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ABSTRAKT

Tématem bakalaiské prace je toxoplazmoéza u t€hotnych zen a metody jeji laboratorni
diagnostiky. Bakalafska prace shrnuje dosavadni ziskané poznatky o prvoku Toxoplasma
gondii (dale jen T. gondii) z kmene Apicomplexa, ktery zplisobuje onemocnéni zvané
toxoplazmoza, patiici mezi nejéastéjsi zoonézy v CR i ve svété. V teoretické ¢asti prace
je uvedena historie objevu 7. gondii, zivotni cyklus zahrnujici pohlavni i nepohlavni fazi
prvoka a mechanismus ptsobeni v téle hostitele. Jsou zde popsany zdroje nakazy, kterymi
se miize ¢loveék infikovat a prevence pied nimi. Déle je zde uveden pribéh onemocnéni
a piima i nepiima laboratorni diagnostika 7. gondii. V neposledni fad¢ jsou probrany

moznosti 1écby nemoci.

V praktické Casti je podrobné popsan postup stanoveni screeningové metody KFR
pro stanoveni celkovych protilatek proti 7. gondii a postup dopliuyjicich metod EIA
pro urceni presné tfidy imunoglobulint spole¢né s aviditou IgG. Dale je zde statistické
zhodnoceni poctu vySetieni a vysledki metody KFR provedené ve FN Plzen v letech 2011
az 2021.

Ze zpracovanych dat bylo zjisténo, ze pocet stanoveni na celkové protilatky proti
T. gondii metodou KFR se dlouhodob¢ snizuje, 1 kdyz pocet pozitivnich vysledkli neni
vyrazn¢ snizen. Pocet vysledki s vysokym titrem u téhotnych Zen se vroce 2021
vyznamné snizil. Je tedy mozné, Ze k onemocnéni dochéazi diive nez ve fertilnim véku,

a tim nedochazi k ohroZeni plodu.

Klic¢ova slova

Toxoplazméza; Toxoplasma gondii; zoonoza; prvok; hostitel; komplement fixacni

reakce; ELISA; imunoglobuliny



ABSTRACT

The topic of the bachelor thesis is toxoplasmosis in pregnant women and methods of its
laboratory diagnostics. The bachelor thesis summarizes the existing knowledge about
the protozoan Toxoplasma gondii (hereinafter referred to as T. gondii) from
the Apicomplexa strain, which causes a disease called toxoplasmosis, one of the most
common zoonoses in the Czech Republic and the world. The theoretical part of the thesis
presents the history of the discovery of T. gondii, the life cycle involving the sexual and
asexual phases of the protozoan and the mechanism of action in the host's body.
It describes the sources of infection through which a person can become infected
and prevention from them. In addition, the course of the disease and direct and indirect
laboratory diagnosis of T. gondii are presented here. Finally, the possibilities of treating

the disease are discussed.

The practical part describes in detail the procedure for the determination of the KFR
screening method for the determination of total antibodies to T. gondii and the procedure
of additional EIA methods for determining the exact class of immunoglobulins together
with the IgG avidity. There is also a statistical evaluation of the number of examinations

and results of the KFR method performed at the FN Plzen between 2011 and 2021.

From the processed data, it was found that the number of determinations for total
antibodies against T. gondii by the KFR method decreases over the long term, although
the number of positive results is not significantly reduced. The number of results with
a high titre in pregnant women decreased significantly in 2021. It is therefore possible
that the disease occurs earlier than in the childbearing age, and thus there is no threat

to the fetus.

Keywords

Toxoplasmosis; Toxoplasma gondii; zoonosis; protozoa; host; complement

fixation reaction; ELISA; immunoglobulins
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1 UVOD

Toxoplazméza je onemocnéni, které vétSina z nas pravdépodobné m4, ale viibec o tom
nevi. Patii totiZ mezi nejcastéjs$i své€tové zoondzy. Onemocnéni toxoplazmozou ovsem
vétsina nakazenych lidi ani nepostfehne, jelikoz se vyskytuje v latentni form¢ a jinak
zdravym lidem nezptisobuje zadné komplikace. Problém miize nastat, pokud se k nédkaze
toxoplazmozou piida jiné onemocnéni zpiisobujici poskozeni a nedostate¢nost naseho
imunitniho systému. Druhou komplikaci mize byt, pokud k ndkaze dojde v prabéhu

téhotenstvi, jelikoZ onemocnéni miize zasahnout plod a tim zapficinit jeho vyvojové vady.

Druhym z téchto problému se zabyva tato bakalafska prace. Stanoveni toxoplazmozy
totiZ nepatii mezi povinnd screeningova vysetieni béhem téhotenstvi, a proto se mnozstvi

vySetieni 1i8i v zavislosti na indikaci tohoto vySetfeni Iékafem.

Téma bakalaiské prace me zajimalo, jelikoz se blizkému ¢lenovi z mé rodiny narodilo
postizené dit¢ z neznamého ditvodu a pozdéji u jeho matky byla prokdzana nakaza

toxoplazmozou v latentni formé.
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2 CILE PRACE

Cilem teoretické casti prace je shrnuti a rozbor poznatkli o nebezpecnosti nadkazy
toxoplazmozou se zaméfenim na rizika spojend s pribéhem onemocnéni v t€hotenstvi,

vcetn€ zvladnuti a popisu laboratorni diagnostiky tohoto onemocnéni.

Cilem praktické ¢asti je statistické zpracovani vysledka z let 2011 az 2021 v laboratofi

FN Plzen ziskanych metodou KFR.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Toxoplasma gondii

Plvodcem celosvétového onemocnéni toxoplazmézy je obligatné intracelularni
vicehostitelsky prvok Toxoplasma gondii, ktery muze infikovat jak ¢loveka, tak témér

vSechna teplokrevna zvirata [1; 2].

Jde o dvouhostitelskou kokcidii, ktera ma zfetelnou tendenci vytvaret extraintestinalni
stadia. Konecnym hostitelem jsou kockovité Selmy a mezihostitelem jsou teplokrevni
obratlovci. Mezi jeji vyvojova stadia, kterd infikuji cloveka, patfi: tachyzoit, bradyzoit
a sporozoit. T. gondii se vyskytuje ve vice sérotypech, které se 1isi svoji virulenci.
V Evropé a Severni Americe se nachazi sérologicky typ II., ktery je méné virulentni.
Toxoplazméza je povazovana za nejCastéjSi lidskou zoondzu a parazitarni infekci.
Celosvétove se odhaduje, ze jedna tietina populace ma pozitivni protilatky proti 7. gondii

[3; 4; 5; 6].

Toxoplazméza u Clovéka muze byt bud’ vrozend, nebo ziskana. Pii ziskané ndkaze
vétSinou probiha inaparentné, pokud se nejedné o imunologicky oslabenou osobu. V tom
piipadé probihd jako generalizovana infekce. U vrozené nadkazy dochazi k malformacim,

nebo az k umrti plodu [4]

3.1.1 Objev

Tento parazit byl objeven roku 1908 u severoafrického hlodavce gundiho saharského

pany Charlesem Nicollem a Louisem Herbertem Manceauxem v Tunisku [1; 7].

Az vroce 1923 bylo zjisténo nepfiznivé pisobeni tohoto prvoka na clovéka.
Za objevem stal prazsky oftalmolog Josef Jankl, ktery vySetfoval jedenactimési¢niho
chlapce trpicim hydrocefalem, mikroftalmem a degenerativnimi lozisky v okoli zluté

skvrny. U pacienta byl pfesvéd€en o parazitdrnim ptvodu téchto problémi [7].
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Parazit byl brzy identifikovan jako plvodce kongenitalnich infekei. Jeho role
vyznamného patogenu u pacienti nakazenych HIV a pacientl s transplantovanymi
organy byla rozpoznana pozdéji. Co pfesné parazit Clovéku zplisobuje, a jak se mnozi,
bylo ov§em objeveno az v 60. letech 20. stoleti, a to védci naptic¢ Evropou a Amerikou [1;

2;7].

V této dobé byl prvok zatazen do podtiidy kokcidii kmene Apicomplexa. Také byla
popsana infek¢nost tfi parazitickych stadii: tachyzoit, cysta a oocysty. Dllezitost infekce
toxoplazmozou byla uznana az v poloviné 70. let minulého stoleti a jeji reaktivace byla
Siroce zkoumana imunology. V tomto stoleti doslo diky prilomu v genotypizaci a zvySeni

poctu terénnich studii ke zméné pochopeni fylogenetické evoluce 7. gondii. [2]

3.2 Zivotni cyklus

3.2.1 Nepohlavni faze

Nepohlavni faze probiha, jak v téle mezihostitele, tak v téle definitivniho hostitele

a nazyvame ji schizogonie. MliZe tedy nastat jak u lidi, tak i u kocek [1; 7].

Jde o vegetativni toxoplazmovou formu neboli tachyzoit, kterd se rychle replikuje
uvnitt jakékoliv buiiky a rychle se §ifi po celém téle. V mikroskopu lze tuto formu
rozeznat dle typického rohlickovitého tvaru, ktery dal taktéz ndzev samotnému prvoku,
jelikoz v fectin€ se oblouk i luk nazyva toxon. Jadro lezi ve stfedu bunky. Jeden konec

,luku® je zaobleny a druhy zahroceny [1; 2; 7]

Nepohlavni déleni probiha procesem, kdy se jadro buniky rozd¢li tak, ze vzniknou dvé
buiky dcefiné a matetské buiika se na konci déleni rozpadne. Tento zplisob se oznacuje
jako endodyogonie. Jde o takzvany endodyogonicky typ mnozZeni. Mlize nastat situace,
kdy z jedné matetské buiiky vznikne vice bun¢k nez dvé dcetiné buiky, takovy stav se

nazyva endodyopolygonicky typ [1].
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Uvnitt skupiny mitochondrii hostitelské bunky se nachdzi pseudocysta, coz je
skupinova forma trofozoit. V této akutni infekéni fazi se parazit déli. Déleni v takové
formé¢ trva pouze nékolik hodin a tkan v okoli déliciho procesu se zanétlivé zmeéni. Pocet
vzniklych tachyzoitli v pseudocysté ¢ini okolo 32 jedinct, kteii se posléze dostanou

do okoli hostitelské bunky, u které je jesté patrné jadro s nepravidelnym tvarem [1].

Jednim z cil toxoplazmy je dostat se do makrofagi, a to procesem aktivni penetrace
a fagocytozy. Na membranu buniky se tachyzoit navaze pomoci svého zahroceného konce,
¢imz ji rozrusi a dostava se do bunky amébovym zpiisobem. Pomoci vapniku ziskan¢ho
z cytoplazmy 7. gondii a ulozeného v mitochondriich, acidokalcisomech, i ER hostitelské

buiiky se reguluje invaze a unik z bunky [1].

Jestlize dojde k tuhynu hostitele, tato forma 7. gondii vydrzi na Zivu maximaln¢ 2 az 3
dny a poté dochazi k jejimu vyschnuti. Klidova forma asexuélniho dé€leni, ktera dokaze
ptezit v horSich podminkéch, se oznacuje jako tkanova cysta nebo také zoitocysta. Nema
tvar luku, ale je naopak kulovitého tvaru dosahujiciho velikosti az 300 um. Po nakaze
toxoplazmozou se tkanové cysty tvoti jiz za 7 az 10 dni a u vétSiny hostiteld pretrvavaji

v téle po cely zivot, a to predevsim ve svalech a mozku. [1; 2].

Parazit je chrdnén proti stresovym faktorim, mechanickému poskozeni i plisobeni
kyselin v téle hostitele. Na svém povrchu ma totiz odolnou elastickou vicevrstvou
membranu. Jadro hostitelské bunky neni u zoitocysty viditelné a nevaze se ani na jeji

membranu, ¢i ER. Obsahuje bradyzoity, kterych muze byt az nékolik tisic [1].

