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Vyuziti koprologické metody Mini-FLOTAC pro
diagnostiku gastrointestinalnich helmint6z u rodu Rattus

Souhrn

Tato prace byla zaméfena na zhodnoceni vhodnosti koprologické metody Mini-
FLOTAC k diagnostice gastrointestinalnich helmint6z u hlodavct rodu Rattus, vyskytujicich
se na uzemi Ceské republiky. Cilem prace bylo otestovat diagnostické parametry této metody
s ohledem na jeji schopnost poskytnout relevantni vysledky pro stanoveni intenzity infekce
riznymi druhy gastrointestinalnich helmint a detekovat skutecné druhové slozeni helmint
pfitomnych v gastrointestindlnim traktu vySetfenych hlodavca.

Prakticka cast diplomové prace byla rozdélena do dvou Casti. Prvni ¢ast experimentu se
zabyvala standardizaci zvolené metody, pfiCemz byla ovéfovana jeji citlivost a presnost na
uméle inokulovanych vzorcich vajicky tasemnice Hymenolepis diminuta. Ziskané vysledky
byly statisticky vyhodnoceny za pouziti ANOVA analyzy a Scheffeho testu. Vysledky
prokazaly nizkou pfesnost metody u vSech testovanych hladin EPG a nedostate¢nou citlivost
pfi definované hodnoté 10 EPG.

V druhé casti experimentu bylo provedeno testovani metody Mini-FLOTAC na
pfirozené infikovanych vzorcich ziskanych z volné Zzijicich hlodavel rodu Rattus. V ramci
tohoto experimentu bylo zanalyzovano celkem 98 vzorkd, ve kterych byly identifikovany
propagacni utvary druht: Hymenolepis spp., Syphacia spp., Trichuris muris, Aspiculuris
tetraptera a Heterakis spumosa. Ke statistickému vyhodnoceni této Casti experimentu byla
pouzita regresni a korelacni analyza, srovnavajici ziskané hodnoty EPG s vysledky pfimé pitvy
gastrointestinalnich traktd vySetfovanych hlodavci. Metoda Mini-FLOTAC spravné
detekovala druhové spektrum helmintt, vyskytujicich se v gastrointestindlnich traktech
hlodavci, avSak presnost ziskanych vysledk byla variabilni pro jednotlivé druhy helmintd.
Toto zjisténi naznacuje, ze metoda neni univerzalné spolehlivd pro kvantifikaci zatizeni
gastrointestinalnimi helminty u hlodavct rodu Rattus.

Nejvyznamnéj$imi limitacemi tohoto vyzkumu byl nizky pocet vzorkt, nedostatecné
navazky k naplnéni obou vysetfovacich komor apararatu Mini-FLOTAC a mozné naruseni
propagacnich utvard zptsobem konzervace vzorkd. Vysledky této prace zduraznily nutnost
dalsiho metodického zdokonaleni pro zlepseni vysledkd ziskanych pouzitim metody Mini-
FLOTAC, pro spolehlivou neinvazivni diagnostiku gastrointestinalnich helmintéz u hlodavcu.

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



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

Summary

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

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

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

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

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

and intensity of infection
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1 Uvod

Koprologické metody se staly nedilnou soucasti neinvazivni diagnostiky endoparazitt
u hostitell a jsou v soucasnosti standardem v humanni i veterinarni parazitologii. Tyto metody
umoziuji dlouhodobé monitorovani parazitologické situace u vybranych druha zivocicht bez
nutnosti jejich usmrceni ¢i jiného zasahu do jejich integrity (Catalano et al. 2019). Pfi
kvantifikaci zatizeni parazity mohou vSak tyto metody mit své limity ve srovnani
s invazivnéj§imi metodami, jako jsou pfimé pitvy gastrointestinalnich trakti studovanych
hostitelt (Zajac & Conboy 2012).

Hlodavci predstavuji  jednu z nejhojnéjSich, geograficky nejrozsifenéjSich a
nejnicivéjsich skupin zivocicha, ktefi nejsou pouze zodpoveédni za pifimé i nepiimé skody na
produktech ¢lovéka, ale jsou také vyznamnymi rezervoary a pfenaseCi mnoha parazitarnich
infekci a onemocnéni (Pakdel et al. 2013; Khan et al. 2021). Zoonoticky potencial patogent
rodu Rartus je mezi hlodavci z hlediska lidského zdravi a ekonomiky obzvlasté vyznamny
v kontextu soucasnych ekologickych zmén, které mohou ovliviiovat druhové slozeni a
pocetnost paraziti, jeZ se u krys a potkand rodu Rartus vyskytuji na izemi Ceské republiky.

Navzdory tomu, ze hlodavci rodu Rattus patii historicky mezi nejcastéji vyuzivané
experimentalni zivocichy (Baumans 2016), existuje relativni nedostatek védecké literatury
zabyvajici se diagnostikou gastrointestinalnich helmintd pomoci koprologickych metod.
Doposud neni k dispozici ,zlaty standard“ spliujici vSechny pozadované diagnostické
parametry, ktery by byl univerzalni pro pouziti u vSech druht hostitelt.

S cilem kombinovat presné vysledky s vysokou citlivosti i pii nizké prevalenci parazitt
za nizkych nakladi byla vyvinuta metoda Mini-FLOTAC (Barda et al. 2013). Tato metoda byla
uspésné aplikovana k diagnostice gastrointestinalnich parazitd u riznych druha zivocichu,
vCetné koni (Noel et al. 2017; Napravnikova et al. 2019), ptakd (Shifaw et al. 2021)
prezvykavct (Bosco et al. 2023), ale také kytovct (Marcer et al. 2022) a volné zijicich hlodavct
(Catalano et al. 2019). Diagnostikou gastrointestinalnich helmint u volné zijicich hlodavcu se
doposud zabyvali pouze Carrera-Jativa et al. (2023) kteti doporucili tuto metodu pro dalsi
vyzkumy.

Tato prace si klade za cil ovéfit vhodnost metody Mini-FLOTAC pro diagnostiku
gastrointestinalnich helminti u volné zijicich hlodavcl rodu Rattus a potencialné prispét k
rozvoji metodologickych postupti v tomto vyzkumném sméru.



2 Védecka hypotéza a cile prace

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

vees

H1: Koprologické vysetieni metodou Mini-FLOTAC poskytuje pifi stanoveni EPG
gastrointestinalnich helmintd hlodavct relevantni vysledky tzn. intenzita infekce Hymenolepis
diminuta zji§ténd vyse uvedenou metodou odpovida redlnému poctu vajiCek ve vykalech
hostitele.

H2: Diverzita propagacnich utvarta detekovanych metodou Mini-FLOTAC relevantné odrazi
druhové spektrum a pocetnost helmintt pritomnych v GI traktu volné Zzijicich hlodavca.



3 Literarni reSersSe

3.1 Ekologie a biologie rodu Rattus

Rad hlodavet (Rodentia Bowdich, 1821) zahrnuje vice neZ &tyficet procent viech druhi
savcu (Feng & Himsworth 2014). Do rodu krys, (Rattus Fischer de Waldheim, 1803)
spadajiciho do Celedi mySovitych (Muridae Illiger, 1811), se dnes fadi az 61 druhq, ¢imz tvori
nejzastoupenéjsi rod savcu vubec (Aplin et al. 2003).

Prvni zastupci rodu Rattus jsou datovani piiblizné do obdobi konce Pliocénu asi pred
ttemi miliony let (Aplin et al. 2003) a z Jihovychodni Asie se rychle rozsifili do celého svéta
(Macdonald et al. 1999). Potomkim pavodniho zastupce rodu Rattus se od té doby podafilo
kolonizovat vSechny typy prostfedi a v soucasnosti se vyskytuji na vSech kontinentech krome
Antarktidy (Feng & Himsworth 2014). Zastupci tohoto rodu jsou klasickym piikladem
synantropné zijicich savcu, protoze jejich hlavni misto vyskytu je vzdy spojeno s ¢lovékem, at’
uz na venkové, nebo ve méstech (Aplin et al. 2003; Galan-Puchades et al. 2021). Néktefi autofi
je dokonce nazyvaji ,,obligatnimi skiidci“, protoze se zda, ze k udrzeni svych populaci cloveéka
vyslovné potiebuji (Aplin et al. 2003; Feng & Himsworth 2014).

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

3.1.1 Ekologie a biologie lokalné vyznamnych druhu rodu Rattus

Potkan obecny (Rattus norvegicus) ma malé usi a jeho ocas tvoti asi 85% délky téla, ve
srovnani s krysou obecnou (Rattus rattus), kterd ma usi vétsi a ocas vyrazné delsi nez télo (Otto
et al. 2015). Relativné vétsi velikost a agresivnéjsi povaha potkana pravdépodobné zpusobila
vytlaCeni velké Casti populace ptivodni krysy z Evropy, po jeho pfichodu z jihovychodni Asie
do Evropy v obdobi 18. stoleti (Macdonald et al. 1999; Otto et al. 2015).

Rozsiteni potkand a krys po celém svété je vyznamné ovliviiovano klimatickymi
faktory, kde napf. potkanu obecnému nejvice vyhovuje mirné, az tropické podnebi (Marsh
1994). Prizkumy naznacuji, Ze nejb€zn€js§im druhem rodu Rattus v Evropskych méstech (napf.
v Italii, Mad’arsku, Rakousku ¢i Anglii) je R. norvegicus (Cavia et al. 2009). Studie na
zemédélskych padach riznych oblasti mirného pasu ukazuji, ze pole a oteviené plochy jsou pro
potkany obecné okrajovym prostiedim, s vyjimkou pfipadd, kdy jsou jim plodiny dostupné jako
potrava (Macdonald et al. 1999).

Vyskyt potkant je tizce spjat s lidskymi sidly a oblastmi ovlivnénymi lidskou ¢innosti.
Procesy jako napfiklad urbanizace potkanim poskytuji vynikajici prostiedi (Simdes et al.
2016). V zimnim obdobi si meéststi potkani vyhledavaji ukryt pfimo v lidskych obydlich,
naopak venkov, kde je vyssi podil pady na ukor lidské zastavby, poskytuje potkanim vhodné
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podminky pro stavbu vlastnich nor (Cavia et al. 2009). Autor také uvadi, ze v méstskych parcich
se potkan vyskytoval zejména na plochach s vysokou hustotou stroma a/nebo kefa.

Podobné jako v historii, i v souCasnosti pronikani potkant do teritorii krys zptsobuje
jejich vytlacovani z hnizd a nucené stéhovani do vyssSich mist, napf. na stfechy ¢i do potrubi
lidskych staveb (Barnett & Spencer 1951; Feng & Himsworth 2014). Krysy obecné jsou zdatné
ve zdolavani vertikalnich prekazek a stavéni hnizd z umélych materiald, jsou proto k nalezeni
i v ¢lovékem-husté zastavénych oblastech (Cavia et al. 2009).

Na populace potkanti v ramci jednoho klimatického pasma ma vyznamny vliv také rocni
obdobi, které ovliviluje nejen jejich aktivitu, ale také reprodukci (Davis 1953; Feng &
Himsworth 2014). V poslednich letech bylo pozorovano, ze mirné a vlhké zimy a jara maji
pozitivni vliv na rist populaci téchto hlodavct (Galan-Puchades et al. 2021). V mirném podnebi
reprodukéni aktivita vrcholi na jafe a na podzim, a v zimé klesa (Margulis 1977; Macdonald et
al. 1999). Populace poté dosahuje nejvyssi hustoty koncem léta a zaCatkem podzimu,
v dasledku skokového prirastku juvenilnich jedinct (Mcguire et al. 2006; Feng & Himsworth
2014). Rovnéz samotna plodnost samct je zavisla na rocnim obdobi a jim spojenou potravni
nabidkou, jelikoz omezeny pristup k potraveé opozd’uje nastup pohlavni dospélosti a fakultativni
zastaveni spermatogeneze (Macdonald et al. 1999).

Potravni preference potkand jsou ovliviiovany predchozimi zkuSenostmi i1 nutri¢ni
hodnotou potravy (Barnett & Spencer 1953), avSak jako oportunisté se schopnosti se
pfizpusobit riznorodé potrave, je vybér potravy do znacné miry ovliviiovan jeji dostupnosti
(Aplin et al. 2003). Oproti vSezravosti potkanut, krysy rodu Rattus konzumuji pfednostné ovoce,
ofechy a semena (Marsh 1994). Potkani se obecné vyhybaji otevienym plocham a maji tendenci
svou potravu konzumovat v blizkosti svych ukrytd (Takahashi & Lore 1980; Whishaw &
Whishaw 1996; Feng & Himsworth 2014). Takahashi & Lore (1980) nenasli v nalezenych
potkanich norach zadné dikazy o uskladnéné potravé.

