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1.GIRIS

Cok eski yillardan beri bilinen bagirsak yerlesimli protozoon Entamoeba
histolytica (E. histolytica), diger amiplerden farkli olarak patojendir ve invaziv
seyir gostererek intestinal ve ekstraintestinal amipli dizanteri (amibiyaza) neden
olmaktadir.

Invaziv amibiyaz tanisinda yaygi kullanilan tan1 yontemi direkt ve boyali
mikroskobik bakidir. Digki orneklerinde amip antijenlerini saptamaya yonelik
testler [enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), hizli tani testleri] ve
ozellikle bagirsak dis1 tutulumu olan hastalarda olduk¢a yararli olan antikor
saptamaya yonelik serolojik testler [ELISA, indirekt hemagliitinasyon (IHA),
kompleman fiksasyon (CF), lateks aglltinasyon testleri] hali hazirda pratik ve
strekli gelistirilen yontemlerdir. Digki, rektal biyopsi ve karaciger apse
orneklerinden parazit, ksenik (difazik ve monofazik) ve aksenik kultlrlerde
uretilebilmektedir. Molekiler yontemler de, E. histolytica’nin tanimlanmasinda
yiiksek duyarlilik ve 0Ozgiillikte sonu¢ verir. Gerek digkida antijen saptama
testlerinin gerekse molekiiler testlerin en dnemli avantaji mikroskopi hatalarini da
ortadan kaldirmalaridir.

Bu ¢aligsma ile; ishal sikayeti ile bagvuran ve intestinal amibiyaz 6n/ayirici
tanisi i¢in E. histolytica arastirilmasi istenen hastalarin digski orneklerinde, direkt
ve boyali mikroskobik inceleme, digkida E. histolytica adezin antijeni
saptanmasina yonelik ELISA testi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

testlerinin ¢alisilmasi ve bu testlerin tan1 degerlerinin arastirilmasi amaglanmistir.



2.GENEL BIiLGILER

Amibiyaz, E. histolytica'nin olusturdugu tiim diinyada yaygin olarak goriilen
parazitik bir enfeksiyondur. Tropikal ve iliman tiim bolgelerde endemiktir (1).
Genellikle sosyoekonomik durumu kotii, hijyen aliskanliklart yetersiz, koti
beslenen gelismekte olan iilkelerde daha sik goriilmektedir (2). Diinya Saglik
Orgutii (DSO) tim diinyada amibiyazin malarya ve sistozomiyazisten sonra

ticiincii paraziter enfeksiyona bagli 6liim nedeni oldugunu agiklamistir (3).

2.1. Tarihge
Amibiyaz ilk olarak Hipokrat (M.O. 460-377) tarafindan ates ve dizanteri ile

karakterize 6liimciil bir hastalik olarak tanimlanmustir. Fedor Losch 1875 yilinda
St Petersburg’da kanli ishal sikayetiyle klinige basvuran hastanin diskisinda
paraziti belirlemistir (4). Schaudinn ise 1903 yilinda bu mikroorganizmaya
Entamoeba histolytica adin1 vermis ve amiplerin degisik bigimlerini tanimlamigtir
(5). Parazitin yasam dongiisii ise 1925 yilinda Dobell tarafindan agikliga
kavusturulmustur. Diamond'm  1961'de ilk amip kiltirini  yapmast E.
histolytica'nin hiicre biyolojisi ve biyokimyasinin anlagilmasinda doniim noktasi
olmustur (6,7).

Tiirkiye’de 1904 yilinda E. histolytica’yr mikroskopla gorerek ilk bilimsel
yayini yapanlar Dycke ve Resat Riza’dir (7).

Entamoeba dispar (E. dispar) ise ilk kez 1925 yilinda Brumpt tarafindan
bildirilmistir. Ayn1 kompleks i¢inde yer alan E. histolytica ve E. dispar’in sadece
zimodemleri bazinda ayirt edilebildikleri 1978 yilinda Sargeaunt ve arkadaslari
tarafindan gosterilmistir (8).

Morfolojik olarak E. histolytica/dispar ile benzer olan Entamoeba
moshkovskii (E. moshkovskii) ilk defa 1941 yilinda Moskova’da kanalizasyon
sularinda tanimlanmustir. E. moshkovskii tiiriiniin ¢evresel 6rneklerdeki izolatlari,
kirli atik sularinda taze, az tuzlu ve tuzlu sularda bulunabilmektedir. C. Graham
Clark ve Louis S. Diamond 1991 yilinda molekiiler yontemlerle, E. histolytica nin
patojen olmayan Laredo susunun E. moshkovskii ile identik oldugunu

gostermislerdir (9).



2.2. Siiflandirma

Insan sindirim sisteminde yasayan amiplerin siniflandirmas su sekildedir

(10).
Ust bolum : Eukaryot
Bolim : Protozoa
Ust simf : Sarcodina
Sinif : Rhizopodea
Takim : Amoebida
Aile : Entamoebidae
Cins : Entamoeba
Tur : Entamoeba histolytica

Entamoeba dispar
Entamoeba moshkovskii
Entamoeba coli
Entamoeba hartmanni

Entamoeba polecki

2.3. Morfolojisi
E. histolytica’nin insanda trofozoit, prekist, Kist, metakist ve metakistik

trofozoit sekilleri goriilmektedir (11-14).

2.3.1. Trofozoit sekli
Bu form amorf yapida olup; boyutlar1 12-60 pm arasinda degismektedir.

Aktif olarak yalanci ayaklarla hareket eden, biliyliyen, beslenen ve c¢ogalan
donemdir. Sitoplazmasi ekto ve endoplazma diye ikiye ayrilir ve bu iki tabaka
ozellikle yalanci ayaklar bolgesinde birbirinden kolaylikla ayirt edilebilir.
Ektoplazma refraktil yapida iken endoplazma graniiler yapidadir. Taze digkilarda
hizli hareket ederken, beklemis diskilarda hareket yavas ve yalanci ayaklar1 kisa

ve genis sekilde goriilebilmektedir.



Trofozoit seklinin iki tipi bulunmaktadir:

1. Doku Sekli: Enfektif, invaziv veya patojen sekil adi da
verilmektedir. Gercek parazit ve patojen olan bu sekil 20-60 pm
blytikliiginde goriilmektedir. Enfeksiyon sirasinda bazen sitoplazmasi
icinde eritrosit bulunabilmektedir. Direkt mikroskobik bakida niikleus
secilememektedir ancak boyanmis preparatlarda nukleus kese
biciminde ve amibin biiyiikliigii ile orantili gériilmektedir. Niikleusda;
ayni biiyiikliikte ve diizgilin siralanmis periferik kromatin tanecikleri,
nokta gibi kuguk ve merkezi bir karyozom (niikleolus) bulunmaktadir.
2. Bagirsak Boslugu Sekli: Kommensal, apatojen veya minuta sekli
adi1 da verilmektedir. Sitoplazma i¢inde eritrositlerin goriilmedigi bu
form 12-20 pm biiyiikliigiinde olup, akut amipli dizanteri donemini
gecirmis kisilerin ve portor olanlarin diskilarinda bulunmaktadir (11-

13,15).

2.3.2. Prekist sekli

Enfeksiyonun kroniklestigi durumlarda ve tedavi olan kisilerin diskilarinda
goriilmektedir. Trofozoitlerin boliinmesinden sonra olugmaktadir. Kist donemi
oncesi besin vakuollerinin kaybolmasindan sonra, nlkleus yapisi trofozoitin
nikleus yapisina benzemektedir. Ektoplazma ve endoplazmanin ayrilamadigi,
sitoplazmasinda ¢omak seklinde ve tanecikler halinde kromatoid cisimciklerin

goriilebildigi gecici bir sekil olarak bilinmektedir (11-13).

2.3.3. Kist sekli

Prekistlerden gelisen evrim sekilleri olup, biiyiikliikleri ortalama 12-15 pm
arasinda bulunmaktadir. Kistler hareketsiz, yuvarlak, 1-4 nukleuslu, 0,5 pm
kalinliginda kitinden yapilmis refraktil bir kist zar1 ile ¢evrilidir. Nukleus yapisi
trofozoitlerle ayni1 Ozelliktedir. Fakat kist matiirasyonu sirasinda niikleuslar,
progresif olarak her bélunmeyi takiben daha kiglk hale gelmektedir. Boyanmis
preparatlarda, kistler igindeki nlkleuslar daha iyi gorilmektedir. Bir iki nikleuslu
Kistler icinde gorulebilen kromatoid cisimcikler bir veya iki adet olup, 1s1k kirici,

sosis seklinde goriilmektedir. Ancak bu yapilar, kist olustuktan bir siire sonra yani
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dort nukleuslu olgun kistlerde kaybolmaktadir. Bir veya iki niikleuslu kistlerde
goriilen vakuoliin i¢inde glikojen depolanmustir. Iyotla boyali preparatlarda esmer-
kirmiz1 renkte goriilmektedir. Boyanmamis preparatlarda olgun (dért nukleuslu)
kistlerdeki niikleuslar ve vakiiol goriillememektedir. Dis kosullara dayanikli olan
olgun kistler enfeksiyonun yayilisinda birinci derecede rol oynamaktadirlar (11-

13,15,16).

2.3.4. Metakist sekli

Olgunlasmis dort niikleuslu kistlerin su ve yiyecekler araciligiyla sindirim
yolundan alinmasindan sonra, kalin bagirsaklarda dort niikleuslu metakistik amip
sekline dontismektedir.

Metakistte bulunan niikleuslarin bolinmesiyle sekiz adet niikleus etrafina
sitoplazma toplanarak kii¢iik amipler olusmaktadir. Bu amipler kalin bagirsaga
yerlesirler ve burada biiyiiyerek, patojen trofozoitler veya kommensal trofozoitler
sekline dontismektedirler (11-13,15).

E. histolytica ve E. dispar trofozoitleri morfolojik olarak birbirinden ayirt
edilemezler. E. dispar’in trofozoitleri iginde siklikla eritrosit bulunmamaktadir.
(17). Haque ve arkadaslarinin yapmis olduklari bir ¢alismada, E. dispar saptanan
orneklerin %15,7’sinde, E. histolytica saptananlarin da %68’inde eritrositlerin
fagosite edilmis olmasi, mikroskopi yontemiyle amip i¢inde eritrosit varliginin tek

basina E. histolytica’yi isaret edemeyecegini gostermektedir (11-13).

2.4. Yasam siklusu

E. histolytica’nin tek konagi insandir. E. histolytica ile enfekte olmus kisiler
digkilariyla enfeksiy0z kistleri disar1 atarlar. Kistlerin karistigi sularin igilmesi
veya suyla temas eden yiyeceklerin yenmesi ile oral yoldan bulas olur. Bu
protozoonun hi¢bir hayvan rezervuari bulunmamaktadir (15). Amibiyaz dort
cekirdekli kistlerin agiz yolu ile alinmasiyla olusmaktadir (7,10). E. histolyticanin
yasam siklusu enfekte kist ve gogalan trofozoit basamaklarindan olusur (Sekil 1).

