J12

Zaklady klinické
parazitologie

VLLMO0421c (jaro 2017)



I Osnova

» klasifikace parazitu
* strevni paraziti
* krevni paraziti

* urogenitalni paraziti
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I Paraziti

- parazit = organizmus, ktery ke svému zivotu
vyuziva organizmu jiného (bakterie, viry, ...)

- parazit jako predmeét zajmu lékarské parazitologie
je zpravidla vyhrazen pro eukaryotické organismy
jiné nez houby

 parazitizmus = vztah dvou organizmu, kdy jeden z
nich (parazit) zije na ukor druhého (hostitel)
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I Klasifikace parazitu

 jednobuneéecni paraziteé:
- améby
- bicikovci a dalSi jednobunécni parazité
- mnohobunécni parazité
- plostenci (Platyhelminthes, ,plosi cervi®)

* motolice (motolice, schistosomy)

* tasemnice (tasemnice bezbranna a dlouhoclenn3,
Sskulovec, tasemnice déetska a rybi, tkanove
tasemnice, napr. méchozilove)

- oblovci (,,obli Cervi*) (roup, skrkavka détska,
tenkohlavec, skrkavka psi a koCiCi a mnohé dalsi)

- Clenovci (hmyz a roztoci) 4/50



I Klasifikace parazitu (2)

- endoparazite:
- strevni (od lamblii po tasemnice)
- krevni (intra- a extraerytrocytarni)
- urogenitalni (napriklad bicenky)
- tkanovi (napriklad toxoplasma)
- ostatni (napriklad ocni)

- ektoparazite (vétsinou clenovci)

 klasifikace je podstatna pro jejich diagnostiku (napfr.
u tkafovych parazitl preferujeme nepfimy prukaz,
protoze je obtizné najit vhodny vzorek na prukaz
primy)
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I Strevni parazité

 nejbé&znéjsi, mohou zpusobit prujmy a jiné nespecifické
problemy (dyspepsie, svedéni, unava...)

« bicikovci: Giardia (Lamblia) intestinalis
 ameéby: Entamoeba histolytica

 nepatogenni ameéby: Entamoeba dispar (velmi
podobna patogenni E. histolytica), Entamoeba coli

 hlistice: roup (Enterobius vermicularis), skrkavka
(Ascaris lumbricoides) a dalsi

* motolice: Schistostoma sp., Fasciolopsis buski

 tasemnice: Taenia sp. , Echinococcus sp.
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Enterobius vermicularis
(roup detsky)

drobna hlistice (?: 8-13 mm, d: 2-5 mm)

dospiva v tlustém streve, vajicka klade v okoli
analniho otvoru, prenos fekalne-oralni, u déeti Casta
autoinfekce

nocCni perianalni svedéni —» nespavost— podrazdenost,
roztekanost .

vyskyt zejmena
v detskych kolektivech 2

\I _'~-.
// / . ‘ : f'fl
lééba: mebendazol // : / ,
I.'J" ] 7/
f ; ;/

-
-

B
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Enterobius vermicularis
(roup détsky) (2)

A‘-.-"ajiﬁ:ka jEou
poziena clovekem

wikiskripta. e

Laryy hinizodi
lumen céka
]

Dospélei v lumen

Laryy we vajickach dospivaj cihim

za 4-6 hodin,

Samicky W ono
, e e migruji do perianalni
A\ = Disgnostické stécium ablasti, kde kladou

vajicha. 8/50
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Ascaris lumbricoides
(skrkavka detska)

vetsi hlistice (?: 20-35cm, d: 15-30 cm)
tvarem téla podobna zizale (nema , opasek™)
v tenkém streveé

s rostoucim poétem jedincu se priznaky zadinaji
stupnovat

na pocatku onemocnéni dychavicnost (larva migrans
poskozuje plice) a horecCka, nasleduji otok, bolest bricha
a prujem, alergické reakce, mozné mechanické ucpani
zluCovodu a pankreatu)
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I Ascaris lumbricoides
(skrkavka detska) (2)

e vyvojova stadia

istockphoto.com
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I Ascaris lumbricoides
(skrkavka detska) (3)

/fzﬁ »)

Eggs deposited on soil
with feces !

