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Vyuziti koprologické metody Mini-FLOTAC pro
diagnostiku gastrointestinalnich helmintdz u rodu Rattus

Souhrn

Tato prace byla zaméfena na zhodnoceni vhodnosti koprologické metody Mini-
FLOTAC k diagnostice gastrointestinalnich helmint6z u hlodavct rodu Rattus, vyskytujicich
se na tizemi Ceské republiky. Cilem prace bylo otestovat diagnostické parametry této metody
s ohledem na jeji schopnost poskytnout relevantni vysledky pro stanoveni intenzity infekce
ruznymi druhy gastrointestinalnich helminti a detekovat skutecné druhové slozeni helminta
pritomnych v gastrointestinalnim traktu vySetienych hlodavcu.

Prakticka ¢ast diplomové prace byla rozdélena do dvou ¢asti. Prvni ¢ast experimentu se
zabyvala standardizaci zvolené metody, pfi¢emz byla ovéfovéna jeji citlivost a pfesnost na
uméle inokulovanych vzorcich vajicky tasemnice Hymenolepis diminuta. Ziskané vysledky
byly statisticky vyhodnoceny za pouziti ANOVA analyzy a Scheffeho testu. Vysledky
prokézaly nizkou pfesnost metody u vSech testovanych hladin EPG a nedostatecnou citlivost
pti definované hodnoté 10 EPG.

V druhé casti experimentu bylo provedeno testovani metody Mini-FLOTAC na
ptirozené infikovanych vzorcich ziskanych z volné zijicich hlodavcu rodu Rattus. V ramci
tohoto experimentu bylo zanalyzovano celkem 98 vzorki, ve kterych byly identifikovany
propagacni utvary druhti: Hymenolepis spp., Syphacia spp., Trichuris muris, Aspiculuris
tetraptera a Heterakis spumosa. Ke statistickému vyhodnoceni této ¢asti experimentu byla
pouzita regresni a korela¢ni analyza, srovnavajici ziskané hodnoty EPG s vysledky piimé pitvy
gastrointestindlnich trakt vySetfovanych hlodavcti. Metoda Mini-FLOTAC spravné
detekovala druhové spektrum helminti, vyskytujicich se v gastrointestindlnich traktech
hlodavct, avSak piesnost ziskanych vysledki byla variabilni pro jednotlivé druhy helmintd.
Toto zjisténi naznacuje, Ze metoda neni univerzaln€ spolehliva pro kvantifikaci zatiZeni
gastrointestinalnimi helminty u hlodavci rodu Rattus.

Nejvyznamnéj$imi limitacemi tohoto vyzkumu byl nizky pocet vzorki, nedostatecné
navazky k naplnéni obou vySetfovacich komor apararatu Mini-FLOTAC a moZné naruSeni
propagacnich utvarii zptisobem konzervace vzorkt. Vysledky této prace zdaraznily nutnost
dalsitho metodického zdokonaleni pro zlepseni vysledkt ziskanych pouzitim metody Mini-
FLOTAUC, pro spolehlivou neinvazivni diagnostiku gastrointestindlnich helmint6z u hlodavci.

Kli¢ova slova: Cestoda, Nematoda, in-vivo diagnostika, koprologické vysetieni, EPG, diverzita
a intenzita infekce



Mini-FLOTAC coprological method for diagnostic of
gastrointestinal helminthosis in Rattus spp.

Summary

This thesis was focused on the evaluation of the suitability of the Mini-FLOTAC
coprological method for the diagnosis of gastrointestinal helminthosis in rodents of the genus
Rattus occurring in the Czech Republic. The aim of this work was to test the diagnostic
parameters of this method with regards to its ability to provide relevant results for determining
the intensity of infection by different species of gastrointestinal helminths and to detect the
actual species composition of helminths present in the gastrointestinal tracts of examined
rodents.

The practical experiment of this thesis was split into two parts. The first part of the
experiment dealt with the standardization of the chosen method, where its sensitivity and
accuracy were verified on samples artificially inoculated with the eggs of the tapeworm
Hymenolepis diminuta. The obtained results were statistically evaluated using ANOVA
analysis and Scheffe’s test. The results showed low accuracy of the method at all tested EPG
levels and insufficient sensitivity at the defined value of 10 EPG.

In the second part of the experiment, the Mini-FLOTAC was tested on naturally infected
samples obtained from wild rodents of the Rattus genus. In this experiment, a total of 98
samples were analysed, in which eggs of Hymenolepis spp., Syphacia spp., Trichuris muris,
Aspiculuris tetraptera and Heterakis spumosa were identified. Regression and correlation
analysis was used to statistically evaluate this part of the experiment, comparing the obtained
EPG values with the results of direct dissection of the gastrointestinal tracts of the rodents
examined. The Mini-FLOTAC method correctly detected the helminth species spectrum
present in the gastrointestinal tracts of the rodents, but the accuracy of the results obtained was
variable for the different helminth species. This finding suggests that the method is not
universally reliable for quantifying gastrointestinal helminth burden in rodents of the genus
Rattus.

The most significant limitations of this research were the low number of samples, insufficient
amounts of material to fill both flotation chambers of the Mini-FLOTAC apparatus, and
possible damage to the parasite eggs by the method of sample preservation. The results of this
thesis highlighted the need for further methodological refinement to improve the results
obtained using the Mini-FLOTAC method, in order to get a reliable, non-invasive diagnosis of
gastrointestinal helminthosis in rodents.

Keywords: Cestoda, Nematoda, in-vivo diagnostics, coprological diagnostics, EPG, diversity

and intensity of infection
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1 Uvod

Koprologické metody se staly nedilnou soucasti neinvazivni diagnostiky endoparazitt
u hostiteld a jsou v soucasnosti standardem v humanni i veterinarni parazitologii. Tyto metody
umoznuji dlouhodobé monitorovani parazitologické situace u vybranych druhti zivo€ichii bez
nutnosti jejich usmrceni ¢i jiného zasahu do jejich integrity (Catalano et al. 2019). Pii
kvantifikaci zatizeni parazity mohou vsSak tyto metody mit své limity ve srovnani
S invazivnéj§imi metodami, jako jsou piimé pitvy gastrointestinalnich traktt studovanych
hostitelti (Zajac & Conboy 2012).

v

Hlodavei pfedstavuji  jednu z nejhojnéjSich, geograficky nejrozSifenéjSich a
nejnicivéjsich skupin zivocichd, kteti nejsou pouze zodpovédni za piimé i nepiimé skody na
produktech ¢loveka, ale jsou také vyznamnymi rezervodry a pienase¢i mnoha parazitarnich
infekci a onemocnéni (Pakdel et al. 2013; Khan et al. 2021). Zoonoticky potencial patogent
rodu Rattus je mezi hlodavci z hlediska lidského zdravi a ekonomiky obzvlasté¢ vyznamny
v kontextu soucasnych ekologickych zmén, které mohou ovliviiovat druhové slozeni a
podetnost parazitii, jeZ se u krys a potkani rodu Rattus vyskytuji na izemi Ceské republiky.

Navzdory tomu, ze hlodavci rodu Rattus patii historicky mezi nej€astéji vyuzivané
experimentalni Zivoéichy (Baumans 2016), existuje relativni nedostatek védecké literatury
zabyvajici se diagnostikou gastrointestindlnich helminti pomoci koprologickych metod.
Doposud neni k dispozici ,,zlaty standard” spliiujici vSechny pozadované diagnostické
parametry, ktery by byl univerzalni pro pouziti u v§ech druhi hostiteld.

S cilem kombinovat piesné vysledky s vysokou citlivosti i pfi nizké prevalenci parazitl
za nizkych nakladd byla vyvinuta metoda Mini-FLOTAC (Barda et al. 2013). Tato metoda byla
usp&sné aplikovéana k diagnostice gastrointestinalnich paraziti u rtiznych druhl Zivocichd,
véetné koni (Noel et al. 2017; Napravnikova et al. 2019), ptaka (Shifaw et al. 2021)
prezvykavci (Bosco et al. 2023), ale také kytovct (Marcer et al. 2022) a volné zijicich hlodavci
(Catalano et al. 2019). Diagnostikou gastrointestinalnich helmintt u volné Zijicich hlodavci se
doposud zabyvali pouze Carrera-Jativa et al. (2023) ktefi doporudili tuto metodu pro dalsi
vyzkumy.

Tato prace si klade za cil ovéfit vhodnost metody Mini-FLOTAC pro diagnostiku
gastrointestinalnich helmint u volné zijicich hlodavct rodu Rattus a potencidlné piispét k
rozvoji metodologickych postupil v tomto vyzkumném sméru.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace je overit vhodnost (spravnost, piesnost, citlivost a spolehlivost)
koprologické metody Mini-FLOTAC pro diagnostiku gastrointestindlnich helmintéz u

cey

hlodavcii rodu Rattus Zijicich na uzemi Ceské republiky.

H1: Koprologické vysetieni metodou Mini-FLOTAC poskytuje pii stanoveni EPG
gastrointestinalnich helmintd hlodavcu relevantni vysledky tzn. intenzita infekce Hymenolepis
diminuta zjisténa vySe uvedenou metodou odpovida realnému poctu vajicek ve vykalech
hostitele.

H2: Diverzita propagacnich utvart detekovanych metodou Mini-FLOTAC relevantné odrazi
druhové spektrum a pocetnost helmintii pfitomnych v GI traktu volné zijicich hlodavct.



3 Literarni reSerse

3.1 Ekologie a biologie rodu Rattus

Rad hlodavci (Rodentia Bowdich, 1821) zahrnuje vice neZ &tyficet procent viech druht
savcu (Feng & Himsworth 2014). Do rodu krys, (Rattus Fischer de Waldheim, 1803)
spadajiciho do ¢eledi mysSovitych (Muridae Illiger, 1811), se dnes fadi az 61 druht, ¢imz tvoii
nejzastoupenéjsi rod savea vibec (Aplin et al. 2003).

Prvni zéstupci rodu Rattus jsou datovani pfiblizné do obdobi konce Pliocénu asi pred
ttemi miliony let (Aplin et al. 2003) a z Jihovychodni Asie se rychle rozsifili do celého svéta
(Macdonald et al. 1999). Potomktim ptivodniho zastupce rodu Rattus se od té doby podatilo
kolonizovat v§echny typy prostfedi a v soucasnosti se vyskytuji na vSech kontinentech kromé
Antarktidy (Feng & Himsworth 2014). Zastupci tohoto rodu jsou klasickym piikladem
synantropné Zijicich savct, protoze jejich hlavni misto vyskytu je vzdy spojeno s ¢lovékem, at’
uz na venkov¢, nebo ve méstech (Aplin et al. 2003; Galan-Puchades et al. 2021). Nékteii autofi
je dokonce nazyvaji ,,obligatnimi $kudci, protoze se zda, ze k udrzeni svych populaci ¢lovéka
vyslovné potiebuji (Aplin et al. 2003; Feng & Himsworth 2014).

Zatimco habitat vétSiny druhii rodu Rattus je v lesich, Subalpinskych az Alpinskych
biotopech ¢i na ocednskych ostrovech, pét z jednasedesati druhii tohoto rodu se vyskytuje
pievazné v horskych oblastech (Feng & Himsworth 2014). Na tizemi ¢eské republiky se z rodu
Rattus vyskytuje zejména druh potkan obecny (Rattus norvegicus Berkenhout, 1769) a krysa
obecna (Rattus rattus Linnaeus, 1758) (Andéra 2011). Z tohoto diivodu budou dale rozepsany
pouze informace tykajici se téchto dvou druht.

3.1.1 Ekologie a biologie lokalné vyznamnych druhi rodu Rattus

Potkan obecny (Rattus norvegicus) ma malé usi a jeho ocas tvoii asi 85% délky téla, ve
srovnani s krysou obecnou (Rattus rattus), ktera ma usi vétsi a ocas vyrazné delsi nez télo (Otto
et al. 2015). Relativné vétsi velikost a agresivnéjsi povaha potkana pravdépodobné zpiisobila
vytlaceni velké ¢asti populace pivodni krysy z Evropy, po jeho ptichodu z jihovychodni Asie
do Evropy v obdobi 18. stoleti (Macdonald et al. 1999; Otto et al. 2015).

Rozsifeni potkanli a krys po celém svété je vyznamné ovliviiovano klimatickymi
faktory, kde napt. potkanu obecnému nejvice vyhovuje mirné, az tropické podnebi (Marsh
1994). Pruzkumy naznacuji, ze nejbéznéjsim druhem rodu Rattus v Evropskych méstech (napf.
v Italii, Mad’arsku, Rakousku ¢i Anglii) je R. norvegicus (Cavia et al. 2009). Studie na
zemédélskych ptidach riiznych oblasti mirného pasu ukazuji, Ze pole a oteviené plochy jsou pro
potkany obecné okrajovym prostiedim, s vyjimkou piipada, kdy jsou jim plodiny dostupné jako
potrava (Macdonald et al. 1999).

Vyskyt potkant je uzce spjat s lidskymi sidly a oblastmi ovlivnénymi lidskou ¢innosti.
Procesy jako naptiklad urbanizace potkanim poskytuji vynikajici prostiedi (Simdes et al.
2016). V zimnim obdobi si mé&ststi potkani vyhledavaji tkryt pfimo v lidskych obydlich,
naopak venkov, kde je vyssi podil pidy na ukor lidské zastavby, poskytuje potkanim vhodné
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podminky pro stavbu vlastnich nor (Cavia et al. 2009). Autor také uvadi, ze v méstskych parcich
se potkan vyskytoval zejména na plochéch s vysokou hustotou stromt a/nebo kef.

Podobn¢ jako v historii, i v soucasnosti pronikani potkani do teritorii krys zptisobuje
jejich vytlacovani z hnizd a nucené stéhovani do vyssich mist, napt. na stfechy ¢i do potrubi
lidskych staveb (Barnett & Spencer 1951; Feng & Himsworth 2014). Krysy obecné jsou zdatné
ve zdolavani vertikalnich piekazek a stavéni hnizd z umélych materiall, jsou proto k nalezeni
i v ¢lovékem-husté zastavénych oblastech (Cavia et al. 2009).

Na populace potkanti v rdmci jednoho klimatického pasma mé vyznamny vliv také ro¢ni
obdobi, které ovliviiuje nejen jejich aktivitu, ale také reprodukci (Davis 1953; Feng &
Himsworth 2014). V poslednich letech bylo pozorovano, ze mirné a vlhké zimy a jara maji
pozitivni vliv na rust populaci téchto hlodavct (Galan-Puchades et al. 2021). VV mirném podnebi
reprodukéni aktivita vrcholi na jafe a na podzim, a v zim¢ klesa (Margulis 1977; Macdonald et
al. 1999). Populace poté dosahuje nejvyssi hustoty koncem léta a zacatkem podzimu,
v disledku skokového ptirastku juvenilnich jedinct (Mcguire et al. 2006; Feng & Himsworth
2014). Rovnéz samotna plodnost samct je zavisla na roénim obdobi a jim spojenou potravni
nabidkou, jelikoZ omezeny pfistup k potravé opozd’uje nastup pohlavni dospélosti a fakultativni
zastaveni spermatogeneze (Macdonald et al. 1999).

Potravni preference potkant jsou ovliviiovany pifedchozimi zkuSenostmi i nutri¢ni
hodnotou potravy (Barnett & Spencer 1953), avSak jako oportunisté se schopnosti se
prizptisobit riznorodé potrave, je vybér potravy do zna¢né miry ovliviiovan jeji dostupnosti
(Aplin et al. 2003). Oproti vSezravosti potkant, krysy rodu Rattus konzumuji pfednostné ovoce,
ofechy a semena (Marsh 1994). Potkani se obecné vyhybaji otevienym plochdm a maji tendenci
svou potravu konzumovat v blizkosti svych tkrytt (Takahashi & Lore 1980; Whishaw &
Whishaw 1996; Feng & Himsworth 2014). Takahashi & Lore (1980) nenasli v nalezenych
potkanich nordch zadné dikazy o uskladnéné potrave.

