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1. Uvod

Toxoplazmoza je nemoc Cloveka i zvifat zplisobena parazitickym prvokem 7oxoplasma
gondii. Definitivnim hostitelem je koCkovitd Selma a mezihostitelem se muize stat jakykoliv
teplokrevny obratlovec. K prenosu na clovéka dochazi pfi kontaktu s oocystami
kontaminovanou zeminou, pozienim Spatné tepelné upraveného masa potencionalnich
mezihostitel s Zivotaschopnymi bradyzoity nebo kongenitaln&. V sou¢asné dobé je v Ceské
republice nakazeno asi 30 % lidi. Nemoc je neléCitelna a dozivotni. O akutni toxoplazmoze a
jejim vlivu na téhotenstvi a vyvoj ditéte bylo napsano mnoho praci. O latentni toxoplazmodze
vime, ze ovliviiuje reakéni Cas postizeného Clovéka a meéni jeho psychiku. Pfi vzniku
imunodeficience muize dojit k reaktivaci akutni toxoplazmoézy. V minulosti byl vliv latentni
toxoplazmozy na pribéh téhotenstvi podceniovan a vétSina autort ho popira (Quablan et al.,
2002, Giorgino a Mega, 1981). V diplomové praci Sarky Kaikové byl vliv latentni
toxoplazmoézy na prubéh téhotenstvi prokazan. V 16. tydnu byl podle ultrazvukového
vySetfeni zjiStén u toxoplasma-pozitivnich matek signifikantné mensi plod. Matky s latentni
toxoplazmodzou, u kterych nebyl zaznamenan predcasny porod, mély delSi t€hotenstvi. Také
bylo zaznamenano zvySeni pohlavniho indexu u déti foxoplasma-pozitivnich matek, které
korelovalo s titrem specifickych protilatek proti Toxoplasma gondii.

Moje prace volné navazuje na praci Sarky Kaitkové a bude se tykat latentni
toxoplazmézy v téhotenstvi a pfedev§im jejimu vlivu na vyvoj ditéte. Ke studiu tohoto

fenoménu jsem pouzila téz zvifeci model.



2. Literarni prehled

2.1 Toxoplazmoza

Toxoplazmdza je parazitarni onemocnéni zpusobené kokcidii Toxoplasma gondii. Toto
onemocnéni je pfenosné na Clovéka kongenitalné nebo postnatalné (infekci z vnéjSiho
prostfedi) a bylo poprvé zaznamenano u ¢lovéka v roce 1923 (Jankd, 1923). Je rozliSeno na
akutni a latentni fazi. Akutni faze je vétSinou provazena mirnymi pfiznaky nemoci a je
vétSinou nerozpoznand nebo mylné diagnostikovana jako lehké virové ¢i bakterialni
onemocnéni. Faze latentni je potom zpravidla asymptomaticka. Nejvétsi riziko pfedstavuje
toxoplazmoéza v akutni fazi pro téhotné zeny (viz dale).

Toxoplasma gondii popsali poprvé v roce 1908 Nicolle a Manceaux. Jeji zivotni cyklus
byl popsan o Sedesat let pozdé&ji Hutchinsonem v roce 1968. Prevalence toxoplasmézy se u
lidi zvySuje svékem a li§i se vriznych geografickych a kulturnich oblastech. Zalezi
pfedevS§im na klimatu, hygienickych podminkéach, kucharskych zvyklostech, pritomnosti
kotek atd. V Ceské republice je prevalence kolem 30 % (Kodym et al., 2001).

Zivotni cyklus je charakterizovany stfidanim pohlavni a nepohlavni faze a vyzaduje
mezihostitele. Pohlavni faze zacina tvorbou oocyst v intestinalnim epiteliu definitivniho
hostitele. Tento hostitel je vétSinou koCka domaci (Felis catus), ptipadné jina kockovita
Selma. Oocysty jsou vyluCovany ve vykalech (obvykle nejdiive 3-5 dni po infekci tkariovou
cystou) a dostavaji se do vnéjSiho prostredi, nejcastéji do pudy, kde sporuluji. Doba sporulace
je zavisla na teplot€, okysliceni a vlhkosti prostiedi. V ptid€ je oocysta infekéni po dobu vice
nez jednoho roku a mize byt zniGena teplem (nad 60 °C) (Couvreur & Desmonts, 1988).
Vysporulovana oocysta obsahuje osm sporozoiti. Nepohlavni faze zacind pozfenim oocysty
teplokrevnym zivoCichem. Oocysty se uvolfiuji v travicim traktu na sporozoity, ktefi pronikaji
prostfednictvim krve do bun€k riznych tkani a organu a intenzivné se mnozi. Pfeménuji se
pfitom na stadium typické pro akutni fazi onemocnéni - tachyzoity (také nazyvané endozoiti
nebo trophozoiti). Ve tkanich se prfeménuji na cysty obklopené odolnou membranou,
obsahujici bradyzoity (také nazyvané jako cystozoiti nebo merozoiti), ktefi jsou
charakteristicti pro latentni formu toxoplazmézy (Jones, 2003). Nejvice cyst se vyskytuje
v mozkové tkani a ve svalech. Tyto cysty mohou byt zniCeny teplem (nad 60 °C) nebo
mrazem (-9 °C) (Couvreur & Desmonts, 1988). Pozienim cysty kockovitou Selmou se cyklus

uzavira, z cyst se v travicim traktu kocky uvolfiuji bradyzoiti, ktefi se pfeménuji v tachyzoity



a ti pak infikuji stfevni epitel kocky. Z tachyzoiti zde vznikaji gamonti, ktefi dozravaji na
mikrogametocyty a makrogametocyty a jejichz splynutim vznikaji oocysty. Lidé jsou
nakazeni bud’ oocystami od kocky nebo tkanovymi cystami z masa infikovaného zvirete nebo
pres placentu vrozenou kongenitalni formou toxoplazmézy. Kocky mohou byt také

infikovany pozfenim vysporulovanych oocyst.

2.1.1 Mezihostitel a prubéh toxoplazmazy

Mezihostitelé parazitického prvoka 7Toxoplasma gondii se svymi reakcemi na infekci
ruzni. Relativné rezistentnimi hostiteli jsou lidé, dospélé krysy, slepice a psi, u kterych
dochdzi k asymptomatickému onemocnéni. Naopak velmi vnimavymi zvifaty k infekci jsou
mysi, kralici, morcata a australsti vacnatci. U téchto druhti zvifat konci infekce Casto smrti
(Frenkel, 1988). Americké a australské opice umiraji na toxoplazmézu velmi rychle, zatimco
opice ze Starého Své€ta jsou k tomuto onemocnéni (stejné jako lidé) rezistentni. U
laboratornich mysi se odolnost proti infekci li§i na rovni kmeni. Uz Araujo (1976) popisuje
ruzné pusobeni parazita 7oxoplasma gondii na sedm raznych kmeni mysi. V této prace je
rovnéz popisovana mortalita v zavislosti na podané infek&ni davce. Pii podani 10° tachyzoit
intraperitonealn€, byla mortalita my§i kmene BALB/c 100 %, zatimco u kmene mysi C57BI
87 %. Pravé mortalita kmene BALB/c je nejvic zavisla na mnozstvi podaného infek&niho
inokula. Williams et al. (1978) demonstruje dulezitost geni H-2 komplexu v urovéni
rezistence kmene vii¢i toxoplazmoze.

Suzuki (1993) porovnava kmeny mysi BALB/c a CBA/Ca co do umrtnosti pfi akutni a
latentni fazi infekce. Pfi intraperitonealni inokulaci 20, 40 a 80 cyst je umrtnost v akutni fazi u
kmene BALB/c 12 %, 50 % a 75 %, zatimco u kmene CBC/Ca neni zadna. Pfi infekci 10
cystami je naopak v latentni (zde mylné nazyvané chronické) fazi umrtnost u kmene BALB/c
nulova, zatimco u kmene CBC/Ca 53 %.

K rezistentnim hostitelim patfi také ¢lovék. Pouze asi 20 % lidi ma v pribéhu akutniho
stadia néjaké klinické pfiznaky. Mezi tyto pfiznaky patfi predevsim lymphoadenopatie,
bolesti hlavy, a dale nékteré dalsi spiSe nespecifické pfiznaky. U infikovanych osob je

napadné zvySena hladina CD8+ T-lymfocytu (Darcy a Santoro, 1994).



2.1.2 Parazit a prubéh toxoplazmozy

Jednotlivé kmeny Toxoplasma gondii se 1i§i svym genotypem a ztoho vyplyvajici

virulenci. Kodym et al. (2002) popisuje rozdil mezi virulentnim kmenem P-CZ, vysoce
patogennim cystogennim kmenem 38 a avirulentnim cytogennim kmenem HIF. Rozdily mezi
jednotlivymi kmeny byly ve stupni organového poskozeni, délce trvani akutni parazitémie,
poctu cyst v mozku, mortalité a ubytcich hmotnosti béhem akutni faze infekce.
Toxoplasma gondii je zretelné rozdélena na tfi rizné skupiny kment (typy I, II, III), které se
dramaticky 1i§i svou virulenci. Ve ¢lanku Sibley et al. (2002) je uvedeny rozdil mezi
jednotlivymi kmeny parazita, a dale virulence, ktera jednotlivé typy kmenti charakterizuje Je
zde rovnéz porovnan genotyp virulentniho kmenu typu I (GT-1) a avirulentniho kmene typu
IIT (CEP). Autofi dosli k zavéru, ze virulence je podminéna geneticky a vyrazné se li§i podle
toho, ke kterému typu nalezi kmen pouzity k infekci laboratornich zvirat. Nékteré kmeny
v§ak nelze pfesné zafadit do zadného z téchto tfi typd, nebot svymi vlastnostmi neodpovidaji
vylozené jednomu z téchto typu. Vysledek svéd¢i o multigenovém zalozeni virulence. Bylo
dolozeno (Howe et al., 1996), ze specificka alela na SAGI lokusu chromozému VIII
Toxoplasma gondii koreluje s virulenci jednotlivych typi. SAGI a jeho produkt se podili na
invazi prvoka do hostitelské burky.

Mira virulence zalezi také na stadiu, kterym je mezihostitel infikovan (oocysta, tkanova
cysta, tachyzoit), zpuisobu infekce (peritonealn€, peroralné nebo zaludecni sondou). Virulence
kmene Toxoplasma gondii se muze také lisit podle toho, zda je kmen drzen v laboratofi a
udrzovan pouze nepohlavnim rozmnozovanim pfenosem na mysi (Lecomte et al., 1992) nebo
zda jsou kultury parazita udrzovany za riznych podminek (Dard¢ et al., 1990).

Na prubéh infekce ma téz vliv infekéni davka. Arujo at al. (1976) popisuje sniZeni

mortality v zavislosti na snizeni infek&ni davky.

2.1.3 Imunitni odpovéd’ a toxoplazmoza

Pfi infekci toxoplazmézou dochazi nejprve k akutni fazi, pfi niz tachyzoiti pronikaji do
bunék hostitele a intenzivné se mnozi. Po néjaké dobé (jejiz trvani zavisi na genotypu
parazita, druhové prislusnosti hostitele i jeho genotypu a momentalnim fyziologickém stavu)
se v§ak rozvine imunitni odpovéd’ hostitele a v jejim dusledku dojde k redistribuci paraziti ve
tkanich. Rychle se mnozici stadium tachyzoiti se méni na bradyzoity, ktefi jsou rezistentni

k protilatkové odpovédi hostitele. Nastava jakysi rovnovazny stav, ve kterém imunitni systém



hostitele udrzuje parazita ve stadiu bradyzoiti ve formé tkanovych cyst. Tato zdanliva
rovnovaha muze byt vnékterych pripadech narusena. Dochazi ktomu u uméle
imunosuprimovanych lidi, osob nakaZenych virem HIV a u pacientd s malignim nebo
systémovym onemocnénim.

V obrané pred Toxoplasma gondii hraje vyznamnou roli jak humoralni, tak 1 buné¢na

imunita.

Humoralni imunita

Po urcité dobé po infekci se na Toxoplasma gondii za¢nou tvofit specifické protilatky.
Z publikace Chardes at al. (1990) vyplyva, ze tvorba IgA protilatek u mysi zacina kolem 14.
dne po infekci. V séru a v mléku jsou IgA protilatky detekovatelné jesté tfi tydny po infekci.
Zacatek produkce protilatek IgG a IgM v séru a v mléku je shodny jako u IgA protilatek —
zaCinaji se tvofit 14 dni po infekci. U lidi jsou téz dva tydny po infekci pfitomné v krvi
specifické protilatky IgM, které jsou charakteristické pro akutni fazi. Protilatky tfidy IgG se
objevuji nejpozdéji do dvou mésica po infekci. Kodym (1996) ve své disertacni praci uvadi,
ze mnozstvi IgG protilatek je nejvyssi 50. den po infekci. Potom hladina IgG protilatek klesa,
jejich pfitomnost vSak byva zpravidla detekovatelna cely zivot. U clovéka se dale
diagnostikuji specifické protilatky IgA a IgE. Soucasny vyskyt specifickych protilatek tfidy
IgM a IgA dokumentuje akutni fazi onemocnéni (Stepick-Biek et al., 1990). U nékterych
pacientu jsou ale protilatky IgM detekovatelné jesté dlouhou dobu po odeznéni akutni faze
infekce. V tomto pfipadé se pro urCeni faze infekce pouziva test IgG avidity, nebot tato
avidita stoupa s dobou od nakazy (Marcolino et al., 2000). Specifické protilatky IgE se
vyskytuji u zvifat a lidi (Pinon et al., 1990) brzy po infekci, jesté pred vyskytem specifickych
IgA protilatek. Specifické protilatky IgA nikdy nepfetrvavaly déle nez Ctyfi mésice po infekci.
Protilatky tfidy IgM a IgA neprochazi pres placentu a pfi diagnoze akutni toxoplazmozy v
téhotenstvi mohou svou pfitomnosti v téle ditéte indikovat infekci plodu (Kierszenbaum,
1994). Sekrecni protilatky IgA mohou byt pfitomny v matefském mléce béhem akutni faze
toxoplazmozy. Je prokazano, ze inkubace tachyzoitia Toxoplasma gondii se sekretovanymi
protilatkami IgA z mléka nebo s purifikovanymi sekre¢nimi protilatkami IgA redukovala o

50-75 % infekci enterocyt v podminkach in vitro (Mack and McLeod, 1992).



Bunééna imunita

Bunécna imunita, ktera doprovazi infekci toxoplazmédzou byla poprvé objevena v
souvislosti se studiem hypersensitivity pozdniho typu (delayed type hypersensitivity, DTH)
(Frenkel, 1948). Tento typ reakce je namifen proti intracelularnim parazitim a je zalozen na
spolecné migraci Tyl bun€k a makrofagh do mista infekce a jejich vzajemné stimulaci.
V misté¢ vyskytu antigenu Tyl burky produkuji interferon y, ktery aktivuje makrofagy a
makrofagy produkuji lymfokiny, které aktivuji T bunky (Hofejsi a Bartunkova, 2002).

Role T lymfocyti je velmi vyrazna pii reakci organismu na napadeni prvokem
Toxoplasma gondii. Frenkel (1967) zaznamenal, ze kieCci, ktefi prijali slezinu a lymfoidni
butiky od toxoplazma-pozitivnich darch, byli chranéni pfed smrtelnymi uéinky infekce
prvokem 7oxoplasma gondii.

Suzuki a Remington (1988) zjistili, ze CD4™ T lymfocyty se podileji na vyvoji rezistence a
CD8" T lymfocyty ovliviiuji udrzovani ochranné imunity a inhibuji tvorbu cyst. CD4" T
lymfocyty funguji jako pomocné bunky pfi vzniku ochranné imunity a podporuji aktivitu
CD8" T lymfocytu pti produkci cytokina (Kierszenbaum, 1994).

Interferon y (INF-y), ktery je produkovan T buinkami je velmi u¢innou obranou
hostitelského organismu proti parazitovi. INF-y mtze aktivovat makrofagy a inhibovat rist
nékterych intracelularnich parazita (Pfeffercorn, 1984). Recentni prace dokazuji, ze interferon
y je nutny u mysi k prevenci toxoplasmické encefalitidy (Wang et al., 2004). U mysi, kterym
byla podavana protilatka mAb namifena proti INF-y, se vyskytovaly cysty v mozku 5 krat
vice neZ u kontrolni skupiny mysi.

U lidi s akutni toxoplazmozou hraji vyznamnou roli makrofagy a NK burky. Podobnou
funkci prezentovat antigen u makrofagh maji téz neutrofily a dendritické buniky (Alexander a
Hunter, 1998, Hunter et al., 1995, Sher a Sousa, 1998). Makrofagy produkuji interleukin 12,
ktery spole¢né s dalSimi faktory stimuluje NK buriky k produkci INF-y.

U pacientu s pfiznaky akutni toxoplazmézy byl zjistovan vyznam zvyseného poctu CD8+
T bunék. Luft et al. (1984) popsal, ze parazitem produkovany antigen by mohl inhibovat
lymfocytarni proliferaci aktivaci CD8+ T bunky. PotlaCena bunécna aktivita a pretrvavajici

vzrist CD8+ T bunék koreluje s klinickymi symptomy akutni toxoplazmozy.



Vakcinace

Ochranou proti toxoplazmézy by mohla byt vakcinace pomoci jejich antigenti. V praci
Letscher-Bru et al. (2003) je studovana problematika vakcinace proti toxoplazmoze a
kongenitalnimu prenosu infekce na mlad’ata. K infekci mysi doslo 4 tydny po pfipusténi. Byl
prokazan vliv genotypu pouzitych mysi. U kmene BALB/c je kongenitalni pfenos u vétSiny
myS$i potlacen vakcinaci, kdezto u kmene mysi CBA/J nedoslo pomoci vakcinace k potlaceni
kongenitalniho pfenosu. Lze tedy fici, ze u mysi kmene BALB/c vakcinace SAGI proteinem
redukuje kongenitalni pifenos o 50 %. Imunitni reakce mysi je zavisla na druhu antigend. V
¢lanku Vercammen et al. (2000) byly naockovany mysi tfi riznych kmenu (C57Bl/6, C3H,
BALB/c) riznymi plasmidy kodujicimi antigeny Toxoplasma gondii (GRA1, GRA7, ROP2) a
zkoumala se hladina protilatek, buné¢na odpovéd’ a protektivni imunita. Tato DNA vakcinace
navodila jak humoralni, tak i bunécnou imunitu. Humoralni imunita se projevila zménami
titr protilatek. Nejvyssi titry byly u mySi kmene C57B1/57 ockovanych antigenem GRA7,
nejnizs§i titry protilatek byly u mysi kmene BALB/c naockavanych antigenem ROP2. Buné€na
imunitni odpovéd’ je dokumentovana signifikantné€ vyssi hladinou interferonu gama ve sleziné
vakcinovanych mysi kmene BALB/c. Protektivni imunita zavisela téz na kmenu mysi, druhu
antigenu a infek¢ni davce. K vakcinaci plazmidy kodujicimi antigeny Toxoplasma gondii 1ze
pouzit 1 dal§i antigeny - napf. antigen bradyzoita (BAG1) nebo matrix antigen (MAG1) -

uvedené ve €lanku Nielsen et al. (2006).

2.2 Toxoplazméza a jeji vliv na ¢lovéka

2.2.1 Akutni a latentni faze onemocnéni

Jak bylo jiz zminéno v kapitole 2.1.1 a 2.1.3, toxoplazmdza vétSinou nepfedstavuje pro
zdravého Clovéka zdravotni riziko. Akutni faze onemocnéni je v pocatcich charakterizovano
nespecifickymi pfiznaky nebo jen lehkymi symptomy pfipominajicimi virézu nebo
bakterialni onemocnéni. Objevuje se zdufeni miznich uzlin, mirné bolesti hlavy a dalsi
pfiznaky. Tato akutni faze, ktera Casto neni ani zaznamenana lékafem, trva dva az tfi mésice,
vzacné déle. Je dokazatelna zvySenim foxoplasma specifickych protilatek IgA a IgM (Kodym
a Tolarova, 1998). V dalsim obdobi nemoc prechazi do latentni faze, ktera je charakteristicka
pfitomnosti toxoplasma specifickych protilatek IgG (Allain, 1998). Latentni faze mnohdy

pretrvava az do smrti. V latentni fazi jsou pozorovany u infikovanych osob nékteré zmény



psychiky a reakénich Cast. Popisovany jsou zpomaleni psychomotorickych reakci (Havlicek,
2001), niz8i verbalni inteligence, zména potieby hledani nového — tzv. novelty seeking (Flegr
et al,, 2003). Dale byly pozorovany posuny v psychickych vlastnostech jako je rezervovanost,
sebekontrola a dal$i. Smér a intenzita u téchto vlastnosti zavisi také na pohlavi jedince s
latentni toxoplazmozou (Flegr et al, 2000). Toxoplazméza miize pravdépodobné menit
hladinu neurotransmiteri v mozku. Neni vylouceno, ze pravé timto mechanismem se zvySuje
riziko schizofrenie (Flegr, 2003).

Nekteri autofi rozde€luji faze toxoplazmoézy na akutni a chronickou. Chronicka
toxoplazmoza je onemocnéni, u kterého pretrvavaji priznaky akutniho onemocnéni a
protilatky akutni faze v krvi déle nez dva az tfi mésice. Ve starSich pracich je mylné
zaméovana latentni faze za chronickou. Pravé autofi hovorici o chronické toxoplazmoze
popisuji ve svych pracich (Jezyna a Zajac, 1983) negativni vliv chronického onemocnéni
matky na nenarozené dité. Ve starSich pracich (Kimball et al., 1971) se objevuje souvislost
mezi vEétSim poltem potrati atoxoplazmoézou. V novéjSich studiich je toto tvrzeni spiSe
popirano (Quablan et al., 2002, Giorgino a Mega, 1981).

Dal§im projevem toxoplazmodzy u Clovéka je zvySené riziko schizofrenie. U schifrennich
pacientll jsou vysSi Cetnosti vyskytu protilatek proti Toxoplasma gondii nez u kontrolni
skupiny. Pfi interpretaci vysledka téchto praci je tfeba brat v avahu typ schizofrennich
pacientt. U pacientii dlouhodobé 1éCenych mohou byt vysledky zkresleny jejich dlouhodobou
hospitalizaci nebo dokonce i pouzitymi chemoterapeutiky. Pivodné byli sledovani vSichni
pacienti bez ohledu na stadium schizofrenie. Teprve od roku 1999 byli do téchto studii
zafazovani pouze pacienti s prvni epizodou schizofrenie, tedy pacienti, ktefi nebyli nikdy na
schizofrenii 1é¢eni. Rada praci provedenych po tomto roce ukazala, 7e se i zde skupiny
schizofrenikd s prvni epizodou schizofrenie a kontrolnich skupin zdravych osob signifikantné
lisily ve vyskytu anti-toxoplasmatickych protilatek i jejich hladin (Torrey, 2003). Podezieni
na pravdépodobnou souvislosti onemocnéni schizofrenii s infekci 7. gondii potvrzuje prace
Jones-Brando zroku 2003. Ta uvadi inhibici ristu Zoxoplasma gondii v tkafiové kultufe
pomoci léki, které se pouzivaji pfi 1é¢bé psychickych poruch. Princip plsobeni téchto 1€k
miZze byt vysvétlen jednak pfimym patogennim pusobenim 7oxoplasma gondii na tkané
mozku nebo zménou hladiny neurotransmitert, které muze Toxoplasma gondii ovliviiovat.
Lze oCekavat, ze v zemich s nejvyssi prevalenci toxoplazmézy by méla tedy byt nejvyssi
prevalence schizofrenie. Naptiklad ve Francii, ktera je znama jednou z nejvysSich prevalenci
toxoplazmozy v rozvinutém svété je skuteéné prokazan o 50 % vysSi vyskyt schizofrenie

(Van Os, 1993). Otazkou zistava zda-li jde o vztah kauzalni a jaky je charakter tohoto vztahu.
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Nelze vyloucit, ze lidé se schizofrenii nebo lidé s predispozici k tomuto onemocnéni vykazuji
vzorce chovani, které zvysuji riziko jejich kontaktu s Toxoplasma. gondii, nebo se vyskytuji
v prostfedi, kde je vyssi riziko infekce timto parazitem.

