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Souhrn:

Tato bakalaiska prace se zabyva predevsim laboratorni diagnostikou parazita Toxoplasma
gondii. Teoreticka ¢ast obsahuje informace o moznostech nakazy, epidemiologickém vy-
skytu a také je zde stru¢n€ popsana prevence a moznosti lécby. Velkou kapitolou jsou pak
samotné moznosti stanoveni, které se déli na: pfimé metody, imunodiagnostiku a moleku-
larni diagnostiku. V praktické ¢asti je podrobné popsana metoda EIA pro IgG, IgM a IgA,
kterou byl ziskén soubor vysledkt, nasledné graficky zpracovanych. Data byla sbirana ve

Fakultni nemocnici Plzen oddéleni mikrobiologie — parazitologie za rok 2022.
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Summary:

This thesis primarily describes the labratory diagnosis of the Toxoplasma gondii parasite.
The theoretical part contains information about the possibilities of infection, epidemiologic
occurrence, but also prevention and treatment options. A great part of the thesis describes
the determination methods that are divided into: direct methods, immunodiagnosis and mo-
lecular diagnosis. In the practical part of the thesis, the EIA method used on IgG, IgM and
IgA is described. A set of results was obtained using this method, that is later analyzed and
processed. The data set has been obtained in the microbiology-parasitology department of

the University Hospital in 2022.
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UvVoD

Pojem toxoplazméza je v populaci neodmyslitelné spjat s kockovitymi Selmami,
které jsou kone¢nym hostitelem v zivotnim cyklu parazita Toxoplasma gondii. Malokdo ale
vi, ze mezihostitelem se muze stat prakticky jakykoliv teplokrevny Zivocich. Cest pfenosu
infekce je cela fada, avSak spravnou hygienou a screeningovym vysetienim lze ptedejit moz-
nym disledkim. Nejvaznéjsi dopad ma toxoplazmdza na déti infikovanych matek, kde ro-
zeznavame mnoho forem onemocnéni. Nastésti existuje fada testl a stanoveni pro odhaleni
nakazy od jednoduchych histologickych vySetfeni, ptes aktudln€ pouzivané EIA metody az

k velmi komplexnim a modernim metodam jako je PCR.

Téma laboratorni diagnostiky toxoplazmdzy jsem si zvolila vzhledem k mému vel-
kému zajmu o obor mikrobiologie. M4 volba se opirala také o fakt, ze jsem se v laické ve-
fejnosti setkavala s nepravdivymi informacemi o této problematice, proto jsem se rozhodla

vést vlastni vyzkum a sepsat dostupné poznatky.

V praktické ¢asti mé bakalarské prace se budu vénovat zejména vyskytu prvoka T.

gondii v Plzenském kraji za rok 2022, kde dale vysledky piehledné zpracuji a vyhodnotim.
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TEORETICKA CAST

1 BIOLOGIE PARAZITA

1.1 Obecna specifikace
Toxoplazméza je onemocnéni zplisobené parazitem, ktery se nazyva Toxoplasma

gondii, znamy téZ jako kokcidie ko€ici.

T. gondii se mize vyskytovat ve tiech infekénich stadiich. Prvnim z nich je tachyzoit,
ktery je velice invazivni a dokaZe se rychle délit. Dale pomalu se dé€lici bradyzoit, obsazen
v tkdnovych cystach a poslednim stadiem je sporozoit, ktery je odolny vici vnéj§imu pro-

stiedi diky jeho uzavieni v oocysté. (6)

Bunky infekéniho stadia toxoplazmoézy jsou 5 um dlouhé, 2 pm $iroké a maji tvar
pulmésice se §picatym vrchnim koncem. Ohraniceny jsou slozitou membranou, nazyvanou
pelikula. K pelikule je ptipojen cytoskelet, udrzujici integritu bunky. T. gondii dale obsahuje
organely jako: jadro, mitochondrie, endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, ribozomy a
specifickou organelu zvanou apikoplast, ktera obsahuje vlastni kruhovou DNA. V mikro-
skopu lze pozorovat také oocysty, kulaté utvary s jemnymi skvrnami, velké asi 12 - 13um,
které po sporulaci obsahuji dvé sporocysty, vypliujici vétSinu buiiky. V kazdé ze sporocyst

se vyskytuji ¢tyfi sporozoity. (6) (18)

1.2 Taxonomie

T.gondii je eukaryoticka bunka. Patfi do podkmene vytrusovct neboli apicomplexa,
ttidy conoidasida a podtfidy kokcidie. Déle do fadu eucoccidiorida a podfadu eimeriorida.
Jelikoz se Toxoplazma gondii v mezihostitelich mnozi asexualné a sexualni mnozeni probiha
pouze V definitivnim hostiteli, byla zafazena do celedi sarcocystidae a podceledi toxo-

plasmatinae. Rod, do kterého parazit nalezi, se nazyva toxoplasma. (18)
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1.3 Zivotni cyklus

V zivotnim cyklu toxoplazmy dochdzi ke stfidani pohlavniho rozmnozovani a nepo-
hlavni replikace. Pohlavni rozmnozovéani se mize uskutecnit pouze ve stievnich buiikach
kone¢ného hostitele, jimiz jsou kockovité Selmy. Bradyzoity se nejprve asexualné pomnozi
a poté dochazi k tvorbé gamet. Oplodnéné oocysty se vylucuji s trusem ve velkém mnozstvi
(vice nez 100 milionti). Ve vnéj$im prostiedi se oocysty méni na sporulované cysty, obsa-
hujici sporozoity, schopné piezivat mimo télo hostitele delsi dobu. Timto stadiem se mutize
infikovat tzv. mezihostitel. V téle mezihostitele dochazi pouze k nepohlavni replikaci. Spo-
rozoity se uvolni z vazby na sporocysty a ve stievnim epitelu se diferencuji na tachyzoity.
Tachyzoity maji velkou schopnost replikace v jakémkoliv druhu buniky a §ifi se tak po celém
téle. Z tachyzoitu se dale vyviji bradyzoit a dochézi ke vzniku tkédniovych cyst, které osidluji
hlavné svalovinu a CNS. Pokud dojde k poziti syrového masa takto infikovaného zivocicha,
tkanové cysty praskaji, uvoliuji se bradyzoity a v enterocytech se diferencuji zpét na inva-

zivni tachyzoity. (6), (18)
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2 EPIDEMIOLOGIE TOXOPLAZMOZY

Prevalence toxoplazmdzy v ¢eské populaci se pohybuje mezi 25— 30 % tzn., Ze témét
ttetina populace se ve svém zivot¢ jiz s infekei setkala. Vyskyt v nékterych castech svéta je
Casto az 80% (Jizni Amerika). Jak jiz bylo zminéno, mezihostitelem neni jen ¢lovek, ale
dalsich piiblizn€ 300 druhii teplokrevnych Zivoc¢ichli a konenym hostitelem jsou vSechny
kockovité Selmy. Nakazit se parazitem je mozné piimym kontaktem s oocystami naptiklad
vdechnutim, pozienim nebo infekci drobného poranéni, dale pti konzumaci nedostate¢né
tepelné opracovaného masa a mléka nakazeného Zivocicha nebo kongenitadlnim pfenosem
z matky na plod, vyjimecné dojde k pfenosu krevni transfuzi nebo transplantovanym orga-
nem. U t&hotnych Zen je mozné sniZit riziko penosu diky screeningu, ktery bohuzel v Ceské
republice neni povinny. Akutni forma onemocnéni podléha hldseni Hygienické sluzbé. Inci-
dence v CR se pohybuje kolem 1 — 2 ptipadii na 100 000 obyvatel roéné. Bylo prokazano,
ze venkovsky Zivotni styl oproti Zivotu ve mésté nema na ziskani T. gondii vliv. Clovék se

muze infikovat riznymi zptisoby. (23)

2.1 Alimentarni cesta pienosu

Clovek, stejné jako dalsich 300 druhii Zivogicht, je pouze mezihostitel toxoplazmy.
K nékaze dochazi v situacich, kdy je jedinec vystaven oocystam a to v nékolika moznych
ptipadech. Prvnim a zaroven nejCastéjSim typem pienosu je ptimy kontakt. Dochazi k nému
napiiklad pfi €isténi ko€ici toalety pouzité kockou domaci trpici prijmem, ktery casto indi-
kuje infek¢nost. Dalsi mista kde 1ze pfijit do pfimého kontaktu jsou zahrada, konkrétné hlina
nebo détské piskovisté, kde si, jak je znamo, kocky rady zahrabavaji své vykaly. Oocysty

mohou ulpét také na zelening. (6)

Potencialni zdroj nemoci je také syrové maso zivocicha trpiciho toxoplazmoézou. Ob-
sahuje totiz tkanové cysty, které jsou vysoce infekcni, avSak dosazenim vysSich teplot pii
jeho zpracovani je lze znicit. T. gondii se muze nakazit téméf kterykoliv teplokrevny Zivo-
¢ich, vcetné hospodatskych zvitat, jejichz mléko je také zdrojem infekce. Nejbéznéjsi je
mléko krav, koz a ovci, v zahrani¢nich zdrojich je v§ak zminéno i mléko buvolii, velbloudii
a oslt, jakozto prokazany zdroj toxoplazmoézy. Nutno dodat, Ze nebezpecné je jen to nepas-

terizované. (4)
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2.2 Transplacentarni cestou

K tomuto typu pienosu dochazi nejéastéji v ptipad¢, kdy se Zena infikovala parazi-
tem poprvé az v obdobi gravidity nebo tésn¢ pred ni. Vyjimkou vSak neni ani reinfekce no-
vym sérotypem nebo reaktivace toxoplazmézy. Pokud neni toxoplazmoza vcas diagnostiko-
vana a lécena, hrozi 50% Sance nakazy plodu, kterd miiZze mit za nasledek vazné zdravotni
obtize (viz. kapitola 4.1.) Bohuzel ptiznaky toxoplazmodzy jsou ve vétsing piipadd zaméni-
telné s béznymi obtizemi doprovazejicimi téhotenstvi, jako napt. bolest hlavy, nevolnost,
unava aj. Pii podezieni by se proto méla Zena podrobit sérologickému vysetieni. Plod infi-
kovany v prvnich tydnech té€hotenstvi je vazné ohroZen potratem, ale pravdépodobnost pie-
nosu je pouze 17%, naopak ve tietim trimestru je az 70% Sance infekce ditéte, ale ptipadna

postizeni uz nemusi byt tak vyrazna. (11)

2.3 Ostatni zpiisoby pFenosu

Do této skupiny patii vzacné zptisoby prenosu a také ty, které jesté nejsou zcela ove-
feny a jsou spiSe diskutabilni. Byly popsany ptipady, kdy se jedinci nakazili po bodnuti jeh-
lou a kontaminaci odérky pii manipulaci s tachyzoity. Mozny je i pfenos nemoci krevni

transfuzi, pokud nakazu v¢as neodhali screeningové vysetieni darce. (11)

T.gondii muze napadnout jakykoliv organ a osidlit jej cystami. Pfi transplantaci tak
vznika riziko pfenosu onemocnéni z darce, ktery se infikoval v minulosti, na pfijemce. Po-
kud ptijemce nikdy nepfisel s parazitem do styku, nasledky mohou byt velice vazné. Z do-
stupnych zdroji vyplyva, Ze nejcastéji transplantovany organ osidleny cystami je srdce. Déle

byly zaznamenany pienosy z jater a ledvin.

