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UvVoD

Toxoplasmoza patii mezi onemocnéni, kterym se vénuje zvysena pozornost. Je
vyvolavana parazitem Toxoplasma gondii. V populaci je toto onemocnéni spojovano
predevsim s kontaktem s kockou domaci. V souvislosti s mnoha vyzkumy a
experimentalnimi pracemi o klinickych ptiznacich toxoplasmozy se dala do spojitosti
s dalsimi zvifaty, jako jsou prasata, dribez, ovce a dalsi (je popsano témét 300 druhit).
Tito zivocichové hraji v zivotnim cyklu parazita roli mezihostiteld. Béhem let bylo
dokézano, ze miize vyvolat vazné¢ onemocnéni i u ¢lovéka, zejména pak u gravidnich

zen. Clovék je také na urovni mezihostitele.

Toto téma jsem si vybral pro jeho vyznam v oblasti mikrobiologie a pro jeho dopad

na zdravi ¢lovéka.

V mé bakalaiské praci se budu vénovat obecné toxoplasmoéze, zejména pak biologii
parazita Toxoplasma gondii, laboratorni diagnostice onemocnéni a v praktické ¢asti

vyskytu toxoplasmoézy v Plzenském kraji.

10



TEORETICKA CAST

11



1 TOXOPLASMOZA

Toxoplasmoza je Casté parazitarni onemocnéni. Konkrétné se jedna o jednu
Z nejéastéjsich zoondz v CR. Toxoplasmoza primarné postihuje zvifata. Kdyz dojde
k nakaze ¢lovéka, nemoc probiha prakticky bez pfiznakt. U imunokompetentnich osob
dochazi k celozivotni latentni infekci. Problém mize nastat u 0sob s narusenou
imunitou napft. po ozatovani nebo osob, které¢ jsou HIV pozitivni. Zavazné onemocnéni
je také zptisobeno, pokud dojde k pienosu z matky na plod béhem gravidity.
(HTTP://WWW.INTERNIMEDICINA.CZ, 2005)

V latentni formeé postihuje toxoplazmdza piiblizné€ jednu tietinu svétové populace.
V Ceské republice se pocet lidi, u nich se onemocnéni vyskytuje, pohybuje mezi 25 az
40 procenty. Jakmile ¢lovek touto nemoci jednou onemocni, stava se tak navzdy imunni

a dozivotnim hostitelem. (HTTPS://CS.MEDLICKER.COM, 2013, on-line)

Spravna diagnostika tohoto onemocnéni je velice dilezita. Bez ni nelze spravné
pacienta 1é€it a to mlze vést az k fatdlnim nasledkim. Pfestoze v souc¢asné dobé¢ jsou jiz
rozséahlé znalosti o ptvodci této nemoci, nékdy je spravnd interpretace laboratorniho
vysledku slozitou zaleZitosti a vyzaduje mnoho zkuSenosti. I této problematice je
vénovana pozornost v této praci. (HTTP:// WWW.ROCHE-DIAGNOSTICS.CZ, 2013,

on-line)
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2 TOXOPLASMA GONDII

2.1 Historie

V prvopocatku historického objevu toxoplazmoézy hraji dilezitou roli dvé zemé, a to
Tunisko a Ceskoslovensko. V pribéhu studii piroplazmoézy v Pasteurové Gistavu
v Tunisu v roce 1908 objevili tehdejsi feditel profesor Charles Nicolle a jeho
spolupracovnik dr. Louis Herbert Manceaux u hlodavce gundiho saharského
(Ctenodactylus gundi)i parazitické prvoky, které ptipominali leishmanie. O rok pozdéji
tohoto prvoka pojmenovali novym rodovym nazvem Toxoplasma. U¢inili tak na
zaklad& podrobngjsich studii jeho morfologie. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974; JIRA,
2009)

Vyznamnym meznikem pro ¢eskou i svétovou medicinu v souvislosti s historii
toxoplasmozy je prace prazského oftalmologa profesora Josefa Jankd, ktery jako prvni
popsal v roce 1923 toxoplasmoézu jako lidské onemocnéni. Publikoval patogenezi a
patologickou anatomii vrozeného rozstépu tkan¢ zluté skvrny. Zabyval se piipadem 11
ti mési¢niho chlapce s hydrocefalem, levostrannym mikroftalmem a s degenerativnimi
lozisky v oblasti Zluté skvrny. Na zéklad¢ histologického vySetteni popsal tkanové cysty

parazita. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974)

Z Ceskych védct, vedle profesora Jankt, zasluhuji také zminku studie Rasina o
toxoplasmoéze zajice. Laboratorni diagnostikou toxoplasmozy se od roku 1948 u nas
zabyval Havlik. Zasluhu na zavedeni imunoepidemiologickych a patogenetickych studii

toxoplasmoézy ma akademik Jirovec. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974)

Roku 1948 zavedli prvni bézné pouzitelny sérologicky test na toxoplasmézu panové

A. B. Sabin a Harry A. Feldman. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974)

J. Ch. Siim z Kodan¢ a Alexandra Piringerova-Kuchinkova a Otto Thalhammer

z Vidné se v 60. 1étech 20. stoleti zaslouzili o rozpoznani uzlinové formy. (KOUBA,

JIRA, HUBNER, 1974; JIRA, 2009)

V roce 1970 W. M. Hutchison, skotsky badatel, objasnil na zaklad¢ objevu fekalnich
forem biologicky cyklus parazita. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974; JIRA, 2009)
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Vzhledem k ¢astému vyskytu a mnohdy zavaznym nasledkim onemocnéni je
toxoplazméza trvalym piedmétem zajmu laboratornich a klinickych pracovniki. (JIRA,

2009)
2.2 Etiologie a epidemiologie

Pliivodcem onemocnéni toxoplazmoza je paraziticky prvok Toxoplasma gondii.
Tento parazit patfi do kmene Apicomplexa. Ve svém rozmnozovacim cyklu vyuziva
mezihostitele, kterym muze byt cela fada zivoc¢isnych druht véetné ¢loveéka. Piikladem
mezihostiteld jsou ovce, kozy, kravy, kufata atd. V soucasnosti je popsano az 300
druhti. Typickym definitivnim hostitelem je pak kocka domaci a nekteré dalsi kockovité
Selmy. Toxoplasma gondii je intracelularni parazit, ktery se vyskytuje v nékolika
zivotnich formach. Tyto formy se nazyvaji tachyzoiti, bradyzoiti a oocysty.

(HTTP://WWW.ROCHE-DIAGNOSTICS.CZ, 2013, on-line; HAVLIK, 2002)

Tachyzoiti jsou asi 5 um velci, maji pilmésicovity tvar. Jednd se o vegetativni
formu, ktera je zodpovédna za akutni fazi onemocnéni. Behem akutniho stadia infekce
koluji tachyzoiti v télnich tekutinach, kde se rychle mnozi v buiikach hostitele. Po
aktivaci imunitniho systému se mimo jiné roznaseji krvi do CNS, oka, svalt a placenty.
Mnozi se procesem, ktery se nazyva endodyogonie. Je to proces, pii kterém se jadro
buriky déli a vznikaji tak organely dvou dcetinych jedincd. Takto vznikli jedinci se
uvolni a matetska bunka se rozpadne. Tachyzoiti jsou v parazitoformni vakuole, kterou
obklopuji mitochondrie a endoplazmatické retikulum hostitelské bunikky. Membrana této
vakuoly je spojena s pelikulou zoitu. Skupinova forma v hostitelské bufice je tzv.
pseudocysta, kterd obsahuje parazity ve fazi déleni a tvofi se nejcasteji v akutnim stadiu
infek¢niho procesu. Kdyz se pseudocysta rozpadne, za¢nou se tachyzoiti uvoliiovat do
hostitelské tkang, ktera je v jejim okoli. Pii bézné teploté prezivaji tachyzoiti ve tkani
uhynulého hostitele 2-3 dny. (HTTP:// WWW.INTERNIMEDICINA.CZ, 2005, on-line;
KORISTEK, 2015)

Bradyzoiti jsou podobni tachyzoitim. Jedna se o pomalu se mnozici, klidova
intracelularni stadia toxoplasem. Bradyzoiti vytvareji tkanové cysty, v jejichz podobé
pretrvavaji v organismu mezihostitele po cely zivot. V tkanové cysté jsou tyto zoiti
Vv poctu nékolika set az tisic. Velikost tkanovych cyst je az 300 um a nejcastéji se

vytvareji ve svalovych a mozkovych bunikach. Na povrchu tkanové cysty je elasticka
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membrana, ktera zarucuje odolnost vii¢i mechanickému tlaku a pisobeni travicich
kyselin. Také chrani parazity pfed ptisobenim stresovych faktorii. Tkanova cysta je
hladké a na rozdil od tachyzoitii nevaze mitochondrie ani endoplazmatické retikulum
hostitelské buniky. Pokud dojde k vyraznému oslabeni obranyschopnosti organismu,
mize dojit k reaktivaci v tachyzoity a tim i k novému vzplanuti infekce.
(HTTP://WWW.INTERNIMEDICINA.CZ, 2005, on-line; KORISTEK, 2015)

Pokud mezihostitele infikovaného tkdiiovymi cystami pozie masozravec, zejména
kockovita Selma, dojde v buiikach jejiho stfeva k pohlavnimu rozmnozovani parazita a
jeho vysledkem budou oocysty, které se budou uvoliovat trusem kocky. (VOTAVA,
2003; VOTAVA, 2010)

Oocysty jsou tedy koneénym stadiem pohlavniho cyklu toxoplasem. Oocysta
dozrava na vzduchu a pln¢ infekéni pro dalsiho zivocicha véetné cloveka, ktery musi
oocystu spolknout, je za dva az tfi dny. Uvnitt kazdé vysporulované neboli vyzralé
oocysty se nachazi 2 vej¢ité sporocysty a kazda obsazuje 4 sporozoity. Ve sporozoitech
se nachazi organela, kterd se nazyva multimembranové vakuola nebo Golgiho adjunkt,
dnes oznacovana jako apikoplast. Takto infekéni oocysta mize kontaminovat i zevni
prostiedi naptiklad ptidu, rostliny, vodu a mtze tak dojit k infekci ostatnich Zivocichd,
pokud je pozfou. V pfirodnich podminkéch ptezivaji oocysty az 18 mésictli, ve vodeé i

déle nez rok. Jsou tedy velmi odolné. (VOTAVA, 2003; VOTAVA, 2010)

