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intestinal parazitoziar az gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde halen
guncelligini koruyan bir sadlik sorunudur. Amebiyazis, parazitoziara bagh Slim
nedenleri arasinda malarya ve sistozomiyazisden sonra Uglncl sirada ver

invazyonu ve Kana karismasi sonucu karaciger, akciger ve beyin gibi organlarda

yerleserek amip absesi ile giden dnemli komplikasyonlara neden olabilmektedir

J

(4). Dinya niUfusunun %10 kadari E. histolytica ile enfekte durumdadir (1).
Dinyada her yil E. histolytica enfeksiyonuna bagli yakiasik 50 milyon invaziv
hastalik olusmaktadir ve bu vakalarin yaklasik 100.000 kadari  &limle
sonuclanmaktadir (1). Az gelismis bdlgelerde enfeksiyon prevalansi %50'ye
kadar varmaktadir. Ulkemizde am ebiyazis olgularina Ozeliikie Glneydogu
Anadolu bélgesinde daha sik rastlanmaktadir (4). Bugine kadar yurdumuzun

degisik bélgelerinde vyapilan  koproparazitolojik  arastirmalardan barsak
parazitozlarinin dagiliminda amebiyazis prevalansinin  %0.5-%7.5 arasinda
degistiGi saptanmistir (4). Amebiyaziste dogru tani ve tedavi enfeksiyonun
yayilmasinin &nlenmesinde blyltk O6nem tasimaktadir. E. histolytica
enfeksivonunun kesin tanisi her zaman kolay olmamaktadir. Amebiyazisli

hastalarda tek bir digki muayenesi ile etkenin saptanma sansi cok azdir



Amebiyazis icin en glvenilir ve saglam tani yoéntemi hastalardan alinan digki
érneklerinde E. histolytica’nin goésterilmesi oldugu sdylenmekte ise de bu her
zaman mumkin olmamaktadir (5). Cunkl digki érneginin alindiktan sonra en
gec yarim saat iginde bakilmasi gerekmektedir. Eger digki drnekleri dogru bir
sekilde toplanip korunmaz ise trofozoitler pargalanir ve amebiyazis tanisi
gozden kacabilir. Amebiyazis tanisinda, digkinin direk mikroskobik incelemesi
bu konuda deneyimli kisiler tarafindan yapilmazsa diskidaki I6kositler ve patojen
olmayan amipler kolaylikla E. histolytica ile karigtirilabilir (6).

Amebiyazis bu kadar sik karsilagilan ve énemli bir parazitoz olmasina
ragmen tanisi konusunda karsilagilan sorunlar tam ¢6zumlenememistir.
Amebiyazisin tanisinin dogru konulmasi ile, hastalarin gereksiz yere ilag
kullanimi  énlenecek, hastahigin  mortalitesi ve morbiditesi azaltilacaktir.
E.histolytica enfeksiyonlarinin tanisinda yasanilan guglukler yeni tani
yontemlerini  glindeme  getirmektedir.  Nitekim yapilan bazi  serolojik
incelemelerde, diski muayenesinden daha degerli sonuglar alindigl
bildiriimektedir (1,6).

Bu tez calismasinda Ulkemizde ve bdlgemizde énemli bir saglik problemi
olan E. histolytica enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilan gesitli  tani

yéntemlerinin duyarhliklarinin kargilastiriimasi amaglanmistir.



GENEL BILGILER

2.1. ENTAMOEBA:

Amipler, trofozoit dénemlerinde vucutlarina belirli bir sekil veren hucre
ceperi ile cevrili olmayan, ciplak lopadlari ile hareketli protozoanlardir.
Cogunlukla sularda, 1slak topraklarda ve yapraklarla ortiimag nemli yerlerde
bazilari ise hayvanlarin ve insanlarin sindirim kanalinda sidinti veya parazit
olarak yasariar (7).

2.1.1. Amiplerin Siniflandinimasi:

Amipler canlilar arasinda Protozoa bélumu igerisinde, Sarcomastigophora
alt bélumunde, Sarcodina Ust sinifinda, Rhizopodea sinifinda bulunur (Tablo 1).
Rhizopodea sinifi, Amoebida ve Schizopyrenida takimlarini icermekte olup,
Endamoebidae, Acanthamoebidae ve Wahlkampfiidae ailelerine ayriimigtir.
Acanthamoebidae ve Wahlkampfiidae ailelerine ait amipler dig ortamda havuz,
dere, gol gibi ihman sularda 6zgur olarak yasarlar. Endamoebidae ailesindeki
amipler ise genel olarak insan ve hayvanlarin sindirim sistemlerinde bulunan
parazitlerdir . Endamoebidae ailesinde bulunan amipler arasinda cins ayriminda
nukleuslarindaki morfolojik farkliklar 6nem tasimaktadir (Sekil 1). Buna gore
Endamoebidae ailesinde Entamoeba, Endolimax, iodamoeba ve Dientamoeba

olmak Gzere dort cins bulunmaktadir (7-11) (Tablo 1).



. insan sindirim sisteminde yasavan amiplerin siniflandirmadaki yerleri

Cins
Entamoeba
Tir
E. histolvtica
E. coli
E. polecki
E. hartmanni
E. gingivalis
Endolimax
Tiir
E. nana
iodamoseba
Tir
i. butschtii

D. fragilis

g
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il 1: insanda yasayan amiplerin trofozoit, kist ve niikleus yapilan (9).




2.1.2 Entamoeba Cinsi:
Nukleus kigik, karyozom ortada veya ortaya yakindir. NUkleuslarin i¢ ylzinde
kromatin tanecikleri vardir. Bu kromatin tanecikleri duzenli veya dizensiz sekilde
periferik bir tabaka halindedir.
insanda Entamoeba cinsinden:

E. histolytica

E. coli

E. hartmani

E. polecki

E. gingivalis turleri bulunmaktadir.

2.1.3. Diger Cinsler:

Endolimax Cinsi:

insanda bulunan tari Endolimax nana'dir.
lodamoeba Cinsi:

insanda bulunan tur(i lodamoeba butschlii'dir.
Dientamoeba Cinsi:

insanda bulunan tiri Dientamoeba fragilis'tir.

Yukarda sayllan cinslerdeki amipler arasinda insanda bulunan tek patojen amip
E. histolytica’'dir. E. gingivalis insanda adiz boglugunda, digerleri ise barsakta

kommensal ve apotojen olarak yasamaktadirlar (10).



2.2. ENTAMOEBA HISTOLYTICA

Entamoeba histolytica insanda hastalik yapti§i kesin olarak bilinen tek
amiptir. Enfekte bireylerde, higbir belirti vermeyen portdritkten, siddetli
belirtilerle seyreden akut amipli dizanteriye kadar degisik derecede barsak
belirtilerine, bazen de karaciger, akciger, beyin, dalak ve deri gibi organ ve
dokularda amip abselerine neden olur. Barsak digl yerlesimler hemen daima

barsak amebiyazisi sonucu olusur (7,11).

2.21. Tarihge:

Lésch 1875 yiinda Rusyada St Petesburg'da siddetli dizanterisi olan
hastalarin digkisinda E. histolytica bulundugunu bildirmis ve mukuslu digkiyi bir
képegdin rektumuna enjekte ederek, dizanteri ve barsak Ulserasyonu olusturmak
suretiyle parazitin patojenitesini géstermistir. 1887 yilinda Koch ve Gaffky'nin
dizanterili hastalarin barsak Ulserasyonlarindan amip varligini tespit etmeleri bu
konudaki arastirmalara énderlik etmistir. 1891 yilinda Councilman ve Lafleur
amipli dizanteri ve buna bagli karaci§er apsesinin patojenitesine 6nemli katkida
bulunmuslardir. 1893 yilinda Quincke ve Roos amip kistlerini bulmuslar ve
Entamoeba histolytica ve Entamoeba coli’'nin farkli 6zelliklerini saptamiglardir.
1913 yilinda Walker ve Seelards Entamoeba histolytica’nin kesin patojenitesini
saptamiglardir. Enfekte kistleri génullu insanlara yedirerek, klinik semptomlarla

enfeksiyon arasindaki iliskiyi géstermiglerdir (12,13).



2.2.2. Morfolojik Yapiu:
Entamoeba histolytica insanda bes morfolojik sekilde bulunur. Bunlar

trofozoit, prekist, kist, metakist ve metakistik trofozoit ‘tir.

2.2.2.1. Trofozoit:

BUyUklaga 10-60 um arasinda olup ortalama 25 um civarindadir. Trofozoit
saydam ektoplazmasindan meydana gelen eldiven parmag seklindeki
pseudopodlar sayesinde kayma hareketi yapar. Hareket 37 0C de ve pH 6,5 da
en canli sekilde gozlenir. Digki bekletilirse, E. histolytica pseudopodlari olusmaz
ve hareket durur. Endoplazmada vakuoller belirir. Bekletilmis digkilarda anormal
sekiller goralar. Cekirdek 3 pm'den daha buydktir (3-7um). Trofozoitin canli iken
fark edilmesi zordur. Fakat tespit edilip boyaninca yapisi ayrintili olarak
gorulebilir. Gekirdegin karyozomu 0.5 pm kadardir ve ortadadir. Karyozomla
cekirdek zari arasinda linin iplikler Gizerinde kromatin tanecikleri bulunur.

Trofozoitin iki tipi vardir:

1- Doku Sekli: Hastalandirici veya doku eritici sekil adi da verilir. Asil parazit ve
patojen sekil budur. Capi 20-60 um kadardir. Sitoplazmasi icinde sayilari 1-
10 arasinda degisen eritrosit bulunabilir. Endoplazma ince grantlludur.
Cekirdek yapisi fizyolojik tuzlu su ile hazirlanan taze preparatlarda secilmez.
Boyanmis amiplerde cekirdek kese bigimindedir ve amipin biyuklugu ile
orantilidir. NUkleus zari incedir ve ayni buyuklikteki periferik kromatin
tanecikleri bu zarin i¢ ylzinde duzgln olarak siralanmigtir. Karyozom ile
linin iplikgikleri Uzerinde kromatin tanecikleri bulunur.

2- Barsak Boslugu Sekli: Bu siginti sekil doku seklinden daha ufaktir ve 12-20
um capindadir. iginde eritrosit bulunmaz, ancak bakteriler gorulebilir. Bu
formdaki trofozoitlere “minuta” adi da verilir (14,15).

2.2.2.2. Prekist:

Trofozoitlerin bélinmesiyle olusan ufak amipler prekist haline gececekleri
zaman besinleri disari atarlar. Ektoplazma ile endoplazma ayrimi ortadan
kaybolmustur. E. histolytica’nin prekist formu tek nukleuslu olup niikleusun
karyozomu hafif ekzantrik yerlesim gosterir. Sitoplazmada comak seklinde ve
tanecikler halinde kromatoid cisimcikler bulunabilir. Ozellikle hastalik belirtilerinin

azaldigi, enfeksiyonun kroniklestigi dénemde digkida géruilebilir (14).



2.2.2.3. Kist:

Prekistlerden olusurlar. Buyukitkleri 12-15 pm arasindadir. Kistler yuvarlak
ve hareketsizdir. Renksiz, parlak, ince ve ift tabakall bir kist ¢geperi ile gevrilidir.
Boyanmamig preparatlarda igerisindeki g¢ekirdek ve glikojen vakuolleri fark
edilemez. Yalnizca seffaf, uclar yuvarlak, ¢omakgik seklinde kromatoid
cisimcikler gorilebilir. Kistlerin olgun sekilleri dért nikleuslu olmakia beraber, 1-2
nikleuslu olgunlagsmamig formlari da gérulebilir. Kistler dért gekirdekli hale gelip
olgunlasinca 6nce glikojen vakuolleri, daha sonra kromatoid cisimcikler
kaybolur. Dért nikleuslu kistler enfeksiyonun bulagmasindan sorumlu olup,
sekilli digki ile atilirlar (15).

2.2.2.4. Metakist:

Olgunlagmig dort nikleuslu kistler su ve yiyecekler ile alindiktan sonra
bagirsaklarda dért ntikleuslu metakistik amip sekline donlsurler.

2.2.2.5. Metakistik Trofozoit:

Metakistin nUkleuslarinin  bélinmesiyle olusan sekiz adet nlkleus
cevrelerine sitoplazma toplanarak kigik amipler (amoebula) haline gelirler. Bu
amipler kalin barsada yerlegirler ve burada buyUyerek normal trofozoit haline
dénusurler (14).

