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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 pouzivanou jak v humanni tak veterinarni mediciné (monitorovani zdravi u divokych
zvirat)

 principem je detekce vajicek helmint, jejich larev ¢i dospélct a exogennich vyvojovych stadii
(oocyst, cyst, spdr) parazitarnich protist ve vzorcich trusu/stolice

» prestoze u rady parazitu neprobiha vyvojovy cyklus v zazivacim traktu hostitele, opousti vyvojova
stadia télo parazitovaného jedince trusem/stolici (napf. plicni hlistice rodu Dictyocaulus)

* Celou radu parazitQ, jejichz alespon ¢ast vyvojového cyklu neprobihd v travicim traktu (napfr.
krevni parazité — Plasmodium — plivodce malarie), nelze pomoci koprologie detekovat
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Prehled zakladnich koprologickych metod

1. Sbér a uchovavani vzorku
2. Makroskopicka diagnostika
3. Mikroskopicka diagnostika

a) Primé mikroskopické vysetreni — nativni preparat
b) Dekantace
c) Roztéry
d) Koncentraéni metody
* Flotace
* Sedimentace
e) Larvoskopie



1. Sbér a uchovavani vzorkd

» cerstvy fekdlni material (z ddvodu mozného zkresleni
vysledku vzhledem k omezeni Zivotaschopnosti trofozoitU
parazitickych prvokt nebo rychlému vyvoiji a lihnuti L1 larev
nékterych hlistic béhem nékolika malo hodin ¢i dn(i)

» vzorky sbirdme do Cistych nadob (sackd), oznacime druhem
zvirete, datem odbéru, lokalitou, vékem zvitrete (dllezité
pro uréovani parazita)

e optimalni mnozstvi materialujecca10g

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

* je-li to mozné, odbér vzorku od daného jedince provadeéet
opakované (3 odbéry, ob den)




2. Makroskopické vysetreni trusu

* zjisténi neobvyklého vzhledu, barvy a konzistence, pripadné primési krve a
hlenu v trusu mlzZe naznacit pritomnost parazitu

Konzistence: Trus mékky, vodnaty (prijem) nebo velmi tvrdy (zdcpa). Stav trusu se ale bude lisit podle druhu
zvirete. Napriklad vykaly skotu jsou obvykle mékci nez vykaly koni nebo ovci.

Barva: Neobvyklad barva napf., svétle Seda stolice mlze naznaCovat nadmérné mnozstvi tuku ve stolici, coZ je
pfiznak Spatné absorpce streva. U giardiézy mUze byt vzorek stolice tukovity a zpénény.

Krev: V Cerstvé stolici se mUze krev jevit jako tmavé hnédd aZz ¢ernd nebo mize vykazovat ¢ervenou barvu
spojenou s pfitomnosti Cerstvé krve. Krev ve stolici mGze byt z dlivodu amébové dysenterie, balantididzy,
schistosomdzy nebo zavazné infekce tenkohlavcem lidskym (Trichuris trichiura).

Mucus: Hlen na povrchu Cerstvych stolic mGze byt spojen se stfevnim parazitismem nebo jinym metabolickym
onemocnénim.

Cerstvost stolice: Pokud jsou vykaly staré a suché, je tfeba to poznamenat. Ve starych vzorcich nemusi byt
detekovdna protozoa a vajicka parazitl, oocysty mohou sporulovat nebo mohou byt pritomni pseudoparaziti.

PFitomnost paraziti: Néktefi paraziti, nebo jejich ¢asti, jsou dostatecné velci, aby je bylo mozné pozorovat
pouhym okem. Pravdépodobné nejéastéjsi jsou proglotidy tasemnic, celé hlistice, nebo dokonce larvy ¢lenovcl
(stfecek konsky (Gasterophilus intestinalis)).

Proglotidy tasemnice Dipylidium caninum
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3. Mikroskopické vysetreni trusu

* slouzi k detekci a identifikaci cyst a/nebo trofozoitl protozoi. V pripadé helmint(
mohou byt nalezeny vajicka, larvy nebo segmenty.




3. Mikroskopicka diagnostika

a) Primé mikroskopické vysetreni — Nativni preparat

tato metoda je vhodna pro rychlé orientacni vysetieni trusu (pro presné vysledky je
vhodné vyuzit nékterou z koncentracnich metod)

prima prohlidka stolice (nutné dodat €erstvou stolici a dopravit ji pri télesné teploté ) v
kapce fyziologického roztoku, pfipadné se pridava Lugollv roztok na obarveni cyst
prvok

pfitomnost pohyblivych stadii bicikovcti, nalevnikti a ménavek (hledame pohybuijici se
trofozoity prvoku (napr. Entamoeba histolytica))

v nativnim prepardtu mizeme nalézt i vajicka helmintu a cysty prvoku
identifikace na zakladeé velikosti, tvaru, povrchovych struktur a typického pohybu

mUZe se nechat zaschnout, fixovat a barvit (= zvyraznéni bezbarvych parazit()