Whishaw & Whishaw (1996) popisuji, ze vétSina aktivity potkani se odehrava
v no¢nich hodinach pted pualnoci, juvenilni potkani vSak Casto vyhledavaji potravu diive, po
zapadu slunce, aby se tak vyhnuli konkurenci starSich a vétSich potkant. Macdonald et al.
(1999) popisuji, ze nocni aktivita potkanti miize pisobit stiet zajmti mezi krmenim a paficimi
aktivitami napf. v letnim obdobi, kdy je noc nejkratsi, a obé tyto aktivity vrcholi pravé béhem
noci. Stfidani roc¢nich obdobi také ovliviiuje délku doby, po kterou se zvife musi béhem dne
postit, nez muze jit bezpecné shanét potravu. Samice preferuji potravu shanét v mnoha kratkych
intervalech, zatimco samci potravu vyhledavaji méné casto, ale po delsi dobu (Inglis et al.
1996).

vees

muze vést ke koordinovanému populacnimu boomu, kdy je ve stejnou dobu odstaveno velké
mnozstvi mladat (Marsh 1994). Doba bfezosti potkan je pfiblizné tfi tydny (Feng &
Himsworth 2014). V pfiznivych podminkéch, napf. v méstském prostiedi, se potkani mohou
rozmnozovat celoro¢né a mit az pé€t vrhi rocné, kde se pocet mlad’at v jednom vrhu pohybuje
mezi Ctyfmi az osmi (Davis 1953; Marsh 1994). Pocet mlad’at ve vrhu se zvySuje také s velikosti
a zralosti samice (Perry & Fetherston 1997).
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Po narozeni jsou mlad’ata schopna piijimat pevnou potravu jiz ve véku tii tydni a mohou
(Marsh 1994). Samci potkant maji pfirozené vyssi rychlost rustu a dortistaji do vétsich rozmért
nez samice (Mcguire et al. 2006). Hmotnost a vék potkana vSak maji linearni vztah pouze
v nejrannéj§im obdobi zivota potkana. Po dosazeni velikosti dospélého jedince jiz hmotnost
neslouzi jako uzite¢ny ukazatel chronologického véku (Feng & Himsworth 2014).

U samic, které se rozmnozuji synchronné, prezije do odstavu piiblizné 80 % mlad’at,

vees

vees

jako napf. kocky maji tendence zabijet pravé juvenilni potkany, ¢imz zpusobuji vyznamné
ubytky juvenilnich jedinct z populaci. Bylo také popsano, Ze samice se dozivaji vy§siho véku
nez samci (Margulis 1977).

Jako konzumenti prvniho i druhého fadu v potravnich fetézcich hraji hlodavci
vyznamnou roli v zivotnich cyklech fady helmintd jako mezihostitelé i definitivni hostitelé.
Podileji se tak na udrzovani ptfirozenych ohnisek parazitarnich infekci a invazi (Summers et al.
2003; Kononova & Prisniy 2020). Vyznamnou roli plni i u pfenosu riiznych agens napt. na
hospodarska zvirata (Pakdel et al. 2013; Franssen et al. 2016). ZvySeny vyskyt hlodavca v dané
oblasti obyvané lidmi muze také pfimo souviset se zvySenym vyskytem zoondz u konkrétni
lidské populace (Stojcevic et al. 2004). Jejich schopnost puasobit jako vektofi zoonotickych
parazitll je znacné posilena jejich vysokou fyziologickou podobnosti s lidmi (Kataranovski et
al. 2011).

3.1.2 Parazitarni infekce u rodu Rattus

Parazitarni infekce jsou jednim zvyznamnych faktori ovlivigjicich populacni
dynamiku potkana a krys (Stojcevic et al. 2004). Pozitivni korelace mezi vékem potkanti a
intenzitou parazitarni nakazy naznacCuje, ze pocet paraziti se béhem zivota potkana kumuluje
uvnitf téla, avSak nezpliisobuje obvykle mortalitu jedince, kvili vzajemné adaptaci hostitele a
parazita. Ackoli neni bézné, aby parazité své hostitele usmrtili, mohou jim zpisobovat zmény
v télesné hmotnosti, velikosti 1 zménu chovani, coz v konecném dusledku ovliviiuje jejich
rozmnozovani i preziti (Gomez Villafafe et al. 2008). Parazité v§ak svym hostitelim mohou
pfinaSet i ur€ité vyhody, z pohledu aktivace a posilovani imunitniho systému jiz od raného véku
hostitele (Hewitson et al. 2009).

Pro posouzeni vlivu paraziti na populacni dynamiku hostitele je nutné studovat jak
populace parazita, tak i hostitele. Parazité maji nepfimy vliv na vnitrodruhové i mezidruhové
interakce svych hostiteld, mohou snizovat jedincovu konkurenceschopnost ¢i zvySovat jeho
zranitelnost vici predatorim (Gomez Villafaiie et al. 2008). Z evolu¢niho hlediska je cilem
parazita zvySit Sanci, Ze se jeho infek¢ni vyvojova stadia setkaji s hostitelskym druhem. Jednou
z adaptivnich cest k tomuto cili je manipulace s hostitelovym chovanim. Znamym piikladem
tohoto fenoménu je zvysena fyzicka aktivita krysy, nakazené Toxoplasmou gondii (Nicolle &
Manceaux, 1908) (Hay et al. 1983), ktera zvySuje jeji atraktivitu pro definitivniho hostitele této
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kokcidie, koCky domaci (Felis catus Linnaeus, 1758). ZvySeny pohyb krysy stimuluje lovecky
pud kocky, kterd naopak nejevi pfilisSny zajem o nepohyblivé objekty (Hubel & Wiesel 1962).

Stejné tak, jak kolisaji populace hlodavci samotnych byla nejvyssi prevalence
parazitarnich infekci zaznamendna v 1ét€ a na podzim (Kataranovski et al. 2011). Sezénni
kolisani intenzity infekce zavisi jak na vlastnostech konkrétnich hostitelti, tak i na radé
klimatickych faktort. Pfikladem je maximalni intenzita infekce ptaCi Skrkavky Heterakis
gallinarum (Schrank, 1788) béhem 1éta, imérné s maximalnimi pocty populace zizal, které jsou
nezbytné pro pienos této hlistice (Anderson 2000). Jinym piikladem byla nejvyssi intenzita
infekce hlistice parazitujici u potkana, Nippostrongylus brasiliensis (Travassos, 1914), na
podzim, kdy ve studované oblasti dochdzi k nejvy$Simu mnozstvi srazek, které jsou zasadni pro
preziti vyvojovych stadii tohoto druhu. Tato vyvojova stadia se vyskytuji ve vnéj§im prostredi
a jsou nachylnd na vysychani (Gomez Villafafie et al. 2008).

Studie Galdn-Puchades et al. (2018) vyhodnotila, Ze dospéli potkani vykazovali vyssi
prevalenci ndkazy tasemnici Hymenolepis diminuta (Rudolphi, 1819) nez juvenilni potkani,
pravdépodobné z divodu kratsi expozice prostiedi. DalSim divodem muize byt souvislost
s potravou dospélych, ktera je bohatsi na hmyz, ktery je mezihostitelem této tasemnice 1 jinych
helminti. Také Khan et al. (2021) zaznamenali vy§Si prevalenci paraziti u dospélych potkana
(20 %) oproti necelym ctyfem procentlim u subadultnich jedinct. Jedinci s vysokou télesnou
hmotnosti jsou potencialnimi cili paraziti, protoze jejich vétsi prostor téla predstavuje vice
mista pro kolonizaci parazity. Naopak, jedinci s nizkou teélesnou hmotnosti mohou byt
atraktivnéj§i pro parazity z divodu mozné snizené imunitni kompetence a nedostatku zivin
z potravy (Morand 2015).

Nekteti autofi (Rodriguez-Vivas et al. 2011; Pakdel et al. 2013) popsali souvislost mezi
pohlavim hlodavce a mirou infekce gastrointestinalnich parazitli, kde byla intenzita infekce u
potkanich samcl az o tietinu vyS$si nez u samic. Tato souvislost s mirou infekce a pohlavim
hostitele byla mimo jiné popsédna i u ektoparazitt, jako jsou napfiklad klistata (Harder et al.
1992).

Jednim moznym davodem, pro¢ se u samci muze vyskytovat vys$si mira infekce je
negativni vliv sam¢iho hormonu testosteronu na imunitni obranu jedince (Grossman 1989;
Derothe 1997; Kataranovski et al. 2011), ¢i na jeho chovani, které ho d€la nachylnéjsim
k infekci (Morand 2015; Biard et al. 2015). Tento fenomén byl experimentalné popsan v fadé
studii. na mySovitych, spouzitim laboratornich parazitarnich model, napfiklad
Nippostrongylus brasiliensis (Bone & Bottjer 1986), N. muris (Haley 1958) Ci Heterakis sp.
(Harder et al. 1992). Nepiimé dukazy naznacuji, Zze vyS$i hladiny testosteronu stimuluji také
larvalni vyvoj gastrointestinalnich helmint, napfiklad Trichinella spiralis ¢ vyvoj cyst
Echinococcus granulosus (Harder et al. 1992).

Bylo prokazano, ze samci jsou nositeli intenzivnéj§ich infekci nez samice, na zakladé
prodlouzeného patentniho obdobi a zvySeném mnozstvi vaji¢ek uvolfiovanych vykaly.
Experimentalni snizeni hladiny testosteronu u samcul, dosazené jejich kastraci, vedlo ke
zkréaceni patentich obdobi a snizeni poctu vajicek ve vykalech (Harder et al. 1992).
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3.2 Gastrointestinalni helminti u rodu Rattus

Pro ucely této prace byli vybrani gastrointestinalni parazité s nejvyssi prevalenci u
druhG Rattus rattus a Rattus norvegicus, se kterymi je mozné se bézné setkat ve
Stiedoevropskych podminkach veetné Ceské republiky, odkud pochazi také material pouZity
v praktické Casti této prace. Nasledujici helminté budou popsani se zvlastnim dirazem na
vyvojové cykly a propagacni stadia, ktera potencialné mohou byt nalezena ve vzorcich vykald,
které jsou zkoumany v ramci této prace. Z té€chto divodu pro tuto Cast reSerSe nebyli vybrani
jini helminté, ktefi se sice mohou u rodu Ratfus vyskytovat i v relativné vysoké mire, avSak
potkani a krysy nejsou jejich definitivnimi hostiteli, nebo se nevyskytuji v nasich zemépisnych
podminkéch.

3.2.1 Cestoda

3.2.1.1 Rod Hymenolepis

Hymenolepis nana (Bilharz, 1851), autory oznaovana také jako Rodentolepis nana, je
v prumeéru 20 — 40 mm dlouha a vétSinou méné nez 1 mm S§iroka tasemnice. Jeji scolex ma Ctyfi
piisavky a rostellum s dvaceti az sedmadvaceti hacky. Proglottidy u dospélych jedinct jsou ve
tvaru lichobézniku a mohou obsahovat az dvé sté vaji¢ek s tenkym obalem, kterd jsou ovalnd,
bezbarva a se Sesti polarnimi vlakny. Uvnitf vajicek se nachazi embryo, tzv. onkosféra, se tfemi
pary hackt ve vnitinim obalu. Vajicka této tasemnice jsou velka pfiblizn€ 30 — 56 x 44 — 62 um
a mimo hostitele dlouho neptezivaji (Otto et al. 2015).

U tohoto druhu byl popsan i pfimy vyvojovy cyklus, tedy Ze cely jeho vyvoj muze byt
dokoncen v rdmci jednoho hostitele (Webster & Macdonald 1995; Alvi et al. 2021). Vyvojovy
cyklus u tohoto druhu trva piiblizné ¢trnact az Sestnact dni. Onkosféry se po pozieni vajicek
hostitelem lthnou v tenkém stieve. Pronikaji do klku stfeva a za circa Ctyfi az pét dni se z nich
vyvijeji cysticerkoidni larvy, které znovu prechazeji do lumen stieva, kde se scolex tasemnice
vchlipi a pfichyti na sliznici. Zralé proglottidy se vyviji po deseti az dvanacti dnech a dospélci
poté Ziji pouze nékolik tydna (Otto et al. 2015; Alvi et al. 2021).

U potkant a mys$i je tato tasemnice patogenni pouze pii t€zkych infekcich (Otto et al.
2015). Starsi literatura popisuje vliv této tasemnice na zpomaleni rustu, ubytky hmotnosti az
thyn (Hsu 1979). Infekce touto tasemnici je nej¢astéjsi u Cerstvé odstavenych mlad’at a juvenila
(Otto et al. 2015). Nakazeni poté obvykle vede k uritému stupni imunity, ktera zabranuje
nasledovné autoinfekci. Pokud k autoinfekci vSak dojde, vajicka se lihnou v tenkém stfeveé a
vyvijeji se bez toho, aniz by byla vylu¢ovana vykaly, a tim zpusobuji velmi vysoké zatizeni
gastrointestindlniho traktu, v angli¢ting tzv. ,,syndrom nafouknutého bficha“ (Owen 1992).

Scolex Hymenolepis diminuta (Rudolphi, 1819) ma také Ctyfi ptisavky, ale rostellum je
bez hackl. Vajicka jsou velka 60-88 x 52-81 um (srovnani viz Obr. 1) a onkosféra ma tfi pary
hacku, avsak bez polarnich vlaken (Otto et al. 2015).

