosterniho svalstva, potracenych plodu, placenty, punktatl, kostni dfené i
télnich tekutin jako je likvor, komorova voda, plodova voda, subretinalni
tekutina.(7) Histologické metody slouzi pro prukaz tachyzoitd ve zminénych
organech nebo tekutinach pfi akutni infekci a k diagnostice uzlinovych forem.

Nejvétsi vyznam ma pro diagnostiku toxoplasmové myokarditidy a
pneumonie. (16) V periferni krvi se parazit vyskytuje jen vzacné a moc¢ ani

stolice nemaiji pro diagnézu vyznam. V pfipadé posmrtné diagnostiky, kdy se
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jednalo o akutni smrtelnou infekci, Ize parazita nalézt v miSe, mozku,
jatrech, sleziné, ve sténé strev, kosternim svalu a myokardu. (9,12)

Méné vyznamnou metodou pfimého prikazu je vySetfeni likvoru a to
z duvodu, Ze lumbalni punkce muize byt riskantni a metoda ma nizkou
senzitivitu. V zakladnim vySetfeni likvoru byva nespecificky nalez zvySenych
bilkovin nebo mirna lymfocytarni pleocytdéza, ale miaze byt i zcela normalni.
T.gondii je intracelularni parazit vyskytujici se ve tkanich CNS, ale v likvoru jen
vyjimecné, a proto, muze byt vysledek faleSné negativni. Z tohoto divodu
nepatfi vySetfeni likvoru ke standardnim postuplm pfi podezieni na mozkovou

toxoplazmozu. (12,16)

8.1.2 Isolaéni pokus na laboratorni mysi

Pokus muzeme provést z biopticky odebrané tkané za sterilnich
podminek. T. gondii za laboratornich podminek nelze péstovat na umélych
pudach, muzeme vyuzit pouze laboratorni hlodavce, tkanové kultury nebo
kufeci embrya.

Cilem tohoto pokusu je pomnoZeni parazitd do takové miry, aby byli
zjistiteIné mikroskopicky. Odebrany material se ihned posila do laboratore,
popfipadé se mulze skladovat pfi 4°C, ale nesmi se zmrazit. Odebrané
fragmenty organu nebo télni tekutiny se zpracuji tak, aby bylo mozné je
vstfiknout do bfiSni dutiny mysi. V pfipadé, Ze v tomto materialu je pfitomny
virulentni kmen parazita, nakazené mysi do 14 dnu zahynou. Trofozoity pak
muUzeme prokazat mikroskopicky v otiscich organd nebo v peritonealnim
exsudatu mrtvych mysSi. Mysi, které jsou nakazené cystogennim kmenem tvofi

protilatky a ty prokazujeme pomoci sérologickych metod. (9)

8.1.3 Polymerazova retézova reakce

Jedna se o vysoce specifickou, senzitivni a rychlou metodu pro pfimy
prikaz nukleové kyseliny T.gondii pomoci PCR. Vyuziva se biologicky material,
ktery se nesmi zmrazit a je to bronchoalveolarni lavaz, plna nesrazliva krev,
likvor, komorova voda, kostni dfefi a dalSi. (7) Postup reakce zahrnuje izolaci
DNA pomoci komeréné dodavanych kitt, naslednou amplifikaci cilové sekvence

a detekci.
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V pripadé konvenéni PCR se pro detekci produktu vyuziva elektroforéza
s agarézovym gelem zatimco real-time PCR vyuZiva fluorescenci. Nevyhodou
PCR je senzitivita, protoze zalezi na typu odebraného materialu. Nevhodnym
biologickym materialem je likvor, jelikoz T. gondii se v ném nachazi jen vzacné.
(16) Metoda je optimalni v pfipadé diagnostiky obtiznych pfipadd jako je
generalizovana forma infekce nebo pfipady s izolovanou extraneuralni
manifestaci. (10,11,12,)

8.2 Nepiimy prukaz

Nepfimy priikaz zahrnuje hlavné sérologické metody zaloZzené na reakci
antigenu s protilatkou. (6)

U imunokompetentnich pacientl a gravidnich Zen jsou sérologické metody
zaklad pro diagnostiku toxoplazmézy, naopak u imunodeficitnich pacientd maji
testy senzitivitu jen omezenou, a proto se ke stanoveni diagndzy vyuZivaji
hlavné metody pfimého prikazu. Pro urCeni definitivni diagnézy €asto nestaci
jen prukaz protilatek a stanoveni jejich mnozstvi. Proto je dulezité, urcit také
v jaké fazi infekce se pacient nachazi, coz nam prozradi jednotlivé tfidy
imunoglobulinu, které se snizuji, zvySuji nebo maji hodnoty stabilni v zavislosti
na fazi infekce. (16,17,21)

Strmy vzestup protilatek tfidy IgA, IgM a sou€asné pozvolny vzestup IgG
je charakteristicky pro primarni infekci v akutni fazi. Zatimco IgA a IgM pomalu
klesaji, titry IgG po odeznéni akutni faze zlstavaji zvySené. V tomto pfipadé se
jedna o chronickou fazi infekce neboli odeznivajici toxoplazmézu. Pro latentni
toxoplazmézu je typicka absence IgM a IgA, protilatky IgG v nizkych titrech
pretrvavaji cely Zivot. Casto se ale stava, Ze se nepodafi diagnézu uréit z
jednoho vzorku séra a proto je doporu¢en opakovany odbér po 2-3 tydnech.(22)

