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Abstrakt

Toxoplasma gondii je kosmopolitné rozsifenym parazitem, jehoz prevalence mezi
lidmi celosvétoveé dosahuje az n€kolika desitek procent. Ve svém zivotnim cyklu mize
vyuzivat jakéhokoliv teplokrevného obratlovce jako mezihostitele, definitivnim
hostitelem, kde se parazit mnozi sexualng, jsou pak kockovité Selmy Celedi Felidae.
Akutni faze onemocnéni je medicinsky vyznamna u imunokompomitovanych pacientli
a také rizikem kongenitalniho pienosu u téhotnych Zzen, které se dosud s infekci

nesetkaly. V obou pfipadech mize mit infekce zavazné, vzacné i smrtelné nasledky.

Tato prace je zaméfena na experimentdlni ovéfeni teorie pohlavniho ptenosu
toxoplasmozy ze samci na samice na laboratornich mysich. Mozny pienos byl

testovan ve fazi akutni i latentni infekce, v obou ptipadech s negativnim vysledkem.

Kromé toho jsme u mySich samct sledovali 1 afinitu parazita k tkdnim urcitych
organti pomoci techniky PCR. Zejmena nas zajimaly organy pohlavni soustavy a jejich
srovnani s organy ostatnich soustav. Bylo zjiSténo, ze v akutni fazi infekce jsou
primarn¢ zasazeny plice a slezina. Toxoplasmy se vyskytovaly i Vv pohlavnich
organech (zejména Vv nadvarleti), ale oproti jinym soustavam nijak castéji. Naopak
v akutni i latentni fazi byly statisticky signifikanté zasazeny vice nepohlavni organy

neZ pohlavni.

NasSe vysledky nepotvrdily hypotézu o sexudlnim prenosu toxoplasmodzy ze samct
na samice. I kdyz na jejich zaklad€ nelze jednozna¢né prokazat, Ze tento zplisob
ptenosu infekce je zcela vylouceny, nemiizeme potvrdit, Ze by byl natolik ¢asty, aby

mohl hrat roli v epidemiologii a epizootologii toxoplasmozy.

Klicova slova
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time PCR



Abstract
Toxoplasma gondii is cosmopolitly living parasite which prevalence in human

extends to tens of percent. In its life cycle it uses any homoiothermic vertebrate as an
intermediate host. The definitive host are felines from Felidae family. The acute phase
of infection is medically important in immunocompromised pacients and by its risk of
congenital toxoplasmosis in pregnant women who never suffered from this illness

before. Infection could have serious and rarely even lethal consequences in both cases.

This thesis focuses on experimental verification of theory of sexual transmission of
toxoplasmosis from male to female on laboratory mice. Possible transmission was
tested in acute phase and latent phase of infection. The result was negative in both

cases.

Moreover, we observed the parasite’s affinity to tissue of organs in male mice by
PCR technique. Particularly, our interest was in comparing genital organs with others.
It was discovered that lungs and spleen are the most infected organs in acute phase of
infection. Toxoplasma was also present in genital organs (especially in epididymis) but
not more frequently than in others. We observed statistically significant difference
between sexual and non-sexual organs in acute and latent toxoplasmosis — non-sexual

organs were more infected in both phases.

Our results did not confirm hypothesis of sexual transmission of toxoplasmosis from
males to females. Although it can not be proven on the base of our results that sexual
transmission is entirely impossible, we can not confirm that it is so frequent to be

important in epidemiology and epizootiology of toxoplasmosis.

Key words

Toxoplasma gondii, sexual transmission, mouse, genital organs, organ affinity, real-
time PCR
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1. Uvod

Toxoplasma gondii patti mezi kosmopolitné rozsifené parazity a celosvétova prevalence
mezi lidmi dosahuje az nékolika desitek procent. Lidska infekce probiha ve vét§ing ptipadii
asymptomaticky, v uréitych piipadech ale miize mit toxoplasmoza pro napadeny organismus
az fatdlni dusledky. Plati to zejména pro kongenitdlni toxoplasmoézu a infekci

imunokompromitovanych pacientti, kde mtize dojit az k abortu, resp. smrti.

Parazit navic v téle ¢lovéka dokaze pretrvavat po dlouha desetileti ve stadiu tkafiovych cyst,
na né€z neni dostupna Zadna terapie. Tato latentni faze, ktera byla dlouhou dobu povazovana
za ne$kodnou, je v poslednich letech podrobovana stale vétsimu zajmu ze strany vyzkumnych
tymd, a ukazuje se, ze i zdanlivé neskodni bradyzoiti v tkanovych cystach dokazou ovliviovat
sveho hostitele. Prace z nového tisicileti tak hovofi o moznosti zpomaleni reak¢éniho Casu
hostitele, coz u lidi mize vést k vyssi pravdépodobnosti dopravni nehody, o zméné jeho

osobnosti nebo o souvislosti s rozvojem a pribéhem onemocnéni schizofrenii.

S rostoucim pozndnim o moznych zadvaznych disledcich infekce logicky roste 1 snaha zjistit
vice o parazitu samotném. V poslednich letech casto diskutovanym tématem je otazka
sexualniho pfenosu toxoplasmy z nakazené¢ho samce na samici. Prvni zminky o této moznosti
sice pochazi uz z 20. stoleti, az v poslednich letech je ale tato hypotéza vice zkouméana a
Castéji testovana. Bylo vydano nékolik praci, které potvrdily nalezeni tachyzoiti ve spermatu i
jejich prenos na samice pomoci umélého oplodnéni. Stejné tak ale existuji 1 prace, ve kterych

se sexualni pfenos toxoplasmy nepotvrdil.

Tato préce si klade za ukol otestovat mozny pohlavni pfenos ze samcti na samice na mysich,
a to na dvou kmenech T. gondii. Zajimalo nas, jestli by se infekce mohla pfenést pii akutni
fazi onemocnéni zpusobené virulentnim kmenem nebo v latentni fazi toxoplasmozy

zpiisobené avirulentnim cystickym kmenem.

Kromé toho se prace zabyva i lokalizaci toxoplasmy v téle hostitele. Pokud by hypotéza o
pohlavnim ptenosu byla pravdiva, pak se da ocekavat zvySeny vyskyt a koncentrace parazita
v sam¢ich pohlavnich organech. Parazit by byl evolu¢né uzpiisoben k tomuto pfenosu a

pocital by s nim. Studii na téma afinity toxoplasmy ke tkani samc¢ich pohlavnich organt zatim



neni mnoho, a tak by vysledky této prace mohly napovédét, nakolik je pohlavni pienos mozny

I z tohoto pohledu.

ZavéreCnym cilem prace pak bylo na zaklad¢ ziskanych vysledkt a informaci z literatury
diskutovat pravdépodobnost pohlavniho pienosu Toxoplasma gondii u laboratorni mys$i i u

¢loveéka.

Cile prace:

1) Otestovat na mySich moZnost pohlavniho pienosu Toxoplasma gondii ze samcii na
samice v akutni i v latentni fazi onemocnéni

2) Otestovat u mysi afinitu Toxoplasma gondii k sam¢im pohlavnim organtim
vV porovnani s jinymi organy téla v akutni i latentni fazi onemocnéni pomoci
semikvantitativni real-time PCR vyvinuté a optimalizované k tomuto ucelu

3) Na zakladé ziskanych dat a dostupné literatury diskutovat moznost pohlavniho

prenosu Toxoplasma gondii u laboratornich mysi i u ¢lovéka



2. Literarni prehled

o7 e

2.1. Toxoplasma gondii, jeji zivotni cyklus a Zivotni formy

Toxoplasma gondii pattici do kmene Apicomplexa, tiidy Coccidea, fadu Eimeriida a celedi
Sarcocystidae (Arisue et Hashimoto, 2014) je jednim z nejrozsifenéjSich paraziti svéta.
Séroprevalence ve svété se pohybuje od 10 do 90 % (Pappas et al., 2009), pficemzZ na tato
Cisla odkazuje i Svétova zdravotnicka organizace (Torgerson et Mastroiacovo, 2013). Celkova
prumérna promotenost obyVvatelstva toxoplasmézou ve svété se pak odhaduje na jednu tretinu.
U nés se prevalence toxoplasmézy pohybuje okolo 25 % u muzi a 30 % u Zzen (Kodym et al.,
2001).

Ve

Definitivnim hostitelem jsou kockovité Selmy cCeledi Felidae, mezihostitelem muze byt
jakykoliv teplokrevny obratlovec véetnd ¢lovéka. Zivotni cyklus je komplikovany.
Toxoplasma tvoii tii vyvojova stadia — tachyzoity (volné pohyblivé), bradyzoity (ve tkanové
cysté) a sporozoity (ve vysporulované oocysté). VSechna stddia jsou infekéni jak pro

definitivniho hostitele, tak pro mezihostitele.

V definitivnim hostiteli, tedy kockovité Selmé, dochazi v epitelu tenkého stfeva k sexudlnimu
rozmnozovani toxoplasmy. Tvoii se nevysporulovana oocysta, kterd je uvolnéna do lumen
stteva a nasledné je s vykaly vyloucena do prostfedi. Infikované kockovité¢ Selmy vylucuji
oocysty v mladém veku ve velkych poctech po dobu 1-2 tydnu. Poté, co oocysta opousti té€lo
hostitele, dochazi ve vnéjsim prostiedi ke sporogonii, které trva 1-5 dnt a jejimz vysledkem je
infek¢éni vysporulovana oocysta. Ta obsahuje dvé sporocysty, pfi¢emz v kazdé z nich jsou

Ctyti sporozoiti (Dubey et al., 1998).

K nakaze dal$iho hostitele ¢i mezihostitele dochazi alimentarni cestou — pozienim
vysporulované oocysty kontaminujici vnéjsi prostfedi. Béhem zazivaciho procesu se z
oocysty uvolni sporozoiti. Ti se méni v tachyzoity, ktefi napadaji hostitelské buriky, v nichZ se
rychle mnozi, nasledné je pfi opusténi ni¢i a dale zaplavuji napadeny organismus. Pro
vnimavého hostitele mize byt takova infekce smrtelnd. S ndstupem imunitni odpovédi u
rezistentnéj$ich hostiteld dochazi po né€kolika dnech k vyrazné redukci poctu tachyzoitl

vorganismu. Ti se nasledné méni v pomalu se mnozici stadium bradyzoit, ktefi jiz



hostitelské butiky ni¢i mnohem méné. Misto toho v organech tvofi tkanové cysty, v nichz se
pomalu mnozi endodyogonii. Privilegovanymi organy jsou kosterni a srde¢ni svalovina,
centrélni nervova soustava a oko, viz kapitola 2.6. Lokalizace v hostiteli — afinita k tk&nim.
Tkanové cysty plné bradyzoiti jsou pak pii pozieni infekéni jak pro definitivniho hostitele,
(¢imz se cyklus uzavira), tak i pro piipadné dalsi mezihostitele (Tenter et al., 2000).

Dalsi moznou cestou infekce je i transplacentarni ptenos (Jungersen et al., 2001). Takto
ziskana infekce mize mit pro plod v krajni varianté az fatalni nasledky, viz kapitola 2.2.3.
Kongenitéalni toxoplasméza. Z hlediska epidemiologického jde ale 0 méné vyznamnou cestu
prenosu (Dubey et Hoover, 1977). U lidi se pak toxoplasméza mize S$ifit i pomoci
transplantace organd ¢i krevni transfuze (Khurana et Batra, 2016). Vztahy mezi hostiteli a
cesty pfenosu piehledné sumarizuje nize ptilozeny obr. 1.
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Obr. 1. Zivotni cyklus Toxoplasma gondii a mozné cesty prenosu v prehledné grafické vpravé
(prevzato dle Aliberti, 2005).



2.2. Toxoplasmoza C¢lovéka a jeji projevy

Toxoplasméza probiha ve dvou po sobé jdoucich fazich, které se naprosto lisi

prevladajicimi stadii Toxoplasma gondii, klinickymi pfiznaky i imunitni odpovédi.
2.2.1. Akutni toxoplasmoéza

Akutni faze toxoplasmoézy, ktera propuka po uplynuti infekéni doby — tedy 5-18 dnech po
bunky a zaplavuji organismus. U imunokompetentnich osob probiha ve vice nez 95 % ptipada
asymptomaticky bud’ zcela inaparentng, nebo jsou ptfiznaky natolik nevyrazné, Ze jim neni
vénovana pozornost. Pokud jsou zaznamendny, byvaji uddvany mirné nespecificky
chiipkovité priznaky, jako je lymfadenopatie, horecky spojené s myalgii a Unava. Tyto
symptomy mohou pretrvavat i déle nez mésic, zpravidla jsou ale samouzdravné a akutni
infekce ptechézi v celoZivotni latentni formu. Zavazny pribéh akutni toxoplasmozy s tézkymi
piiznaky pretrvavajicimi po fadu mésict je spiSe ojedinély, Zivot ohrozujici toxoplasmoveé

pneumonie se u imunokompetentnich osob ve sttedni Evropé nevyskytuji.

Jind je situace u imunosuprimovanych osob, u nichz mize akutni toxoplasmé6za probihat
komplikované a mize byt az smrtelna. V takovych vzacnych piipadech se infekce projevuje
nejCastéji jako toxoplasmova encefalitida ¢i pneumonie, piipadné i1 jako hepatitida,
myokarditida nebo polyradikuloneuritida. Nemusi jit navic jen o nové nakazené jedince, ale
v dasledku imunosuprese miize dojit k reaktivaci akutni faze u osob s latentni toxoplasmoézou,
kdy dochézi k prasknuti tkanovych cyst a pfeméné klidového stadia bradyzoitii na invazivni a
rychle se mnozici tachyzoity. Kritickou hranici pro reaktivaci akutni toxoplasmézy je u lidi
s AIDS pocet CD4+ T-lymfocytd niz8§i nez 100 nebo spiSe 50 bun€k na mikrolitr krve.
V dobach pfed zavedenim efektivni antiretrovirové terapie dochazelo az u 40 % HIV-
pozitivnich pacientti ve stadiu AIDS v dusledku infekce T. gondii k rozvoji tézké encefalitidy,
10-30 % téchto lidi pak na toxoplasmézu umiralo (Luft et al., 1984; Luft et Remington, 1992).



