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Ehinokokoza pri ljudeh je bolezen, ki jo povzroca li¢inka trakulje Echinococcus
granulosus in Echinococcus multilocularis. V nalogi smo preskusili in ovrednotili
zanesljivost testa Western blot (WB). Sestindevetdeset serumov bolnikov s sumom
na ehinokokozo smo najprej pregledali s testom posredne hemaglutinacije (IHA) in
encimsko imunskim testom (ELISA). Ko je eden od testov pokazal nejasen, mejen
ali pozitiven rezultat, smo vzorce testirali Se s testom WB. Ob primerjavi s testom
WB smo ugotovili, da je test [HA specifiCen v 38,9 % primerov, test ELISA pa v
87,2 % primerov. Za test IHA smo ugotovili 100 % obcutljivost, saj ni zgresil niti
enega pozitivnega seruma, medtem ko je test ELISA pokazal le 63,9 % obcutljivost
(13 lazno negativnih serumov). Za test WB smo ugotovili 93 % obcutljivost (3
serume je pokazal lazno negativno) in 92 % specifi€nost (5 serumov je pokazal
lazno pozitivno). S preskusom testa WB in s primerjavo vseh treh testov (IHA,
ELISA, WB) smo ugotovili, da je za presejalno testiranje na ehinokokozo bol;jsi test
IHA (pokazal je veliko manj laZzno negativnih rezultatov) in ne test ELISA. Za test
WB pa smo ugotovili, da je odli¢en potrditveni test za potrditev rezultatov testa IHA
kot tudi testa ELISA.
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Echinococcosis in humans is a disease caused by the larva of tapeworm
Echinococcus granulosus or Echinococcus multilocularis. The aim of the study was
to evaluate method Western blot (WB). We first tested 96 serum samples of patients
suspicious of having echinococcosis using indirect hemaglutination assay (IHA) and
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Positive, borderline or unclear
sample results were retested with WB method. We determined specificity of IHA to
be 38.9 % and of ELISA 87.2 %, using WB as a golden standard. Sensitivity of IHA
was 100 %, missing not one WB positive serum sample, meanwhile sensitivity of
ELISA was only 63.9 % (13 false negative serum samples). Sensitivity of WB was
calculated to be 93 % (3 false negative samples) and specificity 92 % (5 false
positive serum samples). We concluded that as screening method THA is better than
ELISA, for it gives less false negative results and that WB serves as a great
confirmatory test for positive samples by IHA as well as ELISA test.
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1 UVOD

Ehinokokoza pri ljudeh je bolezen, ki jo povzroca li¢inka pasje trakulje Echinococcus
granulosus ali trakulje lisice Echinococcus multilocularis. Onkosfera trakulje predre steno
tankega Crevesja vmesnega gostitelja in ko doseze kapilaro ali ¢revesno mezgovnico,
pasivno potuje do jeter. Najveckrat se hidatidna (metacestodna) cista razvije v jetrih, lahko
pa tudi v pljucih, ledvicah, vranici, miSicah ali mozganih. Bolezen lahko poteka

asimptomatsko ali kot huda bolezen, celo s smrtnim izidom.

Za dokaz okuzbe, ki jo povzrocata ti dve trakulji so na voljo razli¢ni seroloski testi, katerih

kvaliteta oz. zanesljivost je zelo razli¢na.

1.1  NAMEN NALOGE

V nalogi smo si zadali cilj, da za ugotavljanje ehinokokoze preskusimo in ovrednotimo test
Western blot (WB). Serume bolnikov s sumom na ehinokokozo smo najprej pregledali s
testom posredne hemaglutinacije (IHA) in encimsko imunskim testom (ELISA). Serume z
nejasnimi, mejnimi in pozitivnimi IHA in ELISA vrednostmi smo nato pregledali oz.
ovrednotili Se s testom WB. S primerjavo rezultatov testov smo skuSali ovrednotiti
zanesljivost testov, ter ugotoviti, ¢e test WB res lahko sluzi kot zanesljiv potrditveni test
nejasnih oz. mejnih vrednosti testa IHA in ELISA. Dobljene rezultate smo statisticno

preverili s y° testom.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 TERMINOLOGIJA

Ehinokokoza je zoonoza, ki jo povzroca odrasla zival ali li¢inka trakulje (Cestodes) iz rodu
Echinococcus (druzina Taeniidae). Paraziti za svoj obstoj potrebujejo mesojede zivali, ki
jim sluzijo kot konéni gostitelji, kjer v crevesju odrasla trakulja producira jajceca. Z
zauzitjem teh jajcec se lahko okuzijo zivali ali ljudje, vmesni gostitelji. OkuZzba z li¢inko
(hidatidna bolezen, hidatidoza) se kaze kot dolgotrajna rast hidatidnih (metacestodnih) cist

ali t.i. mehurnjakov v vimesnem gostitelju (Thompson in McManus, 2001).

Medicinsko pomembni vrsti sta Echinococcus granulosus in Echinococcus multilocularis,
ki povzrocata cisti¢no in alveolarno ehinokokozo. Le-ti sta obe resni, zivljenje ogrozajoci
bolezni, Se posebno alveolarna ehinokokoza z visoko umrljivostjo in hudo prognozo, e
okuzbe ne zdravimo. Vrsti Echinococcus vogeli in Echinococcus oligarthrus, povzroCata
policisticno ehinokokozo v Srednji in Juzni Ameriki. Poroc¢ajo le o nekaj primerih te
bolezni pri ljudeh, tako da pravi pomen policisticne ehinokokoze ni znan (D'Alessandro,

1997; McManus in sod., 2003).

2.2 MORFOLOGIJA

Rod Echinococcus ima doloc¢ene lastnosti, ki ga lo¢ijo od ostalih rodov znotraj druzine

Taeniidae.

2.2.1 Odrasla trakulja
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Odrasla zival meri v dolzino le nekaj milimetrov (redko vec kot 7 mm). Navadno nima vec
kot 6 segmentov, za razliko od ostalih predstavnikov druZine. Ti lahko zrastejo do nekaj
metrov v dolzino in imajo nekaj tiso¢ segmentov. Kot vse trakulje, tudi ehinokoki nimajo

¢revesja. Vsi metabolni procesi potekajo preko sincicijske zunanje plasti, tegumenta.

Na sprednji strani ima odrasli parazit poseben organ za pritrjevanje, imenovan skoleks, na
katerem so S$tirje miSicasti priseski in dva niza velikih in majhnih kavelj¢kov na t.i.
rostelumu. Telo ali strobila je segmentirano, sestavlja ga 2-6 reproduktivnih delov
(proglotid). Trakulja je hermafrodit z reproduktivnimi kanali, ki se odpirajo skozi skupno
stransko genitalno poro. Uterus se po oploditvi raz$iri in s¢asoma, ko se jajéeca povsem

razvijejo, zasede vecino terminalne proglotide (slika 1).

kaveljcki

rostelum
prisesek

skoleks

genitalna pora

05mm

Slika 1: Odrasla trakulja E. granulosus (Thompson in McManus, 2001).
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2.2.2  Jajceca

Jajéeca so premera 30-40 pum in vsebujejo zarodek, imenovan onkosfera (prva stopnja
licinke), ki ga obdaja ve¢ ovojnic. Ko jajceca zapustijo gostitelja, zunanja kapsula hitro
izgine. JajCec ehinokokov morfoloSko ne moremo razlikovati od jaj¢ec trakulj znotraj rodu

Taenia.

223 Metacestoda

Metacestodno cisto (drugo stopnjo li¢inke) predstavlja mehur z zunanjo-acelularno plastjo
in notranjo-germinativno plastjo, iz katere lahko brstijo zarodne kapsule. Na notranji steni
kapsul nastajajo protoskoleksi. Zgradba in razvoj hidatidne ciste se med vrstami

Echinococcus razlikujeta.

2.3  ZIVLJENJSKI KROG

Trakulje rodu Echinococcus v svojem Zivljenjskem krogu potrebujejo dve vrsti sesalcev.
Konéni gostitelj, mesojed, z iztrebki v okolje sprosti proglotide polne jajcec (gravidne
proglotide) ali prosta jajCeca trakulje. Jajceca zauzije vmesni gostitelj, v katerem se razvije
metacestodna li¢inka in protoskoleksi. Kot vidimo na sliki 2 se krog zakljuci takrat, ko
takSnega vmesnega gostitelja pozre ustrezna mesojeda zival (Thompson in McManus,

2001).
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Slika 2: Zivljenjski krog ehinokoka (CDC, 2008).

Vmesni gostitelji so razlicni sesalci, ki se okuzijo z zauzitjem jajéec. Po delovanju
encimov v zelodcu in tankem crevesju, se iz keratinske ovojnice sprosti onkosfera. Pri
aktivaciji onkosfere sodeluje Zzol¢. Onkosfera predre steno tankega Crevesja s pomocjo
kaveljckov in verjetno lastnih izloCkov. Ko doseze kapilaro ali ¢revesno mezgovnico,
pasivno potuje do jeter. Najveckrat se zadrzi v jetrih, lahko pa potuje tudi do pljug, ledvic,

vranice, miSic ali mozganov (Thompson, 1995).

Sesalce, pri katerih se po okuzbi z jajCeci razvije metacestodna li¢inka, imenujemo vmesni
gostitelji. Z epidemioloskega vidika bi bilo smiselno razlikovati med vmesnimi gostitelji,
ki so nujni za neprekinjen potek zivljenjskega kroga parazita, in naklju¢nimi gostitelji, ki
za parazita predstavljajo slepo ulico, saj ne sodelujejo pri prenosu bolezni. To je lahko

zaradi dveh razlogov: ker cista ne postane plodna v teh gostiteljih, ali ker ti sesalci ne
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sodelujejo v krogu prenosa. Ker je za zakljucen zivljenjski krog parazita potrebna stopnja,
pri kateri mesojeda Zival pozre okuzeno rastlinojedo zival, predstavlja ¢lovek za trakuljo
naklju¢nega gostitelja. To pa ne drzi vedno. Mnoge nomadske skupine v visoko endemskih
predelih vzhodne Afrike (kot na primer regija Turkana na SZ Kenije) namre¢ ne
zakopavajo umrlih. Psi in divji mesojedi se tako lahko prosto hranijo na njih in v teh
izjemnih primerih lahko predstavlja c¢lovek za E. granulosus vmesnega gostitelja

(Macpherson, 1983; Thompson in McManus, 2001).

Ko onkosfera doseze svojo kon¢no lokacijo v telesu, se razvije v metacestodno stopnjo.
Rast lahko poteka razli¢no dolgo ¢asa in do razvoja protoskoleksov (plodnih oblik li¢inke)
lahko preteCe ve¢ mesecev. Znotraj ene ciste E. granulosus ali skupka veziklov F.
multilocularis se lahko nahaja vec tiso¢ protoskoleksov. 1z vsakega tak$nega protoskoleksa
se lahko razvije spolno zrela odrasla zival. Vendar vse metacestodne ciste ne ustvarjajo
protoskoleksov (sterilna metacestoda). Ko protoskolekse zauzije ustrezen koncni gostitelj,
se po delovanju pepsina v Zelodcu, sprostijo iz ovojnice kot odgovor na spremembo v pH,
izpostavljenosti zol¢u in povisani temperaturi. Priblizno 4-6 tednov po okuzbi nato
dozorijo v spolno zrele, odrasle trakulje. Ta ¢as je odvisen od vrste in seva trakulje ter od

dovzetnosti gostitelja (Thompson in McManus, 2001).

2.3.1  E.granulosus

Hidatidne ciste E. granulosus se razvijejo v notranjih organih (ve¢inoma v jetrih in pljucih)
zivali ali ljudi, vmesnih gostiteljev. Cista je v obliki mehurja brez prekatov (unilokularna),

napolnjena s tekocino.

Koncéni gostitelji E. granulosus so mesojedi, kot so psi in volkovi. OkuZijo se z zauzitjem
drobovine, ki vsebuje hidatidne ciste polne zivih protoskoleksov. Te se sprostijo iz
ovojnice, pritrdijo na crevesno sluznico zivali in razvijejo v odrasle trakulje. Spolno

dozorijo v 4-5 tednih in dosezejo velikost 3-6 mm. JajCeca in gravidne proglotide se
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sproscajo s fecesom. Ko Clovek ali rastlinojeda zival (ovca, koza, prasic, govedo, konj ali
kamela) zauzije oz. poZre jajcece, se iz njega sprosti liCinka, onkosfera. Predre v kapilare
(lamina propria) in nato s krvjo ali limfo potuje do jeter, pljuc, ali drugih organov, kjer se
onkosfera razvije v hidatidno cisto (metacestodna li¢inka). Sestavljena je iz dveh plasti
parazitskega izvora: notranje-germinativne membrane, in zunanje-acelularne plasti, ki jo
obdaja fibrozna kapsula gostitelja. [z germinativhe membrane brstijo zarodne kapsule in

protoskoleksi.

Od infektivnega seva E. granulosus, regionalnih ali lokalnih razlik v dostopnosti vrst
vmesnih gostiteljev in drugih dejavnikov je odvisno, katere vmesne gostitelje trakulja
parazitira. Ta vrsta ehinokoka lahko izbira znotraj Siroke skupine moznih vmesnih
gostiteljev, ki vklju¢uje domace in divje kopitarje iz osmih druzin, Se posebno votloroge
(druzina Bovidae), kot tudi primate, zajce in kunce (druzina Leporidae) ter vrecarje
(druzina Macropodidae). 1zvorno naj bi zivljenjski krog E. granulosus potekal v divjini
med volkovi in jelenjadjo, kot so losi in jeleni, na severu Severne Amerike in v Evroaziji.
NajpomembnejSe vmesne gostitelje za ohranitev trakulje E. granulosus predstavljajo
udomaceni kopitarji, med katerimi so prav vse vrste dovzetne za okuzbo. Najpomembnejsi
je zivljenjski krog, ki vklju€uje domace pse in ovce. Pri prenosu sodelujejo tudi divje zivali
kot konc¢ni gostitelji (divji psi, Sakali, hijene, levi, lisice, dingi, itd.), vendar je taksSen
prenos glede zoonoze manjSega pomena (Thompson, 1995; Thompson in McManus,

2001).

