PUVODCI
OPORTUNNICH PROTOZOARNICH NAKAZ

Toxoplasma gondii
Pneumocystis jirovecii

mikrosporidie




oxoplasma gondil

apicomplexa (pfibuznost s malarickymi plasmodii)
intracelularni
prenos: alimentarni

transplacentarni, transplantaci organa
puvodce toxoplasmozy (= oportunni nakaza)




PUVODCE

APICOMPLEXA

apikalni komplex: prunik do bunék

tachyzoit bradyzoit oocysta

* vnika do bunék e pomalu se mnozi * klidové stadium

* rychle se mnozi  dlouhodobé prezivA ¢ obsahuje sporozoity
« destruuje buriky uvnitf bunék = infek €ni stadium

= patogenni stadium * tvofi tkanové cysty

= infek éni stadium



PUVODCE

OOCYSTA = infek €ni stadium
vyluCovane s vykaly ko éky do prostredi

% -u-_.- i c" :.-

sporozoit

- — . - .
Dubey J P et al. Clin. Microbiol. Rev. 1998




Toxoplasma gondii = stfevni parazit ko ékovitych Selem

VYVOJOVY CYKLUS T. gondii

ve stevé koéky: cely vyvojm® kondi vyluGovanim oocyst




VYVOJOVY CYKLUS T. gondii

Vyvoj ve stfevé koCky
intracelularné v enterocytech

tkanova
cysta

zrala ve vykalech:
oocysta nezrala
oocysta

neinfek éni

bradvzoit vzduch, vihko
y 1-5 dnu
N
tachyzoit
T zrala
sporozoit _oocysta
infek €éni
alimentarni
nakaza
hostitele

mezihostitele



VYVOJOVY CYKLUS T. gondii

MEZIHOSTITELE

MEZIHOSTITELSKA SPECIFITA:

* velmi mala
« vSichni teplokrevni zZivo&ichové vE. ¢lovéka se mohou nakazit: ¢lov ék je mezihostitel

vyvoj v mezihostiteli  konci tvorbou tkd novych cyst




PUVODCE
TACHYZOIT = patogenni stadium

 vnika do nefagocytujicich jadernych bunék
* uvnitf bunky se rychle mnozi ~ OPAKOVANI
e destruuje bunky

J

Pod vlivem imunitni odpovédi se transformuje v bradyzoity



TKANOVA CYSTA = infek éni tka nové stadium

* zvétSena tkanova bunka vyplnéna bradyzoity (stovky)
 bradyzoity se v bufice mnozi pomalu

» nedochazi k destrukci infikované burky

* infikovana burika dlouhodobé preziva



1.pfipad infekce ¢€lovéka
1923 oftalmolog dr. Josef Janku

(1886 — 1963)
konziliarni Iékaf oéniho oddéleni Nemocnice na Kralovskych Vinohradech
1. pfednosta ocni kliniky FNKV



EPIDEMIOLOGIE

ROZSIRENI Toxoplasma gondii

kosmopolitni:  1/3 — 1/2 lidské populace nakazena (odhad)

Evropa: jedna z nejbéznéjSich nakaz
CR 0 25% osob nakazeno
300 — 400 pfipadd/rok




EPIDEMIOLOGIE TOXOPLASMOZY

PRENOS

e alimentarni cestou
ee QOCYyStami
zdroj: kontaminace koci¢imi vykaly (zelenina, hlina na zahradce, pisek piskovist ...)

o+ tkaRoOvymi cystami
zdroj:
oo+ tepelné malo upravené/syrové maso/vnitfnosti mezihostitele
(konzumace/pfiprava)
eee nepasterované mléko mezih@e (kozi, ovCi) a mlé&né vyrobky

toxoplasmoéza = zoonoza

e kongenitalné
e transplantaci organu




EPIDEMIOLOGIE TOXOPLASMOZY

alimentarni nakaza oocystami
zdroj:  koCici vykaly
pro prenos: rizikov éjsi ko t'ata a mladé ko €ky

pFi primoinfekci : koCka vylu€uje oocysty
pfi reinfekci : vylu€Covani oocyst je vzacné

nakazi-li se ko¢ka
ee QOCYystami
VyVoj ve stfevé = pomaly
oocysty vyluCovany za 20-25 dnu

vylu€ovani je kratké (2-5 dnu)
oe tkanovymi cystami

VyVvoj ve stfevé = rychlejsi

oocysty vyluGovany za 2-10 dn(

vyluovani az 20 dnu




}

zrala ) o —
: E—b ALIMENTARNI NAKAZA €= tkfynsza

QD sporozoity Ci bradyzoity
‘ pronikaji stfrevnim epitelem
méni se v tachyzoity
\

vnik do leukocytt/dendritickych bunék
hematogenni rozsev tachyzoitl

'4

invaze tkanovych bunék

/. N\

invaze dalSich vznik tkanové cysty
tkarovych bunék tachyzoit

prunik placentou
invaze bunék

v
1 bradyzoit

akutni 1 kongenitalni

latentni
TOXOPLASMOZA



TKANOVE CYSTY

preferencni lokalizace: svalstvo, oko, mozek = imunitné privilegované organy

mozek, oko kosterni, srde ¢€ni svalovina
(nervova tkan) tkanoveé cysty: protahlé
tkanoveé cysty: kulaté



