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Ozet

Saghk Bakanligi, amipli dizanteri etkeni Entamoeba histolytica'nin (E. histolytica) kesin tanisinin konabilmesi icin, standart tani
protokollerinde Trichrome boyali preparatlarda eritrosit fagosite etmis trofozoit goriilmesi ve/veya E. histolytica spesifik adhesin
antijeninin ELISA testi ile pozitif tespit edilmesi sartlarini aramaktadir. Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Parazitoloji Poliklinigi'ne
Ocak 2010 - Haziran 2011 tarihleri arasinda basvuran ve direkt diski bakisinda amebiasis stiiphesi olusan 51 hastanin, digki érnekleri
Trichrome boyasi ile boyanarak incelenmis ve 49 6rnekte E. histolytica/dispar tespit edilmistir. Toplam 51 drnekten 33 diski 6rnegine E.
histolytica adhesin antijeni aramaya yonelik ticari ELISA kiti (Entamoeba CELISA-Path; CeLLabs Pty. Ltd., Brookvale, Australia) uygulanmis
ve 23 (%71.8) diski 6rneginde pozitif sonug elde edilmistir. Sonuglarimiza gore gecmis yillarla karsilastinldiginda son yillarda olgu
sayisinda artis oldugu dikkati cekmektedir. E. histolytica’nin kesin tanisinin konmasinda Saglik Bakanligi'nin da énerdigi gibi farkli
yontemlerin bir arada uygulanmasinin 6zellikle perifer laboratuvarlarin etkin sonug vermesinde énemli oldugu sonucuna variimistir.
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E.histolytica/dispar Cases Diagnosed in Ege University
Medical Faculty Parasitology Outpatient Clinic
Between January 2010 to June 2011

Summary

For definitive diagnosis of amoebiasis, The Ministry of Health requires the detection of Entamoeba histolytica (E. histolytica)
trophozoites that ingested red blood cells in Trichrome-stained smears or E. histolytica-specific adhesin antigen with ELISA. Stool
samples of 51 patients admitted to the Outpatients Clinic of Ege University School of Medicine Department of Parasitology between
January 2010 and June 2011 were suspected to have E. histolytica/dispar cysts or trophozoites in wet mount examinations and stained
with Trichrome. Examination of these smears revealed that 49 samples were positive for E. histolytica/dispar Thirty-three samples were
tested for the positivity of E. histolytica-specific adhesin antigen with a commercial ELISA kit (Entamoeba CELISA-Path; CelLLabs Pty.
Ltd., Brookvale, Australia) and 23 were found to be positive. Our results indicated an elevation of figures of amoebiasis cases in recent
years. It is concluded that application of different methods for the diagnosis of E. histolytica infections as suggested by The Ministry of
Health is essential for correct reports of peripheral laboratories.
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GiRiS

Amebiasis gelismekte olan Ulkeler icin 6nemli bir saghk  tanesi (Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar, Entamoeba
sorunu olup, Entamoeba cinsi icerisinde yer alan tiirlerden 6  moshkovskii, Entamoeba polecki, Entamoeba coli ve
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Entamoeba hartmanni) bagirsak boslugunda yerlesebil-
mektedirler. Bunlarin icerisinde E. histolytica, amebiasis et-
keni olup diinyada olimlere de neden olabilen 6nemli bir
parazit olarak kabul edilmektedir. Patojen E. histolytica doku
yayllimi gostererek basta karaciger olmak Uzere cesitli
organlarda abselere neden olurken, apatojen olarak kabul
edilen E. dispar bagirsakta sinirli kalip doku invazyonu gos-
termemektedir . Her yil amebiasis ile diinyada ortalama
50 milyon kisinin enfekte oldugu ve yaklasik 100.000 kisi-
nin bu hastalik nedeniyle 6ldtugu bildirilmektedir '*. Sosyo-
ekonomik seviyesi diisiik toplumlarda, okul, cezaevi, hasta-
ne ve ¢ocuk bakim yuvalarinda kisisel hijyene bagh olarak
enfeksiyon oraninin arttigi gériilmektedir "6, Ulkemizde ya-
pilan cesitli koproparazitolojik arastirmalarla bagirsak para-
zitlerinin dagiliminda E. histolytica insidansinin %0.3-17.4