2.2.3. Yapisi ve metabolizmasi:

Entamoeba histolytica, diger ¢karyotik htcrelerden farkh olarak, bazi
ozelliklere sahiptir. Mitokondrileri yoktur, az gelismis bir endoplazmik retikulum
ile golgi aparati bulunur. Mikroaerofil bir organizma olup, oksidoreduksiyon
olaylarini glutatyon olmadan sUrdirmekte, karbonhidrat metabolizmasinda
degisik basamaklarda kofaktér olarak ATP yerine pirofosfati kullanarak,
enerjisini glukozun pirGivata dénusuimiunden elde etmektedir. Fonksiyonel bir
trikarboksilik asit siklusuna sahip degildir. Elektron transportunda sitokromlar
bulunmakta, demir sUlfir protein sekilleri fonksiyon gérmektedir. Entamoeba
histolytica'nin oksijen tuketiminin yalnizca trofozoitin dinlenme ddéneminde
oldugu saptanmistir. Invitro arastirmalarda gérlimastir ki, ancak oksijen
indirgenme Grtnlerini detoksifiye edecek askorbik asit ve sistein gibi indirgeyici

maddelerin varli§inda yasamini surdurebilmektedir. Bu sayede Entamoeba
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histolytica hem kalin barsakta ¢ok dusuk oksijen basincinda, hem de dokularda
yiksek oksijenli ortamlarda yasayabilmektedir. Entamoeba histolytica'nin
organizmaya seklini veren eksternal bir dig geperi olmayip, yerine jelimsi bir
ektoplazmasi ve 12 nm kalinhginda bir plazma zari mevcuttur. Ektoplazma
hiicreye akici bir hareket olanagi vermekte, ayni zamanda amibin beslenmesini
de saglamaktadir. Istk mikroskobunda tek parga olarak gorulen karyozom,
elektron mikroskobik olarak dizensiz, elektrodens yapilardan olugsmustur.
Kromatin yapisi arasinda 0.12-0.14 um capinda intrantkleer bir vezikul
bulunmakta ve bunun fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Elektron
mikroskobik incelemelerde sitoplazmada bulunan vakuollerin  membraninin,
plazma membrani ile ayni yapida, yogunlukta ve kalinlikta oldugu anlasitmistir.
Prekist ve kist sekillerinde bulunan kromatoid cisimcikler, kristallesmis RNA' dan
olugsmus yapilardir (16 -18).

Entamoeba histolytica, taze preparatiarda saniyede 50 mikron hizla
ilerleyebilir. Bu hareketin mikrogevreden gelen kemotaktik uyaranlarla oldugu
belirtiimektedir. Uyaranlar hicrede polarizasyona neden olarak, hucre
membraninda bir adezyon kompieksi olusturmakta, bu da tek bir pseudopodun
ctkmasini saglamaktadir. Pseudopod olusurken, adezyon kompleksinden hicre
icine génderilen uyarilar ile diger 6karyot hicrelerindekine benzer bigimde hicre
iskeletinde bulunan aktin polimerize olmaktadir. Polimerize aktin, myozin ile
beraber aktomiyozin kompleksinin meydana gelmesine, bu kompleksin olusumu
ile yeniden dizenlenen hicre iskeleti, endoplazmadaki yapilarin yer
degistirmesini saglamaktadir. Hiicre yuzeyindeki adezyon kompleksinin ortadan
kalkmasi ile aktin polimeri dagiimakta, amip eski haline ddnmektedir (19).

2.2.4. Evrimi: ‘

Amebiyazis ancak enfekte insanlar var oldugu sirece dogada evrimini
surdurecektir. Cunkl konak yalnizca insandir ve dért nikleuslu olan enfektif
kistlerin agiz yolu ile ahnmasi ile hastalik olugmaktadir. Trofozoit sekli konak
disinda doga kosullarina dayanikii degildir. Bu nedenle trofozoitler hastaligin
yayihisinda rol almazlar. Amebiyazisli oldugu halde higbir belirti vermeyen, sesiz
enfeksiyonlu kisiler digkilar ile devamli olarak dort nikieuslu kistleri gikararak

enfeksiyon kaynagi olmaktadiriar. Amip, insan digkisi ile kirlenmis sebze, meyve
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ve sularin yenilip icilmesi ile insanlara bulasir. Sinek ve hamambdcekleri bu
hastalik etkenini mekanik olarak tasiyabilmektedir..

Entamoeba histolytica insan kalin barsaginda, bakteri ve gida artiklari ile
beslenmekte, mukoza kriptlerinde zaman zaman nonpatojen bir enfeksiyon
etkeni olarak bir hayat sirmekle beraber, bazen patojen bir enfeksiyon etkeni
olarak dokulara invazyon yapabilmektedir. insan barsadinda bulunan bakteriler,
amibin yayilig ve Uremesine yardim etmektedirler (11).

1- Normal Dénemli Evrim: Amebiyazis, E. histolytica'nin dért nikleuslu olgun
kisti ile enfekte besinlerle, sularla ve parmaklarin agza géturtlmesi ile bulasir.
Pankreas ve diger sindirim salgilari ve ortamin pH'sinin etkisiyle kistin duvari
incelerek ince barsakta 4 nukleuslu metakistik amibe déntstr. Amip, icerisinde
bulunan ntkleusun 8'e bélinmesiyle 8 nukleuslu metakistik trofozoite dénustr.
Bu nikleuslarin her birinin etrafinin sitoplazma ile cevriimesi sonucu 8 adet
klguk trofozoit (amebula) amip olusur. Amebulalar barsak mukozasindaki besin
artiklar ve bakterilerle beslenerek buyir ve minuta formuna dénusurler (20).
Konagin beslenmesi, direnci veya bilinmeyen bazi sebebler sonucunda‘trofozoit
kist gekline dontgur. Tek nukleuslu olan kist, nikleusun bélunmesiyle iki ve
daha sonra dort nukleuslu kiste dénusur. Diski ile disart atilan kistler dis
kosullara dayanikh olup, haftalar veya aylarca canhiligini koruyabilirler (20).

2- Patojen Dénemli Evrim: Henlz tam anlasilamamis nedenlerle amibin
barsak boglugu sekilleri dokulari istila ederler. Barsak epitelini gecerek,
eritrositleri fagosite eden hematofaj sekle donusurler, kist olusturmaksizin ikiye
bélinerek c¢ogalirlar ve patojen ddénemli evrimini sGrdUrlrler. Barsak
Ulserlerinden zaman zaman digar atilan bu patojen trofozoitler, minuta gekline
donusebilirler. Olugan bu minuta tipi amipler béltnerek yeni apatojen trofozoitleri

olusturarak kist meydana getirirler ve normal dénemli evrime dénerler (11,20).

2.2.5. Epidemijoloji:

Ddnya nifusunun %10 kadarini enfekte ettigi kabul edilen Entamoeba
histolytica yilda 50 milyon kigide invaziv kolit veya karaciger absesine neden
olmaktadir (1). Olume neden olan parazitozlar arasinda da amebiyazis, malarya

ve gistozomiyazisten sonra 3. sirada yer almaktadir (1,2).
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Enfeksiyon prevalansinin Avrupa ve Kuzey Amerika'da %10, Asya ve
Afrika'da ise bunun iki misline yakin oldugu bilinmektedir (3). Geri kalmis
bdlgelerde ise prevalans %50'ye kadar c¢ikabilmektedir . Enfeksiyonun yuksek
dizeyde endemik oldugu bdélgeler, Hindistan, Afrika, Meksika, Guney ve Orta
Amerika ile Asya'dir (1,3). Tuarkiye’nin degisik iklim bolgelerinde yasiyan
insanlarin  yaklagik %10'unda her yiIl amebiyazis gelismekte, bunlarinda %80-
98'i barsak amebiyazisi geklinde ortaya ¢ikmaktadir (21, 22, 23 ).

Tarkiye’'nin - her iklim boélgesinde E.  histolytica enfeksiyonuna
rastlanmaktadir. Ulkemizin degisik sehirlerinde, hatta ayni sehrin degisik
semtlerinde prevalans ayriliklari dikkati cekmektedir. Cesitli bélgelerde yapilan
calismalarin sonuglarina gére E. histolytica prevalansi %0.3-17.2 arasinda
degisen oranlar géstermektedir (23). Istanbul’un degisik semtlerindeki ilkokul
Ogrencilerinde yapilan koproepidemiyolojik ¢alismalarda %2.2-7.9 gibi dedisen
oranlar saptanmistir (23). Ulkemizin degisik bélgelerinden elde edilen ¢alisma
sonuclarina goére, E. histolytica enfeksiyonu prevalansi Ankara ve cevresinde
%1,4, Izmir ve cevresinde %1,2, Bursa ve cevresinde %0,47, Diyarbakir
yoresinde %7,5-18,7, Konya ilinde %2,2, Sivas ilinde %3,0, Erzurum’da %5,0,
Elazi§'da %10, Kayseri'de %7,5, Hakkari'de %4,4 olarak tespit edilmistir ( 23 ).

Amebiyazis her mevsimde gérilmesine ragmen, tropikal ve subtropikal
bélgelerde daha fazla géruldtgu bilinmektedir. Yagmurlu ve sicak yaz aylarinda
amebiyazise daha fazla oranda rastlanmasi, enfeksiyon etkeninin ¢gevreye daha
fazla yayilmasina ve bu organizma ile Kigilerin karsilasma olasiliklarinin daha
fazla olmasina baglidir. Tropikal ve subtropikal bélgelerdeki kétl sanitasyon
kosullarinin da bu orani yikseltti§i sdylenebilir. Ozellikle sicak ve nemli
bélgelerde besin islerinde ¢alisan sessiz enfeksiyonlu kisiler elleri ile enfeksiyon
etkeninin sarekli tasiyicisi, yayicisi ve bulasgtiricisi olabilmektedir (23).

Amebiyazis insidansi, sosyoekonomik seviyesi dislUk olan toplumiarda
daha yuUksektir. Direnci disuk olan fakir kigiler arasinda enfeksiyon daha
yaygindir. Prevalans, fazla kalabalik ve sanitasyonunun yetersiz olusu nedeni
ile akil hastanelerinde, cezaevlerinde ve ¢ocuk bakimevlerinde ayni bdlgedeki
genel populasyona oranla daha yUksektir. Kdylerde de sehirlere gére daha
yUksek oldugdu bilinen bir gercektir (22-24). Son yillarda intestinal amebiyazisin
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erkek homoseksueller arasinda yuksek oranda géruldugl bildiriimektedir.

Erkekler arasinda gérulen birgok amebiyazis vakasinin  oral-anal seksuel iligki

ile bulastigr saptanmistir (25,26 ).

2.2.6. Bulasma:

insanda enfeksiyon digki ile cikarilan kistlerin gidalar ve icme sulari ile
alinmasi veya direk olarak fekal-oral kontaminasyonla meydana gelir. Bu
nedenle amebiyaziste en énemli kaynak, sekilli diskilan ile dért nikleusiu olan
bulasici Kistleri etrafa sacan sessiz enfeksiyonlu insanlardir (23).

E. histolytica kistleri nemli toprakta en az 8 gun, diger nemli ortamlarda,
serin kogullarda 12 gunden fazla, suda 9-30 gln ve 4 °C’deki suda ortalama 3
aya kadar yasayabilirler. Kistler 50°C’nin Uzerinde élUrler. Kuruluga da dayanikli
degillerdir. Sularin aligilagelen yoldan klorlanmasi ile kistler tahrip olmazlar,
hatta hafif antiseptikler de kistlerin patojenligini gideremez. Kistler, %1’lik
formalin’de 4 saatte, %1’lik fenol, %5'lik hidroklorik asit ve %1’lik krezol’de 30
dakikada, %5'lik asetik asitte 30 °C’de 15 dakikada, %2’lik potasyum

permanganatta 3 ginde &lurler (23 ).

2.2.7. immunopatogenez:

Barsakta kolonize olan E. histolytica'nin patojen hale dénlsi ile ilgili
mekanizmalar tam bilinmemektedir. Son yillarda yapilan genetik analizlerde
patojen ve non patojen formlarin aslinda iki ayri tur oldugu saptanmistir. Patojen
forma E. histolytica; nonpatojen forma E. dispar adi verilmistir. E. dispar patojen
E. histolytica’dan gok sayida antijenik farklilik gosterdigi gibi genomik DNA
yapisi da patojen sustan farklidir (27 ).

E. histolytica kistleri sindirim yolundan alindiktan sonra, metakist ve
metakistik trofozoit asamalarini takiben kalin barsakta kolonize olurlar.
Amebiyazisde gorilen Kklinik tablolar asemptomatik enfeksiyondan yaygin
6lumcul hastaliga kadar genis bir yelpazede, konak ile amip arasindaki dengeye
bagl olarak degismektedir (22 ).

Amebiyazis patogenezinde su olaylar gergeklesmektedir (28,29 ):
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1- Kalin barsak ltmeni ylzeyine aderans,
2- Konak dokular tzerine sitolitik ve proteolitik etki,
3- Konak immunitesine direng,

Patogenezdeki bu faktérlerin gerceklesmesi igin E. histolytica'ya ait bir
takim antijenik reseptérler, enzimler vardir. Amebiyazis patogenezinde E.
histolytica'ya ait bu faktérler sunlardir;
1-Galaktoz spesifik yUzey lektini,
2-Por olugturan peptit (Amoebapor),
3-Proteinaziar,

Konaga ait faktorler ise (21,28 );

1-Intestinal mukus bariyeri,
2-Mukus bariyerinde bulunan galaktoz ve N-asetilgalaktozamin reziduleri,
3-Konak polimorf ntveli |6kositleri,
4-Spesifik immun mekanizmalar,

-antiamebik antikorlar

-kompleman

-mukozal immun cevap

-hUcresel immuan cevap

E. histolytica kistleri agizdan alindiktan sonra ince barsakta acilan

kistlerden meydana gelen metakist ve metakistik trofozoitler kalin barsakta
trofozoit gekle doénerek barsak boslugunda veya barsak duvarinda cogalir.
Gastrointestinal sistemde &zellikie kalin barsak Ilumeninde trofozoit sekle
dOonUstp cogalmasinin nedeni, insan kolon epitel hicreleri ve mukus
tabakasinin ¢ok miktarda galaktoz ve N-asetil glikozamin molekulleri icermesidir.
E. histolytica bu molekullere afinitesi olan yapisma reseptérleri icermektedir. Bu
reseptdrlerden en Onemlisi, galaktoz spesifik lektindir (Gal/Gal/NAc). Bu
reseptorin en onemli fonksiyonu, kolonik epiteldeki ve mukus bariyerindeki
galaktoz ve N-asetil glikozamin molekulleri ile birleserek E. histolytica'nin kolon
mukozasina kolonize olmasidir. Galaktoz spesifik lektin, 260 kDa agirliginda
olup 170 ve 35 kDa subuniteleri olan bir yizey proteinidir. 170 kDa subunit
baglanmadan sorumlu olan kisimdir. Monoklonal antikorlar kullanilarak yapilan

aragtirmalarda bu sublnitin beg epitoptan olustugu, bu epitoplardan ikisinin
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hedef hicreye ve misine baglanmay arttirirken, diger ikisinin azalttigi, birinin
ise hedef hiicreye baglanmay azaltirken musine baglanma konusunda etkisinin
olmadigi saptanmistir. Bu molekul kullanilarak hayvanlar tzerinde yapilan ag
calismalari sonug vermemistir. Ayrica galaktoz spesifik lektinin 170 kDa olan bu
subiiniti, makrofajlardan tumaér nekrozis faktér (TNF) yapimini uyarabiimekte,
komplemanin C5-C9 membran atak kompleksini inhibe edebilmektedir. Galaktoz
spesifik lektinin 35 kDa agirhgindaki sublniti fibronektin yapisindadir. Bu
subunitin adezyona etkisi oldugu bilinmektedir (30,31 ).

