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ANOTACE

Bakalaiska prace obsahuje zdkladni informace tykajici se kongenitalnich onemocnéni plodu.
Zaméftuje se piedevsim na infekce STORCH, tedy Syfilis, Toxoplazmdza, Ostatni, Rubeola,
Cytomegalovirus, Herpes simplex, jejich klinicky obraz, 1é¢bu a laboratorni diagnostiku.
Prace poukazuje také na problematiku vyskytu tchto infekci nejen v Ceské republice, ale

I V rozvojovych zemich. Zavér prace je zaméfen na kazuistiku téchto onemocnéni.
KLICOVA SLOVA

infekce, gravidita, STORCH, novorozenec, diagnostika

TITLE

Congenital fetal infections

ANNOTATION

The bachelor thesis contains basic informations about congenital fetus diseases. It focuses
mainly on STORCH, Syphilis, Toxoplasmosis, Others, Rubella, Cytomegalovirus, Herpes
simplex, their clinical manifestations, treatment and laboratory diagnostics. The work points
out the issue of the occurrence of these infections not only in the Czech Republic, but also in

developing countries. The conclusion of the work is focused on case reports of these diseases.
KEYWORDS

infections, gravidity, STORCH, newborn, diagnostics
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SEZNAM ZKRATEK

APC — antigen prezentujici buiiky

ART — antiretrovirova terapie

b-DNA (branched DNA) — rozvétvena DNA

CDC (Centers for Disease Control and Prevention) — Centrum pro kontrolu a prevenci nemoci

CIN — cervikalni intraepitelialni neoplazie

CPE - cytopaticky efekt

CTB - cytotrofoblast

DBS (Dried blood spot) — vzorek suché kapky krve

EIA — enzymové imunoanalyza

GBS (Group B Streptococcus) — streptokoky skupiny B

HBV — hepatitida typu B

HCV — hepatitida typu C

HIG — hyperimunni globulin

HIV — virus lidské imunitni nedostate¢nosti

HPV — lidsky papilomavirus

HSV — Herpes simplex virus

IgG — imunoglobulin G

IUGR - riistova restrikce/retardace plodu

MHC — hlavni histokompatibilni komplex

MTCT (mother-to-child transmission) — pfenos z matky na dité

NK — ,,natural killer* buniky

PID (pelvic inflammatory disease) — hluboky panevni zanét

STB — syncytiotrofoblast

TPHA (Treponema pallidum hemagglutination) — hemaglutina¢ni test na protilatky proti
Treponema pallidum

RRR - rychla reaginova reakce

RT — reverzni transkriptaza

RT-PCR - polymerazova fetézova reakce spojena s reverzni transkripci

RV — virus rubeoly

VDRL (veneral disease research laboratory) — test k diagnostice venerickych chorob

WHO  (World health  organization) -  Svétova  zdravotnickd  organizace



UvoD

Vrozené neboli kongenitalni infekce jsou infekce, které vznikly intrauterinné nebo
perinatalné. Tyto infekce jsou bakterialniho nebo virového pavodu, nékteré z nich jsou
vyvolany také parazity. Riziko onemocnéni plodu vSak zavisi na stadiu t€hotenstvi a také na
patogenetickych faktorech gravidni Zeny. Pfi téchto infekcich je ohrozen nejen plod, ale
I matka, proto je dulezita jejich ¢asna diagndza a ptipadna konzultace s osetfujicim 1é¢karem.
Projevy nemoci mohou byt identifikovany ihned, nékteré vSak mohou probihat

asymptomaticky nebo se projevit dokonce az v prvnich letech zivota ditéte.
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1 FUNKCE A HISTOLOGIE PLACENTY

Placenta je doCasny organ vznikajici z tkan¢ matky i plodu. Slouzi jednak jako
komunika¢ni, ale i obranné rozhrani mezi dvéma organizmy. Lidsk& placenta je také
endokrinni organ tvotici mnoho hormont. (Kittnar, 2011)

Placentarni bariéra je tvofena nékolika vrstvami, na kterych zavisi vyména metabolitt
a také skodlivych latek. Tyto vrstvy se skladaji z endotelu fetalnich kapilar, jejich bazalni
laminy, dale vaziva choriovych klk, bazalni laminy trofoblastu, cytotrofoblastu
s Langhansovych buniek a syncytiotrofoblastu. Se starnutim placenty se jednotlivé vrstvy
ztenCuji a postupné dochazi az ke kontaktu syncytiotrofoblastu s cévami klka. (Silbernagl,
2004)

Placenta je siln€ prokrvena a umoznuje vyménu zivin pravé mezi ni a plodem. Krev je
zde okyslicovana, proto funguje jako plice plodu, jako vyménik odpadnich latek a predevSim
zivin. Obé&h je tvofen nékolika spiralovitymi arteriemi, kde probiha okysli¢eni krve, a které se
shihaji v pupeénikovou zilu a tepnu. Krevni obéh matky neni spojen s krevnim ob&hem plodu
diky trofoblastim, jez tvofi jakési ,,zatky“ na koncich spiralovitych arterii a zabranuji tak
kontaktu mezi krvi plodu a matky. (Kittnar, 2011)

Prinik latek skrze placentovou bariéru je umoznén jak prostou difuzi, tak i aktivnim
transportem. Placenta je propustna pro hormony, a to obéma sméry, glukozu, vodu,
aminokyseliny, také malé mnozstvi proteinti a 1gG. K plodu pronikaji také latky, které ho
mohou neodvratné poskodit jako napf. 1éky, omamné latky a viry. Tato vyména je zajisténa
prostfednictvim syncytiotrofoblasti (STB), které vznikly z ptivodnich cytotrofoblasti (CTB).
V druhé vyvojové cesté se CTB agreguji do stény placenty, zajistuji tak jeji integritu
a usnadnuji pohyb bung¢k. (Pereira, 2018)
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2 IMUNITNI SYSTEM PLODU

Imunitni systém fétu se zacina tvofit jiz behem prvnich tydnt téhotenstvi. Mezi
zékladni slozky nespecifické imunity patiti NK buiky, makrofagy, dendritické bunky,
neutrofily a epitelialni bunky. Tyto komponenty funguji ve spolupraci se slozkami specifické
imunity pomoci cytokini, chemokint, antigen prezentujich bunék (APC) a take
histokompatibilniho syst¢ému (MHC) tfidy 1. a II. (Chu H. Y., a kol., 2017)

Specificka imunita plodu se skldd4 z lymfocytd typu B a T. Nejdiive se tvofi
B-lymfocyty do9. tydne tehotenstvi a to v jatrech z pluripotentni kmenové buiky.
Lymfopoéza béhem dalSich tii tydnd probiha také ve sleziné fétu a B-lymfocyty jsou nasledné
vyplaveny do krve. Lymfocyty typu T opoustéji brzlik plodu asi od 14. tydne téhotenstvi.
Ve sleziné jsou pak piitomny jednotlivé typy T-lymfocytd délené dle funkce na pomocné
a cytotoxicke. Po zaniku patogenu v ob¢hu zistavaji ve formé pamétovych bunék, které se
opét aktivuji pii setkani se specifickym antigenem. (Mestecky, 2015)

Tyto antigen-specifické T-lymfocyty je mozné detekovat u mnoha novorozenct
narozenych matkam s parazitarni infekci. Dikazem, Ze plod byl in utero vystaven viru HIV
nebo cytomegaloviru, je ptitomnost specifického CD4+ a CD8+ antigenu T lymfocytu
dokonce i kdyz neni kojenec infikovan. (Mestecky, 2015)

Plazma plodu obsahuje stejnou hladinu IgG protilatek jako u dospélého, jelikoz volné
prechazeji ptes placentu. Fyziologicky se v plazmé nachazi 1 malé mnozstvi IgM (20mg/dl),
jez zahrnuji protilatku se specifitou pro matefské lymfocyty. Syntéza IgA zacina az
2 — 3 tydny po narozeni. Spatné protilatkové odpovédi nalézame zejména u Herpes simplex
viru a Varicella zoster viru, na které je plod ¢i novorozenec vyrazné citlivy. (Chougnet, 2018)

Na imunitnich reakcich se vyrazné podili i samotna placenta. Ta je hlavnim zdrojem
nejen stimuluji a inhibuji rst plodu, ale ucastni se také bunééné a tkanové diferenciace,
programované bunécéné smrti, metabolismu, pfijmu Zivin a angiogeneze. Spolu s IL-10 a IL-4
chrani TGF-B plod pied syst¢émovym a lokalnim zanétem inhibici NK-bun¢k aktivovanych
lymfokinem, allospecifickych cytotoxickych T-lymfocyti a buné€k prezentujicich antigen.
(Wicher K., V., 2001)
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3 VROZENE INFEKCE PLODU A NOVOROZENCE

Kongenitalni infekce jsou takové infekce, které jsou ptreneseny z matky na plod jiz
intrauterinné, nebo béhem porodu. Mezi tyto nakazy patii nejcastéji Syfilis, Toxoplasmoza,
Ostatni (tj. HIV, parvovirus HPV B19, Varicella-zoster a dalsi), Rubeola, Cytomegalovirus,
Herpesvirova infekce. Odtud zkratka STORCH. (Sedlagek, Subrt, Dort, 2007)

VétSina infekei u matky, ale i plodu probihd asymptomaticky. Podstatnd je infek¢ni
davka a momentalni stafi fétu. V Casnych fazich vyvoje mize dojit i ke smrti plodu. Pokud
infekce probéhne ve stadiich pozdéjsich, vznika riziko vrozenych vad ¢i tézkého systémového
poskozeni. (Veleminsky, 2005)

Infekce STORCH ¢asto zpusobuji jen mirnou manifestaci onemocnéni u matky, ale
maji vazné projevy u fétu. Lécba matetské infekce vSak nema vliv na stav plodu. Proto je
véasna diagnoza a znalost téchto nemoci velice dilezita. Gravidni zeny je také nutno
informovat o prevenci a mozném riziku vzniku infekce, také o moznosti ochrany formou
ockovani. (Stegmann BJ, 2002)

Kongenitalni infekce se dé€li na virové, bakteridlni a parazitarni, pfiCemz rozpoznani

jejich symptomatiky a diagnostika jsou diilezité zejména pro postup 1é¢by.
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4 VIROVE KONGENITALNI INFEKCE

Mezi signifikantni vrozené virové infekce patfi cytomegalovirus, zardénky, HIV,
parvovirus B19, dale pak pak varicella a herpes simplex virus. Mnoho z nich se ptenasi
intrauterinng, ale nejvétsi riziko prenosu vznikd pii porodu (HIV, HCV, HBYV). Dalsi
vyznamné viry, které jsou pienaseny postnatalné a to nejcastéji nozokomialné, jsou respira¢ni

viry, rotaviry a prilezitostné i hepatitida A. (Taeusch, Ballard,. Gleason, 2005)

4.1. Vrozend rubeola (zardénky)

Rubeola je pomérné mirné onemocnéni podobné spalnickam. Poprvé bylo popsano
v Némecku vroce 1941, odtud také pochazi pojmenovani ,némecké spalnicky*. Virus
rubeoly (RV) patii mezi RNA viry rodu Rubivirus celedi Togaviridae, ma kulovity tvar
a replikuje se pouze u lidi a experimentaln¢ infikovanych primatd. RNA koduje strukturdlni
proteiny a proteiny nestrukturalni potiebné pro replikaci. (Pereira L., 2018) Onemocnéni se
u infikovaného projevuje jemnou vyrazkou, horeckou a zdufenim uzlin. V krevnim obraze je
zfejma leukopenie s pfevahou plazmatickych bunék. Infekce vSak muze prob&hnout

i asymptomaticky. (Veleminsky, 2005).

Obrazek 1: Virus rubeoly (Cynthia S. Goldsmith, Sara E. Miller, 2009)
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4.1.1. Patogeneze

Infekce je nejcastéji pienasena vzdus$nou cestou, a pokud neni gravidni zena o¢kovana
nebo méa nizkou hladinu protilatek v krvi, mizZe se virus na sliznici nosohltanu pomnozit
a hematogenné infikovat mnoho organt véetné placenty. Infekce napada placentarni cévy
a klky s jejich naslednou nekr6zou. Nemoznost transportu dualezitych latek pies tyto butiky
vede Kk ristové restrikci plodu (IUGR). Riziko potratu je nejvyssi do 10. tydne téhotenstvi a to
az v 40 — 60% piipadi. Virus je velmi nebezpeény zejména v prvnim a druhém trimestru
gravidity (do 16. tydne). Postizeno byva zejména srdce, oc¢i (katarakta, glaukom) a usi,
pfi¢emz tyto poruchy jsou oznacovany jako Greggliv syndrom. Riziko poskozeni v pozd¢jSich
mésicich klesa a to az na 10%. (Sedlacek a kol., 2007)

Perzistujici infekce se mize rozvinout az pozdéji a zpusobit napf. psychomotorickou
retardaci, srde¢ni abnormality ¢i mentalni retardaci v€etné autismu. Dal§i neonatalni
onemocnéni postihujici novorozence jsou trombocytopenie, hepatosplenomegalie, encefalitida
a pneumonie. (Sedlacek a kol., 2007)

4.1.2. Epidemiologie

Rubeola je celosvétoveé rozsitené onemocnéni, avsak od 70. let 20. stoleti, kdy byla
zavedena vakcinace, se poCty onemocnéni vyrazné snizily. V dneSni dobé& jsou nejvice
postizeny oblasti Afriky a jihovychodni Asie. Vakcinace v Ceské republice byla povinné
zavedena od roku 1982 u dvandctiletych divek a od roku 1986 u vSech déti. Jedna se
0 atenuovanou vakcinu v kombinaci s latkou proti spalnickam a ptiusnicim. Prvni davka je
podavana nejpozdéji do osmnactého mésice, posledni davka do Sestého roku véku ditéte.
Pozdé&ji je mozné preoCkovani jednou dévkou vakciny. Vrozeny Greggiv syndrom nebyl
v Ceské republice zaznamenan vice jak 30 let, pouze v roce 2011 a 2012 byl zachycen u dvou
vietnamskych déti neockovanych Zen. Vakcinace t¢hotnych Zen se miiZze provést pouze
Vv ranych fazich gravidity a to smiSenym imunoglobulinem. V dusledku toho ale u nakazenych
zen dochdzi k prodlouzeni inkubac¢ni doby nebo skryti typickych ptiznaki infekce, ndkazu ale

nevylééi. (SZU, 2019)
4.1.3. Diagnostika

Prenatalni diagnostika je provadéna, pokud je diagnostikovana infekce matky. Je
zalozena predev$im na detekci RV-IgM ve fetélni krvi ziskané kordocentézou, detekci
virového genomu v amniové tekutiné a biopsii choriovych klk placenty. Pfitomnost viru
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v choriovych kicich ale neni dikazem fetalni infekce. Diagnostika se provadi nejvice
prukazem specifickych protilatek. Diive byly zaklady techniky zaloZeny na inhibici
hemaglutinace, kdy pozitivitu znacila ¢tyfnasobné zvySena hladina protilatek. Velice podobna
byla i metoda komplement-fixa¢ni reakce. Ob& techniky vSak byly zdlouhavé, tudiz se
od jejich pouzivani upustilo. Dnes je v laboratofich nejpouzivangjsi metoda ELISA.
Pritomnost IgM je diikazem pravé probihajici ¢i neddvné infekce (1 — 3 mésice). Vysledky
mohou byt fale$né pozitivni, proto se stanovuji i protilatky typu IgG a to i jejich kvantita.
Specifita prenatalnich metod je téméi 100%, citlivost kolem 90%, musi byt ale splnény
podminky a to: dodrzeni $estitydenni doby mezi infekci a odbérem vzorku, odbér je proveden
do 21. tydne teéhotenstvi a vzorky pro RT-PCR jsou pfepravovany zmrazené (fetalni krev pro
dukaz RV-IgM pii 4°C). (Bouthry, Picone a kol., 2015; Veleminsky, 2005)

