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Abstrakt
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Kandidat : Andrea Pefinova
Vedouci : PharmDr. Barbora Voxova

Nazev bakalarské prace : Toxoplasma gondii

Toxoplazméza patfi mezi celosvétové rozSifenou parazitarni infekci,
kterou zplsobuje paraziticky prvok Toxoplasma.gondii a je jednou z nejCastéji
se vyskytujicich zoon6z v CR. Prevalence se u nas pohybuje mezi 25-35 %.
VétSinou probiha bezpfiznakové, u imunokompetentnich osob neni rizikem.
Problémem je u gravidnich Zen, pokud dojde k primoinfekci po otéhotnéni nebo
bezprostfedné pfed nim. Zavaznou formou toxoplazmézy jsou také ohrozeni
imunokompromitovani pacienti a novorozenci. Rutinni diagnostika je zaloZzena
na seérologickych vySetfenich. VyuzivA se komplement fixacni reakce
a imunoenzymatickych metod, pfedevsim ELISA (Enzyme Linked Imunosorbent
Assay) test. K pfimému prukazu pouzivame pokus na zvifeti a molekularni
metody PCR (polymerazova fetézova reakce). Z dosud mnohdy obtizné
interpretace laboratornich vysledkd predstavuje toxoplazméza stéle vyznamny
zdravotnicky problém. V gravidité patfi vySetfeni toxoplazmézy do
doporucenych vySetfeni v ramci vSeobecného jednorazového screeningu, ktery
by mél identifikovat séronegativni Zeny na zacCatku gravidity. Zakladem
prevence je dodrZzovani osobni a potravni hygieny. Kazuistika ukazuje zajimavy
somaticky vyvoj onemocnéni, zakon&eny uspésnou graviditou, psychologické
dopady boje s onemocnénim a téz vyvoj diagnostickych a terapeutickych
postupu v dotéeném obdobi.

KliCova slova: toxoplazméza, prevalence, imunokompromitovani pacienti,
sérologie, gravidita, prevence.



Abstract

Toxoplasmosis belongs to worldwide expanded parasitic infection caused
by a protozoan Toxoplasma gondii and is one of the most founded disease
transmissible to humans from animals in the Czech Republic. Prevalence is
between 25-35%. In most cases the course of disease is asymptomatic, there is
no risk for immunocompetent individuals. There is a problem in the case of
pregnancy if the primary infection is immediately after getting pregnant. Severe
form of toxoplasmosis are also at risk immunocompromised patients and
newborns. Routine diagnosis are based on serological screening. It is used the
complemenfixative reaction and imunoenzymatic methods, mainly ELISA test.
For a immediate prove is used a experiment on animal and molecular methods
PCR. For still difficult to interpret laborator results toxoplasmosis poses an
important health problem. The examination of toxoplasmosis is part of the
recommended pregnancy general screening which should identify seronegative
women in early pregnancy. The basis of prevention is respect for personal and
food hygiene. Case report shows an interesting development somatic illness,
ending a successful pregnancy, psychological struggle with the disease and
also the development of diagnostic and therapeutic procedures in the relevant
period.

Key words: toxoplasmosis, prevalence, immunocompromised patients,
serologie, pregnancy, prevention.
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1 Uvod

Toxoplazméza je infekEni onemocnéni, jehoZz puvodcem je paraziticky
prvok Toxoplasma gondii. V jeho Zivotnim cyklu se stfidaji tfi vyvojova stadia —
tachyzoiti, bradyzoiti a sporozoiti. Parazit TG dokaze infikovat prakticky vSechny
teplokrevné obratlovce, vC€etné clovéka. Definitivnim hostitelem je kocka,
Vv jejimz stfevé dochazi k sexualnimu rozmnozovani parazita a naslednému
vylu€ovani infekénich oocyst v trusu.

Toxoplazmébzou je infikovana pfiblizné tretina svétové populace. V Ceské
republice je jednou z nejCastéji se vyskytujicich parazitarnich nakaz. VétSina
infekci probéhne jako asymptomaticky proces, nebezpeéné jsou nakazy
gravidnich Zen nebo reaktivace onemocnéni pacientd s imunodeficientem
(AIDS - syndrom ziskané imunodeficience).

Metody pfimého prikazu puvodce jsou zaloZzené predevSim na infekci
vhimavého laboratorniho zvifete (bilé mysSi). Z ddvodu c&asové prodlevy se
pfistupuje k zavedeni metody PCR k pradkazu DNA (deoxyribonukleova
kyselina).

K nepfimym diagnostickym postupim pfi prikazu protildtek TG jsou
k dispozici reakce metody vazby komplementu, enzymoimunoanalyzy pro
prikaz akutni infekce ve tfidach IgM, IgA, IgE a nalez protilatek ve tfidé 1gG
(popfipadé stanoveni jejich vaznosti — avidity).



2 Teoretickd ¢ast
2.1 Historie

Prvok Toxoplasma gondii byl objeveny v roce 1908 sou¢asné na dvou od
sebe vzdalenych kontinentech. Francouzi Charles Nicolle a Louis Hubert
Manceraux pracujici v Pasteurové institutu v Tunisu TG popsali v mozku
a jinych organech hlodavce Ctenodactylus gundi. Téhoz roku stejny organizmus
popsal ztkani kralika s paralyzou zadnich konletin a pfiznaky

meningoencefalitidy i italsky Iékar Alfonzo Splendore, ktery pracoval v Brazilii.

Tkanové cysty parazita voku 11 mésiéniho chlapce postizeného
hydrocefalem, levostrannym mikroftalmem a degenerativnimi loZisky v oblasti
Zluté skvrny v oku identifikoval v roce 1923 ¢esky oftalmolog Josef Jank( (1886
— 1963). Jmeéno cCeského I|ékafe vstoupilo do svétového nozologického
nazvoslovi pod jménem ,nemoc Jankd“. Parazit byl izolovan jako plavodce
kongenitalni  encefalitidy americkymi autory A.Wolfem, D.Cowenem
a B.H.Paigem (1937 — 1939). Prvni rutinné pouZzity sérologicky test na
toxoplazmozu zavedli A.Sabin & A. Feldman v roce 1948 [1]. Z Ceskych praci
zasluhuje také zminka o vynikajici studii RaSina o toxoplazmédze zajice.
Laboratorni diagnostikou toxoplazmézy u nas se jako prvni systematicky
zabyval od roku 1948 Havlik. O zavedeni imunoepidemiologickych
a patogenetickych studii toxoplazmozy na Siroké bazi ma zasluhu akademik
Jirovec. Jednim z meznikGd vyzkumu toxoplazmézy je objev ,dye testu”

Sabinem a spol. [2].

Hutchison et al. v roce 1969 poukéazali na epidemiologicky vyznam kocky
jako definitivniho hostitele TG. Tim se jim podafilo zkompletovat Zivotni cyklus

TG [3] ateprve Dubey, Miller a Frankel (1970) popsali stadium oocysty [40].



2.2 Morfologie a systematické za Fazeni

Toxoplazméza je endemickd zoonOza vyvolana parazitickym prvokem
Toxoplasma gondii, coZ je intracelularni, dvouhostitelska kokcidie, ktera patfi do
kmene Apikomplexa (Vytrusovci), tfidy Coccidea (Kokcidie), fadu Eimeriida,
Celedi Eimeriidae [5]. Je geopolitnim parazitem, rozSifenym bez geografickych
a klimatickych hranic na celé planeté [1]. Tato kokcidie je pfibuzna malarickym
plazmodiim, jeji troficka stadia (sporozoiti, tachyzoiti) se pohybuji klouzanim.
Jsou invazivni, k praniku do bunék infikovaného organismu jim slouZi tzv.

apikélni komplex na pfednim konci buriky toxoplazmy. Obr. €.1.

Obrazek ¢€.1 Toxoplasma gondii
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2.2.1 Zivotni formy

V Zivotnim cyklu Toxoplasma gondii se stfidaji tfi vyvojova stadia.

Tachyzoiti — (tachys — fecky rychly) pfedstavuje vegetativni, rychle se
mnozici formu, ktera slouzi k rychlému zaplaveni hostitelského organismu [6].
Maji palmésickovity tvar o velikosti 4-8 x 2—-3 pym, v organismu se vyskytuji
béhem akutniho stadia infekce. Klouzavy pohyb jim umoZiuje migraci
bariérovymi membranami napadeného organismu. Tento pohyb ma klicovy
vyznam pro preZiti a infekénost parazita [1]. RozmnoZuji se asexualné, koluji
v télnich tekutinach, zpusobuiji aktivaci imunitniho systému, ¢imz jsou postupné
zatlaCovany do rGznorodych tkani hostitele a transformuji se na dalSi formy —

bradyzoity [7].