Za normalnich okolnosti u vétSiny téchto mezihostitelii probéhne infekce bez
ptiznakt tedy v latentni formé. Latentni infekce je charakterizovana ptitomnosti
tkanovych cyst, které obsahuji infekéni bradyzoity, kteti se vyskytuji ve svaloviné a

riiznych vnitinich organech jako napiiklad mozek, jatra, srdce. (JIRA, 2009)

K infekci mize dojit dvéma zpisoby nakazy. Pfimo vysporulovanymi oocystami od
nemocnych koc¢ek. Druhy zpiisob nékazy je prostfednictvim tkanovych cyst, které se

vytvotily ve tkani nahodného hostitele. (JIRA, 2009)

Pfimo muize dojit k nakaze napftiklad pfi ¢isténi kocicich zachodu, pfi praci s pudou,
pfi hrani na piskovisti. Clovék se miize nakazit také pozienim kontaminované syrové
zeleniny ¢i pitné vody. (HTTP://WWW.ROCHE-DIAGNOSTICS.CZ, 2013, on-line)

Infek¢ni tkanové cysty toxoplasem jsou obsazeny v nedostateéné tepelné upravenych

potravinach zivocisného ptivodu. Jedna se zejména o krali¢i a skopové maso. K prenosu
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infekce nemusi dojit vyslovné konzumaci syrového masa a pii ochutnavani
pfipravovanych potravin, ale také prostiednictvim neumytych rukou po pouhé
manipulaci s nakazenym masem. (HTTP://WWW.ROCHE-DIAGNOSTICS.CZ, 2013,

on-line)

Pfenos mezi lidmi je také mozny, ale jen pfimou krevni transfuzi anebo
transplantovanym organem, coz je raritni zpisob nakazy. Dal$i moznost pfenosu mezi
lidmi je pfi proniknuti toxoplasmy ptes placentu na plod pii primoinfekci v t€hotenstvi.
Pfi transplacentarnim pfenosu béhem gravidity ¢asto dochéazi k vaznému poskozeni

plodu. (VOTAVA, 2003; HAVLIK, 2002)

K jinému zpiisobu pfenosu infekce dochazi velmi vzacné. Zavazny pribéh
onemocnéni byva naptiklad pfi laboratornim pfenosu. Za rizikovy faktor pro nakazu
toxoplasmou mohou byt i cesty do tropickych a subtropickych zemi.
(HTTP://WWW.INTERNIMEDICINA.CZ, 2005, on-line)

V poslednich letech je v Ceské republice hlageno roéné 600 az 800 piipadi akutni
toxoplasmoézy. Toxoplasmové protilatky ma 25 az 40 % populace. K vrozené
toxoplasmoze dochézi kolem 0,1 % vsech novorozencil. To v Ceské republice
predstavuje asi 90 infikovanych déti ro¢né. (HTTP:// WWW.ROCHE-
DIAGNOSTICS.CZ, 2013, on-line)

2.3 Klinicky obraz

Toxoplasmoézu rozlisujeme podle zpisobu a doby ziskavani infekce na dvé zakladni
klinické formy. Jsou to toxoplasmoéza prenatalné ziskand (vrozena, kongenitalni) a
postnatalné ziskana (akvirovand). I kdyz mize toxoplasmova infekce postihnout
rozhodujici pro vlastni prabéh infekce. U osob, které jsou imunokompetentni, je pii
postnatalni infekci pritbéh prevazné skryty. Vazné néasledky miize mit, pokud dojde pti
imunodeficitnich stavech k reaktivaci latentni infekce a pti infekci vrozené.

(HTTP://WWW.INTERNIMEDICINA.CZ, 2005, on-line; JIRA, 2009)

2.3.1 Ziskanad (akvirovand) toxoplasmdza

U ziskané toxoplasmozy se jedna o postnatalni nakazu, coZ znamena, Ze se jednd o

nakazu po narozeni. Inkubacni doba byva kolem 1 — 3 tydnd. U imunokompetentnich
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jedinct je ve vice nez 95 % ptipadii prubéh primoinfekce skryty, probéhne
asymptomaticky a vznika latentni infekce, ktera trva po dobu celého zivota. Pro
probéhnutou infekci je jedinym piiznakem sérokonverze, coz je vyvoj specifickych
protilatek. Mozny je vSak i pribéh symptomaticky, kdy nejcastéjsi formou je tzv. akutni
uzlinova forma. Podle pievazujicich klinickych pfiznakl rozeznavame i dalsi formy

onemocnéni. (HAVLIK, 2002; JIRA, 2009)

Diagnostika ziskané toxoplasmdzy spociva v sérologickém vysetieni protilatek, které
se objevuji od druhého tydne po nakaze. Nejvyssich hodnot dosahuji po tiech mésicich.
V nizkych hladinach ptetrvavaji po cely Zivot. Provadi se zejména komplement fixacni
reakce. Stanovuji se specifické protilatky IgM, IgG, IgA a ptipadné IgE pomoci riznych
metod napiiklad ELISA ¢i ISAGA. Hlavnim tikolem diagnostiky je odliSeni akutniho
infek¢éniho onemocnéni od ostatnich onemocnéni. Metody diagnostiky jsou popsany

v samostatné kapitole. (HTTP://WWW.INTERNIMEDICINA.CZ, 2005, on-line)

2.3.1.1 Uzlinova (lymfoglandularni) forma

Tato forma se projevuje teplotami, maldtnosti, bolestmi hlavy a svalii. Dochéazi
k otoku krénich, $ijovych ¢i podcelistnich uzlin. Uzliny jsou volné pohyblivé,
dohromady nesplyvaji a mohou byt lehce citlivé na pohmat. Zdufeni uzlin mtize
pfetrvavat fadu tydni i nékolik mésicii. Onemocnéni mé v zasadé dobrou prognézu,
vétSinou dochazi k Gstupu klinickych ptiznaki a k prechodu do latentni faze infekce
béhem nékolika tydnd. Ale pii diferencialni diagnostice se musi vzit v potaz, zZe se mlze
jednat o vaznéjsi onemocnéni jako je mononukledza, horecka z kociciho Skrabnuti,
tularémie, sarkoidoza, listerioza nebo hematologickd onemocnéni. Tato forma byva
spojovana se syndromem chronické unavy. Syndrom chronické inavy navazuje na

lymfadenopatii. (HAVLIK, 2002; JIRA, 2009)

2.3.1.2 Neurotoxoplasméza

Klinickym pfiznakem je toxoplasmova encefalitida. Ta se vyskytuje hlavné u
imunitné dysfunk¢nich pacientii, zejména u nakazenych virem HIV, u nichz nejcastéji
zpusobuje postiZzeni centralni nervové soustavy. Toxoplasmova encefalitida se vyvine u
10 az 47 % pacientt s AIDS. Casto se jedna o reaktivaci latentni formy toxoplasmozy a
u vice nez 30 % nemocnych s AIDS je zvySen titr toxoplasmovych protilatek.
Neurotoxoplasmoza se rozviji pomalu a projevuje se horeckou, bolesti hlavy, pocity na
zvraceni, kieGemi. Vyskytuji se také poruchy hybnosti konc¢etin, dale mentalni poruchy,
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které se vyskytuji az u 60 % nemocnych a loziskové neurologické pfiznaky. Tento typ
akvirované toxoplasmdzy se stanovi na zaklad¢ klinického obrazu a typického nalezu na

CT nebo magnetické rezonanci. (JIRA, 2009)

2.3.1.3 Forma septikemicka nebo exantematicka

Jedna se o vzacnou formu toxoplasmoézy. Ma nepiiznivou prognozu, kdy muze byt
postizeno vice vnitinich organi. Projevy nemoci jsou horecka, tfesavka, inava, nauzea,
bolesti svald a kloubli. Objevuje se i vyrazka, kterd ptipomina skvrnivku, dale se

vyskytuje adenopatie a splenomegalie. (JIRA, 2009)

2.3.1.4 PostiZeni vnitinich organt

Také se jedna o vzacnou formu, ktera se projevuje jako myozitida, myokarditida,
pneumonie, postizeni mocového méchyie nebo postiZeni traviciho ustroji ¢i jater. U
nemocnych s AIDS se mize vyskytnout multiorgdnové postizeni, ktera se projevuje
horeckou, septickym Sokem, dezorientact, apatii, diseminovanou intravaskularni

koagulaci a kardiopulmonalni dekompenzaci. (JIRA, 2009)

2.3.1.5 O¢ni toxoplazmoza

Infekce je bézna u dospélych 1 déti. Jedna se o vyhranénou zédvaznou formu
onemocnéni, projevujici se poSkozenim zraku. Miize se jednat jak o vrozené postiZeni
oka, tak o infekci postnatalng ziskanou. Projevit se mize i n¢kolik let po primérni
infekci prodélané kongenitaln€ nebo postnatalné. Zavaznéjsi je u starsi populace.
Zakladnim projevem této formy toxoplasmozy je zanétlivé postiZzeni sitnice
(chorioretinitida), vyznacujici se pfitomnosti ovalnych zlutavych 1ézi na o€nim pozadi.
K zavaznému postizeni zraku dochazi, pokud se 1éze vyskytuji v oblasti makuly. Mohou
byt postizeny i ostatni struktury oka, napft. sklivec.
(HTTP://WWW.INTERNIMEDICINA.CZ, 2005, on-line; GOERING, R. V., ET AL.,
2016)

U o¢ni formy toxoplasmozy byva slaba protilatkova odpovéd’, kdy titry protilatek
dosahuji sttednich hodnot. Pokud jsou titry protilatek vyssi, jedna se o ziskanou formu
ocni toxoplasmdézy. Diagnoza o¢ni toxoplasmozy je zalozena predevsim na nalezu na
oc¢nim pozadi, protoze pfi vySetieni protilatek v nitroo¢nich tekutinach hrozi riziko

infekce. (HTTP://WWW.INTERNIMEDICINA.CZ, 2005, on-line)
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2.3.2 Vrozend (kongenitalni) toxoplasmaéza

Tato forma toxoplasmoézy miize postihnout plod Zeny pii primoinfekci v gravidite. U
postizenych déti se jako klinické ptiznaky projevuji kieCe a zasSkuby, mikrocefalus,
chorioretinitida, hepatosplenomegalie, Zloutenka. PozdéjSimi piiznaky jsou pak
hydrocefalus, mentalni retardace ¢i poruchy vidéni. K ndkaze matky mize dojit
Vv riznych ¢asovych intervalech. Pfi ndkaze pted ot€éhotnénim je pfenos ndkazy na plod
Nejcastéjsi pak byva nakaza béhem druhého a tietiho trimestru. Pii primoinfekci je
matka zcela bez klinickych ptiznakli nebo ma ptiznaky lehce chiipkovitého
onemocnéni. K pienosu infekce z matky na plod dochazi asi ve 40 az 50 %.

