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Uvod

Historii vyzkumu parazita Toxoplasma gondii 1ze rozdé¢lit do n€kolika etap. Po
jeho objeveni a popsani v roce 1908 se v dalSich letech badatelé soustfedili pfevazné na
odhalovani biologickych vlastnosti prvoka a vztahti s mezihostiteli. Az po roce 1923 se
pozornost upiela na jim vyvolané onemocnéni - toxoplazmoézu a jeji zdravotnicky
vyznam pro ¢loveéka. Objevilo se mnoho teorii, pozdé¢ji potvrzovanych i vyvracenych,
které souvisely s urovni a rozvojem pozndni. Postupné byly popisovéany jeji rozmanité
formy a jejich vliv na zdravi ¢lovéka. V soucasnosti Ize u toxoplazmdzy vyclenit dvé
jasn¢ vyhranéné skupiny lidi snejvétsim moznym zdravotnim rizikem. Jsou to
imunosuprimovani pacienti a tc¢hotné Zeny. Pravé role toxoplasmozy jako jedné
z oportunnich infekci u HIV pozitivnich pacientd a problematika mozného pienosu
infekce z matky na plod oteviely novou etapu vyzkumu. V soucasnosti se stale ¢astéji
hovoii o mozné manipulaci lidské osobnosti pii trvalé perzistenci parazita v téle a o
mozném souvislosti s vyskytem schizofrenie u ¢lovéka.

Ze je nutné se timto parazitem intenzivné zabyvat, doklada i jeho celosvétové
rozsifeni a prokazany vyskyt v populaci. V nékterych oblastech svéta je prokazana
piitomnost protilatek az u 80 % lidi. V Ceské republice je to v riznych krajich od 25
do 50 %.

Vyzkum problematiky toxoplazmézy mé velkou tradici i v nasi zemi. Cesky
oftalmolog dr. JankG se zapsal nesmazatelné¢ k odbornym veli¢indm pfi feSeni
kongenitalni toxoplazmdzy.

Ceskoslovensti odbornici vyznamné pfispéli i k rozvoji laboratorni diagnostiky
tohoto onemocnéni. Na zavadéni novych metod i inovaci pouzivanych se podilela cela
fada ptednich parazitologli na akademické pudé¢ i ve zdravotnickych zatizenich. Hlavni
cile té€chto inovaci zistavaji po 1éta stejné: co nejpiesnéji urcit fazi onemocnéni. To ma

nejveétsi vyznam zejména pii interpretaci sérologickych vySetteni téhotnych Zen.



1 Historie poznatki o toxoplazmoéze

Prvok Toxoplasma gondii byl objeven a popsan vroce 1908 v Tunisu u
severoafrické pamysi hiebenoprsté Ctenodactylus gondi. Od té doby piibyvaly dalsi
zachyty u riznych druht zvifat (mezihostiteld) a c¢asto 1 podle nich nazyvany
(Toxoplasma alencari, Toxoplasma  brumpti, Toxoplasma colubri, Toxoplasma
hammondi, Toxoplasma ranae, Toxoplasma .serpai atd.). Tak se pocet pojmenovani
tohoto prvoka neustdle zvySoval.. Celkovd suma druhovych jmen, kterd se v historii
vyzkumu objevila, dosdhla ¢isla 40. Okolo roku 1952 ale opét zalind pievladat
unitaristicky nazor. Je tfeba pfipomenout, ze se v literatufe objevuje zpocatku velké
mnozstvi poznatkil pievazng z oblasti biologie tohoto prvoka. Jeho zadvaznost a dopady
na zdravi ¢lovéka z klinického hlediska a popisy nové objevenych skutecnosti ziistavaly
zpocatku na okraji zajmu (1).

Zpravy o moznosti infikovat ¢lovéka se objevuji od roku 1914, ale dikazy jsou
sporné. Az vroce 1923 byla toxoplazméza prokazatelné oznafena jako lidské
onemocnéni ¢eskym oftalmologem dr. Josefem Jankt, ktery u ditéte zemielého na
kongenitalni hydrocephalus popsal tkanové cysty v chorioretinickych lézich a od
pocatku byl piesvédCen o parazitarnim ptivodci onemocnéni (2).

Prvni zminky o vyznamu kocek v biologii T. gondii s navaznosti na ¢lovéka se
objevuji koncem 60. let minulého stoleti. Tak bylo prokézano, Ze pro tohoto prvoka je
definitivnim hostitelem kocka a nékteré dalsi kockovité selmy. Clovék v Zivotnim cyklu
plni pouze roli mezihostitele (3,4,5) .

Odhalovéani a popisy klinickych pfiznakli onemocnéni sice ptibyvaly, ale
laboratorni pracovnici vénovali vice pozornosti objevovani a zavadéni novych
diagnostickych metod. Jejich cil byl jediny: co mozna nejptesnéji urcit fazi infekce
sdirazem na akutni obdobi. To méla specifikovat detekce imunoglobulini
produkovanych organismem v €asné fazi onemocnéni - imunoglobuliny IgM. (6). Po
zjisténi skuteCnosti, Ze u nckterych pacientd pfetrvava vyjimecné tato tfida
imunoglobulinii az 3 roky (zcela bézné 1 rok), byla zavedena do rutinni diagnostiky
detekce imunoglobulinti IgA (7). To ma zéasadni vyznam v interpretaci vysledku pii
vysetfovani gravidnich zen a pii nésledné péci o né. (Metody viz kapitola Material a

metodika).



Uroveii poznani o toxoplazmoéze a nejdileZitéjsi oblasti sou¢asného badani lze
tedy shrnout nasledovné:

1. Je to patrné jeden z nejrozsifenéjSich paraziti.
moznym negativnim dusledkiim pro imunosuprimované lidi a v ptipadé primoinfekce
zeny v gravidité i pro plod.

3. Clovék neni pro puvodce onemocnéni finalnim hostitelem, ale pouze
mezihostitelem. Vedle c¢lovéka muize byt témito mezihostiteli celd fada dalSich
obratlovct.

4. Definitivnim hostitelem je koCka a nckteré kockovité Selmy jako jeden
zmoznych zdrojii infekce pro cloveéka, a proto je onemocnéni fazeno mezi
zoondzy. (Jako definitivniho hostitele oznacujeme toho, ve kterém parazit pohlavné
dospiva a dokoncuje pohlavni rozmnozovani.)

Ve zdravotnictvi se zdjem soustfed’uje na vyzkum nasledujicich problémii:

- toxoplazmoéza a téhotenstvi

- toxoplazmdéza a imunosuprimovani lidé

- o¢ni forma onemocnéni

- toxoplazmdza a psychika ¢loveka

- laboratorni ¢i klinické wurCeni faze infekce, odliSeni

primoinfekce od reinfekce nebo reaktivace

2 Systematické zarazeni plivodce

Klasifika¢ni systémy a systematické zafazeni vSech organizmi jsou v neustalém
vyvoji. Doslova revoluci v téchto nahledech zptsobilo pouzivani molekularné
biologickych metod a fazeni jednotlivych taxonii dle podobnosti nukleovych kyselin
nebo jejich segmenttl, zvlasté pak sekvenovani malych podjednotek rRNA. Odbornici se
shoduji, ze diky neustdlému vyvoji mé jakykoliv souCasny systém prvokii pouze
docasnou platnost. Rovnéz je ptipoustén stav, kdy pro vyuku a neformalni ucely mohou
byt akceptovany terminy jako bi¢ikovci, améby, rizopoda atd. pouze na zaklad¢ urcitého

typu organizace. Pro oznaceni taxonomickych skupin to ale neni piijatelné.



Vznik prvnich systémut prvokl se da datovat od dob van Leeuwenhoeka. Az do
20. stoleti byla hlavnim taxonomickym kritériem morfologicka podobnost.

Prvni systém prvoki byl navrZzen Butschlim (Butschli 1881) sjedinym kmenem
(Protozoa) a cCtyfmi tfidami (Sarcodina, Sporozoa, Mastigophora a Infusoria). Na
zakladé pokracujiciho vyzkumu ultrastruktur prvokii se ménil i pohled na jejich
taxonomické zatazeni, ktery si vyzadoval ¢etné zmény. Jedna z dilezitych revizi, na
které se podileli 1 nasi protozoologové, byla publikovdna v roce 1980, rozliSuje jiz 7
kmeni (8).

Od tohoto roku prochdzi taxonomie neustalym vyvojem a je soustavné
upfesnovana. Do soucasnosti byla nékolikrat upravena a tento trend bude samoziejmé
pokracovat (9,10,11,12).

Dusledkem téchto velmi rychlych zmén jsou dnes vydavané protozoologické
monografie bez publikovani jakychkoliv systémi. Dukazem je i posledni monografie,
zroku 1996 (original v anglicting), pielozend Lomem a vydand v ¢estin€ v roce 2003
(13). Jsou zde popisovany razné systémy, které se objevily v dob¢ od vydani originalu
po vydani ¢eského ptekladu s vizi potiebnych a nutnych zmén do budoucnosti.

Podle jednoho z poslednich dnes uznavanych systémi rozliSujeme 13 kment

protozoi a taxonomické zatazeni prvoka T. gondii je v soucasnosti nasledujici (14).

Nadiise: EUKARYOTA
Chatton, 1925
Rise: MASTIGOTA

Hulsmann a Hausmann, 1994
Podrise: DIMASTIGOTA
Hulsmann a Hausmann, 1944
Nadkmen:  METACARYOTA
Cavalier-Smith, 1991
Kmen: Alveolata
Cavalier-Smith, 1992
Podkmen: Apicomlexa (diive tento taxon prezentovan na urovni kmene)
Levine, 1970

Ttida: Coccidea



Leuckart, 1879
Rad: Eimeriida
Léger, 1911
Do tohoto fadu kromé prvoka Toxoplasma gondii patii také zastupci dalSich
cizopasnych prvoku jako je: Cryptosporidium
Eimeria
Frenkelia
Isospora

Sarcocystis

Ani tento systém neni definitivni a v budoucnosti se ptilivem novych poznatkl
bude jist¢ ménit. Ndzor na zafazeni do podkmenu (kmenu) Apikomplexa spojuje

vSechny tviirce dosud existujicich systéml.

3 Morfologie parazita

Tvar téla tohoto prvoka je konkdvokonvexni, plankonvexni nebo ovalny.
Povrchovd membrana je dvoulamelové, z nichz vnitini je silngjsi. Na pfednim pdlu
bunky tvoii pelikula tfivrstevnou prstencovitou strukturu — apikalni prstenec.

Charakteristickym znakem vsech zastupcti podkmene Apikomplexa je apikalni
komplex, ktery dal celé skupin€ i jméno. V soucasnosti je to jeden z nejstudovanéjSich
souborti organel. Prvok jej vyuziva hlavné k priniku do hostitelské bunky (15).
Patii sem jiz zminény apikalni prstenec, konoid a mikrotubuly (cytoskeletalni vybava) a
dale zlaznaté komponenty (mikronemy, rhoptrie, denzni granula). VSechna tato zafizeni
slouzi k pohybu buinky (mikronemy), nalezeni vhodné hostitelské buiiky (konoid a
mikronemy), priniku do hostitelské buiky (konoid a rhoptrie), Gpraveé prostredi
parazitoformni vakuoly (rhoptrie a denzni granula) a prostfedi parazitované bunky a
jejiho dalsiho osudu (fada genovych produktt) (16). Genom je slozen s 8x107 pari bazi
(17).

Pomoci syntetickych peptidit (18) je druh T. gondii je rozliSovan do tii typa: I,
IT a III dle virulence a epidemiologickych modelt (19,20). Typ II je Castéji izolovan u
HIV pozitivnich pacientt, typy I a II jsou popisovany u kongenitalnich forem a typ III

10



se Castéji vyskytuje u zvitat (21). Mezi rozdilné virulentnimi kmeny T. gondii je mozna
rekombinace (22).

Dftive byla popisovdna pouze jadernd DNA, dnes vime, ze v jedné buiice jsou
genomy tfi: 1. Jaderna DNA (25 Mb)

2. Mitochondridlni DNA (5,9 kb). Jde o vyvojovy relikt proteobakterii,
které se Gcastnily v davné historii na vystavbé prvnich
eukaryotickych bunék.

3. Genom plastidu (apikoplast) (35 kb) organely rostlinného ptivodu.

Dnes asi nejsledovanéjsi organela celého taxonu.

Obr.1: Toxoplasma gondii. Organely tachyzoitd. (M.W. Black 2000) (23)

Conoid

Rhoptries

Mitoch. [ W) _ Apicoplast

Micropore

Golgi
Nucleus Endoplasmic
reticulum
Inner Dense
Membrane Granules

Complex
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4 Zivotni cyklus

Pii popisu jednotlivych klinickych pfiznakli nardazime u clovéka na vyskyt
odlisnych stadii tohoto prvoka v urcité fazi infekce. Jednotliva stddia maji rozdilny vliv
na epidemiologii, respektive zpiisob nakazy jedince. Neékdy velmi tésn€ souvisi
s klinickymi ptiznaky .

Ve srovnani s ostatnimi druhy kokcidii méa toxoplazma schopnost absolvovat
jak jedno, tak vicehostitelsky vyvojovy cyklus. Jednohostitelsky vyvoj miize probihat
cely v kockovitych Selmach, pii vicehostitelském cyklu ¢ast asexudlniho mnozeni
probihd v orgdnech riznych druht mezihostiteli.

Definitivni hostitel - koCka se infikuje pozienim tachyzoitl, bradyzoitli nebo
sporozoitu (5,24,25,26,27,28,29).

Konecnym vysledkem pohlavniho cyklu v zazivacim traktu je tzv. oocysta.
Jeji velikost je 12-15 x 10-13 pm.

Oocysty jsou vylucovany nevysporulované - neinfekéni. Sporuluji az ve
vnéj§im prostiedi béhem 1-5 dnl (zavisi na teploté¢ a provzdusnéni prostiedi). Vzdy
obsahuji dvé sporocysty velikosti 8-10 x 6-8 um. Kazdd sporocysta obsahuje 4
sporozoity (2x8 um) (30). Jimi se mulze infikovat mezihostitel (vCetné Cloveka), ale i
kocka.

V mezihostitelich se setkavame se dvémi formami: tachyzoit a bradyzoit.
Tachyzoity jsou nejdéle znamou formou parazita a vyskytuji se v akutnim stadiu
infekce. Jejich velikost je 4-8 x 2-4 um) (31). Maji pualmésicity tvar a mohou se
vyskytovat u hostitele jednak volné nebo intracelularné. Maji schopnost asexudlniho
mnozeni. Pfi in vitro pokusech bylo zjisténo, Ze jejich generacni doba uvnitt buiiky
se pohybuje od 6 do 8 hodin. Mnozeni probihd do smrti buiky. Jejich pocet
v hostitelské buiice se pohybuje od 64 do 128 (32). Jsou vétSinou obklopeny
parazitoformni vakuolou, kterd je chrani pfed plsobenim hostitelovych obrannych
mechanismt (33).

Mohou infikovat buniky riznych tkani organismu véetné centralniho nervového
systému (CNS), kosterni i srde¢ni svalovinu, oko, placentu.

Bradyzoity jsou nazyvana klidova intracelularni stadia parazita. Vznikaji po
priniku tachyzoitii do bunék a po jejich namnozZeni. Shluk bradyzoitli oznacujeme jako

tzv. tkanovou cystu. Obsahuje aZ tisice parazitl. Mlze se vytvofit v jakémkoliv

12



organu, ale nejcastéji v bunkidch CNS a kosterni svalovin€. Tyto cysty jsou
charakteristické pro chronickou infekci, jsou obklopeny membranou a jsou znacné
odolné proti mechanickym vliviim. Pfezivaji 1 v imunokompetentnim mezihostiteli po
cely zZivot a jsou infekéni pro definitivniho hostitele i mezihostitele. V ptipad¢ oslabeni

imunity mohou zpisobit reaktivaci onemocnéni (34, 35).

Obr.2: Vyvojovy cyklus T. gondii  (Materialy CDC) (36)

A = Infective Stage
A = Diagnostic Stage m‘
oo Tissue
v @ Cysts
A

————————

Both ococysts and tissue cysts transform

into tachyzoites shortly after ingestion.
Tachyzoites localize in neural and
muscle tissue and develop into tissue
cyst bradyzoites, If a pregnant woman
becomes infected, tachyzoites can infect
the fetus via the bloodstream.

CSF

A Diagnostic Stage
1) Serological diagnosis.
or

2) Direct identification of the parasite from peripheral
blood, amniotic fluid, or in tissue sections.

- -

BSAFER - HEALTHIER PEQPFLE™

hitphwwowdpd. cde.govidpdx
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5 Klinické priznaky

Klinické projevy toxoplazmézy nejsou vzdy typické. U  vétSiny
imunokompetentnich osob probihd infekce asymptomaticky, jeji fakticky vyskyt
v populaci je zjisStovan pomoci tzv. sérologickych ptehledii a nebo udaje ziskavame pii
vySetfovani gravidnich zen, kdy je vySetfovana klinicky zdrava Zzenskd populace.
V soucasnosti je prezentovan pomér 10 % onemocnéni s klinickymi pfiznaky a 90 %
ptipadd s asymptomatickym pribéhem (37).

Podle ptevazujicich a nebo vyraznych klinickych pfiznaki délime onemocnéni

na tzv. klinické formy onemocnéni.

5.1 Formy onemocnéni

Délenim onemocnéni na jednotlivé formy podle pirevazujicich nebo
nejvyrazngjSich klinickych ptiznakl se odbornici zabyvaji od objeveni jeho vyznamu
pro cloveéka. Zdravotnicky dopad na lidstvo nebo biologii parazita samoziejm¢e toto
tfidéni neovliviiuje, ale zepidemiologického hlediska vyznam nepochybné ma.
Historicky se objevuje mnoho pokusti o nejpiesnéjsi terminologii, ale jen nékterd ma
logiku, byla vyuzivana a zachovala se do souCasnosti. Vzdy se ale jedna o dé€leni vice
méné umélé, ne vzdy komplexné vystihujici cely problém. Problematiku komplikuje
otazka, zda ptiznaky (podklady) pro pfifazeni k urcité formé& jsou primarni, nebo
dasledek jiné pficiny, reinfekce toxoplazmoédzou nebo reaktivace vyvojového stadia
parazita. Pochopitelné nejvice nesnazi nékdy pifinasi pocit nutnosti pojmenovani formy
,»za kazdou cenu* - jako jsme svédky pfi detekci vysokych titri protilatek a pozitivitdch
specifickych imunoglobulini tfidy IgM u klinicky zdravych pacientl, ptevazné
gravidnich zen (viz nize).

Rada autorti oponuje vysvétlenim, Ze pii této infekci je vzdy postizen cely
organismus, vSechny organy a klinické pfiznaky jsou jen momentalnim projevem potizi
nejpostizené€jSiho organu.

Zakladni déleni dle obdobi zivota Clove€ka, na kterém se shodli snad vSichni
odbornici, se uziva dodnes. Je to:

a) vrozena toxoplazmoza (kongenitalni)

14



b) ziskand toxoplazmoza.

vV

dilezitych podskupin velmi rozmanitych podle riznych autor. Nejpodrobnéjsi piehled

o vyvoji rozliSovani forem podava monografie Toxoplasmoza autori Kouba, Jira,

Hiibner (38).

vvvvvv

1968 (39). Tento autor dé€li toxoplazmédzu na :

1.
2.
3.
4,

Ziskanou formu uzlinovou
Formu septickou ¢i hematogenni
Formu visceralni

Formu frustni a inaparentni.

V dalsich letech dochazi k fadé zmén a pohledl na zatfazeni. Tak se objevuji formy:

Lymfaticka

Exantematicka

Cerebrospinalni

Myokarditicka

Oftalmologicka

Ziskana forma uzlinova

Forma septicka ¢i hematogenni

Visceralni

Inaparentni

Chtipkova

Forma podobna infekéni mononukledze

Systémova ziskana

rickettsiova forma

febrilni s postizenim vice organt

akutni chorioretinitis

akutni encephalitis

Chronické a opakovana chorioretinitis

Kongenitalni infekce.

vvvvvv

zjednoduSen¢ déleni (40):

1. Vrozena
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2. Ziskana
a) lymfaticka
b) exantematicka
c¢) cerebrospinalni
d) myokarditicka

e) oftalmologicka.

Nasimi autory (38) bylo v roce 1974 navrzeno déleni ziskané formy na:
a) akutni
b) subakutni
c¢) chronickou
d) latentni
e) Nasledky po probéhlé toxoplazmoze.
Jako dopln€k uvadéji déleni dle nejvice postizenych organi na formu:
1. Oftalmologickou
2. Akutni uzlinovou
3. Gynekologickou
4. Postizeni CNS
5. Visceralni forma
a) thorakalni forma (postiZeni srdce a plic)
b) abdomindlni forma (postizeni jater, sleziny atd.)

