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Prof. Dr. izzet SAHIN e,
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AMIBIYAZIS TANISINDA NATIiV-LUGOL, SEDIMANTASYON VE TRiIKROM
BOYAMA YONTEMLERININ ONEMi

OZET

Entamoeba histolytica biitiin diinyada goriilmekte fakat prevalansi, iilkeden iilkeye bolgeden
bolgeye degismektedir. Ulkemizde de amibiyazis nispeten yaygin olarak bulunmakta ve halk saghgi

sorunu olarak 6nemini korumaktadir.

Bu calismada diski 6rnekleri, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali’na
bagvuran hastalardan temin edilmistir. Agz1 kapakli kaplara alinan digki 6rnekleri 6nce nativ-lugol
yontemiyle incelenmistir. Daha sonra trikrom boyama yontemi ile boyanarak E. histolytica/E.
dispar yoniinden degerlendirilmistir. Sonraki basamakta aynmi diski ornekleri formol-etil asetat
sedimantasyon yontemiyle incelenmis, daha sonra trikrom boyama yontemi ile boyanarak E.
histolytica/E. dispar yoniinden degerlendirilmistir. Calismada 1000 diski Ornegi incelenmistir.
Direkt nativ-lugol yontemiyle hazirlanan preparatlarin 11’inde (%1,1), sedimantasyon sonrasi nativ-
lugol yontemiyle hazirlanan preparatlarin 13’tinde (%1,3) E. histolytica/E. dispar pozitif
bulunmustur. Direkt trikrom boyama yOntemiyle incelenen preparatlarin 9’unda (%0,9),
sedimantasyon sonrasi trikrom boyama yontemiyle incelenen preparatlarin ise 12’sinde (%1,2) E.

histolytica/E. dispar pozitif bulunmustur.

Sonuglar Mc Nemar metodu ile degerlendirilmistir. Yontemlerin tan1 degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanamamustir (p>0,05). Bununla birlikte amibiyazis tanisinda kullanilan
yontemler arasinda faydali, en az zaman alan, ayni1 zamanda en ucuz olan yontemin nativ-lugol
yontemi oldugu saptanmistir. Formol-etil asetat ¢oklastirma yonteminin E. histolytica/E. dispar
kistlerinin goriilme sikligin1 artirdigi ve trikrom boyama yonteminin E. histolytica/E. dispar’in diger
organizmalardan kesin olarak ayrimini saglamasi nedeniyle spesifik tan1 amaciyla kullanilmasinin

gerekli oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: E. histolytica/E. dispar, nativ-lugol yontemi, formol-eter sedimantasyon

yontemi, trikrom boyama yontemi.



THE IMPORTANCE OF SALINE-IODINE PREPARATION, SEDIMENTATION AND
TRICHROME STAIN METHODS ON DIAGNOSIS OF AMOEBIOSIS

ABSTRACT

Entamoeba histolytica is found throughout the world but prevalance changing from every country to
every area. Amoebiosis is relatively common in our country and keeps its importance as community

healty problem.

In this study, stool samples were provided from patients applied to Erciyes University, Medical
Faculty, Parasitology Department. Stool samples taken in adequate container were examined first
with saline-iodine method. Then they were finally stained with trichrome staining method to
evaluated for E. histolytica/E. dispar. After that, same stool samples were examined with formol-
ethil asetat sedimentation method and then they were finally stained with trichrome staining method
to evaluated for E. histolytica/E. dispar. In this study, 1000 stool samples were analysied. 11 of
1000 (%1,1) stool samples examined directly with saline-iodine preparations and 13 (%1,3) of them
examined after sedimentation were found positive for E. histolytica/E. dispar. 9 of 1000 (%0,9)
stool samples examined directly with trichrome staining method and 12 of them (%1,2) examined

the same method after sedimentation, were found positive for E. histolytica/E. dispar.

Results were asesed with the Mc Nemar method. There was no statistical difference between
diagnosis methods (p>0,05). However, nativ-lugol is the useful, less occupy and the cheapest
method for diagnosis of amoebiosis. Formol-ethil asetat concentration method increases the
occuring of E. histolytica/E. dispar cysts and trichrome staining method precisely differentiate E.
histolytica/E. dispar from other organisms. As a result, trichrome staining method is deduced to use

in specific diagnosis.

Key words: E. histolytica/E. dispar, nativ-lugol method, formol-ethil asetat sedimentation method,

trichrome staining method.
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1. GIRIS VE AMAC

Entamoeba histolytica; infekte bireylerde higcbir belirti vermeyen portorliikten, siddetli
belirtilerle seyreden akut amipli dizanteriye kadar ¢esitli derecelerde barsak belirtilerine,
bazen de karaciger, akciger, beyin, dalak, deri gibi organ ve dokularda amip apselerine
neden olan bir protozoondur. Entamoeba histolytica’nin patojenitesi cografi bolgeye,

organizmanin tiiriine ve hastanin immun durumuna gore degismektedir.

Entamoeba dispar; Entamoeba histolytica ile morfolojik olarak ayni ancak izoenzim
analizi (zimodemler), monoklonal antikor ve DNA problan teknigi ile farkli oldugu

belirlenen non-patojen bir amip tiiriidiir.

Entamoeba histolytica/Entamoeba  dispar diinyada kozmopolit bir dagilim
gostermektedir. Tropikal ve subtropikal bolgelerde daha sik goriilmekle beraber arktik
ve antarktik bolgelerde de goriilmektedir. Bir bolgede enfeksiyonun prevalansi {izerinde
iklim kosullari, hijyen ve sanitasyon durumu, sosyo-ekonomik, sosyo-kiiltiirel ve

medikal 6zellikler etkili olmaktadir.

Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar enfeksiyonu; parazitin 4 c¢ekirdekli olgun
kistlerinin dogrudan agiz yolundan alinmasiyla ya da bu kistlerle kontamine olan

yiyecek ve iceceklerle bulasmaktadir.
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Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar tanisi, genellikle diski incelemelerinde
parazitin kist ve/veya trofozoit sekillerinin goriilmesiyle konulabilmektedir. Diskinin
direkt mikroskobik incelenmesinin yani sira trikrom boyama, modifiye formol-eter
coklastirma, Robinson besiyerine ekim gibi yontemlerden de sik olarak
yararlanilmaktadir. Bu yontemlerin yani sira, digkida parazitin antijenlerini veya serum

antikorlarin1 aramaya yonelik serolojik yontemler de gelistirilmistir.

Bu c¢alismada; nativ-lugol yonteminin yani sira, formol-etil asetat ile sedimantasyon
yontemi ve Trikrom boyama yontemi kullanilarak, amibiyazis tanis1 ve yontemlerin tani

degerlerinin ortaya konmasi amaclanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TARIHCE

Lamble 1859’da insan bagirsaginda amiplerin bulundugunu belirlemistir. F. Loesch
1875’de St.Petersburg’da bir Rus oduncunun digkisinda trofozoitleri saptayarak
tanimlamis, bu digkiy1 bir kopege vererek onda da diyare ve submukozal iilserasyonlar
olusmasini saglamistir. Koch R. 1883°’de Misir’da ortaya c¢ikan dizanteri olgulan ile
karaciger amip apseleri arasindaki iligkiyi bildirmis ve kalin bagirsakta Loesch’un

tanimladig1 amiplerin bulundugunu ortaya koymustur (1-4).

1891°de Councilman ve Lafleur amipli dizanteri etkenine “Amoeba dysanteria” adini
vermiglerdir. Schaudinn 1903’de  dokular1 eritici  0zelliginden dolayr bu
mikroorganizmaya Entamoeba histolytica adin1 vermistir (1, 2, 4). Walker ve Sellards
1913’de insan {izerine yaptiklari deneylerde Entamoeba histolytica’nin Kistlerle
bulastigin1 ve patojen bir protozoon oldugunu kanmitlamislardir (1, 4). Entamoeba
histolytica ilk kez 1918’de Cutler tarafindan invitro ortamda iiretilmistir. W. Balamuth
(1946) ve E.C. Nelson (1947) aksenik olmayan sivi besi yerinde, Diamond (1961) ise

aksenik kiiltiirde amipleri iretmeyi basarmistir (2, 4, 5).
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Brumpt 1925°de insanda patojen ve apatojen iki ayri Entamoeba tiiriiniin bulundugunu
gostermis ve tanimlamistir (4). Sergeaunt ve Williams 1978°de patojen ve nonpatojen
amipleri, bircok glikolitik enzimlerin izoenzim analizlerini yaparak “zimodem” adi
verilen elektroforetik bant yapilan ile tanimlamislardir. Molekiiler biyoloji alanindaki
gelismeler sonucunda; E. histolytica’nin patojenik veya invaziv bir tiir oldugu, E.
dispar’in ise nonpatojen veya invaziv olmayan bir tiir oldugu ortaya konmustur. Spice
ve Ackers (1992), Diamond ve Clark’in (1993) da soz ettikleri gibi, tartismalarin tarihi
genis kapsamli olarak yeniden incelendiginde E. histolytica ve E. dispar’in farkl tiirler
oldugu ortaya konulmustur. Bu sekilde belirlenen iki farkli amip tiiriiniin varhigi
(E.histolytica/E.dispar) 1997°de Diinya Saglhk Orgiiti (DSO=WHO) tarafindan da
kabul edilmistir (6-8).