E. histolytica hedef hicreye yapistiktan sonra, yapistidi hucreyi lizise
ugratabilecek 8244 dalton agirliginda , 77 aminoasitlik bir proteine sahiptir. Bu
proteine amoebapor veya por olusturan peptit de denilmektedir. Ilmunfluoresan
teknikle, bu proteinin amibin igindeki vakuollerde bulundugu tespit edilmistir.
Patojen-nonpatojen suglarin her ikisinde de bulunmaktadir. Fakat bu protein,
patojen suslarda U¢ kez daha aktif olarak caligmaktadir. Amoebapor hiicre
membraninda iyon kanallari olusturarak hedef hicrenin lizisini saglar (32, 33).

E. histolytica'nin patogenezinde 6nemli rolt olan gesitli proteolitik enzimlerde
mevcuttur. Bunlarin baslicalari, katepsin B proteinaz, kollejenaz, majér nétral
proteinaz ve sistein proteinaz'dir. Proteinazlarin hucreleri bir arada tutan ve
dokunun striktirant olusturan ekstraselliler matriksi parcalama &zellikleri
vardir. Son zamanlarda bulunmus olan sistein proteinazin kollajen, laminin ve
fibronektini eritme 6zellikleri vardir. Ayrica IgA'yl parcalayabilir ve komplemanin
C9 komponentini acija ¢ikararak aktive edebilir. Sistein proteinaz, patojen ve
nonpatojen E. histolytica suslarinin her ikisinde de bulunmaktadir. Fakat patojen

suslarda daha yuksek aktiviteye sahiptir (34).

2.2.8. immiinite:

Hiicresel immiinite: Entamoeba histolytica 'va karsi gelisen konakgi
savunmasinin ilk safhasini fagositer sistem olusturur. Nétrofiller, kemotaksis ile
amiplere dogru yonelmekte, fakat bunlarin E. histolytica tarafindan lizisi doku
harabiyetini artirmaktadir. Hucresel immun cevapta 6zellikle makrofajlarin esas
rol oynadigi bildirilmistir. Lenfokinler arasinda &zellikle interferon v, monositten

koken alan makrofajlarda oksidatif nonoksidatif amebisidal olaylari aktive
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etmektedir. Invitro olarak total solubl E. histolytica antijeni ile immin T
hucrelerinin  inkilbe edilmesi trofozoitlere  karsi  sitotoksik T lenfosit
aktivitasyonuna yol acar (35).

Humoral imminite: intestinal amebiyazisli hastalarda zayiftir fakat
ekstraintestinal amebiyazisli vakalarda kuvvetlidir. Hastalidin yedinci
gununde yuksek derecede antiamibik antikorlar olusur. Ancak bu antikorlar
koruyucu nitelikte olmadidindan hastaligin progresyonu devam eder.
Amebiyazisli olgularin takiplerinde zamanla antikor titrasyonunun azaldig fakat
dasuk titrasyonlarda uzun yillar devam ettigi bulunmustur. Endemik bélgelerdeki
amebiyaz olgularinda en fazla IgG sinifi antikorlarin olustugu , IgM ve IgA sinifi
antikorlarin ise ¢ok dusiUk dlzeylerde goéruldugu bildirilmektedir. IgM  sinifi
antikorlar sadece akut invaziv enfeksiyonlarda gérulur. IgA sinifi antikorlar
galaktoz spesifik lektine karsl olusan sekretuar antikorlardir. Bu antikorlar,
hastaligin invaziv sekillere ilerlemesini ve kolonizasyonu engellemede yardimci
olabilir (36,37).

Spesifik olmayan konak savunma mekanizmalari arasinda, mukozal mukus
bariyerinden baska, pankreatik proteaziar, safra tuzlar ve Dbakteriyel
glikozidazlar vardir. Bunlar amipin galaktoz spesifik lektinini pargalamaktadir.

2.2.9. Patoloji:

E. histolytica’nin doku hasarlayici etkisi sonucu, barsak epiteli erimekte,
submukozaya gecis olmakta, kolon mukozasinda agzi dar, tabani genis tlserler
meydana gelmektedir. Submukozada ylzeye parelel olan bu Ulserler, mukoza
yluzeyinden ¢ikintili, ortasinda kanli mukéz akinti bulunan zimba ile delinmis
géranumdedirler. Ulserler arasindaki doku saglamdir. Amipler barsak ¢eperinde,
Ulserlerin genellikle kenarinda ve dibinde bulunurlar ve erimig hucrelerle |
eritrositlerle beslenirler. Histopatolojik olarak, mukoza ve mukoza altindaki
dokuda nekroz mevcut olup, Ulser kavitesi 6lU doku ile doludur. Lezyonlar PNL
hicresinden fakir durumdadir. Ulserler, mukoza ve barsak duvarini gegip nadir
de olsa periton bosluguna acilabilir. Barsak lezyonlari en sik gekum, rektum ve
sigmoidde goérulir. Ulser tabaninda ileri derecede fibrotik doku olugtugundan
perforasyon sik olmayip, nedbe ve daralmalar daha sik gézlenmektedir. Kronik

amebiyazisli vakalarda enflamasyon sonucu granuUlamatéz doku ilerleyerek,
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timoral yapilar olugturabilir. Bu kitleler palpasyonla ele gelen ve bazen rontgen
filmlerinde gérulebilen olugumlardir ve améboma adini alirlar. Amibin, kan ve
komsuluk yolu ile yayllmasi sonucu ekstraintestinal amebiyazisler meydana
gelebilir. En sik karacigerde olmak Uzere, akciger, beyin ve diger organlarda
amip abseleri olugabilir. Olusan abseler, I6kositten fakir hiicresiz bir debris

materyali icermekte olup etrafi amip trofozoitleri ile gevrili durumdadir (38).

2.2.10. Klinik Bulgular:
Amebiyazis insanlarda gok cesitli klinik tablolara yol agabilir. Dunya
Saglik Orgiti tarafindan amebiyazis su sekilde siniflandirimigtir (39) (Tablo 2).

Asemptomatik intestinal Amebiyazis: Entamoeba histolytica ile enfekte
kisilerin %90'I asemptomatiktir . Paraziti tagiyan bireylerde, serumda antiamebik
antikor titresi dustk ya da negatiftir. E. histolytica’nin virGlansinin zayif oimasi
ve konagin duyarlihdindaki degisikler hastaligin siddetinde rol oynamaktadir.
Noninvaziv enfeksiyonu olan kisilerde kronik veya aralikii abdominal agri, barsak
hareketlerinin sikliginda artma gibi nonspesifik gastrointestinal belirtiler olabilir
(11,15,22).

Semptomatik intestinal Amebiyazis: Enfeksiyon &zellikle endemik

seyrettigi Ulkelerde atessiz ve gurultistz bir seyir gdsterir. Klinik tablo amibin
kolondaki invazyon derecesiyle orantilidir. Hastalik spazmodik karin agrilari,
kanl, mukuslu diskilama ile baglar. Digkilama sayisi basilli dizanteride oldugu
kadar fazla degildir. Genellikle giinde 8-10 defay! gegmez. Nadiren 15-20 i
bulabilir. Diyarenin ciddiyetine bagli olarak kilo kaybi meydana gelir. Diski
normal seklini kaybeder. Kolondaki lezyonlarin giddetiyle orantili olarak kan ve
mukus icerir (1,4,40).
Diski seffaf mukustan dolay! agag cilegi ezmesine benzer. Ates nadir olarak
gorulir. Ancak akut hastalik tablosu tedavi edilmeyenlerde kronisite kazanma
egilimindedir. 20-30 gun zarfinda ishal kendiliginden kesilir. Fakat bir stre sonra
tekrarlayabilir. Hastalik bu haliyle tlseratif kolit ile karistirilabilir (40 ).
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olup bazen UgUnln bir arada bulunmayisi taniyi geciktirebilir. Laboratuvar
tetkiklerinde, l6kositoz, hiperbilirubinemi, serum alkalen fosfataz ve
transaminazlarinda artis ve hipoalbuminemi bulunabilir. Digkida E. histolytica’ya
bagh trofozoit veya kist hastalarin ancak %40'inda gorilebilir. Abse igerigi,
aspire edildiginde sekonder enfeksiyon yoksa kokusuz, koyu kahverengi olup
bakteriyolojik olarak sterildir (7,15).

Akciger Amebiyazisi: Karacijer amebiyazisinden sonra en sik rastlanan
ekstraintestinal amebiyazistir. Akciger amebiyazisi, %10-20 oraninda karaciger
amip absesinin diyafragmadan plevraya veya bronsa aciimasiyla meydana gelir.
Oksirik ile cikan balgam cikolata rengindedir ve iginde karaciger hucreleri
gorilebilir. E. histolytica'nin kan yolu ile barsaktan dogrudan dogruya akcigere
ulagmasi ile de olusabilir ( 7,15).

Diger Ekstraintestinal Amebiyazisler. En sik olarak karaciger amip
absesinin diger organiara agiimas: ile meydana geiir. Ozellikle karacigerin alt

w~ 0f

kisimlarinda yerlesim gosteren blyik abseler %2.8 oraninda peritona ruptire
olabilir. Mortalite %10 civarindadir. Bazen hepatik abse perikardiyal bosiuga
penetre olur ve perikardit ya da kalp tamponad: bulgulari ortaya cikar. Hepatik
abse cilde acilabilir ve hepatokutandz fistuller olusabilir (41). Cok nadiren beyne
metastaz yaptigi da bildiriimistir (42 ).
2.2.11. Tam
Amebiyaziste klinik tani oldukga zordur. Benzer klinik tabloyu gosteren
bakteriyel, viral ve diger protozoal enfeksiyonlarla karisabilir. Tanida, inceleme
érnedinin dogru alinip hazirlanmasi, incelenen o6rnek sayisi, kullanilan tani
metodlari, taniyl koyan kiginin deneyimi énemli rol oynamaktadir. Bunlardan en
sik karsilasilan problem diskida bulunan ISkositlerin  amip olarak
degerlendiriimesidir (43,44 ).
2.2.11.1. Mikroskobik tani:
E. histolytica’nin digkida arastiriimasinda dikkat edilecek hususiar:
1- Diskisi incelenecek hastanin 10 gin énceden beri antibiyotik, bizmut, laksatif
veya antidiyareik ilaglar almamig clmasi gerexkir.
2- En az Ugc gun arka arkaya alinan digki incelenmesi, protozoonlarin

gosterilebilmesi igin ¢ok uygundur.
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ornedin turGne godre kullanilabilecek tani yontemleri Tablo 3'de &zetlenmistir
(22).
Tablo 3: Amebivaziste kullanilan tani yontemieri
ORNEK KULLANILAN YAPILAN BOYAMA YONTEMI
FIKSATIF iINCELEME
'DISKI PVA* %10 formalin Konsantrasyon  Trikrom,
Schaudinn fiksatifi,  ve kalici boyama Demir hematoksilen
SAF*™
KOLONOSKOPI
Aspirat PVA, Schaudin Kaiici boyama Trikrom,
Demir hematoksilen
Direkt . . :
Fikse edilmez Nativ _
(SF ile direkt baki)
Biyopsi Formalin Rutin histolojik ~ PAS*** Hematoksilen
inceleme eo0zin
Ll o sm —_ .
natt Seroloji -

(*)Polivinil Alkol  ( =)Sodyum Asetoasetik asit-Formalin  (***)Periodik Asit-Schiff
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Diskidan boyasiz preparatin hazirlanmasi ve incelenmesi:
Diski taze iken incelenmelidir. Digkida meydana gelen nem, pH ve isi
degisiklikleri protozoan larvalarinin pargalanmasina ve trofozoitlerin kist sekline
dénlsmesine sebep olur. Lamin ortasina bir damla serum fizyolojik damlatilir.
Diskinin mukuslu kismindan alinan bir parga digki (1-2 mg) serum fizyolojik ile
ezilerek stispansiyon haline getirilir. Uzerine lamel kapatilarak hafifce bastirilir.
Suspansiyonun lamel gevresine tasmamasi gerekir. Kurumasini énlemek igin
lamelin kenar! bir tirnak cilasiyla ya da eritilmis parafin ile ¢cevrelenir. Once 100x
buyutme ile preparatin her tarafi arastirilir. Kendine 6zgl psoédopodiari ile
hareket eden protozoa trofozoitleri ve protozoa kistleri arastiriiir. Gerektiginde
400x bluylUtme ile ayrintili incelemeler yapilabilir (44,45).
Diski preparatlarinin boyanarak incelenmesi:
Gerek trofozoitlerin  gerekse  kistlerin  incelenmesiyle  protozoon'larin
idantifikasyonunda boyall preparatin énemi blyUktlr. Boyasiz preparatta gogu
kez yeterli bilgi alinamaz. Bu nedenle taze digki incelenirken bir yandan
gerektiginde boyanmak amaciyla hemen Schaudinn fiksatif ile tespit edilmig
preparatlarin da hazirlanmasi veya taze digkidan bir parganin hemen polivinil
alkol eriyigi icerisine alinip protozoa ve kistlerin  bozulmadan kalmasi ve
gerektiginde boyanarak incelenmesi yerinde bir yéntemdir (45 ).

