Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra etologie a zajmovych chovi

Fakulta agrobiologie,
potravinovych a pfirodnich zdroijl

Vliv skladovani koprologického vzorku koné na
presnost kvantifikace vajicek strongylidnich hlistic
metodou Mini-FLOTAC
Diplomova prace
Autorka prace: Bc. Jana Belecova

Program: Zajmové chovy zvirat

Vedouci prace: Ing. Jana Napravnikova, DiS., Ph.D.

© 2025 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci " Vliv skladovani koprologického vzorku kon¢€ na
presnost kvantifikace vajicek strongylidnich hlistic metodou Mini-FLOTAC" jsem vypracovala
samostatné pod vedenim vedouciho diplomové prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich
informacnich zdroju, které jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci prace.
Jako autorka uvedené diplomové prace dale prohlasuji, Ze jsem v souvislosti s jejim vytvoienim

neporusila autorska prava tretich osob.

V Praze dne 20.4.2025




Podékovani
Réda bych touto cestou podékovala Ing. Jan¢ Napravnikové, DiS., Ph.D. za vedeni mé

diplomov¢ préace, cenné pripominky, praktickou pomoc, podporu a trpélivost. Velky dik patii

téz mému manzelovi, ktery mi byl velkou oporou pfi studiu a vypracovani této prace.



Vliv skladovani koprologického vzorku koné na
presnost kvantifikace vajicek strongylidnich hlistic
metodou Mini-FLOTAC

Souhrn

Strongylidni hlistice pfedstavuji nejrozsifenéjsi skupinu endoparazitii u koni. Vyskyt
téchto parazitl je u populace koni prakticky vSudypfitomny, a jejich pfitomnost je povazovana
za bézny nalez pii koprologickém vysSetfeni. Parazitarni infekce obecné mohou vyznamné
ptispivat k rozvoji riznych patologickych stavli u koni, a proto je v€asna diagnostika a
monitorovani intenzity infekce klicové pro zajisténi zdravi koni.

K identifikaci a analyze mnozstvi vajicek paraziti se standardné vyuziva koprologické
vysetieni. Koprologicka vySetfeni by méla byt provadéna nejen u jedincti vykazujicich klinické
priznaky, ale 1 v rdmci preventivnich kontrol zdravotniho stavu. Zasadni vyznam v tomto
kontextu hraje kvalita preanalytické faze, zejména spravny odbér a nasledné uchovani vzorku.
Nedostatecné pouceni chovatell a drzitelti koni o spravnych postupech pii odbéru vzorku ¢asto
vede k chybam, které zdsadné ovliviiuji validitu vySetfeni. NejcastéjSimi pochybenimi jsou
prodleva mezi odbérem a vySetienim, v jejimz disledku dochazi k vyvoji parazit ve vzorku, a
déle nevhodné podminky skladovani, predevs§im teplotni rezim.

Vzorky, které nejsou zpracovany vcas nebo jsou uchovavany pii nevhodnych teplotach,
mohou vykazovat zkreslené vysledky. V ramci této prace byly porovnavany rtizné¢ metody
uchovavani koprologickych vzorkt s cilem identifikovat podminky, které nejlépe zachovavaji
diagnostickou vypovédni hodnotu materialu.

Analyza byla realizovana s vyuzitim metody Mini-FLOTAC, ktera umoznuje
kvantitativni stanoveni poctu vajicek strongylidl a je cenéna pro svou vysokou senzitivitu a
pouzitelnost v rutinni klinické praxi. VySetfeni byla provadéna s odstupem n¢kolika casovych
intervalli od odbéru, coZ umoznilo sledovat dynamiku zmén ve vzorcich v zavislosti na Case a
skladovacich podminkach.

Klicova slova: koné, strongylidni hlistice, koprologicky vzorek, Mini-FLOTAC, skladovani



The Effect of Storage Conditions of Equine
Coprological Samples on the Accuracy of Strongylid
Nematode Egg Quantification Using the Mini-FLOTAC
Method

Summary

Strongylid nematodes represent the most widespread group of endoparasites in horses.
Their occurrence is virtually ubiquitous within the equine population, and their presence is
considered a common finding during coprological examination. Parasitic infections in general
can significantly contribute to the development of various pathological conditions in horses;
therefore, timely diagnosis and monitoring of infection intensity are crucial for maintaining
equine health.

Coprological examination is routinely used for the identification and quantification of
parasite eggs. This diagnostic procedure should be performed not only in individuals exhibiting
clinical symptoms but also as part of preventive health monitoring. The quality of the pre-
analytical phase plays a critical role in this context, particularly the proper collection and
subsequent storage of the sample. Inadequate guidance provided to horse owners and caretakers
regarding correct sampling procedures frequently results in errors that may substantially
compromise the validity of the examination. The most common errors include delays between
sample collection and analysis during which parasitic development within the sample may
occur and inappropriate storage conditions, especially with regard to temperature control.

Samples that are not processed in a timely manner or stored under unsuitable temperature
conditions may yield distorted results. This study compared various methods of storing
coprological samples with the aim of identifying conditions that best preserve the diagnostic
value of the material.

The analysis was conducted using the Mini-FLOTAC technique, which allows for the
quantitative determination of strongylid egg counts and is highly regarded for its sensitivity and
applicability in routine clinical practice. Examinations were performed at several time intervals
following sample collection, enabling the monitoring of dynamic changes in the samples
depending on time and storage conditions.

Keywords: horses, strongylid egg, fecal horse sample, Mini-FLOTAC, storage
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1 Uvod

Strongylidni hlistice jsou ¢astym parazitem u konovitych (Equidae), zahrnujici kon¢, osly
a jejich kiizence, a mohou zpiisobit vaZzné poskozeni stiev a v krajnim pfipad¢ i thyn.
Pravidelna koprologicka vySetieni jsou proto nezbytna pro v€asnou identifikaci a 1é€bu infekce
zpusobenou témito parazity. Infekce se zjiStuje kvantifikaci vajicek v koprologickém materidlu.

Z tady metod, které jsou vyuzivany k vySetfeni koprologického materialu byla vybrana
metoda Mini-FLOTAC. V porovnani s dal§imi metodami jako napi. McMasterova metoda se
metoda Mini-FLOTAC ukézala jako citlivéj$i, a tudiz vhodnéj$i pro detekci vajicek
strongylidnich hlistic. Koprologicky material byl podroben testovani z hlediska vlivu teploty a
¢asu na skladovany material.

Skladovani koprologickych vzorki ma vliv na pfesnost a kvantifikaci vajicek
strongylidnich hlistic. Zkouméany byly vzorky, které byly skladovany pii riznych teplotach a
v Casovém odstupu. Zvoleny skladovaci material taktéz ovliviluje miru Ubytku vaji¢ek
strongylidnich hlistic. Jako skladovaci material byly pouzity ZIP safky o riizné gramazi a
propustnosti svétla. Zpusob skladovani koprologickych vzorkl byl v této praci posuzovan se
zamétfenim jak na pouzity material, tak i skladovaci teplotu a Cas skladovani.

Experiment popsany v této praci muze vést k lepSimu pochopeni chovatelt koni, jakym
zpusobem maji odebrané koprologické vzorky skladovat. Optimalni skladovani vzorku pfti
vhodnych teplotach a jejich rychla analyza pomoci citlivych metod, jako je Mini-FLOTAC, je
klicové pro zajiSténi nejlepSich vysledkd pfi detekci mnozstvi vaji¢ek strongylidnich hlistic
pfitomnych ve zkoumaném vzorku. Cilem prace je formulace konkrétnich doporuceni pro
chovatele a drzitele koni tykajicich se optimalniho postupu pfi odbéru, manipulaci a transportu
koprologickych vzorkl s ohledem na zachovani maximalni diagnostické presnosti.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této prace je zhodnoceni vlivu skladovani koprologického vzorku koné na presnost
kvantifikace vaji¢ek strongylidnich hlistic prostfednictvim metody Mini-FLOTAC a na zaklad¢
téchto poznatkli stanovit nejvhodnéjsi zptsob skladovani vzorku. Skladovani vzorku bude
posuzovano s ohledem na pouzity skladovaci material, teplotu a Cas skladovani.

Védecké hypotézy, které budou v této praci ovérovany jsou:

1. Pocet vajicek strongylidnich hlistic se s nartistajicim ¢asem skladovani vzorku snizuje.

2. Teploty pod bodem mrazu zna¢né redukuji pocet nalezenych vaji¢ek strongylidnich
hlistic.

3. Skladovaci material vyznamné ovliviiuje dobu, po kterou lze skladovany material
vysetfit.



3 Literarni resSerse

3.1 Parazité u koni

V odborné literatufe lze nalézt celou fadu obecnych definic parazith. Paraziti jsou
nejcastéji charakterizovani jako organismy metabolicky a fyziologicky zavisli na svém hostiteli
(Elsheikha & Kahn 2011). Ve srovnani s hostitelem byvaji mensi a vykazuji vyssi reprodukéni
kapacitu (Hampl 2010). Parazité jsou rovnéz definovani jako organismy, které ke specifické
fazi svého vyvoje vyuZzivaji jiny organismus. Z tohoto vztahu parazit vyznamné profituje,
zatimco hostitelsky organismus je timto vztahem poSkozovan (Flegr 2010).

Klasifikace paraziti se odviji od zvolen¢ho pfedmétu zkoumani, ktery napiiklad
zohledniuje typ vztahu k hostiteli — tedy zda se jedna o parazity vnitini, nebo o parazity zijici na
povrchu téla. Tato prace se zamétuje na endoparazity traviciho traktu koni, konkrétné na
zastupce kmene Nematoda z Celedi Strongylidae, kteti budou dale podrobnéji popséani. Obecné
1ze konstatovat, Ze kin je hostitelem Sirokého spektra vnitinich parazitii, pficemz z klinického
hlediska maji nejvetsi vyznam zastupci helmintti. Mezi nejrozsifenéjsi a z hlediska chovu
nejznaméjsi jsou: mali strongylidi z podceledi Cyathostominae, velci strongylidi z podceledi
Strongylinae, Skrkavka konska (Parascaris equorum), tasemnice konska (Anoplocephala
perfoliata), roup konisky (Oxyuris equi), stteCci z rodu Gasterophilus, had¢ (Strongyloides
westeri), filarie (Habronema spp., Draschia megastoma) a heteroxenni kokcidie (Sarcocystis
neurona) (Bodecek et al. 2017).

3.2 Strongylidi

Celed’ Strongylidae (kmen Nematoda, tfida Chromadorea, f4d Rhabditida) se na zakladé
charakteristickych morfologickych znakli déli do dvou podceledi: Strongylinae (tzv. velci
strongylidi), ktefi jsou typicti kulovitou ¢i nalevkovitou bukélni kapsuli, a Cyathostominae (tzv.
mali strongylidi), jejichz zastupci disponuji bukalni kapsuli valcovitého tvaru (Dubinsky &
Jurasek 1993; Lichtenfels et al. 2008).

Hlistice z ¢eledi Strongylidae pfedstavuji vysoce odolné parazity, ktefi infikuji pasouci
se koné po celém svété bez ohledu na klimatické ¢i geografické podminky. Tato skupina je
druhové velmi pestra a rozsahld — dosud bylo popsano vice nez 50 druha (Lichtenfels et al.
2008). Patfi k nejcastéji diagnostikovanym parazitim u koni. Infekce je natolik rozsifena, ze
prakticky neexistuje kin, ktery by béhem svého Zivota nebyl t€émito hlisticemi infikovan. Pocet
parazitickych jedinci miize dosdhnout desitek az stovek tisic na jednoho hostitele.
S ptibyvajicim veékem koné navic vyskyt strongylidnich hlistic klesa (Langrova & Jankovska
2002; Nielsen 2012).

