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TESEKKUR
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yurittlmesinde teorik ve pratik deneyimlerinden faydalandigim tez damismanim Parazitoloji
Anabilim Dal1 Bagkan Prof. Dr. Ismail Soner KOLTAS’ atesekkir ederim.

Doktoratez calismamda bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim Parazitoloji Anabilim
Dal1 Doktora Ogrencisi Uzm. Bio. Fadime EROGLU’ na tesekkiir ederim.

Orneklerin toplamasinda bana yardimc: olan ve doktora egitimim boyunca beni
destekleyen Parazitoloji Anabilim Dal1 calisanlarina tesekkir ederim.

Bu uzun egitimim boyunca bana maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen basta
esim Halime AKTAS’ a, kizlarim Merve ve Ayse Nur AKTAS’ atesekkir ederim.

Ayrica tez calismasim TF.2009.D.11 no’lu proje ile destekleyen C.U. Rektorliigii
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine de tesekkir ederim.
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OZET

ENTAMOEBA HISTOLYTICA TANISINDA REAL-TIME PCR YONTEMININ
KULLANILMAS

Protozoon par azit Entamoeba histolytica diinyamn genis bir kismunda endemiktir ve her
yil milyonlarca dizanteri ve karaciger absesinin sorumlusu olarak kabul edilir. invaziv hastahk
Oncesinde Entamoeba histolytica belirtisiz enfeksiyon gibi aylarca hatta yillarca insan
bagirsaginda bulunabilir. Dunya Saghk Orgitii Entamoeba histolytica icin mutlaka spesifik
tamsimn konulmasim ve eger bulunursa mutlaka tedavi edilmesi gerektigini dner mektedir.
Klasik mikroskobik incelemeyle patojen Entamoeba histolytica ile patojen olmayan Entamoeba
dispar ve Entamoeba moshkovskii’ nin ayrima mimkain olmamaktadr.

Son yillarda Entamoeba histolytica’ mn Entamoeba dispar’dan ayrimu icgin protein ve DNA
tam sistemleri gibi bir dizi tam yontemleri gelistirilmistir. PCR ile amip DNA parcalarinin
amplifikasyonu insan diskisinda Entamoeba histolytica veya Entamoeba dispar’in ayriminda
duyarh ve 6zgil bir yontem oldugu kamtlanmistir. Son zamanlarda gelistirilen kapal tip ile
RT-PCR metodu ile baz sorunlari asmak mimkundir. Bu yontem PCR esnasinda bir ya daiki
floresan isaretli problarin baglandigi amplikon spesifik algilamaya izin verir. Bu nedenle
sonuglart almak icin analizin sonuglanmast beklenmemektedir. Buna ek olarak kapal
reaksiyon tipl capraz kontaminasyon riskini en aza indirir ve kalitatif rakamsal sonug ile
uygun bir tan istatistigi uygulanabilir.

Bu calismada, Entamoeba histolytica ve Entamoeba dispar’in ayrim igin diski ornekleri
mikroskobi, antijen tam testi, konvansiyonel PCR ve RT-PCR yontemleri karsilastirildi. 74
diska Orneginin 13 tanesi E. histolytica spesifik antijen tam testi ile pozitif bulunurken 61 tanesi
negatif bulundu. Diskidan QIAGEN metoduyla DNA elde edildi ve PCR ile RT-PCR’'da
rRNA’min kigtik alt birimi amplifiye edildi. Toplam 74 diski 6rneginin 19 tanesi RT-PCR ile E.
histolytica pozitif bulunurken 16 6rnek konvansiyone PCR ile pozitif bulundu. RT-PCR ile
karsilastirildiginda antijen tam testi % 79 duyarh ve % 96 6zgul bulundu. Konvansiyonel PCR
ile RT-PCR karsilastirildiginda konvansiyonel PCR’1n duyarhihgr % 84,2 ve 6zgullugu % 100
bulundu. Sonug olarak, RT-PCR diger yontemler den daha duyar h ve 6zgil bulundu.

Anahtar Kelimeler: Entamoeba histolytica, koproantijen ELISA, PCR, Real-Time PCR



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF ENTAMOEBA HISTOLYTICA BY REAL-TIME PCR
METHOD

The intestinal protozoan parasite Entamoeba histolytica is endemic in large parts of the
world and is considered responsible for millions of cases of dysentery and liver abscess each
year. Prior to invasive disease, E. histolytica may reside in the human gut for months or even
years as symptomatic infection. The World Health Organization has recommended that
Entamoeba histolytica ‘should be specifically identified and if present should be treated’’.
Classic microscopic examination of the parasite E. histolytica in stool can not differentiate it
from the nonpathogenic but identically appearing par asites Entamoeba dispar and Entamoeba

moshkovskKii.

A number of assays have been developed during recent years, such as protein and DNA
detection systems, which are able to distinguish E. histolytica from E. dispar. Amplification of
ameba DNA fragments by PCR has been proven to constitute a sensitivite and specific method
to detect E. histolytica or E. digpar from feces. Recently developed closed-tube, real-time PCR
methods can circumvent these problems. These methods allow specific detection of the
amplicon by binding to one or two fluorescence-labeled the time needed to obtain results. In
addition, the closed reaction tube minimizes the potential for cross-contamination, and the
assay output is numerical rather than qualitative, allowing appropriate diagnostic statistics to
be applied.

In this study, stool samples were tested by microscopy, antigen detection assay,
traditional PCR and RT-PCR methods for identification of Entamoeba histolytica and
Entamoeba dispar. A total of 74 stool 13 (17,6%) of which were positive by the E. Histolytica-
specific antigen detection test, while the other 61 (82,4%) stool were negative by the antigen
detection test. DNA was extracted from the stool by the QIAGEN method and the small-
subunit rRNA gene of E. histolytica and then amplified by traditional and real-time PCR. A
total of 74 stool, 19 wer e positive by real-time PCR assay and 16 wer e positive by the traditional
PCR test. Compared to the real time PCR assay, the antigen detection test was found 79%
sensitive and 96% specific. When the traditional PCR test results were compared to the real-
time PCR assay, the sensitivity of traditional PCR was 84,2% and the specificity was 100%. In

conclusion, real-time PCR being the more sensitive and specific the other methods.

KEW WORDS: Entamoeba histolytica, Coproantigen ELISA, PCR, Real-Time PCR



1.GIRIS

Entamoeba cinsi insan intestinal sistemi icerisinde Entamoeba moshkowski,
Entamoeba polecki, Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni, Entamoeba dispar ve
Entamoeba histolytica gibi alti farkli tdr bulunur. Entamoeba histolytica bunlar

icerisinde insanda hastalik yapan yegane patojen etkendir. Digerleri patojen degildir %2
3,4

Entamoeba histolytica insanlarin 6luminden sorumlu olan ¢ok yerde yaygin
gorillen parazit ajan olarak amebiyaza neden olur. Entamoeba histolytica’ nin neden
oldugu amebiyazin klinik 6zellikleri, asemptomatik kolonizasyondan amipli dizanteriye
ve karaciger apsesine neden olur. Ayrica akciger ve plevra, perikard, beyin, dalak,

Ureme ve idrar organlar1 ve deri amebiyazi gibi seyrekte olsa gorilen tutulumlar: vardir
2,4,5

Amebiyaz etkeni olan Entamoeba histolytica ile diinyada 500 milyondan fazla
insan enfektedir ve her yil yaklasik 100.000 kisi hayatim kaybetmektedir. Amebiyaz
sitma ve sistozomiyozdan sonra, parazitozlara bagli 6limlerin nedeni olarak Ugunci
srada yer almaktadir. Amebiyazin yayginlhigi toplumun sosyo-ekonomik dizeyi,
insanlarin yasadiklar: hijyenik kosullar ile dogrudan iliskilidir. Gelismekte olan
Ulkelerde Ozelikle orta ve giney Amerika, Afrika, Hindistan, Endonezya ve Banglades
gibi Ulkelerde amebiyaz yaygin olarak hastaliktan ve 6lumlerden sorumludur.
Banglades’te ¢cocuklarin %50 si 5 yasindan dnce seropozitiftir. Dinya Gzerinde yayilim

gbstermesine ragmen bircok tilkede goriilme sikligi en cok %10’ lar civarindadir * & "+

9,10

Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar ve Entamoeba moshkowski
parazitlerinin epidemiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Clnki ¢ok sayida bilgi
morfolojik olarak birbirinden ayirt edilemeyen bu parazitlerin ayirimim yapabilecek
kapasitede olmayan metotlarla yapilan bildirimlerden kaynaklanmaktadir. E. dispar, E.
histolytica’ dan 10 kat daha fazla gorulme sikligina sahiptir. E. moskowski’ nin

epidemiyolojisi ve insidansi hakkinda ok az bilgi vardir *% 4,

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) morfolojik olarak birbirinden ayirt edilemeyen

Entamoeba turlerinin tanimlanmasinda ve E. histolytica’ nin 6zellikli tamst igin yontem



gelistirilmesini dnermektedir. Amebiyazin epidemiyolojik ¢alismalar: E. histolytica ve
E. dispar’ in ayirici tamisim igermek zorundadir. E. histolytica tamisinda karsilasilan
sorunlar, beraberinde tedavi sorunlarim da getirmektedir. E. histolytica’ nin
identifikasyonu Kklinik parazitoloji laboratuarlarinin dnemli hedefleri icerisinde olmali
ve molekiler tamlar E. histolytica ile enfekte hastalarin spesifik tedavisi igin
sunulmalidir. Calismada, Entamoeba histolytica’ nin diger tirlerden ayirimint yapmak
icin direk baki, boyama, antikor ve antijen tam testleri ve konvansiyonel Polimeraz
zincir reaksiyonuna (PCR) gore daha duyarli ve 6zgul bir test olan Real-Time PCR (RT-
PCR) yapildi ve diger testler ile karsilastirildi. Calismada bolgemizde gorilen
Entamoeba’ nin tlrind tespit etmek, kesin tam koymak ve sonuc olarak gereksiz

tedavinin meydana getirecegi zararlar énlemek amaglanmustir 1121314



2. GENEL BILGILER

Amipler trofozoit sekillerinde vicutlar: kabukla cevrili olmayan yani ciplak ve
lobopodlarla hareket eden canlilardir. Bunlarin sitoplézmasi endoplazma ve bundan
daha sert ve saydam ektoplazma olarak ikiye ayrilir. Cogalma eseysiz olarak genellikle