Agiz yolu ile alinan kistler barsak lumeninde terminal ileuma kadar ilerler
ve burada sekiz yavru trofozoit ekskiste olur. Bu immatiir trofozoitler siklikla

cekal ve sigmoidorektal bolge olmak {tizere kalin bagirsaklara kolonize
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olmaktadir. Burada bakteri ve hiicre kalintilariyla beslenmekte ve ikiye boltnerek
cogalmaktadirlar (15). E. histolytica trofozoiti her zaman tek nukleusludur.
Sitoplazmasi sindirilmis eritrosit igerir. Cevre sartlarina dayaniksizdir ve dakikalar

icinde pargalanir (3,18).

Trofozoitlerin aseksuel replikasyonuna alternatif olarak ayni zamanda
enkistasyon meydana gelebilmektedir. Enkistasyonu indukleyen faktorler
bilinmemektedir. Fakat miisin tabakasinda trofozoitlerin toplanmasinin
enkistasyonu tetikleyebilecegi ileri siiriilmektedir. Enkistasyon, trofozoitlerin daha
yuvarlaklagsmasiyla ve sitoplazmada kromatoid cisimciklerin belirmesiyle
baslamaktadir. Kist matiirasyonu olurken hiicre boliinmesi olmaksizin iki tur
niikleer replikasyon meydana gelmekte ve matiirasyon siirecinin tamamlanmasiyla

dort niikleuslu kistler olugsmaktadir (15).

Dort nikleuslu kist yiyecekleri veya suyu kontamine ettiginde hastalik

olusturan enfeksiydz formdur (3).

Kistler konak disinda 6zellikle nemli ortamlarda haftalarca, hatta aylarca
canli kalabilirler. Ancak -5 °C'nin altinda ve 40 °C 'nin istiindeki sicaklik
kosullarinda hizla pargalanirlar (3). Kistler invaziv degildir. Sadece trofozoitler
gastrointestinal mukozaya penetre olabilirler (19). Bazi hastalarda trofozoitler kan
akimi ile karaciger, akciger ve beyin gibi baska organlara go¢ ederek
ekstraintestinal enfeksiyonlara sebep olurlar. Bulas ayn1 zamanda seksiiel yolla da

(kist ve trofozoitler) gorulmektedir (15).



@ = Non-invaziv kolonizasyon
A\ ~Enfektif safha B | = Intestinal hastahk

A\ = Tan safhasy = Ekstra-intestinal hastahk

Sekil 1: E. histolytica nin yasam dongiisti (51).

2.5. Patogenez

E. histolytica’nin hastalik olusturmasinda konak genetik 6zellikleri yaninda
amibin viriilansi, sayisi, trofozoitler tarafindan salinan enzimler ©Snemlidir.
Enfeksiyon sonuglar1 asemptomatik kolonizasyon, ishal, invaziv kolit, karaciger
apsesi veya metastatik enfeksiyon seklinde degisebilmektedir (20). Hastalarin
%80'inde asemptomatik kolonizasyon vardir. Parazitin sistein proteaz,
galactose/N-acetylgalactosamine-inhibitable lectin (Gal/GalNAc lektin) ve
amebopor gibi pek ¢ok olasi viriilans faktori vardir (3). Amibin ylzeyinde
ndraminidaz ve R-glukozaminidazi da iceren karmagsik bir enzim toplulugu
bulundugu bilinmektedir (21). E. histolytica patogenezi icin gerekli olan

komponentler kalsiyum baglayan protein ve kalmodulin bagimlidirlar (3).
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Enfeksiyon dort nikleuslu E. histolytica Kistlerinin oral yolla alinmasi ile
baslar. Ekskiste donem gegtikten sonra trofozoitler kalin barsakta kolonize olurlar.
E. histolytica trofozoitleri yiizey proteini lektin araciligiyla kolon epitel
hlcresindeki galaktoz ve N-asetil galaktozamin (GalNAc)’e yapisirlar. Lektin
hedef hiicreye yapismayi, kompleman direncini ve sitotoksisiteyi saglar. Lektine
kars1 olusmus monoklonal antikorlar hem in vitro tutunma, hem de sitotoksisiteyi
azaltir. Lektin, distlfid baglartyla baglanmis agir (170kDa) ve hafif (31-35kDa)
alt tiniteleri ve nonkovalen olarak baglanmis bir ara alt linitesi (150kDa) olan
260kDa agirliginda bir heterodimerdir. Agir, orta ve hafif alt iiniteler farkli genler
tarafindan kodlanirlar (22). Yapilan son galismalar, sadece Gal/GalNAc lektin
degil, lipofosfopeptidoglikan ve serin-treonin-izolgsinden zengin proteinin de
adhezyon ve sitotoksisiteden sorumlu oldugunu gostermektedir (23,24).

Gal/GalNAc’lhi lektinin inhibisyonu konak hiicre yikimini Onler ve
yiizeyinde Gal/GalNAc eksikligi olanlar yapisma ve sitolize direnclidir (25,26).

Enterositlere baglanmanin ardindan, parazitin endotel altina yayilmasini
engellemek amaciyla konak doku tarafindan reaktif oksijen tirleri (ROS) ve nitrik
oksit (NO) iiretilmeye baslar (27).

Penetrasyon ¢ogunlukla mukoza altinda kalip, muskiiler tabakay1 asmaz. E.
histolytica trofozoitlerinin submukozaya yayilimi ile agzi dar, tabani genis sise
bicimli Glserler gorilir. Nekroz nedeni ile kilcal damarlar agilir ve kanama baslar.
Odeme ragmen fazla 16kosit migrasyonu olmaz.

Cok ender olarak nekroz muskuler tabakayi da asar ve barsak perforasyonu
gelisebilir.

Kolondaki bakteriyel flora trofozoitlerin ¢ogalma ve penetrasyonunu
kolaylastirir, sekonder enfeksiyona neden olabilir. Trofozoitler vendz dolasimla
karacigere ulasacak olursa 6zellikle sag lopta amip apsesi meydana gelir. Buradan

direkt yolla sag akcigere gecis miimkiindiir (20,28).

2.6. Epidemiyoloji
Molekiiler tekniklerin kullanimiyla elde edilen prevalans ve morbidite

verileri diinyada amibiyazin endemik oldugu boélgelerin gegerli bir haritasinin
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cikarilmasini saglamistir. Buna gore Asya’da Hindistan ve Banglades, Afrika,
Asya Pasifik Ulkeleri (Tayland ve Japonya), Giiney ve Orta Amerika ( Meksika
ve Kolombiya) endemik bolgeler olarak saptanmustir (39,40).

Amibiyaz; sanitasyonun ve egitim diizeyinin yeterli olmadigi gelismekte
olan tlkelerin 6nemli bir saglik sorunu olarak goriilmektedir. Gogler, uluslararasi
insan hareketliliginin artmas1 hastaligin insidansini etkilemektedir. Hastaligin
goriildiigii toplumlarda daha gok 15 yas alt1 popiilasyon etkilenmekte, 6zellikle de
5-9 yas grubu ¢ocuklarda enfeksiyonun daha fazla tespit edildigi bildirilmektedir.
Asirt yagislarin oldugu ve sellerin goriildiigli yagmur mevsimlerinde enfeksiyon
sikligimin artis1 dikkat gekmektedir (39-41).

Gelismekte olan iilkelerde amibiyaz prevalansinin kiiltiirel 6zellikler, yas,
sanitasyon diizeyi, niifus yogunlugu, sosyekonomik duruma bagli oldugu
goriilmektedir. Gelismis iilkelerde ise enfeksiyon ¢ogunlukla E. dispar’a bagl
olup endemik bdlgelerden goc¢ edenler veya o bolgelere seyahat edenler,
homosekstel erkekler ve HIV ile enfekte hastalar gibi belirli durumlarda sinirli
olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Ulkemizde, E. histoytica/dispar sikligi kulanilan yontemlere ve cografi
bolgelere gore degismek tizere, %0 ile %29,5 arasinda bildirilmektedir. Tanyulksel
ve arkadaslar1 Van ve Sanlurfa illerinde ishal ve dizanteri bulgular1 olan hastalara
ait diski 6rneklerinin mikroskobik inceleme ile %24’tinde E. histoytica/dispar,
spesifik ELISA ile %13 iinde E. histolytica tespit etmislerdir. Ak ve arkadaslar1
ise Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde dokuz ili kapsayan ve 4470 olguyu igeren
calismalarinda digki 6rneklerinin mikroskobik incelenmesi ile tiim popiilasyon
genelinde %0-%9.1 sikliginda E. histoytica/dispar saptadiklarini ifade etmislerdir
(42-46).

2.7. Klinik
E. histolytica enfeksiyonlar1 genel olarak {i¢ farkli sekilde karsimiza ¢ikar.
1. Asemptomatik kolonizasyon
2. Intestinal amibiyaz

3. Ekstraintestinal amibiyaz



2.6.1. Asemptomatik kolonizasyon

Tum E. moshkovskii ve E. dispar enfeksiyonlart ile E. histolytica
enfeksiyonlariin %80'i asemptomatiktir. E. histolytica ile enfekte asemptomatik
tagiyicilar ayn1 zamanda invaziv amibiyaza ilerleme agisindan da belirli bir risk
tasimaktadir. Banglades’de E. histolytica ile kolonize ¢ocuklarla yapilan bir
calisma, 651 asemptomatik enfekte ¢ocugun 25’inin (%4) amibik ishal veya
dizanteri gelistirdigini ortaya koymustur (30). Kanli digskisi olmayan hastalarin
rektosigmoidoskopilerinde  patoloji  gdriilmemistir.  Invaziv  enfeksiyonu
olmayanlar dahil tum E. histolytica enfeksiyonlu hastalarin serumlarinda spesifik
antikor saptanmustir.

Gelismis ilkelerde E. histolytica enfeksiyonundan daha sik goriilen E.
dispar enfeksiyonunda kolit ve karaciger apsesi gorulmemektedir (21).

Gliniimiizde amibiyaz tanisi i¢in, pek cok iilkede diski mikroskopisi
kullanilmaktadir. Asemptomatik E. histolytica hastalarinin orani1 bilinmemektedir.
Giiney Afrika’da yapilan bir calisma, E. histolytica ile kolonize kisilerin
%10'unda bir sene igerisinde invaziv amibiyaz gelistigini gostermistir (31).

Asemptomatik E. dispar enfeksiyonlarinda hastalik belirtisi veya serum

anti-amibik antikor cevabi gozlenmez (21).

