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SUMMARY

EVALUATION OF THE EFFICIENCY OF DIFFERENT LABORATORY TECHNIQUES IN THE DIAGNOSIS GIARDIASIS
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Baskground: Intestinal parasitary invasions still represent a public health problem. One of the most frequent is
giardiasis - instestinal parasitic infection present worldwide. Its invasion has serios consequences on children public
health in devoloping countries, it is the most frequently found intestinal protozoa. Recent studies perfected in Germany
and USA show that this parasitic infection is still a threat to the developed countries worldwide.

Material and methods: The article presents the investigation results of 516 examined stool samples from people
with different pathologies of the gastrointestinal tract. The samples were examined by direct microscopy method and
ELISA-Ag assay.

Rezults and discussion: Lamblia intestinalis was found in 17 people (3,3 + 1,6%), using at least one of three meth-
ods: 10 cases (1,9 = 0.3%) by basic microscopy and using the formalin-ether enrichment technique, and 17 people (3,3
+ 1,6%) using the ELISA-Ag technique. 61 people (11.8%+2,0%) were infected by other species of intestinal protozoa.

The results confirmed that the ELISA test - Ag is a fast and highly advantageous to determine protozoa Lamblia
intestinalis. The method is particularly useful for confirming suspected cases of giardiasis, which were detected as ne-
gative by microscopic investigation.

Concluzion: However, microscopy is recommended as daily practice, being much cheaper and can also detect other
species of intestinal protozoosis.

PE3IOME

OHEHKA 3®®EKTUBHOCTH PA3JIMYHBIX METOJ10B JIABOPATOPHOI'O UCCJIEJOBAHUSA
B IMATHOCTHUKE JISIMBJINO3A

KiroueBnie ciioBa: Lamblia intestinalis, npsimas Mmukpockonus, ELISA-anTuren, 1adopatopHasi AMarHOCTHKA.

AKTyaJIbHOCTB NIPOOsIeMbI: Kuueunvle napasumaphvle uHea3ull NO-NpejicHeMy npedCcmaegision 3HA4UMenbHyIo npo-
bnemy ons 0bugecmeenno2o 300poebst. OOHUM U3 Hauboee PAcnPOCMPAHEHHBIX SGISLeMCs SIMOIUO3 — NPOMO3003 6CMpeUd-
rowuLics 80 6cem Mupe. Ima UHBA3US UMeem cepbestble NOCIe0CmBUs 0l 300P0Bbsl OeNICKO20 HACENEHUs. 8 PA3BUSAIOUUX-
€Sl CmMpaMax, A6NsACh Hauboiee Yacmo OOHAPYHCEHHbIM KUUEYHbIM npomo3003om. Heoasnue ucciedosanus 6 Iepmanuu u
CLIIA noka3zwisarom, umo 3mo napasumapHoe 3a0onesarue OCMaemcs akmyanbHOU U 0151 PA38UMbIX CIPAH 1O 8CeM) MUDY.

Marepuansl 1 METOAbL: B cmambe npedcmasiienbl OaHHbLE Pe3yibmamos 1abopamophvix ucciedosanuii 516 npod
cmyna 63amvlx y NAYUEHMOS C PATUYHBIMU NATNOLOSUSIMU JHCETYOOUHO-KUueuno2o mpaxma. IIpobul 6vinu ucciedosa-
Hbl MemoOamu npamou mukpockonuu u onpedererus ELISA-anmueena.

Pesyabrarnl: boiio svisieneno 17 uenosex (3,3+1,6%), y komopeix Ovina obnapyscena Lamblia intestinalis, no
Kpatinel mepe, 00HUM u3z mpex memooos. y 10 uenosex (1,9+£0,3%) - memooom npocmot MUKpOCKOnUU u Memooom
Gopmanun - s¢gpuproil konyenmpayuu uy 17 (3,3+1.6%) - memooom ELISA-Ag. V 61 uenosexa (11,8%+2,0%) bvLiu 06-
HapyoceHvl Opyeue 8udbl KUUEUHBIX NPOCTENUUUX.

THonyuennvie pezynomamol noomeepounu, umo mecm ELISA-Ag siensemcest Gvicmpoim u 60/iee 8bi200HbIM 6 Onpede-
nenue Lamblia intestinalis. Memoo mooicem 6vbimb UCHONIb308AH, 8 0COOCHHOCMU, 0J1s1 HOOMBEPHCOCHUSL NOOO3PUMENb-
HbIX Cyuaes AsamOnuo3d, MUKPOCKONUYECKU OMPUyamenbHbIx.