Diski yaymalarinda kalici boyama yontemlerinin kullantimasinin birgok
avantajl vardir (45). Bu avantajlar;

a) lyi boyanan bir preparatta organizmanin morfolojisi ayrintili olarak

gdsterilebilir.
b) Direk bakida gézden kagan seyrek veya kuglk mikroorganizmalar
daha kolayca belirlenebilir.

c) Preparat ayrintil baki i¢in uygun zamana dek bekletilebilir.

d) Boyanmis yaymalar kalici bir kayit olarak saklanabilir.

e) Pozitif lamlar referans olarak veya arastirma materyali olarak

kullanilabilir.
f) Tanida sUphe oldugunda lamlar ilgili bélumlerle konsulte edilebilir .
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Dunya Saglik Orgitirne gére E. histolytica ‘nin taninmasindaki kriterler su
sekilde belirlenmistir (46 ):

Taze diski preparatiarinda:

1- Hareketli, eritrosit iceren trofozoitlerin gértlmesi.

2- 12 ym c¢api gegen, hareketleri ile yer degistiren, nispeten seffaf sitoplazmali
trofozoitlerin gériimesi.

3- 12 ym’'dan buydk trofozoitler, nispeten seffaf sitoplazma, iyotla boyamada
nukleusta periferal kromatinin gérilmesi ve santral karyozomun bulunmasi.

4- 10 ym’dan buyudk kistlerin varligi, iyotla boyamada sayilari 1'den 4’e kadar
olabilen tipik nUkleuslarin ve kromatoid cisimciklerin géruimesi.

5- 10 ym'dan bayuk kistlerin varligi, iyotla boyamada tipik 6zeliiklere sahip 4
nukleuslu kistlerin gérilmesi.

Kalici boyali preparatlarda:

1- Eritrosit igeren tipik ntkleuslu trofozoitlerin gériimesi.

2-10 um’dan buyUk, nispeten temiz, seffaf sitoplazma ve tipik nlkleusun
gorulmesi.

3-10 um’dan buyUk kistler ve bunlarin 1'den 4’e kadar sayida tipik nikleuslarin
goéraimesi, comak seklinde kromatoid cisimciklerin gértiimesi.

4-10 ym’dan buyuk , 4 nikleuslu kistlerin gértlmesi.

Bu kriterlerden bir tanesinin bulunmasi tani koydurucudur.

Entamoeba histolytica, diger intestinal amiplerden en sik E. coli ile karigmakta,
ayrica konak hucrelerinden, &zellikle PNL ve makrofajlardan ayriimasi
gerekmektedir. Tablo 4'de E. histolytica'nin E. coli ve konak hicrelerinden ayirt

edici 6zellikler 6zetlenmistir (22).
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2.2.11.2. Serolojik Tani:

Amebiyazis Ulkemiz igin sik kargilagilan ve énemli bir parazitoz olmasina
ragmen tanisi konusunda karsilasilan sorunlar hala tam ¢6zUmlenememigtir.
Amebiyazis igin en glvenilir ve saglam tani yéntemi hastalardan alinan digki
6rneklerinde E. histolytica’nin géruimesi oldugu séylenmekte ise de bu her
zaman mUmkdn olmamaktadir. Amebiyazisde dogru tani ve tedavi,
enfeksiyonun yayilmasinin énlenmesi, saglikh epidemiyolojik verilerin elde
edilmesinde ve bu sorunun Ustesinden gelinmesinde blyik 6nem tagsimaktadir.
E. histolytica'nin tanisinda yasanilan giglukler yeni tani yontemlerini glindeme
getirmektedir.  Nitekim  yapilan baz  calismalarda serolojinin  digki
muayenesinden degerli oldugu iddia edilmektedir (47). Amebiyazisde kullanilan
serolojik testler sunlardir (44):
1-Diskida E. histolytica’'ya ait antijenlerin arastiriimasi:
a-Enzyme-Linked-Immunosorbend Assay (ELISA)
b-Direkt Fidresan Antikor testi (DFA)
2-Kanda E. histolytica'ya karsi gelismis antikorlarin arastirimasi:
a-ELISA
b-indirekt fiéresan antikor testi (iFA)
c-Indirekt hemaglutinasyon testi (IHA)

d-Kompleman fiksasyon testi (KF)
a) ELISA: ELISA 6zgul antijen-antikor baglanmasini gostermek amaciyla

enzimle igaretli anti-human globulin ( konjugant ) ve enzim substrati kullanilarak
Olusturulan reaksiyonun renklendirilmesi esasina dayanir. Antijen ve antikor
baglanmasi 6zgal oldugu igin elimizde neye 6zgul oldugunu bildigimiz antijen var
ise bununla érneklerdeki antikorun varligini, tipini ve miktarini, antikor var ise
bununla da 6rneklerdeki antijen varligini ve miktarini saptayabiliriz. Amag 6rnek
icerisinde antijen aramak ise o zaman kati faz olarak kullandigimiz plak
icerisindeki kuyucuklar, antijene 6zgul antikor ile kaplanir, antikor aramak ise
Kuyucuklar antikora 6zgul antijen ile kaplanir. Kuyucuklarda kargilasan antijen ve
antikor birbirine 6zgll ise yikama islemi ile ortamdan uzaklastirilamaz.
Kuyucukiarda birlegsen antijen- antikor kompleksini saptamak icin ortama

konjugant ve konjuganttaki enzime uygun substrat eklenir. Olusan reaksiyonun
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gérinir hale gelmesi icin ortama kromojen eklenir. Meydana gelen renk
degisimi gézle veya spekirofotometre ile Slcllr (15). Digkida E. histolytica ‘ya
spesifik antijenlerin ELISA ile tespiti son yillarda gindeme gelmigtir. Bu
yontemin E. histolytica'nin tespitinde ve nonpatojen E. dispar'dan ayiriminda
kiltir ve izoenzim elektroforezi kadar duyarli oldugu iddia ediimektedir. Cesitli
calismalarda sensivitesi %60-93, spesifitesi ise %95-100 arasinda bulunmustur
(48,49 ).

ELISA ile antiamibik antikorlarin saptanmasi tani agisindan ¢ok anlamiidir.
7 gunluk bir semptomatik dénemden sonra amibik kolit veya karacider absesi
olan hastalarin  %90'dan fazlas| seropozitif olacaktir. Baslangigta olusan igM
cevabini, hizl bir sekilde IgG ve IgA yapimi takip edecektir. Ekstraintestinal
amibiyazis vakalarinda IgG ve IgA seviyeleri anlaml derecede ylksek
bulunmustur . Ancak bu yontemde kullanilan antijeninin ¢ok iyi saflagtinimis ve
E. histolytica'nin antijenitesi yiksek epitoplardan yapilmis olmasi lazimdir.
intestinal amebiyazis vakalarinda serumda E.histolytica'ya karsi olugan antikor
dizeyi ekstraintestinal amebiyazis olgularinkinden daha digslk oranda
saptanmistir (36,47).

b) indirekt Hemaglutinasyon: Memeli ya da kus cinsi hayvaniarin
eritrositleri dedisik yontemlerle ¢esitli antijenlerle kaplanabilirler. Bu sekilde,
kaplanmig olduklari antijenin tagiyicisi durumuna gelen eritrositler  elektrolitli
ortamda sUspansiyon halinde kalirlar. Bunlar tagidiklar antijenlerin antikorlari ile
kargilastiklarinda aglutine olurlar. Ayni  eritrosit birden fazla antijen ile
kaplanabilir. Indirekt hemaglutinasyon veya dolayli hemaglutinasyon ad verilen
bu yéntemler gok duyarh olup ortamda ¢ok az antikor bulunmasi durumunda bile
sonu¢ vermektedir (15,44).

Yéntem invaziv amebiyazis tanisinda son derece duyarlidir. Karaciger
absesi vakalarinda %87-100, akut amipli dizanteri vakalarinda %85-98, non
invaziv barsak amebiyazisi vakalarinda %30-40 pozitif sonug verir. Test
sonuclarina gore hastalidin klinik evresi saptanamaz. Cunku [HA ile saptanan
antikor titresi hastalik iyilestikten sonra yillarca pozitif (=1/120) kalabilir. Bunun
icin diger yontemlere bagvurmak gerekebilir. Testin kisa sUrede cevap vermesi

ve ¢apraz reaksiyon vermemesi avantajidir (50 ).
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Kiltiir: E. histolytica’nin klttrle taniminin pratik degeri pek olmamakia

direk mikroskobik tani yéntemlerinin yetersiz kaldi§i veya kesin taniya

—
(1}

birlik
gidilemedigi durumlarda, incelenecek materyalde az sayida parazit
bulunmasinda kullanilabilir. Tam bunlarnin 6tesinde, imminolojik ve sercigjik
calismalarda kullanilan antijenlerin hazirlanmasinda, ilag denemele

E,histoiytica’mn fizyolojik ve biyokimyasal Ozelliklerinin aragtiriimasinda

Amip kt’.‘slturﬂnde, amiplerin Gremesi igin ortamda birden ¢ok
mikroorganizma bulunuyorsa poliksenik, tek bir bakieri veya protozoan yer
aliyorsa monoksenik, tam olarak bilinmeyen karigik bir ortami gerektiriyorsa

ksenik; ortamda herhangi bir mikroorganizmanin bulunmasi gerekmiyorsa
aksenik klltirden bahsedilir (53). Amiplerde izolasyon zor oldugmdan izolasyon

ancak kendi ortaminda bulunan mikroorganizmalarla birlik apilabi nekte, bu

\

ylizden tani amaciyla ksenik kiltir daha sik kullaniimaktadir (5
Aksenik Kiltiir: Diamond 1978 yilinda E.histolytica ve dige Entamoeba

tirlerini aksenik olarak Uretmeyi basarmistir. Ozellikie moiekUler biyoioji ve

immUnolojik calismalar icin kullaniimaktadir (65).
TYI-S-33 Besiyeri: Aksenik kulttrler icin kullaniimakta, o6zellikle molekiier
biyoloji ve immijnoiojik calismalarda yararlanilmaktadir.
Ksenik Kiitli

TYSGM-9 Besiyeri: Gastrik mukus icermekte olup, E. histolyticanin yaninda, E
coli, E. gingivalis, E. hartmani ve Balantidium coli izolasyonu igin de uygundur.
Robinson Besiyeri: Bu besiyeri difazik olup kati fazi meyilli tuzlu agardan

olusmustur. Bu besiyerinde E. histolytica, E. coli, E. nana, D. fragilis, i. butschlii

ve P. hominis protozoanlarinin kiitlrleri yapilabilmektedir (52,56 ).

Tedavi:
Tedavinin 2 amaci vardir. Birincisi invaziv hastali§i tedavi etmek, ikincisi ise
etkeni barsaktan eradike etmektir. Amebiyazisin medikal tedavisi Tablo 5'te

dzetlenmistir (1).
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KLINIK FORM

ETKINLIK (%)

Kist tagiyiciligi
Diloksanid furoat 3x500 mg/gtn /10 gin
Paromomisin 3x500 mg / gun/ 5-10 gin

Tetrasiklin 4x250 mg/gun /10 gun

Metranidazol 3x750 mg / gun/ 10 gun
invaziv enterokolit

Metranidazol 3x750 mg / gin /10 gin

Ornidazol 2x500 mg / gin / 5-10 gin

Seknidazol 2 gr tek doz

Tinidazol 1x2 gr/gun/ 3 gun

Tetrasiklin 4x250 mg / glin / 15 gln

Dihidroemetin 1-1.5mg/kg/gun/5gin

( Bu ilaglara paramomisin veya diloksanit furoat eklenebilir)
Karaciger absesi
Metranidazol 3x750 mg / guin / 5-10 gun
Dihidroemetin 1-1.5mg/kg/gin/5gin
Klorokin 600 mg/gun/2 gun sure ile
baslayip, 300mg/gun/2-3hafta sure ile devam edilir

87-96
85-90
95
90

>90
86

94
90

95
90
60
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GEREG YONTEM

Bu c¢aligma, Ekim 2000 - Subat 2001 tarihleri arasinda Gaziantep
Universitesi Tip Fakultesi hastanesinde ve Gaziantep Sosyal Sigortalar Kurumu
Bélge  hastanesinde vyapildi. Calisma grubu her iki hastanenin cesitli
polikliniklerine ishal yakinmasi ile miracat edip diskinin mikroskobik
muayenesinde E. histolytica trofozoiti ve/veya kisti gérllerek amebiyazis tanisi
konulmug 62 olgudan olugtu. Bu olgularin ayrintili dykdleri alindi. Diski
érneklerinin makroskobik ve mikroskobik &zellikleri kaydedildi. Kontrol grubu
Gaziantep Universitesi Tip Faklltesi Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik
Bakteriyoloji Poliklinigine herhangi bir yakinmasi olmayan, hepatit B asisi
yaptirmak i¢in bagvuran 30 saghkli bireyden olusturuldu. Calisma grubu, yaslari
10-55 arasinda degisen 29'u kadin, 33’0 erkek toplam 62 hastadan olusuyordu.
Kontrol grubu yaglari 24-35 arasinda degisen 21 kadin Q'u erkek toplam 30
kisiden olugsuyordu.