4,5,15

ikiye bazen birkag parcaya bolinme iledir

Insanda sigint1 veya parazit halinde bagirsakta yasayan amiplerin bagslicalar:
Entamoebidae ailesinde toplanmiglardir. Bunlar baslica Entamoeba, Endolimax ve
Jodamoeba cinslerinde bulunur. Bunlarin ortada veya ortaya yakin olarak oldukca

kiiclk bir karyozomu vardr >,

2.1. Simflandirma
insan sindirim sisteminde yasayan amiplerin siniflandirmasi su sekildedir *°.

Ust bolim  : Eukaryot

Bolim : Protozoa

Ust simif : Sarcodina

Sinif . Rhizopodea

Takim : Amoebida

Aile : Entamoebidae

Cins : Entamoeba

Tar : Entamoeba histolytica
Entamoeba dispar
Entamoeba moshkowski

2.1.1 Entamoeba cinsi



Bu cinse ait amipler, omurgali ve omurgasiz hayvanlarda yaygin olarak
bulunurlar. Kesecikli bir gekirdek, merkeze yakin veya merkezde yerlesmis kigik bir
karyozoma sahiptir. Cevre kromatin granulleri cekirdek zarina yerlesmistir ve bu

kromatin tanecikleri diizenli veya diizensiz sekilde periferik bir tabaka halindedir * > ¢

17

2.2. Entamoeba histolytica
2.2.1. Tarihge
Entamoeba histolytica, ilk kez 1869 yilinda digsk1 6rneklerinde Lewis tarafindan

tespit edilmistir. Amipli dizanteri ilk kez 1875 yilinda St. Petersburg da Losch
tarafindan tammlanmistir. Koch ve Gaffky dizanterili hastalarin  bagirsak
Ulserasyonlarinda amip varligini gostermistir. Amip kistleri ilk olarak Quinke ve Ross
tarafindan 1893 yilinda bulunmustur. 1903 yilinda Schaudin amiplerin degisik
bicimlerini tammlamis, Walker ve Sellards 1913 yilinda Entamoeba histolytica’ min
kesin patojenitesini saptamiglardir. S. Shimura 1918 yilinda ve E. Brumpt 1925 yilinda
kisti 4 gekirdekli olan iki ayr1 amip gostermis, E. Brumpt kedilerde virtilan olmayanlara
E. dispar adimt vermis fakat Oneri benimsenmemistir. Fakat sonradan yapilan
calisgmalarda E. dispar’ 1n E. histolytica ile farkliliklar: kltdr, boyama ve malik enzim

elektroforeziyle ayirt edilemedigi anlasilmistir > 18,

2.2.2. Morfolojik Yapr

Entamoeba histolytica, trofozoit doneminde lobopodlar olusturarak hem
bicimlerini degistirirler hem de hareket ederler. Kist doénemine gectiginde bu
Ozelliklerini yitirir ve kist ortusi ile kaplanr. Entamoeba histolytica’ min insan
vicudunda trofozit, prekist, kist, metakist ve metakistik trofozoit sekillerine
rastlanmaktadir > > *°,

2.2.2.1. Trofozoit

Entamoeba histolytica’ nin trofozoitleri 12-60p dur. Taze diskidan yapilmis



preparatlarda trofozoitler genellikle hareketlidir. Hareketleri amibin ylzeyindeki bir
noktadan ¢ikan yalanci ayaklarla olmaktadir. Yalanci ayak; kisa sekilden, genis, uzun
ve parmak gibi degisik sekillerde olabilir. Saydam olan ektoplazma, amibin dis
tabakasini olusturur. Yaanct ayak Entamoeba histolytica’ da ilk olustugunda
saydamdir. Graniler yapica zengin olan endoplazma yalanci ayaga dogru akar. Hareket
genellikle ileri dogrudur. Eger ortam sogursa amip once kit yalanci ayaklar ¢ikartir ve
sonra hareket durur. Endoplazmada vakuoller belirir. Bayat diskilarda anormal sekiller
gordlebilir. Cekirdek 3u dan daha blyuktir ve canli iken fark edilmez. Ancak tespit
edilip boyaninca yapisi net gorulir. Cekirdekcik ortada, kiiguk, yaklasik 0,5 kadar olup
etrafinda saydam bir bolge vardir. Cekirdekcik ile gekirdek zar1 arasinda linin iplikleri

tizerinde kromatin tanecikleri bulunmaktadir > > 16,

Elektron mikroskobuyla yapilan incelemelerde belirgin bir plazma zari, az
gelismis endoplazma agi, 0,2-2u c¢apinda bircok vakuol, glikojen demetleri, kucuk

5,16

silindir seklinde elektron gecirmeyen cisimcikler ve delikli bir gekirdek zar1 gorultr

Trofozoitin doku iginde gelisen, dokuyu eriten ve hastalik olusturan sekli olan
doku sekli ile, doku seklinden daha kiglk, icinde eritrosit olmayan sigint1 seklinde

5,16

yasayan bagirsak boslugu sekli diye iki sekli vardir

2.2.2.2. Prekist

Trofozoitlerin bolinmesiyle olusan kicuk amipler prekist haline gececekleri
zaman besinleri disar1 atarlar. Ektoplazma ve endoplazma ayirt edilemez. Direngsiz
trofozoitin direngli kiste donusmes igin tim sindirim materyalini  artirir ve
yuvarlaklasir. Sitoplazmasinda besin vakuolleri yoktur. Genellikle glikojen grantlleri
ile gomak ve tanecikler biciminde kromatoid cisimcikler gorulir. Ozellikle hastalik
belirtilerinin  azaldigi, enfeksiyonun siregenlestigi donemde vyar1 kat1 diskida
goriilmektedir > *>1°,

2.2.2.3.Kist

Prekistten olusan kistler genellikle yuvarlak olup hafif oval veya asimetrik



sekillerde gordlebilir. Capr ortalama 11-14p dur. Kistler hareketsiz, yuvarlak, 1-2-4
cekirdekli, 0,5u kalinliginda bir kist zar1 ile cevrilidir. Hematoksilen ve trikrom gibi
boyalarla boyandiginda ¢ekirdekler gorulir. Kistler cogunlukla sekilli diskida goralir
ve dis kosullara daha dayanikli oldugundan hastaligin yayiligt bu dort ¢ekirdekli kist
sekilleriyle olmaktadir > *>1°,

2.2.2.4. Metakist

Dort gekirdekli olgun kistler, sindirim yolu ile agizdan alindiktan sonra énce
mideye gegcmekte ve sonra bagirsaklarda dort cekirdekli metakistik amip bigimine
donusmektedir > 1€,

2.2.2.5. Metakistik trofozoit

Metakistin gekirdeklerinin bolinmesiyle olusan sekiz adet cekirdegin etrafina

sitoplazma toplanarak kiiciik amipler olusmaktadir * > *°.

2.2.3. Molekiler Yap1 ve M etabolizma

Entamoeba histolytica’ min diger Okaryonlu hicrelerden farkli olan bazi
Ozellikleri vardir. Mitokondrileri, golgi aygiti, sentriolu, endoplazmik retikulumu
bulunmamaktadir. Entamoeba histolytica mikroaerofil  bir organizma olup
oksidorediksiyon olaylarint  glutatyon olmadan  sirdirmekte, karbonhidrat
metabolizmasinda degisik basamaklarda kofaktor olarak adenozin trifosfat yerine
pirofosfat kullanarak, enerjisini glikozun piruvata donisiminden elde etmektedir.
Fonksiyonel bir trikarboksilik asit siklusuna sahip degildir. Entamoeba histolytica’ nmin
oksijen tuketiminin yalmzca trofozoitin dinlenme doneminde oldugu saptanmustir.
Entamoeba histolytica hem kalin bagirsakta ¢ok disik oksijen basincinda hem de

4,19, 20

dokularda ytiksek oksijenli ortamda yasayabilmektedir

2.2.4. Evrim

Entamoeba histolytica’ nin konak zinciri insan-insan-insandir. Amebiyaz dort



cekirdekli Kkistlerin agiz yolu ile alinmas: ile olusmaktadir. Entamoeba histoliytica
insan disinda, kopek ve bazi maymunlarda da bulunmaktadir >*°.

Amebiyaz insana dogrudan agiz yoluyla bulasabilecegi gibi, insan digkisi ile
kirlenmis yiyecek ve iceceklerle de bulasabilmektedir > %8,

Enfeksiyonun yayilis1 kalabalik ve alt yapisi bozuk yerlerde tropik ve subtropik
bolgelerde ok yiksektir. Her yasta ve cinsiyette goriilebilir > 1618,

ﬁ' Bulastinici evre

ﬂ_" Tani evresi

= MNoninvaziv kolonizasyon
intestinal hastahk

= extraintestinal hastalik

Trofozoit ﬁ

Bulastiric
kist

3

Sekil1. Entamoeba histolytica’ nin evrimi 2.



Entamoeba histolytica’ min biri normal donemli digeri patojen donemli iki
evrimi vardir. Normal dénemli evriminde sigint: olarak yasar. Ancak trofozoitler stirekli
boltinerek daha da biyirler ve bagirsak epitelini gegerek eritrositleri fagosite eden
hematofa] sekline donusurler. Kist olusturmaksizin ikiye bolinerek cogalirlar ve patojen
dénemli evrimi strdirdrler. Mukoza katlar1 arasina yayilan amipler 6zgiin amip Ulserini

olustururlar > 18,

2.2.5. Epidemiyoloji

Dunya nifusunun % 10 unu enfekte ettigi kabul edilen Entamoeba histolytica,
tropik ve subtropik bolgelerde %50 gibi oranlara yiukselmektedir. Her yil yaklasik 50
milyon insanda doku invazyonlarina ve yaklasik yiz bin o6lime sebep oldugu
bildirilmektedir. Olime neden olan parazit hastaliklari siralamasinda stma ve
sistozomiyazdan sonra tglincl sirada yer almaktadir. Entamoeba histolytica’ mn neden

oldugu amebiyaz parazit hastaliklar: icerisinde en kozmopolit olanidir * > 1" %2,

Kirk G¢ Ulkede yapilan arastirmanin sonuclarina gore; Avrupa da %010,
Amerika’'da %12, Asyada %26, Afrika'da %17 ve Avustralyada %15 oramnda
saptanmustir 8,

Enfekte kisilerin yaklasik %10'unda her yil amebiyaz gelismekte ve bunlarin
%80-98' i bagirsak amebiyaz: seklinde gorilmektedir °.

Amebiyaz Entamoeba histolytica’ mn Kistleri ile bulasmaktadir. Trofozoitler
vicut disinda fazla yasayamadiklari ve yutuldugunda mide asidine dayanamadiklart igin
bulasmada etkisizdirler. En onemli kaynak sessiz enfeksiyonlu insanlardir. Bunlar
diskilartyla 4 gekirdekli bulastirici Kistleri etrafa sacarlar. Kistler ¢cevre kosullarina bagli
olmak Uzere haftalarca veya aylarca canliliklarini strdirebilirler. Kistler nemli
ortamlarda uzun sire canli kalabilirler. Bulasma canli kistlerin yiyecek ve igeceklerle
alinmasi veya diskinin fekal- oral yolla alinmast ile olmaktadhr °.