2.2.2. Latentni toxoplasméza

Latentni faze infekce, kdy v téle ¢lovéka dlouhodobé piezivaji bradyzoiti v tkanovych
cystach, je nelécitelna a dlouhou dobu byla povazovana za asymptomatickou (S vyjimkou
moznosti vzniku o¢ni formy toxoplasmézy) a za zcela neskodnou. Nékteré nové vyzkumy ale
ukazuji, Zze T. gondii mtze ovliviiovat svého hostitele, zv1asté pii pritomnosti cyst v centralni
nervové soustaveé, mechanicky (stimulace imunitni odpovédi) ¢i chemicky (zména sekrece

neurotransmitert) i v této zdanliveé spici forme.

Zajimavou hypotézou je vliv latentni toxoplasmoézy na vznik a priabéh onemocnéni
schizofrenii. V poslednich desetiletich jde o hojné studované téma a vzniklo nékolik
komparativnich studii uvadéjicich zvySenou séropozitivitu protilatek IgG proti T. gondii u

pacientil se schizofrenii oproti béZné populaci.

Préace z Turecka uvadi statisticky signifikantni rozdil (P < 0,001) na vzorku 88 lidi v kazdé
skupiné. Zatimco IgG toxopozitivnich jedinci mezi schizofreniky bylo 47,7 %, v kontrolni
skuping jich bylo jen 20,4 % (Dogruman-Al et al., 2009). Obdobna studie piipadi a kontrol
byla provedena i v iranu na vzorku 62 lidi v kazdé skuping. Mezi schizofreniky mélo IgG
protilatky proti T. gondii 67,7 % jedincti, mezi kontrolami pak jen 37,1 %. I tento vysledek je
statisticky signifikantni (P < 0,01) (Alipour et al., 2011). Tyto po¢ty osob jsou pro vyvozovani

jakychkoliv zaveért naprosto nedostatecné.

Obdobnych praci s podobnymi vysledky byla ve 20. stoleti vypracovana cela fada (Fuller
Torrey et Yolken, 2003). Existuji ale také prace, které rozdil mezi obéma skupinami nenasly
(Emelia et al., 2012). Je tak tieba brat v potaz i publikaéni bias, coZ je tendence zvefejiiovat

predevsim pozitivni vysledky a ty negativni minimalizovat.

V metaanalyze Sutterlanda a kolektivu byly dany dohromady studie piipadii a kontrol
davajici do souvislosti ptitomnost IgG protilatek proti T. gondii a vznikem riznych
psychiatrickych onemocnéni. Statisticky vyznamna pozitivni korelace byla nalezena u vyse
diskutované schizofrenie (OR 1,81, P < 0,00001), dale u bipolarni poruchy (OR 1,52, P =
0,02) a obsedantné kompulzivni poruchy (OR 3,4, P < 0,001). Stejna souvislost byla zjisténa i
u vzniku zavislosti (OR 1,91, P < 0,00001). Naopak statisticky vyznamna souvislost mezi
latentni toxoplasmé6zou a depresi pozorovana nebyla (OR 1,21, P = 0,28) (Sutterland et al.,
2015).



Nejcasteji uvadénym argumentem pro ,.toxoplasmovy pivod* schizofrenie je idajné¢ vysoka
prevalence toxoplasmézy u psychiatrickych pacienti. Vysledky rtznych studii, zpravidla
provedenych na menSich poctech osob, se riizni. Kli¢ovy vyznam vsak zde ma préce
Jirovcova (1971) provedend intradermalnim testem na 1 638 pacientech (z toho 954
schizofrenikil) ¢tyf ¢eskoslovenskych psychiatrickych Gstavi s timto zavérem: ,,Jsme proto
toho ndzoru, ze toxoplasmoza pii etiologii riznych psychickych onemocnéni nehraje
prakticky zadnou roli. U jednotlivych onemocnéni jsme nasli ptiblizné stejna nebo velmi

podobna ¢isla pozitivity odpovidajici normé promotenosti naseho obyvatelstva®

Latentni toxoplasméza je davana do souvislosti nejen se vznikem schizofrenie, ale i se
zavaznosti jejiho prubéhu. Pacienti se schizofrenii majici zaroven latentni toxoplasmozu
udajné maji téz8i poskozeni kognitivnich schopnosti nez schizofrenici, ktefi toxoplasmou
nakazeni nejsou (Boronow et al, 2002). V jiné studii je u schizofrenikti s latentni
toxoplasmoézou udéavan ubytek Sedé kiry v urcitych oblastech mozku, zatimco u toxo-
negativnich pacientti a toxo-pozitivnich lidi bez schizofrenie k tomuto ubytku nedochazi

(Horacek et al., 2010).

UvaZovanym mechanismem, kterym by cysty toxoplasmy v mozku ovliviiovaly vznik a
prubéh onemocnéni schizofrenii, je indukovani zvySené koncentrace dopaminu, které je

potvrzené u mysi (Flegr et al., 2003). Ptimy prilkaz ale stale chybi.

Asociace mezi schizofrenii (¢i dal§imi psychiatrickymi onemocnénimi) a latentni
toxoplasmézou se tak dle nékterych vysledkli zdd byt mozna, za potvrzenou ji vSak dosud

nelze povazovat.

V kapitole 2.5. Manipulaéni hypotéza jsou zminény prace spojujici latentni toxoplasmozu se
zpomalenymi reakénimi Casy, které vedou ke zvySené pravdépodobnosti dopravnich nehod

(Havlicek et al., 2001), a se zménami osobnosti (Lindova et al., 2012).



2.2.3. Kongenitalni toxoplasmoza

Pfenos T. gondii z matky na plod je mozny pouze béhem akutni faze infekce, kdy tachyzoiti
mohou proniknout skrze placentu (Robert-Gangneux et al., 2011). Po prodélané akutni
toxoplasmoze lidé zpravidla ziskavaji doZivotni imunitu (s vyjimkou imunosuprese) proti této
fazi infekce. Pokud se tedy matka nakazi 4-6 mésicti pied otéhotnénim ¢i diive, nebezpeci

prenosu infekce na plod nehrozi.

Kdyz se vSak matka poprvé nakazi a prochazi akutni fazi toxoplasmozy béhem téhotenstvi
(primoinfekce v gravidite), tak muze dojit k pfenosu infekce na plod. Existuji i pfipady, kdy
se matka nakazila aZ 2 mésice pred pocetim potomka a infekce se presto ptenesla na plod,

nicméné jde o naprosto ojedinélou udalost (Vogel et al., 1996).

Pravdépodobnost pienosu a disledky infekce plodu pii primoinfekci v gravidité jsou pak
pfimo zavislé zejména na fazi téhotenstvi a ve€ku fétu, viz obrazky 2 a 3. Vliv ale ma
pochopitelng i stav imunity matky, virulence kmene toxoplasmy a nasazeni prenatalni terapie.
Udava se, Ze primérné je pravdépodobnost infekce plodu pii primoinfekci matky nizsi nez 50
%. V case otéhotnéni je riziko pod 5 %, ve 13. tydnu té€hotenstvi 15 % a postupné narlista na

44 % ve 26. tydnu a 71 % ve 36. tydnu (Thiébaut et al., 2007).

Incidence kongenitalni toxoplasmozy se stanovuje obtizné. Odhady hovofi v zavislosti na
misté¢ narozeni o 1-120 piipadech na 10 000 novorozencl. Pravdépodobnost, ze matka
onemocni béhem gravidity akutni toxoplasmoézou je pak odhadovana na 1-310 ptipadt na 10
000 tehotenstvi. Pokud vezmeme do Uvahy jen matky, které dosud akutni toxoplasmozu
neprodélaly, tak pravdépodobnost stoupne na 6-410 piipadi na 10 000 téhotenstvi (Tenter et
al., 2000). Podle jediného tdaje pochazejictho z Ceské republiky je pravdépodobnost
primoinfekce v gravidité 0,29 %. a riziko infekce plodu 0,12 % (Palicka et al., 1998).

Zatimco s postupujici dobou gravidity stoupa pravdépodobnost pienosu infekce na plod, tak
zavaznost priznaki a dusledkd kongenitdlni toxoplasmozy s Casem téhotenstvi klesd. V
prvnim trimestru se udava 14% riziko ptrenosu infekce, ve tetim jiz 59% (Dunn et al., 1999).
U 67-80 % prenatalné¢ infikovanych novorozenci probiha infekce subklinicky a lze ji
diagnostikovat jen na zakladé€ laboratornich diagnostickych metod. Jde zejména o déti matek,
které byly nakazeny az ve tietim trimestru. Klinické symptomy infekce se ale mohou objevit v

pozdéjSim veku. NejCasteji se jednd o problémy se zrakem, sluchem ¢i o psychomotorické a



neurologické obtize. Uvadi se, ze az u tfetiny prenatdlné infikovanych déti se vyvine

poskozeni zraku (Tenter et al., 2000).

1009 pigk 100 e Rk
- | eeee- |
g 5% ¢
5 80 -
a -
i -
< 60+ ¥
- i
c g
w40 -
o
] T
5 1
F 204
-I -
od smoe=ms i
| I | T I | [ ] I I 1
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 0 & B 12 8 20 24 28 42 ag 40

Gestation at maternal seroconversion (weeks) . Gesiation st matemal sarccomnverson [weeks)

Obr. 2. (nalevo) Procentudlné vyjadrené riziko kongenitdlniho prenosu infekce v zavislosti na
tydnu gravidity matky pri jeji sérokonverzi. PreruSovanymi carami je zndazornén 95% interval

spolehlivosti (prrevzato dle Dunn et al., 1999).

Obr. 3. (napravo) Procentudlné vyjadrené riziko rozvoje klinickych symptomii kongenitdlni
toxoplasmozy v zavislosti na tydnu gravidity matky pri jeji sérokonverzi. PreruSovanymi

Carami je zndzornén 95% interval spolehlivosti (prevzato dle Dunn et al., 1999).

Nejzavaznéjsim prubéhem se vyznacuji infekce zasahujici centralni nervovou soustavu, jako
je encefalomyelitida, hydrocefalus ¢i intrakranialni kalcifikace mozku. Klinické symptomy
prodélané kongenitalni toxoplasmozy ma 10-23 % novorozencl. Jen u desetiny nalezneme
projevy jako chorioretinitida, hydrocefalus ¢i intrakranialni kalcifikace mozku, coZz jsou
dlouho znamé ptiznaky prodélané kongenitalni toxoplasmézy. Ostatni symptomy mohou byt
velmi riznorodé od lymfadenopatie, pfes splenomegalii ¢i hepatomegalii az po poruchy

centralniho nervového systemu (Koskiniemi et al., 1989; Tenter et al., 2000).

Pro ¢eskou medicinu je pak vyznamné, Ze prvni publikovani toxoplasmézy jako lidského
onemocnéni ucinil Cesky oftalmolog dr. Jankli v roce 1923 na pfipadu novorozence s

kongenitalni toxoplasmé6zou (Jankt, 1923).
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2.2.4. O¢ni toxoplasmoéza

Jde o zdvaznou formu onemocnéni, kterd miize vyznamné poskodit zrak. Vétsinou se jedna
o pozdni manifestaci prenatdln¢ ziskané ndkazy, ale ofni forma toxoplasmoézy se muize
vyjimeéné rozvinout i u postnatalnich nakaz (Perkins, 1973). V kazdém piipad¢ se vSak
poskozeni oka projevi az delsi dobu po infekci; na rozdil od ostatnich forem nesouvisi oéni
toxoplazméza bezprostfedné s toxoplasmézou akutni. Rozhodujicim stadiem Toxoplasma

gondii zde také neni tachyzoit, ale bradyzoit.

Oc¢ni toxoplasmdza se projevuje ve formé chorioretinitidy, coz je zanétlivé postizeni sitnice
(Wilder, 1952; Montoya et Remington, 1996). Zvlasté zavazné nasledky pro zrak mohou mit
Iéze v oblasti makuly, viz obrazky 4 a 5. Zanét ale muze zasahnout i dal$i ¢asti oka jako napf.

sklivec, ¢imz se snizi jeho pruzracnost (Brejchova et al., 2002).

Obr. 4. (nalevo) Akutni makularni retinitida zapricinénd toxoplasmovou primoinfekci.

Vyzaduje okamzity terapeuticky zdsah (prevzato dle Wu et Garcia, 2015).

Obr. 5. (napravo) Zhojend jizva po ocni toxoplasmoze. Ma zdavazné konsekvence pro zrak —

ostrost videni pacienta 20/400 (prevzato dle Wu et Garcia, 2015).
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2.3. Diagnostika a terapie toxoplasmozy

2.3.1. Diagnostika toxoplasmdézy

Tézistém diagnostiky akutni toxoplasmézy u dospélych osob jsou sérologickd vySetieni.
Protilatky se objevuji 2. tyden po infekci, maximalni titry dosahuji typicky po 3-6 mésicich a

Vv nizkém titru pak pietrvavaji po dlouha desetileti az po zbytek zivota (Machala et al., 2005).

V Ceské republice se ke stanoveni celkovych antitoxoplasmickych protilatek vyuziva
nejcastéji komplement-fixaéni reakce (KFR), ktera ma vysokou senzitivitu (Ondriska et al.,
2003), nebo neptima fluorescence (Zastéra et al., 1987). Tyto klasické metody poskytuji
spolehlivy vysledek po kvalitativni i semikvantitativni (titr protilatek) strance (Kodym et
Geleneky, 2012). KFR lze pouzit ke stanoveni titrd antitoxoplasmickych protilatek jak u lidi,

tak u zvirat.

U nékterych pacientli ale pretrvavaji vyssi titry delSi dobu, a tak se timto testem tézko
odlisuji nov¢ ziskané infekce od odeznivajicich. Pro akutni toxoplasmézu svéd¢i vzestup
hladin antitoxoplasmickych protilatek ¢i vysoké hodnoty specifickych IgM (pfipadné IgA a
IgE) V tomto piipad¢ je tfeba vySetieni doplnit o detekci specifickych protilatek jednotlivych
tFid. Nejcastéji se k tomuto ucelu vyuziva testu ELISA. Pouzit se da i opakované kvantitativni
stanoveni pro sledovani dynamiky protilatek v ¢ase (Kodym et Geleneky, 2012). Nevyhodou
testti na IgM, IgA a IgE je pomérn¢ Casté dlouhodobé pretrvavani pozitivnich vysledki a také
moznost vy$§i nespecifické reaktivity v diasledku faktort (antinuklearni protilatky,
rheumatoidni faktor atd.), jez mohou byt pfitomny ve vySetfovaném séru, ale s toxoplasmozou
nemaji souvislost (Fuccillo et al., 1987). Pfedpovédni hodnota pozitivniho testu tak miize byt
vyrazné snizena. Pokud neni zavér jasny, je tfeba vySetfeni zopakovat a sledovat dynamiku

protilatek, piipadné je doplnit o dalsi testy.

