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1. UVOD

Intenzivna globalna trgovina prehrambenim proizvodima, putovanja, klimatske promjene,
povecanje svjetske populacije uz promjene u prehrambenim navikama dovele su do porasta
broja infekcija koje se prenose hranom (1). Paraziti koji se prenose hranom, od kojih je veéina
zoonoza, predstavljaju opasnost po zdravlje ljudi. Globalizacija i klimatske promjene imaju
ogroman utjecaj na ove patogene mijenjajuci njihove epidemioloske obrasce i ekosustave zbog
promjena biotickih i abiotickih parametara (2). Ucinci ovih promjena na parazite koji se
prenose hranom ne mogu se predvidjeti u cjelini zbog njihove sloZenosti, ali vazno je da
zdravstvenog pristupa (,,Jedno zdravlje®) (2).

Posljednjih desetak godina povecana je svjesnost javnosti o dobrobitima konzumacije hrane iz
mora i ribi kao lako dostupnom i visoko kvalitetnom izvoru proteina (3, 4). Morska riba je
vazna u prehrani i zbog visokog sadrzaja omega-3-visestruko nezasi¢enih masnih kiselina, te
je znaCajna sastavnica zdrave mediteranske dijete (prevencija kardiovaskularnih bolesti,
Alzheimerove bolesti, karcinoma) (5). Prema podatcima Europske komisije, u 28 zemalja
Europske unije (EU) prosje¢na konzumacija ribe u 2011. godini iznosila je 24,9 kg po osobi,
uz velike razlike u stopi potros$nje izmedu pojedinih drzava Clanica (6).

Postoji ¢itav niz nametnika koji parazitiraju u ribama 1 drugim morskim organizmima, ali ne
izazivaju svi bolest u ljudi (7). Obli¢ Anisakis spp. je prepoznat kao vazan patogen
(anisakijaza), sa znaCajnim potencijalom prijenosa na Covjeka pa se zdravstveni rizik za
konzumenta radi prisutnosti ovog parazita u komercijalnim vrstama riba ne smije zanemariti.
Prema procjenama Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) iz 2012. godine, oko 56 milijuna
slu¢ajeva humane infestacije parazitima povezano je s konzumacijom ribe i ribljih preradevina
(8). Posebno je istaknuta skupina anisakida, radi njihove sposobnosti izazivanja ozbiljnih
patoloskih stanja u ljudi kao 1 geografske rasprostranjenosti na svim kontinentima (9). Rodovi
Anisakis, Contracaecum i Pseudoterranova koji pripadaju obitelji Anisakidae, odgovorni su za
humanu infestaciju (10). Svjetski gastronomski trendovi doveli su do iznimne globalne
popularnosti tradicijskih kuhinja baziranih na sirovoj, ponekad nedovoljno termicki obradenoj
ribi ili drugim morskim organizmima. Takva jela nose visok rizik za prijenos li¢inki nametnika
na ljude, pa su tako japanski sushi i sashimi, juznoamericki ceviche, riblji tartar, skandinavski

gravlax, nizozemska dimljena i usoljena haringa, te Spanjolski ili talijanski marinirani



(ukiseljeni) in¢uni najce$¢i razlog za nastanak anisakijaze (11). U pripremu pojedinih
prethodno nabrojenih jela uklju¢ene su metode mariniranja, soljenja, dimljenja ili kiseljenja
koje ne unistavaju ovog obli¢a (12).

Unato¢ navedenim Cinjenicama, stvarni teret bolesti u vecini zemalja jos uvijek je loSe
procijenjen ili nepoznat, pa se anisakijaza smatra globalno podcijenjenom zoonozom (13-15).
Morska riba 1 riblji proizvodi infestirani s Anisakis spp., osim negativnog utjecaja na ljudsko
zdravlje, uzrok su ekonomskih gubitaka ribopreradivacke industrije diljem svijeta. Vidljive
licinke nametnika naruSavaju povjerenje gradana i kupaca u kvalitetu ribarskih proizvoda.
Zbog toga je u posljednjem desetljecu Anisakis spp. postao zanimljiv ne samo zdravstvenim
profesionalcima i znanstvenicima razliitih profila (koncept ,,Jednog zdravlja“), nego i

agencijama za sigurnost hrane i zastite potrosaca (16, 17).

1.1. Rod Anisakis Dujardin, 1845 (Nematoda, Anisakidae)

Zahvaljuju¢i razvoju suvremenih molekularnih i biokemijskih laboratorijskih metoda,
istrazivanje roda Anisakis 1 otkrivanje pripadajuc¢ih novih vrsta uspjesno se provodi posljednjih
petnaestak godina. Danas je poznato devet vrsta tog nametnika, od kojih su Anisakis simplex i
Anisakis pegreffii posebno vazni radi izazivanja bolesti u ljudi (10, 18).

Proucavanjem jedinki obli¢a iz laboratorijskog uzgoja (in vitro) Grabde (1976), uspjesno su
morfoloski determinirani svi razvojni stadiji parazita. Li¢inke nametnika L3 stadija zauzimaju
spiralni oblik u domacinu, dok ispruzena li¢inka ima prosjecnu duzinu oko 2 c¢m 1 biserno je
bijele boje (19). Mattiucci 1 Nascetti su 2008. godine utvrdili geneticke biljege nekoliko vrsta
koje su reproduktivno izolirane, ali slicnih morfoloskih znacajki, $to je dovelo do pojma
»sestrinskih vrsti“. Taksonomski, sestrinske vrste se redom svrstavaju unutar kompleksa vrsta
koji odgovara ve¢ morfoloSki prepoznatoj kozmopolitskoj vrsti. Tako npr. Anisakis simplex
kompleks sadrzi tri sestrinske vrste: 4. simplex (sensu stricto), 4. pegreffii, 1 A. berlandi (20,
21). Dosadasnja istraZivanja, uz pomo¢ prvenstveno molekularnih metoda, pokazala su da je
rod Anisakis vrlo heterogen, te da postoji nekoliko razli¢itih filogenetskih grana unutar roda

(22).



1.1.1. Bioloske i ekoloske odrednice parazita Anisakis spp.

Morski sisavei poput dupina i kitova konacni su domacini ovog parazita. Odrasli crvi
(odvojenih spolova) zZive u njthovom probavnom traktu gdje se i razmnozavaju. Oplodena
jajasca nametnika zajedno s fecesom izlaze u morsku vodu i time zapocinje zivotni ciklus
parazita izvan organizma kona¢nog domacina. Nakon Sto se li¢inke Anisakis spp. izvale iz
embrioniranih jaja (L1) u morski okolis, slijedi iduc¢a faza razvoja: oblik slobodno plivajuée
licinke faze 2 (L2). Kada planktonski raci¢i (npr. Krill), prvi intermedijarni domacini, pojedu
L2 licinke, one unutar njihovog haemocela prelaze u stadij licinke L3. Ribe ili glavonosci se
tijekom prehrane zooplanktonom (beskraljesnjaci) zarazavaju L3 li¢inkom te tako postaju
paratenic¢ni (transportni) domacini u kojem se nametnici mogu akumulirati u velikom broju.
Infestirane ribe su izravan plijen u hranidbenom lancu morskih sisavaca §to omogucava
licinkama Anisakis spp. ulazak u svog kona¢nog domacina (dupini, kitovi, morski lavovi). U
njima li¢inke dosezu adultni oblik i sposobnost reprodukcije te se zivotni ciklus parazita

nastavlja (22).

KRAJNJ DOMACINI SU MORSKI SISAVCI (%)O
L3 — L4 (CORASLA JEDINKA)

COVJIEK SE SLUCAJINDO
ZARAZI KONZUMACIJOM
SIROVE ILINEDOVOLJNO

TERMIZKI OBRABENE
RIBE ILl| GLAVONOZACA

/ -
L3 SLOBODNO-PLIVAJUCA
3 LIEINKA

&

INTERMEDIJARNI
DOMA CIN

Slika 1. Zivotni ciklus Anisakis spp.

Preuzeto i prilagodeno s: https://www.cdc.gov/parasites/anisakiasis/biology.html)



Prijenosu parazita na ¢ovjeka pogoduje ucestala infestacija pojedinih morskih ribljih vrsta kroz
hranidbene veze (npr. veéa riba se hrani manjom) unutar ekosustava, te dug zivotni vijek li¢inki
parazita. Tako je utvrdeno prezivljenje obli¢a od najmanje dvije godine u atlantskom bakalaru,
odnosno tri godine u atlantskoj haringi (23, 24). Stoga primjerci starijih predatorskih morskih
riba, ako se intenzivno hrane zarazenim parateni¢nim (srdela) ili intermedijarnim domacinima
(rakovi), mogu imati veliku prisutnost Anisakis spp. licinki (17, 25).

Znacajna koncentracija liinki u grabezljivih riba, medu kojima su i vazne, komercijalne vrste
(npr. tuna), povecava mogucénost kontakta parazita i ljudi (22). Li¢inke Anisakis spp. obi¢no su
spiralizirane u ovalne tvorbe 4 do 5 mm u promjeru, te su smjestene ispod serozne ovojnice
visceralnih organa (26). Migracija li¢inki nametnika u miSi¢no tkivo ribe dogada se i nakon

ugibanja ribe ili drugog paratenicnog domacina, Sto dodatno doprinosi vecoj prisutnosti

parazita u jestivim dijelovima neke riblje vrste (27).

Slika 2. Li¢inke L3 stadija parazita u osli¢u (Merluccius merluccius); snimljeno u

laboratoriju Instituta za oceanografiju i ribarstvo u Splitu



Anisakis spp. do sada je dokazan kao parazit u oko 200 vrsta riba i 25 vrsta glavonozaca, s
daljnom tendencijom Sirenja infestacije na ostale morske vrste (28). Potvrdeno je da prisutnost
ovog parazita u istom paratenicnom domacinu (ribama) varira sezonalno, kao i medu
zemljopisno odvojenim poljima za ribarenje. Prema istrazivanju Serraca i1 suradnika (2014.),
pojedini intermedijarni (beskraljeznjaci) domacdini parazita nisu stalni, uobicajeni dio
svakodnevne prehrane paratenicnih domaéina u odredenom geografskom ribarskom polju,
nego ribe 1 glavonoSci mogu preferirati neke druge vrste beskraljeznjaka (mezoplankton) u
odredenom ekosustavu za prehranu, ¢esto ovisno o godiSnjem dobu. Zbog takvih povremenih
promjena u ishrani isti parateni¢ni domaéin u nekom geografskom podrucju moze biti izrazito
opterecen parazitom, dok negdje drugdje moze biti potpuno bez njih. Autori su stoga zakljucili
da je iznimno vazan ¢imbenik u Sirenju nametnika u komercijalnim vrstama riba sastav
zooplanktona u pojedinom ribolovnom podrucju, §to ima 1 indirektan utjecaj na ucestalost
anisakijaze u ljudi usljed konzumacije hrane morskog porijekla (29). Zakljucci znanstvenog
rada Aibinu i suradnika ukazuju na to da vrste Anisakis ne moraju biti specifi¢ne za bilo kojeg
posrednog domacina te da mogu koristiti bilo kojeg od intermedijarnih domacina za prelazak
s jednog staniSta na drugo, ovisno o sezonskoj i ekoloskoj dostupnosti takvih posrednickih
domacina. Posljedice su povecanje pojavljivanja anisakijaze u cijelom svijetu uz porast
ucestalosti alergijskih reakcija popra¢enim unakrsnom reaktivno$¢u na homologne proteine
drugih beskraljeznjaka (30). Vrste 4. simplex kompleksa prisutne su u Atlantskom oceanu te
istoénom 1 zapadnom Pacifiku. Geografska rasprostanjenost A. simplex s.s. je uza, pa je
uglavnom zastupljen na sjevernoj hemisferi od 20° sjeverno do iznad Arkti¢kog polarnog
kruga, 80°N (31). Ponekad se nalazi 1 u vodama zapadnog Sredozemlja, prvenstveno zbog
migracija pelagickih vrsta riba (10). Vrsta 4. pegreffii je rasprostranjena u Jadranskom 1
Sredozemnom moru, istocnom Atlantiku, juZzno do Antarkti¢kog poluotoka, u morima Japana
1 Kine, a na sjeveru do Pirinejskog poluotoka (31, 32). Vrsta A. physeteris obitava u
Sredozemlju 1 srediSnjem dijelu Atlantskog oceana (10). Istrazivanje Mladineo i1 suradnika iz
2003. godine prvi put je pokazalo znacajnu, vrlo visoku prevalenciju nametnika Anisakis
simplex u pet komercijalnih vrsta riba iz Jadranskog mora, a koje se ucestalo konzumiraju:
osli¢ (88%), sarun (50%) skusa (92%), lokarda (54%), i in¢un (100 %) (26). Dodatno, opsezno
istrazivanje populacijske dinamike nametnika A. pegreffii uz molekularnu identifikaciju, na

uzorku od 4 600 in¢una u hrvatskom dijelu Jadranskog mora, provela je ista autorica sa



suradnicima, te utvrdila prevalenciju nametnika u uzorku inéuna od 76,1%, uz oscilacije u

razli¢itim sezonama uzorkovanja od 20% do 100% (33).

1.2. Epidemiologija

Prvi, vjerojatni slu¢aj humane infekcije obli¢ima porodice Anisakidae zabiljezio je jos 1876.
godine Leuckhart (34). Tek 1960. godine, nakon obolijevanja nekoliko osoba koje su
konzumirale soljenu haringu u Nizozemskoj, Van Tiel je zapazio a potom i opisao ,,vrlo
neobican nalaz® morskog crva u srediStu eozinofilnog granuloma kod jednog pacijenta s
akutnom boli u trbuhu (haringin crv) (10).

Dvije najznacajnije vrste za infekciju u ljudi su Anisakis simplex sensu stricto (s.s) 1 Anisakis
pegreffii, ali je potrebno spomenuti i trecu vrstu, Anisakis physeteris (35, 36, 37). Infektivne
licinke treceg stadija (L3) Anisakis spp. su uzrocni agensi za nastanak bolesti anisakijaze u
ljudi (38). Glavni put prijenosa parazita na Covjeka je vezan uz konzumaciju sirove ili
nedovoljno termicki obradene ribe. Znacajan vehikulum predstavljaju jela u kojima je
posluZena svjeza riba u obliku globalno popularnih sushija ili sashimija, glavnih sastavnica
japanske nacionalne kuhinje, kao i tradicijska kulinarska baStina konzumacije mariniranih ili
sirovih riba (mala plava riba) u pojedinim zemljama Europe (Italija, Spanjolska) i svijeta (39,
40). Kako ¢ovjek nije sastavni dio bioloSkog Zivotnog ciklusa Anisakis spp., osim kao slucajni
domacin, li¢inke u pravilu u ljudskom organizmu ne prelaze u adultni oblik, niti imaju
sposobnost razmnozavanja. Takoder, nema interhumanog prijenosa nametnika (41). Do sada
je u strucnoj literaturi opisano tek nekoliko slucajeva presvlacenja li¢inke u stadij L4 u

ljudskom organizmu nakon konzumacije infestirane ribe (42).

1.3. Anisakijaza

Prema standardiziranoj nomenklaturi parazitskih zoonoza iz 1988. godine, anisakijaza je
definirana kao ihtiozoonoza izazvana nematodama roda Anisakis, porodice Anisakidae (43).
Razlog nastanka anisakijaze u humanoj populaciji je unos infektivne li¢inke L3 pojedinih vrsta
Anisakis parazita u organizam tijekom konzumacije infestirane ribe ili glavonozaca. Ako je
uzro¢nik vrsta iz roda Anisakis, govorimo o anisakijazi kao klinickom entitetu, dok anisakidoza

oznacava bolest u ljudi kada uzro¢nik pripada u Sirem smislu obitelji Anisakidae (37, 41).



1.3.1. Klinicka slika i patohistoloske promjene

Anisakijazu uglavnom prate blago do srednje izrazeni simptomi, a infekcija najéeS¢e zavrsava
izbacivanjem li¢inke iz tijela (44). U manjeg broja osoba prisutna je teza klinicka slika koja je
rezultat invazije li¢inke u sluznicu probavnog trakta, nastajanja popratnog eozinofilnog
gastroenteritisa odnosno eozinofilnih granuloma u sluznici zeluca, tankog i debelog crijeva
(39).

simptomima, govorimo o Cetiri oblika bolesti: gastri¢na, intestinalna, ektopi¢na i gastro-
alergijska (alergijska) anisakijaza (17, 44). Prisutnost poviSenog titra anti-Anisakis antitijela u
zdravih, asimptomatskih, senzibiliziranih osoba moguci je i za sada nedovoljno objasnjeni, peti
oblik pojavnosti anisakijaze u ljudi (45).

Simptomi akutne gastrointestinalne anisakijaze uklju€uju iznenadne bolove u trbuhu, mucninu,
povracanje i proljev koji se uobic¢ajeno pojavljuju do 48 sati nakon konzumacije infestirane
sirove ili nedovoljno termicki obradene ribe (35, 41). Zbog nespecificnosti klinicke slike
moguce je anisakijazu zamijeniti sa simptomima akutnog abdomena, ulkusa ili upalnih bolesti
crijeva (46, 47, 48).

Gastri¢ni oblik anisakijaze odgovoran je za 95% bremena bolesti 1 najcece se pojavljuje 1-12
sati nakon konzumacije ribe ili glavonozaca, a karakterizira ga bol u zliici, mucnina i
povracanje, ali zbog iznenadne 1 nagle pojave tegoba Zelucana anisakijaza moze biti klinicki
krivo percipirana kao ulkusna bolest ili gastritis (37). Ako se posumnja da se radi o gastri¢noj
anisakijazi, rana gastroskopija je metoda izbora kojom je mogu¢e odmah mehanicki odstraniti
licinke parazita te tako sprijeiti invaziju li€inki u submukozu Zeluca (44). Primjena
antihelmintika u lijeCenju gastrointestinalne anisakijaze, u prvom redu albendazola (400-800
mg dnevno tijekom 6 do 21 dan) se u nekim slu¢ajevima pokazalo uc¢inkovitim lije¢enjem (49).
Prema znanstvenom istrazivanju Gomez-Mateos i suradnika na zivotinjskom laboratorijskom
modelu, utvrdeno je da je mebendazol najucinkovitiji u sprjeCavanju gastrointestinalnih lezija,
nakon ¢ega slijedi ranitidin, koji je bio najucinkovitiji antacid u toj skupini ispitivanih lijekova,
te da bi se oba lijeka stoga mogla smatrati dijelom konzervativnog lije€enja anisakijaze (50).
Crijevni oblik anisakijaze (5% slucajeva) javlja se 5—7 dana nakon ingestije parazita i pracen
je difuznim bolovima u trbuhu. U literaturi su opisane dvije forme intestinalne anisakijaze:
blaga i teza forma bolesti (37). Smatra se da je blazi oblik prvenstveno posljedica primarne

infekcije, dok je tezi oblik bolesti s izrazenijim simptomima obi¢no posljedica reinfekcije, ali



1 alergijske upalne reakcije stijenke crijeva (edem intestinalnog zida) protiv li¢inki i1 njihovih
proteina. Tijek bolesti moze biti kompliciran nastankom opstrukcije i potrebe hitnog
operativnog zahvata (42).

