Uvod do terénni zoologie bezobratlych

Ve R
F ¥

¢

) Leaa‘ |

ParazitiCti prvoci
Andrea Bardunek Valigurova

andreav@sci.muni.cz



Protistologie

JProtista® (Haeckel 1866): jednobunééné eukaryotické organismy

Relativita jednobunécnosti (syncytia, potravni komunity, kolonie nebo
mnohojaderna plazmodia)

~Prvoci“ (Presl, 1821, sensu ,Infusoria®)

Starsi terminy:

,Protozoa“ (Goldfuss, 1818) ,zoon"“ — heterotrofie
,Protophyta“ (E. Haeckel)

,Protoctista” (Hogg, 1861; Whittaker, 1959)

,<Animalcula®“ (Leeuwenhoek, 1676), ,Infusoria“ Ci ,Animalcula Infusoria“ (Ledermduller,
1760-1763), ,Urthiere” (von Oken, 1805), ,Animalia Microscopica“ (Bory de Saint-
Vincent, 1826), ,Eithiere Ci ,O0zoa“ (Carus, 1832), ,Archaezoa“ (Perty, 1852),
,Microzoaires” (Fromentel, 1874), .......



Formy protist (drivejsi taxony)

,PRVOCI* ,RASY* ,HOUBY*
Sarcomastigophora Rhodophyta Myxomycota
(Flagellata + Chlorophyta Plasmodiophoromycota

Rhizopoda)

Chromophyta Labyrinthulomycota
Sporozoa

Euglenophyta Oomycota
Cnidosporidia

Chlorarachniophyta Hyphochytriomycota
Ciliata

Dinophyta Chytridiomycota

Cryptophyta Eumycota
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Colloedictyonidae

Klasifikace eukaryotl podle Adl et al. 2012: J. Eukaryot. Microbiol. 59 (5)
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Amoebozoa — Archamoebae - Entamoebidae

Entamoeba histolytica

Mature Cysts \G %,

Ingested

El = Mon Invasise Colonization

A\ = Infective Stage = Intestinal Disease
ﬂ= Diagnostic Stage
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Entamoeba hisfolytica

* kosmopolitni puvodce stfevni a mimostrevni amébdzy

* forma minuta = neSkodny komenzal (tvofi cysty); f. magna = invazivni patogen
(netvofi cysty)

* rozSifeni v rozvojovych zemich kvuli Spatné hygiené a teplému/vihkému klimatu

* hlavnim hostitelem je ¢lovék = ménavkova uplavice, mize zpusobit onemocnéni jater

* vzacne mohou byt infikovani i psi, koCky a hlodavci,

* chybi mezihostitel i zvireci rezervoar

* prenos odolnymi cystami fekalne-oralni cestou, Clovek —Clovek, pri sexualnim styku,
alimentarni cestou - fekalnim znecisténim potravin a vody

Cysta R Shy
Trofozoit  odolnost k chloraci vody
* 10-60 um * 10-20 um
 rozliSitelna endo- a ektoplasma * 1-4 jadra

(granuloplasma a hyaloplasma) v mladych cystach glykogenova
» eruptivni lobopodie vakuola
» ve vakuolach bakterie, erytrocyty béhem zrani - chromidie



Invaze strevni steny

m mukosa
JUln §
© 569 — muscularis
mucosae

. submukosa

Jflask ulcer”

» pokud napadne stfevni sliznici,
zpusobuje stievni amébodzu

» invazivni kmeny mohou proniknout
do tkani a zpusobit extraintestinalni
amébozu




Amoebozoa — Discosea — Longamoebia - Centramoebida

Acanthamoeba spp.

oportunni paraziti
amfizoické ménavky s kosmopolitnim vyskytem ve vodé, v pudé, ve vzduchu
trofozoiti cca 25-55 um, pseudopodie s vybézky — acanthopodie

netvori biCikata stadia

silnosténné cysty = dve vrstvy-vnéjsi svrastéla ektocysta, vnitrni hvézdicovité
zvinéna endocysta

