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Abstrakt

Toxoplasmoéza zplsobena prvokem Toxoplasma gondii je jednou
Z nejrozsifenéjSich kosmopolitné se vyskytujicich parazitoz teplokrevnych zivocicht i
lidi. V Ceské republice je jim nakaZeno piiblizné 30% obyvatelstva. Jejim pivodcem je
intracelularni parazit se slozitym fakultativné heteroxennim Zzivotnim cyklem, ktery
zahrnuje nékolik vyvojovych stadii.

Infekce u vétsiny zdravych jedinct probihd inaparentné, popiipadé se slabymi
klinickymi ptiznaky. AvSak velké komplikace nebo dokonce smrt mulze zpusobit
infekce nebo reaktivace latentni formy infekce u lidi s imunodeficienci. Pfi akutni
primoinfekci Zen v prvnim trimestru téhotenstvi miize vazné poskodit vyvijejici se
plod. Tomu Ize pfedchazet vEasnou detekci parazita screeningovym vySetienim téchto
rizikovych skupin.

Laboratorni diagnostika vyuziva dvou zakladnich metod priikazu toxoplasmoézy,
a to bud’ pfimym nebo nepifimym prukazem. Piimé metody jako je mikroskopicky
prukaz parazita nebo izolace Toxoplasmy gondii na laboratornich zvifatech se bézné
Vv praxi nevyuzivaji. V poslednich letech se do poptedi dostdvaji metody molekularni
biologie zamétené na piimy dikaz nukleové kyseliny parazita v biologickém materialu.
Tyto metody jsou vysoce specifické i senzitivni a poskytuji rychly vysledek. Z téchto
molekularnich metod své uplatnéni v laboratofich nachédzi polymerazova fetézova
reakce (PCR).

Metody nepiimého prikazu se zaklddaji na detekci specifickych stop,
zanechanych v organismu infekénim agens. Mezi nimi se v rutinnim provozu vétSiny
laboratoii v Ceské republice nejvice vyuziva sérologickych metod. Zakladnim
principem je reakce antigenu a protilatky. Podle vySetfenych protilatek lze ur¢it, zda je
ndkaza v akutni ¢i chronické fazi a o jaky typ toxoplasmézy se jednd. Za ,zlaty
standard“ je dodnes povazovany Sabin-Feldmantv test, ktery byl poprvé vyuzit
k sérologickému prikazu toxoplasmézy. Dale byly vyvinuty dalsi testy jako
intradermélni a imunofluorescencni test, komplement fixaéni reakce, nepiima

hemaglutinace, mikroprecipitace nebo imunoenzymatické metody.



Metody stanoveni nejsou vzdy idedlni, proto je v rutinni diagnostice potieba tyto
metody rizné¢ kombinovat, aby vzajemné¢ vykompenzovaly své nedostatky. Nutné je i
vzit ohled na individualni odchylky pacientli a v ptipad¢ potteby opakovat stanoveni za
2-3 tydny.

Kuréeni diagnozy obvykle nestaci pouhy priikkaz protilatek, ani stanoveni jejich
mnozstvi. Zasadni je urCit fazi infekce, proto je potieba dokazat zda se hodnoty
jednotlivych tfid imunoglobulini (popfipad¢ titra celkovych protilatek) zvysuji, snizuji
¢1 maji stabilni hodnoty. V urcitych ptipadech mize byt rozhodujici avidita IgG.

Primarni infekce je v akutni fazi charakterizovana strmym vzestupem protilatek
tiidy IgA a IgM, pozvoln&ji stoupa hladina IgG. Pro latentni toxoplasmoézu je
charakteristickd nepfitomnost IgA a IgM, protilatky tfidy IgG jsou prokazatelné
V nizkych aZ stfednich hodnotach a pretrvavaji celozZivotné. Stanovuje se také avidita
1gG, kdy se v pribéhu infekce postupné vytvareji stale pevnéjsi vazby IgG s antigenem.
To napomaha urceni faze infekce, coz byva v terapii rozhodujici.

Cilem této bakalaiské prace je detekovat protilatky proti Toxoplasma gondii a
vyhodnotit jejich prevalenci pomoci sérologickych metod a tyto metody vzajemné
porovnat. Soubor vySetfovanych vzorkd pochazi z Fakultni nemocnice Plzen
parazitologického a sérologického odd¢leni, proto je v zdvéru prace zahrnuto hodnoceni
vyskytu infekce v Plzeniském kraji.

Nejcastéji se v rutinnim provozu uziva komplement fixa¢ni reakce ke stanoveni
celkovych protilatek, popiipadé¢ se dopliiuje stanovenim hodnot jednotlivych
imunoglobulinovych tfid metodou Enzyme-linked immunosorbent assay.

U pacientll s prokdzanou toxoplasmovou infekci pomoci KFR, kdy je titr
protilatek 1:8 a vyssi, je potfeba stanoveni doplnit o metodu ELISA a tak zjistit hladiny
jednotlivych tfid imunoglobulinti. Tato diagnostika se postupné vyvijela od narocnych a
slozitych postupti smérem k rychlé a plné automatizované diagnostice.

Celkem bylo stanoveno 68 vzorkd pacientll s podezfenim na toxoplasmozu. Ve
sledované skupiné byli sledovani muzi, zeny i déti. Po zvazeni faktorti, které mohou
ovlivitovat reakci se na zédkladé KFR vyloucila infekce (negativni vysledek) u 26 osob.

U zbylych 43 pacientll byla prokazana pozitivni reakce na pfitomnost protilatek. Po



porovnani pozitivnich vysledkti i nizkych titrd s klinickym stavem pacienta C¢i
S hodnotami naméfenymi v minulosti se indikovalo stanoveni metodou ELISA u 41
vysetiovanych osob. V konec¢ném dusledku byla za mésic srpen roku 2012 detekovana

akutni toxoplasmova infekce celkem u 4 osob.

Kli¢ova slova: Toxoplazma gondii, toxoplazméza, KFR, ELISA



Abstract

Toxoplasmosis caused by the protozoan Toxoplasma Gondii is one of the most
widespread parasitic infection in the world, occurring in organism of both warm-
blooded animals and humans. Its agent is an intracellular protozoan which life cycle is
facultative heteroxen and includes several stages of development. Approximately 30%
of population in the Czech Republic is infected.

The majority of healthy individuals have no symptoms, in some cases there are
slight clinical signs. However, serious heath complications or even death may be caused
either by infection or reactivation of the latent form of infection among people with
immunodeficiencies. Toxoplasmosis can inflict a severe fetal damage when a female is
infected for the very first time in the first trimester of pregnancy. This can be prevented
by the risk group screening and an early detection of the protozoan.

Laboratory diagnostics use two basic methods in order to prove toxoplasmosis, a
direct one and an indirect one. The direct methods such as a microscopic evidence of
the protozoan or the isolation of Toxoplasma Gondii on laboratory animals are not
usually used in practice. In recent years methods of molecular biology focused on the
proof of the protozoan’s nuclear acid in the biological material come to the fore. These
methods are highly specific as well as sensitive. Therefore rapid results are provided. As
regards these methods, mainly polymerase chain reaction (PCR) is used commonly in
labs.

The methods of indirect evidence are based on the detection of specific traces
left by the infectious agent in human organism. Among them, serological methods are
the most commonly used ones in the routine operation in the majority of laboratories in
the Czech Republic. A basic principle is reaction between antigen and antibody. It is
possible to determine whether the infection is in acute or chronic phase and what type of
infection it is. Sabin-Feldmand’s test has been considered as a “gold standard” until
these days. This test was utilized for serological evidence of toxoplasmosis for the first
time. Then other tests were made. That includes intradermal and imunofluorecent tests,
complement fixation test, indirect hemaglutination, microprecipitation or

imunoenzymatic methods.



Methods of evidence are not always optimal, therefore it is necessary to combine
various methods in routine diagnostics in order to mutually compensate their
imperfections. Individual deviations of patients must be also taken into consideration
and repeat testing in 2 or 3 weeks if it is necessary.

The mere evidence of the presence of antibodies is not usually sufficient for
diagnosis. Determination of the phase of infection is essential, therefore it is needed to
prove if the value of each class of immunoglobulins (or titers of all antibodies)
increases, decreases or if they have a stable value. In some cases the avidity IgG may be
crucial.

The primary infection in acute phase is characterized by a sharp rise of
antibodies of IgA and IgM class, the level of 1gG rises slowly.

Latent toxoplasmosis is characterized by the absence of IgA and IgM, IgG are
found in low and medium levels and they persist throughout the life. The IgG avidity is
also determined by tests, when bindings between the 1gG and antigen become
increasingly stronger in the course of infection. This facilitates determination of the
phase of infection, which is usually relevant in the therapy.

The aim of this bachelor thesis is to detect antibodies against Toxoplasma
Gondii and to evaluate their prevalence by using serological methods. And finally, these
methods will be compared. The patient samples originate from the department of
parasitology and serology of Fakultni nemocnice Plzen, therefore there is an evaluation
of the incidence of infection in Pilsen region.

The complement fixation test is the most commonly used in routine operation
for determination of the total level of antibodies or this test is supplemented by
determination of levels of individual immunoglobulin classes by using the Enzyme
linked immunosorbent assay.

If there is the evidence of infection of toxoplasma by using KFR and the
antibody titer is 1:8, it is necessary to supplement the determination by ELSA method to
ascertain the level of immunoglobulin classes. This diagnosis has gradually developed

from demanding and complex procedures towards fast and fully automated diagnosis.



In total, 68 samples of patients with suspicion of toxoplasmosis were
determined. The monitored group includes men, women and children. After
consideration of the factors which may influence the reaction and on the basis of KFR,
the infection of 26 persons was eliminated (negative results). The remaining 43 patients
had a positive reaction for the presence of antibodies. After comparing the positive
results and low titers with the clinical state of the patient or with the values measured in
the past, the determination by the method of ELISA was indicated among 41 persons.
The final result for August 2012 was the detection of acute toxoplasma infection of 4

people.

Key words: Toxoplasma gondii, toxoplasmosis, KFR, ELISA
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Seznam pouzitych zkratek

AIDS — syndrom ziskaného selhani imunity
APC — antigen prezentujici buiika

CD — Cluster Designation

CNS — centralni nervova soustava

CR — Ceska republika

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DSD — dodecylsulfat sodny

ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay
HIV — virus lidské imunitni nedostatecnosti
HS — hemolyticky systém

IgA (M,G) — imunoglobulin A (M,G)

IL — interleukin

INF — interferon

INOS — indukovatelna syntetaza oxidu dusnatého
KFR — komplement fixa¢ni reakce

MHC — hlavni histokompatibilni komplex
NK — negativni kontrola

NRL — ndrodni referen¢ni laboratot

PCR — polymeréazova fetézova reakce

PK — pozitivni kontrola

SZU — statni zdravotni Gistav

TCR —receptor T bun&k

Th — pomocny T lymfocyt

QC — kontrola spravnosti provedeni testu
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Uvod

I kdyz je pokrok ve vyzkumu parazita Toxoplasma gondii zna¢ny a spousta otazek
kolem né&j je zodpovezena, stidle ohrozuje urcité¢ skupiny lidi na zivoté. To je jeden
z davodi, pro¢ jsem si ke zpracovani bakalarské prace vybrala pravé téma sérologicka
diagnostika toxoplasmozy.

Tato antropozoondza zpusobena prvokem Toxoplasma gondii je kosmopolitné
rozSitena. U imunokompetentnich osob probiha akutni infekce inaparentné, popiipadé
se slabymi klinickymi projevy, proto nebyva Casto spravné rozpoznéna. Tento pribch
infekce ¢i reaktivace latentni infekce mtize zpusobit tézké zdravotni komplikace nebo
dokonce smrt u rizikovych skupin.

