Summary

The Possibility of Using an ELISA Test
Jfor Surveillance of Echinococcosis in the
Republic of Moldova

The analysis of the presence of IgG
anti-E. granulosus using ELISA revealed
a positivity rate of 3.0 per cent with a
range between 1.2 per cent in Orhei and
9.2 per cent in Telenesti. There was no
significant difference in the distribution
of seropositivity among men and women,
their share being 51.0 and 49.0 per cent
respectively. Evaluation of results by the
type of activity shows that there is no
relationship between the type of activity
and rate of seropositivity. Many positive
results were found among patients in
the age group 30-50. Of the 51 positive
results in ELISA test, only 5 patients were
confirmed by Western Blot test.

Key words: echinococcosis, morbidity,
ELISA test, Western Blot test, epidemio-
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Pezrome

Bosmoscnocmu ucnonv3osanus mecma
ELISA ¢ nao3ope sxunokokko3a é Pecny-
onuxe Monooea

Obcredosanue Ha Hanudue anmumen K E.
granulosus npu nomowu mecma ELISA
00Hapyscuno 3% NONOMHCUMENbHBIX Pe3)ib-
mamos, 6 duanasone om 1,2% 6 paiione
Opxeti 0o 9,2% 6 Tenenewms. He 6vi10
OOHAPYIHCEHO BLIPAICEHHOU 3A8UCUMOCIU
MedAHCOY NONOAHCUMENbHBIMU Pe3YIbIMa-
Mamu cpeou MYHCYUH U CpeoU IHCEHUJUH,
ymo cocmasuno coomeemcmeenro 51,0%
u 49,0%. He swvisienena zasucumocmo
MeAcOy poOOM OesimeNlbHOCmU U 007iell No-
JI0oICUmMENbHBIX pe3yibmamos. Haubonvuee
KONU4eCma0 Cepo-no3UMu608 NPUXo0o0umcst
Ha gospacmuyio epynny 30-50 nem. Uz 51
NONONCUMETLHBIX PE3YIbIMAMOS, NOLYYeH-
Hoix npu novowu mecma ELISA, 5 6viiu
noomeepoicoenvl 8 mecme Hmmynoonom.

Knioueswie cnosa: sxunoxoxkos, 3a60-
neaemocmy, mecm ELISA, Ummynobnom,
INUOEMUONO2UYECKUL HAO30D.
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Introducere

Echinococoza chistica (chistul hidatic) este o invazie zoo-
notica a oamenilor si a animalelor domestice, cauzata de stadiul
larvar al Echinococcus granulosus. Un numdr impunator de rapoarte
recente indicd faptul cd aceastd invazie ramane afi o problema de
sandtate publica, deoarece are inca o raspandire geografica larga,
desi un control eficient impotriva acestei cestodoze a fost realizat
cu succes in unele regiuni. Debutul asimptomatic al patologiei cau-
zeazd o evidentd statistica incompletd, formatd, practic, de cazurile
chirurgicale de hidatidoza. In acest context, studiile serologice sunt
foarte importante in evaluarea situatiei epidemiolodice reale.

Diagnosticul echinococozei chistice (EC), de obicei, se bazeaza
pe simptome clinice, tehnici imagistice si, in special, pe depistarea
anticorpilor specifici din serul pacientilor. Tactica diagnosticului
imunologic, in functie de stadiul bolii si de tratament, inca se studi-
aza.Timp de decenii, multe companii au fost furnizoare de truse cu
antigeni comerciali Echinococcus si teste de echinococoza, bazate
pe diferite metode: test de fixare a complementului (TFC), metode
electroforetice (IEF) in trecut si testul RHAI, imunoenzimatic (ELISA)
si Western Blot (WB) in ultimii ani.

Au fost evaluate mai multe metode de serodiagnostic al bolii
hidatice chistice provocate de Echinococcus granulosus. S-a dove-
dit cd toate, in proportie diferitd, au unele dezavantaje, cum ar fi
discrepanta in rezultatele si ratele mari de seropozitivitate false,
provocand divergente semnificative intre laboratoare [11].