A. lugdunensis



Acantamébova keratitis (AK)

nebolestiva chronicka infekce rohovky = ohrozeni zraku
rizikové faktory: kontaktni CoCky (80%), poranéni oka (20%)
trofozoiti ve stromatu rohovky encystuji (cysty)

léCba obtizna

—

—kruhovy infiltrat neutrofily

-

dendriticka keratitida



Granulomatozni amébova encefalitida (GAE)

objev Culbertsonem (1957) v kulture bunék opicich ledvin pro kultivaci polio vakciny
= A. culbertson/

prvni pripady u lidi v 70. letech 20. stoleti, 135 pfipadu do roku 1998

chronické onemocnéni (tydny-meésice)

u oslabenych jedincu - pfi autoimunitnich onemocnénich, nadorovych
onemocnénich, AIDS, diabetes, alkoholismus

infekce vdechnutim nebo kuzi = hematogenni rozsev
chronicky loZiskovy zanét mozku (nekroticka loZiska) g“"

bolest hlavy, kreCe, strnuti Sije, apatie az smrt SR AR 8 S ~£‘, o
gevnag B e e SR e ’*’f'ig
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CYSTS & AMEBAE
IN TISSUE

AMEBAE MAY INVADE
OTHER TISSUES




Excavata - Discoba - Discicristata - Heterolobosea

Naegleria fowleri

» jednojaderna ameéba 15-30 ym

« kosmopolit, vyskyt v prumyslové oteplenych vodach a v bazénech
 roste az do teploty 45 °C, optimalneé pri 37 °C

 Siroka laloCnata pseudopodie, amébostom - trogocytoza
 stadia: biCikovce (2 biCiky), améby, cysty sférické a dvouvrstevné
 pfi snizeni osmotického tlaku = tvorba biCikatych stadii

ameboidni trofozoit bicikovec




Primarni amébova encefalitida (PAME)

« améboidni trofozoit pronika €ichovou sliznici do mozku — bulbus olfactorius
— akutni zanét mozku (prubéh fulminantni - velmi prudce, superakutné
probihajici, s dramatickymi priznaky) = bolest hlavy, horeCka, meningealni
pfiznaky, bezvédomi = umrti za 3 -7 dnu

* intravitalni diagnostika obtizna; vysetreni mozkomisniho moku - pohyb
ameéb, barveni trichromem, kultivace 1,5% agar + Aerobacter aerogenes

» |éCba malo uspésna




Free-Living Amebic Infections

Acanthamoeba spp. and
Balamuthia mandrillaris

Enter through lower respiratory tract
or through ulcerated or broken skin
causing granulomatous amebic
encephalitis (GAE) in individuals with
compromised immune system

Enter through the olfactory
neuroepithelium causing primary
amebic meningoencephalitis (PAM)
in healthy individuals

A Trophozoites in CSF and tissue
Flagellated forms in CSF

0 Cysts

A Cysts and trophozoites in tissue

A= Infective Stage
A= Diagnostic Stage

e Flagellated forms



Excavata - Metamonada - Fornicata - Diplomonadida
Giardia intestinalis

* prichyceni na sténé tenkého stfeva pomoci prisavného disku # porucha vstiebavani sacharidu
a tukd v duodenu - steatorrhea (pritomnost tuku ve stolici)

* nekrvavy prijem mastného vzhledu s hlenem, bolesti bficha, nevolnost, zvraceni

* lidska a zvifeci giardidza - epidemie zejména ve vyspélych zemich s imunologicky naivni
populaci (napf. USA)

~—

prisavny,

*




Zivotni cyklus G. intestinalis

1. Cysty i trofozoiti ve stolici
(diagnostické stadia). Odolné 4-
jaderné cysty prezivaji mésice ve
studené vodeé (preziji i chlorovani).