Vramci Ceské Republiky jsou vpraxi nejvice vyuzivany metody:
komplement fixacni reakce, ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
metody s vyhodami snadné proveditelnosti i hodnoceni a také moznosti
stanoveni tfid toxoplazmovych protilatek, dale nepfimé imunofluorescencni
reakce (NIFR) a detekce IgG, které slouZi ke stanoveni specifickych celkovych
protilatek. (12,16) Mezi dalsi testy, které v CR nejsou rutinné zavedeny, patfi

kozni test s toxoplazminem (IDT) slouzici jako orientacni vySetifeni a bézné
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uz se nevyuziva, Sabin-Feldmanlv test barvitelnosti, dale nepfima
hemaglutinaCni  reakce, pfima aglutinace, imunofluorescencni test,

mikroprecipitace - MPA, intradermalni test, atd (6,7,15)

8.2.1 Komplement fixa€ni reakce

Jedna se o zakladni metodu pouzivanou v Ceské republice a stanovuiji se
tak celkové protilatky. Podstatou této metody je vazba komplementu na
komplex antigen — protilatka.

Po vazbé protilatky na pfislusny antigen vznika imunokomplex, na ktery se
vaze komplement ve formé morceciho séra. Pokud se komplement v pfedchozi
fazi nespotfebuje, dale reaguje s indikatorem slozenym z ovcich erytrocytl
s navazanou kraliCi protilatkou neboli amboceptorem. Pokud dojde k vazbé
komplementu na imunokomplex, tak erytrocyty zistanou bez zmény a jedna se
o pozitivni nalez. V pfipadé, Ze se na erytrocyty komplement navaze, dojde
k hemolyze a my ji hodnotime jako negativni nalez.

Mezi vyhody metody lze uvést nizkou cenu, stabilitu vysledkl ale i
moznost vylou€eni nespecificky pozitivnich vysledku, které jsou ziskané ELISA
testy. Naopak nevyhodou reakce je nemoznost rozlisit jednotlivé tfidy protilatek.
(9,12,22)

8.2.2 ELISA

ELISA je imunochemicka metoda s vysokou citlivosti, vyuzivajici enzym
ke znaceni antigenu nebo v tomto pfipadé protilatky. SlouZi ke kvantifikaci velmi
nizkych koncentraci protilatek. Reakce mezi navazanym enzymem a
substratem se znazorni vznikem barevného produktu. Detekce substratu je
fotometricka.

Existuje nékolik modifikaci této metody jako napf. pfima & nepfima
sendviCova a nekompetetivni ELISA.

Vyhoda metody je moznost automatizace a mezi nevyhody patfi vysoké
naklady na pfistrojové vybaveni a drahé komeréni soupravy. (7,16,17)
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8.2.3 Test IgG avidity

Test je urCen ke kvantitativnimu stanoveni avidity (fj. souhrnna pevnost
vazby danych protilatek na pfislusné antigenni determinanty) protilatek IgG proti
T. gondii a vypovida tedy o stari I1gG, €¢imZ umoznuje pfesnéjSi urCeni faze
nakazy. Je zalozen na tom, Ze avidita antitoxoplasmickych protilatek IgG je
nejprve nizka a stoupa az béhem prvnich 4 mésicid nemoci. Vyuziva se
k rozlisSeni infekce pocateCni nebo déle trvajici. Nejvétsi vyznam ma toto
stanoveni u gravidnich Zen, protoze je dulezité co nejpfesnéji stanovit dobu
primoinfekce. (10,16,17)

8.2.4 Western Blot

Metoda upfesnénu diagnostiku kongenitalni toxoplazmézy a porovnava
profil protilatek z odliSnych materidld napf. tak, Ze se vySetfuji séra matky a
plodu i novorozence. Na antigenu T. gondii, ktery je elektroforeticky rozlozen
se srovnava reaktivita protilatek IgG nebo IgM na jednotlivych antigennich
determinantach. (17) Pozitivnim nalezem jsou protilatky v séru novorozence

proti odliSnym epitoplm parazita v porovnani s matkou. (10)

8.2.5 Sabin-Feldmaniiv test barvitelnosti

Test barvitelnosti je zalozen na tom, Ze ke smési slozené z parazitu a
inaktivovaného testovaného séra se pfida barvivo a vzniklé zmény se hodnoti
mikroskopicky. Vliv protilatek zplUsobuje zménu cytoplasmy a barvitelnosti
parazitl alkalickou methylenovou modfi.

V soudasné dobé jiz neni v CR rutinné zaveden a provadi se jen ve

specializovanych laboratofich, nicméné je znami jako referen¢ni metoda. (9,15)

8.3 Zobrazovaci metody

Jsou dopliujici metody, které se nefadi do pfimého ani nepfimého
prikazu.

Pomoci pocitaové tomografie (CT) a magnetické resonance (MRI)
muzeme odhalit mnohocetné hypodenzni Iéze v mozku a proto ma tato metoda

vyznam hlavné pro diagnostiku mozkové toxoplazmoézy, ale také pro fetaini
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infekci. U rizikovych pacientl s fokalnim neurologickym nalezem by se
mélo toto vySetfeni provadét neodkladné. (12) Pro diagnostiku plicni formy se
vyuziva také rentgen a ultrazvukem se prokazuji fetalni infekce, myokarditis a
perikarditis. (17)

33



9. TERAPIE

V minulosti byly pro lé€bu toxoplazmoézy bézné pokusy na zvifatech a
ucinnost jednotlivych |éCiv se posuzovala podle pfezivani experimentalné
nakazenych laboratornich mysi. Pacient se povazoval za vyléCeny v pfipadé, Ze
z jeho tkani se po Ié€bé nepodafilo parazita zpétné izolovat. (9)

V souCasné dobé jsou nejCastéji doporuCovana IéCiva jako je
pyrimethamin, sulfadiazin a spiramycin podavané v rizné kombinaci. Mezi dalsi
pouzivané chemoterapeutika a antibiotika se fadi kotrimoxazol, dapson,
klindamycin a klarithromycin. Atovakvon je jediny ucinny lék na cystické formy.
(7,15)

Terapeuticka schémata mezi kontinenty i v jednotlivych zemich se mohou
odliSovat, nicméné jsou velice podobna. Lécba je zavisla na prevalenci
toxoplazmézy v regionech, na udrovni zdravotni péfe a na aktualni
epidemiologické incidenci.