2.2.6. Patogenez

Entamoeba histolytica kistlerin agiz yoluyla alinmasin takiben kalin bagirsakta
metakist ve metakistik trofozoit sekillerine donlstikten sonra kolonize olmaktadir.



Amebiyazda gorilen klinik tablolar belirtisiz enfeksiyonlardan yaygin 6lumcul
hastaliga kadar genis bir yelpazede konak ile amip arasindaki dengeye bagli olarak
degismektedir 1> %24,

Entamoeba histolytica’ nin patojenite mekanizmasi iki ana konuda ele alinmustir.

1. Amibin olusturdugu toksinler ile gelisen olaylar. Bunlar, salinan enzimler,
trofozoitlerden serbest kalan enterotoksinler veya sitokinlerdir.
2. Amip-konak arasinda direkt hiicresel temas ile gerceklesen olaylardir.

Bunlarda hiicre erimesi seklinde kendini gosterir > %.

Hucre olduricu etki, amiplerin konak hticresine tutunmalar: ile baglar ve diger
hiicreleri amiplerin fagozitozu izler. Amibin bu etkinligi dis zar1 ile alakalidur.
Patojenitede yapisma, hiicre erimesinin yam sira konak savunma mekanizmasina karsi

parazitin direncinin artmasinda da etkili olmaktadir *> %24,

Virulans faktort olarak hiicre disi Entamoeba histolytica sistein proteinazlarin
rolt 6nemlidir. Entamoeba histolytica hicre lizatlarindan tretilen ve hiicre dis1 salinan
sistein proteinazlarin miktari, Entamoeba dispar ile karsilastirildiginda yaklasik olarak
1000 kat daha fazladir. Sistein proteinazlar, trofozoitlerin invasiv hastalik olusturmak
icin penetre olmak zorunda olduklari hiicre disi matriksin elementleri olan kollajen,

elastin, fibrinojen ve laminin’ i ayirma giciine sahiptir > %,

Entamoeba histolytica insan eritrositi ve kolon epitelyum hiicresi de dahil olmak
Uzere ¢ogu hiicreye Gal/GalNAc lektin araciligiyla adhezyonunu gerceklestirmektedir.
Lektin 260kDa agirliginda heterodimer yapida 6énemli bir virtlans faktordir. Lektin
hem konak galaktozuna hem de N-acetyl-D-galaktosamine’ e baglanir. Ayni zamanda

proteaza direnc 6zelligi veren yilksek oranda sistein icerir * .

Entamoeba histolytica mukus salgisimi artirarak yapismanin  kolaylasmasin
saglarken artan mukus salgisi sayesinde, musin tiketerek amibin epitel ylzeyine daha

rahat girmesini saglar > *°,

Amipler bagirsak ceperinde, Ulserin genellikle kenarlarinda ve dibinde
bulunurlar. Burada erimis hiicrelerle ve eritrostlerle beslenirler. Ulserlere en gok
¢cekumda, rektumda ve sigmoid kolonda, agir olgularda ise kalin bagirsagin her



tarafinda rastlandigi gibi ince bagirsakta ve kor bagirsakta da lezyonlar
gorlebilmektedir > > 23,

Baslangici kiigUk sar1 akintilar seklinde gortinen lezyonlar acilir, agzi dar bir sise
tarzinda amip yaralari meydana gelir. Amip yaralarimn kenarlarinin alti oyuktur ve
bagirsak kivrimlart yonunde ilerlediklerinden enleri boylarindan biyuktir. Burada
bulunan amipler venciklerden veya periton boslugundan gecerek karacigere varabilirler.
Karacigerden baska akcigerde, beyinde ve diger organlarda gortilebilir * 2.

2.2.7.Amebiyazda Klinik Belirtiler

Bagirsak yuzeyindeki Entamoeba histolytica enfeksiyonlar: genellikle belirtisiz
seyreder, parazitin yerlestigi bireylerin %85-90' inda herhangi bir klinik belirti ortaya
cikmaz. Klinik belirtiler, parazitin bagirsak duvarim asmasiyla ortaya cikar. Bagirsak
amebiyazl1 hastalarda en sik ishal, kanli diskilama, karin agrist ve kilo kaybi gordlar.
Genellikle ates ve sistemik belirtiler gorilmez. Bu yonuyle bakteriyel kaynakli
dizanteriden rahatlikla ayrilabilir. Parazitin karacigere yerlestigi durumlarda ise; sag Ust
kadranda agr1, kilo kaybi, oksuruk, ishal, ates, titreme, terleme, istahsizlik ve mide
bulantisi gibi belirtiler gorultr. Ayrica bu hastalarda agrili karaciger biyumesi vardr.

Karacigerin yiizeyi kanser ve sirozun aksine yumusaktir *>%.

2.2.8Tam

Klinik olarak tam koymak gugtir. Basilli ve Balantidiumlu dizanteriler,
sistozomiyaz, bagirsak kanseri, tlseratif kolit gibi hastaliklarla karisir ® %,

Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar ve Entamoeba moshkowski
parazitlerinin epidemiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Clnki ¢ok sayida bilgi
morfolojik olarak birbirinden ayirt edilemeyen bu parazitlerin ayirimim yapabilecek
kapasitede olmayan metotlarla yapilan bildirimlerden kaynaklanmaktadir. E. dispar, E.
histolytica’ dan 10 kat daha fazla gorulme sikligina sahiptir. E. moskowski’ nin
epidemiyolojisi ve insidansi hakkinda ise cok az bilgi vardir %.
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DSO morfolojik olarak birbirinden ayrilamayan Entamoeba trlerinin
tanimlanmasinda Entamoeba histolytica’ nin spesifik tamst igin metot gelistirilmesini
onermektedir - %,

2.2.8.1. Mikroskobi

E. histolytica, E. dispar ve E. moshkowski’ nin klinik laboratuar tamsi igin
diskida direkt baki, konsantrasyon ve boyal1 preparatlar seklinde mikroskobik tetkikler
kullanilmaktadir. Eritrosit igeren trofozoitlerin gérilmesi igin bir saat iginde bakilma
zorunlulugu oldugundan ¢ok duyarli bir metot degildir. Hasta belirtili degilse diskida
daha ¢ok kistler mevcuttur. Konsantrasyon teknikleri kistlerin gorilmesi igin oldukga
iyi bir yontemdir. Trikrom ve demir hematoksilen gibi boyali preparatlar tam ve
Entamoeba tir ayiriminda dnemli bir metottur. Mikroskobik muayene Entamoeba’ nin
tamsinda kiltdr ve antijen tam testlerine gore oldukca distk duyarlilik gostermektedir.
%60 1n altinda duyarhiligi vardir ve yalanct pozitif sonuglara neden olabilir. Hemen
bakilmayacak diskinin mutlaka Schaudin, SAF veya %5-%10 luk formalinde tespit
edilmelidir .

2.2.8.2. Kultar

Entamoeba tirlerinin izolasyonu igin kultdr teknikleri yaklasik 80 yoldan beri
kullanilmaktadir. Difazik ve monofazik kaltirler kullamlmaktadir. E. histolytica’ nin
kultordeki basar1 orani referans laboratuarlarda bile %50-70 arasindadir. Paraziti
tretmek icin Dobell’ in iki fazli veya Cleveton-Callier’ in besiyeri, Robinson besiyeri,
Diamond besiyeri, Jones besiyeri ve Locke' nin yumurta serum besiyeri gibi besiyerleri
kullanlabilir %,

2.2.8.3. izoenzim Analizleri

Izoenzimler, enzimlerin bir tirde ve aym tirdeki bir canlinin farkl: Gyelerinde
gorulen birden gok molekiler sekilleri olup katalizledikleri reaksiyon ayni fakat
kinetikleri farkli olan sekillerdir. Brumpt 1925 yilinda, E.histolytica’'mn patojen ve
patojen olmayan iki ayr1 davrams sergiledigini ve bu davranislar: sergileyen sekillerin
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morfolojik olarak ayni fakat davranmis olarak farklilik gosteren turler oldugunu ileri
sirmistlir. Revees ve Bischoff 1968 yilinda, E. histolytica ayiriminda enzim
elektroforezi kullanarak insanda hastalik olusturan ve kdltir ortaminda 33-39C de
ureyebilen tipik seklin varligim, aym zamanda dustk sicakliklarda treyen tipik olmayan
sekillerinde varligim bildirmislerdir. E. histolytica zimodemlerini belirlemede kullanilan
enzimler malik enzim, hekzokinaz, fosfoglukomutaz, glukozfosfat izomeraz

enzimleridir 222627,

2.2.8.4. Antikor Tam Testleri

Entamoeba histolytica enfeksiyonlarinin tamst igin kullanilan antikor tam
testlerinin, amebiyazin yaygin olmadigi toplumlarda perspektif tam icin kullamimasi
uygun olacaktir. Amebiyazin tamst icin bircok antikor tam testleri gelistirilmistir.
Bunlardan bazilar1 indirekt hemaglitinasyon (IHA), lateks aglltinasyon, immin
elektroforez, counter-immun elektroforez, jel difiizyon testi, immin diflizyon, indirekt

immiino floresan (iFA) ve enzim linked immiinosorbent assay (ELISA) dir * %,

IHA yiiksek 6zgulltgl (%99) ile basit ve kullamslicir. Bunaragmen ELISA’ ya
gore dustk duyarhicir ve yalanci negatiflik verebilir. Lateks aglitinasyon IHA’ ya
benzer on dakikada sonug verir ancak 6zgul olmayan reaksiyonlardan dolay: 6zgullGgt

dusuktar - .

IFA testi ELISA’ dan daha duyarli ve 6zgil olmasina ragmen strekli kiiltir
gerektirmesi ve antijen preparasyonu yapilmast gerektiginden rutin  Klinik

laboratuarlarda kullanilmas: zor bir testtir > %2,

ELISA dinya ¢apindaki tan: laboratuarlarinda kullanilan en populer testtir ve
belirtisiz hastaliklarin epidemiyolojik c¢aligmalarindan intestinal ve ekstraintestinal
amebiyazin tanmisinda oldukca kolay kullamlimaktadir. ELISA %97,9 duyarliliga ve
%94,8 Ozgllluge sahiptir. Burada dikkat edilmesi gereken serum IgG dizeylerinin
enfeksiyondan bir yil sonra bile pozitif olmasidir. 1gM antikorlar1 akut veya

gecirilmekte olan enfeksiyonu gosterir - %.