Po poziti nedostatecné tepelné upraveného masa se dostavaji tkanové cysty do téla
¢lovéka a pfi prichodu trdvicim traktem praskaji a soucasné se uvoliuji bradyzoity. Ty
infikuji sttevni epitel hostitele a opét se zacinaji diferencovat do stadia tachyzoitt. Jestlize
dojde k této pfeméné béhem te€hotenstvi, parazit umi projit pies placentu a infikovat plod.
Tyto tkanové formy nejsou schopny prezit zahtati na +67 °C a zmrazeni na -14 °C po dobu
pusobeni 3 hodin. Diky jejich odolnosti viici kyselému pepsinu obsazeného v zaludku je
umoznén jejich pienos pozitim. Tkanové cysty si dokazou udrzet svou vitalitu po dlouhou

dobu, a to i mimo hostitelské télo [1; 2].
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3.2.2 Pohlavni faze

Pohlavni fazi mizeme také oznacit jako gametogonie. Tento proces probiha pouze
u kone¢ného hostitele, kterym jsou kockovité Selmy. Jde o fazi, pfi které vznikaji gamety.
Cyklus zalind pozfenim cyst pfitomnych v tkanich mezihostitele. Sténa cysty je
rozru$ena zalude¢nimi enzymy a bradyzoity se dostavaji do stfeva definitivniho hostitele.
Samoomezujici pofet mnozeni probiha v erytrocytech ulozenych ve stfevnich klcich

predevsim ilea [1; 2; 7]

Vzniklé ovoidni makrogametocyty jsou slozeny z méchyikovitého jadra s jadérkem.
Mikrogamety maji tii biCiky, z nichz jeden je zakrn€ly. Mikrogamety se vytvaieji
v kulovitych mikrogametocytech, kde se jich dokaze vyskytnout 10 az 32 [1].

Makrogamety, které jsou v hostitelské buiice, se s celou buiikou dostavaji do stieva
hostitele, kde se vyskytuji mikrogamety, které se uvolnily z parazitoforni vakuoly.
Mikrogamety prostupuji do hostitelské bunky bunéénou membranou a oplodiuji
makrogamety. To vSe se déje dfive, nez vznikne sténa oocysty. Po oplodnéni se dostavaji
oocysty rozruSenim bunky z enterocytd stfeva do vnéjSiho prostiedi koci¢im trusem.
Nevysporulované oocysty se zacinaji vylucovat 3. az 7. den po pozieni tkanovych cyst
a vylu¢ovani muze trvat az 20 dni. Koc¢ky dokdzou vyloucit béhem této doby az 100
miliont oocyst ve vykalech. Béhem této doby mohou infikovat velké mnozstvi hostiteli.
Témi jsou prakticky vSichni teplokrevni Zivocichové, kteti poziji infikovanou potravu

nebo vodu. Oocysty mohou infikovat samotné kocky ovSem s mensi u¢innosti [1; 2].

Sporulace, probihd po nékolika dnech jiz mimo télo kocky a pii bézné teploté trva
priblizn¢ 1 az 5 dni. Meiotické sniZzeni a morfologické zmény predchazeji tvorbé
sporulované oocysty. Vzniké tedy oocysta izosporového typu obsahujici dvé haploidni
sporocysty. Tyto sporocysty jsou vyplnény ¢tyimi sporozoity. Oocysty dokdzou vydrzet
dlouho dobu za velmi nepfiznivych podminek. Infekce toxoplazmou byla zjisténa
napiiklad i u moiskych savci, kde sporocysty v motské vodé Ziji n€kolik mésicti a infikuji

zivoCichy [1; 2; 3].
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Vyvojovy cyklus Toxoplasmy gondii

Nevysporulovana oocysta
se vyluCuje v trusu kocky

Qocysta v prostedi
sporuluje a stava
se infekéni

Sporulovana oocysta infikuje savce a ptaky pres
kontaminované krmivo, vodu a pudu

Mezihostitelé
se infikuji
navzajem
pres

tkanove

Mezi mezihostitele patfi fada savcl a ptaku,
jako jsou mysi, krysy, kralici, prasata, ovce, kozy

Obrdzek 1— Zivotni cyklus T. gondii [8]

3.3 Mechanismus pasobeni v téle

Parazit je schopny procesem aktivni invaze napadnout rtizné buiiky v téle hostitele.
K tomu mu napomaha jeho dobra motilita a sekvenéni sekrece proteint ze sekrecnich
organel, mikronemtl, rhoptries a denznich granuli. Patogen se ptipoji k membrané bunky.
Mikronemy sekretuji v zavislosti na vapniku adheziny, jako je mikronemovy protein
MIC2, ktery rozpoznava receptory cizich bunék a zarovenn podporuje reorientaci

a uchyceni parazita [2].
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Cely d¢j zavisi na komplexni interakci povrchu hostitelské buiiky a parazita. Tento
proces se nazyva klouzava motilita a je vysledkem slozitého linedrniho motorického
systému, ktery je podporovany interakcemi aktin-myosin a dynamickymi ptestavbami

cytoskeletu parazita [2].

Vstup do hostitelské buniky je velmi rychly proces, pfi kterém mezi membranou
hostitelské buiiky a svym apikalnim koncem tvoii toxoplazma tésné spojeni. Toto spojeni
oznacujeme jako pohyblivé, jelikoZ se pohybuje od apikélniho konce parazita k zadnimu
konci a tim vytvaii parazitoforni vakuolu. Mikronemy také secernuji apikalni
membranovy antigen AMALI, ktery je rovnéz dilezity pro vytvoireni tohoto pohyblivého
spojeni. Déle je zapotiebi sekrece Rhoptry ROP a krénich proteint RON, vlozenych
do membrany hostitelské bunky [2].

Prazitoforni vakuola parazita potfebuje ke svému vzniku sekreci proteini ROP.
Dulezity protein spojeny s povrchem parazitoforni vakuoly je ROPI8. Ten projevuje
proteinkindzovou aktivitu, kterd ma velky vliv na rast parazitii. Za ovliviilovani sekrece
interleukint je zodpovédny protein ROP16, ktery dokaze manipulovat s genovou expresi

hostitele [2].

Tvorba parazitoforni vakuoly parazita je béhem prvni hodiny po invazi taktéz
ovlivnéna denznimi granuldarnimi proteiny. Béhem procesu invaze se z parazitoforni
vakuoly parazita odstraniuje vétSina hostitelskych transmembranovych proteinti. Timto
zpusobem se zabraiiuje fizi s lysozomy nebo s cytoplazmatickym vezikulem a modifikuji

se biochemické charakteristiky parazitoforni vakuoly [2].

Sekretovanim denznich granuli je podporovan vyvoj komplexni sit¢ membranovych
tubuld. Tyto tubuly vznikaji z parazitoforni vakuoly a zasahuji do vakuolarniho lumenu.
Tubularni siti je pozdé&ji zajiSténa vymeéna mezi parazitem a hostitelskou bunkou.
Pii vyméné dochézi k privadéni zivin z cytoskeletu hostitelské bunky, exportu proteina
a lipid z parazita do parazitoforni vakuoly nebo hostitelské buiiky. Parazit vyuziva
mitochondrii hostitelské buniky, které pfispivaji k metabolismu parazita. Mitochondrie

jsou proto uzce spojeny s parazitoforni vakuolou [2].
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Parazité opoustéji hostitelskou buitku na zakladé aktivniho procesu, ktery zavisi
na zvy$ené koncentraci vapniku po uvolnéni z intracelularnich zasob. Uniku z buiiky
piedchdzi déleni tachyzoitli procesem endodyogeneze v 6hodinovém az 9hodinovém
cyklu. Dochdzi k vytvofeni dvou dcefinych bun¢k vkazdé matetské buiice
a po nahromadéni 64 az 128 paraziti v parazitoformni vakuole vystupuji parazité

z hostitelské bunky [2].

3.4 Zdroj ndkazy

Horizontalni pfenos na ¢lovéka je ve vétSiné piipada zptisoben pozitim tkanovych cyst
v infikovaném nespravné tepelné upraveném mase. DalSi nejcastéjsi piiciny ndkazy jsou
poziti pudy, vody nebo potraviny kontaminované sporulovanymi oocystami, které¢ se zde
nachdzeji z prosttedi nebo pfimo z kociciho trusu. Plati, ze vysporulované oocysty jsou

mén¢ patogenni, nez tkanové cysty [2; 7].

Roéné je v Ceské republice hlaseno nékolik stovek piipadti a velké mnoZstvi

nakazenych pravdépodobné¢ hlaseni unika [4].

Vyzkumy zatim neukazaly relativni vyznam pienosu prostfednictvim tkédnovych cyst
versus oocyst v dané populaci. Studie pouze odhalily pomoci rizikovych faktorti
pievladajici cestu pfenosu v dané populaci. VétSina nakazenych, dle provedenych studii,
si neuveédomuje rizika, kterym se vystavili pfi nakaze. Problém s rozliSenim, zda se jedna
o nékazu oocystami ¢i tkanovymi cystami, muze vyfesit objev specifického proteinu pro

sporozoity a oocysty, ktery vyvola produkei protilatek [2].

3.4.1 Kontaminované maso

Jako hlavni zdroj nakazy toxoplazmdzy v zapadnich zemich je povazovano nespravné
zpracované maso z teplokrevnych zvifat a ptdku, které obsahuje bradyzoitové cysty.
Riziko spojené stypem masa se v riznych zemich 1i§i podle mistnich stravovacich

navyku a podle prevalence u zvifat ur€enych jako zdroj masa [2; 9].
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Odhaduje se, ze v Evropé je konzumace masa zodpovédnd za 30 az 63 % piipadi
infekce, zatimco kontakt s piidou piedstavuje 6 az 17 % ptipadi. Ve Spojenych statech
studie ukazala, ze hlavnim rizikem zvySeni infekce 7. gondii je konzumace syrového
mletého hovéziho masa. Hospodaiskd zvitata predstavuji piimy zdroj infekce pro lidi

a také rezervodr pro parazita [2; 10].

3.4.2 Kontaminovana voda

Oocysty dokazou ziistat zivotaschopné po dlouhou dobu ve vod¢ a odolédvat mrazu
1 mirn¢ vysokym teplotam vody. Nedokéazou je zabit ani chemické ¢i fyzikalni Gpravy
vody, které se v dnesni dobé pouzivaji, v€etné chlorace a upravy ozonem. Onemocnéni

se Casteji vyskytuje v teplych a vlhkych oblastech [2; 11].

V minulych letech jiz byla popsana ohniska spojend s kontaminaci nadrzi, které
slouzily jako zasobarny vody. Epidemiim pifedchazely vydatné srazky a zakal
v ptislusnych nadrzich. Mensi epidemie také vznikly po piti neupravené povrchové vody

v odlehlych tropickych oblastech [2].

Sladkovodni odtok z méstskych center u motskych pobiezi muze kontaminovat
motskou vodu. Korysi koncentruji 7. gondii. Bylo prokézano, Ze konzumace ustfic, Skebli

a musli je rizikovym faktorem pro ziskani infekce toxoplazmou ve Spojenych statech [2].

3.4.3 Kontaminovana pada

V Evropé kontakt s pidou ptedstavuje velice silny rizikovy faktor. Piida zapficiniuje
6 az 17 % primarnich infekci u lidi. Riziko ziskani infekce po kontaktu s ptidou je zvlasté
vysoké u déti. V brazilské studii byly oocysty toxoplazmy izolovany aZ na 32 % Skolnich

htist. Pouze 2 % z populace koéek v CR vyluduje oocysty 7. gondii [2; 7].

3.4.4 Kontaminované ovoce a zelenina

Kontaminovanou vodou a piidou mtize dojit k pfenosu oocyst na zeleninu a ovoce pro
lidskou potfebu. V n¢kolika studiich rizikovych faktori nebo ptipadovych kontrol byla
konzumace nemyté syrové zeleniny nebo ovoce spojena se zvySenym rizikem primarni

infekce. Experimentdlné mohou oocysty 7. gondii ptilnout k bobulim, zejména
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k malindm. Nejsou vSak zadné informace o detekci toxoplazmy na ovoci nebo zeleniné

za neexperimentalnich podminek [2].

3.4.5 Nepasterizované kozi mléko

Tachyzoit je forma 7. gondii, ktera nedokaze ptilis dlouhou dobu pfezit mimo svou
hostitelskou bunku. Horizontalni pfenos toxoplazmy prostfednictvim tachyzoitii proto
pravdépodobné neni z epidemiologického hlediska dilezity. Tachyzoity ovSem byly
povazovany za pri¢inu vzacnych pfipadli ziskané toxoplazmozy u lidi po konzumaci
nepasterizovaného koziho mléka. Proto nepasterizované kozi mléko patii mezi rizikové
faktory toxoplazmy, coz naznacuje, ze tachyzoity se mohou do hostitele dostat prinikem

do slizni¢ni tkané [2].

