Zaklady klinicke
parazitologie




Klasifikace parazitu
» Parazité jsou klinicky vyznamni zivocisi, ne vzdy
mikroskopicti
» Lze je Clenit dle umisténi v organismu, zoologickych kritérii
a dalsich vlastnosti
» Mezi endoparazity (vnitrni parazity) patti:
* Prvoci- Protozoa
» Hlistice- Nematoda
* Motolice- Trematoda
» Tasemnice- Cestoda

» Mezi ektoparazity patfi ruzni clenovci (vSi, zakozka
svrabova,...)




Jina klasifikace paraziti

» Take byva zvykem Clenit parazity podle organovych
soustav:
» stfevni (od lamblii po tasemnice)
* krevni (intra- a extraerytrocytarni)
* urogenitalni (napriklad bicenky)
* tkanovi (napriklad toxoplasma)
» Toto Cleneni ma vyznam i pro diagnostiku
» U tkanovych parazitt ma napfriklad logicky mnohem
vétsi vyznam nepfimy prukaz — pro pfimy prukaz
nelze nalézt vhodny vzorek, ktery by mel byt odebran




Strevni parazité
» Strevni parazité jsou nejbéznejsi
» Nékteri zpusobuji prujmova onemocneéni, jini spise
nespecifické problemy (dyspepsie, svedeni, unavu...)
» Mohou nalezet do kterékoli ze skupin endoparazitu
» Nejbéznejsi:
* Prvoci: améby (Entamoeba histolytica), biCikovci
(Giardia intestinalis = Lamblia)
* Hlistice: Roup, skrkavka a dalsi

* Motolice: napr. Fasciolopsis buski

- Tasemnice: hovézi a veprova tasemnice a spousta
jinych tasemnic




Giardia intestinalis

» Puvodci alimentarnich prujmovych nakaz- Clovék se
nakazi pozrenim cyst s vodou nebo potravinami

» Rozsireny po celém svete, nejvice v teplem
podnebném pasmu

trofozoit
cysta






Ameébove infekce

» Entamoeba histolytica (ménavka uplavicna)
se vyskytuje ve dvou formach:

* Forma minuta - mensi, neinvazivni tvorici cysty
* Forma magna — vetsi, invazivni
» Puvodce strfevnich i mimostfevnich infekci
v tropech Ci subtropech

» Tzv. cestovatelské prujmy, i mimostrevni infekce
(jaterni amebovy absces)




Dalsi améby- Acanthamoeba sp.

» Bézné se vyskytuje volné ve vodé a pudeé
» Puvodce amébové encefalitidy a keratitidy
(u nositelu kontaktnich Cocek)




Nematoda (hlistice)

» NecClankovane, protahle telo

» Gonochoristé

» Puvodci stfevnich nematododz:
Enterobius vermicularis
Ascaris lumbricoides




Enterobius vermicularis
(roup detsky)

» Drobna hlistice

» Zdrzuje se ve streve, Clovek se nakazi spolknutim
infekCnich vajicek

Samecek je 0 néco menSi nez samicka

Vajicka klade v perianalnich rasach

Vyskytuje se zejmena v detskych kolektivech

U malych déti Casto dochazi k autoinfekci
Priznaky: zazivaci potize, bolesti v brise,svedeni v
oblasti analniho otvoru, neklid
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.ﬁ. Embryonated eggs
ingested by human

':. j
EAFER-HEALTHIEMN: PESPFLE™

hitp-fhwww dpd cde govidpdx

Larvae hatch
in small infestine

Larvae inside the eggs Adults in lumen
mature within 4 0 6 hours, of cecum
‘&" infe Stage e Gra-.-id? migrates
ﬁ= Diagnostic Stage to perianal region

at night to lay eggs




S

—
e
LA

/

-"-';_i'r




Ascaris lumbricoides (Skrkavka
détska )
» Hlistice, dospélci ziji v tenkém strevé Clovéka

A= Infective Stage
A= Diagnostic Stage

Fertilized egg ﬁ Unfertilized eqg A
will not undergo
biclogical development.