Tento druh méa vzdy nepfimy vyvojovy cyklus. K prenosu vaji¢ek s onkosférami mezi
hostiteli dochazi fekalné-oralnim kontaktem, ¢i nahodnym pozienim mezihostiteld na
obilovinach. Nejznaméj§im ptikladem je brouk Tribolium confusum (Jacquelin du Val, 1868)
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ktery v sobé€ nosi cysticerkoidy této tasemnice (Webster & Macdonald 1995; Franssen et al.
2016). Mezihostitelem mohou byt také obilni brouci Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758),
Tenebrio obscurus (Fabricius, 1792) ¢i blechy Pulex irritans (Linnaeus, 1758),

Ctenocephalides canis (Curtis, 1826) nebo Xenopsylla cheopis (Rothschild, 1903) (Otto et al.
2015).

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

avSak ziji i v tenkém stfevé jinych hlodavca, napt. mysi a kieckd a také u primatd vcetné
¢lovéka. To z nich déla potencialné zoonotické parazity (Webster & Macdonald 1995).

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

um
100

60 =

&
1

20

Hymenolepis diminuta Raodentolepis nana

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

3.2.2 Acanthocephala

Vrtejsi (Acanthocephala) jsou vélcoviti helminté, ktefi vykazuji tzv. pseudosegmentaci.
Vyznacuji se protahlym, trubicovitym télem, na jehoz pfednim konci je obraceny hakovity
,,chobot“ tzv. proboscis, ktery se nachazi ve své vlastni schrance kulatého tvaru, az dokud
nedojde ke kontaktu se tkdni hostitele (Teimoori et al. 2011; Mathison et al. 2021). Z pfedni
stény téla vrtejsu visi ovalna téliska zvana lemnisky, ktera slouzi jako zasobarna tekutin, kdyz
je proboscis zataZzeny ve schrance, a muze mit také funkci v metabolismu tuk (Nickol 1985;
Lotfy 2020).

Stejné jako u tfidy Cestoda, vrtejs§i postradaji travici ustroji a vstfebavani zivin tak
probiha vyhradné pfes télni sténu (Lotfy 2020; Mathison et al. 2021). Tito helminté jsou
oznacovani za tzv. ,,perforujici vrtejSe”, protoze mohou u svych definitivnich hostiteld zptisobit
perforaci stiev, kterou kromé mechanického poskozeni proboscisem vrtej§e dale usnadiu;ji také
proteolytické enzymy, které vylucuji (Teimoori et al. 2011).
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V ramci této skupiny bylo popsano asi 1100 druhti (Mathison et al. 2021). Délka téla se
znacné lisi mezi jednotlivymi druhy, od nékolika milimetra az po 65 cm, jako napfiklad u druhu
Macracanthorhynchus hirudinaceus (Pallas, 1781). Praiméma délka vétSiny znamych druhu je
vSak mezi deseti az petatficeti milimetry (Lotfy 2020).

Crompton et al. (1972) popisuji, ze Moniliformis moniliformis a Moniliformis dubius,
jsou blizce pfibuznymi, moznéa az totoznymi druhy. Dodava vsak, ze existuji mirné rozdily
v délce vyvoje a véku, kdy dospéli jedinci zacinaji kopulovat a produkovat vajicka. Prepatentni
doba u druhu M. dubius je pét az Sest tydna, zatimco u M. moniliformis se vajicka mohou objevit
ve vykalech definitivniho hostitele jiz dvaadvacet az osmatficet dni po infekci. Z toho vyplyva,
ze M. dubius dospiva a produkuje vajicka pozdéji (Crompton et al. 1972). Lackie (1975) jiz
vSak uvadi, ze se jedna o synonymni nazvy pro stejny druh vrtejSe. Tento druh je béznym
parazitem vyskytujicim se ve vét§in€ Casti svéta (Lotfy 2020).

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

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

Dospélé samice M. moniliformis méii 10 — 27 cm, zatimco samci jsou mens$i, s rozméery
circa 4 — 10 cm (Mathison et al. 2021). Dospélci tohoto druhu ziji v tenkém stieve definitivnich
hostitelti, kam kladou vajicka, ktera se nasledné dostavaji do prostiedi vykaly hostitele. PIné
embryonovana vajicka obsahuji infek¢ni larvu prvniho stadia, tzv. akantor a po pozieni dochazi
k larvdlnimu vyvoji uvniti hemocoelu $vaba ¢i brouka (Lotfy 2020; Mathison et al. 2021).
Infikovani §vabi vykazovali snizenou aktivitu pfi vyhybani se predatorim, coz je jev vyhodny
pro parazita, jelikoz tak zvySuje pravdépodobnost pozieni §vaba hlodavcem, coz je nezbytné
pro dokonceni vyvojového cyklu parazita (Libersat & Moore 2000).

V hemocoelu mezihostitele dochdzi k larvalnimu vyvoji pres dvé stadia akantor a Sest
stadii tzv. akantel, nez dosahne findlniho larvalniho stadia tzv. cystakant, které je infek¢ni pro
obratlovce (Moore 1946; King & Robinson 1967; Mathison et al. 2021). Uvnitf téla
bezobratlého akantor migruje a zpocatku vyvolava mirnou enkapsulacni reakci. Akantor si
nasledné vytvaii membranovy obal, ktery zabrafiuje obranné reakci ¢lenovce a umoziuje tak
dalsi rust akantoru az do tfetiho stadia akantely, kdy se misto membranového obalu vytvafi
pevna schranka. Tato schranka muZze byt povazovana za jakési rozhrani mezi hostitelem a
parazitem a je rozhodujici pro vyhnuti se obranné reakci hostitelti. Pfi poruseni ¢i nevytvoreni
schranky dochdzi k enkapsulaci vrtejSe (Lackie 1975). Cystakanty mohou byt v v hemocoelu
§vabu nalezeny circa po Sesti tydnech vyvoje (Moore 1946; Richardson & Brink 2011). Prvotn{
vyvojova stadia larvy jsou kulovitého tvaru a od 22. az 29. dne po vylihnuti se zacinaji
prodluzovat. Od 44. az 51. dne se zacina zfetelnéji diferencovat proboscis a zacinaji se vyvijet
lemnisky. Postupné se predni Cast zaCina rozSifovat, ¢imz se larva stdva zplostélou a
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rovnomémeé se zuzuje k zadnimu konci téla. Cystakant muze byt odliSen od nizsiho stadia
akantely invaginaci proboscisu a tim, Ze hroty hacku jiz prorazily kutikulu schranky (Crompton
et al. 1972).

Akantor je jedinym kontinualné pohyblivym stadiem ve vyvojovém cyklu vrtejsu.
Pozdé&jsi larvalni stadia v mezihostiteli jsou nepohybliva a dochazi u nich predevsim k rastu,
vnitini prestavbe a organogenezi, az se nakonec vyviji odolna larvalni forma cystakant. Také
dospéli vrtejsi ve stfevé definitivniho hostitele jsou v podstaté piisedli a pohybuji se pouze
be&hem pfrisati a pareni (Whitfield 1971).

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

3.2.3 Nematoda

3.2.3.1 Rod Syphacia

Syphacia muris (Yamaguti, 1935) je nejbéznéjsim roupem, kterého u potkant a krys 1ze
diagnostikovat (Otto et al. 2015). Je to druhové specificky parazit a nepatii proto mezi
zoonotické druhy (Webster & Macdonald 1995).Vyvojovy cyklus této hlistice je pfimy a trva
jedenact az patnact dni (Baker 2007). Jedinci tohoto druhu osidluji slepé stfevo hostitele, kde
dospivaji béhem sedmi az osmi dni (Sotillo et al. 2012). Gravidni samice kladou oplozena
vajicka do tlustého stifeva a perianalnich oblasti potkana (Lytvynets et al. 2010; Sousa et al.
2016). Jejich rozmér je piiblizné 72-82 x 25-36 um, tvarové jsou podlouhla a z jedné strany
mirné zplostéla (Otto et al. 2015).

Tato vajicka se stavaji infekénimi béhem nékolika hodin, jsou velmi odolna vici
podminkam prostiedi a pii pokojové teplot€ mohou piezivat po dobu nékolika tydnt az mésicu.
Jsou zaroveti velmi lehka a snadno se proto §ifi vzduchem (Lytvynets et al. 2010; Otto et al.
2015; Sousa et al. 2016). Tato vajicka jsou vsak citliva na vysoké teploty, které se v laboratotich
vyuzivaji k jejich likvidaci (Oldham 1967).

Dospély samec této hlistice je dlouhy 1,2 — 1,3 mm a jeho ocas je tenky a asi dvakrat
delsi nez S&itka téla. Muzeme u ného pozorovat jednu Stihlou, dlouhou spikulum a
gubernaculum. Samice tohoto druhu je dlouhé 2.8 az 4 mm a vulva se nachazi v pfedni ctvrtiné
téla. Dospéli jedinci se nachazi ve slepém stievé a predni Casti tlustého streva (Lytvynets et al.
2010).

Hostitel se nakazi bud pozienim vaji¢ek z periandlni oblasti infikovaného potkana,
napt. béhem socialniho chovani a vzajemné péce o srst, tzv. groomingu (Webster & Macdonald
1995; Franssen et al. 2016), nebo nepifimo prostfednictvim kontaminované vody, potravy a
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jinych materiala (Sousa et al. 2016). Potkan muze byt také nakazen tzv. retroinfekci, tj. kdy
v kone¢niku dojde k vylihnuti larev a jejich presunu zpét do tlustého stieva (Stahl 1963).
Obdobi prepatence trva sedm az osm dni, béhem kterych se dospéli Cervi usidli ve slepém stieve
a vzestupném tracniku (Lytvynets et al. 2010).

Druh Syphacia obvelata (Rudolphi, 1802) se Castéji vyskytuje u mysi, kiecka a
piskomild, ale prilezitostné se muze vyskytnout i u potkant, zejména pokud se jejich teritoria
prekryvaji s jinymi druhy drobnych hlodavct. Tento druh je charakteristicky kratkym obdobim
dospivani a jednorazovym, .,
hostitele, doprovazeného naslednym thynem dospélych hlistic. Vyvoj vajicek do infekéniho
stadia larvy (L.3) probih4 béhem prvnich ¢tyfiadvaceti hodin. K migraci dospivajicich samic do
slepého stieva dochazi po dobu tii dntl, a poprvé zacinaji uvolfiovat vajicka circa 12. den po
infekci (Chan 1952; Scott & Gibbs 1986).

explozivnim® uvolnénim velkého mnozstvi vajicek v kone¢niku

Morfologie dospélcti obou druhii rodu Syphacia je podobna, avSak S. muris je mensi a
samec ma delsi ocas v poméru k Sitce téla (Baker 2007). Vajicka S. obvelata jsou 118-153 x
35-55 um velka, podlouhla a z jedné strany témert zcela plocha (Otto et al. 2015).

Detekce téchto dvou druha hlistic mize byt snadno provedena Grahamovou metodou
(1941), také zvanou ,,Cellophane tape test“ (Parkinson et al. 2011). Tato metoda spociva ve
vytvoreni otisku perianalni oblasti infikovaného hlodavce pomoci lepici pasky a naslednému
mikroskopickému vySetfeni a detekci nalepenych vajicek (Hill et al. 2009). Vzhledem k tomu,
ze vétSina vajiCek se nachdzi v perianalni oblasti a pouze mala ¢ast se vylouci s vykaly,
sedimentace a dalsi tradicni koprologické metody zahrnujici sbér vykall, stejné jako
kvantifikace vajicek pomoci flotace jsou povazovany za méné ucinné a pravdépodobné
podhodnocuji miru infekce Syphacia spp. (Sousa et al. 2016).

Dva popsané sezonni vrcholy vyskytu oxyuroidnich hlistic odpovidaji dvéma sezénnim
vrcholiim rozmnozovani a veskerych socialnich interakci u potkand, které jsou obvykle v 1été
a zaCatkem podzimu (Calhoun 1962; Webster & Macdonald 1995; Kataranovski et al. 2011).
Infikovani potkani jsou vétsinou asymptomaticti (Otto et al. 2015) a ackoli jsou tyto hlistice
obvykle povazovany za nepatogenni, bylo prokazano, ze infekce roupy rodu Syphacia maji
vyznamny negativni vliv na stravitelnost zivin a rust u laboratornich potkani (Wagner 1988;
Plachy et al. 2016). Bylo zji§téno, ze 1 pfes absenci zjevnych histopatologickych zmén byl
vyrazn€ snizen stievni transport vody a elektrolytd (Lubcke et al. 1992). V behaviordlnich
studiich na mySich bylo popsano vyznamné snizeni aktivity u mysi silné infikovanych S.
obvelata (McNair & Timmons 1977). Tézké infekce byly spojeny se stavy jako prolaps
konecniku, enteritidami, jaternimi granulomy ¢i perianalni podrazdéni (Taffs 1976).

3.2.3.2 Rod Aspiculuris

Ptimy vyvojovy cyklus u Aspiculuris tetraptera je delsi nez u rodu Syphacia, a trva asi
24 dni (Taffs 1976; Scott & Gibbs 1986; Baker 2007). Dospélci A. tetraptera ziji piiblizné dva
az pét centimetri kaudalné od slepého stieva hostitele, v misté¢, kde se vyskytuji
charakteristické zdhyby sliznice (Anya 1966). Na rozdil od S. muris, kteti vajicka kladou na
perianalni kazi hlodavce, dospélé samice tohoto druhu vajicka kladou do lumen tlustého stfeva
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a odtud jsou vylucovana vykaly (Baker 2007; Lytvynets et al. 2010). Z tohoto davodu jsou
k diagnostice tohoto parazita ucinné ruzné techniky na bazi flotace vykalt (Parkinson et al.
2011).