3.4.6 Transplacentarni prenos

Tachyzoity se mohou piendset také transplacentarné a ohrozit tak plod. Tento zplisob
pienosu je u zvitat velmi vzacny, u lidi dochdzi k transpacentdrnimu pfenosu v prvnim
trimestru asi ve 25 % pfipadi, ve druhém trimestru ve 45 % a v tfetim trimestru asi v
65 az 80 % u nakazené matky. Frekvence vertikdlniho pienosu se tedy zvysuje
s gestatnim vékem u infikované matky a také je zavisla na celkovém stavu imunitniho
systému matky. Naopak zdvaznost ptiznakl s gestacnim vékem klesa. Matka je ve vétSiné

piipadii asymptomaticka, takze bez vySetieni, infekce neni rozpoznana [2; 5; 7; 12].

K ptenosu infekce na dit€¢ dochdzi pouze pfi primoinfekci matky béhem té€hotenstvi.
Na zacatku té¢hotenstvi je transplacentarni pfenos velmi vzacny, ale jestlize k nému dojde,
nasledky pro dité jsou velmi vdzné. Vrozend infekce zapii¢inéna toxoplazmoézou je
pro ¢loveéka jednou z nejvetsi zatézi. Nejvyssi pozitivita u t€hotnych zen na protilatky
proti 7. gondii oproti zbytku svéta je v arabskych a africkych zemich. V ¢eské republice
jde asi 0 400 az 600 ptipadl ro¢né [2; 4; 6; 13].

3.4.7 Prenos transfuzi

K pfenosu transfuzi nebo transplantaci organi nemocného darce dochazi pouze vzacné

[4].
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3.5 Prevence

Vakcinace proti toxoplazmdze existuje pouze ve veterinarni medicing. Pro imunizaci
lidi vakcina neni vyvinuta a jedinou prevenci proti infekci je zabranit kontaktu ¢lovéka
s tkdnovymi cystami a oocystami. Mezi preventivni opatfeni by méla patfit edukace
vefejnosti o podstaté nakazy a moznosti pienosu. Kazdy ptipad ndkazy by mél byt hlasen
a statisticky evidovan Celosvétove se prevence proti toxoplazméze velmi lisi podle poctu

zdroji infekce a expozice jedince dle hygienickych a kulturnich zvyklosti [4; 9; 14; 15].

Doméci kocky by se mély vyskytovat v uzavieném chovu a nebyt krmeny syrovym
masem nebo vnitinostmi. Timto zptisobem lze zabranit vylu¢ovani oocyst toxoplazmoézy,
piesto by se mély kocici vykaly denn¢ odstraniovat a také je doporuceno dezinfikovat jej
teplem nebo 10 % ¢Epavkem. Taktéz je nutné zamezit pfistupu kocek na détska hiiste.
Duslednd hygiena je dulezitd pro snizeni rizika ndkazy. Pfi praci se zvifaty je nutné

dodrZovani osobni hygieny a pouzivat ptedepsané ochranné pomucky [3; 4; 7; 14].

Pti praci na zahrad¢ by se vzdy mély pouzivat rukavice a také je zdsadni konzumovat
pouze omytou zeleninu a ovoce. Pokud budeme konzumovat dostatecné tepelné upravené
maso a mléko je riziko nakazeni tkanovymi cystami zcela vyloucené. Je dulezité dbat
opatrnosti 1 pfi pouhé manipulaci se syrovym masem, po které je nutné umyt si ruce

a pouzivané nacini, poptipad¢ pracovat v rukavicich [3; 4; 7; 14].

3.5.1 Prevence u gravidnich Zen

Pred zacatkem gravidity by méla byt Zena vySetiena na protilatky, jestlize u ni nejsou
prokazany je dilezité se proti nakaze béhem téhotenstvi chranit. Serologicky sreening
na protilatky proti toxoplazméze je v dne$ni dob& v CR dobrovolny. Pro gravidni Zenu je
prevenci proti nakaze toxoplazmoézou dilezitd spravnd hygiena a dietetické zasady,

chemoterapie a vedeny porod [3; 5; 12].

Pro snizeni rizika nakazy jiz narozen¢ho ditéte je moZznd chemoterapie,
imunoprofylaxe a separace od matky se znemoZznénim kojeni. Je mozné také ukoncit

téhotenstvi to Ize, pouze ale v zdkonném terminu [12].
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3.6 Prubéh onemocnéni

Pribéh onemocnéni se lisi podle toho, zda se jedna o ziskanou ¢i vrozenou infekci.
Taktéz zalezi na tom, zda jde o zdravého jedince, ¢i o osobu imunologicky oslabenou.
Nejcastéji se v Ceské republice vyskytuje uzlinova forma, dale pak primoinfekce b&hem
gravidity, oéni forma a nejméné CGasta je forma kongenitalni. Cast&ji se toxoplazma

vyskytuje u Zen [4; 14].

3.6.1 Zdravy jedinec

U zdravého ¢lovéka tedy u imunokompetentni osoby toxoplazmdza probiha vétSinou
inaparent¢ nebo muze mit abortivni pribéh, ke kterému dochazi pouze u 20 %
nakazenych. Pfi abortivnim projevu dochéazi k zduieni krénich, Sijovych, axildrnich
nebo podcelistnich uzlin a pacient trpi horecnatymi stavy. Takové problémy clovéka
mohou provazet n¢kolik tydnii a podobat se infek¢ni mononukledze, jelikoz na krevnim
natéru je patrnd monocytédza. Ztidka se vyskytuje gynekologicka forma, pfi které u Zen
dochazi k opakovanym potratim. Taktéz existuje ocni forma neboli chorioretinitida, ktera
byla dfive pfisuzovana pouze vrozené toxoplazmoze, studie ovSem ukézaly, ze postihuje
1 pacienty s toxoplazmoézou ziskanou. Nejvzacnéji se projevi myokarditida ¢i myositida

[2; 3; 4].

Po nékolika tydnech se vSak vytvoii specifickd bunécnd a protilatkova imunita,
pii které je aktivni stddium 7. gondii potlateno. Toxoplazma ovSem pieziva dale
v klidovém stadiu bradyzoit, které¢ se vyskytuji v tkanovych cystach, a které jsou
pfitomny v téle dozivotné. Tato faze se nazyva latentni. Toxoplazma je v této fazi
inaktivovana a télo hostitele si po cely zivot udrzuje hladinu protilatek proti toxoplazmé,
které ho chrani proti reaktivaci i reinfekci. Latentni toxoplazmo6za mlize ovSem zapiicinit
psychické zmény. Podle studii se ukazuje, ze v Evropé a Severni Americe je zdvaznost
onemocnéni nizsi nez naptiklad Africe, ¢i Jizni Americe. To mlze byt zpisobeno tim, ze
v téchto oblastech se vyskytuji atypické genotypy. Taktéz se z klidového stadia bradyzoit
muze lehce stat opét stadium aktivni tedy tachyzoit, a to nastava tehdy, pokud je hostiteltiv
imunitni systém ohrozen a bradyzoity s tachyzoity vykazuji rizné antigenni profily [2; 11;

14].
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3.6.2 Téhotné zeny

Primérni ziskana infekce od matky se oznacuje vrozend neboli kongenitalni. Faze
téhotenstvi, v které dojde k nakazeni plodu, urCuje zdvaznost poSkozeni. Na zacatku
té¢hotenstvi je placentarni bariéra, ktera chrani plod a je cilovou tkani pro mnozeni
parazitli, nejucinngjs$i. Béhem téhotenstvi se stava ¢im dal propustnéjsi. Naopak je to se
zavaznosti ptipadd, které jsou pii prob&hlé nakaze v tfetim trimestru az z 80 %
asymptomatické. DalSimi faktory, které ovliviiuji miru zasazeni plodu, jsou imunitni

odpovéd’ matky a virulence parazita [2; 16].

e Prvni trimestr

Pti ndkaze v prvnim trimestru dochazi k zavaznym poskozenim plodu, jako jsou riizné
abnormality ¢i potrat. Béhem mnozeni parazitl se vytvaii loziska nekrézy a silny zanét,
to zapfiCifiuje abnormality v mozkové a o¢ni tkani. Vznikla nekroticka loziska mohou
blokovat Sylvitv kanalek, a to ma za nasledek hydrocefalus postrannich komor. Hlavnimi
nasledky jsou zachvaty, mentéalni retardace, mikrocefalus, hydrocefalus, hluchota
léze, pii kterych nemocny muze byt postihnut mikroftalmii, kataraktem, zvySenym
nitroo¢nim tlakem, strabismem, optickou neuritidou a retinalni nekrézou. Dale se miize
vyskytnout i uveitida s ¢astou recidivou a retinochoroiditida, u kterych pfi postihnuti

makuly mtze dojit az k oslepnuti [2; 17].

e Druhy trimestr

Pokud dojde k nakaze béhem druhého trimestru, je mozné, Ze se objevi u plodu
hyperechogenni mezenterie, hepatosplenomegalie a mozkova kalcifikace. Po narozeni se
u ditéte miZe rozvinout epilepsie, anémie, petechie vyvolané trombocytopenii, vyrazka,
jaterni poruchy, pneumonitida nebo retinochoroiditida. Posledni jmenované je zvlastni
tim, Ze je jedno z téch postizeni, které se u novorozence neobjevi hned, ale projevi se

az po nekolika letech [2; 4].
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e Tteti trimestr

Jestlize dojde k ndkaze plodu béhem tietiho trimestru, infekce se vétSinou projevi
pouze pozitivnim sérologickym testem ditéte. Cysty 7. gondii ovSem zilstavaji v reting,

mozku nebo myokardu a jejich pfitomnost se miize projevit az po nékolika letech [4].

3.6.3 Imunokompromitovani jedinci

U lidi infikovanych HIV je onemocnéni cerebralni toxoplazméza povazovana za treti
nejcastéj$i oportunni infekci. Mezi dal§i imunokompromitované jedince, ktefi jsou
ohroZeni toxoplazmoézou, patii napiiklad nemocni s krevnimi malignitami, nemocni se
solidnimi tumory, pacienti s vrozenou imunodeficienci a pacienti na biologické 1é¢bé.
Reaktivace toxoplazmovych cyst u lidi se snizenou imunitou mtze predstavovat smrtelné
komplikace.  Casto se  vyskytuje chorioretinitida, ktera se  objevuje
1 u imunokompetentnich jedinct. Ddle pak mozkovéa toxoplazmoéza, u které je patrna
nekrotizujici mnohocetna loziskova encefalitida nejcastéji se vyskytujici v bazalnich
gangliich, kterd ohrozuje pacienta na zivoté. Mezi mén¢ Casté projevy patii myokarditida,

pneumonitida a myelitida [14; 18; 19; 20].

3.7 Diagnostika toxoplazmaézy

Diagnostika toxoplasmoézy zahrnuje klinicky obraz, epidemiologickou anamnézu
a laboratorni prikaz. V bézné praxi se nevyuziva piimé diagnostiky parazita,
ale nejvyznamnéj$im stanovenim je sérologické vysetieni zaloZzené na priikazu protilatek

[21].

3.7.1 Nepiimé stanoveni

e Stanoveni celkovych protilatek

Celkové protilatky se stanovuji ze séra pacienta nejcastéji metodou KFR
(komplementfixaéni reakce) nebo NIFR (nepiiméa imunofluorescence), ktera se v CR
rutinn€ nepouzivd. Naméfené vysledky se udavaji vtitrech pro kvantitativni
vyhodnoceni. Pokud je titr niz$i nez 1:4, je vysledek negativni. U titra 1:8 az 1:32 se jedna

pravdépodobné o latentni infekci a pii titru vySSim nez 1:64 je mozné, Ze je infekce
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v akutni ¢i postakutni fazi a délaji se doplitujici vySetieni. Takové hodnoty vychazeji pii
pouziti metody KFR, u nepfimé imunofluorescence jsou obvykle hodnoty o 1 az 2 titry

vyssi [14; 22].

e Stanoveni specifickych protilatek

Pfi tomto stanoveni je umoznéno prokazat semikvantitativné jednotlivé tfidy
protilatek, tedy IgG, IgM, IgA, IgE. Protilatky jsou stanovovany za pomoci
imunoenzymatickych  testd, ¢i  imunoanalyzdtori  vyuzivajici  napiiklad

chemiluminiscen¢ni metody [14].

e Stanoveni avidity antitoxoplazmovych IgG

Stanoveni je pfedev§im vyuzivano u gravidnich Zen a slouzi k zjiSténi stadia nemoci
dle avidity antitoxoplazmovych IgG. Cim je nizsi avidita, tim je fAze onemocnéni mladsi

[14; 22].

e Komparativni western blot

Pomoci tohoto stanoveni se zjist'uje, jestli doslo k ndkaze plodu u nakazené gravidni
zeny. Porovnava se profil protilatek matky a ditéte. Nachazi-li se jiné protilatky v séru
matky a ditéte, reaguji protilatky ditéte na alespon jedné determinanté antigenu. Matky
protilatky nereaguji. Dit¢ je tudiz infikovano a tvoii si svoje vlastni protilatky. Pokud jsou
profily protilatek stejné, jde o prenesené protilatky z matky na plod. Mimo sérum se mize
pouzit pro porovnani i plodova voda, pupecnikova krev, krev novorozence, likvor

¢1 nitroo¢ni tekutiny [14].