K nakaze muze dojit i pfi vyméné télesnych tekutin mezi dvéma jedinci. V posled-
nich létech se intenzivné studuje moznost pienosu sexudlnim stykem. Nejrizikovejsi je
udajné vyskyt séropozitivity u sexualniho partnera gravidni séronegativni Zeny. Vyskyt to-
xoplazem ve spermatu byl prokazan u nékterych Zivoc¢icht, ale konkrétni diikazy jsou pro-

kazany velmi sporadicky. (6)
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3 FORMY ONEMOCNENI

3.1 Vrozena toxoplazméza

Vrozend forma toxoplazmdzy je vzdy spjatd s transplacentarnim pienosem a jeji na-
sledky byvaji ve vétSing ptipadl ireverzibilni, déli se na: inaktivni, aktivni a v recidivé. Po-
Skozeni déti je Casto velice vazné a mize koncit potratem, predCasnym porodem, porodem
mrtvého ditéte, porodem tézce postizeného ditéte nebo porodem ditéte, které se nejprve jevi
jako zcela zdravé a pozdé€ji dojde k manifestaci onemocnéni. Lze pozorovat typicky klinicky
obraz: poruchy CNS, vady o¢i a kalcifikaci v mozku, avSak toxoplazméza miize postihovat
skoro vSechny organy a tkané. Vrozena toxoplazméza ma afinitu zejména k CNS a o¢im,
v mozku byvaji postizené nejriiznéjsi struktury, vznika napft.: hydrocefalus, ependymitis, ab-
cesy ve frontalnim laloku a jiz zminéné kalcifikace mozku. Tyto patologie mohou doprova-

zet i vady srdce jako fokalni myokarditida. (12)(15)

Klinické ptiznaky vrozené toxoplazmdzy u déti po narozeni: cyandza, horecky, po-

rucha saciho reflexu, dusnost, kiece, hypotermie, tvarové anomalie hlavicky a dalsi.

V minulosti byla v Gzké souvislosti s touto formou rozliSovana i forma gynekolo-
gicka (Hubner1974). Uzce souvisi s vrozenou formou toxoplazmozy, konkrétné je zaméfena
na fertilni obdobi Zeny a stavy spojené s t¢hotenstvim jako potraty, porody i samotné obdobi
gravidity. Muze probihat jako akutni onemocnéni, pietrvavat v inaparentnim nebo latentnim
stadiu a v tivahu ptipada i aktivace chronického procesu. Klinicky obraz je podobné jako u
jinych forem velice nespecificky a lze ptfiznaky zaménit za bézné stavy souvisejici s t€ho-
tenstvim. Pacientka trpi zvySenou Unavou, bolestmi hlavy, subfebriliemi, exantémem a ji-
nymi pfiznaky pfipominajicimi chfipku. K diagnostice proto Casto pfispiva screening t€hot-
nych, ktery by mél probéhnout minimalné jednou v dobé gravidity. Po dohod¢ infektologi,

parazitologli a epidemiologli se v soucasnosti jiz nepouziva. (11)

Obecné toxoplazmoza muze zpusobit u fertilnich Zen sterilitu, v ptipadé t€hotnych i
opakované aborty, pfedCasné porody a porody rizné postizenych, dokonce mrtvych déti.
V ptipadé vzniku infekce pfed pocetim parazit vytvaii v organismu tkanoveé cysty, které se
usadi v déloze a prezivaji zde i roky. Nakazit se zena miize i v pribéhu gravidity rizikovym
chovanim. T¢hotenstvim se miZe aktivovat chronické stadium nemoci. V ptipad¢ diagndzy
onemocnéni je nutné vhodné zvolit 1é¢bu tak, aby neméla teratogenni vliv na plod, ale také

aby nedoslo k jeho malformacim. (11)
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3.1.1 Vrozena oc¢ni toxoplazméza

vvvvvv

tivni po narozeni, aktivni po narozeni a recidivujici. Rozdil mezi vrozenou a ziskanou for-
Mou je v mnozstvi titru protilatek. Zatimco pii kongenitalni o¢ni toxoplazmoze je zjistitelna
pomérné vysoka hladina, u ziskané je znateln¢ nizsi. Tato forma onemocnéni se projevuje
predevsim strabismem a snizenou ostrosti zrakového vjemu, ovsem malokdy je onemocnéni
zachyceno véas a poskozeni zraku je ireverzibilni. Pacienti s vrozenou monosymptomatic-
kou o¢ni toxoplazmozou maji pomérné dobrou prognozu, avsak hrozi recidiva, kdy se para-
zit muze §ifit do dalSich organd. K recidivé mtize dojit po jakékoliv zatézi pro organismus,

jako napf.: jiné onemocnéni, puberta, téhotenstvi atd. (5)

3.2 Ziskana toxoplazmoéza

Tato kategorie zahrnuje mnoho forem toxoplazmoézy, je velice obtizné najit tak
vhodné déleni. Ziskanou toxoplazmoézu lze proto délit dle aktivity na: aktivni, inaktivni a
recidivujici. Dale dle pribéhu: akutni, chronicka, latentni a stav po prob&hlé nemoci. A jako
posledni dle mista kumulace patogenu: lymfaticka, cerebrospinalni, myokarditicka, exante-
matickd a oftalmologickd. Toxoplazmézou je mozné se nakazit riznymi zpisoby. Jak je
uvedeno Vv kapitole o pienosu infekce. Zajimavosti je, Zze venkovsky zivot nema znacény vliv
na Cetnost onemocnéni, 1 kdyz tito lidé prichdzeji do kontaktu s divokymi a hospodaiskymi
zvifaty Castéji. Ohrozeni ziskanou formou toxoplazmdzy jsou i pracovnici v nékterych pro-

fesich, napf. v chovech zvitat nebo na jatkach. (11) (18)

Klinicky obraz a pribéh onemocnéni se 1isi dle jednotlivych forem toxoplazmozy.

Stejné jako u vrozené formy miiZe i ziskana postihovat skoro v§echny tkané a organy.
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3.2.1 Chronicka toxoplazméza
Toxoplazmdéza obecné ma vysokou afinitu k CNS, kde se chronicita rozviji. Po vnik-

nuti do téla hostitele parazit koluje v krvi, kterou je unesen do blizkosti mozku. Tam poté
prochazi mozkovym endotelem do kapildrniho lizka a pfekonavéa hematoencefalickou bari-
éru. Imunitni systém na tuto skutecnost reaguje, astrocyty, mikroglie a neurony produkuji
cytokiny, chemokiny a exprimuji MHC antigeny. Uplatnuji se také cirkulujici imunitni
bunky. Tachyzoity parazita ptechéazeji k tvorbé bradyzoitovych cyst, jejichz replikace je po-
mald a stézuji ji builkky imunitniho systému. I piesto vSak replikace bradyzoitli ovliviiuje a
naru$uje spojeni neurond, protoze je imunitni systém nedokdze eliminovat, dojit tak muize
k zanétu mozku a dilataci komor, kde jsou naruseny neuronalni struktury vlivem ztraty kon-
tinuity a hustoty nervovych vlaken. Bradyzoitové cysty jsou typickym znakem chronické

formy toxoplazmoézy. (11)

3.2.2 O¢ni toxoplazmoza
Stejné jako u vrozené formy oc¢ni toxoplazmozy je i u ziskané pomérné obtizna dia-

gnostika, ktera se opira predevsim o klinicky obraz a specificky nalez v oku: zanét sklivce,
bila fokalni retinitida, zdnétliva o¢ni hypertenze, retinalni vaskulitida atd. Pfiznakem je roz-
mazané vidéni, bolest oka nebo jeho zarudnuti. K odhaleni onemocnéni mtize ptispét i PCR
nebo stanoveni titru IgG protilatek. O¢ni toxoplazmoza miize postihnout bud’ jen jedno oko,

nebo v ojedinélych piipadech i ob€. Pokud se onemocnéni nelééi, konéi slepotou. (5) (12)

3.2.3 Nervova forma toxoplazmozy
Nervova forma onemocnéni tizce souvisi s imunosupresi a obecné s nedostate¢nosti

imunitniho systému, typicka je pro pacienty s HIV/AIDS a novorozence s vrozenou toxo-
plazmoézou. DéEli se bud’ na akutni, subakutni a chronickou formu nebo dle lokalizace zmén:
meningeédlni forma, encefalitidy, myelitidy a postiZeni perifernich nervii. Mezi projevy patii
hlavné bolest hlavy, horecka, fokalni neurologické ptiznaky a letargie. V piipad¢ postiZeni
CNS parazitem se rozviji akutni meningoencefalitida, kterd pfispiva ke vzniku nekroticko-
hemoragickych loZisek. Tyto loZiska pozdé&ji kalcifikuji a ni¢i tak mozkovy parenchym. Déle
se miZe vyskytnout hydrocefalus, ktery vznika jako nésledek zanétlivé reakce v likvorovych
cestach. Pacienty s meningoencefalitidou ohrozuji 1 vedlejsi komplikace souvisejici s psy-
chickym zdravym, jako napf.: obsedantné-kompulzivni porucha, schizofrenie, epilepsie a

hluboké deprese se sebevrazednymi sklony. Obecné encefalitida zptisobena T. gondii ma za
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disledek halucinace a paranoiu. MiiZze byt postiZzena i micha, bud’ v souvislosti s encefaliti-

dou, nebo samostatné. (14)

3.2.4 Uzlinova forma toxoplazmozy

vvvvv

onemocnéni. Postihuje pfedevsim podkozni mizni uzliny v oblasti krku a vznika lymfade-
nopatie. Pacient si mize povSimnuti zdufelych uzlin, zvysené télesné teploty nebo ma jiné
obtiZe jako malatnost a ztratu vykonu, nemoc mtize doprovazet i exantém nebo hepatosple-
nomegalie. K hnisani uzlin nikdy nedochazi. Dalsi komplikace jako napt. myokarditidy nebo
jaterni poskozeni jsou vzacné. V krevnim obrazu je mozné pozorovat lymfocytézu a mono-
cytozu. Uzlinova forma toxoplazmozy je benigni onemocnéni, a proto je lécba v Casnych
stadiich pomérné snadnd a u¢innd. BohuZel vétSina ptipadii unikne diagnostice a spontanné
vymizi nebo ptejde do chronicity. Chronicka forma se projevuje zejména tnavou a jinymi

nespecifickymi obtizemi. Stav je zpravidla provazen velkym vzestupem protilatek. (11)

3.2.5 Abdominailni forma toxoplazmoézy
Tuto formu lze popsat bud’ obecné jako abdominalni (bfis$ni), anebo je mozné jed-

notlivé organové postizeni toxoplazmoézou rozdélit do vlastnich skupin na: toxoplazmovou
enterokolitis, jaterni poskozeni a mezenterialni lymfadenitis. Enterokolitidy se projevuji
zejména hlenovitymi prijmy, nékdy s pfiméesi krve a dyspeptickym syndromem. U entero-
kolitid je nevyhodou, ze projevy s ni spojené se mohou vyskytovat pouze jako odpovéd na

1é¢bu toxoplazmoézy a nemusi nutn€ znamenat samotné napadeni stiev parazitem.

