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OZET

Koc¢man, NU. Entamoeba histolytica’min tamisinda direkt mikroskobi, Kiiltiir,
ELISA ve molekiiler yontemlerin karsilastirilmasi. Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Tipta Uzmanhk
Tezi, Eskisehir, 2012. Amobiyozis, Entamoeba histolytica nin (E. histolytica) neden
oldugu tiim diinyada yaygin olarak goriilen bir parazit enfeksiyonudur. Gelismekte
olan {ilkeler i¢in halen 6nemli bir halk saglig1 sorunu olup, hastaliklt kisilerin kisa
zamanda ayirici tanisinin yapilmast gerekir. Calismamizda Entamoeba histolytica'
nin saptanmasinda direkt mikroskobi, kiiltiir, ELISA ve PCR yoOntemlerinin
sonuclarinin birbiriyle uyumlar1 ve yontemlerin performanslar1 degerlendirildi. Bu
amagla; gastrointestinal yakinmalarla 2 farkli hastaneye bagvuran hastalardan ve
rastgele secilen yedi farkli ilkogretim okulundan toplanan 977 digski 6rnegi direkt
mikroskobi, kiiltiir ve trikrom boyama yontemleri ile incelenmistir. Bunlar arasindan
secilen 351 diski 6rnegine, diskida antijen arayan ELISA testi ve real time multiplex
PCR yontemleri ile E. histolytica varligi arastirilmistir. Direkt mikroskobi yontemi
ile stipheli amip kisti goriilme orani1 83 (%23.6) olup, bunlarin 45 (%12.8) tanesi
trikrom boyama yontemi ile, 32 (%9.1) tanesi kiiltiir yontemi ile, 13 (%3.7) tanesi
ELISA yontemiyle, 4 (%1.1) tanesi molekiiler yontem ile pozitif olarak saptanmistir.
Molekiiler yontem ile 7 (%2.0) 6rnekte E. histolytica pozitif olarak saptanmis olup,
bunlardan 4 (%1.1) tanesi direkt mikroskobi ile, 2 (%0.6) tanesi trikrom boyama
yontemi ile, 2 (%0.6) tanesi kiiltlir yontemi ile ve 1 (%0.3) tanesi ELISA yontemi ile
pozitif olarak saptanmigtir. Tim yontemlerle sadece 1 Ornekte ortak pozitiflik
saptanmistir. Digkidaki inhibitér maddelerin varligi, ekstraksiyondaki zorluklar ve
ektrakte edilen digki miktarinda parazitin olmamasi gibi nedenler molekiiler

yontemler ile daha az sayida amip kisti saptanmasina neden olmustur.

Anahtar Kelimeler: Entamoeba histolytica tanisi, direkt mikroskopi, TYI-S 33
besiyeri, ELISA, Multipleks Tandem Real-Time PCR

Destekleyen Kurumlar: Eskisehir Osmangazi Universitesi, Proje No: 201111021
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ABSTRACT

Koc¢man, NU. Entamoeba histolytica’min tamisinda direkt mikroskobi, Kiiltiir,
ELISA ve molekiiller yontemlerin karsilastirilmasi. Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Tipta Uzmanhk
Tezi, Eskisehir, 2012. Amebiasis, is a common parasitic infection in all over the
world, which is caused by Entamoeba histolytica (E. histolytica). In developing
countries it is still an important public health problem, and the differential diagnosis
of infected persons should be done as soon as possible. In our study, detection of E.
histolytica with direct microscopy, culture, ELISA and PCR methods and we
evaluate results and methods of corelation to each other. For this reason, we study
977 stool samples which selected patients with gastrointestinal complients admitted
to two different hospital and collected from randomly selected seven different
primary schools. 977 stool specimens were investigated direct microscopy, culture
and trichrome staining methods. 351 stool samples selected from all samples and
study ELISA method and multiplex real-time PCR method. By the method of direct
microscopic examination of E. histolytica / dispar prevalence of 83 (23.6%), and 45
of them (12.8%) found positive with trichrome stain, 32 (9.1%) of them found
positive with the culture method, 13 (3.7%) of them found positive with ELISA
method, 4 (1.1%) of them found positive with molecular method. By molecular
method 7 (2.0%) stool sample is found to be positive of E. histolytica, 4 (1.1%) of
them found positive with direct microscopy, 2 (0.6%) of them found positive with
trichrome stain, 2 (0.6%) of them found positive with the culture method, and 1
(0.3%) of them found positive with ELISA method. In only one sample is positive
with all diagnostic methods which were we used. The presence of inhibitory
substances in feces, the difficulties of stool extraction and absence of the parasite in

the stool extract are the reasons of false negative results of molecular methods.

Key Words: Diagnostic methods of Entamoeba histolytica, direct microscopy, TYI1-S
33 medium, ELISA, Multiplex Tandem Real-Time PCR

Supported by: Eskisehir Osmangazi University, Project No: 201111021
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1. GIRIS

Amobiyozis, Entamoeba histolytica’ nin (E. histolytica) neden oldugu tiim
diinyada yaygin olarak goriilen bir parazit enfeksiyonu olup bagirsak ve bagirsak dist
olarak iki farkli patoloji ile seyreder. Gelismekte olan {ilkeler i¢in halen énemli bir
halk saglig1 sorunu olup, hastalikli kisilerin kisa zamanda ayirici tanisinin yapilmasi
gerekir [1]. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore her yil 500 milyon kisi E.
histolytica ile enfekte olmasina ragmen bunlarin yalniz %10’unda semptomatik
hastalik goriilmekte, 40.000-100.000 kiginin amdbiyozis nedeni ile 6ldiigii tahmin
edilmektedir. Hastalik ciddi fulminan amibik kolit, ekstraintestinal amdobiyozis,
karaciger apsesi gibi ¢esitli Oliimciil klinik tablolarla seyredebilmektedir [2].
Ulkemizde yapilan arastirmalarda da bu enfeksiyonun insidansimin %3-17 arasinda
degistigi saptanmistir [3].

Parazit, E. histolytica kKistleri i¢eren diski ile kontamine olmus su ve gidalarin
alinmasi ile bulasmaktadir [1] . Entamoeba cinsinde morfolojik olarak birbirine
benzeyen (E. histolytica, E. dispar, E. moshkovski ) fakat biyokimyasal ve genetik
olarak farkli tiirler vardir [1, 4]. Diinya niifusunun yaklasik %10’unun E.
histolytica/E. dispar ile kolonize oldugu, bunlarin %90’ min apatojenik E. dispar ve
yalniz %10’unun patojenik E. histolytica oldugu bildirilmektedir. Sadece direkt
mikroskopik inceleme ile bu mikroorganizmalarin birbirlerinden ayirt edilebilmeleri
neredeyse imkansizdir. Ancak digki kiltirinden sonra yapilan izoenzim
caligmalartyla tiir ayrimlari yapilabilmektedir [2]. Bu yontemle protozoonun rutin
laboratuvar tanis1 birkag¢ hafta siirmektedir, ayrica 6zel laboratuvar, fazladan is giicii
ve malzeme gerektirmektedir [5]. Amdbiyozis tanisinda kullanilan Enzim Bagh
Immuno Sorbent Testlerinin (ELISA) ¢ogunun problemi ise, sonuglari E. histolytica-
E. dispar- E. moshkovski kompleksi olarak vermeleridir [6].

Intestinal amédbiyozisin tanis1 diskinin mikroskobik incelemelerinde etkenin
kist ve/veya trofozoit sekillerinin goriilmesi ile konulabilmektedir. Ancak bir kez
yapilan mikroskobik inceleme ile parazitin Kist ve trofozoitlerine rastlama sansinin
%33-50 oldugu, farkli zamanlarda yapilan {i¢ diski incelemesi sonucunda ise bu
oranin %75’e yiikseldigi ifade edilmektedir. E. histolytica ile enfekte kisilerin
diskilarinda her zaman kist ve trofozoitlerin atiliminin olmamasi, parazitin Kist ve

trofozoitlerinin  diger amip tiirleri, makrofaj, epitel hiicresi ve 16kositlerle



karigtirilabilmesi gibi nedenler taniy1 zorlagtiran etkensel faktorlerdir. Ayrica
trofozoitlerin digki ile atilimindan 30 dakika gibi kisa bir siire sonunda bozulmaya
baslamasi incelemelerde deneyimli kisilere ihtiya¢ duyulmasini gerektirmektedir [7].

Bu giigliikler, arastiricilar1 E. histolytica nin tanisinda direkt mikroskobik
taniy1 destekleyen daha giivenilir tan1 yontemlerin aranmasina yonlendirmistir. Bu
amagcla trikrom boyama, kiiltiir gibi yontemlerin yanisira ELISA ile diskida antijen
aranmasi, PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) gibi yontemlerin direkt baki ile birlikte
uygulanmasinin taniya 6nemli katkilar saglayabilecegi ileri siiriilmistiir [7].

Aragtirmamizda Entamoeba histolytica‘nin saptanmasinda direkt mikroskobi,
kiiltiir, ELISA ve PCR yontemlerinin sonuglarinin birbiriyle uyumlar1 ve yontemlerin
performanslarinin degerlendirilmesi amaglanmaistir.

Bu ¢alismada; 01.01.2011- 31.07.2012 tarihleri arasinda hastanemiz Eskisehir
Osmangazi Universitesi (ESOGU) Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gelen diski
ornekleri, Eskigehir Devlet Hastanesi acil Servisine ishal sikayetiyle bagvuran
hastalardan mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen digski 6rnekleri ile Eskisehir
Valiligi ve Eskisehir Milli Egitim Miidirliigiinden izin alindiktan sonra rastgele
secilen ilkogretim okullarindaki 6grencilerden ailelerinin izni olanlardan toplanan
diski 6rnekleri ¢aligildi. Tiim 6rnekler rutinde bakildig: sekilde santrifiij edildi, direkt
mikroskobik olarak incelendi, trikrom boya ile boyand1 ve TYI-S 33 besiyerine ekim
yapildi. Ayrica molekiiler yontem ve ELISA yontemiyle ¢alisilmak iizere fiksatif
konmadan ayrilan 6rnekler -70° C’de ¢alisilincaya kadar saklandi. Direkt mikroskobi
ve kiiltiir sonucunda siipheli kist ve trofozoiti bulunan 6rneklere multipleks real time
PCR yontemi (Cryptosporidium spp., Dientamoeba fragilis, Entamoeba histolytica
ve Giardia intestinalis) ve ELISA testleri uygulandi.

Bu tez calismasi ‘Sularla Bulasan Intestinal Protozoonlarin Epidemiyolojisi
ve Tamda Kullanilan Yontemlerin Karsilagtirilmas® adli, 201111021 nolu ve
27.05.2011 tarihinde kabul edilen Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU)

Bilimsel Arastirma Projesi (BAP) tarafindan desteklenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tarihge

Amiplerle ilgili bilinen ilk belgeler milattan énce (M.O.) 1000 yilinda
Sanskrit belgelerinden Brigu-Samhita’da yazan kanli mukuslu diyareye ait
boliimlerdir. M.O. 6. yiizyilda Asur ve Babil’de Kral Ashurbanipal’in
kiitiiphanesinde muhtemel amibin bulundugu kanli diskilarin varlig ile ilgili yazitlar
mevcuttur. Hipokrat (M.0.460-377) ait "Corpus Hippocratorum" da Epidemics ve
Aphorisms adli boliimlerinde muhtemel hepatik ve perianal apseden bahsetmektedir.
Ikinci yiizyillda Galen ve Celcus amibik karaciger apsesinden bahsetmislerdir. Ik
milenyum sonlarinda Aretaeus, Archigenes, Aurelanus ve Ibni-Sina dizanteri ve
karaciger apsesi arasindaki iliskiye deginen faydali eserler ortaya koymuslardir.
Amobiyoz ortagagda tiim diinyaya hizla yayilmaya baslamistir. Avrupa, Asya, Pers
Devleti ve Yunanistan’dan c¢ok sayida olgu kayitlari yapilmistir. Parazit Yeni
Diinya’ya (Amerika ve Avustralya) 16. ylizyilda Avrupalilar tarafindan getirilmistir.
Avrupa devletlerinin ekonomik agidan gelismesi ve ticarete paralel olarak artan insan
hareketleri, hastaligin hemen hemen tiim diinyaya yayilmasina neden olmustur [8].

Fransiz generali ve doga bilgini Georges Bory (1778-1846) bu canli i¢gin 1822
de yunanca Amoibe- degisme kelimesinden gelen Amiba diffluens adin1 6nermistir.
1830’da Ehrenberg Amoeba terimini ve Amoebida takimini 6nermistir. 1845°de
Siebold Rhizopoda teriminine gore siniflandirmadaki yerini belirtmistir. 1849°da
Gros insan disleri arasinda buldugu amibe (Amoeba gingivalis) adini vererek
amiplerin insan viicuduna da yerlesebildigini gostermistir [9].

1860’da Prag’da Franz Joseph Cocuk Hastanesinde ¢alisan Lambl enteritten
6len bir ¢ocugun bagirsaginda amipler gorildigiini bildirmistir.  Leukart
"Diemenschlichen Parasiten” adli 1863’de basilan kitabinda bunlarin amip degil
patolojik hiicreler oldugunu ileri siirmiistiir. Daha sonralari 1919°da Dobell bunlarin
yozlagmis Trichomonas hominis olabilecegini bildirmistir [9].

1870°de Lewis ve 1871°de Cunningham Hindistan’da kolerali hastalarin
%20’sinde amiplere rastlamislar, fakat ayn1 amipleri saglam insanlarin diskisinda da

gordiiklerinden bunlarin bagirsak hastaligi ile iliskisi olmadigini bildirmislerdir [9].



Gilinlimiizde kabul goren amipli dizanteri hastaligi kavrami Losch’iin 1875 de
yazdig1 ‘Kalin bagirsakta yi1gin halde amiplerin ¢ogalisi’ adli yaziyla baslamistir [9,
10]. Losch yazisinda 24 yasindaki bir Rus koyliisiinii aylarca incelemis, hastalik
tablosu ve bulgular1 hakkinda genis bilginin yanisira bu hastanin diskisinda bol
miktarda amip gormiistiir. Bu yazi giintimiizde bile Entamoeba histolytica’ nin bugiin
bilinen tiim o6zelliklerinin hemen hepsini tarif ettigi ve vakanin tipik bir amipli
dizanteri oldugu kabul edilmektedir. Daha sonra plorezi, ishal, siddetli kansizlik ve
bitkinlik i¢inde 6len hastanin, otopside akcigerlerin iist kisminda peynirimsi odaklar
ve kavernler, plevra’da yangi tespit edilmis ve kalin bagirsaktaki bulgularla amipli
dizanterinin tipik patolojik anatomisine uyan tablo saptanmistir [9].

Losch bulunan amiplerin patojenitesini kontrol amagli 4 kopek iizerinde
deneyler yapmis, 18. giinde 6ldiiriilen kopeklerin otopsisinde rektumdaki yaralarda
tanimladig1 amibe Amoeba coli adin1 vermistir [9].

1895 yilinda Casagrandi ve Barbagallo insan bagirsaginda bulunan hastalik
yapan ve yapmayan amip cinslerinin varligini ileri siirmiislerdir. Uluslararas1 zooloji
komisyonu tarafindan 28 Aralik 1954 yilinda insanda parazit ve kommensal olarak
bulunan E. coli, E. histolytica, E. hartmanni, E. gingivalis, E. polecki i¢in Entamoeba
terimi kullanilmasi kabul edilmistir [9].

Grassi, Italya’da Fransa’nin giineyinde ve Afrika’da saglam insanlarda
oldugu gibi tifolu, kolerali, pellegrali hastalarin diskisinda amipleri gérmiistiir.
Calandrucecio ile birlikte Amoeba coli’nin ¢ok ¢ekirdekli kistler yaptigini ve
bunlarin insanlar tarafindan yutulmasiyla bagirsakta gelistigini ve ikiye bdliinerek
cogaldigint bildirmistir. Onun tariflerinin bir kismi bugiinkii Entamoeba coli ‘ye
uymaktadir [9].

1883 yilinda R. Koch kolera arastirmasi i¢in Hindistan’a giderken ugradig:
Misir’da dizanterili hastalarin digkisini ve bu hastaliktan 6lenlerin 5’inin otopsisinde
iki tanesinde karaciger apsesi tamimlamistir. Vakalardan dordiinin  bagirsak
yaralarinin Kesitinde ve karaciger apseli bir hastanin apse duvarinda amip olarak
tanimladig1 cisimler gormiistiir. R. Koch kolera aragtirmalar1 sirasinda Hindistan’da
da aym seyleri gormiistiir. Tanimladig1 bulgular1 Iskenderiye’de calismakta olan

Staphanos Kartulis’i endemik dizanteri {izerine ¢alismaya tesvik etmistir [9].



Councilman ve Lafleur 1890 da 15 amipli dizanteri olgusu tizerine yaptiklart
calismada hastaligin etyoloji klinik ve patolojik anatomi bakimindan bir birim
oldugunu bildirmisler, amipli dizanteri ile karaciger amipli apsesi terimini
kullanmislardir. Bunlarin insanda biri hastalik yapan 6tekisi yapmayan iki amip sekli
olabilecegi diislincesini ileri slirmiislerdir. Hastalik yapana 1891 de Amoeba
dysenteriae adin1 vermislerdir [9, 10].

1903 de Schaudinn insanda hastalik yapan ve yapmayan iki tiiri Entamoeba
histolytica ve Entamoeba coli terimlerini tariflemislerdir [9, 10].

1903 de Dr. Huber Berlin’de dizanteri vakasinda amibin Kist sekillerini tarif
ederek bunlarim E. histolytica’nin evriminde bir donem oldugunu bildirmis, bu
Kistleri, E. coli’nin kistlerinden farkli oldugunu ve farkli bir tiire ait oldugunu
bildirmistir [9].

1903 yilinda Rogers amiplerin bagirsaktan vena potra yoluyla karacigere
geldigini 1909 da Vincent hastaligin saglam tasiyicilari oldugu fikri {izerinde
durmustur [9].

Ayni yillarda Filippinler’de mahkumlara amipli dizanteri bulastirmalari ile
insan deneyleri yapilmis ve sonuglar yayinlanmistir. Boylece E. histolytica ve E.
coli’nin insan i¢in patojenitesinin farkli oldugunu E. histolytica’nin bagirsakta latent
halde kalabilecegini ve viicudun direnci kirilinca hastalik yapabilecegini
bildirmislerdir. Manila’da Bilibid hapishanesinde saglam tasiyicilarin kistlerini
yutturduklart 20 kisinin 18’inde enfeksiyonun meydana geldigini, bunlarin da 4’iinde
dizanteri olustugunu yazmislardir [9].

Prowazek 1912 de E. hartmanni’nin kiigiik 1rk oldugunu bildirmistir. 1918
de Uroguvay’da Larnier ilk kez olarak kalin bagirsakta amipli graniilom ve
amebolari tarif etmistir [9].

1918’de Shimura ve 1925’de E. Brumpt kisti 4 ¢ekirdekli olan iki ayr1 amip
tiirti kabul etmisler. Brumpt bu yeni amip tiiriine E. dispar adin1 vermistir [9].

Amiplerin iretilmesi i¢in eskiden beri ¢alisilmistir. E. histolytica’y:r ilk
tiretenin D.W Cutler oldugu kabul edilir. 1918 de tarif edilen bu yontemle her zaman
basarili sonu¢ alinamamustir. Bu nitelikte sonug veren teknik 1925 de W. C. Boeck
ve J. Drbovlav tarafindan gergeklestirilmistir. Bunlar Locke-yumurta-serum ve

Locke-yumurta-albumin’li ve biri kati Otekisi sivi iki kisimli iki besiyeri



tanimlamistir [9]. 1926 da Dobell ve Laidlaw bu besiyerlerinin sivi kismina nisasta
konmasinin iiremeyi arttirdigini bildirmislerdir [9, 10]. 1961 de Diamond E.
histolytica’nin aksenik kiiltiiriinii yapmay1 basarmis ve bdylece bu amibi saf halde
bol miktarda elde etme, bununla bu amibin bir¢ok ozelliklerini daha iyi inceleme
yolunu agmustir [9].

1951 de Fulton ve arkadaslar1 E. coli ve E. histolytica’nin presipitasyonla
antijence farkli oldugunu gostermislerdir. 1953 de Goldman ve arkadaslar
fluoressensli antikorlarla amipler arasinda ortak ve ¢apraz reaksiyonlar oldugunu
ortaya cikarmiglardir. 1962 de amipler arasinda antijenik farkliliklar oldugu
tanimlanmustir [9].

Diamond’un basarisindan sonra saf kiiltiirden standart antijen elde etme
yontemini 1968’de Thompson ve arkadaslari tarif etmisler ve M. N. Lunde ve L.S.
Diamond 1969°da E. histolytica ve benzerleri amiplerin antijenlerini
kargilagtirmiglardir. Sargeant ve Williams 1979°da bunlarin izoenzimlerinin
elektroforetik farklarini da yazmislardir [9].

Saf kiiltiirii yapilmadan Once amoébiyozis tanist i¢in saflagtirilmamis
antijenlerle ¢aligtlmistir. 1914°de Izar amipten zengin diskinin sudaki 6zii ile 1916°da
Tribondeau ve Ficket karaciger apsesinin 6zii ile komplement baglanmasi deneyini
yapmislardir. Craig kiiltirden elde edilen amiplerle yapilan deneylerden daha iyi
sonug alinabilecegini 1927 ve 1928°de yayinladiktan sonra kiiltiiriin alkolik 6ziiyle
antijen hazirlama teknigi gelistirerek 1929°da tarif etmistir. 1934’de Stone kiiltiirde
elde edilen kistleri yikayip saflastirarak elde ettigi antijenle yeni bir yontem
tanimlamistir [9].

1957°de Moan presipitasyonu, 1961°de Kessel ve arkadaslar1 indirekt
hemagliitinasyon deneyini amdbiyoz tanimima sokmuslardir [9]. 1964’de Jeanse ve
ayrica Ozellikle Goldman ve arkadaslari fluoressensli antikorlar deneyini amobiyozda
kullanmaya baslamiglardir [9].

1965°de Kessel ve arkadaslar1 daha gelistirilmis komplement baglanmasini,
1970°de Tupasi ve Healy bentonit flokiilasyon deneyini kullanmislardir. Hoffman ve
Miller 1975°de dokudaki amipleri, Satman ve arkadaslar1 1976’da diskidaki amip
antijenlerini  fluoressensli antikorla ortaya c¢ikarmanin miimkiin oldugunu

gostermiglerdir. 1982°de Grundy ELISA’y1, Pilllai ve Mohimen Radioimmiin-



Assay’i (RAI), diskida ve kandaki E. histolytica antijenlerini aramak icin
kullanmiglardir [9].

1978’de Sargeaunt, zymodem analizi ile kiltiirde E. dispar ve E.histolytica
ayinmini yapmustir. Digskida PCR ve antijen saptama tetkikleri ile morfolojik olarak
ayni, genetik olarak farkli tipler tanimlanmistir [10].

Amobiyoz tedavisinin tarihgesini oldukca eskilere gotiirmek miimkiindiir.
Ipeka (Cephaellis ipecacuamha ve yakinlar1)’nin kdkenleri Brezilya’da eskiden beri
kanli ishale kars1 kullanilmis. 1587 de Brezilya’da Soares de Sousa kanli ishallerin
ipecacuanha ile iyilestigini yazmiglardir. Bu bitkinin koklerinden elde edilen tozlarin
1658’de Avrupa’ya Piso adli Portekizli bir hekim tarafindan getirilerek, Fransa krali
14. Louis’in veliahdini iyi edilerek ilag Avrupa’ya tanitilmistir [9].

Pelletier ve Magendie bu bitkinin igerisinden emetini ayrigtirarak amipli
dizanteri ve amipli karaciger apsesi tedavisinde kullanilmustir [9].

1908’de Deeks Panama Kaanali bolesinde amipli dizanteriye karsi siit diyeti
ve bizmutla basarili sonuglar almislar, diger taraftan Ingiltere’de Mez 1915°de iki
iyotlu emetin ve bizmutu tedavide kullanmislardir [9].

1915°de Milian Arsenobenzol’un amdbiyoza iyi geldigini bulmuslardir.
1921°de Miihlens ve Menk Iod-0oxy-chinoilen sulfon’u yani yetreni tedaviye
sokmuslardir. Stovarsol 1923’de Marchoux, Nogue ve Leger taraflarindan amdbiyoz
tedavisinde kullanilmigtir. 1948 de Conan karaciger amobiyozuna chloroquine’in iyi
geldigini bildirmistir [9].

1949°da McVay ve Laird ve ayrica Most insanda amobiyoz tedavisinde
auremycin’in yararli oldugunu bulmuslardir. Insan amébiyozunda 1954 yilinda
Barrios, ayrica HoeKenga ve Batteton taraflarindan Camoform’un tedavide basarili
oldugu yayimmlanmistir. 1962°de Powell ve arkadaslari emetinin yerine daha az
zehirli dehidroemetini ileri siirmiislerdir. 1966’da Powell ve arkadaslar1 bir tek ilagla
bagirsak ve karaciger sekillerini iyi etmek ig¢in niridazole’un uygun oldugunu
bulmuslardir. 1966°da metranidazole tedaviye sokulmustur [9].

Ulkemizde amébiyozun eskiden beri bulundugu tahmin edilmektedir.
1858’de Miihlig dizanteriyle karaciger arasindaki iliskiyi ‘karacigerin latent apsesi’
bashigiyla yayinladig1 bir olguda otopside rektumda nedbeler ve ¢ekumda dizanteri
tilserleri bulundugunu bildirmistir [9].



Macarli Dr. Abdullah, Miralay Dr. Rasit Bey yayinladiklar1 kitaplarda amip
olgularina deginmisler ve derslerinde bu konuyu okutmuslardir. Bundan baska Dr.
Nafiz Pasa ile Dr. Faik Beyin dilimize g¢evirerek 1892’de bastirdiklari Emraz-1
Umumiye adli kitaplarinda da zamana uygun bilgiler yer almistir [9].

Giilhane Tababet-i askeriye tatbikat mektebinde Deycke ve Resat Riza (Kor)
nin amipli dizanteri iizerine arastirmalar yaptigin1 32 sayfalik yayinlarindan
O0greniyoruz. Daha sonraki ilerlemelerde yakindan takip edilmis ve yenilikler

uygulanmustir [9].
2.2. Epidemiyoloji

Amobiyozis diinyada en yaygin goriilen paraziter hastaliklardan birisidir.
Tropik ve subtropik bolgelerde orami %50-80’lere ulasabilen hastalifin diinya
niifusuna orani %10 civarindadir. Kozmopolit bir dagilim gosterir. Enfeksiyonun
prevelansi, iilkelerin kiiltiirel aligkanliklarina, sanitasyon, alt yap1 ve sosyo-ekonomik
kosullarina gére degismektedir. iklim sartlari, yas ve cinsiyetinde dagilimda dnemi
vardir. Bulasmanin en iist diizeyde oldugu kalabalik ve yetersiz sanitasyonun oldugu
bolgelerde hastaligin siddeti ve komplikasyonlart da daha fazla olmaktadir. Son
yillarda parazite morfolojik olarak benzeyen E. dispar ve E. moshkowskii ile
karistirilabildigi, patojen E. histolytica nin daha az oldugu tahmin edilmektedir. Bu
nedenle mikroskobik tanida sorunlar yasanmakta, parazitlerin siniflandirilmasinda
cekirdek yapilari, yalanci ayak cikintilarinin sekli, sitoplazma igindeki olusumlarin
goriinimiinden ziyade niikleik asit dizilimleri dnem kazanmaktadir [3].

Olgularin %90°1 belirtisiz olarak seyreder. Okul, kres, hastane, ceza evleri
gibi toplu halde yasanan yerlerde daha siklikla ve salgmlar halinde seyreder.
Ulkemizdeki insidans1 %3-17 arasinda degismektedir. Diinyada her yil 500 milyon
kisinin E. histolytica veya ona mikroskobik olarak olduk¢a benzeyen E. dispar ile
enfekte oldugu, bu olgularin 6nemli bir miktarinin kolit ya da karaciger apsesine
yakalandigr ve 40-100 bin kadarinin 6ldiigii tahmin edilmektedir. Amipler insan
viicuduna giris yollari, bulasmay1 saglayan evrim donemleri, viicutta yerlesmeyi
yegledikleri doku, organ ve/veya sistem ile parazitlik tiplerine gore iki ana gruba

ayrilirlar [11].



Birinci grup, patojen ve apatojen tiirlerden olusur. Bunlarin viicuda giris
yollar1 temelde agizdir ve bulagsma olgun kist donemi ile olur. Yerlesim yerleri esas
olarak kalin bagirsaktir. Bu grupta yer alan patojen olan Entamoeba histolytica,
apatojen olanlar E. dispar, E. moshkowskii, E. coli, E. polecki, ladamoeba biitschlii,
Endolimax nana yer alir [11].

