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Uvod

Postavljanje tocne i pouzdane dijagnoze infekcije nematodom roda Trichinella ¢esto je nemogude na
osnovi epidemioloskih podataka.(1) Brojna su klinicka stanja koja pokazuju slicnu simptomatologiju.
(2-4) Stoga je etioloska, mikrobioloska-parazitoloska dijagnostika infekcije jedina specificna i
pouzdana.(2)

Mikrobioloska dijagnostika trihineloze moze biti direktna i/ili indirektna. Direktnom dijagnostikom
izravno se dokazuje uzrocnik, dok je indirektna dijagnostika pokazatelj kontakta bolesnika s
uzro¢nikom.(3) Pravilnim odabirom metoda mogude je postaviti ili odbaciti dijagnozu trihineloze.

Direktna dijagnostika trihineloze

Da bi se uzrocnik trihineloze direktno dijagnosticirao mogudée je uciniti biopsiju misic¢a. Iako se
biopija misi¢a u praksi rijetko radi, zbog prakti¢nosti, najéeSce se bioptira deltoidni misi¢, mada se
moze uzeti komadié bilo kojeg drugog skeletnog misi¢a. Kod uzimanja, kirurg treba odrezati komadi¢
misSié¢a veli¢ine zrna graska bez masnog tkiva i koze, Sto predstavlja 0,2-0,5 grama misi¢nog tkiva. 1z
jedne polovice tkiva moze se udiniti trihineloskopija ili umjetna digestija, dok drugi dio moze posluziti
za histolosku pretragu trajnim bojenjem preparata. Osjetljivost direktne dijagnostike proporcionalno
ovisi 0 koli¢ini pregledanog uzorka.(5) U direktnu dijagnostiku trihineloze spada: trihineloskopija,
histoloski pregled i umjetna digestija uzorka, te nedavno uvedena molekularna dijagnostika.(2)

Trihineloskopija

Trihineloskopskim pregledom direktno se vizualiziraju licinke trihinele, utvrduje se intenzitet infekcije
(broj licinki po gramu pregledanog tkiva), a metoda ujedno omogucuje izdvajanje pojedine li¢inke za
molekularnu identifikaciju vrste ili genotipa.(6) Broj liCinki po gramu proporcionalan je tezini infekcije.
Do teske infekcije obi¢no dolazi ako broj licinki po gramu misi¢a premasuje 1000 ili vise.(4,7)
Trihineloskopija je korisna za dijagnostiku sporadi¢nih slucajeva bolesti, u dijagnostici dvojbenih
slucajeva (atipi¢ni klinicki tijek, odsustvo cirkulirajucih protutijela) i ponekad za koriStenje u pravne
svrhe (za slucaj naknade Stete prouzrocene infekcijom).(5)

Izvodi se na nacin da se uzorak misica (ne vedi do zrna rize) stisne izmedu dva stakla kompresorija
(koja se stisnu vijcima), a zatim se mikroskopira pod pove¢anjem od 100 puta. Treba pregledati Citav
preparat od ruba do ruba. Veca je vjerojatnost da se nadu licinke, ako se uzorak misica uzme u
kasnijem tijeku infekcije koji je karakteriziran stvaranjem vezivne ¢ahure oko li¢inke. U sluc¢aju niske
razine invazije misi¢a, moguce je izdavanje lazno negativnog nalaza.(2,5)

Histoloski pregled uzorka

Histoloskim pregledom miSiénog tkiva otkrivaju se dijelovi li¢inki u razli¢itim razvojnim stadijima i
presjecima. Pregled pomaze i kod lakSeg uocavanja vezivne kapsule, kao i odredivanja tipa stani¢nog
infiltrata.

Bazofilna transformacija misi¢nih stanica predstavlja pouzdani dijagnosticki kriterij, ¢ak i kada li¢inke
nisu otkrivene. Metoda je osjetljivija nego trihineloskopija jer omogucuje i nalaz malih li¢inki koje se
tesko razlikuju od okolnih misi¢nih vlakana.(8)

Umjetna digestija

Umjetnom digestijom imitira se prvi korak u prirodnoj infekciji trihinelom. Djelovanjem pepsina i
solne kiseline koje djeluju kao stimulans iz miSica se oslobadaju licinke. Sa dna posudice nakon 12
satne inkubacije u termostatu na 37 stupnjeva pokupi se talog i pregleda mikroskopski na prisustvo
najéesce jos zivih larvi. Izdvojene larve mogu se ujedno koristiti za molekularnu tipizaciju. Da bi
koristenje ove metode bilo smisleno postupak se ne izvodi prije nego Sto prode najmanje 3 tjedna od
infekcije, jer bi u suprotnom osjetljive licinke bile uniStene. Za neinkapsulirane vrste (T.
pseudospiralis) vrijeme inkubacije treba biti krace.(6,9)

