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Využití koprologické metody Mini-FLOTAC pro 
diagnostiku gastrointestinálních helmintóz u rodu Rattus 

Souhrn 

Tato práce byla zaměřena na zhodnocení vhodnosti koprologické metody M i n i -
F L O T A C k diagnostice gastrointestinálních helmintóz u hlodavců rodu Rattus, vyskytujících 
se na území České republiky. Cílem práce bylo otestovat diagnostické parametry této metody 
s ohledem na její schopnost poskytnout relevantní výsledky pro stanovení intenzity infekce 
různými druhy gastrointestinálních helmintů a detekovat skutečné druhové složení helmintů 
přítomných v gastrointestinálním traktu vyšetřených hlodavců. 

Praktická část diplomové práce byla rozdělena do dvou částí. První část experimentu se 
zabývala standardizací zvolené metody, přičemž byla ověřována její citlivost a přesnost na 
uměle inokulovaných vzorcích vajíčky tasemnice Hymenolepis diminuta. Získané výsledky 
byly statisticky vyhodnoceny za použití A N O V A analýzy a Scheffeho testu. Výsledky 
prokázaly nízkou přesnost metody u všech testovaných hladin E P G a nedostatečnou citlivost 
při definované hodnotě 10 E P G . 

V druhé části experimentu bylo provedeno testování metody M i n i - F L O T A C na 
přirozeně infikovaných vzorcích získaných z volně žijících hlodavců rodu Rattus. V rámci 
tohoto experimentu bylo zanalyzováno celkem 98 vzorků, ve kterých byly identifikovány 
propagační útvary druhů: Hymenolepis spp., Syphacia spp., Trichuris muris, Aspiculuris 
tetraptera a Heterakis spumosa. K e statistickému vyhodnocení této části experimentu byla 
použita regresní a korelační analýza, srovnávající získané hodnoty E P G s výsledky přímé pitvy 
gastrointestinálních traktů vyšetřovaných hlodavců. Metoda M i n i - F L O T A C správně 
detekovala druhové spektrum helmintů, vyskytujících se v gastrointestinálních traktech 
hlodavců, avšak přesnost získaných výsledků byla variabilní pro jednotlivé druhy helmintů. 
Toto zjištění naznačuje, že metoda není univerzálně spolehlivá pro kvantifikaci zatížení 
gastrointestinálními helminty u hlodavců rodu Rattus. 

Nej významnějšími limitacemi tohoto výzkumu byl nízký počet vzorků, nedostatečné 
navážky k naplnění obou vyšetřovacích komor apararátu M i n i - F L O T A C a možné narušení 
propagačních útvarů způsobem konzervace vzorků. Výsledky této práce zdůraznily nutnost 
dalšího metodického zdokonalení pro zlepšení výsledků získaných použitím metody M i n i -
F L O T A C , pro spolehlivou neinvazivní diagnostiku gastrointestinálních helmintóz u hlodavců. 

Klíčová slova: Cestoda, Nematoda, in-vivo diagnostika, koprologické vyšetření, E P G , 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 M i n i - F L O T A C 
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 A N O V A 
analysis and Scheffe's test. The results showed low accuracy of the method at all tested E P G 
levels and insufficient sensitivity at the defined value of 10 E P G . 

In the second part of the experiment, the M i n i - F L O T A C 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 
E P G values with the results of direct dissection of the gastrointestinal tracts of the rodents 
examined. The M i n i - F L O T A C 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 f i l l both flotation chambers of the M i n i - F L O T A C 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 M i n i - F L O T A C method, in order to get a reliable, non-invasive diagnosis of 
gastrointestinal helminthosis in rodents. 

Keywords: Cestoda, Nematoda, in-vivo diagnostics, coprological diagnostics, E P G , diversity 

and intensity of infection 
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1 Úvod 

Koprologické metody se staly nedílnou součástí neinvazivní diagnostiky endoparazitů 
u hostitelů a jsou v současnosti standardem v humánní i veterinární parazitológii. Tyto metody 
umožňují dlouhodobé monitorování parazitologické situace u vybraných druhů živočichů bez 
nutnosti jejich usmrcení či j iného zásahu do jejich integrity (Catalano et al. 2019). Při 
kvantifikaci zatížení parazity mohou však tyto metody mít své limity ve srovnání 
s invazivnějšími metodami, jako jsou přímé pitvy gastrointestinálních traktů studovaných 
hostitelů (Zajac & Conboy 2012). 

Hlodavci představují jednu z nej hojnějších, geograficky nej rozšířenějších a 
nej ničivějších skupin živočichů, kteří nejsou pouze zodpovědní za přímé i nepřímé škody na 
produktech člověka, ale jsou také významnými rezervoáry a přenašeči mnoha parazitárních 
infekcí a onemocnění (Pakdel et al. 2013; Khan et al. 2021). Zoonotický potenciál patogenů 
rodu Rattus je mezi hlodavci z hlediska lidského zdraví a ekonomiky obzvláště významný 
v kontextu současných ekologických změn, které mohou ovlivňovat druhové složení a 
početnost parazitů, jež se u krys a potkanů rodu Rattus vyskytují na území České republiky. 

Navzdory tomu, že hlodavci rodu Rattus patří historicky mezi nejčastěji využívané 
experimentální živočichy (Baumans 2016), existuje relativní nedostatek vědecké literatury 
zabývající se diagnostikou gastrointestinálních helmintů pomocí koprologických metod. 
Doposud není k dispozici „zlatý standard" splňující všechny požadované diagnostické 
parametry, který by byl univerzální pro použití u všech druhů hostitelů. 

S cílem kombinovat přesné výsledky s vysokou citlivostí i při nízké prevalenci parazitů 
za nízkých nákladů byla vyvinuta metoda M i n i - F L O T A C (Barda et al. 2013). Tato metoda byla 
úspěšně aplikována k diagnostice gastrointestinálních parazitů u různých druhů živočichů, 
včetně koní (Noel et al. 2017; Nápravníková et al. 2019), ptáků (Shifaw et al. 2021) 
přežvýkavců (Bosco et al. 2023), ale také kytovců (Marcer et al. 2022) a volně žijících hlodavců 
(Catalano et al. 2019). Diagnostikou gastrointestinálních helmintů u volně žijících hlodavců se 
doposud zabývali pouze Carrera-Játiva et al. (2023) kteří doporučili tuto metodu pro další 
výzkumy. 

Tato práce si klade za cíl ověřit vhodnost metody M i n i - F L O T A C pro diagnostiku 
gastrointestinálních helmintů u volně žijících hlodavců rodu Rattus a potenciálně přispět k 
rozvoji metodologických postupů v tomto výzkumném směru. 
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 

Cílem diplomové práce je ověřit vhodnost (správnost, přesnost, citlivost a spolehlivost) 
koprologické metody M i n i - F L O T A C pro diagnostiku gastrointestinálních helmintóz u 
hlodavců rodu Rattus žijících na území České republiky. 

H l : Koprologické vyšetření metodou M i n i - F L O T A C poskytuje při stanovení E P G 
gastrointestinálních helmintů hlodavců relevantní výsledky tzn. intenzita infekce Hymenolepis 
diminuta zjištěná výše uvedenou metodou odpovídá reálnému počtu vajíček ve výkalech 
hostitele. 

H2: Diverzita propagačních útvarů detekovaných metodou M i n i - F L O T A C relevantně odráží 
druhové spektrum a početnost helmintů přítomných v GI traktu volně žijících hlodavců. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Ekologie a biologie rodu Rattus 

Rád hlodavců (Rodentia Bowdich, 1821) zahrnuje více než čtyřicet procent všech druhů 
savců (Feng & Himsworth 2014). Do rodu krys, {Rattus Fischer de Waldheim, 1803) 
spadajícího do čeledi myšovitých (Muridae Illiger, 1811), se dnes řadí až 61 druhů, čímž tvoří 
nejzastoupenější rod savců vůbec (Apl in et al. 2003). 

První zástupci rodu Rattus jsou datováni přibližně do období konce Pliocénu asi před 
třemi miliony let (Aplin et al. 2003) a z Jihovýchodní Asie se rychle rozšířili do celého světa 
(Macdonald et al. 1999). Potomkům původního zástupce rodu Rattus se od té doby podařilo 
kolonizovat všechny typy prostředí a v současnosti se vyskytují na všech kontinentech kromě 
Antarktidy (Feng & Himsworth 2014). Zástupci tohoto rodu jsou klasickým příkladem 
synantropně žijících savců, protože jejich hlavní místo výskytu je vždy spojeno s člověkem, ať 
už na venkově, nebo ve městech (Aplin et al. 2003; Galán-Puchades et al. 2021). Někteří autoři 
je dokonce nazývají „obligátními škůdci", protože se zdá, že k udržení svých populací člověka 
výslovně potřebují (Apl in et al. 2003; Feng & Himsworth 2014). 

Zatímco habitat většiny druhů rodu Rattus je v lesích, Subalpínských až Alpínských 
biotopech či na oceánských ostrovech, pět z jednašedesáti druhů tohoto rodu se vyskytuje 
převážně v horských oblastech (Feng & Himsworth 2014). N a území české republiky se z rodu 
Rattus vyskytuje zejména druh potkan obecný {Rattus norvegicus Berkenhout, 1769) a krysa 
obecná {Rattus rattus Linnaeus, 1758) (Anděra 2011). Z tohoto důvodu budou dále rozepsány 
pouze informace týkající se těchto dvou druhů. 

3.1.1 Ekologie a biologie lokálně významných druhů rodu Rattus 

Potkan obecný {Rattus norvegicus) má malé uši a jeho ocas tvoří asi 85% délky těla, ve 
srovnání s krysou obecnou {Rattus rattus), která má uši větší a ocas výrazně delší než tělo (Otto 
et al. 2015). Relativně větší velikost a agresivnější povaha potkana pravděpodobně způsobila 
vytlačení velké části populace původní krysy z Evropy, po jeho příchodu z j ihovýchodní Asie 
do Evropy v období 18. století (Macdonald et al. 1999; Otto et al. 2015). 

Rozšíření potkanů a krys po celém světě je významně ovlivňováno klimatickými 
faktory, kde např. potkanu obecnému nejvíce vyhovuje mírné, až tropické podnebí (Marsh 
1994). Průzkumy naznačují, že nejběžnějším druhem rodu Rattus v Evropských městech (např. 
v Itálii, Maďarsku, Rakousku či Angli i ) je R. norvegicus (Cavia et al. 2009). Studie na 
zemědělských půdách různých oblastí mírného pásu ukazují, že pole a otevřené plochy jsou pro 
potkany obecně okrajovým prostředím, s výjimkou případů, kdy jsou j im plodiny dostupné jako 
potrava (Macdonald et al. 1999). 

Výskyt potkanů je úzce spjat s lidskými sídly a oblastmi ovlivněnými lidskou činností. 
Procesy jako například urbanizace potkanům poskytují vynikající prostředí (Simóes et al. 
2016). V zimním období si městští potkani vyhledávají úkryt přímo v lidských obydlích, 
naopak venkov, kde je vyšší podíl půdy na úkor lidské zástavby, poskytuje potkanům vhodné 
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podmínky pro stavbu vlastních nor (Cavia et al. 2009). Autor také uvádí, že v městských parcích 
se potkan vyskytoval zejména na plochách s vysokou hustotou stromů a/nebo keřů. 

Podobně jako v historii, i v současnosti pronikání potkanů do teritorií krys způsobuje 
jejich vytlačování z hnízd a nucené stěhování do vyšších míst, např. na střechy či do potrubí 
lidských staveb (Barnett & Spencer 1951; Feng & Himsworth 2014). Krysy obecnejšou zdatné 
ve zdolávání vertikálních překážek a stavění hnízd z umělých materiálů, jsou proto k nalezení 
i v člověkem-hustě zastavěných oblastech (Cavia et al. 2009). 

N a populace potkanů v rámci j ednoho klimatického pásma má významný v l iv také roční 
období, které ovlivňuje nejen jejich aktivitu, ale také reprodukci (Davis 1953; Feng & 
Himsworth 2014). V posledních letech bylo pozorováno, že mírné a vlhké zimy a jara mají 
pozitivní v l iv na růst populací těchto hlodavců (Galán-Puchades et al. 2021). V mírném podnebí 
reprodukční aktivita vrcholí na jaře a na podzim, a v zimě klesá (Margulis 1977; Macdonald et 
al. 1999). Populace poté dosahuje nej vyšší hustoty koncem léta a začátkem podzimu, 
v důsledku skokového přírůstku juvenilních jedinců (Mcguire et al. 2006; Feng & Himsworth 
2014). Rovněž samotná plodnost samců je závislá na ročním období a j ím spojenou potravní 
nabídkou, jelikož omezený přístup k potravě opožďuje nástup pohlavní dospělosti a fakultativní 
zastavení spermatogeneze (Macdonald et al. 1999). 

Potravní preference potkanů jsou ovlivňovány předchozími zkušenostmi i nutriční 
hodnotou potravy (Barnett & Spencer 1953), avšak jako oportunisté se schopností se 
přizpůsobit různorodé potravě, je výběr potravy do značné míry ovlivňován její dostupností 
(Apl in et al. 2003). Oproti všežravosti potkanů, krysy rodu Rattus konzumují přednostně ovoce, 
ořechy a semena (Marsh 1994). Potkani se obecně vyhýbají otevřeným plochám a mají tendenci 
svou potravu konzumovat v blízkosti svých úkrytů (Takahashi & Lore 1980; Whishaw & 
Whishaw 1996; Feng & Himsworth 2014). Takahashi & Lore (1980) nenašli v nalezených 
potkaních norách žádné důkazy o uskladněné potravě. 

Whishaw & Whishaw (1996) popisují, že většina aktivity potkanů se odehrává 
v nočních hodinách před půlnocí, juvenilní potkani však často vyhledávají potravu dříve, po 
západu slunce, aby se tak vyhnuli konkurenci starších a větších potkanů. Macdonald et al. 
(1999) popisují, že noční aktivita potkanů může působit střet zájmů mezi krmením a pářícími 
aktivitami např. v letním období, kdy je noc nejkratší, a obě tyto aktivity vrcholí právě během 
noci. Střídání ročních období také ovlivňuje délku doby, po kterou se zvíře musí během dne 
postit, než může jí t bezpečně shánět potravu. Samice preferují potravu shánět v mnoha krátkých 
intervalech, zatímco samci potravu vyhledávají méně často, ale po delší dobu (Inglis et al. 
1996). 

U samic potkanů žijících ve skupinách byla pozorována synchronizovaná říje, která 
může vést ke koordinovanému populačnímu boomu, kdy je ve stejnou dobu odstaveno velké 
množství mláďat (Marsh 1994). Doba březosti potkanů je přibližně tři týdny (Feng & 
Himsworth 2014). V příznivých podmínkách, např. v městském prostředí, se potkani mohou 
rozmnožovat celoročně a mít až pět vrhů ročně, kde se počet mláďat v jednom vrhu pohybuje 
mezi čtyřmi až osmi (Davis 1953;Marsh 1994). Počet mláďa tve vrhu se zvyšujetaké s velikostí 
a zralostí samice (Perry & Fetherston 1997). 
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Po narození j sou mláďata schopna přijímat pevnou potravu j iž ve věku tří týdnů a mohou 
být odstavena ve věku jednoho měsíce. Pohlavní dospělosti dosahují j iž ve věku tří měsíců věku 
(Marsh 1994). Samci potkanů mají přirozeně vyšší rychlost růstu a dorůstají do větších rozměrů 
než samice (Mcguire et al. 2006). Hmotnost a věk potkana však mají lineární vztah pouze 
v nej rannějším období života potkana. Po dosažení velikosti dospělého jedince j iž hmotnost 
neslouží jako užitečný ukazatel chronologického věku (Feng & Himsworth 2014). 

