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Vyskyt a vyvoj hlistic rodu Strongyloides u nutrie Fi¢ni
(Myocastor coypus)

Souhrn

Prvni ¢ast diplomové prace byla vénovana literarni reSersi, kterd Ctenaie seznamuje
s nutrii fiéni (Myocastor coypus) a jeji anatomii traviciho traktu. Dale jsou uvedeny zaklady
parazitismu a zakladni udaje 0 kmeni Nematoda. V této ¢asti je predstaveny rod parazitickych
hlistic Strongyloides spp. a jsou zde popisovany jednotlivé druhy: S. myopotami, S. stercoralis,
S. venezuelensis spole¢né s S. ratti, S. westeri, S. papillosus a S. ransomi. Dalsi kapitoly literarni
reSerse se zabyvaji Strongyloiddzou a jeji diagnostikou, 1é€bou a prevenci. Posledni kapitola je
vénovana molekularni analyze pouzivané pii identifikaci parazitickych hlistic.

Z vajicek se lihnou L1, které se nédsledné svlékaji nejdiive do L2 a poté L3 rhabditoidni
nebo iL3 filariformni. U tfeti generace se muze jiz pozorovat rozdil mezi parazitickymi neboli
filariformnimi jedinci a neparazitickymi neboli rhabditoidnimi jedinci. Rhabditoidni larvy treti
generace projdou svlekem do Ctvrté generace a dospivaji do volné Zijicich samic a samcu.
Filariformni larvy tieti generace si najdou svého hostitele, do kterého pronikaji penetraci kiize
nebo ustni sliznici. V téle hostitele dospivaji do dospélych samic rozmnozujicich se
partenogenezi. Tyto samice parazituji v tenkém stievé, kde kladou identicka vajicka, ktera se
dostavaji do vnéjsiho prostiedi spolu s faeces a dale se vyvijeji.

Druha ¢ast diplomové prace byla vénovana vyzkumu, jehoz cilem bylo identifikovat
a popsat jednotliva stadia exogenniho vyvoje u hlistice Strongyloides myopotami. K tomu bylo
vyuzito prostiedi laboratote CZU. Pro ziskavani vaji¢ek hlistic S. myopotami byly dovezeny
samice Myocastor coypus z ¢eské farmy. Z infikovanych faeces se pomoci koprologického
vySetieni a Baermanovy metody ziskavala a izolovala vajicka a larvy (L1, L2, L3 aiL3). Dale
byly ziskdny dospélé parazitické samice, které byly izolovany z travicich traktt divokych nutrii
Z okoli BenesSova. Jednotlivé Casti traviciho traktu byly podélné roziiznuty a proplachovany
pies sito. Vznikly obsah byl prohledavan pod mikroskopem. Nalezené samice byly popsany
a poslany na genetiku pro identifikaci druhu, ktera potvrdila, ze se jednalo o samice druhu
S. myopotami. Pro vyhodnoceni dat byla pouzita popisna statistika v programu STATISTICA.

Vysledky této prace uvadi morfologii vajicek, jednotlivych stadii larev a dospélych
parazitickych samic. Vyzkum se zamé&fil i na vyvoj samotnych vaji¢ek. Tim vznikl
nejzajimavéjsi vysledek této studie. Doba, za jakou se z vajicek vylihly L1, byla primérné
4 hodiny a 59 minut.

Zavérem prace byla odpoveéd na stanovené hypotézy a lze uvést, ze S. myopotami patii
mezi Casté hlistice nachézejici se u nutrii chovanych v zajeti i u nutrii z volné pfirody. Vajicka
téchto parazitl se lihnou maximalné do 8 hodin. Zaroven rhabditoidni L3 se velikostné odlisuji
od filariformnich iL3.

Klic¢ova slova: Myocastor coypus, Strongyloides, parazité, nematoda



Occurrence and development of nematodes of the
genus Strongyloides in Myocastor coypus

Summary

The first part of the thesis was devoted to literature research, which introduces the reader
to the nutria (Myocastor coypus) and its anatomy of the digestive tract. The basics of parasitism
and basic data on the Nematoda tribe are also presented. In this section, the genus of parasitic
nematodes Strongyloides spp. is presented. and the individual species are described here:
S. myopotami, S. stercoralis, S. venezuelensis together with S. ratti, S. westeri, S. papillosus and
S. ransomi. Other chapters of the literature review deal with Strongyloidosis and its diagnosis,
treatment and prevention. The last chapter is devoted to molecular analysis used in the
identification of parasitic nematodes.

The eggs hatch into L1, which subsequently molt first into L2 and then L3 rhabditoid or
iL3 filariform. In the third generation, a difference can already be observed between the
parasitic or filariform individuals and the non-parasitic or rhabditoid individuals. Third-
generation rhabditoid larvae moult into the fourth generation and mature into free-living
females and males. Filariform larvae of the third generation find their host, which they enter by
penetrating the skin or oral mucosa. In the body of the host, they mature into adult females
reproducing by parthenogenesis. These females parasitize in the small intestine, where they lay
identical eggs, which enter the external environment together with faeces and continue to
develop.

The second part of the thesis was devoted to research, the aim of which was to identify
and describe the individual stages of exogenous development in the nematode Strongyloides
myopotami. For this, the environment of the CZU laboratory was used. Female Myocastor
coypus were imported from a Czech farm to obtain S. myopotami nematode eggs. Eggs and
larvae (L1, L2, L3 and iL3) were obtained and isolated from infected faeces using coprological
examination and Baerman's method. Furthermore, adult parasitic females were obtained, which
were isolated from the digestive tracts of wild nutria from the vicinity of BeneSov. Individual
parts of the digestive tract were cut longitudinally and rinsed through a sieve. The resulting
content was examined under a microscope. The females found were described and sent to
genetics for species identification, which confirmed that they were S. myopotami females.
Descriptive statistics in the STATISTICA program were used to evaluate the data.

The results of this work present the morphology of eggs, individual larval stages and
adult parasitic females. The research also focused on the development of the eggs themselves.
This produced the most interesting result of this study. The time it took for L1s to hatch from
the eggs was 4 hours and 59 minutes on average.

The conclusion of the work was the answer to the established hypotheses and it can be
stated that S. myopotami is among the frequent nematodes found in nutria kept in captivity and
in nutria from the wild. The eggs of these parasites hatch within a maximum of 8 hours. At the
same time, rhabditoid L3 differ in size from filariform iL3.

Keywords: Myocastor coypus, Strongyloides, parasites, nematodes
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1 UVvOD

Pivodnim domovem divokych nutrii byly rozsdhlé oblasti Jizni Ameriky. Nyni se
nachazeji na vSech kontinentech krom¢ Australie a Antarktidy. V mnoha zemich se nutrie staly
invazivnim druhem, kde zacaly ni¢it biehy fek (Skfivan et al. 1976). V Ceské republice se
v roce 2011 nutrie vyskytovaly na 16,2 % tizemi. Kolonie nutrii se ovSem stale rozsifuji, Cemuz
napomaha globalni oteplovani a pfikrmovani volné Zijicich zvitat (KlimeSova 2023). Vyskyt
volné zijicich nutrii se zvysuje predevsim ve méstech kolem fek, kde ptichazeji do pravidelného
kontaktu s lidmi. Byvaji rezervoarem a prenaSeCi n€kolika druhl bakterii a paraziti se
zoonotickym nebo epizootickym potencialem, ¢imz je zptisoben narGst a §iteni rizika infekce.
Riziko infekce nehrozi pouze u lidi, ale i u domacich mazlickt ¢i hospodarskych zvifat.
| zdanlivé zdrava zvifata mohou byt infekéni, jelikoz onemocnéni mize probihat zcela bez
klinickych ptiznaki.

VétSina parazith ma vSak maly vyznam, klinické onemocnéni mohou zplsobovat
predevsim u mladych jedinct a u jedinci s oslabenou imunitou (Martino et al. 2012).

Strongyloides spp, se vyskytuje u mnoha druhti zivo¢ichu a je popsano ptiblizné 50 druhi
téchto hlistic. Mohou se nachazet jak v pidé, tak ve vode, ovoci i zelening (White et al. 2019).
Problémem je objevujici se rezistence na pouzivané l€ky a dosud neexistujici vakcina proti
parazitdrnim onemocnénim. Strongyloidéza se muze stat velmi nebezpeCnou, protoze
parazitujici hlistice mohou migrovat celym télem a zptisobovat 1éze ve tkanich riznych organii,
coz muze byt zivot ohrozujici (Pienaar et al. 1999). Otazkou zistava, i do jaké miry je
specifi¢nost Strongyloides spp. 100%. Podle Thamsborg et al. (2017) je zoonotickym druhem
pouze S. stercoralis, avsak Little (1965) uvadi, ze S. myopotami ma zoonoticky potencial
a muze infikovat i ¢lovéka, kterému pii perkutanni infekci zptisobuje dermatitidu.

Strongyloides myopotami je druh drobné hlistice nachazejici se u nutrii. Tento parazit ma
velmi slozity vyvojovy cyklus a obsahuje parazitickou i voln¢ Zijici generaci. Jejich morfologie
se druh od druhu odlisuje.



2 CIL PRACE

Cilem prace bylo identifikovat a popsat parazity rodu Strongyloides vyskytujici se
u nutrii chovanych v zajeti. Hlistice rodu Strongyloides patii mezi rozsifené parazity fady savci
véetné Cloveéka, mohou byt zoonotické a maji komplikovany vyvojovy cyklus. V praci byla
popsana jednotlivd stadia exogenniho vyvoje, larvy i dospélé hlistice, dale parazitické
partenogenetické samice. Hlistice byla dale identifikovana pomoci molekularnich metod.

2.1 Védecké hypotézy

H1: Strongyloides myopotami patii mezi Casté hlistice nutrii chovanych v zajeti i nutrii
Z volné pfirody.

H2: Larvy 1. stadia Strongyloides myopotami se lihnou z vaji¢ek v rozmezi 6-10 hodin
po opusténi téla hostitele a dostani se do vnéjsiho prostiedi.

H3: Larvy 3. stadia rhabditoidniho typu se velikostné odliSuji od larev 3. stadia
filariformniho typu.



3 LITERARNI RESERSE

3.1 Nutrie Fi¢ni (Myocastor coypus)

Nutrie fi¢ni, latinsky Myocastor coypus (Molina, 1782) spada do tiidy Mammalia
(savci), fadu Rodentia (hlodavci) a fadi se do ¢eledi Myocastoridae (Nutrioviti). Jedna se
0 druh se semiakvatickym (polovodnim) zivotnim stylem, nachéazi se kolem bteht fek, bazin,
ale i jezer (Mihaylov et al. 2017). Jizni Amerika je ptivodni domovinou tohoto savce, avsak jeji
vyskyt je celosvétovy, krom Australie a Antarktidy. V naSich zemépisnych Sifkach je nutrie
spravné zoologické pojmenovani pro vétsiho hlodavce, pfipominajici a ¢asto zaménujici se za
bobra ¢i ondatru. SloZenina feckych myos (krysa) a castor (bobr) dala vzniku rodového jména
pro tohoto savce (Mixanova 2022). Cesky nazev ,nutrie” je $panélského ptivodu, miize byt
oznacen za nespravny, jelikoZ ,nutria® znamend Spanélsky vydra (Skiivan et al. 1976).
Oznaceni druhového nazvu coypus pochazi z ptivodni domoviny nutrii z Chile (Tocka 1983).

Kwvili jejimu rozsdhlému vyskytu a negativnimu dopadu na ekosystémy, zavlaZovaci
systémy a obilniny, je nutrie povazovana v mnoha zemich za invazivniho Sktidce. Diky tomuto
se jedna o druh, ktery je zafazen mezi 100 nejSkodlivéjsich invazivnich druhi na celém svéte.
Do Evropy se nutrie dostala poprvé v roce 1948, diky produkci koZeSiny a masa (Mihaylov et
al. 2017).

Na prelomu 18. a 19. stoleti vrcholil zajem o nutrii kozeSiny. Koncem 19. stoleti zacaly
ve Francii vznikat nutrii farmy, které se nadéle rozsifovaly. Invazivnim druhem se staly diky
jejich reprodukénim schopnostem (Choe et al. 2014). Nutrie ma polyestricky cyklus, takze
rozmnozovat se mtize béhem celého roku (Tocka 1983). Do volné ptirody je vypustili samotni
farmati v obdobi 2. svétové valky nebo zvifata sama utekla. U nutrii se objevuje zna¢na fada
parazitti, ktefi mohou byt zoonoti¢ti a tim ptedstavuji riziko nejen pro ¢lovéka. Jejich kolonie
byvaji rozsifeny u fek protékajicich mesty (Mixanova 2022). Nutrie byvaji hostiteli nékolika
druhti endoparazitli, ektoparazitii, bakterii a virii, které se mohou pienaset na ostatni zvifata,
véetné ¢loveka (De Michelis et al. 2023).

Ve volné ptirod¢ Ziji nutrie v koloniich (Skiivan et al. 1976). Kolonie je tvofena mensi
skupinou, rodinou ¢i pary. Ve skupiné a v roding je vzdy jeden samec a n€kolik samic. Své
hnizdo a potravni uzemi si peclivé brani pied ostatnimi jedinci. Toto chovani se nevytratilo ani
po dobu domestikace (Tocka 1983). Jejich potrava se sklada z vodnich rostlin, skebli, vajec
a n¢kterych ryb (Skifivan et al. 1976). Podle Mihaylov et. al. (2017) v8ak ryby do jejich
potravniho repertoaru nespadaji, a proto jsou vhodné pro chov na rybich farmach. Dalsi slozkou
potravy, kterou pfijimaji, pfedstavuji semena, ovoce a zelené rostliny, které obsahuji vice vody.
Zivocisnou slozku zastupuji keble a mali m&kkysi. Denné mohou seZrat az 25 % své t&lesné
hmotnosti (Choe et al. 2014). Potravni aktivitu maji pfedevsim ve ve¢ernich hodinach, v noci
a v brzkych rannich hodinach. Ptes den spiSe odpocivaji ve svych hnizdech (Tocka 1983).

V Jizni Americe byly nutrie vySetfovany na endoparazity. Naslo se celkem 19 druht,
tvorily je Nematoda, Cestoda, Trematoda i Protozoa. Mezi nejbéznéjsi nalezené parazity pattily
pravé Strongyloides myopotami. Infikovani jedinci vSak nevykazovali zadné znamky
onemocnéni, jelikoz zatéz parazity byla nizka (Martino et al. 2012).
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3.1.1 Anatomie traviciho traktu

Anatomie a fyziologie traveni u nutrii je podobna jako u kraliki (Pérez et al. 2008).
Primérna hmotnost nutrii se pohybuje okolo 4 az 8 kilogramt. Dospéli samci mohou vazit az
10 kilogramii. Samice byvaji leh¢i. Télo dosahuje délky 0,45-0,60 metrti (Tocka 1983). Délka
traviciho traktu je 12 x del$i nez samotné télo nutrie. Tenké stfevo je dlouhé 5 metrt, zatimco
tlusté sttevo miva délku ptiblizn€ 1,5 metru. Dobfe vyvinuté je slepé stievo, které méti 0,5
metru a vypliiuje pravou ¢ast dutiny bfisni, kde dochazi k rozstépeni vldkniny, pomoci
anaerobnich bakterii. V levé poloving bfisni dutiny je ulozeny jednokomorovy zlaznaty zaludek
s malym objemem (Mertin et al. 2005).

