“ Mikrbbiologicky ustav uvadi

NA STOPE PACHATELE

(@ Dil jedenacty:

‘ Pachatele — paraziti




Opéet zacheme testikem...

“m Které mikroby se daji pozorovat nativné?
Dostatecné velke (eukaryota) a pohyblive

m Ktere barvici metody v mikrobiologii znate?
Gramovo, Ziehl-Neelsenovo barveni a dalsi
m Jak se barvi kvasinky dle Grama a proc?
Modrofialove — tlusta vrstva polysacharidu

m Které houby zpusobuji povrchovée mykozy?

Candida; Trichophyton, Epidermophyton,
Microsporum




Testik pokracuje... a koncCi

“m Jak vypada kandida na krevnim agaru?

Bilé kolonie podobne stafylokokovym, lisi se
vuni po chlebu (a jsou trochu mensi)

m Jak Ize odlisit kvasinku od stafylokoka?

Vuni, natérem, rustem na selektivni pudé

m Jak se vzajemne rozlisuji kandidy?

Chromogennimi pudami, biochemickymi testy

m ProC se Sabouraud naléva do zkumavek?

Nekteré vlaknité houby rostou pomalu.
V miskach by puda béhem kultivace vyschla.
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Ajeste Jeden slovni;

Vlte Jakyje rozdil mezi
Ceskym vedcem a
tasemnici?

No prece — zadny! Oba
Jsou V..., a obcas jlm
vyjde Clanek' ' -




Pribeh prvni

m Nikolka se porad skrabala v zadecku, ze uz to
bylo napadné rodiéum i ucitelkam ve Skolce.
Zaroven byla neklidna a roztekana. A tak ji
nalepili na zadek pruhlednou lepici pasku a
poslali do laboratore. A vysledek nikoho

neprekvapil. Nikolka tedy zacala uzivat léky, a
zanedlouho byla zase uplne v poradku...




Vinikem byl

m Enterob/us verm/cular/s neboli roup detsky (mrla
fudska). Je to drobna hlistice, ktera se zdrzuje ve
streve. Vajicka klade v perianalnich rasach.
Vyskytuje se zejména v detskych kolektivech. U
malych deti Casto dochazi k autoinfekci.

m Pribuznou hlistici je také skrkavka detska —
Ascaris lumbricoides (hlista). Je trochu podobna
zizale (Lumbricus terestris), ale prece jen se trochu
li8i. Skrkavky mohou pusobit rizné obtize, od
alergickeho drazdeni az po mechanlcke ucpani
vyvodu zlucovodu a pankreatu.




PFib&h druhy

m Blanka, chovatelka nékolika kocek, mela
delsi dobu zvetsene uzliny, a porad se
nemohlo prijit na to, co ji je. Vytery z krku nic
neukazaly, ani vysledky dalsich vysetreni
nebyly prukazné

m Blanka se chystala otehotnet, a tak mela
obavy. Jak se ukazalo, byly opravnene:
vinik, zodpovedny za jeji uzlinovy syndrom,
totiz opravdu byva tehotnym nebezpecny...




Vinikem totiz byla

m Toxoplasma gondlii, prvok, ktery je prenasen
koCkami, i kdyz se tvrdi, ze chovatelé psu jsou
ve vetSim riziku (protoze na srsti donesou domu
casteCky kocCicCiho trusu)

m VetSina infekci u Imunokompetentich osob je
bez priznaku '

Ultrastructure of a Toxoplasma gondii tachyzoite
Expert Reviews in Molecular Medicine ©2001 Cambridge University Press
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Pribeh treti

m Jolana uz zase mela jakesi potize ,tam dole".
Nebylo divu, kdyz spala kazdou chvili s nekym
jinym. Tentokrat vsak bakteriologicke vysetreni
nepomohlo. Lekarka tedy zaslala k vysetreni
soupravu C. A. T., a konecne byl na svete
vysledek.