Napadeni jater toxoplazmdézou lze dokazat v materidlu ziskaného biopsii S nésled-
nym vyuZzitim imunofluorescencnich technik. Tato forma se vyskytuje vétSinou u kongeni-
talni toxoplazmozy, kde dochazi k rozsevu parazita po celém organismu a poskodit jatra
muze i1 pouze v fadu tydnti. Lécba byva vétSinou tspesna.

Postizené mohou byt v ramci dutiny bfiSni 1 jiné organy, napf.: slezina a pankreas.
Nevyhodou u této formy je obtizna diagnostika, protoze ptiznaky se napadné podobaji ji-

vvvvvv

moneldze, shigeloze. Symptomy abdomindlni toxoplazmézy mohou byt: bolesti bficha,
zvraceni, nechut’ k jidlu, nauzea, hepatosplenomegalie, ikterus, zdufeni mezenterialnich uz-

lin a dyspeptické potize. (11)
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3.2.6 Postizeni plic
Plicni forma toxoplazmozy se vyskytuje témét vyhradné€ u imunokompromitovanych

pacientu, tj. po transplantaci, HIV/AIDS pozitivni, hematologické malignity, a je velmi
vzacna u imunokompetentnich jedinct, u kterych dochéazi ke vzniku pneumonie. Postizeni
plic obvykle vznika jako multisystémové onemocnéni S jinou piidruzenou komplikaci. Mezi
klinické ptiznaky patii horecka, kasel, dusnost, krev ve sputu aj. Onemocnéni mé tendenci
prechazet do chronicity. Pii 1€¢bé je stézejni pozorovani titrii specifickych protilatek a také

je vhodné provést rentgen plic. (13)

3.2.7 PostiZeni kardiovaskularni soustavy
Podobn¢ jako ostatni organy mize toxoplazma napadnout i kardiovaskularni systém

a zpusobit tak fadu obtizi. Nejcastéji je tato forma doprovéazena postiZzenim jiného organu
nebo organové soustavy napi. Uzlin. Pfiznaky mohou byt: tinava, bolest hlavy, lymfoadeno-
patie, bolest na hrudi, dusnost nebo tachykardie. U pacientli se srde¢ni formou toxoplazmodzy
je patrnd vyrazna arytmie pii vysetfeni EKG. Rozviji se také myokarditida nebo perikardi-
tida, mozny je vSak vyskyt i obou chorob najednou. Zavaznost komplikace se odviji od in-
tenzity zanétlivé reakce, vznikajici v diisledku infiltrace myocytl a jejich mozné nekrozy.
Kardiovaskularni forma toxoplazmozy je vzacna a doposud malo prozkoumana, nasledky

mohou byt v§ak vazné a v malém procentu smrtelné. (19)

3.2.8 Vzacné formy a komplikace
Postizeni svalt a kloubti u toxoplazmdzy neni bézné, ale také se v nékterych piipa-

dech miize vyskytnout. Ve svalech pozorujeme naptiklad myositidy a u kloubti se objevuje
artralgie. Dale do této skupiny patii dermatologické projevy, které mohou byt ve formé exan-
tému a jinych vyrazek. Parazit byl také nalezen v histologickych preparatech zhotovenych

z tubuld a glomeruli ledvin, 1ze tedy hovofit o jakési ledvinové formé toxoplazmoézy. (11)
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4 MOZNOSTI LABORATORNI DIAGNOSTIKY

4.1 Primé metody

4.1.1 lzolace parazita
Diagnostika toxoplazmo6zy muize byt provedena naockovanim vzorku krve, mozko-

miSniho moku, lymfatické uzliny a dalSich télnich tekutin a tkani do pobfiSnicové dutiny
imunosuprimované mysi. Pomoci fazové kontrastni mikroskopie 1ze poté prokazat piitom-
nost ¢i absenci tachyzoitll v peritonealni tekuting pfiblizné¢ 6 — 10 dnl po inokulaci mysi.
Vzorek je fixovan metanolem a nésledné obarven metodou dle Wrighta, Giemsy nebo May-
Grunwalda. Parazita je mozné pozorovat v jeho typickém tvaru ptilmésice, s granularni

membranou, modfe obarvenou cytoplasmou a ¢ervenym jadrem. (1)

V piipad¢, ze naockujeme mysi krvi novorozence infikovaného toxoplazmézou od
matky v prvnich tydnech od jeho narozeni, pozitivni nalez dosahuje 75 %. S prodlevou jed-
noho meésice od odbéru vzorku, se hodnoty pohybuji pouze okolo 52 %. Nevyhodou této

metody je jeji vysoka nachylnost na kontaminaci a nutnost specializovaného personalu. (1)

4.1.2 Bunééné kultury
Dnes jsou hojné uZivany pro diagnostiku a izolaci parazita in vitro a velmi vyznam-

nou roli hraji 1 ve vyzkumném odvétvi, napt. Pfi zkoumani interakce mezi hostitelem a pa-
razitem, molekularni a genetickou charakteristikou jednotlivych kment a pti vyvoji 1€ka a
vakcinacnich pfipravki. Toxoplazma byla jiZ izolovana z mozkomis$niho moku a plic u pa-
cientl se ziskanou imunodeficienci. Bunécné kultury se také daji vyuZit u diagnostiky o¢ni

formy toxoplazmoézy. (1)

Pti ur€ovani tachyzoitli z biopsii nebo télnich tekutin v bunécnych kulturach dochézi
k destrukci bunécné monovrstvy, coz souvisi s pocate¢nim pomnozenim tachyzoitd v paci-
entském vzorku. Senzitivita detekce parazita je zejména v piipadé o¢ni formy velmi vysoka

az 91% oproti napi. metodé ELISA se 67 %. (1)
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4.1.3 Histologie a cytologie
Histologie a cytologie se bézné neuzivaji jako metody pro diagnostiku parazita,

avSak pfi onemocnéni miizeme pozorovat zmény v lymfatickych uzlinach a polymorfni bu-
nécné populace. Lymfatické uzliny maji zachovanou architekturu. Sinusy se zde vSak vy-
skytuji fokalné rozsifené monocytoidnimi B buitkami. Jedna se o velké buiiky, ostie ohrani-
¢ené, s tmave zbarvenymi jadry a Cistou cytoplasmou. Dale nalézdme reaktivni folikularni
hyperplézii a nepravidelné shluky epiteloidnich histiocytli na okrajich zarode¢nych center.
Medularni provazce mohou obsahovat plazmatické bunky a imunoblasty, Toxoplazmové

cysty se také v ojedinélych piipadech objevuji, avsak jedna se o cca 1 % piipadu. (1)

Cytologické vlastnosti jsou zaloZené na aspiracni biopsii tenkou jehlou. V ptipadé
nakazy jsou detekovatelné polymorfni bunécné populace jako napt. Lymfocyty riznych ve-
likosti a shluky epiteloidnich histiocytli tzv. mikrogranulomy. Vzacné se mohou vyskytovat

parazitické cysty. (1)
4.2 Imunodiagnostika

4.2.1 Sabinova — Fieldmanova reakce (dye test)
Tato metoda byla popsana jiZ v roce 1948 a je doposud uznavéna jako standard pii

diagnostice toxoplazma specifickych protilatek. Sérum pacienta se micha s zivymi ta-
chyzoity v suspenzi a nasledné se ptida barvici roztok methylenové modfi. V ptipadé, ze se
V pacientském séru vyskytuje protilatka proti toxoplazmé, jsou tachyzoity jejim vlivem ly-
zovany a nadale nejsou schopny na svém povrchu vézat barvivo. Vysledek je odecitan pod
mikroskopem a u pozitivniho nalezu je vzorek Ciry. Pokud se ve vySetfovaném séru proti-
latky proti parazitovi nevyskytuji, jsou tachyzoity schopné na svém povrchu udrZet methy-
lenovou modr a vzorek je ji obarven. Za negativum tohoto testu je povazovano pouZiti zivych
tachyzoitl, které mohou byt pfi nespravném zachdzeni potencionalné nebezpecné pro pra-
covniky laboratofe a také fakt, Ze tento test vyzaduje specidlni infrastrukturu pro tdrzbu

parazita. (1)
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4.2.2 Hemaglutina¢ni reakce
Roku 1957 byla pro sérodiagnostiku zavedena reakce nepiimé (pasivni) hemagluti-

nace, popsana panem Jacobsem. Principem je pfedbézné navazani rozpustného antigenu na
erytrocyty, jakozto biologicky nosic. Povrch krvinky je nutno upravit, kvili spravnému fi-
xovani antigenu. Pro tento Ucel je pozivan tanin, jehoz piisobenim se zvétSuje adsorpcni
schopnost ¢ervenych krvinek. Takto senzibilizované krvinky jsou poté aglutinovany v pii-
pad¢ ptitomnosti protilatek. V minulosti bylo bézné pouzivat pro tento test zkumavky a lid-
skou krev s Rh negativnim faktorem. Postupem ¢asu se vSak pieslo na plastové desti¢ky a
berani krvinky. Hemaglutina¢ni reakce je velmi praktickd, rychla a velmi citliva, je vhodné
Jji kombinovat s nepfimou imunofluorescenci. Dale miize byt uzite¢na pii diagnostice vro-
zené toxoplazmozy, protoze identifikované protilatky jsou (mimo jiné) tfidy IgG. V roce
1991 byla standardizovana metoda na prikaz IgM protilatek s citlivosti 98 % a specifitou 95
%. (1)

4.2.3 Modifikovany aglutinaéni test (MAT)
Tento test je principem velmi podobny hemaglutinac¢ni reakci. Jedna se o velice cit-

livou a specifickou sérologickou metodu k detekei IgG protilatek proti toxoplazmé zejména
u zvifat. Uskalim MAT je mala dostupnost komerénich kitd a antigenu derivovaného z ta-
chyzoitl a falesné negativni vysledky, které mohou vznikat v ¢asné, akutni fazi infekce. Ta-
chyzoity jsou standardné pro tuto metodu izolovany z mysi, dale jsou fixovany formaldehy-
dem v mikrotitraénich destickach s pfidanym zfedénym sérem. V ptipadé pozitivity se tvori
tenka vrstva aglutinace. U negativnich vzorkil vznikd na dné jamky kompaktni sediment,

ktery je tvofen vysrazenymi tachyzoity. (1) (2)
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4.2.4 Neprima imunofluorescence (IFI)
Jedna se o citlivou, semi-kvantitativni, rychlou metodu, ktera slouzi predevsim k de-

tekcei protilatek ttidy IgM a IgG. Test vykazuje vySsi piesnost, je-li pfizplisoben na specifické
protilatky. Testované vzorky reaguji s tachyzoity, které jsou fixovany na podloznim sklicku
a presdtavuji antigen. Dojde-li ke kontaktu s protilatkami, které jsou piitomny v pacientském
séru, vznikne komplex antigenu a protilatky. Na tento komplex nasledné naseda sekundarni
protilatka znac¢ena fluoresceinem. Vysledek reakce je odecten ve specialnim fluorescencnim
mikroskopu. V piipadé pozitivity nalezu lze pozorovat jasné, zluto - zelené fluoreskovani.
Pokud je vzorek negativni, fluorescence se nevyskytuje a viditelné jsou pouze Cervené
bunky. Barva se v nékterych pripadech mize mirné lisit, vzdy zalezi na pouzitém flu-

orochromu. (1)

Nesmirnou vyhodou této metody je moznost odliseni tfid imunoglobulinti, coz mtze

byt uzitecné v ptripade, kdy je tteba odlisit casné stadium infekce.