3.2.1 Velci strongylidi

Velci strongylidi pfedstavuji parazity nalezejici do podceledi Strongylinae. Na rozdil od
malych strongylida (podceled” Cyathostominae) tato skupina zahrnuje nékolik rodd, z nichz
nejznamejsi a nejpatogennéj$i je rod Strongylus. Mezi nejvyznamnéjSi zastupce patii
Strongylus vulgaris (Cesky zubovka véncovd), Strongylus edentatus a Strongylus equinus
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(zubovka koniskd). Do podcéeledi Strongylinae vSak nalezi 1 dalSi rody, jako napft.
Triodontophorus, Craterostomum ¢i Oesophagodontus, které mohou rovnéz parazitovat ve
stievé koné, ale jsou obvykle méné patogenni. Nazev ,,zubovka* odkazuje na vyvoj zubnich
struktur, které témto parazitim umoznuji snadné€jsi prichyceni ke stfevni sliznici hostitele (viz
obr. 1). V misté ptisati byvaji patrné cervenomodré skvrny jako dasledek lokalniho poskozeni
tkan€. Dospélci velkych strongylidii jsou robustni, Cervenohnéde zbarvené valcovité hlistice.

Charakteristickym znakem vSech zéastupcli této skupiny je okrouhld ustni kapsula
(Langrova & Jankovska 2002; Koudela 2008).

Pocet zubt v ustni kapsuli je druhové specificky. Nejmensi zastupce Strongylus vulgaris
ma pouze dva zuby, zatimco Strongylus equinus, nejvétsi druh z této skupiny, disponuje ¢tyfmi
zuby. Naproti tomu Strongylus edentatus zadné zuby v Ustni kapsuli nema.

Rozméry jednotlivych druhil se 1i$i az o nékolik milimetrti. Samci Strongylus equinus
dosahuji velikosti 22—26 mm, zatimco samice méti 32—45 mm. U Strongylus vulgaris dosahuji
samci délky 14—17 mm a samice 20-21 mm. Strongylus edentatus je nejvetsi: samci mefi
27-37 mm a samice 35-50 mm. Vaji¢ka vSech zastupcti maji typické strongylidni morfologické
znaky. Délka a Sitka vajicek u Strongylus edentatus a Strongylus equinus se pohybuji v rozmezi
85-92 x  41-54 um. Vagjicka  Strongylus  vulgaris  dosahuji  rozméri
80-93 x 47-54 um (Bodecek et al. 2017).

Samci vSech druhii disponuji vyraznou kopulacni bursou na kaudalnim konci téla, kterd
je typicka pro nematody ¢eledi Strongylidae (Dyk et al. 1969).

Obrazek 1 Hlavové casti druhit rodu Strongylus, boc¢ni pohled, z leva, S. equinus,
S. edentatus, S. vulgaris

Zdroj: Lichtenfels (1975)

3.2.1.1 Vyvojovy cyklus

Velci strongylidi maji pfimy (monoxenni) zivotni cyklus, coz znamend, Ze nepotiebuji
mezihostitele. Vyvoj zahrnuje tato hlavni stadia:

1. Dospélci Ziji ve slepém a tlustém stieve koné, kde kladou vajicka.
2. Vajicka jsou vylucovéna trusem do prostiedi.
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3. Ve vnéjSim prostiedi se z vaji¢ek lihnou larvy L1, které se dale svlékaji do stadia L2
a infek¢éniho stadia L3. Tento vyvoj trva pfiblizn€ 7-20 dni v zavislosti na teploté a
vlhkosti prostiedi.

4. Larvy L3 se nachazeji na pastvin¢ a jsou pozieny koném.

5. Po pozieni larvy migruji t€lem koné specifickou cestou (1isi se podle druhu):

e Strongylus vulgaris: migrace pies stfevni sténu do tepen — vyvoj v arteriich —
navrat do tlustého stieva

o Strongylus edentatus: migrace pies portalni obéh do jater — pobfiSnice — névrat
do tlustého stieva

o Strongylus equinus: migrace do jater — podél hepatického vazu k pankreatu —
navrat do slepého a tlustého stieva

6. Larvy béhem migrace projdou dal§imi svlékdnimi (L4 a LS).

7. Ve stteve larvy dospivaji a kladou vajicka — cyklus se uzavira. (Langrova & Jankovska
2002; Volf & Horak 2007; Corning 20009; Bredtmann et al. 2017).

8. Prepatentni perioda se druhové lisi:

S. vulgaris: ptiblizn€ 6,5 az 7 mésict
S. edentatus: ptiblizné 12 mésicu
S. equinus. piiblizné 8 az 9 mésici (Rommel et al. 2000).

Obrazek 2 Zivotni cyklus Strongylidnich hlistic

N

1. Dospélci ve 2. Vajicka
stievE kladou ve vykalech
vajicka

a jejich vyvoj ve
vnéjsim prostiedi

s —

3.L1-12—
infekéni larvy L3
pozfeni koném

Migrace larev S )

(organy dle druhu strongylida)

4. Navrat

do stieva
a dozrani jedince
Zdroj: Vlastni (2025)
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3.2.1.2 Patogenita a klinické projevy

Dospéli jedinci velkych strongylidi se v tlustém stievé zivi krvi a tkanémi hostitele.
Pomoci robustnich ustnich kapsuli, které jsou pro tuto podceled’ typické, se prichyti ke stfevni
sliznici, ¢imz ji mechanicky naruSuji. Toto poSkozeni vede ke vzniku krvacivych ulceraci
(Mfitilodze et al. 1985). V ptipadé¢ silné infekce, Citajici desitky az stovky parazit, dochéazi
k vyznamnym ztratdm krve a plazmatickych proteinit a ke chronickému posSkozeni stievni
stény. Klinicky se tento stav projevuje anémii, ubytkem hmotnosti a celkovym zhorSenim
kondice kon€. Zavaznost klinickych pfiznakt zavisi na intenzité a délce trvani infestace. Mirné
az sttedn¢ tézké infekce Casto probihaji bez zjevnych piiznakiti — mnozi koné nevykazuji Zadné
symptomy ani pii vysoké zatézi parazity (Jiirgenschellert et al. 2022). Za nejvice patogenni
druh velkych strongylidii je jednoznacné povazovan Strongylus vulgaris, ktery béhem své
zdlouhavé migrace v organismu hostitele piisobi zdvazna poskozeni. Béhem priniku tepnami
vyvolava vyraznou zanétlivou reakci cévni stény, oznaCovanou jako vermindzni aneurysma,
charakterizovanou masivni infiltraci leukocytd a ztluSt€énim vnitinich vrstev cév (McCraw
1976). Tromby, kter¢ se Casto tvoii zejména v oblasti arteria mesenterica cranialis, mohou vést
k ¢aste¢né nebo Uplné obstrukci cévniho fecisté, a tim i1 k ischemii nebo infarktu segmentt
stiteva (Lester et al. 1989). Snizené prokrveni se nésledné¢ mulze projevit poruchou stfevni
je torze ¢i intususcepce stfeva (Klei 2019). V soucasnosti se infekce Strongylus vulgaris
v mnoha chovech vyskytuje spiSe sporadicky, prestoze infekce strongylidnimi hlisticemi byva
zpravidla vicedruhova. Diky dlouh¢ prepatentni periodé tohoto druhu a strategickému ptistupu
k odCervovani se prevalence vyrazné snizila, ¢asto na jednotky procent. I pfes nizky vyskyt
vSak Strongylus vulgaris predstavuje zavazné riziko. Stale plati, Ze tento druh a jemu ptibuzni
zastupci patii mezi helminty koni s nejvyssi patogenitou, ptestoze jejich vyznam byl diky
pouzivani anthelmintik znac¢né potlacen (Jiirgenschellert et al. 2022). Larvy Strongylus
edentatus a Strongylus equinus b&hem své migrace poskozuji jaterni tkan, peritoneum
a pankreas, coz muze vyvolat lokdlni zanétlivé reakce. Klinicky se infekce muze projevit
naptiklad horeckou, nechutenstvim nebo kolikovymi obtizemi (McCraw et al. 1974; McCaw
1976).

3.2.2 Mali strongylidi

Mali strongylidi ptedstavuji skupinu parazitickych hlistic koni nélezejicich do podceledi
Cyathostominae. Na rozdil od velkych strongylidii se jednd o pocetnéjsi a kosmopolitné
roz$itenou skupinu. K dne$nimu dni bylo popséno vice nez 50 druhti ndleZejicich do 14 rodi,
mezi né¢z patii napt. Cyathostomum, Cylicocyclus, Cylicodontophorus, Cylicostephanus,
Cylindropharynx, Gyalocephalus, Hsiungia, Parapoteriostomum, Corovinema, Cateriosonyc,
Cateriostomum, Skrjabinodentus a Tridentoinfundibulum (Langrova & Jankovska 2001;
Lichtenfels et al. 2008; Bredtmann et al. 2017). Vzhledem k ¢astému vyskytu smisenych infekci
je spolehliva identifikace jednotlivych druhii velmi obtizna. Mnozi zastupci se vzhledové
podobaji, a jejich piesné rozliseni vyzaduje detailni mikroskopické vysetieni (Lichtenfels et al.
2008; Bodecek et al. 2017). Mali strongylidi jsou drobnéjsi a StihlejSi nez zastupci velkych
strongylidi. Dospéli jedinci parazituji v tlustém stievé a dosahuji délky 0,5-2,5 cm. Oproti
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velkym strongylidiim jsou subtilngjsi (Corning et al. 2009). Maji charakteristickou valcovitou
nebo prstencovitou ustni kapsuli bez vyraznych zubnich struktur (Lichtenfels et al. 2002;
Lichtenfels et al. 2008). Dospélci jsou Casto nacervenali v disledku sani krve a tkanovych
tekutin z lumen stfeva hostitele (Corning et al. 2009). Vajicka malych strongylidi jsou
morfologicky téméf nerozeznatelna od vajicek velkych strongylidi. Jejich rozméry se pohybuji
kolem 90 x 50 um (Jurasek et al. 1993).

3.2.2.1 Vyvojovy cyklus

Stejné jako u velkych strongylidd, je i u malych strongylid vyvojovy cyklus ptimy, tedy
bez ucasti mezihostitele (viz obr. 3) (Corning 2009).

Obrazek 3 Zivotni cyklus malych strongylidi

&

Encysted
wrvsa | Ofponoue
L3L4 9
|
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; i pr— | —s L5
in mucosa in mucosa in lumen \
Oral Adult worm in
ingestion cecum/colon
1 In horse |
‘ On pasture |
L3

(infective stage) Eggs in feces

Zdroj: Corning (2009)

Dospéli jedinci malych strongylidi parazituji v lumen slepého a tlustého stieva, kde
kladou vajicka, ktera jsou nasledné vyluovana trusem do vné&jSiho prostiedi. Z vajicek se ve
vhodnych podminkach vyvijeji larvy L1 a L2, které se dale transformuji do infekéniho stadia
L3. Tento vyvoj miize za optimalnich teplotnich podminek probéhnout jiz za 3 az 5 dni.
Infek¢ni larvy L3 pfezivaji na pastvinach i béhem zimnich mésict. Po jejich pozieni béhem
pastvy koném pronikaji do traviciho traktu, kde se svlékaji a migruji do sliznice tlustého stieva
— zejména do mukozy a submukézy céka a ventrdlniho kolonu. Na rozdil od velkych
strongylidll v organismu nemigruji (Gasser et al. 2004; Corning 2009; Bredtmann et al. 2017).
Uvnit stievni stény se larvy vyvijeji dale do stadia L4. Cast z nich se b&hem 6-8 tydnii proméni
na larvy L4 a L5 a vraci se do lumen stieva jako mladi dospélci. V tomto pfipad¢ je prepatentni
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perioda pfiblizné¢ 2 mésice (Love & Duncan 1992). Vyznamna ¢ast larev vSak vstupuje do
inhibovaného vyvojového stadia — tzv. hypobidzy — bud’ ve stadiu L3, nebo v ¢asném stadiu
L4. V tomto klidovém stavu mohou piezivat ve sttevni st€éné po mnoho mésicl, vyjimecné az
nekolik let (Proudman & Matthews 2000; Corning 2009). Tyto ,,spici® larvy predstavuji
vyznamnou rezervoarovou populaci, vi€i niz jsou bézné pouzivand anthelmintika neucinna
(Corning 2009). K jejich synchronni aktivaci dochazi zpravidla sezonné, nejcastéji na konci
zimy nebo na jafe, pfipadné v reakci na ndhlé zmény prostiedi, jako je naptiklad podani
anthelmintika. Aktivované larvy se hromadné svlékaji do stadia L4 a opoustéji cysty, ¢imz se
navraceji do lumen stfeva (Baudena et al. 2000). Nésledné rychle dospivaji. Samice zacinaji
klast vajicka, kterd jsou trusem opét uvoliiovana do prostiedi, ¢imz se Zivotni cyklus uzavira.
Jediny kin tak muze hostit rozsahlou populaci malych strongylidii zahrnujici soucasné
dospé€lce, vyvijejici se larvy ve stfevnim lumen i encystované vyvojové formy ve stfevni sténé
(Bodecek et al. 2017).

