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Diski Orneklerinde Entamoeba histolytica "' Galactose-
Inhibitable-Adherence Protein" (GIAP) Antijeninin ELISA
ile Aranmasi ve Sonuclarin Mikroskopi ile Karsilastirilmasi

Ozden Biiyiikbaba, Giilcin Babaoglu, Handan Katranci, Aysegiil Uyar, Hayriye Kirkoyun,
Ergene Biiget

Ozet: Sosyoekonomik diizeyi diigiik ve sanitasyon kogullar: yeterli olmayan bir bilgedeki ilkokulun yedi yay grubundan 74
éfrencisinin digkt 6rneklerinde mikroskop incelemesi ve ELISA ile Entamoeba histolytica arastirdmustir. Sadece mikroskop
incelenmesi ile 3 (% 4) drnekte E.histolytica kisti belirlenirken, ELISA ile 18 (% 24)'inde "Galactose-Inhibitable-Adherence
Protein'" (GIAP) antijeni belirlemistir. E.histolytica’nin fenisinda mikraskop incelemesinin baganisizhfing yol agan gegitli

problemler birlilite alinarak, ELISA 'nin szellikle E.histolytica'mn belirlenmesinde mikroskop incelenmesi ile birlikte

kullamimasunn gerekli oldugu sonucuna vanimghr,

Anahtar Sozciikler: Entumoeha kistolytica, ELISA.

Summary: Investigation of Entamoeba histolylica galactose-inhibitable-afherence protein (GIAP) antigen in facces by
ELISA and comparisoii of the results by microscopic detection. E.histolytica way searched by ELISA and microscopic
detection in the faeces of 74 primary school studenis, all seven 7 years old, in a low socioeconomic region with inodequate
sanitation conditions, With microscopic investigation, in three of the samples (40%) E.histolytica cysts were seen, where as by
ELISA, in 18 (24%) GIAP antigen was detected, When compared with microscopy, sensitivity and specificity of ELISA was
100% and 79%, respectively. Taking into consideration the problems causing unsuccessful microscopic investigations in the
diagnosis of E.histolytica it way concluded that ELISA showed be used with microscopic detection in the diagnosis of

E.histolytica,
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Girig

Entamoeha histolytica, tropikal ve subtropikal bdlgelerde
daha yofun oimak iizere diinyada yaygm olarak bulunan bir
protozoondur. Sitma ve gistozomiyazdan sonra iigiinell sirada
yer alan E.histolytica infeksiyonu sonucu dilnyada her yil 40
000-100 000 kigi dlmektedir (1-4). Prevalans sosyoekonomik
diizey ve sanitasyona bagh olarak defigim gbstermekie, yurdu-
muzda Dofu ve Giiney Dogu Anadolu bolgeleri bagta olmak
iizere yaygin olarak bulunmaktadir (5-9). Diinya niifusunun %
10unun E.histolytica ile infekte oldugu ve her yil 500 000
000'dan fazla bireyi etkiledigi bilindigi halde bu bireylerden
sadece % 1C'unda semptomatik hastalik (dizanteri, kolit, gesitli
organ ve dokularda amip apseleri) tablolar geliymektedir.
Semptomatik infeksiyonlirin dahst az bireyde gritlmesi, £.his-
folytica'min  patojen ve nonpatojen (Entamoeba dispar) suglan-
nin varhifina baglanmaktadir (16-12).

Son yillarda E.histelytice'nin birgok ylizey antijeni tamm-
Innmigtir, Bunlardan 170 kDa agrhifindaki “"Galactose-Inhibi-
table-Adherence Protein” (GIAP)mn  kolon mukusunu asarak
epitel hicrelerine ve konagin inflamasyon hilerelerine yapisma-
da ve hedef memeli hilcrelerinin lizisinde rol aldigs ve patojen
suglarda bulundugu bildirilmigtir (1,2,12). Aynica monoklonai
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antikor, DNA hibridizasyon, PCR ytintemleri ve rRNA galig-
malan ile patojen ve nonpatojen suglar arasmdaki farkliliklar
genetik diizeyde ortaya konmugtur (1,2,13,14). Yapilan analiz
cahgmalan semptomatik invazif hastahklarda rol oynayan sug-
larda, farkh izoenzim (zymodem)'lerin varhfim godstermigtir.
Nigasta-jel elektroforezi ile; hekzokinaz, fosfoglukomutaz, ghu-
koz fosfat izomeraz, L-malat NADP+ oksiredtiktaz enzimleri-
nin pozisyon farkhltklanna gore, E.histolytica (patojen) ve
E.dispar (nonpatojen) suglarin ayrim: saglanabilmigtir (1).