Najintenzivnije histopatoloSke promjene su prisutne na mjestu gdje se li¢inka nalazi. Radi
njene invazije u stijenku sluznice probavnog sustava i luenja antikoagulantnih tvari dolazi do
stvaranja malih hemoragi¢nih lezija (prve nastaju ve¢ nakon sat vremena od zarazavanja), a
nakon 4 sata do 6 dana od zarazavanja javljaju se i erozivne lezije (41). Li¢inke obi¢no ugibaju
u roku od nekoliko dana te se potpuno razgraduju za otprilike osam tjedana. Tijekom tog
razdoblja, ostatci licinki okruzeni su edemom, nekrozom i stani¢nom upalom koja se sastoji
uglavnom od eozinofila, ali takoder i od neutrofila, limfocita i monocita (lokalni upalni
odgovor). Stvaranje fibrinskih naslaga uz pojavnost fibroblasta i eozinofila oko stranog tijela
dovodi do formiranja granuloma (51). Tjedan do dva nakon infekcije, radi uklanjanja ostataka
lic¢inki iz organizma, oteZano je zaklju¢ivanje da je granulom uzrokovao parazit (52).
Perzistencija parazita, kao i posljedi¢no nastajanje granuloma, moze biti pogresno proglaseno
tumorom, odnosno nekim drugim klinickim entitetima upalne etiologije (53).
Granulomatozne tvorbe izazvane Anisakis spp. u pro§losti su pogresno proglaSavane tumorima,
ali kako je zamijeceno da kod vecine pacijenata postupno iS¢eznu, koriSten je izraz "tumori
koji nestaju" (54). Sam opseg oSteCenja tkiva kao i1 novonastala reaktivna upala stijenke
probavnog sustava tijekom infekcije upucuju na direktno invazivnu ulogu parazita, ali i
interakciju izmedu imunoloskog sustava domacina i razli€itih tvari (antigena) koje izlucuje ili
sadrzi u sebi liinka Anisakis spp. (41, 55). ZabiljeZeni su i rijetki slucajevi ektopi¢ne
anisakijaze, koji ukljucuju prodor li¢inki u tkiva poput Zdrijela, jezika, pluca, peritonealne
Supljine, jajnika, limfnih ¢vorova ili gusterace (56, 57).

Provedena istrazivanja tumorskog potencijala parazita na animalnom modelu i na epitelnim
stanicama, in vitro, pokazala su da Anisakis spp. moze imati kancerogeni uc¢inak (58).
Paipak, potencijal parazita za izazivanje kancerogenih promjena, posljedice kroni¢ne infekcije
u ljudi, za sada nije jasno objasnjen, iako je u literaturi viSe puta opisano postojanje kroni¢ne
anisakijaze u pacijenata s karcinomom debelog crijeva (59).

Cinjenice da je prevalencija karcinoma Zeluca kao i anisakijaze najvisa u Japanu, mogu govoriti
u prilog njihovoj mogucoj povezanosti, ali je tu povezanost potrebno potkrijepiti rezultatima

budu¢ih istrazivanja (41, 60).



1.3.2. Imunoloski odgovor i alergijske reakcije na Anisakis spp.

Poznato je da su za imunoloski odgovor na parazite odgovorni Th2 limfociti, jednako kao i kod
alergijskih bolesti, ali prema dosadasnim spoznajama infekcija parazitima moZze imati
protektivni u¢inak i umanjiti mogucénost nastanka alergijske reakcije (61, 62).

Tijekom parazitskih infekcija, proizvodnja IgE antitijela ima tendenciju rasta, iako krajnji
ucinci IgE u organizmu mogu biti razliciti i u velikoj mjeri ovisni 0o odnosima domacina i
parazita (imunomodulatorski ucinak). Infestacija parazitom uobic¢ajenog domacina, bez obzira
na porast proizvodnje IgE, ima tendenciju smanjenja alergijskog odgovora domacina (63). To
je posebno primjetno u populacijskim skupinama u pojedinim geografskim podru¢jima s
endemski prisutnom helmintijazom (64, 65). Istrazivanje na laboratorijskom zivotinjskom
modelu pokazalo je da je ta zaStita posredovana IL-10 i/ili regulatornim T stanicama (66).
Rezultati nekih istrazivanja pokazali su suprotno, da infekcija helmintima nema pozitivan
ucinak na smanjenje atopijske sklonosti organizma, nego je u pozitivnoj korelaciji s pojavnosti
alergije (67).

Imunosni odgovor ljudskog organizma na prisutnost li¢inke Anisakis spp. (neuobicajenog,
slu¢ajnog domacina ovog obli¢a) vjerojatno se ne razvija jednako odgovoru domacina koji su
koevoluirali s nametnikom (17).

Premda alergijska simptomatologija nije uobiCajena za infekcije helmintima, ceSce se
primjecuje kod pojedinih zoonotskih infekcija kao $to je anisakijaza (68). Prema nekim
autorima, visoki intenzitet infekcije moZe znacajno potaknuti aktivaciju T-regulatornih stanica
kao 1 produkciju citokina, u prvom redu IL-10, te tako pokazati protektivni u¢inak, dok niska
razina infekcije stimulacijom Th2 odgovora pogorSava alergijski odgovor organizma. Ta
hipoteza moze objasniti zasto Anisakis spp. uzrokuje pojavnost alergija u ljudi. Osim §to parazit
nije prilagoden suZivotu s ¢ovjekom, broj infektivnih li¢inki parazita koje se konzumacijom
ribe unesu u tijelo je obi¢no mali, a sama infekcija je prolaznog karaktera (69).

Prisutnost L3 infektivne li¢inke u ljudskom tijelu potice proizvodnju specificnih antitijela 1
niza citokina (69). Antitijela se mogu potvrditi laboratorijskim analizama dva tjedna nakon
infekcije, pa dokaz njihove prisutnosti moze biti koristan radi postavljanja ispravne dijagnoze
za oboljelu osobu (npr. razlikovanje tumorskih tvorbi nejasne etiologije od granuloma nastalih
u anisakijazi) (53). Kontakt sa Zivom Anisakis L3 li€¢inkom mozZe dovesti do senzibilizacije
imunosnog sustava i klinicke slike alergije, odnosno pojavnosti alergijskih manifestacija pri

svakom novom susretu s parazitom. Prema vecini autora, relativno mali broj li¢inki (uzro¢nika)



kojima je izloZzena veéina bolesnika, kao i ¢injenica da nije doslo do medusobne prilagodbe
(slu¢ajni domacin-nametnik), najvazniji su ¢imbenici u nastanku alergijske reakcije zbog
anisakijaze (70).

Pojedini, osjetljivi pojedinci mogu pokazivati preosjetljivost, ¢ak i nakon konzumacije
termicki obradene hrane u kojoj su mrtve li¢inke (52). Tada govorimo o
alergijskoj/gastroalergijskoj anisakijazi (41, 44, 48). Eozinofilija je uobicajena kao dio
obrambenog odgovora domacina na parazit, ali nije tipi¢na za anisakijazu jer je u manje od
30% slucajeva zabiljezena sustavna eozinofilija (41). Alergijske reakcije poput urtikarije,
angioedema i anafilaksije ukljucuju zaseban mehanizam interakcije parazita i domacina, te se
ne javljaju kod svih oboljelih. Pacijenti s alergijskim manifestacijama najcesce se ne sjecaju
prethodne, primarne epizode anisakijaze (vjerojatno radi vrlo blagih, slabo primjetnih
simptoma). Pojedini znanstvenici smatraju da je primarna epizoda bolesti trebala postojati kao
polaziste za stvaranje IgE protutijela koja uzrokuju njihove alergijske reakcije, no ostavljaju
moguénost da je primarna infekcija najéesée bila i asimptomatska (70). Snazna reakcija
organizma (s povrac¢anjem i proljevom) obi¢no eliminira parazita iz organizma, §to ide u prilog
tvrdnji da alergijski odgovor funkcionira kao imunoloski obrambeni mehanizam (68). Takoder
je dokazano da postoje razlike u ravnotezi Th1/Th2 imunosnog odgovora kod pacijenata

senzibiliziranih na 4. simplex u odnosu na klini¢ku sliku (71).

1.3.3. HLA sustav i anisakijaza

Sustav HLA (humani leukocitni antigeni) je glavni sustav tkivne podudarnosti (MHC) u
covjeka, a molekule HLA sustava sluZe kao membranski proteini koji predocavaju antigene
imunoloSki kompetentnim stanicama 1 klju¢ni su za pokretanje imunoloske reakcije (72).
Visekratno je istrazivana povezanost sustava HLA i niza bolesti (prvenstveno autoimunih) radi
uloge u imunoloskom odgovoru organizma 1 izrazite polimorfije HLA sustava (73).

Molekule HLA razreda Il (HLA-DR, -DQ 1 -DP) izrazene su na ograni¢enom broju stanica (B
limfociti, dendriti¢ne stanice, monociti 1 makrofagi), ali ih je takoder moguce inducirati
interferonom gama (IFNy) na drugim stanicama, kao §to su endotelne stanice za vrijeme
upalnog odgovora. Ove molekule prezentiraju izvanstani¢ne peptide (antigene) CD4+
pomoc¢nickim T stanicama (74). HLA razred I i II proteina ima vaznu ulogu u prilagodbi
imunoloskog sustava ovjeka radi adekvatnog imunoloskog odgovora na patogen, pa zbog toga

moze biti i ¢cimbenik genetske prijemcivosti na Anisakis spp.
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Svaka osoba je nositelj pojedinih HLA genskih varijanti, ili alela, na kromosomu, pa se pojam
haplotipa odnosi na skup svih prisutnih HLA gena osobe na jednom kromosomu u cjelini (74).
Pojavnost alergijskih simptoma u 11 osoba nakon konzumacije ribljeg obroka, opisano u radu
Kasuya i suradnika, pokazalo je da su svi oboljeli imali i genetsku predispoziciju za
prijemc¢ivost na parazit u vidu prisutnih pojedinih alela HLA razreda II, neuobiajenih za
stanovni$tvo Njemacke i Francuske, ali frekventnih u stanovnika Japana (75).

Rezultati drugih istrazivanja takoder govore u prilog povezanosti pojedinih haplotipova kao
Sto su HLA-DRB1*15:02, HLA-DQB1*06:01 s obolijevanjem od anisakijaze (Sanchez-
Velasco i suradnici) (76).

Sli¢no su pokazali Guarneri i suradnici u svojoj studiji kada su utvrdili da Ani s 2 1 Ani s 3
alergeni sadrze vezno mjesto za HLA-DRB1*04:04, sto takoder moZe upucivati na povezanost

pojedinih alela s pojavnoSc¢u ove zoonotske bolesti (77).

1.3.4. Obli¢ Anisakis spp., skriveni alergen u hrani

Dokazano je da su alergeni skriveni u hrani uzrok vise od ¢etvrtine svih alergijskih reakcija na
hranu (78).

Parazit Anisakis spp. se smatra jednim od najznacajnijih skrivenih alergena u hrani, a
odgovoran je za oko 10 % prethodno nerazjaSnjenih idiopatskih anafilaksija kao 1 znac¢ajan broj
urtikarija u odrasloj populaciji (79).

Takoder, humana infekcija uzrokovana Anisakis spp. trenutno je jedini poznati slucaj gdje
helmint ujedno ima ulogu 1 skrivenog alergena iz hrane (80). Senzibilizirani pacijenti mogu
reagirati na prisutne Anisakis spp. antigene (alergene), ne samo u termiCki obradenoj ili
smrznutoj hrani morskog porijekla, nego 1 na male koli¢ine antigena radi drugih puteva
izlaganja kao Sto su kontakt s kozom ili udisanjem alergena (45). Stoga imunoloski odgovor
na Anisakis spp. treba promatrati s oba aspekta: prisutnosti same li¢inke L3 (parazita) u
organizmu 1 alergena oblica (38).

Javnozdravstvena uloga ovog parazita kao vaznog ¢imbenika u etiologiji sistemskih alergijskih
reakcija (angioedem, urtikarija ili anafilaksija) prepoznata je tek posljednjih petnaest godina
(70).

Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA) je u svom znanstvenom misljenju o procjeni

rizika radi prisutnosti parazita u hrani koja spada u proizvode ribarstva potvrdila da kod
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osjetljivih pojedinaca A. simplex moze izazvati dva glavna klinicka odgovora: gastro-alergijsku
anisakijazu i alergijsku reakciju (17).

lako su termicka obrada odnosno smrzavanje sirove ribe prema vaze¢im preporukama
najucinkovitiji postupci za unistavanje infektivnih liinki parazita, te fizikalne metode nemaju
ucinak na alergijski potencijal parazita. Alergeni Anisakis spp. su iznimno otporni na visoke i
niske temperature, pa jo$ uvijek nema preventivne mjere koja bi u potpunosti zastitila
konzumenta od mogucnosti nastanka alergije na ovog oblica (17).

Anisakis simplex alergija nastala nakon konzumacije skusa prvi put je opisana 1990. u Japanu.
Svih 11 oboljelih osoba s klinickom slikom urtikarije imali su pozitivnu reakciju na Anisakis
simplex L3 antigene, a nijedna osoba nije reagirala na antigene mesa skuse (75). Anafilaksija
izazvana istim nametnikom zabiljeZzena je 1995. godine u Spanjolskoj. Pacijentica 52 godine
stara, imala je Cetiri epizode anafilaksije pra¢ene povracanjem, bolovima u trbuhu i proljevima,
svaki put nakon konzumacije morske ribe (osli¢) (81). Prema rezultatima epidemioloske studije
1z Japana, Morishime 1 suradnika, parazit Anisakis je glavni uzrok anafilaksije stanovnika
priobalja te drzave (82).

Premda je konzumacija morske hrane kontaminirane ovim parazitom najce$¢i razlog
alergijskih manifestacija, interesantan je znanstveni rad u kojem je opisana pojava alergijske
klinicke slike u osam pacijenata nakon konzumacije piletine. U svih oboljelih dokazana je
senzibilizacija na Anisakis simplex antigene. Znacajno je da tijekom uzgoja svakodnevna
prehrana peradi ima 1 visok udio riblje hrane (,,riblje brasno*) koja moze biti kontaminirana
nametnikom 1 indirektno izazvati anisakijazu u ljudi (83).

Noviji znanstveni radovi posebno isticu osobe bez klinickih simptoma bolesti, ali s dokazanim
anti-Anisakis IgE antitijelima u cirkulaciji koja mogu biti prisutna niz godina u senzibiliziranih
pacijenta, te mogu potaknuti pojavnost alergijske slike anisakijaze nakon ponovljenih unosa
licinke L3 stadija u organizam hranom, ¢ak i termicki obradenom (45, 84).

Alergijsku reakciju nakon konzumacije hrane iz mora koja sadrzi nametnika ili njegove
antigene, mogu izazvati somatski ili ekskretorno-sekretorni (ES) produkti Anisakis li¢inki. Do
sada je dokazano postojanje 14 Anisakis simplex alergena (nazvani Ani s 1 do 14), koji
uglavnom pripadaju skupini ekskretorno-sekretornih produkata nametnika (13).

SeroloSke laboratorijske analize uzoraka krvi kod pacijenata s alergijskim manifestacijama
anisakijaze pokazale su najcesc¢e reakciju na Ani s 1, Ani s 51 Ani s 7, glavne antigene

(alergene) nametnika. Protein Ani s 1 identificiran je u 87% pacijenata koji su razvili klinicku
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sliku kao rezultat prethodne infekcije parazitom (85). Ani s 7 je ekskretorni antigen, detektiran
u akutnoj fazi u 100% pacijenata s alergijama uzrokovanim nametnikom (86).

Prema rezultatima ImmunoCAP testa u radu Spanjolskih autora, odredivanje specifi¢nih IgE
antitijela Ani s 1 1 Ani s 7 pokazalo je razliCite obrasce senzibilizacije izmedu alergi¢nih i
asimptomatskih osoba, te je alergen Ani s 1 prihva¢en kao moguci biomarker za otkrivanje
pacijenata u riziku od ozbiljnih alergijskih reakcija (87). Potvrdeno je da je Ani s 7 protein
prisutan u akutnoj (pocetnoj) fazi u svih pacijenata s alergijskim manifestacijama na Anisakis
spp. (86, 87).

Kontakt s parazitom izaziva proizvodnju specifi¢nih IgE antitijela protiv parazita; stoga
prisutnost specifi¢nog IgE ili pozitivan kozni test izravno ukazuje na senzibilizaciju organizma.
Rezultati kohortnog istrazivanja djece koja zive u regiji Italije gdje je prisutna ,,endemska“
preosjetljivost na Anisakis spp. radi tradicijski Ceste konzumacije mariniranih incuna, pokazali
su da je viSe od 4,5% djece bilo prethodno senzibilizirano, jednako kao i u odrasloj populaciji,
a prema rezultatima prethodne multicentrine studije na odraslim stanovnicima (10 570
ispitanika) (88, 89).

Dijagnoza alergijske (gastroalergijske) anisakijaze treba biti dopunjena kad god je to moguce
anamnestickim podatcima o konzumaciji ribe (17, 41, 90).

Termostabilni antigeni nametnika izazivaju isti stani¢ni odgovor kao 1 ukupni proteinski
ekstrakt 4. simplex, Sto potvrduje postojanje rizika prilikom konzumiranja i termicki (ne samo
sirove) obradene ribe u kojoj se nalazi parazit (71).

Deskriptivna, presjecna studija Caballera i suradnika, pokazala je klini¢ke i imunoloske razlike
u prisutnosti IgE antitijela u odnosu na pet odabranih antigena parazita medu pacijentima
senzibiliziranima ili alergi¢nima na parazit iz Italije i Spanjolske. Najudestalija je u obje
populacije bila reakcija na Ani s 1 alergen. Svi §panjolski pacijenti s alergijom su bili pozitivni
na barem jedan od alergena, dok je samo 76,2% talijanskih pacijenata reagiralo na neki od
testiranih antigena. Ujedno je medu talijanskim pacijentima zabiljezeno znacajno viSe
gastrointestinalnih simptoma, a medu Spanjolskim vise urtikarije, angioneurotskih edema ili
anafilaksija. Autori su razlike objasnili uéestalijom izloZenosti Spanjolaca parazitu jer je
anisakijaza kod njih prisutnija nego u Italiji, pa opetovani susret s li¢inkom i njezinim ES

produktima omogucava razvoj alergijske reakcije (91).
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1.4. Javnozdravstveni aspekti anisakijaze

Sposobnost parazita za Sirenje na razli¢ite morske organizme dovodi do stvaranja mreze
potencijalnih domacina u bilo kojem dijelu svijeta. Stoga je prisutnost parazita u proizvodima
ribarstva u porastu, Sto utjeCe 1 na ucestaliju mogucnost kontakta parazita i ovjeka, sluc¢ajnog

domacina, te tako povecava populacijski rizik za anisakijazu.

1.4.1. Utjecaj parazita na sigurnost hrane, proizvoda ribarstva

Potreba ucinkovite kontrole prijenosa Anisakis spp. (i drugih nametnika) putem hrane iz mora
izazovna je zbog niza otegotnih ¢imbenika kao §to je intenzivan cjelogodisnji medunarodni
turizam pracen poveéanim interesom za konzumaciju hrane izvan kuce, u restoranima ili na
uli¢nim Standovima (92). Velik interes kupaca diljem svijeta za cjelovitom, svjeZom ribom na
ledu, bez evisceracije nakon izlova, dodatno dovodi konzumente u ve¢i rizik za nastanak
anisakijaze (92). Rezultati meta-analize Fiorenza i suradnika pokazali su znacajno povecanje
Anisakis spp. liinki (prosjecan broj crva/riba) u razdoblju od 53 godine, od 1962. do 2015., a
bez znacajnih promjena u brojnosti Pseudoterranova spp. u razdoblju od 37 godina (od 1978.
do 2015.). Autori isticu ¢injenicu da povecanje prisutnosti Anisakis spp. moze imati posljedice
na zdravlje ljudi, zdravlje morskih sisavaca 1 isplativost djelatnosti ribarstva (93).

Prevencija 1 zaStita od zoonoti¢nih nametnika prenosivih putem proizvoda ribarstva postala je
prioritetnom aktivnosti ne samo zbog potencijala parazita za izazivanje bolesti u ljudi, nego 1
negativnog utjecaja na kvalitetu i komercijalnu vrijednost ribe u prodaji (94). U Sjedinjenim
Americkim Drzavama, vec¢ina slu€ajeva anisakijaze je posljedica konzumacije divljeg lososa,
dok je u Europi razlog konzumacija haringe, srdele, osli¢a, in¢una 1 skuSe, sirovih ili
neadekvatno termicki obradenih (95).