Ustni dutina je vybavena masitymi chlopnémi, které ji d&li na vnitini a vn&jsi ast. Tyto
chlopné zabranuji proniknuti vody a chrani nutrie pfi potapéni. Vyskytuji se i v nose a na
zvukovodech. Pod vodou vydrZzi az po dobu 5 minut (Mertin et al. 2005). KdyZ jsou rty
zatazeny, sahaji kaudalné k zadnimu okraji dolnich a hornich fezdka. Bocni plochy rtl se
nachazeji okolo fezakt a spojuji se vzadu Vv tenké ryze, ktera ¢aste¢né odd€luje ventralni ¢ast
jazyka. Na obou stranach dolnich fezéakii a na bukalni plose rtti jsou dva vyvysené zahyby, které
pii uzavieni Ust oddé€luji vestibularni apardt od Ustni dutiny. Okraje hornich rtG ptiléhaji
k dasnim a fezakim (Wagner 1963). Rty jsou pokryté hmatovymi chlupy a srsti. Dospéli jedinci
jsou vybaveni 20 zuby z toho jsou dva pary silnych hlodakt, mlad’ata maji zubt pouze 12
(Skiivan et al. 1976). Neustale doristajici hlodaky maji hnédocervenou az mahagonovou barvu.
(Tocka 1983). Ve slinach se nachazi enzym $tépici cukr neboli amylaza, ktera ho rozstépi na
maltozu (Mertin et al. 2005).

Objem zaludku tvoii 400-500 centimetru Cétvere¢nich (Tocka 1983). Zastupuje
chemické traveni pomoci zalude¢nich kyselych stav s pH 1,7 — 4,5 a mechanické zpracovani.
Zaludek a stfeva obsahuji az 95 % vody (Mertin et al. 2005).

Tenké stievo se sklada z duodena (dvanactniku), jejuna (la¢niku) a ilea (kyc¢elniku). Je
dlouhé piiblizn¢ 5 metri a z celkového objemu traviciho traktu tvoii 42 %. Duodenum je
ulozené v pravém podzebii. Zac¢ina v pyloru, kde je mezi zZaludkem a stfevem dobie vyvinuty
svéra¢ (Mertin et al. 2005). RozSifuje se, pokracuje pravym smérem a utvaii duodenalni
ampulku. Dalsi ¢asti duodena tvofi kranialni a sestupné zakiiveni, které kon¢i v kaudalni ¢asti.
Jejunum vedlo az k ileocaecalnimu zahybu. lleum je na konci pfipojené ke stoCenému caecu
pomoci ileocaecalniho zdhybu (Pérez et al. 2008).

Tlusté stfevo zaujima 13 % z traviciho traktu. Casti tlustého stfeva jsou caecum (slepé
stfevo), colon (tracnik) a rectum (kone¢nik). K caecum je pfipojena proximalni ¢ast colon
ascendens (vzestupného tra¢niku) caccocolickym zahybem. Distalni ¢ast vzestupného tracniku
ma hladkou a vakovitou cast. Hladka cast distalni ¢asti vzestupného tracniku je pfipojena
Kk sestupnému tracniku peritonedlnim zdhybem. Pfiény traénik je napojeny pfimo na
mesoduodenum a staci se doleva kolem kranialniho mezenteria. (Pérez et al. 2008). Kratky
a rovny usek sestupného tra¢niku ukoncuje kaudalni ¢ast tlustého stfeva, kde se nachazi silny
a siroky svérac rectum (Mertin et al. 2005). Nejvétsi objem ma caecum, tvoii 45 % z traviciho
traktu. Podle objemu traviciho traktu, se potvrzuje schopnost dobrého traveni a vyuzivani
objemnych krmiv. Konzistence faeces je pevna a ma protahly tvar (Tocka 1983).
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3.2 Parazitismus

Parazitismus neboli cizopasnictvi je typ mezidruhového antagonistického vztahu
u organismi a hraje velmi dulezitou roli v Zivotni strategii organismii, ktera je v evoluci nejvice
rozSifena. Je to dynamicky proces morfologické i funk¢ni adaptace. Vyskytuje se jak
U jednobunéénych jako jsou Protozoa, tak u mnohobunéénych, kam fadime Trematoda,
Cestoda, Nematoda, Insecta, Arachnida a mnoho dalsich (Jurasek & Dubinsky 1993).

Sirokd $kala vztahti sriznymi druhy piedstavuje znaény problém ve veterinarni
I humanni medicin€. Svétova zdravotnicka organizace, jenz sleduje infekéni onemocnéni,
U mnoha dalSich chorob vyvolanych parazity vzristd nemocnost a hrozi vznik pandemie.
Paraziti onemocnéni sami vyvolavaji nebo slouzi jako vektor a onemocnéni prendseji. Tyto
nemoci ohrozuji ptedevSim tropy a subtropy. Globalni zmény a lidskd ¢innost napomaha
rozsifeni paraziti na zcela nova uzemi. Ceska republika je silnym a svétové uzndvanym
partnerem pro vyzkum parazitil. Ceskym zakladatelem parazitologie se stal prof. Otto Jirovec
(1907-1972). Paraziticky organismus ziskava ziviny z jednoho nebo z vice hostiteld. Znaéné
jim $kodi, ale nemusi to vzdy vést k vysoké mortalité. Jde vZdy o zisk parazita a stradani
hostitele, kterému jsou zptisobeny Skody. Parazitim by mél tento Zivotni styl zvySovat fitness,
musi vSak byt tomuto stylu piizptisobeni. Rozdéluji se do skupin: podle vztahu rozmnozovani
s nutnosti hostitele na fakultativni a obligatni parazity; podle ekologie na mikroparazity
a makroparazity; z hlediska zivotnich cykla (hostitelské specifity) na jednohostitelsky
a vicehostitelsky. Fakultativni paraziti obvykle nutné nepotiebuji ke svému rozmnozovacimu
cyklu hostitele, zatimco obligatni paraziti maji svlij vyvojovy cyklus vazany na hostitele a bez
n¢j se rozmnozit nedokazi. Mikroparaziti vétSinou nemaji infek¢ni stadia a mnozi se v téle
hostitele, pro kterého muze vyvolané onemocnéni byt fatalni. Patii mezi né bakterie, viry,
prvoci a houby. Makroparaziti nenavysuji v hostiteli sviij pocet, ale produkuji infekéni stadia,
ktera poté infikuji dalsiho hostitele. Radi se k nim ¢ervi a ¢lenovci. Rozdéleni parazitickych
organismi, podle mista ptisobeni, je na endoparazity, ktefi se nachazeji uvniti téla hostitele
parazit napada konkrétni druhy zvirat. Tuto specifitu muZze mit hodn¢ uzkou nebo naopak
Sirokou. VSe je ovlivnéno etologii a ekologii hostitele, kterého délime podle mista sexualni faze
na mezihostitele, u néhoz nedochazi k mnozeni a definitivniho hostitele, ktery slouzi
k dokonéeni vyvojového cyklu parazita. Ke zjisténi ptivodu parazitického zpuisobu zivota miize
byt potvrzeni molekularniho fylogenetického umisténi parazitickych taxont a jejich volné
Zijicich ptibuznych (Volf, Horak et al. 2007, Blaxter & Koutsovoulos 2015).

Dalsi formou parazitismu miiZze byt tzv. hyperparazitizmus, u této formy se nachazi
parazit parazitujici v téle jiného parazita. Nahodny parazitismus se muiZe objevovat u volné
Jedna se o obdobu fakultativniho parazitizmu. Parazit miZe v téle hostitele parazitovat docasné,
stale, periodicky. Kli¢ovym byvaji generace, ty mohou mit parazitické jen stadium larvy nebo
vSechny generace. Neobvyklym neni ani stfidani parazitizmu a voln¢ zijici formy ob generaci.
Oznacenim ,,pseudoparazit® byva vysvétleni zdmény parazita napiiklad za zrno pylu (JuraSek
& Dubinsky 1993).
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3.3 Nematoda

Nematoda, ¢eskym nazvem hlistice, patii do nejpocetnéjsi skupiny zivocichid. Jsou
moiského ptvodu. Tato skupina je velmi rozsifena. Bylo popsano piiblizné dvacet tisic druh,
které spadaji pod parazity obratlovct. DalSich pét tisic parazitl neni zatim pospano. Vétsinou
kazdy suchozemsky druh zvitete ¢i rostliny je spojen alespon s jednim druhem parazitickych
hlistic. Celosvétove je infikovana az jedna tfetina lidi ro¢né. Evolu¢ni ptivod mechanismd, diky
kterym parazité infikuji své hostitele a vyhybaji se jejich imunité, je dulezity pro veterinarni
a lékarskou védu. Mnoho dalSich mé volné Zijici zptsob zZivota. Hlistice parazituji pfedevSim
V travicim traktu, ale nachazet se mohou 1 v dalSich organech, jako je lymfaticky a krevni obé&h,
dychaci soustava, nervova soustava, urogenitalni trakt, kize a t€lni dutiny. N&které hlistice
stfidaji volné Zijici a parazitickou generaci. Pohlavni dimorfismus neni vyjimkou. Samice
zpravidla dortstaji vétSich rozmérti. K usnadnéni tranzitu z jednoho hostitele na druhého
mohou vyuZivat tzv. ,,vektorového hostitele®, kterym byvaji predev§im ¢lenovci. Délka téchto
hlistic je riznoroda, byva uz od nékolik set mikrometrd az po nékolik metrt. (\Volf, Horak et
al. 2007, Blaxter & Koutsovoulos 2015).

Jejich nesegmentované té¢lo ma kulovity prifez a protahly valcovity tvar, ktery se na obou
koncich zuzuje (Taylor et al. 2015) Jsou chranéni nékolikavrstevnou kutikulou, podle které se
muze identifikovat konkrétni druh. Tato vrstva je bezbarva a do jisté miry priahledna. Svalové
bunky, lezici mezi télni tekutinou S vysokym tlakem a podkoznim vazivem, udrzuji tuhost
a tvar t€la. Lokomoce je mozna diky svalové kontrakci na jedné strané a svalové relaxaci na
strané druhé. Tato kontrakce a relaxace se stiida na ventralni a dorzalni Casti téla. VétSina
orgdnit ma vlaknity tvar a jsou zavéSeny v télni dutin€é. Trubicovity travici systém zacina
jednoduchym tstnim otvorem, ktery vede piimo do jicnu. U samic se jicen napojuje na stfevo,
které konci fitnim otvorem, zatimco u samcu stfevo ukoncuje kloaka, ktera taktéz slouzi jako
fitni otvor, ale vedou do ni chdmovody a jsou skrz ni vytlatovany kopula¢ni spikuly.
Parazitujici nematoda se zivy t€lni a slizni¢ni tekutinou, bunéénymi zbytky nebo produkty
vzniklé travenim. Prvni a druha generace se zivi predev§im bakteriemi (Urquhart et al. 1996).

3.4 Strongyloides spp.

Kmen: Nematoda
Ré4d: Rhabditida
Celed”: Strongyloididae
Rod: Strongyloides

Carl Wendl ptiblizné pred 150 lety popsal hlistici, ktera byla nalezena v tenkém stievé
ovce. Pojmenoval ji Trichosoma papillosum (Rudolphi, 1819). Jednalo se o0 prvni popis
had’atka, které se nyni fadi podle soucasné taxonomie do rodu Strongyloides (Grassi, 1879).
Tento rod vsak vznikl az o 20 let poté, kdy byl poprvé popsan Strongyloides stercoralis (Bavay,
1876), ktery parazituje v tenkém stieve lidi. To byl pocatek zkoumani tohoto rodu hlistic (Streit
2007). U lidi se nevyskytuje pouze S. stercoralis, ale i S. fullebroni (Viney & Lok 2015).
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Celkové jsou to malé a tenké hlistice, které nepiesahuji 1 centimetr délky (Urquhart et al. 1996).
Mohou se nachazet u zvitat, pudé¢, vode¢, ale i v zelenin¢ a ovoci (White et al. 2019).

Tento druh parazita infikuje pfedevsim mladé jedince malych i velkych domacich ¢i
hospodaiskych zvitrata po celém svété. Kazdy druh vsak vykazuje hostitelskou specifitu, neni
to potvrzené az tak geneticky, spiSe podle rozdilné morfologie. (Thamsborg et al. 2017).
Ackoliv se nejednd o parazita s vyraznou patogenitou, miize zptisobovat za urcitych podminek
tézkou enteritidu (zanét tenkého stieva) (Urquhart et al. 1996).

Je znam svym slozitym vyvojovym cyklem obsahuje ptiblizné¢ 50 druhti a mize se od
ostatnich odlisit podle 5 identifika¢nich znakd, tj. tvaru stomie (viz Obrazek 2), tvar ocasu, typu
vajecniku, po¢tem lalokti na cirkumoralni elevaci neboli ustech a v neposledni fad¢ podle tvaru
a velikosti vajic¢ek. Pro ur¢eni druhu mohou byt vSak i dalsi charakteristiky, které jsou klicové
pro dany druh (Choe et al. 2014). Dtive vsak rod Strongyloides byl rozdélen pouze do dvou
skupin, které zahrnovaly S. stercoralis a S. papillosus. Pozdéji vsak byly nalezeny nesrovnalosti
a zjistilo se, Ze rod Strongyloides obsahuje vice druht, nez bylo uvedeno (Little 1966).

Zivotni historie téchto hlistic ma né&kolik zajimavych ryst. Tento rod se sklada
Z parazitickych samic, které se nachézi ve sttevé hostitele a volnég Zijici generace, ktera se sklada
ze samic a samci zijicich v pad¢€. Specifita nebyva neobvyklou a vyskytuje se u vétSiny druhti
(Bradbury et al. 2021). Diky velké cetnosti druh@ tohoto rodu, hlistice parazituji
V gastrointestinalnim traktu u plazfi, obojzivelnik, ptakl a savcl. Po zkoumani je uvedeno, ze
vétSina parazitickych druhti je schopna infikovat velmi mélo nebo pouze jeden hostitelsky druh
(Viney & Lok 2015, Little 1966). Stale je mnoho otazek, naptiklad ktery mechanismus urcuje
nepiimy a piimy vyvoj. (Bradbury et al. 2021).

U parazitickych samic se druh urcuje podle vaje¢niki, které vedou kolem stfeva
spiralovité nebo rovné (Viney & Lok 2007). Dé&loha a stievo jsou navzajem propletené
(Urquhart et al. 1996). Morfologické srovnani vzajemnych struktur a velikosti, téZ napovida,
0 ktery konkrétni druh se jedna. K parazitickému zpiisobu Zivota se uchyluji pouze samice. (Viz
Obrazek 1). Zpisob dvoupohlavni volné zijici generace se mezi hlisticemi, ktera se rozmnozuje
a vyviji mimo télo hostitele, vyskytuje jen ziidka. Pavodné se diky témto dvéma odliSnym
zpusobuim zivota, tyto generace povazovaly za zcela odlisné druhy. Fylogeneticka rekonstrukce
hlistic rodu Strongyloides sp. je zaloZzena na rRNA SSU do kladu IV. Diagnostika tohoto
parazita probiha prostfednictvim cCerstvych faeces, které jsou podrobeny koprologickému
vySetfeni. Pokud neni mozno faeces odebirat ptimo z rekta, odebira se ptimo ze zemé&. Dospélé
samice se ziskavaji pifimo z traviciho traktu hostitele. Nachazi se v horni polovin¢ az tietiné
tenkého stieva, kde produkuji vajicka o velikosti 40 — 85 um (Viney & Lok 2007, Viney & Lok
2015).