Ikinci grupta bulunan amipler, temelde, dogada toprak ve tath su gibi
ortamlarda 6zgiir yasarlar. Istemli parazitler diye tanimlayabilecegimiz bu amipler,
insan viicuduna ¢ogunlukla burundan bazen de deriden girerler. Bulasma trofozoit ve
kist donemleri ile gerceklesir; viicutta esas olarak beyinde, korneada ve deride
yerlesirler. Neden olduklar parazitozlardan primer amibik meningoensefalit hemen
daima Oliimle sonuglanir. Bir kismi1 merkezi sinir sistemine Yyerlesip graniilamatoz
ensefalite, korneada yerlesenleri keratite yol acar ve goziin kaybina neden olabilir.
Naegleria fowleri, Acanthamoeba tiirleri, Balamuthia mandrillaris ile leptomyxid
amip tiirleri bu grupta yer alir [11].

Tiim amipler yaygin sekilde goriilmekte ve nispeten basit bir yasam dongiileri
bulunmaktadir. Enfeksiy6z formu Kkistlerdir ve bunlarm direkt fekal-oral yolla
kontamine olmus su ve yiyeceklerin alinmasi ile enfeksiyon meydana gelmektedir.
Kistler intestinal sisteme vardiginda ekskistasyona ugrar, trofozoitler agiga cikar.
Trofozoitler igin elverissiz sartlar olustugu zaman enkistasyon kolon igerisinde
olusmaktadir. Kistler diski ile dis ortama atildiktan sonra su ve nemli toprak
icerisinde giinler ile haftalar boyunca canli kalabilmektedirler. Organizmanin
endemik oldugu bolgelerde sanitasyon sartlarinin  saglanmasi enfeksiyondan
korunmak igin sarttir [12].

E. histolytica insanin kalin bagirsaginda, mukoza kriptlerinde zaman zaman
apatojen olarak bulunmakta, bakteri ve gida artiklari ile beslenmekte, bazen ise
patojen olarak dokulara invazyon yaparak enfeksiyon olusturabilmektedir. Kati
besinler yalanci ayaklar (pseudopod) ile stoplazmaya alinmakta, sivi besinler ise
yiizeyden absorbe edilmektedir. Insan bagirsaginda bulunan bakteriler, E.
histolytica’nin bagirsakta yayilis ve iremesine yardim etmektedirler [13].

Amébiyozis diinyada ikinci siklikta goriilen paraziter hastalik olup DSO
verilerine gore malarya ve sistozomiazis sonrasi ii¢iincii en sik 6liim nedenidir [2,

10]. Gelismekte olan iilkelerdeki asemptomatik bireylerde amip prevalanst %1-
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21’dir. Almanya’dan tropikal bolgelere seyahat sonrasi geri doniislerde E. histolytica
prevelanst %0.3 olup, gelismis tilkelerdeki yiiksek risk grubunda prevelans %4 tiir.
Esas olarak Orta-Giiney Amerika, Afrika ve Hindistan’da yaygindir. Tropik ve
tlman tiim bolgelerde endemiktir. Bazi tropik bolgelerde ve kotii sanitasyon olan
tilkelerde antikor prevelanst %50’nin tzerindedir. Gelismis tlkelerde nadir
goriilmektedir. 1993’te CDC’in (Center for Disease Control and Prevention)
raporladigi 2970 amdobiyozis olgusunun yarisini gogmenler olusturmaktadir [10].

1980’11 yillarda diinyada 480 milyon kisinin bu parazitle enfekte oldugu,
bunlarin 50 milyonunda hastalik belirtilerinin saptandigi, yilda yaklasik 110 bin
kisinin de bu parazitozdan yasamini yitirdigi bildirilmistir. Homoseksiiel kisiler
arasinda, amobiyozun nadir de olsa anal-oral seks esnasinda bulasabilecegi, normal
esler arasinda da servikal amdbiyoz ve penis amdbiyozunun goriildiigii bildirilmistir
[11].

Amobiyozun epidemiyolojisinde insan disinda diger canlilarin bir roli
yoktur. E. histolytica’nin keme, kopek ve maymunlarda da goriildiigii bildirilmis ise
de bu canlilar insan amobiyozis iizerinde etkili degildir. Kistleri igeren diskilara
konduktan sonra yiyecek iceceklere konan sinekler ve hamam bdcekleri de
epidemiyolojik yonden onemlidir. HIV (human immiinodeficiency viriis) pozitifler
ve laboratuvar c¢alisanlar: da risk altindadir. Prevelans iizerinde yasin ve cinsiyetin
(karaciger amobiyozisi harig) etkisi yoktur fakat cocuk ve yaslilara geng eriskinlerde
daha sik goriiliir. Karaciger amobiyozisinin eriskin erkeklerde daha sik gériilmesinin
nedeni agiklanamamistir. Amerika ve Japonya gibi lilkelerde kistlerle kontamine su
kullanimina bagl epidemiler goriilmiistiir [11]. Meksika’da goriilme orani 5-9 yas
arast ¢ocuklarda %11 iken, bazi endemik bolgelerinde prevelans %80’leri
bulmaktadir [10].

Amobiyozda kaynak, bagirsaginda E. histolytica bulunan ve parazitin
kistlerini digkilariyla disar1 atan kisilerdir. Bu nedenle diyareli kisiler diskilar1 ile dig
ortama trofozoit attiklar1 i¢in enfeksiyon kaynagi olamazlar. Kist, dig ortamda uygun
kosullarda (en Onemli faktor cevre 1sisidir) iki ay kadar canli kalabilir; fakat
kurumaya, 55°C’nin ustiindeki sicakliga, normalden yiiksek orandaki klora ve/veya

iyota, %5-10’luk asetik asite ya da kaynatmaya dayaniksizdir [11].
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E. histolytica’ya karsit as1 gelistirmek igin arastirmalar devam etmesine

ragmen hala hazirda bir ag1 bulunmamaktadir [12].

2.3. Mikrobiyoloji
2.3.1. Taksonomi

Amiplerin bircogu sularda, nemli toprakta 6zgiir olarak yasarken, bir kismi da
insan ve hayvanlarin sindirim sisteminde parazit veya sigint1 seklinde bir yasam

stirdiirmektedirler [13].

Buna gore amipler asagidaki gibi siniflandirilmistir:

Phylum : Protozoa
Subphylum : Sarcomastigophora
Superclass : Sarcodina
Class : Rhizopoda
Ordo | : Amoebida
Familya : Endamoebidae
Genus | : Entamoeba

E. histolytica

E. dispar

E. moshkowskii

E. coli

E. hartmanni

E. polecki

E. gingivalis
Genus Il : Endolimax

E. nana
Genus Il : lodamoeba

lodamoeba biitschlii

Ordo 11 : Schizopyrenida
Familya | : Wahlkampfiidae
Genus | : Naegleria

N. fowleri
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N. gruberi

N. jadini
Familya Il . Acanthomoebidae
Genus | : Acanthomoeba

A. castellani

A. culbertsoni
A. polyhaga
A. astronyxis

Bu amipler niikleus yapilarina, yalanci ayaklarinin sekil ve hareketlerine,
sitoplazma  icindeki olusumlarmma gore Dbirbirlerinden morfolojik  olarak
ayrilmaktadirlar [13, 14].

Entamoeba cinsi: Nukleusu kiigiik, karyozom ortada veya ortaya yakindir.
Nukleusun i¢ yiiziinde periferik kromatin tanecikleri vardir. Bu kromatin tanecikleri
diizenli veya diizensiz sekilde bulunabilmektedir. Insanda E. histolytica, E. dispar, E.
moshkowskii, E. hartmanni, E. coli, E. polecki, E. gingivalis tiirlerinin yasadigi
bilinmektedir [14, 15].

Endolimax cinsi: Nukleus igindeki karyozom biiyiikk ve diizensizdir.
Periferik kromatin tanecikleri bulunmamaktadir. Nukleus zar1 ile karyozom arasinda
akromatik iplikler vardir. Insanda bulunan tiiriin Endolimax nana oldugu
bildirilmektedir [14, 15].

lodamoeba cinsi: Nukleuslarinin karyozomu biiyiik, yuvarlak ve merkezidir.
Karyozomun etrafi akromatik ve koyu boyanmayan taneli bir tabaka ile ¢evrilidir.
Nukleus zari icinde periferik kromatin tabakasi yoktur. Insanda bulunan tiiriin
Todamoeba biitschlii tiirii oldugu bildirilmektedir [14, 15].

Dientamoeba cinsi: Iki adet nukleuslar1 bulunmaktadir. Karyozomlar: 4-6
pargali kromatinden olusmustur. Nukleus zari iginde periferik kromatin tanecikleri
bulunmamaktadir. Insanda bulunan tiirin  Dientamoeba fragilis oldugu
bildirilmektedir [14, 15].

2.3.2. Morfoloji

Amobiyozis etkeni E. histolytica kamgisiz bir protozoon olup insanda Kkist,
prekist, trofozoit, metakist ve metakistik trofozoit sekilleri goriilmektedir [13] (Sekil

2.1).
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endoplazma
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Sekil 2.1. E. histolytica morfolojik ¢esitleri; A: Trofozoit, B: Prekist, C: Bir
niikleuslu kist, D: iki niikleuslu kist, E: Dért niikleuslu kist [13]

Trofozoit Sekli: Biiyiikliikleri 12-60 pm boyutlar1 arasinda degismektedir.
Taze diskidan hazirlanan mikroskobik preparatlarda trofozoitler genellikle hareketli
gorilmektedir. Konak disindaki kosullara dayaniksizdir ve dakikalar iginde
pargalanir. Genellikle kanli-mukuslu taze diskilarda goriilir ve kistten daha
biiyiiktiir. Trofozoitten birdenbire ¢ikan, baslangicta ektoplazmadan olusan, parmak
seklinde yapilar vardir. Bunlar amibin yer degistirmesini saglar. Bu yapilara
pseudopod (yalanci ayak) denir. Taze diskilarda hizli hareket ederken, beklemis
diskilarda yavas ve yalanci ayak kisa ve genis sekilde goriilmektedir. Trofozoitte
pseudopodlarin olustugu bolgelerde ektoplazma ve endoplazma olarak iki bolge ayirt
edilebilir. Ektoplazma, homojen ve saydam goriinimiinde, endoplazma ise
graniilliidiir. Bekleyen diskida; amip once kiit pseudopodlar ¢ikarir, daha sonra hig
¢ikarmaz, endoplazmada vakuoller belirir, anormal sekiller goriiliir. Diisiik 1s1 ve pH
degisikliklerinde trofozoit hareketi yavaslar ve durur. Normal mide asiditesine
dayaniksizdir. Cekirdek 3-7 mikron biiyiikligiinde, canli iken fark edilmezler, fakat

tespit edilip boyaninca (6zellikle Heidenhain’in demirli hematoksilen boyasi ile)
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icyapist goriliir. Nativ-lugol incelemede c¢ekirdek ve vakuoller gozlenemez.
Cekirdegin karyozomu ortadadir, biiyiikliigii ise 0,5 mikrondur, etrafinda seffaf bir
bolge vardir. Karyozomla ¢ekirdek zar1 arasinda lignin iplikleri iizerinde kromatin
tanecikleri bulunmaktadir. Cekirdek zarmin i¢ yiiziinii 6rten kromatin tanecikleri
hemen hemen her yerinde ayn1 kalinlikta olan bir tabaka halinde ¢evre kromatinini
olustururlar veya ancak dar bir ay seklinde ¢eperin bir yerinde yerlesir. Niikleus zar1
dis sartlara dayaniksiz olup, kuru ortamda birka¢ dakika 37°C’de 2-5 saatte Oliir.
Serum fizyolojik igerisinde 4°C‘de 11 giin boyunca canli kalabilir. Elektron
mikroskobu ile yapilan incelemelerde belirgin bir plazma zari, az gelismis
endoplazma ag1 0,2-2 mikron capinda bir¢ok vakuol, glikojen demetleri ve bazen
kristalimsi yapilar goriiliir. Fakat golgi aygitt ve pirtiiklii endoplazma agi
bulunmamaktadir [11, 13, 16].

Trofozoitin iki tipi bulunmaktadir:

a. Doku sekli: Hastalandirici veya doku eritici formu da denilmektedir.
Patojen olan bu form 20-60 pum c¢apinda goriilmektedir. Hastalik olusturmasi
esnasinda sitoplazmasi i¢inde 1-10 arasinda eritrosit bulunabilir (Sekil 2.1).
Endoplazma ince ganiilli olup, niikleus fizyolojik tuzlu su ile hazirlanan taze
preparatlarda secilememektedir. Boyanmig amiplerde niikleus kese biciminde ve
amibin biytikligi ile orantili goriilmektedir. Niikleus zari ince olup, ayni
biiyiikliikkteki periferik kromatin tanecikleri, bu zarmn i¢ yiiziinde diizgiin olarak
siralanmig olup, nokta gibi kiiclik ve merkezi karyozom, karyozom ile ¢ekirdek zari
arasinda uzanan linin iplikleri bulunmakta, bu iplik¢ikler iizerinde kromatin
tanecikleri bulunmamaktadir [11, 13].

b. Bagirsak boslugu tipi: Siginti, apatojen, minuta veya tetragena adi da
verilmektedir. Doku seklinden daha kiiciiktiir. 12-20 pum ¢apinda, sitoplazma iginde
eritrositlerin goriilmedigi trofozoit sekilleri, akut amipli dizanteri donemini gegirmis
kisilerin ve portor olanlarin digkilarinda bulunmaktadir [11, 13].

Taze digkilarda E. histolytica’nin trofozoit sekillerinde goriilen yalanci
ayaklarin parmak seklinde olusu ve hizli hareket edisi, trikrom ile boyali
preparatlarda ise niikleus zar1 iginde diizenli periferik kromatin tanecikleri, kiigiik
merkezi karyozomun olmasi ve sitoplazmada eritrositlerin goriilmesi hastalik

olusturan patojen E. histolytica i¢in tanitic1 6zellikler olarak bilinmektedir [11, 13].
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Prekist sekli: Hastaligin kroniklestigi durumlarda ve tedavi olan kisilerin
digkilarinda goriilmektedir. Trofozoitlerin boliinmesinden sonra olugsmakta ve kist
donemi Oncesi besin vakuollerinin kaybolmasindan sonra, niikleus yapisi trofozoitin
niikleus yapisina benzemektedir. Ektoplazma ve endoplazmanin ayrilamadigi,
sitoplazmasinda c¢omak seklinde ve tanecikler halinde kromatoid cisimciklerin
goriilebildigi gegici bir sekil olarak bilinmektedir (Sekil 2.1) [11, 13].

Kist sekli: Kistler g¢evre kosullarina dayanikli formlar olarak bifazik
protozoonlarin yasam dongiisiinde yer alirlar. Etrafi plazma zarina ek olarak, bir kist
duvar1 ile cevrilmistir. Prekistlerden olusan evrim sekilleri olup, biiytkliikleri
ortalama 12-15um arasinda bulunmaktadir. Kistler 6zellikle nemli kosullarda
haftalarca, aylarca canli kalabilirler. Bir konaktan digerine gegis oldugu igin
makrocevre kosullarina ve mide asiditesine direnglidir. Kistler oda 1sisindaki diskida
10 giin, kuru ortamda 1-2 giin canli kalabilirler. -50°C’de donmaya ve normal
klorlanmaya dayaniklidir. Igme sularinda 1 ay canli kalmalarinin epidemiyolojik
Onemi vardir. Prekist, olgun kist formuna doniisiirken biiziiliir ve besin vakuolleride
sikisarak daha belirgin hale gelir. Kistler hareketsiz, yuvarlak, 1-2-4 niikleuslu,
0,5um kalinhiginda bir kist zar1 ile cevrili olup, boyanmamis preparatlarda dort
niikleuslu olgun kistlerinde niikleuslar ve vakuol goriilememektedir. Bir iki
niikleuslu kistler i¢cinde goriilebilen kromatoid cisimcikler ise kist olustuktan bir stire
sonra yani dort niikleuslu olgun kistlerde kaybolmaktadirlar. Kistler iginde
goriilebilen kromatoid cisimcikler bir veya iki adet olup, 151k kirici, sosis seklinde
goriilmektedir. Bir veya iki niikleuslu kistlerde goriilen vakuol, iyotla boyali
preparatlarda esmer-kirmizi renkte goériilmekte olup, demir hematoksilen, MIF veya
trikrom ile boyanmig preparatlarda kistler i¢indeki niikleuslar daha giizel fark
edilmektedir. E. histolytica kistleri sekilli digskilarda goriilmektedir. Dis kosullara
dayanikli olan dort niikleuslu olgun kistler hastaligin yayilisinda birinci derecede rol
oynamaktadirlar. E. coli’nin dort niikleuslu kistleri glikojen vakuollerinin ve
kromotoid cisimciklerin bulunmasi ile E. histolytica’nin dort niikleuslu kistlerinden
ayrilabilmektedir. Genellikle E. coli’nin sekiz niikleuslu kistlerine diskilarda
rastlanabilmektedir [11, 13] (Sekil 2.1).
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Metakist sekli: Olgunlagmis dort niikleuslu kistlerin su ve yiyecekler
araciligi ile sindirim yolundan alinmasindan sonra, bagirsaklarda dort niikleuslu
metakistik amip sekline dontismektedir [11, 13] (Sekil 2.1).

Metakistik trofozoit sekli: Metakistte bulunan niikleuslarin béliinmesiyle
sekiz adet niikleus etrafina sitoplazma toplanarak kii¢iik amipler (amoebula)
olugmaktadir. Bu amipler kalin bagirsaga yerlesirler ve burada biiyiiyerek, cesitli
etkenler sonucu patojen trofozoitler veya sigti trofozoitler sekline
dontismektedirler. Pseudopodlarini salan bu formlar litik etkili salgilar1 ile dokulari
eriterek kalin bagirsak ¢eperine girer. Burada yerlesir, beslenir, biiylir ve ikiye
boliinerek ¢ogalir. Basit ikiye boliinme seklindeki ¢ogalmanin ne kadar siirdiigii ve
ne gibi kosullarda trofozoitin kist haline gectigi tam olarak ag¢ikliga kavugmamustir.
Ikiye boliinerek cogalan bu formlar daha sonra mukozanm salgi bezlerini
pargalayarak yayilir ve amip apselerini olusturur [11, 13].

Entamoeba histolytica trofozoitleri kolon boslugunda veya duvarinda
bulunur. Ozellikle gekum ve rekto-sigmoidal bolgede yerlesir ve boliinerek gogalir.
Ulserlerde gelisimini ve iiremesini siirdiiren bu formlar magna formlaridir. Kapiller
cidarinda erimeler ve kanamalar olustururlar. Agilan deliklerden damarlara giren
amipler kan yoluyla basta karaciger olmak tiizere akcigere, beyine, perikarda,
bobreklere ve genital organlara taginarak bagirsak dis1t amdbiyoz olgularina yol agar.
Sagaltimla, organizma direnci ya da beslenmesini sekteye ugratacak sartlarin
gelismesi ile bagirsak Kkanalinda bulunan trofozoitlerin bu formlar1 varliklarimi

stirdiirebilmek amaciyla daha direngli prekist ve kist formlara doniistir [17].

2.3.3. Yasam Dongiisii

Evrim doénemleri konak zinciri, insan-insan-insan olarak uzanir. Parazitin bir
konaktan digerine gecisi ancak dort g¢ekirdekli olgun kistlerle olur. Nadiren
gerceklesen doku nakli ile bulagmalar trofozoit evresiyle olur [11].

Bu parazitin yasam dongiisiinde temelde li¢ farkli donem ayirt edilebilir.
Fakat viicuttaki her yerlesmede bu {ic donemin birbirini izleyerek goriilecegi
sanilmamalidir. Bu donemler;

e Parazitin kalin bagirsakta kolonizasyonu,
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e Parazitin kolonize oldugu odaktan ve/veya baska bir noktadan bagirsak

¢eperini istila etmesi, yayilmasi,

e Bagirsak c¢eperini istila eden parazitin buradan hareketle diger organlara

kan (hematojen) veya komsuluk yoluyla yayilmasi [11].

Kahin bagirsakta kolonizasyon: Insan viicuduna giren kistlerden bagirsakta
amipler olusur (Sekil 2.2). Bunlar, biiylirler ve bagirsak boslugu sekline (minuta)
gecerler. Ikiye boliinerek cogalirlar. Bu sirada dnce g¢ekirdek ve sonra sitoplazma
boliiniir. Sitoplazma sindirilmis eritrosit igerir. E.histolytica trofozoiti her zaman tek
nukleusludur. Cevre sartlarina dayaniksizdir ve dakikalar i¢inde pargalanir. Yeni
boliinmiis amiplerde karyozom az ¢ok eksantrik olabilir. Sonunda prekist ve Kist
olusur (Sekil 2.2). Kistlerin i¢inde de ¢ekirdekler boliinerek 2 ve daha sonra 4
cekirdekli kistler olusur. Kalin bagirsakta yerlesmede, agizdan alinan dort ¢ekirdekli
olgun kist, mideden gegerek, konagin ince bagirsaginin son kisimlarinda, ortamin
notral veya hafif alkali oldugu iliogekal bolgede agilir (Sekil 2.2). Evrim
donemlerinden gecerek trofozoite doniisiir ve kalin bagirsakta yerlesir. Agizdan
alinan bir kistten ilk planda dort trofozoit gelisir (Sekil 2.2). Cekumun hareketi
normal, ortamin oksijen seviyesi diisiik, bakteri florasi da yeterli ise trofozoitler,
glandular kriptlerde rahatlikla yerlesir. Trofozoitlerin her biri ikiye bdliinerek
logaritmik olarak ¢ogalir ve kolonize olur. Fakat eger ¢ekal bolgede hareket hizli ise
kolonizasyon engellenir. Kolonizasyon gergeklestikten bir siire sonra parazit, 6nce
prekist sonra da kist donemine doniiserek yeniden konak diskisiyla disart atilir (Sekil
2.2); dis ortamda olgunlasir, dort ¢ekirdekli kist sekline dontistir. Kontamine besinler
ve sularla viicuda tekrar girer. Boylece de normal yasam dongiisii tamamlanir. Bazi

aragtiricilar bu dongiiyii normal donemli evrim olarak tanimlamaktadirlar [11, 16].
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Sekil 2.2. E.histolytica'nin yagsam dongiisii  [18]

Bagirsak ceperinin istilasi: Ikinci durumda yani E. histolytica’nin klasik
kaynaklarda patojen donemli evrim denilen yasam dongiisiinde ise parazit konaginin
bagirsak ceperini istila eder. Patojen dongiide ilk asama bagirsak amobiyozu
olugturmasidir. Bagirsak amobiyozunda E. histolytica trofozoitleri kalin bagirsak
mukozasina girerek orada yiizeyel iilserlere neden olmakta, bu ilserler derinlesip
submukozay da igine alarak, mukozadaki agzi dar, submukozadaki agz1 genis, siseye
benzeyen tipik amip iilserlerine doniismektedir. Trofozoidin bagirsak ¢eperini hangi
kosullarda istila ettigi bugiin bile tam olarak agiklik kazanmamistir. Fakat bu

durumdan hem konaga hem de parazite ait etmenlerin sorumlu oldugu goriisii
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hakimdir. Ceperin istila edilmesiyle birlikte enfeksiyonda doku donemi baslar ve
parazit, litik enzimlerinin yardimi ile dokuda yayilir [11, 16].

Diger dokulara yayilma: Kalin bagirsak ¢eperinde yerlesen ve cogalan E.
histolytica trofozoitleri, buradan kan veya komsuluk yoluyla diger organlara da geger
ve boylece {iglincli donem gerceklesir. Bagirsak digi amdbiyozuna genelde
karacigerde rastlanir. Amip, karacigere gidip orada cogalir ve apse olusumuna neden
olur. Doku doneminde parazitin sadece trofozoit sekli goriiliir, kist evresi goriilmez.
Doku nakliyle bulasma olmadikga da parazitin ikinci bir konaga ge¢mesi s6z konusu
degildir. Yani dokunun istilasi ile birlikte, eger kalin bagirsak liimeninde
kolonizasyon devam etmiyorsa, parazitin neslinin devam olasilig1 ortadan kalkar.
Elsdon-Dew, E. histolytica nin dokuyu istilasini bir tiir intihar olarak ele almistir [11,
16].

Entamoeba tiirlerinin tanimlamasinda siklikla mikroskobik taniya dayali
parazitlerin trofozoit ve kist biiyiikliikleri, matiir Kistlerdeki nukleus sayist nukleer
yapt gibi Ozelliklerine dayanir. E.histolytica 2 morfolojik formda bulunur: dort
nukleuslu enfektif kist (10-15um) ve daha hassas, hareketli, vejetatif ve potansiyel
patojenik trofozoit (10-60um) [1].

E. hartmanni'nin trofozoitinin yuvarlak sekli genellikle yoktur, 12 pum'den
kiiciiktir ve en kiigiik Entamoeba trofozoitidir. Kistler yuvarlaktir, 10 pm'den
kiigiiktiir ve siklikla 2 nukleusludur. E. hartmanni'nin Kist evresi klinik muayene
maddeleri (smear) boyandiginda tipik nukleer yapi ve yuvarlak veya koseli uglu
kromatin iplikleri ile karakterizedir. Boyanmamis kistler diger Entamoeba
tirlerinden net olarak ayrilamaz. Boyali E. hartmanni trofozoitleri E. histolytica
trofozoitlerine benzer ama daha kiigiik yapidadir (Sekil 2.3). Bu parazitler eskiden E.
histolytica sinonimi veya "kiigiik" E. histolytica olarak bilinirlerdi. Ancak artik ayri
bir kommensal veya nonpatojen parazitler olduklar1 bilinmekte ve tedavi
onerilmemektedir. E. coli'nin trofozoitleri bilyiik, diizensiz ve eksentrik karyozomlu,
irregiiler uzantilart olan periferal nukleuslu yapilardir. E. coli'nin Kistleri sferik ve
sekiz nukleuslu, diizensiz karyozomlu ve periferal kromatinlidirler (Sekil 2.3). Hem

E. coli hemde E. hartmanni'nin trofozoitleri sindirilmis bakteri igerirler [1].
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Sekil 2.3. Entamoeba tiirleri kist ve trofozoitlerinin sematik goriiniimii [3]

2.3.4. Elektron Mikroskobik Yapisi

Plazma Membram (plasmalemma): Elektron mikroskobu ile yapilan
incelemelerde plazmalemmanin 12 nm kalinliginda tek bir membran ile bunu
cevreleyen 28 nm kalinliginda mukopolisakkarit bir tabakadan olustugu gorilmiistiir
[15].

Nukleus: Nukleusu saran zar tizerindeki porlar ile karakteristik bir goriiniime
sahiptir. Nukleolus 151k mikroskobunda tek bir yapr gibi goriilmektedir. Elektron
mikroskobik incelemelerde diizensiz elektron yogunlugundaki kiitlelerden meydana
geldigi saptanmistir. Kromatinler arasinda 0.12-0.13 um intranukleer vezikiiller
bulunmaktadir. Bu vezikiillerin gorevi ve onemi hakkinda heniiz yeterli bilgi
edinilememistir [15].

Sitoplazma: Elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde ektoplazma ile

endoplazma arasinda bir fark gozlenememistir. Sitoplazma iginde 0.2-0.3 pm
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biiytikligiinde vakuoller bulunmaktadir. Bu vakuollerin membranlari incelendiginde,
plazma membrani ile ayni1 yogunlukta ve kalinlikta oldugu gériilmiistiir. Vakuollerde
nisasta tanecikleri veya bakteriler bulunabilmekle beraber, her ikisinin de birlikte
bulundugu vakuoller gézlenmemektedir. Bu da besinlerin intraselliiler sindiriminin
kendilerine 6zgii vakuoller i¢inde oldugunu gostermektedir. Ayrica her vakuolde

farkli fiziksel ve kimyasal kosullarin yaratildigi diisiiniilmektedir [1, 15].