3.2.2.2 Patogenita a klinické projevy

VétsSina koni infikovanych dospélymi malymi strongylidy nevykazuje Zzadné klinické
pfiznaky, a to ani pfi pfitomnosti n€kolika tisic az stovek tisic jedincti (Love et al. 1999).
Patogenni potencial této skupiny spociva predevsim v larvalnich stddiich. Béhem invaze L3
larev do stfevni sliznice dochazi k posSkozeni epitelu a submukozy, coz vede k lokalni zanétlivé
reakci a naruseni resorpce zivin. Pii masivni infestaci miize byt sliznice stiev prakticky pokryta
encystovanymi larvami, jichz miize byt az n¢kolik set tisic (Collobert-Laugier et al. 2002).

Zéavaznou formou onemocnéni zpusobenou malymi strongylidy je tzv. larvalni
cyathostomindza, vyvolana synchronnim uvolnénim inhibovanych larev ¢tvrtého stadia ze
sttevni stény do lumenu. Tento proces vede k nahlému téZkému poskozeni stievni sliznice
a vyvolava akutni kolitidu. Klinické projevy zahrnuji vodnaty prijem, silné kolikové bolesti,
horecku, rychlé zhorSeni celkového stavu a v nékterych piipadech i uhyn zvifete (Reid et al.
1995; Love et al. 1999). Nejvice ohrozenou skupinou jsou mladi kon¢ ve véku 1-5 let, nicméné
onemocnéni muze postihnout jedince jakéhokoliv véku (Love et al. 1992; Love et al. 1999).

Dlouhodobé casté pouzivani anthelmintik vedlo k selekénimu tlaku, na ktery mali
strongylidi zareagovali vyvojem I¢kové rezistence. Ta je v soucasnosti u této skupiny rozsitena
celosvetove, zejména vici benzimidazolim a tetrahydropyrimidiniim (napft. pyrantel) (Kaplan
2004; Matthews 2014; Peregrine et al. 2014; Nielsen 2022). Tento vyvoj vedl k ptehodnoceni
anthelmintickych strategii v chovech koni. Moderni ptistupy kladou diraz na cilenou
a strategickou kontrolu zahrnujici pravidelny monitoring infekce pomoci kvantitativniho
vySetieni vajicek ve vykalech (FEC, fecal egg count), selektivni terapii jedincl s vysokou
intenzitou infekce, rotaci u€innych latek a zachovani ¢asti parazitarni populace v refugiu (Saeed
et al. 2019). Cilem téchto opatfeni je omezeni kontaminace pastvin, sniZzeni vylu¢ovani vaji¢ek
a minimalizace rizika larvalni cyathostominézy (Mathew 2008). Vyzkum v oblasti malych
strongylida tak 1 nadéle ziistava prioritou (Corning 2009).
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Obrazek 4 Sliznice tlustého stfeva kon¢ s larvalni cyathostominbézou (meéfitko = 3 cm).
Mnohocetna hnédo-Cernéd ohniska obsahuji larvy cyathostomin.

Zdroj: Peregrine et al. (2006)
3.3 Koprologické vySetieni koni

Koprologicka vySetieni piedstavuji klicové diagnostické nastroje vyuzivané k posouzeni
zdravotniho stavu koné na zdklad¢ analyzy trusu. Umoziuji identifikaci a kvantifikaci
parazitickych stadii, zejména vajicek a larev, cozZ méa zasadni vyznam nejen pro klinickou
diagnostiku, ale také pro epidemiologicky vyzkum a potlaCovani parazitarnich onemocnéni.
Spravny odbér a skladovani vzorku jsou nezbytné pro zajisténi presnosti vysledkil, zejména pii
stanoveni intenzity infekce strongylidnimi hlisticemi. Vzorek by mél byt odebran co nejdiive
po defekaci, aby se predeslo dalSimu vyvoji vajicek. Teplota a zpisob uchovani vzorku rovnéz
vyznamné ovlivituji kvantitativni nalezy. V praxi se rutinn€ vyuzivaji jak kvantitativni, tak
kvalitativni metody koprologického vySetfeni. Zakladni kvantitativni pfistup predstavuje
stanoveni poctu vajicek na gram trusu (EPG — eggs per gram), které umoziuje cilenou
anthelmintickou 1é€bu a monitorovani U¢innosti podanych anthelmintik. Nize jsou popsany
hlavni pouzivané metody, jejich princip, vyhody, nevyhody a oblasti praktického vyuziti.

3.3.1 McMasterova metoda

Klasickd McMasterova metoda je flotacni technika s fedénim, plGvodné vyvinuta
Gordonem a Whitlockem (1939). Stanovené mnozstvi trusu (napfi. 4 g) se smisi s definovanym
objemem nasyceného flotacniho roztoku (obvykle solny nebo cukerny). Po piefiltrovani se
suspenze naplni do McMasterovy pocitaci komtirky s vyzna¢enou miizkou a objemem 0,3 ml.
Vajicka, ktera vyplavou, se mikroskopicky pocitaji a vysledny pocet se prepocitd pomoci
piepocitavaciho koeficientu na hodnotu EPG (Zajac et al. 2021).

Pti pouziti 4 g trusu a 56 ml roztoku odpovida jedno nalezené vajicko 50 EPG (Ghafar et
al. 2021). Metoda je jednoduché a levna, avsak citlivost je nizkd — detekéni limit byva cca 50
EPG. Slabé infekce proto mohou uniknout detekci. Kvili malému analyzovanému objemu
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(napft. 0,3 ml z 56 ml suspenze) je metoda nachylna k vysoké variabilité vysledkt (Cringoli et
al. 2004; Lejeune et al. 2023). Presto je McMasterova metoda velmi rozsifena v terénu diky
jednoduchosti a dostacuje pro ucely cilené selektivni terapie, kde Casto staci urcit, zda EPG
piekracuje prahovou hodnotu pro aplikaci anthelmintika (napi. 200 EPG) (Ballweber et al.
2014). Existuji i rizné modifikace McMasterovy metody zaméfené na zvySeni citlivosti.
Naptiklad Whitlockova modifikace vyuziva vétsi objem pocitaci komirky nebo vice komtirek,
coz snizuje detek¢ni limit na cca 15 EPG (Ghafar et al. 2021). Prakticky toho 1ze dosdhnout
napf. trojnadsobnym od¢itdnim (pouziti tii komulrek nebo tii opakovani) a zprimérovanim
vysledkt, piipadné pouzitim komurek s véts§im objemem. Tyto Gpravy zlepSuji Sanci zachytu
nizkych infekci, avSak za cenu zvySené pracnosti.

Vyhody:
e Jednoduchd, rychla a levna metoda nevyzadujici slozité vybaveni (pouze zikladni
laboratorni sklo a McMasterovu komiirku (Ghafar et al. 2021)).
o Umoziuje kvantifikaci intenzity infekce parazity (EPG) a sledovani efektu 1éCby
v bézné praxi.

Nevyhody:
o Nizka citlivost — nezachyti velmi nizké infekce (Bosco et al. 2018; Cringoli et al. 2010).
o Nizsi piesnost a opakovatelnost — vysoka variabilita mezi opakovanymi vzorky zvlasté
pii nizkém poctu vajicek (Lejeune et al. 2023).
e Miize dochazet k podhodnoceni poctu vajicek vlivem nehomogenni distribuce vaji¢ek
v malém odebraném objemu (Lejeune et al. 2023).

3.3.2 Wisconsin (centrifugaéni flotace)

Metody typu Wisconsin jsou zalozeny na koncentraci vajicek pomoci centrifugace
namisto pouhého nafedéni vzorku. Klasické technika znama jako ,,Wisconsinska metoda“ (Cox
& Todd 1962) a jeji varianta ozna¢ovana jako Cornell-Wisconsin (Egwang & Slocombe 1982)
vznikly jako modifikace ptivodni Stollovy metody (Ghafar et al. 2021). V nejcastéji pouzivané
upravé znamé jako ,,Wisconsin double centrifugation® se 1-5 g trusu suspenduje ve vodé,
prefiltruje ptes sito a pielije do centrifugacni zkumavky. Prvni odstiedéni ve vodé slouzi
k odstranéni hrubych necistot. Po vyliti supernatantu se sediment promicha s hustym cukernym
roztokem (Sheathertiv roztok s mérnym objemem SG 1,27-1,33), zkumavka se doplni az po
okraj a uzavte krycim sklickem. Béhem druhé centrifugace se vajicka koncentruji na povrchu,
odkud se zachyti na krycim sklicku (Lejeune et al. 2023). Poté se skli¢ko pienese na podlozni
sklo a vSechna vajicka z celého objemu zkumavky se spocitaji pod mikroskopem. Vysledné
EPG (vajicka na gram trusu) se nésledné¢ vypocita pfepoctem na pouzitou hmotnost trusu.
Naptiklad pii vySetfeni 5 g vzorku znamena nalez péti vajicek hodnotu 1 EPG. Diky pouziti
vetsitho mnozstvi vzorku a koncentraci vajicek patii centrifugaéni metody typu Wisconsin mezi
nejcitlivéjsi dostupné metody. Detekeni limit se uvadi ptiblizné 1 EPG (Ghafar et al. 2021). To
¢ini tuto metodu vhodnou jako referencni standard pro zachyceni nizkych stupiii infekci.
Napftiklad infekce produkujici jiz kolem 23 vajicek/gram byly tGspéSné detekovany touto
metodou, zatimco méné citlivé techniky vykazovaly negativni vysledek (O’Grady & Slocombe
1980; Rehbein et al. 2011). Tato vysokd citlivost je vSak vyvazena niz§i presnosti
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a opakovatelnosti vysledkli. Opakovana vySetfeni stejného vzorku mohou vykazovat zna¢nou
variabilitu (Egwang & Slocombe 1982). Pficinou jsou ¢etné manualni kroky — napft. prelévani,
pipetovani, prenos sedimentu — které mohou vést ke ztratdm vaji¢ek nebo k drobnym rozdilim
v objemu analyzovaného materidlu. Systematické piehledy tak hodnoti Wisconsin metodu jako
Casoveé narocnou, s potencidlné nizs§i kvantifikacni piesnosti, a to navzdory jeji vyjimecné
citlivosti (Egwang & Slocombe 1982).

Vyhody:
e Nejcitlivejsi dostupna metoda — odhali i minimalni pocet vajicek (teoreticky 1-5 EPG)
(Ghafar et al. 2021).
e Vhodna jako referencni metoda pii validaci novych technik nebo vyzkumu
anthelmintické ucinnosti, kde je potieba maximalizovat zachyt.