KLINICKY OBRAZ

POSTNATALNI NAKAZA

(pozfeni infek&nich stadii toxoplasem)

1. imunokompetentni osoby

2 faze nakazy
e akutni faze : ~ 3 tydny
* latentni faze : celozivotni
prubéh akutni faze: 90% asymptomaticky — mirny (obdoba mirné chfipky)
10% symptomaticky

prubéh latentni faze: asymptomaticky

>>> vysoké procento seropozitivnich osob v populaci



KLINICKY OBRAZ
POSTNATALNI NAKAZA

akutni symptomaticka faze

 * uzlinova toxoplasmoza
zdufeni uzlin (pfedevsim na krku)
odezni bez lIéCby

e 4

nejCastéjSi manifestace toxoplasmozy
imunokompetentnich dospélych

» *» 0€ni toxoplasmoza
retinochorioiditida

vzacna manifestace
toxoplasmozy

léze nebo jizvy na oénim pozadi normalni oéni pozadi



KLINICKY OBRAZ
POSTNATALNI NAKAZA

2. imunosuprimované osoby

akutni symptomaticka infekce : zavazné onemocnéni, pfi¢ina smrti
 aktivace latentni nakazy (AIDS, nadorova onemocnéni, piijemce organu)
* nakaza prijemce infikovanym organem darce
nej¢astéji: mozkova toxoplasmoza
(az u 1/3 osob s nelécenou HIV infekci)

Medscapea www.medscape.com

pFiznaky:

bolest hlavy
horecCka

psychické poruchy
poruchy vidéni
hemiparézy

zobrazovaci metody:

4
léze v mozku _ | e
(j ed n a _ n é ko I i k) Sﬁae:rca hhgﬁg:gxisrfmr;:—ring-en hancing lesions in an AIDS patient




KLINICKY OBRAZ

KONGENITALNI NAKAZA

(ndkaza plodu béhem akutni faze nakazy matky)
e vzacna (<< 1%)
 zpravidla asymptomaticka

e zavaznost: souvisi s mirou poskozeni plodu (plod = imunodeficitni)
(ndkaza matky x faze téhotenstvi)

kalcifikace..~

tézké poskozeni plodu
e spontanni potrat

* narozeni mrtvého ditéte
hydrocefalus

mentalni poruchy
mozkové kalcifikace
retinochorioiditida




KONGENITALNI TOXOPLASMOZA

e k pfenosu infekce z matky na plod muze dojit pouze tehdy,
nakazila-li se zena béhem téhotenstvi nebo tésné pred otéhotnénim

o Zeny s latentni toxoplasmozou, které maji vytvoreny protilatky,
jsou pred nakazou v téhotenstvi chranény

« zavaznost poskozeni plodu zavisi na obdobi, v némz k nakaze dojde
o riziko posSkozeni plodu se béhem téhotenstvi snizuje
e+ riziko nakazy plodu se béhem téhotenstvi zvysuje




LABORATORNI DIAGNOSTIKA

A Al

NEPRIMY PRUKAZ specifickych protilatek

Material
1. sérum: a. zakladni vySet feni (zda je pacient infikovan)

stanoveni celkovych imunoglobulina (1g)
metoda : komplement fixacni reakce

b. dopl nkové vySet feni (faze nakazy)
stanoveni jednotlivych tfid Ig (IgM, IgA, 1gG)
metoda : ELISA
stanoveni avidity IgG

2. plodova voda, fetalni krev, likvor, sklivec



LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Faze nakazy

Kinetika tvorby celkovych imunoglobulint a jednotlivych tfid: obecné schéma

akutni toxoplasmoza: celkové imunoglobuliny (Ig) stoupaiji
IgM, IgA strmé stoupaji (vysoka hladina)
lgG pomalu stoupaji (nizka hladina)

odeznéni akutni faze:  celkové Ig stabilni nebo pomaly pokles
IgM, IgA postupné klesaji
lgG dlouhodobé vysoké, pomaly pokles

latentni toxoplasmoéza: celkové Ig trvale nizké
IgM, IgA negativni
lgG trvale nizké, ale pfitomny



LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Jak poznat akutni toxoplasmozu ?