(HTTP://WWW.INTERNIMEDICINA.CZ, 2005, on-line)

Zavaznost poSkozeni plodu zavisi na zralosti plodu v dobé ndkazy. V prvnim
trimestru dochazi k odumieni nebo téZkému poskozeni plodu. Ve tfetim trimestru byva
prubéh infekce ¢asto asymptomaticky nebo s mirnymi poskozenimi. (GOERING, R. V.,
ET AL, 2016; VOTAVA, 2014)

2.3.2.1 Cerebralni (mozkova) forma

Pti této formé toxoplasmozy jsou paraziti omezeni hlavné na mozek a zrakovy
organ. K hlavnim klinickym piiznakiim se fadi encefalitida s hydrocefalem. Ta se
vyznacuje zvétSenim lebky a to jiz pfed porodem nebo ne€kolik malo dni po ném.
Dochézi k uzavéru postrannich komor nebo Sylviova kanalku, jedna se tedy o okluzivni
hydrocefalus. Charakteristickym znakem pro tuto formu je ptiznak zachdzejiciho
slunce. K nému dochazi stlaenim o¢niho bulbu dolti a doptedu, ¢imz dochézi k mizeni
okraje duhovky pod dolni vicko. Dalsimi klinickymi pfiznaky jsou opistotonus, kiece a
obrny. Také dochazi v 50 az 90 % ptipadi k prokazatelné intrakranialni kalcifikaci.
Rozvinuta mozkova forma je charakterizovdna Sabinovou tetradou, ta zahrnuje
chorioretinitidu, hydrocefalus, kiece a intrakranidlni kalcifikaci. I pfes komplexni
lécebnou péci mé rozvinutd mozkova forma maligni priitbéh a béhem nékolika dnt az

mésict dochazi k umrti. (JIRA, 2009)

2.3.2.2 Forma vrozenych poruch

Forma vrozenych poruch odpovidd mozkové forme se snizenou aktivitou infekéniho

procesu. U postizenych déti jsou patrné celkové nebo neurologické abnormality, které
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se vyznacuji kognitivnim a motorickym deficitem, s poruchou sluchu, se sklonem
k zachvatim a kfe¢im. Pacienti s o¢nim postizenim, kterymi jsou zejména déti, se
vyznacuji hlavné psychickymi a neurologickymi zménami a zménami v chovani. Lécba

této formy mivé p¥iznivy uéinek. (JIRA, 2009)
2.3.2.3 Visceralni forma

Je to vzacna forma, ktera se vyznacuje rozsevem parazitii ve vnitinich orgénech po
probéhnuté intrauterinni parazitémii. Postizené déti se rodi predCasné a trpi cyandzou,

poruchami dychani, Zloutenkou, otoky a krvacenim. (JIRA, 2009)
2.4 Imunobiologie

Béhem ontogeneze se u zivocichi, véetné ¢loveka vytvari obranné mechanismy,
které je chrani pied infekci nebo invazi, nebo umoziuji zneskodnovat ¢i odstranovat
parazity, ktefi vnikli do tkdni nebo do krve. Obranné mechanismy jsou dvojiho typu.

Jednak vrozené neboli neadaptivni a ziskané neboli adaptivni. (JIRA, 2009)

Vrozenou (neadaptivni) imunitu zaji$t'uji neutrofilni segmenty a trombocyty.
Nejcasnéjsi reakci béhem vrozené imunity pfedstavuje pfechod neutrofilt z periferni
krve do infikovanych tkani. Neporusené toxoplasmy pronikaji do neutrofild, které tim
infikuji a zaroven se vyhnou fagocytdze. Takto infikované neutrofily neusmrcuji
parazity, pouze zpomaluji jejich rust. Tachyzoiti Toxoplasma gondii zpusobuji aktivaci
trombocytil ¢lovéka. MnoZeni parazitii inhibuje desti¢kovy aktivaéni faktor. (JIRA,

2009)

Ziskana (adaptivni) imunita je zaji§tovana prostfednictvim protilatek. Po proniknuti
Toxoplasma gondii do téla dojde ke stimulaci B bunék. Tyto buniky pak za¢nou
secernovat rizné tfidy imunoglobulint — IgG, IgM a IgE. IgA, coZ jsou sekre¢ni
imunoglobuliny, tlumi proniknuti parazitl sliznicemi. Extracelularni tachyzoiti , ktefi
jsou pokryti protilatkami a komplementem, jsou lyzovani po aktivaci komplementu
klasickou cestou a nasledné jsou eliminovani fagocyty. Protilatkova imunitni reakce je
aktivni jen v akutni fazi infekce tim, ze tlumi Sifeni extracelularnich tachyzoitd krvi a
nepusobi na parazity uvniti hostitelskych bunék. Ziskanou bunéénou imunitu Ize
detekovat pomoci pritokové cytometrie aktivovanych T lymfocytl u vSech nakazenych
pacientd. V obrannych reakcich proti Toxoplasma gondii maji hlavni roli T buriky.

(JIRA, 2009)
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2.5 Vliv krevnich skupin AB0 a Rh faktoru na projevy toxoplasmézy

U nositelt krevni skupiny 0 je nejmensi riziko nakazy toxoplasmou. Nejvétsi riziko
je pak u skupiny AB. Lidé, kteti jsou Rh negativni a zarovein jsou toxoplasma pozitivni,
maji nizsi reakéni doby nez lidé s Rh pozitivnim faktorem. U Rh pozitivnich osob je
stejna vykonnost jak u toxoplasma pozitivnich, tak u toxoplasma negativnich jedinca.
Zatimco u Rh negativnich osob rozhoduje o vykonnosti, zda je ¢loveék toxoplasma
pozitivni ¢i negativni. Vyrazné vyssi vykonnost mé Rh negativni a zaroven toxoplasma
negativni osoba. Vykonnost se vyrazné zhorsi u osob s Rh negativnim faktorem po

nékaze toxoplasmozou. (KORISTEK, 2015)

2.6 Manipulace Toxoplasma gondii s hostitelem

., Bylo prokazano, Ze toxoplasma pozitivni mys je snadnéjsi korist pro kocku nez
nenakazend mys. Tim si parazit zajistuje snadnéjsi prenos do definitivniho hostitele.
Dochazi k tomu produkci neurotransmiterti v mozku mysi. Tyto neurotransmitery jsou
shodné s prenaseci prirozené se vyskytujicimi (napr. serotonin). Lidi toxoplasma
pozitivai maji delsi reakcni doby a zpiisobuji prokazatelné vice dopravnich nehod. Muzi
Jjsou méné ochotni prijimat mordlni standardy spolecnosti, méné se obavaji trestu za

a vrelejsi. Oba tyto typy zmén snizuji strach z nebezpeci. Nékterd antipsychotika
(kyselina valproova, haloperidol), kterd jsou silnymi inhibitory mnoZeni toxoplasem,
navic obnovuji u hlodavcii strach z pachu kocici moci, o ktery po nakaze toxoplasmou
prisli. Nebo i zabranuji tomu, aby ke ztraté strachu po nakaze doslo. Bylo pozorovano
zvySené riziko sebevrazd u nakazZenych toxoplasmou, ziejme viivem nizké hladiny
serotoninu, ktery je u nakazenych v mozku rychleji odbourdvan spolu s tryptofanem.
Uvazuje se také o mozném viivu toxoplasmy na vznik migrény. “ (KORISTEK, 2015, s.
34)

2.7 Lécba

Lécba toxoplasmdzy zavisi na povaze infekéniho procesu a na imunokompetenci
hostitele. Bezptiznakové a leh¢i formy toxoplasmdzy se u osob se zdravou imunitou
zpravidla neléci, pouze se mohou podavat prosttedky na posileni imunitniho systému.

(HTTP://I WWW.SYMPTOMY.CZ, 2012, on-line)
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Lécba se indikuje u osob s nedostate¢nou imunitou, u t¢hotnych zen, u déti
s vrozenou i ziskanou toxoplasmoézou a v ptipadech o¢ni toxoplasmozy. Nemocni
pacienti se 1éCi ve specializovanych ambulancich infekénich odd€leni nemocnic.
V terapii se vyuziva kombinace latek pyrimethaminu se sulfadiazinem a kyselinou
listovou po dobu 4 az 6 tydnti. Tato kombinace 1¢ki je velmi G€innd, coz dokazuje, ze
az 0 90 % je nizsi riziko prenosu infekce na plod béhem téhotenstvi. Kyselina listova se
pouziva jako ochranny faktor, jelikoz kombinace pyrimethaminu a sulfadiazinu mohou
mit negativni vliv na proces krvetvorby. U HIV pozitivnich a u o¢nich forem
toxoplasmoézy se piidava klindamycin. Klindamycin v kombinaci s pyrimethaminem je
studijné potvrzen jako nejlepsi alternativa. (MURRAY, PATRICK R., ET AL., 2002;
HTTP://WWW.SYMPTOMY.CZ, 2012, on-line)

U téhotnych Zen je terapie problematicka. Jako prevence transplacentdrniho pienosu
se pouziva spiramycin. V prvnim trimestru t€hotenstvi je obtizné infekci zvladnout
kvili teratogenité pyrimethaminu u laboratornich zvitat. Jestlize jsou u plodu
prokazatelné znamky fetalni infekce, doporucuje se od druhého trimestru u gravidnich
Zen pouzivat kombinace pyrimethaminu se sulfadiazinem.

(HTTP://I WWW.SYMPTOMY.CZ, 2012, on-line)

U novorozencil zavisi 1é¢ba na tom, zda jsou bez ptiznaki nebo s pfiznaky. U
novorozencl bez ptiznakl u matek, které jsou priméarn¢ infikované nebo HIV pozitivni
se podava kombinace pyrimethaminu se sulfadiazinem po dobu 4 az 6 tydnt. Nasledné
se podava spiramycin po dobu 6 tydnti nebo po dobu prvniho roku Zivota alternativné
peroralné spiramycin. Novorozenci s ptiznaky onemocnéni dostavaji kombinaci 1€kt
pyrimethaminu se sulfadiazinem po dobu 6 mé&sicti. BEhem terapie se doporucuje
podavat ptipravek kyseliny listové pro snizeni hematotoxického t€inku pyrimethaminu.