4.2.,5 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
ELISA je jednou z nejvice uzivanych imunochemickych metod soucasnosti. Ma

hned né€kolik moznych variant a lze ji pouZzit pfi kvalitativnim 1 kvantitativnim stanoveni.

Byla vyvinuta roku 1971 Petrem Perlmannem a Evou Engvallovou ve Svédsku.

Metoda je zalozena na interakci antigenu a protilatky, pfi¢emz vzdy jedna z kompo-
nent reakce je uchycena na pevné faze, coZ byva nejcastéji mikrotitracni desticka o 96 jam-
kach. Dostupné jsou také 384 - jamkové. V piipadé prukazu Toxoplazmy slouzi jako anti-

geny tachyzoity a interaguji s imunoglobuliny v pacientském séru.
Prima ELISA

Toto uspotadani je z nize uvedenych to nejjednodussi a je nejlepsi moznosti pro sta-
noveni imunitni odpovédi. Antigen je inkubovany na pevném povrchu a zde dochazi k jeho
navazani, nasleduje promyti. Dale se do jamky pfidd enzymaticky znacena protilatka, ktera
se zde inkubuje s antigenem a dochazi k jejich interakci, nenavazanou protilatku je tfeba
odstranit promytim. Nakonec pfi inkubaci dochazi k reakci enzymu se substratem a vznikla
zména se detekuje. Pfimou ELISU lze pouzit jak ke kvantitativnimu tak kvalitativnimu sta-

noveni. (16)
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Nepriima ELISA

Jedna se o ziejmée nejvice uzivanou moznost uspotradani. Oproti pfimé ELISE se vy-
uziva jesté sekundarni protilatka a metoda disponuje tak vyssi citlivosti. Nevyhodou miize
byt zvySeny Sum v pozadi vlivem zkiizené interakce mezi antigenem a sekundarni znacenou
protilatkou nebo vétsi Casova narocnost. Nepiimy ELISA test je nejvice vhodny pro stano-

veni celkové koncentrace imunoglobulint. (16)

V prvnim kroku se antigen inkubuje a dochazi k jeho navazani na pevny povrch, ne-
navazany antigen se odstrani promytim. V dalsi inkubaci se na povrch antigenu vaze pri-
marni protilatka, nasleduje promyti. Dale se na primarni protilatku vaze sekundarni proti-
latka znacend enzymem. Nakonec, po poslednim promyti reaguje enzym se substratem a

vznikly produkt se stanovuje. (16)
Sendvifova ELISA

Nézev tohoto uspotadani vzniklo kviili oznaceni detekovaného antigenu protilatkami
ze dvou stran. Antigen nesmi byt v tomto piipad¢ haptenem. Sendvicova metoda se nejvice
vyznacuje svou citlivosti, kterd je ze vSech metod nejvyssi, dale je vhodna ke stanoveni

komplexnich vzorki, neni nutna purifikace. (16)

V prvnim kroku se na pevny povrch jamky vaze jedna z protilatek, nenavazana se
vymyva. Dale se inkubuje v desti¢ce pacientské sérum a dochazi k interakci mezi antigenem
a imobilizovanou protilatkou. Po promyti se pfida sekundarni protilatka znaena enzymem,
ktera se navdze na druhy epitop antigenu. Nakonec je jamka promyta a enzym reaguje se
substratem. Detekovat mizeme zménu barvy, popiipadé existuji 1 jiné zpusoby detekce,

napf. Fluorescen¢ni nebo luminiscencni. (16)
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Kompetitivni ELISA

Kompetitivni nebo téz soutéziva ELISA. Jedna se o uspotadani, kde bud’ antigen,
nebo protilatka soutézi o vazebné misto. Tato metoda je nejvice uzivana pro nepurifikované
a komplexnich vzorky. Vhodna je také pro hapteny. Na rozdil od sendvic¢ového uspotadani,
kde je mnozstvi analytu pfimo-umérné zabarveni jamky, je kompetitivni verze ELISY ne-

pfimo-timérna. Tzn. Cim vétsi zabarveni, tim méné stanovované slozky ve vzorku.

Nejprve se navaze antigen na dno desticky, nasleduje promyti. V dalsim kroku se
prida stanovovana protilatka a protilatka znacena enzymem. Probéhne inkubace, pfi které se
protilatky navéazi na antigeny. Po promyti enzym reaguje se substratem a nadale se detekuje

intenzita zabarveni. (16)

4.2.6 Komplement-fixa¢ni reakce (KFR)
Sérologicka metoda, ktera slouZzi k pritkazu pfitomnosti imunoglobulint. Principem,

je vazba komplementu na vznikly komplex antigenu a protilatky. V prvnim kroku je nutné
odstranit pacientsky komplement tepelnou inaktivaci séra. Dale se vySetfované sérum inku-
buje s antigenem. Vznikly imunokomplex je smichan s fedénym komplementem ziskanym
z morcat a vaze se na n¢j. V piipadé, ze komplement neni vSechen spotfebovan, reaguje
v druhé fazi s indikatorovym komplexem a dojde k hemolyze. Indikatorovy komplex se
sklada z ov¢ich erytrocytl, které maji na svém povrchu navazanou protilatku proti ovéim
krvinkam. Vzorek, ve kterém doslo k hemolyze 1ze oznacit za negativni a neobsahuje tedy
protilatky proti parazitovi. Naopak, pokud hemolyza nenastala a doslo ke spotifeb&é komple-
mentu v prvni fazi, jedna se o pozitivni nalez, protoze ve fazi druhé nebyl aktivovan indika-
torovy komplex. Vysledek, je ddle upfesnén pomoci titru protilatky, tj. v jakém nejvySSim
ziedéni pacientského séra lze detekovat protilatky. KFR je v dne$ni dobé jiz nahrazovana

metodou ELISA, kvili neschopnosti metody ur¢it tfidu imunoglobulind. (24)
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4.2.7 Test avidity
Avidita je definovana jako sila interakce mezi polyvalentni protiladtkou a antigenem.

Testem avidity lze tedy zjistit, jak moc silné spojeni vznikne mezi specifickou protilatkou a
T. gondii antigenem. Diky této metodé l1ze odliSit akutni a chronickou infekci a to tak, Ze
avidita je zavisla na Case a méni se, protoze po prodlouzené nebo opakované expozici anti-
genu se variabilni oblasti IgG adaptuji prostfednictvim selekce B-bunék, které jsou fizené
antigenem, tzn. v ¢asnych stadiich infekce, je jeji hodnota nizka a s pribéhem se zvySuje.
Nejprve je vSak nezbytné denaturovat bilkoviny, k tomu muze poslouzit mocovina. Denatu-
racni Cinidlo zabranuje tvorbé nebo umozituje disociaci komplexu antigenu a protilatky
S nizkou aviditou a to tim, Ze narusi jejich vodikové vazby. Vysledek testu avidity je ziskan
vypoctem, ze vztahu mezi testovanym IgG s denaturacnim ¢inidlem a bez n¢j. Metoda se

nejvice uplatiiuje ve screeningu a diagnoze toxoplazmozy u gravidnich zen. (7)

4.2.8 Western blot
Jedna se o imunoenzymatickou metodu, jejiz princip je zaloZen na vazb¢ parazitar-

nich antigenli fixovanych na nitrocelul6zovém papiru se specifickymi protilatkami, které
jsou piitomné v séru nemocnych pacientli. Nejprve je nutné oddélit proteinové antigeny
elektroforézou v polyakrylamidovém gelu. Dal§im krokem je pfenést je a imobilizovat na
pevnou fazi, kterou je nitroceluldozova vrstva. Tato vrstva musi byt nasycena nebo blokovana
proteinem, ktery neni antigenem, jako je napf. bovinni albumin, aby bylo zabranéno nespe-
cifické vazbé protilatek. Poté se ptida druha protilatka s navazanym enzymem, miiZe jim byt
alkalicka fosfatdza nebo kienova peroxidaza. Sekundarni protilatka je ptipojena k vazeb-
nému mistu Fc na primarni protilatce po pfidani substratu enzymu. Ve chvili kdy je substrat
pfeménén na produkt, 1ze indikovat viditelné specifické pasy in situ, které znaci pfitomnost
pacientskych protilatek, které rozpoznaly antigen. Jako biologicky material pro tuto metodu
muZze byt vyuzito sérum a mozkomisni mok. Western blot ma tu vyhodu, Ze dokaze identi-
fikovat specifické antigeny rozpoznavané protilatkami tfidy IgG, IgM a IgA u akutnich 1
chronickych forem onemocnéni a také u imunokompromitovanych pacientii s nizkym titrem

protilatek. (1)
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4.2.9 Imunocytochemie
Imunocytochemie je metoda, kterd vyuziva vzorkl tkan¢ pacienta a detekuje v ni

epitopy exprimované antigeny toxoplazmy. K vySetfované tkani se pfidava primarni proti-
latka, ktera se s dostatecCnou afinitou a specifitou vaze na zminéné epitopy. Daéle je pouzita
sekundarni protilatka, ktera se opét specificky vaze, tentokrat vSak na primarni protilatku.
K celému komplexu se ptida substrat, ktery indukuje vznik barevné sraZzeniny v misté vazby

epitopu a protilatky. (1)
4.3 Molekularni diagnostika

4.3.1 Polymerazova ietézova reakce (PCR)
PCR poprvé objevil a popsal Kary Mullis roku 1983. Jedna se o metodu, ktera slouzi