KINETIEA  PROTILATEL




LABORATORNI DIAGNOSTIKA

STANOVENI AVIDITY IgG
= pevnosti vazby mezi protilatkou a antigenem

PRINCIP
v prubéhu nakazy dochazi k selekci klont B lymfocytt produkujicich
protilatky proti komplexnimu antigenu (vyzravani imunitni odpovédi)

=T .

INTERPRETACE

* nizka avidita:  akutni toxoplasmoza (primoinfekce)
 vysoka avidita: chronicka toxoplasmoza




LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Strategie vySetfovani protilatek se fidi:
e kategorii vySetrovanych osob

 vySetfovanym materialem



LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Kategorie vySet fovanych osob

iImunokompetentni osoby s podezfenim na nakazu
téhotné zeny

novorozenci

0soby s podezienim na oc¢ni toxoplasmozu
HIV, AIDS

darci a pfijemci organu



LABORATORNI DIAGNOSTIKA

PRIMY PRLOJ KAZ: rutinné se neprovédl' (pouze specifické pfipady)

[ T . R o
MATERIAL: £ oy | tkariové cysty
« plodova voda h & ey - ‘
* fetalni krev
e likvor
* biopticky material
e sekéni material

METODY:

* i.p. inokulace mysi
 PCR

* histologie




TERAPIE

Neni uc€inna proti tkanovym cystam!

Kdo je |é éen:

* klinicky aktivni infekce

» prokdzana kongenitalni toxoplasmdza

 pfiznakova toxoplasmoéza imunodeficitnich pacientu

Cim:

Pyrimethamin + sulfadiazin (alt. trimetoprim + sulfamethoxazol)
e antifolaty (synergisty)

* cidni pro tachyzoity

* chemoprofylaxe pfi HIV+

Spiramycin
» brani praniku toxoplasem pres placentu:
* e prevence kongenitalni toxoplasmozy (neskodny pro matku i dité): Francie



PREVENCE

TOXOPLASMOZA - OPORTUNNI INFEKCE

Imunodeficitni pacienti
sérologicky pozitivni
pfi poklesu CD4+T lymfocytd <100/mm?3 & chemoprofylaxe

pFijemci/darci organ u: testovani protilatek



PREVENCE

KONGENITALNI TOXOPLASMOZA

konzumace dobfe tepelné upraveného masa (teplota uvnitf [1 66°C)
dukladné myti syrové zeleniny

dukladné myti rukou

oo p‘lzed kaid)'/m jidlem
** po manipulaci se syrovym masem
** po praci s hlinou

vyhybat se kontaktu s ko€i€im trusem




Pneumocystis jirovecii

(Pneumocystis carinii)

mikroorganismus pfibuzny houbam rodu Schizosaccharomyces
extracelularni
vyvoj v plicich

puvodce pneumonie 0sob s imunodeficitem = pneumocystozy




HISTORIE

1909  popis Pneumocystis carinii u krysy
1952
objev souvislosti mezi Pneumocystis

a onemocnénim c¢lovéka " J
dr.Vanék a prOf.\]iroveC: dr. J. Vanék, prof. Borovansky (druhy zprava)
atypicka d étska intersticialni plasmocytarni pneumonie (1920-1960)

1960
souvislost s nedostateénosti imunitni odpovédi

80.leta pneumocystova pneumonie (Pcp) a AIDS

2002
Pneumocystis jirovecii (Pcp: antroponéza)

prof. O. Jirovec

soucasnost:
* noveé infekce HIV (profylaxe)
e jiné pficiny tézkého imunodeficitu
(transplantace, nddorova onemocnéni, autoimunitni onemocnéni)



Pneumocysty kolonizuji plicni alveoly

bronchus

Secondary
bronchus

Alveodl enlarged

&unchluleﬂ\
Tetminal .~ e

bronchiole T Alveok

P4430 [RM] © www.visualphotos.com




Plicni alveoly

* tenkosténneé vacky
o vystelka ze dvou typu bunék

lumen 7, — :
alveolu plicni makrofag
krevni j
kapilara .
Al plicni intersticium
= e = | ¥
lumen e T A
alveolu . <
pneumocyt |. typu >
neumocyt Il. typu <
lumen P ytil. typ =
alveolu