V diplomové praci Sarky Kaiikové (2005) a v praci Flegr et al., 2005 jsou popisovany
dalsi specifické vlivy latentni toxoplazmézy na Clovéka. Bylo zjisténo, ze pohlavni index déti
od toxo-pozitivnich matek je vy$si a ma tendenci k ristu se stoupajicim titrem protilatek. U
toxoplasma-pozitivnich matek byla prokazana retardace ristu plodu v €asnych fazich
téhotenstvi a matky s latentni toxoplazmozou, u kterych nebyl zaznamenan pred¢asny porod,
mély delsi t€hotenstvi.

Pro imunodeficitni osoby predstavuje toxoplasmoéza skuteéné riziko. Imunodeficience
muze byt vrozena nebo ziskana. Ze ziskanych forem imunosuprese jsou nejdulezitéjsi virus
HIV a imunosuprese vlivem lécby (napf. imunosuprese pfi transplantacich, cytostaticka
lécby). U imunosuprimovanych osob dochazi k reaktivaci latentni toxoplazmoézy. Tkanové
cysty ve svalech praskaji a bradyzoiti se pfeménuji na tachyzoity, ktefi se mnozi a prostupuji
celém organismem. Pfiznaky onemocnéni mohou byt splenomegalie, myokarditida,
encefalitida, pneumonie (Beattie, 1982, Gagne, 2001, Dubey, 2004, Montoya a Liesenfeld,
2004). U nemocnych virem HIV —muze reaktivace toxoplazmézy zpisobit
meningoencefalitidu (Gagne, 2001) a je dokumentovano, ze az 25 % pacienti s AIDS v USA
trpi pfiznaky toxoplazmoézy (Kasper a Buzoni-Gatel, 1998).

Pfesny vztah mezi imunosupresi a fatalnim dopadem toxoplazmoézy byl u mysSi
prokazan v praci Djurkovic-Djakovic a Milenkovic (2001). K navozeni imunosuprese byly
pouzity léky dexamethason (DXM) a cortison-acetat (CA). Po sedmi tydnech byly mysi
infikovany prvokem Toxoplasma gondii. Mortalita byla u lécenych mysi 61,1 % (DXM) a
85 % (DXM+CA), u kontrolni skupiny 33 %, coz byly signifikantni zmé&ny. Pocty cyst se
signifikantné liSily pouze ve druhé skupiné, kde byl pouzit preparat DXM+CA.

2.2.2 Kongenitalni toxoplazméza

kongenitalni toxoplazmozy je v Ceské republice 5 pfipadd na 100 000 narozenych déti roéné
(Kodym, 2001). Riziko pfenosu toxoplazmodzy je v prvnim trimestru t€hotenstvi 6 % ze vSech
infikovanych, posléze vsak velmi prudce stoupa. Ve druhém trimestru je riziko prenosu 40 %
a ve tretim trimestru dosahuje dokonce hodnoty 72 % (Dunn, 1999). Nejvice byva poSkozen
plod v prvnim trimestru. MiZe se objevit jak postizeni centralni nervové soustavy, tak i

visceralni postizeni. Charakteristické postizeni plodu jsou hydrocephalus, intrakranialni
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kalcifikace a chorioretinis popsané v roce 1939 jako "klasicka triada" (Wolf et al., 1939) a
dale pak jesSté¢ nékolikrat (Sabin et al,, 1952, Miller et al., 1967, Koppe a Rothova 1989).
Ackoliv vétSina déti narozena s kongenitalni toxoplazmoézou nema viditelné znamky choroby,
projevi se témeér u 80 % z nich neurologické a o¢ni problémy (Wilson, 1980, Saxon, 1973,
Tenter et al., 2000).

V praci Hostomské et al. (1957) je spojovana toxoplazmoéza a mongoloismus.
Proximatni pfi¢inou Downova syndromu je trisomie 21. chromozomu. U foxoplasma-
pozitivnich matek byla zjisténa velmi vysoka prevalence latentni toxoplasmosy (84 %) a u
jejich mongoloidnich déti dosahuje tato prevalence (42 %), coz v obou pripadech odpovida
zhruba tfikrat vétSi Cetnosti vyskytu toxoplazmézy nez byla primérna normalni
¢eskoslovenska populace. Jak by méla toxoplazmoéza ovlivnit Downlv syndrom ¢i jak by
mohl Downliv syndrom ovlivnit toxoplazmoézu neni zatim zcela jasné.

Ve zcela vyjimeCnych pfipadech muze dojit k reaktivaci toxoplazmézy a jejimu
kongenitalnimu prenosu na plod. Napfiklad v praci Silviera et al. (2003) je popsan pfipad
matky (38 let), ktera byla pted 20ti lety 1é€ena na chorioretinis a po této dobé porodila dité s
kongenitalni toxoplazmoézou, ktera zpusobila u ditéte chorioretinis a kalcifikace v mozku.
Matka nebyla pozitivni na protilatky typické pro akutni toxoplazmédzu a méla vysoké titry IgG
protilatek proti 7oxoplasma gondii. Reaktivaci o¢ni formy toxoplazmoézy béhem t€hotenstvi
popisuje i dalsi autor (Ramachi et al., 2002), ov§em zde nedoslo k pienosu Toxoplasma gondii
na plod. Dalsi pfipady reaktivace o¢ni formy toxoplazmoézy béhem téhotenstvi popisuje
v retrospektivni studii Garweg et al., 2005. Riziko kongenitalniho pfenosu tedy neni mozno
zcela zanedbat ani v pfipadé matek s chorioretinis provazenou vysokymi titry specifickych

protilatek tridy IgG.

12



2.3 Vliv téhotenstvi na organismus matky

2.3.1 Téhotenstvi

Vyvoj Clov€ka je velmi podobny vyvoji u ostatnich savcl. Zacina oplozenim vajicka
spermii a pokraCuje naslednym vyvojem embrya. Tento vyvoj se rozdéluje na obdobi
embryonalni a fetalni. Embryonalni obdobi zalina oplozenim, po kterém nasleduje obdobi
fetalni (plodové), které zacina devatym tydnem od oplozeni a konci porodem.

Téhotenstvi provazi fada fyziologickych zmén spojenych se zmé€nami funkce jednotlivych
organovych systéma (Schneider H., 1997). Ugelem zmén je prizpGsobit matefsky organismus
specifickym pozadavkim podminénych téhotenstvim. V ramci obéhového systému dochazi k
ubytku periferniho cévniho odporu, pfibytku cirkulujiciho objemu krve a zvySeni srde¢niho
vykonu. V souvislosti se zvySenym srdeCnim vykonem dochazi ve druhém trimestru k
poklesu krevniho tlaku a ve tfetim trimestru k lehkému vzestupu krevniho tlaku. V dolni
poloviné téla muze dojit ke kompresi vena cava a znaénému vzestupu venozniho tlaku, ktery
muze mit za nasledek otoky dolnich koncetin a varikozitu dolni poloviny téla. V krvi dochazi
k poklesu hemoglobinu a hematokritu, coz predstavuje znacné zatizeni pro metabolismus
zeleza. U poctu leukocytt dochazi ke zvySeni. Se zvySenou tvorbou faktorli na srazeni souvisi
hyperkoagulabilita, ktera muze vést az k rozsahlym trombdézam. Vice nez 50 % vSech
tehotnych zen ma dychaci potize, vysvétlujici se centralni stimulaci respirace se zfetelnym
zvySenim dechového objemu. U ledvin dochazi k vzestupu renalniho prokrveni o 50 % a
vzestupu filtrace o 35 %. Glykozurie ani proteinurie nejsou do ur€ité miry v téhotenstvi
patologické. Pod vlivem zvySené produkce estrogenu dochazi ke krvaceni dasni a zménou pH
slin 1 k nadmérné kazivosti zubt. SniZeni motility zaludku a snizeny svalovy tonus v oblasti
prechodu ezofagu do zaludku umoziiuje reflux zalude¢niho obsahu do jicnu, coz vyvolava
paleni zahy. SniZzena peristalitika tlustého stfeva ma za nasledek zvySenou dobu pasaze a tim
zpusobeni zacpy. V prvni poloviné téhotenstvi jsou obvyklé rané gestozy (zvraceni),
zpusobené fyziologickym stavem organismu matky, trvaji obvykle do 4. mésice a byvaji
postizeny predevsim prvorodi¢ky (Roztocil A., 2001). Snizeni tonu zlu¢niku progesteronem
muze vést k zahusténi zludi, stazi jejiho odtoku a tvorbu zlu€ovych kamend. Funkéni zménou
jater je zvySena tvorba globulini a faktord srazeni (fibrinogen). Stoupa koncentrace
prolaktinu v krvi a klesa produkce gonadotropini FSH (folikostimula¢ni hormon) a LH

(luteinizaéni hormon). Dochazi ke zvySené Cinnosti S§titné zlazy a zvySeni bazalniho
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metabolismu o 20 %. U pristitnych télisek dochazi ke zvysené tvorbé parathormonu. Kiira
nadledvin produkuje vice kortizolu. Vzestup v krvi vykazuji plazmatické lipidy, cholesterol a
triacylglyceroly. Primérny pfibytek hmotnosti je 12,5 kg. Kuze se pigmentuje ukladanim
melaninu a v druhé poloviné se vlivem zvySené hladiny kortizolu tvofi v oblasti bficha, prsi a
kycli defekty v kolagenni vrstvé klize - tzv. strie.

Hluboké zmény jsou u Zeny v téhotenstvi téz v oblasti psychické. V prvnim trimestru je
typické predevsim uvédomovani si téhotenstvi jako zmény vlastniho ja. Vlivem zmén latkové
a endokrinni vymény zac¢ne t€hotna zena pocitovat neodolatelné chuti na nékteré pokrmy s
abnormalnimi pocitky chutovymi a Cichovymi. Naproti tomu nesnasi jidla dfive oblibena a
jeji averze se muze obracet i proti okoli. Charakteristicka je emocionalni labilita. Zmény ve
druhém trimestru jsou charakteristické védomym vnimanim plodu a akceptaci téhotenstvi. V
tomto obdobi dochazi k vystupnovani pozitivnich zazitka a prijemnych pociti. Toto obdobi je
stavem emocionalni stability, harmonie a duSevni 1 télesné aktivity (Fuchs V., 1985). V
pozdnim t€hotenstvi pfichazi na fadu strach, nejistota a konfrontace s novymi rodiCovskymi
ulohami a zodpovédnosti. Dale pak strach o zdravi ditéte a obavy z porodu, coz muze byt v
extrémnich pfipadech vnimano jako strach ze smrti. V prubéhu téhotenstvi nejsou psychické
onemocnéni pfili§ Casté. Psychotickd onemocnéni v té€hotenstvi, pfi porodu a v Sestinedéli
spadaji do oblasti exogennich (télesné podminénych) i endogennich poruch (schizofrenie,
manio-depresivni psychoza atd.). Endogenni poruchy jsou v téhotenstvi velmi vzacné, mluvi
se dokonce o protektivnim vlivu gravidity. Exogenni poruchy dominuji pfed porodem a tésné

po porodu.

Gametogeneze a oplozeni

Béhem meidzy vznikaji lidské pohlavni burnky - vajicka a spermie. Tyto buriky obsahuji
haploidni poc¢et chromozomu v porovnani s bunikami somatickymi. Proces tvorby muzskych a
zenskych gamet nazyvame gametogeneze. V muzskych gametach urCuje pritomnost X nebo Y
chromozomu budouci pohlavi zarodku.

V obdobi ovulace zeny muze dojit pfi kontaktu vajiCka a spermie k oplozeni. Tento
kontakt probiha vétSinou v ampule vejcovodu. Vajicko potom dale putuje az do délohy, kde

dochazi k jeho uhnizdéni ve stén¢.

Vyvoj embrya a plodu
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Prenatalni obdobi (doba do narozeni ditéte) je dlouhé priimérné 280dni. Prvnich 8 tydni
nitrodélozniho zivota oznacujeme jako obdobi embryonalni (zarodecné). V této fazi dochazi
k diferenciaci jednotlivych casti téla a k utvareni zakladi vSech organu a télnich systému.
Autori se shoduji, ze pravé mezi tfetim a osmym tydnem embryonalniho vyvoje dochazi k
nejpodstatéjSim zménam (Streeter, 1942, Shiota, 1991, Moore et al., 1994). Od 9. tydne
nastava obdobi fetalni — jednotlivé organy a télni systémy se strukturalné i funkéné diferencuji

a postupné zahajuji svoji ¢innost.

2.3.2 Imunita v téhotenstvi

Velmi vyznamnou roli hraje pro dité v obdobi téhotenstvi a kojeni obranny imunitni
systém matky. Té&€lo matky musi jednak branit dité pfed cizorodymi latkami a patogeny a
jednak musi dostatecné tolerovat dité jako cizorody element. Ve vétSiné pripadu je détsky
organismus matkou v dob¢ téhotenstvi tolerovan. Prakticky totiz nedochazi k miseni krevnich
obéhl a k velkému priniku lymfocyti matky do plodu a opacné. Bariéru mezi organismem
matky a ditéte tvofi v téhotenstvi trofoblast - zarode¢na Cast placenty, ktera brani prichodu
aloreaktivnich T lymfocytd. Tyto T lymfocyty neexprimuji klasické MHC glykoproteiny I.
tfidy a nemohou byt proto T bunkami rozpoznany. Na trofoblastu jsou exprimovany jiné
glykoproteiny (HLA-G, HLA-E), které za normalnich podminek nevyvolavaji imunitni reakci
cytotoxickych T bunek. Téz se zda, ze aloreaktivni T buriky matky jsou aktivné tolerizovany
kontaktem s malym mnozstvim bunék plodu, které pronikaji do téla matky. V té€hotenstvi
proto dochazi k utlumeni Tyl imunitnich mechanismi a aktivaci Ty2 bunék, které spolu s B
bunikami podmiriuji protilatkovou imunitu. To vysvétluje, Ze jsou zeny v prubéhu téhotenstvi
citlivéjsi k infekcim zptisobenym intracelularnimi parazity a zaroveil mivaji utlumeny projevy
autoimunitnich chorob (Hofejsi a Bartinkova 2002). Naptiklad reumatoidni artritis nebo
roztrousena skleroza je pravdépodobné ovliviiovana IL-12 a TNF-a.. Recentni prace Elenkova
et al. (2006) ukazuje bé€hem tfetiho trimestru té€hotenstvi snizovani monocytické produkce
Tul typu. Produkce IL-12 byla snizena az tfikrat, zatimco mnozstvi TNF-a bylo mensi o
40 %. Dale byl sledovan vzestup nékterych hormonti — kortisolu, NE, kalcitrolu (1,25-
dihydroxyvitamin D3). Autor poukazuje na to, ze existuje velka variabilita mezi jednotlivymi
osobami a studii je nutno provadét porovnavanim mezi imunitnim stavem zeny
béhem té€hotenstvi a mimo néj.

Autoimunitni onemocnéni se mize poprvé manifestovat pravé v obdobi téhotenstvi

(RoztoCil A., 2001). Prikladem je lupénka (Lupus erythematodes disseminatus). Toto
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chronické onemocnéni se vyskytuje prevazné u mladych Zen a prvni pfiznaky se mohou
projevit v téhotenstvi. Béhem téhotenstvi muze dojit ke stabilizaci, zhorSeni nebo remisi
lupénky. Na autoimunitni onemocnéni revmatoidni polyartritidu ma té€hotenstvi vétSinou
pozitivni vliv. Zmirnéni potizi je doCasné a k navratu pfiznakd dojde vétSinou v prubéhu

druhého poporodniho mésice.

2.3.3 Sestinedéli a kojeni

Po porodu a v obdobi Sestinedéli odeznivaji zmény zptsobené b&hem tehotenstvi (obdobi
puerperium). U vétSiny Zen je to v obdobi 6-8 tydni po porodu, kdy dochazi k matefské
fyziologické adaptaci na novou situaci po porodu (Roztocil, 2001). Ta je charakterizovana
navratem k netéhotnému stavu Zzeny, rozvojem kojeni a dal§im zménam. Regresivni
(involu¢ni) zmény béhem Sestinedéli spocivaji téméf u viech organu k navratu do stavu pred
téhotenstvim. Dé€loha se zmenSuje, poranéni pochvy a hraze se hoji. Hladiny prolaktinu
béhem kojeni potlacuji sekreci folikostimula¢niho (FSH) a luteiniza¢niho (LH) hormonu a
brani ovulaci a navratu menstruace.

Peureralni psychicka adaptace probiha ve dvou fazich. Pasivni faze, trvajici 2-3 dny, je
charakterizovana pasivitou matky a jeji zavislosti na okoli. Poté nastupuje aktivni faze, kdy se
zena zaCina aktivné pfizpusobovat zménéné Zzivotni situaci. Prechodné obdobi deprese,
nazyvané také , poporodni blues“ ("blueperiod") se v prvnich Sesti dnech Sestinedé€li vyskytuje
u 60 % rodicek. Objevuje se jiz 3.-4.den po porodu. Mlze se projevovat nevysvétlitelnou
anorexii, plaétivosti, poruchami spanku, podrazdénosti a pocity zbyte¢nosti. Je zpusobeno
jednak zménami zivotni situace, ale také prudkymi hormonalnimi zménami. Je to kratkodoba
"uvoltiujici" deprese po porodnim stresu. Spolupodilet se mize poporodni unava, emocni
zatizeni a deprivace. V tomto obdobi jsou velmi Casté psychozy. V obdobi 10-30 dnu po
porodu se nékdy vyskytuji psychozy typu endogenni deprese (Fuchs, 1985).

Po porodu placenty dochazi k poklesu hladin estrogeni a progesteronu, vedouci
k uvolnéni sekrece prolaktini z adenohypofyzy, ktery stimuluje produkci mléka aciny.
Drazdéni bradavek usty sajiciho novorozence vede ke zvySené sekreci prolaktinu a oxytocinu
z neurohypofyzy a podili se tak na dalsi tvorbé mléka. Kojeni je velmi dilezité pro matku a
dité. Na matku ma prolaktin uklidnujici a euforiza¢ni vliv a zmirfiuje poporodni blues.

Vztah ditéte k matce je posilovan blizkym télesnym kontaktem, pachem matky, chuti

jejich bradavek, pohledem z o¢i do o¢i. Mléko a kolostrum obsahuje protilatky a ostatni
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faktory chranici dité pred infekci. Kolostrum je produkovano asi prvni dva dny a je
charakteristické vysokym obsahem IgG protilatek a mirnym projimavym u€inkem (odstranéni
smolky z gastrointestinalniho traktu novorozence).

Béhem kojeni ditéte matkou dochazi k prenosu protilatek. V praci (Oluseyi Oyedele et al.,
2005) je popisovan prenos protilatek proti splanickam. Pokud maji matky v dobé porodu
pozitivni protilatky IgG proti spalnickam v krvi, 58 % déti ma tyto protilatky ve stafi 4 mésice
a pouze 3 % ve stari 6-9 meésicu. Ve vzorku mateiského mléka se detekuji IgA protilatky proti
spalnickam, jejichz mnozstvi klesa a béhem dvou tydni se dostava pod hranici mnozstvi,

které je schopno ochranit dité.

2.3.4 Reaktivace parazitarniho onemocnéni béhem téhotenstvi

Sou¢asny nazor na moznost reaktivace toxoplazmozy béhem téhotenstvi je negativni.
Zmény v humoralni ani v buné¢né imunité nejsou natolik vyrazné, aby dochazelo k reaktivaci
toxoplazmoézy. U téhotnych zen s latentni toxoplazmozou nezaznamenal Biedermann et al,,
1995 zadné signifikantni zmény v humoralni nebo bunécné odpovedi vedouci k reaktivaci
onemocnéni. K tomu muze dojit béhem téhotenstvi pouze u imunosuprimovanych zen, které
maji hodnotu CD4+ lymfocytl mensi nez 200 bunék na mikrolitr.

Kongenitalni pfenos parazitarniho onemocnéni je u ¢lovéka Castym jevem. Napftiklad v
praci Torrico et al., 2005 je popisovan kongenitalni prenos parazita Trypanosoma cruzi, ktery
zpusobuje Chagasovu nemoc. Prenos z matky na dité nastal u 5-6 % infikovanych Zen.
Chronické onemocnéni Chagasovou chorobou nemélo v této praci zadny vliv na dité a jeho
zdravi. Moretti et al., 2005 predpoklada, ze Castéjsi pfenos bude nastavat pokud akutni faze
Chagasovy nemoci propukne v prvni poloviné téhotenstvi. Popisuje navic pfi kongenitalnim
prenosu u ditéte hepatosplenomegalii.

Dal§im popsanym kongenitalnim onemocnénim zplUsobenym parazitem je malarie
(Mukhtar et al., 2005). Kongenitalni prenos je mozny ve fazi reaktivace onemocnéni. V
Nigérii je popisovana incidence kongenitalni malarie 15,3 % zpusobena prvokem Plasmodium
falciparum.

Meinecke et al., 1999 popisuje reaktivaci visceralni leishmanidzy a jeji prenos na dité.
Jednalo se o Leishmania infantum, ktera byla diagnostikovana u 16 mésicu starého ditéte.

Matka méla pozitivni titry na leishmaniozu, ale nikdy neméla symptomatické pfiznaky.
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Vzhledem k tomu, ze se dit€ od svého narozeni nikdy nedostalo do oblasti, kde by se mohlo
nakazit pfes vektora, byl pfipad uzavien jako reaktivace a kongenitalni pfenos leishmaniozy.

U skotu muze dojit k reaktivaci kokcidii Neospora caninum. Piikladem reaktivace u skotu
v dobé€ brezosti. V praci Andrianarivo et al., 2005 je popsan piipad reaktivace u skotu v dobé
bfezosti u dfive infikovanych zvifat. V pfipadé reaktivace je zvysena hladina specifickych
protilatek a to predeviim IgG,. Vysledky této prace potvrdily, Ze vzestup specifickych
protilatek proti Neospora caninum muze byt nepfimym indikatorem reaktivace latentni
infekce.

Reaktivace parazitického helminta Ancylostoma caninum béhem brezosti psa je dobfe
popsanym jevem (Arasu, 2001). ZvySené hladiny estrogenu a prolaktinu béhem bfezosti a
kojeni mohou mit za nasledek aktivaci L3 larvy parazita a transmamarni pfenos. Béhem

stresu, bfezosti se muze reaktivovat dalsi paraziticky helmint 7oxocara canis (Arasu, 1999).

2.4 Dité

2.4.1 Rust a vyvoj

2.4.1.1 Postnatalni obdobi

Po narozeni nastava novorozenecké obdobi, které trva do ukonceného 28. postnatalniho
dne (Lebl J., 2003). Je to obdobi adaptace jednotlivych télnich systémi na mimodélozni
podminky. Nasleduje kojenecké obdobi (1 mésic az 1 rok) charakterizované dramatickym
somatickym, neuropsychickym a motorickym vyvojem. Batoleci obdobi se ohraniCuje 1. a 3.
narozeninami ditéte. Charakteristické pro postupné osamostatiiovani ditéte. Diky stale
dokonalejsi samostatné lokomoci se batole intenzivné seznamuje s okolnim sv€tem a
vzhledem k rozvoji feci se také posiluje a zdokonaluje komunikace s ostatnimi lidmi. Dale se
dité€ dostava do predskolniho obdobi (3-6 let), Skolniho obdobi (7-14 let), obdobi dospivani
(15-18 let). Od 18ti let je Clovék povazovan za dospélého. Ve své praci se budu vénovat

pfedevsim obdobi od narozeni do konce batoleciho obdobi (tj. do 3 let).
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2.4.1.2 Novorozenec

Je patraci a saci reflex, umoznujici pfijem potravy. Ma vsak jiz rozvinuté smyslové funkce,
které mu zprostredkuji kontakt s okolim, uci jej orientovat se v okolnim prostfedi a reagovat
na rozdilné podnéty. Tyto schopnosti se rozvijeji na zakladé geneticky podminénych,
individualné variabilnich vloh, které se navenek projevuji jako rozdilny temperament,
adaptabilita a drazdivost. Ze smysli ma novorozenec dobfe rozvinuty sluch a ¢ich a je
schopen témito smysly v nékolika prvnich tydnech po narozeni rozeznat svou matku. Sitnice
je pfi narozeni dobfe vyvinuta, ale coCka je malo pohybliva a Spatna je i zrakova ostrost.
S vékem se tyto zrakové schopnosti zlepSuji. Strabismus (Silhani) je u novorozence Casty,

avsak vétSinou mizi do 3 mésica véku.

2.4.1.3 Prvni rok zivota

Psychosocialni vyvoj

V prvnich tydnech zivota je hlavnim prostfedkem komunikace ditéte s okolim plac.
Reaguje jim na hlad, nepohodli ¢i pfesycenim podnéty. Tento stav se zacind ménit okolo 12
tydnd stafi ditéte, kdy dité zaCina své pocity davat najevo i jinak (usmév, dotyk, dumlani
apod.). Dité se zaCina spojovat podnét z prostfedi s vhodnou motorickou odpovédi a tyto

stereotypni reflexy soustavné dopliuje novymi zkuSenostmi (Lebl J. a KrasniCanova K,
2003).