Véasna detekce a piipadné nasazeni ucinné 1écby je proto rozhodujici pro
zdravotni stav napadenych osob. Zplsobli diagnostiky toxoplasmodzy je mnoho ale
v Ceské republice je priikaz zalozen piedev§im na sérologickych metodach.

Tato prace je po zvazeni naro¢nosti, dostupnosti a rychlosti metod zamétena na
vySetfeni titru celkovych protilatek metodou komplement fixaéni reakce (KFR) a
identifikaci jednotlivych tfid protilatek metodou Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA).
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1. Soucasny stav
1.1 Toxoplasma gondii

1.1.1 Historie

Parazit byl objeven vroce 1908 védci Nicolle a Manceuax z Pasteurova ustavu
V Tunisku u severoafrického hlodavce gundiho saharského (Ctenodactylus gundi) a
pojmenovali ho Toxoplasma gondii. Nezavisle na nich vtémze roce izoloval
toxoplasmu z mozku kralika Splendor v Brazilii. Pozd¢ji byla prokazovana i u dalSich
teplokrevnych Zivocichti.

Dtlezitym bodem ve vyzkumu byl objev ¢eského oftalmologa Dr. Josefa Janki,
ktery jako prvni popsal toxoplasmu ve vztahu s onemocnénim ¢lovéka. V roce 1923
pozoroval cystické utvary v histologickych fezech poSkozené sitnice zemielého ditéte
S hydrocefalem, mikroftalmem a kolobomem Zluté skvrny. (1,2,3,4,5)

Komplement fixacni reakci do diagnostiky zavedli Nicolau a Tabelo roku 1937 a
postupné ji zdokonalili Warren se Sabinem. Zéklady sérologickych metod na prikaz
toxoplasmovych protilatek polozili v roce 1948 Sabin a Feldman, kdyz popsali Sabin-
Feldmantv test (dye test), ktery je dodnes povazovan za ,,zlaty standard®. V témzZe roce
Frenkel detekoval toxoplasmovou infekci intradermalnim testem, ve kterém pouzil
toxoplasmovy antigen toxoplasmin. Postupné byly zavedeny dal$i sérologické metody
jako imunofluorescen¢ni test (Goldman, 1957), nepifima hemaglutinace (Jakobs a
Lunde, 1957), mikroprecipitace a aglutina¢ni reakce. (2)

V letech 1969-1970 byl objasnén slozity vyvojovy cyklus parazita, kterému
(Toxocara cati). Tim poukazal na vyznam kocky jako definitivniho hostitele. Zaroven
to vedlo ke zjisténi, ze k pfenosu miize dojit i jinym zptisobem nez koc¢i¢imi vyméty a

posléze objeveni dalSich vyvojovych stadii. (1,6)
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1.1.2 Taxonomie

Systematicka klasifikace prvoka Toxoplasma gondii nebyla vzdy jednozna¢né uréena.
Naptiklad v roce 1954 byla Toxoplasma zafazena Westphanem z divodu jeji biologické
a patogenni podobnosti do ¢eledi Trypanosomidae nebo byla roku 1956 vytvofena
samostatna tiida Toxoplasmatea. (1)

V soucasnosti je Toxoplasma taxonomicky zafazena do tise Protozoa (prvoci),
kmene Apicomplexa (vytrusovci), ktery je charakterizovan uréitou bunéénou strukturou,
usporadanim organel a cytoskeletového komplexu na apikalnim konci buiiky, tiidy
Coccidea (kokcidie), fadu Eimeriida, ¢eledi Eimeriidae, rod a druh Toxoplasma gondii.
(1.2)

1.1.3 Morfologie

Rodovy nazev Toxoplasma je odvozeny z feckého slova toxon (oblouk, luk) pro
typicky rohlikovity tvar vegetativni formy parazita. (1,2,) Mohou se vyskytovat ve tfech
riznych stadiich vyvoje: bradyzoiti, tachyzoiti a sporozoiti. (7, 8).

Ttivrstevny obal builkky je slozen z vnéj$i bunééné membrany a vnitiniho
membranového komplexu. Na povrchu buiiky je celistvost membrany pferuSena na
anteriornim polu polarnim prstencem, uprostied mikropérem a na posteriornim polu
pferusenim vnitintho membranového komplexu. Dva apikalni prstence nasedaji na
konoid, ktery je sloZeny z mikrotubuli. Konoidem prochazeji rhoptrie (toxonemy) az
k plasmolemé. Dale se v bufice nachazi mikronemy, plastidova organela apikoplast,
jadro obsahujici jadérko, endoplaslmatické retikulum sribosomy, mitochondrie,

Golgiho komplex a u tachyzoitd denzni téliska (granule).
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Ultrastructure of a Toxoplasma gondii tachyzoite
Expert Reviews in Molecular Medicine ©2001 Cambridge University Press

Obr.¢.1: ultrastruktura tachyzoiti
(Zdroj: (33))

Pohyb zesiluje toxoplasmé infek¢énost, tinikové aktivity a migraci membranami.
Pohybuje se pomoci cytoskeletu klouzavym pohybem, nema k tomu uzptisobené jiné
organely, proto vyuziva interakci vnitfniho membranového komplexu a mikrotubulti.
Konoid je pohanén aktinmyosinovym motorem. Sekrece proteinu za ucasti vapniku
zesiluje rychlost pohybu.

Tachyzoit (t¢Z trofozoit ¢i endozoit) je vegetativni forma, kterd ma
pulmésicovity tvar a velikost 4-8 X 2-3 um. Na jednom konci je kuzelovité¢ zizeny a na
druhém zaobleny. Kulovité jadro je uloZeno spiSe centraln¢€ a obsahuje jadérko. Béhem
akutni infekce nebo pfi reaktivaci latentni infekce mlZeme najit v hostitelské buiice
utvar, ktery se nazyva pseudocysta. Obsahuje az 32 tachyzoitli a dochazi zde k jejich
mnozeni. Po rozpadu pseudocysty koluji tachyzoiti v télnich tekutinadch a napadaji dalsi
buniky hostitele, kde tvofi rozetovité utvary. Na podnét adaptivni imunity hostitele se
méni na intracelularni formu zvanou bradyzoit. K této konverzi dochazi pomoci INF-y,
ktery aktivuje makrofagy a stabilizuje cystické formy. Molekularni podstata encystace

nebyla do dnedni doby zcela vysvétlena.
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Obr. ¢€.2: shluky tachyzoitl
(Zdroj: http://www.biolib.cz/cz/taxonimage/id17383/?taxonid=133040)

Bradyzoit (cystozoit) ma morfologickou stavbu podobnou tachyzoitim.
Parazitoforni vakuola v hostitelské bunice je vyplnéna stovkami az tisici bradyzoiti a
oznacuje se jako tkanova cysta (zoitocysta). Je to klidova forma kulovitého ¢i ovalného
tvaru o velikosti 15 — 300 pm. Je obklopena silnou, hladkou a elastickou membranou,
kterd je odolna proti mechanickému tlaku i proti ptsobeni travicich mechanismi.
Nejcastéji se vyskytuje v CNS a kosterni svaloving, ale mlize byt v podstaté ve vSech
tkanich a organech. V této form¢ mize Toxoplasma piezit a pomalu se mnozit v téle
hostitele, stabilizovana jeho imunitnim syst¢émem pravdépodobné po cely zivot jako
latentni infekce. Reaktivace onemocnéni je charakteristickd konverzi bradyzoiti
v tachyzoity.

Sporozoiti maji velikost 1,5 x 6 um. Maji organely typické pro infek¢éni druhy
kokcidii, jako jsou rhoptrie, mikronemy, denzni granule, konoid, mitochondrie a
lipidovd a amylopektinova zrna. Obsahuje apikoplast neboli multimembranovou
vakuolu. Sporozoti jsou obsazeni po Ctyfech ve sporocystach a dvé vejCité sporocysty

jsou umistény uvnitf oocysty, coz je konecné infekéni stadium pohlavniho cyklu
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parazita vylu¢ované definitivnim hostitelem. Vysporulovana oocysta izosporového typu
(tetrazoickd a bisporickd) ma velikost 14 x 11 pm. Jsou velmi odolné a prezivaji az 18

mésici. (1,4,5,9,10,11)

Obr.¢.3: Oocysta

(Zdroj: http://zoobergognone.blogspot.cz/2011/04/speciale-prevenzione-parassiti-interni.html)

1.1.4 Zivotni cyklus

Ma fakultativné heteroxenni (dvouhostitelsky) Zivotni cyklus, ktery zahrnuje nékolik
forem vyvojovych stadii. Charakteristické je stfidani definitivniho hostitele, kterym
byva nejcastéji kocka domaci (ale muize jim byt jakdkoli kockovitd Selma) a
mezihostitele, kterého ptedstavuji vSechny druhy teplokrevnych Zivocichii (savci, ptaci)
ilidi. (5,7,8,11).

Pohlavni (izosporova, gametickd, kokcidiova, endogenni...) fize rozmnozovani
probiha ve stievnim traktu definitivniho hostitele. K vyvoji dochazi pfedevsim v ileu na
vrcholcich stfevnich klki v enterocytech mezi kutikulou a jadrem. Piiprvni fézi
mnohondsobného mnozeni schizogonii (merogonii) se ve vyvojové formé nékolika
generaci mnohojadernych schizontl vytvaii zpravidla 16 - 18 jednojadernych
merozoitl, ktefi pronikaji do dalSich bun€k. Béhem dalsi faze gametogonie dochazi ke

zmeéné merozoitll na nezrala sexudlni stadia (gametocyty). Jesté pfed vytvofenim stény
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oocysty se pohyblivé mikrogamety z lumen stfeva dostanou do makrogamety. Musi
prekonat parazitoforni vakuolu a hostitelskou buiiku. K tomu slouzi pohyb za pomoci
chemotaktickych mechanismii. Poté dochazi k oplozeni (ke splynuti gamet), tim padem
i ke vzniku nové oocysty, kterd z nakazené bunky vypadne. Tomuto procesu se fika
sporogonie. K exogenni sporulaci na oocysty dochdzi az ve vné&j$§im prosttedi mimo
travici trakt definitivniho hostitele, ktery je vyluCuje jednou za zivot po dobu nékolika
tydnii obvykle za doprovodu prijmi. Oocysty se vSak uz nemnozi. K dalsi replikaci
dochazi az pti diferenciaci v tachyzoity nepohlavnim rozmnozovanim.

Nepohlavni neboli vegetativni faze rozmnozovani tachyzoitli (rychle se mnozici
formy) probiha ve tkdnich mezihostitele i definitivniho hostitele a oznacuje se jako
endodyogonie. Nejprve dochazi k excystaci vysporulované oocysty na sporozoity, kteti
pronikaji do stfevnich bunék. Tam se dé€li jadro a posléze i vSechny zbylé bunééné
organely. Vzniknou dva dcefini jedinci, ktefi se uvolni z matetfské bunky a ta se
rozpadne. Na ni navazuje dal$i faze gametogonie nebo opét endodyogonie.

(1,4,5,10,11,12)

(a) Definitive host (b) External environment

Asexual

(c) Intermediate host

Obr.¢.4: Zivotni cyklus
(Zdroj: (33))
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1.2 Epidemiologie a prevence

Zdrojem ndkazy jsou infikované kocky nebo kocCkovité Selmy, které se nachazi
v obdobi aktivniho vyluCovani oocyst nebo jakykoliv teplokrevny obratlovec slouZzici
Toxoplsmé gondii jako mezihostitel.