K vySetfovani téhotnych Zen se Casto pouziva stanoveni avidity antitoxoplasmickych
protilatek tridy IgG. Avidita udava pevnost vazby protilatek na jejich ptislusné antigeny.
Avidita antitoxoplasmickych IgG je zpoc€atku nizkd, pficemZ v priibéhu prvnich ¢ty mésict

toxoplasmozy stoupd. Test tak slouzi k uréeni stafi infekce (Kodym et Geleneky, 2012).

Nizka avidita IgG protilatek, jez pretrvava maximalné 4 mésice po infekci (Machala et al.,

2005), je povazovana za marker akutni toxoplasmozy.
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V ptipadé ocni toxoplasmézy diagnostika spoéiva zejména Vv nélezu na onim pozadi.
Vysetteni protilatek v nitrooéni tekuting se pfili§ nevyuziva kvili riziku zavleceni sekundarni
infekce. Titry sérovych protilatek, které dokazuji, Ze pacient je toxoplasmédzou infikovan a
tudiz oftalmologicky nalez mize mit toxoplasmovou etiologii, jsou pak spiSe nizké,

maximalné dosahuji stfednich hodnot (Machala et al., 2005).

Pii posouzeni, zda doslo k infekci plodu, se da vyuzit jak sérologie, tak i moderni metody
molekularni biologie. Komparativni Western blot porovna profil protilatek ze séra matky
s profilem z plodové vody a krve pupe¢nikové nebo novorozenecké. Pomoci PCR se provadi
detekce toxoplasmové DNA. Materialem je plodova voda, v niz prikaz toxoplasem potvrzuje
infekci plodu na vice nez 90 %, a krev novorozence, ve které je nalezeni toxoplasmové DNA
absolutnim dikazem kongenitalni toxoplasmozy (Kodym et Geleneky, 2012). Prikazu
pomoci PCR se da vyuzit i pti diagnostice toxoplasmovych neuroinfekci u dospélych osob.

Testovanym materialem je v tomto piipadé mozkomis$ni mok (Machala et al., 2005).

2.3.2. Terapie toxoplasmozy

U imunokompetentnich jedincti neni u asymptomatické a uzlinové formy specificka lécba
potieba. Akutni forma posléze piechazi v celozivotni latentni toxoplasmozu. Lécba je
indikovana v pfipadé téhotnych zen, déti s vrozenou infekci, déti do 5 let véku,
imunodeficientnich osob a o¢ni toxoplasmozy. Terapie je t¢inna pouze na tachyzoity. Infekci
neeradikuje, ale vede k piechodu na latentni formu a redukuje rozsah poSkozeni hostitelské
tkané. Nejcastéji se podava kombinace pyrimetaminu a sulfadiazinu (Machala et al., 2005).
Ob¢ latky jsou inhibitory metabolismu kyseliny folinové, ktera se obvykle pii 16€bé uziva
jako jeji doplnek, aby doSlo k eliminaci moZnych neziddoucich vedlejSich wcinki

(myelosuprese).

V téhotenstvi se do 15. tydne podava pouze makrolid spiramycin. Ten nepfestupuje pies
placentu, ale koncentruje se v ni vdaleko vétsich hladinach nez v séru, ¢imz pusobi
preventivné proti prestupu tachyzoitii k plodu. Je dobfe tolerovan a ma minimum nezadoucich

ucinkt. Vyuzivat se da po celou dobu gravidity (Kodym et Geleneky, 2012).
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Od 16. tydne je mozné vyuzivat kombinaci pyrimetaminu a sulfadiazinu. Oba preparaty
prostupuji placentou a mély by byt pouzity jen pii potvrzené nebo vysoce pravdépodobné
infekci plodu. Pti 1é¢bé samotnym spiramycinem klesa riziko pfenosu infekce na plod 0 60 %,
pfi podavani kombinace pyrimetamin + sulfadiazin o 90 %. Neni dtivod k interrupci, pokud se
neprokaze vazné poskozeni plodu pomoci sonografie ¢i pokud se nepotvrdi rizikova infekce

plodu (obzvlasté ta v 1. trimestru) pomoci PCR (Machala et al., 2005).

V piipadé kongenitalni toxoplasmédzy se po porodu piechazi k postnatalni terapii, kterd
pusobi jako prevence pozdni manifestace symptomi u novorozencu. Postnatalni terapie by
meéla byt zahdjena co nejdiive po narozeni a opét se vyuzivd kombinace pyrimetaminu se

sulfadiazinem s doplnénim kyseliny folinové (Kodym et Geleneky, 2012).

U imunodeficientnich osob se pii poklesu CD4+ T-lymfocyti pod hranici 250 bunék na
mikrolitr krve zacina s primarni profylaxi, kupfikladu kotrimoxazolem. U reaktivovanych
forem toxoplasmozy se u téchto pacientii podava vyssi davka stejné kombinace pyrimetamin
+ sulfadiazin. Po prod€lané reaktivaci se zahajuje sekundéarni profylaxe opét kombinaci
pyrimetamin + sulfadiazin, tentokrat vSak v niz§i davce nez ve vySe uvedeném piipadé.
Kotrimoxazol neni pro sekundéarni profylaxi dostate¢n¢ ucinny. Pokud se nepodafi zvysit

pocet CD4+ T-lymfocytt, tak je 1éCba podavana dozivotné (Machala et al., 2005).

V piipadé nesnasenlivosti sulfonamidi mutze byt v kombinaci s pyrimetaminem pouzit
clindamycin, azitromycin, clarithromycin nebo atovaquon (Dunay et al., 2004). U leh¢ich

forem o¢ni toxoplasmozy se mize podavat pouze clindamycin (Machala et al., 2005).
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2.4. Hypotéza sexualniho prenosu Toxoplasma gondii

Relativné az v nedavné dobé vice testovanou hypotetickou cestou pienosu toxoplasmové
infekce je prenos pohlavnim stykem ze samce na samici. Jelikoz je tato diplomova prace na
toto téma zaméfena, bude moznému sexualnimu pienosu T. gondii vénovana i nasledujici

kapitola literarniho ptehledu.
2.4.1. Dikazy primé

Bylo publikovano nékolik praci, které ptinaSeji diikkazy o moZnosti ptfenosu infekce T.
gondii pti pohlavnim styku z nakazeného samce na samici. U experimentalné nakazenych psi
byla ovéfena pritomnost toxoplasem ve spermatu. Infekci se povedlo pfenést i na samice
pomoci umélé inseminace, posléze byl potvrzen i vertikalni pfenos na Sténata (Arantes et al.,
2009). Obdobné studie potvrdily pritomnost toxoplasem ve spermatu kralika (Liu et al.,
2006), prasete (Moura et al., 2007), skotu (Scarpelli et al., 2009), ovce (Lopes et al., 2009),
mySi (Asgari et al., 2015) i spermatu a samc¢ich pohlavnich organech kozy (Santana et al.,
2010).

Existuje i studie, ktera potvrzuje vyskyt toxoplasem ve spermatu a v pohlavnich organech
potkanti (Rattus norvegicus) a nasledny pohlavni pifenos na nenakazené samice. Nicméné
primarnim zaméfenim této prace bylo studium manipulaéni hypotézy, pfiCemz potvrzeni
sexualniho pienosu coby mozné cesty infekce je pouze zminéno ve vysledcich bez blizsi

metodiky, coZ neptisobi pfili§ davéryhodné (Dass et al., 2011).

Sexudlni pienos toxoplasmy byl nové testovan 1 na laboratornich mysich. 10 samct Balb/C
bylo intraperitonealné infikovano tachyzoity virulentniho RH kmene. Po 48 hodindch jim
byly odebrany vzorky spermatu z nadvarlete. VSechny byly pozitivni na toxoplasmu jak pii
barveni giemsou a nasledné¢ mikroskopii, tak pti pouziti PCR metod. Nésledn¢ se infikovani
samci pripustili k pafeni se samicemi. Pozorovan nebyl zadny pienos infekce na samice ani na
jeji plod. Autofi z tohoto vysledku usuzuji, ze se T. gondii na mysich sexualné neprenasi
(Asgari et al., 2015).

Studie sledovala i vybér samic pii pareni. Mirn€¢ upfednostnéni byli nenakazeni samci, ale
neslo o statisticky vyznamny rozdil. Ten byl naopak pozorovan u poctu t€hotenstvi. Zatimco

po pafeni s nakaZzenymi samci otéhotnély jen 4 z 20 samic, tak pfi pafeni s nenakaZzenymi
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samci to bylo 17 z 20 samic (P = 0,0001). Tento rozdil je vysvétlovan ztratou energie a
hor§im zdravotnim stavem nakazenych samct vzhledem k probihajici infekci (Asgari et al.,
2015).

Velice zajimavd je i studie mapujici vyskyt toxoplasem ve spermatu, varlatech a
nadvarlatech primoinfikovanych kocek. K infekci byly pouzity dva kmeny T. gondii, a sice
kmeny P a RH. Vysledky, ziskané pomoci nested PCR, histopatologie a imunohistochemické
analyzy, pfichazeji s nasledujicim zavérem: Toxoplasma nebyla nalezena ani ve spermatu, ani

v zadné z tkani vySetfovanych pohlavnich organt (Teixeira et al., 2017).

Co se tyce sexualniho pfenosu toxoplasmozy u lidi, tak existuje studie, v niz byla zjiSténa
ptitomnost T. gondii v ejakulatu n€kolika muzu (Disko et al., 1971). Jde vSak o studii starou,
neopakovanou a jen lokdln¢ publikovanou v némeckém jazyce. Hypotetickou moznost
sexualniho ptfenosu u lidi zminuji ve své knize 1 Dubey a Beattie, avSak dodavaji, Ze by Slo o
vzacny a epidemiologicky nedulezity fenomén (Dubey et Beattie, 1988). Toxoplasma byla u
lidi nalezena i ve tkani varlat, nicméné $lo o oportunni infekci u pacient s AIDS (De Paepe et

al., 1990).

7

2.4.2. Dikazy neprimé

Kromé ptimych dikazu existuji i dikazy nepiimé, jez podporuji sexualni ptenos T. gondii u
Clovéka. Vétsinu z nich shrnul ve své praci Jaroslav Flegr do nékolika argumentt (Flegr et al.,
2014).

Prvni tiké, ze az dvé tfetiny infekci toxoplasmou u té¢hotnych zen nemuize byt vysvétleno
zndmymi rizikovymi faktory. To je podpofeno praci, ktera uvadi, ze u 52 % Zen, jimz se
narodily toxoplasmou infikované déti, nelze najit Zadny rizikovy faktor, jemuz by byly béhem

téhotenstvi vystaveny (Boyer et al., 2005).

Druhy argument uvadi, Ze prevalence toxoplasmézy u Zen v plodném veéku koreluje
s vyskytem sexualné€ pienosnych chorob. Spole¢nym rizikovym faktorem by byl nechranény

pohlavni styk.

15



Ttetim argumentem je zvySena incidence toxoplasmozy u Zen — nikoliv v§ak u muzi — ve
vékové skupiné od 25 do 35 let. Ta by mohla souviset s nechranénym pohlavnim stykem po

uzavieni manzelstvi.

Ctvrtym argumentem je, Ze u predisponovanych jedincti propuka schizofrenie o 3 roky
pozdéji u toxoplasma-pozitivnich Zzen nez u toxoplasma-pozitivnich muzi. To by mohlo
souviset s tietim argumentem, ktery zminuje druhy vrchol incidence u Zen, ktery u muzi
chybi. U toxoplasmou nenakazenych schizofreniki rozdil v propuknuti onemocnéni u zen a
muzi neni. Vice byla tato problematika rozebrdna v ¢asti podkapitoly 2.2.2. Latentni

toxoplasmoza.

Paty argument udava, ze ve vyspélych zemich se za poslednich 20 let snizuje prevalence
toxoplasmozy, coz autor dava do souvislosti se sniZzenim promiskuity a bezpe€nym sexem

v disledku preventivnich opatfeni v boji s pandemii AIDS.

Sestym argumentem je pozitivni korelace mezi pravdépodobnosti nikazy toxoplasmézou a

poctem nechranénych pohlavnich stykl s otcem ditéte pred otéhotnénim.

Za dalsi neptimy diikaz lze povazovat 1 idajnou zvySenou prevalenci toxoplasmozy u lidi se
zvySenou promiskuitou. Tomuto tématu se vénoval Alvarado-Esquivel a kolektiv ve svych
pracich z roku 2006 a 2015. V prvni zminéné studii provedené na pacientech psychiatrické
lé¢ebny byla v multivariaéni analyze nalezena souvislost mezi infekci T. gondii a mirou
promiskuity (Alvarado-Esquivel et al., 2006). V nové praci pak hledal autorsky kolektiv
stejnou souvislost u skupiny sexualnich pracovnic pomoci studie piipadu a kontrol. Zatimco u
pokusné skupiny (136 piipadt) byly nalezeny protilatky proti T. gondii v 15,4 % ptipadu, u
kontrolni skupiny (272 kontrol) mélo tyto protilatky jen 3,7 % zen, coz je statisticky
vyznamny rozdil (OR = 4,05; P = 0,0001). Byla zaznamenana i statisticky vyznamna spojitost
mezi séropozitivitou na T. gondii a utrpénymi zranénymi prostitutek pfi pohlavnim styku (OR
=6,30; P = 0,03) (Alvarado-Esquivel et al., 2015).

Poslednim nepiimym diikazem je prace udavajici zvysenou séropozitivitu na protilatky proti
T. gondii u otcti déti s kongenitélni toxoplasmézou. Séropozitivita téchto otcti byla 36 %
oproti 9,8 % (P < 0,001), coz je primér v bézné populaci odpovidajici pokusné skupiné a

mistu studie (Contopoulos-loannidis et al., 2015).
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2.5. Manipulacni hypotéza

Toxoplasma gondii je i vyznamnym studovanym parazitem z hlediska tzv. manipula¢ni
hypotézy, podle které dovedou ur¢iti parazité G¢elné manipulovat chovani svého hostitele tak,
aby zvysili pravdépodobnost svého pienosu do dalsiho hostitele (Webster et McConkey,
2010). Testy na mySich prokazaly, ze T. gondii prodluzuje jejich reakéni dobu a méni jejich
aktivitu a ostrazitost tak, Ze misto ptirozeného strachu je pach kocic¢i moci naopak ptitahuje

(Berdoy et al., 2000).