Postnatalni diagnostika se provadi, stejn¢ jako u prenatalni, dikazem protilatek na
principu ELISA. Pfitomnost viru mize byt detekovana také vytéry z nosohltanu, moci a slin.
Kultivace se provadi na tkanovych kulturdch, zejména kutecich a kachnich embryi. Dalsi
moznosti je prikaz RV na pidach obsahujici Vero buiky (ledvinné buiiky afrického primata
Chlorocebus), jez v pifitomnosti viru rubeoly nejsou schopny produkovat interferony.
Optimalni inkubacni doba je 7 dni pti 35°C. (Zhen a kol., 2007)

4.2. Herpes simplex virus (HSV)

Kongenitalni infekce HSV byla poprvé hlasena v 30. letech 20. stoleti a v dnes$ni dobé
patii k nejfrekventovanéjSim sexudlné pfenosnym onemocnénim. HSV patii mezi
dvouvlaknové DNA obalené viry, z nichz nejéastéjsi jsou typy HPV-1 a HPV-2. Pouzdro
obsahuje nekolik glykolipidi, které umozZiiuji prinik do hostitelské bunky. V buiice poté virus
pretrvava latentné a klinicky se muze projevit az pii oslabeni organismu. Genom viru se
sklada z L (dlouhé) a S (kratké) komponenty, jez se mohou vzajemné kombinovat a tvofit tak
Ctyfi rtizné izomery. Infekce HSV-1 obvykle postihuji oblasti nad pasem, zejména oblast
orolabialni, tedy okoli st a sliznice dutiny Ustni. Typ HSV-2 zpisobuje infekce v oblasti
genitadlu a pokozky pod pasem. Kongenitalni ndkazu mohou zptsobit oba dva typy HSV,
pfiCemz veétsi riziko v gravidité predstavuje typ HSV-2. HSV je pfendSen tésnym kontaktem
s infikovanou osobou a télnimi tekutinami, druhy typ piedev$im pohlavnim stykem. Pres 90%
novorozencu ziska HSV béhem porodu, pouze 5% pozitivnich novorozencu je infikovano
v prenatalnim obdobi transplacentarné. Nejvétsi riziko pro plod je v prvnim trimestru

t€hotenstvi a perinatalnim obdobi (od 26. tydne fetalniho obdobi do 4. tydne po porodu), kdy
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dochéazi ke vzniku vrozenych vad nebo dokonce k abortu. (Fernandes, 2019; Veleminsky,
2005)

4.2.1. Klinicky obraz onemocnéni

Klinicky obraz u t¢hotné ma rizné podoby, infekce miize probihat i asymptomaticky.
Typickym projevem je tvorba puchytki a vaginitida. Tyto znaky se objevuji také u mykaozy,
proto je tézké rozlisit, zda se jedna o vaginitidu herpetickou ¢i mykotickou. Mezi dalsi
ptiznaky nakazy patii paleni v oblasti genitdlu a retence moci. Nebezpetna je zejména
primoinfekce gravidni Zeny probihajici bez zakladnich pfiznaki, tedy bez mukokutanniho
vysevu. (Fernandes, Badri, 2019)

U plodu se infekce projevuje piedev§sim abnormalitami nervové soustavy, jako je
mikrocefalie a intrakranialni kalcifikace. Zasazeny jsou i senzorické organy, napi. u oci
mikroftalmii, dysplazii retiny a Sedym zakalem. U novorozencu do 6. tydne se HSV infekce
projevuje ve tfech formach: mukokutanni (SEM), encefalick& a generalizovana. (Kimberlin,
2004)

Dle zkratky SEM mukokutanni infekce postihuje kazi (skin), o¢i (eyes) a Usta
(mouth). Ptiznaky se objevi do deseti dni po porodu. Jedna se o nejéastéjsi z forem infekce,
jenz se objevuje u 45% infikovanych. Je charakterizovana erytemat6znimi vezikuly velkymi
1 — 3 mm, které se objevuji jak na kiazi, tak i sliznici st a oka. Diagnoza se obvykle provadi
podle klinického vzhledu, nebo je mozné zhotovit mikroskopicky natér dle Wrighta z obsahu
vezikul. Ty obsahuji mnoho eozinofil a mensi mnozstvi neutrofild. Mukokutanni forma
nepostihuje visceralni organy, ale pokud neni 1é¢ena, muze postoupit do CNS.
(Fernandes, Badri; 2019)

U téméf tfetiny novorozenct s infekci HSV se projevi forma encefalicka.
Novorozenec méa poruchy CNS (herpeticka meningoencefalitida), které se projevi do 3. tydne
po porodu. Mezi klinické projevy onemocnéni patii opakujici se zachvaty podrazdénosti,
letargie, tfes a kiece. S tim souvisi i patologicky zdznam EEG a piitomnost hypodenznich
lozisek v mozku. Mortalita u nelécenych déti byva az 50%. (Fernandes, Badri; 2019)

Disseminovana forma se projevuje téZkym poSkozenim wvnitinich organti a to
predevsim jater a plic. Diive postihovala az dvé tfetiny novorozenci s HSV, s objevem
antivirotik poklesl podet na 25%. Casty je vyskyt hepatomegalie a celkové jaterni dysfunkce,

myokarditidy, pneumonie a projevii podobnych sepsim. Encefalitida je béznou soucésti
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generalizované infekce projevujici se az u 75% nakaZenych, za to virovy exantém prokazuje
pouze 20%. (Kimberlin, 2007)

4.2.2. Diagnostika HSV

Sérologické vySetfeni nemélo donedavna velky vyznam, jelikoz plodova voda
obsahuje mat¢iny IgG protilatky, tudiz vysledky pti akutni infekci byvaly zkreslené. Testy
navic nebyly schopny urcit, zda se jedna o HSV-1 ¢i HSV-2. V poslednich letech je tato
metoda stale vice prosazovana (ptedevS§im v USA). Moderni komeréni soupravy dokazi
odlisit jednotlivé formy HSV a jsou schopny identifikovat diskordantni pary, kdy Zena je
séronegativni a muz ma recidivujici herpes. U HSV také existuje tzv. ,,infekéni okno®, kdy
testovani IgG dava faleSné negativni vysledky. Mezi standardni nekomer¢ni testy pro HSV
patii imunodotoveé testy a Western blot. (LeGoff a kol.; 2014)

Vzorek pro kultivaci viru se ziskava ze stéru kozni papuly nebo z tekutiny, kterou
vezikula obsahuje. Mozna je i kultivace vaginalniho sekretu, o¢nich a orofaryngedlnich
kultur. Vzorky jsou poté transportovany ve vhodném meédiu (vhodné Leibovitz CVTM
obsahujici Zivoc¢isné uhli) do virologické laboratofe. Pro HSV se pouZivaji tkanové kultury
lidskych bungk (fibroblasty piedkozky), ale i ptidy obsahujici opici ¢i krali¢i ledvinné buriky,
na které ma virus béhem dvou az tfi dna klasicky cytopaticky efekt (CPE). Pozménéné buiky
se mohou rozpadat, jsou velké a nékdy i vicejaderné. Kultivace je pomérné rychla, trva
2 —7 dni. Preparaty se barvi Wright-Giemsovym barvenim nebo mize byt pouzito barveni
hematoxylin-eosin, které je sice rychlé, ale neumozni rozeznat HSV-1 a HSV-2. Izolaci lze
provést metodou shell-vial, kdy je pouzita zrychlena centrifugace. Pfi tom je doba kultivace
zkracena ze sedmi dni na 16 az 48 hodin. Nevyhodou je ale mensi citlivost. (Singh,
Preiksaitis, 2005; Veleminsky, 2005)

Diagnostika pomoci priikazu antigenu se provadi zejména v piipadech, kdy doba
transportu vzorku byla nepfiméfené¢ dlouhda a mohlo tak dojit k inaktivaci viru. Detekce
antigenu se provadi metodou ELISA, ale ¢ast&ji pomoci piimé imunofluorescence. Pozitivni
test je indikovan piitomnosti charakteristické zelené fluorescence jadra a cytoplazmy
bazalnich bungk. (Singh, Preiksaitis, 2005)
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Virova DNA miiZe byt detekovana hybridiza¢nimi technikami s pouzitim radioaktivné
znacenych sond. Tento zplsob je vSak pracny, proto se vyuziva predevsim amplifikace cilové
DNA pomoci polymerazové fetézové reakce V redlném case (RT-PCR). Je to nejrychlejsi
(do 3 hodin) a nejcitlivéjsi metoda pro prikaz virové DNA. Infekci takto lze detekovat
V pocatecnich i pozdéjsich stadiich, kdy je ale vysledek zatizen vysSim rizikem falesné
pozitivnich vysledkd. Je vSak nizsi riziko kontaminace nez pti klasické PCR. Priikkaz infekce
pomoci RT-PCR je mozno provést z tekutiny puchyikut, ale i ze séra ¢i krve novorozence.
Ve spindlni tekutiné lze touto metodou prokazat 1 pokrocilé stadium herpetické
meningoencefalitidy. Primery pro oba typy HSV jsou totozné ajedna se o HSV DNA
polymerazu, HSV thymidinkindzu a glykoprotein B. Odliseni HSV-1 a HSV-2 je mozné diky
rozdilnym kiivkam tani. (LeGoff a kol.; 2014)

HSV-1 mAb HSV-2 mAb

HSV-1
Mclintyre &

HSV-2
Strain 333

Isolate
Y3369

Reactive to Antibody
® Non-Reactive to Antibody

Obréazek 2: Detekce Herpes simplex viru pomoci pifimé imunofluorescence (Daniel N. Clark a kol., 2011)
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4.2.3. Lécba a prevence HSV

K 1é¢bé kongenitalniho HSV se pouziva acyklovir. U novorozencu s formou SEM se
acyklovir podava po dobu 14 dni, pficemz vysledky 1é¢by jsou u této formy infekce HSV
nejpiiznivéjsi. Navic diky 1é¢bé nedochazi ke generalizaci infekce. V piipadé, Ze se jedna o
infekci disseminovanou a postihujici CNS, acyklovir je podavan intraven6zné po dobu 21 dni.
Po této dob¢ se znovu vySetfuje mozkomisni mok na piitomnost virové DNA pomoci PCR.
Mira pteziti u infekce CNS je pti systémové terapii acyklovirem 95%, ale vice nez polovina
ma trvalé neurologické postizeni. (Cherpes, Matthews; 2012)

V piipadé, Ze je infekce potvrzena u gravidni Zeny pied 36. tydnem tehotenstvi, je az
do porodu doporucéena 1é¢ba acyklovirem z diivodu snizeni virové zatéze a pravdépodobnosti

vzniku aktivni genitalni léze. Téhotnym s primoinfekci je doporuéen porod cisaiskym fezem,

naopak zeny s recidivujici infekci mohou porodit spontanné. (Lee, Nair; 2017)
4.3. Cytomegalovirové infekce

Cytomegalovirus (CMV) je DNA vir patiici do skupiny Herpesviridae a je také zndm
pod ozna¢enim HHV-5. V dob¢ primarni infekce, kdy virus aktivné roste, je CMV pfitomen
v krvi, mo¢i, slinach, ale i matefském mléce. Po infekci perzistuje virus v organismu
dozivotné. Latentni infekce je charakterizovana nizkou hladinou nebo absenci
detekovatelného viru v periferni krvi (CD14) a kostni dfeni (CD34, CD33). Takova infekce
mize byt znovu aktivovana v dasledku oslabeni imunity, zanétu nebo téhotenstvi. Virovy
genom CMYV je zna¢né variabilni a produkuje velké mnoZstvi riznych kment, coZ umoziuje

opétovnou infekci jinym kmenem CMV (neprimarni infekce). (Van Zuylen a kol.; 2014)
4.3.1. Klinicky prubéh

Infekce CMV probiha u vétSiny imunokompetentnich lidi asymptomaticky, ackoli
klinické pfiznaky primarni infekce mohou byt podobné mononukleéze nebo lehké chiipce.
Dalsim projevem je tinava a vzacné i hepatitida. (Uduak, Pillarisett, 2019)

Kongenitalni CMV je pro plod nejvice nebezpeény v prvnim a druhém trimestru
vznikaji vady jako napf. mikrocefalie, hydrocefalus, hepatomegalie a o¢ni defekty. Poskozen
byva i vestibularni aparat a sluch. Pozdé&ji se onemocnéni projevuje i mentalni retardaci.
V krevnim obraze je pfitomna trombocytopenie, neutropenie, zvySena hladina
alaninaminotransferazy a znamky hemolyzy. Pfi primarni infekci je riziko transplacentarniho
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pfenosu az 35%, u neprimarni je to okolo 1,7%. (Uduak, Pillarisett, 2019; Sedlagek, Subrt,

Dort; 2007)
4.3.2. Diagnostika primarni maternalni infekce CMV

Jednou z metod diagnostiky primarni infekce je zachyt sérokonverze z ptivodné
negativni hladiny protilatky IgG na stav pozitivni. Studie v poslednich letech ukazuji, ze
velmi citlivou a specifickou metodou je méfeni avidity CMV IgG. Avidita je sila, jiz se 1gG
vaze na antigenni epitopy. Béhem dalSich mésicti postupné maturuje, coz odrazi antigenem
fizenou selekci B-lymfocytu produkujicich 1gG. Nizka avidita IgG proti CMV je ukazatelem
primarni infekce béhem poslednich 3 — 4 mésict, zatimco vysoka hodnota nedavnou infekci
vylucuje. Pokud je pfitomna i protilatka IgM, nelze spolehlivé fici, ze se jednd o primarni
infekci a to diky variabilit¢ CMV infekce a jeji schopnosti v téle perzistovat dozivotné. IgM
jsou také produkovany neprimarni CMV infekci a falesné pozitivni vysledky poskytuji i jiné
virové infekce. Nejvyssi mozné senzitivity a specifity je mozno dosdhnout detekci IgM
vyuzivajici strukturalni a nestrukturalni virové proteiny. (Hughes, Gyamfi-Bannerman, 2016;
Pass, Arav-Boger,2018)

4.3.3. Prenatalni diagnostika CMV

Standardni metodou diagnostiky vrozené CMV je jeho izolace a kultivace
na tkanovych kulturach (lidské fibroblasty). Kultura poté vykazuje CPE charakterizovany
typickymi plochymi buikami. Tato metoda je vSak naro¢na na praci i ¢as, proto neni vhodna
pro ucely plosného screeningu. (Marsico, Kimberlin, 2017)

Prenatalni diagnostika se provadi zejména pomoci PCR amniové tekutiny detekujici
virovou DNA. Optimalni doba pro provedeni tohoto testu je po 21. tydnu t&€hotenstvi nebo
nejméné 6 tydnd po nakaze matky. Citlivost u pozitivniho testu je po 21. tydnu asi 97%,
zatimco citlivost u negativity je vyrazné niz$i. Negativni vysledky tudiz ¢asto byvaji falesné.
V plodové vodé nelze kvantifikovat mnozstvi viru, proto je mozné provést 1 kordocentézu
aurcit tak virovou naloz v krvi plodu. Kordocentéza je vSak invazivni zakrok s vysokym
rizikem spontanniho potratu. (Hughes, Gyamfi-Bannerman, 2016)

Ke kvantifikaci se pouziva zejména test na antigenemii. Tento test je zavisly na pouziti
monoklonalnich protilatek detekujici virovy antigen pp65, strukturalni protein exprimovany

V leukocytech béhem rané faze replikacniho cyklu CMV. Hladina antigenemie se méfi
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imunofluorescencénim testem fosfoproteinu pp65 CMV v jadrech leukocytli. Nevyhodou testu
je nemoznost jej automatizovat. (Ross, Novak, 2011)

Detekovat CMV lze také protilatky proti obalovym glykoproteinim H (gH) a B (gB)
ato pomoci sérologickych metod (ELISA) nebo gPCR. Glykoprotein H muze byt dale
rozdélen na dva typy, gH(AD) a gH(TO). Tento glykoprotein byva spojovéan se ztratou sluchu
U novorozencu s vVrozenou CMV.

