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Дисертационният труд съдържа 159 страници и е илюстриран с 29 фигури, 39 

таблици и литературна справка с 204 източника, от които 38 на кирилица и 166 на 

латиница. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Защитата на дисертационния труд ще се състои на ………………… от …..…... часа в 

………………………………………………………………………………………………. 

 

Материалите по защитата са на разположение в библиотеката на НЦЗПБ. 
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I. ВЪВЕДЕНИЕ 

 

Кистната ехинококоза се среща в почти всички страни по света. Тя е водеща 

паразитна зооантропоноза с голямо здравно и социално значение в България. В 

нашата страна се наблюдава драстично покачване на заболяемостта от 2.3-2.5%ооо 

през 80-те години до 8.47%ооо през 1996 г., като стойностите превишават изходните 

нива  от 6.5%ооо (1950-1965 г) преди стартирането на организирани мерки за борба 

с паразитозата. През 2007 г. и 2008 г. първичните случаи от България представляват 

55.27% (461) и 43.32% (386) респективно от всички регистрирани лица в 

Европейския съюз, което ни поставя на първо място по заболяемост от ехинококоза.  

Неблагоприятната ситуация по отношение на ехинококозата при хората в 

България налага необходимостта от разширяване и усилване на мерките за надзор и 

контрол на тази паразитоза. Част от подходите включват подобряване на 

диагностиката чрез разработване и прилагане на нови имунологични методи. В 

България са разработени и внедрени голям брой първични диагностични реакции. 
Досега, обаче у нас не са внедрени потвърдителни тестове. От тях най-съвременен и 

с най-висока диагностична стойност е Western blot. В световната практика се 

използват обикновено лабораторно разработени варианти на Western blot, като се 

предпочита антигенът да е приготвен от местни щамове на E.granulosus. Напоследък 

се обръща внимание и на методите за доказване на анти-ехинококови IgE, които са с 

обещаваща висока специфичност и ниска кръстосана реактивност. Това ги прави 

перспективни за разработване на потвърдителни тестове. Поради тази причина си 

поставихме задача да разработим, оценим и внедрим лабораторен метод за Western 

blot с антиген от местен щам на E.granulosus и да проучим кои са специфичните 

бандове. Данните в литературата за изключително високата специфичност и ниска 

кръстосана реактивност на серумните анти-ехинококови IgE ни накара да ги оценим 

като втора потвърдителна методика. Поставихме си задача да приложим и 

характеризираме диагностичните възможности на един от най-съвременните 

количествени методи за доказване на специфични IgЕ – ImmunoCAP и да проучим 

количествено анти-ехинококовите IgE в серума, което не е правено досега в 

България, а в световната литература съществува малко информация. Освен това, в 

настоящата работа включихме и проучване на особеностите на серумните 

специфични IgE при ехинококоза, за което съществуват оскъдни данни в 

литературата, поради трудното им доказване с рутинните реакции.  

С цел откриване на скрита опаразитеност работата по дисертационния труд 

обхвана и извършване на масов имуноскрининг в осем области на страната, като 

част от Националната програма за контрол на ехинококозата (2004-2008 г.).  Това 

предостави възможност за ранното установяване на ехинококозата, провеждането на 

своевременно лечение  и предотвратяване на тежки усложнения, както и за 

подобряване на епидемиологичния надзор, чрез по-пълна регистрация, включваща и 

скритата опаразитеност. 

 



 6 

II. ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 

 

 Целта на настоящия дисертационен труд е да се разработят, стандартизират и 

оценят нови имунологични тестове за потвърдителна диагностика на ехинококозата 

и да се проучи серопозитивността и скритата опаразитеност чрез имуноскрининг. 

 

За изпълнение на целта си поставихме следните задачи: 

1. Разработване и стандартизиране на реакция Western blot (IgG) като 

потвърдителен тест за диагностика на ехинококозата при хората, с антиген от 

местен щам на E.granulosus. 

2. Проучване на диагностичните параметри и оценка на реакция Western blot (IgG) 

при ехинококозата. 

3. Oценка на теста за доказване на серумни анти-ехинококови IgE чрез 

автоматизираната система ImmunoCAP и оценка на възможностите за неговото 

приложение като потвърдителен метод в диагностиката на ехинококозата. 

4. Количествено проучване на серумните специфични IgE антитела при 

ехинококоза с ImmunoCAP. 

5. Проучване на серопозитивността и скритата опаразитеност от ехинококоза чрез 

провеждане на имуноскрининг с ELISA и Western blot. 

 
III. МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 

 

1.  МАТЕРИАЛИ 
1.1. Антигени. За подбор на най-подходящ антиген в реакция Western blot са 

изследвани 10 човешки ехинококови течности от кисти на местни щамове на 

E.granulosus.  

1.2. Серуми от пациенти с доказана ехинококоза - 265 проби от лица с 

диагноза ехинококозa, която е доказана микроскопски чрез наличие на сколекси, 

кукички или паразитни мембрани.  

1.3. Серуми от лица с други паразитози и лица с непаразитни заболявания - 

194 пациента, като от тях 83 са с други паразитози – амебиаза (10), цистицеркоза 

(10), трихинелоза (30), токсокароза (30), тениаринхоза (1), фасциолоза (1),  малария 

(1), а 111 са с непаразитни заболявания - алергична симптоматика (50), неоплазми 

(21), чернодробни и белодробни заболявания (40).  

1.4. Серуми от клинично здрави лица - 300 проби.  

1.5.  Серуми от лица, изследвани чрез имуноскрининг. Провеждането на 

масовия имуноскрининг е извършено съвместно със звената по медицинска 

паразитология към РИОКОЗ (Бургас, Варна, Плевен, Пловдив, Сливен, Стара 

Загора, Хасково и Ямбол) като част от Националната програма за контрол на 

ехинококозата по хората и животните (2004 - 2008 г.). Общият брой на лицата, 

обхванати с имуноскрининг е 8 506 – 8 390 жители, които до сега не са лекувани за 

ехинококоза и са обозначени условно като анамнестично здрави лица и 116 

лекувани в миналото за ехинококоза, попаднали случайно в изследването. 
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Анамнестично здравите лица са разделени в 4 групи: деца и юноши до 19 години (1 

391); близки на боледували от ехинококоза (348); лица с висок риск от заразяване – 

хора, отглеждащи животни – овце, свине, говеда и др., занимаващи се със земеделие, 

собственици на кучета, особено дворни (2 125); група други, включително лица, 

изследвани по тяхно желание (4 526).  

Първоначално серумите са изследвани в РИОКОЗ с ELISA (БулБио) в едно 

разреждане 1:400, като първичен метод. На 74 проби от РИОКОЗ Пловдив 

изследването с ELISA (БулБио) е проведено в НЦЗПБ. В последствие от нас в 

НЦЗПБ са тествани всички положителни проби с ELISA (Ridascreen), като втора 

първична реакция и Western blot като потвърдителен метод. След изпращане на 

резултатите от НЦЗПБ в РИОКОЗ, пациентите със съмнение за ехинококоза 

(положителни в ELISA БулБио и в един или и в двата други теста - ЕLISA 

(Ridascreen) и Western blot, са насочвани към личните лекари с цел уточняване на 

диагнозата. Окончателното потвърждаване е извършвано след назначаването на 

образни диагностични изследвания и впоследствие провеждане на лечение 

(оперативно или ПАИР). При всички случаи на ехинококоза, отчетени като 

потвърдени, окончателната диагнозата е поставена микроскопски - чрез 

установяването на сколекси и/или паразитни мембрани. 

 

1.6. Търговски биопродукти и реактиви за диагностика на ехинококозата. 

1.7. Клинико – епидемиологични данни, събрани от: анамнеза и статус на 

пациентите, снети от нас; лабораторни и образни изследвания и епикризи на 

пациентите, преминали през НЦЗПБ; документация на НРЛ „Диагностика на 

паразитозите – местни и тропически” и Националния консултативен кабинет по 

паразитни и тропически болести към НЦЗПБ; отчетни форми на МЗ по наредба № 3 

от 11.02.1997 г. и наредба № 5 от 06.04.2006 г., както и периодични и годишни 

отчети на РИОКОЗ по Националната програма за контрол на ехинококозата по 

хората и животните. 

 

2. МЕТОДИ 

2.1. Определяне на фертилност и стерилност на ехинококовите течности, 

използвани като антиген - чрез микроскопиране на нативен препарат за 

установяване на сколекси и на оцветен препарат по Романовски–Гимза за 

установяване на бактериално замърсяване. 

2.2.     Методи за обработка на антигена. Първи метод - чрез трикратно 

центрофугиране (10 000 об./min за 10 min) и отстраняване на седимента; Втори 

метод - след филтриране на ехинококовата течност за отстраняване на сколексите, 

тя се разлива в диализни черва и се диализира 48 часа на течаща чешмяна вода. 

2.3. Спектрофотометрично определяне на белтъчното съдържание на 

използваните антигени. 
2.4. Полиакриламид – гел електрофореза (SDS – PAGE). Извършвана е в 

редуциращи условия по метода на Laemmli (1970) с модификации към модела при 

големина на касетите за гелове 10 cm на 10 cm. Използвани са 15% сепариращ гел и 
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4% концентриращ гел. За визуализиране на белтъчните фракции е приложено 

оцветяване с Coomassie.  

2.5. Ензимносвързан имуносорбентен тест (ELISA) 

2.5.1. ELISA (БулБио) - кит за откриване на IgG антитела срещу E.granulosus 

на фирма БулБио–НЦЗПБ. Реакцията е провеждана според указанията на 

производителя. 

2.5.2. ELISA (Ridascreen) - кит за откриване на IgG антитела срещу 

E.granulosus на фирма R – Biopharm. Реакцията е извършвана според указанията 

на производителя. 

2.5.3. Количествен метод за откриване на анти-ехинококови IgE в серума с 

автоматизирана система ImmunoCAP. Анти-ехинококовите IgE се определят 

количествено в kUA/L и чрез коефициента 2.44 се получават стойностите в ng/ml 

(NCCLS, 1997). Калибраторите са стандарти на СЗО (2nd International Reference 

Preparation 75/502 of Human Serum Immunoglobulin E, WHO), което отговаря на 

съвременните изисквания за класифициране на методиката като количествена 

(FDA/CDRH, 2001). Анти-ехинококовите IgE се определят и полуколичествено, като 

се групират в ASM (CAP) класове (ASM - Alternate Scoring Method), чиято  

интерпретацията е указана от производителя. Методиката е подобна на ELISA, но 

твърдата фаза, върху която протича имуноензимната реакция е специфично 

вещество, производно на целулозата. То е с порест вид и има много по-голяма 

повърхност от лунките на стандартните носители. Това позволява натоварването на 

антигените в излишък, необходимо условие при изследване на антителата от клас 

IgE, които са в минимални количества в серума. Реакцията се отчита по степента на 

флуоресценция на разградения субстрат. 

2.6. Western blot 

2.6.1. Лабораторен Western blot. Използвани са принципите на електрофореза 

по Laemmli (1970) и на електротрансфер по Towbin (1979) с модификации към 

модела.  

2.6.2.    Echinococcus Western blot IgG – търговски кит на фирма LDBIO 

DIAGNOSTICS. Реакцията е извършвана според указанията на производителя. Като 

положителни за ехинококоза се приемат бандовете с молекулна маса 7 kDa, 16-18 

kDa и 26-28 kDa, които могат да присъстват самостоятелно или в комбинации. 