3. Mikroskopicka diagnostika

a) Primé mikroskopické vysetreni — Nativni preparat

vysetrovany material

Postup pripravy prepardtu:

* na podlozni sklo oznacené Cislem vzorku kdpneme
kapku fyziologického roztoku nebo vody

* v kapce rozmichdme Spejli vzorek stolice do velikosti
obilného zrna

» pfikryjeme krycim sklickem a prohliZime pod
mikroskopem pri zvétseni 100 - 400x
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kryci sklicko

Pro lepsi rozliSeni parazitQ a jejich vajicek lze tento
preparat barvit specialnimi barvivy nebo kapkou
Lugolova roztoku. Podobné mlzeme zhotovit nativni
preparat z vytérq.

podlozni skliCko, voda, spejle




3. Mikroskopicka diagnostika

Trvaly barveny preparat

Gomoriho trichrom

- cysty a trofozoity prvokl nalezené pfri pouziti
koncentracnich metod je nutné urcit,
k cemuz ndm pomUze barveni

Postup:

» Spejli rozetfeme vzorek na podlozni sklicko

* sklicko dame fixovat do prvni kyvety (sublimdt alkohol) na
minimdlné 1 hodinu, natér nesmi zaschnout (béhem
celého barveni!)

* barvime

* prepardt montujeme do kanadského balzamu




3. Mikroskopicka diagnostika

b) Dekantace

Postup:

* resuspendovadni stolice ve zvoleném objemu vody,
nechat sedimentovat (desitky minut, pripadné
centrifugovat), pripadné prefiltrovat pres cednik,
gdzu nebo jiny sitovany material

* pro lepsi orientaci v nativnim prepardtu

* opakovdnim se docili procisténi vzorku, pricemz
parazitdrni utvary neustdle prochdzeji sity a klesaji
ke dnu nadoby
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3. Mikroskopicka diagnostika

c) Tlusteé roztéry

Tlusty roztér dle Heina

- je vhodny pro diagnostiku vajicek mnoha druh( helmintd

Postup:

* do kapky vody rozmichame urcité mnozstvi stolice

* smés rozetreme na sklicku (vrstva mad byt tak silnd, aby pres ni nebylo mozZno Cist)

* roztér nechdme zaschnout

* pred prohlizenim na sklicko kdpneme parafinovy olej na projasnéni

Tlusty roztér dle Kato

H’e urcen pro rychlou dia%nostiku vajicek helmintl, ma Fodobnou zachytnost jako Heinova metoda, ale parazitarni Utvary se lépe

edaji, tenkosténna vajicka hlistic jsou lépe rozpoznatelna a nedeformuji se. Tato metoda je zavaznym parazitologickym vysetrenim na
hygienickych stanicich.

Postup:
* na podlozni sklo preneseme vzorek vykalu velikosti hrachu

* vzorek prekryjeme prouzkem celofdnu o rozmérech 22 x 30 mm, ktery je predtim mdcen alespor 24 hodin v barvicim roztoku (500 m/
glycerinu + 6 ml 3% vodného roztoku malachitové zelené, pfipadné priddme 500 ml 6% roztoku fenolu)

* vykal pod celofdnem mirné pritlacime gumovou zdtkou k podloZnimu sklicku

* ponechdame 1 hodinu pri pokojové teploté nebo 20 — 30 minut v termostatu pfi 37 °C. Tim se projevi ucinek barvici smési, prepardt se
obarvi a projasni

* prohliZime pod mikroskopem, prepardt je moZno uchovat i nékolik dni

Odkazy : https://labmet.zshk.cz/vyuka/tlusty-nater-dle-Kato.aspx



https://labmet.zshk.cz/vyuka/tlusty-nater-dle-Kato.aspx

3. Mikroskopicka diagnostika

d) Koncentracni metody

FLOTACE

* metoda vyuzivajici rozdilnych hustot parazitarnich utvard a pouzitého flotaéniho
roztoku wyssﬁl hustota), takze parazitarni dtvary vyplavou na hladinu (koncentruji se
na povrchové blance), odkud se sbiraji a prenaseji na mikroskopické sklicko

* preparaty se ihned prohlizeji
* nema 100% zachytnost, nehodi se na diagnostiku vajicek motolic

* nejCastéjsi detekce mensich vajicek a larev hlistic, vajicek tasemnic a cyst prvoka
(Casto oocysty kokcidii)

» flotacni roztoky jsou vétSinou roztoky soli a cukr(l o vysoké koncentraci

Priklady flotacnich metod (+ flotacni roztoky):

dSheatherova metoda (C;,H,,0, - sacharéza)
dFaustova metoda (33% ZnSO,)
dkoncentrovanad McMasterova metoda (nasyceny NaCl + 500g glukdzy na 1 litr NaCl)



