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Svalovci (Trichinella) ve svaloviné prasat

Trichinella in pig muscles

Souhrn

Svalovec stoceny (Trichinella spiralis) je parazit, kterého fadime mezi hlistice
(Nematoda), jedna se o celosvétové rozsifené organismy, které napadaji Siroké spektrum
hostiteld, vcetné Cloveéka, a zplisobuji zdvazné onemocnéni zvané trichineloza, které mize byt
u lidi 1 smrtelné. Svalovci ziji v tenkém stieve hostitele a po pozieni infikované potravy mladi
svalovci pronikaji do svalovych vlaken hostitele, kde dochazi k zapouzdieni tohoto parazita.
Zivotni cyklus svalovci probiha v jednom a tomtéZ hostiteli, ktery slouzi parazitovi jako
mezihostitel 1 definitivni hostitel.

Diplomova prace na téma ,,Svalovci (Trichinella) ve svaloviné prasat se zabyva
morfologii, vyskytem, rozsifenim, onemocnénim, metodami detekce, prevenci a moznym
nebezpeéim pfi ndkaze timto parazitem. V této praci jsou uvedeny nejaktualnéjsi védecké
informace tykajici se této problematiky.

V této praci jsme vySetfovali vzorky svaloviny pochazejici z 23 prasat, dvacet vzorku
z prasat divokych (Sus scrofa) a tfi vzorky pochazeli z prasat domacich (Sus scrofa f.
domestica). Vysetteni bylo provadéno pomoci travici i kompresni metody. V Zadném vzorku
svaloviny prasat nebyla nalezena larva svalovce.

Kompresni metoda je zaloZena na stla¢eni vzorkli svaloviny mezi dvé silnosténna skla
s 28 policky a prohlizenim pod binolupou ¢i stereomikroskopem. Travici metoda spociva
vV natraveni vzorkd svaloviny pomoci travici tekutiny slozené zvody, kyseliny
chlorovodikové a pepsinu v odpovidajicim poméru.

Piestoze vlastni vysledky provedené¢ho vyzkumu dopadly negativné, a v poslednich
letech se onemocnéni v Ceské republice vyskytuje jen ojedinéle, je dileZité upozoriiovat na
prevenci a dodrzovani legislativy. Dle legislativnich pfedpisti platnych pro Ceskou republiku

je povinné kazdého ulovené¢ho divoc¢aka nechat pied konzumaci veterinarné vySetfit.

Klic¢ova slova: parazit Trichinella, svalovec, svalovina, prase



Summary

Trichinella spiralis is a parasite that belongs to the phylus of nematodes; they are
globally widespread organisms that attack a wide range of hosts (including human) and cause
serious disease called trichinellosis that can be fatal for humans. Trichinella lives in host’s
small intestine, after ingestion of infected food or feed young Trichinella penetrate host‘s
muscle fiber and encapsulate there. In this stage Trichinilla survive for several years.
Trichinella life cycle takes place in one and only host serving as intermediate and also
definitive host.

The Diploma Thesis on ,,Trichinella in the pigs’ muscle deals with morphology,
occurrence, extension, diseases, methods of detection, prevention and potential danger
of infection by this parasite. The most current scientific information regarding this issue
are included in this thesis.

In this thesis samples from 23 pigs were investigated, twenty samples from wild boars
(Sus scrofa) and three samples from domestic pigs (Sus scrofa f. domestica). The examination
was performed by digestion and compression methods. There was no larva of Trichinella
found in any of investigated samples.

The compression method is based on compressing muscle samples between two thick-
walled glasses with 28 fields and inspecting them under the stereo microscope. Digestion
method involves digestion of muscle samples using digestive fluid composed of water,
hydrochloric acid and pepsin in appropriate ratio

Although the actual results of the research turned out negative and Trichinosis occurs
sporadically nowadays in Czech Republic, it is important to highlight the prevention and
compliance with legislation. According to legislative regulations of Czech Republic every

hunted wild boar must be veterinary inspected.

Keywords: parasite Trichinella, muscle, pig
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1. Uvod

Prase divoké (Sus scrofa) je jediny druh prasete volné Zijiciho na naSem tzemi. Je
rozsiten po celé Evrop¢ a Asii a v poslednich letech jeho pocCetnost stoupa. Celosvétovy stav
neni znami a je velmi obtizné ho zjistit, ale je mozno odvodit rozvoj tohoto druhu na zakladé
statistiky odlovu. V roce 1801 byl na tzemi Ceské republiky zastielen posledni jedinec
prasete divokého. Od tohoto roku do dvacatého stoleti se prase divoké na nasem Uzemi
nevyskytovalo a az po povalecném obdobi se zacala prasata k nam $ifit z okolnich statii a to
predevsim z Némecka, Polska a Slovenska.

V dnesni dob¢ se populace prasat divokych stdle vice rozristd a stale vice se zacina
objevovat v jidelnic¢ku restauraci i domdacnosti. Stim souvisi i mozné riziko nakazy
trichineldzou, ktera je zptsobena parazitickou hlistici Trichinella spiralis.

Trichineléza je zavazné onemocnéni Ccloveéka, které je zplsobeno pozitim
infikovaného syrového nebo nedostatecné upraveného masa, kde rizikovymi potravinami jsou
pfedev§im pokrmy z vepiového masa. Po pozieni infikovaného masa, se opouzdiené larvy
natravenim uvolni v Zaludku a v tenkém stfevé a zanofuji se do sliznice, kde béhem nékolika
hodin dospivaji. V Ceské republice se jedna predeviim o maso z divokych prasat. Z prasete
domaciho (Sus scrofa f. domestica) predstavuje riziko maso ze zabijecky, které nebylo
podrobeno veterinarni kontrole. Dal$im zdrojem byva koniské maso pouzivané pro vyrobu
italské speciality, kterd je obdobou tatarského bifteku (Zitek, 2001). V nékterych se na vyrobu
klobas pouzivd maso psi, které je vyznamnym zdrojem infekce. Jednd se pfedev§im o

Slovensko a Mad’arsko (Sedlak a Tomsickova, 2006).



2. Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit napadeni prasat v Ceské Republice timto
pro ¢loveéka velmi nebezpeCnym parazitem.

Hypotéza. Svalovina prasat v Ceské republice obsahuje vyvojova stadia svalovci
(Trichinella).



3. Literarni reSerse

3.1 Prase divoké (Sus scrofa)

Taxonomické zarazeni prasete divokého (Sus scrofa)
(Andéra a Cerveny, 2009)
RiSe: Zivo¢ichové (Animalia)
Kmen: Strutnatci (Chordata)
Ttida: Savci (Mammalia)
Rad: Sudokopytnici (Artiodactyla)
Celed’: Prasatoviti (Suidae)
Rod: Prase (Sus)
Druh: Prase divoké (Sus scrofa) - Linnaeus, 1758

Druh: Prase domaci (Sus scrofa f. domestica)

Prase divoké (Sus scrofa) patii k nepfezvykavym sudokopytnikiim, ktery je také
nazyvan jako cernd zvéf, divocdk, kudrnd¢ nebo S§tétinac. Divoké prase Zijici v naSich
zem&pisnych Sifkach se pocita k nejvétsim zastupcim celedi Suidae - prasatovitych
(Meynhardt, 1983).

V Evropé se ve volné piirod¢ vyskytuje nékolik pivodnich poddruht jako evropské
prase divoké (Sus scrofa scrofa), prase iberské (Sus scrofa castilianus), prase italské (Sus
scrofa majori), prase sardinské (Sus scrofa maridionalis), prase karpatské (Sus scrofa attila),
prase berberské (Sus scrofa barbarus) a prase maloasijské (Sus scrofa lybicus). Cerna zvét
miluje teplé a suché podnebi. Nejpocetnéjsi stavy nalézdme v severni Africe a v evropském
Stfedomoti, ov§em dobfe jim vyhovuje i klima zapadni a sttedni Evropy (Hespeler, 2007).
prednost zvlastnimu biotopu, ale podstatou je dostatek potravy a vhodny porost. Pro osobni
hygienu potiebuje bahnité kaluze, piikopy nebo baZiny, aby se v nich mohlo kalistit
(Meynhardt, 1983).

U srsti rozliSujeme vrchni pesiky (§tétiny) a zkadefenou podsadu. Stétiny jsou
na hrotech ¢aste¢né rozstépené a zkadefena podsada slouzi k ochrané pted chladem, z tohoto
duvodu zkadefena podsada chybi v letni srsti. V zimé je podsada podpirana Stétinami, takze je

nacechrana a tvofi izolaéni vzduchové komory. Délka Stétin  znacn€ Kkolisa.



Nejdelsi stétiny se nachéazeji na krku a na piedni ¢asti hibetu a az sedmindsobné se vétvi
(Hespeler, 2007).

Dospély knour vazi kolem 120 az 250 kg a bachyné dortsta 80 az 150 kg. Behy prasat
jsou pomeérné kratké. Maji dobfe vyvinuty druhy a paty prst a pfi chizi se hrany jejich sparkt
dotykaji zemé¢ a otiskuji ve stopé za sparky prostifednich prst. Ryj je protazeny, zakonceny
neosrsténym chrupavcitym ter¢em (Kolda a kol., 2004).

Chrup divocakii se sklada z tezaka, Spi¢akl a stoliek. Druha a tfeti stolicka ma
vyznam v pfiblizném urceni véku zvifat. Chrup je tvofen 44 zuby, na dolni i horni Celisti
po tfech fezacich, coz usnadnuje piijem potravy v pid¢ a na jejim povrchu (Hespeler, 2007).

Spi¢aky, zejména u kitourd, jsou mohutné a tvoii kly, které neustale doriistaji. Spodni
paraky jsou delsi nez horni klektdky. Paraky loncakt byvaji dlouhé 12 — 13 cm. U triletého
sekace je to 16 cm, u Ctyfletého 21 cm a u pétiletého 23 cm (Kolda a kol., 2004).

Cerna zvéf ma velmi jemny a dobfe vyvinuty &ich. Prasata mohou pomoci &ichu
prokazatelné vnimat ¢lovéka do vzdalenosti 200 metrti. Cich prasata vyuZivaji nejen
k ochrané pied neprateli, ale také k vyhledavani potravy. Prasata citi mysi, larvy hmyzu
Zijicich v padé také oddenky, ukryté kofeny a houby. Cich se pii vyhledavani potravy v padé
uplatiiuje spole¢né s hmatem. Sluch maji divocaci dobie vyvinuty. Zrak je oproti ostatnim
smyslim vyvinut nedostate¢né. Prasata registruji pouze pohyby, dobfe registruji
na vzdalenost pfiblizné 10 metrt (Hespeler, 2007).

Prasata maji pachové Zlazy na brad¢, na spodni strané zaprsti a také ve velkém
predkozkovém vaku, bachyné¢ u mocopohlavniho vyvodu. Mala selata maji 1 licni Zlazy
se svazeCky sinusovych chlupt, které s postupujicim staiim ztraceji. (Kolda a kol., 2004).

Divocaci vedou velmi uzavieny rodinny zivot. VSechna zvirata se velmi dobfe znaji
a za normalnich okolnosti mezi sebe cizi divoké prase nikdy nevezmou. Spolecenstvi, v némz
divocaci ziji, se nazyva tlupou. Uvnitf tlupy je postaveni jednotlivych ¢leni piisné rozdéleno
a na zafazeni ma velky vliv stafi a sila prasat. V cele tlupy stoji vzdy nejstarSi bachyné.
Divoci kanci v roding zlstavaji jenom asi do roka a pul svého zivota. Poté jsou vytlaceni
z tlupy i teritoria, v némz se narodili. To ma veliky vyznam pro udrzeni druhu. Knoufi poté

cey o

Ziji jako samotafi a v tlupach se objevuji jen v dob¢ chruti (Meynhardt, 1988).