6. Zvlastni organové postiZeni.

Ad 1. Oftalmologicka

U této formy se u pacientll nejcastéji objevuje uveitida a chorioretinitida. Zprvu
se o této form& mluvilo pfevazné u déti, jako o nasledku kongenitalni toxoplazmoézy.
Déavno je jiz jasné, ze se dotyka i dospélych a z laboratorniho hlediska se jedna stale o
diagnosticky ofisek. Velmi Casto nelze diagndzu potvrdit jen na zékladé laboratornich

vysledkt (41).
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Ad 2. Akutni uzlinova forma

Tato forma (po bezptiznakovém prabéhu) je asi nejcastéjsi ziskanou formou
Onemocnéni (na rozdil od n¢kterych ostatnich) nema vybrané cilové uzliny, ale mize
postihnout téméf vSechny.

Klinickym privodnim jevem mtize byt subfebrilie. Ostatni potize byvaji velmi

vzacné.

Ad 3. Gynekologicka

Tato forma je z klinického hlediska snad nejdiskutovangjsi. Néktefi autofi sem
zahrnuji vSechny formy, které maji vztah k fertilnimu obdobi Zeny. Toto obdobi je
pomérné dlouhé a Clenéni viibec nekoreluje s ostatnimi. Nezabyva se prevazujicimi
klinickymi pfiznaky, ale fyziologickym obdobim. Pomineme-li ho, pak mizeme formu
specifikovat jako infekci v gravidité, hovofit o kongenitalni toxoplazméze a nebo ji
zafadit do jiné klinické formy. Bohuzel byla v prubéhu let stale upravovana, a tak ji
muzeme v epidemiologickych hlaSenich stale nachazet. Situaci asi Iépe vystihuje termin

infekce v gravidité.

Ad 4. Postizeni CNS
Rozsah postizeni a piiznakii u této formy je tfeba rozliSovat u imunokompetentnich
pacientil a u imunosuprimovanych.

Dojde-li kinfekci u imunokompetentnich lidi, nemluvime o klinickych
priznacich v pravém slova smyslu, ale stale Castéji se hovofi o ovlivnéni psychiky
infikovaného ¢lovéka.

Nékteti autofi ale podle prevladajicich cilovych postizeni dokonce rozlisili tuto
formu na:

a) meningealni
b) encefalickou
c) myelitidy
d) atak periferni nervové soustavy (s moznymi kombinacemi).
K nejcastéjSim  klinickym  pfiznakim  patfi  izolovand  meningitida,
meningoencefalitida nebo encefalomyelitida (42). Velkym problémem u této formy je
definitivni zatazeni. Vzdy by se mélo jednat o soulad klinickych nalezl, vysledkl

zobrazovacich metod a laboratorniho potvrzeni (sérologie, biopsie).

17



Dojde-li k infekci imunosuprimovanych lidi, dochazi casto k tézkému, az
fatalnimu poskozeni CNS (43). V USA toxoplazmoza patii k onemocnénim s vysokou
smrtnosti u HIV pozitivnich pacientli (44). Proto 1 veskeré soucasné publikace se
zabyvaji  problematikou u HIV+ osob. Za nejcastéjsi komplikaci je povazovéan
mozkovy absces. Se stejnou Cetnosti je tato forma popisovana u plodi a novorozencii

jako nésledek kongenitalni toxoplazmozy.

Ad 5. Visceralni forma
O visceralni form¢ hovofime pfi zjevném pievazujicim poSkozeni rtiznych
organl. Zasazeny organ a rozsah jeho poskozeni se potom odrazi na klinickych

ptiznacich.

Vrozena forma muze byt vedle infekce imunokompromitovanych pacientd
svym prabé¢hem nejzavaznéjsi. Také diky tomu je mnohem déle znama. Thalhammer
v roce 1962 navrhuje rozd¢€leni této formy na:

1. Generalizovanou (s hepatomegalii, splenomegalii, Zloutenkou,

myokarditidou a pneumonii)

2. Cerebralni s chorioretinitidou a intracerebralnimi kalcifikacemi

3. Cerebralni s poskozenim CNS bez poskozeni o¢i a bez intracerebralnich

kalcifikaci (45).

Nekteii autoti deli vrozenou formu podle aktivity procesu na:

1. Inaktivni

2. Aktivni

3. Recidivujici (38).

Postupné se podle nejtypictéjSich postizeni zavedl termin Sabinova tetrada,
ktery popisuje Ctyfi nejtypictéjsi postizeni:

1. Hydrocefalus internus, mikrocefalie

2. Poruchy CNS

3. Chorioretinitis

4. Cerebralni kalcifikace.

Tato postizeni se nemusi vyskytovat vzdy pohromadé. Mohou se navzijem
kombinovat a nebo se mohou vyskytnout dalS$i, méné typickd onemocnéni -

lymfadenitidy, lymfadenopatie, myokarditidy, perikarditidy, intersticialni pneumonie,
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meningoencefalitidy, hepatitidy, parézy rtzného stupné, sepse, kiece, apatie, atd.

(46,47,48) .

Proto i podle naSich autorti dnes musime i na tuto formu pohlizet komplexnéji

jako na ziskanou.

Z hlediska budoucnosti poskozeného plodu nebo novorozence mohou nastat

nasledujici situace:

1. Potrat

2. Ptedc¢asny porod poskozeného ditéte

3. Porod mrtvého ditéte

4. Porod ditéte s tézkymi anomaliemi

5. Porod zdéanlivé zdravého ditéte, kdy k manifestaci dojde v pozdéj$im veéku.

V soucasnosti je infektology pouzivano nasledujici schéma:

Tab.1 D¢leni toxoplazmézy do forem dle klinickych pfiznaki (49)

Toxoplazmoza Klinické priznaky
inaparentni vznik séropozitivity
) abortivni chiipkové onemocnéni
akutni — T T -
uzlinova zdufeni lymfatickych uzlin
Ziskana oc¢ni chorioretinitida
nervova meningoencefalitida
visceralni pneumonie, myokarditida
unavovy syndrom subfebrilie, inavnost, bolest hlavy
chronicka gynekologicka opakované potraty
reaktivace (pii imunodeficienci) loziskova encefalitida, pneumonie
odumieni plodu potrat, mrtvy plod
inaparentni séropozitivita ditéte
) ocni chorioretinitida, katarakta, strabismus
Vrozena mikroftalmus
mozkova hydrocefalus, intrakranidlni
kalcifikace, kiece, psychomotoricka
retardace
visceralni hepatitida, pneumonie
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6 Epidemiologie toxoplasmozy

Toxoplazméza je onemocnéni ftazené k zoondzdm, tj. onemocnénim
pfenosnym ze zvifete na Clovéka. Po objeveni plvodce pies vztah k onemocnéni
cloveka trvalo témét 60 let, nez byl odhalen definitivni hostitel tohoto parazita a jeho
vyvojovy cyklus.

K hlavnim tématiim vyzkumu v historii patfila otazka Sifeni a ptenosu infekce.
Tak byla v jist¢ dob& zafazena i mezi nakazy s pfirodni ohniskovosti, ale nikdy se
nepodafilo prokazat vektor pivodce onemocnéni. Jeden znak tohoto fenoménu vSak
plati bez omezeni - existence v pfirod¢ nezavisle na ¢loveku.

Az po uplné kompletaci poznatkil o Zivotnim cyklu parazita je dnes uznavan
nazor, ze definitivnim hostitelem je kocka (i dalsi kockovité Selmy) a lovek s ostatnimi
druhy obratlovet (je jich okolo 350) patii k tzv. mezihostitelim (50). Spektrum
mezihostiteli stile nartistd. (Mezihostitel nebo prechodny - intermediarni hostitel je

jedinec, ve kterém dochézi k nepohlavnimu rozmnozovani.)

6.1 Zdroj infekce

Zdroje infekce pro ¢loveka jsou dva:

- zvifata, jejichz maso, organy a produkty slouzi ¢lovéku jako potrava. Mezi tato
zvitata patii druhy domestikované, chované pro maso, vejce, mléko, kozesiny, zvitata
chovand pro zabavu, zvifata lovend a zvirata zijici v blizkosti ¢lovéka — synantropni.
Z jateCnich zvitat v naSich krajich to jsou pfevazné prasata, ovce, kozy, kralici a driibez.
Méné Casto se hovofi o skotu. Pivodcem néakazy jsou tkanové cysty, které diky své
velikosti unikaji samoziejmé jakékoliv jatecni prohlidce.

U poikilotermnich zivo€ichi byly sice néjaké nalezy publikovany, ale patrné se

jednalo o0 zdménu s jinymi prvoky.

- zvirata, vjejichz exkrementech se vyskytuji oocysty. Ty mohou druhotné
kontaminovat vodu, potraviny a vné&jsi prostiedi (51,52).

Moznosti ndkazy z vnéjs$iho prostedi se v poslednich 1étech zabyvaji prevazné
jihoamericti autofi. V nékterych oblastech Brazilie prokazuji az u 60 % 6-8 letych déti

tento zptsob nakazy (53).
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S rozvojem moderni mediciny, konkrétné moznosti transplantace, se rozsituje i
spektrum takto pfenosnych onemocnéni. BohuZzel se ukazuje, ze toxoplazmdza k nim
nalezi. Jedna se zde hlavné o problematiku reaktivace tkanovych cyst od déarce a nebo
reaktivaci cyst v téle pfijemce pii navozeni imunosuprese (54,55).

Pienos infekce krvi (56,57) nebo nakaza pii manipulaci s infikovanymi

laboratornimi zvifaty jsou zndmy jiz delsi Casové obdobi.

6.2 Vyskyt protilatek v lidské populaci

Séroprevalence v jednotlivych zemich svéta je uddvéna v Sirokém rozpéti.
V Evropé je uvadéno 47 % u rakouské populace (58), 53 % lidi v Belgii (59), 22-23 %
v Anglii (60, 61), 13—17 % ve Skotsku (62) 84 % v Patizi (63). Primérné¢ je na
evropském kontinentu uvadéna prevalence 50-80 % (64,65). Jelikoz v Zadné zemi
zriznych davodd neni provadén pravidelny prizkum pfitomnosti protilatek
(sérologické ptehledy), vétSina téchto dat byla ziskdna v rdmci skrininku gravidnich
zen a presnéjsi by bylo uvadét ,,pfitomnost protilatek u Zenské populace®.

V Ceské republice se pohybuje u déti do 15 let okolo 12 %, celkové od 25 do 38
% lidské populace (38).

6.3 Vyskyt protilatek u zvirat

Nejveétsi pozornost je vénovana vysSetfovani koc¢ek. Rozsahlé studie ptitomnosti
protilatek u kocek probihaly v USA. Jednotlivi autofi uvadéji procento pozitivnich
kocek od 16 % do 68 % (66,67,68). V protikladu k tomu je pfitomnost oocyst v trusu
kocek prokazovéana u malého procenta téchto domacich zvitat.Tento fakt je pfisuzovan
podobnému fenoménu jako u ¢lovéka — piibyvani poctu infikovanych s protilatkami
s v€kem. Tak jsou oocysty detekovany v Némecku a Madarsku u 1 % kocek (69,70),
v Italii u 0,4 % (71). Naopak vysokou promotenost prokazuji v Egypté — 41,3 % (72) .
V CR udava Zastéra 4,4 % (73) a Svobodova 1,3 % (74).

Ve svéte bylo provedeno mnoho experimentt se sledovanim vylucovani oocyst

po experimentalni nakaze jinych zZivoc¢iSnych druhti (morcata, prasata, psi, cibetky atd.),
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vSechny mély negativni vysledek. Tim se prokézalo, Ze jiné¢ druhy savct nez kockovité
Selmy nemohou vylucovat toxoplasmové oocysty.

Z epidemiologického hlediska ma velky vyznam pro Sifeni ndkazy i spektrum
mezihostiteld. V 70. letech minulého stoleti se pohybovala jejich Cetnost okolo 100
druhii (65), dnes je jich zndmo kolem 350. Vyskyt parazita u mezihostitelt ma pro
¢lovéka obrovsky vyznam z hlediska mozné alimentdrni ndkazy pozienim nedostatecné

tepelné opracovaného masa nebo organii.

6.4 Pocet onemocnéni ve svété
Literarni udaje o poctech pozitivnich (hlasenych) ptipadi ve svété jsou malo

dostupné, toxoplazmdza vesmés nepatii k povinné hlasenym infekcim.

6.5 Potet onemocnéni v CR

V Ceské republice diky informaénimu systému hygienické sluzby jsou data
dostupna. Tento systém vykazuje samoziejmée urcita chybova zatizeni, ktera se béhem
let minimalizuji.

Vzhledem ke klinickému priitbéhu onemocnéni, kdy az 90 % ptipadi probéhne
bezptiznakove, je skutecny vyskyt infekce v nasi populaci samoziejmé mnohonasobné
vyss$i. Ve statistickych udajich se objevuji dvé skupiny ptipada - ptipady s klinickymi
pfiznaky a potom piipady odhalené sérologickym skrininkem t&€hotnych Zen. U nich se
stale objevuji velké nesrovnalosti v zafazeni do jednotlivych forem onemocnéni. Tak se
nepiesné objevuje v hlasenich: primoinfekce v gravidité, kongenitalni toxoplazmoéza,
gynekologicka forma nebo forma latentni.

Hodnota vykazovanych absolutnich ¢isel (a z nich vzesly piepocet na 100 000
obyvatel) jsou zavislé na: a) nastaveni kritérii pro hlaseni

- vySe titru
- pritomnost specifickych imunoglobulin
- klinické ptiznaky

b) rozhodujiciho lidského faktoru

- kdo mé povinnost hlésit onemocnéni?
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Ad a) Historicky se nastaveni kritérii nékolikrat ménilo. V dob¢ pouzivani pouze

metod MPA (mikroprecipitace v agaru) a KFR (komplementfixa¢ni reakce) byla dana

limitujici hodnota titru 1:32. Kazdy pacient s titrem vys$Sim podléhal hlaSeni a pfi

disledném plnéni povinnosti vSech zicastnénych se objevil ve statistice.

Po zavedeni detekce specifickych imunoglobulinti IgM podléhali hlaseni

pouze pacienti pozitivni v této tfidé. Zakonité tak pocet hlaSenych klesl, protoze se

neziidka objevuji vysledky s titry 1:64 i vyS$imi, ale s negativnimi imunoglobuliny

IgM. Tyto piipady se diive ve statistikich objevovaly. Mohl tak vzniknout dojem

tzv. prehlaSenosti poctu onemocnéni toxoplasmozou v minulosti .

Adb) Opakem moznosti hlaSeni vysSiho poctu onemocnéni je jeho

,,nedohlasenost®.

V naSich krajich existuje po 1éta diskutovany problém, kdo ma povinnost
hlasit. Ukazuje se, Ze existuje mnoho krajovych variant. Idedlem je, kdyz laboratof
pouze tzv. signalizuje onemocnéni a oSetiujici Iékat v souladu s klinickym pribéhem

hlasi udalost epidemiologiim piislusného spadového uzemi. Pak je piedpoklad, ze se

¢isla objevi v celostatnim hlaSeni a odrazi redlnou aktualni situaci v CR.

Tab. 2 Pocet hlasenych pfipadi onemocnéni v letech 1997-2004 (75).

rok
Forma 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004
GYNEKOLOGICKA JINA |52 47 38 37 - - - -
HEPATITIDA 3 4 - 1 - - 1 -
INAPARENTNI 62 40 50 51 31 58 61 29
JINA 45 33 38 31 25 30 19 32
KONGENITALNI 11 2 3 3 4 5 2
MENINGOENCEFALITIDA | - - - 1 - - 1 -
OCNI 37 30 41 31 24 29 34 31
PLICNI TOXO 3 - - - - - 2 -
PRIMOINF.V GRAVIDITE |27 24 20 38 33 39 23 10
U IMUNODEFIC. OSOBY |2 - 1 - - 2 1 -
UZLINOVA 696 595 664 474 399 480 310 215
Celkem 938 775 855 667 516 643 454 319

Jak ukazuje tabulka, celkovy trend poctu onemocnéni (nebo hlaSenych

onemocnéni) ma trvale sestupnou tendenci.
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7 Prevence pred onemocnénim

Prevence pfed onemocnénim se odviji od mechanismli ndkazy. Samoziejmé jsou
vSechny zékonitosti platné obecné pro nejsirsi lidskou populaci, ale nejvetsi pozornost
je vénovana nejohrozenéjsSim skupindm. V zemich, kde gynekologové, neonatologové a
laboratorni pracovnici neprosadili povinny skrinink v obdobi gravidity (nebo alespon
vySetfeni pfed otéhotnénim), je veénovana prevenci a osvét¢ u gravidnich a
imunokompromitovanych zna¢né pozornost.

Jednak jsou neustale upravovana pravidla pro ochranu konkrétné proti
toxoplazmoze nebo jsou vyuzivany systémy pouzivané proti ostatnim alimentarnim
nakazam (pfevazné bakteridlnim). U téch je tfeba samoziejmé doplnit oblast prevence
proti nealimentarnim nakazdm. Jednim z téchto navodl je syst¢ém HACCP (Hazard
Analysis Critical Control Points). Tento systém umoziuje v prvnich krocich analyzovat
vSechna mozna rizika a pak navrhuje moznosti ochrany proti nim (76).

1. Nekonzumovat nedostatecné tepelné¢ upravené maso a vyhybat se vyrobkim
tepelné neopracovanym. T. gondii je spolehlivé zabijena pii vystaveni vysokym
teplotam (nad 50 °C) nebo zmraZeni. Tkafové cysty jsou likvidovany teplotou
pres 67 °C, takze i pasterace je proti nim G&inna (77). Rovn&Z teplota pod — 13 °C
spolehlivé ni¢i tkanové cysty (78). Tachyzoity nejsou odolné vici zalude¢nim
Stavam a nepiezivaji v nich déle nez 60 minut (79). Tyto poznatky jsou dulezité
z hlediska moznosti ¢i nemoznosti nakazy pitim nepasterizovaného mléka. Naproti
tomu bradyzoity odolavaji Zalude¢ni $taveé nejméne dvé hodiny.

2. Dbat zvySené hygieny pti kontaktu s ko¢kou. V tomto piipad¢ jsou informace o
moznosti tohoto pienosu velmi dilezité. K ochrané proti infekci oocystami je
doporuc¢ovana pouze zvySena osobni hygiena pii kontaktu z koc¢kou, poptipadé
v obdobi téhotenstvi tyto kontakty omezit na minimum, ¢i je pfimo vyloucit.

3. Dbat zvySené hygieny pii manipulaci s potenciondlné¢ kontaminovanym vné&jSim
prosttedim nebo potravinou. Tato problematika je asi nejanonymnéjsi. Jak
rozeznat kontaminované prostfedi? Opét v kritickych obdobich  (t€hotenstvi,
imunosuprese) je tieba vénovat jeho vlivu vétsi pozornost. Objevuje se stale vice
informaci a dikazi o hromadnych vyskytech tohoto onemocnéni ziskan¢ho prave
kontaktem s vnéjSim prosttedim (80). Samoziejmé k tomu opét patii dodrzovani

osobni hygieny. Timto prostfedim mulze byt voda, pida, piskovisté, potraviny
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(zelenina) , ale i manipulace s masem a masnymi vyrobky. Bohuzel oocysty jsou

ve vn&j$im prostiedi pomérné odolné. Vysporulované prezivaji pii -20 °C po dobu

28 dni. Jsou inaktivovany teplotou 55-60 °C za 15 minut, teplotou 90 °C za 30

vtefin. Oocysty s uspéchem odolavaji pusobeni desinfek¢nich

prostfedkti (1-4% chloramin, louh sodny atd.) a to az po dobu 24 hodin. To ma

samoziejme velky vyznam pii pokusech desinfikovat vnéjsi prostredi, napi. détska
piskovisté (1).

K této osobni ochranné Cinnosti existuji samoziejmé dalsi opatieni na Urovni

mimo jedince. Jsou to opatfeni systémova, napf. zabranovani pfistupu kocek do

blizkosti chovu jate¢nych zvitat a skladl potravin, do prostor uréenych pro hru déti,

opatieni osobni i technologicka pfi zpracovavani masa atd.

7.1 Vakcinace

Oc¢kovani lidské populace kmeny s nizkou virulenci by asi mélo za nasledek
navozeni odolnosti proti toxoplazmoéze. Nejvetsi smysl by to samoziejmé mélo u
negativnich Zen pfed otéhotnénim, ale i u domécich zvifat, pfevazné u kocek
k zabranéni vylucovani oocyst a tim Sifeni infekce (81).

Veskeré studie byly provadény pievazné na prasatech , mysich nebo ovcich.
K vakcinaci byly pouzivany jak vysoce virulentni kmeny, tak téméf avirulentni (82,83).
Vysledky byly velmi rozdilné u riznych druhii zvifat. Rovnéz byly zkouSeny rtzné
frakce RNA toxoplazem, ale bez Gspéchu. Zadna neméla vyrazny ochranny efekt (84).
Vakcinace, jako prevence kongenitalni toxoplazmoézy, neméla zadny vyznamny efekt u
primati, ale u ovci ano. Je to patrné disledkem velmi rozdilné stavby placenty (85).

Studie nékterych autorit byly zaméfeny na pasivni imunizaci. Tomu ale musi
pfedchazet podrobné rozpoznani konkrétni role jednotlivych frakci imunitniho systému
k fazi onemocnéni (86). Na mysSich modelech byla bez aplikovatelnych konkrétnich
zaveéra testovana imunizace T-lymfocyty, B-lymfocyty (87) .