Tato vajicka jsou velice odolnd podminkam vnéjsiho prostredi, a infekcni schopnosti
dosahuji po Sesti dnech na vzduchu. K nakazeni hostitele dochézi po pozieni embryonovanych
vajicek (Scott & Gibbs 1986; Lytvynets et al. 2013). Samice tohoto druhu vajicka uvoliiuji po
celou dobu zivota, ktera se odhaduje na nejméné dalsich ctytiadvacet dni (Scott & Gibbs 1986).
Vajicka A. tetraptera jsou piiblizn€ stejné velka jako vajicka S. muris (Srovnani viz Obr. 2),
meftici 89-93 x 36-42 um, ale jsou bilateraln€ symetrickd (Otto et al. 2015).

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

um
140 =

120 =

100 =

60 =

40 =1

0

Syphacia obvelata Aspiculuris tetraptera Syphacia muris

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

3.2.3.3 Rod Trichuris

Tenkohlavci obyvaji zpravidla slepé a tlusté stfevo hostitele. Jejich télo je typické dvémi
vyrazné odliSnymi konci: pfedni konec téla, tzv. ,,stichosom®, je dlouha, biCovita struktura,
kterym se zavrtavaji do stfevniho epitelu hostitele; $irsi, zadni konec zistava volné v lumen
stfeva a zanechava tak prostor pro kopulaci (Panesar & Croll 1980; Upadhyay & Nanware
2020).

Trichuris muris (Schrank, 1788) je endoparazit hlodavcu z Celedi mySovitych (Muridae
Illiger, 1811), ktery byl popsan napfiklad u druht: Apodemus sylvaticus (Linnaeus, 1758),
Apodemus flavicollis (Melchior, 1834), Mus domesticus (Schwarz & Schwarz, 1943) i R. rattus.
Fylogenetické studie na riznych hostitelich prokazuji, ze 7. muris nema hostitelsky specifické
linie, avSak molekularni vysledky popisuji dvé jasné vymezené geografické linie tohoto druhu.
Tzv. ,zapadoevropska linie“ je rozsifena od severniho Spanélska po Dansko, a
,vychodoevropska linie je rozsifena od Chorvatska, po Rumunsko a Turecko (Callejon et al.
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2010). Trichuris muris sdili rozsdhlou homologii s druhem Trichuris trichiura (Linnaeus, 1771)
a z tohoto divodu je hojn€ vyuzivan v laboratofich pro studium tenkohlavcu, ktefi se mohou
vyskytovat i u ¢lovéka (Yousefi et al. 2021).

Vyvojovy cyklus je pfimy. Novy hostitel se nakazi tzv. fekalné-oralni cestou, kde se
parazit prenasi pozienim infekcnich vajicek, ktera nakazeny hostitel uvolni ve vykalech (Hayes
et al. 2010). Po pozieni se embryonovana vajicka pohybuji stfevnim traktem a hromadi se ve
slepém stievé, kde jiz devadesat minut po infekci dochézi k jejich lihnuti v larvy prvniho stadia
(L1) (Panesar & Croll 1980; Cliffe & Grencis 2004). Panesar & Croll (1980) predpokladali, ze
relativné uzké rozmezi pH ve slepém a tlustém stievé (mezi pH 6 az 7) hraje dalezitou roli pii
spousténi lihnuti larev.

Po vylihnuti L1 larvy pronikaji do proximalni Casti tlustého stfeva, kde prochazeji
vyvojem v dalSich tfech stadiich: L2 (9 az 11 dni), L3 (17 dni) a L4 (22 dni). Dvaatficaty den
po vylihnuti jsou dospéli jedinci pozorovani ve slepém stfevé i proximalnim tra¢niku
infikovanych hlodavct (Klementowicz et al. 2012). Dospélé samice produkuji 1000 — 2000
neembryonovanych vaji¢ek denn¢, ktera jsou vylucovana s vykaly hostitele. Vajicka T. muris
jsou soudkovitého tvaru s polarnimi zatkami na kazdém konci a obvykle dosahuji velikosti
60x30 um (Forman et al. 2021). Koyama (2013) popsal 1 vzacny vyskyt vajicek, ktera byla vice
nez 74 um dlouh4 a 38 pm Siroka.

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

Zajimavosti je, ze pro samotnou indukci lihnuti larev tohoto druhu je dalezita interakce
vajicek se stfevni mikrobiotou hostitele (Wakelin 1969; Hayes et al. 2010; Klementowicz et al.
2012). Stfevni mikrobiom ovliviiuje kolonizaci, reprodukci i miru infek¢nosti parazita a mize
mit pfimy vliv na vyvojovy cyklus 7. muris tim, ze se pfichytava na polarni zatky vajicek a
usnadriuje tak lihnuti larev, a v konecném dusledku podporuje vznik infekce (Hayes et al.
2010). T. muris sam méni slozeni mikrobioty smérem k méné ptiznivému prostredi ve stieve,
¢imz brani dal$imu usidleni a lihnuti vlastnich vajicek, a zptsobuje tak rozvoj chronické infekce
(White et al. 2018).

Pti zavrtani hlavové Casti helminta do epitelu stfev jsou naruSovany buiiky bocnich stén
epitelu, avsak apikalni a bazalni povrch Casto zlstava neporuseny, ¢imz dochazi k vytvoreni
tzv. ,syncitialnich tunel“, v nichZ parazit prebyva (Klementowicz et al. 2012; Yousefi et al.
2021). Wakelin (1969) popsal, ze larvy pronikaji do epitelovych bunék sliznice stfeva az poté,
co nejprve proniknou otvory zlaz. Béhem prvnich péti dnd po vylihnuti zistavaji larvy uvnitf
zlaz, stocené kolem sliznice a az s ristem larvy zaujimaji vice superficialni polohu, az nakonec
predni Cast téla zistava zavrtana do sliznice a zadni ¢ast je volné v lumen stfeva.

Chronicka infekce je popisovana jako stav, kdy je hostitel infikovan méné nez Ctyficeti
vajicky T. muris, namisto akutni infekce, kdy jsou vajicka najednou v poctu nékolika set
(Bancroft et al. 1994). Pouze infekce vysokou davkou vajic¢ek umoziiuje vytvoreni rezistence
vuéi budoucim infekcim timto druhem parazita (Bancroft et al. 2001).
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Chronickd infekce 7. muris byla spojena s hyperplazii stievnich krypt, doprovazenou
zvySenou proliferaci 1 apoptozami epitelovych bun€k stievni stény (Cliffe et al. 2007). Tyto
dramatické zmény vSak nebyly pozorovany ve stfevé mySovitych, ktefi si vytvofili rezistenci
vuci infekci. Bylo popsano, Ze rezistentni zvifata maji zrychleny obrat tvorby epitelialnich
bunék, coz je mechanismus pifimo souvisejici s rychlej§im vypuzovanim parazitt (Cliffe et al.
2005). Na obrannych reakcich proti infekci tenkohlavct se podileji slozky jak vrozené, tak i
adaptivni imunity. Zda se, Zze nez se do mista infekce zapoji klasické imunitni buriky, prvni
obrannou linii tvofi vrstva hlenu, enterocyty a specializované epitelialni bunky stfeva, které
omezuji infekci i invazi T. muris (Yousefi et al. 2021). Rada imunologickych mechanismd
v reakci na infekci 7. muris vS§ak doposud nebyly dostatecné prozkoumany (Klementowicz et
al. 2012).

3.2.3.4 Rod Calodium

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

Dospélci této hlistice parazituji v jatrech savci a samice zde po oplozeni kladou vajicka
do jaterniho parenchymu, kde zpusobuji tzv. ,jaterni kapilarozu® (Fuehrer 2014). Typicky
dospély jedinec C. hepatica ma uzkou predni ¢ast téla a postupné se zesiliyjici zadni ¢ast. U
tohoto druhu byl popsan pohlavni dimorfismus, kdy samice je dlouhd od 27 - 100 mm a circa
0,11 — 0,2 mm §iroka, zatimco samci méfi od 15 - 50 mm a jsou tenc¢i nez samice, s primérnou
Sitkou mezi 0,07 az 0,1 mm. Jicen je dlouhy, zabira az polovinu délky téla samice a tfetinu u
téla samce. Na terminalni Casti t€la samce muze byt vidéna parici spikula, u samice pochva
(Ceruti et al. 2001; Li 2010; Fuehrer et al. 2011). Dospélé hlistice v jatrech ziji kratce a obvykle
hynou 18 az 72 dni po infekci. Samice se zpravidla dozivaji delSiho véku, nez samci (Fuehrer
2014; Berentsen et al. 2015).

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

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

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

Patogenita této hlistice u mySovitych hostiteld je obecné povazovana za nizkou, ackoli
bylo experimentalné prokazano, ze infekce potkant a mysi mohou vést az k jaternimu selhani
a smrti hostitele (Singleton & Chambers 1996). Hlistice i jejich vajicka zptsobuji v jatrech
chronicky zanét a kolem nich se hromadi zanétlivé buiiky, produkované imunitnim systémem
hostitele, naptiklad makrofagy ¢i eozinofily. Zanétlivé procesy pokracuji az dokud nedojde k
enkapsulaci shlukd vajicek a hlistic, a po jejich zahynuti dochézi ke kalcifikaci jich i okoln{
tkané. Tento stav je nazyvan jaterni, ¢i septalni fibrozou (Li 2010; Sinniah et al. 2014).
Makroskopicky se v infikovanych jatrech objevuji nepravidelné, zlutobilé skvrny, nékdy
v pruzich ¢i uzliccich na vn€j§im povrchu i uvnitt parenchymu jater, a v nékterych pripadech
mohou byt v jatrech pozorovany 1 dospélé hlistice (Ferreira & Andrade 1993).

3.2.3.5 Rod Heterakis

Skrkavky rodu Heterakis (Schrank, 1790) parazituji ve stievech zejména u ptakd a
prileZitostng i savcd (Snabel et al. 2014). Bylo popsano celkem deset druhfi, znichz
nejrozsirenéj§im a nejb&znéj§im je Heterakis gallinarum (Schrank, 1788), parazitujici zejména
u drabeze. Heterakis spumosa (Schneider, 1866) je dalSim celosvétoveé rozsifenym druhem,
pfirozené parazitujicim u hlodavcu (Zalesny et al. 2010).

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

Tento druh ma pfimy vyvojovy cyklus (Winfield 1933; Saitoh et al. 1993) a neni u n¢j
znam zadny mezihostitel, na rozdil od pfibuzného druhu, H. gallinarum, ktery pro dokonceni
vyvoje vyzaduje bezobratlého mezihostitele, naptiklad zizalu Lumbricus terrestris (Linnaeus,
1758) (Saitoh et al. 1993). Na rozdil od H. gallinarum, ktera ma dobfe popsany vyvojovy cyklus
a faktory prenosu (Anderson 2000), je biologie H. spumosa doposud méné prozkoumana,
jelikoz tento druh byl studovan pouze experimentalné k hodnoceni vlivu testosteronu na miru
parazitarnich infekci u mysi (Harder et al. 1992).
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K infekci hostitele dochazi pozienim embryonovanych vajicek (Snabel et al. 2014).
Vétsina vajicek se v tenkém stieve lihne béhem nékolika hodin, avSak néktera i zjevné normalni
vajicka prochazi travicim traktem nevylihnutad a mohou byt néasledné nalezena ve vykalech
hlodavce (Smith 1953). Vylihnuté larvy (L2) prochazi dalSimi dvéma vyvojovymi stadii a
dospélosti dosahuji circa Ctyfi tydny po infekci (Harder et al. 1995). Dospéli samci dosahuji
velikosti circa Sesti milimetrd, dospélé samice jsou delsi, dosahujici pfiblizné deviti milimetrt
(Smith 1953). Dospélci rodu Heterakis jsou charakteristiCti tfemi pysky, slozitym jicnem a u
samcu jsou patrné preanalni piisavky a nestejné dlouhé pafici spikuly (Zalesny et al. 2010).

Winfield (1933) se domnival, ze larvy se béhem svého raného zivota zdrzuji ve slepém
stiev€ a az s blizici se pohlavni dospélosti migruji do oblasti prvnich dvou centimetra tlustého
stteva potkana. Smith (1953) vSak prokazal, ze nové vylihnuté larvy se do osmactyficeti hodin
presouvaji do tlustého stfeva a zde zlstavaji po celou dobu svého zivota. Pouze ziidka a na
ptechodnou dobu se mohou presouvat do slepého, pfipadné az tenkého stfeva potkana.

Autor rovnéz prokazal, ze do sliznice stfeva potkana pronikaji pouze larvy druhého
stadia, které jesté nezacaly rapidné€ rust. Invaze je pouze povrchova, zasahujici epitel tkané.
Dospélci ziji vlumen stieva a nepoSkozuji stfevni tkané, jak je typické pro jiné
gastrointestindlni hlistice (Harder et al. 1992). Ve vykalech hostitele se vajicka obvykle objevuji
tficet az Sestactyticet dni po infekci. Vajicka jsou charakteristicka velmi silnou schrankou, jsou
ovalného az kulatého tvaru a dosahuji velikosti 50-60 x 40-50 mikrometri (Smith 1953; Raslan
et al. 2020).