Protoze neléCena nebo Spatné léCena toxoplazmdza u imunodeficitniho
pacienta je vzdy smrtelna, musi byt IéCba zahajena co nejdfive a musi trvat
dostatecné dlouho dobu. Cilem podavani Iéku jsou predevSim prevence
kongenitalnich nakaz u téhotnych, lé¢ba infikovaného novorozence, |écba
ziskanych klinickych forem a chemoprofylaxe neurotoxoplazmézy u pacientu
s AIDS nebo jinak imunosuprimovanych. (10,12)

V pfipadé, Ze u pacienta nedojde k obnoveni imunitnich funkci, je nutné
pokraCovat v sekundarni profylaxi formou dlouhodobé udrzovaci chemoterapie.
Riziko navratu nemoci po lécbé do jednoho roku se pohybuje v rozmezi 60-
80%. Pokud pacient dokonci pocateCni protitoxoplazmovou IéCbu, pocet jejich
CD4+ lymfocytl dlouhodobé vzroste a nemaji zadné laboratorni ani klinické
pfriznaky infekce, sekundarni profylaxe mize byt ukoncena. (12)

Pyrimethamin je v soucasnosti nejucinnéjSim dostupnym
chemoterapeutikem, dobfe pronikajicim do CNS. Je-li to mozné, mél by se
pouzit jako zakladni slozka pro uto¢nou i udrZzovaci léCbu. Nezadoucim ucinkem
Pyrimethaminu je hematotoxicita. PfedevS§im jde o ubytek erytrocytq,
trombocytl a lymfocytd. Zpisobené zmény v krevnim obraze jsou reverzibilni.
Pro zmirnéni nezadoucich u€inkd se pacientim soucasné podavaji preparaty

kyseliny listové.
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Klindamycin se pouziva hlavné pfi [é€bé oCni formy toxoplazmdzy, protoze
efektivné pronikda do tkané oka. DoporuCuje se i Kk alternativni lécbé
neurotoxoplazmézy u pacienta s alergii na sulfonamid.

Sulfadiazin se vyuziva pro uto¢nou I|éCbu mozkové toxoplazmébzy
v kombinaci s pyrimetaminem. V sou¢asné dobé& neni v CR b&zné dostupny.
(7,9,12)
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PRAKTICKA CAST

10. METODIKA STANOVENI
10.1 Biologicky material

Ke stanoveni protilatek T. Gondii pomoci metody Komplement fixacni
reakce (dale jen KFR) a ELISA se pouziva sérum pacienta, tedy srazliva krev.
Bakterialné kontaminované, hemolytické nebo chylézni vzorky vcetné
antikoagulant obsazenych v plazmé (s vyjimkou citratu) mohou ovlivnit vysledek
testu. VySetfované vzorky je mozno uchovavat pfi +2°C az +8°C maximalné 1
tyden. PFi delSim skladovani se vzorky mrazi na -20°C. Nafedéné vzorky je
nutno vySetfit co nejdfive. Material se povaZuje za potencionalné infekéni, proto

se musi dodrZovat hygienicka opatfeni béhem prace.

10.2 Stanoveni protilatek T. gondii pomoci komplement fixa€ni

reakce
10.2.1 Princip testu KFR

KFR od firmy TestLine je reakce zalozena na vazb& komplementu
v reakéni smési na specifické komplexy antigenu s protilatkou. Testem jsou
prokazovany protilatky vSech imunoglobulinovych tfid (nelze samostatné
prokazat napf. IgM). Obecné se doporuCuje tzv. chladova modifikace KFR,

ktera je citlivéjSi nez alternativni tepla modifikace.

10.2.2 Slozeni soupravy a priprava roztoku

Toxoplasma komplementfixa€ni antigen je lyofilizovany purifikovany antigen
prvoka T. gondii. Kultivovany v bunééné kultufe HelLa. Pfipravi se rozpusténim
v 1,0 ml, 0,5 ml nebo 0,2 ml destilované vody a po té se naredi barbitalovym
pufrem.

Barbitalovy pufr pro KFR 5x koncentrovany, fedi se 1:5 destilovanou vodou (1
dil Barbitalového pufru + 5 dily destilované vody)

Berani erytrocyty, konzervované v Alseverové roztoku. Ty se 3 krat promyji
v barbitalovém pufru a centrifuguji 2 x 2000 rpm/10 minut a 1 x 2000 rpm/15
minut. Musi se pfipravit 3% berani erytrocyty a to tak, ze se nepipetuje 30 ul

beranich erytrocytt do 1,0 ml barbitalového pufru.
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CF-AMBOCEPTOR__je lyofilizat, pfipravi se pfidanim 1,0 nebo 0,5 mi
destilované vody. Rozpustény amboceptor se prelije do lahvicky a tak se
predfedi v poméru 1:100. Predfedény amboceptor se naredi barbitalovym
pufrem.

