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Koprologie

» soubor metod pouzivanych v parazitologii k diagnostice parazitarnich
infekci z trusu zvirete nebo ze stolice cloveka

» jedna se o zakladni, jednoduchou, neinvazivni, Casové nenarocnou
a velmi efektivni formu diagnostiky (monitorovani zdravi u divokych
zvirat)

» principem je detekce vajicek helmintd, jejich larev ¢i dospélct
a exogennich vyvojovych stadii (oocyst, cyst, spor...) parazitarnich
protistd ve vzorcich trusu/stolice

» prestoze u rady parazitl neprobiha vyvojovy cyklus v zazivacim traktu
hostitele, opousti vyvojova stadia télo parazitovaného jedince
trusem/stolici




Sbér a uchovavani vzorku

» Cerstvy fekalni material (z duvodu mozného zkresleni vysledku
vzhledem k omezeni zivotaschopnosti trofozoitt parazitickych prvoku
nebo rychlému vyvoji a lihnuti L1 larev nékterych nematodu béhem
nékolika malo hodin ¢i dnu)

» vzorky sbirame do cistych nadob (sackul), oznacime druhem zvirete,
datem odbéru, lokalitou, vékem zvirete (dulezité pro urcovani
parazita)

» optimalni mnozstvi materialu je cca 10 g

» vzorky ihned zpracovavame nebo uchovame v chladnu ¢i fixujeme
(chemické smési obsahujici napr. etanol, formaldehyd, k. octovou,
k. propionovou, dichroman draselny, glutaraldehyd)




Makroskopicka diagnostika

» slouzi k detekci dospélct (Skrkavek, roupt aj.) nebo jejich ¢asti
(¢lank( tasemnic)

» zjisténi neobvyklého vzhledu, barvy a konzistence, pripadné primeési
krve a hlenu v trusu mdze napovédét pritomnost parazitu




Nativni preparat

» prima prohlidka stolice v kapce fyziologického roztoku, pripadné se
pridava Lugollv roztok na obarveni cyst prvoki

» pritomnost pohyblivych stadii bicikovcu, nalevniki a ménavek

» identifikace na zakladée velikosti, tvaru, povrchovych struktur
a typického pohybu

» muze se nechat zaschnout,
fixovat a barvit (= zvyraznéni

bezbarvych parazitl)




Dekantace

» resuspendovani ve zvoleném objemu vody, sedimentace (desitky
minut, pripadné centrifugovat), pripadné prefiltrovani pres cednik,
gazu nebo jiny sitovany material

» pro lepsi orientaci v nativnim preparatu

» opakovanim se docili procisténi vzorku, pricemz parazitarni utvary
neustale prochazeji sity a klesaji ke dnu nadoby




Tlusty rozter

» diagnostika vajicek helmintd

» do kapky vody se rozmicha urcité mnozstvi stolice;

» smes se rozetre na sklicku (vrstva ma byt tak silna, aby pres ni nebylo
mozno cist);

» roztér se necha zaschnout
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Fig. 1 and 2 - Crypiosporidiwm spp oocysts in fecal smear. Acid-fast staining using alcohol-chloride acid solution (250x
and 1000x).




Koncentracni metody

1) Flotace

» metoda vyuzivajici rozdilnych hustot parazitarnich utvart a pouzitého
flotacniho roztoku (vyssi hustota), takze parazitarni Utvary vyplavou
na hladinu, odkud se sbiraji a prenaseji na mikroskopickeé sklicko

» preparaty se ihned prohlizeji
» detekce mensich vajicek a larev hlistic, tasemnic a oocyst kokcidii

» napr. Sheatherova metoda




Koncentracni metody

Flotace




Koncentracni metody

2) McMasterova kvantifikacni metoda

» umoznuje vypocitat intenzitu infekce

» navazuje na flotacni metodu, tekutina z hladiny se vlije do
McMasterovy komurky, pomoci ¢tverct v ni obsazenych se vypocita
mnozstvi vyvojovych stadii parazitt v gramu trusu




Koncentracni metody

3) Sedimentace

» metody vyuzivajici gravitace a hustoty roztoku k tomu, ze tézka
vajicka a cysty sedimentuji na dno zkumavky

» pro zvyseni rychlosti sedimentace se casto pouziva centrifugace za
pouziti riznych sedimentacné-koncentracnich roztokul (slozeni
pouzitych smési umoznuje sedimentaci a Cisti koprologicky material od
balastu, ktery ztézuje prohlizeni)

» detekce cyst prvoku a vajicek helmintt (motolic) a nékterych hlistic




Koncentracni metody

Sedimentace
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Entamoeba histolytica




Molekularni metody

Izolace DNA
PCR

Elektroforéza
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PRAKTICKE VYUZITI V TERENU
Orangutan Health Project

» diverzita parazitu
> sezonnost parazitQ

> komplex vztahu

parazit-hostitel

» potravni strategie

> sebe-medikacni chovani
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Prakticka cast cviceni

» flotace vzorku odebranych od piskomill a krys malych (pritomnost cyst
Giardia intestinalis a oocyst Cryptosporidium proliferans)

» vzorky rozmélnime ve hmozdiri, prosejeme pres sitko do zkumavky, centrifugujeme
5 min./2500 otacek

» supernatant slijeme, nalijeme cca 1-2 ml Sheaterova roztoku, rozmichame,
doplnime Sheaterovym roztokem, centrifugujeme

» z hladiny bakteriologickou klickou odebereme vyflotovany material, preneseme na
podlozni sklicko, prikryjeme krycim sklickem, prohlizime pod mikroskopem




