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Abstrakt
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Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Studentka: Klara Slaninova

Skolitel: PharmDr. Ivan Voktal, Ph.D.

Nézev bakalatské prace: ~ Soucasné moznosti diagnostiky parazitarnich onemocnéni

u ¢loveéka

Spravna diagnostika parazitarniho onemocnéni je velice dilezitd pro néslednou
pé¢i o pacienta a zejména pro spravnou volbu léciva. Jsou oblasti, zejména
v rozvojovych zemich, kde jsou parazitdirni onemocnéni zcela béznd. Naopak
v civilizovanych zemich, mezi které se fadi i Ceskd republika, jsou parazitarni
onemocnéni Clovéka v souCasnosti spiSe raritou. Objevuji se vSak ndkazy vlivem

roz$ifeného cestovniho ruchu.

Metody pouzivané k prikazu paraziti z biologického materidlu jsou razné.
Mikroskopie a makroskopie jsou nejzékladnéj$i uZivané metody a také jedny
z nejstarSich. S vyvojem imunologie se zacaly pouZivat sérologické metody. Dokonce 1

metody na molekularni irovni se zatadily k metodam uzivanym k prokazovani paraziti.

V laboratorni praxi se vétSinou nepouziva pouze jeden druh metody, spiSe
dochazi ke kombinaci né€kolika metod uzivanych k priikkazu parazita. Kombinace metod
zajiStuje pfesné urCeni druhu parazita, ale také se zmensSuje riziko faleSné negativity
nebo falesné pozitivity vysledkti. Cilem této bakalatfské prace je tedy popsat metody,

které se zabyvaji prikazem parazita jako patogena v biologickém materidlu.



Abstract

Charles University
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Student: Klara Slaninova

Supervisor: PharmDr. Ivan Vokial, Ph.D.

Title of bachelor thesis: Current diagnostic approaches of parasitic diseases in human

Right diagnosis of parasitic diseases is very important for subsequent patient care
and in particular for the proper choice of drug. There are areas, especially in developing
countries, where parasitic diseases are common. On the other hand, in civilized
countries, among which we include the Czech Republic, parasitic diseases in humans

are currently rare. However, infections appear thanks to widespread tourism.

Methods used for the detection of parasites in the biological material are various.
Microscopy and macroscopy are the most used methods and also one of the oldest.
Thanks to the development in the field of immunology serological methods started to be
used. Even molecular biology methods are ranked to the methods used for parasites

diagnosis.

In the laboratory practice combination of several methods is preferred instead of
single method to diagnose parasites. The combination of methods not only ensures
accurate determination of parasite species but also reduces the risk of false negative or
false positive results. The aim of this bachelor thesis is to describe methods used for

diagnosis of parasite as a pathogen in the biological material.
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ZKkratky

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome
C.A.T. Transportni ptida: soustava Candida a Trichomonas
cDNA Komplementarni deoxyribonukleova kyselina
DNA Deoxyribonukleova kyselina

dATP Deoxyriboadenosintrifostat

dCTP Deoxyribocytidintrifostat

dGTP Deoxyriboguanosintrifosfat

dTTP Deoxyribothyminosintrifosfat

EIA Enzyme Immunoassay

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

Ig Imunoglobulin

IgA Imunoglobulin tfidy A

IgE Imunoglobulin tfidy E

IgG Imunoglobulin tfidy G

IgM Imunoglobulin tfidy M

[HA Indirect hemagglutination

HIV Human Immunodeficiency Virus

KFR Komplement fixacni reakce

PCR Polymerazova fetézova reakce

mRNA Mediatorova ribonukleova kyselina
RNA Ribonukleova kyselina

uv Ultrafialové zatreni

WHO Svétova zdravotnicka organizace



1. Uvod

Spravna diagnostika parazitarniho onemocnéni je velice dilezitd pro néslednou
péCi o pacienta a zejména pro spravnou volbu IéCiva. Jsou oblasti, zejména
v rozvojovych zemich, kde jsou parazitirni onemocnéni zcela bézna. Naopak
v civilizovanych zemich, mezi které se fadi i Ceskd republika, jsou parazitarni
onemocnéni Clovéka v soucasnosti spiSe raritou. Objevuji se vSak ndkazy vlivem

roz$ifeného cestovniho ruchu.

Tato prace si klade za cil pfedstavit zakladni metody vySetfovani biologickych
materidli na pfitomnost parazitdrnich onemocnéni. Metody k ureni parazitdrnich
onemocnéni u c¢lovéka se béhem let vyvijely, postupné¢ se zdokonalovaly,
zjednodusovaly, ale také vznikaly metody zcela nové. Mikroskopie a makroskopie jsou
nejzakladnéj$i uzivané metody a také jedny z nejstarSich. S vyvojem imunologie se
zacaly pouZzivat sérologické metody. V soucasné dobé se do popiedi dostavaji metody
molekularni biologie a také automatizace téchto metod. I ptesto vSak mikroskopické

metody zlstavaji nedilnou soucésti diagnostiky parazitdrnich onemocnéni u clovéka.



2. Zakladni pojmy

Parazitologie je véda, zabyvajici se parazitarnimi organismy, vztahy mezi

hostitelem a parazitem a nemocemi zpusobenymi parazity (Votava et al., 2003).

Vztah, pfi kterém jeden organismus (parazit) Zije na tkor druhého organismu
(hostitel), se nazyva parazitismus. Timto souzitim je vice ¢i mén¢ hostitel poskozovan.
Nekteti paraziti maji slozité zivotni cykly, béhem kterych stfidaji zdroje potravy

(hostitele) a také se nechavaji transportovat prenaseci (Votava et al., 2003).

Organismus, ktery vyuzivda ke svému Zivotu jiny organismus je parazit
(cizopasnik). Za parazity se predevsim povazuji jednobunécni prvoci, mnohobunécni
helminti a ¢lenovci. Dale se dé€li podle lokalizace na vné&jsi (ektoparazité), mezi které
fadime aZ na vyjimky ¢lenovce, a na vnitini (endoparazité), do této skupiny patii prvoci

(protozoa) a helminti (Votava et al., 2003).

Hostitel je organismus, v némz probihd vyvoj parazitii. Tento vyvoj miize byt jak
pohlavni, tak nepohlavni. Hostitelem mtize byt kazdy zivy organismus. V hostiteli

dosahuje parazit pohlavni zralosti a reprodukce (Votava et al., 2003).

Zivo¢ich, ve kterém probéhne jen &ast vyvoje parazita, ale nedojde k pohlavni
zralosti, se nazyva mezihostitel. V tomto organismu se vétSinou vyvijeji invazivni
stadia, vyvolavajici po proniknuti do hostitele infekci. Mezihostitele aktivné piendsejici
vyvojova stadia parazitd, napf. pfi sani krve, nazyvame vektory (pienaSece)

(Votava et al., 2003).

Paratenicky hostitel (transportni hostitel) je zivocCich, ve kterém zadny vyvoj
parazit neprodélava. V tomto hostiteli se kumuluji infek¢ni stadia, piezivajici 1 delsi

dobu, aniz by ztratila schopnost vyvolat novou ndkazu (Votava et al., 2003).

Napadeni  makroorganismu prvoky se oznacuje infekce, v ptipadé

mnohobunéénych parazith se Castéji pouziva infestace (Votava et al., 2003).

Obor, zabyvajici se infekcemi c¢lovéka, které vyvolavaji Zivocisné organismy
(prvoci, helminti a clenovci), je lékaiska parazitologie. Ta byva soucasti lékarské
mikrobiologie, jelikoz nékteré formy paraziti nebo stadia jsou pozorovatelna pouze

mikroskopem a k jejich diagnostice se pouzivaji podobné metody (Votava 2003).

10



Lékarska parazitologie se d€li do tii oborl a to na lékarskou protozoologii, studujici
medicinsky vyznamné prvoky, lékarskou helmintologii, kterd se zabyva studiem
parazitickych helmintl a na [lékarskou entomologii, ta studuje lékaisky vyznamné

¢lenovce (Jilek et al., 1996).

Patogenita parazita je dana vlivem samotného parazita, ale 1 reakci hostitelského
organismu na jeho ptitomnost. VEétSinou plati, ze parazité s dlouhodobou historii souziti
s ¢lovékem jsou méné patogenni. Prvoci a helminti patii do skupiny parazitii télnich
tkani nebo dutin. Clenovci jsou vétSinou parazité tdlnich povrchii. Onemocnéni
vyvoland parazity mohou byt pouze mezi zvifaty (cyklus zvite-zvite, eventudlné zvite-
prenase¢-zvire) nebo pouze mezi lidmi (cyklus clovek-Clovek, eventualné clovek-
prenasec¢-Clovek), ale mohou prechéazet i ze zvifete na ¢loveéka (cyklus zvire-Clovek,
eventualné zvife-ptenaSec-¢loveék). Na doporuceni Svétové zdravotnické organizace
(WHO) l¢katska parazitologie oznacuje vSechna onemocnéni, kterd jsou prenesena ze

zvitat na ¢lovéka jako zoonozy (Bednar et al., 1996).

Z jednéch nejcastéji celosvétové rozsifenych nemoci jsou u cloveéka prave
onemocnéni vyvoland parazity. V tropickych oblastech jsou jimi ohrozeny celé
populace obyvatel, proto jim velkou pozornost vénuje i1 Svétova zdravotnickd
organizace (WHO). Mezi nejvyznamnéjSi parazitickd onemocnéni patii: filaridza,
leishmani6za, maldrie, schistosomoza a trypanosoméza. S velkym rozvojem cestovniho
ruchu se u cestovateli miizeme setkat s t€émito ndkazami i u nés. V nasich klimatickych
podminkach se nejcastéji objevuji stievni parazitarni nakazy (Votava et al., 2003).
Parazitarni onemocnéni miZeme rozdélit na kosmopolitné rozsifend, omezend na urcity
typ klimatu nebo urcity typ socialniho prostiedi ¢lovéka (Groven hygieny, typ potravy,
chov domacich zvifat apod.). Oportunni parazité jsou takovi, ktefi bézné¢ clovéka
nenapadaji, ale mohou byt parazity u lidi za urcitych okolnosti, napf. u stavu imunitni

nedostatecnosti pii infekei virem HIV, ktery zpisobuje AIDS (Bednar et al., 1996).

Nejcast€jsi vstupni branou infekce parazity je zazivaci trakt, kdy se ¢lovék nakazi
stadii nékterych paraziti. Tyto ndkazy velmi souviseji s hygienickou trovni lidské
spolecnosti a dostupnosti €isté vody. Dal§im zdrojem infekce parazity je potrava, kterd
obsahuje vyvojova stadia parazitl, nadkazy Casto odrdzeji kulindiské zvyky urcitych
etnickych skupin. Dalsi skupina parazitii pronika do lidského téla piimo pokozkou. Jini

parazité jsou prenasSeni na ¢lov€ka hmyzimi pfenaSeci. Infek¢ni stadia téchto paraziti
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jsou obsazena ve vykalech pfenasece nebo v jeho sacim tstroji. Prevence parazitarnich
nakaz vychazi predev§im ze znalosti geografického rozsifeni parazitt, jejich biologie i
znalosti biologie jejich pfenasect. Dilezitym aspektem je také vlastni preventivni

opatfeni, ale 1 obecna opatieni socialniho charakteru (Bednar et al., 1996).
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3. Rozdéleni piivodcii parazitarnich onemocnéni

Lékatska parazitologie se zabyva studiem jednobunécnych organisml v ramci
systému protozoi a mnohobunéénych zivocichi, které reprezentuji helminti a ¢lenovci

(Jilek et al., 1995).

