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OZET

Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, Giardia lamblia ve Cryptosporodium sp.
Tamainda Mikroskobi, Triageve ELISA Y ontemlerinin Karsilastirilmas

Amobiyoz, gelismekte olan ilkelerde 6nemli bir halk saghg sorunudur. insanlar
Entamoeba' min morfolojik olarak benzer iki tiru ile enfekte olmaktadir. Entamoeba
histolytica (E.histolytica), amibik kolit ve karaciger absesine neden olurken, Entamoeba
dispar (E.dispar) hastalik olusturmamaktadir. Giardia lamblia (G.lamblia) diinyada her
yas grubunda yaygin bir sekilde gorulur. Giyardiyoz ¢zellikle sanitasyon sartlarimin
bozuk oldugu ve temiz su kaynaklarinin bulunmadig tlkelerde ortaya gikan cocukluk
cagr ishal olgularindan sorumludur. Hucre ici bir parazit olan Cryptosporidium sp.
bagisiklik sistemi bozuk olan bireylerde élimcitil ishale neden olmaktadr.

Bagirsak protozoonlar1 tama genellikle mikroskobiye dayanmaktadir.
Mikroskobik tam ucuz olmasina karsin yogun is guct ve uzmanhk gerektirmektedir.
Serolojik testlerden antijen tam yontemleri hizhdir. Ayrica deneyimli ve usta
mikroskopistlere ihtiya¢ duyulmaz. Bu ¢alismada E. histolytica/ E. dispar, G. lamblia ve
Cryptosporidium sp. tamsinda mikroskobi ve antijen tan Kitleri karsilastirildi.

Calismada, Mayis 2010 ve Nisan 2011 tarihleri arasinda Cukurova Universitesi
Tip Fakultes Parazitoloji Anabilim Dal laboratuvarina gelen ve ishal 6ykisi bulunan
toplam 94 supheli diski Orneklerinde E. histolytica/ E. dispar, G. lamblia ve
Cryptosporodium sp. direkt mikroskobi, EL1SA ve Triage yontemleri ile arastirilda.

Mikroskobide E. histolytica/ E. dispar icin 4 (%4.3), G. lamblia i¢in 12 (%12.8),
Cryptosporodium sp. icin 5 pozitiflik (%5.3) saptamirken, ELISA ile E. histolytica i¢in 5
(%5.3), G. lamblia i¢in 13 (%13.8), Cryptosporodium sp. igin 10 (%10.6) pozitiflik
saptanmustir. Ayrica, Triage parazit panel testi ile G. lamblia icin 10 (% 10.6)pozitiflik
saptanmistir.

Sonug olarak, diskida 6zgul antijen arayan EL1SA’nin maliyeti yiksek olmasna
ragmen etkensel tam yontemlerindeki zorluklara yardimcr oldugu gortlmektedir.

Anahtar sbzcikler: Cryptosporodium sp. direkt mikroskobi, ELISA, Entamoeba
histolytica/ Entamoeba dispar, Giardia lamblia.
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ABSTRACT

Comparison of Microscopy, Triage and ELISA methodsin Diagnoss of Entamoeba
histoloytica/ Entamoeba dispar, Giardia lamblia and Cryptosporidium sp.

Amebiasisis a significant health problem in developing countries. Human beings
are infected by two morphologically identical species of Entamoeba. Entamoeba
histoloytica causes amebic colitis and liver abscess, and Entamoeba dispar is
nonpathogen. Giardia lamblia infection is seen worldwide and in all age groups. But
giardiasis is especially prevalent in countries with poor sanitation and unsafe water,
where it's responsible for most cases of childhood diarrhea. Cryptosporidium sp. , a
protozoon, is an obligate intracellular parasite which can cause fatal diarrheal diseasein
immunocompromised individuals.

Generally, the diagnosis of human intestinal protozoa depends on microscopic
detection. Microscopic detection is inexpensive, but it is very labor-intensive and
requires a skilled microscopist. Antigen detection methods can be performed quickly
and do not require an experienced and skilled microscopist. In this study, we aimed to
comparison of microscopy and antigen detection methods in the diagnosis of Entamoeba
histoloytica/ Entamoeba dispar, Giardia lamblia and Cryptosporidium sp.

In this study, 94 suspected stool specimens taken from patients to Department of
Parasitology, Balcali Hospital of Cukurova University in Adana were investigated for
E.histolytica/ E. dispar, G.lamblia and Cryptosporodium sp. by direct microscopy, ELISA
and Triage, between May 2010 and April 2011.

In conclusion, the number of positive specimens by direct microscopy and by
ELISA results were as follows: for E.histolytica/ E.dispar 4 (4.3%) and 5 (5.3%), for G.
lamblia 12 (12.8%) and 13 (13.8%), for Cryptosporodium sp. 5 (5.3%) and 10 (10.6%).
Also, ten specimens (10.6%) were found to be positive by Triage parasite panel for
Giardia lamblia.

In conclusion, although ELISA which investigates specific antigen in stool
samples is a costly method, it has been seen that it helps to methods for diagnosis of
agents.

Key words: Cryptosporodium sp., direct microscopy, ELISA, Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar, Giardia lamblia.



1. GIRIS

Amobiyoz; Entamoeba histoloytica (E. histoloytica)’ nin neden oldugu dinya
niifusunun yaklasik olarak %10 unu infekte eden paraziter hastaliktir. Ozellikle az
gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde gorilmekle birlikte, tropik ve subtropik
bolgelerde bu oran daha da yiiksel mektedir'2.

Bagirsak ve bagirsak disi amobiyoz olarak gortlen bu infeksiyon gorildiugi
Ulkelerde yiksek morbidite ve mortaliteye sahiptir. Bu Ulkelerde amobiyoz, sitma ve
sistomiyozdan sonra parazitozlara bagli 6lum nedeni olarak dclncl sirada yer
almaktadir*®*'. Ulkemizde yapilan arastirmalarda da bu enfeksiyonun insidansinin
%0.3-17.4 arasinda degistigi saptanmustir. insanlara Entamoeba cinsinin amibik kolit ve
karaciger absesine neden olan E. histolytica ve patojen olmayan Entamoeba dispar
(E.digpar) ile bulast olmaktadir. Bulas, E.histolytica/dispar kistleri iceren diski ile
kontamine olmus su ve gidalarin agizdan alinmasi ile olmaktadir™®>">?,

Giarida lamblia (G.lamblia)’nin sebep oldugu giyardiyoz, dunyamn her
bolgesinde endemik ve epidemik ishallerin basta gelen nedenlerindendir. Gelismekte
olan Ulkelerde enterik patojenlerin ilki olup, 10 yasindan kiclk cocuklarda %15-30
prevelansla goriilebilmektedir. Ulkemizde yapilan arastrmalarda giyardiyoz insidans:
%0,8 ile %54,8 arasinda degismektedir 103>,

Insanin ince bagirsaginda en sik olarak duedonum, seyrek olarak safra kesesi ve
safra yollarinda yasayan G.lamblia, akut ve kronik formda seyredebilen asemptomatik
olacagi1 gibi, hayat1 tehdit eden ishallere de neden olmaktadir. Bu nedenle; kétt kokulu
ishal ve yagl1 diskilama da her zaman bu parazit akla gelmelidir™>3>*,

Cryptosporidium cinsi protozoonlarin dinya nifusunu %0,6-4,3 oraminda infekte
ettigi tahmin edilmektedir. Cryptosporidium tirleri insan ve hayvanlarin sindirim ve
solunum yollarint kaplayan epitel hicrelerinin - mikrovillus bolgelerine yerleserek
infeksiyona neden olurlar. Daha ¢ok bagisiklik sistemi bozulmus kisilerde, gocuklarda
ve beslenme yetersizligi olanlarda hayat1 tehdit edebilen firsat¢i bir infeksiyon etkenidir.
Immin sistemi saglam olan bireylerde ise hastalik kendini sinrlar ve kisa sirede
sonlanir*°.

Bu gune kadar memeli omurgalilardan, kuslardan, sirtingenlerden ve baliklarin
degisik turlerinden Cryptosporidium cinsine ait 20 ayr1 tur izole edilmis olup, insanlarda
ki infeksiyondan sorumlu olan tir genelikle Cryptosporidium parvum (C.parvum)’ dur.
Monoksen bir parazit olan C.parvum, infektif sekli olan ookistlerle insandan insana
fekal-oral yolla, hayvandan insana, diski ile kirlenmis yiyecek ve iceceklerle
bulagmaktadir>>.



Bagirsak parazitlerinin tamsi temel olarak diski mikroskobisi ile konulmaktadir.
Diskida parazit bakisi 0zellikle 6rnekler uygun bir sekilde hazirlandigi ve yeterli sayida
ornek incelendiginde duyarli ve ucuz bir yontemdir. Ancak ucuz ve hizli olan klasik
disk1 bakisinin bir takim dezavantajlar: bulunmaktadr.

Yetismis insan gucine duyulan gereksinim, bagirsak parazitlerinin aralikl
atilimi nedeniyle tek bir digki Ornegi ile tamt koymanin zorlugu ve mikroskobik
incelemenin zaman gegirilmeden yapilmasinin zorunlu olmasi gibi dezavantajlarindan
dolay: direkt tamya yardimci olabilecek daha guvenilir yontemlere énem verilmistir.
Bunlar boyama yontemlerinin yaninda, serolojik yontemlerden Indirekt Fluoresan
Antikor  (IFA), Enzym-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Indirekt
Hemaglitinasyon (IHA) kullamimaktadir. Bu yontemlerden diskida spesifik antijen
arama yontemi 6zgulltk ve duyarlilik yoninden oldukc¢a kabul gormektedir. Bagirsak
parazitlerinin zamamnda tamsimn yapilmas: ve hastaya dogru tedavinin verilmesine
katki saglanmasi acisindan diskida antijen arama yontemleri avantajlidir >°°°2.

Bu calismada, Gniversitemizin Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali'na ¢esitli
kliniklerden gonderilen diski 6rneklerinde mikroskobik baki, Triage ve ELISA
yontemlerinin  Entamoeba  histoloytica/Entamoeba  dispar, Giardia lamblia ve
Cryptosporidium sp.'’nin saptanmasindaki etkinligi ve bu sonuglarin karsilastirilmasi
amaclandh.



2.GENEL BILGILER

2.1. Tarihge
2.1.1. E. higtolytica/dispar Tarihcges

Parazit ilk kez 1875 yilinda Losch tarafindan Rusya da tanimlanmistir. Losch
amibi, kanli ishalden yakinan ve 6 ay sonra yasamini yitiren bir hastanin diskisinda
gbrmustir. Amibik dizanteri ile amibik karaciger apsesi terimleri ilk kez Councilman ve
Lafleur (1891) tarafindan kullamilmistir. Amip kistleri ilk olarak Quinke ve Roos
tarafindan 1893 yilinda bulunmustur. Boylece E.histolytica ve Entamoeba coli (E.coli)’
nin patojeniteleriyle ilgili karigikligin bir kismi giderilmigtir. 1903 yilinda Schaudinn
amiplerin degisik bicimlerini tammlamis, Walker 1911 yilinda amip kistlerinin gekirdek
sayilarinda ki 6nemli ayricaliklar: bildirmistir. 1913 yilinda Walker ve Sellards amibin
kist doneminin agizdan alinmasiyla kesin patojenitesini  saptamiglar, yasam dongusint
ise 1925 yilinda Dobell agikliga kavusturmustur®>*2,

Tarkiye' de ise bu amibi mikroskopla gorerek 1904 te ilk yayim yapanlar
Dycke ve Resit Riza dir.

E. dispar ise ilk kez 1925 yilinda Brumpt tarafindan ortaya atilmis, kedilerde
virulans: olmayan formlarina E. dispar adim vermis fakat bu durum o yillarda degil, son
yillarda kabul gormistir. Aym kompleks iginde yer alan E.histolytica ve E.dispar’in
sadece zimodemleri bazinda ayirt edilebildikleri 1978 yilinda Sargeaunt ve arkadaglar:
tarafindan gosterilmistir®®>.

2.1.2. G. lamblia Tarihces

Bu tek hucreli canliyr ilk kez Hollandali Antony van Leeuwenhoek 1681'de
kendi diskisinda gormiistiir. 1859 yilinda V.Lamb bu kamgiliya Cercomonas intestinalis
adint vermistir. 11k kalturi trofozoit déneminden 1960 yilinda Karapetyan tarafindan
yapilmig; kendisi 1970 yilinda tavsan ve kedi gibi hayvanlardan elde edilen
Giardia’larin ve 1976'da ise insandan elde edilen G. lamblia’ nin aksenik kultirind
yapmistir. In vitro ortamda kistten cikist ise ancak 1987 yilinda gerceklesmistir®* ™.

Turkiye'de Celebi 1912 yilinda yayinlanan kitabinda G.lamblia hakkinda bilgi
vermis, ayrica G. lamblia’ nin Turkiye deki yayilisint ve sikligim gosteren ilk biyuk
arastirmay1 Unat (1958) yapmustir™.



2.1.3. Cryptosporidium Tarihges

Cryptosporidium ilk kez Clarke tarafindan 1895 yilinda laboratuvar faresinde
fark edilmis fakat tanimlanmasi bundan 12 yil sonra yani 1907 yilinda Tyzzer
tarafindan yapilmustir. 1910 yilinda Tyzzer Cryptosporidium muris adi ile cins ve
tUriinii tarif etmis, 1912 de Cryptosporidium parvum’ u bildirmistir' 3",

Ilk insan olgular1 1976 yilinda Nime ve arkadaslar: tarafindan bildirilmis, 1981-
1982 yillarinda ise AIDS|i hastalarda bu parazite rastlanmistir. Daha sonra ki
yayinlanan arastirmalarda hayvan bakicilari, turistler ve bagisikligi saglam olan
kisilerde de bu parazite rastlamldigi bildirilmistir. 1985-1995 vyillar1 arasinda

infeksiyonun klinik ve epidemiyolojisine iliskin bilgiler elde edilmistir®**.

2.2. Siniflandir ma
2.2.1. Entamoeba Cinsinin Siniflandirilmas

Insanin sindirim sistemine yerlesen Entamoeba cinslerinin siniflandiriimasi su
sekildedir®,

Sube: Protozoa

Altsube: Sarcomastigophora
Ustsinif: Sarcodina

Sinif: Rhizopoda

Takim: Amoebida

Aile: Endamoebidae

Cins: Entamoeba

Tar: Entamoeba histolytica

Entamoeba dispar

2.2.2. G. lamblia’ nin Siniflandirilmas
Giardia cinsinin simiflandiriimasi®.
Sube: Protozoa

Altsube: Sarcomastigophora



Ustsinif: Mastigophora
Sinif: Zoomastigophora
Takim: Diplomonadida
Aile: Hexamitidae
Cins: Giardia

Tar: Giardialamblia (Giardia intestinalis, Lamblia intestinalis)

2.2.3.Cryptosporidium’ un Siniflandirilmas

Omurgalilarin sindirim ve solunum yollarina yerlesen Cryptosporidium’ un
siniflandiriimasi sdyledir™.