U zemljama Europske unije putem RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed) sustava
objavljeno je od 1979. do 2019. godine 546 upozorenja za 13 drzava Unije radi infestacije
Anisakis spp. proizvoda ribarstva. Najveci broj notifikacija zabiljezen je u razdoblju od 2011.-
2019. godine, uglavnom radi ribe i ribljih proizvoda iz Spanjolske. Zna¢ajan broj obavijesti
odnosio se na zabranu izvoza infestirane ribe i drugih proizvoda ribarstva izvan granica
domicilnih drzava, a parazit je najceS¢e bio naden u ribljim komercijalnim vrstama kao §to su
skusa ili osli¢ (96). Glavni cilj meta-analize koju je provela skupina belgijskih autora bila je
procjena prevalencije 1 intenziteta prisutnosti Anisakis spp. u zemljama koje izvoze ribu na

belgijsko trziSte. Rezultati su pokazali rasprostranjenost parazita s velikom varijabilnos¢u u
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prevalenciji izmedu vrsta riba i polja za ribarenje, pa tako bakalar (Gadus morhua) i atlantski
losos (Salmo salar), najc¢es¢e konzumirane vrste ribe u Belgiji, imaju prosjecnu prevalenciju
od 33% odnosno 5%, a od svih istrazivanih ribolovnih zona, riba ulovljena u sjeveroistoénom
Atlantiku ima najvecu stopu zaraze (68 %) (97).

Stoga prisutnost Anisakis spp. li¢inki u hrani morskog porijekla ugrozava ne samo kvalitetu i
sigurnost hrane, nego predstavlja i ozbiljan razlog za zabrinutost potroSaca (98).
Socio-ekonomski aspekt takoder nije zanemariv, jer ucestala odbacivanja proizvoda ribarstva
od strane prodavaca i potroSaca mogu proizvesti znacajne negativne ucinke na promet ribe i
ribljih proizvoda na nacionalnim i medunarodnim trziStima, uz rast nepovjerenja potrosaca u
proizvode ove grane industrije (28, 92). Iznesena zapazanja mogu biti povezana s ekonomskim
deficitima i gubitkom radnih mjesta u ribarstvu, a $to je ve¢ zabiljezeno u Njemackoj 1987.
godine tijekom poznate ,,krize nematoda‘. (99).

U dijelovima svijeta gdje su komercijalne riblje vrste (npr. in¢un u Jadranskom moru) ucestalo
infestirane parazitom, moze se ocekivati i indirektan, negativan, dugorocan utjecaj na stopu
potro$nje ribe po stanovniku (100).

Stoga je grupa autora 2018. godine provela internetsku anketu kako bi se istrazili stavovi i
misljenja potro$ada proizvoda ribarstva u Spanjolskoj o prisutnosti Anisakis spp., kao i
pridruZenih bolesti (tj. anisakijaze 1 alergija na hranu) (101). Rezultati istraZivanja pokazali su
da je vecina potrosaca (77%) spremna platiti viSe za Anisakis ,free” riblji proizvod (bez
nametnika), te da je viSe od Cetvrtine potroSaca (>25%) prethodno izbjegavalo kupnju i/ili
konzumiranje proizvoda ribarstva zbog prisutnosti parazita. Ovi nalazi podupiru pretpostavku
da prisutnost nametnika u ribi, osim §to je ugrozavajuca za ljudsko zdravlje, radi odbojnosti
kupaca prema vidljivim li¢inkama dovodi do izbjegavanja kupnje i1 uvrStavanja ribe u
svakodnevnu prehranu, iznimno kvalitetnog i relativno pristupacnog izvora proteina (101).
Svjetske standarde proizvodnje hrane definira Codex Alimentarius (CA), kodeks o hrani koji
su izradile Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) i Organizacija za hranu i poljoprivredu
Ujedinjenih naroda (FAO). Standardi i odgovaraju¢i na¢ini ponasanja u praksi, opisani u tom
dokumentu, mjerila su sigurnosti i kvalitete prema kojima se evaluiraju nacionalne mjere i
propisi unutar zakonskih okvira Svjetske trgovinske organizacije (WTO). To podrazumijeva
da u proizvodnji hrane postoje osnovna nacela koja svaka drzava i svaki proizvoda¢ mora
postovati. Izmedu ostalog, u pravilniku je navedeno za slane haringe (C.harengus) 1 drugu

sitnu, usoljenu ribu, da se odrzivost nematoda ispituje umjetnom digestijom s magnetskim
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centrifugiranjem, te da termicka obrada ribe na temperaturi od 60°C i viSe najmanje 1 minutu,
odnosno zamrzavanje na temperaturi nizoj od -20°C najmanje 24 sata, uniStava parazita (102).
Iako su preporuceni fizikalni algoritmi zamrzavanja i termicke obrade ribljih proizvoda prema
definiranim uvjetima (EFSA, 2010.) preventivne metode koje jamce uniStavanje li¢inki
Anisakis spp., problem inaktivacije alergena koji sadrzi li¢inka nametnika i dalje je prisutan
(17, 41).

Kako bi se rizici vezani uz hranu morskog porijekla smanjili na najmanju moguéu mjeru ili
potpuno uklonili, Op¢a uprava Europske komisije za zdravlje i potrosace izradila je ,,Vodi¢ o
primjeni procedura HACCP-a* (Hazard Analysis and Critical Control Point), ¢ija primjena
potice proizvodace na kontinuirano pracenje i analiziranje procesa proizvodnje od sirovog
materijala do finalnog proizvoda i njegove dostave potrosacu (,,od mora do stola®), te
prepoznavanje potencijalne opasnosti koje bi se mogle pojaviti u lancu proizvodnje i opskrbe
(97). Sigurnost hrane predstavlja srediSnje pitanje globalnog prehrambenog lanca 1 nedjeljiva
je s ljudskim zdravljem. Programi osiguranja kvalitete namirnica temelje se na stalnom
pracenju sirovina, procesu proizvodnje, skladiStenju i distribuciji krajnjih proizvoda,
ukljucujuéi i svrhu za koju su namijenjeni. Takvi programi predstavljaju vazan cilj za
proizvodace hrane, ne samo zbog potencijalnog rizika po zdravlje ljudi, ve¢ i zbog ekonomskih
gubitaka kojima mogu biti izloZeni (103).

Nakon $to se uoce sve potencijalne opasnosti 1 mjesta na kojima bi se mogle dogoditi, svaki
proizvoda¢ hrane ima obvezu kvalitetne prosudbe njihove vaznosti, a radi konac¢ne procjene
rizika povezanog s prisutnim opasnostima. Ako je uoc¢ena opasnost znacajna i s vjerojatnosti
da ¢e se ponoviti, to sigurno predstavlja rizik za zdravlje potrosaca.

Utemeljeno na analizi procjene rizika implementira se HACCP plan s prikazanim kritiénim
kontrolnim tockama duz cijelog lanca, od pocetka proizvodnje pa do konacnog potrosaca.
Analiza potencijalnih, prisutnih rizika, kao 1 sve mjere za njihovo otklanjanje, uz plan nadzora
provodenja, mora dokumentirati i zabiljeziti odgovorna osoba, a svi podaci moraju biti
dostupni nadleznim tijelima za provjeravanje standarda sigurnosti, higijene i zdravlja (97).
Zakonska obveza u EU za sve koji sudjeluju u izlovu, trgovini ili preradi ribe (EU Commission
Regulation EC No. 2074/2005) je provedba vizualnog pregleda cijele trbuSne Supljine ribe
(ukljucuju¢i unutrasnje organe) od strane kvalificiranih osoba radi kontrole rizika koji

predstavlja prisutnost nametnika, a sve radi vece sigurnosti kupaca proizvoda. Ako individualni
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pregled nije mogué, potreban je plan uzorkovanja prema postojec¢im sluzbenim naputcima
(HACCP plan) (104).

Osvjetljavanje, odnosno vizualni pregled ribljih fileta ili ribljih proizvoda na osvijetljenom
stolu u tamnoj sobi, standardan je nacin inspekcije proizvoda u tvornicama za preradu ribe,
premda rezultat provedene pretrage uvelike ovisi o osposobljenosti osobe zaduzene za
provodenje (105). Unato¢ nedostacima, vizualni pregled ribe se koristi kao rutinska kontrola u
svrhu detekcije 1 eliminacije vidljivih nametnika iz fileta mesa ribe, posebno vecih i skupljih
riba (losos) prije nastavka daljnje obrade (106). Posljednjih godina, uvodenjem novih,
modernijih metoda koje se koriste za inspekciju ribe i ribljih proizvoda radi otkrivanja
prisutnosti Anisakis li¢inki, znatno je povecana ucinkovitost detekcije nametnika. Tako je
metoda osvjetljavanja u odnosu na dvije novije metode (pepticka digestija 1 UV kompresijska
metoda) pokazala znatno loSije rezultate u otkrivanju prisutnosti li¢inka parazita u misi¢ju ribe
(104).

Levsen sa suradnicima je u svom istrazivanju utvrdio da je metoda osvjetljavanja dokazala
samo 7-10% od ukupno prisutnih li¢inki nametnika prisutnih u filetima tri riblje vrste u odnosu
na broj utvrden kompresijskom metodom s koriStenjem ultraljubicastog svjetla (105). EFSA je
takoder u svom dokumentu 2010. godine naglasila da je nedestruktivna metoda vizualnog
pregleda uz osvjetljavanje mesa ribe manje u€inkovita, pogotovo za detektiranje liinki dublje
utisnutih u tkivo ribe, nego $to su to destruktivne metode umjetne pepticke digestije ili UV-

kompresijska metoda (17, 106).

1.4.2. Senzibilizacija na Anisakis spp. stanovniStva

Anisakijaza je kozmopolitska bolest te je prisutna gotovo na svim kontinentima (Azija, Europa,
Afrika, Sjeverna i Juzna Amerika...) (22).

Iako je vidljivo da su se stope senzibilizacije na Anisakis spp. u ljudi diljem svijeta povecale,
do danas nisu jasno utvrdeni kvalitetni dijagnosticki kriteriji kao ni laboratorijski algoritmi
potrebni za detektiranje anisakijaze, pa ta bolest 1 dalje predstavlja nedovoljno prijavljen
zdravstveni problem ¢ije klinicke manifestacije, ako su prisutne, oponasSaju znatno ceSce
alergijske ili probavne smetnje. Vrlo je vazno postavljanje ispravne dijagnoze radi mogucih
javnozdravstvenih intervencija u populacijama s visokim rizikom izlozenosti parazitu te
prilagodbe zdravstvenih usluga odredenim, izloZenim skupinama stanovniStva jer pogresne

dijagnoze dovode do provodenja niza beskorisnih pretraga povezanih sa zna¢ajnim troSkovima
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zdravstvene zastite (107). Zbog znacajnog povecanja ljudske mobilnosti i globalnog prijevoza
svjezih proizvoda poput ribe na ledu, prisutan je porast infekcija koje se prenose hranom, a
time 1 potreba edukativnih kampanja u javnosti s obzirom na javnozdravstvene prijetnje
prisutne u raznim dijelovima svijeta (108).

U Europi je najve¢i broj sluajeva zabiljeZen u Spanjolskoj, Italiji, Francuskoj, Nizozemskoj,
Velikoj Britaniji, drzavama koje imaju veliku vrijednost per capita konzumacije ribe i ribljih
proizvoda (9, 10, 11, 12). Premda su epidemioloski podatci nekonzistentni, iz literature je
vidljivo da je do 2010. godine prijavljeno diljem svijeta oko 20.000 slucajeva anisakijaze, od
cega vise od 90% u Japanu (2.000-3.000 slucajeva godiSnje), gdje je bolest ucestalija u
priobalnoj populaciji i kod ljudi ukljuc¢enih u ribopreradivacku industriju (17, 109). Prema
sustavnom preglednom c¢lanku Rahmatija i1 suradnika, najviSa stopa alergijske anisakijaze je
zabiljeZzena u Portugalu i Norveskoj s prevalencijom izmedu 18,45% 1 22,50%, pa autori
smatraju da bi zdravstveni profesionalci trebali uzeti u obzir alergijsku anisakijazu kao vazno
javnozdravstveno pitanje, posebno u zemljama visokog rizika u kojima je dokazana velika
zastupljenost parazita u morskim vrstama (110).

Javnozdravstveni znacaj parazitskih bolesti koje se prenose hranom prepoznala je i Svjetska
zdravstvena organizacija, te su WHO/FAO jo§ 2012. godine zajednicki napravili procjenu
rizika 1 priredili listu prioritetnih parazitskih bolesti koje se prenose hranom, a sve kako bi se
uspostavio ucinkovit sustav pracenja tih zoonoza na globalnoj razini. Prema prethodno
zadanim kriterijima, anisakijaza je rangirana medu prvih pet za sjevernu i jugozapadnu Europu,
te medu prvih deset u svim europskim regijama (111).

Na zalost, u zdravstvenim krugovima vecéine zemalja anisakijaza je podcijenjena i1 Cesto
neprepoznata, osim u Japanu i Spanjolskoj, u &ijim nacionalnim kuhinjama sredisnje mjesto
zauzimaju riba i plodovi mora, a koji se konzumiraju najcesce sirovi ili vrlo kratko termicki
obradeni. Bao sa suradnicima je prije pet godina proveo prvu kvantitativnu analizu rizika od
Anisakis infekcije u Spanjolskoj, u kojoj je procijenjeno da oko 7.700-8.320 slucajeva
anisakijaze ostaje neprepoznato. Za usporedbu, broj sluzbeno godisnje prijavljenih slucajeva u
Spanjolskoj je izmedu 3,87 do 19,3 na 100.000 stanovnika (112).

Serano-Moliner je s grupom autora u sustavnom preglednom ¢lanku o epidemiologiji hranom
prenosivih parazitarnih bolesti u EU (2000.-2016.) zabiljezio ukupno 236 autohtonih klinicki
dokazanih anisakijaza, uglavnom u Spanjolskoj (66,9%) i Italiji (28,4%) (113). Ipak,

prevladava misljenje da je podcijenjen broj stvarnih slucajeva anisakijaze, $to je prisnazeno
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podatcima iznesenima u ¢lanku Cavallera i suradnika, koji su prikazali 370 klini¢kih slucajeva
prema podatcima iz kartona bolnickih otpusta u Italiji tijekom deset godina (2005.-2015.)
(114).

Autori retrospektivne studije o anisakijazi u Francuskoj (2010.-2014.) su prezentirali podatke
o 37 pozitivnih pacijenata prema dostupnim bolni¢kim kartonima (115). Prema rezultatima
brazilske studije, u 19,6% testiranih Zena nakon poroda, potvrdio se prethodni kontakt s
parazitom (116).

Neprepoznavanju anisakijaze pridonosi nespecifi¢nost i raznolikost simptoma. Cesto, prisutna
klini¢ka slika u oboljele osobe nije adekvatno popracena potrebnom dijagnostickom obradom.
Pogresno protumacene klinicke manifestacije (naj¢esée simptomi vezani uz gastrointestinalni
sustav) kao 1 najceSc¢e nezabiljezeni anamnesticki podatci o konzumaciji sirove ili neadekvatno
termicki obradene morske hrane, tijekom lije¢nicke obrade dovode do rijetkog
dijagnosticiranja anisakijaze, a time i kontinuiranog podprijavljivanja broja oboljelih (17, 117).
Anketno istrazivanje provedeno medu lije¢nicima obiteljske medicine u Australiji potvrdilo je
nisku razinu znanja 1 osvjeStenosti zdravstvenih profesionalaca (unato¢ dostupnim
znanstvenim radovima) o opasnostima po ljudsko zdravlje vezanima uz parazite koji se prenose
hranom morskog porijekla (15). Korisne mjere za suzbijanje anisakijaze bile bi uspostava
nacionalnog registra slucajeva, pokretanje javnozdravstvenih edukativnih kampanja za javnost
te kampanje podizanja svijesti 1 osposobljavanja zdravstvenih djelatnika (118).

U Hrvatskoj je u medicinskim krugovima bolest uglavnom potpuno nepoznata i zanemarena,
iako postoji zabiljeZena sporadi¢na pojavnost anisakijaze. Do sada su samo dva slu¢aja opisana
u literaturi. Mladineo sa suradnicima je koriStenjem molekularnih metoda potvrdila L3 li¢inku
u parafinskom preparatu sigmoidnog dijela debelog crijeva starije Zenske osobe koja je
bolovala od maligne bolesti (119). Iako u slu¢aju 14-godisnjeg djecaka koji je tri dana nakon
konzumacije susija dozivio opstrukciju tankog crijeva, s edemom i eozinofilnom infiltracijom
u podrucju crvuljka, nije dokazana infektivna L3 licinka, klinicka dijagnoza je bila anisakijaza
(120). Pilot istraZivanje koje su proveli Mladineo 1 Poljak na 500 ispitanika Dalmatinske
zagore, priobalja i otoka, pokazalo je ukupnu seroprevalenciju titra Anisakis spp. IgE antitijela
u krvnom serumu zdravih osoba oko 2%, s najviSom prevalencijom na otocima od 3,5% (18).
Istrazivanja provedena u drugim zemljama Europe dokazala su znatno ucestaliji prethodni
dodir ispitivanih osoba s nametnikom (Norveska 6,6%, Spanjolska do 22,1%, Italija 15,4%)
(19, 20, 21). Razloge ipak neSto ucestalijeg prijavljivanja anisakijaze posljednjih petnaestak
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godina u vecem dijelu svijeta mozemo pripisati internacionalizaciji jela azijske i drugih
egzoticnih kuhinja, s jedne strane, ali i dostupnosti boljih dijagnostickih alata te vecoj

osvijestenosti javnosti o prisutnosti anisakijaze, s druge strane (39).

1.4.3. Profesionalno izloZena populacija

Industrija prerade ribe kao i uzgoja ribe i Skoljkasa zaposljava viSe od 60 milijuna radnika u
svijetu (121). Djelatnici zaposleni u tom industrijskom sektoru svakodnevno su na svojim
radnim mjestima izloZeni razli¢itim $tetnim okoliSnim ¢imbenicima kao Sto su: hladnoda,
pretjerana vlaznost zraka, organski aerosol. Ne smije se zanemariti ni mogucnost kontaktne
izlozenosti razli¢itim alergenima vezanima uz ribu koja se preraduje. Kao rezultat
profesionalne izloZenosti mogu se javiti pojedine bolesti pracene razli¢itom
simptomatologijom, od respiratornih smetnji pa do koznih promjena (122). Smatra se da ta
populacija (ribari, radnici u tvornicama, prodavaci ribe, kuhari) moze imati znacajan
profesionalni rizik izlozenosti parazitu Anisakis spp. (123).

Peta po veli¢ini u svijetu je ribopreradivacka industrija Europske unije s godiSnjom preradom
oko 5 milijuna tona ulovljenih divljih riba, a taj industrijski sektor omogucava posao za vise
od 275.000 stanovnika. Osim proizvodnje, EU je 2014. godine uvezla ribe 1 ribljih preradevina
u vrijednosti od oko 21 milijardu eura, $to predstavlja vise od 40% vrijednosti svjetskog uvoza
ribe. Premda zbirni statisticki podatci o potro$nji ribljih proizvoda u zemljama ¢lanicama EU
pokazuju uzlazni trend, godiSnja stopa potro$nje po glavi stanovnika varira od 5,3 kg u
Madarskoj, do 56,8 kg u Portugalu (124, 125).