V soucasnosti je u ovei s ispéchem pouzivana ziva vakcina TOXOVAX. Jedna
se o atenuovany kmen TS-20, ale u lidi nepouzitelny.

Ostatni vakciny maji pouze Castecny protektivni efekt u laboratornich zvirat a

zatim se zadna neblizi do faze klinickych zkousek.
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8 Imunitni odpovéd’ organismu

V imunokompetentnim hostiteli jsou infekcni trofozoiti zabijeni makrofagy.
Tato schopnost vzriistd, jsou-li v pfedchozim kroku vystaveni ucinku protilatek a
komplementu. Parazit ma schopnost uvniti makrofagu se mnozit, ovSem jen do doby,
nez je buiika rozruSena. Pak piichazeji trofozoiti opét do kontaktu s protilatkou a jsou
zabijeni.

Bunikami zprostfedkovand imunita se také ucastni v ochran€ proti
toxoplazmoze. Pozdni precitlivélost se vyviji ¢asn¢ a ochrana vznika pouze v disledku
infekce zivymi organismy. Je produkovan interferon a lze prokazat aktivované
mikrofagy se schopnosti zabijet prvoky nebo zabranit jejich mnoZeni, coz snizuje zatéz
vyvolanou parazity.

U bunééné imunity je aktivace makrofagli pravdépodobné ovlivnéna
plisobenim antigenu na specificky senzibilizované T lymfocyty, které produkuji
lymfokiny aktivujici makrofagy.

Jak jiz bylo vySe feceno, pro u€¢innou ochranu proti toxoplazmoéze je zapotiebi
intaktni imunitni systém. Jakékoliv imunosuprese muze vyvolat aktivaci toxoplazmozy.

To muze byt disledkem eliminace senzibilizovanych lymfocyti dosud
omezujicich inaparentni infekci nebo neschopnosti imunosuprimovaného hostitele
vyvinout u¢innou protektivni odpovéd’ na novou infekci.

Znalost imunitnich pochodii v organizmu je prakticky vyuzivand pfi
diagnostice onemocnéni u novorozencti. Neékteré protilatky prochézeji v obdobi
intrauterinniho vyvoje pres placentu (komplementfixacni, IgG) a nékteré zrtiznych
divodt nemohou (IgM).

V akutni fazi infekce je toxoplazma ve fazi tachyzoitl. Tachyzoity jsou
schopny se rychle dé€lit a invadovat prakticky do vSech organti hostitele (i prochazet
placentdrni bariérou). V pocateCni fazi akutni infekce neni vytvofena specificka
protilatkovad odpovéd’, v expanzi tychyzoitl nic nebrani. Builky makrofagové tfady
neschopné toxoplazmy zabijet je roznasi po organismu a slouzi jim jako utoCiste.
natural killer cells (NK buiky), které produkuji interferon gama (INF-y). Ten byva
oznacovan jako hlavni mediator rezistence vii¢i toxoplazmam (88). Jeho uc€inky se brzy

projevi — déle stimuluje NK buiiky a spolecné s tumor necrosis faktorem alfa (TNF-a)
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aktivuje makrofagy (89). Aktivované makrofagy jiz maji schopnost toxoplazmy nicit a
navic produkci cytokini (véetné¢ TNF-a) aktivuji dalsi prostfedky imunitni obrany.

Az nékolik dni po infekei se objevi klony T lymfocytl specificky odpovidajicich
na antigen T. gondii. Kli¢ovou tilohu maji CD8" T lymfocyty vazané na MHC 1 antigen
parazitované buiky (90,91,92). Ty jsou schopny buiky i s parazitem lyzovat a
produkuji cytokiny potiebné k modulaci imunologického boje — mimo jiné i [IFN-y.

Produkované cytokiny rovnéz podporuji maturaci B lymfocytl v plazmatické
bunky schopné produkovat specifické protilatky proti T. gondii (93). Nastup tvorby
specifickych protilatek I1ze ocekavat 2-3 tydny po infekci. Nejdiive se zacinaji tvofit
protilatky t¥idy IgM, IgA, IgE — jejich hladiny prudce stoupaji (94,95). Protilatky tfidy
IgG se objevuji asi o 1-2 tydny pozd&ji a maji pozvolny nastup. Dosud neni znamo,
které z nich maji protektivni roli (87).

Nastup tvorby specifickych protilatek, specifickych T lymfocytl, aktivovanych
makrofagl, vysoka hladina IFN-y a dalSich cytokini volné tachyzoity v organismu
velmi rychle likviduji.

Toxoplazmy, které piezily v tkanovych cystach, se méni z energeticky aktivnich
tachyzoitli na méné narocné bradyzoity. Infekce tak postupné piechazi do latentni faze.

V této fazi infekce jsou hlavnim zdrojem IFN-y CD4+ T lymfocyty vazané na
MHC 2 antigen parazitované bunky. Bradyzoity se uvniti buiiek maskuji v
parazitofornich vakuoléch (stény cyst se maskuji ¢astmi lidské bunééné membrany), coz
stézuje jejich rozpozndvani imunitnim systémem (96,97,98). Hostitel proti cystdm
pfimo neutoci, ale jejich produkty stale stimuluji imunitu. V latentni fazi infekce se
vytvaii zvlastni rovnovazny systém mezi parazitem a lidskym organismem. Hostitel
nema prostfedky, aby parazita zcela zlikvidoval. Parazit nemd moznost proliferovat a
hostitele neposkozuje. Imunita je s nejvétsi pravdépodobnosti celozivotni. Vyjimku
tvofi stav tézkého naruSeni imunity, kdy muize dojit k reaktivaci infekce. Pro toto
obdobi infekce jsou hlavnimi protilatkami imunoglobuliny tfidy IgG.

Zavérem se da konstatovat, Ze imunitni odpovéd’ organizmu je velmi ucinna a

klinicky zavazné formy jsou vzdy spojeny s oslabenim imunity pacienta.
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9 Diagnostické metody

V této kapitole je uveden cely vycet diagnostickych metod pouzivanych
v historii az po soucasnost. Metody vyuZzivané nasi laboratoii budou rozebrany s jejich
vyhodami i nedostatky v kapitole ,,Material a metodika.*

Jednotlivé metody jsou popisovany podrobnéji také ztoho divodu, protoze
jednim z diskutovanych problémi je i vyskyt onemocnéni v CR. Interpretace
jednotlivych diagnostickych metod byla historicky odlisnd a opakované se stalo, ze
onemocnéni hlasend do informacnich systémui hygienické sluzby se zavedenim nové
metody jiZz nespliovala dosud zavedena kritéria. I z toho je tfeba vychazet, chceme-li
porovnavat incidenci toxoplazmézy v jednotlivych obdobich. Na pocty lidi v populaci
s pritomnosti protildtek to samoziejm¢ vliv nema. Ale u pocti hlaSenych akutnich
onemocnéni miiZze byt porovnani v jednotlivych Iétech obtizné.

Stejné¢ jako u vétSiny infekénich onemocnéni méame dvé moznosti prikazu
etiologického agens:
1. Vyuziti metod ptimého pritkazu

2. Vyuziti metod neptimého pritkazu.

9.1 Metody piimého priikazu
Jde o konkrétni prilkkaz celych parazitli, stadii zivotniho cyklu nebo jeho ¢asti.
Tyto testy byly jedinymi pouzivanymi diagnostickymi metodami po dobu témét 30 let

po objeveni T. gondii. Je tieba si uvédomit, ze pouze pozitivni vysledek ma 100%

vypovédni hodnotu. Negativni vysledek toxoplazmovou infekei nevylucuje.

Pouzivané techniky jsou nasledujici:
1. Mikroskopicky prukaz
2. Izola¢ni pokus
3. Detekce nukleové kyseliny.
(Aby byl vycet kompletni, musime jmenovat jest¢ moznost prikkazu antigenu infekéniho
agens pomoci znadmych protilatek, ale tyto metody nebyly k diagnostice toxoplazmové

infekce nikdy vyuzivany.)
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9.1.1 Mikroskopicky prikaz

Jako vhodny materidl k mikroskopickému prikazu je nejcastéji zasilan
biopticky materidl (exstirpované lymfatické uzliny, material z kyretaze d€lozni sliznice,
kostni dfen, excize kosternich svald, télni tekutiny — krev, likvor, komorova voda atd.).

Biologicky material by mé¢l byt vzdy odebran za aseptickych podminek, musi
byt skladovan i pfepravovan v chladu. Pieprava do vySettujici laboratote ve sterilnich
nadobach by méla byt realizovana v co nejkrat§im case.

Dalsim materidlem je pitevni materidl. V podstaté je mozno vysetftit jakykoliv
vySe jmenovany material, mozek, prodlouzenou michu, plice, ptipadné jiné organy
podezielé ze specifického postiZeni.

a) Tekuté materialy

Z tekutych materiali se zhotovuji nejcastéji barvené preparaty (barvi se
Giemsa-Romanovskym barvivem).

Pokud je k dispozici Cerstva periferni krev k pfimému prikazu, je nutno ji
thned smisit s protisrazlivym roztokem (heparin) a po centrifugaci zhotovit béZznou
technikou roztérové preparaty. Ty se potom barvi.

b) Zorgani a bioptického materidlu se zhotovuji otiskové preparaty a po
zaschnuti opét barvi dle Giemsy.

Cely soubor téchto piimych mikroskopickych technik zjednodusila
imunofluorescen¢ni reakce, kterou lze uplatnit pfi pouziti specifickych protilatek k
detekci trofozoiti i cyst. Kromé této reakce se nikdy mikroskopicka diagnostika

v rutinnich diagnostickych laboratotfich nepouzivala.

9.1.2 Izolacni pokus
Izolace prvoka T.gondii je dosud pouzivana nejvérohodnéjsi technika piimého
pritkkazu. Tohoto prvoka nelze kultivovat na Zadnych umélych zivnych ptidach a je nutno
striktné pouzivat zivoc¢iSnou bunku. V minulosti se nejéastéji pouzivaly:
a) Chorioalantois kuieciho embrya
b) Tkanové kultury
¢) Organismus vnimavého zvifete.

V soucasnosti je stale pouzivanou metodou pokus na zvireti.
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I k tomuto vySetfeni je nutno material odebirat za aseptickych podminek a co

nejdiive inokulovat do zviftete.

9.1.3 Detekce nukleové kyseliny

Tyto techniky byly zavedeny pomérné nedavno a vyuzivaji se jako vyborny
dopln¢k k prikazu protilatek pfevazné u gravidnich zen a imunokompromitovanych
pacientii (99,100). Vyhodou ziistavaji jejich znamé vlastnosti - citlivost a rychlost
stanoveni.

Jako material k detekci nukleové kyseliny T.gondii se vySetfuje nejcastéji
plodova voda, nesrazliva krev, o¢ni tekutina, likvor, biopticky materialy, punktaty.

K prikazu se pouziva detekce DNA T. gondi (101).

9.2 Metody neprimého priukazu

Ne vSechny vySe jmenované techniky pifimého prikazu jsou snadno a
rychle proveditelné, ne vSechny vhodné pro rutinni laboratoie, ne vSechny mohou
provadét laboratorni pracovnici ve vSech laboratofich.

Vzhledem k témto obtizim byly vyvijeny a dnes jsou v 99 9% laboratofi
provadény metody nepfimého prikazu tzv. metody sérologické — metody prikazu
protilatek.

Obecné jde vzdy o prlikaz reakce prokazované protilatky se znamym
antigenem. VSechny se potom li§i v zavérecné fazi — zviditelnéni této realizované
vazby, jsou-li protilatky pritomny.

Druhou skupinou jsou v CR diive provadéné metody zalozené na specifické

ptecitlivélosti organismu na toxoplazmové antigeny.

9.2.1 Priikaz antitoxoplazmovych protilatek
Tyto metody se zaCaly pouzivat zhruba po 40 letech piimé diagnostiky, aby
eliminovaly obtiznost ptimého priikazu. Je tieba ale pfipomenout, Ze si s sebou nesou

vSechny dosud znamé obtize prikazu protilatek.
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Velmi dualezit¢é pro kvalitu téchto reakci je pouzivany antigen. Diive byl
pouzivan prevazné¢ korpuskuralni antigen (celi trofozoiti nebo jejich drt’), dnes je
prevadén z technickych diivod na formy solubilni (38). V historii platilo také pravidlo,
ze témef kazda laboratof si vyrdbéla vlastni antigen. Dnes se pouZzivaji komercné
vyrabéné sety.

Vsechny reakce doznaly béhem doby fadu zmén, které se tykaly nejen
pouzivané¢ho antigenu, ale i metodiky provadéni testli, stabilizace a standardizace
pouzivanych ingredienci, ptechod z klasickych metod na mikrometody atd. Je tfeba také
zdlraznit, ze v pouzivani konkrétnich metod existuji narodni odliSnosti a n¢kdy i

rozdilné vySetfovaci schémata v jednotlivych statech.

9.2.1.1 Priikaz protilatek v séru

Pro laboratorni diagnostiku toxoplazmézy byly dosud pouzivany nasledujici
reakce, ne vSechny ale nasly v laboratofich Siroké uplatnéni:

1. Sabinova-Feldmanova (SFR)

Komplementfixacni reakce (KFR)
Imunofluorescencni reakce (NFR)
Hemaglutina¢ni reakce (IHA)
Precipitacni reakce (MPA)
Aglutina¢ni reakce
Flokulaéni reakce
Neutralizacni reakce
ELISA reakce
10. Western blot.

o ® N bk wDN

9.2.1.1.1 Sabinova-Feldmanova reakce

SFR byla popsand autory jiz v roce 1948 (102). Detekuje protilatky velmi
kratce po infekci ¢loveéka. Mizeme je touto reakci detekovat mnoho let a na stiednich
hodnotach se udrzuji dlouhodobg. Proto je vhodnd pro epidemiologické studie
promofenosti obyvatelstva.

Princip této metody spociva ve zméné morfologie a barvitelnosti zivych

trofozoitli alkalickym roztokem methylenové modii za pfitomnosti imunniho séra.
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V CR nedosahla velkého rozsifeni a uplatnila se jen na nékolika specializovanych

pracovistich.

9.2.1.1.2 Komplementfixa¢ni reakce

Je jednou z prvné popsanych a zavedenych reakei (38). Tato reakce se v CR
pouziva od 50. let minulého stoleti a po prodélani mnoha modifikaci se v laboratofich
udrzela dodnes. M4 proto velice dlouhou historii, se kterou souvisi i jeji znalost a snad
pravé proto je v na$i republice tak Casto pouzivana. Reakce mé celou fadu vyhod,
které zatim zadné jiné reakce nenahradily. Urcité nevyhody se daji eliminovat

pouzitim dalSich metod. (Vice v kapitole ,,Material a metodika*).

9.2.1.1.3 Imunofluorescenéni reakce

Tato metoda byla mozaikovité pouzivana po celém svété, ale Sirokého
uplatnéni nikdy nedoséhla. Hlavnim problémem byla vzdy standardizace pouzivaného
antigenu. Samoziejm¢ 1 ona prochéazela historicky celou fadou modifikaci podle
riznych autori. Kromé reakce zachytu komplexu protildtek byly vypracovany i
metody na detekci jednotlivych tiid imunoglobulint.

Antigen se pfipravuje z peritonedlniho exsudatu mysi, jako konjugéatu se
vyuzivd praseciho gamaglobulinu proti globulinové frakci lidského séra
SwAHUWFITC. Svoji citlivosti a vySkou dosahovanych titrii se interpretace vysledkt
nejvice priblizuje SFR. Tak jako kazdd imunofluorescencni reakce i tato podléha

subjektivnimu hodnoceni.

9.2.1.1.4 Hemaglutina¢ni reakce

Princip metody je podobny vSem ostatnim hemaglutinaénim reakcim. Solubilni
antigen je navdzan na erytrocyty a ty jsou pak za ptitomnosti specifické protilatky
aglutinovany. Adsorpcni schopnost erytrocytli se zvySuje taninem. Nejprve byly
uzivany lidské erytrocyty, pozdéji se pfeslo na berani. I tento test proSel pfechodem
z metody zkumavkové k metodam provadénym v mikrotitra¢nich destickéach.

Jeji velkou vyhodou je technickd nenaroCnost, avSak rutinniho uplatnéni
nenalezla. Hlavnim dévodem je pomérné pozdni nastup pozitivity pii akutnim

onemocnéni.
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9.2.1.1.5 Precipitacni reakce v agarovém gelu

Ve sklickové modifikaci byla v laboratotich pouzivana v 80. letech minulého
stoleti jako kvalitativni test pomérné Casto pod oznatenim MPA (mikroprecipitace
v agaru).

Tato metoda je velice skromna na laboratorni vybaveni, a proto se velmi brzy
rozSifila  k rutinnimu vyuziti. Standardnost jednotlivych slozek reakce bylo nutno
zabezpecit rutinni vyrobou.

MPA byla od pocatku povazovana za indikator nesterilni imunity. U
dlouhodob¢ sledovanych pacientii s prokazanou toxoplasmézou ukazuje velmi dobie

ucinnost terapie. U chronické formy zlstava tadu let pozitivni.

9.2.1.1.6 Aglutina¢ni reakce
Reakce tohoto typu diky své nizké citlivosti nikdy nenasly na nasem tizemi

Siroké uplatnéni.

9.2.1.1.7 Flokulaéni reakce

Flokula¢ni metody jsou vlastné obdobou reakci aglutina¢nich. Razné
ptipravené solubilni antigeny jsou vazany na imunologicky neaktivni partikule nosict a
ty jsou potom shlukovany za ptitomnosti protilatek.

Jako nosi¢e byly vyuzivany bentonit, polymetyl-metakrylatové Castice,
kaolinové partikule nebo kolodium. U nas v fidkych ptipadech vyuziti této reakce byly
pouzivany latexové partikule.

Nejveétsi nevyhodou téchto reakei je podobné jako u aglutinaci jejich pomérné

nizka citlivost.

9.2.1.1.8 Neutraliza¢ni test

Historicky byl tento test prvné pouzity k detekci antitoxoplazmovych protilatek.
Antigen se misil s koncentrovanym vySetfovanym sérem a po inkubaci se smes
intradermdlné injikovala zdravé mys$i nebo kralikovi. V negativnim ptipadé¢ se po
nékolika dnech objevila v misté vpichu zanétliva reakce s nekrézou. Pozitivni reakce
s imunnim sérem zabranila vyvinu lokalni reakce.

Tento test byl dosti nespolehlivy a ¢asto se projevovaly nespecifické reakce.
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9.2.1.1.9 ELISA reakce

Tyto reakce jsou dnes v laboratorni diagnostice asi nejrozsifenéjsi. Lze
diagnostikovat  specifické imunoglobuliny t¥idy IgA, IgE, 1gG a IgM (103, 104).
Vysetfovanym materidlem miize byt sérum, plodovéd voda, mozkomisni mok a ocni
tekutina.

Princip reakce spociva vreakci antigenu se specifickou protilatkou. Na
vytvofeny imunokomplex se navaze specificky imunoglobulin znaceny enzymem (IgG).
Pti stanoveni imunoglobulinti IgA, IgE a IgM se vyuZzivd metody ,,double-sandwich*.
Protilatka proti imunoglobulinim pfislusné fady navazand na mikrotitracni desticku
vyvaze pii inkubaci imunoglobuliny IgA, IgE a IgM. V dalsim kroku dojde k navazani
antigenu a pak oznacené protilatky na antitoxoplazmické imunoglobuliny pfislusné
fady.

U imunoglobulinid IgG lze moZnost stanovovat tzv. aviditu (pevnost vazby
mezi antigenem a protilatkou). Cim del3i dobu infekce trva, tim je tato vazba pevnéjsi.

Tyto reakce pii znalosti dynamiky tvorby jednotlivych tfid imunoglobulini

umoznuji pomérné piesné urcovat fazi infekce.

Stanoveni indexu AVIDITY protilatek proti T. gondii

Avidita protilatek je veli¢ina vyjadiujici pevnost vazby mezi antigenem a
protilatkou. V obdobi po infekci neni tato vazba téméf Z4dna a jeji pevnost narlsta
casem. Stanoveni avidity  protilditek se osvédCuje, podobné jako stanoveni
imunoglobulint IgM a IgA, k ureni faze infekce.

Metody stanoveni avidity protilatek jsou zaloZeny na naruSeni vazby antigenu
s protilatkou aviditnim roztokem. Jeho ucinkem se c¢ast protilditek navazanych na
antigen uvolni. Je-li avidita nizk4, ziistane po inkubaci v aviditnim roztoku navazana jen
mala c¢ast komplexu. Vysokoavidni protilatky ziistavaji navazany i po této inkubaci

(105,106).

9.2.1.1.10 Western blot
Tato metoda ma nejvétsi vyznam pfi detekcei tvorby protilatek u novorozenci.
To je dulezité predevsim pfi diagnostice kongenitalni toxoplazmoézy. Nekteré protilatky

se pfenaseji pies placentu (imunoglobuliny IgG) a pak je tézké rozlisit, jsou-li
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vytvofeny matkou nebo novorozencem. Western blot ndm prokaze protilatky u ditéte, na

které¢ matka nereaguje, a to znamena, ze je produkuje novorozenec (107).