Sube: Protozoa

Bolum: Apicomplexa
Sinif: Sporozoasida
Altsinif: Coccidiosina
Takim: Eucoccidiorida
Alttakim: Eimeriorina
Aile: Cryptosporidiidae

Cins: Cryptosporidium

2.3.Morfolojik Yap
2.3.1. E. higtolytica’ min Morfolojik Yapis

Amobiyoz etkeni olan Entamoeba histolytica, trofozoit doneminde olusturdugu
yalanci ayaklarla (psddopodlar) hem bicimlerini degistirebilen hem de hareket edebilen
kist doneme gectiginde, bu ozelliklerini yitirerek kist 6rtUst ile kaplanan tek hicreli
kamcisiz bir protozoondur.

Bu protozoonun yasam dongusiinde bes farkli evrim donemi gordlir. Bunlar;
trofozoit, prekist, kist, metakist, metakistik trofozoit’ tir"*+>%13,



E.histolytica ve E.dispar morfolojik olarak ayirt edilememektedir. Son yillarda
E.histolytica invaziv, E.dispar ise non-invaziv tur olarak degerlendirilmektedir. Bu
gorise gore E.dispar aslinda onceden nonpatojenik olarak nitelendirilmekte ve
semptomatik hastalik olusturmamaktadir. Ancak deneysel calismalar, E.dispar’in
dokulari istila etmemekle birlikte, deney hayvanlarinda fokal intestinal lezyonlar yaptigi
gostermistir’®®. Her ne kadar E. histolytica ile E.dispar’in mikroskobik ayrimin
imkansiz kilan morfolojik benzerlikleri bulunsa da bugin icin her iki tir arasinda
biyokimyasal, immuinolojik ve genetik farkliliklarin bulundugunu gosteren bilgiler elde
edilmistir'®. Her iki tir icin farkli DNA restriksiyon fragment patternleri (RFLP);
tekrarlayict DNA sekanslarin  tire Ozgul tek olmas;; genomdaki aktin  geni
organizasyonunun farkli olmasi gibi DNA seviyesinde de farkliliklar bulunmaktadir'>°,

2.3.1.1. Trofozoit

Aktif olarak yalanci ayaklarla hareket eden, buylyen, beslenen ve cogalan
donemdir. Sabit bir sekli yoktur. Trofozoitin blydkligi 12-60 pum olup genelde 20
pm'nin Gstindedir. Taze diskidan hazirlanan mikroskobik preparatlarda trofozoitler
hareketli gorilmektedir. Yalanci ayaklar hem hareket hem de partikl ve eriyik haldeki
besinlerin aliminda rol oynarlar yani kalin bagirsakta bulunan bakteri ve besin
artiklarint fagositoz ve pinositoz ederek beslenirler. Sitoplazmast ekto ve endoplazma
diye ikiye ayrilir ve bu iki tabaka 0Ozellikle yalanci ayaklar bodlgesinde birbirinden
kolaylikla ayirt edilebilir. Ektoplazma yumurta aki kivaminda, granilstiz bir tabakadir.
Endoplazma granullidir ve iginde c¢ekirdek ile besin vakuolleri bulunur. Fakat
mitokondri ve Golgi kompleksi yoktur, endoplazmik retikulum az gelismistir.
Glutathion ve glutathion enzimlerine sahip olmadigi gibi purin nukleotidlerini de
sentezleyemez.  Trofozoitin biri bagirsak boslugunda digeri dokularda gordlen iki tipi
bulunmaktadir'™,

2.3.1.1.1 Bagrsak Boslugu Sekli

Sigint1, apatojen, minuta veya tetragena sekli adh da verilmektedir. Doku
seklinden kigtk olup 12-20 um capindadir. Sitoplazma icinde eritrositler gorulmez,
bakteriler gorilir’®, Akut amipli dizanteri dénemini gecirmis kisilerin ve portor
olanlarin digkilarinda bulunmaktadir*.

Taze diskida E.histolytica’ min trofozoit sekillerinde gorilen yalanci ayaklarin
parmak seklinde olusu ve hizli hareket edisi, trikrom ile boyali preparatlarda ise
cekirdek zar icinde duizenli periferik kromatin tanecikleri, kiiciik merkezi karyozomun
olmas: ve sitoplazmada eritrositlerin gorilmesi hastalik olusturan patojen E. histolytica
icin tam koydurucu 6zellikler olarak bilinmektedir®.



2.3.1.1.2. Doku Sekli

Hastalandirici, doku eritici veya manga ach da verilmektedir. Asil parazit ve
patojen olan bu sekil 20-60 um capida olup hastalik olusturmasi esnasinda sitoplazmasi
icinde 1-10 arasi eritrosit bulunabilmektedir. Cekirdegin buyUklugl ile parazitin
blyUklGgl orantili olup, canli trofozoitte ¢ekirdek gortlmez, ancak boyal1 preperatlarda
gorllir. Boyanmis preperatta cekirdek zarimin i¢ ylzeyinde kiglk, hepsi ayni
biyiklukte olan kromatin tanecikleri, merkezi (santral) bir gekirdekgik
(nukleolus=karyozom) ve ¢ekirdek zar ile gekirdekgik arasinda uzanan linin iplikgikleri
ve bu iplikciklerin tizerinde kromatin tanecikleri bulunmaktadir**.

2.3.1.2. Prekist

Trofozoitelerin  bolinmesiyle ortaya c¢ikan ve kist donemi ©ncesi besin
vakuollerinin kaybolmasindan sonra, cekirdek yapisi trofozoitin gekirdek yapisina
benzeyen hareketsiz yapilardir™?. Prekistlerde endoplazma-ektoplazma ayrimi yoktur.
Sitoplazmasinda comak ve tanecikler halinde kromatoid cisimcikler gorilir.*3** Tek
gekirdekli  olan bu yap 0zellikle hastalik belirtilerinin azaldigi ve enfeksiyonun
kroniklestigi donemde yar1 kat1 diskida goriilmektedir*%131°,

2.3.1.3.Kist

Prekistin etrafina kist duvar: salgilanmasiyla olusan kistler yuvarlak olup hafif
oval veya asimetrik sekillerde de gordlebilirler. BlyuklUkleri ortalama 10-15um
arasinda genellikle 15pum’den daha kicuktir. Icinde uclar: yuvarlak, gomak seklinde
kromatoidal cisimcikler ve iyot eriyigi ile kahverengiye boyanan glikojen vakuoli
bulunur. Bunlarin ikisi de depo besin maddesi igerir. Kist 1-2-4 ¢ekirdekli olabilir fakat
ilk olustugunda tek cekirdeklidir; daha sonra bunlarin iki kez bolinmesi sonucunda dort
cekirdekli olur. Glikojen vakuolleri bu doért cekirdekli olgun Kistlerde genellikle
kaybolmasina ragmen kromatoid cisimcikler daha uzun sire kalirlar fakat bunlarda daha
sonra kaybolurlar. Dort gekirdekli kist, olgun, bulastirici evre olarak kabul edilir ve
kistler sekilli diskilarda goriilmektedir. 2491013

2.3.1.4. Metakist

Dort cekirdekli olgun kistlerin agiz yoluyla alinmasiyla mideden gegerek ince
bagirsakta acilarak dort cekirdekli metakistik amibe dontistirler™.



2.3.1.5. Metakistik Trofozoit

Metakistin gekirdeklerinin bdlinmesiyle olusan 8 adet c¢ekirdegin etrafina
sitoplazma toplanarak kigluk amipler (amébula) olusmaktadir. Bu amipler kalin
bagirsaga gegerek bilyir ve patojen veya siginti trofozoitlere donistirler™®,

2.3.2. G. lamblia'min Morfolojik Yapis

G.lamblia’ min trofozoit (vejetatif) ve konaklar arast bulasimi saglayan enfektif
kist sekilleri vardir®.

2.3.2.1. Trofozoit

G. lamblia’ min trofozoit evresi aktif olarak kamcilariy ile hareket eden, beslenen
ve gogalan evresi olup, karakteristik ve ayri1 bir morfolojik gorinime sahip, 9-21 pm
boyunda, 5-15 pm eninde, 2-4 pum kalinhigindadir. Uzunlamasina ortadan ikiye
bolunmis armut bigiminde, dorsal (arka) yuzi konveks, ventral (6n) yuzi konkav olup
onden yuvarlak ve genis, arkaya dogru gittikge daralmakta ve arka ucta sivri olarak
sonlanmaktadir®®. Parazitin 6n yiiziinde genisleyen bdliimiin tamamim kaplayan bir
yap1 olan emici disk (yapiskan ya da ventral disk) yer almaktadir. Bu yap: sayesinde
parazit tutunmak istedigi ylzeylere tutunabilmektedir. Bu diskin hemen arkasinda iki
adet oval seklinde gekirdek ve cekirdekte merkezi karyozomlar bulunmaktadr. Iki
cekirdek arasinda adeta mikroorganizmay: ortadan ikiye aywran armutun dar ucuna
dogru uzanan aksonem, median cisimler ve organizmanin dort ¢ift kamgiya kok
olusturan kinetosomal kompleksler yer almaktadir'*°%,

On kamcilar blefaroblastlarin éniine gectikten sonra birbirleri ile caprazlasip,
vicudun 6n kismindan yanlara donerek, 6n yan ve arka yan kamgilar ise viicudun yan
taraflarindan disar1 gikmaktadirlar. Kuyruk kamgilar: orta blefaroblasttan ¢ikarak arka
uctan serbest kalmaktadirlar®™®.

Orta cisim olarak adlandirilan merkezi mikrottbuler yapilar iki tane olup,emici
diskin arkasinda, arka aksonemleri caprazlamaktadirlar. Hematoksilenle koyu boyanan
orta cisimlerin Giardia cinsine 6zgu oldugu bildirilmekte ve tirlere gore degisik
sekillerde ( hafif kivrik, sosis, egri gomak bigciminde) bulunabilmektedir. G. lamblia’ da
orta cisim pence seklinde oldugu bildirilmistir”®.



23.22.Kist

Kist, fizyolojik formu minimuma inmis, hareketsiz, beslenmeyen, konagin
icinde yasadig1 cevre kosullarina dayanikli, bir konaktan digerine gegisi saglayan
bulasici evrim donemidir. G. lamblia’ mn kistleri 8-12 um uzunlugunda, 7-10 pum
genisliginde, oval, sitoplazalar: ince granillii yap: gostermektedir. icinde orta cisimler,
emici disk, kam¢i ve genellikle dort cekirdek bulunmaktadir. Olusum yeri ince
bagirsaktir ve etrafi ince bir kist duvariyla gevrilidir. Bu duvar ile sitoplazma arasinda
bir bosluk goéralir. Oldukca dayanmikli olan kistler mideden tahrip olmadan geger,
8°C’de 2 aydan cok, sirasiyla 21 ve 37°C'de 1 ay ve 4 giin kadar canl: kalirlar>®81%13,

2.3.3. Cryptosporidium sp.” nin Morfolojik Yapisi

Cryptosporidium insamn mide ve bagirsak mukozal epitel hicrelerinin
mikrovilus bolgelerinde (brush border) yasar. Yasaminda diger apicomplexa grubunda
bulunan diger parazitlerde oldugu gibi, trofozoit, sizont (meront 1), merozoit, gametler,
zigot, ookist ve sporozoit evreleri gortltr. Hicre icindeki trofozoit, 2-2,5 pm ¢apinda
yuvarlak veya oval gorinumdedir. Ookistler 4-6 pm c¢apinda, kalin bir duvarla
cevrilmis, sferik ve igerisinde 4 sporozoit bulunan yapilardir. Sporokistleri
bulunmamaktadir. Sporozoitler 4.9x1.2 um buyukltginde, diz ve renksiz olup, rhoptri,
mikronem ve yogun graniller iceren, konak hiicreye invazyonu saglayan apikal
komplex adi verilen organele sahiptir. Konak enterositleri iginde bulunan ookistlerin
%80'i kalin duvarli ve cift cidarli iken, yaklasik %20 s ince cidarlidir. Dis ortama
direngsiz, yalmz tek bir zarla gevrili olan ince cidarli ookistler otoenfeksiyondan
sorumludurlar*?%%2,

2.4.Evrim
2.4.1. E. higtolytica’ min Evrimi

E. histolytica’ mn konak zinciri insan-insan-insandir. Kopek, kene, sican ve bazi
maymunlarda da yasamini sirdirmektedir*>'°. Deneysel calismalar icin genellikle
yavru kedi ve kopekler, tavsanlar, keneler, hamsterler, maymunlar ve kobaylar
kullanilmaktadir. Amobiyoz 4 c¢ekirdekli olgun kistlerin agiz yolu ile alinmasiyla
olusmaktadir. Amobiyoz insana dogrudan agiz yoluyla bulasacag: gibi, insan diskisiyla
kirlenmis yiyecek ve iceceklerle de bulasabilmektedir. Infeksiyon her yasta ve cinsiyette
gorulebilir. E. histolytica'mn normal ve patojen donemli 2 evriminin oldugu
bilinmektedir®34>1318,



2.4.1.1. Normal Donemli (Patojen Olmayan) Evrim

E. histolytica'nin 4 c¢ekirdekli olgun Kistlerinin agiz yoluyla alinmasindan sonra
bagirsakta pankreas, safra veya diger sindirim salgilar1 ve ortamin pH’si gibi etkilerle,
kistin duvar: erimektedir. Her bir ¢ekirdegin etrafi sitoplazma ile gevrilerek metakistik
amibe donismekte ve bu cekirdekler de ikiye bolunerek 8 cekirdekli metakistik form
olusmakta, her bir ¢ekirdegin etrafini sitoplazma cevirdikten sonra bir kistten 8 adet
kictk metakistik trofozoit (amdbula) meydana gelmektedir. Bu amoébulalar bagirsak
mukozasinda ki besin artiklar1 ve bakterilerle beslenerek blylimekte ve bagirsak
boslugu (minuta) sekline dontismektedir'3*.