Obrdzek 1: Volné zijici dospélci. Samice vlevo a samec vpravo. Méritko 50 um. (Viney et al. 2007)

ProhlaSeni, Ze parazitické samice se rozmnoZuji pomoci partenogeneze, je zaloZzeno na
nékolika diikazech. Vyjimkou jsou dvé zpravy z pocatku 30. let 20. stoleti, kdy tato fakta byla
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odmitnuta. Jini autofi se snazili najit sperma V reprodukénim orgénu samic, to se jim vsak
nepodatilo. Zavérem bylo, ze béhem ontogeneze u parazitické samice nedoslo k Zadné meioze
a k rozmnozovani dochazelo pomoci mitotické partenogeneze. Toto je jedno z nejrozsitengjsich
reprodukénich technik parazitickych samic tohoto rodu hlistic. Sandground (1926) objevil
struktury, o kterych si myslel, Ze se jedna o spermie v reprodukénim traktu. Nepodafilo se mu
vSak najit zadné parazitické samce, proto dospél k zavéru, ze se jednd o hermafroditismus.
Tvrzeni vSak bylo zpochybnéno tvrzenim autora Chitwood & Graham (1940) tento autor
popsané spermie hodnotil jako somatické buiiky. Vyskyt dvoudomé generace poprvé popsal
Kreis (1932) a pozdéji tento vyskyt potvrdil Faust (1933) ktery infikoval 40 pst hlisticemi
Strongyloides sp, které byly izolovany z faeces Simpanzt (Streit 2007).

Jelikoz se témét vSechny druhy Strongyloides spp. velmi podobaji, nedaji se zcela
presné morfologicky odlisit. Je nutné ud¢€lat analyzu sekvence DNA, pro ptesnéjsi urceni. Pro
tyto druhy byla stanoven gen 18S ribozomalni RNA a mitochondrialni DNA. Jelikoz je
sekvence 1SS rDNA mezi druhy velmi konzervativni, neni vhodna pro ur¢ovani druhu. Ackoliv
mala Cast tvofici smyCku a kratky stonek v DNA 1SS je mezi druhy v nukleotidech velmi
variabilni, mohla by proto slouzit jako druhovy marker (Hasegawa et al. 2009).

Obrdzek 2: Tvar stomie parazitickych samic Strongyloides spp; a,b) S. robustus; ¢,d) S. callosciureus;
e,9) S. papillosus; j,k) S. myopotami; I,m) S. ransomi; vsechny fotografie jsou ve stejném zvétseni (Sato et al.
2008)

3.4.1 Zivotni cyklus

Parazitujici samice se rozmnoZuji pomoci partenogeneze, kdy nedochazi k oplozeni
a kladou ve stifevech hostitele vajicka, ktera se nasledné dostavaji spolu s faeces do vnéjsiho
prostiedi, kde se dale vyvijeji. Z vaji¢ek se do nékolika hodin lihnou larvy prvni generace (L1)
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(Viney & Lok 2007). Tyto larvy pak prochazeji jednim ze dvou zivotnich cykli, ve kterych
projdou ¢tyfmi larvalnimi stadii. U prvniho zivotniho cyklu podstoupi dvé svlékani, nejdiive se
z nich stanou larvy druhé generace (L2) a po dalsim svleku infekéni larvy tieti generace (iL3).
Tyto larvy jsou vSak citlivé na klimatické podminky. Vyvoj podporuje teplo a vihko, coz
odpovida napiiklad klimatickym podminkam v ustajeni mlad’at (Streit 2007, Thamsborg et al.
2017). U S. papillosus bylo potvrzeno, Ze teplota ma vliv i na pomér volné Zijicich
a parazitickych samic, volné zijici samice ptfevazuji pii inkubacéni teploté¢ 30 °C, zatimco
infekéni larvy pii 20 °C (Nwaorgu 1983). Infekéni larvy jsou bud’ pozieny nebo do hostitele
pronikaji perkutanng. Migruji ptes ob&hovy (zilni) a dychaci systém (prudusnice, plice) do
tenkého stieva, kde se usadi a stavaji se z nich dospélé samice, které jsou ptipravené klast
vajicka. V plicich mohou zpiisobovat erytmatdzni reakei, pii niZz vznikaji drobné krvéaceniny
(Urquhart et al. 1996). V druhém odlisném cyklu se opét vylihnou larvy prvni generace (L1).
Pies larvy druhé generace (L2) se svlékaji a vznikaji z nich neinfekéni larvy treti generace (L3),
ze kterych se po ctvrtém svleku stavaji volné Zijici samci a samice, ktefi nasledné produkuyji
infekéni potomstvo. Generace, ktera zije ve volném prostiedi, se vyskytuje jen ziidka (Streit
2007, Thamsborg et al. 2017). Podrobnéjsi vyvojovy cyklus je pospan nize u S. stercoralis.

3.5 Strongyloides myopotami (Artigas & Pacheco, 1933)

Tento druh byl prvné nalezen pifi prizkumu parazitickych hlistic v Argentiné
U podzemniho hlodavce tuco-tuco z rodu Ctenomys (Rossin et al. 2009). Tento parazit podle
Mertin et al. (2005) patii k nejbéznéjsim parazitim vyskytujicich se u nutrii S ¢im souhlasi
i Zanzani et al. (2016). Do Evropy byl zavleCen spole¢né s nutriemi. Star$i zvifata byvaji
hlavnimi pfenaSeci, protoze infekce timto parazitem u nich probiha latentné. Infekéni stadia
larev pronikaji do téla ptfes gastrointestinalni trakt ¢i pies kuzi. Dostavaji se do jater, srdce,
a predevsim do plic. Z plic jsou nasledn¢ vykaslany, polknuty a poté se dostavaji do stiev, kde
dospivaji a dokoncuji svlij cyklus, ktery trva zhruba 9-18 dni. Ptisobi hluboké poskozeni sliznic
a tkani, odebiraji ziviny a mohou vyvolat sekundarni bakteridlni infekce. Mlad’ata byvaji
nejvnimavejsi a ve 40 % infekci podlehnout. Mezi obvyklé pfiznaky se zafazuje ztrata
hmotnosti, $patna kvalita srsti, duSnost a prijmy i s ptimési krve. Podle Sk¥ivan et al. (1976)
paraziti zpusobuji zdnétlivé zmény na zaludecni a stfevni sliznici. Déle mize byt zplsobena
dermatitida ,,svédéni nutrie“. Lidé vystaveni tomuto parazitovi vykazovali téz znadmky
dermatitidy. Mezi pfiznaky patfi makulopapularni (skvrny a pupinky) a erytmatdzni
(zaCervenald) vyrazka, ktera mize pfrejit az v tézkou dermatitidu (Choe et al. 2014). Martino et
al. (2012) podle své studie zduraziuje, ze nebyly zjistény zadné statistické rozdily mezi
napadenim parazity, pohlavim a v€kem.

Ve Stiedni Italii v malém mokiadu Torre Flavia se provadél vyzkum na prevalenci
hlistic. Prevalence dosahuje 71 %. Z 31 zkoumanych nutrii byly Strongyloides detekovany u 22
jedincu. Celosvétoveé je u nutrii hlaSeny nalez 4 druhG hlistice rodu Strongyloides:
S. myopotami, S. chapini, S. papillosus a S. ratti. Ackoliv maji tyto hlistice zoonoticky
potencial, pro ¢lovéka vSak ani jeden druh neptfedstavuje vazné riziko, jelikoZ vyvolavaji jen
mirné kozni onemocnéni (De Michelis et al. 2023). Se zoonotickym potencidlem
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u S. myopotami souhlasi i Little (1965). Dalsi zkoumanou oblastni byly mokiady v Severni
Italii, kde vysettili 153 divokych nutrii. Prevalence S. myopotami byla 63,4 % (Zanzani et al.
2016). Podle Mori et al. (2024) k objasnéni patogenity a rizika pfenosu S. myopotami na
Clovéka je potieba dalSich studii.

3.5.1 Morfologie

Vajicka jsou elipsoidniho tvaru a mé&fi 51 - 66 (58+4,5) um na délku a Sitku 21-27
(24,19) um (Choe et al. 2014). L1 az L2 dosahuji délky od 150 do 390 pum s sitkou 14-20 um.
Tato dvé stadia maji rhabditoidni tvar jicnu, ktery je 50 aZz 130 pm dlouhy. Navazuje pfimo na
stievo, které vede stiedem téla a byva dlouhé 46-180 um. Konec stieva ukoncuje rektum, které
je od Spicky ocasu vzdaleno 40-60 um.

Voln¢ zijici rhabditoidni L3 jsou dlouhé 516 (467-530) um a Siroké 29 (27-30) um.
Jicen téchto larev dosahuje délky v rozmezi 100-152 um, primérné¢ 134 um. Stievo je rovné.
Ocas ma konicky tvar a jeho prumérna délka je 88,8 um v rozmezi 80-95 um. Filariformni larvy
dosahovali primérn¢ délky 729 (712-752) pm se Sitkou pouze 15 um. Jicen je dlouhy primérné
305 um vrozmezi 276-325 um. Stievo je opét rovné. Konec téla je zakonCeny ocasem
s vroubkovanou $pickou dlouhym 85 (80-90) um (Rossin et al. 2009).

Filariformni iL3 se od volné¢ zijicich larev odliSuji pfedevsim délkou a tvarem jicnu,
délkou téla a sitkou téla. iL3 dosahuji primérné délky 685 um (645-800) um a pramérné Sitky
14 um (13-15) um. Jejich rovny dlouhy jicen, ktery muze zasahovat az do poloviny téla, méfi
minimalné 293 pm maximaln¢ vSak 360 pum, primérnad délka je 313 um. Anus je od Spicky
ocasu vzdalen 75 — 90 um, pramérné 83 pum (Little 1966)

Dospé€lé parazitické samice maji tenké a znacné dlouhé télo (viz Obrazek 4). Z vétsiny
druht Strongyloides patii k jednim z nejstihlejsich (Little 1966). Télesné miry se mohou lisit,
coz muze ovlivnit konkrétni hostitel. Porovnani télesnych mir s ostatnimi autory je na
Obrazku 3. Hlava je $picata a konec ocasu zakulaceny. Délka téla se pohybuje od 3 700 do
4 700 um (prumérné 4 000360 um), Sitka 30-40 (33+3) um. Nervovy prstenec a 0smilalocny
komplex je od ptedni ¢asti ve vzdalenosti 122-165 (150+16) um. Jicen je rozdéleny na svalovou
a zlaznatou ¢ast, celkova délka je 820 - 1 162 (1 024+117) um. Déloha byva kratka, vulva
obsahuje viditelné rty a nachazi se v pfedni poloviné t€la 976-1 053 (1 114+100) um od konce
t€la. Anus je v zadni ¢asti 43-60 (53+5) um od $picky kuzelovitého ocasu. Ruzné ¢asti téla
samice S. myopotami ziskané z divoké nutrie jsou vyobrazeny na Obrazku ¢. 4. Stomie neboli
ustni otvor samice je zdobena, zahrnuje 2 bo¢ni , 2 Siroké a 2 nizké laloky (Choe et al. 2014).

(Little 1966) (Matsudate etal. 2003)  (Rossinetal. 2009)  (Rossin et al. 2009)
Myocastor coypus Myocastor coypus Ctenomys talarum  Ctenomys pearsoni
Délka téla 3100-5 200 2500-5 300 3790-4130 4470-5180
(4 120) (4 000) (3 960) {4 740)
Siika téla 30-40 40-60 40-52 37-48
(37) (44) (44) (43)
Délka jicnu 800-1 300 - 1100-1 280 800- 1100
{1030) {1210) (980)

Obrdzek 3: Porovndani velikosti téla parazitickych samic u S. myopotami s tidaji ostatnich autori;
uvedeno v um; pievzato od (Rossin et al. 2009, Choe et al. 2014)
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Obrazek 4: Vlevo paraziticka samice S. myopotami, vpravo vyobrazené casti p. samice C) Predni cast
téla samice; D) spojeni jicnu a stieva; E) odvinuté strevo a vajecnik; F) Vyrazné pysky vulvy; G) zadni cast téla.
ME: svalovy jicen, Ov: vajecnik, Vo: otevieni vulvy, An: konecnik (Choé et al. 214)

3.6 Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876)

Strongyloidéza je zoonotické onemocnéni, které zpusobuje jiz zminéné hadé
S. stercoralis. Do lidského téla se dostava obvykle pies kuzi, predevsim pies chodidla. Jeho
vyskyt byl hlasen i u jinych Zivo&isnych druht jako jsou psi a primati. Clovék se miize nakazit
i kontaktem s infikovanymi faeces. Onemocnéni ve vétSing piipadech probiha asymptomaticky
nebo zpusobuje kopiivku, pohybovanim se larvy v kuzi. Pokud se parazit dostane do jinych
organt, objevuji se ptiznaky podle mista napadeni. Muze byt vyvolan kasel, sipani az chronicka
bronchitida po napadeni plic. Pokud se parazit dostane do gastrointestinalniho traktu zpiisobuje
bolesti bficha, prijem az autoinfekci ve stievech nebo v perianalni oblasti. Dospélé larvy, které
pronikly sliznici, rozptyluji vajicka pomoci lymfatického a obéhového systému po celém téle.
Vylihnuta vajicka zapti€ini sepsi ruznych tkdni. V pifipadech imunodeficience muze
onemocnéni byt az smrtelné. Diagnéza se provadi amplifikaci genomu ve stolici, pfimou
mikroskopii nebo sérologickymi testy. Lécebné¢ se podavd ivermektin, albendazol
a thiabendazol (Tobar et al. 2021).

Jejich vyskyt je kosmopolitni. U lidi miZe byt infekce tézce odhalitelnd, celosvétove je
vs§ak infikovano 100-200 miliénu lidi (Viney & Lok 2007). Zhou et al. (2019) uvadi, ze
soucasny pocet infikovanych lidi se pohybuje az okolo 370 miliont. Kviili sloZité diagnoze
mohou byt pocty infikovanych lidi mnohem vys§i. Rozsifeni toho parazita u lidi je hlaSeno
pfedevs§im v tropickych a subtropickych oblastech. K jejich hojnému vyskytu napomahaji
pfirodni podminky, vysoka teplota a vlhkost. Jelikoz v téchto oblastech je Spatnd zoohygiena
alidé casto chodi naboso, je riziko pfenosu vysoké, protoze parazit pronika do hostitele
penetraci kuzi. Tato hlistice byla jiz hlaSena i z Australie, Severni Ameriky a Evropy, kde je
vSak troven zoohygieny vysoka.