Nevyhody:

e Pracna a Casové naro¢na — vyzaduje centrifugu, vice manipulacnich kroki a zkuSeny
personal (Cox & Todd 1962).

e Niz§i preciznost — vysledky mohou vykazovat véEtsi variabilitu pfi opakovaném
testovani t¢hoz vzorku (Egwang & Slocombe 1982) V rutinni praxi mén¢ vhodna pro
vetsi mnozstvi vzork kviali zdlouhavosti (pouziva se spiSe v laboratofi nez pfimo
v terénu).

3.3.3 FLOTAC

FLOTAC je inovativni kvantitativni metoda, kterou vyvinul Cringoli et al. (2006)
puvodné za ucelem detekce paraziti u zvifat. Principem vychdzi z centrifugacni flotace
obdobné metodé Wisconsin, av§ak vyuziva specialni zatizeni zvané FLOTAC, které zvysuje
citlivost 1 pfesnost vySetieni. Do pfistroje se vklada smes trusu a flotaéniho roztoku — obvykle
5 g trusu smichanych s 45 ml flotacniho roztoku. Tato smés je nasledn¢ centrifugovana piimo
v tzv. FLOTAC komorach. Po odstfedéni nasleduje tzv. ,translace: otoCenim mechanismu
pristroje se horni koncentrovand vrstva obsahujici vajicka piesune do dvou pozorovacich
komiirek (Ghafar et al. 2021). Cely obsah téchto komtirek je poté podroben mikroskopickému
vySetfeni. Diky analyze téméft celého objemu smési (prakticky celé mnozstvi 45 ml po odecteni
sedimentu) je FLOTAC schopen zachytit skoro vSechna piitomna vajicka. Detekéni limit této
metody se uvadi na urovni az 1 vajicko/gram (pfi vySetfeni 5 g trusu), coz je srovnatelné
s metodou Wisconsin. Oproti ni vSak FLOTAC vykazuje vyssi pfesnost a opakovatelnost
méieni, coz je dano omezenim manualnich zdsaht béhem zpracovani a schopnosti analyzovat
vetsi pocet vajic¢ek najednou. Literatura opakované uvadi FLOTAC jako jednu z nejpiesnéjSich
metod pro kvantitativni vySeteni vajicek parazith (Ghafar et al. 2021).

Ve srovnavacich studiich s McMasterovou metodou — jak u koni, tak i jinych hostitelti —
bylo opakované potvrzeno, ze FLOTAC zaznamendva vyznamné vys$i hodnoty EPG. Tento
rozdil je zpusoben vyssi schopnosti metody zachytit pfitomnd vaji¢ka, zejména v piipadech
slabsich infekci. Naptiklad Noel et al. (2017) a dalsi autofi prokazali, ze FLOTAC a jeho
modifikované varianty kvantifikuji strongylidni vajicka pfesnéji nez McMasterova metoda,
ktera ma tendenci hodnoty EPG podhodnocovat.
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Vyhody:
e Vysoka citlivost, srovnatelnd s nejcitlivéj§imi metodami.
e Vysokd piesnost a opakovatelnost — minimélni ztrdty, moznost kvantifikovat
1 nizké naloze s mensi chybou.
o Umoziuje soucasné detekovat vice skupin paraziti v jednom vysetfeni diky velkému
objemu vySetfovaného materialu.

Nevyhody:
e Vyzaduje specialni vybaveni — FLOTAC zatizeni a kompatibilni centrifugu (Ghafar
etal. 2021).

e Delsi doba zpracovani — nutnost centrifugace a manipulace s pfistrojem. Metoda je
méné vhodna pro rychlou terénni diagnostiku.

e Metoda zatim méné rozSifend v rutinni praxi. Hlavni vyuziti je ve vyzkumu
a specializovanych laboratofich.

3.3.4 Mini-FLOTAC

Mini-FLOTAC je zjednoduSena verze metody FLOTAC, ktera byla vyvinuta pro
praktictéj$i pouziti v terénnich podminkach (Barda et al. 2013). Na rozdil od plné verze
FLOTAC nevyzaduje centrifugaci, nebot’ je zaloZena na principu gravitacni flotace ve specialni
dvoukomorové komiirce (Cringoli et al. 2017; Zajac et al. 2021). VySetfeni zaCina smisenim
2-5 g trusu s flota¢nim roztokem (v piipadé koni se nejCastéji pouziva nasyceny solny nebo
cukerny roztok v objemu 3845 ml). Ptipravu vzorku usnadiiuje Fill-FLOTAC, specidlni
nadobka urcend pro homogenizaci vzorku, filtraci a transfer suspenze do komiirek. Po diikladné
homogenizaci se suspenze naplni do obou komiirek Mini-FLOTAC zatizeni. Komtirky se poté
uzaviou a nechaji stat 10 minut, béhem nichZ vajicka vystoupaji k hornimu okraji komurek
(Lejeune et al. 2023). Nasledné se otocenim mechanismu o 90° horni vrstva uzavie na odecitaci
plose. Cely objem obou komtrek, tedy celkem 2 ml (Ghafar et al. 2021), se nésledné vySetti
mikroskopicky. Spocitany pocet vajicek se prepocitdva pomoci piepocitavaciho koeficientu
(multiplika¢niho faktoru) — v zavislosti na pouzitém mnozstvi trusu, obvykle jedno nalezené
vajicko odpovida 5 az 10 EPG. Napftiklad pfi pouziti 2 g trusu predstavuje jedno vajicko 10
EPG (Lejeune et al. 2023).
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Obrazek 5 Mini-FLOTAC zafizeni se dvéma flotaénimi komurkami

Zdroj: Vlastni (2024)

Mini-FLOTAC si zachovava vysokou citlivost, kterd se pfiblizuje citlivosti plné
FLOTAC metody. Detekéni limit je 5 EPG (Ghafar et al. 2021), coz je vyrazné vyssi citlivost
nez u McMasterovy metody, jejiz detekcni limit je obvykle 50 EPG. Nékolik komparativnich
studii potvrdilo, ze Mini-FLOTAC dosahuje vyssi piesnosti a citlivosti nez McMaster.
Naptiklad Scare et al. (2017) a Bosco et al. (2018) prokazali, ze Mini-FLOTAC zachyti vice
vajic¢ek strongylidii a zaroven vykazuje nizsi variabilitu vysledki pii opakovanych vysetfenich.
Pro kvantitativni vySetfeni vzorki koni je Mini-FLOTAC metoda, ve srovnani s tradicni

v

McMasterovou metodou, hodnocena jako spolehlivéjsi a presnéjsi (Ghafar et al. 2021).

Vyhody:
e Vysoka citlivost (detekuje 5 EPG), podstatné lepsi zachyt nizkych hladin infekci oproti
McMaster metodé

e Vyssi pfesnost a opakovatelnost — mensi variabilita mezi opakovanimi diky vétSimu
poctu vysetienych vajicek

e Bez potieby centrifugace — vhodné i pro terénni podminky, zafizeni je kompaktni
a snadno pouzitelné.

e Validovéana vyzkumy napfi¢ riznymi hostiteli (koné, mali pfezvykavci, prasata), nizsi
detekéni limit nez McMaster metoda (Ghafar et al. 2021; Lejeune et al. 2023)
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Nevyhody:
e VEtSi Casova narocnost na zpracovani nez McMaster metoda (10 minut pro pasivni
flotaci vajicek).
e Vyzaduje specidlni Mini-FLOTAC komirku, i kdyz cenové dostupnou.
e U nékterych tézsich vajicek (napt. motolic) nemusi byt pasivni flotace dostatecna. U
téchto parazitti je Mini-FLOTAC bez centrifugace mén¢ vhodna (Ghafar et al. 2021),
ovsem pro kvantifikaci vaji¢ek strongylida koni je dostacujici.

3.3.5 FECPAK systém

FECPAK je komer¢né dostupny systém vyvinuty ptivodné na Novém Zélandu (Presland
et al. 2005) za ucelem zjednoduseni koprologickych vySetfeni v terénnich podminkach. Jeho
modernizovana verze, FECPAK G2 (Tyson et al. 2020), se uplatiiuje i pti vySetfeni trusu koni.
Princip metody spociva v kombinaci klasické flotace s digitalni analyzou obrazu. Obvykle se
pouziva vétsi mnozstvi trusu (napiiklad 10-20 g), které se smisi s flotatnim roztokem ve
specidlni kazeté. Po dostate¢né dob¢, umoziujici vajickiim vyplavat, jsou tato nasata do
pozorovaci komory, ktera je nasledné digitdln¢ nasnimdna pomoci kamery nebo skeneru
(Ghafar et al. 2021). Pofizené snimky jsou nahrany do cloudového tulozisté, kde jsou bud’
automaticky vyhodnoceny softwarem, nebo analyzovany vzdalené¢ odbornikem. Ackoliv
pouziti vétsiho objemu vzorku miZze teoreticky zvysit pravdépodobnost zachytu vajicek
parazitl, v praxi vykazuje syst¢ém FECPAK pouze stfedni citlivost a relativné nizsi pfesnost ve
srovnani s laboratornimi metodami. Terénni studie ukazuji, Ze pii nizké intenzité infekce mtze
FECPAK v detekci vajicek selhat. Vysledné hodnoty EPG cCasto vykazuji vyssi variabilitu a
niz$i kvantifikacni spolehlivost (Ghafar et al. 2021). Systematické piehledy hodnoti FECPAK
jako metodu s niz§i piesnosti a preciznosti, piicemz jeji celkova citlivost se pohybuje na stiedni
urovni. Vyhodou vS§ak zlstdva moznost analyzovat relativné velké mnozstvi trusu, coz zvySuje
pravdépodobnost zachytu vaji¢ek alespon pfi silnéjSich infekcich. V nékterych studiich byla
citlivost FECPAK systému dokonce vyssi nez u McMasterovy metody (Presland et al. 2005;
Fukumoto et al. 2011; Tomczuk et al. 2014; Becker et al. 2016; Bosco et al. 2018; Cain et al.
2020). Nicmén¢ automatizované pocitani z obrazového zaznamu a lidsky faktor pii ptiprave
vzorku zptsobuji, ze kvantitativni vystupy systému mohou byt méné¢ spolehlivé. FECPAK je
proto vhodnéjsi spiSe pro hrubé screeningové hodnoceni v podminkach, kde neni k dispozici
specializované laboratorni vybaveni ani odborny personal.

Vyhody:
' . ?ednoduché pouziti v terénu — obsluha nevyzaduje detailni parazitologické znalosti;

vzorek 1ze zpracovat na farm¢ a odeslat jen digitdlni snimek k analyze (Ghafar et al.
2021).

o Umoziuje zpracovat vétsi mnozstvi trusu (10-20 g), potencidln€ zvysuje zachyt infekci
v porovnani s metodami vyuZzivajicimi mensi vzorek.

e Digitalizace — snimky vaji¢ek jsou archivovany, lze je sdilet online, vzdalené
vyhodnoceni specialistou nebo algoritmem.
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Nevyhody:

e Nizsi presnost a preciznost vysledki — EPG hodnoty mohou byt neptesné, s veétsi
variabilitou.

e Stiedni citlivost — navzdory velkému vzorku nemusi odhalit velmi nizké infekce,
detek¢ni limit se pohybuje kolem 25-45 EPG.

« Casova naroénost — flotace miize trvat déle, az desitky minut, a dale je nutné do dasové
dotace zahrnout i potizeni a odeslani snimku.
v porovndni s ostatnimi metodami a nemusi byt pro kazdého dostupn (Ghafar et al.
2021).

