Scientia Parasitologica, 2001, 53-58

Detectarea coproantigenelor la cainii infasta
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REZUMAT. Pentru detectarea coproantigenelor la céinele infestat cu susa suina de
Echinococcus granulosus au fost testate antiserurile obtinute din lichidul hidatic impreuna cu
supernatantul fecal obtinut in saptamanile 2 — 7 prin imunodifuzie in gel de agar i
contraimunoelectroforeza. Arcurile de precipitare au fost evidente pentru saptamanile 5 si 6 la
antiserul obtinut din precipitatul de lichid hidatic si la cel din lichidul chistic integral la
imunodifuzie. La antiserul obtinut din supernatantul lichidului hidatic nu s-au evidentiat arcuri de
precipitare. Prin contraimunoelectroforeza rezultatele au fost asemanatoare, dar mai
pronuntate. Serurile obtinute in saptamanile 9 si 10, dupa dehelmintizarea cu praziquantel din
saptaméana 8, au fost testate Tmpotriva supernatantului fecal din saptaméanile 4 — 7, prin
contraimunoelectroforeza. Pentru toate cele opt godeuri reactia imunologica a fost pozitiva.

INTRODUCERE in prezentul studiu, ne-am propus detecim,
pentru prima datin Romania, coproantigenele
Infestaiile cu cestode la céini se diagnostit cainilor infesta, prin dod metode imunologice

mod obgnuit, prin examen macroscopic direct al simple,si anume, imunodifuzia in gel de agar
fecalelor (pentru evideierea proglotelor), prin contraimunoelectroforeza.

examen microscopic (pentru @u si  prin

examinarea crustelor perianale. Oricum, cea mai MATERIALE SI METODE

corecti identificare se realizeaz totwsi, prin

vermifugaie cu arecolig bromhidrici. In ultimii Colectarea protoscolgior

ani ng, serodiagnosticul infegidor

experimentale cu cestode la caini, prin ELISA, a Au fost recolt#@ protoscolesi viabili din chisturi

aritat un mare grad de sensibilitatgi hidatice fertile provenite de la porci sacrificin

specificitate  pentru  depistarea anticorpilor abatorul din comuna Giarmata.

circularti. Totusi, serodiagnosticul in

echinococoza carnivorelor prezint unele Infestaia experimental

probleme legate de reactivitatea incgatii si de

specificitate. Un céine de ras comuri a fost infestat

experimental cu aproximativ 4x1protoscoleg.
De asemenea, detectarea coproantigenelor Cainele a fostinut in cyca pe plag de sarma si

canidelor infestate constituie 0 meioghoderr hranit cu dgeuri alimentare de la cantina
de diagnostic in cazul infesi@ echinococicesi universigtil.

nu implica riscuri majore pentru operator _

comparativ. cu vermifuge cu arecolia Colectareasi prepararea probelor de fecale
bromhidria. Majoritatea autorilor sti® ca _ . _ _

aceast metodi este de cel pin doui ori mai Timp de zece @ptamani post-infestée au fost
sensibifi decat detectarea anticorpilor serici prin Fecoltate probe de fecale o algie Siptamari.
ELISA. Fecalele proaspete au fost omogenizate cu o

53



soluie tampon (0,05M carbonat-bicarbonat
tampon) n propoie de 1:10si au fost agitate.
Probele au fost centrifugate 30 minute la 2000
rom pentru a ome un supernatant clar.
Supernatantul amut a fost conservat cu
mertiolat de sodiyi stocat la 4C, fiind folosit ca
sursi de antigene. Probe de fecale provenite de la
10 céini tratd in clinica de Boli parazitare au
fost prelucrate dupaceesi metodologie.