Fertile egg (wet mount 400X)



Trematoda (motolice)

» Mohou zit v plicich, ledvinach, jatrech, v
mocovych cestach

» Dorzoventralne zplostelé telo, ovalné, listovité Ci
kopinaté

» Prochazi nékolika larvalnimi stadii, slozity ZC

BIODIDAC, © Houseman, Univ of Ottawa




Fasciolopsis buski (motolice strevni)
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Cestoda (tasemnice)

» Zplostele telo s hlavickou (scolex)
a s clanky (proglotidy), ktere se
smerem dozadu prodluzuji

a rozsiruji

» Proglotidy se zralymi vajiCky
se oddeluji a odchazeji ven z tela hostitele

» ZC pfes 1-2 mezihostitele a definitivhiho hostitele




Strevni cestodozy

» Taenia saginata (tasemnice bezbranna)
» Taenia solium (tasemnice dlouhocClenna)

> Mezihostitelé: hovezi dobytek a vepri

» Definitivnim hostitelem je Clovek (nakazi se syrovym
iInflkovanym masem)

» Bolesti bficha, prujmy nebo zacpa, nechutenstvi,
hubnuti, alergicka reakce
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penatrate intesiinal
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Caftle (7. sagimata) and pigs (T, solivm)
become infected by ingesting vegelation
contaminated by eggs or gravid proglottids

ﬂ= Infective Stage
ﬁ= Diagnostic Stage

Eggs or gravid progiottids in feces
and passed into envirgnmeant

raw or undercooked infected meat
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Clanek tasemnice bezbranné
(dlouhoélenna by méla méné vétvi)

Obrazky prevzaty z CD-ROM
,Parasite-Tutor” — Department of
Laboratory Medicine, University of
Washington, Seatle, WA

Taenia saginata gravid proglottid (stained)




Tkanovi parazité

» Nekteri parazité mohou zit primo uvnitr tela
* Nekteri prvoci, jako toxoplasma, tvori parazitarni
cysty
* Nekteré hlistice mohou byt pritomny ve tkanich, napr.
Toxocara canis Ci 1. cati

- Nekteré tasemnice (napr. tasemnice dlouhocClenna)
mohou ve tkani tvorit boubele

» Symptomatologie je ruznoroda

» U toxoplasmozy cysty jsou klinicky témer neme.
Cysticerky tasemnic mohou byt nebezpecné napr.
tlakem na dulezité organy.

» Diagnostika je obtiZzna, neni co odebrat na pfimy prukaz




Toxoplasma gondii

» Puvodce toxoplazmozy

» Prvok, ktery je prenasen koCkami, i kdyz se tvrdi, ze
chovatelé psu jsou ve vétsim riziku (protoze na srsti
donesou domu CasteCky kocCiCiho trusu)

» Vétsina infekci u imunokompetentnich osob je bez
p ‘Iz I’Z n a k lj Dense granule Golgi body

» Nebezpedi pro
téhotné zeny o

Mitochondrion

Ultrastructure of a Toxoplasma gondii tachyzoite
Expert Reviews in Molecular Medicine @2001 Cambridge University Press
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Definitive
Host
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e ¥ Stage

Cysts — —
Both ococysts and tissue cysts transform
into tachyzoites shortly after ingestion.
Tachyzoites localize in neural and
muscle tissue and develop into tissue
cyst bradyzoites, If a pregnant woman
becomes infected, tachyzoites can infect

webdb.dmsc.moph.go.th

Zivotni cyklus
toxoplasem



» Prenos na Cloveka:
* EXpozice oocystam
- Transplacentarné

*  Pozitim syroveho Ci nedostatecné tepelne upraveneho
masa
- Laboratorni infekce

> 90 % asymptomaticky prabéh, 10% kréni Ci Sijova
lymfadenopatie, nékdy celkové priznaky

» OCni forma Ci dalSi organoveé postizeni
(polyomyelitida, myokarditida, meningitida,
hepatitida)

» Kongenitalni infekce- potrat Ci tézke vyvojové vady




Toxocara canis, Toxocara cati

(skrkavka psi, koCiCi)

» Stfevni parazité psu a
koCek

» Clovék se nakazi
prilezitostne

(kontaminovanou potravou,
vodou)

» Dostavaji se do
nejriznéjSich organu )
(jater, srdce, plic, mozku,
svalu, oka..)




Trichinella spiralis (svalovec
stoCeny)
» Drobné hlistice, dospelci cizopasi v tenkém streve

obratlovcu i Clovéka

» Hlavnimi hostiteli jsou selmy, domaci a divoka
prasata

» SamicCky ve streve rodi zive larvy, které putuji do
kosterniho svalstva a vytvari zde cysty

» Dalsi hostitel se nakazi pozrenim masa

s encystovanymi larvami NS




A\ = Infective Stage
ﬁ; Diagnostic Stage
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Tkanové parazitézy subtropu a tropu

» Mezi dalSi vyznamnée parazitozy patri leishmaniozy
zpusobené bicikovci rodu Leishmania

» Vyskytuji se v celém tropickém a subtropickem
pasmu

» Prenasecem je drobny dvoukridly krev sajici hmyz
(koutule, flebotom) rodu Phlebotomus