2.6.2. intestinal amibiyaz

DSO’niin tanimladig: iki klinik formu igerir; dizanterik olmayan kolit ve
amibik dizanteri (32). Dizanterik olmayan kolit mukuslu veya mukussuz ishal ile
birlikte, diskida eritrosit fagosite etmemis trofozoitlerin varligi ve diskida goriiliir
kan olmamasi ile karakterizedir. Sigmoidoskopik bulgular genelde normaldir.
Amibik dizanteri, digkida kan ve mukusun, diski veya dokuda hematofagtz
trofozoitlerin oldugu ishaldir. Sigmoidoskopik bulgular ilserli veya {ilsersiz
inflamasyonlu mukozadir (33,34).

E. histolytica kaynakli invaziv hastaligin baslangi¢ klinigi genellikle 1-3
haftada giderek belirginlesen sekilde kendini gosterir. Karin agrisi, hassasiyet ve
mikroskobik hematokezya bir¢ok hastada olusurken, daha az sayida hastada gros
olarak kanli digkilama mevcuttur, iigte bir hastada yiiksek ates mevcuttur. Amibik

dizanterik kolit tiim yas gruplar1 ve her iki cinsi esit olarak etkilemektedir.
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Tanida anahtar nokta hemen tiim diski 6rneklerinde kan pozitifligidir (35).

Amibik kolitte inkilbasyon siiresi ortalama 21 gindir. Ug dort hafta
icerisinde kademeli olarak siddeti artan amibik ishalin baslangic1 akut olabilir
veya baslangi¢ aylarca sirebilir. Kilo kaybi sik gériilen bir bulgudur (36).

Intestinal amibiyazin komplikasyonu olarak akut fulminan kolit, toksik
megakolon, ameboma, kutan6z amibiyaz ve rekto-vajinal fistiil gelisebilir.

Geng yas, gebelik, kortikosteroid tedavisi, malignansi, malnutrisyon ve

alkolizm gibi diger konak faktorleri artmis mortalite agisindan risk faktorleridir.

2.6.3. Ekstrainestinal amibiyaz

Enfeksiyonun portal dolagim araciligi ile kan dolagimina ge¢cmesi sonucunda
karaciger apsesi, ploropulmoner amibiyaz, perikardiyal, serebral, genitouriner,
kutandz ve oftalmik amibiyaz ile karakterize olan ekstraintestinal amibiyaz
tablosu gelisir. Karaciger apsesi endemik ve endemik olmayan bdlgelerde
ekstraintestinal amibiyazin en sik goriilen klinik seklidir. E. histolytica ile enfekte
olan bireylerin %1’inden azinda gelismektedir (20). Amibik karaciger apsesi
(AKA) eriskinlerde ¢ocuklardan daha sik goriilmektedir. Cogu amibik karaciger
apseli hastada ates ve karmn agrist vardir. Akut fazda sag {ist karin agrist ve
hassasiyeti gozlenirken, subakut fazda kilo kaybi, ates ve yaygmn karin agrisi
goruldr (3). Diskida E. histolytica hastalarin ¢ok az bir kisminda gozlenmektedir
(21). Intestinal hastalik hik@yesi olmayan hastalarda E. histolytica'ya bagh
karaciger apsesinin tanisi zordur (3). Bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik
rezonans goruntilemede (MRI) piyojenik karaciger apsesine benzer ve serolojik
bulgular zayiftir.

AKA'min kesin tanist BT, MR ve teknesyum-99 karaciger taramasiyla
hepatik lezyonun gorintilenmesi ve serolojik testlerle E. histolytica antikor

pozitifliginin saptanmasi ile dogrulanir (37,38).

2.8. Laboratuvar tanisi

Amibiyazin tanist laboratuvar incelemesine dayanir. Patojen olan ve

olmayan tiirlerin ve tiplerin ayrimi tedavi ve hastalik kontrolii ile ilgili
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uygulamalar1 yakindan ilgilendirdigi i¢in barsak amibiyazinin laboratuvar tanisi
Ozellik arz eder. Amibiyazin laboratuvar tanisi mikroskobik yontemler ve ELISA,
IHA ve lateks agliitinasyon gibi serolojik yontemlere dayanmaktadir. Son 10 yilda
molekiiler biyolojik tan1 yontemleri olduk¢a hizli bir sekilde gelismistir. Kesin
tan1 sadece dizanteriyi Onlemek icin degil, gelismekte olan iilkelerdeki kotii
sanitasyon sartlarindan kaynaklanan yaygin asemptomatik kist tasiyiciligina da

engel olabilmek ag¢isindan ¢ok 6nemlidir (19).

2.8.1. Diski mikroskopisi

E. histolytica'nin tanmimlanmasi yakin zamana kadar sadece protozoon
morfolojisinin direkt mikroskobik incelenmesine dayaniyordu. Ne yazik ki basit
ve ekonomik olmasi nedeniyle yaygin bir sekilde uygulanan direkt mikroskopinin
tek basma tanisal degeri yoktur. E histolytica ile morfolojk olarak benzer olan
diger amip tiirleri arasinda ayrim yapilmasi direkt mikroskobik inceleme ile
imkansizdir.  Amiplerin  morfolojik  mikroskobik  6zellikleri tablo 1'de
gosterilmigtir.

Diski 6rnekleri hem boyasiz hem de Lugol veya D’Antoni iodin ile boyali
olarak incelenmelidir. Iyot gekirdekleri goriiniir hale getirmektedir.

Trofozoitler siklikla kanli ve mukuslu taze digskida gozlenmektedirler. Lam-
lamel arasi direkt mikroskopi preparatlarinda trofozoit nlkleusu kolay
gorulememektedir. Bir saat iginde hazirlanmis taze preparatlarda hareketli
gordlebilir. Trofozoitler yalanci ayaklar1 ile ¢izgisel dogrultuda hareket
yapmaktadir. Digki hemen incelenmeyecekse polivinil alkol gibi bir fiksatif
kullanilmali veya +4°C'de saklanmalidir. Trofozoitler bu kosullarda 4 saat sonra
bile hareketli goriilebilirken, fikse edilmeden bekletilmis diski 6rneklerinde hizla
parcalanirlar. Trofozoitlerin sitoplazmasinda fagosite edilmis eritrosit bulunmasi
siklikla E. histolytica enfeksiyonu icin tan1 koydurucu kabul edilmekle birlikte,
akut dizanteri tablosu gorilmeyen hastalarda eritrosit iceren trofozoitler
gorulmeyebilir. Bunun yan1 sira baz1 ¢alismalarda E. dispar saptanan érneklerde
de eritrosit fagosite etmis trofozoitlerin gorildigii bildirilmistir.  Asemptomatik
kisilerde daha ¢ok kistlerle karsilasilmaktadir (21,47).
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Boyanmamis preparatlarda olgun kistlerdeki nukleuslar ve vakiol
goriilememektedir. Boyanmig preparatlarda, Kistler icindeki nikleuslar daha iyi
gorulmektedir. Bir iki nikleuslu kistler icinde goérulebilen kromatoid cisimcikler
bir veya iki adet olup, 1sik kirici, sosis seklinde goriilmektedir. Ancak dort
niikleuslu olgun kistlerde bu yap1 kaybolmaktadir. Bir veya iki niikleuslu kistlerde
gorulen vakuolun iginde glikojen depolanmustir. Iyotla boyali preparatlarda esmer-
kirmizi renkte goriilmektedir.

Ayrica dejenere olmus eozinofil kalintilar1 olan Charcot-Leyden kristalleri
(eozinofillerin salgiladig: tiriinler) ve kiimelenmis eritrositler goriilebilir.

Bagirsak protozoonlarini artefaktlar, konak hticreleri, 16kositler, makrofajlar
ve maya hiicrelerinden ayirt edebilmek igin kalici boyama yontemleri kullanilir.
Kalict1 boyalarin en yaygin kullanilanlar1 trikrom ve demir hemotoksilen
boyalaridir. Trikrom boyama daha kolay ve daha az zaman alict olmas1 nedeniyle
daha ¢ok tercih edilir. Kalic1 boyali preparat hazirlanmasi ile direkt incelemede
gozden kacan protozoonlar daha kolay taninir ve morfolojik yapilari ayrintili
olarak incelenir. Ayrica preparatin bozulmadan uzun siire saklanmasina ve pozitif
orneklerin egitim amaclh kullanilmasina olanak saglar. Ancak taninin morfolojik
esaslara gore yapilmasi nedeniyle E. histolytica’ya morfolojik olarak benzer olan
E. dispar ve E. moshkovskii ile ayrimint yapmada yetersizdir (48).

Mikroskopinin duyarlilig1 en iyisi %10-60 arasinda degismektedir. Bu orani
yukseltmek icin en ¢ok 10 glin iginde en az li¢ kere olmak lizere diski 6rnegi
almip incelenmelidir. Bu sayede oranlar %385-95’lere c¢ikabilmektedir.
Mikroskobik incelemeyi yapan kisinin yeterince deneyiminin olmamasi, uygunsuz
ornek alimi (6rnek idrar ve suyla kontamine olmamali), antibiyotik (tetrasiklin
veya sulfonamid), laksatif antiasid, muishil (magnezyum silfat), antidiyareik
ilaglar( kaolin veya bizmut) ve lavman kullanimi, uygun sayida 6rnek almamak,
disk1 6rneklerini uygun fiksatiflerle saklamamak, ortamda benzer diger amiplerin
bulunmas: mikroskopiyi olumsuz etkileyen nedenlerdir. Ayrica direkt
mikroskobik incelemede hareketsiz trofozoitleri polimorf l6kositler, makrofajlar

ve doku hiicreleri ile ayirmak zordur. (21,47,49).
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Direkt mikroskopiye dayali olarak rapor edilmis sonuglar ¢ok buyik
olasilikla hem hasta tedavisini hem de hastalik kontroliine yonelik caligsmalari

hatali yonlendirmektedir (50-51).

Sekil 2: Trikrom boyama yontemi ile boyanmis E. histolytica/dispar
trofozoit ve Kisti (51).
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Tablo 1: Yaygin intestinal yerlesimli Entamoeba tirlerinin trofozoit ve Kistlerinin

nitelikleri (47).

Nitelikler | E.histolytica/dispar/moshkovskii | E. hartmanni E. coli E. polecki
Trofozoit | 15-20 pum, bir gekirdek 8-10 um, bir | 20-25 pm, 15-20 pm,
(boyasiz preparatlarda cekirdek, bir cekirdek | bir ¢ekirdek
(Buyukluk, | gormek giig), yalanci (boyasiz (siklikla (genellikle
cekirdek ayaklarla aktif hareketli preparatlarda | boyasiz boyasiz
ve hareket) gormek glc¢), | preparatlarda | preparatlarda
genellikle goralar); goraldr),
hareketsiz yavas, kisa yavas
ve kit
yalanci ayak
Kist 10-15 pm, olgun kist dort | 6-8 pum, 15-25 um, 10-15 pm,
cekirdekli, olgun olmayan | olgun kist olgun kist olgun Kkist bir
kist bir veya iki ¢ekirdekli, | dort sekiz cekirdekli
boyasiz preparatta cekirdekli, cekirdekli, nadiren iki
cekirdek yapisini gormek | olgun arada sirada | veya dort
gic olmayan kist | 16 veya daha | ¢ekirdek
bir veya iki fazla
cekirdekli, iki | gekirdek
cekirdek cok
daha yaygin

15




Tablo 2: Entamoeba tirlerinin trofozoitlerinin 6zellikleri (47).