U samic, které se rozmnožují synchronně, přežije do odstavu přibližně 80 % mláďat, 
oproti 28 % mláďat, která přežijí u samic rozmnožujících se asynchronně (Ziporyn & 
Mcclintock 1991). Pravděpodobnost úmrtí potkana v prvním roce života je až 90-95%, volně 
žijící potkani tedy mají velmi krátkou dobu života (Davis 1953). Autor také uvádí, že predátoři 
jako např. kočky mají tendence zabíjet právě juvenilní potkany, čímž způsobují významné 
úbytky juvenilních jedinců z populací. B y l o také popsáno, že samice se dožívají vyššího věku 
než samci (Margulis 1977). 

Jako konzumenti prvního i druhého řádu v potravních řetězcích hrají hlodavci 
významnou roli v životních cyklech řady helmintů jako mezihostitelé i definitivní hostitelé. 
Podílejí se tak na udržování přirozených ohnisek parazitárních infekcí a invazí (Summers et al. 
2003; Kononova & Prisniy 2020). Významnou roli plní i u přenosu různých agens např. na 
hospodářská zvířata (Pakdel et al. 2013; Franssen et al. 2016). Zvýšený výskyt hlodavců v dané 
oblasti obývané lidmi může také přímo souviset se zvýšeným výskytem zoonóz u konkrétní 
lidské populace (Stojcevic et al. 2004). Jejich schopnost působit jako vektoři zoonotických 
parazituje značně posílena jejich vysokou fyziologickou podobností s l idmi (Kataranovski et 
al. 2011). 

3.1.2 Parazitární infekce u rodu Rattus 

Parazitární infekce jsou jedním z významných faktorů ovlivňujících populační 
dynamiku potkanů a krys (Stojcevic et al. 2004). Pozitivní korelace mezi věkem potkanů a 
intenzitou parazitární nákazy naznačuje, že počet parazitů se během života potkana kumuluje 
uvnitř těla, avšak nezpůsobuje obvykle mortalitu jedince, kvůli vzájemné adaptaci hostitele a 
parazita. Ačkoli není běžné, aby parazité své hostitele usmrtili, mohou j im způsobovat změny 
v tělesné hmotnosti, velikosti i změnu chování, což v konečném důsledku ovlivňuje jejich 
rozmnožování i přežití (Gomez Villafaňe et al. 2008). Parazité však svým hostitelům mohou 
přinášet i určité výhody, z pohledu aktivace a posilování imunitního systému j iž od raného věku 
hostitele (Hewitson et al. 2009). 

Pro posouzení v l ivu parazitů na populační dynamiku hostitele je nutné studovat jak 
populace parazita, tak i hostitele. Parazité mají nepřímý v l iv na vnitrodruhové i mezi druhové 
interakce svých hostitelů, mohou snižovat jedincovu konkurenceschopnost či zvyšovat jeho 
zranitelnost vůči predátorům (Gomez Villafaňe et al. 2008). Z evolučního hlediska je cílem 
parazita zvýšit šanci, že se jeho infekční vývojová stádia setkají s hostitelským druhem. Jednou 
z adaptivních cest k tomuto cíli je manipulace s hostitelovým chováním. Známým příkladem 
tohoto fenoménu je zvýšená fyzická aktivita krysy, nakažené Toxoplasmou gondii (Nicolle & 
Manceaux, 1908) (Hay et al. 1983), která zvyšuje její atraktivitu pro definitivního hostitele této 
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kokcidie, kočky domácí (Felis catus Linnaeus, 1758). Zvýšený pohyb krysy stimuluje lovecký 
pud kočky, která naopak nejeví přílišný zájem o nepohyblivé objekty (Hubel & Wiesel 1962). 

Stejně tak, jak kolísají populace hlodavců samotných byla nejvyšší prevalence 
parazitárních infekcí zaznamenána v létě a na podzim (Kataranovski et al. 2011). Sezónní 
kolísání intenzity infekce závisí jak na vlastnostech konkrétních hostitelů, tak i na řadě 
klimatických faktorů. Příkladem je maximální intenzita infekce ptačí škrkavky Heterakis 
gallinarum (Schrank, 1788) během léta, úměrně s maximálními počty populace žížal, které jsou 
nezbytné pro přenos této hlístice (Anderson 2000). Jiným příkladem byla nejvyšší intenzita 
infekce hlístice parazitující u potkana, Nippostrongylus brasiliensis (Travassos, 1914), na 
podzim, kdy ve studované oblasti dochází k nej vyššímu množství srážek, které j sou zásadní pro 
přežití vývojových stádií tohoto druhu. Tato vývojová stádia se vyskytují ve vnějším prostředí 
a jsou náchylná na vysychání (Gomez Villafaňe et al. 2008). 

Studie Galán-Puchades et al. (2018) vyhodnotila, že dospělí potkani vykazovali vyšší 
prevalenci nákazy tasemnicí Hymenolepis diminuta (Rudolphi, 1819) než juvenilní potkani, 
pravděpodobně z důvodu kratší expozice prostředí. Dalším důvodem může být souvislost 
s potravou dospělých, která je bohatší na hmyz, který je mezihostitelem této tasemnice i j iných 
helmintů. Také Khan et al. (2021) zaznamenali vyšší prevalenci parazitů u dospělých potkanů 
(20 %) oproti necelým čtyřem procentům u subadultních jedinců. Jedinci s vysokou tělesnou 
hmotností jsou potenciálními cíli parazitů, protože jejich větší prostor těla představuje více 
místa pro kolonizaci parazity. Naopak, jedinci s nízkou tělesnou hmotností mohou být 
atraktivnější pro parazity z důvodu možné snížené imunitní kompetence a nedostatku živin 
z potravy (Morand 2015). 

Někteří autoři (Rodríguez-Vivas et al. 2011; Pakdel et al. 2013) popsali souvislost mezi 
pohlavím hlodavce a mírou infekce gastrointestinálních parazitů, kde byla intenzita infekce u 
potkaních samců až o třetinu vyšší než u samic. Tato souvislost s mírou infekce a pohlavím 
hostitele byla mimo j iné popsána i u ektoparazitů, jako jsou například klíšťata (Harder et al. 
1992). 

Jedním možným důvodem, proč se u samců může vyskytovat vyšší míra infekce je 
negativní v l iv samčího hormonu testosteronu na imunitní obranu jedince (Grossman 1989; 
Derothe 1997; Kataranovski et al. 2011), či na jeho chování, které ho dělá náchylnějším 
k infekci (Morand 2015; Biard et al. 2015). Tento fenomén byl experimentálně popsán v řadě 
studií na myšovitých, s použitím laboratorních parazitárních modelů, například 
Nippostrongylus brasiliensis (Bone & Bottjer 1986), /V. muris (Haley 1958) či Heterakis sp. 
(Harder et al. 1992). Nepř ímé důkazy naznačují, že vyšší hladiny testosteronu stimulují také 
larvální vývoj gastrointestinálních helmintů, například Trichinella spiralis či vývoj cyst 
Echinococcus granulosus (Harder et al. 1992). 

By lo prokázáno, že samci jsou nositeli intenzivnějších infekcí než samice, na základě 
prodlouženého patentního období a zvýšeném množství vajíček uvolňovaných výkaly. 
Experimentální snížení hladiny testosteronu u samců, dosažené jejich kastrací, vedlo ke 
zkrácení patentích období a snížení počtu vajíček ve výkalech (Harder et al. 1992). 
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3.2 Gastrointestinální helminti u rodu Rattus 

Pro účely této práce byl i vybráni gastrointestinální parazité s nejvyšší prevalencí u 
druhů Rattus rattus a Rattus norvegicus, se kterými je možné se běžně setkat ve 
Středoevropských podmínkách včetně České republiky, odkud pochází také materiál použitý 
v praktické části této práce. Následující helminté budou popsáni se zvláštním důrazem na 
vývojové cykly a propagační stádia, která potenciálně mohou být nalezena ve vzorcích výkalů, 
které jsou zkoumány v rámci této práce. Z těchto důvodů pro tuto část rešerše nebyli vybraní 
jiní helminté, kteří se sice mohou u rodu Rattus vyskytovat i v relativně vysoké míře, avšak 
potkani a krysy nejsou jejich definitivními hostiteli, nebo se nevyskytují v našich zeměpisných 
podmínkách. 

3.2.1 Cestoda 

3.2.1.1 Rod Hymenolepis 

Hymenolepis nana (Bilharz, 1851), autory označována také jako Rodentolepis nana,je 
v průměru 20 - 40 mm dlouhá a většinou méně než 1 mm široká tasemnice. Její scolex má čtyři 
přísavky a rostellum s dvaceti až sedmadvaceti háčky. Proglottidy u dospělých jedinců jsou ve 
tvaru lichoběžníku a mohou obsahovat až dvě stě vajíček s tenkým obalem, která jsou oválná, 
bezbarvá a se šesti polárními vlákny. Uvnitř vajíček se nachází embryo, tzv. onkosféra, se třemi 
páry háčků ve vnitřním obalu. Vajíčka této tasemnice jsou velká přibližně 30 - 56 x 44 - 62 um 
a mimo hostitele dlouho nepřežívají (Otto et al. 2015). 

U tohoto druhu byl popsán i přímý vývojový cyklus, tedy že celý jeho vývoj může být 
dokončen v rámci jednoho hostitele (Webster & Macdonald 1995; A l v i et al. 2021). Vývojový 
cyklus u tohoto druhu trvá přibližně čtrnáct až šestnáct dní. Onkosféry se po pozření vajíček 
hostitelem líhnou v tenkém střevě. Pronikají do klků střeva a za circa čtyři až pět dní se z nich 
vyvíjejí cysticerkoidní larvy, které znovu přecházejí do lumen střeva, kde se scolex tasemnice 
vchlípí a přichytí na sliznici. Zralé proglottidy se vyvíjí po deseti až dvanácti dnech a dospělci 
poté žijí pouze několik týdnů (Otto et al. 2015; A l v i et al. 2021). 

U potkanů a myší je tato tasemnice patogenní pouze při těžkých infekcích (Otto et al. 
2015). Starší literatura popisuje v l iv této tasemnice na zpomalení růstu, úbytky hmotnosti až 
úhyn (Hsu 1979). Infekce touto tasemnicí je nej častější u čerstvě odstavených mláďat ajuvenilů 
(Otto et al. 2015). Nakažení poté obvykle vede k určitému stupni imunity, která zabraňuje 
následovné autoinfekci. Pokud k autoinfekci však dojde, vajíčka se líhnou v tenkém střevě a 
vyvíjejí se bez toho, aniž by byla vylučována výkaly, a tím způsobují velmi vysoké zatížení 
gastrointestinálního traktu, v angličtině tzv. „syndrom nafouknutého břicha" (Owen 1992). 

Scolex Hymenolepis diminuta (Rudolphi, 1819) má také čtyři přísavky, ale rostellum je 
bez háčků. Vajíčka jsou velká 60-88 x 52-81 um (srovnání v iz Obr. 1) a onkosféra má tři páry 
háčků, avšak bez polárních vláken (Otto et al. 2015). 

Tento druh má vždy nepřímý vývojový cyklus. K přenosu vajíček s onkosférami mezi 
hostiteli dochází fekálně-orálním kontaktem, či náhodným pozřením mezihostitelů na 
obilovinách. Nejznámějším příkladem je brouk Tribolium confusum (Jacquelin du V a l , 1868) 
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který v sobě nosí cysticerkoidy této tasemnice (Webster & Macdonald 1995; Franssen et al. 
2016). Mezihostitelem mohou být také obilní brouci Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758), 
Tenebrio obscurus (Fabricius, 1792) či blechy Pulex irritans (Linnaeus, 1758), 
Ctenocephalides canis (Curtis, 1826) nebo Xenopsylla cheopis (Rothschild, 1903) (Otto et al. 
2015). 

Definitivním hostitelem těchto dvou druhů tasemnic jsou primárně potkani a krysy, 
avšak žijí i v tenkém střevě j iných hlodavců, např. myší a křečků a také u primátů včetně 
člověka. To z nich dělá potenciálně zoonotické parazity (Webster & Macdonald 1995). 

Ito et al. (1986) popsali na myších, že infekce i jednou onkosférou po ingesci několika 
vajíček vyvolává úplnou imunitu vůči reinfekci. By lo také uvedeno, že jedinci H. nana, 
adaptovaní na vývoj v myších, se při infekci potkana dále nevyvíjí v dospělce (Ito 1983; A l v i 
etal . 2021). 

lim 

1 0 0 -

B 0 -

Hymenolepis diminuta RodentolBpis nana 

Obr. 1: Relativní velikosti vajíček H. diminuta a H. nana (Pritchett 2007) 

3.2.2 Acanthocephala 

Vrtejši (Acanthocephala) jsou válcovití helminté, kteří vykazují tzv. pseudosegmentaci. 
Vyznačují se protáhlým, trubicovitým tělem, na jehož předním konci je obrácený hákovitý 
„chobot" tzv. proboscis, který se nachází ve své vlastní schránce kulatého tvaru, až dokud 
nedojde ke kontaktu se tkání hostitele (Teimoori et al. 2011; Mathison et al. 2021). Z přední 
stěny těla vrtejšů visí oválná tělíska zvaná lemnisky, která slouží jako zásobárna tekutin, když 
je proboscis zatažený ve schránce, a může mít také funkci v metabolismu tuků (Nickol 1985; 
Lotfy 2020). 

Stejně jako u třídy Cestoda, vrtejši postrádají trávicí ústrojí a vstřebávání živin tak 
probíhá výhradně přes tělní stěnu (Lotfy 2020; Mathison et al. 2021). Tito helminté jsou 
označováni za tzv. „perforující vrtej še", protože mohou u svých definitivních hostitelů způsobit 
perforaci střev, kterou kromě mechanického poškození proboscisem vrtej še dále usnadňují také 
proteolytické enzymy, které vylučují (Teimoori et al. 2011). 
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V rámci této skupiny bylo popsáno asi 1100 druhů (Mathison et al. 2021). Délka těla se 
značně liší mezi jednotlivými druhy, od několika milimetrů až po 65 cm, jako například u druhu 
Macracanthorhynchus hirudinaceus (Pallas, 1781). Průměrná délka většiny známých druhuje 
však mezi deseti až pětatřiceti milimetry (Lotfy 2020). 

Crompton et al. (1972) popisují, že Moniliformis moniliformis a Moniliformis dubius, 
jsou blízce příbuznými, možná až totožnými druhy. Dodává však, že existují mírné rozdíly 
v délce vývoje a věku, kdy dospělí jedinci začínají kopulovat a produkovat vajíčka. Prepatentní 
doba u druhu M. dubius je pět až šest týdnů, zatímco u M. moniliformis se vajíčka mohou objevit 
ve výkalech definitivního hostitele j iž dvaadvacet až osmatřicet dní po infekci. Z toho vyplývá, 
že M. dubius dospívá a produkuje vajíčka později (Crompton et al. 1972). Lackie (1975) j iž 
však uvádí, že se jedná o synonymní názvy pro stejný druh vrtejše. Tento druh je běžným 
parazitem vyskytujícím se ve většině částí světa (Lotfy 2020). 

Definitivními hostiteli Moniliformis spp. jsou krysy a potkani rodu Rattus, ačkoli 
náhodnými hostiteli se mohou stát i j iné druhy hlodavců, šelem či primátů včetně člověka. 
(Teimoori et al. 2011; Richardson & Brink 2011). Paratenickými hostiteli tohoto vrtejše mohou 
být různé druhy obojživelníků a plazů (Lotfy 2020). 