9.2.1.2 Intradermalni test

K metodam prikazu protilatek lze jesté prifadit metodu specifické precitlivélosti
na toxoplazmovy antigen. Sem patii v historii pouzivany intradermalni test
s toxoplazminem dle Frenkela (IDT). Tento test byl modifikovan Jirovcem a spol (38).

Test spociva v aplikaci toxoplazmického antigenu intradermalné na lateralni
strané¢ paze nebo na volarni stran¢ predlokti. Alergicka reakce opozdéného typu

dosahuje maxima za 48 hodin. Cela reakce se hodnoti dle nasledujici tabulky:

Erytém Indurace Interpretace
<5 mm neni negativni
5-14 mm do 5 mm, slabé hmatna slab€ pozitivni
15-30 mm 5-10 mm, zfetelné hmatna stitedn€ pozitivni
> 30 mm > 10 mm, zieteln¢ hmatna silné pozitivni

Pii siln€é pozitivni reakci reaguje cely organizmus celkovymi pfiznaky:
zvySenim teploty, bolesti hlavy, bolesti svalt.

Tento test m¢l prevazné vyznam pro epidemiologické piehledy promotenosti
urcité populace. Jeho pozitivita ma celoZivotni perzistenci a tak se pro klinickou
diagnostiku hodi pouze jako dopliikové vySetfeni. Vyznam ma pouze pii zachytu
akutniho onemocnéni a prechodu od negativity k pozitivité¢. U chronickych onemocnéni
ma vyznam negativni vysledek pii chorioretinitidach jiné etiologie .

Dnes je ale nahrazen jinymi sérologickymi testy pritkazu protilatek.

10 Interpretace sérologickych vySetieni

I kdyz u kazdého diagnostického setu pro detekci protilatek je pomérné striktni
navod k pouziti vcetné interpretaci dosazenych vysledki, neni vzdy hodnoceni
jednoduché. Zda se, ze protilatkova odpovéd’ proti vétsing infekénich onemocnéni je

uniformni, ale kdo se touto diagnostikou v profesnim zivoté¢ zabyval, ziskal
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nepochybné zcela odlisné zkusenosti. BohuZzel na konci kazdé reakce prukazu protilatek
nedostaneme odpoveéd’ na otazku, zda pacient je nemocen nebo neni, ale pouze zda ma
¢i nemd proti dané infekci protilatky. Pfi vySetfeni vétSiho spektra protilatek nebo
specifickych imunoglobulinti, mizeme urcit i momentalni f4zi onemocnéni.

I kdyz byla popsédna celd fada metod, zdaleka ne vSechny naSly stejné
uplatnéni. Tak existuji rozdily ve vybéru a ptevaze provadénych metod v jednotlivych
zemich, ale jsou i velké rozdily v rdmci konkrétnich statti. Kazdd zemé, kazda laboratot
(ma-1i moznost) si vzdy obhajuje kvality provadéné metody.

Technické provedeni uzivanych metod je stale dokonalejsi a snazsi. V této
kapitole je pozornost zaméfena na obecna pravidla interpretace priikkazu protilatek.
Interpretace sérologickych metod pouzivanych v nasi laboratofi bude komentovéna
v kapitole ,,Materidl a metodika®.

Obecné se hodnoti u vSech reakci kvantum zjisténych protilatek. Rozhodujeme
se na zaklad¢ jejich pfitomnosti nebo absence (pozitivni x negativni). V ptipadé
pozitivity se hodnoti jejich pfitomnost, stabilitu, pokles ¢i vzestup u opakovanych
vysetieni.

U vSech reakci, mluvime-li o titru protilatek (jako titr je oznaCovana
pfevracena hodnota nejvysSiho fedéni séra, vnémz jesté probihd reakce antigenu
s protilatkou), bylo stanoveno jednoduché rozmezi na:

a) nizké hodnoty  (1:8-1:32)

b) stfedni hodnoty (1:64 a 1:128)

c) vysoké hodnoty (1:256 a vyssi).

U vSech reakci, kde se vyjadiuje kvantum detekovanych protilatek v
v mezinarodnich jednotkach a optickych denzitach, se pouziva pifevdzné rozmezi:

a) negativni

b) hrani¢ni

¢) pozitivni.

U jednotlivych reakci ¢iselné vyjadieni nebylo uniformni. U nékterych je za
vysokou hodnotu povazovan jiz titr 1:256 (KFR), u jinych titr 1:1000 (SFR, THA).
Vyjimku tvoii MPA, ktera se hodnoti pouze kvalitativné — pozitivni x negativni reakce.

Obecné lze shrnout:

Negativni vysledek - svédc¢i o tom, ze se Elovek s konkrétnim agens dosud nesetkal.
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Nizké titry — dokazuji infekci pravdépodobné pied delsi dobou. Pii interpretaci téchto
hodnot je nutné byt na pozoru u ocni formy, kdy jsou titry standardné nizké i pfi
recentni infekci.

Stiedni titry — patrné svédéi o infekcei pred nedavnou dobou a nebo indikuji chronickou
infekei

Vysokeé titry — indikuji prave probihajici a nebo zcela nedavnou infekcei

Uvedené schéma je nejméné vhodné a kazdy hodnotitel vysledku radéji
vyslovuje zavér na zaklad¢ vysetfeni minimalné dvou sér s ¢asovym odstupem. Pak se
vyskytnou nasledujici moznosti:

Titry se vzestupnou tendenci - ukazuji na cerstvou aktivni infekci

Titry se sestupnou tendenci — ukazuji na ustupujici infekéni proces.

Pfi této moznosti se hovofilo o sledovani dynamiky tvorby protilatek, coz
umoziuje 1épe popsat soucasny stav infekce. Mélo by byt pravidlem, Ze prvni vySetieni
se vyZaduje na pocatku onemocnéni a druhé nejdiive za 14 dnid. O pfipadném dalSim
laboratornim vysetfeni se rozhoduje na zakladé vysledkii.

Praveé pouze moznosti této hrubé interpretace si vyzadaly nutnost preciznéjsiho
stanoveni faze infekce, moznost stanoveni specifickych imunoglobulini tvoficich se
v riznych ¢asovych horizontech od pocatku infekce a ptetrvavajicich po riizné dlouhou
dobu. K tomuto cili v soucasnosti slouzi pouzivani ELISA reakci ve tfidach IgA, IgE,
IgG a IgM. Obecné se vyznacuji vysokou citlivosti a malymi naroky na pfistrojové
vybaveni. Tyto reakce se zaCaly pouzivat pii diagnostice toxoplazmozy od 70. let
minulého stoleti (108,109).

Tyto jednotlivé tfidy od pocatku infekce maji v organizmu jinou odliSnou
funkci a v diagnostice a nasledné interpretaci je vyuzivana znalost jejich produkce
v riznych fazich
onemocnéni. Tak ndm specifické imunoglobuliny tfidy IgG indikuji 1 kontakt s infekei v
minulosti (pfetrvavaji velmi dlouhou dobu i po cely zivot).

Imunoglobuliny IgA vnikaji velmi ¢asné po infekci, takze indikuji akutni nebo
nedavno probé&hlou infekcei. Dilezité je, ze pretrvavaji nejdéle 1 rok .

Podobné vlastnosti jako imunoglobuliny IgA maji i IgM. Také vétSinou svedei

o akutni nebo nedédvno prob¢hlé infekci. Ale diky poznatkiim o jejich nespecifickém
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titr

zvySeni, ¢i pfetrvavani v pozitivnich hodnotach i déle nez 1 rok je zafazuji svym

vyznamem pro interpretaci az za IgA.
Interpretace ziskanych vysledk je specifickou zalezitosti kazdého diagnostického

setu.

Obr 3: Dynamika tvorby antitoxoplazmovych protilatek

MIFF (1), ELISA 19G
-

avidita lgG
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11 Cile prace

Protoze se naSe pracoviSté zabyvéa problematikou toxoplazmoézy od svého
vzniku a systematictéji od roku 1982, shromazd’ovani publikovanych udaji pro tuto
praci probihalo po dlouhd léta. VSechny samoziejm¢ zahrnuty nebudou. V této praci
jsou hodnoceny pouze epidemiologické aspekty tohoto zavazného onemocnéni
v obdobi fijen 1996 — prosinec 2004 (celkem zpracovéno 37 515 vySetfeni u 28 757
lidi). Divodem je moznost analyzy dat pomoci statistickych metod laboratorniho
informac¢niho systému v tomto obdobi.

Ptfes mnoho riiznych objevii ve svété publikovanych 1 nepublikovanych 1 studii
provadénych v CR existuje jesté stale mnoho otaznikéi a krajovych & oblastnich
odlis$nosti. Tato préce si klade za cil odpovédét na nékteré otdzky a vznikala v nékolika
¢asovych urovnich. Hlavni body, kterymi se zabyva, jsou nasledujici:

- shromazd’'ovani dat

- vybér epidemiologickych kritérii

- statistické zpracovani dat

- zhodnoceni vysledk

- pouzivané laboratorni metody, jejich vyhody a nedostatky
- jejich zhodnoceni z hlediska vypovédni hodnoty

- kvalita interpretace

v

zmeény pouzivanych metod v souvislosti s pfesnéjsi interpretaci

vysledku.

Nékteré z téchto otazek byly v minulosti studovany na zaklad¢ vysetieni razné
pocetnych souborl z jednotlivych uzemnich celkil, s pouzitim riznych laboratornich
metod. Vysledky téchto studii jsou ovlivnény faktory metodologickymi (pouzita
metodika, diagnostickd  kritéria, velikost sledovaného souboru), faktory
epidemiologickymi (zplsob Zivota, hygienicka Groven obyvatelstva, stravovaci navyky,
promofenost domadacich i divokych zvifat, hygienickd troven zpracovatelskych
potravinatskych zavodi atd.)

Epidemiologické faktory jsou specifické pro kazdou oblast, a proto vySetieni

urcitého reprezentativniho vzorku populace pfinési jedine¢né vysledky.
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12 Material a metodika

12.1 Soubor vySetienych

Zpracovanym vySetienym materialem byly vzorky zaslané na nase pracovisté
ze ,,spadové oblasti“ Plzen-mésto (PM), Plzen-jih (PJ), Plzen-sever (PS), Rokycany
(RO), Domazlice (DO) s zaddankou o vySetfeni na toxoplazmézu pii podezieni na toto
onemocnéni. Ke konfirmaci byly zasilany  vzorky zKlatov (KT) a dneSniho
Karlovarského kraje.

S pfibyvajicim poctem novych laboratofi v nasem teritoriu se toto rozloZeni
rozpadlo a na$§ material tvofily vSechny ,,pozitivni vzorky* z téchto laboratoii a od
pacienttl, ktefi byli zaslani na Infekéni kliniku FN Plzefi, na Ustav 1ékai'ské genetiky LF
a FN Plzeni a na soukromé pracovisté Genetika s.r.0. Z pracovist mimo FN material
zasilaji pouze jednotlivi specialisté, prevazné gynekologové.

Druhou slozku vySetfovaného materidlu tvotilo vySetfovani téhotnych Zen na

ptitomnost protilatek proti toxoplazmoze.

12.2 Laboratorni metody v CR

B¢éhem obdobi diagnostiky toxoplazmézy se pouzivané metody k detekci
protilatek vyvijely a ménily. Od roku 1997 do soucasnosti plati standardni schéma
postupll vysetfovani na toxoplasmoézu, kterym se tidi i nase laboratot (110,111).

Podle této metodiky se praktikuje rozdilny pfistup k riznym druhtim materialu
a kategorii pacientti. Nelisi se ale vySetfovaci schéma. OdliSnosti najdeme v interpretaci
a nasledné potiebnosti dalSich vySetfeni k upfesnéni vysledku. Na rozdil od
zahrani¢nich laboratofi a nékterych laboratoii v CR pouzivame jako zakladni vy3etieni

u vSech materialt od vSech pacienti komplementfixacni reakci.

12.3 VySetiovaci schéma

K dosazeni co nejobjektivnéjSiho zavéru o momentidlnim vztahu lidského
organismu (jeho imunitniho systému) k onemocnéni jsou vytvoiena schémata, ktera se
lisi dle pouzivanych metod. Odlisnd jsou pfi pouzivani pouze ELISA metod, jind pfi

pouziti KFR a ELISA metod.
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V nasi laboratofi pouzivame podle doporuceni Narodni referen¢ni laboratote

pro toxoplazmézu v jednotlivych skupinach pacientii, resp. suspektnich diagnéz tato

schémata:

1. Imunokompetentni pacienti

KFR — pii titru 1:32 a vy$sim IgA, I1gG a IgM
- opakovat za 2-3 tydny

2. Gravidni Zeny

KFR — pfi negativité vysetfit za 3 mésice
- pii titru 1:8 az 1:64 a IgM negativni dale nevySetfovat
- pii titru 1:128 a/nebo IgM pozitivni, vySetiit IgA a IgG (aviditu)
(vySetfujeme IgA 1 IgM jiz u titr 1:64)
- opakovat za 2 — 3 tydny

3. Novorozenci

Vzhledem k interpretaci ziskané¢ho vysledku je idedlem soucasné vySetfeni krve matky.
KFR — a soucasné IgA, 1gG, IgM (sérum fedime 1:20)
- opakovat za 2-3 tydny i pii negativité
U ostatniho materiadlu (fetalni krev, pupecnikova krev, plodova voda, mozkomisni
mok) pouzivame stejny postup a snazime se o vySetfeni séra novorozence.

4. Podezieni na o¢ni formu onemocnéni

KFR — a soucasné IgA, 1gG, IgM
-1 v pfipad¢ nizké pozitivity v kterémkoliv vySetfeni pacienta zddame dalsi
sérologické sledovani pacienta

5. Imunosuprimovani pacienti

KFR — a soucasné IgA, IgG, IgM

- pti negativité opakovat za 3—6 mésict

12.4 Statistické zpracovani

Vysledky byly statisticky zpracovany programem EPI - INFO verze 6,04.
Podklady byly cerpany z Listd epidemiologického vySetfeni onemocnéni Odboru

epidemiologie Krajské hygienické stanice Plzenského kraje.
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Pii prepodtech nemocnosti na pocet obyvatel bylo &erpano zdat Ustavu
zdravotnickych  informaci a statistiky Ceské republiky. V letech 1996-2004 byl
primérny pocet obyvatel Zapadoceského kraje 855 428 (z toho 418 720 muzt a 436 708
zen).

Ve mésté (Plzen) zilo 79 762 muza a 86 118 Zen, celkem 165 880 osob. Na

venkoveé (mimo mésto Plzen) zilo 338 958 muzt a 350 590 Zen, celkem 689 548 osob.

12.5 Laboratorni metody pouzité nasi laboratori
Vybér diagnostickych metod ma zésadni vyznam pro vysloveni kvalitni
interpretace a co nejptresnéjsiho zavéru.
V nasi laboratofi byly a jsou pouzivany ndsledujici laboratorni metody
k diagnostice toxoplazmozy, resp. k detekci protilatek proti toxoplazmovym antigentim
v lidském séru:
1. Komplementfixacni reakce
2. Precipitacni reakce v agarovém gelu (v obdobi shromazd’ovani dat jiz nebyla
pouzivana)
3. Detekce specifickych imunoglobulinit ELISA reakcemi
a) Imunoglobuliny IgG
b) Imunoglobuliny IgM
¢) Imunoglobuliny IgA.

12.5.1 Komplementfixa¢ni reakce

Tato reakce byla od pocatku laboratorni diagnostiky v rutinnich laboratotich
vyzadovdna jako z&vazné minimum. Cely laboratorni postup byl vypracovan
kolektivem autorii Zastéra, Pokorny, Kramaf, Hiibner a s drobnymi tpravami je ve
stejné podob¢ pouzivana dodnes (112).

Princip reakce
Vazba komplementu je sérologickd reakce, pfi niz se specificka protilatka vaze
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s antigenem za vzniku komplexu, ktery vaze komplement. Detektorem volného
komplementu je tzv. hemolyticky systém (smés stejnych dilii suspenze beranich krvinek

a imunniho séra proti beranim krvinkam).

Materidlni vybaveni

- plastové mikrotitra¢ni desticky typu U

- fedici klicky nebo hieben

- automatické pipety a kapacky (0,050,025 ml)

- lednice (+4 °C)

- termostat (37 °C)

- sérologicka tiepacka

- spektrofotometr k pfipadnému méteni denzity erytrocyti
- zvétSovaci zrcadlo

- stolni centrifuga

- laboratorni sklo.

Ingredience
Veronalovy pufr (VP)

Je fedicim roztokem pro vSechny komponenty pouzivané v reakci. Proto na
jeho kvalit€ zavisi cely kone¢ny Uspéch ¢i netispéch.

S ohledem na standardizaci reakce byl od pocatku dle metodiky doporu¢ovan
tabletovany od firmy SEVAC. Tableta byla rozpousténa v 10 ml destilované vody
zahtaté na 80 °C. Po vychladnuti byl objem doplnén o dalsich 10 ml destilované vody.
Bylo nutné ptipravovat vzdy cerstvy pted kazdou reakci.

Vzhledem k nepiesnostem v minulosti je v nasi laboratofi pouzivan veronalovy

pufr tohoto slozeni:

B) NaCl.....oooiiiiii, 83,0 g
Na 5,5 diethylbarbiturat................. 375 ¢g
MgCl, 6 HyO. v 1,68 g
CaClo. i, 0,28 g
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Pracovni postup je nasledny:

1. Navazime roztok A, rozpustime v 300 ml horké redestilované vody a

nechdme vychladnout.

2. Do odmérné banky na 2000 ml nalijeme cca 500 ml redestilované vody, ve

které rozpustime navazené slozky roztoku B.

Ptilijeme horky roztok A.
Objem doplnime na 2000 ml.

® =N kW

Berani erytrocyty

Hotovy roztok promisime a filtrujeme.
Upravime pH na 7,2 a skladujeme pii 4 °C.
Pted pouzitim fedime 1:5 studenou redestilovanou vodou.

Pro roztoky pouzivame chemikalie p.a. a vodu redestilovanou ve skle.

Byly pouzivany konzervované v Alseverové roztoku. Cerstvd defibrinovana

berani krev se smisila se stejnym mnozstvim Alseverova roztoku. Rozplnila se po 6—8

ml do sterilnich tkafiové mytych zkumavek. Je nutno je uchovéavat pii 4 °C. Takto

konzervované vydrzi az 3 mésice.

Alseverav roztok

H,0O redest. ad............ 980 ml

pH 6,1 (nutno métit pH metrem)

glukéza.....................

Roztok byl filtrovan, sterilizovan v Arnoldové pfistroji pii teploté 100 °C

ttikrat v prabehu 3 dnti po dobu 30 minut.

Suspenze krvinek

Krvinky je nutno resuspendovat. Ze zkumavky se odsaje supernatant, doplni se

veronalovym pufrem a centrifuguji se 10 minut pii 1000 otdek. Timto zplsobem se

»promyji“ celkem 3x vzdy s vyménou pufru.
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Pak byl odstranén supernatant a byla pfipravena asi 3% suspenze ve
veronalovém pufru. Zadana 2,8% koncentrace byla dosazena dofedénim a zpocatku
kontrolovana na spektrofotometru. Krvinky byly uchovavany pii 4 °C a do reakce

spotfebovany nejpozdéji do 24 hodin.

Hemolyzin
Byl uzivan lyofilizovany komeréné vyrabény. Do reakce se pouziva v fedéni

1:1500 az 1:3000. Novou Sarzi hemolyzinu je tfeba vzdy titrovat.

Hemolyticky systém (HS)
Byl pfipravovan tésné pied pouZitim smichanim stejného mnoZstvi 2,8%

suspenze krvinek a hemolyzinu. Smés byla inkubovana v lazni 37 °C po dobu 30 minut.

Komplement

V z4jmu standardizace je opét doporucovan komplement lyofilizovany, ktery
vydrzi bez ztraty aktivity nékolik let. Kazdou novou $arzi je nutno titrovat. Komplement
nesmi obsahovat antitoxoplazmové protilatky.

Pouzivame-li komplement nelyofilizovany, musime ho uchovavat pii -60 °C.
Uchovavany pfi vyssich teplotach ztraci svoji aktivitu a musi byt pied kazdou reakei
titrovan.

Komplement je termolabilni latka, a tak veSkeré operace s nim provadéné musi
byt za chladu. Rozpoustime ho zdsadné tésné pred reakci a pouzivame nejpozdéji do 2
hodin.

Stanoveni hemolytické jednotky komplementu a optimalniho fedéni

hemolyzinu se zjist'uje dvourozmérnou titraci obou slozek soucasné.

Titrace komplementu a hemolyzinu
1. Do stojanku pfipravime 11 zkumavek ve 3 fadach a umistime do naddoby s
s vodou a ledem, aby 1/3 zkumavky byla ponofena. V prvni fad¢ jsou
zkumavky oznacené 30, 60, 120, 240, ve druhé fad¢ 37,5, 75, 150 a 300 a ve
tieti 47,5, 95 a 190.