- Gilntimilzde ambbyoz tams1 geneilikle digkiman mikroskop
incelenmesi ile yapilmaktadir. Mikroskop incelemelerinde ali-
nan sonuclar; trofozoitlerin gok duyarlt olmast, kist ve trofozo-
itlérin arahkl olarak ablmasi ve bu nedenle digkr 8rneklerinin
birkag kez incelenmesi gerektig, hastamin kulandifi bazi ilagla-
rin amibin morfolejisini bozabilmesi, deneyimsiz kigilerin 16 -
kosit ve makrofaj veya patojen olmayan difer amipleri £.his-
tolytica olarek tanimluyabilmeleri gibi nedenlerle dogru olma-
makta yalanci pozitif ve negatif sonuglar alinmaktadir (15,17).
Ayrica mikroskop incelemesi ile patojen ve nonpatojen suglar
ayrilamamakla, bu da gereksiz tedaviler uygulanmasing yol aga-
bilmekiedir (1).

Cahgmarmizda GIAP antijenine zgill monoklonal antikor
iceren ELISA (Alexon) kiti kullanilarak, sosyoekonomik diize-
yi dilgiik ve yetersiz alt yap1 kogullarina sahip bir bblgede bulu-
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/ Tablo 1. Digkida E.histolytica'nin Belirlenmesinde\

ELISA'nin Duyarllllk ve OzguEluk Ydniinden Mikroskop
incelernesi ile Kargilagtiriimast
Mikroskop Mikroskop Toplam
Incelemes] incelemes '
Pazitif Negatif
ELISA fle pozitif~ K| 15 18
(a) )]
ELISA ile negatif a 56 56
() {d)
Toptam 3 n 74
.8 -3 _nnoo
Duyarlilik: " 100 — 250 100 =% 100
Ozgillak: —d—mo -5 100=%79
k 56+15 J

nan Bilyiik Malkal flkokulu'nun yedi yas prubundan 74 Ggren-
cisinin digkr tirneklerinde GIAP antijeni aranmig, bu sonuclar
mikroskopik inceleme sonuglari ile kargilagtielmigtir,

Yontemler

Yedi yag grubundaki 74 6grenciden alinan taze d1§k1 drnek-
leri iki ayrt kaba boliinmiigtir. Bir kaptaki diska 8rmeklerinden
direkt fizyolojik tuzlu su preparasyonlart ile E.histolytica kistle-
rinin yoguntagtirlmas: igin tnerilen formol-eter gokiilrme ybn-
temi uygulanarak konsantre Lugol giizeltisi ile boyall preparas-
yonlar hazirlanmig ve mikroskopla incelenmistir (17,18). Diger
kaplaki chgkr érnekleri ELISA ile GIAP antijeni aranmak lzere
+4°C'de muhafaza edilmig ve 48 saat iginde incelenmistir.

Sonuclar

74 digks Srnefinin, fizyolojik tuzlu su ve formol-eter ile
cikiilrme ydntemi ile hazirlanan preparasyonlannda, E.histoly-
tica trofozoiti belirlenmemiy, dglinde ise (% 4) E.histolytica
kistleri g&rillmils, bu Grneklerde ELISA ile de GIAP antijent
saptanmighr. Mikroskop incelemesinde E.histolyrica kist ve tro-
fozoiti belirlenmeyen 71 digkt drneginin [5'inde (% 21) ELISA
ile E.histolytica antijeni belirlenmigtir. Mikroskop incelenme-
sinde 12 Entamoeba coli Kisti belirlenen digki mekleri ELISA
ile negatif sonug vermistir, Aynrica Giardia intestinalis (n=13},
Ascaris lumbricoides ve Trichuris trichiura (n=18), Enterobius
vermicularis (n=5), Hymenolepis nana (n=9) belirlenmis olan
digki 8rneklerinde de ELISA ile negatif sonuglar alinmaster.