Praci na toto téma je cela fada a tykaji se i lidi. Infekce ¢lovéka jsou v soucasné dobé pro
toxoplasmu sice zpravidla slepou uliCkou, ale ta i tak zfejmé dokaze ovlivitovat jejich reakce a
osobnost. Stejn¢ jako u mysi infekce toxoplasmou zpomaluje reakéni ¢asy cloveka (Havlicek
et al.,, 2001), coz je davano do souvislosti s naslednym rizikem dopravni nehody (Flegr,
2013). Diskutovany jsou i osobnostni zmény infikovaného ¢lovéka (Lindova et al., 2012), ty
ale presahuji ramec literarni reSersSe vztahujici se k mym pokusim v ramci diplomove prace a

detailnéji se jimi zabyvat nebudu.

Z pohledu mé prace je zajimavéjsi studie, kterd udava, ze T. gondii zvySuje atraktivitu
nakazenych samct pro samice u potkana (Dass et al., 2011), coz by podporovalo hypotézu o
sexualnim pienosu. Zminéna prace také uvadi, ze infekce negativné neovlivnila reproduk¢ni
parametry nakazenych samci, tedy Ze jejich sexudlni chovani i fertilita byla srovnatelna

s neinfikovanymi jedinci.

Opacné vysledky ale byly prezentovany v obdobné praci na mysich. V praci Asgariho a
kolektivu samice mirné¢ preferovaly nenakazené samce, byt rozdil nebyl statisticky
vyznamny. Naopak byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil v neprospéch nakaZenych
samci my$i v po¢tu biezich samic po pateni S nakazenymi a nenakazenymi samci (Asgari et

al., 2015). Vysledky této studie byly detailngji rozebirany v ptedchozi kapitole.

17



2.6. Lokalizace v hostiteli — afinita k tkanim

Zda se, ze lokalizace T. gondii v téle hostitele neni nahodna a tkan nékterych organu je ze
strany parazita preferovanéjsi. Starsi pokusy u prasat prokazaly Castou pfitomnost tkanovych
cyst s bradyzoity T. gondii zejména v mozku (cysty v mozku nalezeny u 12 ze 16
experimentalné nakazenych prasat) a pak i v kyslikem bohat¢ zasobenych svalech, konkrétné
v srdci (11 ze 16 prasat), jazyku (10 ze 16) a branici (6 ze 16). Méné Casto pak byly cysty
nalezeny 1 v rizné svaloviné urené¢ ke komercnimu prodeji v potravindistvi (u 1-5
nakazenych prasat z 16). Vyjimeéné byly tkanové cysty nalezeny i v jatrech a ledvinach (1
z 16) (Dubey, 1988).

Podobné recentni studie se zabyvala organovou predilekci T. gondii na prasatech v Ceské
republice. Dle vysledki ziskanych pomoci kvantitativni real-time PCR byl zdaleka nejvice
zasazen mozek, v némz se pocty parazitii pohybovaly od 121,9 az do 3857,7 (median 553,7)
kust na gram tkané. Toxoplasma byla nalezena i ve tkanich plic (poCty parazitii na gram tkané
0,02-61,3; median 0,3), srdce (0,37-7,34; median 2,6) a v zadovych svalech (0,31-2,81;
median 0,6). Velmi malo pak byla parazity zasazena tkan jater, ledvin a dal$iho kosterniho
svalstva (u viech median < 0,2). Zadna DNA toxoplasmy pak nebyla detekovana ve slezing

(Jurankové et al., 2014).

Stejna autorka provedla obdobnou studii i na mladych kozach, které byly Cerstvé odstaveny
od kojeni. Ty byly experimentalné nakazeny a rozdéleny do dvou skupin. Zvifata z prvni
skupiny byla utracena po 30 dnech od infekce, zvifata ve druhé skupiné po 90 dnech od
infekce. Vysledky byly opét ziskdny pomoci kvantitativni real-time PCR. Nejvétsi
koncentrace toxoplasmové DNA byla u obou skupin nalezena v plicich, ale jen u prvni
skupiny Slo o statisticky signifikantni vysledek. Prace nabidla i1 zajimavé vysledky
V porovnani koncentrace paraziti v urCité tkani v zavislosti na Case. Zatimco v jatrech a
v zadovem svalstvu se koncentrace parazitd s uplynulym ¢asem zvedla, tak v srdci se naopak
snizila (Jurankova et al., 2013).

Ve studii na mySich byla jedna ¢ast infikovana virulentnim RH kmenem T. gondii, zatimco
druhd avirulentnim kmenem ME49/PTG. Rozsev toxoplasmy do organu infikovanych mysi
pak byl sledovan in-vivo pomoci bioluminescenéniho zobrazovani. Virulentni kmen se mnozil
vyrazn€ rychleji, ale u obou byla patrnd afinita k o¢im, mozku a varlatim, coZ jsou vse

imunoprivilegované organy (Hitziger et al., 2005).
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Afinita toxoplasmy k mozku byla potvrzena i pii pokusech na laboratornich potkanech,
jejichz mozkova tkéan obsahovala toxoplasmu ve 113 ze 138 ptipadt (82 %) po 2 mésicich od

experimentalni infekce (Freyre et al., 2003).

Stejna souvislost byla prokézana i na kuru doméacim. Pomoci real-time PCR byla prokéazana
DNA toxoplasmy u 24 z 26 vzorkti zmozku a srdce seropozitivnich zvitat. Mezi témito
tkanémi nebyl pozorovan rozdil ani v kvantité parazitl, ani v poétu pozitivnich vzorka
(Aigner et al., 2010). Afinita T. gondii k srdci u tohoto zvifeciho modelu byla prokazana i
v dalsi studii, kterd kromé toho zachytila toxoplasmu i v mozku a kosterni svalovin¢ (Dubey

et al., 2015).

Co se ty¢e samotné lokalizace v mozku, tak byla provedena pomérné rozsahla studie
mapujici lokalizaci tkanovych cyst v mozku potkanti. Pokusna zvifata byla rozdélena do
skupin a nakazena 11 kmeny T. gondii. Utracena byla 2 mésice po podani infek¢ni davky.
Toxoplasma byla nalezena ve vSech regionech mozku, konkrétni pocty v urcitych ¢astech se
ale vyrazné lisily jedinec od jedince. Celkove se da i1 pfes velkou variabilitu da fici, Ze nejvice
zasazen byl colliculus a vétSi koncentrace tkanovych cyst byla pozorovana i1 v mozecku,
mozkové kufe a thalamu. Dva kmeny pak vykazovaly tropismus K colliculu a ¢ichovému
laloku. O¢ni 1éze byly pozorovany u 23 z 92 zvitat (25 %). Zaroven byly nalezeny tkanové
cysty v o¢nim b&lmu jednoho potkana a v optickém nervu dvou potkanti. Z dalSich tkani byly
cysty nalezeny v jazyku u 20 zvifat, naopak v srdci a ve svalech koncetin nalezeny nebyly
(Dubey et al, 2016).

Obdobnou studii na mySich infikovanych toxoplasmami provedla Berenreiterova et al
(2011). Tentokrat se jednalo pouze o nakazu cystickym kmenem HIF. Vysledky ale byly do
zna¢né miry obdobné jako u vyse citované prace. Cysty byly opét nalezeny po celém mozku a
opét byly velké rozdily mezi jednotlivymi zvifaty jak v poétu cyst, tak v jejich lokalizaci.
Mezi vice nakazené regiony mozku patfil opét Cichovy lalok a mozkova klra, zvySena
koncentrace cyst byla v priméru nalezena i v hippokampu a amygdale. V kontrastu se studii

Dubeyho et al. (2016) pak byla nalezena nizsi koncentrace tkanovych cyst v mozecku.

Ohledné bunécné preference tkanovych cyst T. gondii v mozku byla provedena préce, ktera
jednoznaéné ukazuje na jejich afinitu k neurontim. In-vitro sice mohou slouzit jako hostitelské
bunky i astrocyty, ale in-vivo se tak, zda se, ned¢je, ackoliv astrocyty interaguji s tkanovymi

cystami v neuronech (Melzer et al., 2010).
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3. Metodika

3.1. Modelovy organismus

3.1.1. Hostitel

PouZitymi modelovymi hostiteli byly dospélé mysi kmene C57Bl/6 samc¢iho pohlavi a

dospélé mysi kmene BALB/c sami¢iho pohlavi.

3.1.2. Parazit

Pouzitymi parazity byli tachyzoiti Toxoplasma gondii virulentniho kmene P-Cz a tkanové
cysty s bradyzoity Toxoplasma gondii cystického avirtulentniho kmene HIF. Parametry

virulence obou kment a prabéhu patogeneze jsou popsany ve studii Kodyma et al. (2002).

Kmen P-Cz byl izolovan v Praze z mozku dvoumési¢ni divky, ktera zemfiela na kongenitalni
toxoplasmozu v lednu 1963 (Kouba et al., 1974). Analyzou chromozomalni DNA bylo
zjisténo, ze patii do linie pro mySi virulentnich kmeni (podobné jako v literarni reSersi

zminovany kmen RH) (Literdk et al., 1998).

Kmen HIF byl izolovan v Praze z mozkomi$niho moku 53letého HIV-pozitivniho pacienta
s asymptomatickou toxoplasmozou (Kodym et al., 2002). Genotypizovan byl jako bézny

sttedoevropsky kmen toxoplasmy typu II.
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3.2. Schéma pokusu

3.2.1. Pokus V - virulentni kmen Toxoplasma gondii

Kultivace T. gondii kmene P-Cz na HeLa bunkach
a pocitani tachyzoitl v Biirkeroveé pocitaci
komuirce

1l

Peritoneélni ndkaza samct mysSi kmenem P-Cz

1l

Ptipusténi k samicim

X¢ 3

. ., Usmrceni a pitva samcu
Odbér krve samicim p

iyt L

Komplement fixa¢ni reakce Izolace DNA z organti
Real-time PCR
Statlstlckfa vyhoodnocenl Sekvenace
vysledkl
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3.2.2. Pokus C — cysticky avirulentni kmen Toxoplasma gondii

Usmrceni my$i nakazené kmenem HIF a pocitani
mozkovych cyst pod mikroskopem

1

Peroralni ndkaza samct mysi kmenem HIF

1

hmotnosti)

Monitorovani klinického stavu nakazenych
samcil pro zjisténi, zda infekce propukla a zda
ptesla do latentni faze (KFR, méfeni

1l

&

Ptipusténi k samicim

Vytazeni samcii bez

protilatek, nebo s jejich

Q g nizkym titrem

Odbér krve samicim Usmrceni a pitva samcil

1l

1l

Komplement fixa¢ni reakce Izolace DNA z organti

1l

Real-time PCR

1L

Sekvenace

Statistické vyhodnoceni
vysledka
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3.3. Experimentalni infekce

3.3.1. Pokusné skupiny mysSi

U infekci obéma kmeny toxoplasmy byly mySi rozdéleny do dvou skupin — na nakazené
samce a nenakazené samice pro pafeni s nimi. Mimo pateni byli samci ustajeni v klecich

kazdy zvlast a samice byly ustajeny po tfech kusech na jednu klec.

Pokusy V s virulentnim kmenem

VA3 31: Samci mysi kmene C57B1/6 infikovani toxoplasmou kmenu P-Cz, 5 kust
V@ Q1: Samice mysi kmene BALB/c pro pafeni se samci ze skupiny 1, 15 kust
VA3 32: Samci mysi kmene C57B1/6 infikovani toxoplasmou kmenu P-Cz, 7 kust

VQQ2: Samice mysi kmene BALB/c pro pafeni se samci ze skupiny 1, 21 kust

Pokus C s cystickym avirulentnim kmenem

CA3: Samci mysi kmene C57B1/6 infikovani toxoplasmou kmenu HIF, 14 kusi

CQQ: Samice mysi kmene BALB/c pro pafeni se samci ze skupiny 1, 15 kusu

3.3.2. Priprava infek¢ni davky

Pokusy V

Kultivace virulentniho kmene toxoplasmy P-Cz na HeLa buikach byla provedena dle
Valkouna (1983).

Nejprve byly ptipraveny HeLa buiiky. Napéstovany byly na tkanovém RPMI 1640 médiu
S pfidanym 2% fetdlnim bovinnim sérem. Kultivovany byly v plastovych falkonkach pfti
37°C. Z dobie narostlé kultury HeLa bun€k bylo po tydnu slito médium, v tenké vrstvé byla
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ptidana uchovévana linie toxoplasmy P-Cz z tekutého dusiku a falkonka byla déna k adsorbci
do termostatu na 90 minut pii 37°C. Poté bylo slité médium vraceno zpét do falkonky, ktera
se ulozila zpét do termostatu. Cca po tydnu bylo mozné pozorovat pod mikroskopem
cytopaticky efekt HelLa bun€k, coz znacilo, ze kultura toxoplasem je dostate¢n¢ narostld a

ptipravena k dalsimu pouziti.

Po kultivaci byla v Biirkerové pocitaci komirce spoctena koncentrace tachyzoitd pro urceni
infekéni davky. Konkrétné¢ bylo médium s tachyzoity nakapano pipetou na okraj komirky,
kam nasledné¢ nateklo. Pro urCeni koncentrace bylo spocéteno 10 velkych ctverci.
Z vysledného poctu tachyzoitii byl spocitan jejich pocet na pul suspenze. Ta byla nafedéna

fyziologickym roztokem na koncentraci 2000 tachyzoiti/ml.
Pokus C

Cystické kmeny Toxoplasma gondii jsou pasazovany na laboratornich mySich v SPF
podminkach zvéfince Statniho zdravotniho ustavu. Pasazovani se provadi jednou za cca 6-12
mésict. Narodni referen¢ni laboratof pro toxoplasmozu chova i mysi nakazené kmenem HIF.
Jedna takto nakazena mys byla pro potieby pokusu utracena strzenim vazu. Pti nasledné pitve
ji byl vyjmut mozek, ktery byl poté homogenizovan ve fyziologickém roztoku. Znamy objem
suspenze byl pod krycim sklickem mikroskopovan pro spoéteni tkanovych cyst T. gondii.
Takto bylo zmikroskopovano 5 sklicek, na zakladé ¢ehoz byla spotena koncentrace cyst

Vv suspenzi. Ta byla nafedéna fyziologickym roztokem na koncentraci 60 cyst/ml.