» Existuje jich asi dvacet vyznamnych druhu, které se
deli jednak na leishmanie ,,Staréeho® a ,,Noveho*
sveéta, jednak na kozni, kozne-sliznicni a visceralni

» Mohou zpusobovat od znetvoreni kuze az po

nostizeni jater a sleziny, casto smrtelné







Urogenitalni paraziteé

» Mezi sexualné prenosnymi parazitarnimi
onemochénimi je jedina opravdu vyznamna
trichomonodza

- Diagnostika je zpravidla provedena zaroven
s bakteriologickou, protoze ze zaCatku nemusi byt puvod
jasny

7 u L aLB a4

nekteré motolice (schistosomy), tedy Trematoda
- Diagnostika je CasteCné mikrobiologicka, castecné
histologicka




Trichomonas vaginalis
(bicenka posevni)

» BiCikovec, ktery se prenasi témer b
vyhradné sexualng, i kdy? ’J i-
vyjimeéné je mozny i jiny zplsob e
prenosu

» Muze dojit k poskozeni délozniho Cipku Ci sterilité
» U muze je onemocneni zpravidla bezpriznakove

» VVzhledem k tomu, ze Iék volby u anaerobnich infekci
(metronidazol) zabira i na trichomonady, pocCet
trichomonoz v posledni dobé klesa




Schistosomy

Schistosoma haematobium (krevniCka mocCova)

» Kromeé toho jeste krevniCka strevni a krevniCka
jaterni zpusobuijici krvavé prujmy a jaterni
schistosomozy




Krevni paraziteé

» Mezi krevnimi parazity jsou samozrejme

7 u AL N 4

» Bicikovec Trypanosoma brucei zije v krevnim
recisti a zpusobuje spavou nemoc. Tamtéz prebyva
| Trypanosoma cruzi, zpusobujici Chagasovu
nemoc

» Symptomatologie: u vSech se objevuje horecka,
ostatni pfiznaky zalezi na puvodci




Trypanosoma

» Trypanosoma brucei —
spava hemoc,
prenasecem moucha
tse-tse

» Trypanosoma cruzi-
Chagasova nemoc,
prenaseci plostenci

Giemsa stain (1000X)

White blood cell

Trypomastigote

Giemsa stain (1000X)




Plasmodium vivax

» Je jeden ze Ctyf druht malarickych plasmodii
» Malarie je celosvetove jednou z tech uplné

AL AN 4

» PrenaseCem je komar rodu Anopheles
> Nejhorsi prubéh ma ,tropika“ neboli ,maligni
terciana®, pusobena F. falciparum

e A

P. vivax a P. ovale
» Kvartana, pusobena F. malariae, je vzacna
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Obrazek prevzat z CD-
. ROM ,Parasite-Tutor” —
- - Department of Laboratory

Anopheles mosquito (female) Washington Seatle, WA




Obrazky pfevzaty z CD-ROM ,Parasite-Tutor” —
Department of Laboratory Medicine, University
of Washington, Seatle, WA

A — Wuchereria bancrofti

B — Brugia malayi

C — Loa loa
D — Mansonella perstans

E — Mansonella ozardi
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Odbeér materialu

» Na strevni parazitozy se posila kusova stolice (viz
dale)

» Na trichomonozu se posila budto sklicko na barveni
Giemsou (samotné nebo spolecne se skliCkem na
barveni Gramem), nebo vytér v souprave C. A. T.
swab

» Na prukaz akantaméb se zasilaji pouzité kontaktni
COCky ve své tekutine, pripadne lze provest seskrab
rohovky

» U tkanovych parazitoz se posila serum
~ U ostatnich podle situace (mocC, obsah cysty...)




Odberu stolice pri vysetreni
na strevni parazity

» Posila-li se stolice na parazitologicke vysetreni (obvykle
kombinace metod Kato a Faust), je nutno — na rozdil od
bakteriologie — zaslat vzorek stolice velikosti liskoveho
orechu

» Nadobka, ve které je zasilan, nemusi byt vyjimecne
sterilni




Paraziti: diagnosticke metody obecne

» Dulezita je mikroskopie, bud’ nativni preparat nebo
barveni (Giemsovo barveni)

» Kultivace se pouziva zridka, prakticky jen u trichomonad
a akantameb

» Z jinych metod primého prukazu se prosazuje v posledni
dobe PCR

» Nepfimy prukaz se pouziva u tkanovych parazitéz,
zejmena toxoplasmaozy, larvalni toxokarozy a dalsich



Diagnostika strevnich parazitu

» Jako zaklad se pouzivaji metody, ktere predstavuji v
podstaté 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)




Na druhe
polovine skliCka
je jiz mezitim
pripravena
3 4  metoda dle Kato

Faustova
metoda

» Princip: Stolice se opa (:#)vané smicha s roztokem siranu
zinecnateho, centrifuguje a supernatant pouzije do
dalsiho kroku. Nakoneg se roztok doplini az po vrsek
zkumavky a prekryje kiycim sklickem. Paraziti ulpivaji
na krycim skliCku zespodu (viz obrazek). SkliCko se
prenese na podlozni sklo, kde je jiz Kato.