Pokud se hlistice rozsiti do jinych organii mimo gastrointestinalni trakt, miize se
onemocnéni stat smrtelné. V Nové Guineji plisobi parazit problém hlavné u déti, kdy zpiisobuje
extrémni stievni infekci a pfi absenci terapie ma fatalni nasledky. U S. stercoralis se téz mtize
objevit tzv. autoinfekce, pti které cely vyvoj probiha v téle hostitele. Vylihnuté larvy z vaji¢ek
postupuji zrychleny vyvoj, a jesté ve stfevech se z nich stavaji iL3, které pak migruji do
okolnich tkani a organti, kde podstupuji hypobidézu. To vede k prudké expanzi poctu paraziti
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je toto onemocnéni velmi tézce odhalitelné. iL3 mohou byt pfenaseny transmamarni cestou,
kde se pfi prenosu aktivuji a pomoci laktace se dostanou do gastrointestinalniho traktu
novorozenct. Podobny zplisob vyvoje a pienosu se vyskytuje u Skrkavek a méchovcu (Viney
& Lok 2007). S. stercoralis miZze parazitovat i u psti a primatd, a tim stavaji potencionalnimi
zoonotickymi ptenaseci zvife-Clovek. (Zhou et al. 2019).

Morfologie je podobna jako u ostatnich druhd. Larvy prvni a druhé generace dosahuji
délky 180 pm az 540 um. Tyto larvy se daji pozorovat po n¢kolika hodinach ve stolici. Po
jednom az dvou dnech lze pozorovat infekéni filariformni larvy treti generace, které maji na
délku piiblizné 400-800 um a Sifka se pohybuje od 14 um do 19 um. Jejich ocas je trifurkovany
neboli rozd€leny a tvori tzv. vidlici. Nejvétsim rozdilem od rhabditoidnich jedinct je jejich
jicen, ktery vypliuje skoro polovinu délky téla, jeho tvar je rovny bez zahybt. Rhabditoidni
volné Zijici samci a samice (Viz Obrazek 5) méfi zhruba 800 pm az 1 200 um a Siroké byvaji
40 az70 um. Samice od samct se muze odlisit podle velikosti, protoze byvaji 1,1 az 1,3krat
vEtsi nez samci. Vaje¢nik samice je didelficky (parovy) a u jeho stiedni ¢asti se nachazi vulva.
U samce je pouze jedno varle. Samcuv ocas je ventralné zakiiveny (Zhou et al. 2019).

Strongyloides stercoralis nejsou jedinymi druhy Strongyloides parazitujicich na lidech.
Diagnostika se u lidi provadi obtizn¢ zvlasté kvili malému poctu larev. Provadi se obvykle
kultivaci na aktivnim uhli, agarové plotn¢, filtratnim papiru nebo pfimym natérem. (Hasegawa
et al. 2009).

Obrazek 5: Snimky jsou zobrazeny diferencidalnim infracervenym kontrastem. Vlevo volné Zijici samec;
uprostred volné zijici samice; vpravo infekcni L3 (Zhou et al. 2019)

3.7 Strongyloides venezuelensis a S. ratti (Sandground, 1925)

Tato hlistice parazituje ve stfevech krys a potkantl, jehoz vyskyt je hldSen z vice Casti
svéta. Bylo zjisténo, ze do volného prostiedi se dostavaji vajicka Pti pokusu lihnuti vajicek ve
sterilnim prostiedi se 25 % vajicek vylihlo pti 37 °C, avSak larvy uhynuly jest€ v prvnim stadiu.
Po 48 hodinach po inkubaci se zbyvajici vétsina vajicek rozpadla. Do prostiedi se dostavaji
vajicka v rizném stupni vyvoje (viz Obrazek 6). Pii teplot¢ 0 °C se vajicka ve sterilnim
prostiedi nelihla viibec (Beak et al. 1998).
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Obrazek 6. Vyvojova stadia vajicek Strongyloides venezuelensis ziskanych z faeces infikovanych
potkanii Wistar, a,c) bez barveni; granulovana vajicka embryi; b,d) Lugolovo barveni; larvalni vajicka (Tobar
et al. 2020)

Toto hadatko slouzi jako model pro vySetfovani onemocnéni u lidi zplsobené
S. stercoralis. Vyvojovy cyklus a migracni vzorec S. venezuelensis je velice podobny u S. ratii.
U obou parazitii se vyskytuje transmamarni prenos. Nejvétsim rozdilem je mensi patogenita
u S. venezuelensis a k propuknuti onemocnéni je potieba vyssi koncentrace larev. Lze jej
vyuzivat v experimentalnich vyzkumech, které vedou ke zlepSeni strategii kontroly
strongyloiddzy, optimalizaci molekularné biologické analyzy a znalosti o interakcich mezi
hostitelem a parazitem, které slouzi k terapeutickym testim, k ziskani heterolognich antigenti
a k zisku imunologickych technik. Partenogenetické samice byly nalezeny v tenkém stieve.
Jejich jicen je téz filariformniho typu jako u L3. Zaujima jednu tfetinu délky téla. Koncova cast
jicnu je spojena piimo se sttevem. Predni ¢ast téla s chitinovymi vybezky je zaoblena. Zadni
Cast tvori Spicaty ocas (viz Obrazek 7) (Tobar et al. 2021).

Obrazek 7: Stadia larev S. venezuelensis ziskanych z kultur stolice infikovanych potkanii Wistar, a) L1,
b) L2, ¢) L3; meritko 100 um. RO: rhabditoidni jicen, FO filariformni jicen, NR: nervovy prstenec, In: stievo,
GP: genitalni primordium (Tobar et al. 2020)

Bylo prokazano, ze délku téla iL3 a nasledné i dospélych samic vyrazné ovlivnil zptisob
kultiva¢ni metody in vitro (viz Obrazek 8). Vyrazné vétsi délka téla u iL3 byla pozorovana
U kultivaéni metody na filtracnim papite, kdy primérnd délka byla 597,3 * 32,2 um. Ve
fekalnim L3 dosahovaly 509,9 + 35 um, zatimco v zivém bujonu dosahovaly pouze 503,3
+ 31,0 um. Nejen chemické médium, ale i inkubaéni teplota ovliviiuje rychlost lihnuti
a metamorfozy larev. Vyvoj iL3 do stadia parazitickych dospélct vsak zavisi i na faktorech,
které se tykaji hostitele, tj. vek, druh, pohlavi a odolnost. U parazita je dtlezity kmen, kultiva¢ni
vék L3 a infekéni davka (Islam et al. 1999). U téchto dvou zminovanych druht hlistic se
objevuje i hypobioza, ktera je klicem pro transmamarni ptenos (Viney & Lok 2015).
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Parametry Kultivaéni metody in vitro

v
(v pm) NBC? FCY FPC®
Délka téla 5033+310 509.9 +35.0 59733229
Délka jicnu 2346+ 15,1 2386+ 143 266.6 £10.9
Délka ocasu 52831 556+48 623+32
Siika tela 15313 158+10 17.7+0.7

Obrazek 8: Porovnani morfologickych rozmerii iL3 z riiznych kultivacnich metod; a) kultura Zivého
bujonu; b) fekalni kultura; c) kultura filtracniho papiru; d) esofagealné-strevni spojeni; e) P <0,05. Hodnoty
predstavuji primeér = SD 50 L3, uvedené hodnoty jsou v um (Islam et al. 1999).

Pohlavni geneticka determinace je systém XX u samic a XO u samci, ktefi maji pouze
jeden chromozom X. Zivotni cyklus (viz Obrazek 9) zaéina proniknutim iL3 (XX) do téla
hostitele ptes jeho kiizi. Larvy podstupuji naso-frontalni migraci a dostavaji se nejdrive do plic.
Jsou vykaslany a spolknuty, tim se dostanou do cilového organu, kterym je tenké sttevo. Béhem
této migrace projdou svlekem a stanou se z nich larvy ¢tvrté generace, které dospivaji v dospélé
samice (XX). Ve stievech produkuji vajicka, ta se dostavaji ven s vykaly do vnéjsiho prostiedi.
Z vajicek se lihnou larvy L1 (XX, XO), které maji dva potencionalni osudy. L1 projdou
nepfimym (heterogennim) zivotnim cyklem a svlékaji se az do ¢tvrté generace a stavaji se
Z nich volné zijici rhabditoidni samice (XX) a samce (XO). Tento vyvoj se téZ nazyva sexualni,
rozmnozovani probiha pafenim samice se samcem (Viz obrazek 6). Tato voln¢ zijici generace
nasledné produkuje pouze iL3 (XX). Druhy piimy (homogonicky) vyvoj neboli asexualni
spo¢iva v tom, ze se z nakladenych vaji¢ek opét vylihnou L1 (XX), ze kterych se pies L2
generaci stavaji iL3 (XX), které jsou velmi odolné. V tomto stadiu pretrvavaji tak dlouho,
dokud se jim nepodaii proniknout do nového hostitele, ve kterém pak dokoncuji sviij vyvoj
astavaji se znich dosp€lé samice (viz Obrazek 11 & 12), které se dale rozmnozuji
partenogenezi. Tyto samice plodi vzdy identické jedince. Mezi larvami tieti generace
sexualniho a asexualniho vyvoje neni patrny Zzadny rozdil (Viney & Lok 2007).

Parazitickd 1
- samice
v L1 Lt
L4 Samice (XX) Samec (XO)
V hostitel1
2 .
Infekéni 13 \ Mimo hostitele
A [N v e -
) PHimy vyvoj L2 L2 L2
L2 " 3
: L4 L3
L1 »

. Volné zijici samice
W omer L4
Volné zijici samec ¢

Obrazek 9: Dvé osy vyvoje potomstva parazitickych samic; 1) urceni pohlavi 2) Vvyvojova osa pouze
samic (Viney et al. 2007)
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Obrazek 10: Partenogenni samice S. venezuelensis. a) cely pohled (méFitko 100 um). b) hlavova Cdst
(méritko 20 um). ¢) stiredni éast meritko 50 um). d) pohlavni cast (méritko 20). e) koncovd cast (méritko 50).
FO: filariformni jicen, In: strevo,; Ov: vajecnik; Ut: déloha; E: vajicko; Vu: vulva; An: anus; Pr: projekce
(Tobar et al. 2020)

Obrdazek 11: Paraziticka samice S. ratti. MéFitko 30 um. (Viney et al. 2007)

3.8 Strongyloides westeri (Ihle, 1917)

Jedna se o hlistici cizopasici v tenkém stifevé koni piedev§im hiibat do 4 mésicti véku
(Miller et al. 2017) Vyskytuje se v Evrop¢ a Asii. Vajicka se vyvijeji a lihnou v teplotach 15-
35 °C pii 50-100% vlhkosti. Vyvojovy cyklus mize probihat sexualné i asexualné (Islam et al.
1999). Vajicka volné zijicich jedincu, ktefi se rozmnozuji sexualné, jsou o 3,7 % mensi a o
19,6 % uZzsi neZ vaji¢ka od parazitnich samic rozmnoZujicich se partenogenezi. Filariformni
larvy se nejlépe vyvijeji pii teploté¢ 30 °C, zatimco rhabditoidnim larvam postaéi 20 °C
(Gugosyan et al. 2018)

Hiibata se mohou nakazit perkutdnnim priichodem hlistice nebo pfi ordlnim poZiti pfi
sani mléka, ve kterém se nachazeji iL3. Larvy totiZ u klisen putuji do mléénych 714z v pozdni
fazi biezosti (Kirtland et al. 2023). Pii perkutanni infekci dochazi k podrazdéni kize a objevuje
se syndrom ,,zbésilého chovani®. Pficinou je svédici klize pti migraci larev kizi. V nékterych
ptipadech mutize dojit az k tmrti hiibéte (Miller et al. 2017). Mezi dalsi ptiznaky infekce patii
akutni prijem, respiraéni problémy a slabost (Abbas et al. 2021).

22



Faeces pro vysetieni se odebiraji piimo z rekta nebo z podestylky. Prevalence této hlistice
U hiebcl a klisen se zvysila porovnanim s udaji z roku 1993, v tomto obdobi dosahovala
prevalence pouze 6 % u 11 farem. V roce 2002 a 2004 doslo k jejimu sniZeni. Zatimco v roce
2014 prudce vzrostla a cinila az 49 % u klisen a hiebcl na tentyz farmach. U hiibat se
prevalence na deviti farmach pohybovala okolo 15 % a v dalSich ¢tytech priblizné 20-51 %
(Lyons & Tolliver 2014). Dalsi chovné farmy z Kentucky hlasily 30% prevalenci S. westeri u
htibat.(Kirtland et al. 2023).

Onemocnéni neni zavazné (Thamsborg et al. 2017) zpisobuje piedevsim prijem (Lyons
& Tolliver 2014). U hiibat ve v€ku jednoho az dvou tydnd se mohou preventivné podavat
anthelmintika (Urquhart et al. 1996). Klisnam, kterym byl v den porodu podan ivermektin,
porodily hiibata s mensim vyskytem vaji¢ek S. westeri ve faeces, nez u klisen, které 1é¢eny
nebyly (Ludwig et al. 1983). Siroké podavani ivermektinu a thiabendazolu se prevalence
S.westeri snizila az 0 90 % (Miller et al. 2017).

3.9 Ostatni druhy Strongyloides

S. ransomi (Schwartz & Alicata, 1930)

Tento druh se vyskytuje u prasat, u kterych je zpuisobované nepravidelné lehké
onemocnéni. Celkové u hospodaiskych zvifat neni toto onemocnéni dulezité pii pouzivani
anthelmintik a pfi dodrzovani dobré zoohygieny, nepiedstavuje pro zvitata riziko (Thamsborg
et al. 2017). Tento parazit je jednim z nejbéznéjSich hlistic vyskytujici se pravé u prasat.
Oslabuje imunitu a mtze zhorSovat jejich fyziologické ukazatele, coz zptsobuje ekonomické
ztraty. U selat zpusobuje ztratu hemoglobinu, erytrocytd, albuminu a imunitni reakci (Boyko &
Brygadyrenko 2017). Ekonomické ztraty zpusobuje piedevSim sniZzenim denniho pfirtstku.
Podle sily infekce, jsou ztraty denniho piiristku variabilni. Cim silngj$i infekce, tim v&tsi ztraty
(Hale & Marti 1984).

Je prokdzano, ze u prasnic jednorazova davka ivermektinu aplikovana 4-16 dni pted
porodem potlacuje pienos infekce na novorozena selata. (Urquhart et al. 1996).
Zivotaschopnost hlistic také snizoval citral a benzaldehyd (Boyko & Brygadyrenko 2017).

S. papillosus (Wendel, 1856)

Je dobie znamy rod hlistice vyskytujici se celosvétove. Infikuje se u piezvykavcu (skot,
ovce, kozy), dokonce i kraliky. OvSem tudaje o ptirozené ziskané infekce jsou vSak vzacné
(Romero et al. 2022). Autor Eberhardt et al. (2008) piisel s novymi poznatky o Strongyloides
vyskytujicich se u prezvykavct. Podle néj nejde o zcela identické druhy, ale jde zcela o odlisné
formy populaci, jelikoz nesou rizné sekvence SSU. U skotu se mohou vyskytovat smiSené
infekce, zatimco u ovci se naSel pouze jedna forma. Timto dikazem navrhuje, aby se
Strongyloides u skotu a Strongyloides u ovci zacaly povazovat za zcela odlisné druhy. Nazev
pro hlistice u ovei by mél zistat S. papillosus, zatimco pievladajici hlistice u skotu by se méla
pojmenovat S. vituli (Eberhardt et al. 2008).