2.3.2 E. multilocularis

Odrasla zival je obicajno dolga 1,2-4,5 mm in jo sestavlja 4-5 segmentov. Okuzba z
odraslo trakuljo E. multilocularis poteka v divjini, kjer divji mesojedi, predvsem rdece
lisice (Vulpes vulpes) in arkti¢ne lisice (Alopex lagopis), predstavljajo najpomembnejse
kon¢ne gostitelje. Trakuljo lahko gostijo tudi domaci psi in macke in so tako udelezeni v
sinantropi¢ni krog. Mali glodavci (poddruzina Arvicolinae, ki vkljucuje voluharje,

pizmovke, itd) jim sluzijo kot vmesni gostitelji (Thompson in McManus, 2001).
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Metacestoda trakulje E. multilocularis je tumorju podobna, vdirajoc¢a struktura, ki jo
sestavlja mnogo majhnih veziklov, vsajenih v stromo sosednjih tkiv. Cista obicajno
vsebuje poltrden matriks in ne tekocino. Rast poteka endogeno in eksogeno, kar lahko
pripiSemo nediferenciranim celicam germinativne membrane. Odcepitev zarodnih celic od
vdirajoce germinativne membrane in njihovo Sirjenje preko limfe ali krvi lahko vodi v

nastanek oddaljenih metastaz (Ammann in Eckert, 1995; Eckert, 1998).

Za razliko od E. granulosus, kjer je rast poCasna in raznolika, se E. multilocularis v
naravnem vmesnem gostitelju razvije hitro, z nastankom protoskoleksov v 2-4 mesecih,
kar je prilagoditev na kratko Zivljenjsko dobo gostitelja, t.j. malega glodavca. (Rausch,
1975; Rausch, 1995). Tako je ¢as rasti veziklov krajsi in skoraj ni nadaljnjega povecanja
velikosti ciste. Pri Cloveku pa je razvoj li¢inke zelo drugacen. Rast je progresivna, a
pocCasna, z nastankom le nekaj protoskoleksov (Rausch in Wilson, 1973; Ammann in
Eckert, 1995; Eckert, 1998). Cista se na obrobju S§iri, socasno pa znotraj prihaja do
regresivnih sprememb. S tem nastaja vedno ve¢ja masa nekroticnega tkiva z relativno
tankim delom Zzivega parazita. Ime alveolarna ehinokokoza se nanaSa na alveolarno
zgradbo metacestodnega tkiva, ki ga sestavlja skupek majhnih veziklov, velikih do

priblizno 3 cm v premeru (Thompson in McManus, 2001).

Vir te okuzbe za Cloveka so navadno divje zivali, lahko pa tudi psi. Ni znano, ali so lahko
vir okuzbe tudi macke. Kot pri E. granulosus, velja tudi za E. multilocularis, da je ¢lovek
izpostavljen okuzbi pri rokovanju z okuzenimi gostitelji, ali z zauZzitjem hrane, ki je
kontaminirana z jajCeci te trakulje. Pri prenosu lahko, kot mehani¢ni vektorji prenosa

jajcec obeh trakulj, sodelujejo koprofagne muhe (McManus in sod., 2003).

2.3.3 E.vogeliin E. oligarthrus
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Trakulji E. vogeli in E. oligarthrus povzrocata policisticno ehinokokozo, zoonozo prisotno
zgolj v ruralnih tropskih predelih Amerike. Edini kon¢ni gostitelj parazita E. vogeli je divji
gozdni pes (Speothos venaticus), medtem ko je za trakuljo E. oligarthrus vsaj Sest vrst
divjih mack (puma, jaguar, ameriski leopard...). Za glavnega vmesnega gostitelja veljajo
pake in aguti (slika 3). E. oligarthrus lahko parazitira ljudi, a veliko redkeje kot to velja za
E. vogeli. Enako razmerje velja med okuzbami glodavcev. To razliko v prevalenci lahko

pripisujemo macji navadi zakopavanja lastnih iztrebkov.

Slika 3: Juzno-ameriski glodavec paka (Coelogenys Paca) (Brehm, 1887).

Zgleda, da je li¢inka E. vogeli manj specificna za doloCene organe in hitreje raste, kot
li¢inka E. multilocularis. Najdemo lahko namre¢ Ze napredovano bolezen kljub nizki

starosti bolnika.

Diferencialna diagnoza med tema vrstama temelji na morfologiji kaveljckov
protoskoleksov. Odrasla trakulja E. vogeli je dolga 3,9-5,6 mm, navadno s tremi segmenti.
Ima relativno dolgo, cevasto gravidno proglotido. E. oligarthrus trakulja je manjsa,

obi¢ajno meri v dolzino le 2,2-2,9 mm.

Razlikujejo se tudi metacestodne licinke. Tako je pri E. vogeli debela zunanja in tanka
germinativna ovojnica, pri E. oligarthrus pa obratno. Germinativha membrana in
protoskoleksi E. oligarthrus imajo mnogo apnencastih telesc, ki so pri E. vogeli skoraj

odsotna. Ciste E. vogeli so lahko razli¢nih velikosti (2-80 mm) in se pojavljajo posamicno,
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v majhnih skupinah ali ob¢asno v tesnih skupkih, kjer je vsaka cista posebej obdana z
lastno ovojnico (adventicijo). Zaradi endogenega brstenja prihaja do pojava sekundarnih
razdelkov znotraj primarnih veziklov, kjer brstijo zarodne kapsule in protoskoleksi. Tudi
pri E. oligarthrus je li¢inka policisticna in napolnjena s tekoC€ino, vendar je tu manj

razdelitev v sekundarne razdelke.

K postavitvi diagnoze pomembno prispeva vedenje o geografskem poreklu bolnika. Ce je
oseba dolgo zivela v ruralnih predelih tropske kontinentalne Amerike z veliko divjadi, je
veliko ve¢ja moznost okuzbe s to trakuljo, kot pri osebi, ki ni zivela v takih predelih
Amerike. Poznavanje pak, hranjenje njihovega mesa psom in dolgotrajen kontakt z
domacimi psi ali mackami tudi poveca moznost okuzbe. Bolezen se obifajno pojavlja
zunaj endemskega podrocja razsirjenosti E. granulosus (D'Alessandro, 1997; Thompson in

McManus, 2001).

2.4 GENETSKA RAZNOLIKOST

Vrsta E. granulosus vsebuje ve¢ razliCic ali sevov, ki se bistveno razlikujejo med seboj
glede genetskega materiala. Nasprotno pa se zdi, da je pri vrsti E. multilocularis genetska
raznolikost zelo majhna. Za genetsko raznolikost trakulj E. vogeli in E. oligarthrus ni

podatkov (Haag in sod., 1997; Thompson in McManus, 2001).

Genetska raznolikost znotraj vrste E. granulosus se kaze tudi v razli¢nih zivljenjskih
krogih, gostiteljski specificnosti, hitrosti razvoja trakulje, antigenosti, dinamiki prenosa,
obcutljivosti na zdravila in patologiji (Thompson in McManus, 2001). Ta vedenja imajo
pomemben vpliv na razvoj in izdelavo cepiv, diagnosti¢nih reagentov in zdravil. Tako na
primer odrasla trakulja govejega seva pri¢ne s produkcijo jajéec v koncnem gostitelju v 33-
35 dneh, kar je skoraj teden dni prej kot trakulja ov¢jega seva (Thompson, 1995).
Ugotovitev, da se v koncnem gostitelju razliice E. granulosus razvijejo razli¢no hitro,

nakazuje potrebo po dolocitvi obdobja, ko je potrebno dati zdravilo, da le-to uni¢i parazite
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Se pred njihovo patogenostjo (Thompson in McManus, 2002). Ta lastnost trakulje
otezkocCa obvladovanje ehinokokoze, saj je zdravljenje bistveno za prekinitev zivljenjskega

kroga parazita na stopnji kon¢nega gostitelja (McManus in sod., 2003).

V zadnjem casu so zaceli zagovarjati ponovno opredelitev taksonomije E. granulosus.
Pojem seva postaja vedno mocnejsi, zaradi vedno veC zbranih dokazov o genetski
raznolikosti med E. granulosus razlicnih vrst vmesnih gostiteljev. Z molekularnimi
analizami predvsem zaporedja mitohondrijske DNK (mtDNK) so do danes identificirali 10
znaCilnih genetskih tipov (genotipi G1-10) znotraj vrste E. granulosus. Ta genetska
raznolikost korelira s fenotipsko in tako je priSlo do osnovanja pojma »gostiteljsko-
prilagojeni sevi E. granulosus«. Glede na razli¢ne bioloske, epidemioloske, biokemijske in
molekularno-genetske kriterije je razlogov za pridobitev statusa samostojne vrste za kar
nekaj sevov zelo veliko (Thompson in McManus, 2002; McManus, 2002; Xiao in sod.,
2005). To Se posebej velja za seva konj-pes (genotip G4) in ovca-pes (genotip G1), za
katera so ugotovili, po primerjavi celotnih mtDNK zaporedij teh dveh sevov in zaporedja
vrste E. multilocularis, da se seva med seboj razlikujeta toliko kot od E. multilocularis (Le
in sod., 2002). Molekularna karakterizacija je pokazala, da so genetske razlike med sevi
vrste E. granulosus ohranjene in se dosledno pojavljajo v izolatih razlicnih vrst vmesnih
gostiteljev povsod po svetu. Sedaj je na voljo dovolj morfoloskih, bioloskih in genetskih
podatkov na podlagi katerih lo¢imo seve oz. genotipe E. granulosus, da bi lahko povecali
Stevilo vrst rodu Echinococcus na Sest vrst; za konjski (E. equinus) in goveji sev (E.

ortleppi) (Thompson in McManus, 2002; Xiao in sod., 2005).

Poleg tega pa znotraj rodu Echinococcus odkrivajo nove in nove vrste. Tak primer je
Echinococcus shiquicus, ki so ga odkrili pri tibetanskih lisicah (Vulpes ferrilata) in zajcih
zvizgacih (Ochotona curzoniae) na Kitajskem. Od Ze znanih vrst ga lo¢ijo morfoloske in

genetske znacilnosti (Xiao in sod., 2005).
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Tehnika PCR-RFLP prstni odtis in/ali doloCitev zaporedja gena COI1/ND1 preko
PCR/direktnega sekvenciranja predstavlja najboljSo metodo za molekularno identifikacijo

vrst in sevov Echinococcus (Thompson in McManus, 2001).

2.5 KLINICNA SLIKA

Ehinokokoza pri ljudeh je bolezen, ki jo povzroca li¢inka ehinokoka. Lahko poteka
asimptomatsko ali kot huda bolezen, celo s smrtnim izidom. Li¢inke vseh $tirih poznanih
vrst Echinococcus lahko okuZzijo €loveka in, glede na izgled li¢inke, povzrocajo razli¢ne

oblike ehinokokoze: cisti¢no, alveolarno ali policisti¢no ehinokokozo.

Glede na vir okuzbe poznamo primarno in sekundarno ehinokokozo. Pri primarni okuzbi
se, po zauZitju jajcec in po sprostitvi onkosfer, razvijejo metacestodne ciste na razli¢nih
mestih v telesu. Pri sekundarni ehinokokozi pa se metacestodni material Siri s primarnega

mesta na sosedne ali oddaljene organe in se tam razmnoZzuje.

2.5.1 Cisti¢na ehinokokoza

Povzrocitelj cisticne ehinokokoze je li¢inka trakulje E. granulosus. Metacestoda, ki se
razvije iz onkosfere, je cisticne oblike in obi¢ajno napolnjena z bistro tekocino (hidatidno
tekocino). Razvoj iz onkosfere traja 10-14 dni. V tem casu se oblikuje mehur (meri 60-70
um v premer) z germinativno membrano z jedri in tanko plastjo brez jeder. Vecina cist
raste pocasi in postaja obdanih z gostiteljskim tkivom (pericisto). Notranja germinativna
membrana metacestodne ciste (endociste) lahko tvori zarodne kapsule in protoskolekse.
Cas potreben za nastanek le-teh pri ¢loveku ni znan. Podatki na Zivalih kaZejo, da se po
okuzbi protoskoleksi razvijajo 10 mesecev ali veC. Pri istem bolniku so lahko hkrati
prisotne zarodne kapsule (s protoskoleksi) in sterilne ciste (brez protoskoleksov). Pogosto

se znotraj materinske ciste tvorijo manjSe héerinske ciste. Ve¢ majhnih samostojnih cist, ki



Lunar M. Preskus metode Western-blot za ugotavljanje ehinokokoze. 13
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2009

rastejo v medsebojni blizini, lahko tvori skupke. S tem dajejo policisticen ali

multivezikularen izgled, ki ga moramo lo¢iti od alveolarne in policisti¢éne ehinokokoze.

Ciste E. granulosus imajo zelo raznolik naraven potek razvoja in koncno velikost.
Obicajno so velike 1 do 15 cm, vendar so nasli tudi mnogo vecje ciste, na primer z 48 1
tekocine. Raznos zivih protoskoleksov ali majhnih hcerinskih cist po predrtju ciste lahko
vodi v ti. sekundarno ehinokokozo (Ammann in Eckert, 1995; Pawlowski, 1997;

Pawlowski in sod., 2001).

Zacetna faza primarne okuzbe je vedno asimptomatska. Tudi majhne (<5 cm), dobro
inkapsulirane ciste v organih na mestih, kjer ne povzrocajo vecje patologije, so lahko brez

simptomov ve¢ let ali vse zivljenje (Ammann in Eckert, 1996; Pawlowski, 1997).

Po inkubacijski dobi ve¢ mesecev ali let lahko okuzba postane simptomatska, ko ciste
pritiskajo na sosednje tkivo oz. organ in tako sprozijo druge bolezenske znake. Klini¢ni
znaki se lahko pojavijo nenadoma, zaradi spontanega ali povzroCenega predrtja ciste.
MozZna je spontana ozdravitev, zaradi propada in razkroja cist, poapnitve cist ali predrtja
cist v Zol¢evod ali bronhialno drevo z izlo¢itvijo vsebine ciste. Po kirurski odstranitvi cist

lahko pride do ponovnega pojava bolezni.

Klini¢ni znaki lahko nastopijo pri ljudeh vseh starosti (pod enim letom starosti do ve¢ kot

75 let) in z enako pojavnostjo glede na spol.

Stirideset do 80 % bolnikov ima poskodovan le en organ z eno samo cisto. Najpogosteje so

okvarjena jetra, ki skupaj s pljuci predstavljajo okoli 90 % ehinokoknih okuzb.
Klini¢ni znaki cisti¢ne ehinokokoze so raznoliki in odvisni predvsem od:
a) vpletenega oz. poSkodovanega organa/organov

b) velikosti cist in njihove lokacije znotraj poskodovanega organa
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c¢) vpliva rastocih cist na strukture sosednjih organov

d) zapletov v zvezi s predrtjem ciste, Siritvijo protoskoleksov in mozno bakterijsko

okuzbo (Pawlowski in sod., 2001).

Poleg tega lahko zasledimo tudi sistemski imunski odziv kot je koprivnica, astma,
anafilaksa ali membranska nefropatija (Ammann in Eckert, 1996). Pogosta je
asimptomatska jetrna cisticna ehinokokoza, ki lahko ostane brez klini¢nih znakov ve¢ kot

10 let (Frider in sod., 1999).

2.5.2 Alveolarna ehinokokoza

Povzroca jo li¢inka E. multilocularis s tumorju podobno, vdirajoco in unicujoco rastjo, ki

lahko povzroci resno bolezen z visoko umrljivostjo.

