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Laboratorni diagnostika larev hlistic z ¢eledi Anisakidae

Abstrakt

Cilem prace bylo zjistit, zda je travici metoda vhodna pro zachyceni larev hlistic celedi
Anisakidae v syrovych nebo tepelné¢ zpracovanych (uzenych) rybach. Vysledky
prokézaly casty vyskyt larev celedi Anisakidae v makrelach a sledich prodavanych
v maloobchodni siti. Experiment rovnéz prokéazal, ze larvy je mozné detekovat
1 po pouziti travici metody. Nejvice larev se nachdzelo v syrovych rybach, které nebyly
zniCeny tepelnou tpravou (napf. uzenim). Vyjimecnym zjiSténim byl ndlez Zivych larev
v natravené svaloving chlazené, nekuchané makrely obecné Scomber scombrus Linnaeus,
1758. Nasledna genotypizace prokazala, ze se jedna o druh Anisakis simplex (Rudolphi,

1809) sensu stricto.

Piinosem této bakalarské prace je zlepSeni informovanosti vetejnosti o moznych rizicich

pti konzumaci nedodate¢né tepeln€ upravenych ryb.

Kli¢ova slova

Paraziti ryb; zoondzy; makrela obecnd; sled’ obecny; travici metoda
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Laboratory diagnostics of larvae of anisakid nematodes

Abstract

The aim of the study was to determine whether the digestion method was suitable for the
detection of larvae of anisakid nematodes in raw or cooked (smoked) fish. The results
showed the frequent occurrence of Anisakidae larvae in mackerel and herring sold
at retail. The experiment also showed that the larvae could be detected even after using
the digestion method. Most larvae were found in raw fish that had not been destroyed
by heat treatment (e.g., smoking). An exceptional finding was the detection of live larvae
in the digested muscle of chilled, uncooked mackerel Scomber scombrus Linnaeus, 1758.
Subsequent genotyping revealed that the larvae were Anisakis simplex (Rudolphi, 1809)

sensu stricto.

The contribution of this bachelor thesis is to raise public awareness of the potential risks

of consuming undercooked fish.
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Uvod

Zivé larvy hlistic rodu Anisakis (¢eled’ Anisakidae) poziené ¢lovékem mohou zpUsobit
onemocnéni anisakidézu, nicméné i1 uhynulé larvy v tepelné upravenych pokrmech ryb
jsou schopny zapfti¢init u nékterych lidi vazné alergické reakce. K ndkaze c¢loveka
dochazi konzumaci syrového nebo nedostatecné tepelné upraveného masa motskych ryb.
Zakladnim cilem prace je proto zjistit, do jaké miry lze larvy hlistic ¢eledi Anisakidae
v rybach po tepelném zpracovani nizkou teplotou (uzeni) zachytit pii pouziti travici
metody a soucasné porovnat zachyty larev z ryb mrazenych a chlazenych prodavanych

v obchodni siti.

V teoretické ¢asti jsem se zamétila na obecny piehled hlistic ¢eledi Anisakidae, jejich
vyskytu a zakladni charakteristiky, dale na samotné onemocnéni ¢loveéka vyvolané témito
parazity zvané anisakidoza, jeji klinické ptiznaky, 1écbu a diagnostiku. V praktické casti
jsem zjistovala, zda je mozné zachytit vSechny larvy po natrdveni a zda se je travici
metoda vhodna k diagnostice, tj. k zachyceni larev pfi veterinarni inspekci rybich
produktti. K vySetieni byly pouzity na trhu nejcastéji prodavané moiské ryby, tj. sled’
obecny Clupea harengus Linnaeus, 1758 a makrela obecnad Scomber scombrus Linnaeus,
1758. Vysetfovana byla jak svalovina, tak vnitini organy. Pro experimenty byly pouzity
zivé larvy z Cerstvych ryb, mrtvé larvy ze zmrazenych ryb a larvy ziskané z findlnich

vyrobkl tepelné zpracovanych ryb (typicky uzeny sled’).



1 Teoreticka ¢ast
1.1 Taxonomie
Rise: Animalia
Kmen: Nemathelminthes
Ttida: Nematoda
Podtiida: Secernentea
Rad: Ascaridida
Celed: Anisakidae Skrjabin et Karokhin, 1945
Rod: Anisakis Dujardin, 1845

Vybrané druh: Anisakis pegreffii Campana-Rouget et Biocca, 1955; Anisakis physeteris
Baylis, 1923; Anisakis simplex (Rudolphi, 1805)

Rod: Pseudoterranova Layman et Borovkova, 1926

Druh: Pseudoterranova decipiens (Krabbe,
1878)

1.2 Morfologie

Anisakidni larvy dosahuji celkové délky 10 — 30 mm, Sitky do 1 mm, jsou bélavé az
prithledné (Audicana et al, 1997). Vyskytuji se pfevazné kolem vnitinich organt (jater,
ledvin, pylorickych ptivéscich), jsou stoené do spiraly, casto opouzdiené (encystované)

a v piipad¢€ vétsiho poctu larev lze rozpoznat pouhym okem.



Pseudoterranova L3 Contracaecum L3 Hysterothylacium L3

Anisakis L3 Anisakis L3
type Il

(A) Cephalic end ’

(B) Ventricular area

e

<
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Obrazek €. 1 — Porovnani morfologické stavby mezi larvami tfetiho stadia (L3) hlistic
rodl Anisakis 1. a 1. typu, Pseudoterranova, Contracaecum a Hysterothylacium.
Zkratky: a — anus, bt — vyvrtavaci zub, e — jicen, ep — vylucovaci por, i — stfevo, ic —
slepé stievo (stievni vybézek), m — Gsta, nr — nervovy prstenec, p — papila, r — konec¢nik,
rg — rektalni zldza, s — mukron, v — Zaludek, va — vybézek zaludku

(podle Adroher Benitez, 2020)
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Obrazek ¢. 2 — Mikroskopicka stavba larvy hlistice z rodu Anisakis (original)



Larvy 3. stadia (L3) hlistic rodu Anisakis jsou si morfologicky velmi podobné a klasifikuji
se jako larvy typu I nebo II, pficemz jednotlivé druhy jsou v rdmci typového rozdeleni
morfologicky nerozliSitelné (Mattiucci a Nascetti, 2008). Larvy rodt Anisakis,
Pseudoterranova, Contracaecum a Hysterothylacium nelze makroskopickym vySetfenim
rozliSit a presné rodové zarazeni je mozné provést pomoci optického mikroskopu

na zaklad¢ rozdilné stavby traviciho ustroji, jak 1ze vidét na obrazku €. 1.
1.3 Vyvojovy cyklus

Hlistice Celedi Anisakidae jsou vdzany na vodni organismy (ryby a moiské savce)
arybozravé ptaky (Anderson, 2000). Tyto hlistice maji slozity zivotni cyklus, ktery
zahrnuje rizné moiské organismy na jednotlivych trovnich trofické sit€¢ v motském
ekosystému (Rezaei, 2022). Vyvoj hlistic zahrnuje 5 zdkladnich stadii, kterd jsou od sebe
oddélena svlékanim kutikuly (Anderson, 2000).

Nerozryhovana vajicka prochédzeji trusem konecného hostitele a embryo se vyviji
v moiské vod¢, pricemz rychlost lihnuti je fizena teplotou vody (rozmezi 4 —8 dni
pii 13 — 18 °C az 57 — 82 dni pfi teploté 5 °C). Studie vyvoje téchto hlistic ukazuji, ze
ve vajicku dochazi ke dvéma svlékanim, pficemz v obalech je tfetim stddiem, nikoli
druhym stadiem, jak se dfive pfedpokladalo (Brattey et al., 1992; Keoie et al., 1995; Wash,
2011). Rychlost lihnuti vaji¢ek a mira pfeziti objevujicich se L3 jsou silné ovlivnény
teplotou vody. Kutikularni pouzdro, které obklopuje larvu, mé ptilnavé vlastnosti, které
usnadiiuji pfichyceni k substratu motského dna, kde larva zlstdva az do svého poziti
vhodnym mezihostitelem (Audicana et al., 2003). Nové vylihlé larvy jsou pozirany
Sirokou Skalou koryst (euphausiidni oceanské krilly, veslonozky), ktefi slouzi jako
mezihostitelé. Pfi ndsledném pozieni rybami nebo hlavonozci, larvy pronikaji do télni
dutiny, zejména do jater, gonad a stfev, kde se opouzdii. KdyZ jina ryba nebo hlavonozec
pozie infikovanou rybu, novy hostitel plni roli paratenického hostitele, ve kterém se
parazit dale nevyvijeji a zlistdva ve stadiu L3, tj, larvy tfetiho stadia (Bilska-Zajac et al.,
2015). U ryb jsou L3 larvy stoCené a jejich celkova délka téla dosahuje az 2 cm (Aibinua
etal., 2019).

Definitivnim hostitelem vétSiny anisakidnich hlistic v¢etné zastupcl rodu Anisakis,
ve kterych parazit pohlavné dospiva, jsou kytovci (napt. delfini a tuleni) (Hochberg et al.,

2010; Aibinua et al., 2019). Dospéli jedinci druhti rudu Contracaecum ziji v zaludku
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rybozravych ptdki a savci. Podobny vyvoj maji i dalsi rody, jako naptiklad

Pseudoterranova, Contracaecum (Anderson, 2000).