Trofozoitlerin, kalin bagirsak boslugunda ilerlerken bagirsak icerigindeki su
oraninin gittikge azalmasi, konagin direnci, beslenmesi veya bilinmeyen sebepler
sonucunda, morfolojik ve fizyolojik degisikliklere ugradiklari ve kist sekline
donustukleri, bu donisim sirasinda trofozoitlerin once iclerindeki sindirilmemis
besinleri attigi, daha sonra homojen ve yuvarlak olan prekist sekline dondstigu
bildirilmektedir'®?, Tek cekirdekli olan prekist daha sonra 2 ve 4 cekirdekli hale
donusUp diski ile tekrar dig ortama atilmakta ve insanlar tarafindan su ve besin yolu ile
agizdan alinarak evrimi tekrar baslamaktadir™>*°,

2.4.1.2. Patojen Donemli Evrim

Bagirsak boslugunda bulunan minuta sekli amipler birbirini takip eden
boltinmeler ve bazi etkenler sonucunda daha biiytyerek doku eritici enzimler salgilarlar.
Bagirsak epitel hicrelerini  eriterek, eritrositleri fagosite eden hematofa] sekle
donisurler. Mukoza katlar1 arasina yayilarak tipik amip Ulser veya abselerini
olusturmakta, kist ddnemine gegmeden ikiye bolinerek ¢ogalip patojen dénemli evrimi
siirdrtirler™*,

2.4.2. G. lamblia’ nin Evrimi

Monoksen bir parazit olan G.lamblia’ nin konak zinciri insan-insan insan olarak
uzanir. Bazen ve bazi Ulkelerde bu zincire kunduz, koyun, kopek, sigir, kedi ve gerbil
gibi canlilar da girmektedir®®'’. insan Giardia kistleriyle bulasik yiyecek ve iceceklerle
veya kistlerle bulasik parmaklarin agza alinmasiyla giyardiyoza yakalanir. Kistler agiz
yoluyla alinmasindan sonra mideye gelir. Mide 6zsuyunun, pankreatik salgilarin ve
enzimlerin etkisiyle duedonumda acilir (ekskistasyon)®*°** Diiedonumda riiptiire
olan kist duvarindan geriye 4 c¢ekirdekli bir sitoplazma kalir, bu da trofozoiti olusturur
ve trofozoit boyuna ikiye béliinerek cift cekirdekli 2 trofozoit meydana getirir*?"#%,
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Trofozoitler emici diskleriyle duedonum, jejenum ve ileumun Ust kismi ile ender
olarak safra kesesi ve safra yollarimin epitelyum yuzeylerine yapisarak kolonize olurlar
fakat invazyon yapmazlar®®*3. Trofozoitler epitelden ayrildiginda bagirsak peristaltizmi
nedeniyle akarak digki icerisinde dis ortama atilmaktadirlar. Ancak genellikle
trofozoitler ince bagirsagin son bolimlerine ulastiginda safra tuzlarinin etkisi ile kiste
déniisim baslamaktadir ( enkistasyon)®*3. Enkistasyonun ilk evresinde trofozoitlerin
kamgcilart kisalip haraketleri yavaslamakta, sitoplazmasi yogunlasip, kalin hyalin kist
duvar: salgilanmaktadir. Tki cekirdekli trofozoit, iki cekirdekli kistler haline dontismekte
ve daha sonra kistin icindeki iki ¢ekirdekten her birinin boltinmesi ile dort cekirdekli
kistler olusarak evrimi tamamlanmaktadirt681%%3,

2.4.3. Cryptosporidium sp.’nin Evrimi

Cryptosporidium turleri, asekstiel (sizogoni, merogoni) ve seksiiel (gametogoni,
gporogoni) dollenme sekillerinin degisimi ile karakterize evrimini tek bir konakta
(monoksen) tamamlar. Parazitin yerlestigi ve konak hiicre orjinli bolgeye parazitoforoz
vakuiol denir'**. Cryptosporidium tiirlerinde baslica 6 gelisim evresi bulunmaktadir*#*2,

2.4.3.1. Ekskistasyon Evres

Agiz yolu almnan kalin duvarli ookistlerin geperleri ince bagirsakta safra tuzlar
ve pankresatik enzimlerin yardimiyla ekskiste olmakta ve sonucunda sporozoitler serbest
kalip, bagirsak bosluguna dokiilmektedir'**3,

2.4.3.2. Merogoni Evres

Serbest kalan sporozoitler konagin epitelyum htcreleri icindeki mikrovillus
bolgesine  girmekte (enterosit) ve burada trofozoitlere (tek noukleuslu meront)
doénismektedir. Daha sonra bu merontlar eseysiz olarak (merogoni ile) cogalarak Tip 1
merontlart olusturmaktadir. Tip 1 merontlardan 6-8 adet merozoit olusur ve bu
merozoitlerden tekrar eseysiz cogalma ile Tip 1 meront ya da Tip 2 merontlar
O|U$Ufl'll'22'28.

2.4.3.3. Gametogoni Evres

Tip 2 merontalardan meydana gelen merozoitler konakta yeni hiicrelere
girdiklerinde mikro ve makrogametositlere ve daha sonra makro ve mikrogametlere
donustrler.
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2.4.3.4. Dollenme Evres

Kamcisiz fakat hareketli olan mikrogametin makrogameti doéllemesiyle zigot
olusur ve gametogoni tamamlanir’.

2.4.3.5. Ookist Evres

Zigot duvarinin kalinlasmasiyla, dis ¢evre kosullarina dayanikli, infekte
ookistler olusur. Bu ookistlerin %80'i kalin, %20'si ince duvarhdir. Ince duvarl
ookistler yeni hicreleri infekte ederek infeksiyonu devam ettiriken (otoinfeksiyon),
kalin duvarl ookistler digki ile disar1 atilirlar™*31722

2.4.3.6. Sporogoni Evres

Ookist icinde sporlanma ile dort infektif sporozoit olusur®.Ookistlerin viicuda
alinmasindan digkida ookistlerin gorilmesi insanlarda 5-21 gin, sigirlarda 2-7 gun,
kedilerde 5-10 giindiir*.

2.5. Epidemiyoloji
2.5.1. E. higtolytica’ nin Epidemiyolojis

E. histolytica’ nin sebep oldugu ambbiyoz, diinya niifusunun yaklasik %10’ unun
enfekte oldugu, basta tropikal ve subtropikal bolgeler olmak tzere diinyanin hemen her
bolgesinde ve her sosyo-ekonomik grupta goriilmektedir>%*"*8, Y 1lda 40-50 milyonun
E. histolytica’ nin neden oldugu kolit ve karaciger apsesine yakalandigi ve 40 ila 110 bin
kisinin de bu hastaliktan 6ldiigii sanilmaktadir’. Oliime neden olan parazit hastaliklar:
arasinda sitma ve sistozomiyozdan sonra tguncl sirada yer almaktadir. E. histolytica
parazit hastaliklar: arasinda en kozmopolit olamdir. Ulkemizde yapilan arastirmalar
sonucunda ise bagirsak parazitlerinin dagiliminda E. histolytica insidansinin %0,3 ile
%17,4 arasinda degistigi tespit edilmistir**>.

E.dispar'in prevelans olarak E.histolytica’ya gore dokuz kat daha fazla
gorildugi ve bu nedenle E.histolytica’ ya atfedilen yaklasik diinya nifusunun %210’ unda
goriilen infeksiyonlarin biiyiik cogunlugunun E.dispar oldugu 6ne sirtilmektedir'®%.

Amobiyoz E. histolytica kistleri ile bulasmaktadir. Trofozoitler viicut disinda
fazla yasayamadiklar1 Ozellikle distk 1siya, oksijene ve mide asidine dayanikli
olmadiklar: icin bulasmada etkisizdirler. Amobiyoz epidemiyolojisinde insan disinda
diger canlilarin bir roll yoktur. Kistleri iceren diskilara konduktan sonra yiyecek
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iceceklere konan sinek, bocek gibi eklem bacaklilara bildigimiz anlamda vektor
denmesi dogru degildir®.

Bu hastaligin prevalansinda ki artis, daha ¢ok kiltirel aliskanliklara, yasa,
temizlik kurallarina, sosyo-ekonomik duruma, buyik topluluklar halinde yasama
aliskanligina, kanalizasyon sistemlerinin olup olmamasina ve endemik bolgelerden goc
gibi nedenlere baglanmistir. Amobiyoz, her yasta gorulmekle birlikte daha c¢ok
yetiskinlerde gorulmektedir. Amibik kolit ise her iki cinsiyette de esit oranda
gorulurken, amibik karaciger apsesi (AKA) ve diger bagirsak disi olgular erkeklerde
yaklasik olarak 10 kat daha fazla gorilmektedir. E.dispar’a ise kadinlarda erkeklerden
daha sik rastlanmaktadir'®.Yeni dogan ve cocukluk caginda olanlarda, gebelik ve
dogum sonrasi donemlerde, kortikosteroid alan maligniteli ve malnutrisyonlu Kisilerde
ise amip infeksiyonlarimin daha siddetli Kklinik tablolar ile seyrettigi ortaya
konmustur'®**?*2® Yy apilan calismalarda, homoseksiiel erkeklerde E. histolytica ve
diger bagirsak parazitleri infeksiyonlarina daha sik rastlandigini ve cinsel yolla gecisin
mimkiin oldugunu gostermektedir'®2*,

Epidemiyolojik calismalarda, amip infeksiyonlarina en gok Meksika, Guney
Amerika Natal, Bat1 Afrika ve Giiney-Dogu Asya ulkelerinde rastlanmaktadir®*®. Bu
parazitin prevalansinin %10 olmasina ragmen son zamanlarda E.dispar ayrim
yapilamayan tropikal Ulkelerdeki arastirmalara gore prevalans %50 hatta %80’ lere
cikabilmektedir. Iki turiin morfolojik olarak degil de sadece genetik 6zellikleri bazinda
ayirt edilebilmeleri epidemiyolojik taramalarda ve tan da zorluklara neden olmaktadir.
Cunkd monoklonal antikor, DNA hibridizasyonu ve PCR gibi yontemleri uygulamak
rutin tam laboratuvarlari icin hem zor hem de pahalidir?.

2.5.2. G. lamblia min Epidemiyolojis

Giyardiyozda infeksiyon kaynagi infekte kisilerin digskilariyla dis ortama atilan
kistlerdir. Kozmolit bir dagilim gosteren bu parazit daha cok iliman ve tropikal
bolgelerde gordlir. Giyardiyoza yakalanmada yas, iklim, sosyal ve cinsel yasam tercihi
rol oynar fakat cinsiyet ve irkin bir etkisi yoktur®. Cocuklarda yiiksek oranda, 6zellikle
de 10 yasin atinda ki cocuklarda %15-30 oranlar arasinda goriilmektedir'”=.
Gelismekta olan tlkelerde %20-30 arasinda, Amerika da da hem endemik, hem 6nemli
hem de en sk rastlanan protozoon hastaligi olarak yayilis gostermektedir. Yine bu
Ulkedeki CDCP (Center for Disease Control and Prevention)'ye gore giyardiyoz
yoninden 5 yas altinda ki cocuklar ve hamile kadinlar yiksek risk altindadir.
Ulkemizde ise yapilan calismalar sonucunda degisik sehirlerde %0,8 ile %54,8 gibi
farkl: sayilarda degerler bulunmustur™.

G. lamblia’da bulas; dort cekirdekli kistlerin fekal-oral yolla insandan insana
bulas, kontamine yiyecek ve igeceklerle gevresel bulas ve zoonotik bulas olarak
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bilinmektedir®. Fakat anormal seks iliskileriyle ve homoseksiiellerde de anal-oral seks
esnasinda bulasabildigi de ileri sirilmistir®"®. G. lamblia’da bulasimina Kkars:
duyarliligi artiran sebeplerin basinda sahsin achlorhydria (mide 6zsuyunda Hcl
yoklugu) ve pankreatik hastaliklar gelir®. Ayrica giyardiyoz turist (gezgin) diyaresi
olarak da bilinmektedir®®?°. Baz1 arastiricilar ise zoonotik bulasta; kedi, kdpek, koyun,
keci, domuz, sigir, kunduz hatta kuslar da dahil olmak Uzere degisik hayvanlarin
insanlara giyardiyoz bulasmasinda potansiyel rolii oldugunu savunmaktadir®3+%.

2.5.3. Cryptosporidium sp.’nin Epidemiyolojis

Kriptosporidyoz, evcil hayvanlardan insanlara bulasabilen Antartika disinda,
sicak iklime sahip tim bolgelerde gorilen zoonoz bir hastaliktir. Insandan insana,
hayvandan hayvana da bulas olabilmektedir. Ozellikle su kaynakli epidemiler
gorilmektedir. DUstik sayida ookistin infeksiyon olusturmasi, ookistlerin uzun siire dis
ortamda canli kalabilmesi ve bircok dezenfektana karsi direncli olmasi, konaktan
atildiginda oositlerin infektif olmasi, bazi genotiplerin hayvanlar igin rezervuar olmasi
ve konagin bagisiklik sisteminin baskilanmis olmast gibi sebepler Cryptosporidium
epidemiyolojisini belirleyen faktorlerdir**,

Bu parazitoza cocuklarin, eriskinlerden; anne sitl ile beslenmeyenlerin
beslenenlere gore daha sik yakalandigi bilinmektedir. Ayrica, ookistlerle pislenen gig
siitler, yas, meslek, beslenme bozuklugu, immin yetersizlik, hijyenik kosullar ve infekte
kisilerle yakin temas risk faktorlerini olusturmaktadir'™?. Hastaneler, huzurevleri ve
cocuk yuvalart gibi kalabalik ortamlarda bulasmamin  daha sk oldugu
belirtilmektedir*®*,

TUm dinyada yaygin olan bu parazit, 1987 yilinda Amerika da yaklasik 13 bin
kisiyi etkileyen kriptosporidiyoz epidemisine yol agmis ve bunlarin %39 unun
diskisinda ookistler gorilmustiir®. Bircok tlkede gorilmekle birlikte gelismis tlkelerde
diyareli gocuklarda %1-3, gelismekte olan Ulkelerde ise %4-17 arasinda insidansa
sahiptir*#*,

Ulkemizde ise 1985 yilinda ilk Adana da C.U. Parazitoloji Anabilim Dalimizda
yapilan caligmada , ishalli gocuklarda %8.2, norma cocuklarda % 4.08 olarak
bulunmustur. Bunun disinda yapilan arastirmalarda bu parazitozun tlkemizde goriulme
oran %0.1-30.4 arasinda degismektedir™.
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2.6. Patojenite
2.6.1. E. histolytica Patojenites

E. histolytica kistleri agiz yoluyla alindiktan sonra kalin bagirsakta metakist ve
metakistik trofozoit sekillerine dontserek kolonize olur ve eritrositlerle beslenerek
Ulserler olusturur. Bagirsak duvarimin Ulserasyonu, amibik dizanteri klinik tablosuna
neden olur veya hastaligin klinik belirtileri olmadan da belli belirsiz hasar olabilir*3.
Ayni zamanda amip kan yoluyla karaciger, akciger, safra kesesi, deri, plevra, dalak,
beyin, idrar yollar1 ve Ureme organlarinda apse olusturabilir. E. histolytica’ nin hastalik
olusturmasinda insan vicut direncinin dnemi oldugu kadar, amibin virtlans, sayisi ve
trofozoitleri tarafindan salinan enzimler, enterotoksinler, sitotoksinler ve amibin dokuya
temast ile ilgili hiicre erimesi de nemlidir'®®.

E. histolytica’ min patojenite mekanizmasi iki ana konuda ele alinmustur.

1. Amibin olusturdugu toksinler ile gelisen olaylar. Bunlar salinan enzimler,
trofozoitlerden serbest kalan enterotoksinler veya sitotoksinlerdir.

2. Amip-konak arasinda direkt hiicresel temas ile gerceklesen olaylar ki bunlarda
hiicre erimesi seklinde kendini gosterir®.

Hucre oldarict etki, amiplerin konak hiicresine tutunmalar: ile baslar. Bunu,
diger hicreleri amiplerin fagositozu izler ve fagosite edilen hiicreler erirler. Bu etkinlik
patojenitede dis zarin 6nemini gosterir. Ayrica amip yuzeyindeki mikroflamanlarinda
olaya katkisi bulunmaktadir. Patojenitede yapisma, hiicre erimesinin yamsira konak
savunma mekanizmasina kars1 parazitin direncinin artmasinda da etkili olmaktadir®.

