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1. UVOD

Tasemnice (Platyhelmithes: Neodermata) jsou bezobratli Zivocichové, dokonale
ptizptsobeni k parazitickému zplsobu zivota. Tito cizopasnici byli nalezeni u vSech skupin
obratlovcu véetné ¢lovéka (Khalil a kol. 1994). Z hlediska veterinarni i humanni mediciny se
v nékterych pfipadech jedna o dulezité patogeny. Ve vétSin€ piipadi dospélé tasemnice
nezpusobuji zavazné patologické problémy, ackoli jejich pfitomnost je jisté nezadouci.
Pokud ale u ¢loveka parazituje tasemnice ve stadiu larvy (napt. tasemnice rodu Spirometra),
muze se jednat o velice zavazné onemocnéni (Kuchta a kol. 2014).

Jednim z onemocnéni plisobené tasemnicemi je difylobotrioza, jejiz ptivodcem jsou
néktefi zastupci rodu Diphyllobothrium Cobbold, 1858. Ackoli difylobotriéza sama o sobé
nejrozsirené;jsi cestodozu prenasenou rybami (Scholz a kol. 2009).

Tasemnice rodu Diphyllobothrium jsou rozSiteny kosmopolitné, zejména pak
v chladnych vodach Severni a Jizni polokoule. Témito tasemnicemi se ¢lov€k miiZze nakazit
pfi konzumaci syrovych nebo nedostate¢né tepelné upravenych ryb, které figuruji jako druhy
mezihostitel té€chto tasemnic. Difylobotridza je ve vétSin€ piipadd asymptomaticka, ackoli
byly pozorovany vazné€jsi komplikace jako naptiklad anemie (von Bonsdorff 1977; Scholz a

kol. 2009).



2. CILE PRACE

1. Ziskédni vSech dostupnych literarni udaju tykajicich se morfologie a morfometrie vajicek
diphyllobothriidnich tasemnic.

2. Morfometricka analyza vaji¢ek vybranych zastupcti fadu Diphyllobothriidea.

3. Srovnani ultrastruktury povrchu vybranych zastupcti fadu Diphyllobothriidea pomoci
skenovaci elektronové mikroskopie.

4. Kultivace ziskanych zivych vaji¢ek a vyvojovy cyklus Diphyllobothrium latum L.

5. Shrnuti ziskanych Gdaji a posouzeni vyuZitelnosti vajicek diphyllobothriidi v diagnostice.



3. LITERARNI PREHLED

3.1. Tasemnice (Cestoda)

Tasemnice jsou vyhradné parazitickou skupinou helminti, ~ Eukanvota

L Opisthokonta
Taxonomicky se fadi do skupiny Platyhelmintes (Metazoa: N .
Lophotrochozoa) (Obr. 3.1.). Najdeme mezi nimi fadu b Protostomia

L Lophotrochozoa

veterinarné 1 medicinsky vyznamnych zastupct. Cestoda se L Platyhelminthes

déli na dvé skupiny: Cestodaria, kam patii dva primitivni 4 Neodermata
L
fady Amphilinidea a Gyrocotylidea, a Eucestoda (pravé ‘Ces’toda
. . Obr. 3.1. Systematické
tasemnice) (Khalil a kol. 1994). zafazeni tasemnic (Cestoda).

Nejnovéjsi fylogenetické analyzy prokazaly existenci
16 tadh pravych tasemnic (Obr. 3.2.), kterymi jsou: Caryophyllidea, Spathebothriidea,
Haplobothriidea, Diphyllobothridea, Diphyllidea, Trypanorhyncha, Bothriocephalidea,
Lipobothriidea, Lecanicephalidea, Cathetocephalidea, Rhinebothriidea,
Onchoproteocephalidea, Phyllobothriidea, Nippotaeniidea, Tetrabothriidea, Cyclophyllidea
(Waeschenbach a kol. 2012; Caira a Littlewood 2013).
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Obr. 3.2. Fylogenetickd analyza tasemnic na zdkladé mtDNA (mtAllAA+Isr+sstDNA).
Znazoriuje morfologické a vyvojové znaky: typ scolexu, obratlov¢i hostitel a jeho prostredi
(Waeschenbach a kol. 2012).



Tito cizopasnici jsou mimoiadné adaptovani k parazitickému zplisobu zivota.
Unikatni adaptacni zmény se tykaji jejich morfologie, ultrastruktury, fyziologie, biochemie,
ekologie a Zivotnich cyklta (Roberts a Janovy 2009; Adl a kol. 2012; Giribet 2008).

U vétsiny eucestod mizeme pozorovat typické rozdéleni téla na scolex (hlavicku,
predni Cast) a strobilu (zbytek tela), ktera je u vétsSiny zastupcli segmentovana. Co se tvaru a
velikosti téla tyce, je zde velka variabilita. Délka téla miize byt od n¢kolika mikrometrti az
do né¢kolika desitek metr. Neuvéfitelnd je irozmanitost tvaru scolexi a pfichycovacich
organu. Existuje celd Skéla typt prichycovacich struktur, jako jsou pfisavky, pfisavné ryhy,
chapadékla ¢i hacky a jejich rizné kombinace, které jsou charakteristické pro jednotlivé fady
(Khalil a kol. 1994; Caira a Littlewood 2013). Za scolexem se nachazi tzv. kréek — uzka,
nediferenciovana oblast, odkud vyrstaji nové segmenty (Roberts a Janovy 2009).

Pro tasemnice je charakteristickd absence stfeva. Travici funkci piebird
specializovany povrch téla, tzv. tegument. Zde dochédzi k molekuldrnimu a iontovému
transportu aminokyselin, sacharidd, nukleotidd, lipid, vitamini a nukleovych kyselin
(Caira a Littlewood 2013). Vné&jsi povrch tegumentu je pokryt mikrotrichy, vybézky
pfipominajici sttevni mikrovilli, které zvétsuji povrch téla, ¢imz dochazi k ucinnéjsi absorpci
zivin a leps$i adhezi ve stfevé definitivniho hostitele. Mikrotrichy jsou unikatni strukturou,
ktera se vyskytuje pouze u tasemnic (Chervy 2009). Mikrotrichy byly nalezeny u vSech
doposud studovanych zastupcli. Mizeme je rozdélit do dvou zékladnich skupin podle jejich
tvaru. Tenkym typem mikrotrichti jsou tzv. filitrichy (primér je méné nez 200 nm) a SirSim
typem jsou spinitrichy (priimér je vice nez 200 nm). Filitrichy se dale déli do tfi skupin podle
délky. Mohou byt na bazi také zdvojedné. Spinitrichy jsou daleko vice tvarové variabilni,
doposud bylo popséano 25 typi (Chervy 2009).

Vétsina eucestod se v dospélosti vyskytuje v travicim traktu obratlovcd. Vyjimku
tvofi  napriklad tasemnice  Tetragonoporus  calyptocephalus  Skrjabin, 1961
(Diphyllobothriidea), ktera parazituje ve zluCovodech vorvané obrovského (Physeter
macrocephalus L.) (Delyamure a kol. 1985). Dalsi vyjimku tvofi tasemnice, které¢ jsou
schopné dospét i v bezobratlém mezihostiteli (= progeneze) jako je: Archigetes spp.
(Caryophyllidea) parazitujici v coelomové dutiné sladkovodnich malostétinatcti (Annelida)
¢1 zastupci fadu Spathebothnriidea zijici v hemocoelu riznonozct (Crustacea) (Beveridge
2001).

Vétsina tasemnic méa nepiimé neboli heteroxenni vyvojovy cyklus. Vyjimku tvori
tasemnice rodu Archigetes Leuckart, 1878 a Hymenolepis nana (von Siebold, 1852)

s alternativnim pfimym vyvojovym cyklem. Ostatni zastupci maji jednoho ¢i dva



mezihostitele. Prikladem dvojhostitelského cyklu jsou napiiklad lidské tasemnice
Taenia saginata (Goeze, 1782) a Taenia solium L. Mezihostitelem téchto tasemnic je hovézi
dobytek nebo prasata a k jejich ndkaze vajicky dochazi peroralni cestou, kde ve stieve se
z vajicka uvolnuje onkosféra, kterd penetruje skrz sténu stfeva a krevnim fecistém putuje do
svaloviny, kde se wvyviji vtzv. boubel (cysticercus bovis u T. saginata a
cysticercus cellulosae u T. solium). Definitivni hostitel se nakazi opét perordlni cestou,
pozienim syrového nebo Spatné tepelné upraveného masa s cysticerky. Ptikladem
trojhostitelského vyvojového cyklu jsou napiiklad tasemnice fadu Diphyllobothriidea
(viz. kap. 3.2.) (Beveridge 2001).

Tasemnice jsou oviparni. Vajicka jsou vyluCovana do vnéjSiho prostiedi se stolici z
definitivniho hostitele samostatné (anapolyze) a nebo s jednim nebo vice odsSkrcenymi
¢lanky (apolyze) (Khalil a kol. 1994).

Tasemnice patii stejné jako nckteré ploSténky a vSichni Neodermata do skupiny
Neoophora, kde miizeme pozorovat charakteristicky, mezi Zivo¢ichy unikatni vyvoj vajicek.
Timto jevem je rozdéleni samici zdrodecné linie na oocyty a vitelocyty, které se musi spojit
pred fertilizaci. Vitelocyty neboli Zloutkové buiiky jsou produkovéany zloutkovymi trsy
(vitelline folicules nebo vitelarium) a obsahuji zasobni latky (Zloutek) a materidl na
skotapku. Vitelocyty pak postupné obklopuji oocyt neboli vajeCnou buiiku a cely tento utvar
je po fertilizaci obalen kapsuli. Zygota se tak vyviji z oplozen¢ho oocytu, ktery je obalen
vrstvou z vitelocytu (Conn a Swiderski 2008).

U tasemnic a motolic se vyviji zarode¢né obaly, které mohou slouzit k ochrané
vyvijejiciho se embrya — larvy (Conn a Swiderski 2008).

Podle mnozstvi Zloutku se vajicka daji rozdélit do tfech skupin: 1) oligolecitalni
vajicka, kterd obsahuji malé¢ mnozstvi Zloutku a maji mikroskopické rozméry (napfi. vajicka
savcl vyjma ptakofitnych); 2) mezolecitalni vajicka vétSich rozméri (2-3 mm) a s vétSim
mnozstvim zloutku; a 3) polylecitalni makroskopicka vajicka s vysokym obsahem Zzloutku.
Vajicka tasemnic jsou polylecitalni.

Ve vajicku se vyviji prvni larva. Kvyvoji dochazi uvnitt vajicka bud jesté
v matei'ské tasemnici anebo az ve vnéjsim prostiedi. U skupin Gyrocotylidea a Amphilinidea
se toto stadium nazyvéa lykofora (dekatant) s 10-ti embryondlnimi hacky, zatimco u eucestod
se ji fika onkosféra (hexakant) s 6-ti embryonalnimi ha¢ky (Chervy 2002; Conn a Swiderski
2008).

Vajicka n€kterych tasemnic se od sebe daji rozlisit velikosti a tvarem, jak je patrné na

prikladu vybranych zastupci parazitujicich u clovéka (Obr. 3.3).



Cestodes

Thenia Hymenolepis Hymenolepis Diphylichothrium Dpylidium
spp. Hana dimirnita Tafum caninum
Scale
0 pm

Obr. 3.3. Variabilita tvaru a velikosti vaji¢ek tasemnic parazitujicich u ¢lovéka. (pfevzato z:
http://dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/MorphologyTables.htm)

3.2. Diphyllobothriidea Kuchta, Scholz, Brabec & Bray, 2008

Rad Diphyllobothriidea byl vyélenén z parafyletické skupiny Pseudophyllidea na zakladé
morfologickych a molekularnich tidaji (Kuchta a kol. 2008).

Jsou to ptfevazné velké, polyzoické tasemnice (maji segmentované tclo)
s anapolytickymi proglotidami - vajicka jsou uvolflovdna samostatné z uteriniho péru a
vylucovana spolu se stolici. Absence segmentace je vzacna (napiiklad u rodu Ligula Bloch,
1782) (Khalil a kol. 1994). Strobila je dorzoventraln¢ zplostéla a proglotidy jsou vétSinou
Sir§i nez delsi. Skolex je tvofen dvéma bothriemi (pfisavnymi ryhami), které mohou byt
v nékterych ptipadech modifikovany (Obr. 3.4.). Tvar skolexu je vSak u vétSiny zastupcti
jednoduchého ovalného tvaru bez apikalniho disku (s vyjimkou zéstupci rodu
Tetragonoporus Skryabin, 1961) (Obr. 3.4., 3.5.). Skolex nikdy neni vyzbrojen hacky ¢i
jinymi piichycovacimi organy. Za skolexem se zpravidla nachazi kré¢ek (Khalil a kol. 1994).

Diphyllobothriidi se mohou rozmérové velice liSit. Nejcastéji dosahuji 1-2 m.
Nejmensimi jedinci jsou Diphyllobothrium wilsoni (Shipley, 1907) ¢i D. minutus Andersen,
1987 dosahujici délky pouze nékolik milimetrti (Andersen 1987; Maltsev 2000). Na druhou
stranu do této skupiny patii nejveétsi tasemnice, Tetragonoporus calyptocephalus Skryabin,

1961 parazitujici ve Zlu€ovodech vorvanl (Physeter catodon L.), ktera dosahuje vice nez



30 m a mize mit az 45 000 ¢lankt a kazdy s 4—14 pohlavnimi komplexy. Reprodukcni

schopnost téchto tasemnic je naprosto ohromujici (Yurakhno 1992).

Obr. 3.4. Variabilita scolexii tasemnic fadu Diphyllobothriidea (mikrofotografie ze
scanovaciho elektronového mikroskopu, original). A — Duthiersia expansa Perrier, 1873 z
Varanus salvator, Vietnam; B — Diphyllobothrium pacificum (Nybelin, 1931) z Callorhynus
ursinus, Aljaska; C — Glandicephalus perfoliatus (Railliet & Henry, 1912) z Leptonycholes
weddelli, Antarktida; D — Scyphocephalus bisulcatus Riggenbach, 1898 z Varanus salvator,
Vietnam; E — Diphyllobothrium latum (L.) z Mesocricetus aureus (experimentalni ndkaza),
Italie; F — Bothridium pithonis Blainville, 1824 z Xenopeltis unicolor, Vietnam;

G — Diplogonoporus tetrapterus (Siebold, 1848) z Callorhynus ursinus, Aljaska.

Exkre¢ni soustava se u vétSiny Diphyllobothriidi skladd ze dvou partt hlavnich
kanalii (dorzalni a ventralni), nachazejicich se vétSinou v medulédrnim, vzacné v kortikalnim
parenchymu. Dorzalni par kanalt je zpravidla uzsi, zatimco ventralni par je Sirs$i. Vyjimku
tvoii naptiklad rod Tetragonoporus Skriabin,1961, u kterych je exkre¢ni soustava tvofena
spletitou siti kanal,, které se rizné vétvi a vedou pouze v meduldrnim parenchymu.
U tasemnic rodu Baylisia Markowski, 1952 se exkrecni kandly rozkladaji pouze

v kortikalnim parenchymu (Yurakhno 1992).



Obr. 3.5. Variabilita scolexi tasemnic fadu Diphyllobothriidea (perokresby, ptfevzato z
Delaymure 1985, Markowski 1952a, b). A — Plicobothrium golbicephalae Rausch a
Margolis, 1969 z Globicephala melaena; B — Diphyllobothrium cordatum Leuckart, 1863 z
Erignathus barbatus; C, D — Tetragonoporus calyptocephalus (Skriabin, 1961) z Physeter
macrocephalus; E — Pyramicocephalus phocarum (Fabricius, 1780) z Erignathus barbatus;
F — Baylisia baylisi Markowski, 1952 z Lobodon carcinophagus; G — Baylisiella tecta
(Linstow, 1892) z Mirounga leonina.

Pohlavni soustava je ulozena v kazdém dospélém segmentu a u nékterych zastupci
muze byt i zmnozena na dvé sady vedle sebe (Diplogonoporus Lonnberg, 1892), nebo
mohou byt zcela vyjime¢né mnohondsobn¢ zmnozZeny na 14 pohlavnich komplexi v jednom
¢lanku (Tetragonoporus) ¢i mohou byt zmnozeny v podélném sméru az na 307 pohlavnich
komplext (Baylisia) (Yurakhno 1992). Sam¢i pohlavni soustava je tvoiena mnohocetnymi
varlaty (testes), stocenymi chdmovody (sperm ducts) a ovalnym vnéjSim semennym vackem
(external seminal vesicle — ESV), ktery je napojen na ovalny cirrovy vak. Tvar, velikost a
pozice téchto dvou organt je dulezitym systematickym znakem (Delyamure a kol. 1985;
Kamo 1999). Cirrus je neozbrojen a spolu s vaginou c¢asto vyustuje do spoleéného
pohlavniho atria (genital pore) antero-medialné na ventralni stran¢ segmentu nad déloznim
porem. U rodu Spirometra vyustuje cirrus a vagina oddélené. Samici pohlavni soustavu tvofi
medularni vajeénik (ovarium), ktery je uloZen v zadni ¢asti segmentu. Zloutkové trsy jsou

rozptyleny v téméf celé kortikalni vrstvé s vyjimkou oblasti kolem pohlavnich komplexd.



Déloha je trubicovita, stoCena a v gravidnich segmentech zabira znacnou Cést prostoru
segmentu. Usti na ventralni strané déloznim poérem (uterine pore), ktery je uloZen za
pohlavnim atriem (Obr. 3.6). Vajicka jsou tlustosténnd, casto opatiena vickem
(operkulovand) a z definitivniho hostitele vychazeji spolu se stolici nerozryhovana (Kuchta a

kol. 2008).

DIPHYLLOBOTHRIIDEA
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Obr. 3.6. Schématicky nékres ¢lanku tasemnic fadu Diphyllobothriidea (Kuchta a kol. 2008,
upraveno).

Zivotni cyklus téchto tasemnic je vétSinou tifhostitelsky. Ze zralého vajicka se ve
vodé uvoliuje volné plovouci obrvend larva — koracidium, které musi byt pozieno prvnim
mezihostitelem. Druhd larva — procerkoid se vyviji v t€lni dutiné¢ buchanky. Tteti larvou je
plerocerkoid, ktery se vyviji v obratlovcich (viz kap. 3.2.1.1.). Dospélci parazituji ve stieve
tetrapodu, nejcastéji motrskych savet (Obr. 3.7.) (Kuchta a kol. 2008). Dvouhostitelsky
cyklus je zndm pouze u Cephalochlamys namaquensis (Cohn, 1906), ktery ma pouze
jednoho mezihostitele, buchanku Thermocyclops infrequens (Kiefer) a definitivniho
mezihostitele, kterym jsou africké zaby (Thurston 1967).

Soucasné fylogenetické studie na zédkladé¢ molekularnich tdaji naznacuji, ze nékteré
rody (napt. Diphyllobothrium) jsou parafyletické a jiné rody jsou ziejmé neplatné (napf.

Diplogonoporus). Jednim z dikazli parafylie je blizkd piibuznost Diplogonoporus



balaenopterae  Lonnberg, 1892  stypovym druhem rodu  Diphyllobothrium,
D. stemmacephalum (Cobbold, 1858) (Arizono a kol. 2008; Yamasaki a kol. 2012).
Rad Diphyllobothriidea je v souasnosti délen na 3 ¢eledé (Kuchta a kol. 2008):
- Cephalochlamydidae Yamaguti, 1959 — parazité africkych Zab:
Cephalochlamys Blanchard, 1908 — typovy rod
Paracephalochlamys Jackson & Tinsley, 2001.
- Scyphocephalidae Freze, 1974 — parazité plazli Asie, Afriky, Australie a JiZni
Ameriky:
Scyphocephalus Riggenbach, 1898 — typovy rod
Bothridium Blainville, 1824
Duthiersia Perrier, 1873
- Diphyllobothridae Liihe, 1910 — parazité ptakt a savci:
Diphyllobothrium Cobbold, 1858 — typovy rod
Baylisia Markowski, 1952
Baylisiella Markowski, 1952
Diplogonoporus Lonnberg, 1892
Flexobothrium Yurakhno, 1979
Glandicephalus Fuhrmann, 1921
Ligula Bloch, 1782
Plicobothrium Rausch & Margolis, 1969
Pyramicocephalus Monticelli,1890
Schistocephalus Creplin, 1829
Spirometra Faust, Campbell & Kellogg, 1929
Tetragonoporus Skriabin,1961

3.2.1. Diphyllobothriidea jako parazité ¢lovéka

Tasemnice tohoto fadu se mohou vyskytovat také u ¢loveka a to jak ve formé dospélct ve
stieveé, tak ve formé plerocerckoidi v tkanich a télnich dutinadch. Doposud byli u ¢lovéka
zaznamenani zastupci tii roda — Diphyllobothrium, Spirometra a Diplogonporus. Zastupci

rodi  Schistocephalus, Ligula a Pyramicocephalus byly u ¢lov€ka nalezeny pouze

sporadicky (Ashford a Crewe 2003).
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3.2.1.1. Rod Diphyllobothrium Cobbold, 1858

U tasemnic tohoto rodu nachizime v segmentu zpravidla jednu sadu pohlavnich organi,
kterd Usti dvéma pory — déloZznim otvorem a za nim pohlavnim atriem. Vyjimkou je
naptiklad druh Diphyllobothrium stemmacephalum z delfinti, ve kterém byly v nékterych
segmentech nalezeny i1 dvé sady pohlavnich komplexti (Yamane a kol. 1981). Dalsi
charakteristikou je tvar délohy, kterd svymi mnohocetnymi tésné¢ k sobé piimknutymi
klickami tvoii tzv. rozetku (Kuchta a kol. 2008; Scholz a kol. 2009). Definitivnim hostitelem
tasemnic rodu Diphyllbothrium jsou rybozravi obratlovei (pfedevSim mofSti savei a
rybozravi ptéaci) (Tab. 3.1.) (Kamo 1999; Scholz a kol. 2009).