Prema podatcima Drzavnog zavoda za statistiku (2017.), u Hrvatskoj je 1149 radnika bilo
zaposleno u sektoru ribopreradivacke industrije, uglavnom u priobalju (izlov i1 prerada morske
ribe ¢ine oko 2/3 ukupne proizvodnje) (22). Iako znatno manji broj ljudi radi u toj industrijskoj
grani u odnosu na druge mediteranske europske zemlje, hrvatska ribopreradivacka industrija
je vrijedan segment industrije kako na nacionalnom, tako i na medunarodnom trzistu, s
godisnjim prihodima od 112 milijuna dolara (126). Prisutnost li¢inki L3 Anisakis spp. u ribi
koja je ulovljena u Jadranu i predvidena za izvoz iz Hrvatske u druge zemlje, uzrokuje
nemogucnost eksporta takve ribe na granicama Europske unije (EC RASFF, 2019) (127).
Porast proizvodnje i prerade hrane morskog porijekla kao odgovora na povecanu globalnu
potraznju za kvalitetnim 1 lako dostupnim izvorom proteina, naglasilo je obvezu uinkovitijeg

pracenja zdravlja zaposlenika te grane industrije uz posljedicno, ucestalije biljeZenje njihovih
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zdravstvenih problema kao $to su rino-konjuktivitis, astma, kozne promjene te anafilaksija,
vezanih uz profesionalnu izlozenost alergenima iz ribe (123, 128). Povezanost nastanka astme
radi profesionalne izlozenosti, uzrokovane 4. simplexom, temeljeno na in vivo i in vitro
testovima, potvrdili su Armentia 1 suradnici prije vise od dvadeset godina (129). Zaposlenici
mogu biti neposredno izloZeni alergenu (dodirom, zrakom) na svom radnom mjestu tijekom
proizvodnog procesa, ali i posredno, konzumacijom sirove ili nedovoljno termicki
pripremljene hrane (obrok tijekom radnog vremena).

Prema sustavnom pregledu Mazzuca i suradnika objavljenom 2018. godine, do sada je vrlo
mali broj istrazivanja u fokusu imao profesionalno izlozenu populaciju ovom parazitu: svega
tri studije su ukljucile kao ispitanike profesionalno izlozene radnike riblje industrije, a jedno
istrazivanje osim ribara ukljucivalo je i1 stanovnike iz dva obalna grada u Maroku (130).
Istrazivanje provedeno na Siciliji pokazalo je prisutnost specifi¢nih IgE antitijela u 20,2%
ispitanika, uz viSu seroprevalenciju u ribara i mornara (6,7 puta) u odnosu na radnike u
tvornicama za preradu ribe, dok je ucestalost kontakta putem koze bila jednaka (128). Rezultati
istrazivanja provedenog u Maroku uz seroprevalenciju od 5,1%, nisu pokazali povezanost
senzibilizacije medu ispitanicima (stanovnici dva grada na obali i ribari) u odnosu na spol, dob
ili profesionalnu izlozenost (131).

Dosadasnji znanstveni radovi su alergije na Anisakis spp. rijetko postavljali kao odgovor na
profesionalnu izloZenost alergenu na radnom mjestu u odnosu na izloZenost nametniku tijjekom
konzumacije sirove ili nedovoljno termicki obradene hrane morskog porijekla. Svejedno, takva
vrsta izlaganja moze biti razlog povremenoj radnoj nesposobnosti zbog bolesti, te posljedicne
odsutnosti s radnog mjesta (132). Posljednje desetlje¢e industrija prerade ribe diljem svijeta
biljezi stalni rast, pa sve viSe zaposlenika moZe na svojim radnim mjestima biti izloZeno
parazitu. Unato¢ tome, jo§ uvijek je profesionalna alergija na Anisakis spp. nedovoljno

istrazena 1 neprepoznata (17, 69).
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2. HIPOTEZE I CILJEVI

2.1. Hipoteze

1. Populacija djelatnika ribopreradivacke industrije koji su profesionalno izlozeni (prvenstveno
izlovljenim ribama iz mora) vjerojatno ima vecu seroprevalenciju anti-Anisakis spp. IgE
antitijela od radne populacije u Hrvatskoj koja nije profesionalno ukljuc¢ena u ribopreradivacku
industriju.

2. Senzibilizacija na Anisakis spp. alergene kod djelatnika ribopreradivacke industrije mozda
je povezana s profesionalnom izlozenosti, ali i s aktivnostima tijekom slobodnog vremena

(ribolov za osobne potrebe).

2.2. Ciljevi

1. Utvrditi seroprevalenciju specificnih IgE antitijela na Anisakis spp. u profesionalno izlozenoj
populaciji djelatnika ribopreradivacke industrije

2. Utvrditi okoli$ne rizi¢ne ¢imbenike povezane sa senzibilizacijom radnika na Anisakis spp.
3. Utvrditi geneticke cimbenike, alele lokusa HLA razreda II koji su povezani sa

senzibilizacijom radnika na Anisakis spp. (genetska predispozicija)
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3. METODE I MATERIJALI

3.1. Eticka nacela

Za provodenje istrazivanja dobivena je prethodno suglasnost Etickog povjerenstva Nastavnog
zavoda za javno zdravstvo (Eticko povjerenstvo Nastavnog zavoda za javno zdravstvo
Splitsko-dalmatinske zupanije, Klasa: 500-01/14-01/1.). Sudjelovanje u istrazivanju bilo je

dobrovoljno.

3.2. Ustroj istraZivanja

Osnova ove doktorske disertacije je provedeno multicentricno, presjecno istrazivanje s
prikupljanjem vlastitih podataka, i dio je znanstvenog projekta Hrvatske zaklade za znanost,
AnGEL projekt (Anisakis spp: Genomic, Epidemiology,) broj 5576, voditeljica projekta: prof.
dr. sc. Ivona Mladineo, dr. vet. med.

U istraZivanje su bili aktivno ukljuceni: Sluzbe za epidemiologiju 1 mikrobiologiju Nastavnog
zavoda za javno zdravstvo Splitsko-dalmatinske Zupanije, Institut za oceanografiju 1 ribarstvo
u Splitu, Zavod za transfuziju KBC Split, Medicinski fakultet u Splitu, Departamento de
Parasitologia, Universidad Complutense, Madrid, Spanjolska, Complejo Hospitalario
Universitario de Santiago-CHUS, Santiago de Compostela, Spanjolska. U istraZivanju su
sudjelovali stru¢njaci razlicitih profila: lijecnici specijalisti epidemiologije, infektologije,
alergologije, statistiCar, molekularni biolozi, doktori veterine, diplomirani sanitarni inzenjer,
laboranti 1 medicinska sestra.

Samo istrazivanje sastojalo se od dva dijela. Terenski dio je obuhvacao odlaske u tvornice za
preradu morske ribe u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji (na Brac¢u i Dalmatinskoj zagori),
Zadarskoj zupaniji (Dugi otok 1 zalede), Istarskoj zupaniji (Rovinj), te na akcije dobrovoljnog
darivanja krvi na istim podrucjima. Drugi dio istrazivanja vezan je uz laboratorijske analize

prikupljenih uzoraka krvi osoba ukljucenih u istraZivanje.

3.3. Ishod istraZivanja
Primarni ishod istrazivanja je seroprevalencija IgE antitijela na Anisakis spp. odredena iz
uzorka seruma ispitanika laboratorijskom ELISA metodom. Rije€ je o kvalitativnoj (DA/NE)

varijabli ¢ija se razdioba izrazava postotkom.
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U istrazivanju se primarni ishod analizirao u nekoliko razli¢itih konteksta:

a) Utvrdena je razina seroprevalencije IgE antitijela na Anisakis spp. u profesionalno izlozenoj
populaciji djelatnika ribopreradivacke industrije s pripadaju¢im 95% rasponom pouzdanosti.
b) Analizirana je jakost povezanosti primarnog ishoda sa sljede¢im potencijalnim rizicnim
¢imbenicima za izlozenost Anisakis spp. Dob je bila jedini kvanititativni ¢imbenik u analizi,
dok su od kvalitativnih ¢imbenika ukljuceni: spol, duljina radnog staza u industriji prerade ribe
(kategorije s rasponom od po 10 godina), koriStenje zastitne opreme na radu (DA/NE odgovori)
- rukavice, maska, naocale, naocale; direktni kontakt s alergenom iz ribe u tvornici
(direktan/indirektan/bez fizickog kontakta), ¢imbenici vezani uz ponasanje i navike pojedinca
- ribarenje u slobodno vrijeme, te tehnike procesuiranja ribe za konzumaciju koju pojedinac
koristi kod kucée kao S§to su mariniranje, usoljavanje, dimljenje, kuhanje, peCenje te
konzumacija bez procesiranja (sve DA/NE odgovori); primarno mjesto procesuiranja
konzumirane ribe (kod kuce/restoran/trgovina); vrsta prehrane: konzumacija mesa, ribe
opc¢enito, konzumacija sirove ribe specificno (DA/NE odgovori); ucestalost konzumacije ribe
(svakog dana/nekoliko puta tjedno/jednom tjedno/rijetko); vrsta primarno konzumirane ribe
(plava riba/bijela riba/slatkovodna riba), te puSenje (pusac/bivsi pusac/nepusac). Vrijednosti
svih navedenih varijabli, potencijalnih ¢imbenika rizika, mjerene su upitnikom.

c¢) Analizirana je jakost povezanosti primarnog ishoda s alelima 1 haplotipovima HLA lokusa,
kao mogucih odrednica genetske predispozicije za anisakijazu. Prisustvo pojedinog alela u
ispitaniku (DA/NE) potvrdeno je PCR SSP 1 SSO metodama u Laboratoriju za HLA tipizaciju
tkiva Zavoda za transfuzijsku medicinu KBC-a Split (Krizine), dok su se utvrdeni haplotipovi
rekonstruirali koriStenjem specijaliziranog softvera temeljem utvrdenih alela i vjerojatnosti

njihove razdiobe.

3.4. Ispitanici

Velic¢ina uzorka je utvrdena putem EpiTools softver paketa uz pretpostavku da je anti-Anisakis
seroprevalencija u djelatnika zaposlenih u sektoru prerade morske ribe u Republici Hrvatskoj
oko 2%, kao §to je pokazano u prethodnom istrazivanju (133).

Prema podatcima Zavoda za statistiku za 2016. godinu, u Republici Hrvatskoj ukupno je
zaposleno 1149 radnika u ribopreradivackoj industriji, od kojih 768 ili 2/3 u preradi morske
ribe (134).

[zraunata minimalna veli¢ina uzorka uz marginalnu pogresku od 1% je 381 ispitanik.
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Svi djelatnici su pozvani da se ukljuce u istrazivanje, te se 600 osoba odazvalo sudjelovanju
(stopa odgovora 78%). Svi zainteresirani radnici su ukljuceni u istrazivanje kako bi se osigurao
dovoljan broj seropozitivnih osoba za sve planirane analize.

U kontrolnu skupinu takoder je uklju¢eno 446 punoljetnih zdravih osoba iz radno sposobne
populacije. Kriterij za uklju¢ivanje je bio da ne rade u ribopreradivackoj industriji, a da zive i

rade na podrucju gdje i ispitanici.

HRVATSKA

Slika 3. Prikaz geografskih podrucja s oznakama tvornica za preradu ribe ¢iji su radnici
ukljuceni u istrazivanje:

1. Splitsko-dalmatinska Zupanija: A Sardina,

2. Splitsko-dalmatinska Zupanija: B Conex, C Felicita, D Trenton,

3. Zadarska zupanija: E Sali Mardesic, F Omega Benkovac, G Mislov, H Ostrea, I Noclerius,

4. Istarska zupanija: J] Mirna.
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U odabiru osoba za sudjelovanje u istrazivanju sudjelovali su djelatnici Nastavnog zavoda za
javno zdravstvo te djelatnici Zavoda za transfuzijsku medicinu KBC Split.

Kriteriji ukljucenja za djelatnike tvornica za preradu morske ribe bili su: punoljetne osobe koje
se smatraju zdravima, zive u jednom od geografskih podrucja (Splitsko-dalmatinska Zupanija,
Zadarska zupanija i Istarska Zupanija) te rade u nekoj od tvornica za preradu morske ribe.
Iskljuceni su svi oni koji su imali akutnu ili kroni¢nu zaraznu bolest u vrijeme dok se provodilo
istrazivanje. Sve osobe ukljucene u istrazivanje su ispunile anonimni upitnik posebno
dizajniran za studiju te donirale uzorak krvi radi potrebnih laboratorijskih analiza.

Zdrave, odrasle osobe s boravistem u podruc¢jima u kojem zive i ispitanici, a koje su ukljucene
u kontrolnu skupinu, regrutirane su tijekom akcija dobrovoljnog darivanja krvi na spomenutim
podru¢jima. KoriSten je princip nasumi¢nog odabira sudionika u istrazivanju uz primjenu
SimDis softvera kojim je stvorena lista od 2500 slucajnih brojeva. Neovisni zdravstveni
djelatnici su distribuirali 2500 zatvorenih, neprozirnih omotnica, od kojih je samo polovica
sadrzavala 1 poziv za sudjelovanje (donaciju uzorka krvi i ispunjavanje upitnika sa osobnim
podatcima i podatcima o zdravstvenom statusu osobe). Kraca verzija upitnika (demografski
podatci, Stetne navike kao Sto je puSenje, prisutnost i tip alergijskih manifestacija) bila je
predvidena za kontrolnu skupinu ispitanika radi prakti¢nosti provodenja jer su darivanja krvi
dogadanja s prisutnos$cu velikog broja ljudi kao 1 vremenskim ograni¢enjem.

Prikupljanje je prekinuto kada se broj ukljucenih kontrolnih ispitanika priblizio broju
uzorkovanih radnika u ribopreradivackoj industriji. Odaziv ispitanika predvidenih za kontrolnu
skupinu je bio 36%, Sto je dvaput viSe nego u prethodnoj studiji provedenoj u Hrvatskoj.
IstraZivanje je provedeno od prosinca 2015. do prosinca 2016. godine. Svaka odrasla osoba
ukljuCena u istrazivanje procitala je 1 potpisala obrazac ,Informiranog pristanka za
istrazivanje* sa svim potrebnim informacijama vezanima uz sudjelovanje, provodenje i ciljeve
istrazivanja.

Nakon popunjavanja upitnika (N = 563; 94%), uobli¢ene su dvije skupine ispitanika: grupa A
(N =371; 67%) i grupa B (N = 192; 33%).

Skupina A obuhvatila je ispitanike koji u upitniku nisu prijavili alergijske manifestacije, a
skupina B radnike s alergijskim smetnjama. Prema vrstama svakodnevnih radnih zadataka (1
= direktan kontakt s ribom na radnom mjestu; 2 = indirektan kontakt s ribom i 3 = bez kontakta

s ribom) podijeljeni su u podskupine: A1 1B1, A21B2, A31B3.
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Dodatno, djelatnici skupine B (s alergijama) podijeljeni su u podskupine prema vrsti alergijskih
manifestacija (kozne promjene, rino-konjuktivitis, respiratorne smetnje te dvije i viSe vrsta

alergijskih tegoba) i radnim zadatcima u tvornici gdje rade.

Ispitanici / radnici koji su
ispunili upitnik

/ e \
Grupa A: bez alergijskih Grupa B: s alergijskim
manifestacija manifestacijama
N=371 N=192
Al: Direktan A3: Bez kontakta B1: Direktan B3: Bez kontakta
kontakt s ribom s ribom kontakt s ribom s ribom
N=268 N=64 N=147 N=23
\/
v
A2: Indirektan B2: Indire.ktan
kontakt s ribom kontakt s ribom
N=39 N=22

Slika 4. Prikaz po skupinama i podskupinama ispitanika, radnika u tvornicama za preradu ribe,

prema samoprijavi alegijskih smetnji i kontaktu s ribom na svom radnom mjestu.

Nakon S$to su zavrSene laboratorijske analize, svi seropozitivni ispitanici obavijeSteni su o
rezultatima provedenih pretraga telefonom, te su usmeno upitani (prema sje¢anju) jesu li u
proslosti imali probavne tegobe ili alergijske smetnje nakon konzumacije ribe (bilo sirove ili

termicki obradene), radi klinicke dijagnoze anisakijaze.
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3.5. Postupci

Za dokazivanje anti-Anisakis IgE antitijela u serumu ispitanika koristene su tri razli¢ite vrste
testova. Radi pripreme uzoraka za laboratorijske analize, donirana krv osoba ukljuc¢enih u
istrazivanje je nakon centrifugiranja 10 minuta / 3.000 okretaja (serumi) smrznuta na -20° C u
zamrzivacu u Sluzbi za klinicku mikrobiologiju na Nastavnom zavodu za javno zdravstvo, te

tako ¢uvana do obrade.

3.5.1. Laboratorijske analize

Radi kvalitativnog utvrdivanja prisutnosti specifi¢nih anti-Anisakis IgE antitijela (na Anis 1 i
Ani s 7 alergene) testirani su serumi svih ispitanika (N = 600) u laboratoriju Universidad de
Santiago de Compostela u Spanjolskoj, indirektnim Anisakis simplex IgE-ELISA (Trisakis-170
kit) testom, baziranim na neizravnoj kompetitivnoj tehnici (135).

Navedeni test koristi mikrotititarske ploce s 96 jazica presvucenih s dva glavna rekombinantna
alergena: Anis 11 Anis 7. Analiza se sastoji od tri dijela: inkubacija nerazrijedenim uzorkom
humanog seruma, nakon toga inkubacija s florescein-izocijanatom (FITC) oznaenim s
antthumanim IgE monoklonskim konjugatom i kao tre¢i korak, inkubacija s anti FITC
poliklonalnim konjugatom. Na kraju testa, intenzitet boje produkta (Zuta boja) je
proporcionalan koli¢ini Anisakis simplex specifi¢nih IgE antitijela u serumu. Analizirani uzorci
seruma ispitanika su ocitani kao pozitivni svaki put kada su dobivene vrijednosti opticke
gustoce bile viSe od grani¢nih vrijednosti zar Anis 1 =0,09 ir Ani s 7 = 0,05 (18). Postoji
razlika u osjetljivosti izmedu koriStenih rekombinantnih alergena: Ani s 1 je manje osjetljiv
(61% uz 95% interval pouzdanosti) u odnosu na 4ni s 7 (93% uz 95% interval pozdanosti).
Vazno je napomenuti da je taj test potvrden kao zlatni standard za utvrdivanje infekcije
parazitom uz 100% detekciju gastroalergijske anisakijaze, kao 1 95% slucajeva Anisakis
senzibilizacije povezane s kroni¢nom urtikarijom (136, 137).

Dokazivanje IgE antitijela na parazit u serumu ispitanika uc€injeno je i koriStenjem ,,Anisakis
Crude Extract® (CE); sirove, cjelovite, L3 liinke. Anisakis CE je pripremljen u Departamento
de Parasitologia, Universidad Complutense, Madrid, koriStenjem A. simplex s. I. (sensu lato)
L3 stadija nametnika. Infektivne li¢inke su u laboratoriju ru¢no izdvojene iz miSi¢nog tkiva
ribe, zgnjeCene u muzaru, tretirane razli¢itim kemijskim spojevima te visekratno centrifugirane
radi izdvajanja supernatanta (protein). Sam postupak je opetovano ponavljan radi pripreme

dovoljne koli¢ine startnog materijala koji je bio nuzan za kasnije provedenu laboratorijsku
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metodu. Jazice na mikrotitriraju¢oj ploci za ELISA test prethodno su obloZene sa Anisakis CE,
a kao kontrole koriStene su plo¢e s jazicama bez antigena. PloCice su tretirane puferom i
ostavljene tijekom no¢i na 4°C. Sve su potom napunjene razrijedenim uzorcima seruma,
centrifugirane te na kraju viSekratno isprane. Za dokaz IgE anti-CE antijela koriSteni su
reagensi 1 procedure predvidene za izvodenje Trisakis-170 testa (85, 138).