2.7. Статистически методи. Статистическата обработка на данните е 

извършена с помощта на SPSS 15.0 for Windows, с изключение на ROC анализа, за 

който е използвана програма MedCalc. 
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IV. РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 

 

1. Разработване и стандартизиране на реакция Western blot (IgG) за 

диагностика на ехинококозата при хората, с антиген от местен щам на 

E.granulosus. 

1.1. Подбор и пречистване на антигена. Изследвани са 10 ехинококови течности 

от човешки чернодробни кисти. Подборът е извършен въз основа на количеството 

белтък, обема на течността и генотипа, определен чрез ДНК анализ, проведен от 

Pozzio и колектив, в Италия. В настоящата разработка като антиген в Western blot е 

използвана течност от местен овчи щам (G1) на E.granulosus, с белтъчно 

съдържание 3.7 mg/ml.  

За пречистване на ехинококовата течност сравнихме две методики, описани в 

литературата – с диализа за 48 h и с центрофугиране, без диализа. Резултатите от 

електрофорезата показват, че при пречистването на ехинококовата течност на 

течаща чешмяна вода се намалява количеството на белтъка и фракциите, особено 

нискомолекулните, които най-често се съобщават като диагностични при 

ехинококоза, се изобразяват по-бледо (Фиг. 1).  

 

                                  №1     №2     №5 

 

 

 

 

 

 

                     

 

 

 

                                (1 2)    (1 2)   (1 2) 

 

Поради това счетохме, че по-добрият метод за обработка на антигена за Western 

blot е чрез центрофугиране, без диализа и той е включен в окончателния протокол на 

Western blot метода. В литературата не открихме подобно сравняване на методиките, 

но в една публикация авторите обясняват липсата на 8-12 kDa субединица в техния 

модел с обилната диализа на антигена по време на пречистването му (Siracusano et 

al., 1991). 

1.2 Определяне на оптималното работно разреждане на антигена и 

извършване на натриев додецил сулфат – полиакриламидна гел електрофореза 

(SDS-PAGE). Проучени са няколко разреждания (3:1, 2:1, 1:1, 1:2 и 1:3) с цел да се 

определи оптималното съотношение. Добри резултати са наблюдавани с 

разреждания 3:1, 2:1 и 1:1, без съществени разлики между тях. При 1:2 и 1:3 част от 

фракциите започват да се изобразяват по-слабо или въобще липсват (Фиг. 2).  

 

12kDa 

 8 kDa 

Фиг.1. Електрофореза на трите 

ехинококови течности (щам G1), 

обработени с диализиране (1) и с 

центрофугиране (2). Оцветяване с 

Coomassie. 
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                                 3:1    2:1     1:1          1:2     1:3 

 

Фиг. 2. Определяне на оптималното разреждане на антигена с буфера.  

 

В окончателния протокол на метода е използвано съотношение 2:1, което е 

описано и в литературата на модел ехинококоза (Gadea et al., 1999).  

В настоящата разработка при прилагането на 60 μl, 100 μl и 150 μl ехинококова 

течност за гел, добри резултати са получени с количества – 100 и 150 μl. В 

окончателния протокол е включено максималното количество 150 μl (555 μg белтък 

върху една PVDF мембрана).  

1.3. Определяне на параметрите на електротрансфера. Извършван е върху 

PVDF мембрана за 90 min при 400 mA сила на тока.  

1.4. Определяне на оптималното разреждане на изследваните серуми и на 

времето за инкубация на PVDF мембраните с тях. Проучени са четири 

разреждания на серумите - 1:20, 1:50, 1:100 и 1:500 (Фиг. 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Изследванията показват, че в нашия модел най-добри резултати се получават при 

разреждания 1:20 и 1:50, при които фракциите се виждат добре и фонът е чист. В 

настоящата работа, приехме за работно най-малкото разреждане на серумите 1:20, за 

да могат да се визуализират добре фракциите и при пробите с много ниски 

 

      1   2  3  4           1 2 3 4 
             А                       Б 

   kDa 

     от 42 до 74  
     

 

 

  от 28 до 36 

24-26 
 

 
 

18, 19 и 22 

 

 

 

16 
 

     12 

    8 

Фиг. 3. Разреждане 

на серумите в 

Western blot  

1 – 1:20;  

2 – 1:50;  

3 - 1:100;  

4 – 1:500).  

(А – серуми от лица с 

ехинококоза 

Б – здрави лица) 

 

68 kDa 

 

 

 

 

 

12 kDa 

  8 kDa 
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количества на анти-ехинококовите IgG. При серумите с много високо количество на 

специфичните антитела е правено допълнително разреждане 1:50, за да могат да се 

изобразят ясно бандовете. 

1.5. Определяне на оптималното разреждане и условията за инкубиране на 

пробите с конюгата. Анализирани са следните разреждания на конюгата: 1:200, 

1:400, 1:800 и 1:1600.  

 При лицата с ехинококоза, най-добри резултати са получени при съотношения 

1:400 и 1:800. При ниската концентрация 1:200 част от пробите са тъмни, с трудно 

различаващи се бандове. Обратно, при разреждане 1:1600 фракциите не винаги са 

добре оцветени, особено при серумите с малки количества на анти-ехинококовите 

IgG (Фиг. 4). При здравите лица не се наблюдават съществени разлики, но в най-

високото съотношени 1:1600 не се изобразяват добре някои фракции, видими в 

ниските разреждания. В настоящото проучване в крайния протокол на лабораторния 

Western blot е включено разреждане на конюгата 1:400. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    1 2 3 4             1 2 3  4 
 

Условията за инкубиране на PVDF мембраните със серумите и с пероксидазния 

конюгат са установени чрез провеждане на многократни опити. Използвани са две 

от постановките, описани в литературата – инкубиране на серума за една нощ при   

+ 4-8 °C и на конюгата за 3 часа и инкубиране на серума за 90 min и на конюгата за 

60 min на стайна температура (Фиг. 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
          1 2     1 2    1 2        1   2    1 2    1 2 

      Ехинококоза          Здрави лица 

 

  6 kDa 

Фиг. 5. Инкубиране на 

разредените серуми и конюгата 

с PVDF мембраните (1 – 

инкубиране на серума за една 

нощ и на конюгата за 3 h,  

2 – инкубиране на серума за 90 

min и на конюгата за 1 h). 

 

Фиг. 4.  Разреждане на конюгата в 

Western blot  

1 – 1:200 

2 – 1:400 

3 – 1:800 

4 – 1:1600 

(А – серуми от лица с 

ехинококоза; Б – здрави лица) 

 



 12 

Резултатите от двете методики не показват съществени разлики – всички бандове 

се визуализират ясно, на чист фон. В дисертационния труд е използван вариантът с 

инкубиране на серума за 90 min и на конюгата за 60 min, поради по-бързото му 

изпълнение. Той е и по-удобен, тъй като се избягва преместването на орбиталния 

шейкър в хладилни условия.  

1.6. Визуализиране на реакцията чрез прибавяне на субстрат. Използван е 

DAB (diaminobenzidine) на фирма Sigma. Реакцията е прекъсвана чрез промиване на 

мембраните с дестилирана вода. 

2. Проучване на диагностичните параметри и оценка на реакция Western blot 

(IgG) при ехинококозата 

2.1. Оценка на диагностичната стойност на бандовете от използваната 

ехинококова течност и подбор на фракции за отчитане на реакцията  

2.1.1. Бандове в използваната ехинококова течност от местен изолат (G1) на 

E.granulosus. Най-отчетливо се визуализират следните бандове: 6, 8,  12, 16, 18, 19, 

22, 24 – 26, 28, 33, 36, 42, 48, 53, 65 и 74 kDa (Фиг. 6). Повечето са тънки и плътни, 

но фракциите 8 и 16 kDa са дифузни, като се предполага, че това се дължи на 

наличие на въглехидрати (Leggatt et al., 1992). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Фиг. 6. Western blot с антиген от местен щам (G1) на E.granulosus  (A - серуми от 

лица с ехинококоза; Б - серуми от здрави лица) 

 

В проучения от нас антиген честотата на срещане на отделните бандове при лица с 

ехинококоза и при здрави лица е показана на таблица 1. 
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Таблица 1. Честота на срещане на бандовете от ехинококовата течност в Western blot 

при лица с ехинококоза (n = 265) и здрави лица (n = 300) 

Банд 

kDa 

6 8 12 16 18 19 22 24-

26 

28 33 36 42 48 53 65 74 

Положителни 

лица с 

ехинококоза 

Брой 93 240 239 237 226 229 234 239 237 237 265 263 255 264 265 254 

% 35.1 90.6 90.2 89.4 85.3 86.4 88.3 90.2 89.4 89.4 100 99.2 96.2 99.6 100 95.8 

Положителни 

здрави лица 

Брой 0 14 16 0 10 10 10 16 16 16 300 296 288 300 300 288 

% 0 4.7 5.3 0 3.3 3.3 3.3 5.3 5.3 5.3 100 98.7 96.0 100 100 96.0 

 

AgB, който понастоящем се счита за най-доминантен и с най-добри диагностични 

показатели в ехинококовата течност се състои от три фракции 8 (12), 16 и 24 kDa. 

Повечето автори приемат, че фракцията 8 kDa има най-висока диагностична 

стойност. Споменава се или като 8 kDa или като 12 kDa банд или е отбелязан като 8-

12 kDa. Повечето изследователи считат, че всъщност това е един и същ протеин, 

въпреки че не е доказано със сигурност. В нашия модел, особено при 

електрофорезата се вижда отчетливо, че се касае за две фракции (задача 1, Фиг. 2).  

Честотата на срещане на 8 и 12 kDa бандове при здравите лица (4.7% и 5.3% 

съответно) в настоящото проучване е сходна с тази, съобщавана в литературата за 8-

12 kDa – от 0 до 17% (Siracusano et al., 1991; Kanwar et al., 1992; Verastegui et al., 

1992; Leggatt et al., 1994; Akisu et al., 2005). Позитивирането в 90.6% и 90.2% (8 и 12 

kDa съответно) от серумите на пациентите с ехинококоза e сходно с резултатите на 

други автори (80-90.9%), но като цяло стойностите варират в много широки граници 

от 33.7% до 100% (Kanwar et al., 1992; Leggatt et al., 1992; Siracusano et al., 1991; Doiz 

et al., 2001; De la Rue et al., 2010). 

В нашето проучване 16 kDa фракция от AgB се визуализира винаги в комбинация 

с другите бандове от този антиген (8, 12 и 24-26 kDa). Серумите от лица с 

ехинококоза с нискомолекулни фракции, при които 16 kDa липсва са с ниски 

стойности на анти-ехинококовите IgG (SR < 2.00) и сравнително по-бледо 

оцветяване на останалите бандове. Тази фракция не се позитивира при здравите 

лица, което съответства на данните от литературата за високата й специфичност 

(Shepherd и McManus, 1987; Siracusano et al., 1991; Verastegui et al., 1992). 

Установяването й при пациентите с ехинококоза в други проучвания варира в 

широки граници от 45.5% до 100% (Siracusano  et al., 1991; Doiz et al., 2001; 

WHO/OIE, 2002; De la Rue et al., 2010). Тези разлики може да се дължат на 

различния брой изследвани нискотитърни серуми.  