KF-COMPLEMENT se rozpusti v1 ml destilované vody a poté se naredi
barbitalovym pufrem.

TOXO-CF-Positive Control lyophil. Je to lidské sérum obsahuijici protilatky
proti T. gondii. Lyofilizat se rekonstituuje v 0,25 ml destilované vody. Inaktivace
byla provedena u vyrobce.

TOXO-CF-Negative Control lyophil. Je to lidské sérum, které neobsahuje
protilatky proti T. gondii. Pfipravi se rozpusténim v 0,25 ml destilované vody.
Inaktivace byla provedena vyrobcem.

Hemolyticky systém — pfipravi se smichanim stejnych objemu 3% suspenze
beranich erytrocytu a pracovniho fedéni amboceptroru. Senzibilizuji se po dobu

30 minut pfi 37°C na vodni lazni nebo termostatu.

10.2.3 Pracovni postup
Do reakce zarfazujeme pfi kazdém provedeni negativni a pozitivhi sérum o
znamém titru. Kromé toho je provadéna kontrola antigenu, komplementu a
hemolytického systému, a to vzdy ve dvou jamkach. Redi se pfimo v jamkach,
mnozstvi je uvedeno pro jednu jamku.
e Kontrola antigenu:
25 pl barbitalového pufru + 25 pl antigenu + 50 pl komplementu (fedény
vzorek nahrazen barbitalovym pufrem).
¢ Kontrola komplementu:
50 ul barbitalového pufru + 50 pyl komplementu (antigen nahrazen
barbitalovym pufrem).
e Kontrola hemolytického systému:
100 pl barbitalového pufru (antigen + komplement nahrazeny
barbitalovym pufrem).

e U kazdého séra se v jedné jamce ovéfuje antikomplementarita.
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KFR se zpravidla provadi ve dvou po sobé nasledujicich dnech.
1.den

1) Provede se inaktivace sér pacientl ve vodni lazni 56°C/ 30 minut.

2) Na destiCku se rozvrhne a vyznaci rozmisténi kontrol a vzorkd. Na
desti¢ku se rozepiSou hodnoty titrd az do 1:4096.

3) Do jamek vyznaCenych pro kontrolu antigenu, komplementu a
hemolytického systému se pipetuje pfislusné mnozstvi antigenu,
komplementu a barbitalového pufru.

4) Do vSech jamek destiCky je napipetovano 25 ul barbitalového pufru
v pracovnim fedéni, kromé& kontroly antigenu, komplementu a
hemolytického systému.

5) Do vyznacenych jamek v titru 1:2 se nepipetuje 25 ul kontrolnich sér.

6) Dale se nepipetuje 25 ul vySetfovanych vzork( sér do vyznacenych
jamek a ziska se tim fedéni 1:2.

7) Obsah kazdé jamky s vySetfovacim sérem se dukladné promicha a po té
se pfenese 25 pl takto nafedéného séra ze sloupce 1 do sloupce 2.
Timto tahem je dosazeno fedéni 1:4, analogicky se pokracCuje dal az do
posledniho sloupce. Zjamek v poslednim sloupci se odstrani 25 pl
roztoku.

8) Do vSech jamek desticky kromé prvniho sloupce, kde jsou séra fedéna
v titru 1:2, ktery slouzi jako kontrola antikomplementarity, pipetujeme 25
Ml antigenu v pracovnim fedéni.

9) Do prvniho sloupce, kde jsou séra fedéna 1:2, se doplni 25 ul
barbitalového pufru v pracovnim fedéni, ¢imz se celkovy objem vSech
jamek desticky doplni na 50 pl.

10)Do vSech jamek desticky, kromé& kontroly antigenu, komplementu a
hemolytického systému, pipetujeme 50 ul vychlazeného (+2°C az +8°C)
komplementu v pracovnim fedéni.

11)Dukladné se promicha obsah jamek pomoci tfepacky 10 minut.

12)Po té se inkubuje 18 hodin pfi +2°C az +8°C ve vihké komirce.

2.den
1) Pfipravime hemolyticky systém smichanim 3% suspenze beranich

krvinek se stejnym objemem amboceptoru v pracovnim fedéni (vzdy
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pfidavame hemolyzin do krvinek). Senzibilizujeme ve vodni lazni pfi
37°C po dobu 30 minut, kazdych 10 minut lehce promichame.

2) Do vSech jamek nadavkujeme 25ul hemolytického systému a
promichame na tfepacce.

3) Inkubujeme ve viIhCeném termostatu pfi 37°C po dobu 30 minut.

4) Po inkubaci dikladné protfepeme na tfepacce 10 minut.

5) Inkubujeme ve viIhéeném termostatu pfi 37°C po dobu 30 minut.

6) Inkubujeme 2 hodiny pfi teploté +2°C az +8 °C ve vlhké komurce.

7) Po uplné sedimentaci krvinek ode¢teme vysledek.

10.2.4 Hodnoceni vysledku

Po probéhnuti reakce hodnotime hemolyzu &i sedimentaci beranich erytrocytd
v jamkach s fedénymi vzorky.

Pozitivhi reakce = berani krvinky nezlyzovaly, ale sedimentovaly a
nahromadily se na dné jamky, kde vytvofily knoflikovity utvar. Ve vzorku jsou
v prislusném fedéni pfitomny protilatky proti T. gondii v detekovatelné hladiné.
Negativni reakce = cely obsah jamky ma rovhomérné Cervenavou barvu, na
dné jamky neni knoflikovity sediment. Ve vzorku nejsou v pfislusném fedéni

pritomny protilatky proti T. gondii v detekovatelné hladiné.