Whishaw & Whishaw (1996) popisuji, Zze vétSina aktivity potkanid se odehrava
v no¢nich hodinach pted ptilnoci, juvenilni potkani vSak Casto vyhledavaji potravu diive, po
zapadu slunce, aby se tak vyhnuli konkurenci star§ich a vétSich potkani. Macdonald et al.
(1999) popisuji, Ze no¢ni aktivita potkanii mize pisobit stfet zajmi mezi krmenim a paficimi
aktivitami napf. v letnim obdobi, kdy je noc nejkratsi, a ob¢ tyto aktivity vrcholi pravé béhem
noci. Stfidani ro¢nich obdobi také ovliviiuje délku doby, po kterou se zvife musi béhem dne
postit, nez muze jit bezpe¢né shanét potravu. Samice preferuji potravu shanét v mnoha kratkych
intervalech, zatimco samci potravu vyhledavaji méné Casto, ale po delsi dobu (Inglis et al.
1996).

U samic potkani zijicich ve skupinach byla pozorovana synchronizovand fije, ktera
muze vést ke koordinovanému populaénimu boomu, kdy je ve stejnou dobu odstaveno velké
mnozstvi mlad’at (Marsh 1994). Doba biezosti potkanti je piiblizné tii tydny (Feng &
Himsworth 2014). V piiznivych podminkach, napt. v méstském prostiedi, se potkani mohou
rozmnozovat celoro¢né a mit az pét vrhi ro¢né, kde se pocet mlad’at v jednom vrhu pohybuje
mezi ¢tyfmi az osmi (Davis 1953; Marsh 1994). Pocet mlad’at ve vrhu se zvySuje také s velikosti
a zralosti samice (Perry & Fetherston 1997).
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Po narozeni jsou mlad’ata schopna pfijimat pevnou potravu jiz ve véku tii tydni a mohou
(Marsh 1994). Samci potkanti maji pfirozené¢ vyssi rychlost rastu a dortstaji do vétSich rozméra
nez samice (Mcguire et al. 2006). Hmotnost a v€k potkana vSak maji linearni vztah pouze
V nejrannéjSim obdobi Zivota potkana. Po dosazeni velikosti dospélého jedince jiz hmotnost
neslouzi jako uzite¢ny ukazatel chronologického véku (Feng & Himsworth 2014).

U samic, které se rozmnoZuji synchronnég, ptezije do odstavu ptiblizn€ 80 % mlad’at,
oproti 28 % mlad’at, ktera pieziji u samic rozmnozujicich se asynchronné (Ziporyn &
Mcclintock 1991). Pravdépodobnost imrti potkana v prvnim roce Zivota je az 90-95%, voln¢
zijici potkani tedy maji velmi kratkou dobu zivota (Davis 1953). Autor také uvadi, ze predatoti
jako napf. kocky maji tendence zabijet pravé juvenilni potkany, ¢imz zpusobuji vyznamné
ubytky juvenilnich jedincti z populaci. Bylo také popsano, ze samice se dozivaji vyssiho véku
nez samci (Margulis 1977).

Jako konzumenti prvniho i druhého tadu v potravnich fetézcich hraji hlodavci
vyznamnou roli v Zivotnich cyklech fady helmintl jako mezihostitelé i definitivni hostitelé.
Podileji se tak na udrzovani ptirozenych ohnisek parazitarnich infekci a invazi (Summers et al.
2003; Kononova & Prisniy 2020). Vyznamnou roli plni i u pfenosu riznych agens naptf. na
hospodarska zvitata (Pakdel et al. 2013; Franssen et al. 2016). Zvyseny vyskyt hlodavcu v dané
oblasti obyvané lidmi muze také ptimo souviset se zvySenym vyskytem zoon6z u konkrétni
lidské populace (Stojcevic et al. 2004). Jejich schopnost pusobit jako vektofi zoonotickych
parazitll je zna¢n¢ posilena jejich vysokou fyziologickou podobnosti s lidmi (Kataranovski et
al. 2011).

3.1.2 Parazitarni infekce u rodu Rattus

Parazitarni infekce jsou jednim z vyznamnych faktord ovliviiujicich populaéni
dynamiku potkant a krys (Stojcevic et al. 2004). Pozitivni korelace mezi vékem potkanl a
intenzitou parazitarni ndkazy naznacuje, Ze pocet parazitii se béhem zivota potkana kumuluje
uvniti téla, avSak nezptisobuje obvykle mortalitu jedince, kvilli vzdjemné adaptaci hostitele a
parazita. Ackoli neni béZné, aby parazité své hostitele usmrtili, mohou jim zpisobovat zmény
Vv télesné hmotnosti, velikosti 1 zménu chovani, coz v konecném dusledku ovliviiuje jejich
rozmnozovani i preziti (Gomez Villafafie et al. 2008). Parazité v§ak svym hostitelim mohou
pfinaset i urcité vyhody, z pohledu aktivace a posilovani imunitniho systému jiZ od raného véku
hostitele (Hewitson et al. 2009).

Pro posouzeni vlivu parazitli na popula¢ni dynamiku hostitele je nutné studovat jak
populace parazita, tak i1 hostitele. Parazit¢ maji nepfimy vliv na vnitrodruhové i mezidruhové
interakce svych hostiteld, mohou snizovat jedincovu konkurenceschopnost ¢i zvysovat jeho
zranitelnost viic¢i predatorim (Gomez Villafafie et al. 2008). Z evolu¢niho hlediska je cilem
parazita zvysit Sanci, ze se jeho infekéni vyvojova stadia setkaji s hostitelskym druhem. Jednou
z adaptivnich cest k tomuto cili je manipulace s hostitelovym chovanim. Znamym pfikladem
tohoto fenoménu je zvysena fyzicka aktivita krysy, nakazené Toxoplasmou gondii (Nicolle &
Manceaux, 1908) (Hay et al. 1983), ktera zvysuje jeji atraktivitu pro definitivniho hostitele této
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kokcidie, kocky domaci (Felis catus Linnaeus, 1758). Zvyseny pohyb krysy stimuluje lovecky
pud kocky, ktera naopak nejevi piiliSny zajem o nepohyblivé objekty (Hubel & Wiesel 1962).

Stejné tak, jak kolisaji populace hlodavcli samotnych byla nejvy$si prevalence
parazitarnich infekci zaznamenana v 1ét¢ a na podzim (Kataranovski et al. 2011). Sezénni
kolisani intenzity infekce zévisi jak na vlastnostech konkrétnich hostitelti, tak 1 na fadé
klimatickych faktori. Piikladem je maximalni intenzita infekce pta¢i Skrkavky Heterakis
gallinarum (Schrank, 1788) béhem 1éta, umérné s maximalnimi pocty populace Zizal, které jsou
nezbytné pro pienos této hlistice (Anderson 2000). Jinym piikladem byla nejvyssi intenzita
infekce hlistice parazitujici u potkana, Nippostrongylus brasiliensis (Travassos, 1914), na
podzim, kdy ve studované oblasti dochazi k nejvys$simu mnozstvi srazek, které jsou zasadni pro
pteziti vyvojovych stadii tohoto druhu. Tato vyvojova stadia se vyskytuji ve vnéjsim prostredi
a jsou nachylna na vysychéani (Gomez Villafafie et al. 2008).

Studie Galan-Puchades et al. (2018) vyhodnotila, Ze dospé€li potkani vykazovali vyssi
prevalenci nakazy tasemnici Hymenolepis diminuta (Rudolphi, 1819) neZ juvenilni potkani,
pravdépodobné z diivodu krat$i expozice prostiedi. Dal§im divodem mize byt souvislost
s potravou dospélych, ktera je bohatSi na hmyz, ktery je mezihostitelem této tasemnice 1 jinych
helmintd. Také Khan et al. (2021) zaznamenali vyss$i prevalenci parazitt u dospélych potkant
(20 %) oproti necelym ¢tyfem procentim u subadultnich jedinct. Jedinci s vysokou télesnou
hmotnosti jsou potencialnimi cili parazitd, protoze jejich vétsi prostor téla predstavuje vice
mista pro Kkolonizaci parazity. Naopak, jedinci s nizkou télesnou hmotnosti mohou byt
atraktivnéjsi pro parazity z divodu mozné snizené imunitni kompetence a nedostatku Zivin
z potravy (Morand 2015).

Nektefti autofi (Rodriguez-Vivas et al. 2011; Pakdel et al. 2013) popsali souvislost mezi
pohlavim hlodavce a mirou infekce gastrointestinalnich parazitii, kde byla intenzita infekce u
potkanich samct az o téetinu vys§i neZ u samic. Tato souvislost s mirou infekce a pohlavim
hostitele byla mimo jiné popsana i u ektoparazitt, jako jsou naptiklad klistata (Harder et al.
1992).

Jednim moznym diivodem, pro¢ se u samci miize vyskytovat vyssi mira infekce je
negativni vliv sam¢iho hormonu testosteronu na imunitni obranu jedince (Grossman 1989;
Derothe 1997; Kataranovski et al. 2011), ¢i na jeho chovani, které ho déla nachylngjsim
k infekci (Morand 2015; Biard et al. 2015). Tento fenomén byl experimentalné popsan v fade
studii na mySovitych, spouzitim laboratornich parazitdrnich modelti, naptiklad
Nippostrongylus brasiliensis (Bone & Bottjer 1986), N. muris (Haley 1958) ¢i Heterakis sp.
(Harder et al. 1992). Neptimé dikazy naznacuji, ze vyssi hladiny testosteronu stimuluji také
larvalni vyvoj gastrointestinalnich helmint, napiiklad Trichinella spiralis ¢i vyvoj cyst
Echinococcus granulosus (Harder et al. 1992).

Bylo prokazéano, Ze samci jsou nositeli intenzivnéjSich infekci neZ samice, na zakladé
prodlouzeného patentniho obdobi a zvySeném mnozstvi vajicek uvoliiovanych vykaly.

Experimentalni sniZzeni hladiny testosteronu u samctl, dosaZené jejich kastraci, vedlo ke
zkraceni patentich obdobi a sniZeni poctu vajicek ve vykalech (Harder et al. 1992).
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3.2 Gastrointestinalni helminti u rodu Rattus

Pro tucely této prace byli vybrani gastrointestinalni parazité s nejvyssi prevalenci u
druhti Rattus rattus a Rattus norvegicus, se kterymi je mozné se bézné setkat ve
Sttedoevropskych podminkach véetné Ceské republiky, odkud pochazi také material pouzZity
Vv praktické casti této prace. Nasledujici helminté budou popsani se zvlaStnim diirazem na
vyvojové cykly a propagacni stadia, ktera potencidlné mohou byt nalezena ve vzorcich vykalt,
Které jsou zkoumany v rdmci této préce. Z téchto divoda pro tuto ast reSerse nebyli vybrani
jini helminté, ktefi se sice mohou u rodu Rattus vyskytovat i v relativné vysoké mife, av§ak
potkani a krysy nejsou jejich definitivnimi hostiteli, nebo se nevyskytuji v nasich zemépisnych
podminkach.

3.2.1 Cestoda

3.2.1.1 Rod Hymenolepis

Hymenolepis nana (Bilharz, 1851), autory oznacovana také jako Rodentolepis nana, je
Vv priméru 20 — 40 mm dlouhé a vétSinou mén¢ nez 1 mm Siroka tasemnice. Jeji scolex ma Ctyti
prisavky a rostellum s dvaceti az sedmadvaceti hacky. Proglottidy u dospélych jedincti jsou ve
tvaru lichob&Zniku a mohou obsahovat az dvé sté vaji¢ek s tenkym obalem, které jsou ovalna,
bezbarva a se Sesti polarnimi vlakny. Uvnitf vaji¢ek se nachazi embryo, tzv. onkosféra, se tfemi
pary hacki ve vnitinim obalu. Vajicka této tasemnice jsou velka ptiblizn¢ 30 — 56 X 44 — 62 um
a mimo hostitele dlouho nepiezivaji (Otto et al. 2015).

U tohoto druhu byl popsan 1 ptimy vyvojovy cyklus, tedy Ze cely jeho vyvoj mize byt
dokoncen v rdmci jednoho hostitele (Webster & Macdonald 1995; Alvi et al. 2021). Vyvojovy
cyklus u tohoto druhu trvé ptiblizné ¢trnact az Sestnact dni. Onkosféry se po pozieni vajicek
hostitelem lihnou v tenkém stfevé. Pronikaji do klki stieva a za circa ¢tyfi aZ pét dni se z nich
vyvijeji cysticerkoidni larvy, které¢ znovu piechazeji do lumen stfeva, kde se scolex tasemnice
vchlipi a prichyti na sliznici. Zralé proglottidy se vyviji po deseti aZ dvanacti dnech a dospélci
poté ziji pouze nekolik tydnti (Otto et al. 2015; Alvi et al. 2021).

U potkanli a mysi je tato tasemnice patogenni pouze pii téZkych infekcich (Otto et al.
2015). Starsi literatura popisuje vliv této tasemnice na zpomaleni rlstu, ubytky hmotnosti az
uhyn (Hsu 1979). Infekce touto tasemnici je nejéastéjsi u Cerstveé odstavenych mlad’at a juvenilt
(Otto et al. 2015). Nakazeni poté obvykle vede k ur€itému stupni imunity, kterd zabranuje
nasledovné autoinfekci. Pokud k autoinfekci vSak dojde, vajicka se lihnou v tenkém stievé a
vyvijeji se bez toho, aniz by byla vyluCovéna vykaly, a tim zpiisobuji velmi vysoké zatizeni
gastrointestinalniho traktu, v angli¢ting tzv. ,,syndrom nafouknutého bficha“ (Owen 1992).

Scolex Hymenolepis diminuta (Rudolphi, 1819) ma také étyti pfisavky, ale rostellum je
bez hackil. Vajicka jsou velka 60-88 x 52-81 um (srovnani viz Obr. 1) a onkosféra ma tii pary
hack, avsak bez polarnich vlaken (Otto et al. 2015).

Tento druh ma vzdy neptimy vyvojovy cyklus. K pienosu vajicek s onkosférami mezi
hostiteli dochazi fekalné-ordlnim kontaktem, ¢i ndhodnym pozienim mezihostiteldi na
obilovinach. Nejznaméjsim piikladem je brouk Tribolium confusum (Jacquelin du Val, 1868)
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ktery v sobé nosi cysticerkoidy této tasemnice (Webster & Macdonald 1995; Franssen et al.
2016). Mezihostitelem mohou byt také obilni brouci Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758),
Tenebrio obscurus (Fabricius, 1792) ¢i blechy Pulex irritans (Linnaeus, 1758),
Ctenocephalides canis (Curtis, 1826) nebo Xenopsylla cheopis (Rothschild, 1903) (Otto et al.
2015).

Definitivnim hostitelem téchto dvou druhti tasemnic jsou primarné potkani a krysy,

avSak ziji 1 v tenkém stfevé jinych hlodavcii, napt. mysi a kieckli a také u primat vcetné
¢lovéka. To z nich déla potencialné zoonotické parazity (Webster & Macdonald 1995).

Ito et al. (1986) popsali na mysich, ze infekce i jednou onkosférou po ingesci n¢kolika
vajicek vyvolava uplnou imunitu vici reinfekci. Bylo také uvedeno, ze jedinci H. nana,
adaptovani na vyvoj v mysich, se pii infekci potkana dale nevyviji v dospélce (Ito 1983; Alvi
et al. 2021).

um
100 =

60 =

3
1

20

(e
Hymenolepis diminuta Rodentolepis nana

Obr. 1: Relativni velikosti vajicek H. diminuta a H. nana (Pritchett 2007)

3.2.2 Acanthocephala

Vrtej$i (Acanthocephala) jsou valcoviti helminté, ktefi vykazuji tzv. pseudosegmentaci.
Vyznacuji se protdhlym, trubicovitym télem, na jehoZz pfednim konci je obraceny hakovity
»chobot* tzv. proboscis, ktery se nachazi ve své vlastni schrance kulatého tvaru, az dokud
nedojde ke kontaktu se tkani hostitele (Teimoori et al. 2011; Mathison et al. 2021). Z ptedni
stény téla vrtejSu visi ovalna téliska zvana lemnisky, ktera slouZzi jako zasobarna tekutin, kdyz
je proboscis zatazeny ve schrance, a miize mit také funkci v metabolismu tuki (Nickol 1985;
Lotfy 2020).