Jestlize jsou ptitomny protilatky proti toxoplazmoze, je jasné, ze je infekce v téle
pacienta pfitomna. Pouze u novorozence se miize jednat o prenesené protilatky od matky.
IgG protilatky jsou na rozdil od IgM protilatek transplacentarné ptenosné. IgM protilatky
plodu se zacinaji tvorit v 15. tydnu téhotenstvi, jejich diagnostika vSak neni spolehliva
az do 20. tydne gravidity. Pfi pozitivité IgM protilatek neni jesté jisté poskozeni plodu
[13; 14].

25



Pomoci sérologickych testi lze taktéz urcit faze infekce. Pti akutni fazi, prudce
stoupaji protilatky IgM, IgA a v nékterych ptipadech i IgE. Titr celkovych protilatek se
postupné zvySsuje a avidita IgG je nizka. Faze postakutni je typickd mirné klesajicimi titry
celkovych protilatek. IgG protilatky jsou stale ve velkych titrech jiz s vysokou aviditou.
Naopak IgA a IgE protilatky postupné zaniknou a pouze IgM protildtky mohou
1 pfi postakutni fazi pretrvat ve vysokych koncentracich. Ve fazi latentni jsou titry
celkovych protilatek nizké soucasné s nizkou hladinou IgG protilatek s vysokou aviditou.

Ostatni tiidy protilatek jiz nejsou pritomny [14].

3.7.2 Primé stanoveni

Piimé stanoveni v periferni krvi je sice jednoznacnym potvrzenim akutni infekce,
ale je nutné ho indikovat v co nejkratsim Case od nakazeni, jelikoz DNA T. gondii je
v periferni krvi pfitomna jen kratkou dobu. Stanoveni je proto vyznamné pii testovani
mozkomisniho moku, plodové vody, o¢ni tekutiny, pupecnikové a novorozenecké krve
a bioptického materidlu. Pro stanoveni DNA parazita se pozivd metoda PCR. Dalsi
zpusob stanoveni je izolacni pokus, pii kterém se injekéné vpravi do laboratorni mysi

ziskany vzorek a po 2 tydnech se zjist'uje pfitomnost nakazy u zvitete [14].

3.7.3 Histologické vysetieni

Postizené lymfatické uzliny u imunokompetentnich osob, byvaji ¢asto charakteristicky
histopatologicky zménény. Je pfitomna reaktivni folikularni hyperplazie, nepravidelné
shluky epiteloidnich histiocytli na okrajich zarodecnych center a fokalné rozsifené sinusy

monocytoidnimi buiikami [14].

3.7.4 Zobrazovaci metody

Dle formy onemocnéni se doplituje vySetfeni zobrazovacimi metodami a klinickym
vySetfenim. Pfi klinickém vySetfeni pacient podstupuje dle pfiznakii napf. sonografii,
magnetickou rezonanci, tomografii, oftalmologické a neurologické vySetieni. Mozkova
toxoplazmoza se diagnostikuje nalezem cetnych lozisek pomoci CT, ktera jsou specificka

[14; 23; 24].
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3.8 Lécba

Lécba toxoplazmoézy se napii€¢ kontinenty 1 zemémi liSi. Zalezi na prevalenci
a incidenci pfipadi v daném mist€, a na Grovni zdravotnictvi v dané zemi. Princip 1écby
je vSak na vSech mistech podobny. Evropska doporuceni, ktera jsou platnd v Ceské

republice, vychazeji ze ziskanych klinickych a epidemiologickych dat [22].

Bezptiznakovi a nakaZeni jedinci s lehkym akutnim pribéhem se neléci. Lécba je
zahdjena pouze v pfipad¢ akutni infekce v te¢hotenstvi, u kongenitalni toxoplazmoézy

a pii zasazeni oka [3].

Lécba je predevsim provadeéna nasazenim pyrimetaminu a sulfadiazinu. Kvtli snizeni
toxického piisobeni téchto 1€ka se podava také kyselina folinova (leukovorin). V piipadé
zasazeni CNS a oc¢i je zahdjena lécba kortikoidy. Misto sulfadiazinu se taktéZz pouziva
mén¢ u¢inny kotrimoxazol. Dal§imi u¢innymi latkami, které se jako terapie pouzivaji

pii onemocnéni, jsou klindamycin, spiramycin, azitromycin, atovachon a jiné [3].

K zabranéni pfenosu infekce na plod se v prvnim trimestru pouziva spiramycin, ktery
se nedostava pres placentu k plodu a nelé¢i ho, pouze redukuje riziko pfenosu, ve druhém
trimestru pak sulfadiazin. Pokud je prokazéano, ze k pfenosu parazita na plod jiz doslo,
kombinuje se jako terapie pyrimetamin se sulfadiazinem v kombinaci s kyselinou

folinovou. Léky se 4-6 tydnl pred porodem vysazuji [3; 12].
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4 METODIKA

Laboratorni  diagnostika a  vyhodnoceni ziskanych vysledkli  probihalo

v Mikrobiologickém tustavu FN Plzen Bory.

VySettované vzorky pochazeji od pacientli FN Plzen, gynekologii z celého Plzenského
kraje a také se jednd o vzorky prichazejici do laboratofe ke konfirmaci z ostatnich

mikrobiologickych pracovist’ z let 2011 az 2021.

Pro stanoveni protildtek proti parazitu 7. gondii se pouziva screeningova
semikvantitativni metoda komplement fixa¢ni reakce, dale pak pti pozitivité se stanovuje
tfida imunoglobulini metodou EIA, kterou rozliSujeme tfidy IgG, IgM a IgA.
Ke stanoveni se poziva pacientské sérum po odebrani srazlivé krve. Sérum se skladuje
pii + 2 °C az +8 °C maximaln¢ po dobu jednoho tydne. Se vzorky je zapotiebi pracovat
jako s potencidln¢ infek¢nim materidlem, stejné tak i s roztoky souprav pro jejich

zpracovani, které obsahuji antigen pro diagnostické ucely [25].

4.1 Komplement fixacni reakce

KFR reakce je screeningova semikvantitativni metoda pro stanoveni celkovych
protilatek a posouzeni faze infekce pti diagnostice toxoplazmozy. Jeji vyhodou je dobra
specificnost, citlivost a nendkladnost. Touto metodou vSak nelze rozlisit tfidy

imunoglobulind, které¢ se ndsledné stanovuji jinymi metodami [26].

4.1.1 Princip reakce

KFR reakce je zalozena na vazbé komplementu na specifické komplexy antigenu
s protilatkou. Jestlize k navazani komplementu nedojde, zlstava volny a ptidané
erytrocyty nasledné hemolyzuje. To znaci negativni vysledek. Pokud se komplement
navaze na komplex antigen-protilatka, po pfidani erytrocytli hemolyza nenastava. Reakce

je pozitivni a hledané protilatky jsou pfitomny [26; 27].
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4.1.2 Material a pfistrojové vybaveni

Stanoveni za pomoci soupravy TestLine. SloZeni:

Toxoplasma komplement fixacni antigen — lyofilizovany purifikovany antigen
prvoka Toxoplasma gondii;

Barbitalovy pufr pro KFR — 5x konc. (TestLine);

Berani erytrocyty, konzervované v Alseverové roztoku;
CF-AMBOCEPTORset (TestLine);

CF-COMPLEMENT (TestLine);

Toxo-CF-Positive Control lyophil. Lidské sérum obsahujici protilatky proti
Toxoplasma gondii (TestLine);

Toxo-CF-Negatove Control lyophil. Lidské sérum neobsahujici protilatky proti
Toxoplasma gondii (TestLine);

Mikrotitracni desticky s U jamkami,

Chladnicka (+2 °C az +8 °C) s vlhkou komurkou;

Vlhceny termostat 37 °C na inkubaci desticek;

Mikropipety;

Ttepacka pro mikrotitra¢ni desticky;

Vodni lazen 56 °C.

4.1.3 Ptiprava pracovnich roztoku

Barbitalovy pufr pro KFR — 5x koncentrovany. Zfedén 1:5 destilovanou vodou;
Toxo-CF-Ag lyophil. rekonstituovan 0,5 ml destilované vody a poté nafedén
barbitalovym pufrem dle udaji v Listu kvality QC (www.testlinecd.cz, Listy
kvality pro KFR);

CF-Complement (1 ml) — rekonstituovan v 1 ml destilované vody a poté
nafedén barbitalovym pufrem dle udajt v Listu kvality QC (www.testlinecd.cz,
Listy kvality pro KFR);

CF-AMBOCEPTORSset-Lyofylizat rekonstituovan 1 ml destilované vody.
Ptipraveny roztok pifenesen do lahvi¢ky (Zésobni roztok amboceptoru) a

ziskdn predifedény amboceptor v poméru 1:100. Prediedény amboceptor
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nafedén barbitalovym pufrem dle idaji v Listu kvality QC (www.testlinecd.cz,
Listy kvality pro KFR);

Berani erytrocyty — promyté berani erytrocyty 3krat v barbitalovém pufru,
centrifugaci a to 2 x 2000 rpm/10 min. a 1 x 2000 rpm/15 min.;

Ptiprava 3 % beranich erytrocytii: pipetovano 30 pl beranich erytrocytii do 1,0
ml barbitalového pufru v pracovnim fedéni;

Hemolyticky systém — pfipraveno smichanim stejnych objemil 3% suspenze
beranich erytrocytii a pracovniho fedéni amboceptoru. Senzibilizovano po

dobu 30 minut pti 37 °C v termostatu.

4.1.4 Priprava kontrol

e Lyofilizat negativni a pozitivni kontroly — rekonstituovany v 0,25 ml destilované

vody. Inaktivace jiz provedena u vyrobce.;

e Kontrola antigenu: 25 pl antigenu + 50 pl komplementu;

e Kontrola komplementu: 50 pl barbitaového pufru + 50 pl komplementu;

e Kontrola hemolytického systému: 100 ul barbitalového pufru.

4.1.5 Pracovni postup

)
2)
3)
4)
5)
6)

7)

8)

1. den

Rozmrazit séra ptfipravena ke stanoveni.

Nadepsat zkumavky ptisluSnymi séry.

Odlit do zkumavek mensi objem sér (100 pl).

Inaktivovat séra ve vodni lazni pii 56 °C po dobu 30 minut.

Rozvrzeni a vyznaCeni rozmisténi kontrol a vzorkl na mikrotitracni desticce.
Do jamek oznacenych jako kontrola antigenu, komplementu a hemolytického
systému pipetovat piislusné mnozstvi antigenu, komplementu a barbitalového
pufru.

Do vSech jamek mikrotitracni destiCky pipetovat 25 ul barbitalového pufru
v pracovnim fedéni, kromé kontroly antigenu, komplementu a hemolytického
systému.

Pipetovat 25 pl pozitivni kontroly o zndmém titru a negativni kontroly do

prislusnych jamek v titru 1:2.
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II.

9) Pipetovat 25 pl vysetfovanych vzorkl sér do vyznacenych jamek v titru 1:2.

10) Obsah kazdé jamky s prisluSnym sérem fadné€ promichat (n€kolikrat nasat
do pipety) a pienést 25 ul takto natedéného séra ze sloupce 1 do jamky ve
sloupci 2. Takto pokracovat az do posledniho sloupce na mikrotitracni desti¢ce
a z n¢ho poté odstranit 25 ul roztoku.

11) Do vSech jamek vyjma prvniho sloupce, kde jsou séra fedéna v titru 1:2, ktery
slouzi jako kontrola antikomplementarity, pipetovat 25 pul antigenu
v pracovnim fedéni.