3.3 Koprologické vySetrovaci metody

V predchozi kapitole byli popsani nej¢astéjsi gastrointestinalni helminté, se kterymi se
1ze setkat u rodu Rattus ve Stiedoevropskych podminkach. V nasledujici ¢asti budou podrobné;ji
popsany mozné metody jejich detekce z koprologického materiélu.

Mezi  obecné nejbéznéjsi  diagnostické metody  parazitéz  zpusobenych
gastrointestinalnimi helminty patfi napf. ,taping” (tzv. Grahamova metoda), analni stéry,
nekropsie s mikroskopickym vySetfenim obsahu gastrointestinalniho traktu ¢i histologicka
vySetfeni (Pritchett & Johnston 2002; Hill et al. 2009; Shifaw et al. 2021).

Ve védecké literatuie zabyvajici se diagnostikou parazitoz se od 90. let 20. stoleti zacaly
vyrazngji prosazovat moderni molekularni metody k diagnostice paraziti (Hide & Tait 1991).
Tyto metody obchazeji nékteré limitace, se kterymi se setkdvame pii pouziti konvencnich
mikroskopickych metod. Jedna se napftiklad o limitace v naro¢nosti na pracovni silu, zejména
v situacich, kdy je potieba vySetfit vysoké mnozstvi vzorkl ve velmi kratkém Case, naptiklad
behem epidemiologickych situaci (Singh 1997).

Mezi nejpouzivanéjsi molekularni metody patii naptiklad PCR, DNA sondy ¢i
fluorescencni metody (Zalesny et al. 2010; Hussein et al. 2017). Bylo prokazano, ze PCR je
z hlediska citlivosti diagnostiky gastrointestinalnich helminti srovnatelna s opakovanym
kopromikroskopickym vysetfenim vzorku vykalu (Mayta et al. 2008; Schir et al. 2013).
Citlivost této metody je ovlivnéna schopnosti detekce veskeré parazitarni DNA, napf.
z kutikularnich bunék, a nespoléhani se tak Cisté na piitomnost celého parazita nebo jeho
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propagacnich utvara ve vzorku. Limitaci PCR metod vsak je, Ze vyzaduji pfedem navolit DNA
primery, umoziiujici detektovat konkrétni druhy paraziti (Wong et al. 2014).

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

Tyto metody se od sebe lisi napftiklad citlivosti, dobou potiebnou ke zpracovani vzorku i
technickymi znalostmi potiebnymi k interpretaci vysledki (Dias de Castro et al. 2017). Volba
metody pro diagnostiku a determinaci paraziti se odviji od cile zkoumani. Napiiklad, pro
terapeutické ucely neni nékdy nutna presna determinace druhu, protoze hostitel se dvéma blizce
pfibuznymi druhy paraziti mize byt 1éCen stejnym antiparazitarnim pfipravkem. To ale neplati
v piipad€, kdy maji tyto druhy rozdilny vyvojovy cyklus ¢i odli§né mezihostitele. V takovém
piipadé zde mize byt ptimy dopad jak na samotnou detekci parazita, tak i na mozné kontrolni
programy (Wong et al. 2014). Molekularni metody umoziuji rozlisit i morfologicky velmi
podobné druhy (Feliu et al. 2000; Zales$ny et al. 2010).

Presnost je nejdilezitéjsim diagnostickym parametrem pro odhad miry infekce helmint
u piirozenych infekci, kde skute¢na hodnota vajicek na gram vzorku (EPG) neni znama, a
vzorky v terénu byvaji vétSinou analyzovany pouze v jednom opakovani (Paras et al. 2018;
Shifaw et al. 2021). Nizka pfesnost muze byt vysvétlena jako nezamérné nadhodnoceni ¢i
podhodnoceni vysledku. Dalsi parametry, které se pouzivaji k hodnoceni diagnostickych metod
jsou citlivost, vysvétlena jako pocCet faleSné negativnich vysledkd, a preciznost, kterd je
vysvétlovana jako opakovatelnost/reprodukovatelnost vysledka (Cringoli et al. 2010; Levecke
et al. 2011).

Presnost diagnostiky miize byt zavisla na konkrétnim druhu hostitelského zvitete (Paras
et al. 2018), ale presnost u riznych technik se muze lisit i pfi posuzovani intenzity infekce
riznych druhli parazith u jednoho hostitelského druhu (Das et al. 2020). Napravnikova et al.
(2019) popisuji, ze spolehlivost riznych koprologickych technik mtze pifimo zaviset také na
konkrétnim druhu helminta, i na mnozstvi investovaného Casu. Nejpresnéjsi technika Casto
byva ta, ktera vyzaduje nejvice Casu. Becker et al. (2016) poukazuji na fakt, ze vysledky ziskané
pro jeden druh parazita nelze jednoduse aplikovat na jiny druh, a to ani u blizce pfibuznych
druht, a ze by zvolena metoda méla byt validovana pro kazdy druh zvlast’.

Nepravidelné vylucovani vajicek gastrointestinalnimi helminty mize vyznamné ztézovat
provedeni a efektivni diagnostiku parazitdz pfi vyuziti kopromikroskopickych metod. Lehké
infekce v takovychto situacich mohou byt nespravné vyhodnoceny jak negativni (Wong et al.
2014). Negativni vyhodnoceni kopromikroskopického vysetfeni nemusi nutn€ znamenat, ze
hostitel neni nositelem parazita, nebo, ze nevylucuje vajicka parazita do prostredi (Becker et al.
2016).
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3.3.1 Kopromikroskopické metody

Tzv. koncentracni metody se pouzivaji k oddé€leni propagacnich utvart paraziti od
zbytku vykalu a necistot, pro zvySeni Sance na jejich detekci béhem mikroskopického vySetreni.
Koncentra¢ni metody mohou byt rozdéleny na sedimentacni a flota¢ni, dle pouziti konkrétnich
roztoku s nizsi nebo vyssi specifickou hmotnosti, nez jsou hmotnosti hledanych propagacnich
utvard paraziti (Ballweber et al. 2014; Roldén et al. 2020).

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

Efektivita sedimentacnich a flotacnich technik je srovnavana jiz desitky let, ale obecné
plati, ze to vyznamné zavisi na konkrétnich druzich parazitt, které v analyzovanych vzorcich
mohou byt oCekavany — s ohledem na druh hostitele. Bylo naptiklad popsano, ze vajicka vétSiny
tasemnic rodu Taenia (Robertson et al. 2000) se lépe koncentruji pomoci spontanni ¢i
odstfedivé sedimentace (Katagiri & Oliveira-Sequeira 2010). Naopak zachyt propagacnich
utvarti nékterych druhi méchovcet, giardii ¢i napf. tasemnice H. nana byl vyssi pii pouziti
technik za vyuziti flota¢niho roztoku siranu zine¢natého (Truant et al. 1981). Autor také uvadi,
ze detekce parazitt roda Ascaris, Clonorchis ¢i Trichuris byla vyssi pii pouziti sedimentacnich
technik koncentrovanych formalin-etherem.

Vyhodou formalin-etherové sedimentace je, ze muze byt vyuzita pro Sirokou Skalu
paraziti k detekci vajicek, larev Ci cyst, a pfitom nenarusuje strukturu téchto propagacnich
utvard (Truant et al. 1981; Katagiri & Oliveira-Sequeira 2010). Tato chemicka latka ma
schopnost vazat lipidy ze vzorku, diky ¢emuz zlepSuje viditelnost parazitd i jejich vajicek
v sedimentu (Baker 2007). Tato metoda vSak vyzaduje pomémé vysoké naklady na jeji
provedeni, predstavuje zna¢né riziko pozaru ¢i vybuchu. Zvlastni nevyhodou této metody pro
ucely mé prace je jeji neoptimalni schopnost koncentrace vaji¢ek H. nana (Truant et al. 1981).
Dalsi nevyhodou sedimentacnich technik je, Ze analyzovany vzorek obsahuje vysoké mnozstvi
necistot, které i po koncentraci vzorku ztézuji identifikaci parazitarnich utvard ze vzorku
(Truant et al. 1981; Garcia 2001).

Ve srovnani se sedimenta¢nimi technikami maji flota¢ni techniky vyhodu v tom, ze
ziskany materidl pro analyzu je zpravidla , CistS$i“ a snadnéjsi na prohlizeni a identifikaci
parazitd. Jejich nevyhodou vsak je, Ze latky vyuzivané pro ptipravu flota¢nich roztokd mohou
deformovat az porusovat stény hledanych propaga¢nich atvart, komplikujici tak jejich detekci
a determinaci (Ballweber et al. 2014; Roldan et al. 2020).

3.3.1.1 Larvoskopické metody

V situacich, kdy je potieba ze vzorku determinovat ne€kolik rozdilnych druhii helmintg,
kteti vSak maji od sebe neodliSitelna vajicka, nabizi se vyuziti larvoskopickych metod. Z
vajicek mohou byt kultivovany larvy, které jsou zpravidla od sebe rozliitelné a
determinovatelné. Tyto metody mohou byt také vyuzity v pfipadech, kdy ve vzorku vykalu jiz
jsou pritomny vylihnuté larvy (Zajac & Conboy 2012).
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Jednou z nejznaméjsich metod k izolaci larev ze vzorka vykalu je tzv. Baermanntv test.
Pro pouziti Baermannova testu je nutné, aby byl vzorek vykalu Cerstvy. Pokud je sebrany
vzorek jiz star§i, mohou se do né& z prostredi dostat volné zijici helminté, coz zna¢né ztézuje
identifikaci jednotlivych helmintd, popt. mize dojit k vylihnuti larev z vajicek téchto volné

vees

naruSeni vajicek a smrt jiz pfitomnych larev (Halvorsen & Wissler 1983).

Baermanntv test byva nejcasté€ji vyuzivan pro diagnostiku plicnich ¢erva. U potkant byla
Baermannova metoda vyuzita ke kultivaci larev ze stfev ve studii Dominguez et al. (2000), ktefi
sledovali vliv anthelmintik na vyvoj a migraci Nippostrongylus brasiliensis (Travassos, 1914).

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

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

3.3.2 Vybrané kopromikroskopické metody na bazi flotace

3.3.2.1 McMaster

Tuto metodu k pocitani vaji¢ek z vykalt vyvinuli v Austrélii Gordon & Whitlock (1939)
za pouziti tzv. McMasterovy komurky, ktera se prvotné pouzivala k pocitani propagacnich
utvara paraziti u ovci. Tato metoda je doposud nejpouzivanéjsi technikou pocitani vajicek pro
zjistovani parazitarnich infekci u fady zivoc¢isnych druht (Cringoli et al. 2004; Napravnikova
et al. 2019).

Zakladni princip této metody byl popsdn Whitlock (1948) nasledovné: 2,5g vzorku
vykalu je zfedéno 47,5ml nasyceného roztoku soli o hustoté¢ 1,20. Smés je poté dikladné
homogenizovana, scedéna a vrchni ¢ast o objemu 0,5ml je vlozena do McMasterovy komurky
a vysetfena pod mikroskopem pii Ctyficetindasobném zvétSeni. Spocitana vajicka jsou poté
vynasobena Ctyficeti, aby se ziskala hodnota poctu vajicek v jednotkach EPG (Eggs per gram)
(Shifaw et al. 2021). Bylo popsano, ze tato metoda neni dostatecné citliva, zejména pii nizkych
poctech vajicek (Mes 2003; Mes et al. 2007; Bergquist et al. 2009).

V soucasnosti ma McMasterova metoda nejmén¢ tii varianty. McMaster 1ze upravit
podle hmotnosti vykalt ¢i objemu pfipraveného flota¢niho roztoku, ale nejcastéji se vyuzivaji
modifikace, které dosahuji detek¢éniho limitu 5, 20, 50 nebo 100 EPG (Noel et al. 2017). Pti
tzv. Modifikované McMasteroveé metod¢ je dosazena citlivost az 50 EPG. V piipadé , specialni
modifikace McMasterovy metody™“ je citlivost az 10EPG. Je vSak ziejmé, Ze ani nejvySsi
analyticka citlivost neni dostatecna k dosazeni maximalni pfesnosti parazitologické diagndzy
(Mes et al. 2007).
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3.3.2.2 FLOTAC

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

Tato metoda je zalozena na odstfedivé flotaci suspenze vzorku vykalu a nasledné
translaci jeji horni vrstvy (Dias de Castro et al. 2017). Zatizeni FLOTAC je polykarbonatovy
amorfni termoplast valcového tvaru, skladajictho se ze tii fyzickych Ccasti: zakladny,
translacniho disku a ¢teciho disku. V kazdé flota¢ni komofe jsou dvé Sml flota¢ni komory, které
byly navrzeny pro optimalni vySetfeni velkych suspenzi vzorkt vykala (Cringoli et al. 2010).