2.2. SINIFLANDIRMA

Levine’e (1980) gore Entamoeba histolytica’nin smiflandirilmas: asagida verildigi
gibidir (7).

Regnum(Alem) : Protista

Phylum(Sube) : Sarcomastigophora

Subphylum(Altsube) : Sarcodina

Superclass(Sinif) : Rhizopoda

Class(Sinif) : Lobosea

Subclass(Altsinif) : Gymnamoebia

Ordo(Takim) : Amoebida
Familya(aile) : Entamoebidae
Genus(Cins) : Entamoeba

Species(Ttiir) : Entamoeba histolytica
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Amiplerin, trofozoit donemlerinde bicimlerinin degismezligini saglayan ceperleri
bulunmamaktadir. Cikardigi pseudopodlarla bicimleri degisebilmekte ve hareket
edebilmektedirler. Kist donemlerinde ise bu oOzelliklerini yitirmektedirler. Bazilar
sularda ve nemli yerlerde 0zgiir olarak, bazilar1 ise hayvanlarin sindirim boslugunda
sigintt veya parazit olarak yasamaktadirlar. Insanlarin sindirim boslugunda yasayan
amiplerden E. histolytica’nin patojen oldugu bilinmektedir. Diger amip tiirlerinden
Entamoeba gingivalis agiz boslugunda, Endolimax nana, lIodamoeba butschlii ve
Dientamoeba fragilis bagirsakta bulunmakta ve apatojen olduklan bildirilmektedir (2,

9).

Entamoeba Cinsi : Nukleusu kiiciik, karyozom ortada veya ortaya yakindir. Nukleusun
i¢ yliziinde periferik kromatin tanecikleri vardir. Bu kromatin tanecikleri diizenli veya
diizensiz sekilde bulunabilmektedir. insanda E. histolytica, E. coli, E. hartmanni, E.

polecki, E. gingivalis tiirlerinin yasadig1 bilinmektedir (2, 5, 9, 10).

Endolimax Cinsi : Nukleus ic¢indeki karyozom biiyiikk ve diizensizdir. Periferik
kromatin tanecikleri bulunmamaktadir. Nukleus zar1 ile karyozom arasinda akromatik
iplikler vardir. Insanda bulunan tiiriin Endolimax nana oldugu bildirilmektedir (1, 2, 9,

11, 12).

Iodamoeba Cinsi : Nukleuslarinin karyozomu biiylik, yuvarlak ve merkezidir.
Karyozomun etrafi akromatik ve koyu boyanmayan taneli bir tabaka ile c¢evrilidir.
Nukleus zar1 iginde periferik kromatin tabakas1 yoktur. Insanda bulunan tiiriin

fodamoeba biitschlii tiirii oldugu bildirilmektedir (1, 2, 9,11-13).

Dientamoeba Cinsi : Iki adet nukleuslar: bulunmaktadir. Karyozomlar1 4-6 pargali
kromatinden olusmustur. Nukleus zan iginde periferik kromatin tanecikleri
bulunmamaktadir. Insanda bulunan tiiriin Dientamoeba fragilis oldugu bildirilmektedir

(1,2,9,11-13).



2.3. MORFOLOJI
2.3.1. Entamoeba histolytica’mmm Morfolojik Ozellikleri

Insan viicudunda E. histolytica’nin trofozoit, prekist, kist, metakist ve metakistik

trofozoit formlarina rastlanmaktadir (9, 14).
2.3.2. Trofozoit

Entamoeba histolytica trofozoitleri 10-60 pum, ortalama 25 pm capindadir. Trofozoit
seklin 1/3’linii teskil eden ektoplazma seffaf ve homojen, endoplazma ise graniilliidiir.
Ekdoplazmadan eldiven parmag seklinde, dar ve uzun pseudopodlar ¢ikarir.
Pseudopodlar aniden ¢ikar ve trofozoitin o yone dogru hareket etmesini saglar.
Endoplazmasinda icerdigi besin maddesine gore biiyiikliigii ve sekli farkli olan ve bir
cogunda eritrosit bulunan besin vakuolleri ile bir nukleus bulunmaktadir. Nukleus 3-5
um capinda, yuvarlak ince zarli olarak goriiliir. Nukleus ortasinda kiiciik ve koyu
boyanan karyozom, nukleus zarinin i¢ yiizeyinde inci tanesi gibi cogunlukla diizenli
olarak siralanmig periferik kromatin tanecikleri bulunmaktadir. Karyozom ile kromatin
tanecikleri arasinda linin iplikgikleri yer almakta, bu iplik¢ikler {izerinde kromatin
bulunmamaktadir. Mitokondri, golgi aygiti, piirtiiklii endoplazma aginin bulunmadigi

bildirilmektedir (1,9, 11, 14-18).

Entamoeba histolytica’nin insan viicudunda doku sekli ve bagirsak boslugu sekli olmak

tizere iki farkli trofozoit formunun oldugu bilinmektedir.

a) Doku sekli: Bagirsak boslugundaki trofozoit formlarin bazi kosullar altinda histolitik
bir etki ile dokular eriterek bagirsagin derin tabakalarini istila etmesi ve orada
cogalmasi ile ortaya c¢ikar. Ortalama biiyiikliigii 20-40 um olmakla beraber bazen 60 um
biiyiikliikte olabilir (11). Hematofaj olma 6zelligi, bu formun patojen oldugunun bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Vakuolleri i¢inde ¢ok sayida eritrosit

bulunabilmektedir. Dokularda hi¢bir zaman kist olusturmazlar (19).

b) Bagirsak boslugu sekli: Normal donemli evrimde goriilen formlardir. Entamoeba
histolytica trofozoitlerinin bagirsak boslugunda boliinmesiyle meydana gelirler. 10-20
um biiyiikliigiindeki bu yapilarin endoplazmasinda eritrositlere rastlanmaz (1, 11, 18,

19).



2.3.3. Prekist

Trofozoitler, kalin bagirsak boslugunda ilerlerken bagirsak igerigindeki su miktarinin
gittikce azalmasi nedeniyle, morfolojik ve fizyolojik degisikliklere ugrayarak kist
sekline doniismektedirler (20). Bu doniisiim sirasinda trofozoit; i¢indeki sindirilmemis
besinleri disar atar, pseudopod hareketi yavaslar, ortalama 10-40 pm ¢apinda, homojen
ve yuvarlak olan prekist sekline doniismektedir. Prekistlerde ektoplazma ve endoplazma
ayrimi gozlenememektedir. Prekist olgunlastik¢a hareketi kaybolur ve etrafinda bir kist
duvart olusur. Cekirdek trofozoit forma gore kiiciilmiistiir, endoplazmada uglart kiit

comakgiklar seklinde kromatoid cisimler goriilebilmektedir (9, 14, 19, 20).
2.3.4. Kist

Yuvarlak veya oval olup, 10-20 um biiyiikliigiinde yapilardir. Bagirsakta yeterli besin
bulunmadigi durumlarda prekist formlardan gelisirler. Geng kistlerin sitoplazmasinda
glikojen vakuolleri bulunabilir. Kistin olgunlasmasiyla kromatoid cisimcikler ve
glikojen vakuolleri kaybolur. Geng¢ kistlerde cekirdek bir tane ve Kkistin 1/3’i
biiyiikliigiinde iken, gelisim siirecinde iki cekirdek ve dort cekirdek meydana gelir.
Amibiyazisli kisilerin digkilarinda goriilen dort nukleuslu kistlerin enfektif oldugu
bilinmektedir. Bu formlar bagirsaktan atildig1 andan itibaren bulastiricidir (1, 9, 11, 13,

14, 17-20).
2.3.5. Metakist

Agizdan alinan dort ¢ekirdekli kistin kist duvari, ince bagirsagin son kisminda yok olur;

ortaya cikan dort ¢ekirdekli bu trofozoite metakist denir (21).
2.3.6. Metakistik Trofozoit

Metakistin sitoplazmasi ¢ekirdek sayisinca boliiniir ve boylece bir kistten dort adet genc
form olusur ki bu formlara metakistik trofozoit veya Amobula denir. Bu formlar kalin

bagirsaga gecerek gelisimlerini siirdiiriir ve trofozoitleri olusturur (19, 21).



2.4. YASAM DONGUSU

Entamoeba histolytica’nin baglica konagi insandir. Evrimi direkt olup ara konak yoktur.
Dort cekirdekli olgun kistlerin fekal-oral yolla alinmasiyla enfeksiyon bulasir. Olgun
kistlerin yiyecek ve iceceklere tasinmasinda karasinekler gibi mekanik vektorler de rol

oynar.