Diagnostikovat infekci lze 1 vySetfenim ultrazvukem, kdy je mozné identifikovat
strukturdlni nebo rustové abnormality jako je ascites, rustova retardace ¢i mikrocefalie.
Sonografie plodu ale objevi abnormality pouze u tietiny infikovanych. Vyssi citlivosti

dosahuje pouze vysetieni magnetickou rezonanci. (Ross, Novak, 2011)
4.3.4. Lécba CMV

Gancyklovir byl prvnim intraven6zné pouzivanym lékem proti CMV. Studie dokazaly,
7ze pouze 21% pftijemci mélo po narozeni poskozeny sluch, oproti 68%, ktefi terapii
nepodstoupili. Novéjsi formou je valacyklovir, ktery je mozno podavat matkam peroralng.
Podobnych vysledki dosahuje také hyperimunni globulin (HIG). V soucasné dobé ale
neexistuje zadné schvalend 1écba, ktera by dosahovala pottebné ucinnosti. (Pass, Arav-Boger,

2018)

4.4. Infekce HIV/AIDS

Virus lidské imunodeficience (HIV) patii mezi RNA viry rodu Lentivirus, celedi
Retroviridae. Vyvinul se zvirt imunodeficience stfedoafrickych Simpanzi a do lidské
populace byl zavlecen mezi roky 1920 az 1940. Virus méti 100 nm v praméru a ma lipidovou
membranu, jedna se tedy o virus obaleny. HIV je podle virovych antigent klasifikovan
do dvou skupin, HIV-1 a HIV-2. Virus HIV-1 je globalné rozsifenéjsi a virulentnéjsi nez
podtyp 2. HIV-2 ma epicentrum zejména v zapadni Africe a vyskytuje se také v zemich, které
maji historické kolonialni vazby na tuto oblast, zejména Portugalsko a Francie. V soucasnosti
je zhruba 37,9 miliond Zijicich s infekci HIV, z toho je 2,8 miliont déti ve véku 0 — 19 let.
Kazdy den se narodi odhadem 980 infikovanych a to predevsim v subsaharské Africe.
(Transfusion Medicine and Hemotherapy, 2016; WHO, 2020)

Genom HIV-1 viru se sklada ze dvou identickych RNA molekul. Virova c¢astice
obsahuje krom& RNA také oligopeptidy, tvofici se béhem zrani virion, a enzymy

ribonukledzu H, katalyzujici degradaci RNA v RNA/DNA substratu, a integrazu, diky které
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se po infekci virus zabudovava do lidskeho genomu. DNA genom kéduje strukturdlni
glykoproteiny, napt. povrchovy gp120, gp41 a pouzderny p24. Kromé strukturalnich proteint
genom koduje také proteiny regulacni. Tat (transaktivatorovy protein) a Rev (regulétor
sestiihu RNA) jsou nezbytné pro zahajeni replikace HIV. Ostatni, napi. Nef (negativni
regulacni faktor), Vif (virovy infekéni faktor), Vpr (virovy protein r) a Vpu (jedinecny virovy
protein), maji vliv na replikaci, vznik a patogenezi viru. Vpu je mimo jiné zodpovédny

za nizsi patogenitu HIV-2. (Transfusion Medicine and Hemotherapy, 2016)
4.4.1. Patogeneze

Virus HIV je schopen proniknout do téla exematdzni nebo porusenou kuzi, dokonce
I neporuSenymi sliznicemi a transplacentarné. Vétsina novych infekci HIV je stale pfenaSena
pohlavnim stykem. Hlavnim faktorem ovliviwujici patogenezi HIV je bunéény tropismus.
Virus HIV infikuje buiiky, které na svem povrchu exprimuji molekulu CD 4 a témi jsou
pomocné T-lymfocyty a makrofagy. Vstup viru do buniky je zprostiedkovan interakci
povrchového glykoproteinu gpl20 s molekulou CD 4 a také chemokinovymi receptory.
Kmeny HIV lze podle bunéného tropismu rozdélit do tii skupin: kmeny makrofagt
(M-tropic) s fenotypem netvoficim syncytium (NSI), tropni linie T-lymfocytt (T-tropic)
s fenotypem tvoficim syncytium (SI) a dudlni varianty se smiSenymi fenotypy NSI/SI. NSI
kmeny ke vstupu do hostitelské buriky pouzivaji chemokinovy koreceptor CCR5 a jsou
schopny se replikovat v makrofazich a T-lymfocytech. U plodu se CCR5 receptory nachazeji
také v mikroglialnich bunkach. Tyto HIV viry se nazyvaji R5. Receptor pro kmeny Sl
CXCR4 (viry znaceny X4) se vyskytuje na T-lymfocytech, na makroféazich nikoli. P¥itomnost
X4 koreluje s rychlym tbytkem CD 4+ T-bunék a progrese onemocnéni je vyrazné vyssi nez
u virt RS5. Dvojtropni kmeny pouzivaji ke vstupu do makrofagh a bunék

T-linii jak receptor CCR5, tak i CXCR4 (R5X4 viry). (Naif H., 2013)
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Obrazek 3: Chemokinoveé koreceptory

4.4.2. Klinické faze infekce

V prvnich dvou dnech se infekce rozsifi do lymfatickych tkani a v lymfatickych
uzlinach je detekovatelnd po 5 — 6 dnech od nédkazy. Po 10 — 14 dnech infekce postihne celé
télo véetné nervového systému. Tato faze je bezpiiznakova a béhem ni zacCina populace
CD 4+ lymfocytt prudce klesat a to na 500/ul. Nasleduje faze akutni, kterd se projevi
po 2 — 4 tydnech od nakazy. V organismu stoupa virova naloz az na 10° kopii/ml a virus je jiz
v krvi detekovatelny. V akutni fazi ma infikovany pfiznaky podobné chiipce, tedy zvysenou
teplotu, zdufelé lymfatické uzliny, nespecificky exantém a malacii. (Deeks a kol., 2015;
Vaillant, 2019)

Nésleduje faze chronickd, kdy je virus stale aktivni, ale jeho reprodukce je velmi
nizka. Infekce je v latentni fazi asymptomatickd a bez spravné terapie a potlaceni viru
pretrvava az deset let, v néekterych piipadech mize tato faze postupovat i rychleji.
U infikovaného, ktery podstupuje 1é¢bu pomoci antiretrovirotik (ART), se obdobi chronicity
vyrazn€ prodluzuje nanékolik desitek let. Virova naloZ je vtomto ptfipadé¢ velmi nizka
(< 10% kopii/ml) ariziko ptenosu na HIV negativniho jedince je téméF mizivé. I piesto se
pocet CD 4+ bunck snizuje (< 350 bunck/pl) a imunodeficience se zacne projevovat
vnimavosti nemocného na jiné oportunni infekce, dochazi také k ubytku télesné hmotnosti.

V pozdni fazi je pocet CD 4+ lymfocyti mensi nez 200/ul a dle Centra pro kontrolu

25



a prevenci nemoci (CDC) je tento stav definovan jako AIDS. Onemocnéni AIDS doprovazi
také pridruzené infekce jako je kandidéza dychacich cest, meningitida, chronicka

kryptokok6za, HSV, CMV, Kaposiho sarkom a dalsi. (Deeks a kol., 2015; Vaillant, 2019)
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Obrézek 4: Klinickeé faze infekce HIV/AIDS (Popoolo AD, 2016)

4.4.3. Projevy infekce u Zen

Ptiznaky infekce HIV jsou u muzi i Zen velice podobné, ale mohou existovat i urcité
rozdily. Pfitomnost opakujicich se ¢i recidivujicich gynekologickych infekci mize byt prvni
klinickou manifestaci u infikované zeny a Vv diisledku nizsi urovné virové naloze u zen nezli
U muza se piiznaky mohou vyskytnout i diive v pribéhu nakazy. Béznymi ¢asnymi projevy
onemocnéni jSOU menstruacni poruchy, dysplazie, neoplazie a vaginalni infekce. Pravé
vaginalni infekce byvaji u infikovanych mnohem ¢astéjsi a obzvlaste perzistentni. Jejich 1écba
je vétSinou obtizna a standardni 1éky jsou mnohdy neuc¢inné, jako napi. u infekce HSV 1é¢ba
jiz zminénym acyklovirem. (Gatali, Archibald, 2004; Veleminsky, 2005)

Frekventovangjsi je i infekce lidskym papilomavirem (HPV) ¢asto vedouci k rakoving
délozniho ¢ipku. Pravé cervikalni intraepitelialni neopldzie (CIN) se vyskytuje u HIV-
pozitivnich  Zzen  mnohem  cast&ji,  kdyriziko  vzniku roste s Ubytkem
CD 4+ T-lymfocyta. Proto by u pacientek s CIN mély byt vysetfeny specifické protilatky
proti HIV. (NIAID, 2001)

V dasledku postupujici imunodeficience se u pozitivnich Zen ¢asto objevuje také

hluboky panevni zanét (PID), jehoZ pribéh byva agresivnéjsi. Jedna se o infekci zptisobenou
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sexualné prenosnymi bakteriemi jako je Neisseria gonorrhoeae a Chlamydia trachomonatis,
ale 1 bakteriemi bézné se vyskytujicimi v gastrointestinalnim traktu, napt. E. Coli. Zanét muze
probihat asymptomaticky, avSak u mnoha Zen muze PID piejit v neplodnost. (Michell,
Prabhu, 2013)

4.4.4. Prenos HIV z matky na plod (MTCT)

Infekce HIV muze byt prenesena vertikalné jiz infekci zarode¢nych bunck, béhem
té¢hotenstvi transplacentarn€, v pritbé¢hu porodu, nebo po porodu. Pravdépodobnost pienosu
HIV-1 je i vtomto piipadé mnohondsobné vyssi a castéjsi nez HIV-2. Piispravné
antiretrovirové terapii je riziko intrauterinniho transplacentarniho pienosu pouze 2%
a neporusena placentarni bariéra je ucinnou piekdzkou pro prinik viru HIV. Plod mlze byt
infikovan transplacentarné skrze syncytiotrofoblast a nasledné¢ i ptes Hofbauerovy buiiky,
specializované makrofagy, které jsou virem napadeny. V takovém piipadé byva trofoblast
porusen a to predev§im v dusledku uzivani navykovych latek ¢i koufeni. (Ahmad, 2011,
Milligan, Overbaugh, 2014)

Nejrizikovéj§im obdobim pro pienos infekce je obdobi perinatélni s naslednym
spontdnnim porodem (vice nez 50% vertikalnich pfenost). Ptenos infekce je umoznén skrze
gastrointestinalni trakt a nasofaryngealni epitel plodu. Tyto slizni¢ni bariéry jsou v prubéhu
te¢hotenstvi ve styku s matefskymi tekutinami infikovanymi HIV. K pfenosu ale ve vétSing
ptipadli nedochézi diky polarizované epitelialni bariéfe pokryvajici sliznice ditéte. Aby doSlo
k systémové infekci plodu, musi byt napadeny citlivé buriky pod slizni¢ni bariérou, poté se
infekce $iti i lymfatickymi a krevnimi cévami. V poslednich letech se riziko infekce béhem
porodu snizilo aZ na 5% diky mnoha preventivnim opatfenim. Témi jsou pfedevSim G€inna
antiretrovirova terapie gravidnich zen od 14. tydne téhotenstvi a porod cisaiskym fezem. Jako
prevence se t¢hotnym podavaji inhibitory protedzy a reverzni transkriptdzy (RT) viru HIV.
Inhibitory proteazy se pouzivaji predevsim v pokrocilych stadiich onemocnéni, RT naopak
Vv pocateCnich fazich. ART pftipravky se mohou pouzivat v kombinaci, nebo jako
monoterapie, pfi¢emz nejzndméjsSim je zidovudin. Uzivani vysokych davek léciva ma vsak
I vedlejsi ucinky nejen u gravidnich zen, ale také u plodu. Mezi ty nejCastéjsi patii
preeklampsie, metabolické poruchy, jaterni a dermatologické zmény. (Siemieniuk a kol.,
2017; Veleminsky a kol., 2005)

Novorozenec muze byt infikovan také post partum, tedy po porodu, kde je nejcastéjsi

pficinou kojeni. Ackoli je ART v mnoha piipadech G¢inna a infekéni davka v matefském
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mléce neni vysokd, pfesto neni zabranéno prenosu. Proto je doporucena nahradni kojenecka
vyZziva, ktera vSak neni v mnoha oblastech dostupnd akojenci Casto trpi podvyZzivou.
V rozvojovych zemich je navic vyziva pro kojence piipravovana z vody kontaminované
enterokoky, které zpiasobuji prijmova onemocnéni. Kolostrum také obsahuje mateiské

protilatky, které ndhradni kojenecka strava postrada. (Mallampati, Maclean, Shapiro, 2018)
4.4.5. Klinicky obraz infekce u novorozencu a déti

