MIKROBIOLOSKA DIJAGNOSTIKA TRIHINELOZE
MICROBIOLOGICAL DIAGNOSIS OF TRICHINELLOSIS

MARIO SVIBEN*

Deskriptori: Trihineloza — dijagnoza, parazitologija, imunologija; Trihinela — izolacija, imunologija; Protutijela za helmin-
te — u krvi; Seroloski testovi

Sazetak. Trihineloza je parazitarna bolest sisavaca koju uzrokuju obliéi iz roda Trichinella. Vazna je zoonoza od koje mogu
oboljeti 1 ljudi jedu¢i sirovo ili nedovoljno termicki obradeno meso zarazeno ovim parazitom. Bolest je rasprostranjena
diljem svijeta i javnozdravstveni je problem. Prema procjenama Svjetske zdravstvene organizacije od trihineloze se svake
godine razboli oko 11 milijuna ljudi. Klinicka slika trihineloze nije specifi¢na, a infekcija moze biti asimptomatska ili, u
najtezem obliku bolesti, moze zavrsiti smrtnim ishodom. Bududi da se na temelju klini¢kih znakova i simptoma ne moze
pouzdano postaviti dijagnoza, jedine sigurne metode za dijagnostiku trihineloze su one parazitoloske.

Descriptors: Trichinosis — diagnosis, parasitology, immunology; Trichinella — isolation and purification, immunology;
Antibodies, helminth — blood; Serologic tests

Summary. Trichinellosis is a parasitic mammalian disease caused by roundworms from the Trichinella genus. It is an im-
portant zoonosis with humans becoming infected by eating raw or inadequately cooked infested meat. The disease is wide-
spread and represents a public health problem. According to the World Health Organisation estimations, some 11 million
people are infected by Trichinella annually. Trichinellosis has a broad clinical presentation, ranging from asymptomatic to
fatal. Since there are no pathognomonic signs or symptoms, clinical diagnosis is difficult and the only reliable diagnostic

methods are those parasitological.

Trihineloza je kozmopolitska parazitoza ¢iji su uzro¢nik
parazitarni obli¢i iz roda Trichinella. Bolest je proSirena u
cijelom svijetu i svake godine od nje se razboli oko 11 mi-
lijuna ljudi.’

Unutar roda Trichinella do danas je opisano jedanaest ge-
notipova, od kojih je osam priznatih vrsta i Cetiri genotipa:
Trichinella (T.) spiralis (genotip T1), T. nativa (12), T. bri-
tovi (T3), T. pseudospiralis (T4), T. murelli (TS), T6, T. nel-
soni (T7), T8, T9, T. papuae (T10) 1 T. zimbabwensis (T11).
Sve te vrste i genotipovi mogu inficirati ¢ovjeka.?

U Hrvatskoj do zaraze naj¢e$¢e dolazi jedenjem nedo-
voljno termicki obradenog ili susenog svinjskog mesa ili
mesa divljaci koje sadrzava ciste s vijabilnim li¢inkama.
Nakon izlaganja u Zelucu solnoj kiselini i pepsinu, iz cista
se oslobadaju li¢inke koje prodiru u sluznicu tankog crijeva,
gdje se razvijaju u odrasle muske i zenske jedinke. Ve¢ pe-
tog dana nakon infekcije, zenke legu zive li¢inke koje pro-
diru u krv. Putem krvi dospijevaju u srce, pluca i konacno
sistemski krvotok, kojim mogu dospjeti u sva tkiva. Posebni
afinitet li¢inke pokazuju prema popre¢noprugastoj musku-
laturi.