Hlavnim rysem metody FLOTAC je to, Ze umoziuje pocitat parazitarni utvary ve
velkém mnozstvi vzorku vykalu (vice nez 1 g) najednou. Cetné studie prokazuji, ze technika
FLOTAC ptekonava klasické kopromikroskopické techniky z hlediska citlivosti, pfesnosti i
preciznosti detekce a kvantifikace larev, vaji¢ek, oocyst i cyst paraziti ve vzorcich vykala
raznych zvitecich druhi (Cringoli et al. 2010). Nevyhodou této metody je jeji Casova a pracovni
naro¢nost a nutnost laboratorniho vybaveni, jelikoz pro jeji provedeni je nutné vzorek
centrifugovat (Knopp et al. 2009). Nedostupnost tohoto laboratorniho vybaveni mize branit
jejimu Sirokému uplatnéni v prostiedi s omezenymi zdroji, kde je Casto nejvice potfebna.
V tadé studii na vykalech riznych druht zvifat byly primérmé diagnostikované hodnoty EPG
helminti metodou FLOTAC stejné nebo vyssi, ve srovnani s jinymi metodami (Cringoli et al.
2010).

3.3.2.3 Mini-FLOTAC

Pro pifekonani limitaci, které méa metoda FLOTAC, byl pro zlepSeni
kopromikroskopické diagnostiky vyvinut novy, zjednoduseny nastroj, nazvany Mini-FLOTAC
(MF), ktery vynechdva nutnost centrifugace vzorku (Barda et al. 2013). Metoda s vyuzitim
soupravy Mini-FLOTAC je uzivatelsky piivétiva, poskytuje vysoce reprodukovatelné vysledky
a je obzvlasté uziteCna na mistech, kde je tieba relativn€ rychle a pfitom spolehlivé vySetfit
velké mnozstvi vzorku trusu (Cringoli et al. 2017).

Zatizeni Mini-FLOTAC se sklada ze dvou fyzickych soucasti: zakladny a cteciho disku,
které jsou vyrobeny z polykarbondtového amorfniho termoplastu. Tento materidl byl zvolen
pro svou vynikajici propustnost svétla, vysokou tepelnou odolnost a rozmérovou stabilitu.
V zakladné jsou dve flotacni komurky, kazda o objemu 1 ml, které jsou svrchu prekryty ctecim
diskem, navrzenym pro optimalni vysetfeni suspenze koprologického vzorku o celkovém
objemu 2 ml. Povrch ¢teciho disku miizkou rozdéluje kazdou komoru na dvanact sekci. K disku
Mini-FLOTAC dale nalezi kli¢ k otoCeni disku, a adaptér pro mikroskop (Cringoli et al. 2017).

Vysetfeni za pomoci tohoto zafizeni umoziuje maximalni zvétSeni 400x (Barda et al.
2013). Toto zvétseni je nutné pro detekci a diagnostiku stievnich prvokd, ¢i larev riznych druha
plicnich Cervti. Tato metoda se sklada ze ¢tyt po sobé jdoucich krokt: odbér a vazeni vzorku,
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homogenizace vzorku, filtrace a plnéni komurek (Cringoli et al. 2017). Pocet vajicek
prectenych z Ctecich diskd po deseti minutach flotace se nasobi faktorem 5x, aby spoCitané
mnozstvi vajicek bylo v jednotkdch EPG (Shifaw et al. 2021).

Soucasti soupravy Mini-FLOTAC je také Fill-FLOTAC, plastové zafizeni slouzici
k homogenizaci, filtraci a naliti vzorku pifimo do flotacnich komirek (Cringoli et al. 2010).
Toto zafizeni se sklada z nadobky, sbérace a filtru. Po dukladném omyti jsou obé tato zafizeni
opakované pouzitelna (autofi uvadeji az padesatkrat), coz snizuje naklady na jeden analyzovany
vzorek trusu (Cringoli et al. 2017). Pii vyuziti obou téchto zafizeni dochazi k praci v
Luzavieném systému®, ktery zaruCuje bezpecCnost obsluhy, jelikoz minimalizuje riziko
vystaveni potencialné infekCnimu materialu ¢i potencialné toxickym fixacnim prostfedkiim
(Barda et al. 2013). Fill-FLOTAC umoznuje odbér a analyzu Cerstvych vzorka trusu, ale také
nabizi moznost pfidani fixaniho ¢inidla, takze vzorky lze prenést a skladovat az do doby
vySetieni (Cringoli et al. 2017).

Diagnostika jednoho vzorku pomoci MF trva pfiblizné 12 minut (Barda et al. 2013;
Cringoli et al. 2017), coz ji déla Casoveé narocnéjsi oproti jinym kopromikroskopickym
technikam, které jsou vSak méné citlivé, presné a precizni nez Mini-FLOTAC. Uvadény ¢as u
metody McMaster ke zpracovani jednoho vzorku je polovicni oproti metodé MF (Noel et al.
2017; Das et al. 2020). Divodem je napftiklad, Ze zkoumana Cteci plocha u MF je mnohem
vEétsi, nez ¢teci plocha u McMasterovy komurky (Das et al. 2020).

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

Dosavadni zkuSenosti naznacuji, ze pouziti Cerstvych vykalu poskytuje nejpresnéjsi
vysledky. Pfi nutnosti konzervace se pak jevi jako nejvhodnéjsi fixace vykala 5% formalinem
(Cringoli et al. 2017).

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

Rada studii byla provedena ke srovnani technik Mini-FLOTAC a McMaster. Noel et al.
(2017) vyhodnotili, ze presnost i preciznost techniky McMaster byla niz§i nez u Mini-
FLOTAC. Oproti tomu Dag et al. (2020) tvrdi, ze metoda McMaster je rychlejsi a relativné
presnéj§i nez Mini-FLOTAC, avsak je méné citliva, obzvlasté pfi nizkych hodnotach EPG.
Shifaw et al. (2021) popsali az Ctytikrat delsi dobu vySetteni vzorku metodou Mini-FLOTAC
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oproti metodé McMaster, avSak 1 v této studii byla vyhodnocena metoda MF jako citlivejsi 1 pfi
velmi nizkych hodnotach EPG.

U kocicich vykala byl Mini-FLOTAC v diagnostice Toxoplasmy gondii (Nicolle et
Manceaux, 1908) citlivejsi nez metoda Kova slide (Djokic et al. 2014). Vice vajicek bylo také
spocitano pii vyuziti MF nez u metody Kato-Katz, kterd neni doporucovana pro hodnoceni
intenzity infekce H. nana (Barda et al. 2013). Metoda Kato-Katz také neni doporuovana pro
diagnostiku larev helminti. Metoda McMaster je schopna detekce stievnich prvoka i larev
helmint, avSak nebyva doporuCovana jako metoda prvni volby pro jejich diagnostiku,
z divodu poskytovani vysledki s velkou mirou variability (Borrelli et al. 2015). Pfesnost a
spravnost této metody se vSak zlepSuje se zvySujicim se mnozstvim vylucovanych parazitarnich
propagacnich utvara (Levecke et al. 2012).

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

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

Hlavnim omezenim této metody, stejné jako u vSech kopromikroskopickych technik
zalozenych na flotaci, je volba fixa¢niho Cinidla, pouzitého pro konzervaci vykal, doba
konzervace vykalt pied analyzou i samotny vybér flotaéniho roztoku (Barda et al. 2013). Volba
flota¢niho roztoku miize pifimo ovlivnit mnozstvi detekovanych vajicek paraziti, v disledku
jejich rozdilné specifické hmotnosti a rozdilné hustoté roztokti (Norris et al. 2018; Das et al.
2020).

Mimo jiz vySe zminéné, se autofi vénovali testovani metody Mini-FLOTAC u fady
dalsich zivoCisnych druht, napfiklad u: ptakt (Borrelli et al. 2015; Dag et al. 2020), ovci
(Kenyon et al. 2016), kocek (Djokic et al. 2014), skotu (Malrait et al. 2015) nebo bizonua
(Johnson et al. 2022).

3.3.3 Diagnostické metody u hlodavca

V ramci psani této literarni reSerSe se mi nepodarilo nalézt mnoho studii, které by
testovaly Uc¢innost konkrétnich diagnostickych metod u hlodavcl, zejména u potkana Ci krysy
obecné. Duthaler et al. (2010) se vénovali srovnani sedimenta¢ni metody s metodou FLOTAC
u potkanti experimentalné infikovanych motolici Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758). Autor
uvadi, ze sedimentacni metody, metoda Kato-Katz nebo formalin-etherova koncentracni
metoda jsou pomérné citlivé u stfednich a silnych infekci F. hepatica, avsak citlivost je nizka
pti slabych infekcich. Jejich vysledky prokazaly vyssi citlivost metody FLOTAC ve srovnani
se sedimentaci pro detekci F. hepatica ze vzorku vykalu.
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Jak jiz bylo zminéno v predchozi Casti prace, Sousa et al. (2016) se zabyvali
,,Grahamovou metodou‘ lepici pasky k detekci vajicek Syphacia sp. Autoti popisuji, ze prave
kvuli tomu, ze velice malo vajicek se vylouci s vykaly hlodavce, jsou metody zaméfené na sbér
a rozbor vykald malo Gcinné pro detekci tohoto druhu a mohou infekci Syphacia vyznamné
podhodnotit. T pfi pouziti lepici pasky k obtisku perianalni oblasti hlodavce existuje fada
faktort, které mohou ovlivnit diagnostiku syphacii, napt. ¢etnost produkce vajicek, zatizeni
helminty uvniti GIT, pohlavi a v€k hlodavcl i samotné technické provedeni testu (Taffs 1976;
Hill et al. 2009).

Snabel et al. (2014) se zabyvali molekuldrnimi metodami k osekvenovdni DNA
Heterakis spumosa, typického pro krysy a potkany rodu Rattus. Autofi tento druh odlisili od
pfibuznych druhil na zakladé sekvence Casti mtDNA.

Diagnostikou motolic u voln€ Zijicich hlodavct se zabyvali Catalano et al. (2019), ktefi
srovnavali vysledky pitev gastrointestinalnich traktt, koprologické vysetfeni metodou Mini-
FLOTAC a molekuldrni analyzy k ovéfeni validity metody Mini-FLOTAC k prokazani volné
ziskanych vysledkii metodu Mini-FLOTAC doporucuji k budouci neinvazivni diagnostice
parazitoz u hlodavca.

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

4.1 Puvod pouzitych vzorku

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

Hostitelé byli ziskani od zamé&stnanct VURV v méstské &asti Praha - Ruzyné, ktefi je
na vySe uvedenych lokalitdch usmrcuji za Gcelem objasnéni vyvoje rezistence rodu Rattus
k aktualn€ pouzivanym rodenticidim. Pro jejich vyzkum byly z kazdého jedince vyuzity pouze
tkané z konce ocasu a zbytek kadaveru vcetné kompletniho zazivaciho traktu zistal neporuseny.
Jedinci byli vlozeni do individualnich plastovych pytlicka, oznaCeni identifikacnimi udaji, které
se shodovaly s papirovym zdznamem a zamrazeni az do dne jejich dalsiho zkoumani.

Takto zpracovani jedinci byli pfevzati parazitologickou laboratoii FAPPZ a mimo jiné
vyuZiti pro vyzkum v ramci mé diplomové prace. Méla jsem k dispozici celkem 108 vzorku, z
nichz 98 pochazelo od krys Rattus rattus a zbylych 18 vzorka pochazelo od potkant Rattus
norvegicus. Z nich bylo identifikovano 45 samic a 62 samcu. U jednoho jedince pohlavi ztstalo
neurcené, z divodu pfitomnosti pouze torsa.

Vsichni jedinci byli vypitvani a jejich organy, konkrétné plice, ledviny, jatra a
gastrointestinalni trakty byly oddé€leny pro dalsi védecké tcely. Zadni Casti travicich trakta
s formovanymi vykaly jsem pro vyzkum nasledné pievzala ja, k provedeni koprodiagnostické
metody Mini-FLOTAC.

4.2 Standartizace metody MF pomoci uméle inokulovanych vzorki

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

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

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

K negativnim vzorkim potkanich vykala byla pfidana ziskana vajicka ve stanovenych
koncentracich a nasledné byla provedena metoda Mini-FLOTAC k vyS§etfeni téchto vzorkd pro
kazdou stanovenou koncentraci EPG, vzdy po deseti opakovanich, aby byla ovéfena citlivost,
a presnost metody MF pfi ruznych intenzitach infekce (blizsi popis metody v kapitole 4.3).
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Obr. 3: Vajicko H. diminuta pii zvétSeni 20x (Autor: Vlastni fotografie)

4.3 Ovéreni uspésnosti a presnosti metody MF u vzorku z pfirozené
infikovanych hostitela

Prvnim krokem v pfipravé vzorku bylo rozstfihnuti tkané stfeva a nasledné oddéleni
veskerého obsahu terminalni ¢asti tlustého stfeva a koneCniku peanem. V pfipadé
nedostateCného mnozstvi fekalniho materialu byl testovany jedinec vytazen z experimentu.

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

Ziskany fekalni material byl zvazen a pfidan do tfeci misky, kde bylo odmeéfreno
mnozstvi flota¢niho roztoku v poméru 1 g vykalu : 9 ml flota¢niho roztoku. Z divodu velmi
nizkych hmotnosti navazenych vzorki bylo upusténo od pouziti aparatu Fill-FLOTAC.