Periodizace détského rustu

Clovék ve srovnani s jinymi zivo&isnymi druhy roste pomalu a dlouho. Zatimco u vétsiny
savel po obdobi rychlého postnatalniho ristu bezprostiedné nasleduje pubertalni vysvih a
pohlavni zralost, u Cloveéka je mezi tato dvé ristové dramatickd obdobi vlozeno obdobi
klidného ristu - détstvi. Ve své praci se zabyvam ristem do tfi let, ktery se oznacuje jako
infantilni ristové obdobi. Zacina pted narozenim, ve druhé poloviné nitrodélozniho zivota.
Rozlisujeme zde fetalni rust a ¢asny postnatalni rust v prvnich dvou letech zivota. Fetalni
rust nejlépe dokumentuje porodni délka a hmotnost. U dévcat je primérna délka 49,7 + 2,9cm
ahmotnost 3244 + 460g, u chlapcu je pramérna délka 50,4 £ 2,9 cm a hmotnost 3390 * 460g.
V ¢asném postnatalnim ristu v prvnich dvou letech zivota déti vyrostou v priméru 25 cm. V
zavéru infantilniho ristového obdobi dosahnou déti pfiblizné poloviny své budouci dospélé

vysky (divky v 18 meésicich, chlapci ve 24 mésicich véku). BEhem novorozeneckého obdobi
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piibere dité primérné 1100g. Normalni porodni hmotnost se zdvojnasobi ve 4. mésici véku a

ztrojnasobi kolem jednoho roku véku ditéte.

2.4.1.4 Druhy a treti rok zivota

Psychosocialni vyvoj

Po prvnim roce véku dovoli samostatna chize ditéti opoustét matku a zkoumat okoli.
Pfichazi vyvojovy zlom, kdy si dité zac¢ina uvédomovat samo sebe a zafina byt samostatné a
nezavislé. PocCinajici nezavislost sebou pfinasi vychovné problémy, typické pro druhy rok
ditéte. Spolu s védomim sama sebe zaCina dité vnimat pocity druhych, vyviji se zaklad
empatie. Vyvoj téchto novych prvki chovani a prozivani je zrani mozku. Ukoncuje se
myelinizace a vSechny vrstvy mozkové kiry dosahuji mezi 15- 24 mésici v€ku synchronniho
stavu maturace. Také fe¢ se velmi vyrazné vyviji. Po prvni nonverbalni fazi se od 2 mésict
véku za€ina vzajemna interakce mezi matkou a ditétem vokalizovat. V 6-10 mésicich za¢ina
dit¢ diky lepSimu ovladani oralnich svali Zvatlat a opakovat slabiky. Faze vrcholi ve 12
mésicich, kdy dité zaCne pocitovat potfebu uzivat konkrétni slova k oznaeni pfedméta a
¢innosti. V 18 mésicich uziva primérné 20-50 slov.

Od konce druhého roku véku se dité zaCina ucit manipulovat se symbolickym svétem.
Dit¢ vnima svét pievazné egocentricky, ve vztahu k vlastnim pranim a potfebam. Nechape

vztah mezi pfic¢inou a nasledkem a Casto jej mylné egocentricky interpretuje.

Rist mezi druhym a tietim rokem véku

Ve druhém roce vyrostou déti v priméru o 11-13 cm. Od dvou let je ristové obdobi
détské stabilni a tato stabilita konci az zaatkem puberty. Ve tfetim roce je prirustek vysky
primérné 7,5-9 cm za rok. Dité pfibyva vahové roné asi o 2 kg. V batolecim obdobi se
uzavira velka fontanela (12.-18. mésici) a tietim rokem kon¢i profezavani mlééného chrupu

(prvni mléény zub se profezava v 6.-8. mésici).
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2.4.2 Neuropsychicky vyvoj

Tabulka ¢. 1 Neuropsychicky vyvoj ditéte. Volné prevzato od Buchance J., 1990.

ék (mésice)

Hybnost, poloha téla

Re¢, smysly, chovani, hra

0-1

pokusy o zvednuti hlavy

rozezna svétlo a tmu, fixuje kratce
svételné predméty

2 udrzi zdvizenou hlavu v poloze na usmeév
bfise
3 v poloze na bfiSe se opira se o
redlokti, ma zdvizenou hlavu

5 prevraci se na bok a na bficho uchopi cilené hracku, predmeét
analyzuje usty

6 prevraceni z bficha na zada zvatla slabiky

7 sedi samo vyslovuje opakované slabiky

8 zalina lézt, sedi bez drzeni rozumi nékterym sloviim, napodobuje
nékteré projevy dospélych

11 stoji chvili bez drzeni schopné vykonat potfebu do no¢niku

12 chodi kolem nabytku, udéla prvni vyslovi dve slova s vyznamem

samostatné kroky

13-15 slovni zasoba 5-20slov

16-18 uchopi tuzku celou rukou détsky zargon, 20-70 slov

22-24 tuzku bere do prsti hraje si mezi détmi, v noci se
nepoclrava

25-30 pfi chizi stfida nohy, samo se naji bez zna 300-500 slov, umi kratkou

oliti basnicku, kresli kruh a obrysové tvary
31-36 zaSnéruje si botu opakuje kratkou pohadku

2.4.3 Faktory ovlivitujici vyvoj ditéte a jeho zdravotni stav

Faktory ovliviujici rust jsou (Buchanec J., 1990):

o genetické - porodni hmotnost je normalni, av§ak tempo ristu je pomalejsi

o endokrinni - deficit hormonl mize vést k opozdéni nebo zastave ristu

* porucha ristu pfi kostnich dysplaziich - heterogenni skupina spojena se zménou velikosti

a formy téla

o porucha pfi chronickych onemocnénich - nejcastéji choroby srdce (Casto vrozené), nemoci

ledvin a moc€ovych cest (chronicka infekce), nemoci dychacich cest, traviciho systému,

jater atd.
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Pi¢iny a mechanismy poruch neuropsychického vyvoje (Hejcmanova, L., Prihova S.,
2003):

¢ perinatalni nebo Casné postnatalni noxa (Skodlivina) - vede k zanikim neuront

e perinatalni hypoxie a krvaceni do centralni nervové soustavy

o hyperbilirubinémie

o infekce

e poruchy vnitiniho prostredi

o vrozené a geneticky podminéné choroby

o dalsi faktory

2.4.4 Casta onemocnéni déti do tii let

Ve své praci se budu zabyvat nékterymi détskymi nemocemi a proto je dulezité ziskat o
nich alesponi zakladni informace. Jsou zde uvedeny predev§im nemoci, na které jsem se

soustfedila a nemoci, které uvadély matky v dotazniku (viz kapitola 3 .2).

Infekéni onemocnéni

Jedny z nejCastéjSich infekCnich onemocnéni jsou nasledujici: stfevni onemocnéni. Tato
onemocnéni jsou zpusobena jednak alimentarni intoxikaci (otravou z potravin), salmonelézou
(nejéastéji v CR Salmonella typhimurium, S. enteritidis), btisnim tyfem a paratyfem B,
bacilarni uplavici (u nas dominuje puvodce Shigella sonnei), prijmovym onemocnénim
vyvolanym viry, nakazou vyvolanou enteroviry a dalsimi (Havlik J., 2002). Infekci mohou
byt téz zpusobeny respiraéni nakazy jako je streptokokova angina (puvodce Streptococcus
pyogenes), virus Ebstein-Barrové, chiipka (vyvolana virem chiipky, muze vést predevsim u
malych déti ke komplikacim jako jsou zanéty stiedousi, vedlejSich dutin, laryngitidy a
pneumonie) a dal§imi patogeny. Exantémové nikazy, typické pro napadné zmény na kazi
jsou téZ infekEniho piivodu. Z uvedenych v dotazniku to je spala (Streptococcus pyogennes) a

neStovice (Herpesvirus varicella-zoster).
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Onemocnéni dychacich cest

U déti je velmi Casta akutni bronchitida (zanét prudusek), jejimiz pivodci jsou viry a
bakterie. Z vaznych onemocnéni je to pneumonie (zapal plic), které muze byt zpusobeno
bakteriemi, viry, chlamydiemi (Chlamidya trachomatis, Chlamidya pneumoniae),
mykoplazmou (Mycoplasma pneumoniae), pneumocystou (Pneumocystis carinii) a dal§imi

(Zapletal A., 2002).

USni, nosni. kréni nemoci

Recidivujici stiedousni zanéty (otitis media recidivans) jsou nejcastéjsi v prvnich dvou
letech Zivota. Pfi¢in je n€kolik a mimo jiné mezi né patii nedostatecné vyvinuty imunitni

systém a alergie (Fajstavr J., Vyhnankova L., 2002).

O¢ni onemocnéni

Silhanim (strabismem) je postizeno 4-7 % populace. Po Sestém mésici véku ditéte je
Silhani jiz patologické. V soucasné dobé je strabismus povazovan za funkcni senzoricko-
motorickou poruchu, ktera miize byt zpisobena refrakénimi vadami, poruchou zrakove drahy
¢i okohybnych svali nebo poruchou mozku a dalsimi (Brinova B., Filou§ A., 2002).
Tupozrakost (amblyopatie) nalézame u 50 % Silhajicich. U déti s jednostrannou vizualni
supresi dochazi u Silhajiciho oka k trvalé ztraté zraku. U ditéte se zrakova ostrost prudce
narusta do jednoho roku a plnohodnotné dité vidi ve Ctyfech letech. Pokud je porusen pomér
mezi délkou oka a jeho optickym systémem vznika dalekozrakost (hypermetropie) nebo
kratkozrakost (myopie). Az 70 % novorozencu ma zuzeny az uzavieny slzny kandlek a
predpoklada se, ze v prvnim roce Zivota se zpruchodni spontanné. Nékdy se tomu tak nestane

vinou zanétu slznych kanalku, ktery se pak 1€¢i pruplachem.

Kozni onemocnéni

Nejéast&jsimi koznimi onemocnénimi jsou dermatomykézy (Capkova S., 2002). Rozvoj
nemoci je umoznén kontaktem s patogenem a zejména oslabenim obranyschopnosti
organismu. Velmi Castym onemocnénim postihujici uz déti kojeneckého véku je seboroicka
dermatitida kojenciu (seboroicky ekzém). Jeji projevy se miazou vyskytovat v celé Skale od
recidivujicich subakutnich az po chronickou dermatitidu a jsou zavislé na klimatickych
podminkach a psychickych faktorech. Podstata choroby neni znama a je to pravdépodobné

geneticky determinované onemocnéni mazovych zlaz.

23



Atopie (vznik a prubéh alergického onemocnéni)

Vznik a pribéh alergie mize byt velmi vyrazné ovlivnéno prostifedim, prikladem mize
byt zvySeni alergizujiciho ucinku pylovych zrn dieslovym motorem. Vznik alergického
onemocnéni je interakci mezi geneticky danou dispozici a vlivi z prostfedi. Pokud dojde u
geneticky predisponovaného jedince ke kontaktu s alergenem muze dojit k senzibilizaci (a to
predevSim u déti do 1 roku zivota). K nejcastéj§im projeviim alergie postihujicim az 10% déti
je atopicky ekzém (Spi¢ak V., 2002). Pfi¢inu vyskytu tohoto onemocnéni hledame v
genetickych predispozicich (polygenni charakter), dysregulaci imunitnich mechanismi
(uplatfiuji se mechanismy pozdni alergické reakce, zvySena tvorba protilatek IgE), poruseni
bariérové funkce kize (niz§i mnozstvi ceramidu). Atopickému ekzému je mozné prechazet
dlouhodobym kojenim ditéte, hypoalergenni vyzivou do 12. mésice veéku ditéte, upravou
zivotniho prostredi ditéte. Déti s atopickym ekzémem maji 50 % predispozici pro dalsi
onemocnéni - pruduskové astma. Druhou nejrizikovéjsi skupinou déti, u kterych dochazi k
manifestaci astmatu, jsou déti trpici alergickou rymou. Projevy alergie jsou kozni, dychaci,
ofni, alergické exantémy a otoky. Alergie miize byt na celou fadu potravin, na hmyzi bodnuti,

na pyly, roztoCe, plisn€, zvirata atd.
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3. Vliv latentni toxoplazmézy na déti

3.1 Cil prace

Cilem prace bylo ovéfit, zda latentni toxoplazmoéza matky muze ovlivnit zdravotni stav a
chovani jejiho ditéte. Doposud byl zjistén vliv latentni toxoplazmézy na pohlavni index ditéte
a na pomalejsi vyvoj plodu v 16. tydnu téhotenstvi (viz kapitola 2.2 Toxoplazmoza a jeji vliv
na Clovéka). NaSim cilem bylo charakterizovat zmény zpUsobené latentni toxoplazmozou

matky u déti do tfi let.

3.2 Material a metody

3.2.1 Soubor matek

Testovany soubor dat byl ziskany rozeslanim dotaznikii matkam, které navstévovaly
béhem svého téhotenstvi dvé prazské ordinace soukromé spolecnosti GEST, sidlici na Praze 5
ana Praze 8. Jedna se o retrospektivni studii, v niz byly osloveny zeny, které navstévovaly
tuto kliniku v pribéhu svého téhotenstvi. Za pomoci pracovniku této kliniky bylo odeslano
celkem 1095 dotaznikli. Kazdy dotaznik pripada na jedno dité a to se tyka i dvojcat. Zpét se
postou vratilo 346 dotaznika (31,6 %). VSechny udaje byly anonymizovany a cely vyzkum
byl provadén v souladu se soucasnou legislativou a predevS§im s aktualnim zakonem na
ochranu osobnich informaci.

Zeny byly v prub&hu téhotenstvi rutiné vysetieny na piitomnost protilatek proti
Toxoplasma gondii. Material byl zpracovan v diagnostickém centru KlinLab s.r.o. Pfitomnost
protilatek byla zjiStovana metodou nepfimé imunofluorescence (NIF). U vétSiny osob zname
také titr protilatek. Do pokusu byly zafazeny zeny pouze s latentni toxoplazmozou, ne v

akutni fazi toxoplazmozy.

3.2.2 Vysetreni na toxoplazmézu - metoda neprimé imunofluorescence

Zeny byly béhem t&hotenstvi vysetiovany na toxoplazmozu. Infekce toxoplazmozou se
diagnostiku prikazem specifickych protilatek v krevnim séru. Pro vy3etfeni se odebira 3-5 ml
srazlivé krve.

Na nasem souboru osob byla pro prikaz protilatek pouzita metoda nepfimé
imunofluorescence (oznacovana téz NIFR, NIF nebo NFR). Principem této metody je vazba
protilatky znaCené fluorochromem na antigen. Komplex protilatky s fluoreskujicim barvivem

se nazyva konjugat. Do samotné reakce se jako konjugat obvykle pouziva praseci
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gamaglobulin proti globulinové frakci séra znaCeny napiiklad FITC (isothiokyanatan
fluorescein). Antigen je pfipravovan z peritonealniho exudatu infikovanych mysi. Jedna se o
metabolicky antigen, ktery je uvolfiovan latkovou vyménou zivych prvokt 7Toxoplasma
gondii. Odpovidajici fedéni vySetfovaného séra se prida k antigenu na podloznim sklicku a
inkubuje se ve vlhké komurce 30 minut pfi 37 °C. Po vyjmuti z vlhké komurky se podlozni
sklicka oplachnou v tekouci vodé a nechaji osusit. Na preparat se navrstvi roztok konjugatu s
Evansovou modfi (za ucelem odstranéni nespecifické fluorescence), 30 minut se vse inkubuje
a poté opét nasleduje propirani. Reakce se odecita ve fluorescencnim mikroskopu a urcuje se
intenzita fluorescence. Za pozitivni se povazuje reakce, kdy alespon periferie zoitd zafi jasné
Zlutozelené. Za negativni se povazuje reakce, kdy ani obrysy bun€k nejevi znamky

fluorescence (Jira a Rosicky, 1983).

3.2.3 Obsah dotazniku

Obsahem dotazniku byli podrobné otazky tykajici se matky a ditéte.

Na zacatku dotazniku byli zakladni udaje o ditéti - datum a ¢as narozeni, pohlavi a

porodni vaha.

Dale byl dotaz na zdravotni stav matky béhem téhotenstvi v pribéhu vsech trimestri.
Moznost odpovédi byla v kazdém trimestru ano nebo ne.
¢ zvraceni po ranu
o zvraceni po cely den
* bolest a napéti v prsou
» zvySené nuceni k moceni
¢ zvySena unavenost
o vysoky tlak
¢ téhotenska cukrovka
¢+ otoky nohou
o kiece

¢ bilkoviny v mo¢i
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Nasledoval struény psychologicky dotaznik pro matku, ktery se skladal ze dvou Casti -
nalady pfed ot€hotnénim a po ot€hotnéni. VSechny psychické stavy byly vyjadreny ve Skale 1

az 7 (1=rozhodné ne, 7=rozhodné ano).

o sebedlivéra, sebejistota
¢ citlivost, zranitelnost

* starosti, obavy

o agresivita

o deprese

o netrpé€livost

o potieba byt sam

» potieba byt ve spoleCnosti
¢ optimismus

o Zzarlivost, podeziravost
o tékavost, neklid

¢ veselost, dobra nalada

Dale nasledoval soubor tabulek (viz tabulka 2, 3, 4, 5, 6).
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Tabulka ¢. 2 Otdazky na priubéh téhotenstvi

Méla jste behem tehotenstvi zvy$enou chut’ na nékterdANO x NE

jidla?

Citila jste béhem téhotenstvi odpor k néjakym jidlam? |ANO x NE

Jak dlouho jste se snazila otéhotnét?

Byl Va§ menstruacni cyklus pred otéhotnénimANO x NE

pravidelny (bez antikoncepce)?

Pokud ano, uved’te prosim jeho délku (od prvniho dne|

menstruace do prvniho dne dal$i menstruace).

Brala jste pfed ot€hotnénim né&jaké antikoncepéniANO x NE

tablety?

Pokud ano, jak dlouho pfed otéhotnénim jste je

vysadila?

Porod Vaseho ditéte byl: predcasny, v terminu, dit€ pfendSeno
Porod Vaseho ditéte byl: vyvolavany, spontanni

Brala jste béhem t€hotenstvi vitaminové tablety? ANO x NE

Brala jste je dale i1 po narozeni ditéte? ANO x NE

Kojila jste Vase dité? ANO x NE

PIn¢ kojené dité (bez piikrmovani): do ... me€sice

Kojené dité véetné prikrmovani: do ... mésice

7 jakého divodu jste prestala uplné kojit?

Pokud jste nekojila, uved’te prosim diivod:

Tabulka ¢. 3 Rustu a spanek ditéte

staii ditéte 6 tydnd 3 mésice |6 mésici |1 rok |1 a’2roku 3 roky

vaha

vyska

kolikrat se dité budilo v noci

kolikrat dité spalo pfes den a

jakd byla priméma délka

jednoho spanku pies den
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Tabulka ¢. 4 Psychomotoricky vyvoj ditéte

Ve kterém mésici Vase dité uz udrzelo samo hlavic¢ku?

Kdy se poprvé Vase dité zaCalo samo otacet na biisko?

0d kdy Vase dité samo sedélo?

Ve kterém mésici zaCalo Vase dité lézt ?

Ve kterém meésici zacalo Vase dité chodit?

Kdy zacalo Vase dit€ pouzivat ve vét§i mife ke komunikaci jednotlivaj

slova?

0d kdy pouzivalo VaSe dité tuzku nebo pastelky?

V kterém meésici se profezal Vasemu ditéti 1. zub?

Kdy zaCalo Vase dit€ jezdit na Slapaci tfikolce nebo na kole?

Tabulka ¢. 5 Zdravoini stav ditéte

Prodélalo do 3 let véku Vase dité n€které ze jmenovanych onemocnéni ?
nestovice ANO x NE
spala ANO x NE
angina ANO x NE
zanét stfed. ucha ANO x NE
stfevni onemocnéni ANO x NE
zapal plic ANO x NE
zanét pradusek ANO x NE

Ma Vase dit¢ alergii? ANO x NE

Trpi Vase dité koznim onemocnénim? ANO x NE

Je nektera nemoc, kterou Vase dité prodélava nebo prodélavaloANO x NE

opakovang?

Melo Vase dité doposud néjaké problémy se zrakem? ANO x NE

Chodila jste s ditétem n€kdy na specialni zdravotni cvi¢eni? |ANO x NE

Cvicila jste na radu lékare s VaSim ditétem doma né&jaké cviky?]ANO x NE

Nasledovaly otazky na chovani ditéte do tfi let (tab. ¢. 6) Na stupnici bylo mozno

zaskrtnout moznosti od 1 do 7 (1=rozhodné ne, 7=rozhodné¢ ano).
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Tabulka ¢. 6 Chovani ditéte

Jaké bylo Vase dit€ v obdobi do 3 let a co se u n¢j projevovalo?

vice plaché, bazlivé nez jeho vrstevnici

vice nebojacné nez jeho vrstevnici

vice vzteklé a vzdorovité nez jeho vrstevnict

vice citlivé, zranitelné nez jeho vrstevnici

vice agresivni nez jeho vrstevnici

vice mazlivé nez jeho vrstevnici

chytfej$i nez jeho vrstevnici

veselejsi nez jeho vrstevnici

spoleCenstéjsi nez jeho vrstevnici

zvySené dominantni chovani nez jeho vrstevnici

vys$si obliba novych situaci nez jeho vrstevnici

veét§i smysl pro poradek nez jeho vrstevnici

vétsi smysl pro spolupraci nez jeho vrstevnici

vétsi schopnost napodobovat chovani druhych nez jeho vrstevnici

Posledni otazky se tykaly dosazeného vzdélani matky v dob€ porodu a stafi otce v dobé
porodu. Tato data byla pfidana k zakladnim udajim. Stafi otce bylo b&hem rozesilani

dotazniku pridano, takze neni dostupné u vSech dat.

3.2.4 Prubéh testovani
Dotazniky byly pomoci spoluprace s ordinacemi spolecnosti Gest rozeslany postou
pacientkam. Pacientky doma dotaznik vyplnily a odeslaly v pfilozené obalce zpét. Zaslané

vysledky pracovnice Gestu anonymizovaly a v této podobé nam je predaly ke zpracovani.

30



3.2.5 Statistické zpracovani

Data z dotazniki byla statisticky zpracovana v programu Statistica verze 6.0.

Psychologicky profil matky pfed a béhem téhotenstvi, rist a spanek ditéte,
psychomotoricky vyvoj ditéte a chovani ditéte do tfi let byly testovany pomoci GLM (General
Linear Models) testu. V kapitole 3.3.3 Psychologicky profil matky pred otéhotnénim byla ve
statistickém testu GLM dosazena jako kovariata binarni veliCiny pohlavi ditéte, uméle
oplozeni a snaha otéhotnét (tj. poCet mésic od rozhodnuti otéhotnét do otéhotnéni, spojita
veli¢ina). Pfi testovani psychologie matky béhem té€hotenstvi byla jako kovariata dosazena
spojita veliCina v€k matky, binarni veli¢iny pohlavi ditéte a umélé oplozeni. Cilova promé&nna
byla psychologie matky pred a béhem téhotenstvi a vysvétlujici proménna TOXO (binarni
proménna oznacujici pfitomnost nebo nepfitomnost latentni toxoplazmozy matky).

V kapitole 3.3.5 Rast a spanek ditéte byla do pouzitého testu GLM pfi testovani ristu
ditéte jako kovariata dosazena proménna vék matky. Pfi testovani spanku ditéte byla jako
kovariata dosazena proménna pohlavi ditéte a pocet porodi. V kapitole 3.3.6
Psychomotoricky vyvoj ditéte byla do testu GLM jako kovariata dosazena proménna vek
matky. V kapitole 3.3.8 Chovani ditéte do tfi let byla jako kovariata dosazena veli¢ina vk
matky a pohlavi ditéte a to opét v testu GLM.

V kapitole 3.3.5 Rust a spanek ditéte byly pro testovani vlivu latentni toxoplasmosy
matky na rast ditéte (hmotnosti a vysky) pouzit test opakovaného méreni ANOVA (Repeated
measures ANOVA).