3.3.3. Infekéni davka a jeji podani
Pokus V

Samci skupin V831 a VA3Jd2 byl nakazen intraperitonedlné injekéni stitkackou
injikovanim 0,5 ml suspenze obsahujici infekéni davku asi 1000 tachyzoitd Toxoplasma

gondii kmene P-Cz.
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Pokus C

Samci skupiny C&'J byli peroralné nakazeni 0,25 ml suspenze obsahujici cca 15 tkanovych

cyst na 1 mys.
3.3.4. Pripousténi mysi
Pokus V

NakaZzeni samci ze skupin V@31 a V@32 byli dva dny ponechani v normalnim rezimu pro
rozvoj infekce. 3. den zapocal experiment sledujici mozny pohlavni ptenos T. gondii. Ke

kazdému samci byly piipustény 3 samice ze skupiny V9 Q.

U skupin V@31 a V@ Q1 pripusténi trvalo 20 minut za dozoru experimentatort. Opakovalo
se od 3. do 6. dne. Tedy celkem &tyfikrat. Mysi V&' 31 byly poté utraceny a vypitvany.

U skupin V&32 a V@22 byly mysi piipustény na 5 dnd a kazdy den byly kontrolovéany,
zda mezi nimi nedos$lo ke konfliktim a k pfipadnym zranénim, které by mohly vést k jinému
pfenosu infekci nez kopulaci. Jakmile se u nich projevily pifiznaky tézké toxoplasmozy
piechazejici do naprosté apatie, nejpozdé&ji viak 7. den po infekci, tak byli samci V332
utraceni. U samic byl i po oddéleni samctu sledovan jejich klinicky stav, pfedev§im mozné
piiznaky akutni toxoplasmozy a/nebo gravidity. Samicim V@32 byla po mésici odebrana

krev k urceni protilatek proti toxoplasme¢.
Pokus C

Klinicky stav samcti C3' 3 byl po podani infekéni davky pritbézné monitorovan po dobu 40
dnt. Sledované mysi byly pravidelné vazeny kazdy 5. den. Byly také sledovany ptiznaky
nastupu a posléze i Ustupu akutni toxoplasmdzy. 40. den po infekci byla samctim CJIJ

odebrana krev k urceni protilatek proti toxoplasmé tak, aby se ovéfilo pfeneseni infekce.

Po 90. dnech od podani infekéni davky byli k samcim CJJ, u nichZ prokazateln& doslo
k pfeneseni infekce (potvrzeno sérologicky), pfipustény samice CY 9. Ke kazdému samci
byly na dobu 5 dnl pfipustény 3 samice. MySi byly po dobu pfipusténi kazdy den
kontrolovany, zda mezi nimi nedoslo ke konfliktiim a k pfipadnym zranénim, které¢ by mohly

vést K jinému ptenosu infekci nez kopulaci. Po uplynuti 5 dni pfipusténi byli samci oddéleni
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od samic. Pfipusténi samic k samciim se pak ve stejném formatu opakovalo jesté 3x (celkem
tedy 4x Sdenni pfipusténi). Na samicich pak byly sledovany ptiznaky toxoplasmoézy c¢i

gravidity. Monitorovany byly také piipadné porody.

3.4. Zpracovani materialu

3.4.1. Odbér krve mySim

V souladu se schvalenym projektem pokusu byly mysi pii odbéru krve v narkdze
isofluranem. Krev byla odebirdana v objemu 100-300 pl sterilni sklenénou Pasteurovou
pipetou z orbitélniho sinu. Z pipety byla nasledné pienesena do Eppendorfovych zkumavek,

které byly oznaceny pro dalsi pouziti.
3.4.2. Komplement fixacni reakce

Odebrana krev byla zcentrifugovana, aby se oddé€lily krevni elementy od séra. Sérum poté
bylo piepipetovano do Cistych Eppendorfovych zkumavek a vyuzito na serologické vysetieni.
Pro detekci specifickych IgG protilatek proti antigenu T. gondii v mySich sérech byla pouzita
metoda komplement fixa¢ni reakce (KFR).

Jde o béZn¢ pouzivanou i dostateéné otestovanou metodu v Narodni referen¢ni laboratofi
pro toxoplasmozu ve Statnim zdravotnim uUstavu. KFR byla provadéna na mikrotitra¢ni
destiéce s 96 jamkami. K testovanym vzorkum byla vzdy pfidana pozitivni a negativni
kontrola.

Pouzité chemikalic: Veronalovy pufr (byly jim fedény vSechny pouzivané ingredience,
beranni krvinky (2,8 % koncentrace ve veronalovém pufru, stanovena fotometrem),
hemolysin, antigen (bylo pouzito fedéni udavané vyrobcem), komplement

Postup:

1. den
- Inaktivace séra — sérum bylo inkubovano 45 minut ve vodni lazni o teploté 56 °C.

- Do v8ech jamek bylo nakapano 0,025 ml veronalového pufru. Do 1. jamky bylo ptidano
0,025 ml vySetfovaného séra a stejny objem byl pfenesen na horizontalné vedlejsi jamku,

fedéno tak bylo dvojkovou fadou od 1:2 po 1:4096

26



- Prvni jamka 1:2 slouzila jako pomocné fedéni. Z nésledujici jamky 1:4 bylo udélano fedéni
1:8 ptidanim 0,025 ml veronalového pufru, objem byl promisen a nasledné bylo odebrano
0,025 ml. Poté bylo ptidano 0,025 ml veronalového pufru misto antigenu, takze tato jamka
slouzila jako kontrola antikomplementarity vySetfovaného séra.

- Do vsech jamek od fedéni 1:8 bylo pfidano 0,025 ml antigenu v fedéni uvedeném vyrobcem.
Déle bylo ptidino do vSech jamek 0,050 ml komplementu. Mikrotitraéni desticka byla
protiepana na tfepacce 30 vtetin a byla dana pies noc do lednice do vlhké komurky.

- Ptiprava kontrol — do reakce bylo ptidano znamé negativni a pozitivni sérum obdobné jako u
séra vySetfovaného. Kromé toho byla ptidana kontrola antigenu (KA), komplementu (KC) a
hemolytického systému (KHS), a to u kazdého na 2 jamky.

KA: 0,025 ml veronalového pufru + 0,025 ml antigenu + 0,050 ml komplementu
KC: 0,050 ml veronalového pufru + 0,050 ml komplementu

KHS: 0.1 ml veronalového pufru

2.den

- Pfiprava hemolytického systému — hemolyticky systém byl pfipraven smichanim 2,8%
suspenze krvinek a ptislusného fedéni hemolysinu stejnym dilem. Vzdy byl pfidan hemolysin
do krvinek, ne naopak. Dale byla smés dana k senzibilizaci — inkubace 30 minut ve vodni
lazni o teploté 37°C. Kazdych 10 minut byla smés lehce promichana.

- Hemolyticky systém byl nakapan do vSech jamek vcetné kontrol po 0,025 ml, vysledny
objem byl protfepan cca minutu na tfepacce a vloZen do vlhké komirky termostatu, kde se
inkuboval 30 minut pii teploté 37°C. Poté byla desticka znovu asi 30 vtefin protfepana na
tfepacce a byla znovu inkubovana 30 minut pii 37°C. Po skonceni inkubace byla reakce
zastavena pirendanim desticky do vlhké komirky v lednici. Vysledky byl odeéten za 2 hodiny.

- Krvinky usazené na dné jamky znacily pozitivni vysledek. Pokud doslo k lyzi krvinek, tak
bylo sérum negativni. Nejvyssi fedéni vzorku, ve kterém dava jesté pozitivni vysledek, se
udava jako vysledny titr. Viz obr. 6.

Obr. 6. Komplement fixacni reakce. Nahore reakce cislo 12 s pozitivnim vysledkem (titr
1:256), dole reakce cislo 13 s negativnim vysledkem.
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3.4.3. Usmrceni a pitva

Dle schvéleného projektu pokusu byli po ukonéeni experimentd samci skupin V331,
VJdd2 a CAJ utraceni strzenim vazu. Mrtva mys byla poté ptipevnéna k podloZce pfipinacky
na vSech koncetinach ventrdlni stranou téla vzhtru. Pitva a dal$i zpracovani vzorka bylo

provedeno na mysich skupin V331 a CAJ.

Pitva zacala otevienim biiSni dutiny. Rozstfizena kiize byla pfipevnéna piipinacky
k podlozce. Rozsttizena byla posléze i pobfisnice, ¢imz se oteviel pristup k orgdnim. Vzorky
z nich byly vyjmuty v nasledujicim pofadi: slezina, jatra, ledvina, semenné vacky (vesiculae
seminales), cauda epididymis, nadvarle a varle. Posléze byla odstranéna ¢ast Zeber a vyjmut
vzorek plic. Zavérem pitvy byla provedena dekapitace, otevieni lebky a vyjmuti vzorku

mozku.

Pokud to bylo mozné, tak byly z kazdého organu odebrany 2 vzorky. Zvlastni diraz byl
kladen na pohlavni organy — z kazdé ¢asti pohlavniho systému byly u kazdé z mysi odebrany,

pokud to bylo mozné, 4 vzorky (po 2 z kazdé strany).

Vzorky odebrané z jednotlivych organti byly umistény do oznacenych Eppendorfovych
zkumavek a zvazeny na analytickych vahach. Pfi pitvé byly mezi odbérem jednotlivych

organu pouzity sterilni nastroje.
3.4.4. 1zolace DNA

Z tkani organu z pitvy byl odebran vzorek o pozadované hmotnosti — slezina do 15 mg,
ostatni tkdn¢ do 30 mg. Mezi jednotlivymi vzorky byly néstroje vzdy sterilizovany omytim

v 96% etanolu a opalenim v plameni kahanu.

Vzorky byly zvaZzeny a nasledné z nich byla vyizolovana DNA pomoci DNeasy Blood &
Tissue Kitu (QIAGEN, kat. ¢islo 69506). Postup izolace probihal dle protokolu vyrobce.
DNA byla finaln€ eluovana do objemu 200 pl.

3.4.5. Real-time PCR

Pro detekci DNA T. gondii bylo pouzito kvantitativni real-time PCR SAG1 genu dle Yu et
al. (2013). Pro amplifikaci byl pouzit kit LightCycler Fast Start DNA Master SYBR GREEN |
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(ROCHE, kat. ¢islo 03003230001). Sekvence pouzitych  primerd  byla
5 CTGATGTCGTTCTTGCGATGTGGC3* a 5’GTGAAGTGGTTCTCCGTCGGTGT3".
Pouzity byly pro amplifikaci 128 bp dlouhéhé fragmentu SAG1 genu. Testovanim byla
zjisténa optimalni koncentrace primert i MgClz. Finalni slozeni amplifika¢ni smési pro 1
reakci bylo nésledujici:

SYBR GREEN 2 ul
Primer Forward (10 mM) 1,2 ul
Primer Reverse (10 mM) 1,2 ul

MgClz (25 mM) 1,2 pl

H20 11,4 pl
Templat 3ul
Celkem 20 pl

Pouzivan byl piistroj LightCycler 1.5 (ROCHE). Program byl zvolen dle dostupnych
protokold nasledujicim zptisobem:

- Preinkubace: 95 °C, 10 minut
- Amplifikace:

e Denaturace: 95 °C, 5 vtefin
e Annealing: 60 °C, 10 vtefin
e Syntéza DNA: 72 °C, 10 vtefin

Vyse uvedeny cyklus amplifikace se opakoval celkove 40x.
- Melting: 60-95 °C, 6 minut

Pocitacovy program lightcycleru po skonceni amplifikace uvedl data o pozitivité/negativité
vzorku. V ptipad¢ pozitivnich vzorki uvedl software pfistroje i udaj o poctu kopii genu na pl.
Ve vysledcich je uveden pocet kopii genu na mg vySetfované tkané, ktery byl z vyse

uvedeného Udaje vypocten dle nasledujiciho vzorce:

pocet kopii genu/ul x 200

podet kopi genu'mg =
hmotnost vzorku (mg)
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Jako pozitivni kontrola byl pouzivan zaklonovany linearizovany qPCR standard o sekvenci
CTGATGTCGTTCTTGCGATGTGGCGTTATGGCATCGGATCCCCCTCTTGTTGCCAA
TCAAGTTGTCACCTGCCCAGATAAAAAATCGACAGCCGCGGTCATTCTCACACCG
ACGGAGAACCACTTCAC o ptivodni koncentraci 107 kopii genu/pl.

3.4.6. Precisténi a koncentrace DNA

K piecisténi PCR produktt byl pouzit High Pure PCR Product Purification Kit (ROCHE,
kat. ¢islo 11732668001). Postupovano bylo dle pfilozeného protokolu vyrobce. Koncentrace
DNA byla zméfena na piistroji NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

3.4.7. Sekvenace DNA

Precistené PCR produkty byly sekvenovany Sangerovou metodou v sekvena¢ni laboratofi
Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Objem reakce na sekvenaci byl 8 pl.
Reakce obsahovala 5-10 ng PCR produktu na 100 bp jeho délky a 5 pul 1 uM primert. Zbytek
objemu byl doplnén vodou PCR kvality. Sekvence byla porovndna v BLASTU
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.5. Statistické vvhodnoceni vvsledku

Data byla statisticky analyzovana v programu Stata 14.1 (StataCorp LP, College Station,
TX). Pouzita byla metoda linearni regrese s nahodnymi efekty s naslednym srovnanim organt
po dvojicich. Tato metoda umoziuje srovnat nahodnou variabilitu i na jinych urovnich nez
pro jednotlivd pozorovani a je vhodna k analyze dat, ve kterych nejsou jednotliva pozorovani
uplné nezavisla (rizné organy z totozné mysi). Ke korekci mnohonasobného srovnavani byla

pouzita Sidakova metoda.