Dio seruma (76) je testiran i komercijalnim testom ImmunoCap, ThermoFisher Scientific, u
Complejo Hospitalario Universitario de Santiago-CHUS, Santiago de Compostela u
Spanjolskoj. Svi uzorci seruma ispitanika koji su se pokazali pozitivnima (11) tijekom Trisakis-
170 testa su ponovno analizirani, kao i randomizirani serumi (65) iz sve cCetiri podskupine
ispitanika s alergijskim manifestacijama (BA1, BA2, BA3 i BA4). Sam postupak dokazivanja

alergen specificnih IgE antitijela je potpuno automatiziran (135).

3.5.2. HLA tipizacija

Za potrebe HLA genotipizacije odabrano je slu¢ajnim odabirom 208 uzoraka seruma: 159
(27%) djelatnika u ribopreradivackoj industriji, uklju€ivo i svih 11 seropozitivnih sudionika,
te 49 (11%) kontrolnih ispitanika. Analize su provedene u laboratoriju za HLA genotipizaciju
Odjela za transfuziologiju KBC Split na lokaciji Krizine, koriS§tenjem molekularnih metoda
odredivanja gena sustava HLA. Kao uzorak je koriStena izolirana DNA osobe dobivena iz
uzorka periferne krvi (2 ml) pohranjena u epruvetu s antikoagulansom EDTA (High Pure PCR
Template Preparation Kit, Roche Diagnostic GmbH). HLA-DRB 1, HLA-DQA 11 HLA-DQB
1 aleli dokazani su PCR-SSO (Polymerase Chain Reaction-Seqence Specific Oligonucleotids)
1 PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Primer) metodom uz koristenje
komercijalnih Immucor Lifecodes HLA-SSO 1 Olerup SSP kitova za tipiziranje. HLA-aleli i
genotipska ucestalost odredena je direktno brojanjem, a dobiveni rezultati analizirani

uobicajenim statistickim metodama.

3.5.3. Upitnik

Anonimni upitnik je posebno dizajniran za ovo istrazivanje. Ispitivano je niz varijabli: dob,
spol, profesionalna izloZenost i mjere zastite na radnom mjestu, ribolov kao moguca rizi¢na
aktivnost tijekom slobodnog vremena, prehrambene navike, posebno vezane uz konzumaciju
ribe (termicki neobradene ili sirove), zdravstveno stanje (kroni¢ne bolesti, alergije), Stetne

navike (pusenje).
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3.5.4. Spirometrija

Svim ispitanicima, zaposlenicima u ribopreradivackoj industriji je nakon doniranja uzorka krvi
1 ispunjavanja anonimnog anketnog upitnika ponudena i1 spirometrija (probirni test) kao
dodatna vrijednost provedene epidemioloSke studije. Spirometrija je metoda kojom se mjere
volumeni 1 protoci udahnutog i izdahnutog zraka. U tu svrhu koristen je VICATEST P2a
spirometar. Postupak je izvoden puhanjem kroz usnik (Shiller) u sjede¢em polozaju uz upute
ispitivaca, a prema smjernicama Americkog torakalnog drustva i Europskog respiracijskog
drustva (139). Svaki ispitanik je izvrSio tri ponavljaju¢a mjerenja, (rezultati mjerenja mogu se
razlikovati za mjerene varijable FVC 1 FEV1 za <150 mL odnosno 5%) te je za vrijednost
promatranog parametra uzeta najveéa izmjerena vrijednost izrazena u postotku predvidene
vrijednosti s obzirom na dob, spol i tjelesnu visinu. Izmjereni su primarni pokazatelji pluéne
funkcije: FVC (forsirani vitalni kapacitet) koji mjeri maksimalni volumen zraka koji se
forsirano, brzo i snazno izdahne do kraja nakon maksimalnog udaha, te FEV1 (forsirani
ekspiracijski volumen u prvoj sekundi) maksimalni volumen zraka koji se izdahne u prvoj
sekundi forsiranog izdaha nakon maksimalnog udaha. Rezultati mjerenja usporedeni su s
referentnim vrijednostima koje ovise o spolu, dobi, visini i teZini testirane osobe, a dobivene
vrijednosti izraZene kao postotak normalne vrijednosti (za oba parametra ventilacije 80% 1
vise). Omjer FEV1/FVC je dio forsiranog vitalnog kapaciteta koji moZe biti izdahnut u prvoj
sekundi te je predstavljen u obliku Tiffeneau indeksa ¢ije su normalne vrijednosti iznad 80%

(128).

3.5.5. Statisticki postupci

Statisticke usporedbe dobivenih prevalencija anti-Anisakis IgE antitijela (zavisne varijable)
uzoraka seruma testiranih Trisakis 170 ELISA, Anisakis CE ELISA ili ImmunoCAP
laboratorijskim testovima, kao i njihov Fisherov raspon pouzdanosti, racunati su putem
WinPepi 11,65 softvera (htpp//www.brixtonhealth.com/pepi4windows.htlm).

Statisticka znacajnost 1 moguca povezanost izmedu zavisnih i nezavisnih varijabli (spol, dob,
profesionalna izlozenost, bihevioralni ¢imbenici rizika, prehrana, zdravstveni status) utvrdeni
su metodom univarijatne logisticke regresije, koriStenjem ,,logistf package, the R software
version 3.5%. Statisticka metoda uklju¢uje Bayesian pristup odgovaraju¢em regresijskom

modelu s primjenom Firthove metode otklona pristranosti. Ta metoda se uobicajeno koristi
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kako bi se otklonila moguénost odstupanja rezultata istrazivanja prilikom procjene omjera
izgleda (Odds Ratio, OR) usljed niske stope oc¢ekivanih dogadaja (ishoda) (140).

Omjer izgleda smatra se statisti¢ki znac¢ajnim ako njihov 95% raspon pouzdanosti ne ukljucuje
1. Statisticka znacajnost se prisnazila s p-vrijednostima dobivenim putem regresijskog modela
logaritamskog omjera vjerojatnosti, putem Fisherovog exact testa. KoriStenjem Firthove
metode uz dovoljan broj promatranih dogadaja (ishoda) za ispitivane parametre, osiguravaju
se pouzdane procjene regresijskih koeficijenata kao i statisticka znacajnost (141).

Budu¢i da nisu potpuno jasni genetski mehanizmi koji su u podlozi moguée povezanosti
izmedu HLA alela i senzibilizacije na Anisakis spp., primijenjene su statisticke analize takve
povezanosti na alelski dominantnom i recesivnom modelu. Sam aditivni model ne ukljucuje
viSe od dvije kategorije genotipova, Sto povecava broj parametara logistickog modela te
indirektno utjeCe 1 na pouzdanost regresijskih koeficijenata. Za dokaz moguce povezanosti
haplotipova i senzibilizacije koriSten je ,,Arlequin v 3.5.2.2* softver.

Vode¢i se time da seropozitivnost na Anisakis spp. predstavlja rijedak dogadaj u uzorku
djelatnika zaposlenih u ribopreradivackoj industriji i da je veliki broj ispitanika ukljucen u
istrazivanje, uz Cinjenicu da replikacijske studije u ovoj populaciji nisu ucestale, dodatno se

istrazila povezanost s 0,1 razinom statisticke znacajnosti.
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4. REZULTATI

Ukupno je u istrazivanje uklju¢eno 600 radnika ribopreradivacke industrije i 466 kontrola
(zdravih darivatelja krvi). Prosjecna dob =+ standardna devijacija (SD) djelatnika
ribopreradivacke industrije bila je 46 £ 10 godina. Vecina njih bile su zene (438 ili 73%,
p<0.001). Zene su takoder prevladavale i u kontrolnoj skupini (281 ili 63%, p<0.001), a koje
su sveukupno bile mlade od radnika (prosjec¢na dob ispitanika kontrolne skupine 39 + 11
godina; srednja razlika: 6 godina, 95% CI 5,0-7,6). Medijan dobi seropozitivnih radnika
ribopreradivacke industrije, od kojih pet (45%) su Zene, je 56 godina (raspon 30-63) (Slika 5.).
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Slika 5. Prikaz razdiobe dobi u radnika ribopreradivacke industrije s obzirom na spol i seroloski

status na Anisakis spp.

M-musko, Z-zensko, + seropozitivan, - seronegativan
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4.1. Imunoloski odgovor na Ani s 1 i Ani s 7 antigene (alergene) posredovan specifiénim
IgE antitijelima

......

Trisakis-170 testu na prvom testiranju te grani¢nu reakciju na drugom testiranju (Tablica 1. 1
2.), ukupno je 11 od 600 seruma dobivenih od uzoraka krvi djelatnika ribopreradivacke
industrije bilo pozitivno na anti-Ani s 7 specificna IgE antitijela: prevalencija 1,8% (Fisherov
egzaktni 95% raspon pouzdanosti (CI) 0,9-3,3%). Od 11 pozitivnih zaposlenika, Cetvero je
imalo seropozitivitet (IgE antitijela) na oba glavna alergena Anisakis spp.: anti-Ani s 1 1 anti-

Ani s 7 (0,7%, Fisherov egzaktni 95% CI 0,2-1,7%).

Tablica 1. Razdioba radnika zaposlenih u ribopreradivackoj industriji-prema prijavi postojanja
alergijskih smetnji i kategoriji alergijskih simptoma, vrsti kontakta s ribom tijekom rada u tvornici i

rezultatima Trisakis-170 ELISA testa.

Kontakt s ribom u tvornici

Direktan rad na Indirektan Bez kontakta Ukupno
proizvodnoj traci kontakt sa sa ribom

ribom

Radnici sa alergijskim smetnjama

kozni simptomi 35 (3% 7 5 47
rino-konjuktivitis 43 (2) 5 8 56
respiratorni simptomi 36 7 4 47
> 2 kategorija alergijskih 33(2) 3 6 42
simptoma
Ukupno 147 (7) 22 23 192 (7)
Radnici bez alergijskih smetnji
Ukupno 268 (3) 39 64 (1) 371 (4)
Svi radnici zajedno

415 (10) 61 87 (1) 563°

an

®Brojevi u zagradama oznacavaju broj seruma pozitivnih na 7risakis-170 testu;
® Ukupno je 37 upitnika, u kojima su nedostajali odgovori o alergijskim simptomima, iskljuceno iz

ove analize. Svi serumi koji su pripadali iskljucenim ispitanicima bili su negativni.
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Tablica 2. Znacajke radnika zaposlenih u ribopreradivackoj industriji, seropozitivnih na Anisakis spp.

Naziv /opis | Ribarenje | KOMZUMACH |y talost . Vrsta Akutni . T-170 | T-170 | Immuno
God. ribe: . Priprema . . Kroni¢ne
Spol | Centar radnog u slobodno . konzumacije . konzumirane alergijski . test test CAP
rod. . .. sirova, slana, . jela . . . bolesti A A
mjesta vrijeme marinirana ribe ribe simptomi Anis1 Anis7 test
1959 | M 1A | prodavat ribe + + “ekgle‘gg;’“ta K, G, M PR, BR U,R cv 1,888 | 0,934 9,75
1966 7 1A cuseenye 1 - + jednom K, G,S PR, BR U RA 0,006 0,124 0,54
soljenje ribe tjedno
1969 7 1A S"rr‘i‘;";me - + svaki dan K PR, BR C CA 0,135 0,352 17
vlasnik,
1959 | M 2C obavlja sve + + jednom G, M BR C,R - 0,004 0,503 4,99
poslove po tjedno
potrebi
1979 | M 1A radnik na + + jednom G PR - cv -0,003 0,161 1,94
preradi ribe tjedno
L nekoliko puta 0.004° 0.06*
1954 M 3E sterilizacija + + tiedno K, G PR - 0) (0,042) 0,24
1971 V4 3E pakiranje + + “ekgzggg’“ta K PR - P 0,873 1,212 3,66
1957 | M 3H punjenje + - jednom G SR C,R, SK CA -0,003 0,105 0,23
sirove ribe tjedno
1957 M 3H praznjenje - - jednom K, G PR 5] . -0,006 0,198 0,89
sirove ribe tjedno
1961 7 4 komercijala . . jednom K, G PR, BR . - -0,002 0,213 <0.1
tjedno
1987 | 7 4 sortiranje ; - nekoliko puta G PR U D, T 0,132 0,173 <0.1
ribe tjedno

Centar 1 Bra¢: A Sardina; Centar 2 Sinj: B Conex, C Felicita, D Trenton; Centar 3 Zadar: E Sali Mardesi¢, F Omega Benkovac, G Mislov, H Ostrea, I Noclerius; Centar 4 Rovinj: J Mirna

F: Zene; M: muskarci;

K: kuhana riba; G: riba na rostilju pripremljena; M: marinirana riba; S: sirova riba;

PR: plava riba; BR: bijela riba; SR: slatkovodna riba;

U: urtikarija; R: rinitis; C: konjuktivitis; SK: suhi kasalj; CV: kardiovaskularne bolesti; CA: kroni¢ne alergije; P: psihoze; D: dijabetes; T: bolesti $titnjace; RA: reumatoidni artritis.

*grani¢no pozitivan serum. U zagradama su Ani s 1 i Ani s 7 OD vrijednosti za drugo testiranje.

Svi serumi u kojima je pojedinom metodom utvrdena pozitivna reakcija na anti-4nisakis antitijela oznaceni su bold fontom.

Vrijednosti u Ani s 1 i Ani s 7 kolonama pokazuju vrijednosti opticke gustoce (OD) dobivene na ELISA testu za svaki serum. Pragovi za identifikaciju pozitivnog testa su bili OD=0,09 za Ani s 1 i

OD=0,05 za Ani s 7. Vrijednosti InmunoCAP testiranja u kolonama pokazuju koncentraciju protutijela (kU/L) dobivenu u pojedinom serumu reakcijom na komercijalni ImmunoCAP test koji sadrzi

ekstrakt cijele nematode (rezultati pozitivnog testa su oznaceni bold fontom). Vrijednost praga za InmunoCAP test je 0,35 kU/L.




Iako je ¢ak 10 od 11 seropozitivnih seruma bilo uzorkovano od zaposlenika koji su obavljali
vrste poslova koje zahtijevaju direktan dodir s ribom (7 seruma uzorkovano je od radnika koji
su naveli probleme s alergijama i 3 seruma od radnika bez alergija), nije utvrdena znacajna
povezanost vrste kontakta s ribom tijekom rada u tvornici i seropozitivnosti (OR=4,5; 95% CI
0,6-35,1; p=0,186). No, ono S§to je zanimljivo, jest da su vecinu seropozitivnih (7/11) Cinili
radnici koji su prijavili alergije u upitniku, 1 to: kozne simptome (3 seruma), rino-konjuktivitis
(2 seruma) ili kombinirane simptome (2 seruma). Usporedba prevalencije seropozitivnosti na
glavne alergene Anisakis spp. u radnika koji su izvijestili o problemima s alergijom u upitniku
u odnosu na radnike koji to nisu, pokazala je znac¢ajnu povezanost kada se iz analize iskljuci
grani¢no pozitivni serum (OR=4,6; 95% CI 1,2-18,2; p=0,036), odnosno povezanost na razini
znacajnosti od 0,1 kada se taj pojedini serum ukljuci u analizu (OR=3,5; 95% CI 1,0-12,0;
p=0,052).

Za razliku od seruma uzorkovanih od radnika iz ribopreradivacke industrije, svih 446 seruma
kontrolnih ispitanika koji su testirani na Ani s 1 1 Ani s 7 alergene bili su seronegativni (0%;
Fisherov egzaktni test 95% CI 0-0,8%). Taj je rezultat jasno pokazao da je prevalencija
seropozitivnosti na alergene Anisakis spp. znacajno visa u djelatnika ribopreradivacke

industrije nego li u ispitanika kontrolne skupine (Fisherov egzaktni test, p=0,006).

4.2. Imunoloski odgovor na Anisakis CE antigene posredovan specificnim IgE
antitijelima

Imunoloski odgovor na Anisakis CE antigene posredovan IgE protutijelima ispitan je takoder
u zaposlenika u industriji prerade ribe koji su odgovorili na pitanja o alergijama (n=563; 37
isklju€enih). Pozitivna reakcija utvrdena je u 21 od 563 testirana seruma. Medu njima, 10 ili
5,2% pozitivnih seruma je uzorkovano od radnika koji su izvijestili o problemima s alergijama
(n=192 radnika), dok je 11 ili 3% seruma bilo pozitivno u skupini radnika koji nisu imali
alergijske tegobe (n=371). Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u prevalenciji
seropozitivnosti izmedu ove dvije skupine (Fisherov egzaktni test, p=0,240).

Takoder je utvrdeno kako svi serumi pozitivni na Anisakis CE antigene uzorkovani od radnika
s prijavljenim alergijskim simptomima korespondiraju s pojedincima koji rade u direktnom
kontaktu s ribom (10 ili 6,9% od ukupno n=146 radnika s alergijama ¢iji opis radnih zadataka

ukljucuje direktan kontakt s ribom), dok je u skupini radnika bez prijavljenih alergija, 9
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seropozitivnih radnika radilo u direktnom kontaktu s ribom (9 ili 3,4% od ukupno 268 radnika
bez alergija ¢iji opis radnih zadataka ukljucuje direktan kontakt s ribom), a 2 radnika su radila
na drugim poslovima (2 ili 3,1% od ukupno 64 radnika bez alergija koji nisu bili u direktnom
kontaktu s ribom). Ni ovdje, u skupini radnika u direktnom kontaktu s ribom, nije bilo
statisticki znaCajnih razlika u prevalenciji seropozitivnosti s obzirom na prijavu alergijskih
simptoma (Fisherov egzaktni test, p=0,140).

Vezano uz pozitivne serume iz uzoraka krvi radnika koji su izvijestili o alergijskim
simptomima (10 seruma), 4 su seruma pripadala radnicima s koznim alergijskim simptomima
(8,5% od ukupno 47 radnika koji su prijavili koZzne simptome), 3 onima s rino-konjunktivitisom
(5,3% od ukupno 56 radnika s problemima s rino-konjunktivitisa), 1 radniku koji je izvijestio
o respiratornim simptomima (2,1% od ukupno 47 radnika s respiratornim simptomima) te 2
radnika koji su prijavili simptome u vise kategorija (4,8% od ukupno 42 radnika).

Medutim, kada se iz analize iskljuce serumi koji su bili pozitivni na anti-Ani s 7 IgE protutijela
(j. serumi onih radnika koji su patili od prethodnih infekcija s Anisakis spp.), samo je 5/195
(2,6%; 95% CI1 0,9-6,0%) seruma bilo pozitivno na Anisakis CE antigene u podskupini radnika
s alergijama (2 seruma uzorkovana od radnika s koznim alergijskim simptomima, 1 od radnika
s rino-konjunktivitisom, 1 od radnika s respiratornim alergijskim simptomima te 1 od radnika
s alergijskim simptomima iz viSe kategorija). Ti su rezultati slicni onima koji su opaZeni u
podskupini radnika bez alergija, gdje je 7/371 seruma (1,9%; 95% CI 0,8-3,9%) bilo pozitivno
na Anisakis CE antigene.

Kako je 19 (od ukupno 21 seruma) pozitivnih na Anisakis CE antigene bilo od zaposlenika koji
su na svom radnom mjestu svakodnevno u direktnom kontaktu s ribom, analizirana je
mogucnost da ta podskupina ima statisti€¢ki znacajno veci broj seruma pozitivnih na Anisakis
CE u odnosu na ostale radnike. No znac¢ajna razlika u seropozitivnosti nije utvrdena (OR=0,31;

95% C10,072-1,37; Fisherov egzaktni test, p=0,120).
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4.3. Imunoloski odgovor na Anisakis spp. antigene posredovan specificnim IgE

antitijelima, mjeren ImmunoCAP testom

Ukupno je 7 od 11 seruma pozitivnih na 7risakis-170 testu bilo pozitivno 1 na ImmunoCAP
testu (osjetljivost 63%, 95% CI 31-88%), dok su rezultati svih 65 seruma negativnih na
Trisakis-170 testu bili negativni i na ImmunoCAP testu (specificnost 100%, 95% CI 95-100%).
Prema kategorijama, serumi pozitivni na ImmunoCAP testu ukljucivali su iskljucivo serume
radnika u direktnom kontaktu s ribom i to: 5 seruma radnika koji su prijavili razliCite alergijske
smetnje (2 s koznim alergijskim simptomima, 2 s rino-konjuktivitisom, 1 s kombiniranim
simptomima), te 2 uzorka seruma zaposlenika koji nisu imali alergijskih problema. O¢itane

ImmunoCAP vrijednosti (kU/L) su prikazane u Tablici 2.

