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1. Uvod

Paraziti jsou organismy, Kie nalézaji svou ekologickou niku Zivotem v jinych
organismech witych druhi, zvanych hostitelé. Paleoparazitologie studuj@zity nachazené
v archeologickém materialu. Paleoparazitologickézyamohou poskytnout cenné informace
o vztahu ¢lovek-parazit, jeho starobylosti, papvzniku, o roz&eni parazii a migraci
obyvatelstva v minulosti (Reinhard 1992, Gongaleesl. 2003).

Roku 1910 nalezl Ruffer v&jka Schistosoma haematobiwharakteristicka apikalnim
trnovitym vybiZzkem na histologickychiezech z ledvin dvou egyptskych mumii datovanych
do XX. dynastie (1250 —100G.m. I.). Tento nélez je vSeobeécpokladan za p@atek nového
oboru paleoparazitologie (Stewart 1951, Araljole1898, Cox 2002, Bouchet et al. 2003b).
Ackoli se sporadicky objevuji podobné prace i v prpoiovirg 20. stoleti, o skut@mém
rozkwétu tohoto oboru rizeme hoviit az od gelomu 60. a 70. let 20. stoleti (Araujo et al.
1998). Z nahodné fjpezitostné spoluprace archeolog parazitolod se od 60. let stava cilena
tvorba mnohaoborovych tyirspolupracujicich na stejném projektu (Bouchet.e2G03b).

Od té doby jsou vedle mumifikovanyclil thebo jejich ¢asti zkoumany hlawn
organické sedimenty a koprolity — vysuSen&ledy mineralizované vykaly — jako potencialni
lozisko parazii (Reinhard 1992, Aspock et al. 1999). Sedimenty soreny nahromaghim
materidlu antropogenniho i jinéhdyodu, Wetrg materidlu fekalniho. Koprolity mohou byt
nalezeny v sedimentechizného druhu, v zavislosti na stupni zachovani rd&paebo
nedotené, a tak vyjmuty pro studium (da Rocha et al6200

Zpocatku byly zkouSeny nejergjSi flotacni techniky. Nasly své uplaini u
nekonsolidovanych materigl ale ukazaly se néiinné pokud doSlo na zkoumani koprilit
(Arauvjo et al. 1998). Zde se vyzkouSela rehydratejgiznejSimi kapalinami, od destilované
vody, gres hydroxid sodny, po EDTA, ale ukazalo se, Ze ¢iemikalie zfsobuji deformaci
pop. i rozpad vagek. Roku 1960 vSak Callen a Cameron zavedli techméhydratace
fosforegnanem trisodnym (0,5% roztok pRO,). Jedna se o modifikovanou metodivpdns
uzivanou v muzeich k uprazoologickych resp. botanickych vzdrkGoncalves et al. 2003).
Pouzitim fosforénanu trisodného se zviditelni obaly ¥ak a anatomické struktury larev
jako je esofagus. S$telny mikroskop je pak kibvym nastrojem paleoparazitolng

S vynalezem elektronového mikroskopu naSel tentdstrpj své uplaténi i

v paleoparazitologii. Transmisni elektronovy mikeog je vyhodny pro identifikaci vrittich



struktur vajéek parazii. Podobg prosgsny je scanovaci elektronovy mikroskop, a to pro
detailni analyzu povrchovych struktur, coz je ztdasraktické, pokud vzorek obsahuje i
spory hub a pyl, protoZze ¥kterych gipadech mZeme tyto objekty za#mit s vajitky
parazifi.

Parazitologicka analyza daného archeologickéhomahtena vedle analyzy botariik
malakologi, palynologi, entomolog i jinych specialisi své nezastupitelné misto a
dokresluje obraz dané lokality (Bouchet et al. 203



2. Literarni p fehled

2.1. Paleoparazitologie od 80. let 20. stoleti do dneSka
Vyzkum v 80. letech zahrnoval paleontologické ihemogické vzorky. Proto existuji

dva hlavni proudy studia parazitismu v davnych d@bbagradjo zavedl a definoval pojem
paleoparazitologie, jako rox8hi paleopatologie; paleoparazitologové se zajinaji
starobylost parazitarniho onemeénn o vyskyt parazit v jednotlivych lokalitaich od
prehistorickych dob, migraci a vyvoj vztahu pardmstitel v ngnicich se podminkéach a
hlavre zkoumaji jak paleontologicky, tak archeologicky ter&l. Oproti tomu
archeoparazitologie se zabyva parazity nalézanymuz@ v archeologickém materialu, jedno
zda nedavné nebo vzdélené datace. Snazi se chien@kaé chovani lidského druhu, které
snizuje/zvySuje riziko napadeni parazity sebe sasioanacich zviat. Parazitologicka data tak
odhaluji kulturni evoluctlovéka bithem staleti (Reinhard 1992, Bouchet et al. 2003b).

| v Evrog ma parazitologicky mizkum archeologického materialu svou historii —
zkoumaji se hlavhorganické sedimenty (Bouchet et al. 2003b). Bétgkleoparazitologie se
vyvinula gimo na zakladl archeologie a za#huje se na weni podstaty archeologického
depositu. Vidi poéstatky parazit jako klic k rozliSeni archeologickych objektStuduje téz
koprolity i mumie (Reinhard 1992). Prvni prace pawhuZz zroku 1955 — fizkum
sttedowké odpadni jamy ve Winchesteru (Taylor 1955, Cockbdl971). Nmecka
paleoparazitologie zkouma téz deposity v latrinadh, vice z epidemiologického hlediska.
Némecké paleoparazitology zajimaji okolnosti, ktea&anec tvéi soubor parazit na daném
mist — produkce vafiek jednotlivych drufi, pcatet lidi uzivajicich stejnou latrinu, vliv
chemie [idy na rozdilné uchovani zbytkhelminti a v neposlednfad, jak lidské chovani
ovliviiuje vystaveni sebe sama infakm stadiim jednotlivych druh Némecky vyzkum mé
jasny zéklad v paleopatologii, ale hodnoti dataiuknim ramci.

Dnes existuji ve gs¥¢ Cc¢tyfi vyznamné laborate soustedujici se na
paleoparazitologicky vyzkum, kteréczdy svou praci naiglomu 70. a 80. let 20. stoleti. Jde
o laboratde zaloZené Ferreirou, Aratjem a Confalonierem zlkgao Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro; Jonesem z Environmental Archeology Unibiversity of York; Herrmannem,
Kriiggerem a Schultzem z Institut fir Anthropologiniversitat Gottingen; a Amblerem,
Andersonem, Hevlym a Reinhardem z Northern Arizbimaversity a nyni z University of
Nebrasca-Lincoln (Reinhard 1992).



2.2. Piehled metod uzivanych v paleoparazitologii
Swtelnd mikroskopie #stava kléovou metodou studia paleoparazitologického

materialu. Tomu odpovida i Uprava vzorgro mikroskopovani. Existuje¢kolik postupi,
Z nichz rgkteré uvadim. StarSi prace u¥fdukladani vzork do SAF media, které obsahuje
octan sodny, kyselinu octovou a formalin. Po camgdci se prohlizi sediment (Aspock et al.
1999). DalSi moznosti je rehydratovat vzorky v %9,8laP0O, po dobu 72 hodin. Poté je
k vzorku gidan formalin v poréru 10:1. Takto upraveny vzorek se necha sedimenttea
Lutze; prohlizi se sediment (Gongalves et al. 2088)Zi&jSi postup zavedl Bouchet; pro
francouzské paleoparazitology se stal de factodstaem. Vzorek se necha rehydratovat
v 0,5% NaPQ, po dobu 5 tyddh. Frida se 5% glycerin a zhomogenizuje séecit misce.
Vzorek se vystavi ultrazvukuips0 °C po dobu 1 minutyfp3000ot/min. Nasledhse filtruje
pies sita s kalibrovanou velikosti ok, a to 315 p6) tm, 50 um a 25 um. Filtraty ze dvou
poslednich sit se analyzuji metodou sedimentac@0¢tbnin po dobu 5 minut) a flotace
(roztok o hustat 1,04-1,4) (Bouchet et al. 2003b, LeBailly et2005). V Latinské Americe
se zase &tSinou pouziva postup nasledujici. Gram materglsnjichan s 15 ml 0,5% bRO,
a ponechan ve 4 °C po dobu JidRehydratovany vzorek je rozmichan a filtrovdespgazu.
Ponecha se sedimentovat dle Lutze. VVzorek pro msiapovani seffpravi z 15 pl sedimentu
a kapky glycerinu (Fugassa et Guichon 2005). Prvkiokem v gipact mineralizovaného
koprolitu je ovSem jeho rozpusti v 10% HCI (Ferreira et al. 1993). Poté je modpkkovat
rehydraténi metodu a dale sedimetwté pog. flotacni techniku — tak to nachazime &tsiny
Je nezbytné na tomto misivést, Ze koprolity jako takové jsotieplevsim objektem
archeologickym. Jsoua#tazem lidské a/nebo Zeici @gitomnosti na daném mésta proto,
stejre jako vSechny archeologické objekty, je prvnim lewkjejich studia jejich popis. Byl
navrzen standardizovany protokol skladajici sétzdasti: prvni zahrnuje informace o ngist
nalezu, druhd adti cast se zabyva popisemégku (barva, vaha, rozry, zaskrceni apod.)
resp. vnitku (textura, tvrdost a @pbarva) koprolitugtvrta cast obsahuje vysledky vesSkerych
provedenych analyz (rostlinné a tadi makrozbytky, pylova analyza, d#&/larvy parazii)
a konegné patacast by néla urit, pokud je to mozné, producenta koprolitu. Do @ucha by
tak mel byt ustanoven morfotyp koprolitu pro kazdy jedinwt zivociSny druh glovéka
nevyjimaje), coz by poslouzilosdeckym i vzdlavacim @éelim (Jouy-Avantin et al. 2003).
Stejre  jako v dalSich oborech, i v paleoparazitologii slatiuji pavodne
imunologické metody, a torpdevsim snazime-li se prokazat cysty parazitickychist. Ty
totiz podléhaji rychlému rozkladu a je velmi ob&zmajit je pimou mikroskopii (Goncalves



et al. 2004), i kdyZ i to je zdokumentovano — indgntamoeba colv Zalud€nim obsahu
peruanské mumie (1954) nebo cysty kokcidie ré&iimeria v jelenich koprolitech (1992).
Imunofluoresceéni barveni bylo usgn: uzito vroce 1990 k jfkazu cyst Giardia
intestinalisv koprolitech z Kentucky. Doktorka Fouantova zkdagi& v roce 1982 detekovat
cystyEntamoeba histolyticenetodou ELISA. &koli nebyla aspsna, nastinila cestu, po které
bylo treba jit v pokusech o fikaz parazitickych protist (Aradjo et al. 1998). RFm
uspchem byl v roce 1989 fikaz antigefi Giardia intestinalisnegimou imunofluorescenci
ve vzorku starém 2200 let (Faulkner et al. 1989§eSet let pozfji Allison dostal pozitivni
vysledek u vzorik datovanych 500 az 3000 let zpatky — pouzil ¢cemd fluorescetni
monoklonalni protilatkou a posléze klasicky ELISst (Allison et al. 1999, Goncalves et al.
2002). Antigeny améby¥ntamoeba histolyticdyly poprvé detekovany komarim kitem
vroce 2004. Jednalo se o rozmanity material (eliimorganicky sediment i jednotlivé
koprolity) z fiznych stai v Evrop: i Americe datovany od 8900 let.m. I. do 19. stoleti n. .
(Goncalves et al. 2004).