Klinicka slika trihineloze ovisi o broju pojedenih parazita
i fazi razvoja ove nematode u tijelu. Klini¢ki se moze raz-
likovati rana (crijevna), sustavna (tkivna) i progresivna tri-
hineloza. Rana trihineloza javlja se u prva tri tjedna nakon
infekcije 1 najée$ée prolazi asimptomatski. U bolesnika s
masivnom infekcijom moze se manifestirati nespecifiénim
simptomima: proljevom, bolima u trbuhu, povracanjem i
op¢om slabo$éu. Sustavna trihineloza javlja se 3-8 tjedana
nakon infekcije, a moze se ocitovati febrilitetom, mialgijom,
periorbitalnim edemom, fotofobijom te krvarenjem u plocu
nokta, bjeloo¢nicu i sluznice. Zahva¢enost misi¢a moze do-
vesti do otezanog Zvakanja, gutanja i disanja. Diseminacija
licinki moze biti prac¢ena bakteriemijom uzrokovanom cri-
jevnim bakterijama koje raznose li¢inke i moze dovesti do

u ovoj fazi je porast broja eozinofila u perifernoj krvi. Pro-
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gresivna trihineloza nastaje ulaskom li¢inki u druga tkiva i
organe (srce, mozak). Klini¢ka slika ovog oblika vrlo je tes-
ka, a smrtnost nelijeCene progresivne trihineloze visa je od
50%.*

Postavljanje to¢ne i pouzdane dijagnoze trihineloze ¢esto
je nemoguce na osnovi epidemioloskih podataka. Takoder,
brojna su klini¢ka stanja koja pokazuju sli¢nu simptomato-
logiju.>* Stoga je etioloska, mikrobioloska — parazitoloska
dijagnostika infekcije jedina specifi¢na i pouzdana.

Parazitoloska dijagnostika trihineloze moze biti direktna
i indirektna. Direktnom dijagnostikom izravno se dokazuje
uzro¢nik, dok je indirektna dijagnostika pokazatelj kontakta
s uzro¢nikom.? Pravilnim odabirom metoda moguée je po-
staviti ili odbaciti dijagnozu trihineloze.

Direktna dijagnostika trihineloze

Da bi se uzro¢nik trihineloze direktno dijagnosticirao, po-
trebno je uciniti biopsiju misi¢a. Zbog prakti¢nosti, najpo-
godniji za biopsiju je deltoidni misi¢, premda se moze uzeti
komadi¢ bilo kojeg drugog skeletnog misica. Kod uzimanja
uzorka kirurg treba odrezati komadi¢ misic¢a veli¢ine zrna
graska bez masnog tkiva i koze, $to je 0,2—0,5 grama mi-
$i¢nog tkiva. Iz polovice tkiva moze se u€initi trihinelosko-
pija ili umjetna probava, dok drugi dio moze posluziti za
histolosku pretragu trajnim bojenjem preparata. Osjetljivost
direktne dijagnostike proporcionalno ovisi o koli¢ini pre-
gledanog uzorka.’ U direktnu dijagnostiku trihineloze pri-
padaju: trihineloskopija, histoloski pregled i umjetna proba-
va uzorka te nedavno uvedena molekularna dijagnostika.
Sve nabrojene metode direktne dijagnostike trihineloze, kod
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dijagnostike bolesti u ljudi, rabe se iznimno rijetko. Razlog
tomu je dostupnost manje invazivne, visoko osjetljive i spe-
cifi¢ne seroloske dijagnostike.

Trihineloskopija

Trihineloskopskim pregledom direktno se vizualiziraju
li¢inke trihinele, utvrduje se intenzitet infekcije (broj li¢inki
po gramu pregledanog tkiva), a metoda ujedno omogudéuje
izdvajanje pojedine li¢inke za molekularnu identifikaciju
vrste ili genotipa.® Broj li¢inki po gramu proporcionalan je
tezini infekcije. Do teske infekcije obi¢no dolazi ako broj
li¢inki po gramu misic¢a premasuje 1000 ili vise.*’

Trihineloskopija je korisna za dijagnostiku sporadi¢nih
slucajeva bolesti, u dijagnostici dvojbenih slucajeva (atipi¢ni
klini¢ki tijek, odsutnosti cirkulirajucih protutijela) i u prav-
ne svrhe (za slu¢aj naknade $tete prouzroCene infekcijom).’
Izvodi se tako da se uzorak miSi¢a (ne veéi od zrna rize)
stisne izmedu dva stakla kompresorija (koja se stisnu vijci-
ma), a zatim se mikroskopira svjetlosnim mikroskopom pod
povecanjem od 100 puta. Treba pregledati Citav preparat od
ruba do ruba. Veéa je vjerojatnost da se nadu li¢inke ako se
uzorak misi¢a uzme u kasnijem tijeku infekcije koji je ka-
rakteriziran stvaranjem vezivne Cahure oko li¢inke. U slu-
¢aju niske razine invazije misi¢a moguce je izdavanje lazno
negativnog nalaza.>’