3.1. Protozoa

Protozoa neboli prvoci jsou jednobunécné heterotrofni eukaryotické organismy.
Obsahuji organely, které jsou typické pro eukaryonty. Mezi né patii cytoplazmaticka
membrana, jadro s jadérkem, mitochondrie, ribozomy, Golgiho aparat, endoplazmatické
retikulum, systém potravnich a travicich vakuol (fagozémy, lysozémy). Nékteré maji
chloroplast a mohou mit i specifické organely (napft. kinetoplast u bi¢ikatych, dvé jadra
u obrvenych, hydrogenosom u trichomonad) a struktury, které souviseji s parazitickym
zpuisobem zivota (napf. pfisavka lamblii). Prvoci nemaji buné¢nou sténu, pouze nekteré
skupiny (napft. ndlevnici) obsahuji vnéjsi obal petikulu, ktera je slozené z glykoproteinti
nebo polysacharidli (Bednért et al., 1996; Jilek et al., 1995; Votava et al., 2003; Votava
et al., 2010).

Typické pro protozoa je aktivni pohyb, k ¢emuZ jim napomahaji organely pohybu,
bi¢iky a brvy. Ménavkovity pohyb pomoci panozek se nachdzi u améb a nékterych
bicikovci, ktefi vyuzivaji tento systém i k ziskavani potravy (Bednaf et al., 1996; Jilek

et al., 1995; Votava et al., 2003; Votava et al., 2010).

U prvokll se setkdvame jak s rozmnoZovanim pohlavnim, tak nepohlavnim.
Nepohlavni rozmnoZovani reprezentuje binarni déleni, vétSinou podélné. Pro nalevniky
je charakteristické pficné d€leni nebo puceni. Merogonie neboli mnohondsobné déleni
je typické pro vytrusovce. Se sexualni reprodukci se setkdvame méné Casto. Nachazi se

napiiklad u nékterych bi¢ikovci a nalevnika.

Mnoho prvoki vytvari vysoce odolné, silnosténné klidové formy nazyvané cysty.
Oocysta je cysta vznikld na zakladé zygoty. Aktivni formy prvokl se oznacuji jako
trofozoit. U riznych rodl a druhti prvokl se setkavame 1 s dalSimi pojmy, popisujici
jednotliva stadia (napf. sporozoit, merozoit, tachyzoit). Velikost prvoku, ktefi napadaji

Cloveka, se pohybuje v rozmezi od necelych 2um (spory mikrosporidii) do vice nez
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100pum (Balantidium coli) (Bednar et al., 1996; Jilek et al., 1995; Votava et al., 2003;
Votava et al., 2010).

V dnesni dobé vime, Ze protozoa parazituji u ¢loveéka ve sttevnim traktu (Giaidia
lamblia, Entamoeba histolytica, Balantidium coli), v urogenitalnim traktu (7richomonas
vaginalis), v centralnim nervovém systému (7oxoplasma gondii, voln¢ zijici ménavky),
v krevnim a lymfatickém systému (trypanosomy, leishmanie, plasmodia, babesie) a
v tkdnich raznych organt (Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi) (Bednaf et al.,

1996; Jilek et al., 1995; Votava et al., 2003; Votava et al., 2010).

3.2. Helminti

Mezi dvé hlavni skupiny helmintii, které vyvoldvaji onemocnéni cloveka
nazyvané helmintdzy, patii kmeny ploSténci (Platyhelminthes) a hlistice (Nematoda).
Plosténci zahrnuji dvé vyznamné tfidy: motolice (Trematoda) a tasemnice (Cestoda).
Ob¢ tfidy maji na prifezu zplostélé télo, u tasemnic je navic télo jest¢ ¢lankované.
Kmen hlistic se vyznacuje vélcovitym neclankovanym télem. Spole€nym rysem
helmintd je bilaterdlné soumérné télo a riizn€ uzavieny kozné svalovy vak. Dospéli
helminti jsou soucasti skupiny endoparazitli, kteti cizopasi vétSinou ve streve, jatrech,
plicich, v krevnim nebo lymfatickém fecisti. Jejich vyvojova stddia navic velmi Casto
migruji v riznych castech téla, nez dosdhnou své definitivni lokalizace. Z tohoto
ditvodu casto vyvolavaji velmi zdvazna onemocnéni hostitell, ale také mezihostiteld.
Mohou poskozovat mechanicky nebo toxickymi zplodinami. Mechanicky poSkozuji
tkan¢ svych hostiteld ¢innosti hackl, prisavek, tlakem na okolni tkané, sniZovanim
prichodnosti stfev a dal§i. Déle poskozuji hostitele produkty svého metabolismu,
toxicky plisobici na nervovou soustavu a krevni systém, kde mohou zplisobovat anémii.
Helminti také pfipravuji hostitele o Ziviny a vitaminy. Pokud Ziji v zaZivacim traktu,
zpusobuji poruchy pfijmu potravy. Pfitomnost dospélych helmint, ale i jejich
vyvojovych stadii vyvolava tadu reakci imunitniho systému jak na bunécné, tak na
tkanové a humoralni Grovni. Helmintdzy probihaji vétSinou chronicky, onemocnéni jsou
vlekla a dlouhotrvajici. Typické pro né byvaji imunopatologické zmeény, zejména

vysoké eozinofilie a zvySena hladina IgE (Votava et al., 2003; Votava et al., 2010).
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3.3. Clenovci

Nazev je odvozen od &lankovaného téla. Clanky se sdruzuji na tfi hlavni ¢asti a to
na hlavu, hrud’ a zadecek. Dalsim znakem jsou ¢lankované koncetiny. T¢lo ¢lenovct je
tvoteno vnéjsi kostrou, jejiz hlavni slozkou je chitin. Tato kostra chrani mékké casti téla
a upind se na ni svalstvo. Maji dobfe vyvinutou travici soustavu, ktera je trubicovita,
otevienou ob&hovou soustavu s bezbarvou krevni tekutinou hemolymfou a zebtickovou
nervovou soustavu. Clenovci dychaji celym povrchem téla, Zabrami nebo trachejemi.
U vétsiny ¢lenovet jako vylu¢ovaci organ funguji metanefridie, ale u nékterych skupin
jsou to i malpigické trubice. Vyvoj probiha od vajicka ptes larvu a pripadna dalsi stadia
(nymfu, kuklu apod.) kdospélci. VétSina paraziticky Zijicich c¢lenovell jsou
ektoparazité, mensi Cast zaujimaji endoparazité. Ektoparazitismus je spojen
s hematofagii (sani krve). Rozdéleni hematofagti je na obligatni a fakultativni. Obligatni
hematofagové vyuzivaji alespon v jednom ze svych vyvojovych stadii krev jako vyluéni
zdroj potravy. Tito ¢lenovci maji bodavé a saci Ustroji a krev ziskdvaji aktivné sanim.

Krev jako doplitkkovy zdroj potravy je typicky pro fakultativni hematofagy a ziskavaji ji

pasivné. Clovéka mohou neptiznivé ovliviiovat né€kolika zplsoby:

1. pfimi cizopasnici (zdkoZka svrabova)
prenaseci nakaz (predevSim hematofagni ¢lenovci)
ptvodeci intoxikaci (bodavy a savy hmyz)

pluvodci alergii (roztoci)

woe wbN

obtiZzni a hygienicky zavadni (zneciStovani prostredi) (Svabi)

(Jilek et al., 1995; Votava et al., 2003; Votava et al., 2010).

Clenovci vyluduji slinami p¥i bodani, §tipani a sani antikoagula¢ni latky, které
zpusobuji alergické stavy a intoxikace. Také jsou tyto latky dilezité pii prenosu
infek¢niho agens. Pfenos ndkazy miiZze byt mechanicky nebo biologicky. Mechanicky
zpusob je pasivni, kdy plivodce onemocnéni prezivd na povrchu téla nebo v travicim
traktu pienaseCe a neni tieba, aby se v ném mnozil a vyvijel. Aktivni nékazou je
biologicky zplisob pfenosu, infek¢ni agens se v pfenasec¢i pomnozi nebo prodela urcity
vyvojovy cyklus, nez je ptenesen na dalSiho hostitele (Jilek et al., 1995; Votava et al.,

2003; Votava et al., 2010).
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4. Diagnostika parazitoz

4.1.Piimy prikaz

Morfologicky pritkaz je hlavni parazitologickou diagnostickou metodou v prikazu
parazita v urcitém klinickém materidlu. Tato metoda se déli na makroskopii a
mikroskopii. Piikladem makroskopického prukazu jsou ¢lanky (proglotidy) nalézané u
napadenych jedincii ve stolici. V parazitologii se vSak vétSinou pouziva mikroskopicky
prikaz, u kterého se pfipravuje nativni preparat z izolovaného materidlu nebo tkané.
Dalsi metodou piimého priikkazu parazita v klinickém materialu jsou komercni soustavy
na urceni parazitarnich antigent. Tyto soustavy se také oznacuji jako ELISA kity a jsou
zalozené na detekci proteint a peptidd, které obsahuji jednotlivi parazité, jako naptiklad
Plasmodium, Entamoeba, Giardia, Cryptosporodium. V posledni dob¢ se pak uplatiiuje
také technika polymerazové fetézcové reakce (PCR, Polymerase Chain Reaction). Jedna
se o molekularn¢ biologickou metodou, ktera se vyuziva k prikazu pfitomnosti
konkrétniho tseku nukleové kyseliny. Déle se vyuziva kultivace (7Trichonomas
vaginallis, kultivatni média doplnéna o kofiské nebo berani inaktivované sérum)
(Pazdziora, 2011), histologicka vySetfeni, zobrazovaci metody (tomografie, rentgen,
nukledrni magnetickd rezonance, ultrasonografie) (Melter et al., 2014; Votava et al.,
2010), zvySeny pocet eosinofilli (cytotoxickd reakce na imunitni odpovéd’ vyvolana
alergeny nebo parazitarni infekci), ELISA (kvantitativni stanoveni rGznych antigeni),

pokus na zvifeti se provadi jen vyjimecné (Votava et al., 2010).
4.2 Neptimy prikaz

Pti téchto prikazech se pouze stanovuji protilatky. Nepiimé prikazy se pouzivaji
k diagnostice protozo6z a helmintéz. U nas se hlavné jednd o sérologické vySetieni
toxoplazmozy. Dale se pouziva u exotickych nédkaz. Priikaz protilatek vSak piindsi
problém s rozliSenim stadia infekce, tedy zda se jednd o ndkazu akutni, chronickou,

nebo zda onemocnéni jiz zcela odeznélo (Votava et al., 2010).