Bachyné maji pod o€ima zlazy, které vylucuji sekret, jimz upozornuji kance, Zijici
samotarsky v okoli, Ze jsou pfipravené k pareni. Za normalnich okolnosti mohou byt bachyné
oplodnény jenom dva dny v roce (Meynhardt, 1988). Rijny kiiour &asto klektd zuby, pii¢emz

produkuje mnoho slin s feromony, které rozstiikuje na rostliny nebo bachyné (Kolda a kol.,
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2004). Diky skvélému cichu je divoky kanec schopen vybrat si pravé tu bachyni, ktera
se v tomto stadiu nachéazi (Meynhardt, 1988).

Bachyné je biezi pfiblizné¢ 3 mésice, 3 tydny a 3 dny a poté metd selata v zalehu
vytvoteného z rostlinného materialu (Kolda a kol., 2004).

Kvrhu dochéazi zasadn¢ v uzavieném zalehu, kde bachyné déava bedlivy pozor
na kazdy podeziely zvuk (Meynhardt, 1988).

Prase divoké (Sus scrofa) je vSezravec a je velmi ptizplsobivy. Pozira vse, co pravé
tvoii potravni nabidku. V prib&éhu roku se pfevazné Zzivi rostlinnou potravou, zatimco
Zivoc¢isna potrava je piijimana spiSe periodicky. Prasata nejsou lovci, nybrz sbéraci. Poziraji
téla uhynulych nebo stielenych zvitat (Hespeler, 2007).

Z rostlinné potravy prase divoké (Sus scrofa) nejcastéji pozira zaludy, bukvice,
kukufice, bezosinnou psenici, oves, brambory, zelené ¢asti rostlin, hlizy, kofinky, oddenky,
semena lesnich dfevin a ovoce. Z zivocisného plivodu jsou to hlavné larvy hmyzu, destovky,
mysi, hrabosi, ptaci vajicka, Skidci lesnich dievin (Kolda a kol., 2004).

Divoka prasata (obr. 1) maji vynikajici pamét. Nekteré véci ¢i dokonce osoby mohou
poznat i po mnoha letech. Prasata jsou dokonce schopna poucit se z dobrych nebo $patnych
zkusenosti. Divoka prasata (Sus scrofa) patii k nejinteligentnéj§im zvifatim na zemi
(Meynhardt, 1988).

Prasata je mozno ,,vycviCit* téméf stejné jako psy, napf. v Némecku byla prasata
nasazena ve sluzbach celni spravy, ve Francii se osvédcila pii vyhledavani lanyzii. DalSim
dikazem o jejich inteligenci je fakt, Ze na mnoha mistech prasata pochopila, Ze elektrické
ohradniky staci prorazit pouze jedenkrat, aby se octla v kukufi¢ném poli. Proto jsou schopna

snést kratkou, byt silnou elektrickou ranu (Hespeler, 2007).

Obrazek 1 Prase divoké (Sus scrofa)

Ptevzato z: http://www.nature-photogallery.eu/cz/foto/663-prase-divoke/?puvod=27
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3.2 Svalovci (Trichinella)

Svalovci (Trichinella) jsou hlistice parazitujici ve stfevé a v kosternim svalstvu
vyssich obratlovel. V soucasné dobé je znamo ptes 150 vnimavych druht zvirat, mezi nimi
cela fada masozravcd, ale i hlodavci, prasat, koni, ptaki, atd. Svalovci maji zvlastni typ
zivotniho cyklu bez jakychkoliv stadii ve vnéjSim prostfedi. Definitivni hostitel slouzi
zaroven jako mezihostitel. Dospélci a larvy ziji intracelularné (Volf a kol., 2007).

Vedle Trichinella spiralis byly popsany dalsi druhy trichinel lisici se spektrem
typickych hostitelt a biologickych i genetickych vlastnosti. Roku 1992 byly popsany
T. britovi, T. nativa, T. nelsoni a T. pseudospiralis. V nedavné dobé byly popsany i T. murelli,

T. papue a genotypy T—6, T—8a T — 9 (Koudela, 2001).

Taxonomické zarazeni svaloveu

Rige: Zivogichové (Animalia)
Kmen: Hlistice (Nematoda)
Ttida: Adenophorea
Rad: Enoplida
Celed: Svalovcoviti (Trichinellidae)
Rod: Svalovec (Trichinella)

Druh: Svalovec stoceny (Trichinella spiralis)
Druh: Trichinella britovi
Druh: Trichinella nativa
Druh: Trichinella pseudospiralis
Druh: Trichinella nelsoni
Druh: Trichinella murelli
Druh: Trichinella papue

(Moravec, 2001)
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3.2.1 Svalovec stoc¢eny (Trichinella spiralis)

Svalovec stoc¢eny (Trichinella spiralis) je hlistice, jejiz dospélci zijici ve stieve
hostitele. Samci doristaji délky 1,4 — 2,2 mm, samice mivaji 3 — 6 mm. Tento druh je
zivorody. Pravé vylihlé larvy jsou 0,1 mm dlouhé. Larvy ve svalovych cystach méfi asi 1 mm
(Stuchly, 1996).

Pohlavni otvor svalovcll se vyskytuje v prvni péting téla. Vajicka, pokud se nachdzeji
Vv d¢loze, méti 40 x 30 p (Jirovec, 1948). Samice béhem svého zivota vyprodukuji 500 — 1500
larev (Jira, 1998).

Povrch téla svalovceu je tvoien nékolikavrstevnou kutikulou, ktera ma opornou funkci,
umoziuje pohyb, tvoii ochrannou bariéru. Pies kutikulu probiha vyména latek s prostiedim
a Ucastni se interakci s hostitelem (Kennedy et al., 2001).

Dospélé formy svalovce jsou prizplsobeny k Zivotu v epitelu stfevni sliznice. Samice
predni ¢asti zakotvi ve zvétSenych hostitelskych buiikach (Jira, 1998).

Samicky svalovce sto¢eného (Trichinella spiralis) kladou zivé larvy ve stfevni sténé
a tim ji poruSuji. Pii pronikdni samicek do stievni stény mulze dojit k zavleceni rtiznych
mikroorganismu, coZ ma vliv na pribéh onemocnéni (Skrjabin a kol., 1956).

Horak a Scholz (1998) uvadéji, ze jedinci obou pohlavi jsou pfitahovani pomoci velmi
ucinnych chemickych latek, takze k uspésné kopulaci mize dojit i pii nadkaze jedinou larvou
obou pohlavi. Po kopulaci samice zacinaji produkovat vajicka, ze kterych se jesté v déloze
lihnou larvy (ovoviviparie).

Ze strevni stény larvy pronikaji do miznich cest, odtud do krevniho ob&hu a jsou
roznaseny do vnitfnich organt hostitele (Sedlak a Tomsickova, 2006).

Existuje velka pravdépodobnost, Ze 97 % larev migruje krevnim ob¢hem a pouze 3 %
lymfatickym obéhem. V prib¢hu migrace se larvy desetkrat zvétsi (Cabaj a Moskwa, 2006)

Larvy svalovcd (obr. 2) jsou roznaSeny do svali, nejcastéji do brani¢nich,
mezizebernich, hrtanovych a o¢nich. Svalova vldkna, do nichz larvy vniknou, jsou porusena
a ztraceji pficné pruhovani. Za 12 az 16 dni po vniknuti svalovci do svaloviny se larva
postupné sto¢i do spiraly a piejde do klidového stadia. Od této doby se kolem larvy zacne
tvofit pouzdro, které je za 6 méesict prostoupeno vapenatymi soli (Skrjabin a kol., 1956).

Larvy vydrzi na Zivu 1 vice jak 10 let. Dalsi hostitel se nakazi pozfenim masa

obsahujiciho encystované larvy (Votava a kol., 2003).
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Vyvoj svalovet (obr. 3) probiha ve dvou fazich zvanymi jako trichindza stfevni
a trichin6za svalova. Dostanou-li se zapouzdieni svalovci S masem do zazivaciho ustroji
vhodného hostitele, travici Stavy rozpusti jejich obal a uvolni larvy. Uvolnéné larvy se usidli
jiz za 5 hodin ve sliznici tenkého stfeva, kde béhem nékolika dni pohlavné dospéji (Jirovec,
1948). Zivotni strategie svalovce stoéeného je pozoruhodna — vychazi z predpokladu, Ze se
mnoho savcl zivi masem jinych savci. Kazdy nakazeny jedinec je zdroven mezihostitelem,

v némz larvy svalovce ¢ekaji na dalsiho hostitele (Motycka a Roller, 2001).

Obrazek 2 Larvy svalovce stoceného (Trichinella spiralis)

Zdroj: < http://www.smittskyddsinstitutet.se/presstjanst/pressbilder/parasiter/>

Obrazek 3 — vyvojovy cyklus svalovce

CLOVEK
PRASE DOMACI KOCKA DIVOKA
POTKAN £ MEDVED
LISKA ; JEZEVEC
KUNA VEVERKA

Prevzato z: Rakusan a kol., 1979
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3.2.2 Trichinella nativa

Trichinella nativa je parazit pattici do celedi Trichinellidae, ktery se ptevazné
vyskytuje v arktickych a subarktickych oblastech. Hlavnimi hostiteli jsou medvéd, liska, pes
a mroz. Larvy tohoto druhu jsou odolnéjsi k nizkym teplotam (Votava a kol., 2003).

Bylo prokazano, ze v mrazu pii teploté — 18 °C zistala zna¢na ¢ast larev trichinel
ve svalovych tkdnich ledniho medvéda a tak ptezili v pribéhu celého vyzkumu, ktery trval
26 mésict. Zatimco ve svalech u bilého potkana odolnost trichinel prudce poklesla, méné nez
10 % larev zlstala Zivotaschopnych uz po patém dnu, po sedmém dnu vSechny zemfely.
Vysledky ukazaly, ze odolnost Trichinella nativa k prudkému poklesu teploty byla geneticky
stanovenou funkci, ale do jisté miry to zavisi na sazbé piizpisobivosti konkrétniho hostitele
jako zvifete (Odoevskaya et al., 2010).

Pozio et al. (1992) uvedli, ze T. nativa je pfibuzna s trichinelou genotypu T — 6.
Detiger et al. (2012) se ve svém vyzkumu zabyvali genetickou diverzitou uvnitt populace
a mezi populacemi parazitt, jez poskytuji voditka k jejich evolu¢ni historii. Cilem bylo zjistit,
zda mitochondrialni DNA a mikrosatelitni variace by mohly byt pouzity k vyhodnoceni
rozsahu diferenciace, toku gent a historické reprodukéni izolaci mezi mrazuvzdornym
druhem parazita Trichinella nativa a trichinel s genotypem T — 6. Bylo zjisténo, Ze pfestoze

doslo k hybridizaci, rozpoznatelné genetické znaky stale pietrvavaji

3.2.3 Trichinella nelsoni

Svalovec rodu Trichinella nelsoni se vyskytuje vrovnikové Africe, pfedevS§im
Vv Etiopii, stfedni Asii a v jizni Evropé€. Hostiteli jsou divoké prasata, hyeny a velké kockovité
Selmy (Votava a kol., 2003).