E. histolytica konak hicresine yiizeyinde bulunan galaktoz baglayan lektin
araciligiyla baglanmaktadir. Galaktoz, lektini hiicre yizeyindeki glikonlara baglayarak
hedef hlicreye yapismasim saglar. Amibin hedef hicre ile iliskisinden sonra olusan ilk
biyokimyasal olay aktin polimerizasyonudur. Bu olay fagositik zarlarin genislemesi ile
birliktedir®*3. Ayrica proteaz sekresyonu, dokuya penetrasyonu kolaylastirir. iki amibik
proteinazin patogenezde ©nemli rol oynadigina inamimaktadir. Bunlar tiol
proteinaz(sistein) ve metallokollagenazdir. E.histolytica’y:r kodlayan 6 farkli gen
(EhCP1- ENhCP6) belirlenmistir. E.dispar’da da EdCP2, EACP3 ve EdCP4 genleri
saptanmistir. Sistein proteinaz kodlayan genlerde ki farklilik, E.histolytica ile E.dispar
arasindaki patojenite farliliklarin: belirleyebilir®.

Amipler bagirsak c¢eperinde, Ulserin genellikle kenarlarinda ve dibinde
bulunurlar ve erimis hiicrelerle, eritrositlerle beslenirler. Ulserlere en ¢ok cekumda,
rektumda ve sigmoid kolonda, agir olgularda ise kalin bagirsagin her tarafinda

1,34

rastlanildigi gibi, ince bagirsak ve apandiste lezyonlar gorulebilmektedir—".
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Baslangicta ufak sar1 akintilar halinde olan lezyonlar acilir, agz1 dar bir sise
tarzinda amip yaralarr meydana gelir. Yaralar bagirsak kivrimlari  yoniinde
ilerlediklerinden enleri boylarindan btyuktir. Burada amipler, erimis hicreler ve
alyuvarlarla beslenip cogalirlar. Amipler bagirsak ceperinde, Ulserin genellikle
kenarinda ve dibinde bulunurlar™3#1%8,

Amipler venciklerden veya periton boslugundan gecerek karacigere varabilirler.
Ya da lenf damarlarindan sag kalbe, akcigere ve diger organlara gegebilirler. E.
histolytica’ dan kaynaklanan karaciger apsesinde (AKA) basit hepatit, amip hepatiti ve
amip absesi gorulebilmektedir. Karaciger apsesi plevraya, akcigere, deriye, bagirsaga,
perikarda, peritona, safra yollarina ve damarlara acilabil mektedir#8192127,

2.6.2. G. lamblia Patojenites

Infeksiyonun kistlerin agiz yolu ile alinmasinin ardindan olustugu ve on kadar
kistin bile infeksiyona sebep oldugu bilinmektedir®®. Patojen etki parazit viriilansina,
sayising, konagin bagisikligina bagli olarak degismektedir. Ayrica giyardiyoz
patogenezinde, trofozoitin emici 6zelliginin yamnda spesifik resdptor-ligand iliskisinin
rol oynadigi, diskin mikrottbller yapisinda ki tubulinlerin, kontraktil proteinlerin,
yuzey membranindaki lektinlerin yardim ile duedonum c¢eperine yapismast rol
oynamaktadir®*"*®, Yapisma ceperde mekanik irritasyona ve bunun sonucunda da
miUkoz salgisinda artmaya, dehidratasyona, sirgine (ishale) ve gaz birikmesine yol
acar’. Bu parazitte goriilen malabsorbsiyon ve siirgiin birden cok etmene bagli olmakla
beraber, bagirsak epitelyum yapisint degistirerek belirgin veya orta dereceli villus
atrofisine  yol agar. Ksiloz ve disakkaritlerin, yagda eriyen vitaminlerin
malabsorbsiyonu, infekte kiside kilo kaybina yol agar®®*"?®,

Steare denilen yagli sirginin oldugu hastalarda ince bagirsakta bakteri
kolonizasyonunun arttigi ve serbest safra asitlerinin seviyesinin yukseldigi saptanmis
bunlarin birinin ya da her ikisinin birden yagl siirgiine yol actig1 ileri siirtilmiistiir?.

2.6.3. Cryptosporidium sp. Patojenites

Bagisiklik sistemi saglam olan kisilerde Cryptosporidium siklikla terminal
jejenum ve ileumda, bagisiklik sistemi baskilanmis Kisilerde ise mide, duedonum,
kolon, bilier ve pankreatik kanallar ve solunum sistemine yerleserek infeksiyona neden
olabilecesi bildirilmistir'. Enfekte bagirsak epitelyum hiicrelerinde absorbsiyonun
bozuldugu ve sekresyonun arttigi gozlenmistir. Bagirsaklarda villls atrofisi, kript
hiperplazisi gdzlenmektedir'.
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Ishalin patofizyolojisi tam olarak agiklanamamustir. Sonucta olusan ishalin hem
tanimlanamiyan bir toksin nedeni ile hem de bagirsak villuslarinda hasar ile olusan

malabsorbsiyon nedeni ile oldugu var sayilmaktadir. Ug ana mekanizmamn etkili
oldugu dustunilmektedir.

Bunlar;
1- Dogrudan sitotoksik etkiyle bagirsak yapisinin bozulmasi

2- Konak immin yamtin bir parcasi olarak. inflamatuar metabolit ve
hormonlarin salinimi

3- Parazitin enterotoksik 6zellik gostermesi* 42,

2.7.Klinik Belirtiler
2.7.1. E. higtolytica’ daKlinik Bélirtiler
Amobiyoz ileilgili klinik belirtiler ele alindiginda genel olarak;
l. Asemptomatik bulgulu amobiyoz (olgularin %85-95'1)
. Semptomatik bulgulu amobiyoz (olgularin %5-15'1)
A) Bagirsak amobiyozu
- Dizanterik amobiyoz

- Dizanterik olmayan amobiyoz

B) Bagirsak Dis1 amobiyoz( Semptomatik olgularin %5’ i)
- Karaciger amobiyozu

- Akciger amobiyozu

- Diger bagirsak dis1 odakli amobiyoz'?. (plevra, perikard, beyin,
dalak, ureme organlari,idrar yollar1 ve deri)

|. Asemptomatik Bulgulu Amobiyoz: Tim asemptomeatik olgularda herhangi
bir semptom goérilmedigi halde infekte saluslar kist ¢ikarirlar. Bu kisilere portor adi
verilmektedir. Semptomlar: kesin bir gergevede tarif edilmemekle birlikte hastaligin

siddetine, bagirsakta sinirli kalip kalmamasina, diger organlara gegip gecmemesine gére
degisik semptomlar goriilebilmektedir>!3182
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Il. Semptomatik Bulgulu Amobiyoz

A) Bagirsak Amobiyozu: Amobiyozisin en yaygin sekli olup, dizanterik olan
ve dizanterik olmayan sekilde seyredebilmektedir. Bu tip amobiyozda kulugka siiresi 2-
5 giin veya daha uzundur. Klinik kulucka siiresi ortalama 1-4 ay arasinda degisir®. E.
histolytica en ¢ok kalin bagirsaga yerlesmekte, eritrositlerle beslenmekte ve Ulserler
olusturmaktadir. Hastalik sirasinda nadiren ates goriilmektedir.

- Dizanterik olan sekil: Akut bagirsak amobiyozu olup, bu hastalikta karin
agnsi, kramp, gaz gibi sikayetlerle birlikte normal gérinimde olmayan kotl kokulu
disk1 cikarma ve bu diskinin seffaf mukuslu ve kanli gérinimi ile agag cilegi ezmesi
seklinde gorulebilir. Ayrica bu tipte istahsizlik, kilo kaybi ve kronik halsizlik gibi
belirtilerde gorilebilir >,

- Dizanterik olmayan sekil: Sessiz seyredebildigi gibi karin agrisi,
konstipasyon ve zaman zaman daire nobetleri, gaz sikayetinden dolay:1 ¢ekumda
siskinlik hissi, sekilli diski gikarma, sigmoid kolon ve gekumda hassasiyet ve hafif agri
gordlebilir. Oldukca sik olusan seconder bakteriyel enfeksiyondan dolay: hafif 16kositoz
gorulmektedir’.

B) Bagirsak Disi Amobiyoz

- Karaciger amobiyozu: Bu tip amobiyoz tiri 6n donem ve apse donemi diye
ikiye ayrilabilir. On dénemde sag st kadranda ve sag omuzda agr, Karacigerde
bilylime, ates ve sedimentasyon yikselmesi gorilir. On donem kendiliginden iyilesirse
de genelde apse donemine donlsur. Apse olusumu olgularimin ¢cogunda ( %85) sag
loptadir fakat sol lopta veya her iki lopta da gorulebilir. Ayrica 6ksirtik, kusma, kronik
yorgunluk, uyku hali, aes ve Usiume  gibi komplikasyonlarda
goriilebil mektedir®3>181921.28

Karaciger amobiyozunun gortlmesi ileri yaslarda, ©zellikle 40-50 yaslar
arasinda, erkeklerde kadinlardan daha sik goriilmektedir®3*.

- Akciger amobiyozu: Karaciger amip apselerinin diyafram yolu ile akcigere
acilmasiyla veya kan yolu ile E. histolytica trofozoitlerinin akcigere tasinmasiyla
olusabilir. Bagirsak ve karacigerden sonra en ok tutulan organdir™®. Oksiiriik, yiiksek
ates, toraksin yarisini kaplayan agri ve yorgunluk semptomlar: arasindachr. Oksiiriikle
gelen balgamda karaciger hiicreleri de goriilebilmektedir®>0-28,

- Diger bagirsak disi1 odakli amobiyoz: Bagirsak disi tutulan diger bolgeler
olarak beyin, dalak, perianal apse, genitouriner, perinefritik apse, infekte rektal kist,
rektovajinal fistiil, penil, servikal ilser, uterus tutulumu ve vajina lezyonlary’ dir>%,
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2.7.2. G. lamblia’ da K linik Belirtiler

Infeksiyonun ortaya cikmasi icin oral yoldan 10-25 adet kistin alinmasi
yeterlidir. Giardia kistini alan Kkisilerin = %25-50'si  semptomatik, %35-70'i
asemptomatiktir®®, Kulucka siiresi genelde 1-2 haftadir. Biyolojik kulucka siiresi ise
10-36 giindur®. Klinik belirtilerde periyodik yagl siirgiin (ishal), karin sisligi, patlama
seklinde asir1 gaz olusumu (borborogomi), kramp seklinde karin agrilari, epigastik
bolgede duyarlilik, kilo ve istah kaybi, anemi ve malabsorbsiyon sendromu sayilabilir.
Ayrica artrmis mukus sekrosyonu, dehidratasyon, halsizlik, bulanti, kusma, ates ve
urtiker gibi semptomlarda goriilmektedir! 3681217,

Agir seyreden olgularda gocuklar Coliak hastaligina, eriskinlerde ise tropikal
spruya benzer durumlar gorulebilir. Bu durumda bol miktarda agik renkli diskiya ek
olarak, hipoproteinemi, folik asit ve yagda eriyen vitamin eksiklikleri ile villuslerin
yapisinda bozuklukluklar vardir?®.

Giyardiyozda baslangicta diski bol miktarda ve sulu iken, daha sonra yagli, k6t
kokulu ve yuzer nitelikte bir hal alir. Digkida makroskobik kan, ply ve mukus
genellikle bulunmaz, mikroskobik olarak da polimorf c¢ekirdekli hlcreler
goriilmez®101319,

G.lamblia infeksiyonlarindan sonra  artralji, sSnovit ve artrit de
goriilebilmektedir’=8,

2.7.3. Cryptosporidium sp’.deKlinik Belirtiler

Cryptosporidium, bagisiklik sistemi saglam kisilerde siklikla terminal jejenum
ve ileuma, bagisiklik sistemi baskilanmis Kisilerde akciger, 6zofagus, mide, karaciger,
pankreas, safra kesesi, apendiks, duodenum, kolon, rektum, orta kulak ve konjonktivada
da bulunabilecegi ve klinik belirtiler vyerlestigi organlara gore ortaya Giktigi
bildirilmistir**3,

Ookistlerin agiz yoluyla alinmasindan semptomlarin gorilmesine kadar gegen
siire konagin saglik durumuna gore ortalama 5 ile 28 giin arasinda degismektedir®*”.
Belirtilerin siddeti kisiden kisiye degismekle birlikte, atilan ookist sayisiyla paralellik
gostermektedir. Klinik semptomlarin siddeti ve siiresi konagin yas ve immtin sisteminin

-

infeksiyon seklinde, immin sistemi saglam kisilerde ise kisa sireli ve kendiliginden
tamamen iyilesme seklinde sonuclanmaktadir’.

Bagisiklig1 saglam kisilerde en sik rastlanan semptomlar; bol ve sulu koleraya
benzeyen diyare, karin agris,, bulanti, kusma, 39°C’'yi gecmeyen hafif ates ve bas
agrisidir. Bunlarin disinda hafif kas agrisi, halsizlik, kuvvetsizlik ve istahsizlik olabilir.
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Immun sistemi saglam olan kisilerde bu bulgular kisa siirede geger, spontan olarak tam
iyilesme goruliir2107:2843

Edinsel immun yetmezligi olan veya immun sistemi baskili kisilerde gorilen
belirtiler; cok siddetli ishal, ginde yirmi litreye yakin sivi kaybi, elektrolit ve su
balansinin bozulmasi, zayiflama, bulant;, kusma, karin agrisi, bas agrisi, ates gibi
belirtiler goralir. Ayrica bu belirtiler gastrointestinal sistemle sinirli kalmayabilmekte,
safra kesesi ve safra yollari, pankreas kanallarin tutarak, pankreasta bliytime, solunum
sistemini tutarak sintizit ve nonspesifik belirtilere, eklemleri tutarak agri1 yakinmalarina
da neden oldugu bildirilmektedir*" 44547,

2.8. immiinolgji
2.8.1. E. histolytica’ da immiinoloji

Hastaligin olusmasinda, kisinin beslenme seklinin ve savunma mekanizmasinin
durumunun etkili oldugu ileri surilmustir. Infekte kisilerde anti-lektin antikorlarinin
olustugu ve bunlarin parazitin sitotoksik etkisini bloke ettikleri ama trofozoitin hiicreye
yapismasini engelleyemedigi belirtilmistir. Ayrica invaziv amobiyozdan kurtulanlarda
hem hiimoral hem de hiicresel bagisikligin varhig saptanmistir®*%%,

Patojen ya da patojen olmayan amiplerin neden oldugu salgisal IgA,
bagirsaklarda miikoz zarlara girislerini engelleyebilmektedir®. Amiplere karsi olusan
antikorlarin parazitlerin dokuya girmesi sonucunda olustugu samimaktadir. Fakat
patojen olmadig:1 bilinen amiplere kars1 da antikor olusmaktadir. Endemik bolgelerde
amobiyoz olgularinda yiksek dizeyde 1gG, cok disuk dizeyde IgM ve IgA
antikorlarimin varligi gosterilmistir. Saptanan bazi antikorlar tamda rol oynayabilmekte

ancak hastaliga kars: koruyucu 6zellik gosterememektedir®>*.