12) Do prvniho sloupce sftedénim 1:2, doplnit 25 pl barbitalového pufru
v pracovnim fedéni.

13) Do vSech jamek, krom¢ kontroly antigenu, komplementu, hemolytického
systému, pipetovat 50 pl vychlazené¢ho (+2 °C az +8 °C) komplementu
v pracovnim fedéni.

14) Diikladné promichat obsah jamek za pomoci tfepacky po dobu 10 minut.

15) Inkubovat 18 hodin pii teploté +2 °C az 8 °C ve vlhké komtirce.

2. den

1) Ptipravit hemolyticky systém smichanim 3% suspenze beranich erytrocytt se
stejnym objemem amboceptoru v pracovnim fedéni (piidat hemolyzin
do krvinek).

2) Hemolyticky systém senzibilizovat ve vodni lazni pti 37 °C po dobu 30 minut,
kazdych 10 minut promichat.

3) Ptidat do vSech jamek 25 pul hemolytického systému a po dobu 10 minut nechat
promichat na tfepacce.

4) Inkubovat ve vlhceném termostatu pii 37 °C po dobu 30 minut.

5) Po inkubaci diikladné promichat obsah jamek pomoci tfepacky 10 minut.

6) Inkubovat ve vlhceném termostatu pti 37 °C po dobu 30 minut.

7) Inkubovat 2 hodiny pii teploté +2 °C az 8 °C ve vlhké komtirce.

8) Po uplné sedimentaci krvinek odecist vysledek.
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Na obrazku 2 je vidét pozitivni i negativni reakce testu KFR.

Pozitivni reakce nastava tehdy, kdy berani erytrocyty nezlyzovaly, ale sedimentovaly
a jsou pritomny v knoflikovitém ttvaru na dn¢ jamky. Znamena to, ze ve vzorku jsou

pritomny protilatky v daném tedéni [25].

Negativni reakce nastava, pokud ma obsah jamky rovnomérné ¢ervenou barvu a na
dné neni pfitomny sediment. Ve vzorku tedy nejsou pfitomny protilatky v daném fedéni

[25].

Obrazek 2 — Mikrotitracni desticka s KFR reakci vzorku, s pozitivni a negativni
kontrolou [viastni zdroj]

4.1.6 Vyhodnoceni vysledkd

Pozitivni vysledek je pfi titru séra rovnym ¢i vyS$§im nez 1:8. Pfitomnost protilatek
znaci infekcei pacienta. Hranicni vysledek je, jestlize je titr séra roven 1:4. Sérokonverze,
pii které je negativni vysledek v prvnim a negativni vysledek v druhém vzorku séra
stejného pacienta znac¢i primarni infekci. Stejny titr ¢i pokles titru poukazuje na akutni
nakazu. Pfi titru rovném ¢i vysSim nez 1:64 je nutné vzorek vysetfit konfirmacnimi testy

— EIA pro jednotlivé imunoglobuliny [25].
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4.2 EIA Toxoplasma IgG

EIA metodou typ sandwich byly detekovany po pozitivni KFR reakci IgG protilatky

proti Toxoplasma gondii a souCasné byla stanovena jejich avidita v lidském séru.

4.2.1 Princip metody

Na stén¢ jamky mikrotitracni desticky je navazan specificky antigen. K Ag se ptipoji
primarni protilatky (protildtka z vySetfovaného vzorku) a na ni se navaze sekundarni
protilatka konjugovana enzymem. Znacena Ab je zvifeci imunoglobulinova frakce proti
lidskému IgG konjugovana kienovou peroxiddzou. Peroxidédzova aktivita se stanovuje
za pomoci substratu s TMB, ktery zmodra pii pozitivite. Reakce je ukoncena
zastavovacim roztokem. Modré zbarveni se zméni na Zluté. Intenzita vzniklého zlutého
zbarveni se méfi fotometricky pii 450 nm a je timérna koncentraci specifickych IgG

protilatek ve vzorku [26].

4.2.2 Material a pristrojové vybaveni

Stanoveni za pomoci soupravy TestLine

e Potazena desticka s navazanym Ag, 12 x 8 jamek;
e Negativni kontrola (kalibrator 1) 0,1 [U/ml;
Roztok neobsahujici specifické lidské protilatky, v pracovnim fedéni.
e CUT-OFF (kalibrator 2) 6 IU/ml;
Roztok obsahujici specifické lidské protilatky v hraniéni koncentraci,
v pracovnim fedéni.
e Pozitivni kontrola (kalibrator 3) 60 IU/ml;
Roztok obsahujici specifické lidské protilatky, v pracovnim fedéni.
e Kalibrator 4 (240 IU/ml);
Roztok obsahujici specifické lidské protilatky, v pracovnim fedéni.
e Konjugat;
Roztok obsahujici zvifeci imunoglobulin proti lidskému IgG znaceny
peroxidazou, v pracovnim fedéni.
e Redici roztok vzorka 5;

Puft se stabilizatory bilkovin, v pracovnim fedéni.
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TMB-Complete 2;

Jednoslozkovy substratovy roztok obsahujici TMB/H2O», v pracovnim fedéni.
Promyvaci roztok;

20x koncentrovany pufr.

Zastavovaci roztok;

Roztok kyseliny, v pracovnim fedéni.
Aviditni roztok 1;

Stabilizovany roztok mocoviny.
Jedno a vicekanalova pipeta;

Spicky pro jednorazové pouziti;
Promyvaci zafizeni;

Stopky;

Termostat na 37 °C;

Fotometr pro mikrotitra¢ni desticky;

4.2.3 Priprava pracovnich roztoka

Promyvaci roztok ziedén 1:20 (1 dil roztoku a 19 dilti destilované vody).

Ostatni roztoky pfipraveny v pracovnim fedéni od vyrobce.

4.2.4 Redéni vzorkd

Vzorky dikladné promichany a fedény 1:101 fedicim roztokem vzorkd.

4.2.5 Pracovni postup — stanoveni IgG

Stanoveni za pomoci soupravy TestLine na pfistroji Dynex DSX

)

2)
3)
4)
5)
6)

Vsechny reagencie nechat vytemperovat na laboratorni teplotu a dikladné
promichat.

Jamku Al, na mikrotitra¢ni desti¢ce, nechat prazdnou (blank).

Pipetovat 100 pl negativni kontroly (kalibréator 1) do 1 jamky.

Pipetovat 100 pul CUT-OFF (kalibrator 2) do 2 jamky.

Pipetovat 100 ul pozitivni kontroly (kalibrator 3) do 2 jamek.

Pipetovat 100 ul kalibratoru 4 do 2 jamek.
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7) Pipetovat 100 pl vzorki v odpovidajicim fedéni do zbyvajicich jamek.

8) Desticku piikryt vickem a inkubovat 60 minut pti 37 °C.

9) Odsat obsah jamek a 5x promyt pracovnim promyvacim roztokem. Jamky plnit
po okraj, a nakonec zbytky roztoku dikladn¢ vyklepat do savého materialu.

10) Do vsech jamek kromé Al ptidat 100 ul konjugatu.

11) Desticku piikryt vickem a inkubovat 60 minut pti 37 °C.

12) Odsat obsah jamek a 5x promyt pracovnim promyvacim roztokem. Jamky plnit
po okraj, a nakonec zbytky roztoku dikladn¢ vyklepat do savého materialu.

13) Do vsech jamek davkovat 100 pul jednoslozkového substratu TMB-Complete.

14) Desticku piikryt vickem a inkubovat 20 minut pfi 37 °C v temnu.

15) Zastavit reakci piidanim 100 pl Zastavovaciho roztoku ve stejném potadi
a intervalech jako byl ddvkovan substrat.

16) Zméfit na fotometru pii vlnové délce 450 nm intenzitu zbarveni roztoki

v jamkach proti blanku, a to do 30 minut po zastaveni reakce.

4.2.6 Vyhodnoceni vysledka

Vzorky se hodnoti dle indexu pozitivity (IP), ktery nam fika, jestlize je hodnota IP
mensi nez 0,9 jde o negativni vysledek. Pokud se hodnota IP pohybuje mezi 0,9 az 1,1

jde o hrani¢ni hodnotu. Pfi IP vétSim, nez 1,1 jedna se o pozitivni vysledek [28].

4.2.7 Princip metody — stanoveni avidity

Principem testu je naruseni vazby antigenu s protilatkou aviditnim roztokem, kterym
je roztok mocoviny. Pokud ma protilatka nizkou aviditu, je roztokem vymyta z vazby
na antigen. Protilatky, které maji silnou aviditu, ziistanou alespon caste¢n¢ navazany
na antigen i po pusobeni aviditniho roztoku. Vypocet indexu avidity uréuje pevnost vazby
a urcuje, jaka ¢ast protilatek (v %) zlstala navazana na antigen i po inkubaci s aviditnim

roztokem [28].
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4.2.8 Pracovni postup — stanoveni avidity

Stanoveni za pomoci soupravy TestLine na pfistroji Dynex DSX

1) VySetfované sérum piediedit na hodnotu 60 IU/ml, fedit 1:101 Redicim
roztokem vzork.

2) Rozd¢lit si strip na N = normalni test a strip Av = pro aviditni test

3) Jamku Al nechat prazdnou.

4) Pipetovat 100 pl negativni kontroly (kalibrator 1) do 1 jamky stripu N.

5) Pipetovat 100 ul CUT-OFF (kalibrator 2) do 1 jamky stripu N.

6) Pipetovat 100 ul pozitivni kontroly (kalibrator 3) do 2 sousednich jamek stripu
N aAv.

7) Pipetovat 100 pl kalibratoru 4 do 2 sousednich jamek stripu N a Av.

8) Pipetovat 100 pl vzorkli v odpovidajicim fedéni do dvou sousednich
zbyvajicich jamek N a Av.

9) Desticku piikryt vickem a inkubovat 60 minut pti 37 °C.

10) Odsat obsah jamek a Skrat promyt pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
plnit po okraj, a nakonec zbytky roztoku diikladné vyklepat do savého
materialu.

11) Davkovat do vSech jamek stripti Av 100 pl aviditniho roztoku.

12) Davkovat do vSech jamek stripti N 100 pl pracovniho promyvaciho roztoku.

13) Desticku ptikryt vickem a inkubovat 10 minut pii 37 °C.

14) Odsat obsah jamek a Skrat promyt pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
plnit po okraj, a nakonec zbytky roztoku dikladné vyklepat do savého
materialu.

15) Do vSech jamek kromé Al piidat 100 pl konjugatu.

16) Desticku ptikryt vickem a inkubovat 60 minut pii 37 °C.

17) Odsat obsah jamek a Skrat promyt pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
plnit po okraj, a nakonec zbytky roztoku dikladné vyklepat do savého
materialu.

18) Do vsech jamek davkovat 100 pl jednoslozkového substratu TMB-Complete.

19) Desticku ptikryt vickem a inkubovat 20 minut pii 37 °C v temnu.

20) Zastavit reakci pridanim 100 pl Zastavovaciho roztoku ve stejném potadi

a intervalech jako byl davkovan substrat.
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21) Zméfit na fotometru pfi vinové délce 450 nm intenzitu zbarveni roztokl

v jamkach proti blanku, a to do 30 minut po zastaveni reakce.

4.2.9 Vyhodnoceni vysledki

Vzorky se vyhodnocuji dle hodnoty indexu avidity (IAv), ktery se vypocita jako
absorbance vzorku na stripu AV lomeno absorbance vzorku na stripu N nasobeno 100.
Vysledek je poté v procentech. Jestlize je hodnota IAv mensi, nez 30 jedna se o nizkou
aviditu. Pokud je hodnota mezi 30 az 35 %, jde o hrani¢ni vysledek a pii hodnoté 35 az

100 % jde o vysokou aviditu [28].

4.3 EIA Toxoplasma IgM

EIA metodou typ capture byly detekovany po pozitivni KFR reakci IgM protilatky

proti Toxoplasma gondii v lidském séru.

4.3.1 Princip metody

Na stén¢ jamky mikrotitracni desticky je navazana zviteci protilatka proti lidskym
imunoglobulintim tfidy IgM. K protilatce se pfipoji stanovovany antigen z vySetfovaného
vzorku a na ten se navaze sekundarni protilatka konjugovand enzymem. Znacena Ab je
zvifeci imunoglobulinova frakce proti lidskému IgM konjugovana kienovou
peroxidazou. Peroxiddzova aktivita se stanovuje za pomoci substratu s TMB, ktery
zmodra pfi pozitivité. Reakce je ukonfena zastavovacim roztokem. Modré zbarveni se
zméni na zluté. Intenzita vzniklého Zlutého zbarveni se méti fotometricky pii 450 nm

a je umérna koncentraci specifickych IgM protilatek ve vzorku [26].