2. K infekci dochazi po poziti cyst ve
vode, potrave nebo fekalné-oralni
cestou. Inkubacni doba 1-3 tydny.

3. Excystace v duodenu % uvolnéni 2 Nancfortes it infactive cyets,
rofozoitd z kazdé cysty.

4. Trofozoiti (v tenkém streve,
zluCovodech, zluCniku) se mnozi
podélnym binarnim délenim a
zustavaji v proximalni ¢asti tenkého
stfeva - volné nebo pfichycené na A= infeciive stage
sliznici. A\ = Diagnostic Stage

5. Pri prechodu do tlustého stfeva
dochazi k encystaci. Cysty ve stolici
jsou infekCni # mozny pfenos z
Clovéka na Cloveka.

Trophozoites are also
passed in stool but
they do mol survive in




Excavata - Metamonada - Parabasalia — Trichomonadida

» pfevazné neskodni komenzalové stfev obratlovcl a hmyzu
» nékolik parazitickych druhu
Tritrichomonas foetus

Trichomonas vaginalls Monocercomonas
* lidska urogenitalni trichomoniaza (trichomondza) -
kosmopolitni rozsireni; trichomonadova kolpitida

bézné populace zen se vyskytuje v 1-2 %
« vétSina muzu a 50% zen jsou ,prenaseci*
 Casté onemocnéni v méné rozvinutych zemich

Histomonas )
Dientamoeba
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 parazituje v zenském dolnim
genitalnim traktu — zanety vaginy
a délozniho hrdla, pénovity
vytok, 1t vnimavost k infekci HIV

« zije také v mocCové trubici a
prostaté muzu, ale jen vzacné
tady zpusobuje onemocnéni -
zanet prostaty a nadvarlat az
sterilita

* mnozi se podélnym binarnim
délenim

« prenos pohlavnim stykem -
infekCnim stadiem je trofozoit

« zda se, ze parazit nema
cystickou formu a ve vngjsim
prostredi nepreziva dobre

A\ = nfective Stage
D\ = Diagnostic Stage

© Muttipiies by longitudinal (@) Trophazaite in
vaginal and prostatic binary fission vaging or orifice
secrefions and unine of urathra




Excavata - Discoba - Discicristata — Euglenozoa
Kinetoplastea - Trypanosomatida

1 biCik
vyhradné parazitické druhy — jednohostitelské (Crithidia,
Leptomonas), dvouhostitelské ( 7rypanosoma, Leishmania)

* béhem Zivotniho cyklu tvofi razné formy (morfy) liSici se T,
polohou jadra, kinetoplastu a biCiku # amastigot (1), o/ |
promastigot (2), epimastigot (3) a trypomastigot (4) =
* specializované organely
1 2 3 4
;‘3 3 Leptomonas Leishmania  Trypanosoma
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Trypanosoma spp.

vice nez 300 druht u vSech tfid obratlovc
prenos: dvoukridly hmyz, ploStice, pijavky, upifi

| kontaminativni pfenos

Stercoraria (stercus = trus)
» VYVOj v prenaseci ukoncCen v zadni Casti streva

Salivaria (saliva = slina)
» prenasec - vyvoj ukoncen v predni Casti streva

Trypanosomy z ryb a obojzivelniku
» proboscis pijavek




Stercoraria
Trypanosoma cruzi/

Salivaria
Trypanosoma bruce/l




Puvodci onemochéni

+ lidska spava nemoc - africka trypanozomiaza
« prenos bodalkou tse-tse, 100-300 tisic nemocnych, 5000 ro¢né umira

» trypanosomy pronikaji do mozku a mozkomisniho moku = bolesti hlavy, mozkoveé
priznaky, poruchy spanku a postupujici kachektizace = nelécCeni az smrt

O zapadni forma: 7rypanosoma brucei gambiense, prenaseC Glossina palpalis =

chronicka onemocnéni, letargie typicka pro pozdéjsi faze

U vychodni forma: (7. b. rhodesiense), prenaseC G. morsitans = rychle probihajici

forma, smrt do nékolika tydnu




Zivotni cyklus T. brucei

African Trypanosomiasis
Trypanosoma brucei gambiense & Trypanosoma brucei rhodesiense
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Tsetse Fly Stages

? 0

Epimastigotes multiply

in salivary gland. They
transform into metacyclic
trypomastigotes.