Nitelikler E.histolytica/dispar/moshkovskii | E. hartmanni E.coli E.polecki
Kromatin Kromatin periferal, boncuklu Cekirdek E. Kromatin Kromatin
(boyanms) gorintiye sahip histolytica’ya kiime ince granuler
gore daha koyu seklinde ve | halde,
boyanabilir, diizensiz kromatin
kromatin dizilmis, kiime
boncuklu boncuk seklinde
goriinimden daha | seklinde veya
¢ok solid halka degil daha membranin
tarzindadr. cok solid her iki
halka yaninda
seklinde olabilir.
Karyozom Karyozom kii¢iik, kompakt, Karyozom Karyozom Karyozom
(boyanms) merkezi yerlesimli ve eksantrik genellikle kiiguk blyk, kicuk ve
goriintisli ve kompakt; kompakt genellikle
merkezi degil, merkezi
yerlesimli veya eksantrik yerlesimli
eksantrik olabilir-
olmayabilir,
yaygin
olabilir veya
koyu
boyanir
Sitoplazma Sitoplazma berrak, graniler, bakteri | Sitoplazma ince Sitoplazma | Sitoplazma
(boyanms) icerebilir; eritrositin varlig1 bazi E. granullt, bakteri icinde farkli | ince
dispar suslarinda da nadiren goriilse | icerebilir, eritrosit | boyutlarda granalli;
de E. histolytica i¢in tan icermez. graniiller ve | bakteri
koydurucudur. vakuoller icerebilir.
bulunur;
bakteriler,

mantarlar ve
diger
artiklar

bulunabilir.
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Tablo 3: Entamoeba tirlerinin Kistlerinin ézellikleri (47).

Nitelikler E.histolytica/dispar/moshkovskii E. hartmanni E.coli E.polecki
Kromatin Kromatin esit dagilmis diizgiin Kromatin daginik | Kromatin Kromatin ince
(boyanmus) blytkliikte graniiler seklinde, bir sekilde kaba grandlli
periferal yerlegimli (cekirdek granler,
karakteristiklerini | kiime
gormek zor seklinde
olabilir) olabilir,
diizenmis
sekilde
dizilmig
Karyozom Karyozom kugiik, kompakt, Karyozom kiiglk, | Karyozom Karyozom
(boyanmus) genellikle merkezi yerlesimli fakat | kompakt, blyk, klcuk ve
nadiren eksantrik genellikle merkezi | eksantrik, genellikle
yerlesimli nadiren merkezi
merkezi yerlesimli
yerlesimli
Sitoplazma Bulunabilecekler; genellikle kiit, Genellikle Bulunabilec | Agisal
(boyanmus) yuvarlak, diiz olarak sonlanan uzun | bulunabilecekler; | ekler (E. sonlanan bol
kromatoid cisimcikler; yuvarlak genellikle kit, histolytica’ | kromatoid
veya oval sekilli; kromatin olgun yuvarlak, diiz dan dahaaz | cisimcikler,
kistte yaygin veya hi¢ olmayabilir; | olarak sonlanan siklikla); yiv tarzi
kiimelesmis kromatin kitlesi erken uzun kromatoid olgun kromatoid
kist formlarinda bulunabilir. cisimcikler; kistlerde cisimcikler de
yuvarlak veya diffliz veya | bulunabilmekt
oval sekilli; hic edir. Kistlerin
kromatin olabilir gorilmeyen | yarist
veya olmayabilir. | kaba sekilde | yuvarlak veya
sonlanan oval
kiymik inkllzyon
sekilli cisimcikleri
yapilar, icermektedir.
olgun
kistlerde
nadiren
kime
seklinde
kitleler
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2.8.2. Kultlr ve 1zoenzim analizi

Kultir yontemleri ksenik (difazik ve monofazik) ve aksenik sistemler
seklinde uygulanmaktadir. Ksenik kiiltlirler tanimlanmamis bir florada parazitin
varligin1 gosterir. Aksenik kiiltiirler diger hiicrelerin yoklugunda yapilan parazit
kiiltiir islemleridir.

E. histolytica kultlrini ilk kez 1925 yilinda Boeck ve Drbohlav difazik
yumurtalt besiyeri kullanarak yapmigslardir. Robinson besiyeri ve Diamond'in
TYSGM-9 besiyeri E. histolytica'nin ksenik kiiltirii igin en yaygin kullanilan
besiyerleridir. E. histolytica’yr kiiltire etme oranlart %50-70 arasinda
degismektedir.

E. dispar daha ¢ok ksenik kiiltiirde tireyebilirken sadece birkag susu aksenik
kulttrde Uretilebilmistir. E. moshkovskii’nin kilturd igin tercih edilen besiyerleri
monofazik TTY-SB, monofazik TP-S-1-GM’dir. E. histolytica'nin kultirii ve
izoenzim analizi genellikle yetersiz ve rutinde kullanmaya uygun olmayan
yontemlerdir. Kiltirde ve zimodem analizinde mikst enfeksiyonlu olgularda bir
etkenin diger etkenleri baskilamasi sorunu unutulmamasi gereken bir noktadir (21,
47) .

Kdiltlr mikroskopiden daha az duyarliligi olan bir yontemdir. Bakterilerin
aksine protozoon kiiltliri tan1 laboratuvarlari i¢in hem zor hem de uzun zaman
alan islemler gerektirmektedir. Patojen olmayan E. dispar‘in da kiiltiirde kolay
tiremesinden dolay1 iki tlirlin ayrimini tam olarak saglayamaz. Sonu¢ olarak
Entamoeba kiiltiirii tanidan ¢ok arastirma igin kullanilabilecek bir yontemdir.
Amip kiltiriinin bir bagska sorunu da oOzellikle Blastocystis hominis gibi
istenmeyen parazitlerin Gremesi ve bu Uremelerin E. histolytica'yr gélgelemesidir.
Unutulmamalidir ki, kiiltiirde tiremenin olmamasi E. histolytica enfeksiyonunu
ekarte ettirmez (52).

Patojen ve patojen olmayan formlart birbirlerinden ayirmak igin amibik
kiltir lizatlarindan izoenzim analizi yapilmasi yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Yirmi biri insan E. histolytica ve E. dispar izolatlarindan, i¢li deneysel
amibik kiiltiir izolatlarindan elde edilen 24 farkli zimodem tanimlanmistir. Bu
zimodemler malik enzim, hekzokinaz, glukoz fosfat izomeraz ve fosfoglukomutaz

enzimlerinin elektroforetik paternlerini icerirler. Zimodem analizi, E. histolytica
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ve E. dispar'in ayrimini, farkli genetik 6zellikler gosteren hekzokinazlara sahip
olmalar 6zelligine dayanarak yapar. Zaman alict ve uygulanmasi zor bir yontem
olmasma ragmen, biyokimyasal 06zellikler kullanilarak farkli zimodemlerin
tamimlanmasi, endemik bolgelerde epidemiyolojik durumu ortaya koymak

acisindan faydalidir (21).

2.8.3. Antikor saptama yontemleri

Intestinal amip enfeksiyonu icin endemik bélgelerdeki bircok insan E.
histolytica'ya defalarca maruz kalir. Vakalarin ¢ogunda semptom goriilmez. Eski
ve yeni enfeksiyon farkini ortaya koyamayan antikor tayini kesin tani igin
yetersizdir. Serolojik testler E. histolytica enfeksiyonunun endemik olmadigi
gelismis tllkelerde faydali olabilir. Tiim vakalarda serolojik testlerin paraziti tespit
eden yontemlerle (antijen saptama ve PZR) birlikte kullanilmasi tani agisindan en
akilc1 yaklagimdir. Ancak antikor titrelerinin hastaligin agirligiyla ya da tedaviye
cevap alinip alinmadigiyla iliskisi bilinmemektedir (21).

Antikorlarin saptanmasit 6zellikle diski 6rneklerinde parazit saptanamayan
hastalarda AKA tanisinda yararlidir. Akut AKA diistiniilen bir hastada antikor
saptanamazsa 7-10 giin sonra ikinci bir Ornek istenmelidir. Eger hala
serokonversiyon gelismemisse etken olarak diger ajanlar diisiiniilebilir. E. dispar
ile enfekte hastalarda serum anti-amibik antikor titreleri yikselmemektedir
(49,51).

Semptomatik E. histolytica enfeksiyonu olan hastalarin %75-85'inde E.
histolytica serum antikorlar1 pozitif olarak bulunur. Yontem olarak IHA, karsit
immunoelektroforez, amibik jel difflizyon testi, kompleman fiksasyon deneyi
(CF), indirekt floresan antikor deneyi (IFA), lateks aglitinasyon ve ELISA
kullanilabilir (21,47).

2.8.4. Antijen saptama yontemleri
Amibiyaz tanisinda kullanilan antijen saptamaya yonelik ELISA ydnteminin
kullanilan diger yontemlere pek ¢ok acgidan {istiinliigli vardir; bazi testlerle E.
histolytica-E. dispar ayrimini yapmak miimkiindiir; duyarliliklar1 ve 6zgiillikleri
yuksektir; deneyimsiz laboratuvar personeli tarafindan bile uygulanabilirler; ayni
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anda c¢ok sayida hasta Orneginin birden c¢aligilabilir olmasi epidemiyolojik
calismalar i¢in daha uygun olmasini saglar. Ancak formalinle fikse edilmis digki
orneklerinde antijenin denatiire oldugu, taze veya dondurulmus digki ile
calisilmasi gerektigi bilinmektedir.

Gilinlimiizde kullanilan kitler ya E. histolytica'nin Gal/GalNAc lektinine
kars1 olusturulmus monoklonal antikorlar ya da E. histolytica'nin serinden zengin
antijenine karsi olusturulmus monoklonal antikorlar kullanarak antijen tespiti
yaparlar. Bunlarin disinda lizinden zengin ylizey antijeni, lipofosfoglikan ve
tikriik adherence lektin antijeni ile hazirlanan kitler de arastirma amagl olarak
kullanilmaktadirlar.

ELISA yontemiyle antijen saptama deneylerinde disk1 disinda tiikriik, serum

ve apse sivisi gibi 6rneklerde de antijen saptanmustir (38).