4.3.2 Material a pristrojové vybaveni

e Potazena desticka s navazanou protilatkou, 12 x 8 jamek;
e Negativni kontrola;
Roztok neobsahujici specifické lidské protilatky, v pracovnim fedéni.
e CUT-OFF;
Roztok obsahujici specifické¢ lidské protilatky v hranicni koncentraci,

v pracovnim fedéni.
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e Pozitivni kontrola;
Roztok obsahujici specifické lidské protilatky, v pracovnim fedéni.
e Tracer;
Pufr se stabilizatory bilkovin obsahujici antigen 7. gondii a konjugat,
v pracovnim fedéni.
e Redici roztok vzorka 5;
Puft se stabilizatory bilkovin, v pracovnim fedéni.
e TMB-Complete 2;
Jednoslozkovy substratovy roztok obsahujici TMB/H20:, v pracovnim fedéni.
e Promyvaci roztok;
20krat koncentrovany puft.
e Zastavovaci roztok;
Roztok kyseliny, v pracovnim fedéni.
e Jedno a vicekandlova pipeta;
e Spicky pro jednorazové pouZiti;
e Promyvaci zafizeni;
e Stopky;
e Termostat na 37 °C;

e Fotometr pro mikrotitracni desticky;

4.3.3 Ptiprava pracovnich roztoku

e Promyvaci roztok zfedén 1:20 (1 dil roztoku a 19 dilt destilované vody).

e Ostatni roztoky pfipraveny v pracovnim fedéni od vyrobce.

4.3.4 Redéni vzorkd

e Vzorky diikladn& promichéany a fedény 1:101 Redicim roztokem vzorkd.
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4.3.5 Pracovni postup

Stanoveni za pomoci soupravy TestLine na pfistroji Dynex DSX

1) VSechny reagencie nechat vytemperovat na laboratorni teplotu a dikladné
promichat.

2) Jamku Al, na mikrotitra¢ni desti¢ce, nechat prazdnou (blank).

3) Pipetovat 100 pl Negativni kontroly do 1 jamky.

4) Pipetovat 100 ul CUT-OFF do 2 jamek.

5) Pipetovat 100 ul pozitivni kontroly do 1 jamky.

6) Pipetovat 100 ul vzorki v odpovidajicim fedéni do zbyvajicich jamek.

7) Desticku ptikryt vickem a inkubovat 60 minut pii 37 °C.

8) Odsat obsah jamek a Skrat promyt pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
plnit po okraj, a nakonec zbytky roztoku dilkladné vyklepat do savého
materialu.

9) Do vSech jamek kromé Al ptidat 100 ul Traceru.

10) Desticku piikryt vickem a inkubovat 60 minut pti 37 °C.

11) Odsat obsah jamek a Skrat promyt pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
plnit po okraj, a nakonec zbytky roztoku dilkladné vyklepat do savého
materialu.

12) Do vsech jamek davkovat 100 ul jednoslozkového substratu TMB-Complete.

13) Desticku ptikryt vickem a inkubovat 20 minut pii 37 °C v temnu.

14) Zastavit reakci pridanim 100 pl Zastavovaciho roztoku ve stejném potadi
a intervalech jako byl davkovan substrat.

15) Zméfit na fotometru pii vlnové délce 450 nm intenzitu zbarveni roztoki

v jamkach proti blanku, a to do 30 minut po zastaveni reakce.

4.3.6 Vyhodnoceni vysledki

Vzorky se hodnoti dle indexu pozitivity (IP), ktery nam tika, Ze jestlize je hodnota IP
mensi nez 0,9, jde o negativni vysledek. Pokud se hodnota IP pohybuje mezi 0,9 az 1,1,

jde o hrani¢ni hodnotu. Pfi IP vétSim, nez 1,1 jedna se o pozitivni vysledek [29].
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4.4 EIA Toxoplasma IgA

EIA metodou typ capture byly detekovany po pozitivni KFR reakci IgA protilatky proti

Toxoplasma gondii v lidském séru.

4.4.1 Princip metody

Na stén¢ jamky mikrotitracni desticky je navazana zviteci protilatka proti lidskym
imunoglobuliniim tfidy IgA. K protilatce se pfipoji stanovovany antigen z vysetfované¢ho
vzorku a na ten se navaze sekundarni protilatka konjugovand enzymem. Znacena Ab je
zviteci imunoglobulinové frakce proti lidskému IgA konjugovana kienovou peroxidazou.
Peroxiddzova aktivita se stanovuje za pomoci substratu s TMB, ktery zmodra
pii pozitivité. Reakce je ukoncena zastavovacim roztokem. Modré zbarveni se zméni
na zluté. Intenzita vzniklého Zlut¢ho zbarveni se méii fotometricky pii 450 nm

a je uméerna koncentraci specifickych IgA protilatek ve vzorku [26].

4.4.2 Material a pristrojové vybaveni

e Potazena desticka s navazanou protilatkou, 12 x 8 jamek;
e Negativni kontrola;
Roztok neobsahujici specifické lidské protilatky, v pracovnim fedéni.
e CUT-OFF;
Roztok obsahujici specifické lidské protilatky v hraniéni koncentraci,
v pracovnim fedéni.
e Pozitivni kontrola;
Roztok obsahujici specifické lidské protilatky, v pracovnim fedéni.
e Tracer;
Pufr se stabilizatory bilkovin obsahujici antigen 7. gondii a konjugat,
v pracovnim fedéni.
e Redici roztok vzorka 5;
Pufr se stabilizatory bilkovin, v pracovnim fedéni.
e TMB-Complete 2;
Jednoslozkovy substratovy roztok obsahujici TMB/H20», v pracovnim fedéni.
e Promyvaci roztok;

20krat koncentrovany puft.
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e Zastavovaci roztok;
Roztok kyseliny, v pracovnim fedéni.
e Jedno a vicekanalova pipeta;
o Spicky pro jednorazové pouZiti;
e Promyvaci zafizeni;
e Stopky;
e Termostat na 37 °C;

e Fotometr pro mikrotitracni desticky;

4.4.3 Priprava pracovnich roztoka

e Promyvaci roztok zfedén 1:20 (1 dil roztoku a 19 dilti destilované vody).

e Ostatni roztoky pfipraveny v pracovnim fedéni od vyrobce.

4.4.4 Redéni vzorkd

e Vzorky diikladn& promichéany a fedény 1:101 Redicim roztokem vzorkd.

4.4.5 Pracovni postup

Stanoveni za pomoci soupravy TestLine na pfistroji Dynex DSX

1) VSechny reagencie nechat vytemperovat na laboratorni teplotu a dikladné
promichat.

2) Jamku Al, na mikrotitracni desti¢ce, nechat prazdnou (blank).

3) Pipetovat 100 ul Negativni kontroly do 1 jamky.

4) Pipetovat 100 ul CUT-OFF do 2 jamek.

5) Pipetovat 100 pl Pozitivni kontroly do 1 jamky.

6) Pipetovat 100 ul vzorki v odpovidajicim fedéni do zbyvajicich jamek.

7) Desticku prikryt vickem a inkubovat 60 minut pii 37 °C.

8) Odsat obsah jamek a Skrat promyt pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
plnit po okraj, a nakonec zbytky roztoku dikladné vyklepat do savého
materialu.

9) Do vSech jamek kromé Al ptidat 100 ul Traceru.

10) Desticku ptikryt vickem a inkubovat 60 minut pii 37 °C.
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4.4.6

11) Odsét obsah jamek a Skrat promyt pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
plnit po okraj, a nakonec zbytky roztoku dikladné vyklepat do savého
materialu.

12) Do v$ech jamek davkovat 100 pl jednoslozkového substratu TMB-Complete.

13) Desticku piikryt vickem a inkubovat 20 minut pfi 37 °C v temnu.

14) Zastavit reakci pfidanim 100 pl Zastavovaciho roztoku ve stejném poradi
a intervalech jako byl ddvkovan substrat.

15) Zmétit na fotometru pii vinové délce 450 nm intenzitu zbarveni roztokl

v jamkach proti blanku, a to do 30 minut po zastaveni reakce.

Vyhodnoceni vysledki

Vzorky se hodnoti dle indexu pozitivity (IP), ktery nam ftik4, jestlize je hodnota IP

mensi nez 0,9 jde o negativni vysledek. Pokud se hodnota IP pohybuje mezi 0,9 az 1,1 jde

o hrani¢ni hodnotu. Pfi IP vétSim, nez 1,1 jedna se o pozitivni vysledek [30].

Titr protilatek

Avidita IgG

—_____———_——-—-.——-——-_———

Mésice

Obrazek 3 — Protilatkova odpoved’v case [30]
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5 VYSLEDKY

5.1 Zhodnoceni poctu vysSetreni mezi lety 2011 az 2021

V tabulce 1 jsou uvedeny pocty vySetieni v letech 2011, 2013, 2015, 2017, 2019

a 2021. Celkovy pocet vySetieni a zahrnuje vSechna provedena vySetfeni vcetné

opakovaného stanoveni. Pocet vySetfenych osob uvadi pouze osoby, které byly dany rok

zm¢éteny. Celkovy pocet vySetieni u gravidnich Zen zahrnuje vSechna provedena vySetteni

u gravidnich Zen v¢etné opakovaného vySetieni.

Tabulka I - Pocty vysetreni metodou KFR z let 2011 az 2021 [viastni zdroj]

VySetieni metodou KFR

Pocet vySetienych gravidnich Zen

Rok 2011 | 2013 | 2015 | 2017 | 2019 | 2021
Celkovy pocet vySetieni 944 | 746 | 683 | 985 | 857 | 691
7 toho musi 268 | 243 |225 | 348 [280 |209
Z toho Zeny 676 | 463 | 476 | 637 | 577 | 482
Pocet vySetienych osob 819 | 673 | 612 | 919 | 789 | 634
Z. toho muzi 252 | 231 | 213 |335 |267 |197
Z toho Zeny 567 | 442 | 418 | 584 | 522 |437
Celkovy pocet vySetieni u gravidnich Zzen | 261 | 118 135 |23l |2I6 | 132
195 |99 123 | 184 |197 | 161
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Graf na obrazku 4 ukazuje celkové pocty vysetieni metodou KFR mezi lety 2011
az 2021. Z grafu vyplyva, ze nejvyssi pocty vySetteni véetné opakovaného vysetieni byly

v letech 2017 a 2011. Naopak nejméné¢ vySetieni se provedlo v letech 2015 a 2021.
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Obrdzek 4 — Celkovy pocet vysetieni metodou KFR mezi lety 2011 az 2021 [viastni
zdroj]

Graf na obrazku 5 ukazuje pocet vySetfenych osob metodou KFR mezi lety 2011
az 2021. Z grafu vyplyva, ze nejvyssi poCty vysetienych osob byly v letech 2017 a 2011.
Naopak nejmén¢ vysSetfenych osob bylo v letech 2015 a 2021.
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Obrazek 5 — Pocet vysetrenych osob metodou KFR mezi lety 2011 az 2021 [viastni
zdroj]
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Graf na obrazku 6 ptestavuje celkové pocty vysetfeni metodou KFR a celkovy pocet
tohoto vySetfeni u muzii a zen v letech 2011 a 2021. Z grafu vyplyva, ze vyssi pocet
vysetieni vCetn¢ opakovaného vySetfeni byl vroce 2011 a v obou letech ptrevlada

vySetieni zen.
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Obrazek 6 — Pocet celkovych vysetreni metodou KFR dle pohlavi v letech 2011 a
2021 [vlastni zdroj]

Graf na obrazku 7 ptestavuje pocet vysetienych osob metodou KFR a z toho pocet
vySeteni u muzli a Zen v letech 2011 a 2021. Z grafu vyplyva, Ze vyssi pocet vySetieni byl

v roce 2011 a v obou letech prevlada vysetfeni zen.
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Obrazek 7 — Pocet vysetrenych osob metodou KFR dle pohlavi v letech 2011 a 2021
[vlastni zdroj]
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5.2 Zhodnoceni poctu vysetieni gravidnich zen

Graf na obrazku 8 ptestavuje celkovy pocet vySetieni gravidnich zen metodou KFR
v letech 2011, 2015, 2019 a 2021. Z grafu vyplyva, ze béhem let ma pocet celkovych

vySetfeni gravidnich zen klesajici tendenci.
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Obrazek 8 — Celkovy pocet vysetieni gravidnich Zen metodou KFR v letech 2011,
2015, 2019 a 2021 [vlastni zdroj]
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Graf na obrazku 9 prestavuje pocet gravidnich Zen vySetienych metodou KFR mezi
lety 2011 az 2021. Z grafu vyplyva, Ze nejvice vySetieni gravidnich Zen bylo v letech 2019,
2011. Nejméng¢ vysetfeni gravidnich zen probihalo v roce 2013 a 2021.
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Obrazek 9 — Pocet gravidnich zen vysetrovanych metodou KFR v letech 2011 az 2021
[vlastni zdroj]
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Graf na obrazku 10 ukazuje celkovy pocet vysetteni metodou KFR v letech 2011 a 2021
a celkovy pocet vySetfeni gravidnich Zen metodou KFR v letech 2011 a 2021. Z grafu
vyplyva, ze celkovy pocet vySetfeni gravidnich Zen je méné nez polovina z celkového
poctu vysSetteni. V roce 2011 je vice celkovych vySetieni i vySetfeni t€hotnych zen nez

v roce 2021.