Smés byla manualné homogenizovana tlouckem a scezena pres ¢ajové sitko do kadinky,
odkud byla napipetovana po 1 ml do kazdé ze dvou komurek zafizeni Mini-FLOTAC. Po deseti
minutach byl klicem otoCen disk Mini-FLOTAC a vrchni vrstva Ctecich komiirek byla
prohlizena pod mikroskopem pii zvétSeni 10x (viz Obr. 4). Vajicka byla spocitana a nasledné
vynasobena koeficientem 5.

Obr.4: Mikroskopické vysetieni komiirky Mini-FLOTAC pii zvétseni 10x (Autor: Vlastni fotografie)
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4.4 Statistické zpracovani dat

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

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

Data ziskana z testovani pfirozené infikovanych vzorka byla zaznamenavana do tabulek
Microsoft Excel. Data ziskand koprologickou analyzou byla porovndvana s daty o pfitomnosti
gastrointestinalnich parazitl zjisténych béhem pitev prislusnych hostitelti (blize viz. vysledky
diplomové prace Bc. Véry Kratochvilové, FAPPZ CZU v Praze, 2024). Usp&snost metody
Mini-FLOTAC byla posuzovana analyzou shody pfitomnosti dospélych helminta
v gastrointestindlnim traktu s nalezem vajicek stejného druhu helminta v koprologickém
rozboru. Pfesnost metody Mini-FLOTAC byla posuzovana pomoci regresni a korelacni
analyzy.
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S Vysledky

5.1 Standartizace metody MF pomoci uméle inokulovanych vzorki

Pro kazdou testovanou kategorii EPG byly spocitany hodnoty primérného EPG a z nich
spocitany smeérodatné odchylky. Pro kazdou hodnotu byl vysledek vyjadien v procentech a
nasledné vypocitana pruméma procentualni presnost pro kazdou kategorii EPG, a
z procentualnich hodnot byla vypocitana smérodatna odchylka (viz Tab. 1).

Tab. 1: Souhrnna tabulka vypocitanych hodnot pro testované hodnoty EPG 10, 100, 1000.
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Byl sestaven boxplot (viz Obr. 5) z hodnot procentualni presnosti, ke srovnani tii
testovanych kategorii EPG. Nejvyssi variabilita hodnot byla pozorovana u kategorie 100 EPG,
kde smeérodatna odchylka dosahovala hodnoty 0,21. V kategorii 1000 EPG smeérodatna
odchylka dosahla hodnoty 0,1, poukazujici na mens$i miru variability vysledka. Z téchto hodnot
muize byt usouzeno, ze s vy$si hodnotou variability nameétenych vysledka klesa mira preciznosti
meéfeni, neboli reprodukovatelnost vysledki, pomoci metody Mini-FLOTAC.
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Obr. 5: Boxplot srovnavajici procentudlni presnost 3 kategorii hodnot EPG vaji¢ek Hymenolepis diminuta, kde krabicové
Casti grafu oznacuji 68,2% vsech dat jednotlivych soubori. Mezi svorkami se nachazi 95% vsech dat jednotlivych souboru.
Prumérna hodnota je znacena symbolem x. Muze byt pozorovana jedna odlehla hodnota v kategorii 10 EPG.
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Pred samotnym testovanim presnosti metody Mini-FLOTAC, tedy srovnani pfidaného
EPG k ziskanému EPG, byly ziskané hodnoty prevedeny pomoci Arcsinové transformace, pro
splnéni pfedpokladu pro provedeni jednofaktorové ANOVA analyzy. Nasledné byla provedena
ANOVA analyza s hladinou vyznamnosti a = 0,05 (viz Tab. 2).

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

Jednorozmemeé testy vyznamnosti pro Procentualni pfesnost (Tabulka1)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupne PC F p
Efekt volnosti
Abs. clen 2.8521191 1| 2.852119 90.87904 0.000000

EPG 1.008877 2| 0504439 16.07328| 0.000025 B

Chyba 0.847359 27 0.031384 R

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

vyznamné rozdily v pfesnosti pii predem znamych hodnotach EPG. K dalsi analyze byl vybran
Scheffeho test (viz Tab. 3).

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

Scheffeho test; promenna Procentualni pfesnost (Tabulka1)
Pravdepodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 03138, sv = 27.000

EPG “ {1 {2 G
C. bunky 05236 | 40025 | 47240
1 10 ~0.000692 0.000066 |
2 100[ 0000692 0.664708
3 1000f 0.000066  0.664708

Presnost metody Mini-FLOTAC je pfi definované hodnoteé 10 EPG signifikantné nizsi
nez pii hodnotach 100 a 1000 EPG.
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5.2 Ovéreni uspésnosti a presnosti metody MF u vzorku z pfirozené
infikovanych hostitela

5.2.1 Uspé&nost

Ze ziskanych dat mého testovani metody Mini-FLOTAC byla pro kazdy druh
gastrointestinalniho helminta vyjadiena procentualni , uspésnost™ metody ve srovnani s daty
z pitvy gastrointestinalnich trakta (viz Tab. 4). Nasledné byly vyhodnoceny falesné pozitivni a
falesné negativni vysledky koprologie (viz Tab. 5 a Tab. 6).

Tab. 4: Souhmna tabulka shod = ,,uspésnost” pro jednotlivé druhy nalezenych gastrointestindlnich helmintd.
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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: FaleSn¢ pozitivni vysledky koprologie. Tab. 6: FaleSn¢ negativni vysledky koprologie.
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Heterakis spumosa 6 1 17 Trichuris muris 0 0 0
Hymenolepis spp. 36 9 25 Hymenolepis spp. 41 14 34
Syphacia spp. 22 14 64 | Aspiculuris tetraptera 8 3 38
Aspiculuris tetraptera 16 11 69 Heterakis spumosa 9 4 44
Trichuris muris 7 5 71 Syphacia spp. 19 11 58

Pro nalezené druhy helmintu byla sestavena souhrnna tabulka (viz Tab 7.), zobrazujic{
jejich poradi v procentualni ,uspéSnosti“, v zastoupeni falesné pozitivnich (% FP) a falesSné
negativnich vzorki (% FN), kde 1 = nejlepsi vysledek pro danou kategorii a 5 = nejhorsi
vysledek pro danou kategorii. Je zadouci, aby se druhy umistily co ,nejlépe” v kategorii
procentualni ,,uspé€snosti, ale co nejhtife v zastoupeni falesn€ pozitivnich i fale§né negativnich
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vzorkt. Z téchto tfi hodnot bylo vypocitana praiméra ,,znamka“, poukazujici na uspé$nost
mého meéfeni pomoci Mini-FLOTAC k detekci jednotlivych druht parazitu.

Tab. 7: Souhrnn4 tabulka pofadi jednotlivych druht, kde FP (%) = falesn¢ pozitivni nalez, FN (%) = fale$n¢ negativni nalez

Helmint "aspésnost' (%) FP (%) FN (%) Vysledna ''znamka"
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 Presnost

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

U Hymenolepis spp. hodnota korelacniho koeficientu dosdhla -0,067. Koeficient
determinace (R?) (viz Obr. 6) pro Hymenolepis spp. dosahuje hodnoty 0,00, coz znamena, ze
hodnota EPG neni vysvétlena mnozstvim jedinct nalezenych pfi pitve.

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

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

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

Tab. 8: Tabulka korelacnich koeficienti (R) pro jednotlivé druhy; *Rod Trichuris nebylo mozné statisticky vyhodnotit.
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Obr. 6: Regresni analyza zavislosti naméteného EPG na celkovém poctu nalezenych jedinct pro Hymenolepis spp.
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Obr. 7: Regresni analyza zavislosti naméteného EPG na Obr. 8: Regresni analyza zavislosti naméfeného EPG na
poctu nalezenych samic s vajicky pro druh A. tetraptera poctu nalezenych samic s vajicky pro druh H. spumosa
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6 Diskuze

Cilem diplomové prace bylo ovéfit vhodnost (spravnost, presnost, citlivost a
spolehlivost) koprologické metody Mini-FLOTAC pro diagnostiku gastrointestindlnich
helmintoz u hlodavet rodu Rattus Zijicich na tzemi Ceské republiky.

K naplnéni cile prace byly stanoveny dvé hypotézy. Prvni ast experimentu, provedena
na uméle inokulovanych vzorcich, byla zaméfena na ovéfeni hypotézy 1, ktera fika, ze
,Koprologické vySetfeni metodou Mini-FLOTAC poskytuje pifi stanoveni EPG
gastrointestinalnich helmint hlodavca relevantni vysledky, tzn. Intenzita infekce Hymenolepis
diminuta zji§ténd vyse uvedenou metodou odpovida redlnému poctu vajiCek ve vykalech
hostitele*.

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

Provedenim Scheffeho testu byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily v presnosti
metody Mini-FLOTAC mezi srovndvanymi hodnotami EPG. Presnost metody v mém
provedeni pokusu byla pii definované hodnoté 10 EPG signifikantné nizsi, nez pfi hodnotach
100 a 1000 EPG. Vysledné hodnoty EPG nedosahovaly ani k padesati procentim realné
hodnoty piidanych vajicek. Jelikoz jsem pii mém testovani 10 EPG dosahovala velice nizkych
hodnot, nebylo relevantni provadét testovani s nizsi hodnotou, napt. 1 EPG.

Mé vysledky koresponduyji se zjisténimi autorti Assefa et al. (2014) a Bosco et al. (2023),
ktefi popisuji, ze pfi nizké mife infekce citlivost metody Mini-FLOTAC vyznamné klesa.
Bosco et al. (2023) ve svych vyzkumech motolic u prezvykavct uvadeji, ze nejvyssi procento
ziskanych vaji¢ek pii vySetfeni metodou Mini-FLOTAC u EPG 10, 50 a 100 dosahli pfi
definované hodnoté 100 EPG. Autofi naopak uvedli, ze pfi grafické estimaci citlivosti metody
dosahovala metoda MF nejniz§ich hodnot u EPG 15 a méné ve srovnani s jinymi
diagnostickymi metodami. I pfi mém testovani definovanych hodnot EPG 10, 100 a 1000 bylo
nejpresn€jSich vysledki dosazeno v nejvys$si definované kategorii EPG, ale presto byly
dosazené vysledky vyznamné podhodnoceny.

Tato zjisténi vSak odporuji vyslekiim Dias de Castro et al. (2017), ktefi metodu Mini-
FLOTAC doporucuji k diagnostice paraziti pro vzorky, kde mize byt ocekavana i velice nizka
hodnota EPG. I dalsi autofi (Barda et al. 2013; Cringoli et al. 2017) uvad¢ji, ze metoda Mini-
FLOTAC je citliva k detekci parazitarnich propagacnich utvara jiz pii koncentraci 5 EPG.

Dle Cringoli et al. (2017), pouziti Cerstvych vykalt pro diagnostiku metodou Mini-
FLOTAC poskytuje nejpiesnéjsi vysledky za nejvyssi citlivosti metody. V tomto pripadé
nemohu sniZenou citlivost metody piipisovat stavu vzorka ani pfidanych vajicek, jelikoz jsem
v této Casti experimentu pracovala s Cerstvymi vzorky a vajicka byla extrahovana tésné pred
pfimichanim do negativniho vzorku, dochéazelo tedy k minimalnimu poruseni materialu pred
pii samotné extrakci vajiCek a inokulaci negativniho vzorku, kdy muze dojit ke ztratam
transferovanych vajicek. K zabranéni této skuteCnosti byla extrahovana vajicka opakované
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prepocitana pro ovéfeni poctu vajicek v pfipraveném roztoku a vajicka byla predem
promichdna k zamezeni sedimentace na dno kadinky a nepfesného nabrani pipetou, pred
samotnym pfimichanim do negativniho vzorku.

Jelikoz jsem se vmém experimentu nezabyvala srovndvanim jednotlivych
diagnostickych metod, nemohu své data k tomuto ucelu vyuzit. AvS§ak ze ziskanych hodnot,
kdy pfi stanovené hodnoté 10 EPG bylo pii deseti opakovanich celkem ziskano pouze 1%
vajicek, si dovolim hodnotit, ze pfi takto nizké mifte infekce nemusi byt metoda Mini-FLOTAC
nejspolehlivé)si pro detekci vajicek Hymenolepis sp. u rodu Rattus.

V druhé Casti prace jsem se zaméfila na testovani uspésnosti a presnosti metody Mini-
FLOTAC k ovéfeni Hypotézy 2, ktera fika: , Diverzita propagacnich utvard detekovanych
metodou Mini-FLOTAC relevantné odrazi druhové spektrum a pocetnost helminti pfitomnych
v GI traktu volné zijicich hlodavea®.

