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Abstrakt

Trichineléza je celosvétové zavazné parazitdrni onemocnéni prenosné na cloveka.
Plvodce této choroby je Trichinella spp., fazena do kmene parazitickych hlistic Nematoda. V
soucasné dobé je znamych 12 genotypt trichinel, oviem nejvyznamngjsi pro CR a okolni

staty je T. spiralis, T. britovi a T. pseudospiralis.

Lidé se mohou nakazit pozienim syrového nebo nedostateéné tepelné upraveného
masa infikovaného zvitete. Lécba je velmi naro¢na a muze skoncit i smrtelng¢, proto je kladen
vysoky diraz na prevenci, pfedev§im kontrolu tél jate¢nych zvitat ur¢enych k lidské spotiebé.
Nejznaméjsi a také zakonem schvélena je metoda travici, kdy se uméle simuluje situace v
zaludku hostitele v laboratornich podminkdch. OvSem metod na vySetfeni pfitomnosti

parazita, ¢i specifikaci genotypu je mnoho.

Tato prace se zabyva srovnanim znamych a dostupnych metod detekce ptvodce
trichinel6ozy a znakovym popisem nejvyznamnéjSich genotypt trichinel.
Klicova slova

Trichineldza, svalovec stoceny, cizopasnik, detekce parazita, hostitel, hlistice



Abstract

Trichinellosis is a worldwide serious disease transmittable from animals to humans.
The disease agent is Trichinella spp., which belongs to the phylum of parasitic nematoda
called Nematodes. There are 12 genotypes of Trichinella currently known but the most
important for the Czech Republic and neighboring countries are T. spiralis, T. britovi and T.

pseudospiralis.

Man can be infected by ingestion of raw or undercooked meat of infected animals.
Treatment is very expensive and can be fatal, therefore a great emphasis is placed on
prevention, especially control of animal carcasses which are intended for human consumption.
The most famous method, also approved by law, is the digestive method, however there are

many other methods for testing the presence of a parasite or for specification of genotype.

This paper mainly deals with comparison of known and available methods of detection
of trichinosis originators. Furthermore this paper gives character description of

majorgenotypes of Trichinella.

Keywords

Trichinellosis, Trichinella spiralis, parasite, detection of the parasite, host, nematodes



3.

6.

UVOD et bbbt b bbbttt b bttt 11
CIL PRACE ...t 12
CHARAKTERISTIKA RODU TRICHINELLA ..o 12
3L PUVOACE ..ttt et b bttt nae e b nree s 12
3.1.1. Zastupci rodu Trichinella ... 12
3.1.2.Epidemiologie rodu Trichinella ...........ccccooeiiiiniiiiie e 15
3.1.3.Stavba t€la PArazZita.......c.eieiiiiiiiie it 17
3.1.4. ZAVOINT CYKIUS .v.voecereieeseeeee sttt 18
3.2. Historie a SouCasnOSt ONEMOCTIEN ... ..eeiueiiurierieeiiieriieaieesiee et e e e e siee e e seeeeaeeseeeas 20
3.2. 1. HISTOTIC V& SVELE ..euveeiiiiiie it e sttt ettt e b e e e nmeesnneennee s 20
3.2.2. Historie a 5ouasnost v CR @ SR .....vcuvucviiieiieeieieeseeeesses s enes s 21
3.2.3. SOUCASNIOSE VE SVELE ...vviiuiieieieiie st eiee sttt ettt ettt e e et e ann e e nmeesnneenreeas 23
3.2.4.Mén¢ obvykly zdroj ndkazy v Evropskych zemich..........cccoooiiiiiiiiciins 25
3.3, Soucasnd 1egisIativa ..........ceiiiiiiiiiii s 26
3.4. Zivotidné druhy vnimaveé K iNFEKCH.........eveveeveeveieiciceeeeecee e 27
3.5, Postup V pozitivnim PIPAAE .....vvveivieiiiie it 28
MOZNOSTI PRENOSU A STRENT.......ccoiririirinerisissiesisesessssss s 31
4.1. Vnimané druhy ZVIFat.........ccoccoiiiiiii s 31
4.2, RIZIKO ONEMOCHCN. ...eeviiiitieiiiieitie sttt sttt st e ettt e st e et e e nteenneeenes 31
4.3, InKubacni doDa........cooiiiiiiiiii s 32
4.4, Protildtky @ IMUNITA ......eiiiiiiiicici e 32
4.5, Odolnost triChiNel.........c.cociiiii 32
LECBA A PREVENTIVNI OPATRENT .....oovviiriirinessisnis s 35
5.1, KINICKE PHZNAKY ...eviiiiiiiiiiiiii e 35
5.1.1. Uméla invaze trichinel praseti domacimu ...........cccocveieiiiiinii i 35
5.1.2.Klinické ptiznaky u ClovEKa........ccoiviiiiiiiiii 35
5.2, DIAGNOSTIKA ...cuviiiiiiieieisieie et bbb 37
5.2.1.DIagnOStIKa Z KIVE ..ottt 37
5.2.2.Diagnostika Z DIOPSIE ....c.ooviiiiiiiiiiee s 38
TG T T o TSR RUP RPN 38
D4, PIBVENCE ...t 39

VYUZITI JEDNOTLIVYCH ZNAMYCH A DOSTUPNYCH METOD
DETEKCE VE VZAJEMNYCH SOUVISLOSTECH ..o, 40



10.
11.
12.
13.

6.1. Detekce a identifikace parazita — pfimé metody ............cvvvrveiveieiencniniseseseeeen 40

6.1.1. Trichinoskopie (kompresni Mmetoda)..........cccevvviiriiriiiieiiiiee e 40
6.1.2. Referencni metoda (travici MEtoda) ........eeiverieiiiiiiiieie e e 42
6.1.3. Alternativa travici MEtOAY .......cviiiiiiiiiiieiiii s 45
6.1.4. Metoda polymerazoveé feté¢zoveé reakce PCR.........cccovviiiiiiiiiiicccc, 46
6.2. Detekce specifickych protilatek — nepfimé metody ........cocvvvviiveiiiieniiie e, 47
6.2.1. IMUNOFIUOTESCENCE ......ovieiiiiicire s 48
6.2.2.WESEEIN DIOT ... 48
B.2.3. ELISAEST ... s 49
6.2.4.Radioimunoanalyza (RIA) ......ccccoiiiiiiiiiiiiiiie e 51
6.2.5. Dalsi imunologické Metody.........cccoviiiiiiiiiiiiie e 51
6.2.6. Sekvenovani DINA ... ...ooiiiiii e 53

VYHODNOCENI USPESNOSTI JEDNOTLIVYCH DETEKCNICH METOD V
NAVAZNOSTI NA EKONOMICKE ASPEKTY A SOUCASNOU

LEGISLATIVU VE VZAJEMNYCH SOUVISLOSTECH ......o.covvieveeseeeeeseeeeenns 54
ZNAKOVY POPIS DOSUD DETEKOVANYCH JEDNOTLIVYCH

GENOTYPU RODU TRICHINELLA PRO UZEMI CR ..o, 57
ZAVER ..ottt ettt 61
SEZNAM POUZITE LITERATURY ..o, 63
ONLINE ZDROUJE.........iiteeeeeeeeeeeeeeeee st s ettt en st ene s 67
PRILOHY ..ottt n et s et en e en s eee e neenenes 69
SEZNAM TABULEK A OBRAZKU ..ottt 74



Seznam zkratek

SVS — Statni veterinarni sprava

SVU — Statni veterinarni istav

KVS — Krajska veterinarni sprava

NRL — Narodni referen¢ni laboratof

EURLP — Referencni laboratoi Evropské Unie pro parazity
EIA — imunoenzymatické metody

DNA — deoxyribonukleova kyselina

FAO — Organizace pro vyzivu a zemedélstvi
WHO — Svétova zdravotnicka organizace

OIE — Svétova organizace pro zdravi zvirat

Ab — protilatka

Ag — antigen



1. UVOD

Trichinel6za je celosvétové obdvané onemocnéni. Pivodcem této choroby je
paraziticka hlistice rodu Trichinella. V sou¢asné dob¢ je znamych 12 genotypt trichinel
rozsifenych po celém svété. Ve stiedni Evropé nas mohou ohrozovat druhy T. spiralis,
T. pseudospiralis a T. britovi, napadajici savce, ptaky ale i plazy. Historie onemocnéni
saha az do davné minulosti. Byla nalezena egyptskd mumie z obdobi 1 200 let pi. n. 1., u
které se prokazalo prave toto onemocnéni. Poprvé ovsem byla trichineldza prokazana az

v druhé¢ poloving 19. stoleti.

Onemocnéni vznikd po pozieni nakazené¢ho syrového, ¢i nedostatecné tepelné
upraveného masa. Larvy trichinel jsou zaludecnimi §t’dvami uvolnény z pouzdra a putuji
do tenkého stfeva, kde se zavrtdvaji a samice rodi zivé larvy. Larvy jsou dale krvi

transportovany do svalu, kde se opouzdii.

Lé&ba této choroby je velmi naroéna a jen v byvalém Ceskoslovensku zemielo
na toto onemocnéni nékolik desitek lidi. Onemocnéni probiha ve dvou fazich. V druhé -
svalové, se k horeckdm z prvni faze piipojuji nesnesitelné bolesti, které vedly
nejednoho nakazeného clovéka az k sebevrazdé. U vnimavych zvifat na toto

onemocnéni nejsou projevy choroby tak silné jako v ptipadé¢ huménni trichinelozy.

Z tohoto dliivodu jsou velké naroky kladeny na uplatiiovani prevence. Predev§im
to je kontrola svaloviny veSkerych zvifat, které jsou urceny k lidské spotiebé. Je mnoho
metod, které se mohou k detekci onemocnéni trichinelézou pouzit. Vychazeji z pifimé
detekce larev, nebo hledani ve vzorku specifické protilatky. OvSem z hlediska naSich
zakoni je nafizena povinnost kazdé zvire, které je ur¢eno k lidské spottebé, kontrolovat
vySetfenim tak zvanou trdvici metodou, pii které se laboratorné pfipravi obdobné
prostfedi jako v zaludku a po sedimentaci vzorku se sediment na pfitomnost larev

provétuje pod mikroskopem.
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2. CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace je charakteristika a vyhodnoceni znamych
dostupnych metod detekce parazitdirniho onemocnéni trichinelézy ve vzéajemnych
souvislostech a znakovy popis nejvice rozSifenych jednotlivych genotypi rodu

Trichinella na tizemi Ceské republiky a v okolnich statech.

3. CHARAKTERISTIKA RODU TRICHINELLA

Trichinel6za je celosvétové velmi vazné a obavané parazitdrni onemocnéni
prenosné na Cloveéka, vazané na poziti syrového ¢i nedostatecné tepelné upravené¢ho

masa zvirat (Koudela, 2001).

3.1. Puvodce

Parazit rodu Trichinella (svalovec) je fazen do celedi Trichinellidae, fadu
Trichocephalida, tfida Adenophorea, kmenu Nematoda a fiSe Animalia. Je popsano 12
druhti a genotypt trichinel. Devét druhti tvoti cysty kolem larev ve svalovych vldknech.
Patfi mezi n¢ nejznaméjsi a nejpatogenéjsi T. spiralis, dale T. britovi, T. nativa, T.
murelli, T. nelsoni, genotypy T6, T8, T9 a T12, pouze 3 druhy netvoii kolagenni
pouzdro okolo larev a tim jim umoziuji volny pohyb uvnitt svalovych vlaken. Mezi
tyto druhy jsou fazeny T. pseudospiralis, T. papuae, T. zimbabwensis (Koudela et al.
2011).

3.1.1. Zastupci rodu Trichinella

= Trichinella spiralis

Je kosmopolitni druh, ktery se hojné vyskytuje v teplejsich oblastech (Evropa,
Asie, Severni a Jizni Amerika), protoze larvy nejsou odolné vii¢i mrazu. Jedna se o
synantropni druh, nejvice patogenni pro ¢lovéka i domaci zvifata, pfedev§im prase

domaci (Sus scrofa domesticus), koné (Equus caballus), kozu (Capra hircus), psa
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(Canis familiaris) a kocku domaci (Felis catus). Rezervoarem je nejcastéji potkan

obecny (Rattus norvegicus) (Gottstein et al. 2009).

=  Trichinella nativa

Vyznacuje se velkou odolnosti vii¢i mrazu, je to tzv. arkticky druh. Larvy dokazi
prezit ve zmrzlé svaloviné az 5 let. Hostitelem je liska obecna (Vulpes vulpes), ledni
medveéd (Selenarctos maritimus), vlk obecny (Canis lupus), myval severni (Procyon
lotor), rys ostrovid (Lynx lynx) a z moiskych Zivoéichi napf. mroz ledni (Odobenus
rosmarus) a tulein obecny (Phoca vitulina). Vyskyt byl zjistén pievazné v chladnych,
arktickych a subarktickych oblastech Ameriky, Asie a severu Evropy (Gottstein et al.
2009).

= Trichinella britovi

Typicky a nejrozsifenéjsi zastupce sylvatického (lesniho) vyskytu, vazany na
mirné podnebi Evropy a Asie. Céstetné se vyskyt potvrdil i na zapadé Afriky. Napada
prevazné divoce zijici Selmy. Je to pravdépodobné hlavni zdroj pro infekci prasat
divokych (Sus scrofa), dale je infekéni pro vlka obecného (Canis lupus), lisku obecnou
(Vulpes vulpes), myvala severniho (Procyon lotor) a jezevce lesniho (Meles meles)
(Gottstein et al. 2009).

= Trichinella pseudospiralis

Kosmopolitni druh, jeho hostitelem jsou savci, ale i masozravi ptaci a vacnatci.
Geneticky je lze rozdé€lit na 3 typy: paleoarkticky, neoarkticky a australsky (tasméansky).
Lidska umrti po nakaze touto trichinelou jsou hlasena z Ruska, Thajska a Francie, pro
Clovéka je tento druh trichinel velmi patogenni. Na rozdil od opouzdienych druht
trichinel, ma T. pseudospiralis velmi nizkou odolnost vii¢i mrazu a teplu (Gottstein et
al. 2009).

=  Trichinella murelli

Je malo infekéni druh, napadajici volné Zijici masozravee v Americe. Napiiklad
kojota prérijniho (Canis latrans), lisku obecnou (Vulpes vulpes), medvéda ledniho
(Selenarctos maritimus) a myvala severniho (Procyon lotor). Hlavnim zdrojem nakazy

pro clovéka se stavaji medvédi a v nékolika piipadech to byli také koné. Tento druh
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nebyl popséan zatim u prasat. Je pomérn¢ odolny viici nizkym teplotam (Gottstein et al.
2009).