exually mature ¢ :
(dissected) Zygotic cleavage

Eggs hatch in
intestine; larva
emerges

Ingestion of eggs in contaminated
food and drink
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I Ascaris lumbricoides
(skrkavka detska) (4)

j&;ﬂnﬁmheﬁmge
A: Diagnostic Stage

s, edu
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I Toxoplasma gondii

+ kokcidie, parazituje v bunkach clovéka i zvirat
« definitivhim hostitelem kockovité selmy

- mezihostitelem vétsina teplokrevnych Zivocichu
vcetne Clovéka
« oocysty = infekCni stadium (vylucuji kocky)

« tachyzoiti = z oocyst, rychle napadaji nervovou a
svalovou tkan

. bradyzoiti = z tachyzoitu, klidové intraceluldrni
stadium (tkanové cysty)

« definitivni hostitel se nakazi pozrenim masa
obsahujici bradyzoity nebo pozrenim oocysty
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I Toxoplasma gondii (2)

- akutni toxoplasmoéza (subfebrilie, malatnost,
chripkovité priznaky, lymfadenopatie)

- nemoc obvykle bez pFiznakl (muizZe byt
asymptomaticka generalizovana lymfadenopatie)

 intrauterinni infekce plodu (u téehotnych, ktere se s
parazitem dosud nesetkaly hrozi poskozeni plodu a
abortus)

« toxoplasmova retinitida

* u imunokompromitovanych (napf. AIDS) muze
toxoplazmoza vyvolat zavazne poskozeni CNS

« spekuluje se 0o mozném ovlivhnéni chovani a rychlosti

reakci
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Toxoplasma gondii (3)

Merogony ~ Male —

gamete - Eve a
@\ Heart
opin | & .
fetus

Cysts [containing
bradyzoites)

Food- or water-
borne transmission

Chronic infection

Stage !
conversion )

Tachyzoites

&l

Sporulated oocyst

l Environmental transmission|

4 J
MNature Reviews | Microbiclogy 1 5/ 5 O

nature.com



I Toxoplasma gondii (4)
/\&

A Oocysty (B
virusu \&)

Oocysty i tkanove cysty se diferencuji v
patogenni stadium tachyzoit kratce po
pozfeni. Tachyzoita vnikaji a rychle se
mnozi hl. v bufikach nervovych a svalovych,
kde se za uré. okolnosti transformuje do
stadia bradyzoit, tvoficiho cysty. Je-li
infikovana téhotna Zena, tachyzoita mohou
cévnim recistém napadnout plod.

oocysta

A\ = Infekéni stadium

A\ = Diagnostické stadium A
A Sérum,
likvor

o 'ﬂ :

A Diagnostické stadium

taChYZOItl 1) Sérologicka diagnéza

nebo
2) Pfima identifikace parazita v periferni
~ 3 krvi, amniové tekutiné ¢i vzorcich tkani wikiskripta.eu

micrabewiki.ice du 16/50




I Leishmania sp.

 intracelularni parazit (fagocyty, predevsim makrofagy)

« prenasecem je drobny dvoukridly krevsajici hmyz
(koutule, flebotom) rodt Phlebotomus a Lutzomyia

« pres dvacet vyznamnych druhU:
- leishmanie ,,Starého” a ,,Nového" svéta
- kozni (L. tropica, L. major; pouze klGze — vredy),

- kozneé-sliznic¢ni (L. brasiliensis; metastazy do
sliznice)

- visceralni (L. donovani, L. infantum (L. chagasi);
kala azar: z kozni |éze do systému — horecky,
anémie, leukopenie, hepatosplenomegalie)
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Leishmania sp. (2)

Sandfly Stages Human Stages

() sandfly takes a biood meal

(NfHcts pronistigole Staqe Ptmnastngntes are

into the skin) phagmy:lzed by
Divide in midgut and ,-—ﬁ = } macrophages
migrate to proboscis % (,_

Pmrmslugntes transform
into amastigotes inside

macrophages A

Amastigotes transfom into
o promastigote stage in midgut

Amastigates multiply in cells
(including macrophages) of

T i tissues
1 Yarnous
o T— - A

Sandfly takes a blood meal
{ingests macrophages infeched
with amastigotes)

9 Ingestmn of
parasitized cell

ﬁ= Infective Stage TV
&5 Diagnostic Stage url:-n.p. LTHll!!‘ll‘.’ll -
hitp:twww, dpd . cde.gowidpdx

18/50



I Plasmodium sp.

