Téma P10+P11 (spojené praktikum kvili dékanskému volnu po plese)

Topic P10+P11: Zaklady klinické mykologie a parazitologie
K nastudovani: Houby ©, paraziti
Z jarniho semestru: Mikroskopie, kultivace, antibioticka citlivost, precipitace

Tabulka pro hlavni vysledky ukoli 1 azZ 3 (k postupnému vyplnéni):
Kmen K L M

Gramovo barveni — Ukol 1

Kultivace | Velikost
(krevni
agar) Barva
Ukol 2a
Tvar
Profil
Hemolyza
Povrch
Zapach

Ukol 2b: Rist na Sabouraudové
agaru s chloramfenikolem (+/-)

Ukol 2¢: riist na chromogenni
pude

KONECNY ZAVER (dle tikoli
¢islo 2¢ a 3)

Ukol 1: Mikroskopie kmenii bakterii a kvasinek
Obarvéte Gramem dané kultury mikroorganismi. PouZijte imerzni mikroskopii (imerzni objektiv 100x
zvétsujici). Vysledky zapiste do tabulky. Pov§imnéte si velikostnich rozdilti mezi kvasinkami a bakteriemi.

Ukol 2: Kultivace bakterii a kvasinek

a) Kultivace na krevnim agaru

Popiste kolonie danych kment na krevnim agaru a zapiSte do hlavni tabulky. Nezapomerite popsat zapach.
Vsimnéte si, Ze kolonie kvasinek (dle vysledkt Ukolu 1) jsou podobné nékterym bakteriim (zejména G+ koktim,
které dle morfologie kolonii asi budou stafylokoky).

b) Kultivace na Sabouraudové agaru s chloramfenikolem

Zhodnot'te narGst danych kmeni na selektivnim agaru pro kvasinky a plisné (Sabouraudiv agar
s chloramfenikolem). Sabouraudtiv agar sam o sob¢ neni selektivni, ale jeho selektivita je zajisténa pridavkem
Sirokospektrého antibiotika (chloramfenikol).

¢) Kultivace na chromogenni pudé
kment se pokuste urcit druh kandidy pomoci chromogenni ptidy. Jsou-li kolonie bilé (neni tedy pfitomno zadné
barvivo), znamena to, Ze kmen touto chromogenni pidou nelze urcit.

Ukol 3: Auxacolor

Odectéte vysledek auxacoloru u kmene, ktery se nepodatilo identifikovat chromogenni pidou. V tomto pfipadé
se nepocita kod, nybrz se vysledek porovnava s tabulkou. (Mize se stat, Ze vyjde vice taxonil. V tom piipadé méjte na
paméti, ze napt. C. albicans by byla v tikkolu 2c¢) zelena a Rhodotorula by na 2b) méla cerveny pigment.)

C Neg* Glu** Mal** Sac** Gal** Lac** Raf** Ino**
Cel** Tre** Ado** Mel** Xyl** Ara** Act*** Pox#
Vysledek identifikace:

*normalné modré **7zluté pozitivni, modré negativni

***7zlutd pozitivni, bezbarva negativni #hneéd¢ pozitivni, bezbarvé negativni
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Téma P10+P11 (spojené praktikum kvili dékanskému volnu po plese)

Ukol 4: Urceni citlivosti na antimikrobialni latky
K 1écbé mykotickych infekci nelze pouzit antibiotika. Musime pouzit specialni léky — antimykotika. Ta zase na
druhou stranu nejsou t¢innd u bakteridlnich infekci.

a) Urceni citlivosti na antimykotika.

Odectéte in vitro citlivost danych kmenl na antimykotika. Zapiste do tabulky plny nazev antimykotika podle
karti¢ky, a pro vSechny testované kmeny vyhodnot'te jako citlivé nebo rezistentni. U amfotericinu B je referenéni
zona 10 mm. Pro jind antimykotika je to 20 mm, zato vSak neni nezbytné, aby uvnitf zony nebyly pfitomny
viibec zadné kolonie.

Kmen -
Antimykotikum & zény (mm) Interpretace & zény (mm) Interpretace
(celé jméno)
Kmeny a (j. kmeny ) jsou rezistentni na vSechny preparaty.

b) Urceni citlivosti na antibiotika.
Ukol se ve spojeném praktiku neprovadi. Je logické, ze bakteridlni kmeny budou na antibiotika citlivé, kteito
houbové kmeny budou rezistentni.

Ukol 5: Mikroskopie
plisni

Plisné jsou zpravidla
mikroskopovany jinak nez
kvasinky. Gramovo barveni
se uziva zfidka. Zpravidla
se uziva nativni preparat
bez imerze, zvétSeni
objektivu 10 az 40x.