(HTTP://INEMOCI.VITALION.CZ, on-line)

P11 1é¢bé toxoplasmazy je klicova veasna lécba. Pti nelécené nebo nespravné 1écené
napt. mozkové toxoplasmoze miiZze dojit aZ ke smrti pacienta. Pfi zjiSténi latentni formy
toxoplasmozy je dilezité nepanikafit. Imunitni systém nemocného si s infekci poradi
sdm a infikovany si toho vétSinou ani nevSimne. Pfi oslabeni imunity je tfeba jist hodne
ovoce a zeleniny, aby se posilil imunitni systém jedince. Mohou se uZzivat vitaminové
dopliiky stravy. Podstatné je také dodrzovat zdravou zivotospravu, dostatecné

odpocivat, nepfepinat se, vénovat se fyzické aktivit€ a vyhybat se stresovym situacim.
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(HTTP://I WWW.SYMPTOMY.CZ, 2012, on-line; HTTP://NEMOCI.VITALION.CZ,

on-line)
2.8 Prevence

Preventivni opatfeni by méli dodrzovat vSichni lidé. Zvlasté t¢hotné Zeny a
imunodeficitni osoby by mély vénovat t€émto opatienim zvySenou pozornost. Je tieba
vyhybat se kontaktu s ko¢i¢imi vykaly. Pii manipulaci s materidly, které jsou t€émito
vykaly kontaminovany, je tfeba pouzivat ochranné rukavice. Doma chované koc¢ky je
nutné krmit jen suSenou, konzervovanou nebo vatfenou potravou. Pravidelné by se mél
dezinfikovat ko¢i¢i zachudek a to vrouci vodou po dobu minimalné 5 minut. Dalsi roli
Vv prevenci hraje dostatecna tepelna tiprava masa. Mélo by se pripravovat pii teploté
vyssi nez 65°C. Pti manipulaci se syrovym masem bychom se méli vyvarovat kontaktu
neumytych rukou se sliznici st a o¢i. Je tedy dilezité si vzdy po manipulaci se
syrovym masem ruce peclivé umyvat. Je tteba umyvat kuchyniské povrchy ¢i nastroje,
které ptisly do kontaktu s takovym masem. Také ovoce ¢i zelenina se musi pied
konzumaci dobfe umyt. Konzumované jidlo chrdnime ptfed mouchami, Svaby a dal$im
hmyzem. Je téeba si dat pozor na pozivani vajec ¢i mléka. Vejce je nutné dostateéné
povafit a mléko poZivat jen pasterizované nebo svafené. (JIRA, 2009;

HTTP://NEMOCIVITALION.CZ, on-line)

Je tteba znovu zduraznit dileZitost prevence u gravidnich Zen. Kromé jiz uvedenych
opatteni se doporucuje sérologické testovani zen v riziku. Je prokazano, ze 1écba
akutnich infekci téhotnych Zen snizuje prenos Toxoplasma gondii z matky na plod az o
60 %. U plodu lze infekci prokazat ultrazvukovym vysetfenim, amniocentézou nebo
sérologickym vySetienim fetalni krve. Zavaznost onemocnéni u plodu se snizuje

véasnou 1é¢bou. (JIRA, 2009; HTTP://NEMOCI.VITALION.CZ, on-line)
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3 LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Ke stanoveni vhodného terapeutického postupu je nutnd vcéasna a spravna
diagnostika onemocnéni. To je nejdulezitéjsi zejména u rizikovych pacientd.
Zakladnimi metodami jsou metody nepiimého pritkazu €ili sérologické metody. Pro
spravnou diagnostiku je vhodné vyuzivat kombinaci pfimého a neptimého prikazu.

(HTTP://WWW.ROCHE-DIAGNOSTICS.CZ, 2013, on-line)
3.1 Primy priukaz

K pfimému pritkazu onemocnéni je mozné pouzit mikroskopické vysetfeni nebo
izola¢ni pokus nebo z novéjSich metod prikaz pomoci PCR. Pro piesnéjsi urceni

nemoci je vhodné kombinace vSech téchto metod. (KOUBA, J [RA, HUBNER, 1974)

3.1.1 Mikroskopicky prikaz

Pro pifimé mikroskopické vySetieni se pouzivaji natéry, které se zhotovi na podlozni
sklo. Natéry se délaji ze sedimentu po odstfedéni likvoru, komorové vody a jinych
télnich tekutin. Nejprve se prohlizi v nativnim preparatu. Preparaty se poté fixuji

methylalkoholem a barvi Giemsovym barvivem. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974)

Z tkéani se mohou také béznymi metodami ptipravit barevné histologické preparaty

tezové. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974)

Ptimy mikroskopicky prikaz je obtizny. Vyjimkou je mikroskopicky pritkaz
z likvoru. Casto miize dochazet k diagnostickym chybam, kdy dojde k zaméné s jinymi

mikroorganismy. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974)

Ptinosem pro mikroskopickou diagnostiku je pouzivani imunofluorescenéni
techniky. V tkanovych fezech, které jsou pfipravovany kryostatovou technikou nebo
jsou zalévany do parafinu se pomoci piimé nebo nepiimé imunofluorescencni metody
1épe odhaluji prvoci jak volné, tak v pseudocystach nebo tkanovych cystach. (KOUBA,
JIRA, HUBNER, 1974)

3.1.2 Izolaéni pokus

Izola¢ni pokus by mél byt provadén soucasné s mikroskopickym vysetfenim, ale jen
Vv piipadé, Ze byl material odebran a zpracovan asepticky. Toxoplasma gondii je

biotropni organismus, tzn., Ze je schopny se rozmnozovat pouze v hostitelské burice.
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Proto jej nelze pomnozovat na umélych pudach. Z ditvodu malé citlivosti a absolutni
sterility inokula se pro izolaci nepouzivaji kutfeci embrya ani tkaiové kultury. Pouzivaji
se tedy laboratorni zvifata, z nichz nejvhodnéjsi jsou albinotické mysi. Mysi jsou pred
pouzitim testovany na nepiitomnost toxoplasmickych protilatek. Material se upravi a
podava se injek¢éni formou. Zvitata se denné¢ kontroluji. Pokud dochazi k thynu,
ptipravi se mikroskopicky preparat z plic, jater, sleziny a mozku mysi, kde se hledaji
toxoplasmické trofozoity. KdyZ je nalez negativni, tak se z téchto organt pfipravi

homogenat, ktery se nao¢kuje dalsi skupiné mysi. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974)

Virulentni kmeny Toxoplasma gondii zptsobuji ¢asny thyn mysi. Tyto kmeny se
vyskytuji vzacné. Cast&jsi jsou kmeny s nizkou virulenci, které hostitele nehubi a
hostitel také nejevi znamky onemocnéni. Proto se za 4-6 tydnt po naockovani mysi
odebere krev pro sérologické vySetteni. Pokud je sérologické vysetieni pozitivni, ovéii
se izolace kmene mikroskopicky bud’ v nativnim, nebo barevném preparatu. (KOUBA,

JIRA, HUBNER, 1974)

Dalsi metody izola¢niho pokusu nemaji tak dobré vysledky a zéroven jsou ¢asove i

materialové naroéngjsi. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974)

Pro izolacni pokusy je tieba dodrzovat urcité zasady. Jak jiz bylo zminéno,
s materidlem se musi zachazet asepticky. Diilezité je naockovat pokusné zvife co
nejdfive po odbéru a material do zpracovani uchovat pii chladnickové teploté, jelikoz

zmrazeny material neni pro pokus vhodny. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974)

3.1.3 PCR

Polymerazova fetézova reakce je dals$i moznosti pfimého prikazu. Jde o nejnovéjsi
vySetfeni, které ma vyznam hlavné v prenatalni diagnostice. Pomoci PCR se prokazuje
parazitarni DNA v biologickych tekutinach. Mezi tyto tekutiny patii plodova voda,
fetalni i venozni krev, likvor, komorova voda, bronchoalveolarni lavaz, kostni dien Ci
placenta. V plodové vodé€, pupecnikové krvi nebo krvi novorozence lze prokazat infekci
plodu. K vysetfeni se zasila 2 — 5 ml plodové vody. Krev je plna s pouzitim
antikoagulac¢niho prosttedku bud’ citratu, nebo EDTA. Nelze pouZit heparin. Material
nesmi byt zamrazeny. PCR provadéné z plodové vody je dalezitd pro casnou

diagnostiku kongenitalni toxoplasmoézy. Pro vysetfeni o¢ni toxoplasmozy se pouziva
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tekutina sklivee nebo opét plna krev a pii vysetieni mozkové toxoplasmozy se pouzije

likvor. (JIRA, 2009; HTTPS://WWW.ZUOVA.CZ, on-line)
3.2 Neprimy priikaz

Pfi nepfimém pritkkazu se vyuziva hlavné prikaz protilatek, které se prokazuji
nékolika reakcemi. Mezi zakladni reakce patii komplement fixacni reakce a reakce
ELISA. Mezi dalsi dostupné metody patii Sabinova-Feldmanova reakce,
imunofluorescenéni reakce, hemaglutinaéni reakce, precipitacni reakce, aglutina¢ni
reakce, flokula¢ni reakce a neutralizacni reakce. K metodam pritkazu protilatek Ize také
jesté zatadit intradermalni test s toxoplazminem. (VOTAVA, 2010; KOUBA, JiRA,
HUBNER, 1974)

3.2.1 Komplement fixacni reakce

Jedna se o jeden z prvnich imunodiagnostickych systému, ktery byl popsan. Jako
prvni byly pouzivany antigeny ze sleziny ¢i extrakt z mozku infikovaného kralika. Oba
tyto antigeny byly nevhodné. Teprve az antigeny z chorioalantois kufeciho embrya ¢i
z peritonealniho exsudatu infikované mysi ¢i z toxoplasem pomnozenych na tkanovych
kulturach znamenaly, Zze se komplement fixa¢ni reakce zacala vyuzivat k diagnostice.
Komplexy protilatek a antigent jsou schopné vazat komplement. K prikazu vazby
komplementu se pouzivaji vétSinou berani krvinky, které jsou zcitlivélé amboceptorem.
To je protilatka proti beranim krvinkdm. Timto prikazem lze dokézat ptitomnost
antigenu Ci protilatky. Pokud se komplement navédzal na komplex antigen protilatka,
nedojde k zadné zméng. Pokud se komplement nevaze, zistava volny a lyzuje zcitlivélé
berani krvinky. Reakce je citliva a dobfe reprodukovatelna. V Ceské republice patfi

mezi &asto vyuzivané metody. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974; VOTAVA, 2005)