2.3.5. Biyokimyasi ve Genomik Yapisi

E. histolytica okaryotik canli olmasina karsin morfolojik olarak mitekondri,
sitokrom, oksidatif fosforilasyon gibi organel ve metabolik fonksiyonlarin noksan
olmasiyla diger dkaryotik hiicrelerden farklidir. Piridin niikleotid transhidrogenaz ve
hsp60 gibi niikleusa kodlanmis mitekondri genlerinin varligi, parazitin bir donem
mitekondri igerdigini gostermektedir. Hiicre ylizeyi ve salgiladigi proteinler, belli
dizilimde olmamasina ragmen, diizgiin bir endoplazmik retikulum ve golgi aparatina
sahip bulunmaktadir. Glikoz sitoplazmada aktif transport ile tasinmaktadir. Membran
i¢ci partikiiller trofozoitin plazma membraninda heterojen olarak dagilmiglardir.
Trofozoit membraninin dis yiizeyinde ise bir¢ok kiiciik kabarciklar goriilmektedir. E.
histolytica Kistlerinde de membran ig¢i partikiillerin yogunluklari trofozoitlerde
bulunanlara goére daha az yogunlukta ve membranin i¢-dis yilizeyinde heterojen
olarak dagilmislardir. Kistin duvar li¢ veya dort katli olup sitoplazmasi ise yapi
olarak trofozoitin yapisina benzemektedir. Kist ve trofozoitlerdeki niikleus
membranlarinin iizerindeki deliklerin ¢aplarinin ikisinde de birbirine esit oldugu
bildirilmektedir [9, 13].

E. histolytica anaerobik metabolizmaya sahip olmakla birlikte diisiik oksijen
konsatrasyonunu tolere edebilmektedir. Amiplerin agirliklarinin %30’undan fazlasini
olusturan karbonhidratlar, glikojen olarak depolanmakta ve glikojenin baslica enerji
kaynagi oldugu aciklanmaktadir. E. histolytica anaerobik olarak etanol ve
karbondioksitin esit molar miktarlarinin glukoza ¢evrilmesiyle alkolik fermentasyon
ile enerji elde etmektedir. E. histolytica da piirin bazlar1 ve niikleotidler igin birinde
adenin, adenozin, digerinde adenozin, guanozin mevcut olan iki tasiyict mediator

transport sistemi bulunmaktadir [9, 13].
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E. histolytica’da bulunan niikleik asit metabolizmasi, bilesimi ve dagilimi
incelenmis ve radioizotoplarla isaretli molekiillerle yapilan arastirmalarda, bir de-
nova pirimidin islevi tespit edilirken, bir piirin islevinin varligi saptanamamustir.
Pirimidinlere uyan niikleozitler amip tarafindan RNA ve DNA sentezi igin
kullanilmaktadirlar. Adenin, adenozin, guanozin, iiridin ve sistidinin amip hiicresinin
icine giriginin bir tastyict aracilifi ile adenin-adenozin, adenin-guanozin, tiridin-
sistidin ve tiridin-guanozin seklinde oldugu saptanmustir. Urasil, sitozin, timin ve
timidinin ise hiicreye pasif diflizyon araciligr ile girdikleri goriilmiistiir. E.
histolytica nin ¢esitli plirin ve pirimidinleri kendi niikleik asitlerine katmasi, doku
istilas1 sirasinda, konak hiicresiyle arasindaki savagim kapasitesini desteklemektedir.
Genom boyutu ve DNA’s1 iizerinde yapilan c¢alismalarda E. histolytica ve benzer
amipler i¢in genom boyutunda anlamli farklar bulunmustur [9, 13].

E. histolytica gibi mitekondrisiz protozoonlar pirofosfata bagimli enzimlere
sahip olduklarindan, bu enzimler parazit tarafindan enerji liretimi i¢in 6ncelikli dnem
tagimaktadirlar ve konakta bulunmadigindan, dogrudan bu enzimler antiparazitik
ilaglarin en uygun hedefi olarak degerlendirilmektedir [9, 13].

Entamoeba histolytica’nin yiizeyinde bulunan galaktoz baglayan lektin
aracilifiyla konak hiicreye baglandig1 yapilan in vitro calismalarla tespit edilmistir.
Konak hiicre temasini takiben, E. histolytica Amebapor diye isimlendirilen
muhtemelen fosfolipaz yapida delik agici molekiil (pore-forming molecule)
araciligiyla hedef hiicreyi lizis etmektedir. Hiicre lizisini takiben 6lii hiicrenin amibik
fagositozu gergeklesmektedir. Amobiyozis arastirmalari da bu olaylar tizerinde
yogunlagsmaktadir. Amibik kolit inflamasyonunda g6ze c¢arpan nokta, doku
hasarindaki konak tizerindeki inflamasyonun rolidiir [19]. Zhang ve arkadaglarinin
fareler lizerinde yaptigi bir aragtirmada E. histolytica’nin amibik karaciger apsesi
tizerinde amebaporun viriilans faktorii olarak gerekli oldugu fakat kolit ve doku

hasar1 yapmak i¢in gerekli olmadigini bildirmislerdir [20].
2.3.6. Morfolojik Ayrimi

1925°de Brumpt, E. histolytica ve E. dispar'in ayr tiirler oldugunu ve
patojenik ve nonpatojenik tiirler olarak tanimlanmasi gerektigini sdylemistir. Daha

sonra Sargeaunt ve arkadaslar1 bu amiplerin izoenzim tiplendirmesi yapilarak
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ayrilabilecegini ve patojenik ve nonpatojenik E. histolytica olarak
tanimlanabilecegini gostermistir. Strachan ve arkadaslart immunolojik olarak farkl
olduklarini monoklonal antikorlar kullanarak immunofloresan yontemle ortaya
koymustur.

E. histolytica kolit ve karaciger apsesine neden olur ama E. dispar boyle bir
klinik olusturmaz. Ayrica E. moshkovskii'nin de insanlarda kolonize olabildigi ve
goriiniis olarak E. histolytica ve E. dispar'a benzedigi unutulmamalidir [1].

Morfolojik olarak E. histolytica ve E. dispar‘in birbirlerinden ayirt
edilmesinde asagidaki kriterler kullanilir:

e E. histolytica trofozoitleri taze diskida mukus ve kan igeren diskilarda
bulunurken; E. dispar trofozoitleri sulu digkilarda, kistleri ise kati
diskilarda daha sik bulunur.

e E. histolytica bulunan diskida 16kosit yoktur veya ¢ok azdir. Sitoplazmada
fagosite edilmis eritrositler bulunur.

e Bazi durumlarda birbirine yapisan eritrositler parazitin hareket yoniiniin
aksi tarafindan trofozoite yapisarak bir kuyruk olusturup yer yer para dizisi
gibi dizilirler. Buna Anderson olayx denir.

e E. histolytica bulunan diskida, eozinofillerin yikim iiriinleri olan Charcot-

Leyden kristalleri bulunur [21].

E. histolytica’yr E. dispar’dan ayiran biyolojik 6zellikler asagidaki sekilde
siralanabilir:

e Izoenzim paternleri 6zellikle hekzokinaz varlig1 ,

e Spesifik epitoplar, birka¢ monoklonal antikorla tanimlanmigtr,

e rDNA epizomlarinin dizilim farkhiliklar1 vardir,

e Homolog gen sekanslar1 arasinda (% 2-18) dizilim farkliliklari,

e Gen farkliliklari, 6rnegin ariel ve cp 5 genlerinin sadece E. histolytica’ya
0zgili olmasi,

e E. histolytica'nin aksenik kiiltire daha kolay adapte olabilmesi,
(E.dispar©in aksenik besiyerlerinde tiretilmesi daha zordur ve sadece bir

sus icin basarilabilmistir)
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e Apyrica; iki tiir elektron mikroskobu ile incelendiginde Ozellikle yiizey
gortiniimlerinde biiyiik farkliliklar gozlenmistir. Bu farkligin E. dispar«da
yiizey lipofosfoglikaninin bulunmamasiyla iliskili oldugu

ongoriilmektedir [22].

Diski incelemesinde E. histolytica kistleri ile en ¢ok E. coli’nin Kistleri
karisir. Yillarca yaygin olan bu goriise artik E. dispar ve E. moshkovski Kistleri de
eklenmelidir. Ama bu baglamda morfolojik bir ayrim yapmak olanakli degildir. Bu

konuda dikkat edilmesi gereken hususlar;

E. histolytica kistleri 15 um’den daha kiigiiktiir, E. coli ‘ninkiler biliyiiktiir

E. histolytica’'nin ¢ekirdek¢igi mekezde yer alirken, E. coli’ninki

asantraldir (baz1 durumlarda yaniltan gézlemler olabilir)

e Serum fizyolojik (SF) iginde hazirlanan preparatlarda E. histolytica
kistlerinin ¢ekirdekleri goriilmezken E. coli ninkiler goriilebilir

e SF preparatlarinda E. histolytica’nin kromatoidal cisimciklerinin ucu
yuvarlak sonlanirken, E. coli ‘ninkinde ¢ali demeti seklinde, diizensiz
sonlanir

e E. histolytica’'nin olgun kistleri 4 ¢ekirdekli iken E. coli ¢cogunlukla 8,

bazen de 16 ¢ekirdeklidir [11].

E. hartmanni trofozoitleri genelde yuvarlak formda degildir ve ¢aplari 12um’
den kiigiiktiir. Entamoeba tiirleri arasinda en kiigiik trofozoit E. hartmanni’ye aittir.
Kistleri yuvarlak ve 10 um’den kiigiiktiir ve siklikla 2 gekirdek igerir. E. hartmanni
kistleri, kalic1 boyali 6rneklerde tipik cekirdek yapisi ve yuvarlak veya kare uglu
bircok ‘kromatoid cubuk’ bulundurmasi ile karakterizedir. Boyanmamis 6rneklerde
E. hartmanni’nin diger amip kistlerinden ayrimi miimkiin degildir. Boyali trofozoit
orneklerinde E. hartmanni ¢ekirdek yapist E. histolytica’ya benzer fakat daha
kiiciiktiir. ik zamanlarda bu tiir E. histolytica veya kiiciik E. histolytica olarak
bilinmekteydi. Giiniimiizde E. hartmanni’nin nonpatojen oldugu a¢ikliga kavusmus
ve tedavi edilmesine gerek olmadigr bildirilmistir. E. coli trofozoitleri ¢ok sayida
biiyiik, diizensiz ve ekzantirik karyozoma sahiptir. Ayrica, trofozoit ¢ekirdeginde

diizensiz yigilmis periferal kromatinler bulunur. E. coli Kistleri kiireseldir ve 8
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cekirdek icerir. Cekirdekte periferal kromotinler ve karyozom diizensiz dagilmistir
[1].

Meksika’da 1997 yilinda iki tiiriin ayrimini konu alan bir toplant1 ile iki tiirtin
ayriminin kesin olarak yapilmasinin gerektigi vurgulanmistir. Bu toplantida eski
amobiyoz tanimi (klinik belirti gdsteren veya gostermeyen E. histolytica enfeksiyonu
seklindeki) yeniden onaylanmakla birlikte E. histolytica acik bir sekilde E.
dispar’dan ayrilmistir. Toplantinin sonuglari su sekilde siralanabilir:

e Klasik taksonomik tanimlamalarda kullanilan kriterler (boyut vb.) iki
tiirli birbirinden ayirt edemez, iki tiiriin kist formu birbirinin aynisidir.

e Tami direkt mikroskopi ile konuldugunda sonug¢ E. histolytica/dispar
seklinde bildirilmelidir.

e E. histolytica/dispar tespit edilen asemptomatik bireylerin tedavi
edilmesi uygun degildir.

e Tanida en uygun yaklasim E. histolytica’nin spesifik olarak aranmasi,
tespiti durumunda tedaviye baglanmasidir.

e Taze diski incelemesi ya da diger orneklerde eritrosit fagosite etmis
trofozoit goriilmesi, doku biyopsisinde trofozoitlerin goriilmesi E.
histolytica’nin varlig1 yada invaziv hastaligi gosterir.

e Semptomatik hastalarda yiiksek titrede spesifik antikor variligi invaziv

hastalikla iliskilidir [2, 22].
2.3.7. Virulans Faktorleri

E. histolytica suslarinin insanda hastalik olusturma kapasiteleri degiskenlik
gosterir. Fakat viriilansi saptayabilecek basit bir metot yoktur. Buna ragmen hayvan
deneylerinde cevap alinabilmektedir. Yeni dogan kobaylarin inokiilasyonundan sonra
karacigerlerinde olusan apseler ¢ok duyarl viriilans gostergesidir. Ancak bu yontem
icin aksenik Kkiltiirlerde iretilmis amipler kullanilir. Amip suslarinin viriilans
organizmanin yiizey Ozelligine baghdir. Ayrica amipler viriisleri de kullanabilirler,

ancak bunun virtilans ile iliskisi yoktur [17].

A. Galactose/N-acetyl-D-galactosamine(Gal/GalNAc) lectin
Temel fonksiyonlari:

e Hedef hiicreye adezyon,
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e Sijtotoksisite,
e Kompleman direnci,
e Endositosiz,

e Aktin polimerizasyonu.

E. histolytica insan eritrositi ve kolon epitel hiicresi de dahil olmak iizere
cogu hiicreye Gal/GalNAc lektin aracilifiyla adezyonunu gerceklestirmektedir.
Lektin, agir ve hafif alt birimler ile bunlarin non kovalent birliktelik gosterdigi
intermediate alt biriminin olusturdugu, hem konak galaktozuna hem de N-asetil-D-

galaktozamine baglanan viriilans faktortidiir [19].
B. Sistein proteinazlar

Temel fonksiyonlart:

e Intestinal mukozada bulunan debride dokular ile mukusun azaltilarak
baglanmanin yardima,

e Hiicre dis1 matriksin sindirilmesiyle konak dokuya penetrasyonun
kolaylastirilmast,

e Immun yanit1 atlatarak konak proteinlerin azaltiimasi,

e Kompleman gibi konak hiicre proteolitik dizisinin aktivasyonu,

e Metastatik lezyon liretiminin yayilabilmesi i¢in yardim.

m

. histolytica hiicre lizatlarindan tiretilen ve hiicre digina salinan sistein

proteinazlarin miktari, E. dispar’dan yaklasik olarak 1000 kat daha fazladir [19].
C. Amebapor

Temel fonksiyonlari:
e Sitoplazmik graniillerde birikme ve hedef sonrasi serbest kalma,
e Hem Okaryotik hiicrelerde hem de fagosite edilmis bakteri membranlarinda

iyon kanallart olusumu [19].

Amebaporlar kiiciik (77aa) amfipatik peptitlerdir ve trofozoitlerce salgilanir.
Okaryotik ve bakteriyel hiicre zarina entegre olarak zar gecirgenligini bozar ve konak

hiicrelerinin nekroz ile 6liimiine neden olur. Negatif yiiklii fosfolipidlere lisin ucuyla
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baglanir ve hemen membrana entegre olur. Olusan acgiklik lenfositlere,
polimorfonuklear 16kosit (PMNL) ve makrofajlara kontrolsiiz su, iyon ve kiigiik
molekiillerin ge¢isine neden olur, hiicreler siser ve lizis olur. Amebapor proteinlerin
en Onemlisi olan Amebapor A’nin aktivasyonu homologlarindan ¢ok farklidir.
Histidin aracilifiyla proteinin dimerizasyonu, hedef hiicre membraninda oligomerik
deliklerin olugsmasinda bir anahtar gérevi gormektedir. 16 y1l 6nce amebopor proteini
izole edilmis ve primer yapisi ortaya ¢ikarilmistir. 2005 yilinda ii¢ boyutlu yapisi
aydinlatilan proteinin insandaki homologu saposin proteinleridir. Epigenetik gen
silencing yontemiyle amebapor protein ekspresyonu azaltilan suslarin virulansinin
azaldig1 gortilmistiir. E. dispar 'da da benzer proteinler bulunur fakat E. dispar’in bu
proteinleri sadece bakterileri sindirmek i¢in kullandigi, konak dokuyu istila etmedigi

sanilmaktadir [23].
D. Lipofosfopeptidoglikan yiizey kompleksi

Lipofosfopeptidoglikan ylizey kompleksleri parazit kana veya karacigere
ulastiginda paraziti kompleman ataklarina karsi korur. Ayrica peroksiredoksin,

proteinazlar, lektin de kompleman ataklardan korunmada rol almaktadir [24].

2.3.8. Patogenez

E. histolytica’nin insanda olusturdugu parazitoza Amobiyoz denir.
Amobiyoz’un olugmasinda konak direnci, amibin viriilansi, enfeksiyon yapan amip

say1s1, amibin enzimleri ve toksik birimlerinin énemli rolii vardir [16].

Patojen amiplerin su ozellikleri vardir:

e Yiiksek derecede eritrosit fagosite edebilme,

o Negatif elektrik yiiklii olan memeli hayvanlarin hiicreleriyle temasi ve
kolaylastirict elektrik yiikiiniin olmasi,

e Aksenik ortamda bol lireyebilmesi,

e Laboratuvar hayvanlarinda lezyonlar yapabilmesi,

e Tipik izoenzimli profilinin patojen zymodemden olmasi,

e Bir lektin olan konkavalin A’l1 ortamda belirgin olarak agliitine olmas1
[25].
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Insanda anatomo-patolojik bozukluklara yol agan amédbiyoza "invaziv
amoébiyoz" denir. Bu amdbiyozin isaretleri sunlardir:

e Hastaligin klinik belirtilerinin olmasi,

e Diskida eritrosit fagosite edilmis amiplerin bulunmasi,

e Bagirsak salgisinda gesitli degisikliklerin olmasi,

e Kan serumunda antikorlarin bulunmasi [25]
2.3.9. Klinik

Asemptomatik formu olabilecegi gibi remisyon ve aktivasyonun birbirini
takip ettigi kroniklesen Klinik formu da vardir. Amipli dizanterili hastada diskilama
sayis1 giinde 10-15 kadardir. Karnin alt kadraninda gegici agrilar olur. Ates az olguda
goriiliir (%10-30). Hastalik semptomlar: tedrici basladigi igin kilo kaybi sik goriiliir
[10]. intestinal amébiyozisin inkiibasyon periyodu birkag giinden haftalar ve aylara

kadar degisebilir, genellikle 1-4 haftadir [14].

Amobiyoz enfeksiyonlari, etkeninin bulundugu yere gore;
A. Intestinal amébiyoz
1. Asemptomatik
2. Semptomatik

B. Ekstraintestinal amdbiyoz
A. Intestinal amébiyoz

Entamoeba histolytica’nin kalin bagirsaga yerlesmesiyle meydana gelen
enfeksiyondur. Etken ¢ogu zaman kalin bagirsak boslugunda sigint1 bir organizma
olarak zarar vermeden yasamlarim siirdiiriir veya kalin bagirsak ¢eperine girerek
mukuslu, kanli bir ishalle gelisen akut ya da kronik bir hastalia yola acar. Bu
sekilde gelisen hastalik tablosuna amobiyozis (amipli dizanteri) bu nedenle intestinal

amobiyoz asemptomatik ve semptomatik amdbiyoz olarak ikiye ayrilir [17].
1. Asemptomatik (noninvaziv) amébiyoz

Amobiyozun en sik goriilen seklidir. Diskida trofozoit ve kan yoktur.

Kolonoskopi normaldir. Bazen hicbir klinik yakinma gdstermezler, bazen de karin
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agris1 ve sulu diski gibi nonspesifik gastro intestinal sikayetler vardir. Bu tip olgulara
gizli amdbiyoz da denir [16].

Invaziv enfeksiyonu olmayanlar dahil tim E. histolytica enfeksiyonlu
hastalarin serumlarinda spesifik antikor saptanmistir. Gelismis {ilkelerde E.
histolytica enfeksiyonundan daha sik goriilen E. dispar enfeksiyonunda kolit ve
karaciger apsesi goriilmemektedir [21].

E. histolytica kolonizasyonu olan kisilerin de tedavi edilmesi gerekmektedir.
Kist tasiyan bu grup hem toplum igin tehlike tasirlarken, hem de aylar sonra kolit

gelisme riski vardir [21].

2. Semptomatik (invaziv) bagirsak amoébiyozu

Klasik amipli dizanteri seklidir. Semptomatik amdbiyozda etkenin patolojik
etkisi trofozoitinin konak hiicreye, tizerindeki lektin maddesi ile tutunarak hiicre
Oldiiriicti salgi yapmasi, daha sonra bu hiicreyi fagosite ederek eritmesi seklinde
olmaktadir.

Amobiyoz olgularinda patojenite amiplerin dokulara girmesi ve istilasi
Olciilmektedir. Ancak bunda susun viriilans1 kadar kisinin direnci de etkili
olmaktadir. Konak hiicreye tutunan ve salgiladigi tripsin ile bagirsak epitelini eriten
amip trofozoitleri kalin bagirsak mukozasimin epitel tabakasindan baglayarak
muskularis mukozaya, submukozaya kadar ulagmaktadir. Bu sekilde olusan
tilserlerin baslangici zimba ile delinmis bir goriintii verir. Tabana yayildikca
genigleme gosteren ilserler tipik sise manzarasi gosterir. Bu tip amip {lserleri
karaciger amip iilserlerinden daha tehlikeli ve 6ldiriiciidiir [17].

Klinik olarak amobiyoz akut ve kronik bir seyir gosterir:

a. Akut bagirsak amobiyozu

Ortalama 1-2 haftalik kulugka siiresinden sonra baslar. Hastalik etkeninin
viriilans1 veya konagin direncine bagl olarak farkli seyredebilir.

Hafif ve orta dereceli kolit: Hazim bozuklugu, istahsizlik ve halsizlikle
baslayan ve en fazla iki hafta siiren, basilli dizanteriden daha sakin seyreden tablodur
[17].

Agir kolit: Hastaligin baslangicinda uygun bir sagaltim yapilmamigsa ve

hastanin direnci diisiikse agir kolit tablosu ortaya ¢ikar. Giinde 30-40 defa diskilama
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goriilebilir ve digk1 yok denecek kadar azdir. Bu tiir kolitte sik diskilama, tenezm ve
kolitle 6zellenen tiglii belirtiler tipik amip dizanteri tablosunu olusturur. En agir
vakalarda ates 40-40,5 derece olabilir. Kusma, amip istilasina bagli olmayan non-
spesifik hepatomegali ve Kkaraciger duyarlilign  goriilebilir. Hamilelerde,
kortikosteroid kullananlarda ve yenidoganlarda fulminan amibik kolit goriilebilir.
Yenidoganlarda malniitrisyon ve o6liimle sonuglanir. Hastalarin %75’inde bagirsak

perforasyonu goriliir [16, 17].
b. Kronik bagirsak amébiyozu

Asemptomatik amoébiyozdan sonra en ¢ok rastlanan sekildir. Digkr ara sira
ishalli, ¢ogunlukla sekillidir. Kramp seklinde karin agrilar1 goriiliir. Cogu kez tedavi

edilmemis veya tedavisi tamamlanmamis hastalarda goriliir [17].
Amobiyoza bagh bagirsak komplikasyonlar:

Kanamalar: Ulserlerin ven cidarlarina acilmasi ile ortaya cikar. Bazen

aniden gelisen bol rektal kanamalar 6liimle sonuglanir.

Bagirsak tikanmalari: Bagirsakta amibe bagli lezyonlarin iyilesmesi

sonucunda sikatrikse bagli olarak tam veya kismi bir tikanma gelisir.

Bagirsak duvarmin perforasyonu: Peritoneal amobiyoza yola agar. Siddetli

karm agris1 ve kollaps gelisir. Hasta aniden kaybedilebilir.

Ameboma (amip graniilomasi): Bagirsak amdobiyozlu hastalarin %1’inde
amebomalar gelismektedir. Bunlar tamamen semptomatik kitle lezyonlaridir ve
bagirsak liimenine dogru timoér seklinde ¢ikinti yapar veya halka tarzinda geligimi ile

limeni daraltir [17].
B. Ekstraintestinal amébiyoz

Semptomatik olgularin %5 ini olusturur ve genellikle gesitli organlarda apse
olusumuna neden olur. Bagirsak dist amdbiyoza en ¢ok karacigerde rastlanir.
Trofozoitlerin ven6z dolagimla en sik sag loba ulagmasi sonucu meydana gelir. Apse
soluter olup olgularin %90’inda sag loptadir. Apsenin bitisigindeki karaciger

parankimasi normaldir. Akut donemde sag hipokondriumda kiint bir agr1 ve 16kositéz
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vardir. Subakut donemde karacigerdeki agr1 daha genis bir alana yayilir, hastada kilo
kayb1 ve dizanterinin aksine yiiksek ates goriiliir [26]. Once karaciger biiyiimesi ve
hassasiyeti ile karakterize amip apseleri, daha sonra yerlesme odaklarinda nekroz
olusumu ile amip apseleri meydana gelir. Bagirsak dis1 amobiyozun goriildiigii diger

organlar; akcigerler, plevra, perikard, beyin, dalak, iirogenital sistem ve deridir [11].
2.3.10. immiinoloji

Amobiyoza karsi insanda belli bir direng oldugu saptanmistir. Hastaliin
olusmasinda, kisinin beslenme seklinin ve savunma mekanizmasmin durumunun
etkili oldugu ileri siiriilmiistiir. Enfekte kisilerde anti-lektin antikorlarin olustugu ve
bunlarin parazitin sitotoksik etkisini bloke ettikleri ama trofozoitin hiicreye
yapigsmasini engellemedigi belirtilmistir. Ayrica invaziv amdbiyozdan kurtulanlarda
hem humoral hem de hiicresel bagisikligin varligi saptanmistir. Arastirmalar, enfekte
kisilerin diskisinda, tiikiiriiglinde ve kolostrumunda trofozoite karsi ve onun hiicreye
yapigmasini dnleyen anti-lektin IgA varhigim gostermistir. Ozellikle bagirsak disi
amobiyozunda kisilerde antikor olusumu goriiliir. Genel olarak E. histolytica’ya karsi
savunmada, serumda bulunan 6zgiil antikorlardan daha cok hiicresel bagisikligin

etkili oldugu goriisii hakimdir [11].
2.4. Tam Yontemleri

Amobiyozun dogru tanisi sadece dizanterili akut hastalar i¢in degil, olgularin
%90’1m1 olusturan asemptomatik kist tasiyicilari i¢in de Onemlidir, ¢linkii parazit
ozellikle gelismekte olan iilkelerde kotii hijyen kosullar1 ve kontamine igme sularinin
kullanilmasi nedeniyle kisiler arasinda hizla yayilabilir. Parazitoloji laboratuvarinda
tan1 direkt ve indirekt incelemelere dayanir. Direkt incelemede inceleme materyali
digkidir. Bunun yaninda rektal dermal kazinti, drenaj, biyobsi, otopsi mateyalleri,
balgam, aspirasyon sivisi ve benzeri 6rnekler de incelenir. Karaciger amobiyozunda
aspirasyon materyali kokusuz, steril ve pembemsi kahverengidir. Materyalin ince
kivamda, kotii kokulu ve kopiiklii olmasi bakteri enfeksiyonuna isaret eder [11].

Amobiyoz tanisinda digkr incelemelerinde dikkat edilecek hususlar;

e Ornek mutlaka temiz, kuru, genis agizli, plastik bir kaba alinmalidir.

e Ornek idrarla veya suyla karismamalidir.



32

e Hasta antibiyotik (tetrasiklin ya da siilfonamid), laksatif, antiasit, miishil
(magnezyum siilfat), diyare oOnleyici ilaglar (kaolin yada bizmut)
kullanmamig olmali veya lavman yapmamis olmalidir.

e Ishalli veya dizanterili hastalardan laboratuvarda ornek vermeleri
istenmelidir,

e Bu o6rnekler mutlaka en gec¢ 30 dakika i¢inde incelenmelidir

e En az ti¢ disk1 6rnegi incelenmelidir

e Diski 6rnegi koruyucu fiksatif igermemelidir (polivinil alkol, Schaudinn,
mertiyolat-iyodin-formalin (MIF), sodyum asetat-asetik asit-formalin, ya
da % 5-10’luk formalin) [11, 21].

Incelemeyi yapacak kisinin mutlaka deneyimli olmas1 gerekir. Diski &rnegi
kesin olarak once ¢iplak gozle yani makroskobik olarak degerlendirilmeli; sonra bu
bulgulara dayanarak mikroskobik inceleme yapilmalidir. Makroskobik incelemede su
noktalar belirlenir:

e Diskinin kivamu,

o Kokusu,

e Kan ve/veya mukus igerip igermedigi,

e Idrarla ve/veya toprakla bulasik olup olmadigi [11].