Vstupni branou infekce jsou veSkeré sliznice (predevsim ty Iépe dostupné
z povrchu téla), stfevni trakt, porusena klze, placenta a ojedinéle i respiracni trakt.
Inkubacni doba se pohybuje v rozmezi 10 dnt az 3 tydnii.(13)

K nakaze muze dojit alimentarni cestou pfenosu konzumaci nedostate¢né tepelné
upravené¢ho masa, ale i mlécnych vyrobkl obsahujicich tkanové cysty nebo pozienim
oocyst na zelening, rostlinach a v ptidé. Dalsi moznou cestou je fekaln€-ordlni pienos,
kontaktné (naptiklad styk poranéné ktze s piidou) nebo transplacentdrné. Vzacnéji se
infekce muze prenést kapénkami, spojivkovym vakem, koznimi odérkami, pfi
pokousani zvifetem, piipadné i postransfuzné.(3,5,9,14) Jelikoz je nakaza rozSifena
kosmopolitng€, lze za rizikovy faktor povazovat i cesty do tropickych a subtropickych
zemi. (8) Znamy je i lokalni vyskyt infekce v Kanadég, kde se roku 1995 lidé nakazili
infikovanou vodou z obecniho vodovodu (15).

Pti pfenosu z matky na plod dochazi v prvni fazi k pomnoZzeni trofozoitl v placenté
a ve druhé za 4 — 6 tydnu prestupuje na plod. (3) V Ceské republice je kongenitalni
toxoplasmoéza spiSe raritou a vyskytuje se asi u dvou promile nelé¢enych gravidnich
zen. (16)

Podle statistik provadénych SZU je v Ceské republice infikovano latentni
toxoplasmézou celkem 32,1 % obyvatel, 34,1 % dospélych zen a 26,3 % muzt. (5,17)
Je prokazano, Ze vyssi vyskyt infekce je u obyvatel venkova nez u osob bydlicich
v méstskych aglomeracich. Naptiklad v Praze bylo zjisténo 24,8 % a na venkové 41,7 %
pozitivnich testll na toxoplasmoézu. Pravdépodobné to souvisi s rozdilnym zivotnim
stylem. (3,5) V zavislosti na potravinovych zvyklostech se promoienost obyvatelstva

také liSi. Séropozitivita je Castéjs$i v zemich (Francie témét 90 %), kde lidé vice
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konzumuji nedostateéné tepelné€ zpracované maso. (16) U HIV pozitivnich pacienti je
prevalence onemocnéni ponckud vyssi, a to 42,7 % u Zen a u muzt 42,8 %. (18)

V prvnich letech vyzkumu HIV byla mozkova forma toxoplasmozy jednou
Z hlavnich pficin umrti pacienti s AIDS. V dnesni dob¢ se snizuje jeji vyskyt prevazné
Vv rozvinutych zemich z divodu zavedeni ucinné 1é¢by. (19)

K zamezeni Sifeni infekce je nutné dodrzovat jista preventivni opatfeni. Mezi
primarni patii dodrzovani osobni hygieny, zejména po kontaktu se syrovym masem,
dostatecna tepelna tprava pokrmii a peclivé omyta zelenina a ovoce. Nakaza oocystami
z kocicich vykalt neni piili§ Castd vzhledem k tomu, Ze jeji infekEnost trva 7-18 dni.
Presto by se kocky nemély krmit syrovym masem. Jedina kocka mtize vyloucit az 100
milionit oocyst. Hlavné té¢hotné Zeny by mély patficné dodrzovat hygienické navyky
vzhledem k moznosti poskozeni plodu. (5,8,9,20) Piedchazet této cesté pifenosu lze
pravidelnym ¢isténim koci¢iho zachodu a pouzivanim ochrannych pomiicek nebo
duslednym mytim rukou pfi praci na zahrad¢ nebo détskych piskovistich. (19)

Mezi sekundarni prevenci miizeme zahrnout vysetfeni protilatek pracovnikd pii
vstupni prohlidce do zaméstnani, ktefi se profesné stykaji se zvifaty (veterinafi,
pracovnici masokombinatli a zoologickych zahrad,..). Screening vSech gravidnich Zen a
nasledné sledovani téch séronegativnich by snizilo riziko kongenitalni infekce. Také
zavedeni profylaktické 1écby imunodeficitnich pacientli by zabranilo reaktivaci,
popiipadé manifestaci onemocnéni. (16) Dodrzovani preventivnich opatifeni ma smysl u
séronegativnich imunodeficitnich pacientt. (19)

Kazdé nové onemocnéni by mélo byt hlaSeno a statisticky evidovano. Nejucinné;si
prevenci je informovanost vefejnosti o tomto problému a screening gravidnich Zen.

V nékterych rozvinutych zemich s vysokym vyskytem toxoplasmoézy je zavedena

povinna preventivni sérologicka diagnostika toxoplasmézy u gravidnich Zen. (16)

1.3 Imunologie

Prinik patogenu do organismu hostitele zptisobi vzdy obranou reakci. Imunitni

systém Clovéka pouziva v boji proti toxoplasmoéze humoralni, ale predevsim bunécnou
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slozku imunity. (13) Nejdfive se aktivuje antigenné nespecificka (vrozend, neadaptivni),
pozdéji antigenné specificka (ziskana, adaptivni) imunita. Toxoplasma gondii je
schopna vyvolat onemocnéni a unikat kontrole imunity pomoci inikovych mechanismt
jako je imunosuprese nebo antigenni variabilita. (21)

Ugel je zabranit priniku parazita do organismu, popiipadé ho eliminovat nebo
alespon omezit Sifeni infekce. (22)

Mechanismy vrozené imunity jsou zprostfedkovany neutrofily a trombocyty.
Zasadni vyznam pro imunitni odpovéd’ hostitele na pocatku infekce mé zv1ast¢ INF-y.

Jednim z prvnich projevi imunitni reakce je prestup neutrofili z periferni krve do
infikovanych tkani. Toxoplasma gondii mize pronikat do neutrofild, a odolavat
intracelularni degradaci (tim unikat fagocytoze). Infikované neutrofily zpomaluji déleni
toxoplasem. K tomu samému ucelu slouzi i desti¢kovy aktivaéni faktor (PAF), ktery je
produkovan pfi aktivaci trombocytl. Projevem infekce je pritomnost zvySeného poctu
yoT-lymfocytl a ucast NK bun€k na stimulaci makrofagu k produkci IL-1, IL-12 a
INF-y (5, 21)

Toxoplasma gondii jako intracelularni parazit indukuje v téle hostitele prevazné
imunitni reakci typu Thl, ktera tvorbou INF-y vede k aktivaci makrofagi. Dojde
k pohlceni parazita aktivovanymi makrofagy. Nékteré hydrolytické fragmenty
pochazejici z toxoplasem se vazi na MHC gp II (hlavni histokompatibilni komplex,
glykoproteiny II. tfidy) a tyto komplexy se exprimuji na povrchu makrofagii. Aby byly
tyto komplexy rozeznany Th buiitkami pomoci TCR (povrchovy receptor T- lymfocyti)
a vytvoril se dostatecné pevny kontakt obou bungk, je potieba kostimulacniho signalu.
Ten vznikne vazbou receptoru CD 28, receptoru pro IL-12 a dalSich povrchovych
adhezivnich a signaliza¢nich molekul. Dusledkem téchto vazeb je pomnoZeni
specifického klonu a diferenciaci na efektorové Thl bunky.

Th1 produkuje cytokin IFN-y. Jeho vlivem dochazi k aktivaci dal$ich makrofagt,
ktefi produkuji enzym iNOS (indukovatelna syntetaza oxidu dusnatého) a jeho
pusobenim dochézi k produkci oxidu dusnatého s baktericidnimi mechanismy.
Plazmatické buiiky vlivem interferonu- y (IFN-y) syntetizuji [gG2, ktery se dobie vaze

na Fc receptor makrofagl a tim je aktivuje. Aktivované makrofagy poté mnohem lépe
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likviduji intracelularni parazity a obecn¢ stimuluji lokalni zanét, ktery napomaha
k potlaceni infekce.

Dalsi mechanismus podilejici se na obranyschopnosti hostitele zprostiedkovavaji
Th2 bunky, které byly pfedem stimulovany rozeznanim antigenu na povrchu
profesionalni antigen prezentujici buniky (APC, hlavné dendritické buiiky) za
pritomnosti IL-4. Th2 produkci cytokint (hlavné IL-4, IL-5, IL-6) a pfimym kontaktem
pies TCR, kostimulac¢ni receptor CD 40 a adhezivni molekuly spolupracuje s B-
lymfocyty. Tato interakce vede k pomnozeni B-lymfocytu a jejich diferenciaci
Vv plazmatické bunky, které produkuji imunoglobuliny proti Toxoplasmé gondii. (22)

Protilatky se objevuji od 2. tydne po infekci a maximalnich hodnot dosahuji po 3
meésicich. Postupné se jejich titr snizuje a v nizkych hodnotéach ptetrvava po cely zivot.
(4)

Onemocnéni mohou vyvolat ty mikroorganismy, které jsou schopny uniknout
imunitnim mechanismim (intracelularni paraziti unikaji mechanismim fagocyt6zy)
nebo je ptekonat. Jednim z tinikovych mechanismu toxoplasem, ktery brani
lyzozomalnim enzymtim ji poSkodit, je inhibice fuze parazitoforni vakuoly s lyzozomy.
Dalsim mechanismem je neschopnost tachyzoitti aktivovat alternativni cestu

komplementu (21,22)
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1.4 Klinicky obraz

Rozeznavadme dvé zakladni formy toxoplasmozy a to kongenitalni (vrozenou) a
akvirovanou (ziskanou). Jsou rozdiln¢ priibé¢hem i klinickymi pfiznaky. (1,2,5,11,16)

Podle organové lokalizace ji lze délit na formy: cerebralni, o¢ni, uzlinovou,
viscerdlni, neurologickou, exantémickou a formu postizeni vnitinich orgdni. Diky
pantropii ma toxoplasmoéza velice obsahlou symptomatologii. (5,13) Pfi této infekci

dochazi k multiorganové diseminaci, ale byva nejvice postizen pouze jeden systém. (3)

1.4.1 Kongenitalni infekce

wewvr

transplacentarniho pfenosu primoinfekce zeny v téhotenstvi nebo tésné pred
oté¢hotnénim. (3) Pokud se zena nakazila béhem svého Zivota ptfed graviditou a nachézi
se V latentni fazi infekce, vytvofila si jistou formu imunity, kterd sniZzuje moznost dalsi
infekce na minimum, a proto se nepovazuje za nebezpecnou.

Az v50% ptipadi znamena neléend toxoplasmova primoinfekce matky
v gravidité transplacentarni ptenos infekce na plod. (16) Mira poskozeni plodu je ptimo
zavisla na dobé kdy dojde k nakazeni matky. AvSak neznamena to, ze dit¢ musi byt
v kazdém piipadé poskozené. Cim diive k primoinfekci matky dojde, tim je riziko
prenosu na plod pres placentu a nasledné poskozeni ditéte vétsi. Pokud k ni dojde, mize
zpusobit plodové anomalie a spontdnni abortus. (5)

Nakaza v prvnim trimestru sebou nese nejvyssi riziko prenosu na plod (< 10 %)
(16). Ve druhém a tfetim trimestru se rozsah posSkozeni a riziko abortu progresivné
snizuje, ale plod je nachylné;si k akvirovani infekce.