Grahamova metoda v diagnostice roupu

» Na analni otvor (a hlavné perianalni rasy) nalepena
specialni pruhledna lepici paska. Ta je pak odlepena a
nalepena na podlozni sklicko

» Pruhlednost pasky je zasadni, jinak dost dobre nelze
mikroskopovat

»Je jednodussi nez vysetreni stolice. Pouziva se vsak
casteji u deti




Diagnostika krevnich parazitu:
Tlusta a tenka kapka

» V diagnostice krevnich parazitu je dulezité provedeni
nateru metodami tzv. tenkého natéru a tluste kapky

» Pro obé metody se pouziva Cerstva, nesrazliva krev.
Tenky rozter se fixuje, tlusta kapka ne. Oboje se pak
barvi Giemsovym barvenim

Tenky
roztér




Tenky natér

s Tlusta kapka




Diagnostika trichomonad

» Trichomonady se v posledni dobe diagnostikuji
zejména kultivacne-mikroskopickym vysetrenim:
o odebere se vyter na tamponu zanoreném do média C. A. T.
- medium se necha kultivovat do druhého dne
- kapka media se mikroskopuje jako nativni preparat

» Tyto preparaty vsak nelze uchovat

» Proto v praktiku mame druhy mozny zpusob — natér
na skliCku barveny dle Giemsy
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Trichomonas - fluorescence




Dnesni mikroskopickeé ukoly

~ Ukol 2a, b, ¢ (Faust, Kato, Graham): bez imerze,
objektivy 4 , 10 , 40

> Ukol 4 (Trichomonas vaginalis, Giemsovo barveni):
imerzni olej, imerzni objektiv 100

> Ukol 5 (Plasmodium, tenky roztér, Giemsa): imerzni
olej, imerzni objektiv 100




Ukol 1- Odbéry na parazitologii

a) Odbery na strevni parazity

» Na strevni parazity pouzivame zpravidla nadobku,
ktera nemusi byt sterilni, protoze bakterialni
kontaminace vysledek neovlivni

» Na roupy existuje jina metoda: Grahamova metoda,
kde se nalepi paska na perianalni rasy a poté na
sklicko




b) Odbér na krevni parazity

» Na krevni parazity se doporucuje zasilat tenky
rozter a tlusta kapka

» Prohlednéete si videoklip a pokuste se popsat
pripravu tluste a tenké kapky.

Thin Blood Film Thick Blood Film



c) Nékteré dalsSi zpusoby odbéru

Po ¢em patrame Pouzity zpusob odbéru
toxoplasmoza sérum (na protilatky)
trichomonodza C. A. T., nebo natér-sklo

mocova schistosomodza histologické vysetreni

giardiaza 12nikova stava (stolice)

akantamébiaza pouzitée kontaktni Cocky




Ukol 2 - Mikroskopie stifevnich
parazitu

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

» Sklicko k Faustove koncentraCni metode bylo
premisteno pinzetou na jednu polovinu podlozniho
sklicka (pokud nebylo, opatrne ho tam premistete
z horni plochy zkumavky)

» (Na bocnim stole mate v kazdem pripadé na ukazku i
puvodni zkumavky s dalsimi skli¢ky)

> Na druhé polovine sklicka je jiz nachystan preparat dle




» Obe mikroskopujte spolecne, bez imerze,
objektivy 10x, 20x, 40%. To, co uvidite, je
obraz normalni stolice — skliCka jsou negativni

» Prohlednéte si take sklicko s lepici paskou —
vySetfeni roupu Grahamovou metodou

» Tato sklicka jsou pozitivni, obsahuji vajicka
roupu




Ukol 3a — demonstrace lihovych
preparatu

» Prohlédnéte si na bocnim stole nasSe tasemnice,
skrkavky a roupy, nalozene v lihu

» Nakreslete dva z nich do protokolu

Ukol 3b — demonstrace nékterych
parazitu a jejich zivotnich cyklu

» Prohlédnéte si obrazky Zivotnich cyklu parazitd na
pracovnich stolech a doplinte popisky




Ukol 3: Morfologie vajicek stievnich parazitt

Alespon tyto tvary byste meli znat ke zkousce

Roup

~ Tenkohlavec
Enterobius

Trichuris

Skrkavka Tasemnice

Ascaris Taenia




Ukol 4 - Prohlédnéte si mikroskopické
preparaty trichomonad

» Mikroskopujte s imerzi (objektiv 100 , imerzni olej)

» V nekterych preparatech mohou byt krome
trichomonad i kvasinky

» Pravdépodobné uvidite leukocyty a trichomonady,
pripadné také bakterie, epitelie atd.