Prehled pfimych 1 nepfimych vySetfovacich metod pro vSechny tfi hlavni skupiny

parazitl je uveden v tabulce 1.
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Tab. 1: Prehled nejcastéjSich vysetfovacich metod

Prvoci Helminti Clenovci
mikroskopie mikroskopie mikroskopie
tlusta kapka tlusta kapka makroskopie
tenky roztér dle Giemsy nativni preparat  tenky roztér dle Giemsy nativni preparat kozni testy
nativni preparat C.A.T. makroskopie

barveni dle Gomoriho identifikace ¢ervt ve tkani

barveni dle Milacka histologie

barveni dle Ziehla-Neelsena tlusty natér dle Kato

mikrobialni obraz posevni Faustova flota¢ni metoda

histologie Grahamova metoda

tlusty natér dle Kato zobrazovaci metody

Faustova flotacni metoda sérologie

PCR ELISA

stanoveni protilatek IHA

ELISA

kultivace

KFR

C.A.T. — Transportni ptida: soustava Candida a Trichomonas, PCR — Polymerazova feté¢zova reakce, IHA
— Indirect hemagglutination, ELISA — Enzeme-linked immunosorbent assay, KFR — Komplement fixa¢ni
reakce Prevzato z: Alberts et al. (2005), upraveno

4.3.0dbér klinického materialu

K priikkazu parazitarni infekce jednotlivymi metodami se pouzivaji rizné druhy
klinického materidlu. DileZité je zachovat podminky odbéru, zvoleni spravné odbérové
soupravy, mnozstvi odbérového materidlu, maximalni skladovaci délku, teplotu pfi
transportu. Prehled klinického materidlu, zpisobu odbéru a onemocnéni je uvedeno

v tabulce 2.
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Tab. 2: Prehled klinického materialu odebiraného k parazitologickym vySetfenim

Material

Odbér

Infekéni agens, onemocnéni

stolice

perianalni otisky

sputum

vaginalni sekret,

uretralni sekret

duodenalni §t’ava

likvor

biopticky material

parazitologicky
suspektni utvary

krev

sérum

stolice velikosti liskového az vlasského
ofechu, zpravidla tfi vzorky odebrané tfi
dny po sobé nebo obden, plastova
nadobka uchovavat
v chladni¢ce max. 2 dny

s lopatickou,

odbér rano pred defekaci a umytim,
pruhledna lepici paska na podloznim
skle, uchovavat pfi pokojové teploté

sterilni plastikova zkumavka — posledni
porce moce, odbér mezi 12.-15. hodinou,
sediment

Sirokohrdla uzaviratelna zkumavka, ne
sliny

stér ze zadni klenby poSevni, natér na
podlozni sklo, naoc¢kovani transportniho
média

2-5 ml do sterilni uzaviratelné
zkumavky, transport pii 37 °C, nejlépe

ihned vysetfit

1-2 ml likvoru asepticky do sterilni
uzaviratelné zkumavky, nejlépe ihned
vySetfit

punktaty (jaterni absces, slezina tkanovy
mok, lymfatické uzliny), seskraby (klze,

sliznice),
lymfatické

sttevni a délozni
(kuze,

uzliny), pitevni material

rohovka,

excize svalovina,

ruzna stadia parazitQ a jejich Casti

tlusta kapka: kapka krve z biiska prstu,
tenky roztér: kapka krve z biiska prstu,
nativni preparat

4-10 ml vendézni krve do sterilnich
zkumavek, sérum se separuje, mize byt
uchovavano mrazenim, postou se zasila

JiZ separované sérum

askaridddza, taenidza,
schistosomoza, ankyltostomoza,
strongyloidoza, a dalsi.

enterobidza, taeni6za

schistosomoza, trichomonodza

askaridoza, echinokokoza,
paragonimoza, strongyloidoza

trichomonodza

giardioza, ankylostomoéza,
fasciol6za, strongyloidoza

neglerioza, toxoplazmoza,
trypanosomy

leishmaniozy, trichineldzy,
filariozy

¢lanky  tasemnice, dospéli

helminti, clenovci

malarie, trypanosomy, babesie,
leishmanie, mikrofilarie

toxoplazmoza, toxokaro6za,
extraintestinalni améboza

Prevzato z: Votava et al. (2010)
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5. Mikroskopické metody

Mezi mikroskopické metody fadime nativni preparat, krevni roztéry, flotacni a
sedimentaéni metody a barevné preparaty (Melter et al., 2014). Rada preparatd
v mikroskopickych metodach musi byt pied vlastnim vySetfenim fixovana (Jirovec,

1954).

5.1.Fixovani biologického materidlu

U néekterych mikroskopickych metod neni vhodné diagnostikovat parazita z
nativniho preparatu (viz nize) a je tieba provést fixaci. Ta se pouziva u tenkého roztéru,
vlhkého roztéru a barveni. Fixace znamend parazita usmrtit a potom obarvit. Pouzivaji
se rizné fixacni roztoky, které zachovévaji piivodni tvar parazitii a barvitelnost (Jirovec,

1954).

5.2. Pouzivané fixac¢ni roztoky v parazitologii

Formalin fixuje velké objekty v celku, proto se pouziva 1 ke konzervaci.
Biologicky material v ném muze zlstat dlouho. Formalin dobfe fixuje tuk ve tkanich

(Jirovec, 1954).

Ethanol se pouzivd nejcastéji k fixovani helminti a c¢lenovel. Pouzivana
koncentrace ethanolu je 70-96%. Silny ethanol v tkénich velice dobte fixuje glykogen

(Jirovec, 1954).

Methanol ma vyuziti k fixovani krevnich roztérti naptiklad k diagnostice

malarie (Jirovec, 1954).

Sublimat-alkohol podle Schaudinna, tato fixa¢ni tekutina se sklada z vodného

sublimatu (chlorid rtutnaty) a alkoholu. Je mozné ptidat i kyselinu octovou a zahtat tuto
smés na 60°C. Omyva se 70% alkoholem, do kterého se ptidavaji kapky jodové tinktury
k odstranéni sublimatové sraZeniny. Zbyly jod se vymyva roztokem sirnatanu sodného.

Tato fixacni tekutina se piedevs$im pouziva k fixovani vlhkych roztéra (Jirovec, 1954).

Sublimat (chlorid rtutnaty) jsou bilé krystalky velmi dobte rozpustné ve vod¢ a

alkoholu. Jedna se o jedovatou fixaéni latku. Pouziva se ve smésich s kyselinou octovou

nebo alkoholem. Dobfe fixuje jadro a zachovava barvitelnost tkani (Maratova, 2016).
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Zenkerova tekutina je smés dvojchromanu draselného, siranu sodného,
sublimatu (chlorid rtutnaty) a destilované vody. Pied pouzitim se pifidava kyselina
octovd nebo formalin. Biologicky materidl se fixuje asi Sest hodin a pak dochazi
k vymyvani vodou. Potom se preparat ponotuje do alkoholové fady, ktera zacina 60%
alkoholem. Sublimatové srazeniny se odstraiuji jodovou tinkturou, ktera je ptidana do

70% alkoholu. Velmi dobfe se s ni fixuji jadra a zachovava barvitelnost (Jirovec, 1954).

Bouinova tekutina se skldda z destilované vody, kyseliny pikrové, formalinu a

kyseliny octové. Vymyva se opct 70% alkoholem (Jirovec, 1954).

Flemingova tekutina fixuje vyborné¢ plazmu buné¢k, tuky se barvi Cerné, ale

snizuje barvitelnost jader. Sklada se z kyseliny chromné, kyseliny osmicelé a kyseliny

octové (Jirovec, 1954).

Kyselina osmiceld nasla vyuziti k fixovani suchych rozméri u diagnostiky

bicikovci (Jirovec, 1954).

Carnoy tekutina vnika velmi rychle do organismi, pouziva se hlavné k fixaci

¢lenovcid. Tato fixacni tekutina je slozena z chloroformu, ledové kyseliny octové a
alkoholu. Mal¢ objekty k fixovani se fixuji pouze deset az tficet minut, pak se pfenesou

do 96% alkoholu a zalévaji se do parafinu (Jirovec, 1954).

5.3. Typy preparatti uzivanych v mikroskopickych metodach
Nativni preparat

Na podlozni sklicko se nanese malé mnozstvi biologického vzorku, ktery se
nafedi fyziologickym roztokem. Tato suspenze se priikryje krycim sklickem. Pod
mikroskopem se hledaji prvoci a cysty. NejCastéji se nativni preparat vyuziva pii
pritkazu stfevnich parazitl ve stolici (Votava et al., 2010). Po pfidani Lugolova roztoku,
ktery se sklada z jodu, jodidu draselného a destilované vody, dojde k usmrceni prvokd.
Pak 1ze pozorovat bi¢iky, obarvené vakuoly, zrna glykogenu a dalsi struktury (Jirovec,

1954).
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Roztéry

Tlusta kapka

Na podlozni sklicko se kapne tfeti az ¢tvrta kapka krve. Rohem jiného podlozniho
sklicka se kapka krve roztahne do tvaru skvrny o praméru 1-1,5 centimetru (viz Obr.1).
Pti laboratorni teploté¢ se nechd zaschnout patnact minut. Je dulezité dbat na to, aby
roztahla vrstva krve nebyla pfili§ silnd, protoze se takovy preparat velice Spatné prohlizi
pod mikroskopem a béhem barveni by mohlo dojit k odloupnuti krve (Votava et al.,
2010).

Tenky roztér

Kapka krve se nanese na podlozni sklicko a druhym podloznim sklickem, které je
v thlu 45° od sklic¢ka s kapkou krve, se provede roztér (viz Obr.1). Roztér by mél byt
jednovrstevnaty a homogenni. Spravné udélany tenky roztér schne okolo péti minut

(Votava et al., 2010).

Obr.1 Tenky roztér (vlevo) a tlustd kapka (vpravo) Prevzato z: Rozsypal H. (2017)

Zaschly krevni roztér, ktery neni fixovany, se prevrstvi deseti kapkami roztoku
May-Griinwald. Roztok je sloZzen z eosinatu methylenové modie v metylalkoholu.

Tento roztok zaroven fixuje. Do barviciho roztoku, nachéazejici se na krevnim roztéru,
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se po tfech minutach nakape deset kapek destilované vody a opatrné se roztok promisi.
Necha se ptsobit po dobu jedné minuty, pak se vznikly roztok slije a bez oplachnuti se
nanese zifedény Giemsa roztok. Toto barvivo se skldda z methylenové modre, eosinu a
azuru v glycerolu a methanolu. Preparat se barvi deset az tficet minut. Po obarveni se
oplachne vodou a neché se zaschnout. Metoda, nazyvana panopticka, dobte barvi krevni

elementy a krevni parazity (Jirovec, 1954).

Krevni roztéry lze také barvit dle Giemsy-Romanowského. Obarvena tlusta kapka
slouzi predevsim k urceni, zda se nachdzeji nebo nenachézeji ve vysetfovaném vzorku
krevni parazité. ZplUsob provedeni obarveni tlust¢ kapky je ndsledujici. Preparat
s ptipravenou tlustou kapkou se v laboratofi nefixuje, ihned se barvi Giemsy-
Romanowského barvivem. Barveni trva dvacet minut. Poté se musi dbat na opatrné
smyvani barviciho roztoku z podlozniho sklicka. Zhotoveny preparat se prohlizi pod
mikroskopem pii zvétSeni 1000x. Ptiprava preparatu s obarvenym tenkym roztérem je
odli$nd od obarveni tlusté kapky. Tenky roztér je tfeba nejdiive v laboratofi zafixovat
methanolem po dobu jedné minuty. Pak se teprve muize barvit Giemsy-Romanowského
barvivem po dobu tficeti az Ctyficeti minut. Nejvhodnéj$i misto k pozorovani pod
mikroskopem pii zvétSeni 1000x je konec roztéru, zde se nachdzi misto s nejtencim
roztérem krve v celém preparatu. Tenky roztér pfedevsim slouzi k ur¢eni druhu a stadia
parazita. Pokud se jedna o malarické plazmddia, ktera se nachazeji uvnitt erytrocytt, tak
1ze u té€chto ptipadil vypocitat procento infikovanych krvinek (parazitémie) (Votava et

al., 2010)

Vihky roztér

Pro priikaz nékterych parazitii, napiiklad stfevni ménavky, je tieba zhotovit roztér,
ktery se fixuje za vlhka a dal$i manipulace se provadi bez zaschnuti roztéru. V téchto
ptfipadech je suchy roztér nevhodny, protoze se struktury nékterych druhd parazith
zmeéni tak, ze nejsou pod mikroskopem identifikovany. VySetfovany biologicky material
se nanese na kryci sklicko, pted zaschnutim se ponoifi do roztoku vhodné fixacni
tekutiny. Potom se provede oplach 70% alkoholem nebo vodou a barvi se vhodnou
barvici metodou. Zafixované vlhké roztéry se daji uchovavat v 80% alkoholu. Po
obarveni nasleduje oplach destilovanou vodou, odvodnéni 96% a 100% alkoholem a
nakonec montovani do kanadského balzamu. Béhem procesu nesmi roztér zaschnout.

Nékdy nastane situace, ze je biologicky materidl velmi fidky a ve fixacni tekutiné by
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mohl uplavat, proto se pouziva vajecny bilek nebo krevni sérum, ve kterém je
vySetiovany vzorek rozmichén. Nésledné se opét zhotovi roztér, ktery je dan do fixacni

tekutiny a barvi se vhodnou barvici metodou (Jirovec, 1954).