Digkinin kivamini yani sekilli mi (kati mi), yart sekilli mi yoksa sulu mu
oldugunu belirlemek, amobiyozun tanisinda ¢ok dnemlidir. Bunlardan birincisinde
diskt 0rnegi kondugu kap iginde yayilmaz, konuldugu sekilde durur ve bu tip
orneklerde trofozoitten ¢ok kist goriilmesi beklenir; ikinci durumda, diski kap iginde
belli bir derecede yayilir ama tam olarak kap seklini almaz. Bu orneklerde hem
trofozoit hem de kist donemleri goriilebilir. Ugiincii durumda ise érnek suludur ve
hemen kondugu kabin seklini alir. Kistlerin bulunmadigi, buna karsin trofozoitlerin
cok sayida olabilecegi diski tipidir. Hastanin kolayca digki 6rne8i veremedigi
durumlarda lavman yapmak gerekebilir. Bunun i¢in serum fizyolojik (SF), sodyum
stilfat kullanilabilir. Bu durumda hastanin ilk ¢ikardigi materyal atilir, ¢ikardigi
ikinci ornek incelenir. Aliman digki 6rnegi hemen incelenemeyecek ise veya uzaga

gonderilecekse 4°C’de saklanmalidir [11].
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2.4.1. Direkt Tam1 Yontemleri
A. Serum fizyolojik ve lugol ile inceleme

Mikroskobik incelemede SF iginde hazirlanan preparatlar degerlendirilir.
Laboratuvar ortaminin ¢ok soguk oldugu durumda bu sivi 37°C’ye 1sitilmali veya
lamin bir kdsesine 1sitilmis metal para konmalidir. Ayn1 6rnekten iyot eriyigi iginde
ikinci bir preparat hazirlanmali veya olanaklarin kisithh oldugu durumlarda,
incelenmis olan preparatin lameli kenarindan iyot eriyigi damlatildiktan sonra,
preparati yeniden incelenmelidir. SF i¢inde hazirlanan preparatlarda trofozoitler,
tipik yalanci ayaklariyla (eldiven parmagi seklinde) hareket ederler ve eger varsa
iclerindeki eritrositler goriilebilir. Baz1 durumlarda birbirine yapisan eritrositlerin,
parazitin hareket yoOniiniin aksi tarafindan, trofozoite yapisarak, bir kuyruk
olusturduklart gozlenebilir. Buna Anderson olay1 denir. Bu goriinlimler amobiyozun
tanis1 yoniinden kesin tan1 koydurucu bir gézlemdir. Oncelikle diski mikroskobisinde
eritrositin goriiliip, 16kositin az miktarda ya da hi¢ goriilmemesi, 6rnekte trofozoit
goriilsiin  veya goriilmesin, tipik Charcot-Leyden kristalleri’nin varligi da
amdbiyozun lehine bir bulgudur. Eozinofillerin yikimi olan bu kristaller, diger birgok
parazitozda oldugu gibi amobiyozda da onemli bir gdstergedir. Iyot eriyigi gerek
trofozoitin gerekse kistin c¢ekirdeklerini boyayarak hem onlarin yapisinin hem de
sayilarinin belirlenmesini saglar. SF icinde preparat hazirlarken digki 6rneginde
miikéz varsa buradan, sulu Orneklerde de sulu kisimdan ¢ok, diski artiginin
bulundugu yerden preparat hazirlamak daha i1yi sonug verir. Birer giin arayla alinan
ve hem direkt olarak hem de boyali preparatlar1 hazirlanip, incelenen 3-4 6rnekle

amobiyozlularin %85-95’1 saptanabilir [11].
B. Kalic1 boyama yontemleri

Kalic1 preparat hazirlamada digki orneginden hazirlanan yayma preparati
Schaudinn sivisinda tespit etmek sonra da Heidenhain’in demirli hematoksilen
boyasi ile veya trikromla boyamak da dogru taniya gotiiriir [11]. Ayrica, Giemsa,
Metilen Mavisi, Korazol Siyahi, Wright ve Iyodin- Trikrom boyalar1 kalict boya
olarak basariyla kullanilir. Rutin laboratuvarlarda E. histolytica/dispar tanisinda en

sik tercih edilen boyalar Wheatley Trikrom ve Modifiye Demirli Hematoksilendir.
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Trikrom boyali preperatlarda merkezi ve kiiciik bir karyozom ve hemen hemen her
yerinde aymi biliyiiklikte diizglin bir periferik kromatin igeren tipik nukleus
yapilarinin  goriilmesi ile E. histolytica/dispar tanist konulmaktadir [27].
Organizmalar ve zemin arasindaki renk kontrasti, organizmalarin hematoksilenle
boyanmis yaymalara oranla daha iyi fark edilmelerini saglar. Trikromda,
organizmanin sitoplazmasi genellikle mavi-yesilden mora c¢alan bir renge
boyanirken, ¢ekirdek kromatini, kromatoid cisimler ve diger inkliizyonlar kirmizi ya

da kirmizimsi mor renk alir [11].
C. Konsantrasyon yontemleri

Sekilli diskida bulunan az sayidaki kistleri saptamak i¢cin doymus tuzlu su
veya cinko siilfat yiizdiirme yontemleri uygulanir. Birincide kistlerin goriiniimii
bozulabileceginden ikincisini uygulamak daha iyidir [11]. Diger yontemler formol-
etil asetat, modifiye formol-eter ve mertiyolat-iyodin-formalin (MIF)’dir.

D. Kiiltiir yontemleri

Laboratuvar olanaklar1 elverigli ise kiiltiir yapilabilir. Parazit kiiltiirleri
ksenik, monokesnik veya aksenik olabilir (Tablo 2.1). Ksenik parazit kiiltiiriiniin
yapildig1 besiyerinde belirli bir parazitin yani sira bilinmeyen mikroorganizmalarda
bulunmaktadir. Monoksenik kiiltiire genellikle Escherichia coli ile parazit birlikte
ekilir. Aksenik parazit kiiltliri ise higbir bakteri igermeyen saf kiiltiirlerdir [28]. Bu
yontemler, disk1 6rneginde saptanan trofozoit ve/veya kistin E. histolytica m1 yoksa
E. dispar mi oldugunu belirlemez. Bunu saptamak igin genetik yontemlere
bagvurmak, zimodem analizi yapmak gerekir. Fakat kazinti ve doku Oneklerinde
goriilen amip trofozoitleri eger Acanthamoeba, Naegleria ve benzeri amipler s6z
konusu degilse, kesin E. histolytica‘dir[11].
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Tablo 2.1. E. histolytica besiyerleri siniflandirmasi [28]

Ksenik besiyerleri Monoksenik besiyerleri Aksenik besiyerleri
Boeck ve Drbohlav’in
o TYI-S-33 TYI-S-33
Locke-egg-serum besiyeri
TYSGM-9 (Diamond) YI-S YI-S
LYI-S-2 LYI-S-2

Kiiltiirlerin inkiibasyonu i¢in optimum 1s1 37°C’dir. Baz1 besiyerlerine steril
piring unu eklemek {iremeyi stimiile etmektedir. Kiiltiir materyali zimodem
deneylerinde de kullanilabilir [11].

E. dispar ksenik kiiltiirde E. histolytica gibi ¢ogalir fakat aksenik kiiltiirde
daha zayif ¢ogalir [29]. Ancak, amébiyozun tanisinda besiyerlerine ekim yapilmasi,
mikroskobi sirasinda gozden kagan olgularin tespitine katki saglayabilmektedir.
Tuncay ve arkadaglar1 uyguladiklari dort yontemden herhangi biri ile
E.histolytica/dispar saptadiklari 41 olgudan 29'unu Robinson besiyerine ekmis ve
bunlarin 20 tanesinde iireme gdzlemislerdir. Ayrica, bu orneklerin ikisinde nativ-
lugol ve Trikrom boyama yontemleri ile E. histolytica/dispar saptanmadigi halde,
killtirde E. histolytica/dispar iiremistir [7]. Diger bir problem de istenmeyen
organizmalarin kiiltiir ortaminda asir1 gogalmasidir. Ozellikle B. hominis kiiltiirde
asir1 cogalarak parazitin tanisini zorlastirabilir. Son olarak kiiltiir sonucu negatif olan
bir 6rnegin yine de E. histolytica igerebilecegi unutulmamalidir [30]. Geleneksel
olarak patojen ve apatojen iki tiirlin ayrimi, amibik kiiltiirden elde edilen materyalde
izoenzim analizi ile gergeklestirilir [11]. insandan izole edilen toplam 24 izoenzimin
dokuzu E. histolytica’ya ve onikisi E. dispar’a aittir. Diger ii¢ izoenzim de deneysel
calismalarda elde edilmistir. Bu zimodemler malik enzim, hekzokinaz ve
fosfoglikomutaz enzimlerinin elektroforetik paternlerinden olugsmaktadir. Ayrica, bu
zimodemlerden {i¢li kiiltiir ortaminda parazitle birlikte ¢ogalan bakteri tiirlerinde de
bulunabildigi i¢in tanisal olarak degeri olmadig: bildirilmistir. Zimodem analizi
patojen ve apatojen tiiriin ayriminda giivenilir bir yontemdir ¢iinkii iki tiir genetik
olarak farkli hekzokinazlar1 sentezlerler [31]. Yontemin uygulamasi zaman alict ve

maliyetli olmasinin yanisira deneyimli elemanlar gerektirir. Bununla birlikte yontem
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hastaligin endemik oldugu bolgelerde dogru epidemiyolojik verilerin elde edilmesi

acisindan 6nemlidir [32].
E. Biyopsi

Hastadan alinan c¢esitli kazint1 ve aspirasyon orneklerinin de su emmeyen bir
kaba konarak ve zaman gegirilmeden laboratuvara gonderilmesi ve orada da
bekletilmeden incelenmesi gerekir. Hem klinisyen hem de laboratuvar sorumlusu, bu
orneklerde sadece trofozoit bulundugunu, kistlerin olmadigini, havanin oksijeninin
ve disiik 1sinin trofozoitler i¢in 6liimciil oldugunu daima goz Oniine almalidirlar.
Amibik lezyonlar c¢ekum veya c¢ikan kolonda olabilir. Bu nedenle tanida
sigmoidoskobiden ziyade kolonoskobi uygulanmalidir. Biyopsi o6rnegi nekrotik
bilgeden ziyade olabildigince lezyonun saglam bolgeye yakin kismindan alinmalidir.
Ciinkii nekrotik materyal i¢inde trofozoitleri gormek olanakli degildir. Biyopsi ve
otopsi Ornekleri Once ¢iplak gozle veya mercekle incelenmeli (degdirme
preparatlarda hazirlanabilir) sonra da %10’luk formalinde tespit edilerek rutin
islemlerden gecirilerek histopatolojik kesitler incelenmelidir. Otopsi materyali
Oliimden sonraki ilk dort saat iginde alinmalidir. Doku bu siireden fazla beklemisse
trofozoitler rutin islemlerde kullanilan hematoksilen-eozin ile yeterli boyanmayabilir.
Bunun i¢in bdyle materyallerden hazirlanan kesitleri Best Carmin karsit boyasiyla da
boyamak yararlidir. Bu boya sitoplazmadaki glikojeni boyadigindan trofozoitlerin

saptanmasina yardimei olur [11].
F. Hayvan inokiilasyonu

Amobiyozun tanisinda ve kokenlerin patolojisinin belirlenmesinde deney
hayvanlarindan da yararlanilir. Yavru kedi, kopek, fare, hamster ve yavru tavsan gibi
hayvanlar iginde en duyarlisi hamsterdir. Fakat ¢ok az laboratuvarda arastirma

amagcli bu yola bagvurulabilir [11].

2.4.2. indirekt Tam Yéntemleri

Bu tip tanida ya hasta serumunda E. histolytica 'ya kars1 antikor olup olmadig1
veya ¢esitli inceleme Orneklerinde parazitin antijenlerinin varhigi serolojik
yontemlerle arastirilir.  Serolojik  testlerde  saptanan  antikor  genellikle

immiinoglobulin G (IgG)’dir. Aktif hastalikta bir dereceye kadar immiinoglobulin M
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(IgM)’de  saptanabilir.  Duyarli  serolojik  yontemler arasinda  Indirekt
Hemagliitinasyon (IHA), ELISA, Immiinoelektroforez (IF),limmiinodiffiizyon (ID),
Western Blot (WB), Kounter Immuno Elektroforez (CIE), amibik jel difiizyon testi,
Kompleman Fiksasyon testi (CF) sayilabilir. Bunlarin iginde uygun Kkitler
saglanabilirse en kolay uygulanan1 IHAdir. Uygulanmasi sadece birkac dakika alan
lateks agliitinasyon (LA) testi hizli tanida yararlidir. Karaciger amdbiyozlu olgularin
%95’inin, bagirsak amobiyozlularin da yaklasik %60°inin pozitif sonu¢ verdigi
saptanmustir. Serolojik deneyler genelde doku invazyonu varsa pozitif sonug verir.
Tedaviden sonra serumun antikor titresi diiser ama yaklasik iki y1l veya daha uzun
stire pozitif kalabilir [11].

Son zamanlarda tanida galaktoz inhibe edilebilir yapisma proteini=GIAP
(galactose-inhibitable-adherence-protein) ~ diyebilecegimiz antijene kars1 &zgiil
monoklonal antikorlarla ELISA testi uygulanmaktadir. Bu antijen, parazitin konagin
hiicrelerine yapismasinda ve hiicrenin erimesinde rol oynamaktadir ve sadece patojen
E. histolytica kokenlerinin hem trofozoit hem de kist formlarinda bulunmustur.
ELISA ile amobiyoz siipheli hastalarin diskilarinda bu antijenin saptanmasi tanida

cok 6nemlidir [11].

A.Antikor arama yontemleri

1. Enzim immuno assay (ELISA)

Serum antilektin IgG amibik kolitli ve karaciger apseli hastalarda
semptomlarin gozlenmesinden sonraki bir hafta icerisinde bulunmaya baslar ve
%95’in lizerinde bu durum gozlenmistir [33]. Serolojik testler bazen yanlis pozitif
verebilir ve eger sonug siipheli ise test tekrar edilmelidir [34]. Uygulanan
yontemlerin yeni kazamilmis hastalikla, kazanilmis hastaligi ayirt edecek ozellige
sahip olmas1 onemlidir. Endemik bolgelerde yasayan kisilerde (IgG, IgM, IgA)
antikorlarinin varligt hastaligin kazanildigi zamani belirlemeye yonelik olarak tespit
edilmelidir [35]. Mukozal anti-lektin IgA antikorlar1 parazitin kolonizasyonuna kars1
immiinolojik reaksiyon ile iliskilidir ve antikor koruyuculugunun bir gdstergesi
olmayabilir [36].Serum anti-lektin antikorlar: i¢in kullanilan ELISA testleri amibik
karaciger apsesi olan hastalarin ve asemptomatik enfeksiyonun tanisinda

kullanilmaktadir. Yontemin hem maliyeti diistiktiir, hem de zaman alic1 degildir [12].
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En sik tavsiye edilen serolojik testlerin basinda gelen ELISA serumda antilektin
antikorlarin1 belirler ve karaciger apseli ve asemptomatik kist tasiyicilarinda siklikla
kullanilir. Yeni kazanilmis invaziv amobiyozlu hastalarda dogru tani kritik onem
tasir. Ayrica, antikor tespitine dayali testler zaman ve maaliyet agisindan uygun
degildir [37]. Bir diger sorun da serolojik testlerin enfeksiyonun zamanini
belirlemede yetersiz kalmasidir. Amobiyozun laboratuvar tanist serumda antilektin
IgG varligina gore yapilir (semptomlarin ortaya c¢ikisindan bir hafta sonra
gbzlenmeye baslar) veya IgM antikorlarina gore yapilir (6zellikle amibik koliti olan

hastalarda 1 hafta i¢inde ortaya ¢ikar).
2. indirekt hemagliitinasyon (IHA)

Indirekt hemaglunitasyon tekniginde eritrositlarin yiizeyine antijenik yapilar
yapistirilir ve bu eritrositler spesifik antikorlarin varliginda ¢okelti olusturur. HIV
pozitif hastalarda amobiyoz tanisi T- hiicre aracili immiin yanitin azalmasi nedeniyle
cok onemlidir[38]. Amibik kist tasiyicilar1 HIV ile enfekte olduklarinda, latent
amobiyoz yeniden aktif olmakta ve invaziv hale gelebilmektedir [39]. E. histolytica
antikorlarinin serolojik testlerle tespit edilmesi taniyr kolaylastirabilir fakat bu
hastalarda tan1 genelde ge¢ konulur. Bir ¢alismada 18 amdbiyozlu hasta (13 amibik
kolit histopatolojik olarak tan1 konulmus ve 9 karaciger apseli radyolojik yontemlerle
tan1 konulan) serumlarinda antikor varligi yoniinden IHA ile degerlendirilmis ve
yontem %99,1 segicilik gostermistir [40]. Sonu¢ olarak da IHA yo6nteminin
gastrointestinal semptomlar1 olan HIV+ hastalar i¢in amobiyoz tanisinda faydali
oldugu ortaya konmustur. Yontem karaciger apseli hastalarda semptomlarin ortaya
¢ikisindan 1-2 hafta sonra %72,4 duyarlilik gosterirken 3. haftanin sonunda bu oran
%86,9’a ¢ikmustir. Ayrica, ortalama antikor konsantrasyonunun ancak 6.ayda
diismeye basladigi bulunmustur [21]. [HA kolay uygulanabilir bir yontem olmakla
birlikte ELISA ile karsilastirildiginda duyarlilig: diistiktiir. Kroul ve arkadaglar1 IHA,
LA ve ELISA yontemlerini karsilastirmis ve sirasiyla %97.6, 9%90.7 ve %93
duyarlilik ve %97, %95 ve %100 se¢icilik bulmuslardir [37].

3. Counter immunoelektroforez (CIE)
Gegmiste en sik kullanilan tam1 yontemleri CIE ve IE dir. Bu testte E.

histolytica HK-9 antijen %1 lik agaroz icindeki 1siyla inaktive edilmis serumla
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reaksiyona sokulur. E. histolytica antijenine kars1 belirginlesen bant pozitif olarak
degerlendirilir. Bir ¢alismada 110 serum 6rnegi (30 karaciger apseli hasta, 30 amibik
kolitli ve 50 kontrol serumu) ELISA ve CIE ile degerlendirilmistir. ELISA ile amibik
kolitli hasta grubunda %10 pozitiflik bulunurken CIE ile ayni grupta hi¢ pozitif
reaksiyon gozlenmemistir. Kontrol grubu iki testte de negatif sonuclar vermistir.
Karaciger apseli hastalarda CIE ve ELISA sirasiyla %66.6 ve % 90 pozitif
saptanmistir. CIE’nin ELISA’dan daha duyarli bir yontem olmadigi sonucuna
vartlmistir [41]. CIE ile antikor tespiti besinci giinden itibaren miimkiin olmaktadir
ve yaklasik iki hafta sonra en yliksek diizeye ulagsmaktadir. Antikor titreleri ile
hastaligin siddeti ve tedavi edilmesi arasinda bir korelasyon bulunmamaktadir.
Basariyla tedavi edilen karaciger apseli hastalarda antikor seviyesinin uzunca belirli
bir diizeyde kaldigi IHA, CF, LA yontemleriyle gosterilmistir. CIE yoOntemiyle
tedaviden en az alt1 ay antikor tespiti yapilabilir, agaroz jel diflizyon yonteminde bu
siire 4 yila kadar uzamaktadir [21]. CIE deneyi invaziv amobiyoz i¢in 6zgiilligii
yiksek bir test iken, intestinal amdbiyozda hem duyarlilign disiiktir, hem de
ELISA'dan daha zaman alicidur.

B. Antijen arama yontemleri

Antijen tespitine yonelik ELISA’nin diger yontemlere iistiin oldugu noktalar

asagidaki sekilde siralanabilir:

e E. histolytica ve E.dispar’in ayrimini yapan ELISA yontemleri ayirici tani
ve dogru tedaviye biiyiik katk: saglar.

e Olaganiistii duyarlilik ve segicilik gosterirler.

e Uygulanmasi kolay, kullanima hazir kitler halinde piyasada bulunabildigi
i¢in deneyimli labaratuvar personeli olmadan caligmalar
gergeklestirilebilir.

e Fazla sayida Orne8in ayni anda caligilabilmesine imkan saglayan 96
kuyucuklu plaklar genis capli epidemiyolojik arastirmalarda avantaj saglar
[21].

Ancak formolinle fikse edilmis diski drneklerinde antijenin denatiire oldugu,

taze veya dondurulmus diski ile ¢alisilmasi gerektigi bilinmektedir.
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Triage parasite panel E. histolytica ve E. dispar’a spesifik monoklonal
antikorlarla (29 kDa) kapli bantlarin kulanildigi immiinokromatografik bir testtir.
Bunun yani sira Giardia intestinalis (G. intestinalis) ve Cryptosporidium parvum (C.
parvum) igin gelistirilmis sekilleri de vardir. Bir ¢alismada bu ELISA ile
kargilastirilmis ve duyarliligt oldukca yiiksek (%100) bulunurken segiciliginin
(%68,3) diisik oldugu goriilmiistiir [42]. Giinlimiizde, antijen aramaya yonelik
ELISA Kkitlerinde E. histolytica’ya spesifik monoklonal antikorlarin kullanimi 6ne
¢ikmaktadir. E. histolytica Gal/GalNAc-spesifik lektinleri hedef alan (E. histolytica
test Il; TechLab, Blacksburg, Va.) veya E. histolytica serinden zengin antijenleri
hedef alan (Optimum S kit; Merlin Diagnostika, Bornheim-Hersel, Germany) kitler
ticari olarak sunulmaktadir. Bu ticari tami kitlerine ek olarak aragtirma amaciyla
lizinden zengin yiizey antijenine, lipofosfoglikana, tiikiiriik 170-kDa lektin baglayici
antijene ve karakterize edilmeyen bir antijene karsi antijen testleri gelistirilmistir
[43]. Amibik antjenler tiikriikte, serumda ve apse sivisinda tespit edilebilmistir.
Hughes ve arkadaslar1 ¢ogu karaciger apseli amobiyozIlu hastalarin serumunda
TechLab E. histolytica test Il kitiyle Gal/GalNAc lektin antijeni tespit etmeyi
basarmiglardir [44]. Sengupta ve arkadaslari, E.histolytica trofozoitlerine karsi elde
ettikleri monoklonal antikorlar1 kullanarak yaptiklart ELISA yonteminin ¢ok diisiik
diizeydeki antijen varliginda dahi dogru sonug¢ verdigini ve E. nana, E. coli, .
butschlii ve E. hartmanni gibi amip tiirleriyle ¢apraz reaksiyonun gergeklesmedigini
bildirmislerdir [45].

C. Molekiiler biyoloji temelli yontemler

Molekiiler testler metodu intestinal amobiyoz tanisinda duyarlilik ve 6zgiilliik
acisindan antijen saptama yontemleri ile yarigsmaktadir. Ancak hem teknik olarak
ELISA'dan zordur, hem de daha pahali bir yontemdir. Profesyonel laboratuvar
eleman1 ve 6zel ekipman gerektirdiginden amobiyozun endemik oldugu gelismekte
olan ilkelerde kullanimi sinirhdir. Ancak diger tani yontemlerine (mikroskopi,
antijen saptama vb.) kiyasla ‘altin standart’ olma potansiyeli daha fazladir. E.
histolytica'nin genetik polimorfizm arastirmalarinda da kullanilmaktadir. Yine de
PCR'm kros-kontaminasyona ag¢ik oldugu ve digskidaki inhibitorlerden kolay

etkilendigi unutulmamalidir. Digkidan deoksiriiboniikleil asit (DNA) izolasyonunun
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basaris1 ve spesifik primerlerin kullanilmasi uygulanan PCR ydnteminin verimini
dogrudan etkiler. Digskidan DNA izolasyonundaki basarisi ve kolay kullanimi
nedeniyle ticari kitlerin kullanimi tavsiye edilmektedir [46]. Bu yontemle diskinin
mg’nda bulunan trofozoit sayis1 belirlenebilmektedir [47]. Riboprinting kii¢iik veya

biiyiik rDNA subunitlerinin amplifikasyonu ve restriksiyon enzimleriyle

fragmentasyonu olarak tanimlanmakta ve Entamoeba tiirlerinin ayriminda faydali
sekilde  kullanilabilen bir yoOntemdir Ribotiplendirme amip tiirlerinin
epidemiyolojisini anlamakta oldukga faydali bir yontem olmakla birlikte uygulamasi
zor, maliyetli ve zaman alicidir [21].

PCR amibik karaciger apsesi tanisinda da kullanilabilmektedir, ancak DNA
izolasyonu Oncesinde

gerekmektedir [21].

aspirasyon materyalini proteazlarla muamele etmek

Amibik kolit ve amibik karaciger (KC) apsesi ic¢in kullanilan tim tam

testlerinin duyarlilik ve 6zgiilliikk yoniinden karsilastiriimasi Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2. Amobiyozis igin kullanilan tani testlerinin duyarlilik ve 6zgiillikleri [12]

Amibik kolit Amibik KC apsesi
Test ve ornek tipi _
Duyarhlik (%) Ozgiiliik(%) Duyarhlik (%)
Diski <60 10-50 <10
Mikroskobi
Apse s1visi VY* VY* <25
. PCR veya antijen
Izoenzim analizi ile Kkiiltiir Altin standart <25

testlerinden daha diisiik

Digki >95 >95 Genellikle negatif
Antijen ~75 (gec);
Serum 65 (erken donemde) >90
saptama ~100 (ilk 3 giin)
(ELISA) Apse s1vis1 VY* VY* ~100 (tedaviden sonra)
Tikdrik yapilmadi yapilmadi 70
PCR Disk1 >70 >90 yapilmadi
Serumda antikor saptama 70-80 (akut donem);
>90 >85
(ELISA) >9(0(iyilesme donemi)

*VY': veri yok
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2.4.3. Diger Tam Yontemleri

Komplike olmayan bagirsak amdbiyozunda kan tablosu normaldir veya ¢ok
az degisiklik gosterir. Fakat parazitozun dizanterik seklinde kansizlik goriiliir.
Dehidre durumdaki hastalarda hemokonsantrasyon nedeniyle bu durumun goézden
kacabilecegi unutulmamalidir. Ayrica siiregen amibik kolitte ve/veya ise bakterilerin
karistign amibik apandisitte, orta derecede nétrofilik 16kositoz —goriilebilir.
Amobiyozun farkli tiplerinin tanisinda radyoloji, rektoskobi, sigmoidoskobi (eger
distal bagirsak etikelenmemisse sigmoidoskobinin bir yarar1 yoktur), kolonoskobi
gibi yardimci ydtemlerden de yararlanilir. Radyolojik incelemeler bagirsakta
lezyonlarin yerlesim yerlerini, baryum verildikten sonra goriintii alinmasi da
bagirsaktaki dolma defektlerini belirler. Plevra veya akcigerdeki golgeler apseyi
cagristirir. Tabani karaciger yoniinde, tepesi hiluma uzanan, liggen goriiniimdeki
golge hepato-bronkiyal fistiile isaret eder. Karaciger skenning ise amibik apsenin
saptanmasinda c¢ok yararlidir. Bu islemle, siiphe edilen multiple lezyonlar
belirlenebilecegi gibi tedavi esnasinda da lezyondaki degisiklikler izlenebilir.
Ultrasonografi (USG) ve bilgisayarli tomografi (BT) de yine bu parazitozun
tanisinda kullanilan 6nemli yontemlerdir [11]. Ancak bu teknikler amip apsesini,
pyojenik apseden ayiramamaktadir; ayirict tant i¢in, serumda amibe karsi
antikorlarin serolojik yontemlerle aranmasi veya aspirasyon materyalinde amiplerin
goriilmesi gereklidir. Amobiyozis tanisinda yukarida sozii edilen yontemler disinda;
kompleman birlesmesi, amip immobilizasyonu, Stafilokok A proteini ile yiizey
koagiilasyonu, Bentonite  flokulasyon, Latex agliitinasyon, Ouchterlony
immunodiffiizyon, kapiller tiip presipitin, fluoresans immunoassay, seliiloz asetat
membran presipitin, E. histolytica trofozoitlerinin parcalanmasiyla elde edilen
antijenlerin cilt icine uygulanmasiyla yapilan deri testi ydntemlerinin de

kullanilabildigi bildirilmektedir [48].
2.5. Ayiric1 Tam

Amibik kolit, diger kolit seklilerinden ayirt edilmelidir. Bunlar arasinda
idiyopatik iilseratif kolit, kolorektal karsinoma, bagirsak sistozomiyozu, agir
trikuriyoz, balantidiyoz sayilabilir. Crohn hastalig, iliogekal tiiberkiiloz, divertikiilit

ve anorektal lenfograniiloma venerum, sigelloz ve bruselloz da bu parazitozla
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karistirilabilir. Karistirildigr bir diger parazitoz da Blastocystis hominis (B. hominis)
enfeksiyonudur. Sigelloz, salmonelloz ve iilseratif kolitli kisilerin digkilarinda ¢ok
sayida polimorfoniikleer 16kosit bulundugu, amdébiyozIu kiside ise boyle olmadigi
ayirici tanida yardimeidir. Nadir de olsa sigelloz ile amdbiyozun birlikte olabilecegi
unutulmamalidir [11].