Molekularni metody nasly v archeologii své mistejdiive byla pouZzita metoda
hybridizace, a to na naklonovani DNA &Ze vyhynulé zebry. Na tuto metodu je igba
velkého mnozstvi DNA, proto se po roce 198%ata s vyhodou pouZivat polymerazova
fettzova reakce — PCR, kterd vyZaduje jen mald mnoasfghozi nukleové kyseliny;
nejdiive na amplifikaci lidské DNA z kosti a mumifikowah tkani, posléze i na poli
paleoparazitologie (Araujo et al. 1998). Tak bytalgzou sedmi chilskych mumii prokazano,
Ze v andskeé oblasti se vyskytuje Chagasova charblb&jmér 4000 let (Guhl et al. 1997).

Ziskana aDNA (ancient DNA) jeasto poSkozena hydrolytickymi nebo oxidativnimi
agens (autolyza, bakterialni degradace nebo saméwtgpurinace), a proto ré@&tena na
malé kousky. To sniZzuje moznost DNA amplifikovatboealespa ziskat dlouhé PCR
produkty (Golenberg et al. 1996). Nicnééwn posledni dob se na toto téma objevuji prace
nekterych paleoparazitoldg Loreille Usgsre extrahovala, amplifikovala a sekvenovala DNA
ze 104 vajiek Skrkavky sesbiranych naedowké lokalit Namur, Belgie. Pro tuto analyzu
byly vybrany ti geny na 18S rRNA a gen pro cytochrom b (Loredéleal. 2001). Byla
extrahovana DNA z koprofitz Chile (datace 4110fpn. |. — 800 n. |.) a z USA (900 n. L.).
Amplifikaci lidské mtDNA byl potvrzen lidsky twod vzorki. Poté byla navrZzena nested-
PCR detekujici konzervovanou oblast na 5S rRNA espeEnterobius vermicularisZ 27

testovanych vzorkdostali 9 pozitivnich vysledk(lfiiquez et al. 2006).



2.3. Paleoparazitologické nalezy na evropském kontirent
Paleoparazitologické nalezy se sestavajedpvsSim z vafek, Zidkakdy larev

strevnich parazit nebo chitinovych schranek ektoparazjako vsi, roztéa a blech. Narozdil
od jinych biologickych objekt jako napiklad pylovych zrn, ktera se zachovavaji velmi
dlouhou dobu v nejizr¢jSich podminkach, paraziti helminti malokdy tvéi vajicka se
stejnou rezistenci i¢i vnéjSim stresarm. Nekteré skupiny paradit vSak tvdi struktury
branici rychlému rozkladu, jedna se hlaenAscaridae, Capillaridae, Trichuridae, Oxyuridae
a cestoda. Tenkastna vajéka (Enterobius spp., Strongylus spp.), steji jako cysty
parazitickych protist se uchovavaji velmi SgafBouchet et al. 2003b).

2.3.1. Trida Trematoda

Celed’ Dicrocoeliidae a Fasciolidae

Fasciola hepaticalmotolice jaterni) @icrocoelium dendriticum(motolice kopinata)
jsou nachazeny uz v materidlech datovanych do tme@inladsi doby kamenn®&) nap.
nalezis¢ Arbon (Svycarsko), Chalain (Francie) nebo solndy doHallstatu (Rakousko).
Z Hallstatu mame nélezy i z doby bronzové (Boudteal. 2003c). Fasciola byla nalezena
rovnéz v Némecku u Karsdorfu, kde je doloZeno osidleni oditedb roku zhruba 200 n. I.
(Dittmar et Teegen 2003). Naretiowkych naleziStich byla vajka dokumentovana hlagn
ve Francii (P&2, Montbéliard, RemeS, Bordeaux), v mensfemi Polsku a Anglii. Bylo
zvykem konzumovat salatyfipravované z rostlin jako je pampeliska I&a@ [Taraxacum
officinale), kozlicek polni {alerianella olitorig), ¢ekanka obecnaCichorium intybug
cesnek medddi (Allium ursinum), potainice lékaska (Nasturtium officinal® nebo celer
plazivy (Apium repens(Bouchet et al. 2003c). Pr&wa €chto divoce rostoucich rostlinach
mohly byt adoleskariové cysty fascioly nebo mraweabsahujici metacerkarie dicrocoelia a
cloveék tato infekni stadia poiel (Jira 1998). V fipadt dicrocoelia, které je jako lidsky
parazit vzacné, ale mnohem vice postihuje kopytnilgvyjimaje domaci zkdta, mjde
pravéEpodobré o pseuparazitismus, nez o skumeu infekci (Aspock et al. 1999).

Fasciola hepaticaje kosmopolitnim parazitemietnych drulh prezvykavaé i
monogastrickych savic(Volf et al. 2007). P&et piipadi lidské fasciolozy od roku 1980
signifikantre roste a #kolik zemi bylo popsano jako endemické s prevalenéhtenzitou
infekce od mirné po velmi vysokou. Odhaduje se yéte2,4 mil lidi trpicich fasciol6zou

(zpasobenouF. hepaticai F. giganticd; v Evrog je nejpostize§jSi zapad — Portugalsko,

@ Pro lepsi orientaci viz.iloha¢asova osa



Francie (Mas-Coma et al. 1999, Rim et al. 1999)grisie parazitackem je doprovazena
silnou zastlivou reakci se zvySenou tvorbou eosinofilBézngjSi je chronicka forma
onemocgni, ktera pi dlouhodobém trvani sithovliviiuje zdraviclovéka (Dittmar et Teegen
2003).Dicrocoelium dendriticunje parazitem savg véetns ¢lovéka, s vyskytem fedevsim u
piezvykavd@ (Bouchet et al. 2003c, Volf et al. 2007). AreatSieni je rozsahly, zahrnuje
Eurasii, Ameriku, Afriku, druh byl zavten i do Austrélie. Léze i projevy u lidi jsou
mirn¢jSiho razu (Volf et al. 2007).

Celed Schistosomatidae

Vajicka Schistosoma haematobium(krevnicka maova) byla prvni nalezena
v archeologickém materialu, jak jiz jsem uvedl#ve.” Vajicka S. haematobiumbyla
nalezena v odpadni j@&w domu z 15./16. stoleti v Montbéliard ve Franiia stejném mist
byla objevena 5. mansoni(krevnicka stevni) a fragmentéta dosglce Schistosomap. se
zietelnymi gfisavkami. Oba druhy pochazeji z Afriky a na evr@pskkontinent se nikdy
nevyskytovaly, krord malého ohnisk&. haematobiune jiznim Portugalsku. #koli rodina
obyvajici zmigny dim byla hod& movita, nenasly se Zadné exotické suvenyry aafaity,
proto Bouchet vysstluje tento nalez fitomnosti infilkovaného Aftiana. Zhruba od roku 1441
se afréti otroci objevuji v Portugalsku a par let naten¢ po Evrog. Infikovany jedinec
mohl byt givezen do Francie jako sluZebnictvo, coZ byla vdt6leti vcelku Bzna praxe
(Bouchet et al. 2002).

Dnes je na sit¢ odhadem 200 miliGh osob trpicich schistosom6zou. Hlavnim
patogennim agens jsou Wja — znéna cast jich Zistava v é&le, kde jsou roznaSena krevnim
ieciSttm. Vzhledem k dlouhaskosti lidskych schistosom (az 30 let) a produkcjidek
(desitky aZz stovky dewh se jedna o vazny problém (Volf et al. 2007). Zéa Zze vychodni
Afrika je centrem, odkud se schistosoméza tiaSdo dalSich¢asti séta (Bouchet et al.
2003c). Nyni jeS. haematobiunmozsiena v severni Africe, na Blizkém ar&tnim vychod
az po Indii.S. mansonm@ swij aredl v Africe a na atlantském pelii Latinské Ameriky
(Volf et al. 2007).

2.3.2. Trida Cestoda

Celed” Taeniidae

Vajicka tasemnic se nachazeji uz v materialu datovareenedlitu. Byla nalezena i ve
vySe zmhovaném Chalain i v Hallstatu (Bouchet et al. 200Zg)ozdjSi doby (100-500 let n.

® 1910 — Ruffer nalezl vajka schistosomy v ledvénegyptskych mumif



[.) jsou nélezy z Bremenhaven ¥mNecku, ze s$edowku z Amsterdamu v Holandsku,
z Gottingenu v Mmecku (Gongalves et al. 2003) nebo z Namuru v Belgde byla nalezena
vajicka tasemnice v materialu z 11. do poloviny 19.etfdlda Rocha et al. 2006). Je znamo,
Ze toto obyvatelstvo chovalo skot a prgyadobré i nedostaténé tepelr® upravovalo maso
(Aspock et al. 1999). To bylo nakonec typické i francouzskou se¢dowkou Slechtu, proto
jsou ve vzorcich z doinzamoznych lidi vagka tasemnic &n¢ nalézana. Oproti tomu se
nevyskytuji ve vzorcich z venkova, protoZze tam m&opyla EZnym pokrmem polévka
s malymi kousky dote uvadeného masa (Bouchet et al. 2003c). NeSgnou otazkouistava,
zda vajtka tasemnic fedstavujiTaenia saginatatasemnice bezbranna) nebaenia solium
(tasemnice dlouhitennd) (protoZe morfologicky je od sebe nelze @jligstaké zda lidé vedle
celkem neskodnéiglvni infekce trpli téZ cysticerk6zou (Aspock et al. 1999).

Taenia soliumse vyskytuje kosmopolith Odhaduje se, Ze na &¥ je taenidzou
nakazeno 15 miliain osob (Volf et al. 2007). Stejrjako T. saginata(a T. asiaticg je jako
infekéni agens jedinma v tom smyslu, Z&ovek je jedinym konénym hostitelem (Dorny et
Praet 2007). Vedle ndkazy cysticerky z nedostgtéepelr® upraveného nakazeného masa,
existuje i moznost nakazyglovéka vajcky, coz je z medicinského hlediska mnohem
zavazwrjsi. Z vajiek se totiz uvolni onkosféry, které migruji dmych organ a tvai zde
cysticerky. Toto u nas nebylo zgsib rekolik desitek let, stavajici ojedil® piipady
piedstavuji importy ze zahramich cest. Lidsk& cysticerkdéza se vyskytuje velfasto
v Latinské Americe, subsaharské Africe, Ind@imé. Taenia saginatge rovrsz kosmopolitni,
ale neni schopna #pobit lidskou cysticerkézu (Volf et al. 2007).

Celed Diphyllobothriidae

Vajicka Diphyllobothrium latum (Skulovec Siroky)byla nalezenauzré v Evrog.
NejstarSi doklad je datovan 3900 lét p. |. a pochazi z neolitické osady Hornstaad-Hoin
na jihozapa8 Némecka. DalSi nalezy jsou z Clairvaux a Chalain van€ii, z mokin u
Arbonu a Concise (Aspdock et al. 1999, Bouchet ef@03c, Le Bailly et al. 2005) nebo
z nejzapad¥jSiho aljaSského ostrova Baldir, ktery sezdmbyvali rybd& (Bouchet et al.
1999). Ve stedowkych vzorcich jsou vajka nachazena v domech bohatych/Slechty ve
Francii (Montbéliard), v Mmecku (Lubeck, Schleswig, Freiburg a dalSi), v Mor§Oslo) i
v Belgii (Namur), protoze byl roz&n zvyk konzumovat nasolené syrové sladkovodniy ryb
(Bouchet et al. 2003c, Gongalves et al. 2003).