=  Trichinella nelsoni

Vyskytuje se prevazné v Africe a typickym hostitelem tohoto druhu je hyena
skvrnita (Crocuta crocuta). Obc¢as se mohou nakazit i jiné druhy zivocichu, napiiklad
prase bradavi¢naté (Phacochoerus aethiopicus). Tento druh je pro ¢lovéka jen malo
patogenni. Je hlaseno jen par piipadi ndkazy lidi v Keni a Tanzanii. Je velmi odolny

vuci teplu, ovSem vici mrazu jen malo (Gottstein et al. 2009).

Mezi druhy méné vvznamné nebo malo znamé patii

= Trichinella papue

Synantropni druh. Napada piedevs§im prasata a krokodyly v Papui Nové Guinei.
Timto druhem byl nakaZen i ¢lovék (Gottstein et al. 2009).

= Trichinella zimbabwensis

Je dalsi druh, ktery vyhledava jako svého hostitele krokodyly nilské (Crocodylus
niloticus). Je infekéni i pro savce v Mosambiku, Zimbabwe a Etiopii (Gottstein et al.
2009).

= Trichinella patagoniensis

Nalezena pouze u pumy americké (Puma concolor) v Jizni Americe (Gottstein et al.
2009).

= Trichinella T-6

Je rezistentni vu¢i mrazu. Nalezena byla u koni a prasat v Severni Americe.

Geneticky velmi podobny T. nativa (Gottstein et al. 2009).

= Trichinella T-8

Vyskyt u masozravei v Namibii a Jizni Africe. Dosud nebyla hlasena nakaza

¢loveka. Geneticky podobny T. britovi (Gottstein et al. 2009).

14



= Trichunella T-9

Nalezena u masozravych Selem V Japonsku. Geneticky podobna T. murrelli

(Gottstein et al. 2009).

Obr. ¢. 1: Mapa vyskytu trichinel ve svété (podle Chmelikové, 2013, upraveno).

Trichinella nativa Trichinella nelsoni 4} : Trichinella patagoniensis
Trichinella spiralis i Trichinella papue ?"%{ﬁ’ Trichinella T-6 + Trichinella pseudospiralis
[ Trichinella britovi Trichinella T-9 % Trichinella T-8 + Trichinella zimbabwensis

3.1.2. Epidemiologie rodu Trichinella

=  cyklus synantropni

Hlavnim zastupcem tohoto cyklu je T. spiralis a T. papue. Jedna se o ptenos
mezi hlodavci a domacimi prasaty. Ta jsou zdrojem nakazy pro ¢lovéka. Muze dojit
také k pfenosu z konského masa, které bylo nakaZzeno infikovanym hlodavcem.
Naprtiklad v ptipadé, kdy kun pozie nakazeného hlodavce na pastvé (Chroust &
Forejtek, 2010). Hlodavci se mohou nakazit pojidanim odpadd z jatek nebo
infikovanych kadaverti volné Zijicich Zivoc¢ichl, jako napi. prasete divokého (Sus
scrofa), lisky obecné (Vulpes vulpes), vlka obecného (Canis lupus), a rysa ostrovida

(Lynx lynx) (Jurasek & Dubinsky, 1993).

15



= cyklus sylvaticky

Hlavnim zastupcem tohoto cyklu je T. britovi. Trichinel6za koluje v ptirodnich
podminkach, kdy se z voln¢ Zijicich masozravci nakazi divoké prase (Sus scrofa) nebo
hlodavci. Dal§im vyznamnym druhem je T. pseudospiralis (Chroust & Forejtek, 2010).
Clovék se nakazi pfedev§im zejména pozienim infikovanych divokych zvifat ziskanych
lovem. Do sylvatického cyklu vstupuje ¢asto nepiimo i clovek, tim, Ze ponecha zbytky
vyvrhnutych Zivoc¢ichti na misté¢ uloveni. Dochazi tak k rozsifeni mozné nakazy mezi

volng Zijicimi zivo¢ichy (Palmer et al. 2011).

=  cvklus smiSeny

Charakteristické pro tento cyklus je, Ze lidé krmi doma chovana prasata zbytky
ulovenych zivoc¢ichii. Tedy se mizou Kk synantropnimu druhu T. spiralis pfipojit

sylvatické druhy trichinel — T. britovi a T. pseudospiralis (Palmer et al. 2011).

Obr. €. 2: Cyklus synantropni a sylvaticky

A\ = ntective Stage
A\ = Diagnostic Stage

Zapousdiend larva ve svalu

Synantropni
cyklus

Uvolnéna larva pronika

do stfev e

—_ B

RN e
Zapouzdrena larva
ve svale

A 3 @ / s;p'é;a,;w

o tarva pronika do svald

Zdroj: http://lwww.cdc.gov/parasites/trichinellosis/biology.html (upraveno).
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3.1.3. Stavba téla parazita

Stavba téla vSech znamych druhu trichinel je velmi podobna. VétSina druhii tvori
pouzdro (T. spiralis, T. nativa, T. nelsoni, T. britovi) a dosahuji velikosti viditelné
okem. Samice dosahuji délky 1,5 — 4 mm, samci sotva polovi¢ni. Trichinela ma
vlaskovité télo, které¢ se dopiedu zuzuje, na opacném konci lezi fitni otvor (Jirovec,
1948). Z d¢lohy samice se rodi zivé larvy. Uprostied jicnové oblasti samice se nachazi
genitalni otvor. Samci maji t€lo tvofeno z jedné tietiny jicnem a na konci se nachazeji
dva kloakalni laloky (JurdSek & Dubinsky, 1993). Laloky samctim slouzi k uchyceni
samice pfi pafeni, protoze na rozdil od ostatnich nematod samci nemaji spikuly (trny)
(Gunn & Pitt, 2012). Jicen je také velmi dulezity pro nékteré biologické procesy
parazita. Je tvofen svalnatou pfedni a dlouhou Zlaznatou zadni ¢asti lemovanou
zlaznatymi bunkami (stichocyty), které utvareji specidlni strukturu stichosom, ktery,
produkujici aktivni molekuly, napf. se UcCastni migrace larev tkdnémi hostitele a

regulace procest v napadenych buiikach hostitele (Dupouy-Camet & Murrel, 2007).

Obr. ¢. 3: Morfologie trichinel

e

SAMICE

Embrya B
v déloze

Zdroj: http://rowdysites.msudenver.edu/~churchcy/B103270/Images/Nematodes/Trichinella.htm
(upraveno).
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3.1.4. Zivotni cyklus

Clovek je pro tohoto vetielce jen neefektivnim a slepym ¢lankem cyklu (Forstl,
2003). Pro zivotni cyklus trichinel je zapotiebi, aby se predator stal nasledné kofisti.
Trichinela je, co se tyka vyvojového cyklu, zajimava v tom, Ze v hostiteli jsou zaroven
dospéli jedinci 1 larvalni stddia. Dospélci jsou ve stieve, larvy ve svalovingé hostitele
(Bowman, 2009). Trichinely jsou tzv. biohelminti, tzn., ze odpada nutnost ,,shanét“
mezihostitele a zadna z vyvojovych fazi neprobihd ve vn&jSim prostiedi (Bednaf et al.

1994).

Vyvoj zacina pozienim infikovaného syrového nebo malo tepelné zpracovaného
masa hostitelem. V zaludku dojde k postupnému uvolnéni larev prostiednictvim
travicich $§tav (obsahujicich pepsin a kyselinu chlorovodikovou). Larvy migruji do
tenkého stfeva, kde pohlavné dospivaji béhem 2 dnt.. Dospély samec po kopulaci
uhyne, piesto zvladne oplodnit né€kolik samic. Samicky se po kopulaci zavrtavaji do
stfevni sliznice, kde vyprodukuji az 1 500 larev za dobu 1,5 mésice. Larvy prostupuji do
lymfatické a krevni soustavy a odtud jsou roznaSeny po celém téle. Ve svaloving
naruSuji svalova vldkna a spirdlovité se staceji. Postupné se opouzdii a preméiuji
morfologii i metabolismus svalové bunky za vzniku tzv. matefské bunky, ktera larvu
vyZivuje. Asi za 3 tydny je larva jiz obalena ochrannou vrstvou — kolagenni kapsulou
(cysta) a je pfipravena stat se infekéni pro dal§iho hostitele (Gottstein et al. 2009;
Koudela et al. 2011; Gunn & Pitt, 2012; Koudela, 2001; Jurasek & Dubinsky, 1983).

Larvy trichinel mohou napadat jakoukoli svalovinu, ovSem nejcastéji si vybiraji
brani¢ni svaly, zvykaci svaly, jazyk, okohybné svaly a hrtan, pfi ¢emz na téchto mistech
vyvolavaji zanéty. U cloveka, prasete a hlodavch se jedna cCastéji o dychaci svaly,
piedevsim je to branice, zatimco u masozravcu to je i jazyk, zZvykaci svaly a svalovina
koncetin. Je to zplisobeno intenzitou svalové Cinnosti a tim souvisejicim stupném
prokrveni. Jedinou svalovinou, kde se larvy prakticky neusazuji, je svalovina srde¢ni a
hladka. Druhy larev netvorici pouzdro vyvolavaji mnohem silnéjsi zanétlivou reakci v

téle.
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Zapouzdiené larvy jsou zivotaschopné u c¢loveéka 30 let a u prasete 10 let
(Jurasek & Dubinsky, 1983; Koudela, 2001; Lamb, 2012; Chroust & Forejtek, 2010;
Matyas, 1975).

Obr. &. 4: Zivotni cyklus trichinel

Larvy se nachazeji v syrovém a
Normalni buiika A Spatné tepelné opracovaném
(Cervend) a 7
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stavam
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tenkého streva
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vlakna a spiratovité

se staceji i
Dospéli jedinci
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produkuji
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Poraniic Dnsaney” 4" 60O IACple Trews Productions, LS. Py, PO Box 200, Mew York, NY 10032

Zdroj: http://lwww.trichinella.org/bio_lifecycle.htm (upraveno)
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3.2. Historie a sou¢asnost onemocnéni
3.2.1. Historie ve svéte

Trichinel6za se vyskytovala jiz v davné historii, kdy lidé jedli predev§im maso

malo tepelné opracované nebo dokonce zcela syrové. Také je pravdépodobné, ze je i

Mrwe

Ovsem zcela poprvé byla trichineléza diagnostikovana v Anglii v roce 1835 pfi
pitvé ¢lovéka, kdy zapouzdiené larvy objevil mlady student mediciny James Paget. Jeho
profesor Robert Owen nalez publikoval a pojmenoval parazita jako Trichina spiralis.
Rodovy nazev Trichinella navrhl v roce 1895 francouzsky parazitolog Alcid Raillet
(Koudela, 2001).

Rok 1846 se stal dulezitym v objevu trichinely ve svaloving prasete. Americky
1ékat Joseph Leidy si v§iml v Sunce drobnych utvart, které byly podobné trichinelam ve
svalech jeho pacienta (Koudela, 2001). Ve druhé poloviné 19. stoleti se stala tak zvana
»americka trichinel6za* velkou obavou pro vétSinu evropskych zemi. Italie v roce 1879
zakazala dovoz prasat a do roku 1891 jiz tento zékaz vydala i vétSina ostatnich zemi
Evropy. Amerika zareagovala a nafidila vySetfit vSechna exportovana prasata, ovSem na
tuzemskych farméch toto natizeni neplatilo. Na pfelomu 19. a 20. stoleti bylo Iékarskym
vySetienim dokazéno, Ze je trichinelé6zou nakaZeno 16,2 % obcani Ameriky

(Forménkova, 2012).

V Némecku v letech 1853 — 1860 byly u¢inény pokusy parazitologem Rudolfem
Virchowem, na jejichz zakladé byl popsan vyvojovy cyklus a moznosti §ifeni parazita
trichinel6zy. Roku 1860 drazd’ansky 1ékat Friedrich Albert Zenker dopodrobna popsal
pfipad nakazy trichinely koncici smrti. Tim se zménil pohled na dosud prehliZzené
onemocnéni. Nasledné béhem 20 let bylo popsano 8 491 ptipadli nakaZeni a témét 500
jich bylo smrtelnych. Na pokyn Rudolfa Virchowa byla vroce 1864 piijata rtizna
opatfeni k zabranéni Sifeni onemocnéni Do konce stoleti je prevzaly dalsi zemée zapadni

a stfedni Evropy (Koudela, 2001).
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3.2.2. Historie a soucasnost v CR a SR

»  Ceska republika

V Cechach se prvni prokazani trichinely datuje na rok 1865 ve Frydlantu.
Onemocnélo zde 35 lidi. BEhem poslednich 100 let bylo zaznamenano 19 nakaz, kdy
nakazeno bylo pres 1 000 lidi a zemielo 50. Roku 1954 ve Smrdové u Pacova prob¢hla
prvni velka nakaza vyvolana konzumaci masa prasete divokého (Sus scrofa), pii které
onemocnélo 11 o0sob a zemiely 3. Nejvétsi ndkaza u nas byla vroce 1934 v Asi,
nakazeno bylo 180 osob, zemftely 2 (Chroust & Forejtek, 2010).

Po mnoha letech ,klidu“ byla objevena trichineléza u prasete divokého (Sus
scrofa) uloveného v Beskydech v roce 2001. Také u obce Tvoiihraz na Znojemsku byl
odstfelen pozitivni kus stejné zvéte (Pozio, 2007). ,,Nejcerstvéjsi nalez trichinelozy je
z tnora roku 2016, kdy nakazenym bylo opét prase divoké (Sus scrofa), ulovené

v oblasti Mafeni¢ky v okrese Ceské Lipa.
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Tabulka €. 1: Prehled zachyti pozitivnich kusi Zivo€ichi pri povinném vySetieni
na trichinelézu.

Katastr Doba zachytu | Zivo&ich

Krasna, Frydek- Mistek 5/2001 prase divoké
Tvoftihraz, Znojmo 7/2001 prase divoké
Stary Rokytnik, Trutnov 4/2002 prase divoké
Ostravice, Frydek-Mistek 8/2002 prase divoké
Javory, Dé¢in 1/2003 prase divoké
Staré KieCany, DéCin 1/2003 prase divoké
Bélec¢ nad Orlici, Hradec Kralové 12/2003 prase divoké
Vysoka nad Labem, Hradec Kralové 12/2003 prase divoké
Velky Uhtinov, Rychnov nad Knéznou 9/2006 prase divoké
Mosty u Jablunkova, Frydek-Mistek 11/2010  [jezevec lesni
Dolni Dobrous, Usti nad Orlici 12/2010 prase divoké
Dolni Dobrous, Usti nad Orlici 1/2011 prase divoké
Dolni Dobrous, Usti nad Orlici 1/2011 prase divoké
Paseky nad Jizerou, Liberec 1/2013 prase divoké
B¢la nad Radbuzou, Domazlice 11/2013 prase divoké
Dolni Bousov, Mlada Boleslav 1/2014 liSka obecna
Okres Frydek-Mistek 1/2015 prase divoké
Cvikov, Ceska Lipa 2/2016 prase divoké

Zdroj: (Janacek, 2014, upraveno)

V soudasné dobé& za velké riziko jsou pro CR povazovany lisky. Na uzemi
na$eho statu se systematické zjistovani vyskytu trichinelozy u lisek neprovadi. V lednu
roku 2014 byly MVDr. Miroslavem Tom¢ikem odebrany vzorky svaloviny u celkem
229 lisek, ulovenych v 8 krajich CR a 39 okresech. Vzorky byly standardné vysetfovany
travici metodou. Pozitivni nalez byl napf. u jedné lisky obecné (Vulpes vulpes), ulovené
v okresu Mlada Boleslav, ve kterém bylo vySetfeno celkem 5 liSek. Liska obecna
(Vulpes vulpes) a jini volné zijici masozravci se nakazi Casto na mistech, kde se
vyskytne onemocnéni u prasete divokého (Sus scrofa), z divodu piimého pozieni

infikované svaloviny (Pavlasek et al. 2014; Koudela & Pavlickova, 2005).