3.2.2 ELISA

Z anglického enzyme-linked immunosorbent assay funguje na bazi
imunoenzymatické reakce. Ma velmi univerzalni vyuziti. Lze stanovovat jak antigeny,
tak protilatky. Pouziva se v konvenéni nepiimé a dvojité sendvicové upravé. K detekci
protilatek typu IgA, IgM a 1gG se vyuziva reverzni ELISA. Vyhodou této metody je, ze
Ize stanovovat protilatkovou aktivitu v jednotlivych tiidach imunoglobulint. (JIRA,

2009; VOTAVA, 2010; VOTAVA, 2005)
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3.2.3 Sabinova-Feldmanova reakce

Jde o neutraliza¢ni pokus in vitro. Pfi testu dochazi ke zménam morfologie a
barvitelnosti Zivych neporusenych trofozoitii. K témto zméndm dochazi plisobenim
alkalického roztoku methylenové modti. Déle je potieba pfitomnost imunniho séra a
aktivator. K detekci protilatek dochazi kratce po infekci. U pacientt, ktefi jsou
dlouhodobé¢ sledovani, se poklesem titru protilatek zjistuje dobra odezva na 1écbu.
Timto testem lze detekovat protilatky i mnoho let, proto je také vhodny pro

epidemiologické studie. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974)

3.2.4 Imunofluorescencni reakce

Jedna se o metodu, kterou jako prvni vyuzil v sérologii toxoplasmozy Goldman. Pri
tomto zplisobu vysetfeni se vyuziva specificky antitoxoplazmaticky konjugat, ktery je
znaceny fluoresceinizothiocyanatem. Nevyhodou této metody je mald citlivost, ale 1

pies to patii mezi asto pouzivané metody. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974)

3.2.5 Hemaglutinacéni reakce

Pti této reakci dochdzi k predbéZnému navazani solubilniho antigenu na biologicky
nosi¢, kterym jsou erytrocyty. Senzibilizované erytrocyty jsou pak aglutinovany
Vv pritomnosti protilatek. Aby se antigen dobfe na povrch erytrocytl zafixoval, je nutné
povrch erytrocytu pfedem pozménit, ¢imz se zvysi adsorpéni schopnost erytrocytu.
Vyhodou této reakce je jeji technické jednoduchost. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974)

3.2.6 Precipitaéni reakce

Reakce se vyuziva pro detekci toxoplasmickych protilatek. Pii vySetfeni se pouziva
sérum nebo komorova voda u pacienti s o¢ni formou toxoplasmozy. Dalsi vyuziti ma
pi pokusech na zvifatech ¢i analyze toxoplasmického antigenu. (KOUBA, JIRA,
HUBNER, 1974)

3.2.7 Aglutinacni reakce

Jde o reaketi, kterd k pfimé aglutinaci vyuziva toxoplasmické trofozoity. Za
ptitomnosti specifickych protilatek dochazi ke shlukovani toxoplasem. Pokud je reakce
pozitivni, dojde ke shlukovani suspenze v aglutinat. Pfednosti této reakce je rychlost,

ale nevyhodou je mala citlivost. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974)

27



3.2.8 Flokulaéni reakce

Jednd se o nepfimou aglutinacni reakci, kdy se jako antigeny pouzivaji solubilni
extrakty toxoplasmickych trofozoitu, které se piichycuji na povrch imunologicky
neaktivni partikule nosict, které jsou v ptitomnosti protilatek shlukovany. (KOUBA,

JIRA, HUBNER, 1974)

3.2.9 Neutralizaéni reakce

Tato reakce byla jako prvni séroreakce pouzita pro detekci toxoplasmickych
protilatek. Z dtivodu nespolehlivosti a projevu nespecifickych reakci se jiz v diagnostice
toxoplazmézy nepouziva. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974)

3.2.10 Intradermadlni test s toxoplasminem

Tento test zavedl Frenkel. Pozdé&ji byl modifikovan Jirovcem a spol. Technika tohoto
testu spociva v nitrokozni aplikaci antigenu a to bud’ na lateralni stran¢ paze, nebo na
volarni stran¢ predlokti. Alergicka reakce opozdéného typu dosdhne maxima za 48
hodin. Pokud je reakce velmi silnd, mize v misté vpichu dojit k vytvofeni edému az
puchyte, zfidka i k nekroze. Silné reakce jsou doprovazeny zvySenim teploty, bolestmi
hlavy a svalli. Tento test se vyuZival pro imunoepidemiologicky piehled o promoienosti
populace. Hodi se spiSe jako dopliikové vySetieni. Dnes se od tohoto testu jiz upustilo a

byl nahrazen jinymi sérologickymi testy. (KOUBA, JIRA, HUBNER, 1974)
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PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

1. Popsat problematiku toxoplasmoézy a zvladnout laboratorni diagnostiku.

2. Statisticky zpracovat laboratorni vysledky vysetieni toxoplasmozy za rok 2016 a rok
2017.

3. Porovnat vysledky mezi sebou.
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5 METODIKA

5.1 Komplement fixac¢ni reakce

5.1.1 Uvod

V diagnostice toxoplasmdzy je KFR screeningovym testem pro stanoveni celkovych
protilatek (detekeni limit je 0,1 pg protilatky). KFR je navic také spolehlivym
semikvantitativnim testem; ze zjisténého titru protilatek 1ze usuzovat fazi infekce.
Idealni je sledovat dynamiku tvorby protilatek u parovych vzorkt. (TESTLINE
CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o. TOXO-CF-Ag-lyophil, ©2015)

5.1.2 Princip testu

KFR je reakce zalozena na vazbé komplementu v reakéni smési na specifické
komplexy antigenu s protilatkou. Testem jsou prokazovany protilatky vsech
imunoglobulinovych tfid (nelze samostatné prokazat napt. [gM). Obecné se doporucuje
tzv. chladova modifikace KFR, kterd je citlivéjsi nez alternativni tepla modifikace.

(TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o. TOXO-CF-Ag-lyophil, ©2015)

5.1.3 Potiebné vybaveni

e Toxoplasma komplement fixacni antigen

e Barbitalovy pufr pro KFR

e Berani erytrocyty, konzervované v Alseverové roztoku
e CF-AMBOCEPTORset

e CF-COMPLEMENT

e TOXO-CF-Positive Control lyophil. — lidské sérum obsahujici protilatky proti

Toxoplasma gondii

e TOXO-CF-Negative Control lyophil. — lidské sérum neobsahujici protilatky
proti Toxoplasma gondii

e Mikrotitracni desticky s U jamkami

e Chladnicka (+2 °C az +8 °C) s vlhkou komurkou
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e Vlhceny termostat 37 °C na inkubaci desticek
e Mikropipety
e Ttepacka pro mikrotitracni desticky

e Vodni lazen 56 °C
(TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o. TOXO-CF-Ag-lyophil, ©2015)

5.1.4 Pracovni postup

KFR se zpravidla provadi ve dvou po sob¢ nésledujicich dnech.

1. den

1. Pracovni roztoky se natedi dle potieby.

2. VySetfovana séra se inaktivuji pfi teploté 56 °C po dobu 30 minut ve vodni lazni.
3. Rozvrhnout a vyznacit rozmisténi kontrol a vzorkl na desticce.

e Do jamek vyznacenych pro kontrolu antigenu, komplementu a hemolytického
systému se pipetuje piislusné mnozstvi antigenu, komplementu a barbitalového

pufru.

e Do vSech jamek desticky se pipetuje 25ul barbitalového pufru v pracovnim

fedéni, kromé kontroly antigenu, komplementu a hemolytického systému.

e Do vyznacenych jamek se v titru 1:2 pipetuje 25ul kontrolnich sér.

e Do vyznacenych jamek se pipetuje 25ul vysetfovanych vzorkl sér, tim se ziska
fedéni 1:2.

4. Obsah kazdé jamky s vySetfovanym sérem se ditkladné promicha (3 krat nasatim do
pipety) a poté se pienese 25ul takto nafedéného séra ze sloupce 1 do sloupce 2. Tim se
dosahne fedéni 1:4, analogicky se pokracuje az do posledniho sloupce. Z jamek

V poslednim sloupci se odstrani 25l roztoku.

5. Do vSech jamek desticky kromé prvniho sloupce, kde jsou séra fedéna v titru 1:2,
ktery slouzi jako kontrola antikomplementarity, se pipetuje 25ul antigenu v pracovnim

fedéni.
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6. Do prvniho sloupce, kde jsou séra fedéna 1:2, se doplni 25ul barbitalového pufru

V pracovnim fedéni, ¢imz se celkovy objem vSech jamek desticky doplni na 50pul.

7. Do vSech jamek desticky, kromé antigenu, komplementu a hemolytického systému,

se pipetuje 50ul vychlazeného (+2 °C az +8 °C) komplementu v pracovnim fedéni.
8. Obsah jamek se dikladné promichd pomoci tiepacky 10 minut.

9. Inkubace 18 hodin pii teploté +2 °C az +8 °C ve vlhké komurce.

2. den

1. Pfipravi se hemolyticky systém smichanim 3% suspenze beranich erytrocytt se
stejnym objemem amboceptoru v pracovnim fedéni (vzdy pridavame hemolyzin do
krvinek). Senzibilizuje se ve vodni 1azni pti 37 °C po dobu 30 minut, kazdych 10 minut

se lehce promicha.

2. Do vSech jamek se davkuje 25ul hemolytického systému a dikladné se promicha (10

minut) na tiepacce.

3. Inkubace ve vlhéeném termostatu pii 37 °C po dobu 30 minut.

4. Po inkubaci se obsah jamek dikladné promichd pomoci tiepacky 10 minut.
5. Inkubace ve vlhéeném termostatu pii 37 °C po dobu 30 minut.

6. Inkubace 2 hodiny pfi teploté +2 °C az +8 °C ve vlhké komtirce.

7. Po Gplné sedimentaci krvinek se odecita vysledek.
(TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o. TOXO-CF-Ag-lyophil, ©2015)

5.1.5 Hodnoceni vysledku
Po probéhnuti reakce se hodnoti hemolyza ¢i sedimentace beranich erytrocyti

Vv jamkach s fedénymi vzorky.

Pozitivni reakce: u beranich erytrocytti nedoslo k hemolyze, ale k sedimentaci a jejich
nahromadéni na dné jamky, kde vytvoftily knoflikovity utvar. Ve vzorku jsou

Vv piislusném fedéni ptitomny protilatky proti Toxoplasma gondii v detekovatelné
hladiné.
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Negativni reakce: cely obsah jamky ma rovnomérné ¢ervenavou barvu, na dné€ jamky
neni knoflikovity utvar. Ve vzorku nejsou v pfislusném fedéni piitomny protilatky proti

Toxoplasma gondii v detekovatelné hlading.