Dusledkem kongenitalni toxoplasmozy mohou byt psychomotorické, eventuelné
mentalni retardace, demence ¢i epilepticky syndrom. (3) Podle pfiznakli je mozZzné

kongenitalni toxoplasmozu roztiidit do nékolika forem. (1)
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1.4.1.1 Visceralni forma

Vyskytuje se pomérné vzacné a odpovidd stadiu generalisované infekce.
Dochazi krozsevu paraziti ve vnitfnich organech plodu. Déti se rodi vétSinou
predCasné¢ s poruchami dychani, Zloutenkou, otoky, krvacenim do klize a jsou
cyanotické. Lze zjistit pneumonii, myokarditis a hepatosplenomegalie. Pozd¢ji se

mohou projevovat poruchy CNS. (1,5)

1.4.1.2 Cerebralni forma

Odpovida subakutnimu pribéhu infekce s omezenim lokalizace paraziti na
mozek a zrakovy organ. Klinicky obraz je charakteristicky pod pojmem Sabinova
tetrada, kterd zahrnuje chorioretinitidu, hydrocefalus, kieCe a mozkové kalcifikace.
Zpravidla jde o okluzivni hydrocefalus, kdy lebka ziskdva na objemu, jako ndsledek
uzavéru postranich komor nebo Sylviova akvaduktu proliferujici granulomatézni
ependymitidou. Charakteristicky je ,,pfiznak zachazejiciho slunce®, kdy dochazi ke
stlaceni o¢niho bulbu dolt a dopiedu. Nésledkem je zmizeni okraje duhovky pod dolni
vicko. Rozvinuta cerebralni forma ma4 i pfes komplexni 1écebnou péci vétsinou maligni

pribé¢h a smrt nastava do nékolika dnti az tydni.(1,3,5)

Obr.¢.5: Novorozenec s hydrocefalem

(Zdroj: http://www.pathobio.sdu.edu.cn/sdjsc/engparabook/ch084.htm)
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1.4.1.3 Forma vrozenych poruch

Odpovida subakutnimu nebo chronickému stadiu mozkové formy toxoplasmozy.
Neni natolik zavaznd. Dité pifeziva jen s patrnymi poruchami neurologického nebo

télesn¢ho vyvoje. LéCba ma na tyto ptiznaky ptiznivy ucinek. (1,5)

1.41.4 Vrozena o¢ni toxoplasmoza

Hlavnim pfiznakem této formy je vétSinou jednostranna chorioretinitis.
Zpravidla se projevi v prvnim az druhém roce zivota. NejCastéji se chorioretinitis
rozpoznd jako zanétlivé loziskové onemocnéni v oblasti zluté skvrny. Byva postizena
sitnice 1 cévnatka. Mlizeme nalézt atrofickou jizvu (pseudokolobom) jako vysledny stav
tézkého nekrotizujiciho procesu. Toxoplasmové lozisko je ohrani¢ené, bélavé (néasledek

atrofie a destrukce cévnatky), ovalného nebo kulovitého tvaru se skvrnami pigmentu.

(1.5)

1.4.2 Akvirovana infekce

Touto formou toxoplasmozy se mohou postnatalné nakazit déti, adolescenti i
dospélé osoby. (5) Asi u 80 — 90 % osob nakazenych toxoplasmozou probiha akutni
infekce asymptomaticky. Jedinym dikazem muze byt detekce antitoxoplasmovych
protilatek. Pokud se infekce projevi, ma pouze nespecifické klinické ptiznaky jako je
zvySena teplota, chiipkovity stav, bolest hlavy, tunavnost nebo zdufeni miznich uzlin.
(16) Tento pribéh muze byt nebezpecny u gravidnich Zen, kdy mize dojit k poSkozeni

¢i smrti plodu. I tuto formu Ize délit dle nejvyraznéjsich klinickych projevi. (3,23)
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1.4.2.1 Uzlinova (lymfoglandularni) forma

Nejcastéjsi klinicky projev toxoplasmoézy je charakteristicky chfipkovymi
ptfiznaky s lymfadenopatii. (24) Vyskytuje se pfevazn€ u mladych lidi. Asi 10 % vSech
zanétl miznich uzlin je zptisobeno toxoplasmoézou. (16)

Lymfatické uzliny se pfi akutni fazi zvétSuji nékdy 1 po dobu nékolika tydnt i
meésict. jsou mékké, hladké, pevné, nebolestivé, volné pohyblivé, bez otoku, horkosti a
bez zarudnuti. Nedochazi k hnisani ani tvorbé pistéli. Nejcastéji se jedna o zvétSené
uzliny na krku a $iji, za u$nim boltcem a na zadnim okraji kyvacu. Lymfoglandularni
toxoplasméza byva spojena se syndromem chronické uUnavy navazujici na
lymfadenopatii. (5)

Onemocnéni méa dobrou prognézu a béhem nékolika tydnt dojde k ustupu
klinickych ptiznakl a ptestupu do latentni faze infekce.

Komplikovany priubéh neni bézny ale pokud nastane, muze dojit k postizeni
vnitinich orgdnd, které se projevuje jako myokarditida, pneumonie, hepatitida. Zndmé
je 1 postizeni CNS encefalitidou nebo polyradikuloneuritidou. K takovémuto prabchu

dochazi vétsinou u osob s imunodeficitem. (3)

1.4.2.2 Neurotoxoplasméza

U nemocnych generalizovanou toxoplasmézou mizeme pozorovat symptomy
postizeni CNS prokazatelné nalezem encefalitickych zmén. MlzZe se projevovat jako
izolovana meningitida, meningoencefalitida a encefalitida. (1)

Toxoplasmové encefalitida se objevuje nejcastéji u imunodeficitnich osob a u
pacientd s HIV pfedstavuje nejcastéjsi pii¢inu postizeni CNS. VétSinou se jedna o
reaktivaci latentni formy infekce. Onemocnéni se projevuje postupné a pomalu. Nejprve
se projevi horecka, bolest hlavy, nauzea, poté nastoupi kiece, poruchy hybnosti,
mentalni poruchy a projevuji se loziskové neurologické pfiznaky s obrnami mozkovych

nervit. (5)
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1.4.2.3 Ziskana o¢ni toxoplasméza

Oc¢ni forma probihd pii akutni nebo recidivujici infekci. Projevuje se zhorSenim
zraku nebo vypadky zorného pole. (3) Na pocatku onemocnéni dochazi k obrnam
okohybnych svalt. Pfi exogenni infekci nebo jako nésledek celkového onemocnéni
vznikd konjuktividida. (1) Manifestuje se jako nitroocni zanétlivé onemocnéni,
nejcastéji jako zadni loziskova uveitida (7 — 15 % uveitid je zptsobeno toxoplasmovou
infekci). To vede k fotofobii. Charakteristicky obraz ptedstavuje loziskova
chorioretinitida, kterd vyjimecné miize vést ke vzniku sekundarniho odchlipeni sitnice.
Lokalizuje se nejCastéji v oblasti zluté skvrny, poptipadé v okoli vétSich cév. O¢ni
forma toxoplasmézy ma sklon k ¢astym recidivam a tvorbé¢ atrofické, pigmentované
jizvy pii hojeni. V ¢asné fazi infekce muze byt jedinym piiznakem ziskané ocni

toxoplasmodzy retinalni vaskulitida a pfidruzena zanétliva reakce. (5)

1.42.4 Exantémicka (septikemicka) forma

Pocatek onemocnéni se projevuje nauseou, bolestmi svall a kloubti, postupné se
objevuje makulopapuldézni exantém. Pfi rozvinuté infekci je postizeno vice organt
soucasn¢, s doprovodem horecnatych stavli. Exantémicka forma se vyskytuje vzacné ale

jeji pribéh byva casto maligni. (1)

1.4.3 Vliv na psychiku hostitele

Pravdépodobné plivodnim smyslem této schopnosti parazita ovliviiovat chovani
je snaha ptenést toxoplasmu z mezihostitele (¢asto hlodavci) do definitivniho hostitele,
jimz je nejcastéji kocka. Tento pfenos je mozny pouze prostfednictvim predace a tak je
manipulacni aktivita parazita na hostitele pfikladana zvySeni pravdépodobnosti uloveni
mezihostitele Selmou.

I kdyz ¢loveék neni pfirozenou potravou Selem, je jeho manipulace parazitem

neproduktivni, avSak zpusobuje uréité projevy tohoto ptisobeni. Toxoplasma gondii je
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schopna indukovat specifické zmény chovani svého mezihostitele. Nedavné vysledky
srovnavacich studii ukazaly, ze né&které psychologické faktory infikovanych osob
s latentni toxoplasmézou vykazuji zmény oproti nenakazené populaci. Rozdily v
projevu lze najit i mezi pohlavim. Naptiklad muzi pozitivni na infekci méné ochotné

respektuji socialni pravidla a normy, zato jsou vice podeziivavi a Zarlivéjsi. Zeny jsou

vice oteviené a bezstarostné. (25,26)
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1.5 Terapie

V soucasnosti jsou léky dostupné na ¢eském trhu zaméteny na 1écbu akutni faze
infekce. Pti prechodu do latentni faze ztraci 1€ky své Gcinky, proto je dulezité zahajit
ptipadnou terapii co nejdtive. (16)

Je nutné zvéazit zda je u konkrétniho pacienta terapie nutnd, jaka
chemoterapeutika nasadit a urcit jejich davkovani. Pii planovani terapie musime brat
Vv ivahu stav imunity, pohlavi a vék. (3) Prokézana akutni toxoplasmova infekce u
gravidnich zen, pfi kongenitalni toxoplasmoéze novorozencii a kojencl, o¢ni formé
(toxoplasmové chorioretinitidé) a u imunodeficitnich pacientii je indikaci k terapii.
Naopak terapie neni nezbytnd u imunokompetentnich osob. Zvazit by se méla lécba u
zen planujicich téhotenstvi. Napiiklad nelécend nebo Spatné 1éCena mozkova
toxoplasmova infekce je vzdy smrtelna (3,16,19)

Utinné je peroralni podavani pyrimethaminu v kombinaci se sulfadiazinem a
spriramycin. Popiipadé je mozna nahrada jinymi antibiotiky ¢i chemoterapeutiky. (5,9)

Spiramycin je makrolidové antibiotikum a uZivd se u uzlinovych forem
toxoplasmoézy ¢i u zajiStovaci terapie téhotnych zen, u kterych nebyla prokézana
infekce plodu. (3,9)

Sulfazidin je antimikrobialni chemoterapeutikum. Je to zlaty standard
vV kombinacni terapii toxoplasmozy, pfi 1écbé mozkové a o¢ni formy toxoplasmodzy, u
suspektni infekce plodu a jako sekundarni profylaxe. Piesto neni v CR b&zné dostupny..

Pyritmethamin je inhibitor dehydrofolatreduktazy a v dnesni dobé nejucinnéjsim
dostupnym antimalarikem, ktery dobie pronikda do CNS. Je vhodny jak pro udrzovaci,
tak pro itocnou l1écbu. Naopak nevyhodou je jeho myelotoxicita, kterou je nutné mirnit.
K tomu je zapotfebi soucasné podavani Acidum folinicum, coz je derivat kyseliny
listové, ktery je schopen zrusit blokadu dihydrofolatreduktazy.

Jako alternativa naptiklad u alergickych pacientii se mize pouzit klindamycin,
azitromycin, Kklaritromycin, atovaquon, dapson, rifabutin, doxycyklin nebo 5-

fluorouracil. (3,19) Klindamycin se doporucuje uzivat u ocni formy infekce. (5)
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1.6 Laboratorni diagnostika

Laboratorni diagnostika vyuziva dvou zakladnich metod priikazu toxoplasmoézy,
a to bud’ pfimym nebo neptimym prikazem. (1,13, 26)

Ucelem diagnostiky je zjistit, zda je pacient infikovan, popiipadé v jaké fazi
infekce se nachazi. Je nutné zvazit do jaké kategorie vySetfovana osoba patii a
popiipad¢ zvolit optimalni diagnostickou metodu. U imunokompetentnich osob
S podezienim na toxoplasmoézu postacuji metody méné citlivé. Naopak u novorozencu,
ktefi nemaji pln¢ rozvinutou tvorbu protilatek nebo u imunodeficitnich pacientt, kde je
produkce protildtek omezena na minimum, je nutné zvolit vysoce citlivé metody.