Ve 40. a 50. letech probihalo rozsahlé vySetfovani masozravcli pochéazejicich
z riznych ¢asti tehdejsiho Ceskoslovenska. Bylo vysetieno 170 kusi zvifat a trichinely
byly nalezeny u 1 kocky divoké (Felis silvestris), 1 lisky obecné (Vulpes vulpes), 2 viki
obecnych (Canis lupus) a 2 rysu ostrovidu (Lynx lynx).
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=  Slovensko

Na Slovensku v roce 1998 bylo vysetifenim zjisténo celkem 336 osob pozitivnich
na trichineldzu, které se nakazily pozienim klobas z infikovaného pravdépodobné psiho
masa. Jednalo se o ndkazu vyvolanou T. britovi. Posledni ndkaza byla v roce 2001 v

okrese Komarno, onemocnélo pti ni 13 lidi (Formankové, 2012).

V obdobi let 2000 — 2007 bylo podle udaji Hurnikové a Dubinského (2009) na
Slovensku vySetieno na trichinelozu 70 568 vzorkii svaloviny prasat divokych, pficemz
pozitivnich bylo 0,06 % (43 jedinct). ,,Nejsiln€j$i* rok na vyskyt trichineldzy byl rok
2005, kdy bylo zjisténo 0,11 % nakazenych prasat divokych. Z toho 99 % prasat
divokych bylo nakazeno genotypem T. britovi, pouze jedno procento genotypem T.
pseudospiralis. Na Slovensku je ovSem hlavnim rezervoarem liska obecna (Vulpes

vulpes). V roce 2007 bylo onemocnéni zjisténo u 20 % téchto vysetiovanych jedincd.

V roce 2012 byla vyddna Zprava o zoondzach ve Slovenské republice, za rok
2011, zpracovana MVDr. Beladi¢ovou. Bylo vysetieno 15 405 prasat divokych, z nichz
4 byla pozitivni na trichineldzu. V roce 2012 bylo vysetieno celkem 5 221 volné Zijicich
zvifat, z nichz 10 bylo pozitivnich na trichinelézu (Pavlasek & Maca, 2014; Ondrias,
2008).

3.2.3. Soucasnost ve svéteé

V evropskych zemich jsou nejvaznéjsimi tyto nakazy v minulych letech. V roce
1997 nakaza v Rumunsku, kde bylo nakazeno 1653, trichinela byla potvrzena u 6 000
ks prasat. Rok 1999 v Anglii onemocnélo 8 srbskych emigranti. Zdrojem se stal salam
dovezeny ze Srbska. Zajimavosti na tomto piipadé€ je, Ze ndkaza se dokaZe importovat 1
ve formé trvanlivého masného vyrobku. Ve stejném roce v Némecku se nakazilo 52 lidi.
Jednalo se o dvé nezavislé epidemie. Prvnim zdrojem se staly parky, vyrabéné z
nakaZzeného masa ze Spanélska, druhy zdroj nebyl dohledan, protoZe uzenina pochéazela
z masa, které bylo dovezeno celkové z 9 jatek od 40 chovateli. Na ptelomu roku
2001/2002 propukla nakaza v Srbsku. Nakazenych bylo az 347 lidi a zdrojem nédkazy

byl opét salam, vyrobeny na mistnich jatkach (Formankova, 2012).

V soucasnosti je otdzka trichinelozy stale velmi aktudlni. Mezi staty se

zvysenym mnozstvim pozitivnich zvifat v Evropé patfi Polsko (odhaleno je az 100
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infikovanych obyvatel za rok), Spanélsko (také odhaleno aZ 100 infikovanych obyvatel
ro¢né), Bulharsko (zjisténo bylo vice jak 100 nakaz ro¢n¢€) a nejvyznamnéjsi Rumunsko
(v praméru 5,5 pripadi na 100 obyvatel ro¢n€) (Pozio, 2007). Ostatni okolni zemé jako
naptiklad Slovensko, Rakousko a Némecko piijaly vysokou uroven hygieny a kontroly

vepfového masa na trichinelu. Zamezil se také styk domacich prasat s prasaty divokymi
(Koudela, 2001).

= Polsko

V Polsku s nakazou trichinelozy stale zapasi, predevS§im kvuli pfemnozenym
liskam obecnym a myvalim severnim. Dale prevalence u prasat divokych (25 %) i
domacich je pomérné vysokd. S tim souvisi i vysoky pocet humanni trichinelozy (az
100 ptipadii za rok). Mezi léty 1993 az 2000 ptesahl pocet ptipadit 1 100. V roce 2012
bylo vySetfeno 173 678 ks prasat divokych. Trichinela byla objevena u 481 ks zvifat
(0,27 %). Z toho nejvice T. spiralis v 65,5 % a T. britovi u 21 % (Pozio, 2007; Pavlasek
& Mica, 2014).

= Némecko

Humanni trichineléza v Némecku je pouze sporadickd a ve vétSing€ piipada je
zpusobena genotypem T. britovia T. pseudospiralis. V roce 2012 shrnul No6ckler
vysledky vysetfeni v obdobi 2002 az 2011. V téchto letech bylo vysetifeno 3 290 979 ks
prasat divokych na trichinelozu s pozitivnim vysledkem jen u 100 ks prasat (0,003 %).
Nejvice pozitivnich prasat divokych bylo zjisténo v roce 2008 (16 kusiti z 354 118
vySetienych jedinct) a naopak nejméné v roce 2009 (3 kusy z 275 290 ks vySetienych
jedinc). Roku 2012 byla zjisténa trichinela u prasete divokého (Sus scrofa) i

s intenzitou 60 larev v jednom gramu (Pozio, 2007; Pavlasek & Maca, 2014).

= Rakousko

Stejné jako v Némecko, tak i Rakousko, ma prosté chovy domacich prasat.
Posledni propuknuti onemocnéni u ¢lovéka bylo monitorovano roku 1970, a to po
konzumaci vepfového masa z rodinné farmy, protoze prasetem byly zkrmovany zbytky
infikované lisky obecné (Vulpes vulpes). V roce 1982 byl posledni vyskyt trichinel
zjiStén u prasat bilych. V nékterych pifipadech se objevila nédkaza u prasete divokého

(Sus scrofa) a lisky obecné (V. vulpes). V roce 2012 bylo vySetienim kontrolovano
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33426 ks jedincu této zvéte a nebyl nalezen zadny pozitivni ptipad (Pozio, 2007;
Pavlasek & Maca, 2014).

3.2.4. Mén¢ obvykly zdroj ndkazy v Evropskych zemich

Zdrojem nakazy nemusi byt pouze maso vepiové nebo z prasete divokého (Sus
scrofa). V roce 1998 bylo dovezeno z Polska 27 koni do Italie na jatka. Italové z
koniského masa ptipravuji specialitu podobnou nasemu tatarskému bifteku. V té dobé jiz
probihalo povinné vySetieni na trichinelu, ale kuriozitou na tomto piipadé je, ze mistni
veterinar zjistil jeden pozitivni pfipad. Bohuzel na jatkach byla zaménéna hlava a trup
porazeného a infikovaného kotiského téla. Reznik, ktery maso odkoupil, p¥ipravil mistni

specialitu a diky této zamén€ onemocnélo 92 lidi (Formankova, 2012).

V Rusku v letech 1988 — 2002 propuklo 47 nakaz, pii kterych onemocnélo 864
osob. 5 nakaz zpusobilo nedostate¢né opracované maso z jezevce lesniho (Meles meles).
Pii vySetieni jezevcl na trichinelu bylo pozitivnich celkem 27 %. Vyssi vyskyt trichinel
u jezevcu hlasilo také Bulharsko, Slovinsko, Italie, Rumunsko, Polsko, Finsko a
Estonsko (Koudela, 2010).

Také v Ceské republice se nikaza u jezevce lesniho (Meles meles) potvrdila.
Bylo to roku 2010 u jedince odloveného v okoli Most u Jablunkova. Jiz diive (v roce
2004) byla nalezena na trichinelozu pozitivni liska obecna (Vulpes vulpes). Ovsem
nikdy nebyl potvrzen ptipad lidské trichinel6zy po pozieni masa z jezevce lesniho (M.
meles) (Koudela, 2010).

Zdrojem nakazy se, jak uz bylo vySe uvedeno, mize stat i maso psi. OvSem jako
zdroj nékazy se povazuje pozieni jakéhokoliv infikovaného kadaveru, at’ uz nekrofagii
¢1 predaci. Proto jsou sem fazeni savci, ptaci 1 plazi, v€etné exotickych druhti jako je
napiiklad krokodyl nilsky (Crocodylus niloticus) (Pozio, 1998). Vice o zdroji nakazy v

kapitole 4.1. — vnimavé druhy zvitat.

Psik myvalovity (Nyctereutes procyonoides) je Vv poslednich letech velkym
nebezpecim jako rezervoar trichineldzy pro volné Zijici Zivocichy. V jeho domoviné

(vychodni Asie) je podle riznych autor uvadéno, Ze procento nakazenych psikd je 25 —
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60 %. Vzhledem k jeho masivnimu §ifeni do celé Evropy, je potieba v ramci moznosti

vySetfovat také tuto psovitou Selmu (Pavlasek & Méca, 2014).

Neposlednim vyznamnym hostitelem trichinelozy je rys ostrovid (Lynx lynx),
ktery patii k nejvice ohroZzenym masozravcim. V roce 1960 se nasel pozitivni kus rysa
ostrovida (L. lynx) v oblasti Velkych Karlovic v Beskydech. Mohlo jit o zvite, které
migrovalo ze Slovenska nebo Polska, kde se vyskytuje trichineloza u vlki, rysit a

medvédu i v dnesni dobé (Chroust & Forejtek, 2010).

3.3. Soucasna legislativa

Veterinarni pfedpisy nasi zem¢ stanovuji povinnost prohlidky masa jate¢nych a
divokych prasat, nutrii, medvédi a koni, které jsou uréeny pro lidskou spotiebu.
Metodicky pokyn Statni veterinarni spravy CR ¢&islo 14/2000 a Naiizeni Komise (ES) &.
2075/2005. Existuji dvé zakladni vySetfovaci metody urcené k diagnostice trichinelozy.
Jedna se o tzv. ,travici metodu®, kdy se umeéle simuluje situace v zaludku hostitele v
laboratornich podminkach. A metoda tzv. ,,kompresni®, kterd se mize uskutec¢iiovat v

domacich podminkach pouze pii osobni spotfebé masa (Chroust & Forejtek, 2010).

Dalsi z metod jsou serologické testy, které¢ ovSem nejsou vhodné pro zjistovani
pfitomnosti trichinel u jednotlivych zvifat urenych pro lidskou spotiebu. Jedna z
moznosti prevence pied trichinelézou je také zmrazeni masa, které za urcitych
podminek usmrti pfitomné parazity, ale pouze u druhi, které nejsou odolné viici mrazu

(Natizeni ES ¢islo 2075/2005).

Vyhlaska 289/2007 Sb., o veterinarnich a hygienickych poZadavcich na
zivo€iSné produkty tika, Ze lovec muize zveéf vnimavou na trichinelézu dodavat ¢i
prodévat konecnému spotiebiteli az po negativnim vySetfeni na pifitomnost svalovce,
provedeném v akreditované laboratofi, nebo v laboratofi, které vyda Krajska veterinarni

sprava povoleni pro tento druh vySetfeni.

Natizeni Komise (ES) ¢islo 2075/2005 také udava moznosti devitalizace
trichinel, kompletni pohotovostni plan, dohledavani pozitivnich kust, nakladani

S pozitivnimi kusy, atd.
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3.4. Zivo¢isné druhy vnimavé k infekci

= jatelni prasata

Z chovu musi byt prasata na jatka dovezena spolecné s informaci o jejich
potravnim fetézci. Tyto informace poskytuje chovatel zvifat. Po pfevozu zkontroluje
veterinarni dozor privodni dokumenty a zdravotni stav zvifat. Po pordzce jsou v ramci
preventivni kontroly odebrany z kazdého jate¢ného kusu vzorky z brani¢niho pilite,
poptipadé jinych Casti téla a vlozeny do piedem oc€islovanych vzorkovnic. VVzorkovnice
s peceti se spolecné S vyplnénou zadankou na trichineloskopické vySetieni se odesle
pomoci svozové linky kazdy den do akreditované laboratote (SVU). V laboratofi dojde
Kk vySetfeni a poté zaslani pisemného protokolu s vysledkem vySetfeni zpét
veterinarnimu dozoru. Do té doby musi byt jate¢ni télo pozastaveno z obéhu a nesmi
opustit prostor jatek (zadna jeho ¢ast). Pro urychleni se v soucasnosti pouziva moznost
SMS zprav, e-mailu nebo faxu, kdy ihned po ukonceni vySetfeni dojde zprava
veterinarnimu 1ékafi a provozovateli jatek a jate¢né opracované télo mize byt uvolnéno

k dalsimu zpracovani (Formankova, 2012).