Vinikem
zde byla

m [richomonas vaginalis, cesky biCenka posevni,
biCikovec, ktery se prenasi témer vyhradne
sexualne, | kdyz vyjimecneé je mozny I jiny
Zpusob prenosu




Trichomonadovy
vytok
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Prib&h Stvrty

m Cestomil rad jezdil krizem krazem po celem
svete. Po navratu z posledni cesty mu zacalo
byt nejak divne, mel horeCku, pak ho to
preslo, ale za tri dny se mu to celé zase
vratilo. Obvodni Iékar ho poslal na infekcni
oddeleni. Tam mu vzali krev a natreli ji na
dve sklicka — na kazdé jinak. Vsichni tusili,
kdo by mohl byt pachatelem. A opravdu...




Vinikem zde bylo

- P/asmod/um vivax, Jeden ze ctyr druhy
malarickych plasmodii.

= Malérie je celosvetove jednou z téch L’Jplné
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mnoho lidi, vCetne cestovatelu Z Evropy.
= Nejhorél’ prﬁbéh mé ,,tropika neboli ,,malignl’

obe ,,benlgnl terciany”, pusobene P vivax a P.
ovale. Kvartana, pusobena P. malariae, Je
vzacha |




Klasifikace parazitu

m Parazite jsou klinicky vyznamni zivocCisi, ne
vzdy mikroskopicti. Lze je Clenit dle umisteni
v.organismu, zoologickych kritérii a dalsich
vlastnosti.

m Mezi endoparazity (vnitrni parazity) patri:
= Prvoci (ameéby, biCikovci a dalsi)

= Hlistice (roup, Skrkavka detska, tenkohlavec,
Skrkavka psi a koCicCi)

= Motolice (motolice jaterni, schitosoma)

= [asemnice (tasemnice bezbranna a dlouhoclenna,
Skulovec, tasemnice detska a rybi)

m Mezi ektoparazity patri ruzni ¢lenovci




Jina klasifikace parazitu

m Take byva zvykem cClenit parazity podle
“organovych soustav:

Paraziti strevni (od lamblii po tasemnice)

Paraziti krevni (intra- a extraerytrocytarni)

Paraziti urogenitalni (napriklad bicenky)

Paraziti tkanovi (napriklad toxoplasma)

Toto Cleneni ma vyznam i pro diagnostiku. U
tkanovych parazitu ma napriklad logicky
mnohem Vétsi vyznam neprimy prukaz — pro
primy prukaz nelze nalézt vhodny vzorek ktery
by mel byt odebran




Strevni paraziti |




Strevni paraziti |
| LEVL

Fertile egg (wet mount 400X)



Stfevni paraziti:$li
Ancylostoma'duaodenale
menezbezna strevni hiistice




Strevni paraziti |V
— tasemnice
Ve )

Pozor, na zaklade vajicek nelze
rozlisit T. solium od T. saginata,
kK tomu jsou nutné Clanky!




Strevni paraziti V — tasemnice, clanek

laenia saginata gravid proglottid (stained)




Strevni paraziti VI — Diphylobotrium

latum (Skulovec Siroky) — mene

beézna strevni tasemnice
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Strevni paraziti VIII — menavky (zde
Entamoeba histolytica, trichrom)




O. Zahradni¢ek: V menze

Sel jsem obéd naraziti
V menze byli paraziti
Skrkavky a lamblie
Spoluzacka tam...
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Ruzna vyvojova stadia plasmodii



& Krevni paraziti |l a lll
(prenasec malarie, ruzna
AN stadia, na dalsi strane
s muf N Vyvojovy cyklus plasmodii)
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Krevni paraziti IV — Babesie
(pFibuzni malarii, vyskytuji se i v Evropé)

Wright's stain (1000X)

Typicke jsou tetrady ve tvaru maltezskeho krize
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Krevni parazitl VI
Filarie —
extraerytrocytarni
Krevni paraziti