V souCasné dobé maji velké zastoupeni v diagnostice toxoplasmézy metody
enzymatické imunoanalyzy a jejich modifikace (ELISA, ELISA capture), metody
proteinové analyzy (Western blot) a molekularné-biologické metody (PCR, real-time
PCR).

Rutinni diagnostika v Ceské republice je zaloZena predev§im na sérologickych
metodach, protoze piimy prikkaz parazita je obtizny. Nejcastéji se vyuzivd kombinace
zékladnich vySetfeni metodou komplement fixaéni reakce, popiipadé nepiimé
imunofluorescence pro detekci celkovych antitoxoplasmatickych protilatek a
doplilyjicich imunoenzymatickych metod a jejich modifikaci pro stanoveni jednotlivych
tfid imunoglobulind.

Laboratoft, kde k diagnostika prob&hne, by méla oSetfujicimu I¢kati zaslat nejen
naméetfené hodnoty ale 1 interpretaci vysledki. (23,24,27,28)

K ur¢eni diagndzy napomahaji i fyzikalni diagnostické metody jako je monografie,
magneticka rezonance, pocitacova tomografie, oftalmologické a neurologické vySetieni.

(@)
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1.6.1 Primé metody

Tyto metody se zakladaji na detekci samotného infek¢niho agens v biologickém
materidlu. Nalez parazita pfimymi metodami mizeme provést mikroskopicky, jeho
izolaci nebo detekei typickych parazitarnich slozek (prikaz nukleovych kyselin).

Ptimy prikaz parazita lze provést pouze vyjimecné, protoze material ke

zpracovani se ziskava se znacnymi komplikacemi. (24,26)

1.6.1.1 Mikroskopie

Mikroskopicky prukaz je povazovan za spolehlivou, rychlou a levnou metodu
ale snizkou citlivosti. Nevyhodou je obtizny chirurgicky odbér materialu (vétSinou
biopsii). Proto se histologické vySetfeni vyuziva spiSe pro postmortalni diagnostiku.
(13,19,26)

Prvoka lze nalézt pfevazné ve vnitinich organech (mozek, micha, jatra, slezina,
mizni uzliny, kosterni svalstvo, myokard, stfevni sténa). Krev, sputum, stolice, mo¢ a
jiné télni sekrety nemaji prakticky zadny vyznam pro mikroskopické vysetieni. (1)

Histologické preparaty se zhotovuji podle druhu materidlu natérem, otiskem
nebo prenesenim fezu Casti organu na podlozni sklicko. (1) Prokazat lze parazita
barvenim podle Giemsy, hematoxilinem-eosinem nebo imunoperoxiddzovym barvenim.
()

Prikaz parazita timto zptisobem lze povazovat za spravny pouze v piipad¢ pozitivniho
nalezu typickych tkanovych cyst. Nadéje na zachyt ale neni pfili§ vysoka. Snadno Ize
zaménit nalez za degenerované bunky hostitele, kvasinkovité organismy nebo jiné

prvoky (sarkosporidie). (1)
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1.6.1.2 1Izola¢ni pokus

Izolace Toxoplasma gondii na laboratornich mysich je metoda vysoce citliva.
Priikaz na zvifeti se vyuzivd stdle mén¢ a za predpokladu, ze nelze pouzit jinych
vhodnych médiich, nebo je jina alternativa izolace mén¢ citliva. (26)

Za normalnich podminek nelze toxoplasmy péstovat na umélych médiich, je
potieba pouzit laboratorni hlodavce (bézn¢ albinotické mysi), kufeci embrya ¢i tkdnové
kultury. K vysetfeni se vyuziva biologicky material odebrany za sterilnich podminek.
Nesmi se zmrazit, pii pfipadném transportu se uchovava pii 4°C. Tkan se homogenizuje
V isotonickém solném roztoku a suspenze se vstiikne do bfisni dutiny mysi. (5) Cilem
této metody je pomnozit parazita do takové miry, aby byl prokazatelny mikroskopickou
technikou z peritonealniho exsudatu nebo otiskt organi. (1)

Nevyhodou je ¢asova nérocnost, vysledek je dostupny za 2 — 3 tydny. Tato
metoda pfimého prukazu je postupné vytlatovana modern€jSimi technikami jako je
prikkaz nukleovych kyselin. V CR se tato metoda provadi v NRL pro toxoplasmézu

SZU Praha. (10,19,26)

1.6.1.3 Molekularné-genetické metody

V poslednich letech se do poptedi dostavaji metody molekularni biologie
zamétené na piimy dikaz nukleové kyseliny parazita v biologickém materialu. Tyto
metody jsou vysoce specifické i senzitivni a poskytuji rychly vysledek. Jako biologicky
material na tyto testy se pouziva sérum, plazma, mozkova tkan ¢i likvor, o¢ni tekutina,
plodova voda (2,3).

Zatim nejlépe zavedenou metodou vyuzivajici amplifikace hledané DNA je PCR
neboli polymerazova fetézova reakce. Je zalozena na opakovani tii cykli spojenych se
zménou teploty. VSechny reakce probihaji v jedné zkumavce.

Nejprve dojde k denaturaci dvojSroubovice DNA na dvé izolovana vlakna. Po
sniZeni teploty se piipoji ke kazdému vldknu dva syntetické primery vymezujici urcity

hledany usek DNA. Posledni zménou teploty se primery prodluzuji a na kazdém vlakné
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vznikd kopie hledané sekvence. Vzniklé amplikony slouzi jako matrice k dalSimu
tvoteni kopii, které se cyklicky opakuje pfiblizné tficetkrat. Vysledkem je, ze z jedné
molekuly DNA vznikne piiblizné 10° kopii. Amplifikovana DNA se poté prokazuje
napftiklad elektroforeticky. (26)

V diagnosticky obtiznych piipadech s izolovanou extraneuralni manifestaci je
tato metoda optimalni. V soucasnosti tuto metodu provadi Ustav klinické biochemie a

diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec Kralové (PharmDr. L. Pliskova). (19)

1.6.2 Nepriimé metody

Zakladaji se na prukazu specifickych stop, zanechanych v organismu infekénim
agens. (26) V poslednich letech se vyuziva Siroka skala metod zalozenych predev§im na
detekci protilatek. Tyto testy se 1lisi v mife citlivosti, specifiky a prediktivni hodnoty (8).
Zakladnim principem sérologickych metod je reakce antigenu (cizoroda struktura
vyvolavajici imunitni odpovéd’) a protilatky. (29)

Sérologickou diagnostiku toxoplasmozy poprvé pouzili Sabin a Feldman pomoci
neutralizaéniho testu na prukaz protilatek, ktery se nazyva Sabin-Feldmaniv test. Dale
byly vyvinuty dalsi testy jako intradermalni test, imunofluorescen¢ni test, komplement
fixacni reakce, neptima hemaglutinace, mikroprecipitace (MPA) nebo aglutina¢ni reakce.

Tato diagnostika se postupné vyvijela od naro¢nych a slozitych postupii smérem
K rychlé a plné automatizované diagnostice. (2) Mezi dostupnymi diagnostickymi testy je
sérologie bézn¢ pouzivana. 1 kdyz dosahuje vyhovujicich vysledkt, tak vyroba
spolehlivych ¢inidel zastava pracna a nadkladna. V soucasné dobé¢ je detekce specifickych
protilatek zaloZena na reakci s toxoplasmovymi antigeny, které jsou hromadné vyrobeny
bud’ z peritonealni tekutiny infikovanych mysi nebo z tkaniovych kultur. (14)

K uréeni diagnozy obvykle nestaci pouhy pritkaz protilatek, ani stanoveni jejich
mnozstvi. Zasadni je urCit fazi infekce, proto je potieba dokazat zda se hodnoty
jednotlivych tfid imunoglobulini (popfipad¢ titra celkovych protilatek) zvySuji, snizuji

¢1 maji stabilni hodnoty. V ur€itych ptipadech mtize byt rozhodujici avidita IgG. (24)
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Metody stanoveni nejsou vzdy idedlni, proto je v rutinni diagnostice potieba tyto
metody rizné¢ kombinovat, aby vzajemné¢ vykompenzovaly své nedostatky. Nutné je i
vzit ohled na individualni odchylky pacientli a v ptipad¢ potteby opakovat stanoveni za
2-3 tydny. (3,24)

V CR se nejéastdji pouziva kombinace metod, které se opiraji o prikaz

specifickych protilatek. Je to komplement fixacni reakce a ELISA. (5,9,23,28)

1.6.2.1 Sabinova-Feldmanova reakce

Tento test, nazyvany téz dye test se vsoucCasné dob¢ vyuziva jen ve
specializovanych laboratofich. Jelikoz je pomérn¢ slozitd a nakladna, slouzi v soucasné
dobé pouze jako referenéni metoda. (5)

Ke smési parazitl s inaktivovanym vySetfovanym sérem se piida barvivo.
Vlivem protilatek dochazi ke zméné tvaru a barvitelnosti cytoplasmy paraziti.
K vizualizaci tohoto jevu se pouziva barveni preparatu alkalickou methylenovou modii

a hodnoti se mikroskopicky. (1)

1.6.2.2 Imunofluorescenc¢ni test

Vysoce specifickd metoda zalozena na prikazu protilatek za pomoci znacené
protilatky fluoresceinem tzv. konjugatu. (29)

Imunofluorescence je reakce pii niZ je jedna ze sloZzek chemicky oznacena
fluorescencnim barvivem a jejiz vysledek se odecita pod fluorescenénim mikroskopem.
V tomto piipadé se jedna o modifikaci nepfimé imunofluorescence, kterd ma schopnost
prokézat protilatkovou aktivitu jednotlivych tfid imunoglobulinti.

Nevyhodou je zdlouhavé odecitani, nemoZnost automatizace a subjektivni

hodnoceni fluorescence. (26)
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1.6.2.3 Western blot

Tato metoda zpiesiiuje diagnostiku kongenitalni toxoplasmézy. Pomoci této
metody lze zjistit zda protilatky v séru patii novorozenci nebo jsou pienesené pies
placentu ale patiici matce. Ke stanoveni se jako biologicky material vyuzivaji parova
séra matka/plod nebo matka/novorozenec.(?)

Jednd se o rozdéleni antigenniho preparatu na nékolik slozek. Preparat se
rozstépi detergentem (DSD, dodecylsulfat sodny) na jednotlivé glykopeptidy a
polypeptidy. Pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu se poté tyto frakce
rozdéli. Vzniknou polypeptidové pruhy, které se pienesou na nitrocelulosovou
membranu. Ta se rozstithd na uzké pasky napfi¢ separovanym pruhim a na nich
probihd reakce, kterd se musi zvizualizovat. Tam kde doSlo k vazb& antigenu

s protilatkou vzniknou barevné prouzky. Nalez novych epitopi potvrzuje pozitivitu (26)

1.6.2.4 Auvidita

Avidita slouzi k urceni faze infekce. V pocatcich onemocnéni se protilatky vazi
méné pevné k antigenu a v prib&hu onemocnéni avidita postupné nartsta. Stanovi se
napiiklad pomoci modifikované metody ELISA. Zjistuje se do jaké miry je Cinidlo
denaturujici proteiny schopno naruSit vazbu mezi antigenem a protilatkou. Za
diagnostickymi tcely se zjistuje avidita specifickych protilatek predevSim u izotopu
19G. (29)
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2. Cile prace

Stanovila jsem tyto cile mé bakalatské prace

Detekovat pritomnost protilatek proti Toxoplasma gondii
Zhodnotit pouzivané sérologické metody
Porovnat prevalenci protilatek v séru pacientl

Zhodnotit vyskyt onemocnéni v Plzenském kraji
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3. Metodika

3.1Biologicky material

Vzorky pacientl s podezienim na toxoplasmozu mi byly poskytnuty ve Fakultni
nemocnici Plzen na oddéleni sérologie a parazitologie. Celkem bylo vySetfeno 69
pacientli v prubéhu mésice srpna roku 2012.