Vývojový cyklus tohoto rodu je nepřímý, a mezihostitelem jsou zpravidla švábi, 
Periplaneta americana (Linnaeus, 1758), Periplaneta australasiae (Fabricius, 1775), Blatta 
orientalis (Linnaeus, 1758) ((Chandler 1941; King & Robinson 1967). M. moniliformis se 
vzácně může vyskytovat také u brouků Blaps mucronata (Latreille 1804) (Lackie 1975). 
Předpokládá se, že specifita pro členovce je nízká (Mathison et al. 2021). 

Dospělé samice M. moniliformis měří 1 0 - 2 7 cm, zatímco samci jsou menší, s rozměry 
circa 4 - 10 cm (Mathison et al. 2021). Dospělci tohoto druhu žijí v tenkém střevě definitivních 
hostitelů, kam kladou vajíčka, která se následně dostávají do prostředí výkaly hostitele. Plně 
embryonovaná vajíčka obsahují infekční larvu prvního stádia, tzv. akantor a po pozření dochází 
k la rvá ln ímu vývoji uvnitř hemocoelu švába či brouka (Lotfy 2020; Mathison et al. 2021). 
Infikovaní švábi vykazovali sníženou aktivitu při vyhýbání se predátorům, což je jev výhodný 
pro parazita, jel ikož tak zvyšuje pravděpodobnost pozření švába hlodavcem, což je nezbytné 
pro dokončení vývojového cyklu parazita (Libersat & Moore 2000). 

V hemocoelu mezihostitele dochází k larválnímu vývoji přes dvě stádia akantor a šest 
stádií tzv. akantel, než dosáhne finálního larválního stádia tzv. cystakant, které je infekční pro 
obratlovce (Moore 1946; King & Robinson 1967; Mathison et al. 2021). Uvnitř těla 
bezobratlého akantor migruje a zpočátku vyvolává mírnou enkapsulační reakci. Akantor si 
následně vytváří membránový obal, který zabraňuje obranné reakci členovce a umožňuje tak 
další růst akantoru až do třetího stádia akantely, kdy se místo membránového obalu vytváří 
pevná schránka. Tato schránka může být považována za jakési rozhraní mezi hostitelem a 
parazitem a je rozhodující pro vyhnutí se obranné reakci hostitelů. Při porušení či nevytvoření 
schránky dochází k enkapsulaci vrtejše (Lackie 1975). Cystakanty mohou být v v hemocoelu 
švábů nalezeny circa po šesti týdnech vývoje (Moore 1946; Richardson & Brink 2011). Prvotní 
vývojová stádia larvy jsou kulovitého tvaru a od 22. až 29. dne po vylíhnutí se začínají 
prodlužovat. Od 44. až 51. dne se začíná zřetelněji diferencovat proboscis a začínají se vyvíjet 
lemnisky. Postupně se přední část začíná rozšiřovat, čímž se larva stává zploštělou a 

16 



rovnoměrně se zužuje k zadnímu konci těla. Cystakant může být odlišen od nižšího stádia 
akantely invaginací proboscisu a tím, že hroty háčků j iž prorazily kutikulu schránky (Crompton 
et al. 1972). 

Akantor je jediným kontinuálně pohyblivým stádiem ve vývojovém cyklu vrtejšů. 
Pozdější larvální stádia v mezihostiteli jsou nepohyblivá a dochází u nich především k růstu, 
vnitřní přestavbě a organogenezi, až se nakonec vyvíjí odolná larvální forma cystakant. Také 
dospělí vrtejši ve střevě definitivního hostitele jsou v podstatě přisedlí a pohybují se pouze 
během přisátí a páření (Whitfield 1971). 

Definitivní hostitel se nakazí pozřením členovce s infekčním stádiem cystakanta. Larvy 
uvolněné z tělní dutiny mezihostitele se přichycují na sliznici tenkého střeva, kde dospívají a 
kopulují circa za osm až dvanáct týdnů po infekci (Mathison et al. 2021). Vajíčka mají 
elipsovitý tvar a jsou opatřena dvěma obaly. Průhledný, silný vnější obal je pokryt velmi silnou 
membránou, je hladký a navzdory své tloušťce není příliš pevný. Těsně pod vnějším obalem se 
nachází obal vnitřní, který má pevnou a „lomenou" strukturu. M e z i tímto obalem a larvou je 
tenká elastická membrána, která těsně přiléhá k vyvíjející se larvě (Crompton et al. 1972). 
Rozměry těchto vajíček 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 nejběžnějším roupem, kterého u potkanů a krys lze 
diagnostikovat (Otto et al. 2015). Je to druhově specifický parazit a nepatří proto mezi 
zoonotické druhy (Webster & Macdonald 1995). Vývojový cyklus této Místíce je přímý a trvá 
jedenáct až patnáct dní (Baker 2007). Jedinci tohoto druhu osidlují slepé střevo hostitele, kde 
dospívají během sedmi až osmi dní (Sotillo et al. 2012). Gravidní samice kladou oplozená 
vajíčka do tlustého střeva a perianálních oblastí potkana (Lytvynets et al. 2010; Sousa et al. 
2016). Jejich rozměr je přibližně 72-82 x 25-36 um, tvarově jsou podlouhlá a z jedné strany 
mírně zploštělá (Otto et al. 2015). 

Tato vajíčka se stávají infekčními během několika hodin, jsou velmi odolná vůči 
podmínkám prostředí a pří pokojové teplotě mohou přežívat po dobu několika týdnů až měsíců. 
Jsou zároveň velmi lehká a snadno se proto šíří vzduchem (Lytvynets et al. 2010; Otto et al. 
2015; Sousa etal. 2016). Tato vajíčkajsou však citlivá na vysoké teploty, které sev laboratořích 
využívají k jejich likvidaci (Oldham 1967). 

Dospělý samec této Místíce je dlouhý 1 ,2-1 ,3 mm a jeho ocas je tenký a asi dvakrát 
delší než šířka těla. Můžeme u něho pozorovat jednu štíhlou, dlouhou spikulum a 
gubernaculum. Samice tohoto druhuje dlouhá 2,8 až 4 mm a vulva se nachází v přední čtvrtině 
těla. Dospělí jedinci se nachází ve slepém střevě a přední části tlustého střeva (Lytvynets et al. 
2010). 

Hostitel se nakazí buď pozřením vajíček z perianální oblasti infikovaného potkana, 
např. během sociálního chování a vzájemné péče o srst, tzv. groomingu (Webster & Macdonald 
1995; Franssen et al. 2016), nebo nepřímo prostřednictvím kontaminované vody, potravy a 
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j iných materiálů (Sousa et al. 2016). Potkan může být také nakažen tzv. retroinfekcí, tj. kdy 
v konečníku dojde kvyl íhnut í larev a jejich přesunu zpět do tlustého střeva (Stáhl 1963). 
Období prepatence trvá sedm až osm dní, během kterých se dospělí červi usídlí ve slepém střevě 
a vzestupném tračníku (Lytvynets et al. 2010). 

Druh Syphacia obvelata (Rudolphi, 1802) se častěji vyskytuje u myší, křečků a 
pískomilů, ale příležitostně se může vyskytnout i u potkanů, zejména pokud se jejich teritoria 
překrývají s j inými druhy drobných hlodavců. Tento druh je charakteristický krátkým obdobím 
dospívání a jednorázovým, „explozivním" uvolněním velkého množství vajíček v konečníku 
hostitele, doprovázeného následným úhynem dospělých hlístic. Vývoj vajíček do infekčního 
stádia larvy (L3) probíhá během prvních čtyřiadvaceti hodin. K migraci dospívajících samic do 
slepého střeva dochází po dobu tří dnů, a poprvé začínají uvolňovat vajíčka circa 12. den po 
infekci (Chan 1952; Scott & Gibbs 1986). 

Morfologie dospělců obou druhů rodu Syphacia je podobná, avšak S. muris je menší a 
samec má delší ocas v poměru k šířce těla (Baker 2007). Vajíčka S. obvelata jsou 118-153 x 
35-55 um velká, podlouhlá a z jedné strany téměř zcela plochá (Otto et al. 2015). 

Detekce těchto dvou druhů hlístic může být snadno provedena Grahamovou metodou 
(1941), také zvanou „Cellophane tape test" (Parkinson et al. 2011). Tato metoda spočívá ve 
vytvoření otisku perianální oblasti infikovaného hlodavce pomocí lepicí pásky a následnému 
mikroskopickému vyšetření a detekci nalepených vajíček (Hi l l et al. 2009). Vzhledem k tomu, 
že většina vajíček se nachází v perianální oblasti a pouze malá část se vyloučí s výkaly, 
sedimentace a další tradiční koprologické metody zahrnující sběr výkalů, stejně jako 
kvantifikace vajíček pomocí flotace jsou považovány za méně účinné a pravděpodobně 
podhodnocují míru infekce Syphacia spp. (Sousa et al. 2016). 

Dva popsané sezónní vrcholy výskytu oxyuroidních hlístic odpovídají dvěma sezónním 
vrcholům rozmnožování a veškerých sociálních interakcí u potkanů, které jsou obvykle v létě 
a začátkem podzimu (Calhoun 1962; Webster & Macdonald 1995; Kataranovski et al. 2011). 
Infikovaní potkani jsou většinou asymptomatičtí (Otto et al. 2015) a ačkoli jsou tyto hlístice 
obvykle považovány za nepatogenní, bylo prokázáno, že infekce roupy rodu Syphacia mají 
významný negativní v l iv na stravitelnost živin a růst u laboratorních potkanů (Wagner 1988; 
Plachý et al. 2016). By lo zjištěno, že i přes absenci zjevných histopatologických změn byl 
výrazně snížen střevní transport vody a elektrolytů (Lubcke et al. 1992). V behaviorálních 
studiích na myších bylo popsáno významné snížení aktivity u myší silně infikovaných S. 
obvelata (McNair & Timmons 1977). Těžké infekce byly spojeny se stavy jako prolaps 
konečníku, enteritidami, jaterními granulomy či perianální podráždění (Taffs 1976). 

3.2.3.2 Rod Aspiculuris 

Přímý vývojový cyklus u Aspiculuris tetraptera je delší než u rodu Syphacia, a trvá asi 
24 dní (Taffs 1976; Scott & Gibbs 1986; Baker 2007). Dospělci A. tetraptera žijí přibližně dva 
až pět centimetrů kaudálně od slepého střeva hostitele, v místě, kde se vyskytují 
charakteristické záhyby sliznice (Anya 1966). N a rozdíl od S. muris, kteří vajíčka kladou na 
perianální kůži hlodavce, dospělé samice tohoto druhu vajíčka kladou do lumen tlustého střeva 
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a odtud jsou vylučována výkaly (Baker 2007; Lytvynets et al. 2010). Z tohoto důvodu jsou 
k diagnostice tohoto parazita účinné různé techniky na bázi flotace výkalů (Parkinson et al. 
2011). 

Tato vajíčka jsou velice odolná podmínkám vnějšího prostředí, a infekční schopnosti 
dosahují po šesti dnech na vzduchu. K nakažení hostitele dochází po pozření embryonovaných 
vajíček (Scott & Gibbs 1986; Lytvynets et al. 2013). Samice tohoto druhu vajíčka uvolňují po 
celou dobu života, která se odhaduje na nejméně dalších čtyřiadvacet dní (Scott & Gibbs 1986). 
Vajíčka A. tetraptera jsou přibližně stejně velká jako vajíčka S. muris (Srovnání viz Obr. 2), 
měřící 89-93 x 36-42 um, ale jsou bilaterálně symetrická (Otto et al. 2015). 

Taffs (1976) popsal, že resistence myší vůči jedincům rodu Aspiculuris roste s věkem, 
kvůli přirozeným fyziologickým procesům stárnutí, spojeným např. se zvýšenou produkcí 
hlenu. V e studii Jacoby & Fox (1984) bylo zjištěno, že infekce S. obvelata se obvykle vyskytují 
u juvenilních jedinců. 

jim 
140 — 

Syphacia obvelati Aspxulurts teirapľera Syplwcia muris 

Obr. 2: Relativní velikosti vajíček S. obvelata, S. muris a A. tetraptera (Prítchett 2007) 

3.2.3.3 RodTrichuris 

Tenkohlavci obývají zpravidla slepé a tlusté střevo hostitele. Jejich tělo je typické dvěmi 
výrazně odlišnými konci: přední konec těla, tzv. „stichosom", je dlouhá, bičovitá struktura, 
kterým se zavrtávají do střevního epitelu hostitele; širší, zadní konec zůstává volně v lumen 
střeva a zanechává tak prostor pro kopulaci (Panesar & Cro l l 1980; Upadhyay & Nanware 
2020). 

Trichuris muris (Schrank, 1788) je endoparazit hlodavců z čeledi myšovitých (Muridae 
Illiger, 1811), který byl popsán například u druhů: Apodemus sylvaticus (Linnaeus, 1758), 
Apodemus flavicollis (Melchior, 1834), Mus domesticus (Schwarz & Schwarz, 1943) i R. rattus. 
Fylogenetické studie na různých hostitelích prokazují, že T. muris nemá hostitelsky specifické 
linie, avšak molekulární výsledky popisují dvě jasně vymezené geografické linie tohoto druhu. 
Tzv. „západoevropská linie" je rozšířena od severního Španělska po Dánsko, a 
„východoevropská linie" je rozšířena od Chorvatska, po Rumunsko a Turecko (Callejón et al. 
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2010). Trichuris muris sdílí rozsáhlou homologii s druhem Trichuris trichiura (Linnaeus, 1771) 
a z tohoto důvodu je hojně využíván v laboratořích pro studium tenkohlavců, kteří se mohou 
vyskytovat i u člověka (Yousefi et al. 2021). 

Vývojový cyklus je přímý. Nový hostitel se nakazí tzv. fekálně-orální cestou, kde se 
parazit přenáší pozřením infekčních vajíček, která nakažený hostitel uvolní ve výkalech (Hayes 
et al. 2010). Po pozření se embryonovaná vajíčka pohybují střevním traktem a hromadí se ve 
slepém střevě, kde j iž devadesát minut po infekci dochází k jejich líhnutí v larvy prvního stádia 
(LI) (Panesar & Cro l l 1980; Cliffe & Grencis 2004). Panesar & Crol l (1980) předpokládali, že 
relativně úzké rozmezí p H ve slepém a tlustém střevě (mezi p H 6 až 7) hraje důležitou roli při 
spouštění líhnutí larev. 

Po vylíhnutí L I larvy pronikají do proximální části tlustého střeva, kde procházejí 
vývojem v dalších třech stádiích: L 2 (9 až 11 dní), L3 (17 dní) a L 4 (22 dní). Dvaatřicátý den 
po vylíhnutí jsou dospělí jedinci pozorováni ve slepém střevě i proximálním tračníku 
infikovaných hlodavců (Klementowicz et al. 2012). Dospělé samice produkují 1000 - 2000 
neembryonovaných vajíček denně, která jsou vylučována s výkaly hostitele. Vajíčka T. muris 
jsou soudkovitého tvaru s polárními zátkami na každém konci a obvykle dosahují velikosti 
60x30 um (Forman et al. 2021). Koyama (2013) popsal i vzácný výskyt vajíček, která byla více 
než 74 um dlouhá a 38 um široká. 

V e vhodných podmínkách prostředí dochází přibližně po dvou měsících k embryonizaci 
a vajíčka se tak stávají infekceschopnými, a jen poté jsou schopna infikovat další hostitele 
(Cliffe & Grencis 2004; Klementowicz et al. 2012). 