Karaciger amdbiyozunda 6nemli radyolojik bulgu diyafragmanin sag tarafta
yiikselmis goriiniimiidiir. Kanda normokromik normositer anemi saptanir fakat
karaciger fonksiyon testleri normaldir veya ¢ok hafif bir yiikselme vardir. Skenning
bu organdaki dolma defektini gosterme yoniinden biiyiik onem tasir ama lezyon
heniiz tam gelismemigse atipik bir goriintii alinir. Karacigerdeki lezyonlarin yaklasik
%70’1 tek olmakla birlikte ¢cocuklarda ve dizanterinin de goriildiigii olgularda birden
fazla lezyon goriilebilir. Bu konuda USG ve BT incelemeleri ¢ok yararldir.
Lezyonlar yuvarlak-oval goriinimde ve yaklagik 4-10 cm gapindadir ve bunlarin
cogu USG’da hipoekoik, belirgin g¢eperli olarak gozlenir. Eriskin erkekte, sinsi
baslangig, kronik ishal dykiisii, gogiis agrisi, sag lopta tek lezyon varligi amdbiyozun
lehine bulgulardir [11].

2.6. Tedavi

Bagirsak amdbiyozunda klinik belirtiler kendiliginden ortadan kalkabilir ama
bu parazitoz, 6zgiil ila¢ tedavisi olmadan iyilesmez. Amobiyozun biitiin tiplerine
ayn1 dercede etkili, ideal tek bir ila¢ yoktur. Ilagla tedavinin yaninda hastaya destek
tedavisi de uygulanmalidir [11].

Amobiyozda tedavi uygulanirken hastanin klinigi géz oniine alinmalidir.
Asemptomatik olgularda serolojik olarak serumda yiiksek pozitif antikor yanit varsa
ve/veya direkt mikroskobi sonucu eritrosit fagosite etmis eritrositler varsa tedavi
uygulanmas1 gerekir. Serumda antikor pozitifligi yoksa ve trofozoitler eritrosit
fagosite etmemisse bireyin E. dispar ile enfekte oldugu diistiniilerek tedaviye gerek
duyulmayabilir. Fakat ayrici tan1 yontemleri (ELISA, PCR, izoenzim analizi)
kullanilarak kesin tan1 konulmali ve tedavi buna gore verilmelidir [49]. E. histolytica
ile enfekte bireyler asemptomatik olmalarina ragmen tedavi edilmelidirler, aksi
taktirde kist tasiyicisi olarak tanimlanan bu bireyler ¢evrelerindeki insanlara paraziti

bulastirabilir veya aylar sonra bu kisilerde amibik kolit gelisebilir [50]. E.
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histolytica’ya karsi etkili ilaglar etki yerlerine gore farklilik gostermektedir. Liimende
ve dokuda yerlesen trofozoitlere etkili olanlar, sadece dokuda yerlesen trofozoitlere
etkili olanlar, sadece luminal trofozoitlere etkili olanlar olmak tizere 3 gruba

ayrilabilir [1].
2.6.1. Liimende ve Dokuda Yerlesen Trofozoitlere Etkili Olanlar

Bu grupta yer alan ilaglar nitroimidazol tlirevleridir.

A. Metranidazol: Hastalarda %90’dan yiiksek oranda iyilesme saglar ve ilk
secenek olarak kullanilmalidir. Eriskinlere giinde 1,5-2 gr 7-10 giin yemeklerden
once 3-4 kez, cocuklarda 40-50 mg/kg 3 dozda 7-10 giin olarak uygulanir. Parazitin
kist formuna karsi etkisizdir. Hiicre icinde serbest radikallere doniisiir ve DNA
replikasyonunu inhibe eder. Hamilelerde ve karaciger yetmezlikli hastalarda
kullanilmasi tavsiye edilmez. Metronidazol tedavisi sirasinda hastalarin %30’unda
yan etkiler gelistigi igin paramomisin’le birlikte verilmemelidir [13].

B. Seknidazol: Agizda metalik tat olusturmamasi ve tedavi siiresinin kisa
olmasi nedeniyle metranidazoliin yerini almaya baglamistir. Erigkinlere 2 gr tek doz
bir giin, ¢ocuklarda 30 mg/kg bir giin olarak uygulanir. Asemptomatik durumlarda bu
dozlar ii¢ giin devam ettirilmelidir [13].

C. Tinidazol: Cocuklarda kullanilmasi onerilmeyen bu ilag giinde 50-60
mg/kg tek doz 3-5 giin olarak uygulanmaktadir [13].

D. Ornidazol: Giinde 3 gr 3-5 giin verilen bu ilag tinidazol gibi ¢ocuklar i¢in
uygun degildir. Tinidazol ve ornidazoliin yarilanma 6miirleri daha uzun, yan etkileri
daha az ve tedavi siireleri daha kisadir [13].

E. Niridazol: Tedavide oOnerilmeyen bir ilagtir, ¢iinkii noropsikiyatrik ve

diger yan etkileri fazladir [13].
2.6.2. Sadece Dokuda Yerlesen Trofozoitlere Etkili Olanlar

A. Emetin: Tedavi siiresi bes giin ile sinirli tutulmalidir. Hipotansiyon,
tasikardi, dispne ve perikardiyal hasara neden olabilmektedir. Giinde 1 kez 1mg/kg
(en fazla 65mg) eriskinlerde, cocuklarda 2mg/yas 5-10 giin siireyle uygulanmaktadir
[13].
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B. Dehidroemetin: Emetin’e gore daha az toksik olmasi nedeniyle tercih
edilmektedir. Giinde 1 kez 1mg/kg (en fazla 90 mg) olarak uygulanir [13].

C. Klorokin: Bu ilag¢ DNA sentezini inhibe ederek etki gostermektedir. Akut
amibik kolit sonrasinda metranidazol kullanimina ragmen karaciger apsesi gelismisse
kullanilmalidir. Yan etkilerinin sikligindan tercih edilmemektedir. Giinde 2 kez 500
mg, 1-2 giin uygulamanin ardindan 14-20 giin siireyle 250 mg idame dozu olarak
devam ettirilmelidir [13].

2.6.3. Sadece Liimende Yerlesen Trofozoitlere Etkili Olanlar

A. lyodoquinol: Asemptomatik amodbiyozda portorlerin tedavisinde veya
ekstraintestinal amobiyozda doku amibisidleriyle birlikte kullanilabilir. Giinde 3 kez
650 mg 20 giin siire ile kullanilmalidir [13].

B. Diloksanit furoat: Giiglii bir luminal amibisidtir. Asemptomatik olgularda
%90’a varan bir eradikasyon saglar. Doku trofozoitlerine etkisiz olup ¢ok hafif
gastrointestinal bozukluklara neden olabilir [13].

C. Antibiyotikler (Tetrasiklin ve oksitetrasiklinler, paromomisin): Tek
baslarma tedavide kullanilamazlar diger amibisid ilaclarla birlikte kullanilmalari
gerekir. Luminal etkili ilaglar arasinda yan etkisi en az olan ve kisa siirede tedaviyi
saglayan paromomisindir (30 mg/kg/giin, giinde 3 doz, 5-10 giin). Paromomisin
bagirsaktan emilmez ve kolon mukozasini invaze eden trofozoidlere orta derecede
etkilidir. Bu nedenle gebelik doneminde hafif invazif hastalikta tek ila¢ olarak
kullanilabilir. Etkinligi %85-90 diizeyinde ve baslica yan etkisi diyaredir. Basaril bir
amobiyoz tedavisi igin hastalara yatak istirahatt onerilmeli ve bununla birlikte su
kaybin1 onlemeye yonelik tedbirler alinmalidir. Bagirsak amdbiyozunda fulminan
amibik kolitler gelismigsse perforasyon riski nedeniyle genis spektrumlu
antibiyotikler tedaviye eklenmeli ve akut karin, toksik megakolon ve gastrointestinal

kanama gelistiginde gecikmeden cerrahi miidahale yapilmalidir[13].
2.7. Korunma

Ag1z yolundan bulasan biitiin parazitozlarda oldugu gibidir. Bunlar1 kisaca su
sekilde toplayabiliriz:
e Altyapinin iyilestirilmesi,

e Karasinek ve hamam bocekleriyle miicadele edilmesi,
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e Insan diskisinin giibre olarak kullanilmasinin énlenmesi,

e Topluma temiz igme ve kullanma suyunun saglanmasi,

e Toplum bireylerine kisisel temizlik aligkanliklarinin kazandirilmast ve
egitimi,

e (ig sebze ve meyveleri giivenilir suyla yikamak veya 100°C’de 30 saniye
tutmak,

e Siipheli sular1 kaynatarak tiiketmek,

e Endemik bdlgelere seyahat sonrasi kisilerin takibi olarak siralanabilir [1,

11, 13].

As1 calismalari: Parazitler kompleks yasam dongiileri, ara konaklarda
degisik antijenik 6zellikleri, konak bagisiklik sistemini etkilemeleri as1 ¢aligsmalarini
zorlagtirmaktadir. Ayrica hiicre i¢i parazitlerde konak bagisiklik sisteminin etkinligi
daha azdir. E. histolytica hiicre dis1 parazittir, ara konagi yoktur ve tek konagi insan
ve bazi maymun tiirleridir. E. histolytica’nin konak savunma sisteminde bir takim
degisimlere neden oldugu bilinmekle birlikte giiniimiize kadar herhangi bir antijenik
varyasyon bildirilmemistir. Bu nedenlerle E. histolytica i¢in gelistirilen bir aginin
diger parazitozlara gore daha basarili olacagi sdylenebilir. Bu amagla yapilan
calismalarda daha onceden amibik kolit ve karaciger apsesi geciren hastalarin daha
sonra enfeksiyona yakalanma riskleri azalmaktadir ve parazitin yiizey lektinlerine
kars1 gelisen mukozal IgA antikorlarinin bu dogal bagisiklik mekanizmasinda rol
aldig1 disiiniilmektedir. Gelistirilecek olan as1 dogal bagisikliktan daha koruyucu
olmalidir. Ayrica rekombinant amibik proteinler, virulans1 azaltilmis parazit veya
parazite ait dogal antijenler verilerek yapilan uygulamalardan daha etkilidir [51].
Paraziti yiiksek miktarda ¢ogaltmak ve antijen izole etmek zor, zaman alic1 ve
maliyetli bir islemdir. Buna yonelik olarak bazi arastirmacilar amibik antijenleri
virulansi azaltilmig antijenik Salmonella ve Vibrio cholera vektorii ile rekombinant
formda uygulamiglardir. Boylece ayni anda birden fazla bagirsak enfeksiyonuna
kars1 bagisiklik gelistirilmesi hedeflenmistir [52]. Agir (hgl) subuniti kodlayan
gendeki DNA dizisinin korunmasi - mutasyonun azligi - bu antijenin kullanilmasinda
kiiresel olarak bize ¢ok daha efektif olacagi ipuglarint vermektedir. Kazanilmis
immunitenin mukoza immun yanitla birlikte oldugu sonucu klinik gozlemlerle de

elde edilmistir (mukoza anti-lectin IgA antikoru olan kisiler %64 daha az yeni E.
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histolytica enfeksiyonuna yakalanmiglardir) [53]. Cok yeni bir ¢calisma olan Gonzales
ve arkadaslarinin deneysel karaciger amibik apse olusturulan hamsterlardan ti¢ farkli
as1t calismasi yapmuslardir. Bu asilarda 30-kDa’luk E. histolytica yiizey kollajen
baglayict protein peroksiredoksin (ENCBP30)’i tek basina ve saperon (CHP) veya
ATPaz igeren (ATP) Trypanosoma cruzi (TCHSP70)’ye ait 1s1 sok proteini 70 ile
birlikte bulunmaktaymis. rEhCBP30 ve rEnCBP30-CHP ile yapilan rekombinant
asilarin hamsterlarda amibik karaciger apsesi (AKA) gelisimini %70 azalttigin

bildirmisler ve iyi bir as1 olabilecegini yayinlamislar [54].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi; 201111021 nolu ve 27.05.2011 tarihinde kabul edilen
‘Sularla Bulasan Intestinal Protozoonlarin Epidemiyolojisi ve Tanida Kullanilan
Yoéntemlerin  Karsilastirilmas® adli Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel
Arastirma Projesi kapsaminda ‘Entamoeba histolytica’nin tanisinda  direkt
mikroskobi, kiiltiir, ELISA ve molekiiler yontemlerin karsilastirilmast’ adli tez
calismasi olup, etik kurul tarafindan 31.05.2011-09 tarihinde onaylanmistir.
Calismamizin ilk asamasinda; Oncelikle gerekli izinler alinarak farkli bolge
ilkogretim okullar1 ve iki farkli hastaneden gelen diski 6rneklerinnin toplanmasi,
genel bir bagirsak paraziti taranmasi ve bolgemizdeki Entamoeba histolytica/dispar
oranlarinin belirlenmesi planlanmigtir. 01.01.2011- 31.07.2012 tarihleri arasinda
hastanemiz Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gelen digki ornekleri, Eskisehir
Devlet Hastanesi acil servisine ishal sikayetiyle gelen hastalardan mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderilen digk1 6rnekleri ile Valilik ve Milli Egitim Midirligiinden
izin alinip rastgele sectigimiz ilkogretim okullarindaki 6grencilerden ailelerinin izni
olanlardan topladigimiz diski 6rnekleri c¢alismaya dahil edilmistir. Toplanan 977
diskr 6rnegi; oncelikle molekiiler yontem ile ve ELISA yontemiyle ¢alisilmak tizere
fiksatifsiz olarak ayrilarak -70 derecede saklanmigtir. Kalan ornekler, rutinde
bakildig1 sekilde santrifiij edilerek, direkt mikroskobik inceleme (lugol ve serum
fizyolojikle) ve trikrom boyama yapilmistir. Tiim Ornekler aksenik besiyeri olan
TYI-S-33 besiyerine ekimleri yapilarak 48. saatte tikrom boyama ile
degerlendirilmistir. Direkt mikroskobi ve kiiltiir sonucunda siipheli kist ve trofozoiti
bulunan 6rnekler ELISA testi ile Entamoeba histolytica varligi arastirilmis, ayrica
ekstraksiyon kiti ile DNA izolasyonlari yapildiktan sonra multipleks real time PCR
yontemi ile (Cryptosporidium spp., Dientamoeba fragilis, Entamoeba histolytica, ve
Giardia intestinalis) varligi aragtirtlmigtir.

Calismamiza katilan ilkdgretim okullarindan 6’s1 Eskisehir il merkezinde
olup sadece Beylikova Yeniyurt ilkdgretim Okulu kirsal kesimde olup mevsimlik
is¢ilerin bulundugu bolgededir. Eskisehir merkezindeki ilkdgretim okullar1 Eskisehir
Valiligi ve Eskisehir Milli Egitim Miidiirliigiinden izin alinip rastgele secilmistir.
Secilen ilkogretim okullart sunlardir; Halil Yasin Ilkégretim Okulu, Milli Zafer
[k6gretim Okulu, Porsuk ilkdgretim Okulu, Sehit Piyade Usttegmen Gokhan Yavuz
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[Ikogretim Okulu (S. P. U. Gokhan Yavuz ilkogretim Okulu), Ziya Gokalp
[Ikdgretim Okulu, Ziibeyde Hanim Ilkdgretim Okulu. Tlkdgretim okullarmdan sadece
ailelerinin izni olan Ogrencilerden onam formu ve sosyodemografik ozelliklerini
igeren bir anket formu doldurularak 6rnekler toplanmustir.

Veli onam formlar1 (EK-1), anket formlar1 (EK-2) ve 6rnek toplama kaplari,
bir giin dncesinden smif 6gretmenleri ile birlikte derse girilerek, dgrencilere paraziter
hastaliklarla ilgili kisa bilgi verildikten sonra dagitilmis ve ertesi giinii ilk ders
saatinde gidilerek ornekler toplanmustir.

Diski ornekleri temiz, agzi genis ve vidali kapakli kaplarda toplanmistir.
Ornekler PCR ve ELISA testlerinde de kullanilmak iizere saf haliyle ii¢ farkli 2
mililitrelik ependorf tiiplerine yaklasik tiipiin tigte birini dolduracak sekilde ayrilmus,
bunlar 100 liik saklama kutular1 i¢inde -70°C' de ¢alisilincaya kadar saklanmustir.

Kiltir i¢in yine fiksatifsiz sekilde TYI-S 33 besiyerine bezelye
biiyiikliigiinde ekilip 37°C’lik inkiibatore kaldirilmistir. Direkt mikroskobi ig¢in
ornekler serum fizyolojik ve lugol ile incelenmistir.

Kontaminasyon ve bulas riski tasiyan tiim islemler giivenlik kabininde
yapilmustir.

Tiim veriler SPSS programina girilerek yontemler birbirleri ile karsilagtirilmig

ve dagilim yiizde olarak tanimlanmistir [55].

3.1. Direkt Mikroskobik inceleme

3.1.1. Nativ-lugol Yontemi

Diskinin parazitolojik agidan degerlendirilmesinde direkt tan1 yontemlerinden
biri olan nativ-lugol yontemi, basit ve etkili bir yontemdir. Bir lam {izerine bir
kosesine bir damla serum fizyolojik damlatildi, diger kosesine bir damla lugol
soliisyonu damlatildi. Uzerine plastik baget yardimiyla alinan yaklasik 2 mg diski
kondu her iki koseye kondu ve iyice karistirildiktan sonra {izerine lamel kapatilarak
preparat hazirlandi. Hazirlanan preparatlar x40 biiyiitmede incelendi. Bu yontemde
parazitlerin boyanmasini saglamak amaciyla lugol soliisyonu kullanilmaktadir. Lugol
sollisyonu asagidaki sekilde hazirlanmistir.

Kullanilan maddeler

e Potasyum iyodiir 10 gr
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e Iyot kristalleri 5 gr
e Distile su 100 ml

Hazirlanisi

100 ml distile su igersinde 10 gr potasyum iyodiir ¢ozdiiriilerek tizerine 5 gr
iyot kristalleri eklendi. Cozelti kapakli kahverengi cam bir siseye siiziilerek stok
lugol soliisyonu hazirlandi. Kullanilmadan once distile su ile bire bir oraninda

sulandirildi[28].
3.1.2. Modifiye Formol-Etil Asetat Sedimantasyon Y ontemi

Digki numunelerinde parazitlerin kist, trofozoit ve yumurtalar1 az sayida
bulunabilir. Bu durumda bu yapilar gozden kacgabilir ve sonu¢ negatif olarak
verilebilir. Bu sakincayi en aza indirmek igin digki incelemelerinde modifiye formol-
etil asetat sedimantasyon yontemi uygulandi.

Kullanilan maddeler

e %10 Formol

e %0,85 Salin soliisyonu (serum fizyolojik)

o Etil asetat veya eter

Yontem

1) Yaklasik bezelye biiyiikligiinde diski 6rnegi (sivi orneklerde 5-6 ml)
tizerine 10 ml %10’luk formol ilave edilerek iyice ezildi. Fiksasyon islemi
i¢in en az 30 dakika beklendi.

2) Siispansiyon iki kat gazli bez konulmus huniler aracihigr ile 15 ml’lik
konik santrifiij tiipiine aktarildu.

3) Siispansiyona 3 ml etil asetat eklendi, tiipiin agz1 sikica kapatilarak, 30
saniye calkalandi.

4) Siispansiyon 500 X g’de 2-3 dakika santrifiij edildi. Tip santrifiijjden
cikarildiginda 4 tabaka gozlendi. En tistte etil asetat tabakasi, altinda tiipilin
duvarlarina yapisan digki artigi tabakasi, onun altinda formol tabakasi, en
dipte ise ¢okelti goriildii.

5) Bir pipet yardimiyla tiipiin yiliziindeki artiklar istteki siispansiyonla
karistirtlip dokiildi.



51

6) Dipteki ¢okeltiden pipet yardimiyla birka¢ damla alinip incelendi [28].

Serum fizyolojik ve lugol ile haziralanan preparatlar x40 biiyiitmede incelendi.
3.2. Boyah Mikroskobik Inceleme

3.2.1. Trikrom Boyasi

e Chromtrope 2R 3 gr

e Lightgreen SF1,5¢r

e Fosfofungustik asit 3,5 gr

e Glasiyel asetik asit 5 ml

e Distile su 500 ml

Renkli cam sisede hazirlandi [28].

3.2.2. D’antoni Soliisyonu

e 20rKI

e 200 ml distile su

e 3gr iyot kristali (1) karistirildi.

100 ml i¢in 5 ml glasiyel asetik asit eklendi [28].

3.2.3. Schaudinn Fiksatifi

90 gr Cl,Hg 1 litre distile su iginde eritildi. 300 ml’si alinip 500’1iik siseye
aktarildi. Uzerine 150 ml %95°lik etil alkol eklendi. Kullanirken 80 ml stok
solusyona 4 ml glasiyel asetik asit eklendi [28].

3.2.4. Trikrom Boyama Yoénteminin Uygulanmasi

1) Schaudinn fiksatifi: 30 dak-2 saat fiksasyon

*lam iizerine ince bir tabaka halinde yayilan diski 6rnegi tam olarak kurumadan

fiksetife kondu

2) D’antoni iyot soliisyonu: 1 dakika => ISIK ALMAYAN SALEDE
3) Alkol (%70’1ik metanol)-1: 1 dakika

4)  Alkol (%70’1lik metanol) 2: 1 dakika
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5) Trikrom boyasi: 8-10 dakika =—=JSIK ALMAYAN SALEDE
6) %90’lik asit alkol: 8-10 saniye

*fuzla kalirsa Grnekler kirmiziya boyadigt icin, Konusma hizinda 8 e kadar sayild.
7) Alkol (%100’liik metanol)-1: yavasga ¢alkalanir

8) Alkol (%100’liik metanol)-2: 30 saniye

*eger preparat tam yesil degilse yesile déoniinceye kadar 1 veya 2 dakika bekletildi.
9) Ksilen: 1 dakika

Boyama sirasinda kullanilan boya kaplari ve salelerin mutlaka renkli 11k
almayan tarzda olmasi gerekir. Hazirlanan preparatlar kuruduktan sonra x100°liik

objektifte immersiyon yagi ile incelendi [28].

3.3. Kiiltiir Yontemi
Tim &rnekler aksenik besiyeri olan TYI-S-33 besiyerine ekim yapilmistir.

Kiiltiirde izledigimiz algoritma Sekil 3.1°de tarif edilmistir.
Besiyerine ekim
48 saat inkiibasyon
Besiyerinidegistir

Cokeltinin mikroskobik incelenmesi

\Y
Negatif pozitif 48 saat
inkiibasyon
V

Ug kez daha negatif iki kisma ayir

Sekil 3.1. Parazitlerde kiiltiir yontemi ile ilgili algoritma [28]
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3.3.1. TYI-S 33 Besiyerinin Hazirlamisi

A. Nutrient broth:

e Potasyum fosfat, dibazik  (K;HPOQOy,) 109

e Potasyum fosfat, monobazik (KH,PQOy) 0649

e Sodyum klorid (NaCl) 209

e (Casein digest peptone 20.0 ¢
e Yeast extract 10.0g
e Glukoz 10.0¢g

e L-cysteine-HCI 109

e Askorbik asit 029

e  Ferric ammonium citrate 22.8¢
e Damitik su 870.09g

1) lgerisinde manyetik karistirici olan 700 ml damitik suda yukaridaki
malzemeler eritildi.

2) 1 N NaOH ile pH 6,8’¢ ayarlandiktan sonra damitik su ile 870 ml’ye
tamamlandi.

3) Whatman No:1 filtre kagidi ile filtre edildi.

4) 121°C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra oda isisina gelene kadar
sogutuldu ve 4°C’de sakland1 [28].

B. Vitamin No:13 karisimi:

B1. Soliisyon 1: Soliisyon 1a, 1b, 1c, 1d ve le asagidaki formiillere gore ayri
ayr1 hazirlandiktan sonra asagidaki sira ile karistirildi. Karigimin pH’st 6,5 ile 7,0

arasinda ayarlandi [28].

1. Soliisyon 1a:
e Niacin 40.0 mg
e p-aminobenzoik asit 180.0 mg

100 ml damutik su i¢inde ¢6ziildii ve 125 ml’ye tmamlandi.

2. Soliisyon 1b:

e Nicotinamide 40.0 mg
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e Pyridoxal hydrocloride 40.0 mg

e Pyridoxine 80.0 mg

e Calcium pantothenate 25.0 mg
e Choline cloride 830.0 mg
e |-inositol 125.0 mg
e  Thiamine hydrochloride 25.0 mg
e Vitamin By, 12.0 mg

100 ml damitik su i¢inde ¢oziildii ve 125 ml’ye tamamlanda.
3. Soliisyon 1c¢:
e Riboflavin 25.0 mg

Manyetik karistirici ile 100 ml damitik su icinde 1 N NaOH damla damla

eklenerek ¢oziildii ve 450 ml’ye tamamlandi.
4. Soliisyon 1d:
e Folik asit 30.0 mg

Manyetik karistirict ile 100 ml damitik su i¢cinde 1 N NaOH damla damla

eklenerek ¢oziildii ve 450 ml’ye tamamlandi.
5. Soliisyon 1e:
e D-biyotin 30.0 mg

Manyetik karistirici ile 100 ml damitik su icinde 1 N NaOH damla damla

eklenerek ¢oziildii ve 450 ml’ye tamamlanda.

B2. Soliisyon 2: Soliisyon 2a ve 2b asagidaki formiillere goére ayri ayri

hazirlandiktan sonra karistirildi. Karisim damatik su ile 300 ml’ye tamamlandi [28].
1. Soliisyon 2a:

e DL-6,8-thioctic acide (okside) 100.0 mg
o 995 etanol 50.0 ml
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2. Soliisyon 2b:

e Tween 80 5.09
e Menadione sodium bisulfite 30.0mg
e o-tokopherol acetate 25.0 mg

Manyetik karistirict ile 100 ml damitik su iginde ¢oziildi ve 200 ml’ye

tamamlandi.

B3. Soliisyon 3: Soliisyon 1 ve soliisyon 2 karistirildi ve damitik su ile 2000
ml’ye tamamlandi. 0.22um por ¢apli membran filtreden gecirilerek sterilize edildi.
Aseptik olarak 50 ml’lik steril ependorf tiiplerine boliistiiriildii. Uzerine tarih yazilip
‘vitamin mix No: 13’ yazilarak -70°C’de saklanmustir [28].

C. Tam besiyerinin hazirlanmasi:

e Nutrient broth 870.0 ml
e Bovine serum (56°C’de 30 dakika inaktive edilmis) 100.0 ml
e Vitamin mix No:13 20.0 ml

Karisimm pH’s1 6,6 olacak sekilde ayarlandi. Aseptik olarak kiigiik
hacimlerde (~13-15 ml) kapakli cam tiiplere (16x125 mm) dagitildi. Tiipler %75 ine
kadar dolduruldu. Karanlikta 4°C’de iki hafta i¢inde kullanmak {izere saklandi [28].

3.3.2. TYI-S 33 Besiyerine Ekim ve Degerlendirme

Karanlikta 4°C’de bekletilen taze besiyerleri 35°C’de 1-2 saat inkiibe edildi.
Bezelye biiytikliiglinde digk:r besiyerine inokiile edildi. Digkinin varsa mukuslu ve
kanli kisimlarindan 6rnek alindi. 48 saat inkiibe edildi. Amipler varsa tiip duvarina
yapisacagi icin 5- 10 dakika buzlu suya daldirip besiyeri nazikg¢e ¢alkalandi amipin
duvardan ayrilip homojen olarak dagilmasi saglandi. Tiim 6rnekler pastor pipetiyle
temiz bir lama ince tabaka halinde yayilip tam kurumadan trikrom boyama setine
alindi. Boyanan 6rnekler x100°liik objektifte immersiyon yagi ile incelendi. Negatif
olan ornekler ii¢ kez daha pastor pipetiyle taze besiyerine ekilip 48 saat sonra tekrar

degerlendirildikten sonra negatif olarak ¢ikarilmstir.
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3.4. ELISA

ELISA testi ile direkt mikroskobi ve kiiltir yontemlerinden amip
kist/trofozoit ~olarak tamimlanan &rnekler, ESOGU Tibbi  Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gelen ornekler, Eskisehir Devlet Hastanesi ¢ocuk acil servisine ishal
sikayeti ile gelen drnekler ve Beylikova Yeniyurt Ilkogretim Okulundan gelen diski
orneklerinin tamami (okulun mevsimlik is¢ilerin geldigi bolgede olmasi1 nedeniyle)
ELISA testi ile calistimistir (Toplam 360 hasta). Ornekler ¢alisma 6ncesi -70°C’lik
derin dondurucudan gikarilarak iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda galisilmustir.

Enzim bagli immuno sorbent testinin ilkeleri;

e Bir enzimin bilinen bir antijen ya da antikora baglanmasi,

e Enzim bagli materyalin hasta 6rnegi ile tepkimeye sokulmasi,

e Enzime ait substrat eklenerek enzim etkinliginin dl¢tilmesidir.