Ostatni testované proménné byly testovany pomoci Log-linearni analyzy frekvencnich
tabulek (Log-Linear Analysis of frequency tables). Testoval se zde vliv hlavnich faktord i
interakci téchto faktoru. V ptipadé€ pouziti dalsi metody je tato skutecnost uvedena a posana.

Ve vsech testovanich byly odstranény extrémni hodnoty vétsi nez 2,5 nasobek smérodatné
odchylky. Pocet odstranénych dat nebyl vétsi nez 10 % z celkového poctu pripadii. Rozdily ve
sledovanych prvcich byly povaZovany za signifikantni, pokud byla hladina vyznamnosti (p)
men§i nez 0,05. Protoze nas pokus tykajici se vyvoje déti od toxo-negativnich a toxo-
pozitivnich matek byl exploraéni vyzkum nedélala se v ramci statistickych testu Bonferroniho

korekce.
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3.3 Vysledky
3.3.1 Zakladni udaje

Prevalence toxoplazmdézy vSech oslovenych zen z ordinace Gest (celkovy pocet 1095 Zen)
byla 18,9 %. Celkem se vratilo 346 dotaznikd. Toxo-pozitivnich matek bylo 52 (15,2 %), coz
znamena, Ze Zeny s latentni toxoplazmoézou odpovidaly na dotaznik méné Casto, tento rozdil
vSak nebyl v testu diference (Difference test) statisticky signifikantni (p=0,147).

Vék matek, které mély latentni toxoplazmézu nebyl signifikantné jiny nez vék matek z
kontrolni skupiny (p=0,2868, F=1,14). Jako statisticky test byl pouzit GLM.

Binarni veliCina umélé oplozeni (tj. uCast v programu asistované reprodukce) nebyla
zavisla na proménné toxo, toxo-pozitivni 1 toxo-negativni matky se neliSily
v pravdépodobnosti umélého oplozeni (p=0,785), pravdépodobnost umélého oplozeni vSak
rostla s v€kem matky (p<0,0001). V tomto testovani byla pouzit statisticky test logisticka
regrese. V celém souboru vracenych dotazniki nebylo pohlavi ditéte zavislé na latentni
toxoplazméze matky (p=0,7878) ani na umélém oplozeni (p=0,3804). Opét byla pouzita
logisticka regrese.

Ze vsech 346 vracenych dotaznika bylo 9 dvojic dvojcat. Mezi détmi od toxo-pozitivnich
zen nebylo zadné dvojce, ale tato odliSnost nebyla statisticky signifikantni (p=0,67, testovano
Fisherovym exaktnim testem v programu StatXact-4).

Z celkového poctu 346 dotaznika bylo 52 matek uméle oplodnéno (15 %). Z uméle
oplodnénych Zen mélo 40 matek jedno dit€ a 6 mélo dvojCata. VEk matky a umélé oplozeni
bylo testovano GLM testem a pozitivné korelovalo s pravdépodobnosti mit dvojcata (v&€k
matky a dvojCata p= 0,0011, F= 2,3439, umélé oplozeni a dvojcata p<0,0001, F=37,2441). Z
52 uméle oplodnénych Zen bylo 8 toxo-pozitivnich (15,4 %).

Prvorodi¢ek bylo 220 (63,6 % dotaznikt). 124 (35,8 %) zen mélo pred porodem jedno
dité, 17 zen (4,9 %) dvé déti a 3 zeny (0,86 %) tii déti. Prvorodicky mély prevalenci
toxoplazmozy 8 %. Pri pouziti logistické regrese nebyla prevalence prvorodicek statisticky

signifikantné odliSna u toxo-pozitivnich a toxo-negativnich matek (p=0,4901).
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labulka ¢.7 Rozdily v zdakladnich udajich u toxoplasma-pozitivnich a toxoplasma-negativnich

zZen
TOXO-negativni matky TOXO-pozitivni matky|F p
N pramér [SD N pramér [SD
vek 290 30,06 3,93 52/ 30,69 3,87 1,1400, 0,2868
pocet porodu 290 047, 0,63 52 0,54 0,64 0,4767| 0,4904
poCet potratli 290 0,27 0,60 52 0,37 0,82 1,0045 0,2962

Jak vyplyva z tabulky ¢.7 nezaznamenali jsme zadné statisticky signifikantni rozdily ve
véku, poCtu porodil a poCtu potrati u foxoplasma-pozitivnich a foxoplasma-negativnich zen.
Primérny vék porodu byl 30 let (p=0,2868, F=1,14). Pocet porodu byl asi 0,5 na jednu zenu
(p=0,4904, F=0,4767). Pocet potratu byl u toxoplasma-negativnich zen 0,3 a 0,4 u
toxoplasma-pozitivnich zen, ale tento rozdil testovany logistickou regresi nebyl signifikantni
(p=0,2996).

3.3.2 Zdravotni stav matky béhem téhotenstvi

Dale jsme se vénovali odlisnosti zdravotniho stavu v prubéhu téhotenstvi u roxoplasma-
pozitivnich a toxoplasma-negativnich zen. Tabulka ¢.8 ukazuje poclty vyskytd daného
zdravotniho problému, pfi¢emz pro zjednoduSeni jsou vSechny tfi trimestry slouceny. V
tabulce jsou uvedeny vSechny piipady, kdy alespon jednou méla zena béhem téhotenstvi dany

zdravotni problém.
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labulka ¢.8 Zdravotni problémy toxo-pozitivhich a toxo-negativnich zen béhem téhotenstvi

testované pomoci Log-linearni analyzy.

Cetnosti odpovédi interakce s
NE ANO pohlavim ditéte| TOXO

Toxo- Toxo- Toxo- Toxo- chi p chi

negativni pozitivni negativni pozitivni kvadrat kvadrat
Zvraceni po ranu| 212 (85,1 %)[37 (14,9 %)| 83 (83,8 %)[16 (16,2%)| 3,334| 0,0679| 0,2816| 0,5957
zvraceni po cely | 256 (85 %)| 45 (15 %)| 40 (83,2%)| 8 (16,8 %)| 0,4699| 0,4930[ 0,2968| 0,5859
den
bolest a napéti 148 (86 %)| 24 (16 %)| 147 (83,5 %)|29 (16,5 %) 0,0923| 0,7613| 0,1849| 0,6672
v prsou
zvySené nuceni 50 (87,7 %)| 7 (12,3 %)| 245 (84,2 %)|46 (15,8 %)| 0,4438| 0,5053| 0,1542] 0,6946
kmoceni
ZvySena 63 (86,3 %)|10 (13,7 %)| 233 (84,4 %)|43 (15,6 %)| 0,1752| 0,6755| 0,0122] 0,9121
unavenost
vysoky tlak 274 (85 %)| 48 (15 %)| 22 (81,5 %)| 5(18,5%)| 1,3596| 0,2436 0,699 0,4031
téhotenska 278 (85 %)| 49 (15%)| 18(81,8 %)| 4(18,2%)| 0,1208| 0,7282| 0,4781] 0,4893
cukrovka
otoky nohou 179 (83,6 %)[35 (16,4 %)| 117 (86,7 %){18 (13,3 %)| 1,1920| 0,2749| 0,3886| 0,5330
KreCe 216 (84,7 %)|39 (15,3 %)| 80 (85,1 %)|14 (14,9 %)| 0,9150| 0,3388| 0,0065| 0,9357
Bilkoviny v moci | 281 (85,2 %)|49 (14,8 %)| 13 (81,3 %)| 3 (18,7 %)| 0,0081| 0,9283] 0,0584; 0,8091

df=1 Pro nazornost byly slou¢eny vSechny tfi trimestry.

Pokud jsme sloucili vechny trimestry a jako odpovéd’ ano jsme pocitali, ze Zena alespon
vjednom trimestru méla dany zdravotni problém, vySlo nam pfi testovani log-linearni
analyzou, ze neni rozdil mezi zdravotnimi problémy u toxo-pozitivnich a toxo-negativnich

zen (viz tabulka €. 8).

Pomoci log-linearni analyzy byly jednotlivé zdravotni problémy b&hem vSech tfi
trimestr  testovany oddélené a sledovalo se, zda se li§i skupiny matek s latentni
toxoplazmozou a kontrolni skupina. Testoval se model: dany zdravotni problém x latentni

toxoplazmo6za matky x pohlavi ditéte.
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labulka ¢.9 Zdravotni problémy béhem téhotenstvi testované log-linearni analyzou

interakce s
pohlavim ditéte TOXO
trimestrichi kvadrat  p chi kvadrat |p

zvraceni po
ranu

4,1695 0,0412 0,3807] 0,5372
0,6243| 0,4295 1,4779 0,2241
3,0262] 0,0819 1,7258 0,1889
0,6793 0,4098 0,0391| 0,8433
0,3882] 0,5332 0,9683] 0,3251
0,0936| 0,7597 0,2323| 0,6298
0,0328 0,8562 0,6827] 0,4087

zvraceni po
cely den

bolest a napéti

v prsou 2,3518] 0,1251 0,0936| 0,7596

4, 8255 0,0280 0,8702| 0,3509
zvySené 0,0048 0,9448 0,9161| 0,3385
nuceni k

3,6990[ 0,0544 1,3675 0,2422

moceni 0,1570] 0,6919 0,3329 0,5640

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1 0,0631] 0,8017 0,2501; 0,6170

2 0,2312] 0,6306 2,2244] 0,1358

3. 0,0012) 0,9721 0,1173 0,7320
vysoky tlak 1. 1,1442| 0,2848 1,7342 0,1879

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

zvySena
unavenost

0,1744] 0,6762 0,05100 0,8213
1,0184] 0,3129 0,8625 0,3530

téhotenska
cukrovka

0,2876] 0,5918 4,8314 0,0279
0,0869| 0,7682 0,7968 0,3721
0,1894, 0,6634 0,0671] 0,7956
0,2386| 0,6252 0,8957] 0,3439
1,2746| 0,2589 0,2777] 0,5982
3,0272] 0,0819 0,9882 10,3202
0,2467) 0,6194 0,0033] 0,9542
0,2554| 0,6133 0,0239 0,8771
0,0121] 0,9126 0,0635 0,8010
0,0120, 0,9128 1,7172] 0,1901
0,5212] 0,4703 0,0607] 0,8054

otoky nohou

kiece

bilkoviny v
mogi

L

df=1

Pfi testovani zdravotnich probléml matky béhem téhotenstvi byly zjiStény nékteré
signifikantni nebo signifikanci se blizici efekty studovanych faktori pohlavi ditéte a
toxoplazmoza (viz tabulka &. 9). Zeny s latentni toxoplazmozou mély statisticky signifikantné
méné Casto téhotenskou cukrovku (chi kvadrat=4,8314, p=0,0279). Zeny, které Cekaly dite
zenského pohlavi mély statisticky signifikantné Castéj§i problém se zvracenim po ranu v 1.
tnmestru (chi kvadrat=4,1695, p=0,0412) a statisticky méné Casto bolest a napéti v prsou ve 3.
timestru (chi kvadrat=4,8255, p=0,028) a trend k méné Castému nutkani k moceni ve 2.

tnmestru (chi kvadrat=3,699, p=0,0544).
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3.3.3 Nalady matky pred a béhem téhotenstvi

Pokusili jsme se prokazat vliv latentni toxoplazmozy matky na nalady matky bé€hem
tehotenstvi. Testovali jsme odlisSnost nalad matky pomoci GLM statistického testu a jako
kovariatu jsme dosadili pfi testovani nalad matky pred ot€hotnénim binarni veliCiny pohlavi
dité¢te, umeélé oplozeni a snaha ot€hotnét (tj. poCet mésicli od rozhodnuti otéhotnét do
otthotnéni, spojitd veli¢ina). Pfi testovani vlivu toxoplazmoézy na nalady matky b&hem
tehotenstvi byla jako kovariata dosazena spojita veli¢ina vék matky, binarni veli€iny pohlavi

ditéte a umélé oplozeni.

Tabulka ¢. 10 Nalady matky pred otehotnénim

Od kontrolnich matek |Od toxo- F P
pozitivhich matek

N primér [SD [N jpriménSD
sebedlivéra, sebejistota [222 476 1,43 39 4,90 1,62 0,2739 0,6012
citlivost, zranitelnost 225 3,90 1,58 40 3,70 1,71 1,3343 0,5375
starosti, obavy 223 3,770 1,731 40 3,45 1,77 1,1250 0,2898|
lgresivita 216 1,50, 0,91 38 1,39 0,68 0,4688 0,4942
deprese 220 2,020 1,56/ 39| 2,18 1,78 0,3923 0,5316
netrpélivost 219 3,10{ 1,80 39 3,08 1,91 0,0000 1,0000
potfeba byt sdm 221 2,26 1,49 40| 2,53 1,52 1,0303 0,3111
potfeba byt ve spole€nosti|224 455 1,49 40 4,70 1,29 0,3071 0,5800
optimismus 25 522 1,41 39 5,26 1,29 0,0056 0,9406
zérlivost, podeziravost 217 1,89 1,41 40 1,63 0,87 1,2878 0,2575
tékavost, neklid 219 221 147 39 2,05 1,34 0,3729 0,5420
lyeselost, dobra nalada 228 537 1,31 38 550 1,220 0,2915 0,5897

Vtomto testu bylo mozné vybrat hodnoceni od 1 do 7, kdy 1 znamenala rozhodné ne, 7

rozhodné ano.

Pred téhotenstvim se ukazal signifikantni vliv kovariaty umélé oplozeni (tab. €. 11) na
citlivost (p=0,0146, F=6,048), starosti (p=0,0044, F=8,25), depresi (p=0,0171, F=5,7587),
netrpélivost (p=0,0016, F=10,2097), optimismus (p=0,0139, F=6,135) a zarlivost (p=0,0055,
F=7,8378).
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Tabulka ¢. 11 Viiv veliciny umélé oplozeni na ndalady matky pred otéhotnénim:

umélé oplozeni

NE ANO p
citlivost 3,741 4,308 6,048 0.0146
starosti 3,625 4,333 8,250 0,0044
deprese 1,951 2,480 5,759 0.0171
netrpélivost 2,977 3,820 10,210 0,0016
optimismus 5,319 4,765 6,135 0,0139
Zarlivost 1,854 2,137 7,838 0,0055

V tomto testu bylo mozné vybrat hodnoceni od 1 do 7, kdy 1 znamenaia rozhodné ne, 7

rozhodné ano.

Tabulka ¢. 12 Nalady matky béhem téhotenstvi

Od toxo-pozitivnich

Od kontrolnich matek |matek

N prameér [SD N primér |SD
sebedlivéra, sebejistota 246 4,96 1,51 50, 4,94 1,60 0,0169 0,8965
citlivost, zranitelnost 272 4,75 1,55 50 4,92 1,91 0,5966 0,4405
starosti, obavy 273 463 168 50 4,90 1,79 1,3366 0,2485
laEresivita 259 1,58 1,17 49 1,37 0,86 1,3563 0,2451
deprese 262 2,05 1,51 50 2,54 1,90 46150 0,0325
netrpélivost 269 2,95 166 50 2,80 1,86 0,2025 0,6530
potfeba byt sam 262 2,46 1,58 50 2,50 1,53 0,00620 0,9374
potieba byt ve spole€nosti 267 428 1,50 50 442 1,31 0,4939 0,4827
optimismus 265 538 1,36 51 5,35 1,16 0,0398 0,8420
zarlivost, podeziravost 262 1,88 1,39 50 1,66 1,08 1,1229 0,2901
tékavost, neklid 264 2,300 1,49 50 2,04 1,40 1,0761| 0,3004
veselost, dobra nalada 267 5,41 1,33 51 5,37 1,30 0,0478 0,8272

V tomto testu bylo mozné vybrat hodnoceni od 1 do 7, kdy 1 znamenala rozhodné ne, 7

rozhodné ano.

Béhem tehotenstvi byl zjistén signifikantni vliv latentni toxoplazmozy na pocit deprese

matky (p= 0,0325, F= 4,615). Zeny s latentni toxoplazmozou mély signifikantng vétsi sklon k

pocitu deprese. Umeélé oplodnéni mélo signifikantni vliv na starosti (p=0,0083, F=7,049) a

veselost (p=0,0336, F=4554)(tab. ¢.

13). A kovariata vé€k matky méla vliv na depresi

(p=0,0197, F=5,4984) a na potfebu byt ve spolecnosti (p=0,0284, F=4849). Je nutné

pfipomenout, ze nebyla provadéna Bonferroniho korekce a tudiz bude tfeba ovérit ziskané

vysledky této exploraéni studie na nezavislém souboru.
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Tabulka ¢. 13 Vliv veliciny umélé oplozeni na ndlady matky béhem téhotenstvi

umélé oplozeni

NE ANO
5,176

5,039

arosti 4 569

5,469

veselost

Vtomto testu bylo mozné vybrat hodnoceni od 1 do 7, kdy 1 znamenala rozhodn€ ne, 7

rozhodné ano.

3.3.4 Prubéh téhotenstvi

Po odfiltrovani binarni veliCiny umélého oplodnéni (t.j. nutnost asistované reprodukce)
nebyla spojitda proménna ,snaha otéhotnét” (tj. pocet mésich od rozhodnuti ot&hotnét do
otthotnéni) ovlivnéna veliCinou TOXO (p=0,1102, F=2,5714). Jako kovariata byla do testu
GLM dosazena ordinalni proménna pocet porodu, jejiz vliv na veliinu snaha otéhotnét byl
signifikantni (p= 0,0222, F=5,3032). Proménna snaha otéhotnét nebyla ovlivnéna proménnou
TOXO (p=0,8317, F=0,0453) ani bez odfiltrovani veli¢iny umélé oplodnéni.

Délka menstruacniho cyklu nebyla statisticky signifikantné odlisnd u toxoplasma-
pozitivnich a foxoplasma-negativnich zen (p=0,1949, F=1,69). Jako kovariata byl do testu
GLM dosazena proménna vék matky a pocet predchozich porodu.

Pti sledovani spojité veliiny vysazeni hormonalni antikoncepce (t.J. ¢asové obdobi od
vysazeni hormonalni antikoncepce do oté€hotnéni) se statisticky signifikantné nelisily dveé
skupiny Zen — toxo-pozitivni a toxo-negativni (p=0,4499, F=0,5744). Kovariata vlivu véku
matky na vysazeni hormonalni antikoncepce, ktera byla zde dosazena, byla v testu GLM

signifikantni (p=0,0282, F=4,9288).

Tabulka ¢. 14 Zjistované veliciny v prubéhu téhotenstvi

NE ANO

Toxo-negativni

[Toxo-pozitivni

Toxo-negativni

[Toxo-pozitivni

gzvySend chut na nékterd jidla

142 (83 %)

29 (17 %)

153 (86,4 %)

24 (13,6 %)

edpor k néjakym jidiim

203 (85,3 %)

35 (14,7 %)

90 (83,3 %)

18 (16,7 %)

pravidelny menstruacni cyklus

90 (86,5 %)

14 (13,5 %)

188 (83,2 %)

38 (16,8 %)

@ntikoncepéni tablety pied otéhotnénim

179 (85,6 %)

30 (14,4 %)

117 (83,6 %)

23 (16,4 %)

vtaminové tablety béhem téhotenstvi

56 (84,8 %)

10 (15,2 %)

236 (84,6 %)

43 (15,4 %)

vitaminové tablety po narozeni ditéte

146 (81,6 %)

33 (18,4 %)

142 (87,7 %)

20 (12,3 %)

kojeni

10 (83,3 %)

2 (16,7 %)

286 (84,9 %)

51 (15,1 %)
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Zadna ze sledovanych veli¢in v pribéhu téhotenstvi se statisticky signifikantné nelisila u
zen s latentni toxoplazmozou a u kontrolnich zen. Pro testovani v log-linearni analyze byl
pouzit jednoduchy model dana veli¢ina v prub&éhu téhotenstvi x TOXO x pohlavi ditéte.

Vysledky log-linearni analyzy jsou uvedeny v tabulce ¢. 15.

Tabulka ¢. 15 Veliciny v pribéhu téhotenstvi testované log-linedrni analyzou.

interakce s
pohlavim ditéte OXO
ichi kvadrat p chi kvadrat p
zvySena chut na nékterd jidla 3,2836| 0,0700 0,5386, 0,4630
odpor k néjakym jidlim 0,3557, 0,5509 0,4725 0,4918
pravidelny menstruaéni cyklus 0,3420/ 0,5587 0,3419 00,5588
antikoncepéni tablety pred otéhotnénim 3,3189 0,0685 0,4055/ 0,5243
vitaminové tablety b&éhem téhotenstvi 1,6813| 0,1948 0,0644, 0,7997
1. Trimestr 0,0046| 0,9459 0,8555 0,3550
2. Trimestr 0,6275 10,4283 0,0279 0,8673
3. Trimestr] 0,0055 0,9410 2,7305 0,0984
vitaminové tablety po narozeni ditéte 0,0054| 0,9414 3,3423 0,0675
kojeni 0,2714; 0,6024 0,3217| 0,5706)
piné kojené 3 mésice, 0,0019] 0,9652 0,6441| 0,4222
pIné kojené 6 mésicl 1,1320 0,2873 0,0229 0,8797

Pii zjistovani prub&hu porodu u toxo-pozitivnich a toxo-negativnich Zen jsme se
soustfedili na termin porodu - predCasny, v terminu, dité pfenaSeno (oznaCovany v tabulce
jako porod 1, tabulka ¢. 16) a spontanitu porodu - vyvolavany, spontanni (oznaovany v

tabulce jako porod 2, tabulka ¢. 17).

Frekvencni tabulka ¢. 16 - Porod 1

dité prenaseno
Toxo-negativni [Toxo-pozitivni

predCasny v terminu
Toxo-negativni  [Toxo-pozitivni [Toxo-negativni [Toxo-pozitivni

31(88,6 %) 4 (11,4 %) 186 (87,3 %) 27 (12,7 %) 68 (76,4 %) 21 (23,6 %)
Frekvencni tabulka ¢. 17 - Porod 2
vyvolavany spontanni

Toxo-negativni

Toxo-pozitivni

Toxo-negativni

[Toxo-pozitivni

19 (82,3 %)

17 (17,7 %)

164 (86,3 %)

26 (13,7 %)
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Pii testovani rozdilnosti porodu zen s latentni toxoplazmézou a kontrolnich Zen jsme
pouzili log-linearni analyzu - model TOXO x pohlavi ditéte x porod. Nebyl zjistén zadny
signifikantni vliv latentni toxoplazmézy na spontanitu porodu ¢i termin porodu (tabulka &.

18). V testu byl zjiStén trend vzajemné interakce veli¢iny TOXO a terminu porodu.

Tabulka ¢. 18 Porod ditéte - testovano log-linearni analyzou

chi kvadrat  df p
pfedCasny x v terminu x dité pfenaseno 9,0324 7 0,2503
(porod 1)
vyvolavany x spontanni (porod 2) 6,1186 5 0,2948

Pokud se termin porodu povazuje nikoli za kvalitativni veli¢inu (jako tomu bylo
v piipad€¢ log-linearni analyze) ale za veliCinu ordinalni a analyzuje se pomoci logistické
regrese jsou hodnoty: chi kvadrat=5,3, df=1, p=0,0225. To znamena, Ze porod u matek toxo-

pozitivnich je statisticky signifikantné posunut ve sméru dité€ prenaseno.

3.3.5 Rast a spanek ditéte

Hmotnost ditéte byla zaznamenavana v 6. tydnu, 3. a 6. mésici, v 1 a 1,5 roku a ve 3
letech a analyzovana oddélené podle pohlavi ditéte. Nebyl zjistén signifikantni rozdil mezi
détmi od toxo-negativnich a toxo-pozitivnich matek. Pouze u chlapci ve stari 1,5 roku byl
zjistén urcity trend - chlapci od toxo-pozitivnich matek byli o néco té€zsi nez chlapci od matek
kontrolnich (p=0,0576, F=3,4861). Vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 19, 20 a znazornény

na grafech ¢. 1 a 2.

Tabulka ¢. 19 Hmotnosti déti - divky.

