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SAZETAK

Epizootiolo$ka situacija s trihinelozom svinja u Repu-
blici Hrvatskoj, posebice u njezinim istocnim Zupanijama
nije povoljna. Sluzbena metoda prefrage mesa svinja
umjetnom probavom, s obzirom na svoju osjetljivost,
moze sprijeciti oboljenje ljudi, ali je nedostatna u uspje-
$nom suzbijanju lanca Sirenja trihineloze. ELISA kao
osjetljiva metoda pretrage, mora pronaci svoje mjesto u
epidemioloskim istrazivanjima i monitoringu uzgoja svinja
nekih podruéja Republike Hrvatske, pa i pojedinacnih
farmskih uzgoja, radi odredivanja epizootioloskog sta-
tusa promatrane populacije svinja. Na ovaj se nacin za
Zivota mogu izdvaojiti sve sumnjive svinje (pozitivne, lazno
pozitivne, ali i lazno negativne), a preostali dio populacije
se zatim moZze klati bilo u registriranim klaonicama, bilo
u obiteljskim gospodarstvima, bez bojazni da ¢e se pre-
vidjeti svinje s trihinelozom ispod detekcije mogucnosti
klasi¢ne trihineloskopije.

Uvodenje imunoenzimnog testa na liniji klanja svinja
kao jedine metode pretrage nije moguce, i to prvenstveno
radi pojave manjeg broja lazno negativnih Zivotinja, koje
u epidemioloSkom smislu predstavijaju veliki rizik u lan-
cu Sirenja ove bolesti, a u odredenim okolnostima mogu
dovesti i do oboljenja ljudi.

Kljuéne rijeci: imunoenzimni test, trihineloza, djjagnostika
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Posljednjih desetak pa i visSe godina trihineloza
predstavlja znacajan javnozdravstveni problem u
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Republici Hrvatskoj. Pojavljuje se u obliku epidemi-
ja, vezanih na konzumiranje trihineloznog mesa.

Epizootioloski promatrano, glavnim izvorom inva-
zije ljudi, pa tako i domacih zivotinja, smatra se meso
Zivotinja oboljelih od trihineloze. Meso takvih Zivoti-
nja sadrZi invazione larve oblica T. spiralis, pa do
invadiranosti dolazi uslijed konzumiranja svjezeg ili
nedovoljno termi¢ki obradenog (kuhanog, pecenog
ili dimljenog) mesa i mesnih proizvoda. Zbog pre-
hrambenih navika hrvatskog stanovnistva, ali i zbog
epizootioloske situacije s trihinelozom, najCeS¢e se
radi 0 mesu i mesnim proizvodima domacih svinja,
a znatno su rjedi slu€ajevi oboljenja od trihineloze,
nakon konzumiranja mesa podrijetlom od divljih svi-
nja, medvjeda, jazavaca, konja, pa ¢ak i morzeva i
lisica, te ostalih divljih Zivotinja (Beus, 1999).

U rodu Trichinella do danas je poznato deset
genotipova (Pozio i sur., 1992.; Nagano i sur., 1999;
Pozio i La Rosa, 2000). U Hrvatskoj su do danas
pronadena tri genotipa, ito: T,, T, i T,.

T. spiralis (Genotip T,) je uzro¢nik trihineloze u
domacih i divljih svinja te sinantropnih glodavaca,
osobito Stakora. U zemljama u kojima se trihine-
loza u domacih svinja javlja u endemi¢nom obliku
(Rumunjska, Srbija, Rusija, Bjelorusija, Gruzija), T.
Spiralis se obi¢no javlja i u divljih Zivotinja odnosno
u Covjeka (Pozio, 1998). Velika vecina invazija u lju-
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di uzrokovana je upravo ovom, za €ovjeka iznimno
patogenom vrstom. Brojni literaturni zapisi govore
da T. spiralis, za razliku od ostalih genotipova ima
najvecu invazijsku sposobnost za svinje (domace i
divlje), a Cini se da je najpatogenija vrsta i u nekih
biljozdera poput konja, goveda, ovaca i koza (Kapel,
2000). To potvrduje da se trihineloza javlja u rural-
nom i silvatiCkom ciklusu. Mi8iéna liinka iz uzorka
mesa manje je, za razliku od ostalih genotipova
otporna na poviSenu temperaturu, smrzavanja pa i
kvarenja mesa. Upravo ta €injenica o vecoj podlo-
znosti T. spiralis negativnim utjecajima okoline obra-
zlaZe njezinu slabiju prisutnost u divljih Zivotinja.