4’0 )

Procyclic trypomastigotes
leave the midgut and transform
into epimastigotes.

(injects metacyclic trypomastigotes)

’.. ,,,

Mammalian Stages

Tsetse fly takes
ablood meal

Injected metacyclic

e

trypomastigotes transform
into bloodstream
trypomastigotes, which
are carried to other sites.

—

ful

e Tsetse fly takes

| BEAN

)
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Trypomastigotes multiply by
binary fission in various
body fluids, e.g., blood,
lymph, and spinal fluid.

a blood meal
(bloodstream
trypomastigotes
are ingested)

o

Bloodstream trypomastigotes\

transform into procyclic

Circulating trypomastigotes

trypomastigotes in the vector
midgut. Procyclic tryposmatigotes
multiply by binary fission.

@ Infective stage

_ﬁ

Diagnostic stage

_ in blood during acute phase;
f usually undetectable in latent
_J phase.

Cattle and possibly wild
ungulates are reservoirs
for T. b. rhodesiense.



Chagasova choroba - americka trypanosomiaza

« prenasecCi jsou plostice z podCeledi Triatominae - prenos pouze tehdy kdyz
béhem kousnuti defekuji; prenos krvi (transfuze, transplantace, t€hotenstvi)

» inkubacni doba 1-6 tydnu, lokalni reakce v misté vpichu a v %2 pfipadu se objevi
infekce v blizkosti oCi, zvétSeni miznich uzlin v misté infekce

* po 2-4 tydnech akutni faze - zaplaveni organismu parazity = horeCka, dusnost,
bolesti bricha, zvétSeni srdce ¢i hromadéni tekutin na tvari a na nohou

« latentni faze trva i nékolik let  chronické onemocnéni srdce, malformace na
stfevé (odumirani gangliovych bunék - poruchy peristaltiky), bez IéCby smrt

‘ | & <X ﬁfgrdit@f\q d

Leishmani6za - pifenos bodavym hmyzem rodu Phlebofomus a Lutzomyia

Q visceralni leishmaniéza (kala azar - ¢erna horecka): komplex druhl Leishmania d.
donovani, L. d. chagasia L. d. infantum

O kozni leishmaniodza: L. fropica, L. aethiopica a L. major (Stary svét) a L. mexicana,
L. brasiliensis a L. peruviana (Novy svét).

O mukokutanni leishmanidza (Espundia): L. brasiliensis



Zivotni cyklus 7. cruzi

Triatomine Bug Stages Human Stages
Triatomine bug takes a blood meal .
(PaSSEs elaiysht WyRomattigotes in feoes, a. Metacyclic trypomastigotes
bry pmashgates enber Die wound of penetrate various cells at bite

ﬁ( > transform into amastigates.

—]
Metacyclic irypomastigotes =]
in hindgut ﬁ @l

8/

= %

Multiply in midgut

Trypomastigotes B by binary fission in cells
can infect other cells of infected tissues.

and transform into

infracellular amasligotes

in new infection sitas.

Clincal manifesiations can

Triatomine bug takes result from this infective cycle.