* nejzavaznéjsi parazitarni nakaza ve svéete

* prenasecC komar Anopheles sp. (kladou vajicka do vody)
* mezihostitelem plazi, ptaci, savci (vC. cloveka)
 intracelularni vyvoj v hepatocytech Ci erytrocytech

« P. falciparum (tropika, ,maligni terciana")

* P. vivax, P. ovale (,benigni terciany") — horecka po 48
hodinach

P. malarie (kvartana) — horecka po 72 hodinach
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I Plasmodium sp. (2)

 malaricky zachvat = zimnice a tresavka (kratce)
nasledovana vysokou horeckou (neékolik hodin)

« sporozoit - terminalni stadium vyvoje v prenaseci,
infekCni pro Clovéka; vznika z gametocytu v komarovi -
injikovano do krevniho recisteé

» schizont - ze sporozoitu v jatrech: podstupuje
schizogonii (nepohlavni rozmnozovani rozpadem)

« merozoit - vznikd rozpadem schizontl; v krevnim
recisti napadaji erytrocyty

» trofozoit - aktivni intracelularni stadium, zivici se na
hostiteli, pozdeéji se vyvine ve schizonta (rozpad)

- gametocyty - vyvoj z trofozoitl, nasaje je komar
20/50



Plasmodium sp. (3)

anopheles
mosquito
exoerythrocytlc " @
stage "ﬂ' . J sporozoites @
’ ' gametocyte
. 9 infected
hypnozoite 0 hepatocyte e

- > c hepatic schizont
2 ‘ )

ruptured

bchlzont ’ e
<)

" . blood-stage
@ P
00 Q s ¥ e schizont
® @
merozones late

trophozoite
erythrocytic é . RBC's
stage

early trophozoite
(ring fOI’lTl) rstb.royalsocietypublishing.org
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Plasmodium sp. (4)

M = irfective Stage

&t Diagnostic Slage Human Liver Stages
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I Trichomonas vaginalis
(bicenka posevni)

* urogenitalni infekce
« v akutni fazi prekrveni a zpénény zlutozeleny vytok
* v chronické fazi méne vyrazne priznaky

=

* muzi prenaseci (asymptomaticky
nebo mirneé priznaky zanétu)

* jen trofozoit (netvori cysty)
— prenos sexualne, popr.
kontaminovanymi predmeéty
(rucnik apod.)

.

parasitos3bio blogspot.com
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I Giardia (Lamblia) intestinalis
(lamblie strevni)

strevni nakaza (nejcastéjSim hostitelem clovek)

neni schopna pronikat do sliznice a zije pouze v lumen
tenkého streva

prenos alimentarni cestou (fekalni znecisténi pitné
vody; znacné odolné cysty)

pokryji sliznici streva - omezeni resorpce — naruseni
traveni

Hucleus Ventral depression

prijmové onemocnéni
(vodnaté pachnouci prajmy,
nebyva horecka ani krev

ve stolici)

Trophozolte




I Taenia sp.

 Taenia solium (tasemnice dlouhoclenna)
- mezihostitel prase
- taenidéza = pritomnost tasemnic ve streve
- cysticerkoza = pritomnost larev v organech

 Taenia saginata (tasemnice bezbranna)

- mezihostitel skot

- zplsobuje jen taenioézu (nikoli cysticerkézu)
* rozliseni:

- podle vajicek nelze rozlisit

- veétveni délohy (7. solium malo vétvena,

T. saginata hodnée vétvi) nebo PCR Ci ELISA 25/50



I Taenia sp. (2)

T. saginata vs. T. solium

e Sl g T T )

24 nilkon-bild.ru
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I Odbeér materialu

« strevni parazitozy kusova stolice (viz dale)
- tkanove parazitozy sérum

» trichomonoza budto sklicko na barveni Giemsou
(samotné nebo spolecné se sklickem na barveni
Gramem, tj. jako klasicky MOP), nebo vytér v souprave
C. A.T.swab

. prukaz akantaméb pouZité kontaktni ¢ocky ve své
tekutine (pripadné lze provést seskrab rohovky)