= Zvéf

V soucasnosti je jako nejpravdépodobnéjsi zdroj ndkazy clovéka vedeno prase
divoké (Sus scrofa), proto dle pokynt Statni veterinarni spravy lovec, resp. uzivatel
honitby, je povinen piedlozit kazdy uloveny kus ¢erné zvéte jesté pied zpracovanim k
vySetieni na trichinely (Chroust & Forejtek, 2010). Odebrany vzorek musi byt o objemu
minimalné¢ 10 g cisté svaloviny (jazyk, zvykaci sval, svalovina piedni koncetiny,
svalovina meziZzeberni, svalovina z obou brani¢nich pilifi). Odbér provadi obvykle
lovec nebo myslivecky hospodaf. Vzorek nesmi byt zamraZeny, pouze zachlazeny,
V nepropustném obalu, fadné oznaeny (¢islo plomby) a identifikovany s pfiloZenou
vyplnénou Zadankou a listkem o ptvodu zvéfe. Od 1.1.2016 je také povinnost priloZit
k vzorku tzv. pirko (ocasek prasete). Vysetfeni se provadi v SVU (travici metodou)
nebo pro potiebu lovce v laboratofi schvalené KVS (travici 1 kompresni metoda).
Laboratof vyda po vySetfeni uzivateli honitby Protokol o laboratornim vySetfeni zvifete.
Je povinnost uzivatele honitby tento protokol uchovat 2 roky a na pozadani jej ptedlozit

veterinarnimu dozoru (Veterinarni zakon; Zbofil, 2012).
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Obr. ¢. 5: Listek o puivodu zvére (vzor)

Vzor (fstku o pirvadu zvéfe

@ 1. Vischny Gdaje vyplfu} ym pismam a prop tuzkou.
s el ol el ol il i 2. Pred lovam vyznadte &islo plomby (2x), nézav honitby a uZivatele
I oo v v T [ v | x| X DXL | X honitby, &slo povolenky k lovu na listek o pivodu zvate.

ER 3. Ihned po 2vite p pleob
® i1 L|STEK o PQVODU ZVERE 4 { pasek plomby za Achillovu Slachu na zadnim bhu zvé-
® |2 | sapodst1agstodst 2Zskonat 4432001 Sb. 17, @ te (pHpadné za Zebro brutnina koge) a providknite Kiestinou plom-
® |3 ::.y: &slo plomby 18.| @ by, & co nsjvice utdhnéte.

19. 4. Osoba plepravujics ulovenou zvat musi mit u sebe vypinany listek
® : DD DDDDDD = : o pdvadu zvbie (§40 odst. 1 2 § 51 odat. 2 Zkona &. 449/2001 Sb.,
® ~1 nazey honitby (napt. razitko) amy 2
® |5 2| @ S. Vypingnou &st hidsani o lovu zvéte odddlte a odevzdejte uZivateli
® |7 2| @ honitoy.

8. 23, 2 2

e S o : VyuZiti ulovené zvéfe: O pro viastni spotiebu

® . : a kprodeji

® | | @

@ [11.] usivatel honitoy (napt. razitko) 26| @ datum predani ulovenéha kusu k prodaji

® |2 27| @

® |12 2| @

® |4 2| @

® [15 % @

@® |15 3| @ adresa vykupni organizace/firmy (pfip. razitko):

[ ] jelen i i

® Jomr $l o Pfeprava ostatni zvéfe

® |mut E (§ 49 odst. 1 Zakona & 449/2001 Sb., o mysliveatl.)

mufion

® [smec 8 ulovena na spoletnych lovech

® |sia H ® || dun| | potet | i

@ _|prase divoké

® g dohledand po provedeni spole&ného lovu

[ L p— hodina & ® [Tdrun T | potet | |

® uloven 2véfe
HLA’éENi séris &islo plomby
oowzvere 00 JOCOOO -
fll;:lgy pro potfeby uZivatele &slo povolenky l:l .5

Klowu s & 5
Utivatel honitby i § § g .g g § 5
amec |0 0 samec| O samac| O samec| O samec| Q samec|
amice| O samice| 0 samics| O 0 samios| 0 samice] 0 semea] O Qs
N4zev henitby: o misdd [ O miscé | O mikdé | O miksd | O midos (O miscd | Q midcd | Q midod | O miscl | O misod
fvéha [vaha [véha |veha [vina |véha |véha |véha |vAha |véha
ke %9 kg L] kg kg kg kg kg kg

Lovec:
Den Hodina
Podpis Jovee ........ Poznsmica; Uivatel honitby v tabuice uvede oaisl siedovand druhy zvéfe.

Zdroj: http://eagri.cz/public/web/mze/lesy/myslivost/legislativa/uplna-zneni/100051681.html
3.5. Postup Vv pozitivnim piipadé

V piipadé¢ pozitivniho vzorku je nejprve potieba dohledat konkrétniho
nakazeného jedince. Vedouci laboratofe oznami nalez fediteli ustavu. Dale je potieba
informovat ustfedniho feditele SVS CR a piislusnou KVS. Pozitivni jedinec musi byt
prevezen do diagnostické laboratofe, kde probihaji opakovana trichineloskopicka
vySetieni. Pozitivni svalovina nebo izolaty trichinel jsou spolecné s Zadankou pfedany
do NRL v Olomouci. Tam dojde naposled k trichineloskopickému vysetfeni a

definitivnimu potvrzeni pozitivity.

Izolaty trichinel se poté odesilaji spole¢né s idaji o ptivodu ulovené zvéie do

EURLP v Rimé, jejimz feditelem je Dr. E. Pozio. V této laboratoii dochézi pro staty EU

28



K uréeni druhu trichinel s vyuzitim molekularnich analyz pomoci metody multiplex
PCR. Protokol o provedené typizaci je zpét odeslan do zemé piivodu (Pavlasek & Méca,

2014).

= Mimoradna veterinarni opatieni

Pii vyskytu trichinel6zy nafizuje Statni veterinarni sprava a vyhlaSuje mistné
pfislusna Krajské veterinarni sprava mimotadna veterindrni opatfeni, kterd zamezi Sifeni
nebezpedné nakazy prenosné ze zvitat na ¢lovéka. Uginnost opatfeni nabyva dnem
vyvéseni na ufedni desce piislusného Krajského uradu a obecnich ufadu, jejichz tzemi

se nakaza tyka.

= (QOchranna a zdolavaci opatieni

a) Zjisténi puvodce (opatteni jsou vyhlasena na zaklad¢ hlaSeni nalezu pozitivniho
vysledku povinného vysetfeni vzorku svaloviny akreditovanou laboratoii —

travici metodou)
b) Vymezeni ohniska nakazy (katastralni uzemi)

€) Opatieni v ohnisku nakazy (tyka se osob opravnénych k lovu zvéte dle zakona o

myslivosti)

odlovit veskerou zv€f vnimavou na trichinel6zu v ohnisku nakazy

e zajistit vySetieni vSech odlovenych kust na pfitomnost trichinel dle
veterinarniho zakona, a to odebranim vzorku svaloviny bez tuku a vaziva

a zajistit vySetieni téchto vzork travici metodou

e oznamit toto bezodkladné po uloveni nebo dohledéni zvéfe vnimavé na
trichinelézu v ohnisku, jejiz maso ma slouzit pro konzumaci ¢lovékem,

mysliveckému hospodafi uzivatele honitby

e nejpozdéji do 7 kalendainich dnii od uloveni nebo dohledani vnimavé
zveéte v ohnisku, kterd ma byt uréena pro lidsky konzum, dorucit

mysliveckému hospodéii vyplnéné Hlaseni o lovu zvéte, oddélené od
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Listku o piivodu zvéfe na formuldfi daném Zikonem o myslivosti a

soucasn¢ dodat protokol ¢i jeho kopii o vySetfeni zvéfiny na trichinel6zu

e do obdrzeni vysledkt vysetieni je zakazano jakkoli s ulovenou zvéfinou

dale manipulovat (stahovat z klize, bourat, konzumovat, distribuovat)

e Uzivatel¢ honiteb a jejich myslivecti hospodaii musi poucit vSechny
lovce o povinnostech stanovenych veterinarnim zékonem, zplisobu
odbéru vzorku na vySetfeni, manipulaci a uchovavani zvéfiny do
obdrzeni vysledkii — toto musi lovci stvrdit podpisem, dale musi
uzivatelé honiteb shromazd’ovat a uchovavat hlaseni a protokoly o
vySetieni zvéfe na trichinel6zu a na pozadani kdykoli Krajské veterinarni

sprave predlozit
e zakazuje se pouzivat tél zvifat vnimavych na trichinelézu ¢i jejich Casti
k gjedi
Stanoveni pozorovaci doby — 3 mésice

Zdolani nakazy (ndkaza je prohldSena za zdolanou a mimoifadna veterindrni
opatieni budou ukoncena, jestlize v pribéhu pozorovaci doby budou vsechna
vySetfeni ulovenych ¢i dohledanych zvifat vnimavych na trichinelozu a

slouzicich ke konzumu zaregistrovana a negativni)

Za poruSeni mimoradnych veterinarnich opatteni jsou stanoveny sankce
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7 v

4. MOZNOSTI PRENOSU A SIRENI

4.1. Vnimané druhy zvitat

Jak uz bylo vyse popsano (kapitola 3.1.1.), trichinel6zou se miizou nakazit savci
véetné Cloveka, dale pak plazi (vnimavi na T. zimbabwensis a T. papue), kuriozitou je
nakaZeni po pozieni masa vodnich Zelv (vnimavé na T. pseudospiralis) a ptaci (vnimavi
na T. pseudospiralis). V literaturach jsou zminky o experimentalni infekci obojzivelnikl
a ryb, ovSem s neuspésnym vysledkem (Pozio & Murrell, 2006). Zato pokusy s
bezobratlymi a obojzivelniky jako rezervoart trichinel mély vétsi piinosy. Zjistilo se, ze
teplotou vnéjSiho prostiedi je ovlivnéno ptezivani trichinel v téchto hostitelich, ¢im

nizsi teplota, tim delsi dob piezivani (Palmer et al. 2011).

Co se tyké klinického obrazu, u karnivord se nadkaza projevuje jen s drobnymi
ptiznaky. Pouze v pfipadé silné¢ infekce, miize ve svalové fazi dochazet k horeckam,
edémlim a poruchdm pohybu. Na rozdil od ¢lovéka, kde svalova faze je doprovdzena
(mimo jinych pfiznakl) silnou bolesti kosterniho svalstva, kterd v minulosti dovedla

nékolik lidi k sebevrazdé (Chroust & Forejtek, 2010).

4.2. Riziko onemocnéni

Huménni trichinel6za byla prokézéna v 55 zemich svéta (27,8 %) (Chmelikova,
2013). Nejedna se pouze o staty, kde jsou specialni stravovaci zvyky, napf. konzumace
syrovych masnych vyrobki, nijak vyjime¢né nebo zemé s nizkou trovni hygieny a
kontroly porazenych jate¢nych zvitat na trichinelu, ale také staty Severni Ameriky 1 celé

Evropy (Gottstein et al. 2009).

Clovék se miize nakazit viemi druhy trichinel, ale kazdy druh je pro &lovéka
rizné patogenni. OvSem vzdy je infekce podminé€na pozienim syrového ¢i malo tepelné

opracovaného masa obsahujiciho larvy trichinel (Bednat et al. 1994).
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4.3. Inkubacni doba

Inkubacni doba je rizna — podle sily infekce, druhu trichinely a neméné dilezita
je odolnost infikovaného ¢lovéka. U akutnich ptipadi se pfiznaky projevi uz za tyden, v
mirnéjSich formach asi za 14 dni a u velmi mirnych infekci za 3 — 4 tydny s
minimalnimi klinickymi projevy. Detekce u subklinické formy je ¢asto ndhodna (Dupoy

— Camet & Murrell, 2007).

4.4. Protilatky a imunita

U lidi i1 zvifat vznikd po prodélané infekci dlouhodobd imunita a neni mozna

naslednd superinfekce, dochazi k vylouceni novorozenych larev stolici (Jirovec, 1977).

Specificka imunitni reakce organismu Cloveka pii infekcei trichinelou vytvaii
protilatky IgM (imunoglobin M), nasledované IgG protilatkami a také IgA jako reakce
na samicky trichinel nachazejici se ve stievech. Dochazi k metabolickému poskozeni

larev a jsou vylouceny z téla aktivovanymi lymfocyty (Stites & Terr, 1994).

4.5. Odolnost trichinel

Jak uz bylo rozepsano v kapitole 3.1.1. je 12 znamych druhti genotypu trichinel a
kazda preziva v jinych podminkach, proto je potfeba dobrych znalosti jejich odolnosti

vuci teplu €i chladu, aby Sifeni ndkazy bylo eliminovano.

Zakladni zplisob prevence je tepelné oSetfeni. Teplota 100°C spolehlivé nici
vSechny druhy trichinel (Zitek, 2001). OvSem na likvidaci parazita sta¢i jiz teplota
70°C. Moderni zplisob ohfivani a tepelné upravy masa mikrovlnnou troubou pro ucely

prevence proti trichinel6ze nestaci (Celta, 2006).

Nafizeni ES c¢islo 2075/2005 udava jako dal$i z mozZnosti likvidace trichinel
zmrazenim. Zmrazovani probihd ve zmrazovacich mistnostech a jsou zde pevné
stanoveny kombinace teplot a ¢asu, v navaznosti na objem zmrazovaného masa. Teplota
se hlida kalibrovanymi termoelektrickymi pfistroji, kterymi je prabézné

zaznamenavana. Nikdy nesmi pfekrocit uroven zvolené deaktivacni teploty.
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Osetfeni masa mrazem ovSem nemusi vzdy znamenat kompletni likvidaci
parazita. Druhy, jako je T. nativa, T. britovi a genotyp T-6, jsou zna¢né odolné vici

chladu, proto se na tuto metodu neni dobré pIn¢ spoléhat.

= Priklady kombinace ¢asu a teploty pri mrazeni

a) maso o pruméru nebo tloustce do 15 cm musi byt mrazeno jednou z téchto
kombinaci

* 20 dnt1 pti — 15°C

* 10 dnu pii — 23°C

* 6 dnu pii —29°C

b) maso o primeéru nebo tloust’ce mezi 15 az 50 cm musi byt mrazeno jednou z
téchto kombinaci

* 30 dnui pii — 15°C

* 20 dnu pii — 25°C

* 12 dnti pfi — 29°C

Tab. ¢. 2: Tepelné oSetfeni vepFrového masa a doba potiebna k likvidaci trichinely

Minimalni teplota C e o
Minimalni ¢as

v jadfe masa (°C)
49 21 hod
50 9,5 hod
53 2,0 hod
55 30 min
56 15 min
57 6 min
58 3 min
59 2 min
60 1 min
63 okamzité

Zdroj: http://www.svps.sk/potraviny/info_Trichinely.asp

VétSina  mikroorganismlt se uspéSné likviduje pii rtznych kulindfskych

upravach. OvSem, co se tyka trichinel, bézné Upravy jako napf. nakladani do 14kt a
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uzeni, na likvidaci nemaji zaddny vliv, takto zpracované maso obsahovalo jesté po 8
dnech zivé larvy trichinel. Zato jiného vysledku se dosahlo pii nasoleni masa. Bylo sice
potieba pouzit 20 % nasoleni, ale bylo Gspésné (Gottstein et al. 2009). Stejného tspéchu

se dosahlo pfi ionizacnim 0zareni.