2.2.8.5. Antijen Tam Testleri
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Bazi arastirmacilar digki  6rneklerinden antijen tamst igin  ELISA
gelistirmiglerdir. Bu antijen tarama testleri digki kalttrti kadar duyarli ve daha hizl bir
yontemdir. Antijen temelli ELISA kitleri, E. histolytica’ nin Gal/GalNAc-lektin karsiti
0zgul monoklonal antikor kullanildigi icin E. histolytica’ ya 6zguldur. Gelistirilen diger
antijen tam testleri E. histolytica’ mn serine-rich antijeni karsit1 ve lektini icin 6zgul

monoklonal antikorlarchr %2,

Amip antijen tam testlerinin diizeyi oldukca yuksektir. Ancak bu testinde disk1
orneklerinin fiksasyonu sirasinda antijenlerin denatiire olmasi gibi bazi dezavantajlari
vardir. Bu ylUzden testin taze veya donmus diski ile yapilmas: gerekir. Antijen tam

testleri mikroskop ve killtiire gore daha duyarl: ve 6zguldir * %.

Fotedar ve arkadaslarinin bildirdigine gore Mirelman ve arkadaslarinin yapmis
olduklar1 galismada E. histolytica ve E. dispar’ in tamsi igcin ELISA ve PCR’ 1n
karsilastirilmast yapilmis ve PCR iki tdrin ayirim icin ELISA’ dan 100 kez daha

duyarli oldugu bulunmustur *.

2.2.8.6. immiinokromatografik Y ontemler

Triage parazit paneli (TPP) Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum ve
E.histolytica/E. dispar’ 1n spesifik antijenlerinin tammlanmasi igin gelistirilmis ilk
immunokromatografik yontemdir. Bu yontemde kullamlan imminokromatografik strip
E. histolytica/E. dispar’ in 29 kDa yiizey antijeni, G. lamblia’ nin alfa-1-giardin’ i ve C.
parvum’ un protein distilfide izomeraz: igin spesifik monoklonal antikorlari ile kaplidr.
Kullamlan spesifik antikorlar diski Orneklerindeki bu organizmalar igin spesifik
antijenleri yakalar ve membran Uzerinde immobilize eder. %96-100 arasinda duyarli ve
%99,1-100 arasinda 6zguldir. TPP kitinin fikse edilmemis, taze veya donmus diskida
15 dakika icinde sonug vermesi énemli bir avantajidir *.

2.2.8.7. Deoksiribonukleik asit (DNA) Temelli Tam Testleri

Molekller tamsal yontemler, geleneksel yontemler kullanarak bulunmasi ve
belirlenmesi zor veya imkansiz olan enfeksiyon gjanlarin tammlanmasinda halen en
degerlisidir *.
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DNA temelli testler gelismis Ulkelerde klinik ve arastirma laboratuarlarinda
kullamimaktadir. Digki Ornekleri direkt PCR testi icin en kompleks drnektir. Cunku
bilirubin, bile tuzlari ve kompleks karbonhidratlar gibi PCR inhibitorleri vardir. Bu
yizden PCR calismalarinin  basarisi diski DNA  ekstraksiyon prosedirinin
optimizasyonuna baglidir. Gecmiste diski 6rneklerinden direkt DNA izolasyonu
problemliydi. Simdi ise diskidan parazit DNA’ simin izolasyonu igin basit ve etkili
teknikler gelistirildi. DSO amebiyaz calismalarinda PCR kullanilimasin 6nermektedir.
Buda PCR testinin duyarliligim artirmistir. DNA temelli tam testlerinin birgok adim

icermesi ve pahal1 olmasi gibi dezavantajlar: vardir %,

2.2.8.7.1. Konvansiyonel PCR

E. histolytica’ min neden oldugu karaciger abse aspirati, doku ve diski gibi ¢esitli
klinik oérneklerle calisilabilir. Yapilan arastirmalar E. histolytica’ nin 18S rRNA gen
bolgesini hedefleyen PCR’' 1n c¢esitli antikor temelli ELISA yontemlerinden 100 kat
daha duyarli oldugunu gostermistir. Son zamanlarda farkli gen boélgelerini hedef alan
cesitli PCR metotlar: gelistirilmistir. Bunlar Entamoeba tdrlerinin ayiriminda oldukca

basarili bulunmustur %%,

Fotedar ve arkadaslarinin bildirdiklerine gore Entamoeba enfeksiyonlarinin
epidemiyolojik calismalarinda PCR’ 1n kullammu ilk olarak Acun-Soto ve arkadaslar
tarafindan rapor edilmistir. Bu arastirmacilar kultdr temelli trofozoitlerden kaginip
direkt diskidan DNA elde etmisler ve ekstrakromozomal sirkiler DNA
ampifikasyonunu hedefleyen primerleri kullanmiglardir. Bu arastirmacilar  DNA
ekstraksiyonu icin - modifiye DNA  ekstraksiyon yontemini  kullanmiglardir.
Konvansiyonel PCR’ da Entamoeba’ nin patojenik ve non patojenik tirleri arasindaki
farki gérmek icin 29kDa/30kDa luk antijen gen bolgesi primerlerini kullanmuslardir *.

Fotedar ve arkadaslarimin bildirdiklerine gére Nunez ve arkadaslari yapmis
olduklar1 ¢alismalarinda PCR’ 1n duyarliligim artirmak icin Nested Multipleks PCR
gelistirilmistir. Bu multipleks teknik kullamlarak PCR’ 1n duyarliligi %94, 6zgullugl
ise %100 bulunmustur. Ayrica bu metot formalinle tespit edilmis diski orneklerinde
E.histolytica ve E. dispar’ in ayirimu icin de basaril1 bir sekilde kullanilmaktadr *.
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PCR temelli tar yontemleri morfolojik olarak birbirine benzeyen tic Entamoeba
turdntn ayirici tanist igin basarili bir sekilde kullamlmaktadir. Ancak rutin tan igin hala
kisitlidir. Disk1 6rneklerinden DNA izolasyonunun zorlugu PCR temelli metotlarin hala
guclt bir engelidir. Ayrica DNA’ nin izolasyonu ve amplifikasyonu uzun zaman

1,22

gerektirir ve pahalidir

2.2.8.7.2. Real-timePCR

Real-time PCR enfeksiyon hastaliklarinin tanisi icin oldukca etkili bir metottur.
Bu test PCR boyunca floresanla isaretlenmis bir veya iki probun baglanmasi ile olusan
amplikonun spesifik tanimlanmasi temeline dayalidir. Real-time PCR’ 1n konvansiyonel
PCR ile karsilastirildiginda 6nemli bir avantaji daha duyarli olmasidir. Bu da diskinin
bir gramindan elde edilen bir mikrolitre DNA 6zunin 0,01 ile 100 hicrenin temsil
edildigi miktarin tanimint saglayabilecek kadar duyarli oldugunu gostermektedir. Diger
bir taraftan Real-time PCR farkli drneklerdeki parazitlerin sayisim tespit edebilen
kantitatif bir metottur *.

Real-time PCR’ da kullamilan floresanla isaretlenmis problarin varligindan
dolay: reaksiyonun erken donemlerinde PCR amplifikasyonu gorilir. PCR’ 1n erken
asamalarinda reaksiyon kinetigini 6lgme geleneksel PCR 1n amplifikasyon tespiti igin

agaroz jel kullammunakars: avantaj saglar .

PCR cogaltimini gorintr hale getiren ve monitorize edebilen floresan isaretli
prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttig: bir

cogaltma yontemidir %°.

RT-PCR da DNA’ ya baglanabilen dzgul olmayan flouroforlar (SYBR Green)
kullanilir ve bu yonteme 6zgll olmayan belirleme sistemi denir. Diger taraftan DNA
parcasinin ¢ogaltilmak istenilen bdlgesi 6zel bir bolge ise bu bdlgenin saptanmasinda
floresan isaretli problar kullamlir. Bu problarin basinda TagMan prob, molekiler

boncuk yéntemi, scorpion primer gibi floresan isaretli problar kullanilir .

Sekil 27 de RT-PCR’ 1n dogrulu ve guvenilirligi ifade edilmektedir. A’ da Tum
96 ornegin esik dongusiinin (Treshold Cycles = C;) 23+ 0,3 oldugu gorulmektedir. B’
de ise ticlti olarak kurulan iki reaksiyon karisimi goriilmektedir. Birisi 1x10° hedef DNA
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icerir ve C;degeri 23,1+ 0,15 dir. Digeri 2x10° hedef DNA icerir ve C; degeri 24,1+ 0,1
dir. Bu da hedef sayilarinda iki kat farklilik arasinda bile kolayca ayrim yapabilir.

Fluorescence
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Sekil 2: RT-PCR’ 1n dogrulugu ve tekrarlanabilirligi .

228721 SYBR Green |: Spesifik olmayan cift zinciri DNA’nin
cogaltiminda kullanilir. Bu yontemde kullanilan floresan boya sadece ¢ift zincirli DNA’
ya baglandigindan ¢ogalan DNA miktarindaki artisa paralel olarak okunan foresanin
miktarida es zamanli olarak artmaktadir. SYBR Green | en fazla kullamilan boya
cesididir. Cift sarmal DNA’ nin kicik oluguna baglanan boya 30 amplifikasyon
dongusli sonrasi yalnizca aktivitesinin % 6 sint kaybeder. Cogaltimin basinda reaksiyon
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karistminda ¢ift zincirli DNA molekili, primerler ve SYBR Green | boyasi
bulunmaktadir. Primerler baglamip uzama basladiginda boya molekilt ¢ift zincirli
DNA’'min arasina girer ve floresan yayilhimi baslar.  Uriin miktar1 arttikca floresan
miktarida artar. Floresan isaretli problara ihtiyagc gostermedigi icin maliyeti ucuzdur.
Ancak istenmeyen PCR Urinlerinin cogalmasi ve primer dimerleri olusmast durumunda

da floresan 1s1ma verdiginden dezavantajlar: da vardir %%,

Cogaltilan DNA’ nin istenilen hedef bolge olup olmadigini anlayabilmek igin
DNA’larin erime egrisi (melting curve) analizleri yapilmak zorundadir. Erime egrisi
analizi yapilmak istenildiginde cihaz PCR tuplerini yavasga isitmaya baslar. Cift zincirli
DNA birbirinden ayrilmaya basladiginda (melting temperature =Tm) floresan boya
serbest kalir ve okunan floresan miktar1 da diser. Her bir DNA’ min belirli bir erime

sicakhig1 vardir °.

Sekil 3" de SYBR Green boya teknigi goralmektedir.

S

SYBR Green
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SYBR Green boya DNA cift iplikli oldugunda DNA’ ya baglanabilir.
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Polymerase

Polimerizasyon tamamlandiginda SYBR Green boya ¢ift iplikli DNA’ ya baglanir ve floresan
1s1mayapar.

Sekil 3. SYBR Green boya teknigi *.

DNA parcasinin cogaltiimak istenen bolgesi 6zel bir bdlge ise bu bdlgenin
saptanmasinda floresan isaretli problar kullamlir. Bu amagla TagMan prob, Molekler
boncuklar, hibridizasyon probu ve scorpion primer gibi floresan isaretli problar

kullanlr %°.