Porovnani celkového poctu vysetieni a celkového poctu
vysetreni gravidnich Zzen metodou KFR
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M pocet celkovych vysetieni M pocet vySetieni gravidnich Zen

Obrazek 10 — Porovnani celkového poctu vysetieni metodou KFR a z toho vysetieni
gravidnich zZen v letech 2011 a 2021 [vilastni zdroj]
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Graf na obrazku 11 zobrazuje souhrn poctu vySetfovanych zen metodou KFR se
zamétenim na graviditu v letech 2011 a 2021. Z grafu je patrné, ze v roce 2021 bylo

vysetieno mén¢ zen, nez v roce 2011.
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Obrazek 11 — Pocet vySetrovanych Zen metodou KFR se zamérenim na graviditu
v letech 2011 a 2021 [vlastni zdroj]
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Graf na obrazku 12 znézorniuje pocet negativnich a pozitivnich vzorki dle titrti u
gravidnich Zen stanovenych metodou KFR v roce 2011. Z grafu vyplyva, Ze pozitivnich
vzorkl, bylo vice nez negativnich vzorkt. Nejvice zastoupenym titrem byl titr s hodnotou

1:16. Nejmén¢ bylo hodnoty titru 1:2048, coz byl zaroven nejnizsi pritomny titr.
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Obrazek 12 — Pocet negativnich a pozitivnich vzorku dle titrii u gravidnich Zen
stanovenych metodou KFR v roce 2011 [viastni zdroj]
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Graf na obrazku 13 znazoriiuje pocet negativnich a pozitivnich vzorkd dle titrti
u gravidnich Zen stanovenych metodou KFR v roce 2021. Z grafu vyplyva, Ze pozitivnich
vzorkl, bylo vice nez negativnich vzorkt. Nejvice zastoupenym titrem byl titr s hodnotou

1:16. Nejmén¢ bylo hodnoty titru 1:256, coz byl zaroven nejnizsi piitomny titr.

Pocet negativnich a pozitivnich vzorkd dle titrd u
gravidnich Zen stanovenych metodou KFR v roce 2021

70
59
60
50
41
40
30 25
20 18
12
10
3 1
0 0
0 | [
Rok 2021
M negativni vySetreni | titr 1:8 W titr 1:16
titr 1:32 M| titr 1:64 W titr 1:128
W titr 1:256 W titr 1:2562 W titr 1:2048

Obrazek 13 — Pocet negativnich a pozitivnich vzorki dle titrit u gravidnich Zen
stanovenych metodou KFR v roce 2021 [viastni zdroj]
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Graf na obrazku 14 znazornuje pocet pozitivné testovanych a negativné testovanych
gravidnich Zen z celkového poctu 195 testovanych gravidnich Zen metodou KFR v roce
2011. Z grafu je patrné, Ze v roce 2011 bylo vice pozitivné testovanych gravidnich Zen

a to 51 %, nez negativné testovanych.

Pocet pozitivné testovanych a negativné
testovanych gravidnich zen v roce 2011

B pocet negativné testovanych gravidnich osob B pocet pozitivné testovanych gravidnich osob

Obrazek 14 — Pocet pozitivné testovanych a negativné testovanych gravidnich Zen
z celkového poctu 195 testovanych gravidnich zZen metodou KFR v roce 2011 [viastni
zdroj]
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Graf na obrazku 15 znazornuje pocet pozitivné testovanych a negativné testovanych
gravidnich Zen z celkového poctu 161 testovanych gravidnich zen metodou KFR v roce
2021. Z grafu je patrné, ze v roce 2021 bylo vice pozitivné testovanych gravidnich zen

a to 63 %, neZ negativné testovanych.

Pocet pozitivné testovanych a negativné
testovanych gravidnich zen v roce 2021

B pocet negativné testovanych gravidnich osob B pocet pozitivné testovanych gravidnich osob

Obrazek 15 — Pocet pozitivné testovanych a negativné testovanych gravidnich Zen
z celkového poctu 161 testovanych gravidnich zZen metodou KFR v roce 2021 [viastni
zdroj]
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6 DISKUZE

Cilem préce je statistické zpracovani vysledki vySetfovani t€hotnych Zen z let 2011 az
2021 v laboratoti FN Plzen ziskanych metodou KFR. Komplement fixa¢ni reakce je
sérologicka screeningova metoda pro stanoveni titru celkovych protilatek proti 7. gondii
v pacientském séru. Jelikoz v Ceské republice vySetfeni na protilatky proti 7. gondii
u gravidnich Zen nebylo nikdy povinné, vSechny tyto Zzeny vySetfeni nepodstoupi.
V CR tak byly pouze vyjimeéné oblasti nebo laboratofe (Plzef, Praha, Karvind), kde se
da mluvit o systematické praci v této problematice alesponi v né¢jakém Casovém obdobi.
Konkrétné v Plzni byly gravidni Zeny systematicky vySetfovany zhruba od roku 1990.
V této dobé€ na projektu spolupracovali regionalni gynekologové a na rozdil od ekonomti
a socialni stranku nez ekonomické zajmy. OvSem v pfipad¢ narozeni postizeného ditéte
by pak i ekonomika hrala svoji urcitou roli, jelikoz péce o Cloveka se zdravotnim
postizenim je velmi nakladnd. V laboratofi FN tak jsou k dispozici dlouhodobé vysledky
od roku 1990 a celkovy pocet vySettenych Zen se dnes pohybuje okolo 50 000. Bohuzel
diky stale hor$i finan¢ni situaci ve zdravotnim systému, diky neexistujici opote
v legislativé a vymeéné generace gynekologli se pocet provedeni téchto vySetfeni
s kazdym rokem snizuje, a to i tam, kde vySetifovani mélo tradici. Toto nepovinné
vySetieni je ale v souCasnosti mozno indikovat na Zadost samotné zeny nebo na zaklad¢
doporuceni osetfujiciho lIékate. Zakladnim cilem bylo a je v¢as zachytit infekci t€hotné

zeny a vhodnymi terapeutickymi opatienimi zabranit infekci a poskozeni plodu [31].

Screeningovou metodou KFR byly zpracovany vysledky ziskané v letech 2011, 2013,
2015, 2017, 2019 a 2021. Z grafii vyplyva, Ze nejvice vySetfeni véetné opakovaného
vySetfeni bylo provedeno v roce 2017. Diivodem bylo, ze v tomto roce se v Plzenském
regionu narodilo nevratné poskozené dité nasledkem kongenitalni toxoplazmové infekce.
Jeho matka nebyla nikdy vySetfena. Takové negativni zkusSenosti vzdy vedou oSetiujici
1€kate k vEtsi opatrnosti a bez ohledu na povinnost vzdy dojde k vzestupu pozadovanych

konkrétnich vySetteni [31].

Nejmensi pocet celkovych vySetfeni byl proveden v roce 2015. V celkového poctu
vySetieni pievazuje vySetieni zen, kterych se uskutecnilo nejvice v roce 2011. Nejméne

celkovych vysetieni u Zen bylo provedeno v roce 2013. Z celkového poctu vysetieni zen
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bylo nejvice vySetfeni u gravidnich zen vroce 2011. Naopak nejméné vySetfeni

indikovanych gravidnim Zenam bylo v roce 2013.

Jestlize se zaméiime na od sebe nejvzdalenéjsi roky, kterymi jsou rok 2011 a 2021, je
jasné, ze v roce 2021 bylo provedeno daleko méné vySetieni nez v roce 2011, a to at’ uz se
jednd o pocet celkovych vySetfeni, o pocet osob, ¢i o pocet té¢hotnych zen. Graf
na obrazku 14 ptedstavuje procentudlni zastoupeni pozitivné a negativné testovanych
gravidnich Zen v roce 2011. Konkrétné se jedna o 49 % negativné testovanych a 51 %
pozitivné testovanych z celkového poctu 195 testovanych gravidnich Zen. Graf na obrazku
15 pfedstavuje procentudlni zastoupeni pozitivné a negativné testovanych gravidnich zen
vroce 2021. Konkrétné se jednad o 37 % negativné testovanych a 63 % pozitivné
testovanych z celkového poctu 161 testovanych gravidnich zen. Tim lze tedy poukazat
na to, ze i1 kdyz bylo v roce 2011 testovano vice osob nez v roce 2021, byla prokazana

pozitivita u méné¢ vzorki nezli v roce 2021, a to o0 12 % pozitivnich ptipada.

Petr Kodym a Markéta Geleneky uvadéji v ¢lanku ,, Prevence, diagnostika a lécba
toxoplazmozy v gravidité”, ze pocet piipadi klesl od roku 2000, kdy byl pocet
nakazenych 670 osob a z toho 425 Zen, béhem roku 2009 na 231 ptipada a z toho bylo
pozitivnich 156 Zen. Z dat Statniho zdravotnického ufadu byla dle poctu nahlasené¢ho
onemocnéni nemocnost toxoplazmézou na 100 000 obyvatel v CR vroce 2012
nemocnost 1,8 a vroce 2021 nemocnost 0,9. Tato data tedy ukazuji, Zze pocet ptipada
nakazy toxoplazmoézou jiz dlouhodobé klesa a dle naSich dat zaroven klesa i1 pocet
vySetfeni nemoci. NaSe prace ovSem ukazuje, Ze procentudlni zastoupeni pozitivnich

ptipadi v roce 2021 je vyssi, nez v roce 2011, i kdyZ pocet vySetieni je nizsi [32; 33].

Metodou KFR se nejen muze porovnavat pocet pozitivnich a negativnich vzorkd,
¢1 pocet vySetteni, ale také vyse titru, kterd ndm orientacné udava, v jaké koncentraci jsou
dané protilatky pfitomny v séru a tim orientané zjistit fazi onemocnéni. Vysledek je
pozitivni, jestliZe titr je rovny ¢i presahuje hodnotu 1:8. Pfi tomto titru a titru 1:32 se mize
jednat o latentni infekci. Pokud je titr vyssi nez 1:64, mtze byt infekce v akutni nebo
postakutni fazi. Grafy 12 a 13 tyto hodnoty titr v roce 2011 a 2021 porovnavaji a ukazuji,
ze v roce 2011 byl naméten nejvyssi titr 1:2048 a v roce 2021 titr 1:256. V roce 2011 bylo
stanoveno 75 gravidnich Zen, u kterych pravdépodobné probihala latentni faze infekce.

V roce 2021 bylo odhaleno 84 gravidnich zen, u kterych pravdépodobné probihala latentni
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faze infekce. Pokud se diagnostikuje u t¢hotnych zen latentni fdze infekce, neméla by tato

skute¢nost nijak ohrozit plod.

V roce 2011 bylo odhaleno 10 gravidnich zen, u kterych pravdépodobné probihala
akutni ¢i postakutni faze infekce. V roce 2021 byly 4 gravidni Zeny s pravdépodobné
akutni ¢i postakutni fazi infekce. Pokud se diagnostikuje u t€hotnych Zen akutni faze
infekce, je mozné, Ze by mohlo dojit k infikovani a poskozeni plodu. Z téchto dat vyplyva,
ze vroce 2011 bylo pravdépodobné vice zen diagnostikovanych s akutni fazi infekce,
nezli vroce 2021. To, o jakou fazi infekce se jedna, se musi vzdy dovySetfit pomoci

dalSich metod. V ptipadé FN Plzen se jedna o metodu EIA IgG, IgM a IgA [34].