Slika 1. Trihineloskopija misica. Vidljive licinke trihinele. Svjetlosni mi-
kroskop. Povecanje 100x
Figure 1. Trichinelloscopy slide. Trichinella larvae in striated muscle.
Light microscopy. Magnification 100

Histoloski pregled uzorka

Histoloskim pregledom misi¢nog tkiva otkrivaju se dije-
lovi 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 trans-
formacija miSi¢nih stanica (mikroskopski vidljiv edem mi-
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$i¢nih vlakana, gubitak pruga, proliferacija jezgara) pouzda-
ni je 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 mi-
§iénih vlakana.?

Umyjetna probava

Umjetnom probavom imitira se prvi korak u prirodnoj
infekciji trihinelom. Djelovanjem pepsina i solne kiseline
koji djeluju kao stimulans iz miSica se oslobadaju li¢inke.
Sa dna posudice nakon 12-satne inkubacije u termostatu na
37 °C pokupi se talog i pregleda mikroskopski na prisutnost
najc¢esce jos zivih li¢inki. Izdvojene, mogu se ujedno kori-
stiti za molekularnu tipizaciju. Da bi koriStenje ovom me-
todom bilo smisleno, postupak se ne izvodi prije nego Sto
produ najmanje 3 tjedna od infekcije, jer bi u suprotnom
osjetljive li¢inke bile unistene. Za neinkapsulirane vrste (7.
pseudospiralis) vrijeme inkubacije treba biti krace.®’

Slika 2. Licinka trihinele dobivena umjetnom digestijom. Svjetlosna mi-
kroskopija. Povecéanje 100x

Figure 2. Trichinella larva derived with artificial digestion. Light micro-
scopy. Magnification 100%

Molekularna dijagnostika

Morfoloske karakteristike li¢inki nisu dovoljne za identi-
fikaciju vrste trihinele. Odredivanje vrste vazno je epide-
mioloski za odredivanje izvora infekcije, ali 1 klini¢ki zbog
tijeka bolesti. Za identifikaciju vrsta trihinela posebno su
zasluzni Dick (1983)!° i Pozio (1992)" svojim radovima na
polju DNA-tipizacije i izoenzimske analize. Bandi i surad-
nici (1993)" prvi su opisali RAPD (random amplified po-
lymorphic DNA) metode za identifikaciju trihinela. Nakon
njih brojni su drugi istrazivaci za identifikaciju vrste i geno-
tipa uspjesno rabili PCR (polymerase chain reaction), mul-
tiplex PCR, RFLP (restriction fragment lenght polymor-
phism) i RLB (reverse line blot) metodu.'

Seroloske metode za dijagnostiku trihineloze

U rutinskom radu za dijagnostiku trihineloze u ljudi naj-
¢esce se rabe seroloske metode.’ One se baziraju na dokazu
specifi¢nih protutijela u bolesnika. Budu¢i da za razvoj pro-
tutijela treba odredeno vrijeme, glavno ograni¢enje ovih
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metoda je da specifi¢na protutijela uglavnom nisu prisutna
na pocetku klinicki simptomatske bolesti. Smatra se da se
prvo pojavljuju protutijela klase IgE, koja slijede IgM, a
zatim IgG-protutijela. Zbog kratkog poluzivota IgE-protu-
tijela u serumu njihovo odredivanje nije rutinsko. IgG-pro-
tutijela pouzdan su pokazatelj kontakta s trihinelom. Naj-
¢esce su prisutna u serumu pacijenta vise godina nakon
simptomatske, ali i asimptomatske bolesti.'*'® U slu¢aju kli-
ni¢ke sumnje na trihinelozu, a kod dobivenog negativnog
nalaza seroloske pretrage, preporucuje se test ponoviti za
1-2 tjedna. Pojava serokonverzije pouzdan je dokaz infek-
cije.”” Metodoloski, u danas najéesce seroloske metode za
dijagnostiku trihineloze pripadaju indirektni test fluorescen-
cije (IFA), enzimski imunotest (EIA) i western blot test za
potvrdu pozitivnih IFA i EIA-nalaza.'® EIA-metoda je eko-
nomic¢na, pouzdana, standardizirana i pruza prihvatljiv omjer
osjetljivosti i specifi¢nosti. Jedina je seroloska metoda koju
preporucuje Medunarodni ured za epizootije (Office Inter-
national des Epizooties — OIE ) za testiranje svinja.'