T. britovi (Genotip T,) dokazana je u divljih
Zivotinja umjerenog klimatskog pojasa Europe i
Azije. MiSi¢ne li¢inke preZivljavaju u smrznutom
miSi¢u na —20° do 6 mjeseci (Pozio i sur., 1989), a
kod divljih i domacih svinja (Kapel, 2000), odnos-
no miSeva (Pozio i sur., 1992a.), prezivljavanje
li¢inki ograni¢eno je na nekoliko tjedana. Glavni
rezervoar ove vrste su lisice, no mogu biti i drugi
mesozderi, poput vuka, lasice, medvjeda, T. britovi
ima umjerenu invazijsku sposobnost za domace
svinje, ali je prezivljavanje misi¢nih lic¢inki dosta
dugo (Kapel i Gamble, 2000). Upravo je ovaj geno-
tip dokazan u mesu konja (Dupouy-Camet i sur.,
1999). Invazijska sposobnost u ostalih biljozdera je
veoma mala (Theodoropolous i sur., 2000). Meso
divljih svinja invadirano ovom vrstom ¢esto je uzro-
¢nik trihineloze u Covjeka, ali ne u tako velikom
obimu kao T. spiralis. Inace je u prirodnoj populaciji
divljih svinja uCestalost invazije s T. britovi manja
nego s T. spiralis u nekim dijelovima Europe gdje
je prevalencija T. britovi u populaciji lisica 20-25 %,
u divljih je svinja istog podrudja prevalencija manja
od 0,001 % (Pozio, 1998).

T. pseudospiralis (Genotip T,) ima veliki broj
nositelja, a najznacajnije je da se mogu invadirati
i ptice. Osnovna bioloSka karakteristika ove vrste
je da miSicna li¢inka oko sebe ne stvara kolagenu
¢ahuru u “stanici domacéinu”, pa ju je samim time
teZze detektirati klasichom kompresijskom meto-
dom pregleda. T. pseudospiralis pronadena je kod
mesozdera, mesozdernih ptica, tobol€ara, glo-
davaca, svinja i rjede Covjeka, i to diljem Europe,
Australije, Sjeverne Amerike i Azije.

OSNOUNE MORFOLOSKO-BIOLOSKE
KARAKTERISTIKE OBLICA T. SPIRALIS

T. spiralis (Owen, 1835) je jedan od najne-
specifiCnijih nametnika u prirodi u odnosu na
domacina. Od 1835. do 1972. se smatralo da je
T. spiralis jedina vrsta unutar roda, pa je njezina
morfologija najbolje i prou¢ena. Razlikovanje osta-
lih vrsta s obzirom na morfoloSke osobitosti nije
dalo znacajnijih rezultata (Arakawa i Todd, 1971;
Sukhedo i Meerovitch, 1977).

Odrasli bezbojni muZjak dugacak je 1,0-1,5 mm,
a Sirok 0,33 mm. Njegova kutikula je glatka te mje-
stimi€no isprekidana dorzalnim i ventralnim hipoder-
malnim Zlijezdama. Cijela vanjska stijenka kutikule
otporna je na enzime probavnog sustava. Genitalno
podrucje izvedeno je u vidu dva kopulatorna privje-
ska i akcesornih papila. Probavni sustav se sastoji
od usne Supljine, jednjaka, crijeva, rektuma i kloake.
U usnoj Supljini nalaze se zubici, a jednjak i crijevo
zarazliku od rektuma i anusa, oblozeni su kutikulom.
Stihosom, skupina od pedesetak visokospecijalizira-
nih stanica — stihocita, leZi u prednjem dijelu oblica,
a svaki stihocit odlaZe svoj sadrzaj u jednjak preko
vlastitog kanali¢a. Anus se u vanjsku sredinu otvara
preko kloake. Spolni sustav se sastoji od jednog
testisa povezanog sa vas deferens, koji se prosiruje
u vesicula seminalis. Testis adulta je u obliku Suplje
cijevi Ciji je cijeli unutrasnji zid pokriven germinati-
vhom zonom. Vesicula seminalis se nastavlja u eja-
kulatorni kanal koji se preko kloake otvara u vanjsku
sredinu. Od ziv€anog sustava bitno je spomenuti
ziv€ani prsten, koji je zapravo ganglij, a nalazi se u
prednjem dijelu tijela, odmah iza jednjaka i upravlja
svim funkcijama u organizmu. Od ziv€anog prstena
proteze se ventralni i dorzalni ziv€ani tracak, koji se
na analnom predjelu susrec¢u, nakon prolaska kroz
analni ganglij, koji je smjesten tik uz vanjsku stjen-
ku crijeva. MiSi¢ni sustav je dobro razvijen unutar
vanjske stjenke, rasporeden je po cijelom tijelu u
vidi mi8i¢nih vlakana koji omoguéuju kretanje €itava
tijela i funkcioniranje probavnog sustava.