V tomto spojeném praktiku
nebudete plisné
mikroskopicky pozorovat.
Misto toho si prohlédnéte
obrazky z webu (adresa:
http://www.atsu.edu/faculty
/chamberlain/Website/Lects
/Fungi.htm)

Microconidivm
Trichophyton

= Comparaiive
sire
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Téma P10+P11 (spojené praktikum kvili dékanskému volnu po plese)

Ukol 6: Kultivace plisni
Plisn¢ zpravidla vyzaduji delsi ¢as k ristu.
Z tohoto dtvodu pro kultivaci zpravidla
nepouzivame Petriho misky, protoze by
kultury vyschly a kontaminovaly by se.
Zakreslete kultivacni vysledky danych
plisni do obrazku vpravo.

Ukol 7: Nepiima diagnostika
aspergilozy -
Vyhodnot'te L
.. 7

vysledky precipitace
v agaru pro prikaz /
protilatek proti |
aspergiloze.

Zakreslete vysledek.

Ukol 8: Odbér na mykézy

V ramci tohoto dvojitého praktika jsou jiz zdsady odbéru koznich mykéz sepsany.

Odebiraji se Supiny z kiZe, dstFizky nehtd, vlasti apod.; vZdy je potFeba odebrat vzorek tak, aby
bylo zachyceno misto, kde je zdnét aktivni, a zdroveri nezachytit kontaminace; doporuéuje se i
povrchovd desinfekce (likvidace kontaminant z povrchu kiize)

Ukol 11: Odbér na parazity

a) Odbéry u stievnich parautu
Prohlédnéte a zakreslete -
nadobku pro
parazitologické odbéry.
Zapamatujte si, Ze

v parazitologii nelze
pouzit vytéry z fiti

Vzorek stolice neni pfili§ vhodny pro
diagnostiku (jméno Cerva):

V tomto pripadé se doporucuje spise
(nazev metody):

b) Odbéry u krevnich parazita
Prohlédnéte si videoklipy a popiste jednou ¢i dvéma vétami, jak se zhotovuje tlustd kapka a tenky roztér.
U tenkého roztéru také schematicky zakreslete polohu skli¢ek pfi priprave.

Tlausta kapka: Tenky roztér — popis Tenky roztér — obrazek
P kdpnout  kapku,  druhym
- sklikem nejprve rozprostit t
: do $irky a pak roztdhnout do
délky

¢) DalSi odbérové metody
Propojte carami metody z levého sloupce a diagnostické postupy v pravém sloupci.

diagnostika toxoplasmozy zaslani pouzitych kontaktnich cocek
diagnostika trichomondzy zaslani zaludecni $tavy (+ stolice)

diagnostika mocové schistosomozy histologicky vysetfeni tkané mocového méchyte
diagnostika giardiazy zaslani soupravy C. A. T. + sklicko

diagnostika akanthamébiazy zaslani krve na serologické vysetieni

Ukol 12: Mikroskopie stievnich paraziti
a) Metoda dle Katé (stolice zdravého ¢lovéka)

Preparat byl zhotoven metodou dle Kato, coz je tlusty natér stolice prekryty celofanem napusténym glycerolem
s malachitovou zeleni pro zlepSeni viditelnosti ureitych struktur. Preparat pfipraveny touto metodou si
prohlédnéte v mikroskopu pri zvétSeni objektivu 20x (bez imerze). VSimnéte si tukovych Castic a granul,
pripominajicich vaji¢ka parazitd. Zapamatujte si tyto struktury a zakreslete je do protokolu
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b) Faustova koncentra¢ni metoda (stolice zdravého ¢lovéka)
Prohlédnéte si preparaty a zapiste princip Faustovy koncetracni metody. Preparat pfipraveny touto metodou si
prohlédnéte v mikroskopu pii zvétSeni objektivu 20x (bez imerze). Zakreslete vysledek.

¢) Grahamova metoda (vaji¢ka roupu pfitomna)

Pritomnost roupich vaji¢ech se provétuje Grahamovou metodou. Paska se nalepi na fasy v okoli fiti a pak se
prilepi na podlozni sklicko. Hledejte roupi vajicka v mikroskopu pfi zvétsSeni objektivu 20x (bez imerze).
Zakreslete vysledek.

Metoda dle Kato Fautsova metoda Faust — princip Grahamova metoda

Ukol 13: Demonstrace paraziti, jejich vaji¢ek a Zivotnich cykli

a) Ukazka paraziti
Prohlédnéte si prepataty parazitd nalozenych v lihu a dva z nich popiste.

b) Demonstrace obrazii paraziti, jejich vajicek a Zivotnich cykla
Pridejte chybéjici popisky k obrazkiim (v prvni ¢asti vzdy napiste nazev parazita a stadium)

p—
—

Gyt survlve Inraw

@
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Zivotni cyklus szow parazit)
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Ukol 14: Mikroskopie Trichomonas vaginalis

o o ; . T. vaginalis
Prohlédnéte si vytér z pochvy barveny podle Giemsy.
V preparatu naleznéte prvoka Trichomonas vaginalis.
Prvok je vejcitého tvaru, cca 10x vétsi nez bakterie, svétle

modré barvy s protahlym karminové Cervenym jadrem. Je
tieba odlisit jednak epitelialni buniky, jednak leukocyty.
Popiste dal$i pozorované utvary (kvasinky, bakterie —
zapiSte jejich morfologii), epitelie, leukocyty. Zakreslete.
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Ukol 15: Diagnostika malarie

a) Mikroskopie malarického tenkého roztéru
Tato ¢ast ukolu je ve spojeném praktiku zruSena

b) Hodnoceni stadii parazita
Vypliite pole popiskll k jednotlivym obrazkim. Pouzijte terminy:
merozoiti, pozdni trofozoit.