Po zauzitju jajéec se metacestoda razvije skoraj izkljucno le v jetrih. Lezije v jetrih so
lahko le nekaj milimetrov velika ZariSca ali pa veliki infiltrati, s premerom 15-20 cm. Od tu
se li¢inka navadno Siri po mezgi ali krvi na sosednje ali oddaljene organe z vdiranjem oz.

tvorbo metastaz.

Primere alveolarne ehinokokoze opisujejo kot kroni¢no bolezen, ki sledi zacetni
asimptomatski inkubacijski dobi, ki traja 5 do 15 let. Smrtnost pri nezdravljenih ali
neustrezno zdravljenih bolnikih je visoka. Podatki za 21 bolnikov z Aljaske, ki jih niso
zdravili, kazejo, da so preziveli v povprecju 5,3 let od tedaj, ko so postavili diagnozo

(Wilson in sod., 1992; Pawlowski in sod., 2001).

Ob delovanju obrambnega mehanizma gostitelja lahko li¢inka propade, poapni in na koncu
umre, tako da je spontana ozdravitev tudi mogoca. Starost bolnikov ob postavitvi diagnoze
je znatno vi§ja pri bolnikih z alveolarno ehinokokozo kot je pri bolnikih s cisti¢no

ehinokokozo (za Evropo 50-70 let) (Rausch in sod., 1987; Pawlowski in sod., 2001).
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Klini¢ni znaki alveolarne ehinokokoze so primarno holestatska zlatenica (priblizno pri
tretjini primerov) in/ali boleCine v zgornjem delu trebuha (pri tretjini bolnikov). Pri
preostali tretjini primerov alveolarno ehinokokozo odkrijejo naklju¢no pri zdravnisSkem
pregledu ob simptomih kot so utrujenost, izguba teze, hepatomegalija ali neobicajnih

laboratorijskih izvidih (Ammann in Eckert, 1996; Vuitton in sod., 1996).

2.5.3 Policistiéna ehinokokoza

Do leta 1999 so v Srednji in Juzni Ameriki pri ljudeh odkrili 96 primerov policisticne
ehinokokoze. Od tega je bilo 37 bolnikov okuzenih z E. vogeli, 3 z E. oligarthrus, pri
ostalih bolnikih pa vrste niso mogli dolociti (Basset in sod., 1998; D'Alessandro, 1997).

2.5.3.1 Trakulja E. vogeli

Licinka trakulje je policisti¢ne oblike in se razvije v notranjih organih, najpogosteje jetrih.
Pri 78 % bolnikov so prizadeta jetra ali jetra skupaj z drugimi organi (vranico, trebusno
slinavko, Zelodcem, omentumom, mezenterijo, pljuci, prepono, perikardijem, medrebrno
misico, itd.). Drugi najpogosteje prizadeti organ so pljuca (14 %) ali pljuca skupaj z jetri
oz. drugimi organi. Klini¢no je okuzba zelo podobna okuzbi s cistami E. granulosus, tako
da diferencialna diagnoza temelji na izolaciji protoskoleksov in morfoloSkem izgledu
kavelj¢kov (D'Alessandro, 1997). Mozna je imunodiagnoza z uporabo ociS¢enega antigena
E. vogeli, ki omogoca locevanje policisticne ehinokokoze od cisti¢ne. Locevanje od

alveolarne ehinokokoze pa ni vedno mozno (Gottstein in sod., 1995).

2.5.3.2 Trakulja E. oligarthrus



Lunar M. Preskus metode Western-blot za ugotavljanje ehinokokoze. 16
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2009

Policisti¢no li¢inko pri naravnih gostiteljih, zivalih, najpogosteje odkrijemo v miSicevju in

kozi, lahko pa tudi v notranjih organih. Znani so le trije primeri okuzbe pri ljudeh; dva

ofesna primera in en primer z dvema cistama v srcu. Diagnozo so postavili na podlagi

morfologije kaveljckov protoskoleksov (D'Alessandro, 1997; Pawlowski in sod., 2001).

2.6 DIAGNOZA

Postopek diagnoze ehinokokoze pri bolnikih je sledec:

2.6.1

sum, ki temelji na klinicnih znakih, presejalnem testiranju ali epidemioloskem

vedenju

potrditev z razliénimi tehnikami slikanja in identifikacijo znacilnih ali sumljivih
struktur cist tipicnih za cistiéno in morfoloskih razjed tipi¢nih za alveolarno

ehinokokozo

potrditev ehinokokoze z ugotovitvijo specificnih protiteles z imunodiagnosti¢nimi
testi (ELISA, IFT, IHA, imunoblot, itd.)
pri dvomljivih primerih je mozna diagnosti¢na punkcija, ¢e le-te ne odsvetujejo

lahko pregledujemo material, pridobljen z biopsijo ali pri operaciji: hidatidno
teko¢ino na Echinococcus protoskolekse ali kaveljcke; protoskolekse na DNK
preko PCR; antigene iz sterilnih cist in material s stene cist na znacilne strukture s

histologijo.

Tehnike slikanja

V mnogo primerih cisticne ehinokokoze se lahko diagnoza postavi z odkritjem znacilnih

struktur in velikosti cist E. granulosus s pomoc¢jo razlicnih tehnik slikanja, vklju¢no z
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ultrazvokom (mozna uporaba tudi na terenu), racunalniSko tomografijo (CT), obiCajnim
rentgenskim pregledom (X-zarki) in magnetno resonanco (MRI). Pri vecini bolnikov z
alveolarno ehinokokozo pride do nastanka razjed v jetrih, katere lahko najlazje zasledimo z
ultrazvokom ali z racunalniSko tomografijo, lahko pa tudi z drugimi oblikami slikanja. Za
etioloSko potrditev odkritja struktur navadno uporabljamo imunodiagnosticne teste za

ugotavljanje specifi¢nih protiteles (Pawlowski in sod., 2001).

2.6.2 Seroloski testi

2.6.2.1 Seroloski testi za ugotavljanje cisticne ehinokokoze

V klini¢ni praksi so posebej pomembni pri diagnostiki cistiéne ehinokokoze testi, ki
detektirajo specificna serumska protitelesa, medtem ko je zaznavanje krozecih antigenov
manj ustrezno. Vendar tudi ob uporabi zelo obcutljivih testov (kot je IgG ELISA), pri
nekaterih bolnikih ni mogoce zaznati protiteles (lazno negativni rezultati). Pogosto ciste v
mozganih ali o€esu in poapnele ciste sprozijo le slab imunski odziv, ali pa ga sploh ne. Ta
je lahko slab tudi pri doloc¢enih skupinah ljudi in pri majhnih otrocih. Lahko pride tudi do
pojava lazno pozitivnih rezultatov, posebno pri bolnikih z drugimi helminti (Pawlowski in

sod., 2001).

Primarni serolo$ki testi

Prvi korak pri ugotavljanju prisotnosti specifi¢nih protiteles so primarni seroloski testi za
detekcijo serumskih protiteles proti ehinokoku. Najpogosteje uporabljamo encimsko
imunski test za detekcijo protiteles IgG (IgG-ELISA), test posredne hemaglutinacije (IHA)
in lateksno aglutinacijo (LAT). Redkeje uporabljamo posredni imunofluorescencni test
(IFT), imunoelektroforezo (IEP) in druge. IgG-ELISA je verjetno najustreznejSa izbira,
vendar Se vedno ni standardiziranega, visoko obcutljivega in specifi¢nega seroloskega testa

za detekcijo protiteles cistiéne ehinokokoze. Potrebno je poudariti, da na rezultat
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seroloskih testov vpliva ve¢ dejavnikov: kvaliteta antigenov, metoda testiranja, okuzen
organ, Stevilo hidatidnih cist, raznolikost imunskih odgovorov bolnikov, itd. Z nekaterimi
testi se lahko tudi pri ve¢ kot 40 % bolnikov ne zazna specificnih protiteles. Zaradi
razli¢nih obcutljivosti testov, mnogi laboratoriji v rutinski diagnostiki cisticne ehinokokoze
uporabljajo vsaj dva razlicna testa. To obiCajno izboljSa obcutljivost (Guisantes, 1997,

Craig, 1997; Pawlowski in sod., 2001).

Vecina rutinskih testnih sistemov oz. komercialnih testov temelji na uporabi neobdelanih
ali pol-predelanih pripravkov antigenov E. granulosus (Pawlowski in sod., 2001). Glavna
antigena tekocine hidatidnih cist, antigen 5 (termolabilen) in antigen B (termostabilen),
skupaj s tekoc€ino hidatidnih cist, najpogosteje uporabljamo kot antigen v testih za
serolosko diagnostiko cisticne ehinokokoze (Zhang in sod., 2003). Sta lipoproteina,
sestavljena iz podenot. Pri antigenu 5 so odkrili podenote velike 52-67 kDa pod
nereducirajo¢imi pogoji in podenote 20-24 ter 38 kDa pod reducirajo¢imi pogoji na
poliakrilamidni elektroforezi SDS-PAGE (angl., sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis). Antigen B sestavljajo 3 podenote velike 8-12, 16 in 24 kDa, odkrite
pod reducirajoimi in nereducirajo¢imi pogoji (Di Felice in sod., 1986; Sheperd in
McManus, 1987). Antigen B, preciscen iz teko€ine humanih hidatidnih cist, je s testom
ELISA dosegel visoko obcutljivost (94 %) in visoko specificnost (izklju¢ujo¢ 60 %
navzkriznih reakcij v primerih alveolarne ehinokokoze) (Craig, 1997; Rogan in sod.,
1991). Antigen B trenutno velja za bolj specifinega za E. granulosus kot je antigen 5

(Siracusano in Vuitton, 1997).

Domnevajo, da je antigen B proteazni inhibitor. Verjetno ni v povezavi z anti-proteazno
aktivnostjo, vendar je pomembna lastnost tega antigena tudi zmoznost zaviranja mnozenja
nevtrofilcev. Ti funkciji lahko igrata pomembno vlogo pri prezivetju parazita naproti
imunskemu odzivu gostitelja (Shepherd in sod., 1991). Antigen 5 je soroden proteazam
tripsinske druzine. Ima manjSo podenoto, ki omogoca interakcije s povrSinami celic in

ekstracelularnim matriksom, ter ve¢jo podenoto z mnogimi znacilnostmi, ki mocno
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spominjajo na kataliticne domene tripsinske druzine, vendar njena bioloSka funkcija Se ni

znana (Lorenzo in sod., 2003).

Testi, ki uporabljajo neobdelane antigene E. granulosus so primerno obcutljivi, a njihova
specifi¢nost ni vedno zadovoljiva. Testi dobro kaZejo tisto specifi¢nost, ki pravilno spozna
neokuzene posameznike, medtem ko je specificnost slabSa v primeru ugotavljanja
posameznikov, okuzenih z drugimi vrstami parazitov, kot negativnih. Ta navzkrizna
reaktivnost je Se posebej pogosta v primerih alveolarne in policisticne ehinokokoze,
cisticerkoze, fascioloze, filarioze in drugih helmintskih okuzb, medtem ko je pri okuzbi s
prazivalmi obi¢ajno ni. Pozitivne seroloske teste je zato potrebno potrditi s sekundarnim,
bolj specifi¢nim testom, razen v primerih o€itnih struktur cisticne ehinokokoze, vidnih s

kaks$no od tehnik slikanja (Pawlowski in sod., 2001).

Sekundarni seroloski testi

V zadnjih letih so v uporabi mnogi sekundarni testi, kot so detekcija linije precipitata
oznacene kot arc 5, identifikacija podrazredov IgG in imunoblot, ki kaze reaktivnost
serumskih protiteles s podenotami antigenov E. granulosus. Arc 5 precipitacijski test ima
nizko obcutljivost (50-60 %), a je specificen za trakulje, vkljuéno z navzkrizno
reaktivnostjo v primerih alveolarne ehinokokoze in v priblizno 15-20 % primerov
cisticerkoze. Detekcija IgG4 je bolj obcutljiva, vendar slaba v asimptomatskih primerih
cisticne ehinokokoze. Do navzkrizne reaktivnosti lahko pride v primerih alveolarne
ehinokokoze in v majhnem odstotku cisticerkoze. Visoko obcutljivost in specifi¢nost nudi
imunoblot, z detekcijo protiteles proti nekaterim podenotam antigenov E. granulosus,
predvsem podenotam velikim 39 kDa, 16 kDa in 12 kDa. Tudi tu je moZna navzkrizna
reaktivnost predvsem z alveolarno ehinokokozo in cisticerkozo (Craig, 1997; Di Felice in
sod., 1986; loppolo in sod., 1996; Leggatt in McManus, 1994; Leggatt in sod., 1992;
Ligthowlers in Gottstein, 1995; Profumo in sod., 1994; Sheperd in McManus, 1987;
Siracusano in Vuitton, 1997; Wen in Craig, 1994).
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2.6.2.2 Seroloski testi za ugotavljanje alveolarne ehinokokoze

Seroloska diagnostika alveolarne ehinokokoze temelji na podobnih principih kot so pri
cisti¢ni, le da so testi za ugotavljanje alveolarne ehinokokoze navadno bolj zanesljivi

(Pawlowski in sod., 2001).

Primarni testi za detekcijo protiteles

Testi ELISA z neobdelanimi antigeni E. multilocularis, so lahko bolj obcutljivi od testov s
precis€enimi ali rekombinantnimi antigeni, a je zato specifi¢nost v vecini primerov slabsa.
Protitelesa proti antigenom E. multilocularis lahko, zaradi navzkrizne reaktivnosti,
zaznamo tudi s pomocjo testov, ki uporabljajo antigene E. granulosus, kot so ELISA ali
IHA (antigen hidatidne tekocine) ali IFT (antigen protoskoleksov) (Auer in sod., 1988;
Ligthowlers in Gottstein, 1995).

Za detekcijo serumskih protiteles (IgG) v primerih alveolarne ehinokokoze je verjetno
najboljsa izbira ELISA, ki temelji na uporabi precis¢enih antigenov E. multilocularis, kot
so Em2-antigen (Gottstein in sod., 1993), Em18-antigen (Ito in sod., 1999), Em-alkalni
fosfatazni-antigen (Sarciron in sod., 1997), C-antigen (Sato in sod., 1996) ali
rekombinantni antigeni I1/3-10 (Gottstein in sod., 1993) in Em10 (Helbig in sod., 1993). Ti
testi dosegajo obcutljivosti od 90 % do 100 %.