В проучването ни 24-26 kDa банд е с параметри, идентични на 12 kDa. В 

литературата само единични колективи описват този протеин (Akisu et al., 2005; De 

la Rue et al., 2010).   

Фракциите от Ag5, който е вторият широко проучван антиген, са с големина 20-22 

kDa и 38-39 kDa. В анализираната от нас ехинококова течност се открива фракцията 

с големина 22 kDa, но тя не се среща никога без протеините от AgB. Едно проучване 
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на ехинококови течности от различни междинни гостоприемници показва, че този 

протеин може да липсва (Kanwar et al., 1992). В литературата честотата й на 

позитивиране при пациентите с ехинококоза е по-ниска от наблюдаваната от нас 

(88.3%) и варира от 56% до 69%, а при здравите лица е сходна с нашите ниски 

резултати (Siracusano et al., 1991; Kanwar et al., 1992; Verastegui et al., 1992; Doiz et 

al., 2001).  

Фракцията 6 kDa не се съобщава в литературата и вероятно се дължи на 

метаболитен продукт, специфичен за конкретната ехинококова течност. 

Бандът 18 kDa първоначално се е считал за специфичен за E.multilocularis, като 

протеинът е обозначен с Em18. На тази основа са разработени методи, целящи да 

разграничат двете паразитози. В последствие обаче се установява, че не е така 

специфичен и се открива и при E.granulosus и следователно не е напълно надежден 

за разграничаване на двата вида.   

В проучвания антиген бандът с молекулна маса 33 kDa не се позитивира без 24-26 

kDa. Само в една публикация срещнахме описание на такава фракция, като данните 

са много сходни с нашите – позитивиране в 92% от болните с ехинококоза и в 2.38% 

от здравите лица (Gadea et al., 1999).  

В местния щам (G1) на E.granulosus се визуализират още две нискомолекулни 

фракции – 19 и 28 kDa,  за които не открихме описание от други автори. Те не се 

позитивират никога без 24-26 kDa банд. 

В изследвания от нас антиген фракциите с големина ≥ 36 Da се срещат в много 

голям дял от пациентите с ехинококоза и от здравите лица, което е наблюдавано и от 

други изследователи за високомолекулните бандове (d’Amelio et al., 1985; Liance et 

al., 2000). Бандът 53 kDa представлява тежки вериги на IgG антитела от 

гостоприемника, навлезли в ехинококовата течност. Той се разпознава от конюгата 

(анти-човешки анти - IgG) и впоследствие се оцветява от субстрата. Бандът 65 kDa 

може да се състои от гостоприемников албумин, разпознаван от антитела в 

човешките серуми, но е възможно и да е протеин от паразита, тъй като са описани 

фракции на E.granulosus с големина около 68 kDa (Shepherd и McManus, 1987). В 

нашия модел 36 kDa е най-отчетливо изобразяващият се банд при всички здрави 

лица, както и при всички болни от ехинококоза. Възможно е това да е голямата 

субединица на Ag5 което означава, че няма никаква диагностична стойност. Пълна 

липса на специфичност на нередуцирания Ag5 (62/52 kDa) установяват и Maddison et 

al., (1989). Възможно е обаче това да е фракция, специфична за конкретната течност, 

съдържаща широко разпространен в природата епитоп, поради което да се 

разпознава от човешките антитела  или да има участък, сходен с тежките вериги на 

IgG, поради което да свързва конюгата. В анализираната от нас течност се 

позитивират 42 kDa, 48 kDa и 74 kDa, но те рядко се проучват. В нашия антиген 

липсват бандове над 100 kDa, подобно на резултатите на други изследователи 

(d’Amelio et al., 1985; Doiz et al., 2001; Shepherd и McManus 1987). Други, обаче са 

наблюдавали високомолекулни фракции в използваните от тях течности с големина 

до над 213 kDa, като две от тях са използвани като диагностични –116 и 124 kDa 

(Kanwar et al., 1992; Irabuena et al., 2000; Akisu et al., 2006). 
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2.1.2. Оценка на диагностичната стойност на бандовете чрез ROC анализ. ROC 

анализът на бандовете от проучваната ехинококова течност показа, че тези с 

молекулна маса от 36 kDa до 74 kDa нямат диагностична стойност. Те се срещат с 

много голяма честота както при здрави лица, така и при пациенти с ехинококоза. За 

тях показателят AUC (Area Under the Curve) варира от 0.501 до 0.504 и не се 

различава статистически от хипотетичния тест с AUC = 0.500 (p > 0.5), при който 

резултатът положителен/отрицателен се дава на случаен принцип (интерпретацията 

на AUC е извършена по Swets, 1988).  

В анализираната течност всички бандове с молекулна маса от 6 до 33 kDa имат 

диагностична стойност (p < 0.0001). От тях единствено 6 kDa е с лоша точност 

(AUC = 0.675) и не е подходящ за диагностика. Останалите са с AUC над 0.90 и 

отчитането на Western blot чрез тях води до висока точност на метода. Най-голяма е 

площта под кривата на 16 kDa (AUC = 0.947), следвана от тази на 8 kDa – 0.929. При 

другите протеини (12, 18, 19, 22, 24-26, 28 и 33 kDa) е много сходна и варира от 

0.910 до 0.925.   

2.1.3. Подбор на бандове за отчитане на разработения Western blot и 

определяне на основните диагностични параметри. Тъй като в използваната 

течност фракциите с добра диагностична стойност (p < 0.0001) и висока точност 

(AUC > 0.90) са 9 (от 8 до 33 kDa), чрез ROC анализ са изчислени показателите 

AUC, чувствителност и спрецифичност на Western blot при отчитане по един от тези 

бандове (Табл. 2).  

 

Таблица 2. Чувствителност и специфичност на Western blot при отчитане по един 

нискомолекулен банд (≤ 33 kDa) 

Банд 

kDa 
8 12 16 18 19 22 24-26 28 33 

AUC 0.929 0.924 0.947 0.910 0.915 0.925 0.924 0.921 0.921 

Чувствителност (%) 90.6 90.2 89.4 85.3 86.4 88.3 90.2 89.4 89.4 

Специфичност (%) 95.3 94.7 100 96.7 96.7 96.7 94.7 94.7 94.7 

 

Анализът показа, че най-добра диагностична стойност има 16 kDa банд, като той 

превъзхожда статистически всички останали нискомолекулни фракции (p < 0.05). 

Проблемът е, че той може да липсва при нискотитърните серуми от лица с 

ехинококоза, които се позитивират по 8, 12 и 24-26 kDa. В същото време обикновено 

нискотитърните серуми създават диагностични затруднения, защото могат да 

покажат несигурен, граничен резултат или разминаване в първичните диагностични 

реакции. Поради това, от практическа гледна точка считаме, че не е оправдано 

Western blot да се интерпретира само по този банд. Следващ по параметри е 8 kDa. 

Той е сходен с 12, 22 и 24-26 kDa, като разликите в ROC кривите на тези бандове не 

се различават статистически (p > 0.05). Останалите протеини 18, 19, 28 и 33 kDa не 

се срещат без фракциите на AgB и статистически параметрите им са по-лоши от тези 
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на 24-26 kDa. Следователно включването им в отчитането на реакция Western blot не 

допринася за подобряване на точността й. 

Наблюдения показват, че по-добри резултати се получават при отчитане на 

Western blot по група от бандове – наличието на поне една фракция от групата се 

интерпретира като положителен резултат. Поради това проучихме съчетанията от 

петте банда с най-добри диагностични качества – 8, 12, 16, 22 и 24-26 kDa (Табл. 3). 

Не са анализирани комбинациите с 16 и 22 kDa без 24-26 kDa т.к. се срещат по-

рядко, а когато ги има са винаги заедно с този банд. 

 

Таблица 3. Чувствителност и специфичност на Western blot при отчитане по групи 

от бандове 

Бандове 

kDa 

AUC Чувствителност 

(%) 

Специфичност 

(%) 

8, 12, 16, 22, 24-26 0.941 92.8 94.7 

8, 12, 16, 24-26 0.941 92.8 94.7 

8, 12, 24-26 0.941 92.8 94.7 

8, 12 0.939 92.4 94.7 

8, 24-26 0.939 92.4 94.7 

12, 24-26 0.928 90.2 94.7 

16 0.947 89.4 100 

8 0.929 90.6 95.3 

 

Всички изследвани групи имат добра диагностична стойност (AUC > 0.90; p < 

0.0001) и превъзхождат 8 kDa банд. От проучваните съчетания, групата 8, 12, 24-26 

kDa е с максимална точност, при минимален брой отчитани бандове. Добавянето на 

16 kDa не променя параметрите, тъй като не се среща никога без останалите 

фракции на AgB. Въпреки това, поради изключително високата му специфичност 

наличието му означава, че диагнозата ехинококоза е почти сигурна и присъствието 

му в групата е оправдано от практическа гледна точка. Така за най-удачна за 

интерпретиране на резултата в Western blot приехме групата от бандове 8, 12, 

16 и 24-26 kDa.  
Резултатите от настоящото изследване показват висока чувствителност (92.83%) и 

висока специфичност (94.67%) на разработения лабораторен метод на Western blot 

при използването на горепосочената група от бандове. В литературата данните са 

сходни - съобщаваната чувствителност най-често варира от 80 до 98%, а 

специфичността - от 93.8% до 100% (Verastegui et al., 1992; Gadea et al., 1999; Ito et 

al., 1999; Ortona et al., 2000; Mamutti et al., 2002; Zhang и McManus, 2006).  

За характеризиране на разработения Western blot са изчислени и следните 

допълнителни параметри: 

Позитивна предиктивна стойност – 93.89%, което отразява вероятността да има 

болест при положителен резултат.  
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Негативна предиктивна стойност - 93.77%, което отразява вероятността да няма 

болест при отрицателен резултат. 

Кръстосана реактивност - изследвани са 183 лица с други паразитни  и 

непаразитни заболявания, като положителен резултат е получен при 21 лица 

(11.47%) с цистицеркоза (4), токсокароза (7), трихинелоза (4), алергии (4) и тумори 

(2). 

По литературни данни реакция Western blot се позитивира в най-висок процент (до 

80%) от изследваните лица с алвеококоза и цистицеркоза (Kanwar et al., 1992; 

Verastegui et al., 1992; Ortona et al., 2000). Причината е че AgB и Ag5 се установяват 

при всички видове на род Echinococcus, a 8 kDa протеин и при Taenia solium 

(Lightowers et al., 1989; Ito et al., 1999; Mamutti et al., 2004). Описани са и кръстосани 

реакции при пациенти с шистозомоза, както и при лица с неинфекциозни 

заболявания. В нашия модел Western blot показа 40% кръстосана реактивност при 

цистицеркоза. Затруднение представляват и пациентите с трихинелоза и 

токсокароза, тъй като тези зоонози са сериозен проблем за страната ни, като в 

настоящото проучване положителни резултати се наблюдават от 5 до 23.3% от 

случаите. Тъй като в страните с висока заболяемост от ехинококоза, каквато е 

България, има имунитет сред част от населението, което не е боледувало от тази 

паразитоза е трудно да се прецени в каква степен наблюдаваните резултати се 

дължат на кръстосано реагиращи антитела или на реално съществуващи в организма 

анти-ехинококови IgG. 