Za statisticky vyznamné byly pti mnohondsobném srovnavani povazovany hodnoty P <
0,05. Spojitd data jsou prezentovana ve formé geometrickych priméri (u negativnich
vysledkl byla pouzita hodnota 1 misto 0), kategoridlni data jsou prezentovana ve formé pocta

a procent.
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4. Vysledky

4.1. Real-time PCR

V rdmci prace bylo v laboratofi zavedeno a otestovano nové real-time PCR. Specifita
vyslednych produktd byla otestovana sekvenaci. Kalibra¢ni kiivka — viz graf 1 — byla
sestavena pro vzorky pozitivniho standardu v piivodni koncentraci 10° a naslednych fedénich
10%, 103, 10% a 10'. Dostatecnou sensitivitu metody dokumentuje fakt, ze zadny z pozitivné

testovanych vzorkt neptekonal hranici pozitivity pozdéji nez ve 29. cyklu.

Graf ¢ 1. Kalibracni kifivka real-time PCR. Uddvd presnost meéreni zavislosti cyklu
amplifikace, v neémz byl vzorke oznacen za pozitivni, na logaritmické koncentraci kopii

genu/ul ve vzorku.
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4.2. Monitorovani klinického stavu mySi

Pokus V

Infekce se na samcich skupiny V332 postupné projevila od 3. - 4. dne po infekci (dale jen
p. i.) najeZenim srsti a nahrbenim. Od 5. - 6. dne p. i. navic vyrazné klesala pohyblivost a

nardstala apatie. 7. den p. i. byli samci utraceni.

Pti pripusténi samic nedoslo ke konfliktim, které by mély za nasledek krvavé zranéni, jez
by mohlo zapii¢init jiny pfenos toxoplasmy nez pii kopulaci. Zaznamenana byla i pohlavni
aktivita. Po skonceni pfipusSténi byly samice sledovany a pravidelné jim byla méfena
hmotnost pro zachyceni zndmek pocinajici toxoplasmézy nebo zacinajici gravidity. Ani jedno

z toho nebylo pozorovano.
Pokus C

Od konce 2. tydne p. i. se na 5 samcich skupiny C4J objevovaly piiznaky akutni

toxoplasmozy — predevsim najezeni srsti a nahrbeni. Po 4. tydnu p. i. tyto piiznaky vymizely.

40. den p. i. byla samctim C3' & odebrana krev, kterd byla vySetiena na antitoxoplasmické
protilatky pomoci KFR. K dalsim experimentiim bylo vybrano celkem 5 samci, u kterych byl
titr protilatek roven nebo vyssi nez 1:256. Ostatni mysSi z této skupiny byly z dalsich pokust

vytazeny.

Samcim skupiny CAJ& byla pravidelnd méfena hmotnost, kterd je markerem pro fazi
infekce. Zatimco v akutni fazi onemocnéni klesa, tak po piechodu do latentni faze zase

stoupd, 1 kdyz u nékterych zvitat zistava nizsi nez u neinfikovanych jedinc.

V souladu s vyse uvedenymi poznatky, samci s titry antitoxoplasmickych protilatek 1:256 a
vys$§imi ztratili v dusledku akutni toxoplasmézy na hmotnosti. Po piekonani akutni faze
onemocnéni zacala S pfechodem do latentni fize hmotnost téchto samci zase nartstat. U
samcl bez titri antitoxoplasmickych protilatek ¢i s titry nizS§imi nez 1:256 byl sledovan nizsi,
nebo zadny ubytek na hmotnosti. Vysledky také dokladaji, ze samci, u nichz se infekce

rozvinula, byli pfipusténi az po prekonani akutni faze, viz graf 2.
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Graf & 2. \'yvoj hmotnosti samcii mysi skupiny C3 3 v case ode dne poddani infekcni davky.

Bilym ctvercem je oznacena hmotnost jedincii s titrem antitoxoplasmickych protilatek 1:256 a

vyssim, cernym trojuhelnikem je oznacena hmotnost jedincii bez protilatek proti toxopasme,

nebo s titrem antitoxoplasmickych protilatek nizsim nez 1:256.
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Pravidelné kontroly nezjistily zadny piipad zranéni, jez by mohlo zapii€init jiny pienos

toxoplasmy nez pti kopulaci. Zaznamenana byla i pohlavni aktivita. Samicim byla po

ptipusténi pravidelné méfena hmotnost. U nékterych byl zaznamenan jeji nartst v dusledku

gravidity. Celkové zabiezly 4 samice, které celkem vrhly 24 mlad’at. Gravidita samic

potvrzuje sexudlni kontakt s nakazenymi samci.

Pti ptipusténi samic nedoSlo ke konfliktim, které by mély za nasledek krvavé zranéni, jez

by mohlo zapfi€init jiny pfenos toxoplasmy neZ pti kopulaci.
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4.3. Pokus V — pohlavni prenos od samcu v akutni fazi
toxoplasmozy

Pfi ptipusténi mysi skupin V331 a V@ 21 byla v kratkém intervalu sledovani zaznamenéana
pohlavni aktivita samct, kvili nezdjmu samic se vSak pokusy o pafeni nezdafily. Pfi
pozménéné metodice na skupinich V332 a V@92 probihaly piipadné pohlavni aktivity
mimo zraky experimentatort.

Zadna ze samic V@1 ani V@2 nejevila po pripousténi infikovaného samce znamky
infekce toxoplasmou (najeZeni srsti, nahrbeni, snizeni pohyblivosti, postupujici apatie).
Samicim byla po mésici od ukonceni pafeni odebréana krev pro vySetfeni na antitoxoplasmické
protilatky pomoci KFR. Krev vSech samic byla negativni.

4.4. Pokus V — lokalizace v hostiteli, afinita k tkdnim pri akutni
toxoplasmoze

4.4.1. Procentualni zastoupeni pozitivnich organu pri akutni toxoplasmoze

Co se tyce souhrnnych dat, tak se DNA T. gondii nasla ve 26 ze 126 vysetfovanych vzorkt
organt mysich samcti V331, To ¢ini 20,6 % pozitivnich vzorkt. U kazdé z testovanych mysi
byl nalezen alesponi 1 pozitivni vzorek. U pohlavnich organt bylo pozitivnich 10 ze 76
vzorki, coz ¢ini 13,2 %. U nepohlavnich orgéni bylo pozitivnich 16 z 50 vzorki, coZ €ini 32
%. Srovnani procentudlniho zastoupeni pozitivnich vzorka u jednotlivych organti je vidét na
nasledujicim grafu.

Graf ¢ 3. Srovnani procentualniho zastoupeni pozitivnich vzorkii u jednotlivych organit mysi
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4.4.2. Porovnani mnozstvi DNA T. gondii v hostitelskych organech pri

akutni toxoplasmoze

Geometricky prumér

V tabulce 1 a grafu 4 je zaznamenan geometricky prumér poctu kopii sledovaného genu na

mg tkané u odebranych organt jednotlivych mysi skupiny VA3 Jd'1. Geometricky pramér byl

zvolen jako vhodné&jsi v dasledku asymetrického rozloZzeni hodnot dat. Kvili pouziti

geometrického pruméru, ktery nepracuje s nulou, byla u negativnich vzorkd pouzita cifra 1.

Pocty odebranych organii se u nékterych jedinct mirné 1isi. Divodem je prorastani tukové

tkdn¢ zejména pohlavni soustavou. Pokud jsme si nebyli jisti pivodem odebrané¢ho organu,

tak jsme vzorek neodebirali.

Tabulka & 1. Geometricky priimér poctu kopii genu na mg tkané u jednotlivych organii mysi

skupiny V331,

2 E £

E - ~ —~| =L o~ ~ ) ~ ;‘ ~

. > >y >N >N )q.) > > & > < >

My BB E| ETE| O£ £l £

§ 35 3|2 g|Eg|ss s |5 8lg |® 8

— o~ N

=2 A8 = S > g > | N > E S |8 o

O Iz 3 [>T «xw T |8 | = 4 Q| a =

1 1,0 | 152,6** 1,0 1,0 597,9 | 6914 | 129 966,4 1,0

2 1,0 | 109,7 | 1,0%**| 29,3 557,7 1,0 29,1 | 6654,1 1,0

3 1,0 51,5 5,7 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

4 1,0 1,0%* 1,0 1,0 33,2 1,0 1,0 1,0 1,0

5 1,0 1,0 1,0 1,0 21,2 1,0 1,0 2576,0 1,0
Celkovy

geometricky | 1,0 16,3 1,4 2,0 47,2 3,7 3,3 110,6 1,0
primér

* 3 vzorky, ** 2 vzorky, *** 5 vzorkl
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Graf ¢ 4. Celkovy geometricky primeér poctu kopii genu na mg tkané u jednotlivych orgadnii
mysi skupiny V331
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Statistické srovnani geometrickych pruméru v§ech orgdnu mezi sebou

Celkové geometrické priméry poctu kopii genu na mg tkdné vSech organi byly o
dvojicich porovnany, zda mezi nimi jsou statisticky signifikantni rozdily. Pro Kkorekci
vicenasobného porovnavani byla pouzita Sidakova metoda. Vysledky jsou uvedeny

v nasledujici tabulce 2.

Tabulka ¢. 2. Vzdajemné porovnani celkovych geometrickych priimérii poctu kopii genu na mg
tkané u jednotlivych orgdanii mysi skupiny V3 3'1. Uvedenym cislem je hodnota p. Statisticky

vyznamné vysledky jsou zvyraznény tucnée.

wn
c 5| & S x| & £ i
S2le | |£3|8 |g |3 |& |8
S & | c S R 'S, k) = =
cauda
epididymis 0,018 | 1,000 | 1,000 | 0,001 | 0,998 | 1,000 |<0,001 | 1,000
nadvarle
varle 1,000
semenny
vacek 1,000
slezina 0,001
jatra 0,998
ledvina 1,000
plice <0,001
mozek 1,000
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Statisticky se od ostatnich odliSuji zejména plice a poté slezina, v nékterych pripadech i
nadvarle. Statisticky program rozdé¢lil organy do ¢tyt skupin, které si jsou z hlediska vysledki
blizké. Orgén na pomezi dvou sousednich skupin je zatfazen do obou. Pro zpiehlednéni jsou

podtrzeny organy pohlavni soustavy.

SKUPINA A (nejméné nakaZené): cauda epididymis, varle, semenny vacek, jatra, ledvina,

mozek
SKUPINA B (méné nakazené): jtra, ledvina, nadvarle
SKUPINA C (vice nakazZené): nadvarle, slezina

SKUPINA D (nejvice nakazené): slezina, plice

Statistické srovnani geometrickych pruméra skupiny pohlavnich organi se skupinou organu

nepohlavnich

Na zéaklad¢ celkovych geometrickych pruméri pro jednotlivé typy organi bylo také
provedeno srovnani souhrnné skupiny pohlavnich organd se skupinou organt nepohlavnich
v akutni fazi infekce. Nepohlavni organy byly promoieny infekci vice, vysledek byl
statisticky vyznamny (P = 0,005).
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Statistické srovnani geometrickych pruméru pohlavnich organi mezi sebou

Stejnym zptsobem jako V piedchazejicim ptipadé byly mezi sebou po dvojicich
porovnany geometrické priméry poctu kopii genu na mg tkan& vSech mysi VJJ1, ale
tentokrat jen u pohlavnich organt, aby korekce pro mnohonéasobné testovani nebyla tak

vyrazna a neztratil se v ni slabsi efekt. Vysledky jsou zaznamenany v nasledujici tabulce ¢. 3.

Tabulka ¢. 3. Vzajemné porovnani celkovych geometrickych priimérii poctu kopii genu na mg
tkané u jednotlivych pohlavnich orgdanii mysi skupiny V3 31. Uvedenym cislem je hodnota p.

Statisticky vyznamné vysledky jsou zvyraznény tucnée.

cauda epididymis
nadvarle
varle
semenny vacek

cauda

epididymis

nadvarle

varle

semenny

vacek

Je zfeymé, Ze od zbylych tii pohlavnich orgéanil se v tomto piipad¢ statisticky signifikantné
odliSuje celkovy geometricky prumér nadvarlete, coz potvrdil i software v rozdéleni organt

do skupin dle stupné nakaZeni:
SKUPINA A (méné nakazené): cauda epididymis, varle, ssmenny vacek

SKUPINA B (vice nakazené): nadvarle
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4.5. Pokus C — pohlavni prenos

Zadnd ze samic nejevila po zddném ze Ctyf cykli pétidenniho pafeni znamky infekce
toxoplasmou (najezeni srsti, nahrbeni, snizeni pohyblivosti, postupujici apatie). Samicim byla
po mésici od ukonceni posledniho péfeni odebrana krev pro vySetfeni na antitoxoplasmické

protilatky pomoci KFR. Krev v§ech samic byla negativni.

4.6. Pokus C — lokalizace v hostiteli, afinita k tkanim

4.6.1. Procentudlni zastoupeni pozitivnich organu pri latentni toxoplasméze

DNA T. gondii byla nalezena ve 26 z 98 vySetfovanych vzorkd organit mysich samct. To
¢ini 26,5 % pozitivnich vzorkl. Pocty pozitivnich vzorki se mezi jednotlivymi jedinci
vyrazné liSily. U 2 mySi nebyly dokonce nalezeny zadné pozitivni vzorky. U pohlavnich
organti bylo pozitivnich 9 ze 48 vzorki, coZ ¢ini 18,8 %. U nepohlavnich orgéni bylo
pozitivnich 17 z 50 vzorkd, coz ¢ini 34 %. Srovnani procentualniho zastoupeni pozitivnich

vzorkul u jednotlivych organt je vidét na nasledujicim grafu 5.

Graf ¢. 5. Srovnani procentualniho zastoupeni pozitivnich vzorkit u jednotlivych organii mysi
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4.6.2. Porovnani mnozstvi DNA T. gondii v hostitelskych organech pri

latentni toxoplasmdze

Geometricky prumér

V tabulce 4 a grafu 6 je zaznamenan geometricky prumér poctu kopii sledovaného genu na
mg tkané u odebranych organi jednotlivych mysi skupiny C4J&. Geometricky primér byl
zvolen jako vhodnéj$i v disledku asymetrického rozlozeni dat hodnot kopie fragmentu
sledovaného genu na mg tkané. Kvuli pouziti geometrického priméru, ktery nepracuje

s nulou, byla u negativnich vzorkt pouzita cifra 1.