VétSina novorozenych déti nema zadné piiznaky onemocnéni a vrozené vady se
objevuji ziidka, proto je mnohdy obtizné u novorozence sneznamym stavem HIV urcit
diagnézu. Novorozenec je vétSsinou nedonoSeny a ma nizkou hmotnost. Navic jsou projevy
infekce velmi podobné béznym détskym bakterialnim i virovym onemocnénim. Perzistence,
recidiva infekci a necitlivost na standardni 1é€bu jsou projevy slabé imunitni reakce a voditky
pro testovani déti na infekci HIV. Nejvice se infekce projevi mezi 4. a 6. mésicem zivota
ditéte. HIV-pozitivni novorozenci ¢asto trpi sekundarnimi oportunnimi infekcemi, jako je
recidivujici infekce hornich cest dychacich, tuberkuléza a intersticialni pneumonie.
Dermatologické projevy, napt. nespecificka vyrdzka, oralni kandid6za a ptetrvavajici herpes
simplex, jsou dal§imi typickymi pfiznaky u déti. Pozdé&jsimi symptomy jsou lymfadenopatie,
hepatosplenomegalie, trombocytopenie, pietrvavajici horecky a také anémie. Anémie je
obvykle multifaktoridlni, mize byt vysledkem piimého ptsobeni viru HIV na bunky kostni
diené, ale také disledkem sekundarnich infekci. V souvislosti s HIV pozitivitou mize byt
anémie zpusobena 1é¢bou zidovudinem, ktery potlacuje erytropoézu. (Sut¢l a kol., 2017,

Jeena a kol., 2013; Odhiambo a kol., 2015)
4.4.6. Diagnostika HIV u novorozence

Spravna a vcasna diagnoéza infekce HIV je vsoucasné dobé velmi dulezitd pro
ucinnost ART terapie a prodlouzeni doby pteziti ditéte. Dle WHO by virologické testy mély
dosahovat nejméné 95% senzitivity a specifity vice jak 98%. Nacasovani testovani je v tomto
ptipad¢ také dulezité, jelikoz je virus u déti kratce po porodu detekovatelny pouze kratkou
dobu. Navic u novorozencti infikovanych pfii porodu byva progrese onemocnéni rychla a pii
nezahajeni 1écby mira zivotnosti nizkd. V piipad¢ prenatdlni diagnostiky je nutno zvazit
provedeni aminocentézy u HIV-pozitivni gravidni Zeny. V tomto piipadé hrozi infekce plodu
po pruchodu jehly placentou, ale pokud matka jiz del$i dobu podstupuje vysoce ucinnou

ART, je mozné zakrok provést. (Abdollahi, Saffar, 2016)
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Sérologicka testovani na zakladé reakce antigen-protilatka, jako je napi. ELISA/EIA,
patii mezi nejpouzivanéjsi diagnostické soupravy a to piedev§im diky dostupnosti,
jednoduchosti a rychlosti. Dnes jsou jiz komerén¢ dostupna rychla testovaci zafizeni
s diagnostickym vykonem srovnatelnym s tradi¢nimi metodami EIA. Tyto testy jsou vhodné
pro pouziti v oblastech s omezenymi zdroji na vybaveni. Navic jako vzorek muze byt pouZzita
Zilni nebo kapilarni plnd krev. Vysledky mohou byt poskytnuty do 30 minut a jejich
interpretace je obecné jednoducha. (WHO, 2010)

Enzymaticka imunoanalyza (EIA) detekuje protilatky proti viru HIV, ale i jeho
jednotlivé varianty. Moderni soupravy dokazi detekovat jak protilatky, tak antigen i p24
soucasné. Diky této kombinaci se vyrazné zkracuje obdobi ,,diagnostického okna“, ve kterém
télo nevytvoii dostatek protilatek. EIA jsou vyrabény pro screening velkého mnozstvi vzork
najednou, vysledky analyz navic byvaji dostupné do dvou hodin. Skrze placentu mohou
pasivné prechazet mateiské protilatky, které lze u ditéte detekovat do 18. mésice véku, tudiz
vysledky casto byvaji falesné pozitivni. Pokud je vysledek hned po narozeni negativni,
doporucuje se testovani opakovat v 3. a 6. mésici, pii opakované negativité také v 15. a 18.
mésici. Vysledky by mély byt konfirmovany jinymi druhy testli, jako je Western blot,
imunofluorescencni test nebo dalsim virologickym testovanim. Metoda Western blot detekuje
HIV antigen na prouzku nitrocelulozy, pficemz vysledky lze interpretovat jako pozitivni,
negativni nebo neurcité (vétSinou v piipadé zkiizené reakce nebo v dobé sérokonverze).
V tomto ptipadé¢ se test musi opakovat o 3 tydny pozdéji. Vzhledem k tomu, ze Western blot
je sofistikovand metoda a kobsluze je potfeba odborné znalosti, dnes se zlepSenim
virologickych testti neni nezbytné tuto metodu pouzivat jako konfirmacni test. (WHO, 2011)

Virologické testovani je zaloZzeno na piimé detekci viru, respektive jeho nukleové
kyseliny (tj. RNA ¢i DNA) nebo virovych produktt, jako je napt. antigen p24. Toto testovani
je mozné spolehlivé realizovat i u déti mladSich osmnécti mésict a je velmi doporucovano ho
provést kojencim vystavenym HIV v dobé nejlépe 4 — 6 tydnt véku. Pokud je prvni
virologicky test pozitivni, doporucuje se okamzit¢ zahdjeni ART lécby 1 pred dalsi
konfirmaci. U kojencu podstupujicich virologické vySetfeni lze detekovat HIV DNA
ve vzorku plné krve nebo suché kapce krve (DBS), HIV RNA ve vzorku plazmy nebo DBS
a antigen Up24 ve vzorku plazmy nebo DBS. V ptipad¢, Ze matka jiz podstupuje ART 1é¢bu
inhibujici replikaci viru, je testovani na pfitomnost viru pomoci antigenu p24 vhodngjsi
provést do osmnactéeho mésice veéku ditéte, jelikoz citlivost testu mize s rostoucim vékem

Klesat. Pro testy je pozadovano 500 — 1000 pl plazmy, zatimco DBS pouze 25 — 100 pl plné
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krve. Vzorky DBS jsou navic po delsi dobu stabilni pii pokojové teploté a snaze se
prepravuji, coz umoziiuje centralizovaneé laboratorni testovani. (WHO, 2010)

Vétsina virologickych testii je zalozena na amplifikaci genetického materidlu, tedy
virové RNA. Vysledky mohou poskytovat jak kvalitativni, tak i kvantitativni parametry
umoziujici sledovani progrese onemocnéni HIV. Mezi nejrozSifenéjsSi metody patii
amplifikace na bazi PCR, NASBA (Nucleid Acid Sequence-Based Amplification) nebo
rozvétvené DNA (b-DNA). PCR exponencialné¢ zmnozi cilovou DNA, coz umozni jeji
analyzu. V piipadé HIV je nutno pfevést jeji RNA na DNA reverzni transkriptazou
(RT-PCR). Testovani pomoci PCR je rozdélovano na konvenéni a v redlném Case.
U konven¢niho, neboli PCR Vv koncovém bod¢, se detekce provadi az na konci amplifikace
aje nutna manipulace se vzorkem, kdy hrozi riziko kontaminace. Tento typ je navic
manipulace s produktem PCR, ¢imz se minimalizuje kifizova kontaminace vzorkd a zkracuje
se také doba potfebna k dosazeni vysledkd. Detekce se provadi pii amplifikaci nukleové
kyseliny, obvykle vazbou fluorescenéné znacenych sond na produkt PCR emitujici zareni
urcité vinové délky. Kvantifikace se provadi porovnanim intenzity fluorescence vzorku se
standardy. Tato metoda tedy umoziiuje sledovani produktu PCR v procesu amplifikace
(v realném case). (Abdollahi, Saffar, 2016; WHO, 2010)

Metoda zalozena naamplifikaci RNA sekvenci nukleovych kyselin (NASBA)
detekuje jednu nebo vice uréitych ¢asti HIV genomu, jako je napi. HIV-env kodujici
glykoprotein gp120 a gp41, nebo gen HIV-pol zajistujici produkci virovych enzymd. Princip
metody je téméf shodny jako u real-time PCR, kdy se selektivné amplifikuje cilova RNA,
poté je pomoci RT syntetizovana komplementarni DNA, jenz slouzi jako templat pro
cyklickou amplifikaci RNA. Fluorescenéné¢ znacené sondy hybridizuji s nové
nasyntetizovanou RNA a kvantifikace se nasledné provede porovnanim intenzity fluorescence
cilové sekvence se standardy. Detekce b-DNA je zalozena na zesileni signalu RNA viru, ktery
musi byt nejprve zkoncetrovan odstiedénim plazmy. Virova RNA je poté zachycena
komplementarnimi nukleotidovymi sondami pfipojenymi k mikrotira¢ni desticce. Dalsi sada
oligonukleotidovych sond se pfipoji jak k RNA, tak k sondam preamplifikacnim, které
hybridizuji s b-DNA. Nakonec je pfidan chemiluminiscen¢ni substrat a alkalicka fosfataza,
ktera aktivuje emisi zafeni. Mnozstvi vyzarené¢ho svétla je umérné koncentraci virové RNA.

(Abdollahi, Saffar, 2016; WHO, 2010)
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4.4.7. Antiretrovirova terapie a postnatalni 1é¢ba

Dle WHO je antiretrovirova terapie doporuc¢ena vsem HIV-pozitivnim. PfestoZe tato
terapie pacienta nevylééi, muze alespon zajistit delsi Zivotnost a snizit riziko ptenosu infekce.
Pravé diky tomu je ART vhodné pro jedince HIV-pozitivni, jejichz partner je HIV-negativni.
ART vyrazné prodluzuje chronickou fazi infekce. V mnoha oblastech svéta je postup do faze
AIDS vzécny a to dokonce az u 80% lé¢enych. Do roku 2030 planuje CDC implementovat
plan 90-90-90, tedy 90% diagnostikovano, 90% podstupujici terapii, 90% potlaceno. V ART
se pouziva Sesti druhd 1€kt a jejich indikace zdvisi na fazi infekce. Typicky rezim ART
zahrnuje tfi 1éky minimaln¢ ze dvou rtiznych tiid. Nejbéznéjsi kombinaci je jiz zmiflovany
inhibitor RT a proteazy nebo integrazy v poméru 2:1. (WHO, 2011)

Studie  zposlednich  let ukazaly, ze brzké =zahajeni ART  1éCby
u novorozence dramaticky sniZuje riziko progrese onemocnéni a umrti. V§em novorozenciim
do 24. mésice véku konfirmovanym jako HIV-pozitivni, by méla byt ART nasazena okamzité
nehled€¢ naklinické priznaky nebo stav imunitniho systému. Zahdjeni 1&cby
asymptomatickych novorozenct ihned po diagndze vede ke snizeni Gimrtnosti ve srovnani
s témi, u kterych je zacatek 1é¢by zpozdén. V tomto piipadé az polovina infikovanych umira
do dvou let. Pokud neni piistupné virologické testovani a novorozenec je mladsi osmnacti
mésict, dle WHO je mozné ART zahdjit v ptipadé, ze je testovani na HIV protilatky pozitivni
a novorozenec ma typické piiznaky, jako je tézka pneumonie, sepse nebo oralni kandiddza.
U déti ve véku 24 mésict a starSich by mély byt méfeny imunologické parametry, podle
kterych je mozno posoudit zavaznost imunodeficience a zahajeni ART. Vsechny déti ve véku
2 az 5 let s hladinou CD 4+ bunék nizsi jak 750 bunék/mm?® maji narok na ART. (WHO,
2010)
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5 BAKTERIALNI KONGENITALNI INFEKCE

Nejvice novorozeneckych infekci je zplsobeno praveé bakteriemi. Kazdoro¢né
nasledkem bakterialni infekce podlehne az 600 000 novorozenct, pficemz nejvyssi procento
pifipada na rozvojové zemé. Velice zavazné nasledky nastavaji u novorozencu infikovanych
pii porodu nebo v nasledujicich 72 hodinach. Nejcastéjsi jsou infekce zplsobené
grampozitivnimi bakteriemi (Streptococcus skupiny B, Staphylococcus), ale také infekce
spirochetové (Treponema pallidum) a chlamydiové (Chlamydia trachomatis). (Vergnano S. a
kol., 2017; Veleminsky M. a kol., 2005)

5.1. Infekce zpuisobené streptokoky skupiny B

Streptokoky skupiny B (GBS), jako je S. agalactiae, jsou p-hemolytické grampozitivni
bakterie. Jedna se piedevsim o fakultativné anaerobni koky vyskytujici se jako soucast lidské
mikroflory a sliznice genitalu. Jsou to tedy podminéné patogenni bakterie, které mohou byt
pri¢inou novorozenecké sepse a meningitidy. Od 60. let byl zaznamenan nardst Sifeni GBS
nejspiSe z divodu mechanizace vyroby mléka. Dal§im divodem byla také stoupajici
rezistence novorozencu na tetracyklin, antibiotikum, které bylo vtomto obdobi velmi

pouzivané. (Lawn E., Bianchi-Jassir F., Russel N. J., 2017)
5.1.1. Etiologie

Bakterie zpuasobujici infekci plodu nebo novorozence nejCastéji  pochazi
z urogenitélniho traktu matky a to v 15 az 35% ptipadu. Streptokoky také mohou proniknout
do amniové tekutiny, kterd je pro bakterie dokonalym kultivaénim médiem. Stat se tak mize
skrze porusené plodové obaly, ale i intaktni placentu. K systtmovym infekcim plodu dochazi
i pres pupeénikovou $intiru. Nejvice infekci v§ak vznika intrapartum v dasledku aspirace nebo
poziti plodové vody. Hematogenné se infekce pienasi jen ziidka. Mezi rizikové faktory
pro streptokokovou infekci patii také pred¢asny porod, nizka porodni hmotnost, etnicita
matky (u cernos$skych a hispanskych matek je riziko vyssi), ale i Casta gynekologicka
vySetieni v dobé gravidity. Dilezitym faktorem je i socioekonomicky status. (Heath, Jardine,
2014)

S. agalactiae ma navic mnoho faktorGi virulence, diky kterym je odolny vuci
imunitnimu systému plodu. Bakterie ma polysacharidové pouzdro obsahujici kyselinu

sialovou, coz je latka spolecna i pro lidské buiky. Nezralé imunitni buniky novorozence
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mohou zaménovat S. agalactiae (typické pro sérotyp Ill) za bunky vlastni, coz GBS
umoziuje piezivat v té€le hostitele. Dalsimi faktory virulence jsou fimbrie, Které bakterii
napomahaji piipojit se k hostitelské buiice, a beta-hemolysin zptsobujici hemolyzu
erytrocytu. GBS také produkuji enzym Cba-asu, jenz inaktivuje komplementovou slozku
chemoatraktantu C5a. Tento enzym napomaha bakteriim tak, Ze zabrani fagocytdze a
hromadéni neutrofilti v misté infekce. Diky tomuto mechanismu jsou GBS schopny se skryt

pfed imunitnim systémem hostitele. (Heath, Jardine, 2014)
5.1.2. Klinicky pribéh

Gravidni zeny s pozitivni kolonizaci GBS mohou mit asymptomaticky prib¢h infekce
témet ve Ctvrtiné pripadd. Pfi nitrod€lozni infekci hrozi riziko predCasného porodu,
spontdnniho  potratu nebo dokonce porod mrtvého plodu. Klinicky prubéh
u novorozence se déli na né€kolik forem podle doby, kdy se pfiznaky projevi. (Hanna, Noor,
2020)