Rod byl navrzen Cobboldem vroce 1858 pro druh Diphyllobothrium
stemmacephalum Cobbold, 1858 nalezeny u sviiluchy obecné, Phocaena phocaena (L.).
Taxonomie rodu je velmi slozitd. Je zalozena na morfologii dospélcti, kterd je mezi zastupci
celého tadu Diphyllobohtriidea velmi podobna a morfologické znaky jsou casto velmi
variabilni a mezi jednotlivymi druhy se ptekryvaji (Cobbold, 1858; Vik, 1964; Andersen,
1971; Scholz a kol. 2009).

Rod Diphyllobothrium se podle dostupnych molekularnich dat ukazuje jako
polyfyleticky (Yamasaki a kol. 2012; Kuchta a kol. 2013). Toto jiz bylo naznaceno i na
zaklad¢ morfologickych udaji (Wardle a kol. 1974; Andersen 1987). Podle Kornyushina
(2009) by tento rod m¢l byt rozdéleny na minimdlné dva samostatné rody a to rod
Diphyllobothrium s typovym druhem D. stemmacephalum, a rod Dibothriocephalus
navrzeny jiz Lithem v roce 1899 pro D. latum a dalsi v té dobé znamé prevazné sladkovodni
zastupce (Kornyushin 2009).

Pro rozpory mezi morfologickymi a molekuldrnimi udaji, vyzaduje cely tad revizi.
Doposud bylo do rodu Diphyllobothrium zatazeno a popsano vice nez 100 druhi, ale pouze

34 z nich bylo zatim uznano jako platné druhy (Tab. 3.1.) (Kamo, 1999; Kuchta, 2007).

11



Tab. 3.1. Platné druhy tasemnic rodu Diphyllobothrium Cobbold, 1858 (rozd€leni podle typu Zivotniho cyklu).

K;?(:lr Druhy mezihostitel Definitivni hostitel RozSifeni Reference
Sladkovodni zastupci
D. colym()i 1 neni znam potaplice (Colymbus stellatus) Japonsko Kamo 1999
Yamaguti, 1951
D. dalliae * délie (Dallia pectoralis) racek (La‘rus ar'g'ent‘atus, L. glaucescens) Aljaska, o Rgugch 1956,
Rausch. 1956 siven (Salvenius malma) pes (Canis familiaris) Rusko (Dalny Hilliard 1960,
’ liska (4lopex lagopus) vychod) Kamo 1999
v ’ ; + 3 .
D. dendriticum * , 2 ryquraw ptact cirkumpolarni Kamo 1999; )
(Nitzsch, 1824) sladkovodni ryby savci aredl Semenas a kol., 2001;
’ cloveék (Homo sapiens) Kuchta a kol., 2013
D. ditremum , 4 . o, .5 cirkumpolarni Ddériicii 1995;
(Creplin, 1825) sladkovodni ryby rybozravi ptéci arcal Kamo 1999
Stika (Esox lucius)
okoun (Perca flavescens, medveéd (Ursus spp.)
D. latum * P. ﬂuvzatzlzs) pes (Canis familiaris) cirkumborealn Delyamure ?kol., 1985;
(Linnacus, 1758) mnlk (Lota lota) liska (Vulpes vulpes) { aredl Kamo 1999;
’ jezdik (Gymnocephalus cernuus) kocka (Felis catus) Kuchta a kol., 2013
candat (Sander vitreus, vydra (Lutra lutra)
S. canadensis)
D. vogeli . morcak Mergus merganser) Kamo 1999;
Kuhlow, 1953 koljuska (Gasterosteus aculeatus) racek (Larus argentatus, L. ridibundus) Evropa Kuhlow 1953;
Anadromni zastupci
D. alascense * , .
Rausch a Williamson, mnik (Lota lota) pes (Canis familiaris) Aljaska Kamo 1999,

1958

koruska (Osmerus mordax)

Scholz a kol., 2009
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Tab. 3.1. Pokrac¢ovani

K;?;lr Druhy mezihostitel Definitivni hostitel Rozsifeni Reference
D. nihonkaiense * lososoviti (Oncorhynchus Kamo 1999;

Yamane, Kamo, Bylund a gorbuscha, O. keta, O. masou, O.

medvédoviti — Ursidae

sever Tichého
oceanu

Scholz a kol., 2009;

Wikgren, 1986 nerka, Parahucho perryi) Kuchta a kol., 2014
D. ursi * e . Aljaﬁka Kamo 1999;
Rausch, 1954 losos (Oncorhynchus nerka) medvédoviti — Ursidae g(lacl)rcllée)lk Scholz a koL, 2009

Mofsti zastupci

D. cameroni *
Rausch, 1969

D. cordatum *
Leuckart, 1863

D. elegans
(Krabbe, 1868)

D. fayi
Rausch, 2005

D. fuhrmani
Hsiti 1935

D. gondo
Yamaguti, 1942

D. hians *
(Diesing, 1850)

neni znam

neni znam

neni znam

neni znam

neni znam

neni znam

neni znam

tulen (Monachus schauinslandi)

tuleni (Erignathus barbatus, Phoca
groenlandica)

mroz (Odobenus rosmarus)

pes (Canis familiaris)

cepcol (Cystophora cristata)
tulett (Monachus monachus, Phoca vitulina)

mroZz (Odobenus rosmarus)

sviilucha (Neophocaena phocaenoides)
pliskavice (Lagenorhynchus obliquidens)

kulohlavec (Globicephala macrorhynchus)

tulen (Erignathus barbatus, Histriophoca

fasciata, Monachus monachus, Phoca vitulina,

Pusa hispida)

Tichy ocean
(Havaj)

cirkumpolarni
areal

cirkumpolarni
areal

Aljaska
Tichy ocean
Japonsko

cirkumpolarni
areal

Kamo 1999;
Scholz a kol., 2009

Kamo 1999;
Andersen 1987

Kamo 1999;
Andersen 1987
Rausch 2005

Shirouzu a kol., 1999
Kamo 1999

Kamo 1999

Kamo 1999;
Andersen 1987



Tab. 3.1. Pokrac¢ovani

Kﬁ?;lr Druhy mezihostitel Definitivni hostitel RozSireni Reference
tulen (Erignathus barbatus, Histriophoca
fasciata, Phoca vitulina, Pusa hispida) Kamo 1999:
D. lanceolatum * , . lachtan (Callorhinus ursinus) cirkumpolarni o
sih (Coregonus sardinella) . , Andersen 1987;
(Krabbe, 1865) svinucha (Phocaena phocaena) areal Scholz a kol.. 2009
béluha (Delphinapterus leucas) ?
pes (Canis familiaris)
g;eli‘;sel;lzyj\ tkinson, 1914) neni znam tulen (Leptonychotes weddellii) Antarktida Kamo 1999
D. lobodoni L " . .
Yurakhno a Matsey. 1994 Neni znam tulen (Lobodon carcinophagus) Antarktida Kamo 1999
D. macroovatum neni znam plejtvakovec (Eschrichtius gibbosus) sever Tichého Yurakhno 1973;
Yurakhno, 1973 plejtvak (Balaenoptera acutorostrata) oceanu Kamo 1999
gnzlnelr’:glusl 978 neni znam tulen (Monachus schauinslandi) 3}11(:\1/};;))06% Kamo 1999
D. orcini P Nakazawa a kol., 1992;
atsushika a Shiruzu, neni znam ostaka drava (Orcinus orca ichy ocean amo ;
H hika a Shi i zna kostaka drava (O Tichy ocea K 1999

1990

D. pacificum *
(Nybelin, 1931)

D. phocarum
Delamure, Kurochkin a
Skriabin, 1964

D. polyrugosum
Delamure a Skriabin,
1966

motské ryby jizniho pacifiku °

neni znam

neni znam

lachtan (Callorhinus ursinus, Eumetopias

Jjubata, Neophoca cinicera, Otaria byronia,

Zalophus californianus)

tulen (Pusa caspica)

kostka (Orcinus orca)

jizni Tichy
ocean,
Japonsko

Kaspicke
morie

Antarktida

Kifune a kol., 2000

Kamo 1999;
Kuchta a kol., 2014

Delyamure a kol. 1985;
Kamo 1999

Delyamure a kol. 1985;
Kamo 1999
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Tab. 3.1. Pokrac¢ovani

K;?(:lr Druhy mezihostitel Definitivni hostitel Rozsireni Reference
D. pterocephalum , .
Delamure a Skriabin, neni zndm ¢epcol (Cystophora cristata) Atletntsky Delyamure a kol. 1985;
1967 ocean Kamo 1999
D. quadratum L y . Delyamure a kol. 1985;
(Linstow, 1892) neni znam tulen (Hydrurga leptonyx) Antarktida Kamo 1999
D. rauschi L y . . Tichy Ocean  Delyamure a kol. 1985;
Andersen, 1978 neni znam tulen (Monachus schauinslandi) (Havaj) Kamo 1999
D. roemeri neni znam mroz (Odobenus rosmarus) Atlantsky Delyamure a kol. 1985;
(Zschokke, 1903) ocean Kamo 1999
D. scoficum ° neni znam tulen (Hydrurga leptonyx c1rk’ump01arn1 Kamo 1999
(Rennie a Reid, 1912) Yarurea reptony areal
D. skriabini Berineovo
Yurakhno a Maltsev, neni znam tulen (Erignathus barbatus) ng Kamo 1999
1993 mofie
D. stemmacephalum * . delfin (Tursiuops truncatus, Grampus griseus)  cirkumpolarni Kamo 1999; )
(Cobbold, 1858) fient zham svinlucha (Phocaena phocaena) areal Andersen 1987;

> p Yamane a kol., 1981
D. wilsoni neni znam tulent (Ommatophoca rossi, Leptonychotes Antarktida Kamo 1999;
(Shipley, 1907) weddellii, Hydrurga leptonyx) Maltsev 2000

Rozdéleni do skupin podle druhého mezihostitele — ryby.
* - druhy nalezené u &lovéka

' - nejspise synonymum D. ditremum
2. Abyssocottidae, Atherinopsidae, Balitoridae, Comephoridae, Cottidae, Cottocomephoridae, Gadidae, Galaxiidae, Gasterosteidae, Osmeridae, Percichthyidae,

Salmonidae

3. Accipitridae, Alcidae, Corvidae, Gaviidae, Laridae, Pandionidae, Pelecanidae, Podicipedidae, Sternidae
4. Abyssocottidae, Comephoridae, Cottocomephoridae, Gasterosteidae, Lotidae, Nemacheilidae, Osmeridae, Salmonidae
> - potaplice (Gavia spp.), potapka (Podiceps spp.), kormoran (Phalacrocorax spp.),volavka (drdea cinerea), poldk (Aythya marila), racci (Larus spp.,

Rissa tridactyla), rybak (Sterna hirundo)
® _ Sciaena deliciosa, Paralonchurus peruanus, Seriolella violacea, Trachinotus paitensis, Ariopsis seemanni, Paralichthys adspersus
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Zivotni cyklus tasemnic rodu Diphyllobothrium:

Ovalna vajicka s vickem (operkulem) jsou 40 az 90 um dlouhé a 30 az 60 um Siroka a jsou
z definitivniho hostitele vyluCovana se stolici. Pro dal$i vyvoj vajicka je nutné, aby se
dostalo do vody, kde se, v rozmezi od jednoho do n¢kolika tydnti, v zavislosti na teploté a
svétle, lihne obrvena larva — koracidium. V predni ¢asti vajicka, kde se nachazi operkulum,
dojde k otevfeni vaji¢ka a koracidium se uvoliiuje do vody. Koracidium ma kulovity tvar a
tésné po vylihnuti méti zhruba 50 pm v priiméru. Aktivné plave pomoci cilii a ve vod¢ dojde
ke zdvojnéasobeni jeho velikosti. Pod vnéjsi vrstvou s ciliemi (brvami), nazyvané embryofor
(cca 10-30 pm tlusté), je ulozena onkosféra s Sesti embryondlnimi hacky. Koracidium maé
anaerobni metabolismus a béhem svého vyvoje Cerpa ziviny uloZzené v embryoforu (Smyth a
McManus, 1989; Conn a Swiderski 2008; Scholz a kol. 2009).

Volné plovouci koracidium svym pohybem 14k& prvniho mezihostitele, kterym je
kory§ — klanonozec. Prvnim mezihostitelem u sladkovodnich a brakickych druha jsou
nejcastéji  klanonozci ztadu Diaptomidae (rody: Acanthodiaptomus Kiefer, 1932,
Arctodiaptomus Kiefer, 1932, Diaptomus Westowood, 1836 nebo FEudiaptomus Kiefer,
1932), ztadu Calanoida (Eurytemora Giesbrecht, 1881 nebo Boeckella de Guerne &
Richard, 1889), ztadu Cyclopidae (rody Cyclops O.F. Miiller, 1776 a Mesocyclops G.O.
Sars, 1914) (Vik, 1964; Eguchi, 1973; Torres a kol. 1980; Guttowa, 1961). U motskych
zastupcl,, u kterych nejsou zivotni cykly pfiliS§ zndmé, je to naptiklad Acartia clausi
Giesbrecht, 1889 z fadu Acartiidae (Hatsushika a kol. 1974). Jakmile se koracidium dostane
do stfeva prvniho mezihostitele, pti kontaktu s zalude¢nimi sekrety, dojde k morfologické
zméné. Koracidium ztraci brvy a embryofor se rozpadd a na jeho misté vznikd neoderm
(Smyth a McManus 1989). Dojde k uvolnéni onkosféry, ktera se pfichycuje na sténu stieva
pomoci svych 6 embryondlnich hackl, penetruje do télni dutiny buchanky, kde piijima
ziviny z hemolymfy. Onkosféra roste a méni se na procerkoid, ktery je na zadnim konci
opatien cerkomerem, ocasnim ptivéskem s Sesti embryondlnimi hacky. Procerkoid je zhruba
po dvou tydnech infekéni pro dalSiho mezihostitele, ve kterém pokracuje dalsi vyvoj (dalsi
larvalni stadium) (Smyth a McManus 1989; Conn 2000). U buchanek ziejmé dochazi k
ovlivnéni jejich parazitem. Hiife se pohybuji, maji tak snizenou schopnost uniknout
predatorovi a jsou tak snadnéji uloveny druhym mezihostitelem — rybou. tento jev byl
pozorovan u Cyclops strenuus abyssorum (Pasternak a kol. 1995). Po pozieni infikované
buchanky se ve stfevé ryby procerkoid uvolni z buchanky. Procerkoid zistava ve stfevé nebo

Castéji penetruje sténou stieva do bfiSni dutiny a na misto své lokalizace (sténa stieva,
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zaludek, télni dutina nebo svalovina), kde absorbuje potfebné ziviny a méni se
v plerocerkoid, klidové larvalni stadium, které mulze byt volné¢ nebo encystované v
pseudocyste. Zraly plerocerkoid mutze byt dlouhy jen par milimetrii nebo i1 nékolik
centimetri. Ve frontalni ¢asti plerocerkoidu je jiz zformovany skolex s pfisavnou ryhou.
K ptenosu do definitivniho hostitele dochazi alimentarni cestou, ve kterém se plerocerkoid
zacne ve stfeveé vyvijet v dospélce. Rist je velmi rychly. Béhem 7 az 14 dnti zacne dospéla

tasemnice produkovat vaji¢ka (Bonsdorff a Bylund 1982; Scholz a kol. 2009)

A
Definitivni hostitel:
ryboZravy savec

Dospéla tasemnice ve
Stfévé savee

S
.' == volng plovouci
}H\.  koracidium

3 . onkosféra
2. mezihostitel:

ryba

1. mezihostitel:
buchanka

Obr. 3.7. Zivotni cyklus tasemnice Diphyllobothrium latum.

A — Definitivnim hostitelem D. latum jsou rybozravi savci, véetné Clovéka. B — Dospéla
tasemnice ve stievé definitivniho hostitele. C — Vajicka jsou uvolilovdna se stolici.
D —Vajicka dozravaji ve vodé€. Lihnou se z nich obrvena koracidia, ktera svym pohybem
lakaji buchanky. E — Prvnim mezihostitelem jsou buchanky, které ve vodé poziou volné
plovouci koracidium. V buchance se koracidium meéni na onkosféru, ktera se dostane do
hemocoelu. F— V hemocoelu se onkosféra méni na procerkoid. G — Buchanka je poziena
rybou a ta se pak stane druhym mezihostitelem. (Roberts a Janovy 2009, upraveno)
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Difylobotrioza:

Difylobothriéza je rybami pfendSend zoondza, jejimz plvodcem jsou tasemnice rodu
Diphyllobothrium. Toto onemocnéni je ve vétSin€ piipadit asymptomatické. Mezi
komplikace, které¢ se mohou vyskytnout v souvislosti s infekei D. latum, patii nejéastéji pocit
slabosti a unavy, nevolnost a bolest bficha, fidka stolice az priijem a néslednd ztuhlost
bficha, ale také zvySend chut’ na sl (Bonsdorff 1977; Yamane a Shiwaku 2003), poruchy
traveni a naslednd ztrata vdhy nebo az anorexie (Chai a kol. 2005; Scholz a kol. 2009).
Dal$im symptomem muize byt megaloblastickd anémie — zplsobena nedostatkem vitaminu
B12. U mladsich jedinct se vétSinou symptomy projevuji siln€ji nez u starSich. Nékdy miize
dojit 1 ke zvraceni (Bonsdorff 1977).

U clovéka bylo nalezeno celkem 14 druhii tasemnic rodu Diphyllobothrium.
Nejcastéjsim ptivodcem je Skulovec Siroky, Diphyllobothrium latum vyskytujici se zejména
v Evrop¢ a Severni Americe (Scholz a kol. 2009). Druhym nejcastéjSim ptvodcem je
D. nihonkaiense Yamane, Kamo, Bylund & Wikgren, 1986 popsany z Japonska, ale
vyskytujici se spolu s pacifickymi lososi v Asii a Severni Americe (Yamane a Shiwaku
2003; Arizono a kol. 2009; Chen a kol. 2014). Ttretim nejcastéjSim zastupcem je
D. pacificum Nybelin, 1931, ktery se vyskytuje na Pacifickém pobiezi Jizni Ameriky (Baer a
kol. 1967, Scholz a kol 2009). Dalsim piivodcem je arkticky rozsiteny druh D. dendriticum
(Nitzsch, 1824) (Kuchta a kol. 2013). Vzacné byli u ¢lovéka nalezeni i dalsi zastupci (Scholz
a kol. 2009) (Tab. 3.1.).

Difylobotriéza je kosmopolitné rozsifené onemocnéni, i kdyz lidské nékazy jsou
obecné spojené s chladnymi vodami (palearktické a nearktické oblasti, Jizni Amerika - Peru,
Chile) (Kuchta a kol. 2014). Rozsifeni Difylobotridzy je tzce spjato se tradicemi
konzumovat syrové nebo nedostatetné¢ tepelné¢ upravené ryby. Vroce 1999 bylo
odhadovéno, ze je difylobotriézou celosvétové nakazeno 9 miliont lidi, zatimco novéjsi

odhad je zhruba 20 miliont lidi (Chai a kol. 2005).

Geografické rozsifeni:

V Evropé¢ je hlavnim piivodcem difylobotridzy D. latum. Znédme tii hlavni endemické
oblasti. 1) oblast Baltského mote (Finsko, Litva, Estonsko, Rusko). 2) oblast delty Dunaje
(Rumunsko). V téchto dvou oblastech byl béhem poslednich let zaznamenéan pokles piipadi
difylobotridzy. Naptiklad v Estonsku se pocet ptipada snizil o 40 % (z 750 ptipadd v roce
1990 na - 440 ptipadt v roce 1997) (Dupouy-Camet a Peduzzi 2004). Ve Finsku doslo také

18



k rapidnimu poklesu (z 20 % promoieni populace v letech 1946-1947 na pouze 1,8%
populace v letech 1968-1970) (Wikstrém 1972). 3) oblast - subalpinska jezera ve Svycarsku,
Francii a Italii. Zde bylo zjisténo opétovné vzplanuti tohoto onemocnéni, kdy v letech
1980-2002 bylo zaznamenano 200 piipadi, zatimco v nasledujicich péti letech (2002-2007)
bylo zaznamenano az 320 ptipadi (Scholz a kol., 2009). Lidské nédkazy byly zaznamenany
z Bielského jezera, jezera Morat, Zenevského jezera, Lago Maggiore, Komského jezera,
jezera Iseo a z Gardského jezera (Kuchta a kol. 2014).

V Asii je difylobotridza rozsitena v celé severni a vychodni ¢asti kontinentu. Drtiva
vétSina pripada difylobothriézy je z Japonska. Od roku 1970 je zde ro¢né hlaseno kolem
50 ptipadt. Pivodné byly identifikovany jako D. latum, ale pozd¢ji se ukazalo, ze jde o
samostatny druh D. nihonkaiense (Yamane a Shiwaku 2003; Scholz a kol. 2009). Témeér
padesat ptipadlt D. nihonkaiense bylo zaznamendno v Jizni Koreji (Lee a kol. 2007).