V roce 2002 tym ceskych védcti zkoumal moznosti prezivani trichinel T. spiralis
a T. britovi ve fermentovanych mastnych vyrobcich. Pouzivalo se maso experimentalné
infikovano larvami, do kterého bylo pifidano standardni mnozstvi startovacich
bakterialnich kultur. Maso bylo zpracovano jako pii bézné vyrobé. V prubé¢hu zrani
bylo zkrmovéano potkany a sledovalo se ptfezivani larev a schopnost larev zpisobit
infekci. Védci dosli k pfiznivému zévéru, protoze prokazali, Zze larvy obou druhd
testovanych trichinel ztratily Zivotaschopnost mezi 1 — 4 dnem zrani masnych vyrobkd.
Proto dodrzeni technologickych postupli pii vyrobé trvanlivych fermentovanych
masnych vyrobktl je z hlediska infek¢nosti larvami trichinel bezpecné (Bezpecnost

potravin, 2005).
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5. LECBA A PREVENTIVNI OPATRENI

5.1. Klinické ptiznaky

Klinické ptiznaky se odvijeji od pribéhu nakazy. Pii slabé nakaze (10 — 50
pozienych larev) probiha infekce takika bez piiznaki a jeji detekce je pouze nahodna.
Ostatni formy nakazy probihaji s typickymi pfiznaky, mnohdy vyzadujici hospitalizaci

nemocného. Pii silné nakaze je ptimo ohrozen Zivot pacienta (Bednarf et al. 1994).
5.1.1. Uméla invaze trichinel praseti domacimu

U zvéte a prasat domacich klinické pfiznaky obvykle probihaji velmi klidnég,

mnohdy bez typickych ptiznakt (Jirovec, 1977).

Experimentaln¢ byly zjiStovany klinické pifiznaky u prasete pii umélé invazi
velkym poctem larev. V tomto pfipad¢ se jiz projevily piiznaky a to nejprve prijmy a
zvraceni. Pozdéji dochéazelo k svalovym porucham, které byly pozorovatelné¢ zejména
na toporné chiizi, poruchy zvykani, polykdni a tvorbé edému z divodil osidlovéani
trichinel do svald. Jako dalsi pfiznak je uvadéna vysoka eozinofilie — trichinely toxicky
poSkozuji organismus produkty ldkové vymény a tim dochazi k zvySovani eosinofill

(druh bilych krvinek) v krvi hostitele.
Ptiznaky po 4 — 6 tydnech vymizely, jen prase zakrné€lo v rustu.

Pouze v ojedinélych ptipadech velmi tézké infekce dochazelo k thynu z diivodu

kachexie a anémie (Jirovec, 1948).
5.1.2. Klinické ptiznaky u ¢lovéka

Prvnimi pfiznaky nékazy trichinelézou byvaji bolesti hlavy, horecka, zimnice,
poceni, dale se pfidavaji otoky v obliceji, zejména kolem o¢i, bolesti svalt, nevolnost i
zavraté (Dupoy — Camet & Murrell, 2007). Pii nakaze 10 — 50 larvami dochazi ke

skryté reakci, 50 — 500 larev zpusobi stiedni az vazné zdravotni komplikace a infekce
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1000 a vice larvami mlze mit za nésledek tézké stavy az smrt napadeného (Koudela,

2009).

=  Faze stievni

Je zplisobena larvami, které se zavrtdvaji do stievni sliznice postizeného.
Objevuje se jiz 1 den po infekei a trva pfiblizné 8 dni (Jirovec, 1948). Piiznaky nejsou
prilis specifické. Jednd se o vodnaté prijmy, bolesti bficha, ¢asto hlen s krvi. Stejné
jako u prasete i u clovéka jsou v krvi zvySené hodnoty eosinofilt. Pii velmi silné invazi

se muzou piidat komplikace, které ohrozuji pacienta na zivoté (Jirovec, 1948).

= Faze svalova

Druhou fazi, ktera nastupuje zpravidla po 8 — 14 dnech, provazi opét horecka,
dale pak tachykardie, deliria, myositis se silnymi bolestmi svall, zejména na dotek. K
témto piiznakim dochazi kvili toxickym produktim latkové vymény trichinel. Pfi
siln€jSim napadeni dochazi ke ztizeni az neschopnosti hybat s postizenymi svaly.
Postizeny nemuze napiiklad hybat jazykem, okem, hiife se mu mluvi a tézce dycha.
Objevuji se edémy v obliceji. U 25 % ptipadi jsou u pacientti viditelné drobné
krvaceniny na koncetinach, petechialni krvaceniny pod nehty i na spojivce (Jirovec,
1977).

Z orgéni je postiZzena slezina, kterd je zvétSend, stejné tak mizni uzliny a velmi
snizené je moceni. Laboratorné je zjiSténa zvySena aktivita transaminas GOT (glutamat
— oxaloctova trasamindza) a GPT (glutamat-pyrohroznova transamindza), zejména
aldolas. Dale je wvySsi aktivita kreatinkinazy (CK), sérového myoglobinu a
laktatdehydrogenazy (LD). Casto se piidruzuje hypoproteinémie, leukocytoza a zvysena
sedimentace. Okolo 20 dne od infekce je nejsilngjsi eosinofilie. (Formankova, 2012).
Tvofti se hydrostatické edémy z diivodu snizeni koloidné — osmotického tlaku v plazmé

a obéhovych poruch.

Pti silné invazi mohou nastat komplikace jako napft. selhavani srdce v disledku
myokarditidy (az v 50 %), pneumonie, tromboembdlie, encephalitida nebo poruchy
vidéni z divodu poskozeni o¢ni mikrocirkulace (Bednét et al. 1994). Az v 60 % se
pfidavaji revmatoidni bolesti ve svalech. Od 6. tydne po infekci byva pacient

kachekticky, dehydratovany, pfidruzuji se poruchy centralniho a periferniho nervstva a
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plicni komplikace. PostiZzeny citi chronicky Gnavovy syndrom. I tato faze mize koncit
smrti (Klimes, 1985). Téhotné zeny mohou v dusledku infekce piedcasné porodit nebo
potratit (Dupoy-Camet & Murrell, 2007). Mortalita trichinelozy je az 40 % (SVPS SR,
2010).

V pokynech pro sledovani, prevenci a kontrolu trichineldzy, které vydaly v roce
2007 spole¢né¢ FAO, WHO a OUE jsou shrnuta pozorovani poctu larev vyvolavajici
onemocnéni u lidi. V roce 1954 némecky parazitolog Piekarsky uvedl, ze k rozvinuti
klinickych ptiznakt stac¢i 70 larev, naproti tomu v roce 1983 americky parazitolog ve
své praci popsal, ze ke klinickému onemocnéni je potieba 150 larev. V soucasnosti se
pocet ustalil na poctu 100 az 200 larev, ale je vzdy dulezité podotknout, kterého
genotypu trichinel se to tyka. Nejinfek¢ngjsi je pro ¢loveéka T. spiralis. Smrtelné je
pozieni 1 500 larev (Koudela, 2015).

5.2. Diagnostika

V prvni fazi diagnostiky je potieba zjistit anamnézu pacienta (zdroj infekce,
mnozstvi pozité¢ho infikovaného masa, pocet larev pfitomnych v infikovaném mase a
pocet ptipadu v epidemii) a proSetieni klinickych ptiznaki (uznani znamek a akutnich
pfiznaki trichinelozy a definice formy onemocnéni, kterd ovliviiuje volbu lécby).
Diagnostika samotna probihd vySetfenim krve nebo pro zrychleni a uptesnéni vysledkd,

biopsii svalt (Bednar et al. 1994).
5.2.1. Diagnostika z krve

V prvni fazi onemocnéni je diagnostika velmi naro¢na, jak uz bylo uvedeno
vyse, klinické ptiznaky jsou velmi nespecifické a také neni mozna detekce specifickych
protilatek, které se provadi sérologickymi testy, jako napf. ELISA nebo
imunofluorescence (Bednat et al. 1944). Tato diagnostika se provadi nejdiive za 3 tydny
po nakaze a az v 80 — 90 % vykazuje u nakazenych osob pozitivitu (Garcia et al. 2013).
Pred 3. tydnem po infekci je prikkaznd pouze vysoka eosinofilie a podezieni, Ze

podobnymi pfiznaky trpi vice osob se stejnym druhem nédkazy (Jirovec, 1948).
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5.2.2. Diagnostika z biopsie

Pro zjisténi trichinel ve svalu biopsii se pouzivaji dvé metody. Prvni, tzv.
»kompresni metoda®, se pouziva pouze v ptipad¢ silngjsiho nakazeni, ponévadz na 1g
svaloviny musi byt pfitomny nejméné¢ 3 — 4 larvy trichinel. Biopsie se provadi na
svaloving stehenni, ramenni nebo lytka. Vzorek se roztlati mezi podlozni sklicka a

mikroskopuje se zvétsenim 20-50X.

Druhym zptisobem je metoda tzv. ,,travici®, ktera se pouziva pii slabsi invazi a je
tedy mozné, ze kompresni metodou by se larvy trichinel nenasly. Pfi této metod¢ se
laboratorné navodi situace v travicim traktu a diky kyselému prostfedi a zalude¢nimu

enzymu pepsinu se larvy zacinaji uvolnovat (Jirovec, 1948).
5.3. Terapie

Pokud je trichineloza zjisténa u pacienta v prvni fazi, tj. fazi stievni, je 1écba
pomérné jednoducha a ma velkou Sanci na uspéch 1écby. Jako prvni pomoc se uvadi
vyplach Zaludku a podéani projimadla. Poté se nasazuji anthelmintika, ktera se podéavaji
nékolik dni az tydnt. Uginna latka je mebendazol (v CR zndm v p¥ipravku Vermox,
podle drzitele registrace 1é¢iv farmaceutické spole¢nosti Janssen — Cilag s.r.o., Praha, z
roku 2007) po dobu 14 dni, nebo albendazol (dfive Zentel, podle drzitele registrace
léciv farmaceutické spolecnosti Laboratoire GlaxoSmithKline, Marly — le-Roi Cedex,
Francie, z roku 2010) (Bednat et al. 1994; Janacek, 2014).

wev

anthelmintika se podavaji stale, aby se pozdéji zabranilo piipadné opozdéné expanzi
dospélych larev ve stievé (Garcia et al. 2013). Také napf. ucinna latka thiabendazol
(Mintezol, podle drzitele registrace 1é¢iv farmaceutické spole¢nosti MSD, Némecko, z
roku 2010) (Bednai et al. 1994; Janacek, 2014) dokaze zahubit az 50 % svalovych
trichinel. Pacient je od zacatku 1é¢by pod neustdlym dohledem lékaiti v nemocnici a
neni vyjimkou, ze je nutno ho pfevézt na jednotku intenzivni péce z ditvodu vaznych

komplikaci (Stejskal, 2005).

Podavani vysokych davek anthelmintik ma i vedlejsi u€inky, které se projevuji

na kazdém pacientu individudlné. NejcastéjSimi vedlejSimi Gc¢inky je postiZeni jater a
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kostni dfené. Proto je nezbytné nutné, aby pacient byl v prib&hu 1écby monitorovan
krevnimi testy (Garcia et al. 2013). Také pro t¢hotné zeny a malé déti do 2 let je 1é¢ba
anthelmintiky velmi rizikova a jejich pouziti je silné omezeno jen na nezbytné¢ nutnou

dobu (Dupoy — Camet & Murrell, 2007).

Soucasné s anthelmintiky se padavaji vysoké davky kortikosteroidi (Prednison,
podle drzitele registrace 1é¢iv farmaceutické spole¢nosti Zentiva, stiedisko Praha, CR, z
roku 2009), potlacujici zanétlivou (eozinofilni) reakci organismu na larvy (Bednéf et al.
1994; Janacek, 2014). Podle symptomu se dale mohou nasadit analgetika, antipyretika,

infGze a imunosupresiva proti Soku (Garcia et al. 2013).

5.4. Prevence

vvvvvv

humanni trichinelézou je kontrola masa ur¢en¢ho k lidské spotiebé. Také je potieba
regulovat Sifeni mezi divokymi zvifaty, napf. nenechdvat vnitfnosti a zbytky zvéte

(mozné nakazené trichinel6zou) na misté€ jeho skoleni.

Prvni vySetfovaci metodou byla komprese neboli roztlaceni kouski svaloviny
mezi skla a pozorovani mikroskopem pfi stfednim zvétSeni (navrzena parazitologem
Virchowem roku 1864). Pozdé&ji se zacalo pouzivat tzv. kompresorium, sklada se ze
dvou skel rozdélenych na 28 poli. V soucasné dob¢ se od této metody upousti z divodu

pracnosti a potfeby silné infekce.

V 70. letech minulého stoleti byla vyvinuta travici metoda, kterd se rizné

modifikuje a modernizuje a jeji pouziti je stale aktualni (Formankova, 2002).
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6. VYUZITI JEDNOTLIVYCH ZNAMYCH A DOSTUPNYCH

METOD DETEKCE VE VZAJEMNYCH SOUVISLOSTECH

Jak jiz bylo mnohokrat uvedeno, trichineléza je velmi zavazné onemocnéni,
kter¢ muze koncit 1 smrti nakaZzeného jedince, proto je nezbytnd diagnostika jak

V humanni, tak ve veterinarni praxi.

VySetfeni masa ma mnoholetou tradici. Povinné vySetieni masa uréeného
k lidské spotiebé bylo natizeno na konci 19. stoleti v Némecku po objeveni vyvojového

cyklu trichinel.

V kapitole 3.3. jsou uvedeny moznosti vySetieni masa, které jsou povinné ze
zakona. Vzhledem k cené je ovSem poticba stale vyvijet nové alternativni metody
diagnostiky, kter¢ budou mén¢ metodicky naro¢né a také lépe financné¢ dostupné.
V soucasné dobé¢ by se zde mohly fadit n¢které diagnostické metody, napi. ELISA test
nebo imunoblot). Neni je ovSem mozno vyuzit v oblastech svysokym rizikem

trichinel6zy.
Detekce trichinely se déli na pfimé a neptimé metody.
6.1. Detekce a identifikace parazita — pfimé metody

Ptimé detekce larev trichinel ve svalové tkani se provad&ji nejcastéji
postmortalné. Jednd se o trichinoskopii a travici metodu. Jsou také béznou soucésti
kontroly na jatkach. Identifikace trichinel se také muZe pouZit intravitalng, pfi

diagnostice humanni trichinel6zy (Nockler et al. 2000).
6.1.1. Trichinoskopie (kompresni metoda)

Jedna se o zdkladni vySetfovaci metodu, ktera je sice finan¢né velmi nenaroc¢na,
ale zastarala, pracna a Casov€ naroc¢nd. Také citlivost na ptitomnost trichinel je niZsi nez
U metody travici. (Gamble et al. 2000). Infekci 1ze zachytit aZ pii po€tu tfi larev na gram

svaloviny. Najednou je mozno vySetfit jen maly pocet vzorki, proto se tato metoda
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pouziva pievazné pro vysSetieni svaloviny volné zijicich zvifat, jejichz téla jsou urcena k

lidské spotiebé (www.cit.vfu.cz).