Jako titr protilatek proti Toxoplasma gondii se uvadi nejvyssi fedéni vzorku, pii kterém
je KFR pozitivni.
(TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o. TOXO-CF-Ag-lyophil, ©2015)

5.2 Detekce protilatek metodou EIA

5.2.1 Uvod

Diagnostika onemocnéni je zaloZena na epidemiologické anamnéze, klinickém
obrazu a také na laboratornich testech. Pro rutinni diagnostiku neni dostupna piima
detekce parazita, vhodnou moznosti je sérologicky prikaz infekce. Za screeningovou
metodu je povazovana KFR, kterd stanovi celkové protilatky. Stanoveni jednotlivych
protilatek tfid IgA, IgE, IgM a IgG se provadi metodou ELISA, ptipadné konfirmacni

metodou imunoblot.

Pro stanoveni akutni toxoplasmo6zy maji vyznam protilatky tfid IgA, IgE a IgM.
Protilatky tfidy IgM jsou vysoce senzitivnim markerem. Tato tfida protilatek mtze
pretrvavat déle nez rok. Protilatky tfidy IgA mohou byt prokazany 6 az 9 mésict po
prodélané akutni infekci. Protilatky ttidy IgE jsou vysoce specificky marker. Tyto

protilatky pfetrvavaji v séru méné nez 6 mésici.

Maximalni hladina protilatek tfidy IgG v séru je dosahovana piil roku po zacatku
onemocnéni. Tyto protilatky mohou byt prokédzany mnoho let po prodélané infekci.
(TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o. EIA TOXOPLASMA IgA, ©2015;
TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o. EIA TOXOPLASMA IgM, ©2015;
TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o. EIA TOXOPLASMA IgG, ©2015)

5.2.2 Princip testu

IgM/IgA

Souprava umoziuje detekci specifickych protilatek proti Toxoplasma gondii tiidy
IgM/IgA ve vzorku metodou EIA, typ capture (tj. pevna faze s navdzanou zvifeci

protilatkou proti lidskym imunoglobuliniim tfidy IgM/IgA — protilatka z vySetfovaného

34



vzorku — tracer, tj. specificky antigen se znacenou protilatkou). Znacena protilatka je
my$i monoklonalni protilatka proti povrchovému proteinu p30 Toxoplasma gondii
konjugovana kienovou peroxidazou. Peroxiddzova aktivita se stanovuje pomoci
substratu s TMB, ktery zmodra v piipadé pozitivity. Cela reakce je ukoncena
zastavovacim roztokem. Dojde ke zmén€ modrého zabarveni na zluté. Intenzita zlutého
zabarveni se méti na fotometru (pii vinové délce 450 nm) a je imérna koncentraci
specifickych protilatek ptitomnych ve vzorku. (TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC
s.r.0. EIA TOXOPLASMA IgA, ©2015; TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o.
EIA TOXOPLASMA IgM, ©2015)

19G

Souprava umoziuje detekci specifickych protilatek tfidy IgG ve vzorku metodou
EIA, typ sandwich (tj. pevna faze s navazanym specifickym antigenem — protilatka
z vySetfovaného vzorku — znacena protilatka). Znacena protilatka (konjugat) je zvireci
imunoglobulinova frakce proti lidskému IgG konjugovana kienovou peroxidazou.
Peroxidazova aktivita se stanovuje pomoci substratu s TMB, ktery zmodra v ptipadé
pozitivity. Celé reakce je ukonena zastavovacim roztokem. Dojde ke zméné modrého
zabarveni na zluté. Intenzita Zlutého zabarveni se méti na fotometru (pfi vinové délce
450 nm) a je imérna koncentraci specifickych 1gG protilatek ptitomnych ve vzorku.

(TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o. EIA TOXOPLASMA IgG, ©2015)

5.2.3 Potiebné vybaveni

e Souprava s potfebnymi reagenciemi
e Jedno a vicekanalové pipety

e Spicky pro jednorazové pouziti

e Promyvaci zatizeni

e Stopky

e Termostat na37 °C

e Fotometr pro mikrotitra¢ni desticky
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(TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o. EIA TOXOPLASMA IgA, ©2015;
TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o. EIA TOXOPLASMA IgM, ©2015;
TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o. EIA TOXOPLASMA IgG, ©2015)

5.2.4 Pracovni postup

IgM/IgA

Vsechny reagencie se nechaji vytemperovat na laboratorni teplotu, pak se ditkkladné
promichaji. Pokud neni pouzité cela desticka, je vracena zpét do obalu se susidlem, kde
je hermeticky uzaviena a skladovana pii teploté +2 °C az +8 °C. Desticku je tieba

dasledné chranit pred vlhkosti.
1. Pracovni roztoky se natedi dle potieby.
2. Davkovani kontrol a fedénych vzorkl dle pracovniho schématu.
e Jamka Al zGstane prazdna (blank).
e Do 1 jamky se napipetuje 100ul Negativni kontroly.
e Do 2 jamek se napipetuje 100ul CUT-OFF.
e Do 1 jamky se napipetuje 100ul Pozitivni kontroly.
e Do zbyvajicich jamek se pipetuje 100ul vzorki v odpovidajicim fedéni.

3. Desticka se piekryje vickem a inkubuje se 60 minut pii 37 °C. Rekonstituuje se
Tracer.

4. Obsah jamek se odsaje a 5 krat se promyje pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
jsou plnény po horni okraj. Na zavér se dikladné vyklepne zbytek roztoku do savého

materialu.
5. Do vSech jamek kromé A1 se davkuje 100ul rekonstituovaného Traceru.
6. Desticka se ptekryje vickem a je inkubovéana 60 minut pii 37 °C.

7. Obsah jamek se odsaje a 5 krat se promyje pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
jsou plnény po horni okraj. Na zavér se dikladné vyklepne zbytek roztoku do savého

materialu.
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8. Do vSech jamek se davkuje 100ul jednoslozkového substratu TMB-Complete. Je

tteba dat pozor na znecisténi.
9. Desticka se piekryje vickem a je inkubovana 20 minut pii 37 °C v temnu.

10. Reakce se zastavi pfidanim 100ul Zastavovaciho roztoku ve stejném potadi a

intervalech jako byl davkovan substrat.

11. Na fotometru je pfi vinové délce 450nm méfena intenzita zbarveni roztokt

Vv jamkach proti blanku (jamka A1), a to do 30 minut po zastaveni reakce.
(TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o. EIA TOXOPLASMA IgA, ©2015;
TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.0. EIA TOXOPLASMA IgM, ©2015)

19G

Vsechny reagencie se nechaji vytemperovat na laboratorni teplotu, pak se dikladné
promichaji. Pokud neni pouzité cela desticka, je vracena zpét do obalu se susidlem, kde
je hermeticky uzaviena a skladovana pfi teploté +2 °C az +8 °C. Desticku je tieba

dasledné chranit pred vlhkosti.
1. Pracovni roztoky se natedi dle potieby.
2. Davkovani kontrol (kalibratorti) a fedénych vzorkt dle pracovniho schématu.
Semikvantitativni vyhodnoceni v indexu pozitivity (IP)

e Jamka Al zlstane prazdna (blank).

e Do 1 jamky se napipetuje 100ul Negativni kontroly (Kalibrator 1).

e Do 2 jamek se napipetuje 100ul CUT-OFF (Kalibrator 2).

e Do 1 jamky se napipetuje 100ul Pozitivni kontroly (Kalibrator 3).

e Do zbyvajicich jamek se pipetuje 100ul vzorkid v odpovidajicim fedéni.
Kvantitativni vyhodnoceni v jednotkach IU/ml

e Jamka Al zlstane prazdna (blank).

e Do I jamky se napipetuje 100ul Negativni kontroly (Kalibrator 1).
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e Do 2 jamek se napipetuje 100ul CUT-OFF (Kalibrator 2).

e Do 2 jamek se napipetuje 100l Pozitivni kontroly (Kalibrator 3).

e Do 2 jamek se napipetuje 100ul Kalibratoru 4.

e Do zbyvajicich jamek se pipetuje 100ul vzorkd v odpovidajicim fedéni.
3. Desticka se piekryje vickem a inkubuje se 60 minut pii 37 °C.

4. Obsah jamek se odsaje a 5 krat se promyje pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
jsou plnény po horni okraj. Na zavér se dikladné vyklepne zbytek roztoku do savého

materialu.
5. Do vsech jamek krom¢ A1 se davkuje 100u]l Konjugatu.
6. Desticka se piekryje vickem a je inkubovana 60 minut pii 37 °C.

7. Obsah jamek se odsaje a 5 krat se promyje pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
jsou plnény po horni okraj. Na zavér se diikladné vyklepne zbytek roztoku do savého

materialu.

8. Do vsech jamek se davkuje 100pl jednoslozkového substratu TMB-Complete. Je

tteba dat pozor na znecisténi.
9. Desticka se prekryje vickem a je inkubovana 20 minut pii 37 °C v temnu.

10. Reakce se zastavi pfidanim 100ul Zastavovaciho roztoku ve stejném potadi a

intervalech jako byl davkovan substrat.

11. Na fotometru je pfi vinové délce 450nm métena intenzita zbarveni roztoki
Vv jamkach proti blanku (jamka A1), a to do 30 minut po zastaveni reakce.

(TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o. EIA TOXOPLASMA IgG, ©2015)

5.2.5 Hodnoceni vysledkiu

IgM/IgA

Pocita se index pozitivity, kdy absorbance testovan¢ho vzorku se d€li primérnou
absorbanci CUT-OFF nameétenou v téze sérii vySetieni. Pokud je index pozitivity mensi

nez 0,9, je vysledek negativni. Pokud je index pozitivity v rozmezi mezi 0,9 az 1,1, je
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vysledek hrani¢ni. A pokud je index pozitivity vyssi nez 1,1, je vysledek pozitivni.
Vysetieni hrani¢nich vzorkl je tteba opakovat v novém odbéru za 2 az 6 tydnii

s ohledem na specifika daného onemocnéni. (TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC
s.r.o0. EIA TOXOPLASMA IgA, ©2015; TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o.
EIA TOXOPLASMA IgM, ©2015)

109G
Vypocet Indexu pozitivity (IP)

Pocita se index pozitivity, kdy absorbance testovaného vzorku se déli primérnou
absorbanci CUT-OFF nameétenou v téze sérii vySeteni. Pokud je index pozitivity mensi
nez 0,9, je vysledek negativni. Pokud je index pozitivity v rozmezi mezi 0,9 az 1,1, je
vysledek hrani¢ni. A pokud je index pozitivity vyssi nez 1,1, je vysledek pozitivni.
Vysetieni hrani¢nich vzorkl je tteba opakovat v novém odbéru za 2 az 6 tydnii
s ohledem na specifika daného onemocnéni. (TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC
s.r.0. EIA TOXOPLASMA IgG, ©2015)

Kvantitativni vyhodnoceni v mezinarodnich jednotkach (IU/ml)

Sestroji se kalibra¢ni kiivka, kdy na ose X jsou koncentrace kalibratort v IlU/ml a na
ose Y jsou odpovidajici absorbance. Propojenim jednotlivych bod se vytvofii kalibra¢ni
kiivka. Hladina protilatek ve vzorcich se stanovi odectenim téchto hodnot z kalibracni

kiivky.