Dugkida E Bistolytica'min psterilmesinde ELISA sonuglan
mikroskop incelemesi ile kargilastinldifinda, duyarhlifinm %
100, 8zgliliginin % 79 cldugu belirlenmigtir (Tablo 1).

irdeleme

Barsak ambtibyazi, basilli dizanteri, iHseratif kolit, Crohn

hastahifr gibi barsak hastaliklan ile benzer yakinmalara ve kli-
nik bulgulara neden olmaktn, ayrica barsak amobyazinm farkl
bir gekli olan améboma, barsak karsinomu ile kangtirlabilmek-
tedir (19,22). Olugturdufu infeksiyonlar tedavi edilmediginde
ciddi sonuclara yol ogabilen E.histolytica'nin dogru laboratuvar
tanisi gok dnemlidir, Amibyuz tamisinds kesin kriter, amibin
trofozoit ve kist gekillerinin girlilmesi olmakla beraber, bu yol-
la E.histolytica ve E.disparin ayirt edilememesi, thy oriam ko-

gullarma ¢ok duyarlt olan trofozoitlerin cabuk bozulabilmest,
kist ve trofozoitlerin aralikli atilmast, benzer bagka hiicrelerle
kangtnlabilmesi tanida yamligilara yol agmaktadr (16,17),
Mikroskop incelemesinin bagansim arastirmaya yonelik bir ga-
higmada giinde bir galigmada giinde 100 000 kist grkaran bir bi-
reyde kistlerin mikroskopta gdrilme gansim 9o 30, giinde 1000
kist gikaran bir bireyde ise bu sansin % 0.45 oldugu bildirilmi-
tir (23).

Diger bir ¢abgmada, EMistolytica'mn tamsinda, mikroskop
incelemesinin altt ve dokuz ayn digkr Srnegi ile cahgildigimda
bagar1 oranlarinin sirast ile % 72 ve % 76 oldufiu bildirilmigtir
(24). Winayak ve arkodaslart (25}, mikroskop incelemesinin

- barsak am@byazinin funisinda klasik bir yintem oldugunu, an-

cak klinik olarak giipheli olgularda % 30-40'Tara varan yakinc
negatif sonuglar almabildigini saptarglardir, Caliymarmizda 74
dErenciden alinan birer digkr 6rnegi incelenmis, mikroskop in-
celenmesinde sadece 3 (% 47)iinde E.hisrolytica kistleri bekir-
lenmigtir.

E.histolytica'nin microskep tansindaki problemler son yil-
larda digkada spesifik antijen belirlenmeye yonelik ELISA kitle-
rinin geligtirilmesi ile ¢ozilmeye baglamgtir. EAistelytica min
barsak mukozasina invazyonu dort agamada gerceklesmektedir
(2): [1] kolon mukozusina N-asetil-D-palaktozamin lektini ile
aderans; [2] salgiladikiar katepsin B proteinaz, asidik proteinaz,
kollagenaz, nitral proleinaz enzimleri ile barssk mukus bariye-
rini agma; [3] epitel hiicrelerine invazyon; [4] barsak epitel hiic-
relerinin lizisi.

invazyonun birinci ayamas: igin gerekli olan E.histolytica,

- palaktoz-spesifik adezini 260 kDa agirhginda bir ylizey prote-

inidir. Bu protein 170 kDa ve 35 kDu agirlifinda iki altbirim-
den olugtugu, 170 kDa'luk altbirimin aderans-inkibitde monok-
lonal  antikorlarla yapilan gabigmalarda yaprsmada esas  rolii
iistlendigi bildirilmigtir (1), GIAP olarak adlandinlan bu yilzey
antijeninin, antijenik epitoplarinin patojen ve nonpatojen suglar-
da farkh oldugu bildirilmigtir (12). E.histolytica trofozoillerinin
Cin hamsteri ovaryum hijcrelerine, insan kolon miisinine in vit-
ro aderansinin GLAP proteinine bagh oldugu, ayrica bu aderans
lektininin insan lgkositleri, sigan ve insan kolon mukoza ve sub-
mukozasing, insan eritrositlerine, opsonize olmug yiizey lpopo-
lisakaridlerinde galaktoz bulunan bakierilere tutunabilme tzelli-
ginde oldugu bildirilmistir (1).