Kk rychlému zmnozeni ur¢itého tiseku DNA. Principem, je opakovani replikace specifickych
sekvenci DNA, diky primeriim, které komplementarné nasedaji na konce isekit DNA a od
nichz probiha syntéza. Primery jsou kratké fetézce oligonukleotidd (18 — 25 bazi), které je
tieba softwaroveé navrhnout, protoze musi splitovat urcité podminky, jako napt., ze nesmi
dojit k vyrazné komplementarité mezi obéma primery nebo v ramci jedné sekvence. Sa-
motna syntéza probihd za ptfitomnosti termostabilni DNA polymeréazy. Nej¢astéji vyuzivana
je tzv. Taq polymeraza, syntetizovana z bakterie Thermus aquaticus. Jedna se o jedine¢ny
enzym, ktery neztraci svou aktivitu ani pii teplotach blizicich se ke 100°C. Dalsimi kompo-
nenty reakce jsou MgCly, coz je kofaktor DNA polymerazy, reakéni pufr, ktery zajistuje
vhodné prostiedi pro reakci, aditiva slouzici ke stabilizaci polymerazy a zvySeni specifity

primeru a dNTP. (1)

Samotn4 reakce ma né€kolik navazujicich fazi: denaturace, annealing a elongace. Pti
denaturaci je DNA zahfivana na teplotu kolem 94 - 98°C po dobu 20 — 30 sekund a dojde
tak k naruseni vodikovych mustkii mezi vlakny dvouSroubovice. Vznikaji dvé jednofetézové
molekuly DNA. Ve fazi nazyvané annealing, se vysoka teplota sniZzuje na 50 - 65°C a diky
tomu jsou schopné primery nasedat na specificka mista DNA. Nakonec pfii elongaci vznika
novy usek DNA, komplementarni k pivodni molekule, teplota se v této fazi pohybuje okolo
72 - 80°C. Pristroj, ktery takto dokaze ménit teploty béhem kratké chvile, se nazyva termo-
cykler. VSechny tyto kroky se postupné, cyklicky opakuji. Obvykle pro ziskani sekvence
puvodni molekuly DNA staci 30 cyklu. (1)
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Gen, ktery se nejvice pouziva pro diagnostiku Toxoplazmy je By s 35 kopiemi v ge-
nomu parazita, nasledované oblasti REP o 529 parech bazi. PCR je nejvice uzite¢na v pii-
pad¢ akutnich infekci u plodu, nebo u imunokompromitovanych pacienti napt. s AIDS. Bo-
huzel senzibilita této metody se pohybuje V Sirokych rozmezich, kvili rizné dobé infekce,
Siroké Skale vzorkil a naroklim a podminkdm na jejich skladovéni. Také neni pfesné uréeny
primer. Pro metodu PCR lze vyuzit: sérum, periferni krevni mononuklearni buiiky, mozko-

mis$ni mok, mo¢ nebo amniovou tekutinu. (1)

4.3.2 PCRV realném case (real - time PCR)
Princip této metody je zalozen na sledovani ptibyvajiciho produktu v jednotlivych

cyklech pomoci fluorescenéni sondy. Pomoci znamych koncentraénich standardi 1ze real —
time PCR kvantifikovat. Biologickym materidlem, ve kterém byla uspéSné pomoci real —
time PCR izolovana T. gondii je: plna krev, mozkomisni mok a plodova voda. Metoda je

velice uzite¢na pii urCovani progrese onemocnéni a posuzovani uéinnosti lécby. (1)

4.3.3 LAMP metoda
LAMP je zkratka pro: Loop mediated isothermal amplification, volné ptelozeno

jako: izotermalni amplifikace zprostiedkovand smyckou. Metoda slouzi k amplifikaci nuk-
leovych kyselin za izotermalnich podminek, tzn. za stalé teploty, kterd byva kolem 60 - 65°C.
Pro tento uc¢el mize poslouzit inkubator nebo hybridizacni pec. LAMP je velice citlivy,
rychly a vyznacuje se vysokou specifitou. Amplifikace DNA vychdzi z neustéalé reprodukce
dvou reakei, coz vyustuje v prodluzovani struktury, ktera ma formu smycky. V reakci je
vyuzita DNA polymeraza s parem vnitinich a vnéj§ich primert. Vnitini primery iniciuji re-
akci LAMP a vngj$i hybridizuji baze a tim zahajuji syntézu DNA s pfemisténim vlakna,

¢imz je tvofena smyckova struktura. (1) (21)

LAMP metoda je citlivéjsi nez PCR, ale ne tolik, aby se vyrovnala real-time PCR.
Specificnost je 100%. Vyhoda metody je zarovein jejim uskalim, kvili vysoké senzitivité

hrozi vyskyt fale$né pozitivnich vysledki, je proto nutna piisna kontrola kvality.
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5 TERAPIE

Vzhledem k tomu, Ze pro imunokompetentniho ¢lovéka nepiedstavuje parazit Toxo-
plasma gondii vétsi riziko, je 1é¢ba indikovana pouze ve specifickych ptipadech a to tehdy,
jedna — li se 0 o¢ni formu onemocnéni nebo postizeni ttrobnich organt. Toxoplazmozu 1¢-
¢ime 1 u imunokompromitovanych jedinct, gravidnich Zen a déti do péti let véku. Vysoké
riziko predstavuje i kongenitalni forma, proto nasazujeme 1écbu pfi jejim prokdzani nebo

Vv ptipadé diivodného podezieni. (8)

Schéma 1éc¢by toxoplazmozy u gravidnich zen a v piipadé kongenitalni formy se ce-
losvétove velmi lisi, av§ak obecné principy a vétSinou i podavané piipravky byvaji obdobné.
V gravidité se 1écba zahajuje podanim spiramicinu, ktery ma vysokou afinitu k placenté a
redukuje riziko ptenosu. Pokud byl plod jiz infikovany parazitem, vysazujeme spiramicin a

podavame pyrimethamin v kombinaci se sulfadiazinem a acidum folinicum. (3)
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6 PREVENCE

U sérologicky negativnich gravidnich Zen a u populace s imunodeficienci je dodrzo-
vani preventivnich opateni nezbytné, protoze se jedna o dvé nejvice ohrozené skupiny.
V piipadé téhotnych je nutné alespoil jednou v rdmci prvniho trimestru provést sérologické
vysetieni. AvSak vétSina dale uvedenych piiklada ochrany proti nakaze je platna pro celou

populaci.

Na kazdého se vztahuji obecna opatieni, tykajici se zvySené hygieny a spravného

nakladani s potencialn¢ infek¢nimi zivocichy a predméty.

6.1 VSeobecné zasady

Vzhledem Kk tomu, Ze vakcina proti toxoplazmdze pro lidi ani zvifata neexistuje, je
nejlepsi ochranou prevence. V ptipad¢ sdileni domécnosti s koc¢kou je doporuceno jeji toa-
letu Cistit a dezinfikovat kazdy den, aby nedoslo k rozvinuti oocyst do infekéniho stadia.
Kocka, které je dovolen volny pohyb venku, mé vyrazné¢ vyssi riziko infekce toxoplazmézou
oproti té, kterd je omezena na vnitini prostory. Hrozi totiz konzumace nakazeného ptéka
nebo hlodavce. Stejné riziko s sebou nese i v dnesni dobé moderni BARF, coz je vyziva
domaécich zvifat syrovym masem, které mize byt zdrojem infekce. Doporucuje se tedy
kockam podavat pouze tepelné zpracované, popt. komeréni krmivo. Z nepasterizovaného
mléka a syrového masa se konzumaci mliZze patogen pienést i na clovéka, proto je tieba Gprav

pfi teplotach vyssich nez 70° C. (12) (23)

Oocysty v piidé mohou ulpét na zelening, vhodné je ji peclivé omyt od hliny, stejné
jako ruce, které ptisly s ptidou do kontaktu. Pti jakékoliv praci na zahrad¢ je obecné dopo-

ruceno se chranit rukavicemi. (12) (23)

6.2 Opatieni pro ohrozené skupiny
V ptipadech, kdy mlZe byt ndkaza toxoplazmou zdravi ohroZujici a v domécnosti se
vyskytuje kocka je nutné péci o ni prenechat ¢loveéku, ktery nespada do ohrozené skupiny,

poptipad¢€ zvazit jeji odstranéni z doméacnosti. (12)
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PRAKTICKA CAST

7 CiL A UKOLY PRACE

7.1 Hlavni cil
Zjisténi prevalence protilatek proti T. gondii v dodaném souboru vzorkt v Plzenském kraji

za rok 2022.

7.2 Dil¢i cile

1. Zjistit pocet pozitivnich vysledki ve sledovaném souboru a statisticky je zpracovat.
2. Zjistit pocet pozitivnich vysledkd u gravidnich Zen a statisticky je zpracovat.

3. Porovnat ziskané vysledky.
4

Ptiblizit problematiku toxoplazmodzy s popisem laboratorniho stanoveni.
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8 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

Bude provedeno vice vysetfeni u zen nebo u muzi?
Budou protilatky proti T. gondii v populaci s vékem ptibyvat?

Které imunoglobuliny ptiblizné kopiruji vysledky vysetieni celkovych protilatek?
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9 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Sledované vzorky byly ziskdny od pacient z Plzeniského kraje, Pfedev§im ve FN
Plzen, ale také v nemocnici Klatovy, Stod a z ordinaci vybranych praktickych 1ékaia. Sbér
dat prob¢hl v roce 2022. Zahrnuty jsou zde muzi a zeny vSech v€kovych kategorii véetné
gravidnich v celkovém rozsahu 683 pacienti. Ke stanoveni byla pouzita enzymoimuno ana-
lyza (EIA) a komplement fixaéni reakce (KFR). Vysledky byly nésledné interpretovany jako
titry protilatek a u vybranych pacientti byly stanoveny hladiny imonoglobulini IgG, IgM a
IgA.
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10 METODIKA PRACE

10.1 Detekce protilatek EIA metodou pro IgG

10.1.1 Uvod
Imunoenzymaticka souprava slouzi k diagnostice a screeningu parazita Toxoplasma

gondii stanovenim IgG protilatek v biologickém materialu. Pfima detekce T. Gondii neni pro
rutinni diagnostiku dostupna, vhodnou moznosti pro detekci infekce je sérologie. Stanoveni
celkovych protilatek metodou KFR je povazovano za screeningovou metodu. Specifické
protilatky tiid IgA, IgE, 1gM a IgG se stanovuji metodou ELISA, poptipadé¢ I1ze vysledek
konfirmovat imunoblotem. Protilatky tfidy IgG dosahuji maxima v séru 6 mésict po zacatku
onemocnéni a jsou detekovatelné mnoho let po infekci. Stanovenim jejich vazebné avidity

lze piesnéji urdit stadia onemocnéni. (21)