2.2. Сравняване на методиката на лабораторния Western blot за ехинококоза с  

други имунологични тестове 

2.2.1. Сравняване на лаборния метод за Western blot с ELISA (Ridascreen). 
Изследвани са 265 серума от лица с ехинококоза и 150 серума от здрави лица. 

Параметрите на двата теста са сравнени с ROC анализ.  Резултатите от ELISA са 

интерпретирани като положителен или отрицателен резултат, с цел да се сравнят с 

биноминалния тест Western blot, който е отчитан по групата от бандове 8, 12, 16, 24-

26 kDa.  

Анализът показа, че по-добра точност има Western blot (AUC = 0.905) спрямо 

ELISA (AUC = 0.934), при което разликата е статистически значима (z = 3.251, p < 

0.001).  

При изследването на 265 лица с ехинококоза Western blot, отчетен по групата от 8, 

12, 16, 24-26 kDa бандове установи положителен резултат при по-голям брой проби - 

246 (чувствителност 92,83%), а ELISA – при 241 серума (чувствителност 90,94%). 

Сравняването на чувствителността на Western blot, отчетен по един от 

диагностичните бандове с молекулна маса до 33 kDa с ELISA показа че в този 

случай чувствителността му е по-ниска (85.3 - 90.6%). 

За методиката Western blot е характерна по-ниска чувствителност спрямо ELISA, 

което в настоящото проучване се наблюдава при отчитане само по един банд 

(WHO/OIE, 2002). По-високата чувствителност на Western blot при ехинококоза при 

интерпретиране на резултата по група от бандове, която наблюдаваме се съобщава и 

от други изследователи (Verastegui et al., 1992; Liance et al., 2000; Ortona et al., 2000). 
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До този момент не е предложено обяснение на тези данни. Възможно е причината да 

е във факта, че в ехинококовата течност има фракции, които се позитивират почти 

винаги. Това се изразява с лека промяна в оптичната плътност (OD) в ELISA и със 

слабо оцветяване на високомолекулните бандове в Western blot дори и при 

изследването на серуми от здрави лица. Когато се разработва ELISA се определя 

такъв диагностичен праг, при който обикновено тези промени в оптичната плътност 

да са под него. По този начин става възможно в някои случаи по-нискотитърните 

серуми от лица с ехинококоза, поради по-малкото количество анти-ехинококови IgG 

да имат OD около диагностичния праг и да се интерпретират като отрицателни в 

ELISA. В Western blot обаче ще се позитивират слабо както високомолекулните, така 

и някои от диагностичните нискомолекулни бандове и това ще направи възможно 

отчитането на пробата като положителна.  

В проучването ни, при изследването на 150 серума от здрави лица Western blot, 

отчетен по групата от бандове 8, 12, 16, 24-26 kDa показа по-висока специфичност 

94.7% (141 отрицателни проби) спрямо 90.0% за ELISA (135 отрицателни серума). 

При интерпретирането на резултата само по един от диагностичните бандове до 33 

kDa, стойностите се движат от 94.7% до 100%. За 16 kDa този показател достига до 

100%. Високата специфичност на Western blot спрямо първичните методи е добре 

известна и в проучванията варира от 76% до 89.2% за ELISA спрямо 100% за 

Western blot (Kanwar et al., 1992; Verastegui et al., 1992; WHO/OIE, 2002).  

За сравняване на кръстосаната реактивност на двата теста са изследвани 183 лица 

с други паразитни  и непаразитни заболявания. В Western blot е получена малко по-

ниска кръстосана реактивност (11.47 %) в сравнение с ELISA (14.75 %). Най-

съществената разлика е при пациентите с амебиаза, при които не са наблюдавани 

кръстосани реакции в Western blot, докато в ELISA 50% от серумите са показали 

положителен резултат. В настоящото проучване кръстосаната реактивност на 

Western blot е по-ниска с 3.28% спрямо тази на ELISA. Сходни резултати се 

съобщават и от други автори – като в техните изследвания разликатa е с около 3.8 – 

14.5 % (Kanwar et al., 1992; Verastegui et al., 1992; Poretti et al., 1999; Ortona et al., 

2000).  

2.2.2. Сравняване на лаборния метод за Western blot с търговски кит за 

Western blot (LDBIO DIAGNOSTICS). Изследвани са 35 серума от лица с 

ехинококоза, 10 здрави лица и 10 лица с други заболявания. 

При изследването на пробите от лица с ехинококоза 2 серума са слабо 

положителни в нашия модел и отрицателни в търговския кит. При здравите лица е 

получено пълно съвпадение на резултатите. При пациентите с други заболявания от 

5 проби, реагирали кръстосано в лабораторния метод, 3 са показали положителен 

резултат и в търговския кит.  

Тъй като са сравнени малък брой проби изводите не могат да са окончателни, но е 

възможно да се очаква по-висока чувствителност на реакцията при използване на 

местен щам. Разликата в кръстосаната реактивност може да се обясни с прилагането 

на различни антигени, обработени по различен начин – в търговския кит е използван 
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ларвен екстракт от E.multilocularis, а в лабораторния метод – течност от киста на 

E.granulosus.  

2.3. Проучване на реакция Western blot при лица с ехинококоза 

2.3.1. Сравняване на резултатите от Western blot при лица с чернодробна и 

белодробна ехинококоза. Изследвани са 216 проби – 171 от пациенти с 

чернодробна ехинококоза и 45 – с белодробна. Положителен резултат е получен при 

161 лица с чернодробна локализация (94.15%) и 40 лица с белодробна (88.89%). 

Въпреки че е установена по-ниска чувствителност на метода при белодробна 

локализация на ехинококовите кисти, тези разлики не са статистически значими 

(тест на Fisher; p > 0.5).  

Сравняването на бандовете при двете локализации показа само количествени 

различия – всички бандове се визуализират и при белодробна и при чернодробна 

ехинококоза, но при белодробна локализация честотата на срещането им е по-ниска. 

(Фиг. 7).  

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Фиг. 7. Сравняване на бандовете в Western blot при белодробна и чернодробна 

ехинококоза 

 

Въпреки това, резултатът не може да отхвърли наличието и на щамови особености 

при различните локализации, тъй като щам G8, който засяга главно белия дроб е 

разпространен основно в Северна Америка и най-вероятно в проучваните от нас 

пациенти няма случай на инвазиране с него. Akisu et al., (2006) установяват 

статистически значима разлика между бандовете с висока молекулна маса над 100 

kDa, но в проучвания от нас антиген липсват такива фракции. 

2.3.2. Зависимост на резултата в Western blot от размера на ехинококовите 

кисти. До сега не са провеждани подобни проучвания с реакция Western blot. 

Изследвани са 91 лица с единична ехинококова киста в черния дроб. Пробите са 
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разделени в две групи: с размер на кистата < 10 cm (n = 57) и с размер ≥ 10 cm (n = 

34). Положителен резултат е установен при 56 лица с кисти до 10 cm (98.25%) и при 

30 – с кисти над 10 cm (88.23%), като тези разлики не са статистически значими 

(тест на Fisher; p >0.05). Сравняването на честотата на срещане на бандовете от 

двете групи също не показва статистически значими разлики, но при кистите над 10 

cm нискомолекулните фракции се срещат малко по-рядко (тест на Fisher; p >0.05) 

(Фиг. 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Фиг. 8. Сравняване на бандовете в Western blot при чернодробни ехинококови кисти 

с различни размери 

 

Разликите в силата на имунния отговор при малките и големите кисти може да се 

обясни с биологията на паразита – големите кисти се развиват в продължение на 

десет и повече години. Това от една страна води до модулиране и отслабване на 

имунния отговор и от друга страна тези кисти са стари, често стерилни с дебели 

фиброзни капсули, метаболитните процеси са по-бавни, поради което количеството 

на постъпващите в организма антигени е по-малко. 

 

3. Оценка на метода за доказване на серумни анти-ехинококови IgE чрез 

автоматизираната система ImmunoCAP и оценка на възможностите за неговото 

приложение като потвърдителен метод в диагностиката на ехинококозата 
До момента са разработени и приложени разнообразни реакции за установяване на 

анти-ехинококови IgG, но въпреки това в някои случаи диагностиката остава 

затруднена. Поради тази причина, в настоящата работа си поставихме за цел да 

оценим диагностичната стойност на автоматизираната система ImmunoCAP за 

количествено определяне на анти-ехинококови IgE в серума, която се прилага за 

първи път в България и да я внедрим в диагностиката на ехинококозата. 
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3.1. Определяне на диагностичната стойност и параметрите на ImmunoCAP 

за серумни анти-ехинококови IgE. Изследвани са 155 лица с ехинококоза (90 със 

засягане на черния дроб, 40 на белия дроб, 22 на два или повече органи и 3 с по-

редки локализации  - ЦНС, бъбреци и слезка), 110 клинично здрави лица и 58 лица с 

други заболявания.  

За оценка на диагностичната стойност на метода е приложен ROC анализ. 

Резултатите показват, че площта под кривата (AUC) е 0.929 и е значително по-

голяма от площта под диагоналната хипотетична крива (AUC = 0.5) (z = 28.036; p < 

0.0001), което означава, че тестът има диагностична стойност. Показателят AUC е 

над 0.9 и следователно методът е с висока точност според класификацията на Swets, 

(1988). 

При диагностичен праг  от 0.35 kUA/L, ImmunoCAP за доказване на серумни анти-

ехинококови IgE има чувствителност 73.55% и специфичност - 99.09 %. За 

допълнително характеризиране на реакцията са определени и следните параметри: 

позитивна предиктивна стойност - 99.13%; негативната предиктивна стойност - 

72.67%; кръстосана реактивност - (1.72%), установена при един пациент с алергия.  

Данните от литературата за чувствителността на различните методи за откриване 

на анти-ехинококови IgE в серума са много противоречиви и варират в широки 

граници от 25% до 93% (Candolfi et al., 1985; Wattal et al., 1988; Sjölander et al., 1989; 

Force et al., 1992). Има единични проучвания на автоматизираната система 

ImmunoCAP. В тях чувствителността варира от 24.1% до 44.3% и не съвпада с 

нашите наблюдения (Zarzosa et al., 1999; Sbihi et al., 2001). Големите различия в 

публикуваните данни за чувствителността на методите за доказване на анти-

ехинококови IgE може да се дължат на различно съотношение между серумите на 

лицата с чернодробна и белодробна ехинококоза, малък брой изследвани проби, 

различна обработка на антигена, географски и щамови особености в алергените на 

E.granulosus и др. 

Нашите резултати за изключително високата специфичност на ImmunoCAP 

(99.09%) съвпадат с данните за специфичността на повечето други изследователи. 

Данните от литературата за кръстосаната реактивност на анти-ехинококовите IgE 

са много противоречиви. В настоящото изследване е получена много ниска стойност 

– 1.72%. С CAP системата кръстосаната реактивност е проучена само от Zarzosa et 

al., (1999), като тe съобщават стойности, доближаващи се до нашите (3.05%). С 

другите методи (RAST-RIA и ELISA) кръстосаната реактивност варира в широк 

диапазон – от 0 до 80%, като е описана при пациенти с цистицеркоза, алвеококоза, 

шистозомоза, онхоцеркоза, атопични заболявания (Afferni et al., 1984; Chamekh et al., 

1992; Khabiri et al., 2006). Ние не сме изследвали болни с алвеококоза, онхоцеркоза и 

шистозомоза, но тези паразитози не са разпространени в страната ни и не 

представляват проблем.  