E = Mon-invaziv kolonizasyon
A& = Enfektif dénem - Intestinzl hastaliklzr
A= Diagnostik dénem E= Ekstra intestinal hastaliklar

Sekil 2.1. Entamoeba histolytica’nin hayat dongiisii

Entamoeba histolytica’nin dort cekirdekli kistleri agiz yoluyla almir@. Kist duvar ince
bagirsagin son kisminda parcalanir, ortaya ¢ikan dort ¢ekirdekli trofozoite metakist
denir 2. Daha sonra metakist cekirdek sayisinca boliiniir ve boylece bir cekirdekli dort
tane metakistik trofozoit olusur. Bunlar kalin bagirsaga gecerek, yerlesir, beslenir,
biiyiir ve trofozoitleri meydana getirir. Trofozoitler kalin bagirsakta boliinerek
cogalir 8. Entamoeba histolytica en sik olarak cekum ve rekto-sigmoidal bolgeye

yerlesir. Entamoeba histolytica’nin bagirsak ¢eperine karst konumu farkli olabilir. Baz1
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durumlarda bagirsak iceriginin en dis ylizeyine (miikdz tabakasi ile igerik arasindaki
bolgeye) veya bagirsak iceriginin iclerine yayilir ve bagirsaga invaze olmazi®l. Bu

durumda enfeksiyon semptom vermeyebilir (21).

Son yillarda E. histolytica’nin patojen olmayan bir susu bulunmustur. Patojen ve non-
patojen amipler bircok glikolitik enzimlerin izoenzim analizleri yapilarak “zimodem”
ad1 verilen elektroforetik bant yapilar ile tanimlanmislardir. Bu sekilde belirlenen iki
farkli amip tiirli; Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar 1997°de Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan da kabul edilmistir. Entamoeba dispar non-patojendir ve E.
histolytica ile morfolojik olarak aynidir. Mikroskop altinda bu iki tiir birbirinden ayirt
edilememektedir (6, 8).

Bazi Entamoeba histolytica suslar1 proteolitik enzimlerini kullanarak kalin bagirsak
mukozasinin epitel tabakasindan baslayarak muskiilaris mukozaya, submiikozaya kadar
ulagsmaktadir (19). Tabana yayildik¢ca genisleme gosteren iilserler tipik lamba sisesi
manzarasi gbsteriﬂm. Genelde kolonda lokalize olan trofozoitlerin damar yoluyla
karaciger, akciger ve beyin gibi organlara giderek o organlarda apse yapmasiyla
bagirsak dig1 amibiyazis meydana gelirﬁ] (19). Bagirsak boslugunda bulunan veya
bagirsak dokusundan bagirsak bosluguna atilan trofozoitler, bagirsakta ilerledikce
bagirsak icerigindeki su miktarinin azalmasi sonucu bir takim morfolojik ve fizyolojik
degisikliklere ugrarlar. Iclerindeki sindirilmemis besinleri atar, daha homojen ve
yuvarlak prekist sekline donerler4'. Prekist olgunlasir, etrafinda kist duvari olusur.
Uclart kiit ¢comak seklinde kromatoit cisimler ve sinirlar1 net olarak goriilemeyen
glikojen vakuolii meydana gelir. Prekistin nukleusunun mitoz boliinmesi sonucu
olgunlagmakta olan kistlerde kistin 1/3” i biiyiikliigiinde iki, olgun kistlerde kistin Y4’{i

biiyiikliigiinde dort nukleus bulunur. Olgun kistler diski ile disar1 atilir (22-24).
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2.5. ELEKTRON MiKROSKOBIK YAPISI

Elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde, E. histolytica’nin hiicre yapis1 ve

organellerinin detaylar1 hakkinda bilgi edinilmesi miimkiin olmustur.

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 goriilmiistiir (11).

Nukleus : Nukleusu saran zar {izerindeki porlar ile karakteristik bir goriiniime sahiptir.
Nukleolus 151k mikroskobunda tek bir yap1 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 O©Onemi hakkinda heniiz yeterli bilgi

edinilememistir (11).

Sitoplazma : Elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde ektoplazma ile
endoplazma arasinda bir fark gozlenememistir. Sitoplazma i¢inde 0.2-0.3 pm.
biiyiikliigiinde vakuoller bulunmaktadir. Bu vakuollerin membranlar1 incelendiginde,
plazma membram ile ayn1 yogunlukta ve kalinlikta oldugu goriilmiistiir. Vakuollerde
nisasta tanecikleri veya bakteriler bulunabilmekle beraber, her ikisinin de birlikte
bulundugu vakuoller gozlenmemektedir. Bu da besinlerin intraselliiler sindiriminin
kendilerine 6zgii vakuoller icinde oldugunu gostermektedir. Ayrica her vakuolde farkl

fiziksel ve kimyasal kosullarin yaratildig1 diisiiniilmektedir (11, 15, 17).

Sitoplazmada golgi aygiti ve mitokondri bulunmadigi bilinmektedir. Entamoeba
histolytica’nin mikroaerofil bir organizma oldugu, oksidorediiksiyon olaylarini
glutatyonsuz siirdiirdiigii, enerjisini glukozun piruvata doniisiimii sirasinda ATP yerine
pirofosfatt kullanarak elde ettigi ileri siiriilmektedir. Entamoeba histolytica
trofozoitlerinin invitro kosullarda oksijeni sadece dinlenme sirasinda kullandigi
saptanmustir (10, 15, 17). Entamoeba histolytica’nin elektron transfer zincirinde, demir

stilfiir proteinlerinin rol oynadigi gosterilmistir (9).
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Invitro kosullarda, parazitin oksijen indirgeme iiriinlerini detoksifiye edecek smirli
yetenege sahip oldugu saptanmis, canliliginin ortamdaki sistein ve askorbik asit gibi
indirgeyici etkenlere bagimli bulundugu belirlenmistir (13). DNA’nin, E. histolytica
nukleusu icerisinde kiiciik miktarlarda gelisi giizel dagilmis oldugu gosterilmistir.
Kesintili isaretleme yontemi kullanilarak, RNA sentez ve olasi depolama yerinin

cekirdegin periferik kromatininde bulundugu saptanmustir (9).
2.6. EPIDEMIYOLOJI

Amibiyazis; kuzey kutbundan giiney kutbuna kadar, biitiin diinyada goriilebilen
kozmopolit bir paraziter hastaliktir. Diinya niifusunun % 10 kadarinin bu parazitle
enfekte oldugu bilinmektedir. Ozellikle tropikal ve subtropikal bolgelerde bulunan
insanlarin %50-80 gibi ¢ok biiyiik bir kesiminin E. histolytica ile enfekte oldugu
bildirilmektedir (12, 13, 25, 26).

Enfekte kisilerin diskisiyla disar1 atilan trofozoitler kisa bir siire i¢inde yasamlarini
kaybederler; canli iken agizdan alinsalar bile mide asiditesine dayanamazlar.
Amibiyazisde kaynak, bagirsaklarinda E. histolytica bulunan ve digkilar ile parazitin 4

cekirdekli kistlerini dis ortama atan enfeksiyonlu kisilerdir (21).

Insan diskisinin sebze bahcelerinde giibre olarak kullanilmasi, bilhassa cig yenen yesil
sebzelerin kirletilmesi, karasinek hamam bocegi gibi eklem bacaklilarin ¢evrede bol
bulunmasi ve yiyecek, icecek maddeleriyle iliskileri; yiyecek sektoriinde calisan, sessiz
enfeksiyonlu  kisilerin  kisisel hijyen kurallarina uymamasi bu parazitin

epidemiyolojisinde biiyiik onem tasir (21, 22).

Amibiyazisin prevalansi; iilkeden iilkeye hatta ayni iilkenin bolgeleri arasinda bile farkli
olabilir. Diinyada prevalansin %10 civarinda oldugu, yer yer %50 ile %80’lere ulastig1
bildirilmistir. Yurdumuzda yapilan tarama sonuglarina ve olgu bildirimlerine gore,
farkli gruplarda, E. histolytica prevalansi %0 ile %17 arasinda degismektedir. Prevalans
oranlarinin farkli olmasinda: bdolgelerin sanitasyon durumlari, kisilerin  hijyen
kurallarina uyma aligkanliklari, yeme ve digkilama alisgkanliklari, laboratuarda
kullanilan tan1 yontemlerinin ve tani araglarinin uygunlugu ve incelemeyi yapan kisinin

ehil olup olmamasi rol oynamaktadir (21).
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Bu parazitoza ait o6limler diinyada malarya ve schistosomiosisden sonra {iciincii siray1
almaktadir. Cocuklar, gebe kadinlar ve tedavi amaciyla steroid alan hastalar, bunlara
ilaveten gelismis iilkelerde yeni gd¢menler, aktif homoseksiiel erkekler ve AIDS’li

hastalar da amibiyazis i¢in yliksek risk grubunu teskil eder (19).

2.7. KLINIiK VE PATOGENEZ

Entamoeba histolytica’nin olusturdugu parazitoza amibiyazis (amoebiosis) denir.

Amibiyazis; bagirsak amibiyazisi ve bagirsak dis1 amibiyazisi olmak iizere ikiye ayrilir.