V povodi velkych fek v Rusku od Uralu az po jezero Bajkal je Siroce rozsifeny
sladkovodni druh D. dendriticum a v nékterych oblastech 1 D. latum (Kuchta a kol. 2013).
Na pobiezi severniho Tichého oceanu (Dalny vychod) se vyskytuje druh D. nihonkaiense, se
kterym byl synonymizovan druh D. klebanovski Muratov & Posokhov, 1988 popsany z delty
Amuru v Rusku (Arizono a kol. 2009). V Ciné bylo zaznamenano 19 lidskych ndkaz
popsanych jako D. latum. Snejvétsi pravdépodobnosti se vSak bude jednat o
D. nihonkaiense, jak naznacuji posledni studie (Chen a kol. 2014).

Difylobotriéza zplisobend druhem D. stemmacephalum byla zaznamenana v Jizni
Koreji a Japonsku. Pavodné byly lidské pripady oznacovany jako D. yonagoense
(Lee a kol. 1988; Andersen 1987) (Tab. 3.1.).

Prvni pfipad ndkazy tasemnici D. latum v Severni Americe byl popsan v roce 1906
(Nickerson, 1906). Nejvice zaznaml pochazi z oblasti Velkych jezer, Kanady a Aljasky.
Mezi roky 1977 a 1981 bylo zaznamenano az 200 pfipadi, ale v poslednich letech pocet
pripadi difyllobothridozy znacné klesl (Dick a kol. 2001; Scholz a kol. 2009). V roce 2008
byl zaznamenan prvni vyskyt D. nihonkainese v Severni Americe. Jednalo se o ¢eského
turistu, ktery v Kanadé v roce 2005 konzumoval polosyrové lososy (Oncorhynchus nerka)
(Wicht a kol. 2008). Na Aljasce a v Kanadé bylo z ¢lovéka popsano nckolik dalSich
zastupcl: D. alascense, D. dalliae, D. dendriticum, D. lanceolatum a D. ursi (Tab. 3.1.).

Plvodnim endemickym druhem na pobieZi Tichého ocednu (Chile, Peru, Ekvador) je
D. pacificum, motsky druh, ktery parazituje piedev§im u ploutvonozcii (Tab 3.1.).
Predpoklada se, ze do Jizni Ameriky byly zavleCeny také sladkovodni druhy D. latum a
D. dendriticum (Torres a kol. 1981; Mercado a kol. 2010). Pfitomnost pfirodnich ohnisek
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D. dendriticum (ve pstruzich), na rozdil od D. latum, byla prokadzana i molekularné
(Kuchta a kol. 2013). Pfedpokladé se, Ze byl do Patagonie zavleCen se st¢hovavymi ptaky
(Rybdk obecny — Sterna hirundo, Rybadk dlouhoocasy — S. paradisea nebo Racek
vnitrozemsky — Larus pipixcan) (Torres a kol. 1981).

Prvni zaznamenany piipad lidské difylobotriozy v Jizni Americe byl v Argenting
vroce 1911. Jednalo se o pfistéhovalce z Ruska kratce po jeho pfijezdu, o importovany
ptfipad. Prvni plivodni nakaza byla zaznamenéna az za témét 60 let, kdy byla v Peru poprvé
zaznamenana autochtonni ndkaza D. pacificum (Baer 1969; Semenas a Ubeda 1997;
Semenas a kol. 2001). Od té doby bylo zaznamenano vice nez 1000 dalsich ptipadt zejména
z Peru, ale také n€kolik z Chile a Ekvadoru (Kuchta a kol. 2014). V posledni dob¢ byly
hlaseny piipady difylobotridzy i v Brazilii (Rio de Janeiro, Sao Paulo). Jednalo se o témét 50
pfipadii zaznamenanych kolem roku 2005 jako D. latum, avSak bez potvrzeni identity
pomoci molekularnich dat. Nedavno byl jeden ptipad holandského turisty pravdépodobné
infikovaného v Brazilii molekularné identifikovan jako D. dendriticum (Mercado a kol.
2010; Kuchta a kol. 2013, 2014).

Dalsi druhy nalezené u ¢lovéka jsou oznaceny v tabulce 3.1.

3.2.1.2. Rod Diplogonoporus Lonnberg 1892

Charakteristickym znakem pro tento rod je pfitomnost zpravidla dvou sad pohlavnich organu
v jednom segmentu. OdliSuji se tak od tasemnic rodt Tetragonoporus Skriabin, 1961, u
kterych se v jednom segmentu vyskytuje vice sad pohlavnich organti (Kamo, 1999). Existuji
ale 1 vyjimky, jako naptiklad Diplogonoporus balaenopterae z plejtvaka (Balaenoptera
acutorostrata), u kterého bylo pozorovano az 5 pohlavnich komplexii v jednom segmentu
(Yamasaki a kol. 2012). ProtoZe je pocet sad pohlavnich organti variabilni, ned4 se tento
znak povazovat za dostate¢né prikazny pro rodovou klasifikaci. Multiplikace pohlavnich
organt je spiSe dikazem evolucni adaptace tasemnic (Yamasaki a kol. 2012).

Zivotni cyklus byl studovan pouze u Diplogonoporus balaenopterae. Prvnim
mezihostitelem jsou korysi fadu Cyclopoida (Oithona nana Giesbrecht) nebo Calanoida
(Labidocera japonica Mori) (Kamo a kol. 1973). Druhym mezihostitelem jsou ziejme
motské ryby, naptiklad sardel (Engraulis japonicus Temminck a Schlegel) nebo sardinka
(Sardinops melanosticus Temminck a Schlegel). Dospélci téchto tasemnic jsou parazité
velryb a vzacné se mohou vyskytovat i u lidi nebo pstt (Kamo 1999). Jedinym zndmym

druhem, ktery zptsobuje lidskou nakazu je Dipl. balaenopterae Lonnberg, 1892. U ¢lovéka
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byl ptiivodné popsan jako Krabbea grandis Blanchard, 1894 a v neddvné dob¢ byl tento druh
synonymizovan s Dipl. balaenopterae na zakladé molekularnich daji (Yamasaki a kol.
2012). Tento druh bézn¢ parazituje v tenkém stievé velryb, jako je napfiklad plejtvak maly
(Balaenoptera acutorostrata Lacépéde), plejtvak sejval (Balaenoptera borealis Lesson)
nebo keporkak (Megaptera novaeangliae Borowski) (Kamo 1999; Yamasaki a kol. 2012).

Prvni ptipad diplogonoporézy byl zaznamenan vroce 1894 v Japonsku jako
Bothriocephalus sp. (Ijima a Kurimoto 1894). Drtiva vétSina ptipadl pochdzi z Japonska,
n&kolik z Koreje, pouze dva nalezy je z Evropy a to ze Spanélska (Clavel a kol. 1997;
Pastor-Valle a kol. 2014). Doposud bylo zaznamenéano vice nez 200 ptipadi (Scholz a kol.
2009; Kuchta a kol. 2014)

Mimo druh Dipl. balaenopterae bylo popsano ne¢kolik zastupci, z nichz povazujeme

pouze 3 za platné taxony (Tab. 3.2.) (Kamo 1999).

Tab. 3.2. Druhy tasemnic rodu Dilogonoporus.

Druh
Autor

Definitivni hostitel Reference

plejtvak (Balaenoptera acutorostrata, B. borealis,
B. physalus, B. musculus)
keporkak (Megaptera novaeangliae)

Kamo 1999,
Yamasaki et al., 2012

D. balaneopterae
Lonnberg 1892

tulen (Phoca vitulina, Pagophilus groenlandicus),

¢epcol (Cystoph stata),
D. tetrapterus peol (Cystophora cristata)

von Siebold 1848 lachtan (Eumetopias Jubata, Callorhynus ursinus), Kamo 1999
norek (Mustela vison),
vydra (Enhydra lutris)

D. violettae Lo
lachtan (Eumetopias jubata) Kamo 1999

Yurakhno 1986
* - druh nalezeny u ¢lovéka

3.2.1.3. Rod Spirometra Faust, Campbell a Kellogg, 1929

Dospélci tasemnic rodu Spirometra Faust, Campbell a Kellogg, 1929 jsou parazity zejména
u kockovitych a psovitych Selem. Vyskytuji se v tropickych a subtropickych oblastech
celého svéta (Daly 1981; Mueller 1974; Kuchta a kol. 2014). Rod Spirometra se odlisuje od
rodu Diphyllobothrium na zékladé¢ tvaru délohy (jen néckolik klicek vs. mnoho
neodlisitelnych klicek), vyusténi pohlavnich organii (vagina a cirrus vyustuji oddélené, kap.

3.2.) a tvaru vajicek (vietenovité vs. ovalné). Dal$im rozdilem je zivotni cyklus, ve kterém se
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jako druhy mezihostitel vykytuji ve ¢tyfnozcich, zatimco zastupci rodu Diphyllobothrium
pouze v rybach (Mueller, 1974; Kuchta a kol. 2014).

o

Obr. 3.8. Schéma vyvojového cyklu tasemnic rodu Spirometra se zndzornénymi moznostmi
lidské nakazy. A — definitivni hostitel kocka. B — vajicko s operkulem. C — volné plovouci
koracidium. D — procerkoid v prvnim mezihostiteli (Cyclops sp.). E —druhy mezihostitel
(obojzivelnici, plazi, ptaci). F — ndhodny nebo paratenicky mezihostitel (prase). G — ¢lovek,
jako nahodny ¢i paratenicky mezihostitel (Daly, 1981 — upraveno).

Clovék miize byt ndhodn& infikovan larvalnimi stddii tasemnic rodu Spirometra
zvanymi sparganum. Spargandza je tedy onemocnéni zptisobené plerocerkoidy (sparganum)
tasemnic rodu Spirometra, které migruji télni dutinou a télnimi organy (Lee a kol. 1984;
Min 1990). Bylo zaznamendno také 13 ptipadil sttevni spirometrdzy zptisobeném dospélcem
rodu Spirometra v Koreji a v Japonsku (Lee a kol. 1984; Min 1990; Kuchta a kol. 2014).

Celosvétove bylo zaznamenano vice nez 1600 lidskych piipadi spargandzy
(Qui a Qui 2009; Kuchta a kol. 2014). Nejvice ptipadl je zaznamenéano v Jihovychodni Asii,
kde je zfejm¢ hlavnim pivodcem spargandzy Spirometra erinaceieuropaei Rudolphi, 1819.
Nejvice ptipadi (vice nez 1000) pochazi z Ciny, odkud byl popsan prvni lidsky piipad
Cobboldem (1883) jako Ligula mansoni. Vysoky pocet ptipadi byl zaznamenan také
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v Japonsku (400), v Koreji (119) a v Thajsku (52) (Cobbold 1883; Min 1990; Kamo 2003;
Anantaphruti a kol. 2011; Li a kol. 2011; Kuchta a kol. 2014).

Z Evropy, kde je pivodcem ziejmé také S. erinaceieuropaei, je zndmo pouze
9 piipadi (2 z Ceské republiky, 2 z Francie a 5 piipadt z Italie) (Pampiglione a kol. 2003;
Rehék a kol. 2006; Kuchta a kol. 2013).

V Severni Americe byla lidska spargandza popsana hlavné na jihovychodnim pobteZzi
Atlantiku a na pobtezi Mexického zalivu. Bylo popsano vice nez 70 ptipadl a jako piivodce
je zde uvadéna Spirometra mansonoides Mueller, 1935. Prvni ptipad byl popsan v roce 1908
na Floridé. Nasledovaly dalsi ptipady vjizni a stfedni ¢asti USA (Texas, Alabama,
Tennessee, Mississippi, Georgia, Oklahoma, Missouri, Lousiiana) (Mueller a kol. 1963;
Swartzwelder a kol. 1964). Nékolik ptipadd je zndmo také ze Stfedni Ameriky a Karibiku
(Swartzwelder a kol. 1964; Kuchta a kol. 2014).

V Jizni Americe bylo zaznamenano 16 piipadi a puvodce je zde ziejmé také
S. erinaceieuropaei, nebo S. mansonoides (Kron a kol. 1991; Chung a kol. 2012).

V Africe bylo zaznamenano celkem 30 ptipada a jako piivodce byly oznaceny druhy
S. theileri (Baer, 1925) nebo S. prestoriensis (Baer, 1925), které byly v minulosti chybné
oznacovany jako S. mansoni nebo S. erinacei. Africké druhy, na rozdil od
S. erinaceieuropaei €1 S. mansonoides, maji v zivotnim cyklu velké savce, jako jsou
napiiklad antilopy a zfejmé nemohou napadat plazy a obojZivelniky (Opuni a Muller 1974;
Kuchta a kol. 2014).

Clovék se miize nakazit tfemi moznymi zptsoby: 1) vypitim kontaminované vody
s infikovanymi buchankami, 2) konzumaci nedostatecn¢ tepelné upraveného masa
infikovanych druhych ¢i paratenickych mezihostitelli (zejména hadii a zab) a 3) aplikaci
tradi¢ni asijské mediciny a s ni spojené prikladani Zabiho ¢i hadiho masa na infikované rany,
viedy nebo o€i. Tato metoda 1é€by zanéth patii mezi tradi¢ni formy mediciny v jihovychodni
Asii, zejména v Cing, Thajsku a ve Vietnamu. Plerocerkoidy jsou po piiloZzeni na ranu
aktivovany teplem téla clovéka a migruji tak ptimo do rany (Kuchta a kol. 2014).

Podle lokalizace mlizeme sparganozu rozliit na 5 typu:

1) Nejbéznéjsi (pfirozend) je podkozni forma. Sparganum penetruje skrz sténu

traviciho traktu do bfiSni dutiny, nebo piimo poranénou pokozkou. V tomto ptipadé
plerocerkoid migruje do podkozniho vaziva a povrchové svaloviny. Podkozni 1éze se
spargamen tvofi hmatatelny pohyblivy a bolestivy viidek (Kuchta a kol. 2014).

2) Dal$i znamou formou je o¢ni spargandza. V tomto piipadé dojde k migraci larvy

do o¢ni bulvy nebo jejiho okoli a zplsobuje tak znacné podrazdéni oka. V extrémnim
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piipad¢ miize zfejmé dojit az ke slepoté (Zhong a kol. 1983). O¢ni spargandza je nejcasté)si
v jihovychodni Asii, ale byla zji§téna i u pacienta z Ceské republiky, Francie a Indie
(Kittiponghansa a kol. 1988; Mougeot a kol. 1999; Rehdk a kol. 2006;). Bézné rozméry
spargany se pohybuji od 4 do 10 cm na délku a 1 az 3mm na Sitku (Daly 1981), nejdelsi
sparganum vyjmuté z oka bylo dlouhé 44 cm (Otranto a Eberhard 2011).

3) U viscelarni sparganézy larva migruje do hrudni nebo bfi$ni dutiny a do vnitinich

organtl jako je pohrudnice (pleura) nebo osrde¢niku (perikard), ¢i do nader a dalSich organi.

Zpusobuje poskozeni vedouci k omezeni funkce dané tkan€ nebo orgénu (Lee a kol. 2011).

v v

sparganum migruje v mozku nebo v pateini mise, mize dojit k mnoha klinickym projevim,
jako naptiklad krvaceni, zhorSeni motoriky, bolesti hlavy, ztrdta pamcéti, psychologické
zmény nebo naptiklad precitlivélost kiize (Abdel Razek a kol. 2011; Deng a kol. 2011;
Kuchta a kol. 2014).

5) Posledni, nejméné castou, ale velmi nebezpecnou, formou je proliferativni
spargandza. V tomto piipad€é dochézi k nekontrolovatelnému nepohlavnimu mnozeni larev
nazvanych Sparganum proliferum. Tyto larvy se nepravidelné vétvi a vznikd tak mnoho
pupend, které se oddéli a jako novi jedinci migruji do dalSich tkani, kde se opét stejnym
zpusobem mnozi. Touto formou miize byt postizeno mnoho tkani, jako napiiklad kostni tkan

a podkozni vazivo a vSechny ptipady skoncily smrti (Mueller 1938; Kuchta a kol. 2014).

3.3. Vajicka diphyllobothriidi

Diagnostika difylobotriozy je velmi slozitd, protoze v klinickych vzorcich stolice jsou Casto
pouze vajicka nebo vzacnéji natravené Casti strobily. Diky pevné a odolné skotfapce jsou
vajicka jedinym vhodnym diagnostickym znakem. Nej€astéji pouzivanymi morfometrickymi
parametry jsou jejich délka a §itka, vzacnéji pak jejich pomér (Andersen a Halvorsen, 1978).
Dal$im vhodnym charakterem je struktura povrchu zralého vajicka (Hilliard, 1960).

Vajicka diphylobothriidnich tasemnic se uvoliiuji nerozryhovana. K nému dochazi az
ve vod¢, kam se vajicko dostane se stolici definitivniho hostitele. Vyvoj vajiCek trva
primérné 20-30 dni a na jeho rychlost ma zasadni vliv teplota (Meyer 1967).

Vajicka diphyllobothriidil jsou polylecitalni, silnosténna s operkulem na jednom polu
a apikdlnim knobem na opacném polu (Obr. 3.9.). Prvni kresby vaji¢ek tasemnice D. latum

publikoval Goeze v roce 1782. Poukazal na odliSnosti od vajicek tasemnice rodu Taenia
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(Bonsdorff 1977). Vétsina pripada difylobotridzy je snadno diagnostikovana pouze na
uroven rodl, ale mize dojit k zdméné s n€kterymi zastupci motolic, jako je napiiklad
Paragonomus westermani nebo Clonorchis sinensis, které maji také operculovana vajicka
(Scholz a kol. 2009; Ash a Orihel 2007). Druhovéa diagnostika je vSak velmi obtizna a Casto
je automaticky bez dalSich dikazt diagnostikovéana jako D. latum, jako naptiklad u lidskych

nakaz D. pacificum nebo D. nihonkaiense z Peru ¢i Japonska (Dick 2007; Lee 2007).

Operkulum

Apikalni knob

Obr. 3.9. Mikrofotografie vajicka tasemnice druhu Diphyllobothrium pacificum z ¢lovéka

(original).

Pevné skotapka zajistuje odolnost vajicka i po nékolika tisicich letech, jak dokazuji
archeologické nélezy zkoprolytdi a mumii (Tab. 3.3. a 3.4.) (Bathurst 2005; Conn a
Swiderski 2008). Nejstarsi nalez vajicka rodu Diphyllobothrium ze Starého svéta je datovan
kolem roku 7600 pft. n. 1. a pochazi z Kypru (Bailly a Bouchet 2013) a nejstar$i nalez vaji¢ek
z Nového svéta, datovan 4110-1950 pft. n. L., byl nalezen v Chile (Tab. 3.3., 3.4.) (Ferreira a
kol. 1984).

Tab. 3.3. Archeologické nalezy vajicek tasemnic rodu Diphyllobothrium ve Starém svéEte.

Druh Obdobi Rozméry (um) Nalezisté Raference
Diphyllobothrium sp. 7600-7500 pt.n.1. neuvedeno Kypr Bailly a Bouchet 2013
Diphyllobothrium sp. 5259-5258 pt.n.l. 70 x 47 Némecko Bailly a Bouchet 2013
Diphyllobothrium sp. 3917-3905 pi.n.L 55x39 Némecko Bailly a kol. 2005
Diphyllobothrium sp. 3384-3370 pi.n.l. 55x39 Svycarsko Bailly a kol. 2005
D. latum 3100 pi.n.l Francie (Sggﬁivne:rigii%%%)
Diphyllobothrium sp. 700-300 pt.n.l. neuvedeno Sudan Bailly a Bouchet 2013
Diphyllobothrium sp. 400-300 pt.n.l. neuvedeno Egypt Bailly a Bouchet 2013
D. latum 100 pt.n.l. — 500 n.l. Némecko ~ oonealves akol. 2003

(Jansen a Over 1962)

25



Tab. 3.3. Pokracovani.

Druh Obdobi Rozméry (um) Nalezisté Raference
Diphyllobothrium sp. 200-300 n.L neuvedeno Izrael Bailly a Bouchet 2013
. . y Goncalves a kol. 2003

Diphyllobothrium sp. 476 — 1492 n.1. Némecko (Herrmann 1985)
Goncalves a kol. 2003

D. latum 13. stol. n.1. Izrael (Mitchell a Stern 2000)

D. latum 13. - 17. stol. n.L neuvedeno Ceska rep. BartoSova a kol. 2011
Goncalves a kol. 2003

D. latum 15. stol. n.1. Norsko (Schia 1979)

D. latum 15.—16. stol. n.1. 50-65x 38-48  Rep. Korea Shin a kol. 2011

Tab. 3.4. Archeologické nalezy vajicek tasemnic rodu Diphyllobothrium v Novém svéte.