U telat zptisobuje tzv. ,,ndhlou smrt“. Uhyn je nahly a rychly, aniz by se piedtim projevily
klinické ptiznaky. Hlistice se nenachazeli pouze ve stievech, ale i ve svalech a plicich, ackoliv

vrwe
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spojena se silnou infekci S. papillosus. Tyto infekce se snizily po podani ivermektinu
a thiabendazolu. Vyskytovaly se nejvice v obdobi od ¢ervence do fijna (Thamsborg et al. 2017;
Taira & Ura 1991).

U koz byly hlistice nalezeny v jatrech, zlu¢niku, lymfatickych uzlinach, branici, slezing,
myokardu, plicich, mozkové tkani, ledvinach, jatrech a svalech. Nejvice hlistic bylo nalezeno
u mladych koz starych 1,5 — 8 mésicti. I maly pocet hlistic v organismu mutize zptisobovat vazné
poskozeni a 1éze ve tkanich. U koz byly hlistice nalezeny ve (Pienaar et al. 1999).

3.10 Strongyloidéza

Strongyloiddza je podcenovana globalni infekce na vzestupu, predevs§im v jizni a sttedni
Evropé (Puthiyakunnon et al. 2014). Jedna se o jedno z hlavnich onemocnéni tykajici se
humanni i veterinarni mediciny. Jeji vyskyt je celosvétovy. U zdravych jedinci zpusobuji
Strongyloides jen malou patologii (Viney & Lok 2015). Je nedostate¢né diagnostikovanym
parazitarnim onemocnénim Kvuli nizké parazitické zatézi a nejistymi klinickymi piiznaky
(Puthiyakunnon et al. 2014). Jak uz je vySe v praci zminéno, u lidi se vyskytuje nékolik druht
strongyloidnich hlistic. Mezi nejznamé&jsi a nejcastéjsi druhy vyskytujici se u lidi patii
S. stercoralis, S. fullebroni fullebroni a S. fullebroni kellyi, které jsou pravdépodobné ziskany
od subhumannich primatu. S. f. kellyi se vyskytuje pouze u lidi na Nové Guiney. Je znama pouze
jedna kratka genova sekvence, coz miize zapfiCinit nespravné fylogenetick¢é umisténi. Stale
zustava nezodpovézeno, zda se S. stercoralis pienesla na ¢lovéka pivodné ze psu a kocek.
S. stercoralis se pravdépodobné pienesl ze pst na ¢lovéka, na kterého se adaptoval. Tento druh
ma vSak dva odlisn¢ kmeny, z néhoz jeden se vyskytuje pouze u pst. Druhy kmen se vyskytuje
u lidi, pst, ko¢ek i subhumannich primata. S. f. fullebroni obsahuje dva klady, které pochazi
Z odliSnych mist. Prvni je spojeny s africkymi izolaty a dal$i pochdzi z indocinského
poloostrova. Podle nejnovéjsich tdaja je infikovano ptiblizné 613,9 miliona lidi. Jak uz je
zminéno vyse, lidi a domaci mazlicky nejéastéji infikuje druh S. stercoralis. Predstavuje
VvV mnoha piipadech celozivotni onemocnéni. Mezi ¢astymi klinickymi pfiznaky byva prajem,
S tim spojena bolest biicha a hubnuti. Podle mista infekce se mohou objevovat i dermatologické
a respiracni problémy (Bradbury et al. 2021). Dal$im pfiznakem nakazy muze byt svédéni
nohou, sipani, horecka, kasel a zvraceni (Marcelino et al. 2023). U imunosuprimovanych
pacientt, 1é¢enych kortikoidy, pfedstavuje onemocnéni velké riziko (Bradbury et al. 2021).
Pokud u téchto jedincti dojde k nekontrolovatelnému autoinfekénimu cyklu hlistic, coz vznika
provrtanim larev skrz sliznici tlustého stfeva a k reinfekci téla, nedochazi tak k detekci parazita
ve stolici. Cestovani larev po celém té€le mize zapfiCinit vznik diseminované infekce, coz vede
ke gastrointestinalnimu krvaceni, meningitidé nebo sepsi. Pfi tomto stavu byva imrtnost az 80
% (White et al. 2019).

Stejné jako u lidi, se u zvifat pfi silné infekci objevuje téZky zapal sliznice v tenkém
sttevé. Toto onemocnéni doprovazi krvavé prijmy, hubnuti, nechutenstvi, srst je matna
a najezena. Z priciny ztraty krve dochazi k chudokrevnosti. Toto onemocnéni mize vést az ke
smrti zvifete. LéCebné se postizenym zvitatim podava Thiabendazol nebo Phenotiazin (Tocka
1983). Mezi dalsimi pozorovanymi pfiznaky byly vpadlé oci, dehydratace, letargie
a abnormalni stolice (Pienaar et al. 1999)
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Cilem do roku 2030, vyhldsenym svétovou zdravotnickou organizaci, je odstranéni
problému strongyloiddzy, coz bude ziskem pro vefejné zdravi. Bohuzel dynamika ptenosu na
Cloveka z kocek a psu, jakozto ze zvitecich rezervoart, je prozatim nejasna. Pravdépodobné
vSechny zminéné druhy maji zoonoticky potencial (Bradbury et al. 2021).

Dermatitida u lidi

Byl pouzit lidsky dobrovolnik, na kterém se provadél mozny pienos Strongyloides
myopotami z nutrie. Infekéni larvy byly ziskany z vykali zminovanych druht zvifat, pomoci
filtraéniho papiru. Nésledné byly tadné¢ promyty destilovanou vodou. Byly oddéleny
a izolovany v samostatné nddobé& s evidencnim ¢islem. V kazdé naddobé byl urcity pocet larev,

ktery byl piesné spocitan, pocet se pohyboval od 3 do 50 kust. Pro infekci lidského
dobrovolnika byla pouzita Beaverova metoda. Na cast kiize levého ptedlokti byla polozena
malé podlozka z gazy, na kterou se pomoci pipet pienesla voda s infekénimi larvami. Podlozka
byla na kizi ponechana ptiblizné¢ 30 minut. Po odejmuti byla vlozena do nadoby s vodou. Voda
byla prohledana pro urceni poctu zbyvajicich larev. Obvykle se na podlozkach zadné larvy
nenasly. Tato metoda se opakovala 10 x béhem 14 dni. Pfi prvnich Sesti pozorovani nebyla
zaznamenana zadna reakce. 18 larev, které byly aplikovany na sedmy pokus, vyvolaly mirnou
reakci témet po 11 mésicich. V dobé€ penetrace larev do kiize se objevilo svédéni a po dvou
hodinéach se objevily malé papuly, které po 48 hodinach dosahly svého maximalniho rozméru.
Meétily nékolik milimetrd a mizely aZ po 5 dnech. Siika cesti¢ek migrujicich larev v kiZi byla
az 5 milimetra a délka az 5 centimetrii. Cesticky se rozsitovaly velmi rychle, postupovaly vice
nez 10 milimetri za 24 hodin. Svédéni neustdvalo. Po vymizeni se za néjaky ¢as mohla
dermatitis znovu objevit pfi tfeni kiize. Nasledné periodické vysetfeni stolice bylo jiz negativni
na S. myopotami (Little 1965). Podle Thamsborg et al. (2017) je vSak zoonoticky pouze druh
S. stercoralis.

3.11 Diagnostika, lécba a prevence

Diagnostika probiha pomoci koprologického vySetieni Cerstvych faeces na detekci
vajicek a larev (Viney & Lok 2015), kultivace faeces na agarovych plotnach, modifikovanou
Ritchieho metodou a Baermanovou metodou (Marcelino et al. 2023). Parazitické samice lze
detekovat vySetienim tenkého stfeva hostitele. Stfevo se podélné otevie a odstrani se jeho
obsah, Sliznice stfeva se muze prohlédnout kompresni metodou (zmacknutim mezi dvé
sklenéné desky a mikroskopickym vySetfenim) nebo se stieva mohou vertikalné zavésit
v médiu (Viney & Lok 2015). Jako lécba se Casto pouZzivaji vhodna anthelmintika nejlépe
s obsahem ivermektinu, pyrantelu, thiabendazolu a fenbendazolu. Prevenci proti témto
parazitim je v chovech dukladna zoohygiena, dezinfekce letlampou nebo propanbutanovym
hotakem (Mertin et al. 2005).

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) zavedla sponzorovany program na odstranéni
lymfatické filaridzy, zpisobovanou parazitickymi hlisticemi Wuchereria bancrofti a Brugia
malayi. Tyto programy vedou ke snizeni prevalence a intenzity infekci zptisobovanymi
hlisticemi napadajici stfeva. Potencial k rozvoji rezistence, na podavané léky, je riziko
u parazitt s kratkym vyvojovym cyklem. Studie Kotze et al. (2004) popisuje in vitro test pro
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méfeni ucinkl ivermektinu a benzimidazolu na motilitu larev. Kazdy druh parazita ma odlisny
vztah mezi podanou davkou a odezvou, pti¢emz byly prokazany rizné a vyrazné odezvy. Larvy
byly ziskany z lidskych faeces.

3.12 Molekularni analyza

Podle dat do roku 2015 se mize definovat pét pavodu parazitismu u obratlovct. napfic¢
ttemi podtiidami, pomoci dostupnych molekularnich dat. Rhabditida jsou hlavni skupina
parazitujici ve stfevech a dychacim systému obratlovci. Molekularni systematika hlistic je
zkoumana ptes vice nez 20 let. Bylo publikovano 10 sekvenci genomu hlistic, z ¢ehoZ vétSina
pochazi pravé z paraziti. Uzké spojeni mezi parazity a jejich hostiteli vyvolalo otazku, zda
neziskaly nové geny prave od svych hostiteli (Blaxter & Koutsovoulos 2015). Pii diagnostice
hlistic rodu Strongyloides se muiZze pozorovat vyrazné zlepSeni metod genotypizace. Pouzivaji
se zakladni molekularni ptistupy pii detekci hlistic, ale 1 Sangerovo sekventovani, vysoce
sofistikované vykonné sekventovani, vicelokusové nebo sekventovani celého genomu. Druh se
mize presné urcit pouze podle morfologie dospélé hlistice spolu se sekvenci jiz ur¢enych druht
(Bradbury et al. 2021). Modifikovana technika McMaster je jednou z metod pouzivajici se pii
detekci vajicek ve faeces a jejich extrakci DNA, ktera charakterizuje ¢aste¢ny fragment malé
podjednotky jaderné ribozomalni DNA (18S) (Abbas et al. 2021).

Molekularni metody vyuzivajici druhové specifické genetické markery pomahaji
k ur€eni specifické identifikace druhu. Genomové sekvence referen¢nich kment S. stercoralis
a S. ratti mohou poslouzit pro definici vétsiho souboru molekularné genetickych markert nebo
pro genetické vymezeni mezi klonovou a sexualni reprodukci a pro mapovani lokusi
kvantitativnich vlastnosti (Streit 2007). Viney & Lok (2007) a Streit (2007) zatazuji hlistice
rodu Strongyloides na zakladé analyzy sekvenénich dat pro malou jednotku (SSU) jaderné
ribozomalni DNA do ,.kladu IVa®“. Jednd se o sestersky klad bezobratlych parazitickych
a rostlinnych parazitickych had’atek kladu IVb (Viney & Lok 2015).

Hypervariabilni oblasti I a IV genu 18S rRNA a vybrané ¢asti mitochondrialniho genu
cox (podjednotky I cytochrom c oxidazy), jsou nejcastéj$imi sekventovanymi markery, které
byly porovnany u nékolika hostitelii z riznych geografickych oblasti. Ke stanoveni sekvence
DNA byly pouzity dospé€lé samice, rhabditoidni larvy ziskané z faeces a filariformni larvy
vyvinuté v kulturach. Byly promyty ve fosfatovém pufru s pH 7 a pouzity pro extrakci DNA.
Larvy, které nebyly rovnou pouzity, byly fixovany ve 100% ethanolu pii -30 °C. Pro analyzu
sekvence DNA u S. myopotami byly pro extrakci pouZity parazitické samice a filariformni larvy
a pro S. ratti pouze filariformni larvy. Pro S. stercoralis ziskané od lidi, pst a $impanzu, byly
pouzity parazitické samice, filariformni i rhabditoidni larvy. V Japonsku byla extrakce DNA
z fixovanych larev provedena pomoci fenol-chloroformové metody nebo NaOH metody.
Hlistice byla inkubovana pii 95 °C ve 20 pul 0,02 N roztoku NaOH po dobu 10 minut. 2 pl
Z tohoto roztoku byly pfendany do 50 pl roztoku polymerazové fetézcové reakce neboli PCR
testu. Cilova oblast DNA byla amplifikovdna pomoci polymerazy TaKaRa Ex Taq™ nebo
polymerazy KOD-Ver2™ a programovatelného tepelného regulatoru. Vhodné pouzité
podminky pro PCR byly: 95 °C po dobu 1 minuty, poté 10 cyklt pii 94 °C 1 minutu, 40 °C
1 minutu, 72 °C 2 minuty, dalsich 30 cykla pti 94 °C 1 minutu, 45 °C 2 minuty, 72 °C 2 minuty
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a amplifikacni prodlouzeni 7 minut a 72 °C. PCR produkty byly podrobeny elektroforéze
v 1,5% agarovém gelu a zobrazovany barvenim ethidium bromidem. Z gelu byly ziskany
pomoci SUPRECIN.O1 a nasledné vysrazeny ethanolem. Néasledovalo odstfedéni, vakuové
suseni, rozpusténi v destilované vod¢, amplifikace za pouziti jednoho primeru, centrifugace
a sekvence. Nukleotidové sekvence byly uloZzeny do databaze DNA. Variabilni sekvence byly
promitnuty do grafu. Uspotadani nukleotidd pro S. myopotami v hypervariabilni oblasti (HVR)
IV v 18S rDNA je AAAT GTTATTATTT ------ TTTA - - AATAATAACT -ATTT
(poml¢ky znamenaji neptitomnost nukleotidu). Jednalo se o nejkratsi HVR-II (Hasegawa et al.
2009). Mori et al. (2024) vyvinuli jednodusi(Mori et al. 2024) neinvazivni metodu pro detekci
S. myopotami, u které nebyla nutna eutanazie zkoumanych jedinct a nebyla nutna ani kultivace
larev. DNA byla extrahovana piimo z nalezenych vaji¢ek. Pro detekci bylo potieba pouze malé
mnozstvi faeces, které byly vysetfovany pomoci cukerné modifikované flotaéni metody.
Vznikly vzorek zminované metody zkoumali svételnou mikroskopii. Z pozitivniho vzorku byla
izolovana vajicka, ktera byla jednou nebo dvakrat promyta vodou. Purifikovana vajicka byla
resuspendovana v 1 az 2 ml fosfatem pufrovaného fyziologického roztoku. Néasledné byly
vzorky pétkrat zmrazovany a rozmrazovany, piicemzZ pred kazdym zmrazenim byla vajicka
rozbita vortexovanim (silnym tfepanim) po dobu 10 sekund. Nasledné byly spojeny vzniklé
supernatany a pomoci soupravy QIAamp DNA Mini kit byla extrahovana DNA dle instrukci
vyrobce. Dale byly navrzeny tii nové sady primert K molekularni identifikaci S. myopotami
(viz Obrazek 12).