3.2. Сравняване на ImmunoCAP за серумни анти-ехинококови IgЕ с методи за 

доказване на анти-ехинококови IgG (ELISA и Western blot). Изследвани са 

същите проби от подраздел 3.1.  
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3.2.1. Сравняване на ImmunoCAP с ELISA (Ridascreen). Резултатите са 

представени на таблица 4. Данните от сравняването на параметрите на двата теста 

показват, че специфичността и кръстосаната реактивност на ImmunoCAP са по-

добри отколкото тези на ELISA (Ridascreen),  докато чувствителността е по-ниска, 

като разликите са статистически значими.    

 

Таблица 4. Сравнение на параметрите на ImmunoCAP и ELISA 

Показател ImmunoCAP (%) ELISA (%) χ
2
 p 

Чувствителност 73.55 90.32 14.733 < 0.01 

Специфичност 99.09 90.91 7.751 < 0.01 

Кръстосана реактивност 1.72 13.79 4.336 < 0.05 

 

Тези резултати означават, че автоматизираната система ImmunoCAP за доказване 

на серумни анти-ехинококови IgE се различава значително от първичната реакция 

ELISA (Ridascreen) за специфични IgG и не може да бъде поставена в групата на 

първичните тестове за ехинококоза, за които са характерни висока чувствителност и 

сравнително по-ниска специфичност.  

Поради наблюдаваните значителни разлики в двата теста е извършено и 

сравняване на диагностичната им стойност чрез съпоставяне на ROC кривите им. 

Между диагностичните стойности на двата теста няма статистически значима 

разлика (z = 1.158, p > 0.05). Тези резултати могат да се обяснят с факта, че при 

ELISA (Ridascreen) чувствителността и специфичността са доста близки (около 

90%), докато при ImmunoCAP по-ниската чувствителност се компенсира от 

изключително високата специфичност, която достига почти 100%. Поради това 

двете ROC криви, представляващи функция от чувствителността и 100 минус 

специфичността са сходни. 

В достъпната ни литература открихме само една публикация за сравнителен 

анализ на CAP системата с ELISA IgG като са получени сходни резултати с нашите 

(Zarzosa et al., 2001).  

3.2.2. Сравняване на ImmunoCAP с Western blot. ImmunoCAP е сравнен с 

лабораторния Western blot (IgG), разработен от нас. Резултатите са представени на 

таблица 4.  

 

Таблица 4. Сравнение на параметрите на ImmunoCAP и Western blot 

Показател ImmunoCAP (%) Western blot (%) χ
2
 p 

Чувствителност 73.55 91.00 16.113 < 0.01 

Специфичност 99.09 94.54 2.361 > 0.05 

Кръстосана реактивност 1.72 10.34 2.433 > 0.05 

 

Данните от сравняването на параметрите на двата теста показват, че 

чувствителността на Western blot е значително по-висока от тази на ImmunoCAP. 

Специфичността на ImmunoCAP е по-висока, а кръстосаната реактивност по-ниска, 
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но разликите не са статистически значими. Въпреки това, кръстосаната реактивност 

на метода за анти-ехинококови IgE е с 8.62% по-ниска от тази на Western blot.  

В литературата има единични съобщения за сравняване на ELISA за доказване на 

анти-ехинококови IgE с Western blot (IgG) върху малък брой пациенти, като не 

открихме публикации за ImmunoCAP.  

Резултатите показват, че автоматизираната система ImmunoCAP за доказване на 

серумни специфични IgE има параметри, които са характерни за потвърдителните 

реакции при ехинококоза, като специфичността и кръстосаната реактивност дори 

превъзхождат тези на най-съвременния метод Western blot. Чувствителността обаче 

е значително по-ниска от тази на методите за установяване на анти-ехинококови 

IgG, което може да се обясни с по-силния имунен отговор за клас IgG антитела.  

За да сравним диагностичната стойност на ImmunoCAP с Western blot е приложен 

ROC анализ. Резултатите от ImmunoCAP са интерпретирани само като положителни 

или отрицателни при диагностичен праг 0.35 kUA/L, с цел да се сравнят с 

биноминалния тест Western blot . Между диагностичните стойности на двата метода 

има статистически значима разлика (z = 3.190,  p < 0.001). Това показва, че 

независимо от изключително добрата специфичност и ниска кръстосана реактивност 

на ImmunoCAP, Western blot е значително по-добър метод за потвърдителна 

диагностика на ехинококозата и не може да бъде изместен. ImmunoCAP за доказване 

на анти-ехинококови IgE е подходящ като допълнителна реакция при наличие на 

нееднозначни резултати от тестовете за анти-ехинококови IgG и има най-голяма 

стойност при съмнение за наличие на неспецифична реактивност.  

 

4. Количествено проучване на серумните специфични IgE антитела при 

ехинококоза с ImmunoCAP 

4.1. Количествени особености на серумните специфични IgE при пациенти с 

ехинококоза. При изследването на 155 лица с ехинококоза, наблюдаваните 

стойности на серумните специфични IgE варират в много широки граници от 0.01 до 

118.33 kUA/L (0.02 – 288.72 ng/ml). Разпределението не е нормално, като 

преобладават пробите с ниски стойности (медиана 3.66 kUA/L) (Фиг. 9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

В достъпната литература открихме само две количествени изследвания на 

серумните специфични IgE върху пациенти с разнообразна локализация на кистите - 

едно с CAP системата и едно с RAST-RIA, като са получени средни стойности 0.84 
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kU/L и 25.8 IU/ml (Dessaint et al., 1975; Navarro-Zorraquino et al., 1991). Разликите 

могат да се обяснят с това, че поради липсата на нормално разпределение ние не сме 

изчислявали средна стойност, а медиана. 

Разпределението на резултатите може да се представи и полуколичествено, в ASM 

(CAP) класове, които са указани от производителя. Пробите са групирани в седем 

класа  (от 0 до 6) според нивото на IgE антителата в серума. Данните са представени 

на таблица 5. 

 

Таблица 5. Разпределение на серумите от пациенти с ехинококоза в ASM (CAP) 

класове, според установените стойности на специфичните IgE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Негативните резултати се наблюдават в 26.5% (41 проби) от изследваните 

пациенти. При 10 серума (24.39%) реакциите ELISA и Western blot за анти-

ехинококови IgG също са отрицателни. Следователно, при тях липсата на серумни 

специфични IgE вероятно е в следствие на неразвитие на хуморален имунен отговор. 

Това може да се обясни със следните факти: наличие на имуносупресия, която е 

доказана при някои пациенти с ехинококоза; анатомични особености, като слабо 

кръвооросяване, по-често срещане на стерилни кисти и др., което възпрепятства 

развитието на хуморален имунен отговор (Збарскии и съавт., 1983; Полякова-

Кръстева, 1979; Тодоров, 1980; WHO/OIE, 2002). При останалите 31 проби (75.61%), 

негативни за серумни специфични IgE, с ELISA и/или Western blot са установени 

анти-ехинококови IgG. Следователно, при тези пациенти има развит хуморален 

имунен отговор. Липсата на специфични IgE в серума им може да се обясни със 

следното: по-голяма част от синтезираните антитела от този клас са фиксирани в 

кожата или по повърхността на базофилите и количествата в серума са под 

диагностичния праг на метода; в хромозомите на B – лимфоцитите IgG антителата 

се разполагат преди IgE и поради това се експресират по-често; в хода на една 

хронична алергия, настъпва модулиране на имунния отговор и постепенно отслабва 

синтезът на специфичните IgE (Божков, 2000; Fick и Jardien, 2002; O’Brien, 2002).   

В настоящото проучване са отчетени 114 проби (73.5%) с количества на 

серумните специфични IgE над диагностичния праг на ImmunoCAP (класове от 1 до 

Клас 
IgE 

kUA/L 
Интерпретация 

Брой 

лица 
Процент 

0 < 0.35 Неувеличени стойности 41 26.5 

1 0.36 – 0.7 Гранични стойности 9 5.8 

2 0.71 – 3.5 Леко увеличени стойности 28 18.1 

3 3.51 – 17.5 Умерено увеличени 

стойности 

36 23.2 

4 17.51 – 50.0 Високи стойности 21 13.5 

5 50.1 - 100 Много високи стойности 16 10.3 

6 > 100 Екстремно високи 

стойности 

4 2.6 
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6), като разликите между шестте групи са значими (χ
2 

= 37.263; к = 5; p < 0.001) и 

преобладават серумите от клас 3 (36 проби). Отделните ASM (CAP) групи не са 

разделени равномерно през равни интервали - средната стойност 50 kUА/L, която е 

между 0 и 100 се разполага в предпоследната 5-та група. Така повечето класове 

обхващат по-ниските количества, което е удобно от практическа гледна точка, тъй 

като това са и най-често наблюдаваните резултати.  

В литературата не открихме проучване с ImmunoCAP за разпределяне на 

стойностите при пациенти с ехинококоза в ASM (CAP) класове.  

Пробите, положителни за серумни специфични IgE (n = 114) са изследвани и за 

анти-ехинококови IgG с  ELISA (Ridascreen) и Western blot. IgG антитела не са 

открити при 3 проби (2.6%).  

4.2. Проучване на количествените разлики в серумните анти-ехинококови 

IgE при белодробна и чернодробна локализация на кистите - с CAP системата 

има само единични проучвания при лица или с чернодробна, или с белодробна 

ехинококоза, без да е правено количествено сравнение между двете локализации. 

Поради тази причина си поставихме за цел да проведем такъв анализ.  

Изследвани са 90 серума от лица с чернодробна ехинококоза и 40 - от лица с 

белодробна локализация. Положителен резултат е получен в 71 случая (78.90%) от 

лицата с чернодробна ехинококоза и при 24 лица (60.00%) с белодробна 

ехинококоза, като разликите са статистически значими (тест на Fisher, p < 0.05 > 

0.01). Същите проби са изследвани и за анти-ехинококови IgG с ELISA (Ridascreen) 

и Western blot. При лицата с чернодробна ехинококоза са отчетени положителни 

стойности в 82 случая (91.11%), а при пациентите с белодробна локализация на 

кистите – в 35 случая (87.50%) и разликите не са статистически значими (χ
2
 = 0.100, 

k = 1, p  > 0.05).  

Данни за честотното разпределение на стойностите на серумните анти-

ехинококови IgE са представени на фигура 10. При лицата с чернодробна 

ехинококоза, количествата варират от 0.01 до 118.33 kUA/L (0.02 – 288.72 ng/ml), а 

при белодробна – от 0.01 до 65.6 kUA/L (0.02 – 160.06 ng/ml). И в двете групи 

преобладават ниските стойности – медиана 7.78 и 1.90 kUA/L съответно при 

чернодробна и белодробна ехинококоза, като разликите са статистически значими 

(тест на Kruskal-Wallis, χ
2
 = 2.053, к = 1, p < 0.05).  
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Статистическият анализ показва, че имунният отговор за серумни специфични IgE 

е по-силен при пациентите с чернодробни ехинококови кисти, като разликите са 

както качествени (по-висок процент на чувствителност на имунологичните тестове), 

така и количествени (по-високи нива на специфичните IgE в серума). В достъпната 

литературата открихме само една публикация за количествено изследване на 21 

серумa от пациенти с чернодробна ехинококоза с ImmunoCAP, при което е получена 

средна стойност на специфичните IgE – 14.5 kUa/L (Torcal et al., 1996).  