Obyinerea serurilor

S-au recoltat aproximativ 15 ml de sange din
vena cefalig brahia Tn eprubete sterilg a fost
lasat 24 ore la temperatura camerei pentru
exprimarea serului. Serul a fost centrifugat 10
minute la 5000 rpm, ddpcare a fost conservat
cu mertiolat de sodisi pastrat la 4C. Recoltrile

au fost ficute gptimanal (10 sptaimani), iar
serurile astfel ofinute au fost testate impotriva
supernatantului fecal corespdtar fiecirei
saptamani. De asemenea, seruriletiobte Tn
saptaméanile 9 si 10, du@ administrarea
praziquantelului, au fost testate Tmpotriva
supernatantului fecal dirigtamanile 4, 5, Gi 7,
prin contraimunoelectroforéz

Hiperimunizirile

Sase sobolani Wistar au fost inocuia
saptaménal, timp de sase 8§ptamani, dug
urmatorul protocol:

- doi sobolani — cu lichid chistic integral,

administrat s.c., 1 mi im.,, 1 ml + 0,12 ml
adjuvant Freund;

- doi sobolani — cu supernatant tolut din
lichidul hidatic, administrat 1 ml s.c. + 1 ml i.m.
+ 0,1 ml adjuvant Freund;

- doi sobolani — cu precipitatul lichidului chistic,
inoculat 0,5 ml s.c. + 0,1 ml adjuvant Freund.

La sase 8ptamani s-a recoltat sange direct din
cord de la tg sobolanii. SAngele a fost m@mut

24 de ore la temperatura camerei, pentru
exprimarea serului. S-au it astfel
antiserurile, care au fost conservate cu mertiolat
de sodiusi pastrate la 4C. Antiserurile au fost
utilizate pentru imunodifuzia in gel de agar
contraimunoelectroforéz
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Imunodifuzia in gel de agar

Pe o plag de stick s-a turnat un strat stite de
gel de agar 1, 5%. Dapacire s-au executat cinci
grupuri a catesapte godeuri fiecare, dintre care
unul dispus central. Cele cinci grupuri de godeuri
au fost dispuse n rozetLa dod grupuri de
godeuri a fost dispus central antiserutimlt din
precipitatul lichidului chistic, iar in godeurileed
pe margine au fost depuse supernatanturile fecale
din siptaimanile 2 — 7. La alte daugrupuri de
godeuri s-a folosit, pentru godeul central, antiser
obtinut din lichidul chistic integral iar Tn ultimul
grup in godeul central a fost depus antiserul
obtinut din supernatantul lichidului hidatic. Tn
toate cele trei grupuri amintite ulterior, in
godeurile de pe margini s-au folosit aceglea
supernatanturi dinaptaimanile 2 — 7. Placa a fost
introdug in camera umedar reagia imunologié

s-a citit zilnic, timp de 5 zile. La fel s-a procegi

cu supernatantul fecal ghut din cele 10 probe
recoltate in clinica de Boli parazitare.

Contraimunoelectroforeza

Pe o lam de stich s-a depus un gel de agar 1% de
3 mm grosime preparat in sputampon 0,08 M
barbitonic la pH 8,2. S-auatut dod grupe a cate

8 godeuri duble dispuse la o digtande
aproximativ 6 mm unul de altul. Tn prima géuge
godeuri s-a utilizat antiserul gbut din lichidul
chistic integral, iar in a doua giugde godeuri s-
au folosit serurile ainute din dptimana 2 pa&n

in siptimana 9. Atat antiserul cat serurile au
fost testate impotriva supernatantului din fecale
din siptaméanile 2 — 9. Placa astfel patitg a fost
introdugi in aparatul de electroforezu godeurile
cortindnd antiserurilesi serurile Tnspre anodi
godeurile cu supernatant Tnspre catod.
Electroforeza s-a realizat la un curent constant de
8 mA timp de 60 minute.

Soluia tampon utilizat pentru electroforez a
fost aceeg din care a fost preparsitagarul.