3akrouenue: /s pymunHo20 UCCLe008a UL PEKOMEHOYEMCS MUKPOCKONUSL MA3K08, MemoO KOMOPbIL S8IAEMCs
bonee Oewésbim u Modicem OblMb UCNONL306AH OJisl ONPEOeeHUs. U OPY2UX BUO08 KUULEUHBIX NPOCTNEIIUUUX.
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Actualitate. Invaziile parazitare intestinale mai pre-
zintd Incd o problema importantd de sanatate publica.
Una din cele mai frecvente este lambliaza (giardioza)
— invazie cu o raspandire ubicvitard. Aproape 33% din
persoanele din tarile in curs de dezvoltare pe parcursul
vietii fac giardioza [9]. Invazia are consecinte semnifi-
cative asupra sanatatii publice in randul copiilor in tari-
le 1n curs de dezvoltare. Giardioza este cea mai frecvent
detectatd protozooza intestinald in Peru, cu o frecventa
de 17,1% [2]; In Arabia Sauditd cu 21,9% [6]; in Iran cu
4,1% [11]; in Turcia cu 3,23% [1].

Aceastd parazitozd mai ramane actuald si pentru
tarile dezvoltate din Intreaga lume, fiind Inregistrata la
2% dintre adulti si de la 6% pana la 8% din copii [9].
Studiul efectuat recent in Germania a pus in evidenta
o pondere a invaziei de 7 - 15%, in functie de varsta
pacientului [10]. Si in Statele Unite giardioza este o
boali cu declarare obligatorie la nivel national. In pe-
rioada de raportare 2009 - 2010 numarul cazurilor ra-
portate de Sistemul National CDC a constituit 19403
in 2009 si respectiv 19888 in 2010. Boala a fost rapor-
tatd mai frecvent la copiii cu varsta de 1 — 9 ani [13].

In Republica Moldova, pe parcursul mai multor
decenii, lambliaza n-a fost boala cu declarare obliga-
torie la nivel national, din care motiv a fost neglijata
in toate aspectele, inclusiv in procedura de diagnos-
ticare. Incepand cu anul 2011, aceastd protozoozi a
fost inclusa 1n lista maladiilor transmisibile raportabi-
le, insad laboratoarele clinico-diagnostice, practic, nu
efectueaza investigatii coprologice la lambliaza.

Examinarile la lambliaza pot fi efectuate prin diferite
metode: examinarea microscopica a probelor de scaun,
metodele ELISA directe si indirecte, RIF si metode de
biologie moleculard (PCR). Examinarea microscopica a
probelor de scaun pentru identificarea chisturilor si trofo-
zoitilor de Lamblia intestinalis, fie direct, fie concentrate
prin metoda de formol-eter, sunt in continuare metodele
cel mai frecvent utilizate pentru diagnosticul acestei para-
zitoze. Metodele enumerate au insa si unele neajunsuri:
ele necesitd mult timp si enorme eforturi de munca, in
plus mai sunt necesare §i anumite abilitdti profesionale
ale colaboratorilor de laborator. Pentru a spori eficienta
depistarii se recomanda si se pastreze practica de exami-
nare a cel putin trei probe de scaun [7]. Aceasta ar contri-
bui la elaborarea unor tehnici de laborator care ar permite
obtinerea rezultatelor veridice in mod si timp util. Mai
multe companii comerciale propun teste de diagnostic
rapid, care sunt simple si necesita putin timp pentru efec-
tuare In comparatie cu metodele traditionale de detectare
a lambliei. In ultimii ani, a gisit o larga rispandire metoda
imunoenzimaticd ELISA de identificare a diferitor agenti

parazitari, cu predilectie cea serologica (diagnostic indi-
rect), bazata pe identificarea anticorpilor in ser. Aceasta
tehnica este utild, in special, In cazurile de invazii tisula-
re (toxocaroza, trichineloza, echinococoza, cisticercoza,
toxoplasmoza). Pentru invazii cauzate de protozoare sau
helminti insd, atunci cand este posibil, ,,standardul de
aur” este reprezentat de diagnosticul direct realizat prin
microscopie. O tehnica eficienta de identificare a L. intes-
tinalis este si metoda copro-antigenului, care este foarte
precisa la pacientii cu tulburri gastrointestinale cronice,
in timp ce testele serologie sunt mai putin precise si deci
mai putin utile pentru diagnostic [9]. Cea mai sensibila
metoda este identificarea genomului prin tehnica PCR,
insa astfel de investigatii sunt foarte costisitoare, necesita
conditii speciale de colectare si pastrare a pobelor si pot
fi efectuate numai in laboratoare de performanta, in plus,
calitatea probelor poate influenta evident rezultatul, fiind
posibile rezultate fals negative [3, 5, 8, 12].

Scopul acestui studiu a fost de a compara eficienta
tehnicilor de microscopie directa si de detectare a co-
pro-antigenului prin testul imunoenzimatic ELISA-Ag
pentru identificarea L. intestinalis.