Tlusty natér dle Kato

Malé mnozstvi vySetfované stolice se nanese na podlozni sklicko a rozetie se do
plochy 2x2 centimetrl. Piipravené podlozni sklicko se vzorkem se piekryje celofanem,
ktery se zlehka pfritiskne gumovou zatkou. Celofan je namoceny v glycerinu a
malachitové zeleni. Tticet minut se necha preparat stat, aby doslo k projasnéni stén cyst
a vajicek. Pod mikroskopem se preparat prohlizi pii zvétSeni 200-400x (Votava et

al., 2010).

5.4. Flota¢ni metoda

Metoda se pouziva k zachytu cyst a vajicek paraziti. Flotaéni metoda je zaloZena
na specifickych vahach ptridavanych roztokti a vahach parazitarnich cyst i vajicek.
Parazitarni Gtvary maji niz$i hustotu a v husté kapalin¢ flota¢niho roztoku vyplavou na
hladinu, kde je 1ze rliznymi postupy odebrat a dale studovat. Flotaéni metody se uzivaji
nejCastéji pro diagnostiku pifitomnosti parazitii ze stolice. Existuje fada modifikaci

flotacni metody (Prantlovi et al., 2013).

Faustova koncentracni metoda

Pfi této metod¢ se nejdiive vzorek stolice homogenizuje ve vode a centrifuguje
dvé minuty pifi 2000 otd¢ek za minutu. Potom se sediment suspenduje v 33%
nasyceném roztoku siranu zineCnatého a opét se centrifuguje. Leh¢i vajicka a cysty
vyplavou na povrch a stolice klesne ke dnu. Zkumavka se doplni aZ po okraj roztokem
siranu zine¢natého a na ni se polozi kryci sklicko, aby se dotykalo hladiny. Po ub&éhnuti
dvaceti minut se kryci sklicko sejme a polozi na podlozni sklicko. Pod mikroskopem se
sleduje preparat pti zvétSeni 200-400x. Faustova metoda se pouziva k odhaleni vajicek

helmintt, ktera jsou leh¢i, nez Castice stolice (Votava et al., 2010).
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Sedimentacni koncentracni metoda

Tato metoda se pouziva k zachytu cyst prvokd a vajicek helminth. Vajicka
nékterych exotickych helmintd, naptiklad Trichuris trichiura, mohou byt naopak tézsi
nez ostatni Castice stolice, proto se paralelné s Faustovou koncentraéni metodou provadi
formol-éterova metoda, coz je sedimentacni metoda (Votava et al., 2010). Vzorek
vysetiované stolice se roziedi ve fyziologickém roztoku. Potom dojde k nékolika
procesim centrifugace a promyvani. K vzniklému sedimentu se ptidd nejdiive 4%
formaldehyd a pak éter. Dojde k protfepani a opét k centrifugaci. Sediment, ktery se
usadi na dno zkumavky, se odstrani odsanim a prohlizi se pod mikroskopem nebo také

slouzi k ptipravé barevnych preparati (Zeibig, 2013).
5.5. Barveni preparata

Barveni preparati se provadi pro lepsi diagnostiku jednotlivych druhi parazitd.
K detekci se pouziva barveni pozadi, aby Iépe vynikla jednotliva stadia parazitl, ale
také dochazi k obarveni samotnych parazitarnich elementd. Sleduji se rizné barevné
zbarvena jadra a plazma parazitd, epitelie, krvinky a leukocyty. Druh barveni je tieba
zvolit podle o¢ekavanych druhl paraziti ve vySetfovaném vzorku. Nejcastéjsi barveni u
krevnich paraziti se pouziva dle Giemsy-Romanowského. U stievnich paraziti je
hlavnim barvenim dle Gomoriho a Heidenhainovym hematoxylinem (Votava et al.,

2010).

Barveni dle Gomoriho (trichromem)

Na podlozni sklicko se nanese pomoci dievéné Spejle malé mnozstvi stolice.
Ihned se vzorek fixuje jednu hodinu az jeden den v subliméat-alkoholu. Sklicko se
postupné noii do nadobek se 75% ethanolem na dobu deseti minut a s trichromem
znovu na deset minut. Pak se sklicko oplachne tekouci vodou a 96% ethanolem. Po
oplachu se opét vkladd do nadobek s 96% ethanolem na dobu deseti minut, s karbol-
xylenem na deset minut a do nadobky s xylenem také na dobu deseti minut. Jestlize se
jedna o permanentni preparat, je tfeba na vlhky preparat kapnout jednu kapku
Solakrylu, piekryt ho krycim sklickem a nechat zaschnout. Po dobu celého barveni
nesmi nastat situace, ze by vzorek vyschl. Pod mikroskopem se prohlizi zhotoveny

preparat pii zvétSeni 1000x (Votava et al., 2010).
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Barveni Heidenhainovym hematoxylinem

Jednu hodinu je tfeba fixovat preparat sublimat-alkoholem. Pak se na dobu péti
minut vlozi do nadobky s 70-80% ethanolem. Po vynddni se oplachne sklicko
destilovanou vodou, po dobu deseti minut se nechd plsobit molybdenan amonny a
znovu se oplachne destilovanou vodou, po hematoxylinu, ktery se nechava ptisobit deset
az dvacet minut, nasleduje opét oplach destilovanou vodou. Dale se pouzije na deset
minut 70-90% alkohol, karbol-xylen po dobu deseti minut a xylen deset minut. Po
obarveni se preparat montuje do Solakrylu. Pod mikroskopem se v preparatu parazité

sleduji pii zvétseni 1000x (Votava et al., 2010).

Hematoxylin Delafielduv

Barvivo se pfipravuje rozpusténim hematoxylinu v 96% alkoholu, pfiddnim 10%
amonného kamence. Barvivo se necha v oteviené nadob¢ stat na svétle po dobu tii az
¢tyt dni a pak se zfiltruje. Pfida se glycerol, methanol a nésleduje uzrani barviva po
dobu jednoho az tii tydnl. Preparaty se v tomto barvicim roztoku barvi dvé az pét
minut. Potom se oplachuji pod obycejnou vodou, ve které zmodraji. Preparaty se
dobarvi eosinem. V mikroskopu se pozoruji modie zbarvena jadra a Cervena plazma

(Jirovec, 1954).

Malloryho metoda

Béhem tii az deseti minut se preparaty nejdiive barvi v karbol-fuchsinu Duro-
cerveni, dale dojde k promyti vodou, mofeni po dobu péti minut v kyseling
fosformolybdenové a dobarveni, probihajici po dobu jedné az péti minut v roztoku,
ktery se sklada z oranze-G, anilinové modfi, kyseliny Stavelové a destilované vody. Pak
se obarvené preparaty rychle odvodni 96% a 100% alkoholem a montuji se do
kanadského balzamu. Jadro je Cervené, jadérko oranZové, vazivo modré, plazma se

barvi v riznych odstinech od zluté po modrou a krvinky jsou zluté (Jirovec, 1954).

Dominiciho metoda

Po dobu dvaceti azZ tficeti minut se preparaty barvi ve smési eosinu a oranze-G.
Nasleduje oplachnuti vodou, barveni v roztoku toluidinové modie po dobu dvou az péti

minut, k tomu, aby jadra zlistala modra, se pouziva 96% alkohol, pak dojde k rychlému
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odvodnéni 100% alkoholem a ptevedeni do kanadského balzdmu. Intenzivné modie se
barvi chromatin v jadrech, ¢ervené az oranzové jadérka, krvinky jsou Cervené a plazma

oranzova (Jirovec, 1954).

Mannova metoda v Dobellové modifikaci

Ve smési eosinu a methylové modii se barvi preparaty po dobu Sesti az dvanacti
hodin. Pak se provede oplach vodou a diferenciace 80% alkoholem, ktery obsahuje
oranz-G. Nasleduje odvodnéni ve 100% alkoholu a montovani do kanadského balzamu.
Jadérka jsou po obarveni Cervend, chromatin v jadrech modry a Cervené krvinky jsou

ohnivé Cervené (Jirovec, 1954).

Giemsova vlhka metoda

Roztéry vlhké, fixované sublimat-alkoholem nebo Carnoyvou tekutinou, se
oplachnou pod vodou a barvi se ziedénym Giemsa roztokem. Potom se na preparaty
pusobi acetonem, ktery diferencuje, a také souc¢asné odvodnuje. Preparaty se montuji do
cedrového oleje. V mikroskopu jsou vidéna karminové Cervend jadra parazitd, jejich

plazma je modra a jadra bun¢k z hostitelskych tél jsou modrofialova (Jirovec, 1954).

Feulgenova nukledrni reakce

Preparaty, které jsou fixované v sublimatové smési, se hydrolyzuji kyselinou
solnou po dobu Ctyt az osmi minut pii 60°C. Nasleduje oplach ve vod¢ a necha se jednu
az dv¢ hodiny pisobit roztok kyseliny fuchsinsifi¢ité, pak dochazi k oplachu preparati
sifi¢itou vodou, aby doslo k odstranéni zbytku kyseliny fuchsinsifi¢ité a nakonec se
provede promyti 1 ve vod¢. Preparaty se dobarvi svétlou zeleni, posléze odvodnéni 96%
alkoholem a montovani do kanadského balzdmu. Cervenofialové je obarven chromatin

v jadrech, ostatni komponenty jsou bezbarvé nebo svétle zelené (Jirovec, 1954).

Barveni dle Giemsy-Romanowského

Nejdiive se musi preparat na podloznim skle zafixovat methanolem po dobu jedné
az tii minut. Pak se mize barvit 3% barvivem Giemsy Romanowského po dobu tficeti
az sto dvaceti minut. V mikroskopu se po té sleduji parazité, kteti se obarvi svétle

modre, jadro Cervené, leukocyty a epitelie fialové (Votava et al., 2010).
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5.6.0tisky a punktaty
Vysetieni periandlnich otiskii

U této metody je dilezité, aby si pacient po dobu osmi az dvanacti hodin
neumyval oblast kone¢niku. Jednd se o otisk analniho otvoru na prithlednou lepici
pasku. Otisk je nejlépe vhodné provést rano. Na lepici pasku ulpi vajicka roupt a
tasemnic. Metoda se pouziva u déti, ale i dospélych. V soucasné dobé¢ se pouziva
oznaceni jako Grahamova metoda nékdy Lepex. V laboratofi se pak paska nalepi na
podlozni sklicko a sleduje se pod mikroskopem pii zvétSeni 100x v celém preparatu.

Metoda je vhodna pro stanoveni vaji¢ek roupti a tasemnic (Votava et al., 2010).

6. Kultivace

Kultivace parazitli v umélych podminkach je vhodna naptiklad za ucelem vyvoje
vakcin, sledovani jednotlivych druhi, ale také k moZnosti lepsi diagnostiky nékterych
druhii. Z prvoktl lze kultivovat jen nékteré druhy (naptiklad Trypanosoma a
Entamoeba), u helmintd je kultivace velmi obtiZna, protoze ti se daji udrZet jen par dni
bez hostitelského téla. Clenovcei se daji kultivovat a udrzovat velice dobfe a snadno

(Jirovec, 1954).