Stejné jako u tfidy Cestoda, vrtejSi postradaji travici Gstroji a vstiebavani Zivin tak
probiha vyhradné ptes télni sténu (Lotfy 2020; Mathison et al. 2021). Tito helminté jsou
oznacovani za tzv. ,,perforujici vrtejSe, protoZe mohou u svych definitivnich hostitelt zpiisobit
perforaci stiev, kterou kromé mechanického poskozeni proboscisem vrtejSe dale usnadiuji také
proteolytické enzymy, které vylucuji (Teimoori et al. 2011).
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V ramci této skupiny bylo popsano asi 1100 druhii (Mathison et al. 2021). Délka téla se
znaéné 1i§i mezi jednotlivymi druhy, od n¢kolika milimetra az po 65 cm, jako naptiklad u druhu
Macracanthorhynchus hirudinaceus (Pallas, 1781). Primérna délka vétSiny znamych druhti je
vSak mezi deseti az petatiiceti milimetry (Lotfy 2020).

Crompton et al. (1972) popisuji, ze Moniliformis moniliformis a Moniliformis dubius,
jsou blizce piibuznymi, mozna az totoznymi druhy. Dodava vsak, ze existuji mirné rozdily
v délce vyvoje a veéku, kdy dospéli jedinci zacinaji kopulovat a produkovat vajicka. Prepatentni
doba u druhu M. dubius je pét az Sest tydnii, zatimco u M. moniliformis se vajicka mohou objevit
ve vykalech definitivniho hostitele jiz dvaadvacet az osmatficet dni po infekei. Z toho vyplyva,
ze M. dubius dospiva a produkuje vajicka pozdé&ji (Crompton et al. 1972). Lackie (1975) jiz
vSak uvadi, ze se jednd o synonymni nazvy pro stejny druh vrtejSe. Tento druh je béznym
parazitem vyskytujicim se ve vétSing€ ¢asti svéta (Lotfy 2020).

Definitivnimi hostiteli Moniliformis spp. jsou krysy a potkani rodu Rattus, ackoli
nahodnymi hostiteli se mohou stat i jiné druhy hlodavct, Selem ¢i primat véetné ¢loveka.
(Teimoori et al. 2011; Richardson & Brink 2011). Paratenickymi hostiteli tohoto vrtejse mohou
byt rizné druhy obojzivelnikl a plazi (Lotfy 2020).

Vyvojovy cyklus tohoto rodu je nepfimy, a mezihostitelem jsou zpravidla $vabi,
Periplaneta americana (Linnaeus, 1758), Periplaneta australasiae (Fabricius, 1775), Blatta
orientalis (Linnaeus, 1758) ((Chandler 1941; King & Robinson 1967). M. moniliformis se
vzacné muze vyskytovat také u broukd Blaps mucronata (Latreille 1804) (Lackie 1975).
Ptedpoklada se, ze specifita pro clenovce je nizka (Mathison et al. 2021).

Dospélé samice M. moniliformis méfi 10 — 27 cm, zatimco samci jsou mensi, s rozméry
circa 4 — 10 cm (Mathison et al. 2021). Dospélci tohoto druhu ziji v tenkém stieve definitivnich
hostitelll, kam kladou vajicka, kterd se nasledné dostavaji do prostfedi vykaly hostitele. PIn¢
embryonovand vajicka obsahuji infekéni larvu prvniho stadia, tzv. akantor a po pozieni dochéazi
K larvalnimu vyvoji uvniti hemocoelu $vaba ¢i brouka (Lotfy 2020; Mathison et al. 2021).
Infikovani §vabi vykazovali sniZenou aktivitu pfi vyhybani se predatortim, coz je jev vyhodny
pro parazita, jelikoz tak zvySuje pravdépodobnost pozieni Svaba hlodavcem, coz je nezbytné
pro dokonceni vyvojového cyklu parazita (Libersat & Moore 2000).

V hemocoelu mezihostitele dochazi k larvalnimu vyvoji pies dvé stadia akantor a Sest
stadii tzv. akantel, neZ dosahne finalniho larvéalniho stadia tzv. cystakant, které je infekéni pro
obratlovce (Moore 1946; King & Robinson 1967; Mathison et al. 2021). Uvnité téla
bezobratlého akantor migruje a zpocatku vyvoldva mirnou enkapsulaéni reakci. Akantor si
nasledné vytvaii membranovy obal, ktery zabraiiuje obranné reakci ¢lenovce a umoznuje tak
dals$i rust akantoru az do tietiho stadia akantely, kdy se misto membranového obalu vytvari
pevna schranka. Tato schranka muaze byt povazovana za jakési rozhrani mezi hostitelem a
parazitem a je rozhodujici pro vyhnuti se obranné reakci hostitelii. Pii poruSeni ¢i nevytvoteni
schranky dochazi k enkapsulaci vrtejse (Lackie 1975). Cystakanty mohou byt v v hemocoelu
Svabu nalezeny circa po Sesti tydnech vyvoje (Moore 1946; Richardson & Brink 2011). Prvotni
vyvojova stadia larvy jsou kulovitého tvaru a od 22. az 29. dne po vylihnuti se zacinaji
prodluzovat. Od 44. az 51. dne se zac¢ina zietelngji diferencovat proboscis a za¢inaji se vyvijet
lemnisky. Postupné se ptfedni c¢ast zacind rozSifovat, ¢imz se larva stava zploStélou a
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rovnomérné se zuzuje k zadnimu konci téla. Cystakant mize byt odliSen od nizSiho stadia
akantely invaginaci proboscisu a tim, ze hroty hackt jiz prorazily kutikulu schranky (Crompton
etal. 1972).

Akantor je jedinym kontinudlné¢ pohyblivym stadiem ve vyvojovém cyklu vrtejst.
Pozd¢jsi larvalni stadia v mezihostiteli jsou nepohybliva a dochazi u nich predevsim k ristu,
vnitini piestavbé a organogenezi, az se nakonec vyviji odolna larvalni forma cystakant. Také
dospéli vrtejsi ve stieveé definitivniho hostitele jsou v podstaté ptisedli a pohybuji se pouze
beéhem pfrisati a pafeni (Whitfield 1971).

Definitivni hostitel se nakazi pozienim ¢lenovce s infekénim stadiem cystakanta. Larvy
uvolnéné z té€lni dutiny mezihostitele se pfichycuji na sliznici tenkého stieva, kde dospivaji a
kopuluji circa za osm az dvanict tydni po infekci (Mathison et al. 2021). Vajicka maji
elipsovity tvar a jsou opatfena dvéma obaly. Prihledny, silny vnéjsi obal je pokryt velmi silnou
membranou, je hladky a navzdory své tloust'ce neni pfili§ pevny. Tésn€ pod vnéjSim obalem se
nachazi obal vnitini, ktery ma pevnou a ,,Jomenou* strukturu. Mezi timto obalem a larvou je
tenkd elastickd membrana, kterd tésné pfiléha k vyvijejici se larvé (Crompton et al. 1972).
Rozméry téchto vajicek jsou circa 90 — 125 x 65 um (Chandler 1941; Mathison et al. 2021).

3.2.3 Nematoda

3.2.3.1 Rod Syphacia

Syphacia muris (Yamaguti, 1935) je nejb&éznéj$im roupem, které¢ho u potkant a krys lze
diagnostikovat (Otto et al. 2015). Je to druhové specificky parazit a nepatii proto mezi
zoonotické druhy (Webster & Macdonald 1995).Vyvojovy cyklus této hlistice je pfimy a trva
jedenact az patndct dni (Baker 2007). Jedinci tohoto druhu osidluji slepé stievo hostitele, kde
dospivaji béhem sedmi az osmi dni (Sotillo et al. 2012). Gravidni samice kladou oplozena
vajika do tlustého stieva a perianalnich oblasti potkana (Lytvynets et al. 2010; Sousa et al.
2016). Jejich rozmér je piiblizn¢ 72-82 X 25-36 um, tvarové jsou podlouhla a z jedné strany
mirn¢ zplostéla (Otto et al. 2015).

Tato vajicka se stavaji infek¢nimi béhem nckolika hodin, jsou velmi odolnéd viici
podminkam prostredi a pii pokojové teploté mohou piezivat po dobu n¢kolika tydnt az mésici.
Jsou zéroven velmi lehka a snadno se proto §ifi vzduchem (Lytvynets et al. 2010; Otto et al.
2015; Sousa et al. 2016). Tato vajicka jsou vSak citliva na vysoké teploty, které se v laboratotich
vyuzivaji k jejich likvidaci (Oldham 1967).

Dospély samec této hlistice je dlouhy 1,2 — 1,3 mm a jeho ocas je tenky a asi dvakrat
delsi nez Sitka téla. Muzeme u ného pozorovat jednu Stihlou, dlouhou spikulum a
gubernaculum. Samice tohoto druhu je dlouhd 2,8 az 4 mm a vulva se nachézi v ptedni ¢tvrtingé
téla. Dospéli jedinci se nachazi ve slepém stfeve a piedni Casti tlustého stieva (Lytvynets et al.
2010).

Hostitel se nakazi bud’ pozienim vajicek z perianalni oblasti infikovaného potkana,
napf. béhem socialniho chovani a vzdjemné péce o srst, tzv. groomingu (Webster & Macdonald
1995; Franssen et al. 2016), nebo nepfimo prostfednictvim kontaminované vody, potravy a
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jinych materiald (Sousa et al. 2016). Potkan muze byt také nakazen tzv. retroinfekei, tj. kdy
Vv kone¢niku dojde k vylihnuti larev a jejich pfesunu zpét do tlustého stieva (Stahl 1963).
Obdobi prepatence trva sedm az osm dni, béhem kterych se dospéli cervi usidli ve slepém stieve
a vzestupném tracniku (Lytvynets et al. 2010).

Druh Syphacia obvelata (Rudolphi, 1802) se castéji vyskytuje u mysi, kiecku a
piskomilt, ale prilezitostné se miize vyskytnout i u potkanti, zejména pokud se jejich teritoria
piekryvaji s jinymi druhy drobnych hlodavci. Tento druh je charakteristicky kratkym obdobim
dospivani a jednorazovym, ,,explozivnim® uvolnénim velkého mnozstvi vajicek v kone¢niku
hostitele, doprovazeného néaslednym tthynem dospélych hlistic. Vyvoj vaji¢ek do infekéniho
stadia larvy (L3) probiha béhem prvnich ¢tyfiadvaceti hodin. K migraci dospivajicich samic do
slepého stfeva dochazi po dobu tii dnt, a poprvé zacinaji uvoliiovat vajicka circa 12. den po
infekci (Chan 1952; Scott & Gibbs 1986).

Morfologie dospélcti obou druhii rodu Syphacia je podobna, avsak S. muris je mensi a
samec ma delsi ocas v poméru k Sifce t€la (Baker 2007). Vajicka S. obvelata jsou 118-153 x
35-55 um velka, podlouhld a z jedné strany témét zcela ploché (Otto et al. 2015).

Detekce téchto dvou druht hlistic miiZze byt snadno provedena Grahamovou metodou
(1941), také zvanou ,,Cellophane tape test” (Parkinson et al. 2011). Tato metoda spociva ve
vytvofeni otisku perianalni oblasti infikovaného hlodavce pomoci lepici pasky a naslednému
mikroskopickému vySetieni a detekci nalepenych vajic¢ek (Hill et al. 2009). Vzhledem k tomu,
ze vétSina vajiek se nachazi v perianalni oblasti a pouze mala Cast se vylouéi s vykaly,
sedimentace a dal§i tradiéni koprologické metody zahrnujici sbér vykall, stejné jako
kvantifikace vajicek pomoci flotace jsou povazovany za mén¢ G€inné a pravdépodobné
podhodnocuji miru infekce Syphacia spp. (Sousa et al. 2016).

Dva popsané sezonni vrcholy vyskytu oxyuroidnich hlistic odpovidaji dvéma sezonnim
vrchollim rozmnoZovani a veSkerych socidlnich interakci u potkanti, které jsou obvykle v 1été
a zacatkem podzimu (Calhoun 1962; Webster & Macdonald 1995; Kataranovski et al. 2011).
Infikovani potkani jsou vétSinou asymptomaticti (Otto et al. 2015) a ackoli jsou tyto hlistice
obvykle povazovany za nepatogenni, bylo prokazano, Ze infekce roupy rodu Syphacia maji
vyznamny negativni vliv na stravitelnost zivin a rtst u laboratornich potkanu (Wagner 1988;
Plachy et al. 2016). Bylo zjisténo, ze i ptes absenci zjevnych histopatologickych zmén byl
vyrazné sniZen stfevni transport vody a elektrolytt (Lubcke et al. 1992). V behaviorélnich
studiich na mySich bylo popsdno vyznamné sniZeni aktivity u mysi silné¢ infikovanych S.
obvelata (McNair & Timmons 1977). Tézké infekce byly spojeny se stavy jako prolaps
konec¢niku, enteritidami, jaternimi granulomy ¢&i perianalni podrazdéni (Taffs 1976).

3.2.3.2 Rod Aspiculuris

Piimy vyvojovy cyklus u Aspiculuris tetraptera je delsi nez u rodu Syphacia, a trva asi
24 dni (Taffs 1976; Scott & Gibbs 1986; Baker 2007). Dospélci A. tetraptera ziji pfiblizné dva
az pét centimetri kaudalné¢ od slepého stfeva hostitele, v misté, kde se vyskytuji
charakteristické zahyby sliznice (Anya 1966). Na rozdil od S. muris, kteti vajicka kladou na
perianalni kizi hlodavce, dospé€lé samice tohoto druhu vajicka kladou do lumen tlustého stieva
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a odtud jsou vylu¢ovana vykaly (Baker 2007; Lytvynets et al. 2010). Z tohoto divodu jsou
k diagnostice tohoto parazita ¢inné rizné techniky na bazi flotace vykala (Parkinson et al.
2011).

Tato vajicka jsou velice odolna podminkam vnéjSiho prostredi, a infek¢ni schopnosti
dosahuji po Sesti dnech na vzduchu. K nakaZeni hostitele dochazi po pozieni embryonovanych
vajic¢ek (Scott & Gibbs 1986; Lytvynets et al. 2013). Samice tohoto druhu vaji¢ka uvoliuji po
celou dobu Zivota, ktera se odhaduje na nejméné dalSich ctytiadvacet dni (Scott & Gibbs 1986).
Vajicka A. tetraptera jsou piiblizné stejné velka jako vajicka S. muris (Srovnani viz Obr. 2),
méfici 89-93 x 36-42 um, ale jsou bilateralné symetricka (Otto et al. 2015).

Taffs (1976) popsal, Ze resistence mysi vici jedincim rodu Aspiculuris roste s vékem,
kvtli pfirozenym fyziologickym procesiim starnuti, spojenym napi. se zvySenou produkci
hlenu. Ve studii Jacoby & Fox (1984) bylo zjisténo, Ze infekce S. obvelata se obvykle vyskytuji
u juvenilnich jedinci.

um
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80 =4
60 =
40 =

20 =

o

Syphacia cbvelata Aspiculuris tetraptera Syphacia muris

Obr. 2: Relativni velikosti vajicek S. obvelata, S. muris a A. tetraptera (Pritchett 2007)

3.2.3.3 Rod Trichuris

Tenkohlavci obyvaji zpravidla slepé a tlusté stfevo hostitele. Jejich télo je typické dvémi
vyrazn€ odlisSnymi konci: pfedni konec téla, tzv. ,,stichosom®, je dlouh4, bicovita struktura,
kterym se zavrtavaji do stievniho epitelu hostitele; $ir$i, zadni konec zlstava voln¢ v lumen
stieva a zanechava tak prostor pro kopulaci (Panesar & Croll 1980; Upadhyay & Nanware
2020).

Trichuris muris (Schrank, 1788) je endoparazit hlodavci z ¢eledi mySovitych (Muridae
Illiger, 1811), ktery byl popsan napiiklad u druhd: Apodemus sylvaticus (Linnaeus, 1758),
Apodemus flavicollis (Melchior, 1834), Mus domesticus (Schwarz & Schwarz, 1943) i R. rattus.
Fylogenetické studie na riznych hostitelich prokazuji, ze T. muris nema hostitelsky specifické
linie, av§ak molekularni vysledky popisuji dvé jasn€ vymezené geografické linie tohoto druhu.
Tzv. ,zapadoevropska linie“ je rozsifena od severniho Spanélska po Dansko, a
,vychodoevropska linie“ je rozsitena od Chorvatska, po Rumunsko a Turecko (Callejon et al.
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2010). Trichuris muris sdili rozséhlou homologii s druhem Trichuris trichiura (Linnaeus, 1771)
a z tohoto ditvodu je hojné vyuzivan v laboratofich pro studium tenkohlavci, ktefi se mohou
vyskytovat i u ¢loveka (Yousefi et al. 2021).