« ostatni podle situace (moc, obsah cysty...)
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I Odber stolice

 nutno zaslat vzorek stolice velikosti liskového orechu
(na rozdil od bakteriologie, kde staci vyter)

 nadobka, ve ktere je zasilan, nemusi byt vyjimecné
sterilni

Vé v v 7 . . . O ”
* na rozdil od vysetreni na izolaci viru vzorek neni nutno
chladit
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Odbérové médium C. A. T. na
vaginalni a uretralni vytery na
kvasinky a trichomonady

zde se odbérova tycCinka zalomi,
aby se vesla do zkumavky
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I Diagnostické metody parazitologie

 mikroskopie; nativni preparat, nebo barveni
(trichrom, Giemsovo barveni, Ziehl-Neelsen na strevni
kokcidie)

» kultivace se pouziva zridka (trichomonady a
akantameby)

« primého prikazu pomoci PCR

* neprimy prtkaz se pouziva u tkanovych parazitoz,
(toxoplasmozy, toxokarozy apod.)
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I Mikroskopie preparatu

 metoda dle Kato (dobarveni pozadi malachitovou
zeleni, aby se paraziti zvyraznili )

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

* nativni preparat , sensu stricto" a barvené preparaty
(napr. trichromem) se pouziji u zvyseneho podezreni na
strevni prvoky (budto primarne, nebo po prohlédnuti
Fausta a Kato)

* mikroskopuje se bez imerze, objektivy 10x, 20X,
40 X
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I Faustova metoda

» stolice se opakovane smicha s roztokem siranu
zinecnatého, centrifuguje a supernatant pouzije do
dalsiho kroku

* nakonec se roztok doplni az po vrsek zkumavky a
prekryje krycim sklickem

- paraziti ulpivaji na krycim
sklicku zespodu (viz obrazek)

« sklicko se prenese na
podlozni sklo (kde je jiz Kato)
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I Mikroskopie preparatu (2)

« vajicka cervll nalézame primo ve Faustové metodé ci
v Kato

« pokud objevime cystam (nebo trofozoitiim) podobné
utvary pouzijeme:

- nativni preparat, (stolice rozmichana v kapce
fyziologického roztoku), po prvnim prohlédnuti Ize pro
zvyraznéni nékterych struktur pfidat Lugoluv roztok

- barveni trichromem (pouziva se fixace alkohol-
sublimatem a dale se pouziva 70% alkohol, vlastni
trichrom, 96% alkohol a karbolxylen nebo
hematoxylin)

- pro kryptosporidia pripadné jesté barveni dle

Ziehl-Neelsena
33/50



I Grahamova metoda

specialni prihledna lepici paska

nalepeni na perianalni rasy - odlepeni - prilepeni
na podlozni sklicko

jednodussi a vytéznejsi nez vysetreni stolice
« pouziti u deti

* u dospélych vetsinou odbéry stolice
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I Diagnostika paraziti

* tlusta kapka

- kapku krve na podloznim skle rozetreme
krouzivymi pohyby rohem druhého podlozniho skla

- nefixujeme, nechame zaschnout a rovnou barvime
* tenky nateéer

- kapku krve rozetreme do tenkého natéeru kratsi
hranou druhého podlozniho skla prilozeného v
ostrém uhlu plynulym pohybem do ztracena

- hranu druhého skla klademe za kapku krve a
tahneme ji za sklem, nehrneme ji pred nim

- fixujeme metanolem

 barvime Giemsou 35/50



I Tenky nater, tlusta kapka

s
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I Diagnostika trichomonad

« kultivacné mikroskopické vysetreni

« odebere se vytér na tamponu zanoreneém do meédia
Cl AI TI

 médium se necha kultivovat do druhého dne
- kapka meédia se mikroskopuje jako nativni preparat
* preparaty vsak nelze uchovat

 druhy moZny zpusob - natér na sklicku barveny dle
Giemsy (je-li soucasti MOP, oznacuje se jako MOP V)

* fluorescencni barveni jen vyjimecneé
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I Diagnostika ostatnich
parazitarnich nakaz

- diagnostika ektoparazitl v rukou dermatologa
(popr. i laika, napr. vSi)

. tkanovi paraziti: sérum na nepfimy prukaz (KFR,
ELISA)

* v nekterych pripadech, zejména tropickych parazitoz, je
lépe konzultovat odbér a jeho provedeni s
laboratori

* u nékterych filarioz se doporucuje provadét odber
pouze Vv noci, popr. pouze ve dne
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) Ukol 1: Odbéry v lékaFské
parazitologii