2.8.5. Molekdiler tam yontemleri

Molekiler yontemler, mikroskopi ve kiltir tabanli yontemlerden duyarlilik
ve Ozgiillik acisindan daha avantajli olmalar1 sebebiyle son yillarda yaygin
kullanim alan1 bulmuslardir.

PZR metodu intestinal amibiyaz tanisinda duyarlilik ve 6zgiillik agisindan
antijen saptama yontemleri ile yarismaktadir. Digkinin miligramindaki tek bir E.
histolytica trofozoitini bile bu yéntemle saptamak mimkindir. Ancak hem teknik
olarak ELISA'dan zordur, hem de daha pahali bir yontemdir. Profesyonel
laboratuvar elemani ve dzel ekipman gerektirdiginden amibiyazin endemik oldugu
gelismekte olan ilkelerde kullanimi sinirhidir. E. histolytica'nin - genetik
polimorfizm arastirmalarinda da kullanilmaktadir. Yine de PZR'm c¢apraz
kontaminasyona acik oldugu ve diskidaki inhibitorlerden kolay etkilendigi
unutulmamalidir.

PZR amibik karaciger apsesi tanisinda da kullanilabilmektedir, ancak DNA
izolasyonu o©ncesinde aspirasyon materyalini proteazlarla muamele etmek
gerekmektedir (21).
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3.GEREC VE YONTEM

Calisma siirecinde ishal sikayeti ile bagvuran ve intestinal amibiyaz
On/ayirici tanis1 i¢in E. histolytica arastirilmasi istenen hastalarda, literatiir
verilerine gore bilinen pozitiflik oran1 %7 olarak kabul edildiginde, ¢calismamizda
%4-10 arasinda bir orana ulasilacagi diistiniilerek, %95 gilivenilirlik ile 630 6rnek
alinmasi planlanmustir. Olanaklar dahilinde, Akdeniz Universitesi Hastanesi’nde 1
Ekim 2015-31 Temmuz 2016 tarihleri arasinda ¢esitli servis ve polikliniklerden
Merkez Laboratuvari’na gelen kanli ve/veya mukuslu, sekilsiz toplam 546 diski
ornegi ¢alismaya alinmistir. Bu 6rneklerde, E. histolytica varligini arastirmak igin

direkt ve boyali mikroskopi, ELISA ve PZR yontemleri ¢alisilmigtir.

3.1. Cahsma sahasi

Antalya ili Tirkiye’nin giineybatisinda yer alir. Tiirkiye’nin besinci biiyiik
sehridir. Niifusu 2015 Adrese Dayali Niifusa Kayit Sistemi sonuglarina gore 2 288
456’dir. Nufusun %2100°4 il ve ilge merkezlerinde yasamaktadir. Yazlar sicak ve
kurak, kiglart 1ik ve yagishidir. Yazin ortalama sicaklik 28-36 °C arasindadir.
Ogle saatlerinde termometrenin 40 °C iizerine kadar ¢iktig1 goriiliir. Ocak ayinda
ise sicaklik ortalama 10-20 °C arasinda degisir. Ile kar diismez. Yagis olmadig
giinler hava agik ve giineslidir. Ilde yillik ortalama nispi nem %64 civarindadir.
Yilin ancak 40-50 giinii kapali ve yagishdir. Yagmur ilk ve sonbahar aylarinda

saganak halinde yagar. Yilda ortalama yagis 1074,6 mm’dir.

3.2. Etik kurul onay1

Bu c¢alisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan,

09.09.2015 tarihinde, 191 sayili kararla onaylanmuistur.

3.3. Direkt ve Kahc1 Boyalh Mikroskobik inceleme

Laboratuvara ulasan digki 6rneklerinden mikroskobik degerlendirme i¢in iki
adet lama yayma hazirlandi. Bir lam 6rnegi serum fizyolojik ile digeri ise lugol ile
hazirlanarak X400 blyiltmede incelendi. Stipheli E.

histolytica/dispar/moshkovskii kist/trofozoiti goriilen digki orneklerinden yayma
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preparat hazirlanarak Wheatley’in trikrom boyast ile boyandi ve 1sik
mikroskobunda X1000 buyitmede incelendi.

Trikrom boyama yodntemi gelen diski 6rneklerine su sekilde uygulandi;

1. Taze ornek bir aplikator gubuk veya 6ze ile diskidan alinarak iki adet temiz
lam {izerine yayma yapildi. Yaymanin kalinligi makroskobik olarak kontrol
edildi.

2. Yayma kurumadan Schaudinn fiksatifi i¢ine daldirildi. En az 30 dk bu sekilde
tutularak yayma sabitlendi. Gerektiginde bir gece fiksatifin i¢inde birakildi.

3. Boyamay1 yapmak i¢in 6nceden 12 adet cam saleye -set halinde- sirali bir

sekilde reaktifler konmus halde hazir bulunduruldu.

Preparat %70’lik alkol soliisyonunda 2 dk bekletildi.

D’Antoni’nin iyot sollisyonunda 3-5 dk bekletildi.

%70’lik alkol sollisyonunda 2-5 dk bekletildi.

Tekrar %70’lik alkol soltisyonunda 2-5 dk bekletildi.

Lamlar trikrom boyasinda 5-8 dk bekletildi.

© © N o 0 B

Lamlarin fazla boyasi dik bi¢imde kagit havlular Uzerine yerlestirerek siiziildii.

10. Lamlar 2-3 sn %90 asit alkole batirildi.

11. Lamlar kagit havluya degdirildikten sonra iki farkli salede bulunan %100
alkolde ¢alkalandi.

12. %100 alkolde 2-5 dk bekletildi.

13. Tekrar %100 alkolde 2-5 dk bekletildi.

14. Ksilende 2-5 dk bekletildi.

15. Tekrar ksilende 2-5 dk bekletildi.

Trikrom boyali preparatlarda, 151k mikroskobunda X1000 biyttmede,
merkezi ve ufak bir karyozom ve hemen hemen her yerinde ayni biiyiikliikte
dizgun bir periferik kromatin iceren, tipik niikleus yapis1 gosteren kist ve/veya
trofozoitler E. histolytica/dispar/moshkovskii Kkist ve/veya trofozoiti olarak

degerlendirildi.
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3.4. Diskida E. histolytica adezin antijeni saptamaya yonelik
ELISA testi

Disk1 orneklerinde E. histolytica antijeni arastirilmasi i¢in Entamoeba
CELISA Path (Cellabs, Avustralya) ticari kiti kullanildi. Entamoeba CELISA
Path, disk1 6rneginde E. histolytica’ya 6zgii adezin antijenini tespit eden bir enzim
immiinassay kitidir. ELISA plaginda bulunan kuyucuklar adezine baglanan
immobilize poliklonal antikorlar igerir. Konjugat, E.histolytica adezini igin
spesifik bir monoklonal antikordur. Eger oOrnekte E.histolytica adezini varsa
inkiibasyon fazinda konjugata ve immobilize poliklonal antikora baglanir.
Baglanmamis materyal yilkama basamaklar1 sirasinda uzaklastirilir. Substrat
eklendiginde enzim-antikor-antijen kompleksi olusmussa renklenme olur.

Calisma i¢in, laboratuvara gelen taze digki 6rneklerinden ayrilarak -20 °C’de
saklanmig olan 6rnek porsiyonlart kullanildi. Sekilli diskinin 0,15-0,20 gr', sulu
diskinin 0,4 ml’i 400ul diluentle 10 sn vortekslendi. Her bir kuyucuk bir hasta
icin, birer kuyucuk da negatif ve pozitif kontroller icin kullanildi. Her bir
kuyucuga bir damla konjugat eklendi. Pozitif kontrol kuyucuguna pozitif
kontrolden bir damla, negatif kontrol kuyucuguna 0,1 ml diliient ve test
kuyucuklarma 0,2 ml digk1 6rnegi eklendi. Plagin iistii plastik bir kapakla kapatilip
iki saat oda 1sisinda bekletildi. Ardindan %5 oraninda sulandirilmis yikama
soliisyonu ile bes kez yikandiktan sonra iki damla substrat eklendi ve karanlikta
10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Bir damla stop solisyonu eklenince mavi
rengin sartya dondiigli goriildii, plak spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda
okutuldu. Sonuglar degerlendirilirken, pozitif kontroliin 0,050 optik dansiteden
(OD) biiyiik veya esit ve negatif kontrolin 0,150 OD'den diisiik absorbans
vermesi gerekliligi géz oniinde bulunduruldu. OD'si 0,150'den diisikk ornekler

negatif, 0,150’den biiyiik ve esit drnekler pozitif olarak kabul edilmistir.
3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PZR caligmasi i¢in, BD Max sistemi ile ¢alisilan BD Max Enteric Parasite

Panel (Becton Dickinson, ABD) otomatize multipleks molekiiler testi kullanildi.
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Bu test ile taze veya formalin ile fiske edilmis diski 6rneklerinde direkt ve
kalitatif olarak {i¢ farkli enterik parazit saptanmaktadir:

+ Giardia lamblia (SSU rRNA)

» Cryptosporidium hominis ve C. parvum (Cryptosporidium-spesifik DNA
pargacigy),

« Entamoeba histolytica (SSU rRNA).

Laboratuvara gelen taze diski 6rnekleri vortekslendi, 10 puL 6ze ile alinan
ornek BD MAX Sample Buffer Tube’e aktarildi ve iyice karistirildi. Sample
Buffer Tube, septum bir baslik ile kapatildi ve parazit organizmalarin lizisini
kolaylastirmak i¢in BD Pre-warm Heater'da 1sitildi. Isitma isleminin ardindan
Sample Buffer Tube vortekslenerek BD MAX Sistemi'ne aktarildi. Ornek, BD
MAX Enteric Parasite Panel Unitized Reagent Strip ve PZR Cartridge ile birlikte
BD MAX cihazina yiiklendikten sonra ¢alisma baslatildi.

BD MAX sistemi hedef organizma lizisi, DNA ekstraksiyonu ve
konsantrasyonu dahil 6rnek hazirlanmasini, reaktif rehidrasyonu, hedef niikleik
asit sekansinin amplifikasyonu, gergek zamanli PZR kullanilarak saptanmasini ve
sinyalin yorumlanmasini otomatik olarak gerceklestirir.