Jako titr protilatek proti T. gondii se uvadi nejvysSi fedéni vzorku, pfi kterém je

KFR pozitivni.

Interpretace vysledku

Za pozitivni se povaZzuji séra s titrem KFR vétSim nebo rovnym 1:8,
detekované protilatky svédcCi pro infekci pacienta T. gondii.
Za hranicni se povazuji séra s titrem rovnym 1:4. Sérokonvence, tj. negativni
vysledek v prvnim a pozitivni v druhém vzorku séra stejného pacienta
indikujeme primarni infekci, stejny titr nebo pokles titru svéd&i pro pozdé;jsi fazi
infekce. Ctyfnasobny a vy$si vzestup titru protilatek svédéi pro akutni nakazu.
Titr KFR 1:64 a vy38i mlze indikovat akutni toxoplazmézu a vzorek je tfeba
vySetfit konfirmacnimi testy, jako napf. EIA Toxoplasma IgM, pfipadné EIA
Toxoplasma IgE, EIA Toxoplasma IgA a stanoveni avidity antitoxoplasmickych
IgG. (28)
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10.3 Stanoveni protilatek T. gondii metodou ELISA
10.3.1 DSX automaticky ELISA systém

DSX je automaticky otevieny ELISA systém pro vSechny diagnostické
soupravy na mikrotitracnich destiCkach. Rozdéleni a fedéni vzorku je
provadéno jednorazovymi SpiCkami, tim je zabezpeCeny nulovy prenos a
kontaminace vzorku. Analyzator obsahuje Ctyfi inkubatory, u kterych lze nastavit
Ctyfi ruzné inkubacni teploty. Systém dokaze zpracovat v jedné davce Ctyfi
mikrotitracni desticky a na kazdé mikrotitratni destiCce muze byt az 12
vySetfeni. Analyzator je vybaveny CteCkou na Carové kédy a zabezpecCuje tak

jednoznacnou identifikaci vzorku.

10.3.2 Princip EIA Toxoplasma IgG

Souprava umoziiuje detekci specifickych protilatek 1gG ve vzorku
metodou EIA, typ sandwich (tj. pevna faze s navazanym specifickym antigenem
— protilatka z vySetfovaného vzorku — znacena protilatka). Znacena protilatka
(konjugat) je zvifeci imunoglobulinova frakce proti lidskému IgG konjugovana
peroxidazou. Peroxidazova aktivita se stanovuje pomoci substratu s TMB, ktery
zmodra v pfipadé pozitivity. Cela reakce je ukonena zastavovacim roztokem.
Dojde ke zméné modrého zabarveni na Zluté. Intenzita zlutého zabarveni se
méfi na fotometru (pfi vinové délce 450 nm) a je umérna koncentraci

specifickych 1gG protilatek pfitomnych ve vzorku.

10.3.2.1 Slozeni soupravy

e Potazena destiCka s navazanym antigenem, 12 x 8 jamek. Pouzity
antigen je purifikovany a inaktivovany antigen T. gondii (RH kmen).

¢ Negativni kontrola (Kalibrator 1) neobsahujici specifické lidské protilatky.

e CUT-OFF (Kalibrator 2) je roztok, ktery obsahuje specifické lidské
protilatky v hrani¢ni koncentraci.

e Pozitivni kontrola (Kalibrator 3), roztok, ktery obsahuje specifické lidské
protilatky.

e Kalibrator 4 obsahuje specifické lidské protilatky

e Konjugat je roztok, ktery obsahuje zvifeci imunoglobulin proti lidskému

IgG znaceny peroxidazou.
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e Redici roztok vzorki 3 je pufr se stabilizatory bilkovin.

e TMB-Complete 2 je jednoslozkovy substratovy roztok obsahujici
TMB/H05.

e Promyvaci roztok je 20krat koncentrovany pufr.

e Zastavovaci roztok obsahuje kyselinu.

e Aviditni roztok 3 je stabilizovany roztok mocoviny

10.3.2.2 Pracovni postup

Vzorky pacientl se vySetfuji metodou ELISA pomoci automatického pfistroje
DSX.

1) Redé&ni vzorkd, séra/ plazmy 1:101 (10 pl + 1 ml)

2) Davkovani kontrol a fedénych vzorkua 100 ul, blank prazdna jamka
3) Inkubace 60 minut pfi 37°C

4) Odsati a promyti jamek 5 krat

5) Davkovani konjugatu 100 pl, blank = prazdna jamka

6) Inkubace 60 minut pfi 37°C

7) Odsati a promyti jamek 5 krat

8) Davkovani substratu (TMB-Complete) 100 pl, v€etné blanku

9) Inkubace 20 minut pfi 37°C

10)Davkovani zastavovaciho roztoku 100 pl, v€etné blanku

11)Fotometrické méfeni pfi vinové délce 450 nm

10.3.2.3 Hodnoceni vysledkl v mezinarodnich jednotkach

Hladina protilatek (1U/ml) mensi nez 5,4 negativni
5,4az76,6 hranicni
vétsi néz 6,6 pozitivni

Vysetfeni hrani¢nich vzork( je zapotfebi opakovat z nového odbéru za 2 az 6

tydnu s ohledem na specifika daného onemocnéni. (27)
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10.3.3 Princip EIA Toxoplasma IgM

Souprava umoznuje detekci specifickych protilatek proti T. gondii tfidy
IgM ve vzorku metodou EIA, typ capture (tj. pevna faze s navazanou zvireci
protilatkou proti lidskym imunoglobulinim tfidy IgM — protilatka z vySetfovaného
vzorku- tracer, tj. specificky antigen se znaCenou protilatkou). ZnaCena
protilatka je mySi monoklonalni protilatka proti povrchovému proteinu p30 T.
gondii konjugovana kifenovou peroxidazou. Peroxidazova aktivita se stanovuje
pomoci substratu s TMB, ktery zmodra v pfipadé pozitivity. Cela reakce je
ukon€ena zastavovacim roztokem. Dojde ke zméné modrého zabarveni na
Zluté. Intenzita Zlutého zabarveni se méfi na fotometru (pfi vinové délce 450

nm) a je umeérna koncentraci specifickych protilatek pfitomnych ve vzorku.