Poznamo dve vrsti primarnih protitelesnih testov; testi tipa A: so visoko obcutljivi in
specificni testi, ki uporabljajo preciS€ene antigene E. multilocularis; in testi tipa B, ki
uporabljajo neobdelane antigene E. granulosus ali E. multilocularis. V praksi imajo kot

primarni testi prednost testi tipa A.
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Specificnost testov je visoka pri populaciji zdravih oseb in oseb s parazitozami. Izjema je
cisti¢na ehinokokoza, s katero je pri nekaterih testih mozna navzkrizna reaktivnost. Tako je
v primeru testa ELISA, ki temelji na uporabi preciScene fosfataze E. multilocularis kot
antigena, izjemno visoka obcutljivost skupaj z visoko specifi¢nostjo tudi za primere

cisticne ehinokokoze (Pawlowski in sod., 2001).

Sekundarni testi za detekcijo protiteles

Kot velja za cisticno ehinokokozo, se tudi tu lahko za ocenitev rezultatov primarnih testov
uporabljajo sekundarni testi, Se posebno kadar se za primarno presejalno testiranje
uporabljajo testi, ki temeljijo na antigenih E. granulosus ali neobdelanih antigenih E.
multilocularis. Potrebni so tudi za izkljuCevanje moZzZnosti navzkrizne reaktivnosti
pozitivnih serumov (Pawlowski in sod., 2001). V uporabi so razli¢ni testi, kot so Western
blot analize (WB) (Ito in sod., 1993; Ito in sod., 1999; Nirmalan in Craig, 1997; Wen in
sod., 1995), encimsko imunski test s protoskoleksnim antigenom E. multilocularis
(Andersen in sod., 1997) in dolo¢anje IgG4 s testom ELISA (Dreweck in sod., 1997,
Grimm in sod., 1998; Wen in Craig, 1994; Wen in sod., 1995). V uporabi je tudi
komercialni test WB (Echinococcus WB 1gG, LDBIO Diagnostics, Lyons, Francija), ki
omogoca razlikovanje med alveolarno in cisti¢no ehinokokozo z zanesljivostjo priblizno

76 % (Piarroux in sod., 2000).

2.6.2.3 Test Echinococcus Western Blot IgG (LDBIO Diagnostics, Lyon, France)

Test Echinococcus Western Blot IgG vsebuje kot antigen celoten izvlecek li¢inke E.
multilocularis. Ehinokokozna protitelesa v serumih se specificno vezejo na antigene z
molekulsko maso pod 30 kDa (slika 4). V primeru pojava enega pasu pri 7 kDa in/ali
enega pri 26 do 28 kDa to nakazuje na prisotnost Echinococcus-specifi¢nih protiteles IgG
v serumu. Pasovi pri 7, 12, 15, 24 in 26-28 kDa so skupni obema vrstama ehinokoka. V

primeru cisti¢ne ehinokokoze se protitelesa specificno vezejo na membrano v visini 16 do
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18 kDa kot meglen pas. Pri alveolarni ehinokokozi so rezultat specificne vezave ostri
pasovi v visini 16, 17, 18 in 20 kDa. Tako je za cisticno ehinokokozo specifi¢en pojav
samo 7 kDa pasu ali le-tega skupaj z 16 do 18 kDa pasom. V primeru nastanka vsaj enega
pasu pri 26-28 kDa in dveh ostrih pasov pri 16 in 18 kDa ali pa le enega pasu pri 26-28
kDa, lahko re¢emo da gre za alveolarno ehinokokozo. Pri pojavu pasov pri 7 kDa in 26-28

kDa, brez dodatnih vmesnih pasov, vrste ehinokoka ne moremo dolociti.

P1 P2 P3 P4
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Slika 4: Pet tipi¢nih vzorcev, ki jih dobimo s testom Echinococcus Western blot IgG. Pojav pasov kot je pri
P1 in P2 kaze na okuzbo z E. granulosus, P3 na E. multilocularis, P4 in P5 pa na E. granulosus ali E.
multilocularis (Liance in sod., 2000).

Liance in sod. so ugotovili, da test omogoca detekcijo ehinokoknih IgG protiteles v serumu
pri 97 % bolnikih okuzenih z ehinokokom. Test je bolj obcutljiv kot ostali testi za detekcijo
obeh ehinokokoz. V 76 % primerov omogoca pravilno razloevanje med cisti¢no in
alveolarno ehinokokozo. Ne omogoca pa razlo¢evanja med aktivno in neaktivno obliko
ehinokokoze. Test Echinococcus Western blot I1gG je prvi standardizirani test razvit iz

izvlecka antigena le ene vrste, E. multilocularis, ki omogocCa, ne le diagnoze obeh
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ehinokokoz, temve¢ v vecini primerov tudi razlikovanje med cisticno in alveolarno
ehinokokozo. Ta test priporocajo kot potrditveni test v primeru pozitivnih presejalnih
testov ali kot prvo izbiro testa, kadar so znani klini¢ni znaki ali rezultati tehnik slikanja, ki
nakazujejo na chinokokozo. MozZzna je navzkrizna reaktivnost z nevrocisticerkozo in

shistosomozo (Liance in sod., 2000).

2.7 IMUNSKI ODZIV IN SPREMLJANJE POTEKA ZDRAVLIJENJA

Za razvoj uspeSnih presejalnih testov za diagnozo okuzb z ehinokokom je potrebno
upostevati interakcije parazita z gostiteljem. Prvotno bo imunski odziv na okuzbo z E.
granulosus v vmesnem gostitelju usmerjen proti vdirajo¢im onkosferam. Kasneje naj bi se
tak odziv razvil proti sestavinam nezrelih cist in na koncu proti delom plodnih metacestod
in protoskoleksov (Lightowlers in Gottstein, 1995). Imunski odziv je lahko humoralen, ki
vodi v nastanek parazitsko-specifi¢nih serumskih protiteles, ali celi¢no posredovan. Pri
slednjem pride do pomnozevanja T-celic, ki proizvajajo citokine. Tako bi bilo za razvoj
vsestranskega imunoloskega testa potrebno uporabiti antigenske makromolekule z vseh
stopenj razvoja okuzbe (Barbieri in sod., 1998; Ibrahem in sod., 1996; Ito in sod., 1999;
Leggatt in sod., 1992; Leggatt in McManus, 1994; Lightowlers in sod., 1984; Lightowlers
in Gottstein, 1995; Maddison in sod., 1989; Moro in sod., 1997; Young in sod., 1984).
Khabiri in sod. so ugotovili, da med sero-pozitivnimi primeri ¢loveske hidatidne bolezni
prevladujejo protitelesa IgG1, IgG4 in IgE, usmerjena proti antigenom tekocine cist. Vidne
so razlike pri podrazredih IgG protiteles med asimptomatskimi primeri in bolniki po
operaciji. Pri asimptomatskih primerih pride do indukcije predvsem protiteles podrazreda
IgG1, medtem ko pri operativnih primerih pa do podrazreda 1gG4 in IgE, kar nakazuje na
preklop med protitelesi z napredovanjem bolezni (Sambesh in sod., 1997; Short in sod.,
1990). Antigen 5 prepoznavajo predvsem protitelesa IgG1 in antigen B protitelesa 1gG4
in/ali IgE (Khabiri in sod., 2006).
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Po drugi strani pa so Lawn in sod. pri simptomatskih bolnikih odkrili, da so
najobcutljivejsa protitelesa IgG1, IgG2 in celokupna protitelesa. Ker je pri simptomatskih
bolnikih opazen le nizek nivo protiteles IgG3 in IgG4, tako le-te izkljucuje kot ustrezne

seroloske markerje spremljanja uspesnosti zdravljenja.

Razlike v ugotovitvah so na racun dejstva, da so kot antigen Lawn in sod. uporabili
neobdelano tekoc¢ino hidatidne ciste E. granulosus in ne precisen antigen. Ker so v
hidatidni tekocCini prisotni razli¢ni antigeni, naj bi le-ti povecali detekcijo podrazredov
protiteles z razlicno antigensko specifi¢nostjo. Kot najustreznejsi pokazatelj poteka bolezni

so se v tem primeru izkazala protitelesa podrazreda IgG2 (Lawn in sod., 2004).

Rezultate kirurSkega posega ali kemoterapije cisticne ehinokokoze tezko ovrednotimo s
testi za celokupna protitelesa IgG, saj so ta prisotna Se dolgo po ozdravitvi. Kvalitativne
spremembe v serumu bolje odraZajo analize podrazredov IgG (Craig, 1997). Tako je
najprimernej$a metoda WB, pri kateri v primeru ozdravitve pride do izginjanja pasov, in v
nasprotnem primeru (ponoven nastop bolezni) do ohranjanja starih oz. pojava novih pasov
na membrani. Kot najboljSi pokazatelj poteka zdravljenja po operaciji so se izkazala
protitelesa proti beljakovinama p39 in p42. Ta v primerih ozdravljenih bolnikov izginejo v
manj kot letu dni, medtem ko ostanejo zaznavna dokler so prisotne ciste (Doiz in sod.,

2001).

Tudi pri ocenjevanju ucinkovitosti zdravljenja alveolarne ehinokokoze seroloski testi
nimajo velikega pomena. Vendar pa so pri delezu zdravljenih bolnikov, predvsem tistih z
ozdravljeno ali regresivno obliko alveolarne ehinokokoze, po dolgem obdobju (enega ali
veC let po terapiji) zaznali padec ravni protiteles s testi Em2-ELISA, Em2Plus-ELISA,
Western blot, Ig-isotype-ELISA ali alkalni fosfatazni-antigen-ELISA (Dreweck in sod.,
1997; Gottstein in sod., 1989; Ma in sod., 1997; Sarciron in sod., 1997).
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2.8 ZDRAVLIJENJE

2.8.1  Zdravljenje cisticne ehinokokoze

Zdravijo samo bolnike s simptomatskimi cistami oz. cistami, ki prizadenejo vitalne dele
telesa. Za velike ciste, povrsinske ciste, kjer je velika verjetnost, da bo prislo do predrtja,
okuZene ciste in ciste v vitalnih delih telesa je glavna oblika zdravljenja kirurski poseg. Ce
so ciste v razli¢nih organih ali ko ni ustreznega strokovnega znanja in opreme, pa kirurski
poseg ni izvedljiv (McManus in sod., 2003). Do ponovne bolezni pride v 2 % do 25 %,
navadno zaradi neustrezne odstranitve ciste ali predhodno neodkritih cist (Ammann in

Eckert, 1996).

Pri bolnikih, pri katerih se po operativnem posegu bolezen ponovi in bolnikih, pri katerih
kirur§ka odstranitev ni mozna, se lahko izvede metoda PAIR (angl., puncture, aspiration,
injection, reaspiration). Cisto se s pomocjo ultrazvoka predre, ¢im ve¢ tekocCine ciste se
izsesa, vbrizga se protoskolicid (na primer 95 % etanol) in po 15-20 min se vsebino ciste
ponovno izsesa. PAIR je najuporabnejsi v primerih jetrnih cist s 5 cm ali ve¢ v premeru, ki
so anechoi¢ne, multiseptirane ali multiple. Postopek se ne izvaja za povrSinske ali
nedosegljive ciste, za poapnele, trdne ciste, ali tiste s povezavo z zolc¢evodom (Anonimno,

1996, cit. po McManus in sod., 2003).

Z zdravili zdravimo bolnike s primarno jetrno ehinokokozo, pri katerih operacija ni mozna
in tiste z ve¢ cistami v dveh ali ve¢ organih. Kemoterapija je v uporabi tudi za
preprecevanje sekundarne ehinokokoze in pred operacijo oz. PAIR (Pawlowski in sod.,
2001). Kot kemoterapevtika pri zdravljenju cisticne ehinokokoze uporabljamo
benzimidazola: albendazol in mebendazol. Albendazol (10-15 mg/kg telesne teze na dan v
dveh odmerkih) povzroci izginotje 48 % cist in znatno zmanjs$anje pri Se 24 % primerov.
Zdravljenje naj bi po navodilih proizvajalca potekalo v 14 dnevnih intervalih 3-6 mesecev,

a se je neprekinjeno zdravljenje 3-6 mesecev ali vec izkazalo kot bolj u€inkovito in brez
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hujsih stranskih ucinkov (Franchi in sod., 1999; Liu, 1997). Mebendazol (40-50 mg/kg
telesne teze na dan v treh odmerkih) je manj ucinkovit (Horton, 1997). Hkrati z
benzimidazoli se lahko daje tudi prazikvantel, ki naj bi dvignil nivo albendazolnih
metabolitov (sulfoksida) v plazmi za 4,5-krat, kar pa lahko poveca stopnjo stranskih
ucinkov (Zentel, 1999). Stranski ucinki zdravljenja z benzimidazoli se kazejo v obliki
neutropenije, proteinurije, Sibke hepatotoksi¢nosti, prebavnih motenj in prehodne

alopecije, mozna je tudi embriotoksi¢nost in teratogenost (Pawlowski in sod., 2001).

2.8.2  Zdravljenje alveolarne ehinokokoze

Zdravljenje alveolarne ehinokokoze temelji na radikalni kirurski odstranitvi celotne ciste iz
jeter ali drugega organa. Po radikalni odstranitvi je potrebna kratkotrajna kemoterapija
(vsaj 2 leti). V primeru nepopolne odstranitve ciste, ali v primeru ko operacija ni mogoca
in po presaditvi jeter, je potrebno dolgotrajno zdravljenje. Uporabljajo se benzimidazoli,
kot pri cisticni ehinokokozi. V tem primeru delujejo navadno le parazitostatsko
(Pawlowski in sod., 2001). Pri alveolarni ehinokokozi je lahko potrebna presaditev jeter.
Ker je za transplantacijo potrebna terapevtska imunosupresija, lahko zaradi te nato pride do
rasti preostale metacestode ali prej neopaznih cist v drugih organih (posebno v mozganih)
(Bresson-Hadni in sod., 2000; Mboti in sod., 1996). Zgodnje odkritje bolezni izboljsa

moznost popolne ozdravitve (Sato in sod., 1997).

2.9 EPIDEMIOLOGIJA IN PREPRECEVANIJE

Echinococcus granulosus najdemo na vseh kontinentih. Najvi§ja prevalenca parazita je v
nekaterih delih Evroazije (na primer v Sredozemlju, Rusiji in njenih sosedah, Kitajski),
Afrike (obmocja na severu in vzhodu), Avstralije in Juzne Amerike. V nekaterih evropskih
drzavah je stopnja letne incidence hospitaliziranih primerov humane cisti¢ne ehinokokoze
med <1,0 in >8,0 na 100.000 prebivalcev. Na nekaterih otokih je E. granulosus

izkoreninjen (Islandija, Grenlandija), ali se vsaj zafasno ne pojavlja (Nova Zelandija,
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Tasmanija, severni Ciper). V preostalih delih sveta je pojavnost parazita E. granulosus

sporadi¢na ali ni zabeleZena (slika 5).

Kot vir okuzbe za ljudi po vsem svetu prevladuje zivljenjski krog parazita, ki vkljucuje

udomacene pse kot kon¢ne gostitelje in ovce ter zivino kot vimesne gostitelje.