Vyvojovy cyklus je ptimy. Novy hostitel se nakazi tzv. fekalné-oralni cestou, kde se
parazit pfenasi pozienim infek¢nich vajicek, ktera nakazeny hostitel uvolni ve vykalech (Hayes
et al. 2010). Po pozieni se embryonovana vaji¢ka pohybuji stfevnim traktem a hromadi se ve
slepém stieve, kde jiz devadesat minut po infekci dochazi k jejich lihnuti v larvy prvniho stadia
(L1) (Panesar & Croll 1980; Cliffe & Grencis 2004). Panesar & Croll (1980) piedpokladali, ze
relativné izké rozmezi pH ve slepém a tlustém stieveé (mezi pH 6 az 7) hraje dilezitou roli pii
spousténi lihnuti larev.

Po vylihnuti L1 larvy pronikaji do proximalni casti tlustého stfeva, kde prochézeji
vyvojem v dalSich tiech stadiich: L2 (9 az 11 dni), L3 (17 dni) a L4 (22 dni). Dvaatficaty den
po vylihnuti jsou dospéli jedinci pozorovani ve slepém stievé 1 proximalnim trac¢niku
infikovanych hlodavct (Klementowicz et al. 2012). Dospélé samice produkuji 1000 — 2000
neembryonovanych vaji¢ek denné, ktera jsou vylu€ovana s vykaly hostitele. Vajicka T. muris
jsou soudkovitého tvaru s polarnimi zatkami na kazdém konci a obvykle dosahuji velikosti
60x30 um (Forman et al. 2021). Koyama (2013) popsal i vzacny vyskyt vajic¢ek, ktera byla vice
nez 74 um dlouhd a 38 pm Siroka.

Ve vhodnych podminkach prostredi dochazi ptiblizné po dvou mésicich k embryonizaci
a vajicka se tak stavaji infekceschopnymi, a jen poté jsou schopna infikovat dalsi hostitele
(Cliffe & Grencis 2004; Klementowicz et al. 2012).

Zajimavosti je, Ze pro samotnou indukci lihnuti larev tohoto druhu je dilezita interakce
vajicek se stievni mikrobiotou hostitele (Wakelin 1969; Hayes et al. 2010; Klementowicz et al.
2012). Sttevni mikrobiom ovliviiuje kolonizaci, reprodukcei i miru infek¢nosti parazita a mize
mit ptimy vliv na vyvojovy cyklus T. muris tim, ze se pfichytava na polarni zatky vajicek a
usnadiiuje tak lihnuti larev, a v kone¢ném disledku podporuje vznik infekce (Hayes et al.
2010). T. muris sam méni slozeni mikrobioty smérem k méné pfiznivému prostiedi ve stieve,
¢imz brani dal§imu usidleni a lihnuti vlastnich vajic¢ek, a zptisobuje tak rozvoj chronické infekce
(White et al. 2018).

Pti zavrtani hlavové ¢asti helminta do epitelu stfev jsou narusovany buiiky boc¢nich stén
epitelu, avSak apikalni a bazalni povrch Casto ziistdva neporuseny, ¢imz dochéazi k vytvoreni
tzv. ,,syncitidlnich tuneld®, v nichz parazit prebyva (Klementowicz et al. 2012; Yousefi et al.
2021). Wakelin (1969) popsal, Ze larvy pronikaji do epitelovych bunék sliznice stfeva az pote,
co nejprve proniknou otvory zldz. Béhem prvnich péti dnli po vylihnuti ziistdvaji larvy uvnitf
zlaz, stocen¢ kolem sliznice a az s ristem larvy zaujimaji vice superficialni polohu, az nakonec
predni ¢ast téla ziistdva zavrtand do sliznice a zadni ¢ast je volné v lumen stfeva.

Chronicka infekce je popisovana jako stav, kdy je hostitel infikovan méné nez Ctyfticeti
vajicky T. muris, namisto akutni infekce, kdy jsou vajicka najednou v poctu nekolika set
(Bancroft et al. 1994). Pouze infekce vysokou davkou vaji¢ek umoznuje vytvoreni rezistence
vici budoucim infekcim timto druhem parazita (Bancroft et al. 2001).
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Chronicka infekce T. muris byla spojena s hyperplazii stfevnich krypt, doprovazenou
zvysenou proliferaci i apoptézami epitelovych bunék stievni stény (Cliffe et al. 2007). Tyto
dramatické zmény vsak nebyly pozorovany ve stfevé mySovitych, kteti si vytvofili rezistenci
vuci infekei. Bylo popsano, Ze rezistentni zvifata maji zrychleny obrat tvorby epitelidlnich
bunék, coz je mechanismus piimo souvisejici s rychlej$im vypuzovanim parazita (Cliffe et al.
2005). Na obrannych reakcich proti infekci tenkohlavcd se podileji slozky jak vrozené, tak i
adaptivni imunity. Zda se, Ze nez se do mista infekce zapoji klasické imunitni bunky, prvni
obrannou linii tvoii vrstva hlenu, enterocyty a specializované epitelidlni bunky stieva, které
omezuji infekci i invazi T. muris (Yousefi et al. 2021). Rada imunologickych mechanismd
v reakci na infekci T. muris vSak doposud nebyly dostate¢né prozkoumany (Klementowicz et
al. 2012).

3.2.3.4 Rod Calodium

Calodium hepaticum (Bancroft, 1893), dfive oznaCovana jak Capillaria hepatica, je
celosvétove rozsifena hlistice vyskytujici se u nadéeledi Muroidea (llliger, 1811) spadajici do
fadu hlodavci, jejimiz hlavnimi hostiteli a rezervoary jsou zejména potkani, Rattus norvegicus
(Fuehrer 2014; Berentsen et al. 2015). Infekce touto hlistici byla souc¢asné popsana u vice nez
sto Ctyficeti druhu saveu, véetné ¢loveka, psa, kocky nebo koné (Berentsen et al. 2015). Ceruti
et al. (2001) popsali, Ze 36 % z odchycenych potkant z Milana v Italii, bylo infikovano touto
hlistici. Studie Davoust et al. (1997) ve Francii popsala prevalenci kapilarie ve 44 %
odchycenych potkant. Prevalence infikovanych potkani v oblasti Baltimore, USA ve studii
Farhang-Azad (1977) byla az 75 % z 845 odchycenych potkand.

Dospélci této hlistice parazituji v jatrech savet a samice zde po oplozeni kladou vajicka
do jaterniho parenchymu, kde zpusobuji tzv. ,jaterni kapilarozu* (Fuehrer 2014). Typicky
dospély jedinec C. hepatica ma tuzkou predni ¢ast téla a postupné se zesiliujici zadni ¢ast. U
tohoto druhu byl popsan pohlavni dimorfismus, kdy samice je dlouhd od 27 - 100 mm a circa
0,11 — 0,2 mm §irok4, zatimco samci méti od 15 - 50 mm a jsou tenci nez samice, s primérnou
Sitkou mezi 0,07 az 0,1 mm. Jicen je dlouhy, zabird aZ polovinu délky téla samice a tfetinu u
téla samce. Na terminalni ¢asti téla samce miize byt vidéna pafici spikula, u samice pochva
(Ceruti et al. 2001; Li 2010; Fuehrer et al. 2011). Dosp¢lé hlistice v jatrech ziji kratce a obvykle
hynou 18 az 72 dni po infekci. Samice se zpravidla dozivaji delSiho véku, nez samci (Fuehrer
2014; Berentsen et al. 2015).

Vajicka se podobaji vajickiim parazitii rodu Trichuris, avSak lisi se svou velikosti. Jsou
to vajicka citronovitého tvaru s poldrnimi zatkami na obou koncich. Vajicka jsou typicky
dlouhd v rozpéti od 40 do 67 pm a Siroka mezi 22 az 36 um (Li 2010; Fuehrer et al. 2011,
Sinniah et al. 2014). Dospé¢lé samice vajicka kladou do intracelularnich i intercelularnich
jaternich prostor (Upadhyay & Nanware 2020).

Vyvojovy cyklus je pfimy a vyzaduje jediného hostitele. Infekéni, tzv. embryonovana
vajicka se po pozieni lihnou ve stfevech, kde larvy napadaji stfevni sliznici. Poté portalni a
mezenterickou zilou migruji do jater (Li 2010). Prvni svlékani nastava tii az ¢tyfi dny po
ptichodu do jater, a po dobu dalSich circa 20 dni dochazi k dospivani do larvy Etvrtého stadia
(L4). V tomto stadiu nastava pohlavni diferenciace a dospélé hlistice v jatrech kopuluji a
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nasledn¢ kladou shluky vajicek do jaterniho parenchymu (Li 2010; Sinniah et al. 2014;
Berentsen et al. 2015). Tato vaji¢ka nejsou hostitelem vylu¢ovana vykaly, ale do prostiedi se
dostavaji nasledujicimi zplsoby: pasazi vykaly predatora, ktery hostitele poziel,
prostiednictvim kanibalismu ¢i thynem hostitele a rozkladem jeho téla v prostfedi (Fuehrer
2014; Berentsen et al. 2015). Kanibalismus, ktery je u hlodavci bézny, je povazovan za hlavni
mechanismus $ifeni vaji¢ek této hlistice (Moreira et al. 2013).

Vajicka se stavaji infekénimi az kdyz dojde k jejich embryonizaci, pro kterou jsou nutné
vhodné tepelné podminky a vlhkost prostiedi (Ceruti et al. 2001). Poziti neembryonovanych
vajicek vede k tzv. ,,pseudoparazitoze®, kdy takova vajicka vyvolavaji pouze mirné piiznaky a
dochazi K jejich pasazi gastrointektinalnim traktem a vylouéeni vykaly (Fuehrer 2014).
Predatofi, ktefi poziou infikovaného hostitele se tedy nutné nemusi nakazit kapilariemi.
Vajicka, ktera zistanou na povrchu pudy rychle zanikaji, protoze jsou nachylna k vysychani a
na UV zafteni (Singleton et al. 1991).

Patogenita této hlistice u mySovitych hostitelil je obecné povazovana za nizkou, ackoli
bylo experimentalné prokazano, ze infekce potkani a mysi mohou vést az k jaternimu selhani
a smrti hostitele (Singleton & Chambers 1996). Hlistice i jejich vaji¢ka zpusobuji v jatrech
chronicky zanét a kolem nich se hromadi zanétlivé buiiky, produkované imunitnim systémem
hostitele, naptiklad makrofagy ¢i eozinofily. Zanétlivé procesy pokracuji az dokud nedojde k
enkapsulaci shlukt vajic¢ek a hlistic, a po jejich zahynuti dochazi ke kalcifikaci jich i okolni
tkan¢. Tento stav je nazyvan jaterni, ¢i septalni fibrézou (Li 2010; Sinniah et al. 2014).
Makroskopicky se v infikovanych jatrech objevuji nepravidelné, Zlutobilé skvrny, nékdy
v pruzich ¢i uzli¢cich na vnéj$im povrchu i uvnitt parenchymu jater, a v nékterych ptipadech
mohou byt v jatrech pozorovany i dospélé hlistice (Ferreira & Andrade 1993).

3.2.3.5 Rod Heterakis

Skrkavky rodu Heterakis (Schrank, 1790) parazituji ve stfevech zejména u ptakl a
ptilezitostng i savci (Snabel et al. 2014). Bylo popsano celkem deset druhii, znichz
nejrozsifenéjsim a nejbéznéjsim je Heterakis gallinarum (Schrank, 1788), parazitujici zejména
u dribeze. Heterakis spumosa (Schneider, 1866) je dal$im celosvétoveé rozsifenym druhem,
pfirozené parazitujicim u hlodavcl (Zalesny et al. 2010).

Dle Snabel et al. (2014) jsou ve stfedni Evropé definitivnimi hostiteli a hlavnimi
pienaseci H. spumosa potkani a krysy rodu Rattus a Apodemus flavicollis, avsak byla popsana
i u jinych hostitelti, napiiklad A. agrarius (Pallas, 1771), A. sylvaticus (Hildebrand et al. 2004,
2009), nebo Mus musculus (Smith 1953; Gomez Villafafie et al. 2008; Zalesny et al. 2010).

Tento druh ma ptimy vyvojovy cyklus (Winfield 1933; Saitoh et al. 1993) a neni u ng;
znam zadny mezihostitel, na rozdil od ptibuzné¢ho druhu, H. gallinarum, ktery pro dokonceni
vyvoje vyzaduje bezobratlého mezihostitele, napiiklad zizalu Lumbricus terrestris (Linnaeus,
1758) (Saitoh et al. 1993). Na rozdil od H. gallinarum, ktera ma dobie popsany vyvojovy cyklus
a faktory prenosu (Anderson 2000), je biologie H. spumosa doposud méné prozkoumana,
jelikoz tento druh byl studovan pouze experimentalné k hodnoceni vlivu testosteronu na miru
parazitarnich infekci u mysi (Harder et al. 1992).
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K infekci hostitele dochdzi pozienim embryonovanych vajidek (Snabel et al. 2014).
VétSina vajicek se v tenkém stieve lihne béhem nékolika hodin, av§ak néktera i zjevné normalni
vajicka prochazi travicim traktem nevylihnutd a mohou byt nésledné¢ nalezena ve vykalech
hlodavce (Smith 1953). Vylihnuté larvy (L2) prochazi dalSimi dvéma vyvojovymi stadii a
dospélosti dosahuji circa Ctyti tydny po infekci (Harder et al. 1995). Dospéli samci dosahuji
velikosti circa Sesti milimetrti, dospé€lé samice jsou delsi, dosahujici pfiblizn€ deviti milimetra
(Smith 1953). Dospélci rodu Heterakis jsou charakteristi¢ti tfemi pysky, sloZitym jicnem a u
samcl jsou patrné preanalni ptisavky a nestejné dlouhé pafici spikuly (Zalesny et al. 2010).

Winfield (1933) se domnival, Ze larvy se béhem svého raného zivota zdrzuji ve slepém
stieve a az s blizici se pohlavni dospélosti migruji do oblasti prvnich dvou centimetrt tlustého
stfeva potkana. Smith (1953) vsak prokazal, ze noveé vylihnuté larvy se do osmactyficeti hodin
presouvaji do tlustého stfeva a zde zistavaji po celou dobu svého zivota. Pouze ziidka a na
piechodnou dobu se mohou piesouvat do slepého, ptipadné az tenkého stieva potkana.

Autor rovnéz prokdzal, ze do sliznice stfeva potkana pronikaji pouze larvy druhého
stadia, které jest¢ nezacaly rapidné rist. Invaze je pouze povrchova, zasahujici epitel tkdné.
Dospélci ziji vIumen stfeva a nepoSkozuji stievni tkané, jak je typické pro jiné
gastrointestinalni hlistice (Harder et al. 1992). Ve vykalech hostitele se vajicka obvykle objevuji
tiicet az Sestactyficet dni po infekei. Vajicka jsou charakteristickd velmi silnou schrankou, jsou
ovalného az kulatého tvaru a dosahuji velikosti 50-60 x 40-50 mikrometri (Smith 1953; Raslan
et al. 2020).

3.3 Koprologické vySetiovaci metody

V piedchozi kapitole byli popséni nejcastéjsi gastrointestinalni helminté, se kterymi se
Ize setkat u rodu Rattus ve Stredoevropskych podminkach. V nasledujici ¢asti budou podrobné;ji
popsany mozné metody jejich detekce z koprologického materialu.

Mezi  obecné nejbézné€jSi  diagnostické  metody  parazitdz ~ zpusobenych
gastrointestindlnimi helminty patii napft. ,taping™ (tzv. Grahamova metoda), anélni stéry,
nekropsie s mikroskopickym vySetfenim obsahu gastrointestinalniho traktu ¢i histologicka
vySetifeni (Pritchett & Johnston 2002; Hill et al. 2009; Shifaw et al. 2021).