Pokud je hladina protilatek ve vzorku vyssi nez 240 1U/ml, vzorek se ve dvou

krocich natedi a test se zopakuje.

Pokud je hladina protilatek mensi nez 5,4 IU/ml, je vysledek negativni. Pokud je
hladina protilatek v rozmezi mezi 5,4 [U/ml az 6,6 IU/ml, je vysledek hrani¢ni. A pokud
je hladina protilatek vyssi nez 6,6 IU/ml, je vysledek pozitivni. VySetieni hranic¢nich
vzorkl je tieba opakovat v novém odbéru za 2 az 6 tydnt s ohledem na specifika
daného onemocnéni.

(TESTLINE CLINICAL DIAGNOSTIC s.r.o. EIA TOXOPLASMA IgG, ©2015)
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6 VLASTNI VYSLEDKY

Vysledky pouzité pro nasledujici vyhodnoceni jsou za roky 2016 a 2017. Tyto udaje
byly zjistény ve FN Plzen na odd¢leni mikrobiologie.

6.1 Pozitivni a negativni vysledky dle KFR pro muze a Zeny za rok

2016

V roce 2016 bylo metodou KFR vysetieno celkem 794 pacientt. Z toho bylo 290

muza a 504 Zen.

Z 290 testovanych muzl bylo zjisténo 114 pozitivnich vysledki (39,31 %). Zbylych
176 mélo negativni vysledky (60,69 %).

Graf 1: Vysledky muzi dle KFR za rok 2016

Vysledky muzii dle KFR za rok 2016

pozitivni

M negativni

Zdroj: Vysledky FN Plzen
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Z 504 testovanych Zen bylo zjisténo 238 pozitivnich vysledki (47,22 %). Ostatnich
266 vysledkl bylo negativnich (52,78 %).

Graf 2: Vysledky Zen dle KFR za rok 2016

Vysledky Zen dle KFR za rok 2016

47,22 % pozitivni

M negativni

Zdroj: Vysledky FN Plzen

6.2 Pozitivni vysledky dle KFR a sou¢asné metodou EIA, tfida IgG

pro muze a Zeny za rok 2016

Pozitivni vysledky dle metody KFR, které jsou zaroven pozitivni 1 ve tidé

imunoglobulinii G jsou 100 % pozitivni vysledky.

Z celkového poctu 290 muza bylo metodou KFR za rok 2016 prokazano 114
pozitivnich vysledki. Z toho bylo soucasné 66 vysledkl pozitivnich i metodou EIA,
tiida IgG (22,76 %). 48 muzi bylo pozitivnich jen v KFR (16,55 %) a ostatni muzi byli
negativni, jak uvadim v grafu 1 (60,69 %).

Graf 3: Pozitivita v KFR i 1gG za rok 2016 — muzi

Pozitivita v KFR i IgG za rok 2016 — muzi

pozitivni v KFR i 1gG
pozitivni jen v KFR

M negativni

Zdroj: Vysledky FN Plzen
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Metodou KFR bylo za rok 2016 z celkového poctu 504 Zen zjisténo 238 pozitivnich
vysledktl. Z toho bylo soucasné 112 vysledkl pozitivnich i metodou EIA, ttida IgG
(22,22 %). 126 Zen bylo pozitivnich jen v KFR (25,00 %). Ostatnich 266 vysledk, jak
uvadim v grafu 2, bylo negativnich (52,78 %).

Graf 4: Pozitivita v KFR i 1gG za rok 2016 — Zeny

Pozitivita v KFR i IgG za rok 2016 — Zeny

pozitivni v KFR i 1gG
pozitivni jen v KFR

M negativni

Zdroj: Vysledky FN Plzen

6.3 Pozitivni vysledky metodou EIA, tiida IgM nebo IgA pro muze a
Zeny za rok 2016

Za rok 2016 bylo na ptitomnost protilatek tfidy IgM 1 IgA vysSetieno 183 muzi.
Z toho pozitivnich bylo 8 vysledki (4,37 %) a negativnich vysledkd bylo 175 (95,63
%).

Graf 5: Pozitivita IgM nebo IgA za rok 2016 — muZzi

Pozitivita IgM nebo IgA za rok 2016 —
muzi

4,37 %

pozitivni

M negativni

Zdroj: Vysledky FN Plzen
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Za rok 2016 bylo na ptitomnost protilatek tiidy IgM i IgA vySetieno 244 zen. Z toho
pozitivnich bylo 37 vysledkt (15,16 %) a negativnich vysledkd bylo 207 (84,84 %).

Graf 6: Pozitivita IgM nebo IgA za rok 2016 — Zeny

Pozitivita IgM nebo IgA za rok 2016 —
zeny

15,16 %

pozitivni

M negativni

Zdroj: Vysledky FN Plzen

6.4 Pozitivni a negativni vysledky dle KFR pro muze a Zeny za rok

2017

V roce 2017 bylo metodou KFR vysetieno celkem 982 pacientt. Z toho bylo 349

muzu a 633 Zen.

Z 349 testovanych muzl bylo zjisténo 143 pozitivnich vysledki (40,97 %). Zbylych
206 m¢lo negativni vysledky (59,03 %).

Graf 7: Vysledky muzi dle KFR za rok 2017

Vysledky muzti dle KFR za rok 2017

pozitivni

M negativni

Zdroj: Vysledky FN Plzen
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Z 633 testovanych Zen bylo zjisténo 292 pozitivnich vysledki (46,13 %). Ostatnich
341 vysledki bylo negativnich (53,87 %).

Graf 8: Vysledky Zen dle KFR za rok 2017

Vysledky Zzen dle KFR za rok 2017

pozitivni

M negativni

Zdroj: Vysledky FN Plzen

6.5 Pozitivni vysledky dle KFR a souc¢asné metodou EIA, tfida 1gG

pro muZe a Zeny za rok 2017

Z celkového poctu 349 muzl bylo metodou KFR za rok 2017 prokézéano 143
pozitivnich vysledkil. Z toho bylo soucasné 69 vysledki pozitivnich i metodou EIA,
tiida IgG (19,77 %). 74 muzu bylo pozitivnich jen v KFR (21,20 %). Zbylych 206 muzi

m¢élo negativni vysledky, coz je uvedeno v grafu 7 (59,03 %).

Graf 9: Pozitivita v KFR i 1gG za rok 2017 — muzi

Pozitivita v KFR i IgG za rok 2017 — muzi

pozitivni v KFR i IgG
pozitivni jen v KFR

M negativni

Zdroj: Vysledky FN Plzen
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Metodou KFR bylo za rok 2017 z celkového poctu 633 Zen zjisténo 292 pozitivnich
vysledki. Z toho bylo soucasn¢ 120 vysledki pozitivnich i metodou EIA, tfida IgG
(18,96 %). 172 Zen bylo pozitivnich jen v KFR (27,17 %). Ostatnich 341 vysledkt bylo
negativnich, jak je uvedeno v grafu 8 (53,87 %).

Graf 10: Pozitivita v KFR i 1gG za rok 2017 — Zeny

Pozitivita v KFR i IgG za rok 2017 — Zeny

pozitivni v KFR i IgG
pozitivni jen v KFR

M negativni

Zdroj: Vysledky FN Plzen

6.6 Pozitivni vysledky metodou EIA, trida IgM nebo IgA pro muze a
Zeny za rok 2017

Za rok 2017 bylo na piitomnost protilatek tiidy IgM i IgA vySetieno 205 muzu.
Z toho pozitivnich bylo 9 vysledkt (4,39 %) a negativnich vysledki bylo 196

(95,61 %).

Graf 11: Pozitivita IgM nebo IgA za rok 2017 — muZzi

Pozitivita IgM nebo IgA za rok 2017 —
muzi

4,39 %

pozitivni

M negativni

Zdroj: Vysledky FN Plzen
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Za rok 2017 bylo na ptitomnost protilatek tfidy IgM i IgA vySetfeno 288 Zen. Z toho
pozitivnich bylo 34 vysledku (11,81 %) a negativnich vysledki bylo 254 (88,19 %).

Graf 12: Pozitivita IgM nebo IgA za rok 2017 — Zeny

Pozitivita IgM nebo IgA za rok 2017 -
zeny

11,81 %

pozitivni

M negativni

Zdroj: Vysledky FN Plzen
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7 DISKUZE

Jednim z cilii mé bakalatské prace bylo popsat problematiku toxoplasmoézy a popsat
laboratorni diagnostiku. V teoretické ¢asti byla popsana historie, etiologie a
epidemiologie, déale pak klinicky obraz a riizna stadia toxoplasmoézy. Cast textu je
vénovana 1é¢be a prevenci. Déle byla popsana laboratorni diagnostika S podrobnym
popisem metod, které se k diagnostice toxoplasmoézy vyuzivaji. Zakladni metody,

kterymi jsou KFR a EIA, jsou podrobnéji rozepsané v praktické ¢asti.

Dalsim z cilt mé prace bylo zpracovat a porovnat vysledky pacienti za rok 2016 a
2017. Vysledky byly mé&feny metodami KFR a EIA. Vysledky, které jsem v praktické

¢asti vyuzil, jsou ziskany z FN Plzeii, oddéleni mikrobiologie.

V roce 2016 bylo vySetieno celkem 794 pacientl. Z toho bylo 290 muzii a 504 Zen.
Z 290 muzu jich 114 mélo metodou KFR pozitivni vysledek, 66 jich bylo zaroven
pozitivnich i metodou EIA IgG. Z 504 vySetfenych zen nastala pozitivita metodou KFR
ve 238 piipadech. Soucasné bylo 112 pozitivnich vysledki i metodou EIA IgG.