2.7.1. Bagirsak Amibiyazisi (Intestinal Amoebiosis)

Entamoeba histolytica’'nin kalin bagirsaga yerlesmesiyle meydana gelen bir
enfeksiyondur. Etken cofu zaman kalin bagirsak boslugunda siginti bir organizma
olarak zarar vermeden yasamini siirdiiriir veya kalin bagirsak ¢eperine girerek mukuslu,
kanli bir ishalle gelisen akut yada kronik bir hastaliga yol acar. Bu nedenle intestinal

amibiyazis; asemptomatik ve semptomatik amibiyazis olmak iizere ikiye ayrilir (19).

a) Asemptomatik amibiyazis: Amibiyazisin en sik goriilen seklidir. Parazit bagirsak
liimeninde s1gint1 bir yasam siirdiiriir. Asemptomatik amibiyazise parazitin non-patojen
suslart sebep olmaktadir. Semptomlar gelismeyen bu amibiyazisle ilgili 2 hipotez ortaya
atilmistir. Birincisi; morfolojik olarak ayirt edilmeyen iki farkli tiir vardir. Biri patojen,
digeri non-patojen. Diger hipotez; bir tiiriin iki degisebilirlik aras1 formu vardir. Biri
hastalik sebebidir, digeri ise hastalik sebebi degildir. rRNA calismalar gostermistir ki;
morfolojik olarak ayirt edilmeyen iki farkli tiir vardir. Birincisi patojen Entamoeba

histolytica, digeri non-patojen Entamoeba dispar (14, 19).

b) Semptomatik amibiyazis: Semptomatik amibiyazisde parazitin patojenik etkisi,
trofozoitin konak hiicreye iizerindeki lektin maddesiyle tutunarak hiicre oldiiriicii salgi
yapmas1 ve daha sonra bu hiicreyi fagosite ederek eritmesi seklinde olmaktadir (19).
Amiplerden izole edilen enzimler arasinda jelatinaz, kazeinaz, pepsin, tripsin, amilaz,
fosfomonoesteraz, maltaz, esteraz, siiksinik dehidrogenaz ve hiyaluronidaz
sayilabilmektedir. Bu enzimlerden hiyaluronidaz ve proteinazin histolitik etki ile amibin
yakininda bulunan hiicrelerin lizisine neden olarak parazitin dokuda yerlesip

yayillmasina neden oldugu saptanmistir. Amipler ile temas eden makrofaj veya haberci
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gibi lokositlerin birka¢ dakika i¢inde normal gorevlerini yapamaz hale geldikleri ve
anormal goriiniim alarak oldiikleri bildirilmektedir (28-30). Konak hiicreye tutunan ve
salgiladig1 tripsin ile bagirsak epitelini eriten amip trofozoitleri kalin bagirsak
mukozasinin epitel tabakasindan bagslayarak muskularis mukozaya ve submukozaya
kadar ulagsmaktadir. Bu sekilde meydana gelen iilserler baslangicta zimba ile delinmis
bir goriintli verir. Tabana yayildikca genisleme gosteren iilserler tipik lamba sisesi
manzarast verir. Ik lezyonlar cekum ve apendikste olusmaktadir. Bazen kalin
bagirsakta amoboma denilen icindeki bosluklarda trofozoitleri ve nekrotik dokuyu

iceren graniilomatdz kitleler meydana gelir (19, 22).

Klinik olarak amibiyazis; akut ve kronik bir seyir gosterir. Akut bagirsak amibiyazisi;
ortalama 1 ile 2 haftalik bir kulucka siiresinden sonra baslar, nonspesifik gastrointestinal
sikayetler ile kendini gostermektedir. Semptomlar zaman zaman bagirsak hareketlerinin
artmasi ile kolik tarzinda karin agrilar1 ve/veya bazen sulu digskilama ile seyretmektedir.
Akut olgularda siklik sirasina gore belirtiler; ishal, dizanteri, karin agrisi, sirt agrisi, ates
ve karinda hassasiyet olarak siralanmaktadir. Agir vakalarda ates 40-40,5°C’ a ¢ikabilir.
Kusma, siddetli abdominal kolik ve amip istilasina bagli olmayan nonspesifik
hepatomegali ve karaciger duyarliligi goriilebilir. Yaygin olmayan amibiyazisde 1-3
hafta siireyle hassasiyet ve kanli diskilama goriilmektedir. Hastaligin bagirsakta
kanamalar, perforasyon, tikanma, amoboma, amip kolitleri gibi komplikasyonlarla

ortaya cikabilecegi de bildirilmektedir (3, 14, 19, 30, 31).

Kronik bagirsak amibiyazisinde, hastalifin ne zaman bagladigi kesin olarak
tanimlanamaz. Cogu kez de tedavi edilmemis ve/veya tedavisi tamamlanmamis
hastalarda goriiliir. Digk: ara sira ishalli cogunlukla sekillidir. Karin agris1 vardir fakat

belirsiz kramp seklindedir. Kilo kayb1 ve ates siklikla goriilmektedir (19).
2.7.2. Bagirsak Dis1 Amibiyazis (Ekstra intestinal amoebiosis)

Genelde kolonda lokalize olan trofozoitlerin Vena porta ile karacigere tasinmasi ile
gerceklesir. Vena portaya ulasim, bagirsak dokusunda tahribat yapan formlarin
muskiilaris mukozaya kadar derinlesen iilserlerinde mezenterik kapillerin erimesi ile
etkenin damarlara ge¢mesi sonucu gerceklesmektedir. Bagirsak amibiyazisinin bir
metaztazidir (19). Kiiciik mikroapseler birleserek amebik karaciger apsesini

olusturmaktadir. Apsenin i¢ kisimda l6kosit hiicreleri, protein yapisindaki maddeler,
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ceperinde ise amip trofozoitleri bulunmaktadir. Parazitin karacigerde siklikla portal
venoz sistemin proksimal kismini tuttugu goriilmektedir, Cogunlukla periportal
inflamasyon ile intestinal amibiyazis birlikte bulunmaktadir. Karaciger amibiyazisinde
hepatomegali ve ates meydana gelebildigi gibi, apsenin biiyiikliigline bagl olarak
gelisebilecek cesitli semptomlar ve bu apsenin kendiliginden ac¢ilmasma bagh
komplikasyonlar da gelisebilmektedir.  Peritonit, ampiyem, perikardit gibi
komplikasyonlarin gelismesi halinde hastalarin yasami ciddi olarak tehdit altina
girmektedir. Parazitin karacigerden sonra en sik yerlestigi organlar sirasi ile; akciger,

beyin, dalak, iirogenital sistem, deri ve eklemlerdir (30).
2.8. IMMUNOLOJI

Entamoeba histolytica’ya kars1 insanlar oldukc¢a direnclidir. Yetersiz beslenme, asiri
yorgunluk, bazi ilaglarin kullanimi, bagisiklik durumunu bozan hastaliklar gibi
nedenlerle direncin kirildigi durumlarda parazit viicuda kolayca yerlesebilir.
Amibiyazisde, konakta hem hiicresel hem de hiimoral bagisikligin gelistigi
bildirilmistir. Bu tip bagisikligin gelisebilmesi icin, E. histolytica trofozoitlerinin
dokuya yerlesmesi gereklidir. Kazanilmis bagisikligin konagi yeni enfeksiyonlara karsi
koruyup korumadigi heniiz tam olarak agiklik kazanmamistir. Fakat hiicresel bagisiklik

antikorlardan daha fazla koruyucudur (21).

Ravdin ve ark., asemptomatik amibiyazisli kisilerin serumlarinda, immunoblotting
metodu ile antiamip antikorlarinin varligim1 gostermistir (30). Karaciger amibiyazisinde
antikorlarin ge¢ olustugu, buna baglh olarak pozitifliginde gecikmis olarak meydana
geldigi goriilmektedir. E. histolytica antijenlerine karsi erken tipte deri reaksiyonu
olusmasinda IgE antikorlarinin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Amibiyazisde gec
duyarhilik olustugu, deri altinda mononiikleer hiicrelerin toplanarak hipersensitivite

meydana getirdigi bilinmektedir (3, 9, 30, 32, 33).
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2.9. TANI

Amibiyazis tanisi, hastalardan alinan digkilarin bekletilmeden nativ-lugol yontemiyle
incelenmesi ve inceleme sirasinda parazitin kist ve/veya trofozoitlerinin goriilmesiyle
konabilmektedir. Ancak diskida parazitin her zaman bulunmamasi, kistlerin diger amip
kistleriyle kolaylikla karistirilabilmesi, tecriibeli olmayan kisilerin etkeni diger parazit,
lokosit ve diskidaki partikiillerle kanstirabilmesi, disarida uzun siire bekletilen
diskilarda trofozoitlerin kolayca parcalanarak goriilemez hale gelmesi nedeniyle tani
sirasinda yanilgilara diisiilebilmektedir. Bu giicliikler arastiricilari amibiyazis tanisinda
direkt bakiya yardimci olabilecek o6zgiillik ve duyarlii@i yiliksek olan giivenilir

yontemlerin aranmasina yonlendirmistir.