Actualitate. Invaziile parazitare intestinale mai pre-
zintd Incd o problema importantd de sanatate publica.
Una din cele mai frecvente estMaterial si metode In to-
tal au fost examinate 516 probe de scaun de la persoane
cu diferite stari patologice ale sistemului gastrointestinal,
dar fard dereglari de tranzit intestinal. S-a recurs la exa-
minarea unei singure probe de scaun. Varsta celor exa-
minati a fost de la lan pana la 62 ani, 437 (84,7%) din
ei fiind copii cu varsta sub 18 ani. S-au utilizat tehnicile
de microscopie directd (frotiuri colorate cu solutia Lu-
gol din material biologic nativ si concentrat prin metoda
formol-eter) si de identificare a copro-antigenului prin
metoda imunoenzimatica ELISA-Ag pentru identificarea
L. intestinalis, cu folosirea kiturilor comerciale “Giardia
lamblia Ag-ELISA”, producator Nova Tec Imundiagnos-
tica GmbH Germany, cu sensibilitatea 97,5% si speci-
ficitatea 99,5%. Investigatiile au fost efectuate la baza
laboratorului de referintd in microbiologie si al labora-
torului parazitologic a Centrului National de Sanatate
Publica in perioada anilor 2012-2013.

Rezultate si discutii in urma investigatiilor efec-
tuate au fost identificate 17 persoane (3,3+0,6%) la
care s-a depistat L. intestinalis cel putin prin una din
cele 3 metode. La 61 persoane (11,84+2,0%) au fost
depistate alte specii de protozoare intestinale. Toate
probele pozitive la L. intestinalis prin metoda micro-
scopica au reactionat pozitiv si la testul ELISA-Ag.
Numai la testul ELISA-Ag au reactionat pozitiv in to-
tal 7 probe (1,6+0,3%).

Tabelul 1.
Rezultatele investigatiilor de laborator la lambliaza
Nr. de Nr. total de Ponderea Nr. de probe pozitive | Nr. de probe pozitive Nr. de probe
personae | probe pozitive afectarii prin microscipia la concentrarea In pozitive prin
examinate (%+2m) simpla formoleter tehnica ELISA-Ag
516 17 3,340,6 10 10 17
1,9+0,4% 1,9+0,4% 3,3+0,6%
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Prin urmare, testul ELISA-Ag poseda o sensibili-
tate mai Inaltd in comparatie cu microscopia simpla.
Totusi, chiar daca microscopia directd este mai putin
sensibild ea nu trebuie neglijata din motiv cd este sim-
pla in aplicare, plus la aceasta, mai permite depistarea
si altor protozoare intestinale. Pe varste, probele po-
zitive s-au repartizat in felul urmator: 14 (51,9%) la
copii cu varsta 1 - 5 ani; 6 (22,2%) la copii cu varsta
6 - 10 ani; 3 (11,1%) la copii cu varsta de 11 - 18 ani
si 4 (14,8%) la adulti.

Actualmente, in laboratoarele clinico-diagnos-
tice ale republicii a gasit o intrebuintare foarte larga
identificarea diferitor agenti parazitari, inclusiv a L.
intestinalis, n serul pacientilor prin aplicarea testului
serologic ELISA-Ac. Conform anexei nr.2 a ordinului
nr. 385 din 12.10.2007 Definitiile de caz pentru bo-
lile transmisibile si problemele speciale de sdnatate
aflate sub supraveghere epidemiologica si raportare
in Republica Moldova”, criteriile de laborator pentru
diagnosticarea lambliazei sunt:

¢ Evidentierea chisturilor de L. intestinalis in sca-
un;

¢ Evidentierea trofozoitilor de L. intestinalis in
scaun, lichidul duodenal sau in fragmentele de biopsie
din intestinul subtire;

o Evidentierea antigenului de L. intestinalis in sca-
un.

Cu regret, medicii clinicieni, In contradictie cu
ordinul nominalizat, utilizeaza rezultatele testelor se-
rologice (metode indirecte) in confirmarea diagnozei
si tratamentul acestei maladii, precum si la evaluarea
eficientei tratamentelor. Este bine cunoscut faptul ca
prezenta anticorpilor specifici poate dezvalui o infec-
tie dobandita, dar nu neaparat o boala. Interpretarea
rezultatelor serologice poate fi dificila atunci cand
pacientii sunt originari din zone in care invazia este
endemicd, in acest caz, o pozitivitate sericd ar putea
reflecta o expozitie veche la parazit, prin urmare, nu
este legatd de starea clinici actual. In plus, serologia
poate fi frecvent fals negativa la subiectii care nu sunt
imunocompetenti (organe transplantate, persoanele
infectate cu HIV, copiii prematuri, diabeticii). Dupa
recuperare are loc scaderea nivelului de anticorpi, cu
toate acestea, ei pot persista pentru perioade lungi de
timp, pentru care motiv testele serologice nu ajuta la
evaluarea rezultatelor tratamentului [4]. Drept conse-
cintd, este necesar ca rezultatele acestor teste sa fie
confirmate prin teste veridice.

Concluzii

1. Testul imunoenzimatic ELISA-Ag este 0 metoda
rapida si deosebit de avantajoasd pentru determinarea
protozoarului Lamblia intestinalis. Metoda este utila,
in special, pentru confirmarea cazurilor suspectate de
giardioza, microscopic-negative. Acest test, de ase-
menea, poate fi utilizat ca un monitor bun pentru eva-
luarea succesului tratamentului in lambliaza.

2. Pentru practica de zi cu zi, se recomanda micro-
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scopia, care este mult mai ieftind si poate detecta, de
asemenea, alte specii de protozooze intestinale.
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