Na obrazku €. 3 je znazornén vyvojovy cyklus hlistic ¢eledi Anisakidae véetné prenosu

na definitivniho hostitele nebo paratenického hostitele, pfipadné pienosu mezi

paratenickymi hostiteli navzajem.

Anisakiasis
Anisakis, Pseudoterranova, Contracecum

ODPDx

Transmission to
humans via raw
or undercooked
seafood consumption.

which the larvae can be removed.

|

Marlne mammal definitve hosts ingest
ﬁsh/sqund paratenic hosts, and L3 larvae
develop into adults in the gastnc mucosa.

Amsakls spp. feces.

\

Pseudoterranova spp.
Contracecum spp.

Paratenic hosts maintain
L3 larvae in tissues,
which are infective to
definitive hosts.

2
Infected crustaceans are eaten @

by fish or cephalopod paratenic
hosts. L3 larvae released in digestion o
migrate to the mesentery and muscle tissues,

and can be transferred to other paratenic hosts

via predation.

ingested by crustaceans,

Diagnosis of anisakiasis can be made
by gastroscopic examination during

Free-swimming larvae are

CDC)

@ Infective stage

5 Diagnostic stage

Definitive hosts excrete
unembryonated eggs in

Eggs become embryonated
|n water and L3 larvae form
in the eggs.

@ L3 larvae hatch from eggs
as ensheathed, free-swimming
forms.

and develop in the hemocoel.

Obrazek ¢. 3 — Vyvojovy cyklus hlistic ¢eledi Anisakidae (podle CDC, 2019)

v v

1.4 Zemépisné rozSiieni

Druh Anisakis simplex méa témét celosvétové rozsifeni, a zvlasté hojny je v polarnich

amirn¢ chladnych motskych vodach (Hochberg et al.,

2010). Parazit se vyskytuje

predevsim v severnim Atlantském a Tichém ocednu (Bilska-Zajac et al., 2015).
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Zemi s nejvysSim vyskytem lidskych ptipadl anisakidozy je Japonsko (Baird et al.,
2014). Ro¢né je zde diagnostikovano piiblizné¢ 20 000 ptipadl anisakidozy z diivodu
Zasté konzumace syrovych ryb (sushi a sashimi) (Audicana et al., 2022). Spanélsko ma
nejvyssi hladSeny vyskyt v Evropé a marinované ancovicky jsou povazovany za hlavni
diivod nakazy (Bao, 2017). V Italii, kde jsou marinované nebo syrové ryby v nékterych
regionech kulinafskou tradici, se predpoklada, ze skute¢ny vyskyt anisakidozy u lidi je
vzhledem k vysoké prevalenci ndkazy ryb larvami v oblasti Sttedozemniho mofe silné
podhodnocen. VéEtsi informovanost o anisakidoze, globalizace ¢inské i japonské kuchyné
arozvoj lepsich diagnostickych postupt vedou k ¢astéjSimu hldseni anisakiddzy v zemich
jako je Korea, Australie, Cina, Chorvatsko a Spojené staty americké (Arizono et al., 2012;

Pravettoni et al., 2012).

V Ceské republice byla anisakidéza zaznamenana, ale je povazovana za vzicné
onemocnéni. Podle udajii Ministerstva zdravotnictvi CR bylo v letech 2011-2020 v Ceské
republice potvrzeno 32 piipadi anisakidozy. Nejznaméjsi piipad byl v roce 2011, kdy
bylo do Ceské republiky dodano 5 000 kg mraZenych sled’ti z Norska. Surovina méla byt
zpracovana na uzené sledé, ale pfi veterinarni kontrole byla zjiSténa ptitomnost hlistic
rodu Anisakis. Zhruba 3 600 kg ryb bylo zachyceno mrazenych ve sklad¢, 405 kg
ve vyrobé a 100 kg zpracovanych ryb se podafilo stdhnout pfed prodejem (Zachytili jsme
sled¢ s parazity, 2011).

1.5 Anisakidoza

Prvni pfipad nékazy c¢lovéka hlisticemi z Celedi Anisakidae byl hlaSen pted 60 lety.
Béhem poslednich 20 let se tyto hlistice staly intenzivné studovanym parazitem, nejen
jako plivodci anisakidézy, ale také z divodu vzniku alergickych reakcei u citlivych lidi
(Audicana, 2022). Anisakiddza je onemocnéni postihujici gastrointestindlni trakt ¢lovéka
po poziti infikovanych syrovych nebo nedostatecné tepelné upravenych ryb nebo
chobotnic (Rosset et al., 1982). Je zplisobena larvami tietiho stddia nékolika rodii a druhti
hlistic rodt Anisakis, Pseudoterranova a Phocanema, pozienych ¢lovékem pfi pojidani
syrovych, pfipadné marinovanych moiskych ryb (sled’, makrela) nebo sépii, slouzicich

jako paratenicti hostitelé (Hiibner et al., 1995).

Lidské anisakid6za je unikatni tim, ze asi 90-95 % popsanych piipadii je zptisobena
jedinou larvou. Nejcastéjsim mistem lokalizace larev u ¢lovéka je gastrointestinalni trakt

(Audicana et al., 2003). Doba pfeziti larev u lidi larev hlistic ¢eledi Anisakidae je velmi
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kratka, nebot' obvykle odumiou béhem nékolika dnii nebo malo tydni. Po poziti
kontaminované ryby se larva béhem nékolika hodin zavrta do stfevni stény, coz vede
ke kratkodobé, ale akutni infekcei s pfiznaky jako jsou intenzivni bolest bficha, zvraceni,
nevolnost nebo prijem (Audicana a Kennedy, 2008). Tyto pfiznaky se vétSinou objevi
do 5 dnti (Takabayshi et al., 2014). Typickym klinickym pfiznakem je akutni epigastricka
bolest, ktera se projevi béhem néckolika hodin po konzumaci infikované ryby,
s rozvinutim symptomt od jedné hodiny do dvou tydna (Lee et al., 2009; Takabayshi
et al., 2014).

Hlistice Anisakis simplex zpusobuje pifimé poskozeni tkan€ po prichyceni ve streve
ve formé rozvoje eosinofilniho granulomu, v extrémnich ptipadech muze zplsobit
perforaci stfeva nebo silnou alergickou reakci (Audicana et al., 2002). Zivotaschopné
larvy nejprve vyvolavaji reakci v duodenu v misté pfichyceni. Pokud je parazit poSkozen
nebo uhyne, mohou produkty jeho odumielych tkani zplsobit alergickou reakci
u senzitivnich pacientd, v extrémnich ptipadech dokonce anafylakticky Sok (Audicana a
Kennedy, 2008). Onemocnéni mize byt v tomto piipad¢ chybné diagnostikovéano jako

Crohnova choroba (Montalto et al., 2005).

Kazdy, kdo sni tepelné netepelné¢ neupravenou rybu, je ohroZen (Anisakiasis FAQs,

2010).
1.6 Alergie

Ve svété pribyva potravinovych alergii rychleji nez jinych alergickych onemocnéni.
Ve srovnani s jinymi dobie prostudovanymi parazitarnimi chorobami se parazitickym

zoon6zam pienaSenym rybami nevénuje dostatek pozornosti (Ivanovi¢ et al, 2017).

Alergeny hlistice Anisakis simplex jsou vSak nyni povazovany za nejbéznéj$i mezi
potravinovymi alergeny. Pfitomnost téchto i dalSich hlistic rodu Anisakis mtze zptsobit
nebezpecné alergické reakce, véetné anafylaktického Soku (Bilska-Zajac et al., 2015).
Osoby, které¢ maji podezieni na alergii na parazita Anisakis, by mély vyhledat 1¢kaiskou
pomoc a v budoucnu se vyhnout konzumaci syrovych nebo nedostate¢né tepelné
upravenych ryb. Opakovana nakaza vede u nékterych jedincii k systémovym alergickym
reakcim jako je kopfivka nebo anafylakticky Sok, coz z téchto hlistic €ini diilezity zdroj
skrytych alergenii v motskych plodech (Nieuwenhuizen, 2016). Nékteré studie ukazaly

senzibilizaci pacientd nakazenych hlistici Anisakis simplex po konzumaci kufeciho masa
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a doSlo dokonce k alergické reakci. Vysvétlenim tohoto piekvapivého zjisténi bylo
slozeni krmiva pro slepice, které obsahovalo rybi moucku. VSem testovanym pacientiim
vySel pozitivni prick test (jedna se o typ kozniho testu, ktery slouzi k diagnostice alergii
pomoci vpichil na povrch kiize), bronchidlni provokacni testy byly pozitivni u pacientd,
kteti trpéli astmatem a potravinovy provokacni test byl pozitivni rovnéZ u pacienta
s angioedémem, tj. ndhle vzniklym nezénétlivym otokem klize nebo sliznic vyvolanym
vazoaktivnimi mediatory, které jsou pfi¢inou dilatace a zvySené permeability cév

v hlubsich vrstvach podkozi nebo v submukéze (Armentia et al., 2006).
1.7 Diagnostika a detekce larev

K detekci larev anisakidnich hlistic v rybim mase je pouzivana fada metod. Zakladnimi
metodami jsou vizualni kontrola, svételnd mikroskopie, prosvécovani, natraveni
svaloviny pepsinem, detekce larev v rybim mase pomoci UV osvétlenim, rentgenového
zateni a ultrazvuku, nebo fluorescen¢ni rezonancni pienos energie (FRET) v redlném Case
po zobrazovaci spektrofotometrii (Llarena-Reino et al., 2013). Mezi nejjednodussi
detekci patii vizudlni kontrola, ktera se provadi po roziiznuti ryby od fitniho otvoru
po zabry kontrolou pfitomnosti larev v télni dutiné (Cammilleri, 2016). Dale jsou
pouzivany imunochemické a molekularnich techniky napt. ELISA, real-time PCR,
polymorfismus délky restrikénich fragmentd po PCR (RFLP-PCR) (Buchmann
a Mehrdana, 2016). Ultrasonografie je uzite¢na k diagnostice zalude¢ni anisakidozy

(Ishikawa et al., 2019).