StMyo Fl ACTGAGGTAATTCTTGAGCTAATACAC 7
StMyo R1 TAATCATOGAAAAAGATTAGTGAAACC
StMyo F2 CCAATTTTAGTTAAAAGAGGTAGTOGAC 7
StMyo R2 AACCTCTAACTTTCOTTCTTGATTA .
StMyo F3 TCTTCAAGTTTAAATAACTTGTTGGTA 7
StMyo R3 AATTCATACACCTAGTAGGCATAGTTT -

Obrazek 12: 3 nové sady primerii k molekuldrni identifikaci S. myopotami (Mori et al. 2024)
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4 MATERAL A METODIKA

4.1 Material

Samotny experiment se skladal z vice ¢asti. Hlavnimi vyzkumnymi materialy byly nutrie
infikované hlisticemi rodu Strongyloides druhu S. myopotami, které slouzily k zisku faeces
a zazivacich trakta s obsahy. Vsechny tyto materialy byly uréeny K ziskani vajicek, larvalnich
stadii a dospélcti zminované hlistice.

4.2 Studijni pozadi

Nutrie chované pro vyzkum této studie byly wustijeny v Demonstraénim
a experimentalnim pracoviti CZU v experimentalni ¢asti pro kraliky. Zvitata byla drzena pfi
teploté 19-20 °C v kleci, pti¢emz polovinu dna vystylala slama a druhou polovinu dna tvotily
dlazdice pro lepsi zajisténi dobré zoohygieny. Nutrie mély k dispozici vodu ad libitum.
Poslouzily k tomu dvé nadoby s vodou a napajecka. Dalsi dvé nadoby byly vystlané senem
(slouzici k odpocinku). Krmna davka byla velmi pestra, skladala se z obilovin, bylin, zeleniny,
ovoce a trochou peéiva. Cast klece, kde se nachazely nadoby na odpo¢inek, byla zakryta, aby
byl zvifatim dopian ukryt a klid k odpoc¢inku. Pti Cisténi klece se vzdy cast znedisténé
podestylky zachovala a byla ponechana v kleci, kvlili nutné reinfekci zvifat zmiflovanym
parazitem. Pro potvrzeni infekce byla vyuzita koprologicka metoda z Cerstvé
odebranych faeces chovanych nutrii, které mély veskera potiebna povoleni SVS i MZP
(podrobngji v kapitole 4.3.8 Etické tivahy).

4.3 Metodika

4.3.1 Ziskani infek¢nich nutrii

Pocatek experimentu zavisel na nalezeni chovu nutrii, ktery byl pfirozené infikovany
druhem hlistic Strongyloides myopotami. Tento chov pochazel zchovné farmy z Ceské
republiky. Po nalezeni jiz zmiftovaného chovu se délalo nékolik koprologickych vySetieni
faeces, z odlisnych sekci chovu, pomoci Cornell-Wisconsinovy metody. Cilem bylo najit sekci
s nejvyssi prevalenci. Po stanoveni nejvice infikované sekce, byly odkoupeny 3 samice nutrie
ve véku sedmi a péti mésici, které byly potenciondlnim pfedmétem infekce. Chovné farma
z M¢tina vyuziva chovu nutrii pouze pro genovou rezervu,

Jedna samice 14 dni po pievezeni zahynula. K experimentu byly nadale pouzivany dalsi
dvé samice, které poslouzily k produkei infekéniho materialu, ktery byl pro tento experiment
zakladem.

Dulezity byl 1 zisk volné Zijicich nutrii, které byly zastieleny Vv BeneSové ve
Stredoceském kraji. Byla poskytnuta bud’ cela zvifata nebo pouze jejich travici trakt, ktery
zahrnoval Zaludek a stieva. Tyto organy dale slouzili k zisku dospélych parazitickych samic.

28



4.3.2 Ziskani infek¢énich vykalu

Jelikoz nebylo mozné odebirat faeces piimo z rekta, ani chovat zvifata na zcela Cistém
povrchu, odebiraly se Cerstvé faeces z podlahy né€kolik minut po defekaci. Prvnim krokem bylo
dukladné vy¢istit a oplachnout (ne sterilizovat) povrch vybéhu a piedev§im misto, kde nutrie
vykonavaly svou potiebu. Zaznamenal se ¢as dokonceni tklidu a nasledny odchod. Svétlo
V mistnosti se nechalo rozsvicené pro stimulaci aktivity zvifat. Kazdych 15 az 20 minut byl
vybéh kontrolovany. Jakmile se objevily faeces, zaznamenal se ¢as defekace. Od tohoto ¢asu
se pak zaznamenavala nasledna doba vyvoje. Faeces se daly do kadinky s vlaznou vodou, kvuli
zbaveni se nalepenych necistot a volné Zijicich stadii parazita, ktera se bézné vyskytovala na
podlaze vybéhu. Cerstvé faeces byly ihned odneseny do laboratoie CZU a déle zpracovavany
podle potieby aktualniho vyzkumu.

4.3.3 Vyvoj vajicek

Vajicka pro zaznam vyvoje byla izolovana z faeces od chovanych nutrii pomoci
koprologické Cornell-Wisconsinovy metody. Po 10 minutach, kdy se zkumavky nechaly odstat,
se odejmulo kryci sklicko a vSe co na ném zbylo, se bez prohliZzeni smylo redestilovanou vodou
do vétsi zkumavky (50 ml). Z kazdé zkumavky se svrchu jesté odebral cca 1 centimetr
flotacniho roztoku od okraje a byl pfidan do nové zkumavky. Zkumavka se doplnila do plna
redestilovanou vodou a vlozila se do centrifugy po dobu 5 minut na 1 000 RMP. Po sto¢eni se
odsavackou odstranila vétsina svrchni kapaliny tak, aby se neodstranila i vaji¢ka, ktera se
nachazela na dné. Zkumavka se opét doplnila redestilovanou vodou a cely proces se opakoval.
Po druhém odebrani svrchni kapaliny zdstala ve $pi¢ce zkumavky sto¢ena vajicka. Pomoci
pipety se pfendala do jamek mikrotitra¢ni desti¢ky, ve které nasledné pomoci pocitacového
programu byl nahran videozaznam vyvoje ziskanych vajicek. Vzdy byl zaznamenan ¢as zapnuti
nahravani. Poslednim krokem bylo zhlédnout zdznamy a zaznamenat dobu lihnuti vajicek.
Doba lihnuti se zaznamenavala vzdy od defekace, kdy se vajicka dostala do vnéjsiho prostiedi
az po samotné vylihnuti. Vajicka byla inkubovana pii teploté 23 °C a 45% vlhkosti.

Cornell-Wisconsinova metoda

1) Odvézeni 4 g z kazdého ziskaného vzorku.

2) Vlozeni odvazené ¢asti do tfeci misky (pokud je vzorki vice, kazdy se da zvlast).

3) Piiliti 15 ml bentonitu (7 g/1000 g H20) a vytieni do kaSovité konzistence.

4) Vznikla suspenze se pievede pies Cajové sito do kadinky, z které je poté odméteno 10
ml suspenze, ta se ptelije do zkumavky 15 ml)

5) Vlozeni zkumavek do centrifugy na 1 200 RPM po dobu 5 minut.

6) Vznikly supernatan se slije tak, aby ve zkumavce zustal pouze sediment.

7) Ptiblizné do poloviny zkumavky se piida flota¢ni roztok FAO, s.g. 1,28 (nasyceny
roztok NaCl, 360 g NaCl/1000 ml H20 + 500 g gluko6zy) a dikladné se promicha se
sedimentem, aniz by doslo ke vzniku bublin.

8) Doplnéni FAO az po okraj zkumavky tak, aby nad hranou vznikl maly oblouk.

29



9) Na vznikly oblouk se polozi kryci sklicko.

10) Vlozeni do centrifugy na 1 200 RPM po dobu 5 minut.

11) Vyndani zkumavek, vlozeni do stojanu na 10 minut.

12) Po 10 minutach se mize zacit s vySetfovanim.

13) Na podlozni sklicko se kapne kapka vody, na kterou se polozi kryci sklicko ze
zkumavky.

4.3.4 Ziskani larvalnich stadii

Larvalni stadia se ziskavala z koprokultury infikovanych faeces a nasledné¢ pomoci
Baermanovy metody.

ZaloZeni koprokultur

Cerstvé odebrané faeces se smichaly v &istém sacku s pilinami pfiblizné 1:1. Vznikla
kultura nesméla byt sucha ani promacena. Optimalni byla vlhka, drobiva konzistence, ktera
zajistila optimalni vyménu vzduchu. Pokud se sacek zaviel, musel se opakované otevirat a vzdy
promisit, aby se k larvam dostal dostatek vzduchu a nedochézelo tak anaerobnim podminkam
a hypoxii. Sacek byl vlozen do termostatu, kde bylo pfiblizné 25-26 °C. K zajisténi stale
vlhkosti se k sacku ptidala nadoba s vodou. Larvy se nechaly vyvijet dle potieby. K ziskani
larev z koprokultury se pouzivala jiz zmiflovana Baermanova metoda.

Baermanova metoda

Kultury vykali byly zabaleny do vrstvy gazy, ta nasledné byla polozena do trychtyie
s vodou, ktery vedl do zkumavky. Tato technika umoznila larvdm migrovat pfes gazu smérem
doli na dno zkumavky. Pocet hodin, kdy se larvy nechaly migrovat a vyvijet, zavisel na
pozadovaném stupni vyvoje. Pokud vzorky ve stanovenou dobu nebyly ihned prozkouméany,
byly uchovany v lednici. Nizsi teplota zpomalila ¢i téméf zastavila vyvoj.

4.3.5 Ziskani dospélych samic

Po usmrceni nutrii byla vypreparovana biiSni dutina, vyjmul se zaludek a stfeva.
Zaludek byl podélné roziiznuty a rozdélen na dvé poloviny. Obsahy z téchto organti byly
promyty vodou a filtrovany pies 0,050 mm sito. Vysledna tekutina byla v nadobach se zizenym
Spicatym dnem uchovana v lednici. Pti nizké teploté samice klesly do $pi¢ky dna. Piebyte¢na
horni tekutina se tak mohla od¢erpat. Tim se zmensil vzorek nutny k prohledani. Vzorky byly
pozorovany stolnim mikroskopem pod zvétSenim 40x. Nalezené samice se vyjmuly a pfendaly
na samostatné sklicko, na kterém byly méteny a foceny pomoci pocitac¢ového programu.

4.3.6 Meéreni vajicek, larev a dospélych samic

U vajicek se méfila pouze délka a Sitka. Zatimco u jednotlivych hlistic se méfila délka
téla, Sitka téla, délka jicnu a stiev, vzdalenost mezi anusem a $pickou ocasu. Délka jicnu se
méfila od st (od zacatku hlavové ¢asti hlistice) az po konec jicnu, kde se napojuji stieva. Larvy
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byly znehybnény kapnutim dvou kapek Lugolova roztoku na kraj kryciho sklicka nebo rovnou
do preparatu.

4.3.7 Statisticka analyza
Veskera Ciselna data byla zpracovana v programu STATISTICA pomoci zékladnich
popisnych statistik. Urcoval se prumér, median, minimalni a maximalni jednotka.

4.3.8 Etické uvahy

Pouzité metody byly certifikovany a schvéleny pro experimentdlni zvifata Statni
veterinarni spravou (C.j. SVS/2023/112879-A) a Ministerstvem Zivotniho prostiedi
(MZP/2023/630/1982). Vsechny experimenty byly pfizpisobeny principu tii R a principu péti
svobod.
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5 VYSLEDKY
5.1 Vyvoj vaji¢ek

Cas lihnuti byl zaznamenan od doby, kdy se vajicka dostala do vn&jsiho prostiedi
(tj. kdy byla vykalena) do doby, kdy se z vajicka zac¢ala lihnout L1 (viz Tabulka ¢ 1 a 2).

Tabulka 1: Zdaznam lihnuti vajicek

A N lihnuti
: 5 ithnuti . ., .. .
zaznamu Primér | Median | Minimum | Maximum

(ks)

(ks)
6 47 459 510 2.50 8.00

Veskeré ciselné udaje jsou uvedeny v casovém formatu ,, hodina.minuta“ u druhu S. myopotami, pokud neni
uvedeno jinak. Tento format udava za kolik hodin a za kolik minut doslo k vylihnuti vajicek. Zkratkou ,,ks* je
uvedeny pocet videozdaznamii a pocet lihnuti.

V této tabulce €. 1 je souhrn lihnuti nafilmovany na Sesti videozaznamech. Celkem bylo
zaznamenano 47 lihnuti larev S. myopotami. Primérna doba, za jakou se larvy vylihly, byla
4 hodiny 59 minut. Nejdelsi lihnuti trvalo 8 hodin a nejkratsi pouze 2 hodiny 50 minut.

Tabulka 2: Jednotlivé zdznamy lihnuti vajicek

N lihnuti

Zaznam (k) Prumér Median Minimum | Maximum

1 8.00 8.00 8.00 8.00

3 4.55 4.54 4.38 5.14
16 44.11 3.59 2.50 6.20
11 5.27 25 4.50 6.25
4 5.13 5.14 5.06 5.19
12 5.16 5.08 4.55 5.15

Veskeré ciselné uidaje jsou uvedeny v casovém formdtu ,, hodina.minuta *, pokud neni uvedeno jinak.
Tento format udava za kolik hodin a za kolik minut doslo k lihnuti vajicek. Zkratkou ,,ks* je uvedeny pocet
zaznamenanych lihnuti.

Tato tabulka ¢. 2 udava piehled v jednotlivych zaznamech lihnuti larev S. myopotami.
Celkem bylo nato¢eno Sest zaznami, ve kterych byla zaznamenana jednotliva vylihnuti. U
jednotlivych zaznami je uvedeny pocet lihnuti (N lihnuti), primérny ¢as, median, minimalni a
maximalni ¢as vylihnuti, v§e vzdy z konkrétniho zaznamu, ktery je o¢islovany od 1-6. Nejdelsi
doba lihnuti byla nato¢ena na zdznamu €. 1, naopak nejkratsi doba lihnuti byla natoena na
zaznamu €. 3.
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5.2 Morfologie vajicek, larev a dospélych samic

5.2.1 Vajicka

Vajicka méla elipsovity tvar. Podle stupné vyvoje bylo mozné pozorovat uvnit vajicka
zrnitou strukturu nebo jiz sto¢enou larvu (viz Obrazek 13). Ciselné hodnoty naméfenych
morfologickych dat jsou uvedeny v Tabulce €. 3.

Tabulka 3: Morfologicka data vajicek

I TS Minimum | Vaximum

54,26

63 28,03 28 20 33

Veskeré ciselné hodnoty jsou uvedeny v mikrometrech (um) u druhu S. myopotami, pokud neni uvedeno
Jinak. Zkratka ,, ks uvadi pocet merenych vajicek.