6.1.Kultivace prvoki

Prvoci se kultivuji na padach pevnych, tekutych i kombinovanych, kdy pevna
slozka je vajicko, krevni sérum nebo sérovy agar. Tato slozka se necha zatuhnout ve
zkumavce v Sikmé poloze. Tekutd slozka je bud vajeény bilek, nebo inaktivované
krevni sérum, které je nafedéno Ringerovym nebo Lockeovym roztokem. Podkladem
pro vétsinu pid je krev nebo krevni sérum. Krevni sérum je nativni nebo se inaktivuje
pti zahtati po dobu tficeti az Sedesati minut na 56°C nebo pii koagulaci teplotou 70°-
80°C. Nékteré druhy parazitl vyZaduji pro kultivaci 37°C, jinym druhim staci pokojova
teplota 20°C. Ke kultivaci se pouzivaji razné druhy ptid, které se dnes vyuZzivaji jen

ziidka (Jirovec, 1954).
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NNN-agar (Novy-Neal-Nicolle)

Pfed uzitim se agar rozehieje a po ochlazeni na urcitou teplotu se piida
defibrinovana krali¢i nebo jina krev. Agar s krvi se promichd, naplni do zkumavek a
v Sikmé poloze se neché zatuhnout. Pida se pak oCkuje vySetfovanym materialem (krev,

hnis, punktat z jater nebo sleziny, kostni dien) (Jirovec, 1954).
Nollertiv krevni agar

Tato pida se skladd z agaru, dextrosy a bouillonu. Pfed pouzitim se agar
rozehteje, ochladi na urcitou teplotu a ptida se defibrinovana koniskd krev. Pfipravena
puda se plni do Petriho misek. Nollertiv krevni agar je vhodny ke kultivaci Leishmanie
a Trypanosomy. Jediny patogenni druh rostouci na této pudé je Trypanosoma cruzi

(Jirovec, 1954).
Razgha-Reichenowova kultivacni pida

Sklada se ze sterilniho Ringerova roztoku a citratové lidské krve. Vznikla ptida
se ockuje kapkou vySetfované krve. Trypanosoma gambiense se kultivuje na této pide.
Pokud se ptida k zékladu kultiva¢ni pldy glukosa, lze kultivovat i druh Trypanosoma

cruzi (Jirovec, 1954).
Dorset-Sautetova vaje¢na puda

Vajicko s Ringerovym roztokem se protiepe, naplni do zkumavek a v Sikmé
poloze se poloZi k zahtati. Vznikla tuhd vrstva se pievrstvi smési Ringerova nebo

Lockeova roztoku s vajecnym bilkem ¢i krevnim sérem (Jirovec, 1954).
Dobell-Laidlawovo koagulované sérum

Vznika z lidského nebo konského séra smichané¢ho s Ringerovym roztokem.
Tato ¢ast se necha koagulovat v §Sikmé poloze pii 70°-80°C. Sikma vrstva se pievrstvi
zfedénym vajeénym bilkem nebo sérem. Ziedéni se provede pomoci Ringerova nebo

Lockeova roztoku (Jirovec, 1954).
Westphaliv sérovy agar

Tuhé slozka je sloZena z agaru, ktery obsahuje pepton, a lidského krevniho

séra. Kultivacni piida se necha nejdiive koagulovat a potom ztuhnout v Sikmé poloze.
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Pevna slozka se pfevrstvi lidskym nebo koiiskym sérem zfedénym Ringerovym
roztokem, vznikly roztok se zahiivd po dobu tficeti minut. Koaguldt se roztiepe
v Ringerové roztoku a destilované vody, znovu se zahieje a po zchladnuti se zfiltruje

(Jirovec, 1954).

Kultivace parazitarnich prvoki se stale pouziva, protoze poskytuje informace o
vyvoji parazita, ale také informace o vymyceni jednotlivych parazith a tim i
onemocnéni, kterd zpiisobuji. Kultivace je dilezitd z n¢kolika divodu. I v dnesni dobé
slouzi jako dopln€k k diagnostice urcitého druhu parazita. Dale se pouziva k vyrobé
antigend pro vyrobu monoklonalnich a polyklondlnich protilatek v imunologickych
testech. Diky kultivaci se daji identifikovat specifické proteiny, které se pouzivaji
k vyvoji monoklonalnich protilatek proti parazitarni invazi. Dal$i vyuziti je v
screeningu 1¢kli, vyrobé a ucinnosti vakcin, pfi vyvoji molekularni epidemiologie a ve
studiu biochemie, fyziologie, metabolismu a nutri¢nich pozadavkl jednotlivych druhi

paraziti (Visvesvera et al., 2002).

V dnesni dobé se hlavné pouzivaji tfi typy kultivaénich médii. Xenicka kultura
pro primarni rust paraziti. Parazité se chovaji ve spojeni s nezndmou mikrobidlni
flérou. Naptiklad vySetfované vzorky stolice na Entamoeba histolytica. Monoxenicka
kultura se pouziva k primarnimu ristu, ale také k pfechodné fazi v izolaci. Parazité jsou
chovani s konkrétnim druhem bakterie. Tato kultura se pouziva k ziskani druht
Acanthamoeba. Axenické kultura slouzi pfedevSim jako izola¢ni médium, ale také k
primarnimu rastu. Jedna se o zcela Cistou kulturu pro Trichomonas vaginalis (Ahmed,

2014).

6.2.Kultivace ¢lenovcu

Clenovci se daji v laboratornich podminkach snadno kultivovat. Dba se pouze
na dostate¢nou vlhkost, a zda dany druh vyzaduje uplnou tmu nebo polosero. Pouzivaji
se k tomu vétSinou zkumavky s rovnym dnem a Sirokym hrdlem. Zkumavky se pak
vkladaji do sklenénych valct, pod které se umistuje bud’ navlhcend vata, pokud se jedna
o druhy vlhkomilné, nebo suché vata, kdyZ to jsou druhy suchomilné. Takto se kultivuji
rozto¢i, vS$i, blechy, plostice, dvoukiidli, jedovati a hygienicky zavadni clenovci.
Sklenény valec se pak ptrekryje vlhkym hadrem nebo vickem tak, aby byl zajistén piisun

vzduchu (Jirovec, 1954).
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7. Molekularni diagnostika

Do biologickych oborii se zaradily metody na molekularni trovni. Tyto
metody se hlavné pouzivaji v oboru klinické mediciny. Dale své opodstatnéni maji u
diagnostiky neinfek¢nich onemocnéni (onkologickych, hematologickych, genetickych),

infek¢nich a parazitarnich (Ditrich, 2013).

Pro prikaz parazitirnich onemocnéni je vhodné (i pies nespornou citlivost)
kombinovat molekularni diagnostiku s dal$imi diagnostickymi metodami, mezi které
patii koprologie, histologie, sérologie, mikroskopie a zobrazovaci metody (tomografie,
rentgen, nukledrni magnetickd rezonance, ultrasonografie) (Votava et al. 2010; Ditrich,
2013). Kombinace metod snizuje riziko chybného vysledku. Molekularni diagnostika je
u parazitologie efektivni a pfinosna zejména tam, kde tradi¢ni metody selhavaji. Proto

1ze oc¢ekavat, Ze se bude nadale zdokonalovat (Ditrich, 2013).

Molekularni diagnostika se pouzivd v piipadech, kdy je citlivost klasickych
metod nizkd, kdyZ jsou klasické metody metodicky a ¢asové narocné, jestlize nelze
morfologicky urcit druh nebo je tfeba parazita piesnéji zafadit (genotypizace), u vzorkl
s velmi nizkou koncentraci parazita, v archeologickém materialu a pokud po diagnostice

nasleduje vyzkum (Ditrich, 2013).

Nevyhodou této techniky je velmi vysoka citlivost, pohybuje se ve vysSich
fadech, nez tomu je u klasickych metod, pokud PCR (polymerazova fetézova reakce)
detekuje mikrosporidie ve stolici nebo moci, nelze s urcitosti fici, zda se jednd o
bezptiznakovou infekci nebo onemocnéni. Vysokd citlivost souvisi s rizikem
kontaminace a poté i nebezpeCim faleSn€ pozitivniho vysledku. Mizeme se setkat i
s faleSn€ negativnim vysledkem, pokud ve vySetfovaném materialu je pfitomen né&jaky
inhibitor polymerdzy (heparin, mocovina, slozky hnisu). Aby se ptedeslo témto faleSné
negativnim nebo fale$né pozitivnim vysledkiim, je tfeba soucasné provadét interni
kontrolu. Tu pfedstavuje amplifikace syntetického oligonukleotidu ptidavaného ke
vzorku. Pokud ani zde neprobéhne amplifikace, jedna se o selhani reakce. DalSim

uskalim molekuldrni diagnostiky je neschopnost rozeznat zivého a mrtvého parazita.
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Toto je zejména dulezité v ptipadech, kdy mohou mrtvi parazité a jejich zbytky dlouhou

dobu ziistavat v tkanich nebo cirkulovat krevnim fecistém (Ditrich, 2013).

Riziko kontaminace je tfeba snizovat uz pti odbéru materidlu. Je tedy dulezité
klast velky daraz na Cistotu, sterilitu, pouzivani rukavic a v nékterych ptipadech rousek.
Nejvetsi riziko kontaminace je vSak pfi zpracovavani materialu v laboratotich. Jedna se
zejména o nedostate¢né umyté a DNA kontaminované nadoby, néstroje a zasobni
roztoky. Je proto nutné pouzivat takové postupy, které¢ kontaminaci ptedchazeji. U PCR
1ze kontaminaci ptedejit velmi opatrnym zachdzenim, UV zafenim typu C, které ma
vlnovou délku pod 280nm, poSkozuje DNA, proto se pouzivaji baktericidni zafivky v
dekontaminaénich boxech, pouzivanim gelovych a membranovych filtraci, které
zachytavaji podle velikosti filtru kontaminujici ¢astice (Ditrich, 2013; Rosina et al.,
2013). Boxy s lamindrnim proudénim vzduchu a oddélené useky laboratofe zamezuji

vzdusné kontaminaci (Ditrich, 2013).

Pro molekularni diagnostiku je dillezité spravné fixovat a uchovéavat vzorky
pouzivané nasledné pro izolaci DNA. Velmi dobie se izoluje DNA ze vzorki zivych,
zmrazenych nebo fixovanych ethanolem. VétSina zivych vzorkl se vsak Spatné
uchovava. Vyjimku tvoii oocysty kokcidii nebo kryptosporodii, které v roztoku
dvojchromanu draselného lze dlouhodob& uchovavat a také tento roztok zamezuje
mnozeni jinych mikroorganismi. U zmrazené¢ho vzorku by nemélo dochazet
k opakovatelnému rozmrazovani a zmrazovani. NejcastéjSi metodou, jak dlouhodobé
uchovavat vzorky pro naslednou izolaci DNA, je fixace ethanolem. Ethanol vzorek
odvodni a konzervuje. K fixaci se pouziva ethanol alespon o koncentraci 70%, 1épe vSak
koncentrovanéjsi. Pro molekularni metody neni vhodnd fixace formalinem a dal$imi
roztoky, které obsahuji glutaraldehyd ¢i formaldehyd. Je fada postupli, jak DNA
izolovat ze vzorkl fixovanych formalinem, ale je tfeba pocitat s tim, ze DNA by mohla

byt poSkozena (Ditrich 2013).

7.1. PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR; polymerase chain reaction) byla
vyvinuta v roce 1983, jeji vyndlezce Kary Mullis za ni dostal v roce 1993 Nobelovu
cenu za chemii. Diky této metode¢ je rychle a velmi selektivné mozné namnozit sekvenci

nukleotidl, kterd se nachazi v DNA. Metodu PCR lze vyuzit k namnozeni genu i
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z velmi malého mnozstvi DNA, ale také k diagnostice. V diagnostice se vyuzivad gen
pro 18s rRNA, ktery je v genomu nékolikrat a to 1 v téch nejmensich organismech. Je
vhodny pro identifikaci druhu a rodu a také se vyuziva ve fylogenetice. (Alberts et al.,

2005).