Nametnik T. spiralis je jedini do danas poznati
nematod u kojeg se svi razvojni stadiji javljaju u
jednom nosiocu. Unutar istoga nosioca svi razvojni
stadiji su smjeSteni intracelularno, izuzev vremena
migracije li¢inki limfom odnosno krvlju. T. spiralis
moze invadirati gotovo sve vrste sisavaca (Chute
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i Covalt, 1960). Izuzetak predstavlja kineski hrcak,
koji je jedini neprimljiv sisavac unutar skupine sveje-
da i mesojeda (Ritterson, 1959).

DIJAGNOSTIKA TRIHINELOZE U SVINJA

Dijagnostika trihineloze u svinja moze se posta-
viti za Zzivota ili, danas uobiCajeno i propisano,
postmortalnim pregledom miSiénog tkiva, uzetog
s predilektacijskih mjesta na trupu zaklanih svi-
nja. Prema Van Knapenu (2000) se dijagnosticke
na izravne metode, koje li€inku vizualno dokazuju
u miSi¢nom tkivu i neizravne metode, kojima se T.
spiralis dokazuje temeljem specifi€nog imunoloskog
odgovora na prisustvo protutijela odnosno antigena
u krvnom serumu ili miSiénom iscrpku.

Neizravne dijagnostiCke metode temelje se
uglavnom na dokazivanju Trichinella specifi¢nih
antitijela IgM i IgM razreda u krvi odnosno serumu,
Sto ne iskljucuje i druge metode (dokaz antigena u
serumu ili tkivu, lanana reakcija polimeraze). Ova
skupina dijagnostic¢kih metoda ima vecu osjetljivost,
a buduéi se izvode zazivotno, uglavnom se primje-
njuju u humanoj dijagnostici. U novije vrijeme se i
u zivotinja, posebice u svinja ove metode takoder
rabe, ali modificirane pa se za pretragu krv uzima
direktno na liniji klanja, ili eventualno kod preostalih
zivih svinja u uzgojima gdje je nedavno zabiljezena
jedna ili viSe trihineloznih Zivotinja. Danas koriStene
serodijagnostiCke metode su: imunofluoroscencija
(IF); radioimunoenzimni test (RIA), reakcija vezanja
komplementa (RVK); imunoenzimski test (ELISA)
i imunobloting.

ELISA se u usporedbi s ostalim neizravnim dija-
gnosti¢kim metodama, najvise preferira kao imuno-
dijagnosti¢ka rutinska metoda za mnoge invazijske
bolesti, pa tako i za trinelozu. Ona je jednostavna
za izvodenje, osjetljiva i brza metoda za dokaziva-
nje antitijela u serumu. U dijagnostici trihineloze u
svinja prvi je put spominju Ruitenberg i sur. (1974),
a Gamble (1996) spominje njezinu osjetljivost (u
optimalnim okolnostima) veé¢ pri jednoj li€inki/100
grama muskulature.

Svrha ovog rada je utvrditi mogucnost primjene
imunoenzimskog testa (ELISA) na samoj liniji kla-
nja kao postupka sa znatno vec¢om osjetljivoS¢u u
odnosu na sadasnje izravne metode pretraga. Pri-

marno ¢e se u ispitivanim serumima svinja utvrditi
razina specificnih IgM antitijela, a kontrolno ¢e se
provesti umjetna probava svakog uzorka posebno,
te se zatim nastojati utvrditi koleracija izmedu nala-
za u obje metode.

MATERIJAL | METODE RADA

PretraZeno je ukupno 256 krvnih seruma, podrije-
tlom od svinja iz endemi¢nih podrucja Vukovarsko-
srijemske i Viroviticko-podravske Zupanije. Svinje
su potjecale iz aglomeracija u kojima je u kratkom
prethodnom periodu utvrdena trihineloza jedne ili
viSe svinja. Serumi su prikupljani i dostavljani na
Zavod za parazitologiju i invazijske bolesti Vete-
rinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu kroz tri
godine.