Druh Obdobi Rozméry (pm) Nalezisté Raference
D. pacificum * 8000-2000 pi.n.l. Peru Reinhard 1992
D. pacificum 4110-1950 pt.n.l. 51-56 x 34-45 Chile Ferreira a kol. 1984
Diphyllobothrium sp. 3645-435 pi.n.l. 57,1 x 38,5 (I;:gf‘ffl?) Bathurst 2005
D. pacificum 3000-2000 pt.n.L 23-58 x 18-54  Peru, Chile Reinhard a Urban 2003
Diphyllobothrium sp. 3000-1200 pt.n.L Peru Callen a Cameron, 1960
D. pacificum 2850-2700 pi.n.l. 58 x 38 Peru Patrucco a kol. 1983
D. latum 300 pf.n.l. — 200 n.l. Mi‘iﬁgan Go‘(llfj‘clgzray 1‘109175)0 03
D. pacificum 1020-1156 n.1. Peru Martinson a kol. 2003
D. pacificum ** 12. stol. n.1. 57x 39 Aljaska Bouchet a kol. 2001
Diphyllobothrium sp. 13.-17. stol. n.L. 75x 53 Aljaska Bouchet a kol. 1999
D. pacificum 13.-16. stol. n.1. neuvedeno Chile Santoro a kol. 2003

* - Pfed datovanim uhlikem — zfejmé chybné datovano
** - Chybné ur€eni, pravdépodobné D. nihonkaiense nebo D. latum (Kuchta, nepublikované
udaje)

3.3.1. Formovani a vyvoj vajicka

Jak jiz bylo feceno v kapitole 3.1., samici zdrodecné bunécné linie tvoii vitelocyty a oocyty.
Vitelocyty zraji ve zloutkovych folikulech a oocyty v ovariich. Formovani vaji¢ek u druhu
Diphyllobothrium nihonkainese podrobné studoval Yamane a kol. (1983). Zraly vitelocyt se
uvolni ze Zloutkové zlazy do vitelliniho rezervoaru, kde jsou kulovité vitelocyty docasné
ulozeny. M¢éfi v priméru 3—10 pm a obsahuji pocetné granule. Oocyty vychazi z ovarii
kratkym oviduktem a jsou obalovany vitelocyty. K fertilizaci a formovani vajicka dochazi
v ootypu (Smyth 1956; Yamane a kol. 1983). Vitelocyty nejdiive obklopuji oocyt a na svém
povrchu utvareji kapsuli, kterd pak chrani celé embryo i s vitelocyty. Na vnitini strané
kapsule se posléze zacne hromadit material produkovany vitelocyty a vytvori tak vlaknitou

fibrozni strukturu, které je povaZzovana za prekurzor skoiapky (Conn a Swiderski 2008).
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V proximalni ¢asti uteru, blizko ootypu, se objevuji prvni rozpoznatelna vajicka,
zminénou tenkou mékkou fibrozni strukturu (Hilliard 1972; Yamane a kol. 1983). Béhem
sestupovani vajicka dé€lohou se vlaknitd dérava struktura povrchu méni v silnou hladkou
skofapku. Ve stfedni casti délohy jsou vajicka, ktera jiz maji znatelné operkulum
(Yamane a kol. 1983). PIn¢ zformované vajicko ma pevnou skotdpku a dobfe rozpoznatelné
operkulum tvotené §vem (Conn a Swiderski 2008).

Dalsi vyvoj vajicka probiha u difylobotridi po uvolnéni z matefské tasemnice ve
vodé. Pod vitellinni kapsuli se z makromerd (Ma, blastocyty vzniklé pti mitotickém déleni
zygoty) formuje vnéjsi syncytialni obal embrya (Obr 3.3.1.). Syncytidlni vnitini obal embrya
vznikd z mesomeril (Me, blastocyty). Embryo, ze kterého se pozdéji vyviji larva (hexakant),
vznikd délenim mikromeri (Mi, blastocyty). Vitelinni kapsule je z vnéjsi strany obalena
skorapkou. Vitelocyty a makromery jsou rozvolnéné a tvoii jednotné syncytium — vnégjsi
schranku embrya. Ve vnitinim obalu embrya vznika embryofor s ciliemi (brvy). Embryo se
méni v hexakant, ktery je obalen onkosférovou membrdnou, a vytvaii tak onkosféru.
Onkosféra s obrvenym embryoforem vytvafi koracidium, které diky ciliim na povrchu mtize
po opusténi vajicka volné plavat ve vodé (Conn and Swiderski 2008). Struktura vyvinutého

vajicka difylobotridl je schématicky zobrazena na obrazku 3.10.

operculum

vhéjsi obal

embryofor s ciliemi

Onkosféra -
hexakant

onkosfericka
membrana

vhitini obal

skofapka

Obr. 3.10. Schématické znazornéni vyvinutého polylecitalniho vajicka Diphyllobothriidnich
tasemnic. Mi — mikromery, Me — mesomery, Ma — makromery, V — vitelocyty. (Conn and
Swiderski 2008 — upraveno)
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3.3.2. Morfometrie a struktura povrchu vaji¢ek Diphyllobothriida

Vajicka diphyllobothriidnich tasemnic maji pevnou skotfdpku a tak jsou vhodnd pro
morfologiceké a morfometrické studie. Pii morfometrickych studiich se sleduje délka a Sitka
vajicka (Magath 1919; Vergeer 1936; Hilliard 1960; Andersen a Halvorsen 1978) a dale pak
také pomér téchto hodnot (Siftka ku délce) (Andersen a Halvorsen 1978). Rozméry
jednotlivych zastupcti se vSak prolinaji a ani vramci jednoho druhu nejsou stalé
(Vergeer 1936; Andersen a Halvorsen 1978; Tsuboi a kol., 1993).

Rozméry vajicek tasemnice D. latum studoval Vergeer (1936), ktery mimo jiné
poukézal na chybn¢ uvadéné udaje ve starSich pracich. Z literatury neni vzdy jasné, odkud
nalezend vajicka pochdzi, jestli se jedna o vzorky lidské nebo z jinych hostitelii. Nebyva
uvedeno, kolik vajicek bylo méfeno ¢i z kolika jedinct tasemnic (Vergeer 1936). Dalsi
chybou je uvadéni pouze primérnych hodnot méteni (Andersen a Halvorsen 1978).

Hilliard (1960) studoval vajicka a koracidia 11 druhii diphyllobothriidd, ktera rozd¢lil
do tifi ekologickych skupin podle toho, kde dochéazi k ndkaze prvniho a druhého
mezihostitele, a to na sladkovodni, motské a braktické druhy. U motskych druht byl pomér
Sitky ku délce nizsi nez 0,69 zatimco u sladkovodnich byl vyssi (Hilliard 1960), to znamena,
ze vajicka sladkovodnich druhii jsou vice kulatd. Magath (1929) pozoroval, ze mladé
tasemnice D. latum produkuji mensi vajicka nez tasemnice star$i a to zhruba o 10 um v obou
rozmérech. Pomér §itky ku délce se stafim tasemnice nelisi (Magath 1929). Tyto vysledky
potvrdila studie sladkovodnich druhtt D. latum, D. dendriticum a D. ditremum (Andersen a
Halvorsena 1978). Sledovali velikosti vajicek v ramci jednoho druhu v zavislosti na stafi
tasemnice, na intenzit¢ infestace a na definitivnim hostiteli (Mesocricetus auratus pro
D. ditremum, D. latum 1 D. dendriticum; Alopex lagopus pro D. latum; Canis familiaris,
Larus ridibundus a Larus canus pro D. dendriticum). Pomér Sitky ku délce u sladkovodnich
druhii byl mensi nez 1:1,45. Vajicka druhu D. dendriticum se v prvnich 10 az 12 dnech
produkce zvétSovala. Déle uz nebyla pozorovana zadnad korelace mezi velikosti a stafim
tasemnice. Porovnavali také rozdily ve velikosti vajicek u sledovanych druh. Druh
D. ditremum ma nejmensi vajicka z téchto druht a D. latum mé nejvétsi vajicka a znatelné
SirSi nez D. dendriticum. (Andersen a Halvorsen 1978). Morfometrie a tvar vajicka
napomohl diagnostice lidského nalezu D. pacificum v Japonsku. Z uvolnéné strobily byla
kultivovana vajicka, kterd byla mensi nez doposud pozorované lidské druhy a byla také
kulatéjsi. I pfi skenovaci elektronové mikroskopii byl potvrzen ptivod vajicka a to diky

typickym hlubokym diilkiim po celém povrchu vajicka (Makiya a kol., 1987).

28



Tab. 3.5. Morfologie vaji¢ek uvedena v literatuie.

Zastupce

Hostitel

Velikost vaji¢ek (pum)

=
M
%

Reference

D. alascense

D. cameroni

D. cordatum

D. dalliae

D. dendriticum

D. ditremum

D. elegans

D. fay
D. fuhrmani

D. gondo

D. hians

D. lanceolatum

D. lasheyi
D. latum

Canis familiaris

Homo sapiens
Monachus schauinslai
Canis familiaris

Erignathus barbatus

Homo sapiens
Larus glaucescens
Canis familiaris

Homo sapiens

Laridae

Larus agrentatus

Larus glaucescens
Larus ridibundus
Larus spp.

Mesocricetus auratus

Vulpes lagopus
Gavia immer

Mesocricetus auratus

Monachus
schauinslandi

Odobenus rosmarus

Lagenorhynchus
obliquidens
Neophocaena
phocaenoides
Orcinus orca

Globicephalus
scammoni
Monachus
schauinslandi

Erignathus barbatus
Phoeca barbata
Leptonychotes weddeli
Canis familiaris

Felis catus

Homo sapiens

56-79 x 43-67, (73 x 48)
56-80 x 38-67; (68 x 48)
51 x40
41-52 x 33-37; (47 x 35)
65-75 x 42-44; (70 x 43)
60-71 x 41-44; (65 x 42)
51-71 x 37-58; (65 x 40)
58-73 x 44-54; (67 x 50)
49-64 x 38-45; (59 x 43)
56-67 x 40-52; (62 x 44)
59-61 x 3941
50-64 x 3643
63-70 x 49-53; (64 x 49)
61 x 39
55-61 x 36-43; (58 x 41)
51-62 x 40-45; (58 x 43)
56-65 x 42-44; (60 x 42)
54-59 x 39-42; (56 x 40)
51-54 x 34-39; (53 x 38)
58-68 x 43-49; (66 x 45)
65 x 47
64-67 x 45-49; (65 x 47)
49-62 x 35-42; (54 x 39)
58-63 x 41-47; (60 x 43)
61-70 x 39-45; (66 x 43)

37-41 x 26-30; (39 x 29)
75-91 x 47-58; (84 x 55)
45-55 x 64-75; (48 x 69)

45-47 x 63-66
61-71 x 43-51; (65 x 48)
45-54 x 54-78

41-48 x 30-37; (42 x 34)

55-70 x 41-48; (64 x 46)
55-69 x 32-42; (61 x 40)
52-63 x 32-42
47-65 x 41-48; (60 x 44)
63-75 x 46-51; (68 x 48)
55-76 x 41-56; (64 x 47)
70-75 x 46-52
72-75 x 48-51
62-76 x 42-51; (67 x 46)

55-75 x 43-53;
(59-71 x 45-50)

Rausch a Williamson 1958
Hilliard 1960

Maejima a kol. 1983
Rausch 1969

Hilliard 1960

Hilliard 1960

Rausch 2005

Hilliard 1960

Hilliard 1960

Torres a kol. 1989
Serdyukov 1972

Wicht a kol. 2008

de Marval a kol. 2013
Thomas 1946 '

Hilliard 1960

Hilliard 1960

Hilliard 1960

Kuhlow 1953

Torres a kol. 1989
Andersen a Halvorsen 1978
Vik 19572

Andersen a Halvorsen 1978
Hilliard 1960

Andersen a Halvorsen 1978
Yazaki a kol. 1988 *

Rausch 1969
Rausch 2005 *
Yauki a kol. 1982

Hsii 1935
Shirouzu a kol. 1999
Yamaguti 1942

Rausch 1969
Hilliard 1960

Stunkard a Schoenborn 1936

Wojciechowska a Zdzitowiecki 1995

Torres a kol. 1989
Torres a kol. 1989
Magath 1919
Essex 1927

Podjapolskaja a Gnedina 1932 °

Rausch a Hilliard 1970
Maejima a kol. 1991
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Tab. 3.5. Pokracovani

Zastupce Hostitel Velikost vajicek (pm) E Reference
7
D. latum Homo sapiens 6872 x 48-50 Cavalcanti a kol. 2004
64 x43 Lee a kol. 2007
71-73 x 55-59 Wicht a kol. 2007
40-60 x 50-85 Wicht a Peduzzi 2009
51-56 x 38-46; (53 x 41) Knoff a kol. 2011
50-65 x 38-48 Shin a kol. 2011 *
Mesocricetus auratus 60—-66 x 45-49; (63 x 47) Andersen a Halvorsen 1978
Vulpes lagopus 64—67 x 48-49; (66 x 49) Andersen a Halvorsen 1978
D. macroovatum fgf;oef;g Z’;Z 81-92 x 46-51 Kamo a kol. 1980
D. nihonkaiense Homo sapiens 55-57 x 38-40 x Yamane a kol. 1986
56-66 x 3846 Yoshida a kol. 1999
(5536_—75% ); 3359__1%) Maejima a kol. 1991
60 x 41 Yera a kol. 2006
57-58 x 44-45 Wicht a kol. 2007
58-65 x 4043 Shimizu a kol. 2008
53-59 x 3540 Wicht a kol. 2008
57x 44 Paugam a kol. 2009
D. nihonkaiense Homo sapiens 55-57 x 39-42 x Jeon a kol. 2009
62-74 x 42-48; (67 x 45) Yanagida a kol. 2010
D. orcini Homo sapiens 61 x42 x Kifune a kol. 2000
Orcinus orca 67-70 x 47-58; (67 x 50) x Hatsushika a Shirouzu 1990
D. pacificum Callorhinus ursinus 50-60 x 3640 Baer a kol. 1967
50 x 38 Maejima a kol. 1983
53x 41 Rausch a kol. 2010
57-66 x 41-46; (63 x 43) x Maejima a kol. 1981
50-62 x 37-44 Stunkard 1948
51-60 x 39-42 Yamaguti 1951
Homo sapiens 50-56 x 38-43 Atias a Cattan 1976
49-60 x 39-45 Kamo a kol. 1982
52-59 x 42-50 x Makiya a kol. 1987
52-56 x 38-42 x Tsuboi a kol. 1993
48-60 x 35-41 Gonzalez a kol. 1999
57x39 Bouchet a kol. 2001 *
23-58 x 18-54 Reinhard a Urban 2003 *
53-61 x 34-43 Bathurst 2005 *
54-58 x 42-44 Mercado a kol. 2010
51x41 Rausch a kol. 2010
Neophoca cinerea 63 x 33 Markowski 1952
Otaria flavescens 50-56 x 38-43 Cattan a kol. 1977
D. polygurosum Orcinus orca 63-71 x 47-52; (67 x 50) x Hatsushika a kol. 1987
D. quadratum Hydrurga leptonyx 47-62 x 3445 Wojciechowska a Zdzitowiecki 1995
55x44 Linstow 1892
D. scoticum Hydrurga leptonyx 60-85 x 42-56 Wojciechowska a Zdzitowiecki 1995
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Tab. 3.5. Pokracovani

Ziastupce Hostitel

Velikost vaji¢ek (pm)

=
= Reference
wn

D. stemmacephalum  Globicephala melas

Homo sapiens

D. subtile Globicep}.zalus
scammoni

D. ursi Larus glaucescens
Ursus arcto
middendorffi

D. wilsoni Leptonychotes weddeli

Leptonychotes weddeli
Hydrurga leptonyx

Diphyllobothrium sp. Homo sapiens

58-65 x 40-50
55-58 x 42-45
65-68 x 47-49; (66 x 48)
59-63 x 43-46

60-87 x 45-57
50-60 x 36-43; (55 x 41)
51-75 x 37-48; (62 x 43)

47-65 x 30-38

58-65 x 33-38

43-59 x 3446
75x 53
55x39
66 x 45
55x78

Balbuena a Raga 1993
Yamane a kol. 1981 ¢
Lee a kol. 1988

x Kumazawa a Matsouka 1998 °

Yamaguti 1942
Hilliard 1960
Hilliard 1960

Wojciechowska a Zdzitowiecki 1995’

Wojciechowska a Zdzitowiecki 1995°

Wojciechowska a Zdzitowiecki 1995

x Bouchet a kol. 1999 *
x Bailly a kol. 2005 *
Alos 2011
Tavares a kol. 2005

identifikovano jako: '_D. oblongatum; Z_D. norvegicum; > _D. hottai; * — D. romeri;’ — D.
tungussicum; ° — D. yonagoense; ' — D. mobile; * — D. pseudowilsoni;° — D. scotti; * - archeologicky
nalez ; S.E.M. — publikovana mikrofotografie vajicka ze skenovaciho elektronového mikroskopu
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3.3.2.1. Embryonalni hacky

Dalsi potencialni diagnosticky znak, embryonalni ha¢ky onkosfér, byl detailn¢ studovan u
sedmi druhti Diphyllobothriidt (D. ditremum, D. latum, D dendriticum, D. vogeli, Ligula
intestinalis L., Schistocephalus solidus (Mieller, 1776) a Spirometra erinacei. Rozdily byly
zjistény vetvaru a velikosti hackt (Hussey 1950; Fraser 1960; Bonsdorff 1977,
Yazaki 1982; Torres a kol. 2007).

Fraser (1960) studoval embryondlni hacky u koracidii a procerkoidi u D. medium
(syn. D dendriticum), D. ditremum a D. dendriticum. Potvrdil, Ze tvar a velikost hacka je
druhov¢ specificky (Fraser 1960).

Bylund (1975) studoval hacky u larvalnich stadii druht D. ditremum, D dendriticum,
D. latum a D. vogeli. NaSel a popsal rozdily u hacku v laterdlni pozici, diagnostika zivého
materidlu je slozitd. Rozdily ve tvaru hackl byly znatelné pii studiu 3D struktury pomoci
skenovaci elektronové mikroskopie u druhit D. latum, Diphyllobothrium sp. a Spirometry
erinacei (Yazaki 1982).

Na zikladé mofrometrie a tvaru hackli se od sebe daji odlisit nékteré rody
diphyllobothriidt (Diphyllobothrium, Ligula a Schistocephalus) (Fraser 1960). Mezidruhové
rozdily byly nalezeny u nékterych zastupct z rodu Diphyllobothrium (D. dendriticum,
D. ditremum, D. latum a D. vogeli) (Bylund 1975). Problém této diagnostické metody je, ze
vajicka vylouc€ena se stolici musi byt nejdiive kultivovand minimalné dva tydny, aby doslo
k vyvoji onkosféry. Proto je tento znak nevhodny pro b&éznou diagnostiku (Bonsdorff 1977;
Torres a kol. 2007).

3.3.2.2. Struktura povrchu
Hilliard (1960) jako prvni studoval povrch vajicek u 11 druhii diphyllobothriidd. Zjistil, ze
riznd struktura povrchu odpovida ekologickym skupindm diphyllobothriidi. Motské druhy
maji na povrchu mnohocetné prohlubné, zatimco sladkovodni druhy maji povrch hladky.
Ishii a Miyazaki (1971) ve své préci porovnavali povrch vajicek pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie u vajicek 7 zastupcii motolic a tasemnic vcetné Diplogonoporus
grandis a Diphyllobothrium nihonkaiense. Povrch vajicek Dipl. grandis byl husté pokryt
hlubokymi diilky trychtytovitého tvaru, zatimco u D. nihonkaiense pozorovali daleko hladsi
povrch, dilky byly mens$i a ne tak hluboké (Obr. 3.11.). To pozdéji doloZil ve své studii
Hilliard (1972), ktery za pouziti scanovaciho elektronového mikroskopu studoval 9 druhii
(D. alascense, D. cordatum, D. dendriticum, D. lanceolatum, D. latum, Diphyllobothrium sp.

zmroze, Diplogonoporus balaneopterae, Pyramicocephalus phocarum a Spirometra
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mansonoides). Zjistil, ze prohlubné u motskych druhli nejsou jednotné. Naptiklad vajicka
D. alascense maji na povrchu hluboké jasné definované dulky, které ale nejsou rovnomérné
ani husté zastoupené na povrchu. Naopak u vajicek Dipl. balaneopterae pozoroval husté
rozmisténé hluboké prohlubné, které vytvarely velmi vrascity povrch vajicka.

Yamane a kol. (1976) potvrdil Hilliardovy poznatky a potvrdil dilezitost studia
povrchu vajicek a pouziti tohoto znaku pfi diferencidlni diagnostice. Studoval 3 druhy z rodu
Diphyllobothrium, po jednom druhu zrodu Diplogonopora a Spirometra a to nahodné,
experimentalni i lidské ndkazy. Pozoroval rozdily i ve stavbé operkula. Potvrdil, Ze struktura
povrchu odpovida ekologickym skupindm. Povrch vajicek tasemnic rodu Spirometra ma

pomérné hladky povrch s fidce zastoupenymi mélkymi prohlubnémi (Yamane a kol. 1976).

. L o ‘*—9

Obr. 3.11. Prvni SEM mikrofotografie vajic¢ek tasemnic z fadu Diphyllobothriidea

(Ishii a Miyazaki 1971). 7, 8, 9 — Diplogonoporus grandis; 10, 11 — Diphyllobothrium
nihonkaiense.

Sladkovoni zdstupci

Vajicka této skupiny maji hladsi povrch nez vajicka motskych zastupct (Hilliard 1960,
1972; Kamo a kol. 1982). Mezi druhy D. latum a D. dendriticum nebyly pozorovany zadné
rozdily ve struktufe povrchu ani ve vzhledu operkula (Andersen a Halvorsen 1978).
Sladkovodni druhy maji tenéi skotdpku nez druhy motské a pokud se na povrchu dilky

vyskytuji, jsou jen malé, mélké a Spatné viditelné. Vajicka D. latum z raznych lokalit 1
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hostiteli  této  charakteristice ~ odpovidaji. Vyjimku tvoii vajicka  zastupce
Spirometra erinacei, u kterého byly ne povrchu pozorovany velké dilky a byly 1 rizné husté

rozmisténé na povrchu (Maejima a kol., 1983).