Calisma asagida belirtilen plan gercevesinde gergeklestirildi.
a) Digkinin serum fizyolojik ve Lugol ile yapilan mikroskobik incelemesinde E.
histolytica saptanan érneklerden ;
1- Trikrom boyama igin preparat hazirland.
2- Robinson besiyerine ekim yapildi.
3- E. histolytica antijeni arastirmak igin steril adzi kapakli plastik
kutulara alindr. =20 °C'de test tarihine kadar saklandi.
b) Calisma ve kontrol grubundaki her olgudan 4 cc kan 6rnegi alindi: 4 cc kan
3000 devirde 5 dakika santrifij edildikten sonra serumu ayrilarak serolojik

tetkik icin —20 °C’de test tarihine kadar saklandi.
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1-Digkinin Nativ incelemesi:

Lamin Gzerine konan 1 damla serum fizyolojik Gzerine alinan 2 mgr
kadar diski siispansiyon haline getirilip Gzerine lamel kapatildiktan sonra 400x
buyUtmede incelendi (44).

2-Digkinin Lugol incelemesi:

Lugol solusyonu; 2 gr potasyum iyodir ve 1 gr iyot kristal 100 mi distile
suda ¢ozlllp siziderek hazirlandi. Cozelti 2 haftada bir taze olarak hazirlandi.
iyot, trofozoitleri éldurdugi ve tahrip ettigi igin kist evrelerinin tanisinda deger
tasir. Kistlerin igindeki nukleuslarin daha iyi gérinur hale gelmesi ile hem
niikleuslarin sayisi, hem de morfolojik dzellikleri daha rahat incelenir (45 ).

3- Digkinin Kahci (Trikrom) boya ile incelemesi:

E. histolytica trofozoiti velveya kisti gérllen digkilar Trikrom boya ile
boyandi. 1000x buyutmede incelendi.

Trikrom boyamada kullanilan aragclar:
¢13 adet sale,

oSchaudin fiksatifi,

e Trikrom boya,

eAsidifiye %90'ik etil alkol,

eKarbol ksilen,

«D'Antoni'nin iyot solusyonu,
«%70'lk, %90k ve %95'lik etil alkol,
oKsilol,

sPreparat hazirlamak igin kullanilan tamlar,
eKurutma kagidi,

slsik mikroskobu,
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Boyama solusyonuii

1- Schaudin Fiksatifi:

Civa klorur 85 gr
Distiie su 1000 mi
a- 85 gr civa klorir, 1000 ml distile su iginde isitilarak eritildi. Soguma
rakildi, kristallesen fazla civa kiorlir stizGldi
b- 600 ml doymug civa klorlir solusyonu 300 ml %95 etil alkol ve 15

gliserin ile karigtirildi. S

c- Kullanmad
glasiyal asetik asit eklendi.
2- D'Antoni'nin iyot solusyonu
Potasyum iyodar (Kl) igr
Distile su 100 mi
a- Kl distile su icinde ¢dzuldi. 1.5
cbzlinmeyene dek Karistirildi.

b- Solusyon, kahverenkli cam kap
haftada bir yeniden hazirlandi.
3- Trikrom boyasi:

4- %70'lik etii alkol:

%96'lik etil alkol 72 mi
Distile su ile

5- Asidli %90'lik etil alkoi
995.5 mi
4.5mi

%90k eti alkol

Glasiyal asetik asit
6-Karbol ksiien:

Fenol 1

Ksilen

Fenol kristallerinin isitilmasi ile e

n hemen once, kullanilacak her 100 mi

gr iyot kristali ekle

stok sollsyona 5

100 ml'ye tamamlandi.

karisimi seklinde hazirlandi

eklendi.

nerek daha fazla

akll bir siseye siizilersk sakiandi. iki
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Boyama Yontemi
1- Diskinin lama yayilmasi amaci ile 2 numara sulu boya fircasi kullanildi. Firca
yardimi ile alinan digki 6rnegi lamin yaklasik yarisini kaplayacak sekilde ince ve
dizgln sekilde yayild..
2-Schaudin fiksatifi iceren gale icinde en az 30 dk en fazla bir gece bekletildi.
3-%70'ik alkol iceren salede 2 dakika bekletildi
4-%70'lik etil alkole demli cay renginde bir solusyon elde edene kadar
D'Antoni'nin iyot solusyonu eklendi ve lamlar bu solusyonda 3-5 dakika
bekletildi.
5-Lamiar %70'lik alkol solisyonu iceren iki ayri salenin her birinde 2-5 dakika
bekietildi.
6-Trikrom boya iceren salede 15 dakika bekletildi.
7-Lamlar boyadan ¢ikarilip dik bigimde kagit havlular Uzerine yerlestirilerek fazla
boyanin stziimesi saglandi.
8-Fazla boyasi stzllmus lamlar 3 saniye %90'lik asit alkole batirildi.
9-Asit alkolden ¢ikarilip kagit haviuya degdirildikten sonra %95'ik alkolde daha
sonra karbol ksilende calkalandi.
10-Lamlar ikinci ve tgUncl karbol ksilen solusyonunda 2-5 dakika bekletildi.
11-Lamlar iki ayri ksilen solusyonunda 2-5 dakika bekletildi.
12-Lamlar kurumaya birakildi ve 1000x buyitmede incelendi ( 45 ).

Kiiltdir:

Amiplerin Gretiminde Robinson besiyeri kullanildi. Robinson besiyeri en
yaygin olarak kullanilan ksenik besiyeridir (52-53).

Kullanilan malzemeler:

e Agzi pamuklu steril cam tupler

e Baktoagar . R besiyeri
o Baktopepton . BR ve BRS besiyeri
e Sodyum klorir . Insan serumu

e Eritromisin solisyonu
e Piring unu

e Fitalat solusyonu
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1- Tuzlu Agar:
- Agar 15 ¢gr
- NaCl 79r
- Distile su 1000 ml

Karigim, sterilizasyon igin otoklava birakildi. Daha sonra cam kiltdr tiplerine 2.5
ml dagitild ve egimli ylzeylerde sogutuldu ve +4°C de saklandi.

2- Eritromisin solusyonu

0.5 gr eritromisin bazi 20 ml %70'lik etanolde ¢6zuldU. 2 saat sonra 30 ml steril
distile su ilave edildi,+4°C de sakland.

3- Pepton Soliisyonu:

20 gr pepton 100 ml distile suda ¢6zuldl ve otaklavda sterilize edildikten sonra
oda isisinda saklandi.

4- Piring Unu

Piyasada satilan piring unu, kiiguk paketler ( 5 gr ) halinde hazirland| ve Pasteur
firininda 160 °C’de 1 saat sterilize edildikten sonra oda Isinda sakland.

5- Potasyum Fitalat Soliisyonu

Stok sollisyon:204 gr potassium fitalat 1800 ml distile suda ¢6zuld( ve pH 6.3'e
ayarlandi.2000 ml olana kadar distile su ilave edildi.10 mllik tuplere konup
otaklavda sterilize edildi. Kullanilacagi zaman stok solusyon 1/10 oraninda
sulandirilarak kullanildi.

6- Serum:

insan serumu sterilize ediimeden 56°C'de yarim saat inaktive edildi.

Buzdolabinda saklandi.

7-R besiyeri :

a) Stok Soliisyonu:

NaCl 125 gr
Citric asid monohydrate 50 ¢gr
KH;PO4 12.5gr
(NH4)2SO4 25¢gr
MgS04.7H20 1.25¢gr
Lactic asid(%90) 100 mi

Distile su 2500 ml
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Bu karisim cam balona konup adzi sikica tipalandiktan sonra saklandi.

b) Calisma soliisyonu:

100 mi stok soliisyona 850 ml distile su ilave edildi, pH 7.0 ayarlandi. 25 ml 'lik
cam tuplere bélindu, otaklavda sterilize edildi. pH degisimi nedeni ile calisma
solisyonu en fazla 1 ay kullanildi.

8- Bazal amip besiyeri (BR):

Calisma solusyonuna Escherichia coli ekildi ve 37°C'de 48 saat inkibe edildi.
pH degisimi nedeni le en fazla 1 ay saklandi.

9- Amipler i¢in tamamlanmig besiyeri (BRS):

BR besiyerine esit miktarda serum ilave edildi ve 24-48 saat inklbe edildi. oda
isisinda saklandt.

Diskidan amip kultar teknigi:

Yakiasik 1.5 ml BR besiyeri daha 6nce hazirlanan yatik agar tlpane kondu.
4 damla eritromisin sispansiyonu ve 10 mg piring unu eklendi. Oze ile stpheli
diskinin farkl yerlerine dokunarak alinan yaklagik piring tanesi blyuklugundeki
drnek besiyerine inokule edildi

Besiyeri 37°C'de 24 saat inkibe edildikten sonra sivi bélumin yaklagik yarisi
olmak Uzere ust kisim alinarak 0.7 ml BRS besiyeri, 0.7 ml fitalat sollsyonu, 2
damla pepton solusyonu, 2 damla eritromisin sispansiyonu ve 5 mg daha piring
unu eklendi. 37%Cde enkibe edildi. 24 saatten sonra kultir sedim érnegdi direkt

mikroskobide incelendi (52 ).

Digki Serolojisi:
Diskida ELISA ile E. histolytica antijeni aragtirmak amaciyla hazir ELISA kit
(Ridascreen Entamoeba, r-biopharm, Almanya) kullanildi.

ELISA ‘nin uygulanmasi:
1-Calismaya baslamadan yarim saat 6nce ELISA kitleri ve E. histolytica

immunglobtlinleri  (IgG) ile kapht kuyucuklari igeren ELISA plakiari oda
sicakhigina c¢ikarildi.
2- Dondurulmus (-20°C’de) diski 6rnekleri oda sicakligina getirilerek ¢ozuldu.

3- Yikama solusyonunun hazirlanmasi: 1 kisim konsantre yikama solUsyonu

(washing buffer) 9 kisim distile su ile sulandiriidi.
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4- Ornekierin hazirlanmasi : Tampon olarak NaCl solusyonu igeren digki dilGenti
( universal stool diluent) ile digki érekleri 1/10 dille edildi. 100 ul sivi digki
pastor pipetiyle gekildi ve 1 mi digki dilienti ile sispansiyon haline getirildi.
{diskinin sivilastirilip homojenize edilmesinde ve diski dillenti ile sispansiyon
haline getirilmesinde vorteks kullanildi )

5- Dilte edilmils diskinin 2 damiasi (100 yl ), pozitif kontrolin 2 damlasi, negatif
kontroliin 2 damlasi, ELISA kuyucuklarina sirasiyla konuidu.

6- Her bir kuyucugun Uzerine, enzim konjugatin (HRP-conjugated mAb(mause)
against Entamoeba) 2 damlasi ilave edildi.

7- Nazikge karistinidi, gines isidindan uzak 1 saat oda isisinda inkubasyona
birakiidt.

8- inkiibasyon periyodunun arkasindan bittn kuyucuklar yikama solGsyonu ile 4
defa yikand..

9- Her bir kuyucuga 1 damla substrat (urea perokside) ve 1 damla kromojen
(tetrametilbenzidine) eklendi.

10- 15 dakika glnes isi§indan uzak, oda isisinda inkubasyona birakildi.

11- Ikinci inkubasyonun sonunda her bir kuyucuga 1 damia stop solusyonu (1M
sUlfarik asit } eklendi.

12-Absorbans 450 nm’de hava kériine karsi okundu.

13- Cut-off = negatif kontroliin absorbans degeri + 0.150 olarak befirlendi.

14- Cut-offun %10 Ustlnde kalan absorbans de@erleri pozitif, altinda kalan

degderler ise negatif olarak kabul edildi.
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E. histolytica IgG Tayini :

Serumda, E. histolytica’ ya karsi olusmus IgG yapisindaki antikorlar ELISA ile

arastinidi.  Hazir ELISA kiti (Ridascreen Entamoeba, r-biopharm, Almanya)

kullanildi.

Yéntemin uygulanmasi :

1- Calismaya baglamadan yarim saat 6nce ELISA Kkitleri ve E. histolytica
antigenleri ile kapl ELISA kuyucukiarini iceren plaklar oda isisina ¢ikarildi.

2- Serumlar oda isisina ¢ikarilarak ¢ozdaruldd.

3- 1 kisim yikama soltsyonu 19 kisim distile su ile sulandirildi.

4- 10 pl hasta serumu, 990 ul drnek sulandirici ile dilGe edildi.

5- ELISA kuyucuklarindan birine 50 ul negatif kontrol, birine 50 ul pozitif
kontrol, digerlerine de 50 pl hasta serumlari konuldu.

6- 15 dakika oda isisinda inkGbasyona birakild!.

7- Inkibasyonun sonunda her bir kuyucuk 5 kez yikandi.

8- Tum kuyucuklara 50 pl protein A konjugati (HRP-conjugated protein A) ilave
edildi.