= Princip kompresni metody

Kompresorium je slozeno ze dvou sklenénych desek rozdélenych na 28 poli,
které 1ze seSroubovat k sobé. Pravé seSroubovanim (stlacenim) skel dojde ke kompresi
vzorki a pod mikroskopem se hledaji opouzdiené larvy trichinel. Druhy T.
pseudospiralis, T. papuae a T. zimbabwensis se téZko diagnostikuji kompresni metodou,

pravé pro chybéjici pouzdra (Gamble et al. 2000).

= \/zorky svaloviny

U prasat divokych se odebiraji vzorky z Sesti mist ve velikosti cca 1 g.
Zakladni odbérova mista jsou:

e Oba brani¢ni pilite

e svalovina Celisti

e svalovina dolni kyty

e meziZeberni svalovina

e jazyk

Pokud nejsou k dispozici zakladni odbérové svaly, odeberou se ¢tyti vzorky

z dostupnych mist (www.cit.vfu.cz).
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Obr. ¢.6 : Kompresorium

Foto pofizeno na SVU v Brné& (Janagek, 2016, upraveno).

6.1.2. Referencni metoda (travici metoda)

Metoda, ktera je pouzivana jako diagnosticka metoda v souladu s pravnimi

pfedpisy Evropské unie (Nafizeni komise ES ¢&. 2075/2005). Ve srovnani
s trichinoskopii je travici metoda citlivéjsi, ptiblizné 3 larvy na 1 g tkané. Také je

v

rychlejsi, mén¢ pracna a spolehlivéjsi. Je ovsem mnohem drazsi (Koudela et al. 2011).

=  Princip metody

V laboratornich podminkach se navodi vnitini prostiedi zaludku a pomoci
travicich §tav obsahujicich pepsin a kyselinu chlorovodikovou dochazi k uvolnéni
larev. Po nasledné sedimentaci lze zivé, pohybujici se trichinely, pozorovat pti 15 — 20

nasobném zvétseni (www.cit.vfu.cz).

= Vzorky svaloviny

Vzorky se odebiraji u jatecné upraveného téla po prohlidce post mortem.
Vysetiovana skupina vzorki ma 100 g, pficemz se vzorky odebiraji jednotliveé

z kazdého vySetfovaného kusu.
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Vzorky se li§i podle druhu a stéii zvifat (dle online cit.vfu.cz):

e domaci prasata vykrmova (zirna) — 1 g odebrany z brani¢niho pilife u

ptechodu do $lachovité ¢asti

e chovna prasata a kanci — 2 g z brani¢niho pilife u pfechodu do $lachovité

¢asti

Miize se stat, ze brani¢ni pilife chybi. V tom pfipad¢ se odebira vzorek z zeberni
¢asti branice u hrudni kosti, zvykaciho svalu, svalu jazyka nebo biisnich svali
V dvojndsobném mnozstvi (2 g u vykrmovych prasat a 4 g u chovnych prasnic ¢i

kancti). U zmrazeného vepfového masa a porcovaného masa se odebira z pfi¢né

pruhované svaloviny minimalné 5 g.
e Kkian —nejméné 10 g ze svalu jazyka nebo zvykaciho svalu

Pokud tato svalovina chybi, odebere se cely brani¢ni pilif u ptfechodu do

Slachovité ¢asti

e prasata divokd — nejméné 10 g z obou brani¢nich pilifa, pfipadn€ nohy a

jazyka

T¢la jateénych zvitat (prase, klif) se po odebrani vzorkti mohou oznacit znackou
zdravotni nezdvadnosti a umistit do chladiren. OvSem az po potvrzeni negativity mohou
opustit potravinaisky podnik. T¢la je mozno bourat aZ na 6 ¢asti, ale pfitom je také
potteba splnit podminku, ze z4dné ¢ast nesmi opustit jatka. Podobné ostatni ¢ésti téla
jatecného zvitete, které obsahuji pficné pruhovanou svalovinu a jsou urcené k lidské
nebo zvifeci spotfebé. Naopak, ZzivociSny odpad a dalsi jiz vySetfené ZivociSné
produkty, neur¢ené k lidské spotiebé a neobsahujici pfi¢né pruhovanou svalovinu, je
mozno z prostor odvézt jest¢ diiv, nez jsou kdispozici vysledky vySetfeni

(www.cit.vfu.cz).

= Stanoveni

Pfed samotnym vySetfenim se vzorky vySetfované svaloviny musi zbavit veskeré
pojivové a tukové tkané, protoze takové vzorky nelze travit. VSechny vzorky se jesté

musi rozemlit na 2 — 4 mm ¢asti.
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Podle www.cit.vfu.cz probiha travici metoda takto:

e travici tekutina

Mnozstvi travici tekutiny je zavislé na mnozstvi testované tkané. Pii vySetfeni
100 g jsou potieba 2 litry tekutiny. Travici tekutina se sklada z 2 litrti vody o teploté 46
—48°C, 16 ml 25 % HCL a 10 g pepsinu.

e traveni vzorku

Nasekané, pomleté vzorky se postupné smichaji s travici tekutinou, ale pepsin se
pfida az po homogenizaci vody s HCL a svaloviny. Do kadinky se pfidd magneticka
michacka a pfi teploté okolo 47 °C a neustalého michani se travi 30 minut. Je potieba
aby tekutina tvofila hlubovy vir. Toho se dosahne rychlosti otacek a piekrytim kadinky
aluminiovou folii. Doba traveni se mize prodlouzit maximalné na 60 minut a ukonci se

ve chvili, kdy je vzorek pIné natraven.
e sedimentace vzorku

Natraveny vzorek se prelije ptes sito s oky o velikosti 180 um do sedimantacni
baiikky. Nechd se 30 minut odstit a tim se uvolnéné larvy sedimentuji na dno
sedimentacni baiiky. Poté se rychle odpusti 40 ml do malého odmérného valce a necha

se znovu stat 10 minut.
e VySetieni sedimentu

Odlije nebo odpipetuje se hornich 30 ml a zbylych 10 ml se pielije na Petriho
misku nebo jinou vhodnou nadobu a vySetiuje se pod mikroskopem pii zvétSeni 15 —

20x, stereomikroskopem nebo trichinoskopem.
Pozn. Obrazkova ptiloha viz v kapitole 11. Ptiloha.

= Pozitivni nalez

Sediment se v piipadé podezieni vySetiuje pii 40x zvétSeni. Pozitivita znamena
néalez Zivych i mrtvych larev. Zivé se spiralovité pohybuji, mrtvé jsou ve tvaru pismene

C. Larvy pro pozd¢jsi identifikaci druhu lze uchovat v70 — 75 % etanolu, pro

dlouhodobou v 95 % etanolu.
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Maso pozitivni na trichineldzu je vylouceno z lidské spotfeby. Aby se zjistilo,
které zvite bylo nakazené, musi se ze zbytkli vzorkd opakovat vySetfeni, ovSem véaha
vzorku se zvysi na 20 g od kusu. Vysetiuji se postupné vSechny vzorky, dokud se

neodhali pozitivni kus/kusy. V ptipadé koni a prasat je vzorek 50 g.
6.1.3. Alternativa travici metody

VySe popisovana travici metoda je provadéna za pouziti magnetické michacky.

Jeji alternativy jsou popsany v Natizeni ES ¢islo 2075/2005.

e travici metoda pomoci mechanického zarizeni a sedimentacni

techniky

Odbér vzorkl a rozemleti je stejné jako u predchozi metody. Pouzivaji se ovSem
laboratorni michacky zn. Stomacher 3 500 s dvojitym plastovym vakem pfi teploté 40 —
41 °C. 1,5 litru vody o této teploté se nalije do vnitiniho vaku a pfida se 25 ml 17,5 %
HCL. Vlozi se svalovina a po homogenizaci se ptida 6 g pepsinu. Po 25 minutach se
z michacky vyjme vak a travici tekutina se prfelije pfes sitko. Vak je potteba
vyplachnout asi 100 ml vody, ktera se piida k filtratu. K tekutin€ se ptida led do objemu
2 | a postupné, pii neustalém michani se rozpusti. Poté 30 minut sedimentuje v nalevce
s vibratorem. Po sedimentaci se odpusti 60 ml vzorku do odmérného valce a opét se
necha sedimentovat. Odsaje se vrchnich 45 ml a zbyvajicich 15 ml se vySetfuje
v Petritho miskach pod trichinoskopem nebo stereomikroskopem. Opét je potieba

vyplachnout odmérny valec 5 —10 ml vody a pfidat k sedimentu na vysetfeni.

e travici metoda pomoci magnetické michacky (izolace na filtru) a

zjisStovani larev latexovym aglutina¢nim testem

Odbér vzorki a az tficeti minutové traveni v sedimenta¢ni michacce je stejné
jako u travici metody s pouzitim magnetické michacky. Dale se sestavi vyvéva —
nylonovy filtr se umisti do podstavce na filtry, ocelova filtra¢ni nalevka se k podstavci
pfipevni drzdkem a ocelové sitko se umisti na nalevku. Vyvéva se spoji s filtracnim
podstavcem a s kovovou nebo plastovou nadrzi pro zachyceni travici tekutiny. Ta se
ptefiltruje do filtracni nalevky a pomoci 250 ml teplé vody se vyplachne kéadinka a

vyplach se ptida k filtratu. Filtracni membréna se piehne minimalné Ctytikrat a vlozi se
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do kuZzelovité kyvety, kterd musi odpovidat pali¢ce. Roztok k fedéni vzorki se ptida do
kuzelovité nalevky a filtracni membrana se palickou zhomogenizuje. Kazdy vzorek se
pomoci pipety nanese do riznych policek aglutina¢niho testu. Do kazdého policka se
také pridaji latexové kulicky. Karta se polozi na 3D tiepacku, a po 10 minutdch na

rovny povrch kde se odecitaji vysledky. Pozitivni je shluk kulicek.
6.1.4. Metoda polymerazové fetézové reakce PCR

PCR — Polymerase Chain Reaction, je biochemicka reakce, ktera vyuziva enzym
DNA — polymeréazu, ke kopirovani DNA. Tato metoda je vyuzivana pro druhovou
identifikaci a urceni genotypu v referencnich laboratofich, protoze detekuje pfitomnost
specifické DNA. Ackoli je citlivost vysok4, nehodi se pro rutinni pouzivani u

potravinovych zvitat (www.cit.vfu.vz).

= PCR testy

PCR je metoda molekularni biologie pouzivand k mnozeni (amplifikace)
specifického tseku DNA in vitro. Kopie useku DNA jsou syntetizovany podle templatu
(jednofetézova DNA) pomoci enzymu DNA-polymerazy na principu komplementarity
bazi. Dvoufetézova DNA denaturuje pomoci vysoké teploty a ziskana jednotetézova
vlakna jsou vyuzité jako templat. Druhou fazi je napojeni tzn. primerd (chemicky
syntetizované kratké oligonukleotidy) na komplementarni Gseky fetézci DNA. Pomoci

primerti se vymezi Usek DNA, ktery bude amplifikovan.

=  Pouzivané PCR testy

e RAPD-PCR

Pfi této metodé¢ dochdzi k ndhodné amplifikaci polymorfnich tseki DNA —
RAPD (Randon Amplified Polymorphic DNA). Mezi pozitiva této PCR metody patfi
rychlost, jednoduchost a citlivost, ovSem kvili nestalé¢ kvalit¢ analyzovaného vzorku

DNA je Spatna reprodukovatelnost (Oivanen, 2005).

Metoda byla pouzita r. 1999 (autor prace C.M.O. Kapel) u 24 lisek polarnich
(Alopex lagopus) infikovanych larvou T. nativa. Vsechny lisky byly potvrzeny jako
pozitivni (Chmelikova, 2013).
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e Multiplexni real — time PCR

Pti této metod¢ se pouzivaji fluorescencni barviva nebo fluorescencni sondy jiz
V pribéhu polymerazové tetézové reakce (u klasické PCR se detekuje az findlni
produkt). Pfi Real — time je potfeba tzv. Cykler — piistroj, umoznujici teplotni cyklovani
1 detekci fluorescence odpovidajicimu mnozstvi syntetizovaného amplikonu v kazdém
cyklu PCR. Vyhoda je kratky ¢as vyhodnoceni, nizké finan¢ni néklady, kvantifikace a
vysoka citlivost (az 0,1 larev na 1 g.). Tato metoda ma vysokou pravdépodobnost, ze

bude patfit mezi rutinni detekci larev trichinel u jate¢nych druht zvirat (Klein, 2002).

Metoda byla pouzita napi. roku 2009 (autor prace H. Atterby et al.). Vzorky byly ze
svalové tkané lisek, pficemz testy ukézaly, ze potencionélni limit detekce je 0,01 larev

na 1 g (Chmelikova, 2013).
e Jednovlaknovy konformacni polymorfismus (SSCP)

Tato metoda je UspéSné pouzivand k odliSeni vSech genotypi u trichinel.
Funguje na principu rtizné velikosti jednovlaknovych nukleotidovych sekvenci DNA,
kter¢ se liSi svou konformaci (sekundarni strukturou) v nedenaturujicim

polyakrylamidovém gelu pii nizké teploté (Chmelikova, 2013).
e RFLP - PCR metoda

Podstatou této metody je enzymatické St€peni molekul DNA ve specifickém
Stépném (restrikénim) misté enzymem, ktery se nazyva restrikéni endonukleaza

(Bartakova, 2011).

Zarlenga a Murrell (1989) touto metodou studovali ribozomalni DNA a snazili

se diky ni rozlisit jednotlivé genotypy (Chmelikova, 2013).

6.2. Detekce specifickych protilatek — nepfimé metody

Témito metodami se neprokazuje piimy prukaz parazita (¢i jeho DNA), ale
pfitomnost specifickych protilatek. Jsou to metody serologické, mezi které patii napf.
imunofluorescence, western blot, imunoelektrotransfer blot, imunohistochemické reakce
a metoda ELISA (Koudela et al. 2001).
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6.2.1. Imunofluorescence

Princip imunofluerescence je navazani fluorochromi na monoklonalni nebo
polyklonalni protilatky nebo antigen, které se nasledné vazou ke stanovené substanci.
Fluorochromy jsou nizkomolekularni chemické substance, schopné absorbovat svétlo o
vlnové délce v UV oblasti svételného spektra. Pokud dojde k reakci mezi antigenem a
specifickou protilatkou, je mozno sledovat fluorescenénim mikroskopem nebo
fluorometrem emisni zafeni. Nejéastéji se pouziva fluorochrom FITC (Fluorescein

IsoThioCyanat) (Litzman et al. 2007).