2. Do zkumavky oznacené 30 napipetujeme 2,9 ml studen¢ho VP, do
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zkumavky oznacené 3,75 napipetujeme 3,65 ml VP a do zkumavky
oznacené 47,5 napipetujeme 4,65 ml VP. Pak do prvnich jamek v kazdé fad¢
po 0,1 ml studeného komplementu.

3. Titrovat zaciname od zkumavky 47,5 a prenasSime po 1 ml do dalSich
zkumavek (95 a 190). Stejnym zplisobem pak pokracujeme iu dalSich
zkumavek. Pak je sefadime do jedné¢ tady se stoupajicim fedénim
komlementu od 30 do 300.

4. Nakapeme do mikrotitracni desticky po 0,05 ml studené¢ho VP a do
kontrol HS po 0,1 ml.

5.0d nejvyssiho tedéni (1:300) komplementu kapeme do kazdé jamky od
shora dolt po 0,05 ml. Pak pokracujeme fedénim 1:240 atd.

6. Desticku protiepeme a ulozime do vlhké komlrky do lednicky.
Ptipravime po 1 ml fedéni hemolyzinu 1:1000, 1:1500, 1:2000, 1:2500,
1:3000, 1:4000, 1:6000 a 1:8000. Zazatkované zkumavky ulozime do
lednice.

7. Pfipravime 10 ml suspenze 2,8% krvinek a uloZime v lednici.

8. Druhy den napipetujeme do 8 zkumavek oznacenych fedénim hemolyzinu
1:1000 —1:8000 po 1 ml 2,8% krvinek a ptiddme po 1 ml ptislusného fedéni
hemolyzinu. Opatrn& promisime a uloZime na 30 minut do lazn& 37 °C.
Béhem inkubace obc¢as promisime.

9. Po ukonceni senzibilizace krvinek ve vodni lazni vyjmeme z lednice
desticku s titrovanym komplementem a do  pfislusnych  fad
zkumavek ptiddvame po 0,025 ml pfislusné hemolytické systémy,
pocinaje fedénim hemolyzinu 1:8000. Po nakapani a roztfepani se desticka
inkubuje ve vlhké komirce pii 37 °C 2x 30 minut. Po uplynuti 1.
tficetiminutovky se desticka opét protiepe. Potom se desticka vyjme a
uloZi do lednice.

10. Odecitame po 2 hodinéach.
Hodnoceni vysledki:

Optimalni fedéni hemolyzinu je to, které za ptfitomnosti minimalni koncentrace

komplementu plisobi tplnou hemolyzu krvinek.
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Hemolytickou tuc¢innost komplementu vyjadifujeme v jednotkach. Jednu
jednotku obsahuje nejvyssi fedéni komplementu, které pfi titraci zpiisobi Uplnou
hemolyzu.

Do reakce bereme vzdy 2 jednotky komplementu.

Titrace antigenu

Jedna se o dvourozmérnou titraci pozitivniho séra a antigenu, kterd umoziuje
stanovit jeho optimalni a pracovni fedéni. To pak pouzivame ve vlastni reakci. Obé
slozky opét prediedime ve zkumavkach a prenasime do mikrotitracni desticky.

Pozitivni sérum nafedime geometrickou fadou od 1:8 do 1:2048.

Negativni sérum natfedime pouze 1:8.

Antigen pfipravime v fedéni od 1:8 do 1:256.

—_

Destic¢ku popiseme.
2. Do kolmych tad KA-2a KA-1,25 a do vodorovné fady KS+ 0,025 VP. Do obou
jamek kontrol HS 0,1 ml VP.

(98]

Do kolmé tfady oznafené NS nakapeme 0,025 ml negativniho séra fedéného 1:8.

Od nejvyssiho tedéni (1:2048) kapeme od shora dolii do kazdé jamky 0,025 ml

R

ptislusného fedéni pozitivniho séra.

5. Do kazdé jamky ptidame 0,025 ml antigenu. Pouze do fady oznacené KS+ a HS
ne.

6. Do vsech jamek mimo fady KA-1,25 a HS pfidame 0,05 ml 2 jednotkového
komplementu.

7. Do tady oznacené KA-1,25 piidame 0,05 ml 1,25 jednotkového komplementu

8. Desti¢ku inkubujeme 18 hodin ve vlhké komirce pii +4 °C.

9. Druhy den ptipravime hemolyticky systém a ptidame do vSech jamek 0,025 ml.

10. Desti¢ku protiepeme a inkubujeme 30 minut v termostatu pti 37 °C. Znovu
protfepeme a inkubujeme dalSich 30 minut.

11. Pak desticku uloZime do lednice. Odecitame po dvou hodinach.
Hodnoceni titrace

Kontroly oznac¢ené KS+, NS a KA-2 musi byt negativni.

V kontrole KA 1,25 miiZe byt pozitivita pouze na 1 kiizek (silné pozitivita v této
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kontrole signalizuje antikomplementaritu antigenu a v téchto fedénich nemtize byt
antigen pouzit do reakce).

Kontrola HS musi byt pozitivni na 4 kiizky.

Kvalita antigenu se urcuje optimalnim pracovnim fedénim. To jsou ta, kdy
antigen dosahne s pozitivnim sérem nejvyssi titr. Je-li téchto fedéni vice, pouzivame

nejblizsi nizsi.

Vlastni provedeni reakce

Séra nemaji byt chylozni, a kontaminovana. Pied vlastni reakci se inaktivuji 30
minut pti 56 °C k odstranéni pfirozené¢ho komplementu.

1. Do vSech jamek desticky nakapeme 0,025 ml vychlazeného komplementu.

2. Redici kli¢kou preneseme do prvni jamky 0,025 ml vySetiovaného séra (fedéni
1:2), 10x oto¢ime klickou a pieneseme do dal§i jamky (fedéni 1:4). Takto
pokracujeme az do fedéni 1:4096.

3. Prvni jamka (1:2) slouzi jako pomocné fedéni, druhd jamka (1:4) jako kontrola
antikomplementarity

4. Do kazdé jamky od fedéni 1:8 kapeme 0,025 ml antigenu.

5. Dvoujednotkovy komplement kapeme po 0,05 ml.

6. Systém kontrol:

- znamé pozitivni sérum

- znamé negativni sérum

- kontrola antigenu

- kontrola komplementu

- kontrola hemolytického systému.

7. Po nakapani vSech slozek desticku protfepeme a ulozime ve vlhké komirce do
lednice na 16 — 18 hodin.

8. Druhy den pfipravime hemolyticky systém.

Hodnoceni reakce
Hodnoti se sediment nelyzovanych krvinek a soucasné je nutné sledovat i
Cirost a zabarveni reak¢ni smési v kazdé jamce. Masivnost sedimentu krvinek se

hodnoti na pocet kiizku:
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1. negativni — v jamce neni zadny sediment, reakcni
smes je Cira, homogenné¢ zbarvend hemoglobinem
lyzovanych krvinek

2. +/- - vjamce je stopa sedimentu krvinek, reakcni
sm¢s je ¢ird, homogenn¢ zbarvena hemoglobinem

3. + - vjamce je maly, ale dobfe patrny sediment
krvinek, reakéni smés je Cira, homogenné zbarvena
hemoglobinem

4., ++ - vjamce je dobfe patrny sediment,
zbarveni Ciré reakéni smési hemoglobinem je
zietelné slabsi

5. +++ - v jamce je mohutny sediment, Cira reakéni
smés ma jeSt¢ zfetelné stopy  zabarveni
hemoglobinem

6. ++++ - vjamce je mohutny sediment krvinek a ¢ira
reakéni  tekutina je prakticky bezbarva

Za pozitivni povazujeme jesté jamku, kde reakce dosdhla hodnoty alesponi ++.

Interpretace vvsledki KFR

Tato metoda je citlivda a velmi dobfe reprodukovatelnd. Detekuje protilatky
pomérné Casng, jiz 2. tyden po infekci. To neni rozhodné na zavadu, protoze vzhledem
k vétSinou nejasnym piiznakiim onemocnéni uplyne vzdy del$i doba od infekce k prvni
navstéve pacienta u lékare. Protilatky jsou detekovatelné po fadu let.

Vysledky hodnotime podle dosazené vyse titrti, jejich stability nebo kolisani
k vys$§im ¢i niz§im hodnotdm v pribéhu onemocnéni.

V KFR hodnotime jako nizké titry 1:8—-1:32, jako stfedni 1:64—1:128 a jako
vysoké titry 1:256 a vyS$i. Pacienti stitrem 1:64 a vyS$S§im podléhaly hlaseni do
informacnich systémt hygienické sluzby. Pozd¢€ji hrdla hlavni roli pfitomnost

specifickych imunoglobulini IgM.
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12.5.2 Mikroprecipitace v agaru

Tato dnes jiZ nepouzivana reakce byla v nasi laboratofi pouzivana do roku 1988.
Protoze k n¢kterym zaveérim hodnocenym v dalSich kapitolach se doSlo praveé pouzitim
této reakce, je zde uveden struc¢né jeji popis.

Je to doplitujici reakce ke KFR a byla provadéna pouze u KFR pozitivnich sér.

Princip reakce
MPA je typickou precipitacni reakci, kdy na misté kontaktu antigenu se

specifickou protilatkou v agarovém gelu dochazi k vazb¢ antigenu s protilatkou. Tento
komplex vypadava z roztoku a je zviditelnén.
Antigen a protilatka jsou umistény proti sob¢ a v misté kontaktu se

vytvaii precipitacni linie.

Materialni vybaveni

- mikroskopicka podlozni skla
- vodni lazen
- pipety
- vlhka komurka
- termostat 37 °C
Ingredience
Agarové médium

Destilovana voda

Vlastni provedeni reakce

1. Rozvareny agar se nanese na podlozni mikroskopické sklo v cca milimetrové vrstve,
ktera se necha utuhnout. Sklicko je nutné poloZit na zcela rovnou plochu, aby vrstva
byla rovhomérna!!

2. Kovovou rourkou o priméru 3 mm vytizneme dle $ablony 5 otvord. Nutno zachovat
piesné vzdalenosti!

3. Ihned ulozit do vlhké komiirky a zde ponechat az do odecitani.

4. 1. obvodovy otvor plnime kontrolnim pozitivnim sérem, ostatni séry vySetfovanymi.

Séra nemusi byt inaktivovand, nesmé&ji byt chylozni.
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5. Do prosttedniho otvoru plnime antigen.

6. Otvory naplnime po okraj.

7. Sklitka ulozime na 5 hodin do termostatu (37 °C).

8. Kazdou hodinu doplitujeme vypaiené mnozstvi vSech slozek.

9. Po patém doplnéni ponechame skli¢ka pii pokojové teploté.
Hodnoceni reakce

Reakci odecitime za 24 hodin lupou zvétSujici 3-5x .Nejprve se hodnoti

kontrola pozitivniho séra. Méla by mit 2-3 linie intenzity +++.

Interpretace vysledku MPA

Reakci hodnotime pouze jako pozitivni nebo negativni.

12.5.3 Detekce specifickych imunoglobulinii ELISA reakcemi

12.5.3.1 Imunoglobuliny IgG

yto reakce byly zavadény do laboratoti v CR od roku 1990 (113). Diky
pouzivani KFR nase laboratot detekci IgG (véetné avidity) zavedla az v roce 2005.
Jejich detekce ma hlavné epidemiologicky vyznam. Protilatky tfidy IgG dosahuji svého
vrcholu v séru asi 2 roku po infekci, pfetrvavaji po fadu mésici ve vysokych hladinach
a fadu let jsou detekovatelné v hladinach nizkych. Svéd¢i tedy o diive prodélané infekci

T. gondii. K presnéjsimu urceni faze infekce nam pomaha avidita IgG. (Viz nize.)

Princip reakce

Na vnitfnim povrchu jamek mikrotitracni desticky je navédzan antigen T.
gondii. Po aplikaci vzorku pii pritomnosti specifickych IgG dochazi k jejich vazbé na
antigen. Nenavazané zbytky vzorka se vymyji.

Na specifické imunoglobuliny IgG se navaZe znacena zvitreci protilatka proti
lidskému IgG konjugovana kienovou peroxiddzou. Nenavazany konjugét se odstrani a

detekujeme peroxidazovou aktivitu.
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Materidlni vybaveni:

mikrotitra¢ni desticky
automatické pipety
promyvacka
termostat

fotometr.

Ingredience (dodavané v komercnim setu):

Potazena desticka s navazanym antigenem

Lidské sérum bez protilatek proti T.gondii — negativni kontrola

Lidské sérum obsahujici protilatky proti T.gondii v hrani¢ni koncentraci — CUT-OFF

Lidské sérum obsahujici protilatky proti T.gondii (60 IU/ml a 240 IU/ml) — pozitivni

kontroly

Zviteci protilatka proti lidskému IgG znacena peroxidazou

Pufr se stabilizatory bilkovin — fedici roztok

Koncentrovany pufr — promyvaci roztok

Substratovy roztok

1 mol/l kyselina sirova — zastavovaci roztok.

Vlastni provedeni reakce

1. VSechny reagencie nechat vytemperovat na pokojovou teplotu

2.

Davkovat dle schématu
Al ,blank*

A2 negativni kontrola
A3 CUT-OFF

A4 CUT-OFF

AS pozitivni kontrola

A6-A96 testované vzorky

Testovana séra fedime 1:100, fetalni a novorozenecka fedime 1:20!

3. Desti¢ku zakryt a inkubovat 60 minut pti 37 °C ve vlhké komirce

4. Odsat jamky a 5x promyt promyvacim roztokem

5. Do kazdé jamky davkovat 100 um konjugatu

6. Desticku zakryt a inkubovat 60 minut pti 37 °C ve vlhké komiirce
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7. Odsat jamky a 5x promyt promyvacim roztokem

8. Do vsech jamek davkovat 100 um jednoslozkového substratu

9. Desti¢ku zakryt a inkubovat a inkubovat 20 minut pti 37 °C v temnu
10. Zastavit reakci pfidanim 100 pum zastavovaciho roztoku

11. Intenzitu zbarveni roztokl zméfit na fotometru pii vinové délce 450 nm.

Validita testu
Test je platny, jestlize:
1. Absorbance ,,blanku‘ je mensi nez 0,150
2. Absorbance negativni kontroly je mensi nez 0,250
3. Priimérna absorbance CUT-OFF je v rozmezi 0,200-0,800
4. Absorbance pozitivni kontroly je nejméné dvojnasobek primérné

absorbance CUT-OFF.

Interpretace vysledku

Vypocet indexu pozitivity IP:

IP = absorbance vzorku/primérna absorbance CUT-OFF

Index pozitivity hodnoceni
<0,8 negativni
0,8-1,0 hrani¢ni
>1,0 pozitivni

12.5.3.2 Imunoglobuliny IgM

Tyto reakce byly vCR zavedeny vroce 1990. Od pocatku diagnostiky
antitoxoplazmovych protilatek byl vzdy problém v urceni faze infekce. K tomu ma
dopomoci pravé detekce specifickych imunoglobulinii a znalost dynamiky jejich tvorby.
V CR se jako prvni (i diky zavedené a tradi¢ni KFR) zavedla jako doplitkové reakce
detekce imunoglobulinti IgM. Nejprve jako ,,polotovar NRL a firmy SEVAC (113),

pozdéji se objevily komeréné vyrabéné sety riizné provenience.
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Princip reakce

Na vnitinim povrchu jamek mikrotitraéni desticky jsou navazany zviteci
protilatky proti lidskym IgM. Po aplikaci vySetiovaného séra se na n€ navazi vSechny
IgM (vCetné antitoxoplasmovych u ,,pozitivnich sér®).

V druhém kroku se na specifické IgM navaze antigen T.gondii
s antitoxoplazmovou protilatkou zna¢enou peroxidazou (konjugat).

Po té se detekuje peroxiddzova aktivita aplikaci substratu.

Materialni vybaveni:

- mikrotitracni desticky
- automatické pipety

- promyvacka

- termostat

- fotometr.

Ingredience (dodavané v komercnim setu)

Lidské sérum bez protilatek proti T. gondii — negativni kontrola

Lidské sérum obsahujici protilatky proti T. gondii v hraniéni koncentraci — CUT-OFF
Lidské sérum obsahujici protilatky proti T. gondii — pozitivni kontrola

Antigen T. gondii s konjugatem - tracer

Pufr se stabilizatory bilkovin — fedici roztok

Koncentrovany pufr — promyvaci roztok

Substratovy roztok

1 mol/l kyselina sirova — zastavovaci roztok

Vlastni provedeni reakce

1. V8echny reagencie nechat vytemperovat na pokojovou teplotu
2. Davkovat dle schématu

Al ,blank*

A2 negativni kontrola

A3 CUT-OFF

A4 CUT-OFF
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AS pozitivni kontrola

A6-A96 testované vzorky

Testovana séra fedime 1:100, fetalni a novorozenecka fedime 1:20!
. Desti¢ku zakryt a inkubovat 60 minut pi 37 °C ve vlhké komiirce
Odsat jamky a 5x promyt promyvacim roztokem
Do kazdé jamky davkovat 100 um traceru
Desticku zakryt a inkubovat 60 minut pti 37 °C ve vlhké komiirce
Odsat jamky a 5x promyt promyvacim roztokem

Do vsech jamek davkovat 100 um jednoslozkového substratu

© 0 N e AW

Desti¢ku zakryt a inkubovat a inkubovat 20 minut pii 37 °C v temnu
10. Zastavit reakci pfidanim 100 pm zastavovaciho roztoku

11. Intenzitu zbarveni roztokli zméfit na fotometru pii vinové délce 450 nm.

Validita testu
Test je platny, jestlize:
1. Absorbance ,,blanku‘ je mensi nez 0,150
2. Absorbance negativni kontroly je mensi nez 0,250
3. Pramérna absorbance CUT-OFF je v rozmezi 0,250 — 1,000
4. Absorbance pozitivni kontroly je nejméné dvojnasobek primérné

absorbance CUT-OFF.

Interpretace vysledkt

Vypocet indexu pozitivity IP:

I[P = absorbance vzorku/primérna absorbance CUT-OFF

Index pozitivity hodnoceni
<0,9 negativni
09-1,1 hrani¢ni
>1,1 pozitivni
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12.5.3.3 Imunoglobuliny IgA

Tato reakce byla zavedena v naSi laboratofi v roce 1995. Jeji zavedeni si
vyzadala hlavné zjiSténi dlouhého pietrvavani imunoglobulind IgM. Od plvodné
proklamovanych mésicti (maximalné 1 roku) se ukdzalo, ze v nékterych vyjimecnych
piipadech pretrvavaji i n€kolik let. K eliminaci téchto ,,Casovych nedostatki* slouzi
pravé detekce imunoglobulinli IgA. Obecné se uvadi, Ze pretrvavaji méné nezZ jeden rok

a jejich detekce pak svédci o akutni nebo nedavno probéhlé infekcei.

Princip reakce

Na vnitinim povrchu jamek mikrotitraéni desticky jsou navazany zviteci
protilatky proti lidskym IgA. Po aplikaci vySetfovaného séra se na né¢ navazi vSechny
IgA (vCetné antitoxoplasmovych u ,,pozitivnich sér®).

V druhém kroku se na specifické IgA navaze antigen T.gondii
s antitixoplazmovou protilatkou znacenou peroxiddzou (konjugat).

Pak se detekuje peroxiddzova aktivita aplikaci substratu.

Materialni vybaveni

- mikrotitracni desticky (s navazanou protilatkou proti lidskym IgA)
- automatické pipety

- promyvacka

- termostat

- fotometr.

Ingredience (doddvané v komerénim setu)

Lidské sérum bez protilatek proti T . gondii — negativni kontrola

Lidské sérum obsahujici protilatky proti T. gondii v hrani¢ni koncentraci — CUT-OFF
Lidské sérum obsahujici protilatky proti T. gondii — pozitivni kontrola

Antigen T.gondii s konjugatem - tracer

Pufr se stabilizatory bilkovin — fedici roztok

Koncentrovany pufr — promyvaci roztok

Substratovy roztok
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1 mol/l kyselina sirova — zastavovaci roztok

Vlastni provede

ni reakce

1. VSechny reagencie nechat vytemperovat na pokojovou teplotu

2. Déavkovat dle schématu
Al ,blank*

A2 negativni kontrola
A3 CUT-OFF
A4 CUT-OFF

AS pozitivni kontrola

A6-A96 testované vzorky

Testovana séra fedime 1:100, fetalni a novorozenecka fedime 1:20!

. Odsat

e = Y T N

. Desticku zakryt a inkubovat 60 minut pii 37 °C ve vlhké komiirce
. Odsat jamky a 5x promyt promyvacim roztokem
. Do kazdé jamky davkovat 100 um traceru

. Desticku zakryt a inkubovat 60 minut pti 37 °C ve vlhké komiirce

jamky a 5x promyt promyvacim roztokem

Do vSech jamek dédvkovat 100 um jednoslozkového substratu

Desticku zakryt a inkubovat 20 minut pii 37 °C v temnu

10. Zastavit reakci ptidanim 100 pm zastavovaciho roztoku

11. Intenzitu zbarveni roztokli zméfit na fotometru pii vinové délce 450 nm.

Validita testu

Test je platny, jestlize:

1.