Pocty odebranych organii se u nékterych jedincti mirn€ 1isi. Divodem je prorustani tukové
tkdn¢ zejména pohlavni soustavou. Pokud jsme si nebyli jisti pivodem odebraného organu,

tak jsme vzorek neodebirali.

Tabulka ¢. 4. Geometricky prumér poctu kopii genu na mg tkané u jednotlivych organu mysi

skupiny C4&.

2 E £
E -~ o~ ~| =< ~ o > ~| = —~
. s % ARG ARG 2
ms | B E| E|FE| E|% E|% E
S Fez| ZTE|.zld |sE3 E
s 55 % . 558 % 2% % |£%5 S %%
S N3 8§ - N[ &€ 8|S 8 s > N| @ =)
2 A% = S > g > N > E S |8 S >
O Iz |[> % xn S8 2 | = B N - = Q
1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
2 1,0 1,0* 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 1,0 1,0 10,6 11,3 1,0 1,0 1,0 27,4 186,1
4 21,8 13,0 236,4 | 2719 | 677,1 | 2346 | 16,5 236,5 | 1353
5 1,0 1,0* 1,0 1,0 3928 | 14,1 17,5 1,0 20,8
Celkovy
geometricky | 1,9 1,9 4,8 5,0 12,2 51 3,1 58 13,9
primér
* 1 vzorek
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Graf ¢ 6. Celkovy geometricky priumeér poctu kopii genu na mg tkane u jednotlivych organi
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Statistické srovnani geometrickych priméru vSech orgdnu mezi sebou

Celkové geometrické primery poctu kopii genu na mg tkdné vSech organii byly porovnany
ve dvojicich, zda mezi nimi jsou statisticky signifikantni rozdily. Pro korekci vicenasobného
porovnavani byla pouzita Sididkova metoda. Jak je vidét z vysledk uvedenych v nasledujici
tabulce 5, tak mezi organy nebyla zaznamenana statisticky vyznamna odliSnost. V dusledku
statisticky nevyznamnych odliSnosti software zatadil vSechny organy do jedné skupiny
Z hlediska promotenosti infekci. Statisticky vyznamné rozdily nebyly ani tehdy, kdyz se
porovnani provedlo jen pro pohlavni organy.

Tabulka ¢. 5. Vzajemné porovnani celkovych geometrickych priimérii poctu kopii genu na mg

tkané u jednotlivych organii mysi skupiny C3 3. Uvedenym cislem je hodnota P.

(%)
c 2>
sEl 2 | 2 |Ex 2| | E| g | 3
8 3| © s |2 2| B = = = S
S 2| & Z g 7| @ . 2 = =
cauda
o 1,000 | 0,999 | 0,998 | 0,255 | 0,998 | 1,000 | 0,985 | 0,152
epididymis
nadvarle
varle 0,999
semenny
0,998
vacek

slezina 0,255

jatra 0,998

ledvina 1,000

plice 0,985

mozek 0,152

Statistické srovnani geometrickych pruméru skupiny pohlavnich orgdnu se skupinou organt
nepohlavnich

Na zéklad¢ celkovych geometrickych priméri pro jednotlivé typy organti bylo také
provedeno srovnani souhrnné skupiny pohlavnich organii se skupinou organti nepohlavnich
Vv latentni fazi infekce. Nepohlavni organy byly promofeny infekci vice, vysledek byl

statisticky vyznamny (P = 0,016).
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5. Diskuse

Mozny sexualni pifenos Toxoplasma gondii je Vv poslednich letech az desetiletich hojné
rozebiran v odborné literatufe, Casto i s protichidnymi argumenty. Na tuto dosud ne zcela

uspokojivé objasnénou otazku se zamétila tato prace se snahou ptinést dalsi data a informace.

S hypotetickym pienosem toxoplasmové infekce ze samce na samice se poji celd fada
otazek. Prvni z nich je, zdali, podobné jako pii kongenitalni toxoplasmoze, by se mohl podafit
pouze tehdy, probiha-li v dobé pafeni u samce akutni toxoplazméza, nebo jestli je mozny
pfenos 1 pii toxoplasmoze latentni. Experiment byl rozdélen na dvé linie — na pfimy pokus
testujici pohlavni pfenos parazita ze samcll na samice a na podpirny pokus hledajici
upfednostiiovanou lokalizaci v téle hostitele. Ob& linie experimentll byly navic provedeny

v obou fazich infekce — pii akutni i latentni toxoplasmoze.

K experimentim byly zvoleny mysi jakoZzto bézny laboratorni model, ktery je prakticky
svym snadnym chovem. Konkrétné $lo o samce kmene C57BI/6 a samice kmene BALB/c, na
nichz byl minulosti prokazan kongenitalni pienos toxoplasem. Ackoliv jsou k infekci
Toxoplasma gondii vnimavé vSechny kmeny mysi (Dubey, 2010), tak kmen C57BI/6 je
povazovan za zvlasté citlivy. PoCty toxoplasem v organech jsou relativné vysoké a doba jejich
pretrvavani delsi (Liesenfeld, 2002; Szabo et Finney, 2017). Lze tedy piedpokladat, ze mysi

samec tohoto kmene by mohl infekci snadnéji pfenést na samici.

Pro sledovani akutni infekce byl pouzit virulentni kmen P-Cz. Infekéni davka tachyzoitl
z kultury byla podana intraperitonealné. Pii infekci virulentnim kmenem Toxoplasma gondii
(genotyp 1) 1 pfi naprosto minimalni infekéni davce propukne béhem nékolika hodin akutni
toxoplazmoéza, které kazda mys nejpozdéji do 7-10 dnd po infekci podlehne. Proto byla
infek¢éni davka stanovena tak, aby byl nakazeny samec schopen pafeni. Kdyby byla ptili§
velka, hrozilo by riziko, Ze by se vazné priznaky rozvinuly ptili$ brzy, samec by byl apaticky,
nejevil by o pareni zdjem a musel by byt utracen. Samci by pak neméli tolik ¢asu k ptipusténi
a teoretické zachyceni mozného sexudlniho pfenosu by bylo s menSim poctem sexudlnich

stykd niz$i. Pfi pfili§ nizké davce by nebyla zaruka, Ze do kazdé mysi bude vpraven alesponl

44



jeden tachyzoit, ktery si pfes vSechny manipulace se suspenzi zachoval zivotaschopnost, a ze

tak budou vSechny mysi infikovany.

Sexualni ptenos v akutni fazi se zda byt teoreticky pravdépodobné&jsi, my jsme vSak v nasi
praci pohlavni pfenos bé¢hem akutni toxoplasmézy nezaznamenali. Tyto vysledky jsou ve
shod¢ s jedinou obdobnou praci Asgariho et al. (2015). Kolektiv autort Sirazské univerzity
testoval moznost pohlavniho pfenosu jen s virulentnim RH kmenem toxoplasmy.
Hostitelskym modelem byly mysi vici toxoplasmam rezistentnéjsiho kmene BALB/c, nase
teoreticka sance na piipadny pohlavni pienos s citlivéj§im kmenem C57/Bl/6 vyssi. Asgari et
al. pak pokus se sexudlnim pfenosem provadéli na 4 nakaZenych samcich, kteti byli pfipusténi
k celkem 20 samicim po dobu 48 hodin. Pocet zvifat v experimentu je srovnatelny s nasi
praci. Rozdilna je doba pfipousténi, kterd byla v naSem ptipad€ vice nez dvojnasobna, coz

opét zvysilo teoretickou moznost pohlavniho pfenosu.

Pro sledovani mozného pienosu toxoplasmézy v priabéhu latentni faze byli mySi samci
infikovani cystickym nevirulentnim kmenem HIF (Kodym etl al., 2002). Byli nakazeni
peroralné, coz odpovidd prirozenému pienosu nakazy z prostfedi kontaminovaného
oocystami. Davka byla stanovena na 15 cyst/myS. Duvodem byl omezeny zdroj infekéniho
materialu a obava, aby nebyla infekce u zvlasté citlivych mysich kmene C57/Bl/6 pfilis silna a
aby pokusni jedinci nezahynuli jiz v akutni f4zi onemocnéni. Zpétné€ se zda, Ze infekéni davka
mohla byt v tomto piipad¢ vyssi. Dostateéné vysoké titry KFR, které zaruCovaly, ze dany
jedinec se skute¢né infikoval, m¢lo jen 5 jedinct. Zbylych 9 jedinct, ktefi nebyli pro zadné
nebo nizké titry antitoxoplasmickych protilatek zatazeni do dalSich experimentli, poslouzilo
alespon pro kontrolu méfeni hmotnosti coby markeru infekce. Vysledky tohoto mé&ieni byly
ve shod¢ s daty ziskanymi pomoci KFR — u téchto mysi toxoplasmoza nepropukla vibec,

nebo jen ve velmi lehké formé.

Pfipousténi samcli bylo vicedenni a opakované, takze se zC€asti eliminovaly potize
S naCasovanim estru samic a byly zaznamendny sexudlni aktivity, coz potvrdily i 4 porody.
Ptesto k pfenosu infekce ze samce s latentni toxoplazmdzou na samici nedoslo. I z literarnich

udaji se zda, (i kdyz faze infekce kupodivu nebyla v centru zajmu vSech autorti a nékteré
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studie nejsou vtomto smyslu jednoznaéné), ze zadna ze zprav o pohlavnim pienosu
toxoplasmozy se netyka latentni infekce. Mozna jediné studie Dasse et al. (2011), kterd uvadi
pozorovani sexudlniho pfenosu toxoplasmy u laboratornich potkani ve 4 ze 4 pripadi, se
primarné zabyva behavioralni tematikou manipulaéni hypotézy a zminovany sexudlni pienos
udava bez blizsich podrobnosti a dostatecné metodiky. Tento udaj tak lze povazovat za dosud

ojedinély a ponékud mén¢ spolehlivy.

Teorie pohlavniho ptenosu Toxoplasma gondii ze samcti na samice tak do dne$niho dne
stoji predevsim na nalezu parazita ve spermatu (Liu et al., 2006; Moura et al., 2007; Scarpelli
et al., 2009; Lopes et al., 2009; Santana et al., 2010; Asgari et al., 2015), pfenosu pii umélé

inseminaci (Arantes et al., 2009) a nepfimych diikazech.

Samotnd ptitomnost toxoplasmy ve spermatu a potvrzeni pfenosu pii umélé inseminaci jeste
neni dikazem ptirozeného pohlavniho pfenosu. Zalezi na tom, v jakém se zde parazit nachazi
stadiu, a zejména na jeho koncentraci ve spermatu. Lze se také domnivat, Zze objem
uvolnéného spermatu pii pohlavnim styku nemusi odpovidat mnoZzstvi tekutiny pouzité pii
umeélé inseminaci. Otazkou je také schopnost parazita prezit a uspéSné kolonizovat pohlavni
soustavu samice. U Clovéka se o pritomnosti toxoplasmy ve spermatu nevi témet nic. Existuje
jen jedina studie, ktera je vice nez 45 let stara a byla publikovana jen lokalné v némeckém

jazyce (Disko et al., 1971).

Pokud by byla Toxoplasma gondii evolu¢né adaptovana k pohlavnimu pienosu, tak by se
dalo cekat jeji pfednostni stahovani do pohlavnich organti a namnoZovani se v nich, aby se
infekce mohla snaze vertikalné §itit v populaci — obdobné jako probiha sexualni cyklus ve

sttevé kocky, jehoZ produktem jsou infekéni oocysty (Dubey, 2010).

Abychom mohli pfipadnou afinitu toxoplasem k samé¢im pohlavnim organim potvrdit,
sledovali jsme, zdali v nich lze toxoplasmy molekularné-geneticky detekovat a pripadné i
kvantifikovat. Pro srovnani jsme vysetfili i nékteré ,,nepohlavni organy a to jak v akutni, tak
I v latentni fazi toxoplasmézy. Pro potieby prace byla v laboratofi zavedena nova metoda real-
time PCR dle Yu et al. (2013), kterd umoznila otestovani pozadovaného poctu vzorkil

s uspokojivou rychlosti i citlivosti. Specifita vyslednych produktt pak byla ovéfena pomoci
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sekvenace. Navic diky méfeni naristu DNA v redlném case dokéazala tato metoda pfinést i

vysledky o mnozstvi parazita, jenz se ve vySetfované tkani nachazel.

Pii akutni toxoplasmoze se Toxoplasma gondii rozsitila témét do vSech organu — pohlavnich
I ostatnich. Statisticky vyznamné byly nejvice zasazeny plice a poté slezina. Nejde o
prekvapivé zjisténi. Slezina plni v téle roli krevniho filtru a pravé s hematogennim rozsevem
tachyzoitti je spojena akutni faze toxoplasmozy. Plicni toxoplasméza je pak dlouho zndma
(Pomeroy et Filice, 1992). Ke stejnym vysledkiim doSel v obdobné préci, jako byla ta naSe, 1
Kodym et al. (2002). Naopak v mozku a cauda epididymis pak nebyla zaznamendna DNA

toxoplasem viibec.

Vysettované organy pohlavni soustavy (cauda epididymis, varle a semenny vacek) byly na
jen nadvarle, které bylo statisticky vyznamné vice zasazené nez ostatni pohlavni organy. Pii
srovnani s nepohlavnimi organy se ale statisticky vyznamné neodliSovalo a co se tyce
prumérné promotenosti toxoplasmou, tak zaostalo za vySe zminénymi plicemi a slezinou.
Z téchto naSich dat lze ale navrhnout domnénku, Ze v minulosti pozorovana toxoplasma ve
spermatu experimentalné infikovanych zvifat s akutni toxoplasmozou se do semene muze

dostavat prave v této ¢asti pohlavni soustavy.

Nase vysledky potvrdily i ¢asto zmifiovanou velkou variabilitu mezi jednotlivymi zvitaty
pii infekci toxoplasmou (Berenreiterova et al., 2011; Dubey et al., 2016). U akutni
toxoplasmozy se nasel alesponn 1 PCR pozitivni vzorek u kazdé z mysi. Pozitivita vzorkll u

jednotlivych mysi ale kolisala od 4,2 % do 38,5 %.