BD Pre-warm Heater'da, yiiksek bir sicaklikta enzimatik hiicre lizisi
sonrasinda serbest kalan niikleik asitler manyetik afinite boncuklarinda yakalanir.
Bagli niikleik asitlerin bulundugu boncuklar yikanir ve niikleik asitler Eliisyon
Tamponu'nda 1siyla ve yiiksek pH ile eliisyona ugratilir. Eliie edilmis DNA
notralize edilir ve PZR reaktiflerinin rehidrasyonu igin Master Mix Tube igine
aktarilir. Rehidrasyon sonrasinda, BD MAX Sistemi BD MAX PZR Cartridge'a
PZR igin sabit bir hazir soliisyon hacmi verir. BD MAX PZR Cartridge'daki
mikrovalfler PZR baglamadan o6nce amplifikasyon karigimimni sinirlamak ve
boylece buharlasma ve kontaminasyonu Onlemek icin sistem tarafindan
miihiirlenir. Amplifiye DNA hedefleri bir ugta sondiiriicii kisim ve oteki ugta bir
floresan raportor boya (florofor) ile etiketlenmis hidroliz (TagMan) problariyla
saptanir. Farkli floroforlarla etiketlenmis problar, BD MAX Sistemi'nin dort farkli
optik kanalinda enterik parazit hedefleri (Entamoeba histolytica ve Giardia
lamblia ve Cryptosporidium spesifik DNA fragmanindan SSU rRNA genleri)

saptamak amaciyla kullanilir. Problar dogal durumundayken florofor floresansi
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sondiiriiciiye yakinligi nedeniyle sondiiriiliir. Ancak hedef DNA varliginda problar
tamamlayict sekanslarina hibridize olur ve DNA polimerazin, DNA sablonu
boyunca yeni olusan iplik¢igi sentezlerken 5°-3 ekzoniikleaz aktivitesi ile
hidrolize ugrar. Bunun sonucunda floroforlar sondiiriici molekiillerden ayrilir ve
floresan yayilir. BD MAX Sistemi bu sinyalleri her dongiide izler ve program
sonunda verileri son sonuglari raporlamak {izere yorumlar. Dogrudan o6rnek
tizerinde yapilan bu testte spesifik hedeflerin amplifikasyonu i¢in ger¢ek zamanli
(real-time) PZR (RT-PZR) kullanilir. Testte amplifiye DNA'nin saptanmasi igin
florojenik gene 6zgii hibridizasyon problar1 kullanilir.

Bu test ayrica ekstraksiyon tiipiinde bulunan ve ekstraksiyon, konsantrasyon
ve amplifikasyon adimlarina tabi olan bir internal kontrolii icerir. internal kontrol,
potansiyel inhibitor maddelerin varligini ve sistem veya reaktif arizalarini izlemek
icin lizis, ekstraksiyon, konsantrasyon ve amplifikasyon adimlarina dahil
edilmistir.

Calisma sonunda, BD MAX sistemi bilgisayar programi tarafindan otomatik
olarak, hedef ve internal kontrol amplifikasyonunu temel alarak, negatif, pozitif ve

gegersiz sonug olarak verilen test sonuglar1 degerlendirildi.
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4 BULGULAR

Calismaya alman Orneklerin 257 (%47)’si kadin, 289 (%53)’u erkek
hastalara aittir. Hastalarin yas ortalamasi 23,77+£24,05 olarak bulunmustur. En
kiigiik hasta 0, en biiylik hasta 92 yasindadir. Hastalarin %53’{inii ¢ocuk yas grubu
olusturmaktadir. Cocuk hastalarin yas ortalamasi 4,62+4,63 olarak bulunmustur.

Hastalarin 167 tanesi Cocuk Acil Servisi’nden, 109 tanesi Acil Servis’ten,
65 tanesi Gastroenteroloji Poliklinigi’'nden, 61 tanesi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklar1 Klinigi’nden, 25 tanesi Dahiliye Servisi’nden, 23 tanesi Cocuk
Gastroenteroloji Poliklinigi’nden ve 96 tanesi de gesitli poliklinik ve servislerden
basvurmustur.

Orneklerin makroskobik ozellikleri tablo 4°de gdsterilmistir.

Direkt mikroskobik incelemede 147 6rnekte bol 16kosit ve bol eritrosit, 119
ornekte bol I6kosit ve nadir eritrosit, 87 drnekte bol I6kosit ve 5-10 eritrosit, 70
ornekte bol eritrosit ve nadir l6kosit, 32 Ornekte nadir lokosit, 31 Grnete bol
eritrosit ve 5-10 l6kosit, 19 6rnekte nadir eritrosit, 16 ornekte 5-10 l6kosit, 12
Ornekte nadir eritrosit ve l6kosit, alt1 ornekte 5-10 eritrosit, dort drnekte 5-10
16kosit ve eritrosit goriilmiis, ii¢ 6rnek ise negatif olarak degerlendirilmistir.

Direkt mikroskobik inceleme ile 6rneklerin 198 (%36.3)’inde siipheli E.
histolytica/dispar/moshkovskii Kkist ve/veya trofozoiti goriilmiis ve bu Ornekler
trikrom boyama yapilarak incelenmistir. Bu Orneklere ait direkt mikroskobik
inceleme sonuglar1 sdyledir; 45 6rnekte bol 16kosit ve bol eritrosit, 36 drnekte bol
I6kosit ve nadir eritrosit, 20 6rnekte bol l16kosit ve 5-10 eritrosit, 20 drnekte nadir
I6kosit, 18 ornekte bol eritrosit ve 5-10 I6kosit, 13 drnekte bol eritrosit ve nadir
I6kosit, 10 Ornekte nadir eritrosit ve lokosit, sekiz Ornekte nadir eritrosit
goriilmiistiir (Tablo 5).

Trikrom boyama yapilan 49 ornekte stipheli E.
histolytica/dispar/moshkovskii kist ve/veya trofozoiti, ¢ 6rnekte Blastocystis
hominis Kkistleri, iki 6rnekte Entamoeba coli Kistleri, bir 6rnekte E. hartmanni
Kistleri, bir 6rnekte de Blastocystis hominis ve Entamoeba coli kistleri bir arada

gorilmiistiir.
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Trikrom boyama yontemi ile E. histolytica/dispar/moshkovskii kist ve/veya
trofozoiti agisindan siipheli bulunan 49 6rnekte PZR ve diskida E.histolytica’ya
0zgii adezin antijeni varligini arastiran ELISA testi ¢alisiimistir. PZR yontemi ile
orneklerin 44’1 negatif bulunmustur. Ug 6rnekte PZR inhibitorii nedeniyle, iki
ornekte ise sistem hatasina bagli olarak gecerli sonug elde edilememistir. ELISA
yontemi ile orneklerin higbirinde pozitiflik saptanmamustir.

Yaptigimiz c¢alismada PZR ve antijen pozitiflik orami %4-10 olarak
ongoriilmesine ragmen, PZR ve antijen testi ile pozitif 6rnek saptanmadigr icin

gecerlilik analizi yapilmamistir.
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Tablo 4: Orneklerin makroskobik dzellikleri

Kanli | Mukuslu Kanh ve Sulu | Yumusak | Toplam
mukuslu

Tum ornekler 74 452 16 3 1 546

Direkt baki ile
E. histolytica/dispar/moshkovskii kist ve/veya trofozoiti agisindan siipheli 34 144 16 3 1 198

ornekler
Trikrom boyama ile E. histolytica/dispar/moshkovskii Kist ve/veya

3 33 9 3 1 49

trofozoiti agisindan siipheli 6rnekler




6¢

Tablo 5: Orneklerin mikroskobik dzellikleri

Bol Idiglit Bol Bol Bol Ig'lfgs':t 5-10
16kosit y. I6kosit | eritrosit | eritrosit | Nadir Nadir Ve 5-10 5-10 I6kosit Neqatif
ve bol . ve 5-10 | nadir | ve 5-10 | eritrosit | 10kosit . eritrosit | lokosit | ve 5-10 g Toplam
. . nadir . ) o o nadir . )
eritrosit .. | eritrosit | |06kosit | lokosit o eritrosit
eritrosit eritrosit
JTum a7 1 119 87 70 31 19 32 12 6 16 4 3 546
ornekler
Direkt
baktile | o 36 20 13 18 8 20 10 3 10 4 3 198
stipheli
ornekler
Trikrom
boyama
ile 14 12 2 2 2 4 2 2 1 1 4 3 49
stipheli

ornekler




Tum ornekler
n=546

Direkt mikroskobik

inceleme
E. histolytica/dispar/moshkovskii E. histolytica/dispar/moshkovskii
siipheli 6rnekler negatif érnekler
n=198 n=348

v

Trikrom boyama yontemi

E. histolytica/dispar/moshkovskii siipheli E. histolytica/dispar/moshkovskii
ornekler negatif 6rnekler
n=49 n=149

v

PZR ve ELISA testleri

Tum 6rnekler negatif*

Sekil 3: Test akis ve sonug¢ semasi

*Bes ornekte PZR ile gecerli sonug elde edilemedi.
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5.TARTISMA

Gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir halk sagligi problemi olan E.
histolytica‘nin olusturdugu amibiyazin sikligi belli degildir. Mikroskobik olarak
identik olan E. dispar ve E. moshkovskii’nin tanimlanmasindan sonra yeni
gelistirilen tan1 yontemleri ile gercek E. histolytica sikligi arastirilmaktadir.
Ulkemizin degisik bolgelerinde E. histolytica enfeksiyonlarmin sikligin
arastirmak amaciyla yapilan c¢aligmalar mevcuttur. Calismalarda kullanilan
yontemlerin farkli olmasi, farkli sosyoekonomik boélgelerde yapilmasi ya da hasta
secimindeki farkliliklar nedeniyle E. histolytica enfeksiyonu prevalansi degisik
oranlarda bildirilmektedir (39,46).

Ulkemizde farkli hasta gruplarini iceren, retrospektif veya prospektif olarak
yapilan cesitli caligmalarda, direkt ve/veya kalic1 boyali mikroskobik inceleme ile
E.histolytica/dispar sikligmi; izmir’de Usluca ve ark. %0,24, Kiitahya’da
Akdemir ve ark. %0,74, Istanbul’da Ozyurt ve ark. %0,43, Kocaeli’de Sénmez ve
ark. 90,36, Eskisehir’de Dogan ve ark. %]1,14, Yozgat’ta Atas ve ark. %]l,6,
Kayseri’de Uyar ve ark. %0,6, Sivas’da Degerli ve ark. %2,4, Van’da Bayram ve
ark. %6,2, Gaziantep’de Eksi ve ark. %12,45, Rize Camlihemsin’de Ozgiimiis ve
ark. %9,8, Kars’da Ozkan ve ark. 2-6 yas arasi ¢ocuklarda %10,1 olarak
bildirmiglerdir (53-64). Bizim yaptigimiz ¢alismada 6rneklerin %36.3’tinde direkt
mikroskobik inceleme ile siipheli E. histolytica/dispar/moshkovskii kist ve/veya
trofozoiti goriilmistiir. Bu 6rneklerin %75,2’sinde trikrom boyama ydnteminin
uygulanmasiyla E. histolytica ve diger Entamoeba tiirlerinin varlig1 dislanmustir.