2
3.
4

Absorbance ,,blanku‘ je mensi nez 0,150
. Absorbance negativni kontroly je mensi nez 0,250
Prtiimérna absorbance CUT-OFF je v rozmezi 0,250 — 1,000

. Absorbance pozitivni kontroly je nejméné dvojndsobek primérné

absorbance CUT-OFF.

Interpretace vysledku

Vypocet indexu p

ozitivity IP:
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IP = absorbance vzorku/primérna absorbance CUT-OFF

Index pozitivity hodnoceni
<0,9 negativni
09-1,1 hraniéni

>1,1 pozitivni
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13  Vysledky

13.1 Charakteristika vybraného souboru

Béhem vybraného obdobi fijen 1996 — prosinec 2004 bylo vySetieno:

Tab. 3: Pocet provedenych vySetfeni a vysetienych osob

Pocet vySetieni Pocet osob

Muzi 4920 4 080
Zeny 32 595 24 742
Celkem 37515 28 822

Z tohoto poctu: bylo 1 508 déti muzského pohlavi
1 765 déti zenského pohlavi
(0-18 let)

Tento jasny nepomér ve prospéch poctu vySetfenych Zen je zplisoben
zavedenym systémem vySetiovani gravidnich Zen v nasi oblasti.

Pii vySetfovani muza a déti se zpravidla jednd o vySetfeni pfi podezieni na
toxoplazmozu, u zen je vySetfeni preventivni - spojené s t€hotenstvim. Tento vzorek
pacientli slouzi jako kontrolni soubor ke zjisténi vyskytu protilatek u zdravé Zenské
populace.

Jako kritérium k povinnosti hldsit onemocnéni do informacnich systémul
hygienické sluzby byl bran zfetel na pozitivitu specifickych imunoglobulini IgM.
Zpocatku sledovaného obdobi toto kritérium nebylo striktné dodrzovano a jako podklad
k hlaseni postacovaly vysokeé titry protilatek ve vazbé komplementu (1:64 a vyssi).

Povinnost hlasit infek¢ni onemocnéni je az druhotna. Prvotni je popsat fazi
onemocnéni. Hlavné ve vztahu k terapii ¢i dal$i péci o pacienty, ¢i téhotné Zeny.
V minulych létech, jak jiz bylo vySe uvedeno, pozitivita imunoglobulini IgM byla
povazovana za signal akutni infekce, a proto tato metoda méla zdsadni vyznam. Zasadni
vyznam méla i volba pouzivaného diagnostického setu. Ukazalo se, ze sety pfilis citlivé
v rukdch nezkuSenych pracovniki mohou vést k faleSné¢ pozitivnim vysledkiim. To
potom miize ovlivnit pocCet faleSnych vysledkti v pozitivnich, ale i negativnich

hodnotach.
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13.2 RozloZeni titrii u vySetieného souboru

Tab. 4: Rozlozeni titrd u vySetfené¢ho souboru

ROK 1996 1997 1998 1999 2000
Pohlavi | Muzi | Zeny | Muzi | Zeny | Muzi | Zeny | Muzi | Zeny | Muzi | Zeny
Negativ. | 84 | 471 | 320 | 1484 | 315 | 1357 | 373 | 1732 | 341 | 1729
Pozitiv. | 76 | 577 202 | 1355 | 221 | 1540 | 179 | 1427 | 172 | 1261
Titr1: 8 | 30 | 249 64 | 529 | 65 502 68 | 563 42 | 413

16 | 20 181 69 | 447 | 69 590 39 | 508 64 | 470
32 | 12 95 35 | 242 | 38 293 31 | 237 23 | 249
64 4 19 15 70 | 17 88 9 55 14 76
128 2 16 8 28 6 28 2 18 6 29
256 5 9 0 14 7 10 1 19 5 7
512 0 3 5 8 3 10 11 9 4 7
1024 1 2 3 5 4 10 3 7 5 4
2048 2 2 0 6 7 5 10 7 4 6
4096 0 1 3 6 5 4 5 4 5 0
ROK 2001 2002 2003 2004 CELKEM
Pohlavi | Muzi | Zeny | Muzi | Zeny | Muzi | Zeny | Muzi | Zeny | Muzi | Zeny
Negativ. | 289 |[1613 | 267 | 1514 | 229 | 1191 | 276 | 1418 | 2494 | 12509
Pozitiv. | 172 | 1322 | 199 | 1523 | 220 | 1746 | 145 | 1482 | 1586 | 12233
Titr 1:8 61 | 425 91 | 802 | 113 | 832 | 72 | 788 | 606 | 5103
16 52 | 530 64 | 494 64 | 627 45 | 478 | 486 | 4325
32 29 | 257 29 | 159 22 | 227 19 176 | 238 | 1935
64 8 68 8 32 11 30 7 24| 93 462
128 7 13 4 19 2 15 0 11 37 177
256 1 9 3 7 1 9 1 2| 24 86
512 5 7 0 6 1 4 0 3 29 57
1024 3 11 0 3 2 2 1 0 22 44
2048 5 2 0 1 3 0 0 0 31 29
4096 1 0 0 0 1 0 0 0 20 15
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Graf 1: Rozlozeni titrd u muzu
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Graf 2: RozloZeni titréi u Zen
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Jak ukazuji tabulky a grafy, nejvyssi poCet pozitivnich titrii se pohybuje

v oblasti nizkych hodnot (1:8 az 1:32) u 12 693 vySetfenych lidi (91,9 %). Stiedni
hodnoty (1:64 a 1:128) vykazovalo 769 lidi (5,6 %) a vysoké titry (1:256 az 1:4 096)
357 1idi (2,5 %).

Zjevny je trend ubyvani vysokych titra (tab. 15). Zatimco v letech 1996-2000
byly detekovany u 263 lidi ze 7 010 pozitivnich, v letech 2001-2004 to bylo pouze u
94 lidi z 6 809 pozitivnich. Ubytek Cetnosti vysokych titrii je statisticky vyznamny
(x*=157,6, P=0,000).

Jednim z diivodii by mohlo byt rozdilné v€kové rozloZeni pacientl s témito titry

v jednotlivych obdobich. Udaje v tabulce 5 tuto teorii nepotvrzuji.

Tab. 5: Primérny vek pacientt s titry 1:512 — 1:4 096

ROK | 1996 | 1997 [ 1998 [ 1999 [ 2000 [ 2001 [ 2002 [2003 [ 2004
Muzi | (19,6) | (18,3) | 20,0 | 24,9 [ 298 [ 259 | (- |(17,2) | (25,0)
Zeny | (8,6) | 30,6 | 292 | 29,6 | 21,8 | 26,1 | (23,3) | (27.,3) | (26,3)

(...) — pocet sledovanych <20

13.3 Celkovy pocet hlaSenych onemocnéni do informacnich

systémiit hygienické sluzby (EPIDAT)

Pocet hladSenych onemocnéni znasi laboratofe ukazuje nésledujici tabulka.
Vsichni nemocni méli titr >1:64 a byly u nich detekovany imunoglobuliny IgM, u
nékterych i IgA. Opét je tieba si povSimnout zhruba stalych hodnot v prvnich péti letech
studie a sestupného trendu v jeji druhé poloving. Odpovida to situaci v celé CR.

Naésledujici data jsou vysledky vySetfeni 22 977 zen, 2 572 muzii a 3 273 déti do
18 let. Z tohoto poctu podléhalo dle platnych kritérii hldSeni do EPIDATu 177 Zen, 49
muzi a 60 déti do 18 let.
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Tab. 6: Pocet hlaSenych piipadt do informacnich systému hygienické sluzby

Rok Celkem Muzi Zeny | Déti | ztoho Muzi Zeny
1996 43 6 25 12 7 5
1997 30 1 20 9 4 5
1998 45 11 25 9 7 2
1999 45 8 28 9 6 3
2000 41 9 21 11 6 5
Celkem | 204 35 119 50 30 20
2001 27 6 18 3 1 2
2002 25 3 20 2 0 2
2003 16 4 8 4 4 0
2004 14 1 12 1 0 1
Celkem 82 14 58 10 5 5
Celkem | 286 49 177 60 35 25

13.3.1 Pocet hlaSenych pripadi ve vztahu k bydlisti
Tab. 7: Pocet hlasenych ptipada ve vztahu k bydlisti

Celkem Muzi Zeny Déti | ztoho Muzi Zeny
Mésto 148 33 89 26 16 10
Venkov 138 16 89 33 19 14

Jak ukazuje pocet pozitivnich ptipadl ve vztahu k bydlisti (dfive uvadén jako
rozhodujici faktor odlisny zptisob zivota ve mésté a na vesnici), neni v absolutnich
hodnotach ve vztahu k toxoplazméze zadny statisticky vyznamny rozdil (x*> = 2,07,P=
0,15). Diive bylo uvadéno, ze tésn¢jsi vztah k prirodé ma zasadni epidemiologicky
vyznam. Pfepocteme-li ale nemocnost na 100 000 obyvatel, dostaneme se na vyrazny

rozdil v nemocnosti méstské populace oproti venkovské.
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Tab. 8: Nemocnost populace prepoctend na 100 000 obyvatel.

Mésto Venkov
Muzi 61,4 10,3
Zeny 114,9 29,4

Pocet hlasenych Zen ptevazuje. Pocet pozitivnich déti asi 3x, pocet pozitivnich

muzil asi 4x. Venkovskd populace byla z okresti Plzen-jih (PJ), Plzen-sever (PS) a

Rokycany (RO). Jako méststi pacienti jsou v nasi studii vykazovani pouze obyvatelé

meésta Plzné. Stejné rozdéleni platilo 1 pifi realizaci tzv. sérologickych pitehleda

provadénych SZU v Praze. Vtomto souboru jsou tedy Zeny vétSinou klinicky

bezptiznakové a vysoké titry (podléhajici hlaSeni) jsou odhaleny pfi téhotenském

skrininku.

13.3.2 Pocet pripadi dle nejpravdépodobnéjsiho zdroje infekce

Tab. 9: Pocet piipadu dle nejpravdépodobnéjsiho mechanizmu pienosu

Rok Celkem Strava Kontakt se zvifaty | Neuvedeno
1996 43 6 21 16
1997 30 4 20 6
1998 45 6 19 20
1999 45 7 17 21
2000 41 6 16 19
Celkem 204 29 93 82
2001 27 3 14 10
2002 25 4 6 15
2003 16 3 7 6
2004 14 2 5 7
Celkem 82 12 32 38
Celkem 286 41 125 120
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Celkem | Muzi Zeny Déti | ztoho Muzi Zeny
Strava 40 5 34 1 1 0
Kontakt se 133 16 67 50 28 22
zvitaty
Neuvedeno 113 28 76 9 4 5

Jak se ukazuje, vliv pozivani nedostatecné tepelné upraveného masa ustupuje do
pozadi za uvadény kontakt se zviraty. Z ,,Listi epidemiologického Setfeni lze velmi
tézko rozliSovat ,.kontakt se zvifetem* a ,,praci na zahradce®. VétSina lidi toto uvadéla
vzdy soucasné. Tento mozny zpiisob nakazy uvadi zhruba 3x vyssi pocet pacient.

To je pon¢kud v rozporu s trendem vyssiho poctu onemocnéni ve méste. Mozna
zaCind ustupovat kontakt se zviraty hospodatrskymi a ptevazuje méstsky chov kocek.

Ptiblizné€ stejny pocet lidi si neuvédomuje Zadnou z vySe uvedenych moznosti.
To je problém asi u vétSiny epidemiologickych Setfeni. Srovname-li navzajem obdobi

1996-2000 s obdobim 2001-2004, nezjistime zadny statisticky vyznamny rozdil (y*

=0,21, P=0,64). Stejny vysledek dostaneme pii srovnani obou pohlavi (x*=0,18,

P=0,66).

13.3.3 Rozdéleni dle formy onemocnéni

Tab. 10: Rozdéleni dle forem onemocnéni

Rok Celkem | Uzlinova | Latentni | Gynekologicka | O¢ni Jina
1996 43 32 8 0 0 4
1997 30 18 6 2 0 4
1998 45 32 6 5 1 1
1999 45 35 9 0 0 0
2000 41 29 10 1 1 0
Celkem | 204 146 29 8 2 9
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2001 27 17 7 2 0 1
2002 25 15 8 1 0 1
2003 16 11 4 0 0 1
2004 14 5 5 2 1 1
Celkem 82 48 26 5 1 4
Celkem 286 194 63 13 3 13
Celkem Muzi Zeny Déti | ztoho Muzi Zeny
Uzlinova | 194 47 91 56 26 30
Latentni 63 0 63 0 0 0
Gynekol. | 13 0 13 0 0 0
O¢ni 3 0 2 1 0 1
Ostatni 13 1 9 3 2 1

Velkych chyb se klinici nedopoustéji pii zaslani materidlu na vysetfeni

protilatek proti toxoplazmoéze pi1 konkrétnim podezieni na toto onemocnéni. Do této

oblasti spadaji vSechny formy uzlinové a o¢ni u muzi a déti.

Zpocatku byl problém se zatazenim formy u t¢hotnych Zen. Gynekologové se
dopoustéli chyb a pfifazovali nékterym Zendm vySetfenym v gravidité formu
gynekologickou nebo dokonce ,primoinfekce® v gravidité. Ob& dvé zafazeni jsou

nespravna. Je-1i v gravidité¢ u zeny toxoplasmoza diagnostikovana a nema-li klinické

ptiznaky, ma byt hldSena jako forma latentni nebo latentni v gravidité. (Viz tabulka dr.

Benese).
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13.3.4 Sezonnost zachytu
Tab. 11: Sezonnost zachytl u jednotlivych skupin

ZENY
Meésice
Rok |1 |2 |3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12
1996 | 9 | 3 | 3 5 2 0 (0 4 3 2 4 2
1997 | 4 | 3 | 5 3 1 7 10 0 6 3 2 2
1998 | 6 | 5| 3 2 2 3 16 3 5 1 2 0
1999 | 8 | 6 | 2 3 1 2 14 3 5 5 0
2000 | 3 |1 |2 0 1 7 12 4 6 4 0 3
2001 | 4 1 2 1 3 11 1 3 2 3 0
2002 | 2 | 4|2 1 2 1 |0 2 3 3 3 1
2003 | 4 |1 |1 5 0 0 |0 0 2 3 1 1
2004 | 1 [ 1|3 0 0 4 |1 1 2 3 0 1
41129 (22 |21 |10 [26 |15 |18 (35 (21 (20 |10
MUZI
Mésice
Rok 1 2 (3 |4 5 6 7 18 9 10 |11 |12
1996 3 10 (2 |0 0 1 010 0 0 3 12
1997 0O [0 (1 |0 1 0 010 2 1 0 1
1998 1 210 |1 1 0 1 1 1 0 3 1
1999 4 10 (0 |0 1 0 1 1 2 0 1 0
2000 8 1 {0 [0 1 0 010 0 1 1 0
2001 1 010 |0 0 1 012 1 2 1 1
2002 0 [0 |0 |1 1 0 0|2 0 1 1 0
2003 2 1 {0 [0 0 0 2 |2 0 1 0 |0
2004 0 |0 [0 |1 0 1 010 0 0 0 [0
19 (4 |3 |3 5 3 4 |8 |6 6 10 |5
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DETI

Mésice

Rok |1 2 4 |5 6 (7 |8 9 (10 |11 |12
1996 |4 4 2 |1 1 |4 |1 2 3 1 2
1997 |1 0 10 0 (1 ]1 1 0 1 1
1998 |2 3 010 0 (2|2 0 3 0 1
1999 |8 2 110 0 (1 |1 2 0 1 0
2000 |3 2 0|1 1 |1 ]3 2 1 2 0
2001 (O 0 1|1 2 1010 2 0 1 1
2002 |1 3 210 0 [0 ]O0 1 0 1 1
2003 (O 1 010 2 (0|0 1 0 0 0
2004 |1 0 010 1 |0 ]0 0 0 0 0

20 |15 713 7 (9|8 (11 |7 7 6

U vSech sledovanych skupin je nejvyssi zachyt v prvnich mésicich roku. U zen

a déti dochazi jesté k mirnému vzestupu v zafi.

Graf 3: Sezdnnost zachytl u sledovanych skupin

45

40 8
35 [\

30

25

20 .

pocet

15

—— Zeny
—=— MUZ
déti

10

5

N

0

— N\

1

2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

meésice

68



Rozdélime-li roky na zimni obdobi (fijen—biezen) a letni obdobi (duben—zaii),

dostaneme nasledujici vysledky i1 v zavislosti na zpisobu nakazy:

Tab. 12: Pocet hlaSenych piipadi v obdobi zima/léto v zavislosti na mozném zpisobu

nakazy
Zima (fijen—biezen) Léto (duben—zafi)
Strava 31 9
Kontakt se zviraty 65 61
Neuvedeno 72 48
Celkem 168 118

Podivame-li se na pocet piipadi dle pravdépodobného mechanizmu nékazy, je
rizikovy faktor ,,tepelné neupravené maso“ 3 x castéj$i v zimnich mésicich. Rozdil je
statisticky vyznamny (3°=8,36, P=0,0038).

Z4dné rozdily béhem roku nebyly zjistény u zavislosti na kontaktu se zvifaty.

13.3.5. RozlozZeni titri v KFR
V nasem souboru bylo nejvice ptipadl v oblasti tzv. stfednich titri (1:64—
1:256) s klesajici tendenci k titrim vysokym.

Tab. 13: Rozlozeni titra v KFR

CELKEM | 1:16 | 32 | 64 | 128 256 | 512 | 1024 | 2048 | 4096

1996 43 0 O, 1 14| 9 7 5 6 1
1997 30 0 25 2] 3 3 2 6 6
1998 45 0 0] 8 5173 |10 8 6 5
1999 45 0 0 4 8 | 7 7 4 7 8
2000 41 0 1| 6 | 10| 5 4 5 9 2
2001 27 0 2|5 2] 6 6 3 4 0
2002 25 0 0 11 4 7 2 1 0 0
2003 16 0 01| 4 6 0 2 2 1 0
2004 14 0 1 6 310 3 0 0 0

286 0 6 50 54 |40 |44 30 39 23
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Graf 4: Rozlozenti titra v KFR
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13.3.6 Pritomnost specifickych imunoglobulini IgM a IgA

Tab. 14: Detekce specifickych imunoglobulinti IgM a IgA

Celkem IgM IgA

1996 43 29 6
1997 30 29 14
1998 45 43 24
1999 45 42 20
2000 41 41 18
2001 27 27 11
2002 25 25 13
2003 16 16 11
2004 14 14 9

286 266 126




Prvotni kritérium pro povinnost hlaSeni onemocnéni (laboratorni signalizace)
byl zjistény titr >1:64. Po rutinnim zavedeni detekce specifickych imunoglobulinti IgM
se pravidla upravila a podminkou byla pravé jejich pozitivita.

Jak ukazuje tabulka, i naSe laboratof se stim vyrovndvala postupné a
diskrepance v poctech hlaSenych onemocnéni a poctem lidi s pritomnosti IgM jsou
zpusobeny nékdy hlaSenim 1 vysokych titri bez ptitomnosti téchto specifickych
imunoglobulinii (nejsou zahrnuty ve sledovaném souboru). Naopak u Sesti pacientl
dosahly titry v KFR pouze hodnoty 1:32. U vSech byly pozitivni obé tiidy
imunoglobulint.

Po zjisténi, ze mohou imunoglobuliny IgM pfetrvavat az 3 roky, ani jejich

ptitomnost neni dikazem o akutnim, prave probihajici onemocnéni.
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13.3.7 Srovnani poctii vySetieni a pozitivnich osob v obdobi 1996-2000 a
2001-2004
Tab. 15: Pocet vySetienych a pozitivnich osob v obdobich 1996-1999 a 2000-2004

Obdobi 1996-2000 2001-2004
Pocet vys. 19 656 17 859
Po¢. osob 15216 13 606
Muzi Zeny Celkem Muzi | Zeny Celkem
Pocet vys. | 2749 | 16907 | 19 656 2171 | 15688 | 17 859
Poc¢.osob | 2283 | 12933 | 15216 1797 | 11809 | 13 606
Negativni | 1433 | 6773 | 8206 (53,9%) | 1061 | 5736 | 6797 (49,9 %)
Pozitivni | 850 6160 | 7010 (46,1 %) 736 1 6073 | 6809 (50,1 %)
I:
8 269 2256 | 2525 337 2847 |3184
16 261 2196 | 2457 225 | 2129 | 2354
32 139 1116 | 1255 99 819 918
Nizké t. 6 237 (88,9 %) 6 456 (94,8 %)
64 59 308 367 34 | 154 188
128 24 119 143 13 58 71
Sti‘edni t. 510 (7,3 %) 259 3.8 %)
256 18 59 77 6 27 33
512 23 37 60 6 20 26
1024 16 28 44 6 16 22
2048 23 26 49 8 3 11
4096 18 15 33 2 0 2
Vysoké t. 263 (3,8 %) 94 (1,4 %)
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veékovych skupinach.