Serul de la 176 de pacienti cu un istoric epidemiologic sau
semne clinice si radiologice de hidatidoza a fost testat prin RIEF
si prin testul enzimatic ELISA. Rezultatele au fost comparate cu
datele din studiile suplimentare si au fost confirmate prin examen
radiologic de chist excizat. Biopsia a confirmat diagnosticul de
hidatidoza la 65 de pacienti (37%) si a demonstrat prezenta altor
boli in restul 111 (63%). Din 176 de pacienti, 36 (20,4%) au fost
pozitivi in RIEF si 62 (35,2%) — in testul ELISA. Ambele metode au
demonstrat o excelenta corelare cu diagnosticul postoperatoriu
si nu au prezentat rezultate false. Testul ELISA a dat rezultate fals-
negative pentru 3 pacienti (4,6%), cu chisturi care au fost infectate,
infertile sau partial calcificate [2].

Studiul efectuat ulterior prin RHAI si testul ELISA a cuprins
5556 de persoane sandtoase. Dintre acestea, 42 (0,8%) au avut
rezultate pozitive in ambele teste serologice, ceea ce constituie
754.6 cazuri la 100000 populatie. Aceste 42 de persoane au fost
programate pentru ecografie laficat si radiografia toracica, dintre
care s-au efectuat 26, la 16 demonstrandu-se imagini compatibile
cu hidatidoza. Aceste 16 cazuri au fost trimise pentru o interventie
chirurgicala. In 9 cazuri diagnosticul a fost confirmat chirurgical,
prevalenta constituind 161,7 la 100000 populatie [1].

In Austria, in ultimii ani, au fost efectuate doua studii pentru
a evalua sensibilitatea si specificitatea a doi antigeni comerciali
E. granulosus. Serul pacientilor histologic si/sau biologic-molecular

15



confirmati cu echinococoza chistica, a pacientilor cu
alte invazii parazitare si a persoanelor in aparenta
sanatoase au fost testate pentru anticorpi specifici
anti-Echinococcus. Studiile au demonstrat ca atat an-
tigenii comerciali, cat si kiturile de testare ar trebui sa
fie folosite ca un test primar intr-un laborator de rutina
pentru diagnosticul echinococozei chistice [4]. Studii
analogice au fost efectuate si in alte tari, concluzia
fiind ca testul ELISA, cu folosirea antigenului nativ B,
este 0o metoda corespunzatoare si preferabila pentru
imunodiagnosticul de hidatidoza umana [8, 9].

Hidatidoza umana este o boald zoonotica
raspandita si in regiunea Castilla y Le6n din Spania.
Studiul seroprevalentei infectiei cu Echinococcus
granulosus in aceasta regiune s-a efectuat pe 4824
probe de ser de la o populatie reprezentata de
indivizi in aparenta sanatosi, din fiecare provincie
din Castillay Leén, obtinute pe parcursul unuian. O
enzima pentruimunologie indirectd, preparatain la-
boratorul respectiv, a fost folosita pentru a determina
prezenta de anticorpi IgG anti-Echinococcus granulo-
sus in aceste probe. Anticorpi IgG anti-Echinococcus
granulosus au fost detectati in 3,4% (164/4824) din
esantionul studiat, cu o gama de la 1,26% la 7,10%,
in functie de provincie. Seroprevalenta anticorpilor
a crescut semnificativ odata cu varsta, dar nu au
existat diferente semnificative legate de sex (barbati
3,66% fata de 3,14% femei). Aceste date contribuie
la supravegherea hidatidozei in cadrul programului
de control al acestei boli [4].

Valoarea informativa a testului Western Blot,
comparativ cu alte metode traditionale de imuno-
diagnostic, a fost demonstrata intr-un studiu de eva-
luare a pacientilor dupa interventia chirurgicala in
hidatidoza. Au fost studiate 71 seruri ale bolnavilor cu
hidatidoza, confirmata prin interventie chirurgicala.
Toate acestea au fost serologic negative la hidatidoza
(testul ELISA, hemaglutinare, imunoelectroforeza).
Serul a 12 pacienti a fost urmarit in termen de 2 ani
pre-si postoperatoriu. Testul Western Blot a confirmat
diagnosticul corect de hidatidoza in 67,6% cazuri.
Rata de pozitivitate a fost de 100% pentru chisturile
multiveziculare de ficat, 60% pentru chisturile mici si
50% pentru cele calcificate. Western Blot a permis un
diagnostic corect al chisturilor pulmonarein 62,5%din
cazuri, iar in 50% - in localizarle cranio-spinale [7].