10.1.2 Princip testu
Souprava umoziuje detekci specifickych protilatek ttidy IgG ve vzorcich metodou

EIA. Sendvicovy typ (tj. pevna faze s navdzanym specifickym antigenem - protilatka z tes-
tovaného vzorku - znacena protilatka). Znacena protilatka neboli konjugat je frakce zvite-
ciho imunoglobulinu proti lidskému IgG konjugovana s kienovou peroxidazou. Peroxida-
zova aktivita se méfi za pouziti substratu obsahujictho TMB. Pokud je TMB pozitivni,
zmodra. Cela reakce se zastavi Stop roztokem a modra se zméni na Zlutou. Intenzita zluté
barvy se méfi pomoci fotometru pti vinové délce 450 nm a je imérna koncentraci specific-

kych IgG protilatek pfitomnych ve vzorku. (21)

10.1.3 SloZeni soupravy, skladovani a exspirace
Souprava obsahuje:

e MICROPLATE: potazena desticka o velikosti 12 x 8 jamek s navazanym an-

tigenem.

e CONTROL — CAL 1: negativni kontrola neboli kalibrator 1. Jedna se o roz-
tok, ktery neobsahuje specifické lidské protilatky. JiZ dodan v pracovnim fe-

déni.

e CUTOFF CAL 2: cutoff neboli kalibrator 2. Jedna se o roztok obsahujici spe-

cifické lidské protilatky. Jiz dodan v pracovnim fedéni.
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e CONTROL + CAL 3: pozitivni kontrola neboli kalibrator 3. Tento roztok

obsahuje specifické lidské protilatky a je dodavan jiz v pracovnim fedéni.

e CONJUGATE: konjugat, roztok, ktery obsahuje imunoglobulin zvifeciho
typu proti lidskému IgG a je znaCeny peroxidazou. Dodan jiz v pracovnim

fedéni.

e DILUENT 5: fedici roztok vzorkt 5, jedna se o puft, ktery obsahuje stabili-

zatory bilkovin, jiz v pracovnim fedéni

e SUBSTRATE 2: TMB — Complete 2. Tento roztok je jednoslozkovy substrat,

ktery obsahuje TMB nebo peroxid vodiku v pracovnim fedéni.
e  WASH 20x: Promyvaci roztok neboli 20krat koncentrovany puft.
e STOP: zastavovaci roztok. Jedna se o roztok kyseliny v pracovnim fedéni.
e AVIDITY: avidni roztok — stabilizovany roztok mocoviny.

Skladovani a exspirace: Soupravu je tieba skladovat pfi teploté +2 °C az +8 °C. Po-
kud jsou dodrzeny skladovaci podminky, je platnd doba exspirace uvedena na obalu sou-
pravy. Po otevieni se doporucuje soupravu spotiebovat do 3 mésict. Soupravu je tfeba chra-

nit pied mrazem. (21)

10.1.4 Priprava pracovnich roztoki
Promyvaci roztok byl natfedén v poméru 1:20 tj. 1 dil roztoku a 19 dila destilované

vody. Za ptedpokladu, Ze se v lahvi€ce s promyvacim roztokem objevi krystaly soli, je nutné
odstranit je zvySenou teplotou idealné ve vodni 1azni. Takto pfipraveny nafedény roztok je

stabilni jeden tyden pii teploté +2 °C az +8 °C.

Ostatni roztoky, které jsou soucasti soupravy, jsou jiz nafedéné na pozadovanou kon-

centraci. (21)

10.1.5 Zpracovani vzorku
Pted zpracovanim, je vhodné fedici roztok i samotné vzorky Setrné a dikladné pro-

michat.

Vzorky je nutné natfedit vV poméru 1:101 fedicim roztokem vzorkd a vse dikladné

promichat.
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10.1.6 Pracovni postup
Pouzité reagencie byly vytemperovany na laboratorni teplotu a poté dikladné pro-

michany. V ptipad€, ze by v rdmci stanoveni nebyly vyuzity vSechny stripy, je doporuc¢eno
je skladovat v hermeticky uzavieném ptivodnim obalu se susidlem pfi teploté +2 °C az +8

°C. Desticku je tieba uchovat na suchém mist¢. (21)

1. Byly pfipraveny pracovni roztoky (viz. kapitola 10.1.4) a vzorky (viz. kapitola
10.1.5).

2. Kontroly (kalibratory) a zpracované vzorky byly nadavkovany dle schématu.
Semikvantitativni vyhodnoceni v indexu pozitivity (IP)
e Jamka Al byla ponechana prazdna, jedna se o blank.
e Do jedné jamky bylo napipetovano 100 pl Negativni kontroly (Kalibrator 1).
e Do dvou jamek bylo napipetovano 100 ul CUT-OFF (Kalibrator 2).
e Do jedné jamky bylo napipetovano 100 ul Pozitivni kontroly (Kalibrétor 3).
e Do zbyvajicich jamek bylo pipetovano 100 pl vzorkd.
Kvantitativni vyhodnoceni (v jednotkach IU/ml)
e Jamka Al byla ponechana prazdna, jedna se o blank.
e Do jedné jamky bylo napipetovano 100 pl Negativni kontroly (Kalibrator 1).
e Do dvou jamek bylo napipetovano 100 ul CUT-OFF (Kalibrator 2).
¢ Do dvou jamek bylo napipetovano 100 ul Pozitivni kontroly (Kalibrator 3).
e Do dvou jamek bylo napipetovano 100 pl Kalibratoru 4.
e Do zbyvajicich jamek bylo pipetovano 100 pl vzorkd.

3. Desticka byla zakryta vickem a nechana inkubovat jednu hodinu pii 37 °C.
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Obsah jamek byl odstranén a pétkrat promyt promyvacim pracovnim roztokem.
Jamky se zaplnily po horni okraj. V zavéru byla jamka zbavena piebytecné ka-

paliny dukladnym poklepem o povrch pokryty savym materialem.

5. Do vsech jamek bylo davkovano 100 ul konjugatu. Vynechéana byla pouze jamka
Al

6. Desticka byla zakryta vickem a nechana inkubovat jednu hodinu pii 37 °C.

7. Obsah jamek byl odstranén a pétkrat promyt promyvacim pracovnim roztokem.
Jamky se zaplnily po horni okraj. V zavéru byla jamku zbavena piebyteéné ka-

paliny dikladnym poklepem o povrch pokryty savym materialem.

8. Do vsech jamek bylo davkovano 100 ul jednoslozkového substratu TMB — Com-

plete. V potaz bylo vzato zvySené riziko zne¢isténi.

9. Desticka byla zakryta vickem a nechana inkubovat 20 minut pfi teploté 37 °C na

temném miste.

10. Reakce se zastavila pfidanim 100 pl STOP roztoku, pipetovana do jamek ve stej-

ném poradi a ve stejnych intervalech jako substrat.

11. Do 30 minut od zastaveni reakce byla stanovena intenzita zabarveni roztokd v de-

sticce pomoci fotometru pii vinové délce 450 nm.

10.1.7 Validita testu
Test je platny, pokud:

e Je absorbance blanku mensi nez 0,150.

e Je absorbance Negativni kontroly (Kalibrator 1) mensi nez polovina priméru

absorbance CUT-OFF (Kalibrator 2).
e Je primérnd absorbance CUT-OFF (Kalibrator 2) v rozmezi 0,200 — 0,800.

e Je absorbance Pozitivni kontroly (Kalibrator 3) vétsi nez 1,5 nésobek pri-

mérné absorbance CUT-OFF (Kalibrator 2).

e Je absorbance Kalibratoru 4 vétsi nez absorbance Pozitivni kontroly (Kalibra-

tor 3).
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10.1.8 Hodnoceni vysledku
Pro zhodnoceni vysledkti byl vypocitan tzv. index pozitivity IP. Do citatele se dosa-

dila namétena absorbance vzorku a do jmenovatele primérna absorbance CUT-OFF, namé-
fena V téze sérii vysetieni. Za piedpokladu, Ze index pozitivity je mensi nez 0,9, interpretujte
vysledek jako negativni. V rozmezi 0,9 — 1,1, Ize vysledek povazovat za hranicniaod 1,1 a
vyse se jednd o vysledek pozitivni. V ptipadé naméteni hrani¢nich hodnot je zapotiebi test
opakovat za 2 — 6 tydnii za pouziti noveé odebraného vzorku s ohledem na specifika onemoc-
néni. (21)

10.1.9 Interference
Souprava byla testovana s potenciondln¢ interferujicimi latkami a bylo zjisténo, ze:

bilirubin neovliviiuje vysledek, neni-li pfekrocena koncentrace 0,4 mg/ml. Triacylglyceroly
interferuji pfi vice nez 20 mg/ml, hemoglobin 2,5 mg/ml a vysledky mutize zkreslit i biotin

vyskytujici se pti 3500 ng/ml a vice. (21)

10.1.10 Index avidity
Uvod: Avidita protilatky popisuje silu vazby mezi antigenem a protilatkou. Pro pri-

marni infekci se nejprve tvoii protilatky s nizkou aviditou. Béhem infekce dozrava imunitni
odpovéd’ organismu a zvySuje se avidita protilatek. BEéhem latentni faze onemocnéni jsou
protilatky vysoce avidni a pfi sekundéarni infekci nebo reaktivaci pamétové B burnky oka-
mzité produkuji protilatky IgG. Méfenim vazebné avidity IgG protilatek lze presnéji urcit

stadium infekce a je dobrym doplitkem sérologické diagnostiky.