arasinda degistigi saptanmistir 6.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) son zamanlarda gelismekte
olan ulkelere, uygun teknikler yoluyla E. histolytica'nin spe-
sifik tanisini koymay1 6nermektedir 7. Saglk Bakanhgi, amipli
dizanteri etkeni E. histolytica’nin kesin tanisi icin, standart
tani protokollerinde Trichrome boyali preparatlarda eritrosit
fagosite etmis trofozoit gorulmesi ve/veya E. histolytica-
spesifik adhesin antijeninin ELISA testi ile pozitif bulunmasi
sartlarini aramaktadir. Giiniimuzde ayirici tanticin digkida
E. histolytica'ya spesifik antijen arama yontemleri yiiksek
0zgullik ve duyarlilik gésterdiginden kabul gérmektedir 8.

Amebiasisin hizli ve kesin tanisi, enfeksiyonunun tedavi-
sinin erken dénemde yapilmasi acisindan énemlidir. Calis-
mamizda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Parazitoloji
Poliklinik laboratuvarina Ocak 2010 - Haziran 2011 tarihleri
arasinda gelen hastalardan direkt bakisinda amebiasis stip-
hesi olusan 51 hastanin digki 6rnekleri Trichrome boyasi ile
boyanarak incelenmis olup, bu 6rneklerin 33 adedinde ayni
zamanda E. histolytica adhesin antijeni de arastirilmistir.

MATERYAL ve METOT

Ege Universitesi Tip Fakdiltesi Hastanesi Parazitoloji Poli-

klinik laboratuvarina Ocak 2010 -Haziran 2011 tarihleri ara-
sinda basvuran ve direkt diski bakisinda amebiasis stiphesi
olugan 51 hastanin 6rnekleri incelenmistir.

Parazitoloji Poliklinik laboratuvarina gelen diski 6r-
nekleri ilk olarak makroskobik olarak incelenmis, mikros-
kobik incelemede ise yaklasik 2 mg diski 6rnedi salin
solusyonu ve Lugol boyasi ile boyanmistir. Rutin uygula-
nan etil asetat ¢coktiirme yontemi ile elde edilen ¢okeltiden
hazirlanan preparatlar tekrar salin solusyonu ve Lugol boyasi
ile boyanarak x20 ve x40'lik objektiflerle incelenmistir. Ay-
rica ¢oklastirma islemi sonucunda elde edilen ¢okeltiden
hazirlanan yaymalar Modifiye Kinyoun asit - fast boyasiyla
boyanarak x100'lik objektifle incelenmistir. Mikroskobik
incelenmesinde kistik yapilardan stiphelenilen tim 6rnek-
lere ve tiim ishalli digki 6rneklerine Trichrome boyama yon-
temi uygulanmistir. Boyali preparatlar en az 2 deneyimli uz-
man tarafindan preparat basina ortalama 15 dk sireyle
incelenmistir. Toplam 51 6rnekten 33 diski 6rnegine E.
histolytica/dispar tiir ayrimi icin diskida antijen saptamaya
yonelik ELISA yontemi (Entamoeba CELISA-Path; CelLabs
Pty. Ltd., Brookvale, Australia) uygulanmistir.

BULGULAR

Galismaya alinan 51 hastanin 25'i kadin 26'si erkek olup
yaslarinin ortalamasi 29.48 (2-79) arasindadir (Sekil 1).

Toplam 51 diski 6rnegdinin tamami Trichrome boyama
yontemiile incelenmis olup 49 (%96.07) diski 6rnegi pozitif,
2 (%3.9) diski 6rnegi ise negatif olarak degerlendirilmistir.
Digki 6rneklerinin 33 tanesinde ELISA ydntemi ile E.
histolytica'ya 6zgli adhesin antijeni aranmis, 33 6rnekten
23"l (%69.7) pozitif, 10'u (%30.3) ise negatif bulunmustur
(Tablo 1).