intre 1ianuarie 2002 si sfarsitul lunii decembrie
2006, 1323 de pacienti suspectati cu EC la examenul
ultrasonografic, au fost examinati serologic pentru
aceasta boala la Departamentul de Parazitologie,
Institutul de Microbiologie siImunologie, Facultatea
de Medicina din Ljubljana. Serurile au fost obtinute
de la pacienti de ambele sexe, de varste diferite si din
diverse parti ale Sloveniei. Serurile au fost verificate
prin RHAI (Cellognost-Echinococoza, Dade Behring,
Marburg, Germania). 127 de seruri au dat rezultate
positive prin testul RHAI in titre Tnalte; 74 seruri au
fost pozitive in titruri scazute 1:32-1:128; 4 au fost
pozitive in titrul 1:256 si unul —in titrul 1:512. Toate
serurile cu titre scazute au fost reinvestigate prin
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testul Western Blot (BM, Diagnostice LDBIO, Lyon,
Franta). Din 127 de seruri RHAI-pozitive, numai 48 au
fost pozitive pentru echinococoza prin acest test. Din
48 de seruri, 32 au fost de la pacienti cu chisturi la
nivelul ficatului si doua seruri ale celor cu echinoco-
coza pulmonara. 24 de seruri au fost de la femei, iar
10-de la barbati.Varsta medie a pacientilor depistati
pozitiv cu EC a fost de 58,3 ani. Toate serurile testate
pozitiv la EC prin testul WB au fost negative pentru
cisticercoza [7].

Rezultate similare prezinta si savantii polonezi.
Au fost investigate 46 de probe de ser si 1 lichid
cefalorahidian (LCR) de la 47 de pacienti suspectati
de echinococoza prin metoda WA, iar rezultatele au
fost comparate cu cele ale hemaglutinarii indirecte,
imunoelectroforezei si testului enzimatic ELISA. An-
cheta a confirmat inalta sensibilitate si specificitate a
testului WB. Datele de mai sus au sprijinit conceptul
ca diagnosticul serologic al echinococozei ar trebui
sa fie efectuat folosind un test-screening de inalta
sensibilitate, cum ar fi ELISA, iar metoda Western Blot
- pentru a verifica rezultatele positive [3].

In prezent este cunoscut faptul ca aproxi-
mativ 67% din pacientii cu chisturi hepatice sunt
asimptomatici, ramanand astfel pe tot parcursul
vietii. Aceasta situatie poate fi corectata cu testele
imunologice specifice: utilizarea testului ELISA, care
are o sensibilitate de 63% si o specificitate de 97%
la purtatorii asimptomatici; testul respectiv ofera
o sensibilitate de doar 31% la aceeasi categorie de
pacienti. Pe de altad parte, si studiile de imagistica,
pe baza examenului ecografic, la fel au devenit o
metoda de electie pentru detectarea purtatorilor
asimptomatici. Ecografia depisteaza de la 49% pana
la 73% din acesti pacienti, fapt ce confirma ca ele pot
fi, la fel, folosite ca parte componenta a unui sistem
de supraveghere epidemiologica si managementin
programul de control [5].

Dupa nivelul de raspandire atat la om, cat si la
animale, Republica Moldova se plaseaza printre pri-
mele locuriin Europa, morbiditatea medie, in ultimul
deceniu, constituind 4,74 cazuri la 100000 populatie
[10]. Panain present, depistarea bolnavilor rdamane a
fi pasiva, mai frecvent la examinarile instrumentale
ocazionale, motiv pentru care boala este depistatd in
stadiu avansat, fapt ce provoaca complicatii, recidive
si, ca urmare - invaliditate. Din acest motiv, exista
0 necesitate mare de noi progrese in prevenirea si
controlul acestei boli neglijate.