Ve védecke literatuie zabyvajici se diagnostikou parazitdz se od 90. let 20. stoleti zacaly
vyrazn&ji prosazovat moderni molekularni metody k diagnostice parazitti (Hide & Tait 1991).
Tyto metody obchazeji nckteré limitace, se kterymi se setkavame pii pouziti konvencnich
mikroskopickych metod. Jednd se naptiklad o limitace v naro¢nosti na pracovni silu, zejména
v situacich, kdy je potieba vySetfit vysoké mnozstvi vzorkii ve velmi kratkém case, naptiklad
béhem epidemiologickych situaci (Singh 1997).

Mezi nejpouzivangj$i molekularni metody patfi naptiklad PCR, DNA sondy ¢i
fluorescencni metody (Zale$ny et al. 2010; Hussein et al. 2017). Bylo prokézano, ze PCR je
z hlediska citlivosti diagnostiky gastrointestinalnich helmintd srovnatelna s opakovanym
kopromikroskopickym vysetfenim vzorku vykalu (Mayta et al. 2008; Schar et al. 2013).
Citlivost této metody je ovlivnéna schopnosti detekce veSkeré parazitarni DNA, napft.
Z kutikularnich bunék, a nespoléhani se tak Cist¢ na pfitomnost celého parazita nebo jeho
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propagacnich utvart ve vzorku. Limitaci PCR metod vS$ak je, Ze vyzaduji ptfedem navolit DNA
primery, umoziujici detektovat konkrétni druhy paraziti (Wong et al. 2014).

Ptestoze jsou tyto metody vysoce citlivé, jsou prilis ndkladné na to, aby mohly byt rutinné
pouzivany v malych laboratofich ¢i v oblastech s minimalnimi zdroji na pofizeni a udrzbu
drahych pristroju, které tyto metody vyzaduji (Wong et al. 2014; Hussein et al. 2017).
Molekularni metody nemohou zatim plné€ nahradit mikroskopii pro rutinni diagnostické testy,
ale mohou byt velmi uzite¢né pro studium konkrétniho parazita ¢i skupiny parazitt (Wong et
al. 2014). Mikroskopické metody jsou tedy nadale standardem pro parazitologickou
diagnostiku, protoze jsou relativné jednoduché, univerzalni a obvykle nevyzaduji drahé
laboratorni vybaveni pro jejich provedeni (Singh 1997).

Tyto metody se od sebe lisi naptiklad citlivosti, dobou potiebnou ke zpracovani vzork i
technickymi znalostmi potfebnymi k interpretaci vysledkt (Dias de Castro et al. 2017). Volba
metody pro diagnostiku a determinaci parazitl se odviji od cile zkouméni. Naptiklad, pro
terapeutické ucely neni nékdy nutnd ptresna determinace druhu, protoze hostitel se dvéma blizce
pfibuznymi druhy paraziti miize byt 1éCen stejnym antiparazitarnim ptipravkem. To ale neplati
Vv ptipadé, kdy maji tyto druhy rozdilny vyvojovy cyklus ¢i odlisné mezihostitele. V takovém
pripadé zde muaze byt pfimy dopad jak na samotnou detekci parazita, tak i na mozné kontrolni
programy (Wong et al. 2014). Molekularni metody umoziuji rozlisit i morfologicky velmi
podobné druhy (Feliu et al. 2000; Zale$ny et al. 2010).

vvvvvv

u piirozenych infekci, kde skute¢na hodnota vajicek na gram vzorku (EPG) neni zndma, a
vzorky v terénu byvaji vétSinou analyzovany pouze v jednom opakovani (Paras et al. 2018;
Shifaw et al. 2021). Nizka pfesnost mize byt vysvétlena jako nezdmérné nadhodnoceni ¢i
podhodnoceni vysledki. Dalsi parametry, které se pouzivaji k hodnoceni diagnostickych metod
jsou citlivost, vysvétlena jako pocet faleSné negativnich vysledkt, a preciznost, kterd je
vysvétlovana jako opakovatelnost/reprodukovatelnost vysledku (Cringoli et al. 2010; Levecke
et al. 2011).

Pfesnost diagnostiky miize byt zavisla na konkrétnim druhu hostitelského zvitete (Paras
et al. 2018), ale ptesnost u riznych technik se muze liSit i pfi posuzovani intenzity infekce
riznych druhd parazitd u jednoho hostitelského druhu (Das et al. 2020). N&pravnikova et al.
(2019) popisuji, ze spolehlivost riznych koprologickych technik mize ptimo zaviset také na
konkrétnim druhu helminta, i na mnozstvi investovaného casu. Nejptesnéjsi technika Casto
byva ta, ktera vyzaduje nejvice Casu. Becker et al. (2016) poukazuji na fakt, ze vysledky ziskané
pro jeden druh parazita nelze jednoduSe aplikovat na jiny druh, a to ani u blizce pfibuznych
druht, a Ze by zvolend metoda méla byt validovana pro kazdy druh zvlast.

Nepravidelné vylucovani vajicek gastrointestinalnimi helminty mize vyznamné zt€zovat
provedeni a efektivni diagnostiku parazitéz pii vyuziti kopromikroskopickych metod. Lehké
infekce v takovychto situacich mohou byt nespravné vyhodnoceny jak negativni (Wong et al.
2014). Negativni vyhodnoceni kopromikroskopického vySetieni nemusi nutné znamenat, ze

hostitel neni nositelem parazita, nebo, Ze nevylucuje vajicka parazita do prostiedi (Becker et al.
2016).

24



3.3.1 Kopromikroskopické metody

Tzv. koncentracni metody se pouzivaji k oddéleni propagacnich utvart paraziti od
zbytku vykalu a necistot, pro zvyseni Sance na jejich detekci béhem mikroskopického vySetteni.
Koncentra¢ni metody mohou byt rozdéleny na sedimenta¢ni a flota¢ni, dle pouziti konkrétnich
roztokd s niz$i nebo vyssi specifickou hmotnosti, nez jsou hmotnosti hledanych propagacnich
utvart parazitu (Ballweber et al. 2014; Roldéan et al. 2020).

Neékteii autofi (Garcia 2001), doporucuji soucasné vyuzit flotacni i sedimentacni postupy,
protoze ani jedna ztechnik sama o sobé nemuze identifikovat zaruené¢ vSechny parazity
Z jednoho koprologického vzorku. Tento pfistup je vSak pro vétSinu laboratofi neprakticky,
z dtivodu vysoké naro¢nosti na Cas i na zdroje (Katagiri & Oliveira-Sequeira 2010).

Efektivita sedimentacnich a flota¢nich technik je srovnavana jiz desitky let, ale obecné
plati, ze to vyznamné zavisi na konkrétnich druzich parazitd, které v analyzovanych vzorcich
mohou byt o¢ekavany —s ohledem na druh hostitele. Bylo naptiklad popsano, ze vajicka vétSiny
tasemnic rodu Taenia (Robertson et al. 2000) se 1épe koncentruji pomoci spontanni ¢i
odstfedivé sedimentace (Katagiri & Oliveira-Sequeira 2010). Naopak zachyt propagaénich
utvard nékterych druhi méchovci, giardii ¢i napf. tasemnice H. nana byl vyssi pfi pouziti
technik za vyuziti flotaéniho roztoku siranu zine¢natého (Truant et al. 1981). Autor také uvadi,
ze detekce paraziti rod Ascaris, Clonorchis ¢i Trichuris byla vyssi pfi pouziti sedimenta¢nich
technik koncentrovanych formalin-etherem.

Vyhodou formalin-etherové sedimentace je, ze muze byt vyuzita pro Sirokou $kalu
parazitii k detekci vajicek, larev i cyst, a pfitom nenarusuje strukturu téchto propagacnich
utvart (Truant et al. 1981; Katagiri & Oliveira-Sequeira 2010). Tato chemicka latka ma
schopnost vazat lipidy ze vzorku, diky ¢emuz zlepSuje viditelnost parazith 1 jejich vajicek
v sedimentu (Baker 2007). Tato metoda vSak vyzaduje pomérné vysoké naklady na jeji
provedeni, pfedstavuje znacné riziko poZzaru ¢i vybuchu. Zvlastni nevyhodou této metody pro
ucely mé prace je jeji neoptimalni schopnost koncentrace vajicek H. nana (Truant et al. 1981).
Dalsi nevyhodou sedimentacnich technik je, Ze analyzovany vzorek obsahuje vysoké mnoZstvi
necistot, které i po koncentraci vzorku ztéZuji identifikaci parazitdrnich utvart ze vzorku
(Truant et al. 1981; Garcia 2001).

Ve srovnani se sedimentacnimi technikami maji flotacni techniky vyhodu v tom, Ze
ziskany material pro analyzu je zpravidla ,,Cist§i* a snadnéj$i na prohlizeni a identifikaci
parazitd. Jejich nevyhodou vsak je, ze latky vyuzivané pro piipravu flota¢nich roztokli mohou
deformovat az poruSovat stény hledanych propagacnich utvarii, komplikujici tak jejich detekei
a determinaci (Ballweber et al. 2014; Roldan et al. 2020).

3.3.1.1 Larvoskopické metody

V situacich, kdy je potfeba ze vzorku determinovat nékolik rozdilnych druhi helmintt,
ktefi vSak maji od sebe neodliSitelna vajicka, nabizi se vyuziti larvoskopickych metod. Z
vajiceck mohou byt kultivovany larvy, které jsou zpravidla od sebe rozliSitelné¢ a
determinovatelné. Tyto metody mohou byt také vyuzity v ptipadech, kdy ve vzorku vykalu jiz
jsou pfitomny vylihnuté larvy (Zajac & Conboy 2012).
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Jednou z nejznaméjsich metod k izolaci larev ze vzorkl vykali je tzv. Baermanntv test.
Pro pouziti Baermannova testu je nutné, aby byl vzorek vykalu cerstvy. Pokud je sebrany
vzorek jiz star$i, mohou se do n¢j z prostiedi dostat voln¢ zijici helminté, coz znaéné ztézuje
identifikaci jednotlivych helmintl, popt. mize dojit k vylihnuti larev z vaji¢ek téchto volné

zijicich helminti (Zajac & Conboy 2012). ZmraZeni vzorku muze zpusobit deformaci az
naruseni vajic¢ek a smrt jiz pfitomnych larev (Halvorsen & Wissler 1983).

Baermanniiv test byva nejcastéji vyuzivan pro diagnostiku plicnich ¢ervii. U potkanti byla
Baermannova metoda vyuzita ke kultivaci larev ze stfev ve studii Dominguez et al. (2000), kteti
sledovali vliv anthelmintik na vyvoj a migraci Nippostrongylus brasiliensis (Travassos, 1914).

Existuje mnoho variant postupu k provedeni tohoto testu, ale vSechny jsou zalozeny na
stejném zdkladnim principu, ktery vyuziva tendenci larev helmint migrovat do vlh¢iho a
teplejsiho prostiedi. Larvy helmintd jsou aktivni, a kdyZ je vzorek vykalu umistén do vody,
larvy migruji ze vzorku a sedimentuji. Tradi¢ni princip Baermannova testu je nasledujici:

Vzorek se umisti do nalevky, ptipevnéné ke kovovému stojanu, jejiz dno je ptipojeno ke
kratkému kusu gumové trubi¢ky uzavienému svorkou. Nélevka je naplnéna vodou a vzorek v
kontaktu s vodou se necha nékolik hodin odstat, béhem ¢ehoz larvy sedimentuji na dno nélevky,
odkud jsou poté¢ vyjmuty uvolnénim svorky. Sediment s larvami je nasledné prohlizen pod
mikroskopem pii zvétSeni 4x az 10x. (McKenna 1999; Zajac & Conboy 2012).

3.3.2 Vybrané kopromikroskopické metody na bazi flotace

3.3.2.1 McMaster

Tuto metodu k poéitani vaji¢ek z vykalt vyvinuli v Austrélii Gordon & Whitlock (1939)
za pouziti tzv. McMasterovy komiirky, kterd se prvotné pouZzivala k pocitani propagacnich
utvart paraziti u ovei. Tato metoda je doposud nejpouzivangjsi technikou pocitani vajicek pro
zjistovani parazitarnich infekci u fady Zivocisnych druhi (Cringoli et al. 2004; Napravnikova
et al. 2019).

Zékladni princip této metody byl popsan Whitlock (1948) nasledovné: 2,5g vzorku
vykalu je zfedéno 47,5ml nasycené¢ho roztoku soli o hustoté 1,20. Smés je poté dikladné
homogenizovéna, scedéna a vrchni ¢ast o objemu 0,5ml je vloZzena do McMasterovy komtrky
a vySetfena pod mikroskopem pfii Ctyficetinasobném zvétSeni. Spocitana vajicka jsou poté
vynasobena ¢tyficeti, aby se ziskala hodnota poétu vaji¢ek v jednotkach EPG (Eggs per gram)
(Shifaw et al. 2021). Bylo popsano, Ze tato metoda neni dostate¢né citliva, zejména pii nizkych
poctech vajicek (Mes 2003; Mes et al. 2007; Bergquist et al. 2009).

V soucasnosti ma McMasterova metoda nejméné tfi varianty. McMaster l1ze upravit
podle hmotnosti vykalti ¢i objemu ptipraveného flotacniho roztoku, ale nejcastéji se vyuzivaji
modifikace, které dosahuji detek¢niho limitu 5, 20, 50 nebo 100 EPG (Noel et al. 2017). Pii
tzv. Modifikované McMasterové metod¢ je dosazena citlivost az 50 EPG. V ptipad¢ ,,specidlni
modifikace McMasterovy metody je citlivost az 10EPG. Je vSak zfejmé, Ze ani nejvyssi
analyticka citlivost neni dostatecna k dosazeni maximalni presnosti parazitologické diagndzy
(Mes et al. 2007).
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3.3.2.2 FLOTAC

Metoda FLOTAC byla vyvinuta v roce 2006 jako alternativa McMasterovy metody pro
diagnostiku gastrointestinalnich parazitti u riznych druhii savet, s o¢ekavanim vyssi presnosti,
citlivosti a preciznosti (Cringoli et al. 2010, 2017). Tato technika byla piivodné vyvinuta pro
veterindrni parazitologii, ale v soucasnosti je jiz rozsitena i v lidské parazitologii a probiha jeji
rozsahlé testovani na diagnostiku hlistic, motolic i stfevnich prvoku (Rinaldi et al. 2007,
Levecke et al. 2009).

Tato metoda je zaloZena na odstfedivé flotaci suspenze vzorku vykalu a nésledné
translaci jeji horni vrstvy (Dias de Castro et al. 2017). Zatizeni FLOTAC je polykarbonatovy
amorfni termoplast valcového tvaru, skladajiciho se ze tii fyzickych casti: zékladny,
translacniho disku a ¢teciho disku. V kazdé flota¢ni komote jsou dvé Sml flotaéni komory, které
byly navrZeny pro optimalni vySetieni velkych suspenzi vzorka vykala (Cringoli et al. 2010).

Hlavnim rysem metody FLOTAC je to, Ze umoziuje pocitat parazitirni utvary ve
velkém mnozstvi vzorku vykalu (vice neZ 1 g) najednou. Cetné studie prokazuji, Ze technika
FLOTAC piekonava klasické kopromikroskopické techniky z hlediska citlivosti, piesnosti i
preciznosti detekce a kvantifikace larev, vaji¢ek, oocyst i cyst parazitli ve vzorcich vykalil
ruznych zvifecich druhi (Cringoli et al. 2010). Nevyhodou této metody je jeji Casova a pracovni
naro¢nost a nutnost laboratorniho vybaveni, jelikoz pro jeji provedeni je nutné vzorek
centrifugovat (Knopp et al. 2009). Nedostupnost tohoto laboratorniho vybaveni mize branit
jejimu Sirokému uplatnéni v prostfedi s omezenymi zdroji, kde je Casto nejvice potiebna.
V tadé studii na vykalech rtiznych druhii zvitat byly primérmé diagnostikované hodnoty EPG
helminti metodou FLOTAC stejné nebo vy$si, ve srovnani s jinymi metodami (Cringoli et al.
2010).