10.3.3.1 Slozeni soupravy

e Potazena destiCka s navazanym antigenem, 12 x 8 jamek. Pouzity
antigen je purifikovany a inaktivovany antigen T. gondii (RH kmen).

¢ Negativni kontrola neobsahuje specifické lidské protilatky.

e CUT-OFF je roztok, ktery obsahuje specifické lidské protilatky v hraniéni
koncentraci.

e Pozitivni kontrola je roztok, ktery obsahuje specificke lidské protilatky.

e Tracer, lyofilizat obsahujici antigen T. gondii a konjugat.

e Redici roztok vzorkd 3 je pufr se stabilizatory bilkovin.

e TMB-Complete 2 je jednoslozkovy substratovy roztok obsahujici
TMB/H,05.

e Promyvaci roztok je 20krat koncentrovany pufr.

e Zastavovaci roztok obsahuje kyselinu.

10.3.3.2 Pracovni postup

Vzorky pacientl se vySetfuji metodou ELISA pomoci automatického pfistroje
DSX.

1) Redéni vzorkd, séra/ plazmy 1:101 (10 yl + 1 ml)
2) Davkovani kontrol a fedénych vzorkd 100 ul, blank prazdna jamka
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3) Inkubace 60 minut pfi 37°C

4) Odsati a promyti jamek 5 krat

5) Davkovani Traceru 100 pl, blank = prazdna jamka

6) Inkubace 60 minut pfi 37°C

7) Odsati a promyti jamek 5 krat

8) Davkovani substratu (TMB-Complete) 100 pl, v€etné blanku
9) Inkubace 20 minut pfi 37°C

10)Davkovani zastavovaciho roztoku 100 ul, v€etné blanku

11)Fotometrické méfeni pfi 450 nm

10.3.3.3 Hodnoceni vysledkt vySetreni dle indexu pozitivity

Index pozitivity (IP) mensi nez 0,9 negativni
0,9az1,1 hrani¢ni
VétsSi nez 1,1 pozitivni

VySetfeni hrani¢nich vzorkd, tj. s indexem pozitivity 0,9 az 1,1 je zapotfebi
opakovat z nového odbéru za 2 az 6 tydni s ohledem na specifika daného

onemocnéni. (25)

10.3.4 Princip EIA Toxoplasma IgA

Souprava umoznuje detekci specifickych protilatek proti T. gondii tfidy
IgA ve vzorku metodou EIA, typ capture (tj. pevna faze s navazanou zvireci
protilatkou proti lidskym imunoglobulinim tfidy IgA — protilatka z vySetfovaného
vzorku- tracer, tj. specificky antigen se znacCenou protilatkou). Znacena
protilatka je mysSi monoklonalni protilatka proti povrchovému proteinu p30 T.
gondii konjugovana kifenovou peroxidazou. Peroxidazova aktivita se stanovuje
pomoci substratu s TMB, ktery zmodra v pfipadé pozitivity. Cela reakce je
ukon€ena zastavovacim roztokem. Dojde ke zméné modrého zabarveni na
Zluté. Intenzita Zlutého zabarveni se méfi na fotometru (pfi vinové délce 450

nm) a je umeérna koncentraci specifickych protilatek pfitomnych ve vzorku.
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10.3.4.1 Slozeni soupravy

Potazena destiCka s navazanym antigenem, 12 x 8 jamek. Pouzity
antigen je purifikovany a inaktivovany antigen T. gondii (RH kmen).
Negativni kontrola neobsahuje specificke lidské protilatky.

CUT-OFF je roztok, ktery obsahuje specifické lidské protilatky v hrani¢ni
koncentraci.

Pozitivni kontrola je roztok, ktery obsahuje specifické lidské protilatky.
Tracer, lyofilizat obsahujici antigen T. gondii a konjugat.

Redici roztok vzorki 3 je pufr se stabilizatory bilkovin.

TMB-Complete 2 je jednoslozkovy substratovy roztok obsahujici
TMB/H,0..

Promyvaci roztok je 20krat koncentrovany pufr.

Zastavovaci roztok obsahuje kyselinu.

10.3.4.2 Pracovni postup

Vzorky pacienty se vySetfuji metodou ELISA pomoci automatického pfistroje

DSX.
1)
2)
3)
4)
5)
6)
7
8)
9)

Redéni vzorkd, séra/ plazmy 1:101 (10 ul + 1 ml)

Davkovani kontrol a fedénych vzorkd 100 ul, blank prazdna jamka
Inkubace 60 minut pfi 37°C

Odsati a promyti jamek 5 krat

Davkovani Traceru 100 pl, blank = prazdna jamka

Inkubace 60 minut pfi 37°C

Odsati a promyti jamek 5 krat

Davkovani substratu (TMB-Complete) 100 pl, v€etné blanku

Inkubace 20 minut pfi 37°C

10)Davkovani zastavovaciho roztoku 100 pl, v€etné blanku

11)Fotometrické méfeni pfi 450 nm
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10.3.4.3 Hodnoceni vysledkt vysetreni dle indexu pozitivity