Casna forma je definovana nastupem symptomutl do $esti dnii po porodu, ale vétsina
novorozencl (61% az 91%) onemocni béhem 24 hodin. U infikovanych kojenct se vyskytuji
dychaci obtize, jako je tachypnoe, ale i celkova dechova nedostate¢nost spojena s cyanozou.
Projevy mohou byt také nespecifické (letargie, tachykardie, hypotenze). AZ 80% novorozenct
postihuje septikémie, kterd miize zptisobit vazné komplikace. Casta je i pneumonie ¢ 26%),
méné pak meningitida ¢ 10%). Pozdni forma onemocnéni se vyskytuje v obdobi od 7 do
90 dnti ve&ku ditéte. Novorozenci jsou v tomto obdobi nachylni zejmeéna na GBS typu llI,
ktery je vice rezistentni a ma schopnost prostupovat i skrze hematoencefalickou bariéru.
Vys$si vnimavost kojenct do tii mésici véku je také dasledkem nizké tvorby protilatek.
Typickym projevem pozdni faze je meningitida, ktera se miize objevit az u 30% piipadu.
Méné Casta je bakterémie vétSinou s obtizné zjistitelnym loziskem, osteomyelitida postihujici
predev§im proximalni humerus a pyogenni artritida ky¢elnich a kolennich kloubt. V krevnim
obraze byva patrna leukocytdza a zvySena hladina CRP. Velmi pozdni forma je definovana
u kojenct ve veéku tii mésicl a starSich. Vétsina ptipadu se vyskytuje u pred¢asné narozenych
déti nebo u déti s nizkou porodni hmotnosti. U novorozencti mize byt pozdni nastup GBS
onemocnéni spojen i s infekci HIV nebo jinou imunodeficienci. (Hanna, Noor, 2020)

Celkova mira amrtnosti se u ¢asné formy pohybuje v rozmezi 3% az 10%, u formy
pozdni je to od 1% do 6%. Nejvyssi umrtnost (témét 20%) se vyskytuje u novorozencu

narozenych pred 37. tydnem t€hotenstvi. Nehled¢ na pokrok v prevenci, detekci a péci
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0 novorozence, neurologicka poskozeni ziistdvaji stejné zdvazna jako v minulosti. Pfiblizné
30% kojencti s meningitidou s ¢asnym nebo pozdnim nastupem bude mit trvalé neurologické
poruchy, jako je kortikalni slepota, oboustrannad ztrata sluchu nebo tézkd détskd obrna.
Dalsich 25% bude mit stfedn€ vazna az mirna poskozeni, napf. hydrocefalus, opozdény

mentalni vyvoj nebo poruchy uceni. (Hanna, Noor, 2020)
5.1.3. Laboratorni diagnostika

Detekce kolonizace GBS je velmi dulezita pro vcasné podani antibiotické profylaxe.
Protoze stupen kolonizace se mize v dob¢ téhotenstvi ménit, je nutné i spravné nacasovani
testovani. VySetieni vytéru zpochvy, nejlépe i zrekta, je vhodné provést mezi
35. a 37. tydnem téhotenstvi. Jestlize neni mozné vzorek ihned vysetfit (do 2 hodin), mél by
byt ulozen do vhodného transportniho média. V Amiesové piidé nebo Stuartové médiu muize
byt uchovan az 4 dny. Na bakteriologické odbéry je vhodné pouzit Flocked tampony
vyrobené nastiikem nylonovych vlaken v elektrostatickém poli. Oproti standardnim
vytérovym tampontum maji vyssi vytéznost. (Rosa-Fraile a kol., 2017)

Obecné pouzivanou diagnostickou metodou je kultivace. Kolonie GBS se nejprve
inokuluje do pomnozovaciho bujonu, napi. Todd-Hewittova s gentamycinem, Kkyselinou
nalidixovou a ov¢i krvi nebo kolistinem. Inkubace probihda 35 — 37 °C po dobu 18 az
24 hodin. Nasledné se kultura oc¢kuje na rizné agary, nejcastéji na krevni agar, selektivni
krevni agar (agar s neomycinem a kyselinou nalidixovou [NNA] nebo s kolistinem [CNA]),
granada agar nebo chromogenni médium. Agary jsou inkubovany pii 35 — 37 °C (granada
agar anaerobné&) 24 — 48 hodin. Na chromogennim agaru rostou GBS kolonie barevné,
nepigmentované kolonie by mély byt déle testovany (CAMP test, latexovy aglutinaéni test),
aby se vyvratil falesné pozitivni vysledek. Na granada agaru jsou GBS zabarveny oranzové¢ az
cihlové Cervené. Nezbarvené kolonie by mély byt potvrzeny dal$imi testy, aby se vyloucily
nehemolytické GBS. (Rosa-Fraile a kol., 2017)
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Na krevnim agaru vytvaii GBS typickou B-hemolyzu, kterd vSak nemusi byt zcela
patrna. Proto se identifikace potvrzuje CAMP testem a testem latexové aglutinace. CAMP test
umoznuje odlisit GBS diky produkci CAMP (Christie, Atkins,
Munch-Petersen) faktoru. Tento faktor neni sim o sobé hemolyticky. Na krevnim agaru
lyzuje  ov¢i  erytrocyty pouze v piitomnosti  B-hemolysinu  (sfingomyelinazy)
Staphylococcus aureus. Test se provede naockovanim GBS kolmo na pruh S. aureus
a po inkubaci (24 hod., 37 °C) se pozitivni reakce projevi vytvofenim zony hemolyzy ve tvaru
,maslicky*. Test v8ak neni 100% spolehlivy, jelikoz CAMP faktor maji i n¢které streptokoky
skupiny A. (Rosa-Fraile a kol., 2017)

Dalsim testem pro odliseni GBS od S. pyogenes nebo S. porcinus je pfitomnost
pyrrolidonyl arylamidazy (PYRaza). GBS tento enzym nemaji a test je pro né tedy negativni.
Rozklad substratu PYRazou se projevi zCervenanim detekéni zony, piinegativni reakci
k barevné zméné nedochazi nebo se zoéna zbarvi krémové az Zluté. Rozlisit S. agalactiae
od S. pyogenes lze i bacitracinovym testem. Bacitracin je baktericidni antibiotikum ziskané
z Bacillus subtilis a pravé na néj jsou GBS rezistentni. Na rozdil od GBS, S. pyogenes vytvaii
kolem disku s bacitracinem zdénu inhibice. Sérologické stanoveni skupinovych sténovych

antigent je dulezitou rutinni identifikaéni technikou. Soupravy jsou zalozeny na principu
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latexové aglutinace nebo stafylokokové koagulace. Streptokoky se smisi s latexovymi
Casticemi nebo s hyperimunnim sérem obsahujicim usmrcené stafylokokové kolonie.
Pozitivni reakce se projevi shlukovanim latexovych ¢astic nebo stafylokokti. Vyhodou tohoto
testovani je jejich komer¢ni dostupnost a rychlost, kdy identifikace trva fadové minuty.
Specifita téchto testi zavisi na koncentraci viru ve vzorku a pohybuje se v rozmezi 81% az
99%, senzitivita poté od 84% do 97%. (Rosa-Fraile a kol., 2017)

Podobné B-hemolytické kolonie jako S. agalactiae tvoii i S. porcinus patfici
do sérologické skupiny E dle Lancefieldove. Tento streptokok zkiiZzen¢ reaguje s GBS
na aglutina¢nich soupravach. Jednoduchd a specifickd metoda k jejich rozliseni je detekce
naCervenalého polyenického pigmentu granadaenu S. agalactiae v granada bujonu.
Nehemolytické GBS by mély byt testovany také, jelikoZ nékteré invazivni kmeny GBS
mohou vzniknout spontanni mutaci béhem infekce. (Rosa-Fraile a kol., 2017)

Novym nastrojem pro identifikaci GBS a jinych mikroorganismi je
MALDI-TOF MS. Tato technika je =zalozena na detekci proteinovych profill
charakteristickych pro jednotlivé kmeny, dokonce i druhy, bakterii. Nejdfive je vzorek
ionizovan laserovymi pulsy a mensi Castice jsou pteneseny do hmotnostniho spektrometru,
kde jsou jednotlivé proteiny analyzovany. Detekce je velmi pfesna arychla. Spotieba
laboratorniho materialu a provozni naklady jsou nizké, nicméné pocateéni investice pro koupi
MALDI-TOF MS je nédkladna. K analyze je navic tieba cisté kultury, coz tuto techniku
vylucuje pro pouziti ptimé detekce GBS. (Rosa-Fraile a kol., 2017)

V poslednich letech se zna¢né vyviji molekularni metody pro specifické diagnostické
ucely. Amplifikacni techniky (napt. PCR) nejsou ve vétSing ptipad vyZadovany. Pokud je ale
izolat GBS atypicky, PCR je spolehlivym testem pro identifikaci druhu. Toho Ize dosahnout
sekvenovanim genu 16S kodujiciho bakterialni rRNA, ktery je charakteristicky pro jednotlivé
druhy. Amplifika¢ni metody i piesto nedosahuji takové miry citlivosti jako u detekce pomoci
biochemickych testi. Senzitivitu lze zvysit po pfedchozim pomnozeni kultury v selektivnim
bujénu. Timto krokem se ale detekce GBS prodluzuje a nemusi poskytnout dostatecné rychlé
vysledky pro v€asné podani profylaxe. V ptipadé, ze ma gravidni Zena alergii na penicilin,
amplifikaéni metody navic neposkytuji dostatek informaci o citlivosti GBS na néhradni
antibiotikum. Proto CDC nedoporucuje rutinni screening GBS pomoci téchto metod. (Rosa-
Fraile a kol., 2017)

GBS je mozno identifikovat i pfimou detekci antigenu. Zadny z aktualng dostupnych
testll vSak nema pfijatelny stupen senzitivity ani specifity a testy za Gcelem detekce antigenu

GBS nejsou doporucovany. (Rosa-Fraile a kol,, 2017)
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5.1.4. Profylakticka léc¢ba

Doporucenym intrapartdlnim antibiotikem podavanym proti GBS je penicilin G
(B-laktamové antibiotikum). Penicilin G je podavan intravenézné v mnozstvi 5 miliond
jednotek v Uvodni davce, po niz nasleduji 2,5 az 3 miliony jednotek kazdé 4 hodiny b&hem
porodu az doukonceni porodu. Dalsi ovéfenou alternativou je podavani ampicilinu
vV mnozstvi 2 g intravendzné v inicialni davce, dale pak kazdé 4 hodiny 1 g i.v. béhem porodu.
Pokud je gravidni Zena alergicka na penicilinova antibiotika hrozi nebezpeci anafylaxe,
vhodnou volbou profylaxe je klindamycin (linkosamid) v davce 900 mg kazdych 8 hodin
béhem porodu. VSechna antibiotika by méla byt poddna nejméné 4 hodiny ptfed porodem,
V opa¢ném piipadé roste riziko infekce plodu. (Morgan, Cooper, 2020)

Pii vzniku novorozenecké bakteriémie je pro pocate¢ni 1écbu indikovan ampicilin
v kombinaci s aminoglykosidem, obvykle gentamycinem. Tato kombinace ma synergicky
ucinek a je ucinngjs$i nez samotny ampicilin ¢i penicilin G. Pokud se po této 1écbé v krvi ¢i
mozkomisnim moku novorozence nevyskytuji GBS a je pozorovano klinické zlepSeni,
k dokonceni terapie posta¢i samotny penicilin G. Délka trvani terapie je minimaln¢ 10 dnd.
Kojenci s meningitidou by méli podstoupit dal$i vySetieni mozkomisniho moku 1 — 2 dny po
lécbeé ampicilinem a terapii opét dokoncit samotnym penicilinem G po dobu minimalné
14 dnli. Po ukonceni lécby by mélo byt zvazeno dal§i vySetieni lumbdalni punkci. Nalezy
zvétSenych polymorfonuklearnich bunék nebo mnozstvi bilkovin vétsi nez 200 mg/dl souvisi
s probihajici cerebritidou! a destrukci mozkového parenchymu. V takovém piipadé je
vyZzadovana delsi terapie. VSichni novorozenci, kteti se zotavili z meningitidy zptsobenou
GBS, by méli podstoupit automatizovany test sluchovych a mozkovych funkci. (Morgan,
Cooper, 2020)

5.2. Vrozena syfilis

Pivodcem kongenitalni syfilis je bakterie z kmene spirochety Treponema pallidum.
Tyto gramnegativni mikroaerofilni bakterie jsou spiralovité sto¢ené buriky, dlouhé 6 — 15 pm
a 0,1 — 0,2 um $iroké. Jsou slozeny z centralniho protoplazmatického valce ohrani¢eného
cytoplazmatickou membranou, kterou piekryva vrstva peptidoglykanu a vnéj$i membrana
obsahujici lipopolysacharidy. Jsou pohyblivé a diky vyvrtkovitému pohybu, ktery jim

umoznuji axilarni bi¢iky (2 — 3) ukotvené v cytoplazmatické membrané, jsou schopny

! z&nét mozku a mozkovych blan
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proniknout skrze kiizi, prostiedi o vysoké viskozité a placentu. Vnéj$i membrana T. pallidum
vSak obsahuje relativné malo lipopolysacharidi a transmembranovych proteind. Pravé diky
tomu je T. pallidum odolna vi¢i imunitnim reakcim a nastup buné¢né imunity je opozdén.
Tato spirochéta ma také slizovy obal, ktery ji chrani pfed fagocytujicimi buitkami
a protildtkami. T. pallidum ma navic nékolik antigennich variant, jejichz dusledkem je
perzistence bakterie v hostiteli a vyrazné prodlouzeni samotné infekce. Genom T. pallidum
obsahuje 1138 006 part bazi. Tento relativné maly genom vypovida o nutnosti bakterie
vyuzit mnoho biosyntetickych drah hostitele k fadé metabolickych pochodd. (Hussain,
Vaidya, 2020)

Treponemy jsou ale velice nachylné k vngjsim vlivim (citlivé na kyslik a teplotu
>39°C) a zatim nebyly kultivovany in vitro (kultivace je mozna pouze V krevnich
konzervach po dobu 4 hodin), a proto je nelze prokazat klasickymi barvicimi technikami. Lze
pozorovat imunofluorescenéné obarvené preparaty. Pouziva se i impregnace stiibrem. Kvili
své velikosti jsou tézko pozorovatelné ve svételném mikroskopu. Mozna je vizualizace

v zastinu nebo fazovém kontrastu. (Cooper, Sanchez, 2018)

5.2.1. Pribéh onemocnéni u téhotnych Zen

Syfilis je chronické onemocnéni, které ma primarni, sekundarni a tercialni stadium
abez 1écby muze pietrvavat po mnoho let. Symptomy primarni faze se objevi v prib&éhu