3.3.6 Parasight a dalSi automatizované systémy

Nejnovéj§im trendem v oblasti koprologickych vySetieni u koni je vyuzivani
automatizovanych systéma zalozenych na digitalni analyze obrazu a algoritmech ume¢lé
inteligence (AI). Mezi tyto inovativni nastroje patfi napi. komercni systém Parasight
(Slusarewicz et al. 2016) a fada vyzkumnych prototypt vyuzivajicich strojové uceni (Ballweber
etal. 2014; Scare et al. 2016; Scare et al. 2017; Cain et al. 2020; Elghryani et al. 2020; Nagamori
et al. 2020; Tyson et al. 2020; Cringoli et al. 2021; Nielsen 2021). Systém Parasight funguje na
takovém principu, Ze se vzorek trusu rozmichd ve vodé a nasledné piefiltruje za tcelem
odstranéni hrubych necistot. Vajicka paraziti jsou poté obarvena fluorescencnim barvivem,
diky ¢emuz je mozné je snadno vizualizovat. Automatizovany opticky systém nasledné provede
nasnimani vzorku a software pomoci algoritmli rozpoznavani obrazu spocita pocet vajicek
(Ghafar et al. 2021). Jelikoz systém pracuje s definovanym objemem vzorku, je vysledkem
standardizovana hodnota EPG. V idedlnim pfipad¢ neni tieba lidského zasahu — vystup je k
dispozici v digitalni podob¢ s minimalnim zpozdénim. Z hlediska citlivosti a piesnosti vykazuji
tyto automatizované systémy velmi slibné vysledky. Parasight naptiklad prokéazal ve studiich
vysokou shodu s tradi¢nimi metodami, jako jsou McMaster a Wisconsin, pficemz citlivost
detekce piesahovala 98 % (Cain et al. 2020). Preciznost systému — tedy opakovatelnost
vysledkli — byla dokonce vyS$$i neZ u manudlnich metod, protoze algoritmus analyzuje
systematicky vétsi pocet zornych poli bez subjektivniho zkresleni (Ghafar et al. 2021). Pres tyto
vyhody maji automatizované systémy 1 své limity. Software muze naptiklad chybné
interpretovat necistoty, jako jsou vzduchové bubliny ¢i zbytky rostlinného materialu, jako
vajicka, coz snizuje specificitu a vyzaduje vizualni kontrolu spornych nalezti (Cain et al. 2020).

U siln€ kontaminovanych vzorka nebo pfi shlucich vajicek mize dochazet k chybam
v detekci. Systém Parasight navic nedokaze morfologicky rozlisit podobna vajicka rtiznych
druhti. V piipadé strongylidnich nematod to vSak neni zasadni piekazka, protozZe jejich vajicka
jsou morfologicky uniformni. Nicméné pfi vyskytu riznych druhti paraziti sou¢asné mize byt
identifikace omezend. Pfesto jsou tyto automatizované systémy obecné hodnoceny jako velmi
perspektivni nastroje, které mohou zdsadné urychlit a zptfesnit koprologickou diagnostiku —
zejména pii analyze vétStho mnozstvi vzorkli nebo v prostiedi s omezenou dostupnosti
odborného personalu (Cain et al. 2020).
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Vyhody:

o Automatizace a rychlost — vysledek EPG je ziskdn velmi rychle bez zdlouhavého
ruéniho pocitani; vhodné pro velké pocty vzork.

e Vysokd preciznost — eliminace lidské chyby, konzistentni analyza; vysoka
opakovatelnost vysledkii.

e Minimalni pozadavek na odbornost obsluhy — vzorek ptipravi technik podle navodu
a software provede identifikaci a kvantifikaci (Ghafar et al. 2021).

o Digitalizované snimky — moznost archivace a nezavislé¢ho ovéteni, telemedicina (sdileni
dat na dalku).

Nevyhody:
e Vysoké pocatecni naklady — pfistroj a software jsou drahé, coz limituje dostupnost.
e Technickd omezeni — pfi siln€ znecist€ném vzorku nebo shlucich vaji¢ek muze dojit
k neuplné detekci. Pfi spornych nalezech je nutnd kontrola ¢lovékem (Ghafar et al.
2021).
e Druhové neselektivita — vétSina automatickych systémil rozpozna jen vajicko urcité
velikosti a tvaru, neni schopen diferencovat druhy paraziti.

3.3.7 Srovnani metod

Z hlediska efektivity plati, Zze neexistuje jedna univerzalné nejlepsi metoda, ale vhodna
volba zévisi na cili vySetieni (Ghafar et al. 2021). Pokud potiebujeme maximalné citlive zjistit
1 nizké infekce (napf. pfi sledovani ERP — Egg reappearance period), tedy doby znovuobjeveni
vajicek po anthelomintické terapii), jsou lepsi koncentraéni techniky jako Wisconsin nebo
FLOTAC. Pro rutinni monitoring a selektivni terapii v terénu, kde nas zajimaji hlavné vysoce
pozitivni jedinci nad prahovou hodnotou, postac¢i méné citlivé ale operativnéjsi metody jako
McMaster (Ballweber et al. 2014; Nielsen 2021).

Mini-FLOTAC piedstavuje vhodnou alternativu. Znacné zlepSuje citlivost a presnost
oproti McMaster pii zachovani pomérné jednoduché techniky, a proto se stale vice prosazuje.
FECPAK a Parasight pak ilustruji moderni snahy o usnadnéni diagnostiky ptimo v podminkach
chovu a automatizaci. FECPAK zvySuje dostupnost testli pro chovatele, byt s jistou ztratou
ptesnosti. Oproti tomu Parasight ukazuje smér k plné¢ automatizované digitalni koprologické
diagnostice s vysokou spolehlivosti (Cain et al. 2020). V tabulce ¢. 1 jsou uvedeny metody,
které jsou v posledni dekad¢ védecky relevantni (Ghafar et al. 2021).
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Tabulka 1.

Srovnani koprologickych metod

Metoda Princip Vyhody Nevyhody
Malé mnozZstvi Cerstvého
vykalu smichané se Kvalitativni, velmi
v solnym roztokem (nebo | Levné, kratkd doba | nizka pfesnost,
Ptimy natér sy g C 1 o
jodem) zpracovani citlivost a pfesnost
na mikroskopickém vysledku
sklicku
Vyuziva centrifugacni
flotace vajicek v solném
Cornell- roztoku ve zkumavce, Levné, vysoky Casove narocné,
Wisconsin nasledné preneseni detek¢ni limit nizka presnost
na kryci sklicko
a odecitani
Vykal smichany
s flotacnim roztokem je v s
9 Levné, stfedni s e
McMaster naplnén do komor . . | Nizka citlivost
F . . doba zpracovani
sklicka, kde jsou vajicka
pocitana
Vyuziva centrifugacni . , * NI
yu o £ Levné, vysoka Casové naro¢né,
flotace vajicek ve o . . 1 o
® . . .., |citlivost, velmi vyzaduje specidlni
FLOTAC specializovaném zafizeni . o
. , .| vysoka presnost zatizeni (rotory pro
a nasledny transfer horni . . .
s a preciznost centrifugaci)
vrstvy obsahujici vajicka
Modifikovana verze Vysoka citlivost,
Mini FLOTAC bez nutnosti piesnost Omezena detekce
FLOTAC® centrifugace a se a preciznost, nékterych paraziti
snizenym objemem pro | stfedni doba (napt. motolic)
odecitani zpracovani
Nevyzaduje
odborné znalosti,
Vajicka jsou ve flotaCnim | protoze vajicka Nizka presnost,
® roztoku shromézdéna do |jsou identifikovana | preciznost a stfedni
FECPAK . . “ron e y ¥
jednoho zobrazovaciho a pocitana citlivost, Casove
pole a snimana na dalku, narocné
digitalizované
snimky
Vzorek vykalu smichany Ly Drahé, nékteré
: . Vysoka presnost, , . .
s vodou je filtrovan za . g vysledky je nutné
o < nevyzaduje T
ucelem odstranéni . potvrdit vizualné,
< o technické .
. necistot, vajicka jsou . . |nedetekuje
Parasight y . dovednosti, rychlé, | ", %,
® oznacena fluorescenc¢nim . . piekryvajici se
System . . automatizované . -
barvivem, snimédna Cros vajicka, nedokaze
<ron . pocitani, I
a pocitana pomoci T , rozlisit vajicka v
. \ digitalizované "y ,
automatizovaného 7 prostiedi s vysokym
. snimky . o
algoritmu podilem necistot

Zdroj: Ghafar et al. (2021)
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3.4 Skladovani koprologickych vzorku

Koprologické vzorky se do laboratoii transportuji v riznych typech skladovacich obala.
Vhodny vybér skladovaciho materidlu a doba uchovavani vzorku ma zasadni vliv na pfesnost
vysledki koprologického vySetfeni. Spravné zvoleny obal zaroven usnadiiuje manipulaci se
vzorkem. Mezi bézn¢ pouzivané skladovaci materidly patii plastové nadobky (vzorkovnice),
sklenéné sklenice, jednorazové gumové rukavice a sacky typu ZIP. Nevhodné volba obalu mtze
manipulaci se vzorkem zkomplikovat a zvysit riziko kontaminace. Za nejvhodnéjsi obal pro
manipulaci a kratkodobé uchovavani koprologického vzorku jsou povazovany sacky typu ZIP,
které po vytlaceni vzduchu snizuji rychlost degradace vzorku (vyvoj vajicek). Jednotlivé typy
ZIP sacku se 1i8i zejména gramdzi a propustnosti svétla (Sengupta et al. 2016).

3.4.1 Skladovani pri pokojové teploté

Skladovani vzorkt trusu pti pokojové teploté (20-25 °C) by mélo byt co nejkratsi. Podle
dostupnych studii dochazi jiz po 24 hodinach ke znatelnému poklesu Zivotaschopnosti parazitii
a zaroven k ubytku vajicek (Maya et al. 2012; Papaiakova et al. 2018). Ve vzorku ponechaném
v teplém prostiedi déle, nez jeden den muze vést k lihnuti larev nebo pokracovani
v embryonalnim vyvoji, coz zpiisobuje nepfesnosti pii odecitani vajicek a vysledné vySetieni
muze nespravné indikovat niz$i pocet vajiek (Reinhard & Bryant 1992). Zvlasté
u strongylidnich a piibuznych hlistic mize pfi pokojové teploté dojit k vyvoji infekénich larev
béhem 1-2 dnd, a to v zavislosti na vlhkosti prostiedi. Naopak v podminkéch s nizkou vlhkosti
muze dojit k vyschnuti vzorku, ¢imz se zamezi lihnuti larev a ptezivaji pouze odolna vyvojova
stadia. Vysledky wvySetfeni takto uskladnéného vzorku pak mohou pfipominat nalezy
z vyschlych koproliti. Vysoka vlhkost v kombinaci s pokojovou teplotou mize naopak vést
k vyvoji vajicek az do larvalnich stadii, ktera se vSak nasledné rozpadaji a zanikaji (pozorovano
napf. u strongylidii jelenti béloocasych) (Shostak & Samuel 1984).

3.4.2 Skladovani v chladniéce

Nizké kladné teploty, typické pro prostedi chladnicky, zpomaluji metabolické procesy
ve vzorku a pfispivaji k uchovéani poctu a morfologie vajicek po delsi dobu. Bylo prokazano,
ze skladovani pfi teploté 4 °C je nejvhodnéjsi pro zachovani poctu strongylidnich vajicek. Ve
vzorcich uchovavanych v chladni¢ce nedochézelo ani po n€kolika dnech k vyznamnému
poklesu poctu vajicek (Nielsen et al. 2009; Crawley et al. 2016).