Ke stanoveni protilatek byla odebrana srazliva krev z loketni zily do zkumavky
s krastenem, ktery zabraniuje uvoliiovani srazecich faktort. S materidlem se musi vzdy
zachézet jako s potenciondlné infekénim a dodrzovat pii zachazeni s nim preventivni
hygienickd opatfeni. Samoziejmosti je pouziti jednordzovych rukavic a desinfek¢nich

prostiedki pii odbéru.

3.2Komplement fixa¢ni reakce (KFR)

KFR je =zékladnim kvalitativnim testem pro stanoveni celkovych
antitoxoplasmickych protilatek vSech imunoglobulinovych tfid ze séra. UmoZzni urcit,
zda je ¢i neni vySetiovana osoba infikovana prvokem Toxoplasma gondii.

Je i spolehlivym semikvantitativnim testem. Ze zjisténého titru protilatek lze
usuzovat na fazi infekce. Idealni je sledovat dynamiku tvorby protilatek pro kvalitni
stanoveni diagnozy. Pfedpokladem je vySetieni dvou vzorku sér (parovych sér) jednoho
pacienta. Prvni vzorek je odebran v pocateéni fazi onemocnéni, druhy vzorek v dobg,
kdy se predpoklada vytvoreni detekovatelné hladiny protilatek (10-15 dnti od prvniho
odbéru). | dynamika titru u pacientd s vy$s§imi hladinami antitoxoplasmickych protilatek
je dulezita pro posouzeni faze infekce. Signifikantni vzestup titrt (alespon o 2 fedéni)
signalizuje akutni toxoplasmézu. Mirny pokles nebo stald hladina svédéi pro pozdéjsi
fazi infekce.

Vyhody této metody jsou stabilita vysledkli, nizka cena a moznost eliminace

ptipadnych nespecificky pozitivnich ndlezl ziskanych ELISA testem. KFR patii mezi
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nejrozsifenéjsi a velmi citlivé sérologické reakce. Detekéni limit je 0,1 pg protilatky.
V CR je tato metoda provéfena dlouholetym uZivanim. Obecné se doporuduje spise

citlivéjsi chladova modifikace KFR, nez alternativni tepla modifikace. (9,24, 30)

3.2.1 Princip metody

KFR je reakce zaloZzena na vazbé (fixaci) komplementu v reakéni smési na
specifické komplexy antigenu s protilatkou. Testem jsou prokazovany protilatky vSech
imunoglobulinovych t¥id. (13, 30)

. Na vytvofeny imunokomplex se navaze komplement (morceci sérum), ktery se
vizuelné ozfejmi pfidanim indikatorového neboli hemolytického systému (berani
erytrocyty senzibilizované protildtkou). Pfi pozitivnim ndlezu dojde k navédzani
komplementu na imunokomplex, hemolyticky systém ztstane volny a vysledna podoba
erytrocytl zustane bez zmény (tzv. zdbrana hemolyzy). Pokud je prukaz negativni,
volny indikatorovy systém se navaze na krvinky a dojde k jejich hemolyze. (26)

Celou reakci lze opticky pozorovat jelikoz dojde diky hemolyze beranich

erytrocyti k vizualizaci. (13)

3.2.2 Laboratorni vybaveni

e sklenéné zkumavky

e Mikrotitracni desticka

e Mikropipety

e osmikanalova automaticka mikropipeta (o0 objemu 25-50ul)
e stolni centrifuga

e vlh¢eny termostat 37°C na inkubaci desticek

e chladni¢ka (2 — 8°C) s vlhkou komurkou

e vodni lazen 56°C

e sérologicka tiepacka pro mikrotitracni desticky

e zvétSovaci sklo Dynatech
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3.2.3 Reagencie a priprava roztoki

Pro tuto reakci se vyuziva komeréné dodavanych souprav od firmy TestLine.
Kazda tato souprava obsahuje nékolik komeréné ptipravenych reagencii. Berani krvinky
je nutné si pripravit v laboratofi zvlast, protoze nejsou soucasti testti. Lyofilizované

komponenty je nutné rekonstituovat, jiné reagencie se musi fedit ¢i smichat.

Veronalovy pufr (Barbitalovy) slouzi k fedéni roztokt a sér. Dodava se 5x
koncentrovany, tudiz je nutné ho natedit 1 + 4 dily destilovanou vodou.

Antigen KFR je purifikovany lyofilizovany extrakt z prvokd Toxoplasma
gondii, ktery neobsahuje zivé parazity. Je vyrabén pomoci tween-ctherové extrakce
toxoplasem z peritonealniho exsudatu bilych laboratornich mysi 3. den po inokulaci.
(9,26) Lyofilizat antigenu je nutné nejprve rekonstituovat podle pouzitého baleni (1,0;
0,5 nebo 0,2 ml) destilovanou vodou a poté natedit barbitalovym pufrem na pracovni
fedéni podle udaje na stitku lahvicky antigenu.

Komplement je lyofilizovany aktivni morceci komplement. Pfed pouzitim se
musi rekonstituovat v fedicim roztoku komplementu dodavaném v setu. Poté se natredi
barbitalovym pufrem dle navodu na lahvicce.

Hemolyticky amboceptor (hemolyzin) je inaktivované lyfilizované kralici
sérum s obsahem protilatek proti beranim erytrocytim. Amboceptor se rekonstituuje
destilovanou vodou a ptfid4d se do lahvi¢ky ,,Zasobni roztok amboceptoru® a tim se
predredi roztok 1:100. Nasledné se dotfedi na pracovni fedéni barbitalovym pufrem.

Berani erytrocyty konzervované v Alseverové roztoku se musi pred pouzitim
3x promyt v barbitalovém pufru, centrifugovat pii 2500 otackach, 6 minut. Vytvoiime
z nich 3% suspenzi smichanim 1 ml beranich erytrocyti a 33,3 ml veronalového pufru.

Hemolyticky systém se pfipravi smichdnim stejnych objemi amboceptoru a 3%
suspenze krvinek. Poté se senzibilizuji pti 37°C 30 minut ve vodni 1azni.

Negativni sérum je lidské sérum neobsahujici protilatky proti Toxoplasma
gondii

Pozitivni sérum je lidské sérum obsahujici protilatky proti Toxoplasma gondii
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3.2.4 Kontroly

Pti kazdém provedeni zatazujeme do reakce negativni sérum a pozitivni sérum o
znamém titru. Provadime také kontrolu antigenu, komplementu a hemolytického
systétmu a to u kazdé na dvou jamkach. Redi se pfimo v jamkach mikrotitra¢nich

desticek a mnozstvi je uvedeno pro jednu jamku.

e Kontrola komplementu:
Napipetuje se 50 ul veronalového pufru + 50 pl komplementu (antigen nahrazen
barbitalovym pufrem)

e Kontrola antikomplementarity séra:
provadi se u kazdého séra na prvni jamce (fedéni 1:2) 25 pul veronalového pufru +
25 pl vysetfovaného (kontrolniho) séra + 50 ul komplementu

e Kontrola antigenu:
25 pl veronalového pufru + 25 pl antigenu + 50 pl komplementu (zfedény vzorek
nahrazen barbitalovym pufrem)

e Kontrola pozitivniho séra: tzv. negativni kontrola (NK)
Toxoplasma pozitivni sérum o zndmém titru se nafedi veronalovym pufrem
geometrickou fadou 1:8 az 1:2048. Jednotliva fedéni se nakapou po 0,025 ml do
jamek plastovych desticek. Ptida se 0,025 ml antigenu + 50 pl komplementu

e Kontrola negativniho séra: tzv. pozitivni kontrola (PK)
0,025 ml Toxoplasma negativniho séra fedéného 1:8 + 0,025 ml antigenu + 0,050
ml komplementu

e Kontrola hemolytického systému: (HS)

100 pl veronalového pufru (antigen i komplement nahrazen barbitalovym pufrem)
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3.2.5 Pracovni postup

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.

Séra pacientl se rozmrazi a inaktivuji se pti + 56°C 30 minut

Potiebné reagencie se rekonstituuji a nafedi dle potieby

Mikrotitraéni desticka polozend nalezato se popiSe hodnotami titrd (1:4 —
1:4096), cisly vzorkli (pro kazdého pacienta je vyhrazena jedna fada) a
oznacime jamky pro kontroly (zpracujeme dle postupu)

Napipetuje se kalibrovanou mikropipetou do vSech jamek mikrotitracni desticky
25 ul veronalového pufru

Do prvni jamky se pipetuje 25 ul séra jednoho pacienta

Pomoci osmikanalové pipety se séra roziredi pirenesenim 50 pl obsahu jedné
jamky do té nasledujici a pokazdé dobie promichdme opétovnym nasatim
obsahu jamky pipetou

Od treti jamky se pipetuje 25 ul antigenu

Do druhého sloupce destic¢ky se ptida 25 ul veronalového pufru

Do vSech jamek kromé prvniho sloupce se napipetuje 50 pul komplementu

Na 30 sekund se desticka necha protiepat na tfepacce

Vlozi se do vlhké komurky do lednice do druhého dne

Ptipravi se hemolyticky systém a pipetuje se ho 25 ul od druhé jamky

Na 30 sekund se desti¢ka neché protiepat na tfepacce

VloZi se do termostatu pfi teploté 37°C na 30 minut

Pokud krvinky nesedimentovaly, opakuje se inkubace dal$ich 30 minut, pokud
se usadily, zastavi se reakce vlozenim desti¢ky do vlhké komirky v lednici na 2
hodiny

Vysledna reakce se odecita pod zvétSovacim sklem
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3.2.6 Hodnoceni

Vysledky testu jsou validni, jestlize kontrolni NK je negativni, kontrolni PK je
pozitivni, vysledny titr kontrolni PK se shoduje se stanovenym titrem (toleruje se
maximalné¢ o 1 fedéni vys$i nebo nizsi), kontroly antigenu jsou hodnoceny jako
negativni, kontroly komplementu jsou hodnoceny jako negativni a kontroly HS jsou
hodnoceny jako pozitivni. Zjistény titr vzorku je validni, pokud pfislusnd kontrola
antikomplementarity byla hodnocena jako negativni.

Po probéhnuti reakce hodnotime hemolyzu ¢i sedimentaci beranich erytrocyt
Vv jamkach s fedénymi vzorky. Pokud berani erytrocyty nezlyzovaly, ale sedimentovaly
na dno jamky povazuje se reakce za pozitivni. Ve vzorku jsou v pfislusném tedéni
ptitomny protilatky proti Toxoplasma gondii v detekovatelné hlading. Pokud ma cely
obsah jamky rovnomérné ¢ervenavou barvu, povaZuje se reakce za negativni. Protilatky
proti T. gondii nejsou Vv piislusné fedéném vzorku pfitomny nebo jejich koncentrace je
pod detekénim limitem testu. Jako titr protilatek proti Toxoplasma gondii se uvadi

nejvyssi fedéni vzorku, pti kterém je KFR pozitivni.