. . a bload meal
Epimastigotes brypomastgotes ingested)
in ridgut

Nejvyznamné;jsi vektofi: "P\ \_/, A
@ ﬂ Intracellular amastigotes

Triatoma infestans

Triatoma dimidiata ’g:a rﬂmrgtlghr: :}rr Er:&m ;ali]trguiﬁ.
' - - i u u

Rhodnius prolixus A= nfective Stage and enter the bloodstream

Panstronqylus meqistus £\ = Diagnostic Stage




Alveolata

Tetrahymena (Ciliophora)

spole¢ny znak - kortikalni
alveoly

ovliviuji stabilitu povrchu bunky
— zajist'uji pruznost a zaroven
pevnost # Alveolata nepotrebuji
tézké schranky, Casto velci
dravci

alveoly nejsou nikdy celistvé -
mikropory u vytrusovcu

u ruznych alveolat rizné
utvareni alveolu



 alveoly - méchyrky pod povrchem
» lokalizace pod plazmatickou membranou

aplasmaticka membrana

‘membrana alveolu

alveoly obrnének - &asto obsahuiji celulézové platy ~ Apicomplexa - jeden nebo
nekolik alveolu



,Myzozoa“

* myzocytoza - naruseni povrchu bunky kofisti a nasledné
vysavani cytoplasmy

 tubularni kristy

 plastid u nékterych zastupcu - sekundarni ¢erveny plastid

obrnénka Amphidinium
testudo s chloroplasty

apicoplast u Apicomplexa - organela plastidového
puvodu



. prekonoidalni prstence

Alveolata - Apicomplexa conoid

polarni prstenec

subpelikularni mikrotubuly

plazmaticka membrana
vnitini membranovy komplex

rhoptrie
mikronemy = Mikropor
GA
VSechna Apicomplexa jsou
paraziticka !!!!
ER

mitochondrie

« zakladni charakteristika — pfitomnost apikalniho komplexu organel u invazivniho stadia (zoitu)

* uzavieny konoid

» tento slozity aparat slouzi k pruniku do hostitelské bunky, k ukotveni parazita a k nasledné
tvorbeé parazitoforni vakuoly u intracelularnich nebo parazitoforniho vaku u epicelularnich
zastupcu



Apikalni konec bunky (apex) zoitu
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tachyzoit 7oxoplasma gondii bradyzoit 7. gondii




Prunik zoitu do hostitelské bunky

Sekvence po sobé rychle nasledujicich procesu:

1. Uchyceni zoitu na povrch hostitelské bunky;

2. orientace zoitu a zahajeni rozrusovani povrchu
hostitelské bunky;

3. prunik do bunky, obsah rhoptrii a mikronem se
vyléva = ¢ast materialu se inkorporuje do
membrany vznikajici parazitoforni vakuoly;

4. pokracujici prunik, odhozeni antigenniho
povrchu zoitu;

5. dotvoreni parazitoforni vakuoly.

povrchovy antigen parazita

jadro

roptrie

~ plazmatickd membrana
hostitelské burnky

usti roptrie -
mikronemy pohyblivy spoj
(moving junction)

.

é‘““'“fm

vznikajici parazitoforni vakuola
g
obsah roptrii =

7. gondii pronikajici do
hostitelské bUhky membrana PV !



Conoidasida - Gregarinasina
Eugregarinorida

 parazituji travici trakt, gonady a télni dutiny ruznych bezobratlych
 vetsinou monoxenni paraziti, relativné velké rozméry

 vetsinou extracelularni vyvoj + epicelularni lokalizace vegetativniho stadia
+ pelikula tvori podeélni epicytarni zahyby ¥ klouzavy pohyb

 infekCni oocysta s 8 sporozoity

« aseptatni a septatni (epimerit, protomerit a deutomerit) formy trofozoitu

Gregarina polymorpha




trofozoiti solitérni gamonti
—

ey

rany trofozoit

¥ }
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Zivotni cyklus G. polymorpha ve stievé
larvy potemnika (Tenebrio molitor)

gametocysty

gamonti - syzygie




modifikovany
protomerit
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Neogregarinida

* pritomnost merogonie
« prevazné intracelularni vyvoj v tukovem télese a Malpighiho zlazach hmyzu
« znacna patologie az destrukce napadenych organu