Bradyzoiti — (bradys - fecky pomaly), jsou klidova, intracelularni stadia,
kterd jsou typickd& pro latentni (chronické) stadium infekce. Morfologicky jsou
podobni tachyzoitim, ze kterych vznikaji. Parazitoforni vakuola je vyplnéné
stovkami bradyzoitl, kterou oznacujeme jako ,tkarnovou cystu“. Velikost téchto
kulovitych cyst je 15 — 100 um, které obsahuji stovky az tisice parazitl
obalenych blanou [5]. Bradyzoiti jsou adaptovani pro pfenos na definitivniho
hostitele a mohou v ném pfezivat po dlouhou dobu, pravdépodobné po cely
Zivot [6]. Tkanové cysty jsou velmi odolné, spolehlivé je vSak likviduji vysoké

teploty nebo hluboké zmrazeni [8], jak doklada tabulka €.1 a 2.
Tabulka ¢.1

Odolnost tkanovych cyst s bradyzoity - pfezivani tkafovych cyst v mase - nizké teploty

TEPLOTA  DOBA PREZ{VANI
(°C) TKANOVYCHCYST
1-4 3 tydny
-laz-8 1 tyden
-12 hynou okamzit

(Konference ,Problémy toxoplazmézy*, SZU Praha, 2008, Koudela)
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Tabulka &.2

Odolnost tk&novych cyst s bradyzoity - pfezivani tkafiovych cyst v mase - vysoké

teploty
TEPLOTA  DOBA PREZIVANI
(°C) TKANOVYCH CYST
50 hynou za 10 minut
60 hynou za 4 minuty
67 hynou okamz#

(Konference ,Problémy toxoplazmézy*, SZU Praha, 2008, Koudela)

Sporozoiti — je infekéni stadium, které vyluCuji pouze kocky, jsou
kone€nym staddiem pohlavniho cyklu TG (2 x 8 um). Vznikaji sexualné
a vyluCovany jsou v podobé oocyst (11-14 x 9-11 um) v trusu definitivniho
hostitele. Oocysta dozrava na vzduchu a teprve za 2 az 3 dny je plné infekéni

pro dalsi koCku nebo pro jiného Zivoc€icha v&etné ¢lovéka [5].

Sporozoiti v oocystach kontaminujicich vnéjSi prostfedi i potravu, jsou
zdrojem nékazy bylozravcu €i vSeZravcl fekalné — oralni cestou, zejména ovci,
prasat, kralika, zajict i ¢lovéka. Jsou znamy téZ epidemie z pitné vody [1].
Séroprevalenci u hospodarskych zvifat doklada tabulka ¢. 3 a prevalenci

u volné Zijicich zvirat tabulka €. 4.

-12 -



Tabulka &.3

Tkéanové cysty s bradyzoity - séroprevalence u hospodéarskych zvitat v CR

DRUH (komplerl;iﬁtfixa ¢éni (Sabinsiggrman
reakce) Dye Test)
prase 10 31
ovce 40 >
koza 21 o1 ’
kralik ND >3
hrabava dibe’ ND 1-5
kon¢ ND 8
skot 1-4 22

(Konference ,Problémy toxoplazmézy*, SZU Praha, 2008, Koudela)

Tabulka €. 4

Tkanové cysty s bradyzoity - séroprevalence u volné Zijicich zvifat v CR

DRUH METODA SFDT
divoké prase 15
%
S zvef 14 - 100
zajic 5 — letalni infekce

(Konference ,Problémy toxoplazmézy* SZU Praha, 2008, Koudela)
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2.2.2 Zivotni cyklus

Biologicky cyklus zahrnuje spektrum nékolika forem vyvojové fady a je
charakterizovan stfidanim hostitele kone¢ného (definitivniho), jimz je kockovita
Selma, zejména kocka domaci a mezihostitelé, které mohou predstavovat rizné
druhy teplokrevnych obratlovcll, ptaka a savci, véetné &lovéka [1]. Clovék |,
stejné jako vétSina teplokrevnych obratlovcu, pfedstavuje v cyklu slepy €lanek,

od néhoz nedochazi k dalsimu Sifeni nakazy [7].

Izospérova (pohlavni faze) probiha v enterocytech definitivniho hostitele
kocky domaci [9]. V tenkém stfevé se z obou typl cyst uvolfuji rohli¢koviti
sporozoiti, ktefi pronikaji epitelovymi burikami a méni se v tachyzoity. V dobé,
kdy dochazi k mnoZeni tachyzoitd, se hostitel nachazi v akutni fazi
onemocnéni. U koCky probéhne sexualni vyvoj parazita a vznikla oocysta
odchazi z kocic¢iho téla jejim trusem do prostfedi a muze infikovat nového

hostitele.

Patentni doba (vyluCovani) oocyst je 7 — 18 dnl. Pocet vylou¢enych
oocyst se pohybuje mezi hodnotami 0,94 — 47 miliond [10]. K infekci koCky
muze dojit béhem jejiho Zivota pouze jednou, koCky obvykle trpi v této dobé
prijmy. Sporulace trva 1-5 dn0, je exogenni, nastdva mimo stifevo kocky [1].
Na vzduchu oocysty dozravaji, stavaji se infekénimi, méfi 14 x 11 um , obsahuiji

2 vejcité sporocysty a v kazdé sporocysté se nachazeji 4 sporozoiti.

Clovék, ale i jiny mezihostitel se m(ze nakazit pozfenim zralé oocysty
nebo tkanové cysty. V jeho stfevé se z ni uvoliuji rohlickovité sporozoity, které
pronikaji do nejrliznéjSich tkani nakazeného jedince (oko, mozek, svalstvo), kde
se paraziti mnozi. Po odeznéni imunitni odpovédi vznikaji tkariové cysty, ve
kterych parazité dlouhodobé prezivaji, pravdépodobné po celou dobu Zivota

nakazeného jedince.

Podminkou dokon&eni vyvoje parazita je pozfeni infekénich stadii ze tkani
mezihostitele koCkou. Kocka se také muize nakazit pozienim vylou¢enych
oocyst jinou kogkou a pak v ni prob&hne cely vyvojovy cyklus parazita. Clovék

je tedy pouze jednim z mnoha moznych a asi 200 znamych mezihostitelt [9].

-14 -



2.2.3 Prevalence a epidemiologie

Toxoplazmézou je infikovana pfiblizné tfetina celosvétové populace
a Cloveék je vnimavy na primoinfekci v kazdém véku [11]. NejvySSi incidence je
prokazovéana ve véku 16 — 25 let [12]. Toto onemocnéni je v Ceské republice

jednou z nej¢astéji se vyskytujicich parazitarnich nakaz.

Ceska republika patfi spolu s Rakouskem, Belgii a Italii mezi zemé se
stfedni hodnotou vyskytu séropozitivity (30 — 60 %), Francie, Némecko,
Holandsko, Spanélsko a Portugalsko k zemim s vyskytem séropozitivity nad 60
% [13]. Ve Velké Britanii se udava promorenost 20 — 40 % , ve Francii 80 — 90
% [14]. VySSi vyskyt je zaznamenavan predevsim v zemich, kde se konzumuje

nedostatecné tepelné opracované maso, napfiklad ve Francii [15].

Sérologické prehledy nas informuji az o 60,4 % promorenosti populace
s vy3si prevalenci u Zen [16]. V Ceské republice se pfitomnost protilatek v krvi
vyskytuje u 34,1 % Zen a 26, 3 % muz(. U HIV pozitivnich osob je vyskyt
toxoplazmézy v Ceské republice vy$3i, neZ u ostatni populace. U Zen je

prevalence 42,7 % a u muzu 42,8 % [15].

Obyvatelé venkova maji ve srovnani s méstskou populaci prevalenci

vyS8i, coZ nejspiSe souvisi s odliSnym Zivotnim stylem [16].

Podle Koudely probéhla na Moravé v roce 1994 epidemie toxoplazmaozy.
ZaCala soucasné v nékolika okresech Moravy na pocatku roku a trvala do
dubna 1994. Méla vyrazné lokalni charakter (okoli Brna, Olomouce, Karviné).
Celkovy pocet infikovanych nebyl stanoven. Zjisténo bylo 722 pfipadl klinické
toxoplazmozy s lymfadenitidou. Typicky profil pacienta pfi této epidemii byl
obyvatel mésta Brna, Olomouce a okoli, Zzena (68,6 %), Zena mladsi 32 roku
(75 %). Rodinny vyskyt byl evidovan v 60 % pfipadu. Zdroj infekce nebyl
prokazan. Pravdépodobnym zdrojem infekce byly ofechy a rozinky
kontaminované koci¢im trusem s oocystami. Byla to druha nejvétsi prokazana
epidemie v poslednich letech. V Kanadé probéhla jesté vétsi epidemie v roce
1995 s az 7700 pfipadu [8]. Existuji 3 hlavni genotypy (typ I, typ Il a typ Ill) TG.
Tyto genotypy se liSi v jejich patogenité a prevalence u lidi. V Evropé a ve
Spojenych statech americkych je genotyp Il zodpovédny za vétSinu pripadu

vrozené toxoplazmaozy [17].

-15 -



2.3 Patogeneze

VétSina infekci Clovéka (80-90 %) probéhne jako asymptomaticky proces
nebo pod obrazem nespecifickych klinickych pfiznakda [14]. Nebezpeéné jsou
ndkazy gravidnich Zen, které se s ndkazou nesetkaly (moznost rizné vazného
poSkozeni plodu) a nakazy i reaktivace onemocnéni u osob s imunodeficitem
(AIDS).

Tyto infekce s inaparentnim prabéhem jsou proto vysoce rizikové
u gravidnich zen, kdy akutni infekce zlstane nepoznana a muze dojit
k postizeni plodu. U gravidnich Zen jde vzdy o zavazné onemocnéni. Jde
o dusledek akutni infekce matky a rozsah postiZzeni plodu je pfimo zavisly na
pokrocCilosti téhotenstvi. Akutni infekce v l.trimestru muze znamenat tézké
plodové anomalie a nejvétsi riziko spontanniho abortu. Ve Il.a lll. trimestru se

rozsah defektl progresivné snizuje [16].