Nasledujici tabulky ukazuji pocet vysetienych lidi (muzt a Zen) v jednotlivych

skupinach

s téhotenstvim (vékové skupiny 15-19, 20-24, 25-29, 30-39).

onemocnéni, kdy ve vékové skupiné 15-19 dochazi ke zlomovému naristu v souvislosti

Od tohoto faktu se samoziejmé odviji pocet zachycenych latentnich forem

s prenatalnim skrininkem.

skupiny 25-29. Tento zlom nastava kolem roku 2000 a je to nasledkem prokazaného

Zajimavosti je posun nejvysSich pocth vySetfeni z vékové skupiny 20-24 do

faktu v nasi spole¢nosti - posunu gravidity do pozd¢jsiho veku.

Tab. 16: Pocet vySetienych v jednotlivych vékovych skupinach

13.4 Nemocnost a pocet vySetienych v jednotlivych vékovych

U muzi je v jednotlivych skupinach pocet velmi staly bez vyraznych vykyvi.

Naopak u Zen dochdzi k markantnimu narGstu poctu vySetfeni v souvislosti

Muzi
VEKOVE SKUPINY
Rok 0-4 | 59| 10- 15- 20- 25- | 30- |40- |50- |>60 Celkem
14 19 24 29 39 49 59
1996 27 17 | 20 20 |15 8 14 16 |13 9 60
1997 | 123 77 | 49 53 |43 24 48 46 |30 29 522
1998 | 112 88 | 58 58 |58 29 41 40 | 33 19 536
1999 | 113 78 | 59 64 | 50 44 50 42 130 22 552
2000 95 48 | 40 64 | 46 58 57 42 | 34 29 513
2001 87 51| 44 46 |43 43 84 38 | 15 10 461
2002 84 43 | 49 40 | 44 49 48 29 149 31 466
2003 89| 40| 29 28 |39 36 68 48 | 47 26 449
2004 97 25| 25 32 |35 52 53 38 | 36 28 421
Cel. 827 | 467 | 373 405 | 373 343 | 463 | 339|287 | 203 4 080
Poz. | 200 | 225 | 161 154 | 162 154 | 180 135|129 86 1 586
% 242 1 48,2 | 43,2 38,0 1434 | 449 |38,9 |40,0|44,9 424 38.9
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Zeny

VEKOVE SKUPINY

Rok |0-4 |59 [10- |15- |20- 25- 30- 40- | 50- | >60 Celkem
14 19 24 29 39 49 |59
1996 | 31 15 31 | 90 408 | 264 158 | 31 10 | 10 1 048
1997 | 92 | 49 64 | 226 | 991|812 455 80 | 36 | 34 2 893
1998 | 80 | 64 48 | 208 | 973 | 854 526 | 78 | 36 | 30 2 897
1999 | 84 | 45 55 | 215 958 | 1083 | 572 90 | 32 | 25 3159
2000 | 69 | 39 61 153 82411102 | 600 | 75 | 37 | 30 2990
2001 | 76 | 32 42 137 | 6621183 | 657 | 8 | 37 | 23 2935
2002 | 80 | 32 36 | 102 | 5091178 | 939 | 87 | 47 | 27 3037
2003 | 69 | 24 28 751 430113211009 | 94 | 49 | 27 2937
2004 | 52 | 19 29 95| 438 | 1201 | 936| 79 | 28 | 23 2900
Cel. [633 [319 | 394 | 1301 | 6193 | 8809 | 5852|700 | 312 |229 24742
Poz. | 1721169 | 239 | 778 |3179 4500|2597 |347 | 157 | 95 12 233
% 27,2 |153,0] 60,7 60,0 | 51,3 51,1 | 44,4 |50,1|50,1 | 41,5 49,4

Tab. 17: Pocet onemocnéni v Plzeniském kraji v obdobi 1996-2004

Vek Muzi Zeny Celkem
1-4 4 6 10
5-9 12 10 22
10-14 10 13 23
15-19 22 22 44
20-24 12 44 56
25-29 8 51 59
30-39 7 48 55
40-49 5 12 17
50-59 7 9 16
>60 4 4 8
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13.5 Pritomnost protilatek u zdravé Zenské populace
Vzhledem k tomu, Ze naSe laboratof nikdy neorganizovala sérologické piehledy,
jako vzorek zdravé populace k zjiSténi pritomnosti protilatek nam poslouzil nemaly
soubor zen, zaslanych k vySetfeni v ramci prenatalniho skrininku. Do tohoto souboru
byly vybrany vSechny zZeny s tzv. neinfekcni diagnézou:
7311 — um¢lé oplodnéni
7312 — oplodnéni in vitro
7313 — jiné napomocné oplodnovaci metody
7314 — vySetfovani a testovani plodnosti
7315 — genetické porada
7316 — obecnd porada a rada o plodnosti
7318 — jiné fizeni plodnosti

7319 —tizeni plodnosti

Z32 - vySetfeni a test na t¢hotenstvi
7320 — t€hotenstvi dosud nepotvrzené

7321 — t¢hotenstvi potvrzené

Z33 - nahodny stav t¢hotenstvi

Z34 - dohled nad normalnim té¢hotenstvim
7340 — dohled nad normalnim prvnim t€hotenstvim
7348 — dohled nad jinym normalnim té¢hotenstvim

7349 — dohled nad normalnim t€hotenstvim, NS

735 - dohled nad vysoce rizikovym téhotenstvim

7350 — dohled nad t€hotenstvim s anamnézou neplodnosti

7351 — dohled nad té¢hotenstvim s anamnézou abortivniho vysledku

7352 — dohled nad t€hotenstvim s jinou nepiiznivou reprodukéni porodnickou
anamnézou

7353 — dohled nad té¢hotenstvim s anamnézou nedostate¢né antenatalni péce

7354 — dohled nad t€hotenstvim zeny, kterd mnohokrat rodila
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7355 — dohled nad starsi prvorodi¢kou

7356 — dohled nad velmi mladou prvorodickou

7357 — dohled nad vysoce rizikovym téhotenstvim vzhledem k socidlnim podminkam

7358 — dohled nad jinymi vysoce rizikovymi t¢hotenstvimi

7359 — dohled nad vysoce rizikovym (ohrozenym) t€hotenstvim

736 - ptedporodni screening

7360 — ptedporodni screening chromosomalnich anomalii

7361 — ptedporodni screening zvysené hladiny alfaproteinu

7362 — jiny pfedporodni screening zalozeny na amniocentéze

7363 — predporodni screening nad (malformaci) pouzivajici ultrazvukové a jiné

7364 — ptedporodni screening opozdéného riistu plodu pouzivajici ultrazvukové a jiné

7365 — predporodni screening izoimunizace

fyzikalni metody

fyzikéalni metody

7368 — jiny ptredporodni screening

7369 — ptedporodni screening, NS

7370 — jediné dité, ziveé narozené.

V letech 1996 (od fijna) az 2004 bylo celkem provedeno 25 145 vySetfeni u

17 850 téhotnych Zen.

Tab. 18: Pocet vySetieni a pozitivita u t€hotnych Zen

Pocet vysetieni | PocCet t¢hotnych zen (%) [ Pocet ,,nemocnych* zen (%)
Celkem 25 145 17 850 6 892
Negativni 11 899 9356 (52,4 %) 3153 (45,7 %)
Pozitivni 13 246 8494 (47,6 %) 3739 (54,3 %)
1:
8 5577 3 600 1503
16 5192 3222 1103
32 1 884 1300 (95,6 %) 635 (86,6 %)
64 387 258 204
128 131 70 (3,9 %) 107 (8,4 %)
256 43 20 66
512 17 12 45
1024 9 6 38
2048 3 3 26
4096 3 3 (0,5 %) 12 (5,0 %)
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Srovname-li vyskyt protilatek u zenské populace v naSem souboru s vysledky
celostatnich sérologickych piehledu v 1étech 1977, 1983, 1985, 1987 a 1990, zjistime,
ze prevalence v jednotlivych okresech je velmi variabilni. V téchto ptfehledech byly
zahrnuty okresy s méstskym charakterem (Brno, Praha) i venkovskym. Prevalence ve
venkovskych oblastech se pohybovala v rozmezi od 11,3 % (v souboru 17 zen z Chebu)
do 68,7 % (90 Zen ze Strakonic). Celkem tehdy bylo vySetteno 667 Zen a 39,9 % bylo
pozitivnich. Mozny vliv pouZzivani riznych metod je diskutovan v kapitole 14 v bodé& 4:
RozlozZeni titri v populaci.

V nasem souboru 17 850 Zen je pozitivnich 8 494, coz je 47,6 %. 96,5 % Zen
vykazovalo nizké titry, 3,9 % titry stfednich hodnot a jen 0,5 % dosahovalo hodnot
vysokych.

I v tomto souboru je patrny stejny trend pozorovany u celého souboru pacientt.
Zatimco v letech 1996-2000 vykazovalo velmi vysoké titry (1:512 — 1:4096) 20 Zen,
v letech 2001 az 2004 jen 4 Zeny.

Srovname-li vysledky souboru gravidnich zen (s neinfekéni diagnézou) se
souborem muzské populace (s podezienim na toxoplazmédzu), dostaneme se

k nasledujicim ¢islim:

Tab. 19: Pozitivita u jednotlivych vySetfovanych skupin

Muzi Zeny T&hotné Zeny
Negativni 60,5 % 45,7 % 52,4 %
Pozitivita celkova 39.5 % 54,3 % 47,6 %
V nizkych titrech 83,9 % 86,7 % 95,6 %
Ve stiednich titrech 8,2 % 8,3 % 3,9 %
Ve vysokych titrech 7,9 % 5,0 % 0,5 %

Ve skupiné vySetfenych muzi pievazuji (ve srovnani s zenskou populaci)
sttedni a vysoké titry. Jejich séra jsou zasilana s podezienim na toxoplazmoézu a nebo
k jejimu vylouceni.

T¢hotné Zeny s ,neinfekéni diagnézou* odpovidaji zdravé populaci, a tak je
vyskyt téchto hodnot vyrazné nizsi.

Zajimava je celkova pozitivita. Zatimco u Zen ji mizeme brat jako procento

promoienosti zdravé populace, u muzt nikoliv.
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14 Diskuse

1. Pouzivané diagnostické soupravy

V na$i laboratofi jsou pouzivany diagnostické metody a schémata dle
doporu¢eni NRL. Dtvody jsou samoziejmé odborné (specificita, senzitivita), ale i
ekonomickeé.

Pouzivani KFR jako prvni reakce umoziuje jiz podle vySe titru stanovit
konkrétni doporuceni pro oSetfujici 1ékafe nebo rozhodnout o pouziti dalSich
laboratornich metod k detekci protilatek. Na zaklad¢ téchto vysledkt je od urcité vyse
titru nutné pouzivat paraleln¢ i detekci imunoglobulini IgM a IgA metodou ELISA.
Jejich vySetfeni pomahd upfesnit fazi onemocnéni. U imunosuprimovanych pacienti,
pii podezieni na o¢ni formu onemocnéni nebo pfi néjakych rozporech dopliujeme
schéma o detekci imunoglobulinii IgG véetné jejich avidity. Toto spektrum ndm
pacienta ve vztahu k onemocnéni.

Pouzivani pouze detekce specifickych imunoglobulini IgG, ¢ehoz jsme byli
v pocatcich diagnostiky na nékterych pracovistich svédkem, md omezeny vyznam. Na
zaklad¢ vysledku této reakce - ,,pozitivni X negativni* neni mozné vyslovit zadny zaveér
k aktualnimu stavu pacienta. Pouze to, zda pacient ma nebo nema protilatky, tudiz zda
se s onemocnénim setkal, ¢i nikoliv. V poslednich letech nam situaci v piiblizeni faze
infekce ponékud ulehc¢ila moznost stanoveni avidity IgG

Je tedy nutné ELISA reakce pouzivat v kombinaci a provadét detekci
minimalné¢ IgG a IgM imunoglobulini. To ovSem markantné zvySuje néaklady na
vySeteni. V soucasném Seznamu zdravotnich vykont s bodovymi hodnotami pro rok
2006 je vykon 82093 - Stanoveni protilatek metodou konsumpce komplementu KFR
ohodnoceno 164 body. Provadi-li laborator KFR jako skrininkovou reakei, u 80-90 %
pacientskych vzorki postacuje tento krok a cena vysetfeni je 164 x momentalni hodnota
bodu v korunach. Vyzaduje-li to situace, potom samoziejm¢ u vybranych sér dle
vysledku KFR musime pfipocitat nadklady na ELISA reakce. Vykon 82077 — Stanoveni
protilatek proti antigenim virdi, bakterii, prvoki (ELISA) je ohodnocen 466 body.
Provadi-li laboratot pouze ELISA reakce, musi stanovit v prvnim kroku imunoglobuliny

IgG 1 IgM. To znamena u kazdého séra 2 x 466 x momentalni hodnota bodu.
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Rozhodujici je rovnéz vybér vhodného diagnostického setu. Opét je patrné
minulosti nefizeny dovoz od nezndmych vyrobct. Kazdy pouzivany set nebo systém by
mél projit pted distribuci kontrolou a doporucenim (¢i nikoliv) Narodni referencni
laboratofi pro toxoplazmoézu. Zpétnou reakci o pouzivanych setech ma NRL v soucasné
dobé pravidelné prostfednictvim Externiho hodnoceni kvality (EHK) organizovaném
Statnim zdravotnim ustavem v Praze. Kazdy zGcastnikd této kontroly je povinen
nahlasit pouZivané soupravy. Je to jedna z cest, jak zkvalitnit laboratorni diagnostiku
toxoplazmozy.

Dle nejaktudlngjsich vysledkii se vroce 2005 tohoto EHK ucastnilo 99
laboratoii z CR (v roce 1995 51 laboratoii). Vzhledem k tomu, Ze zdravotni pojistovny
pti proplaceni laboratornich vykond v sou€asnosti stale dislednéji vyzaduji potvrzeni o
Gicasti v této kontrole, toto &islo patrn& zahrnuje viechny laboratote diagnostikujici v CR
sérologicky toxoplazmozu.

Z tohoto poc¢tu metodu KFR pouziva okolo 64 laboratofi, ostatni pouze ELISA
reakce.

Striktni metodicky pokyn, které metody se musi pouzivat, neexistuje. Nelze
fici, ktera z obou pouzivanych strategii je odborné kvalitnéjsi. Rozhoduji tedy jiné
okolnosti, jako je pristrojové vybaveni laboratote, zkusenosti odbornych pracovnikt atd.

Cilem je jediné — co nejkvalitnéjsi laboratorni vysledek a co nejptresné;si
interpretace tohoto vysledku.

Jedinym existujicim kontrolnim systémem v CR je vy$e zminéné EHK, které
sleduje jak dosazeny vysledek u zaslanych testovacich sér, tak i schopnost jeho
interpretace laboratornimi pracovniky.

Diskuse o kvalit¢ a mozné kontrole vSech neptimych diagnostickych postupti je
dlouholetd a mozna vécna. K dispozici mame kontrolni systémy pouzivanych
diagnostickych setli, moznosti vnitini kontroly mtize byt ptidavani jiz vysetfenych sér o
znamém titru nebo optické denzité atd. Zalezi pouze na odpovédnosti laboratornich
pracovnikl kazdé laboratofe. Vné&j$i kontrola kvality prace (EHK) pfipadné nedostatky
odhaluje zpétné a zatim bez moznosti jakychkoliv sankci proti nekvalitni laboratorni
praci.

Diilezitost znalosti kvality pouzivanych diagnostickych setli, od které se odviji

interpretace, dokazuje nasledujici tabulka. Bylo vySetieno 282 sér testy pouzivanymi
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nasi laboratofi - KFR, ELISA IgM (dalsi jsme v té dobé neprovadéli). Vysledky byly

porovnany s dosaZzenymi jinym systémem.

Negativni Pozitivni
1: 8 —1:32 1:64 <
KFR 141 141 0
ELISA IgM 282 0
ELISA L. IgM 278 4 (2x utitru 1:16
2x u titru  1:32)
ELISA 1. IgG 210 72

Vidime nesrovnalosti nejen pii porovnani KFR sIgG, kde to mozné je.
Z n¢jakych davodid nékdy i1 séra s titry v KFR 1:8 mohou byt negativni. To by
vysvétlovalo vyssi pocet negativnich sér u citlivéjsi ELISA reakce pii detekci
imunoglobulint IgG.

Zarazejici je pozitivita 4 sér v tfidé imunoglobulini IgM. (Test byl nékolikrat
ovéfen a jednalo se o faleSné pozitivity.) Uvazime-li, Ze pozitivita téchto
imunoglobulint dfive byla interpretovana jako signdl akutniho onemocnéni, mohou byt

nasledky z hlediska péce o takového pacienta nebo t€hotnou zenu velmi vazné.

2. ZkuSenosti pfi interpretaci vysledku

Tak jako v kazdém oboru i zde plati, ze k interpretaci jakéhokoliv vysledku je
tteba mnoho zkuSenosti. Tim vice pii interpretaci vysledkl sérologickych. I pii
pouzivani setli, poloautomatickych a automatickych diagnostickych systémt se kazdy
odbornik ocitne v situaci, kdy pouhy navod k provedeni reakce a navod k interpretaci je
naprosto nedostacujici a ziskany vysledek nespliiuje zddna pozadovana kritéria. Pak
musi pouze na zaklad¢ osobnich zkuSenosti rozhodnout o dalSich krocich laboratofte,
konzultaci s oSetfujicim 1ékatem, vyzadani dalSiho vySetieni eventuelné nového vzorku.
Musi ale nejprve tyto diskrepance odhalit. Spoléhé-li se pouze na pokyny vyrobce,
vétSinou se tak nestane.

Je tfeba si uvédomit, ze na zaklad¢ kazdého laboratorniho vySetfeni lékat
rozhoduje o dal$i péci o pacienta. Jak kvalitni asi miZe byt na zdklad¢ vysledku

nepravdivého?
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3. Hlaseni do informacnich systému hygienické sluzby

Hlaseni do informacnich systémt v Ceské republice je zprostredkovavano
hygienickou sluzbou. Vsechna data se pak objevuji v systému EPIDAT. Na zaklad¢
diagnostiky vybranych infek¢nich onemocnéni existuje povinnost hlasit kazdy takovy
ptipad. Mezi tato onemocnéni patii i toxoplazmoza.

V CR systém hlageni fe§i Zakon o ochrand vefejného zdravi 258/2000 Sb.,
ktery uklada kazdé osobé poskytujici zdravotni péci povinnost hlasit onemocnéni.
V minulosti laboratof zaslala vysledek oSetiujicimu Iékaii a tzv. signalizovala nélez
ptislusnému spadovému pracovisti epidemiologie.

V informa¢nim systému by se mély objevit pouze ty pfipady, u kterych
piislusné pracovisté epidemiologie obdrzi hlaseni od oSetfujiciho 1ékare i z laboratofe.

Bohuzel ani v minulosti, ani v sou¢asnosti neni systém striktn¢ dodrzovan.

I to mtze byt ditvod nékdy velmi rozdilnych poctii onemocnéni v jednotlivych
krajich republiky.

Nase pracovisté vSechna infekéni onemocnéni podl€hajici hlaSeni do

informacnich systému hygienické sluzby ptislusnému pracovisti epidemiologie hlasi.

4. Soubor pacientil

ProtoZe nase laboratof je soucasti Mikrobiologického ustavu LF a FN v Plzni,
zpracovanym materidlem byly pouze nam dodané pacientské vzorky z Fakultni
nemocnice a externich zdravotnickych zafizeni. Do této skupiny patii muzska, zenska i
détska populace.

VeétSina pozadavkl na vySetfeni Zen pochazi z gynekologickych ordinaci jako
zadost o vysetieni v gravidité.

I kdyZz podrobné zpracovani problematiky kongenitilni toxoplazmozy neni

pfedmétem této prace, nami dosazené vysledky dokazuji nutnost prenatalniho vySetfeni.

5. Rozlozeni titri v populaci
Jednim ze sledovanych kritérii byl vyskyt protilatek proti toxoplazmoze
v populaci Plzenského kraje. K tomu slouZzi bud’ detekce imunoglobulinii IgG a nebo

v CR pouzivangjsi tradicni KFR. M¢éli jsme moZznost srovnavat se sérologickymi
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ptehledy provadénymi v CR opakované a nebo s lokalnimi studiemi mimo téchto
piehled. V literatutfe se uvadi pro nasi republiku vyskyt protilatek od 25 do 38 % (39).
V soucasnosti je ale v naSem kraji jejich prevalence podstatné vyssi.

U ,,nemocné* populace muzii to bylo u 39,5 %. Da se tedy predpokladat, ze u
zdravé populace bude promoienost niz§i a bude odpovidat zjisténym celostatnim
hodnotam. Neméme moznost tento soubor vySetrovat.

Vysledky u zdravé Zenské populace vykazuji promoienost v Plzeniském kraji
podstatné vyssi nez udava promér vcelé CR — 47,6 %. U ,,nemocnych“ Zen byla
zjisténa jest¢ vyssi prevalence - 54,3 %. V celém souboru zdravych i ,,nemocnych® zen
jsme prokdzali pozitivitu u 49,4 % vySettenych.