3.3.2.3 Mini-FLOTAC

Pro ptekonani limitaci, které ma metoda FLOTAC, byl pro zlepSeni
kopromikroskopické diagnostiky vyvinut novy, zjednoduSeny nastroj, nazvany Mini-FLOTAC
(MF), ktery vynechava nutnost centrifugace vzorku (Barda et al. 2013). Metoda s vyuzitim
soupravy Mini-FLOTAC je uZivatelsky ptivétiva, poskytuje vysoce reprodukovatelné vysledky
a je obzvlasté uzite¢na na mistech, kde je tieba relativné rychle a pfitom spolehlivé vySetfit
velké mnozstvi vzorku trusu (Cringoli et al. 2017).

Zatizeni Mini-FLOTAC se sklada ze dvou fyzickych soucasti: zakladny a ¢teciho disku,
které jsou vyrobeny z polykarbonatoveho amorfniho termoplastu. Tento material byl zvolen
pro svou vynikajici propustnost svétla, vysokou tepelnou odolnost a rozmérovou stabilitu.
V zakladné jsou dvé flota¢ni komurky, kazda o objemu 1 ml, které jsou svrchu prekryty ¢tecim
diskem, navrZzenym pro optimalni vySetfeni suspenze koprologického vzorku o celkovém
objemu 2 ml. Povrch ¢teciho disku miizkou rozdéluje kazdou komoru na dvanéct sekci. K disku
Mini-FLOTAC dale nalezi kli¢ k oto¢eni disku, a adaptér pro mikroskop (Cringoli et al. 2017).

Vysetteni za pomoci tohoto zafizeni umoziuje maximalni zvétSeni 400x (Barda et al.
2013). Toto zvétSeni je nutné pro detekci a diagnostiku sttevnich prvok, ¢i larev raznych druhti
plicnich Cervii. Tato metoda se sklada ze ¢tyt po sobé€ jdoucich krokl: odbér a vazeni vzorku,
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homogenizace vzorku, filtrace a plnéni komirek (Cringoli et al. 2017). Pocet vajicek
prectenych z ¢tecich diskli po deseti minutach flotace se nasobi faktorem 5x, aby spocitané
mnozstvi vajic¢ek bylo v jednotk&dch EPG (Shifaw et al. 2021).

Soucasti soupravy Mini-FLOTAC je také Fill-FLOTAC, plastové zafizeni slouzici
k homogenizaci, filtraci a naliti vzorku pf¥imo do flota¢nich komurek (Cringoli et al. 2010).
Toto zatizeni se sklada z nadobky, sbérace a filtru. Po dikladném omyti jsou ob¢ tato zaiizeni
opakovan¢ pouzitelna (autoti uvadeji az padesatkrat), coz snizuje naklady na jeden analyzovany
vzorek trusu (Cringoli et al. 2017). Pfi vyuziti obou téchto zatizeni dochazi k praci v
Luzavieném systému®, ktery zaruCuje bezpecnost obsluhy, jelikoz minimalizuje riziko
vystaveni potencidln¢ infekénimu materidlu ¢i potencialn¢ toxickym fixacnim prostiedkiim
(Barda et al. 2013). Fill-FLOTAC umoznuje odbér a analyzu Cerstvych vzorkd trusu, ale také
nabizi moznost ptidani fixa¢niho ¢inidla, takze vzorky lze ptenést a skladovat az do doby
vySetieni (Cringoli et al. 2017).

Diagnostika jednoho vzorku pomoci MF trva piiblizn€ 12 minut (Barda et al. 2013;
technikdm, které jsou vSak méné¢ citlivé, pfesné a precizni nez Mini-FLOTAC. Uvadény €as u
metody McMaster ke zpracovani jednoho vzorku je poloviéni oproti metodé MF (Noel et al.
2017; Das et al. 2020). Divodem je naptiklad, Ze zkoumana ¢teci plocha u MF je mnohem
vEtsi, nez Cteci plocha u McMasterovy komurky (Das et al. 2020).

Pro tuto metodu je typické vyuziti dvou typt flotaéniho roztoku, v zavislosti na tom,
jaky typ parazita chceme detekovat pii pouziti této metody (Barda et al. 2013). Ve studii El-
Nadi et al. (2019) byli helminti piesné&ji detekovani pti pouZiti solného roztoku o hustoté 1,20,
zatimco stadia prvoki byla 1épe diagnostikovdna pomoci roztoku siranu zine¢natého o hustoté
1,35. Vyhodou solného roztoku je zejména, Ze je levny a relativné snadno dostupny. Roztok ze
siranu zine¢natého je hife dostupny, zejména v prostiedich s omezenymi zdroji. Barda et al.
(2013), srovnavajic metody McMaster, Kato-Katz a Mini-FLOTAC u H. nana a A.
lumbricoides, popisuji citlivost az 10 EPG pro solny roztok, a 12,5 EPG pro roztok siranu
zinecnatého.

Dosavadni zkuSenosti naznacuji, Ze pouziti Cerstvych vykall poskytuje nejpresné;si
vysledky. Pii nutnosti konzervace se pak jevi jako nejvhodnéjsi fixace vykalt 5% formalinem
(Cringoli et al. 2017).

Vyhodou této metody je, ze diky absenci kroku centrifugace je snadno pienosna ¢i
dokonce proveditelna piimo v terénu (Cringoli et al. 2010, 2017; Barda et al. 2013). Tyto
logistické vyhody usnadnuji praci v terénu v odlehlych oblastech, kde laboratofe mohou byt
daleko od mist sbéru (Cringoli et al. 2017).

Rada studii byla provedena ke srovnani technik Mini-FLOTAC a McMaster. Noel et al.
(2017) vyhodnotili, ze pfesnost i preciznost techniky McMaster byla niz§i nez u Mini-
FLOTAC. Oproti tomu Dag et al. (2020) tvrdi, Ze metoda McMaster je rychlejsi a relativné
presnéjsi nez Mini-FLOTAC, avSak je méné citliva, obzvlasté pifi nizkych hodnotach EPG.
Shifaw et al. (2021) popsali az ¢tytikrat delSi dobu vysetieni vzorku metodou Mini-FLOTAC
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oproti metodé McMaster, avSak i v této studii byla vyhodnocena metoda MF jako citlivejsi i pfi
velmi nizkych hodnotach EPG.

U koci¢ich vykali byl Mini-FLOTAC v diagnostice Toxoplasmy gondii (Nicolle et
Manceaux, 1908) citlivéjsi nez metoda Kova slide (Djokic et al. 2014). Vice vaji¢ek bylo také
spocitano pii vyuziti MF nez u metody Kato-Katz, kterd neni doporucovéana pro hodnoceni
intenzity infekce H. nana (Barda et al. 2013). Metoda Kato-Katz také neni doporu¢ovana pro
diagnostiku larev helminti. Metoda McMaster je schopna detekce stfevnich prvoku i larev
helmintti, avSak nebyva doporucovédna jako metoda prvni volby pro jejich diagnostiku,
z davodu poskytovani vysledki s velkou mirou variability (Borrelli et al. 2015). Pfesnost a
spravnost této metody se vSak zlepsuje se zvySujicim se mnozstvim vylu¢ovanych parazitarnich
propagacnich utvart (Levecke et al. 2012).

Mini-FLOTAC je univerzalni metodou, ktera je schopna diagnostikovat vajicka i larvy
helmintl, oocysty prvoki i kvasinky (Borrelli et al. 2015). Mini-FLOTAC byl vyhodnocen také
jako velmi dobry pro detekci konkrétnich druhd helminti, napt. H. nana ¢i Ascaris
lumbricoides (Linnaeus, 1758) (Cringoli et al. 2017).

Barda et al. (2013) také popisuje vysokou citlivost MF pro detekci H. nana ve srovnani
s metodami McMaster ¢i Kato-Katz, zejména pfi pouziti solného roztoku. Technika Mini-
FLOTAC se doporucuje k diagnostice parazitii zejména tam, kde je o¢ekavané nizké EPG, diky
¢emuz se muzeme vyhnout falesné pozitivnim vysledkim (Dias de Castro et al. 2017). Ze
studii: Godber et al. (2015); Dias de Castro et al. (2017); Paras et al. (2018); Amadesi et al.
(2020) vyplyva, ze MF je citlivéjsi nez McMasterova metoda u ptirozené infikovanych vzorkd.

Hlavnim omezenim této metody, stejné jako u vSech kopromikroskopickych technik
zalozenych na flotaci, je volba fixacniho ¢inidla, pouZitého pro konzervaci vykali, doba
konzervace vykall pted analyzou i samotny vybér flotaéniho roztoku (Barda et al. 2013). Volba
flotaéniho roztoku mtze pfimo ovlivnit mnozstvi detekovanych vajicek parazit, v disledku
jejich rozdilné specifické hmotnosti a rozdilné hustoté roztoka (Norris et al. 2018; Das et al.
2020).

Mimo jiz vySe zminéné, se autofi vénovali testovani metody Mini-FLOTAC u fady
dalSich ZivociSnych druhti, naptiklad u: ptakd (Borrelli et al. 2015; Dag et al. 2020), ovci
(Kenyon et al. 2016), koc¢ek (Djokic et al. 2014), skotu (Malrait et al. 2015) nebo bizonu
(Johnson et al. 2022).

3.3.3 Diagnostické metody u hlodavci

V ramci psani této literarni reSerSe se mi nepodafilo nalézt mnoho studii, které by
testovaly ucinnost konkrétnich diagnostickych metod u hlodavci, zejména u potkana ¢i krysy
obecné. Duthaler et al. (2010) se vénovali srovnani sedimenta¢ni metody s metodou FLOTAC
u potkanti experimentaln¢ infikovanych motolici Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758). Autor
uvadi, ze sedimenta¢ni metody, metoda Kato-Katz nebo formalin-etherova koncentra¢ni
metoda jsou pomérné citlivé u stfednich a silnych infekci F. hepatica, avsak citlivost je nizka
pii slabych infekcich. Jejich vysledky prokazaly vyssi citlivost metody FLOTAC ve srovnani
se sedimentaci pro detekci F. hepatica ze vzorka vykalu.
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Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi ¢asti prace, Sousa et al. (2016) se zabyvali
,Grahamovou metodou‘ lepici pasky k detekci vajicek Syphacia sp. Autofi popisuji, ze praveé
kvili tomu, ze velice malo vajicek se vylouci s vykaly hlodavce, jsou metody zaméiené na sbér
a rozbor vykalti malo u¢inné pro detekci tohoto druhu a mohou infekci Syphacia vyznamné
podhodnotit. I pfi pouziti lepici pasky k obtisku perianalni oblasti hlodavce existuje tada
faktort, které mohou ovlivnit diagnostiku syphacii, napt. ¢etnost produkce vajicek, zatizeni
helminty uvnité GIT, pohlavi a vék hlodavci i samotné technické provedeni testu (Taffs 1976;
Hill et al. 2009).

Snabel et al. (2014) se zabyvali molekularnimi metodami k osekvenovani DNA
Heterakis spumosa, typického pro krysy a potkany rodu Rattus. Autofi tento druh odlisili od
ptibuznych druhti na zaklad¢ sekvence casti mtDNA.

Diagnostikou motolic u voln¢ zijicich hlodavci se zabyvali Catalano et al. (2019), ktefi
srovnavali vysledky pitev gastrointestindlnich traktl, koprologické vySetieni metodou Mini-
FLOTAC a molekularni analyzy k ovéfeni validity metody Mini-FLOTAC K prokazani volné
zijicich hlodavct jako reservoarli zoonotickych i1 nezoonotickych motolic. Na zakladé
ziskanych vysledkli metodu Mini-FLOTAC doporucuji k budouci neinvazivni diagnostice

parazit6z u hlodavci.

Carrera-Jativa et al. (2023) byli doposud prvnimi, kteti zkoumali pouziti metody Mini-
FLOTAC pro diagnostiku GI helmint u hlodavcu. Jejich vysledky popisuji, ze citlivost této
metody dosahuje az 90 % ve srovnani s jinymi koprologickymi metodami, jako naptiklad
pomoci metody ,,koncentrace formol-etherem®, ktera dosahla 60% citlivosti.
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4 Metodika

4.1 Pivod pouzitych vzorki

Vsichni zastupci rodu Rattus, konkrétné Rattus rattus a Rattus norvegicus, jejichz
koprologické vzorky byly vyuzity v mé praci, byli ziskani zejména ze zemédélskych oblasti ve
StiedoCeském kraji. Jedinci byli odchytavani od ledna roku 2019 az do zaii 2023. Nejvyssi
pocet vzorkt pochazel z oblasti Vysinek. Jedinci dale byli odchytavani v oblastech: Bustéhrad,
Hodkovice, Lotous, Plchov, Slany a Ttebiz. Nékolik jedinct bylo také odchyceno v méstském
prostiedi: Praha — Nusle.

Hostitelé byli ziskani od zamé&stnancti VURV v méstské ¢asti Praha - Ruzyné, kteii je
na vyse uvedenych lokalitdch usmrcuji za c¢elem objasnéni vyvoje rezistence rodu Rattus
k aktualné pouzivanym rodenticidim. Pro jejich vyzkum byly z kazdého jedince vyuzity pouze
tkané z konce ocasu a zbytek kadaveru véetné kompletniho zazivaciho traktu zlistal neporuseny.
Jedinci byli vloZeni do individuélnich plastovych pytlickli, oznaceni identifikacnimi Gdaji, které
se shodovaly s papirovym zdznamem a zamrazeni az do dne jejich dal$iho zkoumani.

Takto zpracovani jedinci byli pfevzati parazitologickou laboratoii FAPPZ a mimo jiné
vyuziti pro vyzkum v ramci mé diplomové prace. Méla jsem k dispozici celkem 108 vzorku, z
nichz 98 pochézelo od krys Rattus rattus a zbylych 18 vzorki pochdzelo od potkanii Rattus
norvegicus. Z nich bylo identifikovano 45 samic a 62 samct. U jednoho jedince pohlavi zistalo
neurcené, z diivodu pritomnosti pouze torsa.

Vsichni jedinci byli vypitvani a jejich organy, konkrétné plice, ledviny, jatra a
gastrointestinalni trakty byly oddéleny pro dalsi védecké ucely. Zadni casti travicich traktl
s formovanymi vykaly jsem pro vyzkum nasledné pievzala ja, k provedeni koprodiagnostické
metody Mini-FLOTAC.

4.2 Standartizace metody MF pomoci uméle inokulovanych vzorki

Spolehlivost metody Mini-FLOTAC pro detekci gastrointestinalnich helmintd u rodu
Rattus byla hodnocena u pfirozené i uméle infikovanych vzorkl vykalt. Jelikoz neni technicky
mozné ovefit presnost testované metody u pfirozené infikovanych vzorkd, bylo nejprve
provedeno testovani u vzorkd uméle infikovanych vajicky Hymenolepis diminuta (viz Obr. 3).

Vajicka Hymenolepis diminuta byla ziskana od experimentalné infikovanych
laboratornich potkanti a izolovana za pomoci koncentra¢ni metody Cornell-Wisconsin. U takto
ziskanych vajicek byly nésledné stanoveny koncentrace pro EPG 10, 100 a 1000.

Negativni vzorky vykalt byly ziskané od laboratornich potkant z jiného chovu v ramci
CZU, a absence vaji¢ek (0 EPG) byla ovéfena pomoci Cornell-Wisconsinovy metody.

K negativnim vzorkim potkanich vykalli byla pfiddna ziskand vajicka ve stanovenych
koncentracich a nasledné byla provedena metoda Mini-FLOTAC K vysetfeni téchto vzorkt pro
kazdou stanovenou koncentraci EPG, vzdy po deseti opakovanich, aby byla ovétena citlivost,
a presnost metody MF pii riznych intenzitach infekce (blizsi popis metody v kapitole 4.3).
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Obr. 3: Vajicko H. diminuta pti zvétseni 20x (Autor: Vlastni fotografie)

4.3 Ovéreni uspéSnosti a presnosti metody MF u vzorkii z prirozené
infikovanych hostiteli

Prvnim krokem v ptipravé vzorku bylo rozstfihnuti tkané stfeva a nasledné oddélent
veskerého obsahu termindlni casti tlustého stieva a kone¢niku peanem. V piipadé
nedostate¢ného mnozstvi fekalniho materidlu byl testovany jedinec vytazen z experimentu.