Anadromni zastpci

Povrch D. nihonkaiense je relativn€ hladky sfidce rozmisténymi mélkymi prohlubnémi
(Yamane a kol. 1986; Jeon a kol. 2009). Naopak u D. alascense byly na povrchu pozorovany
mnohocetné dulky (Hilliard 1960, 1972; Maejima a kol. 1983).

Moftsti zastupci

Vajicka motskych zastupcli maji silnéjsi skotfapku nez druhy sladkovodni. Na povrchu jsou
mnohocetné dulky (Hilliard 1960, 1972; Maejima a kol. 198). Pfi porovnani moiského druhu
D. stemmacephalum se sladkovodnim D. latum byly dilky na povrchu motského vajicka
hustéji rozmisténé po povrchu nez u D. latum (Kamo a kol., 1982). U druhu D. pacificum
byly na povrchu pozorovany hluboké dulky, husté rozmisténé po povrchu, a relativné Siroké
operkulum (Obr. 3.12.) (Makiya a kol., 1987; Yazaki a kol., 1990; Tsuboi a kol., 1993).
Druh D. fuhrmani méa masivni operculum s dvojitou ryhou, hluboké diilky husté rozmisténé
nerovnomérné po povrchu (Maejima a kol., 1983; Shirouzu a kol., 1999). Maejima (1983)
pozoroval skotdpky s mnohocetnymi diillky i u D. macroovatum. Popsal 1 rozdilnou tloustku
skorapky v ramci motskych druhl, vzdy se ale jednalo o skofdpku siln€jsi nez u druht

sladkovodnich (Maejima a kol., 1983).

Obr. 3.12. D. pacificum z ¢lovéka (Tsuboi a kol.,, 1993). 11 — svételnd mikroskopie;
12-14 — skenovaci elektronovd mikroskopie; 13 — detail masivniho opercula; 14 — detail
apikalniho knobu.
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3.3.3. Vyvoj vajicek

Hlavni vliv na rychlost vyvoje vajicek ma teplota (Tab. 3.5.), kterd ovliviiuje jak
délku vyvoje vajicek, tak uspésnost lihnuti. Lihnuti vajicek v odlisnych teplotach studovali
Wright a Curtis (2000). Pti teplot¢ 10°C pozorovali uspésné lihnuti u 50-80% vajicek. Pii
20°C byla tspésnost lihnuti o néco nizsi (49-58%).

U D. dendriticum byl sledovan vliv teploty a hloubky na vyvoj vajicek. Bylo zjisténo,
ze hloubka vody nema zasadni vyznam pro rychlost vyvoje. Pti inkubaci pii 20°C se vétSina
vajicek vylihne béhem 21 dnii. Pti 15°C trva vyvoj 35 dni a pfi 10°C trva vyvoj az 51 dni
(Meyer 1967). Pti 7°C trval vyvoj vajicka 48 dni (Kuhlow 1953). Pii porovnani teplot 10°C
a 20°C se niz8i uvedena teplota jevi jako idealngjsi. Pfi teploté vody 10°C je sice doba
vyvoje delsi, ale vice vajicek se uspesné vylihlo (Wright a Curtis, 2000). Typické prostredi
pro druh D. dendriticum jsou jezera v severni ¢asti Severni Ameriky a severni Evropy, kde
se teplota vody v 1ét¢ pohybuje mezi 8-14°C a koracidia jsou zde k dispozici az v poloving
srpna (Wright a Curtis 2000).

Hatsushika (1981) jako prvni sledoval vyvoj a lihnuti vajicek motského druhu
D. macroovatum z plejtvaka malého (Balaenoptera acutorostrata). Nejlepsi vysledky
pozoroval pii teploté¢ 18°C v moiské vode. Pii stejné teploté v kohoutkové vodé doslo sice
k vyvoji vajicka, ale nedoslo uz k lihnuti. Z vétSiny vaji¢ek se uvolnila koracidia po 8 az 10
dnech inkubace v umélé slané vodé pii 18°C. Zadna vajicka se nevylihla pii teplotach 25°C
az 27°C. Vylihnuta koracidia pfezila minimalné 4 dny pfi téchto podminkach (Hatsushika
1981).

Kriticka teplota pro ptreziti vajicek je -8°C. Pti teploté -10°C vajicka umiraji. Tento
jev byl pozorovan i u plerocerkoidi (Essex a Magath 1931; Wikgren a Nikander, 1964;
Doriicii 1996). Nejkrat$i pozorovand inkubacni doba vaji¢ek je 9—11 dni (Essex 1927).
Nejcastéji uvadénd doba lihnuti je 20—30 dni. Idedlni teploty pro normalni vyvoj koracidia —
16—20°C (Rosen 1919).

Essex a Magath (1931) testovali vliv typu vody na kultivaci. Pilotni pokus probihal
v kohoutkové vodé. DalSim typem byla pramenita voda a deStova voda. Ze vSech prostiedi
pozorovali stejny vysledek, takze typ vody na vyvoj vajicek nemél vliv. Hilliard studoval 1
vliv svétla, teploty, slanosti a tlaku na lihnuti vaji¢ek a chovani koracidii (Hilliard 1960).

Bizyulyavichus (1968) testoval odolnost a naslednou zivotaschopnost vajicek, ktera
byla ponechdna v rlizném prostiedi, a to v septikdch, v pud¢, v ledu, v chladné vodé pod

ledem nebo dna vodnich nadrzi. U vajicek, kterd nalezl v septikach s propustnymi sténami,
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pozoroval velkou Zzivotaschopnost a to 1 po celou zimu. V ptidé pozoroval nejvice
zivotaschopnych vajicek na podzim. Pokud vajicka zamrzla vledu nebo v pisCitém c¢i
jilovém dné nadrzi, zivotaschopnost byla minimalni az nulova. Vajicka, ktera preckala celou
zimu ve vodé pod ledem, se na jafe vyvijela bez problému. Vyvoj vaji¢ek ve vodnich
nadrzich zavisi také na koncentraci kysliku. Urcujicimi faktory pro uspésné pieziti a vyvoj
vajicek jsou teplota vody a nasycenost vody kyslikem (Bizyulyavichus 1968). Podobné
vysledky pozoroval jiz Vergeer (1936), kdy vajicka byla schopna ptezit teploty blizké
mrazu. Také uvedl, Ze stafi vajicek neni pfimotimérné stupni vyvoje, protoze zalezi pravé na
teploté, ve které se vajicko vyviji (Vergeer, 1936).

Pro vyvoj vajicek je dilezitd také slanost vody. Hilliard (1960) pfi testech pieziti
vajicek potvrdil vyskyt tii ekologickych skupin. Vlastnosti, kterd odliSuje druh D. latum od
D. nihonkaiense je pravé vyvoj vajicek v rizné€ slané vod¢. VajiCka D. nihonkaiense se
vyvijeji pouze v brakické vode, D. latum se vyviji pouze ve sladké vodé (Muratov a
Posokhov 1989; Muratov a kol., 1992). Naopak naptiklad D. macroovatum pouze ve vodé
motské (Hatsushika 1981).

I volba hostitele ma urcity vliv na uspeésSnost vyvoje vajicek. Le Bas (1924) provedl
experimentalni studii vyvoje vajicek z riznych hostiteli (kot’ata, opice, psi a dobrovolnici).
Pouze u lidi doslo k nakaze vSech jedinct. Ze tii koCek byla uspesné infikovana pouze jedna.
U pst ani opice nebyla nakaza uspéSna. Essex a Magath (1931) porovnavali vyvoj vaji¢ek
D. latum ze psa a ¢lovéka. U vaji¢ek ze psa nedoslo ke kompletnimu vyvoji vajicek. Vajicka
kolabovala ve vétsiné piipadi diive, nez doslo k vyvinuti koracidia. Usp&ny vyvoj sledovali
pouze u 0,96%. U Zadného ze psl nebyla ndkaza udrzena déle jak dva roky. VétSina
testovanych pst vyloucila tasemnici po 6—8 mésicich od ndkazy. U vajicek z ¢loveka se
kultivace dafila a uspé$n¢ se vyvinulo 79% vajicek. Novéjsi pokusy se psi jako definitivnim
hostitelem byly uspésnéjsi, jako napiiklad studie Hilliarda (1960) nebo Andersen (1978).

Kiecek zlaty se osvédcil jako dobry nahradni hostitel pfi experimentalnich studiich
(Briten 1966; Andersen 1971, 1975, 1978; Halvorsen a Andersen, 1974; Wright 2000). I
studii D. latum pozoroval Gspé$ny vyvoj a lihnuti pouze u 29% vajicek, ale jednalo se o
vajicka odebrana piimo ze strobily a ne o vajicka uvolnéna se stolici kiecka. JeSté¢ mensi
uspéSnost popsali Meyer a Vik (1963) v jejich experimentu na druhu D. sebago (syn.
D. dendriticum). Uspé&$né lihnuti zaznamenali jen u 5-10% vaji¢ek. Na zakladd
pozorovanych koracidii uvedl Braten (1966) pouze 11% uspés$nost fertility vajicek u druhu

D. norvegicum (syn. D. dendriticum).
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Tab. 3.5.: Teplota a délka vyvoje vajic¢ek tasemnic rodu Diphyllobothrium.

Doba vyvoje

Teplota (°C) vajicek (dny) Zastupce Reference
1620 - D. latum Rosen 1919
- 9-11 D. latum Essex 1927
7 48 D. dendriticum Kuhlow 1953
18-20 - D. latum Guttowa 1961
20 21 D. dendriticum Meyer 1967
15 35 D. dendriticum Meyer 1967
10 az 51 D. dendriticum Meyer 1967
18 8-10 D. macroovatum Hatsushika 1981
597 negl;lgllﬂo D. macroovatum Hatsushika 1981
D. latum Von BonsdorfF a Blund,
18-20 10-12 1982
10 29 D. dendriticum Wright a Curtis, 2000
20 9-14 D. dendriticum Wright a Curtis, 2000
20 20-30 D. latum Torres 2004
20 2030 D. latum Torres 2007
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4. MATERIAL A METODY

Materidl pro tuto magisterskou praci byl ziskan:
A. Z fixovanych diphyllobothridnich tasemnic ziskanych Skolitelem nebo z materidlu
uloZenych v helmintologickych sbirkach (Tab. 4.1.).

B. Z experimentalnich ndkaz plerocercoidy D. latum.

4.1. Studium fixovaného materialu

4.1.1. Studium morfometrie vajicek

Vajicka pro studium byla ziskana z gravidnich segmentl tasemnic fixovanych pievazné ve
4% formalinu a uloZenych v 70% alkoholu. Gravidni segmenty jsem roztrhla pomoci
pitevnich nastroji pod binokuldrni lupou v 70% alkoholu a uvolnéna vajicka jsem poté
napipetovala na mikroskopické sklicko a poté pozorovala ve svételném mikroskopu
Olympus BXS51. Vybrana nezdeformovana a vyvinuta vajicka jsem poté dokumentovala a
méftila pomoci kamery a programu QuickPHOTO MICRO 2.3. Z morfometrickych hodnot
jsem meéfila maximalni délku a Sitku vajicek (Obr. 4.1.). Celkem bylo proméfeno 1580

vajicek 64 vzorkl nalezicich do 20 druht diphyllobothriidnich tasemnic (Tab. 5.1.).

Obr. 4.1: Mikrofotografie vajicka Diphyllobothrium cordatum
z Erignathus barbatus (origindl). d — maximalni délka; § —
maximalni §itka.

Data jsem poté zpracovala pomoci programu Microsoft Office Excel 2003 a
programu Statistica 9 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

V programu Excel (Windows 7) jsem pocitala primérné hodnoty méteni jednotlivych
vzorkli a také jejich minima, maxima a smérodatné odchylky. Pocitala jsem 1 kulatost

vajicek (pomér Sitky ku délce).
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Chtéla jsem zjistit, zda se vajicka jednotlivych druhii od sebe lisi. Stanovena nulova
hypotéza zni, Ze se velikost vaji¢ek mezi jednotlivymi druhy neli$i. Pro statistické
zpracovani metrickych dat, jsem pouzila logaritmickou transformaci v programu Excel.
Takto transformovana data jsem zpracovala v programu Statistica 9. Poté jsem provedla
analyzu variance a to jednocestnou ANOVu pro délku, Sitku a kulatost. V pfipadé
prikaznosti byl pouzit Tukey test pro zjiSténi vzajemné odliSnosti jednotlivych vzorki
v ramci testovanych skupin. Pro potvrzeni nebo vyvraceni nulové hypotézy (Hp) byla ve
vSech ptipadech zvolena 1% hladina vyznamnosti testu. Pro vizualizaci podobnosti velikosti
vajicek jednotlivych druht v rdmci vybranych skupin jsem vytvoftila korela¢ni diagram

(Scatterplot) v programu Statistica 9.

4.1.2. Studium povrchu vajicek

Vybrani zastupci diphyllobothriidi (Tab. 4.2.) s gravidnimi segmenty byly podrobeny také
pripravé pro skenovaci elektronovou mikroskopii. Vzorky jsem odvodiiovala ve vzestupné
alkoholové fad¢ (po 15-ti minutach v 70%, 80%, 96% a dvakrat v 100% alkohol) a poté
ptevedla do 1, 1, 1, 3, 3, 3—Hexamethyldisilazanu (HMDS; CsH9NSi,). Po 10ti minutach
jsem medium odstranila a vzorky jest¢ nechala po dobu minimalné€ 15-ti minut v digestofi.
Vysusené vzorky jsem pod binokularni lupou pfipevnila pomoci prepara¢nich jehel a pinzety
na nosné hlinikové terCiky polepené oboustranné lepici paskou. Vajicka jsem uvoliovala z
uteru pomoci preparacnich jehel az pfi lepeni vzorkli na ter¢ik. Posledni Upravou vzorku
bylo pokoveni zlatem ve vakuu (metoda iontového napraSovani — cca 10-20 nm)
v pokovovaci aparatufe Polaron equipment LTD v Laboratofi elektronové mikroskopie
(PaU, AV CR).

Vzorky jsem prohliZela ve skenovacim elektronovém mikroskopu JEOL JSM-7401F
v Laboratofi elektronové mikroskopie (PAU, AV CR). Jedna se o nizkonapétovy mikroskop
s ultravysokym vakuem (10” Pa) a rozliSeniml nm p#i 15 kV a 1,5 nm pii 1 kV. Zdrojem
elektronti je studena autoemisni tryska typu (field emission — FE). Jednotliva vajicka jsem
prohliZela a fotila pfi zvétSeni 1.500-2.000 x a detail povrchu stfedu vajicka pokazdé pfti

zvétSeni 10.000 x (Obr. 4.2.).
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Obr. 4.2.: Ilustracni mikrofotografie zptisobu dokumentace detailu povrchu pomoci
skenovaciho elektronového mikroskopu. Vajicko druhu D. skriabini z tulen¢ vousatého

(Erignathus barbatus) (oridinal).

Celkem jsem piipravila a prohlédla 31 vzorkti 17 druhl diphyllobothriidnich

tasemnic ze kterych bylo nafoceno 109 vajicek (Tab. 4.2.).

Tab. 4.2. Seznam vzorkt diphyllobtohriidnich tasemnic pouzitych pro skenovaci

elektronovou mikroskopii.

Zastupce Definitivni hostitel Kéd vzorku

D. cameroni Monachus schauinslandi KET 7 *

D. cordatum Odobenus rosmarus TS 08/40 *
Erignathus barbatus EB a+b
Erignathus barbatus TS 05/47

D. dendriticum Canis familiaris TS 08/37 Dde *
Mesocricetus auratus ZMUO 437a
Mesocricetus auratus ZMUO 437b

D. lanceolatum Erignathus barbatus TS 08/35 DLn *
Erignathus barbatus EBc

D. latum Canis familiaris TS 04/17
Homo sapiens PFIS4 S1 1.
Homo sapiens PFIS 4 S1 2.
Homo sapiens PFIS4S13.*
Homo sapiens PFIS 4 S1 4.
Mesocricetus auratus ZMUO 7A
Mesocricetus auratus PFISH S *

D. macroovatum Eschrichtius robustus TS 05/52 *

D. nihonkaiense Homo sapiens Dnl *

D. pacificum Homo sapiens TS 08/38 *
Callorhynus ursinus SAM 019A
Callorhynus ursinus SAM 14 A
Neophoca cinerea AU 10
Canis mesomelas BMNH 1988.5.13 *

AU 11

Arctocephalus pusillus doriferus
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Tab. 4.2. Pokracovani

Zastupce Definitivni hostitel Kéd vzorku

D. rauschi Monachus schauinslandi USNPC 26205 *
D. skriabini Erignathus barbatus TS 05/48 *

D. stemmacephalum Lagenorhynchus acutus TS 08/39 DS *
D. ursi Mesocricetus auratus ZMUO D.ursi
Diphyllobothrium sp. 1 ° Zalophus californcus USNPC 65882 *
Diphyllobothrium sp. 2 °° Globicephala melas GM - FR 420 *
Diplogonoporus tetrapterus Enhydra lutris USNPC 89772 *
Scyphocephalus bisulcatus Varanus salvator VHNSS *
Tetragonoporus calyptocephalus Physeter macrocephalus YU T.caly *

* Vzorky pouzité pro studii povrchu (viz. kapitola 5.2.)

° — novy nepopsany druh

°°— Diphyllobothrium A podle Balbuena a Raga (1993)

4.2. Material a metody pro studium vyvojovych cykli

4.2.1. Experimentalni nakazy
K experimentalnim ndkazdm byly Skolitelem ziskény zivé plerocerkoidy Diphyllobothrium

latum z okount (Perca fluviatilis) a mnikQ (Lota lota) z jezera Iseo v Italii (Obr. 4.3.). Ryby
byly odloveny 5. unora 2013 a na ledu dopraveny do Laboratofe helmintologie (PAU
AVCR), kde byly nasledné vypitvany. Z jednoho pozitivniho mnika bylo ziskdno 10 Zivych
plerocerkoidil, které byly encystovany na mesenteriu, Zaludku a pylorickych piivéscich.
Svalovina jedendcti z 51 okounti obsahovala 22 volnych (neencystovanych) zivych

plerocerckoidi D. latum (k6d PFIS).
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Obr. 4.3. Lokalita lovu okount (Perca fluviatilis). A — jezero Iseo,

https://maps.google.cz/).

Italie (pfevzato z
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4.2.1.1. Experimentalni ndkaza kiec¢ki

Experimentalnim hostitelem pro ziskani dospélci D. latum byl zvolen kiecek zlaty
(Mesocricetus auratus), ktery je k tomuto ucelu bézné pouzivan (Braten 1966; Andersen
1971, 1975, 1978; Halvorsen a Andersen, 1974; Wright 2000). Ctyii kieéci byli peroralng
infikovani zivymi plerocerkoidy D. latum (Tab. 4.3.). Kiecci byli standardné chovani
v prostorach zvétince Parazitologického tstavu a po 10. den po infekci (10 DPI) byl testovan

jejich trus na ptitomnost vajicek.

Tab. 4.3. Experimentalni nakaza kieCckli (Mesocricetus auratus) plerocerkoidy
Diphyllobothrium latum.

¥ e s Pocet
Mezihostitel Pocet . Deﬁm.t ) J' dospélcu D.
plerocerkoidu hostitel latum
L. lota 5 kiecek A 17 0
L. lota 5 kie¢ek B 17 0
P. fluviatilis 5 kiecek C 28 0
P. fluviatilis 7 kie¢ek D 17 4

Pouze jeden ze Ctyf experimentalné nakazenych kieckti (D) byl pozitivni na
pritomnost vajicek D. latum (Tab. 4.3.). V tomto jedinci byli 17 DPI po narkotizaci a

usmrceni nalezeny standardni pitvou 4 zivi dospéli jedinci D. latum (Obr. 4.4.).

‘ il l‘”l [ IH”I_HI]'I_IIl'I'IH!"HI]'I [E|IITI'|II'IHH11THTI’|’I

Obr. 4.4. A — stievo vypitvané z kiecka se ¢tyfmi dospélci D. latum. B — dospélec tasemnice
D. latum ze stfeva pitvaného kiecka.

Ze ziskanych zivych jedinci jsem ziskala vajicka roztrhanim nékolika zivych
gravidnich segmentii. Ostatni jedinci byli standardné fixovani horkym (4%) formalinem pro

dalsi morfologické studie.
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U ziskanych zivych vaji¢ek jsem pozorovala vyvoj pomoci kultivace v destilované
vodé pii 18 °C ve tm¢. Vajicka jsem sledovala, méfila a fotodokumentovala kazdé 2-3 dny
po dobu 18-ti dnli. Po dokonceni vyvoje vajicek jsem nasledné sledovala vyvoj a lihnuti
koracidia iniciovany svétlem. Jakmile se zacala lihnout koracidia, pfidala jsem cely
vzorek k potenciondlnim prvnim mezihostitelim — buchankdm rodu Cyclops Miiller, 1785
(Copepoda: Copepoidea) pochézejicich z rybniku U Hada (Ceské Budgjovice). Buchanky
jsem sledovala pribézné 19 dni. Jednotlivé buchanky jsem vlozila do kapky vody mezi dvé
podlozni sklicka a pod mikroskopem jsem hledala procerkoidy D. latum. Celkem jsem takto

vySettila 44 buchanek s negativnim vysledkem.
4.2.1.2. Experimentalni nakaza ¢lovéka
Nékaza dobrovolnika (JL) tfemi zivymi plerocerkoidy zokouna (viz. kapitola 4.2.1.)

probéhla 7. tnora 2013. Prvni vajicka byla v nativnim vzorku stolice detekovana 32 DPI

(12. bfezna 2013) (Obr. 4.5.). Mimo vajicka D. latum byla detekovéana i ojedinéla vajicka

Hymenolepis diminuta (Rudolphi, 1819). Vajicka D. latum jsem dokumentovala a méfila.