2.8.2. G. lamblia’ da Iimmiinolgji

Konagin G.lamblia’ya kars1 sergiledigi savunma mekanizmas: da parazitozun
patogenezinde rol oynar. Deneysel ve epidemiyolojik calismalar insanlarda tekrarlayan
Giardia infeksiyonuna karsi edinsel bagisikhgin oldugunu géstermektedir®®®, G.
lamblia’ nin konagin reaksiyonlarina kars: canliligim surdarebilmek icin Variant Surface
Protein (VSP) olarak adlandirilan maor yuzey antijenlerinde degisiklik yaptigi
bildirilmektedir. S6z konusu VSPde ki degisiklik paraziti intestinal proteaz
aktivitesinden korumakla birlikte oksjen stabilitesini saglamakta, boylece farkli
konaklara adaptasyonunu kolaylastirarak immin yanmttan kagista 6enmli  bir rol
oynamasina neden olmaktadir™.
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Infeksiyonun sinirli olmasi, Giardia'ya 6zgul antikorlarin hasta serumlarinda
saptanmasi, hipoglobulinemili kisilerin infeksiyona daha duyarli olmasi, kiiglik yaslarda
parazite daha sik rastlamimast gibi sebepler insanlarda bagisiklik yanitimin varligin
desteklemektedir®.

Giyardiyozda bhirgok infeksiyonda oldugu gibi serumda once IgM sinifi
antikorlar erken olusmakta ve 2-3 hafta igerisinde hizla gerilemekte, daha sonra IgA ve
IgG’ nin olustugu da bildirilmistir. Semptomatik hastalarda IgM ve IgA yanitlarinin
asemptomatik hastalara gore daha yiiksek oldugu, buna karsilik 1gG yanmtinda farklilik
olmadig: bildirilmektedir®*2,

2.8.3. Cryptosporidium sp. Iimmunolgjisi

Cryptosporidium bagisiklik yamiti hakkinda yapilan ¢alismalarda infeksiyonun
Onlenmesinde ve iyilesmesinde CD,4 T lenfositleri ve gamma interferonunun (IFN-[7)
onemli bir rol oynadig: bildirilmistir. AIDS'|i hastalarda CD4 sayist > 180 hiicre/mm®
olanlarda infeksiyon spontan temizlenebilirken, 180’ den az olanlarda persistan hastalik,
100°den az olanlarda kronik ve 50'den az olanlarda 6lum riski oldugu
bildirilmistir™***". Ayrica sitokinlerden interlokin 5 (IL-5) ve interlokin 12 (1L-12)’nin
azalmasinin infeksiyonun siddetlenmesine neden oldugu bildirilmektedir'”’.

Cryptosporidium ile infekte kisilerin serumlarinda 1gG, IgM ve IgA antikorlar
bulunmustur. Ozellikle salgisal IgA’ nin, infeksiyonun iyilesmesinden sorumlu oldugunu
ve yetmezliginde hastaligin kroniklestigi bildirilmistir. Yasli hayvanlarin genglere
oranla kriptosporidyoza direncli oldugu bilinmekte ve bu durumun 6nceden gegirilen
infeksiyonun verdigi bagisikla ilgili oldugu fakat yaslanma sonucu bu direncinde
gelisebildigi bildirilmektedir®**.

Sonug olarak akut ve kronik kriptosporidyozda 6zellikle CD, lenfositlere
bagimli sistemik hiicresel bagisikligin 6énemli oldugu, humoral bagisikligin ise
kriptosporidyozdan korunmada rol oynadhg: bildirilmektedir.

2.9. Tam
2.9.1. E. higtolytica’da Tam

Klinik olarak tam koymak zordur. E. histolytica’ nin olusturdugu bagirsak ve
bagirsak dis1 amobiyozun tamsinin konmasi igin, etkeni gorerek yapilan direkt
(etkensel) tani ve bu parazite kars1 olusmus antikorlarin saptanmasi icin uygulanan
indirekt tam yontemleri kullanilmaktadir. Ayrica molekiler tam yontemleri de
kullar|maktadir'™
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2.9.1.1. Direkt (Etkensel) Tam

Entamoeba histolytica’da direkt tam icin diskinin incelenmesi gerekmektedir.
Digkimin  mikroskobik muayenesinin disinda makroskobik gorunimuninde onemli
oldugu gorulmektedir. Digkimin gorinist, kokusu, kivami, kan ve mukus ihtiva edip
etmedigi, gunde kag kez diskilama yapildigi hastaligin tamsinda oOnemlidir.
Mikroskobik olarak diski muayenesinde ise taze diskimin en az ¢ kez ve en ge¢ 30
dakika igerisinde incelenmesi, 3-5 gun ara ile bakinin tekrarlanmasi, diskinin kanl
mukuslu yerinden inceleme materyali alinmasi, mikroskop altinda incelerken hareketli
E. histolytica trofozoitlerinin gortlmesi ve bu trofozoitlerinin icinde eritrositlerin
bulunmus olmasi, trofozoit disinda bulunan eritrositlerin ise birbirine yapisarak diziler
halinde bulunmalar1 (Anderson olay1) ve Charcot-Leyden kristallerinin parazitin
sitoplazmast icinde gorilmesi, mikroskobik tamda yardimc: olmaktadir?#31724
Eger parazitin tanimu direkt preperatta yapildiysa sonrasinda kalici boyali preperatlar
hazirlanmalidir®.

Taze digkida E.histolytica tamsim koyabilmek igin kullamlan diski muayene
yontemleri olarak; nativ-liigol yontemi, Ritchie' nin formaldehit eter yontemi, Otto’nun
cinko silfat ile yuzdirme yontemi kullamlmaktadir. Boyama yontemleri olarak da;
Lawles, Heidenhain’in demirli hemotoksilen, iyot, Eosin, klasik Trichrome, Celestine
Blue B ve Celestine Blue B-Trikrom boyama yontemleri kullanlmaktadir'*3.

Bagirsak ve bagirsak dis1 amobiyozun tanisinda gerek diski, gerekse biyopsi ve
aspirasyon materyalleri Robinson, Diamond, Dobell, Boeck ve Drbohlav, Cleveland ve
Coller, Jones, Balamuth ve TY-S 33, TY SGM-9 gibi besiyerlerine ekilerek veya deney
hayvanlarina inokiile edilerek de tanya gidilmektedir™.

E.histolytica’ mn morfolojik olarak 6zellikle E.dispar gibi diger amip tUrlerinden
ayirim zordur. Morfolojik olarak ayirt edilemediklerinden, trofozoitler iginde fagosite
edilmis eritrosit gdrilmedikce, mikroskobik inceleme tan icin yeterli degildir’®. Ayrica
son yillarda E.dispar’ 1 bazi olgularda mikroskobik bakida eritrosit iceren amiplerin de
olmasi (%16 siklikla), mikroskobinin tek basina guvenilir bir yontem olmadigim
(duyarlihigin dusiik oldugunu) gostermektedir*®#***, E.dispar’ in diski 6rneklerinde daha
sik gorilmesi ve tedavi gerektirmemesi nedeniyle iki amip truniin kolayca ayirimini
saglayacak serolojik testlere ve izoenzim arastirilmalarina gerek gorilmektedir. Son
yillarda E.histolytica invaziv patolojik histolytica olarak; E.dispar’da noninvaziv
nonpatojenik histolytica olarak isimlendirilmektedir. Bu iki amibin ayirimim tam
yapilamiyorsa ve amobiyoz etkeni olarak E.histolytica tamsi konuldugunda, eger
hastada klinik belirtiler bulunmuyorsa, bu hastanin E.dispar ile infekte oldugu
dustintlmelidir™.
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2.9.1.2. indirekt Tam

Direkt baki ile tamsi konulamayan drneklerin tamsinin konulmasinda serolojik
ve molekiler yontemler olarak ¢esitli indirekt yontemler kullanilir. Kan serumu, plevra
sivisi, BOS, periton sivisi ve digski gibi stpheli materyalde parazit antijenlerine karsi
olusmus olan antikorlarin veya parazit antijenlerinin saptanmasi amaglanmaktadir.
Duyarl: serolojik yontemler arasinda Indirekt Hemaglitinasyon (IHA), Indirekt
Fluoresan Antikor ( IFA), Enzim Immunassay (ELISA), Agar Diflizyon, Bentonit
Flokulasyon, Latex Aglitinasyon, Kompleman birlesmesi, Counter immiino-
elektroforez gibi tani yontemleri vardir.

2.9.1.2.1. Enzym-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Y ontemi

ELISA, serolojik tam yontemi olarak 1980’ den sonra kullamimaya baslanan, bir
hemaglitinasyon plagi ¢ukuru iginde olusturulan antijen-antikor kompleksi Gzerine,
enzim ile isaretli anti insan 1gG, IgM ve diger antikorlarin  konmasi ve substratin
eklenmesiyle pozitif olgularda renk olusmasinin gozlenmesi esasina dayanan, parazit
hastaliklarinin tarisinda giivenilir ve duyarl: bir yontemdir. Bu yontemin yalanci pozitif
sonuglar vermesi disinda duyarliligi ve 6zgiilliigii %90 1n tizerindedir***2,

2.9.1.2.2. indirekt Fluoresan Antikor ( IFA) Y 6ntemi

1960 yillarindan beri parazit hastaliklarimin tamsinda kullamilan bu yontem
genellikle bilinen antijenlerle, bu antijenlere kars1 olusan 6zgul antikorlar
arastirilmaktadir. Bu antikorlarin arastirilmasinda kegi veya tavsandan elde edilen insan
antikorlarina kars: olusturulan anti-antikorlar kullanilmaktadir. Bunlar fluoresan isaretli
insan anti 1gG, anti IgA, anti IgM ve anti IgD seklinde piyasada bulunmaktadir®.

2.9.1.2.3. indirekt Hemagliitinasyon (IHA) Y éntemi

Bu yontem, koyun veya ‘0’ grubu insan eritrositlerinin yizeyine bir kimyasal
madde ile kaplanan bilinen antijen molekllleri ile, sUpheli serumlarda bilinmeyen
antikorlar1 arama esasina dayanir. Pozitif olgularda eritrosit ytizeyine kaplanan antijen
ile antikor karsilastiginda, eritrositler birbirine yapisarak ortamda grantllt bir gérintm(
hemagl iitinasyon) olustururlar®.

Son yillarda kullanilan molekiler tam yontemlerinden birisi olan polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) yontemi E.histolytica’ mn tamimlanmasinda ¢ok daha duyarli
sonuclar vermektedir™.
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2.9.2. G. lamblia’da Tam

Giyardiyozun kesin tamsi digkida kistlerin veya trofozoitlerin, duodenum
sivisinda trofozoitlerin bulunmast ile konur. G. lamblia trofozoitleri emici diskleri ile
bagirsak mukozasina ¢ok siki tutunduklari icin arka arkaya digki incelemelerinde bile
parazite rastlanmada gucliklerle karsilasiimaktadir. Semptomatik Kisilerde ilk
incelemede saptanabildigi halde, asemptomatik Kisilerde sUphe edildigi taktirde l¢ kez
seri diski incelemesi tavsiye edilmektedir. Tamda direkt ve indirekt yontemler
kullan maktadr®8"2,

2.9.2.1. Direkt Tam

G. lamblia’ min kesin tarisi igin digkida kistler bazen de trofozoitler goérilmesiyle
konur. Trofozoitler sulu diskilarda, diskinin 6zellikle mukuslu kismindan hazirlanmis
preperatta hareketli olarak, Kistler ise kati, yar1 kat1 veya sulu digskilarda daha ¢ok
gorulebilir. Makroskobik olarak diski 6rnegi yumusak, pis kokulu, camci macunu
goriniminde veya tamamen normal kivamdadir. Mikroskobik olarak, ilk yarim saat
icinde serum fizyolojik ya da nativ-lugol ile hazirlanan preperatlarda trofozoit veya
kistlerin gorilmesi tam koydurucudur. Hastamin kliniginden stipheleniliyorsa ve nativ-
[Ggol yontemi ile tam koyulamiyorsa, Ritchie’ nin formalin-eter sedimentasyon yontemi
veya ¢inko siilfat ile yizdirme yontemi kullanilarak tani koyma sanst artirilabilir. Tam
konulan durumlarda kalict preperatlar hazirlamak icin ise g¢esitli  boyama
yontemlerinden yararlanilir. Bunlar; Giemsa, Trichrome ve Heidenhain’in demir
Hematoxylene' dir8°,

Ayrica diski drneklerinin sonu¢ vermedigi fakat hala giyardiyoz stpheli olan
durumlarda duedonum materyali incelenmelidir. Bunun icin de hastaya ya duodenal
tubaj uygulanir veya biyopsi yapilir ya da Entero-Test (String Test) kullarlir®*3*8,

2.9.2.2. indirekt Tam

Giyardiyoz tamisinda IFA, ELISA, Western Blot gibi serolojik ve immunolojik
yontemler kullanilmaktadir. Giardia igin spesifik DNA problarimin gelistirilmesiyle
DNA bazli molekuler tam yontemleriyle diski tetkiklerininde yapilmast mumkunddr.
Fakat bu yontemler rutin incelemeler icin pratik degildir*?*%,

2.9.3. Cryptosporidium’da Tani

Cryptosporidium infeksiyonlarina tam koymak amaci ile digki, balgam,
duodenum sivisi, safra érnekleri ve bagirsak biyopsisinde Cryptosporidium ookistleri
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arastirilir. Digki taze olarak incelenebildigi gibi, %10 formol veya sodyum asetat-asetik-
asit formol (SAF) ile tespit edildikten sonra da incelenebilmektedit. Tespit sonrasi
inceleme, laboratuvarda infeksiyonu riskini azaltmast nedeni ile tercih edilmektedir.
Ookistlerin  goklastirilmast  amact ile  yuzdirme ve ¢Oktirme yontemleri
kullamimaktadir. Y Gzdirmede Sheather’in seker sollisyonu, cinko silfat veya doymus
tuzlu su, coktiirmede ise formol-eter veya formol-etil asetat kullanil maktadir'**?%2.

2.9.3.1. Direkt Tam

Laboratuvarlarda kriptosporidiyoz direkt tamisinda en ¢ok boyama yontemleri
kullamimaktadir. Boyamalardan en fazla modifiye asit-fast yontemi kullamlimakta ve bu
boya ile ookistler kirmizi boyanmaktadir. En fazla kullanilan diger bir boyama yontemi
floresan boyamadir. Bunlarin  haricinde lugol ve giemsa boyama da
kullani maktagr>1317,

2.9.3.2. indirekt Tam

Indirekt tamda serolojik ve molekiler yontemler kullamlimaktadir. Serolojik
yontemlerden; Dogrudan Immunfloresans Teknigi (DFA), Hizli Immunokromatografik
yontemler, ELISA, IHA ve LATEX gibi immunolojik temele dayali yontemler,
molekiler tam yontemlerinden ise PZR yontemleri Cryptosporidium tamsinda
kullaml maktadir#>%,

2.10. Tedavi
2.10.1. E. histolytica Tedavis

Amobiyozun etkin bir sekilde tedavi edilmesi; hem semptomatik hastalarin
iyilestirilmesi, hem de bulastiriciigin énlenmesi agisindan gereklidir. Bu nedenle
infeksiyonun Kklinigine ve vyerlesim vyerine gore etkili ilaglarin veya ilag
kombinasyonlarinin segilmesi 6énemlidir. Amobiyoz tedavisinde kullanilan tim ilaglar
E. histolytica trofozoitlerine kars: etkili iken, bu ilaglarin cogu parazitin kist evresine
etkili degildir. Tedavide etkili ilaclar etkilerine gore tice ayrilirlar™.