Vyvoj Diphyllobothrium latumprobihd pes dva mezihostiteletlovék se nakazi
tepelr® neupravenych rybim masem obsahujicim iéélplerocerkoidy (Craig et Ito 2007).

Tato pondrné velka tasemnice fize byt patogenni, nebh&rong jiného vychytava ve sw



vitamin B, — dochazi pak k perniciozni anémii (Volf et al.0ZD Nyni se tato infekce
objevuje zejména v pobaltskych statech a ve SkamidinNedavné znovuobjeveni je
doloZeno z Itdlie, Svycarska a Francie (Torres|et2@04). Celosstové se udava 9 mil

nakazenych lidi (Craig et Ito 2007). Globalizacgotravnim pémyslu s sebouimasi i nove

potravni navyky (pojidani sushi a dalSich jidel ssgovych ryb), a tak Ze usnadnit

celoswtove roz&ieni Skulovce z endemickych oblasti jako jeifldad Chile. Nutno dodat, Ze
nakazlivost plerocerkoidse znéi zmrazenim na -35°C po dobu 15 hod. (Cabello 2007)

2.3.3. Trida Nematoda

Celed Ascaridae

Predpoklada se, ZA&scaris lumbricoidegSkrkavka dtska) byla hojnym parazitem uz
prehistorickéhalovéka, akoli nejstarsi doklad neni datovan dal nez 3000hpl. (Somerset,
Anglie, 2600 let p. n. I.). Na stedowkych naleziStich jsou nachazena Rojnag. ve Francii
(Paiz nebo Montbéliard), v &mecku (Lubeck, Berlin nebo Marburg),Cesku (Hulin),
v Anglii (Southampton, Worcester nebo York), v Be{tyamur), v Norsku (Oslo) (Aspock et
al. 1999, Bouchet et al. 2003c, Goncalves et @32@a Rocha et al. 2006). Tato hojnost
nalezi se ipisuje jednak tomu, Ze véka jsou tlustosinna, a za druhé tomu, Ze désp
samice vyprodukuje degnv praiméru 200 tisic vajiek (Loreille et Bouchet 2003). Vaka
Skrkavek jsou indikatorem fekalniho zi&eni a jejich pdet ukazuje na miru zaisteni,
proto se pouziva k odliSeni archeologickych (tvjako jsou latriny, Zumpy, odpadni jamy,
studny, schranky na led nebo zmiiska zaizeni jako sila (Bouchet et al. 2003&)scaris
lumbricoideg(lidska) aA. suum(prase&i) neni mozné odlisit na zakkadhorfologie, takze zda
je nalezena Skrkavka lidska seuwje v kontextu dalSich nal@zlané archeologické lokality
(Loreille et Bouchet 2003, Fernandes et al. 200&) mnoho let se diskutuje otazka, zda
lumbricoidesa A. suurmemohl byt ivodns jeden druh a rosenit se evoluci (Lorreile et al.
2003).

Ascaris lumbricoidege kosmopolitnim parazitem tenkéhdesta clovéka a lidoof.
Odhady Swtové zdravotnické organizace (WHO) hovasi o miliaré nakazenych lidi.
V n¢kterych zemich dosahuje prevalence i vice nez 50%ds byva hlaSencikolik desitek
az stovek fipadi rocné. Jedna se o geohelminty sitkaou fazi vyvoje. U prasat cizopasii
suumneni ucloveka schopen dokdit vyvoj (Volf et al. 2007).

Toxocara canis(Skrkavka psi) byla identifikovana na nalezisti nietani, ve Francii.
Jednalo se o vzorky zeriegené jesky#, kterd jevila zndmky lidskéffitomnosti (ohni&t,



kamenné nastroje). Tato vrstva byla datovana dy @ az 500 tisic letipn. I. Vajicka
byla velmi dolse zachovanadetrs typického granulovaného obalu (Bouchet et al. 2003

Toxocara canige druh parazitujici u psovitych Selem na celégtéswJ ¢loveéka tento
druh zmisobuje tzv. larvalni toxokarézu, kdy intek larvy vylihnuté z paznych vajtek
migruji ©lem a poskozujitizné organy. \Ceské republice se uvadi az 18 % seropozitivnich
lidi (Volf et al. 2007).

Celed’ Trichuridae

Vajicka Trichuris trichiura (tenkohlavec lidsky) byla nalezena tikpad
v koprolitech z Chalain nebo Clairvaux ve Franeikoprolitech ze solnych diblv Hallstatu
v Némecku a v idé sebrané z panevni oblasti koster v Hulistredni Morava) datovanych
do doby bronzové (Sebela et al. 1990, Aspock et919, Bouchet et al. 2003c, Gongalves et
al. 2003). Je to také jediny parazit, kterého h@¥ii, pricemz sté této mumie je mezi 5200
a 5300 lety (Aspock et al. 1996, Hidalgo-Argueltoaé 2003). Ze sedowkych sidli§’ byl
nalezen nap ve Winchesteru, Southamptonu nebo Yorku v Anglltrechtu a Amsterdamu
v Holandsku, v Oslu v Norsku, v & nebo Montbéliard ve Francii, v Breisachu, Betli
nebo Hamelnu v Bmecku (Gongalves et al. 2006Xlovék se nakazi vajlky na
kontaminované zelenin(hnojeni lidskymi vykaly), ve vad(defekace vol& okolo obydli)
nebo na Spinavych rukou po manipulaci se¢&tnou pidou. Nalez vafiek T. trichiura
(a/neboAscaris lumbricoidgsvypovida o velmi Spatnych hygienickych podminkach

Tenkohlavec (stefhjako Skrkavka) je kosmopoligrozsteny helmint a&asto jsou oba
druhy @itomny v jediném hostiteli -A. lumbricoidess tenkém s, T. trichiura v kolonu.
Oboji vajitka odchazejici se stolici gebuji @giznivé podminky v pdé na dokogeni svého
vyvoje (Fernandes et al. 200%9). lumbricoideszustava infekni 5 — 12 let,T. trichiuraaz 6
let (Jira 1998). Nakaza vékly s infekini larvou vyvolava zaity a krvaceni sliznice.
Projevuje se upornymi fyymy, pfi nichz mize dojit az k vykeznuti konéniku (Volf et al.
2007). Ri pIn¢ rozvinuté trichuriéze rize ¢lovék hostit 200 az 1000 dodpa, kteri
vyprodukuji asi 30 tisic vajek na ml stolice (Cooper et Bundy 1988). Odhadajezs je na
swté 600-900 miliori osob nakazenych trichuriézou. UtpsizopasiT. vulpis u prasafr.
suis— oba mohou vzaeémakazit icloveka (Volf et al. 2007).

Celed Capillariidae

Vajicka kapilarie byla nalezena v hojnémé¢pov Chalain ve Francii nebo v Arbonu
ve Svycarsku (Bouchet 1997, Bouchet et al. 20088elgii byla identifikovana na nalezisti
v Raversijde, datovaném do 16. stoleti (Fernandesale 2005). Povrch vajek je

charakteristicky rozmanitou ornamentaci, ¢aefji pfipomina strukturou ,vodni
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meloun* (Bouchet et al. 2003cj:lovék se nakazi pojidanim infikovanych syrovych jater
hlodava@s nebo prasete, ptenim vajéka na syrové zeleninnebo geofagii (Jira 1998).
Rozhodnout, zda nélez vk swdéi o infekci ¢lovéka nebo kontaminaci trusem hlodéayc
se musi oft v kontextu dané lokality (Dittmar et Teegen 2003)

Capillaria hepatica (kapilarie jaterni) je kosmopolitnim parazitem Hedi
pirenosnym nalovéka a mnoho dalSich dralsava@ (veverka, zajic, pes, kka nebo prase)
(Jira 1998, Volf et al. 2007). Véka se uvolni do prosdi az po thynu a rozkladu nositele
(Slajs 1973) awstavaji infeRni az 25 nisiai. Doposud bylo publikovano pouze 3fgad
pravé infekcelovéka kapilarii (Nabi et al. 2007). Jakkoli vzacnaptafekce vede dloveka
k zavazné nemoci a smrti, coz doklada i fakt, Zepoa pripadi byla diagnostikovana post
mortem. 15 fipadi pochazi z Evropy — Italie, Svycarska, (byvalé)oll@vie, Nmecka,
Recka, Turecka a dokonce 9 z nich bylo popsano dejgimCeskoslovensku (Juncker-Voss
et al. 2000). Forma infekce popsanad u nas je umikatom, Ze prawtpodobrt doslo
k pozeni jen jednoho vajka. Vylihnuta larva domigrovala do jater, ale masiimunitni
reakce ji zabila, nez mohla dokiinvyvoj. Byl tak nalezen granulom s kalcifikovantauvou.

V piipadech silné nakazy (Zgpobené geofagii nebo pojidanim syrovych jater avi@nych
hlodavai) obsahuji granulomy v jatrech velké mnoZstvi deliizného stupé vyvoje (Slajs
1973).

Celed” Oxyuridae

Nalezy vajéek Enterobius vermicularis(roup dtsky) v archeologickém materialu
jsou vzacneé (Gongalves et al. 2003). Jehatkajbyla nalezena v koprolitech i v zemipe
systému jeskyni v Utahu, ktery byl obydlen lidmiti€ic let . n. |I. do 14. stoleti. NejstarSi
koprolit obsahuijici vafka roupa byl radiouhlikovou metodou datovan do réR37 . n. .
(Fry et Moore 1969). Nicménvajicka roupa byla nalezena i v Eviop- v Némecku, ve
vzorku datovaném do igdowku nebo danskymi paleoparazitology ve vzorku z Gkan
datovaném zhruba do poloviny 15. stoleti (Gongadtesd. 2003).

Enterobius vermicularige celos¥tové rozsfteny vyhradg lidsky parazit tlustého a
slepého seva (Fry et Moore 1969, Goncalves et al. 2003).sRbSich nakazach probiha
infekce asymptomaticky, ip silnych naopak dochazi k porucham traveni, nemisivi,
bolestivosti bicha i k zawtu slepého seva (Volf et al. 2007).

Oxyuris equi je kosmopolitnim parazitem tlustého a slepéhevst koni. Samice
(podobré jako samice roupaétského) klade vajka do periandlni oblasti. Kili svédéni se
korg otiraji o izné gednety a povrchy, a tak roznasi vé§a po okoli. Pla vyvinuta vajtka

jsou pongrné odolna a dlouho infeki (Anderson 2000).
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Celed” Ancylostomatidae

Ancylostoma duodenalébyvd nazyvana ,kchovec Starého sta“. Pivodre se
ziejm¢ vyskytovala na $ednim vychod a vlivem lidské migrace se odtud rgd&ido
Sttredomdi a opanym sneérem do jihovychodni Asie, jizniho Pacifiku a do émetsie. Po
objeveni Ameriky se dostala a ra#&i i tam (Anderson 2000). Dnes se vyskytuje
v subtropické oblasti mezi £5S a 30°JS (Jira 1998). Mimo subtropy sée vyskytovat na
mistech, kde jsou klimatické podminky subtramitovany — doly, cihelny; znamy jeripad
stavby Gothardského tunelu, kdy se Ancylostomawuilaje& 1155 m n. m. v Alpach (Peduzzi
et Piffaretti 1983). \€eské uhelné panvi byla popsanagestoce 1904 (Jira 1998). NejstarsSi
doklady v Evrop pochazi z Francie z Chalain a Clairvaux 3600-2d#0. |. Na Mora¥ u
Hulina byla nalezena véka méchovce v zemi# z panevni oblasti koster pdienych ve
spole&né jant datovanych do doby bronzové (Aspock et al. 199hdalves et al. 2003).