4.3. Проучване на  разликите в серумните анти-ехинококови IgE при деца и 

възрастни. В достъпната литературата не открихме подобен анализ. За тази цел 

пациентите в настоящото проучване са разпределени в две групи: 26 деца (≤ 19 

години) и 129 възрастни (>19 години). Специфични IgE над диагностичния праг на 

теста от 0.35 kUA/L са установeни при 21 деца (80,77 %) и при 93 възрастни (72,09 

%) като разликите са статистически незначими (тест на Fisher, p > 0.5). 

Kорелационният анализ показа, че не се наблюдава зависимост между възрастта и 

количеството анти-ехинококови IgE в серума (рангов коефициент на Spearman, rho = 

0.052, p > 0.05).  

4.4. Проучване на зависимостта на алергичната симптоматика от 

количеството на серумните специфични IgE при ехинококоза. В литературата 

има единични съобщения за нивото на анти-ехинококовите IgE при пациенти след 

анафилактичен шок. За целта са анализирани 16 (10.32 %) пациента с ехинококоза и 

с данни за алергична симптоматика от 155 обхванати болни. В зависимост от 

симптомите, те се разделат на: 11 лица с уртикария, 2 с еозинофилия, 1 с 

бронхоспазъм, 2 с анафилактичен шок.  

Количеството на анти-ехинококовите IgE в серума им варира от 0.23 до 118.33 

kUA/L (от 0.56 до 288.72 ng/ml), медиана – 24.1 kUA/L. При пациентите без алергии 

(n = 139), стойностите са от 0.01 до 100.48 kUA/L (от 0.02 до 245.17 ng/ml) и 

медианата е 3.05 kUA/L. (Фиг. 11). От фигурата се вижда, че и в двете групи 

разпределението не е нормално и преобладават ниските количества серумни 

специфични IgE, но при пациентите с алергична симптоматика медианата е по-

голяма (тест на Kruskal-Wallis, χ
2
 = 7.954, к = 1, p < 0.01), като разликата е 

статистически значима. Минималните и максималните стойности също са по-

високи.  
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Разпределението на пациентите с алергични реакции в ASM класове e следното: 

клас 0 – 1 пациент, клас 1 – 1 пациент, клас 2 – 2 пациента, клас 3 – 4 пациента, клас 

4 – 2 пациента, клас 5 – 3 пациента, клас 6 – 3 пациента. Тежестта на алергичните 

симптоми е разделена условно на три степени: лека (уртикария, еозинофилия), 

умерено тежка (бронхоспазъм) и тежка (анафилактичен шок) (според 

класификацията по Божков, 2000). Статистическият анализ показа, че между 

количеството на серумните специфични IgE и тежестта на алергичната 

симптоматика липсва корелация (рангов коефициент на Spearman, rho = 0.071, p > 

0.05). 

При един пациент с уртикария, тестът даде негативен резултат (0.23 kUA/L). При 

двама пациента с прекаран анафилактичен шок, изследвани в рамките на един месец 

от инцидента, серумните специфични IgE са в класове 4 (34.5 kUA/L) и 5 (52.2 

kUA/L). Тези нива са високи, но не екстремни. Това се дължи на факта, че IgE 

намаляват в серума по време на тежката анафилактична реакция, в която участват 

(Zheng et al., 2003). Поради тази причина, може да се предположи, че при 

пациентите стойностите са били по-високи преди инцидента.  

Данните от проучването сочат, че при ехинококоза не съществува корелация 

между количеството на серумните специфични IgE и тежестта на алергичната 

симптоматика. Това може да се обясни със синтезирането на IgG4, които блокират 

анафилактичните реакции, тъй като двата класа антитела се конкурират за едни и 

същи епитопи на антигените. Обаче IgG4 не свързва комплемента и се свързва слабо 

с клетъчните рецептори за IgG (FcγR), поради което формирането на комплекса 

антиген-антитяло предизвиква значително по-слаби изменения в организма, 

отколкото при участието на IgE.  

Независимо, че не се наблюдава статистически значима корелация между нивата 

на серумните специфични IgE и тежестта на алергичните симптоми, между тези два 

параметъра съществува известна зависимост. При пациентите с ниски нива (до клас 

2) са наблюдавани само уртикария и еозинофилия, докато при пациентите от клас 3 

и нагоре са регистрирани също и умерени и тежки реакции като бронхоспазъм и 

анафилактичен шок. Според нас при стойности над клас 3 (и особено клас 5 и 6) при 

пациенти с ехинококоза има възможност от поява на по-тежки анафилактични 

реакции, включително и анафилактичен шок.  

В настоящето проучване се установява разлика в чувствителността на реакция 

Western blot за доказване на серумни специфични IgE при лица с ехинококоза с 

алергична симптоматика и лица с ехинококоза без алергични симптоми – от 139 

лица без алергия, положителен резултат е установен при 99 (71.22%) пациента, а от 

16 лица с алергия, положителен резултат е установен при 15 (93.75%). Освен това 

средните количества серумни анти-ехинококови IgE са значително по-високи при 

пациентите с алергия, отколкото при тези без алергия. Това отново показва, че при 

лицата с увеличени стойности на специфичните IgE в серума има по-голям риск от 

развитие на анафилактични реакции, независимо че стойностите не корелират 

статистически с тежестта на алергичната симптоматика. 
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5. Проучване на разпространението на ехинококозата чрез провеждане на 

имуноскрининг с ELISA и Western blot   

5.1. Основания за провеждане на имуноскрининг в България. Драстичното 

нарастване на заболяемостта от ехинококоза след 1992 г. в България наложи 

провеждане на Национална програма за контрол на ехинококозата при хората и 

животните (2004 - 2008 г.). Една от основните задачи на медицинската част беше 

извършването на масов имуноскрининг в няколко области. Това е важно 

мероприятие в националните програми, тъй като получените данни подпомагат 

подбора на мерки за ефективен контрол и водят до ранно диагностициране и 

лечение на пациентите.   

5.2. Серопозитивност сред населението на обхванатите области и оценка на 

използваните имунологични тестове 

5.2.1. Серопозитивност за ехинококоза сред населението – данните са 

представени на таблица 6.  

 

Таблица 6. Серопозитивност сред населението 

Тест/ 

комбинация от 

тестове 

Общ брой, 

изследвани лица 

(n = 8 506) 

Анамнестично 

здрави лица 

(n = 8 390) 

Лекувани за 

ехинококоза лица 

(n = 116) 

Брой 

положи- 

телни 

проби 

Серопози-

тивност  

(%) 

Брой 

положи- 

телни 

проби 

Серопози- 

тивност  

(%) 

Брой 

положи- 

телни 

проби 

Серопози

-тивност 

(%) 

ELISA (БулБио) 471 5.54 401 4.78 70 60.34 

ELISA (БулБио) и 

ELISA (Ridascreen) 
186 2.19 120 1.43 66 56.90 

ELISA (БулБио) и 

Western blot 
165 1.94 99 1.18 66 56.90 

ELISA (БулБио), 

ELISA (Ridascreen) 

и Western blot 

165 1.94 99 1.18 66 56.90 

 

Всички лица с положителен резултат, установен от нас в НЦЗПБ (n = 186) са 

насочени за допълнителни изследвания. При 58 пациента диагнозата ехинококоза е 

потвърдена оперативно или чрез ПАИР. Всички случаи са от групата на 

анамнестично здравите лица. При сероположителните лица, боледували в миналото 

от ехинококоза (n = 66), не е доказан рецидив. Този резултат може да се обясни с 

факта, че пациентите с ехинококоза подлежат на диспансерно наблюдение за 

продължителен период (5 години) и поради това, когато спазват контролните 

изследвания, рецидивите се откриват още в ранен стадий. Освен това, жителите от 
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тази група, попаднали в изследването, са малобройни – едва 1.36% от всички 

обхванати. В цялата извадка (n = 8 506) скритата опаразитеност е 0.68%, а сред 

анамнестично здравите лица (n = 8 390) – 0.69%. 

Серопозитивността в нашето проучване се различава от тази, съобщавана от други 

автори. В литературата са публикувани няколко скринингови изследвания, 

извършени с реакция ELISA, като стойностите варират в широки граници от 1.24% 

до 14.3% (Mlika et al., 1986; Bonifacino et al., 1991; Li, 1993; Shambesh et al., 1999; 

WHO/OIE, 2002; Qaqish et al., 2003; Sen-Hai et al., 2008). В едно проучване само с 

Western blot е регистрирана серопозитивност 2.6% (Moro et al., 2005). В България е 

извършен имуноскрининг сред населението през периода 1974-1977 г. с РСК, РПХА 

и РЛА, като е установена серопозитивност 6.21% сред 6 343 обхванати лица (5 239 

здрави лица и 1104 по клинични показания и диспансеризирани за ехинококоза) 

(Боева-Бангьозова, 1979).  

Считаме, че причините за разликите в съобщаваните в литературата стойности са 

няколко: регистрираната серопозитивност зависи в изключително голяма степен от 

чувствителността и специфичността на приложения метод или комбинация от 

методи (WHO/OIE, 2002); получената серопозитивност зависи от модела на 

проучването – видът на имунологичния тест, включването на ехографско изследване 

и пр.; серопозитивността зависи от видовия състав на род Еchinococcus в даден 

регион. При едновременното разпространение на E.granulosus и E.multilocularis, 

рутинните имунологични реакции не могат да разграничат двата вида и 

серопозитивността отразява разпространението и на двата паразита; броят на 

преболедувалите пациенти, включени в извадката, тъй като при тази паразитоза 

хуморалният имунен отговор често се запазва продължително време след успешна 

терапия, понякога дори над 10 години (Боева и съавт., 1983). Предполагаме, че това 

е една от причините за разликата в серопозитивността получена от нас с ELISA и 

Western blot (1.94%) при заболяемост 7.58%ооо и тази, съобщена от Боева и 

колектив (1979; 1983) (6.21%ооо) при заболяемост 2.37%ооо за периода 1971-1976 г. 

В проведения от нас скрининг има 116 боледували в миналото за ехинококоза лица 

(1.4%), докато в тяхното проучване са включени 1 104 пациенти, изследвани по 

клинични показания – диспансерни или със съмнение за ехинококоза (17.4%) 

(Боева-Бангьозова, 1979; Боева и съавт., 1983). 

5.2.2. Оценка на ефективността на използваните в имуноскрининга методи 

Съпоставено е действителното състояние (наличие или липса на заболяване) с 

имунологичния резултат. Анализирани са данните при анамнестично здравите лица, 

тъй като всички новооткрити случаи са от тази група. Резултатите са представени на 

фигура 12. 
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Фиг. 12. Съвпадение между имунологичния резултат и оперативната диагноза 

 

Разликите между ефективността на първичния тест ELISA (БулБио), приложен 

самостоятелно от една страна и комбинирането му с ELISA (Ridascreen) или Western 

blot от друга, са статистически значими (χ
2
 = 61.216 и 86.750, k = 1; p < 0.001). Този 

резултат показва, че за правилното поставяне на диагнозата ехинококоза, 

използването само на една реакция e нeдостатъчно. При комбинирането на 2 метода 

– първични или първичен и потвърдителен, фалшиво положителните серуми са 

разпознати в по-голям процент от случаите с Western blot, отколкото с втора ELISA, 

въпреки че разликите не са значими (χ2 = 2.289, k = 1; p > 0.05). Всички 

неразпознати с ELISA (Ridascreen) серуми са с граничен резултат. Съчетаването на 

трите теста показва същата ефективност, както комбинирането на ELISA (БулБио) и 

Western blot.  