2.4 Infek éni stadia a cesty nakazy

Infek €ni stadia :
Zrala oocysta v trusu nakazenych kocek

Tkanova cysta, ktera se vytvorila ve tkdni nahodného hostitele

Cesty nakazy :

Clovék se mlZe nakazit pozienim potravy nebo vody pfimo
vysporulovanymi oocystami od nemocnych kocek, pfi €isténi koci€ich zachodd,
pfi hrani déti na piskovistich kontaminované koci¢imi exkrementy, pfi praci na
zahradé bez ochrannych pomlcek (odérky na rukou), konzumaci

kontaminované zeleniny a pitné vody [7].

Druhy zplGsob nakazy se déje prostfednictvim tkanovych cyst, které

mohou byt obsazeny v syrovych nebo nedostate¢né tepelné opracovanych

v

pak maso veprové a hovézi, jak doklada tabulka &.1.
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DalSi mozny pfenos je transplacentarni pfi primoinfekci z matky na plod
béhem gravidity, ¢asto s vaznym poSkozenim ditéte. Raritné byl zaznamenan i
prenos pitim nepasterovaného mléka. Dale pak pfi transplantaci organt (srdce,

jater) séropozitivniho darce séronegativnimu pfijemci nebo transfuzi [18].

Velice vzacny je prfenos kapénkovou infekci dychacimi cestami,
urogenitalnim traktem, spojivkovym vakem nebo po kousnuti infikovanym

zviretem [12].

Obrézek ¢€.2 Cesty ndkazy TG

Oocysts aponulate
in tha amironment
A s o inbecinag

Sporulated oocysts infect animals or birds through
contaminaled feed, water and sof

intermediate TR . "
< g hasts inflact
e o W each other G i p &
- through A g
- tissLe [
Q/
Interrnediate hosts include plgs and many athes
rhammaks such as sheap, goats, rats and birds

(Zdroj:[ internet 2])
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2.5 Klinicky obraz toxoplazmédzy

Podle zpusobu nakazy se rozliSuji dvé zakladni klinické formy, které se liSi
pribéhem a Kklinickou symptomatologii. Je to prenatalné ziskana (vrozena,
kongenitalni) a postnatalné ziskana (akvirovand) toxoplazméza. Formy ziskané
toxoplazmaézy, kterymi se Clovék muze nakazit v pribéhu Zivota se liSi podle
toho, ktery organ je postizen. NejCastéji se setkavame s uzlinovou, o¢ni nebo

mozkovou toxoplazmézou [19].

Byvaji zvétSeny kréni lymfatické uzliny, které mohou byt citlivé, vzacné;jsi
je generalizovana lymfadenopatie. Akutni infekci muze doprovazet celkova

Unava, malatnost, bolest svald, bolest hlavy, horecka €i subfebrilie [18].

Tyto pfiznaky ve vétSiné pfipadu béhem nékolika tydnd spontanné vymizi.
Akutni, primarni infekce u imunokompetentnich déti i dospélych (vCetné
téhotnych Zen je obvykle asymptomatickad. V 10 — 20 % postizenych muze

probihat pod obrazem syndromu infekéni mononukle6zy [18].

Komplikovany pribéh tohoto onemocnéni muize nastat u pacientd
s imunodeficientem, kdy dochazi k postizeni vnitfnich organa, jako jsou srdce,
plice, jatra a CNS [15]. Akutni, primarni infekce u imunokompetentnich déti

i dospélych (v€etné téhotnych Zen) je obvykle asymptomaticka.

2.6 Ziskané formy toxoplazmédzy

Uzlinova forma

Jednad se o nejCastéjSi symptomatickou formu onemocnéni. Zdufeni
miznich uzlin se objevuje v oblasti kréni, podcelistni, ale i v podpazi a ve
slabinach [19]. Uzliny dosahuji velikost az nékolika centimetru, jsou palpacné
citlivé a nemaiji tendenci ke kolikvaci. Pfitomna lymfadenopatie ¢asto perzistuje

tydny az mésice [20].
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O¢ni forma

Ziskand ocni toxoplazmé6za se manifestuje jako nitrooCni zanétlivé
onemocnéni, nejcastéji je to zadni loziskova uveitida ve spojeni se zhorSenim
vidéni, fotofobii a pfipadné s bolestivosti. Pfiznaény obraz pFedstavuje
loZiskova chorioretinida s malym poctem lozisek uloZzenych v zadni ¢asti oka
[1]. Zanétlivé zmény mohou postihnout i ostatni struktury oka, napf. sklivec
a omezit jeho prlzracnost [21]. Recidivy o¢niho onemocnéni pfi postnatalné
ziskané toxoplazméze se povazuji za Casté [22]. O¢ni forma u novorozence
a kojence patfi do obrazu kongenitalni infekce, avSak s pfipady jejich projevl se
setkavame i v pozdéjSim véku a nezfidkaiv dospélosti. Zvlasté jeji Casté
recidivy nas utvrzuji v tom, Ze ve starSim véku se muZe jednat o imunologicky
zprostfedkovany zanét, ktery potom obtizné ovliviiujeme antiprotozoalni terapii.
RozliSeni, zda se jedna o akvirovou toxoplazmozu €i recidivu imunitni nitrooéni

patologie, je vSak obtizné [12].

Mozkova forma

DalSi formou toxoplazmézy je forma mozkova, ktera predstavuje
nejcastéjsi oportunni parazitarni infekci postihujici CNS u
imunokompromitovanych osob a zaroven je u téchto pacientl nejCastéjsi

pri¢inou loZiskoveého postizeni mozku [23].

Z analyzy 110 publikovanych praci o toxoplazméze u pacientd po
transplantaci kostni dfené vyplynulo, Zze 80 % pfipadl mozkové toxoplazmézy
je diagnostikovano béhem Zivota pacienta a tito pacienti jsou IéCeni. Prognéza
je ale u téchto pacientl vazna a na toxoplazmovou infekci umira az 66 % z nich
[13].

Gynekologicka forma

MuUZe se projevit sterilitou, opakovanymi potraty, patologickym
téhotenstvim, porodem postizenych nebo mrtvych déti.

Septikemickd a exantemicka

Tato forma je vzacna a ma nepfiznivou prognézu. Soucasné muize byt

postizeno vice vnitfnich organd. Manifestuje se jako polymyozitida,
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myokarditida, pneumonie, uropatie nebo postizeni trviciho Ustroji a jater.
Systémové (multiorganové) onemocnéni s horeckou, septickym Sokem,
s dezorientaci a apatii, kardiopulmonalni dekompenzaci se muzZe objevit

u nemocnych s AIDS, popfipadé v kombinaci s pneumocystozou [1].

Exantém pfipomina skvrnivku, nenachazi se ve ksStici, na dlanich
a chodidlech.

2.7 Reaktivace onemocn éni

K reaktivaci latentni infekce muze dojit u pacientd s oslabenou
obranyschopnosti organismu v dusledku imunosupresivni €i cytostatické terapie
nebo u pacientu s HIV/AIDS [7]. U téchto rizikovych skupin reaktivace infekce
postihuje hlavné CNS, coz vede k toxoplazmové encefalitidé , pfi niz dochazi
k loZiskovemu postizeni mozku [15]. Reaktivace toxoplazmézy byva
u nemocnych AIDS pomérné velice ¢astou pri¢inou umrti. V Evropé umira az

30 % imunodeficitnich pacientt na tuto infekci [24].

Reaktivace infekce u imunokompromitovanych pacientu, jako jsou pacienti
s AIDS, nebo téch, jez dostavaji imunosupresiva po transplantaci, se obvykle
vyviji nékolik let po primarni infekci. Mezi charakteristické rysy reaktivace
u téchto infekci patfi zanét mozkovych blan, pneumonitis a myokarditidy [25].

Pocdatek onemocnéni je obvykle subakutni, ale asi v90 % pfipadl se
rozvijeji postupné fokélni neurologické pfiznaky [15]. Mezi dalSi projevy patfi
zména mentalniho stavu, bolesti hlavy, dezorientace, ospalost, hemiparéza az
koma. Dale také abnormality hlavového nervu nebo neuropsychiatrické

pFiznaky.

PFi reaktivaci onemocnéni se bradyzoity méni zpét na tachyzoity a ty se

rychle mnozi, pfi€¢emz u TE dochazi k loZziskovému postizeni mozku [15].
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2.8 Kongenitalni toxoplazmdza

Vrozena toxoplazmo6za ma zvlastni vyznam, protoZze muze zpulsobit tézké
poskozeni plodu nasledkem transplacentarni infekce [7]. Kongenitalni
toxoplazmo6za miZe vzniknout jen tehdy, jestlize u Zeny probiha akutni infekce
v téhotenstvi nebo bezprostfedné pred pocetim a tachyzoity jsou diseminovany

krevnim obéhem do fady organu, vcetné placenty [18].

Pokud Zena prodélala primoinfekci 4-6 mésicl pred pocetim nebo dfive,
jeji télo si jiz vytvofilo protilatky, infekce probiha latentni formou a nedochazi
k vertikalnimu pfenosu na plod [26]. Rozsah postiZzeni plodu je tedy zavisly na
dobé gravidity [27]. Imunokompetentni Zeny, které onemocnéni prodélaly
v minulosti, jsou chranény proti znovunakazeni pfitomnymi pamétovymi
burikami, coZz je provazeno protilatkovou odpovédi ve tfidé 1gG. Reinfekce
antigenné odliSnym kmenem je sice mozn4, ale v klinické praxi je povaZzovana

za raritni [36].