3. Mikroskopicka diagnostika

d) Koncentracni metody

FLOTACE
Postup:

kousek trusu (1cm3, 3-5g) smichdme v tfeci misce s 10-15 ml vody

precedime pres sitko nebo gdzu do zkumavky a odstfedujeme 1-2 minuty pri 1500-2000 rpm
opatrné slijeme supernatant a k sedimentu priddme flotacni roztok, zatim do vysky 1/3
zkumavky

obsah zkumavky dokonale promichdme (kovovou, sklenénou tycinkou)

prilijeme jesté flotacni roztok, celkové do 2/3 - 3/4 vysky zkumavky a promichdame
odstredujeme 1-2 minuty pfi stejnych hodnotdch

draténou koprologickou klickou odebereme z povrchové blanky nékolik kapek na Cisté
podlozni sklicko, prikryjeme krycim sklickem a mikroskopujeme pri zvétseni 40x - 400x

(pokud nemdme k dispozici koprologickou klicku - po druhém odstredovdni se opatrné doplni
flotacni roztok aZ po okraj zkumavky, prikryje se krycim sklickem, které po 10-ti minutdch
pfeneseme na podloZni sklicko)

Odkazy :

https://labmet.zshk.cz/vyuka/koncentracni-flotacnhi-metoda-dle-

Fausta.aspx

https://www.youtube.com/watch?v=LG2n2MLay3Y
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https://labmet.zshk.cz/vyuka/koncentracni-flotacni-metoda-dle-Fausta.aspx
https://www.youtube.com/watch?v=LG2n2MLay3Y

Formol Ether Sedimentation

3. Mikroskopicka diagnostika

d) Koncentracni metody

SEDIMENTACE

* principem sedimentace je klesani vajicek a cyst ke dnu kadinky
* poutziti pro tézka vajicka a cysty, ktera by se pfri flotacni metodé
nevyplavila (vajicka motolic, nékterych tasemnic (Skulovec) a

vrtejsud, cysty prvokd (améb)

» Ether adsorbs fecal debris & floats.
* Formalin fixes & preserves the specimen.

* proces sedimentace je mozné urychlit a zefektivnit pomoci
centrifugace za pouziti riznych sedimenta¢né-koncentracnich
roztok( (napf. kombinace methiolat -jéd - formaldehyd, ethyl
acetat, Hemo-De, ether...)

Postup:
*  priblizné 5g trusu rozmichdme s vodou v tfeci misce a prefiltrujeme pres sitko do sedimentacni

nddobky (cca 50 ml)

*  kddinku dolijeme vodou po okraj a nechdme 5 minut stat

*  supernatant opatrné slijeme a sediment opét doplnime vodou

*  promyvdni opakujeme dokud neni supernatant Cisty

*  pfiposlednim slévdni nechdme se sedimentem v nddobce 1-2 ml vody

*  obsah kruhovym pohybem nddobky promichdme, vylijeme na hodinové sklicko a mikroskopujeme
(zvétseni 40-100x)

. Ether layer

=1_ Ether-fecal
Supernatant
. layers

| Formalin layer

Odkazy : https://www.youtube.com/watch?v=3V-U8jQusfk
https://www.youtube.com/watch?v=aRZ6CnACUoc

_J- Sediment

Fie. 1 T.avers nroduced bv the MGT. method afier final centrifieation


https://www.youtube.com/watch?v=3V-U8jQusfk
https://www.youtube.com/watch?v=aRZ6CnACUoc

3. Mikroskopicka diagnostika

e) Larvoskopie

- zjistovani larev parazitl v trusu, event. v organech hostitele

Vajdova metoda

- vyuziva schopnosti larev hlistic migrovat do teplé vody (detekce malych
plicnivek, napt. Miiellerius capillaris)

Postup:

*  vzorek formovaného trusu preZvykavct a hlodavci (3-4 bobky) vloZime do gdzy nebo do sitka a poloZime
na hodinové sklicko, Petriho misku nebo podlozni sklicko

*  pipetou zakdpneme teplou vodou (40 °C) a nechdme 15-60 minut stdt

*  trus odebereme a vodu prohlizZime pod mikroskopem

Baermannova metoda
-vyuziva schopnosti larev hlistic migrovat do vodniho prostredi
Postup:

* do ndlevky s gumovou hadickou uzavienou svorkou a upevnéné ve stojanu vloZime sitko (sestavime tzv.
Baermannovu aparaturu)

* vzorek trusu (asi 5-20g) zabalime do gdzy a vloZime do sitka

* do ndlevky nalijeme tolik 40 °C teplé vody, aby zalila vzorek do poloviny

* z hadicky nad svorkou musime odpustit vzduchové bubliny

* vzorek nechdme stdt pri pokojové teploté (optimdlni 25 °C) 8-20 hodin, v praxi vétsinou do druhého dne

* larvy vlivem tepla a vlhka migruji z trusu do vody, sedimentuji a koncentruji se nad svorkou

* povolenim svorky je vylijeme na hodinové sklicko a mikroskopujeme

stanaard

+ 20 g fresh faeces

double layered gauze

glass funnei

sieve

tap water

rubber tube

clip

pipette