Antikor 6l¢iimii igin bilinen antijenler oldugu gibi kati bir ylizeye (6rnegin:
Plastik bir levhada kiigiik kuyucuklarin dibine) tespit edilir. Hasta serumunun gesitli
seyreltileri ile inkiibe edilir, yikanir. Yikama sonunda antikora 6zgii spesifik antijen
hari¢ diger antijenler atilir. Spesifik antikorlar antijenlerle non-kovalent baglarla
birlesir. Daha sonra konjugat eklenir. Konjugatin igerisindeki enzim ve spesifik
ikinci antikor, antijen-antikor kompleksi ile birlesir. Son olarak ortama substrat
eklenir. Substrat, enzim ile reaksiyona girerek diriin olusturur ki bu da renk
olusumuna sebep olur. Enzim etkinligi, enzime ait substratin eklenmesi ve olusan
rengin bir spektrofotometrede okunmasi ile Olgiliir. Bagh antikor miktar1 enzim

etkinligi ile orantilidir (Sekil 3.2)
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ELISA

ANTIKOR. Enzim
B { i /0 Substrat

bélge A'.: __ Tkinci antikor «” ™~ Briin
ten Hedef kisimn by
o @K
® X ¥
@ = - WD -~
m » .
, @ " Y. Y ¥ ; ﬁ ?.
»”
&
Hasta numunest Yikama Spektrofotometrede
yapilir okuma yapilr

Sekil 3.2. ELISA testi ¢alisilmasinin sematik anlatimi [56]

Tanida TECHLAB (Blacksburg, VA 24060, USA) tarafindan iiretilen E.
HISTOLYTICA 1l ELISA kiti kullanildi. Kitin kuyucuklarinda Entamoeba
histolytica/dispar adezin antijenine karst olusmus monoklonal antikorlar
bulunmaktadr.

Kit prosediiriine gore ELISA testinin uygulanmast;

1. Diski 6rnekleri diliie edildi.

a. Siv1 ornekler; 400 mikrolitre diliient ile 400 mikrolitre digski 2ml’lik
ependorfa konulup, karigtirildi.

b. Kat1 veya yar1 kat1 6rnekler; 400 mikrolitre diliient ile diliient hacmi
kadar disk1 2 mI’lik ependorfa konulup, karistirild.

2. Kuyucuklardan biri pozitif kontrol, biri negatif kontrol ve dige 94 kuyucuk
calisilacak numune kuyucugu olarak ayarlandi. Tek seferde tiim kit kullanildi.

3. Tiim kuyucuklara bir damla (50 mikrolitre) konjugat ilave edildi.

Konjugat: E.histolytica’nin adezin antijenine karsi spesifik antikorlar ve

peroksidaz enzimi igerir.
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4. Pozitif kontrol kuyucuguna bir damla (50 mikrolitre) pozitif kontrol
soliisyonu, negatif kontrol kuyucuguna ise iki damla (100 mikrolitre ) diliient kondu.

5. Sonraki kuyucuga, diliie edilmis digki 6rneginden 200 mikrolitre eklendi.

6. Kuyucuklarin agzi parafinle kapatilip oda 1sisinda 2 saat inkiibasyona
birakildi.

7. Inkiibasyon siiresi sonunda ayr1 ayr1 pipetler yardimi ile kuyucuklarin her
birinin tstiindeki s1v1 alinarak atildi.

8. Tiim kuyucuklar hazirlanan yikama soliisyonu ile 5 defa yikanip, iyice
Kurutuldu.

Yikama Soliisyonunun Hazirlanmasi: 50 mililitre yikama soliisyonu 950
mililitre distile su ile karistirildi (Soliisyon 2-8°C’de saklandi).

9. Tim kuyucuklara iki damla (100 mikrolitre) substrat eklendi. 5 dakika
hafifce calkalanip, oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi (Substrat, peroksit ve
tetrametilbenzidin icermektedir).

10. Tim kuyucuklara stop soliisyonundan bir damla eklendikten sonra 2
dakika sonunda spektrometrede 450 nm. dalga boyunda okunmustur.

Sonuclarm Degerlendirilmesi:

Kit prosediiriine gore hasta sonuglart;,

e Hasta sonu¢ degerinden negatif kontrol degeri ciktiktan sonraki degerden
yiiksek olan sonuglar yada okunan deger 0.050 nm dalga boyunda ise
pozitif olarak degerlendirildi.

e Okunan deger 0.050 nm dalga boyunun altindaki degerler negatif olarak
degerlendirildi.

3.5. PCR

Ornekler -70°C’den oda 1sisma gikarildi. Oda 1sisina gelen érneklerden énce
QlAamp DNA Stool Mini Kit ile iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda DNA
extraksiyonu yapildi, ekstrakte edilen oOrnekler Gastrointestinal Parasites 5;A
Multipleks Tandem PCR kiti (AusDiagnostics Pty Ltd) ile degerlendirildi.

3.5.1. Ekstraksiyon

Mikroskobik inceleme sonucu 977 oOrnekten parazit kist ve yumurtasi

goriilmeyen ornekler rastgele ¢ikarilarak, elimizde 750 ekstraksiyon kiti bulunmasi
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sebebiyle 750 diski 6rneginin ekstraksiyonu yapildi. Ekstraksiyon iglemleri iiretici
firmanin 6nerileri dogrultusunda asagidaki sekilde uygulandi [57].

Baslamadan Once

1. Buffer AW1 ve Buffer AW2’nin iizerlerindeki etikette yazdigi oranlarda
sulandirildu.

2. Eger Buffer ASL veya Buffer AL igerisinde ¢okeltiler olusmussa, bunlar
70°C’de inkiibe ederek ¢oziildii.

3. Adim 3 ve adim 12’°de kullanilmak tizere 1sitic1 blok 70°C’ye ayarlandi.

Protokol:

1) Kati 6rnekler igin 180-220 mg sivi drneklerde ise 500 ul diski 2 ml’lik
ependorf tiiplerine aktarildi.

2) Her bir 6rnek tizerine 1,4 ml Buffer ASL eklendi (Sekil 3.3). Diski drnegi
tamamen homojenize oluncaya kadar, yaklasik 1 dk. vortekslendi.

3) Elde edilen karisim 5 dk 1sitict blokta 70°C’de inkiibasyona birakildi.

4) Ornekler 15 sn vortekslenip, en yiiksek devirde (14000) 1 dk. diski
cokeltisi elde edinceye kadar santrifiij edildi.

5) Ust stvidan 1,2 ml alip, yeni 2 ml’lik ependorf tiipleri igerisine pipetlendi.
Dip kismindaki ¢okelti kisimlari atildi.

6) Her bir 6rnek igerisine 1’er adet InhibitEX Tablet ekleyip (Sekil 3.3),
sonrasinda 1 dk tablet tamamen eriyene kadar vortekslendi. Inhibitorlerin InhibitEX
matrix’ine yapigmasini saglamak i¢in, 6rnekleri 1 dk oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi.

7) Inhibitdrlerin ¢okmesini saglamak amaciyla drnekleri en yiiksek devirde 3
dk santrifiij edildi.

8) Ustte kalan sividan, 200 pl’yi 1,5 ml’lik yeni ependorf tiipleri igerisine
alip, cokelti kisimlarini atildi. Ardindan 6rneklerinizi 3 dk en yiiksek devirde
santrifiij edildi.

9) Tim orneklerin tizerlerine 15’er pl proteinase K eklendi.

10) 200’er ul Buffer AL ekleyip, 15 sn vortekslendi.

11) Isitic1 blokta 70°C’de 10 dk. Inkiibasyons birakildi. Tiip kapaklarindaki

damlaciklar1 6nlemek i¢in santrifii edildi.
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12) Lizatlarin {izerlerine 200’er pl ethanol (%96-100’lik) ekleyip,
vorteksleyerek karigmalarini saglandi. Tiip kapaklarindaki damlaciklari 6nlemek igin
santrifiij edildi.

13) Ornek sayis1 kadar QIAamp spin kolon cikartip, kapak kisimlarini
numaralandirildi. Daha sonra, kapaklar1 kapatip 12. adimda elde edilen tiim lizat1
spin kolonlara aktarip, en yiiksek devirde 1 dk santrifiijlendi. Alttaki sivili kismi atip,
filtre kisimlarini yeni bos 2 ml’lik ependorflara aktarildi.

14) QlIAamp spin kolonlarin kapaklarini dikkatlice agilarak, iglerine 500’er pl
AWT1 eklendi. Kapaklar1 yeniden kapatarak, en yiiksek devirde 1 dk santrifiijlendi.
Alttaki stvili kismi atip, filtre kisimlarini yeni bos 2 ml’lik ependorflara aktarilda.

15) QIAamp spin kolonlarin kapaklarini dikkatlice agip, i¢lerine 500’er pl
AW?2 eklendi. Kapaklar1 kapatilarak, en yiiksek devirde 3 dk santrifiijlendi.

16) Alttaki sivili kismu atip, filtre kisimlarini yeni bos 2 ml’lik kolleksiyon
tiiplere aktarildi. En yiiksek devirde 1 dk santrifiijlendi. Bu basamak, filtre iizerinde
kalan ethanol ve buffer’in uzaklastirilmasi i¢in uygulandi.

17) Alttaki sivili kismu atip, filtre kisimlarint yeni bos 1,5 ml’lik ependorf
tiplerine aktarildi. QIAamp spin kolonlarin kapaklarini dikkatlice agilarak, direkt
membranlarin iizerlerine 60’er ul buffer AE eklendi (Sekil 3.3). Daha sonra
kapaklarini kapatip, 1 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Ardindan en yiiksek devirde 1
dk. santrifiijjleyerek, DNA ayristirild.

18) 1,5 ml’lik tiiplerin kapaklar1 kapatildi.

1,5 ml’lik tiiplere ayrilan ekstrakte ornekler 0,2 ml’lik ii¢ ependorf tiipiine
20’er pl pipetlenerek ayrildi ve bu 6rnekler de ¢alisilincaya kadar -20°C’de saklandi.
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Sekil 3.3. Ektraksiyon iglemlerinin sematik goriiniimii [57].

3.5.2. Multipleks Tandem Real-Time PCR

Multipleks Tandem Real-Time PCR yontemi ile ekstrakte edilmis 750
ornekten direkt mikroskobi ve kiiltiir yontemlerinden herhangi biri ile amip

kist/trofozoit tanmimlanan o6rnekler, ESOGU Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
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laboratuvarina gelen tiim ornekler, Eskisehir Devlet Hastanesi acil servisine ishal
sikayeti bagvuran hastalardan alinan digki 6rneklerinin tamami ile mevsimlik is¢i
gbciiniin oldugu bir bolgede olan Beylikova Yeniyurt ilkdgretim Okulundan gelen
420 ornek PCR yontemi ile ¢alisilmistir (elimizde 420 test bulunmasi sebebiyle).
Ancak bunlar arasinda bazi 6rneklerin internal kontrollerinin ¢alismamasi nedeniyle,
toplam 402 Ornek degerlendirilebilmistir. Multipleks Tandem Real-Time PCR
yontemi digkida Cryptosporidium spp., Dientamoeba fragilis, Entamoeba histolytica
ve Giardia intestinalis varligin1 saptamaktadir. Testin prensibi; iki sekansiyal PCR
basamagindan olugmaktadir. Birinci basamakta biitiin hedef bolgelerdeki primerlerle
preamplifikasyon uygulanir. Bu asamada RNA hedef bolgeleri ile revers transkriptaz
basamagi olusmaktadir (Komplementer DNA sentez reaksiyonu gerekli degildir).
Birinci basamakta sentez edilen tiriinler diliie edilerek i¢ i¢e (nested) primerler
iceren kuyucuklara dagitilir. Tiim bu islemler otomatik olarak Easy-Plex™ sistemi
tarafindan yapilmaktadir. Ikinci basamakta PCR reaksiyonu Rotor-Gene Q ile
gerceklestirilmektedir.  DNA  varliginda  spesifik DNA  amplifikasyonu
gerceklesmekte, bu islem sirasinda‘Eva-Green™ dye’ ile floresans vererek DNA
miktar1 dlciilebilir hale gelmektedir.

Birinci basamakta bes bolge amplifiye edilmektedir. Test blogunda 6
kuyucuklu ve 8 kuyucuklu toplam 14 hasta ¢aligilabilen 6rnek koyma stripleri
bulunmaktadir. Ikinci basamakta ise 72 kuyucuklu yuvarlak olusturmus tiiplerde
calisilmaktadir. Biitlin birinci basamak tiipleri internal kontrol igcermektedir. Ayrica
yine birinci basamakta her hedef bolgedeki DNA i¢in DNA ergime isilarmi da
saptamaktadir.

Multipleks tandem real-time PCR yonteminde 4 farkli parazit ¢aligilmaktadir.
Bunlardan E. histolytica i¢in peroxiredoxin gen bdlgesi kullanilmis olup prx olarak
kisaltilmistir. Dientamoeba fragilis i¢in small subunit Ribozomal (16S-like) RNA
bolgesi, Cryptosporidium spp. i¢in 18S Ribozoml RNA, Giardia spp. i¢in small
subunit Ribozomal (16S-like) RNA bolgesi kullanilmistir. SPIKE olarak gériinen
internal kontroldiir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Multipleks tandem real-time PCR yonteminde kullanilan parzitlerin gen

bolgeleri ve kisaltmalari

Hedef bolge (Target) kisaltmasi

Entamoeba histolytica peroxiredoxin geni prx

Dientamoeba fragilis small subunit Ribozomal (16S-like) RNA Dientamoeba

Cryptosporidium spp. 18S Ribozomal RNA Cryptosporidium
Giardia spp. small subunit Ribozomal (16S-like) RNA Giardia
Internal kontrol SPIKE

Sekil 3.4. Easypleks real-time PCR cihazi

Multipleks Tandem Real-Time PCR yontemi igin iiretici firmanin onerileri
dogrultusunda asagidaki sekilde ¢aligildi [58].
1) Easyplex cihazinin kapagi ve bilgisayar agildi.
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2) 8 ve 6 kuyucuklu olan tiiplere 6rnek sirasina gore ekstrakte ettigimiz
orneklerden 10’ar pl pipetlendi.

3) Easyplex cihazinin sol iist kosesindeki bloktaki bolmelere (Sekil 3.4)
kitin i¢inden oda sicakliginda saklanan su ve yag yazan renkli kapakli tiiplerle -
20°C’de saklanan mastermix 1 ve 2 yazan renkli kapakl tiipleri renk kodlarina dogru
yerlere yerlestirilip kapaklart agildi. Kitin i¢inden ¢ikan bos tiipe ise 4 ml ¢amasir
suyu koyup renksiz olan yere kapagi agilip yerlestirildi.

4) Easyplex cihazinin ortasindaki bloga (Sekil 3.4) yuvarlak sekilli tiipler
tizerindeki plastigi ¢ikarip yerlestirildi.

5) Easyplex cihazinin sag iist kosesindeki iki bolmeye (Sekil 3.4) cihaza
uygun steril 100 pl’lik pipet iceren 96’11k raklar yerlestirildi.

6) Easyplex cihazinin sag alt kosesindeki bolmeye kitin igerisinden ¢ikan
96’11k pleyt yerlestirildi.

7) Easyplex cihazinin kapagi kapatilip bilgisayardan ornekler uygun
strasina gore kodlanip cihaz calistirildi.

8) Islem bittikten sonra Easyplex cihazinin kapagi agilip iginden
yuvarlak seklinde tiipler alinip ve kitin i¢inden ¢ikan 6zel plastik madde tiiplerin
tizerine yapistirild.

9) Yapistirma isleminden sonra yuvarlak seklindeki tiipler rotor-gene
cihazina yerlestirildi.

10)  Easyplex cihazimin sonuglari rotor-gene cihazina gonderilip ikinci bir
program ile ikinci basamak baslatildi.

11)  Islem bittikten sonra sonuglar kaydedildi [58].

Sonuclarin degerlendirilmesi

Testin ¢alisma kontrolii, internal kontroliin ¢ogaldiginin goriilmesiyle
saglanmaktadir.  Internal kontrol calismaya basladiginda ekranda spike yazan
boliimde var oldugunu gosteren ‘present’ yazisi ¢ikmaktadir. Diger parazitler i¢in
molekiiler yontem ile gen bolgelerinde ¢ogalma varsa onlarin da karsilarinda var
olduklarin1 gosteren ‘present’ yazisi ¢ikmakta ve kopya sayist yazmaktadir. Eger
spike yazan bdlmede ¢ogalma yoksa parazitin karsisinda ‘present’ yazsa bile test

gecersiz sayllmaktadir (Tablo3.2).



Tablo 3.2. PCR sonuglarinin degerlendirilmesi
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prx* | Dientamoeba COWP** Giardin | Spike Yorum
Entamoeba
+ +
histolytica
Dientamoeba
+ +
fragilis
Cryptosporidium
+ + o
ookisti
+ + Giardia intestinalis
+/- +/- +/- +/- - Gecgersiz sonug

* Entamoeba histolytica peroxiredoxin geni

**Cryptosporidium oocyst wall protein (COWP)
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4. BULGULAR

Bu ¢aligmada; 01.01.2011- 31.07.2012 tarihleri arasinda toplanan toplam 977
disk1 &rnedi (483 kadm, 476 erkek, 18 isimsiz) ¢alisilmistir. Orneklerin tamamina
direkt mikroskobi, trikrom boya ve kiiltiir islemleri uygulanmis olup, bunlardan 351
ornege (174 kadin, 168 erkek, 9 isimsiz) deneysel ¢alismamizda kullandigimiz tiim
yontemler uygulanmigtir. Direkt mikroskobik inceleme ile 401 kadin 42' si erkek ve

1 isimsiz olmak iizere 83 oOrnekte siipheli amip kist ve trofozoitleri saptanmistir
(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Direkt mikroskobi sonucuna gore E. histolytica/dispar tespit edilen

olgularin cinsiyete gore dagilimi

CINSIYET Say1 % Pozitif Olgu %
Kadin 174 49.6 40 114
Erkek 168 47.9 42 11.2

Isimsiz Ornekler 9 2.6 1 0.3

TOPLAM 351 100.0 83 23.6

Eskisehir 1li farkli sosyoekonomik bdlgelerden ve kirsal alandan da 1 bolge
olmak tizere toplam 7 ilkogretim okulu ve 2 ayri hastaneden toplam 977 diski
orneginin toplanmis olup tiim yontemleri uyguladigimiz 351 disk: 6rnegidir. ilk iki
stitiinda inceledigimiz 6rneklerin toplandigi yere gore dagilimi ve yiizdeleri son iki
stitun ise direkt mikroskobide E. histolytica/dispar pozitif olan 6rneklerin sayilari ve
yuizdeleridir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Tim diski Orneklerinin ve direkt mikroskobi sonucuna goére E.

histolytica/dispar tespit edilen diski1 6rneklerinin topladigimiz bolgelere

gore dagilimi

OKUL/HASTANE Say1 % Pozitif Olgu %
ESOGU Tibbi Mikrobiyoloji Anabilimdali 88 25.0 62 17.7
Eskisehir Devlet Hastanesi 103 29.3 0 0
Beylikova Yeniyurt ilkégretim Okulu 75 21.3 0 0
Halil Yasin ilkégretim Okulu 17 4.8 11 3.1
Milli Zafer ilkégretim Okulu 1 0.3 0 0
Porsuk Ilkogretim Okulu 24 6.8 0 0
S. P. U. Gékhan Yavuz ilkégretim Okulu 13 3.7 9 2.6
Ziya Gokalp Ilkégretim Okulu 6 1.7 0 0
Ziibeyde Hamim ilkégretim Okulu 24 6.8 1 0.3
TOPLAM 351 100.0 83 23.6

Eskisehir Osmangazi Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvarma tiim digk1
orneklerinin 88 tanesi gelmis olup toplam 6rnek sayisinin %25.0’ini olusturmaktadir.
Bu 6rnekler en ¢ok drnek dahiliye bdliimiinden gelmekte olup bunlarinda ¢ogunlugu
gastroenteroloji bollimiine basvuran inflamatuvar bagirsak hastaligina sahip olup
ishal atag ile yatan hastalardan olusmaktadir. Bu 6rneklerin kliniklere gore dagilimi
ve direkt mikroskobik inceleme sonuglarina E. histolytica/dispar tespit edilen

orneklerin sayilari ve yiizdeleri Tablo 4.3’te verilmistir.
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Tablo 4.3. Eskisehir Osmangazi Universitesinden toplanan diski drneklerinin ve
direkt mikroskobik inceleme sonuglarinda E. histolytica/dispar tespit

edilen 6rneklerin kliniklere gore dagilimi

SERVIS Say1 % | Pozitif Olgu | %

Acil servis 19 54 15 4.3
Dahiliye 30 8.5 22 6.2
Enfeksiyon hastaliklar 4 11 4 1.1
Fizik tedavi 1 0.3 1 0.3
Genel cerrahi 8 2.3 7 2.0

Kemik iligi transplantasyonu 2 0.6 0 0
Onkoloji 2 0.6 2 0.6
Pediatri 18 5.1 9 2.6
Pediatri acil 4 11 2 0.6
TOPLAM 88 25.0 62 17.7

[Ikdgretim okulu dgrencilerinden toplanan toplam diski drnek sayis1 687 olup
tim yontemleri uyguladigimiz 6rnek sayist 152°dir. Bunlarin 21 tanesi direkt

mikroskobik inceleme ile siipheli amip kist ve trofozoiti saptanmustir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Tlkdgretim okulu dgrencilerinden toplanan diski drneklerinin ve direkt
mikroskobik inceleme sonuglarina E. histolytica/dispar tespit edilen

orneklerin siniflara gore dagilimi.

SINIF Say1 % Pozitif Olgu %
Anasinifi 16 4.6 0 0
1. simif 31 8.8 0 0
2. sitmf 26 74 4 11
3. simf 27 7.7 4 11
4. simf 23 6.6 9 2.6
5. simf 11 3.1 2 0.6
6. simf 3 0.9 0 0
7. simif 11 3.1 2 0.6
8. simif 4 11 0 0
Toplam 152 43.3 21 6.0
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Direkt mikroskobik inceleme 977 6rnege uygulanmigtir. Tiim yontemlerin
uygulandigr 351 Ornegin 83’linde (%23.6) siipheli amip kisti, 46’sinda(%13.1)
slipheli amip kisti, eritrosit ve 16kosit birlikte goriilmiis olup 268 (9%76.3) drnekte ise
hi¢bir parazit kist ve yumurtasi goriilmemistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Digski orneklerinin direkt mikroskobik inceleme sonuglarinin parazit

tiirlerine gore dagilimi

PARAZIT Say1 %
Siipheli Amip Kist/trofozoit 83 23.6
Blastocystis hominis 64 18.2
Giardia intestinalis 18 5.1
Endolimax nana 5 1.4
Entamoeba coli 18 5.1
Enterobius vermicularis 12 3.4
Ascaris lumbricoides 6 1.7
Strongyloides stercoralis 1 0.3
Pentatrichomonas hominis 1 0.3
Negatif 268 76.3
TOPLAM 351 100.0

Direkt mikroskobik incelemede nativ-lugol yontemiyle gordiigiimiiz siipheli
amip kisti (Sekil 4.1) ve Entamoeba coli kistlerinin (Sekil 4.2) goriintiileri asagida
verilmistir. Bu goriintiler ESOGU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
mikroskop altinda inceledigimiz Orneklerden ¢ekilmis olup bilgisayar ortamina

atilmustir.
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Sekil 4.1. Siipheli amip kisti ve eritrositler (lugol boyama 40X)

Sekil 4.2. Entamoeba coli Kistleri (lugol boyama 40X)



71

Trikrom boyama 977 6rnege uygulanmistir. Tiim yOdntemlerin uygulandigi
351 ornekten 60 (%]17.1) tanesinde siipheli amip kisti/trofozoiti gériilmiis olup 188
(%28.4) 6rnekte ise parazit kist ve yumurtast goriilmemistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Trikrom boyama yontemi ile saptanan parazitlerin dagilimi

TRIKROM BOYAMA SAYI %
Siipheli Amip Kist/Trofozoiti 60 17.1
Microsporidia spp. 17 4.8
Blastocystis hominis 56 16.0
Entamoeba coli 18 5.1
Giardia intestinalis 14 4.0
Endolimax nana 6 1.7
Ascaris lumbricoides 2 0.6
Negatif 188 28.4
TOPLAM 351 100.0

Trikrom boyama yontemi ile gordiigiimiiz siipheli amip trofozoiti (Sekil 4.3),
eritrositlerin yapmis oldugu rulo formasyonu (Sekil 4.4) ve giardia kisti ve trofozoiti
(Sekil 4.5) asagidaki sekillerde verilmistir. Bu gériintiler ESOGU Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda mikroskop altinda kendi 6rneklerimizden ¢ekilmis

olup bilgisayar ortamina atilmustir.
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Sekil 4.3. Stipheli amip trofozoiti (Trikrom boyamal00X)

Sekil 4.4. Eritrositlerin yapmis oldugu rulo formasyonu(Trikrom boyamal00X)

Sekil 4.5. Giardia lamblia kisti (solda) ve trofozoiti (sagda) (Trikrom boyamal00X)
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TYI-S 33 besiyeri ile aksenik kiiltlir, 6rneklerin tamami olan 977 &rnege
uygulanmistir. Tim yontemlerin uygulandigr 351 6rnekten 45 (%12.8) tanesinde
stipheli amip kisti/trofozoiti gériilmiis olup 243 (%69.2) tanesinde parazit kist ve
yumurtasi gortilmemistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. TYI-S 33 besiyerine ekilen 6rneklerin kiiltiir sonuglari

KULTUR SONUCLARI SAYI %
Siipheli Amip Kisti/Trofozoiti 45 12.8
Blastocystis hominis 35 10.0
Microsporidia spp. 5 1.4
Giardia intestinalis 11 3.1
Negatif 243 69.2
TOPLAM 351 100.0

Elimizde 360 testlik kit bulundugu i¢in 360 6rnekte ELISA testi ¢alisilmistir.
Tim yontemlerin birlikte uygulandigi 351 ornekten 30 (%8.5) tanesi pozitif 321’1
(%91.5) negatif olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. ELISA testi sonuglari

ELISA SAYI %

Pozitif 30 8.5

Negatif 321 91.5
TOPLAM 351 100.0

ELISA pleytinin Al kuyucugu pozitif kontrol, A2 kuyucugu negatif kontrol,
diger kuyucuklar hasta kuyucuklaridir. Makroskobik olarak sar1 goriilen kuyucuklar
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kesin pozitif olarak degerlendirilirken kesin sonuglar spektrofotometrede olgiim

sonucu belirlenir (Sekil 4.6).

[ AP0 PO TS ) B U g gy iy

Sekil 4.6. Digk1 6rneklerinin ELISA testi sonuglar1 (A1 pozitif kontrol, F4 ve E8

makroskobik olarak goriilebilen pozitif 6rnek)

Molekiiler c¢aligma igin Oncelikle orneklerden parazit kist ve yumurtasi
goriilmeyenler ve eritrosit/lokosit saptanamayan Ornekler rastgele c¢ikarilarak
elimizde 750 testlik ekstraksiyon kiti olmasi sebebiyle 750 6rnege ekstraksiyon
islemi uygulandi. Secilen &rneklerde ESOGU Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gelen digk1 ornekleri, Eskisehir Devlet Hastanesine ishal sikayetiyle
basvuran hastalardan alinan ornekler ile mevsimlik is¢i go¢ii olan Beylikova
Yeniyurt ilkogretim Okulundan gelen &rneklere oncelik tanindi. Ekstraksiyon
yapilan 6rnekler arasinda ELISA testi ¢alisilan digki 6rnekleri segilerek toplam 420
ornek calisildi. Bunlar arasinda internal kontrolleri ¢alismayan 18 ornek galismaya
dahil edilmedi. Bunlardan tiim ydntemlerin uygulandigi 351 6rnekten Entamoeba
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histolytica, Dientamoeba fragilis, Giardia intestinalis ve Cryptosporidium spp., i¢in
yalniz basina pozitif ¢ikan 6rnek sayilari sirasiyla 5 (%1.4), 59 (%16.8), 7 (%2.0) ve
2 (%0.6) olarak saptanmistir. Entamoeba histolytica ve Dientamoeba fragilis 2
(%0.6) ornekte, Dientamoeba fragilis ve Giardia intestinalis 5 (%1.4) miks parazit
enfeksiyonu olarak saptanmistir (Tablo 4.9). E. histolytica pozitif olarak saptanan 7
ornekten 4 tanesi direkt mikroskobide de saptanmis olup 2 tanesi trikrom boyama ve
kiiltir yontemiyle saptanmis, yalnizca 1 tanesi ELISA yoOntemiyle pozitif olarak

saptanmustir (Tablo 4.10).

