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Entamoeba histolytica Tanisinda Adezin Antijeninin Diskida ELISA Yontemiyle Arastiriimasi

Detection of the Adhesin Antigen in Stool for the Diagnosis of Entamoeba histolytica with the Enzyme Linked

Immunosorbent Assay (ELISA) Method
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OzZET

Amag: Morfolojik olarak benzer ancak imminolojiK, molekuler biyolojiK ve
biyokimyasal 6zelliklerine gore genetik olarak farkh iki Entamoeba turiinden
invaziv Entamoeba histolytica (E. histolytica) amibik kolit ve karaciger
apseleri olusturmakta, diger tir olan E. dispar ise non invaziv ozellik
tasimaktadir. Ozellikle yeterli deneyimi olmayan laboratuvar calisanlari
tarafindan direkt mikroskobide E. histolytica/dispar; l6kosit, makrofaj ve
diger trofozoitlerle karistinlmaktadir. Bununla birlikte amipli dizanteri
olgularinda etken E.histolytica oldugu igin kesin taninin yapilmasi tedavi
planlanmasinda buylk ©6nem tagimaktadir. Calismamizda digskida E.
histolytica adezin antijeninin aranmasi esasina dayanan ELISA yonteminin
rutin tani amaciyla kullanilmasi degerlendirilmistir.

Yontem: Rutin parazitolojik inceleme igin laboratuvara génderilen 553 digki
ornegi nativ lugol yontemi ve trikrom boyama yapilarak mikroskobik olarak
incelenmistir. Mikroskobik olarak E histolytica/dispar kistlerinin goruldigu
diski 6rneklerinde adezin antijeninin varlgi, spesifik monoklonal ELISA
(E.HISTOLYTICA Il Techlab, Blacksburg VA 24060, USA) yontemi kullanilarak
arastirilmistir. istatistiksel analizlerde, Fisher ki-kare testi kullaniimistir.
Bulgular: Nativ lugol boyama yontemi ile E.histolytica/E.dispar kist ve/veya
trofozoit yapilari saptanan 29 (%5.2) diski 6rneginin Trikrom boyama ile
22’sinde (%3.9) E.histolytica/E.dispar kist ve/veya trofozoit yapilari tespit
edilmistir. ELISA yontemi ile 6rneklerin 15’inde (%2.7) adezin antijeni pozitif
olarak saptanmistir. ELISA ydntemine gore trikrom boyama ydnteminin
duyarliligr %86.6, 6zgulligu %35.7, pozitif prediktif degeri %59, negatif
prediktif degeri %71 olarak saptanmistir. iki yéntem arasinda invaziv E.
histolytica  tanmisi agisindan istatistiksel fark anlamli olarak saptanmistir
(p<0.05).

Sonug: Patojen E.histolytica ile patojen olmayan E.dispar ayriminda
E.histolytica’ya spesifik monoklonal ELISA adezin antijen testinin gereksiz
tedavi uygulamalarinin azaltilmasi igin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar, amipli
dizanteri, digki, tani
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ABSTRACT

Aim: Entamoeba histolytica (E. histolytica) and E. dispar are morphologically
identic but they are genetically distinct according to their immunological,
molecular biological and biochemical characteristics. E. histolytica is the
invasive species that leads to amoebic colitis and liver abscesses and E.
dispar which exerts non-invasive features. Especially laboratory technicans
who are not experienced enough can confuse the E. histolytica/dispar with
leukocytes, macrophages and other trophozoites under direct microscopy.
However, since E. histolytica is the reason for amoebic dysentery cases,
certain and accurate diagnosis is very crutial in order to plan the treatment.
In our study, we have used the ELISA technique which depends on searching
the E. histolytica adhesin antigen in stool to bring this technique for the
routine detection and diagnosis.

Materials and Methods: For the study, native-lugol method and trichrome
staining was conducted with 553 stool samples that were sent to laboratory
for the routine parasitological examination. Samples were examined
microscopically.  Stool samples which showed microscopic E.
histolytica/dispar cysts, presence of adhesin antigen was examined by using
specific monoclonal ELISA (E.HISTOLYTICA Il Techlab, Blacksburg VA 24060,
USA) technique. Fisher's exact test was used for statistical analysis.