Zajímavostí je, že pro samotnou indukci líhnutí larev tohoto druhuje důležitá interakce 
vajíček se střevní mikrobiotou hostitele (Wakelin 1969; Hayes et al. 2010; Klementowicz et al. 
2012). Střevní mikrobiom ovlivňuje kolonizaci, reprodukci i míru infekčnosti parazita a může 
mít přímý v l iv na vývojový cyklus T. muris tím, že se prichytáva na polární zátky vajíček a 
usnadňuje tak líhnutí larev, a v konečném důsledku podporuje vznik infekce (Hayes et al. 
2010). T. muris sám mění složení mikrobioty směrem k méně příznivému prostředí ve střevě, 
čímž brání dalšímu usídlení a líhnutí vlastních vajíček, a způsobuj e tak rozvoj chronické infekce 
(Whiteetal . 2018). 

Při zavrtání hlavové části helminta do epitelu střev j sou narušovány buňky bočních stěn 
epitelu, avšak apikální a bazálni povrch často zůstává neporušený, čímž dochází k vytvoření 
tzv. „syncitiálních tunelů", v nichž parazit přebývá (Klementowicz et al. 2012; Yousefi et al. 
2021). Wakelin (1969) popsal, že larvy pronikají do epitelových buněk sliznice střeva až poté, 
co nejprve proniknou otvory žláz. Během prvních pěti dnů po vylíhnutí zůstávají larvy uvnitř 
žláz, stočené kolem sliznice a až s růstem larvy zaujímají více superficiální polohu, až nakonec 
přední část těla zůstává zavrtaná do sliznice a zadní část je volně v lumen střeva. 

Chronická infekce je popisována jako stav, kdy je hostitel infikován méně než čtyřiceti 
vajíčky T. muris, namísto akutní infekce, kdy jsou vajíčka najednou v počtu několika set 
(Bancroft et al. 1994). Pouze infekce vysokou dávkou vajíček umožňuje vytvoření rezistence 
vůči budoucím infekcím tímto druhem parazita (Bancroft et al. 2001). 
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Chronická infekce T. muris byla spojena s hyperplazií střevních krypt, doprovázenou 
zvýšenou proliferací i apoptózami epitelových buněk střevní stěny (Cliffe et al. 2007). Tyto 
dramatické změny však nebyly pozorovány ve střevě myšovitých, kteří si vytvořili rezistenci 
vůči infekci. By lo popsáno, že rezistentní zvířata mají zrychlený obrat tvorby epiteliálních 
buněk, což je mechanismus přímo související s rychlejším vypuzováním parazitů (Cliffe et al. 
2005). N a obranných reakcích proti infekci tenkohlavců se podílejí složky jak vrozené, tak i 
adaptivní imunity. Zdá se, že než se do místa infekce zapojí klasické imunitní buňky, první 
obrannou l ini i tvoří vrstva hlenu, enterocyty a specializované epiteliální buňky střeva, které 
omezují infekci i invazi T. muris (Yousefi et al. 2021). Rada imunologických mechanismů 
v reakci na infekci T. muris však doposud nebyly dostatečně prozkoumány (Klementowicz et 
al. 2012). 

3.2.3.4 Rod Calodium 

Calodium hepaticum (Bancroft, 1893), dříve označována jak Capillaria hepatica, je 
celosvětově rozšířená hlístice vyskytující se u nadčeledi Muroidea (Illiger, 1811) spadající do 
řádu hlodavců, jejímiž hlavními hostiteli a rezervoáry j sou zejména potkani, Rattus norvegicus 
(Fuehrer 2014; Berentsen et al. 2015). Infekce touto hlísticí byla současně popsána u více než 
sto čtyřiceti druhů savců, včetně člověka, psa, kočky nebo koně (Berentsen et al. 2015). Ceruti 
et al. (2001) popsali, že 36 % z odchycených potkanů z Milána v Itálii, bylo infikováno touto 
hlísticí. Studie Davoust et al. (1997) ve Francii popsala prevalenci kapilárie ve 44 % 
odchycených potkanů. Prevalence infikovaných potkanů v oblasti Baltimore, U S A ve studii 
Farhang-Azad (1977) byla až 75 % z 845 odchycených potkanů. 

Dospělci této hlístice parazitují v játrech savců a samice zde po oplození kladou vajíčka 
do jaterního parenchymu, kde způsobují tzv. „jaterní kapilarózu" (Fuehrer 2014). Typický 
dospělý jedinec C. hepatica má úzkou přední část těla a postupně se zesilňující zadní část. U 
tohoto druhu byl popsán pohlavní dimorfismus, kdy samice je dlouhá od 27 - 100 mm a circa 
0,11 - 0,2 mm široká, zatímco samci měří od 15 - 50 mm a jsou tenčí než samice, s průměrnou 
šířkou mezi 0,07 až 0,1 mm. Jícen je dlouhý, zabírá až polovinu délky těla samice a třetinu u 
těla samce. N a terminálni části těla samce může být viděna pářící spikula, u samice pochva 
(Ceruti et al. 2001; L i 2010; Fuehrer et al. 2011). Dospělé hlístice v játrech žijí krátce a obvykle 
hynou 18 až 72 dní po infekci. Samice se zpravidla dožívají delšího věku, než samci (Fuehrer 
2014; Berentsen et al. 2015). 

Vajíčka se podobají vajíčkům parazitů rodu Trichuris, avšak liší se svou velikostí. Jsou 
to vajíčka citronovitého tvaru s polárními zátkami na obou koncích. Vajíčka jsou typicky 
dlouhá v rozpětí od 40 do 67 um a široká mezi 22 až 36 um (L i 2010; Fuehrer et al. 2011; 
Sinniah et al. 2014). Dospělé samice vajíčka kladou do intracelulárních i intercelulárních 
jaterních prostor (Upadhyay & Nanware 2020). 

Vývojový cyklus je přímý a vyžaduje jediného hostitele. Infekční, tzv. embryonovaná 
vajíčka se po pozření líhnou ve střevech, kde larvy napadají střevní sliznici. Poté portální a 
mezenterickou žilou migrují do jater (L i 2010). První svlékání nastává tři až čtyři dny po 
příchodu do jater, a po dobu dalších circa 20 dní dochází k dospívání do larvy čtvrtého stádia 
(L4). V tomto stádiu nastává pohlavní diferenciace a dospělé hlístice v játrech kopulují a 
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následně kladou shluky vajíček do jaterního parenchymu (L i 2010; Sinniah et al. 2014; 
Berentsen et al. 2015). Tato vajíčka nejsou hostitelem vylučována výkaly, ale do prostředí se 
dostávají následujícími způsoby: pasáží výkaly predátora, který hostitele pozřel; 
prostřednictvím kanibalismu či úhynem hostitele a rozkladem jeho těla v prostředí (Fuehrer 
2014; Berentsen et al. 2015). Kanibalismus, který je u hlodavců běžný, je považován za hlavní 
mechanismus šíření vajíček této hlístice (Moreira et al. 2013). 

Vajíčka se stávají infekčními až když dojde k jejich embryonizaci, pro kterou jsou nutné 
vhodné tepelné podmínky a vlhkost prostředí (Ceruti et al. 2001). Požití neembryonovaných 
vajíček vede k tzv. „pseudoparazitóze", kdy taková vajíčka vyvolávají pouze mírné příznaky a 
dochází k jej ich pasáži gastrointektinálním traktem a vyloučení výkaly (Fuehrer 2014). 
Predátoři, kteří pozřou infikovaného hostitele se tedy nutně nemusí nakazit kapiláriemi. 
Vajíčka, která zůstanou na povrchu půdy rychle zanikají, protože jsou náchylná k vysychání a 
na U V záření (Singleton et al. 1991). 

Patogenita této hlístice u myšovitých hostitelů je obecně považována za nízkou, ačkoli 
bylo experimentálně prokázáno, že infekce potkanů a myší mohou vést až k jaternímu selhání 
a smrti hostitele (Singleton & Chambers 1996). Hlístice i jejich vajíčka způsobují v játrech 
chronický zánět a kolem nich se hromadí zánětlivé buňky, produkované imunitním systémem 
hostitele, například makrofágy či eozinofily. Zánětlivé procesy pokračují až dokud nedojde k 
enkapsulaci shluků vajíček a hlístic, a po jejich zahynutí dochází ke kalcifikaci j ich i okolní 
tkáně. Tento stav je nazýván jaterní, či septální fibrózou (L i 2010; Sinniah et al. 2014). 
Makroskopicky se v infikovaných játrech objevují nepravidelné, žlutobílé skvrny, někdy 
v pruzích či uzlíčcích na vnějším povrchu i uvnitř parenchymu jater, a v některých případech 
mohou být v játrech pozorovány i dospělé hlístice (Ferreira & Andrade 1993). 

3.2.3.5 RodHeterakis 

Skrkavky rodu Heterakis (Schrank, 1790) parazitují ve střevech zejména u ptáků a 
příležitostně i savců (Snábel et al. 2014). By lo popsáno celkem deset druhů, z nichž 
nej rozšířenějším a nejběžnějším je Heterakis gallinarum (Schrank, 1788), parazitující zejména 
u drůbeže. Heterakis spumosa (Schneider, 1866) je dalším celosvětově rozšířeným druhem, 
přirozeně parazitujícím u hlodavců (Zalešny et al. 2010). 

Dle Snábel et al. (2014) jsou ve střední Evropě definitivními hostiteli a hlavními 
přenašeči H. spumosa potkani a krysy rodu Rattus a Apodemus flavicollis, avšak byla popsána 
i u j iných hostitelů, například A. agrarius (Pallas, 1771), A. sylvaticus (Hildebrand et al. 2004, 
2009), nebo Mus musculus (Smith 1953; Gomez Villafafie et al. 2008; Zalešny et al. 2010). 

Tento druh má přímý vývojový cyklus (Winfield 1933; Saitoh et al. 1993) a není u něj 
znám žádný mezihostitel, na rozdíl od příbuzného druhu, H. gallinarum, který pro dokončení 
vývoje vyžaduje bezobratlého mezihostitele, například žížalu Lumbricus terrestris (Linnaeus, 
1758) (Saitoh et al. 1993). N a rozdíl od H. gallinarum, která má dobře popsaný vývojový cyklus 
a faktory přenosu (Anderson 2000), je biologie H. spumosa doposud méně prozkoumána, 
jelikož tento druh byl studován pouze experimentálně k hodnocení vl ivu testosteronu na míru 
parazitárních infekcí u myší (Harder et al. 1992). 
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K infekci hostitele dochází pozřením embryonovaných vajíček (Šnábel et al. 2014). 
Většina vajíček se v tenkém střevě líhne během několika hodin, avšak některá i zj evně normální 
vajíčka prochází trávicím traktem nevylíhnutá a mohou být následně nalezena ve výkalech 
hlodavce (Smith 1953). Vylíhnuté larvy (L2) prochází dalšími dvěma vývojovými stádii a 
dospělosti dosahují circa čtyři týdny po infekci (Harder et al. 1995). Dospělí samci dosahují 
velikosti circa šesti milimetrů, dospělé samice jsou delší, dosahující přibližně devíti milimetrů 
(Smith 1953). Dospělci rodu Heterakis jsou charakterističtí třemi pysky, složitým j ícnem a u 
samců jsou patrné preanální přísavky a nestejně dlouhé pářicí spikuly (Zalešny et al. 2010). 

Winfield (1933) se domníval, že larvy se během svého raného života zdržují ve slepém 
střevě a až s blížící se pohlavní dospělostí migrují do oblasti prvních dvou centimetrů tlustého 
střeva potkana. Smith (1953) však prokázal, že nově vylíhnuté larvy se do osmačtyřiceti hodin 
přesouvají do tlustého střeva a zde zůstávají po celou dobu svého života. Pouze zřídka a na 
přechodnou dobu se mohou přesouvat do slepého, případně až tenkého střeva potkana. 

Autor rovněž prokázal, že do sliznice střeva potkana pronikají pouze larvy druhého 
stádia, které ještě nezačaly rapidně růst. Invaze je pouze povrchová, zasahující epitel tkáně. 
Dospělci žijí v lumen střeva a nepoškozují střevní tkáně, jak je typické pro j iné 
gastrointestinální hlístice (Harder et al. 1992). V e výkalech hostitele se vajíčka obvykle objevují 
třicet až šestačtyřicet dní po infekci. Vajíčka jsou charakteristická velmi silnou schránkou, j sou 
oválného až kulatého tvaru a dosahují velikosti 50-60 x 40-50 mikrometrů (Smith 1953; Raslan 
et al. 2020). 

3.3 Koprologické vyšetřovací metody 

V předchozí kapitole byli popsáni nej častější gastrointestinální helminté, se kterými se 
lze setkat u rodu Rattus ve Středoevropských podmínkách. V následující části budou podrobněji 
popsány možné metody jejich detekce z koprologického materiálu. 

Mez i obecně nejběžnější diagnostické metody parazitóz způsobených 
gastrointestinálními helminty patří např. „taping" (tzv. Grahamova metoda), anální stery, 
nekropsie s mikroskopickým vyšetřením obsahu gastrointestinálního traktu či histologická 
vyšetření (Pritchett & Johnston 2002; H i l l et al. 2009; Shifaw et al. 2021). 

V e vědecké literatuře zabývající se diagnostikou parazitóz se od 90. let 20. století začaly 
výrazněji prosazovat moderní molekulární metody k diagnostice parazitů (Hide & Tait 1991). 
Tyto metody obcházejí některé limitace, se kterými se setkáváme při použití konvenčních 
mikroskopických metod. Jedná se například o limitace v náročnosti na pracovní sílu, zejména 
v situacích, kdy je potřeba vyšetřit vysoké množství vzorků ve velmi krátkém čase, například 
během epidemiologických situací (Singh 1997). 

Mez i nej používanější molekulární metody patří například P C R , D N A sondy či 
fluorescenční metody (Zalešny et al. 2010; Hussein et al. 2017). By lo prokázáno, že P C R je 
z hlediska citlivosti diagnostiky gastrointestinálních helmintů srovnatelná s opakovaným 
kopromikroskopickým vyšetřením vzorku výkalu (Mayta et al. 2008; Schär et al. 2013). 
Citlivost této metody je ovlivněna schopností detekce veškeré parazitární D N A , např. 
z kutikulárních buněk, a nespoléhání se tak čistě na přítomnost celého parazita nebo jeho 
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propagačních útvarů ve vzorku. Limitací P C R metod však je, že vyžadují předem navolit D N A 
primery, umožňující detektovat konkrétní druhy parazitů (Wong et al. 2014). 

Přestože j sou tyto metody vysoce citlivé, j sou příliš nákladné na to, aby mohly být rutinně 
používány v malých laboratořích či v oblastech s minimálními zdroji na pořízení a údržbu 
drahých přístrojů, které tyto metody vyžadují (Wong et al. 2014; Hussein et al. 2017). 
Molekulární metody nemohou zatím plně nahradit mikroskopii pro rutinní diagnostické testy, 
ale mohou být velmi užitečné pro studium konkrétního parazita či skupiny parazitů (Wong et 
al. 2014). Mikroskopické metody jsou tedy nadále standardem pro parazitologickou 
diagnostiku, protože jsou relativně jednoduché, univerzální a obvykle nevyžadují drahé 
laboratorní vybavení pro jejich provedení (Singh 1997). 