Princip testu: Stanoveni avidity protilatky je zalozeno na principu, ze vazba mezi
antigenem a protilatkou je narusena Avidnim roztokem (roztok mocoviny). Protilatky s niz-
kou aviditou jsou Avidnim roztokem uvolnény z vazby antigenu a vymyty. Naopak vysoce
avidni protilatky vétSinou zlstavaji navdzany na antigen i po expozici roztokem. Sila vazby
je vyjadiena indexem avidity (IAv), ktery urcuje, kolik protilatky (v procentech) ziistalo na-
vazano na antigen po inkubaci s Avidnim roztokem. Praktické stanoveni spo¢iva v provedeni
modifikovaného postupu ELISA s pouzitim Avidniho roztoku ve srovnéni se standardnim

postupem ELISA. Stanoveni avidity IgG se provadi pouze na IgG pozitivnich vzorcich. (21)

41



10.2 Detekce protilatek EIA metodou pro IgM a IgA

10.2.1 Uvod
Imunoenzymaticka soupravy slouzi k diagnostice parazita Toxoplasma gondii stano-

venim IgM a IgA protilatek v biologickém materialu. V ptipad¢ diagnostiky akutni toxo-
plazmozy, maji protilatky tfid IgM, IgA a IgE kliCovou roli. IgM je velice citlivy marker
akutni infekce a mize pretrvavat v téle vice nez rok. Protilatky IgA je mozné zachytit 6 — 9

meésict po akutni infekci. (20), (22)

10.2.2 Princip testu
Souprava vyuziva metodu EIA, typ capture (1j. zvifeci protilatka vazana na pevnou

fazi proti lidskému imunoglobulinu tfidy IgA/IgM - protilatka z testovaného vzorku - tracer,
tj. specificky antigen se znacenou protilatkou). Znacena protilatka je mySi monoklonalni
protilatka konjugovana s kienovou peroxidazou proti povrchovému proteinu p30 Toxo-
plasma gondii. Peroxidazova aktivita se méfi za pouziti substratu obsahujiciho TMB. Pokud
je TMB pozitivni, zmodra. Vsechny reakce se zastavi STOP roztokem a vysetiovana kapa-
lina zméni svou barvu z modré na Zlutou. Intenzita Zluté barvy se méti fotometrem (vinova

délka 450 nm), je umérna koncentraci specifické protilatky ptitomné ve vzorku. (20), (22)

10.2.3 SloZeni soupravy, skladovani a exspirace
Souprava obsahuje:

e MICROPLATE: potazena desticka o velikosti 12 x 8 jamek s navazanou pro-
tilatkou.

e CONTROL —: negativni kontrola. Jedna se o roztok, ktery neobsahuje speci-

fické lidske protilatky. JiZ dodan v pracovnim fedéni.

e CUTOFF: Jedna se o roztok, ktery obsahuje specifické lidské protilatky

V hrani¢nim fedéni. Jiz dodén v pracovnim fedéni.

e CONTROL +: pozitivni kontrola. Tento roztok obsahuje specifické lidské

protilatky a je dodavan jiz v pracovnim fedéni.

e TRACER: tracer je pufr stabilizujici bilkoviny, které obsahuji antigen T. gin-

dii a konjugat. Tento roztok je dodavan v pracovnim fedéni

e DILUENT 5: fedici roztok vzorku 5, jedna se o pufr, ktery obsahuje stabili-
zatory bilkovin, jiz v pracovnim fedéni
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e SUBSTRATE 2: TMB — Complete 2. Tento roztok je jednoslozkovy substrat,

ktery obsahuje TMB nebo peroxid vodiku v pracovnim fedéni.
e  WASH 20x: Promyvaci roztok neboli 20krat koncentrovany pufr.
e STOP: zastavovaci roztok. Jedna se o roztok kyseliny v pracovnim fedéni.

Skladovani a exspirace: Soupravu je tfeba skladovat pii teploté¢ +2 °C az +8 °C. Po-
kud jsou dodrzeny skladovaci podminky, je platnd doba exspirace uvedend na obalu sou-

pravy. Po otevieni se doporucuje soupravu spotiebovat do 3 mésicii. Soupravu je tieba chra-

nit pited mrazem. (20), (22)

10.2.4 Priprava pracovnich roztoki
Promyvaci roztok byl natfedén v poméru 1:20 tj. 1 dil roztoku a 19 dilt destilované

vody. Za piedpokladu, Ze se v lahvicce s promyvacim roztokem objevi krystaly soli, je nutné
odstranit je zvySenou teplotou idealné ve vodni 1azni. Takto pfipraveny nafedény roztok je

stabilni jeden tyden pfi teploté +2 °C az +8 °C.

Ostatni roztoky, které jsou soucésti soupravy, jsou jiz nafedéné na pozadovanou kon-

centraci.

10.2.5 Zpracovani vzorku
Pied zpracovanim, je vhodné fedici roztok i samotné vzorky Setrné a dikladné pro-

michat.

Vzorky je nutné natedit V poméru 1:101 fedicim roztokem vzorkl a vSe ditkladné

promichat.

10.2.6 Pracovni postup
Pouzité reagencie byly vytemperovany na laboratorni teplotu a poté dikladné pro-

michany. V piipadé, Ze by v ramci stanoveni nebyly nevyuzity vSechny stripy, je doporu-
¢eno je skladovat v hermeticky uzavieném ptivodnim obalu se susidlem pfi teploté +2 °C az

+8 °C. Desticku je tfeba uchovat na suchém misté. (20), (22)

1. Byly pfipraveny pracovni roztoky (viz. kapitola 10.2.4) a vzorky (viz. kapitola
10.2.5).

2. Kontroly a zpracované vzorky byly naddvkovany dle schématu.

e Jamka Al byla ponechana prazdna, jedna se o blank.
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10.2.7

Do jedné jamky bylo napipetovano 100 ul Negativni kontroly.

Do dvou jamek bylo napipetovano 100 ul CUT-OFF.

Do jedné jamky bylo napipetovano 100 pl Pozitivni kontroly.

Do zbyvajicich jamek bylo pipetovano 100 pl vzorkd.

3.

10.

11.

Desticka byla zakryta vickem a nechéna inkubovat jednu hodinu pii 37 °C.

Obsah jamek byl odstranén a pétkrat promyt promyvacim pracovnim roztokem.
Jamky se zaplnily po horni okraj. V zavéru byla jamka zbavena piebytecné ka-

paliny dikladnym poklepem o povrch pokryty savym materialem.

Do vsech jamek bylo davkovano 100 pl Traceru. Vynechana byla pouze jamka

Al
Desticka byla zakryta vickem a nechéna inkubovat jednu hodinu pii 37 °C.

Obsah jamek byl odstranén a pétkrat promyt promyvacim pracovnim roztokem.
Jamky se zaplnily po horni okraj. V zavéru byly jamky zbaveny piebyte¢né ka-

paliny dikladnym poklepem o povrch pokryty savym materialem.

Do vsech jamek bylo davkovano 100 ul jednoslozkového substratu TMB — Com-

plete. V potaz bylo vzato zvysené riziko znecisténi.

Desticka byla zakryta vickem a nechana inkubovat 20 minut pfi teploté 37 °C na

temném miste.

Reakce se zastavila ptidanim 100 ul STOP roztoku, pipetovana do jamek ve stej-

ném poradi a ve stejnych intervalech jako substrat.

Do 30 minut od zastaveni reakce byla stanovena intenzita zabarveni roztokt v de-

sti¢ce pomoci fotometru pii vinové délce 450 nm.

Validita testu
Test je platny, pokud:

e Je absorbance blanku mensi nez 0,150.
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e Je absorbance Negativni kontroly mensi nez polovina priméru absorbance

CUT-OFF.
e Je primérnd absorbance CUT-OFF v rozmezi 0,200 — 1,000.

e Je absorbance Pozitivni kontroly vétsi nez 1,5 nasobek primérné absorbance

CUT-OFF.

10.2.8 Hodnoceni vysledku
Pro zhodnoceni vysledkt byl vypocitan tzv. Index pozitivity IP. Do citatele se dosa-

dila namétena absorbance vzorku a do jmenovatele primérna absorbance CUT-OFF, namé-
fena v téze sérii vySetieni. Za predpokladu, ze index pozitivity je mensi nez 0,9, interpretujte
vysledek jako negativni. V rozmezi 0,9 — 1,1, lze vysledek povaZzovat za hrani¢ni a od 1,1 a
vyse se jednd o vysledek pozitivni. V ptipadé naméteni hrani¢nich hodnot je zapotiebi test
opakovat za 2 — 6 tydnii za pouziti noveé odebraného vzorku s ohledem na specifika onemoc-
néni. (20), (22)

10.2.9 Interference a zkfiZena reaktivita
Soupravy byly testovany s potencionalné interferujicimi latkami a bylo zjisténo, Ze:

bilirubin neovliviiuje vysledek, neni-li pfekrocena koncentrace 0,4 mg/ml. Triacylglyceroly
interferuji pfi vice nez 20 mg/ml, hemoglobin 5 mg/ml a vysledky mliZe zkreslit 1 biotin

vyskytujici se pti 3500 ng/ml a vice.

U soupravy na stanoveni IgA byla v jednom piipadu z 23 zjisténa zkiizena reaktivita,
kdy test vysel pozitivné v pfitomnosti ANA nespecifickych protilatek. Tento totoZny jev byl
zachycen 1 pfi testovani soupravy pro IgM na zktizenou reaktivitu, u IgM vySel pozitivni

vysledek i u Treponema pallidum a to v jednom ptipad¢ ze Sesti. (20), (22)
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11 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

11.1 Vék pacientii

Graf zachycujici rozmanitost zkoumaného souboru s ohledem na vk pacienti.

V grafu jsou zahrnuty zeny 1 muzi, celkem 683 pacientt.
Graf 1: Histogram véku pacientii
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Graf zachycujici Cetnost pohlavi ve zkoumaném souboru. Muzi 262 (38%) zeny 421
(62%).

Graf 2: Relativni cetnost pohlavi
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11.2 Vysledky dle KFR

Celkovy soubor obsahoval 578 pacientti, z ¢ehoz metodou komplement — fixacni re-
akce, vyslo 43% pacientd jako pozitivni tj. 328 a 57% vysledkd negativnich, tedy zbylych
250.

Graf 3: Pozitivita podle KFR - celkove
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V nasledujicim grafu jsou vysledky zpracovany obdobné metodou KFR, jsou vSak
rozdélené dle pohlavi na muze a Zeny, kde pozorujeme pozitivitu u muzti 56% tedy 128
pozitivnich pacientti a 44% negativnich tj. 100. U zen 200 vysledkt vyslo pozitivné (57%)
a 150 mélo vysledek negativni (43%).

Graf 4: Pozitivita podle KFR - pohlavi
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Metoda KFR umoziuje ovétovat zavaznost onemocnéni vzhledem k zjisténému titru
protilatek. K vyhodnoceni tohoto grafu bylo z celkového souboru vyuzito 328 (pozitivni vy-
sledky). Titr protilatek 1 : 8 mélo 112 pacientl (34%), 1 : 16 mélo 121 (37%), 1 : 32 mélo
50 (15%), titr 1 : 64 vysel pouze 23 pacientim (7%) a 1 : 128 a vice mé&lo 22 (7%).

Graf 5: Hodnoceni pozitivnich vysledkii
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11.3 Vysledky vySeti‘eni imunoglobulini
Graf znazornujici akutni pribéh onemocnéni ze souboru 441 vysledkt. Z ¢ehoz pa-
cientd s negativnim vysledkem bylo 428 tedy 97% a akutnim pribéhem onemocnéni bylo

postizeno pouze 13 pacientti (3%).

Graf 6: Pozitivita podle IgM a 1gA - celkove

Pozitivita podle IgM a IgA - celkové
I - zitivni
[ INegativni

3%

50



Obdobné¢ byl sestrojen i néasledujici graf, ovSem s ohledem na pohlavi. U muzi bylo
zjisténo 194 (98%) negativnich vysledkl a 4 (2%) vysledky pozitivni v akutni fazi. U zen
247 (97%) negativni a 6 (3%) pozitivnich vysledkil v akutni fazi.