schizont, Casny trofozoit, gametocyt,

— 47
i o L)
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g & ’ff%uﬁ
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Ukol 16: Diagnostika Toxopalsma gondii serologickymi testy

Pracujeme s nasledujicimi séry, pfichazejicimi k serologickému vysetfeni:

P: screening u 29leté t€hotné Zeny, bez klinickych potizi, doma dve¢ kocky

Q: screening u jiné, 24leté t€hotné Zeny, rovnéz bez klinickych potizi, kocky nema

R: 21leta studentka, travici svilj volny Cas putovanim po lese, zadné kocky, pfed dvéma tydny tinavnost,
zvétsené lymfatické uzliny

S: 65lety duchodce, zije na vesnici, jeho konickem je prace na zahrad€, pfes kterou Casto chodi kocky;
symptomatologie chorioretinitidy, jini v ivahu pfichéazejici piivodei kromé Toxoplasma jiz vylouceni

a) Komplementfixacni test

Odectéte titry KFR v sérech klientti P, Q, R, S testovanych na protilatky proti Toxoplasma gondii. Prvni fedéni je
1:5 a nasleduje fedéni geometrickou tadou. Peclivé vyhodnotte kontrolu antikomplementarity. Zakreslete
vysledek a zapiste titry.

b) ELISA pro priikaz protilatek IgA
Vysledky reakce ELISA — protilatky tfidy IgA proti T. gondii v sérech pacientli jsou demonstrovany na
serologické desti¢ce a je k nim pfipojen vysledek méfeni absorbance. Dle pokyni uditele. Spoététe cut off
(pramér hodnot obou diilkt ,,c. 0.°), odectéte hodnoty optické density u negativni (B1) a positivni (E1) kontroly.
Zaplste interpretaci pro ob¢ ¢asti tikolu (a + b
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Technick4 poznamka: V piipadé nedostatku ¢asu dodélejte ukoly 13, 15 a 17 doma.

Obrazky v tomto protokolu vytvofil O. Z. s vyuZitim obrazkl z nasledujicich stranek:

http://creatures.ifas.ufl.edu
http://www.apartmenttherapy.com
http://www.bed-bug.org
http://www.dkimages.com

http://www.aaainsectpestcontrol.com

http://encyklopedie.divoch.info

Jméno

http://www.wikieducator.org
http://pedagogie.ac-montpellier.fr
http://www.humanillnesses.com
http://upload.wikimedia.org
http://www.wadsworth.org
http://teaching.path.cam.ac.uk

Vseobecné 1ékaistvi

http://www.wikieducator.org
http://www.cmpt.ca
http://pathmicro.med.sc.edu
http://www.bushwalking.org.au
http://picasaweb.google.com
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Ukol 17: Diagnostika ektoparaziti
a) Prehled ektoparaziti

Spojte obrazky s odpovidajicimi védeckymi, ¢eskymi a anglickymi ndzvy ektoparazitl (nebo je zakrouzkujte
stejnou barvou, oznaéte shodnymi ¢isly apod.)

s

Blecha Kliste Ves hlavova Zakozka svrabova Sténice Munka
Hard tick Flea Itch mite Head louse Bed bug Crab louse
Phthirus Ixodes Cimex Pediculus Pullex Sarcoptes
pubis ricinus lectularius  capitis irritans scabiei

b) Poznamka k myiazam
V tomto spojeném praktiku si pouze precetéte definici pojmu myidza.

Onemocnéni zplsobené parazitovdnim larev nékterych much v lidském téle, vyskytuje se zejm. v
tropickych oblastech

Kontrolni otazky:
1. Uved'te ndzvy antimykotik, kterd 1ze pouzit na povrchové mykozy.

2. Uvedte nazvy antimykotik, ktera se hodi k 1é¢bé generalizovanych kandidéz a jinych systémovych
mykoz.

3. Pii jakych teplotach a na které pud¢ se kultivuji patogenni houby?

4. Jaké choroby zptsobuje protozoarni rod Leishmania?

5. Znate né&jaké jiné krevni parazity nez malaricka plasmodia?

6. V ucebnici, na webu ¢i jinde najdéte alespont dvé barvici metody pro diagnostiku stfevnich protozoi.

7. Jaky je vyznam Cyclospora cayetanensis a Cryptosporidium parvum? Jaké lze u téchto organismd pouzit

batvici metody?

8. Znate ptiklad arteficialni (iatrogenni) myidzy pouzivané v 1écbe?
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