A — Wuchereria bancrofti
B — Brugia malayi
C —Loa loa
D — Mansonella perstans

E — Mansonella ozardi




Krevni paraziti VIl Filarie a
trypanosoma — velikostni porovnani (ta
kole¢ka_jsou erytrocyty)

Microfilaria

Trypanosome

400X Magnification



TkéﬁOVl' paraziti | Vanoce jsou, pada viocka

toxplasmu nese kocCka

Toxoplasma gondii (zbasnzo0.Zz)

ﬂpf

Tissue cyst




Tkanovi paraziti |l a lll
Leishmania Sp. (na dalsi strance zivotni cyklus

parazita a ruzneé kozni i visceralni formy nemoci)

Free amastigote
Amastigotes

Histiocyte
nucleus

Imprint smear (Giemsa stain 1000X)




Intracelular multiplication
ol amastigotes

Fhagocytosed by
macrophage, transformed
into amashgote

Fly bites human
—requrgilates
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Tkanovi paraziti IV — Tenkohlavec
biCikovy — Trichuris trichiura (vajicko),
tkanova skrkavka

Wet Mount {400X)



Ostatni paraziti | Trichomonas
vaginalis, Cesky bicenka posevni




Ostatni paraziti I| Acantamoeba sp.
— prvok, ocni




Paraziti: diagnosticke metody obecne

m Dulezita je mikroskopie, bud nativni preparat.
nebo barveni (trichrom, Giemsovo barveni)

m Kultivace se pouziva zridka, prakticky jen u
trichomonad a akantaméb.

m Z jinych metod pfimého prukazu se prosazuje
v posledni dobe PCR

m Neprimy prukaz se pouziva u tkanovych
parazitdz, zejmena toxoplasmozy, larvalni
toxokarozy a dalsich




Diagnostika strevnich parazitu

m Mikroskopie je v kazdém pripade zakladem
m Diagnostika vajicek Cervu, popfr. Clanku
tasemnic:

= PouZiva se nativni preparat v ruznych modifikacich

U metody dle Kato se pouziva dobarveni pozadi
malachitovou zeleni, aby se paraziti zvyraznili

Faustova metoda je koncentracni (viz dale)
Grahamova metoda se pouziva jen u roupu (viz dale)

m Diagnostika stfevnich prvoku (améb, lamblii)

= Nativni preparat nestaci, pouziva se barveni,
nejCcasteji tzv. Gomoriho trichrom




Faustova
metoda

Na druhe
poloviné skliCka
je Jiz mezitim
pripravena
metoda dle Kato

m Princip spocCiva v tom, ze se stolice opakovane
smicha s roztokem siranu zineCnatehg a
centrifuguje. Nakonec se roztokem doplni az po
vrsek zkumavky, prekryje krycim sklickem, a to
se pak opatrne prenese na podlozni sklicko,
kde je jiz na druhe polovine nachystan preparat
pripraveny dle Kato. Paraziti ulpivaji na krycim
skliCku zespodu (viz obrazek)




Poznamka k odberu stolice pri
vysetreni na strevni parazity

m Posila-li se stolice na parazitologicke vysetreni
(obvykle realizovane kombinaci metod Kato a
Faust), je nutno — na rozdil od bakteriologie —
zaslat vzorek stolice velikosti liskoveho orechu.
Nadobka, ve ktere je zasilan, nemusi byt
vyjimecne sterilni. Na rozdil od virologickeho
vysetreni neni nutno chladit.