Materiale si metode

Drept material de studiu au servit 1838 de
probe de ser sangvin, colectate din 14 raioane ale
republicii, divizate in 4 grupuri, in functie de indi-
cele de morbiditate prin echinococoza in ultimul
deceniu: raioanele din partea stanga a Nistrului si
Calarasi (0,1-1,0/100000 populatie); Orhei, Chisindu,
Anenii Noi si Stefan Voda (1,1-5,0/100000); Cahul, Ca-
useni, Ungheni, Falesti si Rascani (5,1-10,0/100000);
Telenesti, Cantemir si Comrat (10,1 si >), media pe




republica fiind de 4,7/100000 populatie. Esantionul
a fost selectat cu consideratia de a intruni toate ca-
tegoriile de varsta: 164 (8,9%) personae cu varsta de
panala 17 ani; 263 (14,3%) de 18-30 ani; 292 (15,9%)
de 31-40 ani; 421 (22,9%) de 41-50 ani; 444 (21,4%)
de 51-60 ani si 254 (13,8%) de 60 si > ani.

S-a tinut cont si de genul de activitate. In stu-
diu au fost incluse persoane care, conform genului
de activitate, contacteaza mai putin cu animalele
agricole (lucratori medicali, pedagogi, muncitori si
slujbasi) si persoane care, nemijlocit, contacteaza cu
ele (medici si felceri-veterinari, lucratori din unitatile
zootehnice, angajatii de la abatoare), inclusiv propri-
etari de animale agricole.

Au fost examinati 795 de barbati (43,2% din
esantionul examinat) si 1043 de femei (respectiv
56,8%).

IgG — Echinococcus granulosus - a fost de-
pistat prin metoda ELISA, cu folosirea truselor de
diagnosticare Echinococcus granulosus (IgG) — ELISA,
Novalisa, NovaTec Immunodiagnostica, Germany,
cu sensibilitatea si specifitatea >95%. Cazurile se-
ropozitive au fost investigate de 2 ori prin testul de
confirmare Western Blot, folosind trusele de diagnos-
ticare Echinococcus granulosus (IgG) WESTERNBLOT,
EUROIMMUN, Medizinsche Labordiagnostika AG, cu
specificitatea 100% si sensibilitatea 86%.

Rezultatele studiului au fost prelucrate statistic,
cu determinarea coeficientului de corelatie (r) si
diferentei semnificative (t).

Rezultate

Studiul serologic initial a pus in evidenta 51
(3,0% =+ 0,4) persoane la care s-au depistat /g — anti-
E.granulosus, cu o marja de 1,2% + 0,81a Orhei si 9,2%
+ 2,4 laTelenesti (tabelul T).

Tabelul 1

Rezultatele investigatiilor la echinococozd prin testul ELISA
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Pentru comparatie: in perioada 2000-2007,
raionul Orhei a prezentat o morbiditate medie de
1,5/100 000 populatie, iar raionul Telenesti - respec-
tiv 11,8/100 000 populatie.

La compararea seroprevalentei din raioanele
hiperendemice (Comrat, Cantemir si Telenesti) cu cea
dinraioanele care inregistreaza indici de morbiditate
mai mici in comparatie cu media pe republica (Orhei,
Calarasi si raioanele din stanga Nistrului), se observa
ca exista o diferenta semnificativa intre acesti indici
(t=2,9,P<0,01).

Compararea ratelor de seropozitivitate cu in-
o corelatie directa medie a acestor indici (figural),
indicele de corelatie r avand o valoare de + 0,50.
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Figura 1. Corelatia indicelui de morbiditate cu rata
persoanelor seropozitive pe raioane.

Numadrul de probe seropozitive se distribuie
printre barbati si femei aproximativ cu aceeasi
frecventa si constituie respectiv 51% si 49% (t=0,51,
P> 0,05). Acest fenomen se observa si in structura
morbidtatii: rata barbatilor si cea a femeilor consti-
tuind 51,2 si, respective, 48,8% (P> 0,05).