4.4. Cimbenici rizika za seropozitivnost na glavne Anisakis spp. alergene (antigene) u

djelatnika ribopreradivacke industrije u Republici Hrvatskoj

U Tablici 3. prikazani su rezultati analize povezanosti seroloSkog statusa na Anisakis spp. 1
razli¢itih sociodemografskih i1 bihevioralnih znacajki radnika te sigurnosnih mjera zastite na

radu na njihovom radnom mjestu.
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Tablica 3. Povezanost seropozitivnosti na glavne Anisakis spp. alergene s razli¢itim
sociodemografskim i bihevioralnim znacajkama djelatnika ribopreradivacke industrije u

Republici Hrvatskoj te mjerama zastite na radu na njihovim radnim mjestima (n=600)

Karakteristike OR 95% CI za OR p

Sociodemografski  muski spol 34 1,1 11,1 0,042
C¢imbenici starija dob (godine) 1,1 1 12 0,091
Sigurnosne mjere zastitne rukavice 0,6 0,1 5,6 0,581
zaltitenaradui  magka 7a lice 0,2 0,001 1,3 0,094°
radno mjesto zaStitne naotale 0.7 0,01 53 0,762

direktni kontakt sa ribom na 2,6 0,6 244 0,152

radnom mjestu
Bihevioralni ribarenje u slobodno vrijeme 11,4 3,5 38,7 <0,001
C¢imbenici nacin pripreme ribe kod kuce

mariniranje 6,7 1,2 25,7 0,031

priprema sirove ribe 9 0,9 46 0,059°

soljenje NA

dimljenje NA

kuhanje 1,8 0,6 6,4 0,317

pecenje na grilu 0,4 0,1 2,1 0,235

riba pripremljena i konzumirana

kod kuce 1 0,1 >50 0,974

u restoranu 4.8 0,5 22,7 0,144

riba iz supermarketa 0,7 0,01 5,6 0,977

svakodnevna prehrana

konzumira mesne namirnice 0,1 0,01 0,6 0,023

konzumira ribu manje od jednom 0,1 0,001 0,8 0,021

tjedno

konzumira ribu (DA/NE) 0,6 0,1 82,3 0,768

konzumira termi¢ki neobradenu 2.3 0,7 8,1 0,162

ribu

vrsta konzumirane ribe

plava riba 1,1 0,3 3,6 0,835

bijela riba 0,6 0,2 3,2 0,508

slatkovodna riba 2.4 0,3 10,7 0,376

pusenje

nepusaci vs pusaci 0,6 0,2 2,4 0,510

bivsi pusaci vs pusaci 4,5 1 17,6 0,050

Ukupno, za sve kategorije zajedno 0,060

NA — OR nije izracunat jer niti jedan seropozitivni radnik nije naveo da je koristio takve na¢ine pripreme ribe.*U tablici je prikazana p-vrijednost za test omjera
izgleda logisti¢kog regresijskog modela. Svi znacajni nalazi su dodatno podrzani rezultatima Fisherovog egzaktnog testa s p vrijednostima <0,1, izuzev onih
oznadenih s *, za koje Fischerov egzaktni test pokazuje p-vrijednosti izmedu 0,1 i 0,2. Koristena je razina statisticke znacajnosti od 0.1.
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Cimbenik koji je bio najsnaznije povezan sa seropozitivno$¢u na glavne alergene Anisakis spp.
Ani s 1 1 Ani s 7 jest ribarenje u slobodno vrijeme, nakon ¢ega slijede nacini tradicionalne
pripreme ribe koriSteni kod kucée (Tablica 3.). Nasuprot tome, povezanost nije uocena za
direktni kontakt s ribom na proizvodnoj liniji u tvornici, niti za noSenje rukavica ili zastitnih
naocala. No, potrebno je naglasiti da je ve¢ina radnika (92%) nosila zastitne rukavice cak i ako
nisu bili u direktnom kontaktu s ribom, $to je moguce ozbiljno smanjilo rizik za senzibilizaciju

na Anisakis spp. preko kontakta s kozom.

[zuzev pripreme ribe pecenjem na rostilju (gril) 1 kuhanja, ostale metode pripreme ribe kod
kuce su bile rijetko koriStene od strane ispitanika (Tablica 4.). Medutim, mariniranje i priprema
sirove ribe za konzumaciju (npr. carpaccio) pokazale su jaku povezanost sa seropozitivnoscu
na Ani s 1 i Ani s 7 antigene Anisakis spp. (Tablica 3.). Niti jedan seropozitivni radnik nije
naveo da soli ili procesuira ribu dimljenjem pa stoga procjena rizika za ove tehnike nije
provedena. Potrebno je napomenuti da uz konzumaciju sirove ribe, dimljenje i soljenje ribe
spadaju medu najrjede koristene metode, moguce zbog specificne opreme koju je potrebno

imati za ovakvu vrstu prerade ribe.

Tablica 4. Ucestalost metoda za pripremu ribe koju djelatnici ribopreradivacke industrije u

Republici Hrvatskoj koriste kod kuce

Nacin pripreme N %"
Pecenje na grilu 501 91
Kuhanje 267 48
Mariniranje 22 4
Soljenje 17 3
Sirova riba 9 2
Dimljenje 2 0,4

*Odgovori na pitanja o tehnikama procesuiranja ribe nedostaju u 47 upitnika pa su ti upitnici izuzeti iz analize
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Rezultati dobiveni za prehrambene navike radnika pokazuju kako je konzumiranje mesnih
namirnica i konzumiranje ribe manje od jednom tjedno snazan zaStitni ¢imbenik protiv
nastanka seropozitivnosti na Anisakis spp. antigene (Tablica 3.). No, ni konzumacija ribe sama
za sebe (DA/NE odgovor) niti konzumacija termicki obradene ribe, nisu identificirani kao
znacajni ¢imbenici povezani sa seropozitivnoS¢u na glavne alergene Anisakis spp. Ani s 1 i
Ani s 7. Takoder, interesantno je da ni vrsta ribe niti mjesto gdje je riba pripremljena i
konzumirana, nisu povezani sa senzibilizacijom na parazit, premda je viSe od 63% radnika
izjavilo da konzumira plavu ribu koja se tradicionalno priprema bez uklanjanja probavnog

trakta.

Muski spol i starija zivotna dob su utvrdeni kao rizi¢ni ¢imbenici senzibilizacije na nametnika.
Za muskarce je 3,4 puta izglednije da ¢e biti seropozitivni u odnosu na Zene. Takoder, jedna
godina Zivota viSe povecava izglede za seropozitivnost za 0,1 (Tablica 3.). Utvrdena je i
znacajna interakcija izmedu spola i godina starosti buduci da su seropozitivni muskarci bili
znacajno stariji od seropozitivnih zena (Mann-Whitney test, p =0,002; Slika 5.). No, kako su
muskarci viSe skloni ribarenju u slobodnom vremenu, ovakav je rezultat i moguca posljedica
zbunjivanja tim ¢imbenikom. Kako viSestruka regresija nije provediva zbog malog broja
seropozitivnih radnika, dodatno je provedena 1 analiza u kojoj su iz analize iskljuceni radnici
koji su se bavili ribolovom za osobne potrebe u slobodnom vremenu. Takva analiza je pokazala
1% seropozitivnih radnika u oba spola: muskaraca (1 od 111) i Zena (4 od 391); no kako se ovo

opazanje zasniva na samo pet seropozitivnih radnika, formalno testiranje nije provedeno.

Ukupno je 563 radnika ribopreradivacke industrije odgovorilo na pitanje o kroni¢nim
alergijskim smetnjama, a 32 (6%) zaposlenika su prijavila neku formu kroni¢ne alergije.
Kroni¢ne alergije su pojasnjene radnicima kao postojanje bilo kojeg alergijskog simptoma
kojeg su imali prije zapoSljavanja u pogonu za obradu ribe (npr. u djetinjstvu, tijekom
adolescencije...), dok im je akutna alergija pojasSnjena kao pojavnost bilo kojeg alergijskog
simptoma kojeg su iskusili nakon $to su se zaposlili u djelatnosti prerade ribe. Utvrdeno je da
su seronegativni radnici znacajno rjede prijavljivali kroni¢ne alergije od seropozitivnih radnika
(6% : 27%; OR 0,2; 95% CI1 0,04 - 0,6, p<0,001) ili kontrola (6% : 14%; OR 0,4; 95% CI1 0,2-
0,6, p<0.001). Kod usporedbe prevalencije isklju¢ivo akutnih alergijskih simptoma u radnika
iz ribopreradivacke industrije s prevalencijom alergijskih simptoma u kontrolnoj skupini,
utvrdeno je kako su urtikarija i rinitis najucestaliji u seropozitivnih radnika, neSto manje

ucestali u seronegativnih radnika, te su prisutni u samo 2% zdravih kontrola (Tablica 5.).
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Tablica 5. Prevalencija simptoma povezanih s akutnim alergijskim smetnjama u seropozitivnih 1 seronegativnih radnika

ribopreradivacke industrije u Hrvatskoj te prevalencija alergijskih simptoma u zdravih kontrola

N (%) OR (95% CI)*
Akutni alergijski Seropozitivni, Seronegativni = Zdrava Seropozitivni vs Seropozitivni vs  Seronegativni vs zdravi
simptomi n=§* n=501" kontrola, seronegativni zdravi
n=443¢
Urtikarija 3 (38%) 56 (11%) 7 (2%) 5,02 (1,14;19,37)** 37,0 (7,5;>100)** 7,38 (3,62; 17,39)**
Konjuktivitis 1 (13%) 56 (11%) 6 (1%) 1,58 (0,16; 7,41) 13,5 (1,3; 77,3)** 8,54 (4,03; 21,47)**
Rinitis 2 (25%) 36 (7%) 11 (2%) 4,94 (0,88;20,01)* 14,5 (2,5; 64,6)** 2,95 (1,55; 6,05)**
Neproduktivna prehlada 1 (14%) 55 (11%) 4 (1%) 0,47 (0,00; 3,89) 5,7(0,0; 61,1) 12,14 (5,13; 37,35)**
Bronbhitis 0 (0%) 7 (1%) 0 (0%) 3,88 (0,03; 36,74) Prevalencija 0 za 13,45 (1,63;>100)**

obje kategorije

2 Ukljucuje grani¢no pozitivan serum, te iskljucuje podatke za 3 radnika koji su prijavili kronic¢ne alergije.

® Iskljucuje podatke za 29 radnika s kroni¢nim alergijama te za 59 za koje su odgovori o akutnim alergijama nedostajali.

¢ Nedostaju odgovori o akutnim alergijama za 3 ispitanika.

4 Omyjer izgleda izradunat je Firth's bias redukcijskom metodom;

Znacajno na: ** razini 0,05 * razini 0,01



4.5. Povezanost seroloskog statusa ispitanika na Anisakis spp. i rezultata spirometrijskog

testiranja u radnika ribopreradivacke industrije (n = 409)

Iako seropozitivni ispitanici nisu cesto navodili respiratorne probleme kao oblik alergijskih
simptoma koje su zamijetili, u uzorku radnika je provedeno i spirometrijsko testiranje kako bi
se utvrdilo je li seropozitivnost na glavne antigene Anisakis spp. povezana sa promjenama u
pluénoj funkciji radnika. Rezultati te analize prikazani su u Tablici 6. Za niti jedan od testiranih
parametara: forsirani vitalni kapacitet (FVC), forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi
(FEV1), te Tiffenau indeks (TI), izrazenih kao postotak referentnih vrijednosti, nije utvrdena

znacajna razlika u pluénoj funkciji izmedu seropozitivnih i seronegativnih ispitanika.

Tablica 6. Povezanost seroloskog statusa ispitanika na Anisakis spp. i rezultata spirometrijskog
testa u radnika ribopreradivacke industrije (n = 409)

Varijable plu¢ne funkcije Seropozitivni, n=11 Seronegativni, n=398

a

Medijan Raspon Medijan  Raspon p
Forsirani ekspiratorni volumen 101,1 72,9-118,1 94,7 55,9-172,3 0,396
u prvoj sekundi (FEV1), %

Forsirani vitalni kapacitet 92,8 85,1-118,1 94,9 61,9-137,6 0,963
(FVO), %
Tiffenau indeks (T1), % 98,6 78,1-121,5 99,6 70,3-132,8 0,703

*Mann-Whitney test za nezavisne uzorke

Sve su vrijednosti izrazene kao postotak referentnih vrijednosti.
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4.6. Sustav humanih leukocitnih antigena (HLA) i seroloski status ispitanika na Anisakis
spp.

Kako bi se ispitalo je li alergijski odgovor na alergene Anisakis spp. mozda posredovan
polimorfizmima gena HLA sustava, istrazena je povezanost izmedu seropozitivnosti na glavne
alergene Anisakis spp. Ani s 1 i Ani s 71 HLA alela na DRB1, DQAT1 i DQBI lokusima za
koje je utvrdena visoka razina raznolikosti alela (prevalencija homozigota u rasponu 0 - 4%).
Vecina alela nije bila povezana sa seropozitivno$¢u niti u jednom od testiranih genetskih
modela (logisti¢ka regresija, p>0,110). Medutim, 6 alela unutar DRB1 gena bilo je povezano
s povecanim izgledom za senzibilizaciju na parazit, i to u barem jednom od testiranih modela:
dominantnom i/ili recesivnom genskom modelu i/ili modelu alela (Tablica 7.). Sve su takve
veze identificirane kao jake (OR>3,46) i bile su dodatno podrzane rezultatima Fisherovog
egzaktnog testa koji je bio zna€ajan na razini 0,1. Za ostala dva gena pronasli smo sli¢nu, iako
slabiju i manje znacajnu povezanost sa seropozitivnos$¢u na glavne alergene Anisakis spp., pa
je tako samo jedan alel u DQA1 genu bio povezan s povecanim izgledom za senzibilizaciju na
Anisakis spp., dok su u DQBI genu identificirana tri alela povezana sa seropozitivno$éu. Od
njih je samo jedan alel HLA-DQB1*05:02 bio protektivan, tj. bio je povezan s izostankom

specificnog IgE odgovora na alergene.
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Tablica 7. Aleli HLA sustava povezani sa seroloskim statusom ispitanika na Anisakis spp. (N=208%)

Prevalencija alela Model alela Dominantni model Recesivni model
HLA alel seropoz.  seroneg. p- OR 95%CI p- OR 95%CI p- OR 95%CI
vrijednost vrijednost vrijednost
HLA-
9,1% 9,4% 0,082° 7,94 0,71-53,86
DRB1*11:01
HLA-
13,6% 4,8% 0,076 3,46 0,86-10,70 0,045 4,53 1,04-16,43
DRB1*11:04
HLA-
27,3% 8,6% 0,057 3,87 0,96-12,14 0,053 4,25 0,98-15,31
DRB1%*13:02
HLA-DRB1*3:01 9,1% 6,3% 0,082° 7,94 0,72-53,86
HLA-DRB1*4:04 18,2% 3,0% 0,029 7,29 1,28-30,72 0,028 7,75 1,29-35,76
HLA-DRB1*7:01 18,2% 8,9% 0,010 56,43  2,84->100
HLA-DQA1:2:01 18,2% 7,9% 0,090 2,81 0,83-7,79
HLA-DQBI1:2:02 18,2% 7,9% 0,090 2,81 0,83-7,80
HLA-DQBI1:5:02 0,0% 11,4% 0,098 0,17 0,00-1,27
HLA-DQBI1:6:05 9,1% 0,0% 0,010 55,05 2,85->100 0,010 56,43  2,84->100

*U analizu je ukljuc¢eno ukupno 208 uzoraka krvi uzorkovanih od 11 radnika ribopreradivacke industrije u Hrvatskoj seropozitivnih na glavne alergene Anisakis spp. Ani s 11 Ani s 7, te iz slu¢ajno

odabranih 148 seronegativnih radnika i 49 kontrola.

®U tablici je prikazana p-vrijednost za test omjera izgleda logistickog regresijskog modela. Svi znacajni nalazi su dodatno podrzani rezultatima Fisherovog egzaktnog testa s p-vrijednostima <0, 1, izuzev

onih oznacenih s ® za koje Fischerov egzaktni test pokazuje p-vrijednosti izmedu 0,1 1 0,2.

Koristena je razina statisticke znacajnosti od 0,1. Za pojasnjenje oko odabira razine znacajnosti vidjeti poglavlje Metode.



Glede povezanosti haplotipova HLA sustava i seropozitiviteta zaposlenika ribopreradivacke

industrije na glavne alergene nametnika, identificirano je pet haplotipova koji su bili

znacajno povezani sa seropozitivnoS¢u (Tablica 8.). Oni su ujedno sadrzavali glavninu alela

HLA prethodno identificiranih u Tablici 7. kao oni aleli koji su znacajno povezani sa

seropozitivnoséu. Iznimke su bili aleli HLA: HLA-DRB1*03:01, HLA-DRBI1*11:01 i

HLA-DQB1#05:02.

Tablica 8. Povezanost haplotipova HLA sustava sa seroloSkim statusom ispitanika na

Anisakis spp. (N=208%)

Haplotipovi HLA
(DRB1 DQA1 DQB1)

seropoz.
7:01 2:01 2:02 18,2%
11:04 5:05 3:01 13,6%
4:04 3:01 3:02 9,1%
13:02 1:02 6:05 4,5%
13:02 3:01 6:04 4,5%

Prevalencija haplotipova

seroneg.

6,6%
3,6%
0,8%
0,0%

0,0%

p-vrijednost®

1,09E-14

3,33E-16

1,11E-16
0

0

p-vrijednost

Fischer

0,064
0,054
0,024
0,053

0,053

KoriStena je razina statisticke znacajnosti od 0.1. Za pojaSnjenje oko odabira razine znacajnosti vidjeti

poglavlje Metode.

2U analizu je ukljuceno ukupno 208 uzoraka krvi uzorkovanih od 11 radnika ribopreradivacke industrije u

Hrvatskoj seropozitivnih na glavne alergene Anisakis spp.Ani s 1 i Anis 7, te od slu¢ajno odabranih 148

seronegativnih radnika i 49 kontrola.

®Prikazana je p-vrijednost za test omjera izgleda logisti¢kog regresijskog modela. Svi su nalazi dodatno

podrzani rezultatima Fischerova egzaktnog testa s p-vrijednos¢u od p <0,01.
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5. RASPRAVA

Ovo je prvo, sveobuhvatno istrazivanje rizika izlozenosti Anisakis spp. alergenima s
koristenjem visoko specifi¢nog i osjetljivog serodijagnostickog testa, na reprezentativhom
uzorku od 600 zaposlenika u tvornicama za preradu morske ribe, te 466 odraslih
dobrovoljnih darivatelja krvi. TeziSte provedene studije je na proucavanju povezanosti
Anisakis spp. seropozitivnosti radnika s nizom sociodemografskih, bihevioralnih,
zdravstvenih, genetiCkih 1 profesionalnih atributa. Znanstvene spoznaje o rizi¢nim
¢imbenicima koji utjeCu na Anisakis seropozitivnost su jo§ uvijek nepotpune, ponekad
kontradiktorne i cesto nejasne. lako su pojedina dosadasnja istrazivanja pokazala
ucestaliju pojavu alergijskih simptoma bez prethodne infekcije (bilo inhalacijom ili
neposrednim dodirom) u osoba s profesionalnom izlozenosti (ribari, prodavaci ribe,
kuhari, djelatnici u pogonima za preradu ribe), koriStene dijagnosti¢ke metode nisu imale
jednaku osjetljivost te nisu mogle ukazati je li primarna izlozenost uslijedila izlaganjem
zivim infektivnim li¢inkama ili se radi o izloZzenosti alergenu drugim putevima.