Index pozitivity (IP) mensi nez 0,9 negativni
0,9az11 hrani¢ni
Vétsi nez 1,1 pozitivni

Vysetfeni hraniCnich vzorkd, tj. s indexem pozitivity 0,9 az 1,1 je zapotiebi
opakovat z nového odbéru za 2 az 6 tydnd s ohledem na specifika daného

onemocnéni. (26)
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11. ZPRACOVANI ZiISKANYCH DAT
11.1 Celkovy prehled vysSetieni

Z poskytovanych dat za rok 2016 vyplyva, Ze bylo ve FN Plzen provedeno
celkem 794 vySetieni na toxoplazmdzu pomoci metod komplement fixacni
reakce a stanoveni titru protilatek 1gG, IgM a IgA ELISA testy. Z celkového
poctu bylo vySetfeni provedeno u 290 muzli a 504 u zZen. V tomto grafu jsou
zahrnuta vSechna provedena vySetreni tzn. i ta vySetfeni, ktera se u nékterych

pacientll provadéla opakované.

Graf ¢.1: Celkovy pocet provedenych vySetreni

Celkovy pocet vysetreni

B muzi = Zeny

zdroj: vlastni

Tento pocCet provedenych vySetieni zahrnoval 730 vySetfenych lidi, 496 Zen a

234 muzd.

Graf ¢.2: Celkovy pocet vySetrenych lidi

Celkovy pocet vysetrenych lidi

B muzi = Zeny

68%

Zdroj: vlastni
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11.2 Vysledky ziskané metodou KFR

Z celkového poctu vySetfenych lidi (730) bylo v pfipadé KFR negativnich
vzorkl 419 a pozitivnich 311 vzorkd. Z 311 pozitivnich bylo 207 vzorkl
S nizkym titrem, 68 vzorkl s titrem stfednim a vysoky titr mélo 36 vzorku. U této
metody se vysledek vyjadfuje pomoci titru tzn. v jakém nejvySSim fedéni byly
zjistény protilatky ve vySetfovaném séru. Nizky titr nam fika, Ze pacient pred
nékolika lety prodélal toxoplazmédzu, stfedni titr protilatek informuje o tom, zZe
pacient nemoc prodélal pravdépodobné pfed nedavnem. O probihajici akutni
toxoplazmoze nas informuje vysoky titr protilatek. (18) Potvrzeni nebo vyvraceni

téchto teorii nam vsak pfinese az vySetfeni specifickych imunoglobulind.

Tabulka ¢.1: Hodnoty titrti u metody KFR

Prehled moznych titrd u metody KFR
Titr protilatek Redé&ni
Nizky titr 1:8
1:16
1:32
Stredni titr 1:64
1:128
Vysoky titr 1:256 a vice

Zdroj: vlastni

Graf ¢.3: Vysledky vySetieni KFR

KFR

400

MW negativni
300

M nizky titr
200

@ stredni titr

pocet vysledku

100 O vysoky titr

titr protilatek

Zdroj: vlastni
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Graf ¢.4 : Pocetni zastoupeni jednotlivich titrd u pozitivnich vzorkt u metody
KFR
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Zdroj: vlastni

11.3 Vysledky ziskané metodou ELISA

Ze 730 vySetfenych lidi bylo vySetfeno 389 lidi ELISA metodou. Z téchto
389 pacientl mélo 223 negativni vSechny tfi tfidy protilatek, 161 mélo pozitivni
imunoglobuliny tfidy 1gG, vSechny tfi tfidy imunoglobulini mélo pozitivni pouze
15 lidi.

Graf ¢.5: Vysledky vyS$etreni specifickych imunoglobulint

250 - 223
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Zdroj: vlastni
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Graf ¢.6: Procentualni zastoupeni pozitivnich protilatek tfidy IgG stanovenych
ELISA metodou

ELISA

M negativni pozitivni

Zdroj: vlastni

11.4 Skutecné pozitivni pacienti

V pripadé tohoto onemocnéni se povazuji za pozitivni pacienty ti, ktefi
maji pozitivni vysledek u metody KFR i u stanoveni protilatek tfidy 1gG ELISA
metodou. Ze 730 vySetfenych pacientd bylo souCasné pozitivnich 156,

samostatné IgG pozitivnich bylo 161 a KFR pozitivnich 311.

Graf ¢. 7. Procentualni zastoupeni pozitivnich pacient(i z celkového poctu

vySetienych

+KFR, +IgG

M negativni pozitivni

Zdroj: vlastni
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11.5 Zpracovani vysledkd u gravidnich zen

V roce 2016 bylo ve FN Plzen vySetfeno 87 zdravych gravidnich zen. 56
Zzen mélo negativni vysledek u metody KFR i ELISA. Pozitivni vysledek u
metody KFR mélo v riznych titrech (nejCastéjsi se vyskytoval titr protilatek 1:8 a
1:64, naopak nejméné bylo 1:128 a 1:256) 31 Zen. 10 z nich mélo pozitivni i

imunoglobuliny IgG . Zadna z Zen neméla pozitivni véechny tfi tFidy protilatek.