V druhé casti prace bylo celkem vySetieno 98 wvzorkd. Zbylych deset jedincu
z celkového poctu 108 nebylo mozné vySetiit, kvili nedostateénému mnozstvi koprologického
materidlu v travicim traktu. Pfi vySetfeni byla pocitana a zahrnuta jen jednoznacné
identifikovatelna vajicka, coz predstavovalo vyznamny problém, kvili riznorodé prahlednosti
vzorku, pfitomnosti vzduchovych bublin, ale také pseudoparaziti a ruznému stavu
propagacnich tvara realnych parazitti. V nékterych vzorcich byly propagacni utvary vyznamné
porusené, popiipadé mohly byt vidény pozustatky obalt, které se vSak nedaly povazovat za
plnohodnotna vajicka. To mohlo byt ovlivnéno tim, Zze az do doby pouziti byly vzorky
uchovavany v zamrazeném stavu, a zamrazeni a nasledné rozmrazeni mohlo porusit bunécné
struktury propagacnich utvard helmintt.

Barda et al. (2015) a Cringoli et al. (2017) doporucuji vzorek vykalu konzervovat v 5%
formalinu v poméru 1:1 v pfipadech, kdy neni mozné ihned vySetfit vzorek Cerstvé ziskany.
Autofi uvadéji, ze u takto konzervovaného vzorku bude citlivost vySetfeni metodou Mini-
FLOTAC nepozménéna po nékolik tydnti az mésic. Catalano et al. (2019) vSak popsali, ze
citlivost diagnostiky nebyla naruSena ani po dobé¢ del§i nez jeden mésic pii konzervaci ve
zminéné koncentraci formalinu.

Ze vSech vySetfenych vzorkli bylo pozitivnich 57 na alespori jeden druh
gastrointestindlniho helminta. Byly identifikovany druhy Aspiculuris tetraptera, Heterakis
spumosa, Trichuris muris, jedinci rodu Syphacia a tasemnice rodu Hymenolepis. Z téchto
vzorku pozitivnich pii vySetfeni metodou Mini-FLOTAC se shodovalo 46 vzorka s pozitivnimi
vysledky z pitvy. Procentudlni aspé$nost metody Mini-FLOTAC byla pocitana pro kazdého
detekovaného parazita zvlast. Stoprocentni uspé$nosti shody bylo dosazeno u rodu 7. muris,
avSak celkovy pocet cCital pouze 2 vzorky, proto tento vysledek neni pfili§ relevantni. Nejvice
zastoupenymi byly tasemnice rodu Hymenolepis, u kterych doslo ke shod¢ s vysledky z pitvy
ve 26 vzorcich, presto bylo dosazeno jen 63 % uspéSnosti. Naptiklad Barda et al. (2013) a
Cringoli et al. (2017) popsali, ze aparat Mini-FLOTAC je obzvlasté citlivy pro detekcei téchto
tasemnic.

Nejvice falesné€ pozitivnich nalezi bylo u druha 7. muris (71 %) a A. tetraptera (69 %).
Moznym divodem pro nalezeni propagacnich ttvarti v koprologickém vzorku bez ptitomnosti
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dospélého parazita v GIT muze byt naptiklad vylouceni vaji¢ek parazitem a jeho naslednou
migraci do jiné Casti té€la hlodavce. Z druhl paraziti detekovanych v mém experimentu vSak
nebyl u Zzadného popsan vyvojovy cyklus, ktery by migraci po t€le zahrnoval. Z tohoto divodu
muze situaci lépe vysvétlit skuteCnost, ze stejné€ jako u jinych hlodavci se i u potkant a krys
rodu Rattus muze vyskytnout kanibalismus (Moreira et al. 2013), ktery by zapfiCinil pasaz
propagacnich utvart nékterych paraziti vykaly, aniz by doslo k zahdjeni vyvojového cyklu
parazita uvniti' téla hlodavce. K pasazi propagacnich utvart helminti vSak muaze dojit i po
samotném pozieni propagacnich utvard, které doposud nejsou infekceschopné, napiiklad
s potravou, a k jejich dal§imu vyvoji dochazi znovu az po pruchodu gastrointestinalniho traktu
hlodavce.

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

K omezeni fale$né€ negativnich vysledku je autory (Knopp et al. 2009; Carrera-Jativa et
al. 2023) doporucovano provadét alesponi tfi opakovani pro kazdého vySetfovaného jedince,
¢imz lze kompenzovat i1 niz§i miru citlivosti vybrané metody. K zajisténi co nejpresnési
diagnozy je autory soucasné doporucovano odebrat co nejvétsi vzorek a dikladné ho
homogenizovat, jelikoz propaga¢ni utvary paraziti zpravidla nebyvaji rovhomémeé rozlozeny
ve vzorku vykalu, naopak se shlukuji (Engels et al. 1997; Torgerson et al. 2012; Cringoli et al.
2017). Pii koprologickém vySetfeni vykalu hlodavce tento poznatek predstavuje urcitou
vyhodu, jelikoz pfi jeho vySetfeni dochézi zpravidla ke zpracovani celého vzorku, na rozdil od
vySetieni vzorku skotu ¢i koné domaciho. Pfedstavuje to vSak i urcité omezeni, protoze pfi
vyuziti celého vzorku je zamezeno opakovatelnosti vySetieni.

K findlnimu zhodnoceni uspé&Snosti mého mefeni metodou Mini-FLOTAC byla
sestavena souhrnna tabulka pro jednotlivé druhy helmintd. I tyto vysledky vSak maji urcitou
miru zkresleni, kvali odliSnému poctu nalezenych paraziti daného druhu ve vzorcich, a
soucasné odlisnym vyvojovym cyklim. Nejlépe na této stupnici se umistily druhy Trichuris
muris a Hymenolepis spp., které se vSak zna¢né liSily v poctu detekovanych utvara a poctu
shodnych vysledk. Rod Syphacia se sice umistil na poslednim misté v hodnoceni, ale
s ohledem na vyvojovy cyklus je to ocekavany vysledek, protoze vajicka této hlistice primarné
nehleddme v koprologickych vzorcich.

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

Variabilni vysledky presnosti této metody byly ziskany také u predchozich autort
(Barda et al. 2014; Noel et al. 2017; Dias de Castro et al. 2017; Paras et al. 2018; Ndpravnikova
et al. 2019), ktefti vSak srovnavali dv¢€ az tii koprologické metody mezi sebou u riznych druha
hostitelskych zvitat.

Nejvyssi zavislost mezi poctem dospélych samic helmintd v GIT a mnoZstvim
nalezenych vajicek ve vzorku vykalu byla u druhti A. tetraptera (0,992) a H. spumosa (0,794).
Slaba zavislost (0,381) mezi poctem dospélych helminti a mnozstvim nalezenych vajicek
zjisténa u Syphacia spp. je vSak pozoruhodnym vysledkem, pfi srovnani s niz§im ziskanym
korelacnim koeficientem pro samice s vajicky a mnozstvim nalezenych vajicek (0,104). To by
mohlo byt vysvétleno charakteristickou vlastnosti Syphacia sp., kdy dochézi k jednorazovému
uvolnéni vysokého mnozstvi vajicek, ktera se hromadi na periandlni oblasti hostitele,
s naslednym thynem dospélych samic (Sousa et al. 2016).

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

U druht Hymenolepis spp. korelacni koeficient v mé praci nedosahoval pfimé tuméry (-
0,067), a koeficient determinace (0 %) znaci, ze hodnota EPG neni vysvétlena mnozstvim
jedinca nalezenych pii pitve.

Limitaci tohoto zjisténi vSak muze byt i fakt, ze vajicka tasemnic rodu Hymenolepis
byla zdaleka nejnarocnéjsi na identifikaci. V realnych vzorcich tato vajicka mnohdy vypadala
naprosto jinak, neZ vajicka v uméle inokulovanych vzorcich (viz Obr. 9). Cerstvé ziskana
vajicka byla vzdy zfetelnd, pravidelného tvaru a jednotné velikosti (viz Obr. 3), zatimco v
ptirozené inokulovanych vzorcich jsem se setkavala s rozpétim velikosti vajicek od 40 um az
po 80 pum.

K podhodnoceni vysledki u pfirozené infikovanych vzorki muze dojit v disledku
mnoha faktort, napiiklad v prepatentni fazi infekce, kdy doposud nedochazi k vyluCovani
vajicek helminty, ¢i v pfipadé, kdy se v gastrointestindlnim traktu nachdzi pouze parazité
jednoho pohlavi. Dal§imi vyznamnymi faktory je samotnd plodnost gravidni samice,
prerusované vyluovani vajicek, €1 vyluovani nizkého mnozstvi vajicek, coz je v pfipadé
vyuziti Mini-FLOTAC tedy mnozstvi niz§i nez 5 EPG (Cringoli et al. 2017). To odpovida
skuteCnosti, ze pro zastupce tadu Cyclophillidea, do kterého patii 1 tasemnice rodu
Hymenolepis, je typické nepravidelné vyluCovani gravidnich proglottid v gastrointestindlnim
traktu a vykalech hostitele, coz mize znemoznit detekci jejich propagacnich uUtvart pfi
vySetfeni (Marcer et al. 2022).

Faktory, které mohly ovlivnit viditelnost vaji¢ek pii mikroskopickém vySetieni byly
zejména pruhlednost vzorku, jelikoZ i po scezeni a peclivém pievedeni do komurky Mini-

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

Volba flota¢niho roztoku neni univerzalni pro propagacni Utvary vSech helmint. Jak
jiz bylo popsano v 3.3.2.3, néktefi autofi (Barda et al. 2013; El-Nadi et al. 2019) uvadi vyssi
citlivost detekce gastrointestinalnich helmint( pfi pouziti solného roztoku, nez pifi pouziti
roztoku siranu zinec¢natého, ktery umoziuje lepsi detekci prvokt v koprologickém vzorku.
Citlivost detekce bude vzdy ovlivnéna hustotou zvoleného flotaéniho roztoku a soucasné
hmotnosti hledanych propagacnich utvarti. Soucasné s timto efektem, vyssi hustota zvoleného
roztoku muze kromé vy§siho mnozstvi vyflotovanych propagacnich Gtvart zpasobit vyssi miru
flotace necistot, a ztizit tim prohlizeni samotného vzorku (Ballweber et al. 2014; Das et al.
2020).

Citlivost, presnost i preciznost jsou zasadnimi faktory k hodnoceni spolehlivosti
vybrané koprologické metody. Ma zjisténi se pridavaji k autoraim piedchozich praci, ktefi
prokazuji Ze presnost zvolené metody se vyrazné li§i u riznych druhti detekovanych helmintt.

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

Cilem diplomové prace bylo ovéfit vhodnost koprologické metody Mini-FLOTAC pro
republiky. K naplnéni tohoto cile byly zformulovany dvé hypotézy. K ovéteni prvni hypotézy
bylo provedeno testovani na uméle inokulovanych vzorcich vykal potkana Rattus norvegicus.
Z mych vysledku je patrné, ze metoda Mini-FLOTAC nedosahuje dostatecné citlivosti pro
detekci vajicek tasemnice Hymenolepis diminuta pti definované hodnoté 10 EPG. Presnost
metody Mini-FLOTAC pfi hodnot¢ 10 EPG byla vyznamné niz$i, nez pii definovanych
hodnotach 100 a 1000 EPG. Tato hypotéza nebyla potvrzena.

Druha hypotéza byla oveéfovana na piirozené infikovanych vzorcich ziskanych
z hlodavct rodu Rattus, odchycenych na sedmi lokalitach ve StfedoCeském kraji. Ziskané
vysledky byly statisticky porovnany s vysledky pitev gastrointestinalnich traktt pfislusnych
jedinca. Pfi vySetfeni metodou Mini-FLOTAC byly detekovany druhy Hymenolepis spp.,
Syphacia spp., Aspiculuris tetraptera, Trichuris muris a Heterakis spumosa, coz se shoduje
s helminty detekovanymi pfii pitvé GI traktd vySetfovanych hlodavcl. Ziskané vysledky
koprologie metodou Mini-FLOTAC tedy relevantné odrazi druhové spektrum
gastrointestinalnich helmintt.

Presnost ziskanych vysledki se znacné lisila mezi detekovanymi druhy
gastrointestinalnich helmint, coz se shoduje se zjiSténimi predchozich autort. Nejnizsi
presnosti v mém experimentu metoda Mini-FLOTAC dosahla u druhtt Hymenolepis spp., coz
koresponduje s vysledky prvni hypotézy. Nejvyssi presnosti, ovéfované korelacni analyzou
metoda dosahla u druht Aspiculuris tetraptera a Heterakis spumosa, avSak ziskané vysledky
mohly byt zna¢né zkreslené nizkym poctem ziskanych pozitivnich vzorkd, které byly do
statistické analyzy nasledné zahrnuty. Druha hypotéza byla tedy potvrzena Caste¢né.

Faktory, které limitoval vysledky prace byly zejména omezeny pocet vySetfovanych a
pozitivnich vzorkl, nizké hmotnosti navazek jednotlivych vzorki a mozna omezeni,
vyplyvajici z formy skladovani vzorka pied jejich vySetfenim. Pro dals$i vyzkum bych tedy
doporucila vysetfit vy§§i mnozstvi vzorki a zvazit metodologické upravy, které by mohly
napomoci k vyssi spolehlivosti metody Mini-FLOTAC.

Prestoze mymi zjisténimi nebyla potvrzena vhodnost testované metody pro vySetfeni
gastrointestinalnich helmint6z u hlodavcl rodu Rartrus, vétim, ze tato prace prinesla cenné
poznatky a doufam, ze bude podnétem pro navazujici vyzkumy v této oblasti parazitologie.
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