K vysetieni vzorkli pomoci metody Mini-FLOTAC byl pouzit modifikovany postup dle
Cringoli et al. (2017):

Ziskany fekalni materidl byl zvazen a pfidan do tfeci misky, kde bylo odméteno
mnozstvi flotacniho roztoku v poméru 1 g vykalu : 9 ml flotaéniho roztoku. Z ditvodu velmi
nizkych hmotnosti navazenych vzorkl bylo upusténo od pouziti aparatu Fill-FLOTAC.

Smés byla manualn€ homogenizovana tlouckem a scezena pres ¢ajové sitko do kadinky,
odkud byla napipetovana po 1 ml do kazdé ze dvou komurek zatizeni Mini-FLOTAC. Po deseti
minutach byl klicem otofen disk Mini-FLOTAC a vrchni vrstva ¢tecich komirek byla
prohliZzena pod mikroskopem pii zvétSeni 10x (viz Obr. 4). Vajicka byla spocitana a nasledné
vynéasobena koeficientem 5.

Obr.4: Mikroskopické vySetieni komirky Mini-FLOTAC pfi zvétseni 10x (Autor: Vlastni fotografie)
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4.4 Statistické zpracovani dat

Data byla zpracovana v programech Microsoft Excel a Statistica 12. Data ziskana
Vv pokusu s uméle inokulovanymi vzorky byla shrnuta do tabulek (viz Ptiloha I).

Ziskané hodnoty pro kazdou kategorii EPG byly pfevedeny pomoci Arcsinové
transformace (viz Ptiloha ), aby byly splnény piedpoklady pro provedeni parametrického testu
- jednofaktorové ANOVA analyzy. Pro podrobnéjsi vyhodnoceni byl zvolen Scheffeho test.

Data ziskané z testovani ptirozené infikovanych vzorkl byla zaznamenavana do tabulek
Microsoft Excel. Data ziskana koprologickou analyzou byla porovnavana s daty o pfitomnosti
gastrointestinalnich parazitl zjisténych béhem pitev ptislusnych hostitel (blize viz. vysledky
diplomové prace Be. Véry Kratochvilové, FAPPZ CZU v Praze, 2024). Uspé&$nost metody
Mini-FLOTAC byla posuzovana analyzou shody piitomnosti dospélych helminth
v gastrointestindlnim traktu s nalezem vaji¢ek stejného druhu helminta v koprologickém
rozboru. Pfesnost metody Mini-FLOTAC byla posuzovana pomoci regresni a korelacni
analyzy.
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5 Vysledky

5.1 Standartizace metody MF pomoci uméle inokulovanych vzorki

Pro kazdou testovanou kategorii EPG byly spo¢itany hodnoty primérného EPG a z nich
spocitany smérodatné odchylky. Pro kazdou hodnotu byl vysledek vyjadien v procentech a
nasledné¢ vypocitdna pramérnad procentudlni presnost pro kazdou kategorii EPG, a
z procentualnich hodnot byla vypoc¢itana smérodatna odchylka (viz Tab. 1).

Tab. 1: Souhrnna tabulka vypogitanych hodnot pro testované hodnoty EPG 10, 100, 1000.
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Byl sestaven boxplot (viz Obr. 5) z hodnot procentualni ptesnosti, ke srovnani tii
testovanych kategorii EPG. Nejvyssi variabilita hodnot byla pozorovana u kategorie 100 EPG,
kde smérodatna odchylka dosahovala hodnoty 0,21. V kategorii 1000 EPG smérodatna
odchylka doséhla hodnoty 0,1, poukazujici na mensi miru variability vysledki. Z téchto hodnot
muze byt usouzeno, Ze s vyssi hodnotou variability naméfenych vysledki klesa mira preciznosti
mé&feni, neboli reprodukovatelnost vysledkt, pomoci metody Mini-FLOTAC.
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Obr. 5: Boxplot srovnavajici procentudlni presnost 3 kategorii hodnot EPG vaji¢ek Hymenolepis diminuta, kde krabicové
Casti grafu oznacuji 68,2% vsech dat jednotlivych soubori. Mezi svorkami se nachazi 95% vsech dat jednotlivych souboru.
Primérna hodnota je zna¢ena symbolem x. MiiZe byt pozorovéna jedna odlehla hodnota v kategorii 10 EPG.
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Pfed samotnym testovanim ptesnosti metody Mini-FLOTAC, tedy srovnani piidaného
EPG k ziskanému EPG, byly ziskané hodnoty pfevedeny pomoci Arcsinové transformace, pro
splnéni predpokladu pro provedeni jednofaktorové ANOVA analyzy. Nésledné byla provedena
ANOVA analyza s hladinou vyznamnosti a = 0,05 (viz Tab. 2).

Tab. 2: ANOVA test k otestovani piesnosti metody Mini-FLOTAC.

Jednorozmemé testy vwznamnosti pro Procentualni pfesnost (Tabulka1)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupne PC F p
Efekt volnosti -
Abs. clen 28521 19ml 1 2.852119| 90.87904 0.000000
EPG 1.008877 2| 0.504439] 16.07328| 0.000025 R
Chyba 0.847359 27 0.031384 R

Provedenim ANOVA analyzy byla ziskana hodnota p < 0,05, existuji tedy statisticky

vyznamne rozdily v piesnosti pii pfedem zndmych hodnotach EPG. K dalsi analyze byl vybran
Scheffeho test (viz Tab. 3).

Tab. 3: Scheffeho test k porovnani pfesnosti u jednotlivych kategorii EPG.

Scheffeho test; promenna Procentudlni pfesnost (Tabulka1)
Pravdepodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 03138, sv = 27.000
EPG || {1} {2} {3}
C. bunky 05236 40025 47240
1 10 | 0.000692  0.000066
2 100“ 0.000692 0.664708 |
3 1000 0000066 0.664708

Ptesnost metody Mini-FLOTAC je pfi definované hodnoté 10 EPG signifikantné niZsi
neZ pii hodnotach 100 a 1000 EPG.
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5.2 Ovéreni uspéSnosti a presnosti metody MF u vzorkii z prirozené
infikovanych hostiteli

5.2.1 Uspé&nost

Ze ziskanych dat mého testovani metody Mini-FLOTAC byla pro kazdy druh
gastrointestindlniho helminta vyjadiena procentualni ,,ispéSnost metody ve srovnani s daty
Z pitvy gastrointestindlnich trakti (viz Tab. 4). Nésledn€ byly vyhodnoceny fale$né pozitivni a
falesn¢ negativni vysledky koprologie (viz Tab. 5 a Tab. 6).

Tab. 4: Souhrnné tabulka shod = ,,usp&$nost“ pro jednotlivé druhy nalezenych gastrointestinalnich helminta.
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Trichuris muris 2 2 100

Aspiculuris tetraptera 5 63

Hymenolepis spp. 41 26 63

Heterakis spumosa 9 5 56

Syphacia spp. 19 8 42

Tab. 5: Fale$né pozitivni vysledky koprologie. Tab. 6: Fale$né negativni vysledky koprologie.
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Heterakis spumosa 6 1 17 Trichuris muris 0 0 0
Hymenolepis spp. 36 9 25 Hymenolepis spp. 41 14 34
Syphacia spp. 22 14 64 | Aspiculuris tetraptera 8 3 38
Aspiculuris tetraptera 16 11 69 Heterakis spumosa 9 4 44

Pro nalezené druhy helmintd byla sestavena souhrnna tabulka (viz Tab 7.), zobrazujici
jejich potadi v procentudlni ,,uspéSnosti®, v zastoupeni falesn¢ pozitivnich (% FP) a falesné
negativnich vzorkll (% FN), kde 1 = nejlepsi vysledek pro danou kategorii a 5 = nejhorsi
vysledek pro danou kategorii. Je zadouci, aby se druhy umistily co ,,nejlépe” v kategorii
procentudlni ,,ispéSnosti®, ale co nejhtife v zastoupeni faleSné pozitivnich i faleSn€ negativnich
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vzorkll. Z téchto tii hodnot bylo vypocitana primérna ,,zndmka*, poukazujici na tspéSnost
mého méteni pomoci Mini-FLOTAC k detekcei jednotlivych druhti paraziti.

Tab. 7: Souhrnnd tabulka potadi jednotlivych druhi, kde FP (%) = fale$né pozitivni nalez, FN (%) = fale$né negativni nalez

Helmint "aspésnost" (%) FP (%) FN (%) Vyslednd **znamka™
Trichuris muris 1 5 1 2
Hymenolepis spp. 3 2 2 2
Aspiculuris tetraptera 2 4 & 3
Heterakis spumosa 4 1 4 3
Syphacia spp. 5 3 5 4

5.2.2 Presnost

Z vysledkd koprologie pomoci metody Mini-FLOTAC a dat ziskanych z pitev
gastrointestinalnich trakti byla provedena regresni a korelacni analyza pro jednotlivé druhy
nalezenych helmintt (viz Tab. 8).

U Hymenolepis spp. hodnota korela¢niho koeficientu dosahla -0,067. Koeficient
determinace (R?) (viz Obr. 6) pro Hymenolepis spp. dosahuje hodnoty 0,00, coz znamen4, Ze
hodnota EPG neni vysvétlena mnozstvim jedinct nalezenych pfi pitve.

U druhu Trichuris muris (n=2) nebylo mozné analyzu provést. Statisticky prukazné
vysledky byly pozorovany u Aspiculuris tetraptera, kde korela¢ni koeficient pro vSechny
jedince = 0,991 a pro samice s vajicky = 0,992, coz piedstavuje silnou zavislost mezi poctem
nalezenych dospélcli a hodnotou EPG. Koeficient determinace pro tento druh (viz Obr. 7) je
0,98. To znamend, Ze hodnota EPG je z 98 % vysvétlena mnoZstvim jedincii nalezenych pfi
pitve.

Stiedné silna zavislost mezi poctem dospélych jedinci a hodnotou EPG miize byt
pozorovana u druhu Heterakis spumosa, kde hodnota korela¢niho koeficientu = 0,736. Pro
samice s vajicky pak tato hodnota vychazi = 0,794. Koeficient determinace pro tento druh
dosahuje 0,63 (viz Obr. 8). Limitaci u obou téchto druhu je vSak nizky pocet vzorkl (n=5),
ktery analyzu vyznamné zkresluje.

Helmint R (Celkovy pocet jedinci/EPG) R (Samice s
vajicky/EPG)
Hymenolepis spp. -0.067 X
Aspiculuris tetraptera 0.991 0.992
Syphacia spp. 0.381 0.104
Heterakis spumosa 0.736 0.794

Tab. 8: Tabulka korela¢nich koeficientti (R) pro jednotlivé druhy; *Rod Trichuris nebylo mozné statisticky vyhodnotit.
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Obr. 6: Regresni analyza zavislosti naméfeného EPG na celkovém poétu nalezenych jedinct pro Hymenolepis spp.
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Obr. 7: Regresni analyza zavislosti namé&feného EPG na Obr. 8: Regresni analyza zavislosti naméteného EPG na
poctu nalezenych samic s vaji¢ky pro druh A. tetraptera poctu nalezenych samic s vajicky pro druh H. spumosa
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6 Diskuze

Cilem diplomové prace bylo ovéfit vhodnost (spravnost, presnost, citlivost a
spolehlivost) koprologické metody Mini-FLOTAC pro diagnostiku gastrointestinalnich

cey

helmintéz u hlodavei rodu Rattus Zijicich na tzemi Ceské republiky.

K naplnéni cile prace byly stanoveny dvé hypotézy. Prvni ¢ast experimentu, provedena
na uméle inokulovanych vzorcich, byla zaméfena na ovéieni hypotézy 1, ktera tika, Ze
»Koprologické vySetfeni metodou Mini-FLOTAC poskytuje pii  stanoveni EPG
gastrointestinalnich helmint hlodavci relevantni vysledky, tzn. Intenzita infekce Hymenolepis
diminuta zjisténa vySe uvedenou metodou odpovida realnému poctu vajicek ve vykalech
hostitele®.

V této ¢asti experimentu bylo metodou Mini-FLOTAC otestovano celkem 30 vzorkd,
se tfemi koncentracemi EPG: 10, 100 a 1000 EPG, kazdy po deseti vzorcich. Primérna
procentudlni piesnost pro EPG 1000 byla: 45 %, pro 100 EPG: 38 % a pro 10 EPG: 5 %.

Provedenim Scheffeho testu byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily v pfesnosti
metody Mini-FLOTAC mezi srovnavanymi hodnotami EPG. Pfesnost metody v mem
provedeni pokusu byla pii definované hodnoté 10 EPG signifikantné nizs$i, nez pfi hodnotach
100 a 1000 EPG. Vysledné hodnoty EPG nedosahovaly ani k padesati procentim reédlné
hodnoty pridanych vajicek. Jelikoz jsem pti mém testovani 10 EPG dosahovala velice nizkych
hodnot, nebylo relevantni provadét testovani s nizs$i hodnotou, napt. 1 EPG.

M¢ vysledky koresponduji se zjisténimi autorti Assefa et al. (2014) a Bosco et al. (2023),
ktefi popisuji, Ze pfi nizké mife infekce citlivost metody Mini-FLOTAC vyznamné klesa.
Bosco et al. (2023) ve svych vyzkumech motolic u piezvykavct uvadéji, ze nejvyssi procento
ziskanych vajicek pti vySetfeni metodou Mini-FLOTAC u EPG 10, 50 a 100 dosahli pfi
definované hodnoté 100 EPG. Autofi naopak uvedli, ze pii grafické estimaci citlivosti metody
dosahovala metoda MF nejnizSich hodnot u EPG 15 a méné ve srovnani s jinymi
diagnostickymi metodami. I pfi mém testovani definovanych hodnot EPG 10, 100 a 1000 bylo
nejpresnéjSich vysledki dosazeno v nejvyssi definované kategorii EPG, ale pfesto byly
dosazen¢ vysledky vyznamné podhodnoceny.

Tato zjisténi vSak odporuji vyslekim Dias de Castro et al. (2017), ktefi metodu Mini-
FLOTAC doporucuji k diagnostice parazitl pro vzorky, kde mize byt o¢ekévana i velice nizka
hodnota EPG. I dalsi autofi (Barda et al. 2013; Cringoli et al. 2017) uvadgji, Ze metoda Mini-
FLOTAC je citliva k detekci parazitarnich propagacénich ttvart jiz pii koncentraci 5 EPG.

Dle Cringoli et al. (2017), pouziti Cerstvych vykali pro diagnostiku metodou Mini-
FLOTAC poskytuje nejptesnéjsi vysledky za nejvyssi citlivosti metody. V tomto piipadé
nemohu snizenou citlivost metody pfipisovat stavu vzorki ani ptidanych vajicek, jelikoz jsem
V této Casti experimentu pracovala s Cerstvymi vzorky a vajicka byla extrahovana tésné pred
pfimichanim do negativniho vzorku, dochéazelo tedy k minimalnimu poruSeni materialu pied
jeho pouzitim. Cringoli et al. (2004) uvedli, Zze k podhodnoceni piesnosti metody mize dojit jiz
pfi samotné extrakci vaji¢ek a inokulaci negativniho vzorku, kdy mulze dojit ke ztratdm

transferovanych vajicek. K zabranéni této skuteCnosti byla extrahovana vajicka opakované
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pfepocitaina pro ovéfeni poctu vajicek v pfipraveném roztoku a vajiCka byla pfedem
promichana k zamezeni sedimentace na dno kadinky a nepfesného nabrani pipetou, pred
samotnym pfimichanim do negativniho vzorku.

Jelikoz jsem se v mém experimentu nezabyvala srovnavanim jednotlivych
diagnostickych metod, nemohu sva data k tomuto Gcelu vyuzit. AvSak ze ziskanych hodnot,
kdy pfi stanovené hodnoté 10 EPG bylo pii deseti opakovénich celkem ziskdno pouze 1%
vajicek, si dovolim hodnotit, Ze pti takto nizké mife infekce nemusi byt metoda Mini-FLOTAC

v

nejspolehlivéjsi pro detekcei vajicek Hymenolepis sp. u rodu Rattus.

V druhé ¢asti prace jsem se zaméfila na testovani uspeésnosti a presnosti metody Mini-
FLOTAC k ovéteni Hypotézy 2, ktera tika: ,,Diverzita propagacnich utvari detekovanych
metodou Mini-FLOTAC relevantné odrazi druhové spektrum a pocetnost helminti ptitomnych
v GI traktu volné zijicich hlodavci®.