Graf ¢.8: Procentualni zastoupeni pozitivnich gravidnich Zen

+KFR, +IgG u gravidnich zen

M negativni pozitivni

11%

Zdroj: vlastni

11.6 Zhodnoceni pozitivity u vySetfrovanych skupin pacientt

Z nasledujiciho grafu muizeme vidét, Zze u vySetfenych zdravych
gravidnich zZen je pozitivita toxoplazmovych protilatek nizSi nez u celkového
poctu vySetfenych lidi, ve kterém jsou zahrnuty tyto téhotné Zeny, ale i tzv.
nemocni s podezfenim na toxoplazmézu. Vzhledem ktomu, ze vySetfované
Zzeny byly zdravé, dala se niz8i protildtkova pozitivita predpokladat.
S pfihlédnutim na pocet vySetfenych Zen a pocet vSech vySetfenych
nemocnych neni ale rozdil 10% tak radikalni jak se oCekavalo a téhotné Zeny
by meély predchazet onemocnéni dodrzovanim zasad spravné hygieny a

preventivnich opatfeni.
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Graf ¢.9: Porovnani pozitivity u vySetfenych gravidnich Zen proti pozitivité

z celkoveého poctu vySetrenych lidi.
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Zdroj: vlastni

11.7 Poéty vysetieni ve FN v Plzni za poslednich 6 let
Z poskytnutych dat je zfejmé, ze mnozstvi lidi vySetfovanych pro toxoplazmdzu

béhem let klesa.

Graf ¢.10 : Pocet vySetrenych lidi ve FN Plzeri od roku 2010
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Zdroj: vlastni
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12. DISKUZE

Béhem roku 2016 bylo vySetfeno 234 muzu a 496 zen. Pozitivnich osob
bylo 156 a negativnich 574.

Diky vétSimu poctu rutiné pouzivanych metod, ziskavame z populace
rizné hodnoty pozitivity. Dfive byla k dispozici pfevazné KFR a proto se také
vychazelo pfedevSim z vysledkl této metody. Od roku 1996 se zmeénil
pouzivany antigen v reakci a to je zfejmé jeden z divodu, pro€ jsou hodnoty
z této reakce vySSi nez pozitivita u reakci ELISA, které jsou citlivéjSi. Ze sér
vySetfenych pomoci KFR byla pozitivita u 311 osob, zatimco specifické
imunoglobuliny 1gG byly pozitivhi u 161 osob. V soutasné dobé se jako
nejvérnéjSi ukazatel pozitivity jevi jak pozitivita v IgG tak u KFR a ta byla
zaznamenana u 156 vySetfenych osob. Tento vysledek je srovnatelny
s obvyklymi hodnotami pro CR. Prevalence protilatek v tomto souboru je tedy

V souboru vySetfovanych pfevazuji zeny. Hlavnim divodem této prevahy
je zirejmeé vysSi zajem nékterych gynekologl o toto vySetfeni u gravidnich zen
z toho dlvodu, Ze v minulosti se provadélo rutinné.

Nas soubor pacientl se sklada ze skupiny nemocnych lidi (tzn. ty, u
kterych se projevuji pfiznaky onemocnéni a pomoci laboratornich testl se
toxoplazmoéza bud potvrdi, nebo vylou€i) a ze skupiny Zen vySetfovanych
v ramci tzv. prenatalniho screeningu. Tyto Zeny nejsou nemocné, ale zjiStujeme
u nich stav protilatek v séru, aby byla v€as zahajena IéCba v pfipadé pozitivity.
Z 87 vysetfenych Zen bylo v ramci KFR pozitivnich 31 coz je 32%. Abychom
dostali prevalenci protilatek zdravé Zenské populace, musime srovnat vzorky,
které jsou souCasné pozitivni v KFR i IgG. Takovych vzorkd bylo z 87
vySetfenych pouze 10 a to je 11%. Jen tato hodnota je srovnatelna s vysledky
ziskanymi v minulosti ze sérologickych pFfehledd zdravych jedincu
s pfetrvavajicimi protilatkami, které maji epidemiologicky vyznam.

Pokles provedenych vySetfeni neni jen zalezitosti poslednich péti let. Dle
sdéleni pracovnik( laboratofe tento trend zapocal v roce 2005, kdy pfevazné
gynekologové prestali pravidelné vySetfovat téhotné Zeny.
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ZAVER

Na pfitomnost protilatek proti T.gondii bylo ve FN Plzef v roce 2016
provedeno 794 vySetfeni, zahrnujici 730 vySetfenych osob. Z tohoto poctu bylo
234 muzu a 496 Zen. Pomoci komplement fixaéni reakce, ktera je povazovana
za zakladni, byla prokazana pozitivita u 311 osob a negativnich bylo 419.

Dalsi vySetfeni jsou indikovana na zakladé vysledki KFR a v laboratofi
FN Plzen se jedna prevazné o detekci specifickych imunoglobulint 1gG, IgM a
IgA. Pokud mame v zavéreCném hodnoceni urcCit, zda se jedna o skuteCnou
pozitivitu vzorku, musime brat v potaz shodu vysledkd jednotlivych metod,
protoZze zadna ztéchto pouzivanych metod neni 100%. Pozitivni vysledky u
metody KFR a sou€asné IgG mélo 156 osob.

Z celkového poctu vySetfenych zastupuji Zeny 68%. Jedna se o zdravé,
téhotné zeny i ty s podezfenim na toxoplazmézu. Ztéchto 87 zdravych
vySetfenych Zen bylo 31 pozitivnich v ramci KFR. Tyto Zeny maiji vytvofené
protilatky, které nemaiji protektivni charakter, ale riziko pfenosu toxoplazmozy
z matky na plod je minimalni.

V poslednich letech pocet vySetfenych ubyva diky tomu, Ze
gynekologové ustupuji od screeningového vysSetfeni gravidnich Zen, nicméné to

neznamena, ze se snizuje pocet pacientl s toxoplazmézou.
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