3.4.3 Skladovani zmraZenych vzorku

Zmrazeni trusu (—20 °C a niz$i teploty) ma na parazitologické vySetfeni dvoji efekt. Na
jedné strané¢ mrazeni spolehlivé inaktivuje vétSinu vajicek. Pii téchto teplotach dochazi
k zastaveni dal§iho vyvoje vajicek, coz je Zadouci z hlediska biologické bezpe€nosti (napf.
kvtli eliminaci infekénosti vzorku). Bylo zjiSténo, ze mrazeni pii —20 °C po dobu 24 hodin
inaktivuje >99 % vajicek méchovci a tenkohlavct (7richuris spp.) (Kines et al. 2021). Na druhé
stran¢ vSak mrazeni muze vajicka fyzicky poskodit a snizit jejich detekovatelnost pfi
mikroskopickém vySetfeni. Zvlasté vajicka strongylidii jsou na nizké teploty citliva. Bylo
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prokézano, ze vykaly koni po zmrazeni vykazuji signifikantn€ niz8i pocty strongylidnich
vajicek nez Cerstvé vzorky. V nékterych piivodné pozitivnich vzorcich dokonce vajicka po
zmrazeni zcela vymizela, a vzorky se tak staly faleSné negativnimi (Schurer et al. 2014).

Jagta et al. (2013) kvantifikovali tento efekt: jiz tfidenni zmrazeni vedlo k poklesu
detekovatelnosti vajicek ze 100% na 94,1 %, pficemz primérnd hodnota EPG klesla z
ptvodnich 1239 na 984. Pii prodlouzeni doby zmrazeni na 14 dni poklesla pozitivita vzorkii na
85,3 % a prumérnéd hodnota vajicek na gram se sniZila vice nez dvojnasobné (na 504). Delsi
doba mrazeni (30 dni) jiz nevedla k dal$imu vyznamnému ubytku oproti 14 dntim. Z téchto
vysledkl vyplyva, Ze k nejvétsi destrukci vajicek dochazi kratce po zmrazeni a prodluzovani
doby mrazeni jiz pocet nalezenych vaji¢ek vyrazné neovliviiuje.

Pro praxi to znamend, ze zmrazovani vzorki mize vést k podhodnoceni poctu vaji¢ek
strongylidl a nékterych dalSich helminti. Pokud je cilem kvantitativni koprologické vySetieni
(stanoveni EPG), nemély by byt vzorky pted analyzou zmrazovany, ptipadné je nutné pocitat s
moznou ztratou ¢asti vajicek (Schurer et al. 2014). Naopak pro ucely molekularni analyzy (napf.
PCR detekce DNA parazitll) se mrazeni pouziva bézn¢€, protoze efektivné zachovavd DNA a
zaroven zabranuje vyvojovym zménam. V takovych ptipadech je mrazeni vhodné, pokud neni
vyzadovano piesné mikroskopické s¢itani vajicek (Jeffery et al. 2004; Saeed et al. 2006).

3.4.4 Vliv pristupu vzduchu

Vyznamnym faktorem pii uchovavani koprologickych vzorktl je zpisob baleni a mira
kontaktu se vzduchem. Vzorky uloZené v otevienych nebo Spatné tésnicich obalech rychle
vysychaji v diisledku odpafovani vody, pfi¢emz dochazi k jejich tvrdnuti. Tento proces ma
nekolik disledkti: vyschnuti zastavuje dalsi vyvoj parazitii, vajicka v suchém prostiedi obvykle
nepokracuji v embryogenezi ani se z nich nelihnou larvy, a mohou se tak kratkodobé zachovat
pro mikroskopické vySetfeni (Shostak & Samuel 1984). Piestoze se tim mulZze zpomalit
degradace vajicek, nedochdzi ke konzervaci vzorku v plném smyslu slova, a dlouhodobé
vystaveni vzduchu neni doporuc¢ovano.

3.4.5 Vliv pristupu svétla

Svétlo, a predevsim jeho ultrafialova (UV) slozka, ma vyrazny vliv na Zivotaschopnost
mikroorganismil a parazitarnich stadii. Vystaveni koprologického vzorku pfimému slune¢nimu
zafeni muze vést k degradaci vajicek paraziti. UV zafeni plisobi na vajicka helminti
germicidné — naruSuje DNA 1 bunécné struktury embrya, a tim znemoznuje jejich dalsi vyvoj.
Studie ukazaly, Ze 1 relativné kratkd expozice UV zéafeni mlze zcela zniCit Zivotaschopnost
nekterych vajicek. Naptiklad tiicetiminutové vystaveni UV zéfeni zcela znemoznilo dal§imu
vyvoji vajicek tasemnice Hymenolepis diminuta, ktera jiz nebyla schopna vytvofit infekéni
cysticerkoid (McGavock & Howard 1980; Lipatov et al. 2015). Ackoliv mohou vajicka zlstat
morfologicky rozeznatelna, jejich viabilita je vyznamné snizena. Z tohoto divodu se
doporucuje uchovéavat vzorky mimo dosah svétla, idedlné¢ v uzavienych boxech nebo
neprithlednych obalech, zejména pokud hrozi vystaveni slune¢nimu zafeni.
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3.4.6 Chemicka konzervace vzorku

Alternativni moznosti uchovani koprologickych vzorkli je chemickd konzervace
prostiednictvim piidavku fixativ, jako je formalin nebo etanol, pfimo do odebraného trusu. Tato
metoda je vhodna v ptipadech, kdy je tfeba vzorky uchovat po dobu n¢kolika tydnti ¢i déle,
nebo pokud je cilem eliminace potencialnich patogenti pfitomnych ve vzorku. Z hlediska
kvantitativniho stanoveni poctu vajicek vSak neni idealni, nebot’ konzervaéni roztoky snizuji
miru zachytu vaji¢ek ve srovnani s Cerstvymi vzorky. Bylo prokazano, ze ptidavek formalinu
nebo etanolu v koncentraci 5-10 % vedl jiz po dvou tydnech ke znatelnému poklesu poctu
strongylidnich vaji¢ek. Po dal$im skladovéni v intervalu 2—4 tydnti se tento pokles jiz vyrazngji
nezménil, stabilizoval se a byl rovnomérny napii¢ vSemi testovanymi vzorky (Crawley et al.
2016).

27



4 Metodika

4.1 Zdroj koprologického materialu

Koprologicky material pro realizaci tohoto experimentu byl ziskan ze soukromého chovu.
Byly pouzity dva vykaly ro¢ni klisny plemene Ceského teplokrevnika. Odebrané vzorky byly
ihned homogenizovany a rozdéleny do ZIP sacka po 20 g. Nasledné probéhlo prvni vySetfeni
vzorkl (TO), pro stanoveni vychozi hodnoty.

K experimentu, kdy byl zkoumén vliv skladového materidlu na koprologicky vzorek bylo
pouzito 15 kusi 50um transparentniho, 15 kusG 50um cerného a 15 kust 100pm
transparentniho ZIP sacku. VSechny sacky byly uskladnény v pokojové teploté.

K experimentu, kdy byl zkouman vliv teploty na koprologicky vzorek bylo pouZzito 63
kustt 100 um transparentniho ZIP sacku. Sacky byly umistény do chladnicky, mraznicky
a zbylé byly ponechany pti pokojové teplote.

4.2 VySetfovaci metoda

Vysetfeni vzorkGl probihalo v laboratofi Ceské zemédélské univerzity. Ke
kvantitativnimu vySetfeni byla zvolena vySetfovaci metoda Mini-FLOTAC, mikroskop
Olympus CX23 se zvétSenim 40x a dalsi pouzité laboratorni vybaveni (Obrazek 6). Pro tuto
metodu byl pouZit solny flotaéni roztok o hustoté 1,28 g.cm >,

Obrazek 6 Laboratorni vybaveni — sitko, odmérny valec, pinzeta, stopky a kelimek

Zdroj: Vlastni (2024)
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Bylo odvézeno 5 g vykalu a v kelimku byl vzorek za postupného pfiilévani 45 ml.
flotacniho roztoku homogenozovan. Vznikla smés byla piefiltrovana pres sitko do kelimku, aby
byly odstranény hrubé necistoty a ziskan tzv. fekalni filtrat obsahujici vajicka strongylidnich
hlistic. Fekalni filtrat byl pomoci pilety naplnén do komurek sestaveného Mini-FLOTAC
sklicka tak, aby se zabranilo vzniku vzduchovych bublin a vzorek zcela vyplnil prostor pod
odecitacim sklickem. Takto piipraveny vzorek se nechal 10 min. lezet na pracovni desce. Po
uplynuti stanoveného ¢asu se pomoci klice otocilo plastovym sklickem o 90°, ¢imz se flotovana
vrstva vajicek oddélila od zbytku filtratu. Analyza pfipraveného preparatu probihala pfi
zvétSeni 40x. K lepsi orientaci pfi pocitani vajicek napomahala mfizka pfimo zakreslena na
sklicku. Kazdé identifikované vajicko bylo zaznamenano stisknutim tlacitka na ru¢nim
pocitadle, které po analyze obou skli¢ek ukézalo ¢iselny tdaj o nalezenych vajickach ve vzorku.
Tento udaj byl vynasoben koeficientem 5. Vysledné ¢islo ptedstavovalo hodnotu EPG ve
vzorku.

4.3 Skladovaci material

Pro tuto praci byl zvolen skladovaci material v podobé¢ tii typt ZIP sackt stejné velikosti,
které se od sebe lisily gramazi a barvou (Obrazek 7).
e transparentni ZIP sacek 50 um, 80 x 120 mm;
o cerny ZIP sacek 50 pm, 80 x 120 mm;
e transparentni ZIP si¢ek 100 pm, 80 x 120 mm.

K testovani skladovaciho materidlu byl pouzit Cerstvy vykal. Okamzité po vykéleni byl
peclivé homogenizovan, tak aby vznikla konzistentni hmota. Homogenizace probihala
v nadobce pomoci Spachtle. Poté byl vykal rozdélen natfi Casti. Tyto casti byly znovu
homogenizovany a rozdéleny do tifi raznych typt sackt (50 pm transparentni, 50 um Cerny
a 100 um transparentni ZIP sacek) po 20 g hmoty. Celkem 45 sackti. Po vytlaeni vzduchu
byly sacky uzavieny a uchovany v pokojové teploté 20 °C po dobu 14 dni. Tyto vzorky byly
vySetfovany denné, ve tfech opakovanich, vySetfovaci metodou Mini-FLOTAC. Celkem bylo
provedeno 135 vySetfeni pro testovani skladovaciho materialu.
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Obrazek 7  Ruzné skladovaci ZIP sacky (z leva transparentni sa¢ek 100 pm, transparentni
sac¢ek 50 pm, ¢erny sacek 50 pm)
T .'..".

5

Zdroj: Vlastni (2024)

4.4 Skladovaci teplota

K testovani vlivu skladovaci teploty na kvantifikaci vajicek byl pouzit druhy cerstvy
vykal, ktery byl stejné tak, jako v ptipad¢ testovani skladového materialu, okamzité po vykaleni
zvitete peclivé homogenozovan arozdélen natii Casti. Jednotlivé ¢asti byly znovu
homogenizovéany a rozdéleny po 20 g do 100 pm ZIP sackd a uchovany v pokojové teploté
(20 °C), chladniéce (4 °C) a mraznic¢ce (-23 °C) po dobu 28 dni (Obrazek 7). Vzorky byly
vySetfovany 1., 3., 7., 14., 21. a 28. den ve ttech opakovanich. Celkem bylo provedeno
63 vysetieni.

Obrazek 8 Vzorky skladované pti riznych teplotich v 100 pm ZIP saécich

- i

Zdroj: Vlastni (2024)
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5 Vysledky

5.1 Skladovaci material

V tabulce 2 jsou uvedeny vysledky kvantifikace vaji¢ek strongylidnich hlistic v priabehu
14 dni. TO-T14 oznacuje pocet dni od odebrani vzorku. Kazdy den probihalo vySetfeni ve tfech
opakovanich pro kazdy typ skladovaciho materidlu. Hodnoty jsou uvadény v EPG, coz
odpovida poctu vaji¢ek na gram po vynasobeni koeficientem 5.