Trichrome boya yontemi ile E. histolytica/dispar kist ve/
veya trofozoitleri saptanan 49 diski 6rneginden ELISA yon-
temi uygulanan 31'inden 23'linde pozitif 8'inde negatif so-
nu¢ alinmistir (Tablo 1). Trichrome ile negatif tespit edilen
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Tablo 1. Trichrome boyama yontemi ve ELISA sonuclarinin karsilastiriimasi
Table 1. The comparison of Trichrome staining and ELISA results

ELISA
Boyama Yontemi
Pozitif Negatif Uygulanmadi Toplam
Pozitif 23 8 18 49
Trichrome Negatif 0 2 0 2
Toplam 23 10 18 51

Diger Parazitlerle Birliktelik

39 2% 2%

\\

Cyclospora spp.

M Baska parazit yok

m Cryptosporidium spp.

W Blastocystis hominis

M Dientamoeba fragilis

W Blastocystis hominis +

Sekil 2. Hastalarda E. histolytica/dispar'n disinda saptanan
diger bagirsak parazitleri

Fig 2. Parasites other than E. histolytica/dispar detected in the
patients

2 Ornek ELISA ile de negatif bulunmustur. ELISA ile pozitif
bulunup Trichrome boyasinin negatif oldugu herhangi
bir 6rnek bulunmamaktadir. Calismamizda direkt bakida
uygulanan Trichrome boya yontemi altin standart olarak
kabul edilmistir.

Calisma grubumuzdaki hastalar diger parazitler acisin-
dan degerlendirildiginde, 7 hastada Cryptosporidium spp.,
2 hastada Blastocystis spp., 1 hastada Dientamoeba fragilis
ve 1 hastada ise Blastocystis spp. ve Cyclospora spp. koen-
feksiyonu saptanmistir. Sonug olarak, toplam 11 (%21.56)
hastanin bir veya birden fazla bagirsak paraziti ile enfekte
oldugu tespit edilmistir (Sekil 2).

TARTISMA ve SONUC

E. histolytica enfeksiyonu diinyada tropikal ve subtro-
pikal bircok bolgede ve 6zellikle gelismekte olan Ulkelerde
halen 6nemli bir saglk problemidir. Her yil tim diinyada
100 binin Uzerinde kisinin amebiasis nedeniyle hayatini
kaybettigi bildirilmektedir '.

Amebiasisin etkensel tanisinda nativ-lugol yontemi ucuz-
lugu ve kolay uygulanabilmesi nedeniyle en ¢ok kullanilan
yontemdir. Bununla birlikte nativ-lugol yonteminin duyar-
ihiginin %10-60 arasinda degismesi, amiplerin digki 6rne-
gindeki makrofajlarla karisabilmesi veya diski érneginde
morfolojik olarak ayrim yapilamayan ancak apatojen ka-

bul edilen E. dispar ve E. moshkovskii gibi amip turlerinin
bulunabilmesi nedeniyle yanhs pozitif sonuglar alinabil-
mektedir '". Ayrica nativ-lugol yonteminde baz preparat-
larda Entamoeba tiirlerine ait ¢cekirdek yapisinin tam olarak
ayirt edilememesi nedeniyle son yillarda bu yontemin yani
sira ¢ekirdek yapisinin ayrintili incelenebildigi Trichrome
boyama yontemi de uygulanmakta olup, morfolojik gora-
nimun ayni oldugu apatojen tirlerin ayirici tanisinda ise
diskida E. histolytica antijeni aranmasi gibi ileri yontemlere
basvurulabilmektedir 2°1°,

E. histolytica ve E. dispar i¢in en glvenilir ayirt edici tani
yontemleri olarak spesifik antijenlerin degisik yontemler-
le gosterilmesi ve 6zglin DNA bdlgelerinin saptanmasi
bildirilmektedir. Gelismis yontemlerle yapilan degerlen-
dirmede, insanlarda mikroskopik olarak tespit edilen
amebiasis olgularindan yaklasik %90'inin E. dispar, %10’
unun E. histolytica oldugu rapor edilmistir 26,