Pravdépodobnost infekce plodu pfi primoinfekci v gravidité je v prdméru
nizsi, nez 50 %, velmi vyrazné vSak stoupa s pokrocilosti téhotenstvi. Zatimco
v Case otéhotnéni je riziko pod 5 % a ve 13. tydnu 15 %, pfi infekci ve 26. tydnu
téhotenstvi hrozi kongenitalni toxoplazméza u 44 % pfipadd a ve 36. tydnu je
riziko az 71 % [4].

Ze zahrani¢nich statistik vyplyva, Ze k primoinfekci v gravidité dochazi
u 2,4-16/1000 séronegativnich gravidnich pacientek v Evrop&, ve Spojenych
statech americkych pak u 2-6/1000 [28].

V mnohych evropskych i zamorskych centrech dnes funguji preventivni
screeningové programy. Prvenstvi ma vtomto ohledu Francie, kde jsou
séronegativni Zzeny testovany kazdy mésic, v Rakousku u séronegativnich zen

jsou provadény jesté dalsi tfi testy [15].

V prvnim trimestru  t&€hotenstvi je riziko pfenosu infekce malé, ale pokud

LV M

[15], obraz je popisovan jako Sabinova triada. Soubor nejcastéjSich projevu je
hydrocefalus, intracerebralni kalcifikace a chorioretinitida [16]. DalSim

pfiznakem mohou byt kfe€e a potom hovofime o Sabinové tetradeé.
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Ve 2. a 3. trimestru se rozsah defektld plodu progresivné snizuje, klesa
riziko abortu, ale plod je kinfekci vnimavéjSi [16]. PFi infekci ve 26. tydnu
téhotenstvi hrozi kongenitalni toxoplazméza u 44 % pfipadd a ve 36. tydnu je
riziko az 71 % [29].

Pokud se Zena nakazi ve druhém trimestru , plod je jiz chranén
placentou, obaly a plodovou vodou. Pokud ke vzniku fetalni infekce dojde,
nasledky byvaji rozmanité. Mize dojit k hypotrofii plodu &i pfedéasnému porodu
a u novorozence muze vzniknout Siroka Skala symptomd, jako je napf. mentalni
a psychomotoricka retardace, hydrocefalus, kalcifikace, epilepsie, encefalitida,
chorioretinitida, strabismus, anémie, trombocytopénie, myokarditis, ikterus
a mnoho dalSich [4].

PFi primoinfekci ve tretim trimestru je riziko fetélni infekce velmi vysoke,
ale néasledky byvaji nejmirnégjsSi. NejCastéji dochazi k narozeni novorozence
s asymptomatickou formou kongenitalni toxoplazmézy. Az u 85 % téchto
pacientl, ktefi nebyli v€as diagnostikovani a lIéCeni se vSak s latenci nékolika let
od narozeni muiZe rozvinout chorioretinitida & zndmky psychomotorické

retardace, kterd je v tomto pozdnim obdobi jiZ terapeuticky neovlivnitelna [39].

Popsané pfiznaky u novorozencl s vrozenou infekci nejsou patognomické
pro toxoplazmézu, a proto je muzeme zaménit s kongenitalni infekci jiného

puvodu, napf. cytomegaloviru, herpes simplex viru, zardének nebo syfilis [30].

2.9 Terapie

Toxoplazméza se léCi v tézSich formach onemocnéni spiramycinem,
kombinaci pyrimetaminu a sulfadiazinu, klindamycinem, to vSe muze byt
kombinovano s kyselinou listovou a prednizonem. K 1é¢bé kongenitalni
toxoplazmézy v souCasné dobé neexistuje univerzalni schéma, které by bylo
vSeobecné pouzivano. Jednotliva schémata a kombinace se [iSi stat od statu,
¢asto i v ramci jednotlivych regionu jedné zemé (napf. Francie). Shoda je pouze
v uzivanych preparatech: pyrimethamin, sulfadiazin, spiramicin a fansidar [39].
Asymptomatické a lehké akutni formy se neléc&i. HlubSi pohled na léEbu neni

premétem této bakalarské prace.
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2.10 Diagnostika

K prikazu parazita Toxopasma gondii lze pouZzit nékolika metod. Cilem
pfimych metod je nalez mikroba v biologickém materialu. Infekce je ve vétSiné
pfipadl diagnostikovdna nepfimo na zakladé prukazu specifickych protilatek.
Klasicka Sabinova — Feldmanova reakce, zalozend na zméné barvitelnosti
tachyzoiti po kontaktu s pozitivnim sérem se jiz pouziva jen zfidka jako

referen¢ni metoda [18].

2.10.1 PFimy pr ukaz

PFimy mikroskopicky prikaz parazita pfi bioptickém vySetfeni excitovanych
uzlin, tkanovych fragmentu, krve ¢&i biologickych tekutin je mozny jen v omezené
mife. Histologickou vizualizaci parazitd umozfiuje barveni podle Giemsy nebo

hematoxylin - eosinem &i imunoperoxidazove barveni [1].

Zivé tachyzoity lze prokazat intraperitonedlni inokulaci suspektniho
materialu laboratornim mysim [18]. Pokus o izolaci TG z biologického materialu
na laboratorni mysi je velmi citlivou, v sou¢asné dobé je dostupna v NRL pro
toxoplazmo6zu SZU Praha [23].

Metody pfimého prikazu puvodce zaloZzené na infekci vnimavého zvifete
(bilé laboratorni mySi) nebo tkanové kultury jsou Casové narocné, z tohoto
ddvodu se pouziva metoda PCR kprikazu DNA Toxoplasma gondii

z klinického materialu [14].

Pfi oc¢ni, kongenitadlni a mozkové toxoplazmdéze u osob s tézkym
imunodeficitem, kdy maji sérologické testy omezeny vyznam, se vyuZivaji
molekularni metody — PCR [18].

Urcitym problémem obou téchto pfimych metod — PCR a izolace na mysi
je ziejmé pokles senzitivity po zahgjeni terapie [23].

Pfimy prikaz na pfitomnost toxoplazmové DNA pomoci PCR ma klicovy
vyznam pfi vySetfovani plodoveé vody, mozkomisniho moku, o¢ni tekutiny, méné

Casto i novorozeneckeé ¢i pupecnikoveé krve [4].
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2.10.2 Nep¥imy pr Gkaz
Toxoplazmdza je obvykle diagnostikovana na zakladé stanoveni protilatek.
Existuji rizné sérologické testy na prikaz jednotlivych tfid protilatek, které jsou

schopny zachytit jejich vzestup nebo pokles [31].

Ke stanoveni celkovych protilatek se v Ceské republice nejvice pouZiva
komplement fixaéni reakce. K ur€eni hladin specifickych antitoxoplazmickych
protilatek tfid 1gG, IgM, IgA, IgE nebo avidita IgG v séru nebo plodové vodé
(utéhotnych  Zen) se nejCastéji pouzivaji imunoenzymatické testy.

NejfrekventovanéjSi je ELISA nebo Western Blot (imunoblot).

Komparativni Western Blot je metoda, ktera slouzi k porovnani profilu
protilatek ze séra matky s profilem z plodové vody, pupecnikové krve &i krve

novorozenecké [4].

Neocenitelnou vyhodou metod ELISA je jejich automatizace
a univerzalnost. UmoZziuji prokazovat jednotlivou protilatkovou aktivitu
v jednotlivych tfidach imunoglobulind a odhadovat, kdy k vySetfované infekci
doslo [32].

2.11 Imunitni odpov éd’

Primérni infekce Toxoplasma gondii je v akutni fazi charakterizovana
strmym vzestupem protilatek tfid IgA a IgM, pozvolna stoupa hladina
imunoglobulint 1gG. Po odeznéni akutni faze titry IgA a IgM klesaji, titry 1gG
obvykle zlstavaji zvySené. Hovofime o tzv. odeznivajici toxoplazméze
(chronické fazi infekce). Pro latentni toxoplazmoézu (kompletni encystace
parazita ve tkanich) je charakteristicka nepfitomnost IgA a IgM [34]. Pozitivita
IgG perzistuje dozivotné, jedna se o pamétové protilatky. Latentni faze
onemocnéni je charakteristicka pozitivitou pouze 1gG, stfednim az nizkym titrem
celkovych protilatek a vysokou aviditou [20]. Protilatkova odpovéd vsak byva
velmi variabilni a je potfeba provést nékolik kontrolnich odbért, abychom mohli
dobfe posoudit dynamiku poklesu ¢i vzestupu jednotlivych protilatek. Pfiklady

interpretace vysledkl sérologickych nalezl jsou uvedeny v tabulce €.5
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Tabulka €.5 Sérologické nélezy - interpretace

Interpretace wsledkl sérologickych testd na prikaz toxoplazmozy

Sérologicky nalez Interpretace _Alternatlvnl
interpretace
IgA IgG IgM
anamnestické protilatky,
- + - latentni infekce
akutni infekce * subakutni infekce *
+ + +
chronicka infekce 23 akl.Jm'-SUbfL(ljm'
- + + infekce>*
+ + subakutni infekce ® chronické infekce °
samotny pocatek akutni
+/- - + infekce 56
samotny pocatek akutni
+ - +/- infekce > ¢