Invazni (filariformni) larvy pronikaji &Zi a po migraci srdcem a plicemi (a po dvojim
svlékani) se fes epiglotis dostavaji do traviciho traktu. Véest pohlavré diferencuji a
dospivaji. Parazit se Zivi klky, které vsava dq gsto sani istava jako otetena ulcerace.
Nasledkem vleklych ztrat krve vznika hypochromnkrocytarni anémie a hypoalbuminémie.
Samice klade az 30 000 gk den®; ve stolici se nachazeji véia ve stadiktyt blastomer.
Ve vrgjSim prostedi — ve vlhku, stinu, mezi teplotami 21-27 — postupuje embryogeneze az

k vylihnuti larvy. Pratlovéka je nebezpma pida kontaminovana vykaly (Jira 1998).

2.4. Odlisnost jednobu#énych paraziiz z hlediska paleoparazitologie
Paleoparazitologické nalezy jednobtmych parazii jsou vzacné (Bouchet et al.

2003c). CystyEntamoeba colibyly zjiSttny v Zaludénim obsahu peruanské mumie, blize
neukené cysty byly detekovany v lidskych koprolitechodanych 1800 ip n. I., Ferreira
nalezl cystyEimerie sp. v jelenich koprolitech z Brazilie datovanycl®@@x. n. |. (Araujo et
al. 1998). V Evrop byly nalezeny cystyGiardia intestinalis (lamblie stevni) ve vzorku
z latriny z 18. stoleti. Préhl dokonce pokus, kdy do experimentalniho koprobidy ve
velkém pdtu pridany cysty materidl byl poté vysuSen a dale zpracovan rehgtirat
technikou dle Callena a Camerona. Nppvenych vzorcich byly identifikovatelné cysty
velmi vzacné (Goncalves et al. 2002). Zda se vBalantigeny parazitickych protist mohou
zastat detekovatelné po dlouhou dobu (Gongalves @0841).
Po experimentech s némou imunofluorescenci a ELISOU se ukazalo, Zemdwoni

ELISA kity by mohly byt néstrojem svysokou citlisth a specifinosti pro detekci
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koproantigefi (Goncalves et al. 2002, Gongalves et al. 2004n J@ v @gipad Giardia
intestinalis GSA65 (Giardia-specific antigen 65). Antigen by jifive analyzovan. Rossof
zjistil, Ze je to glykoprotein, vysoce glykosilowgrehruba 1 hexosa na 9 az 10 aminokyselin.
Experimenty s lektiny napedely, Ze by to mohl byt mukoprotein (protoZze selektiwaze
kienovou peroxidazu).rPelektroforéze vyslo najevo, Zze GSAG65 je Silektronegativni, coz
mukoproteiny byvaji diky obsahu gmvych kyselin a sulfatovych skupintidmnost GSA65
ve stolici symptomatickych paciénta Zadn& zZzena reaktivita s jinymi &vnimi protisty
nazngila upotebeni tohoto antigenu proripravu koproimunodiagnostické soupravy pro
detekci giardiézy (Rosoff et Stibbs 1986). Pouzitinpaleoparazitologii se ukazalo, Ze
GSA65 Zistava pitomen v lidskych koprolitech nejmé&rB00 let. V Evrop byl GSA65
detekovéan v depositech z latrin v Belgii (dat. 4®leti) a v Nmecku (dat. 15. a 16. stoleti)
(Goncgalves et al. 2002).

Podobr byl uzit ELISA kit pro detekci adhesinu, hlavnilpevrchového antigenu
amébyEntamoeba histolytica/ Evrope byly pozitivni nap. vzorky z Francie z Zumpy u vily
osidlené odiimské doby po vrcholny igtdowk, z Belgie ze $edowké latriny z Place
d’Armes nebo ze Svycarska z organického sedimeetlitického osidleni (Gongalves et al.
2004).

Entamoeba histolyticdménavka Uplavind) zpisobuije u lidi minavkovou dysenterii a
mimostevni nakazy népsgji v podok® jaterniho amébového abscesu. K nakaze dochazi
poztenimctyijadernych cyst — tyfezivaji utitou dobu za nehty, déle ve wod ve vykalech,

v zavislosti na teplét Trofozoiti Ziji vlumen tlustého #va jako komenzéalové (forma
minuta). Za wtitych okolnosti se amébadémi na invazni formu magna, ktera invadujewshi
sliznici a po piiniku do submukdzy tubd tzv. lahvovy wed. Akutni faze onemoeni je
charakterizovana krvavymigmem s pomalym nastupem, bez ligle U mnoha nakazenych
lidi k onemocgni nedojde a améby u nich zhruba po roce vymizi.

Celos¥tove se odhaduje na 500 milibmakaZzenych osob (Volf et al. 2007), z toho
jen 34-50 mil pedstavuje symptomatické&ipady (amébova kolitida, jaterni absces i amébova
dysenterie) (Huston et al. 1999). V historii bylazmamenano &kolik velkych epidemii,
vétSinou @i hromadném fesunu obyvatel s@asré s nizkym hygienickym standardem (valky,
uprchlici apod.). \CR je amébdza vzacn&tsinou jde o importy.

Oproti tomu giardi6za je €R nefastjsi stevni onemocéni zpisobené
parazitickymi protisty, pravidethbyva zachycenodkolik set Fipadi roéné. Celosétove trpi
touto infekci 200 milion lidi. Giardie se mezi hostitelifpnasi odolnymictytjadernymi

cystami zné&isttnou vodou nebo potravinami. Mozny je timpy fekalre-oralné prenos.
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Hlavnim g@iznakem je nekrvavy firem s hlenem tzného trvani a intenzity. Nakazu
doprovazi poruchy &veni a vaebavani sacharnida tuki v duodenu (Volf et al. 2007).

Molekularni studie ukézaly, Z6. intestinalisse rozpada nejménna 7 genotyp
(asamblazi) od sebe tak vzdalenych, Ze se nejgpteéd o0 samostatné, morfologicky
nerozeznatelné druhy (Monis et al. 2003). Zatinobsgidecky prokazano, ze pouze giardie
asamblazi A a B jsou schopny naka#dveka. | kdyZ otazka zoonotickéhdgmosu nebyla
dosud uspokoji& zodpo¥zena (Conboy 1997), da seéedpokladat, Zzefgpnos z domacich i
divokych zvfat naclovéka mize byt epidemiologickyiezity (Volf et al. 2007).
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3. Cile prace

Zpracovat kriticky literarni reSerSi o tématu

Koncentr&nimi metodami vySéit vzorky ze zasypanych studni, odpadnich jimek,
hrobi atd. s cilem identifikovat vajka helminti parazitujicich &lovéka a domacich ziat

Pokusit se o detekci antigejednobugc¢nych parazii pomoci citlivych serologickych

metod

Vysledky dat do souvislosti s dostupnymi informacenpiislusnych archeologickych

nalezistich
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4. Material a metody

4.1. Nalezisg
Archeologické nalezi8tse nachazelo na narozi Hradebni ulice a Ressléwast v

Chrudimi. Po demolicich zde po roce 1994 vzniklalydka, zahrnujici parcely zaniklych
domi ¢p. 14/1 a 15/1 a zadriast parcely domdp. 10/1. Archeologicky vyzkum byl vyvolan
zamérem vystavby obchodn bytového centra s podzemnimi garaZzemi, celogloSn
likvidujicimi archeologické situace. Proto zde vdobi dubna aZijna 2006 probhl

zachranny archeologicky vyzkum.

¥
Skolni némést?//

Obrazek 1 a 2 -Umisgni archeologického nalezéstio planu mista Chrudimi

NejstarSi nalezy spadaji do obdobi 900 — 400 itetnpl. Vyzkum zjistil nalezo¥
bohaté souvrstvi a jamy s velkym mnozstvim keramidgiSi osidleni izeme spojit az s 9.
stoletim n. I. Na zkoumané ploSe byly zji$ stopy devenych staveb a plata zasobnice na
obili. Byl nalezen hrob novorozence zhruba z ldletit V celém popsaném obdobi byla
zkoumana plocha husbsidlena, rekonstruovat podobu zastavby a datsilgeSak nelze.
PozdjSi zastavba a dalSi zasahy zachovaly jen navzégsouvislé Utrzky.

Zasadni pronu pindsi zalozeni vrchotnsttedowkého nésta ged rokem 1276.
Podél no¥ vymeiené Hradebni ulice byly rélenény jednotlivé néstské parcely. V zé&vu 13.

stoleti byla zastavbareMina, nejspiSe ve fornsruhbi s podlahami z jilu. Nahradila je na
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pocatku 14. stoleti bvéna stavba na kamenné podezdivce, nefnd@ouprostorova. S@asti
stavby byl také zahloubeny suterén s@atni obloZzenymi tevem. V prvniietiné 14. stoleti
byla Chrudim postizena rozsahlym pozarem, dolozepgnze v archeologickych pramenech.
Pozar postihl takérdweny dim na podezdivce. Nahradila hotrd stavba, z niZ se dochoval
piiblizné ¢tvercovy sklep. Ve stoleti 15. byl v jeh&shém sousedstvi vyhlouben obdélny
sklep. Pozdi na rgj navazal dalSim podzemnim podlazim skléizdvého @dorysu. Bhem
tiicetileté valky byl cely blok doinseweny Resslovym na#stim, Hradebni a Ry&kovou
ulici pobden. Komplex sklefp byl zavezen smetim a stavebnim odpadem, misto bylo
vyuzivano jako zahrada a@iglenéno k domup. 10/1.

Vyraznou souasti nalezené situace jsou odpadni jimky a jamylke@e jich bylo
prozkoumano 14 sasow pokryvaji obdobi od konce 13. stoleti az do stdl8t, ale ¥tSinu

je mozno datovat do 15. az 16. stoleti. Historio&@ezi ke dvorkm domi ¢p. 10/1, 14/l a
15/I. Také jejich podoba byla rozmanita. Od prostydjak neupravovanych jam,igs

¢tvercove jamy, se &ami zpevinymi vydievou ke kruhovym jimkdm seéstmi péelive

obloZenymi kamenem, spojovanym jilem (Frolik et Si§98, Frolik et Musil, 2007)

Obrazek 3 a 4 -Odpadni jimka 951 a 932 (foto PhDr. Frolik)

4.2. Material
Vzhledem ktasové tisni, v jaké byl vyzkum provid bylo nutné vyzvednout pouze

celé objekty nebo jejich velkéasti. Ostatni archeologicky material obsahujiciéraiepy,
tlomky kosti apod. byl rozten do samostatnych pitlocislovan a ozngen podlectvercove
sit a c¢isla vrstvy, odkud pochazi. Vzorky pro paleopamagickou analyzu byly zthto

pytha odebrany v gumovych rukavicich do uzaviratelnygdliiovych séki a rovréz ihned
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popsanycislem séku i vrstvy. Red zpracovanim byly uchovavany v papirové krabiti p

laboratorni teplat

4.3. Metody
Cely obsah s&ku byl vZzdy vysypan na velkou Petriho misku a prcmain. Plastovou

IZickou byl poté odebran vzorek velikosti hrasku (aitych pid) nebo vzorek odpovidajici
jedné ploché lZce (u sypkych fid). Z kazdého sku tj. z kazdé archeologické vrstvy byla

provedena analyza sedimatriaa flota&ni technikou.