Od kontrolnich matek Od toxo-pozitivnich matek F p

N prumér |SD N primér |SD
b tydnd 107 4518 505 22 4517 532f 0,0002 0,9897
3 mésice 108 5663 616 22 5879 647] 2,1959] 0,1409
b mésicl 107 7341 837 22 7626 680 2,2248| 0,1383
1 rok 106 9405 1062 21 9746 1211 1,7061 0,1939
1,5 roku 98 10915 1238 18 11213 1478 0,7855 0,3773
3 roky 49 14471 1976 11 14918 2139] 0,46200 0,4994
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Graf ¢.1 Hmotnosti divek ve stari 3 mésice,
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Tabulka ¢. 20 Hmotnost déti - chlapci

Toxo

+SE
+SD

Od kontrolnich matek| Od toxo-pozitivnich matek F
N pramér  |SD N pramér  |SD
b tydnil 138 4906 603 24 5014 508 0,8756 0,3508
3 mésice 142 6318 718 27| 6422 816 0,6191 0,4325
B mésicll 140 7994 895 27 8210 1077  1,1128  0,2930
1 rok 136 10143 1003 28 10398 1264 1,17000 0,2810]
1,5 roku 118 11820 1255 23 12424 1328] 36664 0,0576
roky 72 15623 1771 10 15934 2913 10,2589  0,6123
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Graf ¢. 2 Hmotnosti chlapcii ve stari 3 mésice, 6 mésici, 1 rok, 1,5 roku
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Pti zjiStovani vlivu latentni toxoplazmoézy matky na hmotnost ditéte byla data téz

testovana ANOVA testem opakovaného méfeni. Hodnota R1xTOXO je u divek p=0,607 a u
chlapcii p=0,104. Vysledky jsou znazornény na grafu 3 a 4.
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Graf ¢. 3 Opakované méreni - hmotnost divky. Cervené déti od toxo-pozitivaich matek, modre

od toxo-negativnich matek.
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Graf ¢. 4 Opakované méreni — hmotnost chlapci
Hmotnost chlapci
ANOVA opakované méfeni
20000 v T y r T T
18000 T 1
16000 1
14000 | 1
G -
= 12000 | - ]
[ -
2 B
[=] L 4
S 10000 st
= T <
8000 gt 1
6000 | e :
hagst
4000 + 1
—T= Toxo
2000 - ' ' 0
6 tydnu 3 mésice 6 mésicu 1 rok 1,5 roku 3 roky - - Toxo
1
staFi

43



Vyska déti byla méfena ve stejném stafi jako hmotnost (tabulky ¢.21 a 22). Nebyl zjiStén
signifikantni rozdil u déti od matek s latentni toxoplazmozou a kontrolnich déti. Ve veéku 6ti
mésicti byl u divek zjistén trend - divky od toxo-pozitivnich matek byly vyss§i (p=0,0645,

F=3,4861). U chlapcu se ukazala ve véku 1 roku pozitivni korelace vysky ditéte na veéku

matky (p=0,0175, F=5,8).

Tabulka ¢. 21 Vyska déti - divky

Od kontrolnich matek Od toxo-pozitivnich matek

N primér [SD N pramér |SD
b tydnu 88 554 2,1 21,0 55,4 3,00 0,0199 0,8882
3 mésice 94 60,3 2,5 20,0 60,2 27| 0,0278 0,8680
b mésicu 95 66,8 3,1 20,0 68,3 3,00 3,4861 0,0645
1 rok 103 74,7 2,6 21,0 75,5 3,80 1,2780, 0,2605
1,5 roku 96 81,6 3,0 18,0 82,6 42 1,3566] 0,2466
3 roky 47 96,6 41 11,0 97.0 43 0,0846] 0,7723
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Grafy ¢. 5 Vyska divek ve stari 6 mésicu, 1 rok, 1,5 roku, 3 roky
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Tabulka ¢. 22 VySka déti - chlapci
Od kontrolnich matek Od toxo-pozitivnich matek F
N primér |SD N praimér |SD
6tydn( 107 56,85 2,67 21 56,50 2,30 0,5000 0,4821
Imésice 117 62,61 2,90 23 63,30 2,99 1,0300 0,3117
6 mésicu 112 69,16 3,09 25 69,18 2,16 0,0100 0,9305
1ok 125 77,48 2,90 26 77,83 3,25 0,0000 0,9055
1,5 roku 113 83,64 3,38 23 84,65 3,39 1,2200 0,2720
3 roky 67 98,87 3,76 10 100,05 5,64 0,9200 0,3397
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Grafy ¢. 6 Vyska chlapcii ve stari 6 mésicu, 1rok, 1,5 roku, 3roky
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Testovani ANOVA testem opakovaného méfeni jsme ziskali hodnota RIxTOXO u divek

p=0,006 a u chlapct p=0,841. Vyska déti je znazornéna na grafech ¢. 7 a 8.
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Graf ¢. 7 Opakované méreni — vyska chlapci. Cervené déti od toxo-pozitivnich matek, modre

od toxo-negativnich matek.
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Graf ¢. 8 Opakované méreni — vyska divky
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Statisticky signifikantni nebyl rozdil mezi frekvenci buzeni ditéte od toxo-pozitivni a

toxo-negativni matky v noci (viz tabulka ¢. 24). Pii testovani frekvence buzeni testem

ANOVA opakovaného méfeni, nebyla interakce R1*TOXO signifikantni (p=0,893, F=0,33).

Pohlavni rozdily ve hmotnosti a vysce byly vSechny signifikantni. Divky byly ve viech

vazenych obdobich signifikantné lehCi a signifikantné niz§i nez chlapci (Viz tabulka €. 23)

Tabulka ¢. 23 Mezipohlavni rozdily ve hmotnosti a vysce

hmotnost (g) vyska (cm)

divky chlapci |p divky chlapci
6 tydnli 4496 4860, <0,0001 55,4 56,6/ 0,0001
3 mésice 5659 6293 <0,0001 60,2 62,5 <0,0001
6 mésicu 7451 7984 <0,0001 67,2 69,1 <0,0001
1 rok 9524 10164{ <0,0001 74,9 77,5 <0,0001
1,5 roku 10981 11884 <0,0001 81,8 83,8 <0,0001
3 roky 14493 15599 0,0007 96,7 99,00 0,0007

Tabulka ¢. 24 Frekvence buzeni ditéte v noci

Od kontrolnich matek Od toxo-pozitivnich matek

N pramér (SD N primér |SD
6 tydn 241 3,04 1,38 44 2,95 1,25 0,1080 0,7424
Imésice 251 2,69 1,61 46 2,39 1,52 1,1843 0,2774
6 mésicu 248 2,43 1,94 47 2,54 2,43 0,1586 0,6907
1 rok 242 1,59 1,47 46 1,65 1,56 0,1465 0,7022
1,5 roku 229 1,03 1,25 42 0,92 1,02 0,2113 0,6461
3 roky 130 0,40 0,63 24 0,42 0,64 0,0011 0,9742

Frekvence spanku ditéte pres den je v tabulce €. 25. Zde byl zjitén signifikantni rozdil

mezi détmi od toxo-pozitivnich a toxo-negativnich matek. Ve véku 1 a 1,5 let spaly déti od

toxo-pozitivnich matek mén¢ Casto pres den. Pfi opakovaném meéfeni testem ANOVA pro

opakovana méfeni nebyla interakce R1*TOXO signifikantni (p=0,28, F=1,26).
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Tabulka ¢. 25 Frekvence spdanku ditéte pres den

Od kontrolnich matek Od toxo-pozitivnich matek F p

N pramér |SD N pramér  |SD
6 tydnl 172 3,35 1,11 25 3,04 0,99 1,6860 0,1957
3 mésice 191 2,75 0,77 34 2,63 0,82 0,6030 0,4381
6 mésicl 206 2,14 0,56 40 2,06 0,79 0,4740 0,4918
1 rok 223 1,48 0,49 41 1,27 0,45 6,8090 0.0096
1,5 roku 210 1,16 0,38 37 0,97 0,16 8,8740 0.0032
3 roky 123 0,54 0,49 22 0,64 0,58 1,1201 0,2917

Grafy ¢. 9 Pocet spankii béhem dne
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V délce jednoho spanku pies den nebyl zjistén mezi détmi od toxo-pozitivnich a toxo-
negativnich matek zadny signifikantni rozdil (tabulka €. 26). Ve veéku 1,5 let se ukazal rozdil
mezi divkami a chlapci (p= 0,0402, F= 4,254, graf ¢. 10). Délka jednoho spanku pies den byla
u divek signifikantné krat$i nez u chlapcii. Pti testovani délky jednoho spanku testem

ANOV A opakovaného méfeni, nebyla interakce R1*TOXO signifikantni (p=0,664, F=0,647).
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Tabulka ¢. 26 Délka jednoho spanku pre den u déti od toxo-pozitivnich a toxo-negativnich

matek.

Od kontrolnich matek Od toxo-pozitivhich matek F p

N pramér |SD N pramér |SD
6 tydn 168 1,69 0,78 25 1,88 0,81 1,3495| 0,2468
3 mésice 177 1,67 0,69 33 1,77 0,59 0,5247] 0,4697
b mésicl 192 1,76 0,75 38 1,69 0,67 0,4136| 0,5208
1 rok 210 1,80 0,62 41 1,87 0,56 0,4116] 0,5217
1,5 roku 208 1,78 0,67 40 1,88 0,62 0,7599 0,3842
3 roky 114 0,89 0,87 22 1,20 1,03 2,9411 0,0887

3.3.6 Psychomotoricky vyvoj ditéte

Data tykajici se psychomotorického vyvoje ditéte bylo rozdélena podle pohlavi, protoze

chlapci byvaji v psychomotorickém vyvoji pomalejsi. Ze statistického testovani byla vyrazena

dvojcata.

Z tabulky ¢. 27 vyplyva, ze divky od toxo-pozitivnich matek se signifikantné pozdéji

zvedaji otaceji na bricho (p=0,0034, F=8,9594). Urcity trend je zde naznacen u pouziti tuzky.

Divky od toxo-pozitivnich matek pouzivaji tuzku o néco diive (p=0,0577, F=3,6823), tento

rozdil vSak neni signifikantni.

Tabulka ¢. 27 Psychomotoricky vyvoj - divky

Od kontrolnich matek Od toxo-pozitivnich matek

N pramér SD N primér  SD F p
Hlavicka 106 2,26 0,92 21 2,19 0,89 0,0892 0,7658
BfiSko 102 415 0,89 21 4,81 1,03 8,9594 0,0034
Sezeni 114 7,23 1,24 22 7,39 1,40 0,3389 0,5615
Plazeni 114 7,88 1,53 19 8,42 1,78 1,9729 0,1625
Chlze 109 11,78 1,26 22 12,09 1,49 1,0348 0,3110
Slova 96 15,13 4,09 16 16,66 5,33 1,7170 0,1928
Tuzka 94 18,37 4,70 16 16,06 4,46 3,6823 0,0577,
1. zub 113 7,11 2,25 21 7,12 2,19 0,0039 0,9505
Trikolka 72 29,06 5,85 14 28,93 6,62 0,0172 0,8960

51



Graf ¢. 12 Stari v dobé otoceni na bricho u déti Zenského pohlavi
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Rozdil ve vyvoji déti muzského pohlavi je u matek s latentni toxoplazmdzou

signifikantné pozdéjsi zvednuti hlavicky (p=0,0002, F= 14,2087). Psychomotoricky vyvoj je

cely popsan v tabulce €. 28.

Tabulka ¢. 28 Psychomotoricky vyvoj - chlapci

Od kontrolnich matek Od toxo-pozitivnich matek

N pramér sD N primér  SD
Hlavicka 122 2,27 0,88 23 3,00 0,81 14,2087 0.0002
Bfisko 126 4,59 1,15 23 4,88 1,45 0,8438 0,3598
Sezeni 147 7,27 1,48 26 7,48 1,23 0,3005 0,5843
Plazeni 145 7,55 1,47 26 7,77 1,72 0,4076 0,5241
Chiize 157 12,13 1,71 28 11,89 1,64 0,4491 0,5036
Slova 139 16,96 4,92 24 17,08 473 0,0995 0,7528
Tuzka 122 18,80 5,28 25 18,70 5,68 0,0004 0,9850
1. zub 151 6,59 1,98 27 5,96 1,83 2,3678 0,1257
Trikolka 102 28,95 6,87 15 29,60 9,42 0,1324 0,7166
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Graf ¢. 13 Stari v dobé zvednuti hlavy u déti muzského pohlavi od toxo-negativnich a toxo-
pozitivnich matek
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Pohlavni rozdily v psychomotorickém vyvoji byly zji§tény u proménné otoCeni na bficho,
plazeni, prvni slova a prvni zub (tab. ¢. 29). Chlapci se signifikantné pozdéji otaceji na bficho
(p=0,0144), drive se plazi (p=0,0233), pozdéji pouZivaji prvni slova (p=0,004) a dfive jim
vyroste prvni zub (p=0,0066).

Tabulka ¢. 29 Mezipohlavni rozdily v psychomotorickém vyvoji

divky chlapci
N N F p
Hlavicka 127 2,23 144 2,38 1,6781 0,1963
Brisko 123 4,28 149 4,61 6,0612 0,0144
Sezeni 134 7,28 172 7,28 0,0000 1,0000
Plazeni 131 7,97 168 7,56 5,1985 0,0233
Chize 131 11,82 181 12,04 1,6375 0,2016
Slova 110 15,40 162 17,07 8,4201 0,0040
Tuzka 108 17,93 146 18,82 1,8946 0,1699
1.zub 134 7,18 174 6,52 7,4914 0,0066
Tiikolka 84 29,01 115 28,76 0,0730 0,7873

3.3.7 Zdravotni stav ditéte
Cetnosti vyskytu onemocnéni a zdravotnich problémi déti od matek s latentni

toxoplazmozou a od kontrolnich matek mizeme vidét v tabulce €. 30.
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Tabulka ¢. 30 Frekvencni tabulka - zdravotni stav ditéte do tri let

NE IANO

[Toxo-negativni  [Toxo-pozitivni Toxo-negativni [Toxo-pozitivni
neStovice 213 (84,2 %) 40 (15,8 %) 42 (93,3 %) 3 (6,7 %)
spala 248 (852 %) W43 (14,8 %) 5 (100 %) 0 (0 %)
angina 204 (85,7 %) 34 (14,3 %) 49 (81,7 %) 11 (18,3 %)
zanét stied. ucha 203 (85,3 %) 35 (14,7 %) 52 (86,7 %) 8 (15,3 %)
stfevni onemocnéni 145 (84,3 %) 27 (15,7 %) 108 (87,1 %) 16 (12,9 %)
zépal plic 244 (85,3 %) 42 (14,7 %) 9 (90 %) 1 (10 %)
zanét prudusek 172 (85,1 %) 30 (14,9 %) 81 (82,7 %) 17 (17,3 %)
alergie 233 (83,8 %) 45 (16,2 %) 54 (88,5 %) 7 (11,5 %)

kozni onemocnéni

207 (86,6 %)

32 (15,4 %)

86 (81,1 %)

20 (18,9 %)

opakované nemoci

200 (87 %)

30 (3 %)

88 (80,7 %)

21 (19,3 %)

problémy se zrakem 276 (84,4 %) |51 (15,6 %) 15 (93,8 %) 16,2 %)
pecialni zdravotni cviGeni [236 (83,4 %) W7 (16,6 %) 53 (91,4 %) 5 (8,6 %)
omaci cviceni 215 (82,4 %) 146 (17,6 %) 74 (92,5 %) 6 (7,5 %)

Rozdily ve vyskytu onemocnéni déti do tfi let od toxo-pozitivnich a toxo-negativnich
matek jsme testovali pomoci log-linearni analyzou. Jeji vysledek mizeme vidét v tabulce €.
31. Byl pouzit jednoduchy model veli¢ina TOXO x pohlavi ditéte x dana proménné (nemoc

nebo zdravotni problém ditéte do tfi let).

Tabulka ¢. 31 Loglinearni analyza TOXO x Pohlavi ditéte x dana proménna - onemocnéni

nebo zdravotni aspekty ditéte, df=1

interakce s

pohlavim ditéte TOXO

chi kvadrat |p chi kvadrat |p
nestovice 1,1936| 0,2746 2,0346) 0,1538
Epéla 0,0072] 0,9324 0,0030, 0,9563
angina 0,2254| 0,6350 1,0565 0,3040
zanét stfed. ucha 2,7255 0,0988 0,0027| 0,9586
stfevni onemocnéni 0,5948 0,4406 0,2900 0,5902
zapal plic 1,4545] 0,2278 0,0259( 0,8721
zanét prudusek 1,3462| 0,2459 0,5164] 0,4724

lergie 1,2938| 0,2553 0,5561| 0,4558

koZni onemocnéni 0,1045 0,7465 1,7870{ 0,1813
opakované nemoci 0,8365 0,3604 2,4816, 0,1152
problémy se zrakem 0,0018 0,9662 0,2330 0,6293
specialni zdravotni
cviCeni 0,3955| 0,5294 1,7523 0,1856
domaci cviCeni 0,1114| 0,7386 4,66500 0,0308
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Neukazal se zadny signifikantni vliv latentni toxoplazmozy matky na zdravi, nemoci a
alergie ditéte. Z tabulky €. 31 vyplyva, ze je zde signifikantni interakce mezi proménnou
TOXO a domacim cvi¢enim (chi kvadrat 4,665, df=1, p=0,0308). Matky, které mély latentni
toxoplazmozu se domacimu cviCeni s ditétem vénovaly téméf o polovinu méné (domaci

cviCeni TOXO negativni= 26,16 %, TOXO pozitivni= 11,76 %).

Pii testovani veliCin jsme se zaméfili také na vliv plného kojeni (do 6ti mésici) na
nemoci ditéte. V loglinearni analyze byl testovan model: nemoc ditéte x plné kojeni do 6ti
mésici x vék matky. Signifikantni vliv byl zaznamenan pouze u onemocnéni anginou (chi
kvadrat 5,677, df=1, p=0,0172), plné kojené déti do 6ti mésici onemocnély méné Casto
anginou nez nekojené déti. Jinak kojeni nemélo vliv na ostatni nemoci, kozni onemocnéni a

alergie.
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3.3.8 Chovani ditéte do tri let

Z dotaznikl vyplynulo, ze chovani déti od matek s latentni toxoplazmézou se lisi v tom,
ze déti od toxo-pozitivnich matek jsou signifikantné vic citlivé nez déti od toxo-negativnich
matek (p= 0,021, F=5,389, tabulka ¢. 32). V tomto modelu byl signifikantni vliv kovariaty
pohlavi dité na dominantni chovani (p=0,0283, F=4,859) a vliv kovariaty vék matky na vyssi
oblibu novych situaci (p=0,0423, F=4,160). Vliv kovariaty pohlavi ditéte na dominantni
chovani byla takova, ze divky byly v porovnani s chlapci vic dominantni. Moznost
ohodnoceni byla od 1 do 7 (1=rozhodné ano, 7=rozhodné ne) a divky mély primér 3,83

(N=120) a chlapci 3,41 (N=173).

Tabulka ¢. 32 Chovani déti do toxo-negativnich a toxo-pozitivhich matek (1=rozhodné ne,

7=rozhodné ano)

Od kontrolnich matek |Od toxo- F p
pozitivnich matek
N primér SD N |primér [SD

vice plaché, bazlivé nez jeho 252 2,65 1,80 45 2,802,14| 0,2141 0,6439
vrstevnici

vice nebojacné nez jeho vrstevnici  [253 3,84/ 1,84 44 3,701,68| 0,2317 0,6306
vice vzteklé a vzdorovité nez jeho 254 3,23 1,76 44 3,521,911 0,8074 0,3696
vrstevnici

vice citlivé, zranitelné nez jeho 250 3,44, 162 44 4,051,64| 5,3890 0,0210
vrstevnici

vice agresivni nez jeho vrstevnici 250 2,14 1,47 44 2,481,72] 1,9931 0,1591
vice mazlivé neZ jeho vrstevnici 256 421 1,54 44 3,981,81| 1,0044 0,3171
chytiejSi nez jeho vrstevnici 252 448 142 44 4,661,27] 0,4895 0,4847
veselejSi nez jeho vrstevnici 254 4,56 1,48 46 4,891,42] 1,7671 0,1848
spolecenstéjSi neZ jeho vrstevnici 256 462 1,57| 56 4,631,78] 0,0000 1,0000
zvySené dominantni chovani nez jeho [254 3,54/ 1,76 43 3,7011,75( 0,1595 0,6899
vrstevnici

vy3Si obliba novych situaci nez jeho  [251 3,96/ 166 43 4,281,75( 1,0033 0,3174
vrstevnici

vétsi smysl pro poradek nez jeho 249 3,78 1,69 43 3,7711,80[ 0,0004 0,9842
vrstevnici

vétsi smysl pro spolupraci nez jeho  [251 416 1,52 44 3,981,61| 0,5229 0,4702
vrstevnici

vétSi schopnost napodobovat chovani 250 431 1,55 43 4.441,52] 0,1337 0,7149
druhych nez jeho vrstevnici

56



4. Vliv latentni toxoplazmézy na potomstvo mysi

4.1 Cil prace

Vzhledem k tomu, ze v dostupné literatufe nejsou zadné zminky o vlivu latentni
toxoplazmozy matky na potomstvo u mysi, bylo nasim cilem zjistit, zda-li viibec k tomuto
ovlivnéni dochazi a jak se projevuje. Cilem bylo zjistit, jestli je latentni toxoplazmézou matky

ovlivnéna hmotnost potomstva a jeho chovani.
4.2 Material a metody

4.2.1 Experimentalni zvirata

V experimentu byly pouzita mlad’ata mysi kfizenim kmeni BALB/c (samice) a C57BL
(samci). Pokus byl provadén v aseptickém zvérinci. Denni rezim byl nastaven na 12 hodin
svétla a 12 hodin tmy. Experimentalni zvifata dostavala vodu a laboratorni krmivo ad
libidum. Samicim byla pro zpestfeni stravy podavana béhem brezosti smés obilovin, ktera
byla vyklavovana. Ve stafi dvou mésici bylo 35 budoucich matek nainfikovano pomoci
zalude¢ni sondy 10 cystami malo virulentniho kmene HIF. Celkem 35 samicim mysi, které
slouzily jako kontrolni, byl podan pomoci Zzalude¢ni sondy fyziologicky roztok. U
nainfikovanych samic probéhla akutni faze a ve fazi latentni, konkrétné asi 8-12 tydni po
infekci byly samice pripustény. Celkem zabfezlo 54 samic, jedna potratila cely vrh a u jedné
samice doslo k thynu. Toxo-pozitivnich samic zabiezlo 27, toxo negativnich 25. Primérné
byla ¢etnost vrhu u toxo-pozitivnich 5,9 mlad’at a u toxo-negativnich 5,7 mlad’at. Celkem tyto
samice porodily 305 mlad’at, z toho se 6 tydnu dozilo 264 mladat.

Mladata byla chovana ve standardnich podminkach aseptického zvéfince. Vodu a krmivo
dostavala ad libidum. V mistnosti byl dvanactihodinovy svételny rezim. Experimenty byly
provadény béhem tmavé faze dne a osvétleny Cervenym svétlem. Na test s kladinou bylo
pouzito 192 mysSi, ztoho 101 samic (47 od kontrolnich matek a 54 od matek s latentni
toxoplazmoézou) a 91 samci (41 od kontrolnich matek a 50 od matek s latentni
toxoplazmozou). Na test light-dark box bylo pouzito 188 mySi. Z toho 100 samic (44 od
kontrolnich matek a 55 od matek s latentni toxoplazmézou) a 88 samcli (39 od kontrolnich

matek a 50 od matek s latentni toxoplazmozou).
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4.2.2 Priprava inokula

K pripravé inokula byly pouzity mozky ze tfi mysi infikovanych kmenem HIF. Mozky
byly zhomogenizovany a byl mikroskopicky zjistén pocet cyst v 10x10 pl homogenatu.
Homogenat byl naredén tak, aby kazda mys dostala infek¢ni davku asi 10 cyst. Kmen pouzity
vtomto experimentu byl v roce 1993 izolovan z HIV pozitivniho pacienta (Kodym, 2002).
Tento kmen patfi k malo virulentnim, cystogennim. Cysty se tvofi ve slezing, jatrech, plicich,

srdci a mozku.

4.2.3 Hmotnosti mlad’at

Do pokusu bylo nahodnym vybérem zafazeno 192 mladat F1 kfizencii matek BALB/c a
otcd C57BL, 100 samic a 92 samcu. Tato mladata byla chovana ve zvéfinci Statniho
zdravotniho ustavu. Odstav a oddéleni podle pohlavi probéhlo ve stafi 6 tydni. Matky i
mlad'ata byla krmena a napajena ad libidum. V mistnostech byl 12ti hodinovy svételny rezim.
Mlad’ata byla pravidelné vazena ve stafi 43-102 dnu ve stejnou denni dobu. Mysi byly v dobé
vazeni rozdéleny podle pfiblizného stafi do Sesti skupin — 43-52 dni, 53-62 dnu, 63-72 dni,
73-82 dnu, 83-92 dnti a 93-102dnu.