Vrlo je vazno napomenuti da je istrazivanje obuhvatilo gotovo sve radnike koji rade u
ribopreradivackim pogonima za preradu morske ribe u Hrvatskoj, te da dobiveni rezultati
predstavljaju osnovu za daljnje pracenje zaposlenika ove grane djelatnosti koji su

svakodnevno izloZeni velikom broju razli¢itih alergena.

5.1. Rizi¢ni ¢imbenici za seropozitivnost Anisakis spp. u djelatnika ribopreradivacke
industrije

U istrazivanju je potvrdena znacajno visa anti-Anisakis seroprevalencija u radnika (1,8%;
95% CI 0,9-3,3%) u odnosu na kontrolnu skupinu (0,0%; 95% CI 0,0-0,8%), Sto ukazuje
na povecan rizik od nastanka seropozitivnosti zaposlenih u preradi morske ribe. Istrazivanje
provedeno na uzorku ribara, mornara i zaposlenika u tvornicama za preradu ribe u
zapadnom dijelu Sicilije, takoder je pokazalo prisutnost specificnih IgE antitijela u 20%
ukljucenih osoba. (128).

Sliéne spoznaje prikazalo je u svojim radovima viSe autora, ali uz niz ogranienja u

provedenim istrazivanjima (prigodan ili mali uzorak ispitanika, prikaz slucaja...) (129, 142)
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Sluc¢aj pojavnosti generalizirane urtikarije i alergijske astme radi profesionalne izlozenosti
Anisakis alergenima u iste osobe opisali su Scala i suradnici, te istaknuli Cinjenicu da
izloZenost antigenima nametnika na radnom mjestu moze dovesti do nastanka bolesti (123).
Istrazivanje senzibilizacije na alergene nametnika provedeno u Italiji medu 28 ribara i
prodavaca ribe pokazalo je da su oni populacija u riziku za senzibilizaciju na Anisakis
simplex 1 da je nuzno nastaviti istrazivanja u Sirem opsegu (143).

Nase istrazivanje istaklo je ribolov u slobodno vrijeme i za osobne potrebe kao najveci
¢imbenik rizika za senzibilizaciju na parazit u radnika ribopreradivacke industrije u
Hrvatskoj (OR 11,4).

Stoga je vidljivo da profesionalna izloZenost ispitivanih radnika u radnom okruzenju ne
predstavlja glavni rizik za seropozitivnost kada su primijenjene mjere osobne zastite u vidu
nosenja rukavica, zastitnih naocala ili maski na licu.

U ovom istrazivanju radnika zaposlenih u sektoru ribopredivacke industrije u Hrvatskoj,
povezanost IgE senzibilizacije i ribolova kao aktivnosti u slobodno vrijeme praéena je s pet
puta ucestalijom konzumacijom sirove ribe u podskupini amaterskih ribara, u odnosu na
ispitanike koji se nisu bavili ribarenjem kao hobijem. Ucestalost konzumacije ribe se
pokazala znacajnom u odnosu na seropozitivnost, dok konzumacija ribe sama za sebe ili
konzumacija termicki obradene ribe nisu bile vazne za senzibilizaciju na istrazivanog
nametnika. Mazzucco 1 suradnici su u svom istrazivanju zabiljezili obrnuto proporcionalan
odnos izmedu ucestalosti konzumacije ribe i seroprevalencije, Sto su objasnili moguce
namjernom, osobnom odlukom o manjoj prisutnosti ribe u svakodnevnoj prehrani
pojedinaca (radnika u ribopreradivackoj industriji) s alergijama. Cinjenica da je veéina
ispitanika i1z studije Mazzocca i suradnika (ribari/pomorci i radnici u tvornicama) na svom
radnom mjestu bila u direktnom kontaktu s ribom (417:148), mogla je u ovom sluc¢aju ipak
dovesti do pristranosti u zakljucivanju (128).

Konzumacija mesa kao 1 konzumacija ribe manje od jednom tjedno bili su znacajni zastitni
¢imbenici u odnosu na nastanak seropozitivnosti radnika.

Potrebno je istaknuti da su svi seropozitivni radnici ukljucenih tvornica u Hrvatskoj testirani
Trisakis-170 testom, (koji u sebi sadrzi Anis 11 Ani s 7 antigene), bili pozitivni na Ani s 7
antigen, koji je pravi biljeg prethodne infekcije, anisakijaze (136).

Iz toga proizlazi da su dokazana anti-Anisakis IgE antitijela u serumu zaposlenika rezultat

prethodne neprepoznate infekcije, a ne profesionalne izloZzenosti radnika alergenima
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parazita na radnom mjestu. Ovo istrazivanje je pokazalo da iako radnici zaposleni u preradi
ribe na svojim radnim jedinicama svakodnevno mogu biti izloZeni razli¢itim alergenima,
ucestalije nego u opc¢oj populaciji, ta vrsta izlozenosti nije primarna za nastanak
senzibilizacije na glavne sekretorne antigene obli¢a Anisakis spp. Anis 11 Anis 7.

Tome u prilog govore zapazanja iz prethodno navedenog istrazivanja skupine talijanskih
autora, u kojem je, premda nize razine kvalitete dokaza, utvrdena seroprevalencija medu
ribarima 1 mornarima bila veca (6,7 puta) nego u radnika ribopreradivacke industrije, uz
jednaku ucestalost kontakta koZe ispitanika s ribom (128).

Anadon i drugi autori su zakljucili da pozitivne reakcije na Ani s 7 protein (prepoznat u
100% inficiranih osoba) mogu biti velika pomo¢ u razlikovanju specifi¢nih
imunoglobulinskih E antitijela nastalih kod prave Anisakis infekcije u odnosu na lazno
pozitivne, nastalih radi kriznih reakcija alergena Anisakisa spp. 1 drugih uzro¢nika (npr.
parazit Pseudoterranova decipiens) (136).

Kako bi se potpuno razjasnio nedostatak povezanosti Anisakis IgE senzibilizacije i
izlozenosti alergenima parazita u ispitivanoj populaciji radnika ribopreradivacke industrije,
svi ukljuceni u istraZivanje su testirani i drugim laboratorijskim testom. Budu¢i da Trisakis-
170 test nije adekvatan za potvrdu moguce senzibilizacije zaposlenika drugim putevima
(preko koZe ili respiratorno), serumi svih radnika su radi detekcije IgE antitijela na Anisakis
CE antigene testirani dodatno, indirektnim ELISA testom. Usporedba rezultata ta dva testa
pokazala je veci broj pozitivnih radnika na Anisakis CE (3,9%; 95% CI 2,4-6,0%) u odnosu
na Trisakis-170 (1,8%; 95% CI 0,9-3,3%). ObjaSnjenje za to moze biti dvojako: radnici su
moguce senzibilizirani na neke druge vazne Anisakis alergene prisutne u sirovoj, cjelovitoj
L3 li¢inki (CE) ili neki antigeni prisutni u Anisakis CE mozda pokazuju kriznu reakciju s
nekim drugim alergenima na koje su pojedini radnici osjetljivi. Kako bi se to istrazilo,
ucestalost IgE seropozitivnosti na Anisakis CE je usporedena izmedu podskupina radnika s
prijavljenim alergijskim smetnjama i onih bez prijavljenih alergijskih tegoba, kao 1 medu
zaposlenicima koji su na svojim radnim mjestima svakodnevno u direktnom kontaktu s
ribom i onih koji rade na drugim vrstama poslova. Prema rezultatima testova, nisu utvrdene
znacajne razlike u Anisakis 1gE senzibilizaciji medu uspostavljenim podskupinama. Veci
broj pozitivnih na Anisakis CE, u odnosu na Trisakis-170 (samo Anis 11 Ani s 7), vjerojatno
je rezultat krizne reaktivnosti s drugim alergenima nego senzibilizacije na Anisakis preko

koze ili inhalacijom.
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Dodatno objasnjenje za ¢injenicu da su dominantni bihevioralni rizi¢ni ¢imbenici u odnosu
na profesionalnu izloZzenost, moze biti zbog toga sto ljudi koji se bave ribolovom za osobne
potrebe pokazuju ¢eS¢e naviku konzumacije kod kuce sirove male plave ribe (tradicijski
pripremljene), koja za razliku od one za preradu u tvornici ne podlijeze nikakvim
kontrolama (veterinarska inspekcija). Pravilno koristenje osobne zastitne opreme (naocale,
maske i rukavice), koja je propisana za radnika na radnom mjestu kao i zakonska obaveza
implementacije pravila HACCP sustava (Hazard Analysis of Critical Control Points),
sigurno imaju odredeni protektivni ucinak (144). Prema rezultatima ovog hrvatskog
istrazivanja, radnici koji nose masku na licu vjerojatno su zasti¢eni (p<0,1). Kako su svi
anketirani seropozitivni radnici nosili rukavice, ali samo 20% od svih su svakodnevno nosili
masku na radnom mjestu, nije bilo moguce precizno determinirati rizik koji nekoristenje
osobne zaStitne opreme ima u odnosu na Anisakis seropozitivitet. Korist od pravilnog
koriStenja zastitne opreme u odnosu na pojavnost alergijskih tegoba pojedinca radi
profesionalne izlozenosti nije u potpunosti definirana, pa tako moze biti beznacajna u
odraslih s atopijskim dermatitisom ili ¢ak mozZe biti uzrokom profesionalno povezanih
alergijskih tegoba (alergija na lateks rukavice) (145).

Stoga, mjerenje protektivnog ucinka kod pravilne uporabe osobne zaStitne opreme na
radnom mjestu, potrebno je pazljivo provesti u nekom, drugacije osmisljenom istraZivanju.
Razlic¢ito od ostalih prijavljenih akutnih alergijskih simptoma, pojavnost urtikarije 1 rinitisa
je bila znacajno viSa u seropozitivnih nego u seronegativnih (OR od 4,9 do 5,0) i kontrolnih
ispitanika (OR od 14,5 do 37,0). Poznato je da je urtikarija povezana s humanim infekcijama
helmintima ili ¢lankonoscima koji siSu krv, premda njena patogeneza nije u potpunosti jasna
(146). Prema sustavnom preglednom c¢lanku Kolkhira 1 suradnika, kroni¢na urtikarija je
ucestalije zabiljezena u pacijenta s toksokarijazom, Anisakis simplex senzibilizacijom i
infekcijama protozoama u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike (147). U podlozi te
alergijske reakcije je mehanizam aktivacije mastocita koji omogucava otpusStanje histamina
1 drugih vazoaktivnih tvari. Okida¢ moze biti 1 produkcija Th2 citokina tijekom parazitske
infekcije, uz porast periferne eozinofilije (u kozi) (147).

Ovo istrazivanje radnika u Hrvatskoj pokazalo je i razli€it utjecaj prisutnih, drugih alergena
jer su seronegativni radnici ucestalije prijavili akutne alergijske simptome nego kontrolni

ispitanici. Slicno su primijetili Jeebhay 1 suradnici u svom istrazivanju, koji su radi
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vjerojatne izlozenosti alergenima radnika u svom radnom okolisu ustanovili ¢eS¢u pojavnost
astme i rino-konjuktivitisa u zaposlenika tvornica za preradu morske ribe (148).

Radi svoje kompleksnosti, joS uvijek odnos klinicke slike alergije 1 senzibilizacije s
multiplim alergenima u slucaju Anisakis spp. parazita nije do kraja razrijeSen. Daschner 1
suradnici su na osnovi rezultata svog istrazivanja iznijeli zapazanje o vjerojatnom
postojanju razlicitih atopijskih fenotipova. Utvrdili su da su Anisakis seropozitivni pacijenti
s kronicnom urtikarijom u odnosu na kontrolnu skupinu imali visoku prevalenciju
senzibilizacije na pelud 1 plijesan. U toj skupini pacijenata bila je niZa prevalencija
senzibilizacije na grinje kuéne praSine u odnosu na skupinu pacijenata s prisutnim
alergijskim rino-konjuktivitisom i bronhijalnom astmom, c¢ak i u regijama s manjim
optere¢enjem alergenima grinja (149).

Interesantno, ova studija radnika ribopreradivacke industrije Hrvatske nije pokazala razlike
u senzibilizaciji na parazit izmedu pusaca i nepusaca, ali su bivsi pusaci imali znacajno visi
rizik za seropozitivitet u odnosu na trenutne pusace, moguce radi promjena mukocilijarnog
epitela karakteristi¢nih za bivSe pusace. lako je eliminacija cigaretama uneSenih iritansa u
respiratorni sustav preko cilija sluznice neucinkovita, cigarete izazivaju kaSalj koji
poboljsava taj proces. U bivSih pusaca potrebno je vrijeme, naj¢esc¢e godina dana ili vise, za
oporavak funkcije respiratorne sluznice i mukocilijarnog epitela, Sto povecava prijemcivost
za respiratorne infekcije (150). Moguca uloga prethodno navedenih promjena izazvanih
pusenjem cigareta u senzibilizaciji na Anisakis spp. ostaje za daljnja istraZivanja.

U odnosu na dob 1 spol, stariji radnici muskog spola su bili u viSem riziku za Anisakis spp.
seropozitivnost. Suprotno od toga, rezultati retrospektivnog istrazivanja incidencije
anisakijaze u francuskim bolnicama prikazali su visi rizik u Zena 1 mlade dobne skupine
oboljelih (115). Medutim, potonji znanstveni rad je obuhvatio Siri rang vrsta (rodove
Pseudoterranova 1 Anisakis) te je istrazivao razlicite oblike bolesti, dok je hrvatska studija
svoj fokus usmjerila prema seropozitivnosti na parazit Anisakis spp.. lako je, prema
istrazivanjima iz Japana i Juzne Koreje Zenski spol bio dominantan za seropozitivnost, a §to
je povezano ne samo s povecanom konzumacijom sirove ribe nego i sudjelovanjem vise
zena nego muskaraca u pripremi ribe, to nije pokazano u prethodno provedenom hrvatskom

istrazivanju Mladineo i suradnika, kao ni u istrazivanjima iz SAD-a (133, 151, 152).
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Rezultati prethodno navedenih studija upuéuju na Cinjenice da se korelacija dobi/spola i
prijemcivosti na parazit treba promatrati u odnosu na dodatne, specificne sociodemografske,
geografske, bihevioralne i1 druge, za sad nepoznate Cimbenike, ovisno o pracenoj

populacijskoj skupini.

5.2. Seroprevalencija anti-Anisakis IgE antitijela

Ani s 7 alergen je bio prisutan u svih seropozitivnih radnika, Sto je sukladno s prethodno
provedenim studijama koje su takoder potvrdile Ani s 7 kao najvazniji Anisakis antigen,
ukljucivo i kod pacijenata s Anisakis induciranom kroni¢nom urtikarijom (86, 137).

Iako je na Ani s 1 antigen bilo pozitivno samo etvero ispitanika, prisutnost i ovog alergena
u ELISA testu Trisakis-170 je korisna zato Sto IgE antitijela na Ani s 1 mogu biti prisutna 1
u nekom slucaju anisakijaze koja nije detektirana s Ani s 7 (137). Mjerenje IgE odgovora
na ove alergene vazno je radi ¢injenice da IgE senzibilizacija na Anisakis spp. alergene moze
trajati godinama, pa su specificna IgE antijela u nekih pacijenata dokazana i nakon vise od
osam godina od alergijske epizode. Razina specifi¢nih prisutnih IgE antitijela na antigene
parazita se mozZe 1 povecati radi povremene oralne izloZenosti Anisakis spp. alergenima
prisutnim u proizvodima ribarstva (84).

Tijekom testiranja ImmunoCAP testom (koji sadrzi sve antigene nematode) uzoraka seruma
podskupine djelatnika tvornica (n=76; radnici koji su bili Ani s 1 ili Ani s 7 seropozitivni ili
seronegativni, ali sa jednim ili viSe alergijskih simptoma), pozitivna reakcija je potvrdena u
samo sedam Trisakis-170 seropozitivnih uzoraka seruma radnika. Na prvi pogled djeluje
iznenadujuce, ali radi sadrzaja antigena parazita u ImmunoCAP testu, razna druga
cirkuliraju¢a antitijela mogu se vezati na njih, te dati lazno pozitivni rezultat (153).
Razumno objaSnjenje za takve rezultate je da Ani s 1 1/ili Ani s 7 glavni alergeni mogu biti
neadekvatno zastupljeni u postoje¢em sastavu antigena koji se koriste u ImmunoCAP testu,
Sto moze proizvesti negativan rezultat testa kada je odgovor na te alergene dominantan.
Relativno nizak IgE odgovor zamije¢en kod nekih uzoraka seruma radnika testiranih
ImmunoCAP u odnosu na Trisakis-170 u skladu je s ovom hipotezom. Dodatno, ¢injenica
da su svi pozitivni serumi na ImmunoCAP testu bili pozitivni 1 na Trisakis-170 testu,
osnazuje zakljucak da profesionalno okruzenje (tj. okolis na radnom mjestu u tvornici za

preradu ribe) samo za sebe nije povezano s rizikom od Anisakis seropozitivosti. Da nije
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tako, bio bi oc¢ekivan znacajan broj radnika koji su u kontaktu s Anisakis spp. antigenima
(npr. kroz konzumaciju preradene ribe ili putem aerosola na radnom mjestu) s pozitivnim
ImmunoCAP 1 negativnimTrisakis-170 testom. Sve seropozitivne radnike epidemiolog je
obavijestio telefonom o rezultatima testa te su tijekom razgovora dodatno anketirani o tome
jesu li nekad prije, nakon obroka koji je uklju¢ivao ribu ili glavonosce, imali
gastrointestinalne tegobe ili/i alergijske smetnje. Veéina se prisjetila (8 osoba) i povezala
konzumaciju ribe s pojavom probavnih odnosno alergijskih smetnji nakon tog obroka.

Razlike u seroprevalenciji zdrave populacije izmedu studije Mladineo 1 suradnika (2,0%) 1
ovog istrazivanja (0,0%) vjerojatno su povezane s razli¢itom strukturom te dvije skupine
(133). Ranije istrazivanje je regrutiralo osobe koje su imale obvezu profesionalnih
sistematskih pregleda uz koristenje stratificiranog odabira ispitanika, dok je ovo istraZivanje
za kontrolnu skupinu koristilo darivatelje krvi s prebivaliStem na podrucjima s tvornicama,
a koji pripadaju najzdravijoj populaciji, te bolje odgovaraju dobi ispitivane skupine radnika
u tvornicama za preradu ribe. U odnosu na kontrolne ispitanike iz istrazivanja provedenog

2014. godine, sudionici zadnje studije su bili prosjecno 19 godina mladi (95% CI 17-21).