4.3.1. Sedimentace AMS llI

Roztok pro sedimentai metodu AMS Il sestava z 115,2 g (bezvodého)S@y, 540
ml HCI a 660 ml HO, @icemz hustota roztoku ma byt 1,08. Roztok Tritonuzgska
smichanim 16,5 ml Tritonu X-100 (isooctylphenoxymthoxyphenol) s 33,5 mlJ@.
Postup:
ve zkumavce smichat vzorek velikosti hrasku se 6oatbku
slit pres gazu a nalevku do dalSi zkumavky
piidat 3 kapky Tritonu a 3 ml etheru
uzawit gumovou zatkou a radpat
centrifugovat 2 minuty i 440 g

o gk~ w DR

poté opatra slit supernatant
7. plastovou pipetou fenést 2 kapky sedimentu na podlozni cdj

priklopit krycim sklickem 18x18 mm

4.3.2. Flotace dle Kozaka a Magrove (KOMA)

Roztok KOMA sestava z dilu roztoku A, dilu roztoRua dilu glycerolu. Roztok A je
piipraven z 560 g ZnSQOv 1000 ml destilované vody. Roztok B jggraven z 920 g MgSp
v 1000 ml destilované vody.

Postup:

1. ve zkumavce smichat vzorek velikosti hrdSku s malymoZstvim
destilované vody

2. slit pres gazu a nalevku do dalSi zkumavky

3. dolit zkumavku zhruba do poloviny destilovanou vdo
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centrifugovat 3 minuty i 440 g

opatrre slit supernatant

sediment rozmichat v malém mnozZstvi roztoku KOMA
dolit zkumavku roztokem KOMA asiipcentimetru pod okraj

nezatkovat!

© © N o 0 A

centrifugovat 3 minuty i 440 g

10. tenkou skletnou pasteurkou doplnit vrcho¢azkumavku roztokem
KOMA

11. prekryt asti zkumavky krycim skikem 18x18 mm

12.  sklicko s nalepenou povrchovou blankaemést na podlozni skko

4.3.3. Rehydratace

V prab¢hu prace jsem se rozhodla testované vzorky nejaivgdratovat, jak se uvadi
v literature. Postupéjsem takto vySéila zhrubactvrtinu materialu. Do skleimych zkumavek
jsem navazila gram materialutigmla 10 ml 0,5% Ng#P O, afadre rozmichala. Zkumavky ve
stojanku pekryté alobalem jsem umistila na tyden do lednE€). Poté jsem je Zala
postupr zpracovavat, vzdy metodou sedimeniaa flotani. V piipadt sedimentace AMS IlI
jsem zkumavky nejprve stita (2 minuty @i 440 g), slila supernatant a dale postupovala dle
navodu. Na flotaci KOMA jsem vzorek nejprve rozndkh a slila pes gazu do dalsi
zkumavky. Poté jsem pokfavala v postupu od bodu 4.

4.3.4. Mikroskopie
Vzorky jsem prohlizela mikroskopem Olympus IX70 bae Olympus BX51

objektivem se z&tSenim 10x. Podrobnosti je nutné prohlizet objektiv20x nebo 40x.
s timto z¥tSenim jsem rowt fotografovala jednotlivé objekty. Védka jsem poté wovala
podle charakteristickych znala morfometrie (viz. plohac. 2)
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4.3.5. Detekce antiger parazitickych protist

Entamoeba histolytica

Pro pokus o detekci antigekiu histolyticabyl pouzit kit firmy Diagnostic Automation,
Inc. (Calabasas, USA), ktery detekuje antidgenhistolytica/disparna zaklad sandwich
ELISA.

Postupovala jsem dle pokyrvyrobce. V kazdém pokusu byla krérkontrol v kitu
pouzita negativni kontrola — parazitprosta zemina. Pacientsky vzorek pozitivni na
entamoebu nebyl k dispozici. Vzorky byly vy&etany vzdy v tripletu.

Postup:

1. obsah lahve wash buffer (25 ml) smichat s 475 rstildegané nebo
deionizované vody

2. gram vzorku smichat s 3 miexEného wash buffetadreé rozmichat

3. napipetovat 10Qul negativni a pozitivni kontroly a stejné mnozstvi
supernatantu vzorku ddiplusnych jamek

4. inkubovat 30 minut $ laboratorni teplat, poté promyt

5. pifidat do vSech jamek 10@ Reagent 1 (monoklonalni arti-
histolyticaprotilatka s modrym barvivem)

6. inkubovat 5 minut, poté promyt

7. piidat do vSech jamek 10 Reagent 2 (mysi protilatka konjugovana
s k'enovou peroxidazou&rvenym barvivem)

8. inkubovat 5 minut, poté promyt

9. piidat do vSech jamek 100 Chromogen solution (tetramethylbenzidin
S peroxidem)

10. inkubovat 5 minutnepromyvat

11. pridat do vSech jamek 1Q0 Stop solution (1 M kyselina fosfafea)

12. do 30 minut zra¥it na ELISA readeruip450/620-650 nm

Vysledek testu byl validni jen wipac, pokud pozitivni kontroly kitu dosahly
hodnoty absorbance (A) alesp0,5 a zarovie negativni kontroly rly hodnotu A pod 0,15.
Jako reaktivni se poté povazuje vzorek, kde hodAgtesahne 0,15. Test jsem povaZovala
za platny, kdyZ hodnota A negativniho vzorku (pafegrosta zemina) négsahla hodnotu A
negativni kontroly kitu. Mfila jsem na ELISA readerutip4d50 nm (Multiskan MCC 340,
Labsystems Oy, Helsinky, Finland). Kamg vysledek je aritmetickym pmérem hodnot
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naneienych absorbanci tripletu vzorku. Odlehlé hodnktgré se liSi vice jak 1,5krat) nejsou
zapaitany.
Giardia intestinalis
Pro pokus o detekci antigef@ intestinalisbyla pouzita jednoducha ELISA od firmy
NovaTec Immundiagnostica GmbH (Dietzenbach, Germany
Postupovala jsem dle pokyrvyrobce. V kazdém pokusu byla krérkontrol v kitu
pouzita negativni kontrola — paraziprosta zemina — a pozitivni kontrola — stoliceipaia
s giardiozou. Vzorky byly vysSgivany vzdy v tripletu.
Postup:
1. obsah lahve Washing Solution (100 ml) smichat s®@0@estilované
nebo deionizované vody
2. 100 mg vzorku smichat s 1 ml Sample dilutent (Tnisgfer), fadre
rozmichat
3. napipetovat 7%l negativni a pozitivni kontroly dorislusnych jamek a
100ul supernatantu vzorku ddiplusnych jamek, ponechat jednu jamku jako blank
4, inkubovat 30 minut f laboratorni teplat, poté promyt
5. do vSech jamek kroénblanku gidat 75 pl Anti-Giardia lamblia
Conjugate (protilatka konjugovana i&hkovou peroxidazou se zelenym barvivem)
6. inkubovat 30 minut, poté promyt
7. do vSech jamek fmat 75 pl TMB Substrate Solution
(tetramethylbenzidin s peroxidem)
8. inkubovat 10 minut ve tin
9. do vSech jamekijat 75ul Stop Solution (0,25 M kyselina sirova)
10. do 30 minut zrafit na ELISA readeruip450/620 nm
Vysledek testu byl validni jen wipadt, pokud pozitivni kontroly kitu dosahly
hodnoty absorbance (A) alesp0,8 a zarove negativni kontroly iy A rovno nebo pod 0,2.
Cut-off je poté vypoitan @ictenim hodnoty 0,2 k aritmetickémudpnéru hodnot absorbanci
negativnich kontrol. Jako reaktivni se poté povaiugorek, kde A fesahne stanoveny cut-
off. Test jsem povazovala za platny, kdyZ hodnotaeyativniho vzorku (paragitprosta
zemina) nefesahla cut-off. Mfila jsem na ELISA readeruip450 nm (Multiskan MCC 340,
Labsystems Oy, Helsinky, Finland). Kamg vysledek je aritmetickym pmérem hodnot
nantienych absorbanci tripletu vzorku. Odlehlé hodnktgré se liSi vice jak 1,5krat) nejsou

zapaitany.
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4.3.6. lzolace DNA

DNA jsem izolovala kitem QlAamp DNA Stool (Cat. N&l 504)

Postup:

1. do ependorfky navazit 180-200 mg vzorku (stolices}

2. prisypat sklegné kulicky

3. pripipetovat 1 ml Buffer ASL, vortexovat 1 minutu, kdmale
zhomogenizovat

4, rozbit v mini beadbeateru 2 minutyi pnax. rychlosti (120 s/5 000
kmitt)

5 inkubovat 5 minut $ 70 °C v inkub&nim bloku

6. vortexovat 15 s, centrifugovat 1 minutti pax. rychlosti

7 maximum supernatantugnést daisté ependorfky

8. piidat %2 inhibéni EX tablety, vortexovat 1 minutu (dokonale
rozpustit ), inkubovat 1 minutuigaboratorni teplat

9. centrifugovat 3 minuty i max. rychlosti

10. piepipetovat veSkery supernatant do nové eppendorikypvu
centrifugovat 3 minuty i max. rychlosti

11. napipetovat 1511 proteinase K dctisté ependorfky a fidat 200 pl
supernatantu

12. pridat 200ul Buffer AL, vortexovat 15 s

13. inkubovat 10 minut$ 70 °C v inkub&nim bloku

14. pridat 200ul 96 % etanolu, vortexovat

15. prepipetovat lyzat na QlAamp kolonu ofatou sbrnou zkumavkou,
centrifugovat 1 minutuip max. rychlosti

16. pridat 500pul Buffer AW1, centrifugovat 1 minutuifpmax. rychlosti,
vymeénit nebo vyprazdnit sitnou zkumavku

17.  pridat 500l Buffer AW2, centrifugovat 3 minutyipmax. rychlosti

18. pienést kolony n&istou ependorfky, napipetovat 2Q0 Buffer AE
piimo na membranu, inkubovat 1 minutti fab. teplo€, centrifugovat 1 minutuip
max. rychlosti

19. ziskanou DNA uchovavatip- 20°C



4.3.7. Nested PCR

U ziskané DNA jsem pomoci nested PCR stanovasasagenu pro TPI. Master mix

pro primarni PRC & nasleduijici slozeni:

. pufr  2,5ul

. dNTPs 0,511

. F1  0,5ul

. R1 0,54l

. Tag 0,3ul

. BSA 1l

. DNA 5ul

. H,O 14,7ul
Program:
Denaturace 94 °C 3 min
Denaturace 94 °C 0, 45 min
Annealing 50 °C 0, 45 min
Prolongace 72 °C 1 min
Finalni prolongace 72 °C 7 min
Chlazeni 4°C

35 cykly, finalni produkt 605 bp
Primery pro primarni PCR:
F1 AAATIATGC CTG CTC GTC G

Rl CAAACCTTITCC GCAAACC

Master mix pro sekundarni PCR:
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. pufr  2,5ul
. dNTPs 0,51
. F1 0,5ul
. R1 0,5ul
. Tag 0,3ul
. DNA 2l



. H,O 18, 7ul

Program:

Denaturace 94 °C 3 min
Denaturace 94 °C 0, 45 min
Annealing 50 °C 0, 45 min
Prolongace 72 °C 1 min