4.2.4 Séropozitivita

U mlad’at mysi byla zjisténa pomoci metody KFR (podrobné popsané v kapitole 5.2.3)
ur¢ita hladina protilatek. Ve stafi 8 tydnd byl u vétSiny mlad’at od toxo-pozitivnich matek
1:32 nebo 1:16. Ve véku 12 tydnu byl tento titr u vétSiny mladat 1:4 nebo pod hranici
detekce. Z téchto vysledkd vyplyva, ze se jedna o protilatky pravdépodobné pienesené od
matky. Mlad’ata s kongenitalni infekci by pravdépodobné méla velmi vysoky titr po relativné

dlouhou dobu.

4.2.5 Behavioralni testy

Pti behavioralnich testech bylo nasim ukolem zjistit, zda-li se li§i potomstvo mySi od
samic nakazenych a od kontrolnich samic. Zvolili jsme proto behavioralni test light-dark box,
ktery ma za ukol méfit anxietu, a dale kladinu, ktera méfi koordinaci a motoriku. Vzhledem k
tomu, ze pfi inbreedingu dochazi u laboratornich zvirat k inbredni depresi (Lipp a Wolfer,
2003), bylo piihodné, ze byla pro etologické pokusy pouZita F1 generace kfizenct inbrednich
kmeni mys§i BALB/c a CS7BL. Kfizenci téchto dvou inbrednich kment jsou izogeneticti, na
rozdil od rodi€ovskych kment jsou vSak heterozygotni. Bylo také prokazano, ze F1 kfizenci

dosahuji lepSich vysledku v testech uceni a paméti a jsou zdravéjsi nez inbredni kmeny mysi.
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Kladina

Prekonavani kladiny je behavioralni test zaméfeny na sledovani motoriky a koordinace u
laboratornich mySi. Chovani mysi na kladiné€ je motivovano snahou uniknout ze stresujiciho
prostiedi. Zakladem testovaci aparatury byla kladina o délce 50 cm a Sifce 25 mm. Kladina
byla upevnéna 50 cm nad mékky povrch a upevnéna na jednom konci ke kovové plosing.
Béhem experimentu byla mistnost osvétlena Cervenou zarovkou. Testovana my$ byla
umisténa hlavou smérem od ploSiny na volny konec kladiny. Méfena byla latence otocky
mySi smeérem k ploSin€, Cas potfebny k prekonani lavky a celkovy Cas straveny na lavce
(Contet et al., 2001, Deacon et al., 2002). Casovy limit byl 90 sekund. Kladina byla
povazovana za piekonanou, pokud byla mys alespori jednou nohou na odpocinkové plosiné.
Pokud se my$ neotocCila nebo kladinu nepiekonala, byl ji do statistickych testd podcitan

maximalni Cas, tj. 90 sekund.

Light-dark box

Light-dark box méfi miru anxiety u mysi na zaklad¢ jejich pfirozeného chovani preferovat
tmaveé prostfedi a explorovat. V plvodni praci byla aparatura tvofena tmavym bezpe¢nym
kompartmentem (1/3) a vét§i osvétlenou casti (2/3). Délka pozorovani byla 10 minut
(Crawley a Goodwin, 1980). Velikost tmavé Casti byla riznymi autory modifikovana a mize
tvofit vic nez polovinu aparatury. Délka pozorovani je zkracena na 5 minut (Bourin a
Hascoet, 2003). Méfi se obvykle pocet prechodii mezi osvétlenou a tmavou Casti aparatury,
latence prvniho prechodu do tmavého prostoru (pokud mys za¢ina na svétle).

Light-dark box probihal v plastové aréné 54 x 32 x 22 cm osvétlené 40W zarovkou. V
rohu arény byla umisténa tmava krabicka z Cerveného plexiskla o rozmérech 18 x 12 x 12cm.
V delsi strané krabi¢ky byl vyfiznut otvor o rozmérech 5 x 5 c¢cm. Testovana mys byla
umisténa doprostied arény hlavou od krabicky. Pozorovani probihalo 5 minut, poté byla mys
pfemisténa zpét do chovného boxu a obé Casti aparatury byly vycCistény detergentem,
oplachnuty vodou a vysuSeny. Zaznamenané aktivity byly: latence pfechodu do tmavé Casti,

pfechody a celkovy Cas straveny ve tmavé Casti.

4.2.6 Statistické zpracovani dat

Data ziskana pii etologickych pokusech byla vyhodnocena pomoci programu

STATISTIKA 6.0. Pted vlastnim vyhodnocenim dat byly ze souboru vyrazeny odlehlé
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hodnoty. Za odlehlé hodnoty byly povazovany hodnoty liSici se od priméru pro danou
skupinu o vice nez 2,5 nasobek smérodatné odchylky. Pocet vyloucenych pozorovani nebyl
pro zadnou skupinu vétsi nez 10 %. Pro data behavioralnich testl, ktera obsahovala nulové
hodnoty (kladina, light-dark box) byla pouzita transformace ve tvaru X'=log(X+1). Pro
testovani zmén hmotnosti byl pouzit obecny linearni model (GLM). V testovani rozdilt
hmotnosti byla jako kovariata dosazen pocet mladat ve vrhu a vliv matky na dany vrh.
Vzhledem k tomu, ze v behavioralnich pokusech mohou byt vysledky ovlivnény hmotnosti
myS§i, byla do GLM testu jako kovariata dosazena hmotnost. Pii opakovaném méfeni
hmotnosti byl pouzit test ANOVA opakované méfeni. Rozdily ve sledovanych prvcich byly

povazovany za signifikantni, pokud byla dosaZena hladina vyznamnosti mensi nez 0,05.

4.3 Vysledky

Pfi zpracovani vysledk( si musime uvédomit, ze u mladat pravdépodobné nedoslo ke

wrwe

latentni toxoplazmdzou matky nebo prenesenymi protilatkami.

4.3.1 Hmotnost mlad’at

Hmotnost mlad’at byla sledovana béhem jejich 43 az 102 dnu stafi. Jelikoz se pfirustek
hmotnosti 1i8i u obou pohlavi, jsou tato pohlavi sledovana oddélen¢.

Rozdily ve hmotnostech dvou skupin mySi byly testovany pomoci testu GLM.
Nezavislym faktorem byla binarni veli¢ina toxo (protilatky od matky negativni a pozitivni),
zavisla proménna byla spojita veli¢ina hmotnost, které méla priblizné normalni rozdé€leni.

Jako kovariata byl dosazen vliv matky a velikost vrhu.

Cely soubor

Podarilo se prokazat rozdily ve hmotnostech mladat od toxo-pozitivnich matek a
kontrolnich matek. Rozdily byly 1 v celkovém souboru, kde jsou sloucena ob¢ pohlavi.

Vliv toxoplazmézy matky na mlad’ata se podafilo prokazat ve stafi 43-52 dni, 53-62 dni,
63-72 dni a 83-92dni (viz tabulka ¢.33).

Méfeny jsou vzdy stejné mysi, takze pozorovani jsou nezavisla.
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Tabulka ¢. 33 Hmotnost mladat od matek s latentni toxoplazmozou a kontrolnich mladat ve
stari 43-72 dnii.

Stafi 43-52 Stari 53-62 [stari 63-72

N hmotnost -0,95] 0,95N hmotnost -0,95] 0,95|N hmotnost 0,95 -0,95
Od 45,00 25,24 24,12 26,35 61,00 26,40 25,52 27,28 49,00 26,83 25,971 27,69
kontrolnich
matek
Od toxo- 41,00 23,36 22,24| 24,48 71,00 25,11 24,25 25,96 62,00 25,80 24,84 26,76
pozitivnich
matek
p 0,0001 0,0003 0,0294
F 15,960 14,1100 4,8800

Pokracovani tabulky ¢. 33 Hmotnost mladat od matek s latentni toxoplazmdzou a kontrolnich

mladat ve stari 73-102 dnu.

Stari 73-82 Stari 83-92 Stafi 93-102

N hmotnost -95%| 95%|N hmotnost -95% 95%|N hmotnost -95%| 95%
Od 53,00 27,58 26,84 28,32 26,00 28,25 26,52 29,98 18,00 29,29 27,27 31,31
kontrolnich
matek
0d toxo- 79,00 27,13 26,32 27,95 36,00 28,54) 26,85 30,24 32,00 28,32 26,64| 30,00
pozitivnich
matek
p 0,2596 0,0024 0,0971
F 1,2800 10,1000 2,8700

Pfi testovani vlivu latentni toxoplazmozy matky na mlad’ata byl zjistén signifikantni vliv

pusobeni velikosti vrhu a matky mlad’at. Signifikantni rozdil velikosti vrhu byl zji§tén ve stafi
43-52 dni (p= 0,0017, F= 10,526), 53-62 dni (p<0,0001, F= 18,408), 63-72 dni (p<0,0001, F=
24,117), 73-82 dni (p= 0,0003, F= 13,86), 83-92 dni (p<0,0001, F= 50,143) a 93-102 dni

(p<0,0001, F= 46,237). Dale byl zjistén signifikantni rozdil vlivu matky ve stafi 53-62 dni (p=
0,008, F=7,262) a 63-72 dni (p= 0,0014, F=10,719).

Hmotnost v zavislosti na pohlavi

Nejvétsich rozdilii mezi stejné starymi mlad’aty bylo dosazeno kdyz byla analyzovana obé

pohlavi zvlast. Hmotnost mlad’at samiciho pohlavi od toxo-pozitivnich matek byla nizsi ve

v§ech pripadech vazeni (tj. 43-102 dnu stafi mlad’at). Rozdil hmotnost samcu mys$i od

toxoplazma-pozitivnich matek byl signifikantné jiny ve stafi 43-52 dni, 53-62 dni, 63-72 dni,
83-92 dni a 93-102dni.
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Hmotnost mlad’at sami€iho pohlavi

Hmotnost samic od toxoplasma-pozitivnich matek a od kontrolnich matek se signifikantné

lisila béhem celé pozorovaci obdobi, tj. ve véku 43-102dni (tabulka €. 34). Na grafu ¢. 14

muzeme vidét stejnomérné vzrustani hmotnosti obou skupin mysi v zavislosti na veku.

Graf ¢. 14 Hmotnost samic mladat mysi od toxo-pozitivnich a toxo-negativnich matek v

urcitem casovem obdobi.
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Tabulka cislo 34 Hmotnosti samic mysi od toxoplasma-pozitivnich a toxoplasma-negativnich

matek stari 43-72 dmi.

Stari 43-52 Stafi 53-62 Stafi 63-72

N -95% N -95%) N 95%| -95%
Samice- 19 20,76 30 22,9 25 25 23,8 26,2
kontrol
Samice- 22 20,08 35 21,6 30 22,890 22,2 23,6
toxo protil.
p 0,0001
F 18,0100




Pokracovani tabulky ¢. 34 Hmotnosti samic mysi od toxoplasma-pozitivnich a toxoplasma-
negativnich matek stari 73-102 dnii.

Stari 73-82 Stari 83-92 Stari 93-102

N hmotnost -95%| 95%|N hmotnost -95% 95%|N hmotnost -95%| 95%
Samice- 30 25,95 25,090 26,8 15 26,11 24,5 27,75 10 27,01 251 28,9
kontrol
Samice- 40 24,39 239 24,9 20 25,18 24,6/ 25,79 18 25,45 24,7 26,2
foxo protil.

0,0001 0,0001 0,0367

F 17,760 19,2100 4,8960

Hmotnost mlad’at samc¢iho pohlavi

Rozdily hmotnosti u samci nebyly tak velké jako u samic. Presto se zde jasné prokazal

vliv toxoplazma-pozitivni matky na potomstvo (graf ¢. 15). Samci od toxoplazma-pozitivnich

matek byli ve stari 43-52 dnu, 53-62 dnd, 63-72 dni, 93-102 dnl signifikantné leh¢i nez

samci od toxoplasma-negativnich matek. Ve stafi 83-92 dna byli samci od toxo-pozitivnich

matek signifikantn€ t€zsi nez kontrolni skupina (tabulka ¢. 35).

Graf ¢. 15 Hmotnost samcit mladat mysi od toxo-pozitivnich a toxo-negativnich matek v

urcitem casovem obdobi.
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Tabulka cislo 35 Hmotnosti samcii mysi od toxoplasma-pozitivnich a toxoplasma-negativnich
matek stari 43-72 dnu.

Stari 43-52 Stari 53-62 Stari 63-72

N hmotnost -95%| 95%|N hmotnost -95%) 95%|N hmotnost 95% 95%
Samci- 26 27,920 27,07| 28,8 31 28,86) 28,20 29,57 24 28,74 28 29,4
kontrol
Samci-toxo 19 26,56 25,37 27,8 36 28,02 27,2 28,86 32 28,53 27,5 29,6
rotil.

00162 0,0005] 0,0234

F 6,2900 13,4300 5,4600

Pokracovani tabulky ¢. 35 Hmotnosti samcii mysi od toxoplasma-pozitivnich a toxoplasma-
negativnich matek stari 73-102 dnu.

Stafi 73-82 Stafi 83-92 Stafi 93-102

N hmotnost [ -95% 95%|N hmotnost | -95% 95%IN hmotnost -95%| 95%
Samci- 23 29,72 29,14 30,3 1" 31,16/ 28,4 33,96 8 32,14 291 353
kontrol
Samci-toxo 39 29,95 28,99 30,9 16 32,76 30,2 35,27 14 32,01 29,31 348
protil.

0,2969 0,0025 0,0367

F 1,1100 11,4960 5,0920

Pti pouziti ANOVA testu opakovaného méfeni byly hodnoty R1 x TOXO protilatky u
samic ve stafi 43-72 dnd p=0,251 (F=1,43) a ve stafi 73-102 dnti p=0,17 (F=1,833). U samcu
byly hodnoty opakovaného méfeni R1 x TOXO protilatky ve stafi 43-72 dnli p=0,105 (F=2,4)
a ve stafi 73-102 dni p=0,194 (F=1,718).

4.3.2 Behavioralni pokusy

Kladina

U celého souboru 192 mysi se nepodaril prokazat signifikantni rozdil v ¢ase oto¢ky nebo

pielezeni kladiny u mlad’at od toxoplazma-pozitivnich a toxoplazma-negativnich matek

(otocka: p=0,489, F=0,4807, prelezeni p=0,2082, F=1,595). Vysledky jsou v tabulce ¢. 36.

Doba otoCeni a pfelezeni lavky korelovala s hmotnosti (otoCeni p=0,0066, F=7,5383,

prelezeni p=0,0005, F=12,716).

Samci byli signifikantné rychlej§i nez samice v Case otocky (p= 0,0012, F=10,8209) a

signifikantn€ pomalejsi v Case pielezeni lavky (p= 0,0061, F= 7,688).
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Tabulka ¢. 36 Vysledky testu kladina aplikovany na mladata od toxo-pozitivnich a toxo-
negativhich matek

Od kontrolnich matek (N=88) |Od toxo-pozitivnich matek (N=104)[F p

pramér |SD primér  |SD
Otocka 28,72 30,50 25,24 27,45 0,481 0,489
Prelezeni 70,40 27,84 74,40 25,95 1,595 0,208

Light-dark box

Rozdil v chovani u mladat od toxoplazma-pozitivnich a toxoplazma-negativnich matek

nebyl statisticky signifikantni (tabulka ¢. 37).

Samci stravili v porovnani se samicemi krat§i Casovy usek vtmavé casti aparatury

(p=0,0335, F=4,5876).

Tabulka ¢. 37 Vysledky testu light-dark box aplikovany na mladata od toxo-pozitivnich a
toxo-negativnich matek

Prvek chovani Od kontrolnich matek |Od toxo-pozitivnich matek [F p

(N=83) (N=104)

primér |SD prumér SD
Latence prechodu 55,21 45,68 65,13 50,18 2,03 0,156
do tmavé Casti
Cas ve tmavé 37,46 27,52 37,85 29,72 0,000 0,986
Casti
Pfechody 13,76 8,68 13,47 8,05 0,08 0,776
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5 Vliv antitoxoplasmickych protilatek na infekci

toxoplazmozou

5.1 Cil prace
Cilem prace bylo zjistit, zda-li pfenesené protilatky proti Toxoplasma gondii ochrani
mlad’ata mys$i z kapitoly 4 pred infekci toxoplazmo6zou nebo zda dojde k zmirnéni ptiznaki

infekce.

5.2 Material a metody

5.2.1 Priprava experimentalnich zvirat

K pokusu byly pouzity dvé skupiny po dvaceti kusech samic mysi ve staii primérné dva
mésice. Poloviny pochdzela od matek s latentni toxoplazmoézou a polovina byla od
kontrolnich matek. Ob&ma skupinam mysi byla podana davka cca 10 cyst Toxoplasma gondii

kmenu HIF.

5.2.2 Sledovani zmény hmotnosti
U mysi byla vazena hmotnost tésné€ pred infekci a béhem infekce. Vazeni probihalo ve

stejnou denni dobu.

5.2.3 Stanoveni titru protilatek
Stanoveni mnozstvi protilatek v séru komplement-fixacni reakci (KFR)

Experimentalnim zvifatim byla odebrana krev ze supraorbitalniho sinu. Zvifata byla
uspana anestetikem Narkotan (Zentiva). Z krve bylo centrifugaci ziskano sérum, které bylo
dale zpracovano metodou KFR.

Mysi sérum bylo inaktivovano v 56 °C teplé vodni lazni (45min). Do jamek mikrotitraéni
destiCky bylo napipetovano 25 ul veronalového pufru (Oxoid). Do prvni jamky v kazdé rade
bylo pfidano 25 ul inaktivovaného séra, opakovanym prenesenim 25 pl smési séra a pufru do
dalsi jamky byla séra nafedéna dvojkovou fadou od 1:2 do 1:4000. Redéni 1:2 se dale
nevyuziva, redéni 1:4 slouzi jako kontrola antikomplementarity a pfidava se k nému 25 pl
veronalového pufru. Do ostatnich jamek bylo pfidano 25 pl antigenu (Sevac). Po dodani

antigenu bylo do vSech jamek napipetovano 50 pl komplementu (Sevac). Vysledny objem byl

66



proto v kazdé jamce 100 ul. Desticky byly protfepany a inkubovany pies noc ve vlhké
komurce o teploté 4 °C. Po inkubaci bylo do jamek pfidano 25 pl hemolytického systému.
Hemolyticky systém byl pfipraven z hemolyzinu (Sevac) a 2,8 % suspenze beranich
erytrocyti v poméru 1:1 a senzibilizovan 30 minut v 37 °C teplé vodni lazni. Po pfidani
hemolytického systému byly destiCky protfepany a inkubovany 60 minut ve vlhké komurce o
teploté 37 °C. V poloviné inkubace byly desticky protiepany. Reakce byla zastavena
premisténim desticek do teploty 4 °C. Po 60 minutach byl odecten vysledek.

Pokud sérum obsahuje protilatky proti Toxoplasma gondii vznika komplex antigen-
protilatka, ktery vaze komplement a zabraruje lyzi beranich krvinek. Stupeni hemolyzy
odpovida mnozstvi protilatek v séru. Nejniz§i fedéni, pii kterém jesté sedimentuji
nezlyzované erytrocyty, je udavano jako vysledny titr protilatek. Pokud sérum neobsahuje
protilatky, dochazi k uplné hemolyze beranich erytrocyta.

Pro kontrolu spravnosti provedeni reakce bylo pouzito kontrolni pozitivni a negativni
lidské sérum. Byla téz provedena kontrola antigenu (dvé jamky s napipetovanym mnozstvim
25 pl veronalového pufru, 25 pl antigenu a 50 pl komplementu), kontrola komplementu
(50 ul veronalového pufru, 50 ul komplementu) a kontrola hemolytického systému (100 ul

veronalového pufru).

5.2.4 Detekce parazita v krvi metodou PCR

Po nakazeni mysSi jsme uspéSnost infekce obvykle testovali stanovenim titru protilatek
cca 2 mésice po infekci metodou komplement fixaéni reakce. Pfitomnost prvoki v krvi nebo
v plodové vodeé je vSak mozno prokazat i pfimo pomoci metody PCR (polymerazova retézova
reakce) (Dupon et al., 1995, Jenum et al. 1998, Cermakova et al., 2005) a Real Time PCR
(kvantitativni PCR) (Lin et Al, 2000, Romand et al., 2004). Podstatou PCR reakce je
mnohonasobné namnozeni urCitého useku DNA. Namnozovani provadime opakovanym
stfidanim fazi denaturace, nasednuti primeri a syntézy DNA, které jsou charakteristické
specifickymi teplotami. K vizualizaci produkt se pouziva agarovy gel s etydiumbromidem.
V nasem pokusu jsme pouzili stejné primery (viz tab. 39) pro replikaci genu ITS1 (18S
rRNA) z prvoka Toxoplasma gondii jaké pouzil clanku Jauregui et al., 2001 a pokusili jsme se
optimalizovat PCR metodu upravenim teplot a slozenim amplifikacni smési. Dale jsme se
pokusili optimalizovat pouzité teplotni cykly (jejich pocet, trvani a teploty), protoze pivodni

protokol (tab. ¢. 39, 40) byl vytvaren pro Real-Time PCR (kvantitativni PCR).
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Tabulka ¢.38 PouZité primery
Toxo ITS1
Sense primer 5" GATTTGCATTCAAGAAGCGTGATAGTA-t 3’
Antisense primer 5" AGTTTAGGAAGCAATCTGAAAGCACATC 3’

Tabulka ¢. 39 Jauregui et al., 2001. Obsah reagencii do 50 il reakce.

50 ul reakce obsahuje:

1x TaqMan pufr A (Applied Biosystems)
1,5mM MgCl,

1 uM kazdého primeru

200 nM fluorescentni proba
200 nM deoxynukleotid trifosfat

1U AmpliTaq Gold polymeraza

Tabulka ¢. 40 Jauregui et al., 2001 Teplotni cykly PCR

PCR cykly

1 x

aktivace DNA polymerazy (10 minut 95 °C
50 x

rozvolnéni DNA 15 sekund 94 °C
nasednuti polymerazy 1 minuta |60 °C
syntéza DNA 72 °C

Postupnou optimalizaci podminek amplifikace jsme dospéli k nasledujicimu protokolu.

Ze Casti tkané hostitele se vyizoluje DNA. DNA izolujeme pomoci bézné dostupného
komer¢niho kitu k izolaci DNA z krve nebo pouzijeme nasledujiciho postupu. K 1 ml vzorku
se pfida 2 ml lyza¢niho roztoku (guanidium, TRIS, EDTA, SDS, merkaptoethanol) a 8 ml
chloroformu. Tato smés se tfepe asi 5 minut a poté zcentrifuguje po dobu 5 minut na 6000
otaCek. Do nové zkumavky se piida opét 8 ml chloroformu a vodna faze z pavodni zkumavky.
Opét se protiepava a centrifuguje a cely postu se opakuje tfikrat. Nakonec se do Cisté

zkumavky odebere vodna faze a piida se asi 0,8 objemového dilu isopropanolu. Takto se daji
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vzorky skladovat v mrazaku pfii teploté -20 °C. Pied pouzitim do reakce se vzorky
vytemperuji na pokojovou teplotu, zcentrifuguji po dobu 3 minut na 1000 otacek. Odebere se
vrchni €ast a k usazeniné se piida 70 % alkohol. Opét se vzorek zcentrifuguje, odebere se
alkohol pipetou a zbytek se necha asi 20 minut pfi pokojové teploté oschnout. K vysusené
DNA se prida 200-400 pl TE pufru (10 mM TRIS, ImM EDTA).

Pro pfipravu smési na reakci PCR se pouziji slozky uvedené v tabulce ¢. 41.

Tabulka ¢. 41 Obsah reagencii do 20 ul PCR reakce.

Do 20 ul reakce jsme pouzili:
mnozstvi koncentrace
destilovana, 11,3 pl
vyklavovana H,O
Taq pufi2 ul 10 x
+(NH4)2S04
-MgCl,
(Fermentas)
dNTP(Fermentas) |1 pl 2mM
MgCl, 1,5 ul 25mM
(Fermentas)
primery 1 ul od kazdého/10uM
primeru
Taq polymerazal0,2 pl 5U/1 ul
(Fermentas)
DNA 2 ul

Poté se zkumavka se smési (tab. ¢. 41) umisti do cykleru a pouziji se teploty uvedené

v tabulce ¢.42.