Ukol 5 - Diagnostika malarie

a) Prohlednete si preparat

» Preparaty malarie jsou velmi vzacné. Prosime,
vubec se nedotykejte mikroskopu, kromé jemného
doladeni mikrosroubu na sve oci. Uvidite
erytrocyty a mladeé trofozoity Plasmodium
falciparum




b) Erytrocytarni stadia vyvoje parazita

1 20
(Z4zeno na lidska | f — rophozoito

krevni stadia, tj. ne |
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Ukol 6 — diagnostika Toxoplasma
gondii serologickymi testy

» Jak jiz bylo fe€eno, u tkanovych parazitu se Casto
pouziva nepfimy prukaz

~ Cast 6a) je KFR — boéni stal. Prvni dulek je test
antikomplementarity séra, ve druhém redeni 1 : 5, dale
geometrickou radou (1: 10, 1:20,1:40,1:80 atd.)

» Pozitivni je nepritomnost hemolyzy, negativni je
hemolyza

~ Cast 6b) je ELISA — zpUisob vypoétu: co je vy3si nez
(C1+ D1) : 2, je pozitivni. A1 je blank, B1 negativni, E1

pozitivni kontrola




Ukol 6: Popis pacientt

» P: zdrava tehotna zena, doma kocCky
» Q: jina tehotna zena, bez koCek
» R: mlada dama toulajici se v lesich; bez kocCek, zato

vSak v kontaktu s prostredim kontaminovanym trusem
divokych zvirat

» S: senior, pracujici v zahrade, po ktere se prochazeji
koCky




Ukol 6 - vysledky




Ukol 7 Poznavame ektoparazity
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Bed bug Louse Itchmite Flea Crab louse Tick
Cimex Pediculus Sarcoptes Pulex Phthirus Ixodes
Sténice Ves hlav. Zakozka Blecha Ve$ munka Klisté




Ukol 8, nepovinny

> Jde o preparat ze stolice mladého muze s dobrodruznymi
sklony, ktery cestoval po Indii a pil vodu z Gangy. Pomoci
metod Faust a Kato byly nalezeny podezrelé utvary, po
barveni Gomoriho trichromem urCené jako Entamoeba
histolytica/dispar (mikroskopicky nelze rozliSit). U tohoto
pacienta byla diagnostika provadéna i v NRL pro strevni
parazity v Praze a pomoci PCR urcCeno, ze jde o E.
histolytica

> Na rozdil od Entamoeba coli ma E. histolytica maximalnée
ctyri jadra. Vetsinou se ale objevuji a mizi pri proostrovani, tj.
nejsou viditelna najednou.




PREHLED ENDOPARAZITU

» Prvoci — Protozoa

* Bicikovct - Trypanosomy (1. bruces, . cruzs)
- Letshmanie (L. major, L. brazgiliensis,
L. chagasi,. . .)
- Giardia intestinalis
- Trichomonas vaginalis
* Améboidni prvoct - Entamoeba histolytica
- Acanthamoeba spp.

* Sporozoa - Toxoplasma gondii

- Plasmodia




» Motolice- Trematoda

* Schistosomy- krevnicky
* Motolice plicni a jaterni (Fasciola hepatica)
* Motolice strevni (Fasczolopsis buski)

» Tasemnice- Cestoda

* Pavodct strevnich cestod6z - Taenia saginata
- Taenia solinm
* Pavodct tkanovych cestodoz -Taenia solium
- Echinococcus granulosus

(méchozil zhoubny)




» Hlistice- Nematoda

* Pavodci stfevnich nematodoz
- Enterobius vermicularis (roup détsky)
- Ascaris lumbricoides (Skrkavka détska)
- Trichuris trichiura (tenkohlavec lidsky)
* Pavodci tkanovych nematodéz
- Toxocara canis, Toxocara cat:
- Trichinella spiralis (svalovec stoceny)
* Filarie

- Loa loa (vlasovec ocni)