V druhé casti prace bylo celkem vySetfeno 98 vzorkd. Zbylych deset jedinch
z celkového poctu 108 nebylo mozné vysettit, kvlili nedostateénému mnozstvi koprologického
materidlu v travicim traktu. Pii vySetfeni byla pocitdna a zahrnuta jen jednoznacné
identifikovatelna vaji¢ka, coz pfedstavovalo vyznamny problém, kvili riznorodé prihlednosti
vzorku, pritomnosti vzduchovych bublin, ale také pseudoparaziti a riznému stavu
propagacnich utvari redlnych parazitii. V nékterych vzorcich byly propagacni utvary vyznamné
porusené, popiipad¢ mohly byt vidény pozistatky obalil, které se vsak nedaly povazovat za
plnohodnotna vajicka. To mohlo byt ovlivnéno tim, ze az do doby pouziti byly vzorky
uchovavany v zamrazeném stavu, a zamrazeni a nasledné rozmrazeni mohlo porusit buné¢né
struktury propagacnich utvarti helminti.

Barda et al. (2015) a Cringoli et al. (2017) doporucuji vzorek vykalu konzervovat v 5%
formalinu v poméru 1:1 v ptipadech, kdy neni mozné ihned vysetfit vzorek Cerstvé ziskany.
Autofi uvadéji, Ze u takto konzervovaného vzorku bude citlivost vySetfeni metodou Mini-
FLOTAC nepozménéna po nékolik tydnti az mésic. Catalano et al. (2019) vsak popsali, Ze
citlivost diagnostiky nebyla naruSena ani po dobé& delsi neZz jeden mésic pfi konzervaci ve
zminéné koncentraci formalinu.

Ze vSech vySetfenych vzorkli bylo pozitivnich 57 na alesponn jeden druh
gastrointestinalniho helminta. Byly identifikovany druhy Aspiculuris tetraptera, Heterakis
spumosa, Trichuris muris, jedinci rodu Syphacia a tasemnice rodu Hymenolepis. Z téchto
vzorki pozitivnich pii vySetfeni metodou Mini-FLOTAC se shodovalo 46 vzorku s pozitivnimi
vysledky z pitvy. Procentualni Gspésnost metody Mini-FLOTAC byla pocitana pro kazdého
detekovaného parazita zvlast. Stoprocentni uspésnosti shody bylo dosazeno u rodu T. muris,
avSak celkovy pocet Cital pouze 2 vzorky, proto tento vysledek neni pfili§ relevantni. Nejvice
zastoupenymi byly tasemnice rodu Hymenolepis, u kterych doslo ke shodé s vysledky z pitvy
ve 26 vzorcich, piesto bylo dosaZzeno jen 63 % tspéSnosti. Napiiklad Barda et al. (2013) a
Cringoli et al. (2017) popsali, Ze aparat Mini-FLOTAC je obzvlasté citlivy pro detekci téchto
tasemnic.

Nejvice falesné¢ pozitivnich nalez bylo u druht T. muris (71 %) a A. tetraptera (69 %).
Moznym divodem pro nalezeni propagacnich utvarti v koprologickém vzorku bez pfitomnosti
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dospélého parazita v GIT miize byt napiiklad vylouceni vaji¢ek parazitem a jeho néslednou
migraci do jiné ¢asti téla hlodavce. Z druhti parazitti detekovanych v mém experimentu vsak
nebyl u zadného popsan vyvojovy cyklus, ktery by migraci po téle zahrnoval. Z tohoto diivodu
muze situaci 1épe vysvétlit skutecnost, Ze stejn€ jako u jinych hlodavci se i u potkanta a krys
propagac¢nich utvari nékterych parazitt vykaly, aniz by doSlo k zahajeni vyvojového cyklu
parazita uvniti téla hlodavce. K pasazi propagacnich utvarti helmintti vS§ak mize dojit i po
samotném pozieni propagacnich utvarl, které doposud nejsou infekceschopné, naptiklad
s potravou, a k jejich dalsimu vyvoji dochazi znovu az po pruchodu gastrointestinalniho traktu
hlodavce.

Nejvice falesné negativnich nalezti bylo u rodu Syphacia, kde z celkového poctu 19
hostitelt s timto parazitem byly vysledky koprologie negativni u jedenacti z nich. Tento
vysledek by se vSak dal povazovat za biologicky spravny, jak jiz bylo zminéno v kapitole
3.2.3.1., protoze vétsina vajicek, které oplozena samice vylouci, muze byt nalezena v perianalni
oblasti potkana ¢i krysy a jen zlomek z celkového poctu se vylouci s vykaly jedince. VySetfeni
metodou Mini-FLOTAC tedy s vétsi pravdépodobnosti miize podhodnotit miru infekce timto
parazitem (Sousa et al. 2016). M¢ vysledky koresponduji se zjisténimi Carrera-Jativa et al.
(2023) kteti popsali nizkou citlivost metody Mini-FLOTAC pro vajicka Syphacia sp. Tato
zjisténi souhlasi i s niz§im procentem fale$né negativnich vzorkt pro druh A. tetraptera (38 %),
u kterého dochazi k vyluc¢ovani vajicek s vykaly a je zde tedy vy$si pravdépodobnost, Ze vajicka
budou nalezena pti koprologickém vySetieni.

K omezeni fale$né negativnich vysledki je autory (Knopp et al. 2009; Carrera-Jativa et
al. 2023) doporucovano provadét alespon tii opakovani pro kazdého vysetiovaného jedince,
¢imz lze kompenzovat 1 niz§i miru citlivosti vybrané metody. K zaji§téni co nejpiesné;jsi
diagnézy je autory soucasné doporu¢ovano odebrat co nejvétsi vzorek a dikladné ho
homogenizovat, jelikoZ propagacni Gtvary paraziti zpravidla nebyvaji rovnomérné rozlozeny
ve vzorku vykalu, naopak se shlukuji (Engels et al. 1997; Torgerson et al. 2012; Cringoli et al.
2017). Pii koprologickém vySetieni vykalu hlodavce tento poznatek predstavuje urcitou
vyhodu, jelikoZ pfi jeho vySetfeni dochézi zpravidla ke zpracovani celého vzorku, na rozdil od
vySetieni vzorku skotu ¢i koné doméciho. Pfedstavuje to vSak i1 urcité omezeni, protoze pfi
vyuziti celého vzorku je zamezeno opakovatelnosti vySetieni.

K findlnimu zhodnoceni uspé$nosti mého méfeni metodou Mini-FLOTAC byla
sestavena souhrnnd tabulka pro jednotlivé druhy helmintl. I tyto vysledky vSak maji urcitou
miru zkresleni, kvili odliSnému poctu nalezenych parazith daného druhu ve vzorcich, a
soucasné odliSnym vyvojovym cyklim. Nejlépe na této stupnici se umistily druhy Trichuris
muris a Hymenolepis spp., které se vSak znaéné lisily v poctu detekovanych ttvarii a poctu
shodnych vysledki. Rod Syphacia se sice umistil na poslednim misté v hodnoceni, ale
s ohledem na vyvojovy cyklus je to oekavany vysledek, protoze vajicka této hlistice primarné
nehledame v koprologickych vzorcich.

K ovéteni pfesnosti metody byla vypracovana korelacni analyza pro detekované druhy
helmintl samostatné, s ohledem na jejich rozdilnou biologii. V analyze byla data ziskana
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z pitev GIT korelovéana s daty koprologického vysetfeni metodou Mini-FLOTAC. Ziskané
vysledky korelace byly zna¢né€ variabilni mezi druhy.

Variabilni vysledky piesnosti této metody byly ziskdny také u piedchozich autort
(Barda et al. 2014; Noel et al. 2017; Dias de Castro et al. 2017; Paras et al. 2018; Napravnikova
et al. 2019), ktefi vSak srovnavali dvé az tii koprologické metody mezi sebou u riznych druhi
hostitelskych zvirat.

Nejvyssi zéavislost mezi poctem dospélych samic helmintd v GIT a mnozstvim
nalezenych vaji¢ek ve vzorku vykalu byla u druhi A. tetraptera (0,992) a H. spumosa (0,794).
Slaba zavislost (0,381) mezi poctem dosp€lych helmintli a mnozstvim nalezenych vajicek
zjisténa u Syphacia spp. je vsak pozoruhodnym vysledkem, pfi srovnani s niz§im ziskanym
korela¢nim koeficientem pro samice s vajicky a mnozstvim nalezenych vajic¢ek (0,104). To by
mohlo byt vysvétleno charakteristickou vlastnosti Syphacia sp., kdy dochazi k jednorazovému
uvolnéni vysokého mnozstvi vajicek, kterd se hromadi na periandlni oblasti hostitele,
s naslednym thynem dospélych samic (Sousa et al. 2016).

Catalano et al. (2019) vénujici se ve své praci motolicim u volné zijicich hlodavc, také provedli
korela¢ni analyzu mezi dospélymi jedinci v GIT a propagacnimi Utvary z vySetfeni Mini-
FLOTAUC, avsak zjistili slabou zavislost pro oba testované druhy motolic.

U druhtt Hymenolepis spp. korelaéni koeficient v mé praci nedosahoval pfimé iméry (-
0,067), a koeficient determinace (0 %) znaci, Ze hodnota EPG neni vysvétlena mnozstvim
jedinct nalezenych pfi pitve.

Limitaci tohoto zjisténi vSak mize byt i fakt, ze vajicka tasemnic rodu Hymenolepis
naprosto jinak, nez vajicka v uméle inokulovanych vzorcich (viz Obr. 9). Cerstvé ziskana
vajicka byla vzdy zfetelna, pravidelného tvaru a jednotné velikosti (viz Obr. 3), zatimco v
pfirozené inokulovanych vzorcich jsem se setkavala s rozpétim velikosti vaji¢ek od 40 pm az
po 80 um.

K podhodnoceni vysledkli u pfirozen¢ infikovanych vzorkti mize dojit v disledku
mnoha faktort, naptiklad v prepatentni fazi infekce, kdy doposud nedochézi k vylucovani
vajicek helminty, ¢i v piipadé, kdy se v gastrointestinalnim traktu nachézi pouze parazité
jednoho pohlavi. Dal§imi vyznamnymi faktory je samotnd plodnost gravidni samice,
prerusované vylu¢ovani vajicek, ¢i vyluovani nizkého mnozstvi vajiek, coz je v ptipadé
vyuziti Mini-FLOTAC tedy mnozstvi niz§i nez 5 EPG (Cringoli et al. 2017). To odpovida
skutecnosti, Ze pro zastupce fadu Cyclophillidea, do kterého patii i tasemnice rodu
Hymenolepis, je typické nepravidelné vylucovani gravidnich proglottid v gastrointestinalnim
traktu a vykalech hostitele, coZz miize znemoznit detekci jejich propagacnich utvarl pfii
vySetieni (Marcer et al. 2022).

Faktory, které mohly ovlivnit viditelnost vajicek pfi mikroskopickém vySetieni byly
zejména pruhlednost vzorku, jelikoZ i po scezeni a peclivém pifevedeni do komirky Mini-

FLOTAC vzorek obsahoval velké mnozstvi ¢astic a vzduchovych bublin, které mohly zastinit
pfitomna vajicka, popiipad€¢ branit jejich vyflotovani k hladin¢ flotacni komiirky. Nektera
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vajicka mohla zlstat na spodni strané aparatu, a po ,,odfiznuti“ horni vrstvy tedy nebyla
ptitomna ve vySetfovaci komurce ke spocitani.

Volba flota¢niho roztoku neni univerzalni pro propagacni ttvary vSech helmintt. Jak
jiz bylo popsano v 3.3.2.3, nékteti autofi (Barda et al. 2013; EI-Nadi et al. 2019) uvadi vyssi
citlivost detekce gastrointestindlnich helmintl pfi pouZiti solného roztoku, nez pii pouziti
roztoku siranu zine¢natého, ktery umoznuje lepsi detekci prvoki v koprologickém vzorku.
Citlivost detekce bude vzdy ovlivnéna hustotou zvolené¢ho flota¢niho roztoku a soucasné
hmotnosti hledanych propagacnich utvart. Soucasné s timto efektem, vyssi hustota zvoleného
roztoku muze kromé vyssiho mnozstvi vyflotovanych propagacnich utvara zptisobit vyssi miru
flotace necistot, a ztizit tim prohlizeni samotného vzorku (Ballweber et al. 2014; Das et al.
2020).

Citlivost, pfesnost i preciznost jsou zasadnimi faktory k hodnoceni spolehlivosti
vybrané koprologické metody. M4 zjisténi se ptidavaji k autorGm ptedchozich praci, kteti
prokazuji ze piesnost zvolené metody se vyrazng 1isi u riznych druht detekovanych helmintd.

Obr. 9: Porusené obaly vaji¢ka tasemnice Hymenolepis sp. (vlevo nahote a vlevo dole) a intaktni vajicko Aspiculuris
tetraptera (uprostied) (Autor: Vlastni fotografie)
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7 Zavér

Cilem diplomové prace bylo ovéfit vhodnost koprologické metody Mini-FLOTAC pro
diagnostiku gastrointestinalnich helmintéz u hlodavcti rodu Rattus Zijicich na uzemi Ceské
republiky. K naplnéni tohoto cile byly zformulovany dvé hypotézy. K ovéfeni prvni hypotézy
bylo provedeno testovani na uméle inokulovanych vzorcich vykala potkana Rattus norvegicus.
Z mych vysledka je patrné, ze metoda Mini-FLOTAC nedosahuje dostatecné citlivosti pro
detekci vajicek tasemnice Hymenolepis diminuta pii definované hodnoté 10 EPG. Pfesnost
metody Mini-FLOTAC pii hodnoté 10 EPG byla vyznamné niz8i, nez pii definovanych

hodnotach 100 a 1000 EPG. Tato hypotéza nebyla potvrzena.

Druha hypotéza byla ovéfovana na piirozené infikovanych vzorcich ziskanych
Z hlodavct rodu Rattus, odchycenych na sedmi lokalitach ve Stfedoceském kraji. Ziskané
vysledky byly statisticky porovnany s vysledky pitev gastrointestinalnich traktt piislu$nych
jedinct. Pii vySetfeni metodou Mini-FLOTAC byly detekovany druhy Hymenolepis spp.,
Syphacia spp., Aspiculuris tetraptera, Trichuris muris a Heterakis spumosa, coz se shoduje
S helminty detekovanymi pii pitvé GI traktd vySetfovanych hlodavct. Ziskané vysledky
koprologie metodou Mini-FLOTAC tedy relevantné odrazi druhové spektrum
gastrointestinalnich helminta.

Presnost ziskanych vysledki se zna¢né¢ liSila mezi detekovanymi druhy
gastrointestindlnich helmint,, coz se shoduje se zjisténimi ptredchozich autorti. Nejnizsi
presnosti v mém experimentu metoda Mini-FLOTAC dosahla u druhit Hymenolepis spp., coz
koresponduje s vysledky prvni hypotézy. NejvySsi presnosti, ovéfované korela¢ni analyzou
metoda dosahla u druhti Aspiculuris tetraptera a Heterakis spumosa, avsak ziskané vysledky
mohly byt zna¢né zkreslené nizkym poctem ziskanych pozitivnich vzorkd, které byly do
statistické analyzy nasledné zahrnuty. Druha hypotéza byla tedy potvrzena ¢aste¢né.

Faktory, které limitoval vysledky prace byly zejména omezeny pocet vySetfovanych a
pozitivnich vzorkid, nizké hmotnosti navazek jednotlivych vzorkli a moZnd omezeni,
vyplyvajici z formy skladovani vzorkl pted jejich vySettenim. Pro dalsi vyzkum bych tedy
doporucila vySetfit vy$§i mnozstvi vzorku a zvazit metodologické upravy, které by mohly
napomoci K vyssi spolehlivosti metody Mini-FLOTAC.

Pfestoze mymi zjiSténimi nebyla potvrzena vhodnost testované metody pro vySetfeni
gastrointestindlnich helmintéz u hlodavct rodu Rattus, véfim, Ze tato prace pfinesla cenné
poznatky a doufam, ze bude podnétem pro navazujici vyzkumy v této oblasti parazitologie.
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