69



Tabulka ¢. 42 Teplotni cykly

CR cykly
1 x
aktivace DNA polymerazy 2 minuty (94 °C
35 x
denaturace DNA 30 sekund 94 °C
nasednuti primeru 1 minuta 60 °C
syntéza DNA 30 sekund |72 °C

Produkt reakce PCR se dale detekuje elektroforézou na agar6zovém gelu. Principem je
separace DNA podle rychlost pohybu DNA, ktera zavisi jednak na jejich vlastnostech
(molekulova hmotnost - velikost, elektricky naboj, prostorové uspoifadani), na vlastnostech
nosice (gelu), prostredi (pufru) a na privedeném napéti. Je zde vyuzita skutecnost, ze DNA ma
vzdy negativni naboj. K separaci DNA se pouziva pufr s pfidavkem tris—acetat EDTA. Pro
vizualizaci elektroforetickych geli se pouZije metoda barveni agar6zovych geli pomoci
ethydiumbromidu. Vyuziva se vlastnosti fluorescentni molekuly ethydiumbromidu
vmezetovat se (interkalovat) do vlakna nukleovych kyselin. Metoda PCR se pouziva pri

zjiSténi pritomnosti ¢i nepfitomnost daného genu z ur€itého organismu.

5.2.5 Pocet cyst v mozku

Kvantifikace mnoZzstvi prvoki v mozku

Intenzita nakazy 7oxoplasma gondii byla kvantifikovana poctem cyst v mozku. Mys byla
utracena a z lebky byl vyjmut mozek. Mozek byl zhomogenizovan a nafedén na 2 ml
fyziologickym roztokem. Cysty byly pocitany pod mikroskopem v mnozstvi 10 x 10 pl.

Celkovy pocet cyst na mozek byl z tohoto mnozstvi vypocitan.

Pro kvantifikaci parazita v téle hostitele by byla teoreticky vhodna metoda kvantitativni
RT PCR (Real-Time PCR) (Jauregui et al., 2001, Contini et al., 2005, Ordinaire et al., 2005).
Real Time PCR jsme provadéli pomoci cykleru Rotor-Gene (firma Corbett). Tato metoda
umozfiuje pomoci cykleru zjistit mnozstvi amplifikovaného useku DNA béhem kazdého

cyklu. Pomoci zjisténi teplot tani daného produktu lze tento produkt identifikovat. A na rozdil
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od klasi

cké metody PCR neni nutné k vizualizaci produktu pouZzivat agarovy gel s

etydiumbromidem, mnozstvi produktu je odCitano cyklerem v zavislosti na fluorescenci

barviva Sybr Green. Syber Green funguje tak, ze jeho fluorescence se zvysuje pii navazani na

dvouretézcovou DNA. Nevyhodou je, ze se vaze na nespecifické produkty a primer-dimery.

Pfi pouziti Real Time PCR s pouzivanymi primery (tab. 38) jsme dostavali pravdépodobné

primer-dimery nebo nespecifické produkty (graf ¢. 16)

Graf ¢. 16 Teplota tani jednotlivych produktu pri pouziti Syber Greenu (Real Time PCR).
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Cervena §ipka ukazuje na nespecifické produkty, zelena Sipka na cilovy produkt.

Proto jsme pfistoupili k pouziti dualné znatené BHQ1-FAM fluorescencni sondy (Generi

Biotech).

Sekvence sondy byla 5'- CTG CGC TGC TTC CAA TAT TGG-3". Na rozdil od

pivodni z ¢lanku Jauregui et al., 2001 byla pozita jina fluorescen¢ni barviva. Do real-time

PCR cykleru byly vlozeny vzorky slozeni (viz tabulka ¢.43)
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Tabulka ¢. 43 Obsah reagencii do 25 pl Real Time PCR reakce.

0 25 ul reakce jsme pouzili:
mnozstvi koncentrace
destilovana, 16,45 ul
vyklavovana H,O
Taq pufr2 ul 10 x
(NH4)2S04
-MgCl,
Fermentas)
dNTP (Fermentas)|l ul 2mM
MgCl, 1,5 ul 25mM
Fermentas)
primery 1 pl od kazdéhollOuM
primeru
Taq polymerazal pl 1 U/1 ul
Fermentas)
BHQ1-FAM 0,05 ul 0,1 mM
Generi Biotech)
DNA 1 ul

Pro PCR reakci byly pouzity stejné teploty jako jsou uvedeny v tabulce 42. Cykly ale
nebyly opakovany 35 krat ale 50 krat. Fluorescence sondy BHQI-FAM byla méfena
v poslednim kroku (72 °C, 30 sekund).
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Graf ¢. 17 Zavislost fluorescence na poctu cyklii - prepoctena data (Quantitation data)
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Graf ¢. 18 Standatizacni primka
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Pfi metodé€ Real-Time PCR byli pouzity tachyzoiti ve znamé koncentraci. Pfi koncentraci
1000 tachyzoiti/reakce byla vypoctena koncentrace 1201, 854 tachyzoitl, pfi koncentraci 100
tachyzoiti/reakce byla vypocltena koncentrace 97, 87 tachyzoiti. Pfi koncentraci 10
tachyzoiti/reakce byla vypocltena koncentrace 15, 8 tachyzoitu. Pokud byla koncentrace
mens$i nez 10 tachyzoitl na reakci, nebyl zaznamenan zadny obsah DNA. Pomoci tohoto
standartu, ktery jsme vytvorili, by se mohla za pfitomnosti dal§iho referen¢niho hostitelského
genu kvantifikovat Toxoplasma gondii ve tkani. V prub&hu diplomové prace se ndim bohuzel
nepodarilo standardizovat tuto metodu pro bradyzoity v mozkové tkani do takové miry,
abychom 1 zde ziskali rozumnou koncentracni zavislost a mohli tak vyuzit Real Time PCR

pro kvantifikaci intenzity nakazy (jak jsme puvodné zamysleli).
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5.2.6 Statistické zpracovani dat

Data byla zpracovana v programu Statistica verze 6.0. Rozdily ve hmotnostech dvou
skupin myS$i byly testovany pomoci testu GLM (obecny linearni model). Nezavislym
faktorem byla binarni veli€ina toxo protilatky (negativni, pozitivni toxo protilatky od matky),
zavisla proménna byla spojita veliCina hmotnost, ktera méla pfiblizné normalni rozdéleni.
Jako kovariata byl dosazen vliv matky. V testovani titra protilatek byl pouzit neparametricky

Kendallav test.

5.3 Vysledky

5.3.1 Sledovani zmén hmotnosti

Hmotnosti mysi byly v den infekce a potom pravidelné tfikrat tydné zaznamenavany.
Béhem prvniho vazeni pred infekci nebyl rozdil ve hmotnostech statisticky signifikantni
(p=0,1374, F=2,308). Nejvétsi ubytek hmotnosti byl zaznamenan 12. den po infekci. B€hem
dvou mésict po infekci neuhynulo zadné zvife. V prubéhu infekce doslo u kazdé skupiny
k jinym zménam ve hmotnosti. Mlad’ata od matek s latentni toxoplazmézou mela vétsi ztratu

hmotnosti nez kontrolni skupina a pokies hmotnosti u nich zacinal dfive.
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Graf ¢.19 Zavislost hmotnosti mySi od toxo-pozitivhich matek a toxo-negativhich matek na

dobé po infekci
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Tabulka ¢. 44 Hmotnost mysi od toxo-pozitivnich matek a toxo-negativnich matek po infekci

Kontroly (N=20) Od toxo-pozitivnich matek |F p
(N=19)
Pocet dni po infekci |pramér  {SD pramér  [SD
0 28,82 3,64 28,67 2,07 2,308 0,1374
2 28,91 3,54 27,83 2,00 8,865 0,0052
5 28,61 3,80 27,26 1,63 9,114 0,0047
7 28,22 3,67 26,55 1,41 11,346 0,0018
9 27,27 3,1 2578 1,60 11,567 0,0017|
12 25,93 2,92 24 97 1,64 5,977 0,0195
14 26,26 2,92 25,78 1,20 2,662 0,1115
16 26,78 2,77 26,05 1,02 6,287 0,0168
19 26,07 2,51 25,53 0,96 3,643 0,0643
21 26,13 2,65 25,70 1,06 4,186 0,0481
23 26,50 2,54 26,01 0,94 3,681 0,0630
26 26,21 2,55 26,01 1,23 3,602 0,0658
28 26,49 2,69 26,16 1,00 3,413 0,0729
30 26,57 2,71 26,36 0,99 3,410 0,0730

75



3.3.2 Titr protilatek

Sérologické vySetfeni potvrdilo pfitomnost protilatek u 39 mysi (97,5%). Jedna mys se
nenakazila a ze souboru byla proto vyrazena. Pfi pouziti neparametrického Kendallova testu
byla hodnota p<0,001, coz znamena4, ze dvé skupiny mysi se statisticky signifikantné lisily.

Jak vyplyva z tabulky €. 45 bylo nejvétsi zastoupeni mysi s titrem 4000 a vice. Na grafu
¢. 20 mizeme vidét jednotlivé zastoupeni titrd protilatek u infikovanych mlad’at od

kontrolnich toxo-pozitivnich matek.

Tabulka ¢. 45 Procentudlni zastoupeni titrii protildatek u infikovanych mladat mysi

Titr protilatek | PoCet procent mysi
512 4,65
1024 18,60
2048 9,30

4000 a vice 58,14

Graf ¢. 20 Titry protilatek mladat mysi od kontrolnich a od toxo-pozitivnich matek
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3.3.3 Detekce parazita v krvi pomoci metody PCR

Praveé 14 dni po infekci se nam podaftilo identifikovat prvoka Toxoplasma gondii v krvi.
Od mysi 14 dni po infekci byla odebrana srazliva krev a z plazmy zizolovana DNA. Cely
postup metody PCR se opakoval 2 krat. Podruhé byl misto vyizoloavané DNA z plazmy
pouzit jako vzorek produkt pfedchozi PCR reakce. Tim se pravdépodobnost pozitivniho

nalezu zvysila.

5.3.4 Pocet cyst v mozku

Cysty byly pocitany z homogenizatu dva mésice po infekci. Minimalni zachytnost byla
20 cyst na mozek. Ve dvou piipadech se nepodafilo cysty prokazat (4,7%), ale vzhledem k
diagnostickému titru protilatek jsme tyto pfipady povazovali jako pozitivni na toxoplazmozu.
Rozdil poctu cyst u mlad’at od matek s latentni toxoplazmozou a od kontrolnich matek se
nepodarilo prokazat (p=0,608, F=0,268). Nejvétsi zastoupeni mély skupiny s poctem 20 a 40
cyst na mozek (tabulka €. 46), coz predstavuje pomérné nizkou infekci a jedna se o vhodny

model pro testovani latentni toxoplazmozy.

Tabulka ¢.46 Pocet procent cyst v mozcich mysi

Pocet prokazanych cyst/mozek | PoCet procent mysSi

0 4,65

20 18,60

40 18,60

60 16,28

80 9,30
100 9,30
120 4,65
140 6,98
160 2,33
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Graf ¢. 21 Prumérny pocet cyst u infikovanych mladat od kontrolnich matek (titr -) a od

matek s latentni toxoplazmozou (titr +)
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Z grafu ¢. 21 muzeme vidét, ze infikovana mlad’ata od toxo-pozitivnich matek meéla
pravdépodobné méné cyst nez infikovana mlad’ata od kontrolnich matek. Tento rozdil se nam

vSak nepodarilo prokazat statisticky signifikantné (tabulka ¢. 47)

Tabulka ¢.47 Pocet cyst na mozek mladéte od toxo-pozitivnich matek a toxo-negativnich

matek
Od toxo-pozitivnich
Od kontrolnich matek (N=20)imatek (N=19) F p
prumér SD pramér SD
Podet cyst/mozek 66,00 39,52 58,95 45,45 0,268 0,608
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6. Diskuze

Cilem této studie bylo prokazat pfipadny vliv latentni toxoplazmédzy matky na potomstvo,
a to jak na lidském, tak i na zvifecim modelu. V obou pfipadech se jednalo o exploracni
vyzkum a proto bude nutné ziskané vysledky potvrdit na nezavislych souborech. Nase
vysledky naznacuji, ze latentni toxoplazmo6za matky ma vliv na potomstvo. Diskuze
ziskanych vysledkid byla pro piehlednost roziazena do jednotlivych blokd, které odpovidaji
jednotlivym kapitolam: kapitola 3 (Vliv latentni toxoplazmézy na déti), 4 (Vliv latentni
toxoplazmézy na potomstvo mys$i), 5 (Vliv antitoxoplasmickych protilatek na infekci

toxoplazmozou).

6.1 Vliv latentni toxoplazmodzy na déti

Zdravotni stav matky béhem téhotenstvi

Zdravotni stav matky se zjistoval pomoci souboru otazek v dotazniku, ktery byl zenam
zaslan postou. Nez pristoupime k diskuzi vysledkaq, je tfeba zduraznit, ze prave zdravotni stav
byl matkou hodnocen relativné objektivné. Vlivy na hodnoceni zdravotnich problému mazou
byt subjektivni i objektivni, ale vétSina ze sledovanych proménnych vychazela z lékarského
hodnoceni. Proto lze pfedpokladat, ze vétSina udaju tykajicich se sledovanych zdravotnich
problému nebyla zkreslena subjektivnim vnimanim matky.

Jako signifikantni se zde ukézal vliv toxoplazmézy matky na pravdépodobnost
téhotenské cukrovky ve 2. trimestru (chi kvadrat=4,8314, df=1, p=0,0279), pfiCemz
infikované zeny mély niz§i pravdépodobnost cukrovky. Je pochopitelné otazkou, zda muze
byt téhotenska cukrovka zlepSovana latentni toxoplazmoézou nebo zda muze latentni
toxoplazmoza pusobit pfimo preventivné. V literatufe se nam nepodafilo najit zadné udaje o
této souvislosti. SpiSe by se dalo ocCekavat, ze t€hotenska cukrovka se v pfipadé matky s
latentni toxoplazmézou bude zhorSovat. V piipadé latentni toxoplazmozy totiz dochazi k
encystaci Joxoplasma gondii ve svalech a riznych organech (mozek, srdce a dalsi) a mohla
by tedy existovat zhorSena funce ledvin z diivodu encystace parazita v ledvinach. T€hotenska
cukrovka je objektivni nalez, takze se da vylouCit napf. vliv vétsi citlivosti 7Toxoplasma-
negativnich zen ke vnimani pfiznakd onemocnéni. Mozné je, ze pfitomnost tkanovych cyst

v nékterych organech by mohla ovliviiovat metabolismus glukdzy a tim plsobit na prevenci
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t€hotenské cukrovky. Pritomnost tkanovych cyst v ledvinach dokazuje publikace Wulf et al.,
2005, ktera popisuje reaktivaci toxoplazmozy po transplantaci ledvin. V sou€asnosti se ovsem
daleko spiSe priklanime k zavéru, ze se jedna o artefakt exploratni studie — konkrétné o
nahodny pozitivni vysledek jednoho z mnoha provadénych statistickych test. Muze jit také o
problém malého pocCtu pfipadd (matek s téhotenskou cukrovkou bylo 22 a z toho pouze 4

matky byly toxo-pozitivni).

Nalady matky béhem téhotenstvi

V na$i studii jsme prokazali signifikantni vliv latentni toxoplazmozy matky na deprese
béhem téhotenstvi. Zeny s latentni toxoplazmézou mély b&hem tshotenstvi vétsi sklon k
pocitu deprese nez kontrolni zeny. V psychologickém dotazniku byla pozita Skala 1-7, kdy
jedna znamenala rozhodné ne, 7 rozhodné ano. Toxoplazma-pozitivni zeny mély primér 2,54
a kontrolni skupina zen 2,05. Neznamena to vSak nutné, Ze by zeny s latentni toxoplazmézou
trp€ly v pribéhu téhotenstvi depresi. Vysledky pouze ukazuji, ze Zzeny s latentni
toxoplazmoézou se citily o trochu vic posunuty ve sméru k depresi. Zména nalady b&€hem
tehotenstvi mize byt zpusobena jinym subjektivnim vnimani sama sebe u Zen s latentni
toxoplazmoézou a u kontrolnich zen, coz se projevi jinymi odpovéd'mi na otazky v dotazniku.
Dal§im moznym vysvétlenim je zménéné hodnoceni sama sebe v zavislosti na dobé od
porodu. V naSem statistickém modelu jsme vsak vliv mizného casového useku od porodu do
vyplnéni dotazniku pouzili jako kovariatu a tato interakce nebyla signifikantni, ¢imz bylo toto
vysvétleni vyvraceno.

Vlivem latentni toxoplazmoézy na osobnostni faktory zen se zabyval ¢lanek Flegr et al.,
2000 ktery popisuje posunuti nékterych psychologickych faktori u toxo-pozitivnich Zen.
Mechanismus plsobeni latentni toxoplazmozy na psychiku Elovéka neni znam, ale bude
pravdépodobné souviset s ovlivnénim nékterych neurotransmitert v mozku nebo jejich drah.
Latentni toxoplazmodza je spojovana s poklesem , novelty seeking™ u Cloveka, tedy faktoru,
jehoz hladina negativné koreluje s hladinou dopaminu v mozku. Niz§i novelty seeking by tedy
mohlo byt zplsobeno vyssi hladinou dopaminu v mozku infikovanych osob (Skallova et al.,
2005).
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Prubéh téhotenstvi

Prokazali jsme, ze prubéh téhotenstvi nebyl signifikantné ovlivnén latentni
toxoplazmoézou matky. Ur€ity trend jsme zaznamenali u proménné porod 1 (tj. predCasny, v
terminu, dité prenaseno). Pfi testovani log-linearni analyzou byly do modelu zahrnuty veli€iny
TOXO x pohlavi ditéte x porod 1. Projevila se zde interakce TOXO x porod 1, které ovsem
nebyla signifikantni (chi kvadrat=5,4772, df=2, p=0,064). Pokud se termin porodu povazoval
za ordinalni veli¢inu (0-pfedCasny porod, 1 porod v terminu, 2 dit€ pfenaSeno) a souvislost
mezi toxoplazmédzou a Casem porodu se analyzovala pomoci logistické regrese, byl vliv
toxoplazmoézy na termin porodu statisticky signifikantni (chi kvadrat=5,3, df=1, p=0,0225).
To znamena, ze termin porodu byl u toxo-pozitivnich matek statisticky signifikantn€ posunut
ve sméru dité prenaSeno. Delsi t€hotenstvi u Zen s latentni toxoplazmozou je popisovano v
¢lanku Flegr et al, 2005. Jako pravdépodobny divod je uveden pomalejsi fetalni rist.
V diplomové praci Sarky Kaiikové (2005) bylo pozorovano u toxo-pozitivnich zen delsi
tehotenstvi. Délka té€hotenstvi byla signifikantni vétsi pokud 5lo o meéfeni podle posledni
menstruace (p=0,0151) a stejné tak podle ultrazvukového vysetfeni (p=0,0256).
Odtvodnénim, pro¢ dochazi k prodlouzeni téhotenstvi muze byt napf. pomalejsi vyvoj plodu
u zen s latentni toxoplazmoézou. Den porodu nastava od 266 dne téhotenstvi a porody, které se
uskutecni drfive byvaji oznaCovany jako predCasné (Moore a Persaud, 2002). Titiz autofi
popisuji, Ze v pfipadé nékterych chronickych chorobnych stavi, muize dojit ke zménam
v ob&hu krve matetskou Casti placenty nebo ke zméné€ délozniho ob&hu a to mize vyvolat
podvyzivu plodu. V pfipadé€, ze by Slo u zarodku o zpomaleny vyvoj, muzeme predpokladat,
ze latentni toxoplazméza pravdépodobné | vypina“ néjaky mechanismus kontroly jakosti
embrya a v dusledku toho muze dochazet k donoSeni déti s menSimi vyvojovymi vadami.
V praci Hostomské et al, 1957 je zminéna vys$$i prevalence toxoplazmédzy u matek
mongoloidniho ditéte. Pravdépodobné v dusledku imunosuprese zplisobené toxoplazmédzou
mohou matky donosit plody, které by jinak byly pfi ,kontrole jakosti“ matCinym télem

potraceny.

Rust a spanek ditéte

V nasi praci bylo zji§téno ovlivnéni rustu a frekvence spanku ditéte latentni

toxoplazmédzou matky.

81



Hmotnost chlapcii od toxo-pozitivnich matek byla ve stafi 1,5 let o néco vétsi nez u
chlapci od kontrolnich matek. Tento trend se vSak pouze blizil hranici signifikance
(p=0,0576, F=3,4861).

Ve vysce ditéte byl téz nalezen trend ve v€ku 6ti mésic - divky od toxo-pozitivnich
matek byly nizs§i (p=0,0645, F=3,4861). Testovanim vysky ANOVA testem opakovaného
méfeni v obdobi od 6 tydni do tfi let jsme ziskali hodnotu R1xTOXO u divek p=0,006. Velmi
pravdépodobnym divodem by mohlo byt pietrvavani dasledkd zpomaleného vyvoje ditéte ke
kterému dochazi u toxo-pozitivnich matek béhem intrauterinniho vyvoje. Timto jevem se
zabyva prace Flegr et al. (2005), ve které byly pozorovany nepfimé indicie zpomaleného
vyvoje zarodku v prvnich tydnech gravidity. Divod pro¢ tomu taky tak neni v pfipad€ déti
muzského pohlavi neni pfili§ jasny. Je vS§ak mozné, Ze u chlapct od toxo-pozitivnich matek
dochazi k pusobeni dal§iho mechanismu, ktery plsobi na rist v opatném sméru. Timto
mechanismem by mohla byt zména hladiny testosteronu, ktery ovliviiuje rust. Prikladem
ovlivnéni intrauterinniho vyvoje plodu testosteronem miize byt rizna délka druhého a
¢tvrtého prstu a muzd a zen (Benderlioglu a Nelson, 2004). Tato prace dokazuje u Zen
zavislost v poméru druhého a &tvrtého prstu na pravé ruce a agresi. Zeny, které maji
masukulinni (tj. nizky) pomér druhého a ¢tvrtého prstu vykazuji vysoka skore pfi testovani
agresivity. V praci Flegr et al. (2005) byl zaznamenan signifikantné niz§i pomér druhého a
¢tvrtého prstu u toxo-pozitivnich osob a rovnéz dosavadni (nepublikované) vysledky ukazuji,
Ze toxo-pozitivni muzi maji vyssi hladinu testosteronu (ve slinach).