2.2.8.7.2.2. TagMan prob: TagMan prob yontemi ¢ogaltilmak istenen DNA’ ya
komplementer olan ve floresan ile isaretlenmis tek zincirli bir prob icerir. Floresan
isaretli probun 5 ucunda fluorophore (6-karboksifloresin= 6-FAM) ve 3' ucunda
qguencher (6- karboksitetrametil —rodamin= TAMRA) bulunur. 3" uctaki baskilayici
TAMRA boyas: 5' ugtaki FAM boyasinin sinyal olusturmasini engellemektedir. Prob
hedef DNA’ ya baglanma durumunda bile floresan olcimi disuktir. Cogaltiima
sirasinda hedef nikleik asit dizisi Uzerinde primerler baglanma bolgeleri arasinda
TagMan problar baglanirlar. Primerlerin baglanmasinin ardindan yeni zincir olusmaya
baslar. Probun bagli oldugu bdlgeye gelindiginde Tag DNA polimeraz enzimi 5-3'
nikleaz aktivitesi ile FAM’1 probdan ayirir. Serbest hale gegcen FAM sinyal olusturur.
DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir dongude Oriin cogaltimi arttikca

floresanda ona bagl1 olarak artmaya devam eder 23,

Sekil 4 de TagMan prob calisma prensibi gosterilmektedir.

TagMan probe

V.
: =
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Sekil 4. TagMan Prob calisma prensibi %,

2.2.8.7.2.3. Molekiiler Boncuk Y 6ntemi
Molekuler boncuk yontemi hem yapist hem de galisma prensibi ile TagMan prob ve
SYBR Green | yonteminden c¢ok farklhidir. Sag tokas: seklindeki yapimin yuvarlak ug
kismu gogaltilacak DNA ile komplementer tek zincirli DNA dizisini igerir. Bu yapinin
duz olan u¢ kisimlarinda 2 adet florokrom boya igermektedir. Bunlardan baskilayici
florofor diger boyanin floresanini engeller. Molekuler boncuk probu soltisyon igerisinde
serbest halde iken i1s1ma yapmaz. Cogaltilmak istenilen DNA bdlgess PCR ile
cogalmaya basladiginda prob hedef DNA dizisine gore tasarlandigindan birbirleri ile
karsilastiklarinda konformasyonu degisir ve diz, Gift zincirli hale geger. Cunki bu yap:
termodinamik olarak sa¢ tokasi seklinden daha kararlhidir. Molekiler boncuk hedef
nikleik asit dizisi ile hibridize olur olmaz boncuk molekltnin yapisi degistiginden ve

boyalarda birbirlerinden uzaklastigindan floresan miktar artar (Sekil 4) %34,
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmas

Bu calismada 01.01.2008 ve 01.12.2010 tarihleri arasinda Cukurova Universitesi

Tip Fakiltesi Parazitoloji Anabilim Dal1 laboratuarina gesitli kliniklerden gonderilen
amebiyoz supheli 74 hastadan alinan diski 6rnekleri kullanildi.

Diski ornekleri makroskobik agidan incelendikten sonra native-lugol yontemi ile

mikroskobik olarak incelendi. Copro-Antijen ELISA, PCR ve real-time PCR calismak
Uizere disk1 6rnekleri ependorf tiiplerine aktarildi, -20°C’ de muhafaza edildi.

3.2. Copro-Antijen ELISA Testi
Diski orneklerindeki E.histolytica parazitinde bulunan adezin enzimleri tespit

etme prensibine dayal1 olan Entamoeba CELISA Path (Australia) KE1 driin kodlu Kiti
ile daha 6nce toplanip -20 °C de dondurulmus 74 diski 6rnegi ile ELISA testi ¢alisild.
Kitin kullamm sekli asagida verilmektedir.

1

15 gr digk1 6rnegi 400uL seyreltici ile homojen hale gelene kadar karistirildi.

2. Homojen haldeki diski drnegi iki saat bekletildi.

© © N o O

ELISA plaginin bir kuyucuguna pozitif kontrol diger kuyucuguna ise negatif
kontrol olarak seyreltici soltisyon konuldu.

ELISA plaginin ornekler icin ayrilan her bir kuyucuga diski 6rneklerinden 200
uL konuldu. Uzerine birer damla enzim konjugat eklendi ve iki saat oda
sicaklhiginda inkiibe edildi.

Uc defa yikama solusyonu ile yikand.

ELISA plaginin her bir kuyucugunaiki damla substrat soltisyonu damlatildh.
ELISA plag1 on dakika karanlik ortamda bekletildi.

Plaktaki her bir kuyucuga bir damla stop soltisyonu ilave edildi.

Diski drnekleri ELISA okuyucusunda 450 nm dalga boyunda okutuldu. 0,15’ den
kucutk degerler negatif, 0,15 den blylk degerler pozitif kabul edildi.

3.3. Disk1 Orneklerinden DNA izolasyonu
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Direkt diski orneklerinden QIlAamp DNA stool mini (QIAGEN, Germany)

(Katalog N0:51504) DNA aritma kiti kullamlarak DNA izole edildi. DNA’ nin
saflastirilmasinda  hicbir fenol-kloroform yontemi veya alkolle c¢oktirmeye gerek

yoktur. Bu kit ile DNA dusik tuz tamponunda yikanr ve protein, nikleik asit ve diger

yabanci maddeler veya inhibitérlerden arindirilir. Asagida QlAamp DNA stool mini

kitinin igerigi ve kullamm sekli verilmektedir.

1
2.

Y aklasik 180-200 mg diski drnegi ependorf tplerine aktarildi.
Disk1 orneklerinin Uzerine parcalamak icin 1400 uL ASL tamponu eklenip,
karisim homojen hale gelene kadar vortekslendi.

3. Diski érnekleri su banyosunda 70°C’ de 5 dakika bekletildi.
4. Su banyosundan cikartilan diski Orneklerinin  her birine inhibitorleri

uzaklastirmak igin bir adet InhibitEX tablet ilave edildi.

10000 rpm'de 5 dakika santriflij edildi. Stpernatant kisimlar temiz ependorf
tuplerine aktarildi.

Slpernatantlarin Uzerine 15uL Proteinaz K ve 200 pL AL solusyonu ilave
edildi.

7. Su banyosunda 70°C’ de 5 dakika bekletildi.

0.

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

Disk1 oOrneklerinin tzerine 200uL %95’lik etanol ilave edildi ve karigim
vortekslenerek homojen hale getirildi.

Homojen hale gelen digk1 drnekleri filtreli tiplere aktarildi.

Filtreli tiplere 500 uL AW1 tamponu ilave edildi.

10000 rpm’de 5 dakika santrifuj edildi.

Filtreli tdplerin altindaki ependorf tlpleri atildh ve yerine temiz ependorf tipleri
yerlestirildi.

Filtreli tiplere 500 uL AW2 tamponu ilave edildi.

10000 rpm’'de 5 dakika santriftj edildi.

Filtreli tuplerin altindaki ependorf tlpler atildi ve yerine temiz ependorf tUpler
yerlestirildi.

Filtreli tplere 100 uL AE tamponu eklendi ve tipler 10000 rpm’de 5 dakika
santrif(j edildi.

Filtreli tdplerin altindaki ependorf tiplerine siizilen DNA ornekleri PCR ve
Real-Time PCR calismak icin -20°C’ de sakland.

22



3.4. Konvansiyonel PCR Amplifikasyonu

3.4.1. Primerler: E.histolytica trini tanmmlamak icin 875 baz ¢ifti uzunlugunda

olan PSP5-PSP3 primer cifti, E.dispar tirini tammlamak icin ise 875 baz cifti
uzunlugunda olan NPSP5-NPSP3 primer cifti kullamld: (Cizelge 1).

Cizelge 1: PCR amplifikasyonu igin kullanilan primer-nikleotid dizilimleri

Tir ismi Primer ismi/Nikleotid Dizilimi Baz
Uzunlugu
E.histolytica | PSP5/5 GGC CAA TTC ATT CAA TGA ATT GAC | 875 bp
3|
PSP3/5' CTC AGA TCT AGA AAC AAT GCT TCTC
3|
E.dispar NPSP5/5 GGC CAA TTT ATG TAA GTA AAT | 875bp

TGAG 3
NPSP3/5' CTT GGA TTT AGA AAC AAT GTT TCT
TC3

3.4.2. PCR Karisimi: E.histolytica ve E.dispar turlerini ayirt etmek icin tdrlere

0zgu primerlerin kullamldigi PCR karisimlar: hazirlandh.

10X KCl; tamponu 25puL
25 mM MgCl, 1.5 pL
12,5 mM dNTP karisimi 1 uL
10 mM Forward primer 1 puL
10 mM Reverse primer 1 puL
DNA 6rnegi 5 L
Steril distile su 13 pL
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3.4.3. Termal Cycler Protokoli: DNA orneklerini amplifiye edebilmek igin
yaklagsik Uc saat siiren termal cycler (Senquest, Germany) protokoll kullanildi.

Cizelge 2: PCR amplifikasyonu icin kullanilan Terma Cycler Protokol U

94°C  5dakika On Denatlirasyon ® 1 dongi
94°C 1 dakika Denatlirasyon
59°C 45 saniye Primer baglanmasi

® 35 dongu
72°C  1dakika Zincir uzamasi
72°C 10 dakika Son dongide zincir uzamasi ® 1 dongu

3.4.4. Agaroz Jelde Yurutme: Amplifiye edilmis DNA 6rnekleri, 100-1200 bp’lik
DNA ladder (Promega) ile birlikte %1'lik agaroz jelde 120 V’'da 45 dakika
yuaritaldd. Agoroz jel etidyum bromir (5ug/ L) de boyandiktan sonra ultraviyole
151k (UV) altinda DNA fragmanlar: goruntilendi.

3.5. Real Time PCR Amplifikasyonu

3.5.1.Primer ve Problar: Calismada E.histolytica ve E.dispar turlerini ayirt etmek
icin multipleks real-time PCR yontemi calisildi. Entamoeba cinsine 6zgl olan 231
baz cifti uzunlugunda olan Ehd-239F ve Ehd-88R primerleri, E.histolytica turtni
tanmmlamak icin E.histolytica 96T TagMan 1 probu, E.dispar tirint tanimlamak
icin E.dispar 96T TagMan 1 probu kullanild: (Cizelge 3).

Cizelge 3: Real-Time PCR amplifikasyonu igin kullanilan primer-prob dizilimleri

Tur ismi Nikleotid Dizilimi-Prob Dizilimi

Entamoeba spp. | Ehd-239F-5' ATT GTC GTG GCA TCCTAACTCA 3
Ehd-88R-5 GCG GACCGC TCATTATAACA 3

E.histolytica E.histolytica-96T prob-FAM-5' TCA TTG AAT GAA TTG
GCCATTT 3

E.dispar E.dispar-96T prob-HEX-5' TTA CTT ACA TAA ATT GGC
CACTTTG3
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3.5.2. Real-Time PCR Karisimi: Calismada real-time PCR amplifikasyonu igin
toplam 25 pL den olusan PCR karigimi hazirlandh.