Tyto metody se od sebe liší například citlivostí, dobou potřebnou ke zpracování vzorků i 
technickými znalostmi potřebnými k interpretaci výsledků (Dias de Castro et al. 2017). Volba 
metody pro diagnostiku a determinaci parazitů se odvíjí od cíle zkoumání. Například, pro 
terapeutické účely není někdy nutná přesná determinace druhu, protože hostitel se dvěma blízce 
příbuznými druhy parazitů může být léčen stejným antiparazitárním přípravkem. To ale neplatí 
v případě, kdy mají tyto druhy rozdílný vývojový cyklus či odlišné mezihostitele. V takovém 
případě zde může být přímý dopad jak na samotnou detekci parazita, tak i na možné kontrolní 
programy (Wong et al. 2014). Molekulární metody umožňují rozlišit i morfologicky velmi 
podobné druhy (Feliu et al. 2000; Zalešny et al. 2010). 

Přesnost je nej důležitějším diagnostickým parametrem pro odhad míry infekce helmintů 
u přirozených infekcí, kde skutečná hodnota vajíček na gram vzorku (EPG) není známa, a 
vzorky v terénu bývají většinou analyzovány pouze v jednom opakování (Paras et al. 2018; 
Shifaw et al. 2021). Nízká přesnost může být vysvětlena jako nezáměrné nadhodnocení či 
podhodnocení výsledků. Další parametry, které se používají k hodnocení diagnostických metod 
jsou citlivost, vysvětlena jako počet falešně negativních výsledků, a preciznost, která je 
vysvětlována jako opakovatelnost/reprodukovatelnost výsledků (Cringoli et al. 2010; Levecke 
etal . 2011). 

Přesnost diagnostiky může být závislá na konkrétním druhu hostitelského zvířete (Paras 
et al. 2018), ale přesnost u různých technik se může lišit i při posuzování intenzity infekce 
různých druhů parazitů u jednoho hostitelského druhu (Das. et al. 2020). Nápravníková et al. 
(2019) popisují, že spolehlivost různých koprologických technik může přímo záviset také na 
konkrétním druhu helminta, i na množství investovaného času. Nej přesnější technika často 
bývá ta, která vyžaduje nejvíce času. Becker et al. (2016) poukazují na fakt, že výsledky získané 
projeden druh parazita nelze jednoduše aplikovat na j iný druh, a to ani u blízce příbuzných 
druhů, a že by zvolená metoda měla být validována pro každý druh zvlášť. 

Nepravidelné vylučování vajíček gastrointestinálními helminty může významně ztěžovat 
provedení a efektivní diagnostiku parazitóz při využití kopromikroskopických metod. Lehké 
infekce v takovýchto situacích mohou být nesprávně vyhodnoceny jak negativní (Wong et al. 
2014). Negativní vyhodnocení kopromikroskopického vyšetření nemusí nutně znamenat, že 
hostitel není nositelem parazita, nebo, že nevylučuje vajíčka parazita do prostředí (Becker et al. 
2016). 
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3.3.1 Kopromikroskopické metody 

Tzv. koncentrační metody se používají k oddělení propagačních útvarů parazitů od 
zbytku výkalu a nečistot, pro zvýšení šance na jejich detekci během mikroskopického vyšetření. 
Koncentrační metody mohou být rozděleny na sedimentační a flotační, dle použití konkrétních 
roztoků s nižší nebo vyšší specifickou hmotností, než jsou hmotnosti hledaných propagačních 
útvarů parazitů (Ballweber et al. 2014; Roldán et al. 2020). 

Někteří autoři (Garcia 2001), doporučují současně využít flotační i sedimentační postupy, 
protože ani jedna z technik sama o sobě nemůže identifikovat zaručeně všechny parazity 
z jednoho koprologického vzorku. Tento přístup je však pro většinu laboratoří nepraktický, 
z důvodu vysoké náročnosti na čas i na zdroje (Katagiri & Oliveira-Sequeira 2010). 

Efektivita sedimentačních a flotačních technik je srovnávána j iž desítky let, ale obecně 
platí, že to významně závisí na konkrétních druzích parazitů, které v analyzovaných vzorcích 
mohou být očekávány - s ohledem na druh hostitele. By lo například popsáno, že vajíčka většiny 
tasemnic rodu Taenia (Robertson et al. 2000) se lépe koncentrují pomocí spontánní či 
odstředivé sedimentace (Katagiri & Oliveira-Sequeira 2010). Naopak záchyt propagačních 
útvarů některých druhů měchovců, giardií či např. tasemnice H. nana byl vyšší při použití 
technik za využití flotačního roztoku síranu zinečnatého (Truant et al. 1981). Autor také uvádí, 
že detekce parazitů rodů Ascaris, Clonorchis či Trichuris byla vyšší při použití sedimentačních 
technik koncentrovaných formalín-etherem. 

Výhodou formalín-etherové sedimentace je, že může být využita pro širokou škálu 
parazitů k detekci vajíček, larev či cyst, a přitom nenarušuje strukturu těchto propagačních 
útvarů (Truant et al. 1981; Katagiri & Oliveira-Sequeira 2010). Tato chemická látka má 
schopnost vázat lipidy ze vzorku, díky čemuž zlepšuje viditelnost parazitů i jejich vajíček 
v sedimentu (Baker 2007). Tato metoda však vyžaduje poměrně vysoké náklady na její 
provedení, představuje značné riziko požáru či výbuchu. Zvláštní nevýhodou této metody pro 
účely mé práce je její neoptimální schopnost koncentrace vajíček H. nana (Truant et al. 1981). 
Další nevýhodou sedimentačních technik je, že analyzovaný vzorek obsahuje vysoké množství 
nečistot, které i po koncentraci vzorku ztěžují identifikaci parazitárních útvarů ze vzorku 
(Truant et al. 1981; Garcia 2001). 

V e srovnání se sedimentačními technikami mají flotační techniky výhodu v tom, že 
získaný materiál pro analýzu je zpravidla „čistší" a snadnější na prohlížení a identifikaci 
parazitů. Jejich nevýhodou však je, že látky využívané pro přípravu flotačních roztoků mohou 
deformovat až porušovat stěny hledaných propagačních útvarů, komplikující tak jejich detekci 
a determinaci (Ballweber et al. 2014; Roldán et al. 2020). 

3.3.1.1 Larvoskopické metody 

V situacích, kdy je potřeba ze vzorku determinovat několik rozdílných druhů helmintů, 
kteří však mají od sebe neodlišitelná vajíčka, nabízí se využití larvoskopických metod. Z 
vajíček mohou být kultivovány larvy, které jsou zpravidla od sebe rozlišitelné a 
determinovatelné. Tyto metody mohou být také využity v případech, kdy ve vzorku výkalu již 
jsou přítomny vylíhnuté larvy (Zajac & Conboy 2012). 
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Jednou z nej známějších metod k izolaci larev ze vzorků výkalů je tzv. Baermannův test. 
Pro použití Baermannova testu je nutné, aby byl vzorek výkalu čerstvý. Pokud je sebraný 
vzorek j iž starší, mohou se do něj z prostředí dostat volně žijící helminté, což značně ztěžuje 
identifikaci jednotlivých helmintů, popř. může dojít k vylíhnutí larev z vajíček těchto volně 
žijících helmintů (Zajac & Conboy 2012). Zmražení vzorku může způsobit deformaci až 
narušení vajíček a smrt j iž přítomných larev (Halvorsen & Wissler 1983). 

Baermannův test bývá nejčastěji využíván pro diagnostiku plicních červů. U potkanů byla 
Baermannova metoda využita ke kultivaci larev ze střev ve studii Domínguez et al. (2000), kteří 
sledovali vl iv anthelmintik na vývoj a migraci Nippostrongylus brasiliensis (Travassos, 1914). 

Existuje mnoho variant postupu k provedení tohoto testu, ale všechny jsou založeny na 
stejném základním principu, který využívá tendenci larev helmintů migrovat do vlhčího a 
teplejšího prostředí. Larvy helmintů jsou aktivní, a když je vzorek výkalu umístěn do vody, 
larvy migrují ze vzorku a sedimentují. Tradiční princip Baermannova testuje následující: 

Vzorek se umístí do nálevky, připevněné ke kovovému stojanu, jejíž dno je připojeno ke 
krátkému kusu gumové trubičky uzavřenému svorkou. Nálevka je naplněna vodou a vzorek v 
kontaktu s vodou se nechá několik hodin odstát, během čehož larvy sedimentují na dno nálevky, 
odkud jsou poté vyjmuty uvolněním svorky. Sediment s larvami je následně prohlížen pod 
mikroskopem při zvětšení 4x až lOx. (McKenna 1999; Zajac & Conboy 2012). 

3.3.2 Vybrané kopromikroskopické metody na bázi flotace 

3.3.2.1 McMaster 

Tuto metodu k počítání vajíček z výkalů vyvinuli v Austrálii Gordon & Whitlock (1939) 
za použití tzv. McMasterovy komůrky, která se prvotně používala k počítání propagačních 
útvarů parazitů u ovcí. Tato metoda je doposud nej používanější technikou počítání vajíček pro 
zjišťování parazitárních infekcí u řady živočišných druhů (Cringoli et al. 2004; Nápravníková 
et al. 2019). 

Základní princip této metody byl popsán Whitlock (1948) následovně: 2,5g vzorku 
výkalu je zředěno 47,5ml nasyceného roztoku soli o hustotě 1,20. Směs je poté důkladně 
homogenizovaná, sceděna a vrchní část o objemu 0,5ml je vložena do McMasterovy komůrky 
a vyšetřena pod mikroskopem při čtyřicetinásobném zvětšení. Spočítaná vajíčka jsou poté 
vynásobena čtyřiceti, aby se získala hodnota počtu vajíček v jednotkách E P G (Eggs per gram) 
(Shifaw et al. 2021). By lo popsáno, že tato metoda není dostatečně citlivá, zejména při nízkých 
počtech vajíček (Mes 2003; Mes et al. 2007; Bergquist et al. 2009). 

V současnosti má McMasterova metoda nejméně tři varianty. McMaster lze upravit 
podle hmotnosti výkalů či objemu připraveného flotačního roztoku, ale nejčastěji se využívají 
modifikace, které dosahují detekčního limitu 5, 20, 50 nebo 100 E P G (Noel et al. 2017). Při 
tzv. Modifikované McMasterově metodě je dosažena citlivost až 50 E P G . V případě „speciální 
modifikace McMasterovy metody" je citlivost až 10EPG. Je však zřejmé, že ani nej vyšší 
analytická citlivost není dostatečná k dosažení maximální přesnosti parazitologické diagnózy 
(Mes et al. 2007). 
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3.3.2.2 F L O T A C 

Metoda F L O T A C byla vyvinuta v roce 2006 jako alternativa McMasterovy metody pro 
diagnostiku gastrointestinálních parazitů u různých druhů savců, s očekáváním vyšší přesnosti, 
citlivosti a preciznosti (Cringoli et al. 2010, 2017). Tato technika byla původně vyvinuta pro 
veterinární parazitológii, ale v současnosti je j iž rozšířena i v lidské parazitológii a probíhá její 
rozsáhlé testování na diagnostiku hlístic, motolic i střevních prvoků (Rinaldi et al. 2007; 
Levecke et al. 2009). 

Tato metoda je založena na odstředivé flotaci suspenze vzorku výkalu a následné 
translaci její horní vrstvy (Dias de Castro et al. 2017). Zařízení F L O T A C je polykarbonátový 
amorfní termoplast válcového tvaru, skládajícího se ze tří fyzických částí: základny, 
translačního disku a čtecího disku. V každé flotační komoře jsou dvě 5ml flotační komory, které 
byly navrženy pro optimální vyšetření velkých suspenzí vzorků výkalů (Cringoli et al. 2010). 

Hlavním rysem metody F L O T A C je to, že umožňuje počítat parazitární útvary ve 
velkém množství vzorku výkalu (více než 1 g) najednou. Četné studie prokazují, že technika 
F L O T A C překonává klasické kopromikroskopické techniky z hlediska citlivosti, přesnosti i 
preciznosti detekce a kvantifikace larev, vajíček, oocyst i cyst parazitů ve vzorcích výkalů 
různých zvířecích druhů (Cringoli et al. 2010). Nevýhodou této metody je její časová a pracovní 
náročnost a nutnost laboratorního vybavení, jel ikož pro její provedení je nutné vzorek 
centrifugovat (Knopp et al. 2009). Nedostupnost tohoto laboratorního vybavení může bránit 
jejímu širokému uplatnění v prostředí s omezenými zdroji, kde je často nejvíce potřebná. 
V řadě studií na výkalech různých druhů zvířat byly průměrné diagnostikované hodnoty E P G 
helmintů metodou F L O T A C stejné nebo vyšší, ve srovnání s j inými metodami (Cringoli et al. 
2010). 

3.3.2.3 M i n i - F L O T A C 

Pro překonání limitací, které má metoda F L O T A C , byl pro zlepšení 
kopromikroskopické diagnostiky vyvinut nový, zjednodušený nástroj, nazvaný M i n i - F L O T A C 
(MF), který vynechává nutnost centrifugace vzorku (Barda et al. 2013). Metoda s využitím 
soupravy M i n i - F L O T A C je uživatelsky přívětivá, poskytuje vysoce reprodukovatelné výsledky 
a je obzvláště užitečná na místech, kde je třeba relativně rychle a přitom spolehlivě vyšetřit 
velké množství vzorků trusu (Cringoli et al. 2017). 

Zařízení M i n i - F L O T A C se skládá ze dvou fyzických součástí: základny a čtecího disku, 
které jsou vyrobeny z polykarbonátového amorfního termoplastu. Tento materiál byl zvolen 
pro svou vynikající propustnost světla, vysokou tepelnou odolnost a rozměrovou stabilitu. 
V základně jsou dvě flotační komůrky, každá o objemu 1 ml, které jsou svrchu překryty čtecím 
diskem, navrženým pro optimální vyšetření suspenze koprologického vzorku o celkovém 
objemu 2 ml. Povrch čtecího disku mřížkou rozděluje každou komoru na dvanáct sekcí. K disku 
M i n i - F L O T A C dále náleží klíč k otočení disku, a adaptér pro mikroskop (Cringoli et al. 2017). 

Vyšetření za pomoci tohoto zařízení umožňuje maximální zvětšení 400x (Barda et al. 
2013). Toto zvětšení je nutné pro detekci a diagnostiku střevních prvoků, či larev různých druhů 
plicních červů. Tato metoda se skládá ze čtyř po sobě jdoucích kroků: odběr a vážení vzorku, 

27 



homogenizace vzorku, filtrace a plnění komůrek (Cringoli et al. 2017). Počet vajíček 
přečtených z čtecích disků po deseti minutách flotace se násobí faktorem 5x, aby spočítané 
množství vajíček bylo v jednotkách E P G (Shifaw et al. 2021). 

Součástí soupravy M i n i - F L O T A C je také F i l l - F L O T A C , plastové zařízení sloužící 
k homogenizaci, filtraci a nalití vzorku přímo do flotačních komůrek (Cringoli et al. 2010). 
Toto zařízení se skládá z nádobky, sběrače a filtru. Po důkladném omytí jsou obě tato zařízení 
opakovaně použitelná (autoři uvádějí až padesátkrát), což snižuje náklady najeden analyzovaný 
vzorek trusu (Cringoli et al. 2017). Při využití obou těchto zařízení dochází k práci v 
„uzavřeném systému", který zaručuje bezpečnost obsluhy, jelikož minimalizuje riziko 
vystavení potenciálně infekčnímu materiálu či potenciálně toxickým fixačním prostředkům 
(Barda et al. 2013). F i l l - F L O T A C umožňuje odběr a analýzu čerstvých vzorků trusu, ale také 
nabízí možnost přidání fixačního činidla, takže vzorky lze přenést a skladovat až do doby 
vyšetření (Cringoli et al. 2017). 