Calymamizda GIAP anlijenine karyi monoklonal antikor
igeren BLISA kiti ile galigiimugtir, incelenen 74 digki rneginin
sadece 3 (% 4)inde E.histolytica kisti belirlenirken, ELISA ile
bu oran % 24'e yikselmigtir. ELISA'ntn duyarhilifinin % 100,
ozgilliigiindn ise % 79 oldugu belirlenmigtir,

Gastrointestinal semptomlan olan 150 hastamn digka Grnek-
lerinde ELISA ile GIAP antijeninin arastinldif bir galismada,
tek digks Omegi ile ELISA'da 116 Grnekte antijen belirlenirken,
ilger rektosigmoidoskopi ve digk orneklerinin mikroskop ince-
lemesinde sadece 52'sinde E.Aistofytica kist/trofozoiti saptana-
bilmigtir {25).

Sharma ve arkadaglar {26), gastrointestinal yakinmalar
olan 102 hastamn disk: 6rneklerini mikroskopi ve ELISA ile in-
celenmigler, ELISA'mn duyarhiligini % 100, Gzgiilliigindn ise
% 93 oldugunu bildirmiglerdir.

Venezuella'da yapilan bir galigmada, 177 digla Srnegi yine
aym ydntemierle incelenmig, yalniz ELISA da 96 kDa'luk yil-
zey antijeni proteinine karg elde edilen monoklona! antikorlar



Klimik Derg - Cilt 10, Say1: 2

59

kullamlnughr, ELISA'nin duyarhhif % 04.4, bzglllligit ise %
98.3 olarak betirtenmistir (27),

Vonsit ve arkadaslan (28), lic gruba ayirdiklarn hastalarin
disky orneklerinde ELISA ile E.histolyrica antijeni araglirmig-
jardir. Birinci grupty digkr 6rneklerinde E.histolytica kist/trofo-
zoitleri bulunan 40, ikinci grupta digkilarinda E.iistolytica di-
sinda difer parazitler bulunan 48, dglineli grupta parazit tagima-
yan 36 hastada ELISA ile pozitiflik oranlarmi sirast ile % 77.5,
% 2.1, % 2.7 olarak belirlemigler, ydntemin ozgiillégiiniin bi-
rinci grup igin % 97.6, ikinci grop icin % 93.9, tciincli grup igin
% 91.1 oldufunu bildirmiglerdir.

Baz arastiricilar patojenik adezinin 170 kDa (GIAP) luk alt-
biriminde alty farkh antijenik epitop oldugunu, epitop lve 2'nin
tiim tiirterde ortak, 3 ve 6'mmn sadece E.histolytica lektininde bu-
lunduu bildirmiglerdir. Bu epiloplara Gzglil monoklonat anti-
korlunn ELISA'da kullanilmasi ile E.histolytica ve E.dispar ay-
rimimn daha duyarli oldugunu bildirmigterdir. 202 diyareli dig-
ki drmeginin inceledigi ¢aligmalarinds mikroskop incelemesi
vekilltlir yontemlerinin % 60 duyarl, % 79 6zgiil oldugunu, ba-
na karsilik diskada ELISA ile antijen aranmasiun % 80 duyur-
It, % 99 oezgtil oldugunu bildirmisler, E.histolytica ve E.dispar
suslarinm aynimmda ELISA'da 3 .ve 6. antijenik epitoplara kar-
$1 monoklonal antikorlann kullanitmas ile ayrimin % 95 duyar-
I, % 93 ozgll oldufunu gbstermiglerdir (29). Cahismamzda
ELISA'mn duyarhiig diger aragtirmalardukine benzer olarak %
100 bulunurken, olasilikla incelenen digkt sayisimn  azligina
bagh olarak dzgillliik (% 79) daha diigiik bulunmugtur.

Dugky tirneklerinde GIAP antijeninin ELISA ile aragtirtlma-
sma yonelik olarak tlkemizde ilk kez yapilan bu galigmaninm
sonuglan, bugiine defin yalniz mikroskop incelemesine dayah
olarak suptanan prevalansin pergefii tam olarak yansitmadiini,
E.histolytica infeksiyonu tamsmda mikroskop incelemesine
ELISA'mn eklenmesinin gereklilifini ortaya koymugtur.
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