Finalni prolongace 72 °C 7 min
Chlazeni 4°C
35 cykia, finalni produkt 532 bp

Primery pro sekundarni PCR:
F2 CCC TTC ATC GGIGGT AACTT
R2 GTG GCC ACC ACICCC GTG CC

4.3.8. Elektroforéza

Délku DNA fragmeni jsem owtovala gelovou elektroforézou. PouZila jsem 1% gel
piipraveny z 0,4 g agarézy a 40 ml TAE pufru. Tertéesz 242 g Tris baze, 47,1 ml ledové
kyseliny octové a 100 ml 0,5 M EDTA. Do gelu jseiidpla ethidium bromid; po ztuhnuti
gelu a vlozeni do elektroforetické vany jsem nameglorky a kontroly v objemu 20, 100
bp DNA ladder (Fermentas) v objemu QU# Elektroforéza i 70 V (EC300XL, Thermo
Scientific) Ezi priblizné po dobu 45 minut. Vysledné produkty byly vizualiaay pomoci
UV transiluminatoru (Electronic UV transilluminatdditra-Lum, Inc.) @i vinové délce 302

nm.
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celek. Organické sedimenty z jimek na naleziSthwudimi byly parazitologicky mimiadre
bohaté, nejen getrg, ale i druho¥. Tento rozdil je patrny obzvi&tpokud nalezy srovndm
s nélezy ve vzorcich z Prahy z Celetné ulice, raykh zaptala gedchozi diplomantka doc.
Ditricha svou préci, kterou vSak nedokda. Zde jsem identifikovala pouze vé&§a Trichuris
trichiura a ojedirgle vajicka Ascaris lumbricoidesNejvySSi p@et vajicek na preparatu byl
pouze 21. Ve &Sin¢ vzorki (67%) vajtka stevnich helmini nebyla. Oproti tomu ve
vzorcich z Chrudimi z Hradebni ulice jsem naledealruti: stevnich helmini (pacitam-li i
ojedirglé néalezy) a nejvysSi pet vajiek na preparatu byl 129 (trichiura, vzoreké. 145).

Negativnich vzorik bylo 39%. Vzorky obechpochazeji zirznych objeki archeologického

5. Vysledky

5.1. Mikroskopie

Predre, nez pedlozim konkrétni déi vysledky, bych rada zhodnotila lokalitu jako

nalezis¢, kde odpadni jimky jednozé@ tvori nejzajimayjsi cast.

objekt pocet vzorki | pocet pozitivnich| procento pozitivnich
vzorki vzorki (%)
jimka 927 9 4 44,5
jimka 928 9 6 67
jimka 932 8 1 12,5
jimka 938 33 29 88
jimka 943 4 3 75
jimka 951 3 2 66
jimka 962 4 4 100
jimka 973 2 2 100
hrob hradistni 2 0 0
jama pod zdi 1 0 0
obilnice hradistni 1 0 0
sidlistni vrstva B5 1 0 0
sidlistni vrstva C7 1 0 0
sidlistni vrstva N6 1 0 0
sidlistni vrstva H6 1 0 0
smetistni jama 17. stol2 2 100
smetistni jama 18. stol4 0 0
sklep 14. stol. 1 0
sklep 17. stol. 1 1 100
celkem 88 54 61

Tabulka 1 — Soupis jednotlivych objektna archeologické vykopavce spie

S patem pozitivnich vzork daného objektu vyj@gdnymciselrg a procentueka
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Zastoupenijednotlivych druh G parazit G v jimkach |

100% -

80% -

o0t ] Y
mta
oas

40% | m db

- O neg

20% —

0%
927 (9) 928 (9) 932 (8)

Graf 1 — Srovnani jednotlivych jimek z hlediska zastoupenihél parazifi. Graf
hodnoti nalezy vajek parazit v jednotlivych vrstvach jimek, které |ze srovnagdilediska
podobného p&iu dostupnych vzork(¢islo v zavorce). Legenda: trEichuris trichiura, ta =
Toxocara canis/catias = Ascaris lumbricoides db = Diphyllobothrium latum neg =
negativni; ojedidlé nalezy nejsou zahrnuty

Zastoupeni jednotlivych druh G parazita v jimkéach Il

100%

80%

60% otr

mta

gas

40% -

0%

Oneg

943 (4) 951 (3) 962 (5) 973 (2)

Graf 2 — Srovnani jednotlivych jimek z hlediska zastoupenihdl parazifi. Graf
hodnoti nalezy vajek parazit v jednotlivych vrstvach jimek, které |ze srovnagdilediska
podobného p#iu dostupnych vzork (Cislo v zavorce). Legenda: trErichuris trichiura, ta =
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Toxocara canis/catias =Ascaris lumbricoidesneg = negativni; ojed#é nalezy nejsou

zahrnuty
E 3
S nalez & nalez
N =
° S
G 5
° sedimentacq flotace sedimentacq flotace
7 0 tre X |0 ase
fae
ase
13 | ase tre X |0 0
45 | tre tre X |tree tre
fae
48 | dbe tre X |tre tre
fse
49 | 0 0
51 | O 0 X 1|10 0
60 | O tre
61 | O 0
62 | O tre
72 | tree tree
84 | tre tree
89 | tre tre
90 | tre tree X |(tre tre
tae fae
95 | tree tree X |0 frecee
ase ase
101|tre treeeee | X |[iree ireee
ase ase
117 | tree ir eeooe
123 tre tr A (68) [ X |tree tr A (58)
ase ase ase
dbe
fse
137 | tree tr A (57)
145 tr e tr A (125)| X |treee tr A (83)
150 | tr eee treoe
151 | tree tr eoe
ase
152 (tree tr A (B1) | X |tre tre
fae
162 | tree tr A (81)
174 tre 0 X |treee tr
ase
182 tre tr ecoe
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> (]
f 7z % yd
o nalez = nalez
N ©
- S
G )
>0 —
sedimentacq flotace sedimentacq flotace
193| 0 0
195| tre ireeeee | X |tre tfree
tae
198 | tre tfree X |tree tfree
ase
206 | tre tr A (57) | X | tre tre
207 (tr e tree X |(tre 0
ase
211 | tre tr ee
ase
216 tr e 0 X |tre 0

Tabulka 2 — Nalezy v jednotlivych vrstvach jimky 938. Zkratla symboly: tr =
Trichuris trichiura, ta = Toxocara canis/catias = Ascaris lumbricoidesfs = Fasciola
hepatica db =Diphyllobothrium latumO negativnie 1-10,ee 11-20,0ee 21-30,000e 31-
40, eeeee 41-50, A nad 50 ks vajek (v zavorce konkrétni hodnota), ojetlén nalezy
nejsou zahrnuty

Spektrum vaji éek helmint & nalezenych v jimce 938

63% O neg
mdb
mfs
Oas
mta

7% 14% 292% mtr

Graf 3 — Paleoparazitologické nalezy v jimce 938 vigdd v koldovém grafu.
Zkratky: tr =Trichuris trichiura, ta =Toxocara canis/catias =Ascaris lumbricoidesfs =
Fasciola hepaticadb =Diphyllobothrium latumneg = negativni
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nalez

gislo vzorku

sedimentace flotace
5 |0 0
6 0 tfree
11 | tre 0
12 |0 0
14 |0 0
21 |0 0
27 | tree 0
30 | tre tre
35|10 0

Tabulka 3 - Nalezy v jednotlivych vrstvach jimky 927. Zkratky symboly: tr =
Trichuris trichiura, 0 negativnie 1-10,ee 11-20 ks vajiek

=! (]
< nélez 3 nélez
S @
> °
E 2
;‘g sedimentacq flotace | © | sedimentace| flotace
220(0 0
232(0 0
233|0 0
234 | tr ee treeee | X |[tree tree
ase ase
tae dbe
244 | tr e ase X |tre tre
ase dbe ase
246 | tr ee tr A (87)| X |0 0
ase ase
251 | tre tre X |(tre tre
ase ase
252 | tre treee X |tre tre
tae ase
254 | tre tr ecoeoe

Tabulka 4 — Nalezy v jednotlivych vrstvach jimky 928. Zkratky symboly: tr
Trichuris trichiura,

ta

= Toxocara canis/cati as
Diphyllobothrium latumO negativnie 1-10,ee 11-20,0ee 21-30,000e 31-40,0000e 41-
50, A nad 50 ks vafek (v zavorce konkrétni hodnota)

= Ascaris

lumbricoides db



nalez nalez

rehydratace

sedimentacq flotace sedimentace| flotace

¢islo vzorku

250
253
255
261
262
269
290
291

coocoocoogm
coocoocoo=s
X
o
o

Tabulka 5 — Nalezy v jednotlivych vrstvach jimky 932. Zkratky symboly: tr =
Trichuris trichiura, 0 negativnie 1-10 ks vajiek

5.1.1. Fotograficka dokumentace

TREMATODA

Obrazek 5 —Fasciola hepaticaze vzorkw:. 48, flotace
Na levém po6lu operculum, uvihitbytky pivodniho obsahu a vzduchovéa bublina
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CESTODA

Obrazek 6 —Diphyllobothrium latumze vzorkw. 48, sedimentace
Na levé stratioperculum, na ogaé typicky ,knob*

Obrazek 7 —Pravdpodobrg Hymenolepis nanae vzorkw. 198, flotace
Velmi poniené vajéko, uvnit Ize rozeznat dva kky
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NEMATODA

Obrazek 8 —Ascaris lumbricoidgsoplozene vajko, ze vzorkie. 194, flotace
Siroky, ovalny tvar, brada&aty povrch, mineralizovany obsah

Obrazek 9 —Protrzeny obal vajka A. lumbricoidesze vzorkw. 195, sedimentace
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Obrazek 10 —A. lumbricoidesoplozené vagko, ze vzorkw. 246, sedimentace
Témet kulaté vajéko, s bradawinatym povrchem, bez mineralizace

Obrazek 11 —A. lumbricoidesneoplozené vajko, ze vzorkw. 259, flotace
Témst uplre dekortikované vagko, mineralizovany obsah
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Obrazek 12 —Toxocara canis/catize vzorkw. 194, flotace
Typicky dolickovaty povrch, mineralizovany obsah

Obrazek 13 —T. canis/catj ze vzorkw. 199, flotace
Zaosteno na typicky dotikovaty povrch; mineralizovany obsah
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Obrazek 14 —Trichuris trichiura, ze vzorkw. 95, flotace
Typicky citronkovity tvar, polové zatky, be#etelného vniiniho obsahu

Obrazek 15 —T. trichiura, ze vzorkw. 137, flotace
Typicky citronkovity tvar, pélové zatky, s granulamitiniho obsahu
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Obrazek 16 —T. trichiura, ze vzorkw. 182, flotace
Typicky citronkovity tvar, polové zatky, s granuiamitiniho obsahu

Obréazek 17 —Masivni nalezT. trichiura, ze vzorkw. 123, flotace



Obrazek 18 —E. vermicularis ze vzork. 251, flotace
Mirn¢ zdeformované vajko, stale patrny dvojity hladky obal a lehka asymeete
tvaru vajtka, mineralizovany obsah
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Obréazek 19 —Enterobius vermicularisze vzorkus. 152, flotace
Dvojity hladky obal, mirg asymetricky tvar, mineralizovany obsah

Obrazek 20 —Ancylostoma duodenglee vzorkw. 90, flotace
Ze by se mohlo jednat o véfio mEchovce, naznalje ryhovani na spodni stran
vnitiniho obsahu
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5.2. Detekce antigen parazitickych protist