I

PFY  JPF

. I Visoko endemsko [ | Endemsko [® @] Sporadi¢niprimeri

F: brez primerov PF: zafasno brez primerov

Slika 5: Razsirjenost E. granulosus v svetu, leta 2002 (Eckert in Deplazes, 2004).

Echinococcus multilocularis je razsirjen na severni polobli, vklju¢no z endemi¢nimi
predeli osrednje Evrope, ve€ino severne in srednje Evroazije, predeli Severne Amerike in
verjetno osamljenim zariS¢em v severni Afriki (Tunizija) (slika 6). V drzavah srednje
Evrope se prevalenca parazita med rdecimi lisicami giblje med <1 % in >60 %. Novejse
raziskave kazejo, da je lokalna prevalenca humane alveolarne ehinokokoze v endemicnih

predelih Evrope med 11 in 40 primerov na 100.000 prebivalcev.
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Slika 6: Razsirjenost E. multilocularis v svetu, leta 2002 (Eckert in Deplazes, 2004).

Echinococcus vogeli in Echinococcus oligarthrus sta endemicna v drzavah Srednje in
Juzne Amerike. Do danes je bilo odkritih le okoli 100 primerov policisti¢éne ehinokokoze

pri ljudeh, vendar predvidevajo, da celoten obseg bolezni Se ni znan (Eckert in sod., 2001).

Preventivni ukrepi za kontrolo ehinokokoze vkljucujejo izogibanje kontakta s fecesom
psov ali lisic, umivanje rok, izboljSanje sanitarnih razmer, kré¢enje populacije psov ali lisic,
zdravljenje psov z arekolin hidrobromidom ali prazikvantelom ali uporaba vab,
impregniranih z prazikvantelom, seziganje okuzenih organov zivali in izobrazevanje.
Cenejsi nacin za zagotovitev svetovne kontrole bi lahko predstavljalo cepljenje Zivine in s

tem prekinitev zivljenjskega kroga na tem nivoju, skupaj z drugimi ukrepi.
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Kontrola E. multilocularis je posebno tezavna, saj zivljenjski krog parazita poteka
predvsem med divjimi zivalmi (Eckert in sod., 2000; Gemmell in sod., 2001; Conchedda in

sod., 2002).

Ehinokokoza v Sloveniji

V Sloveniji je cisticna ehinokokoza razSirjena predvsem v vzhodnih delih drZzave.
PraSicereja je najpogostejsa v teh delih Slovenije, in ravno prasica je Brglez v 70-ih opisal
kot epidemiolosko najpomembnejSega vmesnega gostitelja cisticne ehinokokoze. Med leti
1956 in 1968 so ugotovili, da je prevalenca cisticne ehinokokoze v celotni slovenski
populaciji 4,8 primerov na 100.000 prebivalcev (Brglez, 1970). V obdobju 2002-2006 pa le
1,7 primera na 100.000 prebivalcev. Povpre¢na starost bolnikov v letih 2002-2006 je bila
58,3 let. Najmlajsi bolnik je bil star 24 let, najstarejsi pa 86 let. Tak padec prevalence je
morda zaradi manj pogostega ali kontroliranega klanja Zivali na kmetijah, izboljSanih
splosnih in sanitarnih razmer pri rejenju zivali, Se posebno prasicev, boljsa skrb za pitno

vodo ter kontrola in antihelmintsko zdravljenje psov (Logar in sod., 2008).

Prevalenco alveolarne ehinokokoze so Logar in sod. v obdobju 2001-2005 ocenili na 0,45
primera na 100.000 prebivalcev. Povpre¢na starost bolnikov je bila 59,3 leta. RazSirjenost
alveolarne ehinokokoze je v Sloveniji podobna kot pri cisti¢ni. Bolniki so bili predvsem iz
juznih in severovzhodnih predelov Slovenije. Tam so namre¢ kmetijske povrSine, naseljene
z malimi glodavci, ki predstavljajo primarnega vmesnega gostitelja za prenos parazita.
Nih¢e od bolnikov ni bil kmet ali lovec, vecina pa je vsaj v preteklosti imela doma pse ali
macke, kar bi lahko predstavljalo rizi¢en dejavnik za okuzbo (Logar in sod., 2007). Glede
na zapise o alveolarni ehinokokozi pri govedu iz leta 1966 (Brglez, 1970) in miSih leta
1984 (Brglez in Krystufek, 1984) je bila verjetno alveolarna ehinokokoza ze takrat v
Sloveniji prisotna tudi pri ljudeh, a je bila neodkrita oz. spregledana, zaradi pomanjkanja
raziskav in neustreznih seroloskih testov, ki niso omogocali razlikovanja med alveolarno in

cisticno ehinokokozo (Logar in sod., 2007). Mozno pa je tudi Sirjenje E. multilocularis iz
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Avstrije, kjer so ze v 80-ih odkrili ehinokoka pri lisicah (Eckert in Deplazes, 1999) (slika
7).

1990

' Endemiéna podro&ja za E. multilocularispri lisicah in/ali ljudeh
° Sporadiéni primeri

Slika 7: Geografska razsirjenost okuzbe z E. multilocularis v Srednji Evropi v letih 1990 in 1999 (Eckert in
sod., 2000).

Ehinokokoza kot »porajajoca se« zoonoza

Alveolarna in cisti¢na ehinokokoza sta zelo razsirjeni zoonozi, ki lahko povzrocCata resno
ali celo smrtno bolezen pri ¢loveku in znatne ekonomske izgube v dolocenih endemskih
predelih. Podatki z Japonske in Severne Amerike jasno kaZejo na moZnost Siritve okuzb z
E. multilocularis iz endemi¢nih na ne-endemicna podroc¢ja. V Srednji Evropi so se od leta
1980 endemicna podrocja znacilno razsirila, vendar ni znano ali na racun Sirjenja bolezni
ali le zaradi boljSe diagnostike. Znanih je nekaj dejavnikov, ki lahko vplivajo na Sirjenje
okuzb z E. multilocularis in poveCanje tveganja okuzbe za Cloveka. Ti dejavniki so:
povecanje populacije lisic, vecja prevalenca E. multilocularis pri lisicah, vdor lisic v mesta,
pojav urbanega zivljenjskega kroga parazita ter spremembe v nacinu obdelovanja zemlje in
Gloveskega vedenja. Se vedno ni uéinkovite in poceni metode za nadzor okuzb z E.
multilocularis, zato je potreben poudarek na preprecevanju in zgodnji diagnozi alveolarne

ehinokokoze pri ljudeh (Eckert in sod., 2000).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

V diplomski nalogi smo na InStitutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete v Ljubljani s seroloSkimi testi IHA, ELISA in Western blot med januarjem 2002
in decembrom 2006 pregledali 96 serumov bolnikov s sumom na ehinokokozo. Bolniki iz

vse Slovenije so bili razli¢nih starosti in spola.

3.2 METODE

Za ugotavljanje ehinokokoze smo uporabili encimsko imunski test-ELISA (proizvajalca
NovaTec Immundiagnostica iz Nemcije), test posredne hemaglutinacije-IHA (proizvajalca
Dade Behring Marburg GmbH iz Nemcije) in test Western blot-WB (proizvajalca LDBIO

Diagnostics iz Francije).

3.2.1 Encimsko imunski test-ELISA

Test ELISA (Echinococcus, 1gG-ELISA) ugotavlja prisotnost specifi¢nih protiteles IgG

proti trakulji Echinococcus.

Princip testa
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Vdolbinice mikrotitrske ploscice so prevlecene z antigeni trakulje Echinococcus, na katere

se vezejo odgovarjajoca protitelesa preiskovanega vzorca. Po spiranju nevezanega

materiala dodamo konjugat, s hrenovo peroksidazo oznacenih anti-humanih IgG protiteles.

Le-ta se vezejo na Echinococcus-specifi€na protitelesa, vezana na mikrotitrski ploscici.

Imunski kompleks (antigen-protitelo-konjugat) postane viden (modro obarvan) po dodatku

substrata (tetrametilbenzidin, TMB). Intenziteta barve je premo-sorazmerna koli€ini

specifi¢nih IgG protiteles v vzorcu. Reakcijo ustavimo z dodatkom zveplene kisline, ki da

rumeno obarvan kon¢ni produkt. Z ¢italcem izmerimo absorbanco pri 450 nm.

Potrebujemo:

mikrotitrske stripe, katerih vdolbinice so prekrite z ehinokokoznim antigenom
pufer za red¢enje serumov (pH=7,2+0,2)

raztopino za ustavitev reakcije (zveplena kislina; 0,2 mol/l)

spiralno raztopino (pH=7,2+0,2)

ehinokokozni anti-IgG konjugat (s hrenovo peroksidazo oznacena zajc¢ja protitelesa

proti humanim IgG)

raztopino substrata TMB (tetrametilbenzidin)
pozitivno kontrolo IgG

»cut-off« kontrolo IgG

negativno kontrolo IgG

spektrofotometer za merjenje absorbance pri 450/620 nm
inkubator pri 37°C

puhalko

pipete z nastavki

mesalnik (vortex)

destilirano vodo

epruvete
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e folijo
e Stoparico

e rokavice

Priprava reagentov

Pred pricetkom dela mora biti temperatura vseh reagentov, kontrol in vzorcev enaka sobni

temperaturi. Spiralno raztopino red¢imo z destilirano vodo v razmerju 1:19.

Priprava vzorcev

Protitelesa dolo¢amo v serumu bolnika. Pred pri¢etkom testa 10 pl bolnikovega seruma

razred¢imo z 1 ml pufra za red€enje. Pozitivne in negativne kontrole ne red¢imo.

Postopek izvedbe testa

V vdolbinice mikrotitrskih stripov odpipetiramo po 100 pl:
- »substrat-blank« v vdolbinico A1l
- negativne kontrole v vdolbinico B1
- »cut-off« kontrol v vdolbinici C1 in D1
- pozitivne kontrole v vdolbinico E1
- redCine vzorcev v ostale vdolbinice.

Vdolbinice pokrijemo s folijo in inkubiramo 1 uro pri 37 °C. Po koncani inkubaciji
odstranimo folijo, odlijemo vsebino vdolbinic in speremo vdolbinice trikrat s po 300 pl
spiralne raztopine. Po kon¢anem spiranju previdno odstranimo preostalo tekocino s tem, ko
nekajkrat udarimo s stripi po papirnati brisaci. Spiranje je kriti¢en korak, saj slabo spiranje

lahko vodi do lazno pozitivnih rezultatov.
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V vsako vdolbinico, razen v Al (»substrat-blank«), dodamo 100 pl ehinokokoznega anti-
IgG konjugata. Stripe pokrijemo s folijo in inkubiramo pri sobni temperaturi 30 minut.
Ponovimo spiranje in nato dodamo 100 ul TMB substrata. Inkubiramo v temi, pri sobni
temperaturi, natanko 15 minut. V vse vdolbinice dodamo 100 pl raztopine za ustavitev
reakcije v enakem vrstnem redu kot smo dodajali substrat (modro obarvana raztopina se

tako spremeni v rumeno).

S spektrofotometrom izmerimo absorbanco pri valovni dolzini 450/620 nm v roku 30

minut po dodatku zadnje raztopine.

Za zagotovitev uspesnosti testa morajo biti izpolnjeni nasledn;ji kriteriji:

»substrat-blank« v vdolbinici Al: absorbanca nizja od 0,100
- negativna kontrola v vdolbinici B1: absorbanca nizja od 0,200
- »cut-off« kontroli v vdolbinici C1 in D1: absorbanca med 0,250 in 0,900

- pozitivna kontrola v vdolbinici E1: absorbanca enaka ali vi§ja od absorbance

»eut-off« kontrole

Absorbanca »cut-off« kontrole je povprecna vrednost izmerjenih absorbanc obeh »cut-off«

kontrol.

Interpretacija rezultatov

Vzorec je pozitiven, e je njegova izmerjena absorbanca vi§ja od 110 % povprecne

vrednosti absorbance »cut-off« kontrol.

Vzorec, katerega absorbanca je v obmoc¢ju med 90 % in 110 % vrednosti absorbance (10 %
nad in 10 % pod absorbanco) »cut-off« kontrol, ni ovrednoten kot pozitiven ali negativen,

temvec se nahaja v obmocju t.i. sive cone. V tem primeru je priporocljiv ponoven odvzem
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vzorca po 2-4 tednih. Ce je rezultat testa znova v sivi coni, tak vzorec opredelimo kot

negativnega.

Vzorec je negativen, ¢e je njihova izmerjena absorbanca pod 90 % vrednosti absorbance

»wecut-off« kontrol.

3.2.2  Test posredne hemaglutinacije-IHA

Test THA (Cellognost-Echinococcosis) dokazuje specificna protitelesa proti trakulji

Echinococcus granulosus.

Princip testa

Test zaznava specifi¢na protitelesa proti trakulji Echinococcus granulosus. Temelji na
principu posredne eritrocitne aglutinacije. Humani eritrociti, senzibilizirani z antigenom
trakulje Echinococcus granulosus, aglutinirajo v prisotnosti protiteles proti Echinococcus
granulosus v preiskovanem vzorcu seruma. Opazujemo le razred¢ine serumov od 1:32 do
1:64 in vec. Titri srednjega razpona lezijo med 1:512 in 1:2048. Nizko pozitivni titri

serumov (1:32 do 1:128) so pozitivni samo, ¢e tudi drugi testi pokazejo pozitivno vrednost.

Potrebujemo:
e chinokokozni IHA reagent
e pozitivno kontrolo
e negativno kontrolo

e raztopino Tris pufra (pH=8,0)
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destilirano vodo

e pipete z nastavki

e mikrotitrsko plosco

e stresalnik za mikrotitrsko plosco

e ogledalo za odcitavanje rezultatov testa

e rokavice

Priprava reagentov

Pred pricetkom dela mora biti temperatura vseh reagentov, kontrol in vzorcev od +15 do
+25 °C. Ehinokokozni IHA reagent raztopimo v 2,5 ml destilirane vode, ter pozitivnho

kontrolo (pozitivni ehinokokozni kontrolni serum) v 0,5 ml destilirane vode.