T. nelsoni u ¢lovéka zpusobuje mirny klinicky pribéh onemocnéni a nizkou svalovou
invazi (Uhlikova a kol., 2001).

La Rosa and Pozio (2000) provedli molekularn¢ genetické studie na tiech
izolatech Trichinella nelsoni (z Keni, Tanzanie a Jizni Afriky) a na tfech izolatech trichinel
T 8 (z Jizni Afriky a Namibie) z volné zijici Selem a z volné zijicich prasat. U tii
izolat T. nelsoni bylo zjisténo, ze hybridizace vzorki izolatti z Keni a Tanzanie jsou totozné
a ty se lisily od vzorku izolovaného z Jizni Afriky, coz naznacuje pfitomnost polymorfismu

v tomto druhu.
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3.2.4 Trichinella britovi

Trichinella britovi je rozsifena hlavné¢ v mirném klimatickém pasmu. Nalézame ji
hlavné u lisek, pst a koni. Larvy jsou jen malo odolné k zamrazeni (Votava a kol., 2003).

Trichinella britovi pusobi méné zavaznou formu néakazy nez tomu je u T. spiralis.
Samice produkuji mensi mnozstvi larev, které ve svalstvu piezivaji pomérné kratkou dobu.
Z epidemiologického hlediska se T. britovi vétSinou neudrzuje v domestikovaném
vyvojovém cyklu (Uhlikova a kol., 2001).

Trichinella britovi je druhym nejéastéj$im ptivodcem onemocnéni trichinel6zy u lidi.
T. britovi je velmi shodna s trichinelou, ktera je genotypizovana jako T 8 (Pozio et al., 1992).

T. britovi vykazuje vy$si odolnost vic¢i nizkym teplotam. Pieziva pfi teploté¢ — 20 °C
po dobu 3 tydnl v mase divocaka. Ve svaloving lisek, pfi stejné teploté, pretrvava az pil roku

(Kolarova a kol., 2010).

3.2.5 Trichinella pseudospiralis

Trichinella pseudospiralis je rozsifena kosmopolitng¢, vice v indomalajské oblasti.
Hostiteli jsou savci a ptaci (Votava a kol., 2003).

Zivotni cyklus T. pseudospiralis je hodné podobny Zivotnimu cyklu T. spiralis, ale
u T. pseudospiralis nedochazi k zapouzdfovani larev ve svaloviné (Moravec, 2001).

Nejvyraznéjsi rozdil mezi Trichinella pseudospiralis a Trichinella spiralis spociva
v kolagenni kapsli, kterd je velmi Spatné vyvinuta a nemiiZze byt identifikovana svételnou
mikroskopii (Boonmars et al., 2005). S tim souvisi 1 n€kolik faktorti, jako je niZsi patogenita
nez T. spiralis, hlavné pak slabsi zanétlivy proces ve stfevé, svalstvu a srdci hostitele.
Bunééna odpoveéd’ u stfevni a mimostfevni formy je pomérné slaba, a zanétliva reakce je tak

znaén¢ suprimovand (Uhlikova a kol., 2001).
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Tabulka 1. - Pfehled ptvodcu trichinelozy

T.
T. SPIRALIS T. BRITOVI T. NATIVA T. NELSONI PSEUDOSPIRALIS
Rozsifeni kosmopolitni | mirné pasmo | arktické pasmo | tropicka Afrika | kosmopolitni
, , prasata, oy medvédi, h}/eny., . L. .
hlavni rezervoar . psovité Selmy ey kockovité ptaci, savci
potkani psovité Selmy Y
Selmy
Infekénost lidi vysoka Stfedni vysoka vysoka Stredni
Infekénost prasat vysoka Nizkd nizka nizka Nizka
patogenita lidi vysoka Stfedni vysoka nizka stfedni - nizka
rezistence ke nizka stfedni - vysoka vysoka nizka Nizka

zmrazeni

Zdroj Kolarova a kol., 2010.

3.2.6 Trichinella papuae

V obdobi let 1988 az 1998 v oblasti Papua Nové Guinei byly objeveny nezapouzdiené

larvy trichinel v péti domacich prasatech (Sus scrofa f. domestica) a v Sesti divokych

prasatech (Sus scrofa). Morfologické, biologické a molekularni studie, provadéné v roce 1997

na jednom kmeni z izolovaného divokého kance (Sus scrofa), naznaovali, Ze tento druh

parazita patii k novému druhu, ktery byl pojmenovan jako Trichinella papuae. Tento druh

muze byt identifikovan morfologickymi znaky svalové larvy, které postradaji sesterskou

buiiku v hostitelskych svalech a jejichz celkova délka je o tietinu vétsi nez u jinych

nezapouzdienych druhti napf. T. pseudospiralis. Dospélci T. papuae se nekiizi s ostatnimi

dospélci druht a genotypt. Na rozdil od T. pseudospiralis, larvy T. papuae neinfikuji ptaky
(Pozio et al., 1999).
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3.2.7 Trichinella murelli

Trichinella murelli byl vnedavné dobé uznan jako samostatny druh celedi
Trichinellidae, ktery byl nalezen v nearktické oblasti Severni Ameriky. T. murelli byl
izolovan z ¢ernych medvéda a myvalid (Pozio and La Rosa, 2000).

T. murelli se vyskytuje vyhradné u voln¢ zijicich masozravci piedev§im u vlku,
myvalt, tchoftd, lisek, divokych prasat a medvéda. Svalovec rodu T. murelli byl izolovan
z konského masa dovezeného z oblasti Connecticutu ve Spojenych statech Americkych
do Evropské Unie, coz mé¢lo za nasledek zakaz dovozu masa z USA do EU (Dupouy - Camet
et al., 2001). Na zaklad¢ této epidemie byl oznacen druh T. murelli za vazny lidsky patogen
z konského masa a zvétfiny. Spotfeba vSak vepfového masa piredstavuje malé riziko

pro nakazu ¢loveéka z divodu nizkého vyskytu T. murreli u prasat (Kapel and Gamble, 2000).
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3.3 Trichineloza

cey

Svalovci jsou puvodci infekce tzv. trichinelozy. Puvodci Ziji v tenkém stfevé savcu
(psovité Selmy, prasata, ¢lovek aj.). Mladi svalovci pronikaji do svalovych vldken a dochazi
k lokéalnimu rozpadu, zapouzdfeni vazivovou tkani a zvapenaténi (Muntau, 2009).

Trichinel6za se u ¢lovéka vyskytovala v dobach davno minulych. Nejstar§Sim nalezem
je prukaz pivodce v mumii mladého Egyptana z doby 1200 let pfed nasim letopoctem.
Parazita objevil v Londyné¢ v roce 1835 student mediciny J. Paget a ve stejném roce jej
R. Owen popsal jako Trichinella spiralis (Sedlak a Tomsic¢kova, 2006).

Zdrojem nakazy trichineldzou u ¢lov€ka byva nejcasteji svalovina infikovanych zvifat,
ktera jsou konzumovana v syrovém stavu ¢i po nedostateéné tepelné tupravé. Rizikovymi
potravinami jsou vyrobky a pokrmy z mletého vepfového masa, jitrnice, klobasy, nevaiena
sunka, tlacenky, pastiky, uzené maso a jiné speciality. V Ceské republice se jedna predev§im
o maso z divokych prasat. Z prasete domaciho (Sus scrofa f. domestica) piedstavuje riziko
maso ze zabijecky, které nebylo podrobeno veterinarni kontrole. Dal$im zdrojem byva konské
maso pouzivané pro vyrobu italské speciality, ktera je obdobou tatarského bifteku (Zitek,
2001). Vyznamnym zdrojem infekce byva maso psi, které se v nékterych zemich pouziva
na vyrobu klobas. Jedna se pfedevsim o Slovensko a Mad’arsko (Sedlak a Tomsickova, 2006).

Trichinella spiralis je nejcastéjsim piivodcem domestikovaného cyklu nakazy a pisobi
viidi trichinel6ze, ktera u ného zptsobuje zavazné onemocnéni s nebezpeéim umrti. V Ceské
republice byla vypracovana G¢innd opatfeni na ochranu lidi 1 zvifat, a proto by reéalné
nebezpeCi trichinelozy hrozilo pouze porusenim téchto natizeni (Svoboda a kol., 2000).
Klinicky pribéh zavisi na zdravotnim stavu, imunokompetenci hostitele a samoziejmé na
mnozstvi pozienych larev, ale i na jednotlivych druzich svalovct rodu Trichinella (Uhlikova
a kol., 2001). Slabé nakazy mohou probihat asymptomaticky. Siln&jsi infekce se mohou
projevit nejprve stfevnimi obtiZemi (nespecificka gastroenteritis), pozdéji se objevuji horecky,
intenzivni bolesti svalli, edémy oblic¢eje, poruchy vidéni (Kolafova, 2003). Migraci larev
mohou byt postizeny rtizné organy, srdce, plice, centrdlni nervovy systém, ktery mize
zpiisobovat bolesti hlavy, zavraté, menigealni postiZeni nebo postizeni okohybnych svalil
(Uhlikova a kol., 2001). Bylo zjisténo, ze svalovci vylucuji velmi ucinné toxiny. Tyto toxiny
plsobi velmi Skodlivé na krev hostitele, zvlasté v kratké dobé po nakazeni (u ¢lovéka osmy

den). V této dob¢ dochazi u ¢loveéka k vyrazné eosinofilii (Skrjabin a kol., 1948)
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Ptiznaky mohutnéj$i nakazy zacinaji stfevni fazi s prijmy a horeckou, myositidou
a vysokou eosinofilii, pozd¢ji s kopfivkou a otoky hlavné v obliceji. Postizené svaly jsou silné
bolestivé a ztraceji pohyblivost. Masivni ndakazy mohou koncit smrteln€ (Votava a kol, 2007).

Dalsimi pfiznaky mtizou byt zvétsena slezina, anémie, anurie a krvaceni. Onemocnéni
je 1écitelné jen velmi obtizné a rekonvalescence trva az nékolik mésicu. Svalové bolesti
pietrvavaji asi jeden mésic. Pacient mize mit pocity vyCerpanosti, je unaven, priajmy mohou
pretrvavat tydny az meésice. U silnych infekci mize dojit az k ochrnuti dychacich svala ¢i
k selhani krevniho obéhu (Uhlikova a kol., 2001)

Trichineldza ma stfevni a svalovou fazi, které¢ maji odliSné ptiznaky. Stfevni faze se
muze projevit u 10 az 60 % nakazenych zvracenim a prijmem béhem prvnich 10 dnl po
poziti kontaminovaného masa. V téchto pfipadech se co nejdiive provede vyplach zaludku,
poda se projimadlo a nasadi nejlépe thiabendazol, ktery viak v Ceské republice neni
registrovan. Svalova infekce je spojena s usidlenim larev ve svalech a vnitinich orgénech.
Projevuje se od druhého tydne po infekci horeckou, zimnici, slabosti a bolesti Zvykacich svalil
(Kolafova a kol., 2010).

Lécba trichinelozy pobihda léky mebendazol nebo albendazol, které zasahuji jen
samiCky, na larvy neplsobi. Pfiznaky z postiZenych svalt se tlumi kortikoidy (Votava a kol.,
2007). Steroidni hormony je vhodné podavat béhem prvnich 5 - 6 tydni onemocnéni.
Pii bolestech svalt podavame analgetika a pii teploté antipyretika (Uhlikova a kol., 2001).
U zivych nemocnych se patrd po larvach v biopsiich ze svalti a dokazuji se protilatky v séru
(Votava a kol., 2007). Svalové biopsie je mozno provést nejdiive od tfetiho tydne po nakaze.
Protilatky zjistime za 2 az 3 tydny po nakaze a pietrvavaji fadu mésict (Uhlikova a kol.,
2001).