9- 15 dakika oda 1sisinda bekletildi.

10-inkUbasyonun sonunda 5 kez yikand..

11-Her bir kuyucuga 1 damla substrat (Ure peroksit) , daha sonra 1 damila
kromojen (tetrametil benzidin) ilave edildi.

12-15 dakika oda Isisinda bekletildi.

13-Inkiibasyonun sonunda 1 damla stop solisyon (sulfurik asit) eklendi.

14-450nm’de hava kérline karsl adsorbans degerleri élctldu.

15-Cut off = negatif kontroliin absorbans degeri + 0.150 olarak kabul edildi.
Sonug = 6rnek OD (6rnek absorbansi)/ cut off ‘olarak hesaplandi.

16-Sonug 0.9'un altinda ise hasta serumu negatif, 1.1'in Gzerinde ise pozitif

olarak kabul edildi.
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indirekt hemaglutinasyon :

Serumda indirekt hemaglutinasyon yéntemiyle E. histolytica'ya karsi olusmus
antikorlar arastinldi. Bu amacla hazir IHA kiti (IHA Amoebiasis Fumouze,
Fransa) kullanildi.

Testin Prensibi: E. histolytica’nin aksenik kuitUrlerinden elde edilmis ¢ézintr
antijenleri ile duyarhlastirilmis koyun eritrositleri kullanildi. Koyun eritrositleri ile
hasta serumlari belirli dilusyonlarda muamele edildi. Serumda E. histolytica’'ya
kargi antikor varliginda, kuyucuklarda kirmizimsi bir film tabakasi gézlendi.
Antikor yoklugunda ise, duyarlilastiriimis eritrositler kuyucugun dibinde tortu
seklinde koyu renkli bir nokta olusturdu.

Testin uygulanmasi :

1-Her hasta igin 5 kuyucuk siralandi.

2-Her hasta i¢in birinci kuyucuga 195 ul tampon sollsyon ( fosfat buffer ) ve 5 pl
hasta serumu eklendi.

3-2,3,4,5 nolu kuyucuklara 50 ul tampon solUsyondan ilave edildi.

4-Birinci kuyucuktan 50 ul alinip 2. kuyucu@a, 2. kuyucuktan 50 ul alinip 3.
kuyucu@a, 3. kuyucuktan 50 pl alinip 4. kuyucuga, 4. kuyucuktan 50 ul alinip 5.
kuyucuga, 5. kuyucuktan 50 pi alinip disari atildi. ( Her bir kuyucuktaki
pipetleme islemi sirasinda, kuyucuklar ¢ok iyi bir sekilde karistirildi )

5-Butlin hasta kuyucuklarina 1 damla E. histolytica antijenleri ile kapli koyun
eritrositleri iceren suspansiyondan ilave edildi karistirildi.

6-Reaksiyon 2 saat sonra okundu. Her bir kuyucuktaki titrasyon oranlari tablo

&’'da verilmistir.

Tablo 6: IHA testinde kullanilan her bir kuyucuktaki titrasyon oranlari
1. kuyucuk 2. kuyucuk 3.kuyucuk 4. kuyucuk 5.kuyucuk
1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280

Istatistik yontemleri:
Bulgularin hesaplanmasinda istatistiksel olarak su testler kullanildi: Bagimii
gruplarda iki yUzde arasindaki farkin énemlilik testi. Bagimsiz gruplarda iki

yluzde arasindaki farkin dnemililik testi ve ki- kare testi kullanildi.
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BULGULAR

Digkinin direk mikroskobik incelemesine gére intestinal amebiyazis tanisi
konulan 62 hastanin 29'u kadin (%46,7), 33'U erkekti (%53,3). Bu hastalarin yas
ortalamalari 29,35 +15 olarak tespit edildi. Kontrol grubundaki 30 olgunun 21’i
kadin (%70), 9'u erkek (%30) idi. Yas ortalamalari 30 + 5 idi. Olgularda en sik
saptanan semptomiar karin agrisi (%87), tenezm (%64,5), bulanti-kusma (%45),
ates (%16) ve kilo kaybi (%1,6) idi (Sekil 2).

Diskinin makroskobik incelemesinde 18 (%29) hastanin digki érnegi kanli-
mukuslu, 24(%38,7) hastanin digki érnegi kanli, 8 (%12.9) hastanin digki 6rnegi
mukuslu iken 12(%19,4) hastanin digkisinda kan ve mukus yoktu (Sekil 3).
Digkinin lam lamel arasi taze preparatinin mikroskobik incelemesinde, E.
histolytica trofozoiti ve/veya kisti ile birlikte 22'sinin (%35) digki 6rnedinde
I6kosit-eritrosit, 26'sinin (%41.9) digki 6rne@inde sadece eritrosit, 8'inin (%12,9)
diski 6rneginde sadece l6kosit vardi. 6 olgunun digkisinda (%9,6) eritrosit ve
I6kosit yoktu (Sekil 4). Semptomlarin siresi, 62 hastanin 60’'inda (%96) 1-3

hafta arasinda degisirken, 2 hastada 3 haftadan uzun idi.

'l.

Atesg Bulanti-kusma Karin agrisi Tenezm Kilo kaybi

$ekil 2: Amebiyazisde saptanan semptomlarin gériiime sikhgi
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Sekil 4 : Digkinin mikroskobik Szellikieri

intestinal amebiyazisii 62 hastanin, diski érneklerinin trikrom boyasi ile yapian

trofozoiti vefveya kisti saptandi {Fotograf 1,2,3 ).
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Fotograf 1:  Robinson besiyerinde Gremis amip trofozoiti (400x)

Fotograf 2: E histolytica trofozoiti
Trikrom boya (1000x)
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62 olgunun diski érneklerinin Robinson besiyerine ekilmesi ile 19 olgunun (%30)
diski érneginde E. histolytica Uredi (Tablo 7 ). Intestinal amebiyazisli olgularda
E. histolytica’nin trikrom boyasi ile saptanma sikligi ile Robinson besiyerinde

Ureterek saptanma sikligi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamii bulundu

(p<0.05).

Tablo 7 : intestinal amebiyazisli olgularda Trikrom boyama ve Kkiiltiir

inceleme sonuglari:

Toplam Trikrom boyama pozitif olgu sayisi | Kultlr pozitif olgu sayisi

62 32 %51,6 19 %30

Digkinin direk mikroskobik bakisi ile tani konulan 62 intestinal amebiyazisli
hastanin ve 30 kisiden olusan kontrol grubunun digkl érneklerinde ELISA ile E.
histolytica antijenleri arastinidi. 40 hastanin digki 6érneginde E. histolytica
antijeni saptanirken, kontrol grubunun digki érnekierinin higbirisinde E.
histolytica antijeni saptanmadi. Bu testin intestinal amebiyazis tanisinda

duyarlihgi %64,5, 6zgulligu %100 olarak bulundu (Tablo 8 ).

Tablo 8 : Digkida ELISA ile E. histolytica antijeni inceleme sonuglari.

Olgu Grubu Kontrol Grubu
(n=62) (n=30)
E. histolytica Antijeni pozitifligi 40 (% 64,5) _ .
E. histolytica Antijeni negatifligi 22 (%35,4) 30 (%100)

Hasta grubu ve kontrol grubundaki olgularin serumlarinda E. histolytica'ya karsi
olugan IgG sinifi antikorlara ELISA ile bakildi. 62 hastadan 20'inde (%32,2),
kontrol grubundaki 30 olgudan 3’Unde (%10) pozitif saptandi. Hasta grubu ile




(%)

kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhi bulundu (p<0.05). Bu
testin intestinal amebiyazisin tanisinda duyarhhgt %32.2 6zgullighs ise %90

olarak bulundu (Tablo 2 ) (Sekil 5).

Tablo 9: Serumda ELISA ile E. histolytica lgG inceleme sonuclari:

Olgu sayisi Kontrol

(n=62) (n=30)
E. histolytica IgG pozitifligi | 20 (%32.2) 3 (%10)
E. histolytica IgG negatifligi 42 (%67,7) 27 (%90)

COOHasta (%)
B kontrol (%)

E . histolytica IgGC E . histolytica 1g€C
pozitifli§i negatifligi

Sekil 5: Serumda ELISA ile E. histolytica IgG inceleme sonuci

intestinal amebiyazis tanisi alan 62 hastanin serumlarinda E. histolytica ‘ya
karsi olusan antikoriar 1HA ydntemi ile de incelendi. 62 hastanin 48'inde en az
1/80 titrede amip antikoru saptanirken, 14 hastada antikor saptanmadi. 30 Kigilik

kontrol grubunun 16 inin serumunda IHA y6ntemi ile en az 1/80 titrede amip

[AN
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antikoru saptandi. Eger IHA amip antikor testinin pozitifligini 1/80 titrasyon olarak
kabul edersek , bu testin amebiyazis tanisindaki duyarlii§i %77,4, 6zgullugu
%46 7'dir. Hasta grubunda ve kontrol grubundaki IHA amip antikor titrasyonlari

farkli dagilimlar géstermektedir. (Tablo 10 ) (Sekil 6 )

Tablo 10: Hasta ve kontrol grubunda IHA titrasyon oranlarinin dagihmi

IHA Hasta grubu Kontrol grubu
titrasyonu (n=62) (n=30)
Negatif 14 (%22,5) 14 (%43,7)
1/80 6 (%9,6) 6 (%20,0)
1/160 2 (%3,2) 4 (%13,3)
1/320 13 (%20,9) 3 (%10,0)
1/640 22 (%35,4) 3 (%10,0)
1/1280 5 (%8,0) 0 (%0,0)

Clhasta
B kontrol

N e g atif 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280
iHA titrasyonlari

Sekil 6 : Hasta ve kontrol grubunda IHA sonuglari

intestinal amebiyazisli olgularin igerisinde IHA amip antikor titresi 1/80 ve 1/160
olanlarin sayisi  kontrol grubundaki ayni titrede antikoru olanlar ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh fark bulunamadi (p>0,05). Hasta
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grubunda 1/320 ve daha ylksek titrede IHA amip antikor olaniarin sayisi ,
kontrol grubunda ayni titrede antikoru olanlarin sayisindan istatistiksel olarak
anlamli sekilde yOksekti (p<0,001). Eger amip antikor pozitiflik sirmrini 1/320
olarak kabul edersek IHA amip antikor testinin intestinal amebiyazis tanisindaki

duyarhli§i %64,5 , 6zgullugu ise %86'dir ( Tablo 11).

Tablo 11: intestinal amebiyazisli hasta serumlarinda anlamh IHA titrasyon

degerlerinin gosterilmesi

IHA titrasyonlari Hasta grubu Kontrol grubu
(n=62) (n=30)
1/160 ve altindaki 8 (%44,4) 10  (%55,6)

titrasyonlar

1/320 ve
tzerindeki 40 (%87) 6 (%13)

titrasyonlar

IHA Ab negatif 14 (%50) 14 (%50)
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TARTISMA

Dlanyada E. histolytica veya E. dispar ile enfekte 500 milyon civarinda
insan bulunmaktadir. Bu  populasyonun %70Q'i gelismekte olan Ulkelerde
bulunmaktadir. Asya, Afrika ve GuUney Amerika'da bu oran %50ye hatta
Guneydogu Meksika'da %96'ya varmaktadir. Ancak E. dispar ile olan
enfeksiyon, E. histolytica enfeksiyonundan yaklasik 10 kat daha fazla oldugu
tahmin edilmektedir. E. histolytica ile enfekte kisilerin 40-50 milyon kadarinda
kolit veya barsak disi amebiyazis gelismekte, bunlarin da her yil 40-100 bin
kadar 6lumle sonuclanmaktadir (1,3).

Bu calismada Ulkemiz ve bdélgemiz icin énemli bir saglik problemi olan
intestinal amebiyazis tanisinda kullanilan gesitli yontemleri karsilastirarak bu

ybntemlerin tanidaki yerini belirlemeyi amagladik.

Diskinin serum fizyolojik, lugol ve trikrom boya ile incelenmesine
iligkin yorumilar:

Serum fizyolojik ve lugol ile E. histolytica trofozoiti ve/veya kisti saptanan
62 digki Orneginin trikrom boya ile incelenmesi sonucu 32’sinde (%51,6) E.
histolytica kisti ve/veya trofozoiti saptandi. Eger E. histolytica trofozoiti ve kisti
tespit ettigimiz digki drneklerinin trikrom boya ile incelemesini ayrintili sekilde
degerlendirecek olursak; E. histolytica kisti tespit ettigimiz diski érneklerinin
%27’sinde, E. histolytica trofozoiti tespit ettigimiz diski érneklerini ise %65'inde
trikrom boya ile E. histolytica tespit edildi. Tanriverdi ve arkadaslar (57),
yaptiklari bir caligmada intestinal amebiyazisli hastalarin diski 6rneklerinin
trikrom boyama ile yapilan incelenmesinde %93 oraninda E. histolytica
saptamiglardir. Hindistan’da Shetty ve arkadaglar (58), serum fizyolojik, lugol,
BMB (buffered metilen blue) kullanarak E. histolytica trofozoiti velveya kisti
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tespit ettikleri diskilarin  %44,4'Unde, trikrom boya ile E. histolytica
saptamislardir. intestinal amebiyazisde digskinin trikrom boyasi ile E.
histolytica’nin  saptanabilmesinin bu kadar degiskenlik géstermesi trikrom
boyama yénteminin birden cok asamasi olmasi ve birden ¢ok kimyasal
icermesinden kaynaklanabilir. Bu yoéntemde sonucu en gok etkileyen evrenin
hazirlanan preparatin tespit asamasi oldugu belirtimektedir (45). Tespit
solusyonunun eskimesi ve tespitin ge¢ yapimasi boyadan alinan verimin
dusmesine yol agarken, tespitte kullanilan  schaudin fiksatifi igindeki civa
kloririn  organizmanin  morfolojisinin - bozulmasina yol agabilecedi de
belirtilmektedir (59). Calismamizda, diskida E. histolytica trofozoiti gérerek tani
koydugumuz olgularin %65'inde trikrom boyama sonucu pozitif iken, kist gorerek
tani koydugumuz olgularin %27'sinde trikrom boya sonucu pozitifdi. Buradan
trikrom boyanin E. histolytica'nin trofozoit formunu saptamada daha duyarli bir
yontem oldugu sdylenebilir. Ok ZU ve arkadaslari (59), protozoonlarin trofozoit
formlarinin tespitinde trikrom boyama yénteminin daha Ustin oldugunu
belirtmistir.