1 dle wsky hladin jednotlivych imunoglobulinu

2 nizké titry IgM a wsoké IgG svedci spiSe pro chronickou infekci a naopak

3 ¢asto nelze urcit z jediného vzorku séra

4 u osob s poruchami tvorby IgA (asi 10% nemocnych)

5 vzéacny, spiSe raritni nalez

6 pro wlouéeni nespecifické IgA/IgM pozitivity je nutno prokazat sérokonwerzi e tfidé IgG

(Hejnar P., Pediatrie pro praxi. 2001, Specifika nepfimé diagnostiky

toxoplazmézy a lymské borelidzy u déti)

2.12 Diagnostické postupy u gravidnich zen

Dle metodik u t&€hotnych Zen je zékladnim vySetfenim stanoveni celkovych
protilatek anti - Toxoplasma gondii pomoci KFR nebo NIFR (nepfiméa
imunofluorescence). U téhotnych Zen byva screeningovy test doprovazen
reakci na stanoveni antitoxoplazmickych IgG a IgM. V pfipadé vysSich hladin
téchto protilatek, musi nasledovat druhy stupen vySetfeni (nadstavbové). Je
tfeba urcit hladiny IgM, pfipadné i IgA a IgE [4]. Vyhodné je i stanoveni avidity
IgG, pficemz tento test slouzi k urCeni faze (stafi) infekce. Je zalozen na
poznatku, Ze avidita (tj. souhrnna pevnost vazby protilatek na jejich pfislusné
antigenni determinanty) antitoxoplazmickych IgG je zpoc&atku nizka a v prabéhu
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prvnich 4 mésicu toxoplazmo6zy stoupd. Rozhodujici je, zda-li je avidita vySSi

nebo nizsi nez stanovena mez.

Dalsi mozZnosti diagnostiky toxoplazmdzy v gravidité a s ni souvisejici
moznosti fetalni infekce je vyuziti komparativniho Western blotu IgG, (IgM),
PCR DNA Toxoplasma gondii z krve ¢&i plodové vody, biologicky pokus na

zviteti a vySetfeni plodu prenatalné ultrazvukem &i magnetickou rezonanci.

2.13 Prevence

2.13.1 Primarni prevence
* nedoporucuje se pozivani syrového a nedostatecné tepelné upraveného

masa a konzumace nepasterizovaného mléka

* koCky domaci nekrmit syrovym masem, jejich vykaly dezinfikovat 10%

Cpavkem
» détskd hfisté a zahrady chrénit pfed kontaminaci vykaly kocek

» dodrzovat pfisluSnou osobni hygienu pfi styku se zvifaty (jatka,velkochovy

prasat, dobytka a dribeze)

* pfi manipulaci se syrovym masem je tfeba si myt ruce a pouZzité nastroje,

dodrZovat zasady bezpecnosti prace

» dostate¢nd informovanost naSi populace a osvéta, vySetfovani gravidnich

zen
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2.13.2 Sekundarni prevence
e provadéni sérolgickych vySetfeni u pracovniku, ktefi profesionalné osetruji
zvifata, laboratornich a veterinarnich pracovnikd, kuchard a zaméstnanci

masokombinata pfi vstupni prohlidce do zaméstnani

e zavadét preventivni sérologicka vySetfeni na toxoplazmoézu u vSech
gravidnich Zen pfi jejich prvni navstévé v prenatalni poradné a sledovat

hlavné séronegativni Zzeny

» provadét profylaktickou IéCbu k zabrdnéni reaktivace TG a rozvoji

manifestniho onemocnéni u imunosuprimovanych osob [19].
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3 Zadani bakala rské prace - cil prace

Cilem této bakalarské prace bylo v teoretické Casti zmapovat uceleny
obraz o toxoplazméze. Charakterizovat prvoka Toxoplasma gondii, néstin jeho
objevu, systematické zafrazeni, popis jeho Zivotnich forem a cyklu
rozmnozovani. Prevalence a epidemiologie je taktéz dulezitym &lankem této
prace, nebot ztéchto informaci budu prokazovat prevalenci TG z EPIDATu
v CR. Rozbor jednotlivych forem s diirazem na kongenitalni toxoplazmézu
budou také v této praci popisovany. Jednotlivé diagnostické moznosti a postupy
jsou soucasti metodiky. Prevence je velmi citlivé a aktualni téma, které bych
zde radda prezentovala a upozornila na nutnost dodrZzovani zasad osobni

a potravni hygieny.

Prace je doplnéna kazuistikou, ktera Cerpa z mé vlastni zkuSenosti, kdyz
jsem koncem devadesatych let onemocnéla toxoplazmé6zou. Pribéh
onemocnéni u mne chci deklarovat na aktivité jednotlivych protilatek proti TG.

Doplnénim vysledkl z kazuistiky bude hodnoceni titru protilatek u mého syna.
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4 Metodika

4.1 CEM - Centrum epidemiologie a mikrobiologie

Centrum epidemiologie a mikrobiologie (CEM), ktery je jednim z ¢lank
SzZU vPraze se zabyva problematikou pfigin vzniku a S$ifeni nakaz
bakterialniho, virového a parazitarniho puvodu. Studiem patogeneze jimi
vyvolanych onemocnéni zkouma puvodce téchto ndkaz a Sifeni infekci v lidské
a zvifeci populaci. Resi odborné tkoly epidemiologického a mikrobiologického
charakteru a dale zabezpecuje hlaSeni epidemiologickych a mikrobiologickych
dat do narodnich a mezinarodnich databazi, v€etné Udaju o charakterizaci

etiologickych agens klasickymi i molekularnimi metodami.

4.2 EPIDAT

Program EPIDAT je urCen k zajisténi povinného hlaSeni, evidence
a analyzy vyskytu infekénich nemoci v Ceské republice, ktery je celostatné
pouZivan Hygienickou sluzbou CR od 1.1.1993. Tento program navazuje na
ISPO (Informacni systém pfenosnych onemocnéni) zlet 1982 — 1992 a je
soucasti NZIS. Hlaseni infek&nich nemoci je zakladem pro mistni, regionalni,
narodni a nadnarodni kontrolu Sifeni infekénich nemoci. Jeho zakonnym

podkladem jsou tyto zavazné predpisy:

e Zakon ¢.258/2001 Sh., O ochrané verfejného zdravi a jeho upravujici
predpisy.

* Vyhlaska €.195/2005 Sb., kterou se upravuji podminky pfedchazeni
vzniku a Sifeni infekénich onemocnéni a hygienické pozadavky na

provoz zdravotnickych zafizeni a Gstavu sociélni péce.

v

* Vyhlaska ¢. 473/2008 Sb., O systému epidemiologické bdélosti pro
vybrané infekce a jeji novelizace ¢. 275/2010 Sb.

* V nadnéarodni Urovni je EPIDAT jednim z podkladl pro pInéni rozhodnuti
Evropského Parlamentu a Rady 2119/98/ES, 2002/253/ES,
2008/246/426/ES, podle kterych musi byt provadéna celoevropska
surveillance vybranych infek&nich onemocnéni a data hlaSena do TESSy
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(The European Surveillance Systém) adalSich EU siti Fizenych
Evropskym stfediskem pro prevenci a kontrolu nemoci ECDC (European

Centre for Disease Prevention and Control).

Ulozisté dat slouzi k bezpeéné vyméné aktualnich datovych soubord
o vyskytu infekci mezi jednotlivymi pracovisti Hygienické sluzby CR,
Ministerstvem zdravotnictvi CR a je vyvijen ve spolupraci CDC (Center for
Disease Kontrol and Prevention, Atlanta, USA) a WHO (Svétové zdravotnické

organizace, Zeneva , Svycarsko).

Vstup dat do EPIDATuU je kontinualni, export dat je v tydennich intervalech.
Vstupni a vystupni soubory jsou zasilany cestou Ulozisté dat pro EPIDAT
Koordina¢niho stfediska pro resortni zdravotnické systéemy (KSRZIS). Data jsou
pribézné sledovana na Krajskych hygienickych stanicich, celostatné
v Narodnim referenénim centru pro analyzu epidemiologickych dat Oddéleni
biostatistiky a informatiky SZU Praha a na Oddéleni epidemiologie infek&nich
nemoci Centra epidemiologie a mikrobiologie SZU Praha.

Hl&Seni se provadi pfedepsanym povinnym hlaSenim ,HIaSeni infekéni
nemoci“, jehoZz prostfednictvim se hlasi: potvrzené onemocnéni, podezieni
z onemocnéni, nosi¢stvi a umrti. HlaSeni o infekénim onemocnéni je

prezentovana na obrazku ¢&. 3.