V latentni fazi infekce byla DNA toxoplasmy nalezena jen v organech 3 mysi, pfestoze
infekce prokazateln¢ probéhla u vsech jedincu. Pokud jde o kvantitativni vysledky, byly pocty
kopii SAG-1 genu v organech niz$i nez tomu bylo ve fazi akutni. Pfi srovnavani jednotlivych
organt nebyly patrné Zadné statisticky vyznamné rozdily. Ty byly objeveny az pti rozdéleni
organti do skupiny pohlavnich a nepohlavnich soustav. Opét vyslo statisticky signifikantné, ze
jsou organy nepohlavnich soustav vice zasaZzené toxoplasmovou infekci nez organy soustavy

pohlavni. Celkové bylo pozitivnich 26,5 % vzorkt. Znovu byla zaznamenana velké variabilita
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mezi vzorky z jednotlivych zvifat. Pozitivita vzorkl u jednotlivych mysi tentokrat kolisala od
0 % (u 2 mysi) az po 80 %. Navzdory velké variabilité¢ v pozitivé vzorka byly ale napadené

orgény v latentni fazi infekce mnohem méng variabilni ve stupni promofenosti nakazou.

I tak ale bylo zaznamenano, Ze se toxoplasma v této fazi onemocnéni nejcastéji nachazela
v mozku a poté ve slezin¢ (byt’ vysledek nebyl statisticky vyznamny). U mozkové lokalizace
je viditelny rozdil oproti akutni toxoplasmoze, ve které byly vSechny vzorky mozku negativni.
Toxoplasma gondii je zndma svou neurotropni afinitou, v pfipadé infekce virulentnim
kmenem, ktery organismus zabije v kratké dobé, vSak tachyzoiti ziejmé nestihaji prostoupit
pres hematoencefalickou bariéru. Toxopasma gondii byla v této fazi zaznamenana také ve
vSech organech pohlavni soustavy, byt jen ojedinéle. Pocty byly oproti ndkaze nadvarlete v

akutni fazi nizsi.

Toxoplasma gondii se v latentni fazi nachazi v téle v podobé tkanovych cyst s bradyzoity, u
nichz se neda Uspeésné preneseni infekce v sami¢i pohlavni soustavé ocekavat. Tézko si lze
také u imunokmpetentniho jedince predstavit jejich pfeménu na tachyzoity a pomnozeni do
takového poctu, aby byli ve spermatu ve vyssi koncentraci. Nelze se tak divit, ze na téma
pohlavniho pienosu v latentni fazi toxoplasmézy dosud nebyly provedeny zadné prace, a je

vvvvvv

toxoplasmoze.

Na druhou stranu, ptenos v akutni fazi by byl z epizootologického ¢i epidemiologického
hlediska méné zavazny, nebot’ tato faze trva jen kratkou dobu (fddové nékolik tydnl) a
postizeny muze trpét pfiznaky onemocnéni, coz mize negativné ovlivnit jeho sexudlni
aktivitu. U latentni faze je to naopak — pokud by se toxoplasma ptenasela v tomto stadiu, tak
predstava takového pfenosu se zdd byt mnohem méné pravdépodobnd a pii soucasnych

védomostech o Zivoté a cyklu parazita si ji 1ze jen t€Zko piedstavit.

Celkové se da tici, Ze nami ziskané vysledky nepodporuji teorii pohlavniho pienosu
toxoplasmy z mySich samcli na samice. Pfi pfimém pokusu pfenos zaznamenan nebyl a i dalsi

podpirna data hovoii o statisticky vyznamné vys$§im poctu toxoplasem v organech
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nepohlavnich soustav v porovnani se soustavou pohlavni. Teorii sexualniho ptenosu sice
nelze z ndmi ziskanych dat vyvratit, lze ale usuzovat, ze minimalné¢ u mysi neni pohlavni

prenos ze samcll na samice béznym jevem.

V aktualni argumentaci o hypotetickém pohlavnim pienosu toxoplasmézy z infikovanych
muzli na zeny, (které vedle ziskani toxoplasmozy mohou i otéhotnt, ¢imz se otevie cesta
kongenitalni infekci), nehraji klicovou roli vysledky laboratornich sledovani, ale ,,neptimé
dukazy* vyvozené z epidemiologickych dat. Jeden z prvotnich argumentt Flegra et al. (2014)
hovofi o souvislosti moZzného pohlavniho pfenosu toxoplasmy u ¢loveéka s neobjasnénym
rizikovym faktorem u Zen, u kterych doslo ke kongenitalni toxoplasméze. Kdyz odhlédneme
od faktu, Ze chyb¢jici rizikovy faktor nikterak pfimo nesouvisi s moZnym pohlavnim
pienosem a muize mit uplné jinou pfic¢inu, tak je zajimavé podivat se blize na kongenitalni

toxoplasmozu.

Kongenitalni pfenos T. gondii se lisi podle zemé i let, nicméné se vzdy pohybuje
Vv promilich a tvoii jen statisticky (ale nikoliv 1ékatsky!) zanedbatelné mnozstvi ziskanych
infekci. Navzdory tomu je tento zplsob pienosu zndm dlouha desetileti a byl popsan na
tisicich ptipada z celého svéta. Na zakladé toho lze vznést otazku, jak je mozné, Zze by mozny
pohlavni pfenos dosud o¢im odborné veiejnosti po dlouhd desetileti unikal a ze by se
neprojevil na epidemiologickych udajich a grafech. Moznou odpovédi je, Zze by se jednalo o
zcela vzacny fenomén, ktery by ani v métitku celosvétové promoienosti infekci nehral roli

z epidemiologického hlediska.

Dalsi nepfimy argument Flegra et al. (2014) uvadi korelaci prevalence toxoplasmozy u Zen
S vyskytem sexudlné¢ prenosnych chorob. SpoleCnym rizkovym faktorem mize byt
nechranény pohlavni styk, stejné tak jim byt ale nemusi a Zadné piimé argumenty na podporu
této domnénky nejsou. Daji se najit stovky piikladi vzdjemnych korelaci, které spolu ptitom

ve skutecnosti vitbec nesouvisi. Korelace jesté neimplikuje spole¢nou kauzalitu.

I dalsi neptimy dikaz vychazi z premis, které jsou samy o sobé vice neZ hypotetické: jde o
argument s diivéjsim propuknutim schizofrenie u predisponovanych jedinc u toxoplasma-

pozitivnich muzii neZ u toxoplasma-pozitivnich zen. Je tieba skepticky podotknout, Ze pfima
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spojitost toxoplasmoOzy s propuknutim a prubéhem onemocnéni schizofrenii dosud neni
uspokojivé prokdzana a vsSobecné pfijimana. Prace, které na tuto spojitost poukazuji
(Dogruman-Al et al., 2009; Alipour et al., 2011), byly provedeny na vzorku jen n¢kolika
desitek lidi, coz je pro dalekosahlejsi zavéry zcela nedostateCny pocet. Naopak prace Jirovce
(1971) provedend intradermalnim testem na 954 schizofrenicich a na poctu 1638
psychiatrickych pacienti celkem dosla k zadvéru, ze toxoplasmoéza nehraje pii etiologii
riznych psychiatrickych onemocnéni prakticky zédnou roli. U pacientl byla zjisténa stejna
nebo velmi podobna ¢isla pozitivity jako u celkové promofenosti toxoplasmou u tehdejSiho

obyvatelstva.

Paty neptimy argument Flegra et al. (2014) na podporu pohlavniho pienosu T. gondii ze
samcl na samice udava, ze ve vyspélych zemich se za poslednich 20 let snizuje prevalence
toxoplasmézy. To je dano do souvislosti se snizenim promiskuity a bezpeCnym sexem
v disledku preventivnich opatieni v boji s pandemii AIDS. Otazkou ale je, nakolik jsou
zminéna opatieni skuteéné dodrzovana v praxi. Neni pravda, ze pohlavné pienosnych infekci
ubyva, infekce virem HIV roste nejen u nas a posledni roky se daji povazovat z hlediska
novych pfipadl nakazenych za rekordni (Pazdiora, 2014). Opét pak chybi ptimy dikaz
souvislosti snizujici se prevalence toxoplasmozy s preventivnimi opatienimi v boji s pandemii

HIV/AIDS.

Obdobn¢ hypotetickou validitu ma argument zalozeny na udajné pozitivni korelaci mezi
pravdépodobnosti nakazy toxoplasmédzou a poctem nechranénych pohlavnich stykl s otcem

ditéte pred ot€hotnénim. Znovu Ize zopakovat, Ze korelace neznamena kauzalitu.

Za dalsi neptimy dikaz lze povazovat i zvySenou séropozitivitu na T. gondii u otci déti
s kongenitalni toxoplasmozou (Contopoulos-lIoannidis et al., 2015). Vysledkiim prace lze
vytknout, Ze vzhledem k relativni vzacnosti kongenitalni toxoplasmozy pracovala jen
s desitkami ptipadd, coZ je pro smérodatnéjsi zavéry piili§ malo. Stejné tak si u tohoto
ptikladu lze ptedstavit i rizikovy faktor (napt. kontaminované prostfedi bydliste), ktery by byl
spole¢ny jak pro matky nakazenych déti, tak pro jejich otce, a ktery by s pfipadnym

sexualnim stykem nesouvisel.
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Kdyz si shrneme vysledky této prace a zafadime je do kontextu s odbornou literaturou, tak
Ize usoudit, Ze pohlavni pienos toxoplasmy u ¢lovéka z muze na Zenu nelze povazovat za
ptili§ pravdépodobny. Stale chybi ptimé dikazy byt’ jen o pFitomnosti toxoplasmy v lidském
spermatu. V nasi préci jsme na laboratornich mysich nepozorovali ani pohlavni pienos, ani
afinitu T. gondii kpohlavnim organim saméi reprodukéni soustavy (naopak byla
zaznamenana statisticky vyznamna afinita k nepohlavnim organim v obou fazich infekce).
Pritom my$ je vuci infekci toxoplasmou vnimavéjSim tvorem nez Clovek a teoretiticka

moznost pohlavniho pfenosu ze samcii na samice se u ni zda byt pravdépodobnéjsi.

Hypoteticky miize byt pohlavni pfenos u mysi vzacnym jevem, ktery se ndm kvili nizkému
poctu pokusnych zvifat nepodafilo prokazat. Pokud by tomu ale tak bylo, tak vztaZzeno na
Clovéka by se takovy pifenos v pripadé akutni toxoplasmoézy dal tézko povazovat za
epidemiologicky zdvazny. Akutni faze onemocnéni je kratka a u imunokompetentnich jedinct
trva fadoveé nékolik tydnd, vyjimecné nékolik malo mésict. Pii silné€jSich ndkazach, kdy by
teoreticka moznost pohlavniho ptenosu byla vyssi, pak lze vznést pochybnost nad cetnosti

sexudlni styku u nemocného jedince s klinickymi ptiznaky toxoplasmézy.

Diivodné pochybnosti pak lze vznést i nad nepfimymi argumenty zastanci teorie
pohlavniho pienosu toxoplasmy. Casto jde jen o vypliovani prazdnych mist (které se
projevuji jako dosud nezndmé rizkové faktory) sexudlnim pifenosem. Blizs§i divody ke
kauzalit¢ zminovanych korelaci ale ¢asto chybi. Lze se podivit i nad tim, ze by uvazovany
pohlavni ptenos dosud unikal pohledu epidemiologli a neprojevil by se v jejich grafech a
tabulkach. Stejné tak je podivné, Ze pohlavni pfenos dosud nebyl potvrzen, kdyz kongenitalni
toxoplasmoza, kterd je vzacna a podili se jen na promilich novych infekci, je znama dlouha
desetileti a existuje u ni nespocet popsanych piipadi. Z téchto tvah a z vysledkit mé préace
vyvozuji, Ze mozny pohlavni pfenos toxoplasmoézy u €loveka je nepravdépodobny. Pokud by
skute¢né existoval, tak by pravdépodobné Slo o velice vzacny a epidemiologicky nepftili§

zavazny jev v akutni f4zi onemocnéni.
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6. Zaveér

Piimé otestovani moznosti pohlavniho pienosu toxoplasmy ze samcii na samice na modelu
laboratornich mysi bylo provedené na dvou kmenech toxoplasmy — virulentnim (P-Cz), pfi
némz byla zvifata v akutni fazi onemocnéni, a cystickym avirulentnim (HIF) v latentni fazi
infekce mys$i. Pfenos timto zptisobem béhem studie zaznamenan nebyl ani u jednoho

Z kmena.

Lokalizace toxoplasem ve tkénich hostitele se svou pfitomnosti a mnozZstvim lisila
v jednotlivych fazich infekce. V akutni fazi byla patrna afinita k plicim a poté ke slezing, kde
se toxoplasma nachazela ve statisticky signifikantné vy$§im mnozstvi nez v jinych
vySetfovanych organech. Naopak v mozku a cauda epididymis toxoplasmy nebyly zachyceny.
T. gondii byla v této fazi infekce nalezena i v sam¢i pohlavni soustavé, zejména v nadvarleti.
Zvlastni afinita k organim pohlavni soustavy ale potvrzena nebyla. Naopak byly infekci
statisticky vyznamné vice promoifené organy nepohlavnich soustav. Piedpoklad afinity

toxoplasem k sam¢im pohlavnim organtim se pii akutni infekci nepotvrdil.

Pti latentni toxoplasméze byla DNA toxoplasmy nalezena ve vSech sledovanych organech, 1
téch pohlavnich. Vyraznéjsi afinita Kk néjakému typu tkané¢ v tomto piipadé nebyla
zaznamenana. Pii srovnani skupiny pohlavnich a nepohlavnich organi ale byly opét
statisticky vyznamné vice zasazené infekci organy nepohlavnich soustav. Predpoklad afinity

toxoplasem k sam¢im pohlavnim organtim se nepotvrdil ani pii latentni infekci.

Vyse uvedené vysledky nepodporuji teorii pohlavniho pfenosu toxoplasmy z mySich samct
na samice. Teorii sexualniho pfenosu sice nelze z ndmi ziskanych dat vyvrétit, lze ale

usuzovat, ze minimalné u mysi neni pohlavni pfenos ze samcii na samice béZznym jevem.

Ve svétle vysledkli na laboratornim modelu, neexistence alesponl jedné kasuistiky a
pomérné vagnich nepfimych diikazi se pohlavni pfenos toxoplasmézy z muze na Zenu jevi
jako nepravdépodobny. Pokud by se pieci jen ojedin€lé piipady vyskytly, rozhodné budou mit

zanedbatelnou incidenci a nemohou se projevit v epidemiologickych statistikach.
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