Molekularna dijagnostika
Morfoloske karakteristike li¢inki nisu dovoljne za identifikaciju vrste trihinele. Odredivanje vrste vazno



je epidemioloski za odredivanje izvora infekcije, ali i klinicki zbog tijeka bolesti. Za identifikaciju vrsti
trihinela posebno su zasluzni Dick (1983)(10) i Pozio (1992)(11) svojim radovima na polju DNA
tipizacije i izoenzimske analize. Bandi i suradnici (1993)(12) prvi su opisali koristenje RAPD (random
amplified polymorphic DNA) metode za identifikaciju trihinela. Nakon njih brojni su drugi istrazivaci za
identifikaciju vrste i genotipa uspjesno koristili PCR (polymerase chain reaction), multiplex PCR, RFLP
(restriction fragment lenght polymorphism) i RLB (reverse line blot) metodu. Navedene metode
uglavnom se i dan danas koriste u istrazivacke svrhe i nisu dio rutinske dijagnostike trihineloze.(13)

Seroloske metode za dijagnostiku trihineloze

U rutinskom radu dijagnostika trihineloze najceS¢e se potvrduje seroloski.(5) Seroloske metode
baziraju se na dokazu specificnih protutijela kod bolesnika. Bududi da za razvoj protutijela treba
odredeno vrijeme, glavno ograni¢enje ovih metoda je da specificna protutijela uglavnom nisu
prisutna na pocetku klini¢ki simptomatske bolesti. Smatra se da se prvo pojavljuju protutijela klase
IgE, koja slijede IgM, a zatim IgG protutijela. Zbog kratkog poluzivota IgE protutijela u serumu,
njihovo odredivanje nije rutinsko. IgG protutijela pouzdan su pokazatelj kontakta s trihinelom.
Najcesée su prisutna u serumu pacijenta viSe godina nakon simptomatske, ali i asimptomatske
bolesti.(14-16)

U slucaju klinicke sumnje na trihinelozu, a kod dobivenog negativnog nalaza na protutijela u serumu,
preporuca se test ponoviti za 1-2 tjedna. Pojava serokonverzije pouzdan je dokaz infekcije.(17)
Metodoloski, brojne su seroloske metode koje se koriste u dijagnostici: bentonit flokulacija, indirektni
test florescence (IFA), protusmjerna imunoelektroforeza, lateks aglutinacija i enzimski imuno test
(EIA). Standardna seroloska dijagnostika danas bazira se na enzimskom imuno testu u kombinaciji s
Western bloot metodom za potvrdu pozitivnih EIA nalaza.(18)

EIA metoda je ekonomicna, pouzdana, standardizirana i pruza prihvatljiv omjer osjetljivosti i
specificnosti. Jedina je seroloska metoda koju preporuc¢a Medunarodni ured za epizotije (Office
International des Epizooties —OIE 2000.) za testiranje svinja.(19)

Za izradu seroloskih testova mogucée je koristenje nekoliko antigena. Kao prvi, pocetkom
sedamdesetih godina proslog stoljeca, koriStene su metodom umjetne digestije trihineloznog mesa
izolirane li¢inke trihinele. Medutim zbog moguénosti kriznih reakcija s drugim parazitima (Toxocara
sp., Anisakis, Loa loa)(20,21) testovi koji koriste takve antigene vise se ne preporucuju. Tijekom
osamdesetih godina specificnost EIA testova poboljSana je koristenjem ekskretorno-sekretornih
antigena dobivenih in vitro kultivacijom li¢inki trihinela.(23)

Novije znanstvene spoznaje govore u prilog o TSL (tyveloznom) antigenu kao predominantnom
antigenom epitopu imunoloski prepoznatom u covjeka. TSL antigeni pronadeni su na kutikuli
vitro kultivacijom li¢inki ili sintetski. TSL antigeni zajednicki su svim vrstama i genotipovima trihinele
tako da ih nije moguce koristiti za vrsta-genotip diferencijaciju.(24)

Koristenje u testu tyveloznih antigena dovelo je do povecanja specificnosti testa, ali smanijilo
osjetljivost.(25) EIA test koji koristi ekskretorno-sekretorni antigen pokazao se je osjetljivijim.

Druga najceSée koristena seroloska metoda je IFA. Kao antigen kod ove metode koriste se rezovi
inficiranog misica ili formalinom fiksirane Citave liCinke. Test se moze koristiti za detekciju svih
relevantnih klasa imunoglobulina. Kod ove metode IgM protutijela su zabiljeZena pozitivna i nekoliko
godina nakon infekcije. Lazno pozitivni nalaz ne moze se uvijek iskljuciti, posebno kod ljudi s
autoimunim bolestima. Zbog toga se preporuCa svaki pozitivan rezultat potvrditi EIA testom ili
Western bloot metodom. IFA test ne smije se proglasavati pozitivnim u slucajevima kada li¢inka ne
svijetli ¢itavom kutikulom. Sekundarno bojenje Evans modrilom smanjuje lazno pozitivne rezultate i
pospjesuje ,Citanje" preparata.(26)

Kao uzorak za serolosko ispitivanje najcesce se koristi serum. Moguce je kao uzorak koristiti i plazmu,
punu krv i ostale tkivne tekudéine.

