Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, praktické cviCeni. Protokol k tématu P05

TémaP05: Zaklady klinické mykologie a parazitologie

K nastudovani:Protozoa, Nematoda, Cestoda, Trematoda, Arthropoda, mikromycety, mikroskopie, kultivace,
antibioticka citlivost

Z dosavadnich protokolu: Mikroskopie, KFR, ELISA

K nastudovani: Houby ©

Z vlastnich protokoli: Mikroskopie, kultivace, antibioticka citlivost, precipitace

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

Gramovo barveni — Ukol 1

Poznamky ke vzhledu na krevnim
agaru (jen zasadni fakta) Ukol 2a

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

Ukol 2c¢: rast na chromogenni padé

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

Ukol 1: Mikroskopie kmenii bakterii a kvasinek

Prohlédnéte si Gramem obarvené kultury mikroorganisml, pfipravené v demonstracnim mikroskopu.
PouzZivame imerzni mikroskopii (imerzni objektiv 100x zvétSujici). Vysledky zapiste do tabulky. PovSimnéte
si velikostnich rozdilti mezi kvasinkami a bakteriemi.

Ukol 2: Kultivace bakterii a kvasinek
Z technickych divodl jsou vSechny Casti tohoto tkolu pfipraveny pouze v jednom exemplafi na bocnim stole.
Prohlizejte si proto misky, ale neodnasejte

a) Kultivace na krevnim agaru

Vzhledem k tomu, Ze mate k dispozici pouze jeden exemplai kultivace, nepopisujte kolonie podrobné, pouze
zapiste hlavni typické znaky kolonii, pfipadné rozdily. Viimnéte si, Ze kolonie kvasinek (dle vysledkd Ukolu 1)
jsou podobné nékterym bakteriim (zejména G+ koklm, které dle morfologie kolonii asi budou stafylokoky).
Odlisit je piipadné muze zépach, ne vzdy je ale natolik typicky, aby se to podafilo.

b) Kultivace na Sabouraudové agaru s chloramfenikolem

Zhodnot'te narust danych kmenG na selektivnim agaru pro kvasinky a plisné (Sabouraudiv agar
s chloramfenikolem). Sabouraudiiv agar sam o sobé neni selektivni, ale jeho selektivita je zajisténa pridavkem
Sirokospektrého antibiotika (chloramfenikol).

¢) Kultivace na chromogenni pudé

Chromogenni pidy pro kvasinky umoznuji rozliSeni nejdulezitéjsich druhd rodu Candida. Pomoci kontrolnich
kment se pokuste urcit druh kandidy pomoci chromogenni pudy. Jsou-li kolonie bilé (neni tedy pfitomno zadné
barvivo), znamena to, Ze kmen touto chromogenni ptidou nelze urcit.

Ukol 3: Biochemicka identifikace kvasinek soupravou Auxacolor

V ptipadg, ze se kmen kvasinky nepodafi identifikovat chromogenni pidou, pouzivime biochemické rozliseni.
Klasické auxanogramy a zymogramy dnes nahradily soupravy, jako je Auxacolor. V tomto pfipadé se nepocita
kod, nybrz se vysledek porovnava s tabulkou. MiZe se stat, Ze vyjde vice taxont. V tom pfipadé musime vzit
v uvahu i dalsi zjisténé vlastnosti. Z ¢asovych divodi identifikaci provadét nebudeme, pouze si na bo¢nim stole
prohlédnéte demonstraci soupravy Auxacolor.

Ukol 4: Uréeni citlivosti na antimykotika

K 1é¢bé mykotickych infekei nelze pouzit antibiotika. Musime pouzit specidlni 1éky — antimykotika. Ta zase na
druhou stranu nejsou t€inné u bakterialnich infekci. Testovani se provadi podobnym zptisobem jako u bakterii,
avSak misto disku se pouziva tableta. V bézné praxi se dnes podle platnych doporuceni testuje pouze citlivost
k flukonazolu, ptfi¢emz kmen se povazuje za citlivy, je-li zona citlivosti vétsi nebo rovnal9 mm, za
intermediarné citlivy, je-1i zéna v rozmezi 15-18 mm a za rezistentni, je-li mensi nez 15 mm.