Tabulka 2 Vysledky vySetfeni vzork skladovanych pii pokojové teplot€¢ v rozdilném
skladovacim materidlu

ZIP 50 pm ZIP 50 pm ZIP 100 pm
Den Opakovani transparentni derny transparentni
(EPG) (EPG) (EPG)

1 1155 835 1105

TO 2 1025 995 1045
3 1060 1150 975

1 1030 1085 1000

Tl 2 1020 990 1075
3 1040 1020 1030

1 1020 1015 1070

T2 2 985 960 1060
3 995 990 1090

1 925 1035 1035

T3 2 1060 1005 1105
3 1005 975 1020

1 965 920 1155

T4 2 990 1220 1060
3 945 905 915

1 930 935 990

T5 2 940 935 980
3 945 985 1025

1 870 820 1085

T6 2 885 930 935
3 905 1045 1005

1 870 940 930

T7 2 890 955 970
3 940 920 995

1 900 955 910

T8 2 920 995 970
3 900 920 945

1 855 965 870

T9 2 840 1025 855
3 945 865 1040

1 890 1005 865

T10 2 855 900 940
3 850 925 875

1 910 865 845

T11 2 870 870 860
3 850 905 895

1 905 840 910

T12 2 895 895 885
3 920 875 920

1 895 845 890

T13 2 860 885 975
3 845 855 945

1 840 790 955

Tl4 2 990 925 905
3 895 1050 1030

Zdroj: Vlastni (2024)
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Pro jednotlivé dny byly stanoveny prumérné hodnoty EPG v procentech vic¢i nejvyssi
hodnoté EPG coz byla hodnota TO pro sacek ZIP 50 um transparentni. Dale byl pro kazdy typ
sacku vypocten variaéni koeficient. Tento primérny variacni koeficient je 5,23 % (Tabulka 3).
Dale jsou v této tabulce uvedeny pro jednotlivé dny a jednotlivé typy sackii smérodatné
odchylky SD.

Tabulka 3 Primérné hodnoty poctu strongylidnich vaji¢ek pro jednotlivé dny vyjadiené
v procentech a smérodatna odchylka (SD)

ZIP 50 pm transparentni ZIP 50 pm cerny ZIP 100 pm transparentni
Den X EPG (%) SD X EPG (%) SD X EPG (%) SD
T0 100 13,45 92,1 31,50 96,3 13,01
T1 95,4 2,00 95,4 9,71 95,8 7,55
T2 92,6 3,61 91,7 5,51 99,5 3,06
T3 92,1 13,58 93,1 6,00 97,7 9,07
T4 89,4 4,51 94,0 35,54 96,8 24,17
TS5 87,0 1,53 88,0 5,77 92,6 4,73
T6 81,9 3,51 86,1 22,50 93,5 15,01
T7 83,3 7,21 87,0 3,51 89.4 6,56
T8 83,8 2,31 88,4 7,51 87,0 6,03
T9 81,5 11,36 88,0 16,17 85,2 20,55
T10 80,1 4,36 87,5 10,97 82,9 8,14
T11 81,0 6,11 81,5 4,36 80,1 5,13
T12 83,8 2,52 80,6 5,57 83,8 3,61
T13 80,1 5,13 79,6 4,16 86,6 8,62
T14 84,3 15,18 85,2 26,01 89,4 12,58

Zdroj: Vlastni (2024)
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Graf' 1 Primérné hodnota EPG vyjadiené v procentech v jednotlivych dnech v
zavislosti na skladovacim materialu

EPG ve vzorku (%)
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75

= ZIP 50 pm transparentni == ZIP 50 pm cerny

Zdroj: Vlastni (2024)

Doba skladovini (dny)

ZIP 100 um transparentni

Aby bylo mozné sledovat trend a snadnéji posoudit vyvoj EPG v case, byl vypocten
sedmidenni klouzavy primér procentnich hodnot EPG pro jednotlivé typy sacki (Tabulka 4).

Tabulka 4 Klouzavé priméry poctu vajicek vyjadiené v procentech.
ZIP 50 pm transparentni ZIP 50 pm cerny ZIP 100 pm transparentni
7DMA EPG (%) 7DMA EPG (%) 7DMA EPG (%)
T7 94,9 95,6 100,0
T8 92,8 95,1 98,8
T9 91,0 94,2 97,4
T10 89,3 93,6 95,2
T11 87,9 92,1 92,9
T12 87,1 90,3 91,3
T13 86,3 89,2 90,5
T14 86,5 89,1 90,0

Zdroj: Vlastni (2024)
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Graf 2 Klouzavé sedmidenni priméry EPG vyjadiené v procentech a standardni
interval rozptylu v zavislosti na Case.
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Zdroj: Vlastni (2024)
5.1.1 Statistické vyhodnoceni rozdili mezi skladovacimi materialy

Ke zjisténi, zda se mezi jednotlivymi typy skladovacich materialt vyskytuje statisticky
vyznamny rozdil v poctu vajicek strongylidnich hlistic, byl pouzit Kruskal-Wallisiv test. Tento
neparametricky test je vhodny pro porovnani vice nez dvou skupin nezavislych pozorovani.

Data zahrnovala tfi typy skladovacich materiali:

e ZIP sacek 50 um transparentni
e ZIP sacek 50 um Cerny
e ZIP sacek 100 um transparentni

Kazdy den po dobu 14 dni byly analyzovany vzorky po tfech opakovéni pro kazdy
skladovaci materidl, celkem tedy 135 méteni. Hodnoty byly nasledné slouceny a testovany s
nasledujicim vysledkem:

o Testovaci statistika (H) = 1,85
e p-hodnota =0,397
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5.1.2 Statistické vyhodnoceni vlivu doby skladovani p¥i riznych skladovacich
materialech

K vyhodnoceni vlivu doby skladovani byla pouzita linearni regrese. Regrese byla
provedena zvlast’ pro kazdy ze tii typl skladovaciho materidlu. Zavislou proménnou byl pocet
vajicek strongylidnich hlistic (EPG) a nezavislou proménnou byl pocet dni od odbéru vzorku.
Ve vSech ptipadech byl zaznamenan pokles EPG v zavislosti na dob¢ skladovani (Tabulka 5).

Tabulka 5 Parametry linedrni regrese vysledki EPG ve vzorcich skladovanych v riiznych
skladovacich materialech v zavislosti na dobé skladovéani

Typ obalu Smérnice Nulovy bod R?
(EPG/den) (EPG)
ZIP sacek 50 um transparentni -12,61 1022,14 0,583
ZIP sacek um 50 Cerny -9,73 1018,31 0,253
ZIP séfek 100 pm transparetni -12,13 1061,36 0,447

Zdroj: Vlastni (2024)
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5.2 Skladovaci teplota

Po dobu 28 dnli od odebrani materidlu byl sledovéan vliv skladovaci teploty na pocet
strongylidnich vaji¢ek ve vzorku. V tabulce 5 jsou uvedeny vysledky vyjadiené v EPG.
Vysledné hodnoty jsou souctem vajicek vynasobenych koeficientem 5. Hodnota TX oznacuje
pocet dni od odebrani materidlu. V tabulce 6 jsou pak uvedeny primérné denni hodnoty
vyjadifené v procentech.

Tabulka 6 Vysledky vysetieni vzorka skladovanych pfi rtiznych teplotach

Den Opakovani 20 °C 4°C -23°C
EPG EPG EPG

1 1105 1110 1240

TO 2 1045 1005 1050

3 975 1010 950

1 1000 960 990

T1 2 1075 1075 865

3 1030 1045 900

1 1035 1025 700

T3 2 1105 1050 860

3 1020 1155 805

1 930 1070 575

T7 2 970 995 645

3 995 960 790

1 955 990 625

T14 2 905 970 600
3 1030 935 700

1 770 955 565

T21 2 610 940 670
3 710 1025 650

1 505 940 570

T28 2 545 1035 635
3 550 940 600

Zdroj: Vlastni (2024)

Tabulka 7 Priimérné hodnoty poctu strongylidnich vaji¢ek vyjadiené v procentech pro tfi
rizné teploty skladovani.

Den EPG pii 20 °C EPG pri 4 °C EPG pii-23 °C
(%) (%) (%)

TO 96,5 96,5 100,0

T1 95,8 95,1 85,0

T3 97,5 99,7 73,0

T7 89.4 93,4 62,0

T14 89,2 89,4 59,4

T21 64,5 90,1 58,2

T28 49,4 90,0 55,7

Zdroj: Vlastni (2024)
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Graf 3 Graf primérnych dennich hodnot EPG ve vzorku vyjadifenych v procentech pro

tii teploty skladovani
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Zdroj: Vlastni (2024)
5.2.1 Statistické vyhodnoceni rozdili mezi skladovacimi teplotami

Pro ovéfeni vlivu teploty skladovani na pocet strongylidnich vajicek byl pouzit Kruskal—
Wallistv test, ktery porovnaval hodnoty EPG mezi tfemi teplotnimi rezimy (20 °C, 4 °C a
-23 °C). Vysledna testova statistika H = 0,082 a p-hodnota = 0,960 naznacuji, Ze rozdily mezi
skupinami nebyly statisticky vyznamné (p> 0,05).
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5.2.2 Statistické vyhodnoceni vlivu doby skladovani p¥i riznych skladovacich
teplotach

K vyhodnoceni vlivu doby skladovani byla pouzita linearni regrese. Regrese byla
provedena zvlast pro kazdou skladovaci teplotu. Zavislou proménnou byl pocet vajicek
strongylidnich hlistic (EPG) a nezavislou proménnou pocet dni od odbéru vzorku.

Ve vsech piipadech byl zaznamenéan pokles EPG v zavislosti na dobé& skladovani. Pti
teploté 4 °C byla vSak strmost poklesu mnohem mensi (Tabulka 8).

Tabulka 8 Parametry linearni regrese vysledki EPG ve vzorcich skladovanych pii riiznych
teplotach v zavislosti na dobé skladovani

Skladovaci teplota Smérnice Nulovy bod R?
(EPG/den) (EPG)
20 °C -17,88 1087,37 0,861
4°C -3,15 1042,35 0,283
-23 °C -13,37 902,55 0,550

Zdroj: Vlastni (2024)
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6 Diskuse

Spravné podminky uchovéani fekalniho materidlu jsou kli¢ové pro zachovani
vérohodnosti koprologické analyzy. Pokud se vzorky vykalii skladuji nevhodné (napf. pfi
vysokych nebo nizkych teplotach), mize dojit k negativnim zménadm. Vajicka parazitl se
mohou zacit vyvijet, lihnout nebo degradovat, coz vede ke zkresleni vysledkti (Nielsen et al.
2010).

Vysledky této prace jasn¢ ukazuji, Ze zpusob skladovani koprologického vzorku hraje
zasadni roli v presnosti kvantifikace vajicek strongylidnich hlistic u koni metodou
Mini-FLOTAC. Bylo potvrzeno, ze jak doba uchovavani vzorku, tak teplotni rezim mohou
vyznamn¢ ovlivnit vysledek parazitologického vySetieni.

Studie potvrdila pokles poctu vajicek v zavislosti na délce doby mezi odbérem
a vySetfenim. Tento vysledek potvrzuje prvni védeckou hypotézu, Ze s nariistajicim Casem
skladovani se snizuje pocet detekovanych vajicek. Tento Ubytek je zplisoben pokracujicim
vyvojem vaji¢ek ve vzorku, piedev§im embryogenezi a lihnutim larev, jak uvadéji i autofi
Reinhard & Bryant (1992) nebo Shostak & Samuel (1984.