Graf 7: Pozitivita podle IgM a 1gA - pohlavi
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B Fozitivni
[ INegativni

Muzi Zeny

2% 3%

08% 97 %

o1



V tomto grafu je vyobrazena zavislost IgG na titrun protilatek, kde je patrna primd umera.

Graf 8: Zavislost pritomnosti IgG na hodnoté titru
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11.4 Vyhodnoceni vysledkii gravidnich Zen

Z celkového souboru bylo vyfiltrovano 173 téhotnych zen (25,3% ze vSech stano-
veni) v primérném veku 30 let.

Graf 9: Histogram veku téhotnych Zen
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Ze 173 t€hotnych Zen, byla pozitivita metodou KFR zjisténa u 77 (52%) pacientek a

negativni vysledek mélo 70 (48%) vySetienych. U zbylych t€hotnych nebyla metoda KFR
vyuzita.

Graf 10: Pozitivita podle KFR - T¢hotné Zeny
Pozitivita podle KFR - Téhotné zeny
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Metodou KFR byl u gravidnich, pozitivnich Zen (77) stanoven i titr protilatek, z grafu
je patrné, Ze titr 1 : 8 mé¢lo 27 (35%) pacientek, titr 1 : 16 mélo 33 (43%) pacientek, titr 1 :
32 mélo 15 (19%) pacientek a titr 1 : 16 pouze 2 (3%) pacientky. Akutné probihajici one-

mocnéni se v mém souboru nevyskytlo.

Graf 11: Hodnoceni pozitivnich vysledkii - Téhotné Zeny
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DISKUZE

Hlavnim cilem mé bakalarské prace bylo zjistit jaka je prevalence protilatek proti T.
gondii v Plzeniském kraji za rok 2022. Je tfeba zddraznit, Ze vySetieni protilatek a jejich
pfipadna pozitivita nemusi byt vzdy ditkaz onemocnéni pacienta. Nizké titry v KFR nam
pouze fikaji, Ze ¢lovek byl infikovan v minulosti. Takze z naSeho pohledu jsou i nizké titry

hodnoceny jako pozitivni vysledek, ale neni to aktudlni diikaz nemoci.

Z celkového souboru 683 pacientl bylo metodou KFR vysetieno 578 vzorkd, z Ce-
hoz 328 (43%) mélo pozitivni vysledek. V grafu ¢. 1 je vyobrazen vék pacientti, vyplyva
Z ngj, ze prumérny vek je 35 let. Obdobny je graf €. 8, ktery zachycuje vék pouze t€hotnych
zen. Zde se prumérny vék pohybuje okolo 30 let. Divodem takto nizkého priimérného veku
je pravé vysetieni gravidnich, a zen ve fertilnim véku. Jak bylo jiz v teoretické ¢asti zminéno,
toxoplazmoza v gravidité mize mit velice vazny dopad na plod a t€hotné jsou proto fazeny
do rizikové skupiny a je u nich doporucen screening, alespon v prvnim trimestru. U 105

vzorki nebyla reakce KFR provedena.

Vysledky ziskané metodou KFR zachycuje i graf ¢.4, kde jsou vysledky rozdéleny
na pozitivni a negativni a oddéleny dle pohlavi. Pozitivni vysledek mélo 128 muzi tj. 56%
a 200 zen tedy 57%. Negativni pak 100 muzt (44%) a 150 zen (43%). Na téchto vystupech
je velmi zfetelné vidét, Ze onemocnéni toxoplazmozou neni na pohlavi vibec zavislé. I pies
fakt, Ze Zen bylo v souboru nepatrné vice neZ muzi, vysledky Vv procentech pro obé€ pohlavi
se shoduji. Metoda komplement fixacni rekce udava take titr protilatek, ze kterého je mozné
zjistit, zda je onemocnéni akutni a probiha aktualné v Case stanoveni nebo zda se pacient
setkal s onemocnénim v minulosti. Tyto informace zachycuje graf ¢. 5. Pozitivni vysledky
interpretujeme od titru 1:8 a pravdépodobné akutni prubeh od 1 : 128. Titr 1 : 8 m¢lo v mém
souboru 112 pacientl (34%), 1 : 16 - 121 (37%), 1 : 32 - 50 (15%), titr 1 : 64 vysel pouze 23
pacientim (7%) a 1 : 128 a vice mélo 22 (7%).

Zda se jedna o aktudlné probihajici onemocnéni 1ze urcit také stanovenim protilatek
ttid IgM a IgA. VysSetteno touto metodou bylo celkem 441 pacientti, kdy 428 z nich mélo
negativni vysledek tj. 97% a akutni pritb¢h se potvrdil pouze u 13 (3%), tyto informace za-
chycuje graf €. 6. V grafu €.7, jsou poté tyto vysledky dale rozdéleny mezi muze a Zeny, kdy
u muzt bylo 194 (48%) negativnich a 4 (2%) pozitivnich, tedy akutnich piipadi. Obdobné
se v procentech pohybovaly 1 vystupy u Zen kdy 247 (97%) mélo vysledek negativni a pouze
6 (3%) pozitivni. U 242 pacientskych sér nebyly ELISA reakce provedeny.
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Déle jsem zkoumala zavislost titru protilatek zjisténé metodou KFR s mnozstvim
protilatek IgG, kde je velmi zieteln¢ patrné pfima iiméra, tzn. ¢im vyssi titr protilatky, tim

vyssi hodnota IgG v séru pacienta.

V souboru vysledkt se vyskytovalo 173 gravidnich zen. Metodou KFR bylo vyset-
feno 147 pacientek. Sérologicky negativnich bylo 70 Zen tedy 48% a pozitivnich 77 (52%).
Tyto vysledky jsou vyobrazeny v grafu ¢. 8. U pozitivnich byly vysetieny titry protilatek,
kde se titr vyS$inez 1 : 128, znacici akutni pribeéh nevyskytoval. Titr 1 : § mélo 27 gravidnich
tj. 35%. Dale 1 : 16 — 33 (43%), 1: 32 — 15 tj. 19% a titr 1: 64 mély pouze 2 pacientky, tedy
3%. Zvysenou pozornost prevenci by mély vénovat predevSim té¢hotné Zeny se sérologicky

negativnim vysledkem.

Dalsim cilem bylo pfiblizit a popsat problematiku toxoplazmozy a jeji diagnostiky.
Tomuto tématu jsem se vénovala predev§im v teoretické Casti této bakalarské prace, kde
jsem popsala nejen biologii, zivotni cyklus a cesty pienosu parazita, ale vénovala jsem né-
kolik kapitol 1 formdm onemocnéni. Velmi podrobné jsem rozebrala také moznosti labora-
torni diagnostiky, od metod vyuZivanych v minulosti aZ po ty, které se pro svou naro¢nost
at’ jiz technickou, ¢i finan¢ni v praxi nevyuzivaji. Stru¢né jsem zminila také terapii a pre-

ventivni opatfeni, zejména pro ohrozené skupiny.
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ZAVER

V teoretické casti mé bakalaiské prace jsem tispésné splnila cil pfiblizit problematiku
toxoplazmozy a popsat metody laboratorni diagnostiky. Z odborné literatury vyplynula za-
vaznost onemocnéni T.gondii pro déti gravidnich Zen, které jsou parazitem infikovany a pro
imunokompromitované jedince. V dnesni dob¢ jsou jiz dostupné screeningové metody, nej-
vice uzivané EIA a KFR se vyznacuji svou spolehlivosti a presnosti v rdmci laboratorni di-
agnostiky. Stézejni pro spravnou diagnézu a naslednou 1écbu byva vSak spojeni vysledkt
vySetfeni a klinického obrazu. Pro ohrozené skupiny je dillezité vénovat zvySenou pozornost

prevenci a onemocnéni idealné predejit.

V praktické ¢asti je jiz z prvnich vysledki patrné, Ze zkoumanému souboru domino-
valy zeny ve fertilnim véku. Dale jsem vénovala zvySenou pozornost vysledklim pochazeji-

cich od gravidnich Zen a peclivé je vyhodnotila

I pres fakt, ze je toxoplazmoéza pomérmné dobie popsané téma, zistavaji nékteré

otazky nezodpovézené a vybizeji tak k dal$im vyzkumam.
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FAKULTNI NEMOCMICE PLZEN

Utvar namdéstka pro ofetfovatelskou péd

=

\azena pani

Katefing Facandova

Ztudentks obor Laborafomi diagnostiks ve zdmvotnizivi

Fakulta zdravofnichych studil, Kafedrs zéchransrshvi, disgnostickych obonl 5 vefefného zdravotnictvi

Zapsdocesks univerzita v Fizni

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zakladé Vaii Zadosti Wam jmenem Utvaru naméstkyné pro ofstfovatelskou pédi FN Pizef udéluji
souhlas se sberem a zpracovanim anonymizovanych dat a wysledkd laboratornich metod,
pouZivanych v Ustavu mikrobiologie (MIKRO) FN Pizen. Tento souhlas je vydawan, pfi spinéni niZe
vwedenych podminsk. v souvislosti 5 vypracovanim Wasi bakalsfské price s nazvem .lsborafomi
disgnostks toxoplazmazy”.

Podminky, za kierych Wam bude umoZnéna realizace Wadeho Setfeni ve FN Plzef:

. Wrchni zdraveini laborantka MIKRO souhlasi s Wadim postupem.

. Csobné povedete svoje Seffeni.

Waiz Zetfeni nenarusi chod pracovistd ve smysh provozniho zajisténl diz platnych smérnic
FM Plzef, pchrany dat pacientd a dodrZovani Hygisnického planu FN Plzed. Vage Sereni

bude provedenc za dodrzeni wSech [egisiativnich norem, zejména s ohledem na
plamost zakona & 3722011 Sb., o zdravotnich sluzbach 2 podminkach jejich poskytovani,
v platném znéni.

daje ze zdravotnicks dokumentace pacientd, kieré budou uvedeny ve VaEi bakaldfské praci,
musi byt anonymizovany.

Skér informacs budete provadst v dobé Wasi, Skolou schvalend, odbomé praxe a pod piimym
wedenim opravnénsho zdravotnickeho pracovnika, kierym je pan Fajfriftk Karal, RNDr., Ph.D.,
prednosta MIKRO FN Plzan.

Po zpracovani Wami zjisténych 0dajl poskytnetz zdravotnickému oddéleni | klinice &i organizaénimu
celku FM Plzef zavéry Vagzho Seffeni, pokud o né projevi oprawnény pracovnik Z0K [ OC z3jem 3
budete ze aktivné podilet na pfipadng prezentaci vysledkd Vadsho sstfenl na vzdélavacich akoich
pofadanych FH Plzef.

Toto povolenl nezakldda povinnost zdravotmickych pracownikd ='ami spolupracowat, pokud by
spoluprace s Wami narudovala plnéni pracovnich povinnostl zaméstnancd. Spoluprace zaméstnancd
FM Plzefi na Wadem Estfeni je dobrovolna.

Freji Wam hodné dspéchl pfi studiu.
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