Tabulka ¢. 3 udava piehled naméfenych hodnot vysky a Sitky vajicek Strongyloides
myopotami. Celkem bylo naméfeno 92 kusi vaji¢ek pro délku a 63 kust pro Sitku. Délka se
pohybovala % rozmezi 48-62 pum S pramérnou hodnotou 54,26 pm. Pramérna Sitka byla 28,03

-----

Gyl
2 s

Obrazek 13: Vajicko S. myopotami s viditelnou larvou. Méritko 50 um. (vilastni foto autorky)

5.2.2 Larvy 1. generace (L1)

Z vajicek se lihly larvy prvni generace (L1) (viz Obrazek 14). Jednalo se o malé hlistice
S protahlym télem a zakulacenou hlavovou casti. Konec téla byl zakonceny krat§sim Spicatym
ocasem. Jicen mé&l rhabditoidni tvar a navazoval piimo na stievo, které¢ vedlo stiedem téla. Anus
se nachazel kranialné od $pi¢ky ocasu. Ciselné hodnoty naméfenych morfologickych dat jsou
uvedeny nize v Tabulce ¢. 4.
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Tabulka 4: Morfologicka data larev 1.generace

N meéfeni
- (ks) Prameér Median Minimum Maximum

2603

Siika téla 15 15,27 15 12 18
el izt 14 74.79 76 68 79
ust)
Dl ey 13 164,50 167 137 188
AT @ 13 27,50 26 16 45

Spicky ocasu
Veskeré ciselné hodnoty jsou uvedeny v mikrometrech (um) u druhu S. myopotami, pokud neni uvedeno
Jinak. Zkratkou ,, ks * je uvedeny pocet larev, u kterych byla konkrétni hodnota mérena.

Tabulka ¢. 4 udava prehled naméfenych hodnot délky téla, Sifky téla, délky jicnu, délky
stiev a vzdalenost rekta (anu) od $picky ocasu.

Larvy dosahovaly délky v rozmezi 182—287 pum s primérem 260,8 um. Sirka t&la se
pramérné pohybovala 15,27 um v rozmezi 12—-18 um. Rhabditoidni jicen métil praimérné 74,79
um (v rozmezi 68-79 um). Maximalni naméfena délka stfev byla 188 um a minimalni 137
um, prumérné vSak dosahovala 164,50 pum. Anus byl od $pi¢ky ocasu vzdalen v 16-45 um,
prumérné 27,50 pm.

Obrazek 14: L1 S. myopotami (vlastni foto autorky)

5.2.3 Larvy 2. generace (L2)

Tyto larvy vznikly po svleku larev 1. generace, od kterych se na prvni pohled pfili$
neodliSovaly. Hlavova cast byla opét zakulacena a zadni ¢ast téla byla ukoncena S$pic¢atym

ocasem. Rozdilné byly vSak naméfené morfologické hodnoty (viz Tabulka ¢. 5), které
dosahovaly vyssich ¢isel.
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Tabulka 5: Morfologickd data larev 2. generace

Délka téla 35 349,00 331,0 285 488
Sitka t&la 35 17,37 18,0 13 22

Délka jicnu 36 88,69 83,0 58 139

Délka sttev 34 209,79 189,5 133 333
Anus od

35 45,14 47,0 15 74

Spicky ocasu
Veskeré ciselné hodnoty jsou uvedeny v mikrometrech (um) u druhu S. myopotami, pokud neni uvedeno
Jinak. Zkratkou ,,ks * je uvedeny pocet larev, u kterych byla konkrétni hodnota merena.

Tabulka €. 5 udava naméfené hodnoty délky téla, Sitky tcla, délky jicnu, délky stfev
a vzdalenost rekta (anu) od Spicky ocasu.

Délka téla byla praimérné 349 um (v rozmezi 285-488 um) s pramérnou $itkou 17,37
um (v rozmezi 13-22 pm). Jicen byl stale rhabditoidniho tvaru a pramérné dosahoval délky
88,69 um (v rozmezi 58-139 um). Stfeva byla dlouha minimaln¢ 133 um, maximalné 333 um.
Primérna délka stfev byla 209,79 um. Anus byl od $pi¢ky ocasu vzdalen pramérné 45,14 um
(v rozmezi 17-74 um).

Larvy 3. stadia rhabditoidniho typu (L3)

Larvy rhabditoidniho typu vznikaly po svleku larev 2. generace a dospivaly po ¢tvrtém
svleku do volné¢ Zijicich samic a samct. Pohlavni dimorfismus se v této fazi zatim neodliSuje.
Jednalo se o delsi a $irsi larvy (viz Tabulka ¢. 6).

Tabulka 6: Morfologickd data larev 3. generace rhabditoidniho typu

Délka téla 18 593,00 595 513 669
Sitka téla 19 20,26 20 14 26

Délka jicnu 19 122,37 116 91 175

Délka stiev 18 394,83 394 302 488
Anus od

18 58, 00 57,5 20 107

Spicky ocasu
Veskeré ciselné hodnoty jsou uvedeny v mikrometrech (um) u druhu S. myopotami, pokud neni uvedeno
Jinak. Zkratkou ,, ks “ je uvedeny pocet larev, u kterych byla konkrétni hodnota mérena.

Tabulka €. 6 udava namefené hodnoty délky téla, Sitky téla, délky jicnu, délky stifev
a vzdalenost rekta (anu) od Spicky ocasu. Velikostné se tyto larvy pohybovaly od 513-669 pum,
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navazovala pifimo na jicen a byla dlouhda primérné¢ 394,83 pum. Tato délka se pohybovala
v rozmezi od 302 um do 488 um. Anus lezici kranialné byl od $picky ocasu vzdalen v rozmezi
20-107 pm, praimérné 58 um.

5.2.4 Larvy 3. stadia filariformniho typu (iL3)

Tyto larvy téZ vznikaly po svleku larev 2. generace. Od larev 3. generace rhabditoidniho
typu se lisily v mnoha smérech. Napiiklad se od L3 odlisuji svou morfologii (viz Tabulka ¢. 7).
Larvy byly dlouhé a zké se zna¢né dlouhym a rovnym jicnem bez zahybu, ktery zasahoval
ptiblizné do poloviny téla (viz Obrazek 15). Stievo bylo krat$i nez u ostatnich generaci larev
a navazovalo pfimo na jicen. Hlavova ¢ast byla zakulacena a koncova ¢ast méla Spicaty ocas.

Tabulka 7: Morfologicka data larev 3. generace filariformniho typu

Délka téla 31 698,42 707 564 797
Sitka téla 25 16,20 16 12 25

Délka jicnu 33 307,12 317 206 360

Délka stieva 33 318,94 321 222 405
Anus od

59 64,33 58 24 112

Spicky ocasu
Veskeré ciselné hodnoty jsou uvedeny v mikrometrech (um) u druhu S. myopotami, pokud neni uvedeno
Jinak. Zkratkou ,, ks * je uvedeny pocet larev, u kterych byla konkrétni hodnota mérena.

Tabulka ¢. 7 udavé namétené hodnoty délky téla, Sitky téla, délky jicnu, délky stfev
a vzdalenost rekta (anu) od Spicky ocasu. Filariformni larvy dosahuji délky 564 pm az 797 pm,
primérna hodnota byla 698,42 um. Minimalni hodnoty Sitky byly 12 um a maximalni 25 pm,
prumér byl 16,20 pm. Jak je uvedeno vyse, jicen byl rovny bez zahybt a méfil az 360 pum.
Minimalni délka byla 206 a primér 307,12 pm. Stfevo navazujici piimo na jicen méfilo
222- 405 pm, pramérné 318,94 um. Primérné bylo tedy krats$i nez u rhabditoidnich L3. Anus
se nachazel od $pi¢ky ocasu Vv pramérné vzdalenosti 64, 33 um (v rozmezi 24-112 um).

Obrdazek 15: iL3 s filariformnim jicnem (viastni foto autorky)
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5.2.5 Dospélé parazitické samice

Dospélé samice, které byly nalezeny v duodenu, byly velmi dlouhé (viz Obrazek 16).
Jicen mély filariformniho typu. Hlavova ¢ast uz nebyla tak zietelné zakulacena a byla tenci nez
konec¢na Cast, ktera koncila Spicatym ocasem. Stfeva byla napojena na jicen a v piedni Casti se
zacala postupné rozsifovat. Samice méla dva dlouhé vajecniky, které vedly rovné kolem stieva.
Jeden sméfoval kranialné K jicnt priblizné¢ od poloviny stiev a druhy kaudalné ke konci stiev.
Déloha, lezela mezi vajecniky piSe v zadni poloving téla, byla kratka a nachazela se v ni zrajici
vajicka. U prostfedni Casti délohy se nachazela vulva. Naméfené hodnoty téla samic se
nachazeji v Tabulce €. 8.

Tabulka 8: Morfologickd data dospélych parazitickych samic

N méreni . . ., . . .
- (s) Prumeér Median Minimum Maximum

10 4542,9 5050,5 2 068,0 5707,0

10 378 385 27,0 48,0

3 1166,3 1153,0 1 056,0 1290,0
jicnu

Veskeré ciselné hodnoty jsou uvedeny v mikrometrech (um) u druhu S. myopotami, pokud neni uvedeno
Jinak. Zkratkou ,, ks * je uvedeny pocet larev, u kterych byla konkrétni hodnota mérena.

V tabulce ¢. 7 jsou vidét naméfené morfologické hodnoty parazitickych samic a jejich
delky téla, Sitky téla, délky jicnu a vzdalenost rekta (anu) od Spicky ocasu. Celkem bylo ziskano
pouze 10 samic. Samice byly dlouhé primérné 4 542,9 um (tj. 4, 5429 mm). Délka se
pohybovala v rozmezi 2 068 — 5 707 um. Sirka byla 27 pm az 48 pm (primér 37,8 um). Jicen
byl velmi dlouhy a primérné dosahoval 1 166,3 um (v rozmezi 1 056 — 1 290 um). Vaje¢nik
se podafilo namétit pouze jednou. Kaudalné sméfujici vajecnik byl dlouhy 1 236 um.

Obrazek 16: vievo paraziticka samice; vpravo viditelnad deloha s vajicky, Sipka smérujici na vulvu
(vlastni foto autorky)
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5.2.6 Zmény na sliznicich traviciho traktu

Celkem byla provedena pitva u 9 nutrii z chovu ¢eské farmy a u 3 nutrii pochazejicich
zZ voln¢ ptirody z okoli BeneSova. Cely zdznam z pitev, ve kterém se nachazi oznaceni zvifete,
zmeény na sliznicich traviciho traktu a nalezeni paraziti, je uvedeny v Tabulce ¢ 9.

Tabulka 9: Zdznam z pitev, ndlez hlistic a zmény na sliznici Zaludku a streva

Oznac_em Nalez Sliznice zaludek S“%m?e
nutrie Tenké strevo
N1 Hlistice / /
Sliznice / Misty krvava
Hlistice Free hlistice Trlchost_rongy_lus
N2 colubriformis
Sliznice Zména /
. Hlistice Poskozena free larva /
[\
Sliznice Misty krvava /
NA Hlistice Free larvy + dospélec Free larvy
Sliznice Zména Hodné prokrvena + 1éze
Hlistice Free larvy + dospélec Free larvy
N5 —
Sliznice / /
Hlistice / /
N6 —
N7 Hlistice Poskozené¢ free larvy Poskozeny free dospélec
Sliznice zména Misty lehce krvava
Hlistice / /
N8 —
- Sliznice / /
Hlistice / /
N9 —
- Sliznice / /
DN1 Hl_15t1_ce / , / ,
Sliznice Krvava Krvava + 1éze
DN2 Hlistice / Strongyloides myopotami
Sliznice Zména Velka 1éze + vice menSich
DN3 Hlistice / Strongyloides myopotami
sliznice / Nacernala az nekroticka

Nutrie oznacené N1 — N9 pochazejici z ceské farmy. DN1 — DN3 je oznaceni pro volné Zijici nutrie, které byly
odstreleny v okoli BeneSova. Oznaceni ,,free* je pro hlistice z volné Zijici generace S. myopotami.
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5.2.6.1 Zmény na sliznici po infekci Strongyloides myopotami

N3 méla opét zménu na sliznici zaludku, kde se nachéazely free hlistice. Sliznice stfeva
byla beze zmény a bez nalezu hlistic. U N4 a N5 se v zaludku nasly larvy a dospélec z volné
zijici generace. Ve stievech byly free larvy, zmény na sliznicich vSak byly jen u N4, kterd méla
zmény na sliznici zaludku a hodné prokrvenou sliznici tenkého stfeva, na které se nachazela
1éze (viz Obrazek 17). U N7 se nasli opét zmény na zaludku (viz Obrazek 18). Sliznice stfeva

byla misty lehce krvava.

£ - J Ve
Obrazek 17: N4; vlevo je zména sliznice Zaludku, vpravo prokrvena sliznice tenkého stieva a Sipka
ukazujici na lézi (vlastni foto autorky)

Obrazek 18: N7, zména na zZaludecni sliznici (vlastni foto autorky)

Na rozdil od nutrii z chovné farmy se u volné zijicich DN2 a DN3 nasly v tenkém stievé
nami hledané dospélé parazitické samice Strongyloides myopotami. U DN1 byly pouze zmény
na sliznici zaludku, kterd byla misty krvava (viz obrazek 19). Na sliznici stfeva byla nalezena

39



jedna vétsi 1éze (viz obrazek 20). U DN2 byla zaludeéni sliznice pozménéna (viz Obrazek 21),
hlistice se v zaludku vsak nenasly. Na stievni sliznici byla nalezena opét vétsi 1éze (viz Obrazek

22) a i n¢kolik dalSich mensich 1ézi. DN3 zménu na zaludec¢ni sliznici neméla, zato sliznice
stfeva byla z¢ernala az nekroticka (viz obrazek 23).

Obrazek 20: DN1, velka léze na sliznici duodena (vlastni foto autorky)
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Obrazek 22: DN2; velka léze podéiné roziiznutd na sliznici duodena (vlastni foto autorky)
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Obrazek 23: DN3; zéernald az nekroticka sliznice v pylorické casti tenkého streva (viastni foto autorky)

5.2.6.2 Zmény na sliznici bez pritomnosti hlistic

U NI se naSly zmény na stievni sliznici, ktera byla misty krvava (viz Obrazek 24),
ackoliv se neprokazala pritomnost hlistic. Pti pitvé N6, N8 a N9 se nenasly zadné zmény na
travici soustave, sliznice méli fyziologickou barvu a strukturu.

Obrazek 24: N1, krvava mista na sliznici tenkého stieva (viastni foto autorky)
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5.2.6.3 Vyskyt ostatnich paraziti

U N2 se v tenkém stieve nasel samec Trichostrongylus colubriformis, sliznice vsak byla
Cista. V zaludku byly nalezeny free hlistice a zména na sliznici (viz Obrazek 25).

Obrazek 25: N2; Zména na Zaludecni sliznici (Viastni foto autorky)

5.2.7 Pomér ilL3 a L3 z vajiCek ze stejného vzorku faeces

Z Sesti zalozenych koprokultur pouze jedna neobsahovala Zzadné hlistice. Poméry
v procentech jsou dost riiznorodé (viz Tabulka ¢. 10). U vzorku ¢. 3 a 6 byly nalezeny pouze
larvy 3. generace rhabditoidniho typu. U vzorku €. 1 a €. 2 byl vyssi pocet filariformnich larev
3. generace, zatimco u vzorku €. 5 byl vyssi pocet rhabditoidnich larev. Filariformni larva spolu
s rhabditoidni larvou je vidéna na Obréazku 26.