Vroce 1968 pouzil metodu imunofluorescence W. R. Gore. Testoval lidi
S prokazanou nakazou trichinelozy a 26 z 28 vzorkli bylo pozitivnich. Také se d¢laly
pokusy na mySich, potkanech a krélicich experimentalné infikovanych larvami trichinel
a dokézalo se, ze protilatky mohou byt detekovany jiz za 2 tydny po ockovani

(Chmelikova, 2013).
Podle Litzmana (2007), existuji dva typy imunofluorescence.

Piima — kde reaguje specifickd protildtka znacend fluorochromem pifimo

s antigenem. K diagnostice trichinel6zy se nepouziva.

Nepiima — ve vysetfovaném vzorku se zjiStuje ptritomnost protilatek. Vzorek se
pfida k vhodnym antigennim substratlim a v pfipadé pozitivni reakce dochazi ke vzniku

imunokomplexu (antigen — protilatka). Projevi se fluorescenci antigennich struktur.
6.2.2. Western blot

Metoda, pti které se vyuziva kvantitativni zhodnoceni reakce specifickych
protilatek se spektrem elektroforeticky frakcionovanych antigendi proteinové povahy.
WB je zcela specificky a také velmi piesny. Bylo by mozné ho pouzivat jako primarni
diagnosticky test, ovSem jeho velkou nevyhodou je Casova narocnost a z hlediska

financi je mnohem drazsi nez napt. ELISA test (Dupouy — Camet & Murrell, 2007).

Tuto metodu zkoumalo mnoho odbornikii, napt. Parazitolog H. Yera roku 2003

odebiral séra pacientim infikovanych T. spiralis.
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= Postup WB

e clektroforéza

Pred vlastnim blotem je potfeba proteiny rozdélit elektroforeticky na zakladé

molekulové hmotnosti v polyakrylamidovém gelu.
e Dblotovani

Prace se samotnym gelem je ndrocnd, proto se proteiny pifenasSi na membranu,
nejcastéji vyrobenou z nitrocelulézy nebo z PVDF (polyvinylidenfluoridu). Blotator je
pfistroj realizovany jako soustava anoda (spodni dil) a katoda (horni dil). Na anodu se

polozi papir namoc¢eny do pufru, na papir membrana, gel a poté zase papir.
e reakce proteint s protilatkou

Musi se zamezit nespecifickému navazani protilaitky na membranu. To se
dosdhne pfiddnim napif. bilkovinami z kravského mléka nebo hovézim sérovym
albuminem. Poté se ptida primarni protilatka — protilatka proti proteinu. Po promyti se
prida sekundéarni protilatka — protilatka proti primarni protilatce. Tato protilatka je

specificky znacena (nejcastéji kfenovou peroxidasou).
e vizualizace

V misté reakce membrany a roztoku, ktery obsahuje substrat pro peroxidazu

dochazi ke zmén¢ barvy — v misté reakce je tmavsi zbarveni (Litzman et al. 2007).
6.2.3. ELISA test

Patii to fady imunochemickych metod, ktera je v dneSni dobé& nejvice vyuzivana
a komer¢né vyrabéna. Vzorkem pro vySetfeni je krevni sérum nebo meat juice (masova

Stava).

Test ELISA je heterogenni variantou EIA, coZ znamend, Ze k reakci vyZzaduje
oddéleni znaceného reaktantu vazané¢ho v imunokomplexu od volného (na rozdil od

homogenni EIA), kde toto odd€leni neni provedeno (Paulik, 2005).
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Podle Crowthera, (2000) se déli nepifimé testy ELISA na kompetitivni a

nekompetitivni.
¢ nekompetitivni ELISA (zndma pod nazvem sendviova)

Na dno jamky mikrotitra¢ni desticky jsou zachycovany antigeny, které zaroven
reaguji s testovanou primarni protilatkou. Vzorek je inkubovan tak, aby se co nejvic
antigenu navazalo na protilatku, a poté je promyvacim pufrem odstranén piebytecny
antigen. Ptidd se specifickd sekundarni protilaitka znacend enzymem (alkalicka
fosfatasa). Opét probihd inkubace a promyti a nasleduje pfidani vhodného substratu,

diky kterému dochazi k preméné bezbarvého substratu na barevny produkt.
e kompetitivni ELISA

Specifické protilatky jsou vazany na pevny podklad. Po kratké inkubaci je
oddélen volny komplex od komplexu vazaného. Je ptidan standard, ktery se sklada
z antigenu s vazanym enzymem a antigenem ze vzorku, které¢ se kompletuji o vazbu na
specifické protilatky. Po promyti a pfidani substratu dochazi k barevné zméng.
Vysledek je opacny nez u sendvicového testu.

= Pouziti

ELISA test je jako jedina imunologickd metoda standardizovana. Je to vyborny
nastroj na epizootologické sledovani skupin zvifat vnimavych na trichinelézu pomoci
testovani pfitomnosti specifickych protilatek. Neni vhodna na individuélni vySetfovani
zvitat urCenych k lidské spotiebé. Jeji nejvétsi nevyhodou je skutecnost, ze u

potravinovych zvitat se daji detekovat protilatky az za 3 — 5 tydnti od nakazeni. To

znamena, ze i pozitivni jedinci jsou metodou oznaceni jako negativni (Www.cCit.vfu.cz).

Roku 1987 tuto metodu studovali H. J. Smith a K. E. Snowdon na ponicich
infikovanych T. spiralis. Tento experiment dokazal, Ze test nelze pouzit pro vySetfeni
zvirat uréenych k lidské spotiebé€, protoze u poniki, kteti byli infikovani 1 000 larvami
trichinel, byl vysledek negativni. Pozitivni byl pouze v ptipadech ponikil nakazenymi 5

000 a 25 000 larvami trichinel (Chmelikova, 2013).
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6.2.4. Radioimunoanalyza (RIA)

U této metody probiha detekce cestou reakce ,,antigen — protilatka®, pomoci
radioaktivniho izotopu. RIA testy mohou byt ve fazi kapalné i fazi pevné, kterd probiha
nejCasteji na sténé zkumavky. Faze pevna je postupem podobna testu ELISA, ovSem

barevna zména je zpusobena pouzitim radioizotopu (Litzman et al. 2007).

Roku 1983 bylo testovano 18 pacienti s akutni formou trichinelozy a 35
S ostatnimi parazitdrnimi infekcemi. Metodou RIA bylo detekovano 94 % pacientl

(Chmelikova, 2013).
6.2.5. Dalsi imunologické metody

e imunohistochemické reakce

Metody, pfi kterych se detekuji specifické¢ antigenni determinanty (molekuly ¢i

jejich ¢astice) s vyuzitim imunologické vazby — vazba antigenu a protilatky.
e imunoelektroforéza

Metoda je zalozena na rozdilné pohyblivosti proteini v elektrickém poli a nasledné

specifické imunochemické reakci mezi antigenem a protilatkou (Chmelikova, 2013).
e precipita¢ni reakce

Jedna se o sérologickou metodu, pfi které reaguje solubilni antigen (latka, kterou
imunitni systém rozpozna a reaguje na ni) a specifické protilatky a tim dochézi k zakalu,
ktery je moZzné vyhodnotit nefelometrem a pfi silngj$i reakci ke zrakem viditelné

srazenin¢ (Toman, 2000).
Dle Nechvatalové (2002), jsou precipitacni reakce dvojiho druhu:

a) Precipitace v roztoku — k méfeni intenzity zakalu se pouziva turbidimetrie
(mé&fi mnozstvi prochdzejictho svétla) a nefelometrie (méfi mnozstvi
rozptyleného svétla). Precipitdt vznikd ve zkumavkach, kde se udrzuje
konstantni mnozstvi protilatek za soucasného ptidavani antigenu. Lze stanovit

také kvantitu odpoctem proteinti ve vzorku z kalibra¢ni kiivky.

51



b) Precipitace vgelu — je =zalozena na pasivni difuzi latek v prostredi
koncentra¢niho gradientu. Jsou pouzivany agarové ¢i agardzové pudy nejcastéji

Vv Petriho miskéach. V misté styku protilatky a antigenu vznika precipitat.

a. Jednoducha radidlni imunodifuze — protilatka se rozpusti v gelu piidanim

antigenu. Vysledkem jsou ostie ohranic¢ené krouzky precipitatu.

b. Dvojita radialni imunodifuze (dle Ouchterlonyho) - pii testovani vice
vzorkll. Dochazi k protismérné difuzi antigenu i protilatky v gelu pfi

tvorbé precipitacnich linii.

Precipitaci v roce 1928 zkousel pouzit pro detekci trichinel L. F. Bachman. Tato
metoda je sice velmi jednoduchd, ale neni spolehlivd. Mnoho 1¢kt snizuje jeji reakci

(Chmelikova, 2013).
e aglutinace

Metoda, pfi které opét dochéazi k reakci mezi protildtkou a antigenem, ktery je
V tomto piipad¢ tvofen z celych tél mikroorganismli nebo jejich ¢asti. Vysledkem je

okem viditelna srazenina. (Nechvatalova, 2002).
a) Aglutinace pfima — antigeny jsou pfirozenou souc¢asti struktur reagujicich ¢astic
b) Aglutinace nepfima — antigen se na povrch ¢astic navazuje uméle.

= napr. Latex — fixacni test

Jedna se o pasivni hemaglutinaci, ktera se provadi na mikrotitra¢nich desti¢kach.
Jako nosi¢ rozpustného antigenu se vyuziva latexovych castic. Dochazi k reakci

specifickych protilatek za vzniku shlukovani latexovych €astic s navdzanym antigenem

(Toman, 2000).

Tento test byl v roce 1989 provadén védci pod vedenim S. T. Haralabidise, ktefi
testovali porazena prasata infikovana T. spiralis 95 dnu po infekci. Vysledky byly skoro
okamzité (do 3 minut) a pozitivni reakce byla i u prasat s infekéni davkou 10 larev

(Chmelikova, 2013).
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6.2.6. Sekvenovani DNA

Sekvenace DNA je souhrnny ndzev pro biochemické metody, pouzitelné
k analyze biologickych materialti. Sekvenovani se pouziva k urceni poradi jednotlivych
nukleotidii v fetézci DNA. Analyzou nalezené sekvence je mozné ziskat genetické
informace napfi. o infek¢nich chorobéach. Existuji dvé zékladni sekvencni metody, a to
Sangerova a Maxam — Gilberova, od kterych uz se postupné opousti a vyvijeji se nové,
rychlejsi a jednodussi metody. V soucasné dob¢ se pouziva tzv. dalsi (druhd) generace

sekvenovani (Next Generation Sequencing) (Kyvalova, 2011).

Tuto metodu napf. vroce 2006 vyuzil Zarlenga a kolektiv pfi zkoumdani
fylogenetickych vztahti v§ech druht trichinel, kromé& T. patagoniensis, ponévadz je to
jeden z nejnovéji objevenych genotypli. Na rozdil od jinych praci, které se zabyvaly
touto metodou, byly sekvenovany casti jader, mitochondrialni DNA a DNA pro
cytozom. Vysledky poslouzily k modelaci evolu¢nich znaki a migrace genotypt

trichinel v ramci st€éhovani druhi zvifat mezi Euroasii a Afrikou (Pozio, 2013).
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7. VYHODNOCENI USPESNOSTI JEDNOTLIVYCH DETEKCNICH
METOD V NAVAZNOSTI NA EKONOMICKE ASPEKTY A
SOUCASNOU LEGISLATIVU VE VZAJEMNYCH

SOUVISLOSTECH

V kapitole 6 (Vyuziti jednotlivych znamych a dostupnych metod detekce ve
vzajemnych souvislostech) byly jednotlivé popsany pouzitelné metody detekce trichinel

a u vetsiny pridany piiklady vyuziti a ispeSnosti.

Tab. €. 3: Shrnuti jednotlivych metod detekce

Met. | Nazev Vyuziti

Trichineloskopie (kompresni Pro ucely myslivosti (v domacich

«w |Mmetoda) podminkéach)

;g Travici metoda (a jeji alternativy [ Diagnostika trichinel dle nafizeni €.

A&~ |dle nafizeni ¢.2075/2005) 2075/2005
PCR testy Urceni genotypu v referencich laboratotich
Imunofluorescence Detekce protilatek — experimentalné
Western blot Kvantitativni metoda detekce protilatek
ELISA test Epizootologické sledovani zvitat vnimavych

w na trichinel6zu

;§ Radioimunoanalyza a dalsi Detekce protilatek — experimentalné

& | imunologické metody

z Preciptace Detekce protilatek — experimentalné
Aglutinace Detekce protilatek — experimentalné
Sekvenovani DNA Ziskani genetické informace —

experimentalné

Mezi metody bézné vyuzitelné v oblasti detekce trichinel patii trichineloskopie,
travici metoda a ELISA testy. Ostatni jsou pro svou naro¢nost, vysokou cenu c¢i
nepiesnost pouzivany pouze experimentdlné. Pro odliSeni genotypu se v EURLP
v Rimé pouziva metoda multiplex PCR. Do reakéni smési se piida nasobné mnozstvi
primerd a tim se docili analyzovani vice parametru v pribéhu jednoho reakéniho

procesu.
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Tab. ¢. 4: Srovnani nejznaméjSich metod detekce trichinel v zavislosti na finanéni

a ¢asové zatiZeni a citlivost jednotlivych metod

Metoda detekce Finanéni Casova Citlivost metody
nakladnost nakladnost
Trichinoskopie nenaro¢na pracna malo citliva

(kompresni metoda)

Travici metoda (a | vySsi nez mén¢ pracna citlivéjsi
jeji alternativy dle | kompresni (3larvynalg
nafizeni metoda Sva|oviny)
¢.2075/2005)
RAPD-PCR nenarocna rychld metoda citliva, ale
nespolehliva
Multiplexni real — |nendrocna rychléd metoda vysoka citlivost
time PCR (0,1 larevnalg
svaloviny)
Jednovlaknovy nenaro¢na rychla metoda vysoka citlivost
konformacni
polymorfismus
RFLP — PCR nenaro¢na rychla metoda citliva
Imunofluorescence | naro¢néjsi protilatky mohou byt | citliva na detekci
detekovany jiz za 2 protilatek
tydny od nakazeni
Western blot velmi draha  |naroc¢na velmi citlivy a
piesny
ELISA test nenaro¢na narocna (protilatky citliva na detekci
jsou detekovany az za | protilatek
3 — 5 tydnti od infekce)
Radioimunoanalyza |naroc¢né&jsi narocna citliva na detekci
a dalsi protilatek
imunologické
metody
Preciptace nenarocna jednoduché provedeni | citliva, ale reakci
ovlivituje fada 1€k
Aglutinace nenaroc¢na jednoduché provedeni | citliva na detekci
a vysledky do hodiny | protilatek
Sekvenovani DNA | naro¢néjsi nenarocné sekvenace DNA

Mezi prvnimi detekénimi metodami byla zavedena kompresni metoda. Nyni se

od ni jiZ upousti z divodu narocnosti provedeni a mozné nepiesnosti.