2XMaster Mix (Roche Diagnostic) 12.5 L
10 mM Forward Primer 1.5puL
10 mM Reverse Primer 1.5puL
10 mM Prob-1 1 pL
10 mM Prob-2 1 pL
DNA 6rnegi 5 uL
Steril Su 25puL

3.5.3.Real-Time Termal Cycler Protokoli: Real-time PCR amplifikasyonu igin
LightCycler 2.0 (Roche Diagnostic Indianapolis, Ind) rea-time PCR cihazinda
yaklasik iki saat siiren PCR protokoll kullamld: (Cizelge 4).

Cizelge 4: Real-Time PCR amplifikasyonu icin kullanilan terma cycler protokol U

95°C  5dakika On Denatiirasyon ® 1 dongi
95°C 10 saniye Denatlirasyon
60°C 30 saniye Primer baglanmasi

® 40 dongu
72°C 10 saniye Zincir uzamasi
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4. BULGULAR

Yapilan calismalar sonunda 74 digki 6rneginde mikroskobi (direkt ve nativ
lugol), antijen tarsi icin ELISA, konvansiyonel PCR ve Real time- PCR yontemleri
calisildh. Calisilan drneklerin toplu sonuglar: Cizelge 5 de gosterilmektedir.

Cizelge 5: Cdisilan 74 6rnegin sonuglari

PCR RT-PCR
Ornek No | Mikroskop | ELISA | PSP NPSP
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RT-PCR

E.d

PCR

NPSP
(E. d)

PSP
(E. h)

Mikroskop | ELISA

Orek No
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55
56

57
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60
61

62

63

65

66
67

68

69

70
71

72
73
74

N: Negatif
P:Pozitif

E. h: Entamoeba higtolytica
E.d: Entamoeba dispar
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Calisilan 74 drnegin 24 tanesi mikroskobide pozitif, 13 tanesi ELISA’ da pozitif,
16 tanesi Entamoeba histolytica igin kullamlan PSP primerleri ile 4 tanesi Entamoeba
dispar icin kullanilan NPSP primerleri ile konvansiyonel PCR’ da pozitif bulunurken
RT-PCR ile 19 tanesi E. higtolytica, 9 tanesi E. dispar pozitif bulundu. Her dort
yontemde de E. histolytica pozitif bulunan 6rnek sayisi yalnizca 7 iken, ELISA, PCR ve
RT-PCR yontemlerinin Gglinde de 13 Ornek pozitif bulundu. Yalnizca RT-PCR ile E.
histolytica pozitif bulunan 6rnek sayisi 3 iken yalmzca mikroskobide pozitif bulunan
ornek sayist 14 idi. ELISA, PCR ve RT-PCR sonuglar1 pozitif, mikroskobi negatif olan
6 ornek bulundu. PCR ile RT-PCR pozitif olan 6rnek sayisi da 3 olarak bulundu. Geriye
kalan 38 drnek her dort yontemle de E. histolytica negatif bulundu.

Konvansiyonel PCR ile 4 drnek E. dispar pozitif bulunurken RT-PCR ile 9
ornek pozitif bulundu. RT-PCR ile pozitif bulunan bu 9 drnegin 5 tanesi ayn1 zamanda
E. histolytica agisindan da pozitif bulundu. Bu 5 6rnek her iki tir agisindan da pozitif
tespit edildi. Cizelge 6 da sonuclarin karsilastirilmas: gorulmektedir.

Cizelge 6: Sonuglarin karsilastirlimas

Pozitif

Mikroskobi | ELISA A RIPeR Ornek

Say1a

PSP NPSP | E. histolytica | E. dispar

Pozitif | Pozitif | Pozitif | Negatif |  Poztif Negatif 6
NeGatil | Negatif | Negatif | Negalif | Pozitif Pozitif 1
Negatil | Negatif | Negatif | POAtIl | Poxitif Pozitif 2
Negatil | Negatif | Negatif | POAUT | Negatif Pozitif 1
POzitif | pogitif | Pozitif | POZUT | Poatif Pozitif 1
Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif |  Negatif Negatif | 14
Negatif | pogitif | Pozitif | Negatif | Pozitif Negaif 6
Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif |  Negatif Pozitif 3
Negatif | Negatif | Pozitif | Negatif |  Poxzitif Negaif 2
Negatif | Negatif | Pozitif | Negatif |  Pozitif Pozitif 1
Negatif | Negalif | Negatif | Negatif | Negatif Negatif 37
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Real Time PCR’ da calisilan testlerin E.dispar sonucu pozitif olan érneklerden
bir grubu sekil 6 da gorilmektedir.
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Sekil 6. Entamoeba dispar pozitif RT-PCR sonuclarindan bazilar.

Real Time PCR’ da calisilan testlerin E.histolytica pozitif érneklerden bir kismi
sekil 7 de gorulmektedir.
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Sekil 7. Entamoeba histolytica pozitif RT-PCR sonuglarindan bazilar.

Parazit tdrlerinin frekanslart ve ylUzdelerini hesaplamak icin tammlayici
istatistiki metot kullamldi. Kohen kappa indeksi ise mikroskobi, ELISA, PCR ve RT-
PCR arasindaki kabul edilebilirligi 6lgmek icin kullanildi. Testlerin duyarlilik, 6zgullik,
pozitif prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif degerleri (NPD) Win Episkop 2.0
program kullamlarak youden indeksi ile saptanmistir. Cizelge 77 de orneklerin yuzde

dagilimi gorilmektedir.



Cizelge 7. Orneklerin yiizde dagilim

Konvansiyonel PCR RT-PCR
Mikroskobi  ELISA
PSP NPSP E. histolytica E. dispar
n % n % n % n % n % n %
Negatif 50 67,6 61 824 58 784 70 94,6 55 743 65 87,8
Pozitif 24 324 13 176 16 216 4 54 19 25,7 9 122

Cizelge 8' de Test metotlarimin duyarlilik, 6zgulluk, pozitif prediktif degeri ve negatif

prediktif degeri gorilmektedir.

Cizelge 8. E. histolyticaicin test metotlar: duyarlilik, 6zgull

Uk, pozitif ve negatif prediktif deger cizelges

T, Pozitif | Negatif
Altin Standart | Duyar hihik | Ozgulltk Prediktif | Prediktif
Deger Deger
n % % % %
Test
Mikroskobi
Pozitif | Negatif
Pozitif | 7 12
RT-PCR _ 29,2 76,0 %8 | 691
Negatif | 17 38
it | 7
ELisa |oat 6 29,2 88,0 538 | 721
Negatif | 17 24
it | 7
PCR Pozitr 9 29,2 82,0 438 | 707
Negatif | 17 41
ELIiSA
Pozitif | Negatif
it | 1
RT-PCR |02 3 6 100,0 90,2 684 | 1000
Negatif 0 55
Mikroskobi 220 | 7 1/ 53,8 721 202 | 880
IKIrOSKODI Negatlf 6 a4 y ' y y
Pozitif | 13 3
PCR _ 100,0 95,1 813 | 1000
Negatif | O 58
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T, Pozitif | Negatif
Atin Standart | Duyarhhk [ Ozgullik Prediktif | Prediktif
Deger Deger
TEST = %
n % % % %
RT-PCR
Pozitif | Negatif
Mikroskobi |22t | 7 1/ 36,8 691 | 202 | 760
KOO " Negatif | 12 38 ’ ’ ’ ’
Pozitif | 13 0
ELiSA 20 68,4 1000 | 1000 | 902
Negatif 6 55
Pozitif | 16 0
PCR 21 84,2 1000 | 1000 | 948
Negatif 3 55
PCR
Pozitif | Negatif
. T Poztit | 7 17
Mikroskobi : 438 707 | 202 | 820
Negaif | 9 41
Pozitif | 13 3
ELiSA 20 1000 | 951 | 813 | 1000
Negatif | O 58
Pozitif | 16 0
RT-PCR : 84,2 1000 | 1000 | 948
Negatif 3 55

Mikroskobi altin standart olarak alindiginda; ELISA, PCR ve RT-PCR’ 1n
duyarliligr % 29,2, RT-PCR’ 1n 6zgulligl %76, ELISA’ nin 6zgulligi %88 ve PCR’ 1n

0zgullugl ise %82 bulundu.

ELISA altin standart olarak alindiginda; konvansiyonel PCR ve RT-PCR’ 1n
duyarliligr %100 olarak bulunurken konvansiyonel PCR’ 1n 6zgulligli %695,1 RT-PCR’
1N %90,2 bulundu. Burada RT-PCR’ 1n pozitif olup ELISA nin negatif oldugu 3'U ayn
zamanda konvansiyonel PCR ile de negatif bulundu.

RT-PCR atin standart olarak alindiginda mikroskobinin %36,8 duyarliliga
%69,1 06zgullige sahip oldugu gordldi. ELISA’ mn duyarliligi %68,4 ve 6zgulltgi
%100 bulunurken konvansiyonel PCR’ 1n duyarliligi %84,2 ve 6zgulligi de %100

bulundu.
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5. TARTISMA

Invaziv amebiyazin tamsinda yaygin olarak mikroskobik inceleme, serolojik
testler ve intestinal amip lezyonlarindan veya karaciger apsesinden biyopsi ile beraber
kolonoskopi kullamimaktadir. DSO, Pan Amerikan saglik organizasyonu (PAHO) ve
UNESCO 1997 de yapmus olduklar: bildiride E. histolytica’ nin tedavi edilmesi
gerektigi ve mikroskobik olarak E.histolytica ile E. dispar’in ayirimimn mimkin
olmadig1 agiklanmistir. Guniimiizde bircok hekim digkinin mikroskobik incelemesi
sonucunda Onceden tamumlanmis tedaviyi uygulamaktadir. Oysa digki Orneklerinin
mikroskobi muayenesi ile konulan tamnin yalanci pozitif ve negatif sonuclarimn yanm
sira patojen E. histolytica ve patojen olmayan E. dispar kistlerinin ayriminin mimkin

olmamasi gibi dezavantajlar: vardir 233738,

Serolojik testler amebiyazin tamsinda siklikla kullamlimaktadir. Yapilan
calismalar antiamibik antikorlarin serumda yillarca pozitif kalmasindan dolay: endemik
bolgelerde serolojik testlerle dogru tamy: koymanin oldukca zayif oldugunu ortaya
cikarmigtir. Antijen tam testleri ise ishalli hastaliklarin yaygin oldugu endemik
bolgelerde kullaniimakta olan bir tam yontemidir. Gelismekte olan Ulkelerde molekiler
ta testlerinin pahali olmasindan dolay: ¢ok kullamlamamaktadir. Diger bir taraftan
disk1 antijen testlerinin PCR’ dan yliz kez daha az duyarli olmasi ve bazi ¢calismalarda
dustk duyarliliginin diger Entamoeba tirleri ile gapraz reaksiyona girmesinden dolayi
kaynaklandig: bildirilmektedir *°.