Larvy paraziti v rybach se vyskytuji nejvice v télni dutin€ nebo na povrchu jater, kdy se
pfed primyslovym zpracovanim vétSina larev odstrani. Toho lze jednoduSe dosahnout

odstranénim télnich organt a jater s pfidruzenymi larvami ¢ervl (Audicana et al., 1997).
1.8 Lécha

Nejucinngjsi 1écbou anisakidézy v zaludku, duodenu nebo tlustém stieve je extrakce larev
pomoci endoskopie, kdy piiznaky obvykle do n€kolika hodin vymizi (Audicana et al.,
2003). K eliminaci anisakidnich hlistic je rovnéZ vhodna 1écba anthelmintiky, naptiklad
albendazolem (Buchmann a Mehrdana, 2016). Dale je mozna 1écba pomoci prednisolu
(5 mg/den, po dobu 10 dni) a olopatidinu hydrochloridu (10 mg/den, po dobu 6 tydnil)
dle ultrasonografického nalezu. Po Sesti mésicich 1é€by prokazala ultrasonografie bficha

normalni nélez (Toyoda a Tanaka, 2016). Kolonoskopii Ize diagnostikovat anisakidézu
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tlustého stieva, coz je dilezité pro zabranéni zavaznych komplikaci (obstrukce stfeva

a jeho perforace, rozvoj rakoviny) (Tsukui et al., 2016).

1.9  Preventivni opatieni

vvvvvv

nedostatené tepelné¢ zpracovaného rybiho masa. Nejvhodnéjsim zplisobem ochrany
proti ndkaze je tepelnd Uprava rybiho masa, a to ohfatim na nejméné na 63 °C (teplota
uvnitt masa). Dal§i moznosti je zmrazeni rybiho masa na teplotu pfi -20 °C nebo nizsi
po dobu 7 dni nebo jeho skladovani pfi teplot€¢ nejméné -35 °C po dobu 24 hodin.
Vyssi koncentrace soli mize byt pouzita k usmrceni nebo inaktivaci hlistic (Anisakiasis

FAQs, 2010).
1.10 Legislativni opatieni v EU

V ramci Evropské unie byla vyddna fada nafizeni a vyhlaSek s cilem zajistit ochranu
spotiebitell pfed ndkazou parazity, ktefi se mohou vyskytovat v potravé, vcetné
moiskych ryb. NiZe jsou uvedena tato nafizeni EU a vyhlagky vydané v Ceské republice

za ucelem ochrany zdravi spotfebiteld.

e Rady (ES) ¢. 1224/2009 ze dne 20. listopadu 2009 o zavedeni kontrolniho reZimu
Spolecenstvi k zajisteéni dodrzovani pravidel spolecné rybarské politiky, o zmenée
narizeni (ES) ¢. 847/96, (ES) ¢. 2371/2002, (ES) ¢. 811/2004, (ES) ¢. 768/2005,
(ES) ¢. 2115/2005, (ES) ¢. 2166/2005, (ES) ¢. 388/20006, (ES) ¢. 509/2007, (ES)
¢. 676/2007, (ES) ¢. 1098/2007, (ES) ¢. 13002008 a (ES) ¢. 1342/2008
a o zruSeni narizeni (EHS) ¢. 2847/93, (ES) ¢. 1627/94 a (ES) ¢. 1966/2006. Toto
narizeni bylo ¢dstecné zmeénéno narizenim Evropského parlamentu a Rady (EU)
¢. 1380/2013 ze dne 11. prosince 2013 o spolecné rybarskeé politice a narizenim
Evropského parlamentu a Rady (EU) 2015/812 ze dne 20. kvétna 2015, pokud jde
o povinnost vykladky.

e Narizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) ¢. 1380/2013 ze dne 11. prosince
2013 o spolecné rybarské politice, o zmeéné narizeni Rady (ES) ¢. 1954/2003
a (ES) ¢ 1224/2009 ao zruseni narizeni Rady (ES) ¢ 2371/2002 a (ES)
¢. 639/2004 a rozhodnuti Rady 2004/585/ES.
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e Narizeni Rady (EU) 2023/194 ze dne 30. ledna 2023, kterym se pro rok 2023
stanovi rybolovna prdava ve vodach Unie a rybolovnd prava, jimiz disponuji
rybarska plavidla Unie v nekterych vodach mimo Unii, pro nékteré rybi populace,
a kterym se pro roky 2023 a 2024 stanovi tato rybolovna prava pro nékteré

populace hlubinnych druhii ryb.

e Narizeni komise (EU) ¢. 1276/2011 ze dne 8. prosince 2011, kterym se méni
priloha Il narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004, pokud jde
o oSetreni produktii rybolovu urcenych k lidské spotrebé za ucelem usmrceni

Zivotaschopnych parazitil.
1.11 Legislativni opatieni v CR

o  Vyhlaska ¢ 197/2004 Sb. k provedeni zdkona ¢. 99/2004 Sb., o rybnikarstvi,
vykonu rybarského prava, rybarské strazi, ochrané morskych rybolovnych zdroju

a o zmeéné nekterych zakonii.

o Vyhlaska ¢. 69/2016 Sb. obsahuje pozadavky na maso, masné vyrobky, produkty
rybolovu a akvakultury a vyrobky z nich, vejce a vyrobky z nich.

o Zdkon ¢ 166/1999 Sb. obsahuje zdkon o veterinarni péci a o zméné nékterych

souvisejicich zdkonii (veterinarni zdkon).

o Zikon Ceské ndarodni rady ¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvirat proti tyrani.
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2 Prakticka ¢ast
2.1 (il prace

Zakladnim cilem bylo zjistit, do jaké miry lze larvy hlistic Celedi Anisakidae
v rybach po tepelném zpracovani (uzeni) zachytit pfi pouziti travici metody a soucasné
porovnat zachyty larev z ryb mraZenych a chlazenych prodavanych v obchodni siti.
Dal$im cilem bylo ziskani informace u kterych druhti ryb se vyskytuji larvy celedi

Anisakidae v obchodni siti v Jiho¢eském kraji, konkrétné v Ceskych Bud&jovicich.

2.2 Material

Vsechny parazitologicky vySetfované ryby byly zakoupeny v maloobchodni trzni siti.
Vzorky byly vySetfeny v obdobi od kvétna roku 2022 do bfezna roku 2023. Celkem bylo
vysetfeno 17 motskych ryb, z toho 7 sledt obecnych Clupea harengus Linnaeus, 1758,
8 makrel Scomber scombrus Linnaeus, 1758 a 2 tresky tmavé Pollachius virens
(Linnaeus, 1758). Za ucelem zjisténi vlivu technologického zpracovani ryb
na zivotaschopnosti larev hlistic z ¢eledi Anisakidae byly pouZzity ryby uzené
(kuchané/nekuchané), chlazené (nekuchané), mrazené (nekuchané) a filety. V tabulce
nize je uveden konkrétni pocet vySetfovanych ryb dle technologického zpracovani

a datum vysSetfeni.