Aktualni informace o infekénich onemocnénich slouzi k posouzeni vyvoje
epidemiologické situace na Uzemi CR, ke sledovani zdravotniho stavu
obyvatelstva a k fizeni poskytované zdravotni péce [internet 5]. Toxoplazméza

v Ceské republice podléha povinnému hlaseni.
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Obréazek ¢. 3 HlaSenka infekéni nemoci

HLASENI INFEKCNI NEMOCI

B 114 T 1S P

BIENIO. ittt eer v e eeeeeneasaennaerratrraeasaa e reanaabaaasaaasiinn

Rodné &sio: ..o I 1 Il 1 1 L | 1 t 1 l

Pohlavi: 1 - mUZ, 2 - Z0na .....ccccooiimiivi e sirreeen e e erens D
2. Trvalé bydlisté {obec, ulice, &islo): ]
3. Pracovistd: . Povolani:

4, Nazev a adresa kolektivhiho zafizenf:

5, Diagndza:
1 - potvrzend, 2 - podezieni, 3 - nosidstvi, 4 - amrti D
6. Datum prvnich pfiznakd (den, maéslic, rok): ;
7. Obec cnemocnéni: Qkres: l::i
8. Misto izolace:
1 -doma, 2 - inf. odd., 3 - jinde, 4 - neznamo D
Datum izolace (den, méslic, rok): :l:]:

9. Nazev zafizeni a oddéleni, ve kierém doslo k nakaze:

NZIS 023 0 SEVT 147901

(Zdroj : [internet 3])

4.3 NepfFimé laboratorni metody

4.3.1 Imunofluorescence (IMF)

Imunofluorescence je sérologicka reakce, v niz je jedna slozka oznacena
fluorescenénim barvivem a vysledek se odecitd pomoci fluorescenéniho
mikroskopu. Nepfima IMF je nejbéznéjSi modifikaci této reakce a je univerzalni.
Slouzi k priikazu protilatek proti vSem agens, ze kterych jsme schopni pfipravit
preparat. Lze ji prokazat protilatkovou aktivitu rdznych tfid imunoglobulind.
Imunofluorescence je pomérné pracnd, neda se automatizovat a nehodi se tedy

k vySetfovani vétSiho poctu vzorkud [32].
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4.3.2 Enzymoimunoanalyza (EIA)

Enzymoimunoanalyza je skupina imunochemickych metod, jejichz
spole¢nym znakem je pouziti enzymu ke znaceni antigenu nebo protilatky a tim
nasledné celého imunokomplexu. Navazani enzymu se pak znazorni reakci se
substratem za vzniku barevného produktu. Vysledna detekce je podle druhu
substratu pro dany enzym fotometricka (ELISA), fluorometricka (FEIA) nebo

luminometricka (LEIA).

ELISA test - (Enzyme-linked imunosorbent assay)

Nekompetetivni ELISA je postup, ktery se nejvice vyuzZiva k detekci

protilatek toxoplazmozy.

Podstata metody spociva v tom, Ze pfi prikazu protilatky je pevna faze,
(napf. jamka mikrotitraéni destiCky) pokryta antigenem. Do jamky destiCky je
aplikovan vySetfovany vzorek, obsahujici specifické protilatky. Po promyti se
pfiddvd enzymem znaceny antiglobulin (antisérum - zvifeci protilatka proti

lidskému imunoglobulinu), tzv. konjugét.

Po dalSim promyti je aplikovan substrat, tim dojde ke vzniku barevné
reakce a intenzita vysledného barevného profilu produktu je pfimo Uumérna
koncentraci hledané protilatky. Pomoci kalibracni kfivky sestrojené ze
standardnich vzorkd se odecitaji pfislusné hodnoty v nezndmém vzorku, ktery
pravé provéfujeme. Hodnoceni Ize provést i pomoci tzv. indexu (pomér
absorbance vzorku k absorbanci cut-off standardu). Cut-off je lidské sérum

obsahujici protilatky v hrani¢nich koncentracich [33].
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Obrazek €. 4 ELISA test

(Zdroj: foto vlastni)

4.3.3 Western blot (imunoblot)
Blotové techniky jsou v podstaté kombinaci elektroforézy a imunodetekce
zalozené na sendviCovém principu: konjugat, protilatka proti lidskym

imunoglobulinim oznacené enzymem nebo radionuklidem.

Technika imunoblotu se sklada z nasledujicich postupl. V prvnim kroku je
antigenni smés rozdélena elektroforeticky na polyakrylamidovém gelu. Z néj je
pfenesena pomoci elektrického proudu na nitrocelul6zovy prouzek (blotovani),
kde je fixovana. Takto pfipravené nitrocelulézové prouzky (WB stripy) pfichazeji
v komerénich soupravach do laboratore.

VySetfovany vzorek se v laboratofi inkubuje s WB stripem. Specifické
protilatky se navdzou na pfislusnou antigenni komponentu, pak pokracuje
navazani konjugatu (antigamaglobulinového séra znaceného enzymem) a jeho
reakce se substratem. Vysledkem je barevny prouzek na WB stripu v misté
polohy daného antigenu. Komeréni soupravy vyuzivaji Cisténé smeési antigenu
dalezitych pro stanoveni diagnézy. Hodnoceni se provadi vétSinou pouhym

okem, je mozné pouzit i denzitometr [33].
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Obrézek ¢. 5 Western-blot

Analyse: 27.06.2013_15-20_WE224_5_Borrelia_EU_Trp_IgG.bla Current user: fejtvac
Company: Virotech Test: WE224_5 Borrelia EU Trp Rev.: 002GB CutOff tolerance: 0
Background correction: ON
Info [No |Type |lg |PID |SampleNo. |Strip 2 = Antigens Rev.Antigens Results
Fan 2k = = ; = 7
- m e o € = &z & =
| o8 Qe B A T S S
| ~T6 g 5 & ik 4
| sfs & = 8 5 d i w ok
| 11K | 1 1 I3 1101}
|
1 |Cutoff |[igG | L I LS ; [VISE; DbpA; Pko; p58
12 4 A :
2 [Patient i I B e 1 == — = negative
| 12 5 6 > 8 |
3 |Patient |ig i - Sm—— FRFEEY : s s s 7 ; : 1| VisE(196,7); DbpA(15,4); positive
12 : ] 6 8 2 1 |P58(29,7)
; SRR i T ]
4 [Patient 3 L T ] 7 T T " T | VisE(0,0) borderiine
12 i 2y ; o
5 |Patient i | 4 : | 8 lI F . =1 I 1 .| negative
12
6 i T ] e | — RS
6 |Patient |ic 5 L 1 f — 1 1 | negative
12 7 5. 6 : i :
7 [Patient |10G | 6 i b s L e s S e e negative
12 7 5 ] 7 11
8 |Patient G 7 I . q T = negative
12 7 i
9 |[Patient |1oG | |8 T P ) T | e T negative
10 |Patient |ic 9 == T ¥ 0 1 1 1 T 777 | VIsE(146,2); pB3(8,8) ? positive
bl 4 5 5 & 9 11
11 |Patient |iqc 10 — — T T 1 = negative
f2 5 g 8 ¢ Z 4
12 |Patient | 11 %Lp,ii 19 i GEea ; : negative
1

(Zdroj: foto vlastni)

4.3.4 Komplement fixa €ni reakce
Komplement fixaCni reakce je sérologicka metoda, ktera slouzi nejCastéji
k prakazu protilatek. Podstata KFR spociva ve vazbé komplementu na komplex

antigen — protilatka.

Sérum do této reakce nesmi byt chylézni nebo hemolytické a je nutno jej
vzdy tepelné inaktivovat pfi 56°C, aby se odstranil lidsky komplement [32].

V prvni fazi se vaze protilatka z pacientova séra na pfislusny antigen. Na
vznikly imunokomplex se navazuje komplement. Jako zdroje komplementu se
v laboratofi uziva morcCeci sérum. Pokud se komplement navazal v prvni fazi
reakce, zustanou pfidané erytrocyty beze zmény jako tzv. zabrana hemolyzy.
Jestlize hledana slozka (protilatka) pfitomna nebyla, komplex antigen -
protilatka nevznikne. Komplement zlstane volny, navaze se na indikatorovy
systém, ktery se sklada z ov€ich erytrocytll senzibilizovanych amboceptorem,
coz je obvykle krali¢i protilatka proti beranim krvinkam a vysledkem je

hemolyza krvinek [33].
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Vysledek se vyjadfuje pomoci titru, tji. vjakém nejvySSim Fedéni
vySetfovaného séra byly zjistény protilatky. Hemolyzu povaZzujeme za negativni
vysledek. Zabrana hemolyzy (negativni hemolyza, ov&i krvinky sedimentuji)
znamena pozitivni vysledek, tj. byly pfitomny hledané protilatky.

Obréazek ¢. 6 KFR metoda

(Zdroj: foto vlastni)

4.4 Primé laboratorni metody

4.4.1 Polymerazova fretézova reakce (PCR)

Polymeraze chain reaction (polymerazova fetézova reakce) je enzymova
metoda slouzici k syntéze definovaného uUseku DNA. Vzhledem Kk vysoké
citlivosti detekce je mozné PCR pouZit pro zjisténi pfitomnosti velmi malého
mnozstvi nukleové kyseliny ve vzorku (teoreticky by méla stacit jedina molekula
DNA). Zakladem Uspésné reakce je pouziti neporuseného Useku této nukleové
kyseliny, ktery ma byt amplifikovan (pomnozen).

Spravna aplikace molekularnich metod v diagnostice toxoplazmovych
infekci je dulezitd predevSim v €asném stadiu gravidity, u novorozencu
s podezfenim na kongenitalni toxoplazmo6zu a u imunosuprimovanych osob
[14].
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Princip metody

Princip amplifikace DNA touto metodou in vitro je podobny replikaci DNA
in vivo. Kopie Useku DNA jsou syntetizovany podle templatu (jednofetézova
DNA) pomoci enzymu DNA - polymerazy na principu komplementarity bazi.
Vysokou teplotou dojde kdenaturaci dvoufetézcové DNA a ziskana
jednofetézcova vlakna slouzi jako templat. V dalSi fazi je zapotfebi dvou
primerQ, chemicky syntetizovanych kratkych oligonukleotidd, které se pfipojuji
ke komplementarnim Usekim Fetézcl DNA tak, Ze jejich 3" - OH-konce sméruji
proti sobé. Pomoci primer( je zaroven vymezen Usek DNA, ktery bude

amplifikovan [35].