2.10.1.1. Dokudaki Amiplere Etkili Tlaglar

5-nitroimidazoller ( metronidazol, tinidazol, ornidazol), Emetin, Dehidroemetin,
Klorokin
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2.10.1.2. Bagirsak L umenindeki Amiplere Etkili Tlaglar

Dikloroasetamidler (diloksanid furoat, klefamid, teklozan, etofamid), Halojenli
hidroksikinolinler (iyodokinol, kliokinol), antibiyotikler (tetrasklin, paramomisin,
eritromisin)

2.10.1.3. Hem Doku Hem de Bagirsak L imenindeki Amiplere Etkili flaclar

5-nitroimidazoller ( metronidazol, tinidazol, ornidazol)*#%3%

Asemptomatik  olgularda  metronidazol ve  diger  nitroimidazoller
Onerilmemektedir. Saglik Bakanligi intestinal amobiyoz tedavisinde metronidazol ve
ornidazolii 6nermistir.

Ayricailag tedavisi disinda hastalara bol sivi verilmeli ve istirahat onerilmelidir.
Tedavi edilen hastalar tedavileri bittikten sonra klinik ve laboratuvar olarak takip
edilmelidir**>,

2.10.2. G. lamblia Tedavis

Gilniimtzde giyardiyoz tedavisinde cok yonlt arastirmalar yuritilmektedir.
Ancak, G. lamblia’ min Uretilmesi ve izolasyonunda ki zorluklar nedeniyle in vivo ilag
etkinlikleri daha cok klinik gdzlemler seklinde degerlendirilmektedir®.

Semptomatik tedavide, cocuklarda demir eksikligi anemisi varsa demirli
preperatlar, B vitamini eksikligi varsa B vitamini kompleksleri, folik asit eksikligi varsa
folik asit ve proteinden zengin diyet verilmeli, sivi kaybi karsilanmalidir. Sadece
proteinden zengin diyetlerde diskida kistlerin kayboldugu bildirilmektedir“.

Tedavide G. lamblia’ya karsi etkinligi kanitlanmis ve tedavisinde kullanilan
bircok ilag bulunmaktadir. Bunlardan nitroimidazol tilrevierinden, Metronidazol,
secnidazole, ornidazol, tinidazol; Akridin boyalarindan, mepakrin, kinakrin; Nitrofuran
grubundan, Furazolidon'dur. Bunlar arasindan en ¢ok tercih edilen ilag
metronidazoldur®*®%*_ Diger nitroimidazol tiirevlerinden olan tinidazol, ornidazol ve
secnidazol yarilanma 6émirlerinin daha uzun olmasi nedeniyle tek doz seklinde etkili
olmaktadirlar®.

2.10.3. Cryptosporidium sp. Tedavis

Bu parazite kars1 hentiz etkili bir tedavi bulunmadig: igin hastalardaki infeksiyon
kronikleserek hayat1 tehdit edebilmektedir®*.
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2.10.3.1. immun Sistemi Saglam Kisilerde Tedavi

Bu kisilerde dehidratasyon tablosu durumuda sivi ve elektrolit kaybim
karsilamak Uzere oral veya IV tedavi uygulamir. Bu grup olgularin gogunda baska bir
tedaviye ihtiyag yoktur®,

2.10.3.2. immun Sistemi Baskilanmus Kisilerde Tedavi

Bu hastalarda daha fazla sivi, elektrolit, karbonhidrat ve amino asit
replasmasinin yan sira ilag tedavisi de baglanmalidir. Kanser, transplantasyon tedavileri
gibi immunsuprese ilag uygulanan hastalarda bu tedavilere ara verilmelidir. Ozellikle
AIDS|i hastalarda CD,4 hicre sayisimi arttirmak icin tedaviden once antiretroviral
tedaviler uygulanmalidir**“.

Immun sistemi baskilanmus Kisilerde tedavi icin kullamlacak ilaclar;

Immun sistemi dizenleyiciler (IL 2, bovin transfer faktor, hiperimmun,
kolostrum), antimikrobiyaller (paramomisin, spiramisin, nitazoksanid, roksitromisin,
letrazuril, azitromisin, lasalosid, maduramisin, aprinosid) ve antidiyareikler (morfin
siilfat, somostatin analoglari, difenoksilat) tedavi amacl: kullanlabilir*“.

2.11. Korunma

Bitin paraziter hastaliklarda oldugu gibi bu parazitlerde blylk halk sagligi
sorunu olusturdugu ve ekonomik kayiplara da neden oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
tedavinin uzun sirmesi, maliyetinin fazla olmasi gibi sebeplerden dolay: hastaliktan
korunmaya ©Onem verilmesi gerekmektedir. E.histolytica, G.lamblia ve
Crypttosporidium sp.’nin bulasimi Kist ve ookist sekilleriyle bulasmis yiyecek ve
iceceklerle agiz yolundan oldugu icin korunmada 6zellikle sunlara dikkat edilmelidir:

- Insan ve hayvan diskistyla infekte kist ve ookistlerin cevreye yayilmasi
engellenmelidir.

- Kisisel hijyen dnlemleri alinmalidr.
-Yemekler iyi pisirilmeli, ¢ig yenen besinler ¢ok iyi yikanmalidir.
- Saglikli igme ve kullanma sular1 temin edilmelidir.

- Kanalizasyon ve fosseptik sistemler denetlenmeli, igme sularina karismast
engellenmelidir.

- Hastalar tedavi edilmelidir.
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- Toplu yasanan (okul, kres, cezaevi, hastane, huzurevi, kisla vb.) yerlerde gida
veigcme suyu isi ile ugrasan personeller periyodik olarak muayene edilmelidir.

- Insan diskisinin giibre olarak kullaniimas 6nlenmelidir.
- Karasinek ve hamambdcekleriyle micadele edilmelidir.
- Riskli cinsel iliskiden kagimlmal1 veya 6nlem alinmalidir.

- Parazit ve yaptig1 hastalik, bulasma yollar1 hakkinda halk bilgilendirilmeli ve
egitilmelidir. Bu konuda yapilacak egitim programlar: brosur, film ve video gosterileri
ile desteklenmelidir™*8101113,
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

1. Disk1 ornekleri: Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim
Dal1 laboratuvarinda cesitli kliniklerden rutin tetkik amaciyla gonderilen, ishalli, kanlt
ve/lveya mukuslu, yagli diskilama 6ykist bulunan toplam 94 sipheli digski 6rnegi
toplandi.

2. Kimyasal maddeler:
o SUlfarik asit
o Metil Alkol
o Iyot-alkol
0 %70'lik alkol
0 %90’ l1k alkol
0 %95’ lik alkol
o Asit-alkol
o Karbon-ksilen Soltisyonu
0 Schaudinn Fiksatifi
o Mayer albumini
o Ksilen
3. Boyalar:
o Karbol fuksin
O Metilen mavisi
o Lugol
o Trikrom
4. ELISA Ted Kitleri
5. Triage Parazit Panel

6. Cihazlar:
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o ELISA Yikayici
o ELISA Okuyucu
0 Santrif(j
o Vorteks
o Slre Glcer
7. Digerleri:
o Plastik kapakl1 diski kaplari, ependorf tupleri
o Entellan

o Lam, lamel, baget

3.2. Orneklerin Toplanmas

Mayis 2010-Nisan 2011 tarihleri arasinda Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dal1 laboratuvarinda rutin tetkik amaciyla gbnderilen toplam 94
sUpheli ve 6zellikli (kanli ve/veya mukuslu, yagli, ishalli) diski 6rnekleri 30 dakika
icerisinde serum fizyolojik ve lugol (nativ-lugol) ile preperatlar hazirlanarak incelendi.
Daha sonra boyama igin preperatlar hazirland: ve kalan digki 6rnekleri ELISA ve Triage
calisiimast icin ependorf tuplerine alinarak, -20°C’de saklanarak derin dondurucuya
kaldirild.

3.3. YOntemler

Calismada, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dal
laboratuvarina rutin tetkik amaciyla gonderilen toplam 94 siUpheli diski Ornegi
kullanldi. Diski 6rnekleri alindiktan sonra bekletilmeden her 6rnek;

1. Makroskobik olarak, (renk, koku, kivam, kan, mukus)

2. Serum fizyolojik ve lugol kullanilarak, lam lamel arasi preperat yapilarak
parazitolojik yonden, incelendi.

3. Yayma preperat hazirlanarak havada kurutuldu, metil alkolle tespit edildi ve
modifiye asit-fast boyasi ile boyand:.

4. Trikrom boya yapmak ic¢in Schaudinn fiksatifi ile homojen karisim yapilan
disk1 drneklerinden yayma yapilarak kurutuldu ve boyandi.
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3.3.1. Parazitolojik Inceleme Y 6ntemi

Plastik kaplardaki taze diski ornekleri ilk olarak makroskobik olarak (renk,
koku, kivam, kan, mukus), daha sonra serum fizyolojik ve lugolle (nativ-lugol) lam
lamel arasi preperat hazirlanarak bagirsak parazitleri yonunden incelendi. Ayni zamanda
her bir 0rnek yayma preperat yapilarak kurutuldu ve metil alkolle tespit edilerek
modifiye asit-fast yontemi ile boyanarak Cryptosporidium sp. agisindan incelendi.
E.histolytica/dispar ve G.lamblia agisindan incelenecek olan diski Ornekleri de
Schaudinn fiksatifi igine alinarak homojen bir karisim elde edildi. Bu karisimdan ve
hazirlanan mayer albumininden esit miktarlarda alinarak yapilan yayma preperatlar
kurutuldu ve Trikrom boya yontemiyle boyand.

3.3.2. Modifiye Asit-Fast Boyama Y ontemi
3.3.2.1. Gerekli Eriyikler:
1. Kinyoun'un Karbol fuksin eriyigi:
0 Bazik fuksin 49r
o Fenol (kristalize) 8ar
0 Alkol (%95) 20 ml
o Damitik su 100 ml

2. Asit Alkol eriyigi:

o Stlfurik asit 1ml

o Etil alkol 9 ml
3. Malasit Yesili:

o Malasit yesili 4qr

o Alkol 50 ml

4. Metilen Mavisi:
o0 Metilen mavisi 0.3¢r

o Damitik su 100 ml
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3.3.2.2.Boyama Y ontemi

§

w  w W w

Disk1 orneklerinden yayma yapilan ve havada kurutulan preperatlar
metil alkol ile 3 dakika tespit edildi.

Preperatlarin Uzeri kaplanacak sekilde Kinyoun'un Karbol fuksin
erigiyle 8-10 dakika 1sitiimaksizin boyand: ve ¢esme suyu altinda 2-3
saniye yikandi.

%7’ lik stilfurik asit ile deklore edildi ve tekrar cesme suyuyla yikandi.
Metilen mavisi ile yaklasik 1 dakika boyandh.

Cesme suyuyla yikanarak havada kurutuldu.

Mikroskopta x40 ve x100 biiyutmeli objektiflerde incelendi.

Mavi zemin U(zerinde pembe-kirmizi renkte ya da boya amamis
Cryptosporidium sp. ookistleri goraldi. (Sekil 1)

Sekil 1. Cryptosporidium sp. ookistlerinin modifiye asit-fast boyamada ki gorintmi
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3.3.3. Trikrom Boyama Y Ontemi

Schaudinn tespit sivisina alinan stpheli diski 6rneklerindeki parazitlerin kist
velveya trofozoit sekillerinin i¢ yapilarini, 6zellikle g¢ekirdek ince yapisim daha iyi
gorundr duruma getirmek ve sonuglarin kaliciligint saglamak amaciyla yapilir.

3.3.3.1. Gerekli Eriyikler

1. Trikrom Boya:
o Distilesu 100 ml
0 Glasiyal asetik asit 1ml
o Phosphotungstic asit 0.7 gr
o Chromotrope 2R 04qr
o Light gren SF 0.3¢gr
o Bismarc brown 01qr

2. Schaudinn Fiksatifi
o Sulu Merkurik klorir 45 gr
o Etil alkol (%95) 310 ml

o Glasiyal asetik asit 50 m

o Gliserol 15ml

o Distilesu 625 ml
3. Asit-alkol

0 %95 Etil alkol 600 ml

0 Glasiyal asetik asit 4 ml

o Damitik su 350 mi
4. iyot-alkol

0 %70 etil alkol 40 mi

o Iyot kristalleri 2-3¢gr

5. Karbol-Ksilen Soltisyonu
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o Sivi fenol 200 ml

o Ksilen 600 ml
6. %70'lik Alkol

0 %95 Etil alkol 726 ml

o Damitik su 274 ml
7. %90 1k Etil Alkol

0 %95'lik Etil alkol 945 ml

o Damitik su 55 ml

3.3.3.2. Boyama Y tntemi

= Santrifdjj tipune alinan 3-5 ml Schaudinn fiksatifine 1 gr kadar diski
orneginden kondu, karistirilarak homojen hale getirildi ve 1 saat bekletildi.

» 1 saat sonunda solusyon gazl1 bezden stizildu.
= Slzllen solusyon 5 dakika 1500 rpm. de santrifllj edildi ve tst kisim atildh.

= Sediment kisimdan bir damla lama aktarildi ve Uzerine hazirlanan Mayer
albumininden (Bir yumurta aki+ 2-3 ml gliserin karstirilarak gazli bezden
stiztldi) aynm miktarda konularak karisim beyaz bir renk alana kadar dairesel
hareketlerle lama yayildi ve kurumaya birakildi.

= Kuruma isleminden sonra preperat iyot-alkol solisyonunda 5 dakika bekletildi.
= %70'lik etil alkole 10 defa daldirilip ¢ikarilds.

= Trikrom boya soliisyonunda 15 dakika bekletildi.

» Daha sonra asit-alkol sollisyonuna 10 defa,

= %90 ik etil alkole 10 defa,

» %095'lik etil alkole 10 defa daldirilip ¢ikarildh.

= Karbon-ksilen soliisyonunda 5 dakika,

= Ksilen soliisyonunda 5 dakika bekletildi.

= Lamin Uzeri 1slakken lamel konularak entellanla kapatildi.

= Mikroskopta x40 ve x100 buyutmeli objektiflerde incelendi.



Sekil 3. Giardia lamblia trofozoitinin Trikrom boya ile gérintmi
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3.3.4. ELISA Testleri

Diski 6rneklerinde E. histolytica antijenlerini belirlemede Cellabs in Entamoeba
CELISA kiti (Sekil 4), G. lamblia antijenlerini belirlemede Generic Assays ELISA Kiti
(Sekil 5), Cryptosporidium sp. antijenlerini belirlemede Wampole ELISA kiti (Sekil 6),
kitlerin prosedirlerine gore uyguland:.

3.3.4.1. E.histolytica EL1SA Y 6ntemi

Sekil 4. Entamoeba histolytica ELISA Kiti

3.3.4.1.1. Orneklerin Haairlanmas

-20°C’ de saklanan diski Ornekleri oda isisina getirildi. Her bir hasta icin
numarandirilip hazirlanan ependorf tiplerine 400 pl sulandirma soliisyonu konuldu.
Daha sonra her bir drnekten (digski kat1 ise 0,15-0.20 g, sivi ise 400 pl kadar) yeterli
miktarda sulandirma soliisyonu tzerine konarak vorteksendi ve 10 dakika bekletilerek
Ustte kalan sivi kisim test icin kullanildi.
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3.3.4.1.2. Yikama soliisyonu Hazirlanmas

50 ml konsantre yikama soltisyonu 950 ml distile su ile sulandirilarak ELISA
yikayici sisesine konuldu.