Za izradu seroloskih testova mogucéa je uporaba nekoliko
antigena. Kao prvi antigen, pocetkom sedamdesetih godina
proslog stoljeca, upotrijebljene su metodom umjetne di-
gestije trihineloznog mesa izolirane li¢inke trihinele. Me-
dutim, zbog mogucénosti kriznih reakcija s drugim paraziti-
ma (Toxocara sp., Anisakis, Loa loa)*?! testovi u kojima se
rabe takvi antigeni vi$e se ne preporucuju. Tijekom osamde-
setih godina specificnost EIA-testova poboljSana je upo-
rabom ekskretorno-sekretornih antigena dobivenih in vitro
kultivacijom li¢inki trihinela.?* Novije znanstvene spoznaje
govore u prilog TSL (tiveloznom) antigenu kao predomi-
nantnom antigenom epitopu imunoloski prepoznatom u
¢ovjeka. TSL-antigeni nadeni su na kutikuli parazita, no
gnosti¢ku upotrebu proizvode se in vitro kultivacijom li¢inki
ili sintetski. TSL-antigeni zajedni¢ki su svim vrstama i ge-
notipovima trihinele tako da se ne mogu rabiti za vrsno-ge-
notipsku diferencijaciju.?*

Uporaba u testu TSL-antigena dovela je do poveéanja spe-
cifi¢nosti testa, ali smanjila osjetljivost.?® EIA-test u kojem
se rabi ekskretorno-sekretorni antigen pokazao se osjetlji-
vijim.

Druga najc¢esce upotrebljavana seroloska metoda je IFA.
Kao antigen kod ove metode rabe se rezovi inficiranog mi-
Sica ili ¢itave li¢inke fiksirane formalinom. Test se moze
iskoristiti za detekciju svih relevantnih klasa imunoglobu-
lina. Kod ove metode IgM-protutijela su bila pozitivna i
nekoliko godina nakon infekcije. Lazno pozitivni nalaz ne
moze se uvijek iskljuciti, posebno kod ljudi s autoimunim
bolestima. Zbog toga se preporucuje svaki pozitivan rezultat
potvrditi EIA-testom ili western blot metodom. IFA-test ne
smije se proglasavati pozitivnim u slu¢ajevima kada li¢inka
ne svijetli ¢itavom kutikulom. Sekundarno bojenje Evan-
sovim plavilom smanjuje lazno pozitivne rezultate i pospje-
Suje »citanje« preparata.?

Kao uzorak za serolosko ispitivanje najcesée se rabi se-
rum. Mogu se kao uzorci rabiti i plazma, puna krv i ostale
tkivne tekudéine. Nakon uzimanja krvi u epruvetu bez an-
tikoagulansa, krv se ostavi koagulirati, nakon ¢ega se serum
odvoji od staniénih komponenata. Ako se serum ne iskoristi
odmah za testiranje, preporucuje se spremiti ga u ledenicu
na —20 stupnjeva do tri mjeseca. U slucaju potrebe duzeg
spremanja, moze se zamrznuti na —80 stupnjeva ili liofilizi-
rati. Ako zamrzavanje nije moguée, serumu se moze dodati
1%-tni mertiolat u razrjedenju 1:10 000. Treba izbjegavati
opetovano odmrzavanje i zamrzavanje seruma jer to moze
rezultirati padom titra protutijela.”’

Ljungstrém u svojem radu izdvaja tri glavna cilja imuno-
dijagnostike trihineloze.?