2.9.1. Etkensel Tam Yontemleri

a) Nativ-lugol yontemiyle direkt diski incelenmesi: Yaklasik 2 mg diski, lamin
izerine damlatilan bir damla serum fizyolojik ile karistirilarak ezilir ve mikroskop
altinda incelenir. Yine aymi sekilde, lamin {izerinde bir damla lugol soliisyonu ile
incelenecek diskidan yaklasik 2 mg konulur ve lamel kapatilarak mikroskop altinda
incelenir. Parazitin kist ve/veya trofozoitlerinin goriilmesiyle tan1 konur. Direkt taninin
basarili olabilmesi ic¢in, diskinin laboratuara zaman kaybedilmeden gonderilmesi,
trofozoitlerin parcalanmadan ve hareketlerini kaybetmeden incelemesi onemlidir (34).
Diski incelemeleri sirasinda E. histolytica kist ve trofozoitlerini diger amiplerle ve
lokositlerle karistirmamaya dikkat edilmelidir. E. histolytica kist ve trofozoitleri her
zaman diskida bulunamadigindan amibiyazis diisiiniilen kisilerde ilk incelemede
parazite rastlanamadiginda, diski incelemelerinin giin asir1 olarak ard arda en az 3 kez

tekrarlanmasi onerilmektedir (14, 35).

b) Endoskopi: E. histolytica trofozoitlerinin bagirsaklarda meydana getirdigi iilserleri
direkt olarak gérme, gerekli goriilen yerlerden biyopsi veya parca almaya dayanan bir
yontemdir. Amip iilserlerinin kenarinda trofozoitler yogun olarak bulunduklarindan
endoskopi ile bu bolgelerden alman materyalde trofozoitler kolaylikla
goriilebilmektedir. Endoskopi ile elde edilen materyalden yapilan siiriintiiler ile preparat
hazirlanip boyanmasi ve besiyerlerine ekim yapilmasi amiplerin goriilme ihtimalini

arttrmaktadir (13, 14, 17, 31, 36, 37).
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¢) Besiyerine ekim: E. histolytica diisiiniilen digki 6rmekleri, amip kistlerinin acilip,
trofozoitlerin iiredigi Robinson, Diamond (TYI-S 33, TYSGM-9), Dobell, Boeck-
Drbohlav, Cleveland-Collier, Balamuth, Laidlaw, St.John ve Jones besiyerlerinden en

az birine ekilebilir (13, 14, 38-41).

d) Boyama: E. histolytica’ nin boyanmasinda, demir-hematoksilen ve trikrom boyama
yontemlerinin basariyla kullanildigi bildirilmektedir (14, 17, 42). Organizmalar ve
zemin arasindaki renk kontrasti, organizmalarin hematoksilenle boyanmis yaymalara
oranla daha iyi fark edilmelerini saglar. Trikromda, organizmanin sitoplazmasi
genellikle mavi yesilden mora calan bir renge boyanirken, cekirdek kromatini,

kromatoid cisimler ve diger inkliizyonlar kirmizi yada kirmizimsi mor renk alir (34).

e) Konsantrasyon yontemleri: Diski 6rneklerinde parazitin kist ve trofozoitleri az
sayida bulunabilir. Bu durumda inceleme sirasinda bunlar kolaylikla gozden
kacabilmektedir. Arastiricilar bu sakincay ortadan kaldirmak i¢in incelemeler sirasinda,
diskida trofozoitlerin ve oOzellikle kistlerin ¢oklastirllmasinda basariyla yararlanilan
formol-etil asetat, modifiye formol-eter, c¢inko-siilfat ve MIF gibi yontemlerin

kullanilmasini 6nermektedirler (10, 14, 36, 43).

f) Diskida E. histolytica antijenlerinin aranmasi: Diski 6rneklerinde parazitin kist ve
trofozoitleri her zaman bulunmayabilir, bu nedenle diskida parazitin antijenlerini ortaya
koyarak taniya gitmek icin serolojik tan1 yontemlerinden yararlanilmaya baslanmistir.
Giiniimiizde, digskidaki parazit antijenlerinin tespitinde monoklonal antikorlarla
hazirlanan ELISA yonteminden basariyla yararlanildigi bildirilmektedir. Bu yontemin
cok pahali olmadigi, kolay uygulanabildigi, uygulanisi sirasinda o6zel ekipman
gerektirmedigi, sonuclarinin giivenilir bulundugu bildirilmekte ve gelismekte olan
ilkelerde de rahatlikla amibiyazis tanisinda kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir (44-

47).

2.9.2. indirekt Tam Yontemleri

Akut karaciger amibiyazisinin tanisinda, serolojik tan1 yontemleri arasinda en yaygin
olarak kullanilan ELISA’dir. Amibiyazis tanisinda da digkida antijen aranmasinin yani
sira, bagirsak ve bagirsak dist amibiyazisde de kanda olusan spesifik antikorlari

arastirmak icin ELISA’dan yararlanilmaktadir. Yontemin kolay uygulanmasi, kisa
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zamanda sonug vermesi, 0zgiilliigiiniin ve duyarliliginm yiiksek olmasi giivenilir bir tani
yontemi oldugunu gostermektedir (17, 19, 20, 48, 49). Amibiyazis tanisinda ayni
zamanda; hnmundifﬁizyon, immunelekroforez, SDS-Page ve Western blot

(Immunoblootting) teknikleri de kullanilmaktadir (50).
2.9.3. Diger Tam Yontemleri

Akut karaciger amibiyazisinin tanisinda ultrasonografi, kompitiirize tomografi,
magnetik rezonans goriintiileme gibi radyolojik yontemler 6zellikle apsenin yerini ve
biiyiikliigiinii saptayarak kiymetli sonuglar vermektedir. Ancak bu teknikler amip
apsesini, pyojenik apseden ayrramamaktadir; ayiricit tani icin, serumda amibe karsi
antikorlarin serolojik yontemlerle aranmasi veya aspirasyon materyalinde amiplerin
goriilmesi gereklidir. Pulmoner amibiyazis tanisinda salya, karaciger veya plevra
aspirasyon materyallerinde Entamoeba histolytica aranmalidir (19, 30). Amibiyazis
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, selilloz asetat membran presipitin, E. histolytica trofozoitlerinin
parcalanmasiyla elde edilen antijenlerin cilt icine uygulanmasiyla yapilan deri testi

yontemlerinin de kullanilabildigi bildirilmektedir (38, 46).
2.10. TEDAVI

Amibiyazis tedavisinde kullanilan ilaclar {i¢ gurupta toplanmaktadir. Dokudaki amiplere
etkili ilaclar; Emetin, Diloksanid furoat, Antibiyotikler (paromomisin, tetrasiklinler),
Dehidroemetin, Klorokin. Bagirsak liimenindeki amiplere etkili ilaglar; Halojenli
hidroksikinolinler (yatren, iodokinol, kliokinol). Doku ve bagirsak liimenindeki
amiplere etkili ilaglar; Nitroimidazol gurubu (metronidazol, tinidazol, niridazol,

ornidazol) (50).
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Tablo 2.1. Amobiyoz sagaltiminda kullanilan ilaglar ve kullanim sekilleri (19)

Infeksiyon

Yetiskin Dozu

Cocuk Dozu

Asemptomatik intestinal Amébiyoz (kist ¢ikaranlar)

Diloxanidfroate(furamid)(500mg tab)

500 mgXgiinde 3kez 10 giin

20mg/KgXgiinde 3kez 10giin

Paramonycine (250 mg tab)

500 mgXgiinde3 kez 10 giin

20mg/KgXgiinde 3kez 10giin

Asemptomatik (Kkist ve trofozoit ¢cikaranlar)

Iodoquinol (650 mg tab)

6500mgXgiinde 3kez 20giin

30mg/KgXgiinde 3kez10 giin

Metronidazol (fragyl. 250 veya 500mg)

750mgXgiinde 3kez 10giin

40mg/KgXgiinde 3kez10 giin

Amebik kolit

Chloroquine (250mg tab)

250mgXgiinde 2kez12-24
giin

Iodoquinol veya Metronidazol

Yukaridaki gibi

Yukaridaki gibi

Akut amebik dizanteri

Emetin hydrochlorid

1 mg/Kg giinliik doz. 65
mg’1 gegmemeli (akut
semptomlar kontrole alinana
kadar)

Dehydroemetine hydrochloride

1,5 mg/Kg giinliik doz (akut
semptomlar kontrole alinana
kadar)

Amebik karaciger absesi ve Ameboma

Metronidazol + Dehydroemetine

Yukaridaki gibi ( total doz
1.0 gr’ 1 agmamal1)

Metronidazol - 40 mg/Kg. 8 saatte bir
Ornidazol Giinliik doz 2 gr 3 giin -
Tinidazol Giinliik doz 2 gr 3 giin -
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2.11. KORUNMA

Entamoeba histolytica, insana olgun kistlerle bulash yiyecek, icecekler ve kirli
parmaklarla bulasir. Parazitin rezervuarinin insan olmasi ve diskiyla ¢ikarilan kistlerle
sindirim yolundan bulagsmas1 korunmada hijyen kurallarina uymanin ve digkinin serbest
dagilimmin 6nlenmesinin 6nemini ortaya koyar. Bu nedenle korunmada hem kisisel
hem de ¢evresel hijyene dnem verilmelidir. Amibiyazisden korunma i¢in; kistlerle gida
ve sularin temasini 6nlemek, sanitasyon kurallarina dikkat etmek, kistleri tasiyan kisileri
gida sektoriinde calistirmamak, sineklerle miicadele etmek, siipheli yiyecek ve
icecekleri tehlikesiz hale getirmek gibi tedbirlere basvurulmalidir. Kronik vakalar ve
belirti vermeden kist ¢ikaran kimseler tedavi edilmeli ve insan diskis1 giibre olarak

kullanilmamalidir (21, 23).



3. GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan diski ornekleri, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dali’na basvuran hastalardan temin edilmistir. Calismanin 1. basamaginda
agz1 kapakli kaplara alinan diski 6rnekleri nativ-lugol yontemiyle incelenmis, daha
sonra trikrom boyama yontemi ile boyanmistir. Calismanin 2. basamaginda ayni diski
orneklerine ©Once formol-eter sedimantasyon yontemi uygulanmis, sedimentten
hazirlanan preparatlar mikroskopta incelenmis daha sonra trikrom boyama yontemi ile

boyanmustir.
3.1. NATiV-LUGOL YONTEMIi

Diskinin parazitolojik acidan degerlendirilmesinde direkt tan1 yontemlerinden biri olan

nativ-lugol yontemi, basit ve etkili bir yontemdir.
Nativ Baki Yontemi

Bir lam iizerine bir damla serum fizyolojik damlatilip, iizerine plastik baget yardimiyla
aliman yaklasitk 2 mg diski konmus ve iyice karnstirlldiktan sonra iizerine lamel

kapatilarak preparat hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar x40 biiylitmede incelenmistir.
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Lugol Baki Yontemi

Bu yontemde parazitlerin boyanmasint saglamak amaciyla lugol soliisyonu

kullanilmaktadir. Lugol soliisyonu asagidaki sekilde hazirlanmaktadir.

Kullanilan maddeler

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

100 ml distile su icersinde 10 gr potasyum iyodiir ¢cozdiiriilmiis ve iizerine 5 gr iyot
kristalleri eklenmistir. Bu sekilde hazirlanmis olan lugol soliisyonu, kapakli kahverengi
cam bir siseye siiziilerek stok lugol soliisyonu hazirlanmistir. Kullanilmadan 6nce distile

su ile bire bir oraninda sulandirilmstir.

Nativ yontemde anlatildigr gibi serum fizyolojik yerine lugol soliisyonu damlatilarak

hazirlanan preparatlar x40 biiyiitmede incelenmistir.

3.2. MODIFiYE FORMOL-ETIiL ASETAT SEDIMANTASYON YONTEMIi

Diski numunelerinde parazitlerin kist, trofozoit ve yumurtalar1 az sayida bulunabilir. Bu
durumda bu yapilar gbzden kacabilir ve sonuc negatif olarak verilebilir. Bu sakincayi en
aza indirmek icin diskilara modifiye formol-etil asetat sedimantasyon yontemi
uygulanmastir.

Kullanilan maddeler

%10 Formol

%0,85 Salin soliisyonu (serum fizyolojik)

Etil asetat veya eter



22

Yontem

1.

Bir falkon tiipiine 6nce 10 ml %10’luk formolden konulmus, iizerine yaklasik 1-1,5
gr diski eklenmistir. Diski formolde iyice ezildikten sonra fiksasyonun tam olarak
gerceklesmesi i¢in en az 30 dakika beklenmistir. Sulu veya ¢cok yumusak diskilardan
5-6 ml kullanilmistir.

Siispansiyon iki tabakali gazli bezden diger bir kaba siiziilmiis, bundan da 15 ml’lik

konik santrifiij tiipiine aktarilmistir.

Siispansiyona 3 ml etil asetat eklenmistir, tiipiin agzi bas parmagimizla sikica

kapatilarak, 30 saniye calkalanmistir.

Siispansiyon 500 X g’de 2-3 dakika santrifiij edilmistir. Tiip santrifiijden
cikarildiginda 4 tabaka gozlenmistir. En iistte etil asetat tabakasi, altina tiipiin
duvarlarina yapisan diski artig1 tabakasi, onun altinda formol tabakasi, en dipte ise

cokelti goriilmiistiir.

. Bir pipet yardimiyla tiipiin yiiziindeki artiklar iistteki siispansiyonla karistirilip

dokiilmiistiir.

Dipteki ¢okeltiden pipet yardimiyla birka¢ damla alinip incelenmistir.

3.3. TRIKROM BOYAMA YONTEMIi

Kullanilan maddeler

Chromotrope 2R

Light green SF

Fosfotungstik asit

Glasiyal asetik asit

%90’ 11k etil alkol

D’ Antoni’ nin iyot soliisyonu

Ksilen yada Toluen

Karbol — ksilen
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Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Trikrom boyanin hazirlanmasi : Temiz bir cam beher icine 10 ml glasiyal asetik asit
konulmus, iizerine 6 gr chromotrope 2R, 3 gr light green SF ve 7 gr fosfotungstik asit
eklenmigstir. Karistirilip, karisim 30 dakika bekletilmistir. Karigimin iizerine 1000 ml
distile su eklenip, kanistirtlmistir. Koyu mor renk alan boya cam kapakl sisede saklanip,

sulandirilmadan kullanilmistir.

Schaudinn fiksatifinin hazirlanmasi : 1000 ml distile su icinde 80-90 gr civa kloriir
sitilarak eritilmigtir. Soliisyon soguduktan sonra cam kapakli bir siseye siiziilmiistiir.
Bu sekilde doymus civa kloriir soliisyonu hazirlanmistir. Soliisyondan 600 ml alinip,

tizerine 300 ml %95 etil alkol ve 15 ml gliserin eklenmistir.

D’antoni’nin modifiye iyot soliisyonu : 100 ml distile suda 1,0 gr potasyum iyodiir
eritilmistir. Soliisyona 1,5 gr iyot kristali eklenmis, kirmizi kahverengi renk alana kadar
calkalanmistir. Hazirlanan soliisyon kahverengi cam kapakli bir siseye konulmus ve
kullanilincaya kadar saklanmistir. Trikrom boyamada kullanilirken; %70’lik etil alkole
demli cay goriinimii verene kadar D’ antoni’nin iyot soliisyonu dokiilerek

kullanilmustir.

%90’ hk asit-alkol : 995,5 ml %90 etil alkole 4,5 ml glasiyal asetik asit eklenerek
hazirlanmustir.
Yontem

1. Digki lamin iizerine yayilarak kurumadan Schaudinn fiksatifine konulmustur.

Burada en az 1 saat bekletilmistir.

2. Lamlar, %70’lik etil alkole demli ¢ay goriiniimii verene kadar D’ antoni’nin iyot

soliisyonu dokiilerek hazirlanan soliisyonda 3-5 dakika bekletilmistir.
3. Lamlar iki ayr1 %70’lik alkol i¢eren salelerin her birinde 2-5 dakika tutulmustur.
4. Schaudinn fiksatifiyle tespit edilen lamlar trikrom boyada 5-8 dakika bekletilmistir.

5. Lamlar boyadan cikarilip kagit havlu iizerine dik yerlestirilerek fazla boyanmn

sliziilmesi saglanmustir.
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6. Fazla boyasi siiziilen lamlar 2-3 saniyeden fazla olmamak kosuluyla %90’lik asit-
alkole batirilip ¢ikarilmistir. Lamlar 6nce %95°lik alkolde, sonrada %100’liik alkol
veya karbol-ksilen soliisyonunda ¢alkalanmigtir. Lamlar ikinci %100’liik alkol veya
karbol-ksilen soliisyonuna aktarilmig ve dekolarizasyon isleminin durmasi

saglanmistir.

7. Lamlar ikinci ve iiglincii %100’liik alkol veya karbol-ksilen soliisyonunda 2-5’er

dakika tutulmustur.
8. Lamlar iki ayr ksilen veya toluen iceren salede 2-5’er dakika tutulmustur.

9. Lamlar kurumadan Entellan ile kapatilarak x100 biiyiitmede incelenmistir.

3.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Dagilim yiizde olarak tanimlanmustir. Iki yontem arasindaki farkliliklara ise Mc Nemar

testi kullanilarak bakilmigtir. Anlamlilik diizeyi 0,05 olarak alinmistir.



4. BULGULAR

Bu ¢alismada, Erciyes Universitesi T1ip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim dalina basvuran
1000 hastadan aliman digki numuneleri, nativ-lugol yontemi, formol-etil asetat
sedimantasyon yontemi ve trikrom boyama yontemi kullanilarak amibiyazis acisindan
degerlendirilmistir. 1. asamada digkilar nativ-lugol yontemiyle incelenip, sonuglar
kaydedilmistir. Daha sonra ayni numuneler trikrom boyama yontemi ile boyanmis, yine
sonuglar kaydedilmistir. 2. asamada aymi digkilara formol-etil asetat sedimantasyon
yontemi uygulanmis, nativ-lugol yontemiyle incelenmis, trikrom boyama yontemi ile
boyanmistir.  Entamoeba  histolytica/Entamoeba  dispar  goriillen  preparatlar

kaydedilmistir.