Dalsi odbér vzorkii byl proveden 151 DPI (8. ¢ervence 2013), kdy jsem ve vzorku
nativni stolice pozorovala pouze vajicka D. latum bez ptitomnosti vajic¢ek H. diminuta.
Dalsi odbér probéhl 154 DPI (11. Cervence 2013) pro studium vyvoje vaji¢ek (viz kap.
4.2.4.). Vajicka jsem méfila, fotodokumentovala a pocitala jsem EPG (pocet vaji¢ek na gram

stolice).
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Po 230 DPI (25. zaii 2013) doslo ke spontannimu vylouceni 2,65 m strobily
dobrovolnikem bez scolexu po konzumaci jidla s Cesnekem. Z gravidni strobily byla
odebrana vajicka pro dalSi studium. Tato vajicka jsem odebrala do destilované vody a
kultivovala ve tmé pii teploté 15°C. Vajicka jsme pravidelné kontrolovala, dokumentovala a

meéfila. Pozorovani probihalo 84 dni (do 17. prosince 2013) (Obr. 5.15.).

4.2.1.3. Experimentalni vyvoj vaji¢ek D. latum

Vzorky stolice ziskané 151 a 154 DPI jsem pouzila ke studiu vyvoje vajicek. Vzorky jsem
rozd¢lila na dvé poloviny. Prvni polovinu jsem nechala v nativnim stavu (pouze procisténi —
cykly sedimentace a doplnéni vzorku cCistou destilovanou vodou) a do druhé jsem ptidala 5%
dichroman draselny (K,Cr,O7; o vysledné koncentraci 2,5%), komezeni ristu
mikroorganismtl. U obou vzorkil jsem sledovala vyvoj vajicek. Vajicka byla kultivovana ve
tmé pfti teploté 18°C. Po tfech dnech jsem vzorek s dichromanem draselnym piecistila (cykly
centrifugace — 5 minut, 740 RPM, pti 4°C). Z obou vzorkil jsem odebrala mensi vzorek pro
paralelni studium vyvoje vajicek v laboratornich podminkach. Tento pokus pokracoval 31
dni (do 7. srpna 2013) pti RT ve tmé.

Vzorek stolice (151 DPI) byl pouzit také pro experimentalni vyvoj ve venkovnich
experimentalnich nadrzich (dvé kadé o rozmérech 1,5 x 4 x 0,75 m obsahujici inokulum
klanonozcti z 10. €ervence 2013) za pomoci RNDr. Jitiho Peterky, PhD. (Hydrobiologicky
tistav AVCR). Do jedné kadé jsem ptidala 50 g vzorku (cca 2 500 000 vaji¢ek) v nativnim
stavu a do druhé stejné mnozstvi vzorku s dichromanem draselnym. V kédich byla po celou

dobu pokusu sledovana teplota (Tab. 4.4.).

Tabulka 4.4. Teplota naméfend v experimentalnich kadich po dobu pokusu s vajicky
D. latum.

cervenec srpen ZAFi Fijen celkové hodnoty
teplota (°C) teplota (°C) teplota (°C) teplota (°C) teplota (°C)
min max primér min max prumér min max prumér min max primér min max prumér
kad’1 18,9 29,7 23,6 155 29 21,1 10,6 22,1 158 6,61 13,8 102 6,61 29,7 17,7
kad’2 18,6 294 23,5 15,5 284 21 10,8 21,7 15,8 6,97 152 10,3 6,97 294 17,6

Padesaty den po zacatku experimentu (28. srpna 2013) bylo do kadi ptidano celkem
37 0+ okount (Perca fluviatilis) z Lipenské piehrady o velikosti 5-7 c¢m. Po zhruba dvou
meésicich (24. a 25. fijna 2013; 65-66 dnech) byly ryby vypitvdny na pfitomnost

plerocercoida D. latum.
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5. VYSLEDKY
5.1. Morfometricka analyza vajicek

Béhem studia jsem zméfila 1580 vajicek patficim k 20 druhiim diphyllobothriidnich
tasemnic (Tab. 5.1.).

Ziskané 1daje byly podrobeny zakladnim statistickym analyzam, jejichz
dosazena hadina vyznamnosti p < 10* mohla jsem zamitnout nulovou hypotézu
(Ho = velikost vajicek se mezi jednotlivymi druhy neli§i) na 1% hladin€ vyznamnosti.
Rozdily v délce a Sifce mezi testovanymi druhy byly signifikantni. Detailni vysledky testu
variance, Tukeyho testy a vysledné korelaéni pro jednotlivé skupiny jsou uvedeny
v ptislusnych kapitolach nebo v Ptiloze (viz nize).

D¢élka u studovanych diphyllobothriidnich vaji¢ek se pohybovala od 41 do 92 um a
Sitka od 33 do 60 um. Velikost vaji¢ek u vétSiny druhti je velmi podobnd s vyjimkou druhu
Diphyllobothrium macroovatum, ktery ma vyrazn¢ vétsi vajicka (Tab. 5.1.).

Korelaéni diagram vSech zanalyzovanych vajicek vSech 15 druhti zrodu
Diphyllobothrium je uveden v ptiloze (Obr. 9.1.). Vysledny diagram je diky velkému
mnozstvi vzorki nepfehledny, proto jsem pro dalSi analyzy rozdélila studované zastupce
rodt Diphyllobothrium na dvé skupiny, na druhy sladkovodni/anadromni a druhy moftské,
kam jsem zahrnula také druhy zrodu Diplogonoporus. Déle jsem zvlast analyzovala

zastupce infikujici cloveka a vnitrodruhovou variabilitu u druhit D. latum a D. pacificum.
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Tab. 5.1. Rozméry vaji¢ek studovanych diphyllobtohriidnich tasemnic.

Zastupce Definitivni hostitel Kéd No. Rozméry (um) (i,;lié ;%1135 p‘;‘;:iér (SS/I()D
Sladkovodni/anadromni
D. dendriticum Mesocricetus auratus ZMUO 437 74 49—64 x 37—49; (58 x 41) 3,001 1,986 0,716 0,047
D. latum Homo sapiens RUS 106 25 64—69 x 47—51; (66 x48) 1,552 1,269 0,730 0,026
PFIS 4 F1 MIFC 25 60—72 x 44—54; (68x49) 2,959 1,742 0,723 0,038
PFIS 4 F1 nativ 25 63—73 x 47—54; (68 x50) 2,637 1,946 0,734 0,038
PFIS 4 F1 flot. 25 63—76 x 45—53; (69 x 48) 293 1,804 0,702 0,041
PFIS 4 F2 150  62—80x47—56;(70x51) 3,048 1,875 0,728 0,035
PFIS 4 S1 141 62—76 x 47—58; (69x 51) 2,539 1,957 0,743 0,034
Mesocricetus auratus ZMUO 7A 23 54—65 x 39—45; (59 x 42) 2,629 1,487 0,718 0,042
PFISHF 50 57—68 x 43—49; (63 x46) 2,725 1,471 0,729 0,035
PFISH S 25 64—75x47—60; (70 x 53) 2,804 4,372 0,766 0,047
Ursus maritimus NMW 20045 25 66—74 x 46—52; (70 x 49) 2,149 1,341 0,703 0,028
D. nihonkaiense Homo sapiens Dnl 21 55—66 x 44—47; (61 x 46) 2,625 0,785 0,760 0,030
D. ursi Mesocricetus auratus ZMUO D. ursi 25 56—65 x 39—45; (61 x 43) 2,481 1,401 0,702 0,035
Mofsti
D. cameroni Monachus schauinslandi KET 8 3F 25 41—51 x 33—42; (46 x 38) 2,981 2,214 0,832 0,061
KET 37C + 83C 50 42—56 x 35—45; (48 x40) 2,655 2,139 0,828 0,040
D. cordatum Erignathus barbatus EB atb 50 65—78 x 43—54; (71 x 48) 2,368 2,329 0,677 0,034
TS 05/47 25 66—77 x 47—53; (71 x50) 2,926 1,698 0,710 0,029
Odobenus rosmarus TS 04/27 25 65—75 x 46—52; (70 x 49) 2,348 1,516 0,695 0,030
D. hians Monoachus monachus NMW 2884 50 45—65 x 35—50; (59 x 46) 3,985 2,810 0,773 0,040
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Tab. 5.1.: Pokracovani

Zastupce Definitivni hostitel Kéd No. Rozméry (um) dsélié ;%1125 p‘;‘;(liér (SS/I()D

D. lanceolatum Erignathus barbatus EB c+d 50 55—67 x 39—48; (61 x 43) 2,728 1,742 0,717 0,035

TS 05/48 25 58—70x 41—45; (65x43) 2,463 1,048 0,659 0,032

D. macroovatum Eschrichtius gibbosus TS 05/52 25 75—92 x 48—57; (85 x 50) 3,766 1,878 0,578 0,029

D. pacificum Arctophoca australis Aa 89 25 49—54 x 39—43; (53 x 41) 1,243 1,024 0,785 0,025

Arctocephalus pusillus doriferus AU 11 26 46—54 x 36—42; (50x 39) 2,063 1,311 0,775 0,037

Callorhinus ursinus SAM 0—17 25 50—62 x 40—48; (55x44) 3,079 2,298 0,801 0,053

SAM 7—64 25 51—60 x 39—47; (55x43) 2,392 1,600 0,775 0,041

SAM 6—51 25 49—57 x 39—45; (54x43) 1,765 1,705 0,798 0,047

Canis mesomelas BMNH 1988.5.13 25 54—59 x 40—45; (57 x 42) 1,439 1,280 0,741 0,033

Homo sapiens TS 06/27 25 47—55x 37—44; (51 x 41) 2,209 1,504 0,806 0,036

TS 05/16 25 43—51x35—42;(48x40) 1,649 1,582 0,835 0,031

Neophoca cinerea AU 10 24 41—57 x 40—48; (52 x 43) 3,73 2,267 0,829 0,061

D. rauschi Monachus schauinslandi USNPC 26205 25 45—52 x 36—41; (49 x 39) 1,814 1,07 0,807 0,033

D. stemmacephalum Lagenorhynchus acutus TS 09/101 25 53—64 x 41—48; (60 x46) 2,459 1413 0,766 0,036

Diphyllobothrium sp. 1 * Zalophus californicus USNPC 65882 50 46—58 x 35—46; (51 x40) 2,197 2,319 0,784 0,045

Diphyllobothrium sp. 2 ** Globicephala melas D.A. 283020887 25 62—71 x 45—53; (66 x 50) 2,394 1,885 0,759 0,035

Diphyllobothrium sp. 3 *** Mirounga leonina AU 13 25 66—77 x 47—>53; (73 x 50) 2,392 1,632 0,691 0,029
Zastupci ostatnich dostupnych rodu

Bothridium pithonis Xenopeltis unicolor VNH 96 25 66—86 x 42—54; (79 x 46) 4,030 2,704 0,585 0,049

Diplogonoporus tetrapterus Enhydra lutris USNPC 60361 25 04—T79x 4452 (7T1x49) 3018 2,100 0,688 0,035

USNPC 86772 25 61—73x45—50:(68x47) 5855 1342 0,701 0,042
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Tab. 5.1.: Pokracovani

Zastupce Definitivni hostitel Kéd No. Rozméry (um) dsélié ;%1125 p‘;‘;(liér (SS/I()D
Diplogonoporus tetrapterus Callorhinus ursinus SAM 7—32 21 66—86 x 41—52; (75x46) 5,933 2,793 0,623 0,073
Diplogonoporus violettae Erignathus barbatus nauticus TS 4/22 25 64—75x45—50; (70 x 48) 2,681 1252 0,674 0,026
Duthiersia fimbriata Varanus exanthematicus B9 PS 54 51—62 x 41—48; (56 x 45) 2,320 1,517 0,799 0,036

BOF 21 49—62 x 38—47; (56x44) 2,813 2,166 0,780 0,046
Scyphocephalus bisulcatus Varanus salvator USNPC 74302 25 54—63 x 42—48; (59x45) 2,486 1,536 0,767 0,044
Tetragonoporus calyptocephalus Physeter macrocephalus TS 05/56 25 66—74 x 46—54; (70x 50) 2,112 2326 0,720 0,029

* — novy nepopsany druh

**— Diphyllobothrium A podle Balbuena a Raga (1993)

*#* _— novy nepopsany druh

No. — pocet vajicek; S.D. — smérodatna odchylka; BMNH - Natural History Museum, Londyn, UK; NMW — Naturhistorisches Museum, Vidén,
Rakousko; USNPC — United States National Parasite Collection, Beltsville, Maryland, USA; ZMUO — Zoological Museum (University of Oslo),

Norsko
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5.1.1. Mo¥xsti zastupci rodia Diphyllobothrium a Diplogonoporus

Ve skupiné zastupcli z moiskych savci jsem studovala 13 druhi. Vlastni analyza variance
pro skupinu moiskych druhti zamitla nulovou hypotézu v obou testovanych hodnotach pro
délku (F = 373,99; p < 10™) a pro &itku (F = 126,29; p < 10™). Rozdily ve velikosti vaji¢ek
mezi jednotlivymi druhy jsou statisticky prukazné. Korelacni diagram velikosti vajicek je
zobrazen na obrazku 5.1.

Z vysledku Tukey testu (Tab. 9.2.) je patrné, Ze je mozné vajicka motskych zastupcii
rozdélit do ¢tyt velikostnich skupin.

I. duhy D. cameroni, D. pacificum, D. rauschi a Diphyllobothrium sp. 1 s praimérnou
délkou vajicek 47-51 pm.

II. druhy D. lanceolatum, D. stemmacephalum a D. hians s pramérnou délkou vajicek
60—62 pm.

III. druh D. cordatum ma uplné stejn¢ dlouha vajicka jako zastupce Diphyllobothrium
sp. 2 a jejich primérné délka je 65 um.

IV. zastupce Diphyllobothrium sp. 3 velikostné zapadd mezi zéstupce zrodu
Diplogonoporus. Primérna délka vajicek zastupct této skupiny se pohybuje v rozmezi 69-
73 pm.

Pouze vajicka druhu D. macroovatum se liSila od vSech studovanych zéastupct.

Nejvetsi  variabilitu v rozmérech vajicek vykazovali zéastupci D. cordatum,
D. cameroni a D. pacificum. Variabilita mize byt ovlivnéna i mnoZzstvi méfenych vajicek
(zé&vislost na dostupnosti a kvalité ziskaného materialu). Naptiklad u druhu D. macroovatum
byl k dispozici pouze jeden jedinec (25 vaji¢ek) naopak u druhu D. pacificum jsem métila 9
vzorki z riiznych hostitelt a lokalit, proto je znatelna i vétsi variabilita.

Nejvétsi vajicka jsem pozorovala u Diphyllobothrium macroovatum. Naopak

nejmensi vajicka ma D. cameroni.
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Obr. 5.1. Korelacni diagram velikosti vajicek motskych zastupct rodt Diphyllobothrium a
Diplogonoporus.

5.1.2. Sladkovodni a anadromni zastupci rodu Diphyllobothrium

Sladkovodni a anadromni zastupci zahrnovali 4 druhy. Vlastni analyza variance pro skupinu
sladkovodnich a anadromnich druhii zamitla nulovou hypotézu v obou testovanych
hodnotach (pro délku: F = 96,879; p < 10™*; pro $itku: F = 109,73; p < 10™). Rozdily ve
velikosti vajicek mezi jednotlivymi druhy jsou statisticky prikazné. Korelacni diagram
velikosti vajicek je zobrazen na obr. 5.2.

Nejvetsi variabilitu vykazovala vajicka D. latum, kterd ovSem souvisela s nejvétSim
poctem naméfenych vzorkl z rGznych hostiteld (viz tabulka 5.1.). Jednoznacné nejmensi
vajicka jsem pozorovala u druhu D. dendriticum. Z vysledku Tukey testu (Tab. 9.3.) je
patrné, ze se vajicka druhu D. dendriticum, s primérnou délkou 58 um, 1 D. latum,
s prumérnou délkou 67 pum, 1i8i od ostatnich druhii, ale také se vyrazné li§i vzajemné od

sebe.
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Anadromni zastupci se velikosti podobaji. Primérna délka D. wursi je 60,920 um a

primérnd délka D. nihonkaiense je 60,667 pm.
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Obr. 5.2. Korela¢ni diagram velikosti vaji¢ek sladkovodnich a anadromnich zastupci rodu
Diphyllobothrium

5.1.3. Druhy znamé z ¢lovéka

Analyza variance pro skupinu druhii nalezenych u ¢lovéka zamitla nulovou hypotézu v obou
testovanych hodnotach (pro délku: F = 349,6626; p < 10'4; pro Sitku: F = 279,1525;
p < 10™). Rozdily ve velikosti vaji¢ek mezi jednotlivymi druhy jsou statisticky prikazné.
Korela¢ni diagram velikosti vaji¢ek je zobrazen na obrazku 5.3.

Analyza zastupct ziskanych z ¢lovéka spolu s D. stemmacephalum a D. lanceolatum
z moiskych savcu (které mohou infikovat i ¢loveéka) ukazuje, ze vajicka D. latum nalezend u
clovéka vykazuji mnohem mensi variabilitu, nez vajicka D. latum z ostatnich hostitelt
(kapitola 5.1.2). Na zaklad¢ téchto udaji je mozné odlisit vajicka D. latum z Clovéka od

vajicek D. pacificum 1 D. dendriticum, kterd jsou signifikantné¢ mensi a se kterymi byvaji
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Casto zaménovana. Vysledek Tukey testu pro délku ukazal, ze se vajicka druht D.
dendriticum, D. latum ani D. pacificum ve velikosti nepodobaji ostatnim studovanym druhii
z ¢loveéka ani mezi sebou (Tab. 9.4.). Naopak druhy D. stemmacephalum, D. nihonkaiense a
D. lanceolatum se svymi rozméry podobaji a morfometrie vajicek nam neumoziuje jejich

odliSeni.
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Obr. 5.3. Korelacni diagram velikosti vajicek druhi z rodu Diphyllobothrium znamych z

¢lovéka.

Pro diagnostiku lidskych druht je uZite¢na také kulatost vajicek. Analyza variance
pro kulatost vajicek lidskych druhi zamitla nulovou hypotézu (Ze se vajicka v kulatosti
neli§i) s vysledkem F = 53,5100 a p < 10™. Na obrazku 5.4. je zobrazena kulatost vaji¢ek
udévana jako pomér $itky ku délce. Hodnoty blizici se k 1 (kulata vajicka) predstavuje druhu
D. pacificum a to i pfi analyze z ostatnich hostiteld. Vajicka druhd D. dendriticum,
D. lanceolatum a D. latum jsou podobné vejcita, zatimco vajicka druhi D. nihonkaiense a
D. stemmacephalum jsou stfedné kulatd a tvarové jsou si vzajemné hodné podobnd. Da se
tedy konstatovat, ze vajicka druhu D. pacificum jsou ze vSech studovanych lidskych druhii

nejkulatéjsi a svym tvarem se jinym studovanym druhiim nepodobaji (Tab. 9.5.).
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Obr. 5.4. Kulatost vajicek z lidskych zastupci.

5.1.4. Vnitrodruhova variabilita vajic¢ek D. latum a D. pacificum

Z vysledkit morfometrické analyzy jednoho druhu z riiznych hostitell je patrné, Ze velikost
vajicka je ovlivnéna definitivnim hostitelem.

Vzorky D. latum, u kterych byl experimentalnim definitivnim hostitelem kiecek zlaty
(Mesocricetus auratus), maji signifikantné mens$i vajicka, nez vzorky z Clovéka a ledniho
medvéda (Obr. 5.5.). Vyjimkou je ale vzorek vaji¢ek odebrany ptimo ze strobily Cerstvé po
pitvé kiecCka (Tab. 5.1.). Vysledek Tukey testu ukazal, ze se tento vzorek svoji délkou
podobé vzorkiim z medvéda ledniho (Ursus maritimus) a z ¢lovéka (dobrovolna nakaza,
PFIS). Pii1 porovnani velikosti vaji¢ek z trusu kiecka a ze strobily po pitvé kieCka ze stejné
nakazy se objevily signifikatni rozdily ve velikosti vajicek (Tab. 9.6.). Hodnota primérné

délky vajicek z trusu kiecka je o 6,58 um nizsi nez u vaji¢ek ze strobily. Zda se, ze i1 pivod
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vzorku, zdali je z trusu nebo odebrany piimo ze strobily, ma vliv na velikost vaji¢ka. Lidské
vzorky D. latum vykazuji podobnou velikost jako vzorek z ledniho medvéda.

Analyza variance pro druh D. latum z riznych hostitelti zamitla nulovou hypotézu v
obou testovanych hodnotach (pro délku: F = 89,8154; p < 10™*; pro sitku: F = 107,5981;

p < 10™). Rozdily ve velikosti vajicek jsou v této skuping signifikantni.
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Obr. 5.5.: Korela¢ni diagram vnitrodruhové variability velikosti vaji¢ek D. latum.