VVzorek velikosti kokosového orechu (jak obcas

tvrdi néktefi studenti) se nedoporucuje ©




Grahamova metoda v diagnostice
roupu

m Spociva v tom, ze pacient se predkloni, roztahne
,PUlky“, nacez je mu na analni otvor (a hlavne
perianalni rasy) nalepena specialni pruhledna lepici
paska. Ta je pak odlepena a nalepena na podlozni
sklicko

m Pruhlednost pasky je zasadni, jinak dost dobre nelze
mikroskopovat (Jsou | experti, kteri zasilaji pasku
nepruhlednou, anebo ji celou prelepi Stitkem)

m Je jednodussi nez vysetreni stolice. Pouziva se vsak
casteji u deti — dospeéli totiz mivaji prilis chlupatou rit,
takze provedeni metody by bylo obtizneé a bolestive




Diagnostika krevnich parazitu:
Tlusta a tenka kapka

m\ diégnbstiée krevnich parazitu je dulezite
provedeni nateru metodami tzv. tenkého nateru
a tluste kapky.

m Pro obe metody se pouziva cCerstva, nebo
(provadi-li se nater az v laboratori) nesrazliva
krev. Tenky rozter se fixuje, tlusta kapka ne.
Oboje se pak barvi Giemsovym barvenim.

m Prohlédnete si obrazky na nasledujici
obrazovce a kratkeé videoklipy, z CD-ROMu
JParazite Tutor".




Tenky nater

II:'

Tlusta kapka




tlusta kapka 1.mov

tlusta kapka 2.mov



Diagnostika trichomonad

m [richomonady se v posledni dobée diagnostikuji
zejmena kultivacne-mikroskopickym vysetrenim:
= odebere se vytér na tamponu zanoreném do media C. A. T.
= medium se necha kultivovat do druheho dne
= kapka média se mikroskopuje jako nativni preparat.

m [yto preparaty vsak nelze uchovat

m Proto v praktiku mame druhy mozny zpusob — natér
na sklicku barveny dle Giemsy. Je-li soucasti MOP,
oznacuje se jako MOP V.

m Jiné moznosti (napr. fluorescencni barveni jako na
obrazku) se pouzivaji jen vyjimecne.




Diagnostika ostatnich
parazitarnich nakaz

m U ektoparazitu lezi diagnostika z vetsi casti
mimo ramec mikrobiologie — vSi spatri I laik,
zakozky pripadne dermatolog

m U tkanovych parazitu se zasila zpravidla
serum

m V nekterych pripadech, zejmena tropickych
parazitdz, je leépe konzultovat odber a jeho
provedeni s laboratori

U nekterych filarioz se doporucuje provadet
odber pouze v nocl, popr. pouze ve dne




U 1: Prohlédnéte si mikroskopické

preparaty trichomonad
Pozor, necekejte ucebnicove krasne prvoky!

m Mikroskopujte s imerzi (objektiv 100x%, imerzni olej)

m V néekterych preparatech mohou byt krome
trichomonad i kvasinky, nenechte se tim zmast!

m [0, co vetSinou najdete na internetu, jsou idealni
pripady, Casto navic specialnim zpusobem
barvene, pripadne jsou obrazky pocitacove
upravene.

m Realny vzhled MOP V barvenéeho Giemsou ukazuji
nasledujici obrazky.




Photo by:Dr S.M. Sadjjadi
parasito@sums.ac.ir
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nucleus - 2
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nucieus - 4

mixed vaginal flora - 5

defect-6
I V‘]N

.4



Ukol 2: Morfologie vajicek stfevnich parazitti

Obkreslete si vajiCka odtud nebo z obrazu na svych pracovnich stolech

Roup
Enterobius
Tenkohlavec

Trichuris

Skrkavka

Ascaris

Tasemnice

Taenia



Ukoly 3, 4 a 6: Mikroskopie
stfevnich parazitu

m Na bocnim stole mate skliCka, ktera obsahuiji
Faustovu metodu a metodu dle Kato.

m Sklicko k Faustove koncentracni metode bylo
premisteno pinzetou na jednu polovinu podlozniho
sklicka

m (Na bocnim stole mate na ukazku i puvodni zkumavky
S dalsimi skliCky)

m Na druhé polovine skliCka je jiz nachystan preparat dle
Kato (to je ten zeleny)




Ukoly 3, 4 a 6: Mikroskopie
strevnich parazitu - pokracovani

m Obée mikroskopujte spolecne, bez imerze, objektivy
10%, 20%, 40%. To, co uvidite, je obraz normalni stolice
— sklicka jsou negativni.

m Prohléednete si take sklicko s lepici paskou — vysetreni
roupu Grahamovou metodou.

m Zde jsou néektera skliCka pozitivni, obsahuji vajicka
roupu.