Diagnostika jednoho vzorku pomocí M F trvá přibližně 12 minut (Barda et al. 2013; 
Cringoli et al. 2017), což jí dělá časově náročnější oproti j iným kopromikroskopickým 
technikám, které jsou však méně citlivé, přesné a precizní než M i n i - F L O T A C . Uváděný čas u 
metody McMaster ke zpracování jednoho vzorku je poloviční oproti metodě M F (Noel et al. 
2017; Das. et al. 2020). Důvodem je například, že zkoumaná čtecí plocha u M F je mnohem 
větší, než čtecí plocha u McMasterovy komůrky (Das. et al. 2020). 

Pro tuto metodu je typické využití dvou typů flotačního roztoku, v závislosti na tom, 
jaký typ parazita chceme detekovat při použití této metody (Barda et al. 2013). V e studii E l -
Nadi et al. (2019) byli helminti přesněji detekováni při použití solného roztoku o hustotě 1,20, 
zatímco stádia prvoků byla lépe diagnostikována pomocí roztoku síranu zinečnatého o hustotě 
1,35. Výhodou solného roztoku je zejména, že je levný a relativně snadno dostupný. Roztok ze 
síranu zinečnatého je hůře dostupný, zejména v prostředích s omezenými zdroji. Barda et al. 
(2013), srovnávajíc metody McMaster, Kato-Katz a M i n i - F L O T A C u H. nana a A. 
lumbricoides, popisují citlivost až 10 E P G pro solný roztok, a 12,5 E P G pro roztok síranu 
zinečnatého. 

Dosavadní zkušenosti naznačují, že použití čerstvých výkalů poskytuje nej přesnější 
výsledky. Při nutnosti konzervace se pak jeví jako nej vhodnější fixace výkalů 5% formalínem 
(Cringoli et al. 2017). 

Výhodou této metody je, že díky absenci kroku centrifugace je snadno přenosná či 
dokonce proveditelná přímo v terénu (Cringoli et al. 2010, 2017; Barda et al. 2013). Tyto 
logistické výhody usnadňují práci v terénu v odlehlých oblastech, kde laboratoře mohou být 
daleko od míst sběru (Cringoli et al. 2017). 

Rada studií byla provedena ke srovnání technik M i n i - F L O T A C a McMaster. Noel et al. 
(2017) vyhodnotili, že přesnost i preciznost techniky McMaster byla nižší než u M i n i -
F L O T A C . Oproti tomu Da§ et al. (2020) tvrdí, že metoda McMaster je rychlejší a relativně 
přesnější než M i n i - F L O T A C , avšak je méně citlivá, obzvláště při nízkých hodnotách E P G . 
Shifaw et al. (2021) popsali až čtyřikrát delší dobu vyšetření vzorku metodou M i n i - F L O T A C 
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oproti metodě McMaster, avšak i v této studii byla vyhodnocena metoda M F j ako citlivej ši i při 
velmi nízkych hodnotách E P G . 

U kočičích výkalu byl M i n i - F L O T A C v diagnostice Toxoplasmy gondii (Nicolle et 
Manceaux, 1908) citlivější než metoda K o v a slide (Djokic et al. 2014). Více vajíček bylo také 
spočítáno při využití M F než u metody Kato-Katz, která není doporučována pro hodnocení 
intenzity infekce H. nana (Barda et al. 2013). Metoda Kato-Katz také není doporučována pro 
diagnostiku larev helmintů. Metoda McMaster je schopná detekce střevních prvoku i larev 
helmintů, avšak nebývá doporučována jako metoda první volby pro jejich diagnostiku, 
z důvodu poskytování výsledků s velkou mírou variability (Borrelli et al. 2015). Přesnost a 
správnost této metody se však zlepšuje se zvyšujícím se množstvím vylučovaných parazitárních 
propagačních útvarů (Levecke et al. 2012). 

M i n i - F L O T A C je univerzální metodou, která j e schopna diagnostikovat vajíčka i larvy 
helmintů, oocysty prvoku i kvasinky (Borrelli et al. 2015). M i n i - F L O T A C byl vyhodnocen také 
jako velmi dobrý pro detekci konkrétních druhů helmintů, např. H. nana či Ascaris 
lumbricoides (Linnaeus, 1758) (Cringoli et al. 2017). 

Barda et al. (2013) také popisuje vysokou citlivost M F pro detekci H. nana ve srovnání 
s metodami McMaster či Kato-Katz, zejména při použití solného roztoku. Technika M i n i -
F L O T A C se doporučuje k diagnostice parazitů zejména tam, kde je očekávané nízké E P G , díky 
čemuž se můžeme vyhnout falešně pozitivním výsledkům (Dias de Castro et al. 2017). Ze 
studií: Godber et al. (2015); Dias de Castro et al. (2017); Paras et al. (2018); Amadesi et al. 
(2020) vyplývá, že M F j e citlivej ši než McMasterova metoda u přirozeně infikovaných vzorků. 

Hlavním omezením této metody, stejně jako u všech kopromikroskopických technik 
založených na flotaci, je volba fixačního činidla, použitého pro konzervaci výkalů, doba 
konzervace výkalů před analýzou i samotný výběr flotačního roztoku (Barda et al. 2013). Volba 
flotačního roztoku může přímo ovlivnit množství detekovaných vajíček parazitů, v důsledku 
jejich rozdílné specifické hmotnosti a rozdílné hustotě roztoků (Norris et al. 2018; Das. et al. 
2020). 

M i m o j iž výše zmíněné, se autoři věnovali testování metody M i n i - F L O T A C u řady 
dalších živočišných druhů, například u: ptáků (Borrelli et al. 2015; Das. et al. 2020), ovcí 
(Kenyon et al. 2016), koček (Djokic et al. 2014), skotu (Malrait et al. 2015) nebo bizonů 
(Johnson et al. 2022). 

3.3.3 Diagnostické metody u hlodavců 

V rámci psaní této literární rešerše se mi nepodařilo nalézt mnoho studií, které by 
testovaly účinnost konkrétních diagnostických metod u hlodavců, zejména u potkana či krysy 
obecné. Duthaler et al. (2010) se věnovali srovnání sedimentační metody s metodou F L O T A C 
u potkanů experimentálně infikovaných motolicí Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758). Autor 
uvádí, že sedimentační metody, metoda Kato-Katz nebo formalin-etherová koncentrační 
metoda jsou poměrně citlivé u středních a silných infekcí F. hepatica, avšak citlivost je nízká 
při slabých infekcích. Jejich výsledky prokázaly vyšší citlivost metody F L O T A C ve srovnání 
se sedimentací pro detekci F. hepatica ze vzorků výkalu. 
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Jak j iž bylo zmíněno v předchozí části práce, Sousa et al. (2016) se zabývali 
„Grahamovou metodou" lepící pásky k detekci vajíček Syphacia sp. Autoři popisují, že právě 
kvůli tomu, že velice málo vajíček se vyloučí s výkaly hlodavce, jsou metody zaměřené na sběr 
a rozbor výkalů málo účinné pro detekci tohoto druhu a mohou infekci Syphacia významně 
podhodnotit. I při použití lepicí pásky k obtisku perianální oblasti hlodavce existuje řada 
faktorů, které mohou ovlivnit diagnostiku syphacií, např. četnost produkce vajíček, zatížení 
helminty uvnitř GIT, pohlaví a věk hlodavců i samotné technické provedení testu (Taffs 1976; 
H i l l et al. 2009). 

Snábel et al. (2014) se zabývali molekulárními metodami k osekvenování D N A 
Heterakis spumosa, typického pro krysy a potkany rodu Rattus. Autoři tento druh odlišili od 
příbuzných druhů na základě sekvence části m tDNA. 

Diagnostikou motolic u volně žijících hlodavců se zabývali Catalano et al. (2019), kteří 
srovnávali výsledky pitev gastrointestinálních traktů, koprologické vyšetření metodou M i n i -
F L O T A C a molekulární analýzy k ověření validity metody M i n i - F L O T A C k prokázání volně 
žijících hlodavců jako reservoárů zoonotických i nezoonotických motolic. N a základě 
získaných výsledků metodu M i n i - F L O T A C doporučují k budoucí neinvazivní diagnostice 
parazitóz u hlodavců. 

Carrera-Játiva et al. (2023) byli doposud prvními, kteří zkoumali použití metody M i n i -
F L O T A C pro diagnostiku GI helmintů u hlodavců. Jejich výsledky popisují, že citlivost této 
metody dosahuje až 90 % ve srovnání s j inými koprologickými metodami, jako například 
pomocí metody „koncentrace formol-etherem", která dosáhla 60% citlivosti. 
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4 Metodika 

4.1 Původ použitých vzorků 

Všichni zástupci rodu Rattus, konkrétně Rattus rattus a Rattus norvegicus, jejichž 
koprologické vzorky byly využity v mé práci, byli získáni zejména ze zemědělských oblastí ve 
Středočeském kraji. Jedinci byli odchytáváni od ledna roku 2019 až do září 2023. Nej vyšší 
počet vzorků pocházel z oblasti Vyšínek. Jedinci dále byli odchytáváni v oblastech: Buštěhrad, 
Hodkovice, Lotouš, Plchov, Slaný a Třebíz. Několik jedinců bylo také odchyceno v městském 
prostředí: Praha - Nusle. 

Hostitelé byli získáni od zaměstnanců V U R V v městské části Praha - Ruzyně, kteří je 
na výše uvedených lokalitách usmrcují za účelem objasnění vývoje rezistence rodu Rattus 
k aktuálně používaným rodenticidům. Pro jejich výzkum byly z každého jedince využity pouze 
tkáně z konce ocasu a zbytek kadaveru včetně kompletního zažívacího traktu zůstal neporušený. 
Jedinci byli vloženi do individuálních plastových pytlíčků, označeni identifikačními údaji, které 
se shodovaly s papírovým záznamem a zamraženi až do dne jejich dalšího zkoumání. 

Takto zpracovaní jedinci byli převzati parazitologickou laboratoří F A P P Z a mimo j iné 
využiti pro výzkum v rámci mé diplomové práce. Měla jsem k dispozici celkem 108 vzorků, z 
nichž 98 pocházelo od krys Rattus rattus a zbylých 18 vzorků pocházelo od potkanů Rattus 
norvegicus. Z nich bylo identifikováno 45 samic a 62 samců. U jednoho jedince pohlaví zůstalo 
neurčené, z důvodu přítomnosti pouze torsa. 

Všichni jedinci byli vypitváni a jejich orgány, konkrétně plíce, ledviny, játra a 
gastrointestinální trakty byly odděleny pro další vědecké účely. Zadní části trávicích traktů 
s formovanými výkaly jsem pro výzkum následně převzala já, k provedení koprodiagnostické 
metody M i n i - F L O T A C . 

4.2 Standartizace metody MF pomocí uměle inokulovaných vzorků 

Spolehlivost metody M i n i - F L O T A C pro detekci gastrointestinálních helmintů u rodu 
Rattus byla hodnocena u přirozeně i uměle infikovaných vzorků výkalů. Jelikož není technicky 
možné ověřit přesnost testované metody u přirozeně infikovaných vzorků, bylo nejprve 
provedeno testování u vzorků uměle infikovaných vajíčky Hymenolepis diminuta (viz Obr. 3). 

Vajíčka Hymenolepis diminuta byla získána od experimentálně infikovaných 
laboratorních potkanů a izolována za pomoci koncentrační metody Cornell-Wisconsin. U takto 
získaných vajíček byly následně stanoveny koncentrace pro E P G 10, 100 a 1000. 

Negativní vzorky výkalů byly získané od laboratorních potkanů z j iného chovu v rámci 
C Z U , a absence vajíček (0 E P G ) byla ověřena pomocí Cornell-Wisconsinovy metody. 

K negativním vzorkům potkaních výkalů byla přidána získaná vajíčka ve stanovených 
koncentracích a následně byla provedena metoda M i n i - F L O T A C k vyšetření těchto vzorků pro 
každou stanovenou koncentraci E P G , vždy po deseti opakováních, aby byla ověřena citlivost, 
a přesnost metody M F při různých intenzitách infekce (bližší popis metody v kapitole 4.3). 
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Obr. 3: Vajíčko H. diminuta při zvětšení 20x (Autor: Vlastní fotografie) 

4.3 Ověření úspěšnosti a přesnosti metody MF u vzorků z přirozeně 
infikovaných hostitelů 

Prvním krokem v přípravě vzorku bylo rozstřihnutí tkáně střeva a následné oddělení 
veškerého obsahu terminálni části tlustého střeva a konečníku peánem. V případě 
nedostatečného množství fekálního materiálu byl testovaný jedinec vyřazen z experimentu. 

K vyšetření vzorků pomocí metody M i n i - F L O T A C byl použit modifikovaný postup dle 
Cringoli et al. (2017): 

Získaný fekální materiál byl zvážen a přidán do třecí misky, kde bylo odměřeno 
množství flotačního roztoku v poměru 1 g výkalu : 9 ml flotačního roztoku. Z důvodu velmi 
nízkých hmotností navážených vzorků bylo upuštěno od použití aparátu F i l l - F L O T A C . 

Směs byla manuálně homogenizovaná tloučkem a scezena přes čajové sítko do kádinky, 
odkud byla napipetována po 1 ml do každé ze dvou komůrek zařízení M i n i - F L O T A C . Po deseti 
minutách byl klíčem otočen disk M i n i - F L O T A C a vrchní vrstva čtecích komůrek byla 
prohlížena pod mikroskopem při zvětšení lOx (viz Obr. 4). Vajíčka byla spočítána a následně 
vynásobena koeficientem 5. 

Obr .4: Mikroskopické vyšetření komůrky M i n i - F L O T A C při zvětšení lOx (Autor: Vlastní fotografie) 
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4.4 Statistické zpracování dat 

Data byla zpracována v programech Microsoft Excel a Statistica 12. Data získaná 
v pokusu s uměle inokulovanými vzorky byla shrnuta do tabulek (viz Příloha I). 

Získané hodnoty pro každou kategorii E P G byly převedeny pomocí Arcsinové 
transformace (viz Příloha ), aby byly splněny předpoklady pro provedení parametrického testu 
- jednofaktorové A N O V A analýzy. Pro podrobnější vyhodnocení byl zvolen Scheffeho test. 

Data získaná z testování přirozeně infikovaných vzorků byla zaznamenávána do tabulek 
Microsoft Excel . Data získaná koprologickou analýzou byla porovnávána s daty o přítomnosti 
gastrointestinálních parazitů zjištěných během pitev příslušných hostitelů (blíže viz. výsledky 
diplomové práce Bc . Věry Kratochvílové, F A P P Z C Z U v Praze, 2024). Úspěšnost metody 
M i n i - F L O T A C byla posuzována analýzou shody přítomnosti dospělých helmintů 
v gastrointestinálním traktu s nálezem vajíček stejného druhu helminta v koprologickém 
rozboru. Přesnost metody M i n i - F L O T A C byla posuzována pomocí regresní a korelační 
analýzy. 
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5 Výsledky 

5.1 Standartizace metody MF pomocí uměle inokulovaných vzorků 

Pro každou testovanou kategorii E P G byly spočítány hodnoty průměrného E P G a z nich 
spočítány směrodatné odchylky. Pro každou hodnotu byl výsledek vyjádřen v procentech a 
následně vypočítána průměrná procentuální přesnost pro každou kategorii E P G , a 
z procentuálních hodnot byla vypočítána směrodatná odchylka (viz Tab. 1). 

Tab. 1: Souhrnná tabulka vypočítaných hodnot pro testované hodnoty EPG 10, 100, 1000. 