Tabulka ¢. 1 — Prehled vysSetirovanych ryb

Sled’ obecny (Clupea

1. harengus) uzeny, nekuchany 4.5.2022

2 Sled obecny (Clupea ¢ nekuchany 21.8./22. 8.2022
harengus)

3. slet oneony (Clpze uzeny, nekuchany 21.8./22.8.2022
harengus)

4. Makrela obecnd chlazena, nekuchana 25.8.2022

(Scomber scombrus)

5 sl aleeny (e uzeny, nekuchany 5.9.2022
harengus)

6. Sled” obecny (Clupea uzeny, nekuchany 5.9.2022

harengus)
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Makrela obecna

7. (Scomber scombrus) mrazena, nekuchana 15.9. 2022
8. Makrela obecna mrazena, nekuchana 15.9.2022
(Scomber scombrus)

9. slectaveenyy (Cpen | e o s 4.12.2022
harengus)

10. Sled obeeny (Clupea /o 1 ekuchany 4.12.2022
harengus)

1. Treska tmava filet 10.3./11. 3. 2023

(Pollachius virens)

Treska tmava
12. (Pollachius virens) filet 10. 3./11.3.2023

Makrela obecna

13. (Scomber scombrus) uzena, kuchana 10. 3./11. 3. 2023

14. Makrela obecnd uzend, kuchana 10.3./11. 3. 2023
(Scomber scombrus)

15. LIELHE) CLISS) chlazen4, nekuchana 10.3./11. 3. 2023
(Scomber scombrus)

16. Makrela obecnd o 4 hekuchana | 10.3./11. 3. 2023
(Scomber scombrus)

17. Ll clea chlazen4, nekuchana 10.3./11. 3. 2023
(Scomber scombrus)

2.3 Metody
2.3.1 Parazitologickd pitva

Pied provedenim travici metody byly vSechny vzorky podrobeny parazitologické pitve.
Nejprve byly ryby zvazeny a zméfeny a poté nasledovala parazitologicka pitva. Pomoci
skalpelu byla natiznuta bti$ni dutina od fitniho otvoru po Zabry. Po odstranéni télni stény
anasledné vnitinich organii byly spocitany makroskopicky viditelné larvy a podle pohybu
bylo posouzeno, zda se jednd o Zivé nebo jiz uhynulé larvy. Celkovy pocet zivych

1 uhynulych larev byl zaznamenén do protokolu, které jsou soucasti ptilohy.
2.3.2  Travici metoda

Tréavici metoda je vhodna ke zjistovani larev ve svalovin€ vySetfenych vzorki, zejména
ke zjisténi poctu nalezenych larev. Metoda vyuziva natraveni svaloviny hostitele, které
provedeno pomoci pepsinu a kyseliny chlorovodikové (Cammilleri, 2016). K vySetfeni
byla pouzita svalovina ryb (bez kosti), kterd byla pro lepsi natraveni pfedem rozmélnéna

vV mixeéru.
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2.3.2.1 Princip

Pomoci travici metody zjisStujeme, zda po pouziti travicich enzymi (pepsin) dochazi
k natrdveni larev anisakidnich hlistic. Pouzita byla metodika rutinné pouzivana
v diagnostickych laboratofich Statniho veterinarniho ustavu (SVU) Jihlava, pobocka

Ceské Budgjovice, pro diagnostiku larev svalovet (Trichinella spp.).

Parazitickou hlistici druhu Trichinella spiralis (1 dal$i zastupce rodu Trichinella) 1ze
detekovat jiz za 17 dni po nakaze hostitele ndlezem larev. Citlivost travici metody je
pfiblizné 3 larvy /1 g tkan€. Metoda je nejcitlivéjsi u Cerstvych vzorkt a jeji citlivost se
snizuje u mrazené¢ho masa a svaloviny v rozkladu. Senzitivita testu rovnéz stoupd piimo
umeérné s mnozstvim testované tkané. Pokud tedy testujeme 5 g, zvySuje se citlivost az

na I larvu /1 g tkdné€ (Veterinarni univerzita, 2022).
2.3.2.2 Pomiicky a pristroje

e Pomicky: magneticka michacka, michadlo, pipetovaci nastavec, nalevka, sitko
(170-180 pm), délici nalevka 2 1, teplomér, stativ s kruhy, pipety 25 ml, kadinky
3 1, valec 50 ml, malé Petriho misky, mald kadinka, pinzeta, nizky, alobal,

Pasteurova pipeta, skalpel
e Pfistroje: vahy, mixér, ddvkovac, stereomikroskop (eventualné trichinoskop)
2.3.2.3 Chemikalie
e Kyselina chlorovodikova 25%
e Pepsin1: 10000 HF
e Voda o teploté 45 °C
2.3.2.4 Pracovni postup

Pracovni postup se upravuje podle mnozstvi vySetfovaného masa (viz tabulka ¢. 2).
V mém piipad¢ se jednalo nejcastéji o 50 g rybiho masa. Travici smés obsahovala
1000 ml vodovodni vody, 5 g pepsinu a 8 ml kyseliny chlorovodikové. Proces traveni se
povazuje za uspokojivy, pokud na sitku nezistane vice tkan¢€ nez 5 % pocatecni hmotnosti

vzorku.
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Tabulka ¢. 2 — Zakladni udaje slozZeni travici tekutiny zavislosti na mnozstvi vysetiované

svaloviny (podle tidajii z SVU Jihlava, pobocka Ceské Budéjovice)

50 5,0 8,0 1000
55 5,5 8,8 1100
60 6,0 9,6 1200
65 6,5 10,4 1300
70 7,0 11,2 1400
75 7,5 12,0 1500
80 8,0 12,8 1600
85 8,5 13,6 1700
90 9,0 14,4 1800
95 9,5 15,2 1900
100 10,0 16,0 2000

1. Nejprve bylo zvaZzeno mnozstvi vySetfovaného masa, byly zapsany zjisténé
hodnoty a podle tabulky bylo vyhodnoceno, jaké mnozstvi pepsinu a kyseliny

chlorovodikové je potteba piidat.

2. Do trilitrové kadinky bylo nalito 1 1 vodovodni vody zahté4té na teplotu 45 °C,
poté¢ byla do kadinky vlozena magnetickd michaci tyCinka a kadinka byla
umisténa na predehiatou ploténku a zahdjilo se michani. Je diilezité, aby michacka
udrZovala konstantni teplotu v rozmezi 4446 °C a aby se béhem michani travici

tekutina otaCela v dostatecné vysokych otackach a vytvoftila hluboky vir.
3. Nasledné bylo ptidano 5 g pepsinu a 8 ml kyseliny chlorovodikové.

4. VysSetfované maso bylo rozmélnéno v mixéru, opakovanym zapindnim po dobu

2-3 vtefin.

5. Rozmélnéné rybi maso bylo vloZeno do kadinky s vodou, pepsinem a kyselinou

chlorovodikovou.

6. Kadinka byla zakryta aluminiovou folii a poté se nechala piisobit travici smés

po dobu 20-30 minut, aby byly rozpustény vSechny ¢astecky masa.
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7. Poté byla michacka vypnuta, trdvici tekutina byla pfelita pies sitko
do sedimentacni nalevky a jeji obsah byl prohlédnut pod stereomikroskopem

(zvétSeni 10x).
2.3.2.5 Vyhodnoceni vysledkii

Po natraveni vzorku travici tekutinou a nasledném pteliti ptes sitko jsem urcila pfitomnost
nenatravenych larev anisakidl. Larvy v pfipad¢ pozitivniho nalezu byly viditelné pouhym
okem na sitku. Nésledné bylo zkontrolovano sitko jesté pod stereomikroskopem s cilem
nalézt piipadné zbytky nenatravenych larev. PocCty nalezenych larev jsou uvedeny

v pracovnich protokolech, které jsou soucasti ptilohy.

Obrazek ¢. 4 — Mikroskopicky nalez larev hlistic z ¢eledi Anisakidae po natraveni,

nékteré larvy jsou uvolnény z kutikuldrniho obalu (original)
2.4 Vysledky

Z celkového poctu parazitologicky vysetfenych ryb (17 kusti) byl zjiStén pozitivni nalez
larev hlistic Celedi Anisakidae u 13 kusi (tj. prevalence 76 %), zatimco 4 ryby

neobsahovaly larvy anisakidnich hlistic. Ze 7 kust vysetfovanych sledd obecnych
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(Clupea harengus) byly larvy anisakidnich hlistic nalezeny u vSech vySetfenych ryb
(4. prevalence 100 %). Z 8 vySetfovanych makrel obecnych (Scomber scombrus) byl
pozitivni nalez larev anisakidii u 6 kust a 2 kusy byly negativni (tj. prevalence 75 %).
V zadné ze dvou tresek tmavych (Pollachius virens) nebyly larvy anisakidnich hlistic

zjistény. Vysledky parazitologického vyhodnoceni ryb jsou uvedeny v tabulce €. 3.

Tabulka ¢. 3 — Parazitologické vyhodnoceni

Sled’ obecny (Clupea harengus) 7 7 0

Makrela obecna (Scomber
8 6 2

scombrus)

Treska tmava (Pollachius

. 2 0 2
virens)

CELKEM 17 13 4

8
7 7
6
2 2 2
POCET POZITIVNICH POCET NEGATIVNICH POCET VYSETRENYCH

m Sled’ obecny (Clupea harengus) mMakrela obecna (Scomber scombrus) — ® Treska tmava (Pollachius virens)

Obrazek ¢. 5 — Grafické znazornéni poctu vysetfovanych ryb

Pomoci vizualni kontroly byly u vSech uzenych sledh obecnych nalezeny larvy hlistic

z ¢eledi Anisakidae.
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V ptipad¢ chlazenych ryb s vnitfnostmi byl pozitivni nadlez u poloviny vySetfovanych
kust, kdy v jednom ptipadé i po natraveni byla Cast larev zivych. Toto zjiSténi znamena,
ze pii pozieni téchto ryb mohou zivé larvy u clovéka vyvolat onemocnéni zvané

anisakidoza.