3.3.4.1.3. YOntemi
1. Test igin 96 kuyucuk hazirlandi ve plaga yerlestirildi.

2. Birinci kuyucuga negatif kontrolden 100 pl, ikinci kuyucuga pozitif
kontrolden 50 pl eklendi.

3. Kalan her test kuyucuguna hazirlanan érneklerden 200 ul eklendi.

4. BUtun kuyucuklara 1’er damla (50 pl) enzim konjugattan eklendi ve 2 saat
oda sicakliginda tizeri kapali olarak inktibasyona birakildi.

5. 2 saat sonunda yikama islemi (3 defa bitin kuyucuklarin tamamen
doldurulup bosaltiimasiyla) yapildi.

6. Her bir kuyucuga 2'ser damla (100 pl) substrat damlatildi ve 10 dakika
inktibasyona birakil di.

7. Inkiibasyon sliresinden sonra her bir kuyucuga 1’er damla (50 pl) durdurma
soltisyonu eklendi.

8.Havaya kars1 450 nm’ de ELISA okuyucusunda okutuldu.

3.3.4.2. G. lamblia EL I SA Y ontemi
3.3.4.2.1. Orneklerin Haairlanmasi

-20°C’ de saklanan diski ornekleri oda 1sisina getirildi. Her bir hasta igin
numarandirilip hazirlanan ependorf tuplerine 1 ml sulandirma soltisyonu konuldu. Daha
sonra her bir drnekten (100 mg kadar) yeterli miktarda sulandirma soliisyonu Utzerine
konarak vortekslendi ve Ustte kalan sivi kisim test igin kullamld.
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Sekil 5. Giardia lamblia ELISA Kiti

3.3.4.2.2. Yikama Soliisyonunun Haarlanmas

100 ml konsantre yikama soliisyonu 900 ml distile su ile sulandirilarak ELISA
yikayici sisesine konuldu.

3.3.4.2.3. YOntemi
1. Test icin 96 kuyucuk hazirland: ve plaga yerlestirildi.

2. Birinci kuyucuga negatif kontrolden 2 damla (100 pl), ikinci kuyucuga
pozitif kontrolden 2 damla (100 pl) eklendi.

3. Kalan her test kuyucuguna hazirlanan érneklerden 100 ul eklendi.
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4. Plak kapatildi ve 30 dakika inktibasyona birakildi.

5. Inkiibasyondan sonra yikama islemi ( 5 defa biitiin kuyucuklarin tamamen
doldurulup bosaltiimasiyla) yapildi.

6. BUtin kuyucuklara 2'ser damla (100 pl) enzim konjugattan eklendi ve 30
dakika oda sicakliginda tizeri kapali olarak inklibasyona birakild.

7. Inkubasyondan sonra tekrar yikama islemi ( 5 defa biitin kuyucuklarin
tamamen doldurulup bosaltilmasiyla) yapild.

8. Her bir kuyucuga 2'ser damla (100 ul) substrat damlatildi ve 10 dakika
karanlikta inktibasyona birakildi.

9. Daha sonra her bir kuyucuga 2'ser damla (100 pl) durdurma sollisyonu
eklendi.

10. Havaya kars1 450 nm’ de ELISA okuyucusunda okutuldu.

3.3.4.3. Cryptosporidium ELISA Y 6ntemi
3.3.4.3.1. Orneklerin Haairlanmasu

-20°C’ de saklanan diski ornekleri oda 1sisina getirildi. Her bir hasta icin
numarandirilip hazirlanan ependorf tiplerine 400 pl sulandirma solisyonu konuldu.
Daha sonra her bir drnekten (diski kat1 ise 0,1 g, sivi ise 100 ul kadar) yeterli miktarda
sulandirma soliisyonu Uzerine konarak vortekslendi ve Ustte kalan sivi kisim test igin
kullanld.
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Sekil 6. Cryptosporidium ELISA Kiti

3.3.4.3.2. Yikama soliisyonunun Hazirlanmas

50 ml konsantre yikama soltisyonu 950 ml distile su ile sulandirilarak ELISA
yikayici sisesine konuldu.

3.3.4.3.3. YOntemi
1. Test icin 96 kuyucuk hazirland: ve plaga yerlestirildi.

2. Birinci kuyucuga negatif kontrolden 2 damla (100 pl), ikinci kuyucuga
pozitif kontrolden 1 damla (50 pl) eklendi.



3. Kaan her test kuyucuguna 100 pl dilisyon sivisi ve Uzerine 50 pl
hazirlanan Orneklerden eklenerek oda sicakliginda 1 saat Uzeri kapali olarak
inktbasyona birakildi.

4. . Inklibasyondan sonra yikama islemi ( 5 defa biitiin kuyucuklarin tamamen
doldurulup bosaltiimasiyla) yapildi.

5. Yikamaisleminden sonra her bir kuyucuga 1 damla (50 ul) konjugat eklendi
ve oda sicakliginda 30 dakika Uizeri kapal1 olarak inkiibasyona birakildi.

6. Inkiibasyondan sonra tekrar yikama islemi ( 5 defa bitin kuyucuklarin
tamamen doldurulup bosaltilmasiyla) yapild.

7. Her bir kuyucuga 2 ser damla (100 pl) substrat eklendi ve oda sicakliginda
10 dakika Uizeri kapal1 olarak inklibasyona birakildi.

8. Daha sonra her bir kuyucuga 1'er damla (50 pl) durdurma sollisyonu
eklendi.

9. Havaya kars1 450 nm’ de ELISA okuyucusunda okutuldu.

3.3.5. Triage Parazit Panel Testi

Orneklerin degerlendirilmesinde E.histolytica, G. lamblia ve Cryptosporidium
sp. icin spesifik antijenleri belirlemeye yonelik Biosite Triage micro parazit panel
kullanldr. (Sekil 7)
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Sekil 7. Triage Micro Parazit Panel Kiti

3.3.5.1. Orneklerin Hazirlanmasi

-20°C’ de saklanan diski Ornekleri oda isisina getirildi. Her bir hasta icin
numarandirilip hazirlanan kit icerisindeki tlplere tip Uzerindeki doldurma hattina kadar
(0.5 ml) sulandirma soltsyonu eklendi. Daha sonra her bir 6rnekten (diski kati ise kit
icerisindeki 6rnek kasigi dolusu, sivi ise 500 pl kadar) yeterli miktarda sulandirma
soliisyonu iizerine konarak vortekslendi. Ornegin seyreltiimesi ve karistirilmasindan
sonra mavi kapakli 6rnek tlpinin kapag: atildi ve tUptn igerisine filtre cihazi
yerlestirilerek renksiz kapakla kapatilch. Tdpler santriftj cihazina yerlestirilerek 5
dakika 1500-1800 g hizinda santriftjj edildi.

3.3.5.2. Yontemi
1. Test cihazlari numaralandirilip hazirlandi.

2. Santrif(j edilen drnekler icerisindeki filtre ¢cikarilmadan 500 pl alinarak test
cihazinin saptama boélgesinin ortasina pipet kullanilarak aktarildi ve 6rnegi tamamen
emmesi beklenildi.
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3. Kit igerisindeki pipet ve uglar kullamlarak 140 pl enzim konjugat eklendi
ve 3 dakika inkiibasyona birakil di.

4. Inkuibasyon sliresi sonunda 7 damla (280 pl) yikama soliisyonu eklendi ve
tamamen emmesi beklendi. Bu islem 2 kez tekrarlandh.

5. Saptama bdlgesinin ortasina 4 damla (160 ul) substrat eklendi ve 5 dakika
inktibasyona birakildi.

6. Sure sonunda sonuglar degerlendirildi.
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4 BULGULAR

Calismada kullamlan toplam 94 diski 6rneginin makroskobik inceleme sonucu
85’1 ishalli 9'u yumusak kivamlt idi. Ayrica bu 94 Ornegin 28’1 kanli mukuslu, 34’0
yagl diski olarak saptandi. Direkt mikroskobi (nativ-lugol) ve trikrom boyama yontemi
ile, 40nde (%4.3) E.histolytica/E.dispar kisti ve/veya trofozoiti, 12'sinde (%12.8)
G.lamblia kist ve/veya trofozoitleri gorildi. Modifiye asit-fast boyama yontemi ile
5’inde (%5.3) Cryptosporidium sp.’ye ait ookistler goruldi. E.histolytica/E.dispar icin
pozitif saptanan 4 disk1 6rneginden 3’ U kanli-mukuslu, G.lamblia icin pozitif saptanan
12 diski Orneginden Qu yagl diski olarak saptandi. Ayrica inceleme yapilan
orneklerden 3’ tinde Blastocystis hominis (B.hominis) goruldu. (Cizelge 1)

Cizelge 1. Direkt mikroskobi (nativ-lugol) ve/veya trikrom boyama ve Modifiye Asit-
fast Yontemleri ile Protozoonlarin Dagilimi

Direkt mikroskobi (nativ-lugol) ve/veya | Asit-fast

trikrom boyama (+) Boyama(+)
E.histolytica/E.dispar 4 O0—
G.lamblia 12 —
Cryptosporidium sp. — 5
B.hominis 3 O0—

ELISA yontemi ile toplam 94 ishalli diski drneginin 5'inde (%5.3) E.histolytica,
13’ Unde (%13.8) G.lamblia, 10'unda (%10.6) Cryptosporidium sp. antijenleri tespit
edildi. ELISA test kitlerinin prosedirlerine gore pozitif ve negatif kontrol kullamlarak
uygulanan yontem ile calisilan drneklerin bulundugu plaklar ELISA okuyucusunda
havaya kars1 450 nm'de okutulduktan sonra elde edilen degerlerden E.histolytica igin
Cut off degeri 0.150 OD ve bunun Uzeri pozitif, G.lamblia igin Cut off degeri 0.80 OD
ve bunun Gzeri pozitif, Cryptosporidium sp .icin Cut off degeri 0.150 OD ve bu degerin
st pozitif olarak degerlendirildi. (Cizelge 2)



Cizelge 2. Direkt mikroskobi ve/veya Trikrom, Modifiye Asit-fast boyama ve ELISA
Y ontemlerinin Dagilinu

Direkt mikroskobi + Asit-fast + ELISA
Trikrom Boyama
Sayi % Sayi %
E.histolytica/dispar 4 4.3 5 5.3
G.lamblia 12 12.8 13 13.8
Cryptosporidium sp. 5 5.3 10 10.6

Sekil 8. Entamoeba histolytica icin ELISA plaginda pozitif ve negatif kuyularin
gOrunuma




Sekil 9. Giardia lambliaicin ELISA plaginda pozitif ve negatif kuyularin gorunima

Sekil 10. Cryptosporidium sp. icin ELISA plaginda pozitif ve negatif kuyularin
gOrunuma
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Triage mikro parazit panelleri ile ¢alisilan toplam 94 digki 6rneginin 10'unda
(%10.6) G. lamblia spesifik antijeni tespit edildi. Ancak E.histolytica/dispar ve
Cryptosporidium sp. icin spesifik antijen saptanmadh. (Cizelge 3) Triage parazit panel
test prosuidirtine gore pozitif ve negatif kontrol kullamilarak uygulanan yontemde pozitif
bir 6rnek antijen adinin yanindaki test bolgesinde ayr1 bir mor-siyah band olusturdu.
Negatif bir ornek renkli bir band olusturmadi. Pozitif kontrol bélgelerinde spesifik
antikorlara bagli olarak E.histolytica/dispar, G.lamblia ve Cryptosporidium sp. icin
antijenler bulundugundan, burada olusulan renkli bantlar testteki tim adimlarin uygun
yapildigin gostermektedir. (Sekil 11)

Cizelge 3. Triage Parazit Panel Dagilimi

Triage Parazit Panel (+)
E.histolytica/dispar 0
G.lamblia 10
Cryptosporidium sp. 0

Sekil 11. Triage Parazit Panel sonuclari. (46 nolu kart) Negatif sonu¢ (TEST ZONES),
(50 nolu kart) Girdia lamblia icin pozitif sonu¢ (TEST ZONES GIARD) ve Kitin
pozitif kontrol serum bantlar1 (TEST ZONES GIARD, E.HIST, CRYPT)
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Cizelge 4. Entamoeba histolytica

karsilastirilmasi

icin  Mikroskobi ve

ELISA sonuglarinin

Mikroskobi pozitif | Mikroskobi negatif Toplam
ELISA pozitif 3 2 5
ELISA negatif 1 88 89
Toplam 4 90 94

ELISA testinin duyarhilig:: 3/(3+1)x100= %75.0

ELISA testinin 6zgulliigii: 88/(88+2)x100= %97.8

Mikroskobik inceleme ile ELISA yontemi karsilastirildiginda ELISA’nin
duyarlilig1 %75, 6zgulltgl %97.8 olarak saptandi.

Triage parazit panel yontemi ile yapilan calismalarda E.histolytica/E.dispar i¢in
pozitif sonuca ulasilamadigindan istatistiksel analizi yapilamadh.

Cizelge 5. Giardia lamblia igin Mikroskobi ve ELISA sonuglarinin karsilastiriimasi

Mikroskobi pozitif | Mikroskobi negatif Toplam
ELISA pozitif 12 1 13
ELISA negatif 0 81 81
Toplam 12 82 94

ELISA testinin duyarlilig:: 12/(12+0)x100 = %100

ELISA testinin 6zgullugi: 81/(81+1)%100= %98.8

Mikroskobik inceleme ile ELISA yontemi karsilastirildiginda ELISA’nin
duyarlilig1 %100, 6zgulligl %98.8 olarak saptandh.
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Cizelge 6. Giardia lamblia igin Mikroskobi ve Triage sonuglarimn karsilastirimasi

Mikroskobi pozitif | Mikroskobi negatif Toplam
Triage pozitif 10 0 10
Triage negatif 2 82 84
Toplam 12 82 94

Triage testinin duyarliligi: 10/(10+2)x100= 83.3

Triage testinin 6zgulltgu: 82/(82+0)%100= %100

Mikroskobik inceleme ile Triage yontemi karsilastirildiginda Triage yonteminin

duyarlilig1 %83.3, 6zgulllgi %100 olarak saptandh.

Cizelge 7. Giardialambliaigin ELISA ve Triage sonuclarinin karsilastiriimasi

ELISA pozitif ELISA negatif Toplam
Triage pozitif 9 1 10
Triage negatif 4 80 84
Toplam 13 81 94

Triage testinin duyarliligi: 9/(9+4)%100= %69.2

Triage testinin 6zgulltgu: 80/(80+1)%100= %98.8

ELISA ile Triage yontemi karsilastirildiginda Triage yonteminin duyarliligi

%69.2, 6zgulltigi %98.8 olarak saptand:.
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Cizelge 8. Cryptosporidium sp. igin Mikroskobi ve ELISA sonuglarinin karsilastiriimasi

Mikroskobi pozitif | Mikroskobi negatif Toplam
ELISA pozitif 4 6 10
ELISA negatif 1 83 84
Toplam 5 89 9

ELISA testinin duyarlilig:: 4/(4+1)x100= %80

ELISA testinin 6zgulliigii: 83/(83+6)x100=%93.3

Mikroskobik inceleme ile ELISA yontemi karsilastirildiginda ELISA’nin
duyarlilig1 %80, 6zgulltigl %93.3 olarak saptanmustir.