Kod klanja svinja u privatnim obiteljskim gospo-
darstvima, uz uzorke krvi prikupljane u epruvete pri
klanju zivotinja, uzimani su i uzorci popre¢no pru-
gaste muskulature dijafragme te su nakon trihine-
loskopije u podruénim veterinarskim ambulantama
(bez obzira na pozitivni ili negativni nalaz), poslane
na Veterinarski fakultet u Zagrebu, zajedno s pripa-
dajuéim serumima.

Takoder je u nekoliko navrata iz klaonice “Vupik”
u Sotinu, uzimana krv zaklanih svinja i pripadajuci
uzorci miSi¢a dijafragme. Radilo se o ciljanom klanju
svinja iz trihineloznih dvorita te klanju svinja koje
potje€u iz podrucja Istocne Slavonije, dakle opet iz
endemicnog podrucja. Serumi su do pretrage pohra-
njivani na —20°C, do prikupljena dovoljnog broja,
nakon ¢ega su pretrazeni na prisustvo specifi¢nih
IgM antitijela, metodom imunoenzimskog testa, uz
primjenu ekskretorno sekretornih (E/S) antigena,
dobivenih “in vitro” kultiviranjem mi8i¢nih li¢inki.

Parazit Trichinella spiralis (MSUS/PO/60/1593)
koji je koriSten u radu za pripremu antigena izdvojen
je iz domace svinje (Sus scrofa L.) 1960. godine,
a dobiven je iz referalnog centra za trihinelozu, pri
Laboratoriju za parazitologiju, Instituto Superiore di
Sanita, Rim, Italija.

Za odrzavanje izolata T. spiralis koristen je
Sprague-Dawley soj $takora. Stakori su drzani u
standardnim uvjetima, uz dvanaestsatnu izmjenu
svjetla i mraka, hranjeni peletiranom industrijskom
hranom, te napajani po volji.

MiSicne liCinke izdvojene su metodom umjetne
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probave. Misevi su invadirani s 400 L, i nakon
30 dana eutanazirani. Zatim im je skinuta kozZa i
odstranjeni unutarnji organi, a meso je usitnjeno i
inkubirano u umjetnom zelu€anom soku (1 % HCI,
1 % pepsin), 50 g mesa na 1 L vode, tijekom 2 sata
na 37 °C, uz stalno mijeSanje na mjesalici.

Priprema antigena

U serodijagnostici je koriSten ekskretorno-sekre-
torni (E/S) antigen, a pripremljen je metodologi-
jom koju su opisali Gamble i sur. (1988). MiSi¢ne
licinke dobivene umjetnom probavom su tri puta
ispirane u zagrijanoj fizioloskoj otopini (37 °C), uz
dodatak antibiotika (100 i.j. penicilina/mL + 100 pg
streptomicina), a potom inkubirane 18 sati u MEM-
u (engl. Minimal Esential Medium), uz dodatak 2
mM L-glutamina, 10 mM HEPES-a, 1 mM natrijeva
piruvata i antibiotike (100 i.j. penicilina/mL + 100
Mg streptomicina). Po zavrSenoj inkubaciji od 24
sata, medij je preto¢en u konusne staklene posude
tako da je omoguéeno li¢inkama da sedimentiraju
tijekom 20 minuta. Supernatant s ES antigenom je
odpipetiran i smrznut na —18°C. Ekskretorno/sekre-
torni produkti su zatim koncentrirani preko filtera
pod N, tlakom. Koncentracija i aktivnost proteina su
odredivani razrijedivanjem na mikrotitracijskim plo-
¢ama. Antigen je alikvotiran na—18 °C do ponovnog
koristenja.

Umjetna probava

Za pretragu tkiva domace svinje metodom umje-
diaphragmatis ili jezika u najmanjoj koli¢ini od 5 g.
Kod redovitih pretraga uzoraka mesa svinja ovom
metodom na liniji klanja, ne preporu¢a se vise
od 50 pojedinaénih uzoraka; preporu¢a se da u
svinja podrijetlom iz endemiénog podrucja, jedan
skupni uzorak ne €ini vise od 20 pojedinacnih uzo-
raka. U nadem istrazivanju je svaki pojedinaéni
uzorak misSi¢a pregledavan zasebno, kako bi se
direktno povezivao s kasnijim nalazom specifiénih
IgG antitijela.

