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Co je toxoplazmoza®?

» Infekce parazitem Toxoplasma gondii

T. gondii - paraziticky prvok,
vicehostitelska kokcidie, ktera parazituje
v bunkach ¢lovéka i zvirat.

Vyskyt:

» latentni forma postihuje 1/3 svétove
populace

> Ceska republika — roéné 400-800
pfipadu akutni toxoplazmodzy

» vrozena toxoplazmoza u 0,1% vSech
novorozencu

Machala, Kodym 2005
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- Zivotni cyklus T. gondii

» Definitivni hostitel - koCka se infikuje

masem (bradyzoity, oocysty)
z . Sexualni rozmnozovani - strevni bunky —
ukonceni vznikem oocyst — vylouceni
' trusem — sporulace - kontaminace zevniho
- % prostredi

» Mezihostitel - teplokrevny zivocich —
nejCasteji alimentarni nakaza -

- . ' tachyzoit (fec. tachos — rychlost):
intracelularné mnozici se forma v nervove
a svalove tkani (akutni faze infekce)
bradyzoit (fec. brady — pomaly): aktivace
Imunitniho systému-vznik tkanove cysty
(latentni faze infekce, s moznosti
reaktivace)




Klinicky obraz onemocnéni

Ziskana toxoplazmoéza

» Imunokompetentni jedinci — asymptomaticky
prubeh, mirné priznaky (uzlinova forma,chfipkove g |
stavy), sérokonverze, latentni faze
Vrozena toxoplazmoéza

» Transplacentarni infekce - tkanove nekrozy,
encefalitida, kalcifikace, hydrocefalus, \ /
chorioretinitida (Sabinova triada) <y
Reaktivace latentni toxoplazmozy
»imunosuprese, cytostaticka terapie, HIV
»ruptura tkanovych cyst — zmnozeni tachyzoitu
Toxoplazmova encefalitida

Ocni forma et
»pozdni manifestace kongenitalni toxoplazmozyi gies
ziskané formy Sge
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Rizikové skupiny
> GRAVIDNIi ZENY A JEJICH PLOD - primoinfekce -

transplacentarni prenos
» Riziko poskozeni plodu zavislé na gestacnim veku :
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» 3 trimestr — riziko infekce 60% - asymptomaticky
prubéh, v détském véku —océni forma, hluchota,
strabizmus, psychomotoricka retardace

» NOVOROZENCI
> IMUNOKOMPROMINOVANI PACIENTI
> OSOBY S IMUNODEFICIENCI




Laboratorni diagnostika
toxoplazmozy

NepiFimé metody

(prukaz protilatek)

PFimé metody

(prukaz puvodce)




NepFimy prukaz toxoplazmoézy -
sérologicky profil

» Toxoplazmové protilatky KFR - vysoka citlivost, nizka
specifita

> 1gG protilatky
pretrvavaji cely zivot (pametové protilatky)
tvori se 1-2 tydny po nakazeni, peak 3-6 mesicu po nakazeni
> 1gM protilatky
perzistuji 12-18 mésicu po akutni fazi
> IgE protilatky
1:tyo_ﬁ’ se 1-2 tydny po nakazeni, perzistuji 4-6 mésicu po akutni
azi,
> IgA protilatky
perzistuji 6-9 mésicu po akutni fazi,
> Avidita I1gG
Nizka avidita pretrvava maximalne 4 meésice po akut. infekci

Kodym a Machala, 2007



Primy prukaz toxoplazmézy - PCR
detekce DNA 7. gondii

» Detekce aktivni infekce (tachyzoitu) v krvi

» Metody volby u imunokompromitovanych jedincu
(transplantace, cytostaticka léCba, HIV),
transplacentarni prenos (primoinfekce matky)

» Jednoducha proveditelnost, rychlost, vysoka citlivost a
specificita Negativni nalez nevyluCuje aktivni infekci!

» Dulezitost dodrzeni preanalytickych podminek, zabranéni

falesné pozitivity (dekontaminace, prostorove oddeleni
jednotlivych kroku, UNG, IC, EK), dulezitost izolace

» Standardizace PCR protokolu, mezilaboratorni kontroly



Sekvence nejcastéji pouzivané k PCR
detekci 7. gondii

» B1 - vgenomu se opakuje asi 35x

» SAGI (P30) - kéduje povrchovy antigen, v genomu
se vyskytuje 1x

» 18-S rDNA - oblast ribozomalni podjednotky,
opakuje se 110x

» TGR1E - opakuje se asi 35x

» AF 145627(529 bp) - vyskytuje se v 200 az 300
kopiich




Cil
» Zavedeni kvantitativni PCR pro rutinni detekci T. gondii

v krevni plazme s TagMan sondami

» repetitivni oblasti AF146527 (529bp) a B1 na pristroji
LightCycler (Roche)

» Zavedeni TagMan detekce pro beta-globin jako interni
kontroly

» Overit izolaCni techniku vhodnou pro T. gondii DNA

» Stanovit detekcni limit na zaklade fedici rady izolovanych
tachyzoitu

J Wahab a Edvinssom 2010



Princip PCR detekce s TagMan sondami

»Hydrolyzacni technika

Taq DNA polymeraza

Primery, sonda oznacCena 2
fluorofory (R excitacni energii , Q
pohlcujici energii, tzv. ,quencher)
»Znacky v bezprostredni blizkosti
— Q pohlti emitované svétlo

»Po odstépeni R-Q -
fluorescence
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Mereni mnozstvi PCR
produktu vznikleého
behem exponencialni
faze amplifikace
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Amplification Curves
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Amplification Curves
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Amplification Curves
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Vysledky a zaveér

» Detekce repetitivni oblasti AF146527 (529 bp),
ktera se vyskytuje v genomu 200-300krat, byla
citlivejsi ve srovnani s 35-repetici B1.

» Detekcni limit 3 tachyzoity/ml

» Ukazuje se dulezitost volby spravného izolaéniho
postupu pro rutinni diagnostiku T. gondii DNA z
plazmy.

Kvantitativni PCR repetitivni oblasti AF146527 |e
pro svou citlivost vhodna pro rutinni
diagnostiku toxoplazmozy.
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