Triage parazit panel yontemi ile yapilan calismalarda Cryptosporidium sp. igin
pozitif sonuca ulasilamadigindan istatistiksel analizi yapilamadh.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bagirsak parazitlerinden Entamoeba histolytica, Giardia lamblia ve
Cryptosporidium sp.’nin tamst temel olarak digki, daha seyrek olarak duedonal sivi ve
biyopsi érneklerinde parazitin ¢gesitli formlarinin saptanmasina dayanmaktadir™.

Diskida parazitlerin saptanmasi dogrudan boyasiz inceleme ile baslamaktadir.
Diskiyr serum fizyolojik (nativ) ile dogrudan incelemenin avantglari; hareketli
parazitleri gorme olanagi saglamasi, yontemin kolay ve ucuz olmasidir. Calismada
Parazitoloji Anabilim Dalinda toplanan 94 diski 6rnekleri ilk olarak serum fizyolojik ve
lugol (nativ-lugol) ile dogrudan incelendi, daha sonra bu érnekler trikrom ve modifiye
asit-fast boyama yontemi ile boyandi. Bu inceleme sonunda érneklerin 4’ inde (%4.3)
E.histolytica/E.dispar, 12'sinde (%12.8) G.lamblia kisti veya trofozoiti, 5'inde (%5.3)
Cryptosporidium sp.’ ye ait ookistler goruldu.

Ucuz ve hizli bir yontem olan diski mikroskobisinde drnekler uygun ve yeterli
sayida hazirlandiginda duyarli bir yontem olup tamda altin standart olarak kabul
edilmektedir. Fakat deneyimli mikroskopistlere olan ihtiyag, elde edilen sonuglarin
genellikle tekrarlamlabilir ve objektif olmamasi ayrica bagirsak parazitlerinin aralikli
atilimi gibi dezavantajlarindan dolay1 gunuimizde digki tarmsi igin antijen tarama
yontemlerine ihtiyag duyul maktadir™.

Vidal ve arkadaslarinin® yaptiklar1 calismada bagirsak parazitlerinin aralikli
atilimi nedeniyle tek bir digki 6rnegi ile tam koymanin her zaman mimkin olmayacagi
ve en az Ug digk1 Orneginin incelenmesiyle bile Giardia lamblia igin %11.3, Entamoeba
histolytica igin %22.7'lik tam duzeyine erisilebilecegini bildirmislerdir. Ancak
dogrulamaicin farkli bir ydonteme duyulan ihtiyag giin gectikce artmustir. Bu dogrultuda
calismamizda mikroskobi icin tek bir diski drnegi incelenmis ancak beraberinde antijen
tan yontemleri de dogrulama amagli degerlendirmeye alinmustir.

Calismada toplanan 94 diski 6rnegi mikroskobik incelemeden sonra ELISA
yontemleriyle degerlendirildi. ELISA ile toplam 94 o6rnegin Sinde (%5.3)
E.histolytica, 13'Unde (%13.8) G.lamblia, 10'unda (%10.6) Cryptosporidium sp.
antijenleri tespit edildi. Bu sonuclar mikroskobik inceleme ile karsilastirildiginda
E.histolytica igcin ELISA’nin duyarliligi %75, 0Ozgulligt %97.8, G.lamblia igin
ELISA'min duyarliligi %100, 6zgullugh %98.8, Cryptosporidium sp. igin  ELISA’nin
duyarlilig1 %80, 6zgulltigl %93.3 olarak saptandi.

Gonzales-Ruiz ve arkadaslarinin® yaptiklar: bir calismada amipli dizanteri tansi
icin diskida E.histolytica antijenlerini saptamak amaciyla spesifik monoklonal antikorlar
kullanarak fecal antijen capture (FAC) ELISA yoOntemini uygulamis ve diger
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parazitlerle ¢apraz reaksiyon vermedigini, ELISA’ min duyarliligimn %87, 6zgulliginun
%100 oldugunu saptanmuslardir.

CGalismamizda kullanilan E.histolytica antijenlerini saptama kiti adezine spesifik
monoklonal antikorlar ihtiva etmektedir. Bu monoklonal antikorlar patojen olan E.
histolytica'ya 6zgu galaktoza ve N-asetil-D-amin’i baglayan lektine kars1 gelistirilmis
antikorlardir. Sulandirilan digski 6rnegi, adezine spesifik monoklonal antikor igeren
konjugatla birlikte E.histolytica adezinine baglanan poliklonal antikorlar yapistirilmis
kuyucuklara aktarildiktan sonra sayet hasta Orneginde adezin varsa, inkibasyon
sirasinda monoklonal ve poliklonal antikorlar baglanarak substrat ilavesi ile olusan
enzim-antikor-antijen kompleksine bagli renk olusumu gézlenmektedir.

Mengeloglu ve arkadaslari®® yaptiklar: calismada 1720 diski drneginin 44’ tinde
(%0.37) amip kistleri gormis ve kist gorilen bu Orneklerden ELISA yontemiyle
26’ sinda (%59.1) E.histolytica’ ya spesifik antijen varligi saptamislardir.

Insanlarda morfolojik olarak benzer olan iki Entamoeba tir( mikroskobik
bakida ayirt edilememektedir. Sitoplazmasinda fagosite edilmis eritrositler bulunan
trofozoitlerin gorilmesi E.histolytica’ nin E.dispar ve diger apatojen amip turlerinden
ayirt edilmesini saglasa da bu durum kronik infeksiyonlarda pek rastlanmamakta ve
nadir de olsa E.dispar’inda eritrositleri fagosite ettigi bildirilmistir>>®. Son yillarda
gelismis antijen saptama yontemleriyle bu iki tir ayirt edilebilmekte ve bu testler
Gal/GalNac ~ spesifik  lektini  saptamaktadirlar®.  Calismamizda  mikroskobide
E.histolytica/E.dispar pozitif saptanan 4 6rnekten 3'U ELISA ile pozitif, bir 6rnek ise
negatif bulunmustur. Negatif olan bu 6rnek E.dispar olarak saptanmustir. Ancak
mikroskobide negatif bulunan iki 6rnek ELISA ile pozitif saptanmustir.

Nesbitt ve arkadaslar® 842 disk1 drnegini inceledikleri calismada mikroskobi ile
%8.2, ELISA ile %0.8 E.histolytica prevalans: saptarken, E.dispar prevalansinin %7.4
oldugunu bildirmiglerdir.

Koltas ve arkadaslarimin® Adanada 15 yas altindaki cocuklarda yaptigi
calismada 131 ishalli disk1 6rneklerinin mikroskobi ile 16’sinda E.histolytica/E.dispar,
ELISA ile 22'sinde E.histolytica bulmuslar, ELISA’mn duyarliligim %63.6,
0zgulligunl %98.2 olarak saptanuslardir.

Giardia lamblia tamisinda mikroskobi tercih edilen segenek olmasina ragmen
kist sayisinin az olmasi halinde ve giardia trofozoitlerinin epitel hiicrelerine tutunarak
bagirsaktan atilmamasi sonucu diskida bulunmamasindan dolay: tek bir ornekteki diski
bakisinin duyarlilig: dustktir. Ancak ELISA yonteminde ¢ok hafif infeksiyonlarda dahi
diskida bulunabilen az miktardaki antijeni saptayabilmektedir®****°, Calismamizda
kullandigimiz kit ile G.lamblia’ ya 6zgl 65-kDa glikoprotein (GSA 65) spesifik antijeni
belirlenmektedir.
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Hanson ve arkadaslarr®” semptomatik ve asemptomatik 106 olguyu dahil ettikleri
calismada 7 gin ara ile aldiklar1 diski ornekleriyle direkt mikroskobik inceleme
duyarliligimn semptomatik hastalar icin %75 ten %83’ e; asemptomatik hastalarda ise
%61’ den %77’ ye yukseldigini tespit eimislerdir.

Ozekinci ve arkadaslar®® cesitli gastrointestinal sikayetlerle bagvuran hastalardan
topladiklar: 188 disk: 6rnegini nativ-lugol ile direkt mikroskobik baki ve antijen ELISA
testi ile degerlendirmislerdir. 188 oOrnekten direkt baki ile 141'inde G.lamblia Kist
velveya trofozoiti bulunurken, 47 diski ©6rneginde herhangi bir parazit
saptayamamglardir. Bu 141 ornekten 136 ‘sim, 47 6rnekten 9 unu ELISA ile pozitif
olarak belirlemislerdir. Sonug olarak iki yontem Kkarsilastirildiginda ELISA’nin
duyarlilig1 %96.4, 6zgulligl %80.8 olarak saptanmuslardir.

El-Sahn ve arkadaslari® 162 cocuktan topladiklar érneklerin mikroskobi ile
45'inde, antijen ELISA ile 42'sinde G.lamblia bulmuglar ve mikroskobi ile ELISA
karsilastirildiginda duyarliligi %91.1, 6zgulltgl %99.1 olarak saptamslardir.

Cryptosporidium sp.’nin dinyada 0zellikle gelismekte olan Ulkelerde Ki
insanlarda ishale neden olan en yaygin U¢ patojenden biri oldugu dustinilmektedir.
Laboratuvarda mikroskobi ile tam koymak oldukga tecriibe gerektiren bir islemdir ve
Ozellikle diskida az sayida ookist oldugunda tam koymak daha da zorlasir. Bu ylzden
guniimtizde kullanmilan antijen ELISA testlerinin duyarliligi ve 6zgulltgu mikroskobiye
gore tstiindirt*>.

Tamer ve arkadaslar®™ ishalli 80 diski drnegini  Cryptosporidium sp. yéniinden
modifiye asit-fast boyama yontemi ve diskida antijen aramaya yonelik ELISA (r-
biopharm, Germany) ile incelemisler, sonug olarak boyama yontemi ile 3 drnekte ookist
(%3.75), ELISA yontemi ile 5 drnekte (%6.25) antijen saptamislardir. ELISA kitinin
duyarliligim %85, 6zgullugini %100 olarak belirlemislerdir.

Elgiin ve arkadaslar™ Adana da yaptiklar: calismada toplam 154 digki 6rneginin
8 inde (%5.19) modifiye asit-fast boyama yontemiyle Cryptosporidium sp. ookistleri
bulurken, ELISA (Microwell ELISA) ile 37’sinde (%24) Cryptosporidium sp. antijeni
saptamiglardir. Kullamlan kit, calismamizda kullandigimiz kitin tani prensibi gibi
monoklonal antikor kullanmlarak Cryptosporidium sp. ookistlerinin sahip oldugu
antijenleri saptamaya yoneliktir.

Yilmaz ve arkadaslarinin® Van'da yaptig1 calismada 0-15 yas arasi, 870 kiz ve
1130 erkek, toplam 2000 ishalli ¢ocuktan toplanan digki 6rneklerini modifiye asit-fast
boyama ve antijen ELISA yontemiyle incelemislerdir. 2000 ¢cocugun 39’ unda boyama
ile, 97'sinde ELISA ile Cryptosporidium sp. saptadiklarim bildirmislerdir.

Calismamizda ki 94 diski 6rnegi Entamoeba histol oytica/Entamoeba dispar,
Giardia lamblia ve Cryptosporidium sp. igin spesifik antijenleri (E.histolytica/dispar
icin 29 kDa yuzey antijeni, G.lamblia igin alpha-1-giardin, Cryptosporidium sp. igin
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protein disiilfit izomeraz) saptayan Triage parazit panel enzim immunoassay testi ile de
degerlendirildi. Sonucta 94 Ornekten Giardia lamblia icin 10 (%10.6) pozitiflik
bulundu. Mikroskobi ve ELISA ile karsilastirildiginda Giardia lamblia icin Triage
testinin mikroskobiye gore duyarliliginin %83.3, dzgulltgunin %100; ELISA’ya gore
duyarlihigimn  9%69.2, 0Ozgulliginin  %98.8 oldugu saptandi.  Entamoeba
histoloytica/Entamoeba dispar ve Cryptosporidium sp. icin Triage parazit panel enzim
immunoassay testi ile hi¢ pozitif Ornek bulunamadigindan istatistiksel analizi
yapilamamistir. Bu durum Triage parazit panel enzim immunoassay testinin
Entamoeba histol oytica/Entamoeba dispar ve Cryptosporidium sp parazitleri igin yanlis
negatif sonug verdigini gostermektedir.

Leiva ve arkadaslar® Entamoeba histoloytica/Entamoeba dispar icin yaptig:
calisgmada 2 yasindan biytk 134 ishalli diski 6rneklerinde mikroskobi, Triage parazit
panel (TPP) ve PCR sonuclarint karsilastirmiglar ve 134 6rnekten mikroskobi ile 8
ornekte (%6) E.histolytica/E.dispar, PCR ile 10 (%7.5) ¢rnekte E.dispar, 2 (%1.5)
Ornekte E.histolytica, ve sadece TPP ile 1 drnekte E.histolytica/E.dispar saptamslardir.
Ayrica direkt mikroskobide 22 tane G.lamblia, TPP ile 23 tane G.lamblia, saptamuslar.
Direkt mikroskobiyle saptanan bir Cryptosporidium sp. ookistini TPP ile
saptayamamuglardir. Sonu¢ olarak mikroskobi ile TPP'in sadece G.lamblia tamsinda
uygunluk gosterdigini saptamislardir. Bu ¢alisma ile ¢calismamizda elde edilen sonuclar
kismen benzerdir. Leiva ve arkadaslari nin calismasindan farkli olarak calismarmizda
calismamizda hem Entamoeba histoloytica/Entamoeba dispar hemde Cryptosporidium
sp. tamsinda Triage parazit panel enzim immunoassay testi ile pozitif sonug elde
edilemedi.



6. SONUC VE ONERILER

Mikroskobik yontemin birgok avantaji bulunmasina ragmen antijen arama
testlerinden ELISA yonteminin duyarliligi ve 6zgulliginun yiksek olmasi, deneyimli
mikroskopistlere ihtiyag duyulmamasi, yontemin basit ve objektif degerlendirmeyi
saglamast gibi sebeplerden rutin mikroskobi ile birlikte kullaniimasimin yararli olacagi
sonucu ¢alismamizda elde edilmistir.

Her ne kadar saha kosullarinda kullanimi basit ve pratik olarak kabul edilebilir
olsada calismamizda triage parazit panel testinin mikroskobi ve ELISA’ ya gbre
duyarliligimn ve 6zgulltgtnin (G.lamblia hari¢) disik olmasi, pahali olmasi ve ELISA
yontemine gore az miktardaki antijenleri saptayamama gibi dezavantajlardan dolay:
rutinde kullamlmast pek uygun bulunmamustir. Triage parazit panel testi ile ilgili
yapilan calismalarin Ulkemizde ve dinyada yetersiz olmasi bu konuda daha fazla
ornekle calismaya ihtiyag duyuldugunu ortaya cikarmaktadir. Ozellikle gelismis ve
referans laboratuvarlarda E.histolytica/dispar ve Cryptosporidium sp. tamsinda mutlaka
antijen ELISA yonteminin kullamlmasimn faydal: olacag: kanisina varilmistir.
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