5.2.1. Detekce antigeniardia intestinalis

Metodou ELISA jsem testovala vzorky vghé z jimky 938. Vysledky pochazeji
z rekolika pokusi, kde cut-off se liSi podle aktualnich hodnot abaaoci negativnich kontrol
kitu.

pokus| ¢. vzorku| vrstva| ELISA | A ELISA | mikroskopie
cut-off vysledek | nalezy
7 108 0,253 negativni| tr e
tae
ase
72 141 0,411 pozitivni | tr ee
145 149 0,103 negativni| tr A
1 0,386 _
152 150 0,308 negativni| tr A
tae
174 154 0,401 pozitivni | tr eee
ase
216 161 0,124| negativni| tr e
7 108 0,173 negativni| tr e
tae
ase
61 132 0,271 negativni| O
2 84 141 | 0,374 | 0,379 pozitivni | tr ee
174 154 0,221 negativni| tr eee
ase
211 159 0,208| negativni| tr e®
ase
45 118 0,213 negativni| tr oo
tae
84 141 0,428 pozitivni | tr ee
3 137 149 |0,369 | 0,603 pozitivni | tr A
174 154 0,229 negativni| tr eee
ase
206 159 0,256 negativni| tr A
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pokus| ¢. vzorku| vrstva| ELISA | A ELISA | mikroskopie
cut-off vysledek | nalezy
13 114 0,257 negativni| tr o
ase
72 141 0,448 pozitivni | tr ee
117 146 0,264 negativni| tr eeeee
/ -
4 137 149 0.380 0,254 negativni| tr A
151 150 0,253 negativni| tr eee
ase
198 158 0,247 negativni| tr e
ase
216 161 0,231| negativni| tr e
72 141 0,371 negativni| tr oo
90 2/146 0,190 negativni| tr e
tae
. 137 149 0.394 0,303 negativni| tr A
145 149 0,291 negativni| tr A
162 152 0,247 negativni| tr A
207 159 0,446| pozitivni | tr ee
ase

Tabulka 6 — Vysledky detekce antiger. intestinalismetodou ELISA. Zkratky a
symboly: A = absorbance, tr Frichuris trichiura, ta = Toxocara canis/catias =Ascaris
lumbricoides 0 negativnie 1-10,ee 11-20,0ee 21-30,00ee 31-40,000ee 41-50, A nad
50 ks vajéek
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5.2.2. Detekce antigen&Entamoeba histolytica

Metodou ELISA jsem testovala vzorky vghé z jimky 938. Vysledky pochazeji

z rékolika pokusi; cut-off je pevi stanoven vyrobcem kitu na 0,15.

pokus| ¢. vzorku| vrstva| A ELISA | mikroskopie
vysledek | nalezy
48 118 0,04Q negativni| tr ®
dbe
fse
72 141 0,139 negativni| tr oo
123 147 0,062 negativni| tr A
1 ase
dbe
fse
174 154 0,092 negativni| tr eee
ase
7 108 0,047 negativni| tr e
tae
ase
72 141 0,084 negativni| tr e®
5 145 149 0,041 negativni| tr A
152 150 0,043 negativni| tr A
ase
174 154 0,142 negativni| tr eee
ase
216 161 0,046 negativni| tr e
45 118 0,065 negativni| tr e e
tae
3 150 150 0,074 negativni| tr eee
162 152 0,155 pozitivni | tr A
211 159 0,086 negativni| tr e e
ase

Tabulka 7 — Vysledky detekce antigenH. histolyticametodou ELISA. Zkratky a
symboly: A = absorbance, tr Frichuris trichiura, ta = Toxocara canis/catias =Ascaris
lumbricoides fs =Fasciola hepaticadb =Diphyllobothrium latume 1-10,ee 11-20,eee
21-30,0000 31-40,0000e 41-50, A nad 50 ks vajfek
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5.3. Polymerazovéetézova reakce

DNA jsem izolovala a provedla nested-PCR. Po edédtetickém dleni vyslednych
produkfi se vS8ak bandy jevily jako nespecifity. Navic sgewita kontaminace negativni
kontroly. Ziskanou DNA jsem proto vysusSila a opadavPCR se zakoncentrovanymi vzorky.
Jasny pozitivni vysledek vykazala pouze DNA izolu&aze stolice pacienta s giardidézou,

ostatni vzorky byly negativni.
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6. Diskuze

O parazitech seipdpokladalo, Zze nemohou zanechat v archeologické&terialu
zadné stopy (Araujo et al. 2003). Nicrdéprikopnik paleoparazitologie Ruffer prokazal
svym nalezem schistosom na histologick@&xu ledvinou egyptské mumie opak a ukazal tak
cestu k novému oboru (Aradjo et al. 1998). Postupylo prokazano, ze koprolity nebo i
sedimenty mohou obsahovat v&p parazil, coz doklddd mnoZstvi praci.éiina z nich
vySetuje vzorky sedimentamimi nebo floténimi metodami po igdchozi rehydrataci
roztokem fosforénanu trisodného. Ve své praci jsendlank dispozici vzorky sedimentu ze
sttedowkych odpadnich jimek. Na kazdy vzorek jsem poudil& metody a ocenila jsem i
vyhodu rehydratace. Mé&nim v roztoku fosfokaanu trisodného se od sebe zemina dokonale
odcEli. Na preparatu pak je minimum shiykkteré se zhusta vyskytuji pokud se zpracovava
material gimo metodou AMS IIl. Ty potom zwaé¢ ztZuji identifikaci vajéek. Navic
literatura uvadi, Ze rehydratovana vkfi helminti jsou velikostg témeét neznénéna
(Confalonieri et al. 1985, Gongalves et al. 2003).

Co se tyka spektra patogejsou moje nalezy v dobré shod literaturou zabyvaijici se
podobnymi nalezistiTrichuris sp.,Ascarissp. pop. Ancylostomasp. nachazime vSude tam,
kde byly zoufalé hygienické podminky. To prdestovk plati vrchovat, neba odpad se
ukladal, kde se dalo — do vyhloubenych odpadnich e i kdekoli na dv@ nebo ped dim
na ulici (Musil, osobni komunikace). Navic v (pd@einnici i v pozdjSich roubenych nebo
zdkénych domech Zzilo nasnano mnoho lidi¢asto i ti generace. Lidé st malo obl&eni,
chudi lidé ¥tSinou jen jedno a spodni &dse nosil pes den a na spani. Lidé sédkakdy
myli, jednak z dvodu relativhiho nedostatku vody (vlastni studnélirfen bohatSi lidé,
vétSina musela nosit vodu ze spolé kasSny na néesti), jednak proto, Ze existovala
vSeobecna fedstava, Ze voda Skodi a lidsky organismus oslafugndruska, 2007).
VSechny tyto skutaosti zgisobily, Ze lidé byli geohelminty doslova zafani.

Kvantitativni analyza podsouvd, Zeichuris trichiura je dominantnim parazitem. Ve
vyvozeni takoveého zé&w bych byla opatrna, nebse musi vzit v ivahu fakt, Zze rozdilné
druhy maji rozdilnou produkci végk, a roviz také to, Ze vajka riznych druli jsou viceci
mére nachylna k rozkladu. Z tohotaidodu jsou vzachinachazena vajka tenkosinna, nap
Enterobiussp., ale rozdil& jsou zachovavana i véka tlustostnna. Atkoli néktefi autdi
uvadsji, Ze se vajika T. trichiura v latrinach rozkladaji pligmi (Reinhard 1992),

v odpadnich jimkach na nalezisti v Chrudimi je redogruhem, ktery se zachoval nejlépe.
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Ascarislumbricoidesje na lokali¢ druhym nejnalézafSim parazitem. Poénn¢ casto
byla nalezena i vajka Toxocara canis/caticoz ukazuje naifiomnost p8 a kazek na lokalig.
Dokladaji to nalezy &kolika kompletnich koster (pra¥dodobré uhynulé kusy) (Musil,
osobni komunikace).

Udivuje me ovSem, Ze jsem nenaSla ¢BAa kapilarie, ktera se jinak nalézaji celkem
hojr¢ (Bouchet 1997, Dittmar et Teegen 2003, Fernandak 2005), protozZe je produkuji ve
sttedovku vsudypitomni hlodavci. Nefipada mi pravépodobné, Ze by se chrudimsti
potkari a krys komplet#& zbavili. Mozna Ze vajka byla v jimkach jen sporadicky. Hlodavci
mnohem ¢asgji roznaseli trus s vajky na volném povrchu kolem domu a gbwostni
podminky je zrdily.

Ojedirély nélez vajtka mschovce by byloieba potvrdit podrobfi§im vyzkumem a
pravdépodobré i molekularnimi metodami. Nemohu vykiy Ze stedowka kuchw
v (polo)zemnici, ktera neméa okna a podlaha jgdrma jen udusanou hlinou, mohla vyitvo
vhodné podminky pro vyvoj vagk mschovce. Akoli Sebela uvadi nalez vaia michovce
z doby bronzové u Hulina (Sebela et al. 1990, Akgb@l. 1999), jsoudkteii autdi ohledrs
mozného vyskytu tohoto druhu na Motapied 3500 lety skepiii. Rozhodg je treba
vyzkumem na dalSich lokalitach objasnit otazku, z#a mohlaAncylostoma duodenale
alespan ohniskovie na naSem Uzemi nachazet, kdyZ wssné dob je aredl rozseni
méchovce v tropech a subtropech.

Nalez vajéek Diphyllobothrium laturmazn&uje, Ze chrudimsti i ptistup k rybam.
Potvrzuji to opt kosterni nalezy. | kdyz vajgk bylo nalezeno potmé malo (celkem 14 ve
Ctyfech vrstvach), rive jit i tak o doklad pravé infekc#oveéka. Vajicka D. latum jsou
tenkosénna a vice se jichigjmé nedochovalo. Infikované zbytky mohly byt také paoga
domacim zwiatim, a ty mohou byt rowZ zdrojem vajiek. Resto se k této verzi ngklanim,
protoze kvalitniho jidla bylo po celyfetlowk malo a lidé se n&ili vyuzit z n¢j maximum.
Zbytky po zpracovani ryb spiSe poslouzily na vydampolévky (Musil, osobni komunikace).

Z tiidy Cestoda je ojed#ly nélez vajtka pripominajiciHymenolepis nanale teba
opet vzit v Uvahu, Ze zdrojem krantlovéka mohou byt i hlodavci.

Prekvapenim pro & bylo, Ze jsem nenasla ani jedno Vkfi Taenia sp. Ritom
divodem nemohla byt nedostupnost masa, protoze nalittokbydleli pongrné bohati
mestané (nalez kupeckého zavazi, luxusniho skla a [@omee (Musil, osobni komunikace).
SpiSe se domnivam, Ze&eskych porérech se neroz8i zvyk konzumace polosyrového masa,
jako u francouzskych &8tani a Slechtid@ (Bouchet et al. 2003c, da Rocha et al. 2006). 8oku
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by tedy chrudimsti davalifpdnost masu genému neboikladre uvarenému, zriili by tim
infekéni stddia a nemohli byt proto tasemnici infikovani.

Nékolik vajicek motolice roduFasciola ktera jsem nalezla, povaZzuji vzhledem
k poitu za transitni vajka, ktera pouze beze #ny proSla travici trubicélovéka po poziti
infikovanych jater. Stejh tak je mozné, Ze v&ka pochazi mo od domécich ziat,
nicméreé piitomnost chlivk nebyla na lokald jednoznané potvrzena (Musil, osobni
komunikace).