PUVODCE

Pneumocysty nasedaji a vyvijeji se na povrchu vystelk  y alveol U

pneumocysty

pneumocyt |




PUVODCE

v alveolech extracelularné 3 stadia: trofozoit, precysta, cysta

trofozoit

precysta

infek¢ni stadium

aerosol pri kasli
pfenos: vdechnutim



parietal pleura

visceral pleura 1

upper lobe
pleural eavity

lobe Grohehus j

)
s A |
¥ [ A

P4490 [RM] © www.visualphotos.com

PNEUMONIE

 akutni zanétlivé onemocnéni
* postihuje

ee respiracni bronchioly

ee alveoly

e e ntersticialni plicni tkan




PNEUMOCYSTOVA PNEUMONIE

® intersticialni pneumonie: zanétlivy nehnisavy exsudat v plicnim intersticiu
lymfoplasmocytarni pneumonie
® v lumen alveoll: ,pénovita“ hmota tvofena surfaktantem navazanym na pneumocysty

didsledek: sniZzena kapacita alveol G pro vym énu plyn

-

nenakazené alveoly Zaplnéni nakaZenych alveoll surfaktantem



KLINICKY OBRAZ PNEUMOCYSTOVE PNEUMONIE

Imunokompetentni osoby: 3 populace ma sérové protilatky ???

Imunokompromitované osoby:  pneumonie

e AIDS — Kklinicky manifestni onemocnéni
pfi poklesu CD, T lymfocytd pod 200/mm 3 (profylaxe, HAART)
e onkologicky nemocni (generalizovana lymfoproliferativni onemocnéni)
» pacienti po transplantacich (pfijemci solidnich organa, kostni dieng)
e pfedCasné narozené déti

Pfriznaky: neproduktivni kaSel
narastajici dusnost
subfebrilie - horeCka



Zobrazovaci metody

Medscapea www.medscape.com

N Engl J Med 2004, 350:22

Source: AIDS Read © 2002 Clagott Publishing, Division of SCP Communications

Infiltraty v plicich



LABORATORNI DIAGNOSTIKA

PRIMY PRUKAZ trofozoitti a cyst v plicni tkani nebo sekretech

MATERIAL

bronchoalveolarni tekutina
indukované sputum

aspirat bronchu

neindukované sputum

vyplach dutiny dstni (,oral wash®)
(plicni biopsie, sekce plic)

o bk Wbk

METODA

» mikroskopie
 PCR

* histologie



LABORATORNI DIAGNOSTIKA

MATERIAL
1. bronchoalveolarni tekutina: ziskava se bronchoalveolarni lavazi (BAL)

BRONCHOSKOPIE




LABORATORNI DIAGNOSTIKA

MATERIAL

2. indukované sputum: ziskava se inhalaci hypertonického roztoku NaCl

* inhaluje se aerosol 5% NaCl
* k tvorbé aerosolu se pouziva ultrazvukovy nebulizator

e délka inhalace: 15 minut




LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Mikroskopie

2 barvené preparaty
(a) barveni podle Giemsa-Romanowski: prukaz trofozoit U
(b) st¥ibfeni (Grocott): prukaz cyst

Giemsa-Romanowski

cysty pneumocyst

masa pneumocyst uvolnéna pfi odbéru BAL



LABORATORNI DIAGNOSTIKA

OMEZENI MIKROSKOPIE | trofozoity

A

VYSETROVANY MATERIAL

* bronchoalveolarni tekutina
80 — 95% citlivost
* indukované sputum

50 — 90% citlivost
e neindukované sputum
~ 20 % citlivost

cysty
MOZNOSTI ODBERU (stav pacienta) '

KVALITA ODB ERU




LABORATORNI DIAGNOSTIKA

PCR: prukaz DNA Pneumocystis

VHODNY MATERIAL:

» bronchoalveolarni tekutina

 indukované sputum

e neindukované sputum (DTT)

e aspirat nebo vyplach dychacich cest

« vyplach dutiny ustni ,oral wash*

 vzorky plicni biopsie, histologické fezy plic

NEVHODNY MATERIAL:

 krev (nesrazliva, srazliva)



LABORATORNI DIAGNOSTIKA PNEUMOCYSTOVE PNEUMONIE

PCR PRUKAZ P.jirovecii

primery (pAZ102-H, pAZ102-E) (Wakefield et al. 1990)
jednokrokova PCR

detekce Useku genu pro mtLSU rRNA o velikosti 346 bp

1,2 — negativni pacienti

3 — aspirat

4 — histologicky fez

5 — krev

6 — bronchoalveolarni lavaz
7 — buffy coat

8 — sputum

K — negativni kontrola




LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Histologie
biopsie
sekéni material

Pcp: alveoly vyplnéné “pénovitou* hmotou
surfaktant + pneumocysty

*.;_,1*':"' —5 &5 &

alveoly bez nakazy




TERAPIE

Kdo je |é éen:
« klinicky aktivni infekce

Cim:
trimetoprim + sulfamethoxazol (co-trimoxazol = Biseptol)
» chemoprofylaxe pfi HIV+

Pentamidin