Ние считаме, че в рутинната практика за диагностика на ехинококозата и при 

провеждане на имуноскрининг на населението, като първа реакция трябва да се 

използва първичен тест, но всички положителни серуми задължително трябва да се 

потвърждават, като най-ефективно е използването на Western blot. Прилагането на 

второ изследване с ELISA също дава добър резултат, но граничните проби трябва 

задължително да се изследват и чрез Western blot. В случаите на значително 

разминаване на резултатите от изследванията е необходимо добавянето и на други 

потвърдителни реакции. Тези данни могат да послужат за научна база при 

планиране на методологията на бъдещи масови изследвания, а също и в рутинния 

диагностичен алгоритъм на ехинококозата. Резултатите от сравняването на 

тестовете, приложени в имуноскрининга, показват също така на практика добрата 

ефективност на разработения от нас лабораторен метод на Western blot.  
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   5.3.  Разпределение на серопозитивността по пол, възраст и групи. В 

подраздела са използвани данните за серопозитивността, получени от 

комбинирането на ELISA (БулБио), ELISA (Ridascreen) и Western blot, тъй като 

тогава е наблюдавана най-добра корелация със скритата опаразитеност и в най-

голяма степен са изключени фалшиво положителните резултати. 

5.3.1. Серопозитивност по пол и възраст. При изследването на 8 506 лица (3 626 

мъже и 4 880 жени), положителен резултат е получен при 1.87% от мъжете (68/3 

626) и 1.98% от жените (97/4 880). Разликите между двата пола не са статистически 

значими (χ
2 
= 0.138, k = 1, p > 0.05). 

Разпространението на случаите по възрастови групи показва, че най-често 

положителни проби се наблюдават при лица на възраст 20-29 г. (3.68%). В 

останалите възрастови групи стойностите варират от  0.46% до 2.10%, като въпреки 

че разликите са статистически значими (χ
2 

= 20.595, k = 8, p < 0.05 > 0.01), тези 

резултати показват, че риск от заразяване с ехинококоза има във всяка възраст.  

5.3.2. Серопозитивност сред анамнестично здравите лица – данните са 

представени на таблица 7. Очаквано, най-висока серопозитивност се наблюдава при 

лицата, изложени на висок риск от заразяване (лица, отглеждащи животни, 

занимаващи се със земеделие, собственици на кучета – главно дворни и др.) – 2.87%, 

като наблюдаваните разлики между групите са статистически значими (χ
2 
= 71.626, k 

= 3, p < 0.001).  

 

Таблица 7. Разпределение на лицата с ехинококоза по рискови групи  

Лица 
Деца и 

юноши 

Близки на 

боледували 

от 

ехинококоза 

Лица с 

висок риск 

от 

заразяване 

Други, вкл. 

изследвани 

по желание 

 

Общо 

Брой изследвани 1 391 348 2 125 4 526 8 390 

Брой серопозитивни 14 9 61 15 99 

Серопозитивност (%) 1.01 2.59 2.87 0.33 1.18 

 

В направеното проучване серопозитивност (едновременно положителен резултат в 

трите теста) е установена при 41 лица (0.49%), при които в последствие диагнозата е 

отхвърлена. Вероятно част от тях са хора, които са се срещали с паразита и са 

развили имунен отговoр без да заболеят. Друга част от резултатите може да се 

дължи на неспецифични реакции, като е невъзможно да се определи какъв е дялът 

на едната и на другата група.  

Серопозитивност сред здравото население в страните с висока заболяемост от 

ехинококоза е регистрирана и от други изследователи, като в повечето проучвания 

стойностите са около 3.5-11.5%, основно при изследване с ELISA или РПХА 

(Bonifacino et al., 1991; Craig, 1998; WHO/OIE, 2002). В България за периода 1974-

1977 г. е наблюдавана серопозитивност сред здравите лица – 2.27%, 3.09% и 2.48% с 

една от трите реакции – РЛА, РПХА и РСК съответно (Боева-Бангьозова, 1979). 



 32 

Тези стойности са по-големи от нашите, като възможно обяснение е много по-

добрата специфичност на съвременните методи. Освен това през 1974-1977 г. са 

обхванати предимно лица с висок риск от заразяване – животновъди, 

селскостопански работници и др. докато в настоящото изследване най-висок е дялът 

на лицата, изследвани по желание. 

5.3.3. Серопозитивност сред лицата, боледували от ехинококоза. В настоящото 

проучване анти-ехинококови IgG са установени с различните тестове в 56.90 - 

60.34% от 116 лица, боледували в миналото от ехинококоза, като при нито един 

пациент не е установен рецидив. Този висок относителен дял на серопозитивността 

се дължи на способността на анти-ехинококовите IgG да се запазват в кръвта на 

някои пациенти с години след преболедуване.  

5.4. Скрита опаразитеност сред населението в обхванатите области. При 

имуноскрининга са доказани 58 случая на ехинококоза сред анамнестично здравите 

лица (n = 8 390). Най-много пациенти са открити в областите Пловдив и Сливен – 

съответно 21 и 19 (скрита опаразитеност – 1.64% и 1.82% респективно). В област 

Варна са регистрирани 10 лица (скрита опаразитеност – 0.99%), в Ямбол – 4 (скрита 

опаразитеност – 0.31%), в Бургас – 2 (скрита опаразитеност – 0.19%), а в Хасково и 

Стара Загора – по 1 (скрита опаразитеност – 0.09% и 0.08%). В Плевен 

имуноскринингът обхвана само лица от гр. Славяново, сред които няма новооткрита 

ехинококоза.  

Проведеното проучване показа, че не се наблюдава корелация между стойността 

на скрита опаразитеност в даден регион и официалната заболяемост от ехинококоза 

през предходния пет годишен период в областта (рангов коефициент на Spearman - 

rho = 0.714; p > 0.05). Това би могло да се обясни както с предполаганата непълна 

регистрация на случаите, така и с различния достъп до медицинска помощ. В 

районите с големи болници и лесен достъп до здравни грижи се извършват по-често 

ехографски и рентгенови изследвания по повод на други оплаквания и така по-често 

се откриват ехинококовите кисти и следователно скритата опаразитеност е по-ниска, 

независимо от степента на ендемичност в региона. 

Разпределението на опаразитените по пол е 0.55% от изследваните мъже (20/3626) 

към 0.78% от изследваните жени (38/4880). Жените са засегнати в по-висока степен, 

но между стойностите липсва статистически значима разлика (χ
2
 = 1.584, k = 1, p > 

0.05). Тези резултати корелират с наблюдаваната разлика в серопозитивността при 

мъжете и жените. 

Разпределението на случаите по възрастови групи е следното: преобладават 

лицата във възрастовата група 20-29 години – 14 случая. Следват лицата от групите 

40-49 и 50-59 години – по 10 случая в група и децата от 10 до 19 години – 9 случая. 

По-малък е броят на пациентите с ехинококоза в групите 30-39 и 60-69 години – по 6 

случая в група. При лицата над 70 години има установени 2 случая – на 73 и 78 

години, докато най-малкият пациент е 8 годишно дете (група 0 - 9 години). 

Скритата опаразитеност, подобно и на официално регистрираната заболяемост от 

ехинококоза е разпространена във всички възрастови групи, което показва, че в 

България всички лица са изложени на риск от заразяване.  
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Разпределението на случаите в зависимост от органната локализация на 

ехинококовите кисти е следното: 45 пациента (77.6 %) са с чернодробна 

ехинококоза; 7 пациента (12.1 %) са с белодробна ехинококоза; 4 пациента (6.9 %) са 

с многоорганно засягане – 2 лица с едновременно засягане на черен и бял дроб, 1 

лице с локализация на кистите  в слезка и панкреас и 1 лице с едновременно 

засягане на черен дроб и бъбрек; 2 лица (3.4 %) са със засягане на слезката.  

При скритата опаразитеност съотношението между пациентите с чернодробна и 

белодробна ехинококоза е 6:1, докато по официални данни, регистрираните случаи 

са в съотношение около 3:1 (Курдова и Йорданова, 2002). Това се дължи на факта, 

че пациентите с белодробна ехинококоза по-често са серонегативни и освен това 

инвазията се развива по-бързо и за по-кратък период остава като скрито заболяване.  

Разпределението на случаите по рискови групи е показано на таблица 8. 

Наблюдава се статистически значима разлика в стойностите от отделните групи (χ
2
 

= 52.207; p < 0.001) като най-голяма е поразеността на лицата с висок риск от 

заразяване – 1.79%. Поразеността в групата на децата и юношите е 0.65%, което 

представлява 15.52% от всички случаи на доказана ехинококоза. Процентът на 

опаразитеност сред близките на боледували от ехинококоза е 0.86 %, а сред лицата, 

изследвани по желание – 0.18%. 

 

Таблица 8. Разпределение на лицата с ехинококоза по рискови групи  

Лица Деца и 

юноши 

Близки на 

боледували от 

ехинококоза 

Лица с 

висок риск 

от 

заразяване 

Други Общо 

Брой изследвани 1 391 348 2 125 4 526 8 390 

Брой доказани 9 3 38 8 58 

Опаразитеност  (%) 0.65 0.86 1.79 0.18 0.69 

 

Скритата опаразитеност корелира напълно с разпределението на 

серопозитивността в отделните групи (рангов коефициент на Spearman, rho = 1.000; 

p < 0.001). Това потвърждава предположението, че в регионите с разпространена 

ехинококоза има имунитет сред здравото население, който е пропорционален на 

степента на ендемичност. Наличието на скрита опаразитеност сред детското 

население, което представлява 15.52% от всички открити при скрининга случаи, 

показва съществуването на много активна трансмисия на паразита от животните към 

човека. Опаразитеността сред близките на лица, боледували от ехинококоза (т.нар. 

семейна ехинококоза), говори за наличие на общ източник, заразяващ цялото 

семейство. 
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VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 
Голямата здравно-социална значимост на ехинококозата в България изисква 

усилване на епидемиологичния надзор и контрол на заболяването. Подобряването на 

диагностиката има ключово значение за ранното и по-пълно откриване на случаите, 

по-прецизната им регистрация и усъвършенстване на надзора. У нас широко се 

прилагат първични серологични тестове за диагностика на това заболяване, но 

досега не са внедрени потвърдителни методи в рутинната практика.  