U mrazenych ryb s vnitfnostmi byly larvy hlistic velmi Casté, ale vSechny byly jiz mrtvé.
U dvou uzenych makrel obecnych byl nélez pomoci vizualni kontroly negativni, ale
pomoci travici metody byly zjistény mrtvé larvy, coz dokazuje vyssi citlivost travici

metody ve srovnani s vizualni kontrolou.

Vsechny filety z tresky tmavé byly parazitologicky negativni. Veskeré udaje o vysledcich

parazitologického vysetieni studovanych ryb jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Tabulka ¢. 4 — Parazitologicke vysSetieni ryb na pritomnost larev anisakidnich hlistic

Sled’
obecny uzeny, o
(Clupea nekuchany 14/0 0/0 pozitivni 1
harengus)
Sled’
obecny uzeny, o
(Clupea nekuchany 2/0 0/0 pozitivni 2
harengus)
Sled’
obecny uzeny, o
(Clupea nekuchany 12/0 0/0 pozitivni 2
harengus)
Sled’
obecny uzeny, o
(Clupea nekuchany 26/0 0/0 pozitivni 5.
harengus)
Sled’
obecny uzeny, o
(Clupea nekuchany 1/0 1/0 pozitivni 6.
harengus)
Sled’
obecny uzeny, o
(Clupea nekuchany 14/0 0/0 pozitivni 9.
harengus)
Sled’ uzeny, o
obecny nekuchany 710 0/0 pozitivni 10.
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(Clupea
harengus)

Makrela
obecna
(Scomber
scombrus)
Makrela
obecna
(Scomber
scombrus)
Makrela
obecna
(Scomber
scombrus)
Makrela
obecna
(Scomber
scombrus)
Makrela
obecna
(Scomber
scombrus)
Makrela
obecna
(Scomber
scombrus)
Makrela
obecna
(Scomber
scombrus)
Makrela
obecna
(Scomber
scombrus)
Treska
tmava

(Pollachius

virens)
Treska
tmava

chlazena,
nekuchana

mrazena,
nekuchana

mrazena,
nekuchana

uzena, kuchana

uzena, kuchana

chlazena,
nekuchana

chlazena,
nekuchana

chlazena,
nekuchana

filet

filet

0/0

138/0

27/0

0/0

0/1

10/2

0/0

5/1

0/0

0/0

0/0

13/0

0/0

1/0

2/0

8/4

0/0

5/0

0/0

negativni

pozitivni

pozitivni

pozitivni

pozitivni

pozitivni

negativni

pozitivni

negativni

13.

14.

15.

16.

17.

11.

(Pollachius 0/0 negativni 12.

virens)

U sled’t obecnych se larvy nejvice nachdzely na vnitini strané gonad (jiker u samic) a

v blizkosti stfeva. Ve vSech vysetifenych rybach byly nalezeny pouze mrtvé larvy.
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Na obrazku ¢. 6 je fotograficky zachycen makroskopicky néalez mrtvych larev hlistic

z Celedi Anisakidae. Larvy byly pfitomny v uzeném sledi obecném s vnitinostmi; v okoli

stieva a vajecniku Ize vidét velky shluk larev.

Obrazek ¢. 6 — Parazitologicky nalez larev hlistic z ¢eledi Anisakidae u sled€ obecného

(Clupea harengus); larvy oznacené Sipkou (original)

Larvy anisakidii u makrely obecné byly ptevazné lokalizovany na povrchu jater, okoli
stteva a ledvin a na pylorickych pfivéscich. V obou pfipadech uzenych makrel
bez vnitinosti byl pozitivni nadlez az po natrdveni svaloviny, coz je dikazem lepsi

citlivosti travici metody.

Na obrazku ¢. 7 je zachycen makroskopicky nélez mrtvych larev hlistic z celedi
Anisakidae. Larvy byly pfitomny v mrazené¢ makrele obecné s vnitinostmi. Jednd se

o masivni nalez v okoli stfeva, zaludku a pohlavnich organii.
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Obrazek ¢. 7 — Masivni parazitologicky nalez larev hlistic z ¢eledi Anisakidae

u makrely obecné (Scomber scombrus) (original)

Tabulka ¢. 5 — Lokalizace larev u pozitivnich vzorkii

Sled’
obecny uzeny povrch
. 14/0 0/0 gonad, okoli = pozitivni 1.
(Clupea  nekuchany y
streva
harengus)
Sled’ -
obecny uzeny YT‘“”” strana ..
. 2/0 0/0 jiker, blizko  pozitivni 2.
(Clupea  nekuchany 9
streva
harengus)
Sled’
obecny uzeny, vnitini strana o
(Clupea  nekuchany 12/0 0/0 sonid pozitivni 3.
harengus)
Sled’
obecny uzeny, 26/0 0/0 okoli stieva a ozitivni 5
(Clupea  nekuchany ovarii p '
harengus)
Sled’
obecny uzeny, vngjsi strana o
(Clupea  nekuchany 1/0 1/ ovaria pozitivni 6.
harengus)
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Sled’ okoli stfeva a
obecny uzeny, jater, e,
(Clupea  nekuchany 14/0 0/0 kranialni cast pozitivni o
harengus) gonad
Sled’
obecny uzeny, vngjsi strana e,
(Clupea  nekuchany 7/0 0/0 sonid pozitivni 10.
harengus)
MBI ovrch jater
obecna mrazena, POVICH Jatet, e
(Scomber | nekuchand 138/0 13/0 | okoli sttevaa pozitivni 7.
scombrus) ledvin
MBI ovrch jater
obecna mrazena, POVICH Jatet, e
(Scomber | nekuchand 27/0 0/0 okoli sttevaa = pozitivni 8.
scombrus) ledvin
Makrela
( g?:;l;;r klllliilr;%é 0/0 0/1 svalovina pozitivni 13.
scombrus)
Makrela
( goeena | wend g 02  svalovina  pozitivni  14.
scombrus)
na
Makrela P }il,orviCk,yCh
obecna chlazena, pl‘lVeSCVICh, e
(Scomber | nekuchand 10/2 8/4 okol‘o stteva, = pozitivni 15.
scombrus) . jater,
zaludku, a
jicnu
Makrela lorrilgk vch
obecna chlazena, p }: N ’y e
(Scomber | nekuchand 5/1 5/0 ptivéscich, = pozitivni 17.
scombrus) okolo stieva,

ve svaloviné

Cast nalezenych larev byla fixovana v 96 %-nim v etanolu a nasledné byla osekvenovéana
dr. Camilou Pantoja de Oliveirou z Brazilie vramci jejitho pracovniho pobytu
v Parazitologickém ustavu Biologického centra AV CR v Ceskych Budgjovicich.
Na zakladé porovnani sekvenci podjednotky 2 mitochondridlniho genu pro cytochrom
oxidazu (cox2; délka 506 nukleotidd) bylo zjisténo, Ze vSechny larvy patii do druhu-

genotypu Anisakis simplex sensu stricto (C. Pantoja de Oliveira — nepublikované udaje).
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Vzorky vybrané pro molekuldrni analyzy byly rozdéleny na tfi ¢asti. Pfedni a zadni ¢ast
byly ponechany jako morfologické vouchery (hologenofory) a prostiedni cast byla
ptipravena pro extrakci celkové genomové DNA podle protokolu popsaného Georgievou
etal. (2013). Amplifikace DNA ¢aste¢ného fragmentu mitochondridlniho genu cox2 byla
provedena pomoci primerti 211 F a 210 R (Nadler a Hudspeth, 2000). PCR reakce byla
pfipravena v celkovém objemu 25 pl s 8 pl H20, 1,5 pl (10 uM) kazdého primeru, 12,5
ul SYBR® Green Master Mix a 1,5 pul genomové DNA. Parametry amplifikace pomoci
PCR byly pouzity podle prace Nadler a Hudspeth (2000). Ziskané¢ amplikony byly
precistény pomoci Exo-SAP-IT KitTM Express Reagent (Thermo Fisher Scientific)
a zaslany komeréni firmé SEQme, Dobiis, Ceska republika (https:/www.seqme.eu)
k sekvenovani. P&t nové ziskanych a 20 dfive publikovanych sekvenci zastupct rodu
Anisakis bylo upraveno (alingment) pomoci programu ClustalW implementovaného

v programu Geneious ver. 11.

Srovnavaci analyza sekvenci potvrdila ptitomnost druhu Anisakis simplex sensu stricto
u zkoumanych ryb. Fylogeneticky strom ziskany z BI analyzy (Bayesian inference) je
uveden na obrazku ¢. 8. Genetické vzdélenosti sekvenci jednotlivych porovnanych

vzorkil druhti rodu Anisakis jsou uvedeny v tabulce €. 6.