Za dobro usitnjeni uzorak za pretragu umjetnom
probavom (ukupne tezine 100g) treba pripremiti
dvije litre “zakiseljene vode” (16 mL 1 % HCI), te
izvagati 10 g pepsina (aktivnosti 30 000 jedinica/
g). Mogucée je probaviti i manju koli¢inu uzorka,
pri ¢emu je optimalni odnos 50 g tkiva u mjesavini

jedne litre zakiseljene vode i 10 g pepsina (1 %w/v).
Tkivo treba usitniti zakiseljenom vodom a potom ga
se sa pepsinom probaviti na magnetskoj mje3alici
s grijaem tijekom slijedecih 30-60 minuta. Najbrza
i potpuna probava odvija se pri 43-45 °C. Nakon
inkubiranja se mjeSavina tkiva i soka procjeduje u
za to namijenjenu posudu (separator sa zatvara-
¢em) kroz sito (pore od 180-355 ym). Procijedenu
mjeSavinu treba sedimentirati tijekom slijedecih 30
minuta. Tako dobijeni sediment se izlije u Petrijevu
zdjelicu s ugraviranim oznakama polja, i pazljivo
promatra pri povec¢anju 40x lupom, mikroskopom ili
prenamijenjenim trihinoskopom.

Imunoenzimski test

Uzorci krvi (10 mL) su uzimani na liniji klanja.
Serum je izdvojen nakon centrifugiranja koagulira-
ne krvi i zaleden na —20 °C.

Pojedinacni uzorci seruma su pretrazivani meto-
dom imunoenzimskog testa na prisustvo protutijela
obli¢aizroda Trichinella koristeéi se E/S antigenom.
Bunarci¢i za imunoenzimni test (96 ukupno) su
napunjeni s E/S antigenom, razrijedenim u omjeru
1:1000 u karbonatnom puferu (15 mM Na,CO,, 35
mM NaHCO,, pH 9,6) i zatim inkubirani u termosta-
tu na 37 °C tijekom 60 minuta. Nakon $to je sadrzaj
izbacen bunardi¢i su blokirani s 5 % BSA tijekom
30 minuta, na istoj temperaturi. Plo€e su zatim
ispirane tri puta (svako ispiranje traje 5 minuta) s
puferom za ispiranje (PBS i Twin 0,05 %). Serumi
(100 pL) su razrijedeni u omjeru 1:100 u puferu za
ispiranje, te zatim inkubirani kroz 30 min. na 37 °C
i isprani tri puta. U svaki bunarg¢ic je zatim dodano
100 uL kozjih protu svinjskih IgG konjugiranih s
peroksidazom iz hrena (SEROTEC) u razrijedenju
1:10000 s puferom za ispiranje. Nakon inkubacije
u termostatu na 37 °C tijekom 1 sata isprani su tri
puta (5 min. svako pranje). Po zadnjem inkubiranju
i ispiranju dodano je 100 pL supstrata (50 puL H,0, i
50 uL ABTS u 10 mL citratnog pufera pH 4).

Vrijednosti su oc&itavane pri valnoj duljini od 405
nm na automatskom citacu (Labsystem, Multiskan
EX). Na svakoj mikrotitracijskoj plo€i su dodani refe-
rentno pozitivni i negativni serumi tako da su plo¢e
oCitovane u ucestalim intervalima dok vrijednosti
pozitivnih nisu dosegle oko 1.0. Reakciju smo sto-
pirali dodavanjem 2 % natrijevog dodecil sulfata.
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REZULTATI | RASPRAVA

Pretragom uzoraka seruma i mesa svinja utvrdeno
je da je najvedi broj dostavljenih seruma bio nega-
tivan, Sto je potvrdeno i umjetnom probavom. Nije
utvrdena niti jedna larva u pretrazivanom uzorku
mesa koji je potjecao od svinja kojima je uzeta krv.
Tako se od 256 dostavljenih seruma rezultat serolo-
Ske pretrage i umjetne probave podudara i negativan
je u 228 slucajeva ili 89,1 %.

SeroloSki pozitivni nalazi potvrdeni su pretragom
umjetnom probavom 19 slucajeva ili 7,4 % (tabl. 1.).