Malttesia dispora

* intracelularni parazit
tukového télesa larev
Ephestia kuehniella

« autoinfekce oocystami

* na konci vyvinu
parazita larvy zrazovéji,
jsou letargické a
nepfijimaji potravu =
smrt




Conoidasida - Crypfosporidium

* parazité gastrointestinalniho a dychaciho traktu ¢lovéka i zvirat = pUvodci
prujmovych onemocnéni savcu a onemocnéni dychaciho aparatu ptaku

« prenos pozitim sporulovanych oocyst se 4 sporozoity (bez sporocysty)

« monoxenni cyklus; vyvoj endogennich stadii je epicelularni v parazitofornim vaku
hostitelského puvodu, obvykle na mikrovilarnim povrchu epitelovych bunék

 autoinfekce (ve streve)

* nekrvavé vodnaté prujmy: u imunokompetentnich jedincu infekce spontanné
vymizi, u imunodeficitnich (oportunni parazité, AIDS) = dehydratace az smrt

 ojedinelé pripady nebo vetsi ¢i mensi epidemie u lidi

« vyznamna je kryptosporidioza telat

* |éCba neefektivni

C/ypz‘osoriim muris




trofozoiti

merogonie |

W | e
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Zivotni cyklus C. muris
v BALB/c mysich

microgamonti macrogamonti merozoiti Il
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Neparazitovany Zaludeéni epitel Parazitovany Zaludecni epitel




zabi zaludeCni bunky parazitované C. fragile mohou vytvaret
tzv. ,stopky*”




Conoidasida — Coccidia - Eimeriorina

* jednohostitelSti paraziti

* napadaji vetsinou strevni epitel - kokcidibza = naruseni resorpce Zzivin,
dehydratace organismu, ztrata krve, zvySena vnimavost k jinym patogenim, uhyn

« veterinarné vyznamni paraziti chovu slepic a kralika (napadaiji jatra)

Eimeria fenella




| N » - -

A cryosection of the gut of a chicken 6 days after infection with Eimeria tenella showing the development of parasite sexual stages. Uninfected
host cells are coloured purple, host cells containing developing female parasites (macrogametes) are coloured pink and the exposed contents of
a single host cell containing fully developed male parasites (microgametes) are coloured cream
(In collaboration with David Ferguson, University of Oxford)

P




Toxoplasma gondi/

dvouhostitelSti intracelularni paraziti
koCka (Felidae — jedini znami definitivni hostitelé) — mys a mnoho jinych
mezihostitelt véetné ¢lovéka (u nas cca 30 %)

zdroj nakazy - nedostatecné tepelné upravené maso nebo potraviny
kontaminované trusem nakazenych kocek, krevni transfuzi a transplantaci organda,
transplacentarné od matky k plodu

puvodce onemocnéni zvaného toxoplazmédza - u ¢lovéka pribéh podobny chfipce
® po odeznéni akutni faze preziva ve forme tkanovych cyst az do konce zZivota

ovlivnéni hostitele - napr. zpomaleni reakéni doby
infekce béhem téhotenstvi — kongenitalni toxoplazmobza, tézké posSkozeni plodu
v CR nakaZena asi 1/3 populace, jinde (napF. Francie) témé&f 90% populace




Zivotni cyklus 7. gondii

. Nesporulované oocysty se vylucuji
s vykaly koCky. Oocysty se vyluCuji
1-2 tydny, sporuluji za 1-5 dni a
stavaji se infekénimi.

. Mezihostitelé se nakazi pozitim
kontaminované pudy, vody nebo
rostlin. Da
. Po poziti se oocysty transformuji v
tachyzoiti invadujici nervovou a

svalovou tkan = bradyzoiti v

—

®a 0/

I

tkanovych cystach. QA
. Nakaza koCky konzumaci ‘2’* %
mezihostitelu s tkanovymi cystami. .