H
odnota EPG

 

Prům
ěrná hodnota E

l 

Sm
ěrodatná odchylk 

Prům
ěrná procentuál 

přesnost EPG
 (%

) 

Procentuální sm
ěrodai 

odchylka 

O 65 B 

10 0.5 1.58 5 0.16 
100 38 21.24 38 0.21 

1000 452.5 95.55 45.25 0.10 

B y l sestaven boxplot (viz Obr. 5) z hodnot procentuální přesnosti, ke srovnání tří 
testovaných kategorií E P G . Nej vyšší variabilita hodnot byla pozorována u kategorie 100 E P G , 
kde směrodatná odchylka dosahovala hodnoty 0,21. V kategorii 1000 E P G směrodatná 
odchylka dosáhla hodnoty 0,1, poukazující na menší míru variability výsledků. Z těchto hodnot 
může být usouzeno, že s vyšší hodnotou variability naměřených výsledků klesá míra preciznosti 
měření, neboli reprodukovatelnost výsledků, pomocí metody M i n i - F L O T A C . 
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Obr. 5: Boxplot srovnávající procentuální přesnost 3 kategorií hodnot E P G vajíček Hymenolepis diminuta, kde krabicové 
části grafu označují 68,2% všech dat jednotlivých souborů. Mezi svorkami se nachází 95% všech dat jednotlivých souborů. 

Průměrná hodnota je značena symbolem x. Může být pozorována jedna odlehlá hodnota v kategorii 10 EPG. 
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Před samotným testováním přesnosti metody M i n i - F L O T A C , tedy srovnání přidaného 
E P G k získanému E P G , byly získané hodnoty převedeny pomocí Arcsinové transformace, pro 
splnění předpokladu pro provedení j ednofaktorové A N O V A analýzy. Následně byla provedena 
A N O V A analýza s hladinou významnosti a = 0,05 (viz Tab. 2). 

Tab. 2: A N O V A test k otestování přesnosti metody M i n i - F L O T A C . 

Efekt 

Jednorozměrné testy významnosti pro Procentuální přesnost (TabulkglJ 
Sigma-omezená parametrizace 
Dekompozice efektivní hypotézy 

Efekt 
SC Stupne 

volnosti 
PC F P 

Abs. c len 2.852119 _1 2.852119 9C T 9 M 0 000000 
E P G 1 008877 2 0.504439 1607328 0.000025 
Chyba 0 347359 27 0 031384 

Provedením A N O V A analýzy byla získaná hodnota p < 0,05, existují tedy statisticky 
významné rozdíly v přesnosti při předem známých hodnotách E P G . K další analýze byl vybrán 
Scheffeho test (viz Tab. 3). 

Tab. 3: Scheffeho test k porovnání přesností u jednotlivých kategorií EPG. 

C bunky 

Scheffeho test proměnná Procentuální přesnost (Tabulkal ) 
Pravděpodobnosti pro post-hoc testy 
C h y b a mez i skup P C = 03138 sv = 27 000 

C bunky 
EPG {1} 

05236 
{2} 

40025 
{3} 

47240 
1 10 0 000692 0 000066 
2 100 0 000692 0 664708 
3 1000 0 000066 0 664708 

Přesnost metody M i n i - F L O T A C je při definované hodnotě 10 E P G signifikantně nižší 
než při hodnotách 100 a 1000 E P G . 
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5.2 Ověření úspěšnosti a přesnosti metody MF u vzorků z přirozeně 
infikovaných hostitelů 

5.2.1 Úspěšnost 

Ze získaných dat mého testování metody M i n i - F L O T A C byla pro každý druh 
gastrointestinálního helminta vyjádřena procentuální „úspěšnost" metody ve srovnání s daty 
z pitvy gastrointestinálních traktů (viz Tab. 4). Následně byly vyhodnoceny falešně pozitivní a 
falešně negativní výsledky koprologie (viz Tab. 5 a Tab. 6). 

Tab. 4: Souhrnná tabulka shod = „úspěšnost" pro jednotlivé druhy nalezených gastrointestinálních helmintů. 

Helmint 

Celkový počet hostitelů s 
tim

to druhem
 parazita 

Počet shodujících se 
vzorků koprologie 

"Úspěšnost" (%
) 

Trichuris muris 2 2 100 
Aspiculuris tetraptera 8 5 63 
Hymenolepis spp. 41 26 63 
Heterakis spumosa 9 5 56 
Syphacia spp. 19 8 42 

Tab. 5: Falešně pozitivní výsledky koprologie. Tab. 6: Falešně negativní výsledky koprologie. 

Helmint 

Celkový počet pozitivních 
výsledků koprologie 

Pozitivní koprologie při 
negativní pitvě 

Falešně pozitivní 
výsledky 

koprologie (%
) 

Helmint 

Celkový počet hostitelů s 
tim

to druhem
 parazita 

N
egativní koprologie při 

pozitivní pitvě 

Falešně negativní výsledky 
koprologie (%

) 

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 38 
Aspiculuris tetraptera 16 11 69 Heterakis spumosa 9 4 44 
Trichuris muris 7 5 71 Syphacia spp. 19 11 58 

Pro nalezené druhy helmintů byla sestavena souhrnná tabulka (viz Tab 7.), zobrazující 
jejich pořadí v procentuální „úspěšnosti", v zastoupení falešně pozitivních (% FP) a falešně 
negativních vzorků (% FN) , kde 1 = nejlepší výsledek pro danou kategorii a 5 = nejhorší 
výsledek pro danou kategorii. Je žádoucí, aby se druhy umístily co „nejlépe" v kategorii 
procentuální „úspěšnosti", ale co nejhůře v zastoupení falešně pozitivních i falešně negativních 
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vzorků. Z těchto tří hodnot bylo vypočítána průměrná „známka", poukazující na úspěšnost 
mého měření pomocí M i n i - F L O T A C k detekci jednotl ivých druhů parazitů. 

Tab. 7: Souhrnná tabulka pořadí jednotlivých druhů, kde FP (%) = falešně pozitivní nález, F N (%) = falešně negativní nález 

Helmint "úspěšnost" (%) FP(%) FN (%) Výsledná "známka" 

Trichuris muris 1 5 1 2 
Hymenolepis spp. 3 2 2 2 
Aspiculuris tetraptera 2 4 3 3 
Heterakis spumosa 4 1 4 3 
Syphacia spp. 5 3 5 4 

5.2.2 Přesnost 

Z výsledků koprologie pomocí metody M i n i - F L O T A C a dat získaných z pitev 
gastrointestinálních traktů byla provedena regresní a korelační analýza pro jednotlivé druhy 
nalezených helmintů (viz Tab. 8). 

U Hymenolepis spp. hodnota korelačního koeficientu dosáhla -0,067. Koeficient 
determinace (R 2 ) (viz Obr. 6) pro Hymenolepis spp. dosahuje hodnoty 0,00, což znamená, že 
hodnota E P G není vysvětlena množstvím jedinců nalezených při pitvě. 

U druhu Trichuris muris (n=2) nebylo možné analýzu provést. Statisticky průkazné 
výsledky byly pozorovány u Aspiculuris tetraptera, kde korelační koeficient pro všechny 
jedince = 0,991 a pro samice s vajíčky = 0,992, což představuje silnou závislost mezi počtem 
nalezených dospělců a hodnotou E P G . Koeficient determinace pro tento druh (viz Obr. 7) je 
0,98. To znamená, že hodnota E P G je z 98 % vysvětlena množstvím jedinců nalezených při 
pitvě. 

Středně silná závislost mezi počtem dospělých jedinců a hodnotou E P G může být 
pozorována u druhu Heterakis spumosa, kde hodnota korelačního koeficientu = 0,736. Pro 
samice s vajíčky pak tato hodnota vychází = 0,794. Koeficient determinace pro tento druh 
dosahuje 0,63 (viz Obr. 8). Limitací u obou těchto druhuje však nízký počet vzorků (n=5), 
který analýzu významně zkresluje. 

Helmint R (Celkový počet jedinců/EPG) R (Samice s 
vajíčky/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 korelačních koeficientů (R) pro jednotlivé druhy; *Rod Trichuris nebylo možné statisticky vyhodnotit. 
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Obr. 6: Regresní analýza závislosti naměřeného E P G na celkovém počtu nalezených jedinců pro Hymenolepis spp. 
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Obr. 7: Regresní analýza závislosti naměřeného E P G na 
počtu nalezených samic s vajíčky pro druh A. tetraptera 

Obr. 8: Regresní analýza závislosti naměřeného E P G na 
počtu nalezených samic s vajíčky pro druh H. spumosa 
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6 Diskuze 

Cílem diplomové práce bylo ověřit vhodnost (správnost, přesnost, citlivost a 
spolehlivost) koprologické metody M i n i - F L O T A C pro diagnostiku gastrointestinálních 
helmintóz u hlodavců rodu Rattus žijících na území České republiky. 

K naplnění cíle práce byly stanoveny dvě hypotézy. První část experimentu, provedena 
na uměle inokulováných vzorcích, byla zaměřena na ověření hypotézy 1, která říká, že 
„Koprologické vyšetření metodou M i n i - F L O T A C poskytuje při stanovení E P G 
gastrointestinálních helmintů hlodavců relevantní výsledky, tzn. Intenzita infekce Hymenolepis 
diminuta zjištěná výše uvedenou metodou odpovídá reálnému počtu vajíček ve výkalech 
hostitele". 

V této části experimentu bylo metodou M i n i - F L O T A C otestováno celkem 30 vzorků, 
se třemi koncentracemi E P G : 10, 100 a 1000 E P G , každý po deseti vzorcích. Průměrná 
procentuální přesnost pro E P G 1000 byla: 45 %, pro 100 E P G : 38 % a pro 10 E P G : 5 %. 

Provedením Scheffeho testu byly zjištěny statisticky významné rozdíly v přesnosti 
metody M i n i - F L O T A C mezi srovnávanými hodnotami E P G . Přesnost metody v mém 
provedení pokusu byla při definované hodnotě 10 E P G signifikantně nižší, než při hodnotách 
100 a 1000 E P G . Výsledné hodnoty E P G nedosahovaly ani k padesáti procentům reálné 
hodnoty přidaných vajíček. Jelikož jsem při mém testování 10 E P G dosahovala velice nízkých 
hodnot, nebylo relevantní provádět testování s nižší hodnotou, např. 1 E P G . 

M é výsledky korespondují se zjištěními autorů Assefaet al. (2014) aBosco et al. (2023), 
kteří popisují, že při nízké míře infekce citlivost metody M i n i - F L O T A C významně klesá. 
Bosco et al. (2023) ve svých výzkumech motolic u přežvýkavců uvádějí, že nej vyšší procento 
získaných vajíček při vyšetření metodou M i n i - F L O T A C u E P G 10, 50 a 100 dosáhli při 
definované hodnotě 100 E P G . Autoři naopak uvedli, že při grafické estimaci citlivosti metody 
dosahovala metoda M F nejnižších hodnot u E P G 15 a méně ve srovnání s j inými 
diagnostickými metodami. I při mém testování definovaných hodnot E P G 10, 100 a 1000 bylo 
nej přesnějších výsledků dosaženo vnejvyšš í definované kategorii E P G , ale přesto byly 
dosažené výsledky významně podhodnoceny. 

Tato zjištění však odporují výslekům Dias de Castro et al. (2017), kteří metodu M i n i -
F L O T A C doporučují k diagnostice parazitů pro vzorky, kde může být očekávána i velice nízká 
hodnota E P G . I další autoři (Barda et al. 2013; Cringoli et al. 2017) uvádějí, že metoda M i n i -
F L O T A C je citlivá k detekci parazitárních propagačních útvarů j iž při koncentraci 5 E P G . 

Dle Cringoli et al. (2017), použití čerstvých výkalů pro diagnostiku metodou M i n i -
F L O T A C poskytuje nej přesnější výsledky za nej vyšší citlivosti metody. V tomto případě 
nemohu sníženou citlivost metody připisovat stavu vzorků ani přidaných vajíček, jelikož jsem 
v této části experimentu pracovala s čerstvými vzorky a vajíčka byla extrahována těsně před 
přimícháním do negativního vzorku, docházelo tedy k minimálnímu porušení materiálu před 
jeho použitím. Cringoli et al. (2004) uvedli, že k podhodnocení přesnosti metody může dojít j iž 
při samotné extrakci vajíček a inokulaci negativního vzorku, kdy může dojít ke ztrátám 
transferovaných vajíček. K zabránění této skutečnosti byla extrahovaná vajíčka opakovaně 
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přepočítána pro ověření počtu vajíček v připraveném roztoku a vajíčka byla předem 
promíchána k zamezení sedimentace na dno kádinky a nepřesného nabrání pipetou, před 
samotným přimícháním do negativního vzorku. 

Jelikož jsem se v m é m experimentu nezabývala srovnáváním jednotlivých 
diagnostických metod, nemohu svá data k tomuto účelu využít. Avšak ze získaných hodnot, 
kdy při stanovené hodnotě 10 E P G bylo při deseti opakováních celkem získáno pouze 1% 
vajíček, si dovolím hodnotit, že při takto nízké míře infekce nemusí být metoda M i n i - F L O T A C 
nej spolehlivější pro detekci vajíček Hymenolepis sp. u rodu Rattus. 

V druhé části práce jsem se zaměřila na testování úspěšnosti a přesnosti metody M i n i -
F L O T A C k ověření Hypotézy 2, která říká: „Diverzita propagačních útvarů detekovaných 
metodou M i n i - F L O T A C relevantně odráží druhové spektrum a početnost helmintů přítomných 
v GI traktu volně žijících hlodavců". 

V druhé části práce bylo celkem vyšetřeno 98 vzorků. Zbylých deset jedinců 
z celkového počtu 108 nebylo možné vyšetřit, kvůli nedostatečnému množství koprologického 
materiálu v trávicím traktu. Při vyšetření byla počítána a zahrnuta jen jednoznačně 
identifikovatelná vajíčka, což představovalo významný problém, kvůli různorodé průhlednosti 
vzorku, přítomnosti vzduchových bublin, ale také pseudoparazitů a různému stavu 
propagačních útvarů reálných parazitů. V některých vzorcích byly propagační útvary významně 
porušené, popřípadě mohly být viděny pozůstatky obalů, které se však nedaly považovat za 
plnohodnotná vajíčka. To mohlo být ovlivněno tím, že až do doby použití byly vzorky 
uchovávány v zamraženém stavu, a zamražení a následné rozmražení mohlo porušit buněčné 
struktury propagačních útvarů helmintů. 

Barda et al. (2015) a Cringoli et al. (2017) doporučují vzorek výkalu konzervovat v 5% 
formalinu v poměru 1:1 v případech, kdy není možné ihned vyšetřit vzorek čerstvě získaný. 
Autoři uvádějí, že u takto konzervovaného vzorku bude citlivost vyšetření metodou M i n i -
F L O T A C nepozměněna po několik týdnů až měsíc. Catalano et al. (2019) však popsali, že 
citlivost diagnostiky nebyla narušena ani po době delší než jeden měsíc při konzervaci ve 
zmíněné koncentraci formalinu. 