REZULTATE SI DISCUTII

In ceea ce privge imunodifuzia In gel de agar
(Figura 1), se poate constata, ¢n grupul de
godeuri cu supernatant de fecaleantiser din
precipitatul de lichid hidatic (Ai B) apare o reae
pozitiva cu formarea arcului de precipitare pentru
probele de fecale recoltate diiptimanile 5si 6.
Pentru probele de fecale din celelaltptaméani nu
au putut fi puse n evidenreadii de precipitare.
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Figural
Reprezentarea diagramdtia imunodifuziei Tn gel de agar

Pentru al doilea grup de godeuri §DE) n care
s-au folosit suprenatantul de fecale din
saptamanile 2 — 7 cu antiserul gbut in urma
inocukirii la sobolani a lichidului chistic total, s-
au ohinut aceleg arcuri de precipitare pentru
saptamanile 5 — 6, inscu o intensitate mai slab

Pentru godeul in care s-a utilizat antiserul din
supernatant (C) nu s-a putut evidanarcul de
precipitate. Aceasta inseainuni, supernatantul
lichidului hidatic folosit pentru hiperimunizarea
sobolanilor nu are proprigi antigenice,
propriefiti care sunt ntalnite TAsla lichidul
chistic integraki mai ales , la precipitatul gbut

din acest lichid.

Supernatantul aimut din fecalele celor 10 caini
tratai Tn clinica de Boli parazitare a fost

comparat, de asemenea, cu antiserurile produse

din lichidul chistic integral, din precipitai din
supernatant. La niciuna dintre probe nu a fost
pusi in evidema o readie pozitiva, indiferent de
rasa si varsta cainilor, ceea ce nseamna
niciunul dintre acglia nu a fost pustor de E.
granulosugn perioada respectiv

Toti cei 10 céini au fost caini de companie, fapt
ce expli@ rezultatele negative ghute. De altfel,
Olteanusi col. (8) arad ca, In cadrul categoriei
cainilor de companie extensivitatea infgigiacu

E. granulosuseste extrem de szuti (0,01%).

Rezultatele ofinute la contraimunoelectroforez
au fost ase#mmatoare celor observate la

imunodifuzia Tn gel de agar, Thsmult mai
pronunate. Astfel, atat la godeurile in care s-a
folosit serul ofinut de la cainele infestat cditla
godeurile umplute cu antiser din lichid chistic
total, la 24 de ore de la incubarea in camera
umedi, au aprut arcurile de precipitare pentru
probele din sptimanile 4, 5, Gi 7. Menionam

ca la probele din #@tamanile 5si 6 reatia
imunologia a fost pronutata (Foto 1).

Avand n vedere faptul ac aceste studii
imunologice au fost efectuate peasuird deE.
granulosus, la care perioada prepatérdste de
45 — 50 de zile, se poate constafareaciile
imunologice au fost pozitive Tacinainte de
atingerea matuitii de citre cestode. Acest fapt
are 0 mare importain in ceea ce prige
controlul parazitologic al echinococcozei.

Examinand probele de fecale ale celor 10 céaini
tratai Tn clinica de Boli parazitare cu antiserul
din lichidul chistic total nu au fost observate
reagii pozitive, fapt confirmat si prin
imunodifuzia Tn gel de agar. De altfélhmadsi
Nizami (1) nu au observat arcuri de precipitare
decat dup 3 siptamani post-infestge. Readi
pronunate au fost observate la 28835 de zile
post-infestde, ceea ce aratca antigenele sunt
prezente in fecale. Aceste conatatsunt
sprijinite si de observgile noastre, intensitatea
maxima a readilor imunologice fiind observat

n siptamanile 5si 6.
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Foto 1

Contraimunoelectroforeza

Testarea serurilor dimagtamanile 9si 10, dug@
dehelmintizarea cu praziquantel déptmana 8,
s-a fcut tot prin contraimunoelectroforez
mpotriva supernatantului fecal didpgamanile

4, 5, 6si 7. Aceast alegere a supernatantului s-a
bazat pe faptulala probele recoltate Tn aceste
siptimani  impregnarea  antigeflic este

considerabil mai mare, lucru demonstrat anterior, saptimani, 1in

mai ales pentru supernatantul diptmanile 5
si 6. Astfel, s-a putut observa pentru toate cele
opt godeuri (cate patru pentrapgimanile 9si

10) reada imunologi@ a fost pozitid.
Intensitate mai mare s-a constatat pentru
godeurile din #tamana 9 (Foto 2), pe cand la
probele din &ptaméana 10, arcurile de precipitare
au fost yor estompate.