Results: There were E.histolytica/E.dispar cysts and/or trophozoite
structures in 22 stool samples (3.9%) with trichrome staining out of 29 stool
samples (5.2%) in which E.histolytica/E.dispar cysts and/or trophozoite
structures had already been detected according to native-lugol method.
Adezin antigen was detected in 15 stool samples (2.7%) according to ELISA
technique. With respect to trichrome staining, the detected sensitivity was
found as 86.6%, specificity as 35.7%, positive predictive value as 59% and
negative predictive value as 71% according to ELISA method. Statistically
significant difference was detected between the two methods regarding the
diagnosis of invasive E. histolytica; p< 0.05.

Conclusion: Eventually, monoclonal ELISA technique which specifically
detects the E.histolytica adhesin antigen and distinguishes the pathogenic
E.histolytica from non-pathogenic E.dispar should be used to decrease the
unnecessary treatments.
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GiRiS

Entamoeba cinsi insan barsak limeninde yerlesen bir protozoondur.
Bilinen alti tird bulunmaktadir. Bu tiirler; E.histolytica, E.dispar,
E.moshkovskii, E.polecki, E coli ve E.hartmanni’dir. insanlarda amebiyaz
enfeksiyonunu olusturan tek patolojik tiir olarak E.histolytica gosterilirken,
digerleri non-patojen olarak kabul edilmektedir Amebiyaz, tim diinyada
yaygin olarak gorilen o6nemli bir parazit enfeksiyonu ve halk saghg
sorunudur. Gelismekte olan Ulkeler igin halen 6nemli bir halk saghigi sorunu
olan amebiyazisin kisa zamanda ayirici tanisinin yapilmasi tedavi agisindan
6nem tagimaktadir (1).

Gunumiuzde diinya nufusunun yaklasik %10’nun E.histolytica/E.dispar ile
enfekte oldugu ve enfekte kisilerin %90’inda, etkenin E dispar oldugu tahmin
edilmektedir (2). Ulkemizdeki amip prevalansinin ortalama %0.4-18.4
arasinda oldugu ve Gliney/Guneydogu Anadolu bélgelerinde endemik olarak
gorildigu ifade edilmektedir. Tanida en sik kullanilan ydntem direkt
mikroskopi olmakla birlikte, patojen olmayan E. Dispar ile ayiriminin
yapilamamasi, etkenin saptanmasina yoénelik daha guvenilir yontemlerin
kullanimini giindeme getirmistir. Bu amagla, trikrom boyama ve kultiir gibi
yontemlerin yani sira, ELISA ile diskida amip antijeni aranmasi ve polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) gibi yontemlerin, direkt mikroskopik baki ile birlikte
uygulanmasinin taniya 6nemli katkilar saglayabilecegi ileri stirilmustir (3).

Antijen saptayan ELISA testlerinin; E.histolytica ve E.dispar ayirt
edebilmesi, duyarllk ile 6zgulliklerinin yiksek olmasi, ucuz, sonuglarin
objektif olarak degerlendirilebilmesi, deneyim gerektirmemesi ve ¢ok sayida
ornegin ayni anda degerlendirilebilmesi gibi avantajlari vardir (4).

Galismamizda E. histolytica adezin antijeninin aranmasi esasina dayanan
ELISA yonteminin rutin tani amaciyla kullaniimasi degerlendirilmistir.

GEREC ve YONTEM

Cesitli  kliniklerden rutin parazitolojik inceleme igin laboratuvara
gonderilen 553 diski 6rnegi nativ lugol yontemi ve trikrom boyama yapilarak
mikroskobik olarak incelenmistir. Diski 6rneklerinden kuru ependorf
tiiplerine ayrilarak ELISA calisiincaya kadar -20°C'de calisilincaya kadar
saklanmigtir. Mikroskobik olarak E. histolytica/dispar kistlerinin gérildiigu
diski 6rneklerinde adezin antijeninin varlgi, spesifik monoklonal ELISA
(E.HISTOLYTICA Il Techlab, Blacksburg VA 24060, USA) yontemi Uretici
firmanin &nerileri dogrultusunda cahgiimistir. istatistiksel analizlerde Fisher
kesin ki-kare testi kullanilmistir. istatistiksel olarak p<0.05 degeri anlamli
kabul edilmistir.