Това ни накара да разработим и оценим Western blot (IgG), който засега е 

предпочитаният по света потвърдителен тест. В настоящия труд е използван антиген 

от местен щам (G1) на E.granulosus, тъй като в литературата се посочват 

предимствата на прилагането на антигени от местни изолати. Определени са 

параметрите на теста на модел ехинококоза, оценени са бандовете от антигена и 

тяхната диагностична стойност. В използвания от нас антиген в Western blot се 

позитивират бандове с молекулна маса от 6 до 74 kDa, като диагностична стойност 

показват фракциите с големина от 6 до 33 kDa. Повечето от тях се съобщават и от 

други автори, обаче съществуват големи различия в честототата им на 

позитивиране. За 4 банда не открихме описание от други изследователи – 6, 19, 28 и 

74 kDa. Възможно е това да са метаболити, характерни за конкретната ехинококова 

течност. С помощта на ROC анализ като най-удачни за интерпретиране на резултата 

от Western blot са подбрани бандовете 8, 12, 16 и 24-26 kDa, при коeто наличието на 

поне един от тях се интерпретира като положителен резултат. Тестът показа много 

висока чувствителност (92.8%) и специфичност (94.7%) и наличие на кръстосана 

реактивност (11.47%), като всички показатели са по-добри от тези на ELISA (IgG). 

Чувствителността на Western blot е по-ниска от тази на ELISA само при отчитане по 

една визуализирана диагностична фракция. ROC анализът установи, че Western blot 

има и по-висока диагностична стойност от ELISA, като разликата е статистически 

значима.  

Проучването на лица с чернодробна и белодробна ехинококоза с Western blot 

показа, че при белодробна локализация на паразита чувствителността на теста е по-

ниска, но въпреки това липсва статистически значима разлика. Не е установено 

наличие на бандове, специфични за някоя от двете локализации. При сравняване на 

имунния отговор при лица с чернодробна ехинококоза и различен размер на 

кистите, е получена малко по-висока чувствителност на Western blot при лица с 

кисти до 10 сm. 

С цел да се подобри диагностиката на ехинококозата, като се редуцират фалшиво 

положителните резултати поради кръстосана реактивност е проучен и внедрен от 

нас втори потвърдителен тест, при който се изследват анти-ехинококовите IgE в 

серума. Приложена е автоматизираната система за количествен анализ ImmunoCAP. 

ROC анализът показа, че тестът има диагностична стойност и точността му е много 

висока. Параметрите му са характерни за потвърдителните тестове - висока 

специфичност (99.09%) и ниска кръстосана реактивност (1.72%), които са 
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статистически по-добри от тези на ELISA IgG и превъзхождат параметрите на 

Western blot (IgG), но без статистически заначима разлика. Чувствителността 

(73.5%) е статистически по-ниска, отколкото на методите за доказване на анти-

ехинококови IgG, което може да се обясни с много по-силния имунен отговор за 

този клас антитела.  Така методът за доказване на анти-ехинококови IgE в серума не 

може да измести Western blot, който остава като първо средство за потвърдителна 

диагностика. Обаче при наличие на несигурен резултат и особено при съмнение за 

кръстосана реактивност e изключително полезно прилагането и на тази втора 

потвърдителна реакция.  

Изследването на 155 серума от пациенти с ехинококоза установи, че 

специфичните IgE варират в много широки граници - от 0.01 до 118.33 kUA/L, но 

преобладават ниските нива (медиана - 3.66). При лицата с изявена алергична 

симптоматика количествата на анти-ехинококовите IgE са по-високи и те се 

откриват по-често, отколкото при пациентите без изявена алергия, като разликите са 

статистически значими. Корелационният анализ обаче показа, че между 

количеството на серумните специфични IgE и тежестта на алергичната 

симптоматика липсва корелация. Това може да се обясни със синтезирането на IgG4, 

които блокират анафилактичните реакции. 

В литературата не открихме проучвания за различията в количествата на 

серумните анти-ехинококови IgE при белодробна и чернодробна локализация. В 

настоящото проучване е установен по-слаб имунен отговор за анти-ехинококови IgE 

при белодробна ехинококоза, като разликите с чернодробната локализация са 

статистически значими.  

В проучването чрез ImmunoCAP е наблюдаван по-висок относителен дял на 

положителните резултати за анти-ехинококовите IgE при деца, което съответства на 

литературните данни за преобладаване на алергиите сред детското население, но 

разликите не са значими. Не открихме подобно сравнение на анти-ехинококовите 

IgE с възрастта. 

Ранното откриване на случаите на ехинококоза е от съществено значение за 

провеждане на своевременно лечение и предотвратяване на тежки усложнения. 

Поради това, като част от мерките по Националната програма за контрол на 

ехинококозата (2004-2008 г.) проведохме съвместно със специалисти по медицинска 

паразитология към РИОКОЗ, ОПЛ и други специалисти от ЛЗ, скринингово 

серологично изследване на групи от населението с ELISA и разработения от нас 

Western blot. В скрининга са обхванати 8 506 лица (8 390 лица, които не са 

боледували в миналото от ехинококоза и малък брой (116) преболедували.  

  Чрез ELISA IgG и Western blot IgG е установена серопозитивност 1.18% (99) и 

скрита опаразитеност 0.69% (58 случая) сред клинично здрави лица, като 

съотношението между чернодробната и белодробната локализация е 6:1 и 

превишава двукратно съотношението при официално регистрираните случаи. Това 

вероятно се дължи на факта, че белодробната ехинококоза се развива по-бързо и за 

по-кратък период остава като скрито заболяване. Сравняването по пол установи, че 

серопозитивността и опаразитеността при жените са малко по-високи, отколкото 
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при мъжете, но липсва статистически значима разлика и за двете величини. 

Разпределението на серопозитивните лица и на случаите на ехинококоза по 

възрастови групи показа, че в България всички възрасти са изложени на риск от 

заразяване и ехинококозата се среща във всички групи. Най-засегнати са лицата в 

активна трудова възраст. Между броя на серопозитивните и опаразитените с 

ехинококоза в отделните групи съществува корелация. 

Корелират и данните за серопозитивност и опаразитеност в отделните рискови 

групи. Очаквано, тези показатели са най-високи при лицата с висок риск от 

заразяване – серопозитивност (2.87%), скрита опаразитеност (1.79%). Следва 

групата на близките на лица, боледували от ехинококоза (т.нар. семейна 

ехинококоза) - серопозитивност (2.59%), скрита опаразитеност (0.86%). Значителен 

е процентът на серопозитивност (1.01%) и скрита опаразитеност (0.65%) сред децата 

и юношите. Опаразитеността в тази група представлява 15.52% от всички случаи на 

доказана ехинококоза, което указва съществуването на много активна трансмисия на 

паразита у нас. Серопозитивност и опаразитеност е открита и сред групата на 

лицата, изследвани по желание – 0.33% и 0.18% съответно.  

Проведеното проучване показа, че имуноскринингът е полезен метод за ранна 

диагностика и извършване на своевременно лечение на лица с ехинококоза. 

Включването на високоспецифични серологични реакции като Western blot 

значително повишава ефективността на изследванията. 

Получената информация от имуноскрининга показва необходимостта от усилване 

на епидемиологичния надзор и контрол на ехинококозата у нас и може да бъде 

приложена при планирането и провеждането на организирани контролни мерки, вкл. 

на бъдеща национална програма. 

 

VII. ИЗВОДИ 

 

1. Лабораторният Western blot отговаря на показателите за надежден 

потвърдителен тест - има много висока чувствителност (92.8%) и специфичност 

(94.7%), като параметрите му са по-добри от тези на ELISA (IgG). 

2. В антигена от местен щам (G1) на E.granulosus в Western blot се визуализират 

фракции с големина от 6 до 74 kDa, като най-добра диагностична стойност има 

групата от бандове на AgB  - 8, 12, 16 и 24-26 kDa.  

3. При чернодробна ехинококоза чувствителността на Western blot е по-висока, 

отколкото при белодробна ехинококоза, но не се откриват бандове, специфични за 

дадена локализация на кистите. При лица с чернодробни ехинококови кисти с 

размери до 10 cm чувствителността на метода е по-висока, отколкото при по-

големите кисти без разликите да са статистически значими. 

4. ImmunoCAP за доказване на серумни анти-ехинококови IgE има параметри, 

характерни за потвърдителните тестове - висока специфичност (99.09%) и ниска 

кръстосана реактивност (1.72%), които са статистически по-добри от тези на ELISA 

IgG и превъзхождат тези на Western blot IgG, но без статистически значима разлика. 
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Чувствителността на ImmunoCAP (73.5%) е статистически по-ниска, отколкото на 

методите за доказване на анти-ехинококови IgG.   

5. При пациентите с ехинококоза, нивото на серумните специфични IgE варира в 

много широки граници (от 0.01 до 118.33 kUA/L), но преобладават антителата с 

ниски нива (медиана - 3.66). При лица с изявена алергична симптоматика 

количествата на анти-ехинококовите IgE са по-високи и те се откриват по-често, 

като тези разлики са статистически значими. 

6. При чернодробна ехинококоза имунният отговор за анти-ехинококови IgE е по-

силен (специфични IgE се доказват по-често и са с по-високи стойности), отколкото 

при белодробна ехинококоза, като разликите са статистически значими.  

7. Серопозитивността при проведения имуноскрининг чрез ELISA IgG и Western 

blot IgG е сравнително висока (1.94%), като тя е 1.18% сред анамнестично здравите 

лица и 56.90% сред лекуваните за ехинококоза.  

8. Скритата опаразитеност (0.69%) е значителна сред клинично здравите лица, 

като съотношението между чернодробната и белодробната локализация 6.4:1 

превишава това при официално регистрираните случаи (около 3:1). 

9. Установената висока скрита опаразитеност сред детското население (15.52% от 

всички открити при скрининга случаи), показва съществуването на много активна 

трансмисия на паразита у нас. 

10.  Имуноскринингът е ефективен метод за доказване на скритата опаразитеност от 

ехинококоза и трябва да се прилага по-широко в нашата страна. 

 

VIII. ПРИНОСИ 

 

1. Разработен е стандартизиран е и е внедрен в практиката потвърдителен 

лабораторен метод Western blot за диагностика на ехинококозата с антиген от местен 

щам (G1) на E.granulosus, което не е правено досега в България. 

2. Получена е оригинална информация за фракциите в Western blot в антигена от 

местен щам (G1) на E.granulosus и е оценена тяхната диагностична стойност въз 

основа на тяхната характеристика и статистически анализ.  

3. Характеристиката на бандовете в Western blot при чернодробна и белодробна 

ехинококоза и при чернодробни кисти с малки и големи размери допълват 

познанията в тази област. 

4. Оценен е и е внедрен количественият тест за изследване на серумни 

специфични IgE при ехинококоза чрез ImmunoCAP, което не е правено досега в 

България. Установено е, че тестът има висока специфичност и ниска кръстосана 

реактивност и е подходящ за потвърдителен метод в диагностичната практика. 

5. Чрез ImmunoCAP са получени оригинални данни за разпределението на 

стойностите на серумните специфични IgE антитела в ASM (CAP) класове при лица 

с ехинококоза и за количествените особености на този клас антитела при белодробна 

и чернодробна ехинококоза.  

6. Направената оценка на приложените серологични тестове при имуноскрининга 

(ELISA и Western blot) може да послужи за научна база при разработване на 
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методологията на бъдещи масови изследвания на населението, както и в рутинния 

диагностичен алгоритъм на ехинококозата. 

7. Анализът на резултатите от проведения имуноскрининг показва наличие на 

значителна серопозитивност и скрита опаразитеност с ехинококоза във всички 

включени в изследването региони и сред всички възрастови групи.  Това е 

индикатор за необходимостта от провеждане на организирани мерки за контрол на 

ехинококозата у нас, а информацията от имуноскрининга може да бъде използвана 

при планирането и провеждането на бъдеща национална програма. 
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