Serolo$ki pozitivne Zivotinje uz istovremeni nega-
tivan nalaz umjetnom probavom su zabiljezene u
5 uzoraka ili 1,9 %. Medutim, umjetnom probavom
nije dokazana niti jedna li¢inka. To, medutim, ne
znadi da ne bismo nasli invazijske li¢inke da je
bilo moguée pretraZiti znatno vecu koli¢inu misi¢a
dotiCne Zivotinje. Ovu skupinu Zivotinja mozemo
proglasiti “lazno pozitivnhima”, a u epidemioloskom
smislu ne predstavljaju problem, jer bi se zapravo
zdrave zivotinje deklarirale kao invadirane trihine-
lom, i osim ekonomske Stete u visini trziSne vrije-
dnosti doti¢ne svinje, nikakvih drugih posljedeica
ne bi bilo.

U dijelu ispitivanih uzoraka seroloski je nalaz bio
negativan, ali je naknadni nalaz li¢inki u postupku
umjetne probave u pripadajuéem uzorku bio pozi-
tivan. Ovu skupinu mozemo deklarirati kao “lazno
negativnu”, a zabiljezeno ih je ukupno 13 ili 1,2 %.
Radi se o uzorcima seruma koji su nakon pretrage
imunoenzimskim testom imali ekstinkcijske vrijedno-
sti u rasponu srednje vrijednosti (0,15034+0,10269),
odnosno Cija ekstinkcija nije prelazila vrijednost 0,2-
5303, ali su naknadnom kontrolnom pretragom pri-
padaju¢eg uzorka misi¢a utvrdene liinke trihinele.
Da bi se izbjegla sumnja vezana na moguce mor-
folo8ko zamjenjivanje licinki T. spiralis i drugih vrsta
parazita, u svakom slu€aju pozitivhog nalaza umje-
tnom probavom je, pomoc¢u “Multiplex-PCR” metode
potvrdeno da se doista radi o toj vrsti parazita.

Pretragom 803 seruma svinja iz Republike Koreje
metodom imunoenzimskog testa Wee i sur. (2001)
detektirali su ukupno devet seruma kao sumnjive
i svega jedan kao pozitivni. No naknadna western
blooting metoda, kao metoda potvrde, nije pokazala
pozitivnu reakciju niti u jednom od deset prethodno
spomenutih seruma, tj. nije bilo reakcije na larval-

ne E/S antigene, $to navodi autore na zakljuCak
da su pretrazeni uzgoji svinja sigurno slobodni od
trihineloze. Monroy i sur. (2001) su pretrazili 539
seruma svinja metodom ELISA i zatim western
blooting metodom kao potvrdom, te takoder 539
pripadajucih uzoraka misica dijafragme. U 12,4 %
pretrazenih seruma utvrdena su specificna protuti-
jela, dok istovremeno direktnim metodama pretrage
pripadajuc¢ih 539 misi¢a nije utvrdena u niti jednom
uzorku larva T. spiralis.

U procjeni vjerodostojnosti imunoenzimnog testa,
u nasem istrazivanju upada u oci relativno veliko
ucesSc¢e lazno pozitivnih (5 seruma ili 1,9 %) i lazno
negativnih seruma (3 seruma ili 1,2 %). To mozemo
objasniti ¢injenicom da su svi pretrazeni pojedinacni
¢nog trihineloznog podrucja Vukovarsko-srijemske
Zupanije pri ¢emu je znatni dio uzoraka potjecao od
svinja iz dvorista koja su se nalazila pod upravhom
mjerom vezanom na sanitaciju trihineloze. Namece
se dojam da bi u konaénoj prosudbi osjetljivosti tj.
specificnosti imunoenzimskog testa trebalo pretra-
ziti puno vise uzoraka (serum i misi¢no tkivo) podri-
jetlom i od svinja iz neendemicnih podrucja. Valjalo
$ki sumnijivih zivotinja, da bi se naknadna umjetna
probava mogla provesti na znatno ve¢em uzorku
mesa. U nasim istraZivanjima mi smo bili ograniceni

Noeckler (2000) smatra da se pojava lazno poziti-
vnih seruma moZe ocekivati kod neadekvatno uzetih
i pohranjenih uzoraka. Uzorak se moze kontamini-
rati mikroorganizmima s povrSine tijela svinje, pri
¢emu Cesto posjeduju snazne proteolitiCke enzime,
narocito aktivne na sobnim temperaturama. Hemo-
liza, kao posljedica enzimatske aktivnosti takoder
pridonosi manjoj specifi€nosti testa.