Son yillarda PCR ve RT-PCR gibi molekuler tetkiklerin gelisimi E. histolytica’
ya dogru tam konulmasinda onemli mesafeler kat etmistir. BOylece klinik tam ve
tedavinin dogru uygulanmas: daha da miimkiin hale gelmistir *.

Endemik bolgelerde diskida kistlerin gorilmesi neticesinde standart yaklasim
olarak antiprotozoa gjanlar verilmektedir. Bu yaklasim antiamebik ajanlarin minimal
inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerlerini yukseltmektedir ve tedavi basarisizligi
onemli bir halk saglig1 problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bunun sonucunda E.
histolytica’ nin potansiyel direncli suslarimin gelisimine sebep olmaktadir. Pozitif diski
orneklerinin tedavi ncesinde mutlaka konfirme edilmesini zorunlu kilmaktadir .
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Amebiyaza sebep olan E. histolytica gelismekte olan tlkelerde biiytk bir halk
sagligi problemidir. Morfolojik olarak benzer olan E. dispar ise patojen olmayan bir
turdir. Antiamebik ilaglarin sinirli sayida olmasindan dolay: tedavide yeni yaklasim
gerekmektedir ve E. histolytica ve E. dispar’ in ayirimimn kesin tammlanmasi
gerekmektedir. Asemptomatik bireylerin tedavisi oldukga yiksek bedelli ve gereksizdir.
Yeni antiamebik ilaglarin gelistirilmesi halen ¢ok erken evrededir ve as1 calismalar:
uzak bir hayal gibidir. Gelecekte ilag direncinin gelisimi hastaligin kontrolini ciddi
anlamda etkileyebilir .

Gonin ve arkadaglart 2002 yilinda klinik orneklerde ELISA ve PCR ile E.
histolytica ve E. dispar’in ayirict tamsint koymak icin yapmus olduklar: ¢alismalarinda
95 diski 6rneginin 68’ inde (66 E.dispar, 2 E. histolytica) Entamoeba pozitif bulmuslar.
ELISA’ y1 mikroskobi ve PCR’ a gore daha az duyarli bulmuslar. E.dispar icin PCR ile
ELISA arasinda anlamli bir fark oldugunu saptamslardir .

Benzer sekilde calismada da 74 6rnegin 13 tanesi ELISA’ da pozitif 16 tanesi
konvansiyonel PCR’ da pozitif bulundu. Gonin ve arkadaslarinin belirttigi gibi ELISA
PCR’ agore daha az duyarli bulunmustur.

Roy ve arkadaslari E. histolytica’ nin tamst igin RT-PCR ile konvansiyonel
PCR’ 1 ve antijen tarama testini karsilastirmak icin yaptiklar: ¢calismalarinda; 205 diski
ve karaciger apse sivisimn 101" ini ELISA ile, 90' im konvansiyonel PCR ile 124’ Uni
ise RT-PCR ile pozitif bulmuslar. RT-PCR ile karsilastirdiklarinda ELISA’ y1 %79
duyarli ve %96 6zgil, PCR’ 1 %72 duyarl1 ve %99 6zgul olarak degerlendirmisler. Her
Uc testin yuksek 6zgulltige sahip oldugunu belirtmenin yan: sira RT-PCR’ 1 en duyarh
test olarak degerlendirmisler **.

Calismamizda diger calismalara benzer olarak ELISA, RT-PCR ile
karsilastirildiginda gore %68,4 duyarli ve %100 6zgul bulundu. Diger taraftan
konvansiyonel PCR ise RT-PCR’ a gore %84,2 duyarli ve %100 6zgul bulundu.

Nunez ve arkadagslar1 49 diski 6rneginde multipleks PCR protokolt uygulamislar
ve 36 Ornegi E.dispar agisindan pozitif, 13 tanesini hem E.histolytica hem de E.dispar
yonunden pozitif bulmuslar. Multipleks PCR protokolinin duyarhiligim %94
0zgulliguini %100 olarak degerlendirmisler. Yontemin epidemiyolojik calismalarda
kullamlabilecegini belirtmislerdir *°.
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Benzer sekilde RT-PCR’ da Entamoeba dispar pozitif 9 drnek bulunurken 5
ornekte hem E.histolytica hem de E. dispar agisindan pozitif bulundu. Ayni 6rnekte her
iki tiriinde aym zamanda gorulebilecegi unutulmamali.

Fotedar ve arkadaslar1 E.histolytica, E. dispar ve E. moshkowski’ nin PCR ile
tamist Uzerine bir calisma yapmiglar ve digski drneklerinde mikroskobi ve PCR test
yontemlerini uygulamislar. 2003-2006 yillar1 arasinda Entamoeba kompleksi agisindan
mikroskobide pozitif bulduklar: 110 6rnegi bu amagla kullanmiglar. PCR ile 89 6rnek
pozitif bulunurken 21 6rnek negatif bulunmus. Pozitif 6rneklerin Ugl yalmzca
E.histolytica, 30" u E.dispar ve 22 s E. moshkowski igin pozitif olarak
degerlendirilirken 32 Ornek E. moshkowski ve E. dispar igin pozitif bir Ornek
E.histolytica ve E.dispar ve bir ornek te E. histolytica ve E. moshkowski beraber

bulunmustur **.

Blessmann ve arkadaslari diski Orneklerinde E. histolytica ve E. dispar’ n
ayrim icin RT-PCR yapmiglar. 491 6rnegin 45 inde mikroskobi pozitif saptanmustir.
RT-PCR ile 29 E. histolytica ve 24’ Uinde E. dispar pozitif bulmuslardir. ELISA pozitif
38 6rnegin 29' unda RT-PCR pozitif bulunmustur. Serolojik olarak pozitif bulunan 77
ornek RT-PCR’ da E. histolytica ve E. dispar agisindan negatif bulunmustur. RT-PCR’ 1

mikroskobi ve seroloji ye gére daha anlaml: bulmuslardir 2.

Hague ve arkadaslar1 E. histolytica, G. intestinalis ve C. parvum’ un tamsi igin
hem her ¢ parazitin amplifikasyonunda kullamlan primer ve problar: tek reaksiyonda
birlestiren coklu RT-PCR yapmislar hem de her bir parazit igin ayr1 amplifikasyon olan
tekli RT-PCR yapmuslar. Elde ettikleri sonuclari hem antijen tam testinde hem de
konvansiyonel PCR’ 1n her ikisinde pozitif olanlar1 altin standart olarak kabul edip
karsilastirma yapmislardir. E. histoltica i¢in coklu RT-PCR’ 1 %86, tekli RT-PCR’ 1
%95 duyarli, ¢coklu RT-PCR icin %98, tekli RT-PCR icin %99 6zgul bulduklarin
bildirmiglerdir. Mikroskobinin ise hem duyarliligim hem de 6zguilltigtini oldukga diigtk

oldugunu belirtmislerdir .

Kebede ve arkadagslar1 Etiyopya da mikroskobi ile konulan amebiyaz tamsinin
yiuksek prevalans ta rapor edildigini belirterek gercek E. histolytica enfeksiyonu
prevalansim gostermek icin  mikroskobi ile tam konmus 108 digski Ornegini

degerlendirmeye almiglardir. RT-PCR sonucunda 30 Ornegi her iki tir igcinde negatif
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bulurken 77 6rnekte E. dispar ve yalmzca 1 drnekte E. histolytica pozitif bulunmustur.
Rutin tamda kullanilan geleneksel mikroskobinin non invaziv ve invaziv amiplerin
ayirimu icin yeterli olmadigin belirtmislerdir 4,

Calismamizda arastirmacilarla benzer olarak 74 6rnegin 24 tanesi mikroskobide
pozitif iken pozitif olan bu 6rneklerin yalnizca 7 tanesi PCR’ da ve RT-PCR da pozitif
bulundu. Ayni1 zamanda RT-PCR da pozitif bulunan 19 6rneginl2 sinde ise mikroskobi
negatif bulundu. Bu mikroskobinin yalanci pozitif ve yalanci negatif sonug orannin
yuksek oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde RT-PCR’ da pozitif bulunan 19
ornegin yalmzca 13 tanesinde ELISA ile pozitif tespit edilmistir. Bu da RT-PCR’ agore
ELISA’ min duyarliliginin oldukga dustik oldugunu gostermektedir.

Quarnstrom ve arkadaslar1 G¢ farkli E. histolytica RT-PCR teknigini
karsilastirmak icin SYBR Green RT-PCR’ da PSP5 ve PSP3 ile NPSP5 ve NPSP3
primerlerini, Light Cycler’ da E. h S26C, Ed-27C, Ehd-230F, Ehd88R, Eh-Ed A525,
Eh-Ed-24R, Egh-Ed 25D primerlerini, TagMan 1 de Ehd-230F, Ehd38R,
histolytica96T, dispar96T primerlerini, TagMan 2 de histolytica50F, histolytical32R,
histolytica78T, disparlF, disparl37R, dispar33 primerlerini kullanmiglar. Kaltirden
elde ettikleri trofozoitleri sayarak diltisyonlu ¢alisma sonucunda konvansiyonel PCR’ 1n
tammlama limitini mililitrede 119 hticre olarak, SYBR Green’ in tamumlama limitini 17
hicre, Lihgt Cycler’ in tamimlama limitini 4 hiicre, TagManl' in tanimlama limitini 1
hiicre ve TagMan2' nin tammlama limitini 0,5 hticre olarak belirtmislerdir. Amebiyazin
gpesifik ve kantitatif tammu icin 18SrRNA gen bdlgesini hedefleyen TagMan problu
RT-PCR’ 1n en uygun yontem oldugunu belirtmislerdir *.

Verweij ve arkadaslar1 E. histolytica, G. intestinalis ve C. parvum’ un diski
orneklerinde aminda tamst icin multipleks RT-PCR yapmislar ve %100 duyarli ve
spesifik bulmuslar ve E.histolytica, G.lamblia ve C. parvum gibi bagirsak parazitlerinin
tamsi icin oldukca duyarli ve spesifik bir tam yontemi olarak RT-PCR’ 1n rutinde

uygulanabilir bir teknik oldugunu belirtmislerdir .

Verwelj ve arkadaslari Kuzey Gana' da yapmis olduklari baska bir ¢alismada
mikroskobi ile 246 diski drneginde E. histolytica/ E. dispar kompleksini %39.8 gibi
yuksek bir oranda bulmusglar. Ancak bizim galismada kullandigimiz primer ve TagMan
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problarim kullanarak yapmis olduklart RT-PCR sonucunda yalmzca bir 6Ornekte
E.histolytica saptamslardir 7.