Princip metody PCR

PCR vyuzivda enzym DNA-polymerazu k opakovatelnému kopirovani a
postupnému namnozeni vybraného useku templatové molekuly DNA. Oligonukleotidy
(primery) slouzi k syntéze DNA. Pouzivaji se vzdy sady dvou primeri — reverse a
forward. Ty se paruji na zacatku a na konci amplifikované¢ho fragmentu s templatovou
DNA, kazdy ale sjinym vlaknem z ptivodni dvousroubovice DNA. Diky primerdm
DNA-polymeraza nasyntetizuje (v zalezitosti na poc¢tu cyklll) n€kolik miliard kopii dané
sekvence. Pocet kopii zavisi na poctu cykli PCR dané sekvence. Tato metoda je velmi
citliva tim, ze je schopna detekovat i jedinou kopii DNA ve vzorku, pomoci amplifikace
této sekvence do takové miry, ze lze zjistit jeji pritomnost po provedeni separace
gelovou elektroforézou a obarvenim. Pro vlastni diagnostiku musi byt navrzené primery

druhové specifické (Alberts et al., 2005).

Popis amplifikace DNA molekularni metodou PCR: Na zacatku cyklu je tfeba
nejdiive od sebe oddélit fetézce dvousroubovice DNA zvySenim teploty. Po denaturaci
nasleduje ochlazeni reakéni smési snadbytkem obou primert. Ty nasedaji na
komplementarni  sekvence = DNA. Za  ptfitomnosti  DNA-polymerazy a
deoxiribonukleosidtrifosfati (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) se syntetizuji za ucasti obou
primert fetézce DNA (viz Obr. 2). Tyto kroky tvoii jeden cyklus reakce PCR (Albets et
al., 2005). Do reakce se pouziva specidlni DNA-polymeraza izolovana z termofilni
bakterie Thermus aquaticus (Bartinkova et al., 2011). Ta neni vysokou teplotou
denaturovéna, a proto neni nutné ji ptidavat po kazdém cyklu. ZvySenim teploty je opét
zahdjen dalSi cyklus, aby doSlo k rozdéleni dvouSroubovice DNA na dva fetézce

(Alberts et al., 2005).
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Obr. 2 Schéma prvniho cyklu PCR. Na zaéatku kazdého cyklu je dvoufetézova DNA, kterd je potieba
zvySenim teploty rozdélit na dva fetézce. Po denaturaci je reakéni smés ochlazena v pfitomnosti obou
primerti. Ty nasedaji na komplementarni sekvence DNA. V ptitomnosti DNA-polymerazy a vSech Ctyt
deoxynukleotidtrifosfatli, jsou z oblasti vymezené primery nasyntetizovany nové fetézce DNA. Pievzato
z: Alberts et al. (2005)

Po syntéze novych usekli DNA za ucasti primert probihaji podle stejného
schématu dalsi cykly. Jako templaty v dalSich cyklech slouzi krom ptvodni také jiz
noveé nasyntetizované useky DNA a béhem nékolika cykli se v roztoku zacnou
objevovat a poté prevladat pouze amplifikované useky, které jsou zobou stran
ohraniceny primery. Pro amplifikaci se pouZzivad vétSinou 20-30 cykld. V idedlnim
ptipad€ se v kazdém cyklu oproti predeslému zdvojnasobi pocet kopii amplifikované
¢asti DNA. Délka trvani jednoho cyklu ¢ini pét minut, a jelikoz byla celd metoda
zautomatizovana, lze naklonovat fragment DNA béhem nékolika hodin. Podle obrazku
(Obr. 3) je vidét, ze po trech cyklech je produktem celkem Sestnact fetézcii DNA, ale
pouze nekteré maji pozadovanou délku a také odpovidaji bud’ prvnimu, nebo druhému
fetézci puvodni DNA. Pak se zde nachdzeji del§i fetézce vznikajici pouze, kdyz
teplatem je puvodni fetézec DNA, protoze nové nasyntetizované fetézce obsahuji
sekvence, které lezi za mistem nasednutého primeru. Po dalSich cyklech jiz za¢nou

prevazovat fetézce ohranicené primery (Alberts et al., 2005).
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Obr. 3 Schéma nasyntetizovani DNA pomoci PCR Na obrazku jsou zaznamenané jednotlivé cykly. Je
vidét, ze v dalSich cyklech slouzi jako templaty, nové nasyntetizované fetézce DNA. Prevzato z: Alberts
et al. (2005)

Modifikaci klasické PCR vznikla metoda multiplex PCR. Pfi multiplex PCR
dochazi k tomu, ze ¢ast chromozomalni DNA je amplifikovana pomoci rliznych sad
primerQ (nikoliv jedné, jako u klasické PCR), kter¢ se li$i svou specifitou a mistem, kde
nasedaji na danou templatovou DNA.

Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza se pouziva k separaci a poté i1 detekci amplifikované
sekvence. Principem této metody je schopnost rozdélit fragmenty podle jejich velikosti.
Pouziva se agar6zovy nebo polyakrylamidovy gel, obsahujici mikroskopickou sit’ port.-
Do zlabkd, které jsou umisténé na jednom konci gelu, se nanasi smés fragmentii ziskana
z ptedchozi PCR reakce. Gel se vklada do elektrického pole. DNA ma negativni naboj,
a proto se pohybuje od zaporné ke kladné elektrodé. Mensi fragmenty se pohybuji
rychleji nez vétsi, které neprostupuji tak snadno gelem. Tim jsou rozd€leny podle
velikosti (Alberts et al., 2005). Vysledkem je ,,zebtik* z useki DNA s rozdilnou
velikosti. Pro pfiblizné urceni hmotnosti se na gelu soucasné de¢li také standard DNA
sestavajici se z presné velikostné definovanych usekli nazyvanych velikostni marker
(hmotnostni standard nebo DNA ladder). Ten tedy obsahuje fragmenty ur¢ité délky para
bazi, existuji rizné stupnice (od 10bp do 12kb) k odhadu molekulové hmotnosti
(Thermo Fisher scientific, 2015) (viz Obr. 4). DNA ale v gelu neni vidét, a proto je
tfeba ji obarvit nebo jinak oznacit. K tomu se vétSinou pouzivd metoda, béhem které
dojde k reakci DNA s latkou a ta v ultrafialovém svétle fluoreskuje (Alberts et al.,
2005). Latka, kterd takto svételné reaguje a vaze se na DNA, je napftiklad
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ethidiumbromid nebo SYBR Green (Bitesize Bio, 2017) (viz Obr. 5). Dal$i metodou
jesté citlivgj$i je pridani radioaktivné znacenych nukleotidi DNA pied pouzitim
elektroforézy. K tomuto se pouziva radioizotop *°P, ten emituje B-Castice, detekce je

poté pomoci autoradiografie (Alberts et al., 2005).

NEGATIVE ELECTRODE

Aparose Gel Lane 82
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Obr. 4 Gelova elektroforéza. Do jamek na gelu se nanesou fragmenty DNA. Gel je umistén do
elektrického pole. Jelikoz ma DNA negativni naboj, pohybuje se od zaporné katody ke kladné. Kratsi
fragmenty se pohybuji rychleji nez delsi a tim dojde k rozdéleni. Pak dojde k obarveni DNA a pod UV
svétlem se vyhodnocuje. Pfevzato z: Magdeldin (2012)

Obr. 5 Detekce DNA fluorescenci. Pievzato z: Alberts et al. (2005)

PCR s RNA templatem

Tato molekularni metoda ma vyuziti v klonovani tisekit DNA, kde templatem
muze byt DNA i mRNA (messenger RNA). Kdyz je teplatem mRNA, vznikd cDNA
(komplementarni DNA) klon. PCR vychazi z izolace mRNA. Hybridizaci se nejprve
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pfipoji kratky oligonukleotid, ktery je komplementarni s 3’-koncem mDNA, tedy
s poly(A)koncem m-RNA. Tento konec slouzi jako primer pro reverzni transkriptdzu.
Ta kopiruje RNA do komplemerni DNA (¢cDNA). Tak vznika Sroubovice DNA/RNA.
Pro odbourani vladkna RNA se pouzije alkalicky roztok. Ziistane pouze cDNA, z kter¢ se
stane templat pro vytvoieni druhého vlakna cDNA pomoci enzymu DNA-polymerazy.
3’-konec cDNA se muze otoCit zpét a vznikne vldsenka na zaklad€ parovani bazi. Viz.

Obr.6 (Alberts et al., 2005).
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Obr. 6 Syntéza cDNA Schéma PCR z mRNA. Prevzato z: Alberts et al. (2005)

Vzhledem k vysoké citlivosti metody, ji lze pouzit k diagnostice infekci a
v soudnim lékafstvi k identifikaci osob, ke které sta¢i pouze minimalni stopy krve nebo

tkan¢, obsahujici zbytky jediné bunky (Alberts et al., 2005).

Nasleduji ptiklady vyuziti PCR metod v diagnostice parazitarnich onemocnéni
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Diferenciace Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii

PCR metoda je diilezitou slozkou pii prikazu stievni ndkazy, kterou zptisobuje
Entamoeba histalytica. U ¢loveéka lze nalézt sedm druhti stievnich améb (Entamoeba
coli, Entamoeba dispar, Entamoeba histolytica, Entamoeba moshkovskii, Endolimax
nana, lodamoeba biitschlii) v lumen tlustého stfeva. Patogenni je pouze Entamoeba
histolytica, ktera vyvolava amébdzu stievni nebo mimosttevni. Entamoeba dispar a
Entamoeba moshkovskii jsou nepatogennimi druhy stievni améby, ale jsou
morfologicky neodlisné od Entamoeba histolytica. Mikroskopicky tedy nelze tyto tfi
druhy v lidské stolici identifikovat. Jedinym pouzivanym zpusobem pro rutinni
vySetfeni, je uziti metody PCR. Podle stanov Svétové zdravotnické organizace (WHO)
se maji 1éCit jen osoby s infekci zplsobenou Entamoeba histolytica, proto je dulezita
diferenciace téchto druhti. Nejcastéji pouzivanym biologickym materidlem k izolaci
DNA je nefixovany vzorek stolice, kde byly mikroskopickou metodou prokazany cysty.

Po dobu izolace se vzorek uchovava v lednici (Zicklerova et al., 2013).

Malarie

Jednim z nejvyznamnéjSich parazitarnich onemocnéni je maléarie. Ro¢né ji je
vystavena asi polovina svétové populace. V endemickych oblastech se ji nakazi pies
500 miliont lidi a pfiblizn€ milion jich zemfe. Malarii zpisobuje prvok fazeny do rodu
Plasmodium. Druhy patogenni pro ¢loveka jsou Plasmodium ovale, Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae a Plasmodium falciparum. Pro ¢lovéka je vysoce patogenni
zoonoticky druh Plasmodium knolewsi, pochazejici z makaka dlouhoocasého,
vyskytujici se v jihovychodni Asii, tento druh Plasmodia také vyvolava infekéni

onemocnéni malarii.

V soucasné dob¢ je pro diagnostiku maldrie u lidi vyuzivano nékolik metod. Jedna
se o krevni roztéry, detekce v tlusté kapce, sérologické testy na principu ELISA, ale
velmi dilezitou metodou je 1 molekularni diagnostika, kterd se pouziva k diferenciaci
morfologicky neodliSitelnych druhG Plasmodium malarie a Plasmodium knolewsi. Ze
vzorku krve a stolice je metodou PCR detekovand malérie. Bylo zjiSténo, Ze citlivost
PCR ve stolici i krvi je pomérné vysoka a srovnatelnd v porovnani se vSemi ostatnimi

metodami diagnostiky této infekce (Pomajbikova et al., 2013)
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Toxoplazmoza

Toxoplazméza patii v Ceské republice k nejrozsifendj§im parazitirnim nékazam.
K potvrzeni nebo vylouceni infekce prvokem Toxoplasma gondii se nejcastéji vyuzivaji
nepfimé metody, tedy prukaz sérovych protilatek (ELISA testy). Jako piimy prikaz
z klinického materidlu se nejcastéji prokazuje DNA prvoka. Ke stanoveni se pouziva
plodovd voda, nesrazliva krev (s pfidavkem citratu sodného), nitroo¢ni tekutina,
biopticky material a likvor. Pro stanoveni diagnézy je velmi dilezity prikaz DNA
Toxoplasma gondii a to pfedevSim u tchotnych zen, novorozenci s pozitivni
anamnézou, u osob po transplantaci kostni dfen¢, HIV pozitivnich pacientd a

nemocnych béhem imunosupresivni terapie (Pliskova et al., 2013).