Analyza variance pro druh D. pacificum zriznych hostiteld zamitla nulovou
hypotézu v obou testovanych hodnotach (pro délku: F = 49,00022; p < 10™; pro $itku:
F =35,84765; p < 10™). Rozdily ve velikosti vaji¢ek jsou v této skuping signifikantni.

Nejvice se svymi parametry odliSoval vzorek z Sakala ¢abrakového (Obr. 5.6.), ktery

se nepodobal zadnému jinému studovanému vzorku svoji délkou ani kulatosti (Tab. 9.8.).
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Obr. 5.6. Korela¢ni diagram vnitrodruhové variability velikosti vaji¢ek D. pacificum.

5.1.5. Morfometricka analyza ostatnich zastupci diphyllobothriida

Analyza variance pro skupinu vzorkt z ostatnich dostupnych roda zamitla nulovou hypotézu
v obou testovanych hodnotach (pro délku: F = 325,9984; p < 10™; pro $itku: F = 44,2564;
p < 10™). Rozdily ve velikosti vaji¢ek mezi jednotlivymi druhy jsou statisticky pritkazné.
Korela¢ni diagram velikosti vajicek je zobrazen na obrazku 5.7.

Z vysledného korelacniho diagramu (Obr. 5.7.) i Tukey testu (Tab. 9.10.) je patrné,
ze vajicka druhii ze savci (Diplogonoporus tetrapterus, Diplogonoporus violettae a
Tetragonoporus calyptocephalus) jsou si velikostné¢ podobnd (primérna délka se pohybuje
v rozmezi 69—70 pm).

Plazi druhy se rozd€lily na dvé, rozméroveé odlisné skupiny, mezi které zapadaji
prave savei druhy. Nejveétsi vajicka ma druh Bothridium pithons (primérnéa délka vajicek je

79 pum), jehoz hostitelem je had (duhovec jednobaravny, Xenopeltis unicolor Reinwardt).
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Nejmensi vajicka maji druhy z varant a to Scyphocephalus bisulcatus a Duthiersia fimbriata

(primérné délka vajicek se pohybuje v rozmezi 5659 pum).
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Obr. 5.7. Korelacni diagram velikosti vaji¢ek diphyllobothriidnich tasemnic rodi
Bothridium, Diplogonoporus, Duthiersia, Scyphocephalus a Tetragonoporus.
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5.2. Skenovaci elektronova mikroskopie

Testovala jsem pfitomnost dulki (prohlubni, pits) na povrchu vajicek, které byly prokazany
pouze u moiskych zastupct pifedchozimi studiemi (Hilliard 1960; Ishii a Miyazaki 1971;
Hilliard 1972)

5.2.1. Povrch vajic¢ek morskych zastupcii rodu Diphyllobothrium

Studovala jsem povrch vajicek 9 druht moiskych zastupct diphyllobothriid. Pfitomnost
dalkh jsem prokdzala u vSech téchto zastupcl. Nicméné, jejich hustota a hloubka se mezi
studovanymi zastupci liSila. Nejintenzivné€ji zvrasnény povrch s velkym mnoZstvim
prohlubni jsem pozorovala u vaji¢ek D. cameroni (Obr. 5.8. E, F), kde bylo kolem 53
prohlubni na 25 pum’. Mezi témito dilky nebyl skoro Zadny hladky povrch. Dalsim
zastupcem s vyrazn€ ¢astymi prohlubnémi byl druh D. cordatum (Obr. 5.8. A, B), kde bylo
kolem 41 prohlubni na 25 pm®. Nejméné prohlubni bylo pozorovano u druhu D. pacificum
(Obr. 5.9. E, F), kde bylo kolem 22 prohlubni na 25 um?.

Vajicka zéastupcti zkytoved a tuleni se vyrazné neliSila. U zéstupce
Diphyllobothrium sp. 2** zkulohlavce ¢erného (Globicephala melas) jsem pozorovala
nejvice dilkd na povrchu a to kolem 35 dilkd na 25 pm?® (Obr. 5.10. E, F). Dulky byly v
praméru nejmensi a byly tak vzdaleny dal od sebe a vajicka se tak jevila jako hladsi nez u
druhu D. macroovatum (Obr. 5.10. A, B), kde bylo kolem 26 dilkd na 25 pm” U druhu
D. stemmacephalum jsem pozorovala nejmensi hustotu dilkl ze v§ech motskych zastupct a

to kolem 21 dilkd na 25 umz.
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Obr. 5.8. Mikrofotografie vajicek moiskych zastupct rodu Diphyllobothrium (SEM).
A, B — D. cordatum z Odobenus rosmarus; C, D — D. rauschi z Monachus schauinslandi,
E, F — D. cameroni z Monachus schauinslandi; B, D, F — povrch zvétSen 10.000x
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Obr. 5.9. Mikrofotografie vaji¢ek motskych zastupcii rodu Diphyllobothrium (SEM)
A, B — D. skriabini z Erignathus barbatus; C, D — D. lanceolatum z Erignathus barbatus;
E, F — D. pacificum z Canis mesomelas; B, D, F — povrch zvétSen 10.000x.
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Obr. 5.10. Mikrofotografie vaji¢ek motskych druhti tasemnic rodu Diphyllobothrium
z kytovel (SEM):

A, B — D. macroovatum z  Eschrichtius robustus; C, D — D. stemmacephalum z
Lagenorhynchus acutus; E, F — Diphyllobothrium sp. 2** z Globicephala melas; B, D, F —
povrch zvétsen 10.000x.

** - podle Balbuena & Raga, 1993
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5.2.2. Povrch vajiCek sladkovodnich a anadromnich zastupci rodu
Diphyllobothrium

V této studii byly pouzity tfi druhy sladkovodnich zastupcl a jeden (D. nihonkaiense)
anadromni zastupce (Obr. 5.11.). V porovnani s moiskymi druhy maji druhy sladkovodni
viditelné mnohem hladsi povrch. Dulky se zde ve vétsin€ pripadt nevyskytuji, a pokud ano,
jsou daleko mél¢i, ploché a rozmisténé dal od sebe. Jedin€ u druhu D. dendriticum jsem
pozorovala m&lké, sotva znatelné dilky, kterych bylo na povrchu kolem 13 na 25 pm?
(Obr. 5.11. A, B). Naprosto hladky povrch byl pozorovan u vétSiny pozorovanych vajicek
D. latum (Obr. 5.11. F), avSak vzacné jsem pozorovala jakési zvrasnéni u D. latum z kiecka

(Obr. 5.11. D).
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10 ym

10 um

Obr. 5.11. Mikrofotografie vajicek sladkovodnich a anadromnich druht tasemnic
rodu Diphyllobothrium (SEM). A, B — D. dendriticum z Canis familiaris,
C, D — D. latum z Canis familiaris — experimentalni ndkaza; E, F — D. latum z Homo
sapiens — experimentalni nakaza; G, H — Anadromni druh D. nihonkaiense z
Homo sapiens; B, D, F, H— povrch zvétsen 10.000x.
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5.2.3. Povrch vaji¢ek tasemnic ostatnich zastupcii diphyllobothriidi

Zastupci dalSich studovanych rodt fadu Diphyllobothriidea méli pfevazné hladky povrch,

vcetné motského zastupce Diplogonoporus tetrapterus i kdyz naznaky prohlubni jsou patrné

(Obr. 5.12.: B). Nejhlads$i wvajicka ztéchto tii zastupcl jsem pozorovala u druhu

Scyphocephalus bisulcatus (Obr. 5.12.: C, D).

10 um

Vi
w2
=
2

Obr. 5.12. Mikrofotografie vaji¢ek diphyllobothriidnich tasemnic. A, B — Diplogonoporus
tetrapterus z Enhydra lutris; C, D — Scyphocephalus bisulcatus z Varanus salvator;
E, F — Tetragonoporus calyptocephalus z Physeter macrocephalus; B, D, F — povrch
zvétSen 10.000x.
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5.3. Experimentalni nakazy

5.3.1. Vyvoj vajicek z experimentalni nakazy kiecku

Pii pitvé nakazeného kiecka byly ziskany 4 zivi dospélci tasemnice D. latum. Délka vajicek
byla vrozmezi 64-75 um a Sitka vajicek byla vrozmezi 47-60 um (Tab. 5.1.). Vyvoj
vajicek jsem sledovala 18 dnil pfi teploté 18 °C. Formovani oballi embrya jsem pozorovala
od devatého dne (Obr. 5.13.: A) a embryonalni hacky byly zformovéany 13. den (Obr. 5.13.:
B). Prvni koracidia se lihla 17. den kultivace pfi zahtati na RT a na svétle (Obr. 5.13.: C).

50 uym

Obr. 5.13. Mikrofotografie vajicek a koracidia D. latum z Mesocricetus auratus:
A — formovani embryonalnich oballi; B — formovani embryonalnich hacka; C — koracidium.

Experimentalni ndkazy klanonozct (rod Cyclops) nebyly uspésné, vsech 44 jedinci

bylo po 19 dnech negativnich.

5.3.2. Vyvoj vaji¢ek z experimentalni nakazy dobrovolnika

5.3.2.1. Vyvoj vajicek ze stolice dobrovolnika

Vajicka nalezend ve stolici (Tab. 5.1.) byla 63—73 um dlouha a 47-54 pum S$iroka. Vajicka
byla Ziva v ¢asném stadiu vyvoje. Vzorek obsahoval cca 49 700 EPG.
Nepozorovala jsem zadné negativni u€inky dichromanu draselného na velikost ani

zivotaschopnost vajicek.
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Vajicka kultivovand v laboratofi pfi RT kolabovala a nedoSlo k vyvinu vajicka.
Vajicka popraskala a odumtela.
Experimentalni nakaza okounti nebyla Gsp&sna. Zadny ze 37 okount nebyl na konci

pokusu nakazen.

5.3.2.2. Vyvoj vajicek z vyloucené strobily

Vylougena strobila (230 DPI) bez scolexu byla dlouha 2,65 m (Obr. 5.14.). Cerstvé odebrana
vajicka ptimo zuteru gravidni proglotidy (Tab. 5.1.) byla 62-76 um dlouha a 47-58 um
Sirokd. Pribéh vyvoje vajicek v riznych dnech je zaznamenan v tabulce 5.12 a na obrazku
5.15.

Sledovala jsem také méné zrald nebo nezrald vajicka z mladSich ¢lankl tasemnice.
Nedoslo k zddnému vyvoji v laboratornich podminkach. Vajicka nebyla Zivotaschopna,

1 kdyz byla ve stejném prostiedi jako vyvijejici se vajicka odebrana ze zralych proglotid.

Obr. 5.14. Strobila tasemnice D. latum z dobrovolnika vyloucena se stolici.
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Tab. 5.12: Vyvoj vajicek z vyloucené strobily. Dny ve kterych byla pozorovdna zasadni

zmeéna.

Den  Pozorovany jev

1 Vyloucena strobila, odebrana vajicka

2 Vajicka ziva, vyvoj probiha

8 Vytvateni embryoforu

13 Vytvofeny embryofor u vétsiny vajicek

15 Vytvoreny hacky

17 Zivotaschopna koracidia — pohyb uvniti vajicka

18 Lihnuti koracidia

Lihnuti koracidia (Obr. 5.15) je prosec trvajici par sekund az desitky minut. Plné
vyvinuté koracidium (Obr. 5.15.) je ve vajicku pohyblivé. Postupné se presune k apikalni
¢asti s operkulem. Po otevieni operkula se koracidium zac¢ne protlacovat vzniklym otvorem
ven zvajicka (Obr. 5.15.). Ve chvili, kdy celé¢ koracidium opusti skotfdpku, se zacne
okamzit¢ rychle trhavé pohybovat diky svym dlouhym brvam na povrchu (Obr. 5.15.). Cely
proces lihnuti se mi podafilo z dokumentovat také na videu, ve kterém lihnuti trvalo
1 minutu a 20 sekund (od okamziku otevieni operkula po uvolnéni celého koracidia

z vajicka).
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"
Obr. 5.15. Mikrofotografie procesu lihnuti koracidia. A — vajicko splné¢ vyvinutym
koracidiem; B — F — postupné lihnuti koracidia; G — I — €erstvé vylihnuté koracidium.
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6. DISKUZE

Komplexni studie mofrometrie vajicek diphyllobohtiidnich tasemnic nebyla doposud
provedena. Nejrozsahlejsi publikované prace publikovali Hilliard (1960) ¢i Andersen a
Halvorsen (1978), ale tito autofi se vzdy zabyvali studiem jen uzké skupiny zéstupct.
Kulatost vajicka byla studovéana jen v n¢kolika ojedinélych studiich jako naptiklad Magath
(1919, 1929), Hilliard (1960) ¢i Andersen a Halvorsen (1978). Rozsahlé prace o morfologii a
vyvoji vaji¢ek vzdy jen jednoho druhu publikovali Vergeer (1936) (D. latum) a Tsuboi a kol.
(1993) (D. pacificum).

Podle nasi analyzy vajicek 20 druht diphyllobothriidnich tasemnic ma nejmensi
vajicka D. cameroni. Ze sladkovodnich druhli je to D. dendriticum a mensi vajicka
z lidskych zastupct ma D. pacificum. Nejveétsi vajicka ma, jak uz jeho jméno napovida
D. macroovatum a to 1 pti porovnani s ostatnimi dostupnymi zastupci rodt Diplogonoporus,

Duthiersia, Tetragonoporus a Scyphlocephalus.

6.1. Morfometricka analyza vajicek

S ohledem na mezidruhovou podobnost morfometrie vaji¢ek nelze jednoznacné jednotlivé
druhy odlisit. V ptipadé ¢ty nejvyznamnéjsich lidskych zéastupcti je mozné na zikladé
velikosti a kulatosti nejsnadnéji odliSit D. pacificum, které ma nejmensi a nejkulaté;si
vajicka. Vramci vSech 15 studovanych zastupcl z rodu Diphyllobothrium je mozné
jednoznacné rozlisit vajicka D. macroovatum, kterd jsou nejvetsi.

Nejmensi vajicka jsem pozorovala u druhu D. cameroni ztulené Monachus
schauinslandi. Stejné rozméry vajicek ze stejného hostitele pozoroval také Rausch (1969).
Vetsi vajicka (publikovany pouze primérné hodnoty) pozoroval Maejima a kol. (1983) u
jediné znamé nakazy ¢lovéka. Infekce timto druhem u Japonského obcana je sporna, protoze
byla identifikovana pouze na zakladé morfologie a navic D. cameroni je popsano z tulené
havajského (M. schauilslandi), ktery je endemitem havajského souostrovi.

U druhu D. cordatum jsem zaznamenala rozdily v kulatosti vaji¢ek, kdy Hilliard
(1960) uvadi kulatéjsi vajicka ze psa (Tab. 5.1.), zatim co j& jsem méla méné kulatd vajicka
z ptirozenych hostitell — lachtanti. Ve velikosti se vSak mé vzorky nelisily od Hilliardovych

(1990).
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U vajicek D. lanceolatum ztulené, D. macroovatum z Kytovce a D. pacificum z
Clovéka a tulenll byly rozméry zjisténé v této praci srovnatelné sudaji uvedené
v pfedchozich studiich (Tab. 3.5., Tab. 5.1.). Nékteré prace (Baer a kol. 1967; Maejima a
kol. 1983; Rausch a kol. 2010; Stunkard 1948) ovSem u D. pacificum uvadi mensi rozméry.
Jedna se o nalezy z lachtana Callorhinus ursinus (Tab. 3.5., Tab. 5.1.).

Naopak u druhu D. hians jsem naméfila vyrazné vetsi rozméry, nez uvadi Rausch
(1969) (Tab. 3.5.). V tomto piipadé¢ se ovSem jednalo o materidl ztulené¢ havajského
(M. schauilslandi), zatimco ja jsem studovala typovy materidl ztulné stfedomoiského
(M. monachus). V havajském tuleni se vyskytuje nejspiSe jiny druh popsany jako D. rauschi,
jak naznacila Andersen (1987). Srovnatelné hodnoty s literaturou u velikosti vajicek
z rozdilnych hostiteltl jsem zaznamenala u D. stemmacephalum (Yamane a kol., 1981) a D.
ursi (Hilliard 1960) (Tab. 3.5., 5.1.).

Hilliard (1960) uvadi rozdily v kulatosti u anadromniho zastupce D. ursi, kdy vajicka
z racka jsou kulatéjsi (0,741) nez z vajicka medvéda (0,658-0,729). Na§ vzorek D. ursi
pochazel z experimentéalni ndkazy kiecka (Andersen a kol. 1987b) a tvarem se podobal méné
kulatym vajickim z medvéda (Tab. 5.1.). U druhého studovaného anadromniho zastupce —
D. nihonkaiense z ¢loveéka, jsem pozorovala hodnoty srovnatelné s literaturou, az na
vyjimku, kterou uvedl Yanadiga a kol. (2010), ktery pozoroval vétsi rozméry vajicek u
D. nihonkaiense z clovéka (Tab. 3.5., 5.1.).

U sladkovodnich druhu stoji za zminku vnitrodruhova variabilita, kterou jsem
sledovala u dvou druht. U D. latum z ¢lovéka jsem u dvou raznych ptipadi nasla odlisnosti
ve velikosti. U naseho dobrovolnika (vzorek PFIS 4) byla vajicka mensi nez u vzorku
nakazené¢ho pacienta z Ruska (vzorek RUS 106) (Tab. 5.1.). V literatufe jsem se setkala ve
vétsing piipadi s vajicky srovnatelnych rozméra az na vyjimky, kdy byla pozorovana mensi
vajicka (Wicht a Peduzzi 2009; Knoff a kol., 2011; Shin a kol., 2011), coz mtize naznacovat
na chybnou identifikaci ¢i nevhodné fixovany material (Tab. 3.5.). Vnitrodruhova analyza
vajicek D. latum, zrGznych hostiteld v této praci ukazala piedpoklddanou wvariabilitu
velikosti. Nejmensi vajicka byla ze vzorkl z kie¢ka z Norska (ZMUO) (Obr. 5.5.; Tab. 5.1.).
Tyto udaje jsou obdobné vysledkiim z ndkaz kieckt, které uvadi Andersen a Halvorsen
(1978) (Tab. 3.5.). VEtsi byla vajicka z ¢lovéka a medvéda, pficemz z medvéda byla vajicka
nejvetsi (Obr. 5.5.). Rozdily jsem naSla 1 v materidlu pochazejiciho z trusu a strobily téhoz
kfecka z nasi experimentdlni ndkazy. Vajicka z trusu byla v priméru o 6,58 pm mensi nez
vajicka odebrana ze strobily (Obr. 5.5.). Vajicka ze strobily kiecka jsou také srovnatelné

velka s vajicky z lidské nakazy, jak ze stolice tak odebrana z vyloucené strobily. V obou
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piipadech se jednalo o nakazu stejného ptvodu, plerocerkoidy pochdzely ze stejnych
mezihostiteld, stejné lokality (Viz kap. 4.2.).

Nejlépe prostudovanym zastupcem je ziejmé D. dendriticum, u né¢hoz byl podrobné
studovan vliv hostitele na velikost vajicek (Hilliard 1960, Andersen a Halvorsen 1978).
U tohoto sladkovodniho druhu byly nalezeny signifikantni rozdily mezi vajicky z riznych
hostitelll nejen ve velikosti, ale 1 v kulatosti (vzorky z kiecka 0,684, z lisek 0,719-0,735 a
z rackil 0,702-0,740). Ja jsem méla k dispozici pouze material z kiecka, ktery se nelisil od
predchozich studii (Tab. 5.1). U D. latum nebyly v ptedchozich studiich pozorovéany rozdily
v kulatosti mezi hostiteli ( lisky a kiecci) (Andersen a Halvorsen 1978). Ani ja jsem
nenalezla signifikantni rozdily v materidlu z cloveka a kiecka (Tab. 5.1). Lze tedy pozorovat
vnitrodruhovou variabilitu 1 ve tvaru vajicek (Andersen a Halvorsen 1978; Hilliard 1960).

Na zaklad¢ rozmért nelze vajicka diphyllobothriidi spolehlivé druhové identifikovat,
ale je mozné od sebe oddélit ¢asto zaménované druhy, zejména zastupcti zndmych z ¢loveéka.
Typickym ptikladem je zdména vajicek D. pacificum s vajicky D. latum u mnoha klinickych
studii (Esteban a kol. 2013). Vajicka D. pacificum jsou mnohem mensi a také jsou vyrazné
kulatéj$i nez vSechny studovani zastupci z €lovéka (Obr. 5.3., Tab. 5.1.). Identifikace
ostatnich zéastupcl na zékladé velikosti a tvaru je obtiznéjsi, s vyjimkou D. macroovatum,
kter¢ ma jednoznacné nejvétsi vajicka ze vSech studovanych druhii. Ostatni studovani

zastupci se mezi sebou vyznamné statisticky nelisili (Obr. 5.1., Tab. 5.1.).

6.2. Morfologicka analyza povrchu vajicek

Na zéklad¢ poznatkd predchozich autord (Hilliard 1960, 1972; Ishii a Miyazaki 1971; Kamo
1999) jsem se pokusila vyuzit povrch vaji¢ek studovany pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie k druhové identifikaci. Potvrdila jsem platnost dvou typl povrchl na zakladé
prostiedi, ve kterém se vajicka vyvijeji, jak naznacil Hilliard (1960 a 1972). Moftské druhy se
na prvni pohled odlisuji od ostatnich druhi mnohocetnymi, hlubokymi dilky rozmisténych
husté po povrchu, zatim co sladkovodni a anadromni druhy maji povrch hladky (Obr. 5.8.—
11.).