Odectéte citlivost kmene kvasinky na flukonazol. Zmérte zonu a Skrtnéte nehodici se.

Zébna citlivosti daného kmene je mm, coZ znamena, ze kmen je citlivy — rezistentni k flukonazolu.
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Ukol 5: Mikroskopie plisni

Plisné jsou zpravidla

mikroskopovany jinak nez
kvasinky. Gramovo barveni se
uziva zfidka. Zpravidla se uziva
nativni preparat, zvétSeni
objektivu 10 az 40x (- BEZ
IMERZNIHO OLEJE!).
Zakreslete a popiste predlozené
druhy plisni. (Jsou-li k dispozici
vice nez tii druhy, vyberte tfi

z nich.) Nezapomente popsat hyfy,
makro a mikrokonidie a dalsi

pozorované objekty. Spojte
popisky s objekty linkami nebo

vyznacte jinym vhodnym
zpusobem, co k ¢emu patii.

Ukol 6: Kultivace plisni

Plisn¢ zpravidla vyzaduji delsi cas k ristu.
Z tohoto dtivodu pro kultivaci zpravidla
nepouzivame Petriho misky, protoze by
kultury vyschly a kontaminovaly by se.
Zakreslete kultivacni vysledky danych
plisni do obrazku vpravo. (Jsou-li plisné
vice nez tfi, vyberte tii z nich.)

Ukol 7: Nepiima
diagnostika
aspergilozy )
Vyhodnot'te f
z prezentace |
vysledky precipitace

v agaru pro prikaz D :
protilatek proti . .

BN

nakres

popis

aspergiloze. Zakreslete vysledek a oznacte pozitivni a negativni pacienty.

Ukol 8: Odbér na mykézy

Prohlédnéte si video ,,0dbér materialu na povrchové mykozy* a zapiste hlavni zasady odbéru u koznich mykoéz.

Ukol 9: Odebirani v 1ékaiské parazitologii

Ukol 92) Odbéry u stfevnich paraziti

Prohlédnéte a zakreslete
nadobku pro
parazitologické odbéry.
Zapamatujte si, Ze

v parazitologii nelze
pouzit vytéry z fiti

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

V tomto ptipadé se doporucuje spise
(nazev metody):
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Ukol 9b) Odbéry u krevnich parazitt
Prohlédnéte si videoklipy a popiSte jednou ¢i dvéma vétami, jak se zhotovuje tlustd kapka a tenky roztér.
U tenkého roztéru také schematicky zakreslete polohu sklicek pii pfiprave.

Tlusta kapka: Tenky roztér — popis Tenky roztér — poloha sklicek

Ukol 10c) Dalsi odbérové metody

Propojte ¢arami metody z levého sloupce a diagnostické postupy v pravém sloupci.

diagnostika toxoplasmozy zaslani pouzitych kontaktnich cocek
diagnostika trichomonézy zaslani zalude¢ni §tavy (+ stolice)

diagnostika mocové schistosomozy histologicky vysetfeni tkané mocového méchyie
diagnostika giardiazy zaslani soupravy C. A. T. + skli¢ko

diagnostika akanthamébidzy zaslani krve na serologické vySetfeni

Ukol 11: Mikroskopie stievnich parazitt

Prohlédnéte si v demonstraénim mikroskopu.