Nasuprot tome, Gamble (1998), iznosi podatak o
osjetljivosti imunoenzimskog testa ve¢ pri 0,02 li€in-
ki/gramu. Najmanja oStecenja kutikule li¢inke trihi-
nele omoguéuju ulazak pepsina i totalnu destrukciju
tijela, koja time biva nevidljiva umjetnom digestijom,
ali seroloSki nalaz, dakako, moze biti pozitivan,
zahvaljujuci njegovoj velikoj osjetljivosti.

Imunoenzimski test je vrlo osjetljiva metoda, pose-
bice u odnosu na umjetnu probavu i trihineloskopiju,
koje se u nasim uvjetima rabe kao sluzbeno propisa-
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V Tablica 1. Rezultati seroloskih pretraga i pretraga misi¢a umjetnom probavom E
V Table 1. Results of serological tests and trichinella digetsion muscles tests )Z>
Redni broj* / Ekstinkcijska vrijednost (ELISA) / Nalaz umjetnom probavom / Broj li¢inki po gramu / 3
Ordinal number* Extinction value (ELISA) Finding - digestion Number of larva/g E
Vukovarsko-srijemska Zupanija 8|
1. 0,529 pozitivno/positive 325,3 g
2. 0,669 pozitivnolpositive 78,1 o
3. 0,601 pozitivno/positive 156,5 g
4, 1,118 pozitivno/positive 319,8 ©
5. 0,132 pozitivno/positive 0,22
6. 0,199 pozitivno/positive 0,17
7. 0,417 negativno/negative 0
8. 0,679 negativno/negative 0
9. nedostupan s. negativno/negative 0
10. 0,582 pozitivno/positive 695,8
1. 0,186 pozitivno/positive 0,38
12. 0,400 pozitivno/positive 221
Virovitiko-podravska Zzupanija
13. 1,097 negativno/negative 0
14. 0,258 negativno/negative 0
15. 0,648 pozitivno/positive 25,1
16. 0,534 negativno/negative 0
17. 0,776 pozitivno/positive 29,95
18. 0,556 pozitivno/positive 21,3
19. 0,798 pozitivno/positive 789,6
20. 0,577 pozitivno/positive 345,2
21. 0,865 pozitivno/positive 45,25
22. 0,784 pozitivno/positive 13,7
23. 0,448 pozitivho/positive 22,8
24. 0,716 pozitivno/positive 564,5
25. 0,541 pozitivno/positive 45,8
26. 0,623 pozitivno/positive 78,8
27. 1,012 pozitivno/positive 91,3
28. 0,827 pozitivno/positive 11,4
* ukupno 228 pretrazenih uzoraka pokazalo je negativnu * seroloski negativni uzorci od 0,04765 do 0,25303 /
reakciju u obje metode pa rezultati nisu prikazani u ovoj tablici  serological negative samples from 0,04765 to 0,25303
* total 228 samples showed negative reactions in both * sumnijivi uzorci od 0,25303 do 0,35572/ suspicious
methods so results are not shown in this table samples from 0,25303 to 0,35572
« srednja vrijednost ekstinkcije 10 referentno negativnih » pozitivni — s ekstinkcijskim vrijednostima viSim od
uzoraka je 0,15034 /mean extinction value of 10 referent 0,35572 / positive samples- with extinction values
negativne samples is 0,15034 over 0,35572
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ne metode. Medutim, moguca pojava laZzno negati-
vhih rezultata predstavlja ogroman javnozdravstveni
rizik, te se ovaj test kao jedina metoda pretrage na
liniji klanja svinja ne dozvoljava. Posebice riskantno
bi bilo implementiranje ove metode pretrage kod
ispitivanja seruma svinja iz endemic¢nih podrucja.

Imunoenzimski test je metoda izbora u seroloSkom
monitoringu i odredivanju statusa vedcih ili manjih
uzgoja svinja. U uvjetima pogorsane epizootiolodke
situacije s trihinelozom svinja u Isto€noj Hrvatskoj,
test bi mogao biti dobro iskoriSten u detektiranju
najveceg broja serolodki sumnjivih svinja, koje bi se
izdvajale i klale u kontroliranim uvjetima u registrira-
nim klaonicama. Sve ostale svinje bi se zatim mogle
klati i u privatnim domacinstvima, ali i uz utemeljena
oCekivanja da se radi o trihineloza negativnim svi-
njama.