Hodnotila jsem také hustotu rozmisténi dilku na povrchu od hlubokych, ale od sebe
vzdalenych dulkd (napt. u Diphyllobothrium sp. 2; Obr. 5.10. E, F), az po vyrazn¢ zvrasnéna

vajicka s mnohocetnymi hlubokymi tésné€ u sebe lezicimi prohlubnémi (napt. D. cameroni;
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Obr. 5.8. E, F). Mimo dalky mtze byt povrch vajicek také zvrasnény, jako u D. cameroni a
D. cordatum (Obr. 5.8. A, B, E, F). Stejnou strukturu povrchu u zastupct D. cameroni a
D. cordatum pozoroval Hilliard (1960) a Kamo (1999) (Obr. 6.1. 2 6.2.).

Vajicka D. rauschi, D. skriabini a D. lanceolatum se ve struktufe povrchu podobala.
U t&chto druhii jsem pozorovala kolem 32 dilkd na 25 pm®.

Vajicka D. pacificum a D. stemmacephalum méla vajicka s nejmensi hustotou dalka
a jevila se tak jako nejhladsi ze studovanych motskych zastupct (Obr. 5.9. E, F; Obr. 5.10.
C. D). Obdobnou strukturu povrchu sledoval také Kamo (1999) (Obr. 6.2.).

Vajicka D. macroovatum (Obr. 5.10.: A, B) maji hustotu dilkd obdobnou jako
D. rauschi, ale dulky jsou hlubsi a $ir§i nez u D. rauschi (Obr. 5.9.: C, D). Povrch vajicek
druhu D. macroovatum byl sice studovan pfedchozimi autory (Yamane a kol. 1976 a, b;
Maejima a kol. (1983), ale kvalita mikrofotografii v téchto pracich nedovoluje srovnani
s nasimi udaji. Pfesto se jevi i v téchto pracich povrch vajicek s relativné hojnymi hlubokymi
dilky .

U D. cameroni jsem pozorovala obdobné zvrasnény povrch vajicek (cca 53 dilkl na
25 um?) jako Kamo (1999) (Obr. 5.8., 6.2.). Tento zastupce ma viak v&tsi hustotu dilkd, neZ
D. cameroni (cca 41 dulkd na 25 pum?). Podobn& strukturovana vajicka tohoto druhu
pozoroval Hilliard (1972) (Obr. 6.1.). U D. lanceolatum vsak Hilliard (1972) pozoroval
hustéji rozmisténé dillky pravidelngjsiho tvaru (Obr. 6.1.) nezZ nase vzorky (Obr. 5.9. C, D).
Na povrchu vajicek druhu D. pacificum byly ve vsech studiich pozorovany mnohocetné
dilky (Obr. 3.12. a 6.2.) (Makiya a kol., 1987; Yazaki a kol., 1990; Tsuboi a kol., 1993;
Kamo 1999). V porovnani s témito studiemi byly vajicka z naSich vzorka hladsi (cca 22
dilky na 25 pm?) (Obr. 5.9.). Nejhlad§i povrch jsem pozorovala u jiz zminéného
D. pacificum a D. stemmacephalum (cca 22-21 dilkd na 25 pm?®) (Obr. 5.10. C, D).
Podobnou hustotu dilkti pozoroval také Kamo (1999) (Obr. 6.2.), ktery tento druh uvadi
jako D. yonagoense (synonymum D. stemmacephalum) 1 dal$i studie (Kumazawa a

Matsouka 1998; Kamo a kol., 1982).
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RO . ( . | 42
Obr. 6.1.: SEM mikrofotografie vajicek zastupcti z rodu iphyll(;bothrium (Hilliard 1972). .
5, 6- D. cordatum (x 2900; x 2000); 7- D. lanceolatum (x 2900); 9- Diplogonoporus
tetrapterus (x 2900); 10- D. dendriticum (x 5860),; 11- D. latum (x 3000).

U sladkovodnich a anadromnich zastupct jsem pozorovala hladsi povrch nez u druha
moftskych presné tak, jak uvadi Hilliard (1960, 1972). Nejhladsi povrch bez prohlubni jsem
pozorovala u D. latum pochéazejiciho z experimentdlni nakazy ¢lovéka (Obr. 5.11. E, F). U
materidlu ze psa jsem vSak pozorovala zvrasnény povrch s nerovnostmi a podlouhlymi
ryhami, ale bez dilkt (Obr. 5.11. C, D). Tato povrchova struktura nebyla pozorovana u
zadnych jinych vzorkl a proto usuzuji, ze se jedna o artefakt, ktery mohl vzniklou
nevhodnou fixaci nebo ptipravou vzorku.

Anadromni druh D. nihonkaiense byl pozorovan v prvni studii povrchu vajicek
pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (Obr. 3.11.) (Ishii a Miyazaki, 1971) a na jeho
povrchu byly pozorovany ojedinélé mélké drobné prohlubné. J4 jsem u vajicek tohoto druhu
pozorovala hladsi povrch nez Ishii a Miyazaki (1971) (Obr. 5.11.), stejn¢ jako Kamo (1999)
(Obr. 6.2.). M¢la jsem vsak k dispozici jen jeden vzorek, u kterého jsem nalezla pouze jedno
nedeformované vajicko, vhodné pro analyzu povrchu. Druh D. dendriticum byl jediny ze
sladkovodnich/anadromnich druhd, u kter¢ho jsme pozorovala drobné mélké dulky na
povrchu (cca 13 dilkd na 25 pm?). Podobny povrch vaji¢ek tohoto druhu pozoroval také

Hilliard (1972) (Obr. 6.1.). U druhu D. latum jsem pozorovala nejhlads$i povrch ze vSech
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studovanych druha. Hladky povrch s drobnymi dilky pozoroval u D. latum 1 Kamo (1999)
(Obr. 6.2.).
Struktura povrchu vajicek se dad povazovat za specifickou vlastnost, kterd odpovida

rozdéleni zastupci do dvou skupin a to mezi sladkovodni/anadromni a motské zastupce.

Nepodatilo se mi v8ak najit jasny vzor pro urceni vaji¢ek do druhu.

Obr. 6.2.: SEM mikrofotografie vajicek zastupct z rodu Diphyllobothrium (Kamo, 1999).
5-D. latum (5 pm); 6- D. nihonkaiense (2 pm); 7-D. stemmacephalum (5 pm);
8- D. pacificum (5 pm); 9- D. cameroni (méfitko neuvedeno).

6.3. Experimentalni nakazy

Presto, Ze kieCek zlaty (Mesocricetus auratus) neni piirozenym hostitelem tasemnice
D. latum, je pro svou jednoduchost chovu nejbéznéjSim experimentdlnim hostitelem pfi
studiu diphyllobothriidnich tasemnic (Braten 1966; Andersen 1971, 1975, 1978; Halvorsen a
Andersen, 1974; Wright 2000; Yamane a kol., 1986). Experimentalni ndkaza kieckt
plerocerkoidy D. latum byla GspéSné u jednoho ze Ctyt jedinc. Nakaza byla GispéSna pouze
s plerocerkoidy ze svaloviny okount, zatimco ndkazy encystovanymi plerocerkoidy z mniki
byly neuspésné. Jednalo se ovSem pouze o dva experimenty, proto z vysledkli experimenti

nelze vyvozovat zavery.
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Clovek byl jako experimentalni hostitel pouzivan ve studiich zejména pro sledovani
pfiznaku a pribéht infekce (Leiper 1928; Tarassov 1937; Vik 1954; Yazaki a kol. 1984;
Andersen a kol. 1987; Dick a kol. 2001). Vmé praci jsem vyuzila probihajici
experimentalni ndkazy k ziskani vajicek k naslednym pokustim a pozorovani vyvoje vajicek.

Pokusila jsem se o experimentalni ndkazy na prvniho a nasledné¢ i1 druhého
mezihostitele. Experimentdlni ndkaza klanonoZcl (rod Cyclops) ani okounl (Perca
fluviatilis) nebyla uspéSna. Pokus se nezdafil nejspiSe diky extrémné vysokym letnim
teplotam a nevhodnym prvnim mezihostitelim. V ptipadé mého pokusu se teplota vody
vySplhala az na 29,7°C (viz. Tab. 4.4.). Pfirozenym prvnim mezihostitelem jsou zejména
vznasivky rodu Diaptomus (Guttowa, 1961, 1965; Vergeer, 1936). Ale tito zastupci nejsou u
nas b&hem léta dostupni. Proto jsem se pokusila o ndkazu klanonozct rodu Cyclops, ktefti
byly uspésné pouziti jako experimentalni hostitelé Guttowou (1961, 1965).

V ramci této prace se mi podaftilo uspésné kultivovat vajicka D. latum z ¢lovéka. Pri
stalé teplot¢ 15°C se vajicka zacala lihnout dvacaty den, vyvoj probihal zhruba stfedné
dlouhou dobu. U D. latum je nejkrat§i pozorovana doba vyvoje koracidia 9—11, ale teplota
v této praci neni uvedena (Essex 1927). Naopak nejdelsi dobu vyvoje pii teplot¢ 10°C
pozoroval Mayer (1967) ato 51 dni.

Ekosystém, ktery by odpovidal nejblizSim lokalitdm, kde se D. latum vyskytuje —
Subalpinska jezera v Italii, Francii a Svycarsku) se u nas nevyskytuje. Proto ziejmé v Geské
Republice nemtize dojit k dokonceni zivotniho cyklu D. latum. Teplota v tomto piipadé neni
jedinym charakterem, ktery zabezpeci uspéSny pribéh a dokonceni cyklu, ale také faunu
klanonoZct — prvnich mezihostiteli. Pokud jeden ¢lanek v zivotnim cyklu chybi, nemuze byt
dokoncen. Stale vSak nejsme schopni vysvétlit, pro¢ se D. latum vyskytuje jen v n€kolikati
omezenych lokalitdch v Evropé.

Z tizemi Ceské republiky neni znam jediny p¥ipad autochtonni infekce D. latum.
Vajicka D. latum vSak byla nalezena v koprolitech z Byl vSak nalezen z, s vyjimkou
archeologického nalezu vaji¢ek D. latum z koprolyth v Chrudimi (Tab. 3.3.) (BartoSova a
kol. 2011). Pvod tohoto nalezu neni znam.

Jedinym zastupcem diphyllobothriidii vyskytujicim se na uzemi Ceské republiky je
temenatka (Ligula intestinalis), kterd je u nas znama zejména z druhého mezihostitele,

kterym jsou kaprovité ryby (Moravec 2001).
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7. ZAVER

Zpracovala jsem literarni resSersi tykajici se vaji¢ek a vyvojového cyklu tasemnic fadu
Diphyllobohtiidea, pfedevsim pak o rodech parazitujicich 1 u ¢lovéka (Diphyllobothrium,

Diplogonoporus a Spirometra).

Provedla jsem morfometrickou studii 1580 wvajicek vybranych 20ti zastupcti rodu
Diphyllobothrium, Diplogonoporus, Duthiersia, Schystocephalus, a Tetragonoporus pomoci

svételné a skenovaci elektronové mikroskopie.

Pfi kombinaci morfometrickych a morfologickych (povrchovych) udaji vajicek je mozné

nékteré zastupce (zejména infikujici ¢loveka) zaradit do druhu.
Byly provedeny experimentalni ndkazy kieckl a dobrovolnika. Z téchto ndkaz jsem provedla

kultivaci ziskanych vajicek a sledovala jejich vyvoj. Ziskana vajicka jsem pouzila také pro

experimentalni ndkazy prvniho a druhého mezihostitele, které vSak nebyly Gspésné.
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Obr. 9.1. Korela¢ni diagram vSech studovanych zastupcti rodu Diphyllobothrium.

Tab. 9.1. Vysledek Tukey HSD testu pro délku (In hodnoty) vSech studovanych
zastupct rodu Diphyllobothrium. 1 — D. dendriticum; 2 — D. latum; 3 — D. ursi;
4 — D. nihonkaiense; 5 - D macroovatum; 6 - D. stemmacephalum;
7 — Diphyllobothrium sp.2; 8 — D. hians; 9 — D. pacificum; 10 —  D. rauschi;
11 — D. cameroni; 12 — D. cordatum; 13 — D. lanceolatum; 14 — Diphyllobothrium sp.1;

15 — Diphyllobothrium sp.3.
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Tab 9.2. Vysledek Tukey HSD testu pro moiské zastupce rodt Diphyllobothrium
a Diplogonoporus — délka vaji¢ek (In hodnoty). 1 — D. cameroni; 2 — D. cordatum;
3 — D. hians; 4 — D. lanceolatum; 5 — D. macroovatum; 6 — D. pacificum; T — D. rauschi,
8 — D. stemmacephalum; 9 — Diphyllobothrium sp.2; 10 — Diphyllobothrium sp.1;
11 Diphyllobothrium sp.3; 12 Diplogonoporus tetrapterus;
13 — Diplogonoporus violettae (syn. D. tetrapterus).
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Tab. 9.3.Vysledek Tukey HSD testu pro sladkovodni zastupce rodu Diphyllobothrium.
Tabulka A — délka (In hodnoty), Tabulka B — kulatost (In hodnoty).
1- D. dendriticum,2 — D. latum,3 — D. ursi, 4 — D. nihonkaiense.

A B
vzorek {1} {2} {3} {4} vzorek {1} {2} {3} {4}
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3](0,001168 0,000008 0,995812 3]|0,567691 0,008718 0,000034
4{0,007384 0,000008 0,995812 4]0,000119 0,017111/0,000034

Tab. 9.4. Vysledek Tukey HSD testu druhy zndmé z clovéka — délka vajicek (In hodnoty).

1 — D. dendriticum; 2 — D. lanceolatum; 3 — D. latum; 4 — D. nihonkaiense;
5— D. pacificum; 6 — D. stemmacephalum.
vzorek | {1} {2} {3} {4} {6} {6}
40544 | 41029 | 4,2278 | 4,1044 | 3,9048 | 4,0885
1 0,000020 0,000020 0,000171 0,000020 0,016823
2(10,000020 0,000020 0,999996 0,000020 0,796126
3|(0,000020 0,000020 0,000020 0,000020 0,000020

4(0,000171 0,999996 0,000020
5/0,000020 0,000020 0,000020 0,000020
6(/0,016823 0,796126 0,000020 0,851384 0,000020

0,000020 0,851384
0,000020




Tab. 9.5. Vysledek Tukey HSD testu druhy znamé z ¢loveka — kulatost vajicek (In hodnoty).

1 — D. dendriticum; 2 —

5 — D. pacificum; 6 — D. stemmacephalum.

D. lanceolatum; 3 — D. latum; 4 — D. nihonkaiense;

vzorek {1}

-,3370

{2}
-3337

{3}
-3134

-,2749

{4}

{5}
-,1984

{6}
-2671

0,999391 0,038571/0,000042 0,000020 0,000020
0,218535 0,000233 0,000020 0,000023
0,026150 0,000020 0,001049
0,000021 0,995987

1
2(10,999391
3/[0,038571 0,218535
4(0,000042 0,000233 0,026150
5

6

0,000020 0,000020 0,000020 0,000021
0,000020 0,000023 0,001049 0,995987 0,000021

0,000021

Tab. 9.6. Vysledek Tukey HSD testu pro D. latum — délka vajicek (In hodnoty).
1 — Mesocricetus auratus (ZMUO); 2 — Ursus maritimus (NMW); 3 — Mesocricetus auratus
trus (PFIS); 4 — Mesocricetus auratus strobila (PFIS); 5 — Homo sapiens stolice (PFIS);

6 — Homo sapiens strobila (PFIS); 7 — Homo sapiens (RUS 106).

vzorek | {1}
4,0773

{2}

{3}

4,2434 | 4,1368

{4}
4,2368

5}
4,2309

{6}
4,2404

{7}
4,1966

0,000026 0,000026 0,000026 0,000026 0,000026 0,000026
0,000026 0,996975 0,776492 0,999901 0,000602
0,000026 0,000026 0,000026 0,000026
0,993802 0,999680 0,006328
0,648781 0,001558

1
2(0,000026
3/[0,000026 0,000026
40,000026 0,996975 0,000026
5

6

0,000026 0,776492 0,000026 0,993802
0,000026 0,998901 0,000026 0,999680 0,648781
7(0,000026 0,000602 0,000026 0,006328 0,001558 0,000058

0,000058

Tab. 9.7. Vysledek Tukey HSD testu pro D. latum — kulatost vajicek (In hodnoty).
1 — Mesocricetus auratus (ZMUO); 2 — Ursus maritimus (NMW); 3 — Mesocricetus auratus
trus (PFIS); 4 — Mesocricetus auratus strobila (PFIS); § — Homo sapiens stolice (PFIS);

6 — Homo sapiens strobila (PFIS); 7 — Homo sapiens (RUS 106).

vzorek {1}
-,3330

{2}
-,3528

{3}
-3178

{4}
-,2683

{5}
-,3259

{6}
-,2939

7}
-3158

1

0,816815 0,891503 0,000169 0,995957 0,017740 0,897460)
0,064035 0,000026 0,174474 0,000032 0,120074
0,001037 0,960819 0,119780 0,999998
0,000028 0,285065 0,013683
0,000252 0,969086

2/0,816815
3/[0,891503 0,064035
4]0,000169 0,000026 0,001037
5(0,995957 0,174474 0,960819 0,000028
6(0,017740 0,000032 0,119780 0,285065 0,000252
7]0,897460 0,120074 0,999998 0,013683 0,969086 0,481714

0,481714

Tab. 9.8. Vysledek Tukey HSD testu pro D. pacificum — délka vaji¢ek (In hodnoty).
1 — Arctophoca australis (Aa 89); 2 — Neophoca cinerea (AU 10); 3 — Arcotocephalus
pusillus doriferus (AU 11); 4 — Homo sapiens (TS); 5 — Callorhinus ursinus (SAM);

6 — Canis mesomelas (BMNH).

D WwN =

0,000310 0,005786
0,006960 0,001397 0,000020
0,000020 0,000043 0,948241 0,000020

0,000021 0,000020 0,000020 0,010300 0,000020

0,000020 0,948241 0,000020

vzorek D. pac {1} {2} {3} {4} {5} {6}
3,9677 | 3,9608 | 3,9158 | 4,0026 | 3,9063 | 4,0364
0,994481 0,000310 0,006960 0,000020 0,000021
0,994481 0,005786 0,001397 0,000043 0,000020

0,000020

0,010300
0,000020




Tab. 9.9. Vysledek Tukey HSD testu pro D. pacificum — kulatost vajicek (In hodnoty).
1 — Arctophoca australis (Aa 89); 2 — Neophoca cinerea (AU 10); 3 — Arcotocephalus
pusillus doriferus (AU 11); 4 — Homo sapiens (TS); 5 — Callorhinus ursinus (SAM);
6 — Canis mesomelas (BMNH).

vzorek D. pac {1} {2} {3} {4} {5} {6}
-2428 | -2028 | -2557 | -2354 | -1969 | -.3001

0,082810 0,944951 0,988173 0,003200 0,000963
0,082810 0,005146 0,098118 0,997807 0,000020
0,944851 0,005146 0,489818 0,000045 0,022520
0,988173 0,098118 0,489819 0,00054¢ 0,000021
0,003200 0,997807 0,000045 0,000548 0,000020
0,000963 0.000020 0,022520 0,000021 0,000020

LA |

Tab 9.10. Vysledek Tukey HSD testu pro délku (In hodnoty) ostatnich zastupcii
diphyllobothriidd. 1 —  Bothridium pithonis;, 2 —  Diplogonoporus tetrapterus;
3 — Diplogonoporus violettae; 4 — Duthiersia fimbriata; 5 — Scyphocephalus bisulcatus;
6 — Tetragonoporus calyptocephalus.

vzorek | {1} {2} {3} {4} {5} {6}
4,3638 | 4,2350 | 4,2477 | 4,0250 | 4,0726 | 4,2449
1 0,000020 0,000020 0,000020 0,000020 0,000020
2]0,000020 0,854867 0,000020 0,000020 0,943989
3]0,000020 0,854867 0,000020 0,000020 0,999933
4/(0,000020 0,000020 0,000020 0,000075 0,000020
5
6

0,000020 0,000020 0,000020/0,000075 0,000020
0,000020 0,943989 0,999933 0,000020 0,000020

Tab 9.11. Vysledek Tukey HSD testu pro kulatost (In hodnoty) ostatnich zastupct
diphyllobothriidd. 1 —  Bothridium pithonis;, 2 —  Diplogonoporus tetrapterus;
3 — Diplogonoporus violettae; 4 — Duthiersia fimbriata; 5 — Scyphocephalus bisulcatus;
6 — Tetragonoporus calyptocephalus.

vzorek | {1} {2} {3} {4} {5} {6}
-5401 | -3666 | -3948 | -2318 | -2674 | -3293
1 0,000020 0,000020 0,000020 0,000020 0,000020
2[0,000020 0,299902 0,000020 0,000020 0,064727
3{0,000020 0,299902 0,000020 0,000020 0,000422
4/0,000020 0,000020 0,000020 0,060004 0,000020
5
6

0,000020 0,000020 0,000020 0,060004 0,001073
0,000020 0,064727 0,000422 0,000020 0,001073