Ukol 11a) Metoda dle Katé (stolice zdravého ¢lovéka)

Preparat byl zhotoven metodou dle Kato, coz je tlusty natér stolice piekryty celofanem napusténym glycerolem
s malachitovou zeleni pro zlepSeni viditelnosti urCitych struktur. Preparat pfipraveny touto metodou si
prohlédnéte v mikroskopu pii zvétseni objektivu 10x—40x (bez imerze). VSimnéte si tukovych ¢astic a granul,
pripominajicich vajicka parazitl. Zapamatujte si tyto struktury a zakreslete je do protokolu

Ukol 11b) Faustova koncentra¢ni metoda (stolice zdravého ¢lovéka)
Prohlédnéte si preparaty a zapiste princip Faustovy koncentracni metody. Preparat ptipraveny touto metodou si
prohlédnéte v mikroskopu pri zvétSeni objektivu 10x—40x (bez imerze). Zakreslete vysledek.

Ukol 11¢) Grahamova metoda (vaji¢ka roupi piitomna)

Pritomnost roupich vajicek se provéfuje Grahamovou metodou. Paska se nalepi na fasy v okoli fiti a pak se
prilepi na podlozni sklicko. Hledejte roupi vajicka v mikroskopu pri zvétSeni objektivu 10x—40x (bez imerze).
Zakreslete vysledek.

Metoda dle Kato Faustova metoda Faust — princip Grahamova metoda

Ukol 12: Ukazka paraziti
Prohlédnéte si preparaty paraziti nalozenych v lihu. Zapiste si pfipadné poznamky, naptiklad k rozdilim
v morfologii mezi hlisticemi a tasemnicemi.

Studenti vSeobecného a zubniho 1ékafstvi si vramci tohoto ukolu prohlizeji také obrazky paraziti a jejich
zivotnich cykll, coz z ¢asovych divodu €init nebudeme. Zajemci maji moznost si tyto obrazky a zivotni cykly
vyhledat na webu a jinde.
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Ukol 13: Mikroskopie Trichomonas 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 ¢ervenym jadrem. Je
tieba odlisit jednak epitelidlni buiiky, jednak leukocyty.
Popiste dalsi pozorované utvary (kvasinky, bakterie —
zapiste jejich morfologii), epitelie, leukocyty. Zakreslete.

Ukol 14: Diagnostika malarie

14a) Mikroskopie malarického tenkého

roztéru

Prohlédnéte si preparat a pokuste se zakreslit pozorované
objekty.

Nenechte se zmast artefakty, destiCkami ¢i jinymi objekty,
které se mohou v preparatu vyskytnout a zakeiné se tvarit,
ze jsou plasmodia.

Ukol 14b) Hodnoceni stadii parazita

< > T. vaginalis

cervené krvinky
malaric. plasmodium

Vypliite pole popiskit k jednotlivym obrazkiim. PouZijte terminy: schizont, Casny trofozoit, gametocyt,

merozoiti, pozdni trofozoit.
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Ukol 15: Diagnostika Toxoplasma gondii serologickymi testy

V ptipadé¢ infekce tkanovymi parazitil, jako je toxoplasmoéza je v ramci diagnostiky vhodny neptimy prukaz.
Vzhledem k nedostatku ¢asu i vzhledem k tomu, Ze jesté nebyly popsany detaily postupu pii nepfimém prikazu
mikrobt, nebude tento kol prakticky proveden. V praxi je tfeba mit na paméti, ze pii interpretaci téchto testt

hrozi veskera tiskali neptimého prukazu.
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Ukol 16: Diagnostika ektoparazitii

Ukol 16a) Piehled ektoparaziti
Spojte obrazky s odpovidajicimi védeckymi, ceskymi a anglickymi ndzvy ektoparazitii (nebo je zakrouzkujte
stejnou barvou, oznaéte shodnymi Cisly apod.)

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

Ukol 16b) Poznamka k myiazam

Prohlédnéte si videoklip a do ramecku napiste definici pojmu myiaza.

Ukol 17: Pozorovani Entamoeba histolytica v barveni trichromem

Prohlédnéte si v mikroskopu pomoci imerze preparat
Entamoeba histolytica, barveny Gomoriho trichromem.
Pokuste se spocitat jadra. Zakreslete a popiste
pozorované struktury.
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