Postopek izvedbe testa

V prve vdolbinice mikrotitrske plos¢e (Al do H1) odpipetiramo 175 pl raztopine Tris
pufra. V ostale vdolbinice, razen v Al12, odpipetiramo 50 pl Tris pufra. Dodamo 25 pl
pozitivne kontrole v vdolbinico Al in dobro premesamo. V vdolbinico A12 dodamo 50 pl
negativne kontrole (predhodno zredCene z raztopino Tris pufra v razmerju 1:15).
Odpipetiramo po 25 pl preiskovanih serumov v vdolbinice BI do H1 in ob tem dobro
premesamo s pufrom. Nato prenesemo 50 pl mesanice iz vdolbinice 1 (Al do H1) v
vdolbinico 2, premeSamo in nadaljujemo z red¢enjem do vdolbinice 11. 50 pl razred¢ine iz
zadnje vdolbinice zavrzemo. V vdolbinice 2-12 odpipetiramo po 25 ul ehinokokoznega
IHA reagenta, ki ga pred uporabo dobro pretresemo. Tako dobimo zacetno razred¢ino
1:16. Mikrotitrsko plos¢o stresamo na stresalniku za 15 do 20 sekund (900 do 1100
obratov/min). Plos¢o pokrijemo in inkubiramo pri sobni temperaturi. Rezultate od¢itamo

po 2 urah, do najkasneje 24 urah.
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Da je test uspel, mora veljati naslednje:
- pri pozitivni kontroli dobimo titer kot je zapisan na oznaki +1

- negativna kontrola reagira negativno (eritrociti tvorijo ostro definiran gumb)

Interpretacija rezultatov

Rezultate od¢itamo v 2-24 urah. Pomagamo si s primerjavo s kontrolami, ki jih testiramo

vzporedno.

Popolna aglutinacija celic v vdolbinici pomeni pozitiven rezultat. Aglutinacijo, ki je
razporejena enakomerno preko dna vdolbinice, z rahlo sedimentacijo, smatramo kot Sibko
pozitiven rezultat. Sedimentirane celice (tvorba eritrocitnega gumba) pomenijo negativen
rezultat testa. Koncni titer seruma je tista red¢ina, pri kateri se tvori 50 % eritrocitnega

gumba, Ce jo primerjamo s popolno aglutinacijo (100 %).

3.2.3 Test Western blot-WB

Test Western blot (Echinococcus, WB) se uporablja za ugotavljanje protiteles IgG proti

trakulji Echinococcus.

Princip metode

Antigeni larvalnega ekstrakta trakulje Echinococcus multilocularis so bili preko

elektroforeze lofeni v pasove in naneSeni z elektro blottingom na nitrocelulozno
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membrano. Ta je bila nato narezana na trakove. Vsak preiskovani serum je posamicno
inkubiran z membranskim trakom. Za ehinokoka specificna protitelesa IgG, ¢e so le-ta
prisotna v vzorcu, se vezZejo na antigene na membrani. S prvim spiranjem odstranimo vse
nevezane komponente seruma. Trakove nato inkubiramo s konjugatom alkalne fosfataze in
anti-humanih protiteles IgG. Po ponovnem spiranju lahko celoten imunski kompleks
(antigen-protitelo-konjugat) zaznamo po dodatku substrata (NBT/BCIP) kot temno modro-
vijoli¢en precipitat. Razvoj barve ustavimo s spiranjem trakov z destilirano vodo. Ce so v
serumu prisotna specifi¢na protitelesa IgG, se na trakovih kazejo kot vijoli¢no obarvani

pasovi.

Pojav 7 in/ali 26-28 kDa velikega pasu na membrani kaze na prisotnost Echinococcus-
specifi¢nih protiteles IgG v preiskovanem serumu. Specifi¢ni vmesni pasovi (med 7 in 26-
28 kDa) nam omogocajo $e nadaljnjo razlikovanje med E. granulosus in E. multilocularis

okuzbami pri ve¢ kot 2/3 primerov.

Za izvedbo testa potrebujemo:
e trakove nitrocelulozne membrane z naneSenimi antigeni li¢inke E. multilocularis
e pufer za red¢enje vzorcev
e raztopino za spiranje

e konjugat anti-IgG (konjugat kozjih anti-humanih protiteles IgG in alkalne

fosfataze)
e pozitivno kontrolo
e substrat (NBT/BCIP)

e trak z naneSenimi standardi znanih molekulskih mas za pomo¢ pri ocenjevanju

molekulskih mas dobljenih pasov vzorcev
e rokavice

e plasti¢no pinceto
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banjico z vec¢ kanali
e stresalnik

e plasti¢ne puhalke

e skalpel

e ravnilo

e staniCevino

¢ aluminijasto folijo
e destilirano vodo

e pipete z nastavki

e Stoparico

Priprava reagentov

Raztopino za spiranje razred¢imo z destilirano vodo v razmerju 1:10.

Izvedba testa

V kanale v banjici odpipetiramo po 1,2 ml pufra za redCenje vzorcev. Z rokavicami s
pomocjo ravnila s skalpelom izrezemo ustrezno Stevilo trakov iz nitrocelulozne membrane.
Le-te nato s pinceto polozimo v kanale v banjici. Banjico nezno pretresemo, tako da so
trakovi popolnoma prekriti s pufrom. Tako jih inkubiramo 5 do 10 minut, da se dobro
navlazijo. V ustrezne kanale v banjici odpipetiramo po 50 ul vzorcev in pozitivne kontrole.
Rahlo pretresemo banjico in inkubiramo na stresalniku (10 obratov/min) 90 min + 5 min

pri temperaturi 18-25 °C.
Sledi spiranje:

- s plasti¢no puhalko posrkamo vso tekoc¢ino iz kanalov
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- dodamo po 2 ml zredCene tekoCine za spiranje, pretresemo banjico in posrkamo

vso tekod¢ino iz kanalov

- znova dodamo po 2 ml raztopine za spiranje v vsak kanal, inkubiramo na

stresalniku 3-5 minut, ter ponovno posrkamo vso tekoc¢ino iz kanalov
- Se enkrat ponovimo zadnji korak spiranja

V vsak kanal nato odpipetiramo po 1,2 ml konjugata anti-IgG. Banjico rahlo pretresemo,
tako da so trakovi popolnoma prekriti s konjugatom in inkubiramo na stresalniku 60 min +
5 min pri sobni temperaturi. Ponovimo spiranje, kot je Ze opisano zgoraj. Kvaliteta spiranja
je klju¢nega pomena za pridobitev jasno vidnih pasov v kontrastu z ozadjem. Dodamo 1,2
ml substrata NBT/BCIP, rahlo premeSamo banjico in inkubiramo na stresalniku pri sobni
temperaturi. Banjico pokrijemo z aluminijasto folijo in vsake 5 minut spremljamo razvoj
barve. Obifajno do razvoja barve pride v 20-60 minutah, vendar za ta ¢as ni jasno
dolocenih pravil. Inkubiramo, dokler se ne razvijejo jasno vidni pasovi v kontrastu z roza-
sivo barvo trakov. Koli¢ina protiteles v serumu je lahko tako majhna, da je za razvoj vidnih
pasov potrebno celo 90 minut. Razvoj barve ustavimo s posrkanjem tekocCine iz kanalov in
dodatkom 2 ml destilirane vode. To Se enkrat ponovimo. Trakove nato s pinceto

prenesemo na filter papir in pustimo da se na zraku posusijo (~15 min).

Interpretacija rezultatov

Molekulske mase dobljenih pasov lahko ocenimo s primerjavo s trakom z naneSenimi
standardnimi molekulskimi masami, ki je priloZzen diagnosticnemu kompletu. Pasovi, ki jih
dobimo pri pozitivni kontroli pa so najbolj natancen pozitivni standard kita. Ta nam da

natancen model za kon¢no identifikacijo posameznih pasov.

Serodiagnoza rodu Echinococcus

Za potrditev okuzbe s trakuljo iz rodu Echinococcus iS¢emo pasove v visini 7 in 26-28
kDa. Pas 26-28 kDa se na membrani lahko pokaZe kot en ozek pas v visini 26 ali 28 kDa,

kot dva ozka pasova v isti viSini, ali pa kot en Sirok pas med 26 in 28 kDa. Pojav pasu na
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visini 7 in/ali 26-28 kDa nakazuje na prisotnost Echinococcus-specifi¢nih protiteles IgG v

preiskovanem serumu.

Locevanje med vrstama E. granulosus in E. multilocularis

To nam omogocajo nastali pasovi med viSinama 7 in 28 kDa. MoZen je pojav naslednjih

pasov:
- pasovi skupni obema vrstama: 7, 12, 15, 24, 26-28 kDa
- ozki pasovi, znacilni le za vrsto E. multilocularis: 16, 17, 18, 20 kDa

- pas, znacilen le za E. granulosus: zelo Sirok pas med 16 in 18 kDa.

Pet znacilnih vzorcev:
e leen pas pri vi$ini 7 kDa = E. granulosus

e pas pri visini 7 kDa + Sirok meglen pas med 16 in 18 kDa (obi¢ajno je

prisoten tudi pas pri 26-28 kDa) = E. granulosus

e pas pri 26-28 kDa + ozka pasova pri 16 in/ali 18 kDa (vec¢ina ostalih
pasov je lahko tudi prisotna: 7, 12, 15, 17, 20 kDa) = E. multilocularis

e le en pas v viSini 26-28 kDa = E. granulosus ali E. multilocularis
e samo pasova 7 kDa + 26-28 kDa =» E. granulosus ali E. multilocularis

Sam pojav vmesnih pasov (12, 15, 16, 17, 18, 20, 24 kDa) ni specifi¢en in ne zadosca za
diagnostiko okuzbe z ehinokokom, za to mora biti vedno prisoten vsaj eden od pasov 7 in
26-28 kDa. Na trakovih lahko zasledimo tudi pasove z ve¢jo molekulsko maso (redkeje z
manjSo). Nekateri med njimi so specificni za okuzbo z ehinokokom, drugi ne. Ker je

razloCevanje teh zahtevno, jih ne upoStevamo pri interpretaciji tega testa.
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Lazno pozitivni rezultati tega testa so mozni v primeru, ¢e ima bolnik cisticerkozo,

shistosomozo ali avtoimunsko bolezen.



Lunar M. Preskus metode Western-blot za ugotavljanje ehinokokoze. 43
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2009

4 REZULTATI

Med 1. januarjem 2002 in 31. decembrom 2006 smo 96 serumov bolnikov s sumom na
ehinokokozo pregledali s tremi seroloSkimi testi; indirektno hemaglutinacijo (IHA),

encimsko imunskim testom (ELISA) in testom Western blot (WB).

Vse serume bolnikov smo najprej pregledali s testoma IHA in ELISA. Ko je eden od testov
pokazal nejasen, mejen ali pozitiven rezultat, smo vzorce testirali Se s testom WB. S
primerjavo rezultatov teh testov smo skusali ovrednotiti njihovo zanesljivost, ter ugotoviti,

¢e test WB res lahko sluZi kot zanesljiv potrditveni test za dokaz ehinokokoze.

Test ELISA

Rezultate testa ELISA smo ovrednotili glede na navodila proizvajalca. Torej, vzorec smo
smatrali kot pozitivnega, ¢e je bila njegova izmerjena absorbanca vi§ja od 110 %
povprecne vrednosti absorbance »cut-off« kontrol, negativnega pa, ¢e je bila izmerjena
absorbanca pod 90 % vrednosti absorbance »cut-off« kontrol. Vzorec, katerega absorbanca
je bila v obmo¢ju med 90 % in 110 % vrednosti absorbance »cut-off« kontrol, nismo

ovrednotili kot pozitivnega ali negativnega, temve¢ kot nejasnega oz. mejnega.

Test IHA

Pri testu IHA smo kot pozitivne rezultate testa smatrali dobljene aglutinacije pri titrih
vi§jih od red¢ine 1:128. Pozitivne red¢ine do vkljucno 1:128 smo obravnavali kot nejasne

0z. mejne vrednosti.

Test Western blot
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Kot pozitiven rezultat testa na ehinokokozo smo smatrali tiste serume, pri katerih so se

pokazali specifi¢ni pasovi na nitrocelulozni membrani (pasovi v visini 7 in/ali 26-28 kDa).

Preglednica 1 prikazuje pozitivne (+), negativne (-) in nejasne (+/-) rezultate testov WB,

IHA in ELISA, ter moZne kombinacije rezultatov vseh treh testov.

Preglednica 1: 96 serumov testiranih na ehinokokozo med 1. januarjem 2002 in 31. decembrom 2006 s tremi

testi (WB, IHA, ELISA), stevilo pozitivnih (+), negativnih (-) in nejasnih rezultatov (+/-), ter vse mozne

kombinacije rezultatov.

WB THA ELISA St. vzorcev
+ + + 18
+ + +/- 3
+ + - 8
+ +/- + 5
+ - + 0
+ +/- +/- 1
+ +/- - 5
+ - +/- 0
. ] ; 0
- - +/- 6
- - + 1
; +- - 33
- +/- + 2
- + - 8
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- + + 3
- +/- +- 3
- + +/- 0
- - - 0

Od 96 serumov je test IHA pri 40 serumih pokazal pozitiven rezultat, 7 serumov je bilo
negativnih in 49 z nejasnimi oz. mejnimi vrednostmi. Od 96 serumov je test ELISA pri 29
serumih pokazal pozitiven rezultat, 54 serumov je bilo negativnih in 13 nejasnih oz. mejnih
(preglednica 2).

Preglednica 2: Stevilo in deleZ (%) pozitivnih, negativnih in mejnih rezultatov dobljenih s testom THA,

ELISA in WB za ugotavljanje ehinokokoze med 1. januarjem 2002 in 31. decembrom 2006.

Pozitivni (%) Negativni (%) Mejni (%) Skupaj
THA 40 (42) 7(7) 49 (51) 96
ELISA 29 (30) 54 (56) 13 (14) 96
WB 40 (42) 56 (58) / 96

Ko smo IHA pozitivne serume ponovno testirali s testom WB, je od teh 40 vzorcev
ponovno pokazalo pozitivno vrednost 29, 11 pa jih je test WB opredelil kot negativne
serume. Izmed 29 ELISA pozitivnih serumov je test WB pokazal 23 pozitivnih in 6

negativnih serumov (preglednica 3).

Preglednica 3: Stevilo in deleZ (%) pozitivnih in negativnih rezultatov testa WB pri serumih, ki so pokazali

pozitivne rezultate pri testiranju s testom IHA oz. ELISA za ugotavljanje ehinokokoze.

Pozitivni WB (%)  Negativni WB (%) Skupaj

Pozitivni IHA 29 (73) 1127 40

Pozitivni ELISA 23 (79) 6 (21) 29
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Po testiranju negativnih serumov testa IHA s testom WB je od sedmih vzorcev ponovno
pokazalo negativni rezultat vseh sedem serumov. Stiriinpetdeset ELISA negativnih
serumov smo nato s testom WB opredelili kot 13 pozitivnih serumov in ostalih 41 kot

negativne vrednosti (preglednica 4).

Preglednica 4: Stevilo in deleZ (%) pozitivnih in negativnih rezultatov testa WB pri serumih, ki so pokazali

negativne rezultate pri testiranju s testom IHA oz. ELISA za ugotavljanje ehinokokoze.

Pozitivni WB (%)  Negativni WB (%) Skupaj
Negativni THA 0 (0) 7 (100) 7
Negativni ELISA 13 (24) 41 (76) 54

Od 49 THA nejasnih oz. mejnih serumov je 11 serumov test WB ovrednotil kot pozitivne
serume, 38 vzorcev pa je pokazalo negativen rezultat. Pri testu ELISA pa je od nejasnih oz.
mejnih 13 serumov test WB potrdil 4 serume kot pozitivne in 9 kot negativne serume

(preglednica 5).