1. prepoznavanje akutne bolesti koje ¢e omoguditi ranu

antihelmintnu terapiju

2. retrospektivnu analizu infekcije

3. informacije o epidemiologiji infekcije

Do serokonverzije kod infekcije 7. spiralis obi¢no dolazi
izmedu drugog i ¢etvrtog tjedna infekcije, a vrijeme potreb-
no za pojavu detektabilnih vrijednosti protutijela obi¢no je
razmjerno infektivnoj dozi. Razina protutijela ne mora nuz-
no korelirati s klinickim tijekom infekcije. Nalaz IgG-protu-
tijela u serumu pacijenta mogu¢ je tijekom ¢itavog zivota
pacijenta, medutim, kod nekih se pacijenata i protutijela
klase IgM mogu detektirati i vise godina nakon akutne bo-
lesti.”

Kod infekcije vrstom 7. britovi do serokonverzije dolazi
obi¢no za desetak tjedana, dok je kod infekcije vrstom T.
nativa seropozitivitet nakon Cetiri i deset tjedana 45 1 87%.

Za pracenje uspjeha antihelmintnog lijeCenja u osoba
koje su »uhvacene« dovoljno rano da bi takvo lijecenje bilo
uspjesno preporucuje se pracenje kinetike protutijela. Kod
infekcije vrstom 7. britovi cirkulirajuéa protutijela uglav-
nom nestanu za $est mjeseci, a nakon tri godine svi infici-
rani su seronegativni. Kod infekcije 7. spiralis protutijela su
Cesto prisutna vise godina nakon infekcije (u literaturi su
zabiljezeni slucajeva pozitiviteta i nakon vise od dvadeset
godina). Suprotno je kod osoba kod kojih je primijenjena
antihelmintna terapija unutar dva tjedna nakon infekcije.
Tada protutijela uglavnom nestaju u kratkom vremenu.**3!

Seroloske metode ne mogu se rabiti za razlikovanje vrste
kojom je bolesnik inficiran. Iako postoje male razlike u
imunosnom odgovoru na razli¢ite trihinele, one su uglav-
nom povezane s kinetikom pojave protutijela.>*3'34

Zakljudak

Infekcija trihinelom i u danasnje vrijeme ima veliko jav-
nozdravstveno znacenje. Ponajprije je to zbog epidemijskog
potencijala trihineloze. U kontroli bolesti najvaznija je pri-
marna prevencija odgovaraju¢im drzanjem zivotinja i vete-
rinarskom kontrolom njihova mesa. Pravodobna i to¢na
dijagnostika posebice je vazna zbog primjene adekvatne
specifiéne terapije 1 kao pomo¢ u epidemioloskom nadzoru
bolesti. Jedina specifi¢na dijagnostika trihineloze je ona pa-
razitoloska. Ona moze biti direktna i indirektna. Suvremena
dijagnostika trihineloze u ljudi bazira se na seroloskoj dija-
gnostici specifi¢nih protutijela, dok se u humanoj medicini
direktne metode dijagnostike primjenjuju iznimno rijetko.
Odabir testa ponajprije bi trebao ovisiti o populaciji koju
istrazujemo, kao i opremljenosti i mogucnosti laboratorija i
laboratorijskog osoblja koje tu dijagnostiku izvodi. Surad-
nja lije¢nika kliniCara, epidemiologa i mikrobiologa iznim-
no je korisna u toj dilemi.
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*

Klinika za pedijatriju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu i KBC-a Zagreb svake godine redo-
vito odrzava tecaj trajne izobrazbe lijecnika iz aktualnih podrucja pedijatrije. Ovogodisnji tec¢aj, 21. po redu

odrzat ¢e se s temom pod naslovom

»Cesti poremecaji probavnog sustava u djece - pristup u praksi«

Voditelji tecaja su: prof. dr. sc. Ana Votava-Raic¢, prof. dr sc. Miroslav Dumi¢, doc. dr. sc. Duska Tje-

Si¢-Drinkovi¢ i doc. dr. sc. Jurica Vukovié.

Tecaj ¢e se odrzati 11. i 12. prosinca 2009. godine, a mjesto odrzavanja je Nova vije¢nica Medicin-

skog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
Kotizacija iznosi 500,00 kn.
S postovanjem,

Voditeljica tecaja
Prof. dr. sc. Ana Votava-Raic
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