NI, . Persoane | Persoane | Ratasero- Evaluarea rezultatelor in functie de genul de
ord. | Raionul 1 o aminate | seropozitive ’72?’;‘”}:”;%’ activitate demonstreaza ca nu exista o dependenta
] 5 3 7 - '; — it\t.re genul de activitate si rata subiectilor seropozi-
1| Calarasi 137 3 22+1,2 tivi (tabelul 2).
2 | Comrat 223 7 3112 Tabelul 2
3 | Causeni 138 2 1,5+1,0 Rezultatele investigatiilor la echinococozad prin testul ELISA
4 | Orhei 166 2 1,2+0,8 in functie de genul de activitate
5 | Anenii Noi 121 2 1,7 £1,2 Persoane | Persoa- Rata
s T | L | | || oo | o | | e
Nistrului abs. abs %, +m
7 |Rascani 94 2 2,1+1,4 1 Ciobeni, medici-vete-| 184 4 2,2+1,17
8 |Chisinau 174 5 29+13 L'"a”' ar??’;jabatc,’arel "
9 |cahul 25 1 40+39 2 agrsiiz(l)em e animale 505 16 3,2+0,61
10 | Cantemir 64 2 3121 5 Lucratori medicali, pe-| 183 6 3,3+1,74
11 | Stefan Voda 103 4 39+1,9 dagogi
12 | Telenesti 141 13 92+24 6 Muncitori si slujbasi 347 9 3,0+ 0,84
13 | Ungheni 130 - 7 Elevi si studenti 177 2 1,1+061
14 | Félesti 202 6 30+1,2 8 Someri 235 5 2,1+.087
Total 1838 51 3,0+04 9 Pensionari si invalizi 207 9 4,3+1,99
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Astfel, persoanele care nu contacteaza cu
animalele domestice (medici, pedagogi, muncitori
si slujbasi) inregistreaza, practic, acelasi indice ca
si persoanele ce tin sau ingrijesc animale agricole:
ciobeni, medici-veterinari, angajati ai abatoarelor,
posesorii de animale agricole (t= 0,11, P> 0,05).
Aceeasi situatie a fost observata si la repartizarea,
dupa acest criteriu, a cazurilor de imbolnaviri. Stu-
diile similare efectuate in alte tari constata ca acest
fenomen este caracteristic pentru comunitatile in
care este foarte raspandit vagabondajul canin, re-
sponsabil de poluarea si circulatia intensa a agentului
etiologic in mediu.

Distributia cazurilor dupa categorii de varsta
pune in evidenta faptul ca cota majora (38 persoane,
74,5%) a cazurilor seropologic positive revin pe seama
segmentului de varsta 18-60 de ani (figura 2).
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Figura 2. Rezultatele investigatiilor la echinococozd,
testul ELISA, pe categorii de varstd.

La repartizarea cazurilor chirurgicale de
hidatidoza dupa acelasi criteriu, acestui segment de
varsta ii revin 68,5% din totalul de imbolnaviri.

Din 51 seruri pozitive prin testul ELISA, au pr-
ezentat pozitivitate prin testul WB 5 seruri. Nu s-a
observat vreo dependenta intre titrul testului ELISA
si rezultatul testului Western Blot.

Concluzii

1. Ratda medie a probelor seropozitive la
prezenta Ig anti-E. granulosus-larvae la populatia
republicii constituie 3,0%, cu o marja cuprinsa intre
1,2% la Orhei si 9,2% la Telenesti. Indici comparativ
mai inalti inregistreaza raioanele hiperendemice prin
echinococoza. Nu exista nici o diferenta semnificativa
in distributia intre barbati si femei, ponderea lor con-
stituind 51,0 si, respectiv, 49,%, fenomen caracteristic
si structurii morbiditatii.

2. Nu exista o dependenta intre genul de ac-
tivitate si rata seroprevalentei: astfel intelectualii
inregistreaza, practic, acelasiindice ca persoanele ce
tin siingrijesc animale agricole. Aceeasi situatie a fost
observata si la repartizarea, dupa acest criteriu, ca-
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zurilor de imbolnaviri. Acest fenomen demonstreaza
poluarea si circulatia intensa a agentului etiologicin
mediu, favorizate de vagabondajul canin.

3. Rezultatele pozitive sunt maifrecvente in seg-
mentul de varsta 18-60 ani, varsta care inregistreaza
68,5,% din cazurile chirurgicale de hidatidoza.

4. Aceasta evaluare ne demonstreaza ca testul
ELISA este fiabil in evaluarea seroprevalentei ecino-
cocozei umane si poate fi implementat in sistemul
de monitorizare epidemiologicd a echinococozei
chistice in Republica Moldova.
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