10 — 90 dnil od expozice. Hlavnim projevem je tvorba nebolestivého tvrdého viedu v misté
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vzniku infekce. Vied vétSinou vymizi do 3 az 10 tydni, proto si vétSina pacientek tohoto
symptomu nepovSimne. Léze muize byt atypickd a bolestiva v dusledku koinfekce jinymi
bakteriemi ¢i viry. Muze se objevit také lokalizovana lymfadenopatie. Sekundarni stadium je
projevem bakterialniho S$ifeni, které se projevuje symetrickou nesvédici makulopapularni
vyrazkou. Dal§imi nespecifickymi symptomy byvd malatnost, horecka, bolest hlavy
a generalizovand lymfadenopatie. Ptiznaky sekundarni faze se objevuji 4 — 12 tydnd
po nakaze. V obou fazich je gravidni Zena vysoce infekéni. Pro plod jsou tato stadia nejvice
rizikova. Nelécena syfilis vede k abortim nebo porodim mrtvého plodu. Mrtvorozeni maji
systémova postizeni a Casto nekrotické organy. Pfiblizné¢ po 8 tydnech symptomy vymizi
a infekce se dostava do stadia latence. Latentni faze ma ¢asnou a pozdni formu. V ¢asném
obdobi (< 1 rok od infekce) je mozny relaps onemocnéni a ptiznaky jsou podobné jako
symptomy 2. staddia. ProtoZe tento relaps poukazuje na bakteridlni replikaci, mize byt obdobi
latence infek¢ni. Pozdni stadium latence je bez dalSich manifestaci a je neinfek¢ni. Tato faze
nastupuje po 1 — 2 letech od ndkazy a mize trvat i nékolik let. Posledni, tercialni, faze
nastupuje v rozmezi 1 — 46 let. V tercidlnim stadiu nelééena infekce zpusobuje neurosyfilis,
gummatdzni a kardiovaskularni syfilis. Gummatézni syfilitida je charakterizovana vznikem
mékkych granulomat, kterd se objevuji v mozku, srdci, jatrech, kostech a na kazi. Tercialni

stadium je opét neinfek¢ni. (O'Byrne, MacPherson, 2019; Veleminsky, 2005)
5.2.2. Transmise onemocnéni

Syfilis je pienasena predevsim sexudlnim kontaktem, ale také z matky na dité
Vv pribéhu téhotenstvi transplacentarné, méné obvykle pak pii porodu. T. pallidum je schopna
prechazet pies fetalni membrany, infikovat plodovou vodu a nakonec isamotny plod.
Spirochety mohou infikovat plod od 14. tydne t€hotenstvi a riziko fetalni infekce se zvySuje
s gestatnim vékem. Riziko vertikalniho pfenosu vyznamné souvisi se stddiem matefské
syfilis. Novorozenci téhotnych Zen v primarnim ¢i sekundarnim stadiu maji témét vzdy
zdravotni nasledky. U poloviny rodi¢ek dochazi k ptedéasnému porodu nebo porodu mrtvého
plodu, druhd polovina porodi dité S vrozenou syfilitidou. Pravdépodobnost pienosu je snizena
u neléCenych zen v casné fazi latentniho stddia (20% piedCasnych porodd,
4% novorozeneckych umrti, 10% mrtvorozenosti, 40% novorozencti s vrozenou infekci
a20% bez prikazu syfilis). Placentarni rastové faktory (TGF-B) spoleéné s cytokiny
podporuji rust placenty i plodu a toleranci plodu jako alostép, ¢imz mohou nahodné prospét

a chrénit invazivni patogen, jako je T. pallidum. Samotn& placenta je po porodu abnormalné
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zvétSena a bledd. DalSimi histopatologickymi jevy jsou nekrotizujici funisitida® a zesilené

stény cév. (Stoltey, Cohen, 2015; Wicher K., V., 2001)
5.2.3. Klinicky obraz kongenitélni syfilis

VétSina novorozencl narozenych neléfenym matkdm nema ihned po porodu zadné
klinické ani laboratorni projevy infekce. Prvni znamky syfilis se objevuji az
po 4. tydnu zivota a pietrvavaji naslednych 24 mésici. Hepatosplenomegalie spolecné
s hepatitidou jsou nej¢astéjsSimi projevy casné formy kongenitalni syfilis a pti 1é¢bé infekce
penicilem se muze hepatitida ptechodné zhorsit. Obvyklé jsou také mukokutanni 1éze, které se
vyskytuji u 40 — 60% déti. Exantém je obvykle rizovy az erveny, ale na chodidlech a dlanich
se objevuji deskvamace charakteristické médénym zbarvenim. V perioralni a perianalni
oblasti se mohou vyskytnout ploché ryhy znamé jako condylomata lata. U né&kterych
postizenych déti se vyskytuje chronicka ryma zpocatku vodnatd, pozdé€ji vsak silnd, hnisava
az krvaveé zabarvena. Vytok obsahuje velké mnozstvi spirochet a je velmi infekéni. Krevni
obraz vykazuje hematologické poruchy, jako je anémie, trombocytopenie a leukopenie,
popi. leukocytdza. Lymfadenopatie se objevuje téméf u 50% novorozencti. Na RTG snimcich
lze také zachytit kostni abnormality, napf. osteochondritidu, kterd mize vést az
k pseudoparalyze neboli Parrotové syndromu. U novorozence muze dojit také k invazim CNS.
Dysfunkce hypofyzy se projevuje nizkou produkci ADH (diabetes insipidus). Mezi dalsi
projevy patii hydrocefalus ¢i ochrnuti hlavovych nervt. (Cooper, Sanchez, 2018; Veleminsky,
2005)

Pozdni forma kongenitalni syfilis je obdobi mezi 2. az 14. rokem Zzivota ditéte
a typickymi symptomy infekce je tzv. Hutchinsonova triada. Prvni pfiznakem z této triady
jsou zubni stigmata. Horni fezaky byvaji nezvykle malé, Siroce rozlozité a maji soudkovity
tvar. Molary maji mnoho deformit a namisto obvyklého poctu 4 — 5 hrbolki jich maji vétsi
mnozstvi (,,morusovité“ stolicky). Druhym symptomem ztéto triddy je intersticialni
keratitida, pro kterou je typické rozmazané vidéni, bolest o¢i a vyssi citlivost na svétlo. Tento
pfiznak se projevuje mezi 5. az 20. rokem zivota. Posledni slozkou Hutchinsonovy trias je
hluchota zptisobena poskozenim VIII. hlavového nervu (n. vestibulocochlearis). Ztrata sluchu
se vykytuje pouze u 3% postizenych déti. Casté jsou deformity kosti, typické je
napt. vyklenuté (olympské) ¢elo, Savlovité holen¢ a bezbolestné oteklé klouby. Pozdni forma
infekce neni infekéni. (Cooper, Sdnchez, 2018; Veleminsky, 2005)

2 zané&t pupedniku
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5.2.4. Imunitni reakce

Plod je schopen na infekci reagovat jiz od 18. tydne téhotenstvi a to nespecifickymi
faktory jakou jsou fagocytarni buiiky, NK bunky, y& T-lymfocyty a CD 5+ B-lymfocyty.
Imunitni systém plodu vSak neni zraly dokonce ani pifi porodu aformuje se az
V novorozeneckém véku postupnou expozici vnéj§im patogenim. V imunitni odpovédi hraji
dilezitou roli také genetické faktory. Bylo prokazano, ze existuji jedinci citlivi (kmen C4D)
a rezistentni (kmen Alb) na kozni infekce T. pallidum. Avsak novorozenci infikovani kmenem
C4D (ve veéku 1 — 3 dny) jsou do¢asné rezistentni (2 — 3 mésice) k intradermalnim infekcim,
ale jsou vysoce citlivi v dospé€losti. Opak se vyskytuje u kmene Alb. Tyto kmeny vyvolavaji
pii infekci in utero cGasnou infekci a tvorbu protilatek IgM antitreponemalnich a IgM
revmatoidniho faktoru. Opozdény je ale pfechod na protilatky IgG. Ve vzorcich sér
kongenitaln¢ infikovanych novorozencii byly zjistény vysoké hladiny cirkulujicich imunitnich
komplext obsahujicich kreatinkinazu, fibronektin a 1gG. U infikovaného plodu mize dojit
k selhani rovnovahy mezi reakcemi naivnich a zralych CD 45+ T-lymfocytd. V dusledku toho

dochézi k autoimunitni odpovédi a nevratnému poskozeni tkani. (Wicher V., K., 2001)
5.2.5. Koinfekce syfilisa HIV

Prevalence syfilis kazdorocné celosvétove roste, pricemz u HIV pozitivni populace se
tato infekce vyskytuje az v 10%. Koinfekce ma negativni ucinek piedevsim na prubéh infekce
HIV, kdy syfilis mize byt pfi¢inou zvySené virové naloZze u nelééenych pacienti a také
snizeni po¢tu CD 4+ bunék. AZ u tietiny infikovanych se vice vyskytuje neurosyfilis, ktera je
navic ve vétsiné ptipadli bezpfiznakova. Dalsim rizikem je zvySend moznost pienosu HIV,
a proto tato koinfekce vyzaduje vétsi pozornost v oblasti vetejného zdravi. (Lang R, Read R.,

2018)
5.2.6. Laboratorni diagnostika

Diagnostika kongenitalni syfilis u plodu a novorozence je velice naro¢na diky pienosu
IgG matetskych protilatek skrze placentu, coz komplikuje interpretaci sérologickych testu.
Ptesto se jedna o nejpouzivanéjsi formu testovani predevSim diky financ¢ni dostupnosti.
Prenatélni diagnostiku také ztézuje nemoznost kultivace T. pallidum. Pokud je podezieni na
infekci pred porodem nebo beéhem néj, mélo by byt provedeno histologické vysetieni placenty

nebo pupecni $nary. Definitivni diagnoézu je mozno stanovit imunofluorescenci, pozorovanim
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bakterie v zastinovém mikroskopu, PCR nebo histopatologii. CDC doporucuje testovani pfi
prvnim vySetfeni u vSech t€hotnych zen, ve druhém trimestru a Cast&ji také u zen, které Ziji
v oblastech s vyssim vyskytem syfilis. (Henao-Martinez, Johnson, 2014)

Sérologické nepiimé testovani lze rozd¢lit do dvou kategorii, treponemové
a netreponemové. Mezi netreponemové testy patii VDRL (Veneral disease research
laboratory) mikroskopicky test a RRR (rychlad reaginovad reakce). Tyto testy detekuji
nespecifické protilatky (reaginy) proti lipoidnim antigentim. Lipoidni antigeny (kardiolipiny)
jsou obsazeny v membrané T. pallidum, ze které jsou uvolfiovany. Pii téchto testech jsou
méfeny titry 1gG a IgM produkovanych hostitelem v reakci nakardiolipin uvolnény
z poskozenych bunék. Lipoidni antigeny jsou obsazeny i v mitochondriich a jinych bakteriich,
proto jsou Casté zkiizené reakce pii infek¢éni endokarditidé, s rickettsiemi ¢i mykobakteriemi.
Falesn¢ pozitivni vysledky u plodu mohou nastat také béhem téhotenstvi praveé v disledku
ptechodu IgG protilatek skrze placentu, tudiz je tento imunoglobulin pro diagnostiku
nevyznamny. Imunoglobulin M v8ak neni schopen transplacentarniho pienosu, a pokud je
U novorozence titr téchto protilatek Ctyfnasobné vysSi nez u matky, je u n¢j indikovéana
kongenitalni syfilis. VDLR se pouziva pro testovani mozkomis$niho moku, RRR zase pro
stanoveni infekce v séru. Senzitivita a specifita netreponemovych testi neni dostate¢na, proto
je nutné provést konfirmacni testy. (Phiske, 2014; Henao-Martinez, Johnson, 2014)

Screeningové treponemove testy jsou zalozeny na detekci protilatek T. pallidum. Jako
zakladni diagnostické soupravy jsou pouzivany hemaglutinacni (TPHA) nebo
mikrohemaglutina¢ni testy (MHA-TP) a ELISA. Principem TPHA je aglutinace ov¢ich nebo
kufecich erytrocyti senzibilizovanych T. pallidum ssp. pallidum Nichols s protilatkami séra.
TPHA v primarni fazi syfilis vykazuje niz8i senzitivitu, naopak v sekundarni témét 100%.
Jako konfirmacni test je pouzivan treponemovy imunofluorescenéni test po absorpci
specifickych protilatek (FTA-ABS) 1gG a lgM. Kséru je pfi tomto testu nejprve piidan
absorbent obsahujici nepatogenni kmen T. phagedensis Reiter. Cilem absorbentu je vysyceni
anti-treponemovych protilatek, které nejsou specifické pro bakterie syfilis. Na sklicko se poté
pfida vySetfovany vzorek, a pokud je pacient pozitivni, jeho protildtky se navazi
naT. pallidum. Nasledné¢ jsou pfidany sekundarni anti-lidské protilatky znacené
fluorochromem, které se na vznikly imunokomplex navazi. Emitované zafeni je pozorovano
fluorescenénim mikroskopem. Pfitomnost IgM potvrzuje nedadvnou nebo praveé probihajici
infekci, naopak IgG pretrvavaji v téle dlouhodobé, tudiz i po vyléCeni byvaji testy pozitivni.
Dalsim potvrzovacim testem je Nelson-Mayertav T. pallidum imobiliza¢ni test (TPI), ktery je

zalozen na ztrat€ pohyblivosti spirochet pfi kontaktu s protilatkami (imobiliziny) nemocného.
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Tento test je sice velmi pfesny a spolehlivy, avsak velmi naro¢ny na vybaveni, proto se téméf
nevyuziva. (Rowe, Newberry, Jnah, 2018)

Treponemove testy v krvi plodu detekuji hladiny IgG i IgM. K odbourani matefskych
IgG u novorozence dochazi az po 4. mésicich zivota, proto je tfeba testy po této dobé
opakovat. Diagnéza kongenitalni syfilis je u treponemovych testil potvrzena v piipadé, ze
protilatky u novorozence pietrvavaji i ve véku 12. — 18. mésici. V diagn6ze kongenitélni
syfilis hraje dulezitou roli prikaz IgM a to metodou FTA-ABS nebo 19 S FTA-ABS. Pokud
jsou tyto testy pozitivni a hladiny ceruloplazminu a haptoglobinu ve fyziologickych
hodnotéch jak u novorozence (zndmka tvorby IgM), tak i matky, je diagnéza kongenitélni
syfilis potvrzena. (Veleminsky, 2005)

Piima diagnostika pomoci amplifikace nukleové kyseliny (PCR) je velice citliva
atémet 100% specificka. Pfi tomto typu testovani je vyloucena interference s ostatnimi
bakteriemi  (pfedev§im v mozkomisnim moku) a zkfizena reakce matefskych
a novorozeneckych protilatek. Pro priikaz metodou PCR lze pouzit jakykoliv laboratorni

material, amniovou tekutinu, plnou krev, trofoblastické klky atd. (Zakoucka, 2007)
5.2.7. Terapie u novorozenctu a kojenci