Nov¢ ziskané sekvence byly umistény do stejné genetické linie s izolaty Anisakis simplex
sensu stricto. Dv€ nové ziskané sekvence (CP209 a CP211) byly identické se sekvencemi
Anisakis simplex sensu stricto OM 142476 a KY595216, které¢ byly ziskany ze svintuchy
obecné Phocoena phocoena (Linnaeus, 1758) na pobiezi Skotska a ze sledé obecného
Clupea harengus v Baltském mofi. Sekven¢ni rozdily mezi naSimi péti exemplafi byla
0—1%. Vnitrodruhova genetickd variabilita mezi sekvencemi naSich vzorkl
a sekvencemi Anisakis simplex sensu stricto ulozenymi v genové bance byla rovnéz
0 — 1 %, pticemz sekvence CP208, CP210 a OM 142472 (Anisakis simplex sensu stricto)

vykazovaly nejvyssi vnitrodruhovou divergenci (1 %).
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Tabulka ¢. 6 — Porovnani nukleotidu (%) cdstecnych sekvenci mtDNA Anisakis spp.

1. MH669509 Anisakis brevispiculata.

2. OM142481 Anisakis physeteris,

3. OM142480 Anisakis physeteris,

4. KP992466 Anisakis (ypica.

5. KF356651 Anisakis tipica.

6. KF356646 Anisakis tipica,

7. MH492673 Anisakis berlandi

8. MW658569 Anisakis berlandi

9. MN385247 Anisakis berlandi

10. LC511593 Anisakis simplex
| 11. MN877348 Anisakis simplex (s.s.)

12. OM 142472 Anisakis simplex (s.s.)
| 13. CP210 Anisakis simplex (s.s.)

14. CP208 Anisakis simplex (s.s.)

06 ]

15. CP212 Anisakis simplex (s.s.) 144 123 121 132 128 128 57 (53 43 18 06 !

+ 16. CP209 Anisakis simplex (s.s.) 146 125 123 130 126 126 59 55 45 16 04 104 02
17. OM14P476 Anisakis simplex (s.s.) 146 125 123 130 126 126 59 (55 45 16 04 04 02
18. KY595216 Anisakis simplex (s.s.) 146 125 1123 (130 126 126 59 55 45 16 (04 04 02

- 19. CP211 Anisakis simplex 146 125 123 (130 126 126 |59 55 45 16 04 104 02
20. OM 142468 Anisakis pegreffii (144 128 126 130 (123 123 63 59 53 43 140 42 42
21. OM142467 Anisakis pegreffii 152 126 125 130 115 115 /59 59 57 151 147 45 (45 49 49
22. MZ297327 Anisakis ziphidarum. 130 128 (123 (132 (142 142 126 119 113 113 (113 111 (111 115 (111 |
23. KP992461 Anisakis ziphidarum. 136 132 126 132 138 138 125 121 111 (113 113 ‘111 ‘111 115 ‘111
24. JQO10980 Anisakis pascettii 1164 1152 (154 (128 138 [138 136 130 125 130 132 132 /132 132 128
25. GQ118173 Anisakis nascettii. 158 150 152 123 132 132 134 128 123 128 130 130 /130 (130 126 128 /128 '128 128 126 132 95 97 14

Tabulka ¢. 7 — Seznam sekvenovanych vzorkii Anisakis simplex

Host: Scomber gm

1Cz (CP208 MOl ¢ Ar_t_t;gk_@_;_tmzzl@ec_ _____ | Scomber scombrus | Caegh. (fish, market)

_____________  Anisakis simplex | |
L

CP208 (M01) Anisakis simplex (s.)

CP212 (MO35X) Anisakis simplex (s.s)
CP209 (MOU2) Anisakis simplex (s.s)
OM142476 Anisalis simplex (8.8)

KYS05216 Anisakis simpiex (5.8)

CP211 (MO35X) Anisakis simplex (s.s)
OM142472 Anisakis simple (s.5)

CP210 (MOU1) Anisakis simplex (s.5)

MNSTT348 Anisakis simpex (5:5)

OM142468 Anisalis pogroft
oo I—— OM142457 Anisakis pogrofi

MHAS273 Anisakis bertand:
190} E MWB58569 Ansaks bertand:
WN385247 Anisalis berondi

OM142481 Anisakis physataris
o
e L OM142480 Anisakis physators
5o}

KF356651 Anisabis typica

oo KF356648 Anisatis typca

W2257327 Anisatis zotidarum
s
| S - ——

4010980 Anisals nascetts
o
GQ118173 Anisanis nascett

MT3a7696

Obrazek ¢. 8 — Fylogeneticky strom druhil rodu Anisakis (poskytnuto dr. Camilou

Pantoja de Oliveira)
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2.5 Diskuse

Vysledky této prace i predchozich existujicich udajt, potvrzuji vyskyt larev hlistic ¢eledi
Anisakidae v rybich produktech zpracovavanych a proddvanych v maloobchodni siti
v Ceské republice. Vyskyt larev éeledi Anisakidae v motskych rybach v trzni siti Ceské
republiky mtize byt ovlivnén technologickym zpracovanim ryb. Z toho lze usoudit, Ze
spravné zpracovani ryb je klicové pro minimalizaci rizika konzumace potravin
kontaminovanych hlisticemi z rodu Amnisakis nebo dalSich rodi anisakidnich hlistic.
Tepelnym opracovanim byva parazit vzdy usmrcen, takze z hlediska ohroZeni zdravi lidi
anisakidozou neni pfitomnost paraziti v suroviné nebezpecnd. Nicméné mrtvi Cervi
mohou byt silnym alergenem, takze i pii absenci zivého parazita mize byt pfitomnost
téchto hlistic v rybach produktu zdvazné zdravotni disledky. V souladu s natizenim EU
o produktech rybolovu nesmi byt viditelni parazité ptitomni v produktech a tyto produkty
se stahuji z trhu a likviduji. Nicméné v praxi neni mozné toto nafizeni i vzhledem
k mimofadné Castému a pocetnému vyskytu larev anisakidnich hlistic zcela disledné
dodrzovat. Svéd¢i o tom 1 vysledky této préce, stejné jako udaje z jinych zemi (Audicana

et al., 2002).

Hlistice jsou nejcastéji zjistovany u importovanych nekuchanych motskych ryb v dutiné
télni na povrchu gonad, jater a stfeva. Jedna se piedevs§im o larvy rodu Anisakis, v mém
konkrétnim piipad€ druhu Anisakis simplex sensu stricto. Tito paraziti jsou prokazovani
hlavné u sledtl ze zimnich vylovl z oblasti vychodniho pobiezi USA a Kanady. U makrel

a tresek je jejich vyskyt méné Casty (Konecny a Pavlicek, 1997).

V roce 2011 bylo dodano do Ceské republiky z Norska 5 tisic kg mrazenych celych ryb,
konkrétné sledd z Norska. Tyto ryby mély byt vyuzeny, avSak pii bézné veterinarni
kontrole byla ve svaloviné téchto ryb zjisténa ptitomnost paraziti rodu Anisakis.
Toto zjisténi vedlo k pozastaveni vyroby a vydani zdkazu uvolnéni téchto ryb
do obchodni sité. Céast zpracovanych vyrobki byla jiz stahnuta z trhu a odbératelé byli

informovani (Zachytili jsme sled¢ s parazity, 2011).

V roce 2016 bylo na zakladé podnétu spotiebitele na zdravotni potize po konzumaci
originalng balené potraviny ,,Losos divoky uzeny — kousky 100 g*, davano do pfi¢inné
souvislosti s pfitomnosti cizorodych larev. Po laboratornim vySetfeni byla potvrzena

ptitomnost Anisakis simplex (Losos divoky uzeny — kousky 100 g, 2016).
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V roce 2022 po zakoupeni tresky tmavé se Ceska zdkaznice obchodniho fetézce Lidl
zdé&sila, nebot’ v rybé nasla parazita. Nepfijemny ndlez sdilela zena na socidlnich sitich
(Dockalova, 2022). V této bakalaiské praci vSak byly oba vzorky stejného druhu ryb

negativni.

Dle studie Takabe et al., 1998, bylo zjisténo, ze 98 % makrel (rod Scomber) a 94 % tresek

(rod Gadus) z velkoobchodu s rybami v Japonsku bylo napadeno parazity rodu Anisakis.

Celosvétovou prevalenci anisakidozy je obtizné urcit kvili nedostatecnému hlaseni
a chybné diagndze ptipadi. Je vSak znamo, Ze jde o rozsifeny problém v mnoha castech
svéta, zejména v oblastech, kde se bézn¢ konzumuji syrové nebo nedostatecné tepelné
upravené motské plody. Vysledky mé bakalarské prace poskytuji dalsi dikaz o ¢astém
a ¢etném vyskytu larev téchto hlistic, které maji zoonoticky potencial, a kromé vzniku
lidské anisakidozy se mohou mrtvé larvy podilet na vzniku alergické reakce
u precitlivélych pacienti. Problematice vyskytu larev téchto hlistic motskych savct by

tedy méla byt i u nas vénovana vétsi pozornost.

Z diivodu nedostatecné informovanosti o anisakidéze se doporucuje shromazdit vice
epidemiologickych idajt, aby bylo mozné ziskat lepsi ptehled o dopadu téchto hlistic
na lidské zdravi. Udaje ze Spanélska a Norska odhaduji pocet piipadi anisakidozy

na 10 — 20 tisic pfipadii roén¢ (Rahmati et al., 2020, Gabriél et al., 2022).