Ze všech vyšetřených vzorků bylo pozitivních 57 na alespoň jeden druh 
gastrointestinálního helminta. By ly identifikovány druhy Aspiculuris tetraptera, Heterakis 
spumosa, Trichuris muris, jedinci rodu Syphacia a tasemnice rodu Hymenolepis. Z těchto 
vzorků pozitivních při vyšetření metodou M i n i - F L O T A C se shodovalo 46 vzorků s pozitivními 
výsledky z pitvy. Procentuální úspěšnost metody M i n i - F L O T A C byla počítána pro každého 
detekovaného parazita zvlášť. Stoprocentní úspěšnosti shody bylo dosaženo u rodu T. muris, 
avšak celkový počet čítal pouze 2 vzorky, proto tento výsledek není příliš relevantní. Nejvíce 
zastoupenými byly tasemnice rodu Hymenolepis, u kterých došlo ke shodě s výsledky z pitvy 
ve 26 vzorcích, přesto bylo dosaženo jen 63 % úspěšnosti. Například Barda et al. (2013) a 
Cringoli et al. (2017) popsali, že aparát M i n i - F L O T A C je obzvláště citlivý pro detekci těchto 
tasemnic. 

Nejvíce falešně pozitivních nálezů bylo u druhů T. muris (71 %) a A. tetraptera (69 %). 
Možným důvodem pro nalezení propagačních útvarů v koprologickém vzorku bez přítomnosti 
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dospělého parazita v GIT může být například vyloučení vajíček parazitem a jeho následnou 
migrací do j iné části těla hlodavce. Z druhů parazitů detekovaných v mém experimentu však 
nebyl u žádného popsán vývojový cyklus, který by migraci po těle zahrnoval. Z tohoto důvodu 
může situaci lépe vysvětlit skutečnost, že stejně jako u j iných hlodavců se i u potkanů a krys 
rodu Rattus může vyskytnout kanibalismus (Moreira et al. 2013), který by zapříčinil pasáž 
propagačních útvarů některých parazitů výkaly, aniž by došlo k zahájení vývojového cyklu 
parazita uvnitř těla hlodavce. K pasáži propagačních útvarů helmintů však může dojít i po 
samotném pozření propagačních útvarů, které doposud nejsou infekceschopné, například 
s potravou, a k jejich dalšímu vývoji dochází znovu až po průchodu gastrointestinálního traktu 
hlodavce. 

Nejvíce falešně negativních nálezů bylo u rodu Syphacia, kde z celkového počtu 19 
hostitelů s tímto parazitem byly výsledky koprologie negativní u jedenácti z nich. Tento 
výsledek by se však dal považovat za biologicky správný, jak j iž bylo zmíněno v kapitole 
3.2.3.1., protože většina vajíček, které oplozená samice vyloučí, může být nalezena v perianální 
oblasti potkana či krysy a jen zlomek z celkového počtu se vyloučí s výkaly jedince. Vyšetření 
metodou M i n i - F L O T A C tedy s větší pravděpodobností může podhodnotit míru infekce tímto 
parazitem (Sousa et al. 2016). M é výsledky korespondují se zjištěními Carrera-Játiva et al. 
(2023) kteří popsali nízkou citlivost metody M i n i - F L O T A C pro vajíčka Syphacia sp. Tato 
zjištění souhlasí i s nižším procentem falešně negativních vzorků pro druh A. tetraptera (38 %), 
u kterého dochází k vylučování vajíček s výkaly a j e zde tedy vyšší pravděpodobnost, že vajíčka 
budou nalezena při koprologickém vyšetření. 

K omezení falešně negativních výsledků je autory (Knopp et al. 2009; Carrera-Játiva et 
al. 2023) doporučováno provádět alespoň tři opakování pro každého vyšetřovaného jedince, 
čímž lze kompenzovat i nižší míru citlivosti vybrané metody. K zajištění co nejpřesnější 
diagnózy je autory současně doporučováno odebrat co nej větší vzorek a důkladně ho 
homogenizovat, jel ikož propagační útvary parazitů zpravidla nebývají rovnoměrně rozloženy 
ve vzorku výkalu, naopak se shlukují (Engels et al. 1997; Torgerson et al. 2012; Cringoli et al. 
2017). Při koprologickém vyšetření výkalu hlodavce tento poznatek představuje určitou 
výhodu, jelikož při jeho vyšetření dochází zpravidla ke zpracování celého vzorku, na rozdíl od 
vyšetření vzorku skotu či koně domácího. Představuje to však i určité omezení, protože při 
využití celého vzorkuje zamezeno opakovatelnosti vyšetření. 

K finálnímu zhodnocení úspěšnosti mého měření metodou M i n i - F L O T A C byla 
sestavena souhrnná tabulka pro jednotlivé druhy helmintů. I tyto výsledky však mají určitou 
míru zkreslení, kvůli odlišnému počtu nalezených parazitů daného druhu ve vzorcích, a 
současně odlišným vývojovým cyklům. Nejlépe na této stupnici se umístily druhy Trichuris 
muris a Hymenolepis spp., které se však značně lišily v počtu detekovaných útvarů a počtu 
shodných výsledků. Rod Syphacia se sice umístil na posledním místě v hodnocení, ale 
s ohledem na vývojový cyklus je to očekávaný výsledek, protože vajíčka této hlístice primárně 
nehledáme v koprologických vzorcích. 

K ověření přesnosti metody byla vypracována korelační analýza pro detekované druhy 
helmintů samostatně, s ohledem na jejich rozdílnou biologii. V analýze byla data získaná 
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z pitev GIT korelována s daty koprologického vyšetření metodou M i n i - F L O T A C . Získané 
výsledky korelace byly značně variabilní mezi druhy. 

Variabilní výsledky přesnosti této metody byly získány také u předchozích autorů 
(Barda et al. 2014; Noel et al. 2017; Dias de Castro et al. 2017; Paras et al. 2018; Nápravníková 
et al. 2019), kteří však srovnávali dvě až tři koprologické metody mezi sebou u různých druhů 
hostitelských zvířat. 

Nejvyšší závislost mezi počtem dospělých samic helmintů v GIT a množstvím 
nalezených vajíček ve vzorku výkalu byla u druhů A. tetraptera (0,992) a H. spumosa (0,794). 
Slabá závislost (0,381) mezi počtem dospělých helmintů a množstvím nalezených vajíček 
zjištěna u Syphacia spp. je však pozoruhodným výsledkem, při srovnání s nižším získaným 
korelačním koeficientem pro samice s vajíčky a množstvím nalezených vajíček (0,104). To by 
mohlo být vysvětleno charakteristickou vlastností Syphacia sp., kdy dochází k jednorázovému 
uvolnění vysokého množství vajíček, která se hromadí na perianální oblasti hostitele, 
s následným úhynem dospělých samic (Sousa et al. 2016). 

Catalano et al. (2019) věnující se ve své práci motolicím u volně žijících hlodavců, také provedli 
korelační analýzu mezi dospělými jedinci v GIT a propagačními útvary z vyšetření M i n i -
F L O T A C , avšak zjistili slabou závislost pro oba testované druhy motolic. 

U druhů Hymenolepis spp. korelační koeficient v mé práci nedosahoval přímé úměry (-
0,067), a koeficient determinace (0 %) značí, že hodnota E P G není vysvětlena množstvím 
jedinců nalezených při pitvě. 

Limitací tohoto zjištění však může být i fakt, že vajíčka tasemnic rodu Hymenolepis 
byla zdaleka nejnáročnější na identifikaci. V reálných vzorcích tato vajíčka mnohdy vypadala 
naprosto jinak, než vajíčka v uměle inokulovaných vzorcích (viz Obr. 9). Čerstvě získaná 
vajíčka byla vždy zřetelná, pravidelného tvaru a jednotné velikosti (viz Obr. 3), zatímco v 
přirozeně inokulovaných vzorcích jsem se setkávala s rozpětím velikosti vajíček od 40 um až 
po 80 um. 

K podhodnocení výsledků u přirozeně infikovaných vzorků může dojít v důsledku 
mnoha faktorů, například v prepatentní fázi infekce, kdy doposud nedochází k vylučování 
vajíček helminty, či v případě, kdy se v gastrointestinálním traktu nachází pouze parazité 
jednoho pohlaví. Dalšími významnými faktory je samotná plodnost gravidní samice, 
přerušované vylučování vajíček, či vylučování nízkého množství vajíček, což je v případě 
využití M i n i - F L O T A C tedy množství nižší než 5 E P G (Cringoli et al. 2017). To odpovídá 
skutečnosti, že pro zástupce řádu Cyclophillidea, do kterého patří i tasemnice rodu 
Hymenolepis, je typické nepravidelné vylučování gravidních proglottid v gastrointestinálním 
traktu a výkalech hostitele, což může znemožnit detekci jejich propagačních útvarů při 
vyšetření (Marcer et al. 2022). 

Faktory, které mohly ovlivnit viditelnost vajíček při mikroskopickém vyšetření byly 
zejména průhlednost vzorku, jelikož i po scezení a pečlivém převedení do komůrky M i n i -
F L O T A C vzorek obsahoval velké množství částic a vzduchových bublin, které mohly zastínit 
přítomná vajíčka, popřípadě bránit jejich vyflotování k hladině flotační komůrky. Některá 
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vajíčka mohla zůstat na spodní straně aparátu, a po „odříznutí" horní vrstvy tedy nebyla 
přítomna ve vyšetřovací komůrce ke spočítání. 

Volba flotačního roztoku není univerzální pro propagační útvary všech helmintů. Jak 
již bylo popsáno v 3.3.2.3, někteří autoři (Barda et al. 2013; El -Nadi et al. 2019) uvádí vyšší 
citlivost detekce gastrointestinálních helmintů při použití solného roztoku, než při použití 
roztoku síranu zinečnatého, který umožňuje lepší detekci prvoků v koprologickém vzorku. 
Citlivost detekce bude vždy ovlivněna hustotou zvoleného flotačního roztoku a současně 
hmotností hledaných propagačních útvarů. Současně s tímto efektem, vyšší hustota zvoleného 
roztoku může kromě vyššího množství vyflotovaných propagačních útvarů způsobit vyšší míru 
flotace nečistot, a ztížit tím prohlížení samotného vzorku (Ballweber et al. 2014; Das. et al. 
2020). 

Citlivost, přesnost i preciznost j sou zásadními faktory k hodnocení spolehlivosti 
vybrané koprologické metody. M á zjištění se přidávají k autorům předchozích prací, kteří 
prokazují že přesnost zvolené metody se výrazně liší u různých druhů detekovaných helmintů. 

Obr. 9: Porušené obaly vajíčka tasemnice Hymenolepis sp. (vlevo nahoře a vlevo dole) a intaktní vajíčko Aspiculuris 
tetraptera (uprostřed) (Autor: Vlastní fotografie) 
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7 Závěr 

Cílem diplomové práce bylo ověřit vhodnost koprologické metody M i n i - F L O T A C pro 
diagnostiku gastrointestinálních helmintóz u hlodavců rodu Rattus žijících na území České 
republiky. K naplnění tohoto cíle byly zformulovány dvě hypotézy. K ověření první hypotézy 
bylo provedeno testování na uměle inokulovaných vzorcích výkalů potkana Rattus norvegicus. 
Z mých výsledků je patrné, že metoda M i n i - F L O T A C nedosahuje dostatečné citlivosti pro 
detekci vajíček tasemnice Hymenolepis diminuta při definované hodnotě 10 E P G . Přesnost 
metody M i n i - F L O T A C při hodnotě 10 E P G byla významně nižší, než při definovaných 
hodnotách 100 a 1000 E P G . Tato hypotéza nebyla potvrzena. 

Druhá hypotéza byla ověřována na přirozeně infikovaných vzorcích získaných 
z hlodavců rodu Rattus, odchycených na sedmi lokalitách ve Středočeském kraji. Získané 
výsledky byly statisticky porovnány s výsledky pitev gastrointestinálních traktů příslušných 
jedinců. Při vyšetření metodou M i n i - F L O T A C byly detekovány druhy Hymenolepis spp., 
Syphacia spp., Aspiculuris tetraptera, Trichuris muris a Heterakis spumosa, což se shoduje 
s helminty detekovanými při pitvě GI traktů vyšetřovaných hlodavců. Získané výsledky 
koprologie metodou M i n i - F L O T A C tedy relevantně odráží druhové spektrum 
gastrointestinálních helmintů. 

Přesnost získaných výsledků se značně lišila mezi detekovanými druhy 
gastrointestinálních helmintů, což se shoduje se zjištěními předchozích autorů. Nejnižší 
přesnosti v mém experimentu metoda M i n i - F L O T A C dosáhla u druhů Hymenolepis spp., což 
koresponduje s výsledky první hypotézy. Nejvyšší přesnosti, ověřované korelační analýzou 
metoda dosáhla u druhů Aspiculuris tetraptera a Heterakis spumosa, avšak získané výsledky 
mohly být značně zkreslené nízkým počtem získaných pozitivních vzorků, které byly do 
statistické analýzy následně zahrnuly. Druhá hypotéza byla tedy potvrzena částečně. 

Faktory, které limitoval výsledky práce byly zejména omezený počet vyšetřovaných a 
pozitivních vzorků, nízké hmotnosti navážek jednotlivých vzorků a možná omezení, 
vyplývající z formy skladování vzorků před jejich vyšetřením. Pro další výzkum bych tedy 
doporučila vyšetřit vyšší množství vzorků a zvážit metodologické úpravy, které by mohly 
napomoci k vyšší spolehlivosti metody M i n i - F L O T A C . 

Přestože mými zjištěními nebyla potvrzena vhodnost testované metody pro vyšetření 
gastrointestinálních helmintóz u hlodavců rodu Rattus, věřím, že tato práce přinesla cenné 
poznatky a doufám, že bude podnětem pro navazující výzkumy v této oblasti parazitológie. 
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9 Samostatné přílohy 

9.1 Příloha I 

1000EPG Pořadí Komůrka 1 Komůrka 2 Celkem EPG 
(x5) 

Procentuální přesnost 

1 60 51 111 555 56% 
2 44 48 92 460 46% 
3 37 28 65 325 33% 
4 44 38 82 410 41% 
5 41 33 74 370 37% 
6 40 63 103 515 52% 
7 58 68 126 630 63% 
8 50 45 95 475 48% 
9 53 34 87 435 44% 

10 40 30 70 350 35% 

100EPG Pořadí Komůrka 1 Komůrka 2 Celkem EPG Procentuální přesnost 
(x5) 

1 4 2 6 30 30% 
2 1 1 2 10 10% 
3 2 2 4 20 20% 
4 9 2 11 55 55% 
5 3 3 6 30 30% 
6 4 9 13 65 65% 
7 0 2 2 10 10% 
8 6 7 13 65 65% 
9 3 5 8 40 40% 

10 5 6 11 55 55% 

10EPG Pořadí Komůrka 1 Komůrka 2 Celkem EPG 
(x5) 

Procentuální přesnost 

1 0 0 0 0 
2 0 0 0 0 
3 0 0 0 0 
4 1 0 1 5 
5 0 0 0 0 
6 0 0 0 0 
7 0 0 0 0 
8 0 0 0 0 
9 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 

0% 
0% 
0% 

50% 
0% 
0% 
0% 
0% 
0% 

o 

I 



.2 Příloha II 

% Přesnost Aresin % přesnost EPG 
56% 59% 1000 
46% 48% 1000 
33% 33% 1000 
41% 42% 1000 
37% 38% 1000 
52% 54% 1000 
63% 68% 1000 
48% 49% 1000 
44% 45% 1000 
35% 36% 1000 
30% 30% 100 
10% 10% 100 
20% 20% 100 
55% 58% 100 
30% 30% 100 
65% 71% 100 
10% 10% 100 
65% 71% 100 
40% 41% 100 
55% 58% 100 

0% 0% 10 
0% 0% 10 
0% 0% 10 

50% 52% 10 
0% 0% 10 
0% 0% 10 
0% 0% 10 
0% 0% 10 
0% 0% 10 
0% 0% 10 