Direkt mikroskobik incelemenin duyarliligi ve 6zgiilliigli 6rnek aliminin
uygunluguna, ornek sayisina ve incelemeyi yapan Kkisinin deneyimine gore
degismektedir. Diskida 10kositler, makrofajlar ve diger amip tiirlerinin varligi
yalanct pozitif sonuglara neden olabilmektedir. Haque ve ark. yaptiklar bir
calismada direkt mikroskopinin duyarliligimi %60, o6zgiilliigiinii %79 olarak
bulmuslardir (65). Mikroskopi ile E. histolytica’nin tanimlanmasinda 6lgUt, diski
orneginde eritrositleri fagosite etmis amip trofozoitlerinin gozlenmesidir. Ancak
E. dispar trofozoitlerinin de eritrosit fagosite ettigi ¢esitli ¢alismalarda

gosterilmistir. Ayrica E. histolytica’nin etken olarak kanitlandigi enfeksiyonlarda
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dahi eritrosit fagosite eden trofozoit varliginin sanildigi kadar ¢ok olmadigi
goriilmiistiir (21) (46).

Direkt mikroskopi ile patojen ve patojen olmayan amip turleri birbirlerinden
ayirt edilemezken, ELISA testi ile diskida E histolytica’ya 6zgi adezin antijeninin
varlig1 arastirilabilir. Bursa’da Alver ve ark. gastroenterit klinik bulgular1 olan 116
hastanin digki 6rneklerine direkt mikroskopi ve E. histolytica’ya 0zgl antijen
varhigim1 gosteren ELISA yontemini uygulamislar ve sadece tek Ornekte her iki
yontemle pozitiflik saptamiglardir. Direkt mikroskopi ile negatif bulunan
orneklerin %29,3’ti ELISA ile pozitif bulunmus ve hastalarin uygun tedavisi
planlanmistir (66).

Yildirim ve ark. Sivas’ta ishalli hastalarla yaptiklar1 ¢alismada, bir yillik
sirede, 259 ishalli hastada E. histolytica adezin antijen pozitiflik oranin1 %25,1
olarak bulmuslardir. Bu calismada, ELISA adezin antijen testi pozitif olan
orneklerin sadece %26,1°1 direkt mikroskobik inceleme ile pozitif bulunurken,
mikroskobik incelemede amip Kisti ve/veya trofozoitine rastlanan hastalarin
%66,2’sinde ELISA antijen testi pozitif, %33,8’inde ise negatif olarak tespit
edilmistir (67).

Malatyali ve ark. Sivas’in bazi koylerinde 1499 ¢ocuktan alinan diski
orneklerinin 22 (%]1,5)‘sinde nativ-lugol ve trikrom boyama yontemi ile Kist
saptamiglar ancak ELISA ile tiim 6rnekleri E. histolytica ‘ya 6zgii galaktoz adezin
varligi i¢in negatif bulmuslardir (68).

Mersin’de Delialioglu ve ark.’in 272 ishalli hasta 6rnegi ile yaptiklar
caligmada, trikrom boyama ile 24 (%8,82) 6rnekte pozitiflik saptanmis, ELISA
yontemi ile E.histolytica sensu lato antijen varligi, 6rneklerin 29 (%10,6)’unda
pozitif olarak bulunmustur. E.histolytica sensu lato antijen pozitif olan 29 érnegin
21 (%7.7)’inde ise E.histolytica‘ya 6zgii antijen pozitif olarak bulunmustur (69).

Tizemen ve arkadaslarmin Eskisehir’de yaptiklarn calismada, ishal
sikayetiyle basvuran c¢ocuk ve erigkin hastalarin diski Ornekleri ile tarama
amaciyla rastgele segilen ilkdgretim okullarindaki o6grencilerden aliman diski
Orneklerinden, tiim yontemlerin uygulandigi 354 Ornegin degerlendirme
sonuglarma gore; orneklerin %23,7’sinde direkt mikroskopi, %17,2’sinde trikrom

boyama, %8,7’sinde ELISA ve %2,5’inde PZR ile pozitiflik saptanmigtir.

32



Arasgtirmacilar, amibiyazisli hastalarin laboratuvar tanisinda, yontemlerin
miimkiin olabildigince kombine olarak kullanilmasi ve klinik bulgular ile birlikte
degerlendirilmesinin en uygun yaklasim olacagi kanisina varmislardir (70).

Tanyiiksel ve arkadaslarinin endemik bolge olan Van ve Sanliurfa illerinde
diyare/dizanteri sikayeti olan 380 hasta ile yaptiklar1 calismada, trikrom boyama
ile %24 oraninda E. histolytica/dispar kist/trofozoit pozitifligi, ELISA ile %13
oraninda E. histolytica antijen pozitifligi saptanmis ve ishali olan hastalarda E.
histolytica enfeksiyon sikligi %13 olarak bildirilmistir (46).

Zonguldak’ta Mengeloglu ve ark. direkt mikroskopi ile incelenen 1720 digki
orneginin 44’tinde (%0.37) amip kistleri gérmiigler ve bu Orneklerin 26’sinda
ELISA yontemi ile E. histolytica‘ya 6zgii antjen varligini saptamiglardir (71).

Brezilya’da yapilan bir ¢alismada, bir grup 6grencide amibiyaz prevalansini
belirlemek, enzim immunoassay yontemi ile E. histolytica enfeksiyonu tanisi
koymak ve Entamoeba sp. enfeksiyonu tanisinda tarama testi olarak kullanilan E.
histolytica/dispar ELISA test kiti ile alinan sonuglari mikroskobik inceleme
sonuclar1 ile karsilastirmak amaciyla, 6-14 yas aras1 1403 o6grenciye ait digki
ornegi incelenmistir. Mikroskopi ile %5,7 (80/1403) oraninda E. histolytica/dispar
bulunurken, ELISA ile %15,7 (220/1403) oraninda pozitiflik saptanmistir.
Calismada, 45 ornekte her iki test ile pozitiflik saptanirken, 35 6rnek yalmz direkt
mikroskopi, 175 ornek yalmiz ELISA ile pozitif olarak bulunmustur. E.
histolytica’ya 0zglu antijen arastirildiginda ise (43/1403) %3,1 oraninda
E.histolytica tespit edilmistir. Arastirmacilar, kullandiklar1 E. histolytica/dispar
ELISA test kitinin tarama testi olarak kullanilmasini 6nermislerdir (72).

Haque ve ark. 202 ishalli disk1 6rnegiyle yaptiklar1 bir ¢aligmada referans
yontemi kiltur kabul ettiklerinde, E. histolytica‘ya 6zgii antijen saptayan ELISA
testinin duyarliligini %95, 6zgiilligini %93 olarak bulmuslardir (65).

Brezilya’da Campia Grande’de 2 ile 10 yas aras1 ¢ocuklardan toplam 1195
diskr direkt mikroskopi ve ELISA ile incelenmis, direkt mikroskopi ile drneklerin
%46,3’tinde E. histolytica/dispar gorulirken ELISA ile E. histolytica’ya 6zgu
antijen arastirildiginda tamami negatif bulunmustur (73)

Calismamizda  trikrom boyama yontemi ile stipheli E.

histolytica/dispar/moshkovskii Kist ve/veya trofozoiti gorilen 6rneklerin tamami
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ELISA testi ile E. histolytica’ya 06zgii adezin antijen varligi icin negatif
bulunmustur.

Antijen tarama yontemlerinin en 6nemli dezavantajlan fiksatif icermeyen,
taze veya donmus diski ile calisilabilmesi, diskisinda az sayida trofozoit olan
orneklerde yalancit negatif sonu¢ vermesi, asemptomatik kist tasiyicilarini
saptayamamasi, avantajlart ise ucuz, basit ve degerlendirmesinin kolay olmasi,
pahali bir donanim gerektirmemesi, ¢ok sayida 6rnegin es zamanl calisilmasina
olanak vermesi ve kisa siirede sonuglanabilmesidir.

E. histolytica’nin saptanmasinda ve diger entamoeba tiirlerinden ayriminda
kullanilan PZR gibi niikleik asit amplifikasyon yontemleri mikroskobik
incelemeden daha duyarli ve Ozgiil, antijen saptama yoOntemiyle benzer
duyarlilikta yontemlerdir. Calismamizda trikrom boyama yontemiyle siipheli E.
histolytica/dispar/moshkovski kist ve/veya trofozoiti goriilen 49 Ornekten 44’
PZR yontemiyle negatif bulunmus, bes Ornekte gecersiz test sonucu elde
edilmistir.

Kurt ve ark. izmir’de sehrin farkli bolgelerinden topladiklar1 2047 disk1
orneginde kiiltiir ve direkt mikroskopi ile %2,9 oraninda E.histolytica/dispar
pozitifligi saptamislar, PZR ile %0,68 oraninda E. histolytica ve %1,5 oraninda E.
dispar bulmuslardir. Calismada, bulunan oranin disiikligii yiiksek yasam
standartlarina ve sanitasyon kosullarinin iyi olmasina baglanmistir. Arastirmacilar
gecekonduda yasayan, sosyal glivencesi olmayan, disaridan gogle gelmis kisilerde
Entamoeba sp. prevalansini yiiksek, sise su kullananlarda kullanmayanlara gore
daha diisik bulmuslardir (74).

Dager ve ark. E. histolytica/dispar kist ya da trofozoiti iceren yedi diski
orneginin tamaminda PZR ile E. dispar tespit etmislerdir (75).

Giliney Etiyopya’da kirsal alanda yapilan bir ¢alismada gastrointestinal
sikayetleri olan hastalardan alinan 92 diski 6rneginin direkt mikroskobik
incelenmesi ile Ug ornekte E. histolytica/dispar kist/trofozoiti goriilmiis, PZR ile
drneklerin ikisinde E. dispar, birinde ise E. histolytica saptanmistir (76).

Calismamizin sonuglarina benzer sekilde Giliney Dogu Asya iilkelerinden
Dogu Timor ve Kambogya’da 680 kisi ile yapilan bir calismada, diski
orneklerinde PZR ile E. histolytica saptanmamistir (77). Belgika’da yapilan bir
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calismada arastirmacilar, laboratuvarlarinda degerlendirilen 631 diski 6rneginin
hicbirinde PZR ile E. histolytica saptanmadigini ve gelismis iilkelerde E.
histolytica enfeksiyonlarinin endemik bdlgelere seyahat Oykiisiiyle iliskili
oldugunu bidirmislerdir (78). Nikaraguay’in ikinci biiyiik sehri Leon’da yapilan
bir calismada diyare sikayeti olan 134 kisiden alinan digski Orneginde direkt
mikroskobik inceleme ile %24 oraninda E.histolytica/dispar enfeksiyonu tanisi
konulurken, PZR ile drneklerin %1,5’inde E. histolytica, %7,5’inde E. dispar
saptanmugstir. PZR ile pozitif bulunan 12 6rnegin sadece besinde mikroskopi ile E.
histolytica/dispar tanimlanabilmistir (79).