CGalismamizda arastirmacilarla aym primerler ve TagMan probu kullaniimis olup
amebiyaz tanisinda bu primer ve TagMan probu kullanilmasinin oldukga uygun oldugu
gordlmistur. Ayrica hizli sonug vermesinin yam sira yuksek olan duyarlilik ve

0zgullugl de dogru tan agisindan son derece 6nem arz etmektedir.

Hove ve ark. 2009 yilinda yaptiklari galismalarinda 2591 diski Orneginde
mikroskobi ve ELISA calismalari sonucunda E. histolytica y1 %0,3, G. intestinalis'i
%4,7, Cryptosporidium spp’ yi %0,5 ve Srongiloides stercoralis i %0,1 bulmusglardir.
RT-PCR kullanarak bu oranlarin E.histolytica’® da %0,5, G.intestinaliste %6,
Cryptosporidium spp’ de %1,3 ve S stercoralis icin ise %0,8 oramna yukseldigini
bildirmiglerdir. Trofozoit ve kist gorilen 99 6rnegi E.histolytica/E.dispar olarak
degerlendirmisler ve toplamda 50 6rnegi E.histolytica/E.dispar olarak copro antijen
ELISA ile pozitif bulmuslardir. Tire 6zgll copro antijen ELISA da yalmzca 7 6rnek
E.histolytica olarak bulunmustur. Bu 7 6rnegin yalnizca birisinin preparatinda eritrosit
iceren trofozoit mikroskobide goralmustdr. E.histolytica spesifik amplifikasyon ile RT-
PCR da 13 drnek pozitif bulunmus. RT-PCR’ 1n E.histolytica icin son derece duyarl

oldugunu belirtmislerdir .

Visser ve ark. E.histolytica/E.dispar trofozoit ve Kistlerinin bulundugu 416
hastanin digki ve serum orneklerini toplayarak diskida antijen ve serumda antikor
duzeylerinin guvenilir yontem olup olmadiklarini belirlemek amaciyla referans test
olarak kabul ettikleri RT-PCR ile test karsilastirmasi yapmislar. 283 o¢rnekte E.
histolytica / E. dispar DNA si amplifiye edilmis. Bunlardan 25 6rnek E. histolytica
(%8,8) ve 258 drnekte E. dispar (%091,2) olarak RT-PCR datespit edilmistir. RT-PCR’ 1
referans test olarak aldiklarinda E. histolytica tamsi igin kullanilan antijen testinin
duyarliligim %71 ve 6zgulltguni %100 olarak bulmuslar. Serolojik antijen tan testinin
duyarliligim %83,3 ve 6zgulligini %95,2 olarak bulmuslar. Endemik olmayan bolgeler
icin antijen tan testlerinin duyarliliginin diistik oldugunu belirtmislerdir *.

Leiva ve arkadagslar1 Nikaragua® da mikroskobi, TPP ve PCR’ 1 karsilastirmak
amaciyla 134 ishalli hastadan aldiklar1 digki 6rneklerinde yapmis olduklari ¢alismada;
mikroskobide 8 6rnegi (%6) E. histolytica/ E.dispar kompleksi olarak pozitif bulurken,
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TPP de 1 6rnegi (%0,7) E. histolytica/ E. dispar agisindan pozitif bulmuslar.
Arastirmacilar ¢alismamizda konvansiyonel PCR icin kullandigimiz 880 baz ciftlik PSP
ve NPSP primerlerini kullanmiglar ve E. histolytica’ y1 2 dOrnekte (%1,5) pozitif
bulurken 10 Ornekte (%7,5) E. dispar olarak tammlamglar. Sonucta TPP in ne
Entamoeba histolytica/E. dispar kompleksi igin nede Cryptosporidium spp igin ¢ok
kullanisl: olmadigin: belirtmislerdir *°.

Calismamizda 74 6rnegin yalnizca 13 tanesi ELISA ile pozitif bulunurken RT-
PCR ile 19 tanesi, konvansiyonel PCR ile 16 tanesi E.histolytica pozitif bulundu.
ELISA’ min %68,4 duyarli oldugu degerlendirildiginde hem konvansiyonel PCR’ a hem
de RT-PCR’ agore oldukga dustk duyarliliga sahip oldugu gozlenmistir.

Singh ve arkadaslar1 enfeksiyon hastaliklarinin tamsi igin yeni gelistirilen RT-
PCR yonteminin konvansiyonel PCR’ a goére daha duyarli ve daha hizli bir yontem
oldugunu, ayrica laboratuar ortamindan amplikon kontaminasyon riskinin az oldugu ve
daha ucuz bir yontem oldugunu bildirmiglerdir. Diger taraftan ¢alisma aminda sonucu

gogerdigi ve kantitatif sonu¢ verdigi icin daha Ust bir yontem oldugunu belirtmislerdir
51

Calismamizda RT-PCR ile konvansiyonel PCR karsilastirildiginda
konvansiyonel PCR’ 1n duyarliliginin %84,2 oldugu ve bununda RT-PCR’ a gore dusuk
oldugu gorulmektedir. 74 ornegin 19° unda RT-PCR ile E. histolytica tespit edilirken
bunlardan ancak 16 tanesi konvansiyonel PCR ile tespit edilebilmistir. Arastirmacilarin
belirttigi gibi laboratuar kontaminasyon riskinin dustk olmasi yam sira daha duyarl
olmas: ve ¢alisma sirasinda da sonucun gorulebilmesi ve kantitatif sonug vermesi RT-

PCR’ 1n dstunlUklerini ortaya koymustur.

Koltas ve arkadaslar1 2006 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismalarinda monoklonal
antikor temelli ELISA yontemi ile diskida antijen tespiti ve boyali mikroskobi
incelemesi yapmuslardir. Calismanin sonucunda 131 6rnegin 16 sinda E. histolytica/ E.
dispar pozitif bulurken 22 6rnekte antijen pozitif bulmuslar. Mikroskobide pozitif
bulduklar1 drneklerin 2 si ELISA negatif iken, antijen pozitif bulunan 8 o6rnekte
mikroskobide negatif bulunmus. Arastirmacilar ELISA yi1 atin standart olarak
aldiklarinda mikroskobinin duyarliligim %63,6 ve 0Ozgulligini %98,2 oldugunu
belirtmislerdir %,

38



Yapmis oldugumuz calismamn sonunda arastirmacilarla benzer sekilde ELISA
y1 atin standart olarak aldigimizda mikroskobinin duyarliligi %53,8 ve 6zgullugu
%72,1 olarak degerlendirildi. Bizim calismamizda 7 6rnek ELISA pozitif olup
mikroskobi negatif iken ELISA negatif olup mikroskobi pozitif olan Ornek sayisi 17
bulundu. Arastirmacilarla benzer sekilde distk mikroskobi duyarliligi bulunurken
onlardan daha diistk 6zgullik bulunmustur.

Stark ve arkadaslarinin 2008 yilinda yapmis olduklart galismalarinda
E.histolytica’ nin tamsi icin kullamlan Entamoeba CELISA PATH kiti ve TechLab
E.histolytica Il kiti ile diskida antijen tespitini PCR ile karsilastirmislar ve PCR’ a gore
her iki testin duyarlihgimn oldukga disik (Entamoeba CELISA PATH %28 ve
TechLab E.histolyticall %0) oldugunu bildirmislerdir >2.

Bizim calismamizda PCR atin standart olarak kabul edildiginde
arastirmacilardan farkli olarak ELISA testi %100 duyarli bulundu. Ancak RT-PCR altin
standart olarak kabul edildiginde benzer sekilde %68,4 gibi oldukc¢a dusuk duyarlilik
tespit edilmistir.

Diger taraftan Adana Il Saghk Mudurltgl’ nun verilerine gore 2005 yilinda
1121, 2007 yilinda 1754 ve 2008 yilinda 2057 olarak bildirilen E. histolytica sayilari,
2009 yilinda 1127, 2010 yilinda 930 ve 2011 yilinda 496 olarak bildirilmistir. Ozellikle
son yillarda yalmzca mikroskobi tamist degil hem diskida antijen tani yontemleri hem de
molekiler yontemlerin daha sik kullamlmasi neticesinde bu oranlarin daha asagi
distugt degerlendirilmektedir.
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6. SONUCLAR

Amebiyaz yaklasik son otuz yildir hem Ulkemizde hem de bolgemizde tam
koyma kriterleri agisindan ciddi bir sekilde tartismaya acik bir enfeksiyon hastaligichr.
Ne var ki mikroskobiye alternatif olan ELISA ve molekiler yontemlerin kullaniimaya
baslamasiyla bu parazitin yayginliginin gokta fazla olmadigi ortaya ¢ikmustir. Buda
gunumuizde ve gelecekte molekiler yontemlerin kullanilabilirligini daha da artiracaktir.

DSO belirti vermeyen bireylerde tedavinin yapilmasim uygun bulmamaktadhr.
Ilag direnc gelisimi olmamasi icin kesin tannin mutlaka konulmasini istemektedir. Bu
nedenle amebiyaz tedavisinin baglamasindan ©Once mutlaka alternatif yontemlere
E.histolytica’ nin tanisimin konulmasi gerekmektedir.

Bu amagla kullanilan yontemler arasinda mikroskobi yontemi ile tam koymak
her iki torin morfolojik yapisimin aym olmasindan dolayr mimkin gorulmemektedir.
Oysa gunumizde bircok hekim diskimin mikroskobik muayenesi sonucunda dnceden

tanimlanmis tedavi uygulamaktadir.

Calismamizda kullamlan RT-PCR yonteminin hem antijen tam testleri hem de
konvansiyonel PCR’ a gore daha duyarl: ve 6zgiil oldugu gorilmiistir. Ulkemizde de
amebiyaz gorilme sikhiginin  gelismis  Ulkelere gore daha yiksek oldugu
degerlendirildiginde tedavi Oncesinde ¢zellikle RT-PCR gibi kontaminasyon riski
disUk, daha duyarli, calisma sirasinda sonucun gorulebilmesi ve kantitatif sonug verme
avantgjlart bulunan tam yonteminin kullamlmasimin dogru olacag: distunilmektedir. E.
histolytica’ min identifikasyonu klinik parazitoloji laboratuarlarinin dnemli hedefleri
icerisinde olmalidir. Molekiler tanillar E. histolytica ile enfekte hastalarin 6zellikli
tedavisi icin sunulmalidir ve gereksiz tedavinin meydana getirecegi zararlari

onlenmelidir.

Sonug olarak; Ulkemizde ve bolgemizde 6nemli bir saglik sorunu olan
amebiyazin etkeni olan Entamoeba histolytica’ min kesin tamisinin konmast igin RT-

PCR yonteminin rutinde kullamImasin dogru olacag: distnilmektedir.
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