Prace Papaiakova et al. (2018) rovnéZz potvrdila, ze prodleva delsi nez 48 hodin vyznamné
snizuje kvalitu a diagnostickou vypovédni hodnotu vzorku. Z této prace plyne, ze i prodleva
delsi nez 24 hodin, jiz pfedstavuje vyznamné riziko zkresleni vysledkii. Od 11 dne zacaly
zjisténé hodnoty EPG stoupat. Nepravdépodobnéjsi pti¢innou bylo vysychani vzorku.

6.1 Vliv skladovaci teploty

Dalsim klicovym faktorem je teplota skladovani. Pfi testovani vzorka skladovanych pii
teploté -23 °C se béhem sedmi dni projevil pokles EPG o 38 %, pokles dale pokracoval.
Zamrazeni vzorkl neni doporuceno. Pfi teploté 20 °C klesaly stanovené hodnoty EPG béhem
prvnich 14 dni jen mirng€, po této dobé nésledoval vyrazny pokles na hodnoty srovnatelné se
vzorky skladovanych pti -23 °C. Skladovani pii teploté 4 °C poskytovalo ve sledovaném
obdobi nejstabiln€j$i vysledky. Po ¢trnacti dnech se opét projevil mirny nartist hodnot.
Z grafu 1 plyne, ze béhem prvnich deseti dnii dochazelo u vSech pouzitych skladovacich
materidlt k poklesu EPG v Case, pii této teploté vSak pokles byl pouze mirny. Rozdil EPG mezi
maximalnimi a minimalnimi hodnotami byl 20 %. Od jedenactého dne dochazelo k nartistu
EPG, coz muze byt zptisobeno vysychanim vzorku a otvird se zde prostor pro dals$i vyzkum.
Pti teploté -20 °C dochazelo k destrukci vajicek, pravdépodobné vlivem krystalizace vody a
mechanického poSkozeni obald vajicek béhem mrazeni (Maya et al. 2012).

Naopak uchovavani vzorkti pii chladni¢kové teploté (4 °C) bylo ve vétSin¢€ ptipada
spojeno s nejniz$im ubytkem vaji¢ek v Case. Tato teplota zpomaluje metabolické a vyvojové
procesy ve vzorku a zaroven zabranuje dehydrataci nebo nadmérnému rozvoji mikroflory, ktera
by mohla parazitarni struktury degradovat. Shodné vysledky pfinasi i studie Papaiakova et al.
(2018), ktera povazuje skladovani pfi 4 °C za optimalni kompromis mezi zachovanim vitality
vajicek a prevenci pted jejich vyvojem.

Ptestoze test nepotvrdil statistickou vyznamnost, pti vizualnim hodnoceni vyvoje hodnot
EPG v ¢ase je patrny zietelny pokles poctu vajicek ve vzorcich skladovanych pti —23 °C. Tento
trend mize poukazovat na citlivost strongylidnich vaji¢ek k opakovanému zmrazovani
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a rozmrazovani. Vysledky tedy mohou mit biologicky vyznam, ktery neni vzhledem k malé
velikosti vzorku a vysoké variabilit¢ mezi replikacemi statisticky prokazatelny. Dalsi
experimenty s vétSim poctem méfeni by mohly tento trend potvrdit.

6.2 Vliv skladovaciho materialu

V tabulce 1 jsou uvedeny naméfené hodnoty. Za ucelem analyzy byly vypocteny
primérné hodnoty meéteni v jednotlivych dnech, smérodatné odchylky, primérny variacni
koeficient a sedmidenni klouzavé priméry. Rozdily mezi sadami namétenych hodnot pro rizné
skladovaci materialy byly v mezich intervalu standardniho rozptylu zalozeném na vypocteném
pramérném variaénim koeficientu 5,23 %. Pokud vSak jsou vzorky uchovavany v méné tésnych
nebo prodysnych nadobach muze dojit k vyraznému ubytku EPG hodnot (Maya et al. 2012).
V ptipad¢ alternativnich obald, (rukavice, sklenice, improvizované nadoby) mohou byt vzorky
kontaminovany nebo Spatné tésni. Tento aspekt nebyl primarné testovan v této studii, ale
literarni reSerSe (napt. Ghafar et al. 2021) naznacuji, Ze tyto faktory mohou negativné ovlivnit
vysledky analyzy.

Protoze p-hodnota je vySsi nez hladina statistické vyznamnosti a=0,05, nelze zamitnout
nulovou hypotézu o shodnosti rozdéleni mezi skupinami. To znamena, ze mezi jednotlivymi
skladovacimi materialy nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil v poc¢tu EPG b&hem
sledovaného obdobi.

6.3 Vyznam metody Mini-FLOTAC

Metoda Mini-FLOTAC se v této studii osvédcCila jako vhodna pro kvantifikaci vajicek
strongylidnich hlistic ve vzorcich rizné kvality. I pfes negativni vliv skladovani na kvalitu
vzorkli, Mini-FLOTAC poskytovala konzistentni a relativné reprodukovatelné vysledky,
jakmile byly dodrzeny zékladni standardy piipravy. Tim se potvrdila i validita vybéru této
metody jako preferované v praktickych podminkéch, jak uvadéji i prace Bosco et al. (2018)
nebo Lejeune et al. (2023). Zajimavym poznatkem bylo, Ze i u vzorkd, které jiz podléhaly
degradaci, metoda Mini-FLOTAC casto zachytila rezidualni mnozstvi vajic¢ek, zatimco méné
citlivé metody (napt. McMaster) by s velkou pravdépodobnosti poskytly falesSné¢ negativni
vysledek. Tento rozdil je zasadni zejména v preventivni a kontrolni diagnostice, kde cilem neni
pouze potvrdit masivni infekci, ale také identifikovat jedince s nizkou intenzitou nalezu.

6.4 Shrnuti

Diskuse prokazala, ze presnost diagnostiky parazitarni infekce u koni pomoci
koprologického vysetfeni je siln€ zavisla na preanalytické fazi. Teplota a ¢as od odbéru maji
efekt na kvalitu vysledku. Pfi sprdvném postupu lze minimalizovat ibytek kvantifikovatelnych
vajicek a tim zvysit vypoveédni hodnotu vysetieni. Z vysledk této prace vyplyva jasna potieba
zavést standardizovana doporuceni pro odbér a transport koprologickych vzorkli v ramci
veterinarni praxe i chovatelského sektoru.
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7 Zavér

Odebrané koprologické vzorky byly testovany metodou Mini-FLOATAC. Namétena
data byla statisticky zpracovana a zobrazena v grafech. Na zdklad¢ ziskanych vysledka bylo
mozné jednotlivé hypotézy formulované v tivodu této prace potvrdit nebo vyvratit a soucasné
vyvodit zaveéry s vyznamnym praktickym dopadem pro veterindrni a chovatelskou praxi.
Pouzita diagnostickd metoda Mini-FLOTAC prokazala vysokou miru citlivosti 1 pii praci se
vzorky, jejichz kvalita byla c¢astecné naruSena skladovanim. Tato prace piispiva nejen
k hlubsimu pochopeni vyznamu preanalytickych podminek v diagnostice parazitarnich infekci
u koni, ale rovnéz poskytuje podklady pro tvorbu standardizovanych pracovnich postupti
v oblasti veterinarni parazitologie.

Do budoucna by bylo ptinosné rozsitit vyzkum o:
e Analyzu vlivu relativni vlhkosti a pH vzorku na integritu vajicek.
e Vyhodnoceni dalsich diagnostickych metod v kombinaci s riznymi skladovacimi
rezimy.
e Zjisténi limitni doby zpozdéni vySetteni, kdy je vysledek jesté klinicky relevantni.
e Vzdélavani chovateli a oSetfovatelii formou informacnich kampani nebo
metodickych doporuceni.

Lze konstatovat, ze dodrzovani doporucenych postupli pii manipulaci se vzorky trusu je
klicovym ptedpokladem pro ziskdni spolehlivého a validniho vysledku parazitologického
vySetfeni. ZjiSténi této prace maji bezprostiedni aplikaci v kazdodenni veterindrni praxi
a predstavuji vyznamny krok smérem ke zvySeni efektivity kontroly parazitdz v chovech koni.

7.1 Hypotézy
7.1.1 Hypotéza prvni — vliv doby sladovani

»Pocet vajicek strongylidich hlistic se s nariistajicim ¢asem skladovani vzorku snizuje*
se potvrdila v ¢asovém intervalu deset dni. Po této dob¢ se objevil mirny narast, ktery byl
zpusoben pravdépodobné vysychanim odebraného vzorku. Vysledky jednoznac¢né ukazaly, ze
Casovy odstup delsi nez 24 hodin vede k vyznamnému ubytku kvantifikovatelnych vajicek.
Tento efekt je jeste vyraznéjsi, pokud je vzorek skladovan pti pokojové teploté, nebot’ dochazi
k vyvoji vajicek do larvalnich stadii, ktera jiz nelze metodou Mini-FLOTAC detekovat. Timto
se vyznamné snizuje vypoveédni hodnota vySetfeni a roste riziko fale$Sn¢ negativnich vysledk.

7.1.2 Hypotéza druha — vliv skladovaci teploty

Hypotéza ,, Teploty pod bodem mrazu redukuji pocet nalezenych vajicek strongylidnich
hlistic.” se taktéz potvrdila. V tomto ptipadée byl ubytek vaji¢ek rychly a razantni jiz v prvnich
dnech skladovani. Hypotéza, ze skladovéani vzorku pii teplotach pod bodem mrazu negativné
ovlivituje detekovatelnost vajicek, byla rovnéz potvrzena. Vysledky prokézaly, Ze zamrazenim
vzorku dochazi k destrukci vajicek, pravdépodobné v duasledku krystalizace vody, kteréd
mechanicky narusuje struktury parazitarnich vaji¢ek. Naopak skladovani pfi teploté 4 °C bylo
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hodnoceno jako optimalni z hlediska zachovani diagnostické validity a minimalizace

biologickych zmén ve vzorku.

7.1.3 Hypotéza tieti — vliv skladovaciho materiilu

Hypotéza ,,Skladovaci materidl vyznamné ovliviiuje dobu, po kterou lze skladovany
materidl vySetfit.” nebyla potvrzena.

7.2 Prakticka doporuceni

Vyznamnym vystupem této prace je formulace praktickych doporuceni pro
preanalytickou fazi koprologického vysetieni. Tato doporuceni zahrnuyji:
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Odbér vzorku realizovat co nejdiive po defekaci, idealné do 1-2 hodin.
Uchovavat vzorky pfi teploté 4 °C.

Vzorky dorucovat do laboratofe nejpozdé¢ji do 12 hodin, maximélné 24 hodin od
odbéru.

Pouzivat vhodné, tésn¢ uzaviratelné obaly nepropoustéjici svétlo.

Vzorky nemrazit.

Je-1i skladovaci teplota 20 °C, je nepfesnost méfeni vyssi. Pro orientacni zjisténi
EPG ve vzorcich je tento postup pouzitelny.

Pti dlouhodobéjsim skladovani je vhodné vzorky skladovat pii teploté 4 °C.
Barva a tloustka ZIP sa¢ku nema vliv na testovany material.
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skladovacim materidlu.

Graf 2: Klouzavé sedmidenni priméry EPG vyjadiené v procentech a standardni interval
rozptylu v zévislosti na Case.

Graf 3: Graf primémnych dennich hodnot EPG vyjadfenych v procentech pro tii teploty
skladovani.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symboli

Zkratka Vyznam

Al Artificial Intelligence

CcvV Koeficient variability

EPG Pocet vajicek v jednom gramu vykalu

FEC Pocet vajicek ve vykalu

FECRT Testy redukce poctu vajicek ve vykalu
Li,2,3,4,5 Larvalni stadia

SD Smérodatna odchylka

SG Specifickd hmotnost (Specific Gravity)

ZIP Uzaviratelny plastovy sacek (,,zip-lock bag*)

51