Molekularni diagnostika stirevnich tasemnic

Pro cloveéka jsou tasemnice (Cestoda) zavaznymi piavodci parazitarnich
onemocnéni. Rozeznava se okolo 740 druhd tasemnic, ¢lenénych do 18 hlavnich fadd,
kter¢ tvoti tfidu Cestoda. Zastupci pouze dvou tadi (Cyclophyllidea,
Diphyllobothriidea) parazituji na ¢lovéku a jen n€kolik rodl parazituje v lidském stieve.
Clovek je jejich definitivnim hostitelem, protoZe tyto tasemnice dospivaji a pohlavné se
rozmnozuji v jeho stfevé. NejrozSifenéjsi lidské stfevni tasemnice, se kterymi se
setkavame i v Ceské republice jsou rody Taenia, Hymenolepis (fad Cyclophyllidea) a
Diphylloborthrium (fad Diphyllobothriidea). Je popsano nékolik desitek druhli z téchto
rodl, ale pouze nékteré jsou typickymi lidskymi parazity. Tradi¢ni diagnostickou
metodou stfevnich tasemnic je mikroskopicky prikaz vajicek, piipadné c¢lankd ve
stolici. OvSem vajicka blizce ptfibuznych druhli jsou morfologicky podobna, n¢kdy
zcela nerozliSitelna a to komplikuje jednoznacné urceni druhu stfevnich tasemnic. PCR
amplifikace je citlivou a spolehlivou metodou pro pfesné¢ urCeni druhu tasemnic.
Do laboratorni praxe byla zavedena specifickd molekularni metoda, zaloZend na tzv.
multiplex PCR (amplifikace né€kolika ¢asti DNA najednou). Vysledkem je rychly a
pfesny test, vyuzivany k diferenciaci stievnich tasemnic. U multiplex PCR, pouzivané
k diferenciaci tasemnic rodu Diphyllobothrium, se uziva jako cilovy usek
mitochondrialni gen, ktery koduje podjednotku 1 cytochrom oxidazy. Tato podjednotka
je pro jednotlivé zastupce tohoto rodu vysoce variabilni, a proto umoziuje navrhnout

primery specifické pouze pro konkrétni druh. (Brabec, 2013).
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8. Sérologické metody

Tyto metody jsou zalozené na metodé prukazu specifickych protilatek,
nejcastéji se dokazuji v krevnim séru, ale k vySetfeni mohou byt pouzity i jiné télni
tekutiny. Sérologické metody se uzivaji k diagnostice infek¢nich chorob. Znamkou
infekéniho onemocnéni je zvySena hladina specifickych protilatek. Velmi dulezité je
srovnavani koncentraci protilatek ve vySetfovaném vzorku odebraném v akutni fazi
onemocnéni s odbérem vzorku béhem rekonvalescence. Reakce protilatky s antigenem
tvoti zéklad sérologickych metod. Tato reakce je za normalnich podminek neviditelna, a
proto je dllezita jeji vizualizace. Jednotlivé sérologické metody se od sebe lisi
zpusobem vizualizace. Detek¢éni systémy umoznuji vizualizaci reakce protilatka-
antigen, ty se vSak lisi citlivosti. Druhy sérologickych metod jsou precipitace v gelu,
precipitace krouzkovd, aglutinace bakterii, vazba komplementu, pasivni hemaglutinace,
inhibice hemaglutinace, ELISA, neutralizace viru a kompetitivni radioimunoanalyza.
Sérologické reakce jsou kvalitativni a kvantitativni. U kvalitativnich reakci se zjistuje
pritomnost ¢i nepfitomnost specifickych protildtek nebo antigen. Stanoveni
koncentrace protilatek s pouzitim standardni koncentrace antigenu se oznacuje jako
kvantitativni reakce. Koncentrace protilatek se stanovuje pomoci titrace, to znamena
postupného fedéni séra. Pozitivni reakce s nejvétSim zifedénim, se oznacuje jako titr

(Toman et al., 2009).

8.1.Metody EIA

Skupina EIA (enzymoimunoanalyza) testl vyuzivd imunochemické reakce
s enzymatickou detekci, ktera umoznuje stanovit ve vzorku koncentraci antigenu nebo
protilatky. Indikatorem této metody je enzymovy konjugat. Podle vlastnosti substratu
lze detekovat reakci spektrofotometricky, nefelometricky, fluorometricky 1
luminometricky. EIA metody mizeme rozd€lit na homogenni a heterogenni.
U heterogennich EIA je tfeba rozdélit volné a vazané frakce, u homogennich toto
rozdéleni neni tfeba. Heterogenni EIA metody lze dale d¢lit na kompetitivni a
nekompetitivni v zavislosti na znacCené protilatce ¢i antigenu. Kompetitivni typ je
charakterizovan znacenou protildtkou nebo znaCenym antigenem, u nekompetitivniho

typu pouze znacenou protilatkou (Bartiikova et al., 2005).
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8.2.Princip ELISA

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) je specialni druh EIA metody.
Jedna se o bud’ o heterogenni nekompetitivni EIA, nebo heterogenni kompetitivni EIA
(Bartinkova et al., 2005). ELISA se pouziva k detekci a kvantifikaci proteint, lipidi,
hormoni a protilatek. Pfi této metod€ antigen (vétSinou ukotveny na pevné fazi) tvoii
komplex s protilatkou, kterda je oznaCena enzymem. Detekce se provadi na zakladé
aktivity enzymu se substratem, po vytvofeni méfitelného barevného produktu (mira
intenzity zabarveni). Nejdilezitéjsi ¢asti této metody je reakce mezi protilatkou a
antigenem. ELISA se nejcastéji provadi v 96 - jamkovych polystyrénovych destickach,

ve kterych jsou pasivné vazany protilatky a proteiny (Thermo Fisher scientific, 2015).

Enzym, ktery se uziva k detekci, mize byt pfimo navdzan na primarni protilatku
(ptim& ELISA) nebo je navdzdn na sekundéarni protilatku (nepiima ELISA), kterad
rozpoznava protilatku primérni. Enzym mutize byt také navazan (misto s protilatkou) na
protein (streptavidin), ktery ma vysokou afinitu k nékteré na primarni protilatce

navazané molekule (nejcastéji biotin) (Thermo Fisher scientific, 2015).

ELISA testy mohou byt provadény s fadou obmén zékladniho postupu. Bud’ mize
byt antigen vazan pfimo na dno jamek desticky (pfim4 a nepifima ELISA), nebo je
zachycen protilatkou, kterd se nachdzi navazand na dné testovaci desticky (sendvicova
ELISA). Nejcastéji se dnes pouzivd ,sendvicovy“ ELISA test, ktery je citlivy se
stabilnimi vysledky. U tohoto testu se antigen vaze na povrchu desticky véazané
protilatky. K detekci pak dochazi podobné jako u pfimé nebo nepfimé metody ELISA
(Thermo Fisher scientific, 2015).

ELISA — Diagnostika antigenu a protildtek

Metodou ELISA lze prokdzat jak antigen, tak protilatku. V principu se obé
metody lisi tim, co je navazano na pevné fazi (na dné desticky). Pii pritkazu antigenu je
pevna faze pokryta specifickou protilatkou. Pfi prikazu protilatky je pevna faze pokryta
specifickym antigenem (Toman et al., 2009).

Nepiima ELISA je popisovana jako prikaz specifickych protilatek, kdy se
nejdiive na plastikovou mikrotitracni desticku navaze antigen. Postupné je ptidavano

vysetifované sérum a protilatka konjugovand s enzymem. Pfidavana protilatka je proti
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specifickym druhim imunoglobulinii (IgG, IgM nebo IgA). Nakonec je ptidan detekcni
systém, ktery reaguje senzymem nejCastéji za vzniku barevného produktu.

K vyhodnoceni vysledkii se pouziva spektrofotometrie (Toman et al., 2009).

Pro priikaz antigeni se nejprve na plastikovou mikrotitracni desticku navaze
specificka protilatka. Postupné se pfidava vysetfované sérum, specificka protilatka pro
dany antigen, protildtka proti imunoglobulinu konjugovana senzymem a detekéni
systém. Vysledkem je opét barevna reakce, kterd se hodnoti spektrofotometricky. Tato

metoda se oznacuje jako sendvicova ELISA (Toman et al., 2009).

8.3.Piehled nejpouzivanéjsich ELISA testh
Prima ELISA

U piimé metody se pouziva oznacCend primarni protilatka, kterd pfimo reaguje
s antigenem na testovaci desti¢ce (viz Obr. 7). Tato metoda se pfevazné pouziva
v imunohistochemickém barveni tkdni a bun¢k. Vyhodou metody je rychlost, protoze je
pouzita jenom jedna protilatka. Nevyhodou je znaceni primarni protilatky pro kazdy

ELISA test, které je velmi casové narocné a drahé (Thermo Fisher scientific, 2015)

CS ubstrate

L

Frimary
antibody
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Direct Assay

Obr. 7 Pfima ELISA. Primarni protilatka reaguje pfimo s antigenem na desticce. Pfevzato z: Thermo
Fisher Scientific (2015)
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Neprima ELISA

U metody nepiimé se pouziva k detekci oznacend sekundarni protilatka. Tato
oznacena protilatka je specificka k primarni protilatce (viz Obr. 8) (Thermo Fisher

scientific, 2015).

Substrate >
- Secondary
antibody
Aﬁ: njugate

Indirect Assay

Primary
antibody

Obr. 8 Nepiima ELISA. K primarni protilatce se nejdiive navaze oznacena sekundarni protilatka, aby
mohla reagovat s antigenem. Pievzato z: Thermo Fisher scientific (2015)

Sendvicova ELISA

V ,sendvicovém® ELISA testu, ktery patii do metody nepiimé, je dilezité
dodrzovat, aby sekundarni protilatka byla specificka pouze pro primarni protilatku a
nikoliv na protilatku vazanou na pevné vrstve, jinak by test nebyl specificky pro antigen
(viz Obr. 9). Obecné plati, ze se pouzivaji ob¢ protilatky z riznych hostitelskych druht
(naptiklad mysi IgG a krali¢i IgG). Pro tyto testy je proto dobré pouzivat sekundérni
protilatky, ze kterych byly odstranény vSechny protilatky, majici moznou pifibuznost
s vazanou protilatkou na dné desticky. Vyhodou metody je, Ze existuje komeréné
dostupna Sirokéd skéla znacenych sekundarnich protilatek. Maximalni imunoreaktivita
primarni protilatky je zachovéana, protoZe neni oznacena. Citlivost je zvySena, jelikoz
kazda primarni protilatka ma né€kolik epitopl (oblasti), na které mohou byt vazany
sekundarni protilatky a to umoziiuje zesileni signalu. Nevyhodou této metody je
inkubace a vznik nespecifického signalu, pfi pouziti sekundarni protilatky (Thermo

Fisher scientific, 2015).
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Obr. 9 Sendvicova ELISA. Sekundarni protilatka se navaze na primarni protilatku, pro kterou musi byt
specifickd. Tento komplex se vaze na antigen a protilatku, které jsou na desti¢ce. Pifevzato z: Thermo
Fisher scientific (2015)

Dalsi typ ELISA testii

Kompetitivni ELISA test se bézn¢ pouziva, pokud je antigen velmi maly a ma
pouze jeden epitop nebo vazebné misto pro protilatku. Neoznacené antigeny ze vzorku a
oznacené antigeny soutézi o vazbu k sekundarni protilatce. Pfi pfitomnosti nezna¢ené¢ho

antigenu dochézi ke sniZeni signalu. (Thermo Fisher scientific, 2015).