Dvorozinakova a kol. (2010) uvadi, ze epidemiologické udaje podporuji predpoklad,
ze parazitarni helmint6zni infekce mizou poskytovat jistou ochranu vi¢i autoimunitnim
a idiopatickym zapalovym onemocnénim. Mnoho helmintli je schopno vyhnout se imunitni
odpovédi a potlacit Th 1 odpovéd ziskané imunity. Privodnim wcinkem je silnd Th 2
odpovéd’. Naproti tomu autoimunitni a zapalové choroby indikuji Th 1 odpovéd, ktera by
mohla byt tlumend Th 2 odpovédi, vyvolana piitomnosti helminta. Vysledky pokusu
naznacuji jistou moznost UspéSného terapeutického ucinku trichinelového antigenu pfi

autoimunitnich zapalovych onemocnénich.
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3.3.1 Prevence

Nejlepsi a dulezitou ochranou proti nakaze trichineléozou je prevence. Lidem
a zvifatim nesmi byt podavano neprohlédnuté maso z divokych prasat. Larvy svalovct jsou
spolehlivé zni¢eny dikladnym povaienim (Svobodova a Svoboda, 1995).

Povinnd veterinarni kontrola u prasat a koni na vyskyt svalovych cyst se u nas
na jatkach provadi jiz od roku 1939. Veterinarni kontrola neni povinna pii domacich
zabijackach pro vlastni potfebu. Nékteré staty se spoléhaji na mrazeni veprového masa. Dosti
nizka teplota (- 15 °C nejméné po dobu 20 dni) totiz larvy trichinel ni¢i. Veterinarné
nekontrolované maso z ulovené zvéte by mélo byt dokonale tepelné upraveno (prohiato nad
77 °C). Teplem larvy hynou az pii 60 °C (Votava a kol., 2003).

Smérnice 2003/99/ES Evropského parlamentu ze dne 17. listopadu 2003 o sledovani
zoondz a puvodcl zoondz (zndma jako Smérnice zoondz) tvoii zéklad pro udaje o zoondzach
a ma za ukol shromazdovat informace v celé oblasti Evropské unie. Tyto tdaje jsou
shromazd'ovany a zkoumany Evropskym tfadem pro bezpecnost potravin (EFSA), ktery
ve spolupraci s Evropskym stiediskem pro prevenci a kontrolu nemoci (ECDC) a za pomoci
zoonotického kolabora¢niho stiediska (ZCC), vypracovava vyro¢ni zpravu, zpravu o trendech
a zdrojich zoonéz, jejich ptivodcich, antimikrobialnich rezistenci a alimentarnich ohnisek
v Evropské unii. Zprava je zaméfena na detekci zdroju a trendli pro zoonotickd onemocnéni
z potravin v ramci EU a uréeni dlouhodobého cile ochrany lidského zdravi (Murrell, 2001).

Trichinella spp. je uvedena v seznamu A pfilohy I, smérnice 2003/99/ES, ktera urcuje
ptvodce, ktefi maji byt z povinnosti sledovani. Utedni zkousky se provadi podle nafizeni
(ES) ¢. 2075/2005 ze dne 5. prosince 2005, kterym se stanovi zvlastni pravidla pro ufedni
kontroly trichinel v mase. Nafizeni se vztahuje na vSechny prasata, prasnice, kance, kong,
divokych kancti a nékteré volné zijici druhy (Evropskda komise, 2005). Tyto predpisy
pozaduji, aby vSechna jate¢né upravend téla prasat byla testovana na pfitomnost trichinel.
Cilem je odstranit veskeré kontaminované maso z potravniho fetézce (Pozio, 2007).

VySetieni na trichinelézu je velmi ndkladné a sniZuje rentabilitu chovu prasat, proto
pro sniZzeni ndkladl bylo navrzeno nékolik postuptli, které maji zarucit, ze prasata pochazeji
z chovu bez trichinelozy. Tyto programy jsou perspektivni pouze Vramci vnitiniho trhu.
Maso ze tfetich zemi musi byt dovaZeno zmrazené C¢i s certifikdtem o vySetfeni
na trichinelozu. Tyto postupy vychazeji i z navrhu Mezinarodni komise pro trichinelozu
(ICT). Byl navrzen program, ktery je nazyvan ,,Doporucené metody kontroly trichinel

u domacich a volné Zijicich zvifat ureny pro lidsky konzum®, ktery ma za tkol chranit lidi
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pted trichinelézou. V USA byl vytvoien ,,Program certifikace trichineldézy” predstavujici
postup zabezpeceni zdravotni nezavadnosti zivoc¢iSnych produktii od farmy az po jatka.
Pro ziskéni tohoto certifikatu pro urcity chov prasat je dilezité dodrzovani produkéni praxe,
kterd je nutnd pro zabezpeceni vylouceni rizika trichinel6zy na farmé. Na farmé se provadi
audit, ktery dokumentuje absenci rizika trichinelozy a zaroven vysetiuje statisticky prukazny
pocet vzorku porazenych prasat na jatkach (Dubinsky, 2006).

Vzhledem Kk vyssi rezistenci nékterych druhli svalovell neni zmrazovani masa
doporucovano, ani se nepouziva (Kolarova a kol., 2010).

Je na misté varovat myslivce a pfipomenout platnou, legislativou ulozenou povinnost
kazdého uloveného divocéka pted uvolnénim ke spotiebé nechat veterindrné vysetfit. Tato
praxe je obvyklda a mysliveim dobie zndma. Myslivci by také z téchto divodi neméli
pouzivat nepievaiené zbytky z uloveného zvitete ke krmeni psti. Syrové maso z uloveného
divocaka nesméji myslivei pouzivat ani jako navnady pii chystaném lovu Selem, napiiklad
ligek (Satran a Duben, 2008).

Napadené prase ¢i jiné zvife t€émito parazity je nutno odstranit tak, aby nemohlo dojit
K rozsifeni onemocnéni. Pozitivni kus musi byt zlikvidovan v asana¢nim podniku. Nutna je
i dasledna kontrola deratiza¢nich zasahti v chovech prasat a provozech zabyvajicich se
zpracovanim masa (Duben, 2007).

Je také vhodné upozornit vSechny hoteliéry a hospodské, aby nakupovali ¢ernou zvér
pouze od legélnich dodavatelti a vzdy od nich pozadovali potvrzeni o veterinarnim vysetieni,
zejména pak na svalovce. Jist¢ by si neptali podstoupit riziko onemocnéni zakaznika

trichinel6zou (Satran a Duben, 2008).
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3.4 Situace v CR a Vv okolnich statech

Trichineldza se vyskytuje celosvétoveé a nizsi vyskyt je tam, kde se tradi¢né€ nepoziva
veprové maso (Sedldk a Tomsickova, 2006).

Béhem let 1986 az 2009 bylo zdokumentovano 65818 klinickych pfipadi po celém
svété. VéEtSina z téchto piipadil (87 %), byla hlaSena v Evropé€ a 50 % z evropskych piipadi
bylo zaznamenano v Rumunsku a to pfedevsim v letech 1990 - 1999 (Murrel et al., 2011).

Kazdy rok je na trichinelézu vysetfeno vice jak 167 miliont prasat v Evropské unii,
podle platnych hygienickych ptedpisii. To ukladd velké ekonomické ndklady na zemé, ale
drtiva vétSina testli z téchto prasat je negativni. Riziko pro vefejné zdravi je tak v mnoha
zemich proto povazovano za velmi nizké. Pravdépodobnost detekce pozitivniho piipadu,
pokud by trichinely byly pfitomny, musi byt vysoka (> 95 nebo > 99 %), aby bylo mozné co
nejvice zajistit nizké nebo zanedbatelné riziko prenosu prostiednictvim potravinového fetézce
na ¢loveka (Alban et al., 2011)

Na ptirodnim cyklu trichinel6zy se podileji vSichni masoZravci vyskytujici se ve volné
v prirod¢€. Jejich uloha se 1isi z divodu vyskytu jen v malych populacich a je chranéna
zakonem. I v piipad€ jejich nakaZeni je riziko vzniku nového ohniska onemocnéni nizké.
Nektefi masozravci Zijici ve volné piirod€, napt. vlk obecny (Canis lupus) nebo Sakal zlaty
(Canis aureus), migrujici na velké vzdalenosti, jsou jejich téla v pfipadé thynu nebo odstielu
potravou pro jiné masozravce ¢i divoka prasata (Sus scrofa). Timto zplisobem muze dojit
k vytvofeni novych ohnisek trichinelozy, casto vzdalenych od endemickych oblasti

(Dubinsky, 2006).

3.4.1 Situace v Ceské republice

Prvni epidemie trichinelozou u lidi byla na tizemi Ceské republiky zaznamenana
poprvé v roce 1865. Tehdy onemocnélo v péti obcich na Liberecku 34 lidi (Sedlak
a Tomsickova, 2006).

V roce 1866 v okresu Frydlant byla zaznamenana dal$i epidemie s 30 nakazenymi.
Kolem ctyticatych let 19. stoleti se trichineléza vyskytovala pfedev§im v okoli Jihlavy
a Dacic, kde onemocnélo desitky lidi a je zaznamendno 12 smrtelnych piipadi. Podobna
situace nastala na Strakonicku a Volyinsku, kde pocet nemocnych byl okolo 60 s 10

smrtelnymi pfipady. Epidemie, ktera prob¢hla v ASi a deviti okolnich obcich v roce 1934,
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byla povazovéna za vibec nejvétsi v Ceskych zemich. Udavany pocet nemocnych je 120 az
180 se dvéma smrtelnymi piipady, znichz jeden skoncil sebevrazdou v disledku
nesnesitelnych bolesti pii svalové fizi onemocnéni. Posledni epidemie trichinelozy v CR
probéhla na Pacovsku v roce 1954. Jedenact osob, z toho tfi lidé zemfteli, se nakazilo pozitim
masa z divokého prasete (Sus scrofa). V nasledujicich letech bylo onemocnéni trichineldézou
diagnostikovano ojedin€le. Primérny vyskyt trichinelozy je jednou rocné, pii¢emz vétSina
ptipadl patii k importovanym nédkazam (Svobodové a Kolarova, 2006).

V roce 1987 se vyskytlo pét onemocnéni v Uherském Hradisti a dva piipady na
severni Moravé. Zatim posledni piipad hlasené (ISPO) trichinelozy u lidi v Cechach je jedno
onemocnéni v roce 1992 v Hradci Kralové (Zitek, 2001).

Pozitivni nalez v sylvatickém cyklu svalovct ve svaloviné dvou divokych prasat (Sus
scrofa) byl hlasen v roce 2001, v roce 2002 a 2003 byl nalez u 6 divokych prasat (Sus scrofa).
Srovnani vyskytu trichinel v CR za posledni desitky let ukazuje mirny nartist u volné Zijicich
zvitat, kterd mohou byt pfirozenymi rezervoary pro hospodaiska zvifata (Svobodova
a Kolarova, 2006).

V obdobi let 2007 az 2011 bylo v Ceské republice zjisténo 12 piipadi trichinelozy
(Kolarova, 2012).

Svalovec byl potvrzen u jezevce lesniho (Meles meles) v fijnu roku 2010, ktery byl
sttelen v okoli Mostl u Jablunkova v Moravskoslezském kraji (Seifertova, 2010).