Pozitivitatea probelor de ser din cele dou
lipsa cestodelor adulte din
intestinul gazdei, relev faptul @ anticorpii
circularti antiechinococici sunt prezgrin serul
cainelui cel ptin dow siptaimani dup
administrarea unui produs cestodicid.

Foto 2
Godeu cu ser diraptamana 9, testat impotriva supernatantului
fecal din aptaiména 6 (regte intens pozitis)
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Ambele metode imunologice (contraimuno-
electroforezgi imunodifuzia in gel de agar)
sunt simple si necostisitoare putand fi

in studii anterioare, antigenele diferitelor specii o
de cestode au putut fi identificate in fecale chiar
si Tn perioada prepatent2, 3, 4, 7)Deplazessi

col. (5) au detectat coproantigenele diferitelor
specii de Echinococcussugerand & aceast
detectare depinde de #mcitura parazitar si
prezint uneori reactivitate Tncru@t cu Taenia
hydatigena Aceste rezultate nu pot fi confirmate
deocamdadtsi de noi, deoarece cainele utilizat Tn
experiment a fost infestat doar Eu granulosus,
iar infestaia a fost medie. Oricum, Tn conidi
naturale un caine nu Fgbstagte Tn intestinul lui
sultire mai mult de 250 de exemplare &
granulosusdecéat in mod excépnal (6). Chiar
daa studiul nostru se @flin stadiu preliminar,
rezultatele  otinute  sunt  incurajatoare.
Cerceirile imunologice vor fi utilizate Tn viitorul
apropiat pe o scamult mai larg.

CONCLUZII

e Pentru prima datin Roménia au fost puse
n evidena coproantigenele cainilor infesta
cu E. granulosus

» Coproantigenele pot fi puse in evigeinca
din perioada prepatent a infestdei
echinococice, atat prin imunodifuzie in gel
de agar c&di prin contraimunoelectroforéz
fapt de o deoselitimportana in controlul
parazitologic al echinococozei/hidatidozei.

e Anticorpii serici persist cel puin dou
saptamani du@ dehelmintizarea cu produse
cestodicide, la niveluri detectabile prin
tehnici de imunodiagnostic.

e Contraimunoelectroforeza este mai rapd
mai sensibil decat imunodifuzia Tn gel de
agar.

aplicate chiarsi in laboratoarele mai pin
echipate.

SUMMARY

Coproantigen detection for echino-
coccosis in dogs. Preliminary researches

For the detection of the coproantigens as to
the dog’s infection with Echinococcus
granulosus pig strain, the antisera obtained
from hydatid cyst fluid have been tested
together with the faecal supernatants
obtained between the 2" and the 7" week,
by immunodifusion and countercurrent
immunoelectrophoresis methods. The
precipitation arcs have been obvious on the
5" and 6™ week for the antiserum obtained
out of the precipitation of hydatid cyst fluid
and for that obtained out of total hydatid
cyst fluid, by immunodifusion test. No
precipitation arcs have been observed to the
antiserum from the supernatant of the
hydatid cyst fluid. By means of
countercurrent immunoelectrophoresis
method the results were alike, even more
accurate. The sera obtained on the 9" and
10" week, after the administration with
prasiquantel on the 8" week, were tested
against the faecal supernatats obtained
between the 4™ and the 7" week. All of the
eight buckets, when tested, have been
positive.
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