BULGULAR

Nativ lugol boyama ydntemi ile E.histolytica/E.dispar kist ve/veya
trofozoit yapilari saptanan 29 (%5.2) diski 6rneginin trikrom boyama ile
22’sinde (%3.9) E.histolytica/E.dispar kist ve/veya trofozoit yapilari tespit
edilmistir. ELISA yontemi ile 6rneklerin 15’inde (%2.7) adezin antijeni pozitif
olarak saptanmistir. ELISA ydntemine gore trikrom boyama ydnteminin
duyarliigi %86.6, 0zgulligu %35.7, pozitif prediktif degeri %59, negatif
prediktif degeri %71 olarak saptanmistir. iki yéntem arasinda invaziv E.
histolytica tanisi agisindan istatistiksel fark anlaml olarak saptanmistir (p<
0.05).

TARTISMA

Barsak yuzeyindeki E.histolytica infeksiyonlari genellikle asemptomatik
seyreder, parazitin yerlestigi bireylerin %85-90'inda herhangi bir klinik belirti
ortaya ¢ikmaz (5). Dinya Saghk Orgitii, 1997 yilinda E.dispar’li olgularin
tedavi edilmemesi, semptomu olsun olmasin kesin olarak E.histolytica tanisi
alan hastalarin ise mutlak tedavi edilmesi gerektigini belirtmistir (6).
Ulkemizde bu konuda yapilan cok farkli galismalarda E.histolytica/E.dispar
yayginlk orani degiskenlik gostermekte ve bu oran %0,5-17,6 gibi bir aralikta
yer almaktadir (7).

Delialioglu ve ark. yaptiklari ¢alismada ishalli hastalara ait 272 diski
6rneginde trikrom boyama ile %8.8 oraninda E.histolytica/E.dispar saptarken,
spesifik antijen ELISA yontemi ile %7.7 oraninda E.histolytica pozitifligi
saptamiglardir (8). Tiizemen ve Dogan galismalarinda 354 olguya ait digki
orneginin 84 (%23.7)'Unde direkt mikroskopi, 61 (%17.2)'inde trikrom
boyama, 46 (%12.9)’sinda kiltur, 31 (%8.7)’inde ELISA ve 9 (%2.5)'unda PCR
ile pozitiflik saptanmigtir. Direkt mikroskopide stipheli amip kist/trofozoitleri
gorulen orneklerden; %54.7 (46/84)'si trikrom boyama, %39.3 (33/84)'u
kaltar, %15.5 (13/84)i ELISA ve %7.1 (6/84)i PCR ile pozitif olarak
saptanmigtir (9).

Geleneksel mikroskopi yonteminin dusik duyarlihgi ve 6zgilligi tanida
6nemli bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diskida I6kosit, makrofaj
varliginin yaninda, E.dispar ve E.moshkovskii gibi patojen olmayan tirlerin
bulunmasi yanls pozitifliklere neden olmaktadir. Direkt mikroskopinin
duyarhliginin en iyi kosullarda %10-60 arasinda degistigi bildirilmistir. Tuncay
ve arkadaslari, saptadiklari 41 E.histolytica/E.dispar olgusundan ancak 25
(%61)'ini mikroskopik inceleme ile tanimlayabilmislerdir (10). Zeyrek ve
ark.nin galismasinda, direkt mikroskopi ile stpheli bulunan 87 diski
orneginin %21.7’sinde ELISA ile, %26.4’lUnde ise trikrom boyama ydntemi ile
E.histolytica/E.dispar pozitifligi tespit edilmistir. Arastiricilar,
E.histolytica/E.dispar sikhgini trikrom boyama ile %1.4 (23/1600), ELISA
yontemiyle %1.2 (19/1600) olarak bildirmislerdir(11). Tanylksel ve ark.nin
yaptigl ¢alismada da, tlkemizin Van ve Sanliurfa’da 380 diski 6rnegi direkt
mikroskopi ve ELISA yontemi ile arastiriimis; orneklerin %24t trikrom
boyama, %13’U ELISA ile pozitif bulunmustur. Mikroskopi ile pozitif bulunan
91 6rnegin 14 (%15)'G ELISA ile pozitif sonug vermistir (12).