KocCky se mohou nakazit i pfimo
pozitim zralych oocyst.

. Domaci i volné zijici zvirata se
mohou nakazit tkanovymi cystami
po poziti zralych oocyst.

. U lidi se tvori tkanové cysty,
nejCastéji v kosternim svalstvu,
myokardu, mozku a v ocich;
setrvavaji i po cely zivot hostitele.







Aconoidasida - Haemospororida

« absence konoidu

 definitivnim hostitelem jsou Clenovci

* nejvyznamnejsi je lidsky patogen Plasmodium
v 4 nejvyznamngjsi ,lidské“ druhy
v’ pfenos komary rodu Anopheles

v_onemocnéni malarie (napadeny stamiliony lidi) ® malarické
zachvaty zpusobeny synchronnim rozpadem infikovanych krvinek
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modifikace erytrocytu
infikovanych P. falciparum

P. falciparum - krevni roztér
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votni cyklus P. falciparum
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Morfologie krevnich stadii P. falciparum

UOUD

o). O
3% o
O

)

trofozoit



Protistologicka skupina na oddéleni parazitologie

Hlavni objekty vyzkumu:
e basalni Apicomplexa - gregariny, kryptosporidie a nizSi kokcidie (morské)

Cile vyzkumu:
¢ interakce hostitel-parazit
strategie invaze parazita a prichyceni k hostitelské bunce
analyza bunéc¢ného kortexu a pohybovych elementu parazita
funkCni morfologie a ultrastruktura bunky parazita
aplikace morfologickych a imunocytochemickych pfistupu pfi studiu
fylogenetickych vztahu mezi ranymi Apicomplexa = blizka pfibuznost
gregarin a kryptosporidii !!!

Metodické pfistupy:

kultivace parazitl /n vivo a in vitro (bunécné kultury)

bunécné suspenze, histologie = imunoznaceni, cyto- a histochemie
svételna a elektronova mikroskopie

fluorescencni analyza — konfokalni mikroskopie a ,live cell fluorescence
imaging“ pro sledovani bunéénych procesu

biochemicka analyza cilovych proteint, molekularné-biologické postupy




Metody

1. Sber materialu vs. experimentalni infekce laboratornich

zvirat, kultury

a o

2. Zpracovani materialu

>

YV V.V V V V V

odbér materialu (pro histologii, imunofluorescenci, EM, molekularne -
geneticke studie,...)

pfiprava nativnich preparatu

fixace

pfiprava vlhkych natéru, roztlaku

pfiprava fezovych preparatu (polotenké fezy, ultratenké rezy)
barveni

imunologické a biochemické postupy

molekularni genetika, fylogeneticka analyza



Priklad standardnich parazitologickych postupu

1. flotace - izolace oocyst kryptosporidii z trusu
2. purifikace oocyst

3. experimentalni infekce hostitele nebo pfiprava materialu pro studie /n vitro

A. pro studie /n vivo = pitva a ziskani materialu z nakazeného zvirete
B. pro studie /n vifro = excystace oocyst a ziskani inf. sporozoitu pro dalSi postupy
P,

€2 )/ m I .

4. fixace a nasledovné zpracovani materialu




Cytologicky preparat




Zpracovani tkani - histologie

» odber
> fixace

» Krajeni
v tkané prosycené parafinem nebo pryskyfici
v zmrzlé tkané

> barveni



Odber
* Biopsie

v’ punkce (nabodnuti télni dutiny, kloubu, organu nebo
patologického utvaru za ucelem odber tekutiny)

v excize (vyfiznuti)

v kyretaz (vyskrab)

v’ predoperacni biopsie (odbér vzorku tkané tzv. bioptatu k
naslednemu morfologickému vysetreni)

“* Nekropsie

Postup:

1. oddéleni vzorku - velikost tkanového blocku max. 1 cm?
2. dukladné oplachnuti ve fyziologickém roztoku

3. vlozeni do fixacni tekutiny - ihned po odberu !!!