V prosinci roku 2012 byl uloven témét Sedesatikilovy divocak v katastralnim uzemi
Paseky nad Jizerou. Myslivec, ktery divo¢aka ulovil, spravné odeslal vzorky k vySetfeni do
Statniho veterinarniho ustavu v Praze, kde byl prokdzan vyskyt larev svalovce stoceného
(Trichinella spiralis), a to véetné zivych larev. Tento kus byl odvezen do asana¢niho podniku,
kde byl zlikvidovan. Krajska veterinarni sprava vyhlasila na doty¢ném uzemi mimotadna
veterinarni opatfeni, na jejichz zéklad¢ je nafizeno vSechna vnimava ulovena zvitata, zejména
tedy Cernou zveér nechat vysSetfit ve statnim veterinarnim ustavu, a to travici metodou. Jedna se
o zpfisnéni dosavadni praxe, kdy bylo moZné nechat vySetfit vzorky v jakékoli

schvalené laboratofi (Duben, 2013).
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3.4.2 Situace na Slovensku

Vyskyt trichinelozy lidi na Slovensku byl nej€astéji v podobé mensich ¢i vétSich
epidemii, které mély Casto rodinny charakter. V obdobi mezi 1933 az 1961 bylo zaznamenano
5 epidemii, pti kterych onemocnélo 44 lidi. Do roku 1982 se onemocnéni trichinelézou
vyskytovala jen sporadicky a pievazné na vychodnim Slovensku. Na jihozapadnim Slovensku
vroce 2001 byla rodinna epidemie, pii niz se nakazilo 11 lidi. Epidemie byla zpisobena
T. spiralis, jejimz zdrojem byly uzené vyrobky z domacich prasat. U 34 vzorkd z 31 062
divokych prasat (Sus scrofa), ktefi byli podrobeni veterinarnimu vySetieni, byla zjiSténa
ptitomnost T. britovi. V roce 2003 byl na Slovensku potvrzen vyskyt druhu T. pseudospiralis
na prase¢i farmé ve vychodnim Slovensku. Ze 192 domaécich prasat z této farmy byla na
jatkach zjisténa trichinela zptisobena T. pseudospiralis u 4 kusd s vysokym poétem larev
na 1 gram (Dubinsky, 2006).

Prizkum Hurnikové a kol. (2007) o trichinel6ze v divokych masoZravcich a jejich roli
v prenosu parazita na uzemi Tatranského narodniho parku byl proveden v letech
2005 - 2006. Bylo vysetfeno 102 svalovych vzorkll volné zijicich predatort. Nejvyssi
prevalence Trichinella britovi byla zjisténa u lisek (19,7%) a kun (37,5%). Parazit byl také
zjistén U tchofe evropského a medvéda hnédého.

Smisené infekce T. britovi a Trichinella pseudospiralis byly zaznamenany v roce 2005
v jednom divokém praseti z vychodniho Slovenska a v roce 2006 v jedné lisce Cervené
z téhoz regionu. Tato zjisténi jsou dulezita vzhledem k vyskytu zptisobené T. pseudospiralis

v praseci farmé v okrese pfed 3 lety (Hurnikova a Dubinsky, 2009).

3.4.3 Situace v Mad’arsku

V padesatych a Sedesatych letech minulého stoleti byla v Mad’arsku trichineloza
velkym problémem. V disledku zavedeni integrovaného kontrolniho systému klesl
v osmdesatych a devadesatych letech minulého stoleti primémy vyskyt na 0 az 0,7
onemocnéni na 100 000 obyvatel. Za poslednich 10 let se vyskyt jesté snizil na 0 az 0,007
onemocnéni na 100 000 obyvatel a v tomto obdobi nebyly zaznamenany smrtelné ptipady.
Pozorované snizeni onemocnéni u clovéka koreluje s neustdle se snizujicim vyskytem
trichinel u prasat prohlizejicich veterindfem na jatkach. O vzestupné tendenci vyskytu

svalovce u lidi 1 u prasat lIze hovoftit v poslednich péti letech. Ve stejném obdobi byla
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v piirodnim cyklu potvrzena trichinel6za u né€kolika divokych prasat (Sus scrofa), u lisek

(Vulpes vulpes) méné (Sréter, 2006).

3.4.4 Situace v Polsku

Prvni informace o nemocnych lidech nakazenych svalovcem pochazi z druhé poloviny
19. stoleti, kdy byl dan ptikaz k prohlidce vepfového masa na ptitomnost larev svalovce.
V obdobi mezi 1950 az 1995 se Casto objevovaly informace o endemickych ohniscich
vyskytu trichineldzy lidi.

Pies 390 000 divokych prasat (Sus scrofa) bylo v Polsku uloveno v obdobi mezi
rokem 1997 a rokem 2004. Z tohoto poctu bylo zjisténo 993 jedinci nakazenych svalovcem.
Ve stejném obdobi byly pro molekularni vyzkum zajistény larvy z 93 zvitat a ze 7 vyrobku
zvefiny. Ziskané larvy byly z 67 jedinct pivodu T. spiralis a z 21 jedinct ptavodu T. britovi.
Ve dvou pfipadech se jednalo o smiSenou infekci téchto druhi svaloveil a zbytek nebyl
identifikovan z diivodu degradace DNA.

V letech 2002 a 2003 doslo k ndkaze vice jak 70 osob z okoli Poznané pozitim
masnych vyrobki z divokého prasete (Sus scrofa), které bylo prohlédnuto veterinafem na
ptitomnost svalovci ve svalovin€é. Divodem piehlédnuti, byla pravdépodobné nizka intenzita
infekce nebo rana faze vyvojového cyklu parazita.

V roce 2003 bylo zjisténo 40 nemocnych lidi, vroce 2004 uz 172 nemocnych.
Podrobné tidaje jsou publikovany kazdym rokem v ro¢nim hlaseni Statni hygieny.

Epidemiologické zpravy zroku 2006 informuji o poctu 172 nemocnych v okoli
Velkopolského kraje a Pomorského kraje.

Ke stanoveni druhu Trichinella spp. v Polsku pouzivaji metody molekularni biologie
opirajici se o ur€eni DNA a ziskané larvy uchovavaji pro dalsi vyzkumy v 75 % alkoholu pii
teplotach — 20 °C az — 80 °C. Pro identifikaci jednotlivych druhd T. britovi a T. spiralis
Vv Polsku vyuZivaji vlastni typizacni metodu, kterd také umoziuje simuldtni infekce obéma

druhy (Svobodova a kol., 2006).
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3.5 Zpisoby zjistovani Trichinella spp.

Diagnostika a kontrola trichinelézy v nachylnych potravinach zivocisného pivodu a
zvétiny jsou zdkladnim predpokladem, pro =zajisténi ochrany spotiebitele pied timto
parazitem. V této souvislosti je u¢innost systému kontrol masa zavisla na pouziti aplikace
podle norem (Gajadhar et al., 2009).

Statni veterinarni sprava CR se snazi pfispét k tomu, aby se eliminovala rizika
onemocnéni trichinelézou. Proto uvadi nékteré nasledujici zasady. V prvni fad¢ upozoriuje
prostiednictvim krajskych veterinarnich sprav vefejnost a zejména lovce. VeSkera na
trichinelozu vnimava zvér, kterd je urcend k lidské spotiebe, musi byt vySetiena na ptitomnost
svalovce tak, jak stanovuje veterinarni zakon (§ 21 odst. 6). V dusledku této povinnosti je
nutné zabezpecit vysetteni rovnéz u ulovené zvéte urcené k vlastni spotiebé ucastnikem lovu,
anebo k dodani v malém mnozstvi ucastnikem lovu pfimo konecnému spotiebiteli ¢i do
mistni maloobchodni prodejny, jeZ zasobuje ptimo koneéného spotiebitele (Duben, 2007).

Odebrané vzorky museji byt doprovdzeny dokladem, ve kterém je uvedeno jméno
ucastnika lovu, poptipad¢ lovce a ¢islem plomby uloveného kusu. Spravné oznaceny vzorek
je tfeba dodat do sbérného mista vzorkli nebo piimo do laboratoie, které bylo vydéano patticné
osvédéeni K provadéni téchto ¢innosti (Duben, 2007).

Kontrola svalovct v mase zavisi na piimé detekci larev svaloveu. Béznymi praktikami
je stanoveni svalovcl ve svaloviné kompresni nebo travici metodou. Kompresni metoda ma
nizkou citlivost a je nedostatecna pro detekci nezapouzdienych Trichinella spp.
(Forbes et al., 2003). Ve srovnani s kompresni metodou je travici metoda citlivéjsi a ucinngjsi.
(Vignau et al., 1997). Dal§imi moznostmi na vySetieni trichinel6zy a ur¢eni druhu Trichinella
spp. jsou sérologicka vySetfeni — predevSim testy ELISA, PCR testy ¢i imunologickymi
metodami. V odhaleni trichineléozy ndm mohou pomoci i kozni testy zejména Bachmanniv

test.
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3.5.1 Kompresni metoda

Kompresni metodu, kterou navrhl R. Vichrow v roce 1864, je povazovana za zakladni
metodu vySetfovani masa (Moravec, 2001)

Princip kompresni metody se zaklada ve stlateni vzorku svaloviny pfiblizné
0 velikosti pSeni¢ného zrnka mezi dvéma silnosténnymi sklenénymi destickami s 28 policky
pomoci dvou Sroubi. Stlacena svalovina se prohlizi pod binolupou, stereomikroskopem nebo
trichinoskopem (Jedlicka, 2009).

Kompresni metodu (obr. 4) bylo mozné pouzivat do 31. 9. 2009. Je nutno upozornit,
Ze maso zvirat vySetienych kompresni metodou nesmi byt veterinarné oznaceno ovalnym
oznacenim zdravotni nezavadnosti a Ize je pouzit pouze pro osobni spotfebu. Maso nesmi byt
pouzito k vyrob¢ produktt, ve kterych vyrobni postup neusmrcuje trichinely (Duben, 2007).

Touto metodou se vySetiuji malé pocty jateCnych zvifat a svalovina divokych prasat,
koni, nutrii, medvédi nebo jezevcu. Kompresni metodou lze zachytit infekci v ptipadé

vyskytu tii larev na gram svaloviny (Koudela, 2001).

3.5.2 Travici metoda

Travici metoda miize byt pouzita na vySetfeni jednoho nebo vice vzorkd najednou.
Pfi travici metod¢€ Ize zachytit infekci pii poctu tii larev na jeden gram. VysSetiuji se vzorky
svaloviny brani¢nich pilifd od 100 prasat. K vySetfeni sedimentu se pouziva trichinoskop
nebo mikroskop (Koudela, 2001). Metoda je zaloZena na enzymatické degradaci svalovych
vlaken pomoci pepsinu, ktera uvolni larvy ze svaloviny do travici tekutiny pro naslednou
1zolaci a ptipadnou identifikaci (Nockler and Kapel, 2007).

Podle Mezinarodni komise pro trichinelézu (ICT) musi travici metoda pro detekci
larev trichinel v mase spliiovat mezinarodné uznavané normy, které zahrnuji védecky ovéfena
data. Tyto normy umoziuji rutinni sledovani a dokumentaci kritickych kontrolnich bodua
(Gamble et al., 2000).

Kvalita a pfesnost metody je zavisla na fadném plnéni travici metody, svalové smési,
odpovidajicim zafizeni, spotfebnim materialu, presném ovéfeni zjisténi a fadné dokumentaci
vysledku. Z tohoto divodu by na né¢ méli byt zaméfeny minimalni QA normy (Gajadhar et al.,
2009). Podle Mezinarodni komise pro trichinelozu (ICT), travici metoda pro detekci larev
svolovcil v mase musi splilovat mezindrodné uznavané normy. Normy vychéazeji z védecky

ovétenych dat, které umoziuji rutinni sledovani a dokumentaci kritickych kontrolnich bodu.
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Pro bezpecnost potravin a potieby obchodu je travici spolehliva metoda pro pfimou detekcei

larev trichinel v mase (Gamble et al, 2000).