Preglednica 5: Stevilo in deleZ (%) pozitivnih in negativnih rezultatov testa WB pri serumih, ki so pokazali

mejne oz. nejasne rezultate pri testiranju s testom IHA oz. ELISA za ugotavljanje ehinokokoze.

Pozitivni WB (%)  Negativni WB (%) Skupayj

Mejni THA 1122) 38 (78) 49

Mejni ELISA 461) 9 (69) 3
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V preglednici 6 lahko vidimo, da ob primerjavi testov IHA in WB dobimo 40 serumov
pozitivnih z obema metodama in 7 negativnih z obema testoma. Rezultati za 49 serumov se
med testoma razlikujejo. Ce primerjamo test ELISA in WB, pa je 27 serumov pozitivnih in

41 negativnih z obema testoma, za 28 serumov pa se rezultati med testoma razlikujejo.

Preglednica 6: Stevilo in deleZ (%) pozitivnih in negativnih rezultatov serumov testiranih na ehinokokozo s
testom ELISA in WB, ter testom IHA in WB; mejne oz. nejasne vrednosti testa IHA in ELISA smo Steli za

pozitivne in jih pristeli k pozitivnim serumom.

Pozitivni (%) Negativni (%) Razli¢ni (%)
THA in WB 40 (42) 7(7) 49 (51)
ELISA in WB 27 (28) 41 (43) 28 (29)

V preglednici 7 vidimo kaj predstavljajo te razli¢ni rezultati testov. Tako je vseh 49
razli¢nih rezultatov serumov med testoma WB in THA na racun IHA pozitivnih serumov,
ki jih je test WB nato opredelil kot negativne serume. Od 28 razli¢nih serumov med
testoma ELISA in WB jih je 15 zaradi ELISA pozitivnih in WB negativnih serumov.
Trinajst izmed 28 razli¢nih serumov med testoma ELISA in WB jih je pri testu ELISA

negativnih in testu WB pozitivnih.

Preglednica 7: Stevilo in deleZ (%) rezultatov serumov testiranih na ehinokokozo, ki so pokazali razli¢ne
rezultate testa IHA in ELISA v primerjavi s testom WB; mejne oz. nejasne vrednosti testa IHA in ELISA

smo Steli za pozitivne in jih pristeli k pozitivnim serumom.

Pozitivni WB (%)  Negativni WB (%) Skupaj
IHA pozitivni ) 49 (100)
o 49
IHA negativni 0 (0) )
ELISA pozitivni

- 15 (54) 28
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ELISA negativni 13 (46) )

Zanesljivost testov smo statisticno ovrednotili s testom y°. Mejna vrednost testa za

dolo¢itev statisti¢no znaéilne razlike je v nasem primeru y,’=3,841 (SP=1; a=0,05).

Razlika je statisticno znacilna, kadar velja:

¥ >y (SP=k-1)

ey v . v . . . v 2 :
Statisticno znacilno razliko za na§ primer vzorcev dobimo, ko za izracun testa y~ velja:

> 3,841

Ko smo mejne oz. nejasne vrednosti testov IHA in ELISA Steli kot pozitivne in jih pristeli
k pozitivnim serumom (preglednica 8), smo s testom xz rezultate statisticno ovrednotili in
ugotovili, da se testa WB in IHA razlikujeta s statistiéno znaéilno razliko (x°=56,7;
P<0,0001). Med testoma WB in ELISA pa razlika ni statistitno znacilna (x°=0,09;
P=0,7705).

Preglednica 8: Stevilo in deleZ (%) serumov testiranih na ehinokokozo, ki so pokazali pozitiven ali negativen
rezultat s testi WB, IHA in ELISA; mejne oz. nejasne vrednosti testa IHA in ELISA smo Steli za pozitivne

vrednosti.

Pozitivni (%) Negativni (%) Skupayj

WB 40 (42) 56 (58) 96

THA 89 (93) 7(7) 96
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ELISA 42 (44) 54 (56) 96

Ko smo mejne oz. nejasne vrednosti testov IHA in ELISA Steli kot negativne in jih pristeli
k negativnim serumom (preglednica 9), smo ugotovili, da tako med testoma WB in [HA
tokrat ni statisti¢no znacilne razlike (x*=0; P=1). Prav tako pri testu WB in ELISA razlika
ni statisti¢no znacilna (X2=2,73; P=0,0981).

Preglednica 9: Stevilo in deleZ (%) serumov testiranih na ehinokokozo, ki so pokazali pozitiven ali negativen

rezultat s testi WB, IHA in ELISA; mejne oz. nejasne vrednosti testa IHA in ELISA smo §teli za negativne

vrednosti.
Pozitivni (%) Negativni (%) Skupaj
WB 40 (42) 56 (58) 96
THA 40 (42) 56 (58) 96
ELISA 29 (30) 67 (70) 96

Ko smo mejne oz. nejasne vrednosti testa IHA in ELISA $teli kot pozitivne ali negativne,
glede na rezultate testa WB (preglednica 10), vidimo, da razlika med testoma WB in I[HA
ni statisti¢no znacilna (X2=2,53; P=0,1119), in tudi testa WB in ELISA se tokrat statisti¢no
ne razlikujeta (x*=1,0830; P=0,2980).

Preglednica 10: Stevilo in dele (%) serumov testiranih na ehinokokozo, ki so pokazali pozitiven ali
negativen rezultat s testi WB, IHA in ELISA; mejne oz. nejasne vrednosti testa IHA in ELISA smo pristeli k

negativnim oz. pozitivnim, glede na rezultat s testom WB.

Pozitivni (%) Negativni (%) Skupayj
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WB 40 (42) 56 (58) 96
THA 51 (53) 45 (47) 96
ELISA 33 (34) 63 (66) 96

PreraCunane obcutljivosti in specifi¢nosti testov IHA in ELISA smo zbrali v preglednici

11.

Preglednica 11: Obcutljivost, specifi¢nost testa IHA, ELISA in WB za ugotavljanje ehinokokoze.

THA ELISA WB
nasi podatki Liance in sod.,
2000

100" 63,9 93!

Obéutljivost (%) 100° 67,5 837 97,3
78.4° 63,0°
38,9 87,2

Specifi¢nost (%) 12,5 73,2* 92* 93
80,4° 89,3

" mejne oz. nejasne vrednosti testa IHA in ELISA niso upostevane
% mejne oz. nejasne vrednosti testa IHA in ELISA itete kot pozitivne in pristete k pozitivnim rezultatom
* mejne oz. nejasne vrednosti testa IHA in ELISA §tete kot negativne in pritete k negativnim rezultatom

* za preradunanje specifiénosti testa WB so kot lazno pozitivni serumi upostevani serumi, ki so bili s testom

ELISA negativni in so s testom [HA pokazali mejno vrednost
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Opomba: Obcutljivost in specificnost testa IHA ter ELISA smo preracunali glede na vrednosti testa WB,

obcutljivost in specifi¢nost testa WB pa glede na kombinacijo vrednosti testa IHA in ELISA. V preglednici je

podana Se obcutljivost in specifi¢nost testa WB raziskave Liance in sod., 2000.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Ehinokokoza je zoonoza, ki jo povzrofa pasja trakulja Echinococcus granulosus ali
trakulja lisice Echinococcus multilocularis. Za dokaz okuzbe, ki jo povzrocata ti dve
trakulji, so na voljo razli¢ni seroloski testi. Ker je kvaliteta oz. zanesljivost teh testov zelo
razlicna, smo se odlocili, da serume bolnikov s sumom na ehinokokozo pregledamo s
testom posredne hemaglutinacije (IHA) in encimsko imunskim (ELISA) testom, ter oba
testa nato ovrednotimo s testom Western blot (WB). S primerjavo rezultatov testov smo
poskusali ovrednotiti zanesljivost testov, ter ugotoviti, ¢e test Western blot res lahko sluzi

kot zanesljiv potrditveni test za dokaz te bolezni.

IHA in WB

Od 96 serumov je test IHA pri 40 serumih pokazal pozitiven rezultat, 7 serumov je bilo

negativnih in 49 z nejasnimi 0z. mejnimi vrednostmi.

Od 40 pozitivnih serumov jih je test WB pokazal 29 (73 %) kot pozitivne serume in 11 (27

%) kot negativne serume.

Sedem negativnih serumov testa IHA je po testiranju z metodo WB prav tako pokazalo

negativen rezultat.

Po testiranju nejasnih oz. mejnih serumov s testom WB je od 49 nejasnih oz. mejnih
vzorcev, 11 (22 %) serumov pokazalo pozitiven rezultat, 38 (78 %) vzorcev pa negativen

rezultat.
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Ko smo pri testu THA upostevali le pozitivne in negativne rezultate in ne nejasnih oz.
mejnih rezultatov, lahko ob primerjavi s testom WB ugotovimo, da je test IHA specifi¢en v
38,9 % primerov (pokazal je 11 lazno pozitivnih serumov). Ce k tem pozitivnim serumom
testa IHA prisStejemo Se mejne vrednosti testa IHA, ob primerjavi s testom WB ugotovimo
le 12,5 % specificnost testa IHA (49 lazno pozitivnih, nejasnih oz. mejnih serumov, ki jih

je nato WB ovrednotil kot negativne serume).

Vseh 7 negativnih rezultatov testa IHA je tudi test WB ovrednotil kot negativne serume.
Torej je bil test IHA 100 % obcutljiv, saj ni zgresil niti enega pozitivnega seruma. Vendar
je treba upostevati dejstvo, da takSen nabor vzorcev ne omogoca tocne dolocitve
obcutljivosti testa IHA, saj smo s testom WB pregledali le prvotno pozitivne, nejasne oz.
mejne vrednosti testa IHA. Za pravilno dolocitev obcutljivosti testa IHA bi bilo potrebno

izbrati negativne serume z metodo IHA in le-te ponovno testirati Se s testom WB.

Zanesljivost testov smo statisti¢no ovrednotili s testom x*:

e Ko smo mejne oz. nejasne vrednosti testa IHA Steli za pozitivne vrednosti, smo
ugotovili, da se testa WB in IHA statisti¢no razlikujeta (x*=56,7; P<0,0001). P
vrednost je zelo majhna, kar pomeni, da se rezultati testa WB in IHA razlikujejo

zaradi resni¢ne razlike med njima in ne zaradi nakljucja.

e (e smo mejne oz. nejasne vrednosti testa IHA $teli za negativne vrednosti, smo
nato s testom y° ugotovili, da tako med testoma WB in IHA tokrat ni statisti¢no

znadilne razlike (5°=0; P=1).

e Ko smo mejne oz. nejasne vrednosti testa IHA pristeli k negativnim oz. pozitivnim
vrednostim, glede na rezultat s testom WB, smo s testom * ugotovili, da razlika

med testoma WB in IHA ponovno ni statisti¢no znacilna (X2=2,53; P=0,1119).
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ELISA in WB

0d 96 serumov je test ELISA pri 29 serumih pokazal pozitiven rezultat, 54 serumov je bilo

negativnih in 13 nejasnih oz. mejnih.

Od 29 ELISA pozitivnih serumov jih je test WB 23 (79 %) pokazal kot pozitivne serume in

6 (21 %) kot negativne serume.

Od 54 ELISA negativnih serumov je test WB pokazal 13 (24 %) kot pozitivne serume in

41 (76 %) kot negativne serume.

Od 13 nejasnih oz. mejnih vrednosti serumov je test WB potrdil 4 (31 %) serume kot

pozitivne serume in 9 (69 %) kot negativne serume.

Ce upostevamo le pozitivne in negativne rezultate testa ELISA in ne nejasnih oz. mejnih
rezultatov, lahko na podlagi rezultatov testa WB ugotovimo 87,2 % specificnost testa
ELISA (pokazal je 6 lazno pozitivnih serumov). Ob upoStevanju Se nejasnih oz. mejnih
rezultatov, ki jih priStejemo k pozitivnim vrednostim testa ELISA, pa ugotovimo, da je

specifi¢nost testa ELISA 73,2 % (15 lazno pozitivnih serumov).

Obcutljivost testa ELISA je v primerjavi s testom WB 63,9 % (13 laZzno negativnih
serumov), ¢e upoStevamo le pozitivne in negativne vrednosti testa ELISA in ne
uposStevamo nejasnih oz. mejnih vrednosti. Ko mejne oz. nejasne vrednosti testa ELISA
pristejemo k pozitivnim, dobimo obcutljivost testa ELISA 67,5 % (4 WB pozitivne
serume, ki so s testom ELISA pokazali mejne oz. nejasne vrednosti, dodamo k pozitivnim

rezultatom testa ELISA).
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Sicer proizvajalec testa ELISA, zanj navaja obcutljivost in specificnost vi§jo od 95 %.

Zanesljivost testov smo statisti¢no ovrednotili s testom y:

e Ko smo mejne oz. nejasne vrednosti testa ELISA Steli za pozitivne vrednosti, smo
ugotovili, da razlika med testoma WB in ELISA ni statisticno znacilna (X2=0,09;

P=0,7705).

e Ce smo mejne oz. nejasne vrednosti testa ELISA $teli za negativne vrednosti, smo
nato s testom * ugotovili, da tudi tokrat razlika ni statistiéno zna¢ilna (X2=2,73;

P=0,0981).

e Ko smo mejne oz. nejasne vrednosti testa ELISA pristeli k negativnim oz.
pozitivnim vrednostim, glede na rezultat s testom WB, smo s testom y* ugotovili,

da se testa WB in ELISA ponovno statisti¢no ne razlikujeta (x°=1,0830; P=0,2980).

Vsi trije testi (WB, IHA, ELISA) so bili pozitivni le pri 18 vzorcih od skupno 96 vzorcev.

Od 56 vseh lazno pozitivnih rezultatov testov IHA in/ali ELISA v primerjavi s testom WB
(t.j. mejni, nejasni ali pozitivni rezultati testa IHA in/ali ELISA, ki jih je nato test WB
ovrednotil kot negativne) jih je bilo kar 41 na racun samo testa IHA, samo 7 lazno
pozitivnih rezultatov je pokazal le test ELISA in 8 oba testa. Ce upostevamo le lazno
pozitivne rezultate testov IHA in ELISA, brez upostevanja mejnih oz. nejasnih vrednosti,
sta nato v primerjavi s testom WB, oba testa pokazala laZzno pozitivne rezultate pri 3
serumih, samo test IHA v 8 primerih, test ELISA pa v 3 primerih. Lazno negativne
rezultate (t.j. negativni rezultati, ki jih je nato WB pokazal pozitivne) smo dobili le s

testom ELISA, in sicer v 13 primerih.
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Ce opazujemo deleZe pozitivnih rezultatov testov IHA in ELISA, ki jih je nato WB
opredelil kot pozitivne, so ti rezultati obeh testov primerljivi (73 % za test IHA oz. 79 % za
test ELISA). Tudi pri mejnih oz. nejasnih vrednostih testov IHA in ELISA se odstotki
serumov, ki jih je nato WB opredelil kot pozitivne serume, ne razlikujejo znatno (22 % pri
testu ITHA oz. 31 % pri testu ELISA). Najvecjo razliko vidimo pri opredeljevanju
negativnih rezultatov testov IHA in ELISA, kjer je test WB vseh 100 % negativnih
serumov testa IHA opredelil kot negativne serume, a le 76 % negativnih serumov testa
ELISA. Znatna razlika pa je tudi v Stevilu mejnih rezultatov, ki jih je pri testu IHA vec kot
pri testu ELISA. Namre¢ kar 49 od 96 serumov je test IHA pokazal kot mejne vrednosti,
torej ve€ kot polovico (51 %), medtem ko ELISA le 14 %.