Brezilya'da 6-14 yas arasi degisen 1403 gocuga ait diski drneklerinin
mikroskobik incelenmesinde %5.7 oraninda E.histolytica/E.dispar  kist
ve/veya trofozoit yapilarini tespit edilmis, her iki turi saptayan ELISA
yontemi ile %15.7, sadece E.histolytica'ya 6zgll ELISA yontemi ile bu oran
%3.1 olarak tespit edilmistir. Bu nedenle E. histolytica'yl saptayan ELISA
yontemlerinin kullaniimasi gereksiz tedaviyi engellemis olacaktir (13). Diger
bir ¢alismada rastgele segilen gocuk yas grubundan 500 olguda mikroskobik
olarak %6 oraninda belirlenen E.histolytica/E.dispar pozitifligi antijen
saptayan ELISA ile %3.2 oraninda saptanmistir (14). Mohanty ve ark.nin
Hindistan’da yaptiklari galismalarinda inceledikleri 167 digski 6rneginin
%9’unda (n=15) mikroskobik olarak E. histolytica/E.dispar/E. moshkovkii
saptarken antijen spesifik ELISA ile E. histolytica oranini %6 (n=9) olarak
belirlemislerdir. Bulgularina gére mikroskobik incelemenin duyarlihigini %47.3
6zgulliglini ise %95.7, pozitif prediktif degeri %60, negatif prediktif degeri
%93.4 olarak belirlemislerdir (15).

Saghk Bakanhgi, tani igin gecerli laboratuvar tetkikleri olarak; klinik
tanimlamaya uygun olgularin taze/sicak digkisinin trikrom boyama ile
mikroskopik incelemesinde eritrosit fagosite etmis trofozoitlerin gozlenmesi
ve digski 6rneklerinden spesifik epitoplara karsi monoklonal antikorlarin
kullanildigi ELISA yontemi ile E.histolytica ve E.dispar ayrimi yapilarak
E.histolytica icin elde edilen pozitif sonug sartlarini aramaktadir (16).

Calismamizda nativ-lugol boyama ydntemi ile E.histolytica/E.dispar kist
ve/veya trofozoit yapilari saptanan 29 (%5.2) digki 8rneginin trikrom boyama
ile 22’sinde (%3.9) E.histolytica/E.dispar kist ve/veya trofozoit yapilari tespit
edilmistir. ELISA yontemi ile 6rneklerin 15’inde (%2.7) adezin antijeni pozitif
olarak saptanmistir. Bulgularimiz bu konuda yapilan diger ¢alismalarin
bulgulariyla uyumlu olarak gézlenmistir.

Rutin tanisal incelemede, mikroskobik incelemenin farkl bir yontemle
dogrulanmasi ve diski oOrneklerinde E.histolytica’'nin  E.dispar’dan ayirt
edilebilmesi, olgularin tedavilerinin dogru yodnlendirilebilmesi ve bulas
acisindan son derece 6nemlidir. E.histolytica enfeksiyonunda yanlig tani orani
oldukgca vylksektir. Patojen E.histolytica ile patojen olmayan E.dispar
ayriminda E.histolytica’ya spesifik monoklonal ELISA adezin antijen testinin
gereksiz tedavi uygulamalarinin azaltiimasi igin yapilmasi gerekmektedir.

SONUC

Yanls tani oraninin dislrilmesine ve gereksiz tedavi uygulamalarinin
engellenmesine katkida bulunmanin yani sira, diger hastaliklarla amebiyazin
ayricl tanisina yardimcl olmasi nedeniyle, ucuz, hizli ve deneyimli personel
gerektirmeyen, E.histolytica monoklonal ELISA adezin antijen testinin
kullanilmasinin uygun olacagi dustintilmektedir.
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