Jako jedind ucinné prevence proti vertikalnimu pienosu a 1é¢bé kongenitalni syfilis je
penicilin. Novorozenec by mél zacit 1é¢bu ihned, jakmile je titr jeho protilatek
U netreponemového testu Ctyfikrat vyssi nez u matky, vykazuje fyzické abnormality typické
pro syfilis nebo mé pozitivni prikaz T. pallidum pii mikroskopii v zastinu. V téchto piipadech
novorozenec dostava vodny roztok penicilinu G v davce 50 000 U/kg® intraven6zné kazdych
12 hodin. Tyto davky jsou podavany v prvnim tydnu véku, poté jsou podavany kazdych
8 hodin dalsi tyden. Jestlize je penicilin G podavan intramuskularné, postaci stejnd davka
pouze jednou denné po dobu 10 dnti. Pokud je vynechan i jediny den v celém cyklu, terapie
musi byt opakovana. Kojenctim narozenym bez klinickych pfiznaki a se standardnimi titry
protilatek, jejichz matky byly nedostatecné 1é€eny nebo neléceny, by méla byt indikovéana
jednordzovéa davka benzathin-penicilinu G (50 000 U/kg) intramuskularné. (Cooper, Sanchez,
2018)

3 U/kg = jednotky (anglicky unit)/kg
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6 PARAZITARNI KONGENITALNI INFEKCE

Parazitarni infekce jsou pienaSeny pouze in utero nebo v dobé porodu, pienos
Vv pribéhu kojeni neni zndm. Parazité, o kterych je znamo, ze zpisobuji kongenitalni infekce,
jsou piedev§im prvoci (Toxoplasma gondii, Trypanosoma kruzi, Plasmodium spp. nebo
Leischmania spp.). Vertikalni kongenitalni pfenos helmintt probiha velmi ziidka. (Carlier a
kol., 2012)

6.1. Kongenitalni toxoplazméza

Toxoplazmédza je parazitarni infekce zptsobena oportunnim intracelularnim prvokem
Toxoplasma gondii. Patii do podkmenu Apicomplexa (vytrusovci), podtiidy Coccidia, zndmé
pod ¢eskym nazvem kokcidie. T. gondii ma Sirokou Skalu mezihostiteld, ptirozené infikuje
vétsinu teplokrevnych zvifat v¢etné ptakt, hlodaveu a lidi. Definitivnim hostitelem T. gondii,
u kterého dochazi k mnozeni a sexualnimu vyvoji parazita, jsou kockovité selmy. U vétSiny
imunokompetentnich lidi tento parazit pietrvava v latentnim asymptomatickém stadiu.
Nebezpecny je piedevsim jako akutni infekce v téhotenstvi, pro novorozence a imunodeficitni
pacienty. (Kota, Shabbir, 2019)

6.1.1. Vyvojova stadia a zZivotni cyklus

Toxoplasma ma tii stadia vyvoje, a to tachyzoit, bradyzoit a oocysta.

Tachyzoiti jsou asexualni formou T. gondii, maji tvar ptilmésice a jsou 5 um dlouhé
a2 um Siroké. Béhem akutni infekce cirkuluji v organismu a jsou schopny napadnout
jakoukoli hostitelskou buiiku. Uvnitf parazitoforni vakuoly* se rychle replikuji (genera¢ni
doba 6 — 8 hodin). Po nahromadéni 64 az 128 parazitd opoustéji (lyzuji) bunku mechanismem
zavislym na vapenatych iontech a infikuji buiiky sousedni. (Lueder, Rahman, 2017) T. gondii
je schopna proniknout do hostitelské bunky diky apikalnimu komplexu, ktery obsahuje
protein RNG2 umoziujici penetraci skrze bunééné membrany. (Blader a kol., 2015)

Bradyzoiti jsou klidova stadia diferencovana z tachyzoitt, ktera po priniku
do hostitelské bunky tvofi tzv. tkdnovou cystu. Cysty dosahuji velikosti az 100 um, tvofi se
7 az 10 dni po infekci a nejcastéji se vyskytuji v kosterni svaloviné a CNS (mozek, micha).
Jedna cysta miize obsahovat az nékolik stovek bradyzoit, kteti se témét nereplikuji

a metabolicky jsou spiSe neaktivni. Tato faze je definovana jako chronickd a asexualni ¢ést

4 gastice v hostitelské butice obsahujici parazita
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zivotniho cyklu. Bradyzoit se muize u imunokompromitovanych lidi zménit zpét
na tachyzoita, coz je hlavni pfi¢inou mortality tohoto onemocnéni. (Lueder, Rahman, 2017)
Oocysty jsou poslednim stddiem a jsou vylucovany ve vykalech definitivniho
hostitele. Oocysta obsahuje dvé sporocysty, z nichz kazda nese Ctyfi sporozoity. Sporozoiti
jsou infekéni a v tenkém stievé infikuji epitelové bunky. Jsou pohyblivi (spolu s tachyzoity)
,klouzanim*“ diky aktino-myozinovému komplexu. Nasledné se sporozoiti vyvinou

na tachyzoity a cely cyklus se opakuje. (Blader a kol., 2015)
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T. gondii je primarn¢ ziskavana alimentarné pozienim kontaminované vody ¢i
nedostatecné tepelné upraveného masa. Infekei je mozno ziskat ze dvou infekénich forem a to
pozienim zralé oocysty vylouc¢ené kockovitou Selmou nebo tkanové cysty z masité potravy.
V Ceské republice se takto nakazi aZ tfetina obyvatel. Pfenos je mozny také skrze krevni
transfuzi nebo organovou transplantaci. (Djurkovi Djakovi, 2012)

Mechanismus transplacentarniho pienosu T. gondii neni zcela pochopen. Nejvice
pravdépodobny je pfenos parazita piimo z krve matky ptes syncytiotrofoblast. Parazit nejprve
prostoupi skrze bariéru trofoblastd, kdy vstoupi do vrstvy mezenchymového vaziva
obklopujici fetalni cévy, a ndsledné 1 do krevniho ob&hu plodu. Infekce matky miize byt

spojena 1 se zanétem placenty, infiltraci neutrofili a lymfocytl vyvoldvajici apoptdzu
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placentarnich bunék a nasledné i rupturu trofoblastické bariéry. Dulezitou roli ve vertikalnim
pfenosu hraje také sérotyp T. gondii. V Evropé jsou pfi kongenitalnich infekcich zastoupeny
predevsim rekombinanty typu I a II. (Carlier a kol., 2012)

6.1.3. Manifestace vrozené toxoplazmozy

Vrozena toxoplazméza ma Siroké spektrum projevi. Zavaznost klinickych projevil
plodu zavisi na gestatnim véku matky, ve kterém infekce vznikla, virulenci kmene
a imunitnim stavu matky. Pro infekci jsou nejméné rizikové Casné faze gravidity, avSak
nasledky u novorozencu jsou nejvaznéj§i. V mnoha piipadech dochazi ke spontannimu
potratu, pted¢asnému porodu ¢i porodu mrtvého ditéte. Pokud gravidni Zena onemocni v
2. — 3. trimestru, novorozenci zpravidla trpi poruchami CNS. Toxoplazmoéza se u fady déti
nemusi projevit nebo se vyskytuje pouze mirngjsi lymfadenopatie ¢i hepatosplenomegalie.
Typickymi ptfiznaky vrozené toxoplazmoézy je Sabinova tetrada, tedy hydrocefalus, kiece,
mozkova kalcifikace a chorioretinitida®. Chorioretinitida je nej¢ast&j§im symptomem
vrozeného onemocnéni. Mlze se objevit az v druhé nebo treti dekadé Zivota, kdy dochazi
K ruptuie cysty a uvolnéni tachyzoitti. Tyto subklinické ptipady jsou ohroZzeny pozd&jsimi
nasledky, jako jsou poruchy uceni, ztrata sluchu nebo abnormality v endokrinnim fizeni
organismu Vv disledku poskozeni hypofyzy a hypotalamu. Mozkomisni mok postizeného
ditéte vykazuje zvySenou koncentraci proteinti (> 1 g/dl) vedouci k obstrukci Sylviova
kanalku a nasledné k hydrocefalu. U déti s poruchami mozku se ¢asto rozviji i strabismus.
(Khan W., K., 2018)

6.1.4. Diagnostika onemocnéni

K detekci toxoplazmoézy existuje nékolik metod, které jsou rozd€lovany jako piimé
anepiimé. Mezi pifimé testovani je fazena detekce pomoci PCR, bunécna kultivace nebo
prukaz obarveného preparatu. Do nepiimé diagnostiky spada detekce protilatek pomoci
ELISA ¢i Sabinova-Feldmanova barevna reakce. Ptimé diagnostiky se v ptipadé kongenitalni
toxoplazmozy vyuziva castéji. (Khan K., W., 2018)

Kultivace T. gondii je mozna na fetalnich bunécnych kulturach, jako jsou placenta,
jatra i slezina. MoZn4 je také inokulace parazita laboratornim mysSim a jeho nasledny prikaz.

Testované tkané jsou uchovavany ve fyziologickém roztoku pii 4 °C. Tyto metody nejsou

® zanét sitnice a cévnatky oka
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vhodné do laboratoti bézného provozu a zabyvaji se jimi pouze laboratofe specializované.
(Benes, 2009)

Nejspolehlivéjsi metoda k urCeni vrozeného onemocnéni, kterd se pouziva také ke
konfirmaci sérologickych testti, je PCR. Detekci parazitairni DNA je moZno provést ze vzorki
amniové tekutiny, krve, mozkomi$niho moku nebo tkané ziskané biopsii. Jednd se
0 nejcitliveéjsi metodu, ktera je vSak ¢asové narocna. Rychlejsi vysledky poskytuje RT-PCR,
ktera je zaroven schopna kvantifikace, a tudiz je vhodna i pro rutinni screening Vv Klinickych
laboratofich. Metoda PCR je také pouzivana pro detekci onemocnéni u imunodeficitnich
jedinct, kteti nejsou schopni produkovat specifické imunoglobuliny potiebné pro sérologické
testovani. (Kota, Shabbir, 2019; Benes, 2009)

Sérologické testovani specifickych protilatek 1gG, IgM a IgA je Casto pouzivanou
metodou predevSim ve snaze zjistit, zda téhotnd Zena ziskala akutni infekci bcéhem
tehotenstvi. Pokud je titr 1gG v matciné séru nizky a IgM negativni v prvnich 24 tydnech
tehotenstvi, nejednd se o infekci akutni, ale pfenesenou jiz pted pocetim. Pozitivni vysledek
IgM znaci nedavnou infekci, infekei vyvinutou v ddvné minulosti nebo falesSné pozitivni
vysledek. Po primarni expozici antigent T. gondii je avidita specifickych IgG nizka,
v nasledujicich tydnech a mésicich vsak roste. Pokud je tedy avidita IgG téhotné v prvnim
trimestru vysoka, infekce prob¢hla alespon 3 — 5 mésict pted pocetim. Pro rozliSeni nedavno
ziskané a chronické infekce se pouziva napi. VIDAS test IgG avidity spolecné s testem
VIDAS IgG/IgM. Tento typ testovani je vysoce citlivy pfedev§im pro detekci protilatek typu
IgM. Imunoglobulin M nemusi nutné¢ znamenat nedavnou infekci, protoze se vyskytly
i vysledky falesné pozitivni. (Khan K., W., 2018) V ptipad¢ sérologického testovani
protilatek u novorozence jsou testovany predevsim protilatky IgM a IgA. Polocas rozpadu
IgM je 5 dni, IgA 10 dni. Pokud tedy doslo béhem porodu ke kontaminaci fetalni krve krvi
matefskou, mélo by se vySetfeni po 10 dnech opakovat. Béhem postnatadlniho obdobi nema
detekce specifickych IgG vyznamnou roli v dasledku jejich pasivniho ptenosu skrze placentu.
Pokud titr IgG ptetrvava nebo stoupa ve véku vice jak jednoho roku novorozence, je infekce
potvrzena. (Kota, Shabbir, 2019)

K vySetfeni specifickych protilatek je vyuzivana tada dalSich metod. Sabinova-
Feldmanova barevna reakce je v oblasti diagnostiky vrozené toxoplazmoézy zlatym
standardem. Jedné se o velmi citlivy test, k jehoz provedeni jsou vyzadovany zZivé virulentni
kmeny T. gondii. Proto je tento konfirmacni test provadén pouze v referencnich laboratofich.
Principem je aktivace komplementového systému po pFidani tachyzoitd k séru se

specifickymi protilatkami. Sérum je barveno methylenovou modii, ale v disledku aktivace
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komplementu je prvok lyzovan a nezbarvuje se. V piipadé neinfikovaného séra inokulovani
tachyzoiti zduii a po piidani barviva se zbarvi modie. Redéni séra, pfi kterém je polovina
organismlii usmrcena (nezbarvena) a druha polovina neni usmrcena (modfe zbarvend),
odpovida titru protilatek. Limitaci je finanéni, pracovni, ale i ¢asova naro¢nost. Zivi tachyzoiti
se inkubuji v peritonealni dutiné myS$i a pfi manipulaci s virulentnimi kmeny mize dojit
k nadkaze pracovnikl. Navic test nedokaze odliSit pravé probihajici infekci od jiz probéhlé.
(Tankeshwar, 2019)

Vysokou citlivost pii vySetfeni protilatek poskytuje imunosorbentni aglutinacni test
IgM. Test dosahuje citlivosti az 82% a je vhodny pro detekci IgM protilatek u novorozencti
mladsich Sesti mésict. Jako dalsi metody se pouzivaji ELISA, komplement fixa¢ni reakce ¢i
neptimy fluorescenéni test. Posledni ze jmenovanych je jednodussim a také velmi rozsitenym

testem. (Pomares a kol., 2016)
6.1.5. Profylakticka 1é¢ba matky a terapie vrozené toxoplazmoézy

Od objevu T. gondii vzniklo mnoho nazori na profylaktickou 1é¢bu infekce, avSak
nejvice jsou standardizovany dva z nich. Prvnim z nich je 1é¢ba pomoci spiramycinu, Ktery
zabraniuje prostupu parazita skrze placentu na neinfikovany plod. Toto makrolidové
antibiotikum je koncentrovano v placenté a tedy nepfestupuje az ke zdravému plodu. Druhou
moznosti 1é¢by je terapie perimethaminem se sulfadiazinem. Této kombinace se vyuziva
Vv ptipadech, kdy je uz infekce plodu mozna nebo i jistd. Pozitivita infekce by méla byt
potvrzena amniocentézou, nebo je mozné terapii indikovat v pfipadé, ze je matka infikovana
ve tfetim trimestru a hrozi vazné poSkozeni plodu. Velkou nevyhodou perimethaminu jsou
jeho teratogenni ucCinky, a proto je doporucovano s lécbou zacit az od 17. tydne téhotenstvi.
Perimethamin je navic antagonistou kyseliny listové, tudiz je nutno k1é¢bé podavat
| piipravky obsahujici tuto slozku, ktera tak zabrafuje negativnimu plsobeni 1éku na kostni
dieni. V Ceské republice je nejbéznéjsi terapii akutni infekce st¥idani netoxického spiramycinu
s tfitydenni 1é¢bou perimethaminu a sulfadiazinu. Tento cyklus by mél byt opakovan az
do porodu. (Khan K., W., 2018)

U novorozence s potvrzenou vrozenou toxoplazmoézou je nejcastéji pouzivany léCebny
rezim v trvani jednoho roku. V prvnich 6 mésicich je podavan perimethamin v kombinaci se
sulfadiazinem, néaslednych 6 mésict je stiidan mési¢ni cyklus perimethaminu a spiramycinu.
Delsi trvani 1écby (2 roky) je doporueno novorozencim s vazn€jSimi néasledky. Oba 1éky

pusobi na aktivné se dé€lici parazity, tedy bradyzoity a tachyzoity. (Kota, Shabbir, 2019)
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7 KAZUISTIKY