Slozeni reak €éni smési

1) templatova DNA, ktera byla izolovana ze vzorku raznych mikroorganisma

(bioptickych vzorka, stérd, z bunék tkanovych kultur, télnich tekutin)

2) synteticky pfipravené primery (kazdy komplementarni k jednomu fetézci
DNA)

3) smés nukleotidi dNTP (deoxyribonukleosidtrifosfaty)

4) termostabilni enzym DNA polymeraza (napf. Taq polymeraza ziskana

s

z termofilni bakterie Thermus aguaticus Zijici v horkych pramenech)

Reakéni smés pro PCR se napipetuje do malé PCR zkumavky, kterd se
vlozi do termocykleru, ve kterém probihaji teplotni cykly. Kazdy cyklus ma 3
faze s odliSnymi teplotnimi podminkami. Tento cyklus se opakuje 25 — 35 krat.
Do reakce se navic zafazuje pocCateCni denaturace a zavérec¢na polymeracni

reakce.

Vysledny produkt PCR (amplifikovany Usek DNA) Ize analyzovat napf.
stanovenim velikosti produktu gelovou elektroforézou, Stépenim restrik&nimi
enzymy a posouzenim vznikajicich restrikénich fragmentd (RFLP), hybridizaci

se znacenou sondou komplementarni k ¢asti sekvence amplifikovaného Useku
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nebo stanovenim sekvence DNA (sekvenovani). Touto metodou Ize ziskat 2"
kopii DNA, kdy n je pocet cyklh. Z jedné molekuly DNA muzeme napfiklad
ziskat po probé&hnuti 30 ti amplifikagnich cykl( vice, nez 10° kopii [35].

Vyuziti

Tato molekularni biologickdA metoda muaze byt vyuZzZita napfiklad pfi
sekvenovani DNA, pfi analyze genl, DNA fingerprintingu, pfi zjiStovani
genetickych a infek&nich nemoci, v prenatélni diagnostice dédi¢nych chorob,
preimplanta¢ni diagnostice a typizaci, izolaci urcitého genu ze vzorku tkanég,

prikazu identity v kriminalistice a pfi urovani paternity.

Obréazek €.7 Termocykler

(Zdroj: [internet 4])
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5 Vysledky - epidemiologicka data

Z Udaju databdze EPIDAT plyne vysSi zastoupeni infikovanych Zen
(pFevazuji mladsi vékové kategorie). Vzhledem k vaznému riziku nakazeni zen
fertiiniho véku je toto velmi nepfiznivy jev. Souvislost mizeme pravdépodobné
hledat ve vyssi frekvenci vySetfovanych gravidnich Zen. OvSem absolutni pocty
onemocnéni iincidence ma zfetelné klesajici tendenci. PFi¢inu mozno nalézt
v odlisném Zivotnim stylu (pokles samozasobovani péstovanim kofenové
zeleniny i chovu drobného domaciho zvifectva, zvySena hygienickd aroven

~

komer&niho zasobovani, osvéta, vysSi Uroven veterinarni péce aj.).

Grafé. 1

Toxoplazméza podle pohlavi a v &kovych skupin — muzia zenyv CR
na 100 000 obyvatel
rok 2008 - 2011
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(Zdroj: [internet 6])
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Graf €. 2

rok 2009
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Graf €. 4

rok 2011
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(Zdroj: [internet 6])

Graf €.5
Vyvoj po étu toxoplazmézy v CR
od roku 2000 - 2012
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(zdroj: [internet 6]) rok
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Graf €. 6
Vyvoj incidence toxoplazmézy v CR
na 100 000 obyvatel
od roku 2000 - 2012

rok 2000-2012
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incidence na 100 000 obyvatel

rok

(Zdroj: [internet 6])

6 Kazuistika - zena

6.1 Klinick4 data
Prezentuji vlastni pfipad onemocnéni toxoplazmézou, ktera mi byla
diagnostikovana v roce 1997 ve véku 20 let. Zacal nahodnou kontrolou u Iékare,

v W

ale mél na muj dalsi Zivot velky vliv.

Lékarku specialistku ORL jsem navstivila po mésici trvajicich obtizi
zvétSenych uzlin na krku pod levym uchem. Nebylo doprovazeno teplotami,
anavou. Citila jsem se zdrava, hlavnim duvodem, pro¢ jsem k Iékafi Sla, byla
absence ve Skole. NeocCekavala jsem zjisténi Zzadného onemocnéni. Pfi prvni
navstévé mi lékarka sdélila nékolik moznych pficin zvétSeni uzlin daného
rozsahu napf. tuberkul6za, maligni onemocnéni, druh zoonézy, v pfipadé
nezjiSténi pri¢iny navrzen chirurgicky zakrok odstranéni uzlin. Rodinna a osobni

anamnéza byla nevyznamn4, sledované nemoci se v rodiné nevyskytovaly.
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Po tydnu jsem se dostavila ke kontrole a pro vysledky vySetfeni —
sérologické vySetfeni krve, RTG plic, ultrazvuk uzlin. B&€hem mé navstévy
nebyly vysledky z mikrobiologie kompletni, byla mi vystavena Zadanka
k chirurgickému zakroku. Jesté pfed mym odchodem byly vysledky doplnény se
zjisténim vysokych hodnot protilatek metodou KFR. OkamZzité jsem byla
poslana na infekéni oddéleni Nemocnice Havlickiv Brod s diagn6zou
toxoplazmézy, kde jsem byla hospitalizovana po dobu 12 dni, lé€ena
trojkombinaci antibiotik Rovamycin, Daraprim, Sumetrolim. Pochazim z vesnice,
mohla jsem se tedy nakazit konzumaci nedostate¢né umyté zeleniny, ¢astym
kontaktem s ko¢kami. Po propusténi do doméaciho oSetfeni jsem pokracovala
s medikaci po dobu 20 dni. Po roce, tj. v roce 1998, jsem nastoupila na stejné
oddéleni k druhému preléCeni. PFi propusténi jsem byla upozornéna na

nevhodnost gravidity do doby Upravy elevovanych titrd proti toxoplazméze.

Od roku 1998 jsem v péci poradny pro zoondzy infekéniho oddéleni
Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Na pravidelné kontroly jsem jezdila
Ctvrtletné, kde byla sledovana dynamika protildtek se stalym doporucenim
nevhodnosti gravidity. V roce 2003 jsem se vdala, otazka mozZnosti otéhotnét se
stala pro mé velmi aktualni. V roce 2004 doslo ke sniZeni protilatek a gravidita
byla z hlediska lIékafe moZna. DalSi kontrola v roce 2004 byla jiz v 7. - 8. tydnu
gravidity, stanovena medikace Rovamycin po 8 hodinach zatim po dobu
prvniho trimestru. Nakonec jsem uzivala Rovamycin po 8 hodinach po celou

dobu gravidity aZz do porodu v bfeznu 2005.

| pfes plnou duvéru oSetfujicimu lékafi, otazka nevhodnosti gravidity,
léky nebrala a neohroZovala zdravi nenarozeného ditéte, byly pro mé silnym
stresujicim faktorem. PfestoZe porod probéhl bez komplikaci, u syna nebyly
zjistény Zadné zdravotni anomalie, byla jsem pét tydnd po porodu

hospitalizovana na Psychiatrické |é¢ebné v Havlickové Brodé.

Jak jsem jiz uvedla v Gvodu, toxoplazméza mi byla zjiSténa cisté nahodou.
To, co jsem prozivala v pribéhu gravidity kvuli svému onemocnéni, vedlo
k psychickym potizim, se kterymi se potykdm dodnes, k rozhodnuti nemit dalsi

déti. O toxoplazméze jsem se dozvédéla, az kdyZ mi byla diagnostikovana,
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v prubéhu léceni jsem se neodvazovala zjiStovat podrobnosti. Proto tuto praci
povazuji za zpUlsob, jak se o této nemoci dozvédét vice a vyrovnat se s jejimi

nasledky v mém Zivoté.

6.2 Laboratorni data — pacientka

Laboratorni data ukazuji do jisté miry atypicky prubéh odpoveédi
demostrovaného pfipadu. Pocatecni typicky vysoky titr KFR rychle poklesl na
anamnestiké hodnoty 32 - 64, naopak IgM vykazovaly sklon k persistenci
v pozitivnich hladinach. V roce 2003 rostou nékteré akutni markery (IgA, IgE)

a pfechodné klesa avidita, tento jev diskutujeme.