Tréavici metoda je referencni metodou zapsanou Vv Natizeni ES ¢islo 2075/2055.

Jeji metodika je stale dobtfe vyuzitelnd. Je zde ovSem snaha vyvinout nove, jednodussi,

levngjsi a efektivnéjsi metody.
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Jednou z nich je metoda PCR — multiplexni real — time. Podle tabulky ¢. 3 lze

vvvvvv

kdy se zafne pouzivat jako diagnosticka metoda detekce trichinel pii vySetfeni

jate¢nych tél zvirat, urCenych k lidské spotiebe.

Vybornou metodou detekce trichinel, ktera se pySni vysokou citlivosti a
jeji metodika také nepatii mezi nejjednodussi.

Dalsi metodou, kterou je v sou¢asné dobé¢ mozné bézn¢ vyuzit, jsou komercné
vyrabéné ELISA testy. Metoda mé fadu variant, z nichz vSechny jsou finanén¢ dostupné

a metodicky nenaro¢né. Jedina nevyhoda je, Ze se jedna o sérologickou metodu, ktera

detekuje protilatky ve vzorku a ty jsou zjistitelné az min. po 3 tydnech od infekce.
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8. ZNAKOVY POPIS DOSUD DETEKOVANYCH JEDNOTLIVYCH

GENOTYPU RODU TRICHINELLA PRO UZEMI CR

Nasledna tabulka uvadi u jakého druhu zvifete a ve kterém roce se poprvé
izoloval jednotlivy genotyp a z které zemé infikovany Zivo¢ich pochazel. V jednom

piipadé se jednalo o humanni trichinel6zu.

Dale je pozornost vénovana pievdzné genotypim vyznamnéj$im pro podnebi

Ceské republiky a to zejména genotyptim T. spiralis, T. britovi a T. pseudospiralis.

Tab. €. 5: Souhrn izolovanych genotypii trichinel (Mohandas et al., 2014,

upraveno)

Poprvé identifikovany genotyp
Genotyp Trichinella U Zvéilie‘fgk?pf' V roce: | Ve staté:
T. spiralis T-1 prase divoké 1960 [Polsko
T. nativa T-2 medvéd ledni 1984 [Norsko
T. britovi T-3 liska obecna 1988 Italie
T. pseudospiralis T-4 | myval severni 1972 | Rusko
T. murelli T-5 kojot prérijni 1989 USA
Trichinella sp. T-6 medvéd grizzly 1983 USA
T. nelsoni T-7 prase bradavi¢naté 1982 | Tanzénie
Trichinella sp. T-8 lev 1992 | Namibie
Trichinella sp. T-9 psik myvalovity 1984 | Japonsko
T. papuae T-10 clovek 2007 | Thajsko
T. zimbabwensis T-11 |krokodyl nilsky 1995 | Zimbabwe
T. patagoniensis T-12 | puma americka 2008 | Argentina

Genotypy T. spiralis, T. britovi a T. pseudospiralis jsou jen tézko rozlisitelné.
Mezi morfologické rozdily se fadi tvorba cyst. T. spiralis a T. britovi tvofi kolem své
larvy v pficné pruhované svaloviné ochranny obal — kolagenni kapsulu (cystu). Cysta je
tvaru ovalného az citronovitého. T. pseudospiralis je druh, ktery tuto cystu netvoii.
Z ditvodu absence pouzdra ma nizSi odolnost vici teplu a mrazu. Také diky tomu

mohou byt tyto trichinely az o Ctvrtinu mensi.
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Obr. ¢. 7: T. spiralis a T. pseudospiralis v pii¢né pruhované svaloviné

Dostupné z www.bfr.bund.de

Na obrazku je viditelna larva T. spiralis v pouzdie (horni obrazek), a larva T.

pseudospiralis bez pouzdra (spodni obrazek).

Podle Koudely, (2015) nam také pocet larev zjisténych v infikovaném jedinci
muze napoveédet, o jaky druh se jedna. Jsou zndmé reprodukeni schopnosti jednotlivych
druhti a ty mizeme vyjadrit pomoci tzv. RCI (reproductive capacity index). Vyjadiuje
pomér mezi poétem larev piijatych a poctem nové generace. T. spiralis ma hodnotu 88,

T. britovi 40 a T. pseudospiralis 35.
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Podle Murrella, (2000) jsou na rozdil od T. nativa a T. pseudospiralis spermie T.
spiralis obklopené tubularni pochvou s evaginacemi, které formuji tubuly v cytoplazmé.
Daéle je odlisna 1 plasmalema a poctet mitochondrii. OvSem jak sam Murrell uvadi, u

téchto tvrzeni neni ovérena pravdivost.

Tab. ¢. 6: Zakladni rozdily vybranych druhi genotypi trichinel podle Murrella,
(2000) (upraveno)

T. spiralis T. britovi T. pseudospiralis
velikost dospélcho 10-1.8mm |0,99-191mm|  06-09 mm
samce
velikost dospélé samice | 1,37-3,7 mm 2,23,4 mm 1,26-2,1 mm
velikost larvy 0,61-1,0 mm | 0,86-1,0 mm 0,62-0,76 mm
schopnost tvorit
pouzdro ANO ANO NE
produkce
novorozenych larev za 110 47,4 485
72 hodin
index reproduk¢ni
kapacity u potkanti 185-237 0,2-1,0 47-62
Wistar
mfekcn(zst lrarev (dny 16-34 24-42 NA
po nakazeni)
nakazlivost u prasat 1715 306 239
(pocet larev/g svalu) ’ ' '

V Evropé se identifikace genotypti trichinel provadi pouze v EURLP v Rimg,

pod vedenim Dr. Edoarda Pozia, pfedev§im metodou multiplexni PCR.

V roce 2014 parazitolog Mohandas a kol. studovali 15 mitochondrialnich
genomil reprezentujicich 12 dosud popsanych genotypi trichinel pouZzitim metody
sekvenovani DNA. Déle vpraci porovnavali pofadi genli v jednotlivych
mitochondrialnich genomech, zhodnotili rozdily v genetice mezi jednotlivymi genotypy
a piehodnotili vztahy mezi taxami za pouziti mitochondridlnich nukleovych kyselin

nebo jednotlivych sad sekvenci aminokyselin.

Zaznamenali sice urcité rozdily mezi nukleotidy, ale byly velmi drobné a casto

srovnatelné s ostatnimi. OvSem podafilo se definovat bohaty zdroj mitochondridlnich
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genetickych markerti, které mohou byt vbudoucnu pouzity k systematickym,

epidemiologickym a popula¢né genetickym studiim zastupcti rodu Trichinella.

Mezi rozdily dobfe prezentované se da uvést velikost mitochondrialniho genomu
(pomoci sekvenace) a délka fragmentu rDNA pii metodé multiplex PCR. Pro lepsi

orientaci je zde zastoupeni vétSiny genotypi.

Tab. €. 7: RozliSeni vybranych druhi trichinel na arovni DNA (dle Mohandas,
(2014) & Murrella, (2000) (upraveno)

délka fragmentu . Ve“kOSt. I

'DNA mitochondrialni
hogenomu
T. spiralis 173 bp 16,584 bp
T. nelsoni 155 bp a 404 bp 15,278 bp
T. nativa 127 bp 14,077 bp
T. britovi 127 bp a 252 bp 16,421 bp
T. murrelli 127 bp a 316 bp 16,592 bp
T. papuae 240 bp 17,326 bp

T. pseudospiralis 300 bp a 360 bp 17,667 bp (T-4.1)

16,450 bp (T-4.2)

16,379 bp (T-4.3)

16,371 bp (T-4.4)

Tyto rozdily jsou podloZeny léty vyzkumi, takZe podle nich lze identifikovat

urcity genotyp trichinely izolovany z infikované svaloviny.
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9. ZAVER

Lze tedy stale konstatovat, Ze parazitarni onemocnéni trichineléza je zavazné
onemocnéni, vyskytujici se po celém svété. Je zplisobeno parazitarni hlistici rodu
Trichinella. Mezi vyznamné zastupce v Ceské republice zejména patii T. spiralis, T.

britovi a T. pseudospiralis.

Onemocnéni Ize v prvni fazi jen té€Zko rozpoznat, proto i v domécnosti je potieba
udrzovat zasady hygieny. Napi. dukladné¢ omyvat nacini, na kterém bylo piipravovano
maso. Terapie spociva v symptomatické 1é€be a podavani anthelmintik. Je to velmi
bolestivé a dlouhotrvajici onemocnéni a v minulosti nebylo vyjimkou i sebevrazedné

jednéni nakazeného pacienta.

Na nasem Uzemi se jiz ptes 50 let nevyskytla huménni trichinel6za z diivodu
vysoké urovné nastavenych preventivnich opatfeni. VySetfovat prasata domaci, divoka
prasata, obecné¢ ulovenou na trichinelézu vnimavou zvéf, kterd je urCena k lidské
spotiebé, je povinné ze zakona. Jedinou schvalenou metodou je metoda travici, pii které
se laboratorn¢ uméle navodi situace v zaludku a uvolnéné larvy se zjistuji pod
mikroskopem. Je snaha detekéni metody stale vylepSovat a modernizovat, hlavné zvysit
citlivost a snizit finan¢ni investice a pracnost. Mezi dalsi pouzitelné metody muze patfit
napt. ELISA test a PCR metody. Komplexni PCR metody, umoziujici ur€eni genotypu
trichineldzy, vyuzivd v plné mife V soucasnosti jen EURLP (Referen¢ni laboratof
Evropské unie pro parazity) v Rimé. K této problematice, po vyhodnoceni popsanych
detek¢nich metod na trichinelozu, je tedy tfeba dodat, Ze v soucasné dobé je zminéné
natizeni EU zcela opravnéné, vécné a dostacujici. Piihlizi K soucasné zjisténé situaci
vyskytu onemocnéni trichinelézy na tizemi Ceské republiky, zejména k moznostem
vynakladani finan¢nich prostfedkil k zamezeni €ifeni onemocnéni. Nafizené vySetieni
tak zvanou travici metodou je jevi jako zcela efektivni, tedy financn€ i jinak
nejdostupnéjsi. Bezesporu jsou nékteré dalsi detekéni metody, jako napt. metoda RAPD
— PCR, RFLP — PCR ¢i Multiplexni real — time PCR, rychlej$i a méné pracné, ale
vétSinou vykazuji mens$i spolehlivost a potiebu drahého technického zabezpeceni a
odbornosti k provedeni. Obecné fec¢eno, o vyuziti téchto metod by bylo mozno uvazovat

Vv ptipad¢ jejich mozného zdokonaleni, v navaznosti se snizenim nakladovosti. Nutné je
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tteba chapat skutecnost, Ze v naSich podminkéch je tfeba v prvni fazi dilezité vibec
zjistit pfitomnost parazita a az poté se zabyvat rozliSenim jednotlivych genotypt

trichinelozy.

Cilem mé prace bylo také stanovit rozdily mezi jednotlivymi genotypy, zejména
v Ceské republice se vyskytujicich trichinel. Morfologické rozdily jsou pouze ve
schopnosti larev tvofit ¢i netvofit pouzdro a s tim souvisejici pohyblivosti larev a
velikost jedinci. Rozlisit jednotlivé genotypy je mozno pomoci tzv. RCI indexu, kde se
vyjadiuje pomér mezi poctem pfijatych larev organizmem a poctem larev nové

generace.

Dalsi rozdily jsou pouze molekularni, mezi které patii napt. velikost
mitochondridlniho genomu, délka fragmentu rDNA nebo pocet mitochondrii. Zkouméani
téchto znaku je vSak velice finanéné nékladné, da se fici pro praktické pouziti laické
vefejnosti nepotiebné. V roce 2014 Dr. Pozio skolegy studovali mitochondrialni
genomy sekvenovanim DNA, pficemz hledali nové mozné rozdily pouzitelné pti
identifikaci genotypu. Rozdily byly velmi minimalni. Podafilo se jim ov§em definovat
mitochondrialni genetick¢ markery, které budou v budoucnu velmi nédpomocny pii
dal§im védeckém zkoumani. V navaznosti na tyto zjisténé skutecnosti by bylo napf.
zpracovani kli¢e pouzitelného K urceni jednotlivych genotypu trichinel, na zakladé

morfologickych znakt zcela neefektivni.

Vzhledem ke stale se nachazejicim pozitivnim kusiim zvéfe (za rok 2015 dva
jedinci prasete divokého a tento rok — 2016 jedno prase divoké), neni dobré tuto
parazitarni nadkazu brat na lehkou vahu a je dulezité stale dbat na prevenci a zamezeni

moznosti Sifeni tohoto parazitdrniho onemocnéni.
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12. PRILOHY

Obrazky u nichz neni uveden ptivod, byly pofizeny v prubéhu let 2015 — 2016

autorem prace.

= Travici metoda — metodika ve fotografiich

Fotografie pofizené na SVU v Brné. Zdroj: (autor prace).

Obr. ¢&. 8: Vzorky K vySeti‘eni trichinelozy z prasete divokého (Sus scrofa)

A2 04 125 120 Y

Od 1. 1. 2016 je povinnost k vzoru svaloviny pfidat i tzv. pirka — ocasky
z ulovenych kust prasat divokych. U kazdého vzorku nesmi chybét plomba — oznaéeni

uloveného kusu zvéfe.
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Obr. ¢. 9: Chemikalie pouZité pro pripravu travici tekutiny p¥i provadéné travici
metodé

Pepsin a kyselina chlorovodikova. Zdroj: (autor prace).

Obr. €. 10: Vzorky masa se travi pomoci magnetické michacky

Zdroj: (autor prace).
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Pozndmka: Nasekand svalovina se travi 30 minut za stalého michani pti teploté
47 — 49 °C. Otacky jsou okolo 250 ot./1 min. Kadinka musi byt ptikryta aluminiovou

folii, uvniti je magnetické michadlo.

Obr. ¢. 11: Filtrace do sedimenta¢ni banky

Zdroj: (autor prace).

Pozndmka: Natravena tekutina se prefiltruje pfes sito do sedimentacni baiiky,

kde se necha opét 30 minut odstat.
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Obr. ¢. 12: Natravena tekutina odpusténa ze sedimentacni banky

Zdroj: (autor prace).

Pozndmka: Ze sedimentacni baiky se rychle odpusti 40 ml do odmérného valce

a necha se 10 minut odstat. Poté se odpipetuje hornich 30 ml.

Obr. ¢. 13: Mikroskopovani v trichineloskopu

Zdroj: (autor prace).
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Pozndmka: Zbylych 10 ml se rozdéli do Petriho misek a prohlizi pod
trichineloskopem.

Obr. &. 14: Trichineléza, piehled ohnisek, nalezii a podezieni v CR
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Zdroj: http://eagri.cz/public/web/svs/tiskovy-servis/tiskove-zpravy/x2013_po-case-opet-trichinelozni-
divocak.html.
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