Metodou EIA 1gM nebo IgA bylo v roce 2016 vysetieno 183 muzt. Pouze 8
vysledkii vyslo pozitivné. Zen bylo vysetieno 244. Pozitivnich vysledki bylo 37.

V roce 2016 bylo vySetieno o 214 Zen vice neZ muzi. U muzu bylo metodou KFR
pozitivnich zhruba 40 % vysledkd, zatimco u Zen téméf jedna polovina (47 %).
Metodou KFR a zaroven EIA IgG vysly procentualné témét shodné vysledky pro muze
1 zeny. Metodou EIA IgM nebo IgA vyslo vice pozitivnich Zen.

V roce 2017 bylo vysetfeno 982 pacientd. Z toho bylo 349 muzt a 633 Zen. Z 349
vySetiovanych muzi jich 143 mélo metodou KFR pozitivni vysledek. Zaroven 69 jich
mélo pozitivni vysledek i metodou EIA IgG. Z 633 Zen jich pozitivni vysledek metodou
KFR mélo 292. Soucasné jich 120 bylo pozitivnich i metodou EIA IgG.

Metodou EIA 1gM nebo IgA bylo v roce 2017 vysetifeno 205 muzu, z nichz bylo 9

pozitivnich. Zen bylo touto metodou vysetieno 288. Pozitivnich vysledki bylo 34.

V roce 2017 bylo vySetfeno vice Zen neZ muzil a to presné o 284 zen. U muzil bylo
metodou KFR pozitivnich témét 41 %, zatimco u zen 46 %. Metodou KFR a zaroven
EIA IgG vyslo o necelé jedno procento vice pozitivnich muzl nez zen. Metodou EIA
IgM nebo IgA vyslo vice pozitivnich zen.
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KdyzZ porovnadm rok 2016 a 2017, tak v roce 2017 bylo o n¢kolik set vice
vySetfenych pacientd. Pozitivni vysledky se metodou KFR u muzii oproti roku 2016
zvysily o 1,66 %, zatimco u Zen se touto metodou pozitivni vysledky oproti roku 2016 o
1,09 % snizily. V roce 2016 bylo 0 2,99 % vice muzl pozitivnich metodou KFR a
zaroven EIA IgG. U Zen bylo metodou KFR a zaroven EIA IgG v roce 2016 o0 3,26 %
vice pozitivnich vysledkti. Metodou EIA IgM nebo IgA bylo u muzti v roce 2016 a
2017 témét shodnd pozitivita, zatimco u Zen se vysledky ziskané touto metodou oproti

roku 2016 snizily o 3,35 %.

Vysledky z roku 2016 a 2017 ukazuji, ze vice vySetfenych pacientl je Zenského
pohlavi. Také je vidét, Ze vice pozitivnich vysledki je u Zen. Ale pfi srovnani let 2016 a

2017 velké rozdily mezi vysledky ziskanymi riznymi metodami nejsou.

Vyssi pocet vySetfovanych zen na tomto pracovisti je historicky dany. Od roku 1980
se zde zacal zavadét prenatalni screening a vySetieni Zeny v nékterych letech az 10x
pfevySovaly pocet vySetfenych muzi. Vzhledem k nepovinnému vySetfovani t¢hotnych
zen v Ceské republice tento zavedeny systém upada a podty vysetfenych vzorkd u obou

pohlavi se srovnavaji.

Co se tyka procenta pozitivnich vzorkt, oblast Plzeniska zapada do celostatniho
praméru. Pro CR se uvadi piitomnost protilatek u 25 — 40 % populace. Hodnoty se
mohou v jednotlivych krajich a letech samoziejmé lisit. Abychom je mohli srovnavat,
potiebovali bychom znat vysledky za delsi casové obdobi. Na tomto misté je tfeba
pfipomenout jeste jednu véc: jako pozitivni vysledky jsou v praci uvedeny vSechny
piipady, u kterych byl zjistén jakykoliv titr protilatek v KFR. To ale nesouvisi s poc¢tem
akutnich ptipadd toxoplasmoézy. Vzorky jsou sice pozitivni, ale ve vétSiné pripadi nam
vysledky fikaji, zZe se pacient s onemocnénim setkal v minulosti. Za akutni zji§téné
onemocnéni jsou povazovany pouze ty ptipady, kdy sérum vykazuje vysoké titry
protilatek v KFR a pozitivitu u specifickych imunoglobulinti IgM a IgA. Konecné

rozhodnuti, jedna-li se opravdu o onemocnéni, uzavira az osetiujici 1ékar.

Kdybychom chtéli srovnavat vysledky s daty z minulosti, bylo by to velmi obtizné.
Kdyz se zjist'ovalo procento populace s protilatkami, provadélo se to v rdmci tzv.
sérologickych ptehledd, v jejichz ramci byla vySetfena na pfitomnost protilatek zdrava
¢eska populace. Tyto ptehledy se jiz neprovadéji a tak nemame zadny reprezentativni

vzorek. NaSe data obsahuji prevazné lidi, u kterych je podezieni na toxoplazmdzu, to
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znamena nemocné lidi. Zdravou populaci tvoii jiz pouze maly pocet vySetienych

téhotnych Zen.

U vyse zminénych sérologickych piehledl byla reakei prvni volby KFR.
V poslednich letech ale viechny laboratofe v CR maji problém s jeji vysokou citlivosti a
tim jsou dané mozné fale$né pozitivni vysledky. To vedlo k tomu, Zze vysledky
pozitivity protilatek u lidi metodou KFR v praci uvadim, ale redlnéjsi pocet pozitivnich
vzorkl (s jakymikoliv protilatkami) je ten, kdy je u téchto pacientli soucasna pozitivita i

u imunoglobulinii IgG.
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8 ZAVER

V bakalatské praci jsem se pokusil objasnit téma toxoplasmozy od historie az po
soucasnost. Toxoplasmoézu zpisobuje celosveétove rozsifeny stievni parazit Toxoplasma
gondii. Jeji diagnostika a zejména pak spravna interpretace vysledku je specifickou
problematikou, ktera vyzaduje patficnou zkusenost. V diagnostice toxoplasmozy
existuje velké mnozstvi atypickych laboratornich nalezii a klinickych prab¢eht, které

jsem ve své praci popsal.

Nezbytna pro 1é¢bu je klinicka a laboratorni spoluprace. Pfesna laboratorni
diagnostika tohoto onemocnéni je pro spravnou a adekvatni 1é¢bu zasadni. Radu let je
laboratorni diagnostika tohoto onemocnéni v Ceské republice v podstaté stejna, kdy

stézejnimi testy jsou KFR a EIA.

Ze zpracovanych vysledki v praktické ¢asti je patrné, ze vice vysetienych osob je
zenského pohlavi, coZ je zpuisobeno i testovanim téhotnych zen, které spadaji do

rizikové skupiny onemocnéni toxoplasmozou.

Problematika toxoplasmdzy je dnes velmi dobte popsana. Také laboratorni
vySetieni nabizi pfesné a spolehlivé vysledky. Ale i pies to je jesté fada otazek ohledné
této problematiky otevienych. Véfim, ze v pribehu let budou poznatky stale

doplilovany novymi fakty.
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SEZNAM ZKRATEK

HIV — Human Immunodeficiency Virus

AIDS — Acquired Immune Deficiency Syndrome
CNS — Centralni nervova soustava

Ig — Imunoglobulin

ELISA — Enzyme-linked Immunosorbent Assay
ISAGA — Immunosorbent Agglutination Assay
EIA — Enzyme Immunoassay

KFR — Komplement fixa¢ni reakce

CT — Computed tomography

PCR — Polymerase Chain Reaction

DNA — Deoxyribonucleic Acid

EDTA — Kyselina ethylendiamintetraoctova

ml — Mililitr

um — Mikrometr

ug — Mikrogram

ul — Mikrolitr

nm — Nanometr

TMB — Tetramethylbenzidine

FN Plzen — Fakultni nemocnice Plzen
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Priloha 1: ELISA desticka

Zdroj: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a9/ELISA.jpg



Piiloha 2: Komplement fixa¢ni reakce
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Priloha 3: Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen
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Martin Bezdék

Student oboru Zdravotni laborant

Fakulta zdravotnickych studii, Katedra zachranérstvi, diagnostickych obort a verejného zdravotnictvi

Zapadoceska univerzita v Plzni

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zakladé Vasi 2adosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro osetfovatelskou pééi FN Plzen udéluji
souhlas se sbé&rem a zpracovanim anonymizovanych dat a vysledkl laboratornich metod,
pouzivanych v Ustavu mikrobiologie (MIKRO) FN Pizer. Tento souhlas je vydavan, pii spinéni nize
uvedenych podminek, v souvislosti s vypracovani Vasi bakalarské prace s ndzvem ,Toxoplasméza“.

Podminky, za kterych Vam bude umoznéna realizace Vaseho Setfeni ve FN Plzer:

Vrchni zdravotni laborantka MIKRO souhlasi s Vasim postupem.

Osobné povedete svoje Setfeni.
Vase $etfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérmic

FN Pizen, ochrany dat pacienti a dodrzovani Hygienického planu FN Pizen. Vase Setrfeni
bude provedeno za dodrZeni vsech legislativnich norem, zejména s ohledem na

platnost zékona €. 372/2011 Sb., o zdravotnich sluzbach a podminkach jejich poskytovani,

v platném znéni.
Udaje ze zdravotnické dokumentace pacientl, které budou uvedeny ve Va$i bakalafské praci,

musi byt anonymizovany.
Sbér informaci budete provadét v dobé Vasi, Skolou schvalené, odborné praxe a pod pfimym

vedenim opravnéného zdravotnického pracovnika, kterym je RNDr. Karel Fajfriik Ph. D.,
prednosta MIKRO FN Pizen.

Po zpracovani Vami zjisténych Gdajl poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice ¢i organizaénimu
celku FN Plzer zavéry Vaseho Setieni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zajem a
budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledkii Vaseho Setfeni na vzdélavacich akcich

poradanych FN Pizeri.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovniki s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami naru$ovala pinéni pracovnich povinnosti zaméstnanct. Spoluprace zameéstnanct

FN Plzef na Vasem $etieni je dobrovolna.

Preji Vam hodné Gspéchu pii studiu.

Mgr. Bc. Svétiuse Chabrovd
manaZerka pro vzdélavani a vyuku NELZP
zastupkyné ndméstkyné pro os. péci

Utvar néméstkyné pro os. pééi FN Plzeri

tel.. 377
e-mail:

103 204, 377 402 207

chabrovas@fnpizen.cz
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