Uz mne nebudete potrebovat!
Vypnuli jste mne,  oCistili a zakryli?

|




Ukol 5 — diagnostika Toxoplasma
gondii serologickymi testy

m Jak jiz bylo receno, u tkanovych parazitu se
casto pouziva neprimy prukaz

m Cast 5a) je KFR — boéni stdl. Prvni dilek je test
antikomplementarity sera (viz J09), ve druhém
redeni 1 : 5, dale geometrickou radou (1 : 10, 1
:20,1:40,1:80 atd.) . Pozitivni je
nepritomnost hemolyzy, negativni je hemolyza

m Cast 5b) je ELISA — zplisob vypodtu: co je
vyssi nez (C1+ D1) : 2, je pozitivni. A1 je blank,
B1 negativni, E1 pozitivni kontrola.




Ukol 7 — demonstrace lihovych

preparatu
m Prohléedneéete si na bocnim stole nase
tasemnice, Skrkavky a roupy, nalozené v lihu®

Ukol 8 — demonstrace Zivotnich
cyklu nékterych parazitu

m Prohlédnéte si obrazky zivotnich cyklu parazitu
na pracovnich stolech, a aspon jeden si
preneste do protokolu. Nezapomente si zapsat
nazev ,sveho" parazita!

*poznamka: zatimco sami se radeji prestante nakladat do lihu a
zacnéte se ucit mikrobiologii! ©




8 Nez opustite
By praktikarnu. ..

...plaste laskave nepohazujte po
praktikarne, nybrz je poveste na

A" A 4

vesak tak, aby nespadly.




Pokud jste otevreli nejake okno...

...tak ho nezapomente zase zavrit

Professional




Nashledanou pri dalsim dilu!

Obrazek na této strance — toxoplasmoéza v
umeleckem ztvarneni

Dnes pouzity obrazky z
CD-ROM ,Parasite-Tutor” — Department of Laboratory Medicine, University of Washington,
Seatle, WA

01
http://depts.washington.edu/nnptc/online_training/std_handbook/gallery/images/trichomonas
Dschg.JPG

02 holebi.info/gids.php.

03 http://webmedia.unmc.edu/intmed/general/demo/wh/vsdx4001.htm

04
http://medschool.sums.ac.ir/users/parasto/Intestinal%20and%20luminal%20protozoa/Tricho
monas%20vaginalis1.JPG

05 http://fen.microdigitalworld.ru/imgs/en_gard+tr_1_b_ink.jpg

06 http://www.microdigitalworld.ru/imgs/4tr_b.jpg

07 http://www.bu.edu/cme/std/images/slide7-vwp_g420.jpg

08 http://www.ncl.ac.uk/microbial_eukaryotes/christophej_no_euml_I.html

09 http://www.smittskyddsinstitutet.se/upload/Analyser/ToxoplasmaSB-a.jpg

10 http://fullmal.hgc.jp/tg/icons/Toxo_ultrastructure.gif

11 http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/images/Parasitelmages/S-
Z/Toxoplasmosis/Toxoplasma_LifeCycle.gif

12 http://tn3-
2.deviantart.com/300W/fs7.deviantart.com/i/’2005/189/1/9/toxoplasma_by_chocko.jpg

13 http://webdb.dmsc.moph.go.th/ifc_nih/applications/pics/Toxoplasma.jpg

14 - 24 http://web.indstate.edu/thcme/micro/parasitology/toxoplasma_lifecycle.gif

25 http://www.antoranz.net/ CURIOSA/ZBIOR3/C0311/03-QZC08043-3_Toxoplasma.jpg