Tablo 4.9. Multipleks tandem real-time PCR sonuglar1

MULTIPLEKS TANDEM REAL-TIME PCR SONUCLARI SAYI %
Entamoeba histolytica 5 1.4

Dientamoeba fragilis 59 16.8
Giardia intestinalis 7 2.0
Cryptosporidium spp. 2 0.6
E. histolytica+ Dientamoeba fragilis 2 0.6
Dientamoeba fragilis+ Giardia intestinalis 5 1.4

Negatif 271 77.2

TOPLAM 351 100.0
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Tablo 4.10. PCR yontemiyle pozitif ¢ikan olgularin diger yontemlerle saptanan

sonuglari
. . ] Trikrom PCR-kopya
Olgu Hastane/Okul Direkt Mikroskobi Kiiltir | ELISA
Boyama sayisl
stipheli amip iioheli stipheli
1 ESOGU/dahiliye kistleri, yogun SUphetl amip pozitif E. histolytica-7
oy ° . amip Kisti -
16kosit, az eritrosit Kisti
. . stipheli amip : ; ; .
2 ~Halil Yasin LT - Blastocystis . . E. histolytica -3;
fli gretim Okulu k's“er;]'oﬁq'?rfitsocy“'s hominis | Ne9aUf | negatif | 5" oilis-20260
S. P. U. Gokhan stipheli amip . . . .
3 RN L - Blastocystis . . E. histolytica -5;
Yavuz [lkogretim | Kistleri, Blgs_tocystls hominis negatif negatif D. fragilis -675
Okulu hominis
Beylikova parazit kist ve
4 ~ Yeniyurt yumurtast negatif negatif negatif E. histolytica -4
1lkogretim Okulu goriilmedi
Beylikova parazit kist ve
5 Yeniyurt yumurtast negatif negatif negatif E. histolytica-2
ilkdgretim Okulu goriilmedi
Beylikova Blastocystis
6 Yeniyurt Blastocystis hominis h oy negatif negatif E. histolytica-7
s ominis
1lkogretim Okulu
stipheli amip kisti Ginheli siipheli
7 ESOGU/dahiliye yogun eritrosit Suphett amip | negatif | E. histolytica-9
ST amip kisti -
yogun 16kosit Kisti

Multipleks tandem real-time PCR c¢alismasinda sonuglar igin bilgisayar
ekraninda entamoeba i¢in mavi, dientamoeba i¢in turuncu, cryptosporidium i¢in
kirmizi, giardia icin sar1 ve internal kontrol i¢in siyah olmak tizere farkli renkte kod
bulunmaktadir. Sonuglarda ilk grafik parazitin var olup olmadigini gostermektedir.
Ikinci grafik kopya egrilerini {iglincii grafik ise parazit DNA’smin ergime
derecelerini gostermektedir. Internal kontrolde bir ¢ogalma olmamasi diski icinde
bulunan inhibitorlerden dolayr ektraksiyonumuzda bir sorun oldugunu
gostermektedir. Asagidaki resimler farkli parazitler icin pozitif sonuglarin ekrandaki

grafikleri gostermektedir (Sekil 4.7- 4.10) .
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Cycling Curves - Sample 798

100
80
No. Colour Sample Gene Call Normalised Expr. 8
6 | LS prx Present|7 g 60
7 | ] |798 |Dientamoeba =5
8 . 798 COWP 5
9 798 Giardin —
0 ¥ =
10 . 798 SPIKE Present| 10000 s 10 15 20 25 30
Cycle

Melt Curves - Sample 798

dF /dT

Y Y Y
80 85 90

Sekil 4.7. Multipleks tandem real-time PCR yontemi ile E. histolytica (mavi) pozitif

ornegin kopya sayisi, cogalma egrisi ve ergime derecesi (internal kontrol siyah)

Cycling Curves - Sample 728

100
MNo. Colour Sample Gene Call -
61 . 728 prx 8
T 60 |
62 | | |728 Dientamoeba|Present| 10 g
63| W [ |cowp .
64 728 |Giardin Present|127 8 ~
65 | i |78 [SPKE Present | 10000 ° . T 5 = -
Cycle

Melt Curves - Sample 728

dF idT
w FN

[N}

Sekil 4.8. Multipleks tandem real-time PCR yontemi ile D. fragilis (turuncu) ve G.
intestinalis (sar1) pozitif 6rnegin kopya sayisi, cogalma egrisi ve ergime derecesi

(internal kontrol siyah)



No. Colour Sample Gene

=]
=}

Call Normalised Expr.

@
=1

78

Cycling Curves - Sample 414
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Sekil 4.9. Multipleks tandem real-time PCR yontemi ile Cryptosporidium spp.

(kirmiz1) pozitif 6rnegin kopya sayisi, cogalma egrisi ve ergime derecesi (internal

kontrol siyah)

Cycling Curves - Sample 195
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61 . 195 prx Present |3 550,
62 | | (195 Dientamoeba|Present | 20260 §
63 | I |19 COWP
64 195 Giardin
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80
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Sekil 4.10. Multipleks tandem real-time PCR yo6ntemi ile E. histolytica (mavi) ve D.

fragilis’in (turuncu) beraber pozitif 6rnegin kopya sayisi, gogalma egrisi ve ergime

derecesi (internal kontrol siyah)
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Calismada 351 ornege tiim testler uygulanmistir (direkt mikroskobi, trikrom
boyama, kiiltiir, ELISA ve PCR). Direkt mikroskobi ile E. histolytica/dispar pozitif

cikan Ornek sayisi 83 (%23.6), trikrom boyama yontemiyle 60 (%17.0), kiiltiir

yontemiyle 45 (%12.8) olup ELISA testiyle E. histolytica pozitif ¢ikan 6rnek sayisi

30 (%8.5), molekiiler yontemle ise 7 (%2.0) olarak saptanmistir. Bunlarin

yontemlere gore dagilimi Tablo 4.11°de; sosyodemografik dzelliklere gore dagilimi

Tablo 4.12’de verilmistir.

Tablo 4.11. Tanida kullandigimiz tiim yontemlerle E. histolytica pozitiflik oranlart

Direkt Trikrom
. . Kiiltiir ELISA PCR
Mikroskobi Boyama
say1 % say1 % say1 % say1 % say1 %
Pozitif 83 23.6 60 17.0 45 12.8 30 8.5 7 2.0
Negatif 268 76.4 291 83.0 306 87.2 321 91.5 344 98.0
TOPLAM 351 100 351 100 351 100 351 100 351 100




Tablo 4.12.

Direkt mikroskobi yontemi ile E. histolytica/dispar tespit edilen

orneklerin 6grencilerin sosyodemografik 6zelliklere gore dagilimi

Anket . ] . o
o Direkt mikroskopi sonucu pozitif 6rnek sayisi
verileri
8. yas 9. yas 10. yas 11. yas 12. yas 13. yas
as
y 4(%1.1) | 4(%1.1) | 9(%2.6) | 2(%0.6) 0 (%0) 2 (%0.6)
Okuma-yazmasi ) )
Anne ilkokul lise iiniversite
olmayan
O6grenim
2 (%0.6) 15 (%4.2) 4 (%1.1) 0 (%0)
Baba
. 0 (%0) 17 (%4.8) 3 (%0.8) 1 (%0.2)
ogrenim
evhanim isci
Anne meslek
18 (%5.1) 3 (%0.8)
igsiz isci esnaf diger
Baba meslek s
3 (%0.8) 14 (%4.0) 2 (%0.6) 2 (%0.6)
El yikama yeterli yetersiz
aligkanh@ 18(%5.1) 3 (%0.8)
El yikamada Yalmz su sabun Sivi sabun
kullanilan
o 1 (%0.2) 5 (%1.4) 15 (%4.2)
temizleyici
banyo yapma hergiin Haftada bir
siklig1 1 (%0.2) 20 (%5.7)
Evde alaturka alafranga herikisi
kullanilan
12 (%3.4) 5 (%1.4) 4 (%1.1)
tuvalet
Tuvalet evet hayir
kagidi
18 (%5.1) 3 (%0.8)
kullanim
Ortak evet hayir
camasir
6 (%1.7) 15 (%4.2)
kullanimm
Hayvanlarla evet hayir
temas 12 (%3.4) 9 (%2.5)
Toplam say1 21 (%6.0)
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Direkt mikroskobik inceleme ile 351 6rnekten 83 (%23.6) tanesinde siipheli
amip kist ve trofozoitleri goriilmiis olup, bunlarin 21 (%6.0) tanesi ilkdgretim
okuluna giden oOgrencilerden toplanan digki Orneklerine aittir. 21 Ornekten 15
Ogrencinin annesi, 17 6grencinin ise babasi ilkokul mezunu olarak saptanmistir. Yine
bu 21 6rnekten 18 dgrencinin annesi ev hanimi 14 ¢grencinin ise babasi is¢i olarak
saptanmistir. Bu Orneklerden 12 diski sahibi Ogrencinin ise hayvanlarla temasi
oldugu belirlenmistir.

Direkt mikroskobide siipheli amip kist ve trofozoitleri goriilme orani 83
(%23.6) olup; bunlarin 45 (%12.8) tanesi trikrom boyama ile, 32 (%9.1) tanesi
kiiltiir yontemi ile, 13 (%3.7) tanesi ELISA yontemiyle, 4 (%1.1) tanesi molekiiler
yontem ile pozitif olarak saptanmistir (Tablo 4.13). Tablo 4.13’de kullandigimiz tiim
tan1 yontemlerinin ikili olarak ortak pozitif ¢ikan 6rneklerin sayilar1 ve yiizdeleri
verilmigtir. Yatay satir ve dikey siitunlarda kesisen drnek sayist ortak pozitif ¢ikan

ornek sayisidir.

Tablo 4.13. Kullandigimiz tim tan1 yontemlerinin birbirleriyle ikili olarak

karsilastirilmast
Direkt Trikrom

Mikroskobi Boyama Kaltir ELISA PCR
Say1 % |Sayi1| % |Sayi| % |Say1| % | Say1 | %
Direkt Mikroskobi 83 236 | 45 | 128 | 32 | 91 | 13 | 3.7 4 |11
Trikrom Boyama 45 128 | 60 (170 37 | 15 | 12 | 34 2 |06
Kiiltiir 32 9.1 37 105 45 | 128 | 10 | 28 2 0.6
ELISA 13 37 | 12 | 34| 10 | 28| 30 | 85| 1 |03
PCR 4 11 2 0.6 2 0.6 1 0.3 7 2.0

Trikrom boyama ile E. histolytica/dispar 60 (%17.1) 6rnekte tespit edilmis
olup; bunlarin 45 (%12.8) tanesi direkt mikroskobik inceleme ile, 37 (%10.5) tanesi
kiiltiir yontemi ile, 12 (%3.4) tanesi ELISA yontemiyle ve 2 (%0.6) tanesi molekiiler
yontemlerle pozitif olarak saptanmistir (Tablo 4.13).
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Kiltiir yontemiyle 45 (%12.8) 6rnekte amip tiremesi tespit edilmis olup;
bunlardan 32 (%9.1) tanesi direkt mikroskobik inceleme ile, 37 (%10.5) tanesi
trikrom boyama yontemi ile, 10 (%2.8) ELISA yontemi ile ve 2 (%0.6) tanesi
molekiiler yontem ile pozitif olarak saptanmistir (Tablo 4.13).

ELISA yontemiyle 30 (%8.5) 6rnekte E. histolytica pozitif olarak saptanmis
olup; bunlardan 13 (%3.7) tanesi direkt mikroskobi ile, 12 (%3.4) tanesi trikrom
boyama ile, 10 (%2.8) tanesi kiiltiir yontemi ile ve 1 (%0.3) tanesi molekiiler yontem
ile pozitif olarak saptanmustir (Tablo 4.13).

Molekiiler yontem ile 7 (%2.0) 6rnekte E. histolytica pozitif olarak saptanmis
olup; bunlardan 4 (%1.1) tanesi direkt mikroskobi ile, 2 (%0.6) tanesi trikrom
boyama yontemi ile, 2 (%0.6) tanesi kiiltiir yontemi ile ve 1 (%0.3) tanesi ELISA
yontemi ile pozitif olarak saptanmistir (Tablo 4.13).

Tim yontemler ile E. histolytica pozitif olarak saptanan Ornek sayisi ise

1(%0.3) olarak saptanmustir.
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5. TARTISMA

Amobiyoz; diinyada en yaygin goriilen paraziter hastaliklardan birisidir.
Tropik ve subtropik bolgelerde orani %50-80’lere ulasabilen hastalifin diinya
niifusuna oran1 %10 civarindadir. Olgularin %90’1 belirtisiz olarak seyreder. Okul,
kres, hastane, cezaevleri gibi toplu halde yasanan yerlerde daha siklikla ve salginlar
halinde goriilmektedir. Diinyada her yi1l 500 milyon kisinin E. histolytica ve ona
mikroskobik olarak benzeyen E. dispar ile enfekte oldugu, bunlarin 6nemli bir
miktarmin kolit veya karaciger apsesine yakalandigi ve 40-100 bin kadarinin dldiigi
tahmin edilmektedir [3].

Ulkemizde yakin tarihe ait galismalarda E. histolytica/dispar goriilme siklig
%0.3-17.4 arasinda degisen oranlarda bildirilmistir [3]. Izmir’de %0.16-%5.16;
Van’da %?2-%0.27; Sivas’ta %4.8; Ankara’da %0.9-%17.4; Manisa’da %05.5;
Isparta’da  %1.3-%4.23; Diyarbakir’da %0.4-%53.60; Kiitahya’da %0.74;
Kocaeli’nde %0.9-3.4; Kayseri’de %1.45-%4.1; Malatya’da %0-4.4; Samsun’da %8;
Afyon’da %2.4; Elazig’da %0.2; Hatay’da %0-13.4; Bursa’da % 0.34; Eskischir’de
%3.2 ve Sanhurfa’da % 8.19-%12.63. [59-66]. Birgok arastirmaci yayginligin
bolgeler arasinda farkli olmasinin nedeni olarak basta sosyo-ekonomik diizey ve
egitim seviyesini gostermektedir. Ayrica, digski incelemelerinde farkli yontemlerin
kullanilmasi da sonuglar1 etkilemektedir.

Giintimiizde mikroskopinin yani sira, antijen saptama yontemleri ve PCR gibi
yontemler de kullanilmaya baglanmistir. PCR yontemleri; 6zgiilliik ve duyarliliginin
oldukea yiiksek olmasi sebebiyle son yillarda antijen saptayan ELISA Kitleri kadar
yayginlagsmaya baglamistir [32].

PCR yonteminin E. histolytica’nin tanisinda kullanimina 1990'larin basinda
baglanmistir. 1991°de ise tek gen amplifikasyonu ile E. histolytica ve E. dispar
ayrimi yapilmistir. Daha sonralart E. histolytica tanisinda real-time PCR ve
multipleks real-time PCR’da kullanilmaya baslanmistir. PCR  Klinik ve
epidemiyolojik ¢alismalar icin Diinya Saglk Orgiitii tarafindan temel tam
yontemlerinden biri kabul edilmektedir [67].

Son zamanlarda mikroskobik incelemelerde parazitin morfolojik ve histolojik
Ozellikleri bir arada degerlendirilmekle birlikte tek bir diski 6rneginin incelenmesi

esastyla yapilan geleneksel mikroskobi yonteminin duyarlilig1 ve segiciligi biiytik bir
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problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Direkt mikroskobinin duyarliligi en iyi
kosullarda %10-60 arasinda degismektedir [68]. Tuncay ve arkadaslar1 saptadiklari
41 E. histolytica/E. dispar olgusunun ancak 25’ini mikroskobik incelemede
gorebilmislerdir [7]. Diskida makrofajlar veya E. dispar ve E. moshkovskii gibi
apatojen tiirlerin bulunmasi yanlis pozitifliklere neden olmaktadir. Bu nedenlerle E.
histolytica tanisinda mikroskobik tan1 etkili olmayan, yetersiz bir tan1 yontemidir. E.
histolytica’nin tanisinda gelismis tan1 yontemleri kullanilmasi gerekmektedir [69].

Tanyiiksel ve arkadaslar1 nativ-lugol ve trikrom boyama yontemi ile 380 disk1
orneginin 91'inde (%24) E.histolytica/dispar saptarken, 51 tanesi E. histolytica test
I1;TechLab ELISA ile pozitif, bunlardanda mikroskobi ile pozitif saptanan 6rneklerin
sayisin1 14 ve mikroskobi ile negatif oldugu saptanan 6rneklerin sayisin1 37 olarak
bildirmislerdir [70]. Bizim ¢alismamizda ise nativ-lugol ve trikrom yontemi ile 351
ornekten 45 (%12.8) 'inde E.histolytica/dispar saptanirken, bunlarin 30 (%8.5)
tanesinde E. histolytica test II;TechLab ELISA ile pozitif saptanmis olup, 13 olgu
mikroskobi ile pozitif, 17'si mikroskobi ile negatif olarak saptanmaistir.

Banglades de yapilan bir ¢alismada ¢ocuklarda E. histolytica yayginlig: direkt
mikroskobi, hiicre kiiltiirii ve 2. jenerasyon ELISA testi olan E. histolytica test II;
TechLab yontemiyle arastirdiklarinda; mikroskobik baki ile %3.5", kiiltiir ile %4.2'si
ve ELISA ile % 8'i pozitif bulmuslardir. Altin standart olarak kabul edilen izoenzim
calismalari ile ELISA’nin dogrulugunu denetlemisler ve testin duyarliligini %87.5,
ozgiilliigiinii %100 olarak saptamislardir. Ayrica, ¢aligmada kullanilan monoklonal
ELISA yonteminin Shigella, Salmonella, Campylobacter tiirleri ve diger enterik
patojenler ile ¢apraz reaksiyon vermedigini de bildirmislerdir [71].

Ekinci ve arkadaslar1 Mugla Ili merkez ilkdgretim okulu &grencilerinde
yaptiklar1 bagirsak paraziti aragtirmasinda, 3560 ilkdgretim okulu dgrencisinden 663’
{iniin ailesi arastirmaya izin vermistir. Ornekleri nativ-lugol inceleme ile
degerlendirmis, dgrencilerden 73’tinde (%11.01) bagirsak parazitine rastlamislardir.
35 kiz 6grenci ve 45 erkek 6grencide parazit saptamislar kiz erkek arasinda parazit
gorme siklig1 agisindan bir fark bulamamiglar. Parazit goriilenlerin %54.8’inin aile
gelir durumunu 750 TL ve alt1 olarak saptamislar, %64.4’{iniin anne-babasini ilkokul
mezunu olarak saptamiglar [72]. Bizim ¢alismamizda direkt mikroskobik inceleme

ile E. histolytica/dispar goriilen 6rnekler kadinlarda 40 6rnek erkeklerde 42 6rnek
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olup kadin ve erkek arasinda amip kisti/trofozoti goriilmesinin cinsiyet agisindan
anlamli bir farki bulunamamistir. Calismamizda sosyoekonomik diizeyi diisiik
bolgelerde parazit saptanma orani daha fazla bulunmustur. Beylikova Yeniyurt
[Ikégretim Okuluna giden dgrencilerin biiyiik kismini giineydogu anadoludan gelen
mevsimlik iscilerin ¢ocuklart olusturmaktadir. Bu isciler cadirkentlerde ikamet
etmekte ve temiz igcme suyu bulma sikintisi ve kanalizasyon baglantist ile ilgili
sorunlar1 mevcuttur. Bu gibi sebeplerden dolay:r Blastocystis hominis ve Giardia
intestinalis goriilme sayilar1 en fazla bu ilkégretim okuluna bagli Ogrencilerde
goriilmistiir. Direkt mikroskobik inceleme ile 351 drnekten 83 (%23.6) tanesinde E.
histolytica/dispar goriilmiis olup bunlarin 21 (%6.0) tanesi ilkogretim okuluna giden
Ogrencilerden toplanan diski Orneklerine aittir. Bu 21 O0rnek yas gruplarina gore
bakildiginda 8-11 yas arasinda yigilma gostermektedir. 21 Ornekten 15 Ogrencinin
annesi, 17 6grencinin ise babasi ilkokul mezunu olup anne- baba egitim seviyesinin
distikliigliniin stipheli amip kisti/trofozoiti goriilme oranini arttirdigini géstermistir.
Yine bu 21 o6rnekten 18 6grencinin annesi ev hanimi 14 6grencinin ise babast isci
olarak saptanmistir. Bu durum bize ailenin ekonomik diizeyinin diisiikliigiiniin
stipheli amip kisti/trofozoiti gériilme oranini arttirdigini1 géstermistir. Bu 6rneklerden
12 digki sahibi 6grencinin ise hayvanlarla temasi oldugu belirlenmis olup hayvanlarla
temasinda siipheli amip kisti/trofozoiti goriilme oranini arttirdigini gostermistir.

Azian ve arkadaglar1 Cameron Highlands’ta 212 diski 6rnegi ile ¢alismis, 31
ornekte mikroskobik olarak ve nested PCR yontemiyle E. histolytica/E. dispar
kompleksi pozitif olarak degerlendirmislerdir. Molekiiler yontemlerle bunlarin 28’
E. histolytica, 12’si E. dispar olarak bildirmislerdir. Yas gruplarina gére prevelansina
baktiklarinda ise en c¢ok 5-10 yas grubundaki hastalarda goriildiiglinii rapor
etmislerdir. Kadin erkek arasinda goriilme sikligi agisindan bir fark olmadigim
belirtmislerdir [73]. Bizim c¢alismamizda da 8-10 yas grubundaki hastalarda
prevelans daha yiiksek bulunmus olup, kadin erkek arasinda anlamli bir farkli
bulunamamustir.

Tan ve arkadaslar1 taze diski Orneklerinden E. histolytica trofozoitlerinin
tanisinda {i¢ farkli boyama metodu olan Eosin-Y, Wheatley trikrom ve lodine
boyama yontemlerini karsilastirmislardir. Wheatley trikrom boyama yontemini

trofozoitlerin boyanmasinda standart yontem olarak kabul etmislerdir. Eosin-Y
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boyama yontemini en kolay ve en pratik yontem olarak saptamislar ve trofozoitleri
gormek icin en iyi zamanin digski verilmesini takiben ilk 6 saat icinde yapilan
mikroskobik inceleme oldugunu bildirmislerdir [74].

Vianna ve arkadaslar1 alkalin lizis ile DNA ekstraksiyonu ve amplifikasyonu
sonucu direkt mikroskobi ile tanimladiklar1 39 pozitif E. histolytica ve E. dispar Kisti
ve/veya trofozoitinin 35 tanesini PCR ile pozitif olarak saptamislardir. Diger kalan 4
tanesinin ise diskida bulunan inhibitorler nedeniyle negatif olarak saptandigi
sonucuna varmislardir [75]. Bizim ¢alismamizda direkt mikroskobide pozitif olarak
saptanan 83 E. histolytica ve E. dispar Kisti ve/veya trofozoitinin 4 tanesini PCR
yontemiyle E. histolytica olarak bulunmustur. Calismamizda direkt mikroskobi ile
stipheli amip kisti/trofozoiti olarak degerlendirilen 83 Ornegin 25 tanesinde ise
multipleks tandem real-time PCR yontemiyle Dientamoeba fragilis saptanmistir. Bu
durum bize direk mikroskobinin duyarliliginin azligin1 ve amip kisti/trofozoitinin
diger parazitlerle ve makrofaj, epitelyum hiicresi gibi hiicrelerle karisabildigini
gostermistir.

Stark ve arkadaslari Vincent’s Hastanesi Mikrobiyoloji Anabilim dalinda
Entamoeba kompleksi (E. histolytica, Entamoeba dispar ve Entamoeba moshkovskii)
iceren digki ornekleri ile diskidan E. histolytica antijenini saptayan iki ELISA Kkiti
(Entamoeba CELISA PATH ve TechLab E. histolytica Il kit) ve PCR ydntemini
karsilastirdiklar1 ¢aligmalarinda PCR yontemini referans olarak kabul etmisler ve
CELISA PATH kitinin duyarliigmt %28 ve ozgilligini %2100 olarak
saptamiglardir. TechLab E. histolytica Il kiti PCR ile karsilastirildiginda diger
entamoeba tiirleriyle ¢apraz reaksiyon gostermesi sonucu pozitif reaksiyon verdigini
belirtmislerdir. ELISA kitlerinin PCR ydntemine kiyasla 1000 ila 10000 kat daha az
duyarli oldugunu ve endemik olmayan bolgelerde kullanilmasinin uygun olmadigini
bildirmislerdir [76].

Roy ve arkadaslar1 E. histolytica tanisinda real-time PCR ve geleneksel PCR
yontemlerini karsilastirmiglardir. Toplamda 205 diski ve karaciger apse materyali ile
calismiglardir. TechLab E. histolytica-spesifik antijen saptama testi ile 101 (%49)
tanesini pozitif, geriye kalan 104 (%51) tanesini de negatif olarak saptamiglardir.
Diskidan DNA ekstraksiyonu sonucu 124 tanesini real-time PCR ile pozitif olarak

saptarken, 90 tanesini geleneksel yontem PCR ile pozitif olarak saptamislardir.
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Antijen saptama testi real-time PCR ile karsilastirildiginda %79 duyarlilik ve %96
Ozgiilliige sahip olarak bulmuslardir. Geleneksel PCR yontemi real-time PCR ile
karsilastirildiginda %72 duyarlilik ve %99 6zgiillige sahip oldugunu, ili¢ yontem
birbiri ile karsilastirildiginda ise real-time PCR yontemini en duyarli olarak
saptamiglardir [77].

Santos ve arkadaslar1 bagka bir ¢alismada E. histolytica tanisinda multipleks
PCR ile antijen saptama metodlarini karsilagtirmislar. Direkt mikroskobik inceleme
ile E. histolytica/E. dispar kompleks olarak tanimlanan 127 diski 6rneginin;
multipleks PCR ile 2 tanesinde E. histolytica ve 9 tanesinde E. dispar saptamislardir.
Direkt mikroskobik inceleme negatif saptanan drneklerden bir E. histolytica ve iig¢ E.
dispar Multipleks PCR ile pozitif olarak saptadiklari ¢alismalarinda tek bir diski
orneginin direkt mikroskobik incelemesinde duyarliliginin olduk¢a az oldugunu
vurgulamislardir [78].

Qvarnstrom ve arkadaslar1 51 klinik amobiyozis vakalarindaki 42 diski 6rnegi
ve 9 Kkaraciger apse Orneginden izole ettikleri E. histolytica ve E. dispar
saptanmasinda geleneksel PCR yontemini, SYBR Green, LightCycler ve TagMan
yontemi olmak {iizere li¢ farkli real-time PCR yontemiyle karsilastirmiglardir.
TagMan yoOnteminin kantitatif amobiyozis tanisinda c¢alistiklart diger PCR
yontemlerine gore daha iyi oldugunu belirtmislerdir [79].

Stark ve arkadaslar1 digki1 6rneklerinden Cryptosporidium spp., Dientamoeba
fragilis, Entamoeba histolytica ve Giardia intestinalis’in Multipleks Tandem Real-
Time PCR ile saptanmasi ile ilgili yaptiklari ¢aligmalarinda St. Vincent’s Hastanesi
mikrobiyoloji boliimiine ishal etyolojisi arastirilmak tlizere gelen 472 diski 6rnegi
kullanmuslardir. Biitiin diski 6rneklerini direkt mikroskobik olarak incelemisler; RT-
PCR ve MT-PCR yontemleri ile calismislardir. Kullandiklar1 tan1 metodlarindan
2/3’tinde pozitif olan 6rnegin gercek pozitif olarak kabul etmislerdir. MT-PCR ile
RT-PCR arasinda %100 uyum oldugunu bildirmislerdir. Her iki yontemlede 28 G.
intestinalis, 26 D. fragilis, 11 E. histolytica, ve 9 Cryptosporidium sp. tespit
etmiglerdir. MT-PCR ve RT-PCR yontemlerinin %100 duyarli ve 6zgiil olduklarini
bildiren arastirmacilar glinlimiizde molekiiler yontemlerin amdbiyozis tanisinda altin
standart olabililecegini belirtmislerdir [80]. Bizde de molekiiler yontem olarak ayni
kiti kullanarak 351 ornekten 7 G. intestinalis, 59 D. fragilis, 5 E. histolytica, 2
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Cryptosporidium sp., 2 E. histolytica- D. fragilis ve 5 G. intestinalis- D. fragilis
saptanmistir.