5. 3. HLA i Anisakis spp. senzibilizacija

HLA proteini razreda I i razreda II igraju klju¢nu ulogu u prilagodbi humanog imunoloskog
sustava, dok potonji posreduju u specifi¢noj imunizaciji na antigen. U ovom istrazivanju
identificirano je nekoliko lokusa HLA razreda II snazno povezanih s Anisakis spp.
seropozitivnosti, ve¢inom povecavajuci rizik od nastanka seropozitivnosti. To ukazuje da
bi identificirani HLA aleli mogli biti uklju¢eni u funkcionalno poboljSanje antigen
prezentirajuc¢e uloge razreda, npr. trajnom prezentacijom antigena, a prema prethodno
opisanoj preosjetljivosti na ovaj parazit (137). Slicno rezultatima ove studije, Sanchez-
Velasco sa suradnicima je ukazao da je HLA-DRB1*04:04 povecao rizik za nastanak
alergije na parazit 4,9 puta, dok je prisutnost DQB1*02:02 bila vezana isklju¢ivo uz
pacijente s Anisakis spp. izazvanim alergijama (76). Osim prethodno detektiranih HLA
alela, istrazivanje ukljucenih radnika ribopreradivacke industrije u Hrvatskoj identificiralo
je sedam drugih, mogucée rizicnih, HLA alela prikazanih prethodno u rezultatima. Iako neki
od tih alela mogu predstavljati laznu povezanost, niz spoznaja potvrduje njihovu
identifikaciju. Tako je poznato da je uoceni DRB1*11:01 alel ukljuen i u prezentaciju
grupe 2 alergena Dermatophagoides spp., a na koje su svi Anisakis spp. alergicni pacijenti
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prethodno pokazali senzibilizaciju (154, 155). U ovom istrazivanju, DQB1*05:02 je
identificiran kao snazan protektivan ¢imbenik u odnosu na Anisakis spp. seropozitivnost, te
je ujedno zastitni ¢imbenik za nastanak alergijskog rinitisa uzrokovanog grinjem kucéne
praSine (156). Lista vaznih HLA alela i haplotipova za Anisakis spp. senzibilizaciju,
dokazanih u istrazivanju i povezanih s drugim klinickim entitetima prikazana je u dodatnim
materijalima disertacije. Odnos HLA i Anisakis senzibilizacije, zbog svega navedenoga,
treba radije promatrati u svjetlu generalne osjetljivosti (atopijske predispozicije)
seropozitivne osobe, Sto ukljucuje alergije na glavne alergene, radi promjena (oStecenja) u

njenom imunoloskom sustavu nego samog za sebe parazita.

5.4. Spirometrijsko testiranje profesionalno izloZene populacije

Vise do sada objavljenih znanstvenih radova ukazalo je na povezanost izlozenosti
bioaerosolu radnika u tvornicama za preradu ribe, inhalacije Cestica rasprSenih u zraku
tijekom procesa prerade ribe 1 pojave respiratornih simptoma, ukljucuju¢i bronhijalnu

hiperreaktivnost ili astmu zaposlenika. (148, 157, 158).

Istrazivanje Zuskin i suradnika, koje je obuhvatilo 98 radnica zaposlenih u tvornici za
preradu ribe na hrvatskoj obali Jadrana 1 95 kontrolnih ispitanika, pokazalo je nakon analize
rezultata provedenih spirometrijskih mjerenja da su kroni¢ni respiratorni simptomi bili
znacajno vise prisutni u zaposlenih u preradi ribe u usporedbi s kontrolama. U ispitivanoj
skupini radnika puSaci 1 nepuSaci imali su sli€nu prevalenciju kroni¢nih respiratornih
simptoma. Ovi nalazi upucuju na to da su radnici u preradi ribe, moguce radi profesionalne
izlozenosti, skloni razvoju akutnih i kroni¢nih respiratornih simptoma, kao i promjenama
plu¢ne funkcije (159). Kako bi utvrdili povezanost izmedu seropozitivnosti na Anisakis spp.
1 postojanja promjena u plu¢noj funkeiji, tijekom ovog istrazivanja provedeno je u skupini
zaposlenika u tvornicama za preradu ribe spirometrijsko mjerenje slijede¢ih parametara:
forsirani vitalni kapacitet (FVC), forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi (FEV1) te
Tiffenau indeks (TI). Rezultati mjerenja nisu pokazali znacajnu razliku u pluénoj funkciji
izmedu seropozitivnih 1 seronegativnih ispitanika, a prema samoprijavljenim alergijskim
manifestacijama, seropozitivni radnici nisu ¢esto navodili respiratorne simptome. Potrebno
je napomenuti da su sve tvornice u Hrvatskoj, €iji su radnici ukljuceni u istrazivanje, uz

koriStenje financijskih sredstava europskih fondova (IPARD programa) restrukturirane u
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moderne pogone s najvisim standardima, kako u proizvodnji i preradi ribe, tako i u zastiti
zdravlja zaposlenika, Sto sigurno nije sluc¢aj svugdje u svijetu. Tako je istrazivanje
provedeno u Juznoj Africi u radnika (578) dvije tvornice za preradu ribe, pokazalo znacajnu
senzibilizaciju zaposlenika na Amisakis spp. povezanu sa simptomima dermatitisa i
nespecifiénom bronhijalnom hiperreaktivnosti, potvrdene spirometrijom i metakolinskim
testom, koja je znacajno rasla s konzumacijom ribe (69). Scala sa suradnicima je opisao
slucaj astme kao posljedice profesionalne izloZenosti u radnice zaposlene u tvornici za
preradu ribe, pracene generaliziranom urtikarijom i visokim vrijednostima specifi¢nih IgE
antitijela na Anisakis simplex. Autori su zakljucili da parazit moze biti znacajan ¢imbenik
za nastanak astme ili urtikarije radi profesionalne izlozenosti alergenima nametnika

(inhalacijom ili putem kontakta s koZom) u osoba zaposlenih u preradi ribe (123).
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6. ZAKLJUCAK

Ovo istrazivanje predstavlja do sada najvecu provedenu seroepidemiolosku studiju koja
evaluira rizik od izlozenosti Anisakis spp. alergenima zaposlenika u ribopreradivackoj
industriji, testiraju¢i povezanost u odnosu na brojne sociodemografske, bihevioralne, i
zdravstvene znacCajke, profesionalnu izlozenost na radnom mjestu, i seroprevalenciju
anisakijaze.

lako je utvrdena znaajno veca seroprevalencija u radnika riblje industrije u odnosu na
zdrave, kontrolne ispitanike, kao glavni ¢imbenik rizika za senzibilizaciju na parazit
pokazao se hobi ribolov u slobodno vrijeme, a ne profesionalna izloZzenost na radnom mjestu
u tvornici za preradu ribe. Glavno ogranicenje ovog istrazivanja se odnosi na mali broj
seropozitivnih radnika, kao i neravnotezu izmedu broja zaposlenika koji su na svojim
radnim jedinicama svakodnevno u direktnom kontaktu s ribom u odnosu na druge
zaposlenike tvornica. Bez obzira na navedene limite, koriStena metodologija tijekom analize
podataka provedene studije omogucila je vjerodostojne procjene, uz optimalan omjer
troskova 1 koristi istrazivanja. Budu¢i da je istraZivanje obuhvatilo gotovo sve zaposlenike
ribopreradivacke industrije, rezultati istrazivanja reflektiraju trenutnu Anisakis spp.
seroprevalenciju zaposlenika tog sektora industrije, te predstavljaju kvalitetnu osnovu za

daljnja istrazivanja.
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7. SAZETAK

Ovo je prva studija koja sistematski i sveobuhvatno evaluira rizik od senzibilizacije na
Anisakis spp. 1 potencijalne genetske prijemcivosti za anisakijazu. Radi procjene
seroprevalencije anisakijaze 1 mogucih ¢imbenika rizika uklju¢eno je u studiju 600
zaposlenika tvornica za preradu morske ribe 1 glavonozaca u Hrvatskoj, kao i 466 zdravih
kontrolnih ispitanika koje su ¢inili dobrovoljni darivatelji krvi. Izuzeti uzorci krvi svih osoba
uklju€enih u istrazivanje testirani su razliitim laboratorijskim testovima: indirektnim
ELISA testom koji sadrZi rekombinantne Ani s 1 and Ani s 7 alergene, drugim testom koji
je baziran na Anisakis sirovom pripravku, te komercijalnim ImmunoCAP testom. Svi su
anketirani putem pripremljenog upitnika, a genetska prijemcivost je ispitana metodom
genotipizacije humanih leukocitnih alela (HLA sustav). Zaklju¢no, opazena anti-Anisakis
seroprevalencija utvrdena indirektnim ELISA testom bila je znacajno viSa u radnika
ribopreradivacke industrije (1,8%; 95% CI 0,9-3,3%) u odnosu na kontrolne ispitanike
(0,0%; 95% CI 0,0-0,8%). Svi seropozitivni radnici (11) su nakon provedenog istrazivanja
telefonom obavijeSteni o rezultatima testa uz upit o pojavi tegoba nakon ribljeg obroka u
proslosti te je ve¢ina (8) radnika povezala konzumaciju ribe i probavne ili alergijske
smetnje. Sedam od 11 prethodno pozitivnih radnika na Trisakis 170 testu (Anis 11 Anis 7
antigeni) imalo je pozitivne rezultate /mmunoCAP testa (alergeni cijelog parazita), a nitko
od 65 odabranih, prethodno negativnih radnika (na 7risakis 170 testu) nije imao pozitivan
rezultat. Rezultati testa u kojem je koriSten prethodno pripremljeni sadrzaj sirove nematode
detektirao je seropozitivnost u 3,9% radnika, od kojih je troje (14%) ujedno pokazalo IgE
reaktivnost na proteine mlijeka. Najvisi rizik povezan sa senzibilizacijom na parazit bio je
hobi ribolov kao oblik aktivnosti tijekom slobodnog vremena, u odnosu na bilo koji
¢imbenik povezan sa svakodnevnim poslom u tvornici za preradu ribe. Iako nije opaZena
povezanost izmedu seropozitivnosti radnika i noSenja zaStite maske ili rukavica, vecina
radnika je tijekom posla (92%) nosila rukavice te je time smanjila moguénost senzibilizacije
na nametnika preko koZe, tijekom procesuiranja ribe. Sest HLA alela na DRB1 genu
pokazalo je znaCajnu povezanost sa seropozitivnoscu, bilo na dominantnom ili recesivhom
modelu. Istrazivanjem su obuhvacéeni gotovo svi zaposlenici u ribopreradivackom sektoru
Hrvatske, koji su inace izloZeni utjecaju razli¢itih alergena na radnom mjestu, pa rezultati

pokazuju trenutno stanje seroprevalencije anisakijaze u radnika ove grane industrije.
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8. SUMMARY

We undertook the first study systematically evaluating the risk of Anisakis-sensitization in
Croatian fish-processing workers and potential genetic susceptibility to anisakiasis. Anti-
Anisakis IgE seroprevalence and risk factors for 600 employees of Croatian fish processing
facilities and 466 blood donor controls, were assessed by indirect ELISA targeted with:
recombinant Ani s 1 and Ani s 7 allergens, an Anisakis Crude Extract, the commercial
ImmunoCAP kit, and questionnaires. Genetic susceptibility to anisakiasis was evaluated by
genotypization of human leukocytes alleles (HLA). Overall, the observed anti-Anisakis
seroprevalence inferred by indirect ELISA was significantly higher in fish processing
workers (1.8%; 95% CI 0.9-3.3%) compared to the controls (0.0%; 95% CI 0.0-0.8%). All
seropositive workers (11) were contacted by telephone and notified about results of the test,
and also asked about any occurance of discomfort after a fish meal they had in the past.
Majority of the workers (8) combined fish consumption with digestive or allergic problems.
Seven out of 11 Ani s 1 and Ani s 7 - positives and none of selected 65 negative sera, tested
positive on whole-Anisakis extract (ImmunoCAP), whereas Anisakis Crude Extract ELISA
detected 3.9% seropositives in fish processing workers, three (14%) of which showed IgE
reactivity to milk proteins. The highest risk associated with Anisakis sensitization among
workers was fishing in the free time, rather than any of attributes related to the occupational
exposure. Although no association was observed between anti Anisakis seropositivity and
wearing gloves or protective goggles, the majority of workers (92%) wore protective gloves,
minimizing the risk for Anisakis sensitization via skin contact. Six HLA alleles within
DRBI gene were significantly associated with seropositivity under dominant, allelic or
recessive models. The study exhaustively covered almost all marine fish processing workers
in Croatia, reflecting real-time Anisakis seropositivity status within the industry, already

under the influence of wide array of allergens.
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10. DODATNI MATERIJALI

10. 1. Upitnik

Osobni podatci
Spol: M Z
Godina rodenja:
Adresa stanovanja:

Mobitel:

1. Od kada radite u industriji prerade ribe:

2. Status zaposlenja:
a) puno radno vrijeme
b) pola radnog vremena

¢) sezonski posao

3. Kakav posao radite (molimo navedite to¢no):

4. Je 1i se bavite ribolovom u slobodno vrijeme:
a) da
b) ne

5. Je li solite ribu za vlastite potrebe:
a) da
b) ne

6. Je 1i na radnom mjestu nosite zaStitnu opremu:

a) ne
b) gumene rukavice
¢) zastitnu masku

d) zastitne naocale
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7. Jeste li na radnom myjestu izlozeni udisanju vodenih kapljica ili pare:
a) da
b) ne

8. Pusenje:
a) ne pusSim
b) bivsi pusac (ne pusim ve¢ vise od mjesec dana)

¢) pusim svakodnevno

9. Ako ste pusac, koliko dnevno pusite cigareta:

Prehrana:

10. Je li jedete meso?
a) da
b) ne

11. Je li jedete ribu 1 riblje proizvode:
a) da
b) ne

12. Koliko €esto jedete ribu i riblje proizvode:
a) svakog dana
b) nekoliko puta tjedno
¢) jednom tjedno

d) rijetko

13. Je 1i jedete termicki neobradenu ribu (sirovu, usoljenu ili mariniranu ribu):
a) da
b) ne
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14. Ukoliko jedete ribu, kako je najéesce pripremate:
a) kuham je
b) peCem je
¢) mariniram je
d) solim je
e) dimim je

f) jedem je sirovu (in¢un, papalina, sushi..)

15. Riba koju najéesce jedete je:
a) plava riba
b) bijela riba

¢) slatkovodna riba

16. Riblja jela koja koristite:
a) pripremate u kuci
b) kupujete ve¢ pripremljeno u trgovini

¢) jedete u restoranu

Zdravstvena anamneza:

17. Je 1i bolujete od neke kroni¢ne bolesti:
a) da
b) ne

18. Ukoliko bolujete, od koje:
a) bolesti pluca
b) bolesti srca i krvnih Zzila
c¢) maligne bolesti
d) alergijske bolesti ( koZne promjene,upala nosne i o¢ne sluznice, bronhitis, astma..)
e) bolesti imunoloskog sustava ( reumatoidni artritis..)

f) drugo
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19. Je li uzimate lijekove 1 koje:

20. Je li imate alergijske smetnje:
a) urtikarija, crvenilo koze (najcesc¢e na rukama)
b) konjuktivitis (crvenilo oc¢iju, suzenje, svrbez ociju)
¢) rinitis (svrbez nosa, slinjenje)
d) nadrazajni kasalj, kihanje, kratkocu daha
e) bronhitis, astma

f) gingivitis

21. Koliko ¢esto imate simptome alergija:
a) vise puta mjesecno
b) jednom u mjesec dana
¢) jednom u 3 mjeseca
d) jednom u 6 mjeseci
e) jednom godi$nje
f) rijetko
g) nikada

22. Ukoliko imate simptome alergija, kad ste zadnji put imali takve smetnje:

23. Je li se smetnje koje imate:
a) pojacaju tijekom radnog vremena
b) pojacaju tijekom neradnih dana (vikend, godi$nji odmor..)

¢) jednako



24. Ukoliko ste alergi¢ni da li znate na $to:

25.

a) kuéna praSina
b) jaja

c) riba

d) ambrozija

e) kikiriki, lje$njaci...

Je li je u obitelji netko imao/ ima alergijske smetnje:
a) da
b) ne
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Slika 1. Graficki prikaz odgovora na pitanja iz upitnika

Godina rodenja

1,8

m do 1959.

m 1960. - 1969.
=1970. - 1979.
m 1980. - 1989.
¥ 1990. 1 mladi

10,6

7,9

Radni staZ u ribopreradivackoj industriji
1,9

®1970. - 1979.
m 1980. - 1989.
11990. - 1999.
H2000. - 2009.
m2010. i dalje

Status zaposlenja

B puno radno vrijeme
H pola radnog vremena

m sezonski
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Ribarenje u slobodno vrijeme

10,2

mda

Hne

Kontakt s alergenom (ribom) na radnom mjestu

H direktni kontakt
H indirektni kontakt

" bez kontakta

Usoljavanje ribe

mda

Hne
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KoriStenje zaStitne opreme na radnom mjestu

6,9

mda

Hne

Vrste koriStene zaStitne opreme

1,4 4,5 .
B gumene rukavice

B zaStitna maska
H zaStitne naocale
® maska i rukavice

® naocale i rukavice

® rukavice, maska i naocale

IzloZenost aerosolu na radnom mjestu

mda

Hne
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Navika puSenja

H nepusaci
W bivsi pusaci

= pusaci

Konzumacija crvenog mesa

0,9

mda

Ene

Konzumacija ribe i ribljih preradevina

2,5

mda

Hne
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Ucestalost konzumacije proizvoda ribarstva

2,3

® svaki dan
m viSe puta tjedno
® jednom tjedno

H rijetko

Konzumacija sirove, termicki neobradene ribe

mda

Hne

Najces¢i nacini pripreme ribe

8,7

® kuhanje
H pecenje / rostilj
= kuhanje i peCenje / rostilj

H termi¢ki neobradeno
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1,5

NajceS¢e konzumirana vrsta ribe

3,5

® sitna morska plava riba

B bijela morska riba

= slatkovodna riba

m bijela i plava morska riba

W sve vrste riba

Mjesto pripreme ribljeg jela

0,7, 0,7
2,

2 H obrok pripremljen kod kuce

0,0

H obrok pripremljen u trgovini

® obrok pripremljen u restoranu

B obrok pripremljen kod kuée i kupljen u trgovini

H obrok pripremljen kod kuce, trgovine i iz restorana

H obrok pripremljen kod kuce i u restoranu

Kroni¢ne bolesti

mda

Hne
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Vrsta Kkroniéne bolesti

m kardiovaskularne
H pluéne

® maligne
Halergije

H autoimune

u ostale

Samoprijavljene alergijske tegobe

murtikarija

B konjuktivitis

H rinitis

EkaSalji/ili kihanje

H bronhitis 1/ ili astma

H gingivitis

Ucdestalost alergijskih smetnji

H Cesto tijekom mjeseca
B jednom mjesecno

¥ jednom u 3 mjeseca

B jednom u 6 mjeseci

B jednom godiSnje

H rijetko

= nikada
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10. 2. Popis HLA alela i haplotipova identificiranih u istraZivanju

Tablica 1. HLA aleli i haplotipovi, identificirani u studiji i povezani sa seropozitivnosti na
Anisakis spp., koji su povezani s drugim bolestima

HLA haplotip aleli rizik / bolest referenca
visoki rizik za pojavu asparaginaza
DRB1, DQAL, 07:01 02:01 preosjetljivosti u akutnoj limfoblasti¢noj
DQB1 02:02 leukemiji (1)
07:01 02:01 visoki rizik imune disregulacije u
02:03 nefrotskom sindromu osjetljivom na steroide 2)
11:04 05:05
03:01 zastitni ¢imbenik za tip 1 dijabetesa 3)
DQBI1
¢imbenik rizika za reaktivaciju latentne
05:02 varicella-zoster virusne infekcije 4)
diseminirane netuberkuloznim
05:02 mikobakterijama izazvane (ANTM) infekcije 4)
klozapinom inducirana agranulocitoza /
05:02 granulocitopenija (CIAG) 5)
DRB1
niska serumska razina IgE antitijela u
03:01 07:01 pacijenata s astmom (6)
visoka serumska razina IgE antitijela u
11:01 pacijenata s astmom (6)
u pacijenata s aspirin induciranom 7
13:02 urtikarijom
DQA1
visoka serumska razina IgE antitijela u
02:01 pacijenata s astmom (6)
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