8.4. Komplement fixacni reakce

Tato metoda diagnostiky patii mezi sérologické metody a pouziva se k priikkazu
protilatky. Hlavnim principem metody komplement fixacni reakce (KFR) je navazani

komplementu na komplex antigen-protilatka (Bartinkova et al., 2011).

Typicky nastavaji dvé situace. Prvni situace: komplement se spotiebuje béhem
prvniho kroku reakce a nezbyde pro druhy krok, ve kterém se ptidava hemolyticky
systém. Nedochézi tedy k hemolyze, coz znamend, ze ve vySetfovaném vzorku jsou
pfitomny protilatky, které mél test prokazat. Druha situace: komplement se béhem
prvniho kroku reakce nespotiebuje a dojde k reakci s hemolytickym systémem (k lyze
Cervenych krvinek). Tento ukaz se projevi, pokud se ve vySetfovaném vzorku
prokazované protilatky nevyskytuji. Komplement se totiz v prvnim kroku nefixuje a

zustava volny (viz Obr. 10) (Ranjanet al., 2015).

43



Vysledkem je kvantitativni stanoveni titrii protilatek. Titr predstavuje, v jakém
nejvét§im ziedéni byl jesté prikaz protilatky ve vySetfovaném vzorku (Rihova et al.,
2009). Tato reakce se pouziva jak k prukazu protilatky, tak antigenu v bakteriologii,
virologii a parazitologii (Sejda el al., 2005).
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Obr. 10: princip Komplement fixaéni reakce. V prvnim kroku se musi provést inaktivace studovaného
séra, ktera slouzi k odstranéni aktivity komplementu ve vzorku. Nasledné se do vySetfovaného vzorku
prida piislusny antigen a vznikd imunokomplex. Pak je pfidan morceci komplement ve vhodném zfedéni.
Tento komplement se vaze na vznikly imunokomplex (protilatka-antigen). Kdyz v prvnim kroku nedojde
k spotiebé komplementu (neni pfitomna sledovana protilatka), reaguje prebyte¢ny komplement v druhém
kroku s indikatorovym komplexem (imunokomplex, hemolyticky systém). Tento indikatorovy komplex

se sklada z ov€ich erytrocytl s navazanymi protilatkami z kralika, které jsou proti ovéim erytrocytim.
Béhem této situace dochazi k hemolyze erytrocytd. Pfevzato z: Koushlesh et al. (2015)

Toxoplazmoza — priklad parazitozy stanovované ELISA

S Toxoplasma gondii se podle sérologickych vySetfeni setka 25-50% nasi
populace. Kockovité Selmy jsou jedinymi definitivnimi hostiteli. Mezihostitelem jsou
teplokrevni zivocichové véetné Clovéka. Pfenos ndkazy muze byt piimou cestou, kdy
dojde k pozieni oocysty z trusu definitivniho hostitele. Dal$i zpiisob ndkazy muize byt
pozieni tkanové cysty po nedostatecné tepelné upravé mezihostitele. Tieti zplsob
nakazy je prostupovani tachyzoitil, coZ jsou patogenni stadia, ptes placentu pii akutni
toxoplazmoze béhem t¢hotenstvi. Toxoplasma gondii je teratogenni parazit, ktery
ohrozuje zdravi a dokonce 1 zivot lidského plodu. Proto jsou té¢hotné zeny
nejohrozenéjsi skupinou, dalsi rizikovou skupinou jsou imunosuprimovani pacienti.
Toxoplazméza se diagnostikuje bud’ pomoci prikazu DNA PCR metodou, nebo
sérologicky, stanovenim specifickych protilatek. KFR se v diagnostice toxoplazmoézy

vyuziva také, avSak dnes je pouze dopliikovym testem. Primarné se diagnostikuje
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pomoci ELISA metody, u které se zjist'uji specifické protilatky tiidy IgM, IgG, IgA a
IgE (Rostami et al., 2018.
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9. Diskuse

Parazité se u lidstva objevuji uz od pocatku a nejspise se jich nikdy nezbavi. U
¢lovéka bylo identifikovano a popsano asi 400 druhl paraziti a symbiontl, ale ne
vSechny zptsobuji zdravotni problémy. Parazité, kteii ohrozuji zivot Clovéka, tvofi jen
mensinu z tohoto mnozstvi a vétSinu jich nalezneme v tropickych oblastech. U zapadni
civilizace se prevalence parazitarnich infekci vyrazné snizila. Je to dano zejména diky
velkému dirazu na hygienu a také dostatek potravy ve vyspélych zemich.
V rozvojovych zemich je prevalence vyssi, coz souvisi také s tirovni hygieny, ale i

vyzivy, jelikoz oslabené télo l1ze snadnéji napadnout (Kuchta, 2015).

Na druhou stranu se v posledni dobé prokazalo, ze parazité mohou nékteré
nemoci zmirnit nebo docasné i potlacit. Jedna se o autoimunitni onemocnéni, jako jsou
napiiklad alergie a Crohnova nemoc. U téchto onemocnéni piitomnost parazita
moduluje imunitni systém a tim pomaha télu se s onemocnénim vyrovnat. Terapie
helminty se jiz dostala do tfeti faze klinického zkouSeni a zfejmé& bude G¢innou lécbou
uvedenych onemocnéni. Trichuris suis je zatim nevhodnégjsi k terapii u lidi, ale uvazuje

se také o Hymenolepis diminuta (Kuchta, 2015).

Vétsina paraziti méa velmi slozity vyvojovy cyklus. Pokud ¢lovék nezavita do
oblasti, kde se parazit¢ vyskytuji v infekénim stadiu, nemiize se nakazit. Jednim
z piikladii je malarie. V Ceské republice se vyskytuji komafi prenasejici malérii, ale
Plasmodium neni schopno svlij vyvoj dokoncit. Riziko malérie tak pro domaéci
obyvatelstvo nehrozi. Naopak malarii nachazime u pacientii, ktefi zavitali do oblasti
vyskytu malarie v rAmci turistickych nebo pracovnich cest. V souéasnosti se Ize v Ceské
republice nakazit parazity hlavné¢ kontaminovanou vodou, potravou, hmyzem nebo

prostfednictvim klistéte (Kuchta, 2015).

Voda je kontrolovana hygienickymi stanicemi a proto se kontaminace vody
objevuje jen ziidka a spiSe u soukromych studni. Obcas vSak dojde ke kontaminaci
centralniho zasobovani. V Ceské republice je pouze nékolik druhil parazitl, kterymi se
¢lovék miiZze nakazit z kontaminované vody. Jde pfedevsim o lamblie stfevni, patogenni

améby a kryptosporidie (Kuchta, 2015).

Dal8im zdrojem, ktery je pro ¢lovéka potencidlné nebezpecny, je syrové maso.

Veskeré maso, které se v Ceské republice prodava, je kontrolovano. Byla zde vyvinuta i
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metoda na zéachyt larvy svalovcl (hlistic rodu Trichinella) trichineloskopie. I kdyz by
zachyt parazitologickou kontrolou nebyl 100%, veskeré parazity 1ze odstranit tepelnou
upravou nebo 1 mrazenim. Riziko nakazy je tedy hlavné pii nedostatecné tepelné uprave
nebo pii kontaktu s kontaminovanou potravou (Kuchta, 2015). Jeden z poslednich
ptipadi zachytu tasemnic po pozieni kontaminovaného masa v CR pochézi z roku 2013,
kdy byla u nékolika desitek jedincii v oblasti Opavska nalezena tasemnice bezbranna

(Taenia saginata) (Martinkova et al., 2016).

Problémem v diagnostice parazitdrnich onemocnéni je strach pacientl z vlastniho
diagnostického zakroku nebo z vysledku diagnostiky. Pacienti se stydi, a proto ¢asto
hledaji feSeni v neodbornych kruzich na internetu. V prostfedi stranek a for se pak
dozvidaji mylné nebo zavadéjici informace. Jako jeden ptiklad za vSechny bych rada
uvedla pfipad zjedné nejmenované mikrobiologické laboratofe, kterd se zabyva i
diagnostikou parazith u Clovéka. Pred pfichodem k 1ékaii méla pacientka dva roky
vleklé velké obtize. Byla ji diagnostikovana ptitomnost Taenia saginata a to v délce
¢ty metrd. Divodem k odkladu navstévy lékare bylo, ze dand pacientka se na internetu
dozvédéla, ze Taenia béhem casu sama odumie (pozn. Taenia saginata muze zit az
desitky let (Hoberg, 2002)). V neddvné dob¢ se v této laboratofi setkali i se svrabem

zpiisobeném Sarcoptes hominis. Byl nakaZen i personal na nemocni¢nim odd¢leni.

V dnes$ni dob€ je vramci diagnostiky parazitarnich onemocnéni velky rozvoj
v oblasti molekularni diagnostiky. V parazitologii se nejcastéji vyuziva technika PCR.
Tato metoda je rychld v porovnani s klasickymi mikroskopickymi metodami. Odpada
barveni preparati a je nesporné citlivéjsi. Dani za citlivost je riziko mozné kontaminace
vzorku, jelikoZ 1 malé mnozstvi DNA parazita, které se do vzorku dostane napf. pfi
neopatrné manipulaci, zpisobi pozitivni zachyt (Ditrich, 2013). Vyvijet nové
diagnostické metody je nutno vzdy v soucinnosti se situaci v daném regionu. Nicméné u
nékterych paraziti bohaté staci prosta mikroskopie (napiiklad u rouptt Grahamuv stér, u

svrabu prosté nativni mikroskopie seskrabu z klize).

Mikroskopické metody jsou dnes povazovany za klasické diagnostické metody.
Stale se pouzivaji napiiklad v menSich laboratofich, ale také jsou vyuZivany pro

kontrolu vysledkt naptiklad z PCR.

Sérologické metody jsou vyuzivany pro rychlou diagnostiku parazita. Na trhu jsou

dostupné razné¢ ELISA kity, kde staci pouze maly objem vySetfovaného vzorku. Pii
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diagnostice protilatek vSak tyto testy netikaji, zda je parazit stale v téle, ale pouze, Ze

pacient byl danym parazitem exponovan.

Pro spravnou diagnostiku je vhodné kombinovat vice pristupi, tedy vyuzit dvou
nebo i1 vice metod pro spolehlivé uréeni daného parazita. Spolehlivé urceni nasledné
usnadni i vlastni 1écbu a vybér vhodného 1éCiva. Na vSech pracovistich se nepouzivaji
vSechny uvedené diagnostické metody. Malé laboratorni pracovisté vyuzivaji pro zachyt
parazita pouze klasické diagnostické metody, na specializovanych pracovistich jsou
dostupné i molekularni a sérologické metody a to proto, aby bylo jejich pouzivani

hospodarné.

49



10. Zavér

Byt jsou v dnesni dobé v civilizovaném svété¢ onemocnéni parazity na ustupu,
nelze vyznam diagnostiky zlehCovat, nebo jej dokonce opomijet. Jak volné moznosti
cestovani do exotickych zemi, které pfindseji pro pacienta riziko ndkazy, tak migrujici
obyvatelstvo ze zemi tfetiho svéta k ndm pfichazejici, by mélo podstupovat preventivni

prohlidky a nechat se na ptipadnou nadkazu parazity testovat.

(A4

V soucasné dob¢ se firmy snazi vyvinout co nejrychlejsi a nejjednodussi testovaci
soupravy pro diagnostiku jednotlivych parazitii. Jednotlivé metody se co do narocnosti
velmi li$i a nové metody ptindSeji rutinni a standardizované postupy, které diagnostiku
usnadnuji a automatizuji. Pfes to vSechno maji osvédcené ,,staré” metodiky v soucasné
diagnostice své misto. Vhodné je tak kombinovat vice pfistupt, tedy vyuzit alespon

dvou metod pro spolehlivé urceni daného parazita.
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