V Case kolem porodu jsou vSechny markery v podobé typické pro

anamnesticky nalez.
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Tabulka &.6

Prehled vysledkl sérologickych markerd TG z kazuistiky

Datum KFR IgM I0A 1gG Avi IgG IgE
odbéru 1: %
17.9.1997 1054 ND ND ND ND ND
16.11.1998 128 ND ND ND ND ND
22.10.1999 64 0,78 ND ND ND ND
7.1.2000 128 2,35 0,9 ND ND ND
18.5.2000 128 1,81 0,7 ND ND ND
28.8.2000 64 1,54 0,47 ND ND ND
24.11.2000 128 1,35 0,52 ND ND ND
1.2.2001 128 1,9 0,48 ND ND ND
30.3.2001 128 2 1,1 4,8 63 ND
21.6.2001 128 1,69 0,56 2,65 81 ND
4.7.2001 128 1,01 0,51 ND ND ND
8.2.2002 64 1,39 0,45 ND ND ND
7.6.2002 128 0,87 0,37 ND ND ND
11.4.2003 128 1,31 0,57 4,57 ND ND
19.5.2003 128 11 0,5 5,35 71 ND
10.9.2003 128 1,01 0,46 4,92 47,4 ND
17.12.2003 64 2,1 0,57 4,5 44,6 0,48
28.1.2004 128 1,04 0,54 4,68 83 0,42
29.7.2004 64 1,5 0,74 6,6 65 0,24
29.9.2004 128 15 0,56 7,1 68 ND
2.12.2004 64 1,44 0,48 6,63 74 0,46
3.3.2005 64 1,26 0,49 5,7 ND 0,58

(Zdroj: autorka)
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6.3 Laboratorni data - syn

Diagnostika vrozenych infekci je zaloZzena na poznatku, Ze protilatky tfidy
IgG mohou prochéazet placentou a v krvi novorozence Ize prokazat materské
protilatky. Protilatky jinych tfid placentou prochédzet nemohou a pokud je
u novorozence prokadzeme, jedna se vzdy o vlastni protilatky. Novorozenec se

tedy rodi s hladinami IgG, které jsou rovny hladinam matky [37].

Laboratorni vySetieni syna sledované pacientky ukazuje typicky nalez
matefskych protilatek s poklesem do pul roku véku a negativnimi markery
akutnimi - IgM neméfitelné, IgA nedosahuje hrani¢nich hodnot a i v nich
zaznamenavame pokles. V prvnim roce Zivota bylo dité séronegativni,
k nakazeni nedoSlo [36]. Déti matek s toxoplazmézou se sleduji nejméné rok
[33].

Tabulka ¢&. 7

Pfehled vysledkd sérologickych markerd TG syna pacientky z kazuistiky

Datum IgM IgA IgG KFR
odkeru 1:
31.3.2005 0,08 0,45 5,91 64
15.6.2005 0,09 0,39 3,24 8
12.10.20050,1 0 0,97 8
28.6.2006 0,15 0 0,87 8

(Zdroj: autorka)
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7 Diskuze ke kazuistice

Na kazuistice je zajimavé kromé pohledu na konkrétni medicinsky pfipad
i to, Ze odrazi vyvoj poznani, diagnostiky a terapie onemocnéni, ve shodé

s historickym pfehledem [40].

Prvotni onemocnéni bylo zachyceno koncem devadesatych let pouze
metodou KFR, ktera je dosud fadou autord povaZzovana za zakladni [40],
doplnénou pozitivitou v kvalitativnim ELISA prikazu IgM. K névrhu
chirurgického feSeni lymfadenitidy by se jiz dnes stéZzi dospélo. Nicméné
zakladni diagnéza byla stanovena spravné iz dneSniho pohledu s dobové

omezenym metodickym vybavenim [39].

Pacientka byla nadale |é€ena podle schématu, které by bylo platné i dnes.
Vysoka avidita, svédcici pro anamnestickou povahu protilatkové odpovédi
s predpokladanou ochranou plodu byla prokazana v roce 2001, nicméné
pretrvavajici titry akutnich markert vedly v tehdejSim stavu poznani ke klinické

opatrnosti.

V prehledu sérologickych nalezl je prekvapivym nélezem v roce 2003,
opakované zjistény pokles avidity a vzrast titru IgA a IgE, které maji povahu
doplfujiciho akutniho markeru, coz vedlo klinika k doporu¢eni odkladu gravidity.
Recentni literatura zde navadi k hypotéze reinfekce jinym kmenem [36].

Opatrnost pfinesla Uspéch v podobé porodu zdravého ditéte s normalnim
vyvojem hladin protilatek (z grafd plyne pfitomnost postupné mizejicich
matefskych protilatek). Z tohoto pohledu byla terapie UspéSna a zdravé dité

bylo jednoznaénym Uspéchem.

Posledni vySetfeni z roku 2005 z doby kolem porodu jiz pfedstavuje jasné
vyjadieny anamnesticky nalez bez akutnich markerd, s primérnym titrem KFR

a vysokou aviditou, tedy i pacientku samu muzeme povaZzovat za vylécenou.

Hodna pozornosti je i psychosomaticka stranka celého pripadu, kdy neni
vhodné pacientce sdélovat negativni prognézu, pokud nemame jasné
stanovenou dobu primoinfekce a nemizZeme tedy riziko konkretizovat. Tato

informace muaze byt zavadéjici. Strach o dité byva enormni a vznikly stres mize
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Vidime, Ze obavy o osud ditéte, tlak rodinného okoli a dalSi negativni vlivy na
psychiku pacientka dobfe ustala co se tyCe fyzické stranky téhotenstvi, ovsem
psychicka zatéz byla pfilis velka a skoncila hospitalizaci. Samotna informace

0 nemoci muze napachat Skody srovnatelné se somatickym onemocnénim.

Prevenci toxoplazmézy je dodrZzovani opatfeni u ohroZzenych osob,
predevSim imunokompromitovanych a nastavajicich matek s neimunnim nebo
neznamym imunitnim statusem: dostate¢na tepelna Uprava masa a mléka, myti
zeleniny, myti rukou po praci na zahradé, manipulaci se syrovym masem a po

vwv s

kontaktu s koCkami, zvlaStni pozornost je tfeba pfi likvidaci koc€i¢ich vykalu [23].

Absence rutinniho screeningu gravidnich zen v CR ndm celou situaci nijak
neulehcéuje. Je tedy nanejvySe dllezité apelovat na spadové gynekology, aby
tuto diagnostiku provadéli. Neméli bychom véhat s terapii gravidnich Zen
a dlouhodobé sledovat rizikové déti-pfedevsim pak jde o nutnost dlouhodobého

sledovani o¢niho pozadi [16].
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8 Zaveér
Toxoplasma gondii je ubikvitni jednobunécny parazit, zpusobujici

toxoplazmo6zu. Napada vSechny teplokrevné Zivocichy, definitivnim hostitelem

jsou kockovité Selmy.

VétSina pripadd toxoplazmézy clovéka je inaparentni, problémem je
onemocnéni u imunokompromitovanych pacientd a ohrozeni plodu pfi nakaze
béhem gravidity. V naSi populaci je moznym zdrojem nékazy jednak prfenos
oocyst z materidlu kontaminovaného koci¢im trusem (koc€ic¢i zachody, kofenova
zelenina ze zahonkl, détska piskovisté), jednak pozfeni tkanovych cyst
z tepelné neupravenych masnych vyrobkd (napfiklad ochutnavani béhem

kuchynské Upravy).

Diagnostika je zaloZzena na sérologickych testech. | kdyZ je jako zakladni
test doporu€ovana vazba komplementu (KFR), v praxi pfevaZzuje metoda ELISA
(hlavné ve tfidach IgG a IgM). Dlvodem muZe byt horSi dostupnost diagnostik
(komplementu), lepSi moZnost automatizace a reprodukovatelnost enzymovych

imunoanalyz.

v

Absolutni pocty novych pfipadd klesaji. Jako nejvyraznéjsi skupina

nemocnych zastavaji zeny ve fertilnim véku.

Pro prevenci je navrZena cela fada opatfeni, pro jejich ucinnost je nutna

osvéta.

Literatura se prevazné zabyvAd somatickymi strankami toxoplazmdzy,
v ilustraéni kazuistice ukazujeme tvrdé psychologické a socialni dopady
zminéného onemocnéni. Na prehledech je vidét nejen postup boje pacientky
s chorobou, ale i pokrok v diagnostickych metodach a terapeutickych nazorech

na problematiku.

Z této kazuistiky rovnéz vyplyva divod volby tématu a osobniho zaujeti pro

né;.
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Seznam pouzitych zkratek

AIDS
CDC
CNS
CEM
dNTP
DNA
ECDC
EIA
ELISA

EPIDAT

FEIA
HIV
IMF
ISPO
KFR
KSRZIS
LEIA
NIFR
NRL
NZIS
ORL
PCR

RTG

Syndrom ziskané imunodeficience

Center for Disease Kontrol and Prevention

Centralni nervovy systém

Centrum epidemiologie a mikrobiologie
Deoxyribonukleosidtrifosfat

Deoxyribonukleova kyselina

European Centre for Disease Prevention and Control
Enzymoimunoanalyza

Enzyme Linked Imunosorbent Assay

Program pro sbér surveillance infekénich chorob v oboru
epidemiologie v CR

Fluorimetricka enzymovéa imunoanalyza
Virus lidské imunodeficience
Imunofluorescence

Informacni systém pfenosnych onemocnéni
Komplement fixacni reakce

Koordina¢ni stfedisko pro resortni zdravotnické systémy
Luminometrickd enzymova imunoanalyza
Nepfima imunofluorescence

Narodni referen¢ni laboratof

Narodni zdravotnicky informacni systém
Otorhinolaringologie

Polymerazova fetézova reakce

VySetfeni pomoci rentgenového zareni
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RFL

SFDT
szu
TE
TESSy
TG
WHO
WB

ND

Restriction fragment length polymorphism-enzymatické
Stépeni

molekul restrikéni endonukleazou
Sabin Feldrman Dye Test

Statni zdravotni Gstav
Toxoplazmova encefalitida

The European Surveillance System
Toxoplasma gondii

Svétova zdravotnick& organizace
Western blot

Not done-nedélano
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