Doslova par nalezenych végk roupa je vzacnostinterobius vermicularise jako
tenkostnné vajéko uchovava velmi Spatna dosud je dokumentovanych ndlez Evrope
pouze ®kolik (Goncgalves et al. 2003). Nalezen byl ve wsjilovitého charakteru, ktera
s nejtsi pravépodobnosti jeho uchovani umoznila. Literatura uyvadivedle mrazivych a
extrémré suchych lokalit, je vihké anaerobni ptesti idealni pro uchovani struktur \agk
parazifi (Araujo et al. 2000, Bouchet et al. 2003c, da Rostal. 2006).

Vysledky ELISA testu jiZz nelze tak jednozm& zhodnotit jako fimou mikroskopii.
Vzhledem k tomu, Ze na preparatech jsem nenasSty pgsazitickych protist, nebyla ELISA
metodou konfirméni, ale pokouSela jsem secily zda material #bec mohl obsahovat
antigeny parazitickych protist. Sté&jnako u pacientskych vzoik nejsou cysty (a ani
antigeny) uvatovany kontinualy a jsou ve stolici rozmigty spiSe shlukowt a ne
rovnhonerné (Garcia et al. 2000, Gongalves et al. 2002), mediento fakt vzit v Gvahu i
v pifipadt vySetovani vzork archeologickych. Tim si mimo jiné vy&lji skuteinost, Ze
jsem ve vzorku v jednom pokusu detekovala antigendalSim pokusu jiz stejny vzorek
vykazoval negativni vysledek. Pracovala jsendlipg a snaZila se tak minimalizovat tzv.
lidsky faktor, ktery by mohl zjsobit nepesné vysledky. iesto bych vysledky hodnotila
S ukitou mirou kritenosti, neb6é téma moznosti detekce antigemparazitickych protist
v archeologickém materialu je jggpomerné mladé, nez aby vém bylo mnoho zkuSenosti.
Za pravépodobré pozitivni vzorky bych povaZzovala ty, které jakazftivni vySly alespé ve
dvou pokusech a v jednom pokusu pozitivni vzorkgtbpokladala za potenci&lpozitivni.
Jistotu, Ze pozitivni vysledek bude znamenat detgkisluSného antigenu a ne pouze
nespecifickou reakci, jsem zvysSilaraaenim vlastni negativni kontroly. Inkubace jamky
vzorkem zahradni hliny vzdy vykazovala hodnoty abance niZSi nez stanoveny cut-off.

Odolnost antigenni struktury GSA 65, coZ je hlapwvrchovy antigenGiardia
intestinalis testoval Rosoff jiz vroce 1986. Zjisti, Ze GIAGe stale nezemené
imunoreaktivni po varu (10 min), proteolytickém¢gani (trypsinem, chymotrypsinem,

proteazou), fixaci formalinem i po dlouhodobém uéha@ni (6 ndsiol pii 4 i -20°C) (Rosoff
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et Stibbs 1986). Identifikace a charakterizace (GEBAékonec ukazala jeho pouzitelnost pro
vyrobu koprodiangostické ELISA soupravy. Ygact Entamoeba histolyticge takovym
antigenem Gal/GalNAc lektin. ¥P pouziti monoklonalni protilatky je mozné odlisk.
histolytica od nepatogenniE. dispar. Tyto testy spoléné s nedavnymi studiemi tymu
paleoparazitolog kolem Gongalvese napovidaji, Ze antigenni strykser skuténé mohou v
archeologickém materialu uchovat (Gongalves et28D2, 2004). Resto si myslim, Ze
metodou ¢islo jedna do budoucnosti je izolace a detekce DNApripact pozitivhiho
vysledku Ize totiz finalni produkt sekvenovat a taeinozn&né potvrdit/vyvratit gitomnost
konkrétni DNA parazitickych protist ve vzorku. V mé&xipadt jasny pozitivni vysledek na
piitomnost DNAGiardia intestinalisvykdzal pouze izolat ze stolice pacienta s giawlioz
ostatni testované vzorky byly negativni. DalSi yteptovedeny nebyly — jednak &
nedostatk®asu, jednak proto, Ze PCR analyza aniquiné nebyla pedmétem mé diplomové
prace. Pokusila jsem se tak verifikovat pozitivgsledky ELISA tesdi, nicmér z jednoho
PCR pokusu se nedaji uvdzené&gwyvozovat. DNA stejt jako cysty nebude v materialu
rozmistna rovnongrné. Musime si rovi? polozZit otdzku, do jaké miry je DNA
z archeologické vykopavky poSkozena. Literaturadivde je vyhodné nejtve vystavit
aDNA rekonstruktivni polymeraci za némmnosti specifickych primér— malé fragmenty se
prikladaji k sol homolognimi¢astmi a jejich 3" konce slouZzi jako primery proymoéraci.
Fragmenty se 2%Suji a je pak moznééaké sekvence ziskat (Golenberg et al. 1996). Na
druhou stranu je mozné uzit RAPD-PCR (random aredlifpolymorphic DNA-PCR),
protoze cilova sekvence jétginou neznama a tento druh PCR narozdil od ostapuuziva
jen jeden velmi kratky libovolny oligonukleotid, w®jn¢ s deseti bazemi. Studie na
rostlinnych a lidskych nematodech ukazaly jeji welktinnost odliSit profily amplikod a

schopnost rozlisit polymorfismus mezi organismy (tifieez et al. 2003).
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7. Zavér

Z literarnich udaj i z mych vysledl vyplyva, Ze parazitologickym vy&enim
archeologického materialu Ize ziskat cenné infoemaczivot lidi v minulosti. Spektrum
parazifi pak vypovida o potravnich zvyklostech a Urovniibgg a jejich zninach v piibéhu
¢asu. Kromn¢ nélezi vajicek helminfi Ize v ugitych pfipadech patrat i po zbytcich antigen
jednobur¢nych parazii serologickymi metodami a po zbytcich DNA molekoiami
metodami.

V materialu z parcelifit domi v Hradebni ulici v Chrudimi jsem nalezla g
nasledujicich helmiit Fasciola hepatica, Diphyllobothrium latum, Hymemm$e nana,
Ascaris lumbricoides, Toxocara canis/cati, Triclsutrichiura, Enterobius vermicularis
Ancylostoma duodenalepiicemz Ascaris lumbricoidesa Trichuris trichiura predstavuji
nejhojreji nalezené druhy. Parazitofauna lokalitydsi o castém fekal&-oralnim transportu
parazifi v disledku nizké hygieny, a to nejen véedgowku, ale podle nalézaz do poatku
18. stoleti.

Lze vyvodit, Ze potrava obyvatelstva té doby obsala sladkovodni ryby (nalez
Diphyllobothrium latun), naopak se nepotim prokazat, Zze by chrudimsti konzumovali
(polo)syrové vejpvé nebo ho¥zi maso, nehtb jsem nenalezla ani jediné o Taenia
solium/saginata

Absence ¥tSiho mnozZstvi parafitzvirat swd¢i o tom, Ze na lokakit Zilo méstské
obyvatelstvo, nezabyvajici se chovem hospsldéach zviat. NalezyToxocarasp. napovidaji,
Ze se zde psi a kky volné pohybovali nebo je lidéifmo cilerg chovali.

Co se metodiky tyk& rozho&imohu doportit vzorky pgled vliastnim zpracovanim
rehydratovat 0,5% roztokem fosforanu trisodného minimain 48 hodin. V pipad
testovani ELISA metodou je vhodné&adit vlastni pozitivni (pacientsky vzorek) a negaii
(parazifi prostou zeminu) kontrolu zZidodu sniZzeni moZznosti faleSpozitivniho vysledku.
Jako slibgjSi metodu do budoucnosti bych ¥id izolaci a detekci DNA. Zde je velka vyhoda

v moZznosti sekvenace finalnich produka tak jednoznaé identifikace druhu.
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9. Priloha

1) Casové osa
prawk
» doba kamenna
- starsi
paleolit 3 mil . n. [. — 11 tis. pin. |
mezolit do 8 tis p n. |.
- mladsi
neolit do 5200 p n. |.
eneolit do 35001 n. I.
» doba bronzova
- starSi do 1550ipn. I.
- stredni do 1330ipn. I.
- mladSi do 750ip n. I.
» doba zelezna
- starsi (halStatska) do 400. p. I
- mladsi (laténska) do 0
» dobafimska 0 — 400 n. I.
* doba sthovani narod po 400 n. .
stredowk
* rany 476 (pad zapatimskérise) — 11. stol n. I.
* vrcholny 11. — 14. stol n. I.
* pozdni 14. stol n. |. — 1492 (objeveni Ameriky)
novowk
» rany do 1789 (zstek francouzské revoluce)
» vrcholny do 1914

moderni djiny



2) Charakteristika vagiek vybranych druin helminti (podle Ash a Orihel, 2007)

nazev tvar obal | operculum| char. znaky rozmery
Ancylostoma ovalny tenky| ne ve vykalech 55-65 x
duodenale segmentované véko | 36-40um

— obvykle 4 nebo 8

blastomer
Ascaris ovalny tlusty| ne bradawinaty povrch | 55-75 x
lumbricoides mozné dekortikované | 35-50um
oplozeny vajicko — chybi typicky,

obal
Ascaris protahly tenky | ne bradavinaty povrch | 85-95 x
lumbricoides ovalny normalrg, lehce nebo | 43-47um
neoplozeny vibec

uvnité vysoce lomiva

granularni masa
Capillaria soudekovity | tlusty | ne v podélnéniiezu 51-67 X
hepatica radiélreé prouzkovany | 30-35um

obal, @i zaosteni na

povrch struktura

pripominajici vodni

meloun

na polech rovné zatky
Dicrocoelium ovalny tlusty| ano vajéko ve vykalech 38-45 x
dendriticum obsahuje miracidium | 22-30um
Diphyllobothrium| ovoidni tenky| ano ¥tSinou ,knob“ na 58-75 x
latum abopercularnim konci | 40-50um
Enterobius protahly tenky | ne na jedné stra&n 50-60 x
vermicularis ovalny zplostlé (krajic 20-30um

chleba)
Fasciola ovalny tenky| ano operculum malé 130-150 x
hepatica nengpadné 63-90um
Hymenolepis sféricky tenky| ne uvnit onkosféras 6 | @ 30-47
nana h&ky pum
Hymenolepis (témer) tenky | ne uvnit onkosféras 6 | 70-85 x
diminuta sféricky h&ky 60-80

velky prostor mezi

vajickem a obalem
Schistosoma protahly tenky | ne lateralni trn 114-175
mansoni ovalny 45-70pum
Schistosoma protahly tenky | ne trn na jednom polu 112-170
haematobium ovalny 40-70pum
Taenia sféricky tlusty| ne radialg pruhovany 2 31-43
saginata/solium obal pum

uvnitt onkosféra s 6

h&ky
Toxocara canis | témei sféricky | tlusty| ne dolickovaty povrch 80-85 x 75

(golfovy micek) um
Toxocara cati témet sféricky | tlusty| ne jemgjSi dolickovaty | 65-75um

povrch (golfovy

micek)

X
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Toxascaris témer sféricky | tlusty| ne hladky obal, vnihi 75-85 x
leonina vitelinni membrana 60-75

zmakana, vajtko

rozckleno na s¥tlou a

tmavou granulovanou

hemisféru
Trichuris citronkovity | tenky| ne na polech vypouklé | 50-55 x
trichiura zatky 22-24um
Trichuris vulpis | Siroky tenky | ne na polech vypouklé | 72-90 x

citronkovity zatky 32-40pum
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