Diskinin mikroskobik incelemelerinde serum fizyolojik-lugol halen en sik
kullanilan  yéntemdir. Bu yéntemin getirdigi en énemli avantajlar, hareketli
mikroorganizmalarin hareket ¢zelliklerini gérme olanag@i saglamasi, helmintlerin
ve protozoonlarin tani koydurucu  tim evrelerinin saptanmasina olanak
saglamasi, kolay ve her yerde uygulanabilir olmasidir (59). Bunun yaninda,
bircok laboratuvarda iyi egitilmis laboratuvar personeli dahi Iokositleri kistlerle,
makrofajlari trofozoitlerle karistirabilmektedir. Tek bakida olgularin bir kismi
gozden kacabilmekte, patojen E. histolytica’yl nonpatojen E. dispar'dan ayirmak
mumkan  olamamaktadir  (20,23,24). Nitekim bu g¢alisma sirasinda
bulundugumuz laboratuvarlarda diskidaki I6kositlerin ve makrofajlarin E.
histolytica trofozoiti olarak rapor edildigini ve bu hastalara gereksiz yere tedavi
duzenledigini gérduk.

Trikrom boyama yénteminin en 6&nemli avantaji iyi boyanan
protozoonlarin ézellikle trofozoitlerin morfolojilerini ayrintili olarak gdstermesi,
direkt bakida gézden kagabilen protozoonlari daha kolayca belirlenmesi,

preparatin uygun bir zamana kadar bekletilmesi, boyanmig yaymalarin kalici bir
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kayit olarak saklanabilmesi, pozitif lamlarin referans olarak kullanilabilmesi ve
tanida suphe bulunmasi durumunda lamlarin génderilerek konsultasyon
istenebilmesidir (45).

Sonu¢ olarak, intestinal amebiyazis tanisinda digkinin direkt
mikroskobik incelemesi bu konuda deneyimli Kigiler tarafindan yapilmiyorsa
digkinin trikrom boya ile boyanarak incelenmesi, 6zellikle E. histolytica
trofozoitlerinin gdsterilmesi agisindan faydali olabilir.

E. histolytica kiiltiir sonuglarina iligkin yorumiar:

Intestinal amebiyazis tanist alan 62 hastanin diski érneklerinin Robinson
besiyerine yapillan ekimlerinde 19 hastanin (%30,6) diski 6rneginde E.
histolytica Uretildi. Digki kuitUrlerinde E. histolytica Uretilmesi, bu hastalarda E.
histolytica enfeksiyonunun varligini kesin olarak ortaya koymakta iken, diski
kultdrlerinde E. histolytica’'nin Uretiiememesi , enfeksiyonun varligini diglamak
icin yeterli olmamaktadir. Mikroskobik olarak pozitif olsa bile, kultirde E.
histolytica’y! Gretme oraninin %50 oldugu, kuitirin mikroskobiye gére daha az
duyarli oldugu bildirilmigtir (22). Ardi¢ N. (60) calismasinda, mikroskobide pozitif
saptadigi olgularin ancak yartya yakinini kultirde Uretebilmigtir.  CUnk(
parazitlerin izolasyonu ve tamimlanmasi amaciyla uygulanan in vitro kultlr
yontemleri bir cok dezavantaja sahiptir. Kultir yénteminin basarih olmasi igin
digkida fazla miktarda kist veya trofozoit bulunmasi lazimdir. E. histolytica’nin
kulttri deneyimle direkt iligkilidir (52 ). Uremesi icin en az 48 saat gibi bir sure
lazimdir. Besiyerinde kullanilan sivi ortamlarin pH'sinin ¢ok ¢abuk degismesi E.
histolytica'min  Gremesini  baskilayabilmektedir. Bu nedenlerden dolayi,
parazitoloji laboratuvarlarinda kulturtin pek pratik olmadidi ve higbir zaman rutin
tanida, mikroskobik bakinin yerine gegmeyecegi bilinmektedir (52). Parazitoloji
laboratuvarlarinda kullanilan in vitro kdltdr ve in vivo hayvan inokulasyon
yontemleri, direkt mikroskobik tani yontemlerinin yetersiz kaldi§i veya kesin
taniya gidilemedigi durumlarda kullanilmasinin yani sira, immunolojik ve
serolojik  calismalarda  kullanilan  antijenlerin  hazirlanmasinda, ilag
caligmalarinda, parazitlerin fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin arastiriimasi

icin yapilan galigmalarda &nemli yer tutmaktadir (51,52).
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intestinal amebiyazisli olgularda diski érnedinde E. histolytica ‘nin,
trikrom boyasi ile tespit edilme sikhgi, Robinson besiyerinde Uretilerek tespit
edilme sikligindan anlamh olarak yiksek bulundu (p<0,05). Trikrom boyama
yontemi amip kiltirine oranla daha pratik olmasi ve E. histolytica’yi daha
yUksek bir oranda tespit edebilmesinden dolayi rutin parazitoloji
laboratuvarlarinda uygulanmasi tavsiye edilebilir. E. histolytica kultGrGnin
uygulanmasindaki gaclukler ve duyarliidinin distk olmasindan dolayi rutin

laboratuvarlarda kulianim kisithdir.

intetinal amebiyazis tamsi almis olgularin serumiannda ELISA ile
tespit edilen E. histolytica IgG sinifi antikorlann degerlendirilmesine iliskin
yorumiar:

Calismamizda, intestinal amebiyazis tanisi koydugumuz 62 hastanin
serumlarinda ELISA ile E. histolytica IgG tipi antikorlar arastirildi. Bu hastalarin
20'sinde (%32,2) seropozitiflik saptandi. Kontrol grubunu olusturan 30 olgudan
J'lnde (%10) seropozitifik bulundu. Hasta grubunda ELISA ile bakilan IgG
sinifi amip antikor bulunma sikligi kontrol grubuna gére anlamli olarak yiksek
olmasina ragmen (p<0,05), bu testin intestinal amebiyazis tanisindaki duyarlilii
%32,2, 6zgulligl ise %90 olarak bulundu.

Hindistan’da yapilan buna benzer bir calismada invaziv amebiyazisli
hasta serumlarinda ELISA ile E. histolytica IgG arastirimigtir. Testin
duyarliifini ve ozgulligunt dért farkhh E. histolytica antijeni kullanarak
degerlendirmiglerdir. Duyarliigi %82, %87, %100 ve %90 olarak bulurken
6zgulludonl %98, %94, %98 %94 olarak bulmuslardir (61). Yine Hindistan'da
yapilan bagka bir caligmada karacier amip absesi tanisi almis hasta
serumlarinda ELISA ile %100 seropozitiflik tespit edilirken, amebik dizanterili
ve asemptomatik kist tagiyicisi olan hasta serumlarinda c¢ok daha dusik
seropozitifik elde etmiglerdir (62). Glney Afrika’da (Durban) yapilan bir
caligmada karacifer amip absesi olan hasta serumlarinda ELISA ile E.
histolytica IgG tayininin duyarliiini %95, IgM tayininin duyarliiim %91
bulmuslardir, asemptomatik patojen E.histolytica tasiyicilarinin hepsinde ELISA
ile E.histolytica IgG pozitif bulunurken, IgM tespit edilememistir (63).
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Tokyo Universitesinde yapilan bir ¢alismada, invaziv amebiyazisli hastalarin
serumlarinda ELISA ile %80 oraninda seropozitiflik tespit edilmistir (64). Bagka
bir calismada ELISA ile serumda, amip absesinde %100, intestinal
amebiyazisde %90, asemptomatik kist tasiyicilarinda %30, normal saglikli
grupta %20 oraninda seropozitiflik saptanmisgtir ( 47).

Bu calismalarda ELISA ile E. histolytica IgG igin saptanan ézgulluk
degerleri bizim buldugumuz deere vyakinken, testin duyarlih§ bizim
calismamizda onlarinkinden daha dlstk bulunmustur. Bu c¢alismalarda IgG
seropozitifliginin daha ylksek bulunmasi, calismaya alinan karaciger amip
absesi olan vakalarin, intestinal amebiyazisli vakalardan daha ylksek
seropozitifik gdstermesinden kaynaklanmaktadir. Karacifer amip abseli
hastalarda amip IgG tipi antikorlarin hemen daima pozitif olmasi amiplerin
dokulara yaylimasinin uzun bir sUre almasina ve derin doku invazyonuna
baglanmaktadir. Yine asemptomatik patojen kist tasiyicilarinda, pozitif IgG
sonuglarinin amiplerin dokulara yayilmasinin ¢ok yavas olmasi sebebiyle
hastaligin kronik seyretmesinden kaynaklandigi ileri strllmektedir ( 50,63,65).
Bu gérus dogruysa uzun bir sUrede invazyon sonucu gelisen immuinite akut ve
invaze olmayan amebiyazis olgularinda olugsmayacaktir. Ayrica bu calismalarin
hepsinin endemik bdlgelerde yapilmis olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu bélgelerde
saghkll insanlarin dahi %20’sinin pozitif serolojisinin olmasi sasirtici degildir
(47,66). Durum bdyle olunca, amip IgG sinifi antikorlarin akut bir amebiyazis mi
yoksa kronik invaziv bir amebiyazis mi goésterdigi veya gecirilmis bir
amebiyazisden sonra devam eden antikorlar mi oldugunu saptamak
guglesmektedir.

E. histolytica’'ya kargi gelisen IgM vyapisindaki antikorlar akut
enfeksiyondan sonra 6 ay igerisinde kaybolurken IgG tipi antikorlarin uzun yillar
sUrdugu bildirilmektedir (67). Jakson ve arkadaslari (68), Afrika'da yaptiklari bir
caligmada invaziv amebiyazisin tanisinda spesifik IgM varligiyla beraber spesifik
IgG’nin aktif enfeksiyonu gésterecegini, bunun tersine IgM negatif IgG pozitif ise
aktif enfeksiyondan uzaklagiimasi gerektigini bildirmiglerdir. Yine benzer bir
calisma bu goérusu desteklemektedir (63). Amebiyazisden sonra  amip

antikorlarinin serumda tespit edilebilmesi igcin en az 1 haftalik sirenin lazim
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oldugu bildiriimistir (1,69). Eskisehir'de Dogan ve arkadaslari (65), yaptiklari bir
calismada asemptomatik kist tasiyicisi gocuklar ve yetigkinlerin serumlarinda
ELISA ile E. histolytica IgG sinifi antikorlari %75 oraninda pozitif bulmuslardir.
Bu antikor yanitinin etkenle daha énceki bir kargilasmaya mi, yoksa akut bir
enfeksiyona mi ait oldugunu saptanamayacagin bildirmislerdir. E. histolytica’ya
yonelik bu tir ELISA galismalarinin koprolojijk incelemelerde faydali olacagi
gorusuni savunmuslardir. Tanytksel ve arkadaglar (50), Ankara'da yaptiklari
bir calismada digkisinda amip trofozoiti ve kisti gérdikleri hastalarin serum
drneklerinde ELISA ile E.histolytica IgG sinifi antikorlar tespit edemezken, IFA
(indirekt fluoresan antikor) yéntemiyle E.histolytica IgM tipi antikorlari ayni hasta
grubunda %85,4 pozitif bulmuslardir. Gégebakan M. (70) yaptigi calismada,
diskinin direkt mikroskobik incelemesi ile amipli dizanteri tanisi koyduklari
cocuklarin serumlarinda ELISA ile %10,4 oraninda seropozitiflik saptarken, IFA
yontemi ile IgM tipi antikorlari %52,3 oraninda bulmustur. Biz calismamizda IgM
sinifi antikorlara bakmadigimiz icin akut intestinal amebiyazisli olgularin gergek
serolojik profilini belirleyemedik. Bizim olgularimizin %90’ninin klinik suresi 1
hafta—10 gtinden kisa oldugdu icin ve antikor olugsmasi igin en az 1 haftalik stre
gerektiginden belki de yeterli antikor olugmadan serolojik profile bakmisg
olabiliriz. ELISA ile IgG sinifi amip antikor tespitinin duyarliigi bu konuda
yurtdiginda yapilan calismalara gére ¢ok dusik iken, uUlkemizde yaptlan
calismalardakine benzerlik gdstermektedir. Bunun sebebi, ELISA kitlerinin
hazirlanmasinda kullanilan E. histolytica antijnlerinin, Ulkemizdeki patojen E.
histolytica antijenleri ile homoloji géstermemesinden kaynaklanabilir.