4. oznaceni vzorku



L)

L)

Fixace

rychla a Setrna denaturace bilkovin branici autolyze tkani

podminky fixace
v" rychlost - odbér, prunik, velikost vzorku (1 cm?, 1 mm?)
v’ zachovani struktury

v' barvitelnost
fixace fyzikalni

fixace chemicka



Fixacni tekutiny

X formaldehyd (4% formaldehyd, neutralni nebo pufrovany)
»* Bouinova (formaldehyd + k. pikrova)

» Zenkerova (dvojchroman draselny, sublimat, formaldehyd)
»* metacarn (formaldehyd, metanol, voda)

» Davidson (glycerol,formaldehyd,etanol, voda)

» AFA (ethanol, formaldehyd, kyselina octova ledova)

»» oxid osmicely, glutaraldehyd



YV VV YV V VY

Parafinové rezy

odvodneéeni vzestupnou etanolovou radou
projasneni xylenem

prosyceni parafinem

zaliti do parafinu
krajeni na mikrotomu (tloustka rezu 4-10 pm) A
rotacni nebo sankovy mikrotom
napinani a lepeni fezu na podlozni skla

o



Barveni parafinovych rezu HE

» odparafinovani — xylen |, xylen |, 100% etanol, 96%
etanol, 70% etanol, voda

» barveni hematoxylinem

» prani v tekouci vode do zfialoveni

» barveni eosinem

» oplach ve vode — odstraneni prebytecného barviva

» odvodneni vzestupnou etanolovou radou

» projasneni

» montovani do kanadskeho balzamu nebo pryskyfrice
Damara



Histologicke rezy

histologicky fez caeca
sarancete s gregarinami e ._
(hematoxylin-Bestav o @ e

ropuchy s kryptosporidiemi e

(hematoxylin-eosin) polotenky fez tkané s
gregarinami (toluidinova
modf)

karmin)



Imunoznaceni, pfimé znaceni a fluorescence

nepfimé (imuno)znaceni myozinu v trofozoitech

pfimé znaceni nukleov XCh k selln
gregarin pomoci D
akridinoveé oranze (C D)

primé znacCeni aktinu v trofozoitech gregarin pomoci FITC-faloidinu



Olympus CellR - motorizovany invertovany mikroskop se systémem rychlé fluorescence
pro sledovani procesu v zivych bunkach
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Postupy pro elektronovou mikroskopii

Transmisni elektronova Skenovaci elektronova
mikroskopie (TEM) mikroskopie (SEM)

» ocisteni preparatu

> fixace > fixace
> odvodnéni » odvodnéni
> zalévani > suseni

> lepeni preparatu na
terCik

> krajeni ultratenkych fezu

» kontrastovani ultratenkych
fezu

» prohlizeni v TEM

» pokoveni preparatu
» prohlizeni v SEM




Elektronova mikroskopie

Trofozoiti eugregarin
epicelularné prichyceni k
stfevnimu epitelu hostitele
(larvy Tenebrio molitor)

Kryptosporidie epicelularné
prichyceny k ZaludeCnimu
epitelu hostitele (exp. infekce
u Mastomys natalensis)




JFreeze fracture®
TEM analyza

tachyzoit 7. gondii invadujici hostitelskou buriku




DalSi dulezité diagnostické metody
v protistologi

Koprologické metody
» oocysty kokcidii, ciliata, atd.

1. Pfimy nater

2. Koncentracni metody:
» flotaCni metody
« sedimentace
« kvantitativni koncentracni metoda Mc Master

3. Kvantitativni metody
 pocitani v komurce (s definovanym naredénim dle potreby) — napr.
Cyrusova a Fuchs-Rosenthalova komurka
» flotace a sedimentace standardniho objemu (nepresné diky snizené

zachytnosti)

4. Barveni v koprologii