U frekvence spanku ditéte pies den byl v nasi studii zjistén signifikantni rozdil mezi
détmi od toxo-pozitivnich a toxo-negativnich matek. Ve v€ku 1 a 1,5 let spaly déti od toxo-
pozitivnich matek méné casto pres den (v 1 roce p=0,0096, F=6,8090, v 1,5 roce p=0,0032,
F=8,874). Jednou z pfi€in, pro¢ by mohlo dochazet ke zméné frekvence spanku pies den u
déti od toxo-pozitivnich matek muze byt vliv zmén psychiky matky na vnimani jejiho ditéte.
Matka by mohla byt uzkostnéjsi v péci o dit€ a tim by mohla narusit ¢i ovlivnit jeho spankovy
rezim. Dal§im divodem by mohla byt zvySena aktivita ditéte, neni v§ak znamo, ¢im by mohla
byt zpusobena. Vzhledem k tomu, ze méné Casta frekvence spanku ditéte pres den se
odliSovala stejnym smérem u déti od toxo-pozitivnich matek ve véku 1 rok a 1,5 roku,
nedomnivame se, ze by Slo o nahodny vysledek. U vSech dat byly odstranény extrémni
hodnoty vétsi nez 2,5 nasobek smérodatné odchylky od daného priméru, takze 1 pfipadné

ovlivnéni extrémni hodnotou vylucujeme.
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Psychomotoricky vyvoj ditéte

Divky od toxo-pozitivnich matek se signifikantné pozd¢€ji otaeji na bificho (p=0,0034,
F=8,9594) a chlapci od matek s latentni toxoplazmozou signifikantné€ pozd€ji zvedaji hlavicku
(p=0,0002, F= 14,2087). Diive nez postoupime k diskuzi vysledku, je tfeba zduraznit, ze i
dalsi posuny u déti od toxo-pozitivnich matek byly u psychomotorického vyvoje vétSinou
stejnym smérem, avSak nebyly signifikantni. U divek i chlapca byly toxo-pozitivni déti
vétSinou pomalejsi ve vyvoji. Jednim z divodi by mohl byt vertikalni ,,asymptomaticky*
prenos toxoplazmozy od matky. Bézné zachyceny kongenitalni pienos toxoplazmozy se také
projevuje zpomalenym psychomotorickym vyvojem (Fuskova et al., 2003). Naprosto vyloucit
"asymptomaticky" kongenitalni prenos nemlzeme, nebot déti se v pripad¢ latentni
toxoplazmoézy matky netestuji na pritomnosti protilatek proti Zoxoplasma gondii. Tato pfi¢ina
pomalejSiho vyvoje déti od toxo-pozitivnich matek se nam ovSem zda dosti nepravdépodobna,
protoZze moznost pfenosu toxoplazmoézy od matky, ktera je v latentni fazi onemocnéni, je
velice nizka. Dalsi moznosti by bylo, Zze déti od toxo-pozitivnich matek ziji (stejné jako jejich
nakazené matky) v prostiedi s vétSim rizikem nakazy prvokem 7oxoplasma gondii a pokud se
nakazi do tii let v€ku, mize byt prodélané onemocnéni divodem zpomaleni vyvoje a toto
zpomaleni se muaze jevit jako vliv latentni toxoplazmozy matky. Toto vysvétleni se nam opét
jevi jako nepravdépodobné, protoze nami prokazané zpomaleni psychomotorického vyvoje je
ve velmi nizkém veku ditéte (2-3 mésic, 4-5 mésic veéku ditéte), takze je pravdépodobnost
nakazy toxoplazmdzou velmi nizkd. Dal§i moznost vysvétleni naSich dat ukazujicich
zpomaleni psychomotorického vyvoje déti od toxo-pozitivnich matek by mohlo byt jiné
vnimani ditéte matkou s latentni toxoplazmoézou. Taky tento divod se nam opét jevi byt
nepravdépodobnym, zvednuti hlavi¢ky ¢i otoCeni na bfisko je objektivni jev a matka tuto
skutecnost vétSinou nahlasuje i1 svému pediatrovi. Dal§im moznym vysvétlenim je pfenos
protilatek z téla matky na dité a negativni vliv téchto protilatek na psychomotoricky vyvoj
ditéte. Tento disledek pfenosu protilatek z matky na dité vSak zatim nebyl nikdy pozorovan.
Dale je mozné, ze se Toxoplasma gondii nebo imunitni reakce na Toxoplasma gondii podili
v organismu matky na vypinani ,kontroly kvality* potomku a v disledku toho u infikovanych
matek stoupa pravdépodobnost uspé$ného vyvoje mirné poskozenych zarodkd, ze kterych
nasledné vyrostou mirn¢ retardované déti. I tato teorie nam ovSem piipada velmi
nepravdépodobna. Nejpravdépodobnéj§im vysvétlenim se nam v tuto chvili jevi moznost, ze

dit¢ od matky s latentni toxoplazmoézou je zpomalené ve vyvoji z dlvodu pretrvavajici
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retardace z fetalniho obdobi. Protichidnym vysledkem je ale zjisténi, ze se matky s latentni

toxoplazmozou vénuji mén€ domacimu cviceni s ditétem .

Zdravotni stav ditéte

Pro testovani zdravotniho stavu ditéte pomoci log-linearni analyzy byl pouzit jednoduchy
model veli¢ina TOXO x pohlavi ditéte x sledovana proménna (nemoc nebo zdravotni problém
ditéte do tfi let). Signifikantni zde byla interakce mezi proménnou TOXO a domacim
cvicenim (chi kvadrat 4,665, df=1, p=0,0308). Matky, které mély latentni toxoplazmozu se
domacimu cviceni vénovaly s ditétem téméf o polovinu méné (domaci cviceni: TOXO
negativni 26,16 %, TOXO pozitivni 11,76 %). Tato skute¢nost by mohla byt dal§im divodem
zpomaleného psychomotorického vyvoje, ktery je diskutovan vyse. Déti od matek s latentni
toxoplazmozou nemeély vétsSi pravdépodobnost onemocnéni urCitou nemoci, ktera byla
zjiStovana v dotazniku. Neprokazali jsme ani vétsi Cetnost opakovanych onemocnéni ani vetsi
sklon k projeviim alergii ¢i koznim onemocnénim. Z téchto vysledkd je patrné, ze imunitni
stav déti od matek s latentni toxoplazmézou neni prikazné ovlivnén ve sméru reakce na jiny
antigen. V souvislosti se zdravotnim stavem ditéte vySla negativni zavislost mezi toxo-
pozitivitou matek a domacim cvi¢enim. Divodem pro¢ matky s latentni toxoplazmoézou méné
cviCily doma se svymi détmi muze byt vét§i zajem o psychicky rozvoj ditéte na ukor
fyzického. Matka s latentni toxoplazmozou se muze vice vénovat psychickému stavu ditéte
(odpovidalo by to tomu, ze déti jsou vice citlivé z pohledu matky), pripadné se tolik neboji o

dité z hlediska rustu a fyzického vyvoje.

Chovani ditéte do tfi let

Chovani déti od matek s latentni toxoplazmozou se liSilo v tom, ze déti od toxo-
pozitivnich matek jsou podle nazord matek signifikantné vic citlivé nez déti od toxo-
negativnich matek (p= 0,021, F=5,389). Otazkou je zda-li zmény v chovani ditéte do tfi let
jsou opravdu zpusobené jinym chovanim ditéte nebo zda se jedna o projev urcité psychické
zmény matky, ktera potom své dit€ vnima subjektivné jinak. Tézko lze v soucasnosti
spekulovat nad mechanismem zmény psychiky ditéte zpusobené latentni toxoplazmézou

matky. Mohlo by se ale jednat o zachyceni zpomaleného vyvoje ditéte a projekci tohoto
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zpomaleného vyvoje matkou jako citlivost v naSem dotazniku. Dité by mohlo byt pokladano
za vic citlivé z divodu vétsi potieby materské péce. Pravdépodobnéj$im vysvétlenim se nam
jevi vliv psychiky matky s latentni toxoplazmézou na odpovédi v dotazniku tykajici se
chovani ditéte. Matka je vic vnimava, citliva k ditéti, mize se o dit€ vic strachovat a to se

nasledné odrazi na jejim hodnoceni ditéte.

Vedlejsi vysledky

Bé&hem naSi prace jsme ziskali dalsi vedlejsi vysledky, které se pfimo netykaji vlivu

latentni toxoplazmézy matky na prubéh téhotenstvi a dité.

Potvrdil se nam vSeobecné znamy fakt, ze pravdépodobnost umélého oplozeni (nutnost
asistované reprodukce) roste s vékem matky (p= 0,0003, F= 2,5895). Vék matky a umélé
oplozeni pozitivné korelovalo s pravdépodobnosti mit dvojcata (v€k matky a dvojCata p=
0,0011, F= 2,3439, umélé oplozeni a dvojcata p<0,0001, F= 37,2441). Pii odfiltrovani vlivu

umeélého oplozeni se zavislost ,,dvojcata” na ,,v€k matky” nepotvrdila (p=0,1228, F=2,393).

Zajimavy je v naich vysledcich vliv pohlavi ditéte na zdravotni problémy matky. Zeny,
které cCekaly dité zenského pohlavi mély statisticky signifikantné Cast€jSi problém se
zvracenim po ranu v 1. trimestru (chi kvadrat=4,1695, p=0,0412) a statisticky mén€ Casto
bolest a napé&ti v prsou ve 3. trimestru (chi kvadrat=4,8255, p=0,028) a trend k méné Castému
nutkani k moceni ve 2. trimestru (chi kvadrat=3,699, p=0,0544). V literatuie je opravdu
popisovan vétsi sklon ke zvraceni u matek, které Cekaji dité zenského pohlavi. Zvraceni je
zavislé na hladiné hormonu hCG (chorion-gonadotropni hormon) a tato hladina hormonu je

vySsi u matek, které Cekaji dit€ zenského pohlavi (Askling et al., 1999).

Pfed otéhotnénim se ukazal signifikantni vliv kovariaty umélé oplozeni (nutnost
asistované reprodukce) na citlivost (p=0,0146, F=6,048), starosti (p=0,004420, F=8,25),
depresi (p=0,0171, F=5,7587), netrpélivost (p=0,0016, F=10,2097), optimismus (p=0,0139,
F=6,135) a zarlivost (p=0,0055, F=7,8378). Zeny, které se ulastnily programu asistované
reprodukce (umelého oplozeni) mély vétsi sklon k citlivosti, starostem, depresi, netrpélivosti,
zarlivosti a mensi sklon k optimismu. OCekavanym vysledkem bylo, ze umélé oplodnéni
(nutnost asistované reprodukce) mélo béhem téhotenstvi signifikantni vliv na starosti

(p=0,0083, F=7,049) a veselost (p=0,0336, F=4,554). Zeny, které byly na umélém oplodnéni
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mély vétsi sklon mit starosti a mensi sklon k veselosti. Lze to vysvétlit tim, Ze tyto zeny byly
ve stresu, obavaly se o dité a cely pribé€h téhotenstvi, coz se zakonit€ muselo projevit na

jejich psychice.

Kovariata vlivu véku matky na vysazeni hormonalni antikoncepce (t.j. Casové obdobi od
vysazeni hormonalni antikoncepce do otéhotnéni), byla signifikantni (p=0,0282, F=4,9288).
S vys§im vékem se vysazeni hormonalni antikoncepce prodluzovalo, coz bude souviset

s men$i pravdépodobnosti otéhotnéni se zvySujicim se vékem.

Dale bylo zjisténo, ze hmotnost a vyska déti ve vé€ku 6 tydnt, 3 mésice, 6 mésicu, 1 rok,
1,5 roku a 3 roky byla vzdy signifikantné odlisna u divek a chlapci. Divky zde byly vzdy
leh¢i a mensi. To je dano rozdilnym vyvojem u obou pohlavi. Rychlejsi ristu se projevuje u

chlapct vétsi vyskou a hmotnosti (Lampl et al., 2005).

V délce jednoho spanku pres den se ve véku 1,5 let se ukazal rozdil mezi divkami a
chlapci (p= 0,0402, F= 4,254). Délka spanku byla u chlapct signifikantné vétsi nez u divek.
V praci Guerin et al., 2001 udava autor, ze spankovy rezimu u déti odpovida pohlavi

zkoumaného ditéte.

Byly zjistény pohlavni rozdily v psychomotorickém vyvoji u proménné otoceni na
bficho, plazeni, prvni slova a prvni zub. Chlapci se signifikantné pozdéji otaceji na bficho
(p=0,0144), drive se plazi (p=0,0233), pozd&ji pouzivaji prvni slova (p=0,004) a dfive jim
vyroste prvni zub (p=0,0066).

Pfi testovani vzajemnych vztahu sledovanych veli€in jsme se také zajimali o vliv piného
kojeni (do 6ti mésicti) bez pfikrmovani na nemoci ditéte. V loglinearni analyze byl testovan
model nemoc ditéte x plné kojeni do 6ti mésici x vék matky. Signifikantni vliv byl
zaznamenan pouze u onemocnéni anginou (chi kvadrat 5,677, df=1, p=0,0172), plné kojené
déti do 6ti mésici onemocnély méné Casto anginou nez nekojené déti. Jinak plné kojeni do 6ti
mésici véku ditéte bez prikrmovani nemélo vliv na ostatni nemoci, kozni onemocnéni a

alergie, aCkoliv v literatufe je uvadén vliv kojeni na prevenci alergii (Kull et al., 2005).

V chovani ditéte byl signifikantni vliv kovariaty pohlavi dit€ na dominantni chovani

(p=0,0283, F=4,859) a vliv kovariaty vék matky na vyssi oblibu novych situaci (p=0,0423,
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F=4,160). Pohlavi ditéte ovlivnilo chovani tak, ze divky mély zvySené dominantni chovani.
Tento vysledek odpovida studii, ktera byla provedena na détech (Rowe et al., 2004), ve které
nebyla nalezena korelace mezi socialni dominanci a hladinou testosteronu. Je také mozné, ze
matky majici dité Zzenského pohlavi oCekavaji, ze se bude dité chovat submisivnéji. Ve
skuteCnosti se déti obou pohlavi chovaji stejné a matka tedy chovani divek vnima jako

relativné dominantnéjsi.

6.2 Vliv latentni toxoplazmoézy na potomstvo mysSi

Hmotnosti mlad’at

Hmotnost mlad’at sami¢iho pohlavi od toxo-pozitivnich matek byla nizSi ve vsech
pripadech vazeni (tj. 43-102 dn staii mlad’at). Samci od toxoplasma-pozitivnich matek byli
ve stafi 43-52 dnd, 53-62 dni, 63-72 dni, 93-102 dnu signifikantné lehéi nez samci od
toxoplasma-negativnich matek. Ve stafi 83-92 dni byli samci od toxo-pozitivnich matek
signifikantné t€zsi nez kontrolni skupina. U mlad’at od matek s latentni toxoplazmoézou bude
pusobit pravdépodobné néjaky mechanismus, proti kterému soucasné pusobi mechanismus
ovliviiovany pohlavnimi hormony. Pokud budeme uvazovat o pohlavnich hormonech,
prichazi v uvahu predevsim testosteron, ktery pusobi na rust. Napiiklad v publikaci Hastings a
Hill, 1997 je popsan pokles hmotnosti samci po kastraci. ProtoZze samice mySi maji
testosteronu vyrazné méné, dochazi k menSimu ovlivnéni hmotnosti nebo mechanismus
pisobi opacnym smérem. Zpomaleni rastu mlad’at mysi od toxo-pozitivnich matek maze byt
zpusobeno negativnim pusobenim latentni toxoplazmézy matky na intrauterinnim vyvoj
mlad’éte, které se projevi zpomalenym riustem potomstva v dospélosti. Zpomaleni ristu mize
byt téz zplsobeno pisobenim pietrvavajicich nizkych titr protilatek u mlad’at. Protilatky
mohou vy€erpavat imunitni systém a tim zhorSovat kondici, coZ se projevuje na snizeni
hmotnosti. Vzhledem k tomu, Ze u samct mysi muze dochazet ke sCitani dvou protichiidnych
vlivll (hladina testosteronu x. pfitomnost toxo-protilatek u matky) neni rozdil v hmotnostech
po celou dobu méfeni vychylen jednim smérem. V pfipad€, ze by samci od toxo-pozitivnich
matek méli indukovanou vy$si hladinu testosteronu, mohli by tim kompenzovat pomalejsi rist
zpisobeny pfitomnosti protilatek u matky. Dale by rozdil ve vyvoji hmotnosti mohl byt

ovlivnén jinym chovanim samci a samic. Je téz mozné, ze u mysi nebyla rozpoznana
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kongenitalni infekce toxoplazmézou, ktera zpusobila pomalejsi vyvoj. Priklanime se vSak
k nazoru, ze se nejednalo o kongenitalni infekci, nebot u mysi byly stanovovany titry
protilatek v riznych ¢asovych obdobich a hladiny byly nizké a doslo velmi rychle k poklesu
na hraniCni titr protilatek.

Pti porovnani vlivu latentni toxoplasmosy matky na hmotnosti mlad’at u mysi a u ¢lovéka
(kapitola 6.1) si mizeme povSimnout opa¢ného sméru. Mlad’ata od toxo-pozitivnich matek
jsou signifikantné leh¢i, zatimco déti od toxo-pozitivnich matek maji trend byt vetsi a t€zsi.
Duvodem tohoto vysledku je rozdilna etapa zivota u mysi (hmotnost méfena po odstavu) a u
¢loveka (hmotnost méfena do tfi let). Dulezitym jevem je také moznost ovlivnéni hmotnosti
podle terminu porodu. U Clovéka je dité od toxo-pozitivni matky prenaSeno (kapitola 6.1), u
mySi nedokdzeme termin porodu posoudit, protoze obdobi biezosti je pfili$ kratké. Je mozné,
ze u mysi dochazi k opacnému jevu, bfezost se zkracuje a hmotnost mlad’at mize byt tedy
niz§i. Pokud ale srovname hmotnost mlad’at (samic) mysi od toxo-pozitivnich matek a vysku
divek od toxo-pozitivnich matek mizeme si pov§imnout stejného trendu ristu. Potomstvo od
toxo-pozitvnich matek ma béhem ranného vyvoje pomalejsi rast (u mysi hmotnost, u ¢lovéka
vyska). Potom se rast u ¢lovéka vyrovnava v obou skupinach (dcery toxo-pozitivnich a toxo-
negativnich matek) a je mozné, ze pokud by byla mlad’ata mysi sledovana delsi casové
obdobi, doslo by k vyrovnani v obou skupinach mysi (samice od toxo-pozitivnich a toxo-

negativnich matek).

Behavioralni pokusy

V testu motoriky a koordinace (kladina) jsme nezaznamenali zadné signifikantni rozdily
mezi mlad’aty od matek toxo-pozitivnich a kontrolnich. Pokud by byla experimentalni zvifata
nakazena kongenitaln€, mohli bychom ocekavat néjaké zmény chovani. Protoze ale u mlad’at
od infikovanych matek doslo s nejvétsi pravdépodobnosti pouze k prenosu protilatek, nedoslo
ani ke zménam v chovani experimentalnich zvifat. Doba otoCeni a prelezeni kladiny
korelovala s hmotnosti (otoCeni p=0,0066, F=7,5383, prelezeni p=0,0005, F=12,716). Samci
byli signifikantné rychlejsi nez samice v Case otocky (p= 0,0012, F=10,8209) a signifikantné
pomalejsi v Case prelezeni kladiny (p= 0,0061, F= 7,688). Pomalejsi pfekonani kladiny mtze
byt zpisobeno pravé vét§i hmotnosti samct oproti samicim a snizenou motivaci k tniku z
neznamého prostiedi ¢i zvySenou anxietou, ktera mize vést k inhibici chovani. K rozdilim v
chovani na kladin€ mohou téz pfispivat zmény v aktivité testovanych zvifat (Contet et al.,

2001).
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V testu light-dark box nebyl rozdil v chovani u mlad’at od toxoplasma-pozitivnich a
toxoplasma-negativnich matek statisticky signifikantni. Samci stravili v porovnani se
samicemi krat§i ¢asovy usek v tmavé Casti aparatury (p=0,0335, F=4,5876). Tento test byl
zamefen na zjiStovani zmény v anxiet€¢ zavislé na lokomoc¢ni aktivit€. Vzhledem k

pfedchozim vysledkim nebyla tato zména ocekavana.

6.3 Vliv antitoxoplasmickych protilatek na infekci toxoplazmoézou

Hmotnost mlad’at po infekci

Mladata od toxo-pozitivnich a toxo-negativnich matek byla infikovana cystami
Toxoplasma gondii. Jak uz bylo poznamenano vySe (kapitoly 2.1.1 a 2.1.2), patogenita
parazita je ovlivnéna virulenci ur¢itého kmene, infek¢ni davkou, zptisobem vstupu parazita do
organismu hostitele a také druhem a kmenem mezihostitele (Darcy a Santoro, 1994). Béhem
infekce hmotnost obou skupin mysi klesala. U mlad’at mysi F1 od matek s latentni
toxoplazmozou klesala hmotnost mnohem vic a byla signifikantné odlisna od infikovanych
mlad’at F1 od kontrolnich matek ve 2., 5., 7., 9., 12., 16., 21. dnu po infekci. Zadné zvite
neuhynulo, jedno se nenakazilo a bylo proto z experimentu vyfazeno. U vSech infikovanych
zvifat doSlo k poklesim hmotnosti. Vétsi pokles vahy u mladat od matek s latentni
toxoplazmoézou byl pravdépodobné zpiisoben rychlejsi reakci imunitniho systému, ktery
patogena, proti némuz mély mysi jiz pfedem urCitou (relativné nizkou) hladinu protilatek,
rozpoznal. Toto rozpoznani a rychlejsi reakce imunitniho systému bylo pro organismus patrné
mnohem vice vyCerpavajici nez piimé patologické pusobeni Toxoplasma gondii. Dalsi
moznosti by mohla byt snizena schopnost vyrovnat se se stresovymi podminkami (nemoc)
nebo moznost mén¢ aktivniho pfijimani potravy. Nejpravdépodobnéjsi se ale jevi varianta, ze
imunitni systém myS$i od matek s latentni toxoplazmézou rychleji a v daleko vétsi mire
zareaguje na infekci 7oxoplasma gondii, zatimco u kontrolni skupiny dochazi teprve k tvorbé
protilatek. Pokud by se tato teorie zakladala na pravdé, byly by titry protilatek u mysi od toxo-

pozitivnich matek po infekci vyssi a pocet cyst v mozku naopak nizsi.
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Titry protilatek

Jak vyplyva z vysledkd, méla mlad’ata mysi od toxo-pozitivnich matek po infekci nejveétsi
zastoupeni nejvysSiho titru. Tento rozdil byl s pouzitim Kandallova neparametrického testu
statisticky signifikantni (p<0,001). Vysledek stanoveni titru protilatek potvrzuje teorii, ze u
mysi, které mély matku s latentni toxoplazmozou, doslo k rychlejsi reakci imunitniho systému

a k vytvoreni vét§iho mnozstvi protilatek nez u kontrolnich mysi.

Pocet cyst v mozku

Rozdil poctu cyst u mlad’at od matek s latentni toxoplazmézou a od kontrolnich matek se
nepodafilo prokazat (p=0,608, F=0,268). Primérny pocet cyst byl 59 u mysi od matky toxo-
pozitivni a 66 od kontrolni matky. Z uvedenych vysledka (a ze skusenosti ziskanych béhem
pokusu) vyplyva, ze metoda pocitani cyst neni pravdépodobné dostatecné citliva ke stanoveni
rozdilu mezi dvéma skupinami mys$i. Nizky pocet cyst v mozku predstavuje velmi slabou
nakazu toxoplazmézou, ktera 1épe odpovida latentni fazi toxoplazmozy u mysi, ale zaroven
znemoznuje presnéjsi porovnani dvou skupin mysi (vysledky jsou zatizeny velkou statistickou
chybou). K dikazu ochrany velice nizkym titrem protilatek prenesenych od matky pied vétsi
parazitémii (dolozenou pocty cyst v mozku) by bylo nutné pouzit citlivéjsi metodu anebo
infikovat mys$i virulentné€js$im kmenem 7oxoplasma gondii. Vhodnou metodou k pfesnému
stanoveni mnozZstvi DNA parazita by mohla byt metoda Real-Time PCR (viz. kapitola 5.2.5),
jeji pouziti pro kvantifikaci zastoupeni parazita v mozkové tkani se vSak ukazalo jako

problematické.
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7. Zavérecné shrnuti

Bylo prokazano pusobeni latentni toxoplazmoézy matky na potomstvo u lidi i u mysi.

Clovék

V priibéhu té€hotenstvi se ukazal vliv latentni toxoplazmdzy na matku:

)

Matky s latentni toxoplazmoézou by mohly mit mensi vyskyt t€¢hotenské cukrovky ve

druhém trimestru.

» Béhem téhotenstvi je nalada matky s latentni toxoplazmézou vice posunutd smérem

e

k depresi.

Termin porodu byl u toxo-pozitivnich matek posunut ve sméru dité pfenaseno.

U déti od matek s latentni toxoplazmdzou byly zjistény nasledujici odchylky v porovnani

s détmi od kontrolnich matek:

”

Pti sledovani rustu divek (vyska) dochazelo k rozdilnému pusobeni vlivu latentni
toxoplazmozy matky na tento rist. Vyska divek od toxo-pozitvnich matek vykazovala
vy§§i narist do jednoho roku véku a posléze doslo k vyrovnani téchto rozdila.

Ve veéku 1 a 1,5 let spaly déti od toxo-pozitivnich matek méné Casto pres den.

Divky od toxo-pozitivnich matek se pozdéji otaceji na bricho.

Chlapci od matek s latentni toxoplazmozou pozdéji zvedaji hlavicku.

Matky, které mely latentni toxoplazmozu, se domacimu cviCeni s ditétem vénovaly
mene.

Chovani déti od matek s latentni toxoplazmézou se lisilo v tom, ze déti od toxo-
pozitivnich matek byly zpétné hodnocené jako vic citlivé nez déti od toxo-negativnich

matek.

Vzhledem k tomu, zZe se jedna o explora¢ni studii a nebyla provedena Bonferroniho korekce,

bude tfeba ovéfit vSechny tyto vysledky na nezavislém souboru.
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Laboratorni mysi

» Mladata samiciho pohlavi od matek s latentni toxoplazmozou byla leh¢i ve stari 43-
103 dnu.
» Mladata samciho pohlavi od matek s latentni toxoplazmozou byla leh¢i ve stari 43-72

dni a 93-102 dnu a tézsi ve stafi 83-92 dnd.
Potomci mysi s latentni toxoplazmézou infikovani prvokem 7oxoplasma gondii:

» MEli nizs§i hmotnost v prubéhu akutniho stadia infekce nez kontrolni skupina mysi.

» Dosahovali vyssich titri protilatek nez kontrolni skupina.
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