3.3ELISA

Enzyme-linked immunosorbent assay neboli enzymova imunoanalyza na pevné
fazi je heterogenni imunoanalytickd metoda s vysokou citlivosti. UmozZiuje stanoveni
velmi nizkych koncentraci antigenti nebo protilatek. Jde o velmi presnou kvantitativni
metodu. Naptiklad detek¢ni limit pro IgG je 0,5 Ul/ml (mezinarodnich jednotek). Pro
dikaz jednotlivych tfid imunoglobulinii je nejspolehlivéjsi metodou nekompetetivni
ptima ELISA pro stanoveni IgG a double-sandwich (capture) ELISA pro detekci IgM a
IgA. (1,26,31,35)

Vyhodou je ¢astd automatizace metody, a tim moznost vySetieni velkého poctu
vzork.
Nevyhodou je pomérna nakladnost piistrojového vybaveni, jeho udrZzovéni a

vysokd cena vétSiny komeréné vyrabénych souprav. Hodnoty namétené automatickym

43



pfistrojem nelze bezmyslenkovité interpretovat, je potfeba kvalifikovaného personéalu

aby posoudil jednotlivé vysledky v zavislosti na klinickém stavu pacienta. (26)

3.3.1 Princip metody

Antigen Toxoplasma gondii je imobilizovan na stény mikrotitra¢ni desti¢ky a po
pfidani fedéného séra se na né&j vySetfované protilatky navazi. V dalsim kroku se
Vv pfipad€ pozitivnich vzorkidi na tyto imunokomplexy navazi protilatky s kovalentné
vazanym enzymem neboli konjugatem, ktery je schopny vyvolat barevnou reakci.
K vizualizaci dochézi pomoci vhodného substratu, ktery je enzymatickou reakci
preveden na barevny produkt. Intenzita zabarveni se méfi spektrofotometricky.

Intenzita vysledného zabarveni je pfimo umérna koncentraci protilatek proti

antigenum Toxoplasma gondii. (29)

3.3.2 DSX - automaticky ELISA systém

DSX od firmy DYNEX je pIn¢ automaticky otevieny systém pro vSechny
diagnostické soupravy s pouzitim mikrotitracnich desticek. Lze u né&j naprogramovat
jednotlivé kroky podle potfeby urcitého stanoveni v zavislosti na pozadavcich a
doporuceni jednotlivych druhli doddvanych diagnostickych souprav. Soucésti pfistroje
jsou Ctyfi inkubatory s mozZnosti nastavit na kazdém z nich jinou teplotu.

Za naprogramovani jednotlivych testd, vlastni zadavani a spousténi testd
odpovida programové vybaveni Relevation. Obsahuje Assay generator, ktery umoziuje
samostatné zadavani test pro jednotlivé vzorky pfes Worklist. Po spusSténi testu se
aktudlni stav stanoveni zobrazuje na monitorovacim okn¢.

Jednoznacnou identifikaci vzorkll zabezpecuje cteCka carovych kodid. Vzorek
kazdého pacienta je oznacen unikatnim kodem. Ve stojanech je mozno umistit aZ 98
vzorkll. Dale jsou ur€eny stojany pro reagencie, standardy, fedici roztoky a Spicky.
Kontaminaci vzorki je zabranéno pouzitim jednorazovych Spic¢ek. Obsahuje nddoby na

promyvaci roztoky a odpadni nddobu.
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Systém automaticky ptevede vzorek ze zkumavky do mikrotitracni desticky a
ptediedi ho, rozpipetuje kontroly, standardy a reagencie do potiebnych jamek, vzorek
inkubuje, promyva, méfi a interpretuje vysledek.

Analyzator informuje o chybé pokud dojde k selhani systému ¢i zaznamena
nedostate¢né mnozstvi jakékoli reagence. Automaticky probiha i kontrola spravnosti

provedeni testu (QC). Systém zaznamenava kazdou vykonanou operaci analyzatoru.

Obr.¢.7: automaticky analyzator DSX od firmy DINEX
(Zdroj: http://www.dynex.cz/System-DSX)

Komponenty systému:
e Robotické rameno
o Reader-1x
o Inkubétory - 4 X
e Promyvacka -1 x
e Vzorky
e Nosi¢ desticek
e Mikrodesticky
e Néadoby promyvacky
o Odpad z promyvacky

e Ctecka ¢arového kodu
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3.3.3 Reagencie a priprava roztoki

Reagencie pro tuto reakci se pouzivaji komeréné dodavané od firmy EUROIMMUN.
Dodavané mikrotitratni desticky potazené antigeny obsahuji 12 oddé€lenych prouzki
(stripti) a kazdy obsahuje 8 jednotlivych jamek. Reagencie jsou vétSinou piipravené
Kk pouziti, krom¢ koncentrovaného promyvaciho pufru, ktery je nutné natedit. Vzorky
séra pro analyzu se fedi 1: 101 vzorkovym pufrem. Kalibra¢ni a kontrolni séra jsou jiz
nafedéna.

Vzdy pfed pouzitim se musi roztoky nechat vytemperovat na pokojovou teplotu a

fadné promichat.

e Kalibra¢ni sérum 1, 2, 3

e Pozitivni kontrolni sérum (lidské IgG)

e Negativni sérum (lidské IgG)

e Enzymovy konjugat jsou peroxidasou znacené krali¢i protilatky proti lidskym
19G

e Vzorkovy pufr

e Promyvaci puftr je doddvany 10 x koncentrovany. Pozadované mnozstvi pufru se
Cistou pipetou odebere ze zasobni lahve a zfedi se 1 : 10 destilovanou vodou.

e Chromogen/substratovy roztok obsahuje tetrametylbenzidin a peroxid vodiku

e Zastavovacim roztokem je 1 N kyselina fosfore¢na

3.3.4 Pracovni postup

V laboratofich provadéjicich tuto metodu rutinn€é je metoda ELISA plné
automatizovana a tyto kroky provadi vySe popsany analyzator. Tuto metodu je mozné
provést pomoci ru¢niho pipetovani, promyvani a inkubace. V takovém ptipade je

pracovni postup uveden nize.

1. 100 pl kalibra¢niho séra, pozitivni a negativni kontroly nebo fedéného vzorku

séra se prenese do jednotlivych mikrotitraénich jamek
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2. Necha se inkubovat 30 minut pii pokojové teploté

3. Vyprazdni se jamky a nasledné promyje kazdou jamku tfikrat pomoci 300 pl
nafedéného promyvaciho pufru

4. Pufr se necha v jamce puisobit alespon tficet vtefin béhem kazdého promyvaciho
cyklu a jamka se vyprazdni

5. Kapalina z jamek se tadné odstrani a vyklepe se promyvaci pufr poklepem

desky dnem vzhuru na filtracni papir

Napipetuje se 100 ul enzymového konjugatu do kazdé jamky

Inkubuje se po dobu 30 minut pii pokojové teploté

Opét se promyva kazda jamka ttikrat stejnym zptisobem

© © N o

Napipetujte se 100 pl roztoku substratu do kazdé mikrotitraéni jamky

10. Inkubuje se po dobu 15 minut pfi pokojové teploté ve tmé

11. Napipetuje se 100 pl zastavovaciho roztoku do kazdé jamky v tom samém
potadi , jako byl kapan substratovy roztok

12. Pfed méfenim je nutné mikrotitra¢ni desticku peclivé protiepat a homogenizovat
jeji obsah

13. Fotometrické méfeni intenzity barvy by mélo byt provadéno pii vinové délce

450 nm a referencni vinové délce mezi 620 a 650 nm za 30 minut od piidani

zastavovaciho roztoku

3.3.5 Hodnoceni

Pro spravnou interpretaci vysledkd je nutna kalibrace, kterd se vyjadiuje v
mezinarodnich jednotkach (IU). Vyuziva se tfi kalibracnich sér o znamé koncentraci, ze
kterych se stanovi linearni kalibra¢ni kiivka.

Hodnoty extinkce pro kalibraéni séra a mezindrodni jednotky urcené pro
pozitivni a negativni kontrolu musi lezet v hranicich ur¢enych pro tyto hodnoty. Jestlize
se nedosdhne hodnot uréenych pro kontrolni séra, mohl by test byt nepiesny a proto se
musi opakovat.

Horni hranice referen¢niho rozsahu u neinfikovanych osob (hodnota cut-off) je

podle doporuceni 10 mezinarodnich jednotek na mililitr (IU/ml). Hodnoty vyssi, nez je
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tato hranice, se povazuji jako pozitivni, pod touto hranici jako negativni. Jako vnitini
kontrola pro provedeni testu slouzi jak pozitivni, tak negativni kontrolni sérum. Tato
séra musi byt zafazena v kazdém provadéném testu. Pokud negativni sérum nevychazi
jako negativni a pozitivni sérum nejevi pozitivni hodnoty, nelze namétené hodnoty
interpretovat a stanoveni se musi zopakovat.

Pii kvalitativnim nebo semikvantitativnim vyhodnoceni se hodnoty extinkce
vzorkt sér dosahujicich hodnot 10 1U/ml povazuji za pozitivni Séra s hodnotami pod
touto hranici se udavaji jako negativni. Je mozné i jemnéjSi vyhodnoceni vysledka

(poméry > 1,0 se povazuji jako pozitivni, poméry < 1,0 jako negativni).

4. Vysledky

4.11Interpretace vysledku

Spravna interpretace vysledkli by méla vychazet ze zékladniho vySetfeni a nasledné byt

ovéiena dopliujicimi testy. Pribéh onemocnéni se shoduje s dynamikou titru protilatek.

(26)

4.1.1 Akutni faze

Je charakteristickd klinicky prokazatelnym onemocnénim a vyznacuje se
vysokymi titry sérovych protilatek. Probiha 1 — 3 mésice po nakaze. (1) Inkubacni doba
trva 1 — 3 tydny. U vice nez 95% ptipadi probihd inaparentné a posléze se manifestuje
Vv latentni infekci. Symptomaticky pribéh neni béZzny a Casto neni ndkaza spravné
rozpoznana. (4)

Jako prvni po nakaze se objevuji markery akutni faze infekce imunoglobuliny 1gM
a vymizi do 9 mésic. Neni ale vyjimkou, aby pfetrvavali i nékolik let (v nizkych
hladinach ma tyto protilatky po 3 letech aZ 14% nemocnych). Nékdy mohou chybét
uplné¢ u imunokompromitovanych, u ocnich forem toxoplasmézy a u novorozenci

s kongenitalni infekci.
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Dalsim ukazatelem akutni faze infekce jsou imunoglobuliny IgA. Zpravidla vymizi
diive nez IgM ale nemuseji byt vzdy produkovany (az v 10% ptipadi nejsou IgA
detekovany v akutni fazi infekce). Stanoveni této tfidy imunoglobulini je nezbytné ve
spornych ptipadech, kdy IgM neposkytuje jednoznacné informace (u gravidnich zen se
zvysSenou hladinou protilatek a u novorozenct).

Primarni infekce je v akutni fazi charakteristicka strmym vzestupem IgA a IgM,
pomaleji stoupa hladina IgG, ptficemz v Uplném pocatku infekce se nemusi IgG vibec
tvofit. Postupné se onemocnéni dostavda do tzv. odeznivajici (chronické) faze
onemocnéni, kdy jsou titry celkovych protildtek stabilni nebo klesaji. IgG se
dlouhodobé udrzuji ve vysokych hladindch a hodnoty IgM a IgA postupné klesaji
K hranici citlivosti stanoveni.

Mozna je i reinfekce antigenné odlisnym kmenem Toxoplasma gondii, pti kterém

byva signifikantnim znakem vzestup titri protilatek.