Je nutné také pocitat s tim, ze v sérologickych ptehledech provadénych do roku
1999 byla pozitivita zjiStovdna castéji nez v soucasnosti (jak vidime i v naSem
materidlu). Bohuzel séra znaseho regionu v létech 1996-2001 nebyla v ramci
sérologickych ptehledd na celostatni urovni vySetfovana, a tak neni bezprostiedné
mozné nase vysledky porovnat.

Vysledky jsou bohuZel neporovnatelné i diky odliSné metodice vySetfeni. Byla
provadéna pouze KFR, u které se navic ménila hranice pozitivity. Az do roku 1985 byl
bran jako prvni pozitivni titr 1:16. Pozd¢&ji 1 1:8, ale v té dob¢é uz sérologické prehledy
nebyly provadény vnaSem kraji. To cCastecné vysvétluje, nizsi vyskyt protilatek
v populaci v minulosti.

Posledni sérologické ptehledy, které se provadély v Zapadoceském kraji, jsou
zroku 1985 (112). V tomto roce bylo vySetieno 293 sér z Plzné s velmi prekvapivym
vysledkem. U muzi bylo pozitivnich 5,5 % sér, u zen 10,9 %. Takto nizké hodnoty
nebyly nikdy dosaZeny a patrné se jednalo o zvlastni shodu okolnosti. V tomtéz roce
byla také vySetfovana séra z M¢lnika a Trutnova, kde se vysledky blizi vice
celostatnimu priméru. V M¢élnice byla pozitivita u 12,5 % muzid a 17,3 % zZen,
v Trutnoveé u 29,3 % muzt a 40,7 % Zen.

Autofi t&chto piehledli - Zastéra, Pokorny, Svandovéa pfipominaji, Ze ani pred
tim (ani potom) nabyla zadna oblast vySetfena opakované, takze bezprostiedni vyvoj
promotenosti populace v konkrétni oblasti neni mozné sledovat (114).

Dals$i moznost porovnani mame z dat ze 70. let minulého stoleti, kdy Beneda
vySetfoval zeny z Plzeiiska s patologickym téhotenstvim (375 vzorkl) a zaroven séra

zdravych Zen (350 sér). Kritéria hodnoceni byla nastavena jako nase. Pozitivita byla
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hodnocena od titru 1:8. Vysledkem bylo 28,8 % pozitivnich zen s patologickym
téhotenstvim a 22,3 % pozitivnich zdravych Zen (115).
Dalsi ze studii, ktera byla realizovana v zdpadnich Cechach, ale jiz v 60. létech

minulého stoleti, potvrzuje u 221 zeny vysettené po porodu pozitivitu u 23,0 % (1).

Zajimava je distribuce titri v nizkych, stfednich a vysokych hodnotéach.
Pochopitelné€ v nejvysSim poctu jsou zastoupeny nizké titry. U muzi to je 83,9 %, u Zen
86,7 %, ale u t&hotnych Zen 95,6 %. Stfedni titry vykazuje 8,2 % vySetfenych muzl a
témér shodné procento ,,nemocnych® Zen - 8,3 %. U téhotnych Zen je toto ¢islo opét
podstatné nizsi — 3,9 %. Ve vysokych titrech je rozdil jest¢ vyraznéjsi. U muzti v 7,9 %,
u stejné skupiny Zen v 5,0 % a u téhotnych Zen pouze v 0,5 % piipad. VEtsi vyskyt
sttednich a vysokych titrGi u prvnich dvou kategorii vysetfovanych je pochopitelny,
protoze pfichazi na vySetfeni znéjakého divodu na zakladé urcitych klinickych
ptiznak.

U vSech vysetfovanych sér byla srovnavana situace v létech 1996-2000
s obdobim 2001-2004. Byl vykézan vyznamny posun. V oblasti nizkych titri doslo
k vzestupu z 88,9 % na 94,8 % v druhém obdobi. Naopak u stfednich titri dosSlo
k poklesu ze 7,3 % na 3,8 % a u vysokych titrit z 3,8 % na 1,4 %. Lze jen usuzovat, ¢im
je tento pokles zptusoben. Divodi mize byt vice. V€k vySetfenych se podle naSich
udaji nemeénil. Miize to byt odliSny zptlisob zivota, odklon clovéka od pfirody, odlisné
stravovaci navyky a nebo 1 vcasnéjsi sérologickd diagnostika diky vcasnéjSimu
klinickému podezfeni. Pak samoziejmé nemame moZznost zachytl vysokych titra. Pii
detekci casnych imunoglobulint (IgM, IgA) nejsou titry jesté na vysokych hladinach.
Otazkou mize byt i terapeuticky zasah I¢kate. Tyto situace ale nejsou zpracovany,
protoze laboratof o nich vétSinou informace nema.

VSechny studie provadéné v minulosti maji jedno spole¢né — zjiSténi, Ze
k promotovani lidské populace dochdzi postupné a procento pozitivnich s vékem
nartstd. Vzrista pravdépodobnost kontaktu s infekénim agens a dochéazi k postupné
kumulaci infekénich podnéti. Laboratorni metodou ve vSech téchto studiich byl
intradermdlni test. Ziskana precitlivélost na toxoplazmin perzistuje po cely Zivot,
zatimco protilatky v detekovatelném mnozstvi maji ¢asové omezenou existenci (1).

V soucasnosti jsou pouzivany k zjisténi prevalence protilatek pouze dvé metody:

KFR a detekce imunoglobulint IgG. Velmi casto se hovofi o skute¢nosti, Ze u titri 1:8
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v KFR se n¢kdy jednd o negativni séra. OvSem jak vysoké je to procento, nikde
uvedeno neni.

Vliv pouzivani rozdilnych metod a tudiZz moZnou rGznou distribuci titrti
v hrani¢nich mezich (nizké x stfedni, stfedni x vysoké) mizeme v nasem souboru

vylouc¢it. Ve sledovaném obdobi nebyla pouzivana metodika zménéna.

6. Onemocnéni hlaSend do informacnich systému hygienické sluzby

Kritéria pro povinnost hlaSeni jsou popsana vySe. Na jejich zéklad¢ bylo
nahlaseno celkem 286 osob - 49 muzl, 177 zen a 60 déti (35 chlapct a 25 divek).
Ptesto, ze jsou pouzivany stale stejné metody na zaklade stejnych kritérii, trend ubyvani
sttednich a vysokych titrii se odrdzi i v tomto souboru. V prvnim obdobi bylo hlaSeno
35 muzi, 119 zen a 50 déti (30 chlapcti a 20 divek). Ve druhém obdobi to bylo pouze 14
muzl, 58 Zen a 10 déti (5 chlapct a 5 divek). To je méné nez polovina. U 266 byly
detekovany imunoglobuliny IgM, u 126 jest¢ imunoglobuliny IgA. Titry v KFR se
pohybovaly od 1:32 do 4 096. Nejvice hlaSenych vykazovalo hodnoty v rozmezi 1:64
do 1:256.

7. Moznost nakazy ve vztahu k bydlisti

Bydlisté pacienta bylo dfive brano jako jeden z rozhodujicich faktori moznosti
nakazy Clovéka. Pocet pozitivnich osob byl vyrazné vyssi ve prospéch venkovského
obyvatelstva, pravdépodobné diky odliSnému zplsobu zivota, rozdilné expozici a
moznost ¢astéjSiho kontaktu s ptidou a materialy kontaminovanymi oocystami.

Pozdéji se patrné tyto rozdily stale vice smazavaly. Jesté v 60. létech minulého
stoleti uvadi Beneda (115) jen o 3 % vyssi frekvenci protilatek u venkovskych zen
s patologickym téhotenstvim ve srovnani se stejnou populaci zen méstskou. Zdravé
méstské Zeny maji pozitivitu o 9 % niz8i neZ zdravé Zeny z venkova.

V nasSem souboru hlaSenych onemocnéni jsou vysledky témét totozné: 148 lidi
s bydlistém v Plzni oproti 138 na venkové. U muza jde o vyssi pocet pravé u meéstské
populace (33, respektive 16 onemocnéni). Piepocteme-li ale pocet hlaSenych ptipadi na
100 000 obyvatel, dostaneme 176 ve mést¢ a 39 ve venkovské oblasti na 100 000
obyvatel a rok . DoSlo tedy k vyrazné zménég. Otazkou také je, zda pifi dnes$ni migraci

obyvatel je kritérium bydlisté stale zasadni.
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I zjinych epidemiologickych studii v CR je zfejmé, Ze najit v soudasnosti
opravdovou kontrolni skupinu venkovské populace k méstské je prakticky nemozné.

Na zakladé studii provadénych ve svété i v CR se ukazuje, Ze vliv bydlisté se
v nékterych oblastech projevit mize, v jinych toto hledisko roli nehraje (1).

Podle udajti z hlaseni se Plzefisky kraj nachazi dlouhodobé na 5.-8. misté v CR.
Nejvyssi nemocnost vykazuji dlouhodobé moravské kraje (Moravskoslezsky, Zlinsky,
Olomoucky). Do jaké miry jsou tyto tdaje ovlivnény odlisSnym zplsobem Zivota nelze
objektivn¢ zhodnotit.

8. Zdroj nédkazy

V minulosti byly zdlraziiovany dvé hlavni moznosti ndkazy ¢lovéka: nakaza
oocystou pii kontaktu s ko¢kou nebo kontaminovanou zeminou a ndkaza tkanovymi
cystami pozifenim nedostatecné tepelné zpracovaného masa nebo orgdnti mezihostitele.

Ze souboru 286 lidi uvadi 125 jako pravdépodobny zdroj nékazy kontakt
s kockou, ale u vSech se zaroven objevuje prace na zahradce, kontakt s hlinou. Pouze 41
lidi toto popird a s nejveétsi pravdépodobnosti uvadi konzumaci nedostatecné tepelné
upravené¢ho masa. Bohuzel u velkého poctu osob (120) neni uvedena ani jedna
Z moZnosti.

U déti udaje o kontaktu se zvifetem nebo hlinou prevazuji jasné¢ nad udaji o
rizikové stravé. Tomuto anamnestickému daji odpovida i1 narist séropozitivity ve
veékove skupiné 5-9 let. Pfevazuje i u Zenské populace, u které se diive uvadéla vysoka
pravdépodobnost ndkazy ochutnavanim polotovarti pii ptipraveé jidla.

Konzumaci nedostate¢né tepelné upraveného masa uvadi v nasem souboru 19,2

% zen.

Srovname-li vysledky s praci Benedy v 60. 1étech minulého stoleti, tento zvyk
potvrzovalo 70 % dotazovanych Zen. U Zen ochutnavajicich maso byly protilatky
detekovany u 36,4 %, u zen bez tohoto zvyku u 34,8 %. Z4dna zavislost nebyla tehdy
objektivné prokazana.

Hovofime-li o mozZnosti ndkazy nedostate¢n¢ tepelné upravenym masem,
zajimavy je pohled na pfitomnost protilatek proti toxoplazméze u zvifat, ktera slouzi
&lovéku jako potrava. Nékolik studii bylo zpracovano v minulosti i v byvalé CSSR.

U skotu byly ziskany vysledky velice rozdilné od vysledki zcela negativnich

(vysetieno okolo 4 000 kust skotu) az po 40% pozitivitu (38).
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U prasat byla zjisténa pozitivita u 40,1 % kust. Niz$i pozitivita byla odhalena u
jatecni driibeze. Je tieba ale podotknout, Ze vysledky jsou vétSinou velmi variabilni a
podobné jako u promotenosti lidské populace vazané na urcité oblasti. I u volné Zijici
lovné zvéte jsou nalezy protilatek velice cetné. I kdyZ asi pomér zvéfiny k produktiim z
jateCnich zvitat na naSich stolech je stdle mensi nez v minulosti.

Nezodpovéditelnou otazkou také je, kolik procent lidi se touto cesto infikuje,
aniz si to uvédomi, a to pak samoziejm¢ v hlaSeni neni uvedeno.

Nékaza produkty jate¢nich zvitat (mléko, vejce) je velmi malo pravdépodobna.

Tato moznost nakazy je aktudlni pro masozravce a vSezravce.

Vysoké procento promotenosti u bylozravei ale dokazuje, ze opravdu
kontaminace prostiedi a potravy hraje v epidemiologii toxoplazmo6zy nemalou tilohu.

To se tykd i Cloveka. Je to dalS$i moznost ordlni nadkazy bez zprostiedkovani
potravou. Zanesenim infekéniho agens zneciSténou rukou do ust ptichazi v uvahu
hlavn€ u malych déti, zeméd¢lct, lidi pracujicich v zahradnictvi a na zahradkach a u lidi
bez zékladnich hygienickych navykt. Také tento mozny zdroj nakazy si Clovék tézko
uvédomuje a nema-li jinou domnénku o mozZnosti nikazy, objevi se ve skupiné
s neuvedenym zdrojem.

Dalsi moznosti je kontakt se zvifetem. Vzdy se v prvni fadé uvazovalo o kocce,
prokazuji vétsi vliv kontaktd se zvitaty jinymi. Nejvétsi roli hraje pes, na druhém misté
jsou v domécnosti chovand jateni zvifata a az na tfetim misté kocka. Pak nasleduje
drtibez a posledni jsou kralici.

Velkou roli miize hrat urcit€¢ 1 profesiondlni zaméfeni osob. Zatimco Jira
potvrzuje jasnou zavislost profesiondlniho rizika napt. zaméstnancl jatek, veterinaid,
chovatelll, prodejcii masa atd. - u vSech téchto skupin byla pozitivita zfetelné vyssi,
Beneda dosel k zavéru opacnému. U Zen s patologickym téhotenstvim i u Zen zdravych
nedosahovala pozitivita u exponovanych povolani (kuchaiky, prodavacky masa,
pracovnice v zivo€isné vyrob¢é nebo masném primyslu atd.) hodnot jako u povoléni
ostatnich (115). Bohuzel v nasi skupin€ se zadna vyrazna profesni skupina nevyclenila.

Domnivame se, ze bez cilené prospektivni studie sjasné definovanymi
rizikovymi faktory nelze udaje ziskané pii rutinni ¢innosti verifikovat. Svoji negativni

roli zde hraje 1 v soucasnosti daleko mensi zajem o tuto zdvaznou infekci.
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9. Formy onemocnéni

Distribuce jednotlivych  klinickych forem onemocnéni doplituje daje o
celkové nemocnosti, ma ale spiSe vyznam klinicky nez epidemiologicky.

S postupnym poklesem nemocnosti dochazi také pravdépodobné k urcitym
zméndm Vv zastoupeni jednotlivych forem. I nase lokalni, Casové omezené zkuSenosti,

Pfes velmi rozmanité moznosti, které se nadm nabizeji, byly vybrany pouze
nejcastéji se vyskytujici: uzlinova, latentni, gynekologickd, o¢ni a jind. Formy ,,jiné*
nebyly blize specifikovany, ale v nabidce EPIDATu se v celorepublikovych hlasenich
objevuji jako ,,jiné* napft. akutni chiipkova, chiipkovita, potize GIT, vyrazka, inava atd.
Vesmés jde o velmi diskutabilni zafazeni, které spiSe pfipomina klinické hodnocenti ,,za
kazdou cenu®.

V nasem souboru se tyto ,,jiné* objevuji pouze ve 13 piipadech.

Jasnou pievahu ma forma uzlinova (194), kdy samoziejmé zdufeni miznich
uzlin je jeden z nejtypictejSich priznakt toxoplazmdzy. Typickou, dobte zataditelnou, je
1 forma o¢ni, kterd byly vykdzana 3x.

V tomto souboru se déle objevily formy latentni (63x) a gynekologicka (13x).
Tyto dvé se nejcastéji vykazuji pii prenatdlnim skrininku a i v naSem souboru se
objevuji pouze u zen. Latentni je naprosto spravné, protoze se jednd o Zeny bez
klinickych ptiznakd. HlaSeni formy gynekologickd je velky omyl a relikt minulosti.
Bud’ pacient pfiznaky ma a ma byt zatazen podle pfevazujicich symptomui a nebo je
nema a pak patii k formam latentnim. Také patrn€ z rozpakl pii zatazeni k formam
v t€hotenstvi se nejvice ,,jinych* forem objevuje u gravidnich Zen.

U muzi a déti je fazeni jednoznacné a jasn€ pfevladd forma uzlinova (47 u

muzi a 56 u déti).

10. Sezoénnost zachyta
Rozdélime-li si rocni obdobi na letni (duben — zafi) a zimni (fijen — biezen),
vice ptipadl bylo diagnostikovano v zimnim obdobi (168) nez v letnim (118 ptipadd).
U vsech sledovanych skupin vidime vysoké pocty hlasenych onemocnéni v lednu a
unoru (u muzt pouze v lednu). U Zen a déti sledujeme vzestup také v srpnu a zaii.
Uvédomime-li si, Ze se jednd o nepfimou diagnostiku a detekce protilatek ma

urcité zpozdéni po ataku organizmu, miizeme usuzovat, ze k infekci dochazi zpravidla
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predesly meésic. Lednovy vzestup by pak do urcité miry mohl souviset se zvySenou
konzumaci riznych pochutin v obdobi Véanoc.

Vzestup poctu piipadii v zafi (u muzd v listopadu) mize byt disledkem
ast¢jSiho pobytu lidi v pfirodé v letnich a podzimnich mésicich. V tomto obdobi se

mozna projevuje i zvysené pracovni usili na zahradkéach pred zimou.

11. Pocet vySetiovanych v jednotlivych vékovych skupinich

Vsimame-li si pocti vySetfovanych v jednotlivych vékovych skupinach,
vidime u obou pohlavi prevahu pozadavkil v prvnich letech zivota (kategorie 0-4).
Patrné se jednd o déti narozené Zenam s pozitivitou protilatek proti toxoplazmodze
v t¢hotenstvi nebo narozené s néjakym defektem. V dalSich vékovych kategoriich se u
muzl pocet vyrovnava a klesa az u nejstarsi skupiny 60 a vice letych. Pozitivita je u
nejmladsi vékové kategorie nejnizsi, poté se zvysuje a je prakticky stala.

U zen jsou vysledky obdobné. Vysoky pocet vySetfenych v prvnich ctyfech
letech zivota, ktery v dalsi vékové kategorii klesd. Markantni vzestup pozadavkl na
vySetfeni pfichazi s fertilnim vékem v kategorii 15-19 let. Tyto pocty se zvySuji az do
kategorie 40-49 let. Pak se op¢t ustali.

Do roku 1999 byl maximalni pocet vysetieni ve vékové skupiné 20-24 let. Po
tomto roce dochdzi kposunu do kategorie 25-30 let. Patrné¢ to souvisi
s celospolecenskym jevem -  zaklddani rodiny aZz v pozd¢jSim veéku nez jsme byli
svédky v minulosti.

Srovname-li pocty vySetieni s poctem onemocnéni v Zapadoceském kraji ve
sledovaném obdobi, dochazi u obou pohlavi k vzestupu poctu ptipadi ve véku 5-9 let. U
muzil od 25 let onemocnéni ubyva. Vrcholu dosahuje toto Cislo u 15-19 letych.

U Zen se pocet pripad kontinudlné¢ zvySuje, vrcholu dosahuje u 25-29 letych a

postupné klesa.

88



15
l.

10.

Zavéry

Pfi zjiStovani prevalence protilatek v populaci lze vyuzit KFR nebo
detekci imunoglobulinti IgG. K laboratornimu stanoveni diagnozy je i
v rutinnich laboratofich nutno spektrum rozsitit o detekci specifickych
imunoglobulini IgM a IgA. Diagnostické sety musi projit schvalovacim
fizenim a doporuc¢enim NRL.

Interpretaci sérologického ndlezu musi provadét odbornik v této
problematice.

Toxoplazmova infekce je nejrozsifenéjSim protozoarnim onemocnénim
v Ceské republice. Vyskyt protilatek v populaci je vyssi u zen.

Od roku 2000 dochézi k postupnému snizovani poctu piipadii onemocnéni
1 snizovani vysokych titrti protilatek

Musi byt vénovana vEétsi pozornost pii pojmenovavani jednotlivych forem
onemocnénti.

Nebyl prokazén vyznamny rozdil v pfitomnosti protilatek u méstské a
venkovské populace

Onemocnéni vykazuje uréitou sezonnost s vysSim vyskytem v prvnich
mésicich roku. U Zen dochdzi k druhému sezonnimu vrcholu také
v podzimnich mésicich.

Nebyla potvrzena teorie, ze v soucasnosti dochdzi cCastéji k nakaze z
nedostateCné tepelné¢ upraveného masa. Kontakt se zvifetem a hlinou
pfevazuje. BohuZzel velké mnozstvi pacientii neuvadi zadny z uvedenych
zdroj.

Pro odhaleni hlavnich zdroji infekce pro ¢lovéka a z toho plynouci
Preventivni opatfeni jsou nutné cilené studie. Otazkou je, jsou-li
v soucasném zdravotnictvi realizovatelné.
Vzhledem k velkému poctu latentnich forem onemocnéni je nutno vénovat
vice pozornosti toxoplazméze v tehotenstvi a predchazet tak poskozeni

plodu.
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