Na zakladé vySetfeni protilatek proti 7. gondii a zjisténych vysledkit metodou KFR
davame klinikovi odpovéd’ na otazku, jestli Zena ma protilatky (setkala se v minulosti
s timto parazitem) anebo je negativni (nesetkala se s parazitem). Toto rozdéleni ma velky
vyznam pro prevenci v obdobi gravidity. U pozitivnich Zen s jakymkoliv nizkym nebo
sttednim titrem protilatek je riziko pfenosu na plod v pfipad¢ infekce matky minimélni,
témef nulové. VSechny negativni Zeny by mély dodrzovat peclivéji jednoduché opatieni
k zabranéni své infekce. SpocCivaji v dodrzovani zakladni hygieny (myti rukou
po kontaktu s ko¢kami nebo po praci na zahradce, nekonzumovat nedostatecné tepelné
spoc¢iva ve vyhledavani Zen s akutni nebo nedavno probéhlou infekci matky, u které hrozi
pienos na plod a jako nasledek jeho mozné poskozeni nebo dokonce nedonoSeni.
I v pfipadé ndkazy matky béhem gravidity mdme moZzZnost prognézy vyvoje plodu
vyznamné terapeuticky ovlivnit. Tato situace musi byt, ale podchycena co nejdiive
po ndkaze matky, ve vétSin¢ piipadi bezptiznakové. Jak bylo vySe napsano,
ke konkrétnéjSimu a nutnému urceni faze infekce (latentni, chronické, akutni) ndm slouzi
detekce jednotlivych specifickych imunoglobulini IgG, IgM a IgA. Zatimco
imunoglobuliny IgG v podstaté kopiruji vysledky metody KFR, imunoglobuliny IgM
a IgA maji vyznamnéjsi roli a umoziuji nam ¢asove konkrétnéji specifikovat fazi infekce
— jde hlavné o akutni stav. Ob¢ tfidy charakterizuje jejich rychly vzestup po nakaze
a jejich rychld degradace (v ramci meésicti). V historii jsme meéli nejprve moznost
detekovat imunoglobuliny IgM. Jejich pietrvavani bylo garantovano opravdu v fddech
meésict, ale pozdéji se ukazalo, ze si dokazou udrzet hladinu detekovatelnosti (pozitivity)

1jeden rok. Dalsi nevyhodou je moznost jejich nespecifické syntézy a vzniku tzv. falesné
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pozitivity v gravidité. Proto bylo nutné zavést laboratorni metodu, kterd by nam jeste
konkrétnéji ¢asove specifikovala Cas nakazy matky. Tou je detekce imunoglobulint IgA,
ktera je jiz mnoho let soucasti bézné laboratorni diagnostiky toxoplazmoézy. U téchto
imunoglobulin opravdu plati, Ze jejich detekovatelnost je v tfddu meésict. Jejich
koncentrace slabne, az zcela vymizi (viz obrazek 3). Chceme-li, jesté vice specifikovat
¢as ndkazy, pouzivame v laboratofi metodu zjisténi avidity IgG imunoglobulint, ktera
nam rozlisi infekce na star$i nez 4 mésice a infekce ziskané do 4 mésicii od laboratorniho
vysetieni. Infekce star$i nez 4 mésice ma;ji aviditu vysokou, infekce vzniklé do 4 mésicu
od ziskaného vysledku maji aviditu nizkou (pevnost vazby antigenu s protiladtkou je
slabd). V praxi tedy algoritmus vySetfeni protilatek proti 7. gondii a laboratorni
interpretace ziskané¢ho vysledku vypada nasledovné. V ptipad¢ stfednich a vysokych titra
(n€kdy na zadost gynekologa 1 nizkych titrtt) v KFR jsou vySetfeny i vSechny tfi tfidy
specifickych imunoglobulint. Pfi pozitivit¢ v KFR, IgG, IgM, IgA se jedna zcela jisté
o akutni toxoplazmdzu a Zenu je nutno 1é¢it. Avidita byva zpravidla nizka. Pti pozitivité
KFR, IgG, IgM a negativité¢ IgA se mize jednat jiz o star§i nadkazu a terapie nemusi byt
indikovana. V tomto pfipadé¢ ndm velmi pomahé index avidity. Kazdy ptipad je ale

samoziejme unikatni a musi se posuzovat individualné [3; 14; 28; 29; 30]

Pii péci o té€hotné Zeny, infikované toxoplazmovou infekci, nejsou laboratorni
vysetieni jedinymi metodami, z jejichz vysledkii gynekolog, infektolog nékdy i genetik
vychézeji a rozhoduji o dalsi péci o t€hotnou Zenu. Je nutna mezioborova spoluprace
a vsoucasné dobé jsou velmi Casto vyuzivany také zobrazovaci metody, které
odbornikiim umoziuji sledovat aktudlni vyvoj plodu. Terapie je jedinou mozZnosti, jak

v ptipad¢ infekce Zeny v gravidité plod ochranit. Ne vzdy je ale stoprocentni.

I kdyz v nekterych letech bylo vySetfeni vice nez v predeslych, dlouhodobym trendem
v potu vySetieni onemocnéni toxoplazmdzy je znacny ubytek stanoveni. Otazkou
zUstava, zda je tato skuteCnost dana tim, ze nadkazy ubyva, a proto ji lékafi prestavaji
ordinovat nebo ji nepfikladaji tak velky vyznam, ¢i Zeny nechtéji podstupovat vicero

vySetieni, které jsou nad ramec povinnych vysetieni v CR.
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Dle naSich statistickych zpracovani je pozitivita stanoveni stale vysoka, ovSem
v akutni fazi je v roce 2021 mén¢ ptipadii, coz znaci, Ze té¢hotné Zeny pravdépodobné
prodélaly onemocnéni pred ot€hotnéni. Tim piestava byt onemocnéni toxoplazmodzou
ohrozujicim pro plod. Jinak tomu vSak bylo v piedchozich letech, kdy vice akutnich
onemocnéni probihalo pfimo v t¢hotenstvi. Pfesto se nejednd o pravidlo a je nutné stale
kontrolovat Sifeni toxoplazmozy v populaci, a to pfedev§im u gravidnich Zen. Postizeni
plodu mize byt velmi vazné s komplikovanou lécbou, v¢éetné moznosti trvalych nasledkt

u novorozenci, proto je diagnostika toxoplazmodzy v téhotenstvi stale velmi dilezita.
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7 ZAVER
Hlavnim cilem prace bylo statistické zpracovani poctu stanoveni celkovych protilatek
proti 7. gondii metodou KFR. Statisticky byly zpracovany vysledky ziskané metodou

KFR zlet 2011, 2013, 2015, 2017, 2019 a 2021. Podrobné&ji byly porovnany roky 2011
a2021.

V roce 2011 bylo testovano 195 gravidnich Zen z toho pozitivné testovano bylo 51 %
gravidnich Zen. V roce 2021 bylo testovano 161 gravidnich Zen z toho pozitivné testovano
bylo 63 % gravidnich Zen. Pocet vySetfeni se tedy snizil, 1 kdyZ pozitivita vzrostla. Pfesto
ale nemizeme konstatovat, Ze musela byt nasazena 1écba a mohlo dojit k poskozeni
plodu, jelikoz diagnoza je zavisla na dopliujicich vySetfeni urcujicich tfidu

imunoglobulinti.

V roce 2011 byly vysledky titrii metodou KFR vyssi, nezli v roce 2021. To mohlo
znamenat, ze v roce 2011 bylo vice ptipadl gravidnich Zen s toxoplazmézou v akutni fazi.
K poskozeni plodu mize dojit, pokud u gravidni zeny probiha onemocnéni v akutni fazi.
Jestlize je onemocnéni v latentni fazi, plod neni ohroZen. Mira poskozeni plodu také
zavisi na trimestru, v kterém probiha akutni faze onemocnéni. Tento aspekt ovSem nebyl
do statistického zpracovani zahrnut, jelikoz témito daty mikrobiologicka laboratot

nedisponuje.

Néplni prace bylo poukazat na snizeny pocet vySetfeni béhem let, ktery mize byt
zapticinény mnoha divody, ale hlavné je zplisobeny nepovinnym testovanim té¢hotnych
zen na protilatky proti 7. gondii. Pocet vysetienych pacientli na toxoplazmozu ubyva, ale

to neni znamkou toho, ze by pozitivnich ptipadi bylo méné.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ab protilatka

Ag antigen

AMA apikalni membranovy antigen
Av aviditni test

CNS centralni nervovy systém

CR Ceska republika

CT vypocetni tomografie

DNA deoxyribonukleova kyselina
EIA enzyme imunosorbent assay
ER endoplazmatické retikulum
FN fakultni nemocnice

HIV virus lidské imunitni nedostatecnosti
[Av index avidity

Ig imunoglobulin

IP index pozitivity

KFR komplement fixacni reakce

MIC mikronemovy protein



NIFR

PCR

T. gondii

TMB

normalni test

nepiima imunofluorescence

polymerase chain reaction

Toxoplazma gondii

3,3,5,5'-Tetramethylbenzidin
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Ptilohy

Ptiloha 1 - Souhlas s poskytovanim informaci

FAKULTNi NEMOCNICE PLZEN

Cam— — +
A S
m— . www ~Utvar naméstka pro oSetrovatelskou péci
G A, RSO
e e Edvarda Benese 13, 305 99 Pizen - Bory
mm—= wasmae cwmesy alej Svobody 80. 304 60 Plzen - Lochotin
FAKULTNI NEMOCNICE PLZEN 1CO 00669806 tel.: 377 401 111, 377 103 111
Véazena pani

Markéta Kepkova .
Studentka oboru Zdravotni laborant
Fakulta biomedicinského inZenyrstvi — Katedra zdravotnickych obort a ochrany obyvatelstva

Ceské vysoké uéeni technické v Praze

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zakladé Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro osetfovatelskou pédi FN Plzen udéluji
souhlas se ziskavanim / zpracovanim anonymizovanych informaci o laboratornich metodach,
pouzivanych na pracoviti Ustavu mikrobiologie (MIKRO) FN Pizeri. Tento souhlas je vydavan, pii
spinéni nize uvedenych podminek, v souvislosti s vypracovani Vasi bakalaiské prace s nazvem
, Toxoplazmdza u téhotnych zen a metody jeji laboratorni diagnostiky".

Podminky, za kterych Vam bude umoznéna realizace Vaseho $etfeni ve FN Plzefi:

Pfednosta MIKRO souhlasi s Vasim postupem.

Osobné povedete svoje Setieni.

Vase Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérnic
FN Pizen, ochrany dat pacientt a dodrzovani Hygienického planu FN Plzef. Vase Setreni
bude provedeno za dodrzeni vsech legislativnich norem, zejména s ohledem na
platnost zakona ¢. 372/2011 Sb., o zdravotnich sluzbach a podminkach jejich poskytovani,

v platném znéni.
Udaje ze zdravotnické dokumentace pacientu, které budou uvedeny ve Vasi bakalarské praci,

musi byt zcela anonymizovany.
Sbér informaci budete provadét pod pfimym vedenim opravnéného zdravotnického

pracovnika, kterym je pan RNDr. Karel Fajfrlik, Ph.D., pfednosta MIKRO FN Pizer.

Po zpracovani Vami zjisténych udaju poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice &i organizaénimu
celku FN Plzen zavéry Vaseho Setfeni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zajem a
budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledki Vaseho $etfeni na vzdélavacich akcich

poradanych FN Plzen.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovnikii s Vami spolupracovat, pokud by

spoluprace s Vami narusovala pinéni pracovnich povinnosti zaméstnancl. Spoluprace zaméstnancu

FN Plzen na Vasem $etfeni je dobrovolna.

Pfeji Vam hodné uspéchu pfi studiu.

Magr. Bc. Svétluse Chabrova
manazerka pro vzdélavani a vyuku NELZP
zostupkyné naméstkyné pro os. péci

Utvar naméstkyné pro os. péci FN Plzets

tel.. 377 103 204, 377 402 207
e-mail: chabrovas@fnplzen.cz
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