7.1. Vrozena rubeola

V tomto piipadé se jedna 0 Sestadvaceti letou zenu vietnamského pivodu, ktera v sedmém
tydnu gravidity pficestovala z Vietnamu do Ceské republiky. Po mésici od pfiletu poprvé
navstivila svého gynekologického Iékate. Nasledovaly kontroly po ctyfech tydnech. Do
19. tydne byla vSechna vySetfeni v normalu. V tomto tydnu ultrazvukové vysetieni odhalilo
vyvojové patologie mozku a o tyden pozdéji byla u plodu diagnostikovana rustova retardace.
Nasledn¢ bylo matce navrzeno genetické testovani pro ptipadné chromozomové mutace.
Matka toto vySetfeni ale odmitla. Ve 24. tydnu dal$i ultrasonografie plodu odhalila
abnormality v rastu kosti. Echokardiografické vySetfeni navic prokazalo srdec¢ni vady,
konkrétné¢ subaortalni komorovy defekt. Sérologické testovani na protilatky proti
kongenitalnim (STORCH) infekcim potvrdilo pozitivni titr 1I9gG i IgM proti rubeole. Zhruba
ve 30. tydnu téhotenstvi byl proveden posledni ultrazvuk. Byla potvrzena katarakta, ostatni
funkce zistaly beze zmény. Matka vSak odmitala umélé ukonceni té¢hotenstvi. Ve 39. tydnu
probéhl porod bez komplikaci, novorozenec mél ale nizkou porodni vahu a abnormality
neslucitelnymi se zivotem. Po sedmi minutich po porodu novorozenec zemiel. Nasledné
provedena pitva odhalila rozsahlé kalcifikace mozku, lozisko krvaceni do mozku, poSkozeni
zraku (katarakta, retinopatie), polydaktylii a rustovou retardaci. Vysetieni IgM a 1gG
protilatek proti rubeole bylo pozitivni jak u ditéte, tak i u matky. 1gG protilatky vykazovaly
snizenou aviditu. Pfi Setfeni bylo zji$téno, ze se Zena infikovala ve Vietnamu, kde byla také

vysetiena. V CR pak svému lékati nahlasila, Ze se jednalo o lehkou virdzu. (Maresova, 2012)

7.2. Vrozena CMV infekce

Dvaceti sedmi letd Zena bez viditelnych zndmek onemocnéni, byla béhem druhého
te¢hotenstvi infikovana CMV, i piestoze anti-CMV protilatky ziskala béhem infekce v prvnim
téhotenstvi. V predchozim t€hotenstvi byly IgG protilatky pozitivni, pozitivni IgG 1 IgM méla
take v prub&hu druhé gravidity, navic se zvySenou aviditou v 9. tydnu. T¢hotenstvi nasledné
pokracovalo bez potizi a dit¢ bylo spontanné porozeno ve 40. tydnu. Novorozenci byl po
narozeni proveden test PCR, ktery ptitomnost vrozené CMV potvrdil. 5 dni po porodu byl
uskutecnén sluchovy test reakci na evokované potencidly, kdy byla zjiSténa jednostrannd
ztrata sluchu. Matce byly odebrany vzorky k uréeni genotypu v 8. a 37. tydnu po porodu,
ditéti ve 4. a 37. tydnu. V moc¢i matky byly detekovany protilatky anti-gH(TO) pti kazdém
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odbéru, zatimco u ditéte byly identifikovany nejprve oba typy protilatek, tedy anti-gH(TO) i
anti-gH(AD), pii testu v 37. tydnu pouze anti-gH(AD). VySetfeni bylo provedeno dvakrat
metodami ELISA a gPCR. Tyto vysledky ukazuji, Ze matka byla v prvnim téhotenstvi
infikovana typem gH(TO), zatimco v druhém typem gH(AD). Protilatky IgG anti-gH(TO)
detekované u novorozence ve 4. tydnu véku byly pieneseny od matky transplacentarné.
(Koshizuka a kol., 2018)

Tento ptipad tedy poukazuje na reinfekci CMV s odlisnym epitopem. V krvi matky ale
nebyly detekovany protildtky kmenu gH(AD). Tento jev, zvany také jako Hoskintiv efekt,
popisuje sklon imunitniho systému vyuzivat prednostné pamét'ové bunky z predchozi infekce
pred buiikami naivnimi. Zde se jednalo o mirné odlisné druhy CMV, kdy se matce tvorily
pouze protilatky proti epitoptim gH(TO). JelikoZ ma infekce CMV asymptomaticky prubéh,

je tézké ji detekovat tim spise u pravé popsaného jevu. (Koshizuka a kol., 2018)
7.3. Pozdni forma infekce zpisobend GBS

Postizeny novorozenec se narodil v 39. tydnu tchotenstvi vaginalnim porodem
asvahou 2,6 kg. 35 leta gravidni zena byla prvorodickou. Mikrobiologicky rozbor provedeny
v 35. tydnu tehotenstvi nevykazoval zadnou kolonizaci GBS. Téhotenstvi probéhlo bez
komplikaci, nebyly pozorovany zadné abnormality placenty ¢i pupe¢nikové $nury. 4 dny po
narozeni byla novorozenci provedena fototerapie kvuli novorozeneckému ikteru. Po dvou
dnech byl novorozenec propustén. Od 13. dne ptestalo dité prospivat a bylo bledé, proto se
lékati rozhodli novorozence hospitalizovat. Klinické vySetfeni odhalilo mirnou horecku,
nepravidelné dychani az apnoe s periferni cyan6zou (saturace kyslikem byla < 90%). Pocet
leukocyti, trombocytt a koncentrace glukozy byly v normé, pouze hladina CRP byla mirné
zvySend. Vysetfeni mozkomisniho moku prokazalo zvySeni poc¢tu bunék. Novorozenec vSak
nem¢l zadné patologické hodnoty sérovych imunoglobulini. GBS byl kultivovan z krve
amoci, proto byla ditéti nasazena antibiotika, konkrétné ampicilin a ceftriaxon spole¢né
s kyslikovou terapii. Poté se stav novorozence vyrazné zlep$il. B€hem terapie byla u ditéte
pozorovana svétle zbarvend stolice a nasledné diagnostikovéna intrahepatdlni vrozena
atrézie®. Ve 23. dnu véku podstoupil novorozenec chirurgicky zakrok a po 16¢bé steroidy se
u ngj infekce znovu nepotvrdila. (Takei a kol., 2013)

Matce navic byly odebrany vzorky (matefské mléko, vaginalni a analni vytér) kvuli

upfesnéni cesty pienosu a druhu streptokoka. Metodou real-time PCR s amplifikaci genu dItS

® nevyvinuti ¢i zGZeni Zlu¢ovych cest
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byla bakterie detekovana ve vaginalnim vzorku. Vysledek byl potvrzen i kultivaci. U matky i
novorozence byl identifikovan shodny sérotyp VIII. Tento piipad poukazuje na problém pii
detekci GBS béhem téhotenstvi a porodu. Kolonizace GBS béhem t¢hotenstvi je odlisna od té
pii porodu a to predevsim kviili proménlivému pH genitalu matky. Problémem je také nizka

citlivost kultiva¢nich testi. (Takei a kol., 2013)
7.4. Kongenitalni syfilis

V tomto piipadé se jednd o novorozence ve véku dvou tydnl narozeného tficetileté
matce. Dité mélo jiz pfi porodu viditelné deskvamace kiize na rukou i nohou. Matka béhem
t¢hotenstvi nepodstoupila zadné vysetfeni na pohlavni choroby, tedy ani test VDRL ¢i RRR.
Oba rodice méli vice sexudlnich partnert, byli vSak bez pfiznakd a zjevné zdravi. Dité se
narodilo spontannim porodem s fyziologickou porodni vahou. V nasledujicich dnech zacalo
odmitat stravu, a tudiz neprospivalo, bylo bledé a podrazdéné. Pti vySetfeni nebyla prokazana
zadna lymfadenopatie, oftalmologické ¢i jiné abnormality. Diferencidlni pocet krevnich
elementt byl na spodni hranici referen¢nich hodnot, ale Coombstv test vySel negativng,
stejné tak i jaterni testy. Sérologické testy na HPV, toxoplazmdzu, virus Ebstein — Barrové,
CMV a virus rubeoly byly také negativni. Novorozenec mél pozitivni test VDLR s titrem
1:256 i pozitivni test hemaglutinace TPHA. Matce byl taktéZ proveden VDLR test spole¢né s
TPHA, oba vysly pozitivné s titrem 1:16. V dusledku téchto vySetieni byla diagnostikovana
vrozend syfilis. Vysetfeni mozkomi$niho moku a moce neprokazala pfitomnost spirochet.
Sluchové testy a rentgenové vySetieni kosti bylo v normalu. Novorozenci byl podavan vodny
roztok penicilinu G intraven6zné v davce 50 000 U/kg kazdych 8 hodin po dobu 10 dnu. Jiz
po 14 dnech vymizel kozni exantém a v mésici véku také stoupl pocet erytrocytl, trombocyt
I mnozstvi hemoglobinu. Po tfech mésicich byl titr VDLR 1:2, po dal$ich tfech mésicich
jiznegativni. Rodi¢e byli oSetfeni prokainovym  penicilinem  intramuskularné
v jednorazové davce 2 400 000 jednotek. (Leung a kol., 2018)

Novorozenci byla diagnostikovana casna syfilis na zaklad¢ titru VDLR, ktery byl
Ctyfnasobné vyssi nez titr protilatek matky. Diagnozu také potvrdil pozitivni TPHA test,
deskvamace kuze, mirnd anémie a trombocytopenie. Kongenitalni syfilis v soucasné dobé
neni problémem pouze v rozvojovych zemich. Ve vyspélych zemich se v poslednich letech
objevuje ¢im dal vice pfipadd, a proto by se na toto infekéni onemocnéni mél brat vétsi zietel.

(Leung a kol., 2018)

51



7.5. Kongenitalni toxoplazméza

V této kauze 25leta t€hotna Zena byla v 15. tydnu hospitalizovana s bolestmi hlavy,
hore¢natymi stavy, zvétSenymi lymfatickymi uzlinami a dal$imi pfiznaky nachlazeni. T¢hotné
byl indikovan cefixim (cefalosporinové antibiotikum) s co-amoxiclavem (penicilinové
antibiotikum) pro 1é¢bu bakterialni infekce dychacich cest. Pii druhém piijmu, tentokrat na
ORL ambulanci, byly vyzadany sérologické testy na T. gondii metodou Monobind ELISA.
Testy na 1gG i IgM byly silné pozitivni. Hladina IgM vykazovala hodnoty 44 IU/ml’
(referen¢ni rozmezi = < 10 IU/ml), 1gG 98 Ul/ml (referenéni rozmezi = < 8 Ul/ml). Vzorky
zaslané do referen¢ni laboratote potvrdily pozitivitu sérologickych vysledka. Byly provedeny
1 testy na CRP a dalSi biochemické testy, které vSak byly negativni. Krevni obraz nevykazoval
zadné abnormality, pouze sedimentacni rychlost erytrocyti byla vyssi. Aspirace lymfatické
submandibulérni uzliny odhalila lymfadenopatii, ale barevnd Sabinova-Feldmanova reakce
piitomnost parazita nepotvrdila. Plod byl v 17. tydnu vySetien pomoci ultrasonografie, ktera
nezaznamenala zadné abnormality. Takeé byla provedena amniocentéza s odbérem 10 ml
plodové vody. Vzorek byl vySetten pomoci PCR anasledné potvrzena pozitivita infekce.
Pacientce byla nasazena lé¢ba spiramycinem v davce 1 g oralné kazdych 8 hodin nasledovana
perimethaminem oralné (50 mg/den) a sulfadiazinem peroralné (3 g/den ve 2-3 davkach).
Gravidni Zena netolerovala 1écbu perimethaminem, tudiZ musela byt tato terapie ukoncena.
Ve 24. tydnu byla provedena druha ultrasonografie, kterd prokazala mirné fetalni abnormality
vcetné hydrocefalu v pocatecni fazi a snizeny objem plodové vody. Pacientce bylo navrZzeno
ukonceni tehotenstvi. Ukonceno bylo po 178 dnech gravidity. Plodova voda byla zkalena
mekoniem a organy plodu vykazovaly téZkou autolyzu. (Sarkari, Khabisi, 2015)

Jak ukazuje tento piipad, prenatalni diagnostika vrozené toxoplazmoézy se spoléha
predevsim na detekci DNA T.gondii. Detekce pomoci PCR mé vysokou citlivost a specifitu
dosahujici témétr 100%. Negativni vysledek vSak infekci nevyluéuje, pozitivni naopak infekci
potvrzuje. V tomto piipadé PCR navic ukézala, Ze se jedna o genotyp typu I, ktery je mnohem
virulentnéjsi a rizika transplacentdrniho pfenosu jsou vys$si nez u ostatnich genotypt. Toto
zjisténi vyvraci teorii, Ze jedinym genotypem T. gondii vyskytujicim se u téhotnych Zen, je
typ II. Typ II je i pfesto nejrozsifenéjSim genotypem v Evropé. Studie navic poukazuje na
nedostatecné mnozstvi ucinnych 1€k pro lécbu toxoplazmédzy beéhem gravidity. (Sarkari,
Khabisi, 2015)

7 Ul/ml = mezinarodni jednotka (anglicky International Unit)/ml — vyjadiuje mnoZstvi u¢inné slozky
v daném objemu
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8 ZAVER

Bakalaiska prace obsahuje zakladni popis onemocnéni a nejcastéjSich postupii
v laboratorni diagnostice. Mnoho vrozenych onemocnéni se jiz vyskytuje ziidka predev§im
diky pokrokim v medicing, avSak pocet piipadu nékterych infekci v poslednich letech stoupa
a to Casto v dasledku nedostateCné prevence a osvéty. Maternalni infekce jsou v pripadé
latentniho prub&hu piehlizeny (HIV, syfilis), a proto jsou pro plod velmi nebezpecné az
fatalni.

Hlavni problematikou v této praci byla diagnostika vrozenych infekci. Nejmoderné;si
laboratorni metody maji vysokou citlivost i specifitu pfi detekcich danych infekei, avSak stale
existuji rizika spojena s faleSnou negativitou vysledk. Mozna je také interference nékterych
latek vyvolavajici naopak vysledky falesn¢ pozitivni. To plati predev§im pro metody
sérologické, které patii nejen v Ceské republice k t8m nejpouzivanéjsim. K nejdivéryhodn&jsi
metod¢, ktera se v poslednich letech ¢im dal vice pouziva a je vhodna pro konfirmaci
vysledk, je PCR. Nevyhodou je ale jeji finan¢ni naro¢nost a nutnost proskoleni pracovnikd.

Zavérem bych chtéla poukdzat na vaznost téchto onemocnéni, ktera jsou mnohdy
samotnymi matkami podcefiovana. Konkrétnim piipadem je i posledni zminéna kauza

vrozené toxoplazmozy.
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