Direkt nativ-lugol yontemiyle hazirlanan prepartlarin 11’inde, sedimantasyon sonrasi
nativ-lugol yontemiyle hazirlanan preparatlarin 13’iinde E. histolytica/E. dispar
goriilmiistiir. Direkt trikrom boyama yOntemiyle boyanan preparatlarin 9’unda,
sedimantasyon sonrasi trikrom boyama yontemiyle boyanan preparatlarin 12°sinde E.

histolytica/E. dispar goriilmiistiir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Calisma sonucunda elde edilen bulgular

Yontem incelenen diska Pozitif diski % p
sayisi sayisi

$ | Direkt nativ-lugol 1000 11 11

=z 0,50
= Sedimantasyon sonrasi nativ-lugol

Z 1000 13 1,3

Direkt trikrom boyama

g 1000 9 09

-,&: Sedimantasyon sonrasi trikrom 0.25
= | boyama 1000 12 1.2

Hastalardan alinan diski numunelerinden direkt nativ-lugol yontemiyle preparatlar
hazirlanmis, bu preparatlarin mikroskobik degerlendirmesinde 11 diskida
E.histolytica/E. dispar (%]1,1) bulunmustur. Aymi digkilara formol-etil asetat
sedimantasyon yontemi uygulanmis, sedimentten hazirlanan preparatlarin
mikroskobik degerlendirmesinde ise 13 diskida E. histolytica/E. dispar (%1,3)
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3).

-
~

_
n

_
o

E. histolytica/E.dispar gérilen numune sayisi

0 T T 1

Direkt Sedimentten
nativ-lugol nativ-lugol

Sekil 4.1. Diskilarin direkt nativ-lugol yontemiyle ve sedimantasyon sonrasi
nativ-lugol yontemiyle amibiyazis agisindan mikroskobik degerlendirme sonuglari
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Sekil 4.2. E. histolytica/E. dispar kistlerinin nativ yontemiyle hazirlanan preparatta x40
biiyiitmedeki goriintiisii



Sekil 4.3. E. histolytica/E. dispar kistlerinin lugol yontemiyle hazirlanan preparatta
x40 biiylitmedeki goriintiisii

Direkt nativ-lugol yontemiyle incelenen digki numunelerinden preparatlar yapilmis ve
trikrom boyama yontemi ile boyanmistir. Boyama sonucunda yapilan mikroskobik
degerlendirmede 9 numunede E. histolytica/E. dispar (%0,9) goriilmiistiir. Ayni
numunelere formol-etil asetat sedimantasyon yontemi uygulanmis, olusan sedimentten
preparatlar yapilip trikrom boyama yoOntemiyle boyanmistir. Yapilan mikroskobik

incelemede 12 numunede E. histolytica/E. dispar (%1,2) goriilmiustiir (Sekil 4.4, 4.5).
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E. histolytica/E. dispar gériilen numune sayisi
[}

4
2
0 T T 1
Direkt Sedimentten
trikrom trikrom
boyama boyama

Sekil 4.4. Diskilarin direkt trikrom boyama ve sedimantasyon sonrasi
trikrom boyama ile amibiyazis a¢isindan degerlendirilme sonuclari

Sekil 4.5. Entamoeba histolytica/E. dispar kistlerinin trikrom boyama yontemiyle hazirlanan preparatta
x100 biiytitmedeki goriintiisii
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Calismanin istatistiksel analizi yapilirken; direkt nativ-lugol yontemiyle sedimantasyon
sonrasi nativ-lugol yonteminin sonuglari kendi aralarinda Mc Nemar testi kullanilarak
degerlendirilmistir. Anlamlilik diizeyi 0,05 olarak alinmistir. p: 0,50 bulunmustur.
p>0,05 oldugu i¢in iki yontem arasinda E. histolytica/E. dispar saptanmasi agisindan

anlamli bir fark bulunamamustir.

Direkt trikrom boyama yontemiyle sedimantasyon sonrasi trikrom boyama yonteminin
sonuglart kendi aralarinda Mc Nemar testi kullanilarak degerlendirilmistir. Anlamlilik
diizeyi 0,05 olarak alinmistir. p: 0,25 bulunmustur. p>0,05 oldugu i¢in iki yontem

arasinda E. histolytica/E. dispar saptanmasi agisindan anlamli bir fark bulunamamustir.



5. TARTISMA VE SONUC

Entamoeba histolytica iizerine yapilan arastirmalarin biiyiik bir bolimii parazitin
tanisina yoneliktir. Mikroskobik tanida, parazitin kist ve trofozoitlerinin lokositler, diger
amipler ve digskida bulunan diger yapilarla karistirilmasi, bekletilen digkilarda parazitin
seklinin bozulmasi ve c¢alisgan Kkisilerin tecriibesizligi gibi nedenlerle sorunlar

yasanmaktadir.

Haque ve ark. (51), Bengaldes kirsalinda yasayan cocuklarda E. histolytica yayginligini
arastirmislardir. Arastirma sonucunda ELISA ile %8’i, mikroskobik baki ile %3,5’1 ve
kiiltir yontemiyle %4,2’si pozitif bulunmustur. ELISA sonuglarinin dogrulugu
izoenzim analizleri ile denetlenmis, testin sensitivitesi %87,5, spesifitesi %100 olarak
saptanmustir. Arastiricilar, bu analizler sonucunda amoebiosis tanisinda digskida ELISA
ile antijen arama yonteminin direkt baki ve kiiltiir yontemlerinden daha spesifik

sonuglar verdigini aciklanmigtir.

Mersin’de yapilan bir calismada, 192 ilkokul 6grencisinde E. hisotlytica/E. dispar
kistleri ve indirekt hemaglutinasyon testi ile amip antikorlar1 arastirilmistir.
Ogrencilerde diski incelenmesi sonucu E. hisotlytica/E. dispar Kistlerine
rastlanmamistir. Serolojik incelemede 192 6grencinin 4’iinde (%?2) amip antikorlari

1/16 ve iistiinde pozitif bulunmustur (52).
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Braga ve ark.’min (53), Brezilya’da yaptig1 bir c¢alismada, E. histolytica/E. dispar
prevalansi %25,4 bulunmus, digkida ELISA ile E. histolytica antijeni bakilmis ve sonu¢

915 bulunmustur.

Sanhwurfa’da yapilan bir c¢alismada, 1600 diski nativ-lugol ve coklastirma
yontemlerinden modifiye Ritchie yontemi ile incelenmistir. Toplam 583 (%36,4) kiside
bir veya birden fazla parazit bulunmustur. En sik goriilen parazitin Ascaris lumbricoides
(%18,4) oldugu goriilmiistiir. E. histolytica/E. dispar tanis1 yoniinden siipheli goriilen 87
diskiya E. histolytica spesifik sensu-lato antijen tespitine dayali mikro ELISA ve
trikrom boyama yontemleri uygulanmistir. 87 diskinin 19’unda (%21,7) ELISA metodu
ile E. histolytica/E. dispar spesifik antijen pozitif, 23’tinde (%?26,4) trikrom boyama
yontemiyle E. histolytica/E. dispar kompleksi pozitif saptanmistir (54).

Izmir’de yapilan bir ¢calismada, 250 adet disk1 6rnegi nativ-lugol, modifiye formol eter,
trikrom boyama, Robinson besiyeri, monoklonal ELISA yontemleriyle amip tanisi
yoniinden incelenmistir. Nativ-lugol yontemiyle 25’inde (%10,0), modifiye formol eter
yontemiyle 31’inde (%12,4), trikrom boyama yontemiyle 28’inde (%11,2), Robinson
besiyerine ekim ile 19’unda (%7,6) E. histolytica kist ve trofozoitleri saptanmistir.

Monoklonal ELISA yontemi ile de 40’ 1inda (%16) pozitiflik belirlenmistir (50).

Direkel ve ark.’nin (55), Malatya’da yaptiklar1 calismada, ishal sikayeti ile bagvuran
cesitli yas guruplarinda direkt mikroskobi ile %9,5, ayn1 hastalarin serum 6rneklerinde

ELISA testi ile %50,8 E. histolytica IgG antikor pozitifligi bildirmislerdir.

Son yillarda yapilan arastirmalari biiyiik bir boliimiiniin konusu ise morfolojik yapilar1
aynt oldugu icin mikroskop altinda birbirlerinden ayirt edilemeyen Entamoeba

histolytica ile Entamoeba dispar’ n ayirimina yoneliktir.

Misir’da yapilan bir ¢alismada, degisik kurumlarda E. histolytica tanisi konmus 50 disk1
ornegi Wheatley’in trikrom boyas1 ve multiplex PCR yontemiyle yeniden incelenmistir.
5 numunede (%10) sadece E. histolytica goriilmiis, 8 numunede (%16) E. histolytica ile
E. dispar birlikte goriilmiis, 20 numunede (%40) E. dispar goriilmiistiir. Diger taraftan
17 ornek negatif bulunmus; bu digkilarda E. coli, E. hartmanni ve lokositlerle E.

histolytica’nin karistirildig1 ve netice olarak yanlis tan1 kondugu bildirilmistir (56).
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Zaki ve ark.’nin (57), Misir’da yaptiklar1 calismada, E. histolytica sensu lato antijenini
belirleyen monoklonal ELISA yontemi kullanilmis ve toplumda E. dispar’in daha

yaygin oldugu bildirilmistir.