3.5.3 Sérologické testy

Sérologické vysSetieni patii v infekéni medicin€ k nejCastéji pouzivanym metodam.
Slouzi k nepfimému pritkazu infek¢niho agens, at’ uz se jedna o mikroby, viry nebo tkanové
parazity na zékladé zjisténi vzestupu titru specifickych protilatek proti nému. Existuje v celé
fad¢ modifikaci. Klasické metody jako pomalé aglutinace, hemaglutinace, komplementfixace,
imunoflourescence a dalsi byly doplnény nebo i nahrazeny modernéjsimi metodami jako je
RIA, ELISA, imunoelektroforéza a dalsi (Cerny a kol. 2008).

Diagnostika pomoci sérologickych test je zalozena na prikazu protilatek ¢i antigena
v krvi pacienta. Nejcastéji pouzivana je metoda ELISA, kterd je vyuzivana ke stanoveni
koncentrace nékterych latek v lidském organismu (Uhlikova a kol., 2001)

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) vyuziva kombinace enzymaticky
znacené protilatky se sorpci nékteré reakéni slozky na vhodny povrch, nejcastéji na dilek
serologické desticky.

Vyhodou metody Elisa je moznost jejich automatizace. I nejjednodussi mechanizace
promyvaciho postupu umozni vysSetiovat velky pocet vzorki. Naroky na kvalifikaci
laboratorniho personalu jsou nepatrné, sta¢i zaSkoleni. Na trhu jsou k dispozici soupravy
k dikazu protilatek takika proti v§em mikrobtim. ELISA umoziiuje prokazovat protilatkovou
aktivitu v jednotlivych tfidach imunoglobulinii a odhadovat tak, kdy k vySetfované infekci
doslo. Nevyhodou metody ELISA je relativni ndkladnost pfistrojového vybavené. Nepiijemna
je 1 vysoka cena vétSiny komeréné dodavanych souprav. Piedpokladand vysoka citlivost
metod v mnoha ptipadech neni takova, jak se ¢ekalo (Votava a kol., 2010).

Byla provedena studie, kde hlavnim cilem bylo porovnani vysledki, které byly
ziskany 3 riiznymi metodikami ELISA testu pro detekci trichinelozy u lidi. Krevni séra byla
testovana na protilatky trichinel pouzitim komercniho Novatec kitu a 2 rtiznymi ELISA
metodami za pouziti exkre¢né-sekrecniho antigenu. Hlavni rozdily v ELISA testech byly:
koncentrace bilkovin v antigenu, zfedéni krevnich sér, pouzity konjugat a ¢as jeho inkubace.
Krevni vzorky byly ziskdny z 22 pacientli s pfiznaky trichinelézy z Poznafiské oblasti

(Polsko). Vysledky odhalily u vSech 3 metod rizné hodnoty cut-off a tedy i pozitivity. Tyto
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odliSnosti mohou byt vyznamnym faktorem z epidemiologického hlediska trichinel6zy u lidi
(Koftinkova, 2006).

V problematice diagnostiky trichinelézy je vyznamny test ELISA, ktery doposud
nebyl standardizovan. Uelem testu by mélo byt stanoveni nejen nepiimé diagnostiky
trichinelozy u zvitat porazenych na jatkach, ale také diagnostika trichinelozy u volné Zijicich
zvirat. Individualita ELISA testu zavisi na specifickych faktorech, vlastni imunité hostitele
a na kvalité pouzitého antigenu. Metabolickym produktem larev trichinel je exkre¢né-sekrecni
antigen, ktery je pravdépodobné nejvice specificky (Anon., 2013)

Dalsi metodou, ktera vhodné doplnuje metodu ELISA se nazyvd Western blotting,
ktery je zaloZeny na prukazu piitomnosti protilaitek proti proteinim jednotlivych
molekularnich vah, jejichz profil charakteristicky pro jisty druh mikroorganismu dovoluje

potvrdit nékdy ne zcela spolehlivou specifitu jiné sérologické reakce (Cerny a kol., 2008).

3.54 PCR testy

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je metoda, kterd umoziuje amplifikaci cilovych
sekvenci nukleovych kyselin. Metodu PCR roku 1983 zalozil Kary Mullis, ktery byl v roce
1993 ocenén Nobelovou cenou za tuto metodu. Pivodni metoda byla velmi zdlouhava
a narocnd, protoze se po kazdé tepelné denaturaci musela pridavat nova Cerstva DNA
polymerdza. Metoda PCR, ktera vyuziva termostabilni Tag DNA polymerazy, kterd byla
poprvé izolovana roku 1976 ztermofilni bakterie Thermus aquaticus byla roku 1989
patentovana (Ferralli et al., 2007).

Zatim je metoda PCR nejlépe zavedenou metodou, ktera vyuziva amplifikace hledané
DNA, jejimz principem je cyklicky opakujici se enzymova syntéza novych fetézci. Nové
fetézce jsou vybranym tusekem dvoutetézcové DNA ve sméru 5° —» 3" pomoci DNA
polymerazy. Produkty pfedchazejiciho cyklu jsou pouzity jako substrat v cyklu nasledujicim.
(Sachse, 2004). PCR je zalozena na opakovanych cyklech tii jednoduchych reakci.

Prvni krok: nejprve se dvojita Sroubovice hledané DNA zahtatim rozloZi na jednotliva
izolovana vlakna.

Druhy krok: po ochlazeni se na tato vlakna pfipoji dva kratké syntetické nukleotidy
(tzv. primery), komplementarni ke specifickym mistim na vldknech DNA. Ohranic¢i se ta

oblast DNA, ktera ma byt zmnozena (Votava a kol., 2010). Primery obsahuji sekvence
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komplementarni ke koncim amplifikovanych useku a jsou dlouhé zpravidla 18 - 25
nukleotidi. Syntéza probiha na obou fetézcich DNA a to i v opaéném sméru (Sachse, 2004).
Treti krok: v pfitomnosti enzymu Taq polymerasy a piebytku pfislusnych
deoxyribonukleotidtrifosfatl se tyto nukleotidy prodluzuji a vytvaii se tak kopie DNA.
Vsechny tfi reakce zavisi na teploté a probihaji v téze zkumavce. Vzniklé produkty
slouzi jako matrice pro vznik novych kopii v dalsim cyklu. Dvacet cykld, coz trva asi 2hod,
zmnozi dokazovanou DNA asi milionkrat (Votava a kol., 2010).
Produkty vzniklé pii PCR jsou detekovany pomoci gelové elektroforézy po barveni

ethidium bromidem nebo hybridizaci se znacenou sondou (Rompré et al., 2002).

3.5.5 Kozni testy

Kozni testy patifi mezi specidlni mikrobiologické diagnostické metody, pfi nichz
se vyuziva piitomnost kozni alergické reaktivity na intradermalné nebo epidermalné
aplikovanou suspenzi usmrceného nebo atenuovaného infekéniho agens podminéné
T — lymfocyty zprosttedkovanou tkanovou imunitou. U trichineléozy se vyuziva kozni
alergenovy Bachmanniiv test, ktery se odecita jiz po 20 az 30 minutich po aplikaci byva

pozitivni jiz od druhého tydne po nékaze (Cerny a kol., 2008).
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4. Materialy a metody

4.1 Pavod vzorkua

Byly vysetiovany vzorky z celkem 23 prasat stielenych v péti krajich Ceské republiky.
Dvacet vzorki z prasat divokych (Sus scrofa) a tfi vzorky pochazely z prasat domacich (Sus
scrofa f. domestica). Vzorky byly riiznorodé a zahrnovaly samce, samice i mlad’ata.

Tti vzorky jazyka zdomacich prasat, pochazely z domacich farem v Kkraji
Stredoceském, Libereckém a Jihoceském.

Dvacet vzorkt bylo odebirano z branic a jazyka divokych prasat (Sus scrofa), ktera
pochazela z kraje Libereckého, Usteckého, Jihogeského, Plzefiského a Stiedoceského, véetné
jednoho kusu prasete z CHKO Kokofinsko.

Vzorky byly odebirany a vysetifovany v mésicich zaii az prosinec v roce 2012
a Vv lednu 2013.

4.2 Metoda pomoci kompresoria

Kazdy vzorek prasete byl pomoci nlizek a skalpelu nastiihan ¢i nafezdn na 28 malych

-----

pSeni¢ného zrna. Tyto kousky svaloviny byly stlaéeny pomoci kompresoria (obr. 4)

a prohlizeny pod binarni lupou ¢i mikroskopem.

Obrazek 4 Kompresorium — vysetiovaci pomicka pro vzorky svaloviny
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Zdroj: Koudela, 2001.

32



4.3 Travici metoda

Pro na§ vyzkum bylo pouzito stanoveni trichinel podle Natizeni komise (ES)
¢. 2075/2005 a doporucen¢ho postupu vySetiovani Mezinarodni komise pro trichinelozu
(ICT). Metoda vysetfeni hromadnych vzorku travici metodou (obr. 5) s pouzitim magnetické
michacky  pracuje na  principu natrdveni larev = z vySetfované  svaloviny
a nasledného uvolnéni larev do travici tekutiny. V piipadé, pozitivnich nélezii je nutné

opakovat proces tak dlouho, dokud nebude stanovena identita nakazeného zvifete.

Obrazek 5 — Travici metoda
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Zdroj: Mezinarodni organizace pro trichinelézu (ICT)
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4.3.1 Minimalni poZadavky na vybaveni a spotiebniho materialu

e Niiz nebo niizky pro odbér vzorkd,

e Vahy vézici s presnosti alespoii na 0,1 g,

e Michacka s ostrou sekaci ¢epeli,

e Magnetické michadlo s nastavitelnou topnou deskou,

e Teplomér méfici s presnosti na 0,5 °C v rozmezi 1 az 100 °C,

e Teflonové michaci tyCinky o délce 5 cm,

e Sklenéné kadinky o objemu 3 1,

e Aluminiova (potravinaiskd) folie na piikryti sklenénych kadinek,

e Nalevky s vnitinim primérem nejméné 15 cm, pro podporu sitek,

o Sitka z korozivzdorné oceli s velikosti oka 180 - 200 um o vné&j$im praméru 10 cm,

e Separatni sklenéné kuZelovité nalevky o objemu alespont 2 litry, pokud moZzno
opatiené teflonovymi bezpecnostnimi zatkami,

e Sklenéné odmérné valce o objemu 50 az 100 ml nebo odstiedivkové kyvety,

e Rada Petriho misek o priméru 9cm (pfi binarni lup&) rozdélenych na spodni strané na
vySetfovaci ¢tvercové plosky 10 x 10 mm nebo vani¢ka pro pocitani larev (pfi
trichinoskopu) vyrobend z akrylatovych desek o tloust’ce 3 mm,

e Trichinoskop s vodorovnou plochou nebo stereomikroskop (binarni lupa) s piidavnym
zafizenim se svételnym zdrojem upravitelné intenzity,

e Pipety raznych velikosti (1, 10 a 25 ml) a drzaky pipet,

e Vodovodni ohfata voda na 46 — 48 °C,

e 25 % kyselina chlorovodikova (nebo 37 %),

e Pepsinovy prasek (o koncentraci 1: 10 000 NF, 1: 12 500 BP, 2 000 FIP), granulovany
pepsin (1: 10 000 NF) nebo tekuty pepsin (660 U/ml),

e Etanol 70 — 90 %,

e Malé ampulky pro sbér larev,

Pro metodu stanoveni trichinel neni vhodné pouzivat pomicky, ndstroje, kadinky
a nalevky vyrobené z plastii. Hrubé povrchy a mozné elektrostatické naboje mohou pftispét

k pfichyceni larev na material.
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Nastroje, které jsou pouzivany k méfeni, tj. teploméry, pipety, a zatizeni by mély byt
beézn¢ udrzovany a alesponi jednou ro¢né¢ kalibrovany, coz je pozadovano normou ISO/17025

pro akreditované laboratofte.