4.1.2 Latentni faze

Pti této fazi dochézi k asymptomatickému prubéhu, kdy je infekce prokazatelna
sérologickymi testy ale v niz§ich titrech. (1) Probihd 13 — 38 mésicii po ndkaze. Je bez
klinickych ptiznakl a jiz nedochazi k pfenosu toxoplasmoézy z matky na plod. Zistava
vSak stald antigenni stimulace, to znamena, Ze jednotlivci s latentni toxoplasmoézou maji
obvykle celoZivotni antitoxoplasmové protilatky. (19)

Pro latentni fazi infekce, kdy dochazi k encystaci toxoplasem do tkani, je
charakteristicka nepfitomnost IgA a IgM a udrZzovani pouze nizkych, poptipade
sttednich hladin IgG, které ptetrvavaji u nakazenych osob po cely zivot.

Jelikoz je zéachyt toxoplasmodzy obtizny a nedochazi k nému vcas, byva 90 %
zachytu toxoplasmovych protilatek znakem latentni (ojedinéle chronické) infekce.
(23,24,28)
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Obr.¢.8: Dynamika tvorby protilatek
(Zdroj: http://www1.1f1.cuni.cz/~hrozs/lymfal.htm)

4.2Vlastni vysledky

Ve vySetfovaném souboru osob podezielych na toxoplasmézu se vyskytovali
muzi, zeny i déti piedevSim z Plzetiského kraje a poptipadé€ kraji okolnich. Vzorky sér
celkem 69 pacienti mi byly poskytnuty ve Fakultni nemocnici Plzenn béhem mésice
srpna roku 2012.

Vsechna séra byla vySetfena nejprve komplement fixanim testem, kdy se
vyloucila infekce (negativni vysledek) u 26 osob. U zbylych 43 pacientl byla prok4dzéana
pozitivni reakce na ptitomnost protilatek. Po porovnani pozitivnich vysledk i nizkych
titrd s klinickym stavem pacienta ¢i s hodnotami namétenymi v minulosti se indikovalo

stanoveni metodou ELISA u 41 vySetfovanych osob.
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Metodou ELISA bylo stanoveno 41 vzorkll sér. VSechny stanovované ttidy
imunoglobulinti mélo negativnich 16 pacientti. Pozitivni pouze tfidu IgG mélo 21 osob.
Pozitivita vSech vySetfovanych imunoglobulinovych tiid (IgA, IgM a IgG) se

detekovala celkem u 4 pacientt.
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25

20

15

10

pocet vySetirenych osob
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5. Diskuze

V interpretaci vysledkii je nutné dbat na klinicky stav vySetfovanych osob. U
imunokompetentich osob lze vysledky klasifikovat klasickym zptisobem a Ize usuzovat
na fazi infekce podle danych pravidel. TakZe negativni vysledek znamend, ze pacient
ma sterilni imunitu proti Toxoplasma gondii.

Nizké titry KFR 1:8 — 1:16 jsou anamnestické. Znamend to, Zze pacient
pravdépodobné prodé€lal infekci pred nékolika lety. Pokud je titr vy$s$i je nutné
stanoveni jednotlivych tfid imunoglobulint.

Pti akutni infekci se nejcastéji detekuji metodou ELISA vysoké hladiny protilatek
IgG, IgM 1 IgA. Nepravdépodobné je, ze se pfi akutni infekci stanovi protilatky IgA a
IgM tésné¢ nad hodnotou cut-off. Tyto dvé tfidy imunoglobulinii mohou n¢kdy
pretrvavat déle jak rok v nizkych hodnotich. Oproti tomu se mohou v nizkych
hladinach objevovat i pti Uplném pocatku akutni infekce ale detekce v této fazi je malo
pravdépodobna, jelikoz jsou klinické projevy vétSinou slabé nebo vibec zadné.
Rozhodnout se mezi témito dvéma variantami mize napomoci stanoveni avidity IgG
nebo opakovéni stanoveni za 2-3 tydny a posouzeni vzestupu ¢i sestupu titrli protilatek.

Stanovi-li se pouze IgG ve stiednich hodnotach, svéd¢i to o odeznivajici infekci.

V poslednich letech se detekce protilatek proti Toxoplasma gondii linearné snizuje.
V grafu jsou znazornény pocty vSech vySetieni provadénych ve FN Plzen za obdobi

2002 az 2012
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Celkovy pocet provedenych vysSetreni
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Jak je vidét na nasledujicim grafu, neznamena snizovéani poctu stanoveni to, zZe se
toxoplasméza vyskytuje méné casto. Pfi pfepocteni na procentuelni detekci akutni
diky vyssi informovanosti o této problematice, pozadavky na vySetfeni jsou podavany
cilené s ohledem na rizikové skupiny a detekce probiha za pomoci ¢im dal pfesnéjSich
laboratornich metod. Je mozné i to, Ze dochazi k CastéjSimu zachytu akutni infekce

s omezenim diagnostiky na cilové skupiny, a tim ke sniZeni poc¢tu celkovych stanoveni.
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U gravidnich zen hrozi prinik tachytoitli pfes placentu a vyvolani kongenitalni
toxoplasmézy. Pro plod muze byt tato ndkaza fatdlni, proto se v dnesni dob&é dba
zvySené pozornosti na screening protilatek u rizikovych osob. V nékterych zemich je
tato diagnostika zafazena mezi bézné preventivni vySetteni, jelikoz poskozeni plodu Ize
zabranit v€asnou detekci a nasazenim okamzité terapie.

Interpretace vysledkli je zde podobnd jako u imunokompetentnich osob, s tim
rozdilem, Ze se jedna o preventivni opatfeni s cilem zachytit pfipadnou primoinfekci
nebo ze sledovani vyfadit Zeny s latentni toxoplasmozou, jelikoZ ta neni pro plod
nebezpecna.

Pokud se u zeny nedetekuji protilatky proti Toxoplasma gondii v prvnim trimestu
téhotenstvi, je zapotiebi aby Zena dodrZovala zvySena hygienicka opatieni. Timto
nemuizeme vyloucit primoinfekci v dalsim priabéhu gravidity a je dilezité stanoveni po
ttech mésicich opakovat.

Pokud dojde v pribéhu gravidity k detekei pozitivnich titri KFR, mize to znamenat
akutni toxoplasmovou infekci. V takovém ptipadé€ se stanovi IgM a IgA, které v ptipadé
vysokych hladin zna¢i akutni toxoplasmoézu a musi se bezpodminecné zahajit terapie.

Stanoveni se opakuje za 2-3 tydny.
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U novorozencu, ktefi se narodili Zendm s primoinfekci v gravidité, se musi
zjistit, zda byly kongenitalni toxoplasmo6zou nakazeni a zda je zapotiebi zahdjit terapii.
Nejvétsi komplikaci je to, ze dit€é nemusi mit jeSté plné rozvinutou tvorbu protilatek.
Hladiny protilatek byvaji velmi nizké. AZ u 50 % novorozenci neni plné rozvinuta
tvorba IgM. Presngjs$i je stanoveni IgA, které ovSem také nejsou tvofeny u casti
novorozenych déti, avSak lze je detekovat Castéji nez IgM. Podle sérologického
stanoveni protilatek IgG také nemiiZzeme potvrdit kongenitalni toxoplasmoézu, jelikoZ
tato tfida imunoglobulini miiZze byt pfenesena pies placentu.

Pro detekci kongenitalni toxoplasmodzy se do reakci pouziva méné fedéného séra
aby se zvysSila pravdépodobnost zachytu infekéniho agens. Za pozitivni se povazuji i
velmi nizké titry protilatek. Je nutné stanoveni opakovat za 2-3 tydny a sledovat nejen
novorozence ale i matku.

Také pifi ocni toxoplasmdze nemivaji vySetfované protilatky vysoké hodnoty,
jelikoz o¢ni forma nevyvolava silnou systémovou reakci. Jsou popisovany 1 ptipady,
kdy pii potvrzeni této formy toxoplasmozy typickym oftalmologickym nélezem, byly
vysledky sérologickych testli negativni. Proto 1 v tomto pfipadé se povazuji i nizké titry

za pozitivni.

55



Dalsi rizikovou skupinou jsou pacienti pii transplantaci. Nebezpec¢na muze byt
akutni infekce sérologicky negativniho pfijemce, ktery se nakazi pii transplantaci
organu obsahujiciho tkanové cysty od darce s latentni infekei. Proto je v tomto piipadé
dulezité stanovit i latentni toxoplasmovou infekci. Riziko reaktivace infekce sebou nese
1 imunosupresivni 1é¢ba zahdjena jiz pred transplantaci.

Posledni zvlastni skupinou jsou HIV pozitivni pacienti. Pokud nejsou chranéni
chemoprofylaxi, jsou neustale ohrozeni reaktivaci latentni infekce. Spravné posouzeni
vysledkit muze mit pro tyto imunodeficitni pacienty letalni nasledek. Jelikoz je jejich
imunitni systém vyrazn€ poSkozen, dochazi k nedostatecné tvorbé protilatek a tudiz je
jejich detekce obtiznd. Vysledky se nemusi vzdy shodovat. Mize se stat, ze jedna
metoda detekuje ve vzorku nizké titry protilatek a jina nikoli. V takovych piipadech se
musi povazovat za pozitivni nalez i velmi nizké hodnoty.

Ve vztahu k t¢émto riznym skupinam je dulezité spravné diagnostikovat akutni
toxoplasmovou infekci. V poslednich letech dochazi k postupnému snizovani vyskytu
akutnich onemocnéni. V CR kazda nové diagnostikovana akutni toxoplasmoéza podléha
hlaSeni. Tyto pfipady zaznamenava Narodni referencni laboratof pro toxoplasmoézu.
Podle téchto informaci nahromadénych za nékolik predeslych let miizeme usuzovat na
mirny pokles vyskytu nové infikovanych osob s akutni infekci. Dokazuji to absolutni
pocty vSech hlaSenych infekci, podobné jako relativni hodnoty piepocitané na 100 000
obyvatel.
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6. Zavér

Rutinni diagnostika toxoplasmdzy zalozena na sérologickych metodéach je provéfena
dlouholetou praxi. Automatizace systému detekujicich protilatky sebou nese spoustu
vyhod. AvsSak je potfeba aby vysledky interpretoval zkuseny odbornik seznameny
s touto problematikou a v zadném piipad¢ nevydaval vysledky samotny analyzator na
zakladé namétenych hodnot.

Diivodem téchto tvrzeni je ruznorodost skupin ohrozenych toxoplasmézou.
Infikované skupiny osob maji rlizné naroky na citlivost zvolené metody, na interpretaci
vysledkl a ptipadnou terapii. U imunokompetentnich osob zcela posta¢i méné citlivé
metody. Naopak u o¢ni formy toxoplasmoézy, imunodeficitnich pacienti nebo
novorozencl s nedostatecné se sérologicky projevujici akutni infekei, je vhodnéjsi
pouziti citlivéjSich metod.

Vhodnou alternativou v laboratofich by mohlo byt rutinni zavedeni metody PCR
k pifimé detekci nukleové kyseliny pochazejici z Toxoplasma gondii. Tento test ma
citlivost témeét 100 %. AvSak je to metoda znacn€ nakladna a jeji uplatnéni se teprve
vyviji. Dals$i moznosti jak diagnostiku upfesnit je stanoveni protilatek metodou Western
blot. Vyhodou této metody je u kongenitalni toxoplasmozy moznost odlisit protilatky
IgG matky a novorozence.

Vysetifovani by mélo byt postaveno na zdkladnich vysetfovacich metodéach, v tomto
ptipadé KFR a poptipadé doplnéno imunoenzymatickym stanovenim metodou ELISA.
Pti zvéazeni vSech okolnosti tykajicich se rtiznorodosti rizikovych skupin, jsou tyto
metody vyhovujici. Spole¢né s vysledky testd by méla byt oSetiujicimu I1ékafi zaslana i

jejich interpretace a predevsim predpokladana faze infekce.
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