Nakon uzimanja krvi u epruvetu bez antikoagulansa, krv se ostavi da se zgruSa, nakon c¢ega se
serum odvoji od stani¢nih komponenti. Ako se serum ne koristi odmah za testiranje preporuca se
spremiti u ledenicu na -20 stupnjeva do tri mjeseca. U slucaju potrebe duzeg spremanja, moze se
zamrznuti na -80 stupnjeva ili liofilizirati. Ako zamrzavanje nije moguée serumu se moze dodati 1%
merthiolat u razrjedenju 1:10 000. Treba izbjegavati opetovano odmrzavanje i zamrzavanje seruma
jer to moze rezultirati padom titra protutijela.(27)

Lungstrém u svojem radu izdvaja tri glavna cilja imunodijagnostike trihineloze(28):

1.prepoznavanje akutne bolesti koje ¢e omoguditi ranu antihelmintnu terapiju

2. retrospektivnu analizu infekcije

3.informacije o epidemiologiji infekcije

Do serokonverzije kod T.spiralis infekcije obi¢no dolazi izmedu drugog i Cetvrtog tjedna infekcije, a
vrijeme potrebno za pojavu detektabilnih vrijednosti protutijela obi¢no je razmjerno infektivnoj dozi.
Razina protutijela ne mora nuzno kolerirati s klinickim tijekom infekcije. Nalaz IgG protutijela u
serumu pacijenta moguc¢ je tijekom citavog zivota pacijenta dok se zanimljivo i IgM protutijela kod
nekih pacijenata mogu detektirati i viSe godina nakon akutne bolesti.(29)



Kod infekcije vrstom T. britovi do serokonverzije dolazi obi¢no za desetak tjedna, dok je kod infekcije
vrstom T. nativa seropozitivitet nakon Cetiri i deset tjedana 45 i 87 %.

Za pracenje uspjeha antihelmintnog lijeCenja u osoba koje su ,uhvacene" dovoljno rano da bi takvo
lijeCenje bilo uspjesno preporuca se pracenje kinetike protutijela. Kod infekcije vrstom T. britovi
cirkuliraju¢a protutijela uglavhom nestanu za Sest mjeseci, a nakon tri godine svi inficirani su
seronegativni. Kod infekcije T. spiralis protutijela su Cesto prisutna vise godina nakon infekcije (u
literaturi su zabiljeZzeni slucajeva pozitiviteta viSse od dvadeset godina). Suprotno je kod osoba kod
kojih je primjenjena antihelmintna terapija unutar dva tjedna nakon infekcije kada protutijela
uglavnom nestaju u kratkom vremenu.(30,31)

SeroloSke metode ne mogu se koristiti za razikovanje vrste kojom je bolesnik inficiran. Iako postoje
male razlike u imunoloskom odgovoru na razlicite trihinele, one su uglavhom povezane s kinetikom
pojave protutijela.(5,9,31-34)

Zakljucak

Infekcija trihinelom i dan danas ima vazan javno zdravstveni znacaj. Prvenstveno je to zbog
epidemijskog potencijala infekcije. U kontroli bolesti svakako je najvaznija primarna prevencija
odgovarajué¢im drZzanjem zivotinja i veterinarskom kontrolom njihovog mesa. Pravodobna i to¢na
dijagnostika posebice je vazna zbog primjene adekvatne specificne terapije i kao pomo¢ u
epidemioloskom nadzoru bolesti. Jedina specificna dijagnostika trihineloze je ona mikrobioloska-
parazitoloska. Na trziStu postoji velik izbor metoda razliite primjenjivosti, osjetljivosti, specifi¢nosti,
zahtjevnosti i cijene. Odabir testa prvenstveno bi trebao ovisiti o populaciji koju istrazujemo, kao i
opremljenosti i mogucnosti laboratorija i laboratorijskog osoblja koje tu dijagnostiku izvodi. Na Odjelu
za parazitologiju Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo trihineloza se detektira direktnim metodama
koje ukljucuju trihineloskopiju, histoloski pregled i umjetnu digestiju miSi¢a pacijenta i inkriminiranog
mesa, te i seroloskom dijagnostikom koja se temelji na nalazu specifi¢nih protutijela IgM i IgG klase.
O odabiru testa cCesto se konzultira s klinicarem ili epidemiologom na osnovi klinickih i/ili
epidemioloskih podataka koji su ¢esto iznimno vazni i korisni.
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