4.3.2 Provedeni travici metody

Priprava vzorki
Vzorky bychom méli nejlépe nadrobno nasekat v mixéru nebo nastrouhat na struhadle
nebo nastiihat ¢i jinak upravit nastroji, které jsou snadno a dukladné Cistitelné abych zvétsili

plochu vzorku, ktera bude podléhat enzymatickému rozkladu.

Piiprava travicich tekutin

travicich tekutin. Je dilezité klast diiraz na potadi v ptidavani jednotlivych slozek. Nejdtive
do kadinky, ktera by méla byt o objemu 2 - 3 I, pfidame dva litry vody z vodovodu o teploté
46 — 48 °C. Teplota by neméla piekrocit doporu¢enou hodnotu, protoze zvysena teplota by
do vody 16 ml 25 % kyseliny chlorovodikové. DalSim krokem nasleduje vlozeni magnetu
do tekutiny a umisténim kadinky na magnetickou michacku s topnou deskou. Poslednim
krokem pfipravy travicich tekutin je pomalé vmichavani pepsinu o objemu 10 g. Aktivita
pepsinu je dulezita pro spravné provedeni metody, proto jé duilezité pepsin dobie skladovat
a jeho trvanlivost by méla byt uvedena na stitku skladovaci nadoby. Pepsin je mozné pouZit
Vv podobé pepsinového prachu, granuli nebo tekuté formé. Granulovany a tekuty pepsin
je uptfednostiovan z divodu snizeni rizika vdechnuti prachu a pfipadnym alergickym reakcim
laborantli. Kone¢nd koncentrace pepsinu travici tekutiny by méla byt 0,5 %, je moZzno pouzit
1 aZ dvojnasobnou koncentraci, ale pouze v piipadé, Ze svalové vzorky za standartnich

podminek nejsou adekvatné traveny.
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Smichani a traveni vzorka

Jako posledni slozku po pfipravé travicich tekutin vkladdme do kédinky nasekané
svalové vzorky. Maximalni pomér masa k travicim tekutindam by mél byt 1 : 20. Smés
se dikladné promicha a nechd se michat na magnetické michacce s topnou deskou, ktera
udrzuje teplotu 46 — 48 °C po dobu michéani. Pro udrzeni konstantni teploty a zamezeni
odparu pfi traveni je vhodné piikryt kddinku hlinikovou f6lii. Béhem michani by méla byt
teplota pravidelné kontrolovana. Rychlost michani travici smési by méla byt takova, aby byl
vytvoren vir, av§ak aby tekutina nestiikala. Obvykla doba michani je 30 min. V pfipade, ze
vzorky jsou hufe stravitelné, je mozné dobu michani prodlouzit, avSak by neméla presahnout

dobu 60 minut.

Filtrace travici tekutiny

Po uplynuti doby traveni opatrné nalijeme tekutinu skrz sitko do délici nalevky.
Tekutinu lijeme pomalu a opatrné, abychom zabranili pfeplnéni nalevky. Sitka nemusi byt
kalibrovany, protoze se pouzivaji k zadrzeni nestravenych zbytki vzorkd, které nejsou uréena
pro piimé meéfeni. Sita by avSak méli byt Cistd, nepoSkrdbana, z korozivzdornych kovi
a neobsahovat necistoty aby jim mohla projit travici tekutina a nedochazelo k pfichyceni larev
na sito. Doporucuje se, aby se po naliti kddinka vyplachla dostateécnym mnozstvim vody
ptiblizn¢ o objemu 100 ml vody do délici nalevky, aby se zabranilo ztraté larev, které by

mohli ulpét na sténdch kadinky ¢i sitku.

Sedimentace travici tekutiny v oddélovaci nalevce

Primérni sedimentace travici tekutiny se provadi v odd€lovaci nalevce, coZ larvam
umoziuje dostate¢nou dobu, aby se usadily na dné sloupce tekutiny, které se nasledné sbiraji
a sCitaji. Sediment zivych larev se filtruje pfiblizn€ v poméru 1 cm za minutu. Travici tekutina
V nalevce by méla sedimentovat po dobu minimalné tficeti minut. Pokud bychom dobu
sedimentace zkratili, nemuselo by dojit k usazeni larev na dno a byt tak odebrany
V nasbiraném sedimentu. Pro usnadnéni usazovani larev si mlzeme pomoci jemnym
poklepadvanim na sténu nalevky (napt. po dobu kazdych 10 minut). Pokud byly vzorky
svalové tkané pred traveni zmraZeny, je pravdépodobné, Ze larvy nékterych druhi trichinel,
které jsou nachylné k velmi nizkym teplotdm, budou mrtvé. Mrtvé larvy svalovcl se nepusti
svalové tkan¢ a tak se rychlost jejich sedimentace snizuje. Z tohoto divodu by cas

sedimentace pro zmrazené¢ vzorky, kde ofekavame mrtvé larvy, mél byt zvySen az na 60
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minut. U mrtvych larev nastdva rychla degenerace DNA, coz zabraniuje molekularni

identifikaci larev z hlediska jeho druhu nebo genotypu.

Sekundarni sedimentace

Po ukonceni priméarni sedimentace v odd€lovaci néalevce plnym proudem prelijeme
travici tekutinu do 50 ml kadinky. Kohoutek separa¢ni nalevky musi byt pln¢ otevien, aby
se zadné larvy nepfichytily na sténu nalevky a vyvodu. Pokud bychom méli malé mnozstvi
primarniho sedimentu, je pravdépodobné, ze larvy zlstaly v travici tekutiné v oddélovaci
nalevce a byly by tak ztraceny, ovSem nadmérné mnozstvi sedimentu miize obsahovat velké
mnozstvi necistot. Primarni sediment nechdme 10 minut sedimentovat, aby se larvy usadily
na dn¢ kadinky. Po sekundarni sedimentaci odstranime 40 ml tekutiny nad sedlinou
odpipetovanim shora tak, abychom nerozvifili sediment. Zbylych 10 ml sekundéarniho

sedimentu rozdélime do miiZzkovanych Petriho misek ¢i vanicek pro pocitani larev.
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4.4 Prohlizeni pod mikroskopem

Prvnim pfedpokladem pro spravné stanoveni vyskytu trichinel je potieba znalost
zakladnich morfologickych znakii larev svalovel zahrnujici rozméry, tvar a barvu.
podél jicnu a nachazi se v predni poloving t&la. Zivé larvy jsou v chladu sto¢ené, v teple
se pohybuji a pokud jsou larvy mrtvé, maji tvar pismene ,,C* (Gamble a kol., 2000).

Petriho misky ¢i vanicky pro pocitani larev nechame pied prohlizenim minutu stat
v klidu na binarni lup€, aby se larvy usadily. Poté prohlizime sediment co nejrychleji. Spravné
nastaveni mikroskopu ¢i binarni lupy je velmi dulezité pro identifikaci larev. Nastaveni
provadime pied samotnym mikroskopovanim a to tak, ze zaostfime mikroskop na mfizky
Petriho misky, aby byly dobfe viditelné skrz travici tekutinu. Sekundarni sediment musi byt
dostateén¢ transparentni, aby bylo mozné larvy snadno identifikovat. Sediment poté
systematicky sledujeme ctverecek po ctverecku pod mikroskopem ¢i binérni lupou s 10 — 20 x
zvétSenim. Kazdou podezielou trichinelu ovéfime mikroskopii se zvétSenim 60 — 100 X.
Vysledky, které byly podezielé nebo pozitivni na larvy svalovce ze sdruzeného vzorku musi
byt zpétné dohledan vzorek k pivodnimu JUT. Z pozitivné identifikovanych sdruzenych
vzorku identifikujeme télo tim, Ze provedeme travici metodu u mensiho poctu vzorkl s vétsi
velikosti. Sdruzené vzorky s negativnimi vysledky vyradime a ty, které jsou pozitivni, dél
zkoumame a testujeme, dokud traveni tkdné z jednotlivych zvitat neur¢i zdroj pozitivniho
vysledku. Pfed kazdym provedenim travici metody je dulezité provést sterilaci nastroj,
laboratornich pomticek a pracovnich ploch. Larvy svalovcil jsou inaktivovany po kontaktu
s vodou o teploté¢ vyssi nez 70 °C po dobu 1 aZz 2 minut. Dilezité je také brat v tivahu,
abychom nepouzivali horké nastroje pii opakovani travici metody. To by mohlo mit za
nasledek inaktivace zivych larev, které bychom chtéli stanovit.

V ptipad¢ pozitivnich nebo podezielych nélezli pfesuneme larvy s minimalnim
mnozstvim travici tekutiny, pfiblizn€ 5 az 10 pl do malé ampulky o objemu 1 aZ 2 ml, které

jsou ze 70 — 90 % naplnéné ethyl alkoholem a provedeme identifikaci pomoci metody PCR.
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5. Vysledky

Vysetfovali jsme celkem 23 vzorkli svaloviny divokych i1 domécich prasat. Vzorky
byly odebirany jak z branice, tak z jazyka prasat. Tti vzorky z prasete domaciho z malé farmy
na BeneSovsku, byly vySetfovany metodou pomoci kompresoria. Ve vzorcich z prasete
domaciho (Sus scrofa f. domestica) nebyla naleza zadna larva svalovce.

Dvacet vzorkd pochazelo z divokych prasat (Sus scrofa) namichanych zjazyku
a branic. Travici metodou bylo vysetieno 13 vzorka. Jeden vzorek byl vySetfen samostatné
a 12 vzorkid jsme vySetfili jako smésny vzorek. Vzorky vySetfené travici metodou jsme
zaroven vySetfovali metodou pomoci kompresoria a vSechny vzorky vysli negativné.

Na Sesti vzorcich prasete divokého (Sus scrofa) jsme uplatnili pouze metodu pomoci
trichinoskopu a vysledky vysli negativné. V Zadném vzorku nebyly identifikovany larvy

svalovce sto¢eného (Trichinella spiralis).
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6. Diskuze

Na zaklad¢ literarni resSerse lze odvodit, ze problematika onemocnéni trichinel6zou
je stale aktualni a prevence by se neméla proti tomuto parazitovi podcenovat. Proto
se také timto problémem zaobird jiz mnoho védeckych publikaci. Jednou z hlavnich metod
detekce Trichinella spiralis je travici metoda. A pravé na zakladé této detekce bylo provedeno
laboratorni vysSetfeni svaloviny prasat. Cilem bylo dokazat pifitomnost svalovcl u prasat
domacich (Sus scrofa f. domestica) i prasat divokych (Sus scrofa) v Ceské republice.
K vySetfovani vzorkti svaloviny z prasat jsme krom travici metody pouzivali i metodu
kompresni.

Kapel et al., (2005) provedli vyzkum nejcastéjsi lokalizace parazita a uvedli
nejvhodnéjsi mista pro odebrani vzorkl a to zejména z branice, jazyka. Proto jsme v nasem
pokusu pracovali se vzorky z branic a jazyka. Zda je vyskyt vyssi v urCité ¢asti téla, vzhledem
k nasim vysledkiim, nemtzeme potvrdit, ovSem nase legislativa nafizuje vySetfeni vzorkt
Z branice. V minulych letech bylo SVS pozadovano vysSetfeni vzorkll z krénich mandli
divokych prasat (Sus scrofa).