Khairnar ve arkadaslar1 diski orneklerinden nested multipleks PCR yontemi
ile Entamoeba histolytica, E. moshkovskii ve E. dispar tespiti ile ilgili yaptiklari
calismalarinda, toplam 1720 diski 6rneginden direkt mikroskobi ve/veya kiiltiir
yontemiyle E. histolytica/E. dispar/E. moshkovskii tiirleri agisindan 202 6rnek pozitif
olarak tanimlamislar. Bunlarin 164’1 kiltir ve direkt mikroskobi ile, 22’si sadece
direkt mikroskobi ile, 16’s1 kiiltiir yontemiyle pozitif olarak sonuglandirilmistir.
Nested multipleks PCR yontemi ile E. histolytica/E. dispar/E. moshkovskii agisindan
pozitif olarak kabul edilen 202 6rnek ve 35 negatif kontrol 6rnegi olmak tizere 237
ornek calisilmistir. 202 6rnekten 190 tanesi nested multipleks PCR yontemi ile E.
histolytica/E. dispar/E. moshkovskii agisindan pozitif olarak bulunmus (duyarlilik
%94), negatif kontrol orneklerinin hepsi nested multipleks PCR yontemi ile E.
histolytica/E. dispar/E. moshkovskii agisindan negatif olarak saptamislardir (6zgiillik
%100) [69].

Fotedar ve arkadaslar1 Sidney’de digkida PCR yontemi ile E. histolytica/E.
dispar/E. moshkovskii varligin1 arastirmiglar. 5921 &rnekten 177 tanesi direkt
mikroskobik olarak Entamoeba kompleks olarak tespit edilmis, PCR yontemi ile 5
ornekte E. histolytica, 63 ornekte E. dispar, 55 ornekte E. moshkovskii tespit
etmislerdir [81].

Solaymani-Mohammadi ve arkadaslart Iran’da  asemptomatik  kist
tastyicilarinda yaptiklari ¢alismalarinda; E. histolytica/ E. dispar tanisinda digkidan
antijen saptama Kkiti (ELISA) ve PCR yontemini karsilastirmislar, TechLab E.
histolytica Il digki antijen Kkiti ile nested PCR yontemi arasinda %100 uyum
saptamuglardir. Arastiricilar E. dispar enfeksiyonun Iran’da asemptomatik Kkist
tastyicilarinda daha yaygin oldugunu tespit etmislerdir [4]. Calismamizda TechLab
E. histolytica IT digki antijen Kiti ile 30 6rnek pozitif olarak saptanmis olup, bu
orneklerden yalnizca 1 tanesini multipleks tandem real-time PCR yontemiyle
pozitiflik saptanmustir.

Beck ve arkadaslar1 Tanzanya’daki HIV pozitif hastalarin digkilarinda E.
histolytica/E. dispar/E. moshkovskii varligin1 digkidan antijen saptama testi ve PCR
metodu kullandiklar1 ¢alismalarinda 136 HIV pozitif hastanin 108'inde (%81) direkt
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mikroskobi ile amip tanimlanmis, bunlardan 7 (%7)’si PCR ile E. histolytica/E.
dispar/E. moshkovskii olarak saptanirken, 28’inde (%26) ELISA pozitifligi
gorilmiistir [82].

Hove ve arkadaglar1 seyahat Oykiisli ve ishal klinigi olan hastalardan 2591
taze digk1 6rnegi ile calismiglardir. Direkt mikroskobik inceleme, gerekenlere ELISA
testi uygulmislar ve haftalik olarak multipleks real-time PCR (Entamoeba histolytica,
Giardia lamblia, Cryptosporidium ve Strongyloides stercoralis) testleri
karsilastirmislardir. Direkt mikroskobik inceleme ve antijen saptama ydntemi ile
Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Cryptosporidiumsp., Strongyloides
stercoralis pozitif sonuglar sirasiyla %0.3, %4.7, %%0.5 ve %0.1 olarak
bulmuslardir. Real-time PCR yontemi kullanilarak baktiklarnda ise goriilme
oranlarinda artis gozlemisler ve sirasiyla %0.5, %6.0, %1.3 ve %0.8 olarak
bulmuslardir [83].

Haque ve arkadaslar1 129 diskida antijen saptama testi ve PCR testi ile
birlikte pozitif sonuclanan hastalar1 altin standart yontem olarak kabul etmis ve E.
histolytica, G. intestinalis ve Cryptosporidium spp. parazitleri i¢in tek tek caligilan
real-time PCR yontemi ile hepsinin ¢alisildigi multipleks real-time PCR yontemlerini
karsilastirmiglardir. Altin standart tani1 yontemi olarak kabul ettikleri yontem ile E.
histolytica, G. intestinalis, ve Cryptosporidium spp. parazitleri i¢in pozitiflik oranlar
sirastyla 42, 54 ve 31 olarak bulunmus. E. histolytica saptanmasinda multipleks real-
time PCR yonteminin duyarliligi %86 ve tek tek galigilan real-time PCR yonteminin
duyarliligr %95, 6zgiilliikleri sirasiyla %98, ve %99 olarak bulunmus. Ayrica PCR
yontemi ile spesifik DNA segmentinin saptanmasmin direkt mikroskobiden daha
duyarli bir yontem oldugunu bildirmisler [84].

Haque ve arkadaslar1 baska bir ¢alismalarinda vaka grubu olarak diyare ile
bagvuran 3646 hasta ile kontrol grubu olarak 2575 asemptomatik hastayir digskidan
antijen testleri ve PCR yontemlerini kullanarak Cryptosporidium hominis,
Cryptosporidium parvum, Entamoeba histolytica ve Giardia lamblia parazitleri
acisindan karsilastirma yapmiglardir. Cryptosporidium tiirleri ve Entamoeba
histolytica saglikli kontrol grubuna goére tiim yaslarda akut ishal ile gelenlerde daha
stk bulmuslardir. Diyareli hasta grubunda ise kantitatif real-time PCR ile diskidaki

parazit yiikii 6l¢iilmiis ve kontrol grubundan fazla olmadigini saptamislardir. Hasta
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grubundaki amobiyozis diisiiniilen digkida kan gérmeyi asemptomatik kontrol grubu
ile karsilastirdiklarinda anlamli bir farkliligin olmadigini bildirmislerdir (%8 ve
%1.6; P <.001) [85].

Intarapuk ve arkadaslari Myanmar'da diski 6rneklerinden PCR ile Entamoeba
histolytica ile Entamoeba dispar varligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 455 digki
orneginin 30 'unda direkt mikroskobi ile entamoeba siipheli 6rnek tanimlamislardir.
Pozitif 6rneklerde PCR yontemi ile small subunit rRNA (SSU-rRNA) bolgesi,
kitinaz ve serinden zengin Entamoeba protein gen bolgelerini amplifiye etmislerdir.
SSU-rRNA gen bolgesi amplifikasyonu kullanilarak 30 ornekten 3 oOrnekte
Entamoeba histolytica ve Entamoeba dispar tespit etmislerdir. PCR primeri olarak
Entamoeba histolytica kitinaz bolgesi kullanilarak 12 6rnekte pozitif bulmuslardir.
Entamoeba histolytica ile Entamoeba dispar i¢in iki ayr1 serinden zengin primerler
amplifiye edilmis ve 20 Entamoeba histolytica, 16 Entamoeba dispar 6rnegini pozitif
olarak bulmuslardir. Kiiltiir gereksinimi olmadan digkidan direkt DNA ekstraksiyonu
ile entamoeba tiirlerinin bulunabilecegini bildirmislerdir [86].

Rostamighalehjaghi ve arkadaslar1 2332 diski 6rnegi ile PCR yontemi ile
primer olarak Cp5 geni kullanarak Entamoeba histolytica ve Entamoeba dispar
tespiti konusunda calismislardir. Direkt mikroskobi ile pozitif bulunan 148 ornek
Robinson besiyerine ekmisler ve gen bankasindan Cp5 gen bolgeleri
oligoniikleotidler kullanilarak amplifiye edilmis ve primer olarak kullanmislardir. 1k
basamakta  kollojen  baglayict  protein  (cbp-30)  geni Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar varligi agisindan amplifiye etmisler ve 43 6rnek (22
ornekte dizanterili olmayan hastadan alinmis) pozitif olarak saptamislardir. Kontrol
icin standart suglar da kullanmiglardir. 43 Ornegin tamami Cp5 gen bolgeleri
kullanilarak ~ ¢alistiklarinda Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar varligi
acisindan pozitif olarak saptamislardir [87]. Bizim c¢alismamizda ise Entamoeba
histolytica peroksiredoksin gen bolgesi kullanilmis olup multipleks tandem real time
PCR yontemiyle ¢alisilmistir. Farkli gen bolgeleri kullanarak ve sadece E. histolytica
caligilarak yeni caligmalar yapmamiz gerektigini sdylemekteyiz.

Haque ve arkadaslar1 amibik kolitli hastalar ve amibik karaciger apsesi
olanlarin kan, idrar ve tiikkriik 6rnekleri real-time PCR yontemi ile Entamoeba

histolytica varlig ile ilgili bir ¢alisma yapmislardir. 98 amibik karaciger apseli hasta,
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28 amibik kolitli hasta ve 43 kontrol grubu ile caligmislardir. Amibik karaciger apseli
hastarin kan, idrar ve tiikriik 6rneklerinde real-time PCR yontemi ile Entamoeba
histolytica DNA varlig1 sirastyla %49, %77 ve %69 olarak bulmuslardir. Amibik
kolitli hastarin kan, idrar ve tiikriik Orneklerinde real-time PCR yontemi ile
Entamoeba histolytica varlig1 saptama duyarlilig: sirasiyla %36, %61 ve %64 olarak
saptamiglardir. Kontrol grubununda ise kan, idrar ve tiikriikk 6rneklerinde real-time
PCR yontemi ile Entamoeba histolytica varligi saptayamamislardir. Noninvaziv
olarak alinabilen tiikriikk ve idrar Orneklerinin amibik karaciger apseli hastalarin
tanisinda kullanilabilecegini bildirmiglerdir [88].

Solaymani-Mohammadi ve arkadaslari digski mikroskobisi ve serolojisi
negatif olarak gelen ishal, siddetli karin agris1 ve atesi olan 20 yasinda bir bayan
hastanin diskisindan SSU-rRNA gen boélgesi amplifikasyonu kullanilarak PCR
yontemi ile Entamoeba histolytica varhig: saptadiklarini bildirmiglerdir [89].

Zeyrek ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada direkt baki ile (nativ-lugol)
stipheli bulduklar1 87 digskinin 19 (%21.7)’unda ELISA metodu ile E. histolytica / E.
dispar spesifik antijen pozitif, 23 (%26.4)’iinde trikrom boyama yontemiyle E.
histolytica / E. dispar kompleksini pozitif saptamiglardir. E. histolytica / E. dispar
sikligimi trikrom boyama ile %1.4 (23/1600), ELISA yontemiyle %1.2 (19/1600)
olarak bulmuslardir [90]. Bizim ¢alismamizda direkt baki ile siipheli 83 digkinin 13
(%15.6)’sinda ELISA metodu ile E. histolytica / E. dispar spesifik antijen pozitif, 45
(%54.2)’sinde trikrom boyama yontemiyle E. histolytica / E. dispar kompleksi
pozitif olarak saptanmugtir. E. histolytica / E. dispar sikligin1 trikrom boyama ile
%17.0 (60/351), ELISA yontemiyle %8.5 (30/351) olarak bulunmustur.

Misir’da degisik gastrointestinal yakinmasi olan 210 hastada E. histolytica
yayginligint belirlemeye yonelik bir ¢alismada ELISA testi kullanmiglardir. Bu
hastalarin 115 (%54.7)’inde akut amobiyozun en 6nemli klinik belirtisi olan dizanteri
sikayeti mevcutmus. Dizanteri sikayeti olan hastalarinl8’inde E. histolytica yiizey
adezin molekiilleri ELISA ile tespit etmislerdir [91].

Gliney Afrika’da gergeklestirilen calismada hastanelerden ve ilkokullardan
toplanan oOrneklerde E. histolytica/E. dispar yaygmligi ELISA ve nested-PCR ile
aragtirmiglardir. E. histolytica yayginligi hastane Orneklerinde 37/197 (%18.8),
ilkdgretim okulu 6rneklerinde 1/47 (%2.1) seklinde tespit etmisler; E. dispar hastane
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orneklerinde 50/197 (%25.3) ilkogretim Ogrencilerine ait 6rneklerde 4/47 (%8.5)
olarak tespit etmislerdir. Ayn1 bolgede HIV pozitif 31 hastanin 5’inde (%16.1) E.
histolytica infeksiyonu, HIV negatif 213 bireyin 33’iinde (% 15.5) E. histolytica
infeksiyonu gozlendigi bildirilmislerdir [92]. Bizim ¢alismamisda direkt mikroskobik
inceleme ile hastanelerde 62 (%17.6) , ilkokullarda 21 (%6.0) E. histolytica/E. dispar
pozitif drnek bulunmustur.

Filistin’de yapilan c¢alismada direkt mikroskobi, demir-hematoksilen
boyamasi, ELISA ve PCR ile 92 ¢ocukta E. histolytica/dispar sikligini arastiran bir
calismada arastirmacilar PCR ile 64 (%69.6) ornek pozitif saptamiglardir. Bu
cocuklarin 21’inde (%22.8) E. dispar saptarken, 7 (%7.6) ¢ocukta mikst infeksiyon
gormiislerdir [49].

Tayvan’da akil hastanesinde E. histolytica infeksiyonunun eradikasyonun
amaglanan yaklagik iki yillik calismada arastirmacilar 443 yetiskin birey ELISA ile
takip etmislerdir. Programin baslangicinda %10.8 olan infeksiyon orani %6.3, %3.6,
%2.7, %3.4, %2.2 ve sonunda da tamamen ortadan kalktigini bildirmislerdir [93].

Suudi Arabistan’da gastrointestinal yakinmalarla hastaneye bagvuran 186
hastaya arastirmacilar direkt mikroskopi ve ELISA yontemiyle g¢aligmislar, E.
histolytica/dispar mikroskobik yontemle 26 hastada (%31.3) gormiisler ve ¢alismada
en sik rastlanilan paraziter infeksiyon oldugu bildirmislerdir. Pozitif sonuglanan
ornekleri E. histolytica test Il; TechLab ile ¢alistiklarinda yalnizca 5 tanesinde (%19)
E. histolytica antijeni pozitif olarak saptamiglardir. Bu bolgede E. histolytica
yaygmligr %2.7 oldugunu ve bu caligma sonuclarinin bu veriyi destekledigini
belirtmislerdir [94]. Bizim ¢alismamizda direkt mikroskobik inceleme ile 351
ornegin 83"l (%23.6) siipheli amip kist ve trofozoitleri saptanmig, 30 (%8.5) drnekte
ise ELISA E. histolytica test Il (TechLab) ile E. histolytica/dispar pozitif olarak
saptanmigtir. ELISA testi pozitif ¢ikan 6rneklerin 13 (%3.7) tanesi direkt mikroskobi
ile pozitif olarak saptanmistir.

Rosmaria ve arkadaslari Meksika'da PCR yontemiyle semptomatik c¢ocuk
hastalardan aldiklart mikroskopisi pozitif 120 digki 6rneginin 13 tanesinde E.
histolytica, sadece 1 tanesinde E. dispar’a rastlamislardir [95].

Calderaro ve arkadaslart 108 hastaya ait 166 o6rnegi E. histolytica ve E.

dispar'in goriilme sikligini belirlemek amaciyla yaptiklar calismada, sonuglari,
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sirasiyla %5.6 ila %8.3 olarak bulmuslardirdir. Arastiricilar; mikroskopi, kiiltlir ve
serolojiyle tanist1 konmus hastalarda PCR testiyle dogrulama yapmak gerektigini
belirtmislerdir. Ayni ¢alismada kullanilan real-time PCR yontemi ise tani amagh
kullanilabilecek daha pratik bir yontem olarak tanimlamislardir [96].

Nohynkova ve arkadaglart Cek Cumhuriyetinde yilda toplam 40-50 E.
histolytica/E. dispar infeksiyonu bildirildigini belirtmisler ve E. histolytica/E. dispar
oranmi belirlemek amaciyla multipleks nested PCR kullandiklar1 68 o6rneklik
calismalarinda, olgularin 65 'i (%95.6) E. dispar olarak saptanirken yalnizca 3 olgu
(%4.4) E. histolytica olarak tanimlamislardir. Arastiricilar, Cek Cumhuriyeti'nde E.
histolytica oranmin ¢ok diisiik oldugu ve E. histolytica/E. dispar infeksiyonlu
hastalarin  tanisinda PCR  kullanilarak tiir ayrimi  yapilmasi  gerekliligini
belirtmislerdir [97].

Gonin ve arkadaslart 95 diski Ornegini mikroskopta incelemisler, E.
histolytica II test kiti ile antijen aramiglar ve PCR yontemi uygulamislardir. 51
hastadan ELISA, mikroskopi ve PCR yontemi ile, 9 hastadan PCR ve mikroskopi
yontemi ile, 4 hastadan sadece PCR yontemi ile pozitif sonu¢ bulduklarini
bildirmislerdir. Caligmalarinin sonucu olarak E. histolytica-E. dispar ayrimini
yapmada ELISA testinin duyarliliginin diisiik oldugu seklinde yorumda bulunmuslar
ve PCR yonteminin kullanilmasini 6nermislerdir [98]. Bizim g¢alismamizda 351
ornekten; ELISA, direkt mikroskobi ve PCR testi ile 1 (%0.2) hastada, PCR ve direkt
mikroskobi ile 4 (%]1.1) hastada, sadece PCR yontemi ile ise 7 (%2.0) hastada pozitif
olarak saptanmistir.

Nunez ve arkadaglari direkt mikroskopi, ELISA testi ve multipleks PCR
yontemi ile 3 ayr1 gruptaki hastalarin digki 6rneklerini incelemislerdir. Birinci grupta
direkt mikroskopisi ve ELISA's1 pozitif olan 52 hasta, ikinci grupta direkt
mikroskopisi ve ELISA's1 negatif 30 kisilik kontrol grubu ve tigiincii grupta 40
hastalik, baska parazitler tagiyan kros-reaksiyon grubu yer aldigir caligmalarinda;
negatif kontrol grubu ve kros-reaksiyon grubunda hic¢bir hastada PCR pozitifligi
tanimlanmamis ve multipleks PCR calismasinin 6zgiilliigliniin maksimum oldugu
seklinde yorumlamiglardir. E. histolytica/E. dispar infeksiyonu dogrulanmis gruptaki
52 hastanin 49'u E. dispar pozitif bulmuslar, 3 tanesinin PCR sonucu negatif olarak
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saptamiglar ve testin duyarliligint %94 olarak bildirirlerken ¢alismalarinda higbir
olguda E.histolytica'ya rastlamamislardir [99].

Helmy ve arkadaslar1 Entamoeba cinsi agisindan direkt mikroskopisi pozitif
(40 kist ve 11 trofozoit) 51 disk1 6rnegine E. dispar/E. histolytica ayirimini yapmak
icin nested PCR uyguladiklar1 ¢alismalarinda, 9 hastada E. dispar saptarlarken, 31
hasta E. histolytica ile enfekte olarak tanimlamiglardir. 11 hastada ise hem E. dispar,
hem de E. histolytica ile es zamanli enfekte olarak tanimlamislar ve arastiricilar, bu
sonuglarin, molekiiler yontemlerin, patojen ve patojen olmayan tiplerin tanimlamasi
acisindan 6nemli bir potansiyel tant yontemi oldugunu gosterdigini bildirmislerdir
[100].

Dagc1 ve arkadaslar1 7 diski 6rnegini E. dispar/E. histolytica primerleri
kullanarak PCR yontemiyle incelediklerinde, 6rneklerin tamaminin E. dispar
oldugunu gostermislerdir [101].

Kurt ve arkadaglari 2047 hastadan aldiklar1 digki Orneklerinin 59 tanesinin
(%2.9) mikroskopi veya kiiltiir incelemesini E. histolytica/E. dispar agisindan pozitif
olarak bulmuslardir. Orneklerin 14 tanesi (%23.7) PCR ile, 5 tanesi (%8.5) antijen
spesifik ELISA testi ile E. histolytica pozitif olarak bulmuslardir. E. dispar PCR ile
31 hastada (%52.5), ELISA ile 52 hastada (%88.1) pozitif olarak bulmuslardir [102].
Bizim g¢aligmamizda 351 Ornekten 96 (%%27.3) ornekte direkt mikroskobi veya
TYI-S 33 besiyerine ekim sonucu E. histolytica/E. dispar agisindan pozitif olarak
bulunmus olup 7 (%2.0) tanesi PCR ile, 30 (%38.5) tanesi ELISA ile E. histolytica/E.
dispar agisindan pozitif saptanmustir.

Mengeloglu ve arkadaslar1 direkt mikroskopi ile incelenen 1720 diski
orneginin 44inde (%0.37) amip kistleri gérmiisler, kist goriilen 6rneklerde ELISA
ile Entamoeba histolytica spesifik antijen arastirmiglardir. Orneklerin 26‘sinda
(9%59.1) spesifik antijen varligi saptamiglardir. Amobiyoz siliphesi olan hastalarda
tantyr dogrulamak icin, direkt mikroskopi duyarliligmmin diisiik olmasindan dolay,
ELISA metodunun uygulanmasinin hastaya verilecek tedavinin belirlenmesi veya
hastanin gereksiz tedavi almasinin  Onlenmesi agisindan uygun oldugunu
belirtmislerdir [103]. Bizim ¢alismamizda ise toplamda 351 Grnekten 30 (%8.5)
tanesi ELISA ile pozitiflik saptanmistir.
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Calismamizda; toplam 977 gaita Ornegi icinde tiim testlerin uygulandigi
(direkt mikroskobi, trikrom boyama, kiiltiir, ELISA ve PCR) 6rnek sayist 351
olmustur.  Calisilan testlere gore oranlar sirasiyla; Direkt mikroskobi ile E.
histolytica/dispar pozitif ¢ikan 6rnek sayist 83 (%23.6), trikrom boyama yontemiyle
60 (%17.0), kiiltiir yontemiyle 45 (%12.8) olup, ELISA testiyle E. histolytica pozitif
¢ikan 6rnek sayist 30 (%38.5), molekiiler yontemle ise 7 (%2.0) olarak saptanmustir.

Direkt mikroskobide E. histolytica/dispar goriilme orani 83 (%23.6) olup,
bunlarin 45 (%12.8) tanesi trikrom boyama ile, 32 (%9.1) tanesi kiiltiir yontemi ile,
13 (%3.7) tanesi ELISA yontemiyle, 4 (%]1.1) tanesi molekiiler yontem ile pozitif
olarak saptanmustir.

Trikrom boyama ile E. histolytica/dispar 60 (%]17.1) ornekte tespit edilmis
olup, bunlarin 45 (%12.8) tanesi direkt mikroskobik inceleme ile, 37 (%10.5) tanesi
kiiltiir yontemi ile, 12 (%3.4) tanesi ELISA yontemiyle, 2 (%0.6) tanesi molekiiler
yontemlerle pozitif olarak saptanmustir.

Kiiltir yontemiyle 45 (%12.8) ornekte E. histolytica/dispar tespit edilmis
olup, bunlarin 32 (%9.1) tanesi direkt mikroskobik inceleme ile, 37 (%10.5) tanesi
trikrom boyama yontemi ile, 10 (%2.8) ELISA yontemi ile ve 2 (%0.6) tanesi
molekiiler yontem ile pozitif olarak saptanmustir.

ELISA yontemiyle 30 (%8.5) 6rnekte E. histolytica pozitif olarak saptanmis
olup, bunlardan 13 (%3.7) tanesi direkt mikroskobi ile, 12 (%3.4) tanesi trikrom
boyama ile, 10 (%2.8) tanesi kiiltiir yontemi ile ve 1 (%0.3) tanesi molekiiler yontem
ile pozitif olarak saptanmistir.

Molekiiler yontem ile 7 (%2.0) 6rnekte E. histolytica pozitif olarak saptanmis
olup, bunlardan 4 (%1.1) tanesi direkt mikroskobi ile, 2 (%0.6) tanesi trikrom
boyama yontemi ile, 2 (%0.6) tanesi kiiltiir yontemi ile ve 1 (%0.3) tanesi ELISA
yontemi ile pozitif olarak saptanmistir. Tiim yontemlerin uygulandigi 351 6rnekten
Entamoeba histolytica, Dientamoeba fragilis, Giardia intestinalis ve
Cryptosporidium spp., igin yalniz basina pozitif ¢ikan ornek sayilari sirasiyla 5
(%1.4), 59 (%16.8), 7 (%2.0) ve 2 (%0.6) olarak saptanmistir. Entamoeba histolytica
ve Dientamoeba fragilis 2 (%0.6) ornekte, Dientamoeba fragilis ve Giardia
intestinalis 5 (%]1.4) miks parazit enfeksiyonu olarak saptanmistir. Tiim yontemler

ile E. histolytica pozitif olarak saptanan 6rnek sayisi ise 1 olarak saptanmustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Digkinin direkt incelenmesinin deneyimli laboratuvar personeli tarafindan
yapilmasi son derece onemlidir. E. histolytica kist/trofozoitleri diger birgok amip
tiirleriyle, iri lokositler, polenler, tam olarak sindirilmemis sebze artiklar1 ve
konak¢inin somatik hiicreleriyle kolaylikla karigabilmesi nedeniyle bir¢ok
laboratuvarda olgularin ancak 1/3'iniin dogru tanimlanabilmesi nedeniyle tanida
birden fazla yontemin birlikte kullanilmasi zorunlu hale gelmistir. Direkt
mikroskobinin es zamanli olarak parazite ait ¢ekirdek yapilarinin daha iyi
gozlemlenmesi nedeniyle trikrom boyama yontemiyle birlikte yapilmasi gerekir.
Fakat bu iki yontemde E. histolytica/dispar ayiriminda yeterli degildir. Es zamanl
olarak miimkiinse kiiltiir yontemi ve 0Ozgiil antijen saptayan ELISA yontemi de
caligilmalidir.

Yaptigimiz arastirma bir tarama calismasi niteliginde olup diger yaymn ve
aragtirmalarda %100 duyarli ve 6zgiil olarak bildirilen molekiiler yontem ile 7
ornekte E. histolytica pozitifligi saptadik. Bu oOrneklerden 4 tanesini direkt
mikroskobi yontemiyle, 2 tanesini trikrom boyama yontemiyle, 2 tanesini kiiltiir
yontemiyle ve 1 tanesini de ELISA ydntemiyle pozitif olarak saptadik. Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda dogru tani i¢in molekiiler yontem ile caligilamiyorsa direkt
mikroskobi, trikrom boyama, kiiltiir yontemi ve ELISA yontemi kombine edilmeli bu
dort yontemle ortak pozitif ¢ikan sonuglar pozitif olarak degerlendirilmelidir.
Calisgmamizda molekiiler yontem ile ELISA yontemi arasinda uyum
saptayamadigimiz i¢in molekiiler yontemin alternatifi olarak ELISA yonteminin
kullanilmasini 6neremiyoruz.

Mikrobiyolojik taninin enfeksiyon hastaligi tanisinda sadece bir parametre
oldugu gercegi diistiniilerek, hastanin diger yardimci verileri ile birlikte tani
konulmalidir.

Digkida bulunan safra tuzlari, hemoglobin yikim iirtinleri gibi inhibitor
maddeler ve diskidan DNA ekstraksiyonunun zor olmast molekiiler yontemler igin
bir dezavantaj olusturmaktadir. Ayrica ekstraksiyon yapacagimiz digki miktarinin
icinde parazit varligmin olmamasi ya da parazit yiikiiniin ¢ok az olmasi yalanci
negatif sonuglar olusturmaktadir. Digki 6rneklerinin toplandiktan sonra -70°C’de

saklanmasi, taze orneklerle diskinin hemen c¢alisilamamasi gibi nedenlerde yalanci
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negatif sonuglarin ¢ikmasinda 6nemli bir etmendir. Bu sebeplerden dolayr diskidan
parazit DNA’sinin ekstraksiyonu ile ilgili problemlerin giderilmesi, parazitin farkl
gen bolgeleriyle de ¢alismalar yapilarak standardizasyonun saglanacagi arastirmalara

ihtiyag vardir.
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karinda gaz ve kramplar, gegcici ishaller, burun kasintisi, aniiste ve viicutta kasinti,
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belirtilerden herhangi biri sizin ¢ocugunuzda goriilityorsa diskida parazit varliginin
arastirilmasi gerekmektedir.

Amacimiz; ilimizde ilk6gretim c¢ocuklarindaki parazit varligin1 ve oranini
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plastik kaplar icine miimkiinse sabah okula gelirken, degilse aksamdan ¢ocugunuzun
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yasam kosullarin1 ve parazit varligimi belirlemek amaciyla Osmangazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Mkirobiyoloji Anabilim Dalinca yapilmaktadir. Ailenizle ve
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