ZAKLJUGAK

Na osnovi rezultata istraZivanja moze se zakljuditi
da je imunoenzimski test izuzetno osjetljiva metoda,
kojom se detektira imunostimulacija veoma malim
brojem parazita.

U naSem istrazivanju uocili smo relativnho veliko
ucesce lazno pozitivnih (5 serumaiili 1,9 %) i lazno
negativnih (3 seruma ili 1,2 %), Sto mozemo obja-
sniti &injenicom da su svi pretrazeni pojedinacni
uzorci (256) seruma i miSi¢a podrijetlom iz endemi-
¢nog trihineloznog podrucja, te se nameée dojam
da bi u konacnoj prosudbi osjetljivosti tj. specificno-
sti imunoenzimskog testa trebalo pretraziti puno
viSe uzoraka (serum i miSi¢no tkivo) podrijetlom i
od svinja iz neendemi¢nih podrucja.

U 96,9 % slu€ajeva dokazana je korelacija izme-
du nalaza imunoenzimnim testom i umjetnom
probavom. Nije utvrdena korelacija izmedu ekstin-
kcijske vrijednosti i stvarnog broja li€inki u gramu
misi¢nog tkiva.

Imunoenzimski test bi se zbog svoje visoke osje-
tljivosti mogao primjenjivati u endemskim podru-
¢jima, temeljem &ega bi se ante mortem izdvojile
sumnjive Zivotinje, i pojednostavnila postmortalna
pretraga preostalih svinja. Primjena ove metode bi
pridonijela eradikaciji trihineloze svinja na nacin da
bi se najveéi dio sumnjivih svinja morao zaklati u
kontroliranim uvjetima registriranih klaonica, ¢ime bi
se rizici Sirenja uslijed neadekvatne sanitacije pro-

stora klanja sveli na minimum, a time i lanac daljnjeg
Sirenja ove bolesti.

SUMMARY

USE OF ELISA FOR DETECTION OF TRICHINELLA
SPIRALIS DURING VETERINARY-SANITARY
INSPECTION OF MEAT OF PIGS

Epizootiological situation with trichinellosis of pigs in
the Republic of Croatia, especially in its Eastern coun-
ties, is not favourable. The currently prescribed official
method of classical trichinelloscopy, with respect to its
sensibility, can prevent the infection of people, but it is
definitely insufficient for an efficient prevention of the
spreading chain of trichinellosis. ELISA, as a more sen-
sitive method of inspection, has to find its place in epi-
demiological researches and monitoring of pig breeding
in some regions of Croatia, as well as in individual farm
breeding, in order to determine the epizootiological status
of the pig population that is being monitored. In this way
it would be possible to separate all suspicious pigs while
alive (positive, false-positive, but false- negative, too), and
the remaining part of the population could be then slaugh-
tered in the registered slaughter-houses, as well as on
family farms, without fear that the infected pigs would be
overlooked because it is beyond the detecting possibilities
of classical trichinelloscopy.

The introduction of ELISA on a range of pig slaughters
as the only method of inspection is not possible, firstly
because of the occurrence of a smaller number of falsely
negative animals, which, in epidemiological sense, rep-
resent a great risk in the spreading chain of this disease,
which can lead in certain circumstances to infection of
people.

Key words: ELISA, trichinellosis, diagnostic
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SAZETAK

Proizvodnja zdravstveno ispravnih i kvalitetnih animalnih
namirnica osniva se na primjeni suvremenih higijensko-
tehnolo$kih postupaka. U okviru tzv. za$titnog koncepta
primjenjuju se zastitne kulture mikroorganizama {j. antago-
nisticke Kulture koje inhibiraju patogene mikroorganizme
i/ili produzuju odrzZivost hrane uz istovremeno ocuvanje

senzornih svojstava proizvoda. Uz inhibicijsko djelovanje
organskih kiselina na patogene mikroorganizme, posebi-
ce gram-negativne bakterije, drugi vid antagonizma oci-
tuje se u sintetiziranju antimikrobnih peptida ili proteina
— bakteriocina. Primjena sojeva koji sintetiziraju bakte-
riocine (bakteriocinogeni sojevi) kao zastitnih kultura te
izravna primjena spomenutih tzv. prirodnih zastitnih tvari
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