Misir’da yapilan bir caligmada diyaresi olan 396 hasta ile 202 saglikli
kisiden alinan digki 6rneklerinin direkt mikroskobik incelemesi ile diyaresi olan
hastalara ait 43 ornekte E. histolytica/dispar tespit edilmistir. Calismada PZR
yontemi ile diyareli hastalara ait sekiz ornekte E. dispar bulunmus, saglikli
kontrol grubundan bir kisiye ait Ornekte E. histolytica tespit edilmistir.
Arastirmacilar diski 6rneklerinin formol etil asetat ile konsantrasyon yontemi
sonrasi incelenmesinin E. histolytica/dispar kist/trofozoit tespitinde anlamli fark
gosterdigini ifade etmislerdir (80).

Batra ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, ¢alismamizda kullandigimiz
BD Max Enterik Parasite Panel PZR testinin performansit degerlendirilmistir.
Calismada 275 o6rnegin 17’sinde mikroskopi ile E. histolytica/dispar saptanmus,
bu orneklerin ikisi PZR ve referans laboratuar PZR testi ile de pozitif
bulunmustur. PZR ile negatif bulunan 15 6rnekte referans laboratuar test sonucu
negatif bulunmus ve bu Orneklerde E. dispar varligi distiniilmiis ancak
dogrulanmamugtir. Calismada mikroskopi ile negatif bulunan 258 6rnekten 257’si
PZR ile de negatif bulunmus, bir ornekte saptanan PZR pozitifligi referans
laboratuar PZR testi ile de dogrulanmistir (81) .

Klinik tanida BD Max Parasite Panel’in degerlendirildigi baska bir
caligmada testin performansi rutin mikroskopi ve laboratuvar tasarimi PZR ile
karsilagtirillmistir. Mikroskopi ile E. histolytica/dispar olarak tanimlanan 12
ornekte BD Max Parasite Panel ve laboratuvar tasarimi PZR ile negatif sonug elde
edilmig, bu Orneklerde laboratuvar tasarimi PZR ile E. dispar pozitif olarak

saptanmustir (82).
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Calismamizda, trikrom boyama ile E. histolytica/dispar/moshkovskii varlig
acisindan stipheli pozitif olarak yorumlanan ve PZR ile gegerli sonug elde edilen
44 diski 6rneginin tamaminin PZR ve E. histolytica‘ya 6zgii antijen testi ile
negatif olarak bulunmasi, mikroskobik tani yonteminde E.histolytica'nin diger
Entamoeba turleriyle, 16kositlerle ve makrofajlarla kolaylikla karisabilecegini
gostermektedir.  Calismamizda negatif bulunan Ornekler E.dispar ve
E.moshkovskii agisindan arastirilmamustir.

Diskida E. histolytica‘ya 6zgii antijen varligini arastirdigimiz ELISA ve
PZR testini ¢alistigimiz tim 6rnekler uygun sekilde ve kosullarda saklanmistir.

Digki  Orneklerinde PZR inhibitorlerinin - bulunma olasilig1  yiiksek
oldugundan, bu durum test sonuglarin1 olumsuz etkileyebilmektedir. Bu nedenle
klinik laboratuvarlarda diski  Orneklerinde ¢alisilacak PZR  testlerinin
amplifikasyon kontrolt icermesi Onerilir. Kullandigimiz PZR kiti ekstraksiyon
basamagindan itibaren eklenmis olan internal kontrol basamagi icerdiginden,
gecerli sonug elde edilen drneklerde PZR inhibitorii olma olasiligi yoktur. PZR
inhibitorli veya sistem hatasi nedeniyle gecersiz PZR sonucu elde edilen
orneklerde testin tekrar c¢alisilmast Onerilmektedir. Ancak ¢alismamizda
orneklerin tiretici firmanin test tekrari i¢cin 6nerdigi zaman diliminde saklanmasi
miimkiin olmadigindan tekrar ¢alisma yapilamamuistir.

Calismamizda ishalli hastalarda E. histolytica pozitifligi saptanmamustir. Bu
sonu¢ Antalya ilinin sanitasyon kosullarinin iyi oldugunu ve ¢alisilan hasta
populasyonunun sosyo-ekonomik-kiiltiirel ~diizeyinin gelismis olabilecegini

diistindirmiistiir
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6.SONUCLAR

1. Calismamizda ishalli hastalarda, digki Orneklerinde E. histolytica
arastirilmasinda;

a. Direkt mikroskobik inceleme ile drneklerin %36,3’tinde siipheli E.
histolytica/dispar/moshkovskii kist ve/veya trofozoiti goriilmiistiir.

b. Direkt mikroskobik inceleme ile stipheli E.
histolytica/dispar/moshkovskii kist ve/veya trofozoiti saptanan 6rneklerin
%75,3’linde, trikrom boyama yonteminin uygulanmasi ile E. histolytica ve
diger Entamoeba tiirlerinin varligi diglanmustir.

. Trikrom boyama yontemi ile stipheli E.
histolytica/dispar/moshkovskii Kkist ve/veya trofozoiti gorilen 6rneklerin
tamaminda ELISA testi ile E. histolytica‘ya 6zgii adezin antijeni negatif
bulunmustur.

e. Trikrom boyama yontemi ile stipheli E.
histolytica/dispar/moshkovskii kist ve/veya trofozoiti goriilen 49 Ornekten
44’1 PZR yontemiyle negatif bulunmus, bes 6rnekte gegersiz test sonucu
elde edilmistir.

2. Sonug olarak mikroskobik inceleme E. histolytica’nin tanimlanmasinda
yeterli degildir. Trikrom boyama basamagi direkt mikroskopi ile siipheli bulunan
orneklerin 6nemli bir kismini elemekle birlikte tek basina ayirt edici degildir. Bu
nedenle sadece mikroskobik inceleme ile sonug verilmesi hatali taniya ve gereksiz
tedaviye neden olacaktir.

3. Mikroskobik inceleme ile E. histolytica/dispar/moshkovskii saptanan
diski orneklerinde E. histolytica‘ya 6zgii antijen aranmasi veya PZR gibi daha
0zgiil bir yontem kullanilmalidir.

4. PZR ve E. histolytica‘ya 6zgii antijen saptanmasi benzer duyarlilikta ve
mikroskobik incelemeden daha duyarli ve 6zgiil yontemlerdir. PZR yonteminin
spesifik antijen testine gore pahali olmasi dezavantaj iken, Orneklerin
biriktirilmeden ¢alisilabilmesi ve hizli sonug¢ vermesi avantaj olusturmaktadir.

5. Her laboratuvar E. histolytica’nin dogru tanimlanmasi ve rapor edilmesi

icin kosullarina uygun, maliyet etkin tani algoritmasi olusturmalidir.

37



6. Mikroskopi, spesifik antijen testi ve molekiler yontemlerin birlikte

kullanildig1 ¢alismamizda, hasta populasyonumuzda E. histolytica saptanmamustir.
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7.0ZET

ISHALLI HASTALARDA ENTAMOEBA HISTOLYTICA ‘NIN
SAPTANMASINDA KULLANILAN YONTEMLERIN
KARSILASTIRILMASI

Entamoeba histolytica’nin neden oldugu amibiyaz tim dinyada paraziter
enfeksiyona bagli Gglincii 6lim nedenidir. Invaziv amibiyaz tanisinda yaygin
kullanilan tan1 yontemi direkt ve boyali mikroskobik bakidir. E.histolytica'ya
benzer morfolojide olup, patojen olmayan Entamoeba tirlerinin  varhig:
anlasilinca, diskida E. histolytica’ya 6zgl antijen varligini arastiran ELISA ve
PZR gibi yontemler tanida kullanilmaya baglanmistir. Bu calisma ile, ishal
sikayeti ile bagvuran ve intestinal amibiyaz On/ayirici tanisi ig¢in E. histolytica
arastirilmasi istenen hastalarin diski 6rneklerinde, direkt ve boyali mikroskobik
inceleme, diskida E. histolytica’ya 6zgii adezin antijeni saptanmasina yonelik
ELISA testi ve PZR testinin calisilmasi ve bu testlerin tani degerlerinin
arastirilmas1 amaglanmustir. Toplam 546 digk1 6rnegi ¢alismaya alinmigtir. Direkt
mikroskobik  inceleme  ile  Orneklerin  %36,3’linde stipheli E.
histolytica/dispar/moshkovskii kist ve/veya trofozoiti goriilmistiir. Bu 6rneklere
trikrom boyama yapilmis ve 49 ornek E. histolytica/dispar/moshkovskii kist
velveya trofozoiti varligi agisindan siipheli bulunmustur. Trikrom boyama ile
stipheli bulunan Orneklerde PZR ve ELISA testleri ¢alisilmistir. ELISA yontemi
ile 6rneklerin higbirinde pozitiflik saptanmamistir. PZR yontemiyle 49 6rnekten
44°1 negatif bulunmus, bes Ornekte gecersiz test sonucu elde edilmistir. Sonug
olarak amibiyaz tanisinda E. histolytica’ya 6zgii antijen aranmasi veya PZR gibi
daha 6zgiil bir yontem kullanilmalidir. Sadece mikroskobik inceleme ile sonug

verilmesi, hatali taniya ve gereksiz tedaviye neden olacaktir.

Anahtar kelimeler: Amibiyaz, E.histolytica, ELISA, PZR
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8.ABSTRACT

COMPARISON OF THE METHODS FOR THE DETECTION OF
ENTAMOEBA HISTOLYTICA IN DIARRHEAL PATIENTS

Amebiasis caused by Entamoeba histolytica is the third most common cause
of death from parasitic infections worldwide. Direct and stained microscopic
examination is widely used in the diagnosis of invasive amebiasis. But then, it is
realised that there are nonpatogen Entamoeba species in a similar morphological
structure with E. histolytica. Therefore stool spesific antigen detection based
ELISA and PCR methods have been used to introduce. We aimed to study direct
and stained microscopic examination, stool spesific antigen detection based
ELISA and PCR test in patients’ stool samples who applied with the clinical signs
of amebiasis and compare the diagnostic values of the tests. A total of 546 stool
samples were included in the study. %36,3 of stool samples were suspected the
presence of E. histolytica/dispar/moshkovskii cysts and/or trophozoites by direct
microscopic examination. These samples were stained with trichrome and 49 stool
samples were suspected the presence of E. histolytica/dispar/moshkovskii cysts
and/or trophozoites. These samples were tested for pathogenic strain by ELISA
and PCR. None of these samples were positive by ELISA. Fortyfour samples
were negatif by PCR. Invalid test results were obtained in five samples. As a
result, a more specific method such as specific E. histolytica antigen detection test
or PCR should be used in the diagnosis of amebiasis. Just be with microscopic

examination results, it will lead to misdiagnosis and unnecessary treatment.

Key words: Amebiasis, E. histolytica, ELISA, PCR
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