Isve¢’de yapilan bir calismada, SMI'ya (Swedish Institute for Infectious Disease
Control) bildirilen E. histolytica enfeksiyonlu 207 hastadan alinan diski ornekleri PCR
teknigi kullanilarak E. histolytica, E. dispar tiir ayrimi yapilarak degerlendirilmistir. 207
digk1 6rneginin 165’inde E. dispar, 10’unda E. histolytica pozitif bulunmustur. Kalan 32
ornegin ise hem PCR ile hem de mikroskobi ile negatif oldugu goriilmiistiir. Bu calisma
Isvec’de E. histolytica ile enfekte kisilerin sayismin oldukca az oldugunu gostermistir.
Aragtiricilar, E.histolytica’y1r E. dispar’dan ayrma yeteneginin gereksiz yere tedavi

goren hasta sayisini azalttigini bildirmislerdir (58).

Yaptigimiz ¢alismada Parazitoloji anabilim dalina bagvuran 1000 hastadan alinan disk1
numuneleri amibiyazis ag¢isindan degerlendirilmistir. Direkt nativ-lugol yontemiyle
hazirlanan prepartlarin  11’inde, sedimantasyon sonrast nativ-lugol yontemiyle
hazirlanan preparatlarin 13’iinde E. histolytica/E. dispar goriilmiistiir. Direkt trikrom
boyama yontemiyle boyanan preparatlarin 9’unda, sedimantasyon sonrast trikrom
boyama yontemiyle boyanan preparatlarin 12’sinde E. histolytica/E. dispar goriilmiistiir.
Direkt nativ-lugol yontemiyle sedimantasyon sonrasi nativ-lugol yonteminin sonuclar1
karsilagtirilmig, ayn1 zamanda direkt trikrom boyama yontemiyle sedimantasyon sonrasi
trikrom boyama yonteminin sonuclar1 da kendi aralarinda karsilastirilmistir. E.

histolytica/E. dispar saptanmasi agisindan anlamli bir fark bulunamamaistir (p>0,05).

Garcia ve ark. (59), intestinal protozoonlarin teshis ve tanisinda formalin eter
konsantrasyon teknigi ile trikrom boyama teknigini karsilastrmiglardir. PVA da
saklama metodu kullanilarak, ayakta tedavi olan hastalardan alinan 13194 diski 6rnegi
her iki metotla da incelenmistir. 3077 Ornekte (%23) bir veya birden fazla intestinal
protozoon bulunmustur. Sadece trikrom boyama yOntemi kullamilarak patojenik
trofozoitlerden %44,2’sinin kistleri, %96,3’liniin de trofozoitleri teshis edilmistir.
Arastiricilar tarafindan, digki Orneklerinin incelenmesinde her iki yOntem de

Onerilmistir.

Ustiin ve ark. (60) yaptiklar1 calismada, Tiirkiye’de iltihabi bagirsak hastaligi (IBD)

olan kisilerde amoebiosis prevalansini arastirmiglardir. IBD’li 160 vakanin 130’u
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ilseratif kolitli, 30’uda Crohn hastasidir. Bu hastalardan alinan taze diskilar nativ-lugol
yontemiyle, modifiye formol-etil asetat yontemiyle ve trikrom boyama yontemiyle E.
histolytica/E. dispar tanist agisindan degerlendirilmistir. Toplam 160 diskinin 14’tinde
(%8,75) E. histolytica/E. dispar goriilmiistiir. 130 iilseratif kolitli hastanin 13’iinde
(%10), 30 Crohn hastasinin 1’inde (%3,3) E. histolytica/E. dispar bulunmustur. Hicbir
gastrointestinal sikayeti olmayan 105 kisiden olusan kontrol gurubunda ise 2 (%1,9)
kiside E. histolytica/E. dispar goriilmiistiir. Uygulanan {ic metod birbirleriyle

karsilagtirildiginda en etkili metodun trikrom boyama yontemi oldugu bildirilmistir.

1999-2000 yillar1 arasinda Mersin  Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
laboratuarinin digki inceleme sonuglarinin degerlendirildigi retrospektif calismada,
direkt mikroskobik inceleme ile %2,8 oraninda E. histolytica/E. dispar kisti saptandigi
goriilmiistiir. Ayn1 donemde Mersin Devlet Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuarinda
direkt mikroskobik digki incelemesi sonucu %16,5 oraninda E. histolytica/E. dispar

saptanmig ve en yaygin goriilen protozoon oldugu bildirilmistir (61).

Malatya’da yapilan bir ¢calismada; Malatya belediyesindeki temizlik iscilerinde bagirsak
parazitleri arastirilmistir. Arastirmada 241 is¢iden alman digkr 6rnekleri incelenmis, 34
kiside E. coli, 2 kiside E. histolytica saptanmistir. Yapilan ¢alisma sonuclaria gore en

yaygin parazitin E. coli oldugu goriilmiistiir (62).

Cumbhuriyet Universitesi Parazitoloji Laboratuarina Mayis 2002-Kasim 2004 tarihleri
arasinda basvuran kisilerde saptanan parazitler ve bu parazitlerin dagilimi retrospektif
olarak degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda 124 diskida (%?2,4) E. histolytica
goriildiigii bildirilmistir (63).

Culha ve ark.’nin (64) yaptig1 calismada, Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi
Parazitoloji Laboratuarina gastrointestinal ve anal kasint1 sikayetleri ile bagvuran yaslar1
0-14 arasinda degisen 602 ¢ocuk hastada parazit siklig1 arastirilmistir. En ¢ok rastlanan
protozoonun Blastocystis hominis oldugu, E. histolytica’nin ise 9 cocukta (%1,64)

goriildiigii bildirilmistir.

Yazar ve ark. (65) tarafindan, 2000-2004 yillar1 arasinda parazitoloji laboratuarmna
basvuran 34883 kisiden alman digki Ornekleri nativ lugol ve flotasyon/sedimantasyon

yontemleri kullanilarak incelenmistir. Inceleme sonucunda en sik rastlanan protozoonun
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B. hominis oldugunu goriilmiistiir. E. histolytica/E. dispar goriilme oraninin ise %?2,3

oldugunu bildirilmistir.

Aykan ve ark. (66) tarafindan, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuarina gonderilen 2141 adet gaita 6rnegi incelenmistir. Incelenen
orneklerin 165’inde toplam 181 adet (%7,7) parazit oldugu saptanmistir. Gaita
orneklerinin 174’tinde protozoon bulunmus ve trikrom boyasi ile degerlendirilmistir.
Calisma sonucunda, bagirsak protozoonlarinin degerlendirilmesinde trikrom boyama
yontemi %87,93 oraninda basarili bulunmustur. Arastiricilar tarafindan patojen olan ve
olmayan protozoonlarin tiir diizeyindeki tanisinda direk incelemenin yaninda trikrom

boyama yonteminin de kullanilmasinin taniy1 daha giivenilir kildig1 bildirilmistir.

Diinyada E. histolytica sikliginin yaklasik %10 oldugu ama %50 yada %80’lere kadar
ulastig1 bolgelerin de bulundugu bildirilmektedir. Ulkemizde yapilan calismalarda E.
histolytica sikliginin %0-17 arasinda bulundugu bildirilmistir (67, 21). Yaptigimiz
caligmadan elde edilen sonuglar yapilan ¢alismalarla karsilastirildiginda bazi yonleriyle
uyumlu olmakla birlikte bazi yonleriyle farkliliklar gosterdigi goriilmektedir. Ayni
bolgede daha Once yapilan bir ¢alismada E. histolytica/E. dispar goriilme sikliginin
%?2,3 oldugu goriilmiistiir. E. histolytica/E. dispar goriilme sikliginin diger bir cok
bolgeye gore diisiik olmasinin sebepleri arasinda; Kayseri’ de modern sehirlesme ve alt
yapinin, uygun sanitasyon ve cevre kosullarinin bulunmasi ve sosyo-ekonomik diizeyin

iyi olmasi sayilabilir.

Sonug olarak; Amibiyazis tanisinda kullanilan yontemler arasinda en az zaman alan,
aynt zamanda en ucuz olan yontemin nativ-lugol yontemi oldugu ortaya konmustur.
Digk1 ornekleri formol-etil asetat yontemiyle coklastirilip incelendiginde, hem E.
histolytica/E. dispar kistlerinin hem de diger parazitlerin goriilme sikligin1 artirmaktadir,
ancak ishalli diskilarda bulunan trofozoitlerin santrifiij etkisiyle parcalanabildigi icin
goriilemedigi belirlenmistir. Deneyimli bir laboratuar calisaninin E. histolytica/E.
dispar’t diger yapilardan genellikle aymrabildigi anlasilmis ise de bazi kuskulu
durumlarda trikrom boyama yonteminin spesifik tan1 amaciyla kullanilmasinin gerekli

oldugu belirlenmistir.
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