Ticari ELISA kitlerinin duyarliliklarinin farkli oldugu bilinmektedir. Bunun
nedenleri arasinda; ELISA kitini Ureten firmalarin E.histolytica’nin farkli antijenik
yapilarini kullanmalari, antijenin safligi, bu antijenlerin E. histolytica’ya spesifik
olmasi veya patojen, nonpatojen suslarda ortak bulunan bir antijen olmasi
sayilabilir. TUm bunlardan dolayr bu antijenik yapilarin standartize edilmesi
geredi dogmaktadir. Farkli ELISA kitlerinin kullaniimasi farkh serolojik
sonuglarin alinmasina neden olmakta ve test sonuglarinin duyarlihigini
etkilemektedir. Nitekim bir calismada E.histolytica’nin farkli antijenik yapilari
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sonuglari birbiri ile celigkilidir. Bélgenin endemik olup olmamasi, enfeksiyonun
siiresi, invazyonun derecesi, serolojik galismalarda kullanilan antijenin safligi
alinan sonuglari etkilemekiedir. Sonug olarak; protozoon enfeksiyonlarinin
tanisinda serolojik yéntemilerin kullaniimasi halen tartigmalidir.

Digkida

intestinal amebiyazisii 62 hastanin diski drekierinin 40'inda (%64,5) ELISA
ile E kontrol grubunda bu test negatif olarak
saptandi. Testin duyarhlifi %64,5 , 6zgligl %10C olarak bulundu.
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Kltira ve izoenzim analizinin de yerini alma potansiyeline sahiptir (74). Klinik
laboratuvarlarda bu yéntemin kullaniimasi organizmanin patojenitesinin
bilinmesinden hastay! tedavi etmeye hatta lizumsuz ilag tiketiminin ortadan
kaldirimasina kadar birgok konuda faydal olacag kesindir. E. histolytica'nin
nonpatojenik olaninin enfeksiyonunun, patojenik olandan ayirt edilmesi ve bu
hastalara tedavi veriimemesi, insan barsaginda kommensal bir yagam stren bu
organizma ile enfeksiyonun dogal seyri hakkinda daha ¢ok sey 6grenmemize
sebep olacaktir (74).

Bu testin en bUytk dezavantajl ise, diski oérneklerinin dondurularak

saklanmasi, belirli bir sayiya ulasmadan calhgildiginda test maliyetinin

artmasidir.

Hasta serumlaninda IHA yéntemiyle tespit edilen amip antikor
sonuglarnnin yecrumlanmast:

intestinal amebiyazis tanisi almis 62 hastanin 48'inde (%77,4), kontrol
grubundaki 30 olgunun 16'sinda (%53,3) en az 1/80 titrede anti amip antikorlart
saptandi. Test pozitifligini 1/80 kabul edersek , bu testin amebiyazis tanisindaki
duyarlihigr %77,4, 6zgulligu ise %46,7 olarak bulundu.

Patterson M. ve arkadaslan (67), yaptiklari bir caligmada amebik kolit veya
karaciger amip absesi tanisi almig invaziv amebiyazisli hastalarda GDP (Gel
Diffusion Precipitation) ile IHA'y! karsilagtirmiglardir. Amebik kolitli hastalarin
%91'inde, karaciger amip absesi olan hastalarin ise %95'inde serumda amip
antikorlarini IHA yéntemiyle pozitif bulmuslardir. IHA'min duyarliigint %93,
6zgulluguni %94 olarak tespit etmiglerdir. Bu ¢aligma sirasinda tan: koydurucu
IHA titrasyonunun, 1/128 ve Uzerindeki titrasyonlar oldugunu saptamiglardir.
IHA'nin en sensitif yontemlerden oldugunu bildirmiglerdir. Li ve arkadaslar! (69),
karaciger amip abseli hastalarin  %95-100'Gnde, septomatik intestinal
amebiyazisli hastalarin %75-90'inda, asemptomatik amebiyazis olgularinin %5-
50’sinde amip antikortarinin IHA yontemi ile pozitif olabilecegini bildirmislerdir.
Yapilan bagka bir calismada, asemptomatik kist tagryicilarinin serumlarinda IHA
yéntemiyle amip antikorlari %5-50 oraninda pozitif bulunmugtur (64). Bizim
vakalarimizin hepsinin intestinal amebiyazisli hastalar oldugunu dugtnlrsek
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buldugumuz veriler yapilan diger calismalarla uyumludur. Kontrol grubundaki bu
yUksek seropozitiflik ise bélgemizin endemik olmasindan kaynaklantyor olabilir.
Toplumda, gegirilmis E. histolytica enfeksiyonuna bagl seropozitifligin yuksek
olmasi, kontrol grubundaki seropozitifligi yuksek bulmamiza neden olmus
olabilir. Kontrol grubunda bizim tespit edemedigimiz asemptomatik kist
tastyiciliginin bulunmasi da IHA pozitifligi oranini yikseltmis olabilir. Patterson
M ve arkadaslari (67), invaziv amebiyazisden yillar sonra IHA yontemiyle amip
antikorlarinin varhigini tespit etmiglerdir. Stamm, Ashley ve Bell (75), orduda
iken amebiyazis gecgiren 100 Ingiliz askerinin serum Greklerinde amip
antikorlarini IHA  yéntemiyle ylUksek titrasyonda 11 yil gibi uzun bir sure
saptayabilmiglerdir. Invaziv amebiyazisde akut enfeksiyondan yillarca sonra
amip antikorlari serumda dustk titrasyonlarda dahi clsa devam etmektedir. IHA
yonteminin bu antikorlari tespit edebilmesi belki de bu testin ylksek
duyarhligindan kaynaklanmaktadir. Ancak IHA testinin yiksek duyarlihgr invaziv
hastaligin  gecirilmig  bir enfeksiyondan ayriimasinda bir dezavantaj
olusturmaktadir (67). Ozcan K ve arkadaslari (76), saglikii kan dondrlerinin
serumlarinda IHA testiyle amip antikorlari arastirmiglar ve bu donoérlerin
%7.8'inde 1/34 ve Uzerindeki titrelerde IHA'y1 pozitif bulmuslardir. Yilmaz ve
arkadaslari (77), Elazi§’da Et Balik Kurumu iggilerinde IHA ile 1/16 ve Uzerindeki
titrelerde %17.3 oraninda amip antikorlari bulmuglardir .

Calismamizda, olgu grubunda 1/320 titrede IHA antikoru olanlarin sayis,
kontrol grubunda 1/320 ve Uzerindeki titrede IHA antikoru olanlarin sayisindan
istatistiksel olarak anlaml bir sekilde farkli idi (p<0,001). IHA amip antikor titresi
1/320 ve Uzerindeki titrelerde pozitif kabul edilirse testin duyarliigi %64,5 |
6zgullugl ise %86'dir.  Nitekim Vinajak ve arkadaslan (78), Hindistan'da
yaptiklari bir galismada tani koymak igin IHA'nin 1/256 ve {zerindeki
titrasyonlarinin anlamli oldugunu bildirmislerdir. Meerovitch ve Ali Kahn (79),
kendi bolgelerinde invaziv amebiyazisin tanisinda IHA'nin 1/512 ve Gzerindeki
titrelerinin anlamli oldugunu bildirmiglerdir.

Sonuc olarak; IHA testi duyarhli§i yUksek bir testtir. Ancak amip
antikorlarinin enfeksiyonun eradikasyonundan yillarca sonraya kadar devam

etmesi ve duyarlilift yiksek IHA testiyle bu antikorlarin tespit edilebilmesi,
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IHA'nIn aktif enfeksiyon sirasindaki tani koydurucu degerini azaltmaktadir.
Endemik bélgelerde yapilan kontroll galismalarla o bélgede invaziv amebiyazis
tanisi koyabilmek igin anlamli IHA titrasyonunu bulmak en dogrusu olacaktir.
Bununla beraber IHA yontemi epidemiyolojik c¢aligmalarda glvenle

kullanilabilecek kolay bir yontemdir
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%19.4'Unde kan veya mukus gézienmemistir

Diski érneklerinin mikroskobik incelemesinde E histolytica trofozoiti velveya
kisti ile beraber %35inde eritrosit ve I6kosit, %41.9unda eritrosit,
%12.9unda !6kosit tespit edilirken, %9.6'sinda Ibkosit veya eritrosit
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Diski drnekierinin ile yapilan incelemesinde olgularin
? 7 ~
RNamda atnhstina trafroniti yaliavs kit toonit edilmistir raler
%51.6'sinda E. histolytica trofozoiti velveya kisti tespit eailmigtir. Diski

srneklerinde direkt mikroskobik inceleme ile, trikrom boyama ydnteminin

beraber uygulanmasinin dogru tani oranini yukselttigi belirlenmistir. Ozeliikie
protozoa trofozoitierini tespit etmede ylksek duyariii Ja sahiptir. Bu nedenle
rutin laboratuvariarda kulianiimasi onerilebiiir.

Mikroskobik bakisinda E. histolytica tespit edilen digki &mekierinin,

Diski &rneklerinde ELISA ile E.histolytica antijeni %64,5 oraninda pozitif
saptanmistir. Testin duyarlih§ %64,5, 6zgllligl %100 olarak belirlenmisgtir.
D)y bim mmprmmribalail labsmat nmel oA ‘aulanmasi Zor ve zaman

Rutin parazitoioji laboratuvanaringa uyguianmasi Z0or vé zaman alici, maliyeti
yiiksek bir testir. Ancak, patojenik E s%stolﬁnca tlrlerini nonpatojeniklerden

hatta lizumsuz ilag tedavisinin engellenmesine kadar bir gok konuda faydali
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Hasta serum orneklerinde ELISA ile E. histolytica 1gG tipi antikorlar %32,2



tizerindeki titrelerde intestinal amebiyazis tanisi igin istatistiksel ofara

enfeksiyonu birbirinden ayiramamasi tani koymada problemier

lambdmrir Dis bmet ila inuasiv amahivazis tanisi kovabilmek icin. o bolaedeki
olmaktadir. Bu test ile invaziv ameoiyazis wanisi koyabiln ek igin, o uOlgeueh

Bu bulgular isiginda, intestinal amebiyazis tanisinda, diskinin
direk mikroskobik muayenesi ve serumda IHA yéntemiyle amip antikorlarinin

testierdir.
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Diskinin mikroskobik incelemesi sonucu Entamoeba histolytica trofozoiti
velveya kisti gérilen intestinal amebiyazisli hastalarda gesitli laboratuvar
yontemlerinin tani degerleri aragtinidi.

intestinal amebiyazisii 62 hastanin ve 30 saglikh bireyin digki drnekleri
trikrom boya ile boyanarak incelendi ve Robinson besiyerinde kilturleri yapildi.
arastirildi. Hasta ve kontrol grublarinin  serum d&rneklerinde ELISA ve IHA
yéntemleriyle Entamoeba histolytica’'va kargi olugan antikorlarin varligi ve
dizeyleri incelendi.

Digki drneklerinin trikrom boya ile incelemesinde 32 hastada (%51.6)
Entamoeba histolytica trofozoiti vefveya kisti saptandi. Robinson besiyerinde
yapilan kultirlerde 19 hastanin (%30.6) diski érneklerinde Entamoeba hisolytica
Gredi. ELISA vyontemiyle hastalardan 40 tanesinin (%64.5) diskisinda
Entamoeba hisolytica antijeni tespit edildi. ELISA ile antijen aragtirma testinin
duyarliigi  %64.5, 6zgulligu ise %100 olarak bulundu. Hasta serumlarinin 20
sinde (%32.2) ELISA ile IgG sinifi amip antikorlari saptandi. Testin cuyarhiligs
%32.2, 6zgilladl ise %90 olarak bulundu. Serum érneklerinin 48 inde (%77.4)
IHA yéntemiyle en az 1/80 titrede amip antikorlar tespit edildi. Test pozitifligi
1/80 olarak kabul edildiinde bu testin amebiyazis tarmisindaki duyarlih@i
%77.4, 6zgullugl ise %46,7 olarak bulundu. IHA amip antikor titresi 1/320 ve
Uzerindeki deJerierde pozitif kabul edilirse testin duyarlilii %64.5, 6zgUlligu
ise %86 dir.

Kontrol grubunda higbir olgunun digki 6rneginde Entamoeba histolytica
antijeni saptanmadi. Bu olgulardan 3 Gntn  (%10) serumunda Entamoeba
histolytica'ya karsi olusmus 1gG sinifi antikorlar bulundu. Ayni 6rneklerde IHA
ile 16 olguda (%56.3) en az 1/80 titrede antikor varligi tespit eailai.
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isolated from the cultures of stool specimens of o) using
Robinson medium. Entamoeba histolytica antigen was detected in 40 stool
specimens (64.5%) by ELISA. Specifity and sensitivity of this test were 100%
and 64,5%, respectively. 20 sera specimens (32,2%) were found having
Entamoeba histolytica-specific IgG antibodies by ELISA. It was found that the

specifity of the test was 90% and the sensitivity was 32.2 %. Entamoeba
histolytica-specific IgG antibodies were detected in 48 serum samples by IHA in
the titers of 1/80 or higher. If 1/80 titer is accepted as diagnostic, sensitivity and

t will be 77.4% and 46.7% , respectively. Whereas when
1/320 titer is diagnostic specifity of the test is 64.5% and sensitivity is 86%.

In the control group any of the stool specimens didn't have Entamoeba
histolytica antigen. 3 serum specimens (10%) of the control patients had IgG
antibodies against Entamoeba histolytica by ELISA. In the same group, we
detected these antibodies in 16 cases (56.3%) in the titers of 1/80 or higher by

IHA
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