V studii Cammilleri et al., 2016 byla vyvinuta nova metoda k detekci larev z celedi
Anisakidae pomoci mechanického traviciho systému Trichineasy®. K ovéfeni metody
bylo vysetfeno celkem 142 vzorkl ryb, které patfily 14 riznym druhiim. Reakéni smés,
kterd obsahovala 100 g vzorku, 10 g pepsinu a 50ml 10 % HCI a byla trdvena
pfi 36 £ 1 °C po dobu 20 minut byla vyhodnocena jako nejlepsi podminka pro trdveni
vzorkl ryb. Tyto parametry rovnéz umoznily detekci Zivotaschopnych larev po traveni.
Vysledky potvrzuji, Ze tato metoda umoziuje detekci larev z ¢eledi Anisakidae v rybich

produktech.

Traveni svaloviny pepsinem je béZznou metodou pouzivanou pro detekci anisakidi
vrybim mase. Tato metoda vSak miZe byt Casové naro¢na a miZe vyzadovat
optimalizaci, aby se zvySila jeji u€innost. V této studii se zaméfili na optimalizaci travici
metody pro detekci anisakidii v produktech rybolovu. Testovali rizné proménné véetné

koncentrace pepsinu, pH rozkladu, teploty a doby traveni a poméru vzorku k roztoku.
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Vysledky ukazaly, Ze zvySeni koncentrace pepsinu na 2 % a snizeni pH rozkladu na 1,5
zlep$ilo Uc¢innost metody. Jako optimdlni se ukézala teplota traveni 37 °C po dobu
1 hodiny a zvySeni poméru vzorku k travicimu roztoku z 1:10 na 1:5 dale zlepsilo
ucinnost metody. Zavérem lze fict, Ze optimalizace pepsinové rozkladné metody tpravou
koncentrace pepsinu muze zlepsit ucinnost detekce anisakidii v rybich produktech.
Tato zjisténi 1ze pouzit v rybafském primyslu k zajisténi bezpecnosti a kvality produktt

rybolovu pro spotiebitele (Llarena-Reino et al., 2013).

Tejeda et al., 2016 testoval pfezivani larev po zmrazeni rybiho masa na — 10 °C, - 15 °C,
-20°C, - 30 °C a nasledném traveni. Vysledky ukazaly, Ze Zadna z larev, ktera piezila
cyklus zmrazeni/rozmrazeni, nebyla po trdveni pepsinem Zziva. Nicméné, jako v pfipadé
kazdého experimentu, je dulezit¢ vzit v uvahu dalsi faktory, které mohou ovlivnit
vysledky a provést dalsi studie, aby se potvrdily tyto vysledky a ziskaly dal$i informace

0 tématu.

Podobny pokus provedli Sanchez-Alfonso et al., 2021, ve kterém zjistili, ze metoda
umeélého traveni (s pouzitim pepsinu) miize podcenit zivotaschopnost Anisakis simplex
L3 pfitomného ve zpracovanych rybich produktech, zejména v téch, které prosly
zmrazenim a rozmrazenim. Studie zjistila, Ze po cyklu zmrazeni a rozmrazeni mize byt
celkova vytéznost larev az 60 % a procento larev, které odolaly trdveni pepsinem a mohly
byt nalezeny zivé, bylo mnohem niZsi nez u neosetfenych larev (25-63 %). Tato zjisténi
naznacuji, ze metoda umélého trdveni nemusi presné odrazet skutecny pocet
zivotaschopnych larev Anisakis v daném zmrazeném produktu. Je dilezité poznamenat,
Ze tato studie se zaméfila konkrétné na larvy Anisakis a neni jasné, zda by se tato zjiSténi
vztahovala i na jiné typy parazitl.. Vysledky vSak naznacuji, Ze pfi pouzivani metody
umeélého traveni k hodnoceni parazitarnich infekci ve zpracovanych rybich produktech je
tieba postupovat opatrné a ze k ziskani presnéjSiho hodnoceni zivotaschopnosti parazitt
bude mozna nutné vyvinout alternativni metody nebo je pouZzit ve spojeni s metodou

umélého traveni.

V naSem vyzkumu bylo u jedné vySetfované ryby, konkrétné u chlazené, nekuchané
makrely obecné zjiSténo po natrdveni nckolik zivych mrtvych larev, coz svédci

o schopnosti nékterych larev prezit béhem plisobeni traviciho roztoku.
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DalSim vyznamnym vysledkem této prace jsou pozitivni nalezy larev ve svaloviné
pomoci travici metody u kuchanych, uzenych makrel obecnych, u kterych vizualni

vySetieni filetl neprokazalo pfitomnost larev.

Na zékladé dosazenych vysledkli 1ze konstatovat, ze technologické zpracovani ryb
moiskych ryb ma vliv na vyskyt larev z ¢eledi Anisakidae. U nekuchanych ryb byl vyskyt
larev zpravidla vétsi nez u ryb nekuchanych. Spravné technologické zpracovani
moiskych ryb mize proto minimalizovat riziko konzumace anisakidut. Je také dulezité,
aby spotiebitelé¢ byli informovani o rizicich spojenych s konzumaci nekuchanych ryb.
Pokud trzni sit’ nenabizi bezpecné varianty uzenych ryb, méli by spotiebitelé¢ byt

obezfetni a pii vyberu ryb dbat na spravné zpracovani.

Cilem této bakalaiské prace bylo rovnéz zjistit, zda je trdvici metoda vhodna
pro laboratorni diagnostiku larev hlistic zceledi Anisakidae. Zjisténé¢ vysledky

jednoznacné prokazuji vhodnost této diagnostické metody.
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3 Zavér

Travici metodou bylo vysetieno celkem 17 kusi ryb, z toho 7 uzenych nekuchanych
sledi obecnych, 2 mrazené, nekuchané makrely obecné, 2 uzené, kuchané makrely
obecné, 4 chlazené, nekuchané makrely obecné a 2 filety ztresky tmavé.
Pii parazitologické pitvé a nasledné vizualni kontrole byl negativni nalez u obou filet
ztresky tmavé a ve dvou chlazenych, nekuchanych makrelach. U dvou uzenych,
kuchanych makrel vizudlni kontrola nezjistila pfitomnost larev, ale po natrdveni
svaloviny byly u téchto ryb nenatrdvené larvy nalezeny. Vyznamnym vysledkem byl

nalez 4 zivych larev u chlazené, nekuchané makrely obecné Scomber scombrus.

V ramci této bakalarské prace byly u celkem 11 vySetfenych ryb nalezeny larvy hlistic
z Celedi Anisakidae, konkrétné druhu Amisakis simplex sensu stricto. Lze proto
konstatovat, ze moiské ryby dovazené do Ceské republiky mohou obsahovat larvy téchto

parazitickych hlistic.

Nékaze ¢loveéka lze zabrénit tim, Ze se vyhneme konzumaci motskych nedostatecné
tepelné upravenych ryb nebo hlubokym zmrazenim pfi teploté - 20 °C po dobu alespon

24 hodin.

Na zakladé nasich vysledku lze fict, ze travici metoda je vhodnd k detekcei larev hlistic

z Celedi Anisakidae.
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5 Seznam obrazku

Obrazek ¢. 1 — Porovnani morfologické stavby mezi larvami tietiho stadia (L3) hlistic
rodl Anisakis 1. all. typu, Pseudoterranova, Contracaecum a Hysterothylacium. Zkratky:
a — anus, bt — vyvrtavaci zub, e — jicen, ep — vyluovaci por, i — stfevo, ic — slepé stfevo
(stfevni vybézek), m — Usta, nr — nervovy prstenec, p — papila, r — kone¢nik, rg — rektalni

zlaza, s — mukron, v — Zaludek, va — vybézek zaludku (podle Adroher Benitez, 2020)
Obrazek €. 2 — Mikroskopicka stavba larvy hlistice z rodu Anisakis (original)
Obrazek ¢. 3 — Vyvojovy cyklus hlistic ¢eledi Anisakidae (podle CDC, 2019)

Obrazek ¢. 4 — Mikroskopicky nalez larev hlistic z ¢eledi Anisakidae po natraveni;

n¢které larvy jsou uvolnény z kutikularniho obalu (original)
Obrazek ¢. 5 — Grafické znazornéni poctu vysetfovanych ryb

Obrazek ¢. 6 — Parazitologicky nalez larev hlistic z ¢eledi Anisakidae u sledé obecného

(Clupea harengus); larvy oznacené Sipkou (original)

Obrazek ¢. 7 — Masivni parazitologicky nélez larev hlistic z ¢eledi Anisakidae u makrely

obecné (Scomber scombrus) (original)

Obréazek ¢. 8 — Fylogeneticky strom druhii rodu Anisakis (poskytnuto dr. Camilou Pantoja
de Oliveira)
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7 Seznam priloh

Protokol €. 1 - Sled’ obecny (Clupea harengus)

Nazev ryby Sled’ obecny (Clupea harengus)
Celkova délka (cm) 34
Hmotnost (g) 252
Datum zakoupeni / vySetieni 4.5.2022

Technologické opracovani

Uzena, nekuchana

Oblast lovu / Zakoupeno

Blatenska ryba, spol. s.r.0./Terno CB

Lokalizace larev

Povrch gonad, okoli stieva

Makroskopicky nalez larev; Zivé/mrtvé 0/14
Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé 0/0
Doba traveni (min.) 30

Protokol €. 2 - Sled’ obecny (Clupea harengus)

Nazev ryby Sled’ obecny (Clupea harengus)
Celkova délka (cm) 31
Hmotnost (g) 203

Datum zakoupeni / vySetieni

21.8./22. 8. 2022

Technologické opracovani

Uzena, nekuchana

Oblast lovu / Zakoupeno

Blatenska ryba, spol. s.r.0./Terno CB

Lokalizace larev

Vnitini strana jiker, blizko stieva

Makroskopicky nalez larev; Zivé/mrtvé

0/2
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Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé

0/0

Doba traveni (min.)