Vidimo lahko, da je ob primerjavi s testom WB specifi¢nost testa IHA majhna (38,9 %),
specifi¢nost testa ELISA pa je 87,2 %.

Lazno negativne rezultate (t.J. negativni rezultati, ki jih je nato test WB pokazal pozitivne)
smo dobili le s testom ELISA, in sicer v 13 primerih. Tako je obcutljivost testa ELISA v
primerjavi s testom WB 63,9 %, medtem ko je obcutljivost testa IHA 100 %.

Za lazno negativne rezultate testov IHA in ELISA v primerjavi s testom WB nimamo
oprijemljivih podatkov, saj bi bilo v ta namen potrebno s testom WB pregledati negativne
serume testov IHA in ELISA. V rutinski diagnostiki parazitoloskega laboratorija se v
potrditveno testiranje s testom WB namre¢ vkljucuje oz. uposteva le serume, pri katerih je

test IHA ali ELISA pokazal pozitiven oz. mejen rezultat.

To je lahko en razlog za razliko v dobljeni obcutljivosti in tisti ob¢utljivosti, ki jo navaja
proizvajalec. Drugi razlog pa je ta, da dejansko ne vemo ali nato WB pozitivni rezultati res
pomenijo pozitivne serume. Mozna je namre¢ navzkrizna reaktivnost testa WB pri bolnikih
z drugimi helminti. Proizvajalec navaja moznost lazno pozitivnih rezultatov testa WB v

primeru, ¢e ima bolnik cisticerkozo, shistosomozo ali avtoimunsko bolezen.
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Specifi¢nost testa WB so na 154 serumih bolnikov z drugimi parazitskimi in
neparazitskimi boleznimi ugotovili 93 %. Do navzkrizne reaktivnosti je prislo pri sedmih
primerih izmed 20 primerov serumov bolnikov z nevrocisticerkozo in pri treh izmed 18

primerov bolnikov okuzenih s parazitom Schistosoma mansoni (Liance in sod., 2000).

Proizvajalec testa WB navaja obcutljivost testa 97,3 % za rod Echinococcus, 98 % za vrsto
E. granulosus in 96,7 % za vrsto E. multilocularis. Razlikovanje med vrstama E.

granulosus in E. multilocularis omogoca v 76 % primerov (Liance in sod., 2000).

Pozitiven rezultat obeh metod IHA in ELISA, kjer ni nobena od teh dveh metod pokazala
mejnega rezultata in je bil test WB nato negativen, je le pri treh serumih. Morda ti trije
rezultati predstavljajo lazno negativen rezultat testa WB. Tako preracunana obcutljivost
testa WB znaSa 93 %. Ob upostevanju tudi nejasnih oz. mejnih vrednosti testov IHA in
ELISA je nato test WB opredelil 8 serumov kot negativne in dobimo obcutljivost testa WB
83 %.

Pet serumov je dalo negativen rezultat s testom ELISA, mejni rezultat s testom IHA in nato
pozitivnega s testom WB. Te serumi so sumljivi na lazno pozitivne rezultate testa WB. V
tem primeru je nasa preracunana specifi¢nost testa WB 92 %, kar se ujema z rezultati, ki so
jih dobili Liance in sod., ¢eprav nasa zasnova diplomske naloge ne omogoca tocne

dolocitve specificnosti testov.

Izracuni nam kazejo, da je razlika med testom IHA in WB statisticno znacilna ali
neznacilna, odvisna glede na to kako vrednotimo mejne oz. nejasne vrednosti. Sklepamo
lahko, da test IHA zajame veliko lazno pozitivnih rezultatov, saj ko priStejemo mejne
vrednosti tega testa k negativnim rezultatom ali glede na rezultate testa WB, nato razlika
med testoma IHA in WB ni ve¢ statistiéno znacilna. Ce mejne vrednosti testa THA

pristejemo k pozitivnim vrednostim pa le-ta je statisticno znacilna.
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Pri testu ELISA lahko vidimo, da razlika s testom WB ni statisticno znacilna tudi ob

razlicnem vrednotenju mejnih oz. nejasnih vrednosti.

Tudi ob primerjavi razli¢nosti rezultatov testov IHA in WB, ko smo mejne vrednosti testa
IHA Steli za pozitivne, je razvidno kako test IHA kaZe razli€ne rezultate od testa WB,
predvsem zaradi velikega Stevila lazno pozitivnih rezultatov. Mejne vrednosti smo namrec
upostevali kot pozitivne IHA vrednosti testa, torej je 49 razliénih rezultatov le zaradi
mejnih THA vrednosti, od katerih je nato test WB 38 serumov pokazal negativne. Test

ELISA kaZe za skoraj polovico boljSe ujemanje s testom WB, kot test [HA.

Kar 14 % rezultatov testa ELISA je lazno negativnih (zajeti so v diplomsko nalogo, ker je
test IHA pokazal pozitiven ali mejen rezultat). To predstavlja kar vec kot Cetrtino vseh WB
pozitivnih serumov in s tem teZavo pri izbiri testa ELISA kot presejalnega. Ker pa Zal
nimamo zlatega standarda, je mogoce tudi, da gre pri teh rezultatih za lazno pozitivne

rezultate testa WB.

Liance in sod., 2000, glede ugotavljanja okuzbe s trakuljo E. granulosus in E.
multilocularis predlagajo test Echinococcus Western Blot IgG, in sicer kot potrditveni test
za pozitivne serume presejalnega testiranja ali kot prva izbira testa, kadar so znani znacilni

klini¢ni znaki ali rezultati slikanja.

Iz naSih ugotovitev raziskave lahko povzamemo, da je test IHA boljSa izbira testa za
presejalno testiranje na ehinokokozo, saj je manjSa verjetnost lazno negativnih rezultatov.
Po testiranju s testom IHA pa je nujno potrditveno testiranje s testom Echinococcus
Western Blot IgG. Ob tem je, kot navaja proizvajalec testa WB, potrebno rezultate tega
testa upoStevati skupaj z vsemi dostopnimi klinicnimi in epidemioloskimi podatki ter

rezultati slikanja.
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5.2 SKLEPI

e Ko smo upostevali le pozitivne in negativne rezultate testa IHA in ELISA in ne
nejasnih oz. mejnih rezultatov, smo ob primerjavi s testom WB ugotovili, da je test

IHA specifi¢en v 38,9 % primerov in test ELISA v 87,2 % primerov.

e Za test IHA smo ugotovili 100 % obcutljivost, saj ni zgresSil niti enega WB
pozitivnega seruma, medtem ko je test ELISA pokazal le 63,9 % obcutljivost (13

laZzno negativnih serumov).

e Test IHA je pokazal veliko ve¢ serumov (51 %) z mejnimi vrednostmi kot test
ELISA, ki je pokazal samo 14 % mejnih vrednosti. Ugotovili smo, da je odstotek
mejnih rezultatov testov IHA in ELISA, ki jih je nato test WB opredelil kot
pozitivne, primerljiv (za test IHA 22 % oz. test ELISA 31 %).

e Test IHA nam je pokazal veliko ve¢ »lazno pozitivnih« rezultatov (nizko pozitivnih
oz. mejnih vrednosti) kot test ELISA. Tako je razlika med testom WB in IHA
statisti¢no znacilna le v primeru, ko mejne oz. nejasne vrednosti testa [HA Stejemo

za pozitivne vrednosti.

e Test ELISA nam je pokazal skoraj za polovico boljSe ujemanje s testom WB kot

test [HA.

e V14 9% vseh serumov je test ELISA pokazal lazno negativne rezultate.

e Obcutljivost testa WB znasa 93 %, ¢e smo kot lazno negativne rezultate testa WB
upostevali 3 WB negativne serume, kjer so bili rezultati obeh metod IHA in ELISA
pozitivni. Pet serumov je pokazalo negativen rezultat s testom ELISA, mejni
rezultat s testom IHA in nato pozitivnega s testom WB. Ti serumi so bili sumljivi
na lazno pozitivne rezultate testa WB. V tem primeru je preratunana specifi¢nost

testa WB znasSala 92 %.
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Ugotovili smo, da je za presejalno testiranje na ehinokokozo boljsi test IHA kot
ELISA, saj smo z njim ugotovili veliko manj lazno negativnih rezultatov. Za test
WB pa smo ugotovili 92 % specificnost in 93 % obcutljivost, kar kaze, da je

odli¢en za potrditev dvomljivih rezultatov testa IHA kot tudi testa ELISA.

Rezultate testa WB je potrebno upostevati skupaj z vsemi klini¢nimi in
epidemioloskimi podatki ter s podatki racunalniSke tomografije ali magnetne

resonance.
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6 POVZETEK

Ehinokokoza je zoonoza, ki jo povzrofa odrasla Zzival ali li¢inka trakulje rodu
Echinococcus. Mesojede zivali parazitom sluzijo kot konéni gostitelji, kjer v Crevesju
odrasla trakulja producira jajceca. Z zauzitjem teh jajCec se lahko okuzijo zivali (vmesni
gostitelji) ali ljudje. Onkosfera predre steno tankega Crevesja vmesnega gostitelja in ko
doseze kapilaro ali ¢revesno mezgovnico, pasivno potuje do jeter. Najveckrat se zadrzi v
jetrih, lahko pa potuje tudi do pljuc, ledvic, vranice, misic ali mozganov. Okuzba z li¢inko
se kaze kot dolgotrajna rast hidatidnih (metacestodnih) cist ali t.i. mehurnjakov. Krog se

zakljuci takrat, ko takSnega vmesnega gostitelja pozre ustrezna mesojeda zival.

Medicinsko pomembni vrsti sta Echinococcus granulosus in Echinococcus multilocularis,
ki povzrocata cisti¢no in alveolarno ehinokokozo. Le-ti sta obe resni, zivljenje ogrozajoci
bolezni, Se posebno alveolarna ehinokokoza z visoko umrljivostjo in hudo prognozo, ¢e

okuzbe ne zdravimo. K bolj$i prognozi prispeva tudi zgodnja postavitev diagnoze.

V nalogi smo skuSali ovrednotiti zanesljivost testa Western blot (WB) za rutinsko
ugotavljanje ehinokokoze in ugotoviti, ¢e lahko sluzi za potrjevanje drugih seroloskih

testov, napr. posredne hemaglutinacije (IHA) ali encimsko imunskega testa (ELISA).

Med 1. januarjem 2002 in 31. decembrom 2006 smo na Institutu za mikrobiologijo in
imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani 96 serumov bolnikov s sumom na
ehinokokozo najprej pregledali s testoma IHA in ELISA. Ko je eden od testov pokazal
nejasen, mejen ali pozitiven rezultat, smo vzorce testirali Se s testom WB. Dobljene

rezultate smo ovrednotili s ” testom.

Od 96 serumov je test IHA pri 40 serumih pokazal pozitiven rezultat, 7 serumov je bilo

negativnih in 49 z nejasnimi oz. mejnimi vrednostmi. Od 40 pozitivnih serumov jih je test
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WB pokazal 29 (73 %) kot pozitivne serume in 11 (27 %) kot negativne serume. Sedem
negativnih serumov testa [HA je po testiranju z metodo WB prav tako pokazalo negativen
rezultat. Po testiranju nejasnih oz. mejnih serumov s testom WB je od 49 nejasnih oz.
mejnih vzorcev, 11 (22 %) serumov pokazalo pozitiven rezultat, 38 (78 %) vzorcev pa

negativen rezultat.

0Od 96 serumov je test ELISA pri 29 serumih pokazal pozitiven rezultat, 54 serumov je bilo
negativnih in 13 nejasnih oz. mejnih. Od 29 ELISA pozitivnih serumov jih je test WB 23
(79 %) pokazal kot pozitivne serume in 6 (21 %) kot negativne serume. Od 54 ELISA
negativnih serumov je test WB pokazal 13 (24 %) kot pozitivne serume in 41 (76 %) kot
negativne serume. Od 13 nejasnih oz. mejnih vrednosti serumov je test WB potrdil 4 (31

%) serume kot pozitivne serume in 9 (69 %) kot negativne serume.

Ko smo upostevali le pozitivne in negativne rezultate testa [HA in ELISA in ne nejasnih
oz. mejnih rezultatov, smo ob primerjavi teh dveh testov s testom WB ugotovili, da je test
IHA specificen v 38,9 % primerov in test ELISA v 87,2 % primerov. Za test IHA smo
ugotovili 100% obcutljivost, saj ni zgresil niti enega WB pozitivnega seruma, medtem ko

je test ELISA pokazal le 63,9 % obcutljivost (13 lazno negativnih serumov).

Obcutljivost testa WB znaSa 93 %, ¢e smo kot lazno negativne rezultate testa WB
upostevali 3 WB negativne serume, kjer so bili rezultati obeh metod IHA in ELISA
pozitivni. Pet serumov je pokazalo negativen rezultat s testom ELISA, mejni rezultat s
testom IHA in nato pozitivnega s testom WB. Ti serumi so bili sumljivi na lazno pozitivne
rezultate testa WB. V tem primeru je preraCunana specifi¢nost testa WB znaSala 92 %, kar

se ujema z rezultati, ki so jih dobili Liance in sod., 2000.
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Ce smo mejne vrednosti testa IHA §teli za pozitivne vrednosti, je razlika med testoma THA
in WB statisti¢no znacilna. Testa WB in ELISA pa se tudi ob razli¢nih vrednotenjih mejnih

oz. nejasnih vrednosti testa ELISA med seboj ne razlikujeta s statisticno znacilno razliko.

Ugotovili smo, da je za presejalno testiranje na ehinokokozo boljsi test IHA kot ELISA, saj
je pokazal manj lazno negativnih rezultatov kot test ELISA. Za test WB pa smo ugotovili,
da je odlicen potrditveni test, tako za dvomljive rezultate testa IHA kot testa ELISA. Zan;j

smo ugotovili 92 % specifi¢nost in 93 % obcutljivost.
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