» pro kazdou odbérovou soupravu napiste jeji popis
a pouziti

e soupravy jsou na bocnim stole
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) Ukol 2: Mikroskopie stfevnich
parazitt

na bocnim stole mate vse k Faustové metodeé a
k metode dle Kato

kryci sklicko z Faustovy koncentracni metody jiz
bylo pinzetou presunuto na prvni polovinu sklicka
(pokud nebylo, opatrné ho tam presunte)

na druhé polovine sklicka jiz mate preparat dle Kato
(zeleny) - sklicka jsou negativni

Grahamova metoda - sklicka pozitivni

mikroskopujte bez imerze, objektivy 10x, 20x, 40X
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Ukol 3: Demonstrace parazitd,

. mIrN

jejich vajicek a zivotnich cykli

* ukol 3a: prohlédnete si parazity a zakreslete
* Ukol 3b:

- roup
(Enterobius
vermicularis)

tenkohlavec
(Trichuris
trichiura)

Skrkavka _

lumbricoides) (Taenia sp.)i

dale na obrazcich: giardia (cyta a trofozoit)
a Clanek tasemnice 41/50



I Ukol 4: Mikroskopie Trichomonas
vaginalis
* prohlédnéte si vytér z pochvy barveny podle Giemsy

« v preparatu naleznéte prvoka Trichomonas vaginalis

* prvok je vejCiteho tvaru, cca 10x vetsi nez bakterie,
svétle modré barvy s protahlym karminoveé
cervenym jadrem

Photo by:Dr S.M. Sadjjadi
parasito@sums.ac.ir
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Ukol 5a: Mikroskopie malarického
tenkého rozteru

« prohlédnéte si preparat a pokuste se zakreslit
pozorované objekty (preparat bude pripraven na
promitacim platné)
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I Ukol 5b: Hodnoceni stadii parazita

- vyplnte pole popisktl k jednotlivym obrazkim

« pouzijte terminy: casny trofozoit, pozdni trofozoit,
schizont, merozoiti, gametocyt
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) Ukol 6: Diagnostika Toxoplasma
gondii serologickymi testy

* KFR
- prvni jamka je test antikomplementarity

- ve druhé je redéni 1 : 5 a pak geometrickou radou
(1:10,1:20,1:40,1: 80 etc.)

- nepritomnost hemolyzy je pozitivni, hemolyza
negativni

« ELISA
- vSechny hodnoty nad (C1+ D1)/2 jsou pozitivni

- Al je blank, B1 negativni kontrola, E1 pozitivni
kontrola
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J Ukol 6: PFib&hy k pacientéim

« P: zdrava téhotna s kockami doma

* Q: jina zdrava téhotna, bez kocek

R: mlada tulacka, bez kocek, ale v kontaktu
s jahodami kontaminovanymi divou zveri

« S: senior, pracoval v zahrade, priznaky retinitidy +
zvetsené uzliny

46/50



J Ukol 6: Vysledky

Pacient KFR ELISA ELISA Zaveér
IgA IgG

R

1:10

0

1:160

Chranéna
predchozi infekci

Nechranéna (musi
si davat pozor)
Infekce, |&cit
spiramycinem
Navzdory
seronegativite |écit
kviali priznakGim
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] Ukol 7: Prehled ektoparazit

ISte

Sténice Ves dét. Zakozka Blecha Murka K
Bed bug Louse Itch mite Flea Crab louse Tick
Cimex Pediculus Sarcoptes Pulex Phthirus Ixodes

myidzy = onemocnéni zpusobend musimi larvami
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) Ukol 8: Pozorovani Entamoeba
histolytica v barveni trichromem

- prohlednéete si v mikroskopu pomoci imerze preparat
Entamoeba histolytica, barveny Gomoriho trichromem

* urcené jako Entamoeba histolytica/dispar
(mikroskopicky nelze rozlisit, dourceno v NRL pomoci
PCR)

- pokuste se spocitat jadra (E. histolytica ma
maximalne c¢tyri, na rozdil od E. coli)

- zakreslete a popiste pozorovane struktury
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I Po tomto cviceni byste meéli umeét:

= V4 n v Vv A\YA'IA A 4 ] O \Y4 \Y4

* popsat zivotni cykly nejbeznejsich parazitu, vcetne
. (o) . . v 7
projevu a diagnostiky onemocneni

 podrobné vysvétlit moznosti odbérl vzorku v
jednotlivych pripadech parazitarnich nakaz

* poznat nejbéznéjsi parazity (jejich cysty, trofozoity,
apod.)
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