Prvnim krokem, pro naSe laboratorni stanoveni bylo potieba zajistit odbér vzorkd.
Odbér vzorkli probihd co nejdiive po usmrceni prasete. U prasete domaciho se odebiraji
vzorky na jatkdch. Pokud neni laboratof soucasti jatek, vzorky branice se zasilaji na statni
veterinarni spravou akreditovanych laboratoti. U divokych prasat se vzorky odebiraji pti
tzv. ,,vyfadu“ a co nejdiive se zasilaji do laboratofe na vySetfeni. Veskeré vzorky musi byt
odeslany spole¢né s vyplnénou specialni zadankou o vySetteni. Pavlasek (2011) publikuje, ze
je zajistén svoz vzorki tzv. svoznymi linkami SVU Praha. Tato linka svazi vzorky ze 43 jatek
prasat domacich, dale z divokych prasat, ptfipadné¢ koni a jinych voln& Zijicich zvifat,
z inspektorath Krajskych veterinarnich sprav Jihoceského, Karlovarského,
Kralovéhradeckého, Libereckého, Plzeiského, Stiedogeského a Usteckého kraje. Automobily
vybavené chladicimi agregaty piivazeji mezi 16.00 — 20.30 hod. k vySetieni také material
uréeny ostatnim laboratofim ustavu z jednotlivych sbérmych mist podle denniho ,,jizdniho
radu“.  Specidlni  ,trichineléozni  linka®“  zajiStuje odvoz  vzorkGi  z Plzenska.
K trichinoskopickému vySetfeni si pifinaseji svalovinu v nékterych piipadech lovci osobné.
Nase vzorky jsme odebirali z branic a jazykl na vytadu ze zastfelenych divocaki.

Kompresni metoda, kterou byly jednotlivé vzorky v nasem vyzkumu vySetfeny,

je podle Forbes et al. (2003) pracnou a ¢asové narocnou metodou. Zaroven ve své publikaci
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uvadi, Ze tato metoda ma nizsi citlivost, coz diive publikoval Vignau et al. (1997). Forbes et
al. (2003) ve svém vyzkumu zjistili, Ze je obtizné ji zachytit larvy svalovci druhu
T. pseudospiralis, T. papuae a T. zimbabwensis, protoze nejsou obsazeny v silné kolagenové
kapsli. Naproti tomu Gamble et al. (2000) poznamenavaji, ze tato metoda je jednoducha
a muze byt vyuzita napi. v terénnich podminkach. Koudela (2001) zmifuje, Ze metoda
pomoci kompresoria miize byt pouzita pro vySetfeni malych poctl jatecnich zvifat a svalovina
divokych prasat. Timto jsme se V nasi praci fidili, jelikoz Koudela (2001) dodéava, ze v Evropé
byly prokazany tii druhy trichinel, ve vétSiné piipadt se jedna o T. britovi, T. nativa
a T. pseudospiralis. Merialdi et al. (2011) potvrdili vyskyt T. pseudospiralis v Evropé
a shoduji se tak s Koudelou (2001), ze tento druh byl potvrzen ve Finsku, Francii a Italii. Dale
byl vyskyt potvrzen i v Bulharsku, Némecku a Svédsku. Travici metodou jsme vysetfovali
jednotlivé vzorky i smésné vzorky. Béhem travici metody jsme vySetfovali vzorky i metodou
kompresni. Pokud se vySetfuje pouze jeden vzorek, je rychlejsi metoda pomoci kompresoria,
je-1i na vySetfeni vzorkd vice, je vhodné&jsi pouzit metodu travici.

Nockler et al. (2000) uvadgéji, ze oproti kompresni metodé¢ je travici metoda mnohem
rychlejsi. Tato metoda umoziuje testovani smésného vzorku az ze 100 kust prasat najednou,
ale vyzaduje oproti kompresni metodé vice technického vybaveni. I pies tento fakt se stala
hlavni metodou pro bézné vySetieni prasat ve vétSiné prumyslové vyspélych zemich a je
mezinarodné uznavanou diagnostikou svalovci.

Podle natizeni Komise (ES) ¢. 2075/2005, kterym se stanovi zvlastni piedpisy pro
ufedni kontroly trichinel v mase a je jako referen¢ni metoda travici za pouziti magnetické
michacky. Koudela a kol. (2010) se zabyvali zkuSenostmi s mezilaboratornimi srovnavacimi
testy, jeZ jsou nezbytné pro certifikaci metod a akreditaci laboratofi. Ze srovnani s obdobnymi
testy provadénymi v ostatnich evropskych zemich vyplyva, Ze doposud neni sjednocena
standartni pfiprava velkého poctu vzorki pro srovnévaci testy a nejsou stanovena jednotna
kritéria pro jejich vyhodnoceni. V této praci bylo pouzito metodiky stanoveni svalovct podle
nafizeni Komise (ES) €. 2075/2005 a doporuceného postupu vysetiovani Mezinarodni komise
pro trichinelozu (ICT).

Podle Kasného a kol. (2010) sérodiagnostické metody, které patii mezi nepiimé
metody, jsou vyuzivany k monitoringu trichinel6zy zejména v oblastech se zanedbatelnym
vyskytem tohoto onemocnéni a k certifikaci chovii prasat. Soucasné sérodiagnostické testy
jsou zalozeny na nepiimém priikazu exkrecné-sekrecnich (ES) antigent larev trichinel. Smés

blize neurCenych antigenti z ES vSak pfedstavuje jeden z limitujicich faktora specifity téchto
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nepfimych metod. V nasem vyzkumu nebyly nalezeny zadné larvy trichinel ve svaloviné
prasat. K dals$im moznym vysetienim a piipadnému urceni druhu pomoci sérologickych testi
jsme z duvodu negativnich vysledki nepfistoupili.

Frey et al., (2009) ve svém pokusu porovnavali testy ELISA a Western blot. Z celkem
875 vzorki bylo 93 negativnich. Citlivost a specifi¢nost testovaciho protokolu v testech
ELISA byla 95,9 % a u Western blot byla 99,9 %. Vysoké citlivosti a specifi¢nosti se dosahlo
s niz§im limitem detekce nez bézné travici metody, coz naznacuje, ze sérologické vySetieni je
dobrou alternativou v detekci ptitomnosti trichinel v produkci prasat. My tuto skute¢nost
potvrdit nemiizeme.

Trichineloza v roce 2010 zpisobila 223 potvrzenych piipadt u lidi. Parazité rodu
Trichinella spp. byly hlavné zjistény u voln¢ Zijicich zvitat (EFSA, 2012). V nasich vzorcich
svaloviny z divokych a domacich prasat zadni svalovci zjisténi nebyli, ovSem Statni
veterindrni sprava cas od Casu vyskyt svalovce potvrdi.

Pfesto, ze hlavnim zaméfenim piedlozené prace bylo zjistit vyskyt svalovcil
ve svaloving prasat v Ceské republice, byla prace vzhledem k negativnim vysledkim
zamétena na nejnovejsi védecké poznatky. V predlozené praci jsme vyskyt nepotvrdili, ale
neni mozné jej vyvratit, coz mimo jiné potvrzuji i nejnovéjsi informace. Posledni epidemie,
jak uvadi Duben (2013), zplsobend onemocnénim trichinelozou v Cechach, byla
zaznamenana v roce 1954 ve Smrdové u Pacova, kdy onemocnélo 11 lidi, z nichz 3 lidé
zemfeli. Zitek (2001) publikoval, ze i kdyz jsou v poslednich letech z nékolika evropskych
zemi (Francie, Itdlie, Némecko, Slovensko) hlaSeny skupinové epidemie této zoonotické
tkanové biohelmintdzy, je aktudlni riziko trichinel6zy humanni v podminkéch ¢eskych zemi
stale nizké. Evropsky utad pro kontrolu potravin (EFSA, 2012) ve vyro¢ni zprave roku 2010
uvadi, ze trichineloza v roce 2010 oproti roku 2009 prudce klesla a byla zjiStovana prevazné
u divoké zvéfe nez u prasat domacich (Sus scrofa f. domestica). Nejvyssi pokles byl
zaznamenan v Bulharsku a Rumunsku, kde se pocet potvrzenych ptipadl snizil o 96,6 %
a 69,1 %. Pres vyrazné snizeni poctu potvrzenych ptipadi trichinel6zy v Rumunsku, patfi tato
zem¢ stale mezi zemé& v EU s nejvice hlasenymi ptipady infekce trichinelami v roce 2010.
Nejvétsi nartist byl v Litve, kde pocet hlasenych potvrzenych ptipadl (77 ptipadi) se zvysil
0 285 % ve srovnani s rokem 2009 (20 ptipadd). Litva a Rumunsko predstavovaly 71,3 %
vsech potvrzenych hlasenych ptipadi v roce 2010. Nejvyssi vyskyt hlasenych piipada bylo
ve vékové skupiné v rozmezi 15 - 24 let a 25 - 44 let. Umrti v dasledku infekce trichinelami

nebyly v roce 2010 hlaSeny.
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Svobodova a Kolafova (2006) uvedli, ze od posledni epidemie v CR byl po vice skoro
jak 40 letech, v obdobi let 2001 az 2003, zjistén pozitivni nalez svalovci U osmi prasat
divokych (Sus scrofa). V roce 2010 Seifertové (2010) potvrdila vyskyt svalovce v Cechach.
Svalovec byl nalezen a potvrzen u jezevce lesniho (Meles meles), ktery byl stielen
V Moravskoslezském kraji. V predlozené praci jsme vySetfovali vzorky prasat z ruznych
kraji, mezi nimz byl i Liberecky kraj, kde byl v prosinci roku 2012 zaznamenan vyskyt
svalovce. V naSich vzorcich jsme larvy svalovci nezaznamenaly, ovS§em jak uvadi Duben
(2013), v divokém praseti byly identifikovany zivé larvy Trichinella spiralis.

Prase, u kterého byla zjisténa pfitomnost svalovcl, je nutné zajistit a zlikvidovat
v asana¢nim podniku. Pokud by se tak neucinilo, hrozilo by, Ze by maso z napadeného zvitete

pozielo jiné zvite a mohlo by tak dojit k pfipadnému rozsiteni tohoto parazita.
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7. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo piedevs§im zjistit napadeni prasat svalovci v Ceské
republice a podat uceleny prehled o onemocnéni zplsobeném timto pro c¢lovéka velmi
nebezpeénym parazitem.

V této praci jsem se zabyvala morfologii, vyskytem, rozsifenim, druhy svalovci,
onemocnénim, metodami detekce, prevenci a moznym nebezpeéim pii nakaze timto
parazitem. Prestoze hlavnim zaméfenim piedlozené prace bylo zjistit vyskyt svalovcl ve
svaloving prasat v Ceské republice, byla prace vzhledem k negativnim vysledkiim zaméfena
na nejnovejsi védecké poznatky.

Hypotéza ,,Svalovina prasat v Ceské republice obsahuje vyvojova stadia svalovcii
(Trichinella)“ nebyla potvrzena.

V piedlozené praci jsme vyskyt svalovct nepotvrdili, ale neni mozné jej vyvratit, coz
mimo jiné potvrzuji i nejnovéjsi informace. Vyskyt Trichinella spiralis v Cechach je sice
ojedinély, ale za to stile aktudlni. Proto je velmi dilezité¢ dbat na prevenci a ddvat maso
z prasat kontrolovat, jak uklada legislativa.

Diky souCasnym opatfenim neni nutné se pii dodrzeni hygienickych piredpist
trichinelozy obévat. Nejspolehlivéjsimi metodami ochrany pied parazitem je nekonzumovat

neprohlédnuté a tepelné neopracované maso z prasat.
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