Tabulka 10: Pomeér iL3 a L3 z jednoho vzorku koprokultury.

Vyobrazeni (v
iL3 filariformni | L3 rhabditoidni %)
iL3: L3

Cislo Pocet larev ve

koprokultury vzorku

1 80:20
34 31 3 91,2:8,8
5 0 5 0:100
0 / / /
78 28 50 35,9 :64,1
20 0 20 0:100
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Veskere ciselne hodnoty jsou uvedeny v kusech, pokud neni uvedeno jinak.

Obrdazek 26: vlevo rhabditoidni L3, vpravo filariformni iL3 (vilastni foto autorky)

5.2.8 Zdravotni stav chovanych nutrii

Nutrie chované pro vyzkum, které byly pfirozené infikované, nevykazovaly zadné
znamky onemocnéni. Faeces méli pfirozenou strukturu i barvu. Nebyly pozorovany zadné
zmény na srsti ani abnormalni chovani. Nevyskytovala se letargie, hubnuti, nezravost ani
svédivost.
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6 DISKUZE

Kolonie nutrii se diky globalnimu oteplovani a pfikrmovani voln¢ zitich zvifat neustale
zapotiebi se tomuto tématu vénovat. Rod Strongyloides obsahuje piiblizné 50 druhd, které se
vyskytuji celosvétoveé (White et al. 2019).

V prvni hypotéze jsme si definovali, Ze S. myopotami patii mezi ¢asté hlistice nutrii
v chovech i nutrii ve volné piirodé. Tato hypotéza byla potvrzena. S. myopotami jsme objevili
Vv chovu Ceské farmy, ale i v travicim traktu divokych nutrii.

Pravé druh S. myopotami je nejbéznéjsi parazitickou hlistici nachazejici se u nutrii S ¢im
se shoduji napfiklad autofi (Martino et al. 2012; De Michelis et al. 2023, Mori et al. 2024).
De Michelis et al. 2023 uvadi, ze v Italii je prevalence toho druhu hlistic az 71 %. Podle
(Hasegawa et al. 2009) se vSechny druhy Strongyloides velmi podobaji a podle morfologie se
nedaji zcela presné odlisit. Pro pfesné urc¢eni druhu je zapotiebi ud€lat analyzu sekvence DNA.
S timto tvrzenim nesouhlasi hned nékolik autort. Napiiklad podle Viney & Lok (2007) jdou
jednotlivé druhy odlisit podle typu vajecnikt podle toho, jestli vedou kolem stfev spiralovité
nebo rovné. Choe et al. (2014) uvadi 5 identifika¢nich kli¢t pro ur¢eni druhu, ktery se uréuje
podle tvaru ocasu, typu vajeénikut, tvar stomie a pocet lalokti na stomii a v neposledni fadé
podle tvaru a velikosti vajicek. Sato et al. (2008) vydal studii, kde popisuje tvar stomie a pocet
lalokt celkem u 5 druhui Strongyloides. K odlisnostem se poji i odlisna hostitelska specifita,
ktera se vice potvrzuje morfologii nez genetikou (Thamsborg et al. 2017). Jelikoz v tomto
vyzkumu se pozorovala jen zakladni morfologie a nebyly nalezeny zadné studie s kompletnim
klicem k urceni druhu. Pro uréeni druhu byly hlistice poslany na genetiku, ktera urcila nalezené
hlistice jako S. myopotami.

Parazitické partenogenni samice se nachéazeji v tenkém stieve, kde kladou vajicka, ktera
se spolu s faeces dostavaji do vnéjsiho prostiedi, kde se dale vyvijeji (Viney & Lok 2007) s ¢im
souhlasi dalsi fada autori napiiklad (Bradbury et al. 2021, Tobar et al. 2021, Streit 2007 a Beak
et al. 1998). Viney & Lok (2015) dale uvadi, ze samice se nachazeji v horni poloviné az tfetiné
tenkého stfeva. S timto souhlasime, jelikoz dospé€lé parazitické samice byly nalezeny pouze
Vv tenkém stfeveé, pievazné v oblasti duodena.

Tato prace se zabyvala predevSim popisem jednotlivych stadii, parazitickych samic
avyvojem a popisem vaji¢ek Strongyloides myopotami. Jelikoz vajika, larvalni stadia
a dospélé parazitické samice pochazely od jedinct S pifirozenou infekci, bylo velmi slozité
ziskat veétsi vzorek. Vzhledem Kk vysledkim této studie, byl zjistén nepatrny rozdil
V prumérnych rozmérech morfologie, do které spada délka a Sitka téla, délka jicnu a stiev
i vzdalenost anu od $pi¢ky ocasu. Vysvétlenim morfometrickych rozdili mtize byt vyrazné
dlouhé ¢asové obdobi mezi ostatnimi studiemi, odli$ny kontinent nebo lokalita, ale i konkrétni
hostitel. Podle Islam et al. (1999) muize za odlisnosti ve velikosti i druh kultivaéni metody.

Druhd hypotéza, kterd pojednava o dobé lihnuti vajicek a uvadi, Zze se L1 lihnou
z vajicek v rozmezi 6-10 hodin, je ¢astecné zamitnuta, jelikoz nejdelsi doba, za jakou se L1
vylihly, byla 8 hodin. Nejkratsi doba vyvoje vajicek trvala pouze 2 hodiny a 50 minut. Coz je
velice odlisSnym vysledkem, oproti uvedenym tdajam dalSich autorti, ackoliv se jednalo o jiné
druhy Strongyloides. Podle Viney & Lok (2007) se z vajicek L1 lihnou do nékolika hodin.
Jelikoz se fada autord zabyvala predevsim vyvojem a popisem ostatnich druhi Strongyloides.
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Doba vyvoje byla vzdy podobna a zasadné se neodliSovala. Baru§ (1957), ktery pospal detailni
vyvoj S. westeri, uvadi, ze larvy se z vaji¢ek vylihnou za 10 hodin. Podle Gugosyan et al. (2018)
se u S. westeri do 7 hodin vylihne 90 % vajicek pii teploté 25 °C. Podle Basir (1950) se vajicka
pii teploté 27 °C lihnou za 6 hodin u S. papillosus. V této praci je uvedeny pramér ¢asu vylihnuti
4 hodiny a 59 minut pfi teploté 23 °C. Pti¢inou takto odlisné doby lihnuti, je spojeno s odlisnosti
druhu. Jelikoz nejkratsi a nejdelsi lihnuti tohoto vyzkumu je od sebe 5 hodin a 10 minut, doba
lihnuti nezavisela jen na druhu a teploté pii inkubaci, ale moznym vysvétlenim muze byt, ze Se
do vngjsiho prostiedi dostavaji vajicka v rizném stupni vyvoje, coz mize zapticinit uz vnitini
teplota hostitele nebo pomalejsi stfevni pasaz. Jestlize télesna teplota hostitele bude vyssi
a stfevni pasaz bude pomalejsi, do prostiedi se dostanou vajicka jiz ve vysokém stupni vyvoje.
Dalsim moznym vysvétlenim podle Urquhart et al. (1996) je rozdilna teplota a vlhkost pii
inkubaci, jiz ve vnéjSim prostiedi. V tomto vyzkumu se vajicka vzdy nechala ve stejnych
podminkach, a ptesto se lihla za odliSny pocet hodin. Byla vSak sebrana vzdy v odliSnou denni
dobu a odlisny den. V potaz by se méla brat i vyziva hostitell. Pro ptesnéjsi uréeni pficin je
potieba dalsiho vyzkumu.

Ve tieti hypotéze jsme definovali, Ze L3 rhabditoidni a il3 filariformni se velikostné
odlisuji. Tato hypotéza byla potvrzena, jelikoz pramér délky téla filariformnich larev byl
0 105,42 pm vétsi nez u rhabditoidnich L3. Naopak primérna §itka dosahovala vétSich rozméri
u rhabditoidnich larev o 4, 06 um. Délka a morfologie jicnu se nejvice odliSuje. Filariformni
larvy maji rovny dlouhy jicen, ktery se lehce zesileny pii napojovani se na stievo. Praimérné
dosahoval délky 307,12 um. Zatimco u rhabditoidnich larev je jicen zesileny v pfedni 1 vzdani
¢asti a dosahuje primérné délka dosahuje pouze 122,37 pm.

Zajimavym vysledkem je pomér L3 rhabditoidnich a iL3 filariformnich jedinct
izolovanych z koprokultury, ktery byl vzdy razny. Parazitické samice kladou geneticky stejna
vajicka, ktera jsou ur¢ena vzdy pro konkrétni vyvoj (Viney & Lok 2015). Podle Zhou et al.
(2019) se larvy od jedné samice vydaji vzdy stejnou zivotni cestou, tj. parazitickou nebo volné
zijici. Jedno z moznych vysvétleni je, Ze se ve stfevech hostitele nachazi vice parazitickych
samic, které kladou riizny pocet vajicek a potomci od kazdé samice jsou urceni pro jiny
vyvojovy cyklus. AvSak podle Nwaorgu (1983) ma na tento pomér vliv inkubacni teplota.
Parazitické samice pievazuji pii 20 °C, zatimco voln¢ Zijici samice pii 30 °C.

Témet v celém travicim traktu byly nalezeny volné Zijici hlistice. Jejich struktura vSak
byla poskozena. Tento jev pfisuzujeme tomu, ze se do traviciho traktu larvy dostaly spole¢né
s krmivem ¢i vodou, jelikoz se bézné vyskytovaly v ptidé a na podlaze vyb&hu. Nejsou
ptizplisobeni parazitovani, proto byly poskozeny samotnym travenim hostitele. Zmény na
sliznici, které byly zjistény pii pitvach bez nalezeni hlistice, pfisuzujeme kokcidiim: jejichz
vyskyt nebyl neobvyklym. Byly €asto nalezené pti koprologickém vySetteni, nebyly vSak dale
zkoumany.

Castymi klinickymi p¥iznaky vyskytujici se u nutrii pfi infekci S. myopotami byva
prijem, otupé€lost, ztrata hmotnosti, duSnost, Spatnd kvalita srsti. S timto tvrzenim se shoduji
autofi (Mertin et al. 2005) a (Urquhart et al. 1996). K propuknuti onemocnéni je potieba vyssi
koncentrace hlistic v téle hostitele (Tobar et al. 2021, Martino et al. 2012). Nizka zatéz parazity
nezpusobi propuknuti onemocnéni (Mertin et al. 2005). Coz je vysvétlenim pro¢ se u nutrii
chovanych pro tento vyzkum se neprojevily zadné znamky onemocnéni. Infekce S. myopotami
byla velmi slaba, pocet vajicek se pohyboval pouze v desitkach kusi.
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Nejbeznéjsi diagnostikou byva vySetteni Cerstvych faeces, které jsou odebirany piimo
z rekta nebo ze zemé¢ a jsou podrobeny koprologickému vyseteni (Viney & Lok 2007). Jelikoz
pfi nasem vyzkumu nebylo mozné odebirat faeces ptimo z rekta, odebirali se Cerstvé faeces
z podlahy vyb&hu. Vybéh byl kontrolovan kazdych 10 minut. Cerstvé faeces byly okamzité
sebrany a vlozeny do kadinky s vodu, ¢im se zabranilo kontaminaci voln¢ zijicimi generacemi.
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7 ZAVER

Tato prace pfinesla vice uceleny piehled o zdkladni morfologii vajicek, larev, dospélych
parazitickych samic a novy poznatek o dobé, za kterou se z vajicek vylihnou L1. Cilem této
prace bylo identifikovat a popsat jednotliva exogenni stadia parazitickych hlistic Strongyloides
myopotami, jelikoZ na toto téma neni moc kompletnich studii. Dal$im vyzkumem by mohl byt
kompletnéji zaznamenany vyvoj a popis dospélé volné zijici generace u S. myopotami. Do
budoucna by bylo dobré sledovat morfologii jednotlivych druht. Zjistit, zda se méni a vyviji
nebo zlstava stejnd. Jelikoz s meénici se morfologii se mize ménit a vyvijet specifi¢nost
jednotlivych druhd. Zavérem lze konstatovat:

e Hypotéza ¢. 1 byla ¢astecné potvrzena. S. myopotami je bézné se vyskytujici hlistici
nachazejici se u nutrii, coz potvrzuje hned né€kolik autorti. Podle tohoto vyzkumu se
S. myopotami nachazely jak ve volné piirodé, tak v chovu ¢eské farmy.

e Hypotéza ¢. 2 je Castetné zamitnuta. Jelikoz uvadi, Zze u S. myopotami se larvy
vylihnou z vaji¢ek za 6 az 10 hodin. Vysledky této studie tvrzeni Castetné vyvraci.
Larvy se z vajicka vylihly maximalné do 8 hodin, primérny ¢as vylihnuti byl vsak 4
hodiny a 59 minut. Coz dalo vzniku nejzajimavéjSimu vysledku tohoto vyzkumu.

e Hypotéza ¢. 3 byla potvrzena, jelikoz filariformni iL3 maji pramér délky téla vetsi
neZ rhabditoidni L3. Siika t&la viak byla primérné vétsi u rhabditoidnich L3.
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9 SAMOSTATNE PRILOHY
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Priloha I1: Samice nutrie chovand pro vyzkum parazitii S. myopotami (vliastni foto autorky)

Priloha II: Samice chovana pro vyzkum parazitii S. myopotami (vlastni foto autorky)



Priloha V: ZaloZena koprokultura (viastni foto autorky)

Priloha V1: Baermanova metoda (viastni foto autorky)
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oha VI1: Vajicko S. myopotami s viditelnou larvou. Méritko 50 um. (viastni foto au
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Priloha X: L1 S. myopotami (viastni foto autorky)



Priloha X1: L2 S. myopotami (vlastni foto autorky)

Priloha XI: S. myopotami, dole vievo L2, nahove L1 (vilastni foto autorky)



Priloha X|: Predni cast iL3 S. myopotami (vlastni foto autorky)

Priloha XIWV: S. myopotami L3 rhabditoidni larva (vilastni foto autorky)
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Priloha XVI: Jicen navazujici na stievo u iL3 S. myopotami, zvetSeno 40 % (viastni foto autorky)

VII



Priloha XVI\: Predni cast parazitické samice S. myopotami (vlastni foto autorky)

Priloha XVIII: Stredni ¢ast parazitické samice S. myopotami s délohou obsahujici vajicka (viastni foto
autorky)

VI



L1=1236 um

Priloha XIX: Koncova ¢ast parazitické samice S. myopotami s viditelnym vajecnikem smérujicim
kaudalné od délohy (viastni foto autorky)

Priloha XX: Dospéla volné zijici samice nezndmého druhu (viastni foto autorky)
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Priloha XXI: Free hlistice; poskozend, z duodena zmrazené N3 (viastni foto autorky)
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Priloha XXI\: Free hlistice,; poSkozend; z duodena zmrazené N3 (vlastni foto autorky)



Priloha XXI: Volné zijici samec S. myopotami (vlastni foto autorky)
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