Turkiye'de bugiine dek farkh bolgelerde bu konuda ce-
sitli calismalar yayinlamistir. Zeyrek ve arkadaslan ' yap-
tiklari caismada nativ-lugol yontemi ile direkt bakida stip-
heli bulunan 87 diski 6rneginin ELISA testi ile 19'unda
(%21.7) E. histolytica'ya spesifik antijeni pozitif bulunurken,
Trichrome boyama yontemiyle 23 (%26.4) olgunun diski
orneginde E. histolytica/dispar saptamislardir '. Benzer se-
kilde, Zonguldak’ta yapilan bir baska calismada da, direkt
mikroskopi ile incelenen 1720 diski 6rneginin 44'Unde
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(%0.37) amip kistleri goralmustir. Kist gorilen 44 6rnegin
sadece 26'sinda ELISA ile (%59.1) spesifik antijen varligi sap-
tanabilmistir 2. Sivas'ta yapilan baska bir calismada ise
1449 diski 6rneginin direkt mikroskobik (nativ-lugol ve
Trichrome) olarak incelenmistir. E. histolytica/dispar kisti
saptanan 22 (%1.5) diski 6rnegi ELISA ile E. histolytica var-
g1 yoniinden arastiriimis ve 14 hasta pozitif olarak bulun-
mustur . Tanylksel ve ark.'? yaptiklar ¢alismada 380
hastanin 91'inde (%24) Trichrome yontemiyle E. histolytica/
dispar saptanmis olup, bu 380 hastaya ELISA uygulanmis
57inde (%13) E. histolytica antijeni pozitif olarak deger-
lendirilmistir '2. izmir'de yapilan bir diger calismada ise,
9378 hastanin 654'linde trichrome boyama ydntemi uygu-
lanmis olup 24 (%3.67) hastada E. histolytica/dispar bildi-
rilmistir. Ote yandan, ELISA yéntemiyle spesifik antijen
aranan 677 digki drneginin ise 18'inde (%2.66) E. histolytica
varligi tespit edilmistir °. Ayrica Van'da Universite 6grenci-
lerinde yapilan bir taramada sadece Trichrome boyasi
uygulandiginda E. histolytica oraninin %13.63 tespit edil-
digi gozlenmistir 3.

Calismamizda direkt bakida nativ-lugol yontemi ile E.
histolytica/dispar ile enfekte oldugundan sliphe edilen 51
diski 6rneginin 49'unda (%96.07) Trichrome boya ydntemi
incelemesinde nikleus yapisi ayirt edilebildiginden E.
histolytica/dispar pozitif olarak degerlendirilmistir. Saglik
Bakanligi'nin yeni SUT uygulamasi kapsaminda ayaktan
gelen poliklinik hastalarinin limit sinirlamalari nedeniyle tim
hastalara ELISA yonteminin uygulanmasi miimkiin olama-
maktadir. Calismamizda da bu nedenle 51 hastanin diski
orneklerinden 33 tanesine Trichrome boya ydonteminin ya-
nisira ELISA testi de uygulanabilmistir. Trichrome boyasi ve
ELISA yonteminin birlikte uygulanabildigi 33 hastadan 23’
Unde (%71.8) adhesin antijeni de pozitif saptanirken 10 has-
tada ELISA testi negatif tespit edilmistir. Trichrome boya
yontemi ile pozitif tespit edilen toplam 31 olgudan 8'i
(%25.8) ELISA yontemi ile negatif bulunmustur. Bu 8 has-
tanin E. dispar olabilecegi gibi yanhs negatif olma olasiligi
da g6z ardi edilmemelidir. Referans laboratuvarlarinda ileri
molekuler yontemler ile taninin desteklenmesinin bu belir-
sizligi netlestirecegi distiniilmektedir.

Rutin parazitolojik tanida yaygin olarak kullanilan nativ-
lugol yontemiyle mikroskobik bakida E. histolytica tanisi
konulamamaktadir. Ayrica mikroskobiyle tani konulan ol-
gularin yaklasik %90'inin E. histolytica ile morfolojik olarak

ayirt edilemeyen apatojen E. dispar tasidigi bildirilmektedir.
Bu acidan degerlendirildiginde, cogu hastanin gereksiz yere
anti-amibik ilag tedavisi aldigi ve bunun gerek insan sagligi
gerek tlke ekonomisi icin olumsuz sonuclar dogurdugu
distinilmektedir. Deneyimli personel tarafindan uygulan-
diginda altin standart 6zelligini koruyan Trichrome boya
yonteminin yanisira ELISA gibi E. histolytica/dispar ayrimi
yapabilen ileri tani yontemlerinin kullanilmasi, amebiasis
sUphesi tasiyan hastalara mutlaka uygulanmali ve hasta-
larin kesin tanisi bu sekilde konulmalidir.
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