30

Protokol €. 3 - Sled’ obecny (Clupea harengus)

Nazev ryby Sled’ obecny (Clupea harengus)
Celkova délka (cm) 33
Hmotnost (g) 217

Datum zakoupeni / vySetieni

21.8./22. 8. 2022

Technologické opracovani

Uzena, nekuchana

Oblast lovu / Zakoupeno

Blatenska ryba, spol. s.r.0./Terno CB

Lokalizace larev

Vnitini strana gonad

Makroskopicky nélez larev; Zivé/mrtvé 0/12
Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé 0/0
Doba traveni (min.) 30

Protokol ¢. 4 - Makrela obecna (Scomber scombrus)

Nazev ryby Makrela obecnd (Scomber scombrus)
Celkova délka (cm) 31,5
Hmotnost (g) 244
Datum zakoupeni / vySetieni 25.8.2022

Technologické opracovani

Chlazena, nekuchana
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Atlanticky ocean — Biskajsky

Oblast lovu / Zakoupeno L
zaliv/Makro CB
Lokalizace larev -
Makroskopicky nalez larev; Zivé/mrtvé 0/0
Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé 0/0
Doba traveni 30

Protokol €. 5 - Sled’ obecny (Clupea harengus)

Nazev ryby Sled’ obecny (Clupea harengus)
Celkova délka (cm) 36,5
Hmotnost (g) 280
Datum zakoupeni / vySetieni 5.9.2022

Technologické opracovani

Uzena, nekuchana

Oblast lovu / Zakoupeno

Blatenska ryba, spol. s.r.0./Terno CB

Lokalizace larev

Okoli stfeva a ovarii

Makroskopicky nalez larev; Zivé/mrtvé 0/36
Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé 0/0
Doba traveni (min.) 20

Protokol €. 6 - Sled’ obecny (Clupea harengus)

Nazev ryby

Sled’ obecny (Clupea harengus)

Celkova délka (cm)

36
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Hmotnost (g)

252

Datum zakoupeni / vySetieni

5.9.2022

Technologické opracovani

Uzena, nekuchana

Oblast lovu / Zakoupeno

Blatenska ryba, spol. s.r.0./Terno CB

Lokalizace larev

Vngéjsi strana ovaria

Makroskopicky nalez larev; Zivé/mrtvé 0/1
Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé 0/1
Doba traveni (min.) 20

Protokol ¢. 7 - Makrela obecna (Scomber scombrus)

Nazev ryby Makrela obecna (Scomber scombrus)
Celkova délka (cm) 38,5
Hmotnost (g) 360
Datum zakoupeni / vySetieni -/15.9.2022

Technologické opracovani

Mrazena, nekuchana

Oblast lovu / Zakoupeno

Spanélsko

Lokalizace larev

Na povrchu jater, okoli stfeva a ledvin

Makroskopicky nalez larev; Zivé/mrtvé 0/138
Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé 0/13
Doba traveni 20

Protokol ¢. 8 - Makrela obecna (Scomber scombrus)




Nazev ryby Makrela obecnd (Scomber scombrus)
Celkova délka (cm) 38,5
Hmotnost (g) 340
Datum zakoupeni / vySetieni -/15.9.2022

Technologické opracovani

Mrazena, nekuchana

Oblast lovu / Zakoupeno

Spanélsko

Lokalizace larev

Na povrchu jater, okoli stfeva a ledvin

Makroskopicky nélez larev; Zivé/mrtvé 0/27
Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé 0/0
Doba traveni 20

Protokol €. 9 - Sled’ obecny (Clupea harengus)

Nazev ryby Sled’ obecny (Clupea harengus)
Celkova délka (cm) 33
Hmotnost (g) 276
Datum zakoupeni / vySetieni 4.12.2022

Technologické opracovani

Uzena, nekuchana

Oblast lovu / Zakoupeno

Blatenska ryba, spol. s.r.0./Terno CB

Lokalizace larev

Okoli stfeva a jater, kranidlni ¢ast gonad

Makroskopicky nalez larev; Zivé/mrtvé 0/14
Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé 0/0
Doba traveni (min.) 20
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Protokol €. 10 - Sled’ obecny (Clupea harengus)

Nazev ryby Sled’ obecny (Clupea harengus)
Celkova délka (cm) 32
Hmotnost (g) 210
Datum zakoupeni / vySetieni 4.12.2022

Technologické opracovani

Uzena, nekuchana

Oblast lovu / Zakoupeno

Blatenska ryba, spol. s.r.0./Terno CB

Lokalizace larev

Vnéjsi a vnéjsi strana gonad

Makroskopicky nalez larev; Zivé/mrtvé 0/7
Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé 0/7
Doba traveni (min.) 20

Protokol ¢. 11 - Treska tmava (Pollachius virens)

Nazev ryby Treska tmava (Pollachius virens)
Celkova délka (cm) -
Hmotnost (g) 179

Datum zakoupeni / vySetieni

10.3./11. 3. 2023

Technologické opracovani

filet

Oblast lovu / Zakoupeno

Dénsko — Severni mote/Makro CB

Lokalizace larev

Makroskopicky nalez larev; Zivé/mrtvé

0/0

Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé

0/0
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Doba traveni (min.)

20

Protokol ¢. 12 - Treska tmava (Pollachius virens)

Nazev ryby Treska tmava (Pollachius virens)
Celkova délka (cm) -
Hmotnost (g) 136

Datum zakoupeni / vySetieni

10.3./11. 3. 2023

Technologické opracovani

filet

Oblast lovu / Zakoupeno

Dénsko — Severni mote/Makro CB

Lokalizace larev

Makroskopicky nalez larev; Zivé/mrtvé

0/0

Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé

0/0

Protokol ¢. 13 - Makrela obecna (Scomber scombrus)

Nazev ryby Makrela obecnd (Scomber scombrus)
Celkova délka (cm) 36,5
Hmotnost (g) 281

Datum zakoupeni / vySetieni

10.3./11. 3. 2023

Technologické opracovani

Uzena, kuchana

Oblast lovu / Zakoupeno - /Makro CB
Lokalizace larev -
Makroskopicky nélez larev; Zivé/mrtvé 0/0
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Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé

0/1 (suspektni larva)

Doba traveni

20

Protokol ¢. 14 - Makrela obecna (Scomber scombrus)

Nazev ryby Makrela obecnd (Scomber scombrus)
Celkova délka (cm) 36
Hmotnost (g) 279

Datum zakoupeni / vySetieni

10.3./11. 3. 2023

Technologické opracovani

Uzena, kuchana

Oblast lovu / Zakoupeno - /Makro CB
Lokalizace larev -
Makroskopicky nélez larev; Zivé/mrtvé 0/0
Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé 0/2
Doba traveni 20

Protokol ¢. 15 - Makrela obecna (Scomber scombrus)

Nazev ryby Makrela obecnd (Scomber scombrus)
Celkova délka (cm) 29
Hmotnost (g) 143

Datum zakoupeni / vySetieni

10.3./11. 3. 2023

Technologické opracovani

chlazena, nekuchana

Oblast lovu / Zakoupeno

Barentsovo moie /Makro CB
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Lokalizace larev

V pylorickych ptivéskach, okolo stieva,

jater, zaludku, a jicnu

Makroskopicky nalez larev; Zivé/mrtvé 2/10
Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé 4/8
Doba traveni 10

Protokol ¢. 16 - Makrela obecna (Scomber scombrus)

Nazev ryby Makrela obecnd (Scomber scombrus)
Celkova délka (cm) 28,5
Hmotnost (g) 139

Datum zakoupeni / vySetieni

10.3./11. 3. 2023

Technologické opracovani

chlazena, nekuchana

Oblast lovu / Zakoupeno Barentsovo mote /Makro CB
Lokalizace larev svalovina
Makroskopicky nalez larev; Zivé/mrtvé 0/0
Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé 0/0
Doba traveni 30

Protokol ¢. 17 - Makrela obecna (Scomber scombrus)

Nazev ryby Makrela obecnd (Scomber scombrus)
Celkova délka (cm) 29
Hmotnost (g) 145
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Datum zakoupeni / vySetieni

10.3./11. 3. 2023

Technologické opracovani

chlazena, nekuchana

Oblast lovu / Zakoupeno

Barentsovo moie /Makro CB

Lokalizace larev

V pylorickych ptivéskach, okolo stieva,

ve svaloviné

Makroskopicky nalez larev; Zivé/mrtvé 1/